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(A) Tytut osiggniecia naukowego

Rola przeciwciat krzyzowo-reagujacych oraz neuropeptydéw w obronie gospodarza przed

bakteriami Moraxella catarrhalis

(B) Wykaz prac wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego

Osiggniecie naukowe zostato udokumentowane w cyklu powigzanych tematycznie pieciu prac
oryginalnych i dwdch przeglagdowych opublikowanych w latach 2010-2018. Kopie publikacji
wchodzacych w sktad osiggniecia zostaty zawarte w Zatgczniku nr 4, natomiast oswiadczenia

habilitantki i wspétautoréw publikacji stanowig Zatgcznik nr 5.
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4955
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[1F2012: 2,610; MNiSW01,: 25; udziat wtasny: 75%)
2012: 2, ; 2012 ; Y
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triggered inflammatory response of human A549 epithelial cells and neutrophils. Mediators of
Inflammation 2018, 2018: 4847205

[IF2017: 3,549; MNiSW013-2016: 30; udziat wtasny: 80%]
2017- 3, ; 2013-2016 ; y
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P6. Augustyniak D™, Majkowska-Skrobek G, Roszkowiak J, Dorotkiewicz-Jach A. Defensive and
offensive cross-reactive antibodies elicited by pathogens: the Good, the Bad and the Ugly. Current
Medicinal Chemistry 2017, 24 (36): 4002-4037
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(C) Omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania
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2. Prace dotyczace obronnej roli neuropeptydéw wobec M. catarrhalis

[publikacje P4, P5, P7]

Publikacje bedace podstawg postepowania habilitacyjnego sg w tekscie cytowane jako P1 — P7,
inne publikacje wspodtautorskie habilitantki pogrubiong czcionka italic, natomiast pozostate

publikacje — zwyktg czcionka.



4.1. Charakterystyka bakterii wykorzystanych w badaniach i uzasadnienie tematu badan

Bakterie Moraxella catarrhalis to gram-ujemne tlenowe dwoinki, ktore zakazajg wytgcznie
cztowieka [Su i wsp., 2012]. Przez dwie ostatnie dekady postrzeganie ich zasadniczo sie zmienito -
od nieszkodliwego komensala zasiedlajgcego jame nosowo-gardtowa, do patogenu ulegajgcego
tatwej transmisji w populacji. Obecnie zakazenia wywotywane przez M. catarrhalis uwaza sie za
istotny problemem zdrowia publicznego, zaréwno z przyczyn klinicznych jak i ekonomicznych
[Masaki i wsp., 2011]. U dzieci bakterie te odpowiadajg za ostre zapalenia ucha srodkowego
[Broides i wsp., 2009], u dorostych natomiast za ciezkie zaostrzenia w przebiegu przewlektej
obturacyjnej choroby ptuc (POCHP) [Murphy i wsp., 2005]. Narasta tez znaczenie M. catarrhalis w
rozwoju astmy oskrzelowej [Bisgaard i wsp., 2007, Larsen i wsp., 2014].

W patogenezie schorzen powodowanych przez M. catarrhalis, kluczowg role petni kolonizacja
uktadu oddechowego przez nowe szczepy [Parameswaran i wsp., 2011]. Rezerwuarem bakterii jest
takze tkanka nabtonkowa czy limfatyczna [Heiniger i wsp., 2007, Slewogt i wsp., 2007]. Istniejg
doniesienia, ze za wzmozong kolonizacje z udziatem M. catarrhalis moze odpowiadac powszechne
stosowanie szczepien przeciwko Streptococcus pneumoniae czy Haemophilus influenzae, poprzez
zaburzenia jakoSciowego oraz ilosSciowego sktadu nosogardta [Murphy i Parameswaran 2009].
Zgodnie z hipoteza ,,vaccine-induced pathogen strain replacement” [Martcheva i wsp., 2008], M.
catarrhalis zaczyna zatem odgrywac bardziej prominentng role w hierarchii czynnikéw infekcyjnych
uktadu oddechowego, réwniez poprzez fakt stawania sie niejako zmiennikiem dotychczas
dominujgcych patogendw.

Dodatkowo, M. catarrhalis utatwia zasiedlanie nisz uktadu oddechowego przedstawicielom innych
gatunkéw bakterii, przyczyniajac sie znaczaco do wzrostu ich wirulencji. Na przyktad poprzez
produkcje B-laktamaz [Schmitz i wsp., 2002], zapewnia pasywng protekcje S. pneumoniae czy H.
influenzae przed dziataniem antybiotykéw B-laktamowych [Schaar? i wsp., 2011, Perez i wsp.,
2014]. Przyczynia sie tez do wazrostu ekspresji gendw kodujgcych czynniki wirulencji u
Streptococcus pyogenes [Verhaegh i wsp., 2013]. Mozna zatem przypuszczaé ze w infekcjach
polimikrobowych M. catarrhalis ,steruje” wirulencjg innych bakterii.

Powyzsze doniesienia oraz fakt, ze na $wiecie wcigz nie ma dostepnej szczepionki przeciwko M.
catarrhalis [Ren i Pichichero 2016, Perez i Murphy 2017] wskazujg na rosngcg role tej bakterii w
patogenezie choréb uktadu oddechowego. W tym Swietle poznanie nowych czynnikéw
humoralnych w relacji patogen-gospodarz z jej udziatem wraz z charakterystyka ich potencjatu
obronnego nabiera istotnego znaczenia. Podstawg osiggniecia naukowego, stanowigcego
podstawe do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego, sg zatem prace, w ktérych

scharakteryzowano interakcje @ pomiedzy przeciwciatami  krzyzowo-reagujgcymi  oraz



neuropeptydami a M. catarrhalis, a takze modulujgcy wptyw tych humoralnych elementéw na

wybrane aspekty nieswoistej odpowiedzi immunologicznej wobec M. catarrhalis.

4.2. Rola przeciwciat krzyzowo-reagujacych w obronie wobec M. catarrhalis

4.2.1. Czynniki wirulencji i zalezna od przeciwciat obrona immunologiczna

Z racji budowy swych oston, kluczowymi czynnikami wirulencji M. catarrhalis sg biatka btony
zewnetrznej (OMPs). Dzielgc je funkcjonalnie zaliczamy do nich: (1) biatka UspA1, UspA2, OMP CD
czy OMP E, zaangazowane w blokowanie efektywnej odpowiedzi ze strony dopetniacza, poprzez
wigzanie regulatorow kaskady, czy blokowanie tworzenia kompleksu atakujgcego btone [Holm i
wsp., 2004, Nordstrom i wsp., 2005, Attia i wsp., 2006, Hallstrom i wsp., 2011], (2) liczne adhezyny
np. OMP CD, Hag/MID, UspA1, UspA2, McaP utatwiajgce adherencje i inwazyjnos$¢, a w przypadku
UspA1l, UspA2H i Hag/MID réwniez tworzenie biofilmu [Lafontaine i wsp., 2000, Timpe i wsp., 2003,
Holm i wsp., 2004, Pearson i wsp., 2006], (3) biatka neutralizujgce inhibitory proteaz jak UspAl i
UspA2, co prowadzi do zaburzenia réwnowagi proteazowo-antyproteazowej i w efekcie do
uszkodzenia tkanek [Manolov i wsp., 2008, Parameswaran i wsp., 2009] czy (4) biatko Hag/MID
uczestniczace w poliklonalnej ,niespecyficznej” aktywacji limfocytéw B, poprzez interakcje z
powierzchniowymi immunoglobulinami IgD [Nordstrom i wsp., 2006, Vidakovics i wsp., 2010].

Z uwagi na przynaleznos$¢ M. catarrhalis do patogendéw bytujgcych zasadniczo w srodowisku
pozakomérkowym, kluczowe ramie swoistej odpowiedzi immunologicznej wobec niej bazuje na
produkowanych przez limfocyty B przeciwciatach. Powstajg one przeciwko antygenom: (a) o silnej
immunogennosci, (b) posiadajgcym determinanty antygenowe wyeksponowane na powierzchni
patogenu, (c) cechujgcym sie konserwatywnoscig antygenowa w obrebie danego gatunku oraz (d)
ulegajgcym ekspresji w miejscu patogenezy [Ren i Pichichero 2016, Perez i Murphy 2017].
Unikatowos¢ przeciwciat rozpatrywana na poziomie populacyjnym organizmu polega na zdolnosci
do rozpoznawania niewyobrazalnie duzej liczby epitopéw, rdinorodnych pod wzgledem
biochemicznym. Unikatowos¢ rozpatrywana na poziomie komoérkowym dotyczy, bazujacego na
hipermutacjach, zjawiska dojrzewania powinowactwa (affinity maturation), czyli sukcesywnego
zwiekszania powinowactwa bez zmiany specyficzno$ci w trakcie generowania odpowiedzi
immunologicznej. Innymi stowy przeciwciata to wysoce specyficzne receptory o dystrybucji
klonalnej, ktére w ujeciu poliklonalnym cechujg sie znaczng dywersyfikacjg tych specyficznosci
[publikacja P6].

Zalezna od przeciwciat przeciwbakteryjna obrona organizmu bazuje zasadniczo na
mechanizmach typu: (i) aglutynacja, (ii) neutralizacja, (iii) blokowanie adherencji, (iv) aktywacja

dopetniacza, (v) wzmaganie fagocytozy czy (vi) wzmaganie cytotoksycznosci komérek gospodarza



[publikacja P6]. To szerokie spektrum funkcji efektorowych gwarantuje populacji immunoglobulin
maksymalne dopasowanie do potrzeb rozpoznania i eliminacji patogendéw. Pewng grupe
przeciwciat moze cechowaé zdolno$é¢ do tzw. protekcyjnej reaktywnosci krzyzowej czyli do
uruchomienia mechanizméw obronnych po rozpoznaniu antygendéw, ktdre nie indukowaty ich
powstania. W grupie tej znajdujg sie zaréwno: (1) naturalne przeciwciata polireaktywne klasy I1gM,
obdarzone niskim powinowactwem i zdolne do rozpoznawania strukturalnie odmiennych
antygenow (biatka, cukry, DNA) bez uprzedniej stymulacji antygenowej jak i (2) przeciwciata
krzyzowo-reagujace klas I1gG, IgA czy IgE, o znacznym powinowactwie, zdolne do rozpoznawania
strukturalnie podobnych determinant antygenowych i powstajgce wytacznie w nastepstwie
stymulacji antygenowej [Trinh i wsp., 1997, Zhou i wsp., 2007, Gunti i wsp., 2015; publikacja P6].
W grupie tych drugich gtéwnie sg te, ktére mogg wspomagaé ochrone gospodarza przed
bakteriami tego samego gatunku, innych gatunkdw ale tez te, ktérych ochrona przekracza granice
poszczegdlnych krélestw mikroorganizméw [publikacja P6].

W ujeciu ewolucyjnym, za nabywaniem wiekszej reaktywnosci krzyzowej przeciwciat przemawia
fakt, ze znaczgco poszerza ona ich repertuar przeciwmikrobowy. Wieksza specyficznos¢ z kolei jest
kluczowa z punktu widzenia precyzji rozpoznania, niwelujagc rdwnoczesnie ryzyko autoagresji
[Borghans i wsp., 1999, Fairlie-Clarke i wsp., 2009]. Dwoistos¢ natury przeciwciat krzyzowych
balansuje zatem pomiedzy ich korzystng rolg obronng, a negatywnymi konsekwencjami
dotyczacymi udziatu w zaostrzaniu istniejgcej choroby infekcyjnej, alergicznej czy w
autoimmunologicznej ofensywie na witasne tkanki. Charakterystyke korzystnych i szkodliwych
efektdw, wynikajacych z dziatan przeciwciat krzyzowo-reagujgcych, ktérych powstanie byto
indukowane patogenami, zawartam w pracy przegladowej z 2017 [publikacja P6].

Celem niniejszego postepowania habilitacyjnego, w czesci dotyczacej roli przeciwciat krzyzowo-
reagujacych w ochronie przed M. catarrhalis jest charakterystyka ich interakcji z antygenami
bakterii oraz korzysci wynikajgcych z tych anty-wirulentnych dziatan dla gospodarza poprzez

szeroko pojetg aktywacje sit obronnych.

4.2.2. Immunogennos¢ i reaktywnosc krzyzowa antygenow M. catarrhalis

Tematyke dotyczgcg immunogennosci M. catarrhalis rozpoczetam jeszcze w trakcie realizacji
pracy doktorskiej (pkt. 6.1 autoreferatu). Wobec faktu, ze dostepnos¢ antygenu o wtasciwosciach
immunogennych dla uktadu immunologicznego jest zawsze warunkiem sine qua non jego
efektywnej aktywacji, zdefiniowanie immunogennosci stanowito punkt wyjscia moich badan. Juz
woéweczas zidentyfikowanych byto kilka immunogennych biatek btony zewnetrznej (OMPs) tej
bakterii tj. UspA1l, UspA2, Hag/MID, CopB, OMP CD, czy OMP E [Ren i Pichichero 2016]. Jednakze

dane dotyczace uodpornienia organizmu na M. catarrhalis byty wcigz niejednoznaczne. Donoszono



na przykfad, ze immunizacja oparta na wybidrczych biatkach OMPs jak choc¢by UspA1l, UspA2 czy
Hag/MID, wystepujgcych w odmiennych wariantach antygenowych, moze by¢ niewystarczajgca dla
zapewnienia efektywnej ochrony dzieci czy dorostych [Verhaegh i wsp., 2008, Brooks i wsp., 2008,
Verhaegh i wsp., 2012]. Potwierdzaty to badania kliniczne, wedle ktérych u dzieci chorujgcych na
nawrotowe ostre lub przewlekte wysiekowe zapalenie ucha srodkowego wywotane M. catarrhalis,
nie odnotowywano negatywnej korelacji pomiedzy systemowym czy lokalnym stezeniem IgG anty-
M. catarrhalis wobec wiodacych immunogendw, a stopniem kolonizacji uktadu oddechowego.
Taka korelacje wykazywano z kolei w odniesieniu do mniej spektakularnych antygenéw [Ren i wsp.,
2015]. Dodawano do tego niezmiernie wazing, z punktu widzenia patogenezy, role nowych
szczepbw M. catarrhalis w kolonizacji uktadu oddechowego [Parameswaran i wsp., 2011].

W sSwietle tych badan finalne uodpornienie organizmu wobec M. catarrhalis wydawato sie by¢
raczej pochodng czestotliwosci oraz czasu trwania kolonizacji, anizeli konsekwencjg lokalnego
ostrego zakazenia per se. Nasuwato sie wobec tego przypuszczenie, ze istniejgca pula swoistych
przeciwciat danego organizmu, obejmujgca rowniez przeciwciata krzyzowo-reagujace, moze byc

wazng wspotzmienng wptywajgcg na koncowy rezultat uodpornienia. Moim nadrzednym celem

byty zatem badania nad efektywnos$cig dziatania przeciwciat krzyzowych, nie wobec konkretnego

antygenu, lecz wobec zbioru powierzchniowych immunogendw M. catarrhalis, z ktérymi organizm

moze zetknac sie w trakcie naturalnej immunizacji lub w nastepstwie potencjalnego szczepienia.

Dokonujgc wyboru antygendw do immunizacji, na wstepie przeprowadzitam screening fenotypowy
kilkunastu klinicznych szczepdw M. catarrhalis pochodzgcych z kolekcji wtasnej, pozyskanych dzieki
wspotpracy z laboratorium bakteriologicznym szpitala im. Korczaka we Wroctawiu (obecnie szpital
im. Gromkowskiego). Na jego podstawie dokonatam selekcji i w zasadniczych badaniach
wykorzystatam cztery fenotypowo-rézne szczepy, oznaczone jako Mcl, Mc5, Mc6 i Mc8. Szczepy
te réznity sie zdolnoscig do tworzenia biofilmu (Mc6 > Mcl > Mc5 > Mc8) oraz wtasciwosciami
adhezyjnymi do komarek linii nabtonka raka ptuc A549 (Mc1 > Mc5 = Mc6 > Mc8). Nie rdznity sie
natomiast wrazliwoscig na surowice $winki morskiej, co na dalszym etapie badan umozliwito ocene
roli przeciwciat krzyzowo-reagujacych w aktywacji kaskady komplementu. Charakterystyke
fenotypowa wszystkich szczepdw wykonatam osobiscie [publikacja P2].

Do badan wykorzystatam myszy Balb/c. Zwierzeta te jako organizm modelowy sg bardzo wdzieczne
do generowania przeciwciat poszczepiennych w odpowiedzi na immunizacje M. catarrhalis, gdyz
nie sg naturalnie zakazane tg bakterig. Oznacza to, ze wszystkie powstajgce w ich organizmie
przeciwciata 1gG swoiste wobec M. catarrhalis, stanowig w catosci pule przeciwciat
wyprodukowanych de novo, co udowodnitam eksperymentalnie [publikacja P1, publikacja P2,
publikacja P3]. Do immunizacji myszy Balb/c uzytam dwa zestawy antygenowe, pochodzace z

kazdego z czterech wymienionych szczepdw. Byly to zaréwno cate zabite komodrki bakteryjne



(zestaw pierwszy) jak i biatka btony zewnetrznej OMPs izolowane z wykorzystaniem tagodnego
niejonowego detergentu Zwittergent 3.14 (zestaw drugi). Wybdér podanych zestawéw w petni
odzwierciedlat wykorzystanie wielowartosciowych pod wzgledem antygenowym, po pierwsze
komodrek bakteryjnych, zdolnych do indukcji najblizszej rzeczywistej, odpowiedzi ze strony
gospodarza, po drugie mieszaniny biatek OMPs zaliczanych do najsilniejszych immunogennych
struktur tej bakterii. Dzieki detergentowi o stosunkowo wysokim krytycznym stezeniu micelarnym
udato nam sie zachowac silne wtasciwosci immunogenne biatek OMPs w uzyskanych
proteomicellach (OMPs-Z). W nastepstwie immunizacji uzyskatam osiem odrebnych pul anty-
surowic, z ktérych kazda ztozona byta z 5-7 surowic indywidualnych. Pule te nazwatam: anty-Mc1,
anty-Mc5, anty-Mc6, anty-Mc8 (immunizacja myszy catymi bakteriami) oraz anty-OMPMc1, anty-
OMPMC5, anty-OMPMc6, anty-OMPMc8 (immunizacja myszy OMPs) [publikacja P1, publikacja
P2]. Do czesci szczepien wykorzystatam takze formulacje antygenowe ztozone z OMPs
zasocjowanych z liposomami [publikacja P1].

Pytania, ktére sobie wéwczas postawiliSmy brzmiaty: (1) czy a jesli tak to ktére immunogenne
biatka OMPs sg efektywnie inkorporowane w pecherzyki liposomowe zbudowane z neutralnej L-a-
fosfatydylocholiny (PC) tworzac proteoliposomy, (2) czy istnieje rdznica pomiedzy
immunogennoscig biatek OMPs w zaleznosci od sposobu ich asocjacji z liposomami, (3) ktére z
biatek OMPs beda najsilniej rozpoznawane przez mysie oraz ludzkie przeciwciata krzyzowo-
reagujgce [publikacja P1]. Bazujac na danych literaturowych o wbudowywaniu biatek w
dwuwarstwe lipidowa, ktére odbywa sie albo drogg insercji biatka w juz utworzone pecherzyki
lipidowe lub drogg inkorporacji w dwuwarstwe na etapie formowania pecherzyka [Rigaud i wsp.,
2003], w swoich badaniach zastosowalismy obie te procedury. Dodajgc biatka OMPs do juz
utworzonych pecherzykéw fosfatydylocholinowych badz w trakcie ich formownia, a nastepnie
przeprowadzajgc przeciskanie prze filtry membranowe, filtracje zelowg oraz ultrawirowanie
uzyskaliSmy odpowiednio proteoliposomy PC-OMPs bgdZz OMPs-PC. Wielkos¢ proteoliposomoéw
obydwu formulacji byta poréwnywalna i ksztattowata sie w zakresie 370 —430 nm jak potwierdzono
przy uzyciu mikroskopu sit atomowych. W oparciu o techniki elektroforetyczne pokazalismy, ze
biatkiem efektywnie inkorporowanym przez liposomy, niezaleznie od sposobu tej inkorporacji, byto
biatko btony zewnetrznej o masie ~60 kDa (pdzniej zidentyfikowane w spektrometrii mas LC-
MS/MS jako biatko OMP CD, dane nieopublikowane), [publikacja P1].

Poréwnujgc immunogennosci tych formulacji antygenowych w oparciu o metody ELISA i
Western blot wykazatam, ze zaréwno uzyskane proteoliposomy (PC-OMPs, OMPs-PC) jak i
proteomicelle (OMP-Z) byly silnie immunogenne, a indukowana przez nie humoralna odpowiedz
immunologiczna, wyrazona wysokimi mianami swoistych przeciwciat IgG anty-OMPs (~50 000),

byta poréwnywalna. Wykazatam ponadto, ze wspomniane biatko ~60 kDa (OMP CD) niezaleznie od



sposobu asocjacji z liposomami zachowato immunoreaktywne epitopy. Brak wyraznych réznic w
immunogennosci tego biatka pomiedzy obydwoma uzytymi formulacjami proteoliposomowymi
oraz proteomicelami sugerowat, ze biatko ~60 kDa (OMP CD) do zachowania wtasciwosci
immunogennych nie potrzebuje dwuwarstwy lipidowej, a jedynie obecnosci amfifilowych
neutralnych zwigzkéw bogatych w grupy hydrofobowe. Wéwczas takze zaobserwowatam silng
krzyzowa-reaktywnos¢ wspomnianego biatka, wchodzgcego w sktad proteomiceli pozyskanych ze
szczepow Mcl, Mc5, Mc6 i Mc8, z IgG wszystkich szesciu pul heterologicznych mysich anty-surowic.
Poza modelem mysim, silng reaktywnos¢ krzyzowa biatka ~60 kDa (OMP CD) z przeciwciatami klas
IgG i IgA potwierdzitam takze po zastosowaniu surowic ludzkich pochodzacych zaréwno od dzieci
chorych po przebytym zapaleniu ucha srodkowego wywotanego M. catarrhalis jak i tych zdrowych.
Poniewaz przeciwciata 1gG i IgA s3 markerami wtérnej odpowiedzi immunologicznej, ich
powszechna krzyzowa reaktywnos¢ z biatkiem OMP CD wskazywata, ze biatko to jest waznym
markerem antygenowym M. catarrhalis odpowiedzialnym na indukcje dtugotrwatej odpornosci

[publikacja P1]. Reasumujgc, wykazatam, ze silnie krzyzowo-reaktywne ~60 kDa biatko CD btony

zewnetrznej M. catarrhalis jest wysoce immunogenne bedac sktadnikiem zaréwno

proteoliposomoéw jak i proteomicelli. Pokazatam tez, ze jest ono odpowiedzialne za indukcje

diugotrwatej swoistej odpowiedzi humoralnej zarowno w modelu mysim jak i u cztowieka, co w

aspekcie silnych wtasciwosci wirulentnych tego biatka, moze umozliwi¢ nam zrozumienie

stosunkowo niskiego stopnia patogennosci M. catarrhalis u 0séb immunokompetentnych.

Ze wzgledu na fakt zaobserwowania tak silnej reaktywnosci krzyzowej przeciwciat zaréwno w
modelu mysim jak i u ludzi, kolejnym celem moich badan byta zakrojona na szerszg skale ilosciowa,
jakosciowa oraz funkcjonalna charakterystyka odpowiedzi immunologicznej wobec M. catarrhalis,
ktorej podstawg byta owa reaktywnosc. Dysponujgc osmioma pulami antysurowic (4 pule anty-Mc
i 4 pule anty-OMPMc) wraz z magistrantkg Monikg Piekut, ktdorej bytam opiekunem, z
wykorzystaniem opracowanych przez siebie testéw ELISA dla catych komoérek bakterii (tzw. whole-
cell ELISA), poprzez detekcje surowiczych mian swoistych przeciwciat 1gG, okreslitam zaréwno
stopied serokonwersji w surowicach homologicznych jak i stopien reaktywnosci krzyzowej
przeciwciat w surowicach heterologicznych. Wykazatysmy, ze kazda z o$miu pul mysich anty-
surowic byta wysoce krzyzowo-reaktywna, rozpoznajac powierzchniowe antygeny szczepow
heterologicznych, przy czym miana przeciwciat 1IgG w surowicach powstatych w odpowiedzi na
biatka btony zewnetrznej (pule anty-OMPMoc) byty wyzsze anizeli w surowicach pochodzacych od
myszy immunizowanych catymi bakteriami (pule anty-Mc), [publikacja P2].

Poza zaobserwowanymi réznicami ilosciowymi pomiedzy przeciwciatami 1gG surowic anty-
OMPMc i anty-Mc, zadatam sobie pytanie czy réznig sie one tez jakosSciowo [publikacja P2], jako

ze skutecznos$¢ protekcyjna przeciwciat jest w duzej mierze wypadkowga dostepnosci, gestosci i
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wartosciowosci antygendw oraz stezenia, powinowactwa i awidnosci przeciwciat [James i wsp.,
2003; Reverberi i wsp, 2007]. W celu okreslenia awidnosci, przeprowadzitySmy analogiczne testy
ELISA z wykorzystaniem catych komérek bakterii w obecnosci tiocyjanianu sodu (NaSCN), ktéry
powoduje rozerwanie stabych wigzan pomiedzy kompleksami antygen-przeciwciato. Wykazatysmy,
ze relatywna awidnos¢ przeciwciat krzyzowo-reagujgcych byfa tylko nieznacznie mniejsza dla
surowic anty-Mc lub poréwnywalna dla surowic anty-OMPMc w odniesieniu do surowic
homologicznych. Wyrazem wysokiej awidnosci badanych przeciwciat byta trwatos¢ powstatych
komplekséw antygen-przeciwciato i stabsza zdolnos¢ do ich dysocjacji. Ponadto przeciwciata
surowic anty-OMPMc cechowaly sie generalnie wiekszg awidnoscig w porédwnaniu do surowic
anty-Mc. Wykazanie zblizonych pozioméw awidnosci pomiedzy wszystkimi surowicami anty-
OMPMc sugerowato istnienie: (a) wysokiego stopnia konserwatywnosci epitopéw pomiedzy
badanymi szczepami, (b) poréwnywalnej dostepnosci antygendw dla przeciwciat, (c) niskiego
stopnia zmiennosci w ekspresji powierzchniowych antygendw [publikacja P2].

Reasumujgc wykazatam, ze badane zestawy immunogendw M. catarrhalis (cate bakterie, biatka

OMPs) indukujg powstawanie krzyzowo-reagujgcych przeciwciat 1gG o wysokiej awidnosci,

zdolnych do efektywnego rozpoznawania antygendw powierzchniowych odmiennych fenotypowo

szczepdw M. catarrhalis oraz ze przeciwciata 1gG rozpoznajgce wytgcznie biatka OMPs M.

catarrhalis posiadajg wyzszg awidnosc¢ niz te, ktore rozpoznajg powierzchniowe antygeny catych

komdrek bakteryjnych.

Wyniki pokazujace istniejgcg reaktywnosc¢ krzyzowa opisywanych tutaj mysich anty-surowic wobec
innych patogennych bakterii uktadu oddechowego cztowieka, a mianowicie Haemophilus
influenzae, Acinetobacter baumanii i Pseudomonas aeruginosa zaprezentowatam takze w postaci
plakatu na konferencji 15" International Congress of Immunology IClI 22-27 VIIl, 2013 w

Mediolanie.

4.2.3. Dziatanie protekcyjne przeciwciat krzyzowo-reagujacych

W kolejnym kroku nalezato udowodnié, ze przeciwciata krzyzowo-reagujace z epitopami M.
catarrhalis s wazne z immunologicznego punktu widzenia. Bo choé¢ wysokie miana przeciwciat
krzyzowo-reagujacych zazwyczaj korelujg z funkcjg obronng z ich udziatem [Stalhammar-
Carlemalm i wsp., 2000, De Jonge i wsp., 2003] zdarza sie, ze taka zaleznos$¢ nie wystepuje
[Weynants i wsp., 2007]. Szczegdlnie gdy oprocz stezenia, powinowactwa i awidnosci, w gre
wchodzg interakcje przeciwciat z receptorami FcR czy ze sktadowg Clq dopetniacza [Sanders i wsp.,

1995, Endeman i wsp., 2009, Higel i wsp., 2016]. Wynika stad, ze sama zdolno$¢ do wigzania

antygenu nie gwarantuje uruchomienia mechanizmdéw obronnych. Dopiero potwierdzenie
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dziatania tych mechanizmoéw w obecnosci przeciwciat jest warunkiem koniecznym aby przeciwciata

nazwac w petni funkcjonalnymi [publikacja P6].

Hipoteza postawiona przeze mnie na tym etapie badan brzmiata: Przeciwciata powstajace w
odpowiedzi na immunizacje M. catarrhalis uruchamiajg kluczowe mechanizmy efektorowe wobec
szczepOw heterologicznych. Weryfikacji tej hipotezy podjetam sie poprzez ocene udziatu
przeciwciat krzyzowo-reagujgcych: (1) w aktywacji zaleznego od dopetniacza bakteriobdjczego
dziatania surowicy, (2) we wzmocnieniu potencjatu bakteriobdjczego makrofagéw linii THP-1 w
procesie opsonofagocytozy (3) w blokowaniu adhezji bakterii do komorek nabtonka ptucnego linii
A549 [publikacja P2]. Do pomiaru litycznego dziatania dopetniacza wykorzystatam model oparty
na zastosowaniu inaktywowanych termicznie poszczepiennych mysich surowic jako Zrédta
przeciwciat oraz surowicy swinki morskiej jako egzogennego zrédta dopetniacza. Wykazatam, ze
wobec szczepéw homologicznych, zalezna od dopetniacza aktywno$¢ surowic anty-OMPMc
cechowata sie wiekszym potencjatem ochronnym, powodujac zabicie tej samej 50% liczby bakterii
przy wyzszych mianach, niz aktywnos$¢ surowic anty-Mc. Miato to zastosowanie takze w
odniesieniu do 3 z 4 szczepdow heterologicznych. Wyjatek stanowit szczep Mc6, ktéry byt zabijany
przez dopetniacz skuteczniej w obecnosci surowic anty-Mc, niz anty-OMPMc. Ponadto dla obydwu
zestawdw zastosowanych anty-surowic, wspomniane dziatanie bakteriobdjcze byto pozytywnie
skorelowane z obecnoscig podklas 1gG2a i 1gG2b, zaangazowanych u myszy w aktywacje
dopetniacza szlakiem klasycznym. Istnienie korelacji tylko w uktadzie sumarycznej analizy podklas
(IgG2a+lgG2b) sugerowato, ze obie podklasy mogg wzajemnie sie rekompensowaé oraz ze do
optymalnej funkcjonalnosci bakteriobdjczej z ich udziatem potrzebna jest aktywnos¢ obydwu.

Uzyskane obserwacje sktonity do wnioskowania, ze w uruchomieniu klasycznej drogi aktywacji

dopetniacza przez przeciwciata krzyzowo-reagujace, kluczowa rola przypadata tym, ktore powstaty

w_odpowiedzi na immunizacje biatkami btony zewnetrznej [publikacja P2]. Poréwnywalny lub

nieznacznie wyzszy potencjat ochronny krzyzowo-reagujacych przeciwciat anty-OMPMc w
poréwnaniu do anty-Mc wykazaliémy natomiast w kolejnym cyklu doswiadczen z wykorzystaniem
metody opsonofagocytozy. Udowodnilismy w ten sposdb, ze przeciwciata te w zakresie mian od
1:30 do 1: 600 wzmagajg pochtanianie i zabijanie, opsonizowanych nimi bakterii, przez ludzkie
makrofagi linii THP-1. Z kolei pokazanie protekcyjnego anty-adhezyjnego dziatania badanych
przeciwciat byto mozliwe dzieki zastosowaniu zmodyfikowanej przeze mnie metody opartej na
immunoenzymatycznej detekcji (awidyna-peroksydaza chrzanowa) biotynylowanych bakterii
adherujacych do ludzkiej linii epitelialnej ptuc A549. Jak udowodnitam eksperymentalnie,
przeciwciata reagujgce-krzyzowo z surowic anty-OMPMc oraz anty-Mc efektywnie blokowaty
adhezje bakterii do komérek nabtonka. Rdwniez i w tym przypadku, nieznacznie silniejszy efekt

wywieraty przeciwciata surowic anty-OMPMc. W celu wyznaczenia progu protekcji (protective

12



treshold) dla kazdej z metod, poréwnatam nastepnie rozktady poszczegélnych funkcji obronnych
dla przeciwciat krzyzowo-reagujgcych oraz dziatajgcych w uktadach homologicznych. Na podstawie
wynikéw analiz stwierdzitam, ze najefektywniejszym mechanizmem obronnym wobec M.
catarrhalis, ktéry jest aktywowany przez co najmniej 75% przeciwciat krzyzowo-reagujacych, jest
klasyczny szlak aktywacji dopetniacza, w nastepnej kolejnosci opsonofagocytoza (co najmniej 60%

przeciwciat) i blokowanie adherencji [publikacja P2]. Otrzymane wyniki, pozwolity mi

jednoznacznie stwierdzi¢, Zze przeciwciata reagujgce-krzyzowo z antygenami powierzchniowymi M.

catarrhalis, cechujg sie silnym potencjatem obronnym wobec fenotypowo réznych szczepdw tej

bakterii. S zatem w petni funkcjonalne zaréwno na poczgtkowym etapie zakazenia poprzez

neutralizacje bakterii i hamowanie adhezji oraz na pdzniejszym etapie jego trwania poprzez

uruchamianie mechanizméw obrony nieswoistej typu humoralnego (dopetniacz) i komdrkowego

(fagocytoza).

Uzyskane wyniki zaprezentowatam takze w postaci plakatu na 15" International Congress of

Immunology ICl 22-27 VIII, 2013 w Mediolanie.

4.2 4. Identyfikacja oraz analiza immunoproteomiczna i bioinformatyczna biatek bakteryjnych

rozpoznawanych przez przeciwciata krzyzowo-reagujace

W kolejnym etapie badan zadatam sobie pytanie, ktére konkretnie powierzchniowe antygeny
M. catarrhalis i w jakim stopniu sg rozpoznawane przez przeciwciata krzyzowo-reagujace, a ktore
dziatajg tylko w uktadach homologicznych oraz jaka jest ewolucja kodujacych je gendw [publikacja
P3]. W modelu tych badan jako zrédto bakteryjnych antygenéw wykorzystatam izolowane i
oczyszczone drogg ultrafiltracji i ultrawirowania pecherzyki btony zewnetrznej (OMVs) jako
najlepsze ilosciowe i jakosciowe odwzorowanie garnituru antygenowego komorki. Zrédtem
przeciwciat byly mysie surowice poszczepienne anty-Mc o udokumentowanej w publikacji P2
funkcji efektorowej. Do wspotpracy, oprdocz doktorantéw Rafata Seredynskiego i Justyny
Roszkowiak, ktorej jestem promotorem pomocniczym, zaprositam dr hab. prof. Pawita
Mackiewicza z Zaktadu Genomiki Wydziatu Biotechnologii UWr, bedgcego ekspertem w analizach
bioinformatycznych. W badaniach immunoproteomicznych stosowaliSmy standardowg
elektroforeze SDS-PAGE oraz elektroforeze dwukierunkowg (2D SDS-PAGE) potaczong z analizg
spektrometrii mass LC-MS/MS i Western blot-em [publikacja P3]. Analiza LC-MS/MS biatek
immunoreaktywnych zostata wykonana we wspétpracy z dr Siobhan McClean (University College
Dublin, Irlandia), ktérg poznatam w trakcie uczestnictwa we wspdlnym projekcie C.0.S.T Action
BM1003. , Microbial cell surface determinants of virulence as targets for new therapeutics in cystic

fibrosis” (2011-2014).
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Do analiz immunoproteomicznych wybratam pecherzyki OMVs produkowane przez szczepy Mc6 i
Mc8 M. catarrhalis, réznigce sie fenotypowo oraz reprezentujgce odmienne linie filogenetyczne w
obrebie gatunku. Sekwencje catych genomdw tych szczepéw, zdeponowane w bazie NCBI pod
numerami CP010901 (Mc6) i CP010902 (Mc8), pozyskatam dzieki wspdtpracy z dr Darrenem
Smithem z Northumbria University, UK. Dla kazdego szczepu zidentyfikowalismy kilkadziesigt
immunoreaktywnych spotow reprezentujgcych 13 (Mc6) i 14 dla (Mc8) odmiennych biatek. Oprécz
identyfikacji biatek btony zewnetrznej OMP CD, OMP E, OMP M35, MhuA, CopB, TbpB,
OMPG1b/OlpA i Hag/MID, w pecherzykach OMVs M. catarrhalis, wykazaliémy obecnos$¢ 9
dodatkowych, dotychczas nie opublikowanych biatek, witgczajagc w to zardwno biatka
powierzchniowe: UspAl, FbpA, MhuA, LbpB, TbpA, MipA, cytoplazmatyczne jak chaperon GroEL,
dehydrogenaze dihydrolipoamidowa (Lpd) czy peryplazamtyczne np. Ycel, [publikacja P3]. Po
okresleniu ilosciowych réznic w reaktywnosci krzyzowej przeciwciat 1gG z rozpoznawanymi
biatkami oraz znajac funkcje tych biatek z dostepnej literatury ustalitam, ze celem przeciwciat
krzyzowych sg zasadniczo biatka bedgce kluczowymi czynnikami wirulencji M. catarrhalis. | s3 one
tak jak UspAl, OMP CD, Hag/MID zaangazowane w procesy adhezji i inwazji do komodrek
gospodarza, badz tak jak UspAl, OMP CD, OMP E w mechanizmy umozliwiajgce unikanie ataku
badz aktywng ochrone bakterii przed uktadem dopetniacza. Do tej ,wirulentnej” grupy zaliczytam
takze immunogenne biatka GroEL i Lpd, ktérych immunogennos¢ u M. catarrhalis pokazalismy po
raz pierwszy [publikacja P3], a ktdrych potencjat wirulentny oraz immunogenny dla innych
patogenéw zostat opisany [Hallstrom i wsp., 2015, Shinoy i wsp., 2013]. Drugg grupe
immunogennych antygendw M. catarrhalis, nie klasyfikowanych jako czynniki wirulencji, stanowity
biatka btonowe zaangazowane w metabolizm Zelaza. Te immunogenne biatka mimo, iz cechowaty
sie umiarkowang reaktywnoscig z anty-surowicami homologicznymi, nie wykazywaty lub
wykazywaty znikomg reaktywnos¢ z przeciwciatami reagujgcymi krzyzowo (anty-surowice
heterologiczne). Do tej grupy zakwalifikowatam: biatka LbpB (wigzace laktoferyne), TbpB (wigzace
transferyne), CopB (wigzace laktoferyne oraz transferyne) czy MhuA (wigzgce hemoglobine). W
zgodzie z tymi wynikami, brak reaktywnosci krzyzowej zaobserwowatam takie wobec
peryplazmatycznego biatka wigzgcego zelazo FbpA [publikacja P3].

Wyniki naszych badan eksperymentalnych potwierdzili§my nastepnie analizg bioinformatyczng. W
oparciu o 15 rdinych metod bioinformatycznych, umozliwiajgcych analize epitopow,
wytypowalismy przewidywane miejsca epitopdw we wszystkich zidentyfikowanych przez nas
immunogennych biatkach czyli zaréwno tych ,wirulentnych” jak i, niewirulentnych”. W analizach
tych za potencjalne epitopy uznaliSmy miejsca w sekwencji danego biatka, ktdre byty
rozpoznawane przez wiecej niz 50% stosowanych metod. Analizy nasze wykazaty, ze sekwencje

epitopéw wchodzacych w sktad biatek cechujgcych sie stabg lub brakiem reaktywnosci z
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przeciwciatami krzyzowo-reagujgcymi byty bardziej zmienne anizeli te nalezgce do biatek silnie
rozpoznawanych przez te przeciwciata. W oparciu o metody bioinformatyczne wykazalismy zatem,
ze wieksza skuteczno$¢ dziatania przeciwciat krzyzowo-reagujacych jest adresowana do biatek o
bardziej konserwatywnym garniturze antygenowym [publikacja P3].

Istotnym zatem osiggnieciem byto pokazanie okreslonego wzoru reaktywnosci krzyzowej w

obrebie badanego repertuaru przeciwciat. Zgodnie z nim podstawag zaleznej od przeciwciat

krzyzowych ochrony wobec gatunku M. catarrhalis jest blokowanie czynnikow wirulencji

promujacych adhezje i/lub zaangazowanych w unikanie ataku ze strony uktadu dopetniacza. Brak

wspomnianej ochrony w ukfadzie krzyzowym dotyczy natomiast biatek odpowiedzialnych za

metabolizm Zelaza, pomimo iz wiele z nich posiada wtasciwosci immunogenne. Otrzymane wyniki

znaczgco poszerzyly wiedze na temat funkcjonowania przeciwciat krzyzowo-reagujgcych

[publikacja P3].

Postepujaca szybkos¢ oraz duzy spadek kosztéw sekwencjonowania catych genomoéw

mikroorganizméw, umozliwia ich analize w skali globalnej w kontekscie patogennosci,
immunogennosci, ewolucji czy interakcji patogen-gospodarz. Dlatego tez identyfikacji
eksperymentalnej wyzej wymienionych biatek towarzyszyta obszerna analiza bioinformatyczna 27
kompletnych genomdéw M. catarrhalis, w tym 4 nowo zsekwencjonowanych przez nas genomoéw
[CP010573, CP010900, CP010901, CP010902] M. catarrhalis z kolekcji wtasnej. W analizach
poréwnawczych uwzgledniono takze 4 genomy innych gatunkow z rodzaju Moraxella oraz 3
przedstawicieli rodzaju Acinetobacter, nalezgcego do tej samej rodziny Moraxellaceae. Do tych
analiz, oprécz naszych wynikéw eksperymentalnych, wigczylismy takze inne opublikowane dane
pokazujgce dystrybucje biatek w pecherzykach OMVs M. catarrhalis [Schaar® i wsp., 2011]. Nasze
analizy wykazaty, ze biatka M. catarrhalis wchodzace w sktad pecherzykéw OMVs sg kodowane
przez geny zorganizowane w 63 grupy ortologiczne, wsrdd ktorych istnieje 5 grup
charakterystycznych tylko dla tego gatunku bakterii, a mianowicie: IcIR, Lgt1, OppB, cHP Mc10, and
HP Mc12. W oparciu o sekwencje ortologiczne genéw kodujgcych biatka OMVs, przeprowadzilismy
analizy filogenetyczne. Na ich podstawie oszacowalismy zawartos¢ tych genéw u przodkéw oraz
ich nabywanie i utrate w poszczegdlnych liniach filogenetycznych. Wykazalismy, ze z wyjsciowych
40 gendéw kodujacych biatka OMVs i wystepujgcych u wspdlnego przodka Moraxella i
Acinetobacter, w trakcie ewolucji rodzaju Moraxella doszto do podwojenia liczby tych gendow, w
poréwnaniu do rodzaju Acinetobacter i gatunkdw Moraxella patogennych dla zwierzat.
Wskazywato to na sukcesywny wzrost gendw kodujgcych biatka OMVs u M. catarrhalis. Takiego
trendu nie zaobserwowalismy dla liczby gendéw kodujgcych caty proteom. Na podstawie

przeprowadzonych analiz mozna zatem zaktadaé, ze genomy gatunku M. catarrhalis w_toku

ewolucji zostaty istotnie wzbogacone w biatka dystrybuowane przez OMVs. Poniewaz rola OMVs
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wigze sie zaréwno z patogennoscig jak i fiziologig bakterii, udokumentowana przez nas tendencja

do ewolucyjnego zwielokrotniania ich biatkowej zawartosci moze byé hipotetycznie nowym

dowodem adaptacji patogendw, w celu optymalizacji ich sukcesu kolonizacyjnego [publikacja P3].

4.3. Rola neuropeptydéw w obronie wobec Moraxella catarrhalis

4.3.1. Dziatanie bakteriobdjcze i immunomodulujace

Na przestrzeni lat 2008-2018, rownolegle z badaniami nad obronng rolg przeciwciat krzyzowo-

reagujgcych, moje zainteresowania naukowe skupity sie na potencjale obronnym neuropeptyddéw.
Juz jakis$ czas temu zwigzki te przestaty by¢ postrzegane jedynie jako neuroprzekazniki i wcigz
przybywa dowodéw dokumentujgcych ich zgota odmienng role w formowaniu lokalnych barier
obronnych. W tym sSwietle neuropeptydy definiuje sie jako czynniki nieswoistej odpowiedzi
humoralnej [Brogden i wsp., 2005, Souza-Moreira i wsp., 2011].
Ta nowa rola oraz wyniki badan wtasnych [publikacja P4] zainspirowaty mnie do napisania pracy
przegladowej na temat przeciwmikrobowego dziatania neuropeptyddw takich jak neuropeptyd Y
(NPY), substancja P (SP), peptyd zwigzany z genem kalcytoniny (CGRP), adrenomedulina,
wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) oraz hormon stymulujgcy melanocyty (a-MSH). Opisatam i
usystematyzowatam w niej wielokierunkowg przeciwmikrobowg aktywno$¢ wymienionych
zwigzkow, wigczajac w to ich bezposrednie dziatanie bdjcze na bakterie, grzyby i pierwotniaki oraz
posrednie - immunomodulujgce wobec mechanizmdéw odpowiedzi nieswoistej oraz swoistej. Moje
nowatorskie podejscie do tematu, w aspekcie zaleznej od neuropeptydéw modulacji odpowiedzi
nieswoistej, rdéznicowato neuropeptydy na zwigzki o dziataniu: (1) przeciwstawnym oraz
bimodalnym, (2) synergistycznym oraz addytywnym czy wreszcie (3) zaleznym badZz nie od
receptorow [publikacja P7]. Taki poglad i koncepcja publikacji umozliwity mi zaproszenie do
wspotpracy specjaliste od neuropeptyddw, dr Fionnuale T. Lundy z Queens University of Belfast,
UK.

We wspomnianej pracy oryginalnej [publikacja P4] przeanalizowatam zaréwno bezposrednie -
bakteriobdjcze jak i posrednie - immunomodulujace dziatanie neuropeptyddéw NPY, SP, CGRP oraz
somatostatyny na zakazenie ze strony M. catarrhalis. Do badan wtgczytam takze inny wiodacy
patogen uktadu oddechowego - nietypowalng H. influenzae. W ramach immunomodulacji,
badatam wptyw neuropeptydow na mechanizm fagocytozy, najstabiej poznany mechanizm
obronny wobec M. catarrhalis. Pomystem oryginalnym byto zatozenie, ze modulujgce dziatanie
neuropeptydéw moze zaleze¢ od sposobu rozpoznawania patogenu przez komorke zerng
(opsonofagocytoza z udziatem IgG versus fagocytoza bez udziatu opsonin). Zastosowany ukfad

badawczy bazowat zatem na izolowanych ludzkich neutrofilach jako komdrkach zernych i
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bakteriach wyznakowanych fluorochromem FITC (izotiocyjanian fluoresceiny), poddanych
nastepnie bgdz nie opsonizacji mysimi swoistymi przeciwciatami IgG. Poréwnujac kinetyke obydwu
uktadéw tzn. fagocytozy zaleznej od obecnosci opsonin i tej pozbawionej opsonin, z
wykorzystaniem cytometru przeptywowego, wykazatam, Zze pochtanianie bakterii obydwu
testowanych gatunkéw bakterii, z definicji wzmocnione w uktadzie opsonizowanym, byto jeszcze
bardziej zintensyfikowane w obecnosci fizjologicznych stezer (108M) neuropeptydéw NPY i CGRP.
Wskazywato to na addytywne dziatanie przeciwciat i neuropeptyddw na etapie pochtaniania
[publikacja P4]. Nastepnie zbadatam, czy inne etapy fagocytozy bakterii opsonizowanych badz
nieoopsonizowanych, sg réwniez modulowane przez badane neuropeptydy. Do analizy wybratam
wybuch tlenowy, ktéry jest oznakg uruchomienia, zaleznych od tlenu i oksydazy NADPH,
mechanizméw béjczych neutrofiléw [El-Benna i wsp., 2016]. Poprzez chemiluminometryczny
pomiar generowania reaktywnych form tlenu (ROS) pokazatam, ze choé ROS powstawaty
niezaleznie od sposobu rozpoznania i pochtoniecia bakterii i cho¢ uktady opsonizowane z definicji
pracowaty silniej niz nieopsonizowane, intensyfikacja wybuchu tlenowego w obecnosci CGRP i w
mniejszym stopniu tez NPY byta charakterystyczna jedynie dla uktadéw bez opsonin, natomiast
jego hamowanie — dla uktadéw z opsoninami. Wyniki te sugerowaty, ze wzmozona produkcja ROS
przy braku przeciwciat moze by¢ efektem bezposredniego oddziatywania neuropeptydow z
endotoksyng, co bytoby zgodne z danymi dotyczacymi innych peptyddéw kationowych. Z kolei
wykazanie, ze NPY i CGRP stymulujg pochtanianie opsonizowanych przeciwciatami bakterii bez
dalszej intensyfikacji wybuchu tlenowego (w porownaniu do opsonizowancyh uktadow
kontrolnych bez neuropeptydéw), wskazywato, ze zalezng od nich amplifikacje metabolizmu
tlenowego neutrofiléw w trakcie fagocytozy mozna przypisa¢ jedynie do poczatkowej odpowiedzi
fagocytow, ktéra nie obejmuje jeszcze wspotdziatania przeciwciat [publikacja P4]. Wyniki moich

badann po raz pierwszy pokazaty, ze rdzine etapy procesu fagocytozy (pochtanianie, wybuch

tlenowy) bakterii M. catarrhalis i H. influenzae z udziatem neutrofildw sg w odmienny sposéb

modulowane (stymulacja versus redukcja) przez fizjologiczne stezenia NPY i CGRP w zaleznosci od

obecnosci przeciwciat [publikacja P4]. Uzyskane wyniki zaprezentowatam takze w postaci plakatu

na 15™ International Congress of Immunology ICl 22-27 VIII, 2013 w Mediolanie.

Poprzez  eksperymenty  dotyczace  bezposredniej  przeciwbakteryjnej  aktywnosci
neuropeptyddéw pokazatam, ze trzy z nich tj. NPY, CGRP oraz SP dziataly bakteriobdjczo wobec
uzytych szczepéw M. catarrhalis jak i nietypowalnej H. influenzae. Efekt ten zachodzit jednak
jedynie przy niefizjologicznych (10*M i 10°M) stezeniach, co wskazuje, ze z medycznego punktu
widzenia jego znaczenie moze by¢ niewielkie. Gatunkiem wrazliwszym byta M. catarrhalis.
Poréwnujac potencjat bakteriobdjczy, badane neuropeptydy uszeregowatam nastepujgco: NPY >

CGRP > SP >> SOM [publikacja P4]. Takie uszeregowanie wydaje sie mie¢ swoje odzwierciedlenie

17



w bakteriobdjczym dziataniu wymienionych neuropeptyddw réwniez na inne bakterie gram-
ujemne [publikacja P7]. Dziatanie bakteriobdjcze byto skorelowane z dynamikg poszczegdlnych
neuropeptydéw do permeabilizacji btony komdrkowej bakterii gram-ujemnych, co wykazatam
kolorymetrycznie z udziatem mutanta E. coli ML-35p o konstytutywnej ekspresji B-galaktozydazy.

Badania pokazaty, 7ze potencjat permeabilizacyjny badanych neuropeptydéw byt skorelowny z ich

efektem bakteriobdjczym wobec M. catarrhalis [publikacja P4], co wskazywato, ze za zalezne od

neuropeptydow zabicie bakterii odpowiada destabilizacja btony komdrkowej.

Nastepnie, w oparciu o wyniki eksperymentalne badan witasnych jak réwniez badan innych
autoréw, przeprowadzilismy meta-analize zaleznosci przeciwbakteryjnej peptydow, z
uwzglednieniem zaréwno dziatania bakteriobdjczego jak i permeabilizacyjnego, od ich cech
fizykochemicznych oraz sktadu aminokwasowego. Pozwolita ona ustali¢, ze obecnosé¢ w taricuchu
aminokwasowym ciezszych aminokwasdw, z wiekszg zawartoscia grup polarnych i reszt
kwasowych oraz wyzszym momentem hydrofobowym sprzyja zwiekszeniu bezposredniej
aktywnosci przeciwbakteryjnej [publikacja P4]. Wyniki naszych badan wskazywaty, ze interakcje
peptydéw z btonami komérkowymi bakterii sg wypadkowa delikatnej réwnowagi sit
elektrostatycznych oraz hydrofobowych oraz ze uniwersalna i prosta korelacja pomiedzy
aktywnoscig antymikrobowa i konkretng cechg strukturalng peptydu jest rzadko demonstrowana

[publikacja P4]. Podsumowuijgc, moim osiggnieciem byto pokazanie, ze neuropeptydy CGRP i NPY

w_stezeniach fizjologicznych wywierajg, uwarunkowane obecnoscig immunoglobulinowych

opsonin, dziatanie immunomodulujgce na komdrkowa odpowiedZ nieswoistg - fagocytoze

neutrofildw. Dodatkowo pokazatam, ze NPY, SP i CGRP w wyzszych stezeniach dziataja

bakteriobdjczo wobec M. catarrhalis i nietypowalnej H. influenzae [publikacja P4].

4.3.2. Dziatanie przeciwzapalne

Wiedzac, ze neuropeptydy mogg wzmacnia¢ komdrkowa odpowiedZ nieswoistg wobec M.
catarrhalis, zadatam sobie pytanie czy sg tez w stanie redukowac reakcje zapalne z jej udziatem.
Do badan oprdocz CGRP wybratam w tym wypadku SP — oba o znanym dziataniu prozapalnym, ale
tez rosngcym potencjale przeciwzapalnym [Holzmann, 2013, Dang i wsp., 2017, Lim i wsp., 2017].
Wiadomo, ze M. catarrhalis uczestniczy w zaostrzaniu przewlektej obturacyjnej choroby ptuc
(POCHP) [Parameswaran i wsp., 2011], w patogenezie ktorej dominujgcy role przypisuje sie
komérkom nabtonka ptucnego oraz rekrutowanym neutrofilom [O’Donell i wsp., 2006, Perez i
Murphy, 2017]. W swoich badaniach skupitam sie zatem na charakterystyce zaleznej od
neuropeptydéw modulacji potencjatu prozapalnego wtasnie tych komarek poddanych stymulacji

bakteryjnej in vitro [publikacja P5].
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| tak oceniajgc odpowiedz prozapalng komérek epitelialnych ludzkiej linii A549, przeanalizowatam
zaréwno ich zdolno$¢ do produkcji B-defensyny 2 (hBD-2) jako istotnego chemoatraktanta
neutrofiléw, jak réwniez podatnos¢ A549 na apoptoze. Z kolei odpowiedzZ prozapalng ludzkich
neutrofiléw weryfikowatam na podstawie ich zdolnosci do degranulacji i uwalniania, bogatych w
mediatory zapalenia, ziarnistosci azurofilnych oraz swoistych [publikacja P5]. We wszystkich
doswiadczeniach jako stymulatory wykorzystatam pecherzyki OMVs M. catarrhalis szczepu Mcb6,
wiedzgc Ze niosg one arsenat kluczowych czynnikéw wirulencji [publikacja P3] oraz ze zapewne tak
jak inne OMVs tej bakterii sg uwalniane w trakcie zakazenia in vivo [Tan i wsp., 2007].

Systemy immunoenzymatyczne typu ELISA sg zasadniczo zbyt mato czute do pomiaru produkcji 3-
defensyny hBD-2 w warunkach in vitro. Dlatego do oceny ilosciowych rdznic w jej ekspresji
wykorzystalismy metody biologii molekularnej. Postugujac sie nimi, wraz z dr Jackiem Skatg z
naszego Instytutu, uzyskaliSmy konstrukt ztozony z wektora plazmidowego zawierajgcego
bioluminescencyjny lucyferazowy gen reporterowy (pGL4) oraz wklonowany promotor dla hBD-2.
Konstrukt pGL4-hBD-2 przy pomocy transfekcji wprowadzaliSmy do komérek linii A549. Poprzez
dokonany na luminometrze pomiar, swiadczacej o ekspresji hBD-2, aktywnosci lucyferazy w
obecnosci lucyferyny, wykazalismy, ze pecherzyki OMVs sg silnymi stymulatorami hBD-2 jedynie w
obecnosci interleukiny IL-1PB oraz ze najsilniejsza ekspresja hBD-2 zalezna od IL-1B ma miejsce 8
godzin po podaniu stymulatorow [publikacja P5]. Paradoksalnie, jedng ze strategii kolonizacji
nabtonka ptucnego przez M. catarrhalis jest negatywna regulacja stanu zapalnego tej tkanki.
Woyciszenie zaleznego od TLR-2 i NF-kB zapalenia odbywa sie poprzez réwnoczesng ligacje
epitalialnego receptora CEACAM-1 przez bakteryjne biatko powierzchniowe UspA1l [Slevogt i wsp.,
2008]. Poniewaz jako stymulatoréw w naszym modelu badawczym uzywalismy pecherzyki OMVs
szczepu Mc6 posiadajace biatko UspAl [publikacja P3] oraz stosujgc immunofenotypowanie
potwierdzili§my cytometrycznie, ze znaczaca frakcja komdrek A549 cechowata sie ekspresjg
CEACAM-1 [publikacja P5], pokazana przez nas prozapalna odpowiedZ komodrek A549 na
stymulacje OMVs wskazywata, ze oprdcz interakcji pomiedzy wspomnianymi ligandami, wptyw
Srodowiska immunologicznego w postaci IL-1B jest tu fundamentalny. Pokazalismy nastepnie, ze
ten wysoce synergistyczny efekt dziatania OMVs i IL-1B, skutkujgcy wzmozong ekspresjg hBD-2, byt
znamiennie (~ 3-krotnie) niwelowany przez neuropeptydy SP i CGRP, uzywane w stezeniach

fizjologicznych. Pokazany przez nas hamujacy wptyw SP i CGRP na _ ekspresje silnego

neutrofilowego chemoatraktanta - hBD-2, w linii A549 stymulowanej OMVs i IL-1B sugeruje, ze oba

neuropeptydy majg potencjat do ostabienia naptywu neutrofildw do ptuc, a tym samym do redukcji

reakcji zapalnej [publikacja P5].

Poza indukowang M. catarrhalis produkcjg prozapalnych cytokin, komérki epitelialne ptuc

potrafig tez internalizowac M. catarrhalis [Slevogt i wsp., 2007]. Kiedy po tym nastepuje apoptoza,
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ztuszczanie i usuwanie nabtonka, w sposéb naturalny dochodzi do redukcji liczby bakterii. W
przeciwnym razie, wzmozona apoptoza potgczona z nieefektywng eliminacja podtrzymuje
chroniczny stan zapalny. Co ciekawe cate komérki M. catarrhalis mogg indukowaé apoptoze
nabtonka poprzez wspomniang interakcje UspA1-CEACAM1 [N’Guessan i wsp., 2007]. Powigzanie
tych faktédw sktonito mnie do zbadania czy same pecherzyki OMVs M. catarrhalis réwniez dziatajg
cytotoksycznie na komorki linii A549, czy u podtoza tego zjawiska lezy apoptoza oraz czy
neuropeptydy SP i CGRP mogg rdwniez w tym przypadku wywierac efekt ochronny [publikacja P5].
Bytoby to istotne, jesli podkredli sie, ze wzmozona produkcja OMVs generalnie zachodzi w
warunkach stresowych srodowiska, ktérymi z pewnoscig jest toczacy sie proces zapalny. Dzieki
zastosowaniu kolorymetrycznego testu MTT oraz analizy cytometrycznej wykazatam, ze
posiadajgce biatko UspA1l pecherzyki OMVs szczepu Mc6 [publikacja P3] dziataty cytotoksycznie na
nabtonek linii A549 oraz ze u podioza tego efektu lezata programowana smier¢, ktéra po 24
godzinach dotkneta ~ 30% komorek [publikacja P5]. Nastepnie pokazatam, ze linia A549 w fazie
post-konfluentnej byta mieszaning frakcji komérek CEACAM1-pozytywnych (~30%) i CEACAM1-
negatywnych (~70%). Pokrywajace sie rezultaty odsetkéw komaérek CEACAM-1-pozytywnych oraz
tych apoptotycznych sugerowaty, ze zdolnos¢ OMVs Mc6 niosgcych UspAl do indukowania
apoptozy zalezy w duzym stopniu od interakcji UspA1-CEACAM1. Nie mozna jednakze wykluczy¢
tez wptywu innych sktadowych OMVs na obserwowane zjawisko. Nastepnie pokazalismy, ze w
obecnosci fizjologicznych stezen zaréwno SP jak i CGRP, ilos¢ komodrek apoptotycznych
indukowanych pod wptywem OMVs zmalata, co korelowato tez ze zniwelowanym przez
neuropeptydy efektem cytotoksycznym OMVs. Uzyskane wyniki swiadczyly zatem, ze oba
neuropeptydy ,ratujg” znaczacg frakcje komdrek nabtonkowych w warunkach in vitro.
Hipotetycznie moglyby zatem zminimalizowaé¢ szkodliwg kolonizacje i wynikajagce z niej

patofizjologiczne konsekwencje zakazenia. Wyniki naszych badan jako pierwsze pokazaty, ze same

pecherzyki OMVs M. catarrhalis w znaczacy sposob moga indukowaé obumieranie nabtonka ptuc

linii A549, a zatem nasilaé stan zapalny. Ponadto, pokazany przez nas hamujacy wptyw SP i CGRP

na apoptoze linii A549 w warunkach stymulacji M. catarrhalis sugeruje, ze zwigzki te moga

przyczyniaé sie_do ostabienia stanu zapalnego [publikacja P5].

Kolejny aspekt naszych badan byt ukierunkowany na sprawdzenie w warunkach in vitro czy i w
jakim stopniu neuropeptydy CGRP i SP modulujg zalezng od OMVs degranulacje neutrofiléw. Co
ciekawe, do momentu publikacji naszej pracy [publikacja P5], nie byto danych na temat udziatu
bakteryjnych OMVs w procesie degranulacji (egzocytozy) tych komodrek. Degranulacja oprdcz
fagocytozy i produkcji zewnatrzkomadrkowych sieci neutrofilowych (NET), zaliczana jest do strategii
antymikrobowych neutrofiléw [Papayannopoulos i Zychlinsky, 2009, Kruger i wsp., 2015].

Jednakze w sytuacji wzmozonej aktywacji komodrek w ognisku zapalnym, szczegdlnie w jego
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przewlektej formie, towarzyszaca aktywacji egzocytoza jest zjawiskiem ze wszech miar szkodliwym,
jako ze prowadzi do destrukcji sgsiednich tkanek [Soehnlein i wsp., 2008]. Po indukcji degranulacji
w obecnosci cytochalazyny, stopief degranulacji izolowanych ludzkich neutrofiléw oceniali$my
poprzez pomiar markerdw charakterystycznych dla okreslonych rodzajéw ziaren neutrofilowych.
Dokonujgc fluorymetrycznych pomiaréw aktywnosci elastazy oraz immunoenzymatycznych
pomiaréw stezenia lipocaliny zwigzanej z zelatynazg neutrofili (NGAL) pokazalismy, ze OMVs M.
catarrhalis, w sposob zalezny od stezenia, indukujg proces egzocytozy zaréwno ziarnistosci
azurofilnych (elastaza) jak i swoistych (NGAL). Nastepnie udokumentowalismy, ze neuropeptydy
CCGRP i w mniejszym stopniu SP hamujg egzocytoze ziarnistosci swoistych, nie zas azurofilnych,
wykazujgc zatem pewnego rodzaju selektywnos$¢ dziatania. Hamujgce dziatanie obydwu
neuropeptyddéw potwierdzilismy nastepnie z wykorzystaniem cytometru przeptywowego poprzez
wizualizacje markera egzocytozy ziaren wtérnych neutrofiléw, a mianowicie CD66b. Ekspresja tego
markera na powierzchni komdrek, wzmocniona po ekspozycji na OMVs, ulegata ostabieniu w
obecnosci CGRP i w mniejszym stopniu z SP. Byt to kolejny dowdéd na to, ze szczegdlnie
neuropeptyd CGRP odpowiada in vitro za wygaszanie odpowiedzi prozapalnej, w ktorg
zaangazowane sg neutrofile. Poniewaz ziarnistosci swoiste sg bogate w czasteczki adhezyjne
leukocytéw np. integryny, rezultatem hamowania ich uwalniania w warunkch in vivo w obecnosci
CGRP, moze wiec by¢ ostabienie zdolnosci do adhezji neutrofiléw. Otrzymane wyniki sg pierwszym
dowodem uczestnictwa pecherzykéw OMVs M. catarrhalis w procesie degranulacji ludzkich
neutrofildw oraz dowodem na udziat CGRP i SP w hamowaniu uwalniania ziaren swoistych w
warunkach in vitro [publikacja P5].

Istotnym osiggnieciem byto dostarczenie nowych dowoddédw immunomodulujgcego dziatania

neuropeptydéw CGRP i SP wobec ludzkiej linii epitelialnej ptuc oraz neutrofildw w warunkach

stymulacji M. catarrhalis. Obejmowaty one efekty przeciwzapalne takie jak hamowanie produkcji

chemoatraktantéw neutrofilowych (hBD-2), hamowanie apoptozy oraz ostabianie degranulacji.

Podsumowanie najwazniejszych wynikéw stanowigcych osiggniecie naukowe:

Badania nad rolg przeciwciat krzyzowo-reagujacych oraz neuropeptyddéw w obronie gospodarza
przed M. catarrhalis poszerzyty naszg wiedze na temat anty-wirulentnych i modulujacych
wiasciwosci tych zwigzkdw wobec tej bakterii, jej patogenezy oraz interakcji z gospodarzem.

Efekty tych badan mozna podsumowac nastepujaco:

v' Udowodniono, ze przeciwciata IgG reagujgce-krzyzowo z antygenami odmiennych fenotypowo
i filogenetycznie odlegtych szczepéw gatunku M. catarrhalis, cechuja sie wysokg awidnoscia

oraz sy w petni funkcjonalne w zakresie uruchamianych przez nie nieswoistych mechanizmoéw
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obronnych cztowieka takich jak aktywacja dopetniacza, wzmaganie fagocytozy makrofagéw czy
blokowanie adherencji do nabtonka ptucnego [publikacja P2]. Mozna zatem wnioskowaé, ze
przeciwciata te stanowig integralng czes¢ humoralnej odpowiedzi immunologicznej wobec tej
bakterii.

Zidentyfikowano immunoreaktywne biatka pecherzykdw btony zewnetrznej OMVs M.
catarrhalis wtgczajac w to kilka ich nowych sktadowych m.in. biatka powierzchniowe UspAl,
FbpA, MhuA, LbpB, TbpA, MipA czy cytoplazmatyczne jak GroEL, Lpd. Wykazano, ze istnieje
okreslony profil reaktywno$ci krzyzowej przeciwciat, w ktédrym odpowiedz z ich udziatem
nakierowana jest na rozpoznanie czynnikdéw wirulencji M. catarrhalis odpowiedzialnych za
adhezje oraz unikanie ataku ze strony dopetniacza, nie dotyczy natomiast immunogennych
biatek zaangazowanych w metabolizm zelaza [publikacja P3].

Wykazano, ze jednym z induktoréow dtugotrwatej swoistej odpowiedzi humoralnej zaréwno w
modelu mysim jak i u cztowieka jest krzyzowo-reaktywne i silnie ekspresjonowane ~ 60 kDa
biatko btony zewnetrznej OMP CD M. catarrhalis, ktére zachowuje wtasciwosci immunogenne
bedac sktadnikiem proteomiceli, proteoliposomdéw oraz pecherzykéw OMVs [publikacja P1,
publikacja P3].

Ustalono, ze geny kodujace biatka zawarte w pecherzykach btony zewnetrznej OMVs M.
catarrhalis ulegty w toku ewolucji podwojeniu [publikacja P3]. Rezultatem tego moze byc
lepsza adaptacja bakterii i optymalizacja ich sukcesu kolonizacyjnego.

Wykazano, ze neuropeptydy NPY i CGRP wykazujg dziatanie modulujgce na mechanizm
fagocytozy ludzkich neutrofildéw wobec M. catarrhalis i H. influenzae [publikacja P4].
Udowodniono, ze neuropeptydy CGRP i SP w warunkach zakazenia M. catarrhalis wykazuja
immunomodulujace, a takze przeciwzapalne dziatanie wobec komdrek nabtonka ptuc oraz
neutrofildw odpowiednio poprzez efekty anty-apoptotyczne i hamowanie produkcji
chemoatraktantéw (hBD-2) oraz spowalnianie intensywnosci degranulacji [publikacja P5].
Rezultatem tego moze by¢ zmniejszenie reakcji zapalnej drég oddechowych.

Udowodniono, ze pecherzyki btony zewnetrznej OMVs M. catarrhalis wykazujg dziatanie
prozapalne i/lub proapoptotyczne wobec komérek epitelialnej linii ptuc oraz neutrofilow
[publikacja P5]

Dokonano obszernego i gruntownego podsumowania aktualnego stanu wiedzy wraz z jego
interpretacjg na temat obronnej i modulujacej roli przeciwciat krzyzowo-reagujgcych oraz

neuropeptydéw wobec réznych grup mikroorganizmow [publikacja P6, publikacja P7].
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5. Plany na przysztos¢

Moja tematyka badawcza skupia sie na oddziatywaniach patogen-gospodarz. Obecnie,
wspotpracujac z dr Sibbhan McClean (UK) oraz dr hab. Aleksandrg Mironczuk (UP, Wroctaw),
finalizuje badania naukowe dotyczgce mechanizmu dziatania ludzkiej elastazy neutrofilowej wobec
M. catarrhalis. Jako efekt wspétpracy z prof. Kristianem Riesbeckiem z Lund University (Szwecja)
oraz prof. Pawtem Mackiewiczem zajmuje sie eksperymentalng i bioinformatyczng analizg reakgji
krzyzowych przeciwciat 1gG z biatkami btony zewnetrznej PD, PE i PF Haemophilus influenzae. W
tematyce wzajemnych zaleznosci miedzy mechanizmami obronnymi a infekcjg, szczegdlnie
interesuje mnie rola pecherzykéw OMVs M. catarrhalis w modulacji odpowiedzi immunologicznej
wobec innych patogendw uktadu oddechowego mogacych wystepowad u cztowieka w koinfekcji z
gatunkiem M. catarrhalis, a mianowicie Haemophilus influenzae, Acinetobacter baumanii i

Pseudomonas aeruginosa,. W przygotowaniu jest grant ministerialny z tej tematyki.

6. Omowienie wybranych pozostatych osiggnie¢ naukowych

6.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja praca z M. catarrhalis rozpoczeta sie jeszcze w trakcie realizacji pracy doktorskiej pod
kierunkiem éwczesnego ordynatora Katedry Immunologii, Kliniki Pediatrii i Propedeutyki Wieku
Rozwojowego Akademii Medycznej we Wroctawiu prof. dr hab. med. Adama Jankowskiego. Celem
rozprawy byta weryfikacja hipotezy o potencjalnie negatywnej roli M. catarrhalis w procesie
alergizacji organizmu cztowieka. U podtoza koncepcji i zakresu moich badan lezaty bardzo nieliczne
doniesienia, zgodnie z ktérymi 50% dzieci chorujacych na nawracajgce lub chroniczne zapalenia
oskrzeli moze stanowi¢ grupe ryzyka wystgpienia astmy oskrzelowej w pdzniejszym okresie zycia
[Gergen i wsp., 1992]. Znacznie wiecej zwolennikdw miata wéwczas hipoteza higieniczna,
wskazujgca na zupetnie odmienng - ochronng role bakterii przed tymi schorzeniami [Romagnani,
2004]. Witasciwosci immunogenne i proalergiczne bakteryjnych immunogenéw testowatam
zarowno w oparciu o antybakteryjng reaktywnos¢ pozyskanych surowic jak i w modelu in vitro
transformacji blastycznej ludzkich jednojgdrzastych komérek krwi obwodowej (PBMC),
poddawanych stymulacji antygenami frakcji btonowych oraz cytoplazmatycznych bakterii M.
catarrhalis. W efekcie przeprowadzonych badan wykazatam, ze stymulowane komérki PBMC dzieci
chorych na nawracajace zakazenia drég oddechowych (RRTI) produkujg znamiennie mniej IFN-y w
poréwnaniu do komérek dzieci zdrowych i tych ze zdiagnozowang astmg atopowgq oraz ze 63%
surowic tychze dzieci posiada swoiste przeciwciata IgE anty-M. catarrhalis. Wykazatam takze, ze

odpowiedz proliferacyjna komdrek PBMC dzieci z RRTI po stymulacji, zaréwno btonowymi jak i
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cytoplazmatycznymi antygenami M. catarrhalis, jest znacznie stabsza w poréwnaniu z grupg
kontrolng oraz ze nie jest to konsekwencja ilosciowych rdéznic w populacjach limfocytéw T i B
pomiedzy badanymi grupami. Zaobserwowatam wystepowanie umiarkowanej negatywnej
korelacji pomiedzy stezeniami anty-bakteryjnych surowiczych IgE i pohodowlanego IFN-y.
Otrzymane wyniki wskazywaty, ze u dzieci cierpigcych na czeste zakazenia drég oddechowych, bez
podtoza atopii, dochodzi do ostabienia odpowiedzi immunologicznej z udziatem PBMC, a w
szczegolnosci szlaku limfocytéw Th-1. Przejawiato sie to obnizong produkcjg IFN-y oraz silniejsza
odpowiedzig szlaku Th2, ktérego markerem byta wzmozona obecnosé alergicznych
antybakteryjnych przeciwciat IgE. Wyniki moich badan wykazaty zatem czynnos$ciowe ostabienie
populacji Thl, sugerujac ze czeste zakazenia mogg sprzyjaé¢ rozwojowi pro-alergicznego fenotypu
[Augustyniak i wsp., 2003]. Wyniki te zaprezentowatam takze w formie referatu na konferencji
immunologicznej EFIS, the 14" European Immunology Meeting w 2000 roku, Poznan. Co ciekawe,
whioski ptyngce z tych badan zaczynajg znajdowac potwierdzenie obecnie. Sg juz dowody, ze M.
catarrhalis jako dominujgcy wraz z H. influenzae and S. pneumoniae gatunek bakterii zasiedlajacych
drogi oddechowe pacjentéw z ciezkg astma, ma zwigzek z dtuzszym czasem trwania choroby jak
rowniez z ostrzejsza niedroznoscia drég oddechowych [Green i wsp., 2014]. Rdéwniez
asymptomatyczna kolonizacja w/w bakteriami w okresie wczesnego dziecinstwa jest zwigzana z
wyzszym ryzykiem rozwoju uporczywego swistu wydechowego oraz astmy [Bisgaard i wsp., 2007,
Liu, 2015].

6.2. Po uzyskaniu stopnia doktora

Badania naukowe oraz projekty, w ktérych bratam udziat po uzyskaniu stopnia doktora, z
wytgczeniem tych stanowigcych kontynuacje tematyki zwigzanej bezposrednio z obszarem moich
zainteresowan, wynikaty ze wspoétpracy z innymi zespotami badawczymi i bazowaty na mojej
wiedzy oraz doswiadczeniu w zakresie immunologii, mikrobiologii, biochemii i biologii komodrki. W
ramach tych projektow w kraju wspodtpracowatam z: zespotem prof. dr hab. Stanistawa
Utaszewskiego z Zaktadu Genetyki naszego Instytutu, zespotem prof. dr hab. Bogustawa
Pawtowskiego z Katedry Biologii Cztowieka naszego Wydziatu, zespotem Zaktadu Biotransformacji
Woydziatu Biotechnologii naszego Uniwersytetu oraz z zespotami prof. dr hab. med. Adama
Jankowskiego i prof. dr hab. lwony Katnik-Prastowskiej z Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.
Od momentu powstania Zaktadu Biologii Patogendw i Immunologii w 2010 roku, kierowanego
przez mojg obecng szefowg prof. dr hab. Zuzanne Drulis-Kawe caty czas angazuje sie takze w
tematyke badawcza dotyczacy bakteriofagow. W ramach wspdtpracy miedzynarodowej, do
realizacji swoich celéw pozyskatam dr S. McClean z University College Dublin, Irlandia, dr FT. Lundy

z Queens University of Belfast, UK oraz dr. D. Smitha z Northumbria University, UK.
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Badania dotyczyty tematyki z zakresu:
[1] dziatania zwigzkéw przeciwnowotworowych i przeciwmikrobowych
[2] biologii patogendéw, w tym bakteriofagdw litycznych oraz bakterii gram-ujemnych
[3] roli humoralnych biomarkeréw w stanach patologicznych i fizjologicznych
[4] zaleznosci pomiedzy morfologicznymi i hormonalnymi miernikami kondycji

biologicznej cztowieka a funkcjonowaniem uktadu immunologicznego

6.2.1. Badania dotyczgce dziatania zwigzkéw przeciwnowotworowych i przeciwmikrobowych

Publikacje z tej tematyki:

v" Majkowska-Skrobek G, Augustyniak D, Lis P, Bartkowiak A, Gonchar M, Ko YH, Pedersen PL,
Goffeau A, Utaszewski S. Killing multiple myeloma cells with the small molecule 3-
bromopyruvate: implications for therapy. Anti-cancer Drugs, 2014, 25 (6): 673-82

v" Niedzwiecka K, Dylagg M, Augustyniak D, Majkowska-Skrobek G, Cal-Bgkowska M, Ko YH,
Pedersen PL, Goffeau A, Utaszewski S. Glutathione may have implications in the design of 3-
bromopyruvate treatment protocols for both fungal and algal infections as well as multiple
myeloma. Oncotarget, 2016, 7 (40): 65614-65626

v" Murzyn A, Krasowska A, Augustyniak D, Majkowska-Skrobek G, tukaszewicz M, Dziadkowiec
D. The effect of Saccharomyces boulardii on Candida albicans-infected human intestinal cell
lines Caco-2 and Intestin 407. FEMS Microbiology Letters, 2010, 310(1): 17-23

v" Dorotkiewicz-Jach A, Augustyniak D, Olszak T, Drulis-Kawa Z. Modern therapeutic approaches
against Pseudomonas aeruginosa infections. Current Medicinal Chemistry, 2015, 22 (14): 1642-

1664

Niezmiernie interesujgcy nurt badan nad lekami przeciwnowotworowymi i przeciwgrzybiczymi,
w ktdrych miatam przyjemnosc¢ uczestniczyé, realizowatam we wspoétpracy z zespotem prof. dr hab.
Stanistawa Utaszewskiego. Badania dotyczyty 3-bromopirogronianu (3-BP) — zwigzku o znikome;j
cytotoksycznosci wobec komodrek zdrowych, ktérego efekt terapeutyczny in vitro zostat
udokumentowany wobec wielu nowotworéw oddychajacych na drodze glikolizy w warunkach
tlenowych [Ko i wsp.,2004, Pedersen, 2012]. Mechanizm dziatania 3-BP polega miedzy innymi na
hamowaniu kluczowych enzymoéw szlaku glikolitycznego, a mianowicie heksokinazy (HK,) oraz
dehydrogenaz: GAPDH i LDH [Shoshan, 2012]. Celem razenia 3-BP jest wobec tego metabolizm
energetyczny komoérki. Moja praca, ktérej wyniki zostaty ujete w publikacji Majkowska-Skrobek i
wsp., 2014, polegata na przeprowadzeniu licznych testéow biologicznych umozliwiajacych

charakterystyke cytotoksycznego dziatania 3-BP wobec linii szpiczaka mnogiego RMPI 8226 w
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poréwnaniu do izolowanych komérek jednojadrzastych PBMC. Jako kontrole pozytywng
stosowaliSmy preparat leczniczy Glivec (substancja czynna: imanitib), powszechnie stosowany w
terapii tego nowotworu. W naszych badaniach, pokazalismy, ze zalezny od 3-BP efekt letalny
komorek linii szpiczaka, wyrazony jako IC50, zachodzi juz po 8 godzinach, natomiast po 24
godzinach jest on osiggany przy dwukrotnie nizszym stezeniu zwigzku w poréwnaniu do kontroli.
Poréwnanie kinetyki pobierania znakowanego radioaktywnie 3-BP przez oba rodzaje komodrek
wykazato intensywniejszg akumulacje zwigzku w komédrkach nowotworowych. Sugerowato to
pokonywanie bariery btonowej przez 3-BP przy udziale aktywnego transportu dziatajgcego na
zasadzie symportu, a opartego o transportery kwasdéw monokarboksylowych. Analiza ekspresji
gendéw kodujacych cztery transportery tzn. MCT1, MCT2, MCT3 i MCT4 w komdérkach
nowotworowych i zdrowych wykazata zwiekszong ekspresje MCT1 w komdrkach szpiczaka, co
potwierdzato role tej drogi we wnikaniu zwigzku do komarki. Intensywniejszemu poborowi 3-BP
przez komérki nowotworowe towarzyszyt tez drastyczny spadek wewngtrzkomérkowego poziomu

ATP, co wykazalismy metodg luminometryczng. DostarczyliSmy w ten sposéb dowoddéw, ze 3-BP

poprzez indukcje obnizenia wewnatrzkomorkowego poziomu ATP, zaburza swoisty profil

metaboliczny komdrek szpiczakowych, prowadzac do ich Smierci. Otrzymane wyniki pozwolity nam

stwierdzié, ze 3-BP dziata na komorki szpiczaka mnogiego w sposdb specyficzny i selektywny, a jego

efekt letalny jest silniejszy w poréwnaniu do Glivecu [Majkowska-Skobek i wsp., 2014].

W kolejnych badaniach [NiedZwiecka i wsp., 2016], podjeliSmy sie dalszej charakterystyki zmian
indukowanych przez 3-BP na poziomie komdrkowym. ZauwazyliSmy, ze wydajnos¢ dziatania 3-BP
Scisle zalezy od wewngtrzkomodrkowego stezenia glutationu, jako ze (a) cytotoksyczny efekt
wywierany przez 3-BP byt wyraznie wzmocniony w obecnosci BSO (buthionine sulfoximine) —
zwigzku redukujgcego stezenie tego enzymu, (b) poziom glutationu w komérkach szpiczaka obnizat
sie w obecnosci 3-BP. Pokazalismy takze, ze w trakcie hodowli 3-BP wzmaga w komadrkach szpiczaka
generowanie reaktywnych form tlenu co przyczynia sie do indukcji procesu apoptozy.

Udowodnili§my zatem, ze 3-BP zabija komorki szpiczakowe réwniez poprzez obnizenie poziomu

glutationu, konsekwencijg czego jest silna indukcja stresu oksydacyjnego. Réwnolegle prowadzone

prace w innych osrodkach naukowych wykazaty, ze komaérki nowotworowe cechujace sie wysokim
poziomem glutationu, sg efektywnie zabezpieczone przed dziataniem reaktywnych form tlenu
(ROS), co hamuje tym samym ich apoptoze [Feng i wsp., 2014].

Kontynuacja naszych badan prowadzonych na modelu nowotworowej linii szpiczaka byly
doswiadczenia z wykorzystaniem patogennych grzybéw z rodzaju Cryptococcus i mikro-alg z
rodzaju Prototheca [Niediwiecka i wsp., 2016]. Wykazalismy w nich korelacje pomiedzy
naturalnym wewnatrzkomdérkowym stezeniem glutationu, a wrazliwosciag na 3-BP. Jak

udokumentowalismy eksperymentalnie, im nizsze bylo stezenie glutationu, tym wiekszg
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podatnoscig na cytotoksyczne dziatanie 3-BP cechowaty sie badane mikroorganizmy. Sam 3-BP
rowniez znaczgco obnizat stezenie glutationu w komérce. Tu takze, podobnie do doswiadczen na
linii szpiczakowej, zaobserwowaliSmy wysoce synergistyczne bdjcze dziatanie 3-BP i BSO.

UdokumentowaliSmy tym samym, z7e 3-BP jawi sie jako obiecujgcy i skuteczny lek

przeciwkryptokokowy, cechujgc sie duzg toksycznoscig w niskich dawkach.

Publikacja Murzyn et al., 2010 jest efektem mojej wspodtpracy z Zaktadem Biotransformacji
Wydziatu Biotechnologii UWr. Wykorzystujgc moje doswiadczenie w technikach hodowli
tkankowych wykazaliSmy w niej, ze probiotyczny szczep drozdzy Saccharomyces boulardii oraz jego
pohodowlany ekstrakt hamuje adhezje patogennego drozdzaka Candida albicans do dwdch
ludzkich linii nabtonkowych, w tym nabtonka Intestin 407 oraz nabtonka okreznicy Caco-2.
Poniewaz juz wowczas wiedziano, ze u C. albicans morfologiczna transformacja (tranzycja)
komodrek drozdzy w strzepki, a nastepnie ich wzrost jest skorelowany z wirulencjg i inwazyjnoscia
[Villar i wsp., 2004], nasze dalsze eksperymenty stuzyty zbadaniu wptywu ekstraktu S. boulardii na
proces morfogenezy grzyba. W ich wyniku pokazalismy, ze ekstrakt redukuje proces filamentacji i
tworzenie strzepek tego oportunistycznego patogenu. Nastepnie, w oparciu o metody RT-PCR
zaobserwowalismy, ze w komdrkach Caco-2 zakazonych C. albicans i hodowanych w obecnosci
probiotycznego ekstraktu, dochodzi do redukcji ekspresji prozapalnej cytokiny i kluczowego

chemoatraktanta neutrofilow - IL-8. W naszych badaniach nad dziataniem ekstraktu S. boulardii

wobec C. albicans w warunkach zakazenia in vitro poza anty-adhezyjnym i anty-wirulentnym

pokazaliSmy takze jego przeciwzapalny potencjat.

Kontynuacja tych badan przez Zaktad Biotransformacji doprowadzita do identyfikacji kwasu
kaprynowego, jako gtdwnego przeciwgrzybiczego zwigzku aktywnego wobec C. albicans,

produkowanego przez S. boulardii [Murzyn i wsp., 2010].

Moje zainteresowania tematyka zwigzkéw przeciwmikrobowych majg swoje odzwierciedlenie
takze w pracy przeglgdowej autorstwa Dorotkiewicz-Jach i wsp., 2015, dotyczacej nowoczesnych
i obiecujacych metod terapeutycznych i ich zastosowan w terapii zakazen ze strony Pseudomonas
aeruginosa — wiodgcego patogenu zakazen szpitalnych zwigzanych z duzg $miertelnoscig oraz
mukowiscydozy. OpisaliSmy w niej zaréwno te obecnie stosowane (antybiotyki, nanoczgsteczki,
inhibitory quorum-sensing, immunoterapia) jak i alternatywne (bakteriofagi, terapia
fotodynamiczna) formy terapii. Zagadnieniami opracowanymi przez mnie byty te dotyczace terapii
opartej na immunizacji aktywnej (szczepionki) bagdz pasywnej (przeciwciata monoklonalne) oraz na
peptydach przecimikrobowych. Obraz, ktéry sie wytonit po przegladzie literatury wyraznie

wskazuje, iz pomimo postepu w strategiach terapeutycznych uzywanych do zwalczania tego
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wielolekoopornego, oportunistycznego patogenu, wcigz nie ma ,ztotego srodka” ktdry poradzitby

sobie z jego narastajgcg opornoscia.

6.2.2. Badania dotyczace biologii patogenéw, w tym bakteriofagow litycznych oraz bakterii

gram-ujemnych

Publikacje z tej tematyki:

v

Danis-Wlodarczyk K, Olszak T, Arabski M, Wasik S, Majkowska-Skrobek G, Augustyniak D, Gufa
G, Briers Y, Bin Jang H, Vandenheuvel D, Duda KA, Lavigne R, Drulis-Kawa Z. Characterization
of the newly isolated lytic bacteriophages KTN6 and KT28 and their efficacy against
Pseudomonas aeruginosa biofilm. PLoS One 2015, 10 (5): €0127603

Olszak T, Zarnowiec P, Kaca W, Danis-Wlodarczyk K, Augustyniak D, Drevinek P, de Soyza A,
McClean S, Drulis-Kawa Z. In vitro and in vivo antibacterial activity of environmental
bacteriophages against Pseudomonas aeruginosa strains from cystic fibrosis patients. Applied
Microbiology and Biotechnology, 2015, 99 (14): 6021-6033

Kesik-Szeloch A, Drulis-Kawa Z, Weber-Dgbrowska B, Kassner J, Majkowska-Skrobek G,
Augustyniak D, Lusiak-Szelachowska M, Zaczek M, Gorski A, Kropinski AM. Characterising the
biology of novel lytic bacteriophages infecting multidrug resistant Klebsiella pneumoniae.
Virology Journal, 2013, 10: 100

Drulis-Kawa Z, Mackiewicz P, Kesik-Szeloch A, Maciaszczyk-Dziubinska E, Weber-Dgbrowska B,
Dorotkiewicz-Jach A, Augustyniak D, Majkowska-Skrobek G, Bocer T, Empel J, Kropinski AM.
Isolation and characterisation of KP34--a novel ¢KMV-like bacteriophage for Klebsiella
pneumoniae. Applied Microbiology and Biotechnology 2011, 40 (4): 1333-1345

Krasowska A, Biegalska A, Augustyniak D, to$ M, Richert M, tukaszewicz M. Isolation and
characterization of phages infecting Bacillus subtilis. BioMed Research International, 2015,
2015: 179597

Cullen L, Weiser R, Olszak T, Maldonado RF, Moreira AS, Slachmuylders L, Brackman G,
Paunova-Krasteva TS, Zarnowiec P, Czerwonka G, Reilly J, Drevinek P, Kaca W, Melter O, de
Soyza A, Perry A, Winstanley C, Stoitsova SR, Lavigne R, Mahenthiralingam E, Sa-Correia |,
Coenye T, Drulis-Kawa Z, Augustyniak D, Valvano MA, McClean S. Phenotypic characterisation
of an international Pseudomonas aeruginosa reference panel: Strains of cystic fibrosis origin

show less in vivo virulence than non-CF strains. Microbiology-SGM, 2015, 161: 1961-1977

Kolejny nurt badan, w ktérych od paru lat biore czynny udziat to temat badawczy mojego

kierownika, prof. dr hab. Zuzanny Drulis-Kawy. Gtéwny aspekt dotyczy biologii bakteriofagéw
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litycznych specyficznych wobec wielololekoopornych bakterii gram-ujemnych. Terapia fagowa
oparta zaréwno na catych czgstkach fagowych jak i kodowanych przez fagi biatkach/enzymach jest
teoretycznie uznawana za alternatywnga do zwalczania bakterii opornych na antybiotyki [Drulis-
Kawa i wsp., 2012]. Dotychczas naszemu zespotowi kierowanemu przez prof. Drulis-Kawe udato sie
wyizolowaé kilkadziesigt fagéw litycznych wobec wiodgcych patogennych bakterii z gatunkéw
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae czy Burkholderia cepacia complex. Cze$¢ tych
fagow zostata zsekwencjonowana i scharakteryzowana pod wzgledem genetycznym,
biochemicznym oraz biologicznym. Moja wspodtpraca w tematyce fagéw specyficznych wobec P.
aeruginosa zaowocowata zaréwno aktywnym udziatem jako wykonawca w projekcie NCN
HARMONIA 2012/04/M/NZ6/00335; 2012-2016 oraz dwiema publikacjami [Olszak i wsp., 2015;
Danis-Wtodarczyk i wsp., 2015]. Nadrzednym celem projektu byto otrzymanie i charakterystyka
rekombinowanej depolimerazy egozpolisacharydu kodowanej przez fagi P. aeruginosa, natomiast
poczatkowym etapem jego realizacji byta szczegétowa charakterystyka nowo wyizolowanych
fagéw cechujacych sie najsilniejszg aktywnoscig lityczng oraz szerokim spektrum gospodarzy.
Specyficznos¢ dwéch z nich, a mianowicie fagéw KT28, KTN6, poprzez analize receptoréw fagowych
gospodarza, zostata okreslona z wykorzystaniem szeregu mutantéw P. aeruginosa PAO1. Wykazata

ona, ze receptorem obydwu fagdéw jest LPS. Rola LPS w oddziatywaniach z tymi fagami zostata

nastepnie potwierdzona w doswiadczeniach neutralizacji z moim udziatem, w ktérych pokazalismy

ze wraz ze wzrostem stezenia LPS dochodzi do zahamowania infekcyjnosci czastek fagowych.

Interakcje wspomnianych fagéw z LPS potwierdzitam takze w testach efektywnego wigzania LPS

przez biotynylowane fagi z uzyciem opracowanej przeze mnie metody immunoenzymatycznej.

Nastepnie pokazalismy, ze fagi KT28 i KTN6 rozpoznajace LPS redukuja ilos¢ bakterii wystepujacych

w biofilmie oraz hamujg ich zdolnos$¢ do produkcji czynnikéw wirulencji takich jak piocyjanina i

piowerdyna. Mogg zatem by¢ rozpatrywane jako alternatywne czynniki przeciwbakteryjne i anty-
wirulentne  wobec pateczek P.aeruginosa [Danis-Wtodarczyk i wsp., 2015]. Rownolegle
poszukiwaliSmy zaleznosci pomiedzy wrazliwoscig P. aeruginosa na fagi, a wtasciwosciami
fenotypowymi bakterii, wtgczajgc w te badania izolaty pochodzgce od pacjentéw z mukowiscydoza.

Analizujgc mukoidalnosé, zdolnos$é do produkcii pili typu IV, tworzenie biofilmu, fluktuacje sktadu

biochemicznego przy pomocy spektroskopii ATR-FTIR oraz model infekcyjny Galleria melonela

pokazaliSmy, ze niemukoidalne szczepy P. geruginosa cechujgce sie szybkim tempem wzrostu,

klonalnie homogenne oraz nie produkujgce intensywnie biofilmu sg najbardziej podatne na

infekcje bakteriofagowg w warunkach in vitro i in vivo [Olszak i wsp., 2015].

Bratam takze udziat w badaniach kierowanych przez prof. Drulis-Kawe, nad biologig
bakteriofagéw litycznych wobec Klebsiella pneumoniae. Efektem naszej wspdtpracy sg dwie

publikacje: Drulis-Kawa i wsp., 2011 i Kesik-Szeloch i wsp., 2013. W badaniach ocenialismy zakres
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lityczny fagéw wobec duzej puli gospodarzy, wptyw czynnikéow fizykochemicznych na fagi i

dynamike propagacji fagéw. Wyniki naszych badan pokazywaty, Zze bakteriofagi Klebsiella

pneumoniae o wezszym spektrum aktywnosci litycznej namnazajg sie wydajniej i szybciej anizeli

te, u ktérych to spektrum jest szersze. Z kolei z analiz restrykcyjnych DNA fagowego wynikato, ze

fagi charakteryzujgce sie opornoscig na uzyte enzymy restrykcyjne kodujg metylotransferazy Dam

i Dcm.

W ramach tematyki fagowej miatam przyjemnos¢ uczestniczy¢ takze w pracach zespotu
kierowanego przez dr. hab. Marcina tukaszewicza i dr hab. Anne Krasowskg, ktére zaowocowaty
publikacja Krasowska i wsp., 2015. W tym przypadku pracowalismy z fagami litycznymi wobec
bakterii gram-dodatniej Bacillus subtilis. Przedmiotem badan byty cztery nowo-wyizolowane
bakteriofagi: SIO®, SUBw i SPOc z rodziny Mpyoviridae oraz Armt - przedstawiciel rodziny

Siphoviridae. Nasze badania_umozliwity charakterystyke biologii wymienionych bakteriofagéw

poprzez okredlenie: morfologii, wielkosci genomdw, profilu biatek strukturalnych, specyficznosci

wobec gospodarzy oraz podatnosci na czynniki fizykochemiczne (temperatura, pH). Moja rola w

ramach wspomnianej wspotpracy polegata na opracowaniu i wykonywaniu doswiadczen

umozliwiajgcych genetyczng i biochemiczng charakterystyke czastek fagowych odpowiednio

poprzez analize catych genoméw fagowych metoda elektroforezy pulsacyjnej PFGE oraz izolacje i

analize strukturalnych biatek fagowych. Badania nasze, mogg stanowi¢ zaczyn do dalszych badan

nad potencjalnym zastosowaniem scharakteryzowanych bakteriofagéw i sg istotne jesli uwzgledni
sie szkody, jakie te wysoce oporne na czynniki fizykochemiczne bakterie, powodujg w przemysle

spozywczym.

Z inicjatywy prof. dr hab. Z. Drulis-Kawy wzietam takze udziat w europejskim projekcie COST
BM1003 ,, Microbial cell surface determinants of virulence as targets for new therapeutics in Cystic
Fibrosis” 2011-2014. W ramach grupy roboczej WG1 tego projektu (Zatgcznik nr 7) , ztozonej z
kilkudziesieciu naukowcéw przeprowadzilismy fenotypowa charakterystyke 43 szczepéw P.
aeruginosa, ktére pochodzity od pacjentéw z mukowiscydozg (CF) badz byly izolowane z innych
schorzen (non-CF). Efekty naszej wspétpracy zaowocowaty publikacjg Cullen i wsp., 2015. Analiza
dotyczyta zbadania rdéinic pomiedzy szczepami we wzroscie, ruchliwosci, wrazliwosci na
antybiotyki i bakteriofagi, profilu LPS, fenotypie mukoidalnym, a takze ich zdolnosci do produkcji
czasteczek sygnalizacyjych laktonu N-acylo-L-homoseryny (AHL), piocyjaniny, alginatu, ureazy oraz
tworzenia biofilmu. Oceniana byta takze wirulencja szczepédw w modelu Galleria melonela in vivo.

M03j udziat w tym projekcie dotyczyt okreslenia zdolnosci szczepdw do produkcji piocyjaniny oraz

identyfikacje szczepdw auksotroficznych pod wzgledem wymagan aminokwasowych. Whnioski

ptyngce z naszych badan wskazywaty, 7ze szczepy CF cechowaty sie stabszg wirulencjg in vivo w
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poréwnaniu _do szczepdw non-CF. Nie zaobserwowalismy natomiast wyraznych rdznic

fenotypowych porédwnujgc te dwie wyodrebnione grupy. Dzieki naszej wspdtpracy utworzony

zostat miedzynarodowy panel referencyjny szczepdw P. geruginosa, opisany po raz pierwszy w

2013 roku [De Soyza i wsp., 2013]. Panel obejmujgcy szczepy w petni scharakteryzowane

fenotypowo oraz zdefiniowane, pochodzgce z rdznych materiatéw klinicznych i miejsc

geograficznych, odzwierciedla ogromne zrdéznicowanie tego gatunku i stanowi cenne zrédto

informacji dla naukowcéw badajgcych patogeneze chordb z udziatem pateczki ropy btekitne;.

6.2.3. Badania nad rolg humoralnych biomarkeréw w stanach patologicznych i fizjologicznych

Publikacje z tej tematyki:

v' Polaniska B, Augustyniak D, Makulska I, Niemczuk M, Zwoliriska D, Jankowski A. Elastase, al-
proteinase inhibitor, and interleukin-8 in pre-dialyzed and hemodialyzed patients with chronic
kidney disease. Pediatrics International, 2010, 52 (5): 735-43

v' Polaniska B, Augustyniak D, Makulska I, Niemczuk M, Jankowski A, Zwoliriska D. Elastase, al-
proteinase inhibitor, and interleukin-8 in children and young adults with end-stage kidney
disease undergoing continuous ambulatory peritoneal dialysis. Archivum Immunologiae et
Therapia Experimentalis, 2014, 62 (3): 239-45

v Polaniska B, Makulska I, Augustyniak D, Niemczuk M, Zwolifiska D, Jankowski A. Serum levels
of MMP-9 in children and young adults with chronic kidney disease treated conservatively and
undergoing hemodialysis. Central European Journal of Immunology, 2007, 32(2): 66-71

v' Polaniska B, Niemczuk M, Augustyniak D, Jankowski A. Plasma neutrophil elastase in children
with recurrent aphthous stomatitis. Central European Journal of Immunology, 2006, 31 (1-
2):15-17

v' Orczyk-Pawitowicz M, Augustyniak D, Hirnle L, Katnik-Prastowska |. Degree of sialylation and
fucosylation of plasma and amniotic immunoglobulin G changes progressively during normal
pregnancy. Prenatal Diagnosis, 2012, 32 (5): 432-9

v' Orczyk-Pawitowicz M, Augustyniak D, Hirnle L, Katnik-Prastowska I. Lectin-based analysis of
fucose and sialic acid expressions on human amniotic IgA during normal pregnancy.

Glycoconjugate Journal, 2013, 30: 599-608

Moje zainteresowania tematyka badan klinicznych, byty konsekwencjg wieloletniej wspdtpracy
z zespotem lekarskim mojego poprzedniego szefa prof. dr hab. Adama Jankowskiego z Ill Katedry i
Kliniki Pediatrii, Immunologii i Reumatologii Wieku Rozwojowego Uniwersytetu Medycznego we

Wroctawiu, a w szczegdélnosci z dr Bozeng Polansky. Wyszczegdlnione prace: Polariska i wsp., 2010,
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Polanska i wsp., 2014, Polanska i wsp., 2007 zawierajg wyniki naszych badan nad rolg neutrofiléw
w przebiegu przewlektej niewydolnosci nerek u dzieci i dorostych, poddawanych réznym formom
dializoterapii oraz leczonych konserwatywnie. Koncentrowalismy sie na poszukiwaniu
biomarkeréw zapalenia neutrofilowego, a w szczegdlnosci na poszukiwaniu wspétzaleznosci
pomiedzy nimi w odniesieniu do stosowanej terapii nerkozastepczej. Do badan wybraliSmy: enzym
proteolityczny — elastaze neutrofilowg (NE), jej fizjologiczny inhibitor alPl, gtdwny chemoatraktant
neutrofilbw — [IL-8 oraz odpowiedzialng za degradacje macierzy zewnatrzkomédrkowej
metaloproteinaza MMP-9. W oparciu o przeprowadzone przeze mnie analizy statystyczne danych
ilosciowych wymienionych markeréw wykazalismy, ze u pacjentéw z przewlekta niewydolnoscia
nerek poddawanych regularnej hemodializie, dializie dootrzewnowej oraz tych bedgcych w okresie
przeddializacyjnym i leczonych konserwatywnie, dochodzi do znamiennie wzmozonej aktywacji
neutrofili, odzwierciedlonej poprzez wzrost cyrkulujgcego kompleku NE-alPl (elastaza
wystepujgca w kompleksie z inhibitorem). Sugerowato to, ze znaczgco podwyzszony wzrost NE-
alPl w krwiobiegu nie zalezy od formy dializoterapii (hemodializa versus dializa dootrzewnowa).
Wykazalismy takze, ze pojedyncza sesja hemodializacyjna zwieksza stezenie kompleksu NE-a1Pl w
krazeniu oraz ze wzrost ten jest pozytywnie skorelowany z wolnym inhibitorem alPl. W
odréznieniu od NE-alPl, cyrkulujgce stezenie pozostatych mediatoréw zapalenia, a mianowicie
alPl, IL8 i MMP-9 nie odbiegato od wartosci normatywnych w zadnej z 3 grup pacjentéw. Rowniez
pojedyncza sesja hemodializacyjna nie powodowata ich zmian ilosciowych. Ponadto, w przypadku
hemodializy, zaobserwowalismy brak wptywu rodzaju stosowanej membrany dializacyjnej
(kuprofanowa versus polisulfonowa) oraz typu uzytej podczas zabiegu heparyny
(drobnoczgsteczkowa versus wielkoczgsteczkowa) na obserwowane zjawisko. Podsumowujgc,

stwierdziliSmy ze u dzieci oraz dorostych z przewlektg niewydolnoscig nerek, poddawanych réznym

formom dializoterapii badz leczonych konserwatywnie, NE-alPI wydaje sie by¢ znacznie lepszym

biomarkerem stanu zapalnego niz wolny inhibitor alPl, IL-8 czy MMP-9. Wykazalismy takze, ze

pojedyncza sesja hemodializacyjna przyczynia sie do zaostrzenia stanu zaplanego [Polanska et al.,

2010, Polanska et al., 2014, Polarska et al., 2007].

Podobne wnioski na temat roli kompleksu NE-alPl jako przydatnego biomarkera w

monitorowaniu stanu zapalnego, uzyskaliSmy na podstawie badan klinicznych przeprowadzonych

u dzieci z nawrotowym aftowym zapaleniem jamy ustnej [Polanska i wsp., 2006].

Wspodtpraca z zespotem badawczym prof. dr hab. Iwony Katnik-Prastowskiej z Katedry Chemii i
Immunochemii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, szczegdlnie zas z dr hab. Magdaleng
Orczyk-Pawitowicz zaowocowata dwiema publikacjami podejmujgcymi problematyke zmian profilu
glikozozylacji immunoglobulin ptynu owodniowego w zaleznosci od stopnia zaawansowania cigzy

[Orczyk-Pawitowicz i wsp., 2012, Orczyk-Pawitowicz i wsp., 2013]. Badania skupiaty sie na ocenie
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wzglednej zawartosci sjalowanych i fukozylowanych glikotopdéw, wystepujacych na
immunoglobulinach 1gG i IgA i wpisywaly sie w obszar dotyczacy poszukiwan wzajemnych
zaleznosci pomiedzy glikomarkerami ptynu owodniowego a dojrzatoscig ptodu [Orczyk-Pawitowicz
i Katnik-Prastowska, 2011]. Glikotopy zawierajace kwas sjalowy przytgczony wigzaniami
glikozydowymi 02,3- i 02,6- oraz/lub fukoze al,2-, al,3- i al,6- stanowig element ,kodu
cukrowego” istotnego w procesach przekazywania informacji miedzy komérkami. Ich obecnosé na
immunoglobulinach klasy G ptynu owodniowego, odmienna niz dla IgG osocza matki, poprzez
wptyw na powinowactwo wigzania z antygenem czy z receptorami FcyR, determinuje funkcje
obronne przeciwciat modulujgc np. fagocytoze czy aktywacje dopetniacza [Anthony i Ninmerjahn,

2011, Gabius, 2017]. Uzyskane przez nas wyniki wskazuijg, ze profil glikozylacji owodniowych IgG

oraz IgA ulega dynamicznym zmianom w zaleznosci od stopnia zaawansowania cigzy, cechujac sie

wzmozong ekspresjg okreslonych sjaloglikotopdw oraz fukozyloglikotopédw na przetomie Il i lll

trymestru cigzy. Ponadto obie klasy owodniowych immunoglobulin charakteryzujg sie zmianami
zaréwno jakosciowymi jak i ilosciowymi tj. wzmozong ekspresjg sjalo- oraz fukozyloglikotopéw w

poréwnaniu do form z osocza. Podsumowuijgc wykazane zmiany w profilu sjalizacji oraz fukozylacji

kluczowych immunoglobulin odpowiedzi wtdérnej wraz ze zmianami jakosciowymi w strukturze

glikotopdw stanowig odzwierciedlenie istotnej roli glikozylacji w trakcie prawidtowego przebiegu

cigzy oraz _ochrony ptodu.

Efektem mojej wspdtpracy z prof. dr hab. Iwong Katnik-Prastowska byto takze wspodtautorstwo
kilku rozdziatdbw w podreczniku akademickim pod jej redakcjag naukows, zatytutowanym
,Immunochemia w biologii medycznej. Metody laboratoryjne” wydanym przez PWN i kierowanym

do studentéw wyzszych uczelni o profilu biologicznym oraz medycznym.

6.2.4. Badania dotyczace zaleznosci pomiedzy morfologicznymi i hormonalnymi miernikami

kondycji biologicznej cztowieka a funkcjonowaniem uktadu immunologicznego

Publikacje z tej tematyki:

v" Pawtfowski B, Nowak J, Borkowska B, Augustyniak D, Drulis-Kawa Z. Body height and immune
efficacy: testing body stature as a signal of biological quality No evidence for the
immunocompetence handicap hypothesis in male humans. Proccedings of the Royal Society
B - Biological Sciences, 2017, 284 (1859): 20171372

v" Nowak J, Pawtowski B, Borkowska B, Augustyniak D, Drulis-kawa Z. No evidence for the

immunocompetence handicap hypothesis in male humans. Scientific Reports, 2018, 8 (1):

7392
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v' Pawtowski B, Borkowska B, Nowak J, Augustyniak D, Drulis-Kawa Z. Human body symmetry
and immune efficacy in healthy adults. American Journal of Physical Anthropology, 2018, 167

(2): 2072016

Kilka lat temu podjetam wspdtprace ze znanym polskim antropologiem/biologiem
behawioralnym Prof. dr hab. Bogustawem Pawtowskim, w ramach wspdélnego nowatorskiego
grantu: ,Morfologiczne i hormonalne mierniki kondycji biologicznej a jakos¢ ukfadu
immunologicznego.” NCN 2012/07/B/NZ8/02666, OPUS 4 (2013-2017), ktdérego byt on
kierownikiem i inicjatorem. Wraz z dwoma doktorantkami, Judytg Nowak (obecnie dr) ktdrej
bytam promotorem pomocniczym oraz Barbarg Borkowskg (obecnie dr), przy wspotpracy Prof.
Zuzanny Drulis-Kawy, poszukiwaliémy zwigzkéw pomiedzy réznymi cechami morfologicznymi
powszechnie uwzglednianymi w doborze ptciowym (budowa ciata, wysokos$¢ ciata, asymetria
fluktuacyjna ciata i twarzy itp.), a kondycjg biologiczng cztowieka definiowang w naszym projekcie
jako szeroko pojeta kondycja immunologiczna. Innymi stowy weryfikowaliémy zatozenia
powszechnie obowigzujgcych hipotez o sygnalizacyjnej roli fizycznej atrakcyjnosci, w tym hipotezy
uposledzenia immunologicznego (ICHH, immunocompetence handicap hypothesis) mowigcej, ze
im atrakcyjniejsze dla partnera cechy morfologiczne tym nizsza jako$¢ biologiczna - bardziej

uposledzony system odpornosciowy. Bedgc twércg koncepcji badan immunologicznych we

wspomnianym projekcie, moja rola polegata na zaplanowaniu i opracowaniu catego panelu metod,

na podstawie ktorych bylibySmy w stanie wieloptaszczyznowo oceni¢ funkcjonowanie uktadu

immunologicznego. W catym projekcie, do oceny ramienia odpowiedzi nieswoistej humoralnej

wybratam dziatanie uktadu dopetniacza (test 50% hemolizy) oraz lizozymu (metoda
turbidymetryczna z Micrococcus luteus), natomiast z ramienia odpowiedzi nieswoistej komérkowej
efektywnosc¢ fagocytozy i wybuch tlenowy, ktére byty mierzone odpowiednio przy wykorzystaniu
FACS-u i chemiluminometru. W odniesieniu do odpowiedzi swoistej, badanymi parametrami
odpornosci humoralnej byta indukcja przeciwciat poszczepiennych w nastepstwie szczepienia na
grype i/lub tezec (testy ELISA), natomiast odpornosci komdrkowej, odpowiedZ proliferacyjna
komoérek jednojgdrzastych PBMC stymulowanych mitogenami (test proliferacji blastycznej, pomiar

na liczniku scyntylacyjnym). Wyniki naszych badan przeprowadzonych na grupie kilkudziesieciu

zdrowych wolontariuszy obydwu ptci oparte na réznych modelach regresii, pokazaty, ze nie istnieje

zwigzek pomiedzy zadnym z analizowanych parametrow immunologicznych a wysokoscig czy

stopniem symetrii ciata [Pawfowski i wsp., 2017, Pawfowski i wsp., 2018]. Taki rezultat moze

sugerowad, ze ani wzrost ani symetria ciata nie jawi sie jako istotny miernik morfologiczny zwigzany
z odpornoscig ustroju. Zaproponowana zostata (przez Prof. Pawtowskiego) zatem nowa hipoteza

nazwana Hipotezg Priorytetéw Immunologicznych (Immunity Priority Hypothesis), ktéra bazujgc na
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hipotezie ograniczonych zasobdow energii prébuje wyjasni¢ brak obserwowanych zaleznosci.

Zaktada ona, 7Ze inwestycia w tzw. ,atrakcyjnos¢” nie moze odbywaé sie kosztem uktadu

immunologicznego i jest ona mozliwa dopiero po zaspokojeniu jego potrzeb energetycznych,

niezbednych do prawidtowego funkcjonowania. Zatozenia hipotezy ICHH weryfikowalismy takze

poprzez analize zaleznosci pomiedzy androgenami a wydajnoscig immunologiczng [Nowak i wsp.,
2018]. Wedle obecnej definicji, jedynie osobniki o wysokiej jakosci biologicznej i postrzegane jako
te, ktére mogg zapewnic lepszy sukces reprodukcyjny, mogg utrzymywac w organizmie wysoki
poziom testosteronu i pozwoli¢ sobie na koszty fizjologiczne zaleznej od niego immunosupres;ji.

Wvyniki naszych nowatorskich badan przeprowadzonych na grupie szczepionych na grype mezczyzn

nie potwierdzity immunosupresyjnego dziatania androgendw. Nie wykazaliSmy zatem, ze bardziej

,mescy” mezczyzni o wysokim poziomie testosteronu cechujg sie stabszg wydajnoscig zaréwno

wrodzonej jak i nabytej odpowiedzi immunologicznej i vice versa. Wyniki naszych badan wykazaty

raczej immunomodulujgcg anizeli immunosupresyjng role androgendw w odniesieniu do
efektywnej odpowiedzi nabytej, wedle ktérej to wiasnie mezczyzni z wyzszym stezeniem wolnego
testosteronu jak i dihydrotestosteronu posiadajg wyzszg jako$¢ biologiczng wyrazang silniejszg
odpowiedzig poszczepienng na grype.

Nasze pionierskie badania miaty kluczowy wptyw na weryfikacje ewolucyjnych hipotez o

biologicznym znaczeniu cech fizycznej atrakcyjnosci u cztowieka i jako pierwsze wykorzystywaty do

oceny kondycji biologicznej bezposrednie parametry funkcjonowania uktadu odpornosciowego.
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