Streszczenie

Pneumocystis jiroveciijest jednokomdrkowym grzybem lokaliagym sk na
powierzchni nabtonkatuc u ludzi. Obecni tego patogenu u 0s6b z obmig odporndcia
moze doprowad@ do rozwoju objawOw oportunistycznej choroby — pmeagystozowego
zapalenia ptuc (ang?neumocystis pneumoniBcP). W niektorych przypadkach zzeaie
tym patogenem ni@ utrzymywa sie w postaci bezobjawowej, czyli kolonizacji, ktéraie
utatwiat wyodrebnianie s¢ wariantow opornych na farmakologiczéredki profilaktyczne, a
ponadto stanowi rezerwuar grzyba dla osOb podatnyahzaraenie. Sama obechd
Pneumocystisv ptucach mee take prowadzi do zmian zapalnych, a w konsekwencji do
rozwoju chorob ptuc. Wykazanoe kolonizacja mge wystpowa wsrdod pacjentow z
réznymi chorobami uktadu oddechowego, zstriciag zalezng od rodzaju zdiagnozowanego
schorzenia. Zatem zarowno kolonizacja, jak i PcPama&iaz istotne znaczenie dla zdrowia
publicznego, zwtaszcza u 0séb rateych do grup ryzyka.

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi zbidr trzeablixacji. Pierwsza jest artykutem
przeghdowym, stanowgcym wstp teoretyczny na temat biologii i wgpbwaniaP. jirovecii.
Kolejne dwie prace oryginalne opigujyniki bada prewalencji i wysfpowania wariantow
genotypowychP. jiroveciiu biorcow przeszczepu nerki oraz pacjentowznymi chorobami
uktadu oddechowego.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta Grena prewalencjiP. jirovecii, (ii)
rozréznienie pomiedzy kolonizacja a PcP oraz (iii) analiza réznorodnosci genotypowej
Pneumocystis wystepujacych w wybranych grupach ryzykdiorcOw przeszczepu nerki
oraz pacjentow z r@&nymi chorobami uktadu oddechowegoU biorcéw nargdéw ryzyko
to zwigzane jest z leczeniem immunosupresyjnym w celu laagania odrzucenia
przeszczepu. Z kolei niektore choroby pluc mdm¢ zwigzane z wgkszym ryzykiem
wystepowania kolonizacjPneumocystis

Badania przeprowadzono z udzialem dwoéch grup psmjeredacych pod opiek
klinik Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu:

0] 105 pacjentow z tymi chorobami uktadu oddechowego (Klinika Pulmamgal i
Nowotworow Ptuc), od ktorych pobrano materiat w gags poptuczyn z drzewa
oskrzelowego;

(i) 72 biorcow przeszczepu nerki, poddawanych leczamimunosupresyjnemu
(Klinika Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnejpd ktérych pobrano materiat
w postaci plwociny.

Metody molekularne (izolacja DNA, nested-PCR) zlystaykorzystane do oceny



prewalencji oraz rnorodndci wariantow genotypowychP. jirovecii. Dodatkowo
zastosowano take  metody mikroskopowe <z wykorzystaniem  znakowania
immunofluorescencyjnego, ktére pozwolity na oszaaow intensywngci zaraenia. Dane
ilosciowe, w korelacji z wyspowaniem objawdw PcP, pogidy do odr@nienia kolonizacji

od pneumocystozowego zapalenia ptuc.

Ponadto, Wrod wykrytych organizmOwP. jirovecii przeprowadzona zostata analiza
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (argingle nucleotide polymorphismSNPs) w
obrebie wybranych gendowntLSUrRNA, CYB, SO0 DHPS Analize sekwencji powyszych
genow przeprowadzono poprzez ich amplifikagj reakcji nested-PCR z zastosowaniem
specyficznych par starterow. Otrzymane w ten sp@sétukty zostaty zsekwencjonowane, a
wyniki poddane manualnej analizie zygiem dosipnego oprogramowania, co uphiavito
identyfikacg SNPs. W analizie statystycznej wynikow badastosowano testy:Studenta,
x> oraz FisheraProjekt uzyskat zgagd Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznymew
Wroctawiu (Nr KB459/2017).

Przy wyciu metod molekularnycPneumocystisvykryto u 17 (16,2%) pacjentow z
réznymi chorobami uktadu oddechowego oraz u 8 (11,B6ycOw przeszczepu nerki.
Metodami mikroskopowymi wykazano obedto cyst Pneumocystisu 8 pacjentow
z ra&znymi chorobami uktadu oddechowego oraz 3 biorcowegzczepu nerki. Tylko w
jednym przypadku (biorca przeszczepu nerki) stwiend PcP, na podstawie oceny
ilosciowej oraz danych na temat wggbwania objawéw. Pozostali pacjenci byl
skolonizowani.

Badania przeprowadzone w grupie pacjentowznymi chorobami uktadu oddechowego
wykazaty istotg korelacg pomkdzy stosowaniem leczenia immunosupresyjnego a
kolonizacp. Wyniki te potwierdzaj, ze leki obniajace odporné mog by¢ czynnikiem
ryzyka infekcji patogenow oportunistycznych, takjak P. jiovecii. Ponadto, \rod biorcow
przeszczepu nerki zaobserwowano korelgmpmidzy zastosowaniem dwusktadnikowego
leczenia immunosupresyjnego (skiagago s¢ z inhibitoréw kalcyneuryny i prednizonu) a
kolonizacp. Wynik ten sugerujeze podatné¢ na zaraenie mae by takze zwikszona pod
wptywem specyficznych kombinacji lekédw immunosugiegch. W&rdéd  biorcow
przeszczepu nerki zaobserwowano zeaknizszy sredni poziom eozynofili u oséb ze
zdiagnozowa# infekcja. Dotychczasowe doniesienia wykazaty przeciwgrzzmec dziatanie
tych komorek w stosunku d. jirovecii. Wyniki niniejszych bada popieraj wiec tez, ze
obnizony poziom eozynofili we krwi ma stanowd kolejny czynnik ryzyka infekcjiP.

jirovecii.



W obydwu grupach pacjentow zidentyfikowano gpsjce genotypy: amtLSU
rRNA —genotyp 1, 21i 3; lQYB — CYHL, 2, 5, 6, 71 8; cPHPS- genotyp 1; dpOD — SOD
1i 2. AmplifikacjaDHPSi SOD powiodta s¢ tylko w czsci preparatéw. Niska skuteczito
genotypowania tych dwdch fragmentow raowynika z faktu,ze @ to geny wysipujace
tylko w jednej kopii w genomidPneumocystisW zwigzku z tym ich amplifikacja jest
utrudniona, zwiaszcza w przypadku niskiego poziamfekcji, typowego dla kolonizaciji.
Analiza r&norodndci genotypowej wykazata kilka istotnych zabesci. U pacjentéw z
réznymi chorobami uktadu oddechowego muta@yB wykryto jedynie u pacjentow z
nowotworami ptuc. Mee to by spowodowane wygpbowaniem okrdonych warunkow u
tych pacjentéw, ktére sprzyjgjkolonizacji organizméwPneumocystiso okre&lonych
genotypach, lub wptywem specyficznych lekéw stosoyeh u tych pacjentéw na rozwdj
konkretnych polimorfizméw. Z kolei genotypYB 2 wystpowat wyhcznie u tych biorcow
przeszczepu nerki, ktorzy w trakcie pobrania maberiprzyjmowali profilaktyk anty-
PneumocystisNatomiast genotyp dzikmtLSU rRNA w tej grupie ryzyka wyspowat u
pacjentow o mszymsrednim wieku oraz czasie, jaki mhrod przeszczepu, w poréwnaniu do
pacjentow, u ktérych zdiagnozowano zmutowane ggnotytLSUrRNA. Dane te sugeryjj
ze r&ne czynniki kliniczne czy demograficzne mdgprelowa& ze specyficznym rozktadem
SNPs u wykrytych organizméw. Analiza SNPs wghiie pozostatych gendéw nie wykazata
zadnych istotnych zak@osci. Poréwnanie dwoéch grup badanych rownigie wykazato
istotnych r@nic w wystpowaniuPneumocystisw rozktadzie SNPs.

Podsumowujc, wyniki niniejszej pracy potwierdzgjze pacjenci z badanych grup s
naraeni na infekag Pneumocystisktora nawet w kontékie bezobjawowej kolonizacji jest
zjawiskiem niepgadanym. Wyniki analizy renorodndci genotypowej sugergjnatomiast,
ze pacjenci 0 szczegolnych cechach mbg¢ bardziej narzeni na infeka; patogenu o
specyficznym genotypie, lubzepecyficzne czynniki magwptywaé na rozwoj okrélonych

genotypéwPneumocystisvystepujacych u takich pacjentéw.



