Streszczenie pracy doktorskiej mgr inz. Angeliki Domagaty

Promotor: dr hab. Szczepan J6zefowski

Temat pracy doktorskiej: ,, The role of the CD36 and SR-A / CD204 scavenger receptors in the fight
against bacterial infections”

(,,Rola receptorow zmiataczy CD36 i SR-A/CD204 w zwalczaniu infekcji bakteryjnych”)

Wstep: Myszy pozbawione genetycznie receptoréw zmiatajacych (SR) klasy A SR-A/CD204
lub klasy B CD36 przejawiaja znaczne uposledzenie kontroli namnazania si¢ bakterii w trakcie
infekcji in vivo, ktéremu towarzyszy prowadzgca do zwigkszonej $miertelnosci nadmierna
produkcja cytokin prozapalnych. Poniewaz, rownolegle, w doswiadczeniach in vitro wykazano,
ze SR odgrywaja gldwna role w fagocytozie nieopsonizowanych bakterii przez makrofagi,
wyciggnigto prosty wniosek, ze to wlasnie defekt tego wczesnego mechanizmu
odporno$ciowego odpowiada za obserwowane u myszy nokautowych uposledzenie odpornos$ci
przeciwbakteryjnej. Jednakze, chociaz wykazano, ze zdolno$¢ do wigzania bakterii jest
wspolng cecha wszystkich typow SR, w wielu przypadkach dowody ograniczaly si¢
do wykazania zwigkszonego wigzania zabitych, lub znakowanych fluorescencyjnie bakterii
do transfekowanymi tymi receptorami komorek niefagocytujacych. Ponadto, powyzszej
interpretacji przeczyly obserwacje, ze myszy z niedoborem SR-A wykazywaly nasilong
Smiertelnosc¢ takze w trakcie infekcji wywotanych przez szczepy bakterii w ktorych fagocytozie
receptor ten nie odgrywa istotnej roli oraz, ze makrofagi s3 malto skuteczne
w wewnatrzkomorkowym zabijaniu niektérych gatunkéw nieopsonizowanych bakterii po ich
sfagocytowaniu, w tym gronkowcow ztocistych Staphylococcus aureus, (Sa). Z drugiej strony,
jak wykazal promotor w swoich uprzednich badaniach, pod wplywem bezposredniego
pobudzenia przez zwigzane ligandy, SR wywieraja hamujacy wptyw na produkcje cytokin
prozapalnych w makrofagach, zar6wno bezposrednio, jak i za posrednictwem nasilania
produkcji przeciwzapalnej interleukiny-10. W tym kontekscie, alternatywnym wyjasnieniem
dla wystepujacej u myszy z niedoborami SR nadmiernej produkcji cytokin prozapalnych w
trakcie infekcji bakteryjnych moglby by¢ brak przeciwzapalnych efektow pobudzenia tych
receptorow przez zwigzanie bakterii.

Cel badania: Celem badan jest weryfikacja zdolnos¢ SR do posredniczenia
w nieopsonizowanej fagocytozie zywych bakterii Escherichia coli (Ec) i Staphylococcus
aureus (Sa) oraz weryfikacja hipotezy, ze za zwigkszong $miertelno$¢ myszy pozbawionych
CD36 lub SR-A/CD204 w trakcie infekcji bakteryjnych w wigkszym stopniu odpowiada
stymulowana przez bakterie nadmierna produkcja cytokin prozapalnych, prowadzaca do
wstrzasu septycznego, niz defekt procesu fagocytozy.

Metodyka: Doswiadczenia przeprowadzono na myszach pozbawionych genetycznie
receptorow zmiataczy CD36 lub SRA/CD204, W badaniach nad fagocytoza uzyto bakterie
znakowane fluorescencyjnie barwnikiem pHrodo oraz zywe bakterie znakowane metabolicznie
radioaktywna H-tymidyng. W celu oszacowania wzglednych rél obnizonej fagocytozy
1 nadmiernej produkcji cytokin w wystepujacym u myszy SR-A-/- i CD36-/- uposledzeniu
odpornos$ci przeciwbakteryjnej, przeprowadziliSmy doswiadczenia in vitro, w ktorych myszy
lub wyizolowane z nich makrofagi otrzewnowe zainfekowali$my szczepami Sa. Udziat SR w
aktywacji prozapalnej komorek ocenili$my na podstawie pomiaru produkcji cytokin, mierzonej
technikami ELISA. Ekspresje CD14 1 TLR2 na §wiezo izolowanych makrofagach zbadali$my
za pomocag cystometrii przeplywowej, a na makrofagach przylegajacych do ptytek
hodowlanych za pomoca komorkowego testu ELISA.



Wyniki: Chociaz potwierdziliémy gléwng role SR-A jako receptora posredniczacego
w fagocytozie fluorescencyjnie znakowanego Sa, to SR-A i CD36 okazaly si¢ odgrywac
w pelni redundantng rol¢ w niezaleznej od opsonin fagocytozie zywego Sa i nawet makrofagi
pozbawione obu tych receptorow nie przejawialy uposledzenia fagocytozy. Poniewaz
zaobserwowalismy takze fundamentalne réznice w wydajnosci 1 swoistosci receptorowe;j
pomiedzy fagocytozg zywych oraz znakowanych fluorescencyjnie Ec, wyniki te kwestionuja
zasadno$¢ stosowania W badaniach zabitych lub znakowanych fluorescencyjnie bakterii.
W przypadku zywych Ec, w nieopsonizowanej formie, malo wydajnej fagocytozie przez
makrofagi podlegaty gtadkie, ale nie szorstkie szczepy, i SR-A selektywnie posredniczyt w tym
procesie. Sugerowang uprzednio rol¢ uposledzenia fagocytozy w zwigkszonej podatnosci
na infekcje bakteryjne myszy z niedoborem SR-A lub CD36 podwaza ponadto obserwacja,
ze makrofagi sg niewydolne w wewnatrzkomorkowym zabijaniu nieopsonizowanych bakterii
Sa po ich sfagocytowaniu. W odroznieniu, nasze wyniki wskazujg, ze SR-A/CD204 i CD36
odgrywaja kluczowa rolg w precyzyjnej regulacji optymalnej produkcji cytokin w makrofagach
pod wptywem interakcji z Sa. W indukcji tej produkcji wytaczng role wydaje si¢ odgrywac
receptor Toll-podobny 2 (TLR2), ktory jest aktywowany glownie wewnatrzkomorkowo
w endosomach przez kwas lipotejchojowy wydzielany przez Zzywe bakterie. Kierujac
transportem endocytarnym na szlaku klatrynozaleznym, CD36 i SR-A umozliwiaja
kolokalizacje TLR2 i jego ligandéw we wczesnych a nastgpnie péznych endosomach, w ten
sposob uwrazliwiajagc makrofagi na aktywacj¢ przez nizsze dawki Sa oraz regulujac rodzaj
i ilo§¢ wytwarzanych cytokin. Jednakze wraz ze wzrostem dawki bakterii rola SR-A i CD36
w aktywacji TLR2 maleje na korzy$¢ alternatywnych receptoréw, natomiast wzrasta
ich hamujacy wptyw na produkcje¢ cytokin, wywierany pod wptywem bezposredniego wigzania
fagocytowanych bakterii. Lacznie nasze wyniki wskazuja, ze rozregulowanie produkcji cytokin
a nie sugerowany uprzednio defekt fagocytozy moze odpowiada¢ za zwigkszong podatnosé¢
na infekcje bakteryjne myszy nokautowych SR-A-/- lub CD36-/-.



Summary

Introduction: Mice lacking the Class A SR-A / CD204 or CD36 class B scavenger receptor
(SR) receptors exhibit severe impairment in the control of bacterial multiplication during in
vivo infection, accompanied by excessive production of proinflammatory cytokines leading to
increased mortality. Since, in parallel, in vitro experiments have shown that SR plays a major
role in the phagocytosis of non-opsonized bacteria by macrophages, the simple conclusion was
that it was a defect in this early immune mechanism that was responsible for the impairment of
antimicrobial immunity observed in knockout mice. However, while the ability to bind bacteria
has been shown to be a common feature of all types of SR, in many cases evidence has been
limited to showing increased binding of killed or fluorescently labeled bacteria to non-
phagocytic cells transfected with these receptors. Moreover, the above interpretation was
contradicted by the observations that SR-A deficient mice showed increased mortality also
during infections caused by bacterial strains in which this receptor does not play an important
role in phagocytosis and, that macrophages are ineffective in killing certain non-opsonized
bacteria species intracellularly after phagocytosis, including Staphylococcus aureus, (Sa). On
the other hand, as demonstrated by the promoter in his previous studies, under the influence of
direct stimulation by bound ligands, SR exerts an inhibitory effect on the production of pro-
inflammatory cytokines in macrophages, both directly and through the enhancement of the
production of anti-inflammatory interleukin-10. In this context, an alternative explanation for
the excessive production of pro-inflammatory cytokines in SR deficient mice during bacterial
infections could be the lack of anti-inflammatory effects of bacterial binding stimulation of
these receptors.

Aims: The research aims to verify the ability of SR to mediate in the non-opsonized
phagocytosis of live Escherichia coli (Ec) and Staphylococcus aureus (Sa) bacteria.
Verification of the hypothesis that the increased mortality of mice lacking CD36 or SR-A /
CD204 during bacterial infections, bacteria-stimulated excessive production of pro-
inflammatory cytokines, leading to septic shock, is more responsible than a defect in the
phagocytosis process.

Methods: The experiments were performed on mice genetically lacking the CD36 or SRA /
CD204 scavenger receptors. In phagocytosis studies, fluorescently labeled bacteria with
pHrodo dye and live bacteria metabolically labeled with radioactive 3H-thymidine were used.
In order, to assess the relative roles of decreased phagocytosis and excess cytokine production
in the impairment of antimicrobial immunity in SR-A -/ - and CD36 - / - mice, we conducted
in vitro experiments in which mice or peritoneal macrophages isolated from them were infected
by Sa. We assessed the participation of SR in the pro-inflammatory activation of cells based on
the measurement of cytokine production measured by ELISA techniques. We tested CD14 and
TLR2 expression on freshly isolated macrophages by flow cytometry and on macrophages
adherent to the culture plates by cellular ELISA

Results: Although we have confirmed the major role of SR-A as a phagocytosis mediating
receptor of fluorescently labeled Sa, SR-A and CD36 have been shown to play a fully redundant
role in opsonin independent phagocytosis of live Sa, and even macrophages lacking both of
these receptors showed no impairment of phagocytosis. As we also observed fundamental
differences in receptor efficiency and specificity between phagocytosis of life and fluorescently
labeled Ec, these results question the validity of using killed or fluorescently labeled bacteria
in the assay. In the case of live Ec, smooth but not rough strains were subjected to inefficient
phagocytosis by macrophages in their non-opsonized form, and SR-A selectively mediated this
process. The previously suggested role of impaired phagocytosis in increased susceptibility to



bacterial infections in SR-A or CD36 deficient mice is further challenged by the observation
that macrophages are deficient in the intracellular killing of non-opsonized Sa bacteria after
phagocytosis. In contrast, our results indicate that SR-A / CD204 and CD36 play a key role in
the fine-tuning of optimal macrophage cytokine production upon interaction with Sa. Toll-like
receptor 2 (TLR2) seems to play an exclusive role in inducing this production, which is
activated mainly intracellularly in endosomes by lipoteichoic acid secreted by living bacteria.
By directing endocytic transport along the again-dependent pathway, CD36 and SR-A enable
TLR2 and its ligands to co-localize in early and then late endosomes, thereby sensitizing
macrophages to activation by lower Sa doses and regulating the type and amount of cytokines
produced. However, as the dose of bacteria increases, the role of SR-A and CD36 in TLR2
activation decreases in favor of alternative receptors, while their inhibitory effect on cytokine
production increases due to the direct binding of phagocytic bacteria. Collectively, our results
indicate that dysregulation of cytokine production rather than the previously suggested
phagocytic defect, may be responsible for increased susceptibility to bacterial infections in SR-
A -/-or CD36 -/ - knockout mice.



