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Nagrody
° Nagroda Dyrektora Instytutu Biologii Medycznej PAN za dziatalno$¢ naukowa
—2015-2016

Udzial w projektach badawczych
s Badanie znaczenia czynnikow specyficznych dla aktywacji dopelniacza na
drodze lektynowej u osob chorych na nowotwory hematologiczne poddawanych
autologicznym przeszczepom macierzystych komorek krwiotworczych (2014-2018) -
grant NCN (Opus), nr 2013/11/B/NZ6/01739 — wykonawca
» Badania znaczenia fikolin w odpornosci przeciwzakaznej osob chorych na
ostrg biataczke szpikowa, poddawanych chemioterapii (2013-2018), grant NCN
(Preludium), nr 2012/07/N/NZ6/02964 — kierownik
. Badanie mechanizméw molekularnych na styku organizm ludzki-patogen-
czynniki §rodowiska (InterMolMed), w ramach POIG (2010-2014), nr 01.01.02-10-
107/09 — wykonawca
. Badania wybranych czynnikoéw odpornosci wrodzonej u pacjentow oddziatow
intensywnej terapii (2010-2014), grant MNiSW, nr N N402 353438 — wykonawca
° Badanie znaczenia czynnikow aktywacji dopetniacza na drodze lektynowej dla

rozwoju powiktan po operacji wad wrodzonych serca u dzieci z uzyciem krazenia
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pozaustrojowego (2011-2016), grant NCN (Opus) nr 2011/03/B/NZ6/00052 -
wykonawca

. Zakazenia prenatalne i perinatalne wirusem cytomegalii — projekt finansowany
ze $rodkéw Mechanizmu Finansowego Europejskiego Obszaru Gospodarczego oraz

Norweskiego Mechanizmu Finansowego (2008-2011), nr PL0270 - wykonawca

. Miejscowa synteza, mechanizmy jej regulacji oraz znaczenie wybranych lektyn
1 proteazy serynowej MASP-2 w nowotworach jajnika. - grant MNiSW nr N
N401 021035 (2008-2012) — wykonawca

o Dotacja na finansowanie dziatalnoSci polegajacej na prowadzeniu badan
naukowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwiazanych, shizacych
rozwojowi miodych naukowcoéw oraz uczestnikow studiow doktoranckich na
realizacj¢ projektu pt.: ,,Oddzialywanie rekombinowanych i surowiczych aktywatorow
lektynowej drogi dopetniacza z antygenami Borrelia’~ IBM PAN, 2017 -
beneficjentka

Wybrane czynniki odpornosci wrodzonej
u 0s6b chorych na gruzlice pluc

Wprowadzenie

Mimo znaczacego postepu w zapobieganiu i leczeniu gruzlicy, choroba ta ciagle pozostaje
globalnym problemem zdrowotnym, a corocznie z jej powodu notuje si¢ ponad milion
zgonéw. Do czynnikéw przyczyniajacych si¢ do wcigz ograniczonej skutecznosci walki z
gruzlica naleza, migdzy innymi, niepelny efekt ochronny stosowanej powszechnie
szczepionki BCG  (Bacillus Calmette-Guérin) oraz czesto przedwczesne przerywanie
dtugotrwatej farmakoterapii przeciwpratkowej. W wielu krajach, w wyniku niewlasciwego
nadzoru nad leczeniem, wzrasta odsetek zakazen pratkami opornymi na liczne antybiotyki.
Migracje ludnosci prowadza do rozprzestrzeniania si¢ szczepow wielolekoopornych.
Diagnostyka gruZlicy opiera si¢ gléwnie na badaniach mikrobiologicznych oraz
radiologicznych. Brakuje swoistych markerow zakazenia, ktore pozwolitby skutecznie
rozpozna¢ chorobg w jej wczesnym etapie i ograniczy¢ jej rozprzestrzenianie. Nieleczony,
pratkujacy chory moze w ciagu roku zarazié¢ nawet kilkanascie osob, natomiast po wiaczeniu
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 odpornosci wrodzonej. Jej
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czynnikami sa m.in. receptory PRR (ang. pattern recognition receptors) rozpoznajace wzorce
strukturalne drobnoustrojow PAMP (ang. pathogen-associated molecular patterns). Wystepuja
one w organizmie zaroOwno w formie zwiazanej 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% przypadkéw nie dochodzi do rozwoju aktywnej postaci gruzlicy. Oddziatywanie
komorek M. tuberculosis z roznorodnymi receptorami i uruchomienie procesu fagocytozy
petnia kluczowa role¢ w przebiegu zakazenia. Efekt oddzialywan patogen-gospodarz czesto

zalezy od rodzaju receptora bioracego udzial w rozpoznaniu antygenow bakteryjnych.

Celem pracy byla ocena znaczenia wybranych czynnikow odpornosci wrodzonej w
podatnosci na gruzlicg pluc, ktoérej czynnikiem etiologicznym jest Mycobacterium
tuberculosis.

Przedmiotem badan byly:

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

- czynniki wystepujace miejscowo w uktadzie oddechowym (kolektyny surfaktantu ptucnego
A 1D (SP-A, SP-D)

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

Nalezy wspomnie¢, ze fikolina-3 wystepuje takze w ukladzie oddechowym, natomiast biatka
SP-A i SP-D — w krwi, co sprawia, ze czynniki te moga uczestniczy¢ zarowno w odpowiedzi
ogolnoustrojowej, jak 1 lokalnej. Ponadto, fikolina-1, syntezowana przez leukocyty,
wykrywana jest na powierzchni tych komorek. MBL i fikoliny, dzigki tworzeniu kompleksow
z MASP moga inicjowa¢ aktywacje dopetniacza, podczas gdy kolektyny surfaktantu ptucnego
pozbawione sa tej wlasciwosci.

Przedstawiony cel pracy realizowano poprzez:

- oznaczanie czg¢stosci wystepowania wybranych mutacji 1 wariantow polimorficznych genow
kodujacych wspomniane czynniki u osob chorych na gruzlice pluc (kryteriami kwalifikacji
byly wyniki badan bakteriologicznych i radiologicznych) oraz w grupie kontrolnej, w sktad
ktorej wehodzili zdrowi ochotnicy (bez historii cigzkich 1 nawracajacych zakazen, chorob

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

- badanie zmian stgzen wybranych biatlek w surowicy chorych, w przebiegu leczenia

przeciwgruzliczego.

Metodyka badan

Grupg badang (TB) stanowily osoby chorujace na gruzlice phuc, ktdra zostata potwierdzona
bakteriologicznie i radiologicznie. Do grupy tej zakwalifikowano 279 mezczyzn, w wieku od
20 do 93 lat oraz 155 kobiet, w wieku od 18 do 94 lat (lacznie 434 osoby). Kryterium
wykluczajacym pacjentéw z grupy badanej byly wspolistniejace zakazenia HIV oraz
wirusami zapalenia watroby. Pacjentow rekrutowano dzigki wspolpracy ze szpitalami w
Warszawie, Jaroszowcu, Otwocku, Rzeszowie oraz w Bydgoszczy. Od niektorych pacjentow,
proby krwi wykorzystywane do otrzymania surowicy zostaly pobrane dwukrotnie (przed i
podczas zastosowaniu leczenia przeciwgruzliczego), w celu oceny zmian stezen badanych
czynnikow odpornosci wrodzonej w przebiegu terapii.

Grupe kontrolng (C) stanowily osoby zdrowe, niezglaszajace w wywiadzie cigzkich i/lub
nawracajacych zakazen, choréb nowotworowych i autoimmunizacyjnych. Do grupy tej
wlaczono 150 mezezyzn w wieku od 23 do 64 lat oraz 100 kobiet w wieku od 18 do 75 lat
(facznie 250 os6b). Na wykonanie badan bedacych przedmiotem pracy uzyskano zgode
wladciwych komisji bioetycznych wraz z pisemna $wiadoma zgoda pacjentow i zdrowych
ochotnikow.

Stgzenia lektyny wigzacej mannozg i fikoliny-3 w surowicy oznaczane byly funkcjonalnymi
testami ELISA, pozwalajacymi na wykrycie aktywnych czasteczek biatka. Aktywnosé
kompleksow MBL-MASP-2 — oznaczano takze za pomoca funkcjonalnego testu ELISA jako
zdolno$¢ trawienia C4 na drodze niezaleznej od kompleksow Clgrs. Aktywno$¢ kompleksow
MBL-MASP-1 oznaczano za pomocg testu fluorescencji, wykorzystujac zdolno$¢ trawienia
syntetycznego substratu dla MASP-1 (VPR-AMC)

Stezenie SP-D okreslane bylo testem komercyjnym typu ,sandwich”. Stezenia fikoliny-1 1
fikoliny-2 oznaczane byty za pomocg testu ,,sandwich” TRIFMA.

Badanie wybranych wariantow polimorficznych/mutacji genéw: MBL2, MASP2, SFTPAI,
SFTPA2, SFTPD, FCNI, FCN2, FCN3, genéw kodujacych receptory TLR (TLRI, TLR2,
TLR4 i TLR6) oraz biatka adaptorowego TIRAP (7IRAP) prowadzono przy uzyciu metody
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fancuchowej reakcji polimerazy (PCR), w wigkszosci przypadkéw prowadzono réwniez
analize dtugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) z uzyciem odpowiednich enzymow.
Badane polimorfizmy/mutacje:

- gen MBL2? (lektyna wiazaca mannoze): rs11003125; rs7096206; rs5030737; rs1800450;
rs1800451

- gen MASP? (proteaza MASP-2 i biatko MAp19): rs72550870

- gen SFTPAI (kolektyna surfaktantu plucnego Al): rs1059047; rs17883551; rs4253527

- gen SFTPA2 (kolektyna surfaktantu ptucnego A2): rs1059046; rs17886395; rs17881479

- gen SFTPD (kolektyna surfaktantu plucnego D): rs721917; rs17885900; rs3088308

- gen FCNI (fikolina-1): rs10120023; rs10117466

- gen FCN2 (fikolina-2): rs78654553; rs17514136

- gen FCN3 (fikolina-3): rs28357092

- gen TLR] (receptor TLR-1): rs5743618

- gen TLR2 (receptor TLR-2): rs5743708

- gen TLR4 (receptor TLR-4): rs4986790

- gen TLR6 (receptor TLR-6): rs5743810

- gen TIRAP (biatko adaptorowe TIRAP): rs8177374

Wyniki i dyskusja

Mediany stezen lektyny wiazacej mannoze¢ (MBL), aktywnosci jej komplekséw z proteazami
serynowymi MASP-1 i MASP-2, stezen drugiej z badanych kolektyn - biatka surfaktantu
ptucnego D (SP-D) oraz fikoliny-1 byly znaczaco wyzsze u pacjentdéw z rozpoznana gruzlica
pluc, w porownaniu z grupa osob zdrowych, niezaleznie od pici i wieku. W grupie osob
chorych mediany wspomnianych czynnikow byly znaczaco wyzsze u mezczyzn chorujacych
na gruzlice niz u kobiet. W grupie kontrolnej zaobserwowano odwrotne zaleznosci, z
wyjatkiem stezen fikoliny-1, gdyz w tym przypadku nie obserwowano rdznic stgzen
pomigdzy kobietami 1 mezczyznami. Na aktywnos¢ kompleksow MBL-MASP-2 wplywat
przede wszystkim genotyp MBL2, nie za§ MASP2. Wyjatek stanowily osoby, u ktorych
stwierdzono rzadki, pierwotny niedobor tej proteazy. Wysokie stezenia MBL, SP-D i
fikoliny-1 w surowicy oséb chorych na gruzlice ptuc moga wskazywa¢ na ich udziat w
patogenezie choroby badz obserwowana roznica migdzy grupami moze oznaczac, ze wysokie
stezenie tych bialek u chorych sa raczej skutkiem aktywnego zakazenia niz jednym z
czynnikoOw sprzyjajacych jego rozwojowi. Z drugiej strony, naturalnie wysoki, osobniczy

poziom wymienionych czynnikéw odpornosci w surowicy (SP-D takze w surfaktancie
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plucnym) moze sprzyja¢ rozwojowi aktywnej postaci gruzlicy, np. poprzez ulatwienie
fagocytozy pratkow w wyniku ich opsonizacji/aglutynacji.

Zaobserwowano znaczacy wzrost stezenia lektyny wiazacej mannozg w surowicy pacjentow
po podjeciu leczenia. Nie wykazano podobnego zjawiska w przypadku innych badanych
bialek. Wzrost stezenia MBL w surowicy o0s6b chorych, pomimo rozpoczetej
antybiotykoterapii, moze Swiadczy¢ o wplywie podjgtego leczenia na poziom ekspresji tej
lektyny. Celowym jest prowadzenie dalszych badan w tym kierunku.

Badajac czgstos¢ wystgpowania wybranych polimorfizméw genow kodujacych kolektyny
MBL (MBL2) oraz SP-D (SFTPD) nie zaobserwowano roznic pomiedzy badanymi grupami.
Wysokie stgzenia fikoliny-1 w surowicy osob chorych na gruzlice pluc, przy znaczaco
czgstszym wystepowaniu genotypow majacych zwiazek z nizszym stezeniem tego biatka w
surowicy (genotypy G/G i C/C w pozycjach, odpowiednio -542 i -144 genu FCNI,
rs10120023 1 rs10117466) wystgpowaly znaczaco czesciej u o0sob chorych niz u 0sob
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej), rowniez sugeruja, ze znaczenie moga mie¢ inne,
niebadane polimorfizmy, czynniki pozagenetyczne (np. hormony) regulujace poziom
ekspresji genu FCNI lub wzrost jej stgzenia moze by¢ wynikiem odpowiedzi na zakazenie
Mtb.

Mediana st¢zen fikoliny-2 w surowicy o0s6b chorych, w poréwnaniu z osobami
zakwalifikowanymi do grupy kontrolnej byla znaczaco nizsza, niezaleznie od plci i wieku.
Wyzsze stgzenia fikoliny-2 w surowicy o0sob zdrowych, moga mieé¢ zwigzek z wyzsza
czgstoScig wystepowania w tej grupie genotypu A/G w pozycji -4 genu FCN2 (polimorfizm
rsrs17514136). Uzyskane wyniki moga $wiadczy¢ tez o wplywie tego polimorfizmu na
ryzyko rozwoju aktywnej gruzlicy (potencjalny efekt ochronny wariantu A/G i wysokiego
stezenia fikoliny-2). Znaczgco nizsze stezenia fikoliny-2 w grupie pacjentdw, moga by¢ takze
zwigzane z toczacym sig procesem zapalnym (konsumpcja aktywnego biatka), wptywie
innych polimorfizméw FCN2 badz regulacji pozagenetyczne;.

Stezenia fikoliny-3 (mediany) nie roznily si¢ istotnie statystycznie pomiedzy
przedstawicielami grupy badanej TB i grupy kontrolnej C. Zaobserwowano jednak, ze
przecigtny poziom badanego biatka u zdrowych me¢zczyzn byt istotnie wyzszy niz u chorych.
Na podstawie analizy danych uzyskanych dla osob miodszych oraz mezczyzn nie mozna
jednak jednoznacznie wykluczy¢ udziatu fikoliny-3 w odpowiedzi na infekcje.

Diagnostyka gruzlicy jest nadal bardzo zlozona, gdyz nie zawsze istnieje mozliwo$é
potwierdzenia choroby poprzez badania mikrobiologiczne (hodowla czynnika zakaznego).

Brak biomarkerow pozwalajacych na szybkie odréznienie zakazenia Mtb od innego rodzaju
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infekcji powoduje, ze szybkie rozpoznanie jest utrudnione. Poddajac otrzymane dla
poszczegolnych badanych czynnikéw odpornosci wrodzonej wyniki analizie krzywej ROC
zaobserwowano, ze fikolina-1 oraz fikolina-2 charakteryzuja si¢ stosunkowo silnym
potencjalem roznicujacym osoby chore na gruzlice od osob zdrowych, co moze czynié je
pomocniczymi markerami diagnostycznymi. Wysokie st¢zenia fikoliny-1 oraz niskie
fikoliny-2 moglyby sugerowa¢ celowos¢ podjecia dalszych krokéw diagnostycznych.
Celowym jest kontynuowanie prac, uwzgledniajacych np. pobieranie prob w réznych fazach
choroby oraz potwierdzenie uzyskanych wynikéw w niezaleznych badaniach. W przypadku
pozostalych badanych bialek, wartosci AUC (area under curve, pole powierzchni pod krzywa)
nie wskazywaly na ich potencjalng uzytecznos¢ jako markeréw pomocniczych w diagnostyce
gruzlicy ptuc.

Analiza wynikow badan wybranych SNP genow kodujacych biatka surfaktantu ptucnego SP-
Al oraz SP-A2 przedstawionych w niniejszej pracy, wykazata istotne roznice pomiedzy
grupami TB i C, jedynie w przypadku polimorfizmow +26 C>A (rs1059046) oraz +667 C>A
(rs17881479) genu SFTPA2. Genotyp A/A w obu pozycjach wystgpowal znaczaco rzadziej w
grupie pacjentéw, w poréwnaniu z grupa odniesienia. W przypadku pozostatych
polimorfizméw genu SFTPAI oraz genu SFTPA2 nie wykazano roznic istotnych statystycznie
pomigdzy poréwnywanymi grupami.

Czgstosci wystgpowania badanych wariantow polimorficznych/mutacji genéw kodujacych
receptory TLR (TLRI, TLR2, TLR4 i TLR6) oraz biatka adaptorowego TIRAP (TIRAP) nie
roznilty si¢ znaczgco pomigdzy grupg pacjentoéw i grupa osob zdrowych, co moze wskazywaé
na brak wptywu tych czynnikow na podatnos$¢ na zakazenie i rozwdj gruzlicy.

Roéznorodnos¢ danych dostgpnych w literaturze i niekiedy sprzeczno$¢ wynikajacych z nich
wnioskow, moga by¢ zwigzane z réznicami etnicznymi, liczebnoscia zakwalifikowanych do
badan grup, jak rowniez przyjetymi schematami badan. W przedstawionej pracy badane grupy
byly stosunkowo liczne i homogenne etnicznie, uzyskane wyniki nalezy wiec traktowaé jako

reprezentatywne dla populacji polskie;.
Whioski

1. Wysokie stezenia MBL, SP-D i fikoliny-1 w surowicy osob chorych na

gruzlice pluc moga wskazywac na udziat tych czynnikow w patogenezie choroby.
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2. Wysokie stgzenia MBL i SP-D w surowicy 0sob chorych na gruzlice phuc,
mimo braku réznic czgstosci wystgpowania badanych wariantéw polimorficznych,
mogg sugerowa¢ wptyw innych, niebadanych polimorfizméw genéw MBL?2 i SFTPD,
wzrost ich ekspresji pod wplywem czynnikow pozagenetycznych (np. hormonéw) lub

w odpowiedzi na infekcje (jako biatek fazy ostrej).

3. Wysoki poziom fikoliny-1 w surowicy i jednocze$nie znaczaco czestsze
wystgpowanie wariantdw polimorficznych majacych wplyw na nizsza ckspresje tej
fikoliny w grupie osob chorych na gruzlice phic wskazuje na wplyw innych

niebadanych polimorfizméw lub czynnikéw pozagenetycznych, np. hormonow.

4. Wzrost stgzenia MBL w surowicy osob chorych, pomimo rozpoczete;
antybiotykoterapii, moze $wiadczy¢ o wplywie podjetego leczenia na poziom
ekspresji tej lektyny. Celowym jest prowadzenie dalszych badan w tym

kierunku.

< = Statystycznie istotne roznice aktywnosci kompleksow MBL z proteazami
serynowymi MASP pomiedzy grupami TB i C moga $wiadczyé o udziale aktywacji

dopetniacza na drodze lektynowej w odpowiedzi na zakazenie Mtb.

6. Roznice czgstosci wystgpowania genotypu A/A polimorfizméw w pozycjach
126 (C>A) 1 +667 (C>A) genu SFTPA2 pomigdzy badanymi grupami potwierdzaja
wplyw biatka SP-A2 na rozwdj zakazenia Mtb.

s Wyzsze stezenia fikoliny-2 w surowicy 0sob zdrowych, moga mie¢ zwiazek z

Wyzszg czgstoscia wystgpowania w tej grupie genotypu A/G w pozycji -4 genu FCN2.

8. Znaczaco nizsze stezenia fikoliny-2 w grupie pacjentéw, moga byé takze
zwigzane z toczacym si¢ procesem zapalnym (konsumpcja aktywnego biatka),

wptywie innych polimorfizméw FCN2 badz regulaciji pozagenetyczne;j.

9. Wysokie wartosci AUC otrzymane dla fikoliny-1 i fikoliny-2 sugeruja ich

potencjalng uzytecznos¢ jako biomarkeréw pomocniczych w diagnostyce gruzlicy.
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10. Brak roznic czesto$ci wystgpowania mutacji genu FCN3 oraz stezen fikoliny-3
w surowicy pomiedzy grupami pacjentow i osob zdrowych sugeruje, ze biatko to nie

ma znaczacego wplywu na podatnos¢ na aktywne zakazenie pratkami M. fuberculosis.

11.  Wybrane polimorfizmy genéw kodujacych receptory TLR 1 biatko adaptorowe

TIRAP nie maja znaczacego wplywu na ryzyko rozwoju gruzlicy.

12. Réznorodnos¢ danych dostgpnych w literaturze 1 niekiedy sprzecznosc
wynikajacych z nich wnioskéw, moga by¢ zwigzane z roznicami etnicznymi,
liczebnoscia zakwalifikowanych do badan grup, jak réwniez przyjetymi schematami
badan. W przedstawionej pracy badane grupy byly stosunkowo liczne 1 homogenne
etnicznie, uzyskane wyniki nalezy wigc traktowac jako reprezentatywne dla populacji

polskiej.
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