STRESZCZENIE

Amyloidy wytwarzane przez drobnoustroje, podobnie jak toksyczne amyloidy ludzkie,
zbudowane s3g z wiokien, ktore tworza strukture tzw. f-harmonijki. W przeciwienstwie do
nieprawidtowo pofatdowanych, toksycznych amyloidéw powstajacych w organizmie cztowieka,
wiele drobnoustrojow wytwarza tzw. funkcjonalne biatka amyloidowe, pelnigce wazna role
w ich adaptacji do zajmowanego Srodowiska np. utatwiajac adhezje. Wsréd pateczek jelitowych
z rodziny Enterobacteriaceae zdolno$¢ produkcji funkcjonalnych amyloidéw tj. fimbrii
spiralnych opisano m.in. u gatunku Escherichia coli. Funkcjonalne amyloidy znalazly sie obecnie
w centrum zainteresowania badaczy, jako model pozwalajacy lepiej zrozumie¢ nature
patogennych amyloidéw tworzonych w organizmie cztowieka.

Wiedza na temat roli fimbrii spiralnych w chorobotwdérczosci czlowieka jest
ograniczona. Stad, celem badan zaplanowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byta
ocena in vitro wptywu biatek amyloidowych, budujacych fimbrie spiralne chorobotworczych
i niepatogennych pateczek E. coli na zmieniony zapalnie nabtonek jelita. Wykonane badania
skupity sie na analizie cytotoksycznosSci oraz immunomodulujacego wptywu szczepoéw E. coli
prezentujacych fimbrie spiralne iizolowanych z nich preparatow amyloidowych dla
stymulowanych iniestymulowanych cytokinami prozapalnymi komérek nabtonka jelita.
Wramach wykonanych badan oceniano réwniez wplyw oczyszczonych preparatéow
amyloidowych oraz fimbrii spiralnych na powierzchni badanych szczepéw E. coli na integralno$¢
monowarstwy komorek nabtonka jelita oraz zdolno$¢ adhezji i inwazji badanych szczepéw
E. coli do ludzkich komdrek nabtonka jelita grubego, stymulowanych badZ nietraktowanych
cytokinami prozapalnymi.

Do badan wykorzystano szczepy E. coli nalezace do kolekcji zgromadzonej w Katedrze
i Zaktadzie Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego: 1) K12¢600 — niepatogenny, laboratoryjny
szczep E. coli; 2) K12¢e00 AcsgBA::kan - pozbawiony zdolnosSci syntezy fimbrii spiralnych
izogeniczny mutant szczepu E. coli K12; 3) E32/2 - patogenny szczep izolowany z btony
$luzowej dziecka z nieokreslonym zapaleniem jelita grubego; 4) E32/2 AcsgBA::kan -
pozbawiony zdolnosci syntezy fimbrii spiralnych izogeniczny mutant szczepu E. coli E32/2.
Badania in vitro przeprowadzano na linii komdérek nabtonka jelita grubego Caco-2 (ATCC nr kat.
HTB-37) hodowanych przez 21 dni na insertach. W celu wzbudzenia stanu zapalnego na dobe
przed zakazeniem komoérek do podioza hodowlanego dodawano mieszanine cytokin
prozapalnych. Wptyw biatek amyloidowych badano na podstawie: a) aktywnos$ci dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) uwalnianej do podtoza hodowlanego przez uszkodzone komoérki nabtonka;
b) oznaczenia stezenia interleukiny-8 (IL-8); c) pomiaréw przezbtonowej opornosci

elektrycznej monowarstwy komoérek.



Badanie stopnia adhezji wykazato, ze amyloidowe fimbrie spiralne pateczek E. coli,
pelnig wazng role w kolonizacji nabtonka jelita. Ponadto, bez wzgledu na potencjat wirulencji
obu, badanych szczepéw E. coli, stan zapalny nabtonka jelita znaczaco zwiekszat ich adhezje
atakze inwazje szczepu patogennego do komoérek nablonka. Wykonane w niniejszej pracy
pionierskie badania wptywu oczyszczonych monomeréw amyloidow uzyskanych z fimbrii
spiralnych pateczek E. coli na zmieniony i niezmieniony zapalnie nabtonek jelita,
reprezentowany przez zréznicowang monowarstwe komorek linii Caco-2, wykazaty, ze cho¢
antygen ten okazal sie nietoksyczny dla badanej linii komérkowej, to jednak obnizat sekrecje
prozapalnej chemokiny IL-8, a wiec atenuowat odczyn zapalny, obnizajgc réwnocze$nie bariere
nabtonka jelita. Ta cecha amyloidowych fimbrii spiralnych czyni je waznym antygenem,
umozliwiajgcym pateczkom E. coli skuteczng kolonizacje nabtonka jelit polaczong z ewazja

nieswoistych mechanizméw obronnych gospodarza.



