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AUTOREFERAT

DOSWIADCZENIE NAUKOWE:

1992 - 1997

1997

1957 - 2002

2002

studia magisterskie na kierunku biologia na Wydzizle Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Lédzkiego

magister biologii ze specjalnoscig mikrobiologia

temat pracy magisterskiej: , Wptyw BSA i FCS na dziaftanie chemotaktyczne fMLP i jego
estru metylowego w stosunku do makrofagow otrzewnej myszy.”

Stacjonarne Studium Doktoranckie Fizjologiczno — Mikrobiologiczne przy Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu todzkiego

doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, specjalnos¢ immunologia, uchwata
Rady Wydziatu Biologii i Ochrony $Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego z dnia 25 czerwcea
2002r. Temat rozprawy doktorskiej: ,Produkcja tlenku azotu a wytwarzanie TNF-a i IL-6
przez makrofagi mysie stymulowane pateczkami Listerio w obecnosci IL-12 lub 1L-18.”

PRZEBIEG ZATRUDNIENIA ORAZ STAZE W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH:

2000 - 2002
od 01.10.2002
2003 - 2007

05.-05.2011

asystent w Katedrze Immunologii Ut, péiniej Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej
adiunkt w Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej Ut

staz naukowy post-doktorancki w University of Texas Health Science Center at Tyler,
Biomedical Research, Tyler, TX, USA

staz naukowy w University of Texas Health Science Center at Tyler, Department of
Cellular and Molecular Biology, Tyler, TX, USA

PREZENTACIA AKTYWNOSCI NAUKOWEJ:

Dotychczasowy catkowity dorobek naukowy obejmuje:

e 19 oryginalnych prac naukowych, w tym 13 znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports

(JCR); sumaryczny impact factor (IF) — 41,906

e 10 prac przeglgdowych, w tym 7 w czasopismach z listy JCR; sumaryczny impact factor — 2,730

e 1 referat wygloszony na konferencji krajowej

e 16 komunikatéw zjazdowych, w tym 8 prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych
Sumaryczny IF powyiszych prac {wyliczony zgodnie z rokiem publikacji) wynosi 44,636 i odpowiada
358pkt MNiSzW. Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science: 203; indeks Hirscha: 4.




Dorobek naukowy obejmujacy okres od uzyskania stopnia doktora do chwili obecnej:

15 oryginalnych prac naukowych, w tym 11 znajdujgcych sie w bazie JCR; sumaryczny IF = 41,906
9 prac przeglgdowych, w tym 6 w czasopismach z listy JCR; sumaryczny IF = 2,730

1 referat wygtoszony na konferencji krajowe;j

12 komunikatéw zjazdowych, w tym 7 prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych

Osiggniecie naukowe stanowi cykl 6 publikacji (5 prac oryginalnych i 1 praca poglagdowa) z lat 2006-

2013,

ujetych pod wspdlnym tytutem: ,Czynniki warunkujgce przeiywalno$¢ pratkdw gruilicy w

jednojadrzastych komérkach fagocytujacych gospodarza”, ktdrych tgczny IF = 20,047 (106pkt MNiSzW).

Prace oryginalne:

1.

Chauhan A., Madiraju M.V.V.S., Fol M., Lofton H., Maleney E., Reynolds R., Rajagopalan M.:
Mycobacterium tuberculosis cells growing in macrophages are filamentous and deficient in FtsZ
rings. J. Bacteriol., 2006, 188: 1856-1865

IF=3,993; 24pkt MniSzwW

Wkiad habilitanta: 20%; wspdfudziaf w wykonaniu pracy eksperymentainej zwigzanej z oceng
wplywu substancfi SRI-3072 oraz srodowiska wewngtrzmakrofagowego na powstawanie |
formowanie struktur FstZ w komdrkach M. tuberculosis, wspdfudziat w przygotowaniu
manusktyptu.

Fol M., Chauhan A., Nair N.K, Maloney E., Moomey M., Jagannath C., Madiraju M.V.V.S,,
Rajagopalan M.: Modulation of Mycobacterium tuberculosis proliferation by MtrA, an essential
two-component response regulator. Mol. Microbiol., 2006, 60: 643-657

IF=5,634; 24pkt MNiSzwW

Wkitad habiliatnta: 65%; wspdtautor koncepcji pracy, wykonanie czesci eksperymentainej (z
wyjgtkiem metod immunoblottingu i ChiP oraz analizy QRT-PCR), udziat w opracowywaniu i
interpretacji wynikdw, wspdtprzygotowanie manuskryptu.

Maloney E., Stankowska D., Zhang 1., Fol M., Cheng Q., Lun S., Bishai W.R., Rajagopalan M.,
Chatterjee D., Madiraju M.V.: The two-domain LysX protein of Mycobacterium tuberculosis is
required for production of lysinylated phosphatidylglycerol and resistance to cationic antimicrobial
peptides. PLOS Pathogens, 2009, 5, e1000534

1F=8,978; 24pkt MniSzW

Wkfad habifitanta: 25%; wspdtautor koncepcji pracy, wykonanie i wspofudziaf w wykonaniu czesci
eksperymentalinej obejmujgcej izolacje lipidow oraz ich rozdziat metodg chromatografii
cienkowarstwowej (w tym izolacja lipidow z hodowli prowadzonych w obecnosci radioaktywnych
znacznikéw), przygotowanie probek lipidow do analizy czgsteczkowej w spektrometrze MALDI,
ocene wrazliwosci badanych szczepéw M. tuberculosis na wybrane antybiotyki kationowe, ocene
przezywainosci badanych szczepow M. tuberculosis w makrofagach oraz stopieni kolokalizacji
fagosomow zawierajgcych prgtki z markerem LAMP-1, wspdfprzygotowanie manuskryptu.

Fol M., lwan-Baranska L., Stgczek P., Krupidski M., Rdzalska S., Kowalewicz-Kulbat M.,
Druszczyriska M. Madiraju M.V.V.S., Kaczmarczyk D., Rudnicka W.: Interactions between an M.
tuberculosis strain overexpressing mtrA and mononuclear phagocytes. Adv. Med. Sci., 2013, 58:
172-183

IF=0,796; 15pkt MNiSzW




Wktad habilitanta: 65%,; opracowanie koncepcji pracy, wykonanie pracy eksperymentalnej
{ekspresja wybranych genow, ocena wrazliwosci badanych szczepow M. tuberculosis na dziatanie
katepsyny G, przygotowanie hodowli i preparatéw mikroskopowych do oceny stopnia kolokalizacji
fagosomdw mykobakteryjnych z markerami Rab5 i Rab7), wspdtudziat i opieka nad pozostatg
pracqg eksperymentalng, opracowanie i interpretacja wynikow, przygotowanie manuskryptu, autor
korespondencyjny manuskryptu.

5. Fol M., Gtobinska A., Staczek P., Kowalewicz-Kulbat M., Druszczyriska M., Madiraju M.V.V.S,,
Rudnicka W.: The lack of L-PG production and the repercussions of it in regards to M. tuberculosis
interactions with mononuclear phagocytes. Acta Microbiol. Immunol. Hung., 2013, 60: 127-144
IF=0,646; 15pkt. MNiSzW
Whktad habilitanta: 65%; stworzenie koncepcji pracy, wykonanie czesci pracy eksperymentalnej
{ekspresja wybranych gendw, ocena wraZliwosci badanych szczepow M. tuberculosis na dziatanie
HNP1-3), wspdtudziat i opieka nad pozostafg pracg eksperymentalng, opracowanie i interpretacja
wynikow, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny manuskryptu.

Praca poglagdowa:

6. Fol M.: Mycobacterium tuberculosis — jak przetrwad na wrogim terenie? Post. Mikrobiol., 2008, 47:
387-392
IF= —; 4pkt MNiSzW ‘
Wktad habilitanta: 100%, przygotowanie koncepcji pracy, przygotowanie manuskryptu.

Nagroda Rektora Uniwersytetu tddzkiego, indywidualna stopnia trzeciego, za cykl prac zwigzanych z
rozprawg doktorskg pt. ,Produkcja tlenku azotu a wytwarzanie TNF-a IL-6 przez makrofagi mysie

stymulowane pateczkami Listeria w obecnodci IL-12 lub [L-18." 14 paZdziernika 2004r.




Badania stanowigce osiggniecie naukowe zawarte w cyklu publikacji opatrzonym wspélnym tytutem:
»Czynniki warunkujace przezywalno$¢ pratkdw gruilicy w jednojadrzastych komérkach fagocytujgcych
gospodarza.”

Gtownym obiektem mojego zainteresowania naukowego po uzyskaniu stopnia doktora staty sie
pratki gruilicy. Ten wewngtrzkomérkowy patogen bakteryjny stanowi fascynujgcy przyktad
wyrafinowanych oddziatywan, ktére wyksztatcity sie na przestrzeni tysiacleci miedzy gospodarzem
(organizmem cztowieka) a pratkiem gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis). Szacuje sie, iz przodek
mykobakterii wchodzacy w sktad Mycobacterium tuberculosis complex zwany M. prototuberculosis
pojawit sig we wschodniej Afryce w czasie zblizonym do pojawienia sie form cztowieka wspdiczesnego, i
odtad stat sie odwiecznym towarzyszem cztowieka w jego migracjach i wedréwkach. Okoto 40 tysiecy lat
temu wraz z ludimi przedostat sie do Zzyznego regionu Tygrysu i Eufratu, gdzie po 10-20 tys. lat
wyewoluowat w dwie podstawowe rézne linie rozwojowe zwane: EAI (East African-Indian) i LAM (Latin
American-Mediterranean). Szczegdlnie pratki nalezgce do drugiej linii podazajac za gtéwnymi szlakami
migracyjnymi ludzi 8-5000 lat temu staly sie punktem wyjscia dla powstania w Afryce, Azji i Europie
lokalnych szczepdw i dalszego ich réznicowania. Szacuje sig, iz obecnie okoto 1/3 swiatowej populacji
cztowieka jest zainfekowana M. tuberculosis. Do rozwoju gruzlicy dochodzi u okofo 5-10 % oséb z tej
populacji, a u pozostatych infekcja przebiera postac utajona (latentna), bezobjawows. Nieleczona
gruilica, najczeéciej ptuc, koriczy sie $miercig w ciggu $rednio 4 lat od wystgpienia objawow. Przez wieki
choroba budzita przerazenie prowadzac stopniowo do wyniszczenia organizmu. Nawet Hipokrates
przestrzegat adeptéw sztuki lekarskiej przed sktadaniem wizyt chorym na gruzlice w jej péznym stadium
gdyz ich nieuchronny zgon mégtby narazi¢ na szwank reputacje lekarska. Sytuacje epidemiologiczng w
zakresie zachorowar na gruflice zdecydowanie poprawito zainicjowane w latach 20. ubiegiego wieku
szczepienie szczepionkg BCG oraz sukcesywne wprowadzanie kolejnych przeciwgruzliczych
chemioterapeutykdw, poczawszy od streptomycyny wyizolowanej w 1943 roku. Podejmowane dziatania
nie zmienity jednak faktu, iz w skali $wiatowe] gruZlica nadal zbiera jedno z najobfitszych zniw sposréd
chordb zakaznych (ok. 1.5 min zgondw w skali roku na $wiecie) i razem z AIDS oraz malarig zaliczana jest
przez WHO do tzw. ,wielkiej tréjki” powodujacej najwiekszg liczbe zgondw. Niestety od polowy lat 80.
dwudziestego wieku obserwuje sie wyhamowanie dotychczasowego spadkowego trendu zachorowan
oraz powolny wzrost liczby chorych na gruzlice w skali éwiatoWej (z 8 min w 1997 r. do 9,4 min w 2008
r.). Polska w ostatnich Raportach Swiatowej Organizacji Zdrowia klasyfikowana jest wsréd krajow o
zachorowalnosci na gruzlice w zakresie od 0 do 24, a wiec najnizszej. Przed popadaniem w zfudne
poczucie braku problemu zachorowan na te chorobe powinna jednak chroni¢ swiadomosé, iz nasz kraj,
jako jeden z bardzo nielicznych w Unii Europejskiej, odznacza sie odsetkiem zachorowan
przekraczajgcym 20 przypadkéw na 100000 osdb. Liczba zachorowan réini sie w poszczegélnych

regionach Polski, i tak w wojewddztwach zachodnich wynosi srednio 14/100 000/rok, podczas gdy w

baighs




tddzkim, lubelskim i éwietokrzyskim — 35/100 000/rok. GruZlica pozostaje w Polsce przyczyng ok. 32%
zgondw rejestrowanych z powodu choréb zakainych. W swietle coraz intensywniejszych ruchdéw
migracyjnych nie bez znaczenia jest réwniez fakt, iz na catej dlugosci wschodniej granicy Polska sgsiaduje
z obszarami, na ktérych odsetek zachorowan na gruiZlice nalezy do bardzo wysokich (50-150/100
000/rok) i najwyzszych na $wiecie pod wzgledem przypadkow gruzlicy wywotywanej przesz szczepy
oporne na podstawowe chemioterapeutyki (MDR, Multi-Drug Resistant). Niestety Polska dotagczyta
réwniez do grupy kilkudziesieciu paristw, w ktdrych do korica 2011 roku odnotowano przynajmniej jeden
przypadek gruZlicy wywotanej szczepem XDR (Extensively Drug Resistant), a wiec opornym nie tylko na
izoniazyd i rifampicyne, ale réwniez na jakikolwiek lek z grupy fluorochinolondw i przynajmniej jeden z
trzech lekdw podawanych w formie iniekcji: amikacyne, kanamycyne lub kapreomycyne.

Obserwowana stagnacja w walce z gruzlicg, a w okreslonym wymiarze wrecz regres (pojawienie
sie szczepdw MDR, XDR, oraz TDR (Total Resistant) moze by¢ pochodna nie tylko kwestionowanej coraz
czesciej skutecznoéé szczepionki BCG, ale takie, a moie wrecz przede wszystkim, pochodng
specyficznych strategii M. tuberculosis, rozwinietych przez tysigclecia wzajemnego oddziatywania na
styku gospodarz-drobnoustréj, pozwalajacych przetrwaé im w niesprzyjajagcym  Srodowisku
jednojadrzastych fagocytéw gospodarza, monocytdw i makrofagdw, petnigcych, jak sie uwaza kluczowa
role w obronie przed tym patogenem. Za najwazniejsze czynniki pozwalajgce pratkom gruzlicy skutecznie
unika¢ mechanizméw odpornosciowych gospodarza uwaia sie: ograniczenie fuzji fagosomoéw z
lizosomami, ograniczenie wytwarzania tlenku azotu (NO) indukowanego IFN-y oraz rekrutacji syntazy
tlenku azotu (iNOS) w bezposrednie sasiedztwo fagosomdéw mykobakteryjnych, zapobieganie
rozpoznawaniu zainfekowanych makrofagéw przez limfocyty CDA+ poprzez zahamowanie procesdw
przetwarzania i prezentacji antygenéw MHC klasy i, formowanie wokét mykobakteryjnych fagosomoéw
“ptaszcza ochronnego” z makrofagowego biatka TACO. Gruntowne poznanie mechanizméw
predysponujacych pratki do przetrwania w organizmie gospodarza jest niezbedne dla skutecznego
poszukiwania nowych przeciwgrufliczych preparatéw szczepionkowych mogacych w  przysziosci
uzupetni¢ dziatanie lub zastgpi¢ dotychczas stosowang szczepionke BCG oraz dla efektywnego
poszukiwania czasteczek docelowych dla potencjalnych nowych preparatéw przeciwpratkowych.

Powyisze trendy znajduja swoje odzwierciedlenie w podjetych przeze mnie badaniach
zainicjowanych podczas pobytu na stazu naukowym w University of Texas Health Science Center at Tyler
(Teksas, USA) i kontynuowanych nastepnie w jednostce macierzystej — Zaktadzie Immunologii
Komdrkowej, wchodzacym w sktad Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu tédzkiego.
Starajac sie lepiej poznaé i zrozumie¢ mechanizmy umozliwiajace pratkom przetrwanie w infekowanym
organizmie, w oparciu o dostepna, ale ciagle niepetng w tym obszarze wiedze, sformutowano

nastepujace pytania:




1) jak réine warunki wzrostu pratkéw wptywaja na funkcjonowanie biatka FtsZ, kluczowego dla
formowania przegrody komdrkowej (septy) w trakcie podziatu komdrki M. tuberculosis, i uwazanego za
atrakcyjny ,target” dla przeciwpratkowych chemioterapeutykdw,

2) czy dwukomponentowy system regulatorowy (2CR) MtrAB partycypuje w wewnatrzmakrofagowym
przezywaniu Mykobakterii,

3) czy M. tuberculosis posiada mechanizm pozwalajacy dokonywaé modyfikacji lipidow ostony
komérkowej, co zwiekszatoby szanse na przezywanie wewnatrz jednojadrzastych fagocytéw
gospodarza?

Biatko FtsZ, odgrywajace kluczowg role w inicjowaniu i przebiegu procesu podziatu komérki
bakteryinej, w tym M. tuberculosis, to wysoce konserwatywna czasteczka, wykazujaca pewien stopien
homologii z tubuling obecng u eukariontéw. Wystepuje ono niemal u wszystkich bakterii, fgcznie z tymi
odznaczajgcymi sie minimalnym genomem, jak np. Mycoplasma genetalium. Chociaz powszechnie
przyimuje sie, iz biatko FtsZ stanowi ,site napedows” niezbedng dla formowania przegrody komaérkowe;j
w trakcie podziatu komérki, to dotychczas niewiele wiadomo na temat tego czy i w jaki sposcb
$rodowisko makrofaga, w ktérym przebywa pratek po wniknieciu do wnetrza komoérki fagocytarnej,
oddziatuje na biatko FtsZ, w szczegdlnosci na etap formowania pierscieni FtsZ wyznaczajacych miejsce
podziatu komérki. Zwrécenie uwagi na ten rodzaj czgsteczki wydaje sie by¢ tym bardziej zasadne, iz
biatko to mogtoby sta¢ sie atrakcyjnym miejscem docelowym dia nowo testowanych i poszukiwanych
chemioterapeutykow przeciwprgtkowych. Aby odpowiedzie¢ na pytanie jak roine warunki wzrostu
wptywajg na funkcjonowanie biatka FtsZ w komdrkach M. tuberculosis, postuzono sie mutantem Mth
wytwarzajacym biatko fuzyine FtsZ-GFP (GFP - green fluorescent protein), bedace irédtem FtsZ. Dzieki
komponencie fluorescencyjnej mozliwa stata sie obserwacja mikroskopowa loséw biatka FisZ w komérce
bakteryjnej w trakcie hodowli bakterii w réznych warunkach. Namnazanie sig M. tuberculosis wewnatrz
komorki gospodarza jest kluczowe dla wirulencji, jednakie nie wiadomo czy w trakcie wzrostu pratkéw
wewnatrz makrofagdw dochodzi do jakichkolwiek oddziatywan w zakresie formowania pierscieni FtsZ.

W badaniach wykazano, iz pratki M.tb z biatkiem fuzyjnym FtsZ-GFP, izolowane z makrofagéw
pochodzacych z 72h hodowli komdrek monocytarnych THP-1, s dfuisze niz bakterie z hodowli ptynnej
prowadzonej w podiozu 7H9, co mogtoby sugerowac ich defekt w zakresie podziatéw komérkowych.
Wydiuzony fenotyp charakteryzowat rowniez komérki Mtb bez biatka GFP. Naleizy zatem przyjac, ze
elongacja komérek Mtb charakteryzuje pratki rozwijajace sie wewnatrzkomérkowo. W przeciwieristwie
do pratkdw rosnagcych w hodowli ptynnej, u wiekszosci komodrek Mtb izolowanych z makrofagow THP-1
obserwowano od kilku do kilkunastu struktur ufozeniem przypominajgcych spirale (,non-ring”
structures) rozmieszczonych na catej ditugosci komérki. Jedynie 1-3% komérek Mtb z hodowli
makrofagowej posiadato pierscienie FtsZ w czesci centralnej. Biorgc pod uwage, iz pratki namnazajg sie

wewnatrz makrofagéw nalezy rozumie¢, iz owe ,rozmyte” spiralne struktury sa rodzajem posrednich
p
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form na drodze formowania sig pierscieni FtsZ i w konsekwencji prowadza do podziatu komaérki. Skoro
biatko FtsZ posiada wiasciwosci GTPazy stwarza to mozliwoéé, iz substancje o wtasciwosciach inhibitorow
GTPaz mogg okaza¢ sie punktem wyjscia dla nowych chemioterapeutykow przeciwgruzliczych, dla
ktérych efektywnym punktem docelowym bedzie wtasnie biatko FisZ. Konsekwencjg dziatania takich
substancji mogtoby by¢ ograniczenie, jesli nie catkowitego zahamowanie, namnazania sie Mth w
organizmie gospodarza. W przeprowadzonych badaniach przetestowano dziatanie substancji SRI-3072 z
grupy zantryn, bedace] niskoczasteczkowym inhibitorem GTPaz, nalezgcej do klasy 2-
alkoksykarbonylaminopirydyn. Zaobserwowano, iz wydtuzeniu czasu ekspozycji na inhibitor (w stezeniu
0,56 uM) do 24-120 godz. towarzyszyto zmniejszenie odsetka komérek Mtb posiadajgcych centralnie
zlokalizowany pierscien FtsZ oraz zwiekszenie odsetka komorek o zwiekszonej dtugosci, przekraczajacej
niekiedy 6 pm w dniu 5 ekspozycji. Szczegétowe dane zebrane po 48 godzinnej ekspozycji Mtb na badany
preparat wykazaty, iz jedynie u niewiele ponad 2% bakterii mozna byto zidentyfikowac jakiekolwiek
struktury FtsZ, podczas gdy takie struktury obserwowalne byty az u 7 krotnie wiekszej liczby Mtb
hodowanych w podlozu nie zawierajgcym SRI3072. Dodatkowo, u ponad 70% takich komdrek struktury
FtsZ zlokalizowane byty w ich czesci centralnej, co moze Swiadczyc o ich gotowosci do podziatu, a u 28%
komdrek umiejscowione byty dystalnie sugerujac, iz sa to komorki, ktére niedawno powstaty w wyniku
podziatu komdérki macierzystej. Pratki gruilicy poddane dziataniu zantryny w ogdle nie wykazywaty
obecnosci struktur FtsZ w czesciach dystalnych komoérki, a jedynie w czesci centralnej. Moze to nasuwatc
przypuszczenie, ze obecnosé testowanej substancji rzeczywiscie wplywa na efektywnos¢ podziatu Mtb.
Wyniki opublikowane zostaty w Journal of Bacteriology {2006, 188: 1856-1865).

Wazrost i wirulencja M.tuberculosis wigzana jest rdwniez z funkcjonowaniem dwusktadnikowych
systeméw regulatorowych (2CR, two-component signal transuction system), za posrednictwem ktérych
komorka bakteryjna odbiera sygnaty ze srodowiska zewnetrznego i w sposdb adekwatny na nie reaguje.
Okazuje sie, iz ekspresja, a niewykluczone, ze i regulacja, genéw odpowiedzialnych za procesy replikacji
DNA i podziatu komérki moze podlegac¢ wptywom ze strony systeméw 2CR. Dotychczas zidentyfikowano
11 takich systemdw w komédrkach M. tuberculosis. Kazdy z nich skiada sie z pary obejmujgcej kinaze
sensorowy (najczesciej obecng w btonie komdrkowej) i biatko regulatorowe (obecne w cytozolu)
odbierajgce od niej sygnat. Oba komponenty komunikujg sie ze sobg dzieki procesom fosforylacji, co w
konsekwencji prowadzi do aktywacji biatka regulatorowego, funkcjonujacego zazwyczaj jako regulator
transkrypcyjny. W ten sposéb moiliwa jest modulacja ekspresji okreslonych genow do poziomu
odpowiedniego dla danych warunkdw. Sposrdd znanych systemoéw 2CR jedynie mtrA-mirB jest
absolutnie niezbednym dla przezycia komérek Mth. Nasuwa sie zatem pytanie w jaki sposdb system
mtrA-mtrB partycypuje w wewnagtrzmakrofagowym przezywaniu mykobakterii? Wiedzac, iz jego delecja
ma efekt letalny postuzono sie mutantem posiadajgcym podwyzszony poziom biatka regulatorowego
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regulatorowego z defektem w zakresie fosforylacji: MtrApssy (kwas asparaginowy z pozycji 53 zastgpiony
zostat asparaging; szczep Rv-129). W podtozu ptynnym 7H9, mutanta Rv-78 wykazywat wzrost podobny
do szczepu nieposiadajgcego modyfikacji, szczepu kontrolnego Rv-19. Radykalng zmiane zaobserwowano
jednak w trakcie wewnatrzkomdrkowego wzrostu badanych szczepdw w makrofagach pochodzenia
monocytarnego linii THP-1. Bakterie posiadajace zwiekszong ekspresje mirA odznaczaty sie
zdecydowanie mniej intensywnym wzrostem w pordwnaniu ze szczepem kontrolnym sugerujac, iz szczep
Rv-78 ma charakter atenuowany. Atenuacja wzrostu zachowana byta réwniez w warunkach in vivo, kiedy
w ptucach i $ledzionie zainfekowanych badanymi szczepami myszy odnotowano wyraZnie mniejszg, i
stabilng od 14. dnia infekgcji, liczbe CFU pratkéw, w poréwnaniu do zwierzat infekowanych w petni
zjadliwymi pratkami gruZlicy (ta cze$¢ badar wykonywana byta w Laboratorium Medycznym Katedry
Patologii, University of Texas Health Sciences Center, Houston, TX, do ktérego to zadania zostatem tam
oddelegowany). W przypadku szczepu Rv-129 posiadajgcego defekt w zakresie fosforylacji biatka MtrA,
jego wzrost odznaczat sie czesciowa atenuacjg w warunkach in vitro natomiast bardziej przypominat
wzrost Rv-78 w warunkach in vivo. Nasuwa sie pytanie, dlaczego podwyziszenie poziomu biatka MtrA
skutkowato ostabieniem wzrostu badanych pratkéw w hodowlach prowadzonych in vitro w makrofagach
i u infekowanych zwierzat natomiast pozostawato bez wptywu na ich wzrost w hodowlach ptynnych?
Niewykluczone, iz przyczyng tego stanu rzeczy jest to, iz sygnat odpowiedzialny za utrzymanie MtrA na
odpowiednim poziomie fosforylacji wystepuje w ograniczonej ilosci w podtozu ptynnym, podczas gdy w
trakcie infekcji i wewnatrzkomoérkowego wzrostu jego ilo$¢ wzrasta, co przy zmienionym stosunku formy
biatka MtrA ufosforylowanej do nieusforylowane], bedacej konsekwencjg zwiekszonej ekspresji genu
mtrA, prowadzi do akumulacji formy ufosforylowanej i zakiéca okreslone procesy decydujgce o
efektywnoéci podziatdw komoérkowych. Jednym z takich proceséw moze by¢ zjawisko ,dojrzewania”
fagosoméw zawierajgcych pochtoniete komérki M. tuberculosis. Okazato sie, iz w przypadku fagosomoéw
z pochtonietymi pratkami wykazujagcymi wzmozong ekspresje mitrA dochodzi do efektywniejszego
nabywania markeréw péznych endosomoéw, co wykazano na przyktadzie czasteczki LAMP-1. Postugujac
sie technika mikroskopii konfokalnej uwidoczniono, ze w komdrkach makrofagowych THP-1
infekowanych badanymi szczepami Mtb, fagosomy z mutantem Rv-78 podlegaty czestszej kolokalizacji z
markerem LAMP-1 {(charakterystycznym dla péinych fagosoméw) niz fagosomy zawierajgce w petni
zjadliwy szczep czy szczep z defektem w zakresie fosforylacji MtrA (odpowiednio: ok. 75%, 33%, 46%).
Analogiczna sytuacja miata miejsce w przypadku kolokalizacji z innym markerem péznych fagosomow,
mianowicie Rab7 (okoto: 65%, 36%, 53%). Zdolnos¢ pratkdw do przezywania wewnatrz fagosomow jest
kluczowa dla utrzymania infekgcji. Jednym z podstawowych mechanizmow pratkéw gruzlicy majgcym na
celu zapewnienie przeizycia w obrebie komdrki fagocytujgcej jest wiasnie blokowanie procesu
dojrzewania fagosomoéw i w konsekwencji brak fuzji fagosomu z lizosomem prowadzgcej do utworzenia
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mutanta Rv-78 z czasteczkami pdinych fagosomoéw $wiadczy, ze zwiekszonej ekspresji biatka MtrA
towarzyszy zmniejszenie zdolnosci Mtb do ograniczania dojrzewania fagosomoéw, tym samym skuteczniej
mogg one fgczy¢ sie z lizosomami, co w konsekwencji prowadzi do wydajniejszego ograniczenia
przeiywania takiego szczepu w fagocycie. Zmiana zatem stosunku formy ufosforylowanej do
nieufosforylowanej biatka MtrA moze oddziatywa¢ na ekspresje gendw zaangazowanych w proces
dojrzewania i formowania fagolizosoméw (phagosome-lysosome trafficking pathway). Niewykluczone,
7e system mtrA-mtrB moze wptywaé réwniez na inne procesy uczestniczgce w przezywaniu pratkow.
Stad tei pytania: czy zaobserwowane zmiany w kolokalizacji mutantéw mtrA z markerami poznych
endosomdéw, w poréwnaniu do wirulentnych pratkéw Mitb Rv-19, prowadzace do zwigkszonej
podatnodci na bdjczy efekt makrofagdéw, powodowaly zmiany w ekspresji antygendw zgodnosci
tkankowej klasy Il, co mogtoby wywotywaé zmiany w prezentacji antygendw limfocytom i rozwoju
odpornosci adaptacyjnej oraz czy zmniejszona przezywalno$¢ Mth towarzyszaca wzmozonej ekspresji
MtrA pozostaje w zwiazku z intensywnoscig ekspresji gendw makrofagowych kodujgcych indukowalng
syntaze tlenku azotu (iNOS) i katepsyne G. Skuteczna eliminacja pratkéw gruzlicy wymaga bowiem
wspdtdziatania wielu mechanizméw immunologicznych. W przeprowadzonych badaniach, postugujac sig
technika cytofluorymetrii przeptywowej (FACS) wykazano, iz wszystkie badane szczepy pratkéw obnizaty
zaréwno zewnatrzkomérkows jak i wewngtrzkomdrkowa ekspresje czasteczek MHC kl. I monocytéw
pochodzenia ludzkiego. Nie odnotowano jednakze rdinic miedzyszczepowych. Niebagatelng role w
ograniczaniu infekcji bakteryjnych przypisuje sie wytwarzaniu przez fagocyty aktywnych pochodnych
azotu (np. tlenku azotu, NO), za co odpowiada enzym iNOS. Réwniez biatka kationowe, w tym katepsyna
G, wytwarzane przez komdrki gospodarza wykazujg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows. Postugujac sie
technikag RT-PCR, w badaniach wykazano brak réznic statystycznie znamiennych w ekspresji genu
kodujacego katepsyne G (catG) w komérkach monocytéw ludzkich izolowanych z krwi obwodowej i
komorkach THP-1 infekowanych badanymi szczepami Mtb. Zwiekszonej ekspresji biatka MtrA nie
towarzyszyta zwiekszona wrazliwos¢ szczepu na dziatanie egzogennej katepsyny G, co wykazano w
doéwiadczeniach inkubujac zawiesiny badanych szczepéw w obecnosci réznych stezen katepsyny G (10-
100ug/ml, 24h). Nawet wydtuzona inkubacja do 5 dni nie wptywata na stopien przezywalnosci pratkéw
Mtb hodowanych z katepsyng G obecng w podtoiu w poréwnaniu do hodowli kontrolnych nie
zawierajacych biatka kationowego. Interesujace, iz po stymulacji pratkami nie udafo sie wykazac
ekspresji genu kodujacego iNOS. Réwniez w supernatantach pohodowlanych nie wykryto obecnosci NO
postugujac sie reakcja Griessa, co mogloby potwierdzad, iz rzeczywiscie nie doszto do indukcji ekspresji
wiaéciwego enzymu i posrednio moze Swiadczy¢, ze brak detekcji produktu RT-PCR nie wynikat z
dysfunkcji uktadu badawczego. Istniejg doniesienia, iz stymulacja makrofagéw pochodzenia ludzkiego
nawet z uzyciem wysokich dawek LPS i IFN-y (odpowiednio 100ng/ml i 2500U/ml) nie doprowadza do
powstania wykrywalnych ilosci produktu RT-PCR genu kodujacego iNOS (Am. J. Respir. Crit. Care Med.,
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1998, 157: 1943-1950). Przewazajgca ilos¢ informacji odnoszgcych sie do produkcji NO | mechanizméw
regulujacych ekspresje iINOS w komérkach monocytéw/makrofagéw pochodzi z badan prowadzonych na
komérkach gryzoni lub liniach komdérkowych pochodzacych od gryzoni. W przypadku makrofagéw
pochodzenia ludzkiego pojawiajg sie liczne kontrowersje zwigzane z wykazaniem efektywnej produkcji
NO i ekspresji iINOS. Co zaskakujgce, postugujac sie poréwnywalnymi technikami, w trakcie takich
samych eksperymentéw, w réznych niezaleznych zespotfach badawczych, niejednokrotnie uzyskuje sig
sprzeczne wyniki dotyczace zdolnosci ludzkich fagocytdw jednojadrzastych do wytwarzania mierzalnych -
ilosci NO i ekspresji iNOS szukajgc réznorodnych sposobdw wyttumaczenia (Mol. Med., 1998, 4: 557-591;
Handbook of Experimental Pharmacology: Nitric Oxide. ed. M.B. Heidelberg, Springer, 2000: 443-493).
Skoro podwyzszeniu ekspresji biatka Mtra w komdrce Mth nie towarzyszg zmiany zwigzane z ekspresja
czastek MHC klasy 1l na jednojadrzastych kamdérkach fagocytarnych, nie dochodzi do znaczacych zmian w
ekspresji biatka kationowego katepsyny G, ani do zwiekszonej podatnosci drobnoustroju na dziatanie
egzogenne tego biatka, a ekspresja INOS w komorkach gospodarza pozostaje poza mozliwosciami
detekcji metodg RT-PCR, inna proba wyttumaczenia obnizonej przeizywalnosci szczepu Mib z
nadekspresja mtrA (poza zwiekszong czestoscig fuzji fagocytow z markerami péznych endosoméw) moze
wynika¢ z faktu potencjalnej regulacji biatka DnaA przez MtrA. Posrednio zatem, MtrA moze oddziatywaé
na replikacie mediowang przez DnaA. Promotor genu dnaA jest czasteczkg wchodzacg w interakcje z
MtrA i w warunkach in vive ufosforylowane biatko MtrA promuje transkrypcje dnaA. Z kolei biatko DnaA
jest kluczowe dla replikacji genu oriC a w konsekwencji dla przezywania komoérki bakteryjnej. Poziom
MtrA i odpowiedni stosunek ilosciowy formy ufosforylowanej tego biatka do jego formy
nieufosforylowanej oddziatuje na proces regulacji proliferacji i moze decydowaé o przezywalnosci Mtb.
Zaburzenia w ilosci biatka MtrA badz w proporcji jego formy nieufosforylowane] do ufosforylowanej
mogtyby doprowadzac¢ do zmian w transkrypcji dnaA i na przyktad prowadzi¢ do akumulacji nadwyiki
produktu tego genu. Efektem zwiekszonej podaiy DnaA bytaby hiper-inicjacja transkrypcji oriC
prowadzaca do niewydolnosci syntezy DNA i akumulacji w komdrce niekompletnych fragmentow nici
DNA, co w konsekwencji prowadzitoby do ostabienia zywotnosci (Mol. Microbiol., 2003, 47: 755-765).
Biatko DnaA mogtoby rdowniez wptywacé na ekspresje innych gendw zaangazowanych w cykl zyciowy
komorki. Okazuje sie, iz regiony promotorowe okreslonych gendéw zaangazowanych w procesy podziatu
komorki, np. ftsK i ftsL posiadajg sekwencje majgce zdolnos¢ wigzania DnaA. Biatko to mogioby wiec
dziata¢ jako regulator transkrypcyjny i oddziatywac na ekspresje tych gendéw (Microbiclogy, 2002, 148:
3887-3900). Zaburzenia zwigzane z ekspresjg MtrA przektadajg sie zatem na przeiywalnos¢ Mtb.
Zagadnieniom tym poswiecone sg dwie prace oryginalne wchodzace w skfad omawianego osiggniecia
naukowego, opublikowane w Molecular Microbiology (2006, 60: 643-657) i w Advances in Medical
Sciences (2013, 58: 172-183), oraz praca pogladowa, opublikowana w Postepach Mikrobiologii (2008, 47:
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387-392), prezentujgca i omawiajgca rézne mechanizmy, kiorym przypisuje sie znaczenie w przezywaniu
pratkéw w infekowanym organizmie gospodarza.

Rozpatrujgc przyczyny, dla ktérych pratki z tak niebywatym sukcesem sg w stanie dtugotrwale
przetrwaé w organizmie gospodarza, nie sposéb poming¢ aspektu zwigzanego z ich wyjatkowa, na tle
innych mikroorganizméw bakteryjnych, budowa sciany komorkowej, skfadajacej sie w duze] mierze z
substancji lipidowych i ich pochodnych. Co ciekawe, nalezgcy do lipidéw polarnych fosfatydyloglicerol
(PG), powszechnie wystepujacy u innych bakterii, u mykobakterii jest jednym ze stabiej
reprezentowanych rodzajéw lipidéw, a z kolei odwrotna sytuacja dotyczy innego lipidu polarnego —
kardiolipiny {CL). Na przyktadzie Staphylococcus aureus, a péiniej réwniez m.in. Listeria monocytogenes i
Baciflus subtilis wykazano, iz niektére bakterie posiadaja zdolnosé¢ modyfikowania fosfatydyloglicerolu
poprzez przytgczanie do niego czasteczki L-lizyny z utworzeniem lizylo-fosfatydyloglicerolu (L-PG).
Potencjalne znaczenie tego mechanizmu w odniesieniu do zdolnosci przezywania pratkoéw w komorce
fagocytarnej gospodarza staje sig istotne, jesli weimie sie pod uwage fakt, iz pierwotnie ujemnie
natadowana czgsteczka PG nabiera w ten sposéb tadunku dodatniego, a wiec takiego samego jak
wytwarzane przez komérki bdjcze gospodarza antybakteryjne biatka kationowe. W ten sposéb
oddziatywanie takich biatek na powierzchnie komérki bakteryjnej staje sie mniej efektywne, co w
konsekwencji moze sprzyjaé¢ przezyciu pratka. W celu uzyskania odpowiedzi na pytanie czy pratek M.
tuberculosis réwniez posiada zdolno$é modyfikacji PG poprzez przytaczenie lizyny, a jesli tak to, w jaki
sposéb moze przetozyc sie to na przezywanie pratka wewnatrz komorek jednojadrzastych fagocytéw, do
badan uzyto dwéch podstawowych mutantéw Mib, z ktorych jeden posiadat delecje w obrebie genu
fuzyjnego lysX (w jego obrebie znajduje sie gen mprf odpowiedzialny za przytgczanie lizyny do PG u
bakterii Gram-dodatnich) — nazwany Mtb lysX, natomiast drugi z mutantéw — Mtb compl byt szczepem
komplementarnym, z ponownie wbudowanym genem [ysX. Badania przeprowadzone z ich
zastosowaniem (opublikowane w PLoS Pathogens, 2009, 5: 1000534 i Acta Microbiologica et
Immunologica Hungarica, 2013, 60: 127-144) wykazaty, iz delecji genu lysX towarzyszylo ostabienie
wzrostu wewnqtfzkomérkowego pratkdéw Mth w hodowlach makrofagéw pochodzenia monocytarnego
krwi obwodowej jak i makrofagéw linii komdrkowej THP-1. Ostabiong zdolnos¢ wzrostu szczepu Mtb z
delecja fysX ujawnity réwniez badania in vive z udziatem myszy i $winek morskich infekowanych
wziewnie badanymi szczepami pratkdw. W homogenatach ptuc izolowanych od obu gatunkéw zwierzat
obserwowano mniejsza liczbe CFU szczepu Mtb lysX niz szczepu komplementarnego. W preparatach
histologicznych tkanki ptucnej zwierzat obu gatunkéw infekowanych szczepem posiadajgcym gen lysX
obserwowano bardziej nasilone zmiany destrukcyjne i zapalne w pordwnaniu do tych bedacych efektem
infekcji szczepem pozbawionym badanego genu. Majac na uwadze, iz cytokiny odgrywajg niebagatelng
role w regulacji reakcji obronnych i patologicznych postanowiono sprawdzi¢ czy obserwowana u
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zmiang w makrofagowych cytokinach indukowanych przez bakterie? W supernatantach pochodzacych z
hodowli makrofagdéw infekowanych badanymi szczepami pratkdéw okreslono poziom TNF-a i IL-10,
kluczowych cytokin odpowiednio pro- i przeciwzapalnych, uwalnianych w trakcie odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie pratkiem gruzlicy, i o ktérych w $wietle najnowszych doniesien wiadomo,
iz specyficzna réwnowaga ich stezen definiuje mikrosrodowisko ziarniniakéw gruiliczych (granuloma), co
jest konieczne dla skutecznej kontroli infekcji w ich obrebie (PLoS One, 2013: 8: e68680). Ponadto
zmierzono stezenie IL-6, niezbednej dla formowania granuloma i uwazanej za jedna z kluczowych cytokin
w odpornosci nabytej (acquired immunity) na antygeny Mtb (J. Infect. Dis., 2013, 207: 1253-1261).
Okazato sie, iz mutant pozbawiony genu lysX, w pordwnaniu do pratkéw posiadajacych ten gen, byt
silniejszym induktorem TNF-a i IL-6, ale nie IL-10. Dalsza analiza potencjalnych nastepstw zwigzanych z
delecja genu fysX w konteksécie tak istotnych dla przebiegu infekcji proceséw i mechanizméw jak
ekspresja czasteczek MHC kl. ll, indukcja syntazy tlenku azotu, czy katepsyny G w komdrkach
jednojadrzastych fagocytow wykazata, iz mutacja w postaci usuniecia genu lysX nie powodowata zmiany
w zdolnoéci pratkdw gruzlicy do ostabiania ekspresji MHC kl. Il na makrofagach ani nie doprowadzata do
efektywnej ekspresji indukowalnej syntazy tlenku azotu. Obserwowano natomiast bardziej
zintensyfikowang ekspresje genu kodujgcego katepsyne G w komdrkach tych fagocytéw, ktére
infekowane byly szczepem Mtb lysX, niz szczepem niezmienionym. Mutant z delecjg utracit ponadto
zdolno$¢ hamowania dojrzewania fagosoméw co wykazano w badaniach z uzyciem mikroskopii
konfokalnej, gdzie oceniano stopieri ko lokalizacji pratkéw z fagosomami wykazujacymi ekspresje
markera LAMP-1, uwazanego za marker fagosoméw péznych. Powyzsze wyniki wskazuja, iz pozbawienie
pratka gruilicy genu lysX prowadzi do wyraznego ostabienia jego zdolnosci do przezywania wewnatrz
komérki gospodarza. Jesli gen lysX rzeczywisécie odpowiada za modyfikacje PG i w konsekwencji za
dominacje tadunku dodatniego na powierzchni komérki bakteryjnej to usunieciu genu i zmianie tadunku
na ujemny powinna towarzyszy¢ zwiekszona podatnos$é na dziatanie substancji przeciwbakteryjnych o
charakterze kationowym. Hipoteze te zweryfikowano prowadzac hodowle badanych szczepdéw Mtb w
obecnoéci dwdch wybranych antybiotykéw o charakterze kationowym oddziatujgcych na strukture
$ciany komodrkowej bakterii, a mianowicie polimyksyny B i wankomycyny. Zacbserwowano, iz wzrost
szczepu z usunietym genem [lysX przy dwodch najwyiszych dawkach obu badanych zwigzkéw
(odpowiednio: 250 i 500 U/ml oraz 0,5 i 1 pg/ml) byt drastycznie ograniczony badZ zahamowany,
podczas gdy wzrost pratka nie poddanego mutacjom i szczepu komplementarnego albo nie ulegat
zmianie albo byt ostabiony, jednakze w stopniu zdecydowanie stabszym niz miafo to miejsce w przypadku
szczepu Mthb lysX. Analogiczng sytuacje stwierdzono dla hodowli prowadzonych w obecnosci defensyn
HNP1-3 (human neutrophil peptides 1-3). Defensyny te stanowig najliczniejsza grupe
przeciwbakteryjnych biatek kationowych wytwarzanych przez komérki neutrofilow i w zwigzku z tym
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107: 2936-2942). Ponadto badania wykonane z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej pozwolity
ustalié, iz szczep pozbawiony geny lysX, charakteryzuje sie utratg zdolnosci hamowania dojrzewania
fagosomow, w przeciwieristwie do pragtkéw Mtb niepoddanych mutacji i pratkéw komplementarnych.
Ostateczng odpowied? na pytanie, czy pratki M. tuberculosis rzeczywiscie zdolne sg do produkcji PG, a
gen lysX odpowiada za lizynylacje tego lipidu, data wieloetapowa procedura izolacji i analizy lipiddw tych
bakterii. Pratki hodowano w podfozu ptynnym m.in. z dodatkiem lub bez radioaktywnej lizyny (**C-lizyny)
i kwasu octowego. Lipidy poddawano ekstrakcii w mieszaninie chloroform:metanol, a nastepnie
rozdzielano na ptytkach krzemionkowych metodg jedno- i dwukierunkowej chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) w mieszaninie rozprowadzajgcej chloroform:metanol:woda. Wizualizacji lipidéw
dokonywano poprzez autoradiografie, ekspozycie na opary jodyny (uwidocznienie lipidéw bez
rozréznienia charakteru ich dodatkowych komponent), oraz barwienie odczynnikiem molibdenowym
(wykrywanie lipidow z komponentg fosforanowa), a-naftolem (wykrywanie lipidéw z komponenta
cukrowa) lub barwienie ninhydryng (wykrywanie lipidéw z komponentg aminokwasowa). W wyniku tych
zabiegdéw oraz zleconej analizie czgsteczkowej w spektrometrze MALDI (laserowa desorpcja i jonizacja
prébki wspomagana matrycg) wyselekcjonowanych prébek lipidéw udato sie wykaza¢, iz lizyna wigzana
jest do fosfatydyloglicerolu, co potwierdza role genu fysX w tym procesie oraz potencjat pratkéw gruzlicy
do wytwarzania lizylofosfatydyloglicerolu.

Wyniki sktadajgce sie na osiggniecie naukowe dotyczace czynnikdéw warunkujacych
przezywalnosé pratkéw gruzlicy w jednojgdrzastych komérkach fagocytujacych gospodarza podsumowac
mozna nastepujgco:

° Srodowisko wewnatrzkomérkowe makrofagéw oddziatuje na proces formowania pierscieni FtsZ w
komérkach M. tuberculosis, w poréwnaniu do tego zachodzacego w hodowlach plynnych.
Przejawem tego oddziatywania jest obserwowany ,wydtuzony” fenotyp pratkow rozwijajgcych sie
wewngatrzkomérkowo. Jest to prawdopodobnie zwigzane z odkfadaniem si¢ biatka FtsZ na catej
dtugosci komdrki bakteryjnej w formie przypominajgcej spirale, jednakze nie hamuje to samego
procesu podziatu bakterii, bowiem pratki namnazaja sie wewnatrz makrofagow.

° Biatko FtsZ posiada potencjat by staé sie atrakcyjnym celem dla nowych przeciwpratkowych
chemioterapeutykdw; obecnosé w srodowisku wzrostu pratkow niskoczasteczkowego inhibitora
GTPaz z grupy zantryn, powodowato zmniejszenie odsetka komérek Mtb z centralnie
zlokalizowanym pierscieniem FtsZ i podwyzszenie odsetka komorek o zwiekszonej dtugosci.

° Kolejnym waznym biatkiem warunkujgcym przezywalnos¢ pratkéw Mtb w makrofagach jest MtrA,
wchodzace w sktad dwusktadnikowego systemu regulatorowego mitrA-mirB. Szczep ze zwigkszong
ekspresja genu kodujgcego to biatko wykazywat ostabienie wzrostu wewnatrz komérek
makrofagowych, a dysfunkcja w zakresie fosforylacji tego biatka doprowadzata do ograniczenia

wzrostu pratkdw wzgledem szczepu posiadajgcego niemodyfikowang ekspresje i zdolnosc
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przesytania sygnatu poprzez biatko MtrA. Potwierdzity to badania in vivo wykonane na modelu
mysim.

° Zwiekszonej ekspresji genu mirA towarzyszyta nasilona kolokalizacja pratkéw z fagosomami
wykazujacymi obecno$é pdinych makreréw endosomalnych LAMP-1 i Rab7, co przynajmniej
czesciowo mogfoby ttumaczy¢ ostabienie wewnatrzkomérkowego wzrostu Mth.

® Infekcja jednojadrzastych fagocytéw pratkami ze zwigkszong produkcja MirA nie powodowata
zmian w ekspresji przeciwbakteryjnego biatka katepsyny G w komérkach gospodarza, pozostata tez
bez wptywu na wykrywalnos¢ indukowalnej syntazy tlenku azotu oraz nie doprowadzafa do
istotnych zmian w ekspresji czgsteczek MHC kl. I1.

® Niezwykle wazng role w przezywaniu wewngtrzkomérkowym pratkéw Mtb odgrywa gen lysX,
odpowiedzialny za przytaczanie lizyny do fosfatydyloglicerolu, czego konsekwencjg jest dominacja
fadunku dodatniego na powierzchni komarki pratka.

° Delecja genu lysX, skutkujgca zaburzeniem stosunku lipidéw obdarzonych tadunkiem ujemnym i
dodatnim, prowadzita do zwiekszonej wrazliwosci pratkéw na przeciwbakteryjne biatka kationowe,
takie jak HNP 1-3, a takze na wankomycyne.

° Brak genu lysX powoduje ostabienie wzrostu Mtb wewnatrz makrofagéw (badania in vitro) oraz
zmniejszenie zmian destrukcyjnych i zapalnych powodowanych przez pratki w ptucach (badania in
vivo, maodel mysi).

° Mutant Mth pozbawiony fysX, w poréwnaniu do wyjsciowych pratkéw, byt silniejszym induktorem
TNF-a i IL-6, ale nie IL-10; delecja tego genu nie powodowata ponadto istotnych zmian w zdolnosci
pratkdw gruzliczych do osfabiania ekspresji MHC kl. 11 na jednojadrzastych fagocytach pochodzenia
ludzkiego oraz nie wplywatfa na ekspresje indukowalnej syntazy tlenku azotu w tych komorkach, w
przeciwienstwie do ekspresji katepsyny G, ktorej zwiekszong produkcje obserwowano.

° Gen lysX pozostawat w zwigzku ze zdolnoscig pratkéw do hamowania dojrzewania fagosomow,
szczep po utraceniu genu podiegat znamiennie efektywniejszej kolokalizacji z fagosomami

posiadajgcymi marker poznych endosoméw LAMP-1.

Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w 5 oryginalnych pracach naukowych (L
Bacteriol., Mol. Microbiol., PLoS Pathog., Adv. Med. Sci., Acta Microbiol. Immunol. Hung.} oraz w 1 pracy
pogladowej (Post. Mikrobiol.). Cze$¢ wynikéw prezentowana byla przeze mnie w formie referatu w

trakcie XXVI zjazdu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw (Szczecin, 2008).
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Charakterystyka pracy naukowo-badawczej poprzedzajacej osiggniecie naukowe stanowigce

monotematyczny cykl publikacji.

Efektem podjetych przeze mnie studidéw magisterskich na dwczesnym Wydziale Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu tddzkiego byto uzyskanie w 1997 roku stopnia magistra biologii, specjalnos¢
mikrobiologia. W trakcie trwania studiéw otrzymatem dwa Listy Gratulacyjne Rektora Ut (1995, 1996) za
wyrdzniajgce sie wyniki w nauce, a na zakoriczenie - wyréznienie w postaci ,Medalu za Chlubne Studia”.
Praca magisterska zatytutowana: ,Wplyw BSA i FCS na dziatanie chemotaktyczne fMLP i jego estru
metylowego w stosunku do makrofagdw otrzewnej myszy” dotyczyta oceny wptywu albuminy surowicy
bydlecej (BSA, bovine serum albumin) oraz surowicy ptodéw cielecych (FCS, fetal calf serum) na
efektywnoéé chemotaksji makrofagéw otrzewnej myszy C57BL/6 indukowana tréjpeptydem formylo-
metionylo-leucylo-fenyloalaniny (fMLP) i estru metylowego fMLP. Otrzymane wyniki wskazaty przede
wszystkim, iz dodatek BSA lub FCS w podioiu jest konieczny dla ujawnienia sie wifasciwosci
chemotaktycznych zardwno fMLP jak i jego estru metylowego. Najbardziej intensywna migracja
kierunkowa makrofagéw zachodzita pod wptywem fMLP w obecnosci 10% FCS. Sugerowano silniejsze
dziatanie chemotaktyczne fMLP niz estru metylowego na makrofagi otrzewnej myszy, co moglo by¢
zwigzane ze stopniem powinowactwa receptoréw znajdujacych sie na tych komérkach, do stosowanych
chemoatraktantéw. Nie wykluczone, iz znajdujace sie w surowicy ptodow cielecych czynniki wzrostowe,
taki jak np. M-CSF (czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagéw, macrophage colony stimulating

factor), mogg zwiekszac ekspresje receptorow dla fMLP.

Doktorat

Po zakoriczeniu studidow magisterskich, podjgtem studia doktoranckie (1997-2002; Stacjonarne
Studium Doktoranckie Fizjologiczno — Mikrobiologiczne przy Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu todzkiego). Czeé¢ eksperymentalna pracy doktorskiej prowadzona byta w owczesnej
Katedrze Immunologii, i stanowita element giéwnego nurtu badawczego Katedry, obejmujgcego
immunologiczne aspekty interakcji gospodarz-pateczki Listeria. Prowadzone przeze mnie doswiadczenia
miaty na celu zbadanie wzajemnych relacji miedzy produkcja tlenku azotu (NO}, czynnikiem wykazujgcym
rdznorodng aktywnosé biologiczng, w tym takze silne dziatanie antybakteryjne, a wytwarzaniem przez
stymulowane pateczkami Listeria makrofagi wysieku otrzewnowego (PEM®, peritonel exudate
macrophages) myszy C57BL/6 cytokin: TNF-a i IL-6, odgrywajgcych waing role w rozwoju reakcji
zapalnej, jak rowniez okredlenie wplywu egzogennej IL-12 i IL-18 na te procesy.

W badaniach oceniano intensywnos¢ produkcji tlenku azotu i IL-6 w przypadku zablokowania

syntezy TNF-a przez pentoksyfiline (PTX), i odwrotnie, produkcje TNF-ar i IL-6 po zablokowaniu syntezy
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NO przez metylo-L-arginine (L-NMMA , N®-monomethyl-L-Arginine). Okreslano i poréwnywano stopieri
aktywnosci i dziatania 11-12 i IL-18 na przebieg produkcji badanych czynnikdw.

Okazato sie, iz catkowite zablokowanie produkcji NO pozostawafo bez wptywu na wytwarzanie
TNF-o i IL-6. Poziomu ich produkcji nie zmieniat takze egzogehny tlenek azotu, ktérego Zrédtem byt
nitroprusydek sodu (SNP). Jednak zablokowanie wytwarzania TNF-a przez pentoksyfiline (PTX, 5mM)
spowodowato wyrazna redukcje (od 74,2% do 76,1%) produkcji NO i ostabienie sekrecji [L-6 (od 14,8% do
15,9%; spadek statystycznie nieznamienny). Na zjawisko to nie wywierato zadnego wptywu obecnosc ani
IL-12, ani IL-18 w podfozu, chociaz jak wykazano w pracy, IL-12 ma zdolno$¢ indukowania syntezy NO w
makrofagach, bez wspétudziatu stymulatora bakteryjnego. Jej dziatanie okazato sie mie¢ takg samg site
jak pateczki Listeria. Wiasciwosci takiej nie wykazata IL-18. Stymulacja makrofagéw pateczkami L.
monocytogenes lub L. innocua w obecnosci IL-12 (10ng/m) byta wyrazniej efektywna i prowadzita do
zwiekszenia 0 91,8-84,6% produkcji NO, o 87,7-69,4% TNF-o, 0 55,8-83,4% IL-6. Zastosowanie [L-18, w
miejsce IL-12, nie spowodowato wzrostu produkcji zadnego z badanych czynnikéw. Dopiero 10-krotnie
wyzsze stezenie |L-18 doprowadzito do lekkiego nasilenia syntezy NO, TNF-a i IL-6. Zaobserwowano, iz
niezaleznie od dziatania inhibitora syntazy tlenku azotu (L-NMMA), ani od obecnoéci egzogennego zrédta
tlenku azotu, produkcja TNF-o. i IL-6 przez makrofagi przebiega na tym samym poziomie, jednakie w
wyniku inhibicji procesu wytwarzania TNF-o przez pentoksyfiling dochodzi do silnego spadku produkgji
NO (74,2%-76,1%) i na to zjawisko nie ma wptywu obecnos¢ ani [L-12, ani IL-18.

Cato$é¢ uzyskanych przeze mnie wynikow pozwolita konkludowaé, iz egzogenna IL-12 wykazuje
zdolnosé do indukcji syntezy NO w makrofagach wysieku otrzewnowego myszy C57BL/6, w takim samym
stopniu jak zabite pateczki Listeria; aktywno$¢ stymulacyjna rmlL-12, w stosunku do produkcji wszystkich
badanych czynnikdw, jest kilkudziesieciokrotnie silniejsza od aktywnosci egzogennej rmiL-18, i wreszcie,
iz spadek sekrecji NO towarzyszacy inhibicji syntezy TNF-a przez makrofagi stymulowane pateczkami
Listeria, sugeruje istnienie pewnego punktu stycznego w szlakach syntezy obu tych czynnikéw.
Prawdopodobnie jest nim wzrost poziomu cAMP, dziatajgcego inhibitorowo na czynnik transkrypcyjny
NF-kB, ktéry uczestniczy w syntezie zaréwno NO jak i TNF-o.

Praca doktorska pt.: ,Produkcja tlenku azotu a wytwarzanie TNF-a i IL-6 przez makrofagi mysie
stymulowane pateczkami Listeria w obecnoséci 1L-12 lub IL-18”, ktdérej promotorem byta prof. dr hab.
Teresa Goscicka, zostata przeze mnie obroniona w dniu 11 czerwca 2002 roku. Przedtozony zostat
ponadto wniosek o wyrdznienie niniejszej pracy doktorskiej stosowna nagroda. Nagroda Rektora

Uniwersytetu tddzkiego, indywidualna stopnia trzeciego, przyznana zostata 14 pazdziernika 2004r.
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Krétki opis pracy naukowo-badawczej wykraczajgcej poza osiggniecie naukowe stanowigce

monotematyczny cykl publikacji.

Zainicjowana w 2009 roku wspodtpraca z prof. Sylwig Kwiatkowska i jej grupa badawcza z zespotu
Katedry Pulmonologii i Alergologii Uniwersytetu Medycznego w todzi pozwolita rozbudowaé moje
doéwiadczenie w pracy nad pratkami gruZlicy o badania dotyczace immunologicznego potencjatu
lokalnie wystepujgcych szczepdw klinicznych. Wspdtpraca ta stworzyta okazje uczestnictwa w badaniach
maijacych na celu charakterystyke lokalnie wystepujgcych w regionie tédzkim (charakteryzujgcym sie
najwiekszym odsetkiem zachorowan na gruilice w Polsce) szczepdédw klinicznych M. tuberculosis pod
wzgledem ich wirulencji. Nowe techniki biologii molekularnej zmieniaja sposéb postrzegania
ewentualnych zaleznosci miedzy patogennoscig a transmisja danych szczepow Mtbh w populacji.
Dysponujac zbiorem ponad dwustu szczepdw klinicznych pratkdw gruzlicy poddanych genotypowaniu z
uzyciem technik spoligotypowania, RFLP ({Restriction Fragment Lenght Polymorphism} i MIRU
(Mvycobacterial Interspears Repetetive Unit} utworzono klastry pod wzgledem podobiefistw wzoru
genetycznego wérdd poszczegdlnych szczepow, jak i wyrdiniono szczepy o unikalnym genotypie,
niedajgcym przypisa¢ sie do zadnego z klastréw (kolekcja Uniwersytetu Medycznego w todzi).
Przedmiotem badan bylo poréwnanie izolatéw klinicznych Mtb nalezacych do poszczegélnych kiastrow z
tymi posiadajacymi unikalne genotypy, w aspekcie ich wirulencji. W tym celu wykonano badania, w
ktérych okreslano wrazliwosé poszczegdlnych szczepdw na rdéine stezenia defensyny HNP-1,
przezywalnoéé w makrofagach linii komérkowe] pochodzenia ludzkiego THP-1, jak réwniez okreslano
intensywno$¢ wytwarzania tlenku azotu i IL-12 przez infekowane pratkami makrofagi wysieku otrzewnej
myszy. Czes¢ wynikdw zostata juz opublikowana w formie pracy oryginalnej, ktérej jestem wspétautorem
(na réwnych prawach z pierwszym autorem) w czasopiémie Int. J. Tuberc. Lung Dis. (2013, 17: 1082-
1087), a kolejny artykut zostat przestany do druku w czasopismie Tuberculosis.

Mozliwosé kitkumiesiecznego wyjazdu w 2011r. do University of Texas Health Science Center at
Tyler w Teksasie (USA) stworzyta okazje uczestnictwa w badaniach prowadzonych w Katedrze Biologii
Komérkowej i Molekularnej, kierowanej przez dr Anne Kurdowska. Obecnosé w jej zespole byta okazjg
do poszerzenia mojej wiedzy o pozaprgtkowe procesy immunologiczne zachodzgce w ptucach, zwigzane
z patogenezg i przebiegiem ostrego uszkodzenia ptuc (ALl, acute lung injury) i ostrej niewydolnosci
oddechowej (ARDS, acute respiratory distress syndrome). Zespdt ten jest jednym z pionierskich, w
ktérych podjeto badania nad wiazaniem IL-8 z a-2 makroglobuling (obecng w osoczu i ptynach pfucnych
os6b z ciezkim uszkodzeniem ptuc) oraz pierwszym, ktdéry opisaf powstawanie kompleksow
immunologicznych skfadajacych sie z czasteczki IL-8 i autoprzeciwciata skierowanego przeciwko tej
cytokinie (anty—IL-8:1L-8), w ptynach ptucnych od os6b z ARDS. Efektem badan, do ktérych zostatem

wigczony jako czlonek zespotu, byto ustalenie, iz powstajgce w trakcie wspomnianych proceséw
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chorobowych kompleksy immunologiczne, stymulujg neutrofile doprowadzajgc do uruchomienia
kaskady sygnatowe] zwigzanej z TLR4, angazujgc jednoczesnie receptory FcyRlla. Wykazano, iz istnieje
molekularna kooperacja miedzy tymi dwoma receptorami na poziomie czgsteczki kinazy Btk (Bruton’s
tyrosine kinase). Kolejny kierunek badar dotyczyt interakcji miedzy obecng w ptynie ptucnym urokinaza
{uPa, proteazg serynowa katalizujaca przeksztatcenie plazminogenu do plazminy) a a,-makroglobuling
(o-M, glikoproteing o wiasciwosciach inhibitora proteinaz). U oséb dotknietych ALI/ARDS obserwuje sie
nizszy poziom uPA w pfynie ptucnym, w poréwnaniu do oséb zdrowych, a a,-M stanowi jeden z
gtdwnych sktadnikéw tego ptynu. Obie te czgsteczki moga tworzy¢ kompleksy. Okazato sieg, iz kompleksy
takie oddziatujac na komorki epiteliaine doprowadzajg do hamowania aktywacji czynnika NF-kB oraz
tlumienia produkcji IL-6 i IL-8. W efekcie zwigzania a,-M przez uPA moze dochodzi¢ do modulacji
dziatania urokinazy, wyrazajacej sie regulacjg jej wiasciwosci fibrynolitycznych i sygnatowych. Moim
udzialem w prowadzonych badaniach byta izolacja i ocena aktywnosci neutrofiléw w $rodowisku
wybranych stymulatoréw, hodowla i preparatyka komérek linii BEAS-2B (ludzkie komdrki nabfonka
oskrzeli, human bronchial epithelial cells) wraz z oceng wybranych markeréw powierzchniowych
komérek i biatek wewngtrzkomdrkowych metodami immunofluorescencji, analiza cienkowarstwowych
preparatéw tkanek technikami mikroskopii konfokalnej oraz ogdlnie przygotowywanie dokumentacji i
interpretacja uzyskiwanych wynikéw badarn. Udziat w projekcie (wspodtpraca trwa do chwili obecnej)
pozwolit mi rozszerzyé warsztat naukowy jak i udoskonali¢ badZ naby¢ umiejetnos¢ postugiwania sie
okreslonymi technikami. Cze$¢ wynikdw zostata juz opublikowana w dwdch pracach oryginalnych (Am. J.
Physiol. Lung Cell Mol. Physiol., 2012, 303: L1037-L1045, Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 2013, 48: 240-249),
a kolejne sg w recenzji i przygotowaniu.

Nawigzanie wspofpracy z zespotem badawczym Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademi
Nauk w todzi, prowadzacym wielokierunkowe badania nad biologicznymi funkcjami pratkéw gruzlicy,
pozwolito wzbogacié méj obszar badawczy o nowe aspekty zwigzane z oceng wptywu interakcji migdzy
IL-8 a Mycobacterium tuberculosis na zdolno$¢ makrofagow i neutrofilbw do fagocytozy i
wewnatrzkomoérkowego zabijania tych drobnoustrojéw. Okazuje sig, iz IL-8 jest w stanie wigzac sie do
powierzchni tych drobnoustrojéw, co z kolei moze wplywaé na odpowiedZ? immunologiczng
makroorganizmu na zakazenie prgtkami gruilicy. W zwalczaniu infekcji Mtb niezwykle waing roleg
odgrywaja komérki fagocytarne (makrofagi i neutrofile), a rozwdj gruZlicy wynika w znacznym stopniu z
ograniczonej odpowiedzi przeciwzakaznej gospodarza. Interleukina 8 jest cytoking nalezacg do grupy
CXC chemokin. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci chemotaktyczne oraz aktywujace komorki takie jak:
monocyty, neutrofile i limfocyty, wydaje sie by¢ ona wainym elementem prawidtowej odpowiedzi
immunologicznej na zakazenia Mtb. Analiza wptywu interakcji pomiedzy IL-8 a pratkami Mtb na zdolnos¢
makrofagéw i neutrofiléw do fagocytozy i wewnatrzkomérkowego zabijania bakterii, przy wykorzystaniu

metod badawczych obejmujgcych techniki immunologiczne, biochemiczne, mikrobiologiczne i
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fluorescencyjne wykazata, ze makrofagi i neutrofile intensywniej pochtaniajg pratki optaszczone IL-8 w
poréwnianiu z bakteriamii nieoptaszczonymi. Wyniki sugeruja, ze zarowno makrofagi jak i neutrofile krwi
obwodowej wydaja sie by¢ bardziej zaaktywowane do wewngtrzkomérkowego zabijania pratkow
gruzlicy zwigzanych z IL-8 niz bakterii nieoptaszczonych tg chemoking. Moina zatem sugerowaé, iz
pochtanianie pratkéw gruflicy opfaszczonych IL-8 wydaje sie wzmagal aktywacje fagocytow i
intensyfikowaé ich zdolnoéci do ograniczania wewngtrzkomorkowego namnazania sie bakterii oraz, ze
interakcja pomiedzy IL-8 i pratkami gruzlicy moze wplywac na zmiang mechanizméw wrodzonej
odpornosci w gruzlicy i uruchomienie odpowiednich szlakow aktywacji fagocytéw uzaleznionych od IL-8.
W dalszej kolejnodci podjeto sie oceny wptywu optaszczenia interleuking 8 pratkéw Mtb na poziom
ekspresji wybranych receptoréw obecnych na komorkach fagocytarnych, wchodzacych w interakcije z
powierzchnig komérki bakteryjnej, a mianowicie: TLR2, TLR4, MMR i CCR3. Badania te prowadzone s3 z
zastosowaniem techniki cystometrii przeptywowej (FACS). Udziat mdéj w przedstawionym projekcie
obejmuje bezpoérednie planowanie i wykonawstwo [fub wspdtwykonawstwo poszczegélnych
eksperymentéw oraz analize i interpretacje wynikow. Efektem dotychczasowe] wspofpracy jest
powstanie dwdch publikacji, ktérych jestem drugim autorem, przestanych do redakcji Clinical Science i
Journal of Clinical Inmunology.

Istotnym elementem prezentowanego dorobku naukowego jest szereg publikacji poglagdowych,
ktorych jestem autorem bad# wspdtautorem. Tematyka tych prac, choé zréznicowana, stanowi spdjng
calosé¢ odzwierciedlajaca obszar moich zainteresowan. Dwie najwczesniejsze prace poswiecone s3
makrofagom, a w szczegdlnosci ich receptorom, (Post. Hig. Med. Dosw., 1995, 53: 807-822) oraz
interleukinie 18 (Post. Hig. Med. Do$w., 2003, 57: 685-699). W kolejnych prezentowano przede
wszystkim rézne aspekty oddziatywar na linii pratek gruzlicy-komdrka fagocytujgca gospodarza, czego
wyrazem sg m.in. prace omawiajgce rozpoznawanie antygendw pratkéw przez fagocyty {(Post. Hig. Med.
Dosw., 2011, 65: 28-39), receptory makrofagéw wchodzace w interakcje z pratkami (Sepsis, 2010, 3: 209-
2013), patogeneze, diagnostyke i leczenie latentnych form infekcji M. tuberculosis (Pol. J. Microbiol.,
2012, 61: 3-10), a takze mechanizmy umozliwiajgce przetrwanie pratkom gruilicy w gospodarzu (Post.
Mikrobiol., 2008, 47: 387-392, stanowi czes¢ gtéwnego osiggniecia naukowego). Zagadnieniom
zwigzanym z obecnie stosowang szczepionkg BCG jak i najnowszym trendom w poszukiwaniu nowych
przeciwpratkowych preparatéw szczepionkowych poswiecone zostaly prace opublikowane w Post. Hig.
Med. Dosw. {2011, 65: 93-103) i w Zakazeniach (2013, 3: 80-84). Swoistym urozmaiceniem i
poszerzeniem omawianych zagadniefd jest praca odnoszaca sie do pratkéw niegruiliczych, krétko
charakteryzujaca wybrane gatunki i zmiany kliniczne przez nie wywolywane (Post. Hig. Med. Dosw.,
2011, 65: 574-583).

Procesy immunologiczne zwigzane z przebiegiem infekcji pragtkami M. tuberculosis nadal

pozostajg w gléwnym nurcie moich zainteresowan badawczych. Szczegdlng uwage zwraca IL-18,

= 20~




nasilajgca rozwaoj przeciwpratkowej odpowiedzi typu Thi, kidrg uwaza sie za kluczowa w odpornosci na
gruzlice. lej potencjalne uzycie w ograniczaniu reaktywaciji gruzlicy w zakazeniach latentnych wydaje sie

by¢ interesujgcym obszarem badawczym, ktdremu zamierzam poswiecié obecnie szczegding uwage.
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