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Imie i nazwisko: Magdalena Druszczynska

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytut rozprawy doktorskiej

- dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biologii, specjalno$¢ mikrobiologia, uchwata
Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £6dzkiego z dnia 25 marca 2003r.
Temat rozprawy doktorskiej ,,Odpowiedz proliferacyjna i sekrecyjna na antygeny mykobakterii u
zdrowych 0sob szczepionych BCG i chorych na gruzlice”

- dyplom magistra biologii w specjalnosci mikrobiologia, 1999, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Uniwersytet £.odzki. Temat pracy magisterskiej ,,Kompleksy immunologiczne w zakazeniach
wywoltywanych przez pateczki Helicobacter pylori”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych

1999-2001 doktorant w Zaktadzie Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu Lodzkiego

2001-2003 asystent w Zaktadzie Biologii Infekcyjnej UL, p6zniej w Katedrze Immunologii i
Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu L.odzkiego

od 01.10.2003 adiunkt w Zaktadzie Immunologii Komérkowej Katedry Immunologii i Biologii

Infekcyjnej Uniwersytetu Lodzkiego

4.

Wskazanie osiagnigcia wynikajacego z art. 16 ust.2 z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.595 ze zm.):

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl 11 publikacji (7 prac oryginalnych i 4 prace pogladowe) uje¢tych pod
wspolnym tytutem: Profile odpowiedzi komdorkowej oraz mykobakteryjne markery W aktywnym i
latentnym zakaZeniu Mycobacterium tuberculosis, ktorych taczny IF= 14,592 (194 pkt MNiSzW).

W sktad osiagniecia naukowego wchodza:

Prace oryginalne:

Al

A2.

A3.

. Druszczynska M., Wlodarczyk M, Kielnierowski G, Kawka M, Rudnicka W. Two-year follow-up
study of Mycobacterium tuberculosis antigen-driven IFN-y responses and macrophage sCD14
levels after tuberculosis contact. Indian J Microbiol 2016 56(2): 205-213 doi: 10.1007/s12088-
016-0571-y
IF=0,899; MNiSzW: 15 pkt
Udzial habilitanta: 65%, wspolautor koncepcji pracy, wspétudzial w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (jakosciowa i ilosciowa ocena poziomu IFN-gamma w zaktadanych hodowlach
petnej kKrwi), wspotudzial w analizie statystycznej uzyskanych wynikéw, opracowanie graficzne
otrzymanych danych i ich interpretacja, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny

WiIodarczyk M., Rudnicka W., Janiszewska-Drobifiska B., Kielnierowski G., Kowalewicz-Kulbat
M., Fol M., Druszczynska M. Interferon-gamma assay in combination with tuberculin skin test are
insufficient for the diagnosis of culture-negative pulmonary tuberculosis. PLoS One 2014 Sep
15;9(9):e107208. doi: 10.1371/journal.pone.0107208.

IF=3,534; MNiSzW: 40 pkt

Udzial habilitanta: 50%, wspotautor koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (testy interferonowe petnej krwi u pacjentow z TB, ilosciowa analiza poziomu
produkowanego IFN-gamma), opracowanie i interpretacja analizy statystycznej uzyskanych
wynikow, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny

Druszczynska M., Wlodarczyk M., Janiszewska-Drobinska B., Kielnierowski G., Zawadzka J.,
Kowalewicz-Kulbat M., Fol M., Szpakowski P., Rudnicka K., Chmiela M, Rudnicka W. Monocyte
signal transduction receptors in active and latent tuberculosis. Clin Dev Immunol 2013, ID 851452,
doi:10.1155/2013/851452




A4,

IF=2,934; MNiSzW: 20 pkt

Udziat habilitanta: 40%, wspdtautor koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu czesci
eksperymentalnej(cytometryczna ocena ekspresji receptorow na komorkach monocytarnych,
wykonanie testow interferonowych, immunoenzymatyczna ocena stezenia surowiczego sCDI14),
wspotudzial w opracowaniu i interpretacji wynikow, wspotudzial w przygotowaniu manuskryptu

Szewczyk R., Kowalski K., Janiszewska-Drobinska B., Druszczynska M. Rapid method for
Mycobacterium tuberculosis identification using electrospray ionization tandem mass
spectrometry analysis of mycolic acids. Diag Microbiol Infect Dis 2013, 76: 298-305, doi:
10.1016/j.diagmicrobio.2013.03.025

IF=2,568; MNiSzW: 25 pkt

Udzial habilitanta: 30%, wspotautor koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (opracowanie procedury ekstrakcji lipidow Sciany komorkowej mykobakterii,
izolacja kwasow mykolowych bezposrednio z materiatu klinicznego oraz po zatozeniu 10-
dniowych hodowli, ocena obecnosci wybranych kwasow mykolowych u mikroorganizmow spoza
rodzaju Mycobacterium, analiza jakoSciowa uzyskanych ekstraktow, ocena wartosci
diagnostycznej opracowanej metody LC-MS/MS), wspotudzial w opracowaniu statystycznym i
interpretacji wynikow, wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu

A5. Druszczynska M., Strapagiel D., Rudnicka W. Molekularne i komérkowe parametry w gruzlicy.

AG.

AT.

Nowa Medycyna, 1/2009, s. 43-47

IF=-; MNiSzW: 4 pkt

Udzial habilitanta: 65%, autor koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (analiza polimorfizmu genow kodujgcych receptory TLR2 (Arg677Trp,
Arg753GIn) i TLR4 (Asp299Gly, Thr399lle), udzial w opracowywaniu i interpretacji wynikow,
przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny

Strapagiel D., Kasztalska K., Druszczynska M., Kowalewicz-Kulbat M., Vrba A., Matusiak A.,
Chmiela M., Rudnicka W. Monocyte response receptors in BCG driven delayed type
hypersensitivity to tuberculin. Folia Histochem Cytobiol 2008, 46(3): 353-359

IF=1,213; MNiSzW: 15 pkt

Udziat habilitanta: 35%, wspotudziat w wykonaniu pracy eksperymentalnej (ocena polimorfizmu
genow kodujgcych receptor CDI14 i lektyne wigzqcq mannoze, immunoenzymatyczna ocena
stezenia sCD14), wspotudziat w dyskusji naukowej i opracowaniu naukowego celu pracy

Druszczynska M., Strapagiel D., Kwiatkowska S., Kowalewicz-Kulbat M., Rozalska B., Chmiela
M., Rudnicka W. Tuberculosis bacilli still posing a threat. Polymorphism of genes regulating anti-
mycobacterial properties of macrophages. Pol J Microbiol 2006, 55(1): 7-12

IF =-; MNiSzW: 15 pkt

Udzial habilitanta: 50%, wspotautor koncepcji pracy, wspotudzial w wykonaniu pracy
eksperymentalnej (izolacja DNA, analiza wybranych polimorfizmow genetycznych metodg PCR i
PCR-RFLP, ocena surowiczego poziomu sCD14), wspotudzial w opracowaniu statystycznym i
interpretacji wynikow oraz przygotowaniu manuskryptu

Prace pogladowe:

A8.

Fol M., Druszczynska M., Wlodarczyk M., Ograczyk E., Rudnicka W. Immune response gene
polymorphisms in tuberculosis. Acta Biochim Pol 2015; 62(4): 633-40. doi:
10.18388/abp.2015_1130.

IF=1,389; MNiSzW: 15 pkt

Udzial habilitanta: 45%, wspotudziat w opracowaniu naukowego celu i koncepcji artykutu,
dyskusja koncepcyjna, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny manuskryptu,
pierwszy i drugi autor majq rowny wktad w powstanie pracy




A9.

A10.

All.

Kowalski K., Trzepinski P., Druszczynska M., Boratynski J. Mycolic acids — biological role and
potential application in Mycobacterium detection and differentiation. Post Hig Med. Dosw 2014,
68:350-8. doi: 10.5604/17322693.1097425

IF=0,633; MNiSzW: 15 pkt

Udzial habilitanta: 40%, wspotudzial w opracowaniu koncepcji artykutu i dyskusji naukowej,
udziat w przygotowaniu manuskryptu

Druszczynska M., Kowalewicz-Kulbat M., Fol M., Wtodarczyk M., Rudnicka W. Latent M.
tuberculosis infection — pathogenesis, diagnosis, treatment and prevention strategies. Pol J
Microbiol 2012, vol 61, no 1, 3-10

IF=0,768; MNiSzW: 15 pkt

Udzial habilitanta: 70%, autor koncepcji pracy, bezposredni udzial w zbieraniu, analizie i
wykorzystaniu danych zrodtowych, dyskusja koncepcyjna oraz przygotowanie manuskryptu,
autor korespondencyjny

Druszczyniska M., Wilodarczyk M., Fol M., Rudnicka W. Rozpoznawanie antygenéw pratkdéw
przez fagocyty. Post Hig Med. Dosw 2011, 65: 23-39

IF=0,654; MNiSzW: 15 pkt

Udzial habilitanta: 60%, opracowanie naukowego celu pracy, przygotowanie koncepcji pracy,
zebranie materiatow zrodtowych, przygotowanie manuskryptu, autor korespondencyjny
manuskryptu

Oswiadczenia wszystkich wspotautoréw okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
poszczegblnych prac znajduja sie w Zataczniku 5.



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

I.1. Wprowadzenie

Gruzlica (TB; tuberculosis) wywotywana przez pratki gruzlicy Mycobacterium tuberculosis
(M.tb) pozostaje jedna z najgrozniejszych chorob zakaznych, umieszczanych obok AIDS i malarii na
czele chordb zakaznych zagrazajacych zdrowiu cztowieka. Z danych Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, ang. World Health Organization) wynika, ze 1/3 populacji ludzi na $wiecie jest zakazona M.th
w sposob utajony (latentny) stanowigc rezerwuar wirulentnych pratkow w srodowisku. W odroznieniu
od aktywnej postaci gruzlicy, zakazenie latentne (LTBI; ang. Latent Tuberculosis Infection) ma przebieg
bezobjawowy i nie stanowi bezposredniego zagrozenia epidemiologicznego [10]. Szacuje si¢ jednak, ze
u okoto 5-10% oso6b z tej grupy dochodzi do rozwoju czynnej gruzlicy w pewnym okresie ich zycia, a
tym samym do transmisji zywych, wirulentnych, aktywnych metabolicznie bakterii do otoczenia [32,
37]. Problem reaktywacji uspionych zakazen gruzliczych narasta wraz ze zwigkszajaca si¢ liczbg osob
z ostabiong odporno$cia, pacjentow z chorobami autoimmunizacyjnymi 1 nowotworowymi,
przyjmujacych leki o dziataniu immunosupresyjnym, ale takze osob w starszym wieku, stanowiacych
grupe Wysokiego ryzyka rozwoju aktywnej gruzlicy.

Pomimo przyjetego powszechnie standardu leczenia i ponad 80-letniego stosowania
przeciwgruzliczej szczepionki BCG (Bacille Calmette-Guérin), gruzlica stanowi wcigz olbrzymi
ogolnoswiatowy problem epidemiologiczny. Rocznie w §wiecie notuje si¢ 7-10 milionéw nowych
zachorowan na gruzlice, ktora jest przyczyng $mierci okoto 3 milionow ludzi w ciggu roku [46]. Mimo,
ze najwigcej zachorowan na gruzlice obserwuje si¢ w krajach tropikalnej Afryki i
potudniowowschodniej Azji, gruzlica nie jest chorobag rzadka roéwniez w Europie. W Polsce,
wspotczynnik zapadalnosci na gruzlice jest znamiennie wyzszy niz w krajach Europy Zachodniej i
wynosi $rednio 17,4 przypadkéw na 100 000 mieszkancow (2014) [20]. W réznych regionach kraju
wystepuje jednak duze zréznicowanie zachorowalnoSci na gruzlice, od okoto 10/100.000
mieszkancow/rok w wojewddztwach zachodnich do okoto 22-25/100.000 mieszkancow/rok w
wojewodztwach lubelskim, §laskim, $wietokrzyskim i t6dzkim. Relatywnie wysokie sg rowniez odsetki
0s0b z utajonymi zakazeniami M.tb, ktore trwajg cate zycie i w kazdej chwili, takze w zaawansowanym
wieku, moga przejs¢ w aktywng posta¢ gruzlicy. W regionie 16dzkim blisko 13% dorostych ludzi
wykazuje stan utajonego zakazenia pratkami gruzlicy [publikacja A3]. Zagrozenie gruzlicg wzrasta
wraz ze wzrostem czesto$ci izolowania wielolekoopornych szczepow M.th, brakiem nowych lekéw
przeciwgruzliczych, koinfekcjg M.th i wirusa HIV, brakiem prostych, szybkich i niezawodnych testow
diagnozowania zakazen M.th i niewystarczajaca efektywnoscia protekcyjng stosowanej szczepionki.
Wspdtistnienie zakazenia pratkami M.tb i wirusem HIV nie tylko zwigksza ryzyko zachorowania na

gruzlice, ale takze pogarsza jej przebieg prowadzac do wysokiej $miertelno$ci wsérod zakazonych.



Eksperci WHO szacuja, ze koinfekcja HIV zwigksza 30-krotnie ryzyko rozwoju gruzlicy, zarowno
wskutek reaktywacji wygaszonych ognisk gruzliczych, jak i w wyniku zakazen nowo nabywanych.
Ryzyko zachorowania na gruzlicg osob z jednoczesng koinfekcjag M.th i HIV wzrasta z okoto 6% w
ciggu przecigtnego trwania zycia do okoto 8-10% w skali roku. Zakazenie HIV moze by¢ wigc
odpowiedzialne za wzrost liczby przypadkéw gruzlicy o 30-50%, a na obszarach o bardzo wysokim
odsetku osob zakazonych HIV nawet o kilkaset procent. Szczegodlne zagrozenie epidemiologiczne
stanowig wielolekooporne pratki M.th, zar6wno typu MDR (ang. Multi drug resistant), oporne na dwa
sposrod czterech lekow podstawowego leczenia, rifampicyng i izoniazyd, typu XDR (ang. Exensively
drug resistant), z opornoscig na dodatkowe leki przeciwgruzlicze, oraz TDR (ang. Totally drug
resistant), oporne na wszystkie dostepne tuberkulostatyki [11]. Wérod 12 miliondow zachorowan na
gruzlice na $wiecie w roku 2014 stwierdzono 480.000 przypadkow gruzlicy MDR, z czego wigcej niz
potowe w Indiach, Chinach i Rosji [46]. Wielolekooporne szczepy MDR M.tb odnotowano w 15 krajach
europejskich, w tym w graniczacych z Polska - Rosji, Ukrainie, Biatorusi, a takze w Motdawii i krajach
nadbattyckich. Srednio 9% zachorowan na gruzlice wielolekooporng stanowilty przypadki XDR,
najczesciej w Tadzykistanie, Azerbejdzanie i na Litwie. W Polsce w roku 2014 zarejestrowano 21
przypadkow gruzlicy wielolekoopornej typu MDR, co stanowito 0,8% ogdtu chorych na gruzlice ptuc
potwierdzong bakteriologicznie [20]. Trudnosci w diagnozowaniu gruzlicy wielolekoopornej oraz
wysokie koszty leczenia powoduja, ze gruzlica powraca na liste chorob nieuleczalnych.

Wykrywanie gruzlicy, obok zapobiegania i leczenia, pozostaje istotnym elementem wiekszo$ci
swiatowych programéw walki z tg chorobg. Uwaza sie, Ze stabsze od oczekiwanych efekty juz 20-letniegj
realizacji migdzynarodowego programu zwalczania gruzlicy DOTS (ang. Directly—observed treatment,
short course) spowodowane sg brakiem szybkich i wiarygodnych metod diagnozowania gruzlicy.
Zgodnie z zaleceniami WHO stwierdzenie przypadku gruzlicy wymaga mikrobiologicznego
potwierdzenia, co wigze sie z konieczno$cig wyizolowania bakterii z materiatu klinicznego, okre$lenia
przynalezno$ci gatunkowej drobnoustrojow oraz okreslenia profilu lekoopornosci koniecznego dla
ustalenia optymalnego schematu leczenia. Pomimo dostgpnosci szeregu roznych technik
diagnostycznych chorych na gruzlicge rutynowo najczesciej diagnozuje si¢, poza oceng kliniczng i
radiologiczng, na podstawie obecnosci pratkdéw kwasoopornych w preparatach mikroskopowych
(bakterioskopia), obserwacji wzrostu bakterii w 6-8 tygodniowych hodowlach oraz wyniku skornego
testu tuberkulinowego. Ta standardowa procedura diagnostyki gruzlicy nie umozliwia jednak
diagnozowania wszystkich zakazonych M.tb pacjentéw. Badanie mikroskopowe charakteryzuje niska
czuto$¢ 1 niemoznos¢ rozroznienia pratkéw gruzlicy od niegruzliczych. Czuto$¢ i swoistos¢ metod
opartych o amplifikowanie mykobakteryjnych kwaséw nukleinowych jest zmienna, a ich stosowanie
wymaga specjalistycznego wyposazenia, ktorego brak w wigkszosci rutynowych laboratoriach pratka.
Szczegolnie trudne jest diagnozowanie gruzlicy u dzieci; tylko u co czwartego dziecka chorego na
gruzlice udaje si¢ ja potwierdzi¢ bakteriologicznie. Jak wskazuja wyniki naszych wieloletnich badan,

ktore znajdujg potwierdzenie w danych literaturowych, Zadna =z obecnie dostgpnych
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mikrobiologicznych, serologicznych lub genetycznych metod diagnostycznych nie jest wystarczajgco
skuteczna w potwierdzeniu aktywnej gruzlicy ptuc u 20-40% pacjentow. Wskaznik $§miertelnosci u
takich pacjentow jest wyzszy niz wsrdéd chorych z mikrobiologicznie potwierdzong gruzlica. Brak
diagnozy stwarza powazne konsekwencje zmuszajac klinicystow do podejmowania empirycznej terapii,
ktéora w przypadku chorych zakazonych Ilekoopornymi pratkami, poddawanych leczeniu
standardowemu, bywa nieskuteczna i moze dodatkowo potggowaé zjawisko lekoopornosci pratkow
M.tb.

Kliniczne, epidemiologiczne i ekonomiczne znaczenie gruzlicy w petni uzasadnia intensyfikacje
$wiatowych badan zmierzajagcych do wyznaczenia nowych biomarkeréw przyspieszajacych i
udoskonalajacych diagnozowanie gruzlicy oraz genetycznych, komorkowych 1 sekrecyjnych
wyznacznikow reakcji obronnych, ktére mogg stanowi¢ o zwiekszonym ryzyku zachorowania na
gruzlice i progresji zmian chorobowych u 0sob zakazonych M.th. Rozwdj wiedzy w tym zakresie jest
rowniez niezbedne dla programowania nowych szczepionek przeciwgruzliczych, bardziej skutecznych
niz szczepionka BCG, a takze alternatywnych schematow terapeutycznych pozwalajacych leczy¢
gruzlice wywotywang przez wielolekooporne pratki M.tb oraz u o0sob z uposledzong odpornoscia,

wlaczajac w to chorych na AIDS.

1.2. Cel
Pomimo wieloletnich badan chorobotworczo$¢ pratkéw gruzlicy, patologia wywotywanego

schorzenia oraz towarzyszace jej reakcje odporno$ciowe, zarowno o charakterze protekcyjnym, jak i

patologicznym, pozostajg stabo zrozumiate. Badania prowadzone w ramach przedlozonego do oceny

osiagniecia naukowego koncentruja si¢ wokol wyjasnienia podloza komorkowego i molekularnego
zréznicowanego przebiegu zakazenia Mycobacterium tuberculosis, a takze poszukiwania nowych
wskaznikow odpowiedzi odpornosciowej 0 potencjalnym znaczeniu diagnostycznym.

Realizowane w badaniach cele szczegélowe obejmuja:

1) weryfikacje oryginalnej hipotezy o potencjalnym zwiazku pomiedzy zmianami w ekspresji
wybranych makrofagowych receptoréow przekazywania sygnaléw i leukocytarnej integryny
oraz rozwojem aktywnej gruzlicy i nadwrazliwosci p6Zznej na tuberkulinge u oséb, ktore w
dziecinstwie byly szczepione przeciwgruzlicza szczepionka BCG.

2) zbadanie czy polimorfizmy genow kodujacych wybrane makrofagowe receptory, transportery
jonowe i lektyne wiazaca mannoze moga stanowi¢ o podwyzszonym ryzyku zachorowania na
gruzlice w kaukaskiej populacji polskiej.

3) ocene przydatnosci jakosciowego i iloSciowego oznaczania markeréw odpowiedzi adaptacyjnej
na antygeny M.tb w diagnozowaniu pacjentéw z aktywng gruzlica pluc oraz zdrowych oséb
pozostajacych z nimi w domowym lub zawodowym kontakcie.

4) opracowanie uproszczonej metody wykrywania kwaséw mykolowych $ciany komérkowej M.th

w plwocinie chorych na gruzlice pluc.



I.3. Wybrane makrofagowe receptory przekazywania sygnaléw komoérkowych i leukocytarna
integryna jako odpornosciowe biomarkery roznicujace zdrowe o0soby immunizowane

przeciwgruzlicza szczepionka BCG i pacjentow z aktywna gruzlica.

Rozpoznawanie antygenoéw pratkow przez makrofagi jest podstawowym elementem pierwszej
linii obrony oraz kluczowym facznikiem mechanizméw odpornosci wrodzonej z adaptacyjng.
Odpowiedz odpornosciowa funkcjonuje w oparciu o wystgpowanie okreslonej liczby receptorow PRR
(ang. Pattern recognition receptors) rozpoznajacych PAMP (ang. Pathogen associated molecular
patterns) - konserwatywne struktury drobnoustrojow. Receptory PRR biorg udzial w procesach
opsonizacji i fagocytozy patogendw, indukcji procesu apoptozy, aktywacji uktadu komplementu oraz
uruchamianiu szlakow przekazywania sygnalow komoérkowych. Rodzaj wykorzystywanego przez
patogeny receptora reguluje transdukcje sygnatu modulujacego funkcje makrofagdéw, utrudniajgc lub
ulatwiajac wewnatrzkomérkowe przezywanie pratkow, ale takze zdolno§¢ makrofagow do
prezentowania antygendéw limfocytom, w srodowisku aktywujacych je drobnoustrojéw i ich produktow.
Doktadne poznanie niezwykle ztozonych mechanizméw swoistej odpornosci na zakazenie M.tb
obejmujgcych reakcje obronne i te, ktore decyduja o patologii zmian gruzliczych, jest niezbedne dla
opracowania nowych sposobow zapobiegania gruzlicy, bardziej efektywnych niz obecnie stosowana
szczepionka zawierajgca atenuowane pratki M. bovis BCG (Bacille Calmette-Guérin) [15]. Mimo
uptywu ponad 80 lat od pierwszego podania BCG, wzbudzana przez nig efektywnos¢ protekcyjna jest
wcigz przedmiotem sporow i dyskusji. Szczepienia BCG chronig dzieci przed wczesnym
zachorowaniem na gruzlice, W tym przed najgrozniejszymi jej postaciami - gruzlica uogdlniong
(prosowka) i gruzliczym zapaleniem osrodkowego uktadu nerwowego, ale ich efektywnos$¢ oceniana u
0s0b dorostych nie przekracza $srednio 50%, wahajac sie od 0% w Indiach i subsaharyjskiej Afryce do
80% w Wielkiej Brytanii. Parametry odporno$ciowe odpowiedzialne za zrdznicowang skutecznosé
protekcyjng szczepionki BCG pozostaja nadal niewyjasnione. Konieczne jest roOwniez opracowanie
skutecznych narzedzi pozwalajgcych na szybka oceng protekcyjnych wiasciwosci aktualnie stosowanej,
jak i nowo opracowywanych szczepionek, na okreslenie efektywnosci ktorych trzeba poczekaé co
najmniej kilkanascie lat [23].

Podejmujac powyzszy problem postawiono oryginalna hipoteze o zwigzku pomiedzy
ekspresja monocytarnych receptoréw przekazywania sygnaléw i odpornoscia komorkowa na
szczepionke BCG oceniana na podstawie nadwrazliwosci poznej na tuberkuline [publikacja A6].
Jako model do tych badan wybrano grupe zdrowych miodych osob, ktére w wieku niemowlecym i
szkolnym zostali poddani obowigzkowemu szczepieniu BCG i ktorzy nigdy nie chorowali na gruzlice.
Miernikiem rozwoju swoistej odpornosci komorkowej byta nadwrazliwos¢ pozna (DTH; ang. Delayed
type hypersensitivity) na tuberkuling (PPD; ang. Purified protein derivative) okreslana w skornym tescie
tuberkulinowym (TST), przed pobraniem krwi do badan monocytow. Nadwrazliwos¢ tuberkulinowa,

bedaca skutkiem intensywnej infiltracji skory przez monocyty oraz limfocyty T i B, inicjowana jest
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przez zlokalizowane w skérze limfocyty Thl rozpoznajgce wydzielnicze biatka zawarte w podawanym
$roédskornie preparacie PPD. Chociaz w pelni nie odzwierciedla ona stanu odpornos$ci na gruzlice jest
dowodem na rozwdj swoistej odpornosci komoérkowej na produkty mykobakterii, do ktorej dochodzi u
wigkszosci 0sob szczepionych BCG. Ponadto, test tuberkulinowy jest obecnie jedynym testem in vivo
pozwalajacym bada¢ reakcje na antygeny mykobakterii. W naszych wczesniejszych badaniach
stwierdzili$my, ze mtodzi ludzie, w wieku 18-30 lat, poddawani szczepieniom przeciwgruzliczym BCG
zgodnie z kalendarzem szczepien obowigzujacym w Polsce, roznig si¢ odpowiedzig skérng na
tuberkuline. Tylko nieco ponad 60% sposrod nich wykazuje dodatni test tuberkulinowy, podczas gdy
pozostali pozostajg tuberkulinoujemni. Zréznicowanej odpowiedzi ochotnikéw tuberkulinododatnich i
tuberkulinoujemnych na doskoérne wstrzyknigcie oczyszczonych biatek tuberkulinowych PPD
towarzyszyta roznica w ekspresji bltonowego receptora makrofagowego mCD14. Ekspresja tego
receptora byla znamiennie nizsza na monocytach ochotnikéw tuberkulinododatnich niz
tuberkulinoujemnych, izolowanych z wykorzystaniem adherentnych wtasciwosci tych komorek. Jednak
monocyty obu grup, izolowane z wuzyciem magnetycznych mikroczasteczek zwigzanych z
przeciwciatami przeciwko ludzkiemu CD14, wykazywaty podobng ekspresje mCD14. Doktadna analiza
wynikéw uwidocznila znaczenie metodyki uzyskiwania frakcji monocytarnej krwi w ocenie
wlasciwosci badanych komorek. Pozwolita przypuszczaé, ze podczas separacji magnetycznej mozliwa
byla utrata czg$ci komorek ze staba ekspresja mCD14. Zachecila roéwniez do dalszych badan roli
receptorow mCDI14 w reakcjach odpornosciowych na mykobakterie. Adherentne monocyty
wykazywaty nasilong ekspresje mCD14 w srodowisku PPD lub LPS E. coli, podczas gdy zywe pratki
M. bovis BCG nie powodowaly zmiany w ekspresji tego receptora. Podczas aktywacji
monocytéw/makrofagow receptor mCD14 tworzy kompleks sygnatowy z receptorem Toll-podobnym
(TLR)2. W odréznieniu od ekspresji receptora mCD14 nie zaobserwowano zadnej réznicy w ekspresji
czagsteczki TLR2 na §$wiezo izolowanych monocytach ochotnikow tuberkulinododatnich i
tuberkulinoujemnych [publikacja A6].

Komorki linii monocytarno-makrofagowej odgrywaja kluczowa rolg w rozwoju odpornosci
przeciwpratkowej. Oprocz aktywno$ci fagocytarnej 1 zdolnosci prezentowania mykobakteryjnych
antygenow limfocytom T reguluja one aktywnos$¢ wielu populacji komorek uktadu odpornosciowego
poprzez wydzielane cytokiny. Funkcjonalna wydajno$¢ makrofagdbw w zwalczaniu zakazen zalezy od
stopnia aktywacji tych komodrek. Makrofagi nie aktywowane cechuja si¢ ograniczong zdolnoscia
hamowania wzrostu pochtonietych pratkow, shuzac patogenom jako bezpieczna nisza zyciowa. Dopiero
w wyniku aktywacji, m.in przez wydzielany przez limfocyty T interferon-gamma (IFN-y), na skutek
nasilenia syntezy enzymow lizosomalnych, rodnikow tlenowych i mediatoréw procesu zapalnego, a
takze zwigkszenia ekspresji czasteczek MHC oraz licznych powierzchniowych adhezyn, makrofagi
nabywaja wzmozonej sity bdjczej umozliwiajacej im zabicie rozwijajacych si¢ wewngtrzkomorkowo
bakterii. Interakcje monocytoéw/makrofagdw z pratkami inicjowane sg poprzez bogaty uktad

powierzchniowych receptorow rozpoznajacych okreslone struktury bakteryjne. Dostepna literatura na
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ten temat zostata poddana analizie z uwzglednieniem wynikéw dotychczasowych badan wiasnych i
innych prowadzonych w Zaktadzie Immunologii Komorkowej UL, w artykule pogladowym
[publikacja A11]. Charakter makrofagowego receptora/receptorow wiazacych mykobakteriowe
ligandy determinuje w najwyzszym stopniu uruchomienie wewnatrzkomorkowej kaskady sygnatowej
regulujacej rodzaj reakcji odpornosciowej gospodarza i jej natgzenie. Lepsze poznanie tych zalezno$ci
jest kluczowe w szukaniu odpowiedzi na pytanie o molekularne wyznaczniki przeciwpratkowej
odpornosci protekcyjnej lub przeciwnie odpowiedzi patologicznej, ktoéra prowadzi do zachorowania na
gruzlice. Kontynuujac badania roli makrofagowych receptorow przekazywania sygnaléow komorkowych
w interakcji z pratkami skupiono swoja uwage na blonowych i rozpuszczalnych receptorach mCD14 i
SsCD14, receptorze TLR2 oraz receptorze mannozowym CDZ206.

Receptor CD14, marker komorek linii monocytarno-makrofagowe;j, jest glikoproteing o masie
53-55 kDa, zwigzang z btong komoérkowa (mCD14, ang. membranous CD14) monocytéw/makrofagow
1 w mniejszym stopniu granulocytéw, oraz wystepujaca w formie rozpuszczalnej w surowicy i ptynach
ustrojowych (sCD14, ang. soluble CD14). Czasteczka CD14 rozpoznaje lipopolisacharyd (LPS) $ciany
komorkowej bakterii Gram-ujemnych oraz jego odpowiednik u pratkow — lipoarabinomannan (LAM),
a takze mykobakteryjne kwasy lipotejchojowe, odgrywajac wazna role¢ w ujawnianiu si¢ aktywnosci
biologicznej LAM w organizmie osob zakazonych M.th. Jako receptor pozbawiony domeny
transmembranowej mCD14 wchodzi w kooperacje z receptorami TLR2 i TLR4, co zwigksza repertuar
wigzanych ligandow. Receptory TLR2, o masie 90-100 kDa, wigza zarowno LAM, jak i lipomannan,
lipoproteing 19 kDa oraz fosfatydyloinozytolo-mannozydy M.th, wzbudzajac TLR2-zalezny stan
aktywnosci makrofagow. Glikoproteina CD206 to 162-kDa receptor, wystepujacy w formie
monomerycznej na komorkach monocytéw/makrofagéw, wchodzacy w interakcje z komponentami
cukrowymi zawierajacymi reszty mannozy, fukozy i N-acetyloglukozaminy, a takze posredniczacy w
przekazywaniu LAM do przedziatdéw endocytarnych zawierajacych czasteczki CD1b i prezentowaniu
kwaséw mykolowych 1 lipoglikanow limfocytom T y/6. Polaczenie receptorow PRR z ligandem
wyzwala wewnatrzkomérkows kaskade sygnatows przebiegajaca z udziatem molekut adaptorowych
MyD88 (ang. Myeloid differentiation factor 88) i TRIF (ang. TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-g), aktywujacych jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-xB (ang. Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), prowadzaca do indukcji produkcji prozapalnych cytokin (TNF-a,
IL-6, IL-1pB, IL-12). Uwalniana przez makrofagi IL-12 promuje rozwdj i réznicowanie si¢ limfocytow
pomocniczych CD4(+) Thl, produkujacych IFN-y i IL-2, dwie kluczowe cytokiny dla rozwoju
adaptacyjnej komorkowej odpowiedzi odporno$ciowej na antygeny pratkow, a takze nadwrazliwosci
poznej na tuberkuling wydzielang przez mykobakterie. Ostatecznie efektem koncowym,
zapoczatkowanego przez PRR szlaku sygnalizacyjnego jest mobilizacja komoérkowych mechanizmow
odpornosci wrodzonej i nabytej do walki z chorobotwoérczymi pratkami. W procesie tym istotng role
nalezy przypisa¢ adhezynie LFA-1 (ang. Lymphocyte function-associated antigen 1; CD11a/CD18),

ktora reguluje migracje leukocytow do ognisk zapalnych i infekcyjnych, oraz migdzykomorkowe
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interakcje, w tym interakcje aktywowanych makrofagow prezentujacych antygeny limfocytom.
Typujac receptory mCD14, sCD14, TLR2, CD206 i adhezyny LFA-1 jako molekularne tarcze
podjeto probe okreslenia wskaznikow charakteryzujacych stan zalamania odpornosci
przeciwpratkowej, ktéry moze sprzyja¢ reaktywacji latentnego zakazenia M.tb w aktywna
gruzlice [publikacja A3]. Badania porownawczymi objeto duza grupg 224 oséb charakteryzowang pod
wzgledem klinicznym oraz ekspozycji na zakazenie M.th. W badaniach uwzglgdniono dwie grupy
pacjentéw sklasyfikowanych na podstawie badan klinicznych prowadzonych przez wspoétpracujacych
pulmonologéw i wynikdéw trzykrotnie powtarzanego badania plwociny metodg hodowli. Jedng grupe
stanowili pacjenci z aktywna gruzlica ptuc (TB) i dodatnig hodowla M.th. Grupa odniesienia byta grupa
pacjentow hospitalizowanych z powodu ostrej niepratkowej infekcji pluc (NMLD, ang.
nonmycobacterial lung diseases), w plwocinie ktorych nie wykryto M.tb. W celu okreslenia
wytypowanych parametrow odporno$ciowych w stanie latentnego zakazenia M.tb, badaniami objeto
dwie grupy zdrowych ochotnikow, ktorzy nigdy nie chorowali na TB, ale pozostawali w zawodowym
(kontakty zawodowe) lub domowym (kontakty rodzinne) kontakcie z chorymi na aktywna TB. Grupa
kontrolng byta grupa oséb zdrowych, ktérzy nie wykazywali w wywiadzie kontaktu z chorujacymi na
TB. Analiza wynikow wykazata znamienne nasilenie ekspresji mCD14 na monocytach wylacznie
pacjentow z TB. Zgodnie z wczes$niejszym przypuszczeniem, zaobserwowano fenotypowe
zréznicowanie monocytow pod wzgledem ekspresji mCD14. Nasilong ekspresje mCD14 w grupie TB
potwierdzit znamiennie zawyzony $redni odsetek monocytéw o fenotypiemCD14"%" z silng ekspresja
receptora mCD14, o wartosci przewyzszajacej mediang powierzchniowej ekspresji mCD14 wyliczona
dla wszystkich ochotnikéw objetych badaniami. Zwigkszonej ekspresji mCD14 na monocytach
pacjentéw z TB towarzyszyto nasilenie ekspresji adhezyny LFA-1, ktére stwierdzono roéwniez w grupie
chorych z NMLD, jednak bez wspotwystepowania nadekspresji receptora mCD14. W kontrolnej grupie
0s0b zdrowych wykazano znamiennie nizsza monocytarng ekspresj¢ mCD14 niz w grupie TB oraz
znamiennie nizsza niz w grupach TB i NMLD ekspresj¢ integryny LFA-1. Udokumentowany,
jednoczesny wzrost ekspresji receptora mCD14 i LFA-1 na komoérkach monocytarnych krwi
obwodowej pacjentow z TB jest posSrednim dowodem zaangazowania tych molekul w reakcje
odporno$ciowe na zakazajace wirulentne pratki M.tb. Towarzyszaca wzmozonej ekspresji CD14
nasilona ekspresja LFA-1 moze sprzyja¢ migracji komorek prezentujacych pratkowe ligandy do ognisk
infekcyjnych oraz utatwia¢ im kontakt z efektorowymi limfocytami T. Biorac pod uwage doniesienia,
w ktorych wykazano, ze ludzkie prekursorowe komorki dendrytyczne z ekspresja CD14 wykazuja
silniejsza ekspresje integryny CD11b i nasilong adhezj¢ do $cian naczyn i innych leukocytow niz
komorki dendrytyczne nie posiadajace CD14, stwierdzona w badaniach nadekspresja mCD14 i LFA-1
moze odgrywaé kluczowe znaczenie w migracji tych komorek do tkanek objetych zakazeniem
gruzliczym. Rekrutowane monocyty wykazujac nasilong ekspresje mCD14 moga intensywniej
odpowiada¢ na rozne sygnaty aktywacji. Takim sygnatem moze by¢ wstrzyknigcie do skory PPD.

Podczas diagnozowania pacjentdow z TB wykonano u nich test tuberkulinowy. Stwierdzono, ze
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nadwrazliwo$¢ pozna na tuberkuling czyli wystepowanie stwardnienia skory o $rednicy nie mniejszej
niz 10 mm obserwowano $rednio u okoto 60% pacjentow z aktywna gruzlica pluc, a odsetek ten
znaczaco malat wraz z ich wiekiem [publikacja A3]. Brak skornej reaktywnosci na tuberkuling u
pacjentow z TB czesto tlumaczy si¢ immunosupresyjnym dziataniem wirulentnych M.tb. Jednak
obserwowany przez nas malejacy odsetek dodatnich testow tuberkulinowych w grupie najstarszych
pacjentow z TB pozwala na rozwazenie innej interpretacji uzyskiwanych wynikow. Spadek
reaktywnosci skornej na PPD mozna prawdopodobnie réwniez ttumaczy¢ stopniowym obnizaniem si¢
zdolno$ci rozwijania swoistych reakcji komoérkowych towarzyszacej procesowi starzenia si¢ organizmu.
Warto wspomnie¢, ze wigkszo$¢ pacjentow z TB objeta tymi badaniami przeszta szczepienia BCG w
dziecinstwie i wieku szkolnym, gdyz szczepienia takie sg obowigzkowe w Polsce od lat 50-tych XX
wieku. Biorac ten fakt pod uwage mozna by przypuszczaé, ze wyzszy odsetek tuberkulinoujemnych
pacjentdw w starszych grupach wiekowych w poréwnaniu do mtodszych chorych spowodowany byt
ostabieniem pami¢ci immunologicznej, co pozostaje w zgodzie ze zawyzona podatnoscia na TB osdb
Starszych. Z drugiej strony warto wspomnie¢, ze podobny, jak wsrdd pacjentéw z gruzlica, odsetek
ujemnych odczyndéw tuberkulinowych (40%) obserwowano w grupie zdrowych mtodych osob
szczepionych, nawet kilkakrotnie, przeciwgruzlicza szczepionka BCG [publikacja A6]. To
zasugerowato mozliwo$¢ genetycznego uwarunkowania rozwoju nadwrazliwo$ci typu poznego na
tuberkuling, ktorg oceniono w pracach Strapagiel i wsp., 2008 [publikacja A6] i Druszczynska i wsp.,
2009 [publikacja A5]. Ten profil badan scharakteryzowano w nastgpnym podrozdziale. W tym
miejscu nalezy podkresli¢ znaczenie zaobserwowanego wspolwystepowania nasilonej ekspresji
blonowej postaci receptora mCD14 z nadekspresja integryny LFA-1 na monocytach chorych z
TB, jako mozliwego, nowego biomarkera odpornosciowego aktywnej gruzlicy o potencjalnej
wartosci aplikacyjnej w szybkim diagnozowaniu pacjentéw, szczegoélnie tych, u ktorych zadng
dostepna laboratoryjna metoda diagnostyczng nie udaje si¢ potwierdzi¢ zakazenia M.th
[publikacja A3].

Receptor CD14 wystepuje w organizmie zardwno w formie zwigzanej z btona komorkows, jak i
w postaci rozpuszczalnej w surowicy i plynach ustrojowych (sCD14). Rownolegle z analizg
cytometryczng btonowej ekspresji receptora mCDI14 oceniono immunoenzymatycznie poziom
rozpuszczalnej formy tego receptora w surowicach osob chorujacych na gruzlice, chorych z niepratkowa
infekcja ptuc oraz zdrowych ochotnikow. O ile nasilong ekspresj¢ mCD14 obserwowano tylko u
pacjentow z aktywng TB, to znamienne podwyzszenie poziomu surowiczego sCD14 stwierdzono
zarowno w grupie chorych z TB, jak i pacjentow chorujacych na zapalenie ptuc o etiologii innej niz
pratkowa (NMLD). W grupach tych stwierdzono znamiennie wyzszy odsetek osob wyrdzniajacych sig
wysokim poziomem sCD14, przewyzszajacym wartos¢ mediany wyznaczonej dla wszystkich grup
objetych badaniami [publikacja A3]. Obserwacja taka pozostaje w zgodzie z klasyfikowaniem
czasteczki sCD14 jako biatka ostrej fazy, zdolnego ostabia¢ aktywacje i1 funkcje ludzkich limfocytow T

[29]. Podwyzszony poziom sCD14 w surowicach obserwowano rowniez u chorych na gruzlicg
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mieszkancow Kolumbii i Meksyku, a wyniki niektorych badan wskazywaty na pozytywna korelacje
pomiedzy wysokim stezeniem surowiczego sCD14 i zaostrzeniem zmian gruzliczych [33, 34]. Niektore
doniesienia wskazaty, ze podwyzszone surowicze stezenie sCD14 obserwowane w ostrym stadium
choroby ulega stopniowemu obnizeniu w miar¢ trwajacego leczenia przeciwpratkowego [33]. W
badaniach wlasnych nie stwierdzono, by poziom sCD14 korelowat ze stopniem zaawansowania zmian
gruzliczych w ptucach. Rozwazajac przydatno$s¢ uwzglednienia sCD14 jako biomarkera TB nalezy
pamigtacé, ze poziom tego biatka w surowicy wzrasta znaczaco w niektorych chorobach zakaznych i
niezakaznych, np. w brucelozie, chlamydiozach, infekcjach gronkowcowych, ale takze w chorobie
Crohn’a lub toczniu rumieniowatym uktadowym [3, 13, 17, 19, 36]. Sugeruje si¢, ze podwyzszony
poziom sCD14 w chorobach zapalnych jest prawdopodobnie skutkiem  aktywacji
monocytow/makrofagow prowadzacej do nasilonego ,zrzucania” (ang. shedding) zwigzanych z
powierzchniag komorek receptorow mCD14, odzwierciedlajac potrzebe usuwania z krazenia takich
stymulatorow zapalenia jak LAM pratkéw, czy tez inne antygeny chorobotworczych bakterii [12].
Zrédtem sCD14 moga byé rowniez komorki $rodblonka lub hepatocyty odpowiadajace na czynniki
infekcyjne nasilong produkcja sCD14, czym mozna tlumaczy¢ obserwowany w grupie z ostra
niepratkowa infekcja pluc podwyzszony surowiczy poziom rozpuszczalnego CD14 bez towarzyszacej
mu wzmozonej ekspresji formy blonowej tego biatka (mCD14), ktéra obserwowano tylko na
monocytach chorych z aktywng gruzlica. Uwzglednienie w naszych badaniach obu grup chorych z TB
i NMLD, zaleca ostrozno$¢ w wykorzystywaniu podwyzszonego stezenia sCD14, jako wskaznika
aktywnego procesu gruzliczego. Jednak parametr taki moze stanowi¢ element pomocniczy w
identyfikowaniu pacjentéw z TB, u ktorych stwierdza si¢ nadekspresj¢ monocytarnych mCD14 i LFA-
1 [publikacja A3]. Efekt dziatania makrofagow w zakazeniach mykobakteryjnych determinowany jest
stanem ich aktywacji, nabywanej w wyniku kaskadowej reakcji sygnatowej inicjowanej migdzy innymi
przez interakcje receptorow mCD14 z heterodimerami TLR2/TLR1. Jednak nadekspresji
monocytarnego mCD14 u pacjentow z TB nie towarzyszyt wzrost ekspresji TLR2, ktéra pozostawala
na poziomie podobnym do stwierdzanej w grupie pacjentéw z NMLD i zdrowych ochotnikéw. Podobnie
ekspresja mannozowego receptora CD206, dyskutowanego w kontekscie przenikania pratkow gruzlicy
do makrofagow, byta podobna na monocytach pacjentow z TB, NMLD i zdrowych ochotnikow.
Przeprowadzone badania pozwolily konkludowaé, Zze zalamanie odpornos$ci przeciwpratkowej
sprzyjajacej reaktywacji latentnego zakazenia M.tb do aktywnej gruzlicy moze przynajmniej w
czesci by¢ spowodowane nadreaktywnos$cig prozapalna makrofagéw wyrazajacq sie niezalezna od
TLR2 nadekspresja receptorow mCD14 i sCD14 oraz integryny LFA-1 regulujacej
miedzykomorkowe interakcje leukocytéw oraz ich wewnatrzustrojowa migracje [publikacja A3].

W celu dalszego uwiarygodnienia wykazanej nadekspresji receptorow mCD14 i sCD14 oraz
nadprodukcji integryny LFA-1 jako wskaznikéw aktywnej gruzlicy, do badan wiaczono ochotnikéw
zdrowych z podwyzszona ekspozycja na pratki gruzlicy, pozostajacych w zawodowym lub rodzinnym

kontakcie z chorujacymi na gruzlice. Umozliwilo to zbadanie czy wytypowane wskazniki moga
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odnosi¢ si¢ do stanu latentnego zakazenia M.tb. Stan zakazenia pratkami M.tb identyfikowano na
podstawie wyniku testu interferonowego QuantiFERON®-TB Gold In Tube (Cellestis Limited,
Australia). Wykonanie tego testu u eksponowanych na pratki gruzlicy zdrowych osob z kontaktu z TB
wykazato wystepowanie LTBI u wysokiego odsetka ochotnikow, 44% i 27%, odpowiednio z zawodowa
i domowg ekspozycja na pratki, znacznie przekraczajacego wartosci uzyskiwane dla osob nie
zglaszajacych kontaktu z chorymi na TB, zdrowych (13%) lub z NMLD (14%). Analiza wynikéw
obrazujacych ekspresje receptorow mCD14, LFA-1 i TLR2 na monocytach oraz stezenie SCD14
w surowicach zdrowych oséb z utajonym zakazeniem pratkami gruzlicy oraz bez takiej infekcji
nie wykazala znamiennych miedzygrupowych réznic. To wzmocnilo nasza opini¢ o tym, zZe
jednoczesna nadekspresja monocytarnych receptorow mCD14, LFA-1 oraz surowiczego sCD14
okresla stan zalamania odpornosci przeciwpratkowej u chorych z aktywna gruzlica i moze mieé
warto$¢ diagnostyczng w wykrywaniu TB oraz monitorowaniu oséb z latentnym zakazeniem
gruzliczym zagrozonych rozwojem aktywnej postaci tej choroby [publikacja A3]. O ile nie
stwierdziliSmy roznicy w ekspresji monocytarnego LFA-1 w grupach zdrowych kontaktow
zawodowych lub rodzinnych, z i bez latentnego zakazenia M.tb, to $rednia ekspresja tej integryny na
monocytach zdrowych 0so6b pozostajacych w kontaktach z pacjentami z aktywna TB byla znamiennie
wyzsza niz ekspresja LFA-1 na monocytach zdrowych 0séb spoza kontaktow z TB. Konfrontujgc ten
wynik z wczesniej dyskutowang nadekspresjag LFA-1 na monocytach pacjentow z ostrg niepratkowsa
infekcja ptuc mozna przypuszczaé, ze nadekspresja integryny na monocytach zawodowych i rodzinnych
kontaktow z TB byla wywotana zawyzong ekspozycja na zakazenie M.tb. Ten problem podjeto w
pbdzniejszej pracy dyskutowanej ponizej [publikacja Al].

Wyniki uzyskane w zakresie badan dotyczacych ekspresji wybranych molekut na komorkach
zdrowych os6b immunizowanych przeciwgruzlicza szczepionka BCG i pacjentéw z aktywng gruzlica
zaprezentowano réwniez w postaci doniesien plakatowych i ustnych na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych [doniesienia 19, 22, 24, 25, 26, 29, 49, 55].

Za najwazniejsze wyniki zrealizowanych w tej czesci badan nalezy uznag¢:

1) wykazanie, ze zalamanie odpornosci przeciwpratkowej sprzyjajacej reaktywacji latentnego
zakazenia M.tb do aktywnej gruzlicy moze przynajmniej w czeSci by¢é spowodowane
nadreaktywnoS$cia prozapalna makrofagéw wyrazajacq sie niezalezng od TLR2 nadekspresja
blonowych (mCD14) i rozpuszczalnych (sCD14) receptorow przekazywania sygnalow
komorkowych oraz integryny LFA-1 regulujacej miedzykomorkowe interakcje leukocytéw
oraz ich wewnatrzustrojowq migracje,

2) wskazanie jednoczesnej ekspresji blonowego receptora mCD14 i adhezyny LFA-1 na
monocytach krwi obwodowej jako nowego odpornosciowego biomarkera aktywnej gruzlicy o
potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym w diagnozowaniu pacjentéw, w tym tych ze
skapopratkowa postacia tej choroby,
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3) wykazanie znaczenia metody zageszczania zawiesiny leukocytow krwi obwodowej w
monocyty dla ekspresji makrofagowego receptora mCD14,

4) postulowanie mozliwej roli blonowego receptora mCD14 w rozwoju nadwrazliwos$ci poznej
na tuberkuline, niezaleznej od interakcji makrofagéow z zywymi pratkami M. bovis BCG

1.4. Genetyczne wyznaczniki statusu odpornosciowego u chorych na gruzlice i zdrowych oséb
poddawanych przeciwgruzliczym szczepieniom BCG

Analiza danych epidemiologicznych wskazujaca na populacyjne zréznicowanie podatnosci na
gruzlice stata si¢ impulsem do podjecia badan zwigzanych z wyznaczeniem molekularnych parametrow
osobniczej podatnosci na chorobotworcze dziatanie pratkéw gruzlicy. Statystyki WHO jednoznacznie
dowodza, ze sposrod okoto 1/3 zakazonych pratkami M.tb ludzi na $wiecie na gruzlice zapada nie wigcej
niz 5-10% tej populacji [23]. Pewien odsetek ludzi poddanych ekspozycji na M.tb, pozostaje wolny od
zakazenia, gtownie dzieki wysokiej efektywnosci mechanizméw odpornosci wrodzonej [9, 26]. U
przewazajacej wigkszosci 0sob przechodzgcych pierwotng infekcje M.tb, mechanizmy te sa
niewystarczajgce 1 wymagaja wsparcia przez reakcje komoérkowej odpowiedzi adaptacyjne;.
Wyksztatlcona odpowiedz komoérkowa oparta o wspotdziatanie zaktywowanych makrofagow,
wyspecjalizowanych klonéw limfocytow T, komoérek NK oraz wydzielanych przez nie cytokin
powstrzymuje rozwoj M.th, ale nie gwarantuje catkowitej eliminacji pratkow z ustroju. U niskiego
odsetka (<10%) osob zakazonych M.tb pierwotna infekcja przechodzi natychmiast lub w ciggu
pierwszych dwoch lat od zakazenia w gruzlice aktywng. Status immunologiczny pozostatych (90%)
zakazonych os6b zapewnia protekcje przeciwgruzliczg ustanawiajac stan uspionego zakazenia M.tb,
ktére u okoto 5-10% o0sdb moze rozwingé sie w aktywna gruzlicg na skutek ostabienia mechanizmow
odpornoéci protekcyjnej i rozwoju reakcji patologicznych [7]. Wobec niezwyktej ztozonosci reakcji
odpornosciowych wzbudzanych przez pratki gruzlicy zrozumiale wydaje si¢, ze W zroznicowany
przebieg zakazenia tymi bakteriami mogg by¢ zaangazowane liczne geny, wérod ktorych kluczowa role
odgrywaja te, ktorych produkty regulujg interakcje M.tb z komorkami uktadu odpornosciowego. Do
takich naleza czasteczki warunkujace aktywnos$¢ biologiczng makrofagow i limfocytéw T, w tym
receptory PRR, cytokiny lub wiazace je receptory, rozpuszczalne lub transmembranowe lektyny typu
C, biatkowe transportery jonowe czy czasteczki uktadu MHC, ktore przedstawiono w artykule
przegladowym [publikacja A8].

Po powrocie ze stazu naukowego w Department of Medical Microbiology Uniwersytetu w Oulu
(Finlandia) w zespole badawczym dr Riitty Karttunen (pazdziernik/listopad 2003r) rozwingtam nowy
kierunek badan nad polimorfizmem genow istotnych w odpornosci przeciwzakaznej oceniajac
wystepowanie zalezno$ci pomiedzy zachorowalno$cig na gruzlice w populacji polskiej kaukaskiej a
polimorfizmami typu SNP (ang. Single nucleotide polymorphism) genéw kodujacych: makrofagowe
receptory CD14 (cd14/-159C/T), TLR2 (R677W, R753Q), TLR4 (D299G, T399l), surowiczg lektyng
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wigzgcg mannoze — MBL (ang. Mannose binding lectin; kodony 52, 54, 57) oraz biatko transportowe
fagosomoéw SLC11A1 (ang. Solute carrier protein 11 member 1; INT4-469G/C). Monocytarno-
makrofagowy receptor CD14 kodowany jest przez gen cd14 zlokalizowany na chromosomie 5 (5g31.1).
U ludzi do$¢ czesto notuje si¢ wystepowanie polimorfizmu tego genu w pozycji -159 od miejsca startu
transkrypcji, umiejscowionym w regionie promotora bogatym w pary GC [24]. Mutacja punktowa
polegajaca na zamianie C na T (cd14/-159C/T; rs2569190) moze prowadzi¢ do zmian w aktywnosci
transkrypcyjnej genu cd14 na skutek interakcji z czynnikami transkrypcyjnymi Spl-Sp4 [4, 41].
Zdaniem wielu badaczy regulacja transkrypcji alleli genu cdl4 zwigzana jest ze zmianami w
efektywnosci interakcji DNA/biatko i wzajemnym stosunku czynnikéw transkrypcyjnych Sp -
(Sp3):(Spl + Sp2)]. Jak wykazano, aktywnos¢ transkrypcyjna allelu T byta nasilona w komoérkach linii
monocytarnej z niska ekspresja czynnika transkrypcyjnego Sp3 [41]. Analiza polimorfizmu genu cd14/-
159C/T wykazata, ze mutacja ta jest bardzo rozpowszechniona w polskiej populacji kaukaskiej
[publikacja A7]. Nosicielstwo zmutowanej wersji genu, badz to w formie heterozygotycznej C/T, badz
w formie homozygotycznej T/T obserwowano u 61% pacjentow chorujacych na gruzlice i 69%
zdrowych ochotnikow. Czestos¢ ta pozostaje w zgodzie z innymi doniesieniami, w ktoérych warianty z
mutacja regionu promotora genu cd14 w pozycji —159 C/T stwierdzono u okoto 70% ludzi rasy bialej
[4, 33]. Przeprowadzone badania nie wykazaly wystepowania zalezno$ci miedzy polimorfizmem
cd14/-159C/T i zachorowalnoscia na TB. Podobnie nie stwierdzono zalezno$ci pomig¢dzy tym
polimorfizmem i zawyzong koncentracja rozpuszczalnego receptora sCD14 stwierdzang u chorych z
aktywng gruzlica [publikacja A5]. Zwiazku polimorfizmu cd14/-159C/T ze stezeniem sCD14 w
surowicy oraz ekspresjg mCDI14 na S$wiezo izolowanych monocytach krwi obwodowej nie
obserwowano rowniez w badaniach prowadzonych mtodych, zdrowych, szczepionych BCG ochotnikow
[publikacja A6]. Obserwacje te pozostajg w zgodzie z wynikami innych autorow, w ktorych réwniez
nie potwierdzono wystepowania takiej zaleznosci [17, 33, 34], z drugiej jednak strony sg w sprzecznosci
z doniesieniami, w ktorych polimorfizm ¢d14/-159C/T byl zwigzany z silniejsza transkrypcja tego genu
badanego na poziomie mRNA [24, 25], warunkujacg wyzsze stezenie sCD14 w surowicy [4, 21, 22].
Poszukujac kandydata genu pozostajagcego w korelacji z zachorowaniem na TB zbadano
polimorfizm INT4-469G/C genu slc11Al (rs 3731865), bedacy homologiem genu nramp-1 (ang. natural
resistance associated macrophage protein-1) warunkujgcego odporno$¢ myszy na zakazenie
Salmonella typhimurium, Leishmania donovani i M. bovis BCG [30]. Biatko SLC11A1, kodowane przez
gen na chromosomie 2 (2935), petni role pompy jonowej transportujacej jony zelaza do wnetrza
komorek fagosomow. Zwiazek pomigdzy podatnoscia na gruzlicg a zmiennoscia tego genu stwierdzono
w badaniach kanadyjskich aborygendéw, mieszkancéw Gambii i Brazylii, natomiast prace prowadzone
w Danii nie potwierdzity wystepowania takiej zaleznosci [6, 16, 39].W badanej kaukaskiej populacji
polskiej dystrybucja poszczegélnych genotypéw i alleli wsrod chorujacych na TB i 0séb zdrowych
byla niemal identyczna, co wskazalo na brak wptywu polimorfizmu INT4-469G/C genu slc11Al

na podatnos$¢ na gruzlice [publikacja A7]
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Bioragc pod uwage dane literaturowe wskazujace na mozliwy zwigzek pomiedzy podatnoscig na
gruzlice a zmiennos$cig genéw kodujagcych, rozpoznajace liczne ligandy pratkowe, receptory Toll-
podobne, TLR2, TLR4 , w badaniach oceniono czgstos¢ wystgpowania mutacji w dwoch pozycjach
genu tlr2 - R677W (rs5743708) i R753Q (rs121917864) oraz tlr4 - D299G (rs4986790) i T399I
(rs4986791) prowadzacych do zmiany sekwencji aminokwasowej kodowanych biatek [publikacja A5].
Uzyskane wyniki nie wykazaly znamiennej roli polimorfizméw genéw TLR2 i TLR4 w
patogenezie gruzlicy w badanej kaukaskiej populacji Polakéw. Mutacje D299G, T399I oraz R753Q
obserwowano zaledwie u okoto 11% oso6b, niezaleznie od grupy poddawanej analizie. W$rod objetych
badaniami os6b nie wykazano wystgpowania mutacji R677W, co pozostaje w zgodzie z danymi
wskazujacymi, ze mutacja ta nie jest spotykana u osob z rasy biatej [42].

Analizujac dystrybucje genu mbl-2, kodujacego surowicza opsoning wigzacg mannoz¢ -MBL,
stwierdzono znaczne, prawie 40%, rozpowszechnienie wariantow allelicznych B (kodon 54,rs1800450),
C (kodon 57; rs1800451) i D (kodon 52,rs5030737)w badanej polskiej populacji kaukaskiej [publikacja
AT7]. W badaniach nie wykazano wplywu wariantow mbl-2 na podatnos¢ na zachorowanie na
gruzlice, ale potwierdzono opisywany w literaturze znaczacy spadek zawartosci tego biatka w
surowicach nosicieli mutacji. Jednocze$nie zaobserwowano znamiennie podwyzszony poziom MBL
u chorych na gruzlice z kazdym wariantem allelicznym genu mbl-2 w poréwnaniu do poziomu tej
lektyny w surowicach grupy kontrolnej. Rozpatrujac makrofagi jako nisze zyciowa M.tb mozna sadzic,
ze wzrost zawarto$ci MBL obserwowany w gruzlicy moze by¢, przynajmniej teoretycznie, korzystny
dla bakterii, bowiem lektyna ta wigzac si¢ poprzez receptor mannozowy moze utatwia¢ im kontakt i
wnikanie do makrofagow. Sugestia ta pozostaje jednak w sprzeczno$ci z obserwowanym brakiem
zalezno$ci pomigdzy mutacjami genu mbl-2, prowadzacymi do znamiennego obnizenia surowiczego
poziomu MBL, i podatnoscig na gruzlicg. Osobnicze zrdéznicowanie surowiczego poziomu MBL
uniemozliwia wykorzystanie wzrostu stezenia tej lektyny jako markera aktywnej gruzlicy.

Jak wykazaly uzyskane wyniki, zaden z wytypowanych polimorfizméw genetycznych nie
pozostawal w zwiazku ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na gruzlice w kaukaskiej
populacji polskiej, nie stwierdzono bowiem zadnych miedzygrupowych réznic w dystrybucji
poszczegolnych alleli i genotypow. Takie dane z jednej strony zyskuja potwierdzenie w wynikach
wielu badaczy [1, 8, 27, 33, 43], z drugiej jednak strony kontrastujg z doniesieniami wskazujacymi na
udzial wymienionych mutacji w ksztattowaniu zwigkszonej podatnosci na zakazenie M.tb [5, 14, 31,
34]. Sprzeczne wyniki dotyczace roli poszczegolnych genéw w determinowaniu zachorowalnosci na
gruzlice mozna thumaczy¢ populacyjnym i rasowym zrdéznicowaniem podatnosci na chorobotworcze
dziatanie pratkow, roznym narazeniem osobniczym na kontakt z M.tb i/lub pratkami srodowiskowymi,
a takze odmienng wirulencja lokalnie wystepujacych wirulentnych szczepow pratkow.

Zrozumienie zréznicowanej podatnosci ludzi na chorobotworcze dzialanie pratkéw gruzlicy
moze utatwi¢ poznanie determinantéw odpowiedzi komérkowej na atenuowane pratki M. bovis BCG

stosowane w obowigzkowych szczepieniach przeciwgruzliczych. Jak juz wcze$niej wspomniano,
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nadwrazliwo$¢ p6zna na PPD wykazywato tylko okoto 60% szczepionych profilaktycznie szczepionka
BCG zdrowych mtodych osob nigdy nie chorujacych na gruzlice, co sugeruje genetyczne podtoze
rozwoju takiej reakcji. W kontekscie tuberkulinowej nadwrazliwosci typu poznego zbadano
polimorfizm genéw zaangazowanych w regulacje aktywnosci pratkobdjczej makrofagéw
kodujacych receptory TLR2 (R677W, R753Q) oraz TLR4 (D299G, T3991), nie wykazujac zadnych
znamiennych réznic w dystrybucji polimorfizméow genéw kodujacych te czasteczki wsrod osob z
dodatnim i ujemnym odczynem tuberkulinowym [publikacja A6]. Mutacje w zakresie
polimorfizmow D299G oraz T3991 obserwowano u 13% o0s6b tuberkulinoujemnych i 5%
tuberkulinododatnich, natomiast nosicielami mutacji R753Q byto odpowiednio 3% i 6% ochotnikéw z
ujemng i dodatnig reakcja na PPD. Podobnie jak w grupie oso6b badanej w kontekscie zachorowalnosci
na gruzlicg, zaden z badanych ochotnikow nie posiadat mutacji w genie R677W.

Wyniki w zakresie badania genetycznego uwarunkowania zachorowalno$ci na gruzlice
zaprezentowano w postaci doniesien plakatowych i1 ustnych na konferencjach krajowych i

migdzynarodowych [doniesienia 12, 13, 18, 21, 36, 38, 44, 46, 48, 54, 56, 59].

Za najwazniejsze wyniki zrealizowanych w tej czeSci badan nalezy uznac¢:

1) wskazanie, Ze badane polimorfizmy genow kodujacych makrofagowe receptory CD14 (cd14/-
159C/T), TLR2 (Arg677Trp, Arg753GIn) i TLR4 (Asp299Gly, Thr399lle), a takze genu
slc11al(INT4-469G/C)oraz mbl-2(kodony 52, 54, 57) nie moga by¢ uznane za wyznaczniki
podwyzszonego ryzyka zachorowania na gruzlice w kaukaskiej populacji polskiej

2) wykazanie braku roznicy w dystrybucji polimorfizméw genéw kodujacych makrofagowe
receptory TLR2 i TLR4 w grupach tuberkulinoujemnych i tuberkulinododatnich ochotnikéw,
immunizowanych w dziecinstwie szczepionka BCG.

1.5. Przydatnos$¢ jakoS$ciowego i iloSciowego oznaczania markeréw odpowiedzi adaptacyjnej na
antygeny M. tuberculosis w diagnozowaniu pacjentow z aktywng gruzlica ptuc oraz zdrowych oséb
Z pozostajacych z nimi w domowym lub zawodowym kontakcie

Interakcja M.tb z uktadem odpornosciowym cztowieka jest procesem ztozonym, obejmujacym
kaskadowe reakcje zachodzace w pratkach oraz w komoérkach i tkankach gospodarza. Przebieg tych
interakcji determinuje, czy ustali si¢ stan rownowagi pomigdzy pratkami i uktadem obronnym
cztowieka, w ktorym ostabione metabolicznie bakterie wywotaja tylko stan latentnej infekcji gruzliczej,
czy wprost przeciwnie mato wydajne mechanizmy obronne gospodarza pozwola na aktywacje
metabolizmu pratkéw i ich rozwdj prowadzacy do destrukceji tkanek charakteryzujacy aktywna gruzlice.
Pierwotne zakazenie pratkami M.tb nastepuje zazwyczaj na drodze inhalacyjnej. Bakterie znajdujace sie
w drobnych kroplach aerozolu wydzielanego przez pratkujacych chorych wnikaja do uktadu
oddechowego i po omini¢ciu nabtonka rzgskowego przedostaja si¢ do dolnych drog oddechowych. Tam,
w pecherzykach plucnych, wychwytywane sa przez makrofagi alweolarne, ktore u wigkszo$ci

ulegajacych pierwotnemu zakazeniu osob hie sg wystarczajaco aktywne, aby wytrzebi¢ zakazajgce
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pratki. Zywe, wirulentne bakterie namnazaja sie wewnatrz komérek makrofagow, ktore staja si¢ dla nich
niszg zyciowg umozliwiajgc im unikanie mechanizméw humoralnych wrodzonej odpornosci nieswoistej
[35]. W 2-3 tygodniu od zakazenia nastgpuje rozwoj swoistej odpornosci komérkowej nabytej, podczas
ktorej grasiczozalezne limfocyty T CD4* i CD8"r6znicuja si¢ w komorki T efektorowe, ktore rozpoznaja
antygeny mykobakterii prezentowane przez komorki dendrytyczne w kontekscie antygendw gtownego
uktadu zgodnosci tkankowej MHC (ang. major histocompatibility complex), odpowiednio klasy Il I.
Efektem tego pobudzenia jest wydzielanie przez limfocyty IFN-y, cytokiny, ktora, prowadzac do
wzmozonej produkcji aktywnych form tlenu ROI (ang. Reactive oxygen intermediates) i azotu RNI (ang.
Reactive nitrogen intermediates), nasila aktywnos$¢ pratkobdjcza makrofagow [35]. Makrofagi
zaktywowane przez IFN-y, wspotdziatajacy z produkowanym czynnikiem martwicy nowotworow TNF-
o (ang. tumor necrosis factor-alpha), staja si¢ zdolne do zabicia i strawienia pochtonigtych pratkow i
powstrzymania rozwijajacej si¢ infekcji. Z diugotrwatym przezywaniem pratkéw w makrofagach
cechujacych sie staba sitg bdjcza i nieustanng stymulacja komorek odpornosciowych antygenami
rozwijajacych si¢ bakterii wigze si¢ rozwoj ziarniny gruzliczej (fac. granuloma), ograniczajacej ognisko
zapalne od zdrowej tkanki. Nadmierne nasilenie wzbudzonej przez antygeny mykobakterii lokalnej
odpowiedzi zapalnej moze prowadzi¢ do powstawania ognisk martwiczych w postaci jam i ubytkéw w
tkance ptlucnej. Skuteczne powstrzymywanie rozwoju infekcji przez mechanizmy odpornosci
komoérkowej doprowadza do powolnego wygasania, otoczonego przez wysycony jonami wapnia wat
tkanki tacznej, ogniska gruzliczego, w ktorym wirulentne komorki pratkow przebywajg latami w stanie
zredukowanego metabolizmu. Taki stan réwnowagi pomiedzy ulegajacymi latencji pratkami a
odpornoscig makroorganizmu utrzymuje si¢ u 90-95% zakazonych. U pozostatych 5-10% dochodzi do
reaktywacji uspionego zakazenia i rozwoju aktywnej gruzlicy, przy czym czg¢sto$¢ tego procesu wzrasta
wraz z wiekiem oraz na skutek wystgpienia immunosupresji. W puli krazacych limfocytow T osob z
latentnym zakazeniem M.tb znajduja si¢ limfocyty pamigci, ktore rozpoznaja mykobakteryjne antygeny
— CFP-10 (ang. Culture filtrate protein-10), ESAT-6 (ang. Early secreted antigenic target-6) oraz TB
7.7 (p4), odpowiadajac natychmiastowa produkcja cytokin, w tym IFN-y. Antygeny CFP-10 i ESAT-6
M.tb, kodowane przez, utracony przez atenuowany szczep M. bovis BCG, region réznicowania RD1
(ang. Region of difference 1), pozwalaja roznicowa¢ odpowiedz cytokinowa na pratki szczepionkowe i
wirulentne. Zdolnos¢ produkcji tej cytokiny wykorzystywana jest w diagnostycznych testach
interferonowych in vitro zwanych IGRA (ang. Interferon-gamma release assay), zaaprobowanych do
diagnostyki aktywnych i latentnych infekcji M.tb. Na rynku dostepne sg dwa komercyjne zestawy IGRA
— QuantiFERON® Gold In Tube (Cellestis Limited, Australia) oraz T-SPOT.TB (Oxford Immunotec,
Anglia), roéznigce si¢ technika wykonania. W pierwszym z nich poziom IFN-y mierzony jest
immunoenzymatycznie, drugi zestaw to test typu ELISpot oceniajacy liczbe limfocytow

odpowiadajacych produkuja tej cytokiny [publikacja A10].
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Weryfikacj¢ przydatnosci testu interferonowego QuantiFERON® Gold In Tube jako narzgdzia
wspomagajacego diagnozowanie aktywnej gruzlicy w badaniach wtasnych wykonano w grupie 80
pacjentéw z czynng gruzlica ptuc, w tym u chorych, w plwaocinie ktorych wykryto obecnos¢ pratkow
gruzlicy, oraz u takich u ktorych klasycznymi metodami mikrobiologicznymi nie udato si¢ wykry¢
pratkow gruzlicy, ktorzy zostali zdiagnozowani wylacznie na podstawie objawow, obrazu
rentgenowskiego ptuc oraz efektow terapii przeciwpratkowej [publikacja A2]. Oprocz standardowe;j
diagnostyki mikrobiologicznej u wszystkich pacjentow wykonano réwniez skorny test tuberkulinowy
(TST), oceniajacy rozwo6j nadwrazliwosci typu poznego na PPD. Uzyskane w badaniach wyniki
poddano analizie jako$ciowej zgodnie z instrukcja zestawu zatgczong przez producenta, oraz dodatkowo
analizie ilosciowej, wykorzystujac metod¢ krzywej ROC do wyznaczenia wartosci cut-off testu.
Zardwno wsrdd chorych z TB potwierdzona, jak i niepotwierdzong bakteriologicznie stwierdzono
podobny odsetek (okoto 40%) negatywnych wynikow testu interferonowego i tuberkulinowego, ktory,
w przypadku testu tuberkulinowego, znaczaco wzrastal wraz z wiekiem badanych chorych.
Zaobserwowang anergi¢ mozna tlumaczy¢ obnizonym odsetkiem, zdolnych do produkcji IFN-y,
uczulonych limfocytow T we krwi obwodowej, ktore migruja do miejsca toczacego si¢ w ptucach
procesu zapalnego. Podobny w obu grupach byt rowniez $redni poziom tej cytokiny wykrywany w
hodowlach pelnej krwi stymulowanej specyficznymi antygenami M.th. Zgodno$¢ obu testow, IGRA i
TST, oceniong na podstawie wspotczynnika kappa jako dobra, wykazano u ponad 70% badanych
chorych. Wyniki takie wskazuja na zawodnos¢ testu IGRA w wykrywaniu aktywnego zakazenia
M.tb i nie pozwalaja uzna¢ metody opartej na pomiarze IFN-y jako wystarczajacej do wylacznego
diagnozowania gruzlicy pluc, w tym réwniez jej postaci skapopratkowej. Rownie zawodna wydaje
si¢ by¢ diagnostyka oparta o zastosowanie dwoch testow, tuberkulinowego i interferonowego
jednoczesnie, ktore zatem nie ulatwiaja w sposéb oczekiwany diagnozowania gruzlicy
skapopratkowej i jednoczesnie nie zwalniaja z obowigzku wykonania klasycznych badan
diagnozowania gruzlicy, ktéra pozostaje zlotym standardem w wykrywaniu chorych z aktywna
gruzlica [publikacja A2].

Powazne utrudnienie w zwalczaniu gruzlicy stanowi zasieg zakazen latentnych M.th, ktore
wystepuja u okoto 2 miliardéw ludzi. Dla rozwiazania tego problemu konieczne sg wiarygodne testy do
wykrywania latentnej TB i sposoby monitorowania stanéw wyprzedzajacych konwersje do aktywnej
choroby gruzliczej. Obecnie, testy IGRA stanowig narzgdzie diagnostyczne do wykrywania latentnych
zakazen pratkami gruzlicy. Jednak do tej pory nie opracowano zadnych testow referencyjnych
weryfikujacych trafno$¢ diagnostyczng testow interferonowych. Podejmujac wskazany problem
wykonano test QuantiFERON® Gold In Tube w trzech grupach nigdy nie chorujacych na TB zdrowych
0s0b zamieszkujacych L.6dz i wojewodztwo todzkie: grupie wieloletnich pracownikéw oddziatow
gruzliczych (kontakty zawodowe), cztonkdéw rodzin pacjentéw ze Swiezo wykrywang aktywng gruzlica
ptuc (kontakty domowe) oraz oséb, ktore w wywiadzie nie wskazywaly zawyzonej ekspozycji na

zakazenie pratkami gruzlicy (grupa kontrolna). Czesto$¢ dodatnich testéw IGRA $§wiadczacych o
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latentnym zakazeniu M.tb w grupie kontrolnej (13%) byta znamiennie nizsza niz w grupie kontaktow
domowych (27%) oraz grupie kontaktow zawodowych (44%). Trafno$¢ schematu potwierdzito
wystapienie takiego samego procentu (13%) osob IGRA-dodatnich wérdd nie majacych kontaktu z
chorymi na TB pacjentéw z ostrymi niepratkowymi infekcjami ptuc [publikacja A2]. Podobny procent
latentnych zakazen M.th stwierdzano wéréd zdrowych mieszkancéw Niemiec. Natomiast alarmujgco
wysoki jest odsetek (44%) dodatnich testow IGRA u pracownikow oddziatdéw gruzliczych, znacznie
wyzszy niz stwierdzany w Niemczech (10%) lub we Francji (19%) [28, 44]. Czgstsze wystgpowanie
utajonych infekcji M.th wsrod dhugoletnich pracownikow opieki medycznej rekrutowanych z oddziatow
szpitalnych i poradni leczenia gruzlicy niz u kontaktéw domowych wskazuje na znaczenie czasu
ekspozycji na pratki dla utrwalenia si¢ zakazenia gruzliczego. Natomiast znacznie wyzszy odsetek
(27%) o0sob z latentnym zakazeniem M.tb wsréd domownikow pratkujacych pacjentow z aktywna
gruzlicg ptuc niz w grupie kontrolnej (13%) jest waznym sygnatem $wiadczacym o koniecznosci
szybkiej identyfikacji chorych z aktywna gruzlicg i wykonywania testu IGRA u o0s6b pozostajacych z
nimi w kontakcie, ktorzy po zakazeniu M.th zwigkszajg rezerwuar pratkow gruzlicy i ktorzy w stanie
zagrozenia ostabieniem sprawnos$ci uktadu obronnego moga z duzym prawdopodobienstwem
zachorowac na aktywna gruzlice.

Walke z gruzlicg utrudnia przetrwaty charakter tego schorzenia. Dlatego w celu zweryfikowania
przydatnosci testu IGRA — QuantiFERON® Gold In Tube do oceny rozprzestrzeniania si¢ zakazen
M.tb w sytuacji podwyzszonego ryzyka ich wystgpowania, u losowo wybranych przedstawicieli grupy
kontaktow zawodowych, grupy kontaktéw domowych i grupy kontrolnej, badanych w roku 2011,
powtdrnie wykonano test IGRA w roku 2013. Badania te wykazaly znaczne zmiany w czgstosci
wystepowania utajonych zakazen pratkami [publikacja Al]. W roku 2011 latentne zakazenie M.th
wykryto u 33% zdrowych domownikow pratkujacych pacjentow, 55% pracownikow szpitala i
przychodni leczenia gruzlicy i zadnej ze zdrowych os6b. Dwa lata pdzniej odsetek zakazonych latentnie
0s6b wsrod zdrowych cztonkéw rodzin pacjentéw byt prawie dwukrotnie wyzszy (60%), natomiast w
grupie 0so6b z zawodowym kontaktem z pratkami obserwowano spadek odsetka (rewersj¢) dodatnich
wynikow IGRA do 41%. Wsrod osob zdrowych z grupy kontrolnej konwersje wyniku testu IGRA z
ujemnego w dodatni stwierdzono u jednej osoby badanej (7%). Swiadczy to o tym, ze utajone zakazenia
M.tb w Polsce pozostaja waznym problemem. Obserwowana rewersja testu interferonowego u 0sob
dlugotrwale eksponowanych na pratki jest trudna do wyjasnienia. Po pierwsze mozna przypuszczac, ze
jest zwigzana z ograniczeniami wynikajacymi z technicznego wykonania testu, poniewaz rewersje
IGRA obserwowano czesciej wsrod osob z bazowym stezeniem IFN-y bliskim wartosci cut-off
wyznaczonej przez producenta (0,35 IU/ml= 14 pg/ml) [publikacja Al]. W niektorych jednak
przypadkach, w ktérych bazowy poziom IFN-y znacznie przekraczal warto$¢ progowa trudno obecno$é
rewersji wytlumaczy¢ w wyzej wspomniany sposob. Niektorzy autorzy proponuja wyjasni¢ zjawisko
rewersji poprzez spontaniczng lub bgdaca konsekwencja przeciwpratkowej terapii np. izoniazydem

eradykacje bakterii [18, 45]. Trudno jednak zastosowa¢ to wytlumaczenie do wszystkich analizowanych
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przypadkow, w tym do tych obserwowanych w badaniach wtasnych, ze wzgledu na fakt, iz Zadna z 0os6b
zidentyfikowanych ~ w 2011 roku jako latentnie zakazona nie =zostala poddana leczeniu
przeciwpratkowemu. W $wiatowej literaturze nie ma ponadto zadnych dowodow na to, by osoba
IGRA(+) stawata si¢ IGRA(-) po zastosowaniu terapii przeciwpratkowej. Mozliwe jest zatem przyjecie,
ze wyniki testu IGRA podlegaja dynamicznej zmiennosci, zwlaszcza w warunkach dhugotrwatego
narazenia na kontakt z pratkami gruzlicy. W naszych badaniach rewersj¢ IGRA obserwowano tylko w
grupie kontaktow zawodowych. Mamy prawo sadzié, ze og6lny status odpornosciowy tej grupy roznit
si¢ od przecietnosci, gdyz u ponad potowy o0sob w tej grupie stwierdziliSmy ujemne testy IGRA,
swiadczace o braku latentnego zakazenia M.tb pomimo wieloletniej zawyzonej ekspozycji na te
bakterie.

Analiza ilosciowa poziomu IFN-y wskazujaca na konwersje¢ lub rewersje wyniku testu IGRA
wydaje si¢ by¢ pomocnym wskaznikiem w monitorowaniu ryzyka rozwoju gruzlicy u oséb narazonych
na ciagly kontakt z chorobotwérczymi pratkami. Ocena stezenia tej cytokiny produkowanej w
odpowiedzi na antygeny M.tb moze mie¢ szczegdlne znaczenie zwlaszcza u 0s6b odznaczajacych si¢
juz na poczatku wysokim bazowym poziomem IFN-y, ktéry moze wskazywac na niedawne zakazenie
mykobakteriami. W badaniach u myszy wykazano korelacje pomiedzy odpowiedzia limfocytow T na
specyficzny antygen pratkow gruzlicy ESAT-6 i filtrat hodowli tych bakterii (CFP-10) oraz replikacja
M.tb in vivo i progresja zmian chorobowych [2]. Wydaje si¢, Zze podobnie u ludzi, nasilenie produkcji
IFN-y w odpowiedzi na ESAT-6 i CFP-10 u osob z latentnym zakazeniem M.tb moze zapowiadac¢
konwersj¢ infekcji do aktywnej gruzlicy [2, 18]. Jednak ze wzgledu na fakt, ze nawet dtugoletnia
ekspozycja na M.tb u niektorych oséb (kontakty zawodowe) hie doprowadza do rozwoju efektorowych
limfocytow T odpowiadajacych produkcja IFN-y na specyficzne antygeny tych bakterii ilosciowa
analiza st¢zenia IFN-y nie moze by¢ jedynym sposobem oceny stopnia ryzyka rozwoju gruzlicy.
Opierajac si¢ na spostrzezeniu, ze aktywnej gruzlicy towarzyszyl znamienny wzrost surowiczego
poziomu sCD14 w grupie osob latentnie zakazonych oceniono przydatno$¢ oznaczenia surowiczego
stezenia sCD14 jako pomocniczego wskaznika w predykcji rozwijajacego si¢ procesu chorobowego.
Uzyskane wyniki nie wykazaty rdznic w zawarto$ci sSCD14 w surowicach osob, ktore ulegty konwersji
testu IGRA, wskazujac, Zze monitorowanie poziomu sCD14 w surowicy moze zmniejszy¢
prawdopodobienstwo falszywego prognozowania rozwoju czynnej TB u oséb z latentnym
zakazeniem M.tb, u ktorych obserwuje si¢ wzrost stezenia IFN-y w hodowlach krwi stymulowanej
specyficznymi antygenami pratkéw gruzlicy w powtarzanych testach interferonowych
[publikacja A1].

Wyniki dotyczace jakosciowej i ilosciowej analizy oznaczania markeréw odpowiedzi
adaptacyjnej na antygeny M. tuberculosis w diagnozowaniu pacjentow z aktywng gruzlica pluc oraz

zdrowych 0s6b z pozostajgcych z nimi w domowym lub zawodowym kontakcie przedstawiono w
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postaci doniesien plakatowych i ustnych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych [doniesienia
23, 27, 30, 33, 34].

Za najwazniejsze wyniki w tej czeSci badan nalezy uznac:

1) wykazanie zawodno$ci lacznego wykonywania testu interferonowego (IGRA) i testu
tuberkulinowego (TST) w diagnozowaniu aktywnej gruZzlicy

2) wskazanie konieczno$ci szybkiej identyfikacji chorych na gruzlice i wzmoZonego,
dlugotrwalego nadzoru oséb pozostajacych z nimi w domowym kontakcie (domownikow) poprzez
wykonywanie u nich testu IGRA, co potwierdza:

a) znamiennie podwyzszony odsetek domownikow z latentnym zakaZeniem pratkami gruzlicy w
poréwnaniu do populacji nie pozostajacej w kontakcie z chorymi na aktywna gruzlice,

b) zanotowana konwersja testu IGRA u domownikéw w powtérnym badaniu wykonanym po 2
latach

3) wykazanie zaskakujaco duzego odsetka dodatnich wynikéw testu IGRA wsréd wieloletnich
pracownikow oddzialow gruzliczych, ktéry wraz z tendencja do ulegania rewersji testu IGRA
sugeruje, ze wyniki tego testu podlegaja dynamicznej zmienno$ci w warunkach dlugotrwalego
narazenia na kontakt z M.th

4) pokazanie, ze uzupelnienie oceny jakosciowej (IGRA) o ilosciowg analize produkcji IFN-y w
odpowiedzi na specyficzne antygeny patogenu i uwzglednienie wzrastajacego stezenia
rozpuszczalnej formy receptora sCD14 w surowicy, moze pozwoli¢ na, chociaz przyblizone,
prognozowanie reaktywacji latentnego zakazenia M.tb w aktywna gruzlice

1.6. Wlasna uproszczona metoda identyfikowania kwasow mykolowych $ciany komoérkowej
mykobakterii zastosowana do wykrywania obecnosci pratkow M. tuberculosis w plwocinie
chorych na gruzlice pluc.

Niezbgdnym warunkiem poprawy sytuacji epidemiologicznej gruzlicy jest wdrozenie
szybkich i wiarygodnych metod diagnozowania umozliwiajacych wczesne wykrywanie zakazenia M.th,
podjecie whasciwego, kontrolowanego jej leczenia i monitorowanie postepow wdrozonej terapii. Mimo
dostepnosci wielu réznorodnych metod diagnozowanie gruzlicy pozostaje nadal trudne i czasochlonne.
Osiagnigcie zlotego standardu diagnostycznego jest trudne ze wzgledu immanentng ceche pratkow
gruzlicy, jaka jest dlugi czas generacji tych bakterii wynoszacy okoto 18 godzin. Nowoczesne systemy
hodowli pratkéw z mozliwoscia wyznaczania ich oporno$ci na leki przeciwpratkowe, a takze metody
genetyczne wykrywania kwasow nukleinowych M.tb bezpos$rednio w materiatach klinicznych,
usprawnity co prawda diagnostyke gruzlicy, lecz nie sg dostepne we wszystkich laboratoriach
diagnostycznych. Z tego powodu poszukuje siec nowych metod pozwalajgcych szybciej i pewnigj
rozpoznawaé gruzlice oraz podejmowac wtasciwg terapie przerywajaca rozsiew M.tb w populacji. W
nurt takich poszukiwan wiaczaja si¢ badania wtasne zmierzajgce do opracowania innowacyjnej metody
LC-MS/MS do wykrywania gruzlicy opartej o wykorzystanie kwaséw mykolowych mykobakteryjnej
sciany komoérkowej. Kwasy mykolowe sg jednymi z podstawowych elementéw budowy S$ciany
komorkowej bakterii rzedu Actinomycetales, podrzedu Corynebacterineae, w tym rodziny
Mycobacteriaceae. Zwiazki te, stanowigce znaczaca (20-40%) cze$¢ suchej masy komorek bakterii, sa

dlugotancuchowymi a-hydroksy B-alkilo kwasami ttuszczowymi, w budowie ktérych wyrdznia sie
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dhuzszy tancuch meromykolowy oraz krétszy tancuch a-alkilowy. Odgrywajg wazng role w strukturze
bakteryjnej $ciany komorkowej wplywajac na jej integralno$¢ oraz przepuszczalnos¢ wzglgdem
zwiazkow o charakterze hydrofilowym i hydrofobowym, a takze chronig komorki przed negatywnym
wplywem stresu oksydacyjnego. Kwasy mykolowe posiadaja wiele cech, pozwalajacych na
sklasyfikowanie ich jako potencjalne markery diagnostyczne [38, 40]. Sa one Scisle i nierozerwalnie
zwigzane z bakteryjng §ciang komorkowa, nie podlegaja syntezie w organizmie cztowieka, a ich wysoka
stabilno$¢ chemiczna pozwala na wykrycie tych zwigzkow w materiale badanym bez wzgledu na stan
fizjologiczny komorki bakteryjnej, w tym nawet w materiale archeologicznym. Podrzad
Corynebacterineae charakteryzuje si¢ wielkg réznorodnoscig pod wzglgdem profili kwasow
mykolowych $ciany komoérkowej, a ich struktura jest jednym z wykladnikow podobienstwa
mi¢dzygatunkowego. Pod wzgledem wielkosci czasteczek tych kwaséw w catym podrzedzie wykrywa
si¢ zwigzki o dlugosci od 22 do 110 atomoéw wegla, zas w $cianie komorkowej pratkow struktury te
sktadaja si¢ z 60-90 atomoéw wegla zawierajac w pelni nasycony 22-, 24- lub 26-weglowy tancuch
weglowodorowy typu a [publikacja A9]. Dominujgcym typem kwaséw mykolowych M.tb sg a-
mikolany, zawierajace podwojne wigzania weglowe lub pierscienie cyklopropanowe. Oprocz nich w
mykobakteryjne $Scianie komorkowej wystepuja jeszcze ketomikolany i metoksymikolany posiadajace
w pozycji proksymalnej pierscienie cyklopropanowe w konformacji cis lub trans, a w pozycji dystalnej
odpowiednio grupe tlenowa lub metoksylowa.

Kwasy mykolowe jako potencjalny biomarker obecnosci pratkow gruzlicy znany jest od wielu
lat, a do kompleksowej analizy tych struktur wykorzystywane sa rézne techniki analizy chemicznej
[Brennan i Nikaido, 1995; Takayama i wsp. 2005; Fujiwara i wsp., 2012]. We wspotpracy podjetej z dr
Rafatem Szewczykiem z Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Przemystowej UL opracowano
metodyke LC-MS/MS opartg o podwojng filtracje w analizatorach masowych (MRM, ang. Multiple
Reaction Monitoring) stwarzajacg szanse selektywnej, specyficznej i czulej detekcji mykobakteryjnych
kwaséw mykolowych w plwocinie pacjentow z gruzlica ptuc [publikacja A4]. Analiza w trybie
monitorowania jonéw molekularnych(Q1) potwierdzita, ze kwasy mykolowe M.th sg zréznicowang
grupg zwigzkow, ktorych wystepowanie obserwuje si¢ w zakresie mas od 1050 do 1380 Da. Celem
odr6znienia molekut o tej samej masie czasteczkowej, ale innej budowie strukturalnej zastosowano tryb
prekursorowy poszukujac czasteczek o stosunku masy do tadunku wynoszacym 395,5 m/z, 367,5 m/z
oraz 339,4 m/z, co odpowiada dtugosci tancucha o-alkilowego sktadajacego si¢ z 26, 24 badz 22
atomOéw wegla [publikacja A4]. Analiza widm spektralnych wskazata na wyrazng dominacj¢ wsrod
kwasow mykolowych M.tb tancuchow zawierajacych 26 atomow wegla. Uzyskane widma cechowaty
si¢ zdecydowang przewaga fragmentacji pomiedzy weglami w pozycji o i B, CO zwigzane bylo z
powstawaniem, ulegajacych jonizacji ujemnej, tancucha a-weglowodorowego oraz domeny o-
alkilowej pozbawionej grupy hydroksylowej. Na podstawie jako$ciowej analizy widm masowych

wyselekcjonowano i zoptymalizowano parametry dla 60 par MRM najczesciej wystepujacych kwasow
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mykolowych, sposrdéd ktoérych wybrano 10, reprezentujgcych alfa-, keto- i metoksymykolany tych
bakterii, 0 potencjalnie najwigkszym znaczeniu dla identyfikacji M.tb (1136/395, 1136/367, 1164/395,
1192/395, 1220/395, 1252/395, 1252/367, 1264/395, 1278/395, 1280/395). Przydatnos¢
wyselekcjonowanych parametrow MRM w identyfikacji M.tb potwierdzono wykorzystujac ekstrakty
kwasow mykolowych uzyskane zgodnie z zoptymalizowana metodyka alkalicznej hydrolizy lipidow
sciany komorkowej wzorcowego szczepu M.th Hs7Ry (ATCC 27294) oraz klinicznych izolatow pratkow
gruzlicy pochodzgcych z referencyjnego Laboratorium Biologii Pratka w Lodzi. W przypadku kazdego
z analizowanych izolatow klinicznych M.th zaobserwowano dominacje 10 kwasow mykolowych, tych
samych, ktore wyselekcjonowano jako zwiazki o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym. Dla okreslenia
swoistosci oznaczen typu MS/MS przeprowadzono procedure ekstrakcji lipidow ze Sciany komorkowej
drobnoustrojéw nalezacych do podrzedu Corynebacterineae, jak i odlegtych filogenetycznie, nie
obserwujac  zadnych sygnalow odpowiadajacych kwasom mykolowym wystepujacym U
Mycobacterium. Przydatno$¢ opracowanej metodyki w diagnozowaniu zakazenia M.tb zweryfikowano
wykorzystujac material kliniczny (plwocing) uzyskany od pacjentéw z gruzlica ptuc, chorych z
infekcjami ptuc o etiologii innej niz pratkowa oraz zdrowych ochotnikéw, poddajac go albo
bezposredniej analizie LC-MS/MS lub posrednio po 10-dniowej hodowli w podtozu Middlebrook’a.
Obecnos¢ kwasow mykolowych o charakterystycznym dla M.tb profilu wykazano w badanych
bezposrednio po opracowaniu plwocinach 69% chorujacych na TB pacjentéw, podczas gdy po
zastosowaniu 10-dniowej inkubacji materiatow w podtozu odsetek pozytywnych wynikow wzrastat do
94% [publikacja A4]. Warto wspomnie¢, ze opracowang metodg M.tb wykrywano rowniez w plwocinie
chorych, u ktérych nie zdiagnozowano gruzlicy klasycznymi metodami bakterioskopii i posiewu. W
plwocinach zadnego sposrod chorych z niegruzliczym zapaleniem ptuc, a takze zadnego zdrowego
ochotnika nie wykrywano obecnos$ci Sygnatu charakterystycznego dla kwaséw mykolowych.
Opracowana metodyka LC-MS/MS wykazata mozliwosc¢ identyfikacji gatunkowej pratkow atypowych.
Badane szczepy pratkow niegruzliczych — M. avium, M. abcessus, M. kansasii oraz M. intracellulare,
wybrane ze wzgledu na najczestszy odsetek izolacji w Polsce, charakteryzowaly sie znaczgco
odmiennym od siebie i M.th wzajemnym stosunkiem ilosciowym poszczegdlnych mykolanow, cechujac
si¢ przewaga kwasow mykolowych o krotszych tancuchach a-alkilowych. Skuteczne réznicowanie
pratkow gruzlicy od niegruzliczych ma ogromne znaczenie ze wzgledu na odmienny profil
lekoopornosci tych dwoch grup mykobakterii. Btedna identyfikacja gatunkowa pratkow wyizolowanych
od chorego prowadzaca do uznania mykobakteriozy za gruzlice lekooporna skutkuje niepotrzebna
terapig chorych, a takze stanowi olbrzymie niebezpieczenstwo dla ich zdrowia. Wlasna skriningowa
metoda LC-MS/MS diagnozujaca zakazenia pratkami na podstawie profilu ich kwaséw
mykolowych ma szanse¢ znaczaco zoptymalizowa¢ i przyspieszy¢ postepowania diagnostyczne w

chorobach wywolywanych przez mykobakterie [publikacja A4].
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Za najwazniejsze wyniki w tej czeSci badan nalezy uznac:

1) opracowanie uproszczonej metody do identyfikacji kwasow mykolowych M.tb oraz
mykobakterii spoza grupy M. tuberculosis complex

2) wykazanie, ze opracowana metoda identyfikowania M. tuberculosis w oparciu o produkowane
przez nie kwasy mykolowe stwarza szanse zastosowania jej do szybszego niz do tej pory
diagnozowania chorych z aktywna gruZlica.

1.7. Podsumowanie

Prezentowane w ramach osiagniecia naukowego wyniki badan wykazaly po raz pierwszy, ze juz
na wczesnym etapie reakcji makrofagéw na pratki gruzlicy moze dochodzi¢ do nadekspresji
inicjujacych kaskade sygnalowa receptorow CD14 i regulujacej miedzykomorkowe interakcje
integryny LFA-1, ktora z jednej strony charakteryzuje odporno$ciowy stan promujacy rozwaj
aktywnej gruzlicy, a z drugiej strony stanowi nowy biomarker tego schorzenia. Przeciwnie,
silniejsza ponad przecietng ekspresja blonowego receptora mCD14 na adherentnych monocytach
korelowala z brakiem skornej nadwrazliwosci pdéznej na tuberkuling u zdrowych oséb
immunizowanych w dziecinstwie szczepionka BCG. Sposrod badanych polimorfizméw genéw
kodujacych produkty istotne dla funkcji makrofagéw Zaden nie moze by¢ uznany za stanowiacy
podwyzszone lub obnizone ryzyko zachorowania na gruzlice w polskiej populacji kaukaskiej.
Poréwnawcze badania parametrow odpornosciowych charakteryzujacych pacjentéow z aktywna
gruzlica pluc lub niepratkows infekcja ukladu oddechowego oraz zdrowe osoby z lub bez
latentnego zakazenia Mycobacterium tuberculosis, podkreslaja znaczenie testu interferonowego
QuantiFERON®Gold In Tube, uzupelnionego o ilo$ciowa ocen¢ wytwarzania IFN-y w odpowiedzi
na specyficzne antygeny pratkéw gruZzlicy oraz pomiar surowiczego poziomu rozpuszczalnego
receptora sCD14, w monitorowaniu latentnych zakazen M. tuberculosis u oséb pozostajacych w
domowym kontakcie z pacjentami chorujacymi na gruzlice phluc. Jednocze$nie wykazano
zawodno$¢ testu IGRA wykonywanego wraz z testem tuberkulinowym w diagnozowaniu
pacjentow z aktywna gruzlica pluc. Istotnym krokiem w pokonaniu tego problemu jest
zaproponowana uproszczona metoda LC-MS/MS diagnozowania takich pacjentéw na podstawie

kwasow mykolowych pratkow gruzlicy wykrywanych w plwocinie.
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II. Kroétki opis pracy naukowo-badawczej wykraczajacej poza osiggniecie naukowe stanowigce
monotematyczny cykl publikacji

11.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych

Tytul magistra biologii, specjalnos¢ mikrobiologia, uzyskatam w 1999 roku po obronie pracy
magisterskiej zatytulowanej ,,Kompleksy immunologiczne w zakazeniach wywotywanych przez
pateczki Helicobacter pylori” realizowanej w O6wczesnym Zaktadzie Biologii Infekcyjnej UL pod
kierunkiem prof. dr hab. Wiestawy Rudnickiej. W trakcie studiéw w latach 1994/1995, 1995/1996,
1996/1997 otrzymatam Listy Gratulacyjne Rektora UL, a w roku akademickim 1998/1999 wyrdzniona
zostatam Stypendium Ministra Edukacji Narodowej. Na zakofczenie studiow na UL zostalam
nagrodzona Medalem za Chlubne Studia. Badania realizowane w ramach pracy magisterskiej wykazaty,
ze tworzace si¢ w ustroju swoiste kompleksy Lewis X-anty-Lewis X IgG moga odgrywaé wazna rolg
w nasilaniu reakcji zapalnej rozwijajace;j si¢ na powierzchni btony §luzowej zotadka u 0sob zakazonych
H. pylori oraz warunkowa¢ zréznicowany przebieg choroby. Aktualne zakazenie pateczkami H. pylori
u dzieci moze sprzyjaé powstawaniu komplekséw immunologicznych Lewis X-anty-Lewis X 1gG,
natomiast tworzenie si¢ takich kompleksow u o0sob dorostych prawdopodobnie jest uwarunkowane
wspoétdziataniem wielu réznych czynnikéw. Czestsze wystegpowanie swoistych kompleksow
immunologicznych Lewis X-anty-Lewis X IgG w surowicach pacjentow zakazonych H. pylori, a takze
wykrywanie antygendéw H. pylori, innych niz Lewis X, w kompleksach wytragcanych z surowic takich
0sob za pomoca PEG moze wskazywac na udziat kompleksow immunologicznych w nasilaniu reakcji
zapalnej w zakazeniach wywolywanych przez pateczki H. pylori. Wyniki pracy magisterskiej zostaty
zawarte w trzech artykutach [publikacje D1, D2, D4] i w 5 doniesieniach konferencyjnych [doniesienie
1,2,3,41, 42].

Po zakonczeniu studidéw magisterskich podjetam studia doktoranckie (1999-2003) w ramach
Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Fizjologiczno-Mikrobiologicznego UL w Katedrze
Immunologii i Biologii Infekcyjnej UL pod kierunkiem prof. dr hab. Wiestawy Rudnickiej podejmujac
tematyke indukowanej przez antygeny pratkéw odpowiedzi odpornosciowej w kontekscie
tuberkulinowej nadwrazliwosci poznej. W roku 2001 zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w
Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej UL. Dysertacja doktorska zatytutowana ,,Odpowiedz
proliferacyjna i sekrecyjna na antygeny mykobakterii u zdrowych o0séb szczepionych BCG i chorych na
gruzlice” byta podstawg nadania mi przez Rade Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
L.odzkiego stopnia doktora w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biologia w zakresie
mikrobiologii, w dniu 25 marca 2003r. W roku 2004, moja praca doktorska zostata wyr6zniona
Indywidualng Nagroda III stopnia Rektora UL. Badania prowadzone w trakcie pracy doktorskiej
finansowane byly m.in. przez Komitet Badan Naukowych w ramach grantu promotorskiego o numerze
6 POS5SD 08421 ,,Reaktywnos¢ obwodowych limfocytow T zdrowych osob szczepionych BCG, na

antygeny Mycobacterium” (2001-2003), ktérego bytam gtownym wykonawcg. Realizowane w ramach
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doktoratu zadania badawcze mialy na celu poréwnanie odpowiedzi proliferacyjnej i sekrecyjnej
obwodowych limfocytow T, izolowanych od szczepionych BCG zdrowych osoéb, wykazujacych
dodatnig lub ujemng skorng reakcj¢ DTH na tuberkuling, na wybrane antygeny Mycobacterium, oraz
sprawdzenie zalezno$ci pomig¢dzy oceniang in vitro odpowiedzia komoérek a rozwijang in vivo
reaktywnoscig skorng na PPD. Antygeny pratkow wykorzystywane w stymulacji komorek
limfocytarnych uzyskano nawigzujac kontakt z dr Kris Huygen z Instytutu Pasteura w Brukseli (Belgia),
od ktorej uzyskano oczyszczone antygeny M. bovis BCG (Hsp65, Ag85) oraz z prof. Johnem T.Belisle
z Colorado State University (USA), od ktorego otrzymano lipoarabinomannan (LAM) M.tb. Uzyskane
w pracy wyniki sugerowaty, iz ocena proliferacji i produkcji IFN-y w stymulowanych PPD hodowlach
obwodowych limfocytow moze by¢ przydatna w monitorowaniu skutecznosci szczepien BCG. WyniKi
pracy doktorskiej zostaty zawarte w 3 publikacjach [publikacje D5, D6, D7], a takze w 4 doniesieniach
konferencyjnych [doniesienia 4, 5, 6, 7].

Podczas wykonywania pracy doktorskiej uczestniczytam réwniez w prowadzonych w Zaktadzie
Biologii Infekcyjnej badaniach proceséw metabolicznych uruchamianych w ludzkich granulocytach i
monocytach pochtaniajagcych zywe pratki M. bovis BCG. Zwrocono wtedy uwage, ze granulocyty
izolowane z krwi zdrowych dawcow rdznig si¢ zdolnoscig produkowania tlenku azotu w odpowiedzi na
zakazenie pratkami BCG. Produkcja NO nie ulegata istotnemu nasileniu w srodowisku IFN-y, TNF-a
lub GM-CSF. Natomiast TNF-a nasilal wybuch tlenowy w granulocytach, ktory ulegat ostabieniu po
zakazeniu komorek pratkami BCG, w sposob zalezny od liczby zakazajacych bakterii. Taka reakcja
moze mieé znaczenie w reaktywacji pierwotnych ognisk gruzliczych [publikacja D3].

Kontynuujac te badania okreslono poziom humoralnych mediatorow fagocytozy, MBL, sCD14,
IgG przeciwko PPD oraz mykobakteryjnemu biatku Hsp65, w surowicach zdrowych dawcow
szczepionych BCG w dziecinstwie, wykazujacych dodatnia lub ujemna reakcje¢ skorng na PPD. Nie
stwierdzono jednak zadnych znaczacych roznic w poziomie badanych czynnikow w surowicach
tuberkulino dodatnich i tuberkulino ujemnych dawcow. Nie stwierdzono réwniez roznicy w
pochlanianiu pratkow BCG przez granulocyty i monocyty dawcoéw tuberkulinoujemnych i
tuberkulinododatnich. Nie obserwowano réwniez zwigzku pomig¢dzy intensywnoscig fagocytozy i
stezeniem MBL, sCD14, IgG anty-PPD oraz IgG anty-Hsp65 w surowicy dodawanej do hodowli
granulocytow 1 makrofagow. Uzyskane wyniki pozwolily sugerowaé migdzyosobnicze zréznicowanie
wydolnosci  makrofagow i granulocytow w pochianianiu mykobakterii co moze by¢ waznym
wyznacznikiem losu atenuowanych pratkdéw BCG uzywanych, jako szczepionka przeciwgruzlicza, a

by¢ moze takze wirulentnych pratkéw gruzlicy [publikacja D8].

11.2. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, dnia 1 pazdziernika 2003r. zostatam

zatrudniona na etacie adiunkta w Katerze Immunologii i Biologii Infekcyjnej. Glownym obiektem
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zainteresowan mojej pracy naukowej po doktoracie pozostaly mykobakterie, co wynikalo z wagi
problemu, jaki na $wiecie wciaz stanowig zakazenia Mycobacterium tuberculosis, mimo ponad 80-
letniego stosowania przeciwgruzliczej szczepionki BCG. Dane epidemiologiczne jednoznacznie
wskazuja na niewystarczajacy efekt ochronny tej szczepionki, a ostabienie jej protekcyjnych
wlasciwosci obserwowane u osob dorostych wcigz pozostaje niezrozumiate. Dla wyjasnienia tego
zjawiska niezbedne jest lepsze poznanie mechanizméw odporno$ciowych wzbudzanych przez
szczepienia BCG, mogacych stanowi¢ punkt odniesienia dla oceny wlasciwosci protekcyjnych nowo
konstruowanych szczepionek. Badajac odpowiedz komorkowa na szczepionke BCG stwierdzono
ogromna jej heterogennos$¢ przejawiajaca si¢ na poziomie reakcji skornej na tuberkuling, genéw oraz
cytokin produkowanych w odpowiedzi na antygeny mykobakterii [publikacja C8; doniesienia 35, 50].
Pomimo, Ze nie mozna utozsamia¢ stanu nadwrazliwo$ci pdéznej na tuberkuling z odpornoscia na
gruzlice, nie sposob zaprzeczy¢, ze mechanizm tuberkulinowej reakcji nadwrazliwos$ci zarowno w fazie
inicjacji, jak i efektorowe;j jest zbiezny z powszechnie uznawanym podstawowym mechanizmem reakcji
odpornosciowej majacej chroni¢ przed gruzlica. Biorac pod uwage, ze rozwoj reakcji nadwrazliwos$ci
typu po6znego na PPD moze zaleze¢ od reaktywnosci uczestniczacych w odpowiedzi przeciwpratkowej
makrofagow i limfocytow T regulowanych przez wydzielane cytokiny, w badaniach oceniono produkcje
IFN-y, IL-10, IL-12 oraz TNF-a przez stymulowane PPD lub zywymi pratkami M. bovis BCG
jednojadrzaste leukocyty izolowane z krwi obwodowej szczepionych BCG ochotnikow
tuberkulinododatnich i tuberkulinoujemnych. Uzyskane wyniki wykazaly wystgpowanie odwrotnej
korelacji pomiedzy intensywnoscig tuberkulinowej reakcji skornej i produkcjg IL-10 przez pobudzane
PPD obwodowe limfocyty oraz znamiennie silniejsza sekrecj¢ IFN-y przez stymulowane PPD limfocyty
0so0b tuberkulinododatnich niz tuberkulinoujemnych [publikacja B6]. Nie stwierdzono natomiast
roznic W produkcji IL-12 oraz TNF-a w stymulowanych pratkami BCG hodowlach petnych zawiesin
jednojadrzastych ~ leukocytow  krwi  obwodowej  ochotnikow  tuberkulinoujemnych i
tuberkulinododatnich [publikacja C8]. Wyniki takie sugeruja, ze niezdolno$¢ pewnych oséb do
rozwoju DTH na tuberkuling w odpowiedzi na szczepionke BCG moze pozostawa¢ w zwigzku z pewna
nadprodukcjg IL-10, ktéra znana jest z hamowania wytwarzania IFN-y, a w konsekwencji adaptacyjnej
odpornosci komorkowej. Sugestia ta znalazta potwierdzenie w znacznie czgstszej produkcji IL-10 przez
stymulowane PPD lub zywymi pratkami BCG komorki dendrytyczne ochotnikdéw tuberkulinoujemnych
niz tuberkulinododatnich [publikacja C4]. Na podstawie analizy odsetka limfocytow T CD4+, T CD8+
i komoérek NK w preparatach barwionych technikg EnVision™ zaobserwowano znamiennie wyzszy
sredni odsetek komoérek T o fenotypie CD8+ w hodowlach komorek pochodzacych od osob
tuberkulinoujemnych w poréwnaniu do hodowli komérek osob tuberkulinododatnich, co pozwala
sugerowac, ze nasilony rozwo6j i aktywno$¢ cytotoksycznych/supresorowych limfocytow CD8+ moze
negatywnie regulowa¢ powstawanie skornej reaktywnosci na PPD [publikacja C7].

Biorac pod uwage, ze zroznicowana odpowiedz skorna na tuberkuling moze by¢ uwarunkowana

genetycznie, u tuberkulinoujemnych i tuberkulinododatnich ochotnikdéw szczepionych BCG oceniono
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polimorfizm genow kodujacych IL-10 (IL-10/-1082G/A) oraz receptor CD14 (CD14/-159C/T)
[publikacja C6, doniesienie 60]. W grupie oséb tuberkulinoujemnych stwierdzono znamiennie cz¢stsze
(p=0.02) wystepowanie genotypu A/G (IL-10/-1082G/A), ktoremu towarzyszyta silna produkcja IL-10
przez stymulowane PPD limfocyty w poréwnaniu do grupy os6b z dodatnig reakcjg na tuberkuling, w
ktorej wigkszos$¢ ochotnikdw cechowata sie nosicielstwem homozygotycznej wersji genu (A/A lub G/G
IL-10/-1082G/A), zwigzane]j ze stabg lub umiarkowang produkcja tej cytokiny. Korelacji takiej nie
stwierdzono wsrod chorujacych na gruzlice pacjentow [doniesienie 11]. Oceniajac relacje miedzy
genotypem CD14 a rozwojem DTH na PPD stwierdzono natomiast, ze osoby tuberkulinododatnie
znamiennie czesciej niz tuberkulinoujemne posiadaty genotyp C/C (CD14) (p=0.05). W badaniach nie
stwierdzono zwigzku pomigdzy surowiczym poziomem sCD14 a genotypem CDI14, stwierdzajac
natomiast korelacje pomiedzy $rednica odczynu tuberkulinowego a stezeniem sCD14 w grupie osob z
dodatnig reakcjg DTH na PPD [publikacja C6]. Wyniki uzyskane w zakresie badan dotyczacych oceny
wystepowania zwigzku miedzy polimorfizmami wybranych genéw a nadwrazliwoscia pdzng na
tuberkuline zaprezentowano réwniez w postaci doniesien plakatowych i ustnych na konferencjach
krajowych i mi¢gdzynarodowych [doniesienie 8, 9, 10, 15, 20, 57].

Kontynuujac badania zwigzane z immunomodulacyjnym dziataniem pratkow podjeto probe
odpowiedzi na pytanie czy stosowane jako przeciwgruzlicza szczepionka atenuowane pratki M. bovis
BCG, cechujace si¢ zdolnoscig indukowania odpowiedzi limfocytow pomocniczych typu Thl, moga
ostabia¢ nadreaktywnos$¢ efektorowych limfocytow typu Th2 prowadzaca do rozwoju choroby
alergicznej. Zgodnie z oczekiwaniami, limfocyty dziewicze pacjentéw z alergig stymulowane przez
komorki dendrytyczne prezentujace alergen kurzu domowego Der p 1 wykazywaty nadprodukcje IFN-
vy, charakteryzujacego fenotyp Thl z jednoczesnym obnizeniem wydzielania IL-4 i IL-5, cytokin
odpowiedzi Th2. Uzyskane wyniki pozwolily wykaza¢, ze pratki BCG moduluja przetwarzanie i
prezentacje antygenu przez komorki dendrytyczne w sposob sprzyjajacy rozwojowi odpowiedzi typu
Thl [publikacja C2; doniesienia 16, 47, 51, 53]. Dysponujac rekombinowanym szczepem M. bovis
BCG produkujacym ludzka IL-18 (rBCGhIL-18), ktora dziatajac synergistycznie wraz z IL-12 indukuje
produkcje IFN-y przez limfocyty Thl, w badaniach oceniono wptyw pratkowych antygendéw na
ekspresje receptorow synapsy immunologicznej oraz aktywno$¢ regulatorowa komorek dendrytycznych
wynikajaca z profilu wydzielanych przez nie cytokin. Wykazano, ze IL-18 uwalniana przez pratki
rBCGhIL-18 nasilata ekspresje¢ czasteczek CD80 i CD86 na komorkach dendrytycznych osob
szczepionych BCG, a takze pobudzata wydzielanie przez te komorki IL-23, 1L-10 i IP-10 silniej niz
nierekombinowany szczep BCG. Sugestic pobudzania przez IL-18 rozwoju kluczowej dla
przeciwpratkowej odpornosci typu Thl potwierdzity wyniki obrazujace nasilenie produkeji IFN-y i IL-
10 w hodowlach komorek dendrytycznych prezentujacych antygeny pratkéw autologicznym
limfocytom. Uzyskane wyniki pozwalaja rozpatrywa¢ obdarzong immunomodulacyjnymi
wlasciwosciami IL-18 za cytoking o potencjalnych mozliwosciach aplikacyjnych w kontekscie

udoskonalania przeciwgruzliczej szczepionki BCG [publikacja B5]. Charakterystyke tej cytokiny wraz
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z jej potencjalnymi mozliwo$ciami terapeutycznymi przedstawiono w artykule pogladowym
[publikacja B9].

Realizujac glowny watek swojej pracy naukowej zwigzany ze zroznicowana odpowiedzia
odporno$ciowa wzbudzang przez antygeny wirulentnych pratkow M.tb podjetam szeroka
interdyscyplinarng wspoétprace z klinicystami z zakresu pulmonologii i choréb pluc u 0s6b dorostych i
dzieci z Wojewddzkiego Zespotu Zaktadow Opieki Zdrowotnej Centrum Leczenia Choréb Phuc i
Rehabilitacji w Lodzi (WZZOZCLChPiR), a takze specjalistami z zakresu diagnostyki pratka.
Nawigzana wspoélpraca doprowadzita do podpisania w roku 2009 dwustronnej umowy o wspolpracy
pomiedzy Uniwersytetem Lodzkim i WZZOZCLChPiR w Lodzi w zakresie dziatalno$ci naukowo-
badawczej, a takze do zawarcia w roku 2010 partnerskiej umowy zawartej migdzy Katedrag Immunologii
i Biologii Infekcyjnej UL a referencyjnym Laboratorium Biologii Pratka w L.odzi o wspotpracy w celu
optymalizacji procedur badawczych. Wiaczajac si¢ w nurt badan zwigzanych z diagnostyka zakazen
gruzliczych wykonano wstepne badania oceniajgc czesto$¢ zakazen M.th u dzieci i 0sob dorostych
zamieszkujacych region t6dzki wykorzystujac komercyjny interferonowy test petnej krwi (IGRA) o
nazwie QuantiFERON®-TB Gold In Tube [publikacje C9, C10, C11]. Postep w zakresie
niezawodnego diagnozowania zakazen M.tb jest niezwykle wazny szczegdlnie u dzieci, bowiem zadna
z obecnie dostepnych mikrobiologicznych, serologicznych lub genetycznych metod diagnostycznych
nie jest wystarczajaco dobra do rozpoznawania gruzlicy pediatrycznej. Brak szybkiej diagnozy stwarza
powazne konsekwencje, gdyz u dzieci rozwdj aktywnej choroby moze nastgpowac szybciej niz u
dorostych, czesto w ciggu dwoch lat od zakazenia, a niekiedy bezposrednio po nim. Zakazone M.th
dzieci, jesli nie zachoruja, staja si¢ przysztosciowym rezerwuarem wirulentnych bakterii w srodowisku,
pozostajac w stanie utajonego zakazenia M.th. Oceniajagc produkcje IFN-y w stymulowanych
specyficznymi antygenami M.tb hodowlach pelnej krwi u 87 dzieci pozostajagcych w kontakcie
rodzinnym z chorymi na gruzlice pluc obserwowano wystepowanie dodatnich wynikow IGRA u 17
(19%) sposrod nich. Brak nieokreslonych wynikéw testu w tej grupie badanej wskazywato na brak
ograniczen odnos$nie wieku pacjentéw poddawanych badaniu interferonowym testem petnej krwi.
Wyniki uzyskane w zakresie badan dotyczacych oceny profilu cytokinowej odpowiedzi
charakteryzujacej przeciwpratkowa odpowiedz odpornosciowa zaprezentowano roéwniez w postaci
doniesien plakatowych na konferencjach krajowych i migdzynarodowych [doniesienia 14, 31, 39, 40,
61].

Pozostajac w nurcie badan zmierzajacych do opracowania biomarkerow zakazen M.th
nawigzatam wspotprace z prof. dr hab. Elzbietg Zadzinska z Katedry Antropologii UL wykorzystujac
wiasng metodyke LC-MS/MS oparta o wykrywanie kwaséw mykolowych $ciany komorkowej pratkow
do badania materialdow pochodzenia archeologicznego [publikacja C12; doniesienie 28]. Wykonana
analiza LC-MS/MS wykazata obecno$¢ w szczatkach kostnych kwaséw mykolowych o profilu
wykazujacym pelng zgodnos¢ z profilem tych zwiazkoéw zawartych w $cianie komorkowej wzorcowego

szczepu M.tb Hs7Ry. Obecno$¢ M.tb w badanym materiale zostala réwniez potwierdzona analiza
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genetyczng aDNA opartg o wykorzystanie sekwencji insercyjnej 1S6110. Uzyskane wyniki wskazujg na
mozliwo$¢ wykorzystania metody LC-MS/MS w identyfikacji zakazen pratkowych w materiale
pradziejowym.

Inny aspekt prac zwiazany z pratkami reprezentujg badania, w ktoérych poréwnano wirulencje
klinicznych izolatow M.tb wystgpujacych w wojewddztwie todzkim oceniajac wrazliwos$é szczepow
pratkow na rézne stezenia defensyny HNP-1, przezywalnos¢ w makrofagach linii komoérkowej THP-1
oraz intensywnos¢ produkcji IL-12 oraz NO przez zakazane pratkami makrofagi wysigku otrzewnowego
myszy [publikacja B3, doniesienie 32]. Natomiast starajac si¢ lepiej zrozumie¢ mechanizmy
umozliwiajace pratkom gruzlicy przetrwanie wewnatrz komorek jednojgdrzastych fagocytow
wykorzystano dwa mutanty M.tb, z ktorych jeden posiadat podwyzszony poziom regulatorowego biatka
mtrA (szczep Rv-78), a drugi wykazywal podwyzszony poziom biatka regulatorowego z defektem w
zakresie fosforylacji (szczep Rv-129). W badaniach wykazano, ze oba szczepy pratkéw podobnie
obnizaly ekspresje czasteczek MHC klasy II na ludzkich monocytach, a takze w porownywalny sposob
wzbudzaty ekspresje genu kodujacego katepsyng G (catG) w infekowanych ludzkich monocytach krwi
obwodowej oraz linii komérkowej THP-1. Stymulacja jednojadrzastych monocytéw krwi obwodowej
zywymi pratkami obu szczepow prowadzita do wzrostu produkcji IL-10, ale nie do indukcji wydzielania
IL-12 oraz tlenku azotu. Postugujac si¢ technika mikroskopii konfokalnej zaobserwowano, ze w
komorkach linii makrofagowej THP-1 fagosomy z mutantem Rv-78 podlegaly czestszej kolokalizacji z
markerem Rab7, co byto dowodem na to, ze zwigkszona ekspresja biatka MtrA zmniejsza zdolno$¢ M.th
do ograniczenia dojrzewania fagosomoéw, czego konsekwencjag moze by¢ zmniejszone przezywanie
takiego szczepu w fagocytach [publikacja B2]. Biorac pod uwage wazng rolg genu lysX
odpowiedzialnego za przytaczanie lizyny do fosfatydyloinozytolu w wewnatrzkomorkowym
przezywaniu M.tb w badaniach oceniono konsekwencje delecji tego genu na wzrost pratkow w
fagocytach. Pozbawienie M.tb genu lysX skutkujace zaburzeniem stosunku lipidow obdarzonych
tadunkiem ujemnym i dodatnim prowadzito do nasilenia produkcji TNF-a i IL-6, ale nie IL-10 przez
monocyty krwi obwodowej. W monocytach infekowanych M.tb z defektem w zakresie genu lysX lub
szczepem komplementarnym nie obserwowano zadnych zmian w ekspresji czasteczek MHC klasy 11
oraz produkcji indukowalnej syntazy tlenku azotu, ale stwierdzono zintensyfikowana ekspresje genu
kodujacego katepsyng G w fagocytach zakazanych mutantem M.tb lysX [publikacja B4, doniesienie
58].

Gléwny obszar moich zainteresowan odzwierciedlajg rowniez po$wigcone mykobakteriom
publikacje pogladowe, ktorych jestem wspotautorka. Jedna z nich dotyczy zagadnien zwiazanych z
przeciwpratkowa szczepionka BCG, w tym rowniez strategii opracowywania nowych profilaktycznych
szczepionek przeciwgruzliczych [publikacja B8], druga zwigzana jest z charakterystyka pratkow
niegruzliczych — M. marinum, M. ulcerans, M. xenopi oraz zmian klinicznych przez nie wywotywanych
[publikacja B7]. W innej publikacji przegladowej skupitam swa uwage na roli receptora TLR11 w

wigzaniu profiliny i flageliny przedstawiajac rézne aspekty interakcji tego receptora ze specyficznymi
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dla niego ligandami, a w jeszcze innej rozszerzytam zagadnienia zwigzane z kwasami mikolowymi
[publikacja C13; B10].

Pratki to nie jedyne drobnoustroje bedace przyczyng infekcji o przetrwalym charakterze. Innym
przyktadem mikroorganizméw zdolnych do wywotywania w organizmie gospodarza dlugotrwatego
zapalenia sg pateczki Helicobacter pylori (H. pylori). Wiaczajac si¢ w badania prowadzone przez zespot
prof. dr hab. Magdaleny Mikotajczyk-Chmieli z Pracowni Gastroimmunologii UL podejmowane w celu
okreslenia humoralnych parametréw immunologicznych charakteryzujacych stan zakazenia H. pylori
wykazano, ze LPS tych bakterii moze by¢ rozpatrywany jako jeden z czynnikoéw ryzyka wystgpienia
niedokrwiennej choroby serca za wzgledu na nadprodukcje przeciwcial przeciwko powierzchniowym
antygenom H. pylori, nadprodukcje przeciwcial klasy IgG przeciwko determinantom Lewis XY
obecnym w lipopolisacharydzie wielu szczepow tych bakterii, a takze zawyzonego poziomu sCD14 i
LBP (ang. lipopolysaccharide-binding protein), biatek uczestniczacych w interakcji LPS z makrofagami
[publikacja C1, publikacja C3]. Kontynuujac badania w zakresie interakcji pateczek H. pylori z
komoérkami gospodarza wykazano, ze rozpoznawanie determinantow Lewis XY przez receptory DC-
SIGN (ang. dendritic cel specific ICAM grabbing nonintegrin) byto zalezne od obecnosci fukozy,
podczas gdy wigzanie struktur nie zawierajacych antygenow Lewis byto uzaleznione od wystgpowania
galaktozy [publikacja B1]. Natomiast oceniajac podtoze molekularne reakcji odporno$ciowych
wzbudzanych przez H. pylori w chorobie wrzodowej zotadka i dwunastnicy wykazano wystgpowanie
zalezno$ci pomiedzy polimorfizmem genu kodujacego receptorCD14 (cd14-159C/T), ktory wigze
bakteryjny lipopolisacharyd a wystepowaniem chronicznej dyspepsji u pacjentow zakazonych H. pylori
[publikacja C5]. W przeciwienstwie do zakazen wywolywanych przez M.tb w surowicach pacjentow
z przewleklg dyspepsja nie udokumentowano wzrostu stezenia rozpuszczalnej formy receptora CD14
(sCD14) w poréwnaniu do poziomu obserwowanego u 0sob zdrowych. Uzyskane wyniki dotyczace
oceny parametrow odpornosciowych zakazen wywotywanych przez H. pylori przedstawiono rowniez

na 4 krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych [doniesienie 17, 43, 45, 52].

11.3. Dalsze plany badawcze

Glownym nurtem moich zainteresowan badawczych pozostang mechanizmy wzbudzanej przez
pratki odpowiedzi odporno$ciowej, ktdre wyrdzniajg aktywne i latentne zakazenie M.th i pomagaja
zrozumie¢ molekularne tto utrzymujace pratki gruzlicy w stanie u$pienia. Szczegdlng uwage zamierzam
zwréci¢ na, nasilajacg rozwdj przeciwpratkowej odpowiedzi typu Thl, IL-18, bedac aktualnie
wykonawcg projektu badawczego finansowanego ze S$rodkéw Narodowego Centrum Nauki
(2013/11/B/NZ6/01304) ,,mmunologiczne podstawy udziatu IL-18 w odpowiedzi komoérkowej na
Mycobacterium bovis BCG u myszy z obnizona odporno$cia i immunokompetentnych” (2014-2017).
Spodziewane wyniki projektu poszerza wiedze¢ na temat roli IL-18 w interakcjach gospodarz-pratki,

szczegolnie tych ulatwiajacych usuwanie bakterii we wezesnym i pozniejszym etapie po ekspozycji, a
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takze zweryfikujg hipoteze o mozliwosci potencjalnego wykorzystania IL-18 w ograniczaniu
reaktywacji latentnych zakazen M.b.

Ciagly niedosyt wiedzy o markerach przeciwpratkowej odpowiedzi odpornosciowej sklania do
podejmowania badan, ktore pozwolg na identyfikacj¢ parametrow, pochodzacych zaréwno z komorek
wirulentnych pratkéw, jak i gospodarza, decydujacych o przebiegu zakazenia M.th i ewentualnym
rozwoju gruzlicy. Postgp w zakresie niezawodnego diagnozowania i opracowaniu krotkich, dobrze
tolerowanych schematéw terapeutycznych do stosowania w aktywnych i latentnych zakazeniach M.1h,
jest szczegolnie niezbedny dla pokonania problemu gruzlicy pediatrycznej. Temu problemowi
zamierzam poswieci¢ szczegélnie swojg uwage planujac wykorzystanie najnowoczesniejszych trendow
i technik badawczych do wyznaczenia biomarkeréw przeciwgruzliczej odpornosci protekcyjnej oraz
przeciwnie mierzalnych wskaznikéw aktywnej gruzlicy u dzieci. Biorac pod uwagg zlozonos¢ interakcji
M1 z organizmem czlowicka, zwlaszcza dziecka podlegajacego fizjologicznemu rozwojowi,
zaplanowane badania b¢da mialy charakter wicloplaszczyznowy. W celu zbadania zaleznosci pomigdzy
parametrami charakteryzujagcymi aktywnos¢ komorek odpornosciowych oraz profilem metabolicznym
i komponentami mykobakterii uwalmanymi z zakazajacych pratkow w aktywne) TB i1 latentnym
zakazeniu M.th, randomizowanemu profilowaniu metoda chromatografii cieczowej sprzezonej z
tandemows spektrometria mas poddanych zostanie kilkaset biologicznych molekut zawartych w
surowicy oraz hodowlach pelnej krwi stymulowanych specyficznymi antygenami M. #b. Jednoczesnie w
tych samych probkach materialu oznaczone zostanie st¢zenie kilkudziesigeiu cytokin regulatorowych i
prozapalnych przy uzyciu techniki Luminex. Zidentyfikowane markery odpornosci, metabolity 1
komponenty pratkéw mogg dostarczy¢ wiedzy o potencjalnych biomarkerach, ktére mogg usprawnic 1
przyspieszyé obecnie tak niedoskonale wykrywanie aktywnej gruzlicy u dzieci i prognozowanie
progresji zakazenia latentnego w aktywng chorobe.
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