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WPLYW TNF-a NA POZIOM ADHEZIJI 1 INWAZJI

SZCZEPOW ESCHERICHIA COLI' W PRZEBIEGU CHOROBY

LESNIOWSKIEGO-CROHNA

THE EFFECT OF TNF-a ON THE LEVEL OF ADHESION AND INVASION OF ESCHERICHIA COLI STRAINS

IN THE COURSE OF CROHN'S DISEASE

STRESZCZENIE: Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaty role patogennych adhe-
rentno-inwazyjnych szczepow Escherichia coli (AIEC) w indukcji sekrecji TNF-a oraz ich zdolnos¢
adhezji do czastek powierzchniowych CEACAM6 na komdrkach nabtonka jelita cztowieka. Wzrost
sekrecji TNF-a indukuje z kolei zwiekszona ekspresje czastek adhezyjnych CEACAMG, co nasila ad-
hezje pateczek AIEC. Bardzo wazne jest wyjasnienie roli w procesie adhezji do nabtonka jelita czto-
wieka fimbrii typu 1, dzieki ktérym szczepy AIEC wchodza w interakcje z czastkami CEACAM.

SEOWA KLUCZOWE: adhezja, AIEC, inwazja, receptory powierzchniowe CEACAM6, TNF-a

ABSTRACT: Recent studies have demonstrated the role of pathogenic Escherichia coli — ad-
herent-invasive strains (AIEC) in the induction of TNF-a secretion and their ability to adhere to
CEACAM6 molecules on the surface of human intestinal epithelial cells. The increase of TNF-a
production induces the expression of CEACAM6, which increases the adhesion of the AIEC
bacteria. It is very important to clarify the role of type 1 fimbriae in the process of adhesion to
the epithelium of the human intestinal cells, which is linked to the interaction between the
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AIEC and CEACAM6 molecules.
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WSTEP

W badaniach nieznanego patomechanizmu choroby Le-
$niowskiego-Crohna (chLC) wykazano, ze przyczyna sta-
nu zapalnego i uszkodzenia tkanek sg zaburzenia odpo-
wiedzi immunologicznej na obecno$¢ bakterii jelitowych.
U pacjentéw z chLC stwierdzono nadekspresje glikoprote-
inowych receptoréw powierzchniowych komorek nabtonka
(ang. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion mo-
lecule 6 — CEACAMO), uczestniczacych w wigzaniu adhe-
rentno-inwazyjnych szczepoéw Escherichia coli (AIEC). Pro-
ces kolonizacji odbywa si¢ z udziatem fimbrii typu 1, kto-
re sg zarazem czynnikami wirulencji tych szczepow [1].
Obecnos¢ czastek adhezyjnych CEACAMG6 na powierzch-
ni komorek nablonka jelita utatwia kolonizacje szczepow
AIEC, a nastepnie ich inwazje do komodrek nabtonka. Do-
tychczas wykazano, ze adherentno-inwazyjne szczepy
E. coli maja niezwyklta zdolno$¢ namnazania si¢ w makrofa-
gach blaszki podstawnej blony sluzowe;j jelita, ktére w od-
powiedzi uwalniaja duze ilo$ci czynnika martwicy nowo-
tworu (ang. tumor necrosis factor a — TNF-a) [2]. W efekcie
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dochodzi do nadekspresji CEACAMG6 na powierzchni na-
btonka, co umozliwia dalsza adhezj¢ szczepow AIEC, to
z kolei skutkuje lokalnym owrzodzeniem enterocytow i po-
wstawaniem mikroowrzodzen btony $§luzowej jelita, prze-
ksztatcajacych sig¢ stopniowo w ziarniniaki. Wielu naukow-
cOw jest zdania, ze wzrost poziomu TNF-a jest zwigzany
z przewleklymi zakazeniami przewodu pokarmowego. Nie-
ktorzy uwazaja, ze podwyzszony poziom czynnika martwi-
cy nowotworu ma zwiazek z wrzodziejacym zapaleniem je-
lita grubego, natomiast nie koreluje z uszkodzeniami btony
$luzowej jelita w przebiegu chLC [3].

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze patogen-
ne szczepy E. coli, nalezace do patotypu adherentno-inwa-
zyjnego, cechuje zdolno§¢ wzmozonej adhezji i inwazji do
komorek nabtonka jelita stymulowanych TNF-a. W niniej-
szej pracy oceniono wptyw nadekspresji czastek adhezyj-
nych CEACAM6 na komorkach nablonka jelita stymulo-
wanych przez czynnik martwicy nowotworu na zdolno$¢
adhezji i inwazji patogennych szczepow E. coli izolowanych
z przypadkow nieswoistych zapalen jelit (ang. inflammato-
ry bowel disease — IBD) u dzieci.
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MATERIALY | METODY

POCHODZENIE SZCZEPOW

Do badan uzyto wzorcowego szczepu Escherichia coli
AIEC, LF82, izolowanego od dorostego pacjenta z choro-
ba Lesniowskiego-Crohna; wzorcowego niepatogennego
szczepu E. coli K12 oraz dwoch dzikich szczepow E. coli:
jednego izolowanego od dziecka z chLC (LC15/1) oraz jed-
nego izolowanego od dziecka z wrzodziejacym zapaleniem
jelita grubego (UC32/2).

WYKRYWANIE FIMBRII MS/MRTYPU 1

Zdolno$¢ produkcji fimbrii mannozo-wrazliwych i man-
nozo-opornych typu 1 oznaczano u badanych szczepow
poddanych trzem 48-godzinnym pasazom w podlozu tryp-
tozowo-sojowym. Uzyskany w ten sposob osad bakteryj-
ny rozpuszczano w soli fizjologicznej i mieszano odpo-
wiednio z 10% roztworem drozdzy piekarniczych oraz 1%
D-mannoza. Zawiesing mieszano przez 2—3 minuty ruchem
kulistym. Wynik aglutynacji odczytywano po 5—15 minutach.

TEST ADHEZJI

Zdolnos¢ adhezji in vitro badanych szczepdéw E. coli
okreslano ilosciowo na podstawie testu adhezji do zrdz-
nicowanej 10-13-dniowej linii Caco-2 (ludzkie komor-
ki nablonka jelita grubego) [4]. Linie komérkowe hodo-
wano w podtozu MEM 20% z ptodowa surowicg bydleca,

z dodatkiem roztworu antybiotykéw oraz aminokwasoéw
endogennych, pirogronianiu sodowego, L-glutaminu i HE-
PES. Po zakazeniu komorek nabtonka badanymi szczepami
E. coli (MOI=100) poddano je lizie, a uzyskane lizaty — po
rozcienczeniu w postgpie geometrycznym — wysiewano na
podtoze MacConkey’a. Liczbe bakterii przylegajacych ob-
liczano na podstawie ilosci wyrostych kolonii i wyjsciowe;j
liczby bakterii uzytych do zakazenia ustalonej liczby ko-
morek nabtonka jelita. Zdolno$¢ adhezji in vitro badanych
szczepOw Escherichia coli okre$lano jednoczes$nie w obec-
nosci lub braku 2% D-mannozy. Rownoczes$nie test adhezji
wykonano na komoérkach uprzednio stymulowanych przez
24 godziny TNF-a w stezeniu 50 ng/ml.

TEST INWAZJI

Zdolno$¢ inwazji in vitro badanych szczepodw Escherichia
coli okreslano ilosciowo na podstawie testu inwazji do ko-
moérek zroéznicowanej 10—13-dniowej linii Caco-2 wedlug
zmodyfikowanej metody, opisanej przez Falkow i wsp. [5].
Komorki nabtonka zakazano badanymi szczepami E. coli
(OD=9%108 cfu/ml) — tak aby na jedng komorke nabtonka
przypadato 100 komorek bakteryjnych (MOI=100). Po 4-go-
dzinnej inkubacji w atmosferze wzbogaconej 5% CO,, bak-
terie zwigzane z powierzchnig komorek nablonka usunig-
to poprzez inkubacje w podlozu zawierajacym gentamycy-
n¢ (Ck=100 pg/ml). Bakterie uwolnione z komorek nabtonka
poprzez lizg rozcienczano w postepie geometrycznym i wy-
siewano na podloze MacConkey’a. Jednoczesnie zdolno$é
badanych szczepdéw do inwazji sprawdzano na komodrkach
zastymulowanych TNF-a (24 godziny, Ck=50 ng/ml).

Ryc. 1. A. Makrofagi (kontrola negatywna)

i namnazania sie wewnatrz komdrki fagocytarnej.

Tabela 1. Indeks fagocytarny i indeks przezywalnosci.
Indeks przezywalnosci (%)+SD

Indeks fagocytarny (%)+SD

t=0 t=24
LC15/1 0,825+0,19 0,302+0,24
UC32/2 0,594+0,22 0,088+0,06
LF82 0,500+0,19 1,013+0,00
K12 0,199+0,02 0,005+0,002

118

Tabela 2. Poziom adhezji.
Szczep E. coli Poziom adhezji (cfu/mlx109)+SD

Bez D-mannozy Z D-mannozg

Bez TNF-a ZTNF-a BezTNF-a ZTNF-a
LC15/1 2,93£1,22 5,24+0,51 2,90+1,33  9,18+0,95
ucs2/2 4,94+1,78 22,30%4,10 3,08+2,47 5,22+1,66
LF82 111,00+66,80 228,00+87,00 7,12+1,31 16,80+4,46
K12 13,40+1,63 13,20+1,37 2,22+0,17  2,02+0,58
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ZDOLNOSC E’RZEZYV\/ANIA WEWNATRZ
MAKROFAGOW

Test fagocytozy przeprowadzono na cigglej linii ludz-
kich monocytow THP-1 (4x105 komorek/ml), w RPMI-
-1640 wzbogaconym 10% surowica bydlgca, L-glutaming
(2 mM) oraz roztworem antybiotykow. Namnozone mono-
cyty réznicowano przez 48 godzin w makrofagi za pomoca
I mM PMA (ang. phorbol-12-myristate-13-acetate). Makro-
fagi zakazano badanymi szczepami E. coli w stosunku 10:1
(MOI=10) i inkubowano przez 20 minut (t=0), a nastgpnie
przez 24 godziny (przezywanie). Kolejno komorki poddano
lizie za pomoca 1% roztworu Tritonu X-100. Uzyskane li-
zaty rozcienczano w postepie geometrycznym i wysiewano
na podtoze MacConkey’a. Na podstawie uzyskanych wyni-
kow dla badanych szczepdw i okreslonych czasow obliczano
indeks fagocytarny, czyli stosunek bakterii sfagocytowanych
przez makrofagi do wyjsciowej liczby bakterii, uwzglednia-
jacy liczbe makrofagow uzytych w doswiadczeniu.

OZNACZANIE CZASTEK ADHEZYIJNYCH CEACAM®6
METODA CYTOMETRII PRZEPLYWOWE)

Ekspresj¢ czastek adhezyjnych CEACAMG6 oceniano
na powierzchni komorek nablonka jelita grubego (Caco-2)
wedlug zmodyfikowanej metody leta i wsp. [6]. Po trzygo-
dzinnej inkubacji badanych szczepoéw z komoérkami nabton-
ka komorki oderwano z podloza, przemyto zimnym PBS
z dodatkiem 0,5% BSA i poddano reakcji z monoklonalny-
mi przeciwciatami anty-CEACAMG6, znakowanymi allofi-
kocyjaning. Inkubowano przez 3045 minut, a nast¢pnie
trzykrotnie przemyto roztworem PBS z 0,5% BSA. Poziom

ekspresji czastetk CEACAMG6 oceniano na podstawie in-
tensywnosci sygnatu barwnika fluoryzujacego skoniugo-
wanego z przeciwciatem anty-CEACAMS6, odczytywane-
go w cytometrze przeptywowym [7]. To samo doswiadcze-
nie powtorzono po stymulacji komoérek nabtonka TNF-a
(24 godziny; Ck=50 ng/ml).

WYNIKI

Wsrdd badanych szczepdw Escherichia coli trzy wykaza-
ly ekspresje fimbrii typu 1 na swojej powierzchni, szczepy
LC15/1 oraz LF82 — fimbrii mannozo-opornych (aglutyna-
cja w obecnosci D-mannozy), natomiast szczep K12 — man-
nozo-wrazliwych (aglutynacja w nieobecnosci D-mannozy).
Szczep UC32/2 nie wykazal zdolnosci agregacji komorek
drozdzy piekarniczych zardéwno w obecnosci, jak i nieobec-
nosci D-mannozy.

Przeprowadzony test fagocytozy pokazat, ze badane szcze-
py E. coli nie wykazaty zdolno$ci przezywania w makrofa-
gach. Byly one degradowane wewnatrz komorek fagocytar-
nych — w przeciwienstwie do szczepu kontrolnego LF82, dla
ktorego liczba wewnatrzkomorkowych bakterii wzrosta po
24 godzinach inkubacji (Tabela 1), co wskazato na namnaza-
nie si¢ tego szczepu wewnatrz komorki zernej (Ryce. 1).

W tescie adhezji zaobserwowano, ze badane szczepy
Escherichia coli wykazaly wyzszy stopien adhezji do komorek
nabtonka jelita grubego uprzednio stymulowanych TNF-q.
Stymulacja czynnikiem martwicy nowotworu nie wptywa-
fa jednak na poziom adhezji niepatogennego szczepu E. coli,
K12. Ponadto w obecnosci D-mannozy zaobserwowano ob-
nizenie si¢ (w niektorych przypadkach znaczne, w innych

TNF-a

3,2E+08
2,7E+08
IS 2,2E4+08 -
~
=
L
© 1,7E+08 -
N
()
£
2 1,2E4+08 A
7,0E+07 -
2,0E+07 -
1 E— i

LC15/1

uc32/2

LF82 K12

Ryc. 2. Poziom adhezji (cfu/ml) badanych szczepéw do stymulowanej TNF-a oraz niestymulowanej zréznicowanej linii Caco-2 bez obecnosci D-mannozy.
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Tabela 3. Poréwnanie wynikdw inwazji badanych szczepdw do zréznico-
wanych linii Caco-2 stymulowanych i niestymulowanych TNF-a.

Szczep E. coli Poziom inwazji (cfu/mlx10%)+SD

Bez D-mannozy Z D-mannoza
Bez TNF-a ZTNF-a BezTNF-a ZTNF-a
LC15/1 1,28+0,33 2,00+2,06 1,01+0,33  0,84+0,26
UC32/2 0,92+0,40 1,05£0,5 1,07£0,53  0,39+0,19
LF82 10,9+2,83 45,6+8,88 7494082 364+14,4
K12 0,49+0,19 1,75+0,66 0,27+0,18  1,90+0,65

mniej znaczace) poziomu adhezji badanych szczepow (Tabe-
la 2, Ryc. 2 i 3). Najbardziej widoczny wplyw D-mannozy
na zdolno$¢ do adhezji odnotowano w odniesieniu do szcze-
pu E. coli LF82, u ktorego poziom adhezji bez obecnosci D-
-mannozy wynosil 111+66,8 (cfu/mlx106), natomiast tylko
7,12+1,31 (cfu/mlx106) w obecnosci D-mannozy. Co cie-
kawe, szczep UC32/2, ktory nie posiada fimbrii typu 1, wy-
kazat adhezje na komoérkach zastymulowanych na poziomie
22,30+4,10 (cfu/mlx106). Wynik ten miat zwiazek najpraw-
dopodobniej z jakims$ innym czynnikiem wirulencji, ktory po-
siada ten szczep, np. z amyloidowymi fimbriami spiralnymi.
W tescie inwazji dwa z czterech badanych szczepow
E. coli wykazaly wyzsza zdolno§¢ wnikania w glab sty-
mulowanych komoérek nablonka jelita grubego w pordw-
naniu do komorek niepotraktowanych uprzednio TNF-a
(Tabela 3). Szczepy dzikie LC15/1 oraz UC32/2 w obecno-
$ci D-mannozy byly internalizowane przez stymulowane

komorki nabtonka na poziomie nizszym w poréwnaniu do
komorek niestymulowanych (Ryc. 4).

W metodzie cytometrii przeplywowej nadekspresje cza-
stek adhezyjnych CEACAMG6 zaobserwowano w przypad-
ku szczepdéw LF82 oraz UC32/2. Jednakze jej poziom nie
byt wysoki i wynosit odpowiednio 7% oraz 1,2% w porow-
naniu do kontroli dodatniej. Pozostate badane szczepy nie
wykazaty nadekspresji czastek CEACAMG6 na powierzchni
komorek nabtonka.

OMOWIENIE | WNIOSKI

W przeprowadzonych badaniach udowodniono udziat
fimbrii typu 1 w procesie adhezji do nabtonka jelita czto-
wieka. Wiadomo, ze fimbrie te, bgdace czynnikiem wirulen-
cji szczepéw AIEC, rozpoznajg receptor GPI zakotwiczo-
ny w czasteczce CEACAMBO, ktorej nadekspresje zaobser-
wowano u pacjentoéw z chLC. W wyniku zniszczen, do kto-
rych dochodzi na drodze relacji CEACAMG6-AIEC, sg uwal-
niane duze iloSci TNF-a. Badania zdolnosci adhezji wyka-
zaly wyzszy poziom adhezji na komorkach stymulowanych
u wszystkich badanych szczepdéw. Potwierdzono to w bada-
niach wykonanych przez Korczowskiego i wsp., w ktorych
zasugerowano, ze sekrecja TNF-o. w blonie $luzowej jeli-
ta jest zwigzana z ostrym przebiegiem IBD oraz obecnoscia
ziarniniakéw charakterystycznych dla chLC [8]. Poziom ad-
hezji po zablokowaniu fimbrii typu 1 — mimo Ze drastycz-
nie spadl w poréwnaniu do sytuacji, w ktorej blokowania nie
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Ryc. 3. Poziom adhezji (cfu/ml) badanych szczepéw do stymulowanej TNF-a oraz niestymulowanej zréznicowanej linii Caco-2 w obecnosci D-mannozy.
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Ryc. 4. Poziom inwazji (cfu/ml) badanych szczepéw do stymulowanej TNF-a oraz niestymulowanej zréznicowanej linii Caco-2 w obecnosci i nie-

obecnosci D-mannozy.

M —mannoza, BM — bez mannozy.

stosowano — byt wyzszy réwniez w przypadku komorek za-
stymulowanych czynnikiem martwicy nowotworu. Obnize-
nie si¢ poziomu adhezji badanych szczepdw E. coli w obec-
nosci D-mannozy potwierdza sugesti¢, ze interakcje pomig-
dzy fimbriami typu 1 szczepu AIEC a enterocytami u pacjen-
tow z chorobg Le$niowskiego-Crohna nastgpuja przez reszty
mannozowe znajdujace si¢ w szczytowej czesci enterocytow.

W badaniach Barnicha i wsp. nie wykazano korelacji po-
miedzy poziomem adhezji szczepu LF82 a poziomem eks-
presji czastek CEACAMBG [1]. W badaniach przedstawionych
W niniejszej pracy wskazano, ze szczep ten posiada — w po-
réwnaniu z pozostatymi badanymi szczepami — zdolno$¢ ad-
hezji na wysokim poziomie. Wykazywat on rowniez nieznacz-
nie zwigkszong ekspresje receptorow powierzchniowych CE-
ACAMG6 (7%). Ponadto tylko szczep LF82 cechowat si¢ zdol-
noscia przezywania wewnatrz komoérek fagocytarnych. Pozo-
stale szczepy nie posiadaly tej zdolnosci, charakterystycznej
dla patotypu AIEC. Poziom inwazji szczepu LF82 byl réwniez
najwyzszy sposrod badanych szczepdw, zarowno w przypad-
ku komorek niestymulowanych, jak i stymulowanych TNF-a.

Wykonane badania sugeruja, ze szczepy izolowane
z przypadkow przewlektych zapalen przewodu pokarmo-
wego u dzieci nie naleza do patotypu AIEC, bowiem nie
wykazuja wszystkich cech charakterystycznych dla niego.
Wielce prawdopodobnym wydaje si¢ fakt, ze kolonizacja
patogennymi szczepami E. coli zaczyna si¢ juz w okresie

©Evereth Publishing, 2018

dziecigcym, a ich ciggla obecno$¢ w jelicie, potaczona ze
stymulacja podostrego stanu zapalnego i sekrecjag TNF-a,
indukuje rozwdj ziarniniakow. Moze to sprzyja¢ pozyska-
niu cech patotypu AIEC.

KONFLIKT INTERESOW: nie zgtoszono.
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