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m NARODOWE CENTRUM NAUKI

Projekt badawczy Narodowego Centrum Nauki, OPUS 12, nr 2016/23/B/NZ7/01204,
pt. ,.Identyfikacja ligandow Mycobacterium tuberculosis wigzqcych ludzki surowiczy
amyloid A (SAA) oraz okreslenie biologicznej roli interakcji prqgtkow gruzlicy
Z SAA”.

WYDZIAL BIOLOGII

Ministerstwo Nauki i OCHRONY SRODOWISKA
i Szkolnictwa Wyzszego Uniwersytet £6dzki

Dotacja celowa na finansowanie dziatalnosci polegajacej na prowadzeniu badan
naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych shuzacych rozwojowi
miodych naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich w roku 2018/2019
pt. ,.Analiza poréownawcza proteomu rekombinowanych szczepow Mycobacterium
tuberculosis z nadprodukcjg biatka Rv2477¢ i Rv1308 do proteomu kontrolnego szczepu typu
dzikiego H37Rv”.
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WYKAZ SKROTOW

WYKAZ NAJWAZNIEJSZYCH SKROTOW

Ag85
ApoA
APPs
ATP
BSA

CCL
CD

CFU

CL
CLA

CMBT
CR

CXCL
DAMPs

ERK

ESAT-6

FBS
FPR

G-CSF

HbhA

HDL

kompleks antygenowy 85 — antigen complex 85
apolipoproteina A — apolipoprotein A

bialka ostrej fazy — acute phase proteins
adenozyno-5'-trifosforan — adenosine triphosphate
albumina surowicy bydlecej — bovine serum albumin

C-C chemokina — chemokine C-C motif ligand

antygen roznicowania komérkowego — complex of
differentiation

jednostka tworzaca kolonie — colony forming unit

kolektyna — colectin

antygen CLA leukocytéw — cutaneous leucocyte-associated
antigen

karboksymykobaktyna — carboxymycobactin
receptor dla bialek dopelniacza — complement receptor

C-X-C chemokina — chemokine C-X-C motif ligand

struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem
(alarminy) — damage-associated molecular patterns

kinaza MAP aktywowana mitogenami — extracellular
signal-regulated kinases

wczesny wydzielniczy cel antygenowy 6 — early secretory
antigenic target 6 kDa

surowica plodéw cielecych — fetal bovine serum

receptor peptydow formylowanych — formyl peptide
receptor

czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
— granulocyte colony-stymulating factor

hemaglutynina wigzaca heparyne — heparin-binding
hemagglutynin

lipoproteina wysokiej gestosci — high density lipoprotein
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IDL

IEN

IL

IMDM

INOS

LAM

LDL
LIMP2

LM
ManLAM

MASP

MBT
M-CSF

MHC

MIC

MIF

MMP

MR

NF-kB

NLRP
PAMPs

WYKAZ SKROTOW

lipoproteina posredniej gestosci — intermediate density
lipoprotein

interferon — interferon

immunoglobulina — immunoglobulin

interleukina — interleukin

podloze hodowlane — Iscove’s modified Dulbecco’s medium
syntaza tlenku azotu — nitric oxide synthase
lipoarabinomannan — lipoarabinomannan

lipoproteina niskiej gestosci — low density lipoprotein
lizosomalne integralne bialtko blonowe-2 — lysosomal
integral membrane protein-2

lipomannan — lipomannan

mannozylowany lipoarabinomannan — mannosylated
lipoarabinomannan

proteaza serynowa MASP — mannan-binding lectin serine
protease

mykobaktyna — mycobactin

czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow
— macrophage colony-stimulating factor

glowny uklad zgodnosci tkankowej — major
histocompatibility complex

minimalne stezenie hamujgce — minimal inhibitory
concentration

czynnik hamowania migracji makrofagéw — macrophage
migration inhibitory factor

metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej — matrix
metalloproteinase

receptor mannozowy — mannose receptor
czynnik jadrowy kB — nuclear factor «B

receptor NOD-podobny — NOD like receptor protein

konserwatywne wzorce molekularne patogenow
— pathogen-associated molecular patterns
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PBS

PRRs

RAGE

SAA

SP

SR

B

TGF

TLR

TNF
VEGF

VLDL

WHO

WYKAZ SKROTOW

buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej
— phosphate-buffored saline

receptory rozpoznajgce wzorce molekularne — pattern
recognition receptors

receptory koncowych produktéw zaawansowanej glikacji
— receptor for advanced glycation end products

surowiczy amyloid A — serum amyloid A
bialko surfaktantu — surfactant protein
receptor zmiatajacy — scavanger receptor

gruzlica — tuberculosis

transformujacy czynnik wzrostu — transforming growth
factor

receptor Toll-podobny — Toll-like receptor

czynnik martwicy nowotworu — tumor necrosis factor

czynnik wzrostu srodblonka naczyniowego — vascular
endothelial growth factor

lipoproteina bardzo malej gestosci — very low denisty
lipoprotein

Swiatowa Organizacja Zdrowia— World Health Organization
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1. WSTEP

1.1. Gruzlica — antyczna choroba XXI wieku

Gruzlica, bedaca rozpowszechniong na calym $wiecie choroba zakazng, stanowi
niezmiennie istotny globalny problem epidemiologiczny i jednocze$nie wyzwanie
dla wspotczesnej nauki 1 medycyny. Zjawisko to wynika z wcigz niewystarczajacej
wiedzy na temat molekularnych mechanizmow wirulencji czynnika etiologicznego tej
choroby, ktorym jest pratek gruzlicy Mycobacterium tuberculosis. Pratek gruzlicy
to  Gram-dodatnia,  przenoszona droga  kropelkowa  bakteria  zaliczana
do wewnatrzkomérkowych patogenow (Ryc. 1). Drobnoustr6j ten, wraz
z Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti,
Mcobacterium canettii, Mycobacterium caprae oraz Mycobacteriu pinnipedii, nalezy
do grupy chorobotworczych pratkow Mycobacterium tuberculosis complex i jest
odpowiedzialny za rozwdj klasycznej postaci gruzlicy charakteryzujacej sie¢
wystepowaniem patomorfologicznych zmian zwanych ziarniniakami gruzliczymi

(granuloma), [1].

Ryc. 1. Pratki M. tuberculosis wybarwione metoda Zhiel-Nielsena, zdjecie wlasne (pow. 100x)

Pierwsze zapisane dowody wystepowania gruzlicy pochodza ze starozytnych
tekstow odkrytych na terenach Indii oraz Chin, liczacych, odpowiednio, 3 300 i 2 300 lat
[2]. Niepodwazalnym dowodem na istnienie tej choroby juz w czasach starozytnych sg

badania potwierdzajace zar6wno kostne deformacje typowe dla gruzlicy, jak 1 obecnos¢
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DNA M. tuberculosis w ko$ciach i tkankach migkkich egipskich mumii datowanych
nawet na 2050 rok przed nasza era [2, 3].

Mimo wielu doniesien dotyczacych gruzlicy zapisanych w Starym Testamencie,
dzietach Hipokratesa i Cycerona, dziewig¢tnastowiecznych mitach czy opisie $mierci
Chopina, pierwszy naukowo udokumentowany opis pratka gruzlicy nastapil dopiero
w 1882 roku. Autorem tego opisu byl, uwazany za ojca mikrobiologii, niemiecki
bakteriolog Robert Koch (Ryc. 2), ktory 24 marca 1882 roku w Berlinie, na seminarium
Towarzystwa Fizjologicznego, przedstawil wyniki swoich wieloletnich badan
dotyczacych czynnika etiologicznego gruzlicy. Dzigki opracowaniu metody hodowli
pratka gruzlicy w podtozu zawierajagcym zwierzgeg surowice, Koch izolowat te baterie
z materialu pochodzenia zwierzecego lub ludzkiego, identyfikowal je za pomoca
barwienia biekitem metylenowym oraz z powodzeniem infekowat pratkiem gruzlicy

kawie domowe, co stanowito przetom w badaniach nad gruzlica [4, 5].

Ryc. 2. Robert Koch, Selman Waksman, Jorgen Lehmann

Bez watpienia odkrycie Kocha stato si¢ poczatkiem dlugiej drogi poszukiwania
skutecznej terapii przeciwko gruzlicy. Niemniej jednak zakazenia pratkiem gruzlicy
jeszcze przez wiele dziesigcioleci stanowily S$miertelne zagrozenie dla populacji
cztowieka. Dopiero odkrycie 1 opracowanie nowych antybiotykow 1 zwigzkow
o aktywnosci przeciwpratkowej, streptomycyny (1943r.; Selman Waksman), kwasu
paraaminosalicylowego (1944r.; Jorgen Lehmann), a nastgpnie, w krotkim czasie
izoniazydu, parazynamidu, etambutolu czy ryfampicyny, i zastowanie ich na
ptaszczyznie klinicznej, pozwolito przeksztatci¢ gruzlicg w chorobe uleczalng (Ryc. 2),
[6, 7].
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Do polepszenia sytuacji epidemiologicznej przyczynito si¢ rOwniez opracowanie
przez Alberta Calmette’a i Camille’a Guérina na poczatku XX w., szczepionki BCG
(Bacille Calmette-Guérin), ktéra, pomimo wielu kontrowersji zwigzanych z jej
skutecznoscia, do dzisiejszego dnia pozostaje jedynym stosowanym u ludzi preparatem
immunoprofilaktycznym przeciwko zakazeniu pratkiem gruzlicy [8]. Niestety
wprowadzenie skutecznej terapii oraz profilaktyki przeciwgruzliczej nie przyczynito si¢

jednak do eradykacji tej choroby na $wiecie.

1.2. Epidemiologia gruzlicy na §wiecie i w Polsce

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health
Organization) gruzlica stanowi nadal jedng z najczgstszych przyczyn zgondéw z powodu
choréb zakaznych. W roku 2018 odnotowanych zostalo okoto 10 milionéw nowych
przypadkow tej choroby na $wiecie oraz okolo 1,5 miliona zgondéw 0so6b zakazonych
pratkiem gruzlicy, w tym okoto 251 tysigcy przypadkéw $miertelnych wsrdd chorych
seropozytywnych w kierunku infekcji wirusem HIV (human immunodeficiency virus).
Wigkszo$¢ zachorowan na gruzlice dotyczyla krajow potudniowo-wschodniej Azji
(44%), Afryki (24%) i regionu Zachodniego Pacyfiku (18%), natomiast najmniejszy
odsetek zakazonych pratkiem gruzlicy wystgpowat w krajach wschodnich regionu
srodziemnomorskiego (8,1%), panstwach Ameryki (2,9%) i Europy (2,6%). Najwyzszy
wspotczynnik zapadalnosci na gruzlice, odnoszacy si¢ do liczby przypadkow choroby na
100 000 tysigcy osobnikow populacji, wynoszacy powyzej 500 przypadkoéw zakazen
pratkiem gruzlicy wystgpowal w krajach potudniowej Afryki, takich jak Lesotho
(611/100 000), Mozambik (551/100 000) Republika Potudniowej Afryki (520/100 000)
i Republika Srodkowoafrykanska (540/100 000), oraz Korei Potudniowej (513/100 000)
i Republice Filipin (554/100 000), (Ryc. 3). Szacuje si¢, iz 1,7 miliarda 0s6b moze by¢
zakazona pratkiem gruzlicy latentnie (bezobjawowo), za$ prawdopodobienstwo rozwoju
aktywnej postaci choroby, u tych osob, w trakcie calego zycia, wynosi od 5 do 10%.
Ogolnoswiatowa zapadalno$¢ na gruzlice wykazywata nie tylko zrdéznicowanie
geograficzne, ale takze zalezne od pici. Najwigkszy odsetek zachorowan dotyczyl
dorostych me¢zczyzn (57% wszystkich przypadkéw gruzlicy w roku 2018), natomiast
w grupie dorostych kobiet oraz dzieci odsetek osob zakazonych pratkiem gruzlicy

wynosit, odpowiednio, 32% oraz 11% [9].
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Raport, z dnia 19 marca 2019 roku, Europejskiego Centrum ds. Zapobiegania
i Kontroli Chorob (ECDC, European Centre for Disease Prevention and Control),
regionalnej agendy WHO, wskazuje 55 337 potwierdzonych w 2017 roku przypadkoéw
gruzlicy w 31 krajach zrzeszonych w ramach Unii Europejskiej (UE) i Europejskiego
Obszaru Gospodarczego (EOG). Z tej ogodlnej liczby Europejczykow chorujacych na
gruzlice 1 zamieszkujacych obszar UE/EOG, 39903 (72,1%) stanowily nowo
zdiagnozowane przypadki choroby, w tym 37 700 (68,1%) potwierdzonych metodami
mikrobiologicznymi 1 biologii molekularnej. Ponadto 33% wszystkich przypadkow
gruzlicy stwierdzonych w UE/EOG dotyczylo cudzoziemcoéw. Wspdlczynnik
zapadalnoS$ci na gruzlicg, w 2017 roku, ksztattowat si¢ na stosunkowo niskim poziomie
1 wynosit $rednio 10,7 zachorowan na 100 000 osobnikoéw populacji. Podobnie
do globalnej tendencji wykazywal on zréznicowanie w zaleznosci od kraju i grupy
wiekowej. Zdecydowanie nizszg zapadalno$¢ na gruzlice, wynoszaca 2,9 przypadkow na
100 000 os6b, zaobserwowano w grupie dzieci ponizej 15 roku zycia. Opublikowany
raport charakteryzuje réwniez sytuacje epidemiologiczng odnoszaca si¢ do wszystkich
krajow europejskich, w ktorych funkcjonuja regionalne przedstawicielstwa WHO.
Zardéwno liczba przypadkéw gruzlicy, jak i przecigtna zapadalno$¢ na gruzlice w catej
Europie byly wyzsze niz na terenie UE/EOG 1 wynosity $rednio, odpowiednio, 275 000
oraz 30 (od 26 do 34) przypadkow na 100 000 Europejczykow [10].
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Ryc. 3. Zapadalno$¢ na swiecie w 2019 roku [9]

Podobnie do obserwowanego na $wiecie stopniowego spadku liczby zachorowan
na gruzlice, rowniez w Polsce z kazdym rokiem sytuacja ulega poprawie. W populacji

polskiej, w 2018 roku, zaobserwowano 5,3% (14,3/100 000) spadek zapadalno$ci na
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gruzlice w porownaniu do 2017 roku (15,1/100 000). Ogolna liczba zarejestrowanych
zachorowan na gruzlicg wynosita 5 487, w tym 4 852 nowo zdiagnozowane przypadki,
bez wczesniej podjete] terapii przeciwpratkowej. Wsrdd Polakow chorych na gruzlice
najwigcej przypadkow (95,2%) dotyczylo postaci ptucnej tej choroby. Zapadalnos$¢ na
gruzlice wérdd polskich mezezyzn byla ponad dwukrotnie wyzsza (3 900 przypadkow,
wspotczynnik zapadalnosci 21,0/100 000) niz wsrdéd Polek (1 587 przypadkéw,
wspotczynnik zapadalnosci 8,0/100 000). Najczesciej na gruzlice zapadaty osoby doroste,
w przedziale wiekowym od 45 do 64 lat (45,5% zakazonych pratkiem gruzlicy), za$
stanowczg wickszo§¢ wsroéd chorych (71,1%) stanowili dorosli mezczyzni. Ponadto
zarejestrowanych zostato 52 zachorowan na gruzlicg wsrod dzieci do 14 roku zycia, 60
wsrod miodziezy od 15 do 19 roku zycia, co stanowito, odpowiednio, 0,99% 1 1,1% ogdtu
przypadkow gruzlicy w populacji polskiej. Zapadalno$¢ na gruzlice na terenie Polski

charakteryzowato rowniez zroznicowanie w obrgbie wojewodztw (Ryc. 4).

Ryc. 4. Zapadalnos$¢ na gruzlice w Polsce w 2018 wedlug wojewédztw [11]

W 2018 roku najwieksza zapadalno§¢ na t¢ chorob¢ odnotowano
w wojewodztwie lubelskim — 23,4/100 000, za$ najnizszag w wojewddztwie podlaskim —
7,3/100 000. Dodatkowo, po raz kolejny, zaobserwowano wyzsza zapadalno$¢ na
gruzlice wsrod ludnos$ci miejskiej (14,9/100 000) w porownaniu do mieszkancow
terenow wiejskich (13,4/100 000). Zgodnie z danymi Instytutu Gruzlicy i Chor6b Ptuc,
w roku 2017 odnotowano 490 przypadkow $miertelnych wérdd chorujacych na gruzlice

Polakéw, co odpowiada wspotczynnikowi umieralnosci 1,3 na 100 000 osob [11].
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Niemalym wyzwaniem, na plaszczyznie opracowania efektywnych strategii
zmierzajacych do ograniczenia zachorowan na gruzlice, jest wystepowanie lekooporne;j
postaci tej choroby. Zarowno na $wiecie, jak 1 w Polsce odnotowuje si¢ przypadki
zakazen szczepami M. tuberculosis opornymi na dost¢pne obecnie leki przeciwpratkowe.
Farmakoterapia nowych przypadkow gruzlicy jest procesem dlugoterminowym
I, zgodnie z obowigzujacymi zaleceniami WHO, opiera si¢ na stosowaniu w intensywne;
fazie leczenia (2 miesigce) czterech lekéw — etambutolu, izoniazydu, pirazynamidu
1 ryfampicyny. Nastepnie, kontynuacyjna faza leczenia (4 miesigce) obejmuje
przyjmowanie izoniazydu w kombinacji z ryfampicyng. Skuteczno$¢ tego schematu
leczenia zawodzi jednak w przypadkach lekoopornej gruzlicy [12]. Globalnie, w 2018
roku, czynnikiem etiologicznym 3,4% nowych przypadkoéw zakazen oraz 18% leczonych
przypadkéw tej choroby byly wielolekooporne szczepy MDR-TB/RR M. tubeculosis
charakteryzujace si¢ opornoscig na ryfampicyne i izoniazyd — dwa najbardziej efektywne
leki przeciwpratkowe. Wsérod wszystkich zanotowanych przypadkéw gruzlicy typu
MDR-TB 6,2% stanowity zakazenia szczepami o rozszerzonej lekoopornosci (XDR-TB),
gdzie oprocz opornosci wilasciwej dla pratkow gruzlicy MDR-TB, bakterie wykazuja
brak wrazliwoéci na stosowane w leczeniu fluorochinolony, a takze jeden z lekow
drugiego rzutu (np. amikacyna, kanamycyna, kapreomycyna, moksyfloksacyna), [9].
Szczegolnie alarmujace jest pojawianie si¢ gruzlicy typu TDR-TB wywolywanej przez
szczepy M. tuberculosis oporne na wszystkie aktualnie dostgpne leki przeciwpratkowe.
W 2007 roku przedstawiona zostata pierwsza publikacja opisujaca przypadki zakazen
szczepami TDR-TB u dwoch Wiloszek, ktore, w wyniku nieskutecznos$ci
rekomendowanej terapii opartej o dostepne tuberkulostatyki, zmarty w 2013 roku [13].
W Polsce, w 2018 roku rozpoznanych zostato 48 przypadkow gruzlicy o etiologii MDR-
TB, stanowiacych 1,2% wszystkich potwierdzonych bakteriologicznie zakazen

M. tuberculosis [11].

1.3. Wybrane elementy wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej w patogenezie

gruzlicy

Gltoéwna droga transmisji pratka gruzlicy pomigdzy osobnikami jest droga
kropelkowa, a zrodtem zakazenia sg chorzy z aktywna postacig gruzlicy, wydalajacy
podczas mowienia lub odruchu kichania aerozol zawierajacy chorobotwoércze bakterie.

W przypadku drobnoustrojéw rozprzestrzeniajacych si¢ droga kropelkowg istotng role
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w ich eliminacji, po przedostaniu si¢ do goérnych drog oddechowych, odgrywa naturalna
bariera mechaniczna warunkowana obecnoscig bton $luzowych, tworzonych przez
rzgskowe komorki nablonkowe oraz tacznotkankowg blaszke wilasciwg, w ktorej
wystepuja immunokompentne komorki, w tym makrofagi i limfocyty. Produkowany
przez gruczoty pods§luzowkowe i komorki kubkowe $luz nie tylko hamuje przyleganie
drobnoustrojéw do powierzchni nabtonka, ale takze wspomaga ich usuwanie
determinowane oddolnym ruchem rzesek. Ponadto §luz, oprocz hamujacej adherencje
mikroorganizmoéw mucyny, zawiera szereg czynnikow o aktywnos$ci przeciw
drobnoustrojowej, takich jak lizozym, defensyny, katelicydyny czy wydzielnicze
przeciwciata klasy IgA, petniacych unikatowe funkcje w kontek$cie miejscowej
wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej. Niestety powyzsze mechanizmy obronne nie sg
efektywne w usuwaniu czastek o wielko$ci <5 pm, wiasciwych dla przenoszenia
drobnoustrojéw droga oddechowa typu areozolu, zatem zasadniczo nie przyczyniajg si¢
one do eliminacji pratka gruzlicy [14-16]. Dlatego tez, po osiagnigciu gornych drog
oddechowych, patogen ten przedostaje si¢ do ptuc, gdzie pierwszym etapem konfrontacji
z mechanizmami odporno$ciowymi makroorganizmu jest jego rozpoznanie
przez rezydujace komorki odpowiedzi wrodzonej — makrofagi pecherzykow ptucnych

i komorki dendrytyczne [17].

1.3.1. Makrofagi pecherzykéw plucnych

Makrofagi pecherzykow plucnych s3a unikatowymi komoérkami ewolucyjnie
i funkcjonalnie zaadaptowanymi do mikrosrodowiska charakterystycznego dla tego
narzadu. Sg one odpowiedzialne nie tylko za eliminacj¢ drobnoustrojow wnikajacych do
ptuc, ale takze za ograniczanie stanoOw zapalnych oraz uszkodzenia tkanki ptucnej, co ma
istotne znaczenie dla utrzymania prawidlowego funkcjonowania uktadu oddechowego.
Dlatego tez, prowadzacy do aktywacji tych komorek, ztozony proces rozpoznawania
pratka gruzlicy jest S$ciS$le regulowany 1 stanowi wypadkowg uruchamianych
mechanizmow promujgcych i hamujgcych odpowiedz zapalng [18]. Jak wykazaty
badania, makrofagi pecherzykow ptucnych posiadaja cechy charakterystyczne zarowno
dla makrofagow aktywowanych klasycznie (fenotyp M1), jak 1 aktywowanych
alternatywnie (fenotyp M2), [19]. Mimo wysokiego poziomu ekspresji receptorow
mannozowych, receptorow zmiataczy typu A, receptora Toll-podobnego 9 (TLR9) oraz
wysokiej aktywnosci fagocytarnej, wskazuje si¢ na supresorowe wiasciwosci tych

komorek zwigzane z niska ekspresja receptora TLR2, czasteczek kostymulatorowych
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CD80 1 CD86 oraz stabg aktywnoscia bakteriobdjcza 1 ograniczong syntezg reaktywnych
zwiazkow tlenowych w poréwnaniu do neutrofilow oraz monocytow krwi obwodowe;j
[20-24]. Dodatkowo, podkresla si¢ réwniez obnizong zdolno$¢ makrofagow
pecherzykoéw prucnych do prezentacji antygendw [25, 26], a takze ich hamujacy wplyw
na tg aktywno$¢ komorek dendrytycznych oraz aktywacje limfocytow [27, 28]. Sugeruje
si¢, iz M. tuberculosis preferencyjnie indukuje naptyw tzw. ,,wrazliwych” makrofagow
stanowigcych nisz¢ dla jego wewnatrzkomorkowego wzrostu, a takze moze modyfikowac
profil cytokin/chemokin syntetyzowanych przez te komorki poprzez wplyw na ich
aktywacje [29, 30]. Zroéznicowany fenotyp makrofagow plucnych moze by¢ przyczyna
op6znionego rozwoju ochronnej, zardbwno wrodzonej, jak i swoistej odpowiedzi
odpornosciowej w przebiegu gruzlicy, co ma krytyczne znaczenie dla kontroli i eliminacji

czynnika zakaznego [18].

CYTOKINY PROZAPALNE
Mib IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12,
IL-18, IL-23

® CYTOKINY PRZECIWZAPALNE
® IL-4, IL-10, TGF-B

MQ CHEMOKINY
CCL-5, CXCL-3, CXCL-5, CXCL-9,
CXCL-10

Ryc. 5. Cytokiny oraz chemokiny wydzielane przez makrofagi pecherzykéw plucnych wskutek
stymulacji przez pochlonig¢te pratki M. tuberculosis; MQ — makrofag, Mtb — Mycobacterium
tuberculosis, IL — interleukina, IFN — interferon, TNF — czynnik martwicy nowotworu, TGF —
transformujacy czynnik wzrostu [17, 31, 32]

Kluczowym elementem wrodzonych mechanizméw odpornosciowych w przebiegu
pierwotnego zakazenia M. tuberculosis, warunkowanym aktywno$cig funkcjonalng
makrofagdw pecherzykow plucnych, jest proces fagocytozy, ktéry nie tylko umozliwia
eliminacje¢ patogenu, ale takze rozwoj 1 kontrole reakcji zapalnej oraz indukcje swoistej
odpowiedzi odpornosciowe]j poprzez wydzielane przez fagocyty cytokiny prozapalne
(IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6, 1L-12, IL-18, IL-23) i przeciwzapalne (IL-4, IL-10, TGF-B)
oraz chemokiny (CCL-5, CXCL-3, CXCL-5, CXCL-9, CXCL-10), (Ryc.5), [17, 31, 32].
Etapem inicjujagcym fagocytoze pratka gruzlicy jest wspomniane rozpoznanie patogenu
przez makrofagi na drodze bezposrednich lub posrednich interakcji tych komoérek

z powierzchniowymi komponentami komorek bakterii. Mechanizm bezposredniego
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rozpoznawania obejmuje wigzanie konserwatywnych struktur antygenowych patogenoéw
(PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) przez btonowe receptory dla wzorcow
molekularnych (PRRs, pattern recognition receptors) i jest on niezb¢dny w procesie
pochianiania nieopsonizowanych komorek bakterii. Oprocz btonowych receptorow
PRRs, w mechanizm rozpoznawania pratka gruzlicy zaangazowane s3 rowniez
rozpuszczalne czgsteczki humoralnej odpowiedzi wrodzonej okreslane jako
rozpuszczalne (krazace) receptory PRRs. Interakcje tych czasteczek z komodrkami
patogenu warunkujg jego opsonizacje, umozliwiajagc tym samym jego posrednie
rozpoznanie przy udziale blonowych receptorow swoistych dla poszczegdlnych opsonin
[26, 29, 33]. Wykazano, iz wigzanie mykobakterii przez receptory makrofagow zachodzi
w obrebie bogatych w cholesterol domen btony zewnetrznej komoérek gospodarza i jest
to mechanizm determinowany raczej jednoczesnym oddzialywaniem z wieloma

receptorami, ktorego efekt koncowy zalezy od ich poziomu i dostgpnosci [33, 34].

W obrebie mikrosrodowiska pecherzykow ptucnych dochodzi do odziatywan
pratka gruzlicy z ré6znymi btonowymi oraz krazacymi receptorami PRRs, takimi jak,
odpowiednio, receptory TLR, receptory dla sktadowych dopetniacza (CR), receptory
mannozowe (MR), receptory dla czasteczki CD14, receptory zmiatajace, dektyna-1,
receptory DC-SIGN, receptory Fcy oraz sktadowe dopetniacza, lektyna wigzaca mannoze
(MBL), fikoliny, biatka surfaktantu ptuc A 1 D, kolektyna 11 (CL-11), a takze biatka
macierzy zewnatrzkomérkowej — fibronektyna, laminina i heparyna [35]. Nalezy
podkresli¢, iz interakcje M. tuberculosis z czasteczkami petnigcymi funkcje PRRs sg
istotne nie tylko na plaszczyznie rozpoznawania patogenu 1 aktywacji
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych, determinujacych stymulacj¢ efektywnej
odpowiedzi odpornosciowej, ale takze sa kluczowe dla samego pratka poprzez
umozliwianie jego przylegania, i tym samym wnikania, do komoérek docelowych.
Dodatkowo pratki gruzlicy moze unika¢ rozpoznania przez komorki odpowiedzi
wrodzonej wykorzystujac mechanizm maskowania wtasnych ligandéw, wigzanych przez
receptory PRRs, w ktorym gltowna role przypisuje si¢ dimikocerozanom ftiocerolu
(PDIMs), stanowigcym komponent $ciany komoérkowej mykobakterii [36]. Pochtonigcie
pratkow gruzlicy przez makrofagi pecherzykéw ptucnych, z jednej strony, prowadzi do
utworzenia fagosomu, bedacego fundamentalnym mediatorem Dbakteriobdjczej
aktywnosci tych komorek, jednakze z drugiej strony, zapewnia wewnatrzkomorkowa

lokalizacje patogenu. Makrofagi moga eliminowa¢ pochlonigte pratki wykorzystujac
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zréznicowane mechanizmy, obejmujace fuzje fagosomu z lizosomem (dojrzewanie
fagosomu) i zakwaszenie jego srodowiska, a takze synteze¢ reaktywnych form tlenu (ROS,
reactive oxygen species) i azotu (RNS, reactive nitric species). Ponadto wskazuje si¢, iz
decydujagcym mechanizmem zaangazowanym w kontrolowanie i1 likwidacj¢ infekcji
wywotywanych przez M. tuberculosis jest proces autofagii, w ktorym utworzenie
autofagosomu i jego fuzja z lizosomami prowadzi do dojrzewania fagosomu i nasilonego
wewnatrzkomorkowego  zabijania mykobakterii przez makrofagi. Jednakze,
zlokalizowane wewnatrzkomérkowo pratki gruzlicy, charakteryzujace si¢ wysokimi
zdolnos$ciami adaptacyjnymi, warunkowanymi ztozonymi mechanizmami patogennos$ci
tych drobnoustrojow, wielokrotnie unikaja lub nawet wykorzystuja w przebiegu infekcji
uruchamiane mechanizmy wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej. Jednym
z kluczowych mechanizmow patogennos$ci pratkéw gruzlicy jest hamowanie dojrzewania
fagosomu  poprzez  zaburzenie  kontrolowanego przez  GTPazy Rab
wewnagtrzkomoérkowego endosomalnego 1 fagosomalnego transportu, co skutkuje
zahamowaniem akumulacji btonowego biatka Rab7, bedacego markerem pdznych
fagosomow [37]. Bakterie te hamuja takze wydzielanie z fagosomu biatka TACO
(tryptophan-asparate-containing coat protein) niezb¢dnego do utworzenia fagolizosomu,
co promuje ich wewnatrzkomorkowy wzrost i przezywanie w makrofagach [38, 39].
Ponadto patogen ten unika niekorzystnego wpltywu $rodowiska fagolizosomow
makrofagow gospodarza poprzez ucieczke z fagosomu na drodze lizy fagosomalnej
btony, warunkowanej aktywnoscig biologiczng mykobakteryjnego, wydzielniczego
biatka ESAT-6 [40]. Mechanizmy patogennosci pratka gruzlicy zaangazowane sg takze
w manipulowanie procesem autofagii prowadzac do hamowania fuzji autofagosomow
z lizosomami [41]. Wskazuje si¢ rowniez, iz zlokalizowane wewnatrzkomorkowo pratki
wykorzystuja  makrofagi  pecherzykéw plucnych do  rozprzestrzeniania — si¢
w makroorganizmie na drodze, okreslanego mianem Konia Trojanskiego, procesu

diapedezy makrofagéw przez barier¢ plucng [42, 43].

Wzajemne relacje patogen-gospodarz w przebiegu gruzlicy obejmuja nie tylko
interakcje pratka z makrofagami pgcherzykow ptucnych, ale takze z innymi komorkami
zaangazowanymi ~ w  mechanizmy  Wrodzonej odpowiedzi  odpornosciowe]
makroorganizmu, takimi jak komorki nablonka pegcherzykow phlucnych, komorki
dendrytyczne, niekonwencjonalne limfocyty T CD8" btony $luzowej (MAIT, mucosal

associated invariant T cells), a takze, rekrutowane do miejsca infekcji monocyty
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obwodowe, neutrofile czy komoérki NK [44, 45]. Jak wspomniano powyzej,
w oddzialywania te zaangazowane sg zréznicowane eukariotyczne blonowe i krazace
receptory PRRs, co prowadzi do uruchomienia odmiennych wewnatrzkomorkowych
szlakow sygnatowych determinujacych dalszy przebieg zakazenia. Wskazuje sie, iz
poprzez wptyw na regulacj¢ transdukcji sygnatlu modulujacego funkcje makrofagdw,
rodzaj wykorzystywanego przez M. tuberculosis receptora PRRs moze miec istotne
znaczenie dla wnikania oraz wewnatrzkomérkowego przezywania i wzrostu tego
patogenu w komorkach docelowych [35]. Mimo stosunkowo szeroko poznanych
molekularnych mechanizméw interakcji pratka gruzlicy z btonowymi receptorami PRRs
[17, 26], a takze ich wplywu na przebieg odpowiedzi wrodzonej w trakcie zakazenia tym
patogenem, oddziatywania tych bakterii z krazacymi receptorami PRRs oraz ich
znaczenie W patogenezie gruzlicy nie s3 w pelni wyjasnione, stanowigc w wielu
przypadkach przedmiot debaty naukowej. Szczegoélnie interesujace sa postulaty
sugerujace, iz wnikanie pratka gruzlicy do makrofagéw na drodze immunofagocytozy,
warunkowanej ich wcze$niejsza opsonizacja przez humoralne czynniki odpowiedzi
nieswoistej pelnigce funkcje krazacych receptoréw PRRs, moze stanowi¢ prominentny

mechanizm, preferencyjnie wykorzystywany do zasiedlania komorek gospodarza.

1.4. Interakcje M. tuberculosis z rozpuszczalnymi (krazacymi) receptorami PRRs
1.4.1. Bialka ukladu dopelniacza

Uktad dopetniacza jest elementem wrodzonych mechanizméw odpornosciowych,
ktorego jedng z wielu funkcji jest opsonizacja mikroorganizméw, warunkujaca ich
eliminacj¢ na drodze lizy lub immunofagocytozy. Aktywacja uktadu dopetniacza
przebiega trzema drogami, klasyczng, lektynowa i alternatywna, i jest procesem
kaskadowym obejmujacym proteolize bialek dopetniacza w $cisle okreslonej kolejnosci.
Droga klasyczna inicjowana jest zard6wno poprzez bezposrednie przylaczenie si¢
sktadowej C1q do, stanowigcych molekularne wzorce, antygenéw mikroorganizméow, jak
1 wigzanie si¢ tej sktadowej z kompleksem drobnoustroj-przeciwciato. Droga lektynowa,
natomiast, uruchamiana jest w wyniku rozpoznania powierzchniowych komponentow
cukrowych mikroorganizméw przez lektyne wigzaca mannoz¢ (MBL) oraz fikoliny.
W odréznieniu od drogi klasycznej i1 lektynowej, droga alternatywna aktywacji uktadu
dopeliacza zapoczatkowana jest spontaniczng hydrolizg biatka C3. Efektem aktywacji

dopehiacza jest powstanie aktywnych enzymatycznie jego sktadowych determinujacych
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wytworzenie kompleksu atakujacego btone (MAC) odpowiedzialnego za liz¢ komorki
docelowej. Ponadto biologicznie aktywne anafilatoksyny C3a i C5a oraz sktadowe C3b
1 C4b uczestniczg, odpowiednio, w procesach chemotaksji komorek zaangazowanych
w mechanizmy odporno$ciowe oraz opsonizacji czynnika zakaznego utatwiajac jego

rozpoznanie i pochtanianie przez komorki zerne [46].

Opsonizacja pratka gruzlicy przez sktadowe dopelniacza wskazywana jest jako
jeden z wiodgcych mechanizmow ufatwiajacych jego wnikanie do makrofagow
pecherzykéw ptucnych, ktory przebiega z udzialem btonowych receptorow CR — CR1,
CR3 i CR4, z dominujagcym angazowaniem receptora CR4 [47, 48]. Kazdy z receptorow
CR odpowiedzialny jest za wigzanie okre§lonych ligandow — aktywnych skladowych
dopetniacza (Tabela 1), ktore jako opsoniny wigzane przez M. tuberculosis moga by¢
wykorzystywane przez ten patogen do manipulowania przebiegiem zakazenia poprzez
ukierunkowang interakcje z odpowiednim receptorem i wptywanie na proces fagocytozy
[49]. Na znaczenie dopelniacza w patogenezie gruzlicy moze posrednio wskazywac
podwyzszony poziom biatka C3 w surowicy krwi osob z aktywna postacig tej choroby,
oraz biatka C4 u pacjentéw z latentng gruzlicg [50, 51].

Tabela 1. Receptory dla skladowych dopelniacza posredniczace w procesie fagocytozy M. tuberculosis
[49]

RECEPTOR CR LIGAND
CR1 Clq, C4b, C3b
CR3 C3bi
CR4 C3bi

Najlepiej poznang jest interakcja pratka gruzlicy z biatkiem C3 dopelniacza.
Patogen ten wykorzystuje klasyczng 1 alternatywng droge aktywacji dopelniacza w celu
opsonizacji przez formy C3b i1 C3bi. Wigzanie skladowych C3b 1 C3bi przez
M. tuberculosis ma charakter kowalencyjny i przebiega z wytworzeniem wigzan
estrowych [47-49]. Badania z zastosowaniem ptynoéw oskrzelowo-pecherzykowych
zdrowych osobnikow udowodnity, iz w przypadku gruzlicy zasadnicze znaczenie dla
interakcji M. tuberculosis-C3 ma klasyczna, zalezna od sktadowej C1q, droga aktywacji
uktadu dopetniacza, co zwigzane jest z niskim, w pordwnaniu do surowicy krwi,
fizjologicznym st¢zeniem biatek komplementu w ptucach [49]. Intensywnos$¢ wigzania

biatka C3 przez pratka gruzlicy ulega nasileniu w obecnosci swoistych przeciwciat
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przeciwpratkowych, ktorych synteza jest wynikiem wcze$niejszej immunizacji
szczepionka ~ BCG.  Jednakze,  synergistycznemu  dzialaniu  dopelniacza
I przeciwcial przeciwpratkowych, przejawiajagcemu si¢ wzrostem efektywnosci
fagocytozy bakterii, towarzyszy zaskakujgce zwigkszenie ich wewnatrzkomoérkowe;j
przezywalnosci, wskazujac, iz wigzanie dopetniacza i swoistych przeciwciat stanowi

istotny element patogennosci pratka gruzlicy [52].

Mykobakteryjnym ligandem odpowiedzialnym za wigzanie biatka C3 dopelniacza
jest wigzaca heparyn¢ hemaglutynina (HbhA), bedaca powierzchniowg adhezyna
o masie relatywnej 30 kDa. Sugeruje si¢, iz HbhA moze by¢ biatkiem wielofunkcyjnym
promujacym wnikanie pratka gruzlicy do komoérek gospodarza. Szczeg6lnie zwraca si¢
uwage na zwigzek aktywnosci funkcjonalnej tego biatka ze wzmozonym przyleganiem
patogenu do komoérek docelowych i komponentow macierzy zewnatrzkomorkowej, co
jest wynikiem wigzania przez HbhA nie tylko heparyny, ale takze fibronektyny,
mannozy, galaktozy, polisacharydéw bogatych w siarczany (siarczan dekstranu, siarczan
chondroityny), ale takze, zaliczanej do proteoglikanéw, dekoryny stanowigcej

powszechny komponent tkanki §rodmigzszowej ptuc [53, 54].

Innym mechanizmem patogenno$ci chorobotwoérczych pratkdow z rodzaju
Mycobacterium, w tym M. tuberculosis, jest wigzanie sktadowej C2a dopelniacza
i wykorzystywanie jej do tworzenia konwertazy C3, zapewniajacej dostepnosc¢
do opsonin C3b i1 C3bi, bedacych produktami proteolizy biatka C3. Preferencyjne
wigzanie, opsonizowanych na drodze powyzszego mechanizmu, komorek pratkow
z receptorem CR1 wskazuje, iz dominujacag postacig biatka C3, powstajaca jako rezultat
wychwytywania sktadowej C2a przez ten patogen, jest forma C3b. Wigzanie sktadowe;j
C2a przyczynia si¢ do nasilonego infekowania makrofagow przez M. tuberculosis nawet
w warunkach braku egzogennego biatka C3, sugerujac, ze same komorki docelowe

stanowig alternatywne zrodto tego komponentu [55, 56].

Wigzanie sktadowych dopeliacza przez prata gruzlicy oraz warunkowane
przez ta interakcje wnikanie i pochtanianie opsonizowanych bakterii przez makrofagi
pecherzykéw phucnych, z zaangazowaniem receptorow CR, prowadzi do zaburzenia
odpowiedzi bakteriobojczej tych komodrek zernych, co warunkuje przetrwanie patogenu
w niekorzystnych warunkach wewnatrzkomorkowego mikrosrodowiska fagocytow.
Efekt ten wynika z hamowania przez opsonizowane sktadowymi dopetniacza pratki

szlakow transdukcji sygnalow zaleznych od wewnatrzkomorkowych jonéw wapnia
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(Ca?"). Wysokie stezenie tych jondw, ktorego wzrost indukowany jest procesem
fagocytozy drobnoustrojow, jest bowiem niezbedne do uruchomienia mechanizmow
wewnatrzkomorkowego zabijania przez makrofagi, obejmujacego dojrzewanie
fagosomu, indukcj¢ wybuchu tlenowego, synteze reaktywnych form azotu,
wydzielanie przeciwdrobnoustrojowych komponentdw zawartych w ziarnisto$ciach
cytoplazmatycznych, a takze synteze prozapalnych mediatoréw, np. TNF-a [57-59].
Malik 1 wsp. potwierdzili, iz zalezna od dopelniacza fagocytoza zywych komorek
M. tuberculosis przez ludzkie makrofagi pochodzenia monocytarnego nie prowadzi do,
istotnego dla aktywno$ci bakteriobdjczej tych komoérek, wzrostu stezenia
wewnatrzkomoérkowych jonow Ca®*, natomiast mechanizm ten nie wystepuje
w przypadku pratkow optaszczonych swoistymi przeciwcialami, a takze
inaktywowanych termicznie lub promieniowaniem gamma. Ponadto, indukowany
jonoforem wapnia, wzrost stezenia wewnatrzkomoérkowych jonow tego pierwiastka
w makrofagach zakazonych opsonizowanymi dopeilniaczem pratkami gruzlicy
powodowat odwrdcenie efektu obserwowanego dla samych bakterii, czego przejawem
bylo dojrzewanie fagosomoéw i zwigzana z tym procesem akumulacja lizosomalnych
markerow — LAMPI, katepsyny D i czasteczki CD36, a takze 50% obnizenie

przezywalnosci wewnatrzkomorkowo zlokalizowanych pratkéw gruzlicy [57].
1.4.2. Lektyna wigzaca mannoze

Lektyna wigzaca mannoz¢ (MBL) jest, syntetyzowang przez hepatocyty,
glikoproteing surowicy krwi, wystepujaca takze na powierzchni bton §luzowych. Biatko
to nalezy do podrodziny kolektyn, w strukturze ktoérych wystepuja m.in. domena
kolagenowa, warunkujgca interakcje MBL z proteazami serynowymi MASP-1,
MASP-2, MASP-3 i MAp19 oraz C-koncowa domena lektynowa, okre$lana rowniez jako
domena rozpoznajaca weglowodany (CRD, carbohydrate-recognition domain),
odpowiedzialna za, zalezne od jonéw Ca?*, wigzanie powierzchniowych komponentow
cukrowych, np. N-acetylo-D-glukozaminy, N-acetylo-mannozaminy, mannozy, fukozy
1 glukozy, wielu roznych drobnoustrojéw — bakterii, wirusow, grzybow 1 pierwotniakow
[60-64]. Ponadto MBL klasyfikowana jest jako biatko ostrej fazy, a takze komponent
wchodzacy w sktad grupy okoto 30 czynnikéw zaliczanych do biatek uktadu dopetniacza
[61, 65].
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Lektyna wigzaca mannoze¢ stanowi istotny element wrodzonych mechanizmow
odpornosciowych, odgrywajac szczegdlnie wazna rolg w nieswoistej, pierwotnej
odpornosci  w  zakazeniach  patogennymi  drobnoustrojami,  posiadajacymi
powierzchniowe komponenty oligosacharydowe. Donioste znaczenic MBL na
ptaszczyznie wrodzonej odpornosci wynika z wielofunkcyjnosci tego biatka i jego
zaangazowania w: a) aktywacje uktadu dopetniacza na drodze lektynowej, warunkowanag
tworzeniem kompleksow z proteazami serynowymi i ich dalszg aktywacja, po zwigzaniu
z powierzchnig drobnoustroju, b) opsonofagocytoze zalezng zaréwno od wiasciwosci
opsonizacyjnych MBL 1 interakcji z receptorami dla MBL fagocytow, jak i od
powstajacej, w wyniku lektynowej aktywacji dopetniacza, sktadowej C3b i receptorow
CR, ¢) modulowanie procesu zapalnego poprzez stymulowanie syntezy prozapalnych
cytokin (TNF-a, IL-1B, IL-6) i d) promowanie procesu apoptozy na drodze inicjowania

pochtaniania apoptotycznych komorek przez makrofagi [60, 61, 66].

Fizjologiczne stezenie MBL w osoczu jest bardzo zrdéznicowane, od
<10 ng/ml do 10 pg/ml, i zalezne od czynnikéw osobniczych, populacyjnych
i wiekowych. Fundamentalnym czynnikiem determinujgcym poziom osobniczego MBL,
jest polimorfizm, kodujacego to biatko genu mbl2, wynikajacy ze zmiennoS$ci
pojedynczych nukleotydow w regionie promotorowym 1 egzonie 1. Polimorfizm
pojedynczych nukleotydow genu mbl2 przyczynia si¢ do jego roznorodnoSci
haplotypowej, determinujacej poziom syntetyzowanego, funkcjonalnie aktywnego biatka

i zwigzany z tym przebieg infekcji [60, 61].

Aktywno$¢ biologiczna MBL oraz jego osobniczo zmienne st¢zenie staly sie
impulsem do poszukiwania zwigzku miedzy poziomem syntezy tego biatka
a podatno$cia na infekcje o roznej etiologii. Uwarunkowane genetycznie deficyty
surowiczego MBL  stanowia jedne z najpowszechniejszych  niedoboréw
odpornosciowych populacji ludzkiej i identyfikowane byly jako przyczyna nasilonej
zapadalno$ci na ostre infekcje obejmujgce zakazenia meningokokowe i pneumokokowe,
aspergiloze, a takze sepse¢ [60, 67]. Od wielu lat podejmowane sg réwniez proby
wyjasnienia korelacji pomiedzy surowiczym stezeniem tej lektyny a zakazeniem
pratkiem gruzlicy. Niestety, do tej pory nie otrzymano zadnej jednoznacznej odpowiedzi
na tej ptaszczyznie prowadzonych badan, co zwigzane jest ze sprzecznymi doniesieniami
z roznych laboratoriow na $wiecie. Z jednej strony wskazuje si¢, iz niedobor MBL

warunkuje efekt ochronny u 0soéb zakazonych M. tuberculosis, gdyz przyczynia si¢ do
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ostabienia wnikania patogenu do komoérek docelowych. Potwierdzeniem tych sugestii ma
by¢ obserwowany znamiennie wyzszy poziom tej lektyny u pacjentow z gruzlica oraz
zalezne od MBL nasilone wnikanie pratkow do makrofagéw, bedace wynikiem
aglutynacji 1 wzmozonej adhezji bakterii do komorek docelowych oraz aktywacji
dopetniacza drogg lektynowa [68-71]. Ponadto argumentem przemawiajagcym za
ochronnym dzialaniem niedoboru MBL w zakazeniu pratkiem gruzlicy moze by¢
znamiennie nizsza cz¢stotliwo$¢ wystepowania wsrod chorych na gruzlice genotypow
MBL determinujgcych wzgledne lub catkowite upo$ledzenie syntezy tego biatka [72].
Z drugiej strony, postuluje si¢ catkowicie sprzeczny, z powyzej przedstawionym, zwigzek
pomiedzy osobniczym poziomem MBL a patogeneza gruzlicy. Wyniki tych badan
sugeruja wptyw niedoboréw tej lektyny oraz genotypéw MBL je warunkujacych na

zwigkszong zachorowalnos$¢ na gruzlice [73-75].
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Ryc. 6. Hipotetyczny model infekcji makrofagow przez M. tuberculosis w zaleznosci od osobniczego
stezenia surowiczej MBL, opracowany przez Seborg i wsp. [72]; MBL — lektyna wigzaca mannoze,
MASP — zwigzana z MBL proteaza serynowa, MR — receptor mannozowy, CR — receptor dla biatek uktadu
dopetniacza, TB — komorka pratka gruzlicy

Podejmujac probg wyjasnienia powigzan pomiedzy osobniczym stezeniem MBL
a zakazeniem M. tuberculosis Seborg i wsp. zaproponowali hipotetyczny model
zakladajacy trzy mozliwe scenariusze przebiegu infekcji, w ktorych kluczowa rolg,
oprocz MBL, odgrywaja receptory mannozowe (MR) 1 receptory CR makrofagow (Ryc.
6), [72]. Wedtug autoroéw, wysoki poziom surowiczej MBL (Ryc. 6A) jest czynnikiem
sprzyjajacym lektynowej aktywacji dopelniacza, co generuje powstanie dodatkowych
sktadowych opsonizujacych, nasilajacych wnikanie pratka do komorek docelowych.
Z kolei w warunkach charakteryzujacych si¢ niskim poziomem MBL (Ryc. 6B) nie jest
inicjowana aktywacja dopelniacza drogg lektynowa, konsekwencja czego jest
kompetycja pomiedzy MBL 1 receptorami MR o wigzanie tych samych
mykobakteryjnych ligandow, prowadzaca do hamowania wnikania patogenu do komorek

gospodarza. Natomiast, catkowity niedobor lektyny (Ryc. 6C), z jednej strony, ogranicza
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repertuar docelowych czasteczek makroorganizmu wykorzystywanych przez pratka
gruzlicy w procesie zasiedlania komorek, natomiast, z drugiej strony, sprzyja
bezposredniemu, zaleznemu od receptora MR, wnikaniu tych bakterii do makrofagdw.
Nalezy doda¢é, iz cze$¢ prowadzonych prac doswiadczalnych nie potwierdzilo zadnej
korelacji pomiedzy surowiczym poziomem oraz genotypem MBL a zakazeniem
M. tuberculosis [76, 77]. Ponadto globalna analiza statystyczna wynikow na tej
plaszczyznie badan nie wykazata zwigzku pomigdzy genotypem MBL a podatnoscig na
zakazenie tym wewnatrzkomérkowym patogenem, sugerujgc jednoczes$nie, iz wzrost
surowiczego stezenia MBL u pacjentow z gruzlica jest wynikiem rozwijajace;j si¢ reakcji
ostrej fazy i moze by¢ czynnikiem promujacym wewnatrzkomorkowa lokalizacje bakterii

[78].

Bakteryjnymi ligandami odpowiedzialnymi za interakcje pratka gruzlicy z MBL sa
mannozylowany lipoarabinomannan (ManLAM) oraz antygeny kompleksu 85 (Ag85),
[79]. Mannozylowany lipoarabinomannan jest amfipatycznym lipoglikanem S$ciany
komorkowej M. tuberculosis, definiowanym jako kluczowy czynnik wirulencji tego
drobnoustroju. Istotnymi elementami w strukturze ManLAM sg weglowodanowy rdzen,
zawierajacy, oproécz D-mannanu, immunodominujacy D-arabinian oraz koncowe,
powtarzajace si¢ motywy mannozowe, ktore majg fundamentalne znaczenie
w konteks$cie wigzania MBL. Ponadto unikatowy charakter ManLAM zwigzany jest
z obecnoscia dodatkowych komponentdw, mianowicie bursztynianu, mleczanu
1 jablczanu, ktéore moga decydowa¢ o jego wiasciwosciach biologicznych.
Zaangazowanie ManLAM w patogennos¢ pratka gruzlicy zwigzane jest
z  warunkowaniem  wnikania  patogenu do  fagocytow, modulowaniem
wewnatrzkomorkowych szlakéw transportowych, a takze odpowiedzi odpornosciowe;j
zakazone] komorki docelowej, np. poprzez hamowanie dojrzewania fagosomu.
Aktywnos¢ funkcjonalna ManLLAM jest wynikiem jego interakcji z wieloma btonowymi
receptorami PRR uczestniczagcymi w procesie fagocytozy, w tym receptorem DC-SIGN,
receptorami CR, receptorami TLR oraz receptorem MR. Oprécz wystgpowania
w formie zwigzanej z komorka bakteryjng, ManLAM jest komponentem fragmentow
uwalnianych ze $ciany komodrkowej pratkow, pod wplywem dziatania hydrolaz
syntetyzowanych przez komorki btony S§luzowej pluc. Fragmenty te cechujg sie¢
aktywnoscig biologiczng 1 umozliwiaja patogenowi manipulowanie odpowiedzig

odporno$ciowa uruchamiang w trakcie zakazenia, np. poprzez modulowanie funkcji
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makrofagéw 1 neutrofilow, jeszcze przed bezposrednim kontaktem z komoérkami
gospodarza [80]. Obecnos¢ ManLAM wykrywano w surowicy, plwocinie oraz moczu

chorujacych na gruzlice [81-83].

Kompleks Ag85 pratka gruzlicy obejmuje trzy spokrewnione strukturalnie
i funkcjonalnie biatka, Ag85A, Ag85B 1 Ag85C, ktoére poczatkowo identyfikowane byly
jako mykobakteryjne ligandy wigzace komponenty macierzy zewnatrzkomorkowe;,
mianowicie fibronektyn¢ i elastyne [84-86]. Biorg one rowniez udzial w zaleznym od
receptora CR3 pochlanianiu pratkdéw przez monocyty [87]. Antygeny te sg zaréwno
istotnymi komponentami §ciany komorkowej M. tuberculosis, jak i stanowig dominujaca
pule wsrod biatek wydzielniczych tych bakterii. Wykazuja one aktywno$¢ transferaz
mykolowych  katalizujacych  synteze a-o’-monomykolanu trehalozy (TMM)
i a-o’-dimykolanu trehalozy (TDM, czynnik wigzkowy) oraz kowalencyjne wigzanie
kwas6w mykolowych z arabinogalaktanem, co wskazuje, iz warunkuja one integralnos¢
$ciany komorkowej pratkow [88, 89]. Ponadto postuluje sie, iz antygeny kompleksu Ag85
sg kluczowym elementem patogennosci M. tuberculosis, gdyz szczepy mutanty
defektywne w zakresie ekspresji bialka Ag85A pozbawione s3 zdolnosci do
wewnatrzkomorkowego wzrostu w ludzkich i mysich makrofagach [90]. Istotny zwigzek
biatek kompleksu Ag85 z patogeneza zakazenia pratkiem gruzlicy moze sygnalizowac
réwniez, udowodniona dla antygenu Ag85A i1 Ag85B, interakcja z zaangazowanag

w mechanizmy wrodzonej odpornosci MBL [79].
1.4.3. Fikoliny

Zaliczane do krazacych receptoréw PRR fikoliny sg biatkami, ktore, wraz z MBL,
naleza do podrodziny kolektyn, a takze klasyfikowane sg jako komponenty uktadu
dopeliacza. W strukturze fikolin wystepuje charakterystyczna dla kolektyn domena
kolagenowa oraz domena podobna do fibrynogenu (FBG, fibrynogen-like domain),
bedaca odpowiednikiem domeny lektynowej MBL, ktéra warunkuje interakcje fikolin
z weglowodanami. Obecnie znane trzy ludzkie fikoliny, fikolina 1 (fikolina M), fikolina
2 (fikolina L) oraz fikolina 3 (fikolina H, antygen Hakata), wykazuja wysoki stopien
homologii funkcjonalnej i strukturalnej [91, 92]. Cecha charakterystyczng tych bialek jest
wigzanie powierzchniowych glikokonjugatow zawierajacych N-acetylowane sktadowe,
np. N-acetylo-D-glukozaming, N-acetylo-D-galaktozaming, N-acetylo-D-mannozaming,

a takze reszty kwasu sjalowego. Gtownym zrodiem fikoliny 2 jest watroba, natomiast
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fikolina 3 jest syntetyzowana zardwno w watrobie, jak i W ptucach. W przeciwienstwie
do wymienionych bialek, fikolina 1 jest wytwarzana przez komorki nabtonkowe ptuc
typu II, a takze w szpiku kostnym oraz leukocytach krwi obwodowej i stanowi istotny
komponent ziarnisto$ci neutrofilow. Wszystkie fikoliny sg biatkami wydzielniczymi

wystepujacymi w surowicy krwi [68, 92].

Podobnie do MBL, fikoliny s3g biatkami wielofunkcyjnymi, odgrywajacymi
zasadnicza rol¢ w przebiegu wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej. Ich aktywnos¢
funkcjonalna wynika z rozpoznawania 1 wigzania konserwatywnych wzorcow
molekularnych drobnoustrojow oraz komodrek apoptotycznych i nowotworowych.
Fikoliny zaangazowane sa w aktywowanie dopeiniacza na drodze lektynowej, proces
opsonizacji warunkujacy immunofagocytozg oraz modulowanie reakcji zapalnej poprzez
stymulowanie syntezy prozapalnych cytokin oraz reaktywnych zwigzkow azotu przez
makrofagi. Postuluje si¢ istotne znaczenie fizjologicznego st¢zenia fikolin
w przebiegu chorob o roéznej etiologii, wskazujac, iz zaburzenia poziomu ekspresji tych
biatek, ktorych efektem jest ich niedobor lub nadprodukcja, moga decydowaé
o przebiegu infekcji wirusowych 1 bakteryjnych, a takze choréb nowotworowych oraz
innych patologicznych stanow zapalnych [91, 92]. Osobniczy poziom fikolin w surowicy
wykazuje duze zrdéznicowanie, co, jak wykazano w przypadku fikoliny 2, determinowane
jest polimorfizmem pojedynczych nukleotydow w regionie promotorowym genu fcn2
kodujacego ta kolektyne¢. Gentoyp fikoliny 2 implikuje nie tylko r6znice w poziomie jej
syntezy, ale takze zmieniong aktywno$¢ funkcjonalng tego biatka, determinowang
polimorfizmem regionu strukturalnego genu fcn2, kodujacego domene FBG [93].
Postuluje si¢ zwiazek pomigdzy osobniczym niedoborem fikoliny 2 a nasilong
zapadalnoscia na infekcje drog oddechowych [94]. Znamiennie nizsze stezenie fikoliny
2 wykazano takze w surowicy pacjentow chorych na gruZlice, co moze sugerowac
zwiekszong wrazliwo$¢ osobnikdéw o niskim poziomie syntezy tego biatka na zakazenie
pratkiem gruzlicy. Badania in vivo z zastosowaniem szczepu myszy laboratoryjnych
z defektem syntezy fikoliny A, homologa ludzkiej fikoliny 2, potwierdzily powyzsza
korelacje. Dodatkowo, podawanie egzogennej fikoliny 2 myszom szczepow C57BL/6J
1 BALB/c skutkowalo znaczacym efektem ochronnym przeciwko zakazeniu
M. tuberculosis, wynikajacym z aktywnosci opsonizacyjnej kolektyny prowadzacej do
intensyfikacji przylegania bakterii do makrofagéw oraz procesu immunofagocytozy.

Oprocz zaangazowania w fagocytoze pratka gruzlicy, fikolina 2 petni réwniez funkcje
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aktywatora subpopulacji M1 makrofagéw, warunkujacych odpowiedz odpornosciowa
typu Thl. Poprzez indukcj¢ wewnatrzkomdrkowych szlakow sygnatowych zaleznych od
kinazy JNK, biatko to pobudza makrofagi do syntezy prozapalnych cytokin, IFN-y,
IL-17A, TNF-a, II-6, kluczowych dla rozwoju mechanizmoéw odpornosciowych typu
komorkowego, kontrolujacych przebieg zakazenia. W przeciwienstwie do stymulowania
pochlaniania pratka gruzlicy przez makrofagi, fikolina 2 hamuje wnikanie tego patogenu
do komoérek nabtonkowych ptuc typu II, co moze wskazywaé na jej fundamentalne
znaczenie w przebiegu zakazenia wynikajgce, z jednej strony, z zaangazowania
w eliminacj¢ bakterii na drodze fagocytozy, a z drugiej, w ograniczanie patogenowi
dostepu do potencjalnej niszy umozliwiajacej mu replikacje i unikanie niekorzystnego

wewnatrzkomérkowego mikrosrodowiska makrofagow [95].

Podobnie do innych bakterii [91], pratek gruzlicy posiada zdolno$¢ wigzania
ludzkich fikolin [79, 95]. Poczatkowo jako bakteryjny ligand zaangazowany
w interakcje z fikoling 2 wskazywany byl ManLAM [95]. Jednakze, p6Zzniejsze badania
wykluczyly udziat tego komponentu $ciany komorkowej w interakcji z kolektynami
zaliczanymi do fikolin. Udowodniono natomiast, iz mykobakteryjnym ligandem
umozliwiajagcym pratkom gruzlicy wigzanie wszystkich trzech ludzkich fikolin sa

antygeny kompleksu Ag85 [79].
1.4.4. Kolektyna 11

Kolektyna 11 (CL-11/CL-K1) jest biatkiem obecnym w surowicy krwi, ktore jest
syntetyzowane gtéwnie przez komorki nadnercza, nerki i watroby oraz, w mniejszym
stopniu, przez komorki ptuc [96, 97]. W warunkach fizjologicznych, w osoczu CL-K1
wystepuje w postaci zwigzanej z pokrewng strukturalnie kolektyng L1 (CL-L1) tworzac
heteromeryczny kompleks CL-LK stabilizowany przez wigzania dwusiarczkowe [98].
Kompleks ten wiaze, w sposob zalezny od jonow Ca?*, powierzchniowe
oligosacharydowe ligandy réznych mikroorganizméw 1 komoérek apoptotycznych,
rozpoznajac preferencyjnie L-fukoze 1 D-mannoze. Konsekwencja tych interakcji jest
aktywacja dopetniacza na drodze lektynowej przy udziale proteaz serynowych MASP-1,
MASP-2 oraz MASP-3 [98, 99]. Natywne biatko CL-LK pelni funkcje krazacego
receptora PRR i wigze motywy mannozowe ManLAM pratka gruzlicy, jednakze
opsonizacja ta nie wplywa na przebieg procesu fagocytozy bakterii oraz na ich

wewnatrzkomorkowe przezywanie w ludzkich makrofagach. Ponadto nie stwierdzono
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powigzan pomiedzy niedoborem kolektyny CL-K1, skutkujacym jednocze$nie
niedoborem kompleksu CL-LK, a nasilong wrazliwoscig na zakazenie M. tuberculosis.
Wykazano natomiast, iz u pacjentow z aktywng postacig gruzlicy stezenie CL-LK
W surowicy jest obnizone i odwrotnie koreluje z poziomem przeciwpratkowej odpowiedzi

odpornosciowej [100].

1.4.5. Bialka surfaktantu pluc

W zachodzacym w phucach procesie wymiany gazowej kluczowa role odgrywaja,
budujace cienkie Sciany pecherzykow plucnych, komoérki nabtonkowe, tworzace tzw.
barier¢ krew-powietrze. Anatomiczna lokalizacja nabtonka oddechowego, a takze jego
rozlegla powierzchnia, delikatny charakter 1 ciagly kontakt ze $rodowiskiem
zewngtrznym powoduja, iz bariera ta jest szczegélnie wrazliwa i stale narazona na
dzialanie niekorzystnych czynnikéw, obejmujacych patogenne mikroorganizmy,
alergeny 1 toksyczne zanieczyszczenia obecne w powietrzu. Dlatego tez, pecherzyki
ptucne wyposazone sg w ewolucyjnie uwarunkowane, wyspecjalizowane mechanizmy
chronigce tkanke ptuc przed uszkodzeniem bedacym wynikiem infekcji lub reakcji
zapalnej. Fundamentalng cecha aktywnos$ci funkcjonalnej proceséw obronnych ptuc jest
bezwzgledna konieczno$¢ zachowania rownowagi pomigedzy mechanizmami
o charakterze prozapalnym i przeciwzapalnym, co warunkuje utrzymanie prawidlowe;j,

fizjologicznej funkcji tego narzadu [101].

Jednym z komponentow zaangazowanych w utrzymanie prawidtowej aktywnosci
funkcjonalnej pecherzykéw plucnych jest, syntetyzowany i wydzielany przez komorki
nablonka oddechowego, surfaktant plucny, stanowiacy lipoproteinowy kompleks
zaadsorbowany na powierzchni interfazy woda-powietrze, ktora pokrywa wewnetrzna
stron¢ bariery tworzonej przez komorki nabtonkowe. W sktad surfaktantu ptuc wchodza
lipidy 1 biatka warunkujace jego fizjologiczne funkcje. Komponent lipidowy stanowi od
80% do 90% tego kompleksu i obejmuje m.in., syntetyzowane przez komorki
nabtonkowe ptuc typu II, fosfatydylocholing, fosfatydyloglicerol, fosfatydyloinozytol,
fosfatydyloseryne, fosfatydyloetanoloaming oraz cholesterol. Szczegolnie istotnym
sktadnikiem frakcji lipidowej surfaktantu ptuc jest fosfatydylocholina, wystgpujaca
w unikatowe] postaci dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC), odgrywajacej kluczowa
rolg w utrzymaniu niskiego napigcia powierzchniowego bariery krew-powietrze, co nie

tylko utatwia sam proces oddychania, ale takze pozwala zachowa¢ powietrzno$¢ migzszu
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plucnego, gdyz zapobiega zapadaniu si¢ pecherzykow phlucnych podczas wydechu
1 nadmiernemu ich rozdeciu podczas wdechu. Oprocz lipidow, surfaktant ptuc tworza
cztery apoproteiny, SP-A, SP-B, SP-C i SP-D, wytwarzane przez komorki nabtonkowe
pluc typu II, a takze w przypadku SP-A, SP-B i SP-D przez oskrzelikowe komorki
maczugowate (komorki Clary). Biatka SP-B i1 SP-C charakteryzuja si¢ silng
hydrofobowoscia i sa gldéwnie odpowiedzialne za stabilizacje¢ napigcia powierzchniowego
w pecherzykach plucnych, poprzez utatwianie adsorpcji lipidow surfaktantu ptuc na
powierzchni interfazy woda-powietrze. Ponadto wskazuje si¢ [102-104], iz biatko SP-B
wykazuje rowniez aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojows. Pozostate dwa, hydrofilowe
biatka SP-A i SP-D nalezg do podrodziny kolektyn i sg zaangazowane we wrodzone
procesy obronne w plucach [101, 105-108]. Ich funkcjonalne znaczenie wynika
z modulowania przebiegu wielu mechanizméw odporno$ciowych, m.in. nasilania
fagocytozy mikroorganizmow poprzez ich bezposrednig opsonizacj¢ lub intensyfikacje
pochtaniania drobnoustrojow optaszczonych przez inne opsoniny [109, 110], pobudzania
ukierunkowanego przemieszczania si¢ (chemotaksji) komorek [111, 112], a takze
stymulowania lub hamowania syntezy reaktywnych zwigzkow tlenu [113-115] oraz

pobudzania produkcji cytokin [101] przez fagocyty.

Kolektyny SP-A i SP-D surfaktantu ptuc rozpoznaja i wigzg powierzchniowe
komponenty cukrowe wielu patogennych drobnoustrojow, bakterii, wirusow, grzybow
1 pierwotniakoéw, stanowigcych czynniki etiologiczne infekcji w obrebie pluc,
determinujac ich efektywna eliminacj¢. Postuluje si¢ jednak, iz w przypadku zakazen
wywotywanych przez wewnatrzkomdrkowe patogeny, aktywno$¢ opsonizacyjna SP-A
I SP-D moze sprzyja¢ zasiedlaniu komorek gospodarza [101, 105]. Precyzyjne znaczenie
obu tych biatek surfaktantu ptuc w patogenezie gruzlicy nie jest do konca poznane.
Dostepne badania dowodza, iz M. tuberculosis wigze zarowno SP-A, jak i SP-D, jednakze
interakcje te skutkujg odmiennym efektem w przebiegu zakazenia. Wigzanie biatka SP-
A surfaktantu przez pratka gruzlicy wskazywane jest jako mechanizm promujacy
zaroOwno wnikanie tego drobnoustroju do makrofagdw pecherzykéw ptlucnych, jak
1 dalszy rozwoj infekcji. Istotng role w tym mechanizmie przypisuje si¢ wlasciwosciom
opsonizacyjnym SP-A, determinujgcym interakcje patogenu z docelowa komorka, a takze
modulowaniu przez to biatko funkcjonalnej aktywnosci makrofagow [116].
Konsekwencja oddziatywan M. tuberculosis z SP-A jest nasilone przyleganie patogenu

do makrofagow i zwigzana z tym intensyfikacja procesu fagocytozy, co utatwia pratkom
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osiggnigcie wewnatrzkomorkowej lokalizacji. Kluczowa role w tym mechanizmie
odgrywaja domeny lektynowa i kolagenowa SP-A oraz receptory MR makrofagow,
ktorych ekspresja stymulowana jest przez biatko surfaktantu ptuc [116, 117]. Zalezne od
receptorOw MR przyleganie, optaszczonych SP-A, pratkow gruzlicy do makrofagow
pecherzykéw ptucnych przyczynia sie do hamowania dojrzewania fagosomu oraz syntezy
reaktywnych form azotu, stanowigcych fundamentalne procesy warunkujace bodjcza
aktywnos$¢ tych komorek, umozliwiajac patogenowi dostep do mikrosrodowiska
sprzyjajacego jego wewnatrzkomorkowemu wzrostowi [115, 118, 119]. Wysokie
stezenie SP-A w ptynie oskrzelowo-pecherzykowym chorych na AIDS oraz pylice
krzemowa rozpatrywane jest jako gtowny czynnik ryzyka zwiekszonej zapadalno$ci
pacjentow tej grupy na gruzlice [120-122]. W przeciwienstwie do interakcji z apoproteing
SP-A, wigzanie biatka SP-D surfaktantu ptuc do komponentéw powierzchniowych pratka
gruzlicy wydaje si¢ peti¢ ochronng role w przebiegu wrodzonej odpowiedzi
odporno$ciowej w gruzlicy. Efektem odziatywan M. tuberculosis z SP-D jest aglutynacja
komorek patogenu oraz towarzyszace jej hamowanie adhezji bakterii do ludzkich
makrofagéw, co utatwia usuwanie bakterii z drog oddechowych przez system §luzowo-
rzeskowy. Dodatkowo, zaburzanie przez SP-D adhezji pratka gruzlicy do makrofagow
prowadzi do ograniczenia procesu fagocytozy 1 wigzacego si¢ z tym ostabionego
wnikania patogenu do docelowych komorek [123]. Ponadto wskazuje si¢, iz opsonizacja
M. tuberculosis przez SP-D prowadzi do zmian w obregbie powierzchniowych
komponentow $ciany komoérkowej tego drobnoustroju, ktorych wynikiem jest nasilanie
procesu dojrzewania fagosomu, determinujgcego hamowanie wewngtrzkomorkowego
wzrostu bakterii w ludzkich makrofagach [124]. Istotng rol¢ w tym mechanizmie
przypisuje si¢ maskowaniu przez SP-D motywow mannozowych mykobakteryjnego
ManLAM i zwigzanemu z tym hamowaniu. zaleznego od receptora MR, procesu
fagocytozy [119, 124]. Jak wspomniano wcze$niej, pelne wyjasnienie znaczenia
interakcji pratka gruzlicy z biatkami SP-A i SP-D surfaktantu ptuc w przebiegu
wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej wymaga dalszych, systematycznych badan, tym
bardziej, iz Hall-Stoodley i wsp., stosujac doswiadczalny model in vitro odwzorowujacy
warunki panujace w drogach oddechowych, nie stwierdzit wptywu tych oddziatywan na

przyleganie patogenu do nabtonkowych komorek ptuc [125].

W wigzanie bialek SP-A i SP-D surfaktantu phluc przez M. tuberculosis

zaangazowane s3 kluczowe lipoglikany $ciany komorkowej tych bakterii, mianowicie
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ManLAM i lipomannan (LM), [123, 124, 126]. Decydujaca role w interakcjach pomiedzy
SP-A'i SP-D a ManLAM odgrywaja nie tylko koncowe reszty mannozy, ale takze jego
komponent lipidowy, poniewaz powinowactwo wigzania apoprotein surfaktantu przez
ten ligand jest zalezne od zawarto$ci reszt acylowych [126]. Ponadto w odziatywaniach
pratka gruzlicy z SP-A uczestniczy takze, bogata w alaning i proling, glikoproteina Apa
(Rv1860), [Mycobrowser, https://mycobrowser.epfl.ch/genes/Rv1860], ktora wystepuje
zarowno w formie wydzielniczej, jak 1 upostaciowanej, zwigzanej ze $ciang komorkowa
[127]. Synteza biatka Apa jest charakterystyczng cechg patogennych mykobakterii z
grupy Mycobacterium tuberculosis complex. Wskazuje si¢, iz wydzielnicza forma tego
biatka predysponuje je do pelnienia funkcji ,,putapki” blokujacej receptory PRR,
umozliwiajagc  pratkowi gruzlicy manipulowanie odpowiedzia odpornos$ciowa
makroorganizmu jeszcze przed kontaktem z docelowymi komoérkami [128]. Badania
funkcjonalnej aktywnosci glikoproteiny Apa potwierdzaja jej zdolnos¢ do modulowania
odpowiedzi komorek zaangazowanych w mechanizmy odpornosciowe w przebiegu
zakazenia M. tuberculosis. Z jednej strony, biatko to indukuje odpowiedz proliferacyjna
ludzkich limfocytow T CD4* i CD8" oraz ukierunkowuje odpowiedz odporno$ciowa na
mechanizmy typu Thl poprzez stymulowanie syntezy IFN-y przez te komorki [129].
Dodatkowo, Apa jest pierwszym opisanym bialkiem pratkow gruzlicy pobudzajacym
dominujaca odpowiedz antygenowo swoistych, cytotoksycznych limfocytéw T CD8”,
warunkowang przenikaniem tego biatka z fagosomu do cytoplazmy zakazonej komorki
i jego efektywna prezentacja w kontekscie czasteczek MHC klasy I [130]. Natomiast
z drugiej strony, glikoproteina Apa jest czynnikiem ostabiajacym efektorowe funkcje
komorek dendrytycznych, ktore sa kluczowe dla wytworzenia protekcyjnej odpowiedzi
odpornosciowej na zakazenie M. tuberculosis. Efekt ten jest rezultatem hamowania przez
Apa nasilonej ekspresji powierzchniowych czasteczek kostymulatorowych komorek
dendrytycznych (CD40, CD54, CD80, CD86, MHC klasy Il) oraz syntezy cytokin
prozapalnych (IL-2, IL-12, TNF-a) przez te komorki, determinujacych kooperacje
immunokompetentnych komorek i roznicowanie subpopulacji efektorowych limfocytow
T. Ograniczenie tych odziatywan migdzykomorkowych w przebiegu zakazenia pratkiem
gruzlicy wptywa niekorzystnie nie tylko na efektywnos¢ wrodzonych mechanizmow
odpornosciowych, ale takze na rozw0] swoistej, komodrkowej odpowiedzi
odpornosciowej typéw Thl i Th2, peklnigcej ochronng role przeciwko infekcji tym

wewnatrzkomérkowym patogenem [131].
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1.5. Interakcje pratka gruzlicy z bialkami macierzy zewnatrzkomorkowej i
heparyna

1.5.1. Bialka macierzy zewngtrzkomorkowej

Macierz zewnatrzkomoérkowa jest zwarta, trojwymiarowa struktura obejmujaca
ztozong sie¢ wielu réznych makroczasteczek, ktorych kompozycja wykazuje zaleznosé
tkankowg 1 narzagdowa. W sktad macierzy zewnatrzkomorkowej ssakoéw wchodzi ok. 300
roznych  bialek  obejmujacych  glikoproteiny  kolagenowe,  proteoglikany
i glikorpoteiny niekolagenowe. Sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowe] wypetniaja
przestrzen migdzykomorkowa i s3 odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy tkanek, nie
tylko poprzez zachowanie ich fizjologicznej integralnosci i elastyczno$ci, ale takze
poprzez warunkowanie i regulacj¢ fundamentalnych procesow komorkowych, takich jak
proliferacja 1 roznicowanie, adhezja, migracja czy apoptoza. U podloza
wielofunkcyjnosci macierzy zewnatrzkomoérkowej lezy jej dynamicznie zmieniajaca si¢
struktura, podlegajaca ciaglej przebudowie, determinowanej zar6wno starzeniem si¢
organizmu, jak i procesami patologicznymi i naprawczymi przebiegajacymi w obrgbie
danej tkanki. W modelowanie struktury zaangazowane s3, zwigzane z macierza,
komponenty o aktywnosci enzymatycznej (np. metaloproteinazy, katepsyna G, elastaza)
oraz inne bioaktywne, rozpuszczalne czasteczki, takie jak cytokiny, glikokortykoidy czy
produkty stresu oksydacyjnego. Ponadto na przebudowe¢ maja wptyw réwniez egzogenne
czynniki natury mechanicznej, mianowicie nacisk 1 rozcigganie. Regulatorowa
aktywno$¢ macierzy zewnatrzkomorkowej  warunkowana jest nieustannym
odziatywaniem jej sktadnikoéw z komorkami nablonkowymi. Wzajemne relacje pomigdzy
macierza a komorkami majg charakter dwustronnej wspotzaleznosci. Z jednej strony,
komponenty macierzy petnig funkcje ligandow wigzacych integrynowe receptory
komorkowe, uczestniczagc tym samym w aktywacji wewnatrzkomdrkowych szlakow
sygnatowych regulujacych metabolizm komorkowy. Natomiast z drugiej strony, poprzez
syntez¢ 1 wydzielanie, a takZze magazynowanie aktywnych biologicznie zwigzkow,
komorki nabtonkowe modulujg przebudoweg struktury macierzy. Wspoidziatanie
komorek z macierza zewnatrzkomoérkowa jest kluczowym mechanizmem zapewniajagcym
szybka komorkowa odpowiedZ na zmiany zachodzace w otaczajacym mikro§rodowisku.
Istotng wtasciwoscia macierzy zewnatrzkomorkowej, na plaszczyznie jej regulatorowej
aktywnosci, jest takze zdolno$¢ modulowania biodostgpnosci cytokin 1 czynnikow

Wzrostu poprzez ich wychwytywanie, wigzanie i magazynowanie. Dodatkowo, struktura
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ta stanowi rezerwuar bioaktywnych czasteczek powstatych na drodze kontrolowanej

proteolizy jej komponentoéw [132, 133].

Oprécz  funkcji  biologicznego rusztowania 1 regulatora metabolizmu
komoérkowego, macierz zewnatrzkomorkowa pluc odgrywa réwniez kluczowsa role
w rozwoju 1 przebiegu procesOw odpornosciowych w obrgbie tego narzadu.
Modulowanie mechanizméw odpornosciowych pluc przez skltadowe macierzy
zewnatrzkomoérkowej warunkowane jest ich interakcjami z receptorami PRR komorek
zaangazowanych we wrodzong odpowiedz odpornosciowg. W tym konteks$cie macierz
zewnatrzkomoérkowa pluc rozpatrywana jest jako rezerwuar alarmin czyli wzorcow
molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem (DAMPs, damage-associated molecular
patterns). W  warunkach fizjologicznie prawidlowych alarminy wystepuja
w, zwigzanej z komponentami macierzy, izolowanej postaci, co ogranicza ich interakcje
z docelowymi receptorami PRR. Jednakze zaburzenia homeostazy pluc, bedace
wynikiem ich uszkodzenia, zakazenia lub rozwoju procesu zapalnego w obrgbie tego
narzadu prowadza do pobudzenia naptywu leukocytéw do  macierzy
zewnatrzkomoérkowej, umozliwiajac w ten sposob oddziatywania tych dwoch
zasadniczych elementéw nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej. W interakcje
z komorkowymi receptorami PRR, takimi jak TLR2, TLR4, TLR6, zaangazowane sa
proteoglikany (wersikan, biglikan, dekoryna), glikozaminoglikany (hialuronian) oraz
niekolagenowe glikoproteiny (tensacyna C, fibronektyna) macierzy ptuc. Oprocz
bezposredniego  odzialywania z receptorami PRR, komponenty macierzy
zewnatrzkomorkowej phluc posrednio wigzg komorkowe receptory integrynowe.
W mechanizmie tym posrednicza, syntetyzowane i wydzielane przez aktywowane
leukocyty, komorkowe biatka (np. periostyna, osteopontyna) pelnigce funkcje
biologicznych lacznikéw pomigdzy komponentami macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
1 blonowymi receptorami. Ponadto proteoglikany i glikozaminoglikany macierzy ptuc,
poprzez wigzanie chemokin (IL-8, MIF), przyczyniaja si¢ do wytworzenia gradientu ich
stezenia i zwigzanej z tym ukierunkowanej migracji leukocytow, warunkowanej
obecnoscia komorkowych receptorow swoistych dla chemotaktycznych cytokin.
Dodatkowo, wiazanie cytokin przez sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej ptuc chroni

je przed proteolityczng degradacja, wydtuzajgc okres ich biologicznej aktywnos$ci [134].

Podkresla si¢ istotne znaczenie macierzy zewnatrzkomoérkowej ptuc w regulowaniu

interakcji gospodarz-patogen w przebiegu gruzlicy. Przypuszczalnie, oddziatywania
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komponentow macierzy z komorkami pluc w trakcie zakazenia pratkiem gruzlicy
wplywaja na uruchamiane mechanizmy odpornosciowe poprzez modulowanie a) fuzji
fagosomow z lizosomami, b) syntezy prozapalnych cytokin, c) procesu autofagii oraz d)
aktywacji immunokompetentnych komoérek. Badania ostatnich lat wykluczyly przyjety
paradygmat zaktadajacy, iz nastepstwem, charakterystycznych dla infekcji
M. tuberculosis, patologicznych zmian martwiczych tkanki ptuc sg zaburzenia struktury
macierzy zewnatrzkomérkowej. Shammari i wsp. udowodnili bowiem catkowicie
odwrotng zalezno$¢, wskazujac krytyczne znaczenie wczesnych uszkodzen witokien
kolagenowych macierzy ptuc w rozwoju zmian martwiczych i ostabianiu efektywnos$ci
przeciwpratkowej odpowiedzi odpornosciowej. Konsekwencja tych zmian jest
wytworzenie immunologicznie uprzywilejowanego mikrosrodowiska stanowigcego nisz¢
dla wewnatrzkomorkowego wzrostu i przezywania pratka gruzlicy. Niszczenie struktury
kolagenowej macierzy ptuc w przebiegu gruzlicy zwigzane jest z nasilong synteza
metaloproteinaz MMP-1, MMP-7 i MMP-10 oraz MMP-8, odpowiednio, przez
aktywowane monocyty i makrofagi oraz naptywajace do pluc neutrofile [135, 136].
Wykazano, iz monocyty zakazone M. tuberculosis charakteryzuja si¢ podwyzszong
ekspresja integrynowego receptora aVPB3 promujacego ich adhezje do komponentow
macierzy zewnatrzkomorkowej ptuc. W oddzialywania te zaangazowane sg, tworzace
macierz, kolagen typu | i fibronektyna, a ich rezultatem jest pobudzenie wytwarzania

przez fagocyty destabilizujacych macierz metaloproteinaz [136].

Obok warunkowania interakcji macierzy ptuc z komoérkami, fibronektyna, a takze
laminina sg bezposrednio wigzane przez mykobakteryjne adhezyny, co moze stanowic
jeden z prominentnych mechanizmoéw utatwiajacych pratkom wnikanie do docelowych
komorek i kolonizacje tkanek [137-139]. Fibronektyna umozliwia przyleganie tych
bakterii do makrofagéw pecherzykéw ptuc, a w mechanizmie tym istotng role odgrywaja
domena  wigzagca  komodrkowe ligandy (CRD, cell binding domain)
i, warunkujaca interakcje z pratkami, domena wigzaca heparyne (HBD, heparin binding
domain) tej glikoproteiny [139]. Natomiast biatkami M. tuberculosis uczestniczacymi
w interakcjach z fibronektyng sa glikoproteina Apa oraz antygeny A i B kompleksu
antygenowego Ag85 [84, 137, 140]. Ponadto zaré6wno fibronektyna, jak i laminina
wigzane sg przez, petnigca dodatkowa funkcje adhezyny, syntaze jabtczanowa (Rv1837c,
GlcB) pratka gruzlicy, co skutkuje intensyfikacja przylegania patogenu do pneumocytow

[138]. Syntaza jablczanowa jest enzymem cyklu glioksylanowego, niezbednego
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w metabolizmie kwasow tluszczowych, 1 jest aktywna w komorkach pratkow
wewnatrzkomoérkowo namnazajacych si¢ w makrofagach. Enzym ten katalizuje synteze
jablczanu z wykorzystaniem glioksylanu i acetylokoenzymu A. Czasteczka syntazy
jablczanowej  pozbawiona  jest ~domeny = warunkujacej  transport  bialek
cytoplazmatycznych do przestrzeni zewngtrzkomorkowej, jednakze mimo to
potwierdzono obecno$¢ tego enzymu w $cianie komorkowej pratka gruzlicy oraz
w podtozu pohodowlanym. Mechanizm uwalniania syntazy jabtczanowej z cytoplazmy
do srodowiska pozakomorkowego nie jest znany, niemniej uwaza si¢, ze biatko to jest
aktywnie transportowane, a w jego wigzanie ze S$ciang komodrkowa pratkow
zaangazowane s3 ,kotwiczace” czasteczki receptorowe. Unikatowa lokalizacja
potencjalnie wylacznie cytoplazmatycznego enzymu wskazuje, iz syntaza jabtczanowa
M. tuberculosis, oprocz swej typowej aktywnosci enzymatycznej, petni alternatywna rolg
w przebiegu zakazenia funkcjonujgc jako bakteryjna adhezyna [138, 141, 142]. Syntaza
jablczanowa jest istotnym czynnikiem patogennos$ci pratka gruzlicy determinujacym
wlasciwosci adaptacyjne tego drobnoustroju w trakcie infekcji makrofagow. Niedobor
syntezy tego enzymu jest bezposrednim powodem zwigkszonej wrazliwosci patogenu na
stres oksydacyjny i nitrozacyjny oraz oslabionej zdolnosci do tworzenia biofilmu.
Ponadto enzym ten hamuje wytwarzanie syntazy tlenku azotu (iNOS) i dojrzewanie
fagosomu w makrofagach pgcherzykow ptuc, umozliwiajac przetrwanie pratka gruzlicy

w komorkach gospodarza [142].

Inng mykobakteryjng adhezyna wigzaca lamining jest biatko ESAT-6 wydzielane
przez system ESX-1 M. tuberculosis. Oprocz warunkowania adhezji bakterii do
docelowych komorek, ESAT-6 wykazuje aktywnos¢ cytolityczng 1 jest przedstawicielem
grupy porotworczych toksyn, uznawanych za kluczowe czynniki patogennosci
drobnoustrojow. Konsekwencja aktywnosci biologicznej ESAT-6 jest liza bton
wewnatrzkomorkowych organelli 1 zewnetrznej blony komorkowej, determinujgca
przemieszczanie si¢ pratka gruzlicy z fagosomu do cytoplazmy i kolonizacje
sasiadujgcych komorek, a takze indukcje¢ procesu apoptozy komorki oraz hamowanie
syntezy IFN-y i odpowiedzi limfocytow T. Nasilong transkrypcje genu esat6
obserwowano w komorkach M. tuberculosis, namnazajacych si¢ wewnatrzkomorkowo
w pneumocytach, a takze w ptucach myszy zakazonych szczepem mutantem M. bovis
BCG noszacym ten gen. Sugeruje si¢, iz nasilanie transkrypcji genu esat6 stanowi

mechanizm umozliwiajacy pratkom nabywanie inwazyjnego fenotypu. Interakcja biatka
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ESAT-6 z lamining bton komdrkowych pneumocytéw typu I 1 II przyczynia si¢ do jego
gromadzenia w miejscu infekcji i wytworzenia jego lokalnego wysokiego stgzenia, co
skutkuje efektywna lizg komoérek makroorganizmu i prowadzi do tworzenia zmian
martwiczych. Zalezne od ESAT-6 uszkodzenie nablonka pluc oraz, dodatkowo,
synteza i wydzielanie cytokin przez pneumocyty pobudzaja migracj¢ zapalnych komorek
do ptluc, co z jednej strony zapewnia obecnos¢ komodrek uczestniczacych w tworzeniu
ziarniniakow, a z drugiej umozliwia dalszy rozsiew patogenu z wykorzystaniem
naptywajacych fagocytow [143, 144]. Wykazano, iz nasilona synteza biatka ESAT-6 jest
charakterystyczna dla wczesnej fazy infekcji M. tuberculosis, jeszcze przed rozwojem
efektywnych przeciwpratkowych mechanizméw odpornosciowych, i moze warunkowaé
obserwowany w tym okresie rozsiew patogenu do innych tkanek [143, 145, 146]. Oprocz
interakcji z lamining, biatko ESAT 6 bezposrednio wigze si¢ z receptorem TLR2
i z B-2-mikroglobuling, odpowiednio, hamujac zalezne od TLR2 szlaki sygnalowe

makrofagdéw i zaburzajac proces prezentacji antygenow przez te komorki [147, 148].

1.5.2. Heparyna

Heparyna jest bogatym w siarczany glikozaminoglikanem, ktory wydzielany jest
przez komorki tuczne i1 bazofile w miejscach uszkodzenia tkanek. Chociaz fizjologiczna
funkcja heparyny nie zostata dotychczas w pelni wyjasniona, to zdolno$¢ do wigzania
wielu ludzkich biatek sugeruje jej zaangazowanie w zroznicowane biologiczne procesy
[149, 150]. Heparyna odgrywa istotng role¢ w magazynowaniu licznych proteaz,
w ziarnisto$ciach komorek tucznych, a takze w pobudzaniu proceséw mitozy i migracji
komorek $rodbtonkowych [151-153]. Ponadto wskazuje si¢ na immunoregulatorowe
funkcje tego glikozaminoglikanu wynikajagce z hamowania aktywnosci uktadu
dopetniacza i migracji leukocytow, a takze modulowania syntezy cytokin [154-157].
Heparyna  uczestniczy = réwniez ~w  modulowaniu  struktury  macierzy
zewnatrzkomorkowej. Poprzez wigzanie fibronektyny, heparyna przyczynia si¢ do zmian
konformacyjnych tego biatka macierzy, warunkujac nasilone wigzanie czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego (VEGF, vascular endothelial growth factor). Postuluje sig, iz
heparyna pelni funkcje biologicznego tacznika wigzacego zarowno fibronektyne, jak
I VEGF, i jest odpowiedzialna za interakcje fibronektyny z VEGF [158]. Aktywnos$¢
funkcjonalna heparyny zwigzana jest takze z regulowaniem wewnatrzkomorkowego

stezenia jonow zelaza poprzez hamowanie syntezy hepcydyny oraz nasilanie syntezy
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ferroportyny w hepatocytach i makrofagach. Mechanizm ten odgrywa istotne znaczenie
w przebiegu zakazenia pratkiem gruzlicy, gdyz ogranicza, zlokalizowanemu
w makrofagach, patogenowi dostepnos$¢ do jondéw zelaza, ktére sg niezbedne dla jego
wewnatrzkomorkowego — wzrostu.  Dodatkowo  heparyna poprzez  wigzanie
powierzchniowej hemaglutyniny HbhA pratka gruzlicy ogranicza jego wnikanie do

nabtonkowych komorek i rozsiew do innych tkanek [159, 160].

Mykobakteryjna HbhA jest wielofunkcyjnym biatkiem, ktore poczatkowo zostato
opisane jako komponent $ciany komorkowej pratka gruzlicy, warunkujacy jego adhezje
do nablonkowych komorek pluc poprzez wigzanie, bogatych w siarczany,
weglowodanowych kompleksow  wystepujacych w  blonie docelowych komorek.
Organiczona, do pratkdw infekujacych nablonkowe komorki phluc, ekspresja HbhA,
a takze selektywne wigzanie przez HbhA blonowych polisacharydow komorek
nabtonkowych, a nie makrofagdw, wskazuje na istotng role hemaglutyniny
w patogennosci pratka gruzlicy, wynikajaca z udzialu tego bialtka w infekcji
pneumocytoéw stanowiacych nisze dla wewnatrzkomorkowego wzrostu patogenu 1 jego
dalszego rozprzestrzeniania si¢ w organizmie. Ponadto HbhA jest nie tylko
zaangazowana w interakcje patogen-komorka eukariotyczna, ale takze bierze udziat
w odzialywaniach pomiedzy komorkami pratka gruzlicy, ktéorych rezultatem jest
autoagregacja bakterii, rozpatrywana jako mechanizm nasilajacych ich zjadliwosé¢ [160-
162]. Oprocz powierzchniowej lokalizacji, HbhA wystepuje takze w cytoplazmie
M. tuberculosis, uczestniczagc w tworzeniu i stanowigc komponent pecherzykow
lipidowych, ktérych akumulacja zachodzi w namnazajacych si¢ wewnatrzkomérkowo,
w makrofagach, komorkach pratka gruzlicy [163]. Ponadto zwraca si¢ uwage na
immunogenne i immunoprotekcyjne wilasciwosci HbhA, a takze na jej przydatno$¢
diagnostyczna w réznicowaniu latentnej postaci gruzlicy. Hemaglutynina HbhA indukuje
silng synteze IFN-y przez limfocyty T CD4" i CD8" osobnikow z latentnym zakazeniem
M. tuberculosis, a takze pobudza aktywno$¢ cytotoksyczng limfocytow T CD8T,
uwarunkowana uwalnianiem perforyny i granzymoéw [161]. Przyleganie bakterii do
komorek nablonka pecherzykéw phlucnych przy udziale HbhA moze by¢ jednym
z mechanizmow wykorzystywanych przez pratka gruzlicy do inwazji komorek
niefagocytarnych oraz rozprzestrzeniania si¢ bakterii naczyniami krwiono$nymi do

innych organéw. Jednakze, udowodniono, iz wigzanie heparyny przez pratka gruZlicy,
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przy udziale mykobakteryjnego biatka HbhA, hamuje adhezje tych bakterii do
pneumocytoéw [160].

1.6. Rola surowiczego amyloidu A (SAA) w patogenezie zakazen

1.6.1. Reakcja ostrej fazy oraz bialka ostrej fazy

Reakcja ostrej fazy jest ogélnoustrojowym mechanizmem, stanowigcym istotny
element wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej, ktory uruchamiany jest na skutek
lokalnego lub uogdlnionego zaburzenia homeostazy makroorganizmu. Oprdcz nasilenia
proceséw odpornosciowych, wigze si¢ ona rowniez z szeregiem ukierunkowanych zmian
biochemicznych, hematologicznych, endokrynnych, a nawet neurologicznych. Czynniki
indukujace rozwdj reakcji ostrej fazy charakteryzuja si¢ duzym zrdéznicowaniem
1 obejmuja zaréwno infekcje drobnoustrojowe, jak i uszkodzenie oraz zmiany
patologiczne tkanek, a takze procesy zapalne o réznej etiologii. Klinicznymi markerami
odpowiedzi typu ostrej fazy sa goraczka, niedozywienie i uszkodzenie tkanek, zmiany
przepuszczalnosci naczyn oraz szczego6lnie charakterystyczne zmiany profilu biosyntezy
ponad 200 r6znych bialek, okreslanych terminem biatek ostrej fazy (APPs, acute phase
proteins). Gtownym zroédlem APPs sg hepatocyty, jednakze biatka te wytwarzane sa
réwniez przez immunokompetentne komorki, mianowicie monocyty, limfocyty
1 makrofagi pecherzykdéw plucnych, a takze przez komorki $ciany naczyn krwionosnych.
Synteza APPs jest, natomiast, rezultatem komoérkowej odpowiedzi na pobudzenie przez
prozapalne cytokiny i chemokiny, produkowane i uwalniane przez aktywowane,
W wyniku rozwoju nieswoistych mechanizméw odpornosciowych, leukocyty oraz
komorki nabtonkowe, fibroblasty i keratynocyty. Aktywnos$¢ funkcjonalna cytokin
i chemokin ma fundamentalne znaczenie dla przebiegu szerokiego spektrum
mechanizmow o charakterze synergistycznym 1 antagonistycznym, ktore modulujg
przebieg proceséw odpornosciowych determinujacych rozwoj nieswoistej odpowiedzi
typu ostrej fazy, niezbednej do eliminacji etiologicznego czynnika zakazenia,
ograniczenia procesu zapalnego i przywrOcenia rownowagi fizjologicznej tkanek.
Kluczowg role w stymulowaniu syntezy APPs przez komoérki watroby odgrywaja TNF-
a, IL-1 i IL-6, ktoérych wigzanie ze swoistymi receptorami btonowymi hepatocytow,
a takze komorek Kupffera inicjuje wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe, warunkujace
aktywacje czynnikow transkrypcyjnych i dalszg transkrypcje gendéw kodujacych APPs.
Sposréd wymienionych prozapalnych cytokin, IL-6 wskazywana jest jako glowny
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czynnik stymulujacy wydzielanie wiekszosci APPs przez hepatocyty. Dodatkowo,
biologiczna aktywnos$¢ IL-6 jest posrednio nasilana poprzez stymulacje¢ jej syntezy przez,

pobudzone IL-1 i TNF-a, fibroblasty, keratynocyty i komoérki srodbtonkowe [164-168].

Pod wzgledem aktywnosci funkcjonalnej 1 wtasciwosci fizykochemicznych APPs
stanowig heterogenng grupe, a kryterium decydujacym o przynaleznosci danego biatka
do APPs jest co najmniej 25% zmiana jego surowiczego stezenia w przebiegu reakcji
ostrej fazy. Jedng z form klasyfikacji biatek APPs jest ich podzial na biatka pozytywne
(dodatnie) i negatywne (ujemne), oparty na, odpowiednio, wzroscie lub spadku ich
stezenia w surowicy krwi. Ponadto podzial pozytywnych biatek APPs uzupeinia
wyrédznienie trzech ich grup, w zaleznosci od wielkosci wzrostu ich stezenia. Grupa
pierwsza (major) obejmuje biatka APPs, ktérych stezenia zmieniaja si¢ szybko
w trakcie reakcji ostrej fazy, osiggajac 100-1000-krotnie wyzsze poziomy
w poréwnaniu do ich fizjologicznych stezen. Grupa druga (moderate) to biatka APPs,
ktorych stezenia wzrastajg 2-10-krotnie, natomiast grupa trzecia (minor) skupia biatka
APPs charakteryzujace si¢ nieznacznym, 2-3-krotnym nasileniem ich syntezy, nie

przekraczajacym 50% ich fizjologicznego ste¢zenia [164, 166, 167].

Sposrod wielu pozytywnych APPs, glownymi biatkami tej grupy sa biatko
C-reaktywne (CRP) oraz surowiczy amyloid A (SAA), ktorych stgzenie wzrasta nawet
1000-krotnie w trakcie 4 godzin od momentu zadzialania czynnika indukujacego rozwdj
reakcji ostrej fazy. Efektem wzrostu st¢zenia pozytywnych APPs (Tabela 2),
obejmujgcych biatka zaré6wno o charakterze prozapalnym, jak i przeciwzapalnym, jest
nasilenie ich funkcjonalnej aktywnosci przejawiajacej si¢ jako mobilizacja lub
hamowanie odpowiedzi odpornos$ciowej, zwigkszenie przeptywu krwi w naczyniach
krwiono$nych i nasilanie migracji leukocytow do miejsca infekcji lub stanu zapalnego
oraz wspomaganie procesu fagocytozy drobnoustrojéw poprzez ich opsonizacje.
Jednoczesnie, pozytywne APPs odpowiedzialne sg rowniez za ograniczanie stanu
zapalnego poprzez hamowanie biologicznej aktywnosci prozapalnych cytokin, enzymow
proteolitycznych oraz oksydaz, ktorych synteza, nagromadzenie oraz przedostawanie si¢
do krwioobiegu podczas rozwoju reakcji zapalnej moga przyczynia¢ si¢ do uszkodzenia

zdrowych tkanek [164-166].

Z kolei wiodgcym biatkiem sposréd negatywnych APPs jest albumina, ktorej
spadek surowiczego stezenia w przebiegu reakcji ostrej fazy rozpatrywany jest jako

mechanizm majacy na celu zapewnienie dostepu do optymalnej puli aminokwasow
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niezbednych do syntezy pozytywnych APPs [164]. Ponadto spadek poziomu innych
negatywnych APPs, takich jak transtyretyna (prealbumina), wiazaca kortykosteroidy
transkortyna oraz biatko wigzace retinol prowadzi do wzrostu stezenia wolnych

hormonoéw, odpowiednio, hormonow tarczycy i kortyzolu, oraz witaminy A [166, 169].
Tabela 2. Rodzaje oraz funkcje pozytywnych biatek reakcji ostrej fazy [164-166]

POZYTYWNE

BIALKA OSTREJ FAZY FUNKCJA

Opsonizacja, aktywacja dopetniacza, indukcja
produkcji cytokin przez immunokompetentne
komorki

Opsonizacja, indukcja produkcji cytokin przez
immunokompetentne komorki, aktywnos¢
chemotaktyczna, regulacja metabolizmu lipidow

Bialko C-reaktywne (CRP)

Surowiczy amyloid A (SAA)

Bialko C3 dopelniacza
Haptoglobina (Hb)
Hemopeksyna
Fibrynogen

Plazminogen

Lektyna wiazaca mannoze
(MBL)

Ceruloplazmina

a-2-makroglobulina

a-1-kwasna glikoproteina
(AGP)

a-1l-antytrypsyna
a-1-antychymotrypsyna

Opsonizacja, chemotaksja

Wiazanie hemoglobiny, dziatanie
antyoksydacyjne

Wychwytywanie wolnego hemu

Aktywacja trombocytow, procesu krzepnigcia
krwi i naprawy tkanek

Pobudzanie proces6w naprawy i przebudowy
tkanek

Opsonizacja, aktywacja dopetniacza na drodze
lektynowej

Wigzanie wolnych rodnikéw oraz jonow Fe?*

Hamowanie aktywnosci proteaz

Hamowanie agregacji ptytek krwi, indukcja
produkcji cytokin przez immunokompetentne
komorki

Hamowanie aktywnosci proteaz serynowych,
serpiny oraz enzyméw lizosomalnych

1.6.2. Surowiczy amyloid A

Termin surowiczy amyloid A (SAA) odnosi si¢ do grupy konserwatywnych biatek,
w sktad ktorej wechodzg takze gléwne, pozytywne biatka ostrej fazy. [zoformy ludzkiego
SAA kodowane sag przez cztery geny, SAAL, SAA2, SAA3 i SAA4, zlokalizowane na
krotkim ramieniu chromosomu 11p15.1. Geny SAAL i SAA2 wystepuja, odpowiednio,
w 3 1 2 wariantach allelicznych, zawierajacych cztery egzony i trzy introny, a ich

produktami sg biatka ostrej fazy SAA11SAA2. W regionach promotorowych tych genow
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obecne s3 sekwencje rozpoznajace czynniki transkrypcyjne NF-«B i NF-IL6, a takze
sekwencja aktywujaca SAS, warunkujace indukcyjng ekspresje ich produktow. Gen
SAA3 obejmuje trzy egzony i dwa introny, i pierwotnie definiowany byt jako pseudogen
posiadajacy defektywny promotor oraz jednonukleotydows insercje w kodonie 31
determinujacg zmiang ramki odczytu [170]. Pozniejsze badania udowodnily jednak
tkankowo specyficzng transkrypcje tego genu, ograniczong do nabtonkowych komorek
gruczotu sutkowego [171], a takze potwierdzono obecno$¢ jego produktu, mianowicie,
zbudowanego z 42 aminokwasow, biatka SAA3 [172]. Podobnie do SAAL i SAA2, gen
SAA4 zawiera cztery egzony i trzy introny, jednakze jego region promotorowy obejmuje
jedynie skrocong sekwencje rozpoznajacg czynnik transkrypcyjny NF-kB, natomiast nie
wystepuja w nim, charakterystyczne dla biatek ostrej fazy, sekwencja CTGGGA oraz
sekwencja rozpoznajaca czynnik transkrypcyjny NF-1L6. Produktem genu SAA4 jest
konstytutywne, surowicze biatko SAA4 zbudowane z 112 aminokwasow, okreslane

terminem ,,konstytutywny” SAA (C-SAA), [170, 173-175].

Klasyfikowane jako gtowne, pozytywne biatko ostrej fazy (A-SAA), izoformy
SAALi SAA2 ludzkiego surowiczego amyloidu A wykazuja 92% homologii na poziomie
sekwencji aminokwasowej, a ich monomeryczne czasteczki (Ryc. 7) zbudowane sg ze
104 aminokwaséw zorganizowanych w cztery, tworzace ksztalt stozka, unikatowo
skrecone a-helisy (h1-h4), obejmujace miejsca 1-27 (hl), 32-47 (h2), 50-69 (h3) i 73-88
(h4). Region C-koncowy czasteczki A-SAA (aa 89-104) jest owinigty wokot struktury
tworzonej przez a-helisy i odgrywa istotng rol¢ w jej stabilizacji, natomiast amfipatyczna
cze$¢ N-koncowa biatka (aa 1-15) zaangazowana jest w interakcje z lipidami, a takze
sugeruje si¢ jej zwigzek z procesem amyloidogenezy. Ponadto w czasteczce A-SAA
zidentyfikowano potencjalny region wigzania jonéw Ca?* (aa 48-51), regiony podobne
do komoérkowych domen wigzacych fibronektyng (aa 39-41) i lamining (aa 29-33) oraz
dwa regiony wigzace glikozaminoglikany, z ktoérych jeden jest wskazywany réwniez jako
potencjalne miejsce wigzania lipoproteiny wysokiej gestosci (HDL, high density
lipoprotein). W warunkach fizjologicznych wolny, surowiczy A-SAA wystepuje
w postaci stabilnych heksamerdéw, tworzonych przez dwie identyczne struktury
trimeryczne [170, 173, 176], natomiast wigzanie A-SAA do HDL warunkowane jest
dysocjacja heksamerycznej czgsteczki do monomerdéw oraz tworzeniem przez a-helisy

h1 i h3 wklestej, apolarnej powierzchni. Dodatkowo postuluje si¢, iz za wigzanie HDL
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odpowiedzialne sg czg¢éci N-koncowe a-helis hl i h3, natomiast ich fragmenty C-koncowe

uczestniczg w interakcjach A-SAA z receptorami oraz innymi ligandami [175].

Ryc. 7. Budowa strukturalna monomerycznej (A) oraz heksametrycznej (B) czasteczki A-SAA [177,
178]

Po raz pierwszy A-SAA zostal zidentyfikowany jako gtéwny komponent ztogéw
amyloidowych, stanowigcych charakterystyczne, patologiczne zmiany towarzyszace
przebiegowi amyloidozy AA, okres$lanej dawniej amyloidozg wtdrna, ktora jest glownym
klinicznym powiktaniem przewlektych chorob zapalnych. Oprocz A-SAA, integralnymi
sktadnikami wykrywanymi w ztogach tworzonych przez wtokna amyloidowe sg takze
glikozaminoglikany, lipidy oraz surowiczy amyloid P. Dotychczas nie zostaty poznane
doktadne molekularne mechanizmy warunkujgce powstawanie strukturalnie
nieprawidlowych, nierozpuszczalnych form A-SAA, zwigzanych z przyjmowaniem
przez to biatko konformacji B-harmonijki. Fundamentalnym czynnikiem warunkujacym
tworzenie amyloidowych nici typu P jest dlugotrwale utrzymujace si¢ wysokie st¢zenie
A-SAA, wystepujace w przebiegu wielu choréb zarowno o poditozu infekcyjnym (np.
gruzlica, trad, zakazenia wirusowe), jak i autoimmunologicznym, nowotworowym czy
zapalnym. Zjawiskiem poprzedzajacym amyloidogeneze jest wystapienie wysokiego
stezenia wolnego, surowiczego A-SAA bedacego rezultatem dysocjacji tego biatka
z kompleksow z HDL. Sugeruje si¢, iz dysocjacja A-SAA od HDL zalezna jest od
obecno$ci siarczanu heparanu, co wskazuje, iz w mechanizm ten s3 zaangazowane
glikozaminoglikany, konkurujace z A-SAA o wigzanie do HDL. Istotne znaczenie
w rozwoju amyloidozy AA moze odgrywac takze roznorodnos$¢ oligomerycznych form
A-SAA, z ktérych jedynie heksamery nie wykazuja amyloidogennych wiasciwosci.
Poniewaz zdecydowana wigkszo$¢ przypadkéw amyloidozy AA dotyczy zmian
konformacyjnych izoformy SAA1L, kolejnym kluczowym czynnikiem rozpatrywanym

w kontekscie amyloidogenezy jest polimorfizm genu SAA1, determinujacy wystepowanie
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w czasteczkach SAA1 réznych aminokwaséw w okreslonych pozycjach tancucha
polipeptydowego. Powstawanie form A-SAA o wlasciwosciach amyloidogennych moze
by¢ rowniez wynikiem aktywnos$ci enzymatycznej zwigzanej z makrofagami.
Udowodniono, iz A-SAA pobierany przez otrzewnowe makrofagi, w sposob zalezny od
swoistych receptoréw, podlega wewnatrzkomoérkowej modyfikacji warunkowanej przez
enzymy lizosomalne, co prowadzi do powstawania immunoreaktywnych fragmentow,

czesto wykrywanych w amyloidowych ztogach [177-179].

Fizjologiczne, surowicze st¢zenie A-SAA wsrdd osobnikow populacji cztowieka
jest niskie i wynosi okoto 1-2 pg/ml. Gwaltowny i intensywny, nawet 1000-krotny,
wzrost poziomu tego biatka towarzyszy reakcji ostrej fazy indukowanej infekcja, urazem
lub uszkodzeniem tkanek i narzadéw, procesem nowotworowym, a takze chorobami
o podtozu zapalnym [170, 180]. Ponadto potencjalnymi czynnikami warunkujgcymi
osobnicze stezenie A-SAA moga by¢: wiek, pleé, cigza oraz wskaznik masy ciata (BMI,
body mass index), [181]. Stwierdzono m.in. wzrost surowiczego stezenia A-SAA
powyzej 30 roku zycia [181], a takze u 0sob otytych, w przypadku ktorych redukcji masy

ciala towarzyszyto znamienne obnizenie poziomu tego biatka w surowicy [182].

W surowicy krwi A-SAA jest apolipoproteing, krazaca glownie w postaci
zwigzane] z HDL, jednakze bialko to tworzy takze kompleksy z innymi surowiczymi
lipoproteinami, mianowicie lipoproteing niskiej gestosci (LDL, low density lipoprotein),
lipoproteing posredniej gestosci (IDL, intermediate density lipoprotein) oraz lipoproteing
bardzo matej gestosci (VLDL, very low density lipoprotein), [183, 184]. Wigzanie
A-SAA do HDL dotyczy przede wszystkim frakcji HDL3 o najwyzszej gestosci i jest
procesem charakteryzujacym si¢ wysoka dynamika, zaleznym od st¢zenia biatka ostrej
fazy. Mechanizmem tworzenia kompleksow A-SAA-HDL3 warunkowany jest wysokim
powinowactwem A-SAA do wigzania tej lipoproteiny i obejmuje oddysocjowanie od
HDL3 czasteczek apolipoproteiny A-1 (apoA-I) i zastagpienie ich czasteczkami A-SAA,
czemu towarzyszy przebudowa powierzchni lipoproteiny prowadzaca do zwigkszenia
$rednicy i1 gestosci czasteczek nowo powstatych kompleksow. Wystepujaca w przebiegu
reakcji ostrej fazy synteza wysokich st¢zen wolnego surowiczego amyloidu A przyczynia
si¢ do znamiennej wymiany komponentu apolipoproteinowego HDL3, ktorego az 80%
moze stanowi¢ A-SAA. Ponadto kompleksy A-SAA-HDL3 wykazujg polidyspersyjny
charakter warunkowany kompozycja apolipoproteinowego komponentu, co z kolei

zalezne jest od molowych ilosci oddysocjowanej apoA-I i wigzanego A-SAA. Wykazano,
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iz sktad apolipoproteiny zwigzanej z HDL3 jest ztozony i zrdéznicowany, i moze
obejmowac zardbwno A-SAA, apoA-I i apolipoproteing A-11 (apoA-Il), jak i A-SAA wraz
z apoA-I [184]. Mimo, iz wigzanie A-SAA do HDL3 nie wptywa na ilosciowy sktad
biatkowo — lipidowy tej lipoproteiny, to przyczynia si¢ do zmiany jej funkcjonalnej
aktywnosci. W warunkach fizjologicznych HDL wykazuje wtasciwosci przeciwzapalne
odgrywajace istotng role¢ w ochronie LDL przed oksydacyjnymi modyfikacjami,
skutkujgcymi cytotoksycznoscia w stosunku do komorek Srodbtonka naczyn
krwionosnych. Mechanizm ten jest konsekwencja enzymatycznej aktywnosci,
zwiazanych z czasteczka apoA-I, paraoksonazy (PON) i PAF-acetylohydrolazy (PAF-
AH), katalizujacych hydrolize biologicznie aktywnych lipidow w modyfikowane;j
czasteczce LDL. Zastepowanie apoA-l przez A-SAA przyczynia si¢ do spadku badz
utraty biologicznych wiasciwosci warunkowanych obecnoscia PON 1 PAF-AH, co
skutkuje nabywaniem przez HDL cech czasteczki prozapalnej i zahamowaniem jego

antyoksydacyjnej aktywnosci [185].

Podobnie do innych APPs, gltéwnym zrodtem indukcyjnej syntezy A-SAA
w przebiegu reakcji ostrej fazy sa komorki watroby — hepatocyty, jednakze biatko to jest
réwniez wytwarzane niezaleznie od watroby przez zapalne makrofagi, a takze przez
komorki patologicznie zmienionych tkanek, np. plytek miazdzycowych, mozgowia
pacjentow z choroba Alzheimer’a oraz tkanki maziowej chorych na reumatoidalne
zapalenie stawow. Natomiast, w warunkach fizjologicznych wigkszo§¢ SAA
produkowana jest w tkance tluszczowej przez adipocyty, a takze przez nablonkowe
komorki ptuc, kanalikéw nerkowych, zrazikdw piersiowych, gruczotu krokowego, btony
$luzowej jelit i okreznicy oraz przez limfocyty i komorki plazmatyczne [186]. Podczas
procesu zapalnego mediatorami syntezy A-SAA przez hepatocyty sa czynniki zarowno
pochodzenia endogennego, jak i egzogennego. Gtéwnymi endogennymi stymulatorami
wytwarzania tego biatka sg prozapalne cytokiny, mianowicie IL-6, IL-1 i TNF-a, ktorych
dzialanie ma charakter synergistyczny, zalezny od ich st¢zenia. Ponadto indukowana
cytokinami synteza A-SAA jest dodatkowo nasilana przez glikokortykosteroidy, co moze
by¢ warunkowane pobudzaniem, przez te hormony, ekspresji btonowego receptora
IL-6R hepatocytow [170, 173, 186, 187]. Istotnym egzogennym czynnikiem
stymulujacym synteze i wydzielanie A-SAA przez komorki watroby jest bakteryjna
endotoksyna. Interakcja LPS z receptorem TLR4 hepatocytéw prowadzi do uruchomienia

wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych, warunkowanych aktywacja serynowo-
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treoninowych kinaz biatkowych MAPK (MAPK, mitogen activated protein kinases)
I czynnika transkrypcyjnego NF-kB, co prowadzi do bezposredniego nasilenia zarowno
ekspresji mMRNA dla A-SAA, jak i produkcji samego biatka ostrej fazy [188].

1.6.3. Immunologiczne wlasciwosci SAA

Konserwatywny charakter, a takze niskie fizjologiczne stezenie oraz brak
potwierdzonych przypadkéw osobniczych niedoborow A-SAA wskazuja na istotng
biologiczng role tego bialka ostrej fazy. Surowiczy amyloid A jest czynnikiem
o plejotropowej aktywnosci funkcjonalnej niezbednej dla utrzymania homeostazy
organizmu, co zwigzane jest nie tylko z jego wysokim immunomodulacyjnym
potencjalem, ale wynika takze z zaangazowania A-SAA W procesy naprawcze tkanek.
Immunomodulacyjna aktywno$¢ A-SAA warunkowana jest zar6wno jego prozapalnymi,
jak i przeciwzapalnymi wlasciwos$ciami, wynikajacymi ze zdolno$ci pobudzania
mechanizmow nasilajacych 1 hamujacych procesy zapalne, obejmujacych m.in. syntezg
wielu cytokin i chemokin przez komorki uczestniczace w odpowiedzi odpornosciowe;j
[170, 173, 189]. Jedna z przyczyn tak ztozonej funkcjonalnej aktywnosci A-SAA jest
polimorfizm dwodch pojedynczych nukleotydow w obrgbie egzonu 3 genu SAAL,
determinujacy wystgpowanie 3 odmian allelicznych tego genu, ktérych produktami sa
warianty SAA1.1, SAA1.31SAAL1.5 surowiczego amyloidu A. Zrdéznicowana sekwencja
aminokwasowa tych biatek przyczynia si¢ do ich odmiennej struktury konformacyjnej,
decydujacej o selektywno$ci wzgledem rozpoznawanych receptoréw, 1 tym samym
o aktywacji zroznicowanych wewnatrzkomérkowych szlakow  sygnatowych,
warunkujgcych odmienny biologiczny efekt [190]. Zdolnos¢ do interakcji z rdéznymi
receptorami, to kolejny czynnik odpowiedzialny za szeroka aktywno$¢ funkcjonalng
A-SAA (Ryc. 8). Do chwili obecnej nie zostal opisany zaden receptor dedykowany
wylacznie do interakcji z tym biatkiem ostrej fazy, natomiast potwierdzono zdolnos¢
A-SAA do wigzania z receptorami Toll-podobnymi (TLR2 i TLR4), [170, 173, 192-196],
receptorami peptydéw formylowanych (FPR2), [200-207], receptorami zmiatajacymi
klasy B (SR-B), [211-214], receptorami koncowych produktow zaawansowanej glikacji
RAGE [220-222] oraz receptorem purynergicznym P2X7 [173, 228, 229].
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zaburzenie homeostazy

Organizmu TLR2 Synteza cytokin, chemokin, G-CSF, réznicoanie
l : MQ typu M2, promowanie efferocytozy u MQ

IL-1, IL-6, TNF-a, LPS

TLR4 Ekspresja NOS i wytwarzanie NO

Indukcja chemotkacji fagocytéw, synteza cytokin,
l > FPR2  metaloproteinaz, modulator réznicowania Mo do
h = MQ typu M1i M2
epato -
patocyt A-SAA SR-B Synteza cytokin, chemokin, metaloproteinaz,
metabolizm SAA i lipidéw,

: Synteza cytokin, chemokin, M-CSF, HO-1
< o= RAGE HMGBI, MCP-1, RANTES, NO, udziat w
patogenezie amyloidozy i sepsy

P 4 \;\ P2X7 Aktywacja inflammasomu NLRP3 i synteza IL-1

@ 3‘ Opsonizacja bakterii Gram-ujemnych oraz wirusa HCV
O /@ prowadzaca do ograniczenia czynnika zakaznego i jego
\ =  eliminacji

s Wystepowanie A-SAA jako apolipoproteiny
L { 2 HDL  zwiazanej z lipidami, udziat w metabolizmie
S lipidéw

Ryc. 8. Synteza oraz interakcje surowiczego amyloidu A (A-SAA) ze swoistymi receptorami
z uwzglednieniem funkcji tego bialka ostrej fazy; IL — interleukina, TNF — czynnik martwicy
nowotworu, LPS — lipopolisacharyd, G-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow, MQ
— makrofagi, NOS — syntaza tlenku azotu, NO — tlenek azotu, Mo — monocyty, M-CSF — czynnik
stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagow, HO-1 — hemoksygenaza 1, HMGB1 — niehistonowe biatko1,
MCP-1 — biatko chemotaktyczne monocytoéw, RANTES — chemokina syntetyzowana przez leukocyty,
NLRP — biatko NOD-podobne, TLR — receptor Toll-podobny, FPR — receptor peptydu formylowanego, SR
— receptor zmiatajacy, RAGE — receptor produktéw zaawansowanej glikacji, P2X7 — receptor
purynergiczny. HDL — lipoproteina wysokiej gestosci

1.6.3.1. Receptory Toll-podobne

Receptory TLRs stanowig grupe blonowych 1 cytoplazmatycznych PRRs majacych
fundamentalne znaczenie dla rozwoju przeciwzakaznej odpowiedzi odpornosciowe;.
Podlegaja one ekspresji w leukocytach, m.in. komodrkach dendrytycznych, makrofagach,
komorkach tucznych, komoérkach NK, limfocytach T 1 B, a takze komdrkach
niezwigzanych z uktadem odporno$ciowym, takich jak komorki nabtonkowe, fibroblasty
1 keratynocyty. Do chwili obecnej, u cztowieka, zidentyfikowano 11 genéw kodujacych
TLRs, z ktorych gen TLR11 jest niefunkcjonalny. Sposrod aktywnych funkcjonalnie
ludzkich TLRs, TLR1, TLR2, TLRS i TLR6 sg receptorami zlokalizowanymi w blonie
komorkowej, natomiast TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 wystepuja wewnatrzkomdrkowo
w blonie endosomow. Unikatowym receptorem nalezacym do grupy TLRs jest TLR4,
ktéry charakteryzuje si¢ zaro6wno lokalizacja btonowa, jak i1 wewnatrzkomorkowa.
Zasadnicza funkcja btonowych TLRs jest rozpoznawanie powierzchniowych wzorcow
molekularnych mikroorganizmow, takich jak bakterie, wirusy, grzyby czy pasozyty,

a wigzanymi ligandami sa lipoproteiny i lipidy. Natomiast, egzogennymi ligandami

str. 52



WSTEP

wigzanymi przez endosomalne TLRs sg kwasy nukleinowe patogennych drobnoustrojow.
Rozpoznawanie i interakcja TLRs ze specyficznymi ligandami prowadzi do aktywacji
szlakow sygnalowych determinujacych synteze prozapalnych cytokin, w tym
interferonow typu 1. W mechanizmach tych kluczowa role odgrywaja:
a) zewnatrzkomérkowa N-koncowa cze$¢ receptora obejmujgca domene bogata
w leucyne, odpowiedzialng za interakcje z rozpoznawanymi czgsteczkami, a takze
b) zlokalizowana cytoplazmatycznie C-koncowa konserwatywna domena TIR (Toll-
interleukin 1 receptor domain) warunkujgca transdukcj¢ sygnatu z aktywowanego TLR
poprzez oddziatywania z czasteczkami adaptorowymi MyDS88 (myeloid differentiation
primary response protein 88) i TRIF (TIR domain-containing adaptor protein-inducing
interferon-f) z towarzyszaca aktywacja kinaz biatkowych oraz czynnikow
transkrypcyjnych NF-xB, AP-1 (activator protein-1) lub IRF (interferon-regulatory
factor), [191]. Zalezna od TLRs aktywacja mechanizméw wrodzonej odpowiedzi
odpornosciowej nie jest jednak wylacznie wynikiem rozpoznawania PAMPs, gdyz
receptory te wigzg takze szereg, zaliczanych do DAMPs, czasteczek pochodzenia
endogennego, np. biatka szoku termicznego (HSP, heat shock protein), komponenty
macierzy zewnatrzkomoérkowej, tenascyne C i miozyne mieénia sercowego. Zrodtem tych
czynnikOw sa apoptotyczne lub uszkodzone komorki 1 s3 one odpowiedzialne za
dostarczanie sygnatow ,ostrzegawczych” determinujacych uruchomienie procesow

naprawczych tkanek [192].

Podobnie do innych endogennych czynnikow, m.in. HSP60, HSP70,
endoplazminy, hialuronianu, biglikanu, docelowymi receptorami TLRs wigzacymi
A-SAA sa TLR2 i TLR4, co, biorac pod uwagg niskie fizjologicznie st¢Zenie tego biatka
ostrej fazy oraz jego dynamiczny i intensywny wzrost indukowany infekcja, urazem
tkanek czy procesem zapalnym, wskazuje, iz A-SAA jest funkcjonalng alarming
zaangazowang w inicjowanie kontrolowanej odpowiedzi odpornosciowej [192, 193].
Sugeruje sig, iz biologiczne konsekwencje warunkowanej przez A-SAA aktywacji TLR2
1 TLR4 sa zalezne od typu komorek, mikrosrodowiska tkankowego, etapu procesu
zapalnego, a takze lokalnego stgzenia tego biatka ostrej fazy i jego formy — wolnej lub
zwigzanej z HDL3 [194]. Niewatpliwie najlepiej poznane sg prozapalne wiasciwosci
A-SAA bedace wynikiem interakcji tego biatka zarowno z TLR2, jak 1 TLR4. Wigzanie
A-SAA z TLR2 skutkuje aktywacja szlakow sygnatowych zaleznych od czasteczki
adaptorowej MyD88 i czynnika transkrypcyjnego NF-«B, ktorej efektem jest pobudzenie
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syntezy prozapalnych cytokin — TNF-a, IL-6, IL-8 przez neutrofile oraz TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-12p40, IL-18, 1L-23p19 i IL-33 przez makrofagi [173, 189]. Aktywacja
receptora TLR2 neutrofildow i monocytow przez A-SAA warunkuje takze, odpowiednio,
autokrynne 1 parakrynne nasilenie migracji tych komorek, co zwigzane jest ze
stymulowaniem wytwarzania CC i CXC chemokin [170]. Ponadto prozapalna aktywno$¢
funkcjonalna A-SAA bedaca wynikiem interakcji z TLR2 ludzkich monocytow krwi
obwodowej przejawia si¢ pobudzeniem produkcji czynnika stymulujgcego tworzenie
kolonii granulocytoéw (G-CSF, granulocyte-colony stimulating factor) i wzrostem
liczebnosci populacji neutrofilow. Wskazuje sig, iz towarzyszaca reakcji ostrej fazy
intensywna synteza A-SAA oraz G-CSF warunkuje wystgpienie neutrofilii, ktora,
z jednej strony, stanowi mechanizm wspomagajacy wrodzong odpowiedz odpornosciowa
w eliminacji czynnikow zakaznych, natomiast, z drugiej, nagromadzenie duzej liczby
aktywnych neutrofildw moze skutkowaé uszkodzeniem sasiadujacych tkanek, co
w efekcie sprzyja, a nawet nasila przebieg proceséw patologicznych [195]. Jak
wspomniano powyzej, aktywno$¢ funkcjonalna A-SAA jest takze wynikiem jego
wiazania z receptorem TLR4. Interakcja ta prowadzi do ekspresji syntazy tlenku azotu

makrofagéw i pobudzenia wytwarzania tlenku azotu przez te komorki [196].

Oprocz promowania mechanizmow prozapalnych, wigzanie A-SAA z receptorem
TLR2 odgrywa takze istotng rol¢ w ograniczaniu reakcji zapalnej oraz procesach
odbudowy i naprawy tkanek. Przeciwzapalny efekt interakcji A-SAA z TLR2 ludzkich
monocytow krwi obwodowej jest nastepstwem ukierunkowanego roznicowania tych
komoérek do subpopulacji M2 alternatywnie aktywowanych makrofagdw,
charakteryzujacych si¢ ekspresja specyficznych czasteczek powierzchniowych CD163
1 CD206, synteza przeciwzapalnych cytokin, mianowicie IL-10, TGF-f i antagonisty
receptora IL-1 (IL-1RN, interleukin-1 receptor antagonist), a takze pobudzong
zdolnoscig do efferocytozy apoptotycznych neutrofilow. Zalezna od A-SAA i TLR2
indukcja ré6znicowania monocytow do subpopulacji M2 makrofagow warunkowana jest
aktywacja szlakow sygnatowych, determinowanych przez czasteczkg adaptorowa
MyD88 i czynnik transkrypcyjny IRF4, ktore mogg inicjowa¢ mechanizmy regulatorowe
odpowiedzialne za supresjg¢, zaleznej od TLRs, syntezy prozapalnych cytokin [194].
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1.6.3.2. Receptory peptydéw formylowanych

Receptory FPR nalezg do grupy blonowych PRRs odgrywajacych istotng role
w regulacji uruchamianych mechanizméow odpornosciowych, co jest wynikiem interakcji
tych powierzchniowych czasteczek nie tylko z konserwatywnymi wzorcami
molekularnymi patogennych drobnoustrojow, ale takze z endogennymi alarminami,
uwalnianymi w wyniku uszkodzenia tkanek. Do chwili obecnej opisano trzy ludzkie
receptory peptydow formylowanych, mianowicie FPR1, FPR2 i FPR3, ktore kodowane
sa, odpowiednio, przez geny FPR1, FPR2 i FPR3, zlokalizowane na chromosomie 19.
Pod wzglgdem strukturalnym FPR klasyfikowane sg jako receptory sprzezone
z biatkami G, ktoérych czasteczki tworzone sg przez pojedynczy tancuch polipeptydowy
obejmujacy: a) zewnatrzkomorkowa cze$¢ N-koncowa, b) fragment zawierajacy siedem
domen transbtonowych oraz c) cytoplazmatyczng cze$¢ C-koncowa z dotaczonymi,
wrazliwymi na toksyn¢ Bordetella pertusis, biatkami Gi, warunkujgcymi transdukcje
sygnatu z receptora do wewnatrzkomorkowych czasteczek efektorowych [197, 198].
U cztowieka ekspresja receptorow FPR jest cechg charakterystyczna zarowno komorek
uktadu odpornosciowego, mianowicie monocytéw, makrofagéw, neutrofiléw,
limfocytéw T 1 B oraz komorek dendrytycznych, jak i komorek innych tkanek, w tym
hepatocytow, fibroblastow, komorek nabtonkowych, komodrek $rodblonkowych,
astrocytow, a takze komorek ptuc, sledziony, serca, nadnerczy, jader, macicy i tarczycy.
Oprécz powszechnej komérkowej dystrybucji, innym istotnym czynnikiem decydujacym
o kluczowym znaczeniu receptorow FPR w utrzymywaniu homeostazy makroorganizmu
jest szerokie spektrum wigzanych ligandow, obejmujacych nie tylko egzogenne
i endogenne peptydy formylowane, ale takze egzogenne (np. ostonkowe glikoproteiny
gp4l i gpl20 wirusa HIV) i endogenne (np. aneksyna Al, A-SAA) peptydy
nieformylowane, endogenne lipidy (np. lipoksyna A4, protektyna, resolwina)
1 lipopeptydy (np. pepducyny) oraz roézne syntetyczne zwigzki niepeptydowe (np.
benzimidazole, pyrazolony). Wigzanie tak zréznicowanych, pod wzgledem struktury
1 natury chemicznej, ligandow przez receptory FPR réwnie zrdéznicowanych typow
komoérek ma fundamentalne znaczenie na plaszczyznie roznorodno$ci wzbudzanej
odpowiedzi komoérkowej, ktora moze mie¢ zaréwno -charakter prozapalny, jak

I przeciwzapalny [197-199].

Surowiczy amyloid A jest endogennym, biatlkowym ligandem wigzanym przez

receptor FPR2. Interakcja A-SAA z FPR2 prowadzi do pobudzenia mechanizméw
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prozapalnych i/lub przeciwzapalnych w zaleznosci od typu komorek, etapu procesu
zapalnego, st¢zenia tego biatka ostrej fazy, a takze jego formy — wolnej lub zwigzane;j
z HDLs. Aktywno$¢ prozapalna, bedaca wynikiem wigzania A-SAA przez FPR2,
przejawia sic wzrostem stezenia wewnatrzkomoérkowych jonéw Ca?* i indukowaniem
ukierunkowanej migracji fagocytow i limfocytéw T oraz przylegania tych ostatnich do
nabtonkowych komorek [200]. W przypadku monocytow, efekt chemotaktyczny
warunkowany jest bezposrednim stymulowaniem przez A-SAA, zaleznej od receptora
FPR2 i st¢zenia tego bialka ostrej fazy, syntezy chemokiny CCL2, a takze nasilaniem
ekspresji powierzchniowych czasteczek adhezyjnych CD11¢ i1 CD11b [201, 202]. Oprocz
pobudzania wydzielania chemotaktycznych cytokin rodziny CC, interakcja
A-SAA z FPR2 monocytéow prowadzi do indukcji wytwarzania CXC chemokin,
mianowicie IL-8, a takze innej prozapalnej cytokiny — TNF-a [203, 204]. Zalezna od
FPR2 prozapalna aktywno$¢ funkcjonalna A-SAA skutkuje takze indukcjg syntezy
metaloproteinaz MMP-1 i MMP-3 oraz MMP-9 przez, odpowiednio, zapalne
synowiocyty i monocyty krwi obwodowej, co sugeruje udzial tego biatka ostrej fazy
w procesach patologicznych bedacych rezultatem degradacji komponentéw macierzy
zewnatrzkomorkowej [204-206]. Ponadto efektem wigzania A-SAA z FPR2 ludzkich
monocytow moze by¢ jednoczesne uruchamianie przeciwstawnych funkcjonalnie
mechanizméw biologicznych, determinowanych synteza TNF-o i IL-10 [207].
Modulowanie = réwnolegltej produkcji  cytokin o  aktywno$ci  prozapalnej
1 przeciwzapalne] zwigzane jest z aktywacja odmiennych wewnatrzkomorkowych
szlakow sygnatowych przebiegajagcych z udzialem, odpowiednio, aktywowanych
mitogenami kinaz biatkowych ERK (extracellular signal-regulated kinases) i p38,
a kluczowym czynnikiem ukierunkowujacym komoérkowsa odpowiedz jest stezenie
A-SAA. Towarzyszace poczatkowym etapom reakcji ostrej fazy relatywnie niskie
stezenie A-SAA sprzyja bowiem rozwojowi prozapalnych mechanizméw
odpornosciowych, charakteryzujacych si¢ m.in. nasilong produkcja TNF-a, co ma
kluczowe znaczenie w ograniczaniu rozprzestrzeniania si¢ infekcji. Natomiast,
rezultatem akumulacji A-SAA w trakcie odpowiedzi zapalnej jest hamowanie procesow
prozapalnych poprzez indukcje, zaleznej od FPR2, syntezy IL-10, zaangazowanej
W Utrzymanie homeostazy uktadu odpornosciowego. Dodatkowo, w obrebie
mikro$rodowiska tkanki pluc, syntetyzowany lokalnie A-SAA peini funkcje gtownego
modulatora réznicowania monocytow do subpopulacji makrofagéw wykazujacych cechy

charakterystyczne zarowno dla typu M2, jak i M1 tych komoérek. Mechanizmem
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zaangazowanym w tym procesie jest zalezna od A-SAA aktywacja receptora FPR2,
prowadzaca do powstania subpopulacji makrofagow syntetyzujacych przeciwzapalne
cytokiny oraz blonowe czasteczki, IL-10 i CD163, typowe dla alternatywnie
aktywowanych makrofagow M2, a takze prozapalne cytokiny, G-CSF, IL-6 i IL-1p,
wlasciwie dla klasycznie aktywowanych komorek typu M1. Biorge pod uwage, iz fenotyp
makrofagéw pecherzykow plucnych odpowiada raczej subpopulacji M2, nasilona
produkcja A-SAA towarzyszgca przewleklym chorobom zapalnym ptuc (np. przewlekta
choroba obturacyjna ptuc) rozpatrywana jest jako czynnik sprzyjajacy destrukcyjnym
zmianom 1 uszkodzeniu tkanek, na skutek stymulowania mechanizméw zapalnych

warunkowanych aktywnoscig limfocytow pomocniczych Th17 [202].

1.6.3.3. Receptory zmiatajace

Receptory zmiatajace (SRs, scavenger receptors) stanowia rodzing wielu
btonowych biatek wykazujacych bardzo duze zrdéznicowanie pod wzgledem
strukturalnym 1 funkcjonalnym. Oprécz, pierwotnie zidentyfikowanego, udziatu tych
czasteczek w usuwaniu modyfikowanych lipoprotein, receptory SRs zaangazowane sg W
szeroki repertuar mechanizméw warunkowanych rozpoznawaniem zmienionych
endogennych czasteczek (lipidow, lipoprotein, biatek), a takze konserwatywnych
wzorcow molekularnych patogennych drobnoustrojéw, co stanowi uzasadniong
przestanke do ich klasyfikowania jako typu receptorow PRRs. Zasadnicza funkcjonalna
aktywno$¢  SRs, zwigzana z  uczestnictwem w  transporcie  lipidow,
wewnatrzkomorkowym  transporcie czasteczek, adhezji komodrkowej, procesach
prezentacji antygenow, fagocytozy i usuwania apoptotycznych komorek, a takze ich
wykorzystywanie przez patogenne drobnoustroje jako ligandéw warunkujacych
patogeneze, powoduje, iz receptory te odgrywaja nie tylko kluczowa role na plaszczyznie
nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej, ale sg rOwniez istotne w kontekscie utrzymania
homeostazy makroorganizmu. Szerokie spektrum biologicznej aktywno$ci SRs jest
wynikiem tworzenia przez nie zlozonych kompleksow — sygnatosomow, z innymi
btonowymi receptorami, mianowicie TLR2, TLR4, TLR6, CD9, CD81, B1-integryna,
B2-integryna, warunkujacych uruchamianie zréznicowanych wewnatrzkomorkowych
szlakow sygnatowych i nasilenie odpowiedzi komérkowej na wigzane ligandy. Wskazuje
si¢, 1z tworzenie przez okreslony receptor zmiatajacy kompleksow z szerokim spektrum

czasteczek ko-receptorowych zachodzi nie tylko w odmiennych typach komorek, ale
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dotyczy takze komorek tego samego typu [208]. W 2017 roku zaproponowana zostata,
przez mi¢dzynarodowe gremia naukowe, nowa klasyfikacja receptorow SRs, obejmujaca
12 ich klas (od A do L), a takze grupe potencjalnych receptorow zmiatajacych,
nieprzyporzadkowanych do zadnej z wyrdznionych klas [209].

1.6.3.3.1. Receptory zmiatajace klasy B

Charakterystyczng cechg strukturalng SRs klasy B (SR-Bs) jest obecno$é dwoch
domen transbtonowych, opornej na dziatanie proteaz, wysoko glikozylowanej domeny
zewnatrzkomoérkowej oraz cytoplazmatyczna lokalizacja czgsci N- i C-koncowej
fancucha polipeptydowego, z ktérych ta ostatnia warunkuje transdukcje sygnatu
z aktywowanego receptora do wewnatrzkomorkowych czasteczek efektorowych [208,
209].

Prototypowym receptorem SR-Bs jest czasteczka CD36 (obecnie SR-B2)
podlegajaca ekspresji m.in. w btonach monocytéw, makrofagdéw, ptytek krwi, komorek
nabtonkowych oraz wyspecjalizowanych komorek s$rodbtonkowych piersi i oka.
Czasteczka ta tworzy kompleksy z innymi receptorami PRRs (TLR4, TLR6) i odgrywa
wazng role w mechanizmach odpowiedzi odpornosciowej indukowanej w przebiegu
zakazen o etiologii bakteryjnej, a takze inwazji wywolywanych przez patogenne grzyby
i pasozytniczego pierwotniaka Plasmodium falciparum. Ponadto zaangazowana jest ona
w wiele aspektow biologicznej aktywnosci makrofagéw, obejmujacych, np. procesy
migracji 1 tworzenia komorek piankowatych oraz zaleznego od cytokin formowania
wielojadrzastych komorek olbrzymich, stanowiacych komponent zmian ziarniakowych
powstajacych w przebiegu gruzlicy. Ligandami wigzanymi przez receptor CD36 sa
dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe, HDL, oksydowane fosfolipidy, biatka amyloidowe,
a takze konserwatywne PAMPs patogennych drobnoustrojow, np. Staphylococcus aureus
I Candida albicans [208, 209].

Oprocz czasteczki CD36, do klasy SR-Bs naleza receptory SR-Bl (obecnie
SR-B1), SR-BII (obecnie SR-B1.1) oraz CLA-1 [210], bgdacy ludzkim homologiem
receptora SR-Bl. Dominujacg funkcjg tych receptorow, podobnie do CD36, jest
selektywne wychwytywanie lipidow, np. estru cholesterolu, HDL i krazacych lipoprotein,
oraz ich transport do komoérek [209]. Ponadto SR-B1 jest wykorzystywany przez wirusa
zapalenia watroby typu C (HCV, hepatitis C virus) oraz Chlamydia trachomatis jako

ligand, odpowiednio, umozliwiajacy wnikanie do komorek docelowych oraz
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pobieranie komoérkowych sktadnikow odzywczych, warunkujace przezywanie
w  wewnatrzkomorkowym mikro$rodowisku. Zwigzek z promowaniem infekcji
o etiologii wirusowej 1 bakteryjnej zostat rowniez potwierdzony w przypadku innych
SR-Bs, odpowiednio, LIMP2 i CD36. Szczegdlnie intrygujacy jest udowodniony, istotny
udziat czasteczki CD36 we wnikaniu pratka gruzlicy do docelowych komoérek, zwlaszcza
w kontekscie potwierdzonego zaangazowania tego receptora zmiatajagcego w eliminacje

patogennych drobnoustrojow [208].

Zasadnicza funkcjonalna aktywno$¢ SR-Bs na plaszczyznie indukowanych
procesOw prozapalnych, ale takze naprawy tkanek, zwigzana jest takze ze swoistym
wigzaniem przez te czasteczki A-SAA. Interakcja CD36 makrofagéw i nabtonkowych
komorek z A-SAA charakteryzujace si¢ wysokim powinowactwem, a jej efektem jest
endocytoza biatka ostrej fazy oraz aktywacja wewnatrzkomérkowych szlakow
sygnatowych, zaleznych od kinaz biatkowych JNK (JNK, c-Jun N-terminal kinases)
i ERK1/2. Konsekwencja tych mechanizméw jest indukcja procesow prozapalnych
przejawiajacych sie synteza IL-6, IL-8 i TNF-a, co bioragc pod uwage intensywna
ekspresje CD36 w blonach makrofagbw moze mie¢ krytyczne znaczenie
w rozwoju zmian patologicznych, takich jak miazdzyca naczyn [211]. Zaréwno
zwigzany, jak 1 nie zwigzany z HDL3 surowiczy amyloid A wigze si¢ z receptorem SR-
Bl regulujac zarowno metabolizm tego biatka ostrej fazy, jak i lipidow. Przy udziale tego
receptora dochodzi do internalizacji A-SAA na drodze endocytozy, co,
w powigzaniu ze zdolnoscig tego biatka ostrej fazy do wigzania cholesterolu, wskazuje
na jego udzial w transporcie 1 dostarczaniu lipidow niezbednych w procesach
warunkujacych utrzymanie homeostazy makroorganizmu. Dodatkowo, oddziatywanie
A-SAA z SR-BI skutkuje hamowaniem selektywnego wychwytywania HDL przez
hepatocyty, co dokumentuje potencjalne istotne znaczenie tej interakcji w ograniczaniu
zwrotnego transportu cholesterolu do watroby 1 jego akumulowaniu w miejscach naprawy
tkanek [212]. Jednakze, wigzanie A-SAA z SR-BI moze by¢ odpowiedzialne takze za
uszkodzenia tkanek w przebiegu chorob zapalnych stawow, gdyz prowadzi ono do
pobudzenia wytwarzania metaloproteinaz MMP-2, MMP-3 i MMP-9 przez zapalne
synowiocyty i chondrocyty [213]. Rowniez, odpowiedzialny za wigzanie i transport
HDL, ludzki receptor CLA-1, podlegajacy silnej ekspresji w blonach monocytéw
1 makrofagow, posiada zdolnos¢ selektywnej interakcji z A-SAA, ktéra charakteryzuje

si¢ wysokim powinowactwem odpowiadajacym sile wigzania lipoproteiny. Zwigzanie
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surowiczego amyloidu A z CLA-1 monocytow i nablonkowych komoérek przyczynia si¢
do endocytozy biatka ostrej fazy wraz z transferyng oraz fosforylacji kinaz biatkowych
ERK1/2 1 p38, determinujacych wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe, ktorych
rezultatem jest stymulacja procesow zapalnych 1 zwigzana z nimi produkcja prozapalne;j

IL-8 [214].

1.6.3.3.2. Receptory zmiatajace klasy J

W roku 2017, z inicjatywy naukowcéw uczestniczacych w miedzynarodowych
warsztatach zorganizowanych przez United States National Institute of Allergy and
Infectious Diseases oraz Narodowe Instytuty Zdrowia, wyodrgbniona zostata nowa klasa
J receptoréw zmiatajacych (SR-J), ktérej jedynymi przedstawicielami sg receptory
koncowych produktow zaawansowanej glikacji RAGE (receptor for advanced glycation
end products), [209]. Poprzez swoja zdolno$¢ rozpoznawania i wigzania nie tylko
heterogennych glikowanych biatek, ale takze szerokiego spektrum endogennych,
nieglikowanych czasteczek, uwalnianych w wyniku infekcji, przewlektej reakcji zapalne;j
czy tez stresu komorkowego, receptory RAGE klasyfikowane sa jako grupa PRRs
zaangazowana w interakcje z alarminami [209, 215, 216]. U czlowieka gen RAGE
zlokalizowany jest w obrebie regionu gendw kodujacych antygeny zgodnosci tkankowej
klasy 111, na 6 chromosomie, a nasilanie jego ekspresji determinuje akumulacja ligandow
RAGESs, co moze by¢ przyczyng dlugotrwalego pobudzania komérkowej odpowiedzi
I rozwoju patologicznych zmian tkanek [217, 218]. Charakterystyczng cechg RAGES jest
ich wystepowanie w postaci zréznicowanych izoform. Btonowe receptory RAGE naleza
do nadrodziny immunoglobulin, a w ich strukturze wyrdznia si¢ zewnatrzkomorkowa
cze$¢ N-koncowa, obejmujacg 3 immunoglobulinopodobne domeny V, C1 i Co, fragment
transbtonowy oraz cytoplazmatyczng czes¢ C-koncows, warunkujaca aktywacje
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych. Ekspresja tych receptoréw dotyczy wielu
typow komorek, m.in. monocytéw, makrofagéw, limfocytéw, hepatocytow,
pneumocytow, komorek srodbtonka, komorek miegsni gltadkich, komoérek nerwowych,
komorek skory, 1 przebiega w sposob konstytutywny lub indukowany w zaleznosci od
etapu rozwoju makroorganizmu i typu komorek [218, 219]. Oprocz izoformy zwigzanej
z btong komoérkowa, receptory RAGE wystepuja takze w postaci krazacych czasteczek,
pozbawionych czesci transblonowej 1 cytoplazmatycznej, ktorych synteza jest wynikiem

alternatywnego skladania mRNA lub proteolitycznej degradacji blonowego receptora
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przez metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej [215, 218]. Istotng funkcjonalng
aktywnoscig receptoréw RAGE jest ich zaangazowanie w stymulacj¢ prozapalnych
mechanizmow odpornosciowych poprzez wigzanie nieglikowanych ligandow, takich jak
leukocytarna, B2-intergryna, Mac-1, kalgranuliny, amfoteryna czy agregaty amyloidowe.
Interakcja RAGE z integryng leukocytéw prowadzi do pobudzenia naptywu komorek
immunokompetentnych do miejsca reakcji zapalnej, co jednocze$nie sprzyja rozwojowi
nadmiernej komorkowej odpowiedzi, efektem ktorej sa niepozadane zmiany
patologiczne. Z kolei konsekwencja wigzania kalgranulin rodziny S100, wykazujacych
wlasciwosci cytokin prozapalnych, jest aktywacja limfocytéw i makrofagdw oraz
zwigzana z nig indukcja proliferacji limfocytow i syntezy IL-2 przez te komorki, a takze

wytwarzania IL-1p i TNF-a przez makrofagi [217-219].

Do nieglikowanych ligandéw wigzanych przez receptory RAGE nalezg rowniez
amyloidogenne izoformy SAA, a takze zmienione konformacyjnie monomery oraz
agregaty amyloidu A. Zalezna od SAA stymulacja jednojadrzastych fagocytéw jest
m.in. konsekwencja interakcji tego biatka ostrej fazy z btonowymi receptorami RAGE,
co prowadzi do uruchomienia szlakéw sygnatowych warunkujacych aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-«B i nasilenie syntezy 1L-6, M-CSF oraz hemoksygenazy typu I.
Dlatego tez, wysokie lokalne stezenie A-SAA w tkankach i1 towarzyszaca mu intensywna
ekspresja RAGEs moga odgrywa¢ kluczowa rol¢ w indukcji lub utrzymywaniu
zmienionych witasciwosci komorek 1 powstawaniu ztogdw amyloidowych. Poniewaz
amyloidozie uktadowej towarzyszy nasilona ekspresja RAGEs, sugeruje si¢, iz tkankowa
akumulacja amyloidu A moze by¢ procesem warunkowanym obecnoscig tych
receptorow, a nie pasywnym [220]. Oddziatywanie A-SAA z receptorami RAGE
odgrywa rowniez zasadnicza role w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawow
i sepsy. Wigzanie A-SAA przez zapalne synowiocyty skutkuje, zalezng od aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-kB, indukcja syntezy prozapalnych cytokin, mianowicie
IL-6 1 IL-8, oraz promowaniem przewleklego stanu zapalnego w obrebie stawow [221].
Ponadto wigzanie SAA z receptorami RAGE, ale takze TLR4 makrofagéw, pobudza
synteze amfoteryny, czyli wysokomobilnego nichistonowego biatka 1 (HMGBI, high
mobility group box 1), ktérego zmiany stezenia sa skorelowane z klinicznym
pogorszeniem przebiegu sepsy. Obserwowany wzrost stezenia amfoteryny jest rezultatem
aktywacji, zwigzanych z RAGEs i TLR4, wewnatrzkomorkowych szlakéw sygnatowych,
warunkowanych fosforylacja, zaleznej od RNA, kinazy biatkowej R. Dodatkowym
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efektem aktywacji RAGEs 1 TLR4 makrofagdéw przez SAA jest indukcja syntezy tlenku
azotu oraz prozapalnych cytokin i chemokin, takich jak IL-6, 1L-12, MCP-1 oraz
RANTES [222].

1.6.3.4. Aktywacja inflamasomu NLRP3 przez SAA

Inflamasomy sa cytoplazmatycznymi, multimetrycznymi  kompleksami
biatkowymi  stanowigcymi  fundamentalny element wrodzonej odpowiedzi
odpornosciowej. Konsekwencja mutacji genéw kodujacych komponenty inflamasoméow
sg zroznicowane zmiany patologiczne, co podkresla istotng role tych kompleksow
w utrzymaniu homeostazy makroorganizmu, a takze patogenezie choréb zapalnych.
Funkcjonalna aktywnos$¢ inflamasomow zwigzana jest z regulacjg syntezy prozapalnych
cytokin — IL-1B i IL-18, warunkujacych indukcje ekspresji wielu genow, ktorych
produkty moduluja odpowiedz komoérkowa i przebieg reakcji zapalnej, a takze syntezg
kostymulujacych cytokin, np. IFN-y. Wytwarzanie biologicznie aktywnych IL-1f
i IL-18 zwigzane jest z aktywacja przez inflamasomy proteazy cysteinowej, mianowicie
kaspazy 1, odpowiedzialnej za proteolityczne modyfikacje prekursorowych form tych
interleukin. Ponadto efektem zaleznej od inflamasoméow aktywacji tego enzymu jest
proteoliza gazderminy D, prowadzaca do pyroptozy komorek, bedacej zapalnym typem
ich programowanej $mierci. Skutkiem pyroptozy jest ograniczanie dostgpu
wewnatrzkomorkowym patogenom do miejsc ich namnazania, i tym samym ich
ekspozycja na czynniki odpowiedzi odpornosciowej, a takze powstawanie alarmin
ukierunkowujacych  odpowiedz uktadu odpornosciowego. Poprzez zdolnosé
rozpoznawania szerokiego spektrum egzogennych PAMPs i endogennych alarmin
inflamasomy klasyfikowane sg jako kluczowa grupa wewnagtrzkomorkowych receptorow
PRRs odpowiedzialnych za inicjowanie odpowiedzi zapalnej [223-225]. Biologiczna
aktywnos$¢ inflamasomow jest S$ci$le determinowana ich budowa strukturalna,
obejmujaca biatko receptorowe, adaptorowe i prekursor kaspazy 1. W rozpoznawanie
i wigzanie ligandow zaangazowane sg NOD-podobne receptory NRL (nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptors), biatko AIM2 (absent-in-melanoma 2), pyryna,
a takze biatko IFI16 (interferon-inducible protein 16). Sposrod NLRs, zdolnos$¢ do
tworzenia inflamasoméw zostala udowodniona dla NLRP1, NLRP3 i NLRP4, jednakze
badania doswiadczalne wskazuja, iz rowniez NLRP2, NLRP6, NLRP7 1 NLRPI2
wykazuja potencjat do formowania tych biatkowych kompleksow [224, 226]. Jednym
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z najbardziej poznanych inflamasoméw jest NLRP3, odgrywajacy strategiczng role
w odpowiedzi odpornosciowej przeciwko infekcjom wywolywanym przez patogenne
wirusy, bakterie 1 grzyby. Biatko receptorowe NLRP3 tego kompleksu tworzg 3 domeny
— N-koncowa pyrynowa domeny PYD (pyrin domain), centralna domena NOD
(nucleotide-bindig and oligomerization domain) i C-koncowa, bogata w leucyng¢, domena
LRR (leucine-rich repeat). Wigzanie ligandu przez receptor NLRP3 prowadzi do jego
oligomeryzacji 1 aktywacji inflamasomu, warunkowanej dalszym wigzaniem
adaptorowego biatka ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing
a caspase-activation domain CARD) i prekursora kaspazy 1, zaleznym od interakcji
pomigdzy homologicznymi domenami PYD oraz CARD, odpowiednio, NLRP3 i ASC
oraz ASC i prekursora kaspazy 1. Konsekwencjg tych oddziatywan jest powstanie, na
drodze autokatalitycznej proteolizy, aktywnej enzymatycznie kaspazy 1, warunkujace;j
synteze bioaktywnych IL-1p i IL-18 [224, 225, 227]. Kanoniczny model inflamasomu
NLRP3 obejmuje dostarczenie dwoch sygnalow niezbednych do jego aktywacji. Zrodtem
pierwszego z nich, o charakterze pobudzajacym, jest wigzanie PAMPs drobnoustrojow
lub endogennych cytokin przez, odpowiednio, btonowe receptory TLR lub TNFR (tumor
necrosis factor receptor) i IL-1R (interleukin-1 receptor), co prowadzi do zaleznej od
adaptorowych biatek MyD88 1 TRIF aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB
1 stymulacji ekspresji czasteczki NLRP3. Natomiast, drugi aktywacyjny sygnatl jest
wynikiem stymulacji zréznicowanych, wspomagajacych aktywacj¢ receptora NLRP3,
btonowych czasteczek na skutek ich oddziatywan z szerokim spektrum strukturalnie
i chemicznie odmiennych ligandow (np. purynergicznego receptora P2X7
z zewnatrzkomorkowym ATP). Interakcje te prowadza do molekularnych zmian
komorkowych (np. syntezy reaktywnych form tlenu, uszkodzenia lizosomow, dysfunkcji
mitochondriow, zmian stezen jonow), ktore rozpoznawane przez biatko receptorowe

inflamasomu warunkuja jego aktywacje [224].

Surowiczy amyloid A posiada zdolno$¢ aktywowania inflamasomu NLRP3
ludzkich makrofagow oraz indukowania syntezy biologicznie aktywnej IL-1p przez te
komorki. Indukcja ekspresji mRNA NLRP3 makrofagéw i synteza prekursora IL-10 jest
efektem wigzania A-SAA z receptorami TLR2 i TLR4. Natomiast, prowadzaca do
wytwarzania biologicznie aktywnej IL-1B, aktywacja inflamasomu NLRP3 przez
A-SAA jest konsekwencjag bezposredniej interakcji tego biatka ostrej fazy

z purynergicznym receptorem P2X7 1 zaleznej od adaptorowej czasteczki ASC dalszej
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autokatalitycznej aktywacji kaspazy 1. Dowodzi to, iz A-SAA jest endogennym
prozapalnym mediatorem, indukujacym w makrofagach, niezalezne od wspomagajacych
czasteczek, wzbudzenie dwoéch sygnaléw niezbednych do aktywacji inflamasomu
NLRP3. Ponadto indukowana przez A-SAA synteza IL-1B, bedaca wynikiem aktywacji
inflamasomu NLRP3, jest zalezna od aktywno$ci katepsyny B, ktoérej wydzielanie
warunkowane jest rowniez stymulacja receptora P2X7. Wskazuje to, iz katepsyna B
makrofagbw moze by¢ czynnikiem odpowiedzialnym =za proteolize A-SAA do
amyloidogennych fragmentow i zwigzany z tym rozwoéj amyloidozy [228]. Podobny
mechanizm aktywacji inflamasomu NLRP3 przez A-SAA, zwiazany z wzbudzaniem
dwoéch fundamentalnych sygnatow, opisano w przypadku neutrofilow i komoérek
dendrytycznych. Efektem stymulacji ludzkich neutrofilow przez A-SAA jest indukcja
ekspresji MRNA NLRP3, synteza prekursora IL-1B, a takze, zalezne od fosforylacji
tyrozynowej kinazy Syk, aktywacja kaspazy 1 oraz wytwarzanie bioaktywnej formy
IL-1p [229]. Natomiast, aktywacja, przez A-SAA, inflamasomu NLRP3 komorek
dendrytycznych jest wynikiem wigzania tego biatka ostrej fazy przez receptor TLR2
1 aktywacji wewnatrzkomérkowych szlakéw sygnatowych zaleznych od adaptorowego
biatka MyD88, ktorych konsekwencja jest pobudzenie syntezy czasteczki NLRP3
I prekursora IL-1P. Wydzielanie biologicznie aktywnej, dojrzatej formy IL-1B przez te
komorki warunkowane jest funkcjonalnga aktywnoscig adaptorowej czasteczki ASC

i kaspazy 1.

Jednakze, nie zawsze biologiczna aktywnos¢ A-SAA jest czynnikiem promujacym
pelng aktywacje inflamasomu NLRP3. W przypadku zapalnych synowiocytow,
indukowanych krysztatami moczanu monosodowego, A-SAA warunkuje jedynie
wzbudzenie sygnatu pobudzajacego, zwigzanego z nasilaniem syntezy biatka NLRP3

i prekursora IL-1p [173].
1.6.4. Interakcje A-SAA z drobnoustrojami

Oprécz modulowania odpowiedzi odpornosciowej, surowiczy amyloid A, jako
biatko ostrej fazy o wlasciwosciach opsonizujacych, moze peti¢ funkcje krazacego
receptora PRR rozpoznajacego konserwatywne wzorce molekularne patogennych
drobnoustrojow. Wysokie stezenie A-SAA towarzyszy wielu ostrym infekcjom
wirusowym, m.in. zakazeniom wirusami odry, ospy wietrznej i polpasca, rozyczki,

swinki, a takze cytomegalowirusem i1 echowirusem 30, natomiast stezenie tego biatka
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ostrej fazy utrzymuje si¢ na fizjologicznym poziomie w przypadku przewlektych infekcji
wirusami zapalenia watroby typu B (HBV, hepatitis B virus) i C [230]. Jednakze, jak
wykazuja badania, wysokie st¢zenie A-SAA (50-100 pg/ml), charakterystyczne dla ostrej
fazy zakazenia HCV, moze interferowac¢ z infekcyjnym potencjatem wirusa. Intensywna
synteza A-SAA warunkuje bowiem bezposrednie, zalezne od stezenia, interakcje tego
biatka z ostonkowymi glikoproteinami wirionu HCV, hamujac wnikanie patogenu do
komorek ludzkiego watrobiaka. Niestety, ze wzgledu na sprzeczne wyniki badan
doswiadczalnych, nadal niejasny jest wplyw A-SAA na etap adhezji czastek wirusowych
[231, 232]. Ponadto udowodniono, iz obserwowane hamowanie infekcji HCV nie byto
wynikiem potencjalnych zmian w poziomie ekspresji blonowego receptora zmiatajacego
SR-BI docelowych komodrek. Pomimo, iz SR-BI jest receptorem wigzacym A-SAA,
a takze docelowym ko-receptorem komoérkowym wirusa HCV, hamowanie wnikania
patogenu do komorek watrobiaka, przez biatko ostrej fazy, przebiegatlo bez
zaangazowania SR-BIl, przy jednoczesnym zachowaniu zdolno$ci wigzania wirusowej
glikoproteiny E2 z tym Kko-receptorem. Dodatkowo, inhibitorem przeciwwirusowej
aktywnosci A-SAA jest HDL, jednakze biorac pod uwagg, iz zaréwno replikacja HCV,
jak 1 synteza biatka ostrej fazy zachodza w watrobie wysoce prawdopodobna jest ich
niezaburzona, lokalna interakcja. Nie mozna wykluczy¢, iz przeciwwirusowa aktywnos$¢
A-SAA wobec HCV jest unikatowym zjawiskiem, gdyz taki efekt biologiczny,
warunkowany przez to biatko ostrej fazy, nie dotyczy infekcji wywotywanych przez inne
wirusy (np. wirusa zottej goraczki), ktorych genom stanowi RNA o dodatniej polarnosci.
Sugeruje si¢, iz moze to by¢ zwigzane z ewolucyjnym przystosowaniem wirusa HCV

zmierzajacym do ograniczenia jego infekcyjnych wiasciwosci w watrobie [232].

Opsonizacyjne wlasciwosci A-SAA przejawiaja si¢ takze w jego interakcji
z bakteriami. Swoiste wigzanie A-SAA jest charakterystyczne przede wszystkim dla
Gram-ujemnych bakterii, mianowicie Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae oraz
Serratia marcescens, a efekt ten dotyczy zarowno zywych komorek bakteryjnych, jak
i lizatow komorkowych oraz wystgpuje zarowno w warunkach fizjologicznego, jak
i podwyzszonego stezenia biatka ostrej fazy. Opsonizacja bakterii przez A-SAA zachodzi
z r6znym, lecz wysokim powinowactwem, ktore zalezne jest od gatunku drobnoustroju
i, w przeciwienstwie do interakcji A-SAA z HCV, nie jest hamowana przez HDL.

Docelowym ligandem E. coli rozpoznawanym i wigzanym przez A-SAA jest, wykazujace
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aktywnos¢ poryny, powierzchniowe biatko membranowe OmpA (outer membrane
protein A), ktore jest konserwatywnym komponentem komorek przedstawicieli rodziny
Enterobacteriaceae. Ponadto u Gram-ujemnych bakterii innych rodzin wystepuja
homologii biatka OmpA, np. biatko OprF (outer membrane porin F)
P. aeruginosa, ktore warunkujg ich opsonizacj¢ przez A-SAA. Nie sg znane obecnie
precyzyjne funkcje biatek OmpA 1 OprF, jednakze wskazuje sig, iz s3 one zaangazowane
w  utrzymanie integralno$ci  zewngtrznej ~membrany  komodrek  bakterii,
a takze w mechanizmy patogennos$ci polegajace na ograniczaniu aktywnosci litycznej
komplementu oraz warunkowaniu interakcji z komodrkami $rodblonka mikronaczyn
moézgu, niezbednych do przekroczenia tej bariery [233]. Juz w warunkach fizjologicznego
stezenia A-SAA, wigzanie biatka ostrej fazy z komorkami bakterii Gram-ujemnych nasila
proces fagocytozy tych drobnoustrojow przez neutrofile oraz makrofagi, co moze mie¢
kluczowe znaczenie dla szybkiej eliminacji czynnika zakaznego i ograniczenia infekc;ji.
Ponadto fagocytoza opsonizowanych przez A-SAA bakterii prowadzi do stymulacji
mechanizmoéw zapalnych komorek zernych, przejawiajacych si¢ nasilong produkcja
reaktywnych form tlenu przez neutrofile oraz pobudzong syntezg IL-10 i TNF-a przez
makrofagi. Brak modulujacego wptywu A-SAA na pochtanianie przez makrofagi nie
wigzacych biatka ostrej fazy komorek Streptococcus pneumoniae wskazuje, iz
obserwowane nasilenie efektorowych funkcji fagocytoéw w stosunku do Gram-ujemnych
bakterii jest wynikiem wtasciwos$ci opsonizacyjnych A-SAA, a nie zdolnosci tego biatka

do bezposredniego aktywowania makrofagow [234].

Przeciwbakteryjny potencjat A-SAA moze by¢ takze wynikiem tworzenia przez to
biatko kanatow jonowych w membranie komoérek bakteryjnych, prowadzacych do
zaburzenia jonowej homeostazy. Aktywnos¢ ta warunkowana jest silnym hydrofobowym
charakterem czesci  N-koncowej A-SAA, odpowiedzialnej za interakcje
z hydrofobowymi komponentami komorek bakteryjnych. Tworzenie, zaleznych od
A-SAA, kanaléw jonowych nie jest procesem selektywnym, dotyczacym swoistych
celow molekularnych obecnych w membranach bakteryjnych, lecz zwigzane jest
z amfifilowa strukturg biatka ostrej fazy, determinujaca jego bezposrednie interakcje
z membranowymi lipidami. Indukowane przez A-SAA powstawanie kanalow jonowych
prowadzi do lizy komorek bakteryjnych na skutek zaburzenia ich rownowagi jonowe;j,
wskazujac efekt synergistyczny z aktywnos$cig biologiczng defensyn i protegryn [235,
236]. Ponadto A-SAA wspomaga przeciwbakteryjna odpowiedz odpornosciowa petniac
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funkcj¢ biatka wigzacego i transportujacego retinol. Poprzez promowanie dojrzewania
I ukierunkowywanie réznicowania, odpowiednio, komorek wrodzonej i nabytej
odpowiedzi odpornosciowej, a takze stymulowanie odbudowy, uszkodzonej w wyniku
zakazenia, bariery nablonkowych komorek, retinol odgrywa zasadnicza rolg
w modulowaniu przeciwzakaznych mechanizméw odpornosciowych. W warunkach
homeostazy za wigzanie retinolu w jelicie i jego transport do miejsca magazynowania —
watroby oraz petigcych fizjologiczne funkcje tkanek odpowiedzialne jest
wyspecjalizowane biatko RBP (retinol binding protein), ktéorego poziom ulega
znacznemu obnizeniu w nastepstwie zakazenia bakteryjnego. Towarzyszacy infekcji
niedobor biatka RBP i zwigkszone zapotrzebowanie komorek na retinol rekompensowane
sg przejmowaniem biologicznej aktywnos$ci transportera RBP przez A-SAA. Sugeruje
si¢, iz funkcjonalna aktywno$¢ A-SAA, wynikajaca ze zdolnosci wigzania retinolu
odgrywa strategiczng rolg w rozwoju efektywnej, przeciwzakaznej odpowiedzi
odpornosciowej. Koncepcj¢ ta potwierdzaja badania z zastosowaniem modelu myszy
laboratoryjnych defektywnych w zakresie syntezy A-SAA, u ktorych infekcji

S. typhimurium towarzyszyto zwigkszenie liczby bakterii w watrobie i §ledzionie [237].

Aktywnos¢ biologiczna A-SAA nie zawsze jednak prowadzi do eliminacji
etiologicznego  czynnika  zakazenia  bakteryjnego.  Poprzedzajaca  infekcje
oportunistyczng, Gram-ujemng pateczka Acinetobacter baumanni reakcja ostrej fazy
sprzyja rozwojowi bakteryjnego zapalenia ptuc. Promowanie zakazenia A. baumanni
zwigzane jest m.in. z wysokim stezeniem A-SAA 1 wytworzeniem stanu ,paralizu
odpornosciowego”, charakteryzujacego si¢ hamowaniem prozapalnych mechanizmow
odpornosciowych i zaburzong eliminacja bakterii. Oslabienie efektywnos$ci odpowiedzi
odpornosciowej warunkowane jest ograniczeniem wytwarzania, przez makrofagi
pecherzykow plucnych, prozapalnych cytokin (TNF-o, IL-6) i chemokin (KC,
keratinocyte-derived chemokine, MIP-2, macrophage inflammatory protein-2) oraz
naptywu neutrofilow i syntezy metaloproteinaz. Wskazuje si¢, iz, bedace konsekwencja
niedostatecznego stezenia chemotaktycznych mediatorow lub uposledzonej odpowiedzi
na antygeny A. baumanni, zmniejszenie liczebnosci populacji neutrofilow w ptucach jest
bezposrednig przyczyna niedostatecznej eliminacji czynnika zakaznego i1 rozwoju
infekcji [238]. Podobny defekt prozapalnej odpowiedzi odporno$ciowej, promujgcy
zakazenie, zanotowano takze w przypadku wtdrnego zapalenia ptuc, o etiologii

P. aeruginosa, u myszy laboratoryjnych z zapaleniem otrzewnej [239].

str. 67



WSTEP

Pomimo wielu lat badan zmierzajacych do wyjasnienia patogenezy gruzlicy
I, datowanych na ubieglte stulecie, pierwszych klinicznych wskazowek [240],
zwracajgcych uwage na potencjalne zaangazowanie A-SAA w przebieg zakazenia
M. tuberculosis, do chwili obecnej nie udato sie osiggnaé satysfakcjonujacych, naukowo
udowodnionych, wyjasnien na tej plaszczyznie. Zapewne jednym z zasadniczych
powodow niewatpliwie ograniczonej wiedzy w tym zakresie jest niewielka liczba badan
podjetych w celu poznania tych ewentualnych zaleznosci. Jak wspomniano powyzej, juz
w roku 1984 De Beer i wsp. [240] zauwazyli podwyzszony poziom A-SAA u pacjentow
chorych na gruzlice, przy czym najwyzsze st¢zenia tego biatka ostrej fazy byly
charakterystyczne dla postaci rozsianej gruzlicy oraz pierwotnej gruzlicy, ktorej
towarzyszylo rozlegte uszkodzenie ptuc. Ponadto, w oparciu o obserwacje, iz,
z wyjatkiem osobnikéw ze znamiennymi zmianami w obrgbie ptuc, skutkiem podjetej
terapii przeciwpratkowej jest obnizenie surowiczego stezenia A-SAA, autorzy
postulowali zaadaptowanie kontroli poziomu tego bialka ostrej fazy jako przydatnego
markera pozwalajacego na monitorowanie skuteczno$ci wprowadzonej strategii leczenia.
Powyzsze sugestie potwierdzajag wspolczesne prace doswiadczalne, ktore jednak nie
zawsze dostarczajg rownowaznych odpowiedzi. Z jednej strony, wskazujg one bowiem,
iz zakazenie M. tuberculosis nie przyczynia si¢ do zmian stgzenia A-SAA w §linie, ale
bialko to stanowi interesujacy marker w ocenie zasadno$ci podjgtego postgpowania
terapeutycznego [241]. Natomiast, z drugiej, dowodzg one zasadniczo podwyzszonego
surowiczego stezenia A-SAA zard6wno u pacjentow z gruzlica w pordOwnaniu do
zdrowych osobnikow populacji, jak i u pacjentow z pozytywnym wynikiem badania
bakteriologicznego w poréwnaniu do pacjentow z negatywnym wynikiem tego samego
oznaczenia diagnostycznego. Dodatkowo, potwierdzaja one réwniez przydatnos¢ A-SAA
jako jednego z trzech warto$ciowych bialek w kontekscie podejmowanych procedur

diagnostyki laboratoryjnej [242].

Innym aspektem sugerujagcym potencjalny modulujgcy wptyw A-SAA nie tylko na
przebieg, ale takze na konsekwencje zakazenia M. tuberculosis jest uzasadnione
powigzanie gruzlicy z rozwojem klinicznych powiklan w postaci wtornej amyloidozy.
Zwigzana z przebiegiem gruzlicy patogeneza wtdrnej amyloidozy warunkowana jest
intensywng syntezg prozapalnych cytokin, w tym IL-1p, IL-6 i TNF-a, pobudzajgcych
wytwarzanie A-SAA w watrobie. Z kolei przewlekle podwyzszony poziom tego biatka

ostrej fazy i powstawanie amyloidogennych form A-SAA sg rozpatrywane jako czynniki
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predysponujace w znamiennym stopniu rozwdj wtérnej amyloidozy nerek [243-246].
W zalezno$ci od badanej populacji, $redni okres pojawiania si¢ tego powaznego
powiktania klinicznego szacowany jest na okoto 2-17 lat od wystgpienia pierwszych
objawéw chorobowych, jednakze badania kazuistyczne dostarczyly dowodéw na
obecno$¢ wtornej amyloidozy juz nawet od 2 tygodni do 1 miesigca po klinicznym
rozpoznaniu gruzlicy [244, 246]. Czgstos¢ diagnozowania amyloidozy nerek u osob
chorujacych na gruzlice waha si¢ od 35% do 72% 1 dotyczy zarowno osobnikow
z aktywng postacig choroby, jak i zakazonych latentnie oraz wyleczonych [245, 246].
Ponadto, obok podloza zwigzanego =z etiologicznym czynnikiem zakazenia
1 uruchamianymi mechanizmami odpowiedzi odpornosciowej, rozwoj amyloidozy

determinujg predyspozycje genetyczne oraz czynniki sSrodowiskowe [243].
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2. CEL PRACY

Celem pracy doktorskiej byta ocena interakcji Mycobacterium tuberculosis
z ludzkim surowiczym amyloidem A oraz okreslenie jej biologicznego znaczenia we

wczesnych etapach zakazenia, tym patogenem, ludzkich makrofagéw.

Glowny cel pracy realizowano poprzez doswiadczalng weryfikacje sformutowanych

na wstepie hipotez badawczych.
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3. HIPOTEZY BADAWCZE

HIPOTEZA 1: Mycobacterium tuberculosis posiada zdolno$¢ wiazania ludzkiego
surowiczego amyloidu A
Sposdéb weryfikacji:

a) analiza interakcji pratka gruzlicy z ludzkim, rekombinowanym A-SAA1l
(hrA-SAA1)

b) ocena swoisto$ci wigzania hrA-SAAL przez zywe komoérki M. tuberculosis

HIPOTEZA 2: Wiazanie ludzkiego surowiczego amyloidu A przez M. tuberculosis
warunkowane jest przez ligand/ligandy stanowiace komponent/komponenty
komorek tego wewnatrzkomorkowego patogenu

Sposob weryfikacji:

a) izolacja i identyfikacja komponentu/komponentow komoérek pratka gruzlicy
zaangazowanych w interakcje tego drobnoustroju z hrA-SAAL
b) okreslenie powinowactwa wigzania hrA-SAAL przez zidentyfikowane ligandy

pratka gruzlicy

HIPOTEZA 3: Wigzanie ludzkiego surowiczego amyloidu A przez M. tuberculosis

moduluje przebieg wczesnych etapow infekcji ludzkich makrofagow
Sposoéb weryfikacji:

a) okreslenie wptywu wigzania hrA-SAA1 na procesy adhezji i wnikania pratka
gruzlicy do ludzkich makrofagow
b) ocena zaangazowania ligandu/ligandéw M. tuberculosis wigzacych hrA-SAAL

we wcezesne etapy (adhezja, wnikanie) infekcji ludzkich makrofagow

HIPOTEZA 4: Interakcja M. tuberculosis z ludzkim surowiczym amyloidem A

moduluje odpowiedz funkcjonalna tych bakterii
Sposob weryfikacji:

a) analiza odpowiedzi transkrypcyjnej pratka gruzlicy na wigzanie hrA-SAA1

str. 73



ROZDZIAL 4

MATERIAL
| METODY



MATERIAL I METODY

4. MATERIAL I METODY

4.1. MATERIAL

4.1.1. Szczepy bakteryjne

Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mtb), wirulentny szczep wyjsciowy

Szczepy mutanty Mtb:

Szczep MtbAtpA?T zawierajacy dodatkows kopie genu rv1308 (atpA) kodujacego
podjednostke regulatorowa - tancuch o syntazy ATP katalizujacej synteze ATP
z ADP z wykorzystaniem btonowego gradientu protonow

szczep MtbABC? zawierajacy dodatkowa kopie genu rv2477¢ (abc) kodujacego wigzace
ATP biatko typu ABC zaangazowane w aktywny transport zwigzkow makrolidowych

Mycolicibacterium smegmatis mc?155

Rekombinowane szczepy E. coli BL21 (DE3), ekspresyjnego szczepu bakteryjnego
bedacego lizogenem ADE3, niosagcego chromosomalng kopi¢ genu polimerazy RNA faga
T7 pod kontrolg promotora lacUV:

szczep E. coli pHIS/atpA nadprodukujacy biatko Rv1308 (AtpA) pratka gruzlicy

szczep E. coli pHIS/abc nadprodukujacy biatko Rv2477¢ (ABC) pratka gruzlicy

Szczepy mutanty M. tuberculosis H37Rv oraz rekombinowane szczepy E. coli BL21

(DE3) zostaty skonstruowane przez dr hab. Anne¢ Brzostek w Pracowni Genetyki i Fizjologii

Mycobacterium, Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi.

4.1.2. Podloza do hodowli bakterii

pltynne podiloze do hodowli pratkéw BBL, Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson),

wzbogacone:

Middlebrook OADC Enrichment (Becton Dickinson) 10 %

Tween80 (Sigma) 0,05 %

state podloze do hodowli pratkow, BBL Middlebrook 7H10 (Becton Dickinson),
wzbogacone:

Middlebrook OADC Enrichment (Becton Dickinson) 10 %

glicerol (Sigma) 1%

ptynne podtoze do hodowli E. coli BL21 (DE3), LB Broth (Sigma)
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e stale podloze do hodowli E. coli BL21 (DE3), LB Agar (Sigma)
4.1.3. Rekombinowane bialka

e ludzki, rekombinowany Apo-SAA (hrA-SAA1), (Sigma) w postaci liofilizowanej,
otrzymany w systemie ekspresyjnym E. coli. Biatko ostrej fazy rekonstytuowano zgodnie
z zaleceniami producenta do stezenia koncowego 1pg/ml, stosujac 0,1% wodny roztwor
kwasu octowego

e rckombinowane biatko Rv1308 (AtpA) pratka gruzlicy otrzymane w systemie
ekspresyjnym E. coli BL21 (DE3), w ramach cze¢s$ci doswiadczalnej niniejszej pracy
doktorskiej

e rekombinowane biatko Rv2477c (ABC) pratka gruzlicy otrzymane w systemie
ekspresyjnym E. coli BL21 (DE3), w ramach cze$ci doswiadczalnej niniejszej pracy

doktorskiej
4.1.4. Preparaty krwiopochodne

Komercyjnie dostgpny kozuszek leukocytarno-plytkowy o objetosci okoto 60 ml
(Regionalne Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa w todzi). Doswiadczenia
z wykorzystaniem kozuszkéw leukocytarno-ptytkowych nie wymagaja zgody Komisji
Etycznej, gdyz w rozumieniu obowigzujacego prawa komoérki krwi sa anonimowe
1 badania prowadzone na takim materiale nie s3 uznawane za eksperyment medyczny

(ustawa z dnia 22 sierpnia 1997r.).

4.1.5. Odczynniki i podloza do hodowli komoérkowych

ludzka surowica otrzymana z pelnej krwi grupy AB osobnikéw pitci meskiej (HS),

(Sigma)

e surowica plodow cielgecych (FBS), (Sigma)

e penicylina/streptomycyna (P/S), odpowiednio, 10 000 U/ml / 10 mg/ml (Sigma)

e 2-merkaptoetanol (Sigma)

e rekombinowany, ludzki czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow
(M-CSF), (Gibco)

e podloze hodowlane Iscove’s zawierajace 4 mM stabilizowanej L-glutaminy

i 25 mM HEPES (IMDM), (Biowest) z dodatkiem:
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10% FBS, P (100 U/ml) /S (100 pg/ml) oraz 0,05 mM 2-merkaptoetanolu
(podloze A) — izolacja monocytow krwi obwodowej z zastosowaniem gradientu stg¢zen
perkolu

10% HS, P (100 U/ml) /S (100 pg/ml), 0,05 mM 2-merkaptoetanolu oraz 10 ng/ml
M-CSF (podloze B) — roznicowanie monocytow krwi obwodowej do dojrzalych
makrofagoéw

0,1% BSA oraz 3 mM CaCl, (podloze C) — wigzanie ludzkiego SAA przez pratka
gruzlicy

0,2% BSA oraz 0,05 mM 2-merkaptoetanolu (podloze D) — fagocytoza pratkéw gruzlicy
10% HS oraz 0,05 mM 2-merkaptoetanolu (podloze E) — wewnatrzkomorkowy wzrost
pratkow gruzlicy

0,5% HS, P (100 U/ml) /S (100 pg/ml) oraz 0,05 mM 2-merkaptoetanolu
(podloze F) — ptukanie hodowli makrofagow

0,5% HS oraz 0,05 mM 2-merkaptoetanolu (podloze G) - ptukanie hodowli makrofagow

przed i po fagocytozie

4.1.6. Odczynniki i bufory do izolacji monocytow krwi obwodowej

0,5M wodny roztwor kwasu etylenodiaminotetraoctowego (UltraPure™ 0,5M EDTA),
pH 8,0 (EDTA), (Invitrogen)

Histopaque®-1077 (Sigma)

Percoll® PLUS (Sigma)

buforowany fosforanami roztwér soli fizjologicznej bez jonéw Ca®* i Mg,
10xkoncentrat, pH 7,2 (10xPBS), (Sigma)

izoosmotyczny perkol

Percoll® PLUS (Sigma) 9,25 ml
10xPBS bez jonow Ca?*i Mg?* 0,75 ml
46% izoosmotyczny perkol

izoosmotyczny perkol 46 ml
podtoze A (4.1.2) 54 ml

0,4% roztwér biekitu trypanuu w wodnym roztworze 0,81% chlorku sodu 1 0,06%
wodorofosforanu potasu (Trypan Blue Dye, 0,4% solution), (BIO-RAD)

buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej bez jonow Ca?* i Mg?*, pH 7,2

(PBS), (Biowest)
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e buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej bez jonéw Ca?* i Mg?*, pH 7,2 (PBS),

(Biowest) z dodatkiem 2 MM EDTA (PBS/EDTA)

4.1.7. Antybiotyki

e ampicylina (Sigma)
e gentamycyna, roztwor wodny o stezeniu 50 mg/ml (Sigma)

e tetracyklina HCI (BioShop)
4.1.8. Surowice odpornosciowe

e krolicza surowica odpornosciowa swoista dla biatka Rv1308 (AtpA) pratka gruzlicy,
przygotowana w ramach czesci do§wiadczalnej niniejszej pracy doktorskiej
e krolicza surowica odpornosciowa swoista dla biatka Rv1308 (AtpA) pratka gruzlicy,

przygotowana w ramach cze$ci do§wiadczalnej niniejszej pracy doktorskiej

Surowice otrzymano poprzez immunizacj¢ krolikow rasy Biatej Nowozelandzkiej
rekombinowanymi biatkami pratka gruzlicy. Zastosowane procedury doswiadczalne
z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych zostaty zaakceptowane przez Lokalng Komisje
do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach nr 9 w Lodzi (zgoda nr 62/LB728/2014).

4.1.9. Odczynniki i bufory do posredniego testu immunoenzymatycznego ELISA

e buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej, pH 7,2 (10x koncentrat),

(10xPBS)
- chlorek sodu, NaCl (Sigma) 80¢
- chlorek potasu, KCI (Sigma) 29
- wodorofosforan sodu, NaHPO4 (Sigma) 115¢g
- diwodofosforan potasu, KH2PO4 (Sigma) 20
- woda dejonizowana do 1 000 ml

e buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej, pH 7,2 (1xPBS)
- 10xPBS 100 ml
- woda dejonizowana 900 ml

e bufor weglanowy 0,1M, pH 9,6
- weglan sodu, NaCOs (Merck) 1,65¢
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- wodorowgglan sodu, NaHCO3, (Sigma) 2949
- woda dejonizowana do 1 000 ml

Warto$¢ pH buforu ustalono stosujagc 10N wodny roztwor wodorotlenku sodu (NaOH),

(Sigma).
e bufor pluczacy
- 1xPBS,pH 7,2
- Tween20 (Sigma) 0,05 %
e bufor blokujacy
- 1xPBS, pH 7,2
- FBS (Biowest) 10 %
e bufor fosforanowo-cytrynianowy 0,04M, pH 4,5
- kwas cytrynowy, CeHsO7 x H20 (Sigma) 8,440
- wodorofosforan disodowy, Na,HPO4 (Sigma) 10,7 ¢
- woda dejonizowana do 1 000 ml

® roztwor substratu i chromogenu

- roztwor soli amonowej kwasu 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego)
(ABTS), (Sigma) o stezeniu 1 mg/ml w buforze fosforanowo-cytrynianowym
z dodatkiem 0,25 pl/ml 30% nadtlenku wodoru (H2032), (Fluka)

4.1.10. Zestawy, odczynniki i bufory do immunoenzymatycznego testu ,cellular”
ELISA (CELISA)

e bufor pluczacy (4.1.9.)

e bufor blokujacy

- 1xPBS, pH 7,2 100 ml

- BSA, albumina surowicy bydlgcej (Sigma) 39

e bufor fosforanowo-cytrynianowy 0,04M, pH 4,5 (4.1.9.)

e przeciwciala

- poliklonalne, krolicze przeciwciata klasy IgG swoiste dla ludzkiego SAA1 (Sigma)

- poliklonalne, kozie przeciwciata klasy IgG swoiste dla kroliczych immunoglobulin klasy
IgG, znakowane peroksydaza chrzanowa (Jackson Immuno Research)

e streptawidyna znakowana peroksydaza chrzanowa (Sigma)

e roztwor substratu i chromogenu (4.1.9.)
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4.1.10.1. Zestaw do biotynylacji bialek (EZ-Link® Micro Sulfo-NHS-Biotinylation Kit,
Thermo Scientific)

e Sktad zestawu:

- biotyna — No-Weigh™ Sulfo-NHS-Biotin

- buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej — BupH™ Phosphate Buffered
Saline Pack (PBS), pH 7,2

- kolumny do izolacji biatek biotynylowanych — Zeba™ Spin Desalting Column

4.1.11. Bufory i materialy do izolacji surowego preparatu antygenowego z komorek

pratka gruzlicy

e bufor PEN, pH 6,5 (3xkoncentrat) (wg. Heinz i wsp., 2003, [247])

- wodorofosforan sodu, NaHPO4 (Sigma) 300 mM
- diwodorofosforan sodu, NaH2POa, (Sigma) 200 mM
- chlorek sodu, NaCl (Sigma) 450 mM
- kwas etylenodiaminotetraoctowy, EDTA (Sigma) 0,3 mM

- woda dejonizowana

e bufor PEN, pH 6,5 (1XPEN)

- 3XPEN 100 ml
- woda dejonizowana 200 ml
e kulki krzemionkowe o $rednicy 1,0 mm — Lysing Matrix B (MP Biomedicals)

¢ eter monooktylowy glikolu polietylenowego, OPOE (Sigma)

4.1.12. Bufory i odczynniki do jednokierunkowego rozdzialu elektroforetycznego
(SDS-PAGE)

e bufor do rozdzialu elektroforetycznego, pH 8,3 (10x koncentrat)

- Tris base (Sigma) 309

- glicyna (Sigma) 144 g

- siarczan dodecylu sodu, SDS (Sigma) 10¢g

- woda dejonizowana do 1 000 ml

e bufor do rozdzialu elektroforetycznego, pH 8,3 (1x)
- bufor do rozdziatu elektroforetycznego, pH 8,3 (10x koncentrat) 80 ml

- woda dejonizowana 320 ml
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0,5M Tris-HCL, pH 6,8

Tris base (Sigma) 60

woda dejonizowana 100 ml
Warto$¢ pH buforu ustalono stosujgc 6N roztwor kwasu solnego (HCI), (Sigma)
1,5M Tris-HCL, pH 8,8

Tris base (Sigma) 18,2 ¢
woda dejonizowana 100 ml
Warto$¢ pH buforu ustalono stosujgc 6N roztwor kwasu solnego (HCI), (Sigma)
0,5% blekit bromofenolowy

s0l sodowa bigkitu bromofenolowego (Sigma) 50 mg
woda dejonizowana 10 ml
10% roztwoér nadsiarczan amonu (APS)

nadsiarczan amonu, (NH4)2S20sg (Sigma) 100 mg
woda dejonizowana 1mil

bufor probkowy (5xkoncentrat)

0,5M Tris-HCI, pH 6,8 1mil

glicerol (Sigma) 0,8 ml
10% wodny roztwor SDS (Sigma) 1,6 ml
2-merkaptoetanol 0,4 ml
0,5% biekit bromofenolowy 0,4 ml
woda dejonizowana 3,8ml

12% poliakrylamidowy zel

zel wyrownujacy

30% akrylamid, bis-solution (Sigma) 1mil
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 2,5ml
10% wodny roztwor SDS (Sigma) 1ml
woda dejonizowana 7,5ml
N’-tetrametyloetylenodiamina, TEMED (Merck) 12 ul
10% APS 120 pl
zel rozdzielajacy

30% akrylamid, bis-solution (Sigma) 8 ml
1,5M Tris-HCI, pH=8,8 5ml
10% wodny roztwor SDS (Sigma) 0,2ml
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- woda dejonizowana 6 ml
- N’-tetrametyloetylenodiamina, TEMED (Merc) 20 ul
- 10% APS 180 ul

e wzorzec masy relatywnej biatek - PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo

Scientific)

4.1.13. Odczynniki i bufory do dwukierunkowego rozdzialu elektroforetycznego

(2D SDS-PAGE)

e bufor do rehydratacji biatek — Bufor RedyPrep 2-D Starter Kit Rehydration/SampleBuffer
(BIO-RAD)

e paski poliakrylamidowe do ogniskowania izoelektrycznego — ReadyStrip™ IPG Strips
(BIO-RAD)

e komercyjny, gradientowy (4-12%) oraz niegradientowy (12%) poliakrylamidowy
zel — Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels (BIO-RAD)

e wzorzec masy relatywnej bialek — Precision Plus Protein™  Standard
(BIO-RAD)

e 0,5M Tris-HCL, pH 8,5

- Tris base (Sigma) 649

- woda dejonizowana 100 ml

Wartos¢ pH buforu ustalono stosujac 6N roztwor kwasu solnego (HCI), (Sigma)

e bufor do ogniskowania izoelektrycznego

- mocznik (Sigma) 480,5¢
- tiomocznik (Sigma) 152,3 g
- CHAPS (Sigma) 4%

- ditiotreitol, DTT (Sigma) 1%

- bufor réwnowazacy — IPG Buffer (Amersham Pharmacia Biotech) 0,2 %

- Triton X-100 (Sigma) 0,5 %

- woda dejonizowana do 20 ml

e bufor rownowazacy

- 0,5 M Tris-HCI, pH=8,5 10 ml
- 10% wodny roztwor SDS (Sigma) 20 ml
- glicerol (Sigma) 30 ml
- mocznik (Sigma) 96,19
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- woda dejonizowana do 100 ml
z dodatkiem 200 mg DTT (Sigma) lub 480 mg jodoacetamidu (Sigma) na 10 ml buforu

4.1.14. Bufory i materialy do techniki Western blot i Dot blot

e bufor do transferu bialek na membrany nitrocelulozowe (5xkoncentrat)

- Tris base (Sigma) 30,39

- glicyna (Sigma) 144 g

- siarczan dodecylu sodu, SDS (Sigma) 10¢

- woda dejonizowana do 1 000 ml

e bufor do transferu bialek na membrany nitrocelulozowe (1x)

- bufor do transferu biatlek na membrany nitrocelulozowe (Sxkoncentrat) 600 ml

- metanol (Sigma) 200 ml

- woda dejonizowana 200 ml

e bufor blokujacy — Western Blocker™ Solution (Sigma)

e bufor ptuczacy (4.1.9)

e membrana nitrocelulozowa PROTRAN® do elektrotransferu biatek (Whatman®)

e bibuty celulozowe, 7 cm x 8,4 cm (Thermo Scientific)

e przeciwciala

- monoklonalne, mysie przeciwciata izotypu IgG1 swoiste dla motywu polihistydynowego
(6His-Tag), stanowigcego znacznik rekombinowanych biatek (Novagen)

- poliklonalne, kozie przeciwciata klasy IgG swoiste dla immunoglobulin myszy,
znakowane peroksydaza chrzanowg (Jackson Immuno Research)

- poliklonalne, kozie przeciwciala klasy IgG swoiste dla immunoglobulin kroéliczych,
znakowane peroksydaza chrzanowg (Jackson Immuno Research)

e streptawidyna znakowana peroksydaza chrzanowa (Sigma)

e odczynnik do wywolania reakcji barwnej

- 4-chloro-1-naftol (Sigma) 50 mg
- metanol (Sigma) 10 ml
- 30% nadtlenek wodoru (H203), (Fluka) 25 ul

- 1xPBS 40 ml

4.1.15. Odczynniki do izolacji RNA pratka gruzlicy

e bufor do izolacji RNA — TRIzol™ Reagent (Invitrogen)
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kulki krzemionkowe o $rednicy 1,0 mm — Lysing Matrix B, (MP Biomedicals)
chloroform (Sigma)

izopropanol (Sigma)

etanol (Sigma)

woda wolna od nukleaz — UltraPure™ DEPC-Treated Water (Invitrogen)

70% wodny roztwor etanolu

etanol (Sigma) 70 ml
woda wolna od nukleaz  (4.1.15) 30 ml

80% wodny roztwor etanolu

etanol (Sigma) 80 ml
woda wolna od nukleaz  (4.1.15) 20 ml
3M octan potasu, CH3CO2K (Sigma)

octan potasu, CH3CO:K (Sigma) 299
woda wolna od nukleaz (4.1.15) do 10ml

Warto$¢ pH roztworu ustalono stosujac lodowaty kwas octowy, CH3COOH, (Sigma)
glikogen — GlycoBlue™ Coprecipitant (Invitrogen)

inhibitor RNaz — RNasin® plus (Promega)

zestaw do analizy jakosciowej RNA — RNA 6000 Nano (Agilent)

enzym deoksyrybonukleaza I, DNaza I, TURBO™ DNase (Invitrogen)

odczynnik do oczyszczania RNA — AMPure XP (Beckman)

zestaw do usuwania rybosomalnego RNA — Ribo-Zero® rRNA Removal Kit (Ilumina)
zestaw do uzyskiwania bibliotek RNAseq — KAPA Stranded RNA-Seq Library
Preparation Kit (Roche)

zestaw do analizy ilosciowej i jakosciowej bibliotek RNAseq — DNA 1000 (Agilent)

4.1.16. Bufor do izolacji proteomu pratkéw gruzlicy

1M Tris-HCI, pH 7,5

Tris base (Sigma) 12,1 ¢
woda dejonizowana 100 ml
Wartos¢ pH buforu ustalono stosujac 6N roztwor kwasu solnego (HCI), (Sigma)
bufor do izolacji proteomu:

kwas etylenodiaminotetraoctowy, EDTA (Sigma) 1 mM
fluorek fenylometylosulfonylu, PMSF (Sigma) 1 mM
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- DTT (Sigma) 2 mM
- mocznik (Sigma) 8M
- 1M Tris-HCI, pH 7,5 0,05M
- TritonX-100 (Sigma) 1%
- lgepal® CA-630 (Sigma) 1%

- inhibitory proteaz — Protease Inhibitor Cocktail (Sigma)

4.1.17. Zestawy, odczynniki i bufory do chromatografii powinowactwa
4.1.17.1. Zestaw do chromatografii powinowactwa (MicroLink™ Protein Coupling Kit,

Thermo Scientific)

e Sktad zestawu:

- kolumny ze ztozem agarozowym — AminoLink® Plus Coupling Resin Spin Columns

- bufor optaszczajacy — Coupling Buffer: BupH™ Phosphate Buffered Saline Pack (PBS),
pH 7,2

- bufor blokujacy — Quenching Buffer: 1M Tris-HCI, 0,05% azydku sodu (NaNs),
pH 7,4

- roztwér SM cyjanoborowodorku sodu (NaBH3CN) w 0,01M roztworze wodorotlenku
sodu (NaOH)

- bufor ptuczacy — Wash solution: 1M chlorku sodu (NaCl), 0,05% azydku sodu (NaNz)

- bufor do elucji zawierajagcy aminy pierwszorzedowe — Elution Buffer, pH 2,8

- probowki — Microcentrifuge Collection Tubes

4.1.17.2. Kolumny kobaltowe do chromatografii powinowactwa (HisPur™ Cobalt Spin

Columns)

e Bufory:

- bufor do rownowazenia/ptukania — Equilibration/Wash Buffer: 50 mM fosforanu sodu
(NasPO4), 300 mM chlorku sodu (NaCl), 10 mM imidazolu, 6M mocznik,
pH 7,4

- bufor do elucji — Elution Buffer: 50 mM fosforanu sodu (NasPOa), 300 mM chlorku sodu
(NaCl), 150 mM imidazolu, 6M mocznika, pH 7,4

4.1.17.3. Zestaw do izolacji bialek rekombinowanych (His-Bind® Purification Kit,

Novagen)
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e Sktad zestawu:

- zloze agarozowe — His-Bind® Resin

- kolumny do chromatorafii — Chromatography columns

- bufor wiazacy — Binding Buffer, 8xkoncentrat: 4M chlorku sodu (NaCl), 160 mM Tris-
HCI, 40 mM imidazolu, pH 7,9

- bufor pluczacy — Wash Buffer, 8xkoncentrat: 4M chlorku sodu (NaCl),
480 mM imidazolu, 160 mM Tris-HCI, pH 7,9

- bufor do elucji — Elute Buffer, 4xkoncentrat: 4M imidazolu, 2M chlorku sodu (NaCl), 80
mM Tris-HCI, pH 7,9

- bufor do oczyszczania i konserwacji ztoza — Strip Buffer, 4xkoncentrat: 2M chlorku sodu
(NaCl), 400 mM kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA), 80 mM Tris-HCI, pH 7,9

- Dbufor do optaszczania i rownowazenia ztoza — Charge Buffer, 8xkoncentrat: 400 mM
siarczanu niklu (NiSQOa4)

e 1M Tris-HCI, pH 9,0

- Tris base (Sigma) 12,19

- woda dejonizowana do 100 ml
Warto$¢ pH buforu ustalono stosujgc 6 N roztwor kwasu solnego (HCI), (Sigma)

e kolumny do odsalania i zmiany buforu w probach — PD-10 Columns-CGE (GE
Healthcare)

e bufor do rownowazenia kolumn PD-10 Columns-CGE - Labmate PD-10 Buffer
Reservoir (GE Healthcare)

e ultrafiltry do zageszczania prob — Amicon® Ultra Centrifugal Filter Units (Millipore)
4.1.18. Inne bufory i odczynniki

e Tris-NaCl, pH 7,5

- Tris base (Sigma) 0,69
- chlorek sodu, NaCl (Sigma) 0,87g
- woda dejonizowana do 100 ml

Wartos¢ pH buforu ustalono stosujac 6 N roztwor kwasu solnego (HCI), (Sigma)
e izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd, IPTG (Sigma)
e chlorek wapnia, CaCly, (Sigma)
e odczynnik do procedury oczyszczania rekombinowanych biatek — BugBuster™ Protein

Extraction Reagent (Novagen)
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odczynnik Bradford — Bradford Reagent (Sigma)

barwnik elektroforetycznie rozdzielonych biatek — Imperial™ Protein Stain (Pierce)
barwnik Giemzy (Sigma)

aceton (Sigma)

formaldehyd (Sigma)

lizozym (Sigma)

benzonaza — Benzonase® Nuclease (Milipore)

bufor do powierzchniowego rezonansu plazmonowego - Bufor HBS-EP
(GE Healthcare)

woda dedykowana do hodowli komérkowych — Cell Culture Water (Biowest)
buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej z jonami Ca?* i Mg?*, pH 7,2 (PBS),

(Biowest)
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4.2. METODY
4.2.1. Hodowla szczepow bakteryjnych
4.2.1.1. Hodowla pratkow Mycobacterium

Szczep wyjsciowy M. tuberculosis H37Rv, szczepy mutanty MtbAtpA1
i MtbABC? oraz szczep M. smegmatis mc?155 hodowano w pltynnym podlozu
Middlebrook’a 7H9, wzbogaconym o 10% OADC oraz 0,05% Tween80 (4.1.2),
w temperaturze 37°C. Hodowle mykobakterii prowadzono do momentu uzyskania przez
zawiesiny bakteryjne gesto$ci optycznej odpowiadajacej wartosci absorbancji roéwnej
1 mierzonej przy dlugosci fali 600 nm (ODesoo=1,0). Przeprowadzone wstgpne
doswiadczenia pozwolity ustali¢, iz ggstos¢ komoérek bakteryjnych w zawiesinie hodowli

pratkow charakteryzujacych sie taka wartoécig absorbancji wynosi 1x108 komérek/ml.

Szczepy mutanty MtbAtpAt i MtbABC? hodowano w obecno$ci tetracykliny,
o koncowym stezeniu 0,005%, w celu indukceji nadprodukeji w komorkach pratkéw gruzlicy
biatek AtpA i ABC petnigcych funkcj¢ ligandow dla ludzkiego SAA. Antybiotyk dodawano

do podtoza hodowlanego 24 godziny przed zaplanowanym eksperymentem.
4.2.1.2. Hodowla Esherichia coli

Hodowle rekombinowanych szczepow E.coli pHIS/atpA i E.coli pHIS/abc
prowadzono w temperaturze 37°C z intensywnym wytrzasaniem w plynnym podtozu LB
(4.1.2), zawierajagcym, jako selekcyjny antybiotyk, ampicyling w stezeniu koncowym 100
pg/ml, w kolbach na wytrzasarce. Nadprodukcje rekombinowanych biatek rAtpA
I rABC pratka gruzlicy prowadzono w takich samych warunkach przez okres 3 godzin
stosujac podtoze z dodatkiem 0,5 mM IPTG jako induktora.

4.2.2. Wiazanie hrA-SAAI1 przez zywe komérki pratkow

W celu okreslenia zdolnosci wigzania hrA-SAA1 przez zywe komorki
M. tuberculosis oraz M. smegmatis pratki hodowano w ptynnym podtozu Middlebrook’a
7H9 (4.1.2) do uzyskania przez zawiesiny bakteryjne gestosci optycznej ODeg0o=0,8-1,0,
anastepnie pobierano objetoéci zawiesin odpowiadajace 2x108 komorek pratkdw. Zawiesiny
wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 4 000xg, w czasie 20 minut.
Otrzymane osady zawieszono w podtozu C (4.1.5), zawierajacym hrA-SAAI1 o st¢zeniu

koncowym 1 pg/ml oraz 5 pg/ml. Kontrole negatywne stanowily pratki zawieszone
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w podtozu C (4.1.5) bez dodatku badanego biatka ostrej fazy. Komoérki badane 1 kontrolne
pratkow inkubowano w tazni wodnej, w temperaturze 37°C, przez okres 90 minut.
W kolejnym etapie bakterie wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 16 000xg,
w czasie 15 minut, a nastepnie ptukano trzykrotnie podtozem Middlebrook’a 7H9 wirujac
w tych samych warunkach. Otrzymane jako osady komorki pratkdw zawieszano w 500 pl
0,5% roztworu formaldehydu w PBS zawierajacym jony Ca?* i Mg?* (4.1.18) z dodatkiem
5mM CaCl; i nanoszono do studzienek ptytki hodowlanej 96-studzienkowej, w objgtosci
120 pl odpowiadajacej 4,8x10” komoérkom bakteryjnym. Tak przygotowane proby badane
I kontrole suszono w temperaturze 37°C, przez okres 18-20 godzin, w celu utrwalenia

komorek pratkow.

Zwigzany przez zywe komorki pratkow hrA-SAAL wykrywano stosujac technike
cELISA. Utrwalone w studzienkach komorki tych bakterii ptukano czterokrotnie buforem
pluczacym (4.1.9), a nastgpnie blokowano wolne miejsca na no$niku polistyrenowym
stosujgc 280 ul buforu blokujgcego (4.1.10) w temperaturze 4°C, w czasie 18 godzin.
Po inkubacji studzienki ptukano szesciokrotnie buforem ptuczacym (4.1.9) oraz nanoszono
do nich poliklonalne, krolicze przeciwciata klasy IgG swoiste dla hrA-SAA1 (100 pl)
rozcienczone 1:500 w buforze pluczacym (4.1.9). Po catonocnej inkubacji studzienki
phlukano szesciokrotnie buforem ptuczacym (4.1.9). Powstate kompleksy immunologiczne
hrA-SAAl-przeciwciato identyfikowano przy uzyciu poliklonalnych, kozich przeciwciat
klasy IgG swoistych dla kroliczych immunoglobulin klasy IgG, znakowanych peroksydaza
chrzanowg (100 pl), rozcienczonych 1:2 000 w buforze ptuczacym, oraz roztworu substratu
i chromogenu (4.1.10) dodawanego w objetosci 100 ul do kazdej studzienki. Reakcje barwng
wywolywano w temperaturze pokojowej, w ciemnos$ci, w czasie 20 minut. Wartosci OD
prob badanych i kontrolnych mierzono przy dlugosci fali A=405 nm stosujac czytnik ptytek
Multiscan EX (Thermo Scientific).

Optymalne rozcienczenia stosowanych w teScie immunoglobulin ustalono we

wstepnych doswiadczeniach miareczkowania przeciwciat.
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4.2.3. Swoistos¢ wiagzania hrA-SAAL przez zywe komorki pratkow
4.2.3.1. Znakowanie ludzkiego hrA-SAA1 biotyna

Ludzki rA-SAA1 znakowano biotyna przy uzyciu komercyjnego zestawu EZ-Link®
Micro Sulfo-NHS-Biotinylation Kit (Thermo Scientific), (4.1.10.1) zgodnie z protokotem

rekomendowanym przez producenta.

Rekombinowany surowiczy amyloid A o stezeniu 250 pg/ml znakowano stosujac
50-krotny czgsteczkowy nadmiar 11 mM roztworu biotyny w PBS (4.1.17.1) na tazni
lodowej w czasie 2 godzin. Dotaczone do zestawu zloze odsalajace (Zeba™ Desalt Spin
Column, Thermo Scientific) rownowazono poprzez trzykrotne ptukanie buforem PBS
(4.1.17.1). W celu usunigcia niezwigzanego z bialkiem nadmiaru biotyny, probe zawierajaca
znakowany hrA-SAA1 nanoszono na powierzchni¢ ztoza, a nastgpnie po jej catkowitym
whniknigciu w glgb wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 1 000xg, w czasie
2 minut. Otrzymang frakcje bt-hrA-SAAL porcjonowanoi przechowywano w temperaturze
-20°C.

Stopien wyznakowania biotyng ludzkiego hrA-SAA1 oceniano stosujac technike Dot
blot. Na nitrocelulozowa membrang nanoszono 1 pg znakowanego biotyng hrA-SAAL oraz
PBS jako kontrole negatywna (4.1.17.1). Membrang suszono w temperaturze pokojowe;j,
w czasie 30 minut, a nast¢pnie wolne miejsca na nitrocelulozowym no$niku blokowano przy
uzyciu komercyjnego buforu blokujagcego Western Blocker™ Solution (Sigma)
w temperaturze 37°C, w czasie 90 minut. W kolejnym etapie membrang
z naniesionym biotynylowanym biatkiem ostrej fazy ptukano trzykrotnie w buforze
pluczacym (4.1.9), w czasie 5 minut. Obecno$¢ bt-hrA-SAAL1 wykrywano przy uzyciu
streptawidyny znakowanej peroksydaza chrzanows, rozcienczonej 1:1 000 w buforze
ptuczacym (4.1.9), wedhug rekomendacji producenta, w temperaturze pokojowej, w czasie
1 godziny. Reakcj¢ barwng wywotywano z zastosowaniem roztworu 4-chloro-1-naftolu jako

chromogenu (4.1.14).
4.2.3.2. Test kompetycji

Ocene specyficznosci wigzania hrA-SAALl przez zywe komorki pratkéw
M. tuberculosis oraz M. smegmatis przeprowadzono stosujac test kompetycji polegajacy
na hamowaniu wigzania bialka znakowanego w obecno$ci nadmiaru nieznakowanego

homologicznego biatka. W tym celu z hodowli pratkbw o gestosci optycznej
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ODs00=0,8-1,0 pobrano objetosci zawiesin bakteryjnych odpowiadajace 2x108 komorek
pratkow. Bakterie wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 4 000xg, w czasie
20 minut. Osady mykobakterii zawieszano w podtozu C (4.1.5) zawierajgcym 5 pg/ml
znakowanego biotyng hrA-SAALl (bt-hrA-SAA1), a nastepnie do odpowiednich préob
dodawano jednokrotny (5 pg/ml) lub trzykrotny (15 pg/ml) nadmiar nieznakowanego
homologicznego biatka ostrej fazy. Kontrole testu stanowity bakterie inkubowane
w podlozu C (4.1.5) zawierajagcym st¢zenie Supg/ml bt-hrA-SAA1. Proby badane
i kontrolne inkubowano w tazni wodnej, w temperaturze 37°C, przez okres 2 godzin. Po
inkubacji pratki wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 16 000xg, w czasie 15
minut, a nastgpnie plukano trzykrotnie podlozem Middlebrook’a 7H9 wirujac w tych
samych warunkach. Otrzymane jako osady komorki pratkow zawieszano w 500 pl 0,5%
roztworu formaldehydu w PBS zawierajacym jony Ca?* i Mg?* (4.1.18) z dodatkiem 5 mM
CaCl: i nanoszono do studzienek ptytki hodowlanej 96-studzienkowej, w objetosci 150 pl,
odpowiadajacej 6x10’ komoérkom bakteryjnym. Tak przygotowane proby badane
i kontrole suszono w temperaturze 37°C, w czasie 18-20 godzin, w celu utrwalenia komorek

pratkow.

Zahamowanie wigzania bt-hrA-SAA1 przez komoérki pratkdéw w obecnosci nadmiaru
nieznakowanego homologicznego biatka oceniono stosujac technike cELISA wedlug
procedury opisanej w podrozdziale 4.2.2. Do utrwalonych komorek bakterii dodawano
streptawidyne znakowang peroksydazg chrzanowg (200 pl) rozcienczong 1:200 w buforze
pluczacym (4.1.9), wedlug rekomendacji producenta. Reakcj¢ barwng wywotywano
poprzez dodanie do kazdej studzienki 100 ul roztworu substratu i chromogenu (4.1.10) oraz
inkubacje w temperaturze pokojowej, w ciemnosci, w czasie 20 minut. Wartosci OD préb
badanych i kontrolnych mierzono przy dtugosci fali A=405 nm stosujac czytnik Multiscan
EX (Thermo Scientific).

4.2.4. lzolacja i identyfikacja ligandéw M. tuberculosis wiazacych hrA-SAA1
4.2.4.1. Otrzymywanie surowego preparatu antygenowego

Surowy preparat antygenowy, zawierajacy peing pule bialek membranowych
M. tuberculosis, otrzymano zgodnie z procedurg opisang przez Heinz i wsp., 2003 [247].
Izolacje biatek przeprowadzano z komoérek otrzymanych ze 100 ml hodowli pratka
gruzlicy o gestosci optycznej ODeoo=0,8-1,0. Zawiesiny bakteryjne wirowano

w temperaturze pokojowe;j, przy predkosci 4 000xg, w czasie 20 minut. Otrzymany osad
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komorek bakterii zawieszano w buforze 1XxPEN (4.1.11), a nastgpnie dodawano kulki
krzemionkowe o §rednicy 0,1 mm w proporcji 1 objetos¢ kulek na 3 objetosci zawiesiny
bakteryjnej. Komorki pratkow dezintegrowano w homogenizatorze komorkowym FastPrep-
24 (MP Biomedicals) stosujac trzy 20-sekundowe cykle, przy predkosci 6 M/s przedzielone
3-minutowymi etapami chtodzenia na tazni lodowej. W kolejnym etapie zawiesiny
bakteryjne inkubowano z dodatkiem OPOE w kofcowym st¢zeniu 0,05%,
w temperaturze pokojowej, przez okres 30 minut. Po inkubacji proby wirowano
w temperaturze 4°C, przy predkosci 16 000xg, w czasie 30 minut, a otrzymany supernatant,
zawierajacy pelng pule biatek pratka gruzlicy, porcjowano 1 przechowywano

w temperaturze -20°C.

4.2.4.2. Technika chromatografii powinowactwa

Izolacj¢ ligandow pratka gruzlicy wiazacych hrA-SAA1L przeprowadzano przy uzyciu
techniki chromatografii powinowactwa, wykorzystujac komercyjny zestaw MicroLink™
Protein Coupling Kit (Thermo Scientific), (4.1.17.1) oraz procedur¢ zalecang przez

producenta zestawu.

W pierwszym etapie zalagczone w zestawie zloze agarozowe plukano trzykrotnie
buforem optaszczajacym Coupling Buffer (4.1.17.1), a nastepnie optaszczano 100 pg
ludzkiego hrA-SAAL, rozpuszczonego w 300 ul buforu optaszczajacego. Po wymieszaniu,
do ztoza, zawieszonego w buforze optaszczajacym z dodatkiem hrA-SAAL, dodawano 2 pl
5M roztworu cyjanoborowodorku sodu w 0,01M roztworze NaOH z dodatkiem 0,05%
Tween20. Gotowe ztoze agarozowe inkubowano w temperaturze pokojowej, w czasie 4
godzin, mieszajac co 1 godzing (immobilizacja hrA-SAAL). Optaszczone hrA-SAA1L ztoze
plukano trzykrotnie buforem oOptaszczajacym Coupling Buffer (4.1.17.1), a nastgpnie
blokowano pozostate wolne grupy wigzace ztoza poprzez jego inkubacje z 300 pl buforu
blokujacego Quenching Buffer (4.1.17.1) w temperaturze pokojowej, w czasie 30 minut. Po
trzykrotnym wyptukaniu buforem ptuczacym Wash solution (4.1.17.1), do ztoza dodawano
500 pl surowego preparatu antygenowego zawierajacego petng pule biatek membranowych
pratka gruzlicy (okotol-1,5 mg biatka) i inkubowano w temperaturze 4°C, przez noc na
kotysce laboratoryjnej w celu zwigzania si¢ potencjalnych ligandow mykobakteryjnych
z immobilizowanym na ztozu hrA-SAAL. Nastepnie ztoze ptukano pigciokrotnie buforem
pluczacym, rozcienczonym w proporcji 1:1 woda dejonizowang z dodatkiem 0,05%

Tween20, oraz trzykrotnie nierozcienczonym buforem phuczacym. Elucje ligandow
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zwigzanych z hrA-SAALl, immobilizowanym na zlozu agarozowym, prowadzono
dwukrotnie buforem do elucji Elution Buffer (4.1.17.1), stosujac kazdorazowo 100 pl tego
buforu oraz inkubacj¢ w temperaturze pokojowej, przez okres 10 minut. Wartosci pH
otrzymanych eluatéw neutralizowano poprzez dodatnie 5 ul roztworu 1M Tris-HCI, pH 9,0
(4.1.17). Obecne w eluowanych frakcjach biatka M. tuberculosis wiazace ludzki hrA-SAA1
precypitowano przy uzyciu acetonu, w proporcji 1 objetos¢ eluatu na 4 objetosci acetonu,
w temperaturze -20°C przez catg noc. Precypitowane biatka wirowano w temperaturze 4°C,
przy predkosci 16 000xg, w czasie 20 minut, a nast¢gpnie rozpuszczano w 40 pl PBS bez
jonow Ca?" i Mg?* (4.1.6).

4.2.4.3. Jednokierunkowy rozdzial elektroforetyczny SDS-PAGE

Wyizolowane z zastosowaniem chromatografii powinowactwa (4.4.2) ligandy
mykobakteryjne wigzace hrA-SAAL analizowano stosujac jednokierunkowy rozdziat
elektroforetyczny SDS-PAGE w warunkach redukujacych. Przed rozdziatlem proby
bialkowe denaturowano i redukowano przy uzyciu buforu probkowego (4.1.12)
w temperaturze 37°C, w czasie 20 minut, w tazni wodnej. Nast¢pnie biatka rozdzielano
w 12% poliakrylamidowym zelu, w buforze do rozdziatu elektroforetycznego (4.1.12) przy
napigciu 100V oraz W obecnos$ci wzorca masy relatywnej biatek PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific). Po rozdziale elektroforetycznym zel ptukano
trzykrotnie wodg dejonizowang, a nastgpnie barwiono frakcje biatkowe przy uzyciu
barwnika Imperial Protein Stain (Sigma) przez noc. Zel odbarwiano poprzez intensywne,
wielokrotne ptukanie woda dejonizowana, a nastgpnie analizowano w kierunku obecnos$ci

biatek pratka gruzlicy wigzacych hrA-SAAL.

4.2.4.4. Dwukierunkowy rozdzial elektroforetyczny 2D SDS-PAGE

Surowy preparat antygenowy, zawierajacy pelna pule bialek membranowych
M. tuberculosis, dializowano wobec wody dejonizowanej w temperaturze pokojowej, przez
okres 2 godzin, a nastepnie w temperaturze 4°C, przez okres 12 godzin. Odsolony preparat
biatkowy liofilizowano, a nast¢pnie rozpuszczano w buforze rehydratacyjnym (4.1.13) do
stezenia 1 pg/ul. Proby biatkowe inkubowano w temperaturze 37°C, przez okres 15 minut
1 nanoszono, w objetosci 125 pl, na poliakrylamidowe paski o dlugosci 7 cm. Po 12
godzinach rehydratacji, biatka ogniskowano w temperaturze pokojowej, przy uzyciu
linearnego gradientu pH 4-7 (rozdziat w pierwszym kierunku), w buforze do ogniskowania

izoelektrycznego (4.1.13), do osiagnigcia napiecia o wartosci 100kVh. Paski ze
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zogniskowanymi  biatkami réownowazono w buforze rownowazacym (4.1.13)
z dodatkiem DTT o koncowym st¢zeniu 2% przez okres 15 minut, a nastgpnie w tym samym
buforze z dodatkiem jodoacetamidu o koncowym stgzeniu 4,8% przez kolejne 15 minut.
W kolejnym etapie biatka rozdzielano w warunkach denaturujgcych, w buforze do rozdziatu
elektroforetycznego (4.1.12), przy napigciu 100V, stosujac 4-20% gradientowy oraz 12%
niegradientowy poliakrylamidowy zel, w obecnosci wzorca masy relatywnej biatek
Precision Plus Protein™ Standard (BIO-RAD). Po rozdziale elektroforetycznym zele
phukano trzykrotnie woda dejonizowang, a nastepnie frakcje biatkowe barwiono barwnikiem
Imperial Protein Stain (Sigma) przez noc. Zel odbarwiano poprzez intensywne, wielokrotne

phukanie woda dejonizowang.

4.2.45. Technika Western blot

Celem wytypowania ligandow wigzacych hrA-SAAL surowy preparat biatkowy
komorek pratka gruzlicy, zawierajacy petng pule biatek membranowych, rozdzielony przy
uzyciu jedno- oraz dwukierunkowego rozdziatu elektroforetycznego typu SDS-PAGE,

poddano analizie technika Western blot.

Przed wykonaniem elektrotransferu na nitrocelulozowa membrang, poliakrylamidowy
zel oraz celulozowe bibuty stabilizowano w buforze do transferu (4.1.14) w temperaturze
pokojowej, przez okres 15 minut. Rozdzielone elektroforetycznie biatka przenoszono na
nitrocelulozowe membrany stosujac pole elektryczne o napigciu 10V w temperaturze
pokojowej, w czasie 90 minut. W celu zablokowania wolnych miejsc na nitrocelulozowym
no$niku, membran¢ wraz z przeniesionymi biatkami inkubowano w komercyjnym buforze
blokujacym Western Blocker™ Solution (Sigma) w temperaturze 4°C, przez noc,
a nastgpnie plukano pigciokrotnie buforem pluczacym (4.1.9). W kolejnym etapie
przeniesione na membrang¢ mykobakteryjne biatka poddano reakcji wigzania
z bt-hrA-SAAL o stezeniu 5 pug/ml, w komercyjnym buforze PBS, zawierajagcym jony Ca?*
oraz Mg®* (4.1.18), z dodatkiem 0,1% BSA, w temperaturze pokojowej, w czasie 1,5
godziny. Po pigciokrotnym ptukaniu membrany buforem ptuczacym (4.1.9) zwigzany przez
mykobakteryjne biatka bt-hrA-SAA1l wykrywano przy uzyciu streptawidyny znakowanej
peroksydazg chrzanowa, rozcienczonej 1:1 000 w buforze pluczacym (4.1.9), wedlug
rekomendacji producenta, w temperaturze pokojowej, przez 1 godzing. Reakcje barwng

wywolywano z zastosowaniem roztworu 4-chloro-1-naftolu jako chromogenu (4.1.14).
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4.2.4.6. Tandemowa spektrometria mas ESI/MS/MS

Wytypowane, z zastosowaniem ztozonej metodologii obejmujgcej techniki
chromatografii powinowactwa i Western blot, mykobakteryjne biatka wigzace hrA-SAAL
przekazano do dalszej identyfikacji przy uzyciu tandemowej spektrometrii mas ESI/MS/MS
z jonizacjg czasteczek metodg elektrorozpylania (electrospray ionisation tandem mass
spectometry), komercyjnie wykonywanej w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii

Mas Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Do analizy przekazano wycigte fragmenty poliakrylamidowych Zzeli, zawierajace
wytypowane  mykobakteryjne  ligandy, ktore @w  ramach  przeprowadzanej
w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas procedury poddawano wstepnej
redukcji 1 blokowaniu zredukowanych wigzan disiarczkowych, a nastepnie degradacji
proteolitycznej przy uzyciu standardowo stosowanego enzymu trypsyny. Otrzymane
mieszaniny peptydow i ich fragmentéw rozdzielane byly z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, a pomiar ich mas wykonany byt przy uzyciu spektrometrii mas.
Analiza wynikéw obejmowata ich porownanie z baza danych sekwencji biatkowych (NCBI,
UniProt) przy pomocy oprogramowania MASCOT. Ponadto wykonano analize statystyczng
wiarygodnos$ci uzyskanych przypisan oraz okreslono liste biatek obecnych w dostarczonych

probach badanych.

4.2.5. Wiazanie hrA-SAAL przez rekombinowane bialka pratka gruzlicy
4.2.5.1. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanych bialek rAtpA i rABC pratka
gruzlicy w systemie ekspresyjnym E.coli BL21 (DE3)

Wykorzystane na tym etapie badan rekombinowane szczepy E. coli pHIS/atpA
i E. coli pHIS/abc zostaty skonstruowane przez dr hab. Anng Brzostek w ramach wspotpracy
z Pracownig Genetyki i Fizjologii Mycobacterium, Instytutu Biologii Medycznej Polskiej
Akademii Nauk w todzi. Oba szczepy otrzymano wedlug procedury opisanej przez
Sheffield i wsp., 1999 [248] na drodze transformacji komorek E. coli BL21 (DE3)
plazmidem ekspresyjnym pHIS-Parallell, niosgcym docelowy gen. Ponadto wektor ten
zawiera gen warunkujacy oporno$¢ na ampicyling oraz sekwencje kodujaca motyw
polihistydynowy, co umozliwia ekspresje biatek posiadajacych w czesci N-koncowej

domeng zbudowang z 6 histydyn (6-HIS Tag).
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Hodowle E. coli pHIS/atpA i E. coli pHIS/abc prowadzono w ptynnym podtozu LB
(4.1.2) z dodatkiem ampicyliny o koncowym stezeniu 100 ug/ml, w temperaturze 37°C,
z wytrzasaniem, do uzyskania zawiesin bakteryjnych o gestosci optycznej ODeoo=0,5.
Bakterie przechowywano w temperaturze 4°C, przez calg noc, a nastepnie hodowle
wirowano w temperaturze 4°C, przy predkosci 1 500xg, w czasie 10 minut oraz wysiewano
stosujac takie samo podloze hodowlane. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C
z wytrzasaniem do uzyskania zawiesin bakteryjnych o gestosci optycznej ODeoo=0,6.
Nadprodukcje rekombinowanych biatek rAtpA i rABC przez szczepy E. coli indukowano
przy uzyciu IPTG o koncowym stezeniu 0,5 mM, w temperaturze 37°C, w czasie 3 godzin,
stosujac intensywne wytrzasanie. Kontrole stanowily zawiesiny bakteryjne hodowane
w podtozu bez dodatku czynnika indukujacego nadprodukcje docelowych biatek. Nastepnie
bakterie wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 1 500xg, w czasie 10 minut,

a otrzymane osady przechowywano w -20°C.

W celu izolacji 1 oczyszczenia rekombinowanych bialek pratka gruzlicy rozmrozone
na lodzie osady bakterii lizowano w buforze BugBuster™ Protein Extraction Reagent
(Sigma) z dodatkiem 1 mg/ml lizozymu, 10 pg/ml PMSF oraz 25 U/ml benzonazy, stosujac
5 ml gotowego buforu na 1g osadu, a nastgpnie inkubowano w temperaturze pokojowe;j,
przez okres 20 minut. Obecne w cialkach inkluzyjnych nierozpuszczalne formy
rekombinowanych biatek rAtpA i rABC izolowano stosujac metode chromatografii
metalopowinowactwa przy uzyciu kolumn HisPur™ Cobalt Spin Columns (4.1.17.1),
zgodnie z procedurg zalecang przez producenta. Otrzymane 0sady, zawierajace ciatka
inkluzyjne, rozpuszczano w buforze 1x Binding Buffer (4.1.17.3) z dodatkiem 6M mocznika
i 10 ug/ml PMSF. W celu usunigcia nierozpuszczonych zanieczyszczen proby bakteryjne
wirowano w temperaturze 4°C przy predkosci 16 000xg, w czasie 30 minut, a otrzymane
ekstrakty biatkowe mieszano z jednakowa objetoscig buforu Equilibration/Wash Buffer
(4.1.17.1). Zalaczone w zestawie zloze agarozowe, wysycone jonami kobaltu (Co?*)
wigzacymi sekwencje 6-HIS Tag rekombinowanych biatek, rownowazono buforem
Equilibration/Wash Buffer (4.1.17.1) w objetosci odpowiadajacej dwukrotnej objetosci
ztoza agarozowego. Obecne w ekstraktach rekombinowane biatka rAtpA i1 rABC
oczyszczano stosujagc 30 minutowa inkubacje na zlozu agarozowym. Nastgpnie, PO
trzykrotnym wyptukaniu ztoza, rekombinowane mykobakteryjne biatka eluowano réwniez
trzykrotnie, buforem Elution Buffer (4.1.17.1), nanoszonym w objetosci 1 ml, a uzyskane

frakcje biatek rekombinowanych przechowywano w temperaturze 4°C.
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4.2.5.2. Nadprodukcja i oczyszczanie rozpuszczalnych, rekombinowanych bialek

rAtpA i rABC pratka gruzlicy w systemie ekspresyjnym E.coli BL21 (DE3)

Hodowle E. coli pHIS/atpA i E. coli pHIS/abc prowadzono w ptynnym podiozu LB
(4.1.2) z dodatkiem ampicyliny o koncowym stezeniu 100 pg/ml w temperaturze 37°C,
z wytrzasaniem, do uzyskania zawiesin bakteryjnych o gestosci optycznej ODegoo=0,6.
Nastepnie zawiesiny bakteryjne schlodzono do temperatury pokojowej, a nadprodukcje
rekombinowanych biatek rAtpA i rABC przez szczepy E. coli indukowano przy uzyciu
IPTG o kofnicowym stezeniu 0,4 mM, w temperaturze 25°C, w czasie 4 godzin, stosujac
intensywne wytrzasanie. Kontrole stanowity zawiesiny bakteryjne hodowane w podtozu bez
dodatku czynnika indukujacego nadprodukcje docelowych biatek. Nastepnie bakterie

wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 8 000xg, w czasie 10 minut.

W celu izolacji 1 oczyszczenia rekombinowanych bialek pratka gruzlicy otrzymane
osady bakterii zawieszano w 5 ml buforu 1x Binding Buffer (4.1.17.3) z dodatkiem 100
png/ml lizozymu, 174 pg/ml PMSF oraz 10 U/ml benzonazy, a nastgpnie inkubowano
w temperaturze 4°C, przez okres 30 minut. Zawiesiny bakteryjne dezintegrowano przy
uzyciu homogenizatora Bioblock Scientific Ultrasonic Homogenizer (Labo Plus) stosujac
dziesig¢ 10-sekundowych cykli, przedzielonych 1-minutowymi przerwami. W celu pozbycia
si¢ resztek komorek otrzymane homogenizaty wirowano w temperaturze 4°C, przy
predkosci 13 000xg, w czasie 40 minut. Supernatanty, zawierajace rozpuszczalne,
rekombinowane biatka rAtpA i rABC saczono przez nitrocelulozowe filtry o $rednicy porow
0,45 pm, a nastgpnie o0czyszczano wykorzystujac komercyjny zestaw His*Bind®
Purification Kit (4.1.17.3), nieznacznie modyfikujac procedure zalecang przez producenta.
Zalaczone w zestawie zloze agarozowe, zawierajagce immobilizowane jony niklu (Ni?")
wiazace sekwencje 6-HIS Tag rekombinowanych bialek, rOwnowazono poprzez przemycie
woda dejonizowang (3 objetosci ztoza), buforem 1x Charge Buffer (5 objetosci zloza;
4.1.17.3) oraz buforem do 1x Binding Buffer (3 objetosci ztoza; 4.1.17.3). Otrzymane
W pierwszym etapie supernatanty, zawierajace rozpuszczalne, rekombinowane biatka, 5-
krotnie przepuszczano przez zloze, ktore nastepnie ptukano buforem 1x Binding Buffer (10
objetosci ztoza; 4.1.17.3) oraz buforem pluczacym Ix Wash Buffer (6 objetosci zloza;
4.1.17.3). W kolejnym etapie rekombinowane biatka eluowano buforem do elucji 1x Elute
Buffer (10 ml; 4.1.17.3), zbierajac je w postaci frakcji o objetosci 1 ml. W celu wymiany
buforu na bufor Tris-NaCl, pH 7,5 (4.1.18) otrzymane frakcje biatek rekombinowanych
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nanoszono na kolumny PD-10 Columns-CGE (GE Healthcare), (4.1.17), a nastgpnie
zatgzano do koncowej objetoéci 1 ml przy uzyciu ultrafiltréow Amicon® Ultra Centrifugal
Filter Units (4.1.17) o wartosci granicznej 30 kDa, wedtug procedury rekomendowanej przez
producenta. W celu przedluzenia stabilnosci rozpuszczalnych rekombinowanych biatek
dodawano do nich glicerol, do koncowego stezenia 10%, a nastgpnie porcjowano

I przechowywano w -20°C.
4.2.5.3. Oznaczenie stezenia bialek metoda Bredford

Stezenie biatek rekombinowanych oznaczano z wykorzystaniem odczynnika Bradford
Reagent (Sigma), zgodnie z protokotem rekomendowanym przez producenta. Stezenie
biatka okre$lano na podstawie krzywej wzorcowej zaleznosci warto$ci absorbancji od
stezenia albuminy bydlecej (BSA) w zakresie stezen od 0,1 do 1,4 mg/ml. Do studzienek
plytki 96-studzienkowej nanoszono po 5 pl zebranych frakcji rekombinowanych biatek oraz
poszczegbdlnych stezen wzorcowego bialka, a nastepnie dodawano 250 pl odczynnika
Bradford. Proby inkubowano w temperaturze pokojowej przez okres 5 minut. Warto$ci
absorbancji przy dtugosci fali A= 595 nm mierzono stosujac czytnik Multiscan EX (Thermo

Scientific).

4.2.5.4. Identyfikacja rekombinowanych bialek rAtpA i rABC pratka gruzlicy
technika Western blot

Otrzymane z ciatek inkluzyjnych oraz rozpuszczalne rekombinowane biatka rAtpA
i rABC rozdzielano w 12% poliakrylamidowym zelu wedlug procedury opisanej
w podrozdziale 4.2.4.3. Elektrotransfer rekombinowanych bialek na nitrocelulozowe
membrany wykonano wedtug procedury opisanej w podrozdziale 4.2.4.5. Przeniesione na
nitrocelulozowe membrany rekombinowane biatka rAtpA i rABC pratka gruzlicy
inkubowano z monoklonalnymi, mysimi przeciwciatami izotopu IgGl swoistymi dla
motywu 6-His Tag (4.1.14), w stgzeniu 0,4 pg/ml, w buforze pluczacym (4.1.9),
w temperaturze pokojowej, przez okres 1 godziny. Powstate kompleksy immunologiczne
rekombinowane  biatko-przeciwcialo  wykrywano poprzez inkubacj¢ membran
nitrocelulozowych z poliklonalnymi, kozimi przeciwcialami klasy IgG swoistymi dla
immunoglobulin myszy, znakowanymi peroksydazg chrzanowsg (4.1.14), w stezeniu 0,2
ug/ml, w buforze ptuczacym (4.1.9), w temperaturze pokojowej, przez okres 1 godziny.

Reakcje barwng wywotywano z zastosowaniem roztworu 4-chloro-1-naftolu jako
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chromogenu (4.1.14). Optymalne stezenia stosowanych immunoglobulin ustalono

eksperymentalnie we wstepnych doswiadczeniach.

4.2.5.5. Otrzymanie surowic odpornosciowych

Surowice odporno$ciowe, swoiste dla biatka rAtpA i rABC, otrzymano na drodze
immunizacji krolikow rasy Biatej Nowozelandzkiej. Zastosowany kalendarz szczepien
obejmowatl podanie droga podskérng dawek antygenu (I — 250 pg, II — 200 pg,
Il — 200 pug) w postaci emulsji z nickompletnym adiuwantem Freunda, w odst¢pach
3-tygodniowych. Siedem dni po ostatnim szczepieniu, z zyty brzeznej ucha pobrane zostaty
proby krwi o objetosci 0,5 ml w celu okreslenia efektywnosci zastosowanej procedury
immunizacji, w oparciu o miana swoistych przeciwcial wyznaczone z wykorzystaniem
posredniego testu immunoenzymatycznego ELISA, wykonywanego wedlug procedury

opisanej w podrozdziale 4.5.6.

Dawka 250 pg 200 pg 200 pg i i
(w 800 pl)
. (} b 4 v v v /J\ X
© 0 Q 0 A ? >
) " - | ’ "S’UUUUUUUUUUU'._:
posredni test ELISA

sprawdzenie otrzymanie

efektywnosci surowicy

immunizacji
Ryc. 9. Schemat immunizacji krolikoéw rasy Bialej Nowozelandzkiej oraz otrzymania surowic
odpornosciowych

Dziesie¢ dni po ostatniej immunizacji oraz po ustaleniu miana przeciwciat swoistych
dla biatka rAtpA i1 rABC kroliki poddano znieczuleniu ogélnemu i pobrano od nich krew
przez naklucie dosercowe. Krolicza krew pelng inkubowano w temperaturze 37°C,
w czasie 1 godziny, a nastepnie, po odklejeniu skrzepow w temperaturze 4°C przez okres 4-
5 godzin. Otrzymang surowic¢ wirowano w temperaturze 4°C, przy predkosci 720xg,
w czasie 15 minut w celu usuni¢cia elementow morfotycznych krwi, porcjowano

I przechowywano w -20°C (Ryc. 9).
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4.2.5.6. OkreSlenie miana przeciwcial z wykorzystaniem posredniego testu

immunoenzymatycznego ELISA

W celu okreslenia miana kroliczych immunoglobulin klasy IgG swoistych dla

rekombinowanego biatka rAtpa lub rABC wykorzystano posredni test ELISA.

Studzienki ptytki 96-studzienkowej optaszczano odpowiednim rekombinowanym
antygenem o stezeniu 20 pg/ml (100 pl) w buforze weglanowym, pH 9,6 (4.1.9),
w temperaturze 4°C przez calg noc. Kolejnego dnia studzienki ptukano trzykrotnie buforem
phluczacym (4.1.9), a wolne miejsca na polisterynowym no$niku blokowano stosujgc 280 pl
buforu blokujgcego (4.1.9), w temperaturze 37°C przez okres 1 godziny. Po ponownym,
trzykrotnym ptukaniu buforem ptuczacym (4.1.9) do studzienek nanoszono surowice badane
(100 upl) w rozcienczeniach od 1:100 do 1:51 200 w buforze blokujagcym (4.1.9)
i inkubowano w temperaturze 37°C przez okres 1 godziny. W kolejnym etapie do
wyptukanych trzykrotnie buforem ptuczacym (4.1.9) studzienek nanoszono poliklonalne,
kozie przeciwciata klasy IgG swoiste dla kroliczych immunoglobulin klasy IgG, znakowane
peroksydaza chrzanowa (100 ul) w rozcienczeniu 1:2000, w buforze blokujacym (4.1.9)
i inkubowano w temperaturze 37°C przez okres 1 godziny. Reakcj¢ barwng wywotywano
stosujac roztwor substratu 1 chromogenu (4.1.9) dodawanego w objetosci 100ul do kazdej
studzienki w temperaturze pokojowej, w ciemnosci, w czasie 20 minut. Wartosci OD prob
badanych i kontrolnych mierzono przy dhugosci fali A=405 nm stosujac czytnik Multiscan
EX (Thermo Scientific).

4.2.5.7. Wigzanie hrA-SAA1 przez rekombinowane bialka pratka gruzlicy

W celu potwierdzenia zdolno$ci wytypowanych biatek pratka gruzlicy do wigzania
hrA-SAA1 wykorzystano technike Western blot. Rekombinowane mykobakteryjne biatka
rAtpA i rABC, w ilosci 2 pg i 5 pg, rozdzielono w 12% poliakrylamidowym zelu wedtug
procedury opisanej w podrozdziale 4.2.4.3. Elektrotransfer rekombinowanych bialek na
nitrocelulozowe membrany wykonano wedtug procedury opisanej w podrozdziale 4.2.4.5.
Przeniesione na nitrocelulozowe membrany mykobakteryjne biatka poddano reakcji
wigzania z bt-hrA-SAA1 o koncowym stezeniu 10 pg/ml w buforze ptuczagcym (4.1.9),
z dodatkiem 0,1% BSA oraz 0,05% Tween20, w temperaturze pokojowej przez okres 2
godzin. Wigzanie bt-hrA-SAA1 do mykobakteryjnych bialek wykrywano przy uzyciu

streptawidyny znakowanej peroksydazg chrzanowa, rozcienczonej 1:1 000 w buforze
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pluczacym (4.1.9), wedtug rekomendacji producenta, w temperaturze pokojowej przez 1
godzine¢. Reakcje barwng wywotywano z zastosowaniem roztworu 4-chloro-1-naftolu jako

chromogenu (4.1.14).

4.2.5.8. Swoistos¢ wigzania hrA-SAAL przez rekombinowane bialka rAtpA i rABC
pratka gruzlicy

Swoistos¢ interakcji biatek rAtpA i rABC pratka gruzlicy z hrA-SAAL oceniano
z zastosowaniem powierzchniowego rezonansu plazmonowego, wykonywanego przy
wspotpracy z dr Jakubem Kryczka z Pracowni Sygnalizacji Komoérkowej, Instytutu Biologii

Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi.

Przed wykonaniem analizy rozpuszczalne biatka rAtpA 1 rABC pratka gruzlicy
nanoszono na kolumny PD-10 Columns-CGE (4.1.17) w celu wymiany buforu Tris-NaCl,
pH 7,5 (4.1.18) na bufor PBS bez jonéw Ca?" i Mg?" (4.1.6), a nastepnie rozcienczano
w tym samym buforze do wartosci stezen 2,5 uM, 5 uM, 10 uM i 20 uM. Rekombinowany
ludzki SAAL kowalencyjnie immobilizowano na powierzchni sensorowego chipu CMD5,
stosujagc procedur¢ rekomendowang przez producenta. Kontrole oznaczenia stanowita
kowalencyjnie immobilizowana albumina surowicy bydlgcej. Rezonans plazmonowy
wykonywano w buforze PBS bez jonow Ca®* i Mg?* (4.1.6) z dodatkiem surfaktantu P20
o koncowym stezeniu 0,005%, w temperaturze 22°C. Tworzenie kompleksow hrA-SAA1-

rekombinowane bialko pratka gruzlicy obserwowano przy wartosci przeptywu 5 pl/min.

4.2.6. Konstrukcja szczepéw mutantow M. tuberculosis z nadprodukcja bialek
wiazacych hrA-SAA1

Wykorzystane w pracy doktorskiej szczepy mutanty MtbAtpAt oraz MtbABCT,
zdolne do indukowanej tetracykling nadprodukcji biatka AtpA (Rv1308) lub ABC
(Rv2477c), zostaly skonstruowane przez dr hab. Anna Brzostek w ramach wspotpracy
z Pracownig Genetyki i1 Fizjologii Mycobacterium, Instytutu Biologii Medycznej Polskiej
Akademii Nauk w Lodzi. Szczepy mutanty otrzymano na drodze transformacji komorek
pratka gruzlicy replikacyjnym plazmidem pKWO08 noszagcym docelowy gen

I pod kontrolg promotora tetracyklinowego (ptet).
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4.2.6.1. Potwierdzenie nadprodukcji bialek AtpA i ABC przez szczepy mutanty
MtbAtpA7T i MtbABC? technika Western blot

Izolacje biatek rAtpA i rABC z szczepéw MtbAtpA?T i MtbABC1? przeprowadzono
zgodnie z procedura opisang w punkcie 4.2.4.1 Iloé¢ biatka w otrzymanych preparatach
biatkowych oznaczano z wykorzystaniem odczynnika Bradford Reagent (Sigma) zgodnie
z procedurg opisang w podrodziale 4.2.5.3. Otrzymane preparaty biatkowe, w ilosci 5 ug, 10
ug i 20 pg, rozdzielano elektroforetycznie w 12% poliakrylamidowym zelu, zgodnie
z procedurg opisang w podrozdziale 4.2.4.3. Elektrotransfer rozdzielonych biatek na
nitrocelulozowe membrany przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale
4.2.5.4. Przeniesione na nitrocelulozowe membrany biatka rAtpA i rABC inkubowano
z kroliczymi surowicami swoistymi dla biatka AtpA (rozcienczenie 1:1 000) lub ABC
(rozcienczenie 1:500) rozcienczonymi w buforze ptuczacym (4.1.9), w temperaturze
pokojowej przez okres 1 godziny. Powstate kompleksy immunologiczne rekombinowane
biatko-przeciwcialo wykrywano poprzez inkubacj¢ membran nitrocelulozowych
z poliklonalnymi, kozimi przeciwciatami klasy IgG swoistymi dla immunoglobulin
kroliczych, znakowanymi peroksydaza chrzanowa, w rozcienczeniu 1:2 000, w buforze
pluczacym (4.1.9), w temperaturze pokojowej przez okres 1 godziny. Reakcje barwnag
wywolywano z zastosowaniem roztworu 4-chloro-1-naftolu jako chromogenu (4.1.14).
Optymalne stezenia stosowanych immunoglobulin ustalono eksperymentalnie we

wstepnych doswiadczeniach.

4.2.7. Otrzymywanie ludzkich makrofagow pochodzenia monocytarnego

4.2.7.1. Izolacja PBMC z kozuszka leukocytarno-plytkowego

Ludzkie makrofagi pochodzenia monocytarnego otrzymano zgodnie z procedura
opisang przez Seager Danciger i wsp., 2004 [249]. Kozuszek leukocytarno-ptytkowy,
otrzymany z pelnej krwi zdrowych dawcow, rozcienczano dwukrotnie w buforze
PBS/EDTA (4.1.6), a nastepnie nawarstwiano na gradient Histopaque®-1077 (Sigma)
W proporcji 2:1 1 wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 400xg (bez
hamowania), w czasie 30 minut. Otrzymang interfaze, zawierajaca frakcje jednojadrzastych

komorek krwi obwodowej (PBMC), ptukano trzykrotnie PBS/EDTA (4.1.6) wirujac
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komorki w temperaturze pokojowej, przy predkosci 300xg (pierwsze wirowanie) oraz 120xg

(drugie i trzecie wirowanie), w czasie 10 minut w celu pozbycia si¢ ptytek krwi (Ryc. 10).

mL

15 \'@_ 45 L
40— _--f . 40 —i-
. 35
Kozuszek 400xg, 30 min, 24°C | 2
leukocytarno-plytkowy, > L Osocze krwi
2x rozciericzon; _=
v “— | ppmc A\

- - Histopaque®-1077/granulocyty

10

10

Histopaque®-1077 =

Ryc. 10. Rozdzial kozuszka leukocytarno-plytkowego z zastosowaniem wirowania w gradiencie gestoS$ci
Histopaque®-1077

4.2.7.2. Okreslenie gestosci i zywotnosci komorek

Gesto§¢ oraz zywotno$¢ komorek oceniano przy uzyciu komory Biirkera oraz
mikroskopu $wietlnego stosujac 0,4% roztwor biekitu trypanu Trypan Blue Dye (4.1.6)

w proporcji 1:1. Gestos¢ liczono ze wzoru:
d=LxRx10*

d — liczba komorek na 1 ml zawiesiny
L — liczba komorek
R — rozcienczenie zawiesiny komorek

Zywotno$¢, wyrazang w procentach, liczono ze wzoru:

Lw —Lm
z=————x100%
Lw

Z — zywotnos¢
Lw — liczba wszystkich komoérek (nie mniej niz 100)

Lm — liczba martwych komorek
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4.2.7.3. Izolacja monocytow krwi obwodowej

Zawiesing PBMC (125x10° komorek) wirowano w temperaturze pokojowej, przy
predkosci 300xg, w czasie 10 minut, a nast¢pnie zawieszano w 25 ml podtoza A (4.1.5),
nawarstwiano na 46% roztwor izoosmotycznego perkolu (4.1.6) w proporcji 1:1
1 wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 550xg (bez hamowania), w czasie 30
minut. Interfazg, zawierajaca monocyty krwi obwodowej, plukano jednokrotnie
zimnym PBS/EDTA (4.1.6) wirujgc komorki w temperaturze 4°C, przy predkosci 400xg,
w czasie 10 minut. W kolejnym etapie osad komorek zawieszano w zimnym PBS bez jonow
Ca?" i Mg?* (4.1.6) i oceniano gesto$¢, a takze zywotno$¢ stosujac procedury opisana
w podrozdziale 4.2.7.2. Czysto$¢ otrzymanej zawiesiny monocytow krwi obwodowej
okreslano w mikroskopie $wietlnym oceniajagc morfologie komorek w rozmazach

barwionych 0,4% wodnym roztworem barwnika Giemzy.
4.2.7.4. Réznicowanie makrofagéw z monocytow krwi obwodowej

Monocyty krwi obwodowej, wyizolowane z kozuszka leukocytarno-plytkowego,
roznicowano do makrofagbw w obecno$ci rekombinowanego, ludzkiego czynnika
stymulujacego tworzenie kolonii makrofagdéw. Potrzebng do eksperymentu ilo§¢ komoérek
wirowano w temperaturze 4°C, przy predkosci 400xg, w czasiel0 minut, a nastgpnie
zawieszano w podtozu B i hodowano na ptytkach 24-studzienkowych w liczbie 5x10°
komorek/studzienke, w wilgotnej atmosferze z dodatkiem 10% CO2, w temperaturze 37°C,

przez okres 8 dni. Komorki, po 5 dniach hodowli, dozywiano podtozem B (4.1.6).

4.2.8. Wplyw interakcji pratka gruzlicy z hrA-SAAl na wczesne etapy infekcji
ludzkich makrofagow
4.2.8.1. Oplaszczanie M. tuberculosis ludzkim rA-SAA1

Hodowle wyjsciowego szczepu pratka gruzlicy oraz szczepéw MtbhAtpA1T i MtbABC1
0 gestosci optycznej ODe0o=0,8-1,0, w objetosci odpowiadajacej 1x10® komoérek bakterii
wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 4 000xg, w czasie 20 minut.
Optaszczanie komorek bakterii ludzkim biatkiem ostrej fazy prowadzono w 0,5 ml podtoza
C (4.1.5), zawierajagcego hrA-SAALl o koncowym stezeniu 3 upg/ml lub 15 pg/ml,
I inkubowano w tazni wodnej o temperaturze 37°C przez okres 1,5 godziny. Kontrolg

stanowity odpowiednie zawiesiny bakteryjne zawieszone w podtozu C (4.1.5), bez dodatku
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hrA-SAAL. Nastepnie bakterie wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci

4 000xg, w czasie 20 minut i zawieszano w podiozu D (4.1.5).

4.2.8.2. Fagocytoza

Dzien przed eksperymentem dojrzate ludzkie makrofagi ptukano jednokrotnie
podlozem F (4.1.5), oraz dwukrotnie podlozem G (4.1.5) w celu usunigcia
niewyroznicowanych komorek oraz antybiotykow o dziataniu pratkob6jczym. Nastepnie do
komoérek dodano podtoze D (4.1.5) oraz zakazano je odpowiednimi bakteriami
optaszczonymi badZz nicoptaszczonymi hrA-SAALl w stosunku 10 komorek bakterii na
1 makrofaga na (MOI=10:1) i wirowano w temperaturze 37°C, przy predkosci 1 000xg,
w czasie 10 minut, w celu osadzenia bakterii na dnie studzienek. Fagocytoze prowadzono
w wilgotnej atmosferze zawierajacej 10% CO2, w temperaturze 37°C przez okres 2 godzin.
Makrofagi wraz z pochtonietymi pratkami gruzlicy ptukano trzykrotnie podtozem G (4.1.5)
w celu usunigcia zlokalizowanych zewnatrzkomorkowo oraz nieprzylegajacych do

makrofagéw bakterii i lizowano lub hodowano w podtozu E (4.1.5).
4.2.8.3. OkreSlenie liczby jednostek koloniotworczych (CFU)

Wpltyw wigzania hrA-SAAL przez pratka gruzlicy na przyleganie i wnikanie tych
bakterii do ludzkich makrofagdéw oceniano bezposrednio po fagocytozie (dzien O0).
W przypadku oceny przylegania bakterii do komodrek docelowych, makrofagi
z pochlonietymi bakteriami poddano dodatkowej inkubacji w podlozu E (4.1.5)
zawierajacym gentamycyn¢ o koncowym stezeniu 1 mg/ml, w wilgotnej atmosferze
zawierajacej 10% CO2, w temperaturze 37°C przez okres 2 godzin (w celu usunigcia
zlokalizowanych  zewnatrzkomérkowo  pratkow  gruzlicy). Zdolno$¢ bakterii  do
wewnatrzkomorkowego wzrostu w obecnosci badanego biatka ostrej fazy okreslano po 72
godzinach (dzien 3) oraz 144 godzinach (dzien 6) hodowli makrofagéw z pochtonigetymi
pratkami gruzlicy w wilgotnej atmosferze zawierajacej 10% CO2, w temperaturze 37°C.
Izolacje bakterii z ludzkich makrofagdéw przeprowadzano poprzez lize fagocytéw stosujac
bufor do lizy (4.1.18) w objetosci 1 ml/studzienke. W celu uwzglednienia, w dniu 3 i 6,
bakterii znajdujacych sie pozakomodrkowo, podloze znad hodowli makrofagéw wirowano w
temperaturze pokojowej, przy predkosci 4 000xg, w czasie 20 minut, a nastepnie lizowano
1laczono ze znajdujacym si¢ w studzienkach lizatem fagocytow do konicowej objetosci 1 ml.

W kolejnym etapie bakterie rozcienczano stosujac Szereg 10-krotnych rozcienczen
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w ptynnym podtozu Middlebrook’a 7H9 (4.1.2) i wysiewano z wybranych rozcieficzen na
state podtoze Middlebrook’a 7H10 (4.1.2). Wyro$nigte na podtozach stalych kolonie pratka
gruzlicy liczono po trzech tygodniach hodowli bakterii w wilgotnej atmosferze,

w temperaturze 37°C.
4.2.9. Analiza proteomiczna szczepéw mutantéw MtbAtpA7T i MtbABC?

Wptyw nadprodukcji biatka AtpA i ABC u szczepow mutantow MtbAtpA1
I MtbABC1 na proteom tych bakterii okreslano poprzez wykonanie komercyjnej analizy
proteomicznej z zastosowaniem spektrometrii mas ESI/MS/MS w Srodowiskowym
Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Biochemii i Biologii Molekularnej Polskiej

Akademii Nauk w Warszawie.

Izolacje proteomu wyjSciowego szczepu pratka gruzlicy oraz szczepéw mutantow
MtbAtpA7T i MtbABC? przeprowadzano z 10 ml odpowiedniej hodowli o gestosci optyczne;j
Ds00=0,8-1,0. Bakterie wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci 4 000xg, przez
okres 20 minut oraz trzykrotnie plukano buforem PBS bez jonow Ca?*
i Mg?* (4.1.6) poprzez wirowanie w tych samych warunkach. Osady bakterii zawieszano
w 200 pl buforu do izolacji proteomu (4.1.16), a nastegpnie dodawano kulki krzemionkowe
o srednicy 0,1 mm w proporcji 1 objetos¢ kulek na 2 objetosci zawiesiny bakteryjnej.
Komorki pratkéw dezintegrowano w homogenizatorze komoérkowym FastPrep-24 (MP
Biomedicals) stosujac trzy 45-sekundowe cykle, przy predkosci 6 M/s, przedzielone
S-minutowymi etapami chlodzenia na tazni lodowej. W kolejnym etapie zawiesiny
bakteryjne wirowano w temperaturze 4°C, przy predkosci 16 000xg, w czasie 10 minut. [1o§¢
biatka w otrzymanych supernatantach, zawierajacych pelen zestaw biatek pratkow gruZlicy,
oznaczano z wykorzystaniem odczynnika Bradford Reagent (Sigma) zgodnie
z procedurg opisang w podrozdziale 4.2.5.3. a nastgpnie porcjowano i przechowywano
w temperaturze -20°C. Przed wykonaniem analizy spektrometrycznej 20ug odpowiedniego
preparatu biatkowego precypitowano stosujac zimny aceton, w proporcji 4 objetosci acetonu
na 1 objetos¢ proby, w temperaturze -20°C, przez cata noc. W kolejnym etapie precypitaty
wirowano w temperaturze 4°C, przy predkosci 16 000xg, przez okres 15 minut. Nadmiar
acetonu dokladnie usuwano, a osady zawierajace proteom pratkow gruzlicy suszono
w temperaturze pokojowej, w czasie 15 minut i przekazywano do analizy proteomicznej
z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI/MS/MS. Uzyskane dane proteomiczne w formacie

surowym analizowano z wykorzystaniem oprogramowania MaxQuant w wersji 1.6.3.4,
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stosujac fabrycznie ustawione parametry przeszukiwania, wobec bazy danych biatek
M. tuberculosis (Tuberculist_v25, www.mycobrowser.epfl.ch). Przy przeszukiwaniu jako
mozliwe statle modyfikacje wybrano karbamidometylacje cystein, natomiast oksydacje
i acetylacje N-koncoéw biatek jako modyfikacje zmienne. Wyniki analiz z wykorzystaniem
MaxQuant majg charakter danych poéhilosciowych i zostaly wyliczone na podstawie
intensywnosci pikow masowych identyfikowanych dla poszczegdlnych peptydow,
przyporzadkowanych do odpowiednich biatek.

4.2.10. Analiza transkryptomu pratka gruzlicy w odpowiedzi na wigzanie

hrA-SAAl

Wpltyw wiazania hrA-SAA1L przez pratki gruzlicy na odpowiedz funkcjonalng tych
bakterii na poziomie transkryptomu okre$lano poprzez wykonanie analizy ilo$ciowej
i jakosciowej RNA M. tuberculosis. Izolacjc RNA bakterii przeprowadzono przy
wspotpracy z dr Renatg Plocinska oraz dr Przemystawem Plocinskim z Pracowni Genetyki
i Fizjologii Mycobacterium Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi.
Materiat genetyczny zostal przekazany do sekwencjonowania w technologii Illumina,
wykonywanego komercyjnie przez Pracowni¢ Biobank Katedry Biofizyki Molekularne;j
Uniwersytetu £odzkiego.

Hodowle pratka gruzlicy H37Rv, 0 gestosci optycznej ODgoo=0,8-1,0,
w objetosci odpowiadajacej 2x10® komérek bakterii, wirowano w temperaturze pokojowe;j,
przy predkosci 4 000xg, przez okres 20 minut. Optaszczanie komorek bakterii ludzkim
biatkiem ostrej fazy prowadzono w 0,5 ml podtoza C (4.1.5) zawierajacego hrA-SAA1
o koncowym stezeniu 15 ug/ml i inkubowano w temperaturze 37°C, w czasie 3 godzin.
Kontrole stanowity zawiesiny bakteryjne zawieszone w podtozu C (4.1.5), bez dodatku
hrA-SAAL. Nastepnie bakteric wirowano w temperaturze pokojowej, przy predkosci
4 000xg, w czasie 20 minut, zawieszano w 300 pl wody wolnej od nukleaz (4.1.15)
i dodawano bufor do izolacji RNA (4.1.15) w proporcjach 1 objetos¢ zawiesiny bakteryjne;j
na 3 objetosci buforu. W kolejnym etapie do zawiesin bakteryjnych dodawano kulki
krzemionkowe o S$rednicy 0,1 mm, chtodzono na tazni lodowej i dezintegrowano
w homogenizatorze komoérkowym FastPrep-24 (MP Biomedicals) stosujac dwa
45-sekundowe cykle, przy predkosci 6 M/s, przedzielone S-minutowymi etapami chtodzenia
na tazni lodowej. Otrzymane homogenizaty bakteryjne chlodzono na tazni lodowej do

momentu opadnigcia kulek krzemionkowych na dno probowek, a nastgpnie zebrane znad
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osadow lizaty wirowano w temperaturze 4°C, przy predkosci 12 000xg, w czasie 5 minut,
w celu pozbycia si¢ resztek komorek oraz genomowego DNA zwigzanego
z nukleoproteinami. Otrzymane supernatanty inkubowano w temperaturze pokojowej, przez
okres 5 minut, w celu dysocjacji nukleoprotein zwigzanych z RNA, a nastgpnie do
klarownych lizatow dodawano 250 pl chloroformu i wytrzasano do uzyskania jednolitej
emulsji. W celu separacji faz proby inkubowano w czasie 10 minut na tazni lodowej
i wirowano w temperaturze 4°C przy predkosci 12 000xg przez okres 15 minut. Gorna,
wodng fazg, zawierajagcg RNA pratkow gruzlicy, precypitowano w obecnosci jednej
objetosci zimnego izopropanolu, 0,1 objetosci 3M roztworu octanu potasu (4.1.15) oraz 2 ul
glikogenu GlycoBlue (Thermo Scientific) w temperaturze -20°C, w czasie 30 minut,
a nastepnic w temperaturze -80°C, w czasie 16 godzin. Precypitaty wirowano
w temperaturze 4°C, przy predkosci 20 000xg, przez okres 30 minut, a otrzymany osad,
zawierajacy RNA pratkow gruzlicy, plukano 70% wodnym roztworem etanolu (4.1.15),
wirujac w tych samych warunkach. Osady, zawierajace bakteryjny RNA, suszono przez
okres 20 minut na tazni lodowej, zawieszano w 50 ul wody wolnej od nukleaz (4.1.15),
dodawano 1 pl inhibitora RNaz (4.1.15) i inkubowano przez 30 minut na fazni lodowej oraz
przechowywano w -80°C. Ste¢zenie wyizolowanego materiatu genetycznego mierzono przy
uzyciu spektrofotometru DS11 FX (Denovix). Analiza jakosciowa RNA, obejmujgca oceng
stosunku absorbancji 260/280 (>2) oraz integralnosci RNA (>8,5), zostala wykonana przy
uzyciu zestawu odczynnikéw RNA Nano (Agilent) oraz urzadzenia 2100 Bioanalyzer

Instrument (Agilent) zgodnie z protokotem rekomendowanym przez producenta.

Przed wykonaniem sekwencjonowania preparaty zawierajace RNA pratka gruZlicy,
odpowiadajace okoto 10 pg materiatu genetycznego, trawiono enzymem DNazg I Turbo
(Thermo Fisher Scientific) wedtug procedury rekomendowanej przez producenta, w celu
pozbycia si¢ DNA. RNA oczyszczano z wykorzystaniem odczynnika AMPure XP
(Beckman), zawierajacego mikroczastki magnetyczne wiazace kwasy nukleinowe, stosujac
2 objetosci odczynnika na 1 objetos¢ probki RNA. Proby inkubowano w temperaturze
pokojowej przez okres 10 minut i zbierano na ztozu magnetycznym. Nastepnie osady RNA
zwigzane na ztozu magnetycznego ptukano dwukrotnie objetoscig 500 ul 80% wodnego
roztworu etanolu przez okres 30 sekund. Oczyszczone RNA odzyskiwano poprzez
zawieszenie zloza magnetycznego w wodzie wolnej od RNaz (4.1.5) i odseparowanie
mikroczastek na statywie magnetycznym. Do przygotowania kazdej z bibliotek RNASeq

wykorzystywano 2 ug oczyszczonego RNA. W kolejnym etapie z materiatu genetycznego
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usuwano rybosomalne RNA z wykorzystaniem zestawu Ribo-Zero® rRNA Removal Kit
(Illumina) wedlug procedury zalecanej przez producenta. RNA poddane rybodeplecji
ponownie oczyszczano z uzyciem odczynnika AMPure XP (Beckman) wedlug procedury
opisanej powyzej. Niciowo-specyficzne biblioteki RNAseq uzyskiwano z RNA pratkow
gruzlicy przy uzyciu zestawu KAPA Stranded RNA-Seq Library Preparation Kit (Roche).
Ilos¢ 1 jakos¢ bibliotek oceniano przy uzyciu zestawu DNA 1000 (Agilent)
z wykorzystaniem urzadzenia 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent). Biblioteki
normalizowano na podstawie analizy PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem
zestawu NEBNext® (NEB), a nastepnie sekwencjonowano w technologii Illumina na
urzadzeniu NextSeq550 (Illumina). Analiza bioinformatyczna otrzymanych surowych
wynikow sekwencjonowania polegata na odcigciu sekwencji adapteréw oraz odfiltrowaniu
odczytow zbyt krétkich (<20nt) lub/i o niskiej jakosci (<30) z wykorzystaniem skryptu
Cutadapt, oraz odseparowaniu odczytéw o wysokiej jakosci sygnaldw, wytypowanych przy
pomocy algorytmu Sickle. Odczyty te zostaly wykorzystane do mapowania wzgledem
referencyjnego genomu pratka w wersji NC_000926.3, pobranego z bazy NCBI
(www.ncbhi.nlm.nih.gov), z wykorzystaniem programu Bowtie2. Zmapowane odczyty
zostaly nastepnie przyporzadkowane i zliczone do odpowiednich transkryptéw badz genow
przy pomocy oprogramowania HTSeg-count, uwzgledniajac specyficznos¢ nici sekwencji.
Roznice w ekspresji wizualizowano przy pomocy platformy RNA-seq Degust

(http://degust.erc.monash.edu/) oraz algorytmow programu R.
4.2.11. Analiza statystyczna

Opracowanie statystyczne otrzymanych w niniejszej pracy doktorskiej wynikow
wykonano przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software).
Normalno$¢ rozktadu zmiennych oceniano testem Kolmogrova-Smirnova. R6znice miedzy
dwoma grupami zmiennych oceniano, w zaleznosci od normalnosci rozktadu,
parametrycznym testem T-Studenta lub nieparametrycznym testem U Manna-Whitneya.
Roéznice migdzy wieloma grupami analizowano testem One-way ANOVA. Przeprowadzone

analizy uznawano za istotne statystycznie przy warto$ci granicznej p < 0,05.
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5. WYNIKI

51. HIPOTEZA1

5.1.1. Analiza interakcji M. tuberculosis z ludzkim surowiczym amyloidem A

Oceng zdolnosci zywych komodrek M. tuberculosis do wigzania ludzkiego
surowiczego amyloidu A przeprowadzono z zastosowaniem komercyjnego hrA-SAA1L,
w stezeniach koncowych 1 pg/ml i 5 pg/ml, oraz komercyjnych poliklonalnych
kroliczych immunoglobulin swoistych dla ludzkiego A-SAA1. Zwigzane przez bakterie
biatko ostrej fazy wykrywano wykorzystujac test cELISA, zgodnie z metodyka opisang
w podrozdziale 4.2.2. Dodatkowo, efektywno$¢ wigzania hrA-SAALl przez
M. tuberculosis porownano z ta samg wlasciwoscig $rodowiskowych pratkow
saprofitycznych gatunku M. smegmatis. Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci
wzglednej intensywnosci obserwowanego wigzania (IW) stanowiacej iloraz s$redniej
warto$ci absorbancji proby badanej (ODaoss) przez S$rednig warto$¢ absorbancji
odpowiadajacej proby kontrolnej (ODaosik). Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty,
iz zywe komorki M. tuberculosis (Ryc. 11A) znamiennie wigzg hrA-SAAL (hrA-SAA1/
1 ug/ml, p=0,0002; hrA-SAA1/ 5 ng/ml, p=0,0002), a ilo$¢ zwigzanego biatka ostrej fazy
jest wprost proporcjonalna do jego koncowego stezenia, zastosowanego w ramach
prowadzonych do§wiadczen, co przejawia si¢ statystycznie istotnym nasileniem wigzania
hrA-SAA1 wraz ze wzrostem stezenia tego biatka (p=0,0002). Zalezng od st¢zenia biatka
(p=0,0345) zdolnos¢ do interakcji z hrA-SAAI1 stwierdzono takze w przypadku
M. smegmatis, a efekt ten byt statystycznie istotny w obecnosci obu badanych koncowych
stezen surowiczego amyloidu A (hrA-SAA1/ 1 pg/ml, p=0,0019; hrA-SAA1/ 5 ng/ml,
p<0,0001), (Ryc. 11B). Ponadto zaobserwowano, iz patogenne pratki M. tuberculosis
charakteryzujg si¢ istotnie wyzsza intensywnoscig interakcji z hrA-SAAL (hrA-SAAL/
1 pg/ml, TW=2,17; hrA-SAA1/ 5 pg/ml, TW=4,54; p<0,0001) w poréwnaniu do
niepatogennych pratkow M. smegmatis (hrA-SAA1/ 1 pg/ml, IW=1,17; hrA-SAA1/
5 pg/ml, IW=1,37), (Ryc. 11C).
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hrA-SAA1 1 pg/ml 2,170,118 1,17 + 0,060 <0,0001
hrA-SAA1 5 pg/ml 4,54 +0,151 1,37 + 0,066 <0,0001

Ryc. 11. Wigzanie hrA-SAA1 przez zywe komoérki M. tuberculosis (A) i M. smegmatis (B);
IW — wzgledna intensywno$¢ wigzania hrA-SAAL, ODagss — warto$¢ absorbancji proby badanej,
ODagsik — warto$¢ absorbancji proby kontrolnej, SEM — btad standardowy $redniej

5.1.2. Swoistos¢ wigzania hrA-SAA1 przez zywe komorki pratkow

Ocene swoistoSci  wigzania hrA-SAAl przez zywe komorki pratkow
M. tuberculosis oraz M. smegmatis przeprowadzono z wykorzystaniem testu kompetycji,
polegajacego na konkurencyjnym hamowaniu wigzania znakowanego surowiczego
amyloidu A w obecnos$¢ nadmiaru nieznakowanego homologicznego biatka. W tym celu
zywe komorki pratkow inkubowano ze znakowanym biotyng hrA-SAA1, w st¢zeniu
koncowym 5 pg/ml, w obecnos$ci jednokrotnego (5 pg/ml) i trzykrotnego (15 pg/ml)
nadmiaru nieznakowanego hrA-SAA1, postepujac wedlug procedury przedstawionej

w podrozdziale 4.2.3.2.

Na podstawie wykonanych badan stwierdzono, iz interakcja z hrA-SAAL
charakteryzuje si¢ swoistoscig jedynie w przypadku patogennego pratka gruzlicy, co
przejawia si¢ znamiennym hamowaniem wigzania znakowanego biotyng hrA-SAAL,

przy zastosowaniu trzykrotnego (33,28%, p=0,0043) nadmiaru nieznakowanego
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homologicznego biatka ostrej fazy (Ryc. 12A, 12C). Ponadto ustalono, iz warunkowane

trzykrotnym nadmiarem nieznakowanego hrA-SAA1 nasilenie hamowania wigzania

biotynylowanego surowiczego amyloidu A przez M. tuberculosis wykazuje istotno$¢

statystyczng, nie tylko w poréwnaniu do proby kontrolnej, ale takze do proby badane;,

w ktorej zastosowano jednokrotny nadmiar nieznakowanego hrA-SAA1(15,05%,

p=0,0043). Natomiast, statystycznie znamiennego hamowania wigzania znakowanego

biotyng hrA-SAAL1, przez uzyte koncowe stezenia nieznakowanego homologicznego

biatka, nie zaobserwowano w przypadku saprofitycznych pratkéw M. smegmatis, co

$wiadczy o nieswoistym charakterze interakcji tych bakterii z badanym ludzkim biatkiem

ostrej fazy (Ryc. 12B, 12C).

A M. tuberculosis
1.5
P=0,0043
28 1.0
= I p=0,0043
=
L
P -
ﬁ g 0.5_ AAAAA 4
0.0- 1
0 5 15

hrA-SAA1 [pg/ml]

B M. smegmatis

1.5

s = -

g E 1.0

@ w

=S

3 E v

ﬁ 9 0.5_ J:VV
0.0- =

0 5 15

hrA-SAAT1 [pg/ml]

C Hamowanie wigzania bt-hrA-SAA1
M. tuberculosis ODaos + SEM M. smegmatis ODaos + SEM
hrA-SAA1 0 pg/ml 100% 0,873 £ 0,076 100% 0,697 + 0,038
hrA-SAA1 5 pg/ml 15,05% 0,742 + 0,026 5,1% 0,663 + 0,034
hrA-SAA1 15 pg/ml 33,28% 0,583 £ 0,022 24,4% 0,528 £ 0,044

Ryc. 12. Hamowanie wigzania znakowanego biotyna hrA-SAAL (bt-hrA-SAA1) przez zywe komorki
M. tuberculosis (A) i M. smegmatis (B) w obecno$ci jednokrotnego (5 pg/ml) i trzykrotnego
(15 pg/ml) nadmiaru nieznakowanego homologicznego bialtka; SEM — btad standardowy $redniej
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5.2. HIPOTEZA?

5.2.1. Izolacja i identyfikacja ligandéw M. tuberculosis wigzacych ludzki rA-SAAL

Poszukiwanie ligandu/ligandow M. tuberculosis wiazacych hrA-SAAL rozpoczeto
od przygotowania surowego preparatu antygenowego z komodrek pratka gruzlicy,
wzbogaconego we frakcje bialek membranowych, zgodnie z procedurg opisang
w podrozdziale 4.2.4.1. Jako$¢ otrzymanego preparatu bialkowego oceniano stosujac
technike jednokierunkowej elektroforezy SDS-PAGE, w warunkach redukujacych (Ryc.
13), natomiast stezenie catkowitego biatka okreslano z wykorzystaniem metody Bradford

(podrozdziat 4.2.5.3) 1 wynosito ono 1,7 mg/ml.

kDa M 1 2

250

130 prem—
100 —1
70

—
55 ——-
35 ‘

25 -e

15

10

Ryc. 13. Wzbogacony we frakcje bialek membranowych, surowy preparat antygenowy otrzymany
z komérek M. tuberculosis, rozdzielony z zastosowaniem jednokierunkowej elektroforezy
SDS-PAGE w warunkach redukujacych, w 12% poliakrylamidowym Zelu; linia 1 — ilo$¢ nanoszonego
calkowitego biatlka 30 pg, linia 2 - ilo§¢ nanoszonego calkowitego biatka 120 pg,
M — wzorzec masy czasteczkowej biatek (PageRuler ™Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas)

Wzbogacony we frakcje bialek membranowych, preparat biatkowy z komorek
M. tuberculosis wykorzystano nastgpnie do wytypowania i izolacji potencjalnych

mykobakteryjnych ligandow, zaangazowanych w wigzanie ludzkiego hrA-SAAL,
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stosujac ztozong metodyke obejmujaca jednokierunkowy i dwukierunkowy rozdziat
elektroforetyczny typu SDS-PAGE, odpowiednio, w warunkach redukujacych, w 12%
poliakrylamidowym zelu i w niegradientowym (12%) oraz gradientowym (4-20%)
poliakrylamidowym zelu, w powigzaniu z technika Western blot, wedtug procedury
opisanej w podrozdziale 4.2.4.4. Przeniesione na nitrocelulozowe membrany, pod
wplywem przytozonego napigcia elektrycznego, elektroforetycznie rozdzielone biatka
poddano reakcji wigzania ze znakowanym biotyng hrA-SAA1, w stezeniu koncowym 10
png/ml (jednokierunkowy rozdziat elektroforetyczny) lub 5 pg/ml (dwukierunkowy
rozdziat elektroforetyczny), (podrozdziat 4.2.4.5).

Analiza interakcji hrA-SAALl z, rozdzielonymi z uzyciem jednokierunkowe;j
elektroforezy SDS-PAGE, biatkami komorek pratka gruzlicy wykazata, iz badane biatko
ostrej fazy wigzane jest przez mykobakteryjne biatko/biatka, ktorych przyblizona masa
czasteczkowa wynosi 70kDa (Ryc. 14).

kDa M 1
250

130

95

72

55

36

28

17

11

Ryc. 14. Wiazanie znakowanego biotyng hrA-SAA (10 pg/ml) przez biatko/bialka M. tuberculosis
rozdzielone przy uzyciu jednokierunkowego rozdzialu elektroforetycznego SDS-PAGE; linia 1 -
ilo§¢ nanoszonego catkowitego biatka 10 pg, M — wzorzec masy czasteczkowej bialek (PageRuler™Plus
Prestained Protein Ladder, Fermentas)

Otrzymane wyniki potwierdzily do$wiadczenia z uzyciem mapy proteomu
M. tuberculosi, przygotowanej poprzez dwukierunkowy rozdzial elektroforetyczny 125
png biatek komoérkowych tego patogenu w obecnosci niecigglego gradientu punktu
izoelektrycznego, pl 3-10. Badania te wskazaly, iz wigzanie hrA-SAA1 przez pratka

gruzlicy warunkowane jest potencjalnie przez bakteryjne biatko o masie czasteczkowe;j
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wynoszacej okoto 70 kDa, wystepujace w postaci 4 izoform rdznigcych si¢ punktem
izoelektrycznym, lub alternatywnie przez 4 rdézne biatka o takiej samej masie

czasteczkowej (Ryc. 15A).

A kba M

250
130

100 =
70 =

55 W®

B kpba M pl 4 7
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70 ; .
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C kba M pl4 7
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70
55

35

25

15

Ryc. 15. Wigzanie znakowanego biotyna hrA-SAA1 (5 pg/ml) przez bialko/biatka M. tuberculosis
rozdzielone przy uzyciu dwukierunkowego rozdzialu elektroforetycznego SDS-PAGE: A —
w obecnoSci nieciaglego gradientu pI 3-10, w 12% poliakrylamidowym zelu, B — w obecnoSci
linearnego gradientu pl 4-7, w niegradientowym 12% poliakrylamidowym zelu, C — w obecnos$ci
linearnego gradientu pl 4-7, w gradientowym 4-20% poliakrylamidowym zelu; M — wzorzec masy
czgsteczkowej biatek (PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas)

Oparte o  dwukierunkowy rozdziat elektroforetyczny,  poszukiwanie
ligandu/ligandow pratka gruzlicy zaangazowanych w interakcj¢ z hrA-SAAL
uzupetniono o analize wigzania biatka ostrej fazy przez komponenty proteomu
M. tuberculosis, rozdzielone z zastosowaniem zawg¢zonego, linearnego gradientu punktu

izoelektrycznego, pl 4-7. Doswiadczenia te potwierdzity wezesniejsze wyniki, uzyskane
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z zastosowaniem mapy proteomu przygotowanej przy uzyciu nieciggltego gradientu
punktu izoelektrycznego, wskazujac jednoczesnie, iz masa czasteczkowa biatka/biatek
pratka gruzlicy potencjalnie wigzgcych hrA-SAA1 miesci sie w zakresie 55-70 kDa (Ryc.
15B, 15C).

Do izolacji mykobakteryjnych ligandéw wigzacych ludzki surowiczy amyloid A
zastosowano takze wysoce swoistg technike chromatografii powinowactwa, wykonang
przy uzyciu komercyjnego zestawu MicroLink™ Protein Coupling Kit (podrozdziat
4.2.4.2). Obecne w eluatach biatko/biatka pratka gruzlicy, wigzace immobilizowany na
agarozowym ztozu hrA-SAAIl, precypitowano przy uzyciu acetonu, rozdzielano
z zastosowaniem jednokierunkowego rozdziatu elektroforetycznego SDS-PAGE,
w warunkach redukujacych, w 12% poliakrylamidowym zelu, a nast¢pnie barwiono
odczynnikiem Imperial™ Protein Stain (Pierce). Analiza profilu przeprowadzonego
rozdziatu elektroforetycznego pozwolita na wytypowanie 3 komponentéw biatkowych
pratka gruzlicy, obecnych przede wszystkim w eluowanych ze ztoza agarozowego
frakcjach 2. i 3., reprezentujacych potencjalne ligandy tego patogenu warunkujace
interakcje z hrA-SAAL. Przyblizona masa czgsteczkowa wyselekcjonowanych biatek,
okreslona w odniesieniu do zastosowanego Ww jednokierunkowym rozdziale
elektroforetycznym wzorca masy czasteczkowej biatek, wynosita 70 kDa, 60 kDa i 20
kDa (Ryc. 16).

kba M 1 2 3
250

130
100 ..

0 .
55 .

35

25

15
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Ryc. 16. Bialka M. tuberculosis wiazgce hrA-SAAL, wyselekcjonowane z zastosowaniem techniki
chromatografii powinowactwa i jednokierunkowego rozdzialu elektroforetycznego SDS-PAGE,
w warunkach redukujgcych, w 12% poliakrylamidowym zelu; linia 1 — frakcja 1 eluatu, linia
2 —frakcja 2 eluatu, linia 3 — frakcja 3 eluatu, M — wzorzec masy czasteczkowej biatek (PageRuler"™Plus
Prestained Protein Ladder, Fermentas)
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5.2.2. Identyfikacja ligandu/ligandow M. tuberculosis wiazacych hrA-SAA1

Wytypowane z wykorzystaniem jednokierunkowej i dwukierunkowej elektroforezy
w poliakrylamidowych zelach, w pofaczeniu z technikag Western blot, oraz techniki
chromatografii powinowactwa poszczegolne biatka M. tuberculosis, warunkujace
potencjalne interakcje tego wewnatrzkomorkowego patogenu z ludzkim surowiczym
amyloidem A, identyfikowano komercyjnie metoda tandemowej spektrometrii mas
z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie (ESI/MS/MS), w oparciu o okreslenie mas
czasteczkowych badanych tryptycznych peptydow 1 ich fragmentow oraz dalsze
poréwnanie z bazami danych sekwencji biatkowych przy pomocy programu MASCOT.
Wytypowanie potencjalnych ligandow wiazacych ludzki hrA-SAA1 oparte bylo
o identyfikacj¢ przynajmniej szesciu niezaleznych peptydéw z sekwencji danego biatka
w analizowanej prébce. W dalszych badaniach pomijano biatka stanowigce potencjalne
tto, ktore identyfikowane sa w wigkszosci doswiadczalnych analiz z wykorzystaniem
ESI/MS/MS do identyfikacji biatek M. tuberculosis (np. opiekuncze biatka groEL, groES,
dnakK).

Analiza spektrometryczna wytypowanych mykobakteryjnych bialek wykazata
obecnos¢ szesciu potencjalnych ligandow M. tuberculosis, warunkujacych interakcje
tego patogenu z hrA-SA A1, mianowicie bialek Rv1308 (AtpA), Rv2477c¢ (transportowe
biatko ABC), Rv3881c (wydzielnicze biatko EspB), Rv0009 (izomeraza PpiA), Rv2140c
(konserwatywne biatko TB18.6) oraz Rv0423c (biatko ThiC), (Ryc. 17). Wszystkie
zidentyfikowane ligandy pratka gruzlicy s3 komponentami wykrywanymi we frakcji
biatlek membranowych komoérek tego patogenu [127].

Sposrod szesciu potencjalnych ligandow pratka gruzlicy, wigzacych ludzki
surowiczy amyloid A, przedmiotem dalszych badan przeprowadzonych w pracy
doktorskiej byty biatka Rv1308 i Rv2477c, natomiast pozostate cztery ligandy sa
analizowane w ramach projektu badawczego finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki, ktoérego czescig jest niniejsza praca. Biatko Rv1308, ktérego masa czasteczkowa
wynosi 59,3 kDa, stanowi, bedacy podjednostka regulatorows, tancuch o syntazy ATP —
enzymu katalizujacego synteze¢ ATP z ADP w warunkach blonowego gradientu
protonéw. Z kolei biatko Rv2477c, o masie czasteczkowej 61,9 kDa, pelni funkcje
wigzacego ATP transportowego biatka typu ABC, zaangazowanego w aktywny blonowy

transport zwigzkéw makrolidowych. Oba powyzsze biatka wytypowano poprzez
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18 oraz 16
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peptydow w przypadku, odpowiednio, Rv1308 oraz Rv2477c (Ryc. 17).
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Ryc. 17. Identyfikacja ligandéw M. tuberculosis wiazacych hrA-SAAL z zastosowaniem tandemowej

spektrometrii mas ESI/MS/MS
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5.2.3. Wiazanie hrA-SAA1 przez bialka Rv1308 oraz Rv2477¢ M. tuberculosis
5.2.3.1. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanych bialek Rv1308 (rAtpA)
i Rv2477c (rABC)

W celu potwierdzenia zdolnosci biatek Rv1308 (AtpA) oraz Rv2447c (ABC) pratka
gruzlicy do wigzania hrA-SAA1 przygotowano oczyszczone, rekombinowane formy tych
ligandow nadprodukowane w systemie ekspresyjnym E. coli BL21 (DE3), zgodnie
z metodyka opisang w podrozdziatach 4.2.5.1 oraz 4.2.5.2. Zastosowany plazmid pHIS-
Parallell umozliwit ekspresj¢ biatek z dotaczong w czesci N-koncowej domeng 6-HIS
Tag, obejmujacg 6 histydyn, co pozwolito na identyfikacje rekombinowanych ligandow
przy uzyciu techniki Western blot (podrozdziat 4.2.5.4) z wykorzystaniem swoistych dla
tej domeny monoklonalnych przeciwciat. Otrzymane wyniki potwierdzity zar6wno
obecnos¢ rekombinowanych biatek rAtpA i rABC pratka gruzlicy, w otrzymanych,
z lizatow, odpowiednio, E. coli pHIS/atpA (Ryc. 18A) i E. coli pHIS/abc (Ryc. 18B),
eluatach, jak i wysoka czysto$¢ przygotowanych preparatow biatkowych, oczyszczanych
na drodze chromatografii metalopowinowactwa z wykorzystaniem zloza agarozowego
wysyconego jonami Co?*. Stezenie rekombinowanych biatek, w wybranych do
wykonania dalszych eksperymentéw frakcjach eluatéw zawierajacych biatko rAtpA lub
rABC, mierzone metoda Bradford (podrozdziat 4.2.5.3) wynosito, odpowiednio, 0,96

mg/ml oraz 1,01 mg/ml.

A rAtpA B rABC
kba M 1 2 3 kba M 1 2 3
140 140

100 100

70 70

50 50

40 40

35 35 -

25 25 .

Ryc. 18. Rekombinowane bialka rAtpA (A) i rABC (B) M. tuberculosis identyfikowane przy uzyciu
techniki Western blot z zastosowaniem mysich, monoklonalnych przeciwcial izotypu IgGl
swoistych dla domeny 6-His Tag; linia 1 — 1 pg biatka, linia 2 — 2 pg biatka, linia 3 — 5 pg biatka,
M — wzorzec masy czasteczkowej biatek (PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas)
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Zdolnos$¢ biatek rAtpA i rABC pratka gruzlicy do interakcji hrA-SAAL oceniano
stosujac technike Western blot, ktérej wykonanie opisano w podrozdziale 4.2.5.7.
Rozdzielone, z zastosowaniem jednokierunkowej elektroforezy SDS-PAGE,
w warunkach redukujacych, w 12% poliakrylamidowym Zelu, i przeniesione na
nitrocelulozowe membrany, rekombinowane mykobakteryjne ligandy poddano reakcji
wigzania ze znakowanym biotyng hrA-SAA1 w stezeniu koncowym 10 pg/ml. Analiza
otrzymanych wynikow, w postaci prazkow odpowiadajacych masom czasteczkowym
badanych biatek oraz tworzonym kompleksom ligand-biotynylowany hrA-SAAL,
potwierdzita zdolno$¢ zardwno biatka rAtpA (Ryc. 19A), jak i rABC (Ryc. 19B) pratka

gruzlicy do wigzania ludzkiego surowiczego amyloidu A.

A B
rAtpA rABC
kDa M 1 2 kDa M 1 2
100  pe— 100 -
70 70
50 50 | ..

Ryc. 19. Wiazanie znakowanego biotyna hrA-SAA1 przez rekombinowane bialko rAtpA (A) oraz
rABC (B) pratka gruzlicy; linia 1 — 2 ug biatka, linia 2 — 5 pug biatka, M — wzorzec masy czgsteczkowej
bialek (PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas)

5.2.3.2. Okreslenie powinowactwa wiazania hrA-SAA1l przez rekombinowane
bialka rAtpA i rABC

Swoisto$¢ interakcji rekombinowanych biatek rAtpA 1 rABC pratka gruzlicy
z ludzkim surowiczym amyloidem A okreslano poprzez analize powinowactwa wigzana
hrA-SAAL przez badane mykobakteryjne ligandy z zastosowaniem powierzchniowego
rezonansu plazmonowego (podrozdziat 4.2.5.8). W przeprowadzonych oznaczeniach
wykorzystano kowalencyjnie immobilizowany na powierzchni sensora hrA-SAAL, jako
docelowy ligand, oraz rozpuszczalne (natywne) formy rekombinowanych biatek rAtpA
1 rABC, jako odrgbne anality, ktore wprowadzono do uktadu z zachowaniem ich stalego
przeplywu przez powierzchni¢ bioczujnika, w niezaleznych do$wiadczeniach.
Warunkowane réznicami wspoOtczynnika zatamania promieniowania laserowego,
w obecnos$ci buforu i analitu, zmiany zjawiska powierzchniowego rezonansu plazmondow,

a takze parametry kinetyczne, state asocjacji (Ka) i stale dysocjacji (Kp), badanych
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oddziatywan okre$lano stosujagc komercyjne oprogramowanie Biacore BIAevaluation
3.2. Analiza danych, przedstawionych w postaci sensogramoéw (Ryc. 20) obrazujacych
kinetyke zachodzgcych w czasie oddziatywan rekombinowanych biatek M. tuberculosis
z hrA-SAA1, wykazala, iz oba mykobakteryjne ligandy swoiscie wigzg badane ludzkie
bialko ostrej fazy. Ponadto na podstawie otrzymanych wartosci statych dysocjacji,
determinujacych site wigzania biatko-biatko, stwierdzono, iz interakcja biatka rAtpA
z hrA-SAA1 (Kp=1,94 x 107 M), (Ryc. 20A) charakteryzuje si¢ wyzszym
powinowactwem w poroOwnaniu do wigzania badanego bialka ostrej fazy przez biatko

rABC (Kp=1,13 x 10" M), (Ryc. 20B)

A rAtpA (Rv1308) K,~1,94 x 10" M

Sygnat [RU]

10 120 250 370 550
Czas [s]

B rABC (Rv2477¢) K,=1,13 x 105 M

40
=) 20 M
= 10 M
= e 5iM
S 0 2,5L:1M
X
(%)

-40 A

1 |

10 120 250 370 550
Czas [s]

Ryc. 20. Kinetyka oddzialywan rekombinowanych bialek rAtpA (A) i rABC (B) M. tuberculosis
z hrA-SAA1 okreslona przy uzyciu powierchniowego rezonansu plazmonowego; Koncowe stgzenia
rekombinowanych biatek rAtpA i rABC — 2,5 uM, 5 uM, 10 uM oraz 20 uM, wartos¢ przeptywu
analitu — 5 ul/min, Kp — stata dysocjacji, RU — jednosta rezonansowa (1 RU ~ 1 pg zwigzanego bialka
na mm?), s — sekunda. Przedstawione w postaci sensograméw A i B kinetyki interakcji bialko-biatko
stanowig $rednig warto$¢ otrzymang w co najmniej trzech niezaleznych doswiadczeniach dla kazdego
stezenia analitu
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5.3. HIPOTEZA3

Wigzanie ludzkiego surowiczego amyloidu A przez M. tuberculosis moduluje

przebieg wezesnych etapow infekcji ludzkich makrofagow

5.3.1. Wplyw interakcji pratka gruzlicy z hrA-SAALl na wczesne etapy infekcji

ludzkich makrofagow

Okreslenie biologicznej roli interakcji pratka gruzlicy z hrA-SAAL w przebiegu
wczesnych etapow infekeji komorek docelowych przeprowadzono z wykorzystaniem
ludzkich makrofagéw roznicowanych z monocytow krwi obwodowej (Ryc. 21), ktore
izolowane byty z komercyjnych kozuszkow leukocytarno-ptytkowych, zgodnie
z procedurami opisanymi w podrozdziale 4.2.7. Czysto$¢ otrzymywanych zawiesin
komorkowych, oceniana na podstawie cech morfologicznych, wynosita nie mniej niz
80%. Wyroznicowane makrofagi pochodzenia monocytarnego zakazano pratkiem
gruzlicy szczepu H37Rv, po wczesniejszej inkubacji bakterii z hrA-SAAL,
w stezeniach koncowych odpowiadajacych fizjologicznemu i 5-krotnie podwyzszonemu
stezeniu badanego biatka ostrej fazy. Liczbg jednostek koloniotwodrczych (CFU) pratka
gruzlicy okres§lano wedlug procedur opisanych w podrozdziale 4.2.8. Proby kontrolne
stanowity makrofagi zakazane tym samym, ale nieoptaszczonym hrA-SAA1, szczepem

pratka gruzlicy.

Ryc. 21. Wyroéznicowane ludzkie makrofagi pochodzenia monocytarnego, izolowane z kozuszka
leukocytarno-plytkowego; zdjecie wiasne (100x)
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5.3.2. Analiza wplywu wigzania hrA-SAAL przez pratka gruZlicy na wczesne etapy

infekcji ludzkich makrofagow

Wplyw wigzania hrA-SAAL przez M. tuberculosis na proces wnikania tego
patogenu do ludzkich makrofagow, a takze wewnatrzkomorkowego wzrostu
1 przezywania pratka gruzlicy, okreslano wykorzystujac do opsonizacji bakterii zar6wno
fizjologiczne (3 pg/ml), jak i 5-krotnie podwyzszone (15 pg/ml) st¢zenie badanego
ludzkiego bialka ostrej fazy. Liczbe wnikajacych, nieoptaszczonych i1 oplaszczonych
hrA-SAA1, komorek pratka gruzlicy okreslano bezposrednio w dniu przeprowadzenia
testu fagocytozy (dzien 0), natomiast wewnatrzkomoérkowy wzrost i przezywanie bakterii

oceniano po 72 (dzien 3) i 144 (dzien 6) godzinach.

Analiza otrzymanych wynikow wykazata, iz interakcja pratka gruzlicy
z hrA-SAA1 w stgzeniu koncowym 3 pg/ml, odpowiadajacym S$redniemu
fizjologicznemu, osobniczemu stgzeniu tego biatka ostrej fazy, nie przyczynia si¢ do
statystycznie znamiennych zmian zar6wno we wnikaniu do (dzien 0), jak
1 wewnatrzkomdérkowym namnazaniu oraz przezywaniu (dzien 3, dzien 6) tego patogenu
w ludzkich makrofagach (Ryc. 22A). Natomiast, istotne zmiany w liczbie wnikajacych
oraz wewnatrzkomorkowo namnazajacych sie¢ 1 przezywajacych komorek bakterii
zanotowano dla pratka gruzlicy optaszczanego 5-krotnie wyzszym od fizjologicznego, 15
ug/ml, stezeniem hrA-SAA1. Poprzedzajaca zakazenie ludzkich makrofagdéw, inkubacja
M. tuberculosis z 5-krotnie podwyzszonym stezeniem hrA-SAA1, spowodowata
nasilenie wnikania (dzien 0) tych bakterii do badanych docelowych fagocytow,
a zaobserwowane zmiany byty znamienne nie tylko w poréwnaniu do proby kontrolnej
(Mtbk /Mtbsaaas) 1,24x10% CFU/mI / 1,73x10% CFU/mI, p=0,002), ktéra stanowit pratek
gruzlicy nieoptaszczony badanym biatkiem ostrej fazy, ale takze w poréwnaniu do
pratka gruzlicy poddawanego interakcji z fizjologicznym st¢zeniem hrA-SAAL
(Mtbsaa(s)/Mtbsaaas) 0,94x10% CFU/mI / 1,73x10° CFU/ml, p<0,001), (Ryc. 22A, 22B).
Ponadto opsonizacja pratka gruzlicy hrA-SAA1 w stezeniu koncowym 15 pg/ml
przyczynita si¢ do istotnego zwigkszenia intensywnosci jego wewnatrzkomorkowego
wzrostu i przezywania w ludzkich makrofagach, w poréwnaniu do nieoplaszczonych
hrA-SAAT1 bakterii prob kontrolnych, co przejawito si¢ 2-krotnym (Mtbk/Mtbsaa(is)
2,11x10° CFU/mI / 4,35x108 CFU/mI, p<0,001) oraz prawie 3-krotnym (Mtbx/Mtbsaas)
2,32x108 CFU/mI / 6,41x10° CFU/ml, p<0,001) wzrostem liczby komérek pratka gruzlicy
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zlokalizowanych wewnatrzkomérkowo w ludzkich makrofagach, odpowiednio, po 3 oraz
6 dniach hodowli. Oprocz znamiennych réznic w poréwnaniu do bakterii prob
kontrolnych, warunkowane interakcjg pratka gruzlicy z 5-krotnie podwyzszonym
stezeniem hrA-SAAI1 nasilenie wewnatrzkomérkowego wzrostu i1 przezywania tego
patogenu w badanych fagocytach charakteryzowato si¢ takze statystyczng istotno$cia
w porownaniu do odpowiadajacych zdolnosci pratka gruzlicy optlaszczanego
fizjologicznym stezeniem hrA-SAA1 (dzien 3: Mtbsaa@)/Mtbsaaas) 2,24x10° CFU/mI
/ 4,35x10° CFU/mI, p<0,001; dzien 6: Mtbsaa@/Mtbsaacs) 3,11x10° CFU/mI / 6,41x10°
CFU/ml, p<0,001).

A *
02 109 *ok .
w4
_— g *k *ok ]
E - == DZIEN "0"
2 o I wm pziEs 3
o 69
2 DZIEN "6"
o]
=
S - * p<0,05
s - #% < 0,001
]
8
g 1 1 1
¢ 3 15 0 3 15 0 3 15
hrA-SAA1 [pg/ml]
B ] hrA-SAA1
DZIEN (h)
0 pg/ml 3 png/ml 15 ng/ml
. 0 (0) 1,24 + 0,093 0,94 + 0,084 1,73 £0,151
M. tuberculosis
CFU/ml x10° 3(72) 2,11 +0,240 2,24 +0,132 4,35+0,576
+SEM
6 (144) 2,32 £0,255 3,11 £0,364 6,41 +0,724

Ryc. 22. Wplyw interakeji M. tuberculosis z fizjologicznym (3 pg/ml) i 5-krotnie podwyzszonym (15
pg/ml) stezeniem hrA-SAA1 na procesy wnikania oraz wewnatrzkomorkowego wzrostu
i przezywania patogenu w ludzkich makrofagach; CFU — liczba jednostek koloniotworczych, h — liczba
godzin, SEM — blad standardowy $redniej

Dodatkowo, zaro6wno M. tuberculosis poddawany, poprzedzajacej zakazenie
ludzkich makrofagéw, interakcji z 5-krotnie podwyzszonym, jak i z fizjologicznym
stezeniem ludzkiego surowiczego amyloidu A charakteryzowal si¢ nasileniem proceséw

wewnatrzkomorkowego wzrostu i przezywania w zaleznosci od czasu trwania zakazenia,
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przejawiajagcym  si¢  znamiennym  wzrostem  liczby = wewnatrzkomorkowo
zlokalizowanych komorek bakterii w kolejnych, monitorowanych dniach hodowli (dzien
0/ dzien 3: Mtbsaa) 0,94x10° CFU/mI / 2,24x10° CFU/ml, p<0,001; Mtbsaaas) 1,73x10°
CFU/ml / 4,35x10°% CFU/mI, p<0,001; dzien 3 / dzien 6: Mtbsaa@) 2,24x10° CFU/ml /
3,11x10° CFU/ml, p=0,016; Mthsaa@s) 4,35x10° CFU/mI / 6,41x10° CFU/ml, p=0,009).
Natomiast, w przypadku pratka gruzlicy nicoptaszczanego hrA-SAAL statystyczne
istotny wzrost liczby wewnatrzkomorkowo namnazajacych si¢ bakterii zaobserwowano
jedynie w czasie pierwszyh 3 dni od momentu zakazenia ludzkich makrofagow (dzien 0

/ dzien 3: Mtbk 1,24x10° CFU/mI / 2,11x10° CFU/mlI, p=0,003), (Ryc. 22A, 22B).

5.3.3. Analiza modulujgcego wplywu wigzania hrA-SAA1 na proces adhezji pratka

gruzlicy do ludzkich makrofagow

Wplyw wiazania hrA-SAA1 przez pratka gruzlicy na proces adhezji tego
wewnatrzkomorkowego patogenu do ludzkich makrofagéw oceniano poprzez okreslenie
1 poréwnanie liczby, zewnatrzkomorkowo zlokalizowanych, przylegajacych do btony
komorkowej fagocytow, nieoplaszczonych i1 optaszczonych hrA-SAA1, komorek
bakterii. Doswiadczenia te przeprowadzono dla pratka gruzlicy po wczesniejszej
interakcji z 5-krotnie podwyzszonym stezeniem surowiczego amyloidu A, ktore
znamiennie modulowalo proces wnikania tego patogenu do docelowych fagocytow.
Liczbe przylegajacych komorek pratkow wyliczano jako roznice pomigdzy sSrednig
wartoscig ogoélnej liczby CFU/ml bakterii, uzyskang z zakazonych makrofagow
bezposrednio po trwajacej 2 godziny fagocytozie (przylegajace i wewnatrzkomoérkowo
zlokalizowane komorki pratka gruzlicy) a $rednig warto$cig liczby CFU/ml bakterii po
dodatkowej inkubacji z gentamycynya (1 mg/ml), (wewnatrzkomoérkowo zlokalizowane
komorki prata gruzlicy). Otrzymane wyniki przedstawiono jako procentowg warto$¢
przylegajacych komorek pratka gruZlicy stanowiaca S$redniag odpowiadajacych
procentowych warto$ci okre§lanych dla indywidualnych osobnikéw (dawcow
makrofagdéw), obliczanych wedtug wzoru:

(xK = xG)

xP% =—x100%
xK

XP% - procent przylegajacych komorek pratka gruzlicy

XK - liczba CFU/ml pratka gruzlicy bezposrednio po fagocytozie
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XG - liczba CFU/ml pratka gruzlicy po dodatkowej inkubacji z gentamycyna

Analiza $rednich wartos$ci procentowych liczby komoérek pratka gruzlicy
przylegajacych do ludzkich makrofagow, okreslona na podstawie pigciu niezaleznych
doswiadczen z wykorzystaniem fagocytow pochodzacych od pigciu osobnikow,
wykazala, iz opsonizacja komorek pratka gruzlicy hrA-SAA1, w stezeniu koncowym
5-krotnie wyzszym od $redniego fizjologicznego stezenia osobniczego (15 pg/ml), nie
przyczynia si¢ do istotnych zmian w procesie adhezji tego patogenu do ludzkich

makrofagdéw (Ryc. 23)
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Ryc. 23. Wplyw wiazania hrA-SAA1l (15 pg/ml) na proces adhezji M. tuberculosis do ludzkich
makrofagéw

Jednoczesnie, w oparciu o wyniki otrzymane dla poszczegolnych dawcow komorek
fagocytow, stwierdzono, iz wplyw opsonizacji M. tuberculosis przez
hrA-SAA1 na proces przylegania bakterii do badanych docelowych komoérek wykazuje
duze zrdéznicowanie osobnicze (Ryc. 24B) i nie zawsze ma charakter pozytywnej
modulacji. Nasilong adhezj¢ opsonizowanych hrA-SAA1 komorek pratka gruzlicy do
powierzchni ludzkich makrofagdw, w poréwaniu do nieopsonizowanych bakterii,
odnotowano w przypadku fagocytow izolowanych od osobnikow D2 (odpowiednio,
14,91% i 18,69%), D3 (odpowiednio, 38,77% i 45,34%), D4 (odpowiednio, 49,13%
i 50,48%) oraz D5 (odpowiednio, 50,63% i 62,19%). Natomiast, w przypadku jednego
dawcy, oznaczonego jako D1, zaobserwowano zupelie odwrotng zalezno$¢ pomigdzy

wigzaniem hrA-SAAI1 przez pratka gruzlicy a adhezja tego patogenu do docelowych
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makrofagdéw, charakteryzujaca si¢ 16,95% spadkiem liczby przylegajacych komorek
bakterii (Ryc. 24A, 24B).

>
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Adhezja M. tuberculosis [%]
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SRR
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T
D1 D2 D3 D4

B hrA-SAA10 pg/ml @2 hrA-SAA1 15 pg/ml

B Adhezja M. tuberculosis [%0]
hrA-SAAl 0 pg/ml 15 pg/ml
D1 41,46 24,51
D2 14,91 18,69
D3 38,77 45,34
D4 49,13 50,48
D5 50,63 62,19

Ryc. 24. Adhezja nieoplaszczonych (0 pg/ml) i optaszczonych (15 pg/ml) komérek M. tuberculosis do
ludzkich makrofagéw; D1-D5 — dawcy ludzkich makrofagow

5.3.4. Ocena zaangazowania bialek AtpA i ABC M. tuberculosis, wiazacych

hrA-SAA1, we wczesne etapy infekcji ludzkich makrofagow

Ocene zaangazowania, wigzacych ludzki A-SAAI, biatek AtpA i ABC pratka
gruzlicy w proces wnikania tego patogenu oraz jego wewnatrzkomérkowego namnazania
i przezywania w ludzkich makrofagach wykonano stosujac szczepy mutanty,
odpowiednio, MtbAtpA1 i MtbABC?, nadprodukujace docelowe biatko. Wykorzystane
rekombinowane szczepy M. tuberculosis zostaty przygotowane w ramach wspotpracy

z dr hab. Anna Brzostek z Pracowni Genetyki i Fizjologii Mycobacterium Instytutu
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Biologii Medycznej PAN w Lodzi (podrozdzial 4.2.6). Dos$wiadczenia te
przeprowadzono zarowno dla bakterii nieoptaszczonych hrA-SAA1, jak i po ich
wczesniejszej interakcji z 5-krotnie podwyzszonym stezeniem surowiczego amyloidu A,

ktore znamiennie modulowato proces wnikania tego patogenu do docelowych fagocytow.

5.3.4.1. Przygotowanie i okreslenie optymalnego miana kroliczych, poliklonalnych

przeciwcial swoistych dla bialek rAtpA i rABC pratka gruzlicy

Zrédtem poliklonalnych immunoglobulin IgG swoistych dla biatek AtpA i ABC
pratka gruzlicy byly przygotowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej surowice
odpornosciowe otrzymane z krwi obwodowej krolikow rasy Biatej Nowozelandzkiej
immunizowanych rekombinowanym biatkiem rAtpA i rABC, wedlug procedury

przedstawionej w podrozdziale 4.2.5.5.

A I1gG anty-rAtpA B IgG anty-rABC
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Ryc. 25. Optymalne miana poliklonalnych kréliczych immunoglobulin klasy IgG swoistych dla bialka
rAtpA (A) i rABC (B) pratka gruzlicy

Optymalne do$wiadczalne miana przeciwcial o swoistosci anty-AtpA i anty-ABC
wyznaczono poprzez ich miareczkowanie z wykorzystaniem posredniego testu
immunoenzymatycznego ELISA 1 odpowiadajacych rekombinowanych antygenow
(podrozdziat 4.2.5.6). Zastosowany kalendarz szczepien zwierzat laboratoryjnych
pozwolit na uzyskanie poliklonalnych surowic odpornosciowych, dla ktérych ustalone,
optymalne rozcienczenia  przeciwciat do  wykonania dalszych  oznaczen
z wykorzystaniem technik immunoenzymatycznych wynosity 1:800 1 1:1 600,
odpowiednio, dla immunoglobulin klasy IgG swoistych dla biatka AtpA (Ryc. 25A)
i ABC (Ryc. 25B).
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5.3.4.2. Potwierdzenie nadprodukcji bialka AtpA oraz ABC przez rekombinowane
szczepy M. tuberculosis

Nadprodukcje, wigzacych ludzki surowiczy amyloid A, ligandow AtpA i ABC
pratka gruzlicy przez szczepy mutanty, odpowiednio, MtbAtpAT i MtbABC?
potwierdzono z wykorzystaniem techniki Western blot oraz przygotowanych w ramach
niniejszej pracy doktorskiej, swoistych kroliczych, poliklonalnych surowic

odporno$ciowych (podrozdziat 4.2.6.1).

A B
MrtbAtpAT MthbABC?1

kDa M 1 2 3 4 kDa M 1 2 3 4
250 250

130 130

100 100

70 70

: P— s

35 35

Ryc. 26. Nadprodukcja bialek AtpA (A) i ABC (B) przez szczepy mutanty MtbAtpA7T i MtbABC?
pratka gruzlicy; linie 1 i 3 — 10 pg i 5 ug catkowitego biatka szczepu wyjsciowego H37Rv, linie 2
i4—10 pgi5 pg catkowitego biatka szczepu mutanta MtbAtpA?T (A) i MtbABC?t (B), M — wzorzec
masy czasteczkowej biatek (PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas)

Wstepnym etapem tych doswiadczen bylo przygotowanie surowych preparatow
biatkowych zarowno z komoérek wyjsciowego, kontrolnego szczepu pratka gruzlicy
H37Rv, jak i szczepow MitbAtpAT i MIbABC?T. Stezenia calkowitego biatka
w uzyskanych preparatach wyznaczono metodg Bradford (podrozdziat 4.2.5.3)
1 wynosity one, odpowiednio, 0,98 mg/ml, 1,17 mg/ml i 0,96 mg/ml. Analiza
otrzymanych wynikow wykazata, iz szczepy mutanty MtbAtpAT i MtbABC?
charakteryzuja si¢, odpowiednio, nadprodukcja biatka AtpA (Ryc. 26A) i ABC
(Ryc. 26B). Wskazuje na to wyzsza intensywno$¢ prazkoéw, odpowiadajacych,

rozpoznawanym przez swoiste krolicze immunoglobuliny klasy IgG, badanym biatkom
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pratka gruzlicy, uzyskana dla surowych preparatéw antygenowych szczepow mutantow

w poréwnaniu do niezmienionego genetycznie szczepu wyjsciowego.

5.3.43. Wplyw nadprodukcji bialek AtpA i ABC na procesy wnikania,
wewnatrzkomorkowego namnazania i przezywania pratka gruzlicy

w ludzkich makrofagach

Zaangazowanie, wigzacych ludzki surowiczy amyloid A, biatek AtpA i ABC
pratka gruzlicy w procesy wnikania oraz wewnatrzkomdérkowego namnazania
1 przezywania tego patogenu w ludzkich makrofagach badano poprzez poréwnanie liczby
wewnatrzkomoérkowo zlokalizowanych komorek szczepéw mutantdéw, mianowicie
MtbAtpA?T i MtbABC?, z odpowiadajacg liczbg komorek bakterii wyjsciowego szczepu
H37Rv, odpowiednio, bezposrednio w dniu przeprowadzania testu fagocytozy (dzien 0)
oraz po 72 (dzien 3) i 144 (dzien 6) godzinach od infekcji fagocytow. Analiza
otrzymanych wynikow wykazata, iz, niespodziewanie w stosunku do wstepnych zatozen,
nadprodukcji zarowno biatka AtpA, jak 1 ABC towarzyszy znamiennie oslabione
wnikanie (dzien 0) szczepéw mutantow, odpowiednio, MtbAtpAtT i MtbABC?, do
ludzkich makrofagéw w poréwnaniu do wnikania do docelowych komorek kontrolnego
szczepu H37Rv (MtbAtpA1/Mtb 2,26x10° CFU/mI / 3,82x10° CFU/ml, p=0,018;
MtbABC1/Mtb 2,39x108 CFU/mI / 3,82x10° CFU/ml, p=0,014), (Ryc. 27A, 27B). Efekt
ten przyczynil si¢ do istotnego obnizenia liczby wewnatrzkomorkowego namnazajacych
si¢ rekombinowanych pratkow, co zanotowane zostalo jako znamiennie nizsza liczba
zlokalizowanych wewnatrz fagocytow komorek szczepow mutantow MtbAtpA1 (dzien
6) i MtbABC?T (dzien 3 i 6) w poroéwnaniu do liczby wewngtrzkomorkowo
zlokalizowanych pratkow szczepu wyjsciowego (dzien 3: MtbABC1/Mtb 6,32x10°
CFU/ml / 10,44x10° CFU/ml, p=0,025; dzien 6: MtbAtpA1/Mth 9,25x10° CFU/mI /
18,26x10° CFU/ml, p<0,001; MtbABC1/Mtb 8,79x10° CFU/mI / 18,26x10° CFU/ml,
p<0,001). Natomiast, podobnie do bakterii kontrolnych, rekombinowane szczepy pratka
gruzlicy charakteryzowatly si¢ statystycznie znamiennym wewnatrzkomorkowym
wzrostem 1 przezywaniem w trakcie kolejnych dni infekcji ludzkich makrofagow (dzien
0 / dzien 3: MtbAtpA1, p<0,001; MtbABC?t, p=0,005; dzien 0 / dzien 6: MtbAtpAT,
p<0,001; MtbABC1, p<0,001). Jednakze, w przeciwienstwie do wyjSciowego szczepu

H37Rv, nie zaobserwowano istotnych ro6znic w liczbie wewnatrzkomoérkowo
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zlokalizowanych komorek szczepéw mutantow MtbAtpA1T i MtbABC? pomiedzy 3 i 6

dniem hodowli.
A % %k
T O . :
2 25- * ,
“--E., - *% - DZIEN H“"
% 20- T - DZIEN ngn
2 DZIEN "6"
2
= T T *  p=0,05
S **  p<0,001
-
8
=
1 1
AN
» O
SN
B M. tuberculosis
DZIEN (h) Mtb AtpA1? ABC?
0 (0) 3,82+0,523 2,26 +0,329 2,39+ 0,358
CFU/ml x106
+ SEM 3(72) 10,44 + 1,113 8,18 + 1,233 6,32 +0,947
6 (144) 18,26 + 2,239 9,25+ 1,386 8,79 + 1,431

Ryc. 27. Wnikanie (dzien 0) oraz wewnatrzkomorkowy wzrost i przezywanie (dzien 3 i 6) szczepow
mutantow MtbAtpAt (AtpA1) i MtbABC?T (ABC?1) w ludzkich makrofagach, w poréwnaniu do
wyjSciowego szczepu H37Rv pratka gruzlicy (Mtb); CFU — liczba jednostek koloniotworczych,
h — liczba godzin, SEM — btad standardowy $redniej

5.3.4.4. Wplyw interakcji =z hrA-SAAl na procesy  wnikania,
wewnatrzkomorkowego namnazania i przezywania szczepow mutantow

MtbAtpA7T i MtbABC? pratka gruzlicy

Pomimo zaobserwowanego ostabionego whnikania, a takze
wewnatrzkomorkowego wzrostu 1 przezywania w ludzkich makrofagach szczepow
mutantow MtbAtpA?T i MtbABC1 pratka gruzlicy, charakteryzujacych si¢ nadprodukcja
biatek wigzacych ludzki surowiczy amyloid A, postanowiono oceni¢ wptyw ich interakcji
z badanym biatkiem ostrej fazy na oceniane etapy infekcji docelowych fagocytow.
W doswiadczeniach tych szczepy wyjsciowy H37Rv i mutanty MtbAtpA1 i MtbABC?
pratka gruzlicy inkubowano wstepnie z hrA-SAA1 o stezeniu koncowym 15 pg/ml,

a liczb¢ wewnatrzkomorkowo zlokalizowanych komorek bakteryjnych oceniano poprzez
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okreslenie liczby CFU/ml. Analiza otrzymanych wynikow wykazata, iz
w poroéwnaniu do odpowiadajacego szczepu wyjsciowego H37Rv pratka gruzlicy,
wigzanie hrA-SAAL nasila 0 23,4% wnikanie do ludzkich makrofagow szczepu mutanta
nadprodukujgcego biatko AtpA (dzien 0: MtbAtpA1/Mtb 59,2%; MtbAtpA1saa/Mtbsaa
82,6%), natomiast efekt ten jest nieznaczny (5,8%) w przypadku szczepu mutanta
MtbABCtT (dzien 0: MthABC1/Mtb 63,3%; MtbABCTsaa/Mthsaa 69,1%),
charakteryzujacego si¢ nadprodukcjg biatka ABC. Jednakze, mimo zanotowanego
wyraznego, pozytywnego wptywu interakcji hrA-SAAL na proces infekcji docelowych
komorek przez pratka gruzlicy MthAtpA1, stwierdzone rdéznice pomigdzy liczbami
wewnatrzkomérkowo zlokalizowanych bakterii tego szczepu mutanta, poddawanych
1 niepoddawanych wstepnej interakcji z bialkiem ostrej fazy, nie wykazaty istotnosci
statystycznej. Rowniez nieznamienne okazaty si¢ rdéznice we wnikaniu do ludzkich
makrofagéw, optaszczonych hrA-SAAL, komorek badanych mutantow (dzien O:
MtbAtpATsaa/MtbABC1saa 5,4x10° CFU/mI / 4,52x10° CFU/mI, p=0,064), (Ryc. 28A,
28B). Natomiast, analogicznie do szczepdéw mutantow niepoddawanych interakcji
z hrA-SAA1, obserwowano istotnie ostabione wnikanie do ludzkich makrofagow,
optaszczonych ludzkim surowiczym amyloidem A, komodrek zar6wno mutanta
MtbAtpAT, jak i MtbABC1?, w poréwnaniu do poziomu infekcji docelowych fagocytow
przez, poddawany wstepnej interakcji z hrA-SAA1, wyjSciowy szczep pratka gruzlicy
(dzien 0: MtbAtpAtsaa/Mtbsaa 5,4x106 CFU/ml / 6,54x10° CFU/mI, p=0,024;
MtbABC tsaa/Mthsaa 4,52x10° CFU/mI / 6,54x10° CFU/mI, p=0,001), (Ryc. 28C).
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2 DZIEN "6"
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3 T £ p<0,05
g 1 - = T s p<0,001
S 10 -
: 0'-'—'— 1 1 T 1 1
N N N
WIRGCNY > 2O > >0
P P R P YR ooP
ST ST e
had ko V$’
C hrA-SAA1
DZIEN (h) | SZCZEP 0 pg/ml 15 pg/ml
Mtb - 6,54 + 0,385
0(0) AtpA? 524+ 0,872 5.4 +0,382
ABCY 3,99 + 0,306 4,52 £ 0,380
M. tuberculosis Mth - 14,19 + 1,242
CFU/mI x10° 3(72) AtpA? 10,83 £0,916 10,97 £ 0,992
+ SEM ABC? 6,03 + 0,523 8,09 + 1,079
Mtb - 28,46 + 3,428
6(144) AtpA? 17,18 £ 1,916 2394+ 4,111
ABC?t 13,32+ 1,652 14,00 £ 2,309

Ryc. 28. Wplyw interakcji z hrA-SAA1 (15 pg/ml) na procesy wnikania (dzien 0) oraz
wewnatrzkomérkowego wzrostu i przezywania (dzien 3 i 6) szczepéw mutantow MtbAtpA7T (AtpA?1) i
MtbABC? (ABC?1) w ludzkich makrofagach, w poréwnaniu do wyjsciowego szczepu H37Rv pratka
gruzlicy (Mtb); CFU — liczba jednostek koloniotwérczych, h — liczba godzin, SEM — btad standardowy $redniej
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Konsekwencja  istotnie  obnizonej liczby  wnikajacych do  ludzkich
makrofagéw komorek szczepow mutantow byl znamiennie nizszy poziom ich
wewnatrzkomorkowego wzrostu 1 liczby wewnatrzkomorkowo przezywajacych bakterii,
W porownaniu do wyjsciowego szczepu kontrolnego (dzien 3: MtbAtpA1saa/Mtbsaa
10,97x10° CFU/ml / 14,19x10° CFU/ml, p=0,045; MtbABCtsaa/Mtbsaa 8,09x10°
CFU/ml / 14,19x10° CFU/ml, p<0,001; dzien 6: MtbABC tsaa/Mtbsaa 14x10° CFU/ml /
28,46x10° CFU/ml, p<0,001), a wstepna interakcja z hrA-SAAIl nie wplywata
modulujagco na badane procesy. Ponadto, w kolejnych dniach hodowli, zaréwno
w przypadku wyjsciowego szczepu H37Rv, jak 1 badanych szczepdw mutantow
MtbAtpAT i MtbABC?, poddawanych wstepnej interakcji z hrA-SAAL, zanotowano
istotne roznice zwigzane z nasileniem wzrostu i przezywania wewnatrzkomorkowo

zlokalizowanych bakterii.
5.3.5. Analiza proteomiczna szczepow mutantow MtbAtpA7T i MtbABC?

Podejmujac probg wyjasnienia znamiennie ostabionego wnikania szczepow
mutantow MtbAtpAT i MtbABC?T do ludzkich makrofagow oraz majac na uwadze
unikatowe zdolno$ci adaptacyjne pratka gruzlicy, postanowiono sprawdzi¢ czy,
indukowana do$wiadczalnie, w komorkach tego patogenu, nadprodukcja biatek
wiazacych ludzki surowiczy amyloid A nie prowadzi do zmian w poziomie syntezy
innych komoérkowych komponentéw biatkowych tych bakterii. Analiza pordéwnawcza
proteomu rekombinowanych szczepow MtbAtpAT i MtbABC?, nadprodukujacych,
odpowiednio, bialko AtpA (Rv1308c) i ABC (Rv2477c), proteomami wyjSciowego
szczepu H37Rv i kontrolnego szczepu noszacego replikacyjny plazmid pKWO08, uzyty do
konstrukcji rekombinowanych szczepow pratka gruzlicy, zostala wykonana komercyjnie
w Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie
z zastosowaniem techniki spektrometrii mas ESI/MS/MS (podrozdziat 4.2.9). Uzyskane
dane proteomiczne, w postaci intensywnosci widm masowych, identyfikowanych dla
poszczegdlnych peptyddéw, potwierdzily zdolno$¢ rekombinowanych szczepow pratka
gruzlicy do znamiennej nadprodukcji biatka Rv1308 (MtbAtpAtT) i Rv2477c
(MtbABCY), ktorych poziom syntezy w poddanych analizie preparatach biatkowych byt,
odpowiednio,1,46-krotnie (p=0,036), (Ryc. 29A) oraz 16,73-krotnie (p<0,0001), (Ryc.
29B) wyzszy w poréwnaniu do wyjsciowego szczepu H37Rv. Ponadto w przypadku

badanych szczepow mutantéw pratka gruzlicy zaobserwowano takze istotne zmiany
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ilosciowe w profilu wielu biatek, w tym bialek powierzchniowych i warunkujacych
metabolizm komoérkowy, w poréwnaniu do wyjSciowego szczepu tego patogenu.
Natomiast, ocena bioinformatyczna wynikéw analizy proteomicznej nic wykazata
zwiazku pomiedzy obecnoscig, w komorkach pratka gruzlicy, replikacyjnego plazmidu
pKWO08 a zanotowanymi roznicami w proteomie szczepéw mutantdw, co pozwala
stwierdzié¢, iz obserwowane zmiany w poziomie biosyntezy biatek w komorkach
rekombinowanych szczepow MtbAtpAt i MtbABC?T sa wynikiem nadprodukcji
docelowych biatek.

Sposrod obu badanych rekombinantéw, szczep mutant MtbABC?T odznaczat si¢
najwiekszg liczbg zmian w proteomie, obejmujaca nadprodukcje 22 oraz zmniejszenie
biosyntezy 123 rdéznych bialek (Ryc. 29B). Natomiast, rekombinowany szczep
MtbAtpAT wykazywat nadprodukcj¢ 2 oraz obnizenie poziomu biosyntezy 40 biatek
(Ryc. 29A). W przypadku obu szczepéw mutantow zanotowano istotne modulacje
poziomu ekspresji wielu waznych i1 niezbednych do wzrostu pratka gruzlicy bialek,
zaangazowanych m.in. w liczne szlaki metaboliczne, regulacje transkrypcji genéw oraz
synteze aminokwasow. Biologiczne funkcje wybranych biatek oraz zmiany w poziomie
ich ekspresji w proteomie obu szczepéw mutantdéw, w poréownaniu do wyjsciowego
szczepu H37Rv, przedstawiono w Tabeli 3. Przykladowymi komponentami
komorkowymi szczepu mutanta MtbAtpA?T, charakteryzujacymi si¢ obnizonym
poziomem biosyntezy sg, niezbedne do wewnatrzkomoérkowego wzrostu pratka gruzlicy
biatka EsxK (Rv1197) i EsxL (Rv1198) [265]. Jednoczesnie, rekombinowany szczep
MtbABC1 wykazywal obnizong ekspresj¢ wielu warunkujacych wzrost pratka gruzlicy
biatek, m.in. biatka CarD (Rv3583c), MenB (Rv0548c), MurE (Rv2158c), Pknl
(Rv2914c) i GlgB (Rv1326¢), a ponadto biatka MptA (Rv2174) zaangazowanego W szlak
biosyntezy rdzenia mannanowego lipomannanu, bedacego wigzacym wiele receptorow

powierzchniowych makrofagow [17], (Tabela 3).
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Ryc. 29. Zmiany w poziomie biosyntezy komorkowych bialek u rekombinowanych szczepow
MtbAtpA?T (A) oraz MtbABC? (B) pratka gruzlicy w poréwnaniu do wyjsciowego szczepu H37Rv;
intensywnosci widm masowych identyfikowanych dla poszczegdlnych peptydow przedstawiono w formie
map ciepta (ang. heat maps)

str. 137



WYNIKI

Tabela 3. Poziom biosyntezy oraz biologiczna funkcja wybranych bialek komérkowych szczepéw
mutantow MtbAtpAt i MtbABC? pratka gruzlicy w poréwnaniu do wyjsciowego szczepu H37Rv
(Mtb), (opracowano na podstawie https://mycobrowser.epfl.ch/)

BIALKO i p FUNKCJA
MtbAtpA1 / Mtb
Rv0337c | AspC 2,275 0,0027 | Synteza aminokwasow (niezbedne do wzrostu)
Rv1197 | EsxK | -1,646 [ 0,001 | £ynkcja nieznana, delecja genu esxKL uposledza
zdolno$¢ pratka gruzlicy do kolonizowania
Rv1198 EsxL _ 26,523 0,001 IUdelCh makrofagéw [265]
Rv2002 | FabG3 | -1,826 | 0,0008 | Metabolizm lipidow
MtbABC? / Mtb
Czynnik wirulencji, regulacja transkrypcji RNA,
Rv3583c | CarD 1,747 | 9,9E-05 | zmiany w ekspresji genu carD zaktocaja
prawidlowy wzrost szczepu H37Rv in vitro
Rv0548c | MenB | -1.748 | 00009 Biosynteza menachinonu  (niezbedne do
wzrostu)
Biosynteza  peptydoglikanu,  stanowigcego
Rv2158c | MurE | -1,761 0,005 | sktadnik $ciany komorkowej (niezbedne do
wzrostu)
Transdukcja  sygnatow, prawdopodobnie
Rv2914c | Pknl | -17,339 | 0,0098 | odpowiada za proces podziatu/roznicowania
komorki bakteryjnej
i Biosynteza  glikogenu, stanowigca  cze$é
Rv1326c | GlgB 18,274 10,0078 biosyntezy glikanu (niezbedne do wzrostu)
Rv2174 | MptA | -18:839 | 00077 Blpsynteza rdzenia mannanowego lipomannanu
(niezbgdne do wzrostu)

1 - wzrost biosyntezy bialka, | - spadek biosyntezy biatka
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5.4. HIPOTEZA 4

5.4.1. Wplyw wiazania hrA-SAA1 na odpowiedz funkcjonalng pratka gruzlicy na

poziomie transkryptomu

W celu okre$lenia wplywu wigzania hrA-SAA1 na odpowiedz funkcjonalng pratka
gruzlicy na poziomie transkryptomu wykonano analiz¢ iloSciowa i jakoSciowa RNA,
izolowanego z bakterii niepoddawanych oraz poddawanych interakcji z badanym
biatkiem ostrej fazy, o koncowym stezeniu 15 pg/ml (podrozdziat 4.2.10). Zastosowana
metodyka oraz przeprowadzona analiza bioinformatyczna otrzymanych, za pomoca
sekwencjonowania w technologii Illumina, odczytéw pozwolita na wyodrebnienie
istotnych roznic w ilo$ci transkryptow identyfikowanych u pratka gruzlicy
w odpowiedzi na interakcje z ludzkim hrA-SAA1. Wykazano, iz zwigzanie przez pratka
gruzlicy badanego ludzkiego biatka ostrej fazy o 5-krotnie podwyzszonym, w stosunku
do fizjologicznego, stg¢zeniu przyczynita si¢ do znamiennych statystycznie zmian
w genomie, wykazanych jako wzrost i spadek ekspresji, odpowiednio, 11 i 2 genoéw (Ryc.
30). Zaobserwowany wzrost ekspresji  dotyczyl gendéw  zlokalizowanych
w obrebie 3 operonow kodujacych systemy biatek transportowych oraz genu kodujacego
dioksygenaze. Natomiast, obnizenie poziomu ekspresji zanotowano w przypadku genu
kodujacego endonukleaze IV oraz lipoproteing LpgP. Funkcje wybranych genéw oraz
produktow ich ekspresji, wraz z poziomem zmian w ilo$ci transkryptow uzyskanych dla

poszczegolnych gendow, przedstawiono w Tabeli 4.

Mitb Mth/SAA
RVOG?BC_T 100
Rv0677c

Rv0678- 1800
Rv1216¢ 1600
Rv1217cH 1400
Rv1218c 1200
Rv1219c
Rv3161c 1 1000
Rv0450¢c- r 1800
Rv0451c - 4 600

Rv0452- L 4 400

Rv0670 . 200

Rv0671- ||

Ryc. 30. Zmiany w ilosci transkryptow identyfikowanych w genomie pratka gruzlicy, w odpowiedzi
na wigzanie hrA-SAA1 (15 pg/ml); poziom ekspresji poszczegdlnych genéw przedstawiono w formie
map ciepta (ang. heat maps)
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Tabela 4. Zmiany poziomu ekspresji genow w transkryptomie pratka gruzlicy, w odpowiedzi na
wigzania hrA-SAA1 oraz biologiczne funkcje produktéw ich ekspresji (opracowano na podstawie
https://mycobrowser.epfl.ch/)

GEN Ml D FUNKCJA

rv0450c | mmpL4 | 0,401 3,98E-06 | Transporter przezbtonowy MmpL4

rvo451c | mmpS4 | 0,781 2,90E-05 | Biatko btonowe MmpS4

rvo452 - 1,039 2,75E-08 | Regulator transkrypcyjny

rv0676¢c | mmpL5 | 2,997 1,94E-19 | Transporter przezblonowy MmpL5

rvo676¢c | mmpS5 | 3,141 4,91E-18 | Biatko blonowe MmpS5

rv0678c - 3,298 1,02E-17 | Regulator transkrypcyjny

rvl216¢ - 1,621 2,73E-14 | Integralne biatko blonowe

nv1217¢ ) 1,891 2 97E-13 Permeaza, biatko systemu transportowego
typu ABC-2

rv1218c ) 2,573 6,77E-14 Wiagzace ATP biatko transportowe typu
ABC-2

rvl219c - 2,679 2,36E-13 | Regulator transkrypcyjny

rv31l6lc - 0,947 6,00E-08 | Dioksygenaza

rv0670 end -0,354 | 2,09E-06 | Endonukleaza IV

rvo671 IpgP -0,331 | 0,00026 | Lipoproteina LpgP

1 - wzrost ekspresji, | - spadek ekspresji
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6. WNIOSKI

1. Mycobacterium  tuberculosis, w  przeciwienstwie do  saprofitycznego
Mycolicibacterium smegmatis, swoiscie wigze ludzki surowiczy amyloid A
(A-SAA1), a intensywno$¢ tego procesu jest wprost proporcjonalna do st¢zenia

ludzkiego biatka ostrej fazy.

2. Swoiste wigzanie ludzkiego surowiczego amyloidu A (A-SAAl) przez
M. tuberculosis warunkowane jest m.in. przez membranowe biatka AtpA (Rv1308)
i ABC (Rv2477c) tego patogenu.

3. Swoisto$¢ wigzania ludzkiego surowiczego amyloidu A (A-SAA1) przez biatko
AtpA M. tuberculosis charakteryzuje si¢ wyzszym powinowactwem, w poréwnaniu

do powinowactwa analogicznej interakcji biatka ABC tego patogenu.

4. Wiazanie ludzkiego surowiczego amyloidu A (A-SAALl), o stezeniu 5-krotnie
wyzszym od jego $redniej wartosci fizjologicznej, przez M. tuberculosis moduluje
przebieg wczesnych etapow infekcji ludzkich makrofagdéw poprzez nasilenie

wnikania, a takze wewnatrzkomorkowego wzrostu 1 przezywania pratka gruzlicy.

5. Nadprodukcja biatek AtpA i ABC u szczepow mutantow, odpowiednio, MtbAtpA 1
I MtbABC1, skutkuje ostabionym wnikaniem rekombinowanych pratkéw do
ludzkich makrofagdéw z towarzyszacym temu zjawisku znamiennym zmniejszeniem
liczby wewnatrzkomérkowo namnazajacych si¢ 1 przezywajacych bakterii, zar6wno
nie poddawanych, jaki i poddawanych wstepnej interakcji z ludzkim surowiczym

amyloidem A (A-SAAL1).

6. Interakcja szczepu mutanta MtbAtpA?T pratka gruzlicy z ludzkim surowiczym
amyloidem A, o stezeniu 5-krotnie wyzszym od jego Sredniej wartosci fizjologicznej,
skutkuje wyraznym zwiekszeniem liczby wnikajacych komoérek rekombinowanych
bakterii do ludzkich makrofagéw, w poréwnaniu do intensywnosci wnikania

odpowiadajacego wyjsciowego szczepu H37Rv.
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Ostabione wnikanie szczepoéw mutantow MtbAtpA7T i MtbABC1 pratka gruzlicy do
ludzkich makrofagdw jest potencjalnie efektem, indukowanego doswiadczalng
nadprodukcjg docelowego biatka, wzrostu i/lub spadku biosyntezy wielu
niezb¢dnych dla patogenno$ci M. tuberculosis bialek zaangazowanych w procesy
metaboliczne, regulacje transkrypcji genéw i synteze aminokwasow, a takze bialek
powierzchniowych odpowiedzialnych za interakcje pratka gruzlicy z blonowymi

receptorami makrofagow.

Wiazanie ludzkiego surowiczego amyloidu A (A-SAA1) przez M. tuberculosis
moduluje odpowiedz funkcjonalng tych bakterii na poziomie transkryptomu
manifestujacag si¢ wzrostem ekspresji gendéw zlokalizowanych w obrgbie 3
operondéw, kodujacych systemy biatek transportowych, oraz genu kodujacego
dioksygenaze, a takze obnizeniem poziomu ekspresji gendéw kodujacych

endonukleaze IV oraz lipoproteing LpqP.

WNIOSEK OGOLNY: Swoiste wigzanie ludzkiego surowiczego amyloidu A
(A-SAA1) przez pratka gruzlicy moduluje wczesne etapy infekcji ludzkich

makrofagow oraz odpowiedz funkcjonalng tego patogenu.
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7. DYSKUSJA

Mycobacterium tuberculosis jest patogenem charakteryzujacym si¢ wysokim
sukcesem ewolucyjnym, ktory, poprzez wyksztalcenie wyjatkowych wlasciwosci
adaptacyjnych oraz zlozonych mechanizméw patogennosci, skutecznie rozprzestrzenit
si¢ na calej kuli ziemskiej infekujgc 1/3 populacji ludzkiej [9]. Powyzej wspomniane
mechanizmy patogennosci pratka gruzlicy oparte sa gldwnie na zdolno$ci tych bakterii
do manipulowania elementami wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej, a nawet ich
wykorzystywaniu w celu adhezji, wniknigcia oraz skutecznego namnazania si¢ wewnatrz
komorek  gospodarza.  Pierwszym  etapem  konfrontacji M.  tuberculosis
z mechanizmami odpowiedzi odpornosciowej, po przedostaniu si¢ przez naturalne
bariery mechaniczne [14-16], jest rozpoznanie patogenu przez komorki nieswoistych
mechanizmoéw odpornos$ciowych, w tym rezydujace w ptucach makrofagi pecherzykow
ptuc i komorki dendrytyczne [17]. Komorki te uczestniczg w pochtanianiu pratka gruzlicy
za posrednictwem bezposrednich lub posrednich interakcji z komorka patogenu przy
udziale, odpowiednio, blonowych lub krazacych receptorow rozpoznajacych
konserwatywne struktury antygenowe tych bakterii. Interakcje te maja istotne znaczenie
nie tylko dla wytworzenia skutecznej odpowiedzi odpornosciowej, ale takze sa kluczowe
dla samego patogenu, gdyz determinujg adhezj¢ niezbedng w przebiegu procesu wnikania
do komoérek makroorganizmu. Ponadto wskazuje sie, ze rodzaj receptora
wykorzystywanego przez M. tuberculosis podczas inwazji komorek docelowych moze
determinowac ro6zny przebieg tego procesu, manifestujacy si¢ jako obnizenie lub wzrost
zdolnosci  bakterii do namnazania si¢ w  niekorzystnych  warunkach

mikrosrodowiskowych, panujgcych wewnatrz fagocytow [26, 33, 35, 43-45].

Przedmiotem badan niniejszej pracy doktorskiej byta ocena interakcji
M. tuberculosis z ludzkim surowiczym amyloidem A, a takze poznanie
mykobakteryjnych ligandow warunkujacych to oddziatlywanie, okreslenie udziatu tego
zjawiska we wczesnych etapach inwazji ludzkich makrofagéw oraz ocena wptywu
wigzania surowiczego amyloidu A na odpowiedz funkcjonalng komorek bakterii. Reakcja
ostrej fazy jest zZlozonym procesem wczesnych, nieswoistych mechanizméw obronnych
makroorganizmu, ktoéry uruchamiany jest, m.in. w wyniku infekcji. Proces ten zaliczany
jest do kluczowych elementéw wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej i warunkowany

jest poprzez indukcj¢ lub nasilenie, a takze hamowanie syntezy szerokiej grupy
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czynnikoéw humoralnych, nazywanych biatkami ostrej fazy [164-166]. Surowiczy
amyloid A jest tzw. pozytywnym biatkiem reakcji ostrej fazy, ktorego stezenie istotnie
wzrasta w efekcie aktywowanej reakcji zapalnej. Poprzez zdolnos¢ do interakcji
z wieloma receptorami eksponowanymi na powierzchni komorek odpornosciowych,
surowiczy amyloid A posiada wiele immunologicznych funkcji, w tym wykazywanie
aktywnosci chemotaktycznej i indukowanie syntezy wielu cytokin [170, 173, 176, 189].
Wysoki poziom surowiczego amyloidu A obserwowany jest takze w surowicach
pacjentow chorych na gruzlice, a st¢zenie tego biatka ostrej fazy zalezne jest od postaci

tej choroby i, zwigzanego z jej przebiegiem, stopnia uszkodzenia tkanki ptuc [240].

Majac na uwadze zlozone mechanizmy patogennosci pratka gruzlicy, a takze
funkcjonalng aktywnos$¢ surowiczego amyloidu A, w prezentowanej pracy doktorskiej
przyjeto ogdlne zalozenie, iz, towarzyszace zakazeniu M. tuberculosis, wysokie stgzenie
surowiczego amyloidu A, jest przyczyna nie tylko zmian patologicznych w obrebie
uktadu oddechowego, ale wigzanie tego biatka ostrej fazy przez pratka gruzlicy moze
wplywac na procesy przylegania, wnikania i namnazania si¢ tych bakterii w ludzkich
makrofagach oraz moze modulowa¢ funkcjonalng aktywno$¢ samego patogenu.
Wigzanie opsonizowanego surowiczym amyloidem A pratka gruzlicy przez, wspolne dla
komponentow antygenowych tych bakterii i badanego biatka ostrej fazy, receptory TLR2,
TLR4 i CD36 wydaje si¢ szczegdlnie interesujace w kontek$cie mozliwego wplywu
interakcji M. tuberculosis z A-SAA na wczesne etapy infekcji. Co wiegcej, surowiczy
amyloid A wystgpuje w surowicy krwi glownie w postaci zwigzanej
z cholesterolem, ktory, nie tylko petni kluczowa role w efektywnym wnikaniu tego
patogenu do ludzkich ~makrofagow, ale rowniez stanowi niezbedne do
wewnatrzkoméorkowego wzrostu tych bakterii zrodto wegla i czynnik sprzyjajacy
przetrwaniu pratka gruzlicy w niekorzystnych warunkach ~ wewnetrznego

mikro$rodowiska fagosomu [34, 250].

Pierwszym etapem badan doswiadczalnych przeprowadzonych w ramach pracy
doktorskiej byla weryfikacja hipotezy badawczej zakladajacej interakcje pomiedzy
pratkiem gruzlicy a surowiczym amyloidem A. Na podstawie wykonanych analiz
wykazano, iz zywe komorki pratkow, zardwno patogennych M. tuberculosis, jak
I niepatogennych M. smegmatis, wiaza surowiczy amyloid A, jednakze interakcja ta ma

charakter swoistych oddziatywan wytacznie w przypadku pratka gruzlicy i przejawia si¢
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istotnie wyzszg intensywnoscig w porownaniu do M. smegmatis. Interakcja bakterii
z surowiczym amyloidem A nie jest zjawiskiem catkowicie niespodziewanym. Hari-Dass
i wsp. [233] potwierdzili zdolno$¢ wigzania tego biatka ostrej fazy u wielu bakterii Gram-
ujemnych, w tym E. coli, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae i Serratia marcescens, natomiast
zaobserwowane zjawisko nie wystepowalo w przypadku Burkholderia cepacia oraz
Gram-dodatnich Streptococcus pneumoniae i Staphylococcus aureus. Autorzy ci
wykazali rowniez, iz, podobnie do stwierdzonej w prezentowanej pracy zaleznosci
intensywnos$ci wigzania A-SAA przez M. tuberculosis, ale takze przez M. smegmatis,
ilo§¢ wigzanego surowiczego amyloidu A przez bakterie Gram-ujemne jest wprost
proporcjonalna do stezenia tego biatka. Dodatkowo Hari-Dass i wsp. udowodnili, iz
wystepowanie surowiczego amyloidu A w postaci apolipoproteiny zwigzanej z lipidami
wysokiej gestosci nie wptywa na zdolno$¢ tego biatka ostrej fazy do opsonizacji bakterii
Gram-ujemnych. Ponadto, analogicznie do zaobserwowanej w badaniach wtasnych
gatunkowo zroznicowanej swoistosci wigzania surowiczego amyloidu A przez pratki
M. tuberculosis i M. smegmatis, swoisto$¢ interakcji bakterii Gram-ujemnych
z surowiczym amyloidem A jest takze zrdznicowana i zalezna od gatunku bakterii,
a najwyzsza swoisto$¢ badanego oddzialywania autorzy wykazali dla E. coli oraz
V. cholerae.

Oproécz interakcji z surowiczym amyloidem A, pratek gruzlicy posiada zdolnos¢
wigzania rowniez innych pozytywnych biatek ostrej fazy, w tym tych odpowiedzialnych
za aktywacj¢ uktadu dopetniacza, mianowicie sktadowej C3 oraz MBL. Ferguson i wsp.
pokazali, ze inkubacja komorek M. tuberculosis w obecnosci 25% normalnej surowicy
ludzkiej prowadzi do aktywacji dopetniacza na drodze alternatywnej, a nastg¢pnie,
zwigzane] z tym procesem, opsonizacji pratka gruzlicy przez formy C3b i C3bi
dopehiacza. Maksymalne wigzanie sktadowej C3 przez pratka gruzlicy obserwowane
byto juz po 5 minutach inkubacji z normalng ludzka surowica. Jednakze, obnizenie
stezenia surowicy do 2,5% skutkowalo, zaleznym od skladowej Clq, wigzaniem
komponentu C3 przez pratka gruzlicy wskazujac, iz W warunkach charakteryzujacych si¢
niskim stezeniem sktadowych dopelniacza interakcja ta jest zalezna od klasycznej drogi
aktywacji tego uktadu. Odkrycie to wydaje si¢ szczegéOlnie istotne w kontek$cie
potwierdzonej przez autoréw obecnosCi skladowej C3 dopelniacza w plynach
oskrzelowo-pecherzykowych oséb chorych na gruzlicg, w stezeniach okoto 30-krotnie

nizszych niz w surowicy, a nastepnie jej zdolnosci do wigzania z komorkami

str. 147



DYSKUSJA

M. tuberculosis [49]. Z kolei wigzanie surowiczej lektyny wigzacej mannozg przez
patogenne pratki M. tuberculosis oraz niepatogenne M. smegmatis, podobnie jak
w przypadku stwierdzonej w tej pracy interakcji mykobakterii z ludzkim A-SAA,
charakteryzuje si¢, odpowiednio, najwyzszg i najnizszg intensywno$cig W przypadku

komorek M. tuberculosis i M. smegmatis [68].

W  kolejnym etapie badan, poprzez zastosowanie ztozonej metodologii,
obejmujgcej przygotowanie surowego preparatu antygenowego z zywych komorek
M. tuberculosis, wzbogaconego we frakcje¢ bialek membranowych, jedno-
i dwukierunkowy rozdziat elektroforetyczny, technike Western blot, chromatografie
powinowactwa oraz tandemowa spektometri¢ mas ESI/MS/MS, wyselekcjonowano
i zidentyfikowano sze$¢ komponentow powierzchniowych komoérek pratka gruzlicy
potencjalnie zaangazowanych w wigzanie ludzkiego A-SAA1l, z ktoérych dwa,
mianowicie biatko Rv1308 (AtpA — probable ATP synthase alpha chain AtpA)
i Rv2477c (ABC — probable macrolide-transport ATP binding protein ABC transporter)
byty przedmiotem dalszych badaf w ramach pracy doktorskiej. Oba te biatka sa
komponentami frakcji membranowej komoérek M. tuberculosis [251], co uczynito je
szczegblnie interesujagcymi na plaszczyznie ich potencjalnej interakcji z badanym
biatkiem ostrej fazy.

Gen rv1308 M. tuberculosis koduje tancuch o syntazy ATP, o relatywnej masie
czasteczkowej 59,3 kDa, bedacy podjednostkg regulatorowa, katalizujaca syntezg ATP
z ADP 1z wykorzystaniem blonowego gradientu protonéw [Mycobrowser,
https://mycobrowser.epfl.ch/genes/Rv1308]. Prokariotyczna syntaza ATP (FiFo-syntaza
ATP) jest konserwatywnym enzymem, odpowiedzialnym za kataliz¢ syntezy czasteczek
ATP, zbudowanym z dwoch regionéw — hydrofobowego regionu btonowego (Fo),
sktadajacego sie z podjednostek a, ¢ i b, oraz hydrofilowego regionu cytoplazmatycznego
(F1), ztozonego z 5 podjednostek, mianowicie a, B3, 8, v i €, kodowanych przez pojedynczy
operon rv1303-atpBEFHAGDC-rv1312 [252].

Zwigzany z przebiegiem gruzlicy ptuc rozwdj granuloma prowadzi do eliminacji
wigkszosci, znajdujacych si¢ w obrebie tych patomorfologicznych zmian, pratkow.
Jednakze uwaza si¢, iz nieznaczna liczba tych drobnoustrojow, poprzez adaptacje do
niekorzystnych warunkéw mikrosrodowiska granuloma, wykazuje zdolnos¢ do
przetrwania w formie charakteryzujacej si¢ spowolnionym metabolizmem

i zahamowaniem podziatow komorkowych [253]. Pomimo, iz M. tuberculosis nalezy do
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bakterii bezwzglednie tlenowych, drobnoustroj ten posiada mozliwo$¢ przystosowania
si¢ do niesprzyjajacych warunkéw $rodowiskowych, w tym braku dostepu do tlenu,
przechodzac w stan u$pienia. W warunkach hipoksji dochodzi do hamowania cyklu
komorkowego pratka gruzlicy i w tej formie patogen ten jest zdolny do przetrwania przez
dhugi okres trwania infekcji, bez znacznego spadku zywotnosci. Obserwowany efekt
braku dostepu do tlenu zwigzany jest ponadto z obnizeniem wrazliwosci komorek bakterii
na dostgpne w terapii gruzlicy tuberkulostatyki, co znacznie utrudnia skuteczng
eradykacje zakazenia M. tuberculosis [254]. Rao i wsp. udowodnili, iz konsekwencja,
indukowanych niedoborem tlenu, zmian fizjologicznych pratka gruzlicy jest niskie,
wewnatrzkomorkowe stezenie ATP, w pordwnaniu do bakterii rosngcych w warunkach
tlenowych, ktore utrzymywane jest przez komorki tego mikroorganizmu na statym
poziomie warunkowanym synteza ATP de novo. Dodatkowo zauwazono, iz
niereplikujace pratki gruzlicy sa szczeg6lnie wrazliwe na dalsze zaburzenia homeostazy
ATP, ktorych skutkiem jest spadek ich zywotnosci nawet o 90%, co sklonito do
wysunigcia hipotezy zaktadajacej wykorzystanie koniecznosci utrzymania statego,
wewnatrzkomérkowego poziomu ATP przez M. tuberculosis jako potencjalnego
mechanizmu docelowego dla nowych lekéw przeciwpratkowych [255]. Badania
naukowe prowadzone na modelach in vivo, odzwierciedlajgcych warunki sprzyjajace
przechodzeniu pratka gruzlicy w stan uspienia, pozwolity na zdefiniowanie profilu
ekspresji genow patogenu m.in. w warunkach niedoboru tlenu, braku sktadnikéw
odzywczych czy niskiego pH. Karakousis i wsp. stwierdzili, iz latencji pratka gruzlicy
towarzyszy obnizenie ekspresji nie tylko genéw kodujacych rybosomalne biatka wigzace
RNA, ale takze genow kodujacych skladowe syntazy ATP, w tym podjednostke
a (rv1308), czego rezultatem jest spadek wewnatrzkomorkowo zmagazynowanej energii
w postaci czgsteczek ATP. Obserwacje te potwierdzity zalozong przez autoréw hipotezg
wskazujaca na zmiang statusu fizjologicznego pratka gruzlicy bedaca wynikiem
spowolnionej aktywno$ci metabolicznej tych bakterii w stanie latencji i zahamowaniem
podziatow komorkowych [256]. Szczegoélnie interesujaco, w konteks$cie powyzszych
doniesien naukowych, przedstawiaja si¢ wyniki poréwnawczej analizy proteomicznej
klinicznych szczepow M. tuberculosis, opornych na amikacyne i kanamycyne,
wskazujagce na wykorzystanie podjednostki regulatorowej o syntazy ATP jako
potencjalnej tarczy docelowej dla nowych tuberkulostatykow [257].

Zanotowang w prezentowanej pracy zdolno$¢ podjednostki o syntazy ATP pratka

gruzlicy do wigzania biatek makroorganizmu potwierdzajg badania Huo i1 wsp., ktorzy
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wykazali potencjal mykobakteryjnych podjednostek regulatorowych syntazy ATP,
w tym bialka AtpA (Rv1308), AtpG (Rv1309) i AtpD (Rv1310), do interakcji
z ligandami ludzkiego gospodarza. Jednocze$nie autorzy ci, poprzez zaprojektowanie
modelu umozliwiajgcego prognozowanie oddziatywan patogen — gospodarz, opartego
m.in. na sekwencji biatka, cechach strukturalnych i genetycznych warunkujacych
interakcje i funkcjonalne powigzania, a takze profilu filogenetycznym, zidentyfikowali
118 potencjalnych par wchodzacych ze sobg w interakcje biatek, tworzonych przez 43
biatka M. tuberculosis oraz 48 biatek ludzkich [258].

Drugim, stanowigcym przedmiot badan niniejszej pracy doktorskiej, komponentem
powierzchniowym pratka gruzlicy potencjalnie wigzagcym ludzki A-SAA jest,
kodowane przez gen rv2477c, biatkko ABC (Rv2477c), o masie relatywnej
61,9 kDa, zaliczane do grupy, wiazacych ATP, transporterow typu ABC zaangazowanych
w aktywny transport zwiazkow  makrolidowych  [Mycobrowser, https://
mycobrowser.epfl.ch/genes/Rv2477]. Biatka transportowe typu ABC posiadajg
z reguty wlasciwosci pomp wielolekoopornosci, ktorych funkcjg jest aktywne usuwanie
substancji antybakteryjnych z komoérki, z wykorzystaniem hydrolizy ATP jako zrodta
energii [252]. Biatko Rv2477¢ nalezy do podrodziny transporteréw ABC-F, ktorych
cechg charakterystyczng jest posiadanie pary domen wiazacych nukleotydy (NBD),
natomiast w strukturze tego biatka nie wystgpuje domena transbtonowa (TDM),
determinujgca funkcje transportowe. Dlatego tez, w przeciwienstwie do wielu innych,
blonowych transporterow zaleznych od zrodta energii w postaci ATP, biatka podrodziny
ABC-F nie wykazuja aktywnos$ci pomp wielolekoopornosci lecz biorg udziat w procesach
komorkowych, takich jak kontrola procesu translacji oraz warunkowanie opornosci
pratka gruzlicy na antybiotyki poprzez ochrong rybosoméw [259, 260]. Udowodniono, iz
poziom biosyntezy biatka Rv2477c regulowany jest obecnoscig antybiotykow, na co
wskazuje podwyzszony poziom transkrypcji genu rv2477c w odpowiedzi na stres
wywotany obecno$cig zwigzkow przeciwpratkowych w $§rodowisku wzrostu [261].
Ponadto Faksri i wsp. dowiedli, ze izolowane od pacjentow wielolekooporne szczepy
M. tuberculosis wykazujg niesynonimiczny polimorfizm pojedynczego nukleotydu
w obrebie genu kodujgcego biatko Rv2477¢, ktorego efektem jest zmiana w sekwencji
aminokwasowej tego, zbudowanego z 558 aminokwasow, biatka w pozycji 135

z tryptofanu na glicyne, warunkujaca dalsze zroéznicowanie W jego strukturze
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drugorzedowej, a takze, przypuszczalnie, oporno$¢ pratka gruzlicy na stosowane
w terapii antybiotyki aminoglikozydowe, w tym na kanamycyne oraz amikacyne [262].

Ze wzgledu na potencjalne, duze znaczenie biatka Rv2477¢c w patogenezie gruzlicy
Daniel i wsp. podjeli si¢ okreslenia biochemicznej charakterystyki tego biatka. Wykazali
oni, iz biatko Rv2477c posiada silng aktywnos¢ ATPazy, ktora ulega ostabieniu
w obecnosci antybiotykéw hamujacych proces translacji biatek, mianowicie tetracykliny
I erytromycyny. Stymulacja biologicznej aktywnosci ATPazy zalezna jest, w pierwszej
kolejnosci, od dostepnosci jonéw manganu (Mn?*), a nastepnie kobaltu (Co?*) i magnezu
(Mg?"). Poniewaz najwyzsze stezenie jonow Mn?* obserwuje si¢ u bakterii w stacjonarnej
fazie wzrostu lub wolnorosngcych, autorzy sugerujg potencjalng role jonow tego
pierwiastka w regulacji, istotnej na plaszczyznie patogennosci pratka gruzlicy,
funkcjonalnej aktywnosci ATPazy Rv2477c. Mechanizm ten moze mie¢ zasadnicze
znaczenie w trakcie konfrontacji patogenu z niekorzystnymi warunkami wewnetrznego
mikrosrodowiska organizmu gospodarza, determinujagcymi fizjologiczne zmiany
komorek pratka. Ponadto Daniel i wsp. zaobserwowali istotny wptyw pH na aktywnos¢
enzymatyczng biatka Rv2477c, ktora byta najwyzsza przy pH 5,2 i ulegata znacznemu
ostabieniu w warunkach charakteryzujacych si¢ spadkiem lub wzrostem wartosci tego
parametru w stosunku do pH optymalnego. Zalezno$¢ ta moze by¢ kluczowa w przebiegu
infekcji ludzkich makrofagdéw przez pratka gruzlicy w kontekscie stycznosci bakterii
z fizjologicznym, kwasnym mikrosrodowiskiem panujacym wewnatrz docelowych
komorek [263].

Stwierdzone w  pracy doktorskiej  predyspozycje réznych  biatek
M. tuberculosis do oddziatywan z takim samym ludzkim biatkiem ostrej fazy nie sa
zjawiskiem odosobnionym. Swierzko i wsp. wykazali bowiem obecno$¢ trzech, waznych
pod wzgledem biologicznym, struktur pratka gruzlicy, mianowicie ManLAM oraz
antygenow kompleksu 85 — Ag85A oraz Ag85B, warunkujacych interakcje tego patogenu
z MBL [79]. Zdolno$¢ wielu ligandéw M. tuberculosis do potencjalnych oddziatywan
z jednym ludzkim biatkiem zaobserwowali rowniez Huo i wsp., ktorzy dzigki
zastosowaniu wspomnianej wczesniej molekularnej metody przewidywania interakcji
biatko-biatko wykazali zdolno$¢ czterech roznych biatek pratka gruzlicy do oddziatywan
z ludzkim biatkiem P10809 [258].

Prowadzone przez Hari-Dass i wsp. badania nad interakcja bakterii
Gram-ujemnych z ludzkim A-SAA1 wykazaly, podobnie jak w przypadku

M. tuberculosis, obecno$¢ we frakcji biatlek membranowych E. coli specyficznego
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ligandu, odpowiedzialnego za wigzanie badanego biatka ostrej fazy. Zastosowanie
spektrometrii mas pozwolito na zidentyfikowanie tego ligandu jako biatka OmpA,
stanowigcego komponent Dbakteryjnej blony zewnetrznej i zaliczanego do
konserwatywnej rodziny biatek OmpA/OprF. Wystepowanie biatek OmpA/OprF
potwierdzono u prawie wszystkich Gram-ujemnych bakterii, a ich funkcjonalna
aktywno$¢ zwigzana jest z utrzymywaniem strukturalnej integralnosci btony
komorkowej. Ponadto wskazuje si¢, iz wykazujg one wlasciwosci poryn [233].
Zaobserwowang we wlasnych badaniach zdolno$¢ wigzania ludzkiego
A-SAAl przez biatka AtpA i ABC M. tuberculosis potwierdzono przy uzyciu
rekombinowanych form tych ligandow, uzyskanych w systemie ekspresyjnym E. coli
BL21 (DE3), oraz techniki Western blot. Nast¢pnie, w celu precyzyjnego ustalenia
swoistosci obserwowanych interakcji pomi¢dzy badanymi bakteryjnymi ligandami
a ludzkim A-SAAl przeprowadzono specjalistyczng analiz¢ z zastosowaniem
powierzchniowego rezonansu plazmonowego przy uzyciu roéznych stezen badanego
biatka ostrej fazy. Analiza uzyskanych tg metoda wynikow wykazata, iz zidentyfikowane
mykobakteryjne ligandy wigza swoiscie ludzki A-SAA1L, jednakze interakcja pomiedzy
biatkiem AtpA a ludzkim A-SAAL charakteryzuje si¢ silniejszym powinowactwem
w poroéwnaniu do powinowactwa analogicznej interakcji biatka ABC. Obserwowane
przez Hari-Dass i wsp. powinowactwo wigzania ludzkiego rA-SAAL przez bakterie
Gram-ujemne rdéznito si¢ w zaleznosci od ich gatunku, przy czym najwyzsza swoisto$¢
tych oddzialywan zanotowano dla E. coli oraz V. cholerae. Ponadto autorzy stwierdzili
roOwniez, ze stezenie SAA wymagane do zaobserwowania potowy maksymalnego
wigzania tego biatka ostrej fazy przez Gram-ujemne bakterie miescito si¢ w granicach

jego fizjologicznych warto$ci [233].

Kolejnym etapem prowadzonych prac doswiadczalnych byta ocena wpltywu
interakcji komorek M. tuberculosis z ludzkim A-SAAL1 na wczesne etapy infekcji
ludzkich makrofagoéw, a takze okreslenie udziatlu, zidentyfikowanych jako wigzace to
bialko ostrej fazy, mykobakteryjnych ligandow w badanych etapach zakazenia
docelowych fagocytow. W doswiadczeniach tych stosowano, odpowiednio, komoérki
wyjsciowego szczepu pratka gruzlicy oraz szczepoéw mutantow MtbAtpAT i MtbABCT,
nadprodukujacych biatko AtpA lub ABC, ktore poddawano wstgpnej interakcji
z hrA-SAAI1, a nastgpnie infekowano nimi ludzkie makrofagi pochodzenia

monocytarnego.
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Efektywnos¢ prowadzonego przez komorki zerne procesu fagocytozy
warunkowana jest, m.in. opsonizacja bakterii przez rozpuszczalne czasteczki humoralne;j
odpowiedzi wrodzonej, odgrywajacej istotng rol¢ w ograniczaniu infekcji na jej
wczesnym etapie, przed rozwinigciem mechanizméw odpornosci swoistej. Jednakze,
w przypadku drobnoustrojow charakteryzujacych si¢ wyjatkowymi wlasciwosciami
adaptacyjnymi, zwigzanymi z wyksztatceniem ztozonych mechanizméw patogennosci,
interakcje z rozpuszczalnymi czynnikami odpornosci wrodzonej moga umozliwiac
manipulowanie mechanizmami obronnymi gospodarza, a nawet skutkowaé ich
wykorzystywaniem do ulatwionej inwazji docelowych komoérek. W kontekscie
powyzszych mechanizméw szczegdlnie interesujace wydaja si¢ badane w pracy
oddziatywania M. tuberculosis z A-SAA, zwlaszcza, iz interakcje pratka gruzlicy
zarbwno z blonowymi, jaki i rozpuszczalnymi czasteczkami pelnigcymi funkcje
receptorow PRRs majg fundamentalne znaczenie nie tylko dla wytworzenia skutecznej
odpowiedzi odpornosciowej, ale takze sa uwazane za kluczowe dla samego patogenu,
gdyz determinujg jego adhezje i wnikanie do docelowych komorek [17, 26]. Ponadto
wskazuje si¢, iz poprzez wplyw na regulacje transdukcji sygnalu modulujacego funkcje
makrofagdéw, rodzaj wykorzystywanego przez pratka gruzlicy receptora PRRs moze
istotnie wptywac¢ na wnikanie, a takze wewnatrzkomérkowy wzrost 1 przezywanie tego
patogenu w docelowych komorkach [35]. Dodatkowo, indukowane zakazeniem
M. tuberculosis znamiennie podwyzszone stgzenie A-SAA moze stanowi¢ wazny
czynnik modulujacy nie tylko przebieg i konsekwencje gruzlicy [243-246], ale takze, jak
udowodniono, odgrywa¢ zasadniczg role w rozwoju patologicznych zmian u pacjentow
z sarkoidoza [264].

Zastosowanie, we wstepnej interakcji pratka gruzlicy z hrA-SAAL, 5-krotnie
podwyzszonego, w poréwnaniu do fizjologicznego, stezenia biatka ostrej fazy
przyczynito si¢ do, osobniczo uwarunkowanej, slabo lub umiarkowanie nasilonej
tendencji komorek bakterii do adhezji, do ludzkich makrofagow. Co wigcej obserwowany
efekt nie zawsze mial charakter pozytywnej modulacji, gdyz w przypadku jednego
osobnika zaobserwowano prawie 17% spadek liczby przylegajacych komorek
M. tuberculosis. Natomiast, mimo niewielkiego wptywu na proces przylegania patogenu
do docelowych fagocytow, interakcja pratka gruzlicy z hrA-SAA1 prowadzita
do znamiennego nasilenia zdolnosci tych bakterii do wnikania, a takze
wewnatrzkomorkowego przezywania i wzrostu w ludzkich makrofagach, co odnotowano

jako  znamiennie  wigksza liczbe = wewnatrzkomorkowo  zlokalizowanych,
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opsonizowanych hrA-SAALl bakterii, w poroéwnaniu do ukladu kontrolnego,
odpowiednio, w dniu 0 oraz po 3 i 6 dniach prowadzenia hodowli. Zanotowane w pracy
istotnie nasilone wnikanie optaszczonego hrA-SAA1 pratka gruzlicy do ludzkich
makrofagdw, przy braku zasadniczych roéznic w liczbie bakterii przylegajacych, moze
by¢ wynikiem dwukierunkowych swoistych oddziatywan, mianowicie ligandow
powierzchniowych patogenu z biatkiem ostrej fazy oraz zwigzanego przez pratka gruzlicy
surowiczego amyloidu A ze swoistymi receptorami blonowymi makrofagow. Swoistos¢
tych interakcji warunkuje bowiem wysokie powinowactwo wigzania czynnika zakaznego
z blong cytoplazmatyczng docelowych fagocytow istotnie nasilajac efektywnosé¢
pochtaniania rozpoznawanych komorek patogenu. Otrzymane wyniki sugeruja, iz
wigzanie ludzkiego A-SAA1 przez M. tuberculosis moduluje przebieg wezesnych etapow
infekcji ludzkich makrofagéw przez ten drobnoustréj, a badane biatko ostrej fazy mozna
potencjalnie rozpatrywac jako petnigce funkcj¢ krazacego receptora PRR rozpoznajacego
konserwatywne wzorce molekularne pratka gruzlicy. Jednakze doktadne znaczenie,
w przebiegu gruzlicy, nasilonego wnikania optaszczonego A-SAA1 M. tuberculosis do
makrofagéw wymaga dalszych badan, gdyz, z jednej strony, mechanizm ten moze miec¢
strategiczny charakter w eliminacji patogenu, natomiast z drugiej, moze ulatwiaé
pratkowi osiggniecie wewnatrzkomérkowej niszy niezbednej w procesach wzrostu
1 rozprzestrzeniania si¢. Analogiczne badania powigzan interakcji mikroorganizméw
z ludzkim surowiczym amyloidem A przeprowadzili Shah i wsp., ktorzy udowodnili, iz
wigzany przez Gram-ujemne bakterie ludzki A-SAA moze modulowaé zaréwno proces
infekcji, jaki i stymulowa¢ odpowiedz komorek zernych, mianowicie makrofagow
i neutrofilow. Badacze wykazali, iz opsonizacja E. coli przez ludzki A-SAA zwigksza
liczbg bakterii pochtonigtych na drodze fagocytozy przez oba typy badanych komoérek
odpornosciowych. Ponadto obecno$¢ badanego biatka ostrej fazy prowadzita do
zwigkszenia syntezy reaktywnych form tlenu przez neutrofile jedynie w obecnosci
bakterii Gram-ujemnych zdolnych do wigzania ludzkiego A-SAA, cO sugerowane jest
jako mechanizm utatwiajacy skutecznag eliminacj¢ czynnika zakaznego. Pochtanianiu
opsonizowanych badanym biatkiem ostrej fazy komorek E.coli, towarzyszyla takze
zwigkszona zdolno$¢ makrofagow do syntezy TNF-a oraz IL-10, a zjawiska tego
ponownie nie zanotowano u fagocytow z wewnatrzkomorkowo zlokalizowanymi
bakteriami nie wiazacymi ludzkiego A-SAA. Dodatkowo, istotnym efektem zaleznego
od A-SAA pochtaniania bakterii bylo rowniez znamienne skrocenie czasu odpowiedzi

fagocytarnej zardwno makrofagow, jak i neutrofilow. Wyniki uzyskane przez Shah i wsp.
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moga zatem sugerowac, iz odpowiedz odpornosciowa na zakazenie bakteryjne moze by¢
modulowana 1 zalezna od obecnosci ludzkiego A-SAA, a takze zdolnosci
mikroorganizmu do wiazania tego biatka ostrej fazy. Mimo to, doktadny mechanizm
interakcji osponizowanych ludzkim A-SAA bakterii z komérkami fagocytarnymi nie
zostal dotad wyjasniony. Obserwowana aktywacja makrofagdw i neutrofilow moze by¢,
z jednej strony, spowodowana bezposrednia aktywacja, swoistych dla A-SAA,
blonowych receptoréw fagocytow lub, z drugiej, wigzanic A-SAA przez bakterie moze
jedynie stymulowaé ich fagocytoze, natomiast pobudzona odpowiedZz makrofagéw
i neutrofilow warunkowana jest nasileniem procesu rozpoznawania réznych bakteryjnych
PAMPs [234]. Interesujacym mechanizmem, w kontekScie korzystnych dla bakterii
efektow obecnosci A-SAA, jest zaobserwowana przez Quist 1 wsp. zdolno$¢ surowiczego
amyloidu A do formowania w membranie komdrek makroorganzimu kanaléw jonowych
oraz, zwigzane z tym zjawiskiem, zaburzenie homeostazy jonowej [236]. Proces ten
moglby zatem przektadac si¢ na zwigkszony dostep drobnoustrojow do niezbednych dla
utrzymania ich patogennego potencjalu jonéw roéznych pierwiastkow, jednakze zjawisko
to nie zostato dotad doswiadczalnie potwierdzone.

Surowiczy amyloid A nie jest jedynym pozytywnym biatkiem reakcji ostrej fazy,
ktore posredniczy w fagocytozie pratka gruzlicy poprzez promowanie przylegania do
i wewnatrzkomorkowego przezywania opsonizowanych bakterii w docelowych
komorkach. Wigzanie sktadowej C3 dopelniacza przez M. tuberculosis rowniez nasila
przyleganie tego patogenu do Iludzkich makrofagdbw pecherzykow phlucnych
i monocytow [47, 48], a obserwowany efektywny wewnatrzkomorkowy wzrost
i przezywanie sg wynikiem hamowania fuzji fagosomu z lizosomem poprzez
interferencje ze szlakami transdukcji sygnatow, zaleznych od wewnatrzkomorkowego
stezenia jonow Ca?*, pobudzanych przy udziale receptorow CR [57]. Ponadto
Manivannam i wsp. zaobserwowali réwniez wzrost przezywalno$ci pratka gruzlicy
wewnatrz makrofagbw w obecno$ci przeciwcial przeciwpratkowych i sktadowej C3
dopetniacza [52]. Kolejnym pozytywnym biatkiem reakcji ostrej fazy, w obecnosci
ktorego obserwuje si¢ wzmozone przyleganie pratka gruzlicy do Dblony
cytoplazmatycznej fagocytow jest lektyna wigzgca mannoze. Bonar 1 wsp.
zademonstrowali, iz obecno$¢ MBL warunkuje wzrost liczby komoérek patogenu
przylegajacych do powierzchni neutrofildéw, co moze by¢ bezposrednim efektem
interakcji pratka gruzlicy z ta lektyng badz rezultatem aktywacji komplementu

I opsonizacji komorek M. tuberculosis przez sktadowag C3 dopetniacza [71]. Jak mozna
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zaobserwowa¢ interakcja pratka gruzlicy z komoérka docelows jest procesem ztozonym,
ktoéry zalezny jest od wielu rozpuszczalnych komponentow odpowiedzi odpornosciowe;,
w tym pozytywnych bialek reakcji ostrej fazy, do ktérych zaliczany jest surowiczy
amyloid A. Interakcje tych bakterii z biatkami ostrej fazy moga przyczynia¢ si¢ do
utatwienia inwazji ludzkich makrofagéw, gdyz, jak pokazuja doniesienia naukowe oraz
wyniki przedstawione w prezentowanej pracy doktorskiej, nie tylko modulujg one
przyleganie patogenu do docelowych komorek, ale rowniez maja istotne znaczenie dla

wnikania oraz wewnatrzkomorkowego przezywania tego patogenu.

Ocena udzialu dwoch mykobakteryjnych ligandow wiazacych ludzki A-SAAL,
mianowicie biatka AtpA 1 ABC, we wczesnych etapach infekcji ludzkich makrofagow
przez pratka gruzlicy oraz wptywu ich interakcji z badanym biatkiem ostrej fazy na ten
proces wykazata niespodziewane, znamiennie ostabione wnikanie komodrek szczepow
mutantow do docelowych fagocytow, w poréwnaniu do wyjsciowego szczepu pratka
gruzlicy. Zmniejszenie liczby wnikajacych komorek rekombinowanych pratkéw
przyczynito si¢ zapewne do istotnego obnizenia liczby wewnatrzkomérkowo
namnazajacych si¢ i przezywajacych komorek bakterii obu szczepow. Zauwazono
jednak, 1z, w poréwnaniu do wyjsciowego szczepu H37Rv, wstepna interakcja szczepu
mutanta MtbAtpA?T z hrA-SAAL1, nasila 0 23,4% jego wnikanie do badanych fagocytow,
natomiast efekt ten byl nieznaczny w przypadku szczepu MtbABCT. Pomimo
zanotowane] powyzszej tendencji, obserwowane réznice nie wykazywaly jednak
istotnosci statystycznej. Ponadto, analogicznie do szczepéw mutantow niepoddawanych
interakcji z hrA-SAA1, stwierdzono istotnie ostabione wnikanie do ludzkich
makrofagow, optaszczonych biatkiem ostrej fazy, komorek zaréwno mutanta MtbAtpAT,
jak i MtbAtpA?T, w poroéwnaniu do poziomu infekcji docelowych fagocytow przez,
poddawany wstepnej interakcji z hrA-SAAIl, wyjSciowy szczep pratka gruzlicy.
Konsekwencjg istotnie mniejszej liczby wnikajacych, optaszczonych surowiczym
amyloidem A, komorek szczepdw mutantow byl takze znamiennie nizszy poziom ich
wewnatrzkomoérkowego wzrostu i przezywania. Wyzsza efektywnos¢ wnikania do
ludzkich makrofagdw, poddawanego interakcji z hrA-SAA1, szczepu mutanta
MtbAtpA1, w pordwnaniu do optaszczonego tym biatkiem ostrej fazy rekombinowanego
szczepu MtbABC1 moze by¢ wynikiem wykazanej w pracy, wickszej sity powinowactwa
(swoistosci) wigzania surowiczego amyloidu A przez mykobakteryjne biatko AtpA,

w porownaniu do biatka ABC. Podejmujac probe wyjasnienia niespodziewanego,
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ostabionego wnikania szczepéw mutantow MtbAtpAT i MtbABC1 do badanych
fagocytow wysunieto hipoteze zaktadajaca, iz doswiadczalnie indukowana nadprodukcja
badanych mykobakteryjnych biatek AtpA i ABC prowadzi do zmian w poziomie
ekspresji innych gendéw rekombinowanych pratkéw, co przektada sie na zmiany
iloSciowe w ich proteomie, dotyczace takze ligandow uczestniczacych
w interakcjach M. tuberculosis z ludzkimi makrofagami oraz/lub innych
odpowiedzialnych za mechanizmy patogennos$ci tego drobnoustroju. W celu weryfikacji
tej hipotezy przeprowadzono, z zastosowaniem spektrometrii mas, globalng analizg
proteomiczng preparatow biatkowych uzyskanych ze szczepow mutantow
w poréownaniu do wyjsciowego szczepu H37Rv oraz kontrolnego szczepu noszacego
wyjsciowy plazmid replikacyjny pKWO08. Analiza bioinformatyczna otrzymanych
wynikow potwierdzila, zarowno zdolno$¢ szczepéw mutantéw do nadprodukcji
poszczegolnych ligandow wigzacych ludzki A-SA AL, jak i zasadno$¢ zatozonej hipotezy.
Wykazano bowiem istotne zmiany w proteomach obu rekombinowanych szczepow
pratka gruzlicy, w poréwnaniu do szczepu wyjsSciowego i kontrolnego, dotyczace
poziomu syntezy wielu powierzchniowych biatek zaangazowanych w procesy wzrostu
pratka gruzlicy oraz inwazji ludzkich makrofagow. Nie stwierdzono natomiast zmian
w proteomie szczepu kontrolnego w porownaniu do wyjsciowego szczepu H37Rv.
Sposrod wielu biatek, ktorych wzrost lub spadek biosyntezy odnotowano
w przypadku szczepu mutanta MtbAtpA1, najbardziej interesujacy w kontekscie inwazji
ludzkich makrofagdw jest znaczacy spadek ekspresji biatek EsxK (Rv1197) 1 EsxL
(Rv1198), nalezacych do podrodziny Esat-6 malych biatek wydzielniczych.
W badaniach majacych na celu okreslenie mechanizmow adaptacji M. tuberculosis do
wzrostu w roznych warunkach $rodowiskowych Bukka 1 wsp. wykazali kluczowe
znaczenie rozpuszczalnych czynnikow wydzielanych przez te bakterie w patogenezie
gruzlicy. Dzigki analizie transkryptomicznej bakterii izolowanych z plwocin chorujacych
na gruzlicg pacjentow, odkryli oni, iz jednym z transkryptow, ktorego zmiany w ekspresji
uzaleznione byly od warunkow wzrostu M. tuberculosis, jest esxKL. Genom pratka
gruzlicy szczepu H37Rv zawiera pig¢ niemalze identycznych par gendéw esx (esxKL,
esxJl, esxMN, esxPO i esxWV), ktore w swojej strukturze zawierajg regiony kodujace
konserwatywny, centralny motyw ,,WXG100”. Uwaza sie¢, ze geny te koduja efektory
niescharakteryzowanego jeszcze systemu transportowego ESX-5. Delecja genu
esxKL uposledza zdolno$¢ pratka gruzlicy do kolonizowania makrofagow,

a komplementacja szczepu mutanta genem esxL przywraca zdolno$¢ tych bakterii do
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wewnatrzkomorkowego wzrostu. Brak ekspresji genu esxL jest odpowiedzialny nie tylko
za oslabienie wzrostu pratka gruzlicy wewnatrz docelowych komorek, ale rowniez
negatywnie wplywa na szybkos$ci replikacji patogenu podczas wzrostu w podtozu
hodowlanym, co obserwowano rowniez podczas prowadzenia hodowli szczepu mutanta
MtbAtpA?. Ponadto, wydzielane przez komorki wyjsciowego szczepu H37Rv, biatko
EsxL przywracato zdolnos¢ wewnatrzkomérkowego wzrostu bakteriom z delecjg genu
esxKL w niezaleznie skolonizowanych makrofagach [265]. Mechanizm warunkujgcy
promujacy efekt wydzielanego przez szczep wyjsciowy biatka Esxl. na wzrost
defektywnego mutanta nie jest obecnie poznany. Dostepne doniesienia naukowe
zakladajg udzial w tym procesie trzech alternatywnych strategii. Z jednej strony,
wskazuje si¢ na kluczowa rolg egzosomdéw zawierajacych i transportujacych czynniki
wydzielane przez komorki pratka gruzlicy. Powstawanie i wydzielanie egzosomow
udowodniono dla mysich makrofagéw zakazonych M. tuberculosis, a takze zauwazono,
iz sa one wychwytywane przez inne makrofagi, co w przypadku niezakazonych
fagocytow przyczynia si¢ do nasilenia ich wrazliwo$ci na zakazenie tym patogenem
[266]. Z drugiej strony, zaklada sie, iz podczas prowadzenia hodowli komorek
zainfekowanych M. tuberculosis, cz¢$¢ z nich moze podlegaé rozpadowi na
skutek intensywnych podzialow komorek bakterii, uwalniajac do $rodowiska
pozakomorkowego, zarowno bakterie, jak i czynniki przez nie wydzielane. W takim
przypadku wychwytywanie biatka EsxL moze by¢ konsekwencja przeprowadzanej przez
makrofagi pinocytozy [265]. Trzecia strategia opiera si¢, natomiast, na interakcji
wydzielniczych biatek pratka gruzlicy z receptorami docelowych komorek, ktéra
warunkuje hamowanie prozapalnych szlakow sygnalowych w komoérce makroorganizmu
i utatwienie patogenowi procesu infekcji [267]. Nalezy zaznaczy¢, iz dostepne dane
literaturowe podkreslaja potencjalng, istotng rolg biatek wydzielniczych pratka gruzlicy
jako czynnikdw warunkujacych jego wewngtrzkomorkowy wzrost, a zdolnos¢
M. tuberculosis do modulowania tego procesu podczas aktywnej infekcji jest
niewatpliwie kluczowym czynnikiem umozliwiajacym unikanie eliminujacego dziatania
odpowiedzi odpornosciowej gospodarza [265].

W trakcie infekcji pratki gruzlicy, podobnie jak inne wewnatrzkomorkowe
patogeny, narazone s3 na dziatanie Szeregu mutagennych czynnikow, produkowanych
przez komorki odporno$ciowe gospodarza, ktorych skutkiem dziatania sg pgknigcia nici
DNA, mutacje punktowe czy delecje chromosomalne [268-271]. Ponadto wplyw na

genom tych drobnoustrojow ma réwniez ograniczony dostep do sktadnikow odzywczych
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oraz tlenu [272]. Pomimo tych niesprzyjajacych warunkéw, M. tuberculosis jest zdolny
do przetrwania w organizmie gospodarza przez cale jego zycie, co niewatpliwie
wskazuje, 1z patogen ten wyposazony jest w szereg mechanizmow chronigcych go przed
odpowiedzig odpornosciowg makroorganzimu. Jednym 2z takich mechanizmow,
aktywowanych w odpowiedzi na szeroki zakres czynnikow stresowych, jest, opisana
przez Stallings i wsp., nadekspresja genu carD u M. smegmatis (MSMEG_6077),
pojawiajgca sie W odpowiedzi na stres oksydacyjny, uszkodzenie dwuniciowego DNA
bakterii oraz brak dost¢pu do sktadnikéw odzywczych. Wykazano, iz konserwatywne
u mykobakterii biatko CarD jest niezbedne do wzrostu, zar6wno niepatogennych pratkow
M. smegmatis, jak i patogennych M. tuberculosis [273]. Analiza proteomu szczepu
mutanta MtbABC1 pozwolita stwierdzi¢, iz do§wiadczalnie indukowanej nadprodukcji
biatka ABC towarzyszy nadprodukcja biatka CarD (Rv3583c). Funkcjonalna aktywnos¢
biatka CarD zwigzana jest z kontrolowaniem procesu transkrypcji rRNA u pratka
gruzlicy, na drodze bezposredniej interakcji CarD z podjednostka  polimerazy RNA.
Stallings 1 wsp. udowodnili kluczowe znaczenie tego biatka w patogenezie gruZlicy,
pokazujac na modelu mysim zahamowanie replikacji M. smegmatis w przypadku supresji
ekspresji biatka CarD, zarowno w przypadku aktywnej, jak i latentnej postaci tej choroby
[273]. Poniewaz optymalny poziom ekspresji tego bialka moze mie¢ fundamentalne
znaczenie na plaszczyznie patogenno$ci pratka gruzlicy, nie mozna wykluczy¢, iz
warunkowana indukowang nadprodukcja biatka ABC stale utrzymujaca si¢ nadprodukcja
biatka CarD moze prowadzi¢ do zaburzen procesu transkrypkcji rRNA patogenu
skutkujacych zakloceniem efektywnego wnikania 1 wewnatrzkomorkowego wzrostu.
Obserwowane w przypadku szczepu mutanta MtbABC?T ostabione wnikanie
i wewnatrzkomorkowy wzrost moga mie¢ rowniez zwiagzek z odnotowanym spadkiem
biosyntezy wielu biatek biorgcych udziat w szlakach syntezy r6znych komponentéw
sciany komorkowej pratka gruzlicy, ktorej strukturalne elementy petnig istotng role
w interakcji tego patogenu z docelowymi komodrkami. Istotne obnizenie poziomu syntezy
dotyczyto, m.in., enzymatycznego biatka GlgB (Rv1326c¢), bioragcego prawdopodobnie
udziat w syntezie a-D-glukanu lub/oraz glikogenu, stanowigcych glowne sktadniki
zewnetrznej warstwy $ciany komorkowej M. tuberculosis. Enzym ten katalizuje
tworzenie rozgatezionej formy glikogenu poprzez odlaczanie oraz przenoszenie reszt
oligoglukozylowych z utworzeniem wigzania typu a-1,6 [274]. Dane literaturowe
wskazuja istotny wptyw polisacharydow zewngtrznej warstwy $ciany komorkowe;j

M. tuberculosis na proces fagocytozy tego patogenu oraz uruchamiane mechanizmy
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odpowiedzi odpornosciowej gospodarza. Cywes i wsp. zauwazyli, iz polisacharydowe
komponenty zewngtrznej warstwy §ciany komorkowej pratka gruzlicy, w tym a-glukan,
posrednicza w niezaleznym od opsonizacji skladowymi dopelniacza wigzaniu
M. tuberculosis do, jednego z gtdéwnych w aspekcie pochtaniania tych bakterii przez
fagocyty, receptora CR3 [275]. Biorac pod uwagg fakt, iz warunkowana interakcjg pratka
gruzlicy z receptorem CR3 fagocytoza prowadzi do hamowania wybuchu tlenowego oraz
supresji wydzielania IL-12 przez monocyty i neutrofile postuluje si¢, ze przebiegajaca
z udziatem a-glukanu droga wnikania M. tuberculosis do docelowych komoérek moze by¢
korzystnym mechanizmem, zapewniajagcym wewnatrzkomorkowy wzrost i przetrwanie
tych bakterii [276, 277]. Prowadzone przez Sambou i wsp. badania nad znaczeniem
glukanu w fizjologii i wirulencji M. tuberculosis pokazaty, ze enzym GlgB jest kluczowy
W procesie wzrostu tych bakterii. Ponadto destabilizacja ekspresji genu glgB prowadzi do
ostabionej syntezy glukanu i glikogenu w komorkach pratka gruzlicy oraz do zmian
w strukturze tych polisacharydéw, w poroéwnaniu do wyjsciowego SzCzepu tego
patogenu. Efektem niedoboru biosyntezy enzymu GlgB moze by¢ akumulacja, stabo
rozpuszczalnych w  $rodowisku wodnym, liniowych polimerowow a-glukozylu
w cytoplazmie i przestrzeni peryplazmatycznej komorki pratka gruzlicy, determinujaca
$mier¢ bakterii [278].

Kolejnymi biatkami, ktorych poziom biosyntezy ulegt obnizeniu u szczepu mutanta
MtbABC? sg biatka MurE (Rv2158c) oraz MptA (Rv2174). Bialka te zaangazowane sg
w synteze strukturalnych sktadowych §ciany komorkowej pratka gruzlicy, odpowiednio,
peptydoglikanu (PG) oraz lipomannanu (LM) i lipoarabinomannanu (LAM).
Peptydoglikan $ciany komodrkowej pratka gruzlicy stabilizuje ksztatt i turgor komorki
bakteryjnej [279]. Podczas biosyntezy peptydoglikanu w cytoplazmie syntetyzowane sg
rozpuszczalne muropeptydy, ktore transportowane sg przez btone cytoplazmatyczng do
przestrzeni peryplazmatycznej, gdzie podlegaja transglikozylacji 1 transpeptydacji,
zaleznym od biologicznej aktywnosci biatek wigzacych penicyling (PBPs, penicilin
binding proteins) [280]. Gléwnymi enzymami pratka gruzlicy, odpowiedzialnymi za
przebiegajace w cytoplazmie etapy biosyntezy PG, sa syntetazy Mur (ligazy Mur).
Syntetaza MurC inicjuje formowanie rdzenia peptydowego UDP-MurNAc (kwas
urydyno-difosfo-N-acetylo-muraminowy), poprzez dotaczenie L-Alaniny (L-Ala),
natomiast syntetazy MurD, MurE 1 MurF odpowiedzialne sg za przylaczanie do peptydu
kolejno D-glutaminianu (D-Glu), mezo-diaminopimelatu (m-DAP) oraz D-alaniny-D-

alaniny (D-Ala-D-Ala) tworzac pentapeptydowy rdzen UDP-MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-
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m-DAP-D-Ala-D-Ala [281]. Geny kodujace syntetazy Mur sasiadujg ze soba i znajduja
si¢ w obrebie zespotu genow dcw M. tuberculosis, ktorych produkty warunkuja takze
podzialy komoérkowe. Poniewaz mechanizmy warunkujace podziaty komoérek pratka
gruzlicy wymagajg zaangazowania zarOwno biatek warunkujacych biosyntezg PG, jak
i podzialy komérkowe [279], wskazuje si¢ na istotne znaczenie ich wspélnej transkrypcji
w procesie wzrostu mykobakterii. Munshi i wsp. przeprowadzajac analiz¢ operonu dcw
wskazali obecno$¢ promotora kierujacego jednoczesng transkrypcjg genow mur syntetaz
oraz m.in. sgsiadujacych genow kodujacych biatka podziatlu komorkowego, takich jak
ftsW (rv2154c), ftsQ (rv2151c), i ftsZ (rv2150c). Ponadto zauwazono wzajemne
oddziatywania pomiedzy biatkami podzialu komodrkowego a wszystkimi syntetazami
Mur, co moze stanowi¢ mechanizm $cistej kontroli delikatnej rownowagi pomie¢dzy
procesami tworzenia migdzykomorkowej przegrody i wydluzania peptydoglikanu
podczas tworzenia komorek potomnych [282].

Waznym elementem struktury komorek M. tuberculosis, umozliwiajagcym temu
patogenowi unikanie odpowiedzi odpornosciowej gospodarza, jest jego hydrofobowa,
ztozona $ciana komorkowa, ktorej jednymi z gléwnych sktadnikéw sa, zawierajace
mannoze, glikolipidy, mianowicie lipomannan (LM), lipoarabinomannan (LAM) oraz
mannozyd fosfatydyloinozytolu (PIM). Komponenty te sa zakotwiczone w blonie
komorkowej za posrednictwem fosfatydyloinozytolu (PI) [283]. Ponadto struktura LM
i LAM obejmuje szczegélnie dhugi tancuch, tworzony przez czasteczki mannozy
potaczone wigzaniami a-1-6, ktory podlega dalszej modyfikacji poprzez dotaczanie
rozgaleziajacych go czasteczek a-1-2-monomannozy [284]. W przypadku LAM do
tancucha mannozowego dotaczane sg rowniez czasteczki arabinianu, ktory ztozony jest
z tancuchow arabinozy potaczonych wigzaniem «-1,5. Synteza LM i LAM
u M. tuberculosis jest procesem, w ktorym za etap wydtuzania tancucha mannozowego
odpowiedzialne s3 a-1-6-mannozylotransferaza MptA (Rv2174) oraz o-1-2-
mannozylotransferaza (Rv2181) [285, 286]. Badania Fukudy i wsp. wykazaly, iz
zahamowanie u M. smegmatis ekspresji genu msmeg_4241, bedacego ortologiem genu
rv2174 M. tuberculosis, prowadzi do zaniku dojrzatych form, zarowno LM, jak i LAM
oraz akumulacji posrednich produktow syntezy tych czasteczek. Ponadto zaobserwowali
oni roOwniez, iz strukturalne zmiany w obrgbie LM 1 LAM wywolane sg zahamowaniem
ekspresji a-1-6-mannozylotransferazy, czego nastgpstwem jest zaburzenie integralnos$ci
1 przepuszczalno$ci $ciany komorkowej mykobakterii. Efektem tych zmian

u M. tuberculosis jest wzrost wrazliwosci na antybiotyki -laktamowe [287]. Wyniki te
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mogg stanowi¢ istotng przestanke wyjasniajaca oslabione wnikanie komorek szczepu
mutanta MtbABC? do ludzkich makrofagow, ktéra mogtaby by¢ zwigzana ze zmiang
w strukturze mannozylowanego lipoarabinomannanu (ManLAM), zaangazowanego
w interakcje patogenu z docelowg komorka. Jako sktadowa $ciany komorkowej,
ManLAM warunkuje bowiem zaréwno proces pochtaniania pratka gruzlicy przez
fagocyty, przy udziale receptora mannozowego, jak i, m.in., odpowiada za hamowanie

dojrzewania fagosomu, utatwiajgc wewnatrzkoméorkowy wzrost tych bakterii [80].

Przeprowadzona w prezentowanej pracy doktorskiej analiza odpowiedzi
transkrypcyjnej M. tuberculosis w odpowiedzi na wigzanie ludzkiego surowiczego
amyloidu A pozwolita zaobserwowa¢ istotne zmiany w transkryptomie tego patogenu.
Roéznice te dotyczyly, m.in., wzrostu ekspresji gendéw zlokalizowanych w obrebie
3 operonow, kodujacych systemy biatek transportowych, mianowicie MmpL5/MmpS5
(Rv0676c-Rv0678), MmpL4/MmpS4 (Rv0450c-Rv0452) oraz biatka typu ABC-2
(Rv1217c-Rv1219) odpowiedzialnego za transport antybiotykow.

Jednym z mechanizmoéw opornosci na antybiotyki, wyksztalconych przez bakterie,
jest ograniczenie akumulacji tych substancji wewnatrz komorki poprzez wzrost
przepuszczalnosci  $ciany komorkowej oraz/lub zwiekszenie aktywnosci pomp
wielolekoopornosci [288, 289]. Biatka bakteryjnych pomp wielolekoopornosci
zaklasyfikowano do pigciu grup, wyodrgbnionych na podstawie ich strukturalnej
morfologii 1 podobienstwa, zrodta energii oraz swoistosci substratowej. Obejmuja one
transportery: nadrodziny ABC zawierajace kasete wigzacg ATP (ATP-binding cassette),
nadrodziny RND (resistance-nodulation-cell division), nadrodziny MFS (major
facilitator superfamily), rodziny SMR (small multidrug resistance) oraz rodziny MATE
(multidrug and toxic compound extrusion) [290-292]. Do biatek transportowych rodziny
RND, obecnych u M. tuberculosis, zaliczane sg biatka MmpL (mycobacterial membrane
protein large), a w genomie tego patogenu zidentyfikowano 14 genéw mmpL [293, 294].
W strukturze monomeréw RND wystepuje 12 domen przezblonowych (TDM,
transmembrane domain) oraz dwie peryplazmatyczne petle, a transport substratow
zachodzi z wykorzystaniem gradientu protonodw na drodze antyportu jonéw wodorowych
H* [295, 296]. Niektore z genéw mmpL zlokalizowane sg w poblizu sekwencji
kodujacych biatka zaangazowane w metabolizm lipidow oraz biosyntez¢ poliketydow, co
moze wskazywa¢ na potencjalny zwiazek biatek MmpL z transportem kwasow

thuszczowych [297]. Ponadto niektore z genow mmpL, mianowicie mmpL1, mmpL2,
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mmpL4 oraz mmpL5, wydaja si¢ by¢ zorganizowane w postaci operonu regulowanego
przez mate biatka regulatorowe MmpS, zawierajace jedng domene TDM, zlokalizowanag
w czesci N-koncowej [298]. Wells i wsp. w swoich badaniach nad kompleksami biatek
MmpL4/MmpS4 i MmpL5/MmpS5 dowiedli, iz ich gtdéwna aktywno$¢ funkcjonalna
zwigzana jest z udziatem w transporcie mykobaktyny (MBT) i karboksymykobaktyny
(cMBT) [299]. Mykobaktyna 1 karboksymykobaktyna naleza do grupy
mykobakteryjnych zwigzkéw bedacych chelatorami jonow zelazowych Fe®*, okreslanych
terminem siderofory, ktorych biosynteza u M. tuberculosis jest skutkiem spadku
dostepnosci do jondw zelaza w Srodowisku wzrostu. Jednym z mechanizmow
makrofagéw, majacym na celu eliminacj¢ zakazenia pratkiem gruzlicy, jest ograniczenie
patogenowi dostepu do, niezbednych dla jego wzrostu, jonow zelaza, poprzez
utrzymywanie stalego niskiego poziomu tego pierwiastka wewnatrz fagosomu.
Mechanizm ten warunkowany jest przede wszystkim, indukowanag przez INF-y,
biologiczng aktywnoscig biatka Nrampl (natural resistance-associated macrophage
protein 1) makrofagow, zaliczanego do czynnikow zwigzanych z naturalng odporno$cia
[300, 301]. Synteza MBT i cMBT przez pratka gruzlicy stanowi jego istotny mechanizm
patogennosci, gdyz zwigksza 20-krotnie poziom biologicznie dostepnych jonow zelaza
w Srodowisku pecherzyka fagosomalnego, co wskazuje, iz mykobakteryjne sideofory
umozliwiaja M. tuberculosis unikanie powyzej opisanej strategii obronnej komorek
gospodarza [302]. Oprocz ustalenia funkcji biatek MmpS4 i MmpS5 M. tuberculosis,
Wells 1 wsp. ocenili rowniez ich role w przebiegu infekcji. Udowodnili, iz delecja gendow
kodujacych oba biatka transportujace mykobakteryjne sideofory przyczynia si¢ do
ostabienia zdolnosci pratka gruzlicy do przetrwania w plucach zainfekowanych myszy
szczepu BALB/c, na co wskazywata 100-krotnie mniejsza liczba zywych komorek
szczepu mutanta w porownaniu do liczby bakterii wyj$ciowego szczepu pratka gruzlicy.
Ponadto ostabieniu podlegat rowniez proces wewnatrzkomorkowego wzrostu
M. tuberculosis zarowno w tkankach ptuc, jak i §ledziony. Postuluje sie, iz obserwowany
efekt spadku wirulencji mutanta M. tuberculosis, z delecja genow mmpS4 i mmpS5,
zwigzany jest z brakiem zdolno$ci komarek bakterii do pozyskania niezbgdnej do wzrostu
ilosci jonow zelaza, co spowodowane jest zaburzeniem transportu sideoforéw [299].
Kompleksy biatek MmpL4/MmpS4 1 MmpL5/MmpSS5S pratka gruzlicy determinuja,
jednakze, nie tylko transport MBT i cMBT, ale rdwniez uczestniczag w recyklingu tych
sideoforow. Umozliwia to M. tuberculosis, podczas infekcji makroorganizmu,

pozyskiwanie jonow zelaza z wykorzystaniem niskiego zapotrzebowania metabolicznego
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[303]. W kontekscie przedstawionych powyzej danych literaturowych, zanotowany
w pracy podwyzszony poziom ekspresji gendéw mmpL4/mmpS4 i mmpL5/mmpS5
u M. tuberculosis, w odpowiedzi na interakcje z ludzkim surowiczym amyloidem A,
moze potencjalnie wyjasniaé obserwowang zwickszong zdolno$¢ osponizowanych
badanym biatkiem ostrej fazy bakterii do wewnatrzkomorkowego wzrostu
1 przezywania w ludzkich makrofagach. Jednym z mechanizméw wspomagajacych,
bowiem, wzrost pratka gruzlicy w niekorzystnych warunkach wewnatrzkomorkowego
mikro$rodowiska fagocytow moze by¢, zalezny od komplekséw MmpL4/MmpS4
1 MmpL5/MmpSS5, efektywny transport i recykling sideroforéw warunkujacy optymalne
pozyskiwanie niezbednych do wzrostu jonow Fe®*.

Transportery typu ABC stanowig duza nadrodzing wielopodjednostkowych
permeaz, odpowiedzialnych za transport réznych czasteczek przez btony biologiczne,
z zachowaniem wzglednej specyficznosci dla danego substratu. W zaleznosci od
kierunku transportu substratu, biatka te klasyfikowane sg jako eksportery lub importery.
Biatka ABC eksportowe, wystepujace zardwno u eukariota i prokariota, odpowiedzialne
sg za transport substratow z cytoplazmy na zewnatrz komorki, co w przypadku prokariota
zwigzane jest, m.in. z usuwaniem lekow i antybiotykdéw. Struktura prokariotycznych
biatek ABC obejmuje cztery domeny: dwie hydrofobowe domeny przezblonowe MSDs
(membrane spinning domains) oraz dwie hydrofilowe domeny cytoplazmatyczne NBDs
(nucleotide binding domains) wigzace i hydrolizujace ATP. Z kolei importery
ABC wystgepuja wylacznie u prokariota 1 zaangazowane s3 W pobieranie
zewnatrzkomorkowych substratow. Ich funkcjonalna aktywno$¢ zalezna jest od
kooperacji ze zlokalizowanym w peryplazmie, wigzacym substrat, biatkiem SBP
(substrate binding protein). W oparciu o szeroka analize genow kodujacych transportery
ABC 1 ich stopien homologii, Braibant i wsp. zaproponowali podzial tych biatek ze
wzgledu na roéznice w sekwencji aminokwasowej konserwatywnej domeny NBDs. Na
podstawie tych nowych kryteriow autorzy wykazali, iz cechg charakterystyczng pratka
gruzlicy jest obecnos$¢ 9. r6znych podrodzin transporterow ABC [304], sposrod ktorych,
w prezentowanej pracy, podwyzszong ekspresj¢, po zwigzaniu przez M. tuberculosis
ludzkiego A-SAAT1, zaobserwowano w przypadku genow rv1217c i rv1218c. Produkty
tych dwoch gendéw nalezg do podrodziny biatek ABC odpowiedzialnej za transport wielu
zwigzkow chemicznych i1 antybiotykdéw, w tym nowobiocyny, arylpiperazyny, pirydyny,
bis-anilinopirymidyny, pirolu i pirazolonéw [305]. Analiza profilu ekspresji genoéw
rvi217c-rv1218c, kodujacych transporter ABC Rv1217c-Rv1218c, u Kklinicznych
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izolatéw M. tuberculosis MDR opornych na leki przeciwpratkowe, wykazata znaczacy
wzrost poziomu ekspresji obu badanych genéw w poréwnaniu do referencyjnego szczepu
H37Rv. Ponadto, po raz pierwszy, zanotowana zostala korelacja pomiedzy nadekspresja
gendéw rv1217c i rvl218c a wzrostem minimalnego stezenia (MIC, minimal inhibitory
concentration) rifampicyny, hamujacego wzrost drobnoustrojow. Natomiast,
w przypadku izoniazydu wzrost st¢zenia MIC powigzany byt jedynie z nasileniem
poziomu ekspresji genu rv1218c [306]. Nadekspresja biatek pomp wielolekoopornos$ci,
w tym transporterow typu ABC, byta niejednokrotnie opisywana w przypadku
wystepowania opornosci na rézne dostgpne w leczeniu gruzlicy antybiotyki. Mechanizm
ten opisali m.in. Choudhuri i wsp., ktérzy badajac ekspresje pompy DrrAB, kodowanej
przez geny drrA i drrB, wykazali udziat tego transportera w nabywaniu opornosci przez
mykobakterie na wiele niepowigzanych ze sobg strukturalnie antybiotykéw, takich jak
tetracyklina, erytromycyna, etambutol, norfloksacyna, streptomycyna i chloramfenikol
[307]. Prowadzaca zatem do nadekspresji genow rv1217c¢ i rv1218c interakcja
M. tuberculosis z surowiczym amyloidem A moze by¢ rozpatrywana jako potencjalny,
prominentny mechanizm zmniejszajacy wrazliwos¢ tego patogenu na zwigzki
o aktywnosci przeciwpratkowej.

Przeprowadzona w prezentowanej pracy analiza odpowiedzi transkrypcyjnej pratka
gruzlicy na wigzanie surowiczego amyloidu A, z jednej strony, wskazuje, iz interakcja ta
pobudza u tego patogenu mechanizmy sprzyjajace  jego  przetrwaniu
w niekorzystnych warunkach srodowiskowych, jednakze, z drugiej strony, stwierdzono
takze obnizenie poziomu ekspresji, m.in. odpowiedzialnego za naprawg DNA genu end
(rv0670) kodujacego endonukleaze IV. W wewnatrzkomorkowym mikrosrodowisku
ludzkich makrofagow pratek gruZlicy stale narazony jest na dziatanie mutagennych
reaktywnych form tlenu i azotu. Aby przetrwa¢ w warunkach stresu oksydacyjnego
patogen ten posiada szereg mechanizméw naprawy uszkodzonego DNA [308, 309].
Jednym z nich jest naprawa poprzez wycinanie zasad azotowych (BER, base
excision repair) [308, 309], w ktorej dochodzi do powstania miejsc
apurynowych/apirymidynowych (miejsce AP), gdzie utrata uszkodzonej zasady w nici
DNA pojawia si¢ spontanicznie lub pod wplywem dziatania enzymu glikozylazy DNA
[310-312]. Miejsca AP moga wpltywaé na stabilnos¢ genomu poprzez blokowanie
replikacji lub prowadzi¢ do powstawania mutacji [313, 314]. Puri i wsp. wykazali
obecnos$¢ dwoch enzymow u M. tuberculosis odpowiedzialnych za usuwanie miejsc AP,

mianowicie endonukleazy 1l (XthA) oraz endonukleazy IV (End), kodowanych,
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odpowiednio, przez geny end (rv0670) oraz xthA (rv0427c). Badacze wykazali, iz
u M. tuberculosis endonukleaza End jest gtdéwng endonukleaza AP oraz charakteryzuje
si¢ ona wyzszg aktywnoscig enzymatyczng w porownaniu do endonukleazy XthA, co
moze sugerowac, ze pelni ona istotng role w ochronie tego patogenu przed uszkodzeniami
DNA wywolywanymi stresem oksydacyjnym [315]. Obnizony poziom ekspres;ji
endonukleazy IV End u M. tuberculosis, w nastgpstwie interakcji tego patogenu
z ludzkim surowiczym amyloidem A, moze potencjalnie prowadzi¢ do zaburzen procesu
naprawy uszkodzen DNA u pochtonietych przez makrofagi bakterii, pojawiajacych si¢
wskutek obecnosci w srodowisku wzrostu reaktywnych form tlenu i azotu. Indukowane
poprzez interakcje z biatkami gospodarza ostabienie poziomu ekspresji gendéw
zaangazowanych w proces naprawy DNA u pratka gruZlicy jest potencjalnie korzystnym
mechanizmem na ptaszczyznie uruchamianej odpowiedzi odpornosciowej i1 eliminacji
czynnika zakaznego. Jednak nalezy bra¢ pod uwagg, ze podwyzszona czesto$¢ mutacji
moze prowadzi¢ do tatwiejszego nabywania lekoopornosci przez pratka gruzlicy

1 przezywania szczepow mutantow podczas terapii.

Przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan do$wiadczalnych
posiadaja niewatpliwie unikatowy charakter, gdyz po raz pierwszy: a) opisujg zdolnos¢
M. tuberculosis do wigzania ludzkiego surowiczego amyloidu A, b) potwierdzajg istotny
udzial mykobakteryjnych, powierzchniowych bialek AtpA i ABC w obserwowanej
interakcji oraz c¢) pioniersko opisujag wplyw tego zjawiska na zardbwno wczesne etapy
inwazji ludzkich makrofagéw, jak 1 zmiany w transkryptomie pratka gruzlicy. Uzyskane
wyniki wskazuja, iz surowiczy amyloid A ostrej fazy jest istotnym, w patogenezie
gruzlicy, potencjalnym krazacym receptorem rozpoznajacym konserwatywne wzorce
molekularne M. tuberculosis, natomiast wigzanie A-SAAl moze prowadzi¢ do
uruchomienia i hamowania mechanizméw korzystnych, odpowiednio, zar6wno dla
samego patogenu, jaki i dla zakazonego makroorganizmu. Badania te sa kluczowe nie
tylko ze wzgledu na ich poznawczy aspekt, prowadzacy do wyjasnienia nie poznanych
dotad interakcji pratka gruzlicy z elementami wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej
gospodarza, ale takze stanowig niezbedny nurt w odkrywaniu nowych miejsc docelowych
dla nowoczesnych 1 efektywnych lekéw przeciwpratkowych oraz opracowania

skutecznych narzedzi immunoprofilaktyki gruzlicy.
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Gruzlica jest jedng z najgrozniejszych chordb cztowieka i druga wiodaca przyczyna
$miertelnosci ludzi na §wiecie z powodu chorob zakaznych. Czynnikiem etiologicznym
gruzlicy jest wewnatrzkomorkowy patogen Mycobacterium tuberculosis, ktory
rozprzestrzenil si¢ na catej kuli ziemskiej infekujac 1/3 populacji ludzkiej. Jako
drobnoustrdj pratek gruzlicy charakteryzuje si¢ wysokim sukcesem ewolucyjnym,
przejawiajacym si¢ duzymi zdolnosciami adaptacyjnymi zwigzanymi z wyksztatceniem
ztozonych mechanizméw patogennosci determinowanych m.in. przez interakcje
z elementami wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej. Konsekwencja tych oddziatywan
moze by¢ nie tylko efektywne manipulowanie mechanizmami obrnonnymi gospodarza,
ale rowniez ich wykorzystywanie w celu utatwienia inwazji komorek docelowych. Po
przedostaniu si¢ przez naturalne bariery mechaniczne oraz goérne drogi oddechowe
i dotarciu do pecherzykéw phucnych pratek gruzlicy indukuje mechanizmy obronne
makroorganizmu, ktérych wstgpnym etapem jest rozpoznanie konserwatywnych struktur
antygenowych tych bakterii (PAMPs) przez krazace lub blonowe receptory rozpoznajace
wzorce molekularne patogenéw (PRRs), stanowigce istotny element wrodzonej

odpowiedzi odpornosciowe;.

W obrebie mikrosrodowiska pecherzykow plucnych dochodzi do interakcji pratka
gruzlicy z roznymi btonowymi- receptor TLR, receptory dla sktadowych dopetniacza
(CR), receptory mannozowe (MR), oraz kragzacymi — sktadowe dopetniacza, lektyna
wigzgca mannoze (MBL), fikoliny, biatka surfaktantu ptuc A i D, kolektyna 11 (CL-11),
receptorami PRRs, ale takze z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej, mianowicie
fibronektyna, lamining i heparyna. Te ztozone oddziatywania majg strategiczne znaczenie
zarOwno na plaszczyznie rozpoznawania patogenu i aktywacji wewnatrzkomérkowych
szlakow sygnatowych, determinujacych rozwoj efektywnej odpowiedzi odpornosciowej,
jak i sg kluczowe dla samego czynnika zakaznego umozliwiajac przyleganie oraz dalsze
wnikanie, wewnatrzkomorkowe przezywanie i namnazanie pratka gruzlicy w komoérkach

docelowych.

Przedmiotem badan prezentowanej pracy doktorskiej byla ocena interakcji
M. tuberculosis z ludzkim surowiczym amyloidem A (A-SAA1), zaliczanym
do gldwnych, pozytywnych biatek reakcji ostrej fazy. Bialko to jest czynnikiem

o plejotropowej aktywnosci, ktora zwigzana jest z jego wysokim immunomodulacyjnym
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potencjatem, warunkowanym prozapalnymi jak i przeciwzapalnymi wlasciwosciami
A-SAA1, wynikajacymi ze zdolnosci pobudzania mechanizméw nasilajacych
i hamujacych procesy zapalne, takich jak syntezy wielu cytokin i chemokin przez
komorki uczestniczace w odpowiedzi odpornosciowej. Ponadto surowiczy amyloid A
charakteryzuje si¢ aktywnoscig opsonizacyjng w stosunku do wielu bakterii Gram-

ujemnych nasilajac proces ich fagocytozy przez makrofagi i neutrofile.

Otrzymane w trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan po raz
pierwszy wykazuja zdolno§¢ M. tuberculosis do swoistego wigzania A-SAAL oraz
zaangazowanie w tym procesie powierzchniowych ligandow tych bakterii, mianowicie
biatek AtpA (Rv1308) i ABC (Rv2477c). Ponadto przeprowadzone prace doswiadczalne
sugeruja, iz surowiczy amyloid A ostrej fazy jest istotnym, w patogenezie gruzlicy,
potencjalnym krazacym receptorem rozpoznajacym konserwatywne wzorce molekularne
M. tuberculosis, a wigzanie A-SAAL przez pratka gruzlicy moze stanowié istotny
mechanizm warunkujacy patogenowi osiggniecie wewnatrzkomdrkowej niszy.
Dodatkowo, interakcja M. tuberculosis z A-SAA1, prowadzaca do istotnych zmiany
w odpowiedzi funkcjonalnej tych bakterii na poziomie transkryptomu, moze takze
odgrywac zasadniczg rol¢ na plaszczyznie potencjatu adaptacyjnego tego patogenu.

Nurt doswiadczalny, w ktéry wpisuja si¢ badania przeprowadzone
w prezentowanej pracy doktorskiej, rozpatrywany jest jako kluczowy, nie tylko ze
wzgledu na jego poznawczy aspekt, prowadzacy do wyjasnienia niepoznanych dotad
interakcji pratka gruzlicy z elementami wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej
gospodarza, ale takze ze wzgledu na jego fundamentalne znaczenie w opracowaniu
nowoczesnych terapii przeciwpratkowych oraz opracowania skutecznych narzedzi

immunoprofilaktyki gruzlicy.
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Tuberculosis is still one of the most threatening human infectious disease and the
second leading cause of mortality worldwide. Mycobacterium tuberculosis, the causative
agent of tuberculosis, is a species of pathogenic intracellular bacteria which has spread
intensively across the globe infecting a third of humanity. As a pathogen,
M. tuberculosis is characterized by high evolutionary success, manifested by outstanding
adaptive properties related to the development of a plethora of sophisticated mechanisms,
including interactions with elements of the host innate immunity. A consequence of such
interactions may not only be the effective manipulations of host innate immunity
mechanisms, but also their use to ensure the invasion of the host phagocytes succeeds.
After crossing the natural mechanical barriers and upper respiratory tract, and reaching
the pulmonary alveoli the invading M. tuberculosis initiates the host innate defenses.
These begin with pattern recognition of the pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) and are performed by a conserved group of the host membrane-bound and
soluble molecules (PRRs), which are an important element of the innate immune

response.

Within the alveolar microenvironment M. tuberculosis interacts with the host membrane-
bound PRRs receptors, such as Toll-like receptors, complement receptors (CR) and
mannose binding receptors (MBL), and soluble PRRs receptors including complement
components, mannose binding lectin (MBL), ficolins, colectin 11 (CL-11) and surfactant
proteins A and D, as well as extracellular matrix proteins, namely fibronectin, laminin
and heparin. These complex interactions are of strategic importance both in the pathogen
recognition and activation of intracellular signaling pathways, which determine the
development of an effective immune response, and are also crucial for the pathogen itself,
allowing for adherence, intracellular multiplication and survival of M. tuberculosis in

target cells.

The subject of the research in the presented dissertation was the evaluation of the
interaction of M. tuberculosis with human serum amyloid A (A-SAA1), which is a major
positive acute phase protein. Acute phase A-SAAL is a factor with pleiotropic activity
related to its high immunomodulatory potential. This is determined by the pro- and anti-

inflammatory properties of A-SAAL resulting from its ability to stimulate the
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mechanisms that intensify and inhibit inflammatory processes, namely cytokine and
chemokine synthesis by cells participating in immune response. Furthermore, serum
amyloid A functions as an innate immune opsonin for many Gram-negative bacteria,
resulting in an increased number of bacterial cells being engulfed by macrophages and

neutrophils.

The results obtained during realization of the doctoral dissertation revealed, for the
first time, the ability of M. tuberculosis to specifically bind A-SAA1, and the involvement
of the surface ligands of these bacteria, more specifically the AtpA (Rv1308) and ABC
(Rv2477c) proteins, in this interplay. Moreover, the conducted experimental studies
suggest that serum amyloid A is an important, in the pathogenesis of tuberculosis,
potential soluble pattern recognition receptor that recognizes the pathogen-associated
molecular patterns of M. tuberculosis, and that the binding of A-SAA1 may be an
important mechanism for the pathogen to reach an intracellular niche. In addition, the
interaction of M. tuberculosis with A-SAAL1 significantly affects the functional response
of these bacteria at the transcriptional level which may play an essential role in the
adaptive potential of this pathogen.

The experimental trend, of which the conducted studies are part, is considered as
crucial not only because of the explanation of unresolved aspects of interaction of
pathogenic mycobacteria with elements of the innate immunity of the human host, but
also because of its fundamental importance in the development of modern
antituberculosis therapies as well as the development of effective tools for the

immunoprophylaxis of tuberculosis.
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