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Gruzlica jest jedng z najgrozniejszych chordb cztowieka i drugg wiodaca przyczyna $miertelnosci
ludzi na $wiecie z powodu chorob zakaznych. Czynnikiem etiologicznym gruzlicy jest pratek gruzlicy
(Mycobacterium tuberculosis), (Mtb), ktory intensywnie rozprzestrzenit si¢ na catej kuli ziemskiej infekujac
1/3 populacji cztowicka. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia, w roku 2013 zdiagnozowano 9
milionébw nowych przypadkow gruzlicy, a 1.5 miliona ludzi zmarlo z powodu tej choroby zakazne;j.
Niepokojaca jest rowniez wzrastajgca liczba zakazen wywotywanych przez lekooporne szczepy Mth, w tym
typu MDR (multi-drug resistant), XDR (extensively-drug resistant) i TDR (totally-drug resistant), ktore sa
niezwykle trudne do leczenia z zastosowaniem dostepnych lekéw przeciwpratkowych. Istotnym czynnikiem
zwickszajacym ryzyko wystapienia aktywnej gruzlicy sa infekcje u osob z dysfunkcjami uktadu
odpornosciowego, takich jak chorzy na AIDS czy cukrzyce. Mimo wielu lat intensywnych badan, a takze
duzych naktadéw réznych instytucji zdrowia publicznego, skuteczne leczenie lekoopornej gruzlicy pozostaje
nadal duzym wyzwaniem. Wciaz nie zostaly wyjasnione ztozone mechanizmy patogennosci Mtb, ktdre
umozliwiaja tym bakteriom skuteczne przetamanie wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej gospodarza, co
warunkuje ich wnikanie, przezywanie i wewnatrzkomoérkowy wzrost w niesprzyjajacym Srodowisku
wewnatrz makrofagéw. Zrozumienie interakcji Mtb z elementami odpornos$ci wrodzonej jest kluczowe
dla wyselekcjonowania nowych mykobakteryjnych tarcz docelowych, ktére stanowilyby niezbedny
punkt wyjSciowy w Kkonstruowaniu nowoczesnych i skutecznych narzedzi leczenia i
immunoprofilaktyki gruzlicy, co z kolei przyczyniloby si¢ do efektywniejszej kontroli zakazen
wywolywanych przez pratki gruzlicy.

Mycobacterium tuberculosis charakteryzuje si¢ niewatpliwym sukcesem ewolucyjnym. Drobnoustrdj
ten wykazuje duze zdolnosci adaptacyjne, ktore warunkuja wyksztatcenie ztozonych mechanizmow
patogennosci determinowanych gléwnie przez interakcje z czynnikami i procesami odpornosci wrodzone;.
Oddziatywania takie prowadza nie tylko do manipulowania mechanizmami obronnymi gospodarza, ale
nawet do ich wykorzystywania w celu utatwienia inwazji komorek docelowych. Po przeniesieniu droga
kropelkows 1 dotarciu do pgcherzykow ptucnych, wnikajace pratki gruzlicy indukuja mechanizmy obronne
makroorganizmu, ktorych etapem wstepnym jest rozpoznanie czynnika zakaznego, a doktadnie jego
konserwatywnych struktur antygenowych (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), przez krazace
lub blonowe receptory rozpoznajace wzorce molekularne patogenéw (pattern recognition receptors, PRRs),
stanowigce sktadowe wrodzonej odpowiedzi odporno$ciowej gospodarza. Interakcje pomigdzy tymi
czasteczkami majg istotne znaczenie nie tylko dla wytworzenia skutecznej odpowiedzi odpornosciowe;j, ale
takze sa kluczowe dla samego patogenu, gdyz determinuja adhezj¢ niezbedng w procesie jego wnikania do
komorek docelowych. W niniejszym projekcie wskazujemy na potencjalng interakcje Mtb z ludzkim
gléwnym bialkiem ostrej fazy, mianowicie surowiczym amyloidem A (SAA). Ponadto proponujemy, iz
w ostonach komérkowych Mtb obecne sa komponenty (ligandy) warunkujace specyficzng interakcje
tych bakterii z SAA oraz postulujemy zaangazowanie tych interakcji w proces wnikania Mtb do
ludzkich makrofagow.

Przeprowadzone w ramach prezentowanego projektu badania wstepne potwierdzity zdolno$¢ Mtb do
swoistego wigzania ludzkiego SAA. Dodatkowo zastosowanie ztozonej metodologii badawczej umozliwito
wyselekcjonowanie i identyfikacj¢ szeSciu membranowych bialek pratkow gruzlicy, Rv2477c, Rv1308,
Rv0423c, Rv3881c, Rv0009 i Rv2140c, jako potencjalnych ligandow zaangazowanych w interakcje tych
bakterii z badanym ludzkim biatkiem ostrej fazy. W dalszych etapach badan wstgpnych skoncentrowano sie
na dwoch zidentyfikowanych ligandach, Rv2477c i Rv1308, i stosujac rekombinowane ich formy
potwierdzono ich oddzialywania z SAA za pomoca techniki Western blot oraz powierzchniowego rezonansu
plazmowego. Ponadto w celu okres$lenia udziatu biatek Rv2477c 1 Rv1308 we wczesnych etapach wnikania
Mtb do ludzkich makrofagow skonstruowano szczepy mutanty pratkow gruzlicy nadprodukujace te ligandy.
Badania przewidywane w ramach niniejszego projektu koncentrowaé si¢ beda na potwierdzeniu wigzania
SAA przez pozostate cztery wstepnie wytypowane biatka Mtb, mianowicie Rv0423c, Rv3881c, Rv0009 i
Rv2140c. Zostang rowniez skonstruowane szczepy mutanty nadprodukujace i/lub niezdolne do syntezy tych
biatek, dla ktorych potwierdzona zostanie wlasciwos¢é wigzania SAA. Wszystkie te szczepy oraz wczesniej
przygotowane szczepy mutanty nadprodukujgce biatko Rv2477c i Rv1308 zostang wykorzystane w
doswiadczeniach zmierzajacych do wyjasnienia roli tych ligandéw w procesie wnikania Mtb do ludzkich
makrofagow. Dodatkowo przedmiotem badan bedzie ocena wptywu wigzania SAA przez pratki gruzlicy na
aktywno$¢ funkcjonalng zardwno samego patogenu, jak i makrofagéw ludzkich w trakcie infekcji badanych
docelowych komorek gospodarza.



