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Streszczenie

Mimo znaczacego postepu w zapobieganiu i1 leczeniu gruzlicy, choroba ta ciagle
pozostaje globalnym problemem zdrowotnym, a corocznie z jej powodu notuje si¢
ponad milion zgondéw. Do czynnikow przyczyniajacych si¢ do wcigz ograniczonej
skuteczno$ci walki z gruzlica naleza, migdzy innymi, niepelny efekt ochronny
stosowanej powszechnie szczepionki BCG (Bacillus Calmette-Guérin) oraz czesto
przedwczesne przerywanie diugotrwalej farmakoterapii przeciwpratkowej. W wielu
krajach, w wyniku niewlasciwego nadzoru nad leczeniem, wzrasta odsetek zakazen
pratkami opornymi na liczne antybiotyki. Migracje ludno$ci prowadza do
rozprzestrzeniania si¢ szczepoOw wielolekoopornych. Diagnostyka gruzlicy opiera si¢
gléwnie na badaniach mikrobiologicznych oraz radiologicznych. Brakuje swoistych
markeréw zakazenia, ktore pozwolitby skutecznie rozpoznaé chorobg w jej wezesnym
etapie i ograniczy¢ jej rozprzestrzenianie. Nieleczony, pratkujacy chory moze w ciaggu
roku zarazi¢ nawet kilkanascie osOb, natomiast po wilaczeniu antybiotykoterapii,
niebezpieczenstwo transmisji zakazenia mija juz po kilku tygodniach.

Reakcja ochronna organizmu na wnikajace patogeny jest natychmiastowa, gdyz juz w
pierwszym etapie infekcji zostaja uruchomione mechanizmy odporno$ci wrodzonej. Jej
czynnikami sg m.in. receptory PRR (ang. pattern recognition receptors) rozpoznajace
wzorce strukturalne drobnoustrojow PAMP (ang. pathogen-associated molecular
patterns). Wystepuja one w organizmie zarOwno w formie zwigzanej z komorkami
odporno$ciowymi, jak i w formie rozpuszczalnej. Przebieg poczatkowej fazy zakazenia
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) jest niezwykle istotny. Przy sprawnie dziatajacych
mechanizmach odpornosci, w 90-95% przypadkow nie dochodzi do rozwoju aktywne;j
postaci gruzlicy. Oddziatywanie komorek M. tuberculosis z r6znorodnymi receptorami
1 uruchomienie procesu fagocytozy petnig kluczowa role w przebiegu zakazenia. Efekt
oddzialywan patogen-gospodarz czgsto zalezy od rodzaju receptora biorgcego udzial w
rozpoznaniu antygenéw bakteryjnych.

Celem pracy byla ocena znaczenia wybranych czynnikow odporno$ci wrodzonej w
podatnosci na gruzlice ptuc, ktérej czynnikiem etiologicznym jest Mycobacterium
tuberculosis.

Do grupy badanej zakwalifikowano pacjentow Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc w
Warszawie, Wojewodzkiego Szpitala Choréb Pluc w Jaroszowcu, Mazowieckiego

Centrum Leczenia Choréb Phluc i Gruzlicy w Otwocku, Podkarpackiego Centrum
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Choréb Pluc w Rzeszowie oraz Kujawsko-Pomorskiego Centrum Pulmonologii w
Bydgoszczy, u ktorych rozpoznano aktywna gruzlice ptuc wywotang zakazeniem
M. tuberculosis. Diagnoza potwierdzana byta metodami bakteriologicznymi (hodowla
czynnika etiologicznego) oraz za pomoca przeswietlenia klatki piersiowej. Proby krwi
(przeznaczone do otrzymania DNA wykorzystywanego w badaniach genetycznych oraz
surowicy uzywanej do oznaczen stezenia/aktywnosci bialek) pobierano niezwtocznie po
stwierdzeniu choroby. Od niewielkiej liczby pacjentoéw, proby surowicy otrzymano
dodatkowo po kilkutygodniowym leczeniu, w celu oceny ewentualnych zmian stezenia
badanych czynnikow. Grupe kontrolng stanowily osoby zdrowe niezglaszajace w
wywiadzie przebycia ci¢zkich/nawracajgcych zakazen, a takze chordob o podtozu
autoimmunizacyjnym i nowotworowym.
Aby zrealizowaé¢ cel pracy, okreslano stgzenia kolektyn [lektyny wiazacej mannozg
(MBL) 1 biatka surfaktantu ptucnego typu D (SP-D)], aktywnos$¢ kompleksow MBL z
proteazami serynowymi MASP-1 1 MASP-2 oraz st¢zenia fikolin (fikolina-1, -2 1 -3) w
surowicy. Badano réwniez wybrane polimorfizmy genow kodujacych wspomniane
wyzej czynniki oraz bialko surfaktantu plucnego A (SP-A), a takze genow dla
wybranych receptoréw Toll-podobnych (TLR-1, -2, -4, -6) 1 biatka adaptorowego
TIRAP, uczestniczacego w przekazywaniu sygnatu z aktywowanych TLR. Oceniano
réznice stezen i aktywnosci wspomnianych czynnikéw pomig¢dzy grupami, czestos$é
wystepowania niskich i wysokich stezen, wsrdd osob chorych i niechorujacych oraz
czesto$¢ wystepowania wariantdw polimorficznych wspomnianych genéw 1 ich wptyw
na poziom badanych biatek w surowicy.
Mediany stgzen MBL i aktywnos$ci kompleksow tej lektyny z proteazami serynowymi
MASP (MBL-MASP-1 i MBL-MASP-2), jak rowniez st¢zenia kolektyny surfaktantu
plucnego (SP-D) i fikoliny-1 byly statystycznie istotnie wyzsze w grupie pacjentow, w
poréwnaniu z osobami zakwalifikowanymi do grupy kontrolnej. Roéznice te
obserwowano niezaleznie od plci 1 wieku. Dodatkowo wykazano, ze wérod mezczyzn
chorych na gruzlice, st¢zenia wymienionych biatek 1 aktywnosci kompleksow MBL z
proteazami MASP byly znaczaco wyzsze niz u chorujacych kobiet.
Z drugiej strony, badajac polimorfizmy genow MBL?2 oraz FCNI, w grupie chorych na
gruzlice, zanotowano odpowiednio: nizsza (choc statystycznie nieistotnie) niz w grupie
odniesienia czgsto$¢ wystgpowania genotypoéw zwigzanych z wysokim stezeniem MBL
(YA/YA) 1 znaczaco wyzszg czestos¢ wystepowania genotypoéw zwigzanych z niskim
stezeniem fikoliny-1 (G/G w pozycji -542; C/C w pozycji -144). Moze to swiadczy¢ o
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wptywie innych, niebadanych w pracy polimorfizméw wspomnianych gendéw na
stezenie ich produktow w surowicy lub czynnikdw pozagenetycznych na wzrost ich
ekspresji. Poziom MBL czy fikoliny-1 moze takze wzrasta¢ w odpowiedzi na aktywne
zakazenie. W odréznieniu od opisanych powyzej biatek, wykazano, ze mediana st¢zen
fikoliny-2 w grupie pacjentow, niezaleznie od wieku i pici, byta istotnie nizsza niz w
grupie osob zdrowych, natomiast mediany stezen fikoliny-3 nie réznity si¢ znaczaco
pomiedzy grupami. Potwierdzono ponadto wczesniejsze doniesienia, ze przecigtne
stezenie drugiego z wymienionych czynnikéw jest wyzsze u mezczyzn niz u kobiet. W
przypadku fikoliny-2, badajac wybrane polimorfizmy genu kodujacego to bialtko,
zaobserwowano, ze genotyp A/G w pozycji -4 genu FCNZ2, wystgpowal znaczaco
czesciej u 0sob zdrowych w porownaniu z grupa pacjentow.

Podczas leczenia przeciwgruzliczego, stgzenie MBL w surowicy znacznie wzrastalo,
podczas gdy nie zaobserwowano istotnych réznic w przypadku pozostatych biatek (SP-
D 1 fikolin). Analiza krzywych ROC umozliwila stwierdzenie, ze fikolina-1 oraz
fikolina-2 charakteryzuja si¢ wysokim potencjatem roznicujacym osoby chore na
gruzlice ptuc od osob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej, w zwigzku z czym
mozliwe jest rozpatrywanie ich jako potencjalnych biomarkerow pomocniczych we
wczesnej diagnostyce tej choroby. Wykazano takze, ze przeprowadzenie analizy
dwuczynnikowej z wykorzystaniem stezen tych bialek skutkuje wyzsza czutoscig i
swoistoscig réznicowania.

Zaobserwowane roznice czgstoSci wystepowania wariantdow polimorficznych genu
SFTPA2 w pozycjach +26 (C>A) oraz +667 (C>A) (genotypy A/A wystepowaly
znaczaco rzadziej w grupie TB niz w grupie C), wydaja si¢ potwierdza¢ znaczenie
SP-A w odpornosci przeciwko Mtb i sugerujag wptyw wspomnianych polimorfizmow na
podatnos¢ gospodarza na gruzlice. Z kolei brak roznic wykazany w analizie
polimorfizmow pozostatych genow: MASP-2, SFTPAI, SFTPD, FCN3, TLRI, TLR2,
TLR4, TLR6 oraz TIRAP sugeruja brak ich wplywu na ryzyko rozwoju aktywnego
zakazenia.

Przedstawiona praca pozwala na rozszerzenie wiedzy dotyczacej udziatu mechanizmow
odpornosci wrodzonej w podatnosci na zakazenia Mycobacterium tuberculosis 1 10zw0j
aktywnej postaci gruzlicy. Uzyskane wyniki wskazujg celowos¢ prowadzenia dalszych
prac, obejmujacych inne polimorfizmy badanych gendéw, inne czynniki odpornosci
wrodzonej 1 przeprowadzenie, w  uzasadnionych  przypadkach, analiz

wieloczynnikowych.

13



Summary

Despite significant progress in the prevention and treatment of tuberculosis (TB), this
disease still remains a global public health problem, leading to nearly million of deaths
annually. Among the main reasons for that, the incomplete protective effect of
commonly used BCG (Bacillus Calmette-Guérin) vaccine and the often not strict
conforming to treatment regimen are mentioned. In many countries, the percentage of
infections caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb) resistant to numerous
antibiotics is increasing, in result of insufficient treatment control. Migrations facilitate
the spread of multi-resistant strains. Diagnosis of tuberculosis is based mainly on
microbiological and radiological methods. There are no specific markers of infection
that would enable effective and prompt diagnosis at the early disease stage and limiting
its spread. One untreated person with active TB may give the disease to a dozen people
within a year, while during pharmacotherapy, the risk of transmission decreases
markedly after a few weeks.

Various mechanisms of innate immunity are crucial in the first-line antimicrobial
defence. The pattern recognition receptors (PRRs) group consists of numerous
transmembrane and soluble factors, which recognize pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs). In the initial phase of infection, effective immune mechanisms
commonly (in 90-95% of cases) prevent host from developement of active disease. The
interaction of Mycobacterium tuberculosis cells with various receptors and triggering
the process of phagocytosis play a key role during infection. The effect of pathogen-
host interactions often depends on the type of receptor involved in the recognition of
bacterial antigens. The aim of this study was to investigate the significance of selected
innate immunity factors in pulmonary tuberculosis, caused by M. tuberculosis infection.
Adults patients diagnosed with active disease were recruited from the Institute of
Tuberculosis and Lung Diseases in Warsaw, The Voivodeship Hospital of Lung
Diseases in Jaroszowiec, Masovian Center of Lung Diseases and Tuberculosis
Treatment in Otwock, Subcarpathian Center of Lung Diseases in Rzeszow and the
Kuyavian-Pomeranian Pulmonology Center in Bydgoszcz. The diagnosis was
confirmed by positive Mtb culture and chest radiography. Blood samples (for DNA and
serum isolation) were collected immediately after the diagnosis. In minority of cases,
serum samples were collected twice, before and after few weeks of anti-tuberculosis

treatment, to estimate possible changes in the serum concentration of selected immune
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factors. Healthy adults, who did not report a history of severe/recurrent infections,
autoimmune or malignant diseases were qualified to the control group.

To achieve the aim of the study, serum concentrations of collectins [mannose binding
lectin (MBL) and pulmonary surfactant protein D (SP-D)], activity of MBL complexes
with associated serine proteases (MASP-1 and MASP-2) as well as levels of ficolins
(ficolin-1, -2 and -3) were determined. Selected polymorphisms of genes encoding for
the above-mentioned factors, surfactant protein A (SP-A) as well as genes for selected
Toll-like receptors (TLR-1, -2, -4, -6) and the adaptor protein TIRAP, involved in
signal transduction from activated TLRs, were also studied. The differences in median
concentrations/activities of the afore-mentioned factors between the groups, the
incidence of low and high values among patients and controls as well frequencies of
polymorphic variants of corresponding genes and their impact on the serum levels of
tested proteins were investigated.

It was shown, that the median serum concentration of MBL and the activity of its
complexes with MASP-1 and MASP-2 as well as the median concentrations of SP-D
and ficolin-1 were significantly higher in the group of patients than in the reference one
(those differences were gender- and age-independent) In addition, within TB group,
serum levels of the mentioned factors (and activities of MBL-MASP complexes) were
found significantly higher in males than in females.

However, the frequency of the MBL2 genotypes associated with the highest serum
levels of fully active MBL (YA/YA) was lower (though insignificantly) among
tuberculosis patients in comparison with healthy controls. Within TB group, the FCN/
genotypes related to low serum concentrations of ficolin-1 (G/G at position -542; C/C at
position -144) were in turn significantly more common than in reference one. This may
indicate significance of other (not studied here) polymorphisms of these genes, or an
impact of epigenetic regulation on their expression. MBL or ficolin-1 levels may also
increase in response to active infection.

The median serum concentration of ficolin-2 in the TB group was significantly lower
than in the C group (again, independently age and sex), while median ficolin-3 level did
not differ between the groups. Furthermore, investigation of selected polymorphisms of
the FCN2 (ficolin-2) gene revealed significantly lower frequency of heterozygosity for

-4 A>G polymorphism among patients compared with controls.
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Interestingly, during anti-tuberculosis treatment, median serum MBL level increased
significantly, while no difference was observed when concentrations of SP-D or ficolins
in samples taken before and several weeks after starting therapy were compared.

The ROC analysis showed that ficolin-1 and ficolin-2 have a high potential to
differentiate between individuals with active pulmonary tuberculosis and those
qualified to the control group, therefore it is worth considering them as potential
biomarkers in the early diagnosis of this disease. It was also demonstrated that two-
factor analysis, using concentrations of both proteins offers a higher sensitivity and
specificity of differentiation.

The differences in frequency of polymorphic variants of the SFTPA2 gene at positions
+26 (C>A) and +667 (C>A) (A/A genotypes were noted significantly less commonly in
TB than in C group) seem to confirm the involvement of SP-A in defence against Mtb
and may indicate an impact of the mentioned polymorphisms on the host’s
susceptibility to tuberculosis. In contrast, investigated SNPs of the following genes:
MASP-2, SFTPAI, SFTPD, FCN2, FCN3, TLRI, TLR2, TLR4, TLR6 and TIRAP have
rather no significant influence on the risk of developing active infection.

The presented work expanded knowledge concerning the associations of selected innate
immunity factors with susceptibility to Mycobacterium tuberculosis infections and the
development of active pulmonary tuberculosis. The demonstrated and discussed data
suggest continuation and extension of the study (including other polymorphisms of
investigated genes, other factors and carrying out multifactorial analyzes) to be

advisable.
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1. Wykaz najczeSciej uzywanych skrotow

Skrot Rozwini¢cie w jezyku angielskim | Rozwini¢cie w jezyku polskim

APC Antigen-presentig cell Komorka prezentujgca antygen

APS Ammonium persulfate Nadsiarczan amonu

BAL Bronchoalveolar lavage Poptuczyny oskrzelowo-ptucne

BSA Bovine serum albumin Albumina surowicy bydlecej

CRD Carbohydrate recognition domain Domena rozpoznajaca weglowodany

DNA Deoxyribonucleic acid Kwas deoksyrybonukleinowy

DC Dendritic cell Komoérka dendrytyczna

dNTP Deoxynucleotide triphosphates Trifosforany deoksynukleotydow

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid Etylenodiaminotetraoctan

ELISA Enzyme-linked immunosorbent Test immunoenzymatyczny

assay

FBG Fibrinogen-like domain Domena fibrynogenopodobna

HIV Human immunodeficiency virus Ludzki wirus nabytego niedoboru
odpornosci

IAV Influenza A virus Wirus grypy typu A

IFNy Interferon gamma Interferon gamma

Ig Immunoglobulin Immunoglobulina

LAM Lipoarabinomannan Lipoarabinomannan

LM Lipomannan Lipomannan

LP Lectin pathway Droga lektynowa

LPS Lipopolysaccharide Lipopolisacharyd (endotoksyna)

MAC Membrane attack complex Kompleks ataku blonowego

MASP MBL-associated serine protease Proteaza serynowa zwigzana z
lektyna wigzaca mannoze

MBL Mannose-binding lectin Lektyna wigzaca mannoze¢

MDR-TB Multidrug-resistant tuberculosis Gruzlica wielolekooporna

mRNA Messenger RNA Matrycowy kwas rybonukleinowy

Mtb Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis, pratki
gruzlicy

PAMP Pathogen-associated molecular Wzorzec molekularny zwigzany z
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pattern

patogenami

PBS Phosphate-buffered saline Fizjologiczny roztwor NaCl
buforowany fosforanem
PBMC Peripheral blood mononuclear cell | Jednojadrzaste komorki krwi
obwodowe;j
PCR Polymerase chain reaction Reakcja tancuchowa polimerazy
PIM Phosphatidylinositol mannoside Mannozyd fosfatydyloinozytolu
PPR Pattern recognition receptor Receptor rozpoznajacy wzorzec
RFLP Restriction fragments length Polimorfizm dlugosci fragmentow
polymorphism restrykcyjnych
RSV Respiratory syncytial virus Syncytialny wirus oddechowy
SIRS Systemic inflammatory response Zespot ogolnoustrojowej reakcji
syndrome zapalnej
SNP Single nucleotide polymorphism Polimorfizm pojedynczego
nukleotydu
TBS Tris-buffered saline Fizjologiczny roztwor soli NaCl
buforowany Tris
TEMED Tetramethylethylenediamine N,N,N’,N'-
tetrametyloetylenodiamina
TGF p Transforming growth factor Transformujacy czynnik wzrostu
TRIFMA Time-resolved immunofluorometric | Test immunofluorometryczny
assay
TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane | Tris-(hydroksymetyl)aminometan
WHO World Health Organization Swiatowa Organizacja Zdrowia
WZW Viral hepatitis Wirusowe zapalenie watroby
VPR-AMC Boc-Val-Pro-Arg- Val-Pro-Arg-aminometylokumaryna
aminomethylcoumarin zawierajgca grupg tert-
butyloksykarbonylowg (Boc)
XDR-TB Extensively drug-resistant Gruzlica wielolekooporna z

tuberculosis

rozszerzong opornoscia pratkoéw na

leki
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2. Wstep

2.1. Gruzlica - sytuacja epidemiologiczna na Swiecie i w Polsce

Gruzlica, wg Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO),
obok malarii i infekcji ludzkim wirusem nabytego niedoboru odpornosci (ang. human
immunodeficiency virus, HIV), nalezy do najgrozniejszych chordb zakaznych, gtownie
ze wzgledu na wysoka zachorowalno$¢ i $miertelno$¢ [1]. Najczestszg przyczyna
gruzlicy ptuc u ludzi sg pratki Mycobacterium tuberculosis (Mtb), jednak opisane sa
réwniez przypadki zakazen ludzi przez gatunki M. africanum czy M. bovis. Mimo iz
pierwsza antybiotykowa terapia przeciwgruzlicza zostata zastosowana kilkadziesiat lat
temu, nadal corocznie notuje si¢ okoto dziesigciu miliondéw zachorowan oraz ponad
milion zgondéw. Na przyktad, wedlug raportu WHO (2018) [2], w roku 2017
rozpoznano 10 mln nowych przypadkéw (okoto 10% dotyczylo 0séb zakazonych HIV)
a 1,6 mln os6b zmarto (w tym 0,3 mln nosicieli wspomnianego wirusa). Mimo, ze w
latach 2000-2016 $miertelno$¢ ulegta obnizeniu o ponad 35%, choroba ta nadal
znajduje si¢ wsrod dziesigciu najczestszych przyczyn zgondéw na $wiecie. Ryzyko
zachorowania wzrasta z wiekiem, przy czym czesciej chorujg mezczyzni niz kobiety.
Wyzsza zachorowalno$¢ obserwuje si¢ w regionach zurbanizowanych, z uwagi na
wigksze zageszczenie mieszkancoOw, co sprzyja rozprzestrzenianiu infekcji. Bardzo
duze znaczenie w podatnosci na zakazenie majg warunki mieszkaniowe oraz tryb zycia.
Z powodu ztych warunkow socjalnych, przede wszystkim niedozywienia, gruzlica jest
szczegblnie grozna w regionach ubogich i o ggstym zaludnieniu, gtéwnie Afryki 1 Azji
(ryc. 1). W roku 2017, ponad 2/3 nowych zachorowan odnotowano w o$miu krajach:
Indiach, Indonezji, Chinach, Filipinach, Pakistanie, Bangladeszu, Nigerii 1 Republice
Potudniowej Afryki [2]. Dla poréwnania, w Europie i obu Amerykach zanotowano
tacznie 6% nowych przypadkow (ryc. 1).

Rozprzestrzenianiu choroby sprzyjaja rowniez migracje ludno$ci (np. z przyczyn
politycznych czy ekonomicznych) oraz masowa turystyka. Powaznym problemem w
leczeniu jest lekooporno$¢ pratkow, przede wszystkim rozprzestrzenianie szczepOw
opornych na leki, tzw. ,,I rzutu”: pirazynamid, izoniazyd, ryfampicyn¢ oraz etambutol
(gruzlica wielolekooporna, ang. multidrug-resistant tuberculosis, MDR-TB). Za
powstanie tego zjawiska, w duzym stopniu odpowiedzialni sg chorzy, przyjmujacy leki
niezgodnie z zaleceniami lekarzy, jak réwniez brak skutecznej 1 ogoélnodostgpnej

diagnostyki szczepow lekoopornych. Badania w kierunku oznaczania lekoopornosci
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pratkéw, bazujace na wykrywaniu mutacji zwigzanych z opornoscig na leki sg
kosztowne. Dlatego, zwlaszcza w krajach stabo rozwinigtych, czesto przyjmuje si¢
niewladciwe schematy terapeutyczne, co przyczynia si¢ do transmisji szczepow
wielolekoopornych [3]. W 2017 r. zanotowano prawie 0,5 mln przypadkow MDR-TB
(przede wszystkim w Chinach, Indiach 1 Rosji).

ZAPADALNOSC NA GRUZLICE W 2017 ROKU
o T
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zachorowalnosci {f 100 000)
mieszhancow

Ryc. 1. Zapadalno$¢ na gruzlicg na $wiecie, w roku 2017 (wg raportu WHO [2],

zmodyfikowano).

Coraz czgéciej notowane sa przypadki gruzlicy wielolekoopornej o rozszerzonej
opornosci (ang. extensively drug-resistant tuberculosis, XDR-TB), w ktorych
nieskutecznym okazuje si¢ leczenie preparatami tzw. ,,II rzutu”, znacznie drozszymi 1
powodujacymi wigcej skutkéw ubocznych (cykloseryna, etionamid, kanamycyna,
amikacyna, kapreomycyna, kwas p-aminosalicylowy, fluorochinolony, ryfabutyna,
ryfapentyna, klofazymina, klarytromycyna). W roku 2017 stanowily one 8,5%
przypadkow lekoopornych, a obserwowano je w ponad 80 krajach [2].

W Europie, sytuacja epidemiologiczna jest zroznicowana. W niektorych krajach, jak
San Marino czy Ksigstwo Monako, praktycznie nie notuje si¢ nowych zachorowan
(wspotczynnik zapadalnosci w 2017 r.: 0). W innych panstwach, wspolczynnik ten
przekroczyt 50/100 000 mieszkancow (Rumunia — 62,7/100 000, Motdawia — 82,9/100
000). W 2017 roku zanotowano 275 000 nowych przypadkéw, z czego okolo 83%
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stanowity zachorowania na terenach 18 krajow wschodniej 1 centralnej czesci
kontynentu (wspdtczynnik zapadalnosci 56,3/100 000). Z powodu omawianej choroby,
w 2017 r. w Europie zmarto 24 000 osoéb (2,6/100 000), najwyzszy wspotczynnik
zgonéw (8,7/100 000) zanotowano na Ukrainie [4].

W panstwach nalezacych do Europejskiego obszaru Gospodarczego (EOG) [kraje Unii
Europejskiej (UE) 1 kraje cztonkowskie Europejskiego Stowarzyszenia Wolnego
Handlu (EFTA — ang. European Free Trade Association, z wytaczeniem Szwajcarii)] w
2017 roku odnotowano 55 337 przypadkow zachorowan na gruzlice ($redni
wspotczynnik zapadalnosci: 10,7/100 000), z czego niemal potowe stanowili chorzy z
Polski, Rumunii 1 Wielkiej Brytanii [2]. W 24 krajach tego obszaru wspotczynnik
zapadalno$ci byt nizszy niz 10, natomiast w trzech - wyzszy niz 20 (najwyzszy we
wspomnianej wyzej Rumunii).

Mimo iz od kilkudziesigciu lat obserwuje si¢ powolne obnizanie zachorowalnosci na
gruzlice w Polsce, wspotczynnik zapadalnos$ci jest nadal wyzszy niz $redni w krajach
UE/EOG (15,2/100 000 w 2017 roku, co odpowiadato 5787 zarejestrowanym
przypadkom). Wynika¢ to moze migdzy innymi z faktu, ze Polska graniczy z krajami o
najwyzszych wspotczynnikach zachorowalnos$ci [2]. Nalezy wspomnie¢ obserwowane
od lat znaczne réznice pomiedzy poszczegdlnymi regionami kraju. Wedtug danych z
roku 2018, najwyzsza zachorowalno$¢ rejestrowano w wojewodztwie lubelskim
(23,4/100 000) 1 $laskim (18,6/100 000), najnizsza za§ - w wojewodztwie
wielkopolskim (8,0/100 000) i podlaskim (7,3/100 000). Podobnie jak w innych
krajach, czesciej choruja mezczyzni (okoto dwukrotnie czesciej niz kobiety), gtownie z
uzaleznieniami (nikotynizm, choroba alkoholowa). Ryzyko zachorowania wzrasta z
wiekiem, okoto 50% nowych przypadkow rozpoznaje si¢ u 0so6b w wieku od 45 do 64
lat, natomiast wsrdéd dzieci (do 14 lat) - okoto 1%. Zgodnie z danymi Krajowego
Rejestru Zachorowan na Gruzlice, ktorych zrédtem byly rejestry laboratoryjne, w 2018
roku MDR-TB rozpoznano u 48 chorych. Umieralno$¢ systematycznie si¢ obniza: w
2009 roku wspotczynnik wynosit 2,0/100 000, natomiast w roku 2017: 1,3/100 000 [5].
2.2. Czynnik etiologiczny

Jak wspomniano, najczestszg przyczyng gruzlicy ptuc u ludzi sg pratki Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Bakterie te zostaty opisane po raz pierwszy przez Roberta Kocha w
roku 1882 (dlatego potocznie nazywane sa pratkami Kocha). Nalezag one do
najstarszych patogenéw znanych ludzkosci, ich §lady wykryto w liczacych kilka tysiecy
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lat szczatkach ludzkich [6, 7]. Rodzaj Mycobacterium obejmuje ponad 190 gatunkow
[8, 9]. Zostaly one zaklasyfikowane do trzech grup [10]:
1) pratki wywolujace gruzlice u ludzi i zwierzat (MTC - Mycobacterium
tuberculosis complex), w sklad, ktorej wchodza: M. tuberculosis, M. bovis,
M. microti, M. africanum, M. canetti, M. orygis, M. pinnipedii, M. caprae,
M. mungi,
2) pratki wywolujace trad: Mycobacterium leprae,
3) pratki  niegruzlicze  (ang.  non-tuberculous  mycobacteria = NTM):
m.n. M. marinum, M. kansasii, M. gordonae, M. avium-intracellular,

M. xenopi, M. fortuitum, M. chelonae

Pratki Mtb odpowiedzialne sg najczgsciej za rozwoj gruzlicy w postaci ptucnej, jednak
w konsekwencji rozprzestrzeniania si¢ bakterii drogg krwiono$ng, choroba moze
przybra¢ posta¢ pozaplucng (gruzlica os$rodkowego uktadu nerwowego, uktadu
limfatycznego, kostno-stawowego) [11]. Posta¢ uogolniona (rozsiana) zwana jest
gruzlica proséwkowa, prosowatg lub proséwka. Do zakazen innymi drobnoustrojami
MTC stosunkowo rzadko dochodzi u osob z prawidlowo funkcjonujagcym uktadem
odpornosciowym, czesciej zas u 0so6b z zaburzeniami odpornosci [12, 13].
Mycobacterium tuberculosis jest aerobowym, wewnatrzkomérkowym patogenem.
Dzigki specyficznej trojwarstwowej budowie $ciany komorkowej (ryc. 2), wykazuje
kwasoopornos¢. Rdzen tej struktury stanowia: peptydoglikan zwigzany kowalencyjnie z
arabinogalaktanem oraz kwasy mykolowe. Zwiazki te tworza kompleks zwany mAGP
(ang. mycolyl arabinogalactan-peptidoglycan complex). Zewnetrzng warstwe stanowia
fatwe do ekstrakcji zwigzki lipidowe o roznej dlugosci tancucha: glikolipidy,
sulfolipidy, glikopeptydolipidy, lipooligosacharydy, lipoarabinomannan, fosfolipidy,
triglicerydy 1 inne [14].

W skiad $ciany komorkowej pratkéw wchodzi blisko 60% zwigzkéow lipidowych,
ktorych sktad chemiczny zalezy od gatunku. Zwigzki o wiasciwosciach antygenowych,
jak np. mannozylowany lipoarabinomannan (ManLAM), lipomannan (LM) czy
fosfatydyloinozytolomannany (PIM) (ryc. 2), indukuja wytwarzanie cytokin
prozapalnych i wykazuja dziatanie chemotaktyczne [15]. U pratkéw wolnorosnacych
(m.in. M. tuberculosis, M. avium oraz M. bovis), ManLAM ztozony jest z gtownie z
rdzenia weglowodanowego w skiad ktorego wchodzag D-mannoza i D-arabinoza oraz

mannosylofosfatydyloinozytol (MPI). Pratki szybkorosnace (np. M. smegmatis)
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syntezuja LAM z przylaczonymi resztami fosfatydyloinozytolu (PILAM), jak rowniez

pozbawiony podstawnikow (AraLAM) [16].

manno- —

glikoproteiny

000

poryny

L kwasy mykolowe

J L

i, peptydoglikan

A

J» btona komdrkowa

Ryc. 2. Schemat budowy $ciany komorkowej pratkow (wg Kleinnijenhuis 1 wsp. [17],

zmodyfikowano).

Do czynnikéw wirulencji, ktore umozliwiajg bakteriom wniknigcie, przetrwanie i

namnazanie si¢ wewnatrz komoérek gospodarza, naleza zarowno struktury zwigzane z

komorka, jak 1 wydzielane na zewnatrz. Gtéwne czynniki zjadliwosci pratkow gruzlicy

oraz mechanizmy ich dzialania przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Czynniki wirulencji 1 immunomodulacji Mycobacterium tuberculosis wg

Sakamoto i wsp. [18], Sanchez i wsp. [19].

Czynnik wirulencji

Mechanizm dzialania

Bialka

rozpuszczalne

katalaza-peroksydaza-

peroksynitraza (KatG)

ochrona przed dziataniem reaktywnych form tlenu i azotu

reduktaza tlenku azotu (noxR3)

ochrona przed dziataniem reaktywnych form azotu

antygen 85 (kompleks biatek 85A,
85B oraz 85C), zwigzane rowniez

z powierzchnig komorki

ulatwianie zwigzania si¢ z powierzchnig makrofaga

lipoproteina o masie 19 kDa

hamowanie ekspresji czasteczek MHC klasy 11,
indukcja apoptozy makrofagdéw we wezesnym etapie

infekcji

biatko Erp (ang. exported

repeatitive protein)

ulatwienie wewnatrzkomoérkowego namnazania si¢

pratkow
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stymulacja limfocytow T,
kompleks biatek ESAT-6/CFP-10 !

(ang. 6 kDa early secretory ) ) ]
o formowanie poréw w blonie komérkowej,
antigenic target/10 kDa culture

filtrate antigen) Krofagi
makrofagi

peptydoglikan
IL-6

hamowanie przekaznictwa sygnatu z udziatem TLR-2,

hamowanie wydzielania reaktywnych form tlenu przez

stymulacja wydzielania cytokin takich jak TNFa, IL-1 czy

fosfatydyloinozytolomannozydy indukcja wytwarzania cytokin prozapalnych przez

(PIM) interakcje z receptorem TLR-2

hamowanie dojrzewania komorek dendrytycznych,
lipoarabinomannan (LAM) hamowanie fuzji fagosomu z lizosomem,

nasilenie ekspresji TNFa oraz IL-10

Komponenty | mannozylowany hamowanie dojrzewania komorek dendrytycznych,
sciany lipoarabinomannan (ManLAM) hamowanie fuzji fagosomu z lizosomem
komorkowej niezbedne w celu przezycia w ziarniniakach (granuloma),

kwasy mykolowe
formowanie biofilmu

hamowanie migracji wielojadrzastych leukocytoéw i
Dimikolinian trehalozy (TDM, o o )
o inicjacja tworzenia ziarniniakéw, uszkodzenie bton
czynnik wigzkowy)

mitochondrium komorek zakazonych, indukcja apoptozy

) ) aktywacja limfocytow, indukcja syntezy czynnikow
biatka szoku cieplnego (ang. heat

shock protein, HSP)
tlenu

2.3. Przebieg zakazenia

Szacuje si¢, ze okoto 1/3 populacji ludzkiej miata kontakt z Mycobacterium
tuberculosis. Aktywna posta¢ choroby rozwija si¢ jednak tylko u okoto 10% osdb
zakazonych [20], na co wplyw maja przede wszystkim uwarunkowania genetyczne, a w
mniejszym stopniu warunki srodowiskowe [21]. Potwierdza¢ to moze przypadek z 1926
roku, kiedy to 251 niemowlat zostalo przypadkowo zakazonych Mtb. Czterdziesci
siedmioro z nich nie zachorowato, a wsrdéd 204, u ktérych doszto do rozwoju gruzlicy,
77 zmarto [22]. Rowniez badania bliznigt zdaja si¢ potwierdza¢ kluczowa rolg
czynnikéw dziedzicznych. Comstock, analizujac dane opublikowane przez Simonds,
wykazal, iz infekcja Mtb wystepuje dwukrotnie czg$ciej u obojga bliznigt
jednojajowych w poréwnaniu z dwujajowymi [23, 24]. Z drugiej jednak strony, Van der
Eijk 1 wsp., na podstawie analizy tych samych danych, sugeruja, ze uwarunkowania

srodowiskowe znaczgco wptywaja na ryzyko zachorowania [25].
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AKTYWNY MAKROFAG PtUCNY,
KONTAKT Z PATOGENEM ELIMINACIA PATOGENU, BRAK
INFEKCIJI

ROZWOJ AKTYWNEJ POSTACI
ZAKAZENIE CHOROBY

(5%; GLOWNIE DZIECI)

LATENTNA POSTAC CHOROBY REAKTYWACJA
(90-95% PRZYPADKOW) (5-10% ZAKAZONYCH)

Ryc. 3. Mozliwe warianty przebiegu zakazenia pratkami Mtb (wg Rudnickiej [26],

zmodyfikowano).

Do zakazenia, ktorego zrodtem sg najczesciej chorzy, dochodzi gtownie droga wziewna
[27]. Niekiedy nastepuje calkowita eliminacja bakterii (ryc. 3), a test tuberkulinowy
pozostaje ujemny, jednak u okoto 10% zakazonych osdb (najczesciej o obnizonej
odpornosci), aktywna posta¢ choroby moze rozwing¢ si¢ wkrotce po infekeji [26].
W 90-95% przypadkoéw, zakazenie jest kontrolowane przez uktad odpornosciowy i
przechodzi w faze latentng, jednak niekiedy, w niesprzyjajacych warunkach, moze
nastgpi¢ jego reaktywacja (ryc. 3). W pierwszym etapie infekcji, bakterie przedostajace
si¢ do ptuc, zostaja pochlonigte w procesie fagocytozy przez makrofagi pecherzykowe
badz komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells, DC). W procesie tym uczestnicza
receptory PRR (ang. pattern recognition receptors) rozpoznajace wzorce czasteczkowe
zwigzane z patogenami (ang. pathogen-associated molecular patterns, PAMP), m.in.
receptory Toll-podobne (ang. Toll-like receptors, TLR), czy receptor mannozowy (ang.
mannose receptor, MR), odpowiedzialne za rozpoznanie komponentow $ciany
komorkowej pratkow. Gtoéwnymi antygenami M. tuberculosis rozpoznawanymi przez
komorki immunokompetentne sg biatka szoku cieplnego HSP (m.in. biatko o masie 65
kDa, HSP-65), lipoproteiny, kompleks antygenéw p85, enzymy (dehydrogenaza
L-alaniny o masie czasteczkowej 40 kDa, dysmutaza ponadtlenkowa o masie 23 kDa)
oraz mannozylowany lipoarabinomannan (ManLAM). Makrofagi przyczyniajg si¢ do

eliminacji  bakterii poprzez wytwarzanie reaktywnych form tlenu, azotu
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1 wewnatrzkomorkowe zabijanie. Fuzja fagosomu z lizosomem prowadzi do
zakwaszenia srodowiska wewnatrz powstajacego fagolizosomu, co umozliwia dziatanie
enzymom proteolitycznym i eliminacj¢ bakterii u osob, ktéorych makrofagi plucne sa
wystarczajaco aktywne. Genetycznie uwarunkowana zdolno$¢ syntezy i uwalniania
znacznych ilosci interferonu y (IFNy), zaangazowanego w aktywacje makrofagéw ma
kluczowe znaczenie na poczatku infekceji [28, 29]. Zazwyczaj jednak, pratki namnazaja
si¢ wewnatrz tych komorek, doprowadzajac do rozwoju lokalnej reakcji zapalnej 1
uwalniania cytokin, takich jak czynnik martwicy guza TNFa (ang. tumor necrosis
factor o) czy interleukiny 8 (IL-8) [30]. Powoduje to naptyw do miejsca zakazenia
makrofagdw powstatych z monocytéw krwi obwodowej oraz komorek dendrytycznych.
DC jako komorki prezentujace antygen (ang. antigen presenting cells, APC) pochtaniaja
pratki, migruja do lokalnych weztow chtonnych i aktywujg limfocyty T. Rozpoczyna to
rozwo0j nabytej odpornosci komorkowej. Uczulone limfocyty T proliferujg 1 migruja do
miejsca infekcji. Ich obecnos¢ i synteza INFy dziata na makrofagi, aktywujac ich bdjcze
wiasciwosci [31]. Naptyw komorek uktadu odpornosciowego: makrofagdw, limfocytow
T 1 B oraz DC powoduje utworzenie charakterystycznej w przebiegu choroby struktury
zwanej ziarniniakiem (inaczej granuloma) [32], na zewnatrz otoczonej przez fibroblasty
[30]. Wewnatrz ziarniniaka, gtownie z powodu ograniczenia dostepu tlenu, niskiego pH
oraz obecnosci inhibitorow syntezy kwasow thuszczowych, komorki pratkow nie moga
si¢ namnaza¢, jednak pozostajg w stanie uspienia [33]. W tym czasie, zakazenie jest
kontrolowane przez organizm i przechodzi w faze latencji. Jak wspomniano, szacuje
si¢, ze postaé latentna gruzlicy wystepuje u okoto 1/3 populacji [34]. Do reaktywacji
zakazenia (infekcja wtorna) moze dojs¢ nawet po wielu latach od zakazenia
pierwotnego. W przypadku obnizenia odpornosci (np. zakazenie HIV), gdzie obserwuje
si¢ niedobdr limfocytow T 1 niski poziom INFy, makrofagi nie sg wystarczajaco
aktywne, aby wyeliminowa¢ bakterie. Zauwazono réwniez, ze leczenie inhibitorami
TNFa sprzyja uaktywnieniu choroby [30]. Wynikiem hamowania aktywnos$ci tej
cytokiny jest migdzy innymi rozluznienie struktury granuloma. Nastgpuje jej
uptynnienie, co umozliwia intensywne namnazanie si¢ pratkow.

Objawy aktywnej gruzlicy czesto nie sg swoiste, dlatego choroba moze by¢ mylona z
innymi: wystepuja zmeczenie, gorgczka, ostabienie, utrata wagi. Sygnatem do podjgcia

jak najszybszej diagnostyki w kierunku zakazenia Mtb, powinny by¢: utrzymujacy si¢
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dtuzej niz 3 tygodnie kaszel (mozliwe tez krwioplucie), chudnigcie, brak apetytu, nocna
potliwos$¢, bol w klatce piersiowej, goragczka i dreszcze [35].

2.4. Interakcje ukladu odpornosciowego z komdrkami bakteryjnymi
w zakazeniach Mycobacterium tuberculosis

W odpowiedzi na zakazenie pratkami uczestniczg réznorodne czynniki, zar6wno
zwigzane z komorkami (powierzchniowe oraz wewnatrzkomoérkowe), jak i
rozpuszczalne. Pierwszy kontakt z Mtb nastgpuje najczgsciej w uktadzie oddechowym,
tak wiec komorki odpowiedzialne za rozpoznanie pratkéw gruzlicy to gléwnie
makrofagi plucne oraz komorki dendrytyczne. Wilasciwosci aglutynacyjne i
opsonizacyjne ufatwiajagce fagocytoz¢ maja rozpuszczalne czynniki odpornosci
wrodzonej syntezowane przez komorki uktadu oddechowego (kolektyny surfaktantu
plucnego A 1 D, fikolina-3), przez hepatocyty (lektyna wigzaca mannoz¢ MBL,
fikolina-2 i fikolina-3) oraz neutrofile (fikolina-1) [36, 37]. Czg$¢ z nich wystepuje w
surowicy, a niektére z nich posiadajg zdolno$¢ aktywacji dopelniacza na drodze
lektynowej (MBL 1 fikoliny). Zidentyfikowano stosunkowo liczne struktury na
powierzchni komoérek Mycobacterium rozpoznawane przez wymienione czynniki

odpornosci [38-40].

2.4.1. Kolektyny

Kolektyny to rodzina bialek, nalezacych do lektyn typu C (ang. calcium-requiring),
ktorych aktywnos$¢ zalezna jest od kationow wapniowych. Jej przedstawicielami sa:
lektyna wigzaca mannoze¢ (ang. mannose-binding lectin, MBL), biatka surfaktantu
plucnego A i D (ang. surfactant protein-A, -D; SP-A, SP-D), kolektyna watrobowa 1
(ang. collectin liver 1, CL-L1) zwana takze kolektyng 10 (CL-10), kolektyna nerkowa 1
(ang. collectin kidney 1, CL-K1) (inaczej: kolektyna 11, CL-11), kolektyna tozyskowa
(ang. collectin placenta 1, CL-P1), okreslana takze jako kolektyna 12 (CL-12),
konglutynina, kolektyna o masie 43 kDa (CL-43) oraz kolektyna o masie 46 kDa (CL-
46). Lektyna wigzaca mannoz¢ u czlowieka i szympansa wystepuje w jednej natomiast
u wiekszosci ssakow - w dwoch formach (A 1 C), za syntez¢ ktérych odpowiadajg
odrebne geny [41]. Konglutynina, CL-43 raz CL-46 sg charakterystyczne dla Bovidae
[41, 42].

Kolektyny maja posta¢ oligomeréw podjednostek, z ktorych kazda zbudowana jest z
trzech, zazwyczaj identycznych tancuchéw polipeptydowych [43]. W skiad czasteczki
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wchodzi od 2 do 8 podjednostek. W tancuchu polipeptydowym wyrdznia si¢ cztery
regiony/domeny (ryc. 4):
1) region N-koncowy bogaty w reszty cysteiny, nazwany regionem cysteinowym
2) region o strukturze podobnej do kolagenu, zwany kolagenopodobnym, w sktad
ktorego wchodza powtérzenia Gly-X-Y (ich liczba jest rézna dla réznych
kolektyn), charakterystyczne dla kolagenu, gdzie X 1 Y oznaczaja dowolne
aminokwasy, przy czym zazwyczaj s3 to prolina i hydroksyprolina
3) region tacznikowy ,,neck” o strukturze a-helisy, faczacy region kolagenowy z
domeng lektynowa oraz stabilizujagcy wigzania pojedynczych tancuchow w
podjednostce
4) region lektynowy, znajdujacy si¢ na koncu C, okreslany, jako domena
rozpoznajaca weglowodany (ang. carbohydrate-recognition domain, CRD),
odpowiedzialny za rozpoznawanie i wigzanie ligandéw, w obecnosci jonow

Ca?"; fragment ten ma strukture globularna

domena CRD —
domenatacznikowa —>

domena — x3
kolagenopodobna —p

domena N-kohicowa —>

domena CRD E— .
domenatacznikowa —>

X3 x4
—_— —_—
domena
kolagenopodobna
domenaN-koficowa — 5 i

Ryc. 4. Schemat budowy kolektyn na przyktadzie lektyny wigzacej mannoze (MBL) 1
biatka surfaktantu ptucnego SP-A (A) oraz biatka surfaktantu plucnego SP-D (B),
wedlug Gupty 1 wsp. oraz Wright 1 wsp. [43, 44], zmodyfikowano.
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Reszty cysteiny wchodzace w sktad regionu N-koncowego, dzigki tworzeniu mostkow
disiarczkowych stabilizujg trimery w oligomerze podjednostek. Splecione fragmenty
tancuchéw o strukturze podobnej do kolagenu tworza stabilng domeng, stosunkowo
oporng na dziatanie proteaz [45]. W przypadku bialek posiadajacych zdolnos¢
aktywacji dopelniacza na drodze lektynowej, jest ona odpowiedzialna za tworzenie
kompleksow z proteazami MASP (ang. MBL-associated serine proteases). Ciagtos¢
powtorzen Gly-X-Y w przypadku bialek MBL oraz SP-A jest zaburzona, co powoduje
ugiecie regionu kolagenowego (ryc. 4) [43, 44]. Powoduje to rozsunigcie domen CRD
w oligomerze, a co za tym idzie, powigkszenie rozmiarow fragmentu czasteczki
odpowiedzialnego za wigzanie ligandow. Ksztalt takiej molekuly przypomina ,,bukiet
tulipanow” [46]. Kolektyny jako czynniki odpornosci wrodzonej biorg udziat we
wczesnej fazie odpowiedzi na zakazenie, dzigki rozpoznawaniu szerokiego spektrum
wirusow, bakterii, grzybow oraz pierwotniakow [47-50].

Wykazuja one zdolnos$¢ aglutynowania i/lub opsonizowania, czynnikoOw zakaznych, co
nasila proces fagocytozy. Niektore z nich, tworzac jak wspomniano wyzej, kompleksy z
MASP, moga inicjowac¢ aktywacj¢ dopelniacza na drodze lektynowej. Kolektyny moga
rowniez wykazywa¢ wlasciwosci immunomodulujace, wptywajac hamujaco badz
stymulujaco na produkcje czynnikdw prozapalnych oraz przeciwzapalnych przez

komorki uktadu odpornosciowego [41, 43].
2.4.1.1. Lektyna wigzaca mannoz¢ — MBL
2.4.1.1.1. Struktura i swoistos¢ MBL

Lektyna wigzaca mannoze¢ (MBL), okreslana jest takze jako lektyna wigzaca mannan,
biatko wigzgce mannoze¢ lub biatko wigzace mannan [51]. Czasteczki ludzkiej MBL
sktadaja si¢ najczesciej z 6 podjednostek (18 tancuchéw polipeptydowych), jednakze
spotykane s3 rowniez formy o nizszym stopniu oligomeryzacji, tak wigc ich masa
czasteczkowa moze wynosi¢ od ok. 200 kDa do ok. 600 kDa [52].

MBL wykazuje powinowactwo do reszt cukréw takich jak D-mannoza (D-Man),
N-acetylo-D-glukozamina (D-GlcNAc), N-acetylo-D-mannozamina (D-ManNAc) i
L-fukoza (L-Fuc), stanowiacych sktadniki struktur powierzchniowych wielu patogenow
[53-56]. Rozpoznaje komorki bakterii Gram-dodatnich (ligandem jest np.
peptydoglikan), Gram-ujemnych (np. lipopolisacharyd, LPS), grzybéw (mannany) i
pierwotniakow (glikoproteiny eksponowane w blonie komorkowej), jak rowniez

ostonki wirusow [48, 49, 57]. Oddziatywanie omawianego bialka z antygenami
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Mycobacterium opisane zostato w podrozdziale 2.4.3. Poza strukturami PAMP, MBL
rozpoznaje ligandy endogenne, jak na przykilad antygeny komorek ulegajacych
apoptozie lub nekrozie, dzigki czemu uczestniczy w ich eliminacji [58, 59].

Lektyna  wigzaca  mannoz¢  wykazuje  wlasciwosci  immunomodulujace.
Zaobserwowano, ze biatko to, zaleznie od dawki, wplywa na profil cytokinowy
monocytéw 1 przebieg procesOw zapalnych w trakcie zakazenia [60]. Opisano réwniez
dziatanie MBL jako koreceptora dla kompleksu TLR-2/TLR-6, dzigki ktdéremu
nastgpuje nasilenie aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. nuclear factor
kappa B), skutkujagce nasileniem ekspresji cytokin prozapalnych w odpowiedzi na
zakazenie Staphylococcus aureus [61].

2.4.1.1.2. Gen MBL?2 i ekspresja lektyny wiazacej mannoze¢

Za synteze¢ lektyny wigzacej mannoz¢ odpowiedzialny jest gen MBL2, zlokalizowany
na chromosomie 10, w regionie 10g21.1 [62]. Obejmuje on cztery eksony, z ktorych
pierwszy koduje region nieulegajacy translacji konca 5’ (ang. 5’-untranslated region,
5’-UTR), region N-koncowy oraz cz¢s¢ regionu kolagenopodobnego, drugi - pozostaty
fragment regionu kolagenopodobnego, trzeci - region ,,neck”, natomiast czwarty -
domen¢ wigzaca weglowodany (CRD) 1 fragment 3’-UTR (ryc. 5). Synteza MBL
zachodzi gtownie w hepatocytach, jednak obecnos¢ swoistego mRNA stwierdzono
réwniez w szpiku kostnym, jelicie cienkim, zotadku, jadrze oraz jajniku [63-66]. Biatko
to wystepuje przede wszystkim w surowicy, ale wykryto je rowniez w ptynie

mozgowordzeniowym [67], mleku [68] 1 poptuczynach oskrzelowo-ptucnych [69].

N\

| DOMENA KOLAGENOPODOBNA

H/LY/X P/Q A/DA BA/C

by

5 — l

domena N-koncowa domena tacznikowa
Ryc. 5. Schemat organizacji genu MBL?2 oraz dojrzatej czasteczki MBL. Zaznaczono
miejsca wystepowania wybranych polimorfizméw zlokalizowanych w regionie
promotorowym oraz eksonie 1 (opisano nizej) (wedlug Garred 1 wsp. [70],

zmodyfikowano).
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Niektére z opisanych polimorfizméw genu MBL2 maja udokumentowany wptyw na
stezenie biatka w surowicy i1 jego aktywnos$¢, a w konsekwencji takze znaczenie
kliniczne. Trzy z nich, zlokalizowane w kodonach 52, 54 oraz 57 eksonu 1, wplywaja

na struktur¢ domeny kolagenowej (tabela 2).

Tabela 2. Wybrane polimorfizmy genu MBL2 majace wptyw na st¢zenie MBL w

surowicy [71].

Lokalizacja Pozycja i zamiana Numer Zamiana aminokwasu
nukleotydu referencyjny w czasteczce bialka
-550 (G>C) rs11003125 -
Region promotorowy

221 (C>G) 137096206 -

Ekson 1 (5’-UTR) +4 (C>T) rs7095891 -
+223 (C>T) rs5030737 Arg52Cys

Ekson 1 (cze$é
+230 (G>A) rs1800450 Gly54Asp
kodujaca)

+239 (G>A) rs1800451 Gly57Glu

Zmienione allele najczesciej okresla sie odpowiednio, jako D, B oraz C lub wspolnie,
jako O, natomiast formy niezmienione - jako A. Obecno$¢ alleli O powoduje, ze
syntezowane jest biatko o obnizonej aktywnos$ci. Zaburzenie struktury lancucha
peptydowego prowadzi do uposledzenia procesu oligomeryzacji, co skutkuje mniejsza
liczbg miejsc wigzania ligandow w czasteczce 1 utrudnieniem tworzenia kompleksow z
MASP [59]. Defektywne molekuly sa rowniez bardziej wrazliwe na dzialanie
endogennych proteaz. Skutkuje to szybszg ich eliminacja i w zwigzku z powyzszym —
nizszym stezeniem MBL w surowicy. Znaczacy wptyw na ekspresj¢ genu MBL2 (a w
konsekwencji takze na poziom jego produktu w krwiobiegu), maja polimorfizmy
regionu promotorowego, w pozycjach -550, -221, zwyczajowo nazywane odpowiednio:
H/L, Y/X oraz regionu nieulegajacego translacji konca 5' eksonu 1 (5’-UTR) w pozycji
+4 (P/Q) (tabela 2). Ze wzgledu na nierdwnowage sprz¢zen, najczesciej opisuje si¢
wystepowanie siedmiu haplotypow MBL2 (tzw. ,common haplotypes”): HYPA,
LYQA, LYPA, LXPA, LYPB, HYPD, LYQC [72]. Obserwowano jednak rowniez, w
nielicznych przypadkach, inne warianty, takie jak: LYPD, LYQB, HXPA, czy HYPB
[73]. Najwyzsze stezenia MBL wystepuja zazwyczaj u os6b o genotypach okreslanych
zbiorczo jako YA/YA (HYA/HYA, HYA/LYA, LYA/LYA) oraz YA/XA (HYA/LXA,
LYA/LXA). Wartosci posrednie najczgsciej zwigzane sg z genotypami XA/XA 1 YA/O
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(gdzie O oznacza allel D, B lub C), natomiast niedobor MBL — z genotypami XA/O i
0/0 [52].

Czestos¢ wystgpowania wariantow D/B/C jest rézna w roéznych populacjach czy
grupach etnicznych. W krajach azjatyckich (Chiny, Japonia) czy wsrdd rdzennych
mieszkancow Ameryki Poludniowej 1 Australii, opisywany jest jedynie allel B (SNP
zlokalizowany w kodonie 54). Skrajnym przyktadem sg Indianie Quechua, gdzie
wariant ten wystepuje z czestosciga 0,8. W populacjach afrykanskich, najczesciej
obserwowany jest wariant polimorficzny C (SNP zlokalizowany w kodonie 57)
[najwyzsza czestos¢ (0,32) zanotowano w Ghanie], natomiast warianty B oraz D (SNP
w kodonie 52) wystepujg stosunkowo rzadko lub nie sg wykrywane [73]. Wsrod
przedstawicieli odmiany kaukaskiej (np. u Europejczykoéw) najczesciej wystepuje allel
B (czestos¢ >0,1, np. w Polsce: 0,14), dwu-trzykrotnie rzadziej obserwuje si¢ obecnos$¢
allelu D (w populacji polskiej: 0,06), natomiast z najnizsza czgstoscig (odpowiednio:
0,015) — wariantu C [74, 75]. Ostatnio opisano sze$¢ innych polimorfizméow +396 A>C
(rs1013124), +474 A>G, (1s7084554), +487 A>G (rs36014597), +753 C>T
(rs11003123), +5411 C>T (rs2165813) 1 +5537 G>T (rs2099903), ktore wptywaja na
ekspresje¢ 1 funkcjonalno$¢ omawianej lektyny [76].

Stezenie MBL w surowicy zdrowych oséb dorostych wynosi od <10 ng/ml do >10000
ng/ml ($rednio okoto 1000 ng/ml), niezaleznie od pici. Zmienia si¢ ono w trakcie
rozwoju osobniczego, osiagajac maksymalny poziom okolo 1 miesigca po urodzeniu,
nastepnie powoli obniza si¢, aby osiggnac¢ staly poziom w wieku okoto 12 lat [77, 78].
Jak wspomniano, niektore polimorfizmy genu MBL2 maja istotny wptyw na stezenie
MBL w surowicy. Z drugiej strony obserwuje si¢ znaczne (nawet
kilkudziesigciokrotne) roznice pomigdzy osobami o identycznych genotypach [79].
Wynika¢ to moze z faktu, ze na ekspresjc MBL wptywaja niektére hormony np.
hormony tarczycy T3 1 T4, hormon wzrostu [80], czy insulina. Ponadto, w jej regulacji
uczestniczy¢ moze interleukina 6 (IL-6) [81]. Dowiedziono réwniez, ze na zwigkszong
ekspresje tej lektyny moga mie¢ wptyw niektore leki oraz szok termiczny, natomiast
efekt przeciwny spowodowany jest dziataniem interleukiny 1 (IL-1) [82].
Prawdopodobnie, wymienione czynniki nie powoduja jednak tak znaczacych réznic
osobniczych stezenia lektyny wigzacej mannoz¢ w surowicy.

2.4.1.1.3. Znaczenie kliniczne MBL i polimorfizmow genu MBL?2

Lektyna wigzagca mannoz¢ (takze polimorfizmy genu kodujacego to biatko) jest

najszerzej analizowanym pod wzgledem znaczenia klinicznego czynnikiem aktywacji
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dopeliacza na drodze lektynowej. W licznych publikacjach wykazano zwigzek
niedoboru MBL z podatno$cia na zakazenia czy niektére choroby o podtozu
nieinfekcyjnym, jak rowniez niekorzystny wpltyw jej wysokiej aktywnos$ci w
niekontrolowanym rozwoju reakcji zapalnej. Nalezy jednak podkresli¢, ze dostgpne w
literaturze dane sa niekiedy sprzeczne, co wynika¢ moze mig¢dzy innymi z rdznego
definiowania niedoboru, réznych liczebnosci grup badanych i1 porownawczych czy
réznic etnicznych. Niedobor lektyny wigzacej mannozg¢ jest zwigzany z nawracaniem
niektorych zakazen, szczegdlnie u dzieci 1 0s6b z innymi zaburzeniami odpornosci.
Wyzsza czesto$¢ wystepowania alleli ,,0” obserwowano na przyktad u dzieci z
nawracajagcymi infekcjami uktadu oddechowego [83]. Znaczaco wyzsze ryzyko infekcji
pneumokokami zanotowano u dzieci bedacych nosicielami genotypow determinujacych
niski poziom MBL w surowicy (LXA/O lub O/O) [84]. Zakazenia Streptococcus
pneumoniae moga charakteryzowac si¢ cigzkim przebiegiem réwniez u dorostych [84]
takze pod postacig zapalenia opon moézgowych [85]. Niskie stgzenie MBL sprzyja
rozwojowi zakazen szpitalnych u dzieci po zabiegach korekcji wad serca, z drugiej
jednak strony, wydaje si¢ chroni¢ pacjentoéw przed rozwojem systemowej reakcji
zapalnej (ang. systemic inflammatory response syndrome, SIRS) po operacji [86].
U dorostych, u ktorych rozpoznano zapalenie pluc o réznej etiologii, niskie stezenia
MBL i/lub genotyp O/O cze¢sciej zwigzane sa z ci¢zszym przebiegiem choroby i
fatalnymi rokowaniami [87, 88]. Jak wspomniano, niedobér MBL moze odgrywac
szczegOlnie wazng role u 0s6b z innymi zaburzeniami odpornosci. U chorych na
biataczki, poddawanych chemioterapii, u ktérych oznaczono niski poziom tej lektyny w
surowicy (<500 ng/ml), czg¢éciej dochodzito do rozwoju bakteriemii i zapalenia ptuc
[89]. Genotypy A/O oraz O/O u biorcoOw przeszczepow allogenicznych szpiku kostnego
zwigzane byly z wysoka czestoscig infekcji bakteryjnych, wirusowych i1 grzybiczych
[90]. Ostatnie badania prowadzone w Pracowni Immunobiologii Zakazen IBM PAN,
obejmujgce pacjentdw, u ktorych rozpoznano szpiczaka plazmatycznego (mnogiego)
lub chiloniaki, leczonych za pomoca chemioterapii i przeszczepdw autologicznych
komorek krwiotworczych wykazaty, ze pierwotny niedobor lektyny wigzacej mannoze
nasila ryzyko rozwoju cigzkich, zagrazajacych zyciu zakazen, jedynie po odtworzeniu
czynnos$ci fagocytow [91].

2.4.1.2. Kolektyny surfaktantu plucnego

Surfaktant plucny jest mieszaning zwigzkow sktadajaca sie z okoto 90% lipidow 1 okoto

10% biatek, syntezowanych w pneumocytach typu II [92]. Jego rola polega na kontroli
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napigcia powierzchniowego pecherzykéw ptlucnych, co umozliwia utrzymanie ich
objetosci. Stanowi takze barier¢ ograniczajaca transfer czastek przez blong
pecherzykowo-wlosniczkowa oraz przyczynia si¢ do neutralizacji drobnoustrojow
wnikajacych droga oddechowa. Do biatek surfaktantu (ang. surfactant proteins, SP)
zalicza si¢ hydrofobowe SP-B i1 SP-C, ktore peilnig kluczowa role w utrzymaniu
stabilnosci filmu fosfolipidowego surfaktantu [93] oraz hydrofilowe kolektyny SP-A 1
SP-D, bedace czynnikami odpornosci wrodzonej [94]. Podobnie jak w przypadku MBL,
czasteczki kolektyn ptucnych sg oligomerami podjednostek, z ktorych kazda stanowi
trimer lancuchow polipeptydowych. Biatka te utatwiaja eliminacje drobnoustrojow
dzigki ich opsonizacji, aglutynacji oraz oddzialywaniu z receptorami
powierzchniowymi komorek odpornosciowych, co wplywa na procesy fagocytozy,
wydzielania reaktywnych form tlenu oraz cytokin [92, 95]. Na przyktad, SP-A hamuje
wydzielanie tlenku azotu przez makrofagi stymulowane LPS, natomiast nasila ten
proces, gdy komoérki stymulowane sg za pomoca interferonu—y (IFN-y) [96].
SP-A i SP-D uczestnicza takze w usuwaniu komoérek ulegajacych apoptozie i nekrozie
[97, 98].

2.4.1.2.1. Bialko surfaktantu plucnego A (SP-A) - struktura i swoistos¢

Masa czasteczkowa pojedynczego tancucha SP-A, zbudowanego z 248 reszt
aminokwasowych (AA) wynosi 35 kDa [94]. Trimery tancuchéw stabilizowane sg za
pomoca wigzan disiarczkowych, zlokalizowanych w N-koncowej czesci podjednostki.
Dojrzate biatko SP-A wystepuje najczesciej] jako heksamer podjednostek (18
tancuchéw), o tacznej masie ok. 630 kDa (ryc. 4). Wystepuje ono w dwoch formach o
wysokiej homologii (ich sekwencje rdznig si¢ zaledwie 10 aminokwasami) SP-A1 oraz
SP-A2, kodowanych przez odrgbne geny (odpowiednio, SFTPAI i1 SFPTA2).
Podjednostki biatka moga mie¢ charakter homo- lub heterotrimeréw, najczescie]
sktadaja si¢ na nie dwa fancuchy SP-A1l oraz jeden SP-A2 [99]. Mimo podobienstwa
strukturalnego, formy te wykazuja pewne réznice wiasciwosci. SP-A1l moze tworzy¢
struktury o wigkszym stopniu oligomeryzacji, dzigki obecnosci dodatkowej reszty
cysteiny w pozycji 85.

Bialka surfaktantu plucnego typu A rozpoznaja reszty cukrow, takie jak: N-acetylo-D-
mannozamina (D-ManNAc), L-fukoza (L-Fuc), D-maltoza (D-Mal), D-glukoza
(D-GIc), N-acetylo-D-glukozamina (D-GlcNAc), D-mannoza (D-Man) oraz
N-acetylo-D-galaktozamina (D-GalNAc) [100], jednak powinowactwo obu form do

34



roznych ligandéw nieco si¢ rozni. SP-A2 wykazuje wyzsze niz SP-A1 powinowactwo
do N-acetylowanych pochodnych glukozy i galaktozy, a takze silniej stymuluje
makrofagi do wydzielania TNF-a 1 fagocytozy [101, 102]. Omawiana kolektyna
rozpoznaje struktury powierzchniowe takich drobnoustrojow jak Streptococcous
pneumoniae, paciorkowce nalezace do grup A i B czy Hemophilus influenzae. Wiaze
rowniez niektore lipopolisacharydy ,,szorstkich” form bakterii Gram-ujemnych, np.
Escherichia coli J5. Bialko to wykazuje powinowactwo do wielocukréw otoczkowych
Klebsiella pneumoniae (szczep K21a), co umozliwia aglutynacje komorek i utatwia ich
fagocytoz¢ przez makrofagi [103].

SP-A rozpoznaje ponadto glikoproteiny Pneumocystis carinii [104], a takze konidia
Aspergillus  fumigatus, co takze skutkuje aglutynacjag 1 nasileniem pochtaniania
komorek/zarodnikéw tych drobnoustrojow przez fagocyty [37]. Biatko to w regionie
CRD zawiera reszty sjalowe, ktore dzigki interakcji z wirusem grypy A HINI,
powoduja zahamowanie ich rozprzestrzeniania, a w konsekwencji skuteczne usuwanie
ich przez makrofagi pecherzykowe i neutrofile [105]. Ma ponadto zdolno$¢ wigzania
glikoprotein na powierzchni wirionéw wirusa RS (ang. respiratory syncytial virus,
RSV) [106]. Za wymienione oddzialywania odpowiedzialny jest region CRD (domena
lektynowa) [107], jednak wigzanie SP-A do powierzchni wirusa Herpes simplex (HSV)
odbywa si¢ przez region N-koncowy kolektyny [108]. Odzialywanie omawianego

bialka z antygenami Mycobacterium opisane zostalo w podrozdziale 2.4.3.

2.4.1.2.2. Geny kodujace SP-A (SFTPAI oraz SFTPA2) i ekspresja bialek SP-A1
oraz SP-A2

Geny kodujace SP-A1l oraz SP-A2 zlokalizowane sg na dtugim ramieniu chromosomu
10, w regionie 10g22.3, w sasiedztwie opisanego wyzej genu MBL2. Wysoka
homologia (98%) (ryc. 6), sugeruje, ze powstaty one w wyniku duplikacji jednego genu
[109]. Dodatkowo, pomigdzy nimi znajduje si¢ pseudogen [110]. Kazdy z genow dla
SP-A obejmuje 6 eksondw. Dwa pierwsze, koduja region regulatorowy, nieulegajacy
translacji (5’-UTR), ekson 3 - domene¢ N-koncowa oraz fragment domeny
kolagenopodobnej, ekson 4 - pozostata czes¢ tego regionu, ekson 5 — region ,,neck”,
natomiast ekson 6 - domen¢ wigzaca weglowodany oraz sekwencje 3°-UTR.

Geny SFTPAI i SFTPA2 sa wysoce polimorficzne. Czgsto$¢ wystepowania rdéznych ich
wariantéw jest odmienna w réznych grupach etnicznych [111]. Polimorfizmy genow

SFTPAI (zlokalizowane w kodonach 19, 50, 62, 133 i 219) oraz SFTPA2
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(zlokalizowane w kodonach 9, 91, 140 i1 223) zostaly uzyte do wyrdznienia kilku
haplotypéw (oznaczonych odpowiednio jako 6A, 6A", gdzie n=2-8 oraz 1A,1A", gdzie
n=0-5) [112]. Nosicielstwo niektorych z nich moze wplywaé na ryzyko rozwoju i
przebieg chorob o réznym podtozu. Wybrane polimorfizmy genéow kodujacych
kolektyny surfakatntu ptucnego A przedstawiono w tabeli 3.

+56 T>C +148 G>C +655 C>T #26C0A  +2716>C +667 C>A
Vall9Ala  valSOLeu Arg219Trp Asn9Thr  Ala91Pro GIn223Lys

\ 5’
5’~| I N 1 H n —.-| v |vi 3’

DOMENA KOLAGENOPODOBNA _

?

domena N-koricowa domena facznikowa

Ryc. 6. Schemat organizacji genow SFTPAI i SFTPAZ2 (kodujacych odpowiednio biatka
SP-A1 oraz SP-A2) oraz dojrzalego biatka SP-A. Zaznaczono wybrane polimorfizmy

zlokalizowane w eksonach (wg Hallman i wsp. [113], zmodyfikowano).

Biatko SP-A wystepuje w plucach, gdzie jego stezenie w warunkach fizjologicznych
wynosi od 0,5 do 123,6 pg/ml. Jego obecnos¢, w niewielkiej ilosci (25 ng/ml)
stwierdzono takze w surowicy [114, 115].

Ekspresja omawianych gendéw zachodzi, jak wspomniano, przede wszystkim w
pneumocytach typu II, lecz obecno$¢ swoistego mRNA obserwuje si¢ réwniez w
gruczotach pods§luzéwkowych drég oddechowych, mozgu, uchu srodkowym, zatokach
przynosowych, tchawicy, grasicy, sercu, btonach §luzowych uktadu pokarmowego oraz

uktadu moczowo-ptciowego, sledzionie i prostacie [116-118].
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Tabela 3. Wybrane polimorfizmy genéw kodujacych biatka SP-A1 oraz SP-A2 [119,

120].
Zamiana
Pozycja i zamiana Numer
Lokalizacja aminokwasu w
nukleotydu referencyjny
czasteczce bialka

SFTPAI

Ekson 3 +56 (T>C) rs1059047 Vall9Ala

Ekson 3 +148 (G>C) rs17883551 Val50Leu

Ekson 6 +655 (C>T) rs4253527 Arg219Trp
SFTPA2

Ekson 3 +26 (C>A) rs1059046 Thr9Asn

Ekson 3 +271 (G>C) rs17886395 Ala91Pro

Ekson 6 +667 (C>A) rs17881479 GIn223Lys

2.4.1.2.3. Znaczenie kliniczne polimorfizmow genow SFTPAI i SFTPA2

Niektére z opisanych polimorfizmow gendéw kodujacych SP-A mogg wptywaé na
podatnos$¢ na zakazenia. Lofgren i wsp. zaobserwowali, ze wystepowanie asparaginy w
pozycji 9 oraz lizyny w pozycji 223 SP-A2 (adeniny zardwno w pozycji +26 jak i w
pozycji +667 genu) zwigzane jest z wyzszym ryzykiem zakazenia wirusem RS.
Protekcyjny efekt obserwowano natomiast, kiedy w pozycji 19 SP-A1 wystepowata
alanina (allel C; SNP w pozycji +56 genu SFTPAI) a w pozycji 91 SP-A2 - prolina
(C w pozycji +271 genu SFTPA2) [121]. Zwiazek wariantow polimorficznych w
kodonie 219 genu SFTPAI (wariant T), kodonach 91 i 223 (warianty C) genu SFTPA?2
z zachorowalno$cig na gruzlice w populacji afrykanskiej zostat opisany przez Malik 1
wsp. [122]. Obecnos¢ allelu A w pozycji +667, skutkujgca zamiang reszty glutaminy na
lizyne w domenie CRD, zwigksza ryzyko rozwoju zakazen meningokokami o ci¢zkim
przebiegu [123].

2.4.1.2.4. Bialko surfaktantu ptucnego D — SP-D - struktura i swoistos¢

Masa czasteczkowa tancucha polipeptydowego kolektyny surfaktantu ptucnego SP-D,
zbudowanego z 453 aminokwaséw, wynosi okoto 43 kDa. Biatko to najczesciej
wystepuje jako tetramer podjednostek (12 tancuchdéw) o tacznej masie okoto 520 kDa
[113], jednak obserwowane sg rowniez formy o mniejszym lub wigkszym stopniu

oligomeryzacji. Opisano struktury zawierajace do 96 tancuchow, zwane ,,fuzzy ball”,
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co zwieksza mozliwosci rozpoznawania ligandow 1 sile wigzania do nich, dzieki
zwielokrotnieniu domen CRD [124, 125].

Biatko surfaktantu plucnego D rozpoznaje takie reszty cukrowe jak: D-maltoza,
D-glukoza, N-acetylo-D-glukozamina, D-mannoza, L-fukoza i D-galaktoza [100].
Dzigki temu moze przylaczaé si¢ do struktur powierzchniowych komorek réznych
bakterii Gram-dodatnich, np. Bacillus subtilis czy Staph. aureus i Gram-ujemnych, np.
K. pneumoniae, Ps. aeruginosa oraz E. coli [37, 92, 126]. SP-D moze tez by¢
czynnikiem odporno$ci przeciwgrzybiczej, gdyz aglutynuje komorki Candida albicans
[127] oraz przeciwwirusowej (zaobserwowano jej interakcj¢ z glikoproteing gp-120
HIV) [128]. Odziatywanie omawianego biatka z antygenami Mycobacterium opisane

zostato w podrozdziale 2.4.3.

2.4.1.2.5. Gen SFTPD i ekspresja bialka SP-D

Gen odpowiedzialny za synteze SP-D (SFTPD, SFTP4), tak jak omOowione wyzej geny
dla innych kolektyn, znajduje si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 10, w regionie
10g22.3. Obejmuje on osiem eksondéw. Pierwszy z nich koduje cze$¢ sekwencji
5’-UTR, drugi — pozostaly fragment 5’-UTR, domen¢ N-koncowg biatka oraz fragment
regionu kolagenopodobnego. Dalsza czes¢ tego regionu kodowana jest przez eksony
3-6, natomiast eksony 7 i 8 koduja odpowiednio domeng ,,neck” oraz CRD, jak rowniez

fragment 3’-UTR [37, 113, 129] (ryc. 7).

+32T>C +478 A>G +868 T>A
Met11Thr Alal160GThr Ser270Thr
55— 1 HunHmHIWN VvV v —fv —fvmm—3

l || DOMENA KOLAGENOPODOBNA | _

domena N-koricowa domena tacznikowa

Ryc. 7. Schemat organizacji genu SFTPD oraz dojrzalego biatka SP-D. Zaznaczono
wybrane polimorfizmy, badane w przedstawionej pracy (wg Kishore i wsp. [37],

zmodyfikowano).

Niektore z opisanych polimorfizméw genu SFTPD (tabela 4), wplywaja na strukture,

aktywnos¢ 1 stezenie jego produktu w surowicy.
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Tabela 4. Wybrane polimorfizmy genu SFTPD (wg Silveyra i wsp. [119]).

Zamiana
Pozycja i zamiana Numer
Lokalizacja aminokwasu w
nukleotydu referencyjny
czasteczce bialka
Ekson 2 +32 (T>C) rs721917 Met11Thr
Ekson § +478 (G>A) rs17885900 Alal60Thr
Ekson 8 +868 (T>A) rs3088308 Ser270Thr

Biatko to syntezowane jest gldownie w ptucach, przez pneumocyty typu I, ale obecnos¢
swoistego mMRNA stwierdzono réwniez w tchawicy, moézgu, S$liniankach, sercu,
nerkach, trzustce, jadrach i prostacie [130]. SP-D wchodzi w sktad surfaktantu
phlucnego, jednak jego stezenie jest znacznie nizsze niz omawianego wczesniej biatka
SP-A (od 36 do 216 ng/ml) [115]. Z drugiej strony, stezenie SP-D w surowicy jest
znacznie wyzsze (Srednia u oséb dorostych: 1 pg/ml, zakres 0,2-5,2 pg/ml) niz SP-A
[114, 131]. Drastyczne obnizenie poziomu obu kolektyn w surfaktancie ptucnym

obserwuje si¢ w przebiegu infekcji u oséb chorych na mukowiscydoze [107, 132].

2.4.1.2.6. Znaczenie kliniczne SP-D i polimorfizméw genu SFTPD

Jak wspomniano wyzej, niektore SNP omawianego genu znaczaco wplywaja na
strukture 1 funkcje SP-D. Zastgpienie reszty metioniny treoning w pozycji 11 dojrzatego
biatka, zwigzane z polimorfizmem +32 T>C, skutkuje zaburzeniem oligomeryzacji
podjednostek. U homozygot C/C obserwuje si¢ nie tylko przewage pojedynczych
trimerow nad czasteczkami o wyzszym stopniu oligomeryzacji, lecz takze niskie
stezenia kolektyny w surowicy [125, 133]. U dzieci chorych na zapalenie oskrzeli
spowodowane wirusem RS, obserwowano wyzszg czestos¢ wystgpowania genotypu
T/T w porownaniu z grupg kontrolng [134]. Z drugiej jednak strony, Ampuero i wsp.
wykazali zalezno$¢ migdzy wystepowaniem allelu C 1 rozwojem cigzkiej postaci tej
choroby u dzieci chinskich [135]. Wyzszg czgsto$¢ wystgpowania allelu C opisano
rowniez u o0so6b chorych na gruzlice [112]. Zaobserwowano takze, ze naturalnie
wystepujace trimery SP-D wykazuja stosunkowo niewielkie (w pordéwnaniu do
multimeréw) powinowactwo do oslonki wirusa grypy typu A, co moze sugerowac
wyzsza podatno$¢ na zakazenia tym czynnikiem u homozygot C/C [125].

U dzieci chorujacych na astme¢ zanotowano znaczaco wyzszg niz w grupie odniesienia
czesto§¢ wystepowania wariantu T [136]. Przeciwnie, badajac osoby doroste,

zasugerowano, ze nosicielstwo allelu C nasila ryzyko rozwoju alergicznego niezytu

39



nosa [137]. Thomas i wsp. wykazali, ze obecno$¢ allelu A (polimorfizm w pozycji +478
genu SFTPD, co odpowiada reszcie alaniny w pozycji 160 SP-D) moze dziata¢
protekcyjnie przed rozwojem zespotu niewydolnosci oddechowej u dzieci urodzonych
przedwczesnie [138]. Autorzy ci, w kolejnych badaniach, zauwazyli jednak, ze w
przypadkach zakazen wirusem RS, wariant ten wywiera efekt przeciwny [139].
Zamiana reszty seryny na treoning w pozycji 270 (domena lektynowa) SP-D, moze
powodowaé zaburzenia w rozpoznawaniu ligandow przez omawiane bialko.
Odpowiednio, obecnos¢ allelu A (polimorfizm w pozycji +868 genu SFTPD) zwigzana
jest z niskim stezeniem jego produktu w surowicy. Moze to skutkowaé wyzszym
ryzykiem rozwoju przewlektej obturacyjnej choroby ptuc (POChP, ang. chronic
obstructive pulmonary disease, COPD) u palaczy tytoniu [140]. Ste¢zenie SP-D wzrasta
w przebiegu takich chorob pluc jak POChP, zapalenie ptuc czy gruzlica [141, 142].
2.4.2. Fikoliny

Fikoliny, podobnie jak wigkszos¢ kolektyn, to biatka majace posta¢ oligomerow
podjednostek bedacych trimerami identycznych fancuchow polipeptydowych. Tak jak
w przypadku kolektyn, na koncu N kazdego z tancuchdéw znajduje si¢ domena bogata w
reszty cysteiny, ktora nastgpnie przechodzi w domeng¢ kolagenopodobna, a ta z kolei —
w krotki region tacznikowy (,,neck”). Unikalng cechg fikolin jest C-koncowa,
globularna domena fibrynogenopodobna (ang. fibrinogen-like domain, FBQ),
odpowiedzialna za wigzanie ligandow (ryc. 8). Rozpoznaje ona mi¢dzy innymi grupy
acetylowe, wchodzace w sktad reszt cukrowych (D-GIcNAc, D-GalNAc), ale tez
zwiagzkow niecukrowych [N-acetylowana L-cysteina (L-CysNAc), czy otrzymywane na
drodze modyfikacji chemicznych, N-acetylowane pochodne albuminy surowicy
bydlecej 1 ludzkiej]. Biatka nalezace do rodziny fikolin nie s3 wigc typowymi

lektynami, zaréwno pod wzgledem strukturalnym, jak i funkcjonalnym [143].
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Tabela 5. Fikoliny: miejsca ekspresji oraz swoisto$¢ wigzania (wg Ren 1 wsp. oraz Endo

1 wsp. [144, 145], zmodyfikowano).

Lokaliz
Ekspresja
Wystepowanie Powinowactwo acja
genu
genu
N-acetylo-D-glukozamina,
monocyty, krew, )
N-acetylo-D-galaktozamina,
neutrofile, powierzchnia )
fikolina-1 ) N-acetylo-D-mannozamina 9q34
$ledziona, monocytow,
) N-acetylo-L-cysteina,
ptuca neutrofilow,
Kwas sjalowy
N-acetylo-D-glukozamina,
N-acetylo-D-galaktozamina,
N-acetylo-D-mannozamina
krew, .
fikolina-2 hepatocyty N-acetylo-L-cysteina 9q34
watroba .
acetylocholina, elastyna,
kortykosteroidy,
1,3-B-D-glukan,
hepatocyty, krew,
) N-acetylo-D-glukozamina,
komorki surfaktant .
fikolina-3 N-acetylo-D-galaktozamina, 1p36.11
pecherzykowe phucny,
L-fukoza
ptuc 701¢,

Po raz pierwszy, czynniki zaklasyfikowane p6zniej do tej rodziny zostaly opisane jako
biatka wigzace transformujgcy czynnik wzrostu B1 (ang. transforming-growth factor 1,
TGF B1), wystgpujace w macicy $wini (obecnie okreslane jako fikoliny a i B) [146].
Pozniej, obecno$¢ fikolin stwierdzono u innych ssakow, jak rowniez u zachwy
Halocynthia roretzi [145, 147]. U cztowieka wystepuja trzy fikoliny, ktorych krotka
charakterystyke przedstawiono w tabeli 5. Jako pierwsza opisana zostata fikolina-3,
zidentyfikowana w roku 1978 r., jako termolabilne biatko rozpoznawane i
precypitowane przez autoprzeciwciala wystepujace u osoéb chorych na toczen
rumieniowaty uktadowy. Poczatkowo zostata nazwana antygenem Hakata, a nastepnie
fikoling H lub fikoling-3. Kolejne badania wykazaly, ze jest to biatko wystepujace w
surowicy, w warunkach fizjologicznych [85]. W ostatniej dekadzie XX wieku, z

ludzkiego osocza otrzymano oligomeryczne biatko sktadajace si¢ z podjednostek o

masie 35 kDa. Zostalo ono nazwane P35 lub hukoling, p6zniej za$ fikoling L lub
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fikoling-2 [148]. Fikolina M (fikolina-1) ze wzglgedu na wysoka homologi¢ z fikoling-2
zostala poczatkowo opisana jako biatko podobne do P35 (P35-related protein) [149].

U gryzoni wystepuja dwa biatka zaliczane do fikolin: fikolina A i B. Mysia fikolina B
jest homologiem fikoliny-1, natomiast fikolina A - fikoliny-2. U zwierzat tych
wystepuje takze pseudogen, odpowiadajacy genowi dla fikoliny-3 [150]. Fikoliny
podobnie jak niektore kolektyny, dzigki zdolnosci do tworzenia kompleksow z

proteazami MASP, naleza do aktywatoréw uktadu dopetniacza na drodze lektynowe;.

domena FBG _
domena e
tacznikowa

domena

kolagenopodobna

domena N-koncowa——

Ryc. 8. Schemat organizacji czasteczek fikolin (wg Endo 1 wsp. [145],

zmodyfikowano).

2.4.2.1. Fikolina-1

2.4.2.1.1. Fikolina-1 — struktura i swoisto$¢

Fikolina-1 wystepuje w szpiku kostnym 1 na powierzchni komorek uktadu
odpornosciowego, takich jak monocyty i neutrofile. Stosowane wczesniej powszechne
okreslenie ,.fikolina M” pochodzi od stowa ,,monocyte”. Obecno$¢ jej obserwuje sie
rowniez wewnatrz granuli sekrecyjnych wspomnianych komorek [151]. Bialko to
zwigzane jest z btong plazmatyczng za posrednictwem domeny FBG, poprzez interakcje
z resztami kwasu sjalowego receptora GPCR43 (ang. G-protein-coupled receptor
GPCR43) [152] badz CD43 [153]. Pod wpltywem stymulacji leukocytéw nastepuje
uwolnienie zgromadzonej w wewnatrzkomorkowych granulach fikoliny-1, zwigkszenie
jej ekspresji na powierzchni komorek [154], a nastgpnie uwolnienie do otoczenia (np.
krwiobiegu). Poczatkowo sadzono, Ze biatko to wystepuje wylacznie na powierzchni
(lub wewnatrz) komorek i1 pelni rolg receptora ,,zmiatacza”, jednak brak domeny
przezbtonowej uniemozliwia przekazywanie sygnatu. Z drugiej strony, polaczenie z
GPCR43 moze rozpocza¢ ten proces, na drodze zaleznej od NF-kB. Pdzniejsze badania

wykazaty, ze wystepuje ona w surowicy i dzigki tworzeniu komplekséw z MASP, moze
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aktywowac¢ dopetniacz [155]. Jej interakcja z pentraksyng 3 (ang. pentraxin 3, PTX3)
zwigzang do struktur powierzchniowych bakterii, moze powodowaé aktywacje
dopetiacza na drodze lektynowej [156].

Fikolina-1 wykazuje okoto 77% podobienstwa sekwencji aminokwaséw z fikoling-2 i
okoto 50% z fikoling-3 (biatka omowione nizej) [150].

Pojedynczy tancuch polipeptydowy dojrzatego biatka sktada si¢ z 299 aminokwasow, a
w regionie kolagenopodobnym wystepuje 19 powtorzen Gly-X-Y. Masa czasteczkowa
podjednostki wynosi 34 kDa, a oligomeru - do okoto 600 kDa.

Fikolina-1 rozpoznaje acetylowane pochodne cukrowe, takie jak N-acetylo-D-
glukozamina, N-acetylo-D-galaktozamina, N-acetylo-D-mannozamina, czy (co jest
wyjatkiem wsrdd biatek tej rodziny) kwas sjalowy oraz zwigzki niecukrowe (N-acetylo-
L-cysteina, L-CysNAc) (tabela 5) [155, 157]. Wspomniany kwas sjalowy obecny jest
na powierzchni wielu mikroorganizméw, ktore dzieki ,,mimikrze antygenowej”, moga
unika¢ mechanizmow odpornosci gospodarza [158]. Wykazano, iz fikolina-1 wigze si¢
do zawierajacych ten zwigzek wielocukréow otoczkowych szczepow Streptococcus
agalactiae (serotypy la, Ib, II-1X), Str. pneumoniae (serotypy 19B i 19C) oraz Str.
mitis, podczas gdy nie obserwowano jej interakcji z komorkami szczepow
bezotoczkowych. Wiaze si¢ ona rowniez do struktur powierzchniowych Staphylococcus
aureus [159, 160] oraz Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
Typhimurium LT2 [155, 161]. Opisano takze interakcj¢ fikoliny-1 z glikoproteing GP
wirusa Ebola [162]. Odziatywanie omawianego biatka z antygenami Mycobacterium
opisane zostato w podrozdziale 2.4.3.

Kwas sjalowy obecny jest na powierzchni komorek, a takze wchodzi w skiad
rozpuszczalnych glikoprotein krggowcow 1 niektorych bezkregowcdw, biorac udziat w
regulowaniu wielu procesow fizjologicznych [163]. Zdolnos¢ fikoliny-1 do interakcji z
resztami tego kwasu moze sugerowac jej udzial w utrzymaniu homeostazy. Nie wigze
si¢ ona do nieaktywnych komorek ukladu odpornosciowego, takich jak spoczynkowe
limfocyty T CD3+ CD25-, natomiast po ich aktywacji i wzroscie ekspresji kwasu
sjalowego na powierzchni, obserwuje si¢ przyltaczanie fikoliny-1 [164, 165].

2.4.2.1.2. Gen FCNI i ekspresja fikoliny-1

Gen FCNI, kodujacy fikoling-1 zlokalizowany jest na chromosomie 9 w regionie q34,
w sasiedztwie genu kodujacego fikoling-2 (FCNZ2). Obejmuje on dziewig¢ eksonow
(ryc. 9). Ekson 1 koduje fragment 5’-UTR, krotki peptyd sygnatowy oraz fragment
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regionu cysteinowego, ekson 2 - pozostala jego cze$¢ oraz poczatkowa sekwencje
regionu kolagenopodobnego. Za syntez¢ dalszego fragmentu tej domeny odpowiadaja
eksony 3-5, domeny tacznikowej - 5 1 6, natomiast regionu FBG — 6-9. Ostatni z
wymienionych eksonéw koduje takze fragment 3’-UTR (ryc. 9) [166].

+7895 T>C
+6658 G>A Ser268Pro 47959 A>G

Asn289Ser
-542 G>A -144 C>A Ala2181hr l /
7
= 1 Hu HmHwv vH i H v H vin H IX 3’

fikolina-1

T i T t
domena
domena FBG

kolagenopodobna
domena N-koricowa domena tgcznikowa
Ryc. 9. Schemat organizacji genu FCNI 1 dojrzatego biatka - fikoliny-1. Zaznaczono
polimorfizmy badane w przedstawionej pracy (wg Ammitzbolla 1 wsp. [166],

zmodyfikowano).

Jak wspomniano, poczatkowo sadzono, ze omawiane biatko wystepuje wylacznie na
powierzchni lub wewnatrz komorek, jednak w 2008 r., Honore i wsp. udowodnili
obecnos¢ fikoliny-1 w surowicy 1 jako pierwsi oznaczyli jej stezenie (45-100 ng/ml)
[167]. Pozniejsze badania wykazaty, ze poziom tego bialka jest znacznie wyzszy (0,3 —
4 ng/ml; $rednia 1,2 pg/ml u oséb dorostych) [168]. Wspomniana przeci¢tna wartos¢
jest jednak kilkakrotnie nizsza niz w przypadku fikoliny-2 i nawet kilkunastokrotnie
nizsza w pordéwnaniu z fikoling-3 (szczegotowe dane dotyczace tych bialek
przedstawiono nizej) [167]. Wittenborn 1 wsp. zaobserwowali, ze st¢zenie fikoliny-1
pozostaje na statym poziomie niezaleznie od wieku [168], natomiast Sallenbach 1 wsp.
wykazali, Ze poziom tego biatka jest najnizszy u noworodkéw, u dzieci do 6smego roku
zycia utrzymuje si¢ na poziomie okoto 1,9 pg/ml, a nastepnie obniza si¢ [78]. Trolborg i
wsp. zaobserwowali, iz stezenie fikoliny-1 jest wyzsze u kobiet niz u mezczyzn a jej
stezenie w ciaggu doby jest najwyzsze o godz. 14122 [169].

Gen FCNI jest wysoce polimorficzny [36]. Niektore z opisanych SNP znaczaco
wpltywaja na stezenie fikoliny-1 w surowicy i/lub zdolno$¢ wigzania ligandow 1 maja

potencjalne znaczenie kliniczne. Na przyklad, warianty A polimorfizméw
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zlokalizowanych w regionie promotorowym, w pozycjach -542 (G>A, rs10120023)
oraz -144 (C>A, rs10117466) zwigzane sg z wyzszym poziomem ekspresji swoistego
mRNA w monocytach i granulocytach oraz wyzszym st¢zeniem biatka w surowicy
[166, 170]. Z drugiej strony, obecnos¢ alleli: A, C, G [SNP w regionie kodujacym
domen¢ FBG, odpowiednio: +6658 G>A (Ala218Thr, rs148649884), +7895 T>C
(Ser268Pro, rs150625869 oraz +7959 A>G (Asn289Ser, rs138055828) skutkuje
nizszym stezeniem fikoliny-1. Ponadto, obecno$¢ treoniny i seryny, odpowiednio w
pozycjach 218 1 289 biatka, wplywa na uposledzenie jego zdolnosci do rozpoznawania
ligandow (np. struktur powierzchniowych paciorkowcéw grupy B) [166]. Do tej pory
nie zostal opisany przypadek pierwotnego niedoboru fikoliny-1. W tabeli 6
przedstawiono polimorfizmy wplywajace na st¢zenie biatka w surowicy, dwa z nich (te

zlokalizowane w regionie promotorowym) byly przedmiotem badan prezentowanej

pracy.

Tabela 6. Wybrane polimorfizmy genu FCNI [166].

Zamiana

Lokalizacja Pozycja i zamiana Numer aminokwasu w

nukleotydu referencyjny czasteczce

bialka

Region promotorowy -542 (G>A) rs10120023 -
Region promotorowy -144 (C>A) rs10117466 -
Ekson 8 +6658 (G>A) rs148649884 Ala218Thr
Ekson 9 +7895 (T>C) rs150625869 Ser268Pro
Ekson 9 +7959 (A>G) rs138055828 Asn289Ser

2.4.2.1.3. Znaczenie kliniczne fikoliny-1 i polimorfizméw genu FCNI

Polimorfizmy genu FCN1 zlokalizowane w regionie promotorowym w pozycjach -542
oraz -144 moga wptywac¢ na ryzyko rozwoju ci¢zkich, ogolnoustrojowych zakazen.
Nosicielstwo alleli A moze nasila¢ podatnos¢ na takie infekcje 1 sprzyjac
niekorzystnym rokowaniom u oséb, u ktérych doszto do rozwoju sepsy [170]. Z drugiej
strony, wykazano, ze haplotyp -542A/-144C wywiera efekt protekcyjny przed
zachorowaniem na trad [171]. Wyzsza czestos¢ wystepowania alleli A 1 G, zwigzanych
z dwoma innymi polimorfizmami genu FCNI [-1981 G>A (rs2989727), zlokalizowany

w regionie promotorowym oraz +7919 A>G (rs1071583), zlokalizowany w eksonie 9]
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obserwowano u o0séb chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw [172]. Polimorfizm
+7919 A>G zwigzany jest rowniez z cukrzyca typu I (u nosicieli genotypu A/A,
choroba ta moze rozwina¢ si¢ o dwa lata wczesniej, w pordwnaniu z heterozygotami i
homozygotami G/G) [173].

Ekspresja reszt kwasu sjalowego na powierzchni komodrek wzrasta w procesie
nowotworzenia, zdolnos¢ fikoliny-1 do rozpoznawania tego zwigzku moze sugerowac
jej znaczenie w odpornosci przeciwnowotworowej [174]. Schlapbach i1 wsp.
zaobserwowali bardzo wysokie stezenia fikoliny-1 w probach surowicy dwojga dzieci
chorych na ostrg biataczke¢ limfoblastyczng (8,3 1 25 pg/ml) [175]. W badaniach
wilasnych (Pracownia Immunobiologii Zakazen IBM PAN) wykazano, ze mediany
poziomu omawianego biatka w surowicy osob dorostych chorych na inne nowotwory
uktadu krwiotworczego (ostra biataczka szpikowa, szpiczak mnogi, chtoniaki) sa
znaczaco nizsze (odpowiednio: 0,29 pg/ml, 0,8 pg/ml, 0,54 ug/ml) w poréwnaniu z
grupg osob zdrowych (1,28 pg/ml), co zwigzane jest prawdopodobnie z zaburzeniami
funkcji leukocytow (a czgsto takze ich nieprawidlowsg liczbg), w ktorych syntezowana
jest fikolina-1 (dane niepublikowane).

Wysokie stezenia fikoliny-1 obserwowano u o0so6b z histologicznie potwierdzonym
uktadowym toczniem rumieniowatym oraz u osob u ktorych doszto do schylkowej
niewydolnosci nerek [176]. Wyzszy poziom fikoliny-1 obserwowano u niemowlat, u
ktorych rozwingta si¢ sepsa, szczegélnie w poczatkowym stadium choroby [177].
Swierzko i wsp. zanotowali, ze stezenia tego biatka byly wyzsze takze u noworodkow z
potwierdzong sepsg oraz zakazeniami, w czasie ktorych nie doszto do rozwoju sepsy
(gtownie zapalenia pluc) niz u zdrowych noworodkéow [178]. Z drugiej strony
noworodki, w ktérych surowicy poziom fikoliny-1 byl niski, czg¢sciej wymagaly
wspomagania funkcji zyciowych, np. przez uzycie respiratora. Niskie stezenie tego
biatka obserwowano rowniez u wczesniakow, ktore zmarty w wyniku martwiczego
zapalenia jelit [179].

2.4.2.2. Fikolina-2

2.4.2.2.1. Fikolina-2 - struktura i swoistos¢

Jak wspomniano, czgsteczka fikoliny-2 jest oligomerem (zazwyczaj tetramerem)
podjednostek, w sktad ktérych wchodza trzy identyczne tancuchy o masie 35 kDa
[180]. Syntezowana jest gtownie w watrobie, dlatego nazywana jest takze fikoling L

(ang. liver) 1 wydzielana do krwi [63].
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W sktad tancucha polipeptydowego wchodzi 313 reszt AA [80, 155]. Schemat struktury
omawianego bialka jest identyczny, jak w przypadku pozostalych fikolin (ryc. 8).
W sktad regionu kolagenopodobnego wchodzi 15 powtorzen Gly-X-Y [181]. Unikalng
cecha fikoliny-2 jest obecnos¢ czterech miejsc wigzacych w domenie FBG (S1-S4), co
pozwala na rozpoznawanie stosunkowo szerokiego wachlarza ligandow (tabela 5)
[157]. Dzigki temu moze przytacza¢ si¢ do struktur powierzchniowych bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych, takich jak wielocukry otoczkowe, kwasy lipotejchojowe,
lipopolisacharydy i inne glikokoniugaty. W$rdéd rozpoznawanych drobnoustrojow
wymienia si¢ Streptococcus pneumoniae 1 Staphylococcus aureus (szczepy otoczkowe)
[182, 183], Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli 1 Salmonella Typhimurium
(mutant o chemotypie Ra) [80, 180], Fikolina-2 uczestniczy w eliminacji
pierwotniakoéw patogennych, takich jak Trypanosoma cruzi i Giardia intestinalis [80].
Wykazuje tez powinowactwo do 1,3-B-glukanéw, wchodzacych w sktad $ciany
komorkowej grzyboéw [184]. Wspotdziatajac z pentraksyng 3 rozpoznaje komorki
Aspergillus  fumigatus [185]. Ponadto, wykazano, iz fikolina-2 wigze si¢ z
hemaglutyning i neuraminidaza wirusa grypy typu A oraz glikoproteing wirusa
zapalenia watroby typu C (WZW typ C) [80, 186]. Odziatywanie omawianego biatka z
antygenami Mycobacterium opisane zostalo w podrozdziale 2.4.3.

Biatko to wigzac si¢ do ludzkiego DNA, prawdopodobnie przyczynia si¢ do usuwania
komorek ulegajacych apoptozie i/lub nekrozie [187, 188].

2.4.2.2.2. Gen FCN2 i ekspresja fikoliny-2

Gen FCN2, kodujacy fikoling-2 (ryc. 10), obejmujacy 8 eksondéw, zlokalizowany jest na
chromosomie 9 (9p34), w sasiedztwie genu dla fikoliny-1. Ekson 1 koduje fragment 5’-
UTR, krotki peptyd sygnatowy oraz domeng N-koncowsa. Eksony 2 i 3 — sekwencje
regionu kolagenopodobnego, 4 — ,,neck”, natomiast eksony od 5 do 8 kodujg FBG oraz

fragment 3’-UTR [189].
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Ryc. 10. Schemat organizacji genu FCN2 oraz dojrzatego biatka — fikoliny-2.
Zaznaczono badane w pracy polimorfizmy, zlokalizowane w regionie promotorowym

oraz eksonie 8 (wg Kilpatricka i wsp. [80], zmodyfikowano).

Synteza fikoliny-2 zachodzi, jak wspomniano, przede wszystkim w watrobie, jednak
swoisty mRNA jest obecny takze w szpiku kostnym, migdatkach podniebiennych,
jelicie oraz jajniku [63, 190]. Wedlug réznych danych zroédtowych, jej przecigtne
(mediana) stezenie w surowicy ludzkiej (u oséb dorostych) wynosi 4130 ng/ml [191],
3700 ng/ml [192], 5400 ng/ml [193] czy 2100 ng/ml [190]. U wiekszosci 0sob, poziom
omawianego biatka miesci si¢ w zakresie 1000-6000 ng/ml [80].

Nalezy wspomnie¢, ze st¢zenie omawianej fikoliny zmienia si¢ wraz z wiekiem.
U plodu, wzrasta znaczgco w trzecim trymestrze cigzy [75]. Wedlug Sallenbach 1 wsp.,
najwyzszy jej poziom obserwuje si¢ pomig¢dzy 1 a 4 rokiem zycia (mediana: 11300
ng/ml), w wieku okoto 16 lat, mediana wynosi 8660 ng/ml, a nastepnie ulega dalszemu
obnizeniu osiggajagc warto$¢ okoto 4000 ng/ml, po czym stabilizuje si¢ [78].
U dorostych kobiet, stezenie fikoliny-2 jest nizsze niz u m¢zczyzn [169].

Opisano kilkanascie polimorfizméw genu FCN2 (niektore z nich zostaty wymienione w
tabeli 7). Cze$¢ z nich wptywa na stezenie fikoliny-2 w surowicy i/lub jej aktywno$¢
[194-196]. Do najczesciej badanych nalezg SNP zlokalizowane w pozycjach -64 (A>C;
1s78654553) 1 +6424 (G>T; Ala258Ser, rs7851696), ktorych allele, odpowiednio C1 T
zwigzane sg ze stosunkowo niskim st¢zeniem fikoliny-2 w surowicy oraz -4 (A>G;
rs17514136) 1 +6359 (C>T; Thr236Met, rs17549193) (allele G i T zwigzane s3
z wysokim poziomem ekspresji genu i1 stezeniem jego produktu w surowicy) [190].
W przypadku wystgpowania allelu T w pozycji +6359 obserwowano obnizenie

powinowactwa do D-GlcNAc, natomiast obecnos¢ wariantu G w pozycji +6424 wigzala
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si¢ z efektem przeciwnym [197]. Opisano takze mutacj¢ powodujgcg zmiang ramki
odczytu (delecja 6442—-6443delCT > A), skutkujaca powstaniem polipeptydu krétszego
0 39 aminokwasow [197]. Dotychczas nie zanotowano jednak przypadku pierwotnego

niedoboru fikoliny-2.

Tabela 7. Wybrane polimorfizmy genu FCN2 wplywajace na stgzenie fikoliny-2 w
surowicy i/lub jej aktywnos$¢ wg Hummelshoj 1 wsp.[197].

Zamiana
Lokalizacja Pozycja i zamiana Numer aminokwasu w
nukleotydu referencyjny czasteczce
bialka
Region promotorowy -986 (G>A) 1s3124952 -
Region promotorowy -602 (G>A) 1s3124953 -
Region promotorowy -557 (A>QG) rs3811140 -
Region promotorowy -64 (A>C) rs7865453 -
Region promotorowy -4 (A>QG) rs17514136 -
Ekson 8 +6359 (C>T) rs17549193 Thr236Met
Ekson 8 +6424 (G>T) rs7851696 Ala258Ser
Ekson 8 +6442-43delCT>A 1s28357091 Ala264fs

2.4.2.2.3. Znaczenie kliniczne fikoliny-2 i polimorfizmow genu FCN2

Opisanym powyze] polimorfizmom przypisuje si¢ znaczenie kliniczne. Wyzsza
czesto$¢ wystepowania wariantu T (SNP +6359 C>T) zaobserwowano u o0sob
zakazonych $widrowcami z rodzaju Leishmania [198]. W wielu badaniach wykazano
niskie, w poréwnaniu z odpowiednimi grupami odniesienia, st¢zenia fikoliny-2 w
surowicy pacjentow z potwierdzonymi chorobami o réznej etiologii. W niektérych z
cytowanych nizej prac, zanotowano znaczacy wplyw genotypu FCN2, w innych nie
notowano takiego zwigzku, niekiedy za§ ograniczono si¢ do oznaczen poziomu biatka.
Wykazano, miedzy innymi, iz niskie stezenie fikoliny-2 w surowicy zwigzane jest z
zakazeniami okotoporodowymi [75], jak réwniez z nawracajacymi infekcjami uktadu
oddechowego u dzieci [199]. Swierzko i wsp. zaobserwowali znaczaco nizszy poziom
tego bialka u dzieci, u ktéorych doszto do rozwoju sepsy, w pordéwnaniu z grupg
kontrolng [178]. U o0s6b chorych na trad zanotowano wyzsza niz w grupie odniesienia

czestos¢ alleli zwigzanych z wyzszym st¢zeniem fikoliny-2 [A, G, A w pozycjach,
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odpowiednio -986 (G>A), -602 (G>A) oraz -4 (A>QG), zlokalizowanych w regionie
promotorowym i allelu G w pozycji +6424 (G>T, ekson 8)] [200]. Z kolei Schlapbach 1
wsp. [201], Kilpatrick i wsp. [202] oraz Ameye 1 wsp. [203] wykazali, iz stezenie
fikoliny-2 w surowicy lub osoczu, nie wplywa na podatno$¢ na infekcje pacjentow
chorych na nowotwory uktadu krwiotwoérczego, poddawanych chemoterapii [202, 203].
Podobne wyniki otrzymano w Pracowni Immunobiologii Zakazen IBM PAN, badajac
osoby chorujace na ostrg bialaczke szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML),
szpiczaka mnogiego oraz chtoniaki. Z drugiej strony, zaobserwowano jednak, ze przed
rozpoczeciem chemioterapii, stezenia omawianego bialka w pacjentdéw z rozpoznang
AML s3 znaczaco wyzsze (mediana: 4686 ng/ml), za§ w pozostatych przypadkach -
nizsze (mediany odpowiednio: 2825 ng/ml i 2339 ng/ml), w pordwnaniu z grupa oséb
zdrowych (3381 ng/ml) (dane niepublikowane).

2.4.2.3. Fikolina-3

2.4.2.3.1. Fikolina-3 — struktura i swoistos¢

Historyczna nazwa fikoliny-3, antygen Hakata, pochodzi od japonskiego miasta, w
ktorym przeprowadzono badania, w wyniku ktérych biatko to opisano po raz pierwszy.
Nazwa ta stala si¢ zrodlem czesto stosowanego takze wspoOtczesnie okreslenia:
fikolina H. Czasteczki fikoliny-3 sktadaja si¢ zazwyczaj z czterech do o$miu
podjednostek. Masa czasteczkowa pojedynczego tancucha wynosi 34 kDa. Region
kolagenopodobny obejmuje 11 powtdrzen Gly-X-Y [63, 204], jest wiec najkrdtszy
wsrod ludzkich fikolin 1 kolektyn [205]. Biatko to wykazuje okoto 50% homologii
sekwencji aminokwasoéw z pozostatymi ludzkimi fikolinami [155].

Fikolina-3, podobnie jak inne czynniki odpornosci zaklasyfikowane do tej rodziny
wykazuje najsilniejsze powinowactwo do acetylowanych pochodnych cukrowych
(D-GalNAc, D-GlcNAc), rowniez do acetylowanej albuminy surowicy ludzkiej i1
bydlecej [157], lecz rozpoznaje takze nieacetylowane reszty cukrowe, takie jak L-Fuc
(tabela 5) [145]. Do naturalnych ligandow omawianego bialka nalezg: wielocukier
powierzchniowy (egzopolisacharyd, EPS) Aerococcus viridans [206], polisacharyd
O-swoisty LPS Hafnia alvei PCM 1200 [207] 1 lipopolisacharydy Salmonella
Minnesota, S. Typhimurium, E. coli (EPEC Ol11ab:H2 oraz EAEC O71) [204, 207,
208]. Fikolina-3, wigzac si¢ do struktur powierzchniowych komorek wspomnianych
bakterii H. alvei aktywuje dopeliacz i bierze udziat w ich eliminacji: nasila aktywnos$¢

bojcza surowicy, a dzieki aglutynacji drobnoustrojow utatwia proces fagocytozy [208].
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Biatko to wigze si¢ takze do powierzchni komorek Pasteurella pneumotropica [209]
oraz konididow Aspergillus fumigatus [210]. Ponadto, rozpoznaje struktury
powierzchniowe pierwotniakow Trypanosoma cruzi 1 Giardia intestinalis [211, 212].
Interakcja z czastkami wirusa grypy typu A hamuje ich zakazno$¢ i aktywno$¢
hemaglutynacyjng [213]. Odzialywanie omawianego biatka =z antygenami
Mycobacterium opisane zostalo w podrozdziale 2.4.3.

Fikolina-3 moze tworzy¢ kompleksy z kalretikuling [187] 1 fibronektyna [84], jak
rowniez uczestniczy¢ w eliminacji komorek ulegajacych apoptozie lub nekrozie [187,
214].

2.4.2.3.2. Gen FCN3 i ekspresja fikoliny-3

Za synteze fikoliny-3 odpowiedzialny jest gen FCN3, zlokalizowany na chromosomie 1
(1p36.11), obejmujacy osiem eksondéw (ryc. 11). Ekson pierwszy koduje fragment
nieulegajacy translacji konca 5’ (5’-UTR), peptyd sygnatowy, domene¢ N-koncowg 1
fragment domeny kolagenopodobnej (jej pozostala cze$s¢ kodowana jest przez dwa
kolejne eksony), ekson czwarty - region lacznikowy, natomiast eksony 5 - 8 - domeng
FBG oraz fragment nieulegajacy translacji konca 3’ (3’-UTR).

Omawiane biatko syntezowane jest gtownie w ptucach, przez komorki pecherzykowe
typu II i urzegsiony nabtonek oskrzeli oraz w watrobie, przez hepatocyty i komorki
nablonka drég zotciowych [85]. Obecnos$¢ swoistego mRNA stwierdzono rowniez w
nerkach, sercu, §ledzionie, jajniku oraz tozysku [63, 190, 215, 216]. Wysoka ekspresja
genu FCN3 w plucach moze §wiadczy¢ o lokalnej roli ochronnej tego biatka w uktadzie
oddechowym. Poziom mRNA swoistego dla fikoliny-3 w hepatocytach jest trzykrotnie
wyzszy niz fikoliny-2 i czternastokrotnie niz MBL, podczas gdy swoisty dla fikoliny-1
mRNA jest prawie niewykrywalny [63]. Skutkuje to wyraznymi réznicami st¢zenia
tych czynnikow w surowicy. W przypadku fikoliny-3 jest ono najwyzsze wsrod PRM
swoistych dla drogi lektynowej (moze wynosi¢ nawet >50 pg/ml; mediana u zdrowych
0sob dorostych to 39,9 pg/ml [78]). Wykazano, ze jej poziom jest zalezny od plci
(wyzszy u mezczyzn) i podlega zmianom w ciggu doby (najwyzszy w godzinach
porannych [169, 217]. Obserwuje si¢ tez roznice zwigzane z wiekiem: stgzenie
fikoliny-3 jest najnizsze u noworodkow (zwlaszcza urodzonych przedwczesnie, przy
czym udowodniono jego korelacj¢ z wiekiem cigzowym), osigga maksimum u
niemowlat i dzieci starszych, a po 16 roku zycia ulega nieznacznemu obnizeniu [75,

78].
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Ryc. 11. Schemat organizacji genu FCN3 oraz dojrzalego biatka - fikoliny-3.
Zaznaczono migjsce wystepowania mutacji +1637delC (Leull7fs) zwigzane] z

niedoborem fikoliny-3 u homozygot (wg Munthe-Fog i wsp. [218], zmodyfikowano).

Mimo, ze opisano wiele polimorfizméw genu FCN3, na stezenie fikoliny-3 w surowicy
znaczaco wptywa jedynie delecja pojedynczego nukleotydu w eksonie 5, w wyniku,
ktorej nastgpuje przesunigcie ramki odczytu (+1637delC, rs28357092) [219]. Powoduje
to przedwczesne utworzenie kodonu ,stop”, co mogloby sugerowa¢ powstanie
krétszego tancucha polipeptydowego. Jednak u homozygot delC/delC biatko to nie jest
syntezowane, co skutkuje niedoborem fikoliny-3, natomiast u heterozygot, st¢zenie
omawianego czynnika w surowicy jest o okoto potowe nizsze niz u homozygot C/C
[217, 219]. Dotychczas opisano dziesi¢¢ potwierdzonych badaniem genetycznym
przypadkow takiego niedoboru [217, 218, 220-223].

2.4.2.3.3. Znaczenie kliniczne fikoliny-3 i polimorfizmow genu FCN3

Fikolina-3, podobnie jak opisane wyzej inne czynniki inicjujace aktywacj¢ dopeiniacza
na drodze lektynowej, jest uwazana za wazny element odpornosci wrodzonej, chociaz
doniesienia o jej klinicznym znaczeniu sg stosunkowo nieliczne. Schlapbach i wsp.
zaobserwowali, ze jej stezenia u noworodkoéw, u ktorych rozwineta si¢ sepsa wywotana
zakazeniem bakteriami Gram-dodatnimi sg nizsze, w poréwnaniu z grupg dzieci
zdrowych [201]. Swierzko i wsp. wykazali, podobng réznice, niezalezna jednak od
czynnika etiologicznego, nie tylko u noworodkow, lecz takze u niemowlat i1 dzieci
starszych. Co ciekawe, mediana stezenia fikoliny-3 u noworodkéw, u ktorych
potwierdzono infekcje, lecz nie doszto do rozwoju sepsy, byta wyzsza niz w grupie
porownawczej i nizsza niz w grupie noworodkdow z zakazeniami ogdlnoustrojowymi,
jednak obserwowane roznice nie byly istotne statystycznie [178]. Niskie stezenie

omawianego biatka moze by¢ rowniez czynnikiem ryzyka wystgpienia goraczki z
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neutropenig 1 sepsy u dzieci chorych na rézne rodzaje nowotworow, poddawanych
chemoterapii [224]. U dorostych, u ktorych rozpoznano nowotwory uktadu
krwiotworczego, nie znaleziono zwigzku miedzy stezeniem fikoliny-3 i1 przebiegiem
choroby [225]. Badania prowadzone w Pracowni Immunobiologii Zakazenh IBM PAN,
wykazaty znaczaco wyzsza mediang stezenia fikoliny-3 u pacjentow z rozpoznang ostra
biataczka szpikowa (33,6 pug/ml), w poréwnaniu z osobami chorymi na szpiczaki
mnogie (20,8 pg/ml i chloniaki (20,3 pg/ml), jak réwniez w pordOwnaniu z grupa
kontrolng (19,6 pg/ml) (dane niepublikowane).

Uwaza sie, ze niedobor tego biatka jest zwigzany z cigzkimi/nawracajacymi infekcjami
[218]. Jednak z uwagi na fakt, ze opisano stosunkowo niewiele ligandéw fikoliny-3
zwigzanych z obligatoryjnymi patogenami, a jednocze$nie st¢zenie tego czynnika w
surowicy jest bardzo wysokie, mozna sugerowac, ze jego rola polega przede wszystkim
na kontrolowaniu fizjologicznej flory bakteryjnej. Biatko to moze chroni¢ gospodarza
przed niekontrolowanym rozprzestrzenianiem si¢ takich drobnoustrojow [221]. Ostatnie
doniesienie Trolborg i wsp. wskazuja, ze niedobor tego biatka moze zwigkszaé ryzyko
infekcji w dziecinstwie, natomiast u 0osob dorostych moze mie¢ zwigzek z rozwojem
chorob autoimmunizacyjnych [226].

2.4.3. Interakcje kolektyn i fikolin ze strukturami powierzchniowymi
Mpycobacterium sp.

Omowione w powyzszych podrozdziatach biatka rozpoznaja rdézne struktury
powierzchniowe pratkdw, co moze $wiadczy¢ o ich udziale w odpowiedzi na infekcje
tymi bakteriami 1 wplywie na przebieg zakazenia. Wykazano, ze antygenami
rozpoznawanymi przez MBL s3 mannozylowany lipoarabinomannan (ManLAM),
lipoarabinomannan pozbawiony terminalnych reszt mannozy (AraLAM), lipomannan
(LM), fosfatydyloinozytolomannozydy (PIM), dimikolinian trehalozy (TDM, czynnik
wigzkowy) Mycobacterium avium [38] oraz ManLAM 1 kompleks p85 pratkow
Mycobacterium  tuberculosis [39]. Przylaczenie tej kolektyny do struktur
powierzchniowych Mtb aktywuje uktad dopeliacza na drodze lektynowej, prowadzi do
aglutynacji bakterii 1 nasila ich fagocytoze in vitro [39, 227].

Do ligandow SP-A zalicza si¢ struktury powierzchniowe pratkow, takie jak LAM [228,
229], LM, glikoproteing o masie 60 kDa oraz glikoproteing Apa [230]. Interakcja SP-A
z makrofagami prowadzi do nasilenia fagocytozy komorek M. tuberculosis zaleznej od
receptora mannozowego (MR) [231]. Po zakazeniu Mtb, biatko to stymuluje makrofagi

do wydzielania czynnikdw zapalnych, i1 jednoczes$nie dziata przeciwzapalnie na
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niezakazone makrofagi, chronigc w ten sposob niezajete segmenty ptuc [232]. Pasula 1
wsp. wykazali, ze SP-A posredniczy w wigzaniu pratkow do makrofagdéw alweolarnych
myszy utatwiajac ich fagocytoze [233], z drugiej jednak strony biatko to przyczynia si¢
do zahamowania wydzielania reaktywnych form azotu (ang. reactive nitrogen species,
RNS) przez te komorki, co moze pozwala¢ bakteriom na unikanie mechanizmow
obronnych gospodarza [234]. Przeciwnie, Weikert i wsp. wykorzystujac pratki
M. bovis, zaobserwowali, ze SP-A nie tylko nasila fagocytoze, lecz takze pobudza
makrofagi szczurze do syntezy czynnikdow prozapalnych (TNF-a) i RNS [235]. Biatko
to zwigksza réwniez pochlanianie komorek Mycobacterium avium [40] 1 stymuluje
makrofagi do syntezy reaktywnych form azotu [236].

Druga z kolektyn surfaktantu ptucnego, SP-D, takze rozpoznaje lipoarabinomannan
[228, 229], a ponadto glikoproteing o masie 60 kDa oraz glikoproteing Apa komorek
M. tuberculosis [230]. Ferguson 1 wsp. wykazali, iz w przeciwienstwie do SP-A,
hamuje ona proces fagocytozy. Z drugiej strony SP-D wzmacnia zabijanie juz
pochtonietych pratkow, przez stymulowanie fuzji fagosomu z lizosomem [228, 237].
Odmienny efekt SP-A i SP-D po zwiazaniu z pratkami Mtb, wskazuje na ich roézne
znaczenie w procesie eliminacji bakterii. Biatko SP-D wiaze si¢, podobnie jak SP-A z
powierzchnig M. avium, jednak w odréznieniu od niej, przyczynia si¢ do aglutynacji
komorek drobnoustroju [40].

Moliva i wsp. zaobserwowali, ze zdolno$¢ oddziatywania bialek surfaktantu ptucnego
SP-A 1 SP-D z pratkami Mtb zmniejsza si¢ wraz z wiekiem. U oséb starszych
makrofagi nie byly w stanie kontrolowa¢ wewnatrzkomorkowego namnazania si¢
pratkéw, dopiero suplementacja funkcjonalnymi biatkami przywracata im mozliwo$é
kontrolowania zakazenia [238].

Niewiele wiadomo na temat interakcji pomiedzy fikoling-1 1 strukturami
powierzchniowymi pratkow. Barttomiejczyk 1 wsp. zauwazyli, ze biatko to wigze si¢ do
powierzchni M. tuberculosis oraz M. bovis, prowadzac do aglutynacji i fagocytozy
bakterii [39].

Ligandem na powierzchni pratkéw Mtb, rozpoznawalnym przez fikoling-2, jest
prawdopodobnie mannozylowany LAM (ManLAM), co zaobserwowali Luo 1 wsp.
Fikolina-2 wiazac si¢ do powierzchni bakterii, utatwia ich fagocytoze i moze
przyczynia¢ si¢ do eliminacji zakazenia przez nasilenie syntezy IFN-y, IL-17 oraz
TNF-o przez makrofagi [239]. W badaniach prowadzonych w Pracowni

Immunobiologii Zakazen IBM PAN wykazano natomiast, ze antygenem Mtb

54



rozpoznawanym przez fikoling-2 jest kompleks Ag85 [84]. Biatko to posiada réwniez
zdolno$¢ przylaczania si¢ do struktur powierzchniowych innych pratkow,
Mycobacterium bovis [240].

Wisréd ligandow fikoliny-3 znajduja si¢ antygeny pratkéw Mycobacterium tuberculosis,
M. bovis oraz M. kansasii (kompleks Ag85) [84]. Interakcja fikoliny-3 z pratkami
prowadzi do ich aglutynacji i utatwia ich fagocytoze przez makrofagi [39].

2.4.4. Uklad dopeliacza

Aktywacja uktadu dopelniacza zostala opisana ponad sto lat temu, kiedy
zaobserwowano antybakteryjne wlasciwosci termolabilnych sktadnikéw surowicy
[241]. Dopethiacz (komplement) to zespot kilkudziesigciu biatek obecnych w osoczu i
innych plynach ustrojowych oraz zwigzanych z komoérkami. Wigkszo$¢ z czynnikow
rozpuszczalnych wystepuje stale (w warunkach fizjologicznych) w formie nieaktywne;,
a ich aktywacja (np. po rozpoznaniu komorki bakteryjnej czy nowotworowej) nastepuje
w sposob kaskadowy, co oznacza, ze kazdy kolejny sktadnik aktywuje nastepny. Uktad
dopetniacza utatwia fagocytoze czynnikdéw infekcyjnych, dzigki wiasciwosciom
opsonizacyjnym niektoérych produktow jego aktywacji (np. C3b i C3bi ) [242]. Nasila
stan zapalny, co wplywa chemotaktycznie na neutrofile 1 makrofagi [243] oraz ma
bezposrednie wlasciwosci bdjcze, poprzez wytworzenie kompleksu ataku btonowego
(ang. membrane attack complex, MAC), co skutkuje liza komoérki [244]. Przy
zaburzonej regulacji aktywnosci dopeiniacza, nadmierna jego aktywacja moze
prowadzi¢ do stanow patologicznych, takich jak wstrzas anafilaktyczny czy przewlekie
zapalenie.

Wyrdznia si¢ trzy gldwne drogi aktywacji omawianego uktadu: klasyczng (ang.
classical pathway, CP), alternatywna (ang. alternative pathway, AP) i lektynowa (ang.
lectin pathway, LP). Maja one r6zne mechanizmy inicjacji, jednak ich koncowe etapy
sg identyczne, w zwigzku z czym okreslane s3 mianem drogi wspdlnej (ang. common

pathway) (ryc. 12).
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DROGA KLASYCZNA  DROGA LEKTYNOWA  DROGA ALTERNATYWNA

struktury powierzchniowe mikroorganizméow

kompleksy antygen-przeciwciato wielocukry, glikokoniugaty S el ek
Clq kolektyny, fikoliny C3 (H,0)
Clr, Cls Proteazy serynowe MASP Czynnik B, D
C4a, C4,
C2b C2
C4b2a C3bBb
C3a | « Hl C3 Ll > C3a
C4b2a3bp =——> (5 « C3bBb3b
C6-C8
C5a
U nC9,
C5b-9 (MAC)

Ryc. 12. Schemat przebiegu drog aktywacji uktadu dopetniacza (wedtug Hallstrom i
wsp. [245], zmodyfikowano). Czerwonymi ramkami zaznaczono uwalniane

anafilatoksyny.

2.4.4.1. Droga klasyczna

Aktywacja dopehiacza na drodze klasycznej wymaga utworzenia kompleksu antygen-
przeciwciato lub zwigzania biatka C-reaktywnego do polisacharydéw wystepujacych na
powierzchni komoérki docelowej [246]. Do takich kompleksow przytacza si¢ sktadnik
C1, ktory sktada si¢ z pojedynczej czasteczki Clq, dwoch Cls i dwoch Clr. Clq petni
role czynnika rozpoznania, natomiast Clr 1 Cls posiadajg wlasciwosci proteaz
serynowych. Zwigzanie C1 do kompleksu antygen-przeciwciato prowadzi do zmian
konformacyjnych i autoaktywacji Clr, ktora nastepnie trawi czasteczkg Cls, powodujac
jej aktywacje. Pod wpltywem Cls, proteolizie ulega sktadnik C4. Wynikiem tego
procesu jest powstawanie fragmentow C4a i1 C4b. C4b zostaje zwigzany kowalencyjnie
do grup aminowych badz hydroksylowych czasteczek obecnych na powierzchni

komorki docelowej, natomiast C4a jest uwalniany do §rodowiska. Do C4b przytacza si¢
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kolejny sktadnik - C2, ktory zostaje substratem dla proteazy Cls. W wyniku trawienia,
powstajg fragmenty C2a (ktéry pozostaje zwigzany z C4b) oraz C2b (ktory zostaje
uwolniony). Utworzony kompleks C4b2a, okreslany mianem konwertazy dla C3,
posiada wiasciwosci aktywujace wzgledem tego sktadnika. W wyniku proteolizy C3
uwalniana jest silna anafilatoksyna C3a, natomiast fragment C3b pozostaje w
kompleksie z C4b2a, tworzac konwertaze dla kolejnego sktadnika - C5 (C4b2a3b).
Uwolniony pod jej wpltywem fragment C5a dziala rowniez, jako silna anafilatoksyna,
natomiast fragment C5b zostaje wbudowany w ostony komorkowe.
Dalszy przebieg aktywacji przebiega wspomniang wyzej droga wspdlng, identyczng dla
CP, AP i1 LP. Do C5b przytaczaja si¢ sktadniki C6 1 C7, tworzac kompleks C5bC6C7 o
wiasciwosciach hydrofobowych, ktory nastepnie wnika w dwuwarstwe lipidowa oston
komorkowych. Nastgpnie dotacza si¢ sktadnik C8 oraz 14 czasteczek C9, co prowadzi
do utworzenia kompleksu ataku btonowego C5b-9 (MAC). Przerwanie cigglosci
struktur powierzchniowych prowadzi do wyptywu jondéw, ATP, substancji odzywczych
1 naplywu wody, co skutkuje lizg komorki [247-249].
2.4.4.2. Droga alternatywna
Aktywacja dopelniacza na drodze alternatywnej odbywa si¢ bez udziatu przeciwcial.
Jest ona inicjowana spontanicznie, w sposob ciagly, kontrolowany dzigki odpowiednim
mechanizmom regulacyjnym. Jej aktywatorami sg struktury powierzchniowe
mikroorganizméw i1 wirusow jak rowniez kompleksy immunologiczne. Wystepujacy
konstytutywnie w osoczu sktadnik C3 ulega hydrolizie, przeksztatcajac si¢ w aktywna
form¢ C3i, ktora wigze czynnik B, czynigc go wrazliwym na enzymatyczne dzialanie
sktadnika D. W wyniku trawienia czasteczki B powstaja dwa fragmenty: Ba, ktory jest
uwalniany oraz Bb, pozostajacy w kompleksie z C3i. Kompleks C3iBb ma charakter
rozpuszczalnej konwertazy dla C3. Pod wplywem jego dzialania powstaja fragmenty
C3a (jak wspomniano, silna anafilatoksyna) i C3b, ktory w formie wolnej jest bardzo
nietrwaty 1 zazwyczaj natychmiast ulega hydrolizie. Jednak, w przypadku zwigzania z
powierzchnig komorki docelowej, moze przytaczyé czasteczke czynnika B. Po jej
strawieniu przez sktadnik D, powstaje powierzchniowa forma konwertazy C3 drogi
alternatywnej (C3bBb), ktora stabilizowana jest przez properdyn¢ czyli czynnik P.
Umozliwia to aktywacje kolejnej czasteczki C3, co prowadzi do powstania konwertazy
dla C5 (C3bBb3b). W wyniku jej dziatania powstaje anafilatoksyna C5a oraz fragment
C5b, po wbudowaniu ktérego w bton¢ komoérkows, rozpoczyna si¢ tworzenie MAC
[247, 248].
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W aktywacji uktadu dopelniacza omawiang drogg biorg udziat réwniez proteazy
serynowe drogi lektynowej - MASP. Takahashi 1 wsp. zaobserwowali, ze u myszy z
niedoborem MASP-1 oraz MASP-3 nie dochodzi do aktywacji drogi alternatywne;.
Zdolnos¢ aktywnej MASP-3, ktorej aktywatorem jest MASP-1 do trawienia czynnika D
moze by¢ kluczowa w przebiegu tej drogi aktywacji uktadu dopetiacza [250, 251].
2.4.4.3. Droga lektynowa

Aktywacja dopetiacza na drodze lektynowej (LP) nie wymaga obecnos$ci przeciwciatl.
Dlatego tez uznawana jest za jeden z istotnych mechanizmow pierwszej fazy
odpowiedzi odpornosciowej organizmu na zakazenie [252]. Podobnie jak w przypadku
drogi alternatywnej, jej aktywatorami sg struktury powierzchniowe komorek, np.
polisacharydy czy glikokoniugaty. Jednak w jej przebieg, podobnie do drogi klasycznej,
zaangazowane sg sktadniki C4 i C2. Jak wspomniano, zdolno$¢ inicjowania aktywacji
dopehiacza na drodze lektynowej majg niektére kolektyny (lektyna wigzaca mannoze,
kolektyna 10, kolektyna 11) oraz fikoliny (fikolina-1, fikolina-2, fikolina-3), ktore sg
czynnikami rozpoznania, wystepujacymi w kompleksach z proteazami serynowymi i
nieaktywnymi enzymatycznie biatkami rodziny MASP [253]. Kompleksy te sa
odpowiednikami Clqrzs2 drogi klasycznej. Po rozpoznaniu PAMP przez fikoling lub
kolektyne¢, nastepuja zmiany konformacyjne, co umozliwia autoaktywacje MASP-1.
Trawi ona proenzym MASP-2, powodujac jego przeksztalcenie do formy aktywnej
[254]. Substratami MASP-2 (podobnie jak Cls) sa C4 1 C2. Tak, jak w przebiegu
aktywacji na drodze klasycznej, ze skladnika C4 uwalniany jest fragment C4a,
natomiast C4b przylacza si¢ do powierzchni komorki docelowej. Nastgpuje zwigzanie,
a nastepnie proteoliza C2, co prowadzi do powstania konwertazy C3 (C4b2a). Réwniez
konwertaza dla C5 (C4b2a3b) ma posta¢ identyczna, jak opisano wyzej omawiajac CP
[247-249, 255].

2.4.5. Proteazy serynowe zwigzane z MBL i fikolinami (MASP) oraz bialka
pokrewne

Do rodziny MASP zaliczane sg trzy enzymy (MASP-1, MASP-2, MASP-3) oraz dwa
pozbawione wlasciwosci enzymatycznych biatka zwigzane z MBL lub fikolinami,
o masach 19 kDa (ang. MBL-associated protein, 19 kDa, MApl9) 1 44 kDa
(odpowiednio: MAp44). MAp19 okreslane jest takze, jako male bialko zwigzane z
MBL (ang. small MBL-associated protein, sSMAP), natomiast MAp44 - jako MAP-1
[256, 257]. Wspomniane czynniki sg produktami dwéch genow: MASP1/3 1 MASP2
[258]. W wyniku alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu genu MASPI1/3
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powstaja czasteczki mRNA swoiste dla MASP-1, MASP-3 oraz MAp44, natomiast
MASP? jest odpowiedzialny za synteze¢ MASP-2 1 MAp19 [259].

Proteazy MASP s3 homologami enzymdéw uczestniczacych w inicjowaniu aktywacji
dopetiacza na drodze klasycznej - Clr oraz Cls. Wystepuja one w postaci nieaktywnej
(zymogen), jako pojedyncze tancuchy polipeptydowe. Po aktywacji przeksztatcajg si¢
w forme¢ zlozong z dwoch tancuchow: ciezkiego (ang. heavy, H) oraz lekkiego (ang.
light, L), stanowigcego domeng proteazy serynowej (ang. serine protease, SP),
potaczonych mostkiem disiarczkowym. W sktad tancucha H wchodzi pi¢¢ domen.
Na koncu N znajduje si¢ fragment CUBI1 (jego nazwa pochodzi od biatek
wykazujacych podobienstwo strukturalne: Clr i Cls, UEGF (czynnik wzrostu jezowca,
ang. sea urchin epidermal growth factor), BMP-1 (morfogenetyczne biatko kosci typu
1, ang. bone morphogenic protein). Kolejne domeny, to EGF (o strukturze podobnej do
nabtonkowego czynnika wzrostu, ang. epidermal growth factor), CUB2 1 dwa
fragmenty CCP (CCP1 i1 CCP2, domeny bialkowe kontroli dopeiniacza, ang.
complement control protein). Domeny CUBI1, EGF oraz CUB2 odpowiedzialne sg za
dimeryzacje czasteczek MASP oraz tworzenie kompleksow z kolektynami i fikolinami
(proces ten jest zalezny od obecnosci jonow Ca®"). Biatkka MAp44 i MApl9
pozbawione sg domeny proteazy serynowej. Pierwsze z nich obejmuje domeny CUBI,
EGF, CUB2 i CCP1 (wspolne z MASP-1 i MASP-3) oraz charakterystyczng dla niego
sekwencje 17 reszt AA, natomiast drugie - domeny CUB1 i EGF (wspdlne z MASP-2)
oraz cztery specyficzne reszty aminokwasow (EQSL) na koncu C [256, 260, 261].
2.4.5.1. Proteazy serynowe MASP-1 i MASP-3 oraz bialko nieenzymatyczne
MAp44 jako produkty genu MASP1/3

Ulegajaca autoaktywacji proteaza MASP-1 jest, jak wspomniano, enzymem
niezbednym do zainicjowania aktywacji dopelniacza na drodze lektynowej [254].
Obok zymogenu MASP-2, jej substratami sg sktadnik C2 zwigzany z C4b oraz C3
(z niska wydajnoscig) lecz nie C4. Dlatego, aktywacja dopeiniacza na drodze
lektynowej zachodzi jedynie, gdy kompleksy z kolektynami/fikolinami tworza zaréwno
MASP-1, jak 1 MASP-2 [262]. Ostatnio, Parej 1 wsp. (2018) opisali udziat MASP-1 w
aktywacji dopetniacza na drodze alternatywnej przez lipopolisacharydy bakterii Gram-
ujemnych [263]. Omawiany enzym odgrywa tez kluczowa rolg¢ w zjawisku ,,cross-talk”
migdzy ukladami dopelniacza i1 krzepnigcia: trawi fibrynogen, czynnik XIII i
protrombing [264, 265]. Co wigcej, MASP-1 moze indukowac tworzenie skrzepu nawet

w osoczu niskoptytkowym [266]. Ma ponadto zdolno$¢ aktywacji receptora
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aktywowanego proteazami PAR4 (protease-activated receptor 4), co przyczynia si¢ do
rozwoju reakcji zapalnej [267], a takze uwalniania bradykininy (BK) z
wysokoczasteczkowego kininogenu uczestniczac w aktywacji uktadu kalikreina-kinina
[268].

Pozostate produkty genu MASPI1/3, proteaza MASP-3 oraz biatko nieenzymatyczne
MAp44, prawdopodobnie peinig funkcje regulatorows, poprzez konkurowanie o
miejsce wigzania do czynnikéw rozpoznania drogi lektynowej [256, 269]. MASP-3
tworzy kompleksy gldwnie z fikoling-3, czynnikiem LP wyst¢pujacym w surowicy w
najwyzszym stezeniu, co moze hamowac¢ nadmierng aktywacj¢ dopetniacza, natomiast
jej kompleksy z MBL czy fikoling-2 wystepuja w stosunkowo niewielkich ilosciach
[256, 257]. Ostatnio uwaza si¢, ze enzym ten nie tylko reguluje aktywacje dopetniacza
na drodze lektynowej, lecz, jak wspomniano, moze takze uczestniczy¢ w aktywowaniu
czynnika D drogi alternatywnej [270, 271].

2.4.5.1.1. Gen MASP1/3 i ekspresja kodowanych przez niego bialek

Gen MASPI/3 zlokalizowany jest na chromosomie 3 w regionie 3.q27-28 [272].
Obejmuje on 18 eksondéw. Region 5’-UTR kodowany jest przez ekson 1. Domeny
wspolne dla wszystkich produktow kodowane sg przez eksony 1-8, domena CCP-2
fancucha cigzkiego MASP-1 oraz MASP-3 — 10-11, natomiast domeny proteazy
serynowej przez eksony 13-18 (MASP-1) oraz 12 (MASP-3). Ekson 18 koduje rowniez
3’-UTR. Ekson 9 odpowiedzialny jest za sekwencje 17 aminokwasow konca N MAp44
[273]. Schemat organizacji omawianego genu oraz jego produktéw biatkowych

przedstawiono na ryc. 13.
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Ryc. 13. Schemat organizacji genu MASP1/3 oraz dojrzatych biatek MASP-1, MASP-3
oraz MAp44 (wg Beltrame 1 wsp. [274], zmodyfikowano).
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Glownym miejscem ekspresji genu MASPI/3 jest watroba, jednak obecno$¢ mRNA
swoistego dla MASP-1 odnotowano w tozysku, szyjce macicy, pgcherzu moczowym,
okreznicy, jelicie cienkim, sercu, plucach, nerkach, jadrach i moézgu [256], a dla
MASP-3 - w okreznicy, pecherzu moczowym i macicy [66, 269]. Najwyzsza ekspresje
MAp44 obserwowano w komorkach migénia sercowego, a znacznie nizszg - w
watrobie, moézgu, szyjce macicy oraz migsniach szkieletowych [257]. Wszystkie
produkty genu MASP1/3 obecne sa w surowicy. W warunkach fizjologicznych, st¢zenie
proteazy MASP-1 jest najwyzsze ($Srednia u 0so6b dorostych 11 pg/ml) [169, 274-276],
nieco nizszg wartos¢ odnotowano w przypadku MASP-3 (6-7 pg/ml) [257]. Przecigtny
poziom MAp44 wynosi okoto 2 pg/ml [169, 256]. Stezenie MASP-1 w krwi jest
wyzsze u kobiet a stezenie MASP-3 — u mg¢zczyzn. U oséb dorostych nie
zaobserwowano istotnych rdéznic stezen tych enzymow (jak réwniez MAp44) w
surowicy, w zaleznosci od wieku [169]. Badania in vitro wykazaly, ze ekspresja mRNA
swoistego dla MASP-1 ulega nasileniu pod wptywem interleukiny 6 (IL-6) i
deksametazonu [277]. Ponadto, znaczacy wzrost poziomu MASP-1 i MAp44 (lecz nie
MASP-3) obserwuje si¢ po zabiegach chirurgicznych (w czasie 4-20 dni), co sugeruje,
ze s3 to biatka fazy ostrej [203, 269].

2.4.5.1.2. Polimorfizmy genu MASPI1/3 i ich wplyw na stezenie jego produktow w
surowicy

Ammitzboll 1 wsp. (2013), badajac 15 polimorfizméw genu MASPI/3, stwierdzili
znaczacy wplyw 10 z nich na stezenie MASP-1, -3 i/lub MAp44 w surowicy.
Na przyktad, warianty polimorficzne: G (+44153 A>G; rs3774275), T (+45121 T>C;
rs698090) 1 A (+56100 G>A; rs67143992) zwigzane s3 z wyzszym stezeniem MASP-1
1 MAp44 oraz nizszym MASP-3, natomiast warianty A (-1418 T>A; rs35089177) oraz
C (+47837 A>C; 1s72549154) - z efektem przeciwnym. U heterozygot pod wzgledem
polimorfizmu +2464 G>A (rs190590338), obserwuje si¢ znacznie (nawet o 35%)
wyzsze stezenia MASP-1 niz u homozygot G/G [273].

2.4.5.2. Proteaza serynowa MASP-2 oraz bialko nieenzymatyczne MAp19 jako
produkty genu MASP2

Proteaza serynowa MASP-2 oraz biatko nieposiadajace wlasciwosci enzymatycznych
MApI19 sa, jak wspomniano, wariantami alternatywnego dojrzewania mRNA genu
MASP2. MASP-2 jest kluczowym enzymem w aktywacji dopelniacza na drodze

lektynowej. Jej aktywnos$¢ lityczna w stosunku do C2, a zwlaszcza C4 jest znacznie
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wyzsza niz aktywno$¢ Cls drogi klasycznej. Proteaza ta ma réwniez zdolnos¢
trawienia, z niewielka wydajnoscia, sktadnika C3 [253, 278]. MASP-2 moze nasila¢
aktywacje kaskady krzepnigcia, gdyz w wyniku jej dziatania na protrombing powstaje
trombina [279]. Drugi produkt genu MASP2, bialkko MApl19, pozbawione domeny
proteazowej, przypuszczalnie petni role czynnika regulujacego aktywacje dopetniacza,
poprzez wspotzawodniczenie z MASP-2 o miejsce wigzania do kolektyn lub fikolin.
Jednak Degn i wsp. wykazali, ze powinowactwo MAp19 do czynnikow rozpoznania
drogi lektynowej jest dziesigciokrotnie nizsze w poréwnaniu z MASP-2. Poza krwia,
obecnos¢ omawianego biatka stwierdzono w moczu, co moze sugerowac jego role w

hamowaniu powstawania kamieni nerkowych [280].

2.4.5.2.1. Gen MASP2 i ekspresja kodowanych przez niego bialek

Gen MASP2, znajdujacy si¢ na chromosomie 1 w pozycji 1p36.23-31 obejmuje 12
eksonow (ryc. 14), z ktorych pierwszy koduje fragment nieulegajacy translacji konca 5’
oraz cze$¢ peptydu sygnatowego, ekson drugi — dalsza czg$¢ peptydu sygnatowego
oraz, wraz z eksonem 3, domen¢ CUBI, natomiast ekson 4 — domene¢ EGEF.
Wymienione fragmenty sg wspolne dla MASP-2 oraz MApl9. Ekson 5 koduje
fragment specyficzny dla biatka MAp19. Kolejne eksony odpowiadajg za sekwencje
aminokwasowa domeny CUB2 (6 1 7), CCP1 (819), CCP2 (101 11) oraz SP i regionu
UTR konca 3°(12), swoistych dla MASP-2 [281, 282].

| 1 1l v v VI VI vl 1X X Xl Xl

s LI DO -5

was-2 [ cuen | eer | cusa | cora] e | BONENAPROTERRYSERVNGWEN]

MAp19 cuB1 EGF

Ryc. 14. Schemat organizacji genu MASP2 oraz dojrzatych biatek MAp19 i MASP-2
(wg Beltrame i wsp. [274], zmodyfikowano).

MASP-2 jest syntezowana gtownie przez hepatocyty, jednak obecno$¢ swoistego

mRNA wykazano rowniez w jelicie cienkim [66]. Jej stezenie w surowicy jest najnizsze
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posrdd proteaz serynowych LP 1 wynosi okoto 0,5 pg/ml [283]. Biatko MApl19
syntezowane jest rOwniez w watrobie, a jego poziom w surowicy wynosi okoto 0,2
pug/ml [261].

2.4.5.2.2. Polimorfizmy genu MASP2 i ich wplyw na st¢zenie MASP-2 w surowicy
oraz jej aktywnos¢

Do najszerzej badanych i omawianych w literaturze polimorfizméw pojedynczych
nukleotydow genu MASP2, wptywajacych na aktywnos$¢ i stezenie jego produktow w
surowicy nalezy SNP zlokalizowany w eksonie 3 w pozycji +359 A>G (kodon 120;
Asp120Gly; rs72550870). W wyniku zastgpienia reszty kwasu asparaginowego glicyna
w domenie CUBI, MASP-2 i MApl9 traca zdolno$¢ tworzenia kompleksow z
kolektynami 1 fikolinami [284]. U homozygot G/G obserwuje si¢ catkowity niedobor
MASP-2 (jak rowniez MAp19), co skutkuje brakiem aktywacji dopetniacza na drodze
lektynowej. U heterozygot, stezenie tego enzymu w surowicy jest znaczgco nizsze niz u
os6b o genotypie A/A [281]. Dotychczas opisano 13 przypadkéw pierwotnego
niedoboru MASP-2/MAp19 [285, 286].

Na poziom proteazy MASP-2 w surowicy znaczacy wplyw maja rowniez polimorfizmy
w pozycjach: +377 C>T (1rs56392418), +1130 T>C (rs2273346) oraz +1316 G>A
(rs12085877). U homozygot T/T (SNP w pozycji +377) oraz A/A (SNP w pozycji
+1316) zaobserwowano takze upos$ledzenie aktywacji dopelniacza [287]. Niedobor
MASP-2 moze by¢ rowniez zwigzany z duplikacja czterech aminokwaséw w domenie
EGF (p.156 159dupCHNH; rs2273343). Skutkiem tej mutacji, dotychczas zanotowane;]
jedynie w populacji chinskiej, sa prawdopodobnie zmiany konformacyjne, ktore
uposledzaja wydzielanie enzymu na zewnatrz komorki [282, 284, 288].

2.4.6. Receptory Toll-podobne

2.4.6.1. Ogolna charakterystyka receptoréw TLR

Nazwa rodziny receptoréw Toll-podobnych pochodzi od biatka Toll wystepujacego u
Drosophila melanogaster, co zwigzane jest z wysoka homologia sekwencji. Wystepuja
one na powierzchni leukocytow, komoérek nabtonkowych, $réodblonka naczyn,
kardiomiocytow, fibroblastow, keratynocytow lub wewnatrzkoméorkowo [289]. Sa
waznymi elementami odpowiedzi odpornosciowej w zakazeniach bakteryjnych,
wirusowych 1 grzybiczych. Po zwigzaniu ze swoistymi ligandami, inicjujg kaskade
reakcji, prowadzaca do syntezy mediatorow reakcji zapalnej, bezposredniej aktywnosci

bojczej, apoptozy badz modulowania innych mechanizméw odpowiedzi [290]. U
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cztowieka opisano dotychczas 10 biatek nalezacych do grupy receptorow Toll-
podobnych (TLR-1-10) oraz 3 pseudogeny (7LRII, TLRI2, TLRI3) [291, 292].
Ekspresja TLR obserwowana jest w wielu tkankach, mRNA dla kazdego z tych
receptorow wykrywa si¢ w $ledzionie oraz krwi [293].

Ze wzgledu na lokalizacjg, w omawianej rodzinie wyrdznia si¢ receptory wystepujace
w blonie komdrkowej (receptory zaliczone do podrodziny TLR-1 (TLR-1, -2, -6 1 -10),
a takze TLR-4 1 TLR-5 oraz ulegajace ekspresji w btonach organelli
wewnatrzkomorkowych, np. endosoméw (TLR-3, TLR-7, -8, -9). Pierwsze z
wymienionych rozpoznaja zazwyczaj struktury powierzchniowe drobnoustrojow,
natomiast pozostate - produkty degradacji mikroorganizmoéw pochionigtych w procesie
fagocytozy np. kwasy nukleinowe wiruséw czy bakterii [294]. Receptory nalezace do
rodziny Toll, wystepujace u cztowieka, wraz z ich egzogennymi i endogennymi
ligandami zostaly przedstawione na ryc. 15.

TLR sg glikoproteinami typu I o masie czgsteczkowej wynoszacej okoto 100 kDa. Jako
biatka transmembranowe, obejmuja trzy domeny: odpowiedzialng za rozpoznanie
ligandu (zlokalizowana na koncu N), przezbtonowa o charakterze o-helisy oraz
sygnatowg, na koncu C. Domen¢ rozpoznajaca ligandy nazywa si¢ rowniez
zewnatrzkomorkowa (lub ektodomeng, ang. N-terminal ectodomain ECD) (ryc. 16).
W przypadku receptorow wewnatrzkomorkowych, jest ona jednak skierowana do
wnetrza organelli. Jej cechg charakterystyczng jest obecno$¢ powtarzajacych sig
motywow bogatych w reszty leucyny (ang. leucin-rich repeats, LRR). W skiad ECD
wchodzi od 550 do 800 reszt aminokwasow, w tym 16-28 powtorzen LRR [295].
Motyw taki obejmuje konserwatywna ewolucyjnie sekwencje LxxLxLxxN (gdzie L —
leucyna, N — asparagina, x — dowolny aminokwas) oraz region zmienny (tgcznie 20-30
AA). Na obu koncach domeny zewnatrzkomorkowej znajdujg si¢ fragmenty bogate w

reszty cysteinowe, ktore tworzac mostki disiarczkowe stabilizujg motywy LRR [295].
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Ryc. 15. Receptory TLR wystepujace u cztowieka 1 wybrane ligandy. Schemat wedtug
Midwood 1 wsp., Akire 1 wsp., Henrick i wsp. oraz Lee i1 wsp. [296-299],

zmodyfikowano.

65



Domena zewnatrzkomodrkowa
motywy LRR

o1 (IR TR | o
T ot | [Gooo0o000

Domena wewnatrzkomorkowa

Ryc. 16. Schemat struktury receptoréw Toll-podobnych (wg Harsini 1 wsp. [300],

zmodyfikowano).

Przezblonowa helisa zbudowana jest z 20-30 reszt aminokwaséw [301]. Laczy si¢ ona z
domeng wewnatrzkomorkowa, ktéra zwana jest rowniez sygnatowag lub TIR (ang.
Toll/interleukin 1 receptor), ze wzgledu na wysoki stopien homologii do receptora dla
interleukiny 1 (IL-1R1) [302]. W jej sklad wchodzi okolo 200 reszt AA [301].
Fragment ten jest odpowiedzialny za inicjacj¢ wewnatrzkomérkowego szlaku
transdukcji sygnatu. Po rozpoznaniu 1 zwigzaniu odpowiedniego ligandu do domeny
zewnatrzkomorkowej, zachodzace w niej niewielkie zmiany konformacyjne powodujg
dimeryzacj¢ receptorow. Do dimeréw domen TIR przylaczaja si¢ wtedy biatka
adaptorowe, co z kolei prowadzi do utworzenia komplekséw z kinazami IRAK
(ang. interleukin 1 receptor-associated kinase) [303-305].

2.4.6.2. Receptory TLR zaangazowane w odpowiedz przeciwpratkowa

Wsrod szerokiego spektrum rozpoznawanych przez receptory TLR ligandow znajduja
si¢ antygeny Mycobacterium tuberculosis. W odpowiedZz przeciwpratkowa
zaangazowany jest TLR-2, tworzace z nim heterodimery TLR-1 i TLR-6 oraz receptor
TLR-4 wraz z koreceptorem MD2. Krotkg charakterystyke wymienionych czgsteczek

zamieszczono w tabeli 8.
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Receptor TLR-2 wystepuje na powierzchni komorek uktadu odpornosciowego, jak
rowniez w formie rozpuszczalnej, w surowicy i mleku. Laczy si¢ on z niektorymi
antygenami roznicowania komoérek CD (ang. cluster of differentiation), m.in.
CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD14, réwniez majacymi charakter receptorow [306].
Moze wystepowa¢ w postaci monomeru badz tworzy¢ homodimery, a takze
wspomniane wyzej heterodimery z czasteczkami TLR-1 lub TLR-6. Jako homodimer
rozpoznaje lipopolisacharydy, lipoproteiny, peptydoglikan, kwasy lipotejchojowe
(Staph. aureus,; Str. pneumoniae), lipoarabinomannan, arabinogalaktan, glikolipidy oraz
poryny bakterii. Receptor ten wigze ponadto biatko szoku cieplnego HSP70 pratkoéw
gruzlicy, glikoproteing B wirusa opryszczki (Herpes simplex virus, HSV) [307], ostonki
wirusow ospy wietrznej i potpasca (Varicella zoster virus, VZV), a takze Epstaina-Baar
(Epstain-Baar virus, EBV) [308]. Dimer TLR-2-TLR-1 rozpoznaje triacylowane
peptydy wystepujace u mykobakterii [309], m.in. lipoproteiny 19 kDa i1 33 kDa
Mycobacterium leprae [310], jak rowniez syntetyczny triacylowany peptyd Pam3CSK4
[311, 312]. Ligandami heterodimeru TLR-2-TLR-6 s3 zymosan (sktadnik $ciany
komorkowej drozdzy) [313], biatka mykoplazm, peptydoglikan, modulina
gronkowcowa oraz biatko fuzyjne F wirusa RS [289]. Dimer ten rozpoznaje réwniez
diacylowane lipopetydy Mycobacterium. W badaniach in vitro wykazano, iz receptor
TLR-2 jest niezbedny do indukcji odpowiedzi na zakazenie pratkami gruzlicy.
Makrofagi po stymulacji antygenami pratkéw uwalnialy TNFa oraz inne cytokiny
prozapalne. Zablokowanie receptorow TLR-2 na powierzchni tych komorek
skutkowato brakiem syntezy TNFa przez makrofagi i uposledzeniem ich aktywnosci

bojczej [314].
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Tabela 8. Wybrane receptory TLR zaangazowane w odpowiedz

Mycobacterium tuberculosis [309, 314, 315].

na zakazenie

TLR-1 TLR-2 TLR-4 TLR-6
lokalizacja genu 4pl4 4q32 9q32-33 4pl4
liczba AA 786 784 839 796
masa czasteczkowa

84 84 90 91
(kDa)
liczba powtérzen
19 19 21 19
LRR
monocyty, monocyty,
monocyty, monocyty,
neutrofile, komorki
neutrofile, ] neutrofile,
wystepowanie ) makrofagi, tuczne, )
komorki komorki
komorki komorki
dendrytyczne dendrytyczne
dendrytyczne | dendrytyczne

w kompleksie w kompleksie

rozpoznawane LAM,
z TLR-2 . HSP65, z TLR-2
antygeny arabinogalaktan
) triacylowane HSP70 diacylowane
Mpycobacterium HSP70
lipopeptydy lipopeptydy

Receptor TLR-4 réwniez wystepuje w kompleksach z innymi biatkami. Do jego
prawidlowego funkcjonowania niezbedna jest czasteczka MD2 [316, 317]. Jednym z
podstawowych ligandow dla TLR-4/MD?2 jest lipopolisacharyd, dlatego uwaza sie, iz
receptor ten jest niezbedny w odpowiedzi na zakazenia, ktérych czynnikami
etiologicznymi sg bakterie Gram-ujemne. Rozpoznanie LPS przez ten kompleks
wymaga obecno$ci innego biatka, CD14. Czasteczka CD14 charakteryzuje si¢ wysokim
powinowactwem do LPS, jednak nie jest zdolna do przekazania sygnatu do wnetrza
komorki [318]. Strukturami docelowymi dla kompleksu TLR-4/MD2 sa takze
termolabilne biatka HSP65 oraz HSP70 mykobakterii jak réwniez biatko HSP60
Chlamydia pneumoniae [315, 319]. Abel 1 wsp. wykorzystujac model mysi wykazali, ze
receptor ten jest niezbedny do eliminacji pratkdw Mycobacterium tuberculosis [320].
Z drugiej strony Rejling i wsp. nie zaobserwowali roznic w podatnosci na zakazenie

Mtb u myszy z normalng ekspresjg TLR-4 jak i jej pozbawionych [321].
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Jak wspomniano, przekazanie sygnatu do wnetrza komoérki po zwigzaniu ligandu przez
receptor TLR wymaga udzialu bialek adaptorowych, ktore indukujg transdukcje
sygnatu, prowadzg do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych i w konsekwencji syntezy
czynnikdw prozapalnych.

2.4.6.3. Szlaki aktywacji receptorow TLR

Szlaki sygnatowe uruchamiane przez receptory TLR prowadza do aktywacji kilku
glownych czynnikow transkrypcyjnych: czynnika jadrowego kB (ang. nuclear factor k-
light chain-enhancer of activated B cells, NFkB), AP-1 (ang. activator protein-1) oraz
IRF-3, -5 1 -7 (ang. interferon regulatory factor). Aktywacja dwoch pierwszych skutkuje
ekspresja wielu gendéw, prowadzaca do uwolnienia cytokin i chemokin (TNFa;
interleukiny IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 czy IL-18). Czynniki transkrypcyjne IRF reguluja
natomiast ekspresje genow kodujacych interferony typu I, IFN-o 1 IFN-p.
Przekazywanie sygnatu przez receptory TLR przebiega przy zaangazowaniu wielu
bialek adaptorowych i kinaz. Sg to takie biatka jak MyD88 (ang. myeloid differentiation
primary response protein, 88 kDa), TIRAP/Mal (ang. MyDS88 adaptor-like/Toll-
interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein), TRIF/TICAM1 (ang.
TIR domain-containing adaptor inducing interferon-pf/TIR domain-containing adaptor
molecule 1), TRAM/TICAM2 (ang. TRIF-related adaptor molecule/TIR domain-
containing adaptor molecule 2). Grup¢ kinaz zaangazowanych w aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych reprezentuja: kinaza IRAK (ang. interleukin-1 receptor-associated
kinase), kinaza TAKI1 (ang. TGF-B-activated kinase), ktérym towarzysza bialka
wigzace kinaz¢ TAK1-TAB (ang. TAKI1-binding proteins) oraz czynnik zwigzany z
receptorem czynnika martwicy nowotworu — TRAF6 (ang. TNF-receptor associated
factor 6).

2.4.6.3.1. Szlak zalezny od biatka MyD88

Gléwnym szlakiem przekazywania sygnatu dla wigkszosci TLR (z wyjatkiem TLR-3)
jest szlak zalezny od biatka adaptorowego MyDS8S8, ktére wigze si¢ do domeny
wewnatrzkomorkowej receptora. Receptor TLR-4 moze przekazywac sygnat w sposob
zalezny, ale takze niezalezny od MyD88. Potaczenie domeny TIR receptoréw TLR oraz
biatka MyD88 moze odbywaé si¢ w sposob bezposredni, jak to obserwowane jest w
przypadku receptorow TLR-5, -7 oraz -9 badz za posrednictwem biatka adaptorowego
TIRAP/Mal, jak w przypadku TLR-1, TLR-2, TLR-4 i TLR-6 [322]. W kolejnym
etapie, po aktywacji kinazy IRAK4, nastgpuje aktywacja kinazy — IRAK1. Aktywna
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IRAK1 zostaje uwolniona do cytoplazmy, gdzie po jej wplywem TRAF6 ulega
fosforylacji, aktywujac kompleks TAK1-TAB1,2, w ktorym TAB1 1 TAB2 sg biatkami
adaptorowymi TAK1. Aktywny kompleks TAK1/TAB pobudza kinazy czynnika IxB
(ang. IkB kinase, IKK) oraz MAP (ang. mitogen-activated protein). W wyniku dziatania
IKK dochodzi do degradacji inhibitora NF-«xB, biatka IkBa, i uwolnienia tego czynnika
transkrypcyjnego. Przemieszcza si¢ on nastepnie do jadra komorkowego 1 indukuje
ekspresje gendw kodujacych cytokiny prozapalne [323, 324]. W wyniku fosforylacji
przez aktywna IKK kinaz z rodziny MAP dochodzi do aktywacji kolejnych kinaz: JNK
(ang. Jun N-terminal kinase) oraz p38 (kinaza o m. cz. 38 kDa), co prowadzi do
stymulacji czynnika transkrypcyjnego AP1 (ang. activator protein 1), ktory rowniez
translokowany jest do jadra komodrkowego, co skutkuje indukcja genow
odpowiedzialnych za ekspresj¢ czynnikéw prozapalnych.

2.4.6.3.2. Szlak niezalezny od bialka MyD88

Aktywacja syntezy mediatoréw reakcji zapalnej moze wykorzystywac szlak niezalezny
od biatka MyD88. Przebiega on z udzialem biatka adaptorowego TRIF, aktywowanego
W sposob bezposredni przez receptor TLR-3 i posredni przy wspotudziale biatka TRAF
(ang. tumour necrosis factor receptor-associated factor) przez receptor TLR-4. Biatko
adaptorowe TRIF moze oddzialywa¢ z biatkami TRAF3 badz TRAF6. Po zwigzaniu
swoistych ligandow, w szlaku niezaleznym od MyD88 z udzialem TRIF oraz biatka
TRAF3, dochodzi do aktywacji kinazy TBK1/NAK/T2K [ang. TRAF-family-member-
associated NF«B activator (TANK) binding kinase 1], nalezacej do rodziny kinaz IkB.
Prowadzi to do fosforylacji czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny IRF (IRF-3 oraz
IRF-7), ktore tworzac homodimery badz heterodimery przedostaja si¢ do jadra
komorkowego 1 indukujg ekspresj¢ genu dla IFN. Przylaczenie do biatka TRIF
czynnika TRAF6 1 wspotdziatajacych z nim kinaz RIP1 i1 RIP3 (ang. receptor
intereacting protein 1 and 3) skutkuje aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-«kB i
uwalnianiem cytokin prozapalnych [325-327].

2.4.6.4. Polimorfizmy wybranych genow kodujacych receptory TLR oraz genu
kodujacego bialko adaptorowe TIRAP i ich znaczenie kliniczne

Nizej oméwiono niektdre polimorfizmy genéw kodujacych receptory TLR, wybrane na
podstawie dostgpnej literatury, w ktorej opisano ich wpltyw na ryzyko zachorowania na
gruzlice w roznych populacjach [328].

Wsrod licznych SNP genu kodujacego TLR-1, na szczegdlng uwage zastuguja takie,
ktore wptywaja na strukture receptora [329-331]. Najwiecej doniesien literaturowych
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dotyczy polimorfizmu +1805 T>G (Ile602Ser; rs5743618), zlokalizowanego we
fragmencie kodujacym domeng przezbtonowa. W wyniku zastgpienia reszty izoleucyny
w pozycji 602 biatka seryng, dochodzi do upo$ledzenia odpowiedzi na zakazenia
drobnoustrojami rozpoznawanymi przez kompleks TLR-2-TLR-1 [330, 332]. Inny
polimorfizm omawianego genu, zlokalizowany w pozycji +742 (A>G, Asn248Ser;
rs483309) takze wptywa znaczaco na funkcje jego produktu. Wystepowanie allelu G
sprzyja niekorzystnym rokowaniom u oséb, u ktoérych doszlo do sepsy zwigzanej z
infekcjami bakteriami Gram-dodatnimi [333].

Gen TLR?2 jest wysoce polimorficzny a niektére z jego wariantow majg wptyw na
podatnos¢ na zakazenia. Wystepowanie allelu A, odpowiadajagcego SNP w pozycji
+2258 (G>A; Arg753GIn; rs5743708) powoduje zmian¢ struktury domeny TIR
receptora TLR-2 [334], co prowadzi do upo$ledzenia aktywacji makrofagow w
odpowiedzi na antygeny bakteryjne, takie jak lipoproteiny Borrelia burgdorferi,
Treponema pallidum 1 M. tuberculosis [335]. Nosicielstwo tego wariantu nasila ryzyko
infekcji drég moczowych u dzieci wywotanych przez bakterie Gram-dodatnie oraz
rozwoju sepsy w zakazeniach Staph. aureus [336, 337]. Na podatno$¢ na niektére
zakazenia oraz choroby alergiczne (atopowe zapalenie skory, astma, alergiczny niezyt
nosa) wptywaja takze inne polimorfizmy omawianego genu: -16934 A>T (rs4696480);
+1892 C>A (Pro631His; rs5743704) oraz+2029 C>T (Arg677Trp; rs121917864) [337].
Do najpowszechniej (z czgstosciag powyzej 5%) wystepujacych polimorfizmoéw genu
kodujacego receptor TLR4, wptywajacych na jego aktywnos$¢, nalezg te zlokalizowane
w pozycjach +896 (A>G; Asp299Gly; rs4986790) oraz +1196 (C>T; Thr399lle;
rs4986791) [334, 338]. Zmiany struktury biatka maja konsekwencje w postaci
uposledzenia zdolno$ci rozpoznawania ligandéw, indukcji 1 przekazywania sygnatu do
wnetrza komorki. Long 1 wsp. zaobserwowali, ze wystepowanie allelu G w pozycji
+896 wigze si¢ ze zmniejszong ekspresjg receptora oraz znaczaco uposledzonag
odpowiedzig na LPS i aktywacja NF-«B [339, 340]. Wariant ten zwigzany jest rOwniez
z wyzszym ryzykiem zakazen wywolywanych przez bakterie Gram-ujemne [340],
rozwoju sepsy w wyniku nadkazenia ran oparzeniowych [341], zapalenia pluc [342]
oraz zapalenia oskrzeli w wyniku zakazenia wirusem RS u niemowlat 1 dzieci [343].
Allel G sprzyja takze ztym rokowaniom u osob, u ktérych wystapit zespot
ogblnoustrojowej reakcji zapalnej (SIRS) [344]. Van der Graaf i wsp. wykazali takze,
ze nosicielstwo wariantow polimorficznych G w pozycji +896 1 T w pozycji +1196

zwieksza ryzyko infekcji wywotanych przez Candida albicans [345].
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Niektore z kilkudziesieciu znanych polimorfizmow genu 7LR6 wptywaja na ekspresje
lub funkcje biatka bedacego jego produktem, co moze mie¢ znaczenie kliniczne. SNP
zlokalizowany w regionie promotorowym, w pozycji -1401 (A>G, rs57437950)
zwigzany jest z ryzykiem zachorowania na raka prostaty (jest ono nizsze u nosicieli
alellu G) [346]. Wystepowanie wariantu T (odpowiadajacego polimorfizmowi +745
C>T, 1s5743810; Pro249Ser) moze powodowac zaburzenia rozpoznawania 1 wigzania
ligadu do receptora, a w konsekwencji — aktywacji komorki. Wariant T nasila ryzyko
rozwoju choréb zakaznych, np. malarii [347] oraz o podlozu alergicznym, takich jak
atopowe zapalenie skoéry u dzieci w wieku przedszkolnym [348].

Gen TIRAP jest wysoce polimorficzny, a niektore z opisanych w literaturze SNP
wplywaja na aktywno$¢ jego produktu [327]. Znaczenie kliniczne, przypisuje si¢
przede wszystkim polimorfizmowi +975 C>T (Ser180Leu; rs8177374). Khor 1 wsp.
zaobserwowali, iz zamiana reszty seryny na leucyn¢ wptywa na wigzanie TIRAP do
domeny TIR receptorow TLR, powodujac uposledzenie przekazywania sygnatu [349].
Panda i wsp. zauwazyli, ze heterozygoty C/T sa stosunkowo odporne na rozw6j malarii,
a choroba u nich rzadko konczy si¢ fatalnie [350]. Potwierdza to wcze$niejsze
obserwacje Khor 1 wsp., ktorzy opisali efekt protekcyjny genotypu C/T nie tylko w
malarii, lecz takze w pneumokokowym zapaleniu pluc i bakteriemii [349]. Rowniez u
pacjentéw zakazonych wirusem HIV, u ktorych liczba limfocytow T CD4+ jest niska, u
heterozygot rzadziej dochodzi do infekcji [351]. W badaniach przeprowadzonych przez
Hamann i wsp., badajacych populacje niemiecks, wiekszg podatno$¢ na rozwoj sepsy

obserwowano u nosicieli wariantu T [352].
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3. Cel pracy
Celem pracy byla ocena znaczenia wybranych czynnikow odporno$ci wrodzonej w
podatnosci na gruzlice pluc, ktorej czynnikiem etiologicznym jest Mycobacterium

tuberculosis.

Przedmiotem badan byty:

- czynniki wystepujace w postaci rozpuszczalnej w krwi: lektyna wigzaca mannoze
(MBL), fikoliny (fikolina-1, -2, -3) oraz wystepujace z nimi w kompleksach proteazy
serynowe MASP-1 i MASP-2

- czynniki wystgpujace miejscowo w uktadzie oddechowym (kolektyny surfaktantu
plucnego A 1 D (SP-A, SP-D)

- receptory Toll-podobne (TLR-1, -2, -4, -6) oraz uczestniczace w przekazywaniu
sygnatu po ich aktywacji biatko TIRAP (Mal).

Jak wspomniano, fikolina-3 wystepuje takze w uktadzie oddechowym, natomiast biatka
SP-A 1 SP-D — w krwi, co sprawia, ze czynniki te moga uczestniczy¢ zar6wno w
odpowiedzi ogdlnoustrojowej, jak i lokalnej. Ponadto, fikolina-1, syntezowana przez
leukocyty, wykrywana jest na powierzchni tych komoérek. MBL i fikoliny, dzigki
tworzeniu komplekséw z MASP moga inicjowac aktywacj¢ dopetiacza, podczas gdy

kolektyny surfaktantu ptucnego pozbawione sg tej wlasciwosci.

Przedstawiony cel pracy realizowano poprzez:

- oznaczanie czg¢stosci wystgpowania wybranych mutacji i wariantow polimorficznych
genow kodujacych wspomniane czynniki u oséb chorych na gruzlice ptuc (kryteriami
kwalifikacji byly wyniki badan bakteriologicznych 1 radiologicznych) oraz w grupie
kontrolnej, w sktad ktorej wchodzili zdrowi ochotnicy (bez historii cigzkich i
nawracajacych zakazen, chorob nowotworowych, autoimmunizacyjnych);

- badanie st¢zen kolektyn (MBL, SP-D), fikolin (fikolina -1, -2, -3), a takze aktywnosci
kompleksow MBL-MASP-2 oraz MBL-MASP-1 w prébach surowicy pobranych od
przedstawicieli wspomnianych grup;

- badanie zmian stezen wybranych bialek w surowicy chorych, w przebiegu leczenia

przeciwgruzliczego.
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4. Materialy i metody

4.1. Materialy

4.1.1. Grupy: badana i kontrolna

Do grupy badanej (TB) zakwalifikowano 279 mezczyzn, w wieku od 20 do 93 lat oraz
155 kobiet, w wieku od 18 do 94 lat (facznie 434 osoby). Pacjenci kwalifikowani byli
przez doswiadczonych lekarzy, na podstawie diagnozy potwierdzonej badaniami
mikrobiologicznymi 1 radiologicznymi. Kryterium wykluczajacym pacjentow z grupy
badanej byly wspdtistniejace zakazenia HIV oraz wirusami zapalenia watroby.
Pacjentow rekrutowano dzigki wspotpracy z Instytutem Gruzlicy i Choréb Pluc w
Warszawie, Wojewodzkim Szpitalem Choréb Pluc w Jaroszowcu, Mazowieckim
Centrum Leczenia Chordb Phuc 1 Gruzlicy w Otwocku, Podkarpackim Centrum Chorob
Pluc w Rzeszowie oraz Kujawsko-Pomorskim Centrum Pulmonologii w Bydgoszczy.
Od niektorych pacjentow, proby krwi wykorzystywane do otrzymania surowicy zostaty
pobrane dwukrotnie (przed i podczas zastosowaniu leczenia przeciwgruzliczego), w
celu oceny zmian stezen badanych czynnikow odpornosci wrodzonej w przebiegu
terapii.

Grupe kontrolng stanowity osoby zdrowe, niezglaszajace w wywiadzie cigzkich i/lub
nawracajacych zakazen, chordob nowotworowych i autoimmunizacyjnych (C). Do grupy
tej wlaczono 150 mezczyzn w wieku od 23 do 64 lat oraz 100 kobiet w wieku od 18 do
75 lat (tfacznie 250 osob). Na wykonanie badan bedacych przedmiotem pracy uzyskano
zgode wihasciwych komisji bioetycznych wraz z pisemng §wiadoma zgoda pacjentow i
zdrowych ochotnikow.

4.1.2. Material kliniczny

Materiatem do badan byty préoby surowicy i DNA otrzymane z krwi obwodowe;]
pacjentéw oraz od zdrowych ochotnikow. Proby krwi petnej wykorzystywane do badan
genetycznych pobierane byly do probowek zawierajacych cytrynian sodu (BD
Vacutainer, USA) i przechowywane do czasu ekstrakcji DNA w temperaturze -20°C.
Otrzymane proby surowicy (krew pobierano do probowek niezawierajacych
antykoagulantéw) przechowywano w temperaturze -80°C.

4.1.3. Przeciwciala

. mysie przeciwciala monoklonalne przeciwko Iludzkiej lektynie wigzacej

mannoz¢ (klon HYB131-01, BioPorto, Dania)
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mysie przeciwciata monoklonalne przeciwko fikolinie-1 (klon 7G1) oraz ich
forma znakowana biotyng, otrzymane dzigki uprzejmosci Prof. Jensa C.
Jenseniusa (Aarhus University, Dania)

mysie przeciwciata monoklonalne przeciwko fikolinie-2 (klon GN4) oraz
przeciwciala biotynylowane (klon GN5) otrzymane dzigki uprzejmosci Prof.
Misao Matsushity (Tokai University, Japonia)

mysie przeciwciata monoklonalne przeciwko ludzkiej fikolinie-3 (klon 4HS,
Hycult Biotech, Holandia)

krolicze przeciwciata poliklonalne przeciwko produktom aktywacji ludzkiego
czynnika C4 (Dako, Dania),

krolicze przeciwciala poliklonalne przeciwko immunoglobulinom mysim,
znakowane peroksydazg chrzanowg (Dako)

kozie przeciwciata poliklonalne przeciwko immunoglobulinom kroéliczym,
znakowane peroksydazg chrzanowg (Dako)

normalne ludzkie immunoglobuliny (Sigma-Aldrich, USA)

Wymienione przeciwciata wykorzystywano do oznaczania stezen 1 aktywnosci

badanych czynnikow odpornosci.

4.1.4. Surowice

surowica ludzka o znanym stezeniu MBL (2 pg/ml), otrzymana od zdrowego
ochotnika, stosowana, jako standard do oznaczen stgzenia tego biatka oraz
aktywno$ci kompleksow MBL-MASP-2 i MBL-MASP-1 [jej aktywnos$¢
okreslono arbitralnie jako 1 jednostke umowng (1U)]

surowica bedaca zrodtem skladnika C4, wykorzystywana do oznaczen
aktywnosci kompleksow MBL-MASP-2. Otrzymano ja z krwi zdrowego dawcy,
u ktorego stwierdzono niedobor MBL. Stgzenie fikoliny-1, -2 1 -3 w tej
surowicy wynosity 1,8 pg/ml, 1,5 pg/ml oraz 10 pg/ml, natomiast C4 - 315
pg/ml. Niskie stezenie MBL oraz stosowane rozcienczenie (szczegoty
przedstawiono w dalszej czes$ci pracy) powodowaly, ze jej stosowanie nie
wptywato na wyniki oznaczen aktywnosci badanych kompleksow

surowica ludzka o znanym st¢zeniu fikoliny-1 (0,8 pg/ml), otrzymana od
zdrowego ochotnika, stosowana jako standard do oznaczen st¢zenia tego biatka
surowica ludzka o znanym stgzeniu fikoliny-2 (3,9 ug/ml), otrzymana od

zdrowego ochotnika, stosowana jako standard do oznaczen st¢zenia tego biatka
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surowica ludzka o znanym st¢zeniu fikoliny-3 (25 pg/ml), otrzymana od

zdrowego ochotnika, stosowana jako standard do oznaczen st¢zenia tego biatka

4.1.5. Odczynniki do sporzadzania roztworow i buforow

albumina surowicy bydlecej (bovine serum albumin, BSA) (Bioshop, Kanada)
azydek sodu, NaNj3 (Sigma-Aldrich)

bromek etydyny, C21H20BrN3 (BioShop)

chlorek magnezu, MgCl> (Thermo Fisher Scientific, USA)

chlorek potasu, KCI (BioShop)

chlorek sodu, NaCl (BioShop)

chlorek wapnia, dwuwodny, CaCl, x 2H>O (Bioshop)

cytrynian sodu, dwuwodny, C¢HsO7Na3 x 2H>0 (Sigma-Aldrich)
deoksynukleotydy, dNTP (Invitrogen, USA)

diwodorofosforan potasu, KH>PO4 (Bioshop)

etanol, CoHsOH (Linegal Chemicals, Polska)

»enhancement solution” (PerkinElmer, USA)

glicerol, C3HgO3 (BioShop)

HEPES, CsHisN20O4S (Sigma-Aldrich)

imidazol, C3H4N> (Sigma-Aldrich)

kwas  2,2’-azynobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy), ABTS (Sigma-
Aldrich)

kwas cytrynowy, C¢HsO7 (BioShop)

kwas etylenodiaminotetraoctowy, EDTA, C10H16N20Og (BioShop)

kwas octowy, CH3COOH (Chempur, Polska)

kwas szczawiowy, C2H2O4 (BioShop)

lipopolisacharyd (LPS) Hafnia alvei PCM 1200 (otrzymany dzigki uprzejmosci
Prof. Jolanty Lukasiewicz (Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN,
Wroctaw)

mieszanina akrylamid/bisakrylamid (30%, 37,5:1) (BioShop)

marker wielko$ci czasteczek DNA GeneRuler™ 100 Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)

mannan drozdzowy (Sigma-Aldrich)

nadsiarczan amonu, APS, (NH4)>S>0g (Sigma-Aldrich)
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. nadtlenek wodoru, H>O», roztwor 30% (Bioshop)

. N’, N, N', N -tetrametyletylenodiamina, TEMED, C¢H1sN> (Bioshop)

. 2-amino-2-hydroksymetylo-propano-1,3-diol, TRIS, C4sH11NO3
(BioShop)

. streptawidyna znakowana kationami europu (Eu®") (PerkinElmer)

. Triton X-100 (Bioshop)

. Tween 20, CsgH114026 (Bioshop)

o weglan sodu, Na,COs (Bioshop)

. wodorofosforan disodu, NaHPO4 (Bioshop)

o wodorofosforan sodu, dwuwodny, NaH,PO4 x H>O (Bioshop)

. wodorowgglan sodu, NaHCOs3 (Bioshop)

. Val-Pro-Arg-aminometylokumaryna zawierajaca blokujaca grupe
tert-butyloksykarbonylowa (Boc) (VPR-AMC) — substrat dla MASP-1
(Bachem, Szwajcaria)

4.1.6. Enzymy
e Enzymy restrykcyjne i dedykowane bufory

W tabeli 9 wymieniono endonukleazy uzywane do badania polimorfizméw wybranych
gendéw za pomoca analizy polimorfizméw dlugosci fragmentow powstatych po trawieniu

produktéw reakcji PCR (ang. restriction fragments length polymorphism, RFLP).

e Polimeraza Taq (Thermo Fisher Scientific)

e Proteinaza K (Thermo Fisher Scientific)
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Tabela 9. Enzymy restrykcyjne wraz z dedykowanymi buforami stosowane w

badaniach metoda PCR-RFLP.

Enzym Bufor Temperatura Producent
trawienia
Alul Tango 37°C Thermo Fisher Scientific
Apal B 37°C Thermo Fisher Scientific
Avall R 37°C Thermo Fisher Scientific
BshN1 (Banl) 0 37°C Thermo Fisher Scientific
BSExi (Bbvl) BseXI 65°C Thermo Fisher Scientific
BsuRI (HaellI) R 37°C Thermo Fisher Scientific
Ddel Tango 37°C Thermo Fisher Scientific
Fspl Tango 37°C Thermo Fisher Scientific
Hhal Tango 37°C Thermo Fisher Scientific
Hpy188I NEBuffer 4 37°C NEB (USA)

Mboll B 37°C Thermo Fisher Scientific
Mlul R 37°C Thermo Fisher Scientific
Minl G 37°C Thermo Fisher Scientific
Mspl Tango 37°C Thermo Fisher Scientific
Ncol Tango 37°C Thermo Fisher Scientific
Ssil (Acil) 0] 37°C Thermo Fisher Scientific
aTaql Taq 65°C Thermo Fisher Scientific

Tru9l F 65°C Promega (USA)

4.1.7. Bufory i roztwory

4.1.7.1. Bufory stosowane w badaniach genetycznych

. Bufor TAE (jako sktadnik zelu poliakrylamidowego oraz buforu do
elektroforezy) (pH 7,8 - 8,0)
- 40 mM TRIS
- 1 mMEDTA

- 0,1% CH;COOH
. Bufor prébkowy, do nanoszenia/obcigzania prob na zel poliakrylamidowy,
DNA Gel Loading Dye (6x), (Thermo Fisher Scientific)
. Bufor dla polimerazy Taq z KCI (x10) (Thermo Fisher Scientific)

. Bufory dedykowane do enzymow restrykcyjnych (wymienione w tabeli 9)
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4.1.7.2. Bufory i roztwory stosowane w testach immunoenzymatycznych

Bufor weglanowy, pH 9,6
15 mM Na,CO3
35 mM NaHCO3
Bufor ten byt uzywany do przygotowania roztworu mannanu drozdzowego,
stuzacego do optaszczania ptytek titracyjnych.
Bufor TBS-Ca, pH 8,0
10 mM Tris
120 mM NacCl
1 mM CaCl, x 2H>O
Bufor ten, z dodatkiem 0,05% Tween 20, wykorzystywany byt do plukania
ptytek, natomiast z dodatkiem 1% lub 0,1% BSA do blokowania wolnych
miejsc wigzania na ptytkach titracyjnych.
Bufor PBS (fizjologiczny roztwor NaCl, buforowany fosforanem), stezony 5x,
pH 7,4
15 mM NaH;PO4 x H,O
150 mM NacCl
Bufor ten (po rozcienczeniu) stosowany byt do przygotowywania roztworéw do
optaszczania plytek titracyjnych, a 2z dodatkiem 0,05% Tween 20,
wykorzystywany byt do ptukania plytek.
Bufor imidazolowy, pH 7,8
40 mM C3H4N;
1,25 M NaCl
50 mM CaCl, x2H,0
Bufor ten uzywany byl do rozcienczania préb surowicy podczas oznaczania
stezenia MBL.
Bufor do rozcienczania prob surowicy wykorzystywanych do oznaczania
stezenia fikoliny-1, pH 7,4
50 mM Tris
1 M NaCl
5 mM EDTA
Bufor ten stosowano z dodatkiem 0,1% BSA; 0,05% Tween 20 oraz

agregowanych (63°C, 30 min) ludzkich immunoglobulin (10 pg/ml).
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Bufor do rozcienczania prob surowicy wykorzystywanych do oznaczania
stezenia fikoliny-2, pH 7,4
10 mM Tris
140 mM NacCl
3 mM CaClrx 2H>O
Bufor ten stosowano z dodatkiem 0,1% BSA; 0,05% Tween 20 oraz
agregowanych (63°C, 30 min) ludzkich immunoglobulin (10 pg/ml).
Bufor o wysokiej sile jonowej (,,bufor wigzacy MBL”, ,,MBL-binding buffer”),
pH 7.4
20 mM Tris
10 mM CacClz x 2H>O
IM NaCl
Bufor ten stuzyl do rozcienczania prob surowicy podczas oznaczania
aktywnos$ci kompleksow MBL-MASP-2 oraz st¢zenia fikoliny-3. Stosowano go
z dodatkiem 0,1% BSA i/lub 0,05% Triton X-100.
Bufor Tris-HC1/CaCl,, pH 7,4
10 mM Tris
40 mM CaCl; x 2H20
Bufor ten stosowano do rozcienczania przeciwciat (,,bufor do Ab”’) uzywanych
w testach immunoenzymatycznych.
Bufor substratowy dla peroksydazy, pH 4,5
0,1 M C¢Hs507Naz x 2 H20
Bufor ten uzywano do przygotowania roztworu peroksydazy. Do uzyskania
odpowiedniego pH uzywano 2,5 M roztworu kwasu cytrynowego (CsHsO7)
Bufor do rozcienczania streptawidyny znakowanej europem
10 mM Tris
140 mM NacCl
15 mM NaNj3;
Bufor ten stosowano z dodatkiem 10 mM EDTA oraz 0,05% Tween 20.

Bufory stosowane do oznaczania aktywnosci kompleksow MBL-MASP-1:

Bufor blokujacy, pH 7,4
20 mM HEPES
140 mM NaCl
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5 mM EDTA
0,1% Tween 20
Bufor ptuczacy, pH 7,4
20 mM HEPES
140 mM NacCl
5 mM CaCl, x 2H,0
0,1% Tween 20
Bufor do rozcienczania prob surowicy, pH 7,4
40 mM HEPES
2 M Na(Cl
10 mM CaCl; x 2H,O
Bufor pluczacy o wysokiej sile jonowej, pH 7,4
20 mM HEPES
IM NaCl
5mM CaClz x 2H,0
0,1% Tween 20
Bufor substratowy dla VPR-AMC, pH 8,5
20 mM HEPES
5 mM CaCl; x 2H>O

4.1.8. Zestawy i testy komercyjne:

Zestaw do ekstrakcji DNA z krwi obwodowej Quick Blood DNA Purification
Kit (EURx, Polska). W sktad zestawu wchodza:

RNaza A

Proteinaza K

Bufor QB — bufor aktywacyjny

Bufor Sol QB — bufor lizujacy

Bufor Wash QBX1- bufor do przeptukiwania kolumn

Bufor Wash QBX2- bufor do przeptukiwania kolumn

Bufor Elution — bufor do elucji

Zestaw do oznaczania stezenia kolektyny surfaktantu ptucnego D w surowicy,
SP-D Human ELISA kit (Hycult Biotech). W sktad zestawu wchodza:

Wash Buffer — bufor pluczacy

Dilution Buffer — bufor do rozcienczen
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Standard — roztwor biatka SP-D do przygotowania krzywej standardowe;j
Tracer biotinylated — biotynylowane przeciwciala skierowane przeciwko
ludzkiemu SP-D
Streptavidin-peroxidase — streptawidyna skoniugowana z peroksydaza
TMB substrate — substrat dla peroksydazy
Stop solution — bufor hamujacy reakcj¢ barwna
2 plates precoated — ptytki do oznaczen
Sprzet laboratoryjny
Aparat do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad, USA)
Czytnik mikroptytek Benchmark Plus (BioRad)
Czytnik wielofunkcyjny Varioscan Flash (Thermo Fisher Scientific)
Komora z laminarnym przeptywem powietrza MSC-Advantage (Thermo Fisher
Scientific)
Myjka ptytek Wellwash Versa (Thermo Fisher Scientific)
Spektrofotometr NanoDrop (Thermo Fisher Scientific)
Termostatowany blok grzejny Thermomixer Comfort (Eppendorf, Niemcy)
Termocykler C1000™ (BioRad)
Transiluminator Fc8800 (Alpha Innotech Corporation, USA)
Wiréwka MiniSpinPlus (Eppendorf)
Wiréwka Sorvau ST16R (Thermo Fisher Scientific)
Wstrzasarka z inkubatorem Unimax 1010 (Heidolph, Niemcy)
Wstrzasarka typu Vortex (Heidolph)
Zasilacz do elektroforezy PowerPack 1000 (BioRad)

4.1.10. Materialy i sprzet jednorazowy

Ptytki titracyjne MaxiSorp U96 (Nunc, Dania)

Ptytki titracyjne Optiplate 384 (PerkinElmer)

Ptytki do odczytu fluorescencji MicroFluor white plate (Nunc)

Probowki do prozniowego pobierania krwi bez antykoagulanta oraz zawierajace

cytrynian sodu do badan genetycznych (Becton Dickinson)
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4.2. Metody

4.2.1. Ekstrakcja DNA z krwi pelnej

Do ekstrakcji DNA z komorek krwi obwodowej uzywano zestawu Quick Blood DNA
Purification Kit (EURx). Proby krwi, ktéra przechowywana byta w temperaturze -20°C,
rozmrazano w temperaturze pokojowej. Kolumny, zgodnie z zaleceniem producenta,
aktywowano za pomoca buforu QB (40 pl). Nastepnie, 200 pl krwi przenoszono do
probéwek typu eppendorf, dodawano 200 pl buforu Sol QB oraz 10 pl proteinazy K.
Tak przygotowane proby, po zmieszaniu za pomocg wstrzasarki typu Vortex
inkubowano 15 minut, w temperaturze 70°C, wykorzystujagc do tego termostatowany
blok grzejny, po czym dodawano 200 pl etanolu (96%) i ponownie mieszano.
Nastepnie, proby nanoszono na aktywowane kolumny i wirowano (9700 x g; 2 min). Po
usuni¢ciu przesgczu, kolumny ptukano buforem Wash QBX1 (500 pl) i ponownie
wirowano (9700 x g; 1 min). Czynno$ci te powtarzano, przy czym do kolejnego
phukania uzywano buforu Wash QBX2. Kolumny umieszczano w nowych probéwkach
typu eppendorf i nanoszono 100 pl buforu Elution, ogrzanego do temperatury 70°C. Po
5 minutach, proby wirowano (9700 x g; 1 min), a nastgpnie usuwano kolumny.
Probowki zawierajagce otrzymane preparaty DNA przechowywano w temperaturze
-20°C. Czysto$¢ otrzymanego materiatu genetycznego oraz jego stezenie sprawdzano
przy pomocy spektrofotometru NanoDrop (Thermo Fisher Scientific).

4.2.2. Badania polimorfizméw oraz mutacji wybranych genéw
Polimorfizmy/mutacje badanych genéw oznaczano za pomocg tancuchowej reakcji
polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) lub metody analizy polimorfizmu
dlugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragments length polymorphism,
PCR-RFLP).

W sktad mieszaniny reakcyjnej zazwyczaj wchodzito: 2,5 pl buforu dla polimerazy Taq
(Thermo Fisher Scientific), 2 pl roztworu MgCl (o stezeniu 2,5 mM, Thermo Fisher
Scientific), 2 pl mieszaniny deoksynukleotydow (dNTP, 2,5 mM, Invitrogen), po 1 pl
odpowiednich starteréw (0,4 uM), 0,2 pl polimerazy DNA Taq (5 U/ml, Thermo Fisher
Scientific), 1 ul badanej proby DNA (o st¢zeniu mieszczacym si¢ w zakresie 50-100
ng/ul) oraz odpowiednia ilos¢ wody demineralizowanej, uzupelniajgca mieszaning
reakcyjng do objetosci 25 ul. Jezeli sktad mieszaniny byt odmienny od podanego wyzej
(np., kiedy badania prowadzono stosujac technike allelospecyficznej PCR, z

wykorzystaniem dodatkowych starteréw), roznice przedstawiono w opisach
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odpowiednich procedur. Gdy stosowano metod¢ PCR-RFLP, produkt amplifikacji
poddawano trawieniu odpowiednim enzymem restrykcyjnym. W sktad mieszaniny
restrykcyjnej wchodzito: 8 ul produktu PCR, 0,2 pl (2 U) odpowiedniego enzymu, 1 pl
dedykowanego buforu (tabela 9) oraz 0,8 pul wody demineralizowanej. Proces trawienia
prowadzono w temperaturze optymalnej dla danego enzymu (zalecanej przez
producenta, tabela 9), przez 1 h lub 24 h. Zaréwno produkty allellospecyficznej PCR
jak 1 produkty trawienia enzymami restrykcyjnymi poddawano rozdzialowi
elektroforetycznemu w 6% zelu poliakrylamidowym, przy statym napieciu 100 V. Do
wizualizacji uzywano bromku etydyny. Po jednominutowej inkubacji, zele plukano
wodg 1 ogladano w $wietle UV przy uzyciu transiluminatora Fc8800.

4.2.2.1. Badanie polimorfizmow genu MBL2, zlokalizowanych w regionie
promotorowym (rs11003125; rs7096206) oraz eksonie 1 (rs5030737; rs1800450 i
rs1800451)

W badaniach polimorfizméw regionu promotorowego genu MBL2, zlokalizowanych w
pozycjach -550 (H/L) 1 -221 (Y/X) stosowano metod¢ allelospecyficznej amplifikacji
[353, 354]. Reakcje amplifikacji prowadzono oddzielnie dla wariantow HY, LY oraz
LX, stosujac odpowiednio dobrane pary starterow (kazdy w ilosci 0,6 uM), sposréd
podanych ponizej:

H: 5’-CTTACCCAGGCAAGCCGGTG-3’

L: 5’-CTTACCCAGGCAAGCCGGTC-3’

Y: 5’-CTGGAAGACTATAAACATGCTGTCC-3’

X: 5’-CTGGAAGACTATAAACATGCTGTCG-3’

W kazdej z reakcji wykorzystywano takze dodatkowag pare starteréw, stanowiaca
kontrolg amplifikacji:

Starter “forward”: 5’-GCATCTTGCTCTGTGCAGAT-3’

Starter “reverse”: 5’-TGCCAAGTGGAGCACCCAA-3’
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Reakcje prowadzano w nastepujgcych warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C 3 min
IL. 30 cykli:
Denaturacja 95°C  30s
Przytaczanie starterow 62°C 30s
Wydhuzanie 72°C 45
.  Koncowe wydtuzanie 72°C 7 min

Warianty polimorficzne eksonu 1 oznaczano za pomocag PCR-RFLP. Dla
polimorfizmow A/B (zlokalizowanego w kodonie 54) oraz A/C (zlokalizowanego w
kodonie 57) przeprowadzano jedng reakcje amplifikacji przy uzyciu pary starterow
[353]:

Starter “forward”: 5’-AGTCGACCCAGATTGTAGGACAGAG-3’

Starter “reverse”: 5’-AGTTGTTGTTCTCCTGTCCAG-3’

Warunki amplifikacji:
L. Wstepna denaturacja 95°C 3 min
II. Przylaczanie starteréw 56°C 1 min
II1. 35 cykli:
Wydtuzanie 72°C  45s
Denaturacja 95°C 30s
Przytaczanie starteroéw 56°C  30s
IV.  Koncowe wydtuzanie 72°C 10 min

Powstajagcy produkt, o dlugosci 685 pz, poddawano trawieniu enzymami
restrykcyjnymi. W przypadku badania polimorfizmu A/B stosowano enzym Banl. W
wyniku trawienia, prowadzonego 24 h w temperaturze 37°C, otrzymywano fragmenty o
dhugosciach: 308 pz, 261 pz i1 116 pz (wariant A) i/lub: 569 pz i 116 pz (wariant B).

W celu oznaczenia polimorfizmu A/C, produkt PCR poddawano trawieniu enzymem
Mboll (24 h, 37°C), w wyniku czego uzyskiwano fragmenty o dtugosciach: 508 pz, 94
pz i 83 pz (dla wariantu A) i/lub 280 pz, 228 pz, 94 pz i 83 pz (dla wariantu C).
Wystepowanie wariantow zwigzanych z polimorfizmem zlokalizowanym w kodonie 52
eksonu 1 genu MBL2 (A/D), badano wykorzystujac parg starterow o sekwencjach
[353]:
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Starter “forward”: 5’-CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGACGCG-3’
Starter “reverse”: 5’-AGGATCCAGGCAGTTTCCTCGGAAGG-3’

Reakcje amplifikacji prowadzono w nastepujacych warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C
II. Przylaczanie starteréw 56°C
II1. 35 cykli:
Wydtuzanie 72°C
Denaturacja 95°C
Przytaczanie starterow 56°C
IV.  Koncowe wydtuzanie 72°C

3 min

1 min

30s
30s
30s

10 min

Uzyskany produkt (125 pz) poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego Mlul, 24 h, w

temperaturze 37°C. W przypadku wystgpowania wariantu D, otrzymywano fragmenty o

dlugosciach 100 pz oraz 25 pz, natomiast produkt odpowiadajacy wariantowi A byt

oporny na trawienie wspomniang restryktazg.

4.2.2.2. Badanie wystepowania mutacji +359 (A>G; rs72550870) genu MASP2

Wystepowanie mutacji +359 A>G (D120G) genu MASP2, zlokalizowanej we

fragmencie kodujacym domen¢ CUBI proteazy serynowej MASP-2 badano przy

wykorzystaniu metody PCR-RFLP [355, 356]. Wykorzystywano

sekwencjach:

Starter “forward”: 5’- GCGAGTACGACTTCGTCAAGG -3’

Starter “reverse”: 5’- CTCGGCTGCATAGAAGGC -3’

Reakcje amplifikacji prowadzono w warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C 5 min
IL. 35 cykli:
Denaturacja 95°C 30s
Przytaczanie starterow 58°C 30s
Wydhuzanie 72°C 30s
I11. Koncowe wydhuzanie 72°C 10 min

startery o

Produkt amplifikacji o dtugosci 350 pz trawiono enzymem restrykcyjnym Mspl (24 h w

temperaturze 37°C). W przypadku wystgpienia mutacji otrzymywano dwa fragmenty
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(300 pz oraz 50 pz), natomiast produkt PCR odpowiadajacy haplotypowi A pozostawat
niestrawiony.

4.2.2.3. Badanie polimorfizmow genoéw kodujacych bialka surfaktantu plucnego
SP-A (SFTPAI oraz SFTPA2)

Analizowano polimorfizmy zlokalizowane w miejscach kodujacych rézne regiony
czasteczek kolektyn surfaktantu plucnego. Badania prowadzono przy uzyciu metod
PCR-RFLP opisanych przez Di Angelo i wsp. [357]. W przypadku gendéw kodujacych
biatka SP-A1 oraz SP-A2 prowadzono wstgpne reakcje amplifikacji, ktérych produkty
obejmowaly wszystkie badane miejsca polimorficzne. Tak wuzyskane matryce
wykorzystano do dalszych analiz. W pierwszym etapie uzywano startery o sekwencjach
podanych nize;j:

Starter “forward” dla izoformy SP-Al: 5’-ACTCCATGACTGACCACCTT-3’

Starter “forward” dla izoformy SP-A2: 5’-ATCACTGACTGTGAGAGGGT-3’
Wspolny starter “reverse”: 5’-TGCCACAGAGACCTCAGAGT-3’

Pierwsza reakcj¢ amplifikacji prowadzono w warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C 2 min
II. 33 cykle:
Denaturacja 95°C 30s
Przyltaczanie starterow 58°C 30s
Wydhtuzanie 72°C 3 min
II1. Koncowe wydluzanie 72°C 5 min

Otrzymany produkt PCR ponownie poddawano amplifikacji z uzyciem odpowiednich
starterow. Nastepnie, uzyskane produkty poddawano trawieniu za pomoca
wymienionych nizej enzymow restrykcyjnych.

4.2.2.3.1. Badanie polimorfizméw genu SFTPAI, zlokalizowanych w pozycjach
+56 (T>C; Vall9Ala; rs1059047) oraz +148 (G>C; Val50Leu; rs17883551)

Reakcje amplifikacji prowadzono przy uzyciu jednej pary starterow o nastepujacych
sekwencjach:

Starter ,,forward”: 5’- ACCTCATCTTGATGTCAGCCTCTGGTGCAG-3’

Starter ,,reverse”: 5~ AGGGCCAGGGTCTCCTCTGA-3’
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Warunki PCR:

L. Wstepna denaturacja 95°C 2 min
IL. 33 cykle:
Denaturacja 95°C  30s
Przytaczanie starterow 56°C  30s
Wydhuzanie 72°C 3 min
.  Koncowe wydtuzanie 72°C 5 min

W celu oznaczenia wariantow polimorficznych kodonu 19, uzywano enzymu Bbvl
(24 h, 65°C). W przypadku wystepowania wariantu C, trawit on produkt PCR o
dhugos$ci 143 pz na 2 fragmenty (103 pz i 40 pz). Produkt odpowiadajacy wariantowi T
byt oporny na dzialanie restryktazy.

Trawienie produktu amplifikacji enzymem Ddel (24 h, 37°C) skutkowato otrzymaniem
fragmentow o dlugosciach 123 pz 1 20 pz, jezeli w kodonie 50 wystepowal wariant G
(produkt odpowiadajacy wariantowi C nie ulegat trawieniu).

4.2.2.3.2. Badanie polimorfizmu genu SFTPAI, zlokalizowanego w pozycji +655
(C>T; Arg219Trp; rs4253527)

W badaniach SNP zlokalizowanego w pozycji +655, wykorzystywano startery:

Starter ,,forward”: 5’- TCTGCAGGGCTCCATAATGC -3’

Starter ,,reverse”: 5’- CACACACTGCTCTTTTCCTC -3’

Stosowano nastgpujace warunki PCR:

L. Wstepna denaturacja 95°C 2 min
II. 33 cykle:
Denaturacja 95°C 30s
Przyltaczanie starterow 59°C 30s
Wydtuzanie 72°C 3 min
II1. Koncowe wydluzanie 72°C 5 min

Produkt reakcji PCR o dtugosci 299 pz poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego,
aTaql w temperaturze 65°C, przez 24 h. Wspomniana restryktaza trawita produkt
odpowiadajagcy wariantowi C na dwa fragmenty (278 pz i 21 pz). Produkt PCR

specyficzny dla wariantu T byt niewrazliwy na dziatanie enzymu.
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4.2.2.3.3. Badanie polimorfizmu genu SFTPA2, zlokalizowanego w pozycji +26
(C>A; Thr9Asn; rs1059046)

Polimorfizm genu SFTPA2, zlokalizowany w pozycji +26 eksonu 1 analizowano, jak
wspomniano, za pomocg metody PCR-RFLP. W reakcji amplifikacji wykorzystywano
startery:

Starter ,,forward”: 5’-GCTGTGCCCTCTGGCCCTTA- 3’

Starter ,,reverse”: 5° -TCCTTTGACACCATCTC- 3’

Reakcje te prowadzono w warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C 2 min
IL. 33 cykle:
Denaturacja 95°C 30s
Przylaczanie starteroéw 56°C 30s
Wydhuzanie 72°C 3 min
.  Koncowe wydtuzanie 72°C 5 min

Endonukleaza Tru9l trawita (24 h, 65°C) produkt PCR o dlugosci 151 pz, w przypadku
wystepowania wariantu A, na fragmenty o dlugosciach 133 pz i 18 pz. Produkt
specyficzny dla wariantu C nie posiadal natomiast miejsc restrykcyjnych dla tego

enzymu.

4.2.2.3.4. Badanie polimorfizmu genu SFTPA2, zlokalizowanego w pozycji +271
(G>C; Ala91Pro; rs17886395)

Polimorfizm zlokalizowany w pozycji +271 eksonu 2 analizowano prowadzac
amplifikacje probek DNA przy uzyciu starterow o sekwencjach:

Starter ,,forward”: 5’-AGAGCGTGGAGAGAAGGGGCA-3’

Starter ,,reverse”: 5’-GGGTTTGTCTGATCCCCATC-3’
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Reakcje PCR prowadzono w warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C 2 min
IL. 33 cykle:
Denaturacja 95°C 30s
Przytaczanie starterow 58°C 30s
Wydhuzanie 72°C 3 min
.  Koncowe wydtuzanie 72°C 5 min

Produkt amplifikacji o dtugosci 132 pz poddawano dzialaniu enzymu restrykcyjnego
BbvI (24 h, 65°C). Endonukleaza ta trawita produkt PCR odpowiadajacy allelowi C na
fragmenty o dhlugosciach 101 pz i1 31 pz, nie rozpoznawala natomiast produktu

specyficznego dla wariantu G.

4.2.2.3.5. Badanie polimorfizmu genu SFTPA2, zlokalizowanego w pozycji +667
(C>A; Glu223Lys; rs17881479)

W  badaniach omawianego polimorfizmu, prowadzono reakcje amplifikacji w
warunkach podanych wyzej, dla analizy SNP +26 C>A (punkt 4.2.2.3.3).
Wykorzystywano startery o sekwencjach:

Starter ,,forward”: 5’-GGAGCCTGCAGGTCGGGGAAAATCG-3’

Starter ,,reverse”: 5>-TCAGAACTCACAGATGGTCA-3’

Produkt PCR o dlugosci 106 pz poddawany byt dziataniu endonukleazy aTaql (65°C,
24 h). W przypadku, gdy w kodonie 223 wystepowat wariant A, produkt byt trawiony
na fragmenty o dlugo$ciach 83 pz i 23 pz. Produkt odpowiadajacy wariantowi C nie
posiadat miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez ten enzym.

4.2.2.4. Badanie wybranych polimorfizméw genu SFTPD

Badano trzy polimorfizmy genu SFTPD, zlokalizowane w pozycjach +32 (T>C, kodon
11, Met>Thr, 1s721917), +478 (A>G, kodon 160, Ala>Thr, rs17885900) oraz +868
(T>A, kodon 270, Ser>Thr, rs3088308). Wykorzystywano metod¢ PCR -RFLP.
4.2.2.4.1. Badanie polimorfizmu genu SFTPD, zlokalizowanego w pozycji +32
(T>C; Met11Thr; rs721917)

Wystepowanie  wariantow  polimorficznych ~ T/C,  odpowiadajacych ~ SNP
zlokalizowanemu w pozycji +32 genu SFTPD badano metodg opisang przez DiAngelo 1

wsp. [357], przy uzyciu starterow o sekwencjach:
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Starter ,,forward”: 5’-CTGGAAGCAGAAATGAAGAC-3’
Starter “reverse”: 5’-ACCAGGGTGCAAGCACTGCG-3’

Reakcje amplifikacji prowadzono w warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C 2 min
II. 33 cykle:
Denaturacja 95°C 30s
Przyltaczanie starterow 60°C 30s
Wydhtuzanie 72°C 3 min
II1. Koncowe wydluzanie 72°C 5 min

Produkt PCR o dlugosci 59 pz poddawano dziataniu endonukleazy Fspl (24 h, 37°C).
Produkt odpowiadajacy wariantowi T (w odréznieniu od allelu C) zawierat jedno
miejsce restrykcyjne rozpoznawane przez ten enzym. W wyniku trawienia

otrzymywano fragmenty o dtugosciach 40 pz i 19 pz.

4.2.2.4.2. Badanie polimorfizmu genu SFTPD, zlokalizowanego w pozycji +478
(G>A; Ala160Thr; rs17885900)

Polimorfizm genu SFTPD, zlokalizowany w pozycji +478 G>A eksonu 4 analizowano,
wedlug procedury zaproponowanej przez DiAngelo 1 wsp. [357]. W reakcji amplifikacji
wykorzystywano startery o sekwencjach:

Starter ,,forward”: 5’-AGCGTGGAGTCCCTGGAAGC-3’

Starter “reverse”: 5’-AGATTCTCTCCATGTTCCCAG-3’

Reakcje PCR prowadzono w warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C 2 min
IL. 33 cykle:
Denaturacja 95°C 30s
Przytaczanie starterow 60°C 30s
Wydhuzanie 72°C 3 min
.  Koncowe wydtuzanie 72°C 5 min

Produkty PCR (163 pz) poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego Hhal (24 h,

37°C). Enzym ten trawil produkt specyficzny dla wariantu G, co skutkowato
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powstaniem dwoch fragmentow (142 pz i 21 pz), podczas gdy jesli w badanej pozycji
wystepowat wariant A, produkt byt niewrazliwy na dzialanie endonukleazy.

4.2.2.4.3. Badanie polimorfizmu genu SFTPD, zlokalizowanego w pozycji +868
(T>A; Ser270Thr; rs3088308)

Polimorfizm genu SFTPD, zlokalizowany w kodonie 270 analizowano korzystajac z
metody opisanej przez Lahti i wsp. [134]. Reakcj¢ amplifikacji przeprowadzono przy
uzyciu pary starterow o sekwencjach:

Starter ,,forward”: 5’-ACGGAGGCACAGCTGCTG-3'

Starter “reverse”: 5'-GGAAAGCAGCCTCGTTCT-3’

Warunki reakcji PCR:
L. Wstepna denaturacja 95°C 2 min
II. 33 cykle:
Denaturacja 95°C 30s
Przytaczanie starteréw 58°C 30s
Wydhuzanie 72°C 3 min
II1. Koncowe wydtuzanie 72°C 5 min

Enzym Mnll uzyty do trawienia produktéw PCR o dlugosci 115 pz (24 h, 37°C) w
przypadku wystepowania wariantu T rozpoznawat dwa miejsca restrykcyjne, co
skutkowato otrzymaniem trzech fragmentéow: 54 pz, 42 pz oraz 19 pz. Produkt
specyficzny dla wariantu A trawiony byt w jednym miejscu, co powodowalo powstanie
dwoch fragmentow: 96 pz i 19 pz.

4.2.2.5. Badanie wybranych polimorfizméw genu FCN1

Metody badania polimorfizméw zlokalizowanych w regionie promotorowym w
pozycjach -542 G>A oraz -144 C>A zostaly opracowane przez autorke rozprawy,
w Pracowni Immunobiologii Zakazen PAN. Sekwencje flankujace wybrane pozycje
zostaly zaprojektowane przy uzyciu programu PRIMER3. Skuteczno$¢ metody zostata

potwierdzona sekwencjonowaniem otrzymanych fragmentoéw (dane niezamieszczone).

4.2.2.5.1. Badanie polimorfizmu zlokalizowanego w regionie promotorowym,
w pozycji -542 (G>A; rs10120023)
W celu badania polimorfizmu -542 G>A przeprowadzano reakcje amplifikacji z

uzyciem pary starter6w o sekwencjach:
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Starter ,, forward”: 5°- CCCAGAAAATTCAGGGTTTG-3’
Starter ,, reverse”: 5°- TAACTTTCAAATAATTTACTCCATC-3’

Warunki amplifikacji:
L. Wstepna denaturacja 95°C 3 min
II. Przylaczanie starteréw 59°C  30s
II1. 35 cykli:
Wydtuzanie 72°C  30s
Denaturacja 95°C  30s
Przytaczanie starterow 59°C  30s
IV.  Koncowe wydtuzanie 72°C 3 min

Powstaty produkt PCR poddawano dzialaniu enzymu restrykcyjnego aTaql (24 h,
65°C). W przypadku wystepowania allelu G produkt (148 pz) byl trawiony na
fragmenty o dlugos$ciach 123 pz i 25 pz, natomiast produkt odpowiadajacy wariatowi A
pozostawal niestrawiony.

4.2.2.5.2. Badanie polimorfizmu zlokalizowanego w regionie promotorowym w
pozycji -144 (C>A; rs10117466).

Badajac polimorfizm genu FCNI, zlokalizowany w pozycji -144, stosowano metode

PCR-RFLP. Sekwencje wykorzystanych do tej reakcji starterow oraz warunki jej

przebiegu przedstawiono nize;j.
Starter ,, forward”: 5’- TGAAGAGTCCCCCAGCTCT -3°
Starter ,, reverse”: 5°- GGAAACATCCTTTGAGATGGC-3’

Warunki amplifikacji:
L. Wstepna denaturacja 95°C 3 min
II. Przyltaczanie starteréw 59°C  30s
II1. 35 cykli:
Wydhuzanie 72°C  30s
Denaturacja 95°C  30s
Przytaczanie starterow 59°C  30s
IV.  Koncowe wydtuzanie 72°C 3 min
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Produkt PCR o dlugosci 150 pz poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego, BsuRI
(Haelll) w temperaturze 37°C (24 h). Wspomniana restryktaza trawita produkt
odpowiadajacy wariantowi C na dwa fragmenty (130 pz i 20 pz). Produkt PCR
specyficzny dla wariantu A byt niewrazliwy na dziatanie enzymu.

4.2.2.6. Badanie wybranych polimorfizméw genu FCN2

Polimorfizm zlokalizowany w pozycji: -64 A>C (region promotorowy, 1s78654553),
badano za pomocg PCR z wykorzystaniem allelospecyficznych starterow, natomiast w
przypadku polimorfizmu w pozycji -4 A>G (region promotorowy, rsl7514136)
zastosowano technike PCR-RFLP. Metody te zostaly opracowane w Pracowni
Immunobiologii Zakazen Instytutu Biologii Medycznej PAN [358].

4.2.2.6.1. Badanie polimorfizmu zlokalizowanego w regionie promotorowym,
w pozycji -64 (A>C; rs78654553)

Badajac polimorfizm genu FCN2, zlokalizowany w pozycji -64, prowadzono dwie
reakcje amplifikacji. W kazdej z nich stosowano 0,4 puM startera ,,forward”, 0,1 uM
startera kontrolnego ,,reverse” (wspdlne dla obu reakcji) oraz 0,4 uM startera ,,reverse”,
specyficznego dla allelu A lub C. Sekwencje wspomnianych starteréw przedstawiono
nizej.

Starter “forward”: 5’-CACAAGCAAGTCAGCCTGTT-3’

Starter kontrolny “reverse”: 5’-CAGCTTTCAGGGACGAGAAG-3’

Starter “reverse”, specyficzny dla wariantu A:

5’-GGCTAGAGAAGCCAGCCTTACT-3’

Starter “reverse”, specyficzny dla wariantu C:

5’-GGCTAGAGAAGCCAGCCTCCCG-3’

Warunki amplifikacji:
L. Wstepna denaturacja 95°C 3 min
II. 35 cykli:
Denaturacja 95°C 30s
Przyltaczanie starteréw 62°C 30s
Wydhuzanie 72°C 15s
II1. Koncowe wydtuzanie 72°C 5 min
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O obecnosci danego wariantu (A lub C) w badanej probie DNA $wiadczyl produkt o
dtugosci 207 pz, natomiast o prawidtowosci wykonania doswiadczenia produkt o
dhugosci 399 pz, powstajacy dzigki zastosowaniu startera kontrolnego, niezaleznie od

genotypu.

4.2.2.6.2. Badanie polimorfizmu zlokalizowanego w regionie promotorowym, w
pozycji -4 (A>G; rs17514136)

W badaniach polimorfizmu genu FCN2 w pozycji -4 wykorzystywano reakcje
amplifikacji, przy zastosowaniu starterow o sekwencjach:

Starter “forward”: 5’-GAGCAGCCCTGGAGATGAT-3’

Starter “reverse”: 5’-AGAAGTTTCCAGGAGGAGGC-3’

Warunki amplifikacji:
L. Wstepna denaturacja 95°C 3 min
IL. 35 cykli:
Denaturacja 95°C 30s
Przytaczanie starterow 63°C 30s
Wydhuzanie 72°C 15s
.  Koncowe wydtuzanie 72°C 5 min

Powstajacy produkt o dtugosci 296 pz, poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego
Mboll, w temperaturze 37°C przez 24 h. W przypadku, gdy w badanej prébie
wystepowal wariant polimorficzny A, otrzymywano trzy fragmenty, o dlugosciach: 80
pz, 88 pz i 128 pz. Obecno$¢ wariantu G zwigzana byta z utratg jednego z miejsc
wrazliwych na trawienie, w zwiazku z czym, pod wpltywem stosowanego enzymu
powstawaty dwa fragmenty (88 pz i 208 pz).

4.2.2.7. Badanie wystepowania mutacji +1637delC genu FCN3 (rs28357092)

Do badania wystgpowania mutacji +1637delC genu FCN3 stosowano metod¢ PCR-
RFLP, wedlug procedury opisanej przez Michalskiego 1 wsp. [217]. W reakcji
amplifikacji wykorzystano startery o sekwencjach:

Starter ,, forward”: 5’-GATCACATGGTGTTGGGTGT-3’

Starter ,, reverse”: 5’-TTCACTCTTTTCACCCAGGC-3’

95



Warunki amplifikacji:

L. Wstepna denaturacja 98°C 3 min
IL. 35 cykli:
Denaturacja 98°C 30s
Przytaczanie starterow 61°C  40s
Wydhuzanie 72°C  40s
.  Koncowe wydtuzanie 72°C 3 min

Produkt PCR (650 pz) poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego Apal (1 h, 37°C).
W przypadku braku badanej mutacji, otrzymywano fragmenty o dtugosciach 266 pz 1
384 pz, podczas gdy produkt odpowiadajacy wariantowi z delecja pozostawal
niestrawiony.

4.2.2.8. Badanie polimorfizméw genéw kodujacych wybrane receptory Toll
podobne oraz bialko adaptorowe TIRAP/Mal

Badania wybranych polimorfizméw genéw kodujacych receptory Toll-podobne jak
réwniez biatko adaptorowe TIRAP/Mal prowadzano za pomocg analizy polimorfizmu
dtugosci fragmentow restrykcyjnych (PCR-RFLP).

4.2.2.8.1. Badanie polimorfizmu genu 7LR2, zlokalizowanego w pozycji +2258
(G>A; Arg753Gln; rs5743708)

Celem oznaczenia wystepowania wariantow polimorficznych G i/lub A, proby DNA
amplifikowano przy uzyciu metody opisanej przez Schroder 1 wsp. [359].
Wykorzystywano startery o sekwencjach:

Starter ,,forward”: 5’-GCCTACTGGGTGGAGAACCT-3’

Starter ,,reverse”: 5’-GGCCACTCCAGGTAQGTCTT-3’

Warunki w jakich przebiegala reakcja:

L. Wstepna denaturacja 95°C 10 min
II. 30 cykli:
Denaturacja 95°C  30s
Przytaczanie starterow 55°C  30s
Wydtuzanie 72°C  25s
II1. Koncowe wydluzanie 72°C 5 min
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Produkt PCR o dlugosci 340 pz poddawano dziataniu enzymu restrykcyjnego Ssil
(Acil) (24 h w temperaturze 37°C). Enzym ten trawit produkt odpowiadajacy
wariantowi G w dwoéch miejscach, co skutkowato otrzymaniem trzech fragmentow o
dhugosciach 227 pz, 75 pz 1 38 pz. Obecno$¢ wariantu A powodowala utrat¢ jednego
miejsca restrykcyjnego, w wyniku czego powstawaty fragmenty o dlugosciach 302 pz 1
38 pz.

4.2.2.8.2. Badanie polimorfizmu genu 7TLRI, zlokalizowanego w pozycji +1805
(T>G; Ile602Ser; rs5743618)

W badaniach omawianego polimorfizmu stosowano metod¢ opisang przez Selvaraja i
wsp. [328]. Zastosowano pary starterow, ktorych sekwencje przedstawiono nizej:
Starter ,,forward”: 5’-GGAAAGTTATAGAGGAACCCT-3’

Starter “reverse”: 5’-CTTCACCCAGAAAGAATCGTGCC-3’

Warunkcji amplifikacji:
L. Wstepna denaturacja 95°C 5 min
II. 35 cykli:
Denaturacja 95°C 30s
Przyltaczanie starteréw 55°C 30s
Wydtuzanie 72°C 30s
II1. Koncowe wydtuzanie 72°C 2 min

Produkt PCR o dlugosci 280 pz poddawano dziataniu enzymu Alul (24 h, 37°C).
Endonukleaza ta trawita produkt odpowiadajacy wariantowi T na dwa fragmenty (129
pz oraz 151 pz), podczas gdy produkt odpowiadajacy wariantowi G pozostawal
niestrawiony.

4.2.2.8.3. Badanie polimorfizmu genu 7LR6, zlokalizowanego w pozycji +745
(C>T; Ser249Pro; rs5743810)

Celem oznaczenia wystepowania wariantow polimorficznych C 1 T préby DNA
amplifikowano przy uzyciu pary starteréw o sekwencjach podanych nizej [328]:

Starter “forward”: 5’-GCATTTCCAAGTCGTTTCTATGT-3"

Starter “reverse”: 5’-GCAAAAACCCTTCACCTTGTT-3’
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Warunki amplifikacji:

L. Wstepna denaturacja 95°C 5 min
IL. 35 cykli:
Denaturacja 95°C  30s
Przytaczanie starterow 63°C 30s
Wydhuzanie 72°C  30s
I11. Koncowe wydhuzanie 72°C 2 min

Uzyskany produkt PCR o dhlugosci 210 pz poddawano dziataniu restryktazy Avall
(24 h, 37°C). Wspomniany enzym rozpoznawal miejsce wrazliwe w produkcie
odpowiadajagce wariantowi C, w wyniku czego powstawaty fragmenty o dtugosciach
160 pz oraz 50 pz. W przypadku wystepowania wariantu T, produkt amplifikacji nie
ulegat trawieniu.

4.2.2.8.4. Badanie polimorfizmu genu 7LR4, zlokalizowanego w pozycji +896
(A>G; Asp299Gly; rs4986790)

Polimorfizm genu 7LR4 w pozycji +896 badano metoda opisang przez Lorenz i wsp.
[360]. W reakcji PCR stosowano startery o sekwencjach:

Starter ,,forward”: 5-GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3’

Starter ,,reverse”: 5’-GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3’

Warunki amplifikacji:
L. Wstepna denaturacja 95°C 4 min
II. 30 cykli:
Denaturacja 95°C  30s
Przytaczanie starterow 55°C  30s
Wydtuzanie 72°C  30s
II1. Koncowe wydtuzanie 72°C 10 min

Produkty amplifikacji (249 pz) trawiono wykorzystujac endonukleazg¢ Ncol (24 h,
37°C). Produkt odpowiadajacy allelowi A nie posiadal miejsca restrykcyjnego dla
wspomnianego enzymu, natomiast produkt specyficzny dla wariantu G ulegat

trawieniu, w wyniku czego otrzymywano fragmenty o dtugosciach 226 pz i 23 pz.
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4.2.2.8.5. Badanie polimorfizmu genu 7IRAP, zlokalizowanego w pozycji +975
(C>T; Ser180Leu; rs8177374)

W badaniach polimorfizmu genu 77/RAP stosowano metod¢ PCR-RFLP, opisang przez
Selvaraja i wsp. [328]. Wykorzystywano startery o sekwencjach:

Starter ,,forward”: 5’-TGCTCATCACGCCGGGCTTCCTT-3’

Starter ,,reverse”: 5’-TAGGCAGCTCTGCTGAGGTCC-3’

Reakcje amplifikacji prowadzono w warunkach:

L. Wstepna denaturacja 95°C 5 min
II. 35 cykli:
Denaturacja 95°C 30s
Przyltaczanie starterow 62°C  30s
Wydhuzanie 72°C  30s
II1. Koncowe wydluzanie 72°C 2 min

Produkt PCR o dlugosci 127 pz poddawano trawieniu enzymem restrykcyjnym
Hpy188I (24 h, 37°C), w wyniku dziatania ktorego, w przypadku formy odpowiadajace;]
wariantowi C powstawaly dwa fragmenty (106 pz oraz 21 pz). Produkt
charakterystyczny dla wariantu T byt oporny na trawienie wspomniang endonukleaza.
4.2.3. Metody immunologiczne

Oznaczenia st¢zen biatek 1 aktywnosci kompleksow MBL-MASP-1 oraz MBL-MASP-
2 wykonywano za pomocg ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) i testow
fluorescencji.

Inkubacje (za wyjatkiem optaszczania ptytek titracyjnych) prowadzono w komorze
wilgotnej przy delikatnym wstrzasaniu, wykorzystujac inkubator Unimax 1010
(Heidolph). Do ptukania ptytek pomigdzy poszczegdlnymi etapami zazwyczaj uzywano
bufor TBS-Ca zawierajacy 0,05% Tween 20; w przypadkach uzycia innego buforu
zamieszczono odpowiedni opis.

4.2.3.1. Oznaczanie st¢zenia lektyny wigzacej mannoze¢ (MBL) w surowicy

Stezenie lektyny wigzacej mannoz¢ w surowicy badano stosujgc metode ELISA opisang
przez Cedzynskiego i wsp. [83]. Plytki titracyjne Maxisorp U96 (Nunc) optaszczano
roztworem mannanu drozdzowego (Sigma Aldrich) w buforze wegglanowym (250
pg/ml, 50 pl na studzienke) i inkubowano 18 h w temperaturze 4°C. Nastepnie

blokowano miejsca niewysycone antygenem za pomoca 1% roztworu BSA w buforze
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TBS-Ca (200 upl/studzienke, 37°C, 2 godziny), ptukano 1 nanoszono badane proby
surowicy, rozcienczone wstepnie 1:200 w 1% roztworze BSA w buforze imidazolowym
(50 pl/studzienke). Jako wzorzec uzywano surowic¢ zdrowego dawcy o znanym
stezeniu MBL (2000 ng/ml). Ptytki z naniesionymi probami inkubowano dwie godziny
w temperaturze 37°C, a nastepnie przez noc w temperaturze 4°C. Do detekcji lektyny
wykorzystywano swoiste mysie przeciwciata monoklonalne (rozcienczenie 1:2000 w
1% roztworze BSA w ,buforze do Ab”, klon HYB 131-01, BioPorto) oraz
drugorzgdowe krolicze przeciwciata przeciwko mysim immunoglobulinom znakowane
peroksydaza chrzanowa (Dako, rozcienczenie: 1:1000 w ,,buforze do Ab” z dodatkiem
1% BSA, 50 ul/studzienke). Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C (odpowiednio
2 h1i1 h). Po kazdej inkubacji ptytki trzykrotnie ptukano. Jako substrat dla peroksydazy
uzywano roztwor ABTS w buforze substratowym (2 mg/ml), z dodatkiem 0,025% H>O>
(50 pl/studzienke, 30 min, 37°C, w ciemnosci). Reakcje barwng hamowano za pomoca
2% roztworu kwasu szczawiowego (50 pl/studzienke). Absorbancj¢ odczytywano przy
uzyciu czytnika Benchmark Plus (BioRad), przy dtugosci fali 405 nm.

4.2.3.2. Oznaczanie aktywnosci kompleksow lektyny wiazacej mannoz¢ z proteaza
serynowga MASP-1 (MBL-MASP-1) w surowicy

Aktywno$¢ kompleksow MBL-MASP-1 oznaczano za pomocg oceny zdolnosci
trawienia syntetycznego substratu dla MASP-1 (VPR-AMC, Bachem), w tescie
fluorescencji [361]. W tym celu, biale ptytki Microfluor (Nunc) optaszczano roztworem
mannanu drozdzowego (1 mg/ml, 50 pl/studzienke) w buforze weglanowym 1
inkubowano 18 h w temperaturze 4°C. Miejsca niewysycone antygenem blokowano
buforem blokujacym (200 pl/studzienkg, 2 h w temperaturze 37°C), po czym ptytki
ptukano buforem phluczacym i nanoszono badane préby surowicy, rozcienczone w
buforze do rozcienczen w stosunku 1:10 (100 pl/studzienke). Inkubacje prowadzono
24 h w temperaturze 4°C. Nastepnie plytki plukano buforem o wysokiej sile jonowej 1
nanoszono 0,1 mM roztwdr substratu VPR-AMC w buforze substratowym (100
ul/studzienke). Sktad buforow uzywanych w tym tescie podano w podrozdziale 4.1.7.2.
Pomiaru fluorescencji dokonywano przy dlugosciach fali 355 nm/460 nm w czasie
1 godziny co 30 s, wykorzystujac do tego celu czytnik wielofunkcyjny Varioscan Flash
(Thermo Fisher Scientific). Wzorzec stanowita surowica zdrowego dawcy o znanym
stezeniu MBL (2000 ng/ml) i przyjetej umownie jako 1000 mU/ml aktywnos$ci
kompleksow MBL-MASP-1.
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4.2.3.3. Oznaczanie aktywnosci kompleksow lektyny wigzacej mannoze z proteazg
serynowa MASP-2 (MBL-MASP-2) w surowicy

Aktywnos$¢ komplekséw MBL-MASP-2 oznaczano oceniajac zdolnos¢ MASP-2 do
trawienia skladnika C4 metoda ELISA opisang przez Petersena i wsp. [362],
z modyfikacjami zaproponowanymi przez Swierzko i wsp. [75]. Plytki titracyjne
Maxisorp U96 (Nunc) optaszczano roztworem mannanu drozdzowego (10 pg/ml)
w buforze weglanowym (50 pl/studzienke, 4°C, 24 h), po czym plukano i miejsca
niewysycone blokowano 0,1% roztworem BSA w TBS-Ca (200 pl/studzienke, 2 h
w temperaturze 37°C). Nastgpnie, nanoszono proby surowicy (50 pl/studzienke),
rozcienczone 1:400 w buforze o wysokiej sile jonowej (,,bufor wigzacy MBL”), co
zapewnia Srodowisko reakcji uniemozliwiajace aktywacje dopeilniacza na drodze
klasycznej a takze powoduje inaktywacje endogennego C4. Po 24 h inkubacji
w temperaturze 4°C, ptytki plukano i nanoszono na nie surowic¢ zdrowego dawcy
bedacg zrodlem C4 (50 pl/studzienke, rozcienczong 1:4000 w buforze TBS z dodatkiem
0,05% Tween) i inkubowano ptytki 2 h w temperaturze 37°C. Po etapie plukania
dodawano krolicze przeciwciata przeciwko produktom aktywacji sktadnika C4 (Cé4c,
Dako), rozcienczone 1:2000 w ,buforze do Ab” z dodatkiem 1% BSA (50
ul/studzienke)

1 kontynuowano inkubacj¢ w tych samych warunkach. Po ponownym ptukaniu,
nanoszono kozie przeciwciala przeciwko immunoglobulinom kréliczym, znakowane
peroksydaza chrzanowga (Dako), rozcienczone 1:1000 w 1% rozworze BSA w ,,buforze
do Ab” (50 pl/studzienke) i inkubowano plytki 1 h w temperaturze 37°C. Substratem
dla peroksydazy byl ABTS (roztwor 2 mg/ml w buforze substratowym, z dodatkiem
0,025% H202, 50 pl/studzienke). Inkubacj¢ prowadzono w ciemnosci (30 min,
w temperaturze 37°C). Reakcje barwng hamowano przy uzyciu 2% roztworu kwasu
szczawiowego (50 pl/studzienkg). Wzorzec stanowita surowica zdrowego dawcy o
znanym ste¢zeniu MBL (2000 ng/ml) i przyjetej umownie jako 1000 mU/ml aktywnosci
kompleksow MBL-MASP-2. Absorbancj¢ odczytywano przy dlugosci fali 405 nm
wykorzystujac czytnik Benchmark Plus (BioRad).

4.2.3.4. Badanie stezenia bialka surfaktantu plucnego SP-D w surowicy

Stezenie kolektyny SP-D w badanych probach surowicy oceniano za pomoca
dostepnego komercyjnie testu SP-D Human ELISA kit firmy Hycult. Wszystkie etapy
testu prowadzono w temperaturze pokojowej, pomiedzy inkubacjami ptytki plukano

czterokrotnie buforem ,,Wash buffer”. Przed przystgpieniem do badan dotgczone do
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zestawu ,,Wash buffer” oraz ,,Dilution buffer” rozcienczano, zgodnie z zaleceniami
producenta, wodg demineralizowang (odpowiednio 40x 1 10x). Proby badane
rozcienczano w uprzednio przygotowanym ,Dilution buffer” w stosunku 1:10,
natomiast dolaczony do zestawu ,,Standard” rozcienczono zgodnie z zaleceniami
producenta. Nastgpnie, proby surowicy i1 ,,Standard” nanoszono na plytke (100
ul/studzienkg) 1 inkubowano 1 h. W kolejnym etapie dodawano przeciwciato
pierwszorzedowe (,, Tracer biotynylated”), rozcienczone wedtug wskazan producenta w
,Dilution buffer” (100 ul/ studzienkg¢) i prowadzono inkubacje przez kolejna godzing.
Nastepnie, do studzienek nanoszono ,,Streptavidin-peroxidase” (100 pl/studzienke),
rozcienczong wstepnie wg wskazan producenta w buforze ,Dilution buffer” 1
inkubowano jak wyzej, po czym dodawano substrat ,,TMB” (100 pl/studzienke).
Inkubacje kontynuowano w ciemnos$ci przez 30 min, po czym hamowano reakcje
barwng dodajac 100 pl ,,Stop solution” 1 mierzono absorbancj¢ za pomocg czytnika
Benchmark Plus (BioRad), przy dtugosci fali 450 nm.

4.2.3.5. Oznaczanie st¢zenia fikoliny-1 w surowicy

Do oznaczania st¢zenia fikoliny-1 w badanych probach wykorzystano metod¢ TRIFMA
(ang. time-resolved immunofluorometric assay) opisang przez Wittenborn i wsp. [168].
Biate ptytki titracyjne Optiplate 384 (PerkinElmer) optaszczano swoistym
przeciwcialem monoklonalnym (klon 7G1, 0,5 pg/ml, 20 pl/studzienke) rozcienczonym
w PBS i inkubowano 18 h w temperaturze 4°C. Przeciwciala otrzymano dzigki
uprzejmosci Prof. Jensa C. Jenseniusa (Aarhus University, Dania). W kolejnym etapie,
miejsca niewysycone przeciwcialami blokowano za pomoca 0,1% roztworu BSA w
buforze TBS-Ca (100 pl/studzienke, 2 h, 37°C). Do studzienek nanoszono nast¢pnie
proby badane, rozcienczone w buforze do rozcienczania surowicy, sktad ktorego
podany zostal w podrozdziale 4.1.7.2 1 inkubowano ptytki przez noc w temperaturze
4°C. Do detekcji zwigzanej fikoliny-1 uzywano biotynylowanych przeciwciat (klon
7G1, 0,5 pg/ml w ,,buforze do Ab” z dodatkiem 0,1% BSA, 20 pl/studzienke). Po
dwugodzinnej inkubacji w temperaturze 37°C nanoszono roztwoér streptawidyny
znakowanej europem (1:1000 w buforze do jej rozcienczania z dodatkiem 0,05%
Tween 20 oraz 10 mM EDTA, 20 pl/studzienke) i kontynuowano inkubacj¢ (1 h,
37°C). Pomigdzy wspomnianymi etapami, plytki ptlukano buforem TBS-Ca z
dodatkiem 0,05% Tween. W celu wzmocnienia sygnalu stosowano ,,Enhancement
solution” w objetosci 20 pl/studzienke (30 min) a nastepnie mierzono fluorescencje

przy dlugosciach fali 340 nm/615 nm uzywajac czytnika Varioscan Flash. Wzorzec
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stanowita surowica pochodzaca od zdrowego dawcy, o stezeniu fikoliny-1 wynoszacym
800 ng/ml.

4.2.3.6. Oznaczanie st¢zenia fikoliny-2 w surowicy

W celu oznaczenia st¢zenia fikoliny-2 w surowicy wykorzystano metod¢ opisang przez
Kilpatricka 1 wsp. [192], po modyfikacji. Biate ptytki titracyjne Optiplate 384
(PerkinElmer) optaszczano swoistymi monoklonalnymi przeciwciatami (klon GN4, 1,8
ug/ml w buforze PBS, 20 ul/studzienke). Przeciwciala te otrzymano dzigki uprzejmosci
Prof. Misao Matsushity (Tokai University, Japonia). Po 24 h inkubacji w temperaturze
4°C ptytki ptukano buforem ptuczacym i blokowano za pomocg TBS-Ca z dodatkiem
0,1% BSA (2 h, 37°C, 100 pul/studzienke¢). Nastepnie, nanoszono badane proby
surowicy, rozcienczone 1:100 w buforze do rozcienczen, ktoérego sktad podano w
podrozdziale 4.1.7.2. i inkubowano plytki przez noc, w temperaturze 4°C. W celu
wykrycia zwigzanego bialka wykorzystywano przeciwciata monoklonalne (klon GNS)
znakowane biotyng (réwniez otrzymane od Prof. Misao Matsushity) (0,5 pg/ml w 0,1%
roztworze BSA w buforze do rozcienczania przeciwciat, 20 pl/studzienke). Po dwoch
godzinach inkubacji w temperaturze 37°C dodawano streptawidyne znakowang
europem (1:1000 w buforze TBS z dodatkiem 0,05% Tween 20 oraz 10 mM EDTA, 20
ul/studzienke) 1 kontynuowano inkubacje (1 h, 37°C). W celu wzmocnienia sygnatu
stosowano ,,Enhancement solution” (20 pl/studzienke, 30 min). Fluorescencje (przy
dlugosciach fali 340 nm/615 nm) oceniano za pomoca czytnika Varioscan Flash.
Wzorzec stanowita surowica pochodzaca od zdrowego dawcy, o st¢zeniu fikoliny-2
wynoszacym 3900 ng/ml.

4.2.3.7. Oznaczanie st¢zenia fikoliny-3 w surowicy

W celu oznaczenia stezenia fikoliny-3 w surowicy wykorzystano metode opisang przez
Michalskiego 1 wsp. [207, 217]. Ptytki titracyjne Maxisorp U96 (Nunc) oplaszczano
roztworem LPS Hafnia alvei PCM 1200 (otrzymanego dzi¢ki uprzejmosci Prof. Jolanty
Lukasiewicz z Instytutu Immunologii 1 Terapii Do§wiadczalnej PAN, Wroctaw) w PBS
(5 pg/studzienke) 1 inkubowano przez noc w temperaturze 4°C, a nastgpnie
niewysycone miejsca blokowano 1% roztworem BSA w TBS-Ca (2 h, 37°C). Badane
préby surowicy rozcienczano 1:800 w 1% roztworze BSA w buforze o wysokiej sile
jonowej (,,MBL binding buffer”) i nanoszono do studzienek (po 50 ul). Po 24 h
inkubacji w temperaturze 4°C dodawano mysie przeciwciata monoklonalne, klon 4HS5

(Hycult) rozcienczone 1:200 w ,,buforze do Ab” (50 ul/studzienke) i inkubowano ptytki
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kolejne 2 h w temperaturze 37°C. Nast¢pnie nanoszono znakowane peroksydaza
chrzanowg krélicze przeciwciata skierowane przeciwko immunoglobulinom mysim
(Dako), rozcienczone 1:1000 w ,,buforze do Ab” (50 pl/studzienke) i kontynuowano
inkubacje (1 h, 37°C). Jako substrat dla enzymu wykorzystywano ABTS (Sigma-
Aldrich) (roztwér 2 mg/ml w buforze substratowym, z dodatkiem 0,025% H2O>, 50
ul/studzienkg). Barwng reakcje hamowano przy uzyciu 2% roztworu kwasu
szczawiowego. Wzorzec stanowita surowica zdrowego dawcy o znanym st¢zeniu
fikoliny-3 (25 pg/ml). Absorbancje¢ odczytywano za pomoca czytnika Benchmark Plus,
przy dtugosci fali 405 nm.

4.2.4. Analiza statystyczna wynikow

Czestosci  wystepowania  badanych  genotypow w  poszczegdlnych  grupach
poréwnywano za pomocg testu x2. Analiz¢ rozpoczynano od utworzenia tabeli 3x2, gdy
w tescie otrzymano istotnos$¢ statystyczng nizszg niz 0,05, poszczegdlne genotypy
poréwnywano w tabelach 2x2. Postugujac si¢ testem y2 poroOwnywano rowniez
czgstosci wystepowania alleli badanych polimorfizméw pomigdzy grupami. Szansy
wystapienia danego zdarzenia w porownywanych grupach okreslano za pomocg ilorazu
szans (ang. odds ratio, OR). Stezenia oraz aktywnos$ci badanych biatek w dwodch
grupach niezaleznych poréwnywano wykorzystujac test U Manna-Whitneya. Czestos¢
wystepowania wysokich 1 niskich st¢zen oraz aktywnosci badanych czynnikow
porownywano wykorzystujac test 2. Korelacje oznaczano przy uzyciu testu Rang
Spearmana. Zmiany stezenia badanych czynnikoéw odpornosci w trakcie leczenia (przy
dwukrotnych pobraniach préb) analizowano za pomocg testu kolejnosci par Wilcoxona.
Rdznice uznawano za istotne statystycznie, gdy p<0,05. Potencjal r6znicujacy badanych
biatek oceniano analizujac krzywa ROC, indeks Yudena oraz regresje logistyczna. Do
analiz wykorzystywano program GraphPad Prism 6.

104



5. Wyniki

5.1. Charakterystyka grup badanych

Do grupy chorych (TB) zostaty zaklasyfikowane osoby, u ktorych mikrobiologicznie 1
radiologicznie potwierdzono gruzlice ptuc. Zgromadzono 434 proby surowicy oraz
DNA. Wybrane dane (wiek, pte¢) przedstawiono w tabeli 10. Grup¢ odniesienia (grupa
kontrolna, C; n=250) stanowily osoby zdrowe, niezglaszajagce w wywiadzie historii
cigzkich/nawracajacych choréb zakaznych, choréb z autoagresji i nowotwordéw. Srednia
wieku w grupie C byla istotnie nizsza niz w grupie TB (p<0,0001). Sredni wiek kobiet
chorujacych na gruzlice nie réznit si¢ od wieku pacjentéw ptci meskiej, natomiast w

przypadku grupy kontrolnej rdznica byla istotna statystycznie (p<0,0001).

Tabela 10. Charakterystyka grup pacjentow z potwierdzong gruzlica ptuc (TB) oraz
zdrowych ochotnikow (C).

Grupa Liczebnos$¢ Wiek (w latach)
$rednia +SD zakres
TB 434 54 16,2 18-94
kobiety 155 54 194 18-94
mezezyzni 279 54 14,1 20-93
C 250 41 9,7 18-75
kobiety 100 49 8,0 18-75
mezezyzni 150 36 7,4 23-64

SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

5.2. Badanie stezenia lektyny wigzacej mannoz¢ (MBL) w surowicy oraz
polimorfizmoéow genu MBL?2

5.2.1. Badanie stezenia aktywnej lektyny wigzacej mannoze¢ (MBL) w surowicy
Stezenie MBL w surowicy okreslano za pomoca funkcjonalnego testu ELISA,
pozwalajacego na wykrycie biologicznie aktywnych czasteczek tej lektyny, zdolnych
do rozpoznania i przytaczania si¢ do mannanu Saccharomyces cerevisiae. Zbadano
proby otrzymane od 432 osoéb, u ktérych rozpoznano gruzlice ptuc oraz od 239
zdrowych ochotnikow. Stezenia lektyny wigzacej mannoz¢ w grupie pacjentow
(mediana: 1741 ng/ml; zakres 0-17788 ng/ml) byly znaczaco wyzsze w poréwnaniu z
grupa oséb zdrowych (mediana: 747 ng/ml; zakres 0-3829 ng/ml), p<0,0001 (test U

Manna-Whitneya). Uzyskane dane przedstawiono na ryc. 17.
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Ryc. 17. Porownanie stezen MBL w surowicy pacjentoéw chorych na gruzlice (TB) oraz
0sob zdrowych (C). Na wykresie przedstawione zostaty warto$ci indywidualne oraz

mediany stezen (czerwone linie).

Nie zaobserwowano znaczacych statystycznie roznic czgstosci wystgpowania
ilosciowego niedoboru MBL (st¢zenie ponizej 100 ng/ml) pomiedzy analizowanymi
grupami. U pacjentéw leczonych z powodu gruzlicy istotnie czgsciej (p<0,0001)
wystepowaty wysokie st¢zenia MBL (>2399 ng/ml; warto$¢ odpowiadajgca 90.
centylowi wyznaczonemu dla grupy kontrolnej). Czgsto$¢ wystepowania niskich 1

wysokich st¢zen przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Poroéwnanie czesto$ci wystgpowania niskich i wysokich stezen MBL w

grupie badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Grupa
Istotnosé OR
Stezenie MBL TB C
statystyczna (95% CI)
n (%) n (%)
58 34 0,94
<100 ng/ml (niedobor) p=0,8
(13,4) (14.2) (0,59-1,48)
172 23 6,9
>2399 ng/ml p<0,0001
i (39.8) (9:6) (4,35-10,92)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)
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Istotne statystycznie rdznice zaobserwowano roOwniez poréwnujac stezenie MBL w
zaleznosci od ptci badanych osob. Wsrdd pacjentow, mediana byta znaczgco wyzsza w
grupie me¢zczyzn (1910 ng/ml wobec 1443 ng/ml wérdd kobiet, p=0,03). W grupie
kontrolnej zaobserwowano przeciwng zalezno$¢ (mediany, odpowiednio: 602 ng/ml i
987 ng/ml, p=0,02). Porownujac dane uzyskane dla osob tej samej pici, obserwowano

wyrazne roznice pomig¢dzy grupami TB i C (ryc. 18, tabela 12).
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Ryc. 18. Stgzenia MBL w probach surowicy mezczyzn (M) 1 kobiet (K)

zakwalifikowanych do grupy badanej (TB) i1 kontrolnej (C). Wykres przedstawia

warto$ci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).

Zaobserwowano znaczgcg korelacje stezenia omawianego biatka z wiekiem w grupie C,
lecz nie w grupie oséb chorych (TB) (ryc. 19). Analiza uzyskanych wynikow w
zaleznosci od wieku, w wiekszosci przypadkow potwierdzita wspomniane rdznice
stezen (ryc. 20, 21). Stezenia MBL u mezczyzn chorych na gruzlice w obu
analizowanych grupach wiekowych byly znaczaco wyzsze niz u mezczyzn
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (ryc. 21). Jednakze, wsrdd kobiet, ktore
ukonczyly 40 lat, mediana wyznaczona dla chorych na gruzlice ptuc nie roznita si¢
znaczaco od tej, uzyskanej dla przedstawicielek grupy odniesienia (tabela 12). W
przypadku kobiet mtodszych, mimo znacznie wyzszej mediany w grupie pacjentek,
réznica rowniez nie przekroczyta progu istotnosci statystycznej (p=0,13), co
przypuszczalnie wynika z niewielkiej liczebnosci oséb zdrowych w tej grupie wiekowej

(tabela 12).
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Tabela 12. Stezenia MBL w surowicy osob zakwalifikowanych do grupy badanej (TB)

oraz kontrolnej (C).

Stezenie MBL (ng/ml) Istotnos¢
Grupa TB Grupa C statystyczna

n 432 239

ogélem mediana 1741 747 p<0,0001
srednia 2339 978
zakres 0-17788 0-3829
n 78 113

<40 r.z. mediana 1963 602 p<0,0001
srednia 2521 828
zakres 0-17788 0-2971
n 354 126

>40 r.z. mediana 1657 923 p<0,0001
srednia 2299 112
zakres 0-13471 0-3829
n 278 141

mezczyzni mediana 1910 602 p<0,0001
srednia 2475 903
zakres 0-13471 0-3829
n 40 110

mezczyzni <40 r.z. mediana 1975 613 p=0,0002
Srednia 2450 834
zakres 0-7791 0-2971
n 238 31

mezcezyzni >40 r.z. mediana 1873 479 p=0,003
srednia 2479 1147
zakres 0-13471 0-3829
n 154 98

Kobiety mediana 1443 987 p=0,02
srednia 2094 1086
zakres 0-17788 0-2846
n 38 5

kobiety <40 r.z. mediana 1911 198 p=0,13
srednia 2595 1153
zakres 0-17788 18-2828
n 116 93

kobiety >40 r.z. mediana 1173 1013 p=0,2
srednia 1930 1082
zakres 0-11708 0-2789

108




20000+
r=-0,04
¢ p=0,37
E 15000,
o) [ J
£
-
a1]
S 10000
0
c
(4]
N
&
®»  5000-
0_
0 20 40 60 80 100
wiek
B
20000-
r=0,13
. p=0,04
E 150001
O
£
-
m
= 10000-
()
=
O
>
2 5000-
0 . . .
0 20 40 60 80 100

wiek

Ryc. 19. Korelacje stezenia MBL w surowicy z wiekiem w grupie pacjentow (TB —
wykres A) oraz kontrolnej (C — wykres B). Wykresy przedstawiaja wartosci

indywidualne oraz linie trendu; r - wspotczynnik korelacji Spearmana.
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Ryc. 20. Porownanie stezen MBL w surowicy w grupie pacjentow (TB) oraz kontrolne;j
(C), w zaleznosci od wieku. Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz mediany

(czerwone linie).
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Ryc. 21. Poréwnanie stezeh MBL w surowicy, w grupie pacjentOw chorych na gruzlice
(TB) 1 kontrolnej (C) z uwzglednieniem wieku i pici badanych o0sob; M - mezczyzni,
K - kobiety. Wykres przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany st¢zen

(czerwone linie).
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5.2.2. Badanie polimorfizmow genu MBL?2, zlokalizowanych w eksonie 1 i regionie
promotorowym oraz ich wplywu na stezenie MBL w surowicy

Za pomocg metod PCR oraz PCR-RFLP okre§lono warianty polimorficzne genu MBL2
u 418 pacjentéw oraz 248 oséb zdrowych. W grupie TB, 257 0s6b bylo homozygotami
A/A, 145 - heterozygotami A/O, natomiast 16 — homo- lub heterozygotami O/O. W
grupie kontrolnej zanotowano 163 genotypy A/A, 78 A/O oraz 7 O/O (tabela 13).
Analiza statystyczna (test ¥*) nie wykazata znaczacych réznic czestosci wystepowania
wariantow polimorficznych O migdzy analizowanymi grupami. Réznic takich nie
zaobserwowano rowniez poréwnujac czgsto$¢ wystepowania poszczegolnych alleli: D,
B i1 C (odpowiadajacych polimorfizmom zlokalizowanym w kodonach 52, 54 oraz 57
eksonu 1 genu MBL2) (dane niezamieszczone). Uwzgledniajac SNP regionu
promotorowego, stwierdzono, ze genotypy YA/YA (zwigzane z najwyzszym st¢zeniem
aktywnej] MBL) w grupie chorych wystepuja rzadziej niz w grupie kontrolnej, lecz
réznica nie osiagneta istotnosci statystycznej (31% vs 37%, p=0,08). Czgstosé
wystepowania genotypow odpowiadajacych za niedobor MBL (LXA/O 1 O/O) nie
réznita si¢ pomigdzy analizowanymi grupami i wynosita w grupie TB 15%, natomiast

w grupie C - 10% (p=0,09).

Tabela 13. Czestos¢ wystepowania genotypoéw oraz alleli zwigzanych z polimorfizmami

zlokalizowanymi w eksonie 1 genu MBL2 w grupie pacjentow (TB) i kontrolnej (C).

Genotyp Allele (%)
OR Istotnos¢
Grupa | A/A | A/O | O/O | 2 | p* A O
(95% CI) | statystyczna
n (%) | n (%) | n(%) n (%) | n (%)
257 145 16 659 177
TB | (61,5) | (34,7) | (3,8) (78,8) | (21,2) 1,18
1,4 10,5 p=0,25
163 78 7 404 92 (0,9 -1,56)
C (65,7) | BLS) | (2,8) (81,5) | (18,5)

*- wartosSci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat

ufnosci (ang. confidence interval)

Okreslono rowniez wptyw badanych polimorfizméw na stezenie MBL w surowicy.
Zgodnie z oczekiwaniami, obecnos¢ wariantéw D, B lub C (O) eksonu 1 oraz wariantu
X regionu promotorowego genu MBL2 wptywata znaczaco na stezenie jego produktu
w surowicy. U nosicieli genotypdw YA/YA lub YA/XA obserwowano znaczaco

wyzsze stezenie tego biatka w surowicy, w poroOwnaniu z osobami, u ktérych
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oznaczono genotyp XA/XA lub co najmniej jeden allel O (tabela 14). Najwyzsze
mediany stezenh MBL obserwowano u nosicieli genotypu YA/YA (tabela 14). Z drugiej
strony, za wyjatkiem oso6b, u ktorych stwierdzono genotyp O/O (stosunkowo
nielicznych), warto$ci oznaczone w grupie TB byly znaczaco wyzsze niz u oséb

zdrowych o odpowiednich genotypach (tabela 14).

Tabela 14. Wplyw genotypu MBL2 na st¢zenie lektyny wigzacej mannoze (MBL) w

surowicy.
Genotyp Grupa TB Grupa € Istotnos$¢
MBL2 mediana (ng/ml) mediana (ng/ml) statystyczna
YA/YA 3714 1492 p<0,0001
YA/XA 2636% 960° p<0,0001
XA/XA 1368? 357°¢ p=0,003
YA/O 595°% 208° p<0,0001
0/0 15,52 0° p=0,2
XA/0+0/0 45 9¢ p=0,03

2 _p<0,0001 (vs YA/YA w grupie TB); °— p=0,004; ¢— p<0,0001 (vs YA/YA w grupie C)

5.2.3. Zmiany stezenia MBL w przebiegu leczenia

U 24 chorych zbadano po dwie proby surowicy, z ktérych pierwsza otrzymana byta z
krwi obwodowej bezposrednio po rozpoznaniu gruzlicy (tak jak u pozostatych
pacjentéw), natomiast druga — z krwi pobranej w trakcie leczenia (po kilku tygodniach
antybiotykoterapii). Zaobserwowano, ze u wickszosci badanych osob, stgzenie MBL
wyraznie wzrasta. Mediana wartosci uzyskanych dla pierwszego pobrania wynosita
2367 ng/ml, natomiast dla drugiego — 2771 ng/ml (p=0,002, test kolejnosci par
Wilcoxona). Wzrost stezenia MBL po podjeciu leczenia obserwowano przede
wszystkim u nosicieli genotypu A/A (mediana dla I pobrania: 3040 ng/ml; dla II
pobrania: 4138 ng/ml, p=0,003). W przypadku nosicieli genotypéw A/O oraz O/O
roznice stezenia MBL pomigdzy pobraniami nie przekroczyly progu istotnosci

statystycznej (odpowiednio 560 ng/ml i 683 ng/ml, p=0,09).
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Ryc. 22. Poroéwnanie stgzen MBL w surowicy pacjentdow chorych na gruzlicg phuc

przed podjeciem leczenia (I pobranie) i w trakcie antybiotykoterapii (II pobranie).

5.3. Badanie aktywnosci kompleksow MBL z proteaza serynowa MASP-2 w
surowicy oraz ocena wplywu polimorfizméw genu MBL2 na aktywnos¢ tych
kompleksow. Badanie wystepowania mutacji genu MASP2 i ocena jej
wplywu na aktywnos¢ kompleksow MBL-MASP-2.

5.3.1. Badanie aktywnos$ci kompleksow MBL-MASP-2 w surowicy

Zdolno$¢ kompleksow MBL-MASP-2 do trawienia sktadnika C4 dopetniacza
oznaczono w 428 probach surowicy pochodzacych od 0s6b chorych na gruzlice oraz
232 préobach otrzymanych od 0so6b zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Podobnie
jak w przypadku st¢zenia MBL, mediana otrzymana dla grupy TB (689 mU/ml) okazata
si¢ istotnie wyzszg niz warto$¢ uzyskana dla grupy C (301 mU/ml, p<0,0001, ryc. 23).

113



8000+
p<0,0001

6000 - .

2000+

aktywnos¢ MBL-MASP-2
(mU/ml)
S
3
]

Ryc. 23. Porownanie aktywnos$ci kompleksow MBL-MASP-2 w surowicy pacjentow
chorych na gruzlice (TB) oraz 0s6b zdrowych (C). Na wykresie przedstawione zostaly

warto$ci indywidualne oraz mediany aktywnosci (czerwone linie).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic czgstoSci wystepowania niskich
aktywnosci (<98 mU/ml, warto$ci odpowiadajacej 10. centylowi dla grupy kontrolnej).
Natomiast wysokie aktywno$ci kompleksow MBL-MASP-2 (>978 mU/ml, warto$¢
odpowiadajagca 90. centylowi dla grupy kontrolnej) wystgpowaty istotnie czesciej
(p<0,0001) wsrod pacjentow niz oséb zdrowych. Szczegotowe wyniki zaprezentowano

w tabeli 15.

Tabela 15. Porownanie czgsto$ci wystgpowania niskich 1 wysokich aktywno$ci MBL-

MASP-2 w grupie badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Grupa
Aktywno$¢ kompleksow B c Istotno$¢ OR
MBL-MASP-2 statystyczna (95% CI)
n (%) n (%)
43 22 1,06
<98 mU/ml p=0.8
(10,0) 9.5) (0,62-1,84)
168 24 5,6
>978 mU/ml p<0,0001
(39,3) (10,3) (3,57-8,76)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)
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Zarowno wsrdd chorujacych mezezyzn, jak 1 kobiet zanotowano wyzszg aktywnos$¢
kompleksow MBL-MASP-2, w poréwnaniu z mg¢zczyznami 1 kobietami
zakwalifikowanymi do grupy odniesienia. Wyniki zostaly przedstawione w tabeli 16
oraz na ryc. 24. Podobnie jak w przypadku stezenia MBL (ryc. 18), aktywnos$¢ jej
kompleksow z MASP-2 byta znaczaco wyzsza u pacjentdéw pici meskiej niz plei
zenskiej (ryc. 24).

W grupie kontrolnej uzyskano wynik przeciwny, wsérdd kobiet mediana byta wyzsza niz

w grupie me¢zczyzn (odpowiednio: 360 mU/ml i 275 mU/ml, p=0,04).
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Ryc. 24. Aktywnos$ci kompleksow MBL-MASP-2 w probach surowicy mezezyzn (M) i
kobiet (K) zakwalifikowanych do grupy badanej (TB) i kontrolnej (C). Wykres

przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany aktywnosci (czerwone linie)

Nie zanotowano znaczgcej statystycznie korelacji aktywnosci kompleksow MBL-

MASP-2 z wiekiem, zar6wno w grupie badanej jak 1 kontrolnej (ryc. 25 A, B).
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Tabela 16. Aktywnosci MBL-MASP-2 w surowicy osob zakwalifikowanych do grupy

badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Aktywno$¢ MBL-MASP-2 (mU/ml) Istotnos¢
Grupa TB Grupa C statystyczna

n 428 232

ogélem mediana 689 301 p<0,0001
Srednia 1023 443
zakres 0-5991 0-2349
n 77 112

<40 r.2. mediana 635 267 p=0,0003
Srednia 891 397
zakres 0-4542 0-2349
n 351 120

>40 r.z. mediana 714 348 p<0,0001
Srednia 1052 486
zakres 0-5991 0-1946
n 275 137

mezezyZni mediana 778 275 p<0,0001
Srednia 1133 407
zakres 0-4542 0-2349
n 40 107

mezezyzni <40 r.z. mediana 776 272 p=0,0005
Srednia 1073 398
zakres 0-4542 0-2349
n 235 30

mezezyzni >40 r.z. mediana 780 280 p=0,0001
Srednia 1143 440
zakres 0-4356 16-1599
n 153 95

kobiety mediana 508 360 p=0,04
Srednia 825 495
zakres 0-5991 0-1946
n 37 5

Kobiety <40 r.z. mediana 369 261 p=0,3
Srednia 694 383
zakres 60-3989 60-1124
n 116 90

kobiety >40 r.z. mediana 541 372 p=0,04
Srednia 867 501
zakres 0-5991 0-1946
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Ryc. 25. Korelacje aktywno$ci kompleksow MBL-MASP-2 w surowicy z wiekiem w
grupie pacjentow (TB — wykres A) oraz kontrolnej (C — wykres B). Wykresy
przedstawiajg warto$ci indywidualne 1 linie trendu; r - wspotczynnik korelacji

Spearmana.
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Po podziale na grupy wiekowe (<40 lat oraz >40 lat) nadal obserwowano znaczaco
wyzsze aktywnosci komplekséw MBL-MASP-2 w grupie pacjentow w poroOwnaniu z
grupa odniesienia. U oséb mlodszych, mediany wynosity: 635 mU/ml (pacjenci) oraz
267 mU/ml (grupa kontrolna, p=0,0003), podczas gdy u osob, ktore ukonczyty 40 rok
zycia, odpowiednio: 714 mU/ml oraz 348 mU/ml (p<0,0001). Nie stwierdzono

natomiast istotnych roznic zaleznych od wieku w poszczegdlnych grupach (ryc. 26).
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Ryc. 26. Pordwnanie aktywnosci komplekséw MBL-MASP-2 w surowicy, w grupie
pacjentow (TB) oraz kontrolnej (C), w zaleznosci od wieku. Wykres przedstawia

wartosci indywidualne oraz mediany (czerwone linie).

U pacjentéw ptci meskiej, w obu przedzialach wiekowych zanotowano znaczaco
wyzsze niz u zdrowych mezczyzn aktywnos$ci badanych kompleksow Mediany w
grupie do 40 lat wynosity 776 mU/ml (grupa TB) oraz 272 mU/ml (grupa C, p=0,0005),
natomiast w grupie osob starszych, odpowiednio 780 mU/ml oraz 280 mU/ml

(p=0,0001) (ryc. 27, tabela 16).
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Ryc. 27. Pordwnanie aktywnosci komplekséw MBL-MASP-2 w surowicy, w grupie
pacjentow chorych na gruzlicg (TB) i kontrolnej (C), z uwzglednieniem wieku 1 pici
badanych oséb; M - mezczyzni, K - kobiety. Wykres przedstawia wartosci

indywidualne oraz mediany stg¢zen (czerwone linie).

U kobiet, istotne roéznice pomig¢dzy grupami zaobserwowano tylko w przedziale
wiekowym >40 roku zycia. Mediana aktywnos$ci kompleksow MBL-MASP-2 w grupie
chorych wynosita 541 mU/ml, natomiast w grupie odniesienia — 372 mU/ml (p=0,04)
(ryc. 27, tabela 16). U mtodszych kobiet, mediany wynosity odpowiednio: 369 mU/ml
oraz 261 mU/ml (p=0,3). Rdznica nie przekroczyla progu istotnosci statystycznej, co
prawdopodobnie zwigzane jest ze stosunkowo niska liczebnoscig podgrup (pacjentki:
n=37; kobiety zdrowe: n=5). W grupie pacjentow >40 roku zycia, aktywnos$ci
kompleksow MBL-MASP-2 u mezczyzn okazaly si¢ istotnie wyzsze niz u kobiet
(p=0,02).

Zgodnie z oczekiwaniem, zaobserwowano istotng statystycznie korelacje pomiedzy
stezeniem MBL a aktywnos$cia jej kompleksow z MASP-2, zaréwno w grupie
pacjentow, jak i w grupie odniesienia (ryc. 28 A 1 B), niezaleznie od pici czy wieku

badanych osob (dane niezamieszczone).
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Ryc. 28. Zalezno§¢ pomigdzy stezeniem MBL i aktywno$cia kompleksow MBL-
MASP-2 w surowicy. A — w grupie 0sob chorych na gruzlice ptuc (TB); B — w grupie
kontrolnej (C). Wykresy przedstawiajg warto$ci indywidualne 1 linie trendu;

1 - wspolczynnik korelacji Spearmana.
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5.3.2. Wplyw polimorfizméw genu MBL2 na aktywno$s¢ kompleksow
MBL-MASP-2

Wystepowanie alleli typu O (odpowiadajacych polimorfizmom zlokalizowanym w
eksonie 1 genu MBL2), wplywa znaczaco nie tylko na stezenie MBL w surowicy, lecz
rowniez na aktywnos$¢ kompleksow MBL-MASP-2. Zaro6wno w grupie pacjentow, jak i
kontrolnej, istotnie wyzsze (p<0,0001) wartosci aktywnosci kompleksow
MBL-MASP-2 zaobserwowano u oséb bedacych homozygotami A/A w poroéwnaniu z
heterozygotami A/O i homo- lub heterozygotami O/O.
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Ryc. 29. Zalezno$¢ pomigdzy genotypem MBL2 1 aktywno$cig kompleksow MBL-
MASP-2 w grupie 0sob chorych na gruzlice (TB) oraz kontrolnej (C). Wykres

przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany (czerwone linie).

Znaczaco wyzsze niz u przedstawicieli grupy kontrolnej aktywnosci kompleksoéw
MBL-MASP-2 obserwowano u 0so6b chorych na gruzlicg, zarbwno o genotypach A/A
(p<0,0001), jak i u nosicieli przynajmniej jednego allelu O (p=0,02) (ryc. 29).
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Tabela 17. Wpltyw genotypu MBL2 na aktywno$¢ kompleksow MBL-MASP-2
W SUrowicy.

Genotyp Grupa TB Grupa € Istotnos$¢
MBL2 mediana (mU/ml) mediana (mU/ml) statystyczna
YA/YA 1256 501 p<0,0001
YA/XA 12572 3724 p<0,0001
XA/XA 596° 298¢ p=0,005
YA/O 349¢ 1941 p<0,0001
0/0 62° 118f p=0,5
XA/0+0/0 115¢ 125¢ p=0,6

@ . p=0,7; ® - p=0,0005; ° - p<0,0001 (vs YA/YA w grupie TB); ¢ - p=0,08; ¢ - p=0,002;
. p<0,0001 (vs YA/YA w grupie C)

W tabeli 17 przedstawiono szczegdtowe dane, uwzgledniajace takze polimorfizmy genu
MBL?2 zlokalizowane w regionie promotorowym, w pozycjach -550 i -221. Podobnie
jak w przypadku MBL, nie zanotowano znamiennych réznic pomig¢dzy grupami osob
zdrowych i chorujacych na gruzlice, u ktorych wystepowal pierwotny niedobor tej
lektyny (genotypy XA/O i O/0O).

5.3.3. Badanie wystepowania mutacji +359 A>G (rs72550870) genu MASP2

W celu zbadania wystepowania mutacji w pozycji +359 A>G genu MASP2
wykorzystano metode PCR-RFLP. Analizowano 417 préb DNA pochodzacych od
pacjentéw, u ktorych rozpoznano gruzlice oraz 214 prob otrzymanych od
przedstawicieli grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano znaczacych rdznic czgstosci
wystepowania badanej mutacji pomigdzy grupami. Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze u
dwojga chorych i jednej osoby zdrowej wykazano mutacje obu alleli, skutkujaca
niedoborem MASP-2 i biatka MApl9. Szczegétowe dane dotyczace czestosci

wystepowania genotypow i alleli przedstawione zostaly w tabeli 18.
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Tabela 18. Czesto$¢ wystepowania genotypow oraz alleli zwigzanych z mutacjg w

pozycji +359 (A>G) genu MASP2 w grupie pacjentéw (TB) i1 kontrolnej (C).

Genotyp Allele (%)
Grupa | A/A | A/G | G/G | x2 | P*| A G OR Istotnosé¢
(1)
n (%) | n (%) | n(%) n (%) | n (%) (95% CI) | statystyczna
382 | 33 2 797 | 37
TB 0.7
91,6) | (7,9) | (0,5 95.6) | (4.4
(9L,6) | (7,9) | (0,5) (95,6) | (44) (043-12)
=0,2
1,9 | 0,4 p
C 189 | 24 1 402 | 26
(88,3) | (11,2) | (0,5) (93,9) | (6,1)

* - wartoS$ci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat

ufnosci (ang. confidence interval)

5.3.4. Wplyw wystepowania mutacji +359 A>G genu MASP2 na aktywnosé¢
komplekséw MBL-MASP-2
Widoczne, niewielkie roznice aktywnosci kompleksow MBL-MASP-2 pomiedzy

homozygotami A/A i osobami, u ktérych stwierdzono obecno$¢ jednego allelu G

(zarowno w grupie TB jak i C) nie przekroczyly progu istotnosci statystycznej

(odpowiednio: 706 mU/ml vs 503 mU/ml, p=0,1 1 295 mU/ml vs 279 mU/ml, p=0,8),

natomiast u homozygot G/G aktywno$¢ kompleksow MBL-MASP-2 byla niemal

niewykrywalna (ryc. 30).

123




6000 - °

N

[« 8

75}

<

= _ :

EJ' E 4000 - ® °

=D

9 E

o

S o °

E 2000 - ® ®

© 2 ©
X .

0- | :
Al/A AIG G/IG A/A AIG GIG

B C

Ryc. 30. Wplyw mutacji +359 (A>G) genu MASP2 na aktywno$¢ kompleksow MBL-
MASP-2 w surowicy pacjentow (TB) 1 0s6b zakwalifikowanych do grupy kontrolne;j

(C). Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).

5.4. Badanie aktywnosci kompleksow MBL z proteaza serynowa MASP-1 w
surowicy oraz ocena wplywu polimorfizméw genu MBL2 na aktywnos$¢ tych
kompleksow

5.4.1. Badanie aktywnos$ci kompleksow MBL-MASP-1 w surowicy

Zdolnos¢ kompleksow MBL-MASP-1 do trawienia substratu fluorescencyjnego
okreslono w 432 probach surowicy pochodzacych od 0s6b chorych na gruzlicg oraz 238
prébach otrzymanych od oséb zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Podobnie jak w
przypadku stgzen MBL oraz aktywno$ci kompleksow MBL-MASP-2, mediana
wyznaczona dla pacjentow byla znaczaco wyzsza w pordéwnaniu z odpowiednig
wartoscig uzyskang dla osob zdrowych (odpowiednio: 486 mU/ml oraz 299 mU/ml,
p<0,0001; ryc. 31).
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Ryc. 31. Porownanie aktywnos$ci kompleksow MBL-MASP-1 w surowicy pacjentow

chorych na gruzlice (TB) oraz 0s6b zdrowych (C). Na wykresie przedstawione zostaly

warto$ci indywidualne oraz mediany aktywnosci (czerwone linie).

W przypadku niskich aktywnosci (<29 mU/ml, warto$§¢ odpowiadajaca 10. centylowi

dla grupy C) nie obserwowano istotnych statystycznie roznic pomig¢dzy badanymi

grupami, natomiast wysokie aktywnosci badanych komplekséw (>986 mU/ml, wartos¢

odpowiadajgca 90. centylowi dla grupy C) notowano istotnie czesciej wsrdd

przedstawicieli grupy TB (tabela 19).

Tabela 19. Poréwnanie czestosci wystepowania niskich 1 wysokich aktywnosci MBL-

MASP-1 w grupie badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Grupa
Aktywno$¢ kompleksow B c Istotno$¢ OR
MBL-MASP-1 statystyczna (95% CI)
n (%) n (%)
29 mU/ml ! 2 0,3 1
< —
mb/m (11,8) (9.2) P (0.77-2.2)
986 mU/ml 18 24 0,0001 34
> <
mU/m (27.3) 1o, | P (2,1-5.31)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)
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Wspomniana wyzej, istotna roznica aktywnosci kompleksow MBL-MASP-1 pomigdzy
grupami zwigzana byla z wyzszymi wartosciami notowanymi wsréd mezczyzn chorych
(mediana: 578 mU/ml), niz wérdd niechorujacych na gruzlice (mediana: 268 mU/ml,
p<0,0001). Wyniki uzyskane dla kobiet kwalifikowanych do grupy TB (mediana: 413
mU/ml) 1 C (362 mU/ml) nie r6znity si¢ znaczaco (p=0,7). Wyniki przedstawiono w
tabeli 20 oraz na ryc. 32. Podobnie jak w przypadku omowionych wyzej kompleksow
lektyny wiazacej mannoz¢ z drugg z proteaz — MASP-2, w grupie pacjentow mediana
aktywno$ci MBL-MASP-1 okazala si¢ znamiennie wyzsza u me¢zczyzn niz u kobiet

(p=0,01). W grupie kontrolnej natomiast obserwowano przeciwng zaleznos¢, (p=0,03,
ryc. 32).
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Ryc. 32. Aktywnos$ci kompleksow MBL-MASP-1 w probach surowicy mezezyzn (M) i
kobiet (K) zakwalifikowanych do grupy badanej (TB) i kontrolnej (C). Wykres

przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany aktywnosci (czerwone linie).
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Tabela 20. Aktywnosci MBL-MASP-1 w surowicy osob zakwalifikowanych do grupy
badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Aktywno$¢ MBL-MASP-1 (mU/ml) Istotnosé
Grupa TB Grupa C statystyczna
n 432 238
ogolem mediana 486 310 p<0,0001
srednia 738 411
zakres 0-3962 0-1525
n 78 117
<40 r.z. mediana 462 268 p=0,002
srednia 750 378
zakres 0-3471 0-1525
n 354 121
>40 r.z. mediana 496 312 p=0,004
srednia 735 442
zakres 0-3962 1-1411
n 277 145
mezezyzni mediana 578 268 p<0,0001
srednia 807 376
zakres 0-3808 0-1525
n 39 113
Srednia 882 376
zakres 0-3471 0-1525
n 238 32
mezezyzni >40 r.z. mediana 565 256 p=0,002
srednia 795 364
zakres 0-3808 0-1402
n 155 93
kobiety mediana 413 362 p=0.7
Srednia 615 470
zakres 0-3962 2-1411
n 39 4
kobiety <40 r.. mediana 402 366 p=0,5
srednia 618 458
zakres 4-3416 2-1099
n 116 89
kobiety >40 r.z. mediana 424 362 p=0.8
srednia 613 470
zakres 0-3962 2-1411
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W zadnej z grup nie zaobserwowano znaczgcej statystycznie korelacji aktywnosci
kompleksow MBL-MASP-1 z wiekiem (ryc. 33 A 1 B).
A
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Ryc. 33. Korelacje aktywnosci kompleksow MBL-MASP-1 w surowicy z wiekiem w
grupie pacjentow (TB — wykres A) oraz kontrolnej (C — wykres B). Wykresy
przedstawiajg warto$ci indywidualne 1 linie trendu; r - wspotczynnik korelacji

Spearmana.
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Zgodnie z oczekiwaniem, roznice aktywnosci zanotowane pomigdzy grupami s3
niezalezne od wieku: w przypadku oséb, ktére nie ukonczyly 40 roku zycia, mediana w
grupie TB wynosita 462 mU/ml, natomiast w grupie C - 268 mU/ml (p=0,002). Wsréd
osOb starszych, wartosci te byly rowne, odpowiednio: 496 mU/ml i 312 mU/ml

(p=0,004).Wyniki przedstawiono na ryc. 34 i w tabeli 19.
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Ryc. 34. Pordwnanie aktywnosci komplekséw MBL-MASP-1 w surowicy, w grupie
pacjentow (TB) oraz kontrolnej (C), w zalezno$ci od wieku. Wykres przedstawia

wartosci indywidualne oraz mediany (czerwone linie).

Podobnie jak w przypadku st¢zenia MBL oraz aktywnosci kompleksow MBL z
proteazg serynowg MASP-2, u me¢zczyzn chorych na gruzlice, bez wzgledu na wiek
obserwowano znaczaco wyzsze wartosci aktywnosci kompleksow MBL-MASP-1 w
poréwnaniu z me¢zczyznami zakwalifikowanymi do grupy kontrolnej. U me¢zczyzn w
wieku ponizej 40 lat, mediana aktywnosci badanych komplekséw w grupie TB
wynosita 734 mU/ml, za§ w grupie C - 268 mU/ml (p=0,003). U przedstawicieli tej ptci,
ktorzy ukonczyli 40 rok zycia, przeci¢tne wartosci, to odpowiednio: 565 mU/ml oraz
256 mU/ml (p=0,002). W przypadku kobiet, réznice pomigdzy grupami pacjentek i
odniesienia nie byly istotne statystycznie, w obu przedziatach wiekowych (ryc. 35). W
grupie 0sob mtodszych, mediana aktywnosci MBL-MASP-1 wsréd chorych wynosita

402 mU/ml, natomiast ws$rod zdrowych - 366 mU/ml. Przecigtne aktywnosci
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kompleksow w grupie kobiet w wieku >40 lat wynosity odpowiednio: 424 mU/ml oraz

362 mU/ml.
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Ryc. 35. Poréwnanie aktywnosci kompleksow MBL-MASP-1 w surowicy, w grupie
pacjentow chorych na gruzlicg (TB) i kontrolnej (C), z uwzglednieniem wieku 1 pici
badanych os6b; M - mezczyzni, K - kobiety. Wykres przedstawia wartosci

indywidualne oraz mediany st¢zen (czerwone linie).

Ponadto, w grupie pacjentow, ktorzy ukonczyli 40 rok zycia, aktywnos¢ kompleksow
MBL i proteazy serynowej MASP-1 u me¢zczyzn okazala si¢ wyzsza niz u kobiet
(p=0,02). Szczegdtowe dane zamieszczono na ryc. 35 1 w tabeli 19.

Zgodnie z oczekiwaniem, zaobserwowano istotng korelacje pomiedzy aktywnoscig
kompleksow MBL-MASP-1 1 stezeniem MBL oraz aktywnoscia MBL-MASP-2,
zardwno w grupie pacjentow jak i w grupie kontrolnej. Wyniki zaprezentowano na ryc.

36 A-D.
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Ryc. 36. Korelacje pomiedzy aktywnoscia kompleksow MBL-MASP-1 i stgzeniem
MBL/aktywno$cia kompleksow MBL-MASP-2 w surowicy. Wykres A: Korelacja
aktywnos$ci MBL-MASP-1 ze stezeniem MBL w grupie osob chorych na gruzlice (TB);
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Wykres B: Korelacja aktywnosci MBL-MASP-1 ze stezeniem MBL w grupie
kontrolnej (C); Wykres C: Korelacja pomigdzy aktywno$ciami komplekséw MBL-
MASP-1 i MBL-MASP-2 w grupie TB; Wykres D: Korelacja pomigdzy aktywno$ciami
kompleksow MBL-MASP-1 i MBL-MASP-2 w grupie C. Wykresy przedstawiaja

wartosci indywidualne i linie trendu; r — wspotczynnik korelacji Spearmana.

5.4.2. Wplyw polimorfizméw genu MBL2 na aktywno$S¢ kompleksow
MBL-MASP-1 w surowicy

Tak jak w przypadku stezenia lektyny wigzacej mannoze 1 aktywnosci jej kompleksow
z proteazg serynowg MASP-2, nosicielstwo alleli typu O genu MBL?2 zwigzane jest ze
znaczaco nizsza niz u homozygot A/A aktywnoscig kompleksow MBL-MASP-1 (tabela
21). Istotne r6znice pomig¢dzy grupami zanotowano porownujac wyniki otrzymane dla
homozygot A/A, nie obserwowano ich natomiast u oséb, u ktérych wystepowat
przynajmniej jeden allel D, B lub C genu MBL2. Wyjatek stanowity heterozygoty
YA/O. Wyniki przedstawiono na ryc. 37 i w tabeli 21.
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Ryc. 37. Wptyw polimorfizméw zlokalizowanych w eksonie 1 genu MBL2 na
aktywnos¢ kompleksow MBL-MASP-1 w surowicy pacjentow (TB) 1 o0séb
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (C). Wykres przedstawia wartosci

indywidualne i mediany aktywnosci (czerwone linie).
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Tabela 21. Wplyw genotypu MBL2 na aktywno$¢ komplekséw MBL-MASP-1 w

surowicy.
Genotyp Grupa TB Grupa € Istotnos$¢
MBL2 mediana (mU/ml) mediana (mU/ml) statystyczna

YA/YA 966 618 p<0,0001
YA/XA 864 399¢ p<0,0001

XA/XA 500° 2684 p=0,02
YA/O 242° 1269 p=0,0006

0/0 0° 2d p=0.4

XA/0+0/0 19° 9d p=0,4

a_p=0,03; °- p<0,0001 (vs YA/YA w grupie TB); ¢- p=0,002, ¢- p<0,0001 (vs YA/YA w grupie C)

5.5. Badanie stezenia kolektyny surfaktantu plucnego D (SP-D) w surowicy,
polimorfizmow genu SFTPD oraz ich wplywu na poziom bialka

5.5.1. Badanie stezenia bialka surfaktantu plucnego D (SP-D) w surowicy

Stezenia kolektyny surfaktantu ptucnego D (SP-D) w surowicy okres$lano za pomoca
dostepnego komercyjnie testu ELISA typu ,,sandwich” (SP-D, Human, ELISA kit,
Hycult). Zbadano proby pobrane od 381 oséb, u ktorych zdiagnozowano gruzlice oraz
od 164 zdrowych ochotnikow. Mediana uzyskana dla grupy pacjentow (1051 ng/ml;
zakres 3-4181 ng/ml) byta znaczaco wyzsza niz w przypadku grupy kontrolnej (601
ng/ml; zakres 10-2695 ng/ml, p<0,0001). Wyniki przedstawiono na ryc. 38.
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Ryc. 38. Porownanie st¢zen kolektyny SP-D w surowicy pacjentéw chorych na gruzlice

(TB) oraz o0so6b zdrowych (C). Na wykresie przedstawione zostaly wartosci

indywidualne oraz mediany st¢zen (czerwone linie).

Stezenia SP-D ponizej 191 ng/ml (warto$¢ odpowiadajaca 10. centylowi, wyznaczona

dla grupy kontrolnej) wystgpowaty istotnie czgsciej u osob niechorujacych, niz u oséb,

u ktorych rozpoznano gruzlicg ptuc (tabela 22; p=0,0001). Przeciwnie, wysokie stezenia

(powyzej wartos$ci odpowiadajacej 90. centylowi dla grupy odniesienia: 1207 ng/ml)

obserwowano znaczaco czegsciej w grupie TB.

Tabela 22. Poréwnanie czestosci wystepowania niskich 1 wysokich stezen SP-D w

grupie badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Grupa
Istotnos¢ OR
Stezenie SP-D TB C
statystyczna (95% CI)
n (%) | n (%)
7 16 00001 0,17
<191 ng/ml p<0,
ngim (1,8) 9,8) (0,07-0,41)
157 16 6,48
p<0,0001 ’
>1207 ng/ml
negim (41,2) (9.8) (3,75-11,19)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)
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Istotne réznice pomigdzy grupami obserwowano niezaleznie od pici osob badanych:
zar6wno u mezczyzn jak i u kobiet chorych na gruzlice, stezenia SP-D w surowicy byty
wyzsze niz u odpowiednich przedstawicieli grupy kontrolnej (ryc. 39, tabela 23).
Dodatkowo, w grupie pacjentdow, istotnie wyzsza mediang odnotowano u mezczyzn
(1152 ng/ml; mediana uzyskana dla kobiet: 820 ng/ml, p=0,001), natomiast w grupie
kontrolnej, zalezno$¢ okazata si¢ przeciwna (mediany, odpowiednio: 529 ng/ml i 689

ng/ml, p=0,003).
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Ryc. 39. St¢zenia kolektyny SP-D w probach surowicy mezczyzn (M) 1 kobiet (K)
zakwalifikowanych do grupy badanej (TB) i1 kontrolnej (C). Wykres przedstawia

warto$ci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).

Analizujac zaleznos$¢ stezenia SP-D od wieku, zaobserwowano istotng statystycznie

korelacje w grupie kontrolnej, lecz nie w grupie pacjentéw (ryc. 40).
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Tabela 23. Stezenia SP-D w surowicy osob zakwalifikowanych do grupy badanej (TB)

oraz kontrolnej (C).

Stezenie SP-D (ng/ml) Istotnos¢
Grupa TB Grupa C statystyczna

n 381 164

ogélem mediana 1051 601 p<0,0001
srednia 1227 655
zakres 3-4181 10-2695
n 66 78

<40 r.7. mediana 805 473 p<0,0001
srednia 1004 520
zakres 128-3354 10-2177
n 315 86

>40 r.7. mediana 1092 685 p<0,0001
srednia 1274 777
zakres 3-4181 43-2695
n 248 102

mezczyzni mediana 1152 529 p<0,0001
srednia 1340 582
zakres 3-4181 10-2177
n 34 75

meiczyz’ni <40 r.z. mediana 870 453 p<0,0001
srednia 1012 504
zakres 128-3354 10-2177
n 214 27

mqiczyz'ni 240 r.z. mediana 1245 686 p:O’OOI
srednia 1392 798
zakres 3-4181 78-1993
n 133 62

kobiety mediana 820 689 p=0,01
srednia 1016 775
zakres 17-3427 43-2695
n 32 3

kobiety <40 r.z. mediana 790 953 p=0.9
srednia 996 911
zakres 239-2751 520-1260
n 101 59

kobiety >40 r.z. mediana 840 683 p=0,01
srednia 1022 768
zakres 17-3427 43-2695
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Ryc. 40. Korelacje stezenia SP-D w surowicy z wiekiem w grupie pacjentow (TB —
wykres A) oraz kontrolnej (C — wykres B). Wykresy przedstawiaja warto$ci

indywidualne i linie trendu; r - wspotczynnik korelacji Spearmana.

138



Zaobserwowano, iz bez wzgledu na wiek (przed lub po ukonczeniu 40 lat), stezenia
SP-D byly wyzsze u pacjentow niz u przedstawicieli grupy kontrolnej (ryc. 41).
Ponadto, mediany dla osdb starszych w obu grupach réznily si¢ istotnie w poréwnaniu z
warto$ciami wyznaczonymi dla os6b miodszych (ryc. 41). Roznice te odzwierciedlaty
znaczaco wyzsze stezenia badanego biatka u mezczyzn, ktorzy ukonczyli 40 rok zycia
w porownaniu z mitodszymi. U kobiet, istotne statystycznie roznice stezen SP-D
pomiedzy pacjentkami i osobami zdrowymi, zaobserwowano jedynie w grupie >40 lat

(ryc. 42 oraz tabela 23).
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Ryc. 41. Poréwnanie st¢zen SP-D w surowicy, w grupie pacjentow (TB) oraz
kontrolnej (C), w zalezno$ci od wieku. Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz

mediany (czerwone linie).

W grupie starszych pacjentow mediana stezenia SP-D u mezczyzn (1245 ng/ml) byta
znaczaco wyzsza niz u kobiet (840 ng/ml, p=0,001, ryc. 42), réznic takich nie
obserwowano w przypadku chorych, ktérzy nie ukonczyli 40 lat (mediany odpowiednio
870 ng/ml 1 790 ng/ml; p=0,9). W grupie odniesienia, réznice pomi¢dzy medianami
wyznaczonymi dla kobiet 1 me¢zczyzn w obu przedziatach wiekowych nie przekroczylty

progu istotnos$ci statystycznej (ryc. 42, tabela 23).
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Ryc. 42. Porownanie stezen SP-D w surowicy, w grupie pacjentow chorych na gruzlice
(TB) i kontrolnej (C), z uwzglednieniem wieku i ptci badanych oséb; M - mezczyzni, K
- kobiety. Wykres przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany st¢zen (czerwone

linie).

5.5.2. Badanie wybranych polimorfizmow genu SFTPD

Wystepowanie wariantow polimorficznych genu SFTPD, zlokalizowanych w pozycjach
+32 (T>C, Metl1Thr, rs721917), +478 (G>A, Alal60Thr, rs17885900) oraz +868
(T>A, Ser270Thr, rs3088308), badano za pomoca metody PCR-RFLP. Nie
zaobserwowano znaczacych réznic czestosci wystgpowania poszczegolnych genotypow

pomigdzy badanymi grupami. Szczegotowe dane przedstawiono w tabeli 24.
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Tabela 24. Czesto$¢ wystepowania genotypow oraz alleli zwigzanych z wybranymi polimorfizmami genu SFTPD w grupie pacjentow (TB) 1

kontrolnej (C).

SNP G Genot %) 5 . Allele (%) OR Istotnos¢
ru n eno ele
Py Py * P ’ (95% CI) statystyczna
T/T T/C C/C T C
145 201 72 491 345
1 e (34,7) (48,1) (17,2 (58,7) (41,3) 1,1 0,5
b b 9 b b b p: b
+32T>C 1,4 0,5
55 59 25 169 109 (0,83-1,44)
C 139
(39,6) (42,4) (18) (60,8) (39,2)
G/G G/A A/A G A
154 193 70 501 333
1P 7 (36,9) (46,3) (16,8) 0,16 0,9 (60,1) (39.,9) 0,99 0,9
b b b 3 3 b b b p: b
+478 G>A
52 62 25 166 112 (0,75-1,3)
C 139
(37.4) (44,6) (18) (59,7) (40,3)
T/T T/A A/A T A
373 45 0 791 45
b e (89.2) (10,8) (0) (94,6) (5,4) 0,87 0,6
> b b 9 b p: 9
+868 T>A 0,2 0,6
122 17 0 261 17 (0,49-1,58)
C 139
(87.8) (12,2) (0) (93,9) (6,1)

- wartosci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR-iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat ufnosci (ang. confidence interva
* Sci ynik analizy tabeli 3x2; OR-il g. odds ratio); 95% CI - 95% dzial ufnosci (ang fid i 1




5.5.3. Wplyw polimorfizméw genu SFTPD na stezenie SP-D w surowicy

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata zalezno$¢ stg¢zenia SP-D w surowicy od
wariantow polimorficznych genu SFTPD (SNP zlokalizowane w kodonach 11 i 160
lecz nie 270). Przecigtne wartosci (mediany) byly znaczaco wyzsze u 0soéb chorych na
gruzlice, w porownaniu z przedstawicielami grupy kontrolnej o tym samym genotypie.
W przypadku polimorfizmu w pozycji +32 T>C (kodon 11), zarowno w grupie TB, jak
1 C zanotowano wyzsze st¢zenia badanej kolektyny u nosicieli genotypu T/T (mediany,
TB: 1304 ng/ml i C: 721 ng/ml) niz u homozygot C/C (TB: 895 ng/ml i C: 498 ng/ml).
W obu grupach roznica byta istotna statystycznie (p=0,02). Mediany uzyskane dla
heterozygot (TB - 1021 ng/ml; C - 603 ng/ml) nie roznily si¢ znaczaco od

wspomnianych wyzej. Wyniki przedstawiono na ryc. 43 oraz w tabeli 25.
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Ryc. 43. Wplyw polimorfizmu +32 T>C genu SFTPD na st¢zenie SP-D w surowicy
pacjentow (TB) i o0so6b zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (C). Wykres

przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany st¢zen (czerwone linie).
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Tabela 25. Wplyw genotypu SFTPD (polimorfizm w pozycji +32 T>C) na stezenie
kolektyny surfaktantu ptucnego SP-D w surowicy.

Genotyp Grupa TB Grupa C Istotnos$¢
mediana (ng/ml) mediana (ng/ml) statystyczna

T/T 1304 721 p<0,0001

T/C 1021 603 p<0,0001

C/C 895 498 p=0,002

Jak wspomniano, polimorfizm w pozycji +478 (G>A, kodon 160) réwniez istotnie
wplywa na stezenie SP-D w surowicy. W tym przypadku, mediany dla homozygot G/G
byty znaczaco wyzsze zarowno w poréwnaniu z warto$ciami wyznaczonymi dla oséb o
genotypie A/A, jak i1 dla heterozygot. Nie zaobserwowano jednak istotnych réznic
stezen pomiedzy nosicielami genotypu G/A 1 homozygotami A/A. Wyniki

przedstawiono na ryc. 44 oraz w tabeli 26.
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Ryc. 44. Wplyw polimorfizmu +478 G>A genu SFTPD na st¢zenie SP-D w surowicy
pacjentow (TB) 1 o0so6b zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (C). Wykres

przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany st¢zen (czerwone linie).
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Tabela 26. Wptyw genotypu SFTPD (polimorfizm w pozycji +478 G>A) na stezenie

kolektyny surfaktantu ptucnego SP-D w surowicy.

Grupa TB Grupa C Istotnos¢
Genotyp
mediana (ng/ml) mediana (ng/ml) statystyczna
G/G 1283 642 p<0,0001
G/A 898 491 p<0,0001
A/A 739 354 p<0,0001

Jak wspomniano, SNP +868 T>A (Ser270Thr) nie wptywal znaczaco na stezenie biatka

SP-D w surowicy (dane niezamieszczone).

5.5.4. Zmiany stezenia SP-D w przebiegu leczenia

U 24 pacjentow poroéwnano wyniki oznaczen w probach surowicy pobranych

bezposrednio po rozpoznaniu choroby oraz w trakcie leczenia przeciwgruzliczego (po

kilku tygodniach od rozpoczgcia antybiotykoterapii). W odrdznieniu od omdwionej

wyzej innej kolektyny — MBL, stezenia SP-D nie ulegaty istotnym zmianom, mimo

znacznych roznic obserwowanych dla niektorych pacjentéw: mediana przy pierwszym

pobraniu wynosita 1575 ng/ml, natomiast przy drugim - 1596 ng/ml (p=0,56, test

kolejnosci par Wilcoxona) (ryc. 45).
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Ryc. 45. Pordwnanie stgzen SP-D w surowicy pacjentdw chorych na gruzlicg phuc

przed podjeciem leczenia (I pobranie) i w trakcie antybiotykoterapii (II pobranie).

5.6. Badanie wybranych polimorfizmow genow SFTPAI oraz SFTPA2

Drugg z kolektyn surfaktantu plucnego jest SP-A, ktora wystepuje w dwoch formach,
SP-A1 oraz SP-A2, kodowanych przez odrgbne geny. Badano czgsto$¢ wystepowania
wariantéw polimorficznych zwigzanych z SNP w pozycjach +56 (T>C), +148 (G>C) i
+655 (C>T) genu SFTPAI (dla SP-Al) oraz +26 (C>A), +271 (G>C) i +667 (C>A)
genu SFTPA2 (SP-A2). Zastosowano metod¢ PCR-RFLP opisang przez DiAngelo 1
wsp. [357]. Sekwencje starterow oraz odpowiednie enzymy restrykcyjne zostaty
przedstawione w rozdziale Materialy i metody.

5.6.1. Badanie wybranych polimorfizmow genu SFTPA1

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic czgsto$ci wystepowania wariantow
polimorficznych genu SFTPAI pomigdzy grupami TB i C. Szczegdlowe dane, wraz z
czestoscig wystepowania alleli odpowiadajacych poszezegdlnym polimorfizmom wraz

z wynikami analizy statystycznej przedstawiono w tabeli 27.
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Tabela 27. Czgsto$¢ wystgpowania genotypdw oraz alleli zwigzanych z wybranymi polimorfizmami genu SFTPAI w grupie pacjentow (TB)

1 kontrolnej (C).

SNP G Genotypy (%) 2 * Allele (%) OR Istotnos¢
ru n eno ele
Py ypy s x P ’ (95% CI) | statystyczna
T/T T/C c/C T C
365 50 1 780 52
1B 4o (87.8) (12,0) (0,2) (93,8) (6,2) 0,98
+56 T>C ’ ’ ’ 06 | 08 ’ ’ ’ p=0,9
185 27 0 397 27 (0,6-1,61)
C 212
(87,3) (12,7) 0) (93,6) (6,4)
G/G G/C C/C G C
110 219 86 439 391
1B 4 (26,5) (52,8) (20,7) (52,9) (47,1) 0,95
+148 G>C ’ ’ ’ 05 | 08 ’ ’ ’ p=0,7
56 107 49 219 205 (0,75-1,21)
C 212
(25,7) (52,6) (21,7) (51,7) (48,3)
C/C C/T T/T C T
359 57 2 775 61
+655 C>T B e (85,9) (13,6) (0,5) (92,7) (7.3) 1,1
>
] ] s 0’9 0’6 H ] s p=0,7
166 26 0 358 26 (0,68-1,78)
C 192
(86,5) (13,5) (0) (93,2) (6,8)

* - wartosci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR-iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)



5.6.2. Badanie wybranych polimorfizmow genu SFTPA2

W przypadku polimorfizméw zlokalizowanych w pozycjach +26 1 +667 wykazano
znaczace statystycznie rdznice pomigdzy badanymi grupami. Genotypy A/A
wystepowaly istotnie rzadziej wsrdd pacjentdéw, w porownaniu z grupg osob zdrowych
[odpowiednio: p=0,01; OR=0,5, 95% CI (0,31-0,83) i p=0,03; OR=0,51, 95% CI (0,28-
0,94)]. Czestosci alleli C 1 A nie réznity sie jednak znaczaco. Nie zanotowano takze
znamiennych réznic analizujac trzeci z badanych SNP, +271 G>C. Szczegdtowe dane

wraz z wynikami analizy statystycznej przedstawiono w tabeli 28.
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Tabela 28. Czgsto$¢ wystepowania genotypdw oraz alleli zwigzanych z wybranymi polimorfizmami genu SFTPA2 w grupie pacjentow (TB) i

kontrolnej (C).

SNP G Genot (%) 2 * Allele (%) OR Istotnos¢
rupa n enotypy X p ele
’ ’ (95% CI) | statystyczna
C/C C/A A/A C A
99 278 39 476 356
TB 416 0,93 0.5
+26 C>A (23,8) (66,8) 9.4) 10,1 0,01 (57,2) (42,8) =Y
(0,73-1,18)
53 107 33 213 173
C 193
(27,5) (55,4) (17,1) (55,2) (44,8)
G/G G/C C/C G C
316 101 1 733 103
+271 G>C 18 e 75,6 24,2 0,2 0,9 0,6 87.8 12,2 b1 0,5
N B > > > > b ’ p: >
(75,6) (24.2) (0,2) (87.8) (12,2) (0.79-1.65)
164 46 0 374 46
C 210
(78,1) (21,9) (0) (89,0 (11,0)
C/C C/A A/A C A
211 173 23 595 219
+667 C>A B 407 (51,8 (42,5 (5,7 8,9 0,01 73,1 26,9 L02 0,9
e > B B > > s 9 p: B
) ) ) (73,1) (26,9) (0.78-133)
121 68 22 310 112
C 211
(57,4) (32,2) (10,4) (73,5) (26,5)
* - warto$ci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)




5.7. Badanie stezenia fikoliny-1 w surowicy i polimorfizméw genu FCNI
5.7.1. Badanie ste¢zenia fikoliny-1 w surowicy

Fikolina-1, jak wspomniano, jest syntezowana w szpiku kostnym, monocytach,
neutrofilach oraz komodrkach epitelialnych ptuc. Biatko to, majace zdolno$¢ aktywacji
dopehiacza na drodze lektynowej, obecne jest takze w surowicy [63, 155]. Stezenie
fikoliny-1 oznaczano metods ,,sandwich” TRIFMA. Zbadano 126 prob pobranych od
pacjentéw oraz 112 od osob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Mediana
uzyskana w grupie chorych byta znaczaco wyzsza (3141 ng/ml, zakres 691-8059
ng/ml), niz w grupie odniesienia (1757 ng/ml, zakres 0-7682 ng/ml, p<0,0001). Wyniki

przedstawiono na ryc. 46.
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Ryc. 46. Porownanie stezen fikoliny-1 w surowicy pacjentéw chorych na gruzlice (TB)
oraz osob zdrowych (C). Na wykresie przedstawione zostaly wartosci indywidualne

oraz mediany stezen (czerwone linie).

Stezenia fikoliny-1 ponizej 975 ng/ml (wartos¢ odpowiadajaca 10. centylowi,
wyznaczona dla grupy kontrolnej) wystepowaly rzadziej u osob chorujacych na
gruzlice, niz u oséb niechorujacych, jednak réznica nie przekroczyta progu istotnosci

statystycznej (tabela 29; p=0,2). Przeciwnie, wysokie st¢zenia (powyzej 3054 ng/ml,
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wartosci odpowiadajacej 90. centylowi dla grupy odniesienia) obserwowano znaczaco

czesciej w grupie TB niz w grupie C (p<0,0001).

Tabela 29. Poréwnanie czestosci wystgpowania niskich 1 wysokich stezen fikoliny-1 w

grupie badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Grupa
Istotnos¢ OR
Stezenie fikoliny-1 TB C
statystyczna 95% CI)
n (%) n (%)
7 11 0,54
<975 ng/ml p=0,2
(576) (978) (0721'1744)
69 11 11,1
>3054 ng/ml p<0,0001
(54,8) (9,8) (5,57-22,87)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

Istotne statystycznie rdznice zaobserwowano rowniez poréwnujac stezenia fikoliny-1
pomigdzy osobami réznych ptci. Wérdd pacjentow, mediana byta znaczaco wyzsza w
grupie mezczyzn, w poroOwnaniu z grupg kobiet (odpowiednio: 4078 ng/ml 1 2392
ng/ml, p=0,0002). Wsérod osob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej zaobserwowano
przeciwng zalezno$¢ (mediany, odpowiednio: 1647 ng/ml i 1996 ng/ml), jednak roéznica
nie okazala si¢ istotng statystycznie (p=0,2). Porownujac dane uzyskane dla osob tej
samej plci, obserwowano wyrazne roznice pomiedzy grupami TB i1 C, tylko wsrdd

mezezyzn. Wyniki analiz przedstawiono na ryc. 47 oraz w tabeli 30.
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Ryc. 47. Stezenia fikoliny-1 w probach surowicy me¢zczyzn (M) 1 kobiet (K)

zakwalifikowanych do grupy badanej (TB) i1 kontrolnej (C). Wykres przedstawia

warto$ci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).

W zadnej z grup (takze po ich podziale ze wzgledu na pte¢) nie zaobserwowano

znaczacej korelacji stezenia fikoliny-1 w surowicy z wiekiem (ryc. 48).
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Tabela 30. Stezenia fikoliny-1 w surowicy oséb zakwalifikowanych do grupy badanej

(TB) oraz kontrolnej (C).

Stezenie fikoliny-1 (ng/ml) Istotnos¢
Grupa TB Grupa C statystyczna
n 126 112
di 3341 1757
ogolem mediana p<0,0001
srednia 3696 2043
zakres 691-8059 0-7682
n 26 56
<40 1. mediana 2390 1659 p=0,01
srednia 2901 1992
zakres 801-7449 0-7500
n 100 56
i 2 1
540 17, mediana 3928 865 $<0,0001
Srednia 3903 2094
zakres 691-8059 867-7682
n 87 78
di 4078 1647
meiczyzni mediana p<0,0001
Srednia 4108 1951
zakres 823-8059 0-7682
n 10 54
i 2444 1
mezezyzni <40 r.z. mediana 659 p=0,01
srednia 3494 1916
zakres 963-6991 0-7500
n 77 24
di 4104 1632
mezczyZni >40 r.z. medlana p<0,0001
Srednia 4188 2028
zakres 823-8059 872-7682
n 39 34
di 2392 1996
kobiety e p=0,14
Srednia 2778 2255
zakres 691-7449 867-7226
n 16 2
i 2 402
kobiety <40 r.z. mediana 390 023 -
Srednia 2531 4023
zakres 801-7449 1451-6594
n 23 32
di 2496 1996
kobiety >40 r.z. mediana p=0,09
Srednia 2950 2144
zakres 691-6043 867-7226
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Ryc. 48. Korelacje stezenia fikoliny-1 w surowicy z wiekiem w grupie pacjentéw (TB —

wykres A) oraz kontrolnej (C — wykres B). Wykresy przedstawiajg wartosci

indywidualne oraz linie trendu; r - wspotczynnik korelacji Spearmana.
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Ryc. 49. Poréwnanie stezen fikoliny-1 w surowicy, w grupie pacjentow (TB) oraz

kontrolnej (C), w zalezno$ci od wieku. Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz

mediany stezen (czerwone linie).

Opisane wyzej znaczgce roznice pomiedzy grupami nie byly zalezne od wieku (ryc.

49). Mediany stezen omawianego biatka wsrod osob, ktore nie ukonczyly 40 roku zycia

wynosity 2390 ng/ml (grupa TB) i 1659 ng/ml (grupa C, p=0,01). DIa oso6b starszych,

wartosci te, to odpowiednio 3928 ng/ml i 1865 ng/ml (p<0,0001). Z drugiej strony,

mimo wspomnianego braku korelacji, u pacjentow w wieku >40 lat, ste¢zenia fikoliny-1

byly wyzsze niz u mtodszych przedstawicieli grupy TB (p=0,01). W przypadku grupy

odniesienia, réznica nie przekroczyla progu istotnosci statystycznej (ryc. 49, tabela 30).
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Ryc. 50. Poréwnanie stezen fikoliny-1 w surowicy, w grupie pacjentow chorych na
gruzlice (TB) i kontrolnej (C), z uwzglednieniem wieku i pici badanych oséb; M -
mezezyzni, K - kobiety. Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz mediany

stezen (czerwone linie).

Ponadto, u mezczyzn chorych na gruzlice, w obu przedziatach wiekowych
zaobserwowano wyzsze stezenia fikoliny-1 niz u zdrowych przedstawicieli tej pici.
Mediany uzyskane dla grupy TB wynosity 2444 ng/ml (<40 lat) i 4104 ng/ml (>40 lat),
za$ dla grupy odniesienia, odpowiednio: 1659 ng/ml (p=0,01) i 1632 ng/ml (p<0,0001).
Pomigdzy grupami chorych i zdrowych kobiet, ktore ukonczyly 40 lat nie
zaobserwowano istotnych statystycznie réznic median st¢zenia tego biatka. Poniewaz
zbadano nieliczne proby otrzymane od kobiet mtodszych, nie przeprowadzono analizy
statystycznej dla tej grupy wiekowej (ryc. 50 i tabela 30).

5.7.2. Badanie wybranych polimorfizméow genu FCNI

Wystepowanie wariantow polimorficznych genu FCNI, odpowiadajagcych SNP
zlokalizowanych w regionie promotorowym, w pozycjach -542 (G>A) oraz -144 (C>A)
badano za pomoca metody PCR-RFLP. Analizowano 107 prob DNA pochodzacych od

pacjentéw chorych na gruzlice oraz 71 prob od oséb zakwalifikowanych do grupy
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kontrolnej. Analizujac czgsto$¢ wystepowania polimorfizmu w pozycji -542 G>A,
stosujgc tabele 3x2, otrzymano warto$¢ p okoto 0,1, dlatego podjeto dalsze analizy z
wykorzystaniem tabeli 2x2. Zaobserwowano, ze genotyp G/G wystgpuje znaczaco
czgsciej u oso6b chorych na gruzlice w pordwnaniu z grupa odniesienia [p=0,04;
OR=1,9, 95% CI (1,02-3,49)]. W przypadku drugiego badanego polimorfizmu,
zaobserwowano wyzszg czgstos¢ wystepowania genotypu C/C [p=0,02; OR=2,07, 95%
CI(1,1-3,89)] w grupie TB. Szczegdtowe dane przedstawiono w tabeli 31.
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Tabela 31. Czgsto$¢ wystepowania genotypow oraz alleli zwigzanych z wybranymi polimorfizmami genu FCNI w grupie pacjentow (TB) i

kontrolnej (C).

SNP C %) 5 . Allele (%) OR Istotnos$¢
enot ele
Grupa | n YPyLsm t P ’ (95% CI) | statystyczna
G/G G/A A/A G A
56 41 10 153 61
TB 107 0,67
-542 G>A (52,3) (38,3) (9,4) 4,3 0,12 (71,5) (28,5) p=0,08
(0,43-1,1)
26 37 8 89 53
C 71
(36,6) (52,1) (11,3) (62,7) (37,3)
C/C C/A A/A C A
55 41 11 151 63
144 C>A B 107 (51,4) (38,3) (10,3) 6,67 0,04 (70,6) (29,4) 0,66 0,07
= > s s 9 5 ’ s B p=yY,
(0,42-1,03)
24 39 8 87 55
C 71
(33,8) (54,9) (11,3) (61,3) (38,7)

* - wartosci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR-iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang.

confidence interval)




5.7.3. Wplyw polimorfizméw genu FCNI na stezenie fikoliny-1 w surowicy

Wyniki analizy zalezno$ci stezenia fikoliny-1 od genotypow, zwigzanych z SNP w
pozycjach -542 G>A 1 -144 C>A przedstawiono na ryc. 51 i 52. W przypadku
pierwszego z wymienionych, zaobserwowano wprawdzie wyzsze mediany st¢zen
fikoliny-1 u homozygot A/A w poréwnaniu z nosicielami genotypu G/G (w grupie TB:
4548 ng/ml vs 3631 ng/ml; w grupie C: 2211 ng/nl vs 1886 ng/ml), rdéznice te nie
okazaly jednak si¢ istotnymi statystycznie (warto$¢ p w obu przypadkach wynosita 0,2).
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Ryc. 51. Wplyw polimorfizmu w pozycji -542 (G>A) genu FCNI na stgzenie fikoliny-1
w surowicy pacjentow (TB) 1 osob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (C). Wykres

przedstawia warto$ci indywidulane i mediany stezen (czerwone linie).
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Ryc. 52. Wptyw polimorfizmu w pozycji -144 (C>A) genu FCNI na stezenie fikoliny-1
w surowicy pacjentow (TB) 1 osob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (C). Wykres

przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany st¢zen (czerwone linie).

Poréwnujac wyniki dotyczace polimorfizmu -144 C>A, w grupie oséb zdrowych
zanotowano wyrazne roznice st¢zen fikoliny-1 pomi¢dzy homozygotami C/C oraz A/A
(odpowiednio 1505 ng/ml i 2211 ng/ml), nie przekroczyly one jednak poziomu
istotnosci statystycznej (p=0,05), co moze wynika¢ z niewielkiej liczby o0so6b o
genotypie A/A. W grupie pacjentow, uzyskane mediany dla nosicieli genotypéw C/C 1
A/A wynosity odpowiednio 3537 ng/nl 1 4399 ng/ml, p=0,3) (ryc. 52).

5.7.4. Zmiany stezenia fikoliny-1 w surowicy pacjentow w przebiegu leczenia

U 24 chorych, stezenia fikoliny-1 w surowicy oznaczono dwukrotnie, w probach
pobranych przed 1 po rozpoczgciu antybiotykoterapii. Zaobserwowano, ze poziom
omawianego biatka nie zmienia si¢ znaczaco, mimo niekiedy wyraznych rdznic
obserwowanych dla poszczegdlnych os6b. Mediana warto$ci uzyskanych dla
pierwszego pobrania wynosita 2423 ng/ml, natomiast dla drugiego pobrania — 2231

ng/ml (p=0,1, test kolejnosci par Wilcoxona). Wyniki przedstawiono na ryc. 53.
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Ryc. 53. Poréwnanie stezen fikoliny-1 w surowicy pacjentdw chorych na gruzlicg ptuc

przed podjeciem leczenia (I pobranie) i w trakcie antybiotykoterapii (II pobranie).

5.8. Badanie ste¢zenia fikoliny-2 w surowicy i polimorfizmow genu FCN2
5.8.1. Badanie stezenia fikoliny-2 w surowicy

Stezenia fikoliny-2 w surowicy badano za pomocg metody TRIFMA. Oznaczenia
wykonano w 357 probach otrzymanych od oséb chorych na gruzlicg ptuc oraz 126 oséb
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. W odroznieniu do opisanych wcze$niej
czynnikow odpornosci, mediana uzyskana dla grupy TB byta znaczaco nizsza (1346
ng/ml) w poréwnaniu z wartoscig wyznaczong dla grupy C (3400 ng/ml, p<0,0001).
Wyniki przedstawiono na ryc. 54.
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Ryc. 54. Porownanie st¢zen fikoliny-2 w surowicy pacjentow chorych na gruzlice (TB)
oraz 0oso6b zdrowych (C). Na wykresie przedstawione zostaty wartosci indywidualne

oraz mediany st¢zen (czerwone linie).

Stezenia fikoliny-2 ponizej 1500 ng/ml (wartos¢ odpowiadajaca 10. centylowi,
wyznaczona dla grupy kontrolnej) wystepowaly istotnie czesciej u osob, u ktorych
rozpoznano gruzlice ptuc w pordéwnaniu z osobami zakwalifikowanymi do grupy
odniesienia (p<0,0001) (tabela 32). Przeciwnie, wysokie stezenia (powyzej 5301 ng/ml)

obserwowano znaczaco czgsciej w grupie C.
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Tabela 32. Pordwnanie czestosci wystgpowania niskich 1 wysokich stezen fikoliny-2 w

grupie badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Grupa
Istotnos¢ OR
Stezenie fikoliny-2 TB C
statystyczna 95% CI)
n (%) n (%)
197 11 12,87
<1500 ng/ml p<0,0001
(55,2) (8,7) (6,83-24,00)
12 12 0,3
>5301 ng/ml p=0,004
3.4 9,5) (0,14-0,73)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)

Obserwowane, istotne réznice byly niezalezne od ptci (ryc. 55, tabela 33). Nalezy

jednak zwroci¢ uwage, ze w grupie odniesienia (C), st¢zenia fikoliny-2 u me¢zczyzn

okazaly si¢ wyzsze niz u kobiet (p=0,01).
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Ryc. 55. Stezenia fikoliny-2 w probach surowicy me¢zczyzn (M) 1 kobiet (K)

zakwalifikowanych do grupy badanej (TB) i1 kontrolnej (C). Wykres przedstawia

warto$ci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).
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Tabela 33. Stezenia fikoliny-2 w surowicy oséb zakwalifikowanych do grupy badanej
(TB) oraz kontrolnej (C).

Stezenie fikoliny-2 (ng/ml) Istotnos¢
Grupa TB Grupa C statystyczna

n 357 126

ogélem mediana 1346 3400 p<0,0001
srednia 1751 3401
zakres 32-14629 350-8302
n 64 44

<40 1z mediana 1403 3959 $<0,0001
Srednia 2048 3817
zakres 89-14629 971-8302
n 293 82

>40 1. mediana 1325 3100 p<0,0001
srednia 1686 3178
zakres 32-9082 350-6000
n 230 65

mezezyZni mediana 1385 3862 p<0,0001
Srednia 1926 3765
zakres 32-14629 971-8302
n 33 40

mezczyzni <40 r.z. mediana 1420 4167 p<0,0001
srednia 2513 3989
zakres 89-14629 971-8302
n 197 25

mezezyini >0 r.z, | ooiana 1325 3300 p<0,0001
Srednia 1827 3407
zakres 32-9082 1002-5952
n 127 61

kobiety mediana 1266 2900 p<0,0001
srednia 1434 3014
zakres 151-5912 350-6000
n 31 4

kobiety <40 r.z. mediana 1346 2051 p=0,07
Srednia 1553 2100
zakres 482-4645 1600-2700
n 96 57

kobiety >40 r.z. mediana 1228 3080 p<0,0001
srednia 1395 3078
zakres 151-5912 350-6000
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Zaobserwowano znaczaca, odwrotng korelacje st¢zenia fikoliny-2 w surowicy z

wiekiem w grupie osob chorych na gruzlice. W grupie kontrolnej, mimo wyzszej

warto$ci wspotczynnika korelacji Spearmana, wynik nie byl znamienny statystycznie,

co prawdopodobnie wynika z mniejszej liczby zbadanych préb (ryc. 56 A i B).
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Ryc. 56. Korelacje st¢zenia fikoliny-2 w surowicy z wiekiem, w grupie pacjentow (TB

— wykres A) oraz kontrolnej (C — wykres B) Wykresy przedstawiaja indywidualne

wartos$ci oraz linie trendu; r - wspotczynnik korelacji Spearmana.

164



Zaobserwowano, iz bez wzgledu na wiek (przed lub po ukonczeniu 40 lat), stezenia

fikoliny-2 byly znaczaco wyzsze u 0s6b zdrowych niz u chorych na gruzlice (ryc. 57).
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Ryc. 57. Poréwnanie stezen fikoliny-2 w surowicy, w grupie pacjentow (TB) oraz
kontrolnej (C), w zaleznos$ci od wieku. Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz

mediany stezen (czerwone linie).

U starszych osob, nalezacych do grupy kontrolnej, mediana stezenia tego biatka byta
istotnie nizsza niz u osob, ktore nie ukonczyty 40 roku zycia (odpowiednio 3100 ng/ml
1 3959 ng/ml, p=0,03). Roznicy takiej nie zaobserwowano w grupie pacjentow
(mediany, odpowiednio: 1325 ng/ml i1 1403 ng/ml, p=0,4) (ryc. 57).

Analizujac dane z uwzglednieniem plci 1 wieku zaobserwowano wyzsze mediany st¢zen
w grupie C zardwno u mezczyzn, ktoérzy nie ukonczyli 40 roku zycia jak i u starszych,
w porOwnaniu z przedstawicielami tej samej pici w grupie TB. U kobiet rdznice te
osiggnely poziom istotno$ci statystycznej tylko w grupie wiekowej >40 lat, co
przypuszczalnie wynika z niewielkiej liczby zbadanych prob, otrzymanych od

zdrowych kobiet w wieku do 40 lat (ryc. 58, tabela 33).
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Ryc. 58. Poréwnanie stezen fikoliny-2 w surowicy, w grupie pacjentow chorych na
gruzlice (TB) i kontrolnej (C), z uwzglednieniem wieku i pici badanych osob; M -
mezezyzni, K - kobiety. Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz mediany

stezen (czerwone linie).

5.8.2. Badanie wybranych polimorfizmow genu FCN2

W badaniach polimorfizméw w pozycjach -64 (A>C) oraz -4 (A>G) genu FCN2
wykorzystano odpowiednio metody PCR oraz PCR-RFLP, opisane przez Szale i wsp.
[358]. Wystepowanie poszczegdlnych genotypow, zwigzanych z pierwszym z
wymienionych SNP oceniono u 92 pacjentow oraz 104 przedstawicieli grupy
kontrolnej, natomiast wariantow odpowiadajacych drugiemu polimorfizmowi —
odpowiednio, u 173 1 105 os6b. Wyniki przedstawiono w tabeli 34.

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic czegsto$ci wystgpowania genotypow
czy alleli w pozycji -64 pomigdzy porownywanymi grupami, natomiast w przypadku
polimorfizmu pozycji -4, w grupie kontrolnej, znaczaco czgsciej obserwowano genotyp

A/G [p=0,01; OR=0,51, 95% CI (0,32-0,85), tabela 34].
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Tabela 34. Czgsto$¢ wystepowania genotypow oraz alleli zwigzanych z wybranymi polimorfizmami genu FCN2 w grupie pacjentow (TB) i

kontrolnej (C).

SNP Genotypy (%) 2 * Allele (%) OR Istotnos¢
enotypy pé P ele
Grupa n ’ ’ (95% CI) | statystyczna
A/A A/C C/C A C
70 21 1 161 23
64 A>C 18 72 (76,1 228 | @, | 30 | 022 | ®7.5 | (125 L7 0,1
- > 9 ) ) ’ ’ 9 s p=y,
(0,86-3.3)
88 16 0 192 16
C 104
(84,6) (15,4) 0) (92,3) (7,7)
A/A A/G G/G A G
87 64 22 238 108
4 A>G B 17 503) | (37,00 | (12,7 68.8) | (31,2) 057 0,5
= > s 5 9 s 5 p=Y,
74 | 0,02 (0,79-1,65)
41 56 8 138 72
C 105
(39,0) (53.,3) (7,7) (65,7) (34,3)

* - wartosci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat ufnosci (ang. confidence interval)




5.8.3. Wplyw badanych polimorfizméw genu FCN2 na stezenie fikoliny-2 w
surowicy

Analiza zaleznos$ci st¢zenia fikoliny-2 od genotypow wykazala, ze nizsze wartosci
zwigzane s3 z obecnoscig wariantu C pozycji -64. W grupie TB, mediana uzyskana dla
heterozygot A/C (1262 ng/ml) byta znaczaco nizsza niz w przypadku homozygot A/A
(1737 ng/ml, p=0,02). W grupie kontrolnej, réznica réwniez okazata si¢ istotng
statystycznie (2350 ng/ml vs 3400 ng/ml, p=0,04) (ryc. 59). Jedyng homozygota C/C
byta osoba chora na gruzlice ptuc, w ktoérej surowicy oznaczono stosunkowo wysokie

stezenie badanego biatka (2507 ng/ml).
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Ryc. 59. Wplyw polimorfizmu -64 (A>C) genu FCN2 na stgzenie
fikoliny-2 w surowicy pacjentéw (TB) i1 oséb zakwalifikowanych do grupy kontrolnej

(C). Wykres przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).

Polimorfizm w pozycji -4 genu FCN2, nie wplywat znaczaco na stezenie fikoliny-2 w
surowicy. Mediany dla homozygot A/A w obu grupach (TB: 1208 ng/ml; C: 3350
ng/ml) nie réznily si¢ istotnie od median oznaczonych dla heterozygot (TB: 1588
ng/ml, p=0,1; C: 3100 ng/ml, p=0,9) i homozygot G/G (TB: 1413 ng/ml, p=0,3; C:
2750 ng/ml, p=0,6). Wyniki przedstawiono na ryc. 60.
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Ryc. 60. Wplyw polimorfizmu -4 (A>G) genu FCN2 na stgzenie
fikoliny-2 w surowicy pacjentow (TB) 1 0sob zakwalifikowanych do grupy kontrolne;j

(C). Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).

5.8.4. Zmiany stezenia fikoliny-2 w przebiegu leczenia

Stezenia fikoliny-2 oznaczono w probach surowicy pobranych od 24 pacjentow
bezposrednio po rozpoznaniu choroby oraz w trakcie leczenia przeciwgruzliczego (po
kilku tygodniach od rozpoczgcia antybiotykoterapii). Wykazano, podobnie jak w
przypadku fikoliny-1, brak istotnych zmian poziomu badanego biatka: mediana przy
pierwszym pobraniu wynosita 1603 ng/ml, natomiast przy drugim: 1734 ng/ml (p=0,47,
test kolejnosci par Wilcoxona) (ryc. 61).
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Ryc. 61. Poréwnanie stezen fikoliny-2 w surowicy pacjentow chorych na gruzlice ptuc

przed podjeciem leczenia (I pobranie) i w trakcie antybiotykoterapii (II pobranie).

5.9. Badanie ste¢zenia fikoliny-3 w surowicy i mutacji genu FCN3

5.9.1. Badanie stezenia fikoliny-3 w surowicy

Stezenie fikoliny-3 badano za pomoca metody ELISA, wykorzystujacej interakcje tego
biatka z LPS Hafnia alvei PCM 1200. Oznaczenia wykonano w 430 probach surowicy
otrzymanych od o0s6b chorych na gruzlice oraz 214 probach pobranych od osob
zdrowych. Mediana stezen fikoliny-3 byta nieistotnie nizsza w grupie TB (18466
ng/ml), w porownaniu z grupg C (19362 ng/ml, p=0,12) (ryc. 62).

Poréwnujac wyniki otrzymane dla grup TB i C nie zaobserwowano istotnych réznic
czestosci wystgpowania niskich (ponizej warto$ci odpowiadajacej 10. centylowi
wyznaczonemu dla grupy kontrolnej, 10633 ng/ml) oraz wysokich stgezen (powyzej
wartosci odpowiadajacej 90. centylowi w grupie C, 31693 ng/ml) fikoliny-3 w
surowicy (tabela 35).
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Ryc. 62. Porownanie st¢zen fikoliny-3 w surowicy pacjentow chorych na gruzlice (TB)
oraz osob zdrowych (C). Na wykresie przedstawione zostaly wartosci indywidualne

oraz mediany stgzen (czerwone linie).

Tabela 35. Pordwnanie czestosci wystgpowania niskich 1 wysokich stezen fikoliny-3 w

surowicy grupie badanej (TB) oraz kontrolnej (C).

Grupa
Istotnos¢ OR
Stezenie fikoliny-3 TB C
statystyczna | (95% CI)
n (%) n (%)
45 21 1,07
<10633 ng/ml p=0,8
(10,5) (9,8) (0,62-1,9)
27 21 0,62
>31693 ng/ml p=0,1
(693) (998) (0734'191)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)

Analiza statystyczna wykazata jednak istotne roznice stezen badanego biatka pomiedzy
mezcezyznami nalezacymi do grupy badanej 1 grupy kontrolnej (p=0,0002). Poréwnanie
danych otrzymanych dla kobiet nie przyniosto rezultatu znaczacego statystycznie
(p=0,22; ryc. 63, tabela 36). Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami, stg¢zenia
fikoliny-3 okazaty si¢ wyzsze u me¢zczyzn niz u kobiet, zarbwno w grupie pacjentow

jak 1 kontrolnej (p<0,0001, ryc. 63).
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Ryc. 63. Stezenia fikoliny-3 w probach surowicy mezczyzn (M) i kobiet (K)
zakwalifikowanych do grupy badanej (TB) i1 kontrolnej (C). Wykres przedstawia

wartosci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).

W obu analizowanych grupach zaobserwowano istotng statystycznie, odwrotng

korelacje stezenia fikoliny-3 z wiekiem (ryc. 64 A i B).
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Tabela 36. Stezenia fikoliny-3 w surowicy oséb zakwalifikowanych do grupy badanej

(TB) oraz kontrolnej (C).

Stezenie fikoliny-3 (ng/ml) Istotnos¢
Grupa TB Grupa C statystyczna
n 430 214
ogélem mediana 18466 19362 p=0.12
$rednia 19101 20370
zakres 2377-45313 5993-69394
n 79 102
<40 1. mediana 18874 21123 p=0,005
$rednia 18939 22834
zakres 5538-45313 7649-69394
n 351 112
>40 1. mediana 18441 17576 p=0,1
$rednia 19137 18126
zakres 2377-44045 5993-42700
n 278 125
mezczyini mediana 19819 21589 p=0,0002
$rednia 20104 23595
zakres 2377-44045 10625-69394
n 40 97
i 21702 2122
mezezyzni <40 r.z. mediana 70 8 p=0,4
$rednia 20714 23388
zakres 5538-34338 11333-69394
n 238 28
mezezyini >40 1. mediana 19388 24519 p=0.01
$rednia 20001 24313
zakres 2377-44045 10625-42700
n 152 89
Kobiety mediana 16170 15853 =02
$rednia 17266 15841
zakres 4848-45313 5993-35900
n 39 5
Kobiety <40 r.z. mediana 15396 10200 p=0.15
$rednia 17118 12088
zakres 6444-45313 7649-17673
n 113 84
kobiety >40 1.z mediana 16320 15991 p=03
$rednia 17317 16064
zakres 4848-42614 5993-35900
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Ryc. 64. Korelacje stezenia fikoliny-3 w surowicy z wiekiem w grupie pacjentéw (TB —
wykres A) oraz kontrolnej (C — wykres B). Wykresy przedstawiaja indywidualne

wartos$ci oraz linie trendu; r - wspotczynnik korelacji Spearmana.

174



U o0s6b w wieku do 40 lat, mediana stezenia fikoliny-3 w grupie kontrolnej (21123
ng/ml) okazata si¢ znaczaco wyzsza, w pordwnaniu z grupg badang (18874 ng/ml,
p=0,005). U o0so6b starszych, réznica nie byla istotna statystycznie (mediany
odpowiednio: 18441 ng/ml oraz 17576 ng/ml, p=0,1) (ryc. 65). W grupie 0séb
zdrowych zauwazono ponadto znaczacg statystycznie roznicg median stezen pomiedzy
osobami mtodszymi 1 starszymi (p<0,0001). Zaleznosci takiej nie wykazano w

przypadku chorych na gruzlice phuc.
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Ryc. 65. Poréwnanie stezen fikoliny-3 w surowicy, w grupie pacjentow (TB) oraz
kontrolnej (C), w zaleznos$ci od wieku. Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz

mediany stezen (czerwone linie).

Wykazano, ze wspomniane wyzej réznice st¢zenia fikoliny-3 zwigzane z plcig byly
niezalezne od wieku (porownano grupy <40 lat i >40 lat) (ryc. 66, tabela 36). Ponadto,
mediana wyznaczona dla zdrowych mezczyzn, ktorzy ukonczyli 40 rok zycia byla
znaczaco wyzsza niz u chorych na gruzlice, w porownywalnym wieku (odpowiednio

24519 ng/ml 1 19388 ng/ml, p=0,01).
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Ryc. 66. Poréwnanie stezen fikoliny-3 w surowicy, w grupie pacjentow chorych na
gruzlice (TB) i kontrolnej (C), z uwzglednieniem wieku i pici badanych osob; M -
mezezyzni, K - kobiety. Wykres przedstawia wartosci indywidualne oraz mediany

stezen (czerwone linie).

Jak wspomniano, bez wzgledu na wiek, u mezczyzn zanotowano wyzsze stezenia
fikoliny-3 niz u kobiet, co potwierdza wcze$niejsze obserwacje wlasne i dane
literaturowe (ryc. 66).

5.9.2. Badanie wystepowania mutacji +1637delC (rs28357092) genu FCN3

Do oceny wystepowania mutacji +1637delC wykorzystano metod¢ PCR-RFLP
opracowang przez Michalskiego i wsp. [217]. Zbadano 418 préob DNA pochodzacych
od pacjentow (TB) oraz 221 od 0s6b zdrowych (C). Zadna z badanych osob nie okazata
si¢ homozygota delC/delC (-/-) (genotyp ten zwigzany jest z pierwotnym niedoborem
fikoliny-3). Liczba heterozygot, jak réwniez czgsto$¢ wystgpowania allelu z delecja
pojedynczego nukleotydu nie réznily si¢ pomigdzy badanymi grupami. Szczegdtowe

dane przedstawiono w tabeli 37.
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Tabela 37. Czesto$¢ wystepowania genotypow oraz alleli zwigzanych z mutacjg w

pozycji +1637delC genu FCN3 w grupie pacjentéw (TB) 1 kontrolnej (C).

Genotypy
Allele (%) OR Istotnosé
Grupa | n (%) x2 p
(95% CI) statystyczna
C/C C/- C delC
406 12 824 12
TB | 418
97,1) | (2,9) (98,6) | (1,4) 0,57
1,85 10,17 0,17
210 | 11 431 | 11 | (0.25-1,26)
C 221
(95,0) | (5,0) (97.5) | (2.5)

OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedzial ufnosci (ang. confidence interval)

5.9.3. Wplyw wystepowania mutacji +1637delC na stezenie fikoliny-3 w surowicy

Zgodnie z oczekiwaniem, badana mutacja wplywata znaczaco na st¢zenie fikoliny-3 w

surowicy (ryc. 67). Mediany uzyskane dla homozygot C/C wynosily 18480 ng/ml (w

grupie pacjentow) oraz 19320 ng/ml (w grupie odniesienia). Znaczaco nizsze wartosci

otrzymano dla heterozygot (odpowiednio: 8613 ng/ml oraz 9369 ng/ml).

stezenie fikoliny-3 (ng/ml)
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Ryc. 67. Wptyw mutacji +1637delC genu FCN3 na stgzenie fikoliny-3 w surowicy

pacjentow (TB) 1 o0so6b zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (C). Wykres

przedstawia warto$ci indywidualne oraz mediany stezen (czerwone linie).
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5.9.4. Zmiany stezenia fikoliny-3 w przebiegu leczenia

U 24 pacjentdow oceniono zmiany stezenia fikoliny-3 w przebiegu leczenia (jak
wspomniano wyzej, dzigki uzyskaniu prob surowicy przed rozpoczeciem
antybiotykoterapii i w jej trakcie). Obserwowana rdznica nie byta znaczaca
statystycznie: mediana przy pierwszym pobraniu wynosita 17641 ng/ml, natomiast przy

drugim 16554 ng/ml (p=0,06; test kolejnosci par Wilcoxona). Wyniki przedstawiono na

ryc. 68.
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Ryc. 68. Poréwnanie stezen fikoliny-3 w surowicy pacjentow chorych na gruzlice ptuc

przed podjeciem leczenia (I pobranie) i w trakcie antybiotykoterapii (II pobranie).

5.10. Ocena potencjalnego znaczenia diagnostycznego badanych bialek

Dane dotyczace st¢zen badanych biatek i aktywnos$ci kompleksow MBL z proteazami
serynowymi MASP zostaly poddane analizie krzywych ROC (ang. receiver
characteristic operating curves), pozwalajagcej na ocen¢ potencjalu diagnostycznego
tych czynnikow. W tabeli 38 zebrano wartosci AUC (pole powierzchni pod krzywa,
ang. area under curve) oraz odpowiednie przedziaty ufnosci otrzymane w wyniku
analizy. Wsérod zbadanych czynnikéw odpornosci wrodzonej, dwa: fikolina-1 1 -2,
charakteryzowaty si¢ wysoka (>0,8) wartoscig AUC, co $wiadczyto o ich znacznym
potencjale réznicujagcym osoby chore na gruzlice pluc od oso6b zakwalifikowanych do
grupy kontrolnej. Na podstawie powyzszej analizy wyznaczono graniczne wartosci

stezen tych biatek, ktore moglyby stuzy¢, jako markery pomocnicze w diagnostyce
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gruzlicy ptuc. Najlepsze dopasowanie dla fikoliny-1 osiggni¢to dla wartosci 2528
ng/ml, ktéra pozwala na odrdznienie pacjentow od 0sob zdrowych przy czutosci 65,4%
1 specyficznosci 80,6%). W przypadku fikoliny-2 warto$¢ ta wynosita 2090 ng/ml
(czulos¢ 75,9% 1 specyficzno$¢ 77,9%). Stgzenia fikoliny-1 powyzej, a fikoliny-2
ponizej wyznaczonych warto$ci granicznych u osob z podejrzeniem zachorowania na

gruzlice, moglyby (jako dodatkowe wskazniki) utatwi¢ rozpoznanie.

Tabela 38. Jednoczynnikowe modele diagnostyczne.

Bialko/kompleks AUC 95% CI Istotnos¢
statystyczna
MBL 0,66 0,62-0,7 p<0,0001
MBL/MASP-2 0,66 0,62-0,7 p<0,0001
MBL-MASP-1 0,61 0,56-065 p<0,0001
SP-D 0,74 0,7-0,78 p<0,0001
Fikolina-1 0.81 0,74-0.86 p<0,0001
Fikolina-2 0.82 0,78-0.86 p<0,0001
Fikolina-3 0,54 0,49-0,58 p=0,12

AUC - pole powierzchni pod krzywa (ang. area under curve); 95% CI - 95% przedzial ufnoséci (ang.

confidence interval)

W kolejnym etapie testowano potencjalne modele diagnostyczne tworzone w oparciu o
odpowiednio dobrane zestawy stezen wybranych biatek (tabela 39), wykorzystujac
metode regresji logistycznej. Otrzymane wartosci prawdopodobienstwa przynaleznosci
[logit(p)] analizowano metoda ROC i wyznaczono (jak uprzednio) wartosci AUC 1 95%
przedziaty ufnosci (95% CI) oraz, stosujac parametr Yudena, warto$¢ graniczna.
Zaobserwowano, ze wartosci AUC dla zestawienia fikoliny-1 i -2 sg wyzsze niz te
liczone dla pojedynczych czynnikéw, co zwigksza ich uzytecznos¢, jako potencjalnych
biomarkeréw w diagnozowaniu gruzlicy ptuc. Najlepsze dopasowanie dla tego modelu
osiggnigto dla wartosci logit(p) rownej 0,47 przy czutosci 91,3% 1 specyficzno$ci

78,8%.
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Tabela 39. Wieloczynnikowy model diagnostyczny.

Model AUC | 5-95% CI Logit(p)=

fikolina-1/-2 0,88 | 0,83-0,92 1,2605+0,0006* X;+(-0,001* X7)

X, X, — stezenia bialek w kolejnosci podanej w kolumnie pierwszej

Zatem, w celu zakwalifikowania pacjenta do grupy ryzyka, celowym jest wykonanie
obliczen przy wykorzystaniu wzoru przedstawionego w tabeli 39. Nastepnie
wyznaczong warto$¢ nalezy poréwnaé¢ z otrzymang wartosciag graniczng modelu

fikolina-1/-2 (0,47).

5.11. Badanie polimorfizmow genow kodujacych wybrane receptory Toll-
podobne oraz bialko adaptorowe TIRAP

Badano wybrane polimorfizmy genéw kodujacych powierzchniowe receptory Toll-
podobne, wystepujace m.in. na monocytach i makrofagach, komdrkach uczestniczacych
w odpowiedzi na zakazenie Mtb (TLR-2, TLR-1, TLR-6, TLR-4). Analizowano takze
jeden z SNP genu dla biatka adaptorowego TIRAP, oddzialujacego z wymienionymi
receptorami 1 umozliwiajacego uruchomienie szlakow przekazywania sygnatu w
komorce.

5.11.1. Badanie polimorfizmu genu 7LR2, zlokalizowanego w pozycji +2258 (G>A;
Arg753Gln; rs5743708)

Polimorfizm ten badano przy zastosowaniu metody PCR-RFLP opisanej przez Schroder
1 wsp. [359]. Genotypy oznaczono u 417 os6b chorych na gruzlice pluc oraz 214 oséb
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Szczegétowe dane, wraz z czestoscig
wystepowania alleli G 1 A oraz wynikami analizy statystycznej (wykazano brak

istotnych réznic pomigdzy grupami) przedstawiono w tabeli 40.
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Tabela 40. Czgstos¢ wystepowania genotypow oraz alleli zwigzanych z polimorfizmem

w pozycji +2258 (G>A) genu TLR2 w grupie pacjentéw (TB) i kontrolnej (C).

Genotypy (%) ) . Allele (%) OR
X | P p
Grupa | n G/G G/A | A/A G A (95% CI)
384 32 1 800 34
B | al7 92,1) | (7,7) | (0.2) 95,9 | 4,1 1,61
’ ’ 11,9604 ’ ’ ’ 0,2
203 11 0 417 11 (0,8-3,19)
C 214
94,9) | 5,1 | (0) (97.4) | (2,6)

* - warto$ci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat

ufnosci (ang. confidence interval)

5.11.2. Badanie polimorfizmu genu 7LR1, zlokalizowanego w pozycji +1805 (T>G,
Ile602Ser; rs5723618)

Badanie wykonano za pomocg metody PCR-RFLP opisanej przez Selvaraja i wsp.
[328], u 417 pacjentow oraz 214 oséb nalezacych do grupy kontrolnej. Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie roznic czg¢stosci wystgpowania wariantow
polimorficznych genu 7LRI pomigdzy wymienionymi grupami. Wyniki podsumowano

w tabeli 41.

Tabela 41. Czesto$¢ wystepowania genotypow oraz alleli zwigzanych z polimorfizmem

w pozycji +1805 (T>G) genu TLRI w grupie pacjentéw (TB) i kontrolnej (C).

Genotypy (%) , Allele (%) OR
X P P
Grupa | n T/T | T/IG | G/IG T G 95% CI)
253 150 14 656 178
TB | 417
(60,6) | (36,0) | (3.4) (78,7) | (21,3) 0,95
0,68 | 0,7 0,7
129 75 10 333 95 (0,72-1,26)
C 214
(60,3) | (35,0) | (4,7) (77,8) | (22,2)

* - warto$ci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat

ufnosci (ang. confidence interval)

5.11.3. Badanie polimorfizmu genu 7LR6, zlokalizowanego w pozycji +745 (C>T;
Ser249Pro; rs5743810)

Oznaczanie genotypdw TLR6 w pozycji +745 u 417 pacjentéw (TB) oraz 210 oséb
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (C) prowadzono przy uzyciu metody PCR-

RFLP opisanej przez Selvaraja i wsp. [328]. Analiza otrzymanych wynikéw wykazata
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brak istotnych statystycznie réznic czestosci wystgpowania genotypow czy alleli C1 T

odpowiadajgcych omawianemu polimorfizmowi (tabela 42).

Tabela 42. Czesto$¢ wystepowania genotypow oraz alleli zwigzanych z polimorfizmem

w pozycji +745 (C>T) genu TLR6 w grupie pacjentow (TB) i kontrolnej (C).

Genotypy (%) , . Allele (%) OR
X P P
Grupa | n ccCc | CT | TIT C T 95% CI)
146 214 57 506 328
TB | 417
(35,0) | (51,3) | (13,7) (60,7) | (39,3) 0,89
1,14 | 0,6 0,3
68 107 35 243 177 | (0,7-1,13)
C 210
(32,4) | (51,0) | (16,6) (57,9) | (42,1)

* - wartosci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR-iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat

ufnosci (ang. confidence interval)

5.11.4. Badanie polimorfizmu genu 7LR4, zlokalizowanego w pozycji +896 (A>G;
Asp299Gly; rs4986790)

Badania prob DNA uzyskanych od 417 pacjentow 1 214 osob zakwalifikowanych do
grupy kontrolnej, prowadzono za pomocg metody PCR-RFLP zaproponowanej przez
Lorenz 1 wsp. [336]. Szczegdlowe dane, wraz z czgsto$cig wystepowania alleli A 1 G
oraz wynikami analizy statystycznej (ponownie nie zaobserwowano istotnych roznic)

przedstawiono w tabeli 43.

Tabela 43. Czgsto$¢ wystgpowania genotypoéw oraz alleli zwigzanych z polimorfizmem

w pozycji +896 (A>G) genu TLR4 w grupie pacjentow (TB) i kontrolnej (C).

Genotypy (%) R . Allele (%) OR
r | p P
Grupa | n A/A | AIG | G/G A G (95% CI)
367 49 1 783 51
TB 417
(88,0) | (11,8) | (0,2) (93,9) | (6,1) 0,75
33 10,2 0,2
183 28 3 394 34 (0,49-1,18)
C 214
(85,5) | (13,1) | (1.4) 92,1) | (7,9)

*- wartosSci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat

ufnosci (ang. confidence interval)
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5.11.5. Badanie polimorfizmu genu 7/TRAP, zlokalizowanego w pozycji +975 (C>T;
Ser180Leu; rs8177374)

Badania prowadzono przy uzyciu metody PCR-RFLP opisanej przez Selvaraja i wsp.
[328]. Analizowano materiat uzyskany od 417 pacjentow, u ktérych rozpoznano
gruzlice (TB) oraz 203 osob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (C). Wykazano
brak rdéznic znaczacych statystycznie pomiedzy grupami. Uzyskane wyniki

podsumowano w tabeli 44.

Tabela 44. Czgsto$¢ wystgpowania genotypow oraz alleli zwigzanych z polimorfizmem

w pozycji +975 (C>T) genu TIRAP w grupie pacjentéw (TB) i kontrolnej (C).

Genotypy (%) 5 . Allele (%) OR
X p p
Grupa| n | C/C | C/T | T/T A G (95% CI)
305 102 10 712 122
B a7 (73,1) | (24,5) | (2,4) (85,4) | (14,6) 0,93
2 2 2 2’7 0’3 > > b 0,7
142 59 2 343 63 (0,67-1,29)
C 203
(70,0) | (29,1) | (0.,9) (84,5) | (15,5)

*- wartoSci p, to wynik analizy tabeli 3x2; OR - iloraz szans (ang. odds ratio); 95% CI - 95% przedziat

ufnosci (ang. confidence interval)
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6. Dyskusja

Gruzlica to choroba zakazna, ktora towarzyszy cztowiekowi od zarania dziejow i nadal
stanowi istotny problem epidemiologiczny 1 medyczny wspotczesnego §wiata. Uwaza
si¢, ze czynnik etiologiczny - pratek gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis, Mtb)
spowodowat $mier¢ wigkszej liczby osob niz jakikolwiek inny drobnoustrdj. Pomimo
szeroko rozwinigtej profilaktyki oraz opracowania metod leczenia nowej generacji,
nadal pozostaje ona chorobg wysoce zakazng. Walka z ta chorobg jest jednym z
glownych zadan Swiatowej Organizacji Zdrowia. Gruzlica wcze$nie wykryta i
prawidlowo leczona jest uleczalna, jednak, jak wspomniano, z jej powodu umiera
ponad milion 0s6b rocznie [2, 363].

Patogeny wyksztalcily szereg mechanizméw umozliwiajacych im  zasiedlenie
organizmu gospodarza 1 przetrwania w nim. Niezwykle efektywne w unikaniu
odpornosci wrodzonej gospodarza sg bytujace wewnatrzkomorkowo pratki gruzlicy. W
zakazeniu Mtb, szczegdlnie wazna jest pierwsza faza odpowiedzi, bezposrednio po ich
wniknieciu do ptuc. Od jej przebiegu zalezy, czy dojdzie do catkowitej eliminacji
patogenu, infekcji latentnej czy rozwoju choroby. Makrofagi, dzigki swoim
wlasciwo$ciom fagocytarnym 1 ekspresji  wielu receptoréw na powierzchni
oddziatujacych z antygenami drobnoustrojéw lub zmienionych chorobowo komorek,
naleza do istotnych czynnikéw odpowiedzialnych za utrzymanie stanu homeostazy w
organizmie [26]. Na powierzchni makrofagdw wystepuja liczne receptory, do ktorych
nalezg migdzy innymi:

- receptory dla sktadnikow dopetniacza CR1, CR3, CR4 (ang. complement receptors),

- receptor mannozowo-fukozylowy,

- receptory dla fragmentéw Fc immunoglobulin,

- receptor dla fibronektyny,

- receptory dla bialka surfaktantu ptucego A,

- receptory integrynowe,

- receptory ,,zmiatacze” (ang. scavenger receptors).

W wyniku interakcji pomigdzy drobnoustrojami i komoérkami odporno$ciowymi
dochodzi do aktywacji szeregu szlakow, prowadzacych do uwolnienia czynnikow
prozapalnych i chemotaktycznych, takich jak cytokiny, sktadniki dopeilniacza czy
biatka ostrej fazy, oddziatujacych na kolejne komoérki zerne. Fagocytoza przebiegac

moze w sposob bezposredni, kiedy bakterie sg wychwytywane przez receptory
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zlokalizowane na powierzchni fagocytow badz posredni, gdy bakterie s3 uprzednio
opsonizowane przez takie czynniki jak aktywowane sktadniki dopelniacza, biatko
C-reaktywne, kolektyny (MBL, SP-A i SP-D) czy fikoliny.

W prezentowanej pracy podjgto probe oceny znaczenia wybranych czynnikow
odpornosci wrodzonej w podatnosci na zakazenie pratkami Mycobacterium tuberculosis
1 rozwoju gruzlicy ptuc. Wsrdd nich byty biatka wystepujace w formie niezwigzanej z
komorka (takie jak lektyna wigzaca mannozeg, biatka surfaktantu plucnego A i1 D,
fikoliny, proteazy serynowe MASP) oraz receptory zlokalizowane na powierzchni
komorki (receptory Toll-podobne) 1 jeden z czynnikow uczestniczacych w
przekazywaniu sygnatu (biatko adaptorowe TIRAP). Grupe chorych stanowili pacjenci,
u ktorych rozpoznano na podstawie badan mikrobiologicznych i radiologicznych
pierwotng posta¢ choroby. Grup¢ kontrolng stanowily osoby, ktore w wywiadzie nie
zglaszaly cigzkich lub nawracajacych zakazen, choréb nowotworowych i choréb o
poditozu autoimmunizacyjnym. Badano polimorfizmy i/lub mutacje genéw kodujacych
wspomniane czynniki, a w przypadku biatek rozpuszczalnych, takze ich stezenie i/lub
aktywno$¢ w surowicy pacjentow oraz osob zdrowych (u czgéci chorych réwniez ich
zmiany w czasie leczenia). Na powierzchni komoérek Mtb wystepuja struktury bedace
strukturami docelowymi dla badanych czynnikow. Lektyna wigzgca mannozg¢ 1 biatka
surfaktantu plucnego rozpoznaja ManLAM, natomiast fikoliny - ManLAM i kompleks
Ag85 [84, 239]. Ligandami pratkowymi dla receptora TLR-2 s3: lipoproteina o masie
19 kDa, LAM, LM, PIM, diacylowane (kompleks TLR-2/TLR-6) i triacylowane
(kompleks TLR-2/TLR-1) lipopeptydy, natomiast TLR-4 rozpoznaje biatka szoku
cieplnego HSP 60/65 oraz antygen pratkdw o masie 38 kDa [17].

O istotnym znaczeniu MBL w odpowiedzi na réznorodne zakazenia, §wiadczg liczne
prace, w ktorych wykazano zwigzek pomiedzy jej niedoborem i nawracajgcymi
infekcjami bakteryjnymi, wirusowymi czy grzybiczymi [83, 364-366]. Bialko to
rozpoznaje szereg wzorcoOw molekularnych zwigzanych z patogenami, opsonizujac
niektore drobnoustroje przyczynia si¢ do nasilenia fagocytozy (m.in. M. tuberculosis
[39]), a dzieki tworzeniu komplekséw z MASP jest jednym z czynnikow inicjujacych
aktywacje uktadu dopetiacza na drodze lektynowej. Znane, niekiedy bardzo znaczne
roéznice osobnicze stezenia MBL w surowicy (zakres od poziomu niewykrywalnego do
ponad 10 pg/ml) sa w pewnym stopniu wynikiem polimorfizméw zlokalizowanych w
regionie promotorowym i eksonie 1 genu MBL2 [73]. Czgsto jednak, wyrazne rdznice

obserwuje si¢ wsrdd osob o tym samym genotypie [79], co moze wskazywacé na wptyw
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innych polimorfizméw lub regulacji epigenetycznej ekspresji genu MBL2 [367]. W
prezentowanej pracy, jak wspomniano, oceniano st¢zenia MBL w surowicy i1 czgsto$¢
wystepowania wybranych wariantow polimorficznych MBL2 u pacjentdw chorych na
gruzlice ptuc oraz oséb zdrowych. Nalezy podkresli¢, ze znaczenie lektyny wigzacej
mannoz¢ w podatno$ci na zakazenie Mtb, jego rozwoj i przebieg ciggle pozostaje
kontrowersyjne: publikowane dane sg rozbiezne, co moze wynikac z rdznej liczebnosci
grup badanych, réznic etnicznych czy odmiennch protokotow badan (np. okreslania
tylko stezenia MBL w surowicy/osoczu lub genotypu). Badajac populacj¢ polska,
Bonar 1 wsp. wykazali, iz stezenia MBL w surowicy dorostych pacjentow chorych na
gruzlice byly znaczaco wyzsze w poréwnaniu z warto$ciami uzyskanymi dla osob z
rozpoznaniem innych choréb ptuc oraz zdrowych [368]. Zbiezne wyniki przedstawili
Garcia-Gasalla i wsp. (badania w regionie Morza Srodziemnego) [369, 370], Alagarasu
1 wsp. (w Indiach) [371] oraz Chalmers i wsp. (Wielka Brytania) [372]. Podobnie,
wyzsze niz u przedstawicieli odpowiedniej wiekowo grupy kontrolnej stezenia MBL
zaobserwowano u dzieci chorych na gruzlice. Wynik ten odzwierciedlat nizsza czgstosé
wystepowania allelu B genu MBL2, zwigzanych z niskim poziomem tej lektyny u
chorych, w porownaniu z grupa dzieci zdrowych [373].

Dane przedstawione w niniejszej rozprawie sa spojne z omowionymi wyzej: mediana
stezenia MBL w grupie pacjentow chorych na gruzlicg byla istotnie wyzsza od warto$ci
uzyskanej dla grupy kontrolnej. Znaczace réznice notowano bez wzgledu na wiek i ptec¢
badanych osob. U prawie 40% pacjentow obserwowano stezenia wyzsze niz warto$¢
odpowiadajaca 90. centylowi wyznaczonemu dla grupy odniesienia [gdzie tak wysokie
stezenia MBL w surowicy stwierdzono tylko u 9,6% przedstawicieli (p<0,0001)].
Znaczace roznice (przy zgodnej z oczekiwaniem, wysokiej korelacji z poziomem
lektyny wigzace] mannoze¢) wykazano takze w przypadku aktywnosci kompleksow
MBL z proteazami serynowymi MASP-1 oraz MASP-2 (ponownie przy braku zwigzku
z wiekiem czy plcig).

Cosar 1 wsp. badajac polimorfizmy genu MBL2 zlokalizowane w eksonie 1,
zaobserwowali znaczgco nizsza czg¢sto$¢ wystepowania genotypéw A/B oraz B/B
(zwigzanych z niskim stezeniem w surowicy i aktywnoscig MBL lub jej pierwotnym
niedoborem) ws$rod dzieci chorych na gruzlice niz wsrod dzieci zdrowych [373].
Podobne wyniki uzyskali Soborg i wsp., ktorzy zasugerowali efekt ochronny allelu B u
dorostych mieszkancow Danii [374] oraz Hoal-Van Helden 1 wsp. w populacji

potudniowoafrykanskiej [375]. Uwage zwracajg prace opublikowane przez Singla i
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wsp. [376], w ktorych potwierdzono wspomniane obserwacje w przypadku kobiet,
lecz nie m¢zczyzn.

Z drugiej strony, szereg publikacji wskazuje na wysoka podatno$¢ na zakazenie
M. tuberculosis 1 rozwdj gruzlicy u osob bgdacych nosicielami alleli typu O, ktoére maja
zwigzek z nizszym stgzeniem MBL w surowicy. Capparelli i wsp. zaobserwowali
obnizong aktywno$¢ bodjcza surowicy pozbawionej MBL w stosunku do pratkow
M. tuberculosis, sugerujac, ze niedobdr tej lektyny moze nasila¢ ryzyko infekcji.
Autorzy ci, badajac populacje wiloska, zanotowali istotnie czestsze wystepowanie
genotypu zwigzanego z niskim stezeniem tej lektyny w surowicy - LYB/LYD u os6b, u
ktorych rozpoznano gruzlice ptuc, natomiast genotypy odpowiedzialne za wysokie
stezenie MBL (HYA/HYA) znaczaco czesciej wystepowaty u 0sob zdrowych [377].
Podobnie, Selvaraj i wsp. zaobserwowali u mieszkancow Indii wyzsza czgstosé
wystepowania homo-/heterozygot O/O (pod wzgledem alleli B, C jak i D) u osob
chorych na gruzlice, w porownaniu z osobami zakwalifikowanymi do grupy kontrolne;j
[378]. Liu i wsp., badajac populacje chinska, zanotowali, ze haplotyp XA/B
(zwigzany z niskim st¢zeniem MBL w surowicy — LXA/O) wystgpowal istotnie
czescie] u pacjentow chorych na gruzlice ptuc [379]. Rowniez Alagarasu i wsp.
przedstawili wyniki sugerujace zalezno$¢ pomigdzy niskim stezeniem MBL oraz
genotypami O/O (zwlaszcza odpowiadajagcymi SNP zlokalizowanemu w kodonie 57) i
podwyzszonym ryzykiem rozwoju choroby [371]. Ponadto, ponownie Liu i wsp. oraz
Shi 1 wsp. (badania przedstawicieli populacji chinskiej) zaobserwowali, ze allel B
(haplotyp LYPB) 1 zwigzane z nim niskie stezenie MBL w surowicy, sprzyja
zachorowaniu na gruzlice [377, 380, 381]. Wietnamscy autorzy wskazali na
protekcyjne dziatanie MBL: jej wysokie stezenie w surowicy chronito przed rozwojem
aktywnej postaci choroby [382].

Przedstawione w rozprawie dane wskazujg na brak istotnych statystycznie rdznic
czegstosci wystepowania genotypdéw zwigzanych z niskim stezeniem MBL czy alleli O,
odpowiadajagcym SNP zlokalizowanym w eksonie 1 genu MBL2 pomig¢dzy grupa
chorych i grupg odniesienia (tabela 13). Z drugiej strony, zaobserwowano, ze warianty
YA/YA, odpowiadajace wysokim stezeniom MBL w surowicy, czgsciej obserwowano
wsrod osob zdrowych, niz wsrdd pacjentéw, jednak roéznica nie przekroczyta progu
istotno$ci  statystycznej (odpowiednio: 37% wvs 31%, p=0,08). Poniewaz, jak
wspomniano, mediana stezen lektyny wigzacej mannoz¢ byta znaczaco nizsza w grupie

kontrolnej, mozna przypuszcza¢, ze na poziom MBL u chorych, decydujacy wpltyw
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maja czynniki inne niz analizowane warianty polimorficzne regionu promotorowego i
eksonu 1.

Brak zwigzku migdzy okreslonymi haplotypami MBL?2 i zachorowalno$cig na gruzlicg
postuluja takze autorzy brytyjscy [372]. Réwniez Solgun i wsp. nie zaobserwowali
zwiazku nosicielstwa alleli B 1 C omawianego genu z ryzykiem zachorowania tureckich
dzieci na gruzlice [383].

Zaprezentowane w pracy wyniki sugeruja protekcyjny wplyw stosunkowo niskich
stezen MBL przed rozwojem gruzlicy ptuc, jednak z drugiej strony, wysoki poziom
tego biatka moze $wiadczy¢ o toczacym si¢ w organizmie stanie zapalnym. Wysoka
czesto$¢ wystepowania stezen >2399 ng/ml w surowicy pacjentow moze wynikaé¢ z
faktu, iz proby pobierane byty bezposrednio po rozpoznaniu (potwierdzeniu) gruzlicy, a
wiec przypuszczalnie w poczatkowej fazie choroby, kiedy nastepuje ogdlny wzrost
poziomu biatek ostrej fazy w krwiobiegu. Traktujgc MBL jako taki wtasnie czynnik
[384], zjawiskiem oczekiwanym jest podwyzszenie jej stezenia w surowicy. Tak, wiec
obserwowana réznica mie¢dzy grupami moze oznaczaé, ze wysokie stezenie tej lektyny
u chorych jest raczej skutkiem aktywnego zakazenia niz jednym z czynnikow
sprzyjajacych jego rozwojowi. Wyjasnienia wymaga obserwacja wskazujaca na istotny
statystycznie wzrost poziomu MBL po podjeciu terapii. Nalezy traktowac ja, jako
wynik wstepny (uzyskany po badaniu stosunkowo niewielkiej liczby prob), sugerujacy
kierunek dalszych prac. Podobne, cho¢ dotyczace chordb o odmiennej etiologii i
sposobach leczenia, zjawisko, zanotowano ostatnio w Pracowni Immunobiologii
Zakazen IBM PAN. Wykazano, ze u os6b chorych na szpiczaka mnogiego czy roézne
typy chtoniakdéw, poddawanych agresywnej chemioterapii, a nast¢pnie przeszczepieniu
autologicznych komorek krwiotworczych, stezenie MBL w surowicy wzrasta
systematycznie, w stosunku do warto$ci oznaczonej przed rozpoczeciem leczenia
Wysoki poziom tej lektyny zwigzany byl ze stosunkowo wysokim ryzykiem zakazen
szpitalnych oraz dtuzszym czasem trwania goraczki z neutropenia [91].

Jak wspomniano wczesniej, dane literaturowe na temat zwigzku wystgpowania
poszczegdlnych wariantoéw polimorficznych genu MBL2 z podatnoscig na zakazenie
Mtb i ryzykiem rozwoju gruzlicy nie sg spojne. Dostepne wyniki metaanaliz wskazuja,
ze rozbieznosci te wynikaja w duzej mierze z roznic etnicznych. Denholm 1 wsp. w
swojej metaanalizie dowodza, ze u pacjentdéw chorych na gruzlice stezenie MBL jest
znaczaco wyzsze w porownaniu z odpowiednimi grupami odniesienia, przy

jedniczesnym braku réznic w czestosci wystepowania genotypoéw [385]. W oparciu o
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badania przeprowadzone w populacjach kaukaskiej, afrykanskiej i azjatyckiej, Wu 1
wsp. wskazali na istotny zwigzek pomiedzy podatno$cig na rozwoj gruzlicy a czestoscia
wystepowania wariantOw polimorficznych w eksonie 1 genu MBL2 [386]. Na
podstawie przeprowadzonych analiz, postuluja oni, Ze nosicielstwo alleli typu O
zwieksza ryzyko infekcji, zwlaszcza w populacji azjatyckiej. Wniosek ten potwierdza
wyniki niektorych wczesniejszych badan, prezentowanych miedzy innymi przez Cao 1
wsp. [387]. Rowniez Tong X. i wsp. w swojej metaanalizie zaobserwowali, ze niskie
stezenie MBL oraz obecno$¢ alleli D i B (w kodonach 54 i 52) zwigkszaja ryzyko
zachorowania na gruzlice. Z drugiej strony z ich badan wynika, ze obecnos¢ allelu C
zwigzanego z innym polimorfizmem eksonu 1 (kodon 57), moze mie¢ protekcyjny efekt
przed zakazeniem Mtb w populacji chinskiej [388]. Takze metaanaliza przeprowadzona
przez Mandala i wsp., sugeruje podwdjng rol¢ polimorfizméw genu MBL2 w gruzlicy.
Po przeanalizowaniu 14 oryginalnych prac, autorzy ci zaobserwowali, ze wystepowanie
allelu C (rs1800451) zwigksza, natomiast allelu D (rs5030737) obniza ryzyko rozwoju
akywnej postaci choroby [389]. Z uwagi na fakt, iz dystrybucja alleli oraz czesto$¢
wystepowania genotypodw MBL2 rdznig si¢ pomi¢dzy grupami etnicznymi, dostgpne
dane literaturowe nie prowadzg do jednoznacznych wnioskéw dotyczacych znaczenia
MBL w patogenezie gruzlicy [390].

Interesujaca prob¢ wyjasnienia udzialu MBL w przebiegu zakazenia pratkami
M. tuberculosis podjeli Soborg i wsp. [371]. Na podstawie wynikéw badan
mieszkancow Danii, zaproponowali trzy mozliwe warianty zaangazowania lektyny
wigzgce] mannoz¢ w odpowiedz na zakazenie Mtb. Wysoki poziom tego biatka w
krazeniu moze przyczynia¢ si¢ do nasilenia fagocytozy pratkéw oplaszczonych
aktywowanymi sktadnikami ukladu dopetiacza (za posrednictwem odpowiednich
receptorow na powierzchni makrofagow). Z drugiej strony, catkowity niedobér MBL
powoduje, iz pratki sg bezposrednio pochtaniane przez komorki fagocytujace, przy
udziale receptoréw mannozowych. Wedlug autoréw, najkorzystniejsze dla organizmu
gospodarza jest niskie stezenie, (lecz nie niedobor) tej kolektyny (zwigzane z
genotypami  A/O), gdyz nie sprzyja ono nadmiernej aktywacji dopetniacza i
jednocze$nie, w pewnym stopniu, hamuje pochlanianie pratkéw, zapobiegajac ich
rozpoznaniu przez receptory mannozowe [374].

W rozdziale 5.3.3. zaprezentowano wyniki dotyczace czestosci wystgpowania
wariantow polimorficznych w pozycji +359 (A>G) genu MASP2. Genotyp G/G

zwigzany jest z niedoborem proteazy serynowej MASP-2 oraz nieenzymatycznego
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biatka MAp19 [288]. Pierwsze udokumentowane przypadki takiego pierwotnego
niedoboru zwigzane byly z wysoka podatnoscig na ci¢zkie i/lub nawracajgce zakazenia
[83, 281]. Pdzniej jednak, opisano kilka homozygot G/G, u ktorych takich infekcji nie
notowano [87, 391-393]. W omawianych w rozprawie badaniach wilasnych, czestos$¢
wystepowania allelu G wsrdd osob, u ktorych rozpoznano gruzlice ptuc 1 osob
zakwalifikowanych do grupy odniesienia nie r6znity si¢ znaczaco. W grupie pacjentow
odnotowano dwie homozygoty G/G, podczas gdy w grupie kontrolnej - jedng (dane
opublikowane [286]). Zgodnie z oczekiwaniem, odpowiednie proby surowicy nie
wykazywaty zdolno$ci aktywowania sktadnika C4 na drodze zaleznej od kompleksow
MBL-MASP-2. Obserwowano niewielkie réznice aktywnosci tych kompleksow
pomigdzy nosicielami genotypéw A/A 1 A/G, jednak nie przekroczyly one progu
istotnosci statystycznej. Tak wiec, jak wykazaly rowniez wcze$niejsze badania
prowadzone w Pracowni Immunobiologii Zakazen IBM PAN [355] ilo$¢ aktywnego
enzymu u heterozygot jest wystarczajgca do zainicjowania kaskady dopehiacza.
W gtéwnej mierze o aktywnosci kompleksu MBL-MASP-2 decyduje, zatem przede
wszystkim genotyp MBL2.

Chalmers 1 wsp. rowniez nie zanotowali znaczacych réznic czestosci wystepowania
wariantow polimorficznych +359 A>G pomigdzy grupa chorych 1 grupa odniesienia
[372]. Zwiazek migdzy zwigkszonym ryzykiem zachorowania na gruzlicg i1 czg¢sto$cia
wystepowania dwoéch innych polimorfizméw genu MASP2, (rs2273346 oraz
1s6695096) zaobserwowali natomiast Chen 1 wsp. [394].

dopetniacza. Jak wspomniano wcze$niej, rozpoznaja one M. tuberculosis [228, 395].
W przedstawionej pracy wykazano, ze st¢zenia SP-D w surowicy pacjentoéw chorych na
gruzlice s3 znaczaco wyzsze niz u przedstawicieli grupy kontrolnej. Obserwowane
roznice byly niezalezne od pitci i wieku badanych osob. Uzyskane wyniki sg zgodne z
dostepnymi danymi literaturowymi. Kondo i wsp. zanotowali znaczaco wyzsze st¢zenia
SP-D u o0s6b chorych na gruzlice oraz ich korelacj¢ ze stopniem zaawansowania
choroby (informacje pochodzg z dostgpnego w jezyku angielskim streszczenia artykutu)
[396]. Wyzszy niz wsérod przedstawicieli grupy kontrolnej, przeci¢tny poziom tego
bialka oznaczono réwniez u pacjentdéw, u ktérych rozpoznano zapalenie phluc
i przewlekta obturacyjng chorobe pluc (POChP) [140, 142]. W zwigzku z powyzszym,
mozna przypuszczaé, ze tak jak w przypadku typowych biatek ostrej fazy, stezenie

SP-D wzrasta w odpowiedzi na zakazenie, co zwigzane jest z procesem zapalnym.
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Enomoto 1 wsp. zaobserwowali, ze jej poziom (jak réwniez takich markeréw zapalenia
jak biatko C-reaktywne) ulegal znaczacemu obnizeniu w trakcie leczenia [397].
Przedstawione w rozdziale nr 5.5.4. wyniki nie potwierdzily jednak istotnej zmiany
stezenia SP-D po zastosowaniu antybiotykoterapii. Nalezy jednak uwzglednié, ze
zbadano stosunkowo niewielkg liczbe prob i1 mozliwe bylo poréwnanie danych
dotyczacych tylko dwoch punktow czasowych.

W celu zbadania znaczenia omawianej kolektyny w zakazeniach Mtb skutkujacych
rozwojem gruzlicy ptuc badano takze trzy polimorfizmy genu SFTPD, kodujacego to
biatko, wybrane na podstawie dostepnych danych literaturowych [112, 134]. Sg one
zwigzane z zamiang reszt aminokwasow w réznych fragmentach czasteczki: regionie N-
koncowym (+32 T>C, Metl1Thr), kolagenowym (+478 G>A, Alal60Thr) oraz
regionie CRD (+868 T>A, Ser270Thr). Nie zanotowano znaczacych roéznic czestosci
wystepowania analizowanych genotypoéw czy alleli pomiedzy badanami grupami.
Weczesniej, Floros 1 wsp. zasugerowali, ze allel C w pozycji +32 moze by¢ zwigzany z
wyzsza podatnosciag na zakazenie pratkami 1 rozwoj gruzlicy [112]. Jednak do
przeciwnych wnioskéw doszli Hsieh i wsp., ktorzy zaobserwowali z kolei zwigzek
pomigdzy wystepowaniem wariantu T a ryzykiem zachorowania na gruzlice [398].
Znaczaca roznica median stezen pomigdzy badanymi grupami, wskazywaé rowniez
moze na wplyw innych polimorfizméw genu SFTPD na poziom ekspresji
SP-D.

Zaobserwowano, ze allele C 1 A (odpowiednio w pozycjach +32 oraz +478)
odpowiadajg nizszym st¢zeniom SP-D, zarowno w grupie badanej (TB), jak i1 kontrolne;
(C). U homozygot C/C oraz A/A, mediany st¢zenia tego biatka byty znaczaco nizsze w
porownaniu, odpowiednio, z homozygotami T/T oraz G/G. Podobne wyniki
przedstawiajagce wptyw polimorfizmu w pozycji +32 T>C na stezenie SP-D w surowicy
zostaly przedstawione przez Leth-Larsen i wsp. [133]. W odroznienieniu od
wczesniejszego doniesienia Shakoori 1 wsp. [140], nie zanotowano jednak istotnego
wplywu polimorfizmu +868 T>A na poziom omawianej kolektyny. Nalezy jednak
podkresli¢, ze zadna z badanych osob nie byta homozygota A/A.

W przypadku polimorfizméw genow SFTPAI oraz SFTPA2 1 wptywu ich okreslonych
wariantow na podatno$¢ na zakazenie Mtb, Malik i wsp. badajac populacje afrykanska
(mieszkancy Etiopii) wykazali, ze allele A 1 T (SNP odpowiednio w pozycjach +307
G>A oraz +655 C>T genu SFTPAI) oraz C (SNP w pozycjach +271 G>C +667 C/A

genu SFTPA2) sa zwigzane z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na gruzlice
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[122]. Floros i wsp. zaobserwowali takze czestsze wystepowanie alleli G (+148 G>C) 1
T (+665 C>T) genu dla SP-Al u pacjentow meksykanskich, w poréwnaniu z
odpowiednio dobrang grupa kontrolng [112]. Madan i wsp. sugeruja, Ze wystgpowanie
allelu C w pozycji +271 G>C genu SFTPA2 wiaze si¢ z wyzszg zachorowalno$cig na
gruzlice w populacji indyjskiej [399], natomiast Yang i wsp. badajac populacje chinska,
zaobserwowali znaczgco czestsze wystepowanie wariantu G u oséb chorych [400].
Analiza wynikéw badan wybranych SNP genéw kodujacych biatka surfaktantu
ptucnego SP-A1 oraz SP-A2 przedstawionych w niniejszej pracy, wykazata istotne
roznice pomigdzy grupami TB i1 C, jedynie w przypadku polimorfizméw +26 C>A oraz
+667 C>A genu SFTPA2. Genotyp A/A w obu pozycjach wystepowat znaczaco
rzadziej w grupie pacjentow, w poroéwnaniu z grupa odniesienia [odpowiednio +26:
p=0,01; OR=0,5, 95% CI (0,31-0,83) oraz +667: p=0,03; OR=0,51, 95% CI (0,28-
0,94)], co w pewnym stopniu potwierdza wyniki przedstawione przez Malik 1 wsp.
[122]. W przypadku pozostaltych polimorfizméw genu SFTPAI (+56T>C; +148 G>C;
+655 C>T) oraz genu SFTPA2 (+271 G>C) nie wykazano rdznic istotnych statystycznie
pomigdzy poréwnywanymi grupami.

Jak wspomniano, fikoliny stanowig grupe czynnikéw odpornosci, ktére pod wzgledem
struktury 1 aktywnos$ci przypominajg kolektyny. Nalezg do niej fikolina-1, -2 oraz -3,
posiadajace wlasciwosci opsonizacyjne oraz zdolno$¢ aktywacji dopetniacza na drodze
lektynowej. W doniesieniu opublikowanym przez Lei i wsp. opisano znaczaco nizszy
poziom ekspresji fikoliny-1 w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej (ang.
peripheral blood mononuclear cell, PBMC) oséb chorych na gruzlice, zarowno na
poziomie mRNA jak i na poziomie biatka, w poréwnaniu z komoérkami uzyskanymi z
krwi osob nalezacych do grupy kontrolnej [401]. W przedstawionej pracy oceniano
stezenia tego biatka w surowicy. Mediana uzyskana dla grupy pacjentoéw byta znaczaco
WyZsza, W porOwnaniu z warto§cig wyznaczong w grupie poroOwnawczej, bez wzgledu
na wiek badanych os6b. Moglo to by¢ wynikiem toczacego si¢ stanu zapalnego, chociaz
w probach surowicy pobranych od pacjentow po podjeciu leczenia przeciwgruzliczego
nie obserwowano obnizenia st¢zenia fikoliny-1.

Poddajac otrzymane wyniki analizie krzywej ROC, zaobserwowano, ze fikolina-1
charakteryzuje si¢ stosunkowo silnym potencjatem réznicujacym osoby chore, w
szczegbdlnosci mezezyzn na gruzlice od oso6b zdrowych (AUC=0,81), co moze czyni¢ ja
pomocniczym markerem diagnostycznym. W prezentowanej pracy badano dwa

polimorfizmy genu FCNI zlokalizowane w regionie promotorowym, w pozycjach -542
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G>A oraz -144 C>A, ktore wedlug doniesien literaturowych maja wptyw na stezenie tej
fikoliny w surowicy [166]. Zaobserwowano, ze czestos¢ genotypow G/G w pozycji -
542 oraz C/C w pozycji -144 jest znaczaco wyzsza (odpowiednio p=0,04 oraz p=0,02) u
chorych w poréwnaniu do oséb z grupy odniesienia. Nie zaobserwowano jednakze
istotne] statystycznie zalezno$ci pomigdzy wariantami polimorficznymi 1 poziomem
fikoliny-1 w surowicy (rozdziat 5.7.3).

Fikolina-2, podobnie jak MBL syntezowana jest w gldownie w watrobie. Bialko to wigze
si¢ do powierzchni M. tuberculosis H37Rv, a jako mykobakteryjny ligand dla fikoliny-2
wskazuje si¢ kompleks antygendéw Ag85 [84]. W cytowanej pracy nie obserwowano
natomiast odziatywania tego biatka z ManLAM, co wczes$niej sugerowali Luo 1 wsp.
[239]. Mogto to wynika¢ z faktu, ze uzyty w dos§wiadczeniach przeprowadzonych przez
Swierzko i wsp. lipoarabinomannan, pochodzit ze szczepu M. tuberculosis Aoyama B,
natomiast Luo 1 wsp. wykazali wigzanie fikoliny-2 do ManLAM na powierzchni
szczepu Mtb H37Rv. Zaobserwowali oni ponadto w badaniach in vitro, ze zwigzana z
powierzchnig pratkdéw fikolina-2 hamuje rozwdj zakazenia komorek linii A549 (ludzka
linia komoérkowa nowotworu phluc). W badaniach in vivo, stwierdzono natomiast, ze
myszy pozbawione genu kodujacego fikoling A, bedaca odpowiednikiem ludzkiej
fikoliny-2, sg znacznie bardziej podatne na zakazenie pratkami H37Rv [239]. Ci sami
autorzy oznaczyli znaczaco wyzsze stezenia fikoliny-2 w surowicy o0sob zdrowych w
poréwnaniu z pacjentami chorujagcymi na gruzlice (badajac populacje chinska) [239].
Do odwrotnych wnioskéw doszli Wang i1 wsp. badajac mieszkancoéw tego kraju.
Zaoserwowali oni znaczgco wyzsze stezenia fikoliny-2 u chorych, w poréwnaniu z
grupa kontrolng. Ponadto, zauwazyli, ze w ciggu dwoch miesigcy po podjeciu leczenia
poziom omawianego biatka w surowicy pacjentow ulega istotnemu obnizeniu [402].
Brak istotnych statystycznie roznic stezen fikoliny-2 pomig¢dzy grupami osob zdrowych
1 chorych zaobserwowano badajac populacj¢ brytyjska. Chalmers i wsp. zanotowali
jednak, ze niski poziom tego biatka (<1200 ng/ml) oznaczany jest nieco (nieistotnie)
czgsciej u pacjentow [372]. Roéwniez Lei 1 wsp. badajac ekspresje genu FCN2 w
jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej nie stwierdzili réznic jej poziomu
pomigdzy osobami chorymi na gruzlicg i zdrowymi [401]. Wyniki przedstawione w
rozprawie pozostajg w zgodzie z doniesieniami Luo i wsp. [239]. Stezenia fikoliny-2 w
probach surowicy uzyskanych od pacjentow, u ktorych rozpoznano gruzlice byty
znaczaco nizsze niz w probach pobieranych od o0sob zaliczonych do grupy kontrolnej,

co moze sugerowaé efekt ochronny tego czynnika przed rozwojem aktywnego
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zakazenia Mtb lub jego konsumpcje¢ w wyniku odpowiedzi na infekcj¢. Rowniez w
przypadku tego biatka, analiza krzywej ROC wykazata, ze oznaczenie jego poziomu w
surowicy ma stosunkowo silny potencjat r6znicujacy osoby chore od zdrowych. Niskie
warto$ci (<1500 ng/ml) znaczaco czesciej obserwowano u 0sob, u ktoérych rozpoznano
gruzlice. Pozwala to sugerowa¢ mozliwos¢ wykorzystania omawianego czynnika
odpornosci jako markera pomocniczego w badaniach w kierunku gruzlicy ptuc.
Wartos¢ AUC dla fikoliny-2 wynosita 0,82, natomiast w analizie dwuczynnikowej (po
dotaczeniu danych dla opisanej wczesniej fikoliny-1) — 0,88 (tabela 39).

W  przedstawionej pracy oceniano rowniez czestos¢ wystepowania wariantow
polimorficznych genu FCN2, ktore wedlug danych literaturowych maja znaczacy
wplyw na stezenie fikoliny-2 w surowicy. Wybrano SNP zlokalizowane w regionie
promotorowym w pozycjach -64 (A>C) oraz -4 (A>G). Allel C (pierwszy z
wspomnianych polimorfizmdéw) zwigzany jest z niskim, podczas gdy allel G (w pozycji
-4) - z wysokim stezeniem biatka. W przedstawione] pracy zaobserwowano w obu
badanych grupach znaczaco nizszy poziom fikoliny-2 u heterozygot A/C w poréwnaniu
nosicielami genotypu A/A (pozycja -64). Nie zanotowano natomiast znaczacego
wpltywu wystepowania allelu G w pozycji -4 na stezenie biatka w badanych probach
surowicy, jednak nalezy podkresli¢, ze w grupie pacjentOw znacznie rzadziej, w
poréwnaniu z grupg kontrolna, obserwowano genotyp A/G [p=0,01; OR=0,51, 95% CI
(0,32-0,85), tabela 34], co moze sugerowaé protekcyjny efekt wystepowania allelu G.
Nizsza czestos¢ wariantu A/G mogta mie¢ zwigzek z nizsza mediang stezenia fikoliny-2
uzyskang w przypadku chorych na gruzlice pluc. Nie mozna takze wykluczy¢ wptywu
innych, niebadanych polimorfizméw genu FCN2 lub czynnikéw pozagenetycznych na
poziom omawianego biatka w surowicy. Wczesniej Xu 1 wsp. wykazali nizsza czestos¢
wystepowania wariantow zwigzanych z nizszg ekspresja fikoliny-2 (C/C oraz T/T,
odpowiednio dla polimorfizmow: -64 A>C i +6424 G>T) u pacjentOw w poréwnaniu z
grupa odniesienia [403].

Stezenie fikoliny-3 w surowicy ludzkiej jest najwyzsze wsrdd czynnikéw rozpoznania
charakterystycznych dla aktywacji dopelniacza na drodze lektynowej [78]
Bartlomiejczyk 1 wsp. wykazali, ze biatko to aglutynuje komoérki Mtb szczepu Hz7Rv,
co nasila ich fagocytoz¢ przez makrofagi [39]. Wyniki zamieszczone w rozprawie,
wskazuja, ze mediany stezen fikoliny-3 w surowicy nie r6éznig si¢ znaczaco pomig¢dzy
badanymi grupami. Nalezy jednak zauwazy¢, ze analiza przeprowadzona po ich

podziale ze wzgledu na pte¢ wykazala, ze przecigtny poziom badanego biatka u
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zdrowych me¢zczyzn byl istotnie wyzszy niz u chorych. Roéznicy takiej nie
obserwowano u kobiet. Ponadto, stezenia fikoliny-3 okazaly si¢ znamiennie wyzsze u
0sOb z grupy odniesienia, ktore nie ukonczytly 40 lat w poréwnaniu z pacjentami z tej
samej grupy wiekowej, podczas gdy w przypadku oséb starszych nie zaobserwowano
znaczacych roznic. W zwigzku z powyzszym, nie mozna jednoznacznie wykluczy¢
udziatu fikoliny-3 w odpowiedzi na zakazenie Mtb. Wczesniej, Chalmers i wsp.
wykazali brak znaczacej réznicy pomigdzy mediang stezen tego czynnika w grupie
chorych na gruzlice i grupie kontrolnej. Autorzy ci nie analizowali jednak wynikéw w
zaleznosci od ptei 1 wieku [372]. Lei 1 wsp. zaobserwowali, ze poziom ekspresji genu
FCN3 w PBMC otrzymywanych od pacjentéw i oséb zdrowych nie r6zni si¢ istotnie, w
odréznieniu od genu dla fikoliny-1 (FCNI) [401]. U zadnego z badanych pacjentéw
1 przedstawicieli grupy kontrolnej nie stwierdzono pierwotnego niedoboru fikoliny-3,
zwigzanego z delecja nukleotydu w pozycji +1637 obu alleli genu FCN3. Dane
literaturowe (wtaczajac publikacje opracowane na podstawie badan prowadzonych w
Pracowni Immunobiologii Zakazen IBM PAN) $wiadcza, ze takie zaburzenie
odpornosci wystepuje z niska czestoscig [221]. U heterozygot C/- obserwowano
znaczgco nizsze st¢zenia fikoliny-3 w surowicy niz u homozygot C/C, co potwierdza
wczesniejsze doniesienia [217, 218]. Mimo, ze jak wspomniano wyzej, stezenie
fikoliny-3 w surowicy jest wysokie w poréwnaniu z innymi fikolinami i kolektynami,
jej znaczenie w odpornosci przeciwzakaznej nie zostalo precyzyjnie okreslone. Ostatnio
sugeruje si¢, ze jej podstawowa rolg nie jest ochrona przed infekcjami, ktorych
czynnikami etiologicznymi sg patogeny obligatoryjne. Wérdéd rozpoznawanych przez
fikoline-3 drobnoustrojow sa natomiast patogeny fakultatywne, jak np. Hafnia alvei,
wchodzagca w sklad naturalnej mikroflory czlowieka, dlatego aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa tego biatka moze polega¢ przede wszystkim na kontroli
mikroorganizmow bytujacych w organizmie w warunkach fizjologicznych [208]. Na
podstawie analizy opisanych w literaturze przypadkéw niedoboru fikoliny-3, Troldborg
1 wsp. [226] zasugerowali ponadto, ze mutacja obu alleli genu FCN3 w pozycji +1637
stanowi czynnik ryzyka rozwoju uktadowego tocznia rumieniowatego.

W przedstawionych w rozprawie badaniach okreslono réwniez czestos¢ wystgpowania
wariantow zwigzanych z wybranymi polimorfizmami genéw kodujacych receptory
Toll-podobne, zaangazowane w odpowiedz odporno$ciowg na zakazenie pratkami
gruzlicy (TLR-1, -2, -6, -4) oraz bialko adaptorowe TIRAP, uczestniczagce w
transdukcji sygnatu, skutkujgcej aktywacja czynnikow transkrypcyjnych. Receptor
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TLR-2, ktérego ekspresja w komorkach epitelialnych w drogach oddechowych jest
obfita, pelni kluczowa rol¢ w odpornosci na zakazenie wieloma drobnoustrojami.
W przedstawionej pracy badano polimorfizm genu 7LR2 w pozycji +2258 (G>A;
Arg753Glu; rs5743708). Lorentz 1 wsp. jako pierwsi zaobserwowali, ze wystepowanie
tego polimorfizmu zwigzane jest z uposledzonym rozpoznawaniem peptydow
bakteryjnych [336]. Istnieje szereg artykuldéw sugerujagcych zwigzek pomiedzy
wystepowaniem wariantu A 1 podwyzszong podatno$cig na gruzlicg. Ogus i1 wsp.
wykazali, iz zamiana reszty argininy na glutaming znaczaco zwigksza ryzyko
zachorowania na gruzlice, w populacji tureckiej. Bylo ono sze$ciokrotnie wyzsze u
homozygot A/A, w poréwnaniu z homozygotami G/G [404]. Dalgic i wsp. badajac te
samg populacje, zaobserwowali istotng roznice czgstosci wystgpowania allelu A: u oséb
z latentng postacig gruzlicy wariant ten wystgpowal znaczaco cze¢$ciej niz u osob
zdrowych [405]. W populacji afrykanskiej, wsrod chorych istotnie czesciej
obserwowano genotyp G/A [406]. Rowniez wsréod mieszkancow Iranu, wariant A
wystepowal czeSciej u pacjentdéw, niz u przedstawicieli grupy odniesienia
(odpowiednio: 30% 1 10%) [407]. Wyniki metaanalizy 23 oryginalnych prac
dotyczacych zwigzku pomigdzy wystepowaniem polimorfizmu +2258 G>A 1
podatnoscig na gruzlice, przeprowadzonej przez Hu 1 wsp. potwierdzily, ze ryzyko
zachorowania na gruzlic¢ jest wyzsze u nosicieli wariantu A. Zalezno$¢ ta dotyczyta
0s0b z postacig ptucng choroby [408].

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki nie potwierdzajg zwigzku pomigdzy badanym
SNP 1 podatnoscig na gruzlice w populacji polskiej. Czestosci wystepowania
analizowanych genotypoéw 7TLR2 nie roznity si¢ istotnie pomigdzy poréwnywanymi
grupami. Do podobnych wnioskow prowadza dane opublikowane przez Selvaraja i wsp.
[328], Biswasa 1 wsp. [409], Mittal 1 wsp. [410] (badania mieszkancéw Indii) oraz
Sancheza i wsp. [411] (Kolumbia). Polimorfizm ten nie wptywa réwniez znaczaco na
ekspresje receptora na powierzchni monocytoéw, co zostalo zaobserwowane przez
Strapagiela i wsp. [412].

Jak wspomniano, receptor TLR-2 tworzy heterodimery z innymi biatkami tej rodziny,
TLR-1 oraz TLR-6, co umozliwia np. rozpoznanie triacylowanych i1 diacylowanych
lipopeptydow mykobakterii. Wystepowanie wariantu G, zwigzanego z polimorfizmem
w pozycji +1805 T>G (Ile602Ser; rs5743618) genu TLRI, powoduje zaburzenia
zakotwiczenia kodowanego przez niego receptora w btonie komorkowej. Na

powierzchni monocytéw nosicieli genotypu G/G TLR-1 nie ulega ekspresji, co skutkuje
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brakiem rozpoznania triacylowanych lipopeptyddéw i1 uwalnianiem znacznie mniejszych
ilosci cytokin prozapalnych po stymulacji [331]. Potwierdzaja to wyniki badan Hawna 1
wsp., ktorzy zaobserwowali, ze zaré6wno u heterozygot, jak i u homozygot G/G,
aktywacja czynnika transkrypcji NF-xB po stymulacji lizatami komodrkowymi
mykobakterii, byta w znacznym stopniu uposledzona [332]. Uciechowski i wsp. opisali
zwiazek allelu G 1 genotypu G/G z zapadalnos$cig na gruzlice w populacji niemieckiej
[331]. Wyzsza czgstos¢ wystgpowania wariantu G u chorych, niz u o0s6b
kwalifikowanych do odpowiednich wiekowo grup odniesienia zanotowano takze w
populacjach: hiszpanskiej 1 afroamerykanskiej (dorosli) [413, 414] oraz chinskiej
(dzieci) [415]. Barletta-Naveca 1 wsp. zasugerowali ponadto zwigzek pomiedzy
wystepowaniem allelu G u oséb naduzywajacych alkoholu i zwigkszonym ryzykiem
zachorowania na gruzlice [416]. Z drugiej strony, aktywacja receptora TLR-2,
wystepujacego w kompleksach z TLR-1, przez antygeny M. tuberculosis, prowadzi do
uniewrazliwienia makrofagow na INF-y i ostabia ich wiasciwosci bdjcze [330]. Zatem
zaburzenia ekspresji receptora TLR-1 w wyniku wystgpowania wariantu G, podczas
zakazenia patogenami wewnatrzkomorkowymi moga mie¢ efekt ochronny, co zostalo
opisane w przypadku infekcji innymi pratkami, Mycobacterium leprae. Wyst¢powanie
allelu G znaczaco rzadziej obserwowano u oséb chorych na trad, w poréwnaniu z
osobami zakwalifikowanymi do grupy odniesienia [330, 417]. Natomiast brak zwigzku
pomigdzy zachorowalno$cig na gruzlice a czesto$ciag wystepowania genotypow i alleli
zwigzanych z polimorfizmem w pozycji +1805 genu TLRI, zaobserwowano badajac
mieszkancow Ghany [331] oraz Indii [328, 418]. Takze dane zamieszczone w
przedstawionej pracy sugeruja brak zwigzku pomiedzy badanym polimorfizmem i
podatnoscig na gruzlice wywotang przez Mtb w populacji polskiej. Wplyw innego
polimorfizmu genu 7LRI w pozycji +742 (A>G) na zachorowalno$¢ na gruzlice opisali
Dittrich 1 wsp [419]. Zaobserwowali oni, ze allel A istonie rzadziej wystepowat u oso6b
chorych w poréwnaniu z osobami nalezacymi do grupy kontrolnej. Wykazali oni
rowniez, ze zarowno jednojadrzaste komorki krwi obwodowej nosicieli alellu A, jak
rowniez komorki linii HEK293 transfekowane tym wariantem genu, silniej
odpowiadajg na stymulacje lizatami Mtb.

Receptor TLR-6, wraz z TLR-2 uczestniczy w rozpoznawaniu diacylowanych
lipopeptydow Mycobacterium. Obecno$¢ allelu T w pozycji +745 (C>T) genu TLR6
powoduje uposledzenie wigzania ligandow przez ten czynnik, co prawdopodobnie

skutkuje obnizong efektywnoscig odpowiedzi na infekcje. Reaktywnos¢ komorek linii
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HEK293 z nadekspresjag genu TLR6 z wariantem T w pozycji +745, stymulowanych
lipopeptydami Mtb jest zaburzona, co skutkuje nizszym poziomem syntezy IL-6 [420].
Wystepowanie tego allelu (a szczegdlnie genotypu T/T) obserwowano znacznie
czgsciej wsrdd osob chorych na gruzlice (w populacji afroamerykanskiej) [414], w
poréwnaniu z odpowiednig grupg kontolng, co mogloby wskazywaé na zwigzek
pomiedzy wystepowaniem wariantu T i1 ryzkiem rozwoju choroby. Jednak Zhang 1
wsp., na podstawie metaanalizy opublikowanych wczesniej danych wykazali, Ze
wystepowanie genotypu T/T skutkuje raczej obnizeniem ryzyka zachorowania na
gruzlice [421]. Brak wpltywu omawianego polimorfizmu na podatno$¢ na infekcje
pratkami zaobserwowano natomiast w dwoch niezaleznych badaniach prowadzonych w
Indiach [328, 418], jak rowniez w badaniach wtasnych, oméwionych w przedstawione;j
pracy. Analiza otrzymanych wynikow sugeruje, ze obecnos¢ allelu T nie wptywa na
ryzyko rozwoju choroby.

Jednym z najszerzej badanych i szczegdtowo scharakteryzowanych receptorow rodziny
Toll jest TLR-4. Zaburzenia syntezy, a w zwiazku z tym funkcji TLR-4 moga
prowadzi¢ do uposledzenia odpowiedzi odporno$ciowej gospodarza i mie¢ powazne
konsekwencje kliniczne. Polimorfizmy +896 A>G (Asp299Gly; rs4986790) oraz +1196
C>T (Thr3991le; rs4986791) genu TLR4 przyczyniajg si¢ do nasilenia podatnosci na
rézne infekcje [422]. Najmi i wsp. badajac (w populacji indyjskiej) wystgpowanie
wariantéw polimorficznych w pozycjach +896 i1 +1196 zaobserwowali znacznie wyzsza
czesto$¢ wystepowania wariantéw (odpowiednio) G 1 T u 0s6b chorych na gruzlice, niz
wsrdd osob zdrowych. Genotypy G/G 1 T/T notowano szczegolnie czegsto u pacjentow,
u ktérych rozwingta sie ostra posta¢ choroby [340]. Zwigzek pomiedzy polimorfizmem
zlokalizowanym w pozycji +896 omawianego genu i ryzykiem zachorowania na
gruzlice wykazano takze u oséb zakazonych HIV, w populacji afrykanskiej (Tanzania) 1
zamieszkujacej rejon Morza Srodziemnego [423, 424]. Rowniez Jahantigh i wsp.
zauwazyli wpltyw wystgpowania allelu G w pozycji +896 genu TLR4 [pod warunkiem
wspotwystepowania z genotypem C/C odpowiadajacym polimorfizmowi w pozycji
+1486 (T>C) genu TLRY] na ryzyko zachorowania [425]. Wyniki przedstawione w
rozdziale 5.11.4. rozprawy sugeruja natomiast brak zalezno$ci pomi¢dzy omawianym
polimorfizmem i podatno$cig na gruzlice w populacji polskiej. Czgsto§¢ wystepowania
allelu G nie réznita si¢ istotnie pomigdzy badanymi grupami. Nalezy jednak podkresli¢,

ze koinfekcja HIV stanowita kryterium wylaczenia. Wyniki te potwierdzaja
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wczesniejsze dane, opublikowane na podstawie badan prowadzonych w Gambii 1
Meksyku [426], Indiach [328] oraz Kolumbii [411].

Szlaki sygnatowe uruchamiane przez receptory rodziny TLR prowadza do aktywacji
czynnikdw transkrypcyjnych takich jak NF-kB, za posrednictwem biatek
adaptorowych, do ktorych nalezy TIRAP [427]. Polimorfizm genu kodujacego to
biatko (TIRAP), w pozycji +975 (C>T; Ser180Leu; rs8177374) wptywa znaczaco na
jego aktywnos$¢. Sugeruje si¢, ze wystepowanie allelu T, skutkujace uposledzeniem
transdukcji sygnatu, moze dziata¢ ochronnie przed rozwojem malarii, zakazenia
pneumokokami (takze z bakteriemig) [349], jak réwniez gruzlicy wywotanej infekcja
Mtb [428]. Wedtug Selvaraja i wsp. (cytowana wyzej praca dotyczaca populacji
indyjskiej [328]), czestos¢ wystgpowania wariantu T byta jednak znaczaco wyzsza w
grupie oséb chorych na gruzlice, w porownaniu z grupa odniesienia. Podobne wyniki,
sugerujace podwyzszong podatnos¢ nosicieli allelu T na gruzlice przedstawili Naderi 1
wsp., na podstawie badan prowadzonych w Iranie [429]. Analiza danych
przedstawionych w rozprawie nie wykazala istotnej statystycznie roznicy czestosci
wystepowania wariantu T zwigzanego z omawianym SNP pomiedzy grupami TB i C.
Wyniki te sg zgodne z niektorymi wczesniejszymi doniesieniami, wskazujagcymi na
brak zwigzku pomiedzy polimorfizmem +975 C>T i ryzykiem rozwoju choroby u
0sO0b mieszkancéw Ghany, Rosji, Indonezji [430], Kolumbii i Wietnamu [411, 431].
Miao i wsp. w swojej metaanalizie na podstawie dziewigciu doniesien stwierdzili, ze
wystepowanie allelu T nie wplywa na podatno$¢ na gruzlice, w populacjach
afrykanskiej 1 azjatyckiej [427].

Diagnostyka gruzlicy jest nadal bardzo ztozona, gdyz nie zawsze istnieje mozliwos$¢
potwierdzenia choroby poprzez badania mikrobiologiczne (hodowla czynnika
zakaznego). Brak biomakerow pozwalajacych na szybkie odrdznienie zakazenia Mtb
od innego rodzaju infekcji powoduje, ze szybkie rozpoznanie jest utrudnione.
Obserwowane wyzsze stezenia fikoliny-1 oraz nizsze fikoliny-2 w surowicy o0sob
zakwalifikowanych do grupy pacjentow w poréwnaniu z osobami zdrowymi,
wskazywa¢ moga na ich potencjalny charakter roznicujacy osoby chore od zdrowych.
Analizy krzywych ROC potwierdzajg, ze mozna bialka te rozpatrywac jako
potencjalne, pomocnicze biomarkery w diagnostyce gruzlicy ptuc. Kazde z nich
mogloby stanowi¢ taki biomarker, ale analiza dwuczynnikowa wydaje si¢ przynosi¢
lepsze efekty. Oznaczenia stezenia omawianych fikolin w grupie badanej

wykonywano w probach surowicy pobranych bezposrednio po rozpoznaniu choroby,
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mozna, wigc przypuszczac, ze w wigkszosci przypadkow, w poczatkowej jej fazie.
Wysokie stezenia fikoliny-1 oraz niskie fikoliny-2 moglyby sugerowaé celowos¢
podjecia dalszych krokéw diagnostycznych.

Réznice czegstosci wystgpowania wariantow polimorficznych genéw MBL2, FCNI,
FCN2 oraz SFTPA2 pomiedzy grupa osob chorych na gruzlice ptuc i 0s6b zdrowych,
sugerujg udziat ich produktéw w odpowiedzi na zakazenie pratkami M. tuberculosis.
Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze mimo wyraznie (cho¢ nieistotnie statystycznie)
nizszej czegsto$ci wystepowania genotypoéw MBL2 YA/YA (HYA/HYA, HYA/LYA,
LYA/LYA), odpowiadajacych wysokiemu poziomowi ekspresji aktywnej MBL) w
grupie TB niz w grupie kontrolnej, mediana stezenia lektyny wigzace] mannozg w
surowicy pacjentow byta znaczaco wyzsza. W przypadku polimorfizméw genu FCNI,
obserwujemy podobng sytuacje: czesto$¢ genotypow zwigzanych z niskim stezeniem
tego biatka w surowicy (G/G w pozycji -542 oraz C/C w pozycji -144) byta znaczaco
wyzsza w grupie pacjentdw niz w grupie kontrolnej. Mimo tego, obserwowano
wyzszg mediang stezen fikoliny-1 u os6b chorych na gruzlice w poréwnaniu z
osobami zakwalifikowanymi do grupy kontrolnej. Swiadczy to o prawdopodobnym
wplywie czynnikOw pozagenetycznych na wzrost ekspresji wspomnianych biatek lub
wzro$cie ich stezenia w odpowiedzi na infekcje.

Brak roznic czestoSci wystepowania wariantow polimorficznych pozostatych
badanych genoéw sugeruje brak ich wptywu (lub niewielki wptyw) na ryzyko rozwoju
gruzlicy ptuc wywotanej przez M. tuberculosis u os6b dorostych w populacji polskie;.
Celowym wydaje si¢ rozszerzenie badan — uwzglednienie innych polimorfizmow a
takze gendéw kodujacych inne czynniki odporno$ci wrodzonej oraz przeprowadzenie
analiz wieloczynnikowych. Omoéwione wyzej réznice w stosunku do niektorych
wynikow przedstawionych przez innych badaczy mogg wynika¢ z réznych kryteriow
kwalifikacji osob badanych, roznic etnicznych, jak rowniez liczebno$ci grup.
Prezentowana praca pozwala na uzupelnienie wiedzy dotyczacej znaczenia niektorych
czynnikéw odpornosci wrodzonej w podatnosci na gruzlicg, chorobe bedaca wcigz

przyczyna licznych zgonow, takze w Polsce.
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7. Podsumowanie

1.

Grupe badang (TB) stanowity osoby chorujace na gruzlicg ptuc, ktora zostata
potwierdzona bakteriologicznie i radiologicznie. Badaniami objeto 434 osoby, w
tym 279 mezczyzn i 155 kobiet. Do grupy kontrolnej (C) zakwalifikowano 250
osob, w tym 150 mezczyzn i 100 kobiet, ktére w wywiadzie nie zglaszaly
cigzkich lub nawracajacych zakazen, chordéb nowotworowych i o podtozu
autoimmunizacyjnym.

Mediany stezen lektyny wigzacej mannoze (MBL) oraz aktywnosci jej
komplekséw z proteazami serynowymi MASP-1 1 MASP-2 byly znaczaco
wyzsze u pacjentow z rozpoznang gruzlicg pluc, w poréwnaniu z grupg oséb
zdrowych, niezaleznie od ptci 1 wieku.

Mediany stezen MBL oraz aktywnosci komplekséow MBL-MASP-1 1 MBL-
MASP-2 byly znaczaco wyzsze u mezczyzn chorujacych na gruzlicg niz u
kobiet. W grupie kontrolnej zaobserwowano odwrotng zaleznos¢. Na aktywnos$¢
kompleksow MBL-MASP-2 wptywat przede wszystkim genotyp MBL2, nie za$
MASP2. Wyjatek stanowily osoby, u ktorych stwierdzono rzadki, pierwotny
niedobdr tej proteazy.

Zaobserwowano znaczacy wzrost stezenia lektyny wigzacej mannoze w
surowicy pacjentéw po podjeciu leczenia. Nie obserwowano podobnego
zjawiska w przypadku innych badanych biatek.

Mediana stezen kolektyny surfaktantu ptucnego SP-D byla znaczaco wyzsza u
pacjentdow z potwierdzong gruzlica, w poroOwnaniu z osobami zdrowymi,
niezaleznie od ptci 1 wieku.

Mediana stezen kolektyny surfaktantu ptucnego SP-D byla znaczaco wyzsza u
chorych na gruzlice mezczyzn, w porownaniu z kobietami. W grupie kontrolne;j
zaobserwowano przeciwng zaleznos$c¢.

Mediana stgzen fikoliny-1 byla znaczaco wyzsza u oséb chorych na gruzlice
phuc niz w grupie oso6b zdrowych, niezaleznie od pici 1 wieku.

Mediana st¢zen fikoliny-1 byla znaczaco wyzsza u chorych na gruzlice
mezczyzn, w porownaniu z kobietami. W grupie kontrolnej nie zaobserwowano

takiej zaleznosci.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pomimo braku korelacji stezenia fikoliny-1 z wiekiem, w grupie chorych
zaobserwowano znaczaco wyzsze st¢zenia fikoliny-1 u osob, ktore ukonczyty
40 rok zycia, w poréwnaniu z osobami mtodszymi.

Mediana stezen fikoliny-2 w surowicy osob chorych, w poréwnaniu z osobami
zakwalifikowanymi do grupy kontrolnej byta znaczaco nizsza, niezaleznie od
pfei 1 wieku.

Stezenia fikoliny-3 (mediana) nie roznity si¢ istotnie statystycznie pomig¢dzy
przedstawicielami grupy badanej TB i grupy kontrolnej C. Zaobserwowano
jednak, ze przecigtny poziom badanego biatka u zdrowych mezczyzn byt
istotnie wyzszy niz u chorych.

Stezenie fikoliny-3 byto znaczaco wyzsze u mezczyzn niz u kobiet w obu
analizowanych grupach.

Wysokie warto$ci AUC dla fikoliny-1 oraz fikoliny-2, §wiadcza o ich znacznym
potencjale réznicujagcym osoby chore na gruzlice ptuc od oséb zdrowych. W
przypadku pozostatych badanych bialek wartosci AUC nie wskazywaly na ich
potencjalng uzytecznos$¢ jako markerdw.

Genotypy A/A w pozycjach +26 (C>A) oraz +667 (C>A) genu SFTPA2
wystepowaty istotnie rzadziej w grupie pacjentdow w pordwnaniu z grupg osob
zdrowych.

Genotypy G/G i1 C/C w pozycjach odpowiednio -542 i -144 genu FCNI
wystepowaty znaczgco czesciej u osoéb chorych niz u osob zakwalifikowanych
do grupy kontrolne;j.

Genotyp A/G w pozycji -4 A>G genu FCN2 wystgpowat znaczaco czesciej u
0s6b zdrowych w poréwnaniu z grupa pacjentow.

Czestosci wystepowania wariantow polimorficznych/mutacji genéw MBL2,
MASP-2, SFTPAI, SFTPD, FCN3, genéw kodujacych receptory TLR (7TLRI,
TLR2, TLR4 i TLRO6) oraz biatka adaptorowego TIRAP (TIRAP) nie roznily si¢

znaczaco pomiedzy grupg pacjentow i grupa osob zdrowych.
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8. Whnioski

1.

Wysokie stezenia MBL, SP-D i fikoliny-1 w surowicy 0sob chorych na gruzlice
pluc moga wskazywac na ich udziat w patogenezie choroby. Naturalnie wysoki,
osobniczy poziom wymienionych czynnikéw odpornosci w surowicy (SP-D
takze w surfaktancie plucnym) moze sprzyja¢ rozwojowi aktywnej postaci
gruzlicy, np. poprzez ulatwienie fagocytozy pratkow w wyniku ich
opsonizacji/aglutynacji.

Wysokie stezenia MBL 1 SP-D w surowicy osob chorych na gruzlice ptuc,
mimo braku réznic w czestoSci wystepowania badanych wariantow
polimorficznych, moga takze sugerowa¢ wpltyw innych, niebadanych
polimorfizmow genéw MBL2 1 SFTPD, wzrost ich ekspresji pod wptywem
czynnikéw pozagenetycznych lub w odpowiedzi na infekcje (jako biatek fazy
ostrej).

Wzrost stezenia MBL w surowicy o0sO6b chorych, pomimo rozpoczetej
antybiotykoterapii, moze $wadczy¢ o wptywie podjetego leczenia na poziom
ekspresji tej lektyny. Celowym jest prowadzenie dalszych badan w tym
kierunku.

Statystycznie istotne réznice aktywnosci kompleksow MBL z proteazami
serynowymi MASP pomigdzy grupami TB i C moga $wiadczy¢ o udziale
aktywacji dopelniacza na drodze lektynowej w odpowiedzi na zakazenie Mtb.
Moga jednak by¢ efektem wzrostu stezenia MBL w przebiegu infekcji.

Réznice czgstosci wystgpowania genotypu A/A polimorfizméw w pozycjach
+26 (C>A) 1 +667 (C>A) genu SFTPA2 pomiedzy badanymi grupami
potwierdzaja wptyw biatka SP-A2 na rozwoj zakazenia Mtb.

Wysokie stezenia fikoliny-1 w surowicy oséb chorych na gruzlice ptuc, przy
znaczaco czestszym wystepowaniu genotypow majacych zwigzek z nizszym
stezeniem tego biatka w surowicy, moga $wiadczy¢ o kluczowym znaczeniu
innych, niebadanych polimorfizméw, wplywie czynnikoéw pozagenetycznych na
poziom ekspresji genu FCNI lub jego wzroscie w odpowiedzi na zakazenie
Mtb.

Wyzsze stezenia fikoliny-2 w surowicy osob zdrowych, moga mie¢ zwigzek z
WYyZsza czgstoscig wystepowania w tej grupie genotypu A/G w pozycji -4 A>G
genu FCN2. Uzyskane wyniki mogg $wiadczy¢ tez o wplywie tego
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10.

11.

12.

polimorfizmu na ryzyko rozwoju aktywnej gruzlicy (potencjalny efekt ochronny
wariantu A/G 1 wysokiego stezenia fikoliny-2).

Znaczaco nizsze stezenia fikoliny-2 w grupie pacjentdow, moga by¢ takze
zwigzane z toczacym si¢ procesem zapalnym (konsumpcja aktywnego bialka),
wptywie innych polimorfizméw FCN2 badz regulacji pozagenetycznej.
Wysokie wartosci AUC otrzymane dla fikoliny-1 1 fikoliny-2 sugerujg ich
potencjalng uzyteczno$¢ jako biomarkeréw pomocniczych w diagnostyce
gruzlicy. Celowym jest kontynuowanie prac, uzwgledniajagcych np. pobieranie
prob w réznych fazach choroby oraz potwierdzenie uzyskanych wynikow w
niezaleznych badaniach.

Brak rdéznic czgstos$ci wystepowania mutacji genu FCN3 oraz stgzen fikoliny-3
W surowicy pomigdzy grupami pacjentéw i osob zdrowych (traktowanymi jako
catos¢) sugeruje, ze biatko to nie ma znaczacego wptywu na podatno$¢ na
aktywne zakazenie pratkami M. tuberculosis. Na podstawie analizy danych
uzyskanych dla o0s6b mlodszych oraz mezczyzn nie mozna jednak
jednoznacznie wykluczy¢ udziatu fikoliny-3 w odpowiedzi na infekcjg.

Brak roznic czestosci wystegpowania wariantow polimorficznych genow
kodujacych wybrane receptory TLR 1 biatko adaptorowe TIRAP pomiedzy
badanymi grupami moze wskazywa¢ na brak wpltywu tych czynnikoéw na
podatnos¢ na zakazenie i rozwdj gruzlicy.

Roéznorodnos¢ danych dostepnych w literaturze 1 niekiedy sprzecznosé
wynikajacych z nich wnioskéw, moga by¢ zwigzane z r6znicami etnicznymi,
liczebnos$cia zakwalifikowanych do badan grup, jak rowniez przyjetymi
schematami badan. W przedstawionej pracy badane grupy byty stosunkowo
liczne 1 homogenne etnicznie, uzyskane wyniki nalezy wiec traktowac jako

reprezentatywne dla populacji polskie;j.
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