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I. Omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omdéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

I.1. Wprowadzenie

Za rozwdj kamicy moczowej odpowiada wiele czynnikéw takich jak: nieprawidtowa dieta,
warunki $rodowiska, rasa, nieprawidtowosci w budowie i funkcjonowaniu drég moczowych,
zaburzenia metaboliczne, otytos¢ oraz infekcje bakteryjne (Knoll i wsp., 2010). Kamienie powstajgce
w wyniku zakazen drég moczowych stanowig 10-15% wszystkich kamieni moczowych. Od innych
kamieni moczowych odréznia je sktad chemiczny, gdyz sg one zbudowane z fosforanu amonowo-
magnezowego (struwitu) oraz weglanu fosforowo wapniowego (weglanu apatytu) oraz szybki czas
wzrostu — nawet 4-6 tygodnie sg wystarczajace do ich wyksztatcenia. Pomimo matej czestosci ich
wystepowania, infekcyjna kamica moczowa stanowi powazny problem zdrowotny ze wzgledu na
bardzo wysokg nawrotowos¢ (50%) i przewlekto$é. Drobnoustrojami najczesciej powodujgcymi
rozwoj infekcyjnej kamicy moczowej s3g: Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Providencia stuartii, Morganella morganii oraz Ureaplasma urealyticum (Bichler i wsp. 2002).
Sposrdd wymienionych bakterii, P. mirabilis jest najczesciej izolowany z tego typu kamieni, stanowigc
nawet 70% wszystkich izolatéw. P. mirabilis to bakterie warunkowo — chorobotwércze, powodujace
gtéwnie zakazenia drég moczowych u oséb z nieprawidtowosciami w budowie i funkcjonowaniu
uktadu moczowego, ze stabg odpornoscia czy tez poddanych dtugotrwatemu cewnikowaniu. Infekcje
wywotywane przez P. mirabilis sg czesto dtugotrwate i trudne do wyleczenia (Rdzalski i wsp., 1997).

Za patogennos¢ tych pateczek odpowiadajg liczne czynniki chorobotwdrczosci takie jak: ureaza,
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proteazy, fimbrie i inne adhezyny, lipopolisacharyd oraz zdolnos$é¢ tych bakterii do intensywnego
poruszania sie, inwazji komdrek gospodarza, czy tez tworzenia biofilmu na tkankach i powierzchniach
abiotycznych (Rézalski i wsp., 2007). Mechanizm tworzenia kamieni moczowych wcigz nie jest do
konca poznany. Istnieje kilka teorii pierwszego etapu tego procesu czyli powstawania krysztatow,
w tym ,free particle theory” teoria zaktadajgca powstawanie krysztatéw na drodze homogennej
nukleacji w przesyconym roztworze soli oraz ,fixed particle theory” zaktadajgca udziat w krystalizacji
czynnikdw makroorganizmu lub bakterii (Evan i wsp., 2010). Bakterie to jedne z liczniejszych grup
organizméw ktére biorg udziat w biomineralizacji. Drobnoustroje mogg kontrolowac¢ proces
krystalizacji jak rowniez indukowac ten proces. W przypadku infekcyjnej kamicy moczowej mozna
whioskowac o aktywnym udziale P. mirabilis w catym procesie tworzenia kamieni gdyz drobnoustrgj
ten byt obecny zaréwno w strefie peryferycznej jak i rdzeniowej kamieni moczowych, Powstawanie
kamieni moczowych wigze sie zawsze z krystalizacjg badz wytrgcaniem mineralnych sktadnikow
moczu spowodowane nadmiernym ich stezeniem w stosunku do rozpuszczalnosci w moczu,
a w dalszym etapie nastepuje agregacja powstatych krysztatéw, zatrzymanie ich w drogach
moczowych i tworzenie coraz to wiekszych ztogéw. W przypadku infekcyjnej kamicy moczowej za
wszystkie procesy odpowiadajg bakterie (Torzewska i wsp., 2014b). Za przesycenie moczu
i krystalizacje mineralnych skfadnikéw moczu odpowiada bakteryjna ureaza. Nie bez znaczenia jest,
to iz 99% szczepodw P. mirabilis wytwarza ureaze o duzej aktywnosci. Naturalny mocz ma pH lekko
kwasne (okoto 5), jest on buforowany przez fosforany i organiczne sktadniki moczu. W takim pH sole
magnezu i wapnia sg rozpuszczalne i tatwo wymywane wraz z moczem. W wyniku aktywnosci ureazy
dochodzi do hydrolizy mocznika wg ogdlnego rownania:

NH,CONH, — 2 NH;+ CO,

Produkty rozpadu mocznika taczac sie z wodg, tworzg jon amonowy NH," i anion HCO;. pK
nastepujacej reakcji NH; + H,0 <> NH," + OH wynosi 9,0 co powoduje, ze pH moczu wzrasta.
Rownoczesnie wytwarzajg sie jony weglanowe w reakcji:

HCO; — CO5” + H* (pK 10,0)

W moczu o odczynie lekko zasadowym wiekszoé¢ fosforanéw wystepuje w postaci anionu HPO,> za$
jon PO,” wystepuje w takich warunkach w niewielkich ilosciach. Alkalizacja moczu i reakcje
zachodzace w wyniku hydrolizy mocznika powodujg wzrost stezeri jondw: NH,", PO,*, COs> co
w obecnosci wapnia i magnezu w moczu, nawet w normalnych stezeniach, powoduje precypitacje
fosforanéw tych jondw i sprzyja krystalizacji struwitu (MgNH,PO,4 x 6 H,0) i weglanu apatytu (Cay
(PO4)s x CO3) (Torzewska, 2003). Powstate krysztaty moga ulegad agregacji wraz z bakteriami lub/i
bakteryjnymi polisacharydami, sktadnikami makroorganizmu uwalnianymi w wyniku reakcji zapalnej
w coraz to wieksze ztogi. Bakteryjne polisacharydy majg rowniez wptyw na intensywnos¢ krystalizacji
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soli mineralnych. Natadowane ujemnie zewnatrzkomdrkowe polisacharydy otoczki czy czesci
O-swoiste] lipopolisacharydédw mogg wigza¢ kationy wapnia i magnezu. Wptywa to na
nagromadzenie kationdw budujgcych krysztaty w $rodowisku otaczajgcym bakterie i przyspiesza
krystalizacje struwitu i apatytu (Torzewska i wsp., 2003). Jak juz wspomniano kamica moczowa to
choroba uporczywa, przewlekta, z duzg sktonnoscia do nawrotéw. Leczenie obejmuje usuniecie
ztogdw i dtugotrwaty terapie antybakteryjng dostosowang do lekowrazliwosci bakterii, w przypadku
P. mirabilis czesto stosowane sg chemioterapeutyki z grupy flurochinolonéw. W celu przeciwdziatania
nawrotom prébuje sie zakwasza¢ mocz podajac pacjentowi metionine, kwas askorbinowy, lub tez
zmniejsza¢  wydalanie fosforanéw stosujgc wodorotlenek glinu oraz podawaé¢ kwas
acetohydroksamowy jako specyficzny inhibitor aktywnosci ureazy (Sayer i wsp., 2010). Jak do tej pory
nie udato sie opracowad skutecznej metody leczenia i zapobiegania nawrotom infekcyjnej kamicy
moczowej. Wymaga to poszerzenia wiedzy na temat mechanizmu powstawania kamieni moczowych
indukowanego przez bakterie ureolityczne zwtaszcza gtebszego poznania poczatkowej fazy procesu
tworzenia kamieni moczowych czyli zjawiska przesycenia moczu oraz krystalizacji soli wapnia
i magnezu. Wazne jest rowniez poszukiwanie nowych zwigzkdw dziatajgcych jako inhibitory

krystalizacji badz tez zwigzki hamujgce aktywnosc¢ bakteryjnej ureazy.

. 2. Cel naukowy

Powigzanie bakterii ureazo-dodatnich z procesem powstawania kamieni moczowych zostato juz
dawno zbadane, ale procesy prowadzace do utworzenia ztogéw w drogach moczowych i udziat
w nich czynnikdw bakteryjnych i makroorganizmu sg wcigz mato znane. Z tych wzgledéw celem
badan byta szczegétowa analizy procesu krystalizacji powodowanego przez bakterie z rodzaju Proteus
wraz z analizg wptywu czynnikéw pochodzenia bakteryjnego i makroorganizmu na ten proces. Ze
wzgledu na napotykane trudnosci w leczeniu podjeto réwniez prébe wskazania substancji hamujacej

krystalizacje struwitu i apatytu.

I.3. Charakterystyka wzrostu i morfologii krysztatéw struwitu powstajgcych w obecnosci bakterii

z rodzaju Proteus

Wptyw réznych czynnikdw na tworzenie kamieni moczowych mozna obserwowaé w poczatkowym
etapie, czyli podczas powstawania poszczegdlnych krysztatéw. Okreslenie czasu pojawienia sie

pierwszych krysztatéw oraz ich morfologii pozwala na szczegdétowg analize wptywu czynnikéw
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srodowiska na proces krystalizacji, w tym réwniez czynnikdw pochodzenia bakteryjnego.
Zaproponowany w prezentowanych badaniach model in vitro nasladujgcy warunki naturalne pozwolit
na otrzymanie krysztatdw w syntetycznym moczu w obecnosci bakterii Proteus mirabilis. Otrzymane
krysztaty zostaty poddane analizie pod katem chemicznym i poréwnywane ze standardowymi
krysztatami struwitu. Zaréwno uzyskane widma dyfraktometrii rentgenowskiej (XRD) jak
i mikroanaliza rentgenowska (EDX) okreslajgca sktad chemiczny jakoSciowo i iloSciowo potwierdzita,
ze krysztaty otrzymywane w zaproponowanych warunkach doswiadczalnych sg krysztatami struwitu
(Prywer i Torzewska, 2010). Powstawanie krysztatéw jest scisle zwigzane ze zmianami pH moczu
powodowanymi przez drobnoustroje. Zmiany pH majg duzy wptyw nie tylko na indukcje krystalizacji
ale takze na modulowanie intensywnosci tego zjawiska. Analizujgc kinetyke krystalizacji
zaobserwowano, ze pierwsze krysztaty w warunkach in vitro w obecnosci bakterii pojawiajg sie po
okoto 3,5 godz. (pH okoto 8,5) inkubacji i posiadajg typowa morfologie dla tego krysztatu
przypominajgcg wieko od trumny. Wraz z czasem inkubacji pojawia sie ich coraz wiecej i osiggajg
coraz wieksze rozmiary nawet okoto 60 um. Po okoto 6 godzinie gdy pH moczu wzrasta do wartosci
powyzej 9 pojawiaja sie duze struktury krystaliczne zwane dendrytami. Dendryty ze wzgledu na duze
rozmiary i rozgateziong strukture stanowia dodatkowe zagrozenie, gdyz trudniej usuwane sg z drog
moczowych i moga powodowac uszkodzenia nabtonka, a to co z kolei sprzyja adhezji krysztatéw
i dostarcza nowych miejsc zarodkowania dla nowych krysztatéw (Prywer i Torzewska, 2010; Prywer
i wsp., 2012). W typowym krysztale struwitu mozemy wyrdzni¢ podstawowe $ciany zaprezentowane
na Ryc. 1. Uktad s$cian, ich wielko$¢ i wewnetrzna struktura krysztatu nadaje struwitowi
hemimorficzng nature objawiajacg sie rdznicami w symetrii. Szczegdlng uwage zwracajg
naprzeciwlegte $ciany (001) i (001), ktére réznia sie od siebie znacznie wielkoscia. Sciana (0071) jest
zwykle najwiekszg ze wszystkich, a réznice w wielkosci wynikajg z réznej szybkosci ich wzrostu, co
réwniez zwigzane jest z odmienng strukturg molekularna. Grupy NH," usytutowane sg na powierzchni
(001) natomiast PO,> i Mg(H,0)¢’* na naprzeciwlegtej powierzchni (00T). Krysztat moze wiec mieé
wiasciwosci polarne, a rdine ugrupowania chemiczne obecne w S$cianach wigzaé¢ sktadniki

pochodzgce z otaczajgcego Srodowiska (Prywer i Torzewska, 2010).
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Ryc.1 Schemat budowy i zdjecia ze skaningowego mikroskopu elektronowego krysztatéw struwitu

powstajgcych w obecnosci P. mirabilis (Prywer i wsp., 2012, po modyfikacji)

Patrzagc w duzym powiekszeniu na powierzchnie $ciany krysztatu uformowanego w obecnosci
pateczek P. mirabilis mozna zaobserwowaé, ze sktada sie ona z regularnych podjednostek o sredniej
wielkosci 1-3 pum. W krysztale struwitu otrzymanym bez udziatu bakterii takich struktur nie
zaobserwowano, co sugeruje udziat czynnikdw bakteryjnych w powstawaniu tej podjednostkowej
struktury. Czynnikami odpowiedzialnymi za to mogag by¢ makroczasteczki budujgce komorki
bakteryjne takie jak sktadniki Sciany komodrkowej: lipopolisacharyd, peptydoglikan, lub tez inne
sktadniki komérki, w tym wydzielane do Srodowiska wzrostu biatka. Ze wzgledu na wykazang
podjednostkowos¢ powierzchni krysztatu postanowiono sprawdzi¢ czy caty krysztat struwitu nie jest
agregatem nanoczgstek. Wykonano w tym celu przekrdj poprzeczy krysztatu i obserwowano go
w skaningowym mikroskopie jonowym (FIB). Analiza przekroju co prawda nie potwierdzita jego
podjednostkowe] struktury, jednak zaobserwowano gtebokie kanaty biegngce do wnetrza krysztatu
(Prywer i wsp., 2012). Poznanie tej unikalnej struktury zewnetrznej i wewnetrznej struwitu
potwierdzito, ze krysztaly te mogg stwarzaé dobre warunki do kolonizacji bakterii. Porowata
powierzchnia sprzyja adhezji bakterii, a zasiedlenie przestrzeni pomiedzy podjednostkami warunkuje
wieksze szanse na przezycie. Ponadto przesycony mocz moze swobodnie wptywac do istniejgcych
kanatéw w strukturze wewnetrznej krysztatdw, powodujgc adsorpcje czynnikdw wptywajgcych na
dalszg krystalizacje poprzez wzmaganie wzrostu krysztatu badz agregowanie krysztatéw w wiekszy

ztég.
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Badania te pozwolity z jednej strony na wykazanie réznic pomiedzy krysztatami struwitu
powstajgcymi w obecnosci bakterii i bez nich, co wskazuje na aktywny udziat czynnikow bakteryjnych
w tworzeniu struktury krysztatu. Z drugiej strony poznanie morfologii krysztatu i warunkow ich
krystalizacji daje wiele mozliwosci praktycznego zastosowania np. okreslenia szybkosci krystalizacji,
wytrzymatosci, rozpuszczalnosci krysztatow oraz badania wptywu substancji o potencjalnym dziataniu

inhibicyjnym na proces krystalizacji.

I.4. Rola czynnikdbw makroorganizmu w krystalizacji soli mineralnych w moczu przebiegajgcej

podczas infekcji bakteriami z rodzaju Proteus sp.

Intensywnos¢ krystalizacji struwitu i apatytu indukowana przez P. mirabilis nie zalezy tylko od
czynnikéw bakteryjnych, ale réwniez mogg na nig wptywac czynniki pochodzace ze srodowiska
uktadu moczowego. Nie dotyczy to tylko stezenia skfadnikéw mineralnych biorgcych udziat
w tworzeniu struktury krysztatdw czyli jondw wapnia, magnezu oraz fosforandw, ale takze
makroczasteczek obecnych stale w organizmie lub tez wystepujgcych w moczu czasowo ze wzgledu
na przebiegajaca infekcje. Jednymi z czesciej wymienianych makroczasteczek majacych wptyw na
krystalizacje mineralnych sktadnikéw moczu sg glikozaminoglikany (GAG). Ich role w krystalizacji
okreslono w wielu badaniach in vitro i in vivo. Stwierdzono, ze zwigzki te mogg hamowac krystalizacje
zarowno na etapie nukleacji krysztatow, jak i w tworzeniu wiekszych ztogdéw poprzez hamowanie
agregacji krysztatébw i ich wzrostu. S3 one okreslane jako wysokoczasteczkowe modulatory
krystalizacji i w przeciwienstwie do czastek o matej masie mogg wptywaé na krystalizacje juz w
bardzo niskich stezeniach. Wykazano, ze wiekszg aktywnos¢ inhibicyjng majg glikozaminoglikany
modyfikowane chemicznie z podstawiong wiekszg liczbg grup siarczanowych (Cao i wsp., 1997).
Jednakze wszystkie wspomniane badania dotyczyty kamicy szczawianowo-wapniowej, ktéra powstaje
w wyniku zaburzen metabolicznych. Jak dotychczas, nie wiadomo jaka role petnig glikozaminoglikany
w krystalizacji struwitu. W drogach moczowych zdrowych oséb wystepujg takie glikozaminoglikany
jak: siarczany chondroityny (ChS, stanowiac 55 %), siarczan heparanu (HS, 20 %) i kwas hialuronowy
(HA, 4-10 %) oraz pozostate w mniejszym procencie (Baba i wsp., 1983). Stezenie
glikozaminoglikanédw w moczu jest cechg osobniczg i moze ulegaé zmianie w wyniku przebiegajacych
chordb uktadu moczowego. Na przyktad u oséb ze stwierdzong kamicg metaboliczng w moczu
obserwuje sie znaczgco nizszy poziom glikozaminoglikanédw w poréwnaniu z grupg oséb zdrowych.
Natomiast ich stezenie wzrasta w czasie przebiegajgcej infekcji drég moczowych, gdyz w tym

przypadku jest to naturalny mechanizm obronny makroorganizmu zapobiegajacy adhezji
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mikroorganizméw do nabtonka (Akcay i wsp., 1999). Analizujagc obecnos$¢ glikozamioglikandw
w macierzy kamieni moczowych pobranych od pacjentéw stwierdzono, Ze najwieksza ich ilos¢
wystepuje w kamieniach infekcyjnych. Z posrdd poznanych glikozaminoglikandw kwas hialuronowy
i siarczan chondroityny C (ChSC) byty najczesciej izolowane z kamieni ztozonych ze struwitu i apatytu,
natomiast siarczan heparanu nie wystepowat w ogdle (Nishio i wsp., 1985). Obecnosé
glikozaminoglikandw oraz specyficznos¢ wystepowania okreslonych zwigzkdw sugeruje aktywny ich
udziat w formowaniu kamienia moczowego. Jak juz wczesniej wspomniano rola glikozaminoglikanow
w kontekscie rozwoju infekcyjnej kamicy moczowej jest mato znana i celem podjetych badan byto
okreslenie wptywu wybranych zwigzkdw na pierwsze etapy procesu powstawania kamieni
moczowych, czyli na tworzenie pierwszych krysztatéw, ich wzrost i agregacje (Torzewska i Rozalski,
2014a). Do badan wybrano: siarczan heparanu (HS), kwas hialuronowy (HA) oraz siarczany
chondroityny A, B i C (ChSA, B i C). Powstawanie krysztatow struwitu i apatytu monitorowano
w syntetycznym moczu o SciSle zdefiniowanym skfadzie chemicznym, zakazonym wybranym
szczepem P. mirabilis, w obecnos$ci badanych glikozaminoglikandw. Intensywnos¢ krystalizacji
okreslano poprzez bezposrednig obserwacje w mikroskopie kontrastowo-fazowym oraz poprzez
oznaczenie liczby i wielkosci krysztatdw stosujgc licznik mikroczastek (Coulter Multisizer).
Krystalizacja w takim uktadzie doswiadczalnym analizowana byta po 5 godz. inkubacji. Zaréwno
w prébie kontrolnej bez glikozaminoglikandw, jak i w przypadku wszystkich zwigzkédw badanych
obserwowane byly krysztaty w wielkosci od 2 do 20 pm. We wszystkich prébach ponad 80%
krysztatow miato wielkosé w zakresie 2-5 um. Wieksze krysztaty byty rzadko obserwowane ich udziat
procentowy nie przekraczat 1%. Jedynie w przypadku préby zawierajgcej ChSC obserwowano wiecej
krysztatow o $rednicy przekraczajacej 5 um. Poréwnujgc ogdlng liczbe krysztatdw przypadajaca na
mililitr moczu stwierdzono, ze w obecnosci wspomnianego zwigzku powstaje najwieksza liczba
krysztatéw w poréwnaniu z kontrolg i w prébach w obecnosci innych badanych glikozaminoglikandow.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze zaden z badanych glikozaminoglikanéw nie hamuje krystalizacji
struwitu, wiekszos¢ z nich nie ma wptywu na proces nukleacji i wzrostu krysztatéw. Jedynie ChSC
intensyfikuje krystalizacje, powodujgc powstawanie liczniejszych i wiekszych krysztatéw. Obserwujac
powstate krysztaty w mikroskopie kontrastowo-fazowym mozna stwierdzi¢, iz w kazdym przypadku
krysztaty te majg morfologie typowa dla struwitu i nie wykazujg réznic w morfologii w stosunku do
uktadu kontrolnego. Co istotne, nie zaobserwowano agregowania krysztatdw w obecnosci wszystkich
badanych glikozaminoglikandw. Glikozaminoglikany mogg bra¢ rowniez udziat w adhezji krysztatéw
do nabtonka drég moczowych. Zjawisko to jest istotnym etapem procesu powstawania kamieni
moczowych, gdyz powoduje zatrzymanie krysztatdw w drogach moczowych, ktére mogg tworzyé

coraz to wieksze ztogi. Glikozaminoglikany, bedac zaréwno na powierzchni nabtonka drog
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moczowych jak i w moczu, mogg modulowaé ten proces hamujac go lub wspomagajac. W przypadku
kamicy struwitowej w obecnosci P. mirabilis wczesniej nie badano tego zjawiska.
W zaproponowanym doswiadczeniu badano in vitro adhezje do komérek prawidtowego nabtonka
nerki, moczowodu i pecherza moczowego stosujgc odpowiednio linie tkankowe HRPTEC, Hu609 oraz
HCV29 (Torzewska i Rozalski, 2014a). W celu okreslenia intensywnosci adhezji krysztaty
wyznakowano izotopem *Ca, dzieki czemu mozna iloéciowo oznaczy¢ stopiers adhezji krysztatéw, nie
tylko tych zawierajgcych wapn jak apatyt, ale réwniez struwitu z ktérym apatyt jest potgczony wraz
z bakteriami. Zawiesine krysztatéw z i bez obecnosci glikozaminoglikanéw dodawano do hodowli linii
tkankowych. Po czasie przeznaczonym na adhezje nie zwigzane krysztaty odptukiwano a liczbe
krysztatéw obecnych na nabtonku okreslano poprzez oznaczenie poziomu radioaktywnosci. Adhezje
do nabtonka potwierdzano réwniez poprzez obserwacje pod mikroskopem kontrastowo-fazowym.
Stwierdzono, ze obecnos¢ glikozaminoglikandw zwieksza stopien adhezji krysztatdw do nabtonka
drég moczowych. W przypadku linii Hu609 i HRPTEC w obecnosci wszystkich badanych zwigzkéw
adhezja krysztatéw byta wieksza w poréwnaniu z uktadem kontrolnym bez glikozaminoglikanéw.
Natomiast HS i ChSB nie wptywaty na interakcje krysztatow z linig HCV29. Sposréd wszystkich
analizowanych zwigzkéw siarczan chondroityny A najbardziej wzmagat adhezje krysztatéw do
nabtonka, nawet pieciokrotnie wiecej krysztatéw obecnych byto na komdrkach nabtonka moczowodu
(Hue09), a czterokrotnie wiecej na komodrkach nabtonka przejsciowego nerki (HRPTEC),
w poréwnaniu do préby kontrolnej. Podsumowujac, glikozaminoglikany nie hamujg krystalizacji
struwitu i apatytu zachodzacej w trakcie infekcji P.mirabilis. Dwa zwigzki, siarczan chondroityny Ai C
intensyfikujg ten proces, ChSC wzmaga proces tworzenia i wzrostu krysztatéw, a ChSA adhezje
powstajgcych krysztatéw do nabtonka drég moczowych. Przyspieszenie krystalizacji przez ChSC moze
polega¢ na wigzaniu przez ten zwigzek na zasadzie elektrostatycznych oddziatywan kationdw,
zwtaszcza wapnia. Zwigzanie kationdw wapnia powoduje zmniejszenie jego stezenia w otaczajgcym
Srodowisku i preferencyjne wigzanie fosforanéw z kationami magnezu, co w dalszej konsekwencji
prowadzi do krystalizacji w wiekszej ilosci struwitu (Torzewska i Rézalski, 2014a). Potwierdzajg to
badania Le Corre i wsp. (2005), w ktérych wykazano, iz zwiekszenie stezenia wapnia powoduje
zahamowanie krystalizacji struwitu, krysztaty rosng wolniej i majg zmieniong morfologie. Nie mozna
rowniez wykluczy¢ innego mechanizmu dziatania GAG, opartego na tgczeniu sie glikozaminoglikandw
z powierzchnig juz powstatych krysztatdéw, co blokuje ich dalszy przyrost. Nie zostat jednak do tej pory
poznany mechanizm interakcji glikozaminoglikandw z krysztatami infekcyjnymi. Jak wczesniej
wspomniano ChSA wzmaga adhezje krysztatéw struwitu i apatytu do nabtonka drég moczowych. Na
tym etapie trudno stwierdzi¢ dlaczego ChSC wzmaga tylko krystalizacje, a ChSA wptywa z kolei

wytgcznie na adhezje krysztatéw do nabtonka. Ten réiny efekt dziatania glikozaminoglikanéw moze
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by¢ zwigzany z ich strukturg chemiczng, a przede wszystkim z konformacjg tancucha
polisacharydowego i zwigzanym z tym umiejscowieniem w obrebie czgsteczki grup karboksylowych
i siarczanowych.

Okreslono réwniez na ile zmiany w sktadzie chemicznym moczu majg wptyw na intensywnosé
krystalizacji powodowanej przez P. mirabilis (Torzewska i Rézalski, 2015). W zaproponowanym
modelu badawczym in vitro zastosowano syntetyczny mocz, ktdrego sktad chemiczny byt Scisle
zdefiniowany i dawat mozliwos¢ dowolnej chemicznej modyfikacji. Krystalizacja indukowana byta
w kazdym doswiadczeniu poprzez dodanie bakterii do moczu. Zmiany w intensywnosci krystalizacji
w stosunku do uktadu kontrolnego ktérym byt mocz o prawidtowym sktadzie okreslano poprzez
analize spektrofotometryczng, chemiczng analize z zastosowaniem spektroskopii absorbcji atomowej
i metod kolorymetrycznych. Ponadto w kazdym z uktadéw obserwowano morfologie krysztatow ktdra
jak juz wspomniano przynosi istotne informacje o warunkach i szybkosci wzrostu krysztatow.
Modyfikacje moczu polegaty na zmianie stezern mineralnych zwigzkéw budujacych krysztaty jak:
wapn, magnez, fosforany oraz takich o ktérych wiadomo ze ich stezenie wptywa na krystalizacje
towarzyszgcyg powstawaniu metabolicznych kamieni moczowych: cytryniany, szczawiany. Poczatek
krystalizacji widoczny jest jako zwiekszenie stopnia zmetnienia zawiesiny dlatego tatwo monitorowac
moment rozpoczecia sie krystalizacji oraz jej intensywnos$¢ przez pomiar absorbancji. Okreslono
w ten sposob krystalizacje w moczu w szerokim spektrum stezen badanych sktadnikéw zaréwno
ponizej jak i powyzej prawidtowych stezen wystepujgcych w moczu. Zwiekszenie wszystkich jonéw
tworzacych krysztaty struwitu i apatytu tzn. wapnia, magnezu i fosforanéw spowodowato znaczne
nasilenie krystalizacji natomiast zmniejszenie tych ilosci do poziomu zdecydowanie nizszego od
fizjologicznie prawidtowego nie powoduje zmian w stopniu krystalizacji w poréwnaniu z uktadem
kontrolnym. W dalszym etapie badan wybrano takie stezenia od ktérych nastepowaty wyrazne
zmiany w stopniu krystalizacji i z nimi wykonano doswiadczenie w wiekszej objetosci, co pozwolito na
doktadna analize chemiczng powstajgcego krystalizatu i ocene takich parametréow jak pH, liczbe
bakterii w mililitrze oraz ocene morfologii i wielkosci powstajacych krysztatéw. Zaden z badanych
zwigzkéw nie wptynat na zywotnos¢ bakterii a pH moczu w 5 godz. jeszcze zréznicowane wahajace sie
w zaleznosSci od badanej prébki moczu od 8.07 to 8.96 (gdzie najnizszg wartos$¢ osigga w moczu ze
zwiekszona iloscig wapnia) natomiast po 24 godz. warto$¢ ta jest zblizona w pomiedzy prébami
i wynosita 9.4 - 9.66. Analizujgc intensywnosc krystalizacji jako ilos¢ kationdw wapnia, magnezu
i fosforanéw stwierdzono, jej najwyzszy poziom w przypadku podwyzszonego stezenia wapnia
i magnezu. Zwiekszenie stezenia fosforanéw réwniez wptyneto na intensywnosé krystalizacji ale juz
nie w takim stopniu. Co ciekawe zwiekszenie stezenia cytryniandw, ktére sg uwazane za inhibitor

krystalizacji nie wptyneto znaczgco na poziom krystalizacji powodowanej przez P. mirabilis. Podobng
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sytuacje zaobserwowano dla zwiekszonego stezenia szczawiandw. Jak wspomniano, ksztatt i wielkos¢
krysztatéw struwitu swiadczy o szybkosci i warunkach ich wzrostu. Dla kazdej préby oceniano
w mikroskopie kontrastowo-fazowym wyglad krysztatéw. Poréwnujac krysztaty we wszystkich
badanych prébach najwieksze krysztaty struwitu byly obserwowane w moczu ze zwiekszong iloscig
magnezu, ale w prébie tej widoczne byty nieliczne krysztaty apatytu. Odwrotna sytuacja jest w moczu
ze zwiekszong iloscig wapnia, gdzie w przewadze powstajg krysztaty apatytu, a struwitowe widoczne
sg W pOzniejszym czasie. Rdznice widoczne byly w przypadku krysztatéw powstajgcych w moczu
z nadmiarem szczawiandéw i cytryniandéw. W obydwu przypadkach krysztatdw byto mniej i miaty
zmieniong morfologie. Krysztaty byty mniejsze i wydtuzone w poréwnaniu z krysztatami powstajgcymi
w prawidtowym moczu. Inhibicyjne dziatanie cytrynianéw do tej pory potwierdzono w stosunku do
kamicy szczawianowej oraz struwitowo/apatytowej. W przypadku przedstawionych badan nie
wykazano znaczgcego wptywu cytryniandw na krystalizacje co mozna réwniez wyttumaczyc
zdolnoscig bakterii do wykorzystywania cytrynianéw jako zrodta wegla i energii. Do badan wybrano
mocz ze zwiekszong iloscig szczawiandw wapnia, gdyz jak podajg zrodta literaturowe czesto kamicy
infekcyjnej towarzyszy hyperoksaluria (Segma i wsp., 1981). W tym przypadku moze zachodzi¢
konkurencja o kationy wapnia miedzy fosforanami a szczawianami. Jednak tego zjawiska nie
potwierdzono w prezentowanych badaniach. Zwiekszone stezenie szczawiandw tylko w matym
stopniu wptywa na krystalizacje struwitu i apatytu. Widoczne to byto tylko w morfologii powstajacych
krysztatow gdyz poziom oznaczonych jonéw nie réznit sie znaczaco od proby kontrolnej zaréwno
w krétkim jak i dtugim czasie inkubacji. Wyniki tych doswiadczern (Torzewska i Rézalski, 2015)
wskazujg, ze pomimo infekcyjnego pochodzenia tego typu kamicy moczowej Srodowisko krystalizacji
wplywa znaczagco na intensywnos$¢ krystalizacji. Zwiekszenie stezenia podstawowych jondéw
budujgcych krysztaty nasila poziom krystalizacji indukowanej przez bakterie ale rowniez istotne jest
wzajemne relacje pomiedzy poszczegdlnymi jonami obecnymi w moczu. Dla przyktadu wykazano
wplyw obecnosci wapnia w stosunku do magnezu na krystalizacje struwitu. Przy zwiekszonym
stezeniu kationdw wapnia w stosunku do kationédw magnezu (juz od dwukrotnie wiekszego)
nastepuje ograniczenie krystalizacji struwitu na korzys¢ fosforandw wapnia. Zwigzki mineralne
obecne w moczu ze wzgledu na posiadany tadunek moga wptywaé na oddziatywania elektrostatyczne
oraz site jonowa. Te parametry wptywajg nie tylko na krystalizacje w tym na nukleacje czyli
zapoczatkowanie krystalizacji ale réwniez na agregacje powstatych krysztatéw i ich zatrzymanie
w drogach moczowych. W oparciu o tego typu wyniki badan, mozliwe jest zaplanowanie

odpowiedniej diety, ktéra bedzie wspomagac proces leczenia infekcyjnej kamicy moczowe;.
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Badania te wykazaty, ze glikozaminoglikany ktdrych stezenie wzrasta w trakcie infekcji mogg
przyspieszac proces krystalizacji powodowany przez bakterie. W dalszym etapie badan planuje sie
poznanie molekularnej interakcji glikozaminoglikandow i zwigzkéw pochodnych z krysztatami struwitu
i apatytu oraz metod zahamowania ich wptywu na adhezje i nukleacje krysztatow.

Stwierdzono, Ze zwiekszenie stezenia wszystkich jondw budujgcych krysztaty wzmaga znacznie

intensywnos¢ krystalizacji struwitu i aptytu powodowanej przez bakterie ureazo-dodatnie

I.5. Wptyw zwigzkdow fenolowych na krystalizacje powodowang przez P. mirabilis

Poza poznaniem mechanizmu powstawania infekcyjnych kamieni moczowych, podjeto réwniez
probe wskazania zwigzkdow, ktére mogtyby znalezé zastosowanie w leczeniu i profilaktyce tej
choroby. Gtéwng role w zapoczatkowaniu krystalizacji soli w moczu i rozwoju kamicy moczowej ma
podwyzszenie pH moczu, za ktére odpowiada bakteryjna ureaza. W zwigzku z tym najwiekszg uwage
skupiono wokét odnalezienia specyficznego inhibitora aktywnosci bakteryjnej ureazy. W podjetych
badaniach poszukiwano tego typu zwigzku posréd zwigzkdw fenolowych wystepujacych naturalnie
w roslinach. Zwigzki te zgodnie z wczesniejszymi badaniami innych autoréw wykazujg bardzo
roznorodne dziatanie zaréwno w stosunku do bakterii, jak i komérek organizméw wyzszych. Na
bakterie mogg dziata¢ bakteriobdjczo i bakteriostatycznie, ale réwniez mogg modulowac ich
patogennos¢, poprzez wplyw na posiadane przez bakterie czynniki chorobotwérczosci (Daglia i wsp.,

2011).

Poczatkowo badania wykonano z zastosowaniem kurkuminy (Prywer i Torzewska, 2012). Okreslono
wplyw tego zwigzku na zywotnos¢ bakterii, aktywnos$¢ ureazy, intensywnosci krystalizacji, ale co
istotne analizowano réwniez jej wptyw na proces krystalizacji, w tym na czas pojawienia sie
pierwszych krysztatow (nukleacji), intensywnos¢ wzrostu krysztatow struwitu, ich morfologie i ksztatt.
Doswiadczenie to wykonywano w warunkach in vitro, gdzie do syntetycznego moczu dodawano
bakterie P. mirabilis a proces krystalizacji badano do 8 godz., w odstepach godzinnych i po 24 godz.
Od 3 godz. inkubacji pH roztworu wzrasta i zaczynajg pojawiac sie pierwsze krysztaty. Na poczatku
majy one typowg morfologie dla tego typu krysztatdéw z charakterystyczng jedng ptaszczyzng
nazywang jako ,coffin-lid shape” o maksymalnej wielkosci 55-60 um. Z czasem pH rosnie osiggajac
wartosé najwyzszg 9,5 w 8 godz. inkubacji, a krysztaty osiggajg juz bardzo duze rozmiary widoczne
gotym okiem i forme dendrytéw. Ze wzgledu na bardzo wysokie pH w tej godzinie inkubacji brak jest
juz zywych bakterii. W obecnosci kurkuminy (1mM) pierwsze krysztaty pojawiajg sie pdzniej (po 4

godz. inkubacji) w poréwnaniu z uktadem kontrolnym i majg mniejszg wielko$¢ okoto 25um.

13



DR AGNIESZKA TORZEWSKA Autoreferat ZALACZNIK 2

Poniewaz kurkumina w tym stezeniu nie dziata bakteriobdjczo, wiec wolniejszy wzrost pH w stosunku
do kontroli mozna ttumaczy¢ wptywem tego zwigzku na aktywnos$¢ ureazy P. mirabilis. Nie
stwierdzono réznic w morfologii i ksztatcie powstatych krysztatdw w obecnosci i bez kurkuminy.
Wyznaczono réwniez czas pojawienia sie pierwszych krysztatdw w moczu z i bez kurkuminy poprzez
pomiar absorbancji, wzrost absorbancji w stosunku do moczu nie zakazonego $wiadczy o tworzeniu
pierwszych krysztatéw. Na podstawie tych pomiaréw stwierdzono, ze kurkumina wydtuza ten czas
w stosunku do kontroli. Opdzniajac krystalizacje i wptywajgc na jej intensywnos¢, kurkumina moze
by¢ rozpatrywana jako potencjalny inhibitor krystalizacji struwitu. Jednak jego zastosowanie
w praktyce moze miec ograniczenia ze wzgledu na mata rozpuszczalnosé kurkuminy, napotkang juz

w warunkach badan in vitro.

Biorgc pod uwage pozytywny wptyw kurkuminy na krystalizacje struwitu w dalszym etapie badan
postanowiono badaniami objg¢ wiecej zwigzkow z grupy polifenoli (Torzewska i Rézalski, 2014b). Do
badan wybrano 11 zwigzkdw o rdznej strukturze chemicznej bedacych zaréwno flawonoidami jak
i zwigzkami nieflawonoidowymi. W pierwszym etapie sprawdzono wptyw tych zwigzkéw na wzrost
bakterii, aktywnos$¢ ureazy i intensywnos¢ krystalizacji w opracowanej do tych badan mikrometodzie,
opartej na pomiarze spektrofotometrycznym przy réznej dtugosciach fali. Badanie te prowadzono na
wiekszej grupie szczepdw P. mirabilis, ktére izolowane byty z kamieni moczowych i inkrustowanej
powierzchni cewnikéw pobranych od pacjentdw Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im.
Wojskowej Akademii Medycznej WAM i Przyszpitalnej Przychodni Urologicznej w todzi. Sposrdd
wszystkich badanych zwigzkéw tylko resweratrol, gallusan epigallokatechiny, peralgonidyna, oraz
kwasy wanilinowy i kawowy w zakresie stezernn 250-1000 ug/ml zahamowaty zaréwno aktywnos¢
ureazy, jak i krystalizacje mineralnych sktadnikdw moczu. We wszystkich przypadkach stezenie
hamujace aktywnos$¢ ureazy blokowato réwniez krystalizacje. Jednak tylko w przypadku jednego
zwigzku — kwasu wanilinowego efekt hamujacy byt widoczny dla wszystkich badanych szczepdw.
W zwigzku z tym, w dalszym etapie zbadano kinetyke oddziatywania kwasu wanilinowego na bakterie
P. mirabilis i krystalizacje oraz poréwnano jego dziatanie z innymi znanymi inhibitorami: kwasem
acetohydroksamowym — inhibitorem ureazy oraz pirofosforanem sodu — wczesniej opisanym jako
inhibitor krystalizacji struwitu i apatytu. W badaniach tych w warunkach in vitro okreslano w ciggu 24
godz.: pH, zywotnos$¢ bakterii, aktywnos$¢ ureazy i stopien krystalizacji w moczu bez dodatku
inhibitorow i w obecnosci wspomnianych zwigzkéw w stezeniach 0,5, 2,5 i 5 mg/ml. Kwas wanilinowy
juz w stezeniu 0,5 mg/ml powodowat zahamowanie aktywnosci ureazy P. mirabilis, a co za tym idzie
wzrost pH nastepowat znacznie wolniej w poréwnaniu z uktadem kontrolnym (bez dodatku
inhibitorow). W wyzszych stezeniach zwigzek ten zahamowat catkowicie aktywno$é ureazy

i krystalizacje struwitu i apatytu. W stezeniu najwyzszym po 1 godz. inkubacji dziatat bakteriobdjczo.
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Poréwnujgc wptyw kwasu wanilinowego z pozostatymi badanymi inhibitorami wykazano, ze kwas
acetohydroksamowy hamuje aktywnos¢ ureazy i zywotnosé bakterii, ale efekt ten jest widoczny przy
wyzszych stezeniach, niz dla kwasu waniliowego. Natomiast pirofosforan sodu nie wptywa ani na
zywotnos$é ani na aktywno$¢ bakteryjnej ureazy, jedynie hamuje krystalizacje struwitu, krysztaty
apatytu widoczne byty nawet przy stezeniu 5 mg/ml. Dodatkowg zaletg kwasu wanilinowego jest jego
mata toksycznos¢, wszystkie do tej pory poznane inhibitory aktywnosci ureazy, tacznie z kwasem
acetohydroksamowym, okazaty sie silnie toksyczne i ich zastosowanie w profilaktyce i leczeniu
pacjentéw z infekcyjng kamicg moczowag jest ograniczone. Ponadto kwas wanilinowy jest zwigzkiem
dobrze rozpuszczalnym oraz fatwo dostepnym. Pochodzenie tego zwigzku w organizmie moze by¢
endo i egzogenne. Jest on produktem przemiany metabolicznej noradrenaliny i adrenaliny, u oséb
zdrowych z prawidtowg dietg jego stezenie moze osiggaé¢ 65 nmol/mg kreatyniny (Rios i wsp., 2003).
Uwalniany jest w wyniku rozktadu innych zwigzkéw zwigzkéw polifenolowych pochodzacych ze
spozytej zywnosci lub tez mozna go dostarczy¢ bezposrednio z produktami pochodzenia roslinnego
zawierajgcego kwas waniliowy. Jego stezenie w moczu jest wyzsze po spozyciu zwtaszcza zielonej
herbaty, kawy czy wanilii, jest on gtéwnym metabolitem (do 73%) tych produktéw wydalanym z

moczem (Pietta i wsp., 1998; Rosen i wsp., 1962; Rios i wsp., 2003; Rechner i wsp., 2001).

W  wyniku prowadzonych badarn wskazano na efektywny i mato toksyczny zwiqzek
powstrzymujqcy krystalizacje struwitu i apatytu w obecnosci bakterii ureazo-dodatnich. W dalszych
badaniach planuje sie okresli¢c mechanizm dziatania kwasu waniliowego i zwigzkéw pochodnych na

bakterie, sprawdzenie stabilnosci tego zwigzku i jego dziatanie in vivo.

I. 6. Wewnatrzkomdrkowa krystalizacja przyczyng przewlektej i nawrotowej kamicy moczowej

powodowanej przez pateczki Proteus mirabilis

Jak weczesniej wspomniano, bakterie z rodzaju Proteus s3 najczeSciej izolowane z kamieni
moczowych. Zasiedlajac uktad moczowy bakterie te ze wzgledu na aktywnos$¢ ureazy podnoszg
w otaczajgcym je srodowisko pH. Skutkuje to krystalizacjg, ktéra moze zachodzié¢ zaréwno w moczu,
na nabtonku drég moczowych, wewnatrz komdrek nabtonkowych i w strukturach bakteryjnych.
W zwigzku z tym postugujagc sie modelem in vitro z zastosowaniem linii komdrkowych

wyprowadzonych z prawidtowego nabtonka moczowodu (Hu609) i pecherza moczowego (HCV29)
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cztowieka sprawdzono jaka role odgrywajg interakcje gospodarz — uropatogen w rozwoju infekcyjnej
kamicy moczowej (Torzewska i wsp., 2014). Do doswiadczenia wybrano szczepy izolowane z réznych
zrodet: z kamieni moczowych, z powierzchni inkrustowanych cewnikéw urologicznych, moczu od
pacjentdow z zakazeniami drég moczowych, ale tez z wymazéw z ran. Doswiadczenie to
przeprowadzono ze szczepami P. mirabilis zaréwno ureazo-dodatnimi, jak i nie wykazujgcymi tej
aktywnosci. Ponadto ze wzgledu na wcigz niejasny udziat innych uropatogenéw w rozwoju kamicy
moczowej doswiadczenie to wykonano rowniez w obecnosci Klebsiella pneumoniae oraz szczepdw
Escherichia coli. Linie nabtonkowe zakazano bakteriami w mieszaninie podtoza hodowlanego
z syntetycznym moczem. Po 3 godz. inkubacji zabijano bakterie zewngtrzkomérkowe, inkubujac
proby w podtozu z dodatkiem amikacyny i poddawano dalszej inkubacji w podtozu hodowlanym
z dodatkiem moczu w obecnosci amikacyny o takim stezeniu, ktdre zapobiega wzrostowi bakterii
zewnatrzkomarkowych. Ze wzgledu na fakt, ze infekcyjne kamienie moczowe ztozone s3 z fosforanéw
wapnia i magnezu, stopien krystalizacji i jego zmiany w czasie okreslono dodajgc do mieszaniny
*CaCl,. W réznych punktach czasowych od 3 do 72 godz. inkubacji okreslano liczbe bakterii
wewnatrzkomorkowych oraz stopien krystalizacji (od 24 do 72 godz.) poprzez wyznaczenie ilosci
izotopu wapnia (*Ca). Stwierdzono, ze badane szczepy bakterii posiadajg zdolno$¢ inwazji
prawidtowego nabtonka drég moczowych. Liczba bakterii wewnatrz komodrek jest jednak rdina
w zaleznosci od szczepu bakterii i zastosowanych do badan komérek. Zdecydowanie wyzszg inwazje
zaobserwowano w przypadku linii Hu609, niz miato to miejsce dla komdrek pecherza moczowego
(HCV 29). Sposrod badanych bakterii P. mirabilis wykazywat najwiekszg zdolno$¢ wnikania do
komérek linii Hu609 oraz utrzymywania sie wewnatrz nich przez caty czas trwania doswiadczenia.
Zaréwno K. pneumoniae jak i E. coli wnikaty w tych warunkach doswiadczalnych stabo, a do 72 godz.
w ogole ich nie obserwowano w badanych komadrkach. Bakterie bytujagc wewnatrz komérek moga
powodowac w bliskim im $rodowisku krystalizacje soli mineralnych obecnych w moczu. Analizujgc
ilos¢ izotopu wapnia Swiadczgcego o wykrystalizowaniu fosforandw wapnia stwierdzono, ze tylko
w przypadku P. mirabilis warto$¢ ta jest podwyzszona w stosunku do ukfadu kontrolnego, ktéry
stanowity komorki niezakazone bakteriami. Poziom wykrystalizowanych soli rosnie po 24 godz. wraz
z czasem inkubacji. Co ciekawe, w przypadku szczepdw K. pneumoniae, ktére wytwarzajg ureaze
o aktywnosci zblizonej do badanych szczepdw P. mirabilis, nie zaobserwowano zachodzjcej
krystalizacji (Torzewska i wsp., 2014). Wykazano we wczes$niej przeprowadzonych badaniach przez
innych autoréw, ze K. pneumoniae i E. coli majg zdolno$é inwazji nabtonka drég moczowych, a co
wiecej tworzenia w nich struktur wielokomérkowych przypominajgcych biofilm (Justice i wsp., 2004;
Rosen i wsp. 2008). W badaniach prowadzonych w tej pracy (Torzewska i wsp., 2014) tego zjawiska

nie zaobserwowano. Krysztaty w takich warunkach tworzg sie zarowno wewnatrz komorek jak

16



DR AGNIESZKA TORZEWSKA Autoreferat ZALACZNIK 2

i w bliskim sasiedztwie — zwigzane w réznym stopniu z powierzchnig komérki. Uwidoczniono to na
zdjeciach po wybarwieniu fosforanéw wapnia metodg van Kossa. Pordwnujac aktywnosé ureazy
badanych szczepdw, stopien inwazji i krystalizacji w warunkach doswiadczalnych wykazano, ze
wewnatrzkomérkowa krystalizacja w wiekszym stopniu jest uzalezniona od liczby bakterii bedacych
w komoérkach, niz od aktywnosci ich ureazy. Szczepy, ktére w najwiekszym stopniu powodowaty
krystalizacje zwigzang z komédrkami nabtonkowymi wykazywaty aktywno$é ureolityczng
i utrzymywaty sie w komodrkach w duzej liczbie przez caty okres trwania doswiadczenia. Badania te
pokazaty, ze bakterie z rodzaju Proteus posiadajgc zdolnos¢ przezywania w komédrkach drog
moczowych oraz unikania dziatania czynnikdw antybakteryjnych i mechanizméw uktadu
odpornosciowego gospodarza, powodujg powstawanie mikrokrysztatéw, ktére sg zaczatkiem do
odktadania sie kolejnych precypitatéw soli mineralnych bakterii czy sktadnikéw makroorganizmu,
tworzagc kamien moczowy. Dodatkowo wewnatrzkomdrkowe bakterie sg Zrodtem nawracajgcych
infekcji. Te dwa zjawiska prawdopodobnie odpowiedzialne sg za nawrotowos$¢ i przewlektosé
infekcyjnej kamicy moczowej powodowanej przez pateczki Proteus. W przypadku innych
uropatogendéw takich jak E. coli czy K. pneumoniae nie stwierdzono krystalizacji zwigzanej
z nabtonkiem drég moczowych i aktywnej roli w powstawaniu kamieni moczowych (Torzewska i
wsp., 2014). Potwierdzajg to rowniez dane kliniczne. E. coli czy K. pneumoniae sg drobnoustrojami
izolowanymi z kamieni moczowych, ale z wiekszg czestoscig z kamieni zawierajgcych szczawiany
i fosforany wapnia (Tavichakorntrakool i wsp., 2012). Obecno$¢ tych bakterii zwtaszcza w czesci
peryferycznej kamieni moze wynikaé¢ z faktu, ze powierzchnia kamienia moczowego jest zwykle
porowata, co sprzyja adhezji bakterii. Natomiast w przypadku kamieni struwitowych z wyraznie

Wwyzszg czestoscia. sg izolowane bakterie z rodzaju Proteus.

Poznanie zjawiska powstawania krysztatow wewngtrz komorek nabfonka drég moczowych
w wyniku obecnosci bakterii przyczynity sie do udowodnienia, ze sposrod uropatogendw izolowanych
z kamieni moczowych tylko P. mirabilis aktywnie bierze udziat w tworzeniu kamienia moczowego.
Ponadto wyniki tych badan poszerzajg wiedze dotyczqgca mechanizmdw zachodzgcych w trakcie
powstawania kamieni moczowych w wyniku infekcji Proteus sp. co moze skutkowacé réwniez

wprowadzeniem zmian lub tez uzupetnieniem schematu leczenia infekcyjnej kamicy moczowej.
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Il. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

II. 1. Biomineralizacja powodowana przez nanobakterie

Po zakoniczeniu doktoratu rozpoczetam réwniez badania nad charakterystyka nanobakterii i ich rolg
w rozwoju kamicy moczowej i innych zwapnien tworzacych sie w organizmie ludzkim. Nanobakterie
(NB, zwapniate nanoczastki) poczatkowo uznano za zywe organizmy. Te mineralne formy jako pierwsi
zaobserwowali E.O Kajander i N. Ciftcioglu w 1998 r. w surowicy bydlecej i ludzkiej, pdzniej réwniez
w plytkach miazdzycowych, kamieniu moczowym i nazebnym u cztowieka. Za gtéwne cechy
charakterystyczne i wyrdzniajace je od do tej pory znanych drobnoustrojéw uznano bardzo mate
rozmiary (od 50 do 800 nm) oraz zdolnos¢ do aktywnego odktadania apatytu na swojej powierzchni.
To przede wszystkim ostatnia wymieniona cecha, czyli mineralizacja powodowana przez te formy
sktonita mnie do podjecia badan nad nanobakteriami. W podjetych przeze mnie badaniach najpierw
wyizolowano z surowic bydlecych i ludzkich kamieni moczowych 31 izolatéw, ktére rozpoznano jako
nanobakterie po poréwnaniu wynikéw testu immunologicznego Dot blot, mikroskopii elektronowej,
chemicznej analizy rentgenowskiej i bezposredniej obserwacji hodowli wynikami uzyskanymi przez
innych autoréw. Opracowano wtasny test immunoenzymatyczny pozwalajacy na badania surowic
oraz zdemineralizowanych kamieni moczowych w kierunku poszukiwania antygendw nanobakterii.
Podjeto tez badania polegajace na poznaniu budowy nanobakterii obejmujgca np. analize biatek,
kwaséw nukleinowych czy tez sktadnikdw $ciany komdrkowej. Wymagato to opracowania metody
izolacji biatek z hodowli nanobakterii, obejmujacej sonikacje w obecnosci EDTA i inhibitoréw proteaz
(PMSF). Biatka te postuzyly jako antygen do immunizacji myszy w celu uzyskania poliklonalnej
surowicy odpornosciowej. W otrzymanej w ten sposéb surowicy okreslono poziom swoistych
przeciwciat, a takze reaktywnosé¢ z wszystkimi do tej pory namnozonymi nanobakteriami i innymi
bakteriami. Dostepne komercyjnie przeciwciata (Nanobac Oy, mAb G1-B8) zastosowane w moich
badaniach rozpoznajg epitopy zlokalizowane w biatku porynowym nanobakterii, sprawdzono ich
reaktywnos¢ w ELISA z antygenami powierzchniowymi innych bakterii czesto izolowanych z kamieni
moczowych lub/i powodujgcych zakazenia drég moczowych np. Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus sp. Staphylococcus sp. i nie wykazano zadnych reakcji
krzyzowych, co $wiadczy o zupetnie odmiennej budowie tego sktadnika $ciany komdérkowej
nanobakterii. Pomimo zastosowanych réznych znanych metod izolacji DNA nie udato sie potwierdzi¢

obecnosci materiatu genetycznego w prowadzonych hodowlach.
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Podjeto réowniez probe sprawdzenia czy nanoczastki posiadajg aktywnos¢ metaboliczng. Do
pomiaru wydzielanego ciepta postuzono sie metodg skaningowej mikrokalorymetrii. Badania te
wykonano we wspdtpracy z Katedrg Chemii Fizycznej na Wydziale Chemii Ut. Ze wzgledu na fakt, ze
uwazano je za wolno-rosngce drobnoustroje o bardzo matych rozmiarach komérek postanowiono
okreslaé¢ spadek wydzielanego ciepta przez te mikroorganizmy w wyniku dziatania na nie czynnika
bdjczego. Do tych analiz wybrano jako czynnik dziatajgcy béjczo jeden z chelatoréw wapnia — EDTA.
Wstepne wyniki byty bardzo obiecujgce, wyznaczono czas po ktérym stwierdzono catkowity spadek
aktywnosci metabolicznej. Niestety zastosowanie juz innych warunkéw tego doswiadczenia nie

pozwolito na potwierdzenie uzyskanych wynikéw w zwigzku z tym nalezy je traktowad jako wstepne.

Zywe organizmy charakteryzuje réwniez wrazliwo$¢ na zmieniajgce sie warunki $rodowiska
zewnetrznego, w zwigzku z tym sprawdzono stosujgc réozne warunki hodowli. Hodowle prowadzono
w rdéznej temperaturze, przy dostepie lub bez CO, i wilgotnej atmosfery, w podtozu z dodatkiem
surowicy cielecej o réznym pH, zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Badaniom
poddano 10 réznych izolatow pochodzgcych z surowicy cielecej dostepnej w handlu jako dodatek do
podtéz do hodowli tkankowych, z surowic ludzkich oraz NB wyizolowanych z ludzkich kamieni
moczowych. Przez okres 6 tygodni monitorowano zmiany w stopniu zmetnienia podtoza mierzac
absorbancje przy A 620 nm. Wykazano, ze w przypadku wszystkich uzytych zwapniatych nanoczastek
nie nastepowat wzrost absorbancji w temperaturze 4 i 60°C, a takze w pH 3 i 5. Najbardziej
sprzyjajacg temperaturg byta 37°C i to bez wzgledu na stopien wilgotnosci i dostep tlenu. Wptyw
dodatku surowicy byt zaréwno pozytywny, jak i negatywny w zaleznosci od zastosowanej surowicy
cielecej, co moze wynikac¢ z obecnosci w surowicach inhibitoréw krystalizacji lub chelatoréw wapnia.
We wszystkich przypadkach gdzie zaobserwowano wzrost absorbancji widoczne byto zréznicowanie

jego intensywnosci zalezne od uzytych izolatow.

Wykazano cytotoksyczne dziatanie tych zwapniatych nanoczgstek na komérki ukfadu
moczowego in vitro. Dziatanie to badano na normalnych komérkach uktadu moczowego takich jak:
nabtonek pecherza moczowego, moczowodu i nerki. Efekt ten polegat zaréwno na obnizeniu
aktywnosci metabolicznej jak i odklejania sie komdrek nabtonka od podfoza. Stopien
cytotoksycznosci byt bardzo zréznicowany od 25 do 70% i zalezny od zastosowanej hodowli NB jak
i rodzaju komédrek nabtonkowych. Najstabiej efekt cytotoksyczny byt widoczny dla komérek nabtonka

moczowodu najsilniej w stosunku do komérek nabtonka kanalikéw nerkowych.

Do tej pory nie udato sie potwierdzi¢, ze nanobakterie to Zywe organizmy, a uzyskane

w ostatnich latach wyniki badan raczej temu zaprzeczajg. Na chwile obecng jako przyczyne zwapnien
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upatruje sie raczej udziat biatek obecnych we krwi silnie wigzacych kationy wapnia np. fetuine.
Wyniki moich badan zostaty przedstawione na trzech konferencjach naukowych o zasiegu krajowym,
na sesjach plakatowych (3 plakaty) doniesieniu ustnym oraz opublikowane w recenzowanych

materiatach konferencyjnych (Zat.3,pkt. Il B, poz.15)

W mojej opinii wcigz nie ma wiarygodnego wyjasnienia zjawiska biomineralizacji przypisywanej
poprzednio zywym organizmom nazwanymi nanobakteriami lub obecnie fizykochemicznej interakcji
biatek z jonami wapnia. Bez wzgledu na kontrowersje czy obserwowana mineralizacja moze
zachodzi¢ w wyniku dziatania zywych organizméw czy tez na skutek obecnosci nieozywionych
nanoczastek jej dalsza charakterystyka pozwoli zrozumie¢ mechanizmy tworzenia patologicznych

zwapnien w organizmie cztowieka i zwierzat.

II. 2. Badania immunochemiczne antygenéw O (polisacharydéw O-swoistych) bakterii nalezacych do

Providencia sp. i Proteus sp.

Badania dotyczace poznania struktury chemicznej oraz determinant antygenowych polisacharydéw
O-swoistych (antygenéw O) bakterii rozpoczetam juz w trakcie realizacji pracy doktorskiej. Po
uzyskaniu stopnia doktora ten nurt badan nadal kontynuuje. Poczatkowo badaniami objeto
antygeny O szczepdw P. vulgaris pochodzgce Narodowej Czeskiej Kolekcji Kultur Typowych Instytutu
Mikrobiologii i Epidemiologii w Pradze, pdzniej szczepy Providencia sp. (obejmujgcych gatunki P.
alcalifaciens, P.stuartii oraz P.rustigianii nalezacych do 59 serogrup O) uzyskane z kolekcji wegierskiej
(Hungarian National Collection of Medical Bacteria). Struktura chemiczna wszystkich badanych O-PS
zostata okreslona dzieki wspotpracy z zespotem prof. Y. Knirela w Moskwie (N.D. Zelinsky Institute of
Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences). ldentyfikacja rodzaju reszt cukrowych
wchodzacych w skfad powtarzajgcych sie podjednostek, ich anomerii jak i typu wigzan pomiedzy
cukrami byto mozliwe przy zastosowaniu chromatografii gazowe] i spektrometrii masowej GC/MS
oraz metod spektralnych jak 'H-, *C- , *'P — NMR (Nuclear Magnetic Resonance- magnetyczny
rezonans jadrowy), COSY (Correlated Spectroscopy- spektroskopia korelacji), TOCSY (Total
Correlation Spectroscpy- spektroskopia korelacji catkowitej), NOESY (NOE - Spectroscopy-
dwuwymiarowa spektroskopia jgdrowego efektu Overhausera) oraz HMQC (Heteromolecular
Multiple Quantum Coherence - heterojagdrowa spektroskopia wykorzystujgca korelacje

multikwantow3).
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W chwili obecnej zaréwno antygeny O szczepdw Providencia i Proteus nalezgcych do
wszystkich serogrup z wyzej wymienionych kolekcji szczepdw zostaty zbadane. Analizujgc strukture
chemiczng antygendéw O szczepdw Proteus sp. i Providencia sp. stwierdzono, ze s one
heteropolisacharydami, zbudowanymi z liniowo lub w bocznych rozgatezieniach potaczonych
podjednostek cukrowych. Pojedyncze podjednostki zbudowane sg z 3-5 cukréw. Polisacharydy te
majg charakter kwasny (90%) lub w mniejszym stopniu obojetny lub amfoteryczny. Poza sktadnikami
cukrowymi  czesto  wystepujagcymi  w  czesci O-swoistej lipopolisacharydu  wszystkich
Enterobacteriaceae np. glukoza, galaktoza, kwas glukuronowy czy kwas galakturonowy stwierdzono
tez sktadniki rzadko wystepujgce w tych strukturach bakteryjnych jak: chinowoza, 6-deoksy-taloza,
kolitoza, Kdo, kwas N-acetyloneuraminowy i N-acetyloizomuraminowy kwas asparaginowy oraz
alanopina. W przypadku szczepdow reprezentujgcych 14 badanych serogrup Providencia nie udato sie
wyizolowaé polisacharydu O-swoistego, co moze sugerowaé, ze szczepy te produkujg forme szorstka
LPS (R LPS) a w przypadku 4 innych serogrup stwierdzono wytwarzanie przez bakterie
wysokoczgsteczkowego polisacharydu, ktory nie jest potgczony z lipidem A (tak jak jest to
w przypadku antygenu K) i ma odmienng budowe chemiczng od pozostatych antygendw O. Poza
okresleniem struktury chemicznej sprawdzono réwniez reakcje krzyzowe pomiedzy LPS Providencia
sp. i Proteus sp. oraz innymi gatunkami bakterii w ktérych w antygenie O stwierdzono podobne
sktadniki chemiczne. Badania te prowadzono z uzyciem poliklonalnych surowic kréliczych
skierowanych przeciwko okreslonym antygenom O w technice Western blot i ELISA. W przypadku
antygenow O Proteus sp. zaobserwowano bardzo liczne reakcje krzyzowe z surowicami skierowanymi
przeciwko antygenom o podobnej strukturze chemicznej. Jednym z najczesciej rozpoznanym
wspdlnym sktadnikiem byt disacharyd N-acetylo-fukozaminy i N-acetylo-glukozaminy (a-L-FucNAc-
(1->3)-D-GIcNAc) ktoéry jest obecny u 6 serogrup Proteus 06, 08, 012, 039, 067 i 068.
W przeciwienstwie do polisacharydow O-swoistych Proteus sp. w obrebie badanych polisacharydéw
Providencia sp. wykazano tylko nieliczne reakcje krzyzowe przeciwciat skierowanych przeciwko
badanemu antygenowi z polisacharydami O-swoistymi o podobnej budowie. Przyktadowo
stwierdzono reakcje krzyzowe we wspominanych uktadach pomiedzy antygenami serogrup 014, 023
i 025 gdzie za rekcje odpowiada wspdlny sktadnik amid alanino lizyny z kwasem uronowym.
Wykazano réwniez wspdlne epitopy odpowiedzialne za reakcje krzyzowe surowicy anty O
Providencia z LPS szczepdw nalezgcych do innych gatunkdw bakterii jak Proteus, Morganella,
Escherichia, Shigella i Salmonella. Podobieristwo moze obejmowad catg podjednostke polisacharydu
O np. Providencia alcalifaciens 047 ma identyczng strukture antygenu O co Shigella boydii O5.
Poznanie struktury chemicznej polisacharydéw O-swoistych przyczynito sie do ustalenia

molekularnych podstaw klasyfikacji serologicznej tych drobnoustrojow oraz daje mozliwosé

23



DR AGNIESZKA TORZEWSKA Autoreferat ZALACZNIK 2

okreslenia zaleznosci struktury chemicznej od aktywnosci biologicznej tej czesci lipopolisacharydu np.
ich udziatu w krystalizacji i agregacji krysztatébw w formowaniu kamieni moczowych, tworzeniu
macierzy biofilmu czy roli w adhezji. Rozpoczeta w 2008 r. wspodtpraca z TEDA School of Biological
Sciences and Biotechnology Nankai University, Tianjin, ChRL pozwoli réwniez na poznanie u badanych
bakterii gendw kodujgcych tg czes¢ lipopolisacharydu i mechanizméw ich ekspresji. Méj udziat
w badaniach immunochemicznych polisacharydéw O-swoistych bakterii Providencia sp. i P. vulgaris
polegat na otrzymywaniu lipopolisacharydéw oraz surowic odpornosciowych dla czesci badanych
serogrup, koncepcja i wykonanie badan serologicznych a w pdzniejszym etapie badan ich
koordynacja. Prace te finansowane byty z 2 grantéw MNiSzW ktdrych bytam wykonawcy i zostaty
zaprezentowane na konferencjach krajowych jak i zagranicznych (z moim udziatem tacznie 16) oraz
opublikowane w czasopismach z JCR w tym z moim wspétautorstwem - 26 (Zat.3,pkt. IB, poz. 1,2, 4-

7, pkt. IC, poz. 1-3, 6-21 i 23)

[1.3. Badania czynnikéw chorobotwdrczosci bakterii z rodzaju Proteus i Providencia

Od czasu realizacji pracy doktorskiej i w trakcie dalszej pracy badatam réwniez wybrane czynniki
chorobotwdrczosci pateczek z rodzaju Proteus i Providencia. W badaniach zastosowano zaréwno
szczepy pochodzace z kolekcji szczepdw typowych odpowiednio czeskiej i wegierskiej oraz szczepy
kliniczne. Szczepy kliniczne izolowane byty z moczu pacjentéw z zakazeniem drdég moczowych
leczonych w Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie, a takze z kamieni moczowych oraz
z powierzchni cewnikéw urologicznych pobranych od pacjentéw dtugotrwale cewnikowanych
bedacych pod opiekg dwdch urologicznych przychodni w todzi. Ta ostatnia wymieniona kolekcja
zawiera szczepy nalezgce nie tylko do gatunkéw Proteus i Providencia ale takze innych uropatogendéw
jak: Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus czy Staphylococcus.
Uczestniczytam w izolowaniu bakterii z cewnikdéw urologicznych i charakteryzowaniu wszystkich tych
szczepdéw. Badania poczatkowo polegaty na okresleniu gatunkowo i ilosciowo bakteryjnej flory na
cewnikach urologicznych typu Foley oraz na oznaczeniu profilu ich lekowrazliwosci. Szczepy
izolowane z cewnikéw stanowity wazne Zrédto informacji o czynnikach chorobotwdrczych bakterii
bytujgcych w biofilmie. Zbadano w warunkach in vitro ekspresje takich czynnikdw u szczepéw P.
mirabilis jak aktywnos$¢ ureazy, wzrost rozpetzty, hydrofobowos¢ powierzchni, obecnos$¢ fimbrii
MR/K, MR/P i MS i poréwnujac je ze szczepami izolowanymi z zakazen uktadu moczowego.

Stwierdzono u szczepdw tworzacych biofilm statystycznie istotnie wiekszg hydrofobowosc
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powierzchni i aktywno$¢ ureazy, a zdecydowanie nizszg ekspresje pozostatych cech tych
uropatogendéw. Ponadto w zaproponowanych przeze mnie warunkach in vitro imitujgcych warunki
naturalne stwierdzono, ze cechy te predysponujg szczepy izolowane z cewnikdw do zasiedlania tego
typu powierzchni oraz powodowania inkrustacji cewnikéw, co w warunkach naturalnych powoduje
zatrzymanie moczu oraz powazne powiktania i pacjentdw cewnikowanych. Wyniki tych badan zostaty
zaprezentowane na konferencjach krajowych (12 plakatéw i 2 doniesienia ustne) i zagranicznych (5

plakatéw) oraz opublikowane (1 publikacja z listy JCR, Zat. 3, pkt. | C, poz.31).
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