1. STRESZCZENIE

Yersinia enterocolitica O:3 (YeO3) jest Gram-ujemng paleczka zdolng do wzrostu
w szerokim zakresie temperatur (0 do 44°C) i jest czynnikiem etiologicznym zakazen uktadu
pokarmowego u ludzi orazfakultatywnym patogenem wewnatrzkomérkowym oraz wywotuje
chorobe zwang jersiniozg. Zakazania moga rowniez wystepowac po transfuzji krwi, ze wzgledu
na szerokie spektrum wzrostu tej bakterii. Posiada cate spektrum cech wirulencji, takich jak
cukrowe antygeny powierzchniowe: lipopolisacharyd (LPS), enterobakteryjny wspolny
antygen (ECA) oraz prawdopodobnie egzopolisacharyd (EPS). Dodatkowo obecnos¢ plazmidu

wirulencji pYV niesie geny zjadliwosci kodujace adhezyny i biatka btony zewnetrzne;.

Dodatkowo do czynnikoéw wirulencji tego gatunku bakterii z pewno$cig nalezag mato
scharakteryzowane do tej porna pecherzyki btony zewngtrznej (OMV). Sa one no$nikiem
wzorcow molekularnych, takich jak LPS, peptydoglikan, kwasy nukleinowe, ktore sa
rozpoznawane przez receptory rozpoznajace wzorce molekularne na powierzchni komorek
uktadu odpornosciowego, np. receptory Toll-podobne TLR. Na skutek oddziatywania z
komorkami wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, OMV sa zdolne do aktywacji
inflamasomu oraz aktywacji mechanizméw obronnych gospodarza, co prowadzi do produkcji
mediatorow stanu zapalnego 1 cytokin. Nadmierna aktywacja
i rozregulowanie homeostazy moze prowadzi¢ do rozwoju ogélnoustrojowej odpowiedzi
zapalnej SIRS 1 sepsy. Uklad dopelniacza stanowi jeden z gtownych mechanizmow
efektorowych wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Jego aktywacja podczas zakazenia
prowadzi do opsonizacji drobnoustroju w wyniku interakcji z przeciwciatami, kolektynga MBL
lub fikolinami, co utatwia eliminacje patogenu, przy czym jego niekontrolowana nadaktywacja
moze prowadzi¢ do rozwoju reakcji zapalnej oraz sepsy
1 wstrzasu septycznego. Istnieje niewiele doniesien badajacych aktywacj¢ dopetniacza przez
OMV, z punktu widzenia zaleznej od temperatury struktury cukrowych czynnikéw wirulencji,

takich jak np. LPS.

Realizowana praca doktorska stanowita czg$¢ projektu OPUS 16 realizowanego
w konsorcjum ztozonym z Instytutu Biologii Medycznej PAN w Ltodzi oraz Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu i Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach. Nadrzednym celem byta charakterystyka OMV Y. enterocolitica O:3 i ich

oddziatywania z ludzkim uktadem dopelniacza Mialo to stuzy¢ ocenie, czy OMV wybranego



gatunku bakterii moga stuzy¢ jako ,.tarcza” dla bakterii przed dziataniem uktadu dopetniacza i
aktywator reakcji zapalnej. Y. enterocolitica O:3 stanowita ciekawy model do realizacji
zaplanowanych badan, gdyz jej LPS, glowny czynnik wirulencji, posiada unikatowe (w tym
zalezne od temperatury) cechy strukturalne zwigzane z jego og6élnym schematem budowy oraz

dysponowano bibliotekg mutantow o roznych chemotypach LPS (S, Ra, Re i Rd1).

W ramach badan wstepnych przeprowadzono weryfikacj¢ struktur LPS i ECA dla czterech
szczepoéw o chemotypach S, Ra, Re 1 Rd1. Wykryto niezidentyfikowane wczesniej glikoformy
regionoOw rdzenia wewnetrznego zbudowane z wigkszej liczby reszt Kdo (LPS o chemotypie
Re) 1 heptoz (LPS o chemotypie Rd1). W przypadku LPS Re wykazano obecno$¢ duzej ilosci
ECApc. Waznym etapem byta rowniez w wnikliwa analiza struktur lipidow A zaréwno w LPS
izolowanym z bakterii, jak i w LPS obenym w OMV, ktory to region LPS jest kluczowym
aktywatorem komorek uktadu odpornosciowego przez TLR4. Otrzymano takze wstgpne wyniki
strukturalne sugerujace wytwarzanie EPS przez wybrany szczep Y. enterocolitica O:3, 0
strukturze [—2)-a-D-Man-(1—3)-a-D-Man-(1—6)-a-D-Man-(1—]x.

Kluczowym etapem pracy doktorskiej byt wybor 1 optymalizacja procedur izolacji OMV.
Otrzymane OMV scharakteryzowano z zastosowaniem technik fizykochemicznych — DLS i
NTA, mikroskopii TEM, spektrometrii mas oraz spektroskopii NMR. Wykazano, ze Y.
enterocolitica 0:3 uwalnia oMV, a ich liczba
1 rozmiary powigzane sg z temperaturg hodowli (37, 22 1 4°C) oraz r6znia si¢ w zalezno$ci od
chemotypu LPS. Porownano struktury LPS, glownego czynnika wirulencji,
w preparatach bakteryjnych oraz pochodzacych z OMV. Pokazano, ze OMV izolowane ze
szczepow S, Ra, Re 1 Rdl skutecznie aktywujag uklad dopelniacza cztowieka,
w szczegolnosci jego droge lektynowa, za aktywacje ktorej odpowiedzialne jest oddziatywanie
lektyny wigzacej mannan (MBL) najprawdopodobniej z EPS bedacym homopolimerem
mannozy, obecnym na powierzchni oMV lub wspotizolowanym
z OMV. Z grupy liganéw dla MBL pochodzacych z preparatow OMV Y. enterocolitica O:3
wykluczono biatka, material genetyczny oraz mannany podtoza hodowlanego LB. Wybrane do

badan OMV nie byty rozpoznawane przez ludzkie fikoliny 1, 2 oraz 3.

Wykazano, ze wszystkie preparaty OMV 1 LPS chemotypu S stymulowaty komorki linii
THP-1 do ekspresji mRNA dla genow IL-8, IL-10, IL-6 i TNF-a, przy czym
w przypadku IL-6 i IL-8 oba typy preparatow (LPS i OMV), biorac pod uwage srednie wartosci

przedstawione na wykresach stymulowaty komorki silniej, jesli izolowane byly z hodowli



bakteryjnej prowadzonej w nizszych temperaturach: 22°C i1 4°C. Zaobserowano korelacje
otrzymanych wynikow ze strukturg lipidow A w LPS obecnych w preparatch OMV. OMV byly
zdolne do hamowania bdjczej aktywnosci surowicy NHS wzgledem bakterii, gdzie kluczowsa
role w ochronie zapewniata liczba wydzielanych OMV, jak i obecnos¢ polisacharydu O-
swoistego w LPS na ich powierzchni. Badane pecherzyki izolowane z gladkiego szczepu
(chemotyp S), podane zwierzgtom dootrzewnowo, przedostawaty si¢ do krazenia i
akumulowaly w narzadach, gdzie glownym miejscem akumulacji znakowanych
fluorescencyjnie oMV byta watroba,
a nastepnie phuca, nerki 1 wezly chtonne. Uzyskane wyniki potwierdzaja postawiong
w projekcie badawczym hipoteze, ze OMV Y. enterocolitica O:3 moga stuzy¢ bakterii jako

»tarcza” przed dziataniem uktadu dopetniacza i stanowi¢ silny aktywator reakcji zapalnej, co

ma znaczenie dla dalszego rozumienia rozwoju sepsy.



