Molekularne podstawy i efekty biologiczne oddzialywan endotoksyn

z ludzka fikoling H i lektyng wigzaca mannan

STRESZCZENIE

Uktad dopelniacza jest jednym z najwazniejszych elementow wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej i odpowiada za eliminacj¢ patogendéw z organizmu. Sposrdd trzech drog
aktywacji dopeiacza, droga lektynowa (LP) odgrywa  wazng  roleg
w  oddziatywaniu z  polisacharydami  bakterii ~ Gram-ujemnych, w  tym
z lipopolisacharydami (LPS, endotoksyna). Czasteczkami odpowiedzialnymi za inicjacj¢ LP u
ludzi sa3: ludzka lektyna wigzaca mannan (MBL), kolektyna-11 (CL-11), fikolina-1, fikolina-2
oraz fikolina-3. Myszy posiadaja odpowiedniki dla czesci z ww. biatek.

MBL i fikolina-3 w kompleksie z proteazami serynowymi MASP, oddziatuja
z ligandami obecnymi na powierzchni patogenow, co prowadzi do aktywacji LP uktadu
dopetiacza i w konsekwencji inaktywacji mikroorganizmow. Aktywacja LP inicjowana przez
oddziatywanie tych komplekséw, w odréznieniu od innych mechanizmoéw odpornosciowych,
charakteryzuje si¢ stosunkowo mata specyficznosciag wzgledem ligandow (rozpoznawane jest
szerokie spektrum struktur patogendw wykazujagce pewne charakterystyczne cechy
strukturalne) oraz szybkim czasem reakcji. Zaréwno fikolina-3, jak 1 MBL wystepuja w
relatywnie wysokim stezeniu, w poréwnaniu do pozostatych czasteczek aktywujacych LP.
Biatka te wykazuja wiele podobnych cech pod wzgledem og6lnej budowy. Gtéwne roznice
dotycza rodzaju i liczby rozpoznawanych przez nie ligandow oraz wiedzy na temat ich
znaczenia dla odpornosci 1 patogenezy chorob zakaznych, w tym uogolnionych zakazen
szpitalnych i sepsy, szczegélnie tych wywotywanych przez Gram-ujemne bakterie, gdzie

jednym z wazniejszych czynnikow wirulencji jest LPS.

Czasteczki, ktore wybrano do badan objetych niniejszg praca, MBL i fikolina-3, roznig
si¢ diametralnie pod wzgledem liczby zidentyfikowanych dla nich ligandow oraz
charakterystyki molekularnych podstaw oddziatywan. MBL reprezentuje grupe, dla ktorej
zidentyfikowano dotychczas wiele ligandow, wlaczajac LPS, oraz zaprezentowano model
oddziatywania z resztami cukrowymi i jonami Ca?". Przy czym informacje dotyczace

molekularnych podstaw oddzialywania z LPS 1 ich efektow biologicznych ograniczone byly
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dotychczas glownie do LPS zawierajagcych polisacharydy O-swoiste (O-PS) w postaci
homopolimeréw mannozy i ich zdolnosci do wywolywania wstrzasu endotoksycznego
wczesnej fazy (anafilaktoidalnego) u myszy. W odréznieniu od MBL, zidentyfikowano
dotychczas jedynie trzy naturalnie wystepujgce ligandy dla fikoliny-3, z ktorych dwa (O-PS
LPS Hafnia alvei) zostaly opisane przez pracownikow Laboratorium Immunochemii
Drobnoustrojow i Szczepionek. Stanowito to podstawe do kontynuacji poszukiwan ligandéw,
rozpoczecia pionierskich badan nad molekularnymi podstawami oddziatywan fikoliny-3 ze
zidentyfikowanymi LPS oraz kontynuacji prac nad biologicznymi skutkami utworzenia takich

kompleksow.

LPS jest integralnym skladnikiem zewng¢trznej blony komoérkowej bakterii Gram-
ujemnych i zbudowany jest z zakotwiczonego w btonie lipidu A, oligosacharydu rdzenia (OS
rdzenia) oraz najbardziej dystalnej i jednoczes$nie zmiennej czgsci, ktora jest tancuch O-swoisty
(O-PS) zbudowany z powtarzajacych si¢ oligocukrowych podjednostek (RU). W przebiegu
uogodlnionych zakazen szpitalnych i sepsy wywolanej przez bakterie Gram-ujemne moze
nastapi¢  rozwoOj  wstrzasu  endotoksycznego  (wstrzasu pdéznej  fazy),  ktory
w efekcie czesto prowadzi do $mierci. Mechanizm rozwoju tego zjawiska opiera si¢
m. in. na interakcji kompleksu TLR4:MD2:CD14 z czgscig lipidu A LPS. Z drugiej strony, w
modelu mysim po podaniu LPS o okreSlonej strukturze aktywujacej LP
w  sposob zalezny od MBL dochodzi do rozwoju wstrzasu anafilaktoidalnego,
a obserwowane aktywnosci moga mie¢ znaczenie dla zrozumienia roli dopetniacza
w patogenezie sepsy. W obu przypadkach ogromng role odgrywa budowa strukturalna LPS,
poniewaz od niej zalezy mechanizm oddzialywania z ukladem immunologicznym gospodarza

oraz ryzyko wystapienia powiklan oraz przebieg infekcji.

W niniejszej pracy badano molekularne podstawy i efekty biologiczne oddziatywan

endotoksyn z dwoma biatkami aktywujacymi LP — fikoling-3 i MBL.

W przypadku MBL wykazano, ze ligandy wystepuja powszechnie wsrod
lipopolisacharydow z bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Zidentyfikowano 113 nowych
ligandow sposrod 182 przebadanych LPS pochodzacych w wigkszosci z gladkich bakterii
Gram-ujemnych, takich jak H. alvei, Proteus spp., Klebsiella pneumoniae
i Plesiomonas shigelloides. Regionem LPS rozpoznawanym przez MBL byt
w wiekszosci przypadkéw oligosacharyd (OS) rdzenia, ktory w poréwnaniu z O-PS stanowi
stosunkowo konserwatywny region LPS. Wykorzystujac LPS H. alvei jako modelowy uktad,
wykazano, ze regionami OS rdzeni LPS H. alvei odpowiedzialnymi za oddziatywanie z ludzka
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MBL sg zarowno OS rdzeni typu Ra oraz OS1 (typowy dla H. alvei oligocukier rdzenia w
postaci heksasacharydu) (Ryc. 6.33), jak rowniez OS1 podstawiony przez disacharyd L-a-D-
Hepp3OAc-(1—4)-o-Kdop. Ponadto, oddzialywanie to jest zalezne od obecno$ci
charakterystycznych cukréw rozpoznawanych przez MBL (GIcNAc, Gle, Hep) w pozycjach
terminalnych lub dobrze eksponowanych w strukturze LPS, gltownie w regionie rdzenia
zewnetrznego. Jednoczesnie wykluczono charakterystyczne dla enterobakteryjnych LPS
sktadniki, takie jak Kdo i lipid A, z grona ligandow MBL, ktore wskazywano wczesniej w
literaturze. Ponadto, do oddziatywania regionu O-PS z MBL nie jest niezbedna obecno$¢
homopolimeru mannozy, jak ma to miejsce w przypadku znanych ligandow dla MBL, takich
jak LPS K. pneumoniae O3 oraz E. coli O8 i 09, poniewaz u wszystkich zbadanych LPS H.
alvei, oddziatujacych z MBL w tym regionie, O-PS wystepuje w postaci heteropolisacharydu.

W odniesieniu do aktywnos$ci biologicznej, wykazano, ze kompleksy MBL i1 LPS H.
alvei sa zdolne do aktywacji LP poprzez proteazy MASP w testach na odktadanie czynnika C4b
1 C4c. W przypadku LPS, w ktorych regionem wigzanym przez MBL byt O-PS oraz OS rdzenia,
aktywnos¢ kompleksow byta porownywalna do LPS K. pneumoniae O3 (O-PS w postaci
homopolimeru mannozy) i niewiele nizsza dla LPS, w ktorych rozpoznawanym regionem byt
jedynie OS rdzenia (LPS 1209). Ponadto ludzka MBL zdolna jest do wigzania wskazanych
motywow strukturalnych LPS obecnych na powierzchni bakterii, co bylo zalezne od fazy
wzrostu hodowli bakteryjnej. Stanowi to ciekawg obserwacje z punktu widzenia naturalnego
przebiegu zakazen bakteryjnych i roli dopelniacza w ich zwalczaniu lub patogenezie.
Najwigkszy odsetek wyznakowanych komorek obserwowano dla komorek bakteryjnych H.

alvei znajdujacych si¢ w spoczynkowej fazie wzrostu, w ktorej dominujg formy szorstkie LPS.

Przeprowadzone badania pozwolily na wyjasnienie zdolno$ci wybranej grupy LPS H.
alvei do wywotania in vivo u myszy wstrzasu endotoksycznego wczesnej fazy. Swoistos¢
ludzkiej MBL i mysiej MBL-C jest zblizona i dotyczy gtéwnie regionéw OS rdzeni LPS H.
alvei oraz OS rdzenia i O-PS LPS K. pneumoniae O3. Natomiast mysia MBL-A, poza
oddziatywaniem z regionem OS rdzenia badanych LPS H. alvei, rozpoznawata ponadto region
O-PS LPS H. alvei PCM 1200, ktory oddziatuje réwniez
z ludzka fikoling-3. Reaktywno$¢ mysich fikolin-A i -B z wybranymi LPS H. alvei byta bardzo
staba 1 ograniczata si¢ regionow O-PS dwoch LPS. Wydaje si¢, ze u myszy w celu rozpoznania
takiego samego spektrum struktur docelowych, jakie jest rozpoznawane przez ludzka MBL,
potrzebne sa obie mysie lektyny, natomiast role ludzkiej fikoliny-3 czgsciowo moze spetniac

mysia MBL-A. Wykazano, ze do wywotania wczesnej fazy wstrzgsu, ktory jest konsekwencja
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oddziatywania MBL ze zidentyfikowanymi LPS H. alvei, zdolne byly nie tylko LPS
zawierajace region O-PS w postaci homopolimeru mannozy (LPS K. pneumoniae O3), ale
réwniez LPS o O-PS w postaci heteropolisacharydu (LPS H. alvei 1190), oraz co najwazniejsze,
szorstka populacja czgsteczek LPS (pozbawionych O-PS) zawierajaca regiony OS rdzenia
wigzane przez MBL (LPS H. alvei 1209). Obserwacja ta moze mie¢ istotne znaczenie, z punktu
widzenia wyjasnienia patogenezy sepsy oraz towarzyszacych jej powiklan w odniesieniu do
struktury LPS, gléownego antygenu powierzchniowego Gram-ujemnych bakterii. Zakladajac, ze
MBL, czy tez droga lektynowa uktadu dopelniacza, moze mie¢ istotne znaczenie w wyjasnieniu
patogenezy sepsy, kluczowym aspektem interpretacji wynikow klinicznych powinno by¢
odniesienie do serotypu O patogenu, czego brakuje w wiekszos$ci publikacji dotyczacych roli

dopelniacza w patogenezie sepsy.

W przypadku fikoliny-3 zidentyfikowanych i znanych ligandow jest bardzo niewiele.
Sposrod 143 przebadanych LPS pochodzacych od gladkich bakterii Gram-ujemnych Proteus
spp., K. pneumoniae i P. shigelloides zidentyfikowano jedynie 4 nowe ligandy dla fikoliny-3,
ktorymi  sg  regiony  O-PS LPS P. vulgaris 04  (szczep  9/57),
P. penneri O58 (szczep 12), LPS P. shigelloides O41 (szczep 48/89) i O50 (szczep 102/89),
ktore dotaczyty do grupy LPS obejmujacej jedynie LPS H. alvei 23, PCM 1200, 1203, 1205.

Etapami wstepnymi dla kluczowych badanh nad molekularnymi podstawami
1 efektami biologicznymi oddziatywania fikoliny-3 z LPS byla analiza strukturalna produktéw
degradacji LPS H. alvei 1200 i Proteus spp., izolacja czystych oligosacharydow odpowiednich
do badan SPR i STD NMR, przy pomocy opracowanej W niniejszej pracy metody
chromatografii oddziatywan hydrofilowych na ztozu ZIC®-HILIC, oraz izolacja fikoliny-3 z
osocza ludzkiego. W ramach prac przygotowawczych opracowano metod¢ pozwalajgca
otrzymac ok. 1,3 mg fikoliny-3 z 500 ml osocza. Metoda sktadata si¢ z nastepujacych etapow:
(1) precypitacji biatek PEG6000 wedtug metody Zacho i wspotpracownikow [Zacho i in., 2012];
(i1) inkubacji z drozdzami S. cerevisiae i L-Fuc w celu usunigcia MBL i fikoliny-2; (iii)
chromatografii powinowactwa na zlozu O-PS 1200-Sefaroza CL-4B wykorzystujacym
specyficzne wigzanie fikoliny-3 do O-PS LPS H. alvei 1200 [Swierzko i in., 2012]; oraz (iv)
wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC) oparta na chromatografii wykluczania
(SEC).

Analiza strukturalna dwoch nowo odkrytych ligandow dla fikoliny-3, LPS
P. vulgaris 9/57 i P. penneri 12, potwierdzita opublikowane wczesniej struktury O-PS oraz

wykazata, ze niektore z zaobserwowanych fragmentow strukturalnych nie odpowiadaty danym
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literaturowym. Do analiz oddzialywan miedzyczasteczkowych technika SPR wykorzystano
frakcje 1 (O-PS LPS) i Il obu bakterii, jak rowniez frakcje O-PS LPS H. alvei PCM 1200. W
przypadku P. penneri 12 we frakcji I znajdowaty si¢ m.in. struktury ztozone z oligocukru
[RU]3z zawierajgcego jedng grupe O-acetylowa. Frakcja II P. vulgaris 9/57 zawierata m.in.
[RU]2 lub [RU]s potgczone z fragmentami OS rdzenia. Rekombinowana fikolina-3
oddziatywata ze wszystkimi badanymi frakcjami (zaleznie od stezenia analitow), wykazujac
wigksze powinowactwo do frakcji I (O-PS LPS), charakteryzujacych si¢ wyzszym stopniem
polimeryzacji. Ponadto, sita oddziatywania fikoliny-3 z frakcjami P. vulgaris 9/57 byta wigksza
niz w przypadku P. penneri 12. W obu przypadkach nie wyizolowano frakcji odpowiednich dla
badan oddziatywan metoda STD-NMR. Wyniki analiz SPR wskazuja na bardzo silne
oddziatywania fikoliny-3 z O-PS LPS H. alvei 1200. Stalta Kp dla oddzialywania
z oligocukrem [RU]2-[Hep]-Kdo wynosita 3,2:10° M.

Swoistos¢ oddziatywania rekombinowanej i izolowanej z osocza fikoliny-3 wzgledem
monocukrow i O-PS jest podobna. W analizach SPR wykorzystano monocukry oraz O-PS LPS
H. alvei 1200, P. vulgaris 9/57 i P. penneri 12. Monocukrami rozpoznawanymi przez
rekombinowang fikoline-3 sg: D-GIcpA, D-GalpA, D-QuipNAc, b-ManpNAc, L-Arap, D-Fucp.
Obie formy biatka wykazywaty wyzsze powinowactwo do O-PS P. vulgaris 9/57.

Badania dotyczace mapowania motywu strukturalnego w O-PS LPS H. alvei 1200
(fragment RU-[Hep]-Kdo) przy pomocy metody STD-NMR umozliwity wytypowanie
protonow H2-H6 i grupy N-acetamidowe;j reszty —3)-p-D-Quip4NAc-(1— oraz H1 i H2 —1)-
Gro-(3-P— jako biorgcych udzial w oddziatywaniu zardwno z rekombinowana, jak i izolowang

z osocza fikoling-3.

Kompleksy fikoliny-3/MBL:MASP oddzialujace z O-PS LPS H. alvei 1200,
P. vulgaris 9/57 (04), P. penneri 12 (O58), P. shigelloides 48/89 i P. shigelloides 102/89 maja
znaczenie biologiczne, tj. obserwowano ich zdolno$¢ do aktywacji LP dopetniacza (aktywacja
sktadnika C4) w warunkach in vitro. Najsilniejsze wigzanie surowiczej fikoliny-3 stwierdzono
w  przypadku LPS P. vulgaris 9/57, P. shigelloides 48/89  oraz
H. alvei 1200. Otrzymane wyniki dla LPS P. vulgaris 9/57 i P. penneri 12 korespondujg z
wynikami uzyskanymi w analizach SPR, w ktorych obie formy fikoliny-3 wykazywaly wigksze
powinowactwo do O-PS LPS P. vulgaris 9/57. Podobny wzor reaktywnosci obserwowano
badajac zdolnos¢ badanych LPS do aktywacji C4 na drodze lektynowej (zaleznej przede
wszystkim od aktywno$ci proteazy MASP-2) — najsilniejszg depozycje sktadnika Céc
obserwowano dla LPS P. vulgaris 9/57, P. shigelloides 48/89 oraz H. alvei 1200. Zaskakujace
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wyniki otrzymano badajac aktywno$¢ proteazy MASP-1. Podczas gdy prawie wszystkie badane
LPS aktywowaty MASP-1 w podobnym, bardzo niskim stopniu, to zdolno$¢ ta dla LPS P.
vulgaris 9/57 byta wielokrotnie wyzsza. Oznacza to, ze region O-PS LPS P. vulgaris 9/57 jest
rozpoznawany nie tylko przez surowiczg fikoling-3 i MASP-2 (jak ma to miejsce w wigkszo$ci

badanych LPS), ale rowniez przez MASP-1, co wyr6znia go na tle pozostatych badanych LPS.

Ciekawych wynikow, w odniesieniu do aktywnosci biologicznych, dostarczyty
doswiadczenia zdobyte podczas opracowywania i optymalizacji metody izolacji fikoliny-3 z
osocza ludzkiego. Optymalizacja opracowanej metody — w przeciwienstwie do innych
opisanych w literaturze — pokazata, jak duzym wyzwaniem jest oczyszczanie tego typu biatek.
Wykazano, ze w ocenie jako$ci 1 czystosci tego typu preparatdow nalezy bra¢ pod uwage
zanieczyszczenia w postaci MBL i fikolin-1 i -2 oraz oddziatywania fikoliny-3
z immunoglobulinami (Ig) A, M i G. Opublikowane dotychczas metody nie uwzgledniaty
monitorowania zawartosci MBL i immunoglobulin, jak rowniez poziomu biatka catkowitego.
Otrzymany preparat fikoliny-3 wystepuje w kompleksie z MASP
1 immunoglobulinami oraz wykazuje pelng aktywno$¢ biologiczng. Preparat jest zdolny do
rozszczepiania czynnikow uktadu komplementu C3 i C4 oraz do aktywacji LP. Otrzymanie
preparatu fikolina-3:MASP:1g zamiast fikolina-3:MASP stanowi kolejny dowod na istnienie
interakcji pomiedzy czasteczkami zaangazowanymi w mechanizmy wrodzonej i nabytej
odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Ponadto, fikolina-3 oddziatywata specyficznie i
jednoczesnie z ludzkimi przeciwciatami IgG i O-PS LPS H. alvei 1200, co wskazuje na istnienie
co najmniej dwdch miejsc wigzania, specyficznych dla roéznych ligandow. Wniosek
koresponduje z najnowszymi odkryciami Pandy i wspotpracownikow [2013, 2014], ktorzy
wykazali, ze dodatkowe miejsce wigzania w fikolinie3 moze by¢ aktywowane w warunkach
zapalenia (zmiana stezenia jonoéw Ca?* i pH). Opisane wyniki stanowig, obok dwéch ww. prac,

trzecie doniesienie na ten temat 1 nowy, ciekawy kierunek dla dalszych badan.
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