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Wykaz skrotow i oznaczen

ACTB — beta aktyna (actin beta)

AgNP — nanoczastki srebra (silver nanoparticels)

ALR - receptory AIM-2 podobne (AIM2-like receptor ALR)

AMP — peptydy antybakteryjne (antimicrobial peptides)

ASC — adaptorowe biatko apoptotyczne (apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD)

AUNP — nanoczastki ztota (gold nanoparticles)

CARD - domena rekrutujaca i aktywujaca kaspazy (caspase activation and recruitment
domain)

CBD - domena C-koncowa, wigzgca si¢ ze specyficznym receptorem $ciany komérkowe;j
bakterii (bacterial cell wall receptor)

CL — kardiolipina (cardiolipin)

CLR - receptory lektyny typu C (types C-type lectin receptors)

CPS — polisacharydy otoczki (capsule polysaccharides)

DAMP — wzorce molekularne zwigzane ze zniszczeniami pochodzacymi z komorek
gospodarza (damage-associated molecular pattern)

EAD — domena N-koncowa z aktywno$cig enzymatyczng (domain with enzymatic activity)
EDTA — sdl disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (ethylenediaminetetraacetic acid
disodium salt)

EPS — zewnatrzkomorkowe polisacharydy (extracellular polysaccharides)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3- fosfoglicerynowego (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase)

GBP — biatko wigzace guanozyng (guanylate binding protein)

GO - ontologia genow (gene ontology)

GSDM (family) — rodzina biatek zawierajacych domeng gasdermin (gasdermine-domain-
containing protein family)

LPS — lipopolisacharyd

IFN-y — interferon gamma (interferon gamma)

IM — btona wewnetrzna (inner membrane)

IL-1p — interleukina-1beta (interleukin -1beta)

IL-18 — interleukina 18 (interleukin-18)

MDR - bakterie wielolekooporne (multidrug resistance)

MCRS - bakterie lekooporne na kolistyne (mobilized colistin resistance strains)

MRI — rezonans magnetyczny (magnetic resonance imaging)

NAMP — wzorace molekularne zwigzane z nanoczgstkami ( nanoparticle-associated
molecular patterns)

NBD — domena centralna receptorow NOD-podobnych

NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny (nuclear transcription factor)

NLR — receptory NOD-podobne (NOD-like receptor)


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwj47N7o-o_-AhXIgP0HHdueBpcQFnoECBwQAQ&url=https%3A%2F%2Fnccid.ca%2Fdebrief%2Fmobilized-colistin-resistance-mcr-1%2F&usg=AOvVaw24Xm9qzQWXCCGk5vA1rTBk

NLRP3 — domena pirynowa z rodziny NLR zawierajaca 3 (NLR family pyrin domain
containing 3)

NPN — N-fenylo-1-naftyloamina (N-phenyl-1-naphthylamine)

Occ - kanat karboksylanowy btony zewnetrznej (outer membrane carboxylate channel)
OM - btona zewngtrzna (outer membrane)

OMV — zewnatrzkomorkowe pgcherzyki (outer membrane vesicles)

PAMAM — dendrymery (poli(amidoaminowe) (poly (amidoamine))

PAMP — wzorce molekularne zwigzane z patogenami (pathogen-associated molecular
patterns)

PE — fosfatydyloetanoloamina (phosphatidylethanolamine)

PFD — domeny tworzace pory (pore-forming domain)

PEG — polietylenoglikol (polyethyleneglycol)

PG — peptydoglikan (peptydoglycane)

PPI — polikationowe dendrymery polipropylenoiminowe (polypropilenimine)

PPI-OS — glikodendrymer modyfikowany maltoza (glycodendrimer modified with maltose)
PRR — receptory rozpoznajace patogeny (pattern recognition receptors)

PYD — domena zawierajaca piryn¢ (pyrin domains)

RIN — liczba integralnosci RNA (RNA integrity number)

RLR — receptory RIG-1-podobne (RIG-I-like receptors)

ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)

SDR — Ieki o przedtuzonym uwalnianiu (prolonged release — PR, sustained release — SR)
SID — domena hamujaca solubilizacj¢ (solubilizing inhibitory domain)



1. Wprowadzenie

Istotnym problemem wspotczesnej medycyny jest narastajgca antybiotykoopornosé
bakterii. Mozliwosci leczenia zakazen bakteryjnych wywotanych przez szczepy oporne przy
uzyciu antybiotykdéw sg ograniczone, co wigze si¢ ze wzrostem zachorowalnosci 1 obnizeniem
skutecznosci klasycznych terapii. Jednym z gatunkéw bakterii, ktorej] mechanizm opornosci
wobec klasycznych terapii stanowi problem o zasiggu Swiatowym jest Gram-ujemna pateczka
ropy blekitnej Pseudomonas aeruginosa [1,2]. P. aeruginosa jest sklasyfikowana jako
organizm grupy ESKAPE tzn. oporny wobec antybiotykéw stosowanych w klasycznych
terapiach. Oporno$¢ ta ma charakter zarowno wrodzony zwigzany migdzy innymi z
nadekspresja pomp wyrzutowych, jak rowniez nabyty poprzez mutacje w genach kodujacych
np. biatka poryn [3].

Dane literaturowe z okresu ostatnich lat wskazuja na intensyfikacje badan majacych na
celu poszukiwanie nowych narzedzi walki z patogenami, alternatywnymi wobec klasycznej
antybiotykoterapii np. wykorzystanie nanoczastek metali [4], organizméw probiotycznych
[5], bakteriofagow [6], peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMPs) [7] czy koniugatow
AMP-polimer [8]. Waznym aspektem mechanizmu dzialania nowych preparatow jest
permeabilizacja zewnetrznej blony bakteryjnej bakterii Gram-ujemnych. Opracowanie
sposobu jej pokonania warunkuje skuteczno$¢ mechanizmow bojczych, co jest celem
niniejszej pracy. W ramach rozprawy zaproponowano dwie mozliwosci permeabilizacji
zewnetrzene] btony bakteryjnej tj. poprzez nanoczastki oraz biatka (gazderminy) tworzace
kanaly w blonie w trakcie pyroptozy. Powyzsze metody opracowano w celu wzmocnienia

wlasciwosci przeciwbakteryjnych endolizyn fagowych degradujacych peptydoglikan (Ryc. 1).
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Rycina 1. Proponowany schemat permeabilizacji zewnetrznej btony komoérkowej przez nanoczastki
lub biatko gazderming D indukowanag w procesie pyroptozy, dla endolizyny fagowej degradujace;j
peptydoglikan.

2. Budowa $ciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych

Sciane komorkowa bakterie Gram-ujemnych buduja dwie warstw blony komoérkowej
(zewnetrznej i wewnetrznej) pomiedzy ktorymi wystepuje przestrzen z peptydoglikanem
(mureing). Zewnetrzng warstwe stanowi zewnetrzna btona (OM), ktora posiada funkcje
ochronng i utrzymuje integralno$¢ komorek w zmiennych warunkach srodowiskowych [3].
Btona ta zbudowana jest z symetrycznej dwuwarstwy fosfolipidowej i asymetrycznej warstwy
wewnetrznej ztozonej z fosfolipidow jak na przyktad fosfatydyloglicerole (PG) i kardiolipina
(CL) czy fosfatydyloetanoloamina (PE), ktore w zalezno$ci o gatunku bakterii wystepujg w
roznych proporcjach [9]. Warstwe zewnetrzng tej blony stanowia specyficzne biatka i
lipopolisacharyd (LPS) [9]. Btona zewng¢trzna zawiera dwie klasy biatek: lipoproteiny i biatka
B-barytkowe - poryny [10], ktore tworzg kanaty dyfuzyjne, umozliwiajagce wymiang matych
czasteczek, takich jak aminokwasy i niskoczgsteczkowe sacharydy [3]. Poryny te ulegaja
pofaldowaniu w ksztalcie P-barytek zbudowanych z antyrownolegtych form p-kartki z
hydrofobowymi aminokwasami, ktore skierowane sa na zewnatrz i hydrofilowymi resztami
skierowanymi do wewnatrz barytki, wyScietajagcymi te pory. Ogolnie u bakterii Gram-
ujemnych wyr6znia si¢ dwie klasy kanalow dyfuzyjnych takie jak duze niespecyficzne poryny
oraz poryny specyficzne dla danego substratu. Blona P. aeruginosa charakteryzuje si¢
brakiem duzych poryn. Komorki P. aeruginosa charakteryzyje niska przepuszczalno$é¢ btony
zewngetrznej (okoto 8% przepuszczalno$ci btony E. coli), w czym m in. upatruje si¢ opornosé
na antybiotyki. Ponadto biatka rodziny OprD (Occ) umozliwiaja wychwyt szerokiego
wachlarza matych czasteczek 0 masie okoto 200 Da [11]. Jedng z wazniejszych poryn

zwigzanych z mechanizmem oporno$ci na antybiotyki jest OmpH, ktéra odpowiada za
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oddziatywanie z LPS-em. Indukcja dwusktadnikowych systemow regulacyjnych PhoP-PhoQ i
PmrA-PmrB przez niskie stezenie jonéw Mg?* i obecno$é antybiotykéw prowadzi do
aktywacji OmpH, a tym samym zwieksza opornos$¢ bakterii na antybiotyki jak polimyksyny i
aminoglikozydy [2].

Sktadnikiem zewnetrznej blony komoérkowej bakterii Gram-ujemnych jest endotoksyna
(lipoplisacharyd; LPS). LPS sktada si¢ z lipidu A, czeSci rdzeniowej oraz antygenu O, czyli
tancucha polisacharydowego, ktorego budowa jest zmienna na poziomie szczepow
bakteryjnych. Lipid A jest odpowiedzialny za toksyczno$¢ LPS-u, a na jego konserwatywna
budowe sktada si¢ szkielet N- i O-acylowany bisfosforan diglukozaminy [4-P-B-D-GlcpNII-
(1-6)-a-D-GlcpNI-  (1—-P] 1 od czterech do siedmiu tancuchéw acylowych
charakteryzujacych si¢ zmiennoscig obejmujaca liczby pierwszorzedowych grup acylowych i
rodzajéow kwasow tluszczowych. Lipid A taczy si¢ kowalencyjne z czgscig rdzeniowsg
zbudowana z 8-12 cukrow, w strukturze ktérej mozna wyodrebni¢ czgs¢ zewnetrzng i
wewnetrzng, ktora jest ufosforylowana i karboksylowana. Czes¢ wewngtrzna rdzenia sktada
si¢ z dwoch reszt kwasu D-manno-okt-2-ulozonowego (KDO) oraz dwoch reszty L-glicero-
D-manno-heptozy. Podstawniki fosforanowe moga mie¢ charakter mono-, di- lub nawet
trifosforanowy. W czesci rdzeniowej LPS-u niektorych szczepow P. aeruginosa obecne sa
réwniez mono- lub difosforan etanoloaminy. Cz¢$¢ zewngtrzna rdzenia LPS-u P. aeruginosa
wystepuje w dwodch izoformach. Obie te formy zawierajg reszte galaktozaminy, trzy reszty D-
glukozy i jedng reszt¢ L-ramnozy, ktorej pozycja rozni si¢ w zaleznosci od izoformy. W
cukrach budujacych te glikoformy grupy hydroksylowe ulegajg O-acetylacji. Acetylowana
jest rowniez koncowa reszta L-ramnozy. Czes¢ rdzeniowa LPS-u polaczona jest z antygenem
O. LPS zawierajacy W swojej strukturze antygen O wystepuje na poziomie 10-50% [12].
Antygen O zbudowany jest z powtarzajacych si¢ jednostek bedacych pochodnymi
cukrowymi. Pomig¢dzy btonami w $cianie komorkowej bakterii Gram-ujemnych wystepuje
peptydoglikan (mureina). Peptydoglikan jest sztywnym egzoszkieletem odpowiadajgcym za
ksztatt komorki bakteryjnej zapewniajac jej wytrzymato$¢ mechaniczng i odpornos$¢ na lize
osmotyczng. Peptydoglikan sklada si¢ z dlugich tancuchow polisacharydowych,
usieciowanych przez mostki peptydowe. Kazdy tancuch polisacharydowy zbudowany z
cukrow 1 aminokwaséw tj. disacharydu N-acetyloglukozaminy (NAG) i kwasu N-
acetylomuraminowego (NAM) potaczonych wigzaniem f-1,4-glikozydowym [10]. Do kwasu
N-acetylomuraminowego dotaczony jest natomiast zbudowany 3-5 aminokwasow tancuch

oligopeptydowy, ktéry usieciowanych przez mostki peptydowe z lancuchem peptydowym
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sasiadujacej nici, tworzac trojwymiarowa strukture. U bakterii Gram-ujemnych warstwa
peptydoglikanu ma okoto 7 nm grubosci. Btona wewngtrzna (IM), jest dwuwarstwa

fosfolipidowag, ktora odpowiada m in. za procesy transportowe zwigzane z biosynteza [3].

3. Endolizyny fagowe w eradykacji bakterii Gram-ujemmych

Endolizyny to enzymy z grupy hydrolaz kodowane przez bakteriofagi, zdolne do
degradacji peptydoglikanu (PG; mureina), co umozliwia uwolnienie namnozonych wironéw z
komorki bakteryjnej w pdzniej fazie cyklu litycznego. Endolizyny mozna podzieli¢ na pigé
grup w zalezno$ci od swoistosci enzymatycznej degradacji wigzan w strukturze PG: N-
acetylo-p-D-muramidazy i lityczne transglikozylazy, ktore rozszczepiaja wigzanie w obrgbie
N-acetylomuramoilo-f-1,4-N-acetyloglukozaminy; N-acetylo-B-D-glukozaminidazy
przecinajace inne wigzania glikozydowe; amidazy N-acetylomuramoilo-L-alaniny mogace
hydrolizowa¢ wigzanie amidowe miedzy ugrupowaniami cukru i peptydu oraz endopeptydazy

ktore rozszczepiaja wigzania w obrebie tetrapeptydu PG [13].

W budowie chemicznej endolizyn degradujacych PG bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych zaobserowano roznice strukturalne. Gram-dodatnie enodolizyny skladaja si¢ z
dwoch domen potaczonych lacznikiem: domeny N-koncowej z aktywno$cia enzymatyczna
(EAD) rozszczepiajacej PG oraz domeny C-koncowej wigzacej si¢ ze specyficznym
receptorem $ciany komorkowej bakterii (CBD) [14]. Endolizyny specyficzne dla bakterii
Gram-ujemnych charakteryzuje funkcja katalityczna jednej domeny kulistej [15]. Wyjatkiem
sa endolizyny wobec niektorych bakterii Gram-ujemnych, m.in. P. aeruginosa, ktore rowniez

majg struktur¢ modutowg z N-koncem CBD i C-koncem EAD [14].

Dane literaturowe dotyczace zastosowania endolizyn fagowy w eradykacji bakterii
Gram-ujemnych wskazuja na ich zréznicowang aktywnos¢. Rekombinowana endolizyna
LysSS kodowany przez bakteriofaga Salmonella SS3e dziatata przeciwbakteryjnie wobec A.
baumannii, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa czy Salmonella bez dodatkowych
czynnikéw zwigkszajacych przepuszczalnos¢ zewnetrznej btony komorkowej [16]. Podobny
efekt zaobserowwano wobec endolizyny PlyPAJD-1 przeciwko P. aeruginosa, endolizyn
LysAm24, LysECD7 oraz LysSi3 wobec A. baumannii. SPN9CCa wobec E. coli oraz
LysPA26 wobec P. aeruginosa [17].

13



Jednak pomimo powyzszych doniesien, stosowanie wigkszosci rekombinowanych
endolizyn fagowych wobec bakterii Gram-ujemnych wymaga uzycia czynnikow
zwiekszajacych przepuszczalnos$¢ btony, jak EDTA w potaczeniu z endolizyng SPN9CC
wobec S. enterica, E. coli, P. aeruginosa, P. putida, S. boydii, S. flexneri, V. fischeri i V.
vulnificus [17], [18,19]. Kwasy organiczne jak kwas cytrynowy, jabtkowy, mlekowy czy kwas
benzoesowy rowniez wspomagaja efekt bakteriobdjczy endolizyn np. Lys68 oraz ABgp46
[17,18]. Wykazano, ze skutecznym destabilizatorem btony bakteryjnej sg rowniez zwigzki o

aktywnos$ci jonoforéw jak nigerycyna, ktora dodatkowo jest zdolna do aktywacji procesu

pyroptozy [1].

Zastosowanie permeabilizatorow blony jak EDTA, kwasy organiczne czy jonofory jest
wiec obiecujagcym narzedziem przeciw opornosci bakteryjnej, poniewaz endolizyny fagowe
jako Dbiatka bojcze wobec bakterii Gram-ujemnych do swojego dzialania wymagaja
dodatkowych czynnikéw wspomagajacych ich aktywnos$¢ hydrolityczng wobec PG,
bezposrednio zwigzanych z zaburzeniem integralnosci zewnetrznej btony komodrkowe;.
Czynniki te moga mie¢ zar6wno charakter egzogenny tj. zastosowanie zwiazkow
chemicznych oddziatujacych 1 zaburzajacych strukture zewnegtrznej blony komorkowej
bakterii jak dendrymery czy nanozwiazki, jak réwniez charakter endogenny zwigzany z
indukcja czynnikow permeabilizujgcych btone np. w procesie pyroptozy zaleznym od LPS-u
bakteryjnego.

3.2 Nanoczgstki jako egzogenne czynniki wspomagajace aktywnos$¢

endolizyny

Nanoczastki biomedyczne, zardwno nieorganiczne jak i organiczne (w tym dendrymery,
nanowtokna 1 nanoczastki metali) ze wzgledu na unikalne wlasciwosci fizykochemiczne sa
obecnie postrzegane jako potencjalne czynniki terapeutyczne [20]. Sg to doskonale
monodyspersyjne makroczasteczki o precyzyjnie kontrolowanej budowie chemiczne;j.
Wykazuja ogromny potencjat aplikacyjny w terapiach genowych, systemach podazy lekow o
przedtuzonym uwalnianiu (SDR) [21,22], obrazowaniu medycznym oraz jako zwigzki o
wlasciwoscich  przeciwdrobnoustrojowych 1 przeciwwirusowych [23,24]. Ich cechy
strukturalne, jak wysoka gestos¢ miejsca reaktywnego chemicznie na zewngtrznej powloce

[25] oraz mozliwo$¢ modyfikacji powierzchni [26,27] w polaczeniu z powtarzalnymi i
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nowoczesnymi metodami ich otrzymywania (np. technika elektroprzedzenia jako platforma

inzynierii tkanki kostnej) [28] zwigkszaja ich zastosowanie w biologii i medycynie [23].

Wsrod najlepiej przebadanych nanoczgstek mozna wyrdzni¢ dendrymery. Dendrymery
sa to silnie rozgalezione, monodyspersyjne makroczasteczki 0 precyzyjnie kontrolowanej
budowie chemicznej, ktore zostaty po raz pierwszy zsyntetyzowane przez Tomali¢ i wsp. 0Oraz
Newkome i wsp. [29,30]. Specyficzne wiasciwosci dendrymerow cieszg si¢ duzym
zainteresowaniem w zakresie medycynie i biologii, w tym jako no$niki lekow, wektory do
transfekcji gendow oraz jako czynniki rezonansu magnetycznego MRI (magnetic resonance
imaging). Struktura dendrymerow oparta jest na zwielokrotnionych przytaczonych gateziach
tzw. dendronach do rdzenia czgsteczki (Ryc. 2). Kazde kolejne rozgal¢zienie dendrnéw

tworzy wyzsza generacje dendrymeru.

Rycina 2. Ogoélny schemat dendrymeréw. G - kolejne generacje dendrymeru. Na powierzchni
dendrymeru wystepuja funkcyjne grupy terminalne. Galgzie (dendrony) przylaczone sg do rdzenia
[31].

3.1.1 Dendrymery kationowe

Szczegdlne wilasciwosci bakteriobdjcze zwigzane z zaburzeniem integralnosci blony
komorkowej posiadajg dendrymery kationowe. Sg one dendrytycznymi polimerami o kolistej
strukturze, silnie rozgalezionymi z duza iloscia koncowych grup funkcyjnych o
hydrofobowym szkielecie, dobrze rozpuszczalne w wodzie, a ich budowa wptywa zarowno na
oddziatywania hydrofobowe, jak i hydrofilowe [32]. Dzicki mozliwosci modyfikacji ich

rozmiaru, stopnia rozgalezienia 1 podstawienia grupami funkcyjnymi, charakteryzujg si¢
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duzymi mozliwosciami oddziatywania w réoznych warunkach fizyko-chemicznych [33,34] z
zachowaniem biokompatybilno$ci [32]. Wigkszo$¢ polikationowych dendrymerow
(poli(propylenoiminowych) (PPI) i (poli(amidoaminowych)) (PAMAM)),
metalodendrymerow 1 glikodendrymerow wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne wobec
bakterii Gram-ujemnym w stezeniach powyzej 10 uM [35,36]. Jednak w tym samym st¢zeniu
widoczny jest réwniez efekt hemolityczny, dlatego tez czegsto konieczna jest modyfikacja
poprzez przytaczenie ligandow ukierunkowana na oddzialywanie ze sktadnikami btony
bakteryjnej [37] [38]. Jedng z takich modyfikacji powierzchni dendrymerow jest przytaczenie
jednostek cukrowych, co zwigksza ich hydrofilowo$¢, nie zaburzajac tadunku dodatniego,
ktory jest niezbedny do interakcji z resztami fosoforanowymi lipidow blonowych. Powyzsze
glikolipidy charakteryzuje potencjalne zastosowanie biologiczne min. w immunoterapii
opartej na DC przeciw wirusowi HIV [37] jako mimetyki strukturalne markeréw antygenu T
obecnych na powierzchni komorek raka piersi [39]. Zaobserwowano, iz dodatek maltozy do
struktury dendrymeréw zmniejsza ich hemolityczny efekt i cytotoksycznos¢ [40]. Ponadto
glikodendrymery moga zachowywa¢ si¢ jak glikoproteiny na powierzchni komorki
oddziatujac z lektyng bakteryjna, przez co moga by¢ rowniez stosowane jako makroczasteczki

przeciwadhezyjne [41].

Dendrymery polikationowe jako zwigzki przeciwbakteryjne mogg by¢ stosowane jako
czynniki wspomagajace wtasciwosci bdjcze innych preparatow. Powyzszy efekt addytywny
moze stanowi¢ alternatywe dla klasycznych metod eradykacji bakterii. Efekt ten
zaobserowoano w uktadach dendrymerow polikationowych ze zwigzkami permeabilizujgcymi
blone bakteryjng jak antybiotyki czy mezoporowate nanoczgsteczki krzemionkowe [42,43].
Dendrymery PPI z amoksycyling wykazuja zwigkszong aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
w porownaniu z samym antybiotykiem. Kowalencyjne potaczenie dendrymerow PPI z
mezoporowatymi nanoczasteczkami krzemionki (obcigzonych lewofloksacyna) pozwolito na

ich internalizacje na powierzchni komorek bakterii Gram-ujemnych.

Mechanizm bdjczy dendrymerow kationowych zwigzany jest przede wszystkim z
zaburzeniem integralnosci blony komoérkowej [44,45]. Aktywnos¢ destabilizujgca btong przez
dendrymery jest $cisle zwigzana z ich strukturg supramolekularng i rozktadem tadunku [46].
Ich kationowy tadunek jest niezbedny do interakcji z btong lipidowa bakterii poprzez
oddziatywania elektrostatyczne z grupami fosforanowymi LPS-u i zwigkszenie
przepuszczalnosci blony bakteryjnej przez zmiane réwnowagi kationéow Mg?" i Ca®, co

umozliwia dendrymerom przejScie przez blong komorkowa [46-48] oraz resztami
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fosforanowymi lipidéw blonowych. Dodatni tadunek dendrymeréw warunkuje depolaryzacje

btony komorkowej i prowadzi do formowania porow w jej strukturze [49].

Powyzsze wlasciwosci biologiczne dendrymerow kationowych, tj. mozliwo$¢ ich
interakcji z btong komérkowa w celu zaburzenia integralnosci, klasyfikuje je jako potencjalne

czynniki wspomagajace efekt bojczy endolizyn wobec bakterii Gram-ujemnych.

3.1.2 Dendrytyczne nanoczastki zlota

Sposrod wielu nanoczgstek o potencjalnych zastosowaniach biomedycznych na
szczegolng uwage zasluguja nanoczastki ze wzglegdu na swoje unikalne wiasciwosci
fizykochemiczne zalezne od wielko$ci i ksztaltu oraz biokompatybilnos¢ [50-53]. Ich
stabilno$¢ 1 reaktywnos$¢ wraz z wysokim stosunkiem powierzchni do objetosci umozliwiaja
kontrolowane zmiany ich wlasciwosci fizyko-chemicznych poprzez kowalencyjne
modyfikacje powierzchni, m.in. dendronizacj¢ lub PEGylacj¢. Pozwala to na uzyskanie
skutecznych no$nikow o specyficznych wtasciwosciach dedykowanych m in. do dostarczania
kwasow nukleinowych w terapii genowej [51], lekow przeciwnowotworowych czy tez jako

narzg¢dzia diagnostyczne [52,54].

Stwierdzono, ze nanoczastki ztota AuNP zwigkszaja produkcj¢ wewnatrzkomorkowych
reaktywnych form tlenu (ROS), zmniejszaja potencjal btony mitochondrialnej, indukuja
fragmentacj¢ DNA i aktywujg biatka proapoptotyczne [55,56], prowadzac do apoptozy [45].
Zarowno rdzen jak i1 ich powierzchnia mogg przyczynia¢ si¢ do efektow cytotoksycznych

AuNP, ktore zaobserwowano in vitro i in vivo [57,58].

Dodatkowo uktady dendrymeréw i dendrondéw przytaczone do AuNP moga je
stabilizowa¢ za pomoca koncowych grup dendrymeréw lub poprzez zakotwiczenie
dendronéw na powierzchni NP [59]. Wigkszos¢ nanoczasteczek metali wzmacnia dziatania
peptydow przeciwbakteryjnych [60,61] oraz antybiotykoéw [43,62]. Ponadto, AuNP mozna
rozwaza¢ jako zwigzki destabilizujace blong komodrkowa w celu zwigkszenia jej
przepuszczalno$ci dla endolizyn fagowych. Dodatkowo mozliwos¢ modyfikacji np. PEG-iem
zwigkszajg ich biokompatybilno$¢ oraz chronig przed interakcja z biatkami gospodarza

poprzez wytworzenie strefy hydratacyjnej w wyniku PEGylaciji.

Zaburzenie przepuszczalno$¢ zewngtrznej blony bakteryjnej wydaje si¢ by¢ jedng z
najlepszych metod eradykacji bakterii [63]. Nanoczastki mogg indukowaé proces pyroptozy

prowadzacy do destabilizacji struktury btony komoérkowej np. w komorkach watroby,
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keratynocytach oraz kardiomiocytach. Mechanizm ten zwigzany jest z aktywacja szlaku
sygnatowego NLRP3/kaspazy-1/GSDMD prowadzacy do wyptywu IL-1p i IL-18 [64—66].

Modyfikacja nanoczatek metali kationowymi dendronami prowadzi do zwigkszenia ich
aktywnos$ci bakteriobojczej [67]. Dendronizacja nanoczastek srebra (AgNP) zwigksza ich
wlasciwosci bakteriobojcze wobec szczepow opornych na kolistyng (MCRS) i hamuje
tworzenie biofilmu przez S. aureus. Ponadto, opisano przeciwbakteryjne dziatanie endolizyny
fagowej w uktadzie z dendrytycznymi AgNP przeciwko szczepowi P. aeruginosa PAO1L i
jego mutantowi szorstkiemu AwbpL [68]. Dendrytyczne AgNP bez wgledu na PEGylacje sa

w stanie pokonac zewnetrzng blone bakterii wspomagajgc transport endolizyny przez blong.

3.2 Pyroptoza jako mechanizm permeabilizacji blony komérkowej

Jednym z naturalnych permeabilizatorow zewngtrznej blony bakterii moze by¢
wykorzystanie naturalnego procesu zwanego pyroptoza. Programowana §mier¢ komorki jest
jednym z podstawowych, a zarazem najwazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za
prawidtowy przebieg proceséw fizjologicznych w organizmie, jak i za funkcjonowanie jego
systemu immunologicznego. Smier¢ komoérki na drodze apoptozy, autofagii, Kkatastrofy
mitotycznej, nekrozy, pyroptoza czy starzenie si¢ obejmuja rézne szlaki metaboliczne w
zalezno$ci od czynnikow je inicjujacych czy tez fazy cyklu komoérkowego [69]. Sposrod
wymienionych rodzajow $mierci komorki na szczegdlng uwage zasluguje proces pyroptozy,
ktory rozni si¢ od apoptozy 1 jest zwigzany z odpowiedzig immunologiczng, ktora moze by¢

indukowana przez bakterie, wirusy, grzyby i pasozyty [70].

Smieré komérki na drodze pyroptozy moze byé aktywowana poprzez szlak
kanoniczny lub niekanoniczny, ktore to zalezg od specyficznych dla nich receptorow oraz
rodzaju kaspaz jak kaspaza-1 (szlak kanoniczny) [71] lub kaspaza-4/-5 (szlak niekanoniczny)
[72] (Ryc. 3). W przypadku drogi kanonicznej pyroptozy, receptory rozpoznajace patogeny
PRR do ktorych naleza zewnatrzkomérkowe receptory Toll-podobne (TLR4) lub
wewnatrzkomorkowe receptory NOD-podobne (NLR), receptory RIG-1-podobne (RLR) czy
receptory AIM-2 podobne (ALR) [73,74] rozpoznajg specyficzne dla nich wzorce
molekularne  zwigzane z patogenami (PAMP) oraz wzorce niezakazne zwigzane
z uszkodzeniem komoérek (DAMP) [75]. W wyniku ich aktywacji dochodzi do formowania
kompleksu biatkowego zwanego inflamasomem sktadajacego si¢ nie tylko z receptorow PRR,
gléwnie NLR, ale takze z biatka AIM2, piryny, biatka adaptorowego ASC oraz prokaspazy-1
[75,76]. Aktywacja ta przez oligomeryzacje receptorow NLR, przekazuje sygnat
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poprzez proces fosforylacji, za pomoca ich N-koncowej domeny pirynowej PYD, na biatko
ASC. Biatko ASC oddziatuje z domeng CARD prokaspazy-1 za pomoca jego domeny
rekrutacyjnej CARD (oddziatywania CARD-CARD). W wyniku tych proceséw, na skutek
proteolitycznego cigcia prokaspazy-1, w miejscu jej dwoch katalitycznych domen, czyli
podjednostki p10 i p20, powstaje aktywna forma kaspazy-1. Podjednostki te oligomeryzuja i
tworza proteolityczne tetrametry, ktore posiadaja zdolnos¢ do przeksztatcenia pro-interleukin
prolL-1pB i -18 w ich dojrzata aktywng posta¢ [77]. Nast¢pnie dochodzi do uwolnienia IL-1
i IL-18 przez pory w btonie komorkowej powstate na skutek aktywacji biatka gazderminy D
(GSDMD).

Istotne jest tu rowniez, ze aktywna kaspaza-1 poza indukcja szlaku kanonicznego
moze rowniez bra¢ udziat w aktywacji szlaku niekanonicznego na drodze GSDMD-zalezne;.
Oba szlaki prowadzg do aktywacji inflamasomu NLRP3 za pomocg kaspazy-1 ze szlaku
kanonicznego [78] (Ryc. 3), ktéra w dalszej kolejnosci odpowiada za cigci¢ enzymatyczne w
obregbie gazderminy i prowadzi do tworzenia poréw. Takie wlasciwosci kaspazy-1 nie maja
jednak przektadu na aktywno$¢ kaspaz-4 i -5, ktore niezaleznie od kaspazy-1 i inflamasomu
indukuja sygnalizacj¢ niekanoniczng za pomoca biatka gazderminy D. Prowadzi to réwniez
do sekrecji interleukin IL-1B 1ilIL-18. Interleukina-18 aktywuje w dalszej kolejnosci
wydzielanie interferonu y (IFN-y) przez komoérki Thl, NK i cytotoksyczne komorki T oraz
bierze udziat w dojrzewaniu komorek Th2, czym wzmacnia dalszag odpowiedz
immunologiczng. Natomiast IL-1 odpowiada za indukcje komoérek wrodzonej odpowiedzi

immunologicznej oraz za modulowanie swoistej odpowiedzi immunologicznej [79].
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Rycina 3. Schemat procesu pyroptozy z uwzglednieniem szlakow kanonicznego i niekanonicznego

[80].

Gazderminy naleza do rodziny biatek, ktore sa zdolne do tworzenia poréw w btonie
komorkowej w czasie pyroptozy. Rodzina ta sktada si¢ z gazderminy: A, B, C, D, E
I DENBS59 charakteryzujacej si¢ homologia na poziomie 45%. Biatka te sktadaja si¢ z dwoch
domen: domeny C-koncowej (SID) i N-koncowej (PFD), ktore wykazuja si¢
konserwatywno$ciag w obrgbie rodziny w przeciwienstwie do niekonserwatywnej domeny
srodkowej [81]. Domena C-koncowa 0 strukturze a-helikalnej odpowiada za kontrole i
hamowanie domeny N-koncowej. Natomiast N-koniec charakteryzuje si¢ cytotoksycznoscia
zwigzang z tworzeniem poréw w blonie komorkowej, a tym samym jej permeabilizacja. Za
ten stan rzeczy odpowiada budowa domeny N-koncowej, czyli struktura B-harmonijki
odpowiedzialna za tworzenie czg¢éci transmembranowej porow, natomiast jej cz¢$¢ a-helisy

odpowiada za przytgczenie si¢ do czgsci hydrofilowej lipidow btonowych [82].

Jednym z najsilniejszych zwigzkéw aktywujacych proces pyroptozy na drodze
niekanonicznej za pomoca GADMD jest lipopolisacharyd bakteryjny [83-85], ktory jest
transportowany na drodze endocytozy ze $rodowiska zewnatrzkomorkowego do wnetrza
komorki przez pecherzyki OMV. Nastepnie za pomocg biatka GBP dochodzi do uwolnienia
LPS-u z pecherzykow do cytozolu. Pecherzyki OMV utworzone sg z zewnetrznej blony
bakterii. W sklad OMV wchodza rowniez PAMP, LPS, lipoproteiny, peptydoglikan, RNA
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I DNA, ktore indukuja sygnaty zalezne od receptorow PRR [85]. W cytozolu LPS aktywuje
kaspaze-4 1 -5 [84-86] i1 dochodzi do aktywacji biatka gazderminy D poprzez jej
rozszczepienie na C- i N-koniec [87], ktory wigz¢ si¢ z lipidami tj. fosforanami
fosfatydyloinozytolu i fosfatydyloseryng w btonie komoérkowej [84,88,89]. N-koniec
GSDMD oligomeryzuje i tworzy w blonie komodrkowej pory o wielkosci okoto 12 nm 0
ksztattach szczelinowym, tukowym lub pierScieniowym. Pory szczelinowe i lukowe

przechodza na koncu w pierscieniowe (Ryc. 4).

Rycina 4. Schemat tworzenia si¢ poré6w w btonie komoérkowej. N-koniec wigze sie z lipidami w btonie
komoérkowej, ulegajac oligomeryzacji i tworzac pory o wielkosci ok 12 nm w ksztalcie szczelinowym
(D, hukowym (I) lub pier§cieniowym (II). Pory szczelinowe i lukowe przechodza podzniej w

pierscieniowe (I1). (Kuc-Ciepluch et al., 2021).

Sktadniki tworzace pory tj. lipidy oraz gazdermina, mogg by¢ uwolnione na zewnatrz
komorki [87], co w konsekwencji zwigksza przepuszczalnos¢é btony komorkowej i prowadzi
do wyplywu cytokin zapalnych jak IL-1B i IL-18 [75]. N-koniec gazderminy D moze
wykazywac rowniez powinowactwo do kardiolipiny i fosfatydyloseryny w zewng¢trznej btonie
komorkowej bakterii i prowadzi¢ w ten sposob do zwigkszenia jej przepuszczalnosci [81,90].
Uwalnianie interleukin poprzez pory gazderminowe jest mozliwe dzigki ich rozmiarom jak

45nmdlalL-1B1 5nmdlaIL-18 [88].

Gazdermina D odpowiedzialna jest wigc za uwalnianie cytokin zapalnych podczas
indukcji pyroptozy, co prowadzi do aktywacji odpowiedzi immunologicznej przy
jednoczesnej indukcji $mierci komorki poprzez zaburzenie gradientu jonowego bedacego

przyczyna obrzeku i lizy osmotycznej [78].
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4. Cel pracy

Celem pracy jest ocena nowych metod permeabilizacji zewngtrznej blony komorkowe;j
bakterii Gram-ujemnych, wspomagajacych dzialanie bakteriobojcze rekombinowane;j
endolizyny fagowej. Powyzszy cel ogdlny realizowano w ramach celow szczegotowych

odpowiadajacych strategiom permeabilizacji tj.

e zastosowanie dendrymeréw  polikationowych jako egzogennych  czynnikow
permeabilizujgcych blone komorkowa mutantow szorstkich i gladkich P. aeruginosa
PAQO1,

o indukcja pyroptozy przez dendrytyczne nanoczastki ziota w obecnosci bakteryjnego

lipopolisacharydu;
e aktywacja pyroptozy przez bakteryjny lipopolisacharyd jako endogenny mechanizm

wspomagajacy permeabilizacj¢ zewnetrznej blony bakteryjnej dla rekombinowanej

endolizyny faga KP27.
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5. Materialy i metody

5.1 Materialy

W ninjeszej pracy wykorzytano dendrymery poli(propylenoiminowe) modyfikowane
maltoza tj. glikodendrymery (Ryc. 5) w ramach wspoétpracy z prof. Dietmar Appelhans z

Leibniz Institute of Polymer Research Drezno, Niemcy.

Rycina 5. Struktura dendrymeréw uzytych w badaniu. Rodzicielski dendrymer poli(propylenoiminy)
czwartej generacji (PPI) z koncowymi grupami aminowymi i PPI glikodendrymer modyfikowany
maltozg (PPI-OS), co oznacza okoto 20% przytaczenia maltozy do dendrymeru PPI czwartej generacji
PPI-OS [91].

PEGylowane dendrytyczne nanoczgstki ztota (AuNP) zostaty zmodyfikowane poprzez
przytaczenie do ich powierzchni kationowych dendrondéw karbokrzemowych dwoch réznych
generacji (Ryc. 6) uzyskane w ramach wspotpracy z prof. Sanchez-Nieves z Quimica

Organica y Quimica Inorganica, University of Alcala, Alcala’ de Henares w Madrycie [92,93].
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Rycina 6. Schemat struktury dendrytycznych AuNP i ich analogoéw modyfikowanych powierzchniowo
za pomoca PEG-u. Poréwnano trzy stosunki dendron:PEG ( 3:1, 1:1, 1:3) [94].

Rekombinowang endolizyn¢ faga KP27 uzyskano w ramach wspotpracy z zespotem
prof. dr hab. Zuzannych Drulis-Kawy z Zaktadu Biologii Patogenéw i Immunologii, Instytut

Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Szczep bakteryjny P. aeruginosa PAOL1 (ATCC 15692) pochodzit z kolekcji Zaktadu
Biologii Medycznej Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach. Mutanty Armd, Awaal,
AwbpL uzyskano dzigki uprzejmosci prof. Andrew M. Kropinskiego z Laboratory of
Foodborne Zoonoses, Guelph, ON, Kanada. Mutant Armd charakteryzuje si¢ brakiem D-
ramnozy oraz pasma A w strukturze LPS, LPS mutanta AwaaL jest pozbawiony pasma A i B i
jest czesciowo szorstki (SR-LPS lub rdzen z jednym powtdrzeniem antygenu-O), mutant
AwbpL charakteryzuje si¢ brakiem glukozylotransferazy Wbpl niezbednej do inicjacji syntezy
pasm A i B w strukturze LPS [91].

LPS-y P. aeruginosa PAO1 oraz wyizolowane ze szczepow klinicznych od pacjentéw z
mukowiscydozg (CF532, CF832, CF217) oraz z rany oparzeniowej (non-CF0038) uzyskano
w ramach wspotpracy z zespotem prof. dr hab. Zuzannych Drulis-Kawy z Zaktadu Biologii
Patogenow 1 Immunologii, Instytut Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego.
LPS CF217 nie zawiera antygenu O (polisacharydy O-specyficzne) w strukturze (forma
szorstka, R), w przeciwienstwie do PAO1, non-CF0038, CF532 1 CF832 skladajacych si¢ z
antygenu O, oligosacharydow petnego rdzenia i lipidu A (forma gladka, S).

LPS P. aeruginosa 010 (L8643) i E. coli 0111:B4 (L2630), 055:B5 (L2637) pochodzity
z firmy Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
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Do badan uzyto sze$¢ réznych linii komérkowych: A549 (ATCC®, Manassas, Virginia,
CCL-185™) BEAS-2B (ATCC®, Manassas, Virginia, CRL-9609™), HelLa (ATCC®,
Manassas, Virginia, CCL-2™), THP-1 (ATCC®; Manassas, Virginia, TIB-202™ ), THP1-
Xblue (Invivogen, Tuluza, Francja, thpx-sp) i THP1-Null2 (Invivogen, Tuluza, Francja, thp-
nullz). Komorki A549 hodowano w pozywce F-12K Nutrient Mixture (Kaighn's Mod.) z L-
glutaming (Corning, Nowy Jork, USA), komérki BEAS-2B w pozywce LHC-9 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), komorki HeLa w pozywce RPMI 1640 z L-
glutaming i NaHCO3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), natomiast komérki THP-1, THP1-
Xblue i THP1-Null2 hodowano w zmodyfikowanym podtozu RPMI 1640 ATTC (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Ludzkie komoérki monocytarne THP-1 sg
najczesciej uzywang modelowg linig komorkowa do badania aktywacji inflamasomu. Podtoza
hodowlane wszystkich linii komorkowych uzupeliono 10 % inaktywowang termicznie
ptodowa surowica bydlgca (FBS; Biowest, Nuaille, Francja) i prowadzong ja w 37°C i 5%
CO..

Rekombinowane biatka tj. GSDMD pochodzita z Origene, Rockville, USA
(NM_024736), natomiast kaspaza-4 z BioVision, Milpitas, USA (BV-1084-25).

5.2. Metody

5.2.1. Dichroizm kolowy

Widma dichroizm kolowego (CD) mierzono w obszarze dalekiego UV za pomoca
spektrometru J-815CD (Jasco, Japonia). Doswiadczenia przeprowadzono w 10 mM buforze
fosforanu sodu (pH 7,4) przy stezeniu endolizyny KP27 0,5 uM. Widma CD samego biatka i
w obecnosci dendrymerow uzyskano w zakresie od 260 do 195 nm. Zmiany S$redniej
eliptycznosci molowej (6/60) w charakterystycznym minimum przy 220 nm mierzono w
zakresie temperatur od 20 do 80°C, gdzie 60 jest srednig eliptycznoscig w 20°C. Do oznaczen
uzyto kuwete kwarcowa o dtugosci drogi optycznej 0,5 cm (Hellma, Niemcy). Eliptyczno$é¢
molowg 0 wyrazono jako cm? dmol-1. Widma CD wykonano dla czystego biatka i po dodaniu

dendrymerow w stosunku molowym 1:4 (biatko:dendrymer).
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5.2.2. Aktywnos$¢ enzymatyczna endolizyny w obecnosci dendrymeréw PPI

Aktywno$¢ enzymatyczng endolizyny badano przez pomiar degradacji peptydoglikanu
(PG) wyizolowanego z E. coli ATCC 8739. Szybko$¢ degradacji oceniano
spektrofotometrycznie w obecno$¢ dendrymeréw: PPI i PPI-OS. Endolizyng (10 pM)
inkubowano wstepnie z kazdym z dendrymerow w stosunku 1:1 1 1:4 M (biatko:dendrymery)
przez 15 min. i nastgpnie skany rejestrowano W zakresie temperatur 20°C - 37°C. Nastepnie
do probki dodano 0,25 mg/ml PG i mierzono jego degradacje przy 560 nm za pomocg
czytnika mikroptytek TECAN Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Szwajcaria).

5.2.3. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna glikodendrymeréw w obecnoSci

endolizyny

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng glikodendrymeréw i endolizyny KP27 zmierzono
metoda spektrometryczng przy dtugosci fali 600 nm z zastosowaniem czytnika mikroptytek
TECAN Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Przeciwbakteryjne wiasciwosci
endolizyny KP27 (12 pM), dendrymeréw (50 pM) oraz endolizyny w obecnosci
dendrymerow wyrazono jako procent wzrostu P. aeruginosa w poréwnaniu do nietraktowanej

zwigzkami kontroli.

5.2.4. Permeabilizacja zewnetrznej blony bakteryjnej przez gazdermine D

W pierwszym etapie przeprowadzono permeabilizacj¢ blony komorkowej szczepu
P. aeruginosa PAOL i jego mutanta AwbpL z uzyciem biatka gazderminy D (GSDMD) lub
jej N-konca GSDMD otrzymanego po inkubacji z 0,1 U kaspazy-4. Nastgpnie oceniono efekt
permeabilizacji na aktywno$¢ bdjcza endolizyny KP27 (36 pg/ml) metoda wychwytu
barwnika fluorescencyjnego N-fenylo-1-naftyloaminy (NPN). Bakterie hodowano w
temperaturze 37°C do uzyskania gestosci optycznej przy ODesoo wynoszacej 0,5. Osad
bakteryjny rozpuszczono w buforze HEPES (odpowiednio 1 ml buforu na 0,5 ml bakterii
przed wirowaniem) do uzyskania ODesoo = 0,1. Pomiar przeprowadzono w sterylnej 96-
dotkowej ptytce. Barwnik fluorescencyjny NPN dodano do zawiesiny bakteryjnej na plytce
(10 uM na studzienke). Nastepnie do mieszaniny dodano odpowiednie stezenia GSDMD i
endolizyny. Po 30 minutach intensywnos$¢ fluorescencji NPN mierzono przy dlugosci fali
wzbudzenia 350 nm i dlugosci fali emisji 420 nm za pomocg czytnika mikroptytek TECAN
Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Fluorescencja NPN wzrasta wraz ze
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zmiang otoczenia tzn. wzrost fluorescencji jest widoczny podczas akumulacji NPN w
warstwie hydrofobowej blony, co $wiadczy o jej dezintegralno$ci. Doswiadczenie

przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

5.2.5. Mikromacierze ekspresyjne

Catkowity RNA wyizolowano z hodowli komérek A549 1 HeLa za pomoca zestawow
do izolacji: Sv Total system RNA Isolation (Promega, Madison, USA) i Rneasy Plus Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Niemcy) oraz z komorek THP1-Xblue za pomocg TRI REAGENT (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Do$wiadczenie przeprowadzono w trzech niezaleznych
powtdrzeniach zgodnie z protokotem producenta. Jakos¢ 1 ilos¢ RNA sprawdzono
spektrofotometrycznie z uzyciem aparatu Nanodrop (ThermoScientific, USA) i
wspotczynnika integralnosci RNA (Bioanalyzator, Agilent, St. Clara, USA). Analiza ekspresji
genOw oparta na dwukolorowej mikromacierzy (Agilent, St. Clara, USA) zostata
wykorzystana do analizy ekspresji genéw w komorkach A549, HelLa i THP1-Xblue
traktowanych 0,1 pg/ml P. aeruginosa O10 LPS w poréwnaniu do nietraktowanej kontroli,

zgodnie z instrukcja producenta (ponizej).

W pierwszym kroku przygotowano rozcienczenia 1:4 Spike -A i -B, ktore
wyznakowano znacznikiem fluorescencyjnym: Spike-A wyznakowano za pomocg Cyanine 3,
a probki ze Spike B wyznakowano uzywajac znacznika Cyanine 5. Tak przygotowane Spike
uzyto nastgpnie do reakcji znakowania RNA. W tym celu dodano do 50 ng catkowitego RNA
wyizolowanego z hodowli komorkowych A549, Hea i THP1-Xblue, 2 ul Spike A z cyanine 3
do probek kontrolnych niczym nie traktowanych i Spike B z cyanine 5 do probek badanych
po traktowaniu 100 ng/ml LPS O10 P. aeruginosa.

W kolejnym kroku przeprowadzono reakcj¢ odwrotnej transkrypcji. Do kazdej probki z
RNA dodano 1,8 ul roztworu T7 Primer Mix (warunki reakcji: 10 min., 65°C, 5 minut na
lodzie). Nastepnie przygotowano po 4,7 ul mieszaniny cDNA Master Mix na probke (2 ul 5%
First Strand Buffer po podgrzaniu do 80°C przez 3-4 minuty, 1 ul 0.1 M DTT, 0,5 ul 10 nM
dNTP i 1,2 pl Affinity Script RNase Block Mix (warunki reakcji: 2 godziny w temperaturze
40°C, 15 minut w 70°C, 5 minut na lodzie). Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przeprowadzono
w dwoch osobnych mieszaninach Transcription Master Mixes, jedng z Cyanine 3-CTP i druga
z Cyanine 5-CTP, w oddzielnych probéwkach (sktadniki mieszaniny na jedng probke: 0,75 pl
wody, 3,2 ul 5xTranscription Buffer, 0,6 ul 0,1 M DTT, 1 ul NTP Mix, 0,21 pul T7 RNA
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Polymerase Blend i 0,24 pl Cyanine 3-CTP lub Cyanine 5-CTP). Dodano po 6 ul mieszaniny
Transcription Master Mix z Cyanine 3-CTP do probowki zawierajacej Spike A i z Cyanine 5-
CTP do probowki zawierajacej Spike B (warunki reakcji: 2 godziny w temp. 40°C).

Nastepnie przeprwadzono reakcje oczyszczania wyznakowanego cRNA za pomoca
zestawu zestawu RNeasy Mini Kit, Qiagen nr kat. 74104 lub 74106. Do kazdej z probéwek
dodano 84 ul wody wolnej od nukleaz do probki cRNA, 350 ul buforu RLT, 250 ul etanolu,
przeniesiono 700 ul probki cRNA na kolumn¢ RNeasy Mini Spin. Wirowano przy
ustawieniach 4°C/30 sekund/13 ty$ obrotow/min. Przeniesiono kolumn¢ RNeasy do nowej
proboéwki zbiorczej i dodano 500 pl buforu RPE (zawierajacego etanol) do kolumny.
Zwirowano 1 wylano przesacz. Dodano kolejne 500 pl buforu RPE na kolumne¢. Wirowano
przy ustawieniach 4°C/60 sekund/13 ty§ obrotow/min. Wylano przesacz po czym
przeniesiono na kolumne RNeasy do nowej proboéwki. Dodno 30 pl wody wolnej od RNaz
bezposrednio na membrang filtra RNeasy. Po 60 sekundach zwirowano przy ustawieniach
4°C/30 sekund/13 ty$ obrotow/min. Odrzucono kolumng¢ i przeniesiono zebrany przesacz

oczyszczonego cRNA na 16d.

Po oczyszczeniu oznaczono spektroftometrycznie ilo$¢ otrzymanego cRNA za pomoca
urzadzenia NanoDrop. Zmierzono st¢zenie barwnika Cyanine 3 lub Cyanine 5 (pmol/ul),
wskaznik absorbancji RNA (260 nm / 280 nm) 1 stgzenie cRNA (ng/ul). Nastepnie obliczono
wydajno$¢ i aktywnos$¢ wlasciwa w nastepujacy sposob:

. 1lo$¢ cRNA - stezenie cRNA (ng/pl ) % 30 pl (objetos¢ probki))/1000 = pg cRNA;
. wlasciwa aktywnos¢ - stezenie Cy3 lub Cy5 / st¢zenie cRNA) x 1000 = pmol Cy3 lub

Cy5 na pg cRNA.

Kolejnym etapem byta hybrydyzacja. Do probowki zawierajacej liofilizowany 10x
Gene Expression Blocking Agent dodano 500 ul wody wolnej od nukleaz. Przygotowano
probki cCRNA do hybrydyzacji przez podgrzanie do temperatury 60°C (sktad mieszaniny
reakcyjnej: 300 ng probki z cRNA z Cyt-3 lub Cyt-5, 11 ul 10x Gene Expression Blocking
Agent, 2,2 ul 25x Fragmentation Buffer i wody wolnej od nukleaz do koncowej objetosci 24
ul), (warunki reakcji: 30 min. w 60°C, 1 min. na lodzie). Nastepnie dodano 25 pl 2x Hi-RPM
Hybridization Buffer, zwirowano przy ustawieniach 21°C/60 sekund/13 ty$ obrotéw/min i
umieszczono na lodzie po czym nalozono na szkietko w objetosci rownej 40 pl. Proces
hybrydyzacji przeprowadzono w piecu do hybrydyzacji w temperaturze 65°C przez 17 godzin

zZ szybkos$cig 10 obrotéw na minute.
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Ostatnim etapem bylo plukanie ptytek mikromacierzy za pomoca buforow Gene
Expression Wash. Gene Expression Wash Buffer 2 ogrzewano do 37°C. Do kazdego z
buforéw dodano 2 ml Triton X-102 bezposrednio przez uzyciem. Probki analizowano za

pomocg skanera Agilent Microarray Scanner (Agilent Technologies, USA).

Ekspresje¢ RNA mierzono za pomocg chipéw DNA o numerach Agilent:
US11233913_257236328396_5S02_GE2_1010_SEP10,
US11233913_257236328397_S02_GE2_1010_SEP10,
US11233913_257236328398_S01_GE2_1010_SEP10,
ktére zawieral sondy dla okoto 56 000 ludzkich gendéw wraz z dtugim niekodujacym RNA
(IncRNA). Doswiadczenie powtorzono trzykrotnie jako powtoérzenia biologiczne. Analizg

danych z mikromacierzy przeprowadzono za pomocg oprogramowania GeneSpring GX.

5.2.6. Ilosciowy PCR z odwrotna transkrypcja (RT-qPCR)

RNA wyizolowano i scharakteryzowano ilosciowo 1 jakosciowe wedlug opisu w
podrozdziale 5.2.5. Odwrotng transkrypcj¢ przeprowadzono za pomocg Reverse Transcription
System (Promega, Madison, USA) zgodnie z protokotem producenta z losowymi starterami
heksamerowymi. Z kazdej probki pobrano do qPCR 1 pl roztworu ¢cDNA do koncowej
objetosci 20 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: 10 ul 2x SsoAdvanced Universal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, USA), 1 pl PrimePCR™ SYBR® Green Assay:
GSDMD (Bio-Rad, Hercules, USA), 1 pl PrimePCR™ SYBR® Green Assay: ACTB (B-
aktyna) (Bio-Rad, Hercules, USA) ) lub 1 pl PrimePCR™ SYBR® Green Assay: NLRP3
(Unique Assay ID: qHsaCID0036694, Bio Rad) i 8 pul dH20O. Zastosowano nast¢pujace
warunki amplifikacji: 95°C przez 2 min. przez 1 cykl, 95°C przez 5 s i 60°C przez 30 s przez
40 cykli za pomocg aparatury Eco Real-Time PCR (lllumina, San Diego, USA).
Dos$wiadczenie przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach. Gen ACTB
zastosowano jako wewngetrzny gen referencyjny, a metod¢ AACT zastosowano do wzglednej

oceny ilosciowe;.

5.2.7. Ocena atywnoSci kaspaz -1 i -4

Komoérki THP-1 o gestosci 10° komoérek/dotek traktowano dendrytycznymi AuNP i/lub
LPS P. aeruginosa O10 i E. coli 055:B5 o0 stezeniu 10 pg/ml przez 24 godziny, przemyto i
poddano lizie w buforze RIPA. Aktywno$¢ lizatow (100 pl) do rozszczepienia

fluorescencyjnego substratu  kaspazy-1 (YVAD-AFC; Tyr-Val-Ala-Asp-7-amino  4-
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trifluorometylokumaryna; nr kat. ab39412, Abcam, Cambridge, MA) lub fluorescencyjnego
substratu kaspazy-4 (LEVD-AFC, Leu-Glu-Val-Asp-7- amino-4-trifluormetylokumaryna; nr
kat. 65658, Abcam), oznaczano zgodnie z protokolem opisanym przez producenta.
Aktywnosci normalizowano do niestymulowanej kontroli. Aktywnos$¢ kaspazy-1 byla
oceniane po traktowaniu dendrytycznymi AuNP i/lub LPS-em przez 24 godziny, a aktywnos$¢
kaspazy-4 oceniano po traktowaniu przez 4 godziny i 24 godziny. Nie zaobserwowano efektu

natywnych roztworéw nanoczastek i uzywanych barwnikéw na pomiary fluorescencyjne.

5.2.8 Test ELISA

Komorki linii A549, BEAS-2B, HelLa, THP-1, THP1-Xblue lub THP1-Null2 o gestosci
10° na studzienke inkubowano z LPS P. aeruginosa/E. coli w zakresie stezen 0,001-
100 pug/ml oraz 10 uM nigerycyny dla THP1-Null2. Pozywke zebrano po 24 godzinach dla
komorek THP-1, THP1-Xblue i THP1-Null2 oraz po 48 godzinach dla komoérek HelLa,
BEAS-2B i A549. Supernatant uzyto do testu ELISA zgodnie z protokotem producenta
(Human IL-1 beta ELISA Kit, Abcam, ab 100562 oraz Human IL-18 ELISA Kit, Abcam,
ab215539). Stezenie IL-1B w supernatancie obliczono zgodnie z krzywymi standardowymi.
Wiyniki ilo$ci IL-1p przedstawiono w pg/ml supernatantu. Doswiadczenie przeprowadzono w

trzech niezaleznych powtorzeniach.

5.2.9 Western blot

Komorki THP-1 inkubowano z LPS-em P. aeruginosa O10 i E. coli 055:B5 w stezeniu
10 pg/ml i/lub z dendrytycznymi AuNP przez 24 godziny i przeprowadzono lize biatka w
buforze RIPA. Komorki HeLa, BEAS-2B i A549 inkubowano z LPS-em P. aeruginosa 010
w zakresie stezen 0,001 pg/ml — 100 pg/ml, po 48 godzinnej inkubacji zebrano plyn
pohodowlany i przeprowadzono lize¢ biatka w buforze RIPA. Komoérki THP1-Null2
inkubowano z 1 pg/ml, 10 pg/ml lub 100 pg/ml E. coli 0111:B4 LPS przez 3 godziny i
inkubowano z nigerycyna w stezeniu 10 uM przez 24 godziny; zebrano rowniez supernatanty
po hodowli komorkowej i przeprowadzono izolacje biatka w buforze RIPA. Badania zostaty
wykonane w oparciu o procedure firmy InvivoGen dla komorek THP1-Null2. W drugiej
czeSci badania komorki THP1-Null2 preinkubowano z 1 pug/ml P. aeruginosa 010, PAOL,
CF532, CF832, CF217, non-CF0038 oraz inkubowano z nigerycyna w stezeniu 10 uM przez
24 godziny. Zebrano supernatanty i przeprowadzono izolacj¢ biatka w buforze RIPA. Zebrane

supernatanty po hodowlach komoérkowych 1 lizaty bialkowe analizowano metoda Western
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blot zgodnie z protokotem i z wykorzystaniem odczynnikow firmy Bio-Rad (Hercules, USA).
Okoto 20 pl supernatantu i 20 ul buforu do probek biatka Laemmil natozono na zel Mini-
PROTEAN® TGX™ 4-20% SDS-PAGE do elektroforezy, a nast¢pnie przeprowadzono
elektrotransfer do nitrocelulozy. Btony blokowano w 3% BSA (albumina surowicy bydlgcej)
w TBST (buforowany TRIS z Tween 20), a nastgpnie inkubowano przez noc z I-rzedowymi
przeciwciatami: anty-GSDMD (rozcienczenie 1:1500, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania;
ab155233), GSDMDC1 (rozcienczenie 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA; sc-
81868), anty-GAPDH (rozcienczenie 1:1500 w TBST; Abcam, Cambridge, Wiclka Brytania;
ab8245 i ab9485) w 4°C. Po przemyciu TBST btony inkubowano z II-rzgdowymi
przeciwciatami z HRP (peroksydaza chrzanowa) (rozcienczenie 1:3000; Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania; ab6721) 1 RBTXMS IGG (H+L) HR (rozcienczenie 1:200; Life
Technologies, Carlsbad, USA; 31450) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Biatka
wykrywano za pomocg chemiluminescencji. GAPDH zastosowano jako biatko kontrolne do
normalizacji biatka docelowego. Jako kontrolg pozytywna zastosowano 0,75 uM

rekombinowanego biatka GSDMD (Origene, Rockville, USA; NM_024736).

5.2.10. Ocena wlasciwosci przeciwbakteryjnych

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna supernatantow po hodowli linii komoérkowej THPI1-
Null2 zawierajacych oligomery GSDMD po potraktowaniu 1 pg/ml LPS-em P. aeruginosa
(PAO1, CF532, CF832, CF217, CF708, non-CF0038) i E. coli 0111:B4, 36 pg/ml endolizyny
1 10 uM nigerycyny testowano spektrofotometrycznie przy 600 nm wobec szczepow P.
aeruginosa PAO1 i AwbpL. Sktad mieszaniny reakcyjnej: 50 ul zawiesiny bakterii (10%), 50
ul pozywki hodowlanej, 9 pl 0,6 mg/ml endolizyny oraz odpowiednia ilos¢ buforu TBS do
koncowej objetosci 150 pl.

5.2.11. Analiza statystyczna wynikow

Do statystycznej analizy danych z badan RT-gPCR, ELISA i oceny wiasciwosci
przeciwbakteryjnych wykorzystano program STATISTICA wersja 13.3 (StatSoft, Polska).
Dane przeanalizowano za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem
post-hoc Dunnetta. Wyniki przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe (SD).

Poziom istotno$ci przyjeto dla p<0,05 (*).
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Analizy statystyczne wynikéw testu mikromacierzy obliczono za pomoca
oprogramowania do ekspresji genow GeneSpring GX (Agilent, St. Clara, USA). Dane
zinterpretowano porownujac z grupg kontrolng za pomocag testu t z poprawkag FDR
Benjamina-Hochberga i poziomem istotnosci dla p<0,05. Ontologi¢ gendéw analizowano w
oparciu o Quick GO i analize szlakow w oparciu o bazy danych Reactome z FDR Benjamina-
Hochberga (False Discovery Rate) i p<0,05, a do ustalenia istotnie zmienionej funkcji

molekularnej i procesu biologicznego wykorzystano baz¢ danych Panther.
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6. Wyniki

Wyniki badan majace na celu weryfikacje strategii permeabilizacji zewngtrznej btony
komorkowej bakterii Gram-ujemnych dla dziatania bojczego endolizyny zestawiono w dwoch
podrozdziatach. Podrozdziat 6.1. dotyczy zastosowania dendrymeréw polikationowych jako
egzogennego czynnika permeabilizujagcego bton¢ komorkowa mutantéw szorstkich i gtadkich
P. aeruginosa PAOL. W rozdziale 6.2. przedstawiono indukcj¢ pyroptozy przez dendrytyczne
nanoczastki ztota oraz LPS-y jako endogenny mechanizm wspomagajacy permeabilizacje

zewngtrznej btony bakteryjnej dla rekombinowanej endolizyny faga KP27.

6.1. Zastosowanie dendrymerow polikationowych jako egzogennych

czynnikow permeabilizujacych zewne¢trzna blon¢ komorkowa

6.1.1. Ocena oddzialywania endolizyny z dendrymerami polikationowymi

zmierzona metoda dichroizmu kolowego

W pierwszym etapie badan oceniono odziatywanie dendrymeréw PPI modyfikowanych
maltoza PPI-OS (20% powierzchni zwigzane z maltozg) oraz niemodyfikowanych PPl z
endolizyng oraz efekt tych oddzialywan na struktur¢ drugorz¢dowa biatka. Analiza widm
dichroizmu kolowego CD wykazata wzrost molowej eliptycznosci dla endolizyny po
podgrzaniu do 50°C dla obu dendrymeréw. W obecnosci dendrymeréw PPI zaobserwowano
wczesniejszy wzrost molowej eliptycznosci endolizyny po podgrzaniu do 40°C w poréwnaniu
do PPI-OS. Natomiast dendrymery PPI-OS nie wptynety na stabilnos¢ endolizyny KP27
(Ryc. 7). Roznice w oddziatywaniu dendrymeréw PPI i PPI-OS z endolizyng wynikaja z
nierownej ilosci dodatnio natadowanych grup aminowych obecnych na powierzchni
makroczasteczki. Dendrymery PPI posiadajg wiecej grup kationowych, podczas gdy

powierzchnia PPI-OS jest cze$ciowo neutralizowana przez maltoze.
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Rycina 7. Zmiany $redniej eliptycznosci resztkowej (6/60) endolizyny KP27 przy 220 nm w funkcji
temperatury w obecnosci PPI (A) lub PPI-OS (B). (C) widmo CD endolizyny.

6.1.2. Ocena spektrofotometryczna degradacji peptydoglikanu przez

endolizyne w obecnosci dendrymerow polikationowych

Aktywnos$¢ enzymatyczng endolizyny w obecno$ci dendrymerdéw mierzono przez
degradacje peptydoglikanu (PG) w roznych warunkach temperaturowych i przy roéznych
stosunkach molowych biatko:dendrymer (1:1 i 1:4) (Tab. 1). Najwicksza aktywnos¢
endolizyny obserwowano w temperaturze 37°C z catkowitg degradacja PG (0,25 mg/ml) po
10-15 min. inkubacji. Endolizyna byla nieaktywna w temperaturze 20°C niezaleznie od
obecno$ci obu z testowanych dendrymeréw. Po podgrzaniu do temperatury wyzszej niz 26°C
aktywno$¢ natywnej endolizyny wzrosta do 100% i zaobserwowano degradacje PG.
Aktywnos$¢ endolizyny w obecno$ci dendrymeréw PPI i PPI-OS byla mniejsza, ale wzrosta

do 100% w temperaturze 37°C niezaleznie od obecnosci dendrymerow. Oba badane

34



dendrymery silniej hamuja aktywno$¢ endolizyny w stosunku molowym 1:1 w poréwnaniu
do 1:4.

Tabela 1. Aktywnos$¢ endolizyny (% degradacja PG) w obecnosci dendrymerow PPl lub PPI-OS przy

r6éznym stosunku molowym biatka do dendrymerow w funkcji temperatury po 15 min. inkubacji.

Temperatura Endolizyna Endolizyna+ Endolizyna+ Endolizyna+ Endolizyna+
[°C] PP1 (1:1) PP1 (1:4) PP1-0S (1:1) PP1-0S (1:4)
20 0 0 0 0 0

26 100 25 60 8 45

32 100 38 90 10 40

37 100 100 100 100 100

6.1.3. Ocena aktywnosci bdojczej endolizyny w obecnos$ci dendrymerow

polikationowych

Nastepnie zmierzono wlasciwosci bojcze endolizyny w obecno$ci dendrymeréw PPI lub
PPI-OS na P. aeruginosa PAOI typu dzikiego i trzy r6zne mutanty Szorstkie, wyrazone
zmiang gestosci hodowli bakteryjnej przy 600 nm po 24 godzinnej hodowli w 37°C (Ryc. 8,
9, 10 i 11). Zaobserowoano efekt bojczy PPl w przeciwienstwie do endolizyny lub PPI-OS
wobec analizowanych szczepéw. Obecnos¢ endolizyny nie zwigkszata efektu bodjczego
dendrymerow PPI. Dendrymery modyfikowane maltozg PPI-OS hamowaly wzrost tylko
mutanta AwaalL (Ryc. 10) w stezeniu 50 puM. Efekt addytywny dendrymerow PPI-OS i
endolizyny na hamowanie wzrostu bakterii zaobserowano dla szczepu dzikiego PAO1 (12
uM) (Ryc. 8) oraz mutantéw Awaal (Ryc. 10) i AwbpL (Ryc. 9) (p<0,05).
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Rycina 8. Gesto$¢ optyczna hodowli szczepu PAOL P. aeruginosa typu dzikiego zmierzona przy 600
nm w obecno$ci endolizyny (12 uM), dendrymeréw PPI lub PPI-OS w stezeniach 12 uM i 50 uM i
stosunku molowym (1:1; 1:4) po 24 godzinnej hodowli w 37°C. Wyniki wyrazono w procentach,
gdzie 100% to nietraktowana hodowla bakteryjna. PPI (dendrymer polipropylenoiminowy), PPI-OS
(dendrymer poli(propylenoiminowy) z 20% pokryciem powierzchni maltoza), E-PPI i E-PPI-OS
(dendrymery z endolizyna).
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Rycina 9. Gesto$¢ optyczna hodowli mutatnta AwbpL P. aeruginosa zmierzona przy 600 nm w
obecnosci endolizyny (12 uM), dendrymeréw PPI lub PPI-OS w stgzeniach 12 uM i 50 uM i stosunku
molowym (1:1; 1:4) po 24 godzinnej hodowli w 37°C. Wyniki wyrazono w procentach, gdzie 100% to
nietraktowana hodowla bakteryjna. PPl (dendrymer polipropylenoiminowy), PPI-OS (dendrymer
poli(propylenoiminowy) z 20% pokryciem powierzchni maltoza), E-PPI i E-PPI-OS (dendrymery z
endolizyng).
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Rycina 10. Ggsto$¢ optyczna hodowli mutanta Awaal. P. aeruginosa zmierzona przy 600 nm w
obecnos$ci endolizyny (12 uM), dendrymeréw PPI lub PPI-OS w stezeniach 12 uM i 50 uM i stosunku
molowym (1:1; 1:4) po 24 godzinnej hodowli w 37°C. Wyniki wyrazono w procentach, gdzie 100% to
nietraktowana hodowla bakteryjna. PPl (dendrymer polipropylenoiminowy), PPI-OS (dendrymer
poli(propylenoiminowy) z 20% pokryciem powierzchni maltoza), E-PPI i E-PPI-OS (dendrymery z
endolizyna).
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Rycina 11. Gestos¢ optyczna hodowli mutanta Armd P. aeruginosa zmierzona przy 600 nm w
obecnosci endolizyny (12 uM), dendrymeréw PPI lub PPI-OS w stezeniach 12 uM i 50 uM i stosunku
molowym (1:1; 1:4) po 24 godzinnej hodowli w 37°C. Wyniki wyrazono w procentach, gdzie 100% to
nietraktowana hodowla bakteryjna. PPl (dendrymer polipropylenoiminowy), PPI-OS (dendrymer
poli(propylenoiminowy) z 20% pokryciem powierzchni maltozg), E-PPI i E-PPI-OS (dendrymery z
endolizyng).
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6.2. Indukcja pyroptozy przez dendrytyczne nanoczastki zlota oraz LPS
jako endogenny mechanizm wspomagajacy permeabilizacj¢ zewnetrznej

blony bakteryjnej

6.2.1. Oddzialywanie gazderminy D z zewne¢trzng blona bakterii i wplyw na
aktywnos¢ enzymatyczng endolizyny

Aby oceni¢ mozliwo$¢ wykorzystania stymulacji pyroptozy jako mechanizmu
permeabilizacji zewnetrznej btony komoérkowej dla endolizyny przez gtowne biatko
pyroptozy GSDMD, zbadaliSmy bezposrednia przepuszczalno$¢ zewnetrznej blony
bakteryjnej dwoch szczepow P. aeruginosa PAOLl i AwbpL (mutant R) przy uzyciu
rekombinowanego biatka gazderminy D i jego N-konca (uzyskany po inkubacji z kaspaza-4)
w polaczeniu z endolizyng KP27 (Ryc. 12). Zastosowano barwnik fluorescencji 1-N-
fenyloalaning, ktorego fluorescencja §wiadczy o zwigzaniu z uszkodzong btong komodrkowa.
Zaobserwowano staby efekt wzrostu fluorescencji w przypadku GSDMD i N-konca GSDMD
oraz brak efektu w przypadku samej endolizyny. W uktadzie GSDMD/endolizyna, a
zwlaszcza GSDMD N-koniec/endolizyna zaobserwowano zwigkszenie efektu permeabilizacji

btony komorkowej bakterii, szczegdlnie wobec szczepu AwbpL.

Rycina 12. Permeabilizacja blony szczepow P. aeruginosa PAOL i AwbpL po dodaniu: endolizyny
(36 pg/ml) z 1,5 uM gazderminy D (GSDMD) i N-konca gazderminy D otrzymanego po inkubacji z
4U kaspazy-4 (GSDMD N-koniec).
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6.2.2. Efekt LPS-u na komérki eukariotyczne zmierzony metoda

mikromacierzy ekspresyjnych

W kolejnym etapie badan oceniono wptyw LPS-u P. aeruginosa O10 na rdézne
eukariotyczne linie komorkowe. Profil ekspresji genow analizowano w trzech liniach
komoérkowych, dwoch liniach komoérek nabtonkowych A549, Hela i jednej linii komorek
monocytarnych THP1-Xblue traktowanych LPS-em P. aeruginosa O10 w st¢zeniu 0,1 ug/ml
technikg mikromacierzy ekspresyjnych. Za pomoca dwukolorowej analizy ekspresji genow
oparte] na mikromacierzy zidentyfikowano geny o réznej ekspresji (DEG) ze znaczgcymi
zmianami w ekspres;ji (p < 0, 05) w komorkach linii:

e Ab49; 50 genow (1 z podwyzszonym poziomem ekspresji, 49 z obnizonym poziomem
ekspresji)

e Hela; 4795 gendéw (351 z podwyzszonym poziomem ekspresji, 4444 z obnizonym
poziomem ekspresji)

e THP1-Xblue; 493 geny (413 z podwyzszonym poziomem ekspresji, 80 z obnizonym

poziomem ekspres;ji).

6.2.2.1. Efekt LPS-u na komoérki linii A549 zmierzone metoda

mikromacierzy ekspresyjnych

W przypadku komoérek A549 analiza wykazala tylko jeden gen o podwyzszonej
ekspresji, taki jak SSBP3-AS1, ktory koduje biatko o nieznanej funkcji. Analiza ontologii 49
gendw (GO) o obnizonej ekspresji byla zwigzana ze szlakiem sygnalowym receptora
sprzgzonego z bialkiem G, pozytywna regulacja importu jondw wapnia, regulacja aktywnosci
kinazy MAP (kinaza kappaB/NF-kappaB), regulacja kaskady ERK1 i ERK2, odpowiedzig
komorkowa na interferon-gamma, odpowiedzig immunologiczng, wigzaniem biatek. Liste 15

gendw o najbardziej obnizonej ekspresji w linii komérkowej A549 przedstawiono w tabeli 2.

W przypadku analizy zwigzanej z powigzaniem gendéw do szlakow metabolicznych
zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng zaobserowano niski poziom korelacji z obnizong
ekspresja genow zwigzanych jedynie z indukcja chemokin za posrednictwem STAT6

(p=0,022) (wedtug bazy danych Reactome (https://reactome.org/).
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Tabela 2. Lista 15 genéw o najbardziej obnizonej ekspresji w komorkach linii A549 (adnotacje GO
oparte na Quick GO).

Symbol genu

Analiza ontologii genéw

SMAD1-AS1

heteromeryczny kompleks biatkowy SMAD (GO:0071144)

CCL14

odpowiedz zapalna (GO:0006954), region zewnatrzkomérkowy (GO:0005576),
homeostaza jonow wapnia (GO:0006874), pozytywna regulacja kaskady ERK1 i
ERK?2 (G0O:0070374), szlak sygnatowy chemokin (GO:0070098), odpowiedz
komorkowa na interferon-gamma (GO:0071346), odpowiedZ immunologiczna
(GO:0006955), aktywnos¢ cytokin (GO:0005125) aktywno$¢ chemokin
(GO:0008009), odpowiedz komoérkowa na interleuking-1 (GO:0071347), homeostaza
jonow wapnia (GO:0006874)

CCDC89

cytoplazma (GO:0005737), jadro (GO:0005634)

MAN2B1

region zewnatrzkomorkowy (GO:0005576), lizosom (GO:0005764), metabolizm
mannozy (GO:0006013), proces modyfikacji bialek komoérkowych (GO:0006464),
metabolizm weglowodanow (GO:0005975), wiazanie jonow metali (GO:0046872 )

KAT2A

jadro (G0O:0005634), chromosom (GO:0005694), cytoplazma (GO:0005737), regulacja
transkrypcji (GO:0006355), aktywnosc¢ acetylotransferazy histonowej (GO:0004402),
przebudowa chromatyny (GO:0006338) , regulacja aktywacji limfocytéw T
(G0:0050863), produkcija cytokin (GO:0001816)

CLCAl

transport jonow (GO:0006811), integralny sktadnik btony (GO:0016021), btona
(GO:0016020), btona plazmatyczna (GO:0005886), aktywnos¢

wewnatrzkomorkowego kanatu chlorkowego aktywowanego wapniem (GO:0005229),
proteoliza (GO:0006508)

TRNAU1AP

cytoplazma (GO:0005737), jadro (GO:0005634), wigzanie kwasu nukleinowego
(G0:0003676), inkorporacja selenocysteiny (GO:0001514)

ASAH1

lizosom (GO:0005764), proces metabolizmu lipidow (GO:0006629), aktywnos¢
hydrolazy (GO:0016787)

ERC2-1T1

funkcja molekularna (GO:0003674), sktadnik komorkowy (GO:0005575)

ENTPD5

retikulum endoplazmatyczne (GO:0005783), region zewnatrzkomérkowy
(GO:0005576), aktywnos¢ hydrolazy (GO:0016787), glikozylacja biatek
(GO:0006486), wigzanie biatek (GO:0005515), regulacja sygnalizacji kinazy
fosfatydyloinozytolu (GO: 0014066), proces metaboliczny ATP (GO:0046034)

C1QTNF5

region zewnatrzkomorkowy (GO:0005576), btona (GO:0016021), pecherzyk
transportowy (G0O:0030133), wydzielanie biatka (GO:0009306), wigzanie biatka
(G0:0042802), trimer kolagenu (GO:0005576)

UNC13C

synapsa (G0:0045202), btona plazmatyczna (GO:0005886), cytoplazma
(GO:0005737), wigzanie jonéw wapnia (GO:0005509), transdukcja sygnatu
wewnatrzkomorkowego (G0:0035556), wigzanie jondw metali (GO:0046872),
fosfolipid wigzanie (GO:0005543)

PDGFRB

integralny sktadnik btony (GO:0016021), aparat Golgiego (GO:0005794), organelle
zwigzane z btong wewnatrzkomoérkowa (GO:0043231), szlak sygnatowy receptora
sprzgzony z biatkiem G (GO:0007186), odpowiedz komdrkowa na czynnik wzrostu
pochodzenia ptytkowego (GO:0036120), wigzanie z biatkami (GO:0005515),
pozytywna regulacja importu jonow wapnia (GO:0090280), pozytywna regulacja
aktywnosci kinazy MAP (GO:0043406), wigzanie ATP (GO:0005524)

TIFAB

kinaza 1-kappaB/sygnalizacja NF-kappaB (GO:0007249)

SLC45A3

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), transport

40




przezbtonowy (GO:0055085), pozytywna regulacja procesu metabolizmu glukozy
(GO:0010907), pozytywna regulacja procesu biosyntezy kwasow ttuszczowych
(G0O:0045723)

6.2.2.2. Efekt LPS-u na komoérki linii HeLLa zmierzone metoda

mikromacierzy ekspresyjnych

Analiza GO dla komoérek Hela wykazala podwyzszong ekspresje dla szlaku
sygnalowego receptora sprzgzonego z biatkiem G, aktywnoS$cig receptora sprzgzonego z
biatkiem G, wigzaniem z DNA, regulacjg transkrypcji, transportem i wigzaniem jonow,
negatywna regulacja procesu apoptozy, Wwrodzong odpowiedzig immunologiczna,
przeciwbakteryjna odpowiedzig humoralna, produkcja immunoglobulin zaangazowanych w
odpowiedz immunologiczng. Obnizona ekspresja gendw komorek linii HeLa zwigzana byta z:
wigzaniem i transportem jonow, negatywng regulacja odpowiedzi zapalnej, odpowiedzig na
czynnik wzrostu beta i wigzanie biatek. Liste 15 genéw o najbardziej podwyzszonej i
obnizonej ekspresji w linii komorkowej Hela przedstawiono odpowiednio w tabeli 3 i tabeli
4.

W przypadku analizy zwigzanej z powigzaniem genow do szlakéw metabolicznych
zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng zaobserowano niski poziom korelacji z ekspresja
genéw zwigzanych jedynie z synteza defensyn oraz sygnalizacja za posrednictwem

interleukin (wedtug bazy danych Reactome (https://reactome.org/)).

Tabela 3. Lista 15 genéw o najbardziej podwyzszonej ekspresji w komorkach linii HeLa (adnotacje
GO oparte na Quick GO).

Symbol genu | Analiza ontologii genow

WFDC9 przestrzen zewnatrzkomorkowa (G0O:0005615), wrodzona odpowiedZ immunologiczna
(GO:0045087), przeciwbakteryjna odpowiedz humoralna (GO:0019731), negatywna
regulacja aktywnos$ci endopeptydazy (GO:0010951), aktywno$¢ inhibitora
endopeptydazy typu seryny (GO:0004867), biatko wigzanie (GO:0005515)

OR51D1 integralny sktadnik btony (GO: 0016021), btony (GO: 0016020), transdukcji sygnatu
(GO: 0007165), btony komorkowej (GO: 005886), odpowiedzi na bodziec (GO:
0050896), szlaku sygnatowego receptora sprz¢zonego z biatkiem G ( GO:0007186),
aktywnos¢ receptora sprz¢zonego z biatkiem G (GO:0004930)

GPR78 integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), szlak sygnatowy
receptora sprzezonego z biatkiem G (GO:0007186), aktywno$¢ receptora sprzgzonego
z biatkiem G (G0:0004930), biatko G aktywujace cyklaze adenylanowg szlak
sygnalowy receptora (GO:0007189), wigzanie z biatkami (GO:0005515), transdukcja
sygnatu (GO:0007165)
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TRIM77

cytoplazma (GO:0005737), wigzanie jonéw metali (GO:0046872), wigzanie jonow
cynku (GO:0008270), ubikwitynacja biatek (GO:0016567), aktywnos¢ ligazy
biatkowej ubikwityny (GO:00616030)

HTR3E

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), transport jondw
(GO:0006811), transblonowy transport jonow (G0O:0034220), aktywnos¢ kanatu
jonowego (GO:0005216), aktywno$¢ transblonowego receptora sygnalizacyjnego (GO:
0004888), aktywnos¢ pozakomérkowego kanatu jonowego bramkowanego ligandem
(GO: 0005230), szlak sygnatowy receptora serotoniny (GO: 0007210), regulacja
potencjatu blonowego (GO: 0042391), wigzanie z biatkami (GO: 0005515)

IMPG2

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), sktadnik strukturalny
macierzy zewnatrzkomorkowej (GO:0005201), wigzanie kwasu hialuronowego
(GO:0005540), wigzanie heparyny (G0O:0008201), kompleks receptorowy
(G0O:0043235)

TMPRSS7

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), btony plazmatyczne;j
(GO:005886), aktywnos¢ peptydazy (GO:0008233), proteoliza (GO:0006508),
endopeptydaza typu serynowego, aktywnos¢ (GO:0004252 ), aktywno$¢ hydrolazy
(GO: 0016787)

ANGPT4

przestrzen pozakomoérkowa (GO:005615), transdukcja sygnatu (GO:0007165),
negatywna regulacja procesu apoptozy (G0O:0043066), pozytywna regulacja
fosforylacji peptydylo-tyrozyny (GO:0050731), aktywnos¢ aktywatora biatkowe;j
kinazy tyrozynowej receptora transbtonowego (GO: 0030297), wigzanie receptora
kinazy tyrozynowej (GO:0030971), aktywacja aktywnosci biatkowej kinazy
tyrozynowej receptora transblonowego (GO:0007171), angiogeneza (GO:0001525),
Wigzanie receptora sygnalizacyjnego (GO:0005102)

FERD3L

jadro (GO: 0005634), wigzanie DNA (GO: 0003677), regulacja transkrypcji przez
polimeraz¢ RNA II (GO: 0006357), polimeraza RNA II region regulatora transkrypcji
wigzanie specyficzne dla sekwencji DNA (GO: 0000977), represor transkrypcji
wigzacy DNA aktywno$¢, specyficzna dla polimerazy RNA II (GO:0001227),
aktywno$¢ dimeryzacji biatek (GO:0046983), wiazanie biatek (GO:0005515)

OR8U1

integralny sktadnik btony (GO: 0016021), btony (GO: 0016020), blony plazmatycznej
(GO: 005886), transdukcji sygnatu (GO: 0007165), odpowiedzi na bodziec (GO:
0050896), szlaku sygnatowego receptora sprz¢zonego z biatkiem G ( GO:0007186),
aktywno$¢ receptora sprz¢zonego z biatkiem G (G0:0004930)

PROKR2

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), btony plazmatycznej
(GO:005886), transdukcji sygnatu (GO:0007165), szlaku sygnatowego receptora
sprzgzonego z biatkiem G (GO:0007186), sprz¢zonego z biatkiem G aktywnos¢
receptora (GO:0004930), wigzanie peptydow (GO:0042277)

GALR2

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), transdukcja sygnatu
(GO:0007165), szlak sygnalowy receptora sprzgzonego z biatkiem G (GO:0007186),
aktywno$¢ receptora sprz¢zonego z biatkiem G (G0:0004930), Aktywnos¢ receptora
peptydowego sprzezonego z biatkiem G (GO: 0008528), pozytywna regulacja
transkrypcji przez polimerazg¢ RNA II (GO: 0045944), wigzanie z biatkami (GO:
0005515), szlak sygnatowy receptora powierzchniowego komorki (GO: 0007166)

SOX10

jadro (GO:0005634), wigzanie DNA (GO:00036777), aktywno$¢ czynnika
transkrypcyjnego wiagzacego DNA, specyficzna dla polimerazy RNA II (GO:0000981),
pozytywna regulacja transkrypcji przez polimerazg RNA II (GO:0045944), negatywna
regulacja proces apoptozy (GO:0043066), btona (GO:0016020), cytoplazma
(G0O:0005737)

GRK5-IT1

aktywnos$¢ kinazy receptora sprzezonego z biatkiem G (GO: 0004703)
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GAPT

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), btony plazmatyczne
(GO:005886), produkcja immunoglobulin zaangazowana w odpowiedz
immunologiczng (GO:0002381), proliferacja limfocytow B zaangazowana w
odpowiedz immunologiczng (GO:0002322 ), homeostaza komorek B (GO: 0001782)
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Tabla 4. Lista 15 gendéw o najbardziej obnizonej ekspresji w komoérkach linii HeLa (adnotacje GO
oparte na Quick GO).

Symbol genu

Analiza ontologii genéw

SSBP3-AS1

heteromeryczny kompleks biatkowy SMAD (GO:0071144)

LIN28A

wigzanie kwasow nukleinowych (GO:0003676), wigzanie jonow cynku (GO:0008270),
pozytywna regulacja sygnalizacji kinazy biatkowej B (GO:0051897), regulacja
wyciszania genow przez miRNA (GO:0060964), jadro (GO:0005634), cytoplazma
(GO:0005737), polisom (GO:0005834), obrobka pre-miRNA (GO:0031054),
pozytywna regulacja sygnalizacji TOR (G0:0032008)

CLCAl

transport jonow (GO:0006811), integralny sktadnik btony (GO:0016021), btona
(GO:0016020), btona plazmatyczna (GO:0005886), aktywnos¢ wewnatrzkomoérkowego
kanatu chlorkowego aktywowanego wapniem (GO:0005229), proteoliza (GO:0006508)

CIQTNF5

region zewnatrzkomorkowy (GO:0005576), btona plazmatyczna (GO:0016324), btona
(GO:0016020), pecherzyk transportowy (GO:0030133), wydzielanie biatka
(G0O:0009306), wigzanie biatka (GO:0042802)

UNC13C

synapsa (G0:0045202), chemiczna transmisja synaptyczna (GO:0007268), wigzanie
diacyloglicerolu (G0O:0019992)

EFCC1

cytozol (GO:0005829), wigzanie jonow wapnia (GO:0005509)

KCNAB3

cytoplazma (GO:0005737), integralny sktadnik btony (GO:0016021), regulacja
transblonowego transportu jonéw (GO:0034765), transport jondw potasu
(GO:0006813), aktywnos¢ kanatu potasowego bramkowana napigciem (GO:0005242)

BCL6B

jadro (GO:0005634) wigzanie DNA (GO:0003677), negatywna regulacja transkrypcji
przez polimerazg RNA II (GO:0000122), polimeraza RNA II regionu regulacyjnego
transkrypcji wiazanie specyficzne dla sekwencji DNA (GO:0000977), represor
transkrypcji wiazacy DNA aktywnos¢, specyficzna dla polimerazy RNA 11
(GO:0001227), odpowiedz immunologiczna typu 2 (GO:0042092), regulacja
odpowiedzi zapalnej (GO:0050727), regulacja produkcji cytokin (G0O:0001817)

SHC4

transdukcja sygnalu wewnagtrzkomorkowego (GO:0035556), wigzanie receptorowe;j
kinazy tyrozynowej (GO:0030971), pozytywna regulacja proliferacji populacji komorek
(GO:0008284), proces apoptozy (GO:0006915), regulacja ekspresji gendw
(GO:0010468), todyga réznicowanie komoérek (GO:0048863), btona plazmatyczna
(GO:0005886), wigzanie kinazy biatkowej (GO:0019901)

LIM2

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btona (GO:0016020)

NYAP1

sygnalizacja kinazy fosfatydyloinozytolu 3 (GO: 0014065)

UNC5B

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), blony plazmatyczne
(G0:0005886), angiogeneza (GO:0001525), proces apoptozy (GO:0006915), regulacja
zewnetrznego szlaku sygnalowego apoptozy przy braku ligand (GO:2001240), wigzanie
biatka (GO:0005515), transdukcja sygnatu (GO:0007165)

ABCA10

integralny sktadnik btony (GO: 0016021), blony (GO: 0016020), transport
przezbtonowy (GO: 0055085), aktywno$¢ transportera transblonowego sprz¢zonego z
ATPaza (GO: 0042626)

APOL3

cytoplazma (G0O:0005737), odpowiedz zapalna (GO:0006954), transport lipidow
(GO:0006869), wigzanie lipidow (GO:0008289), pozytywna regulacja kinazy I-
kappaB/sygnalizacji NF-kappaB (G0:0043123)

TRPV4

integralny sktadnik btony komorkowej (GO:0005887), integralny sktadnik btony
(GO:0016021), transport jondw (GO:0006811), osmosensoryczny szlak sygnatowy
(GO:0007231), wigzanie ATP (GO:0005524), wigzanie z biatkami (GO:0005524)

44




:0005515), wiazanie lipidow (GO:0008289)

6.2.2.3. Efekt LPS-u na komérki linii THP1-Xblue zmierzony metoda

mikromacierzy ekspresyjnych
Na rycinie 13 przedstawiono mapg cieplng z hierarchiczng analizg skupien pokazujaca
profil ekspresji genow w linii komorkowej THP1-Xblue indukowanych LPS-em P,

aeruginosa O10 w stezeniu 0,1 pg/ml, wygenerowane na podstawie danych z mikromacierzy

DNA przy uzyciu oprogramowania GeneSpring GX.
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Rycina 13. Mapy cieplne z hierarchiczng analiza skupien pokazujace profil ekspresji genéow w linii
komoérkowej THP1-Xblue indukowanych za pomoca LPS-u P. aeruginosa O10 w stezeniu 0,1 pg/ml,
wygenerowane na podstawie danych z mikromacierzy DNA przy uzyciu oprogramowania GeneSpring
GX. Kolorem czerwonym oznaczono probke nietraktowana, na zielono probke potraktowana LPS-em
P. aeruginosa O10. Kolor czerwony na mapach to wzrost poziomu ekspresji genow, a kolor niebieski
to spadek ekspresji w probce traktowanej w stosunku do probki kontrolnej. Panel B pokazuje profil
zmian w ekspresji wszystkich genoéw, gdzie zaznaczony zotty kwadrat pokazuje ekspresje genow z

najwyzszym poziomem zmiany w ekspresji (panel A).
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Liste 15 gendéw o najwigkszym wzroscie ekspresji w komorkach THP1-Xblue

traktowanych LPSem P. aeruginosa O10 zestawiono w tabeli 5, nalezg do nich CXCL13,
CXCL3, CCL2, IL-18, RGS1, MIR146A, TNFAIP6, CCL8, CXCL8, MPP9, CCL7, ILS6,
CXCL1, SOCS3, CCL20 (Ryc. 1B). Geny te zwigzane sg z odpowiedzig komorkowa na LPS,

w tym specyficzng dla pyroptozy interleuking IL-1f.

Tabela 5. Lista 15 gendéw o najbardziej podwyzszonej ekspresji w linii komorkowej THP1-Xblue
(adnotacje GO oparte na Quick GO).

Symbol genu

Analiza ontologii genéw

CXCL13

odpowiedz komodrkowa na lipopolisacharyd (GO:0071222), odpowiedz zapalna
(GO:0006954), odpowiedz immunologiczna (GO:0006955), integralny sktadnik btony
(GO:0016021), btona (GO:0016020), szlak sygnatowy za posrednictwem chemokin
(GO :0070098), przeciwdrobnoustrojowa humoralna odpowiedz immunologiczna, w
ktoérej posredniczy peptyd przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844), aktywnos$¢ cytokin
(G0O:0005125)

CXCL3

odpowiedz komorkowa na lipopolisacharyd (GO: 007122), odpowiedz zapalna (GO:
0006954), odpowiedz immunologiczna (GO: 0006955), wigzanie receptora chemokin
CXCR (GO: 0045236), aktywno$¢ chemokin (GO: 0008009), przeciwdrobnoustrojowa
humoralna odpowiedZ immunologiczna, w ktorej posredniczg peptyd
przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844), aktywno$¢ cytokin (GO:0005125)

CCL2

wydzielanie ligandu 2 chemokiny (motyw C-C) (G0:0035906), pozytywna regulacja
wydzielania liganda 2 chemokiny (motyw C-C) (G0:1904209)

1B

odpowiedz na lipopolisacharyd (GO:0032496), odpowiedz immunologiczna
(GO:0006955), odpowiedz zapalna (GO:0006954), aktywno$¢ cytokin (GO:0005125),
region receptora interleukiny-1 (GO:0005149), region zewnatrzkomérkowy
(GO:0005576 ), przestrzen zewnatrzkomoérkowa (GO:0005615), transdukcja sygnatu
(G0:0007165), pozytywna regulacja produkcji interleukiny-6 (GO:0032755),
pozytywna regulacja kaskady p38MAPK (GO:1900745), pozytywna regulacja kinazy |-
kappaB/ Sygnalizacja NF-kappaB (G0:0043123), pozytywna regulacja produkcji
interleukiny-8 (GO:0032757)

RGS1

odpowiedz na bakterie (GO:0009617), btona plazmatyczna (GO:0005886), szlak
sygnalowy receptora sprzezony z biatkiem G (GO:0007186), aktywnos¢ aktywatora
GTPazy (GO:0005096), transdukcja sygnatu (GO:0007165), pozytywna regulacja
Aktywno$¢ GTPazy (GO:0043547)

MIR146A

wyciszanie genow przez miRNA (GO:0035195)

TNFAIPG6

negatywna regulacja odpowiedzi zapalnej (GO:0050728), wigzanie kwasu
hialuronowego (G0O:00055400), adhezja komorek (GO:0007155), odpowiedz zapalna
(GO:0006954), sygnalizacja komorka-komorka (GO:0007267), wigzanie biatek (GO
:0005515), region zewnatrzkomorkowy (GO:0005576), przestrzen zewnatrzkomorkowa
(G0O:0005615)

CCLS8

odpowiedz immunologiczna (GO:0006955), odpowiedz zapalna (GO:0006954),
przeciwdrobnoustrojowa humoralna odpowiedz immunologiczna, w ktérej posredniczy
peptyd przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844), aktywnos¢ cytokin (GO:0005125),
aktywnos$¢ chemokin (GO:0008009), odpowiedz komorkowa na interferon -gamma
(GO:0071346), transdukcja sygnatu (GO:0007165), odpowiedz komorkowa na
interleuking-1 (GO:0071347), pozytywna regulacja kaskady ERK1 i ERK2
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(GO:0070374)

CXCLS8

odpowiedz komorkowa na lipopolisacharyd (GO:0071222), odpowiedz
immunologiczna (GO:0006955), odpowiedz zapalna (GO:0006954), wigzanie receptora
interleukiny-8 (GO:0005153), aktywnos¢ cytokin (GO:0005125), aktywnos$¢ chemokin
(GO: 0008009), aktywacja neutrofilow (GO:0042119), odpowiedz obronna
(GO:0006952), regulacja wnikania bakterii do komoérki gospodarza (GO:2000535),
negatywna regulacja szlaku sygnatowego receptora sprzezonego z biatkiem G
(GO:0045744), dziatanie przeciwdrobnoustrojowe humoralna odpowiedz
immunologiczna, w ktorej posredniczy peptyd przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844)

MPP9

btona aparatu Golgiego (GO:0000139), aparat Golgiego (GO:0005794), centriola
(GO:0005814), cytoszkielet (GO:0005856), cytoplazma (GO:0005737), btona
(G00016020)

CCL7

odpowiedz immunologiczna (GO:0006955), aktywnos¢ cytokin (GO:0005125),
aktywnos$¢ chemokin (GO:0008009), transdukcja sygnatu (GO:0007165), region
pozakomdrkowy (GO:0005576)

IL6

odpowiedz obronna na bakterie Gram-ujemne (GO:0050829), odpowiedz komdrkowa
na lipopolisacharyd (GO:0071222), odpowiedz immunologiczna (GO:0006955),
odpowiedz zapalna (GO:0006954), pozytywna regulacja procesu apoptozy
(G0:0043065), pozytywna regulacja kaskady MAPK (G0:0043410), pozytywna
regulacja szlaku sygnatowego receptora przez STAT (GO:1904894), szlak
sygnalizacyjny receptora przez JAK-STAT (G0:0007259), pozytywna regulacja
procesu apoptozy (GO:0043065), pozytywna regulacja regulacja wydzielania
immunoglobulin (GO:0051024), pozytywna regulacja aktywacji limfocytow B
(G0:0050871), pozytywna regulacja proliferacji limfocytow T (GO:0042102),
pozytywna regulacja aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-kappaB (GO:0051092)

CXCL1

odpowiedZ immunologiczna (GO:0006955), odpowiedZ komorkowa na
lipopolisacharyd (GO:0071222), odpowiedz zapalna (GO:0006954), aktywnos¢ cytokin
(GO:0005125) aktywno$¢ chemokin (GO:0008009), szlak sygnatowy receptora
sprzgzony z biatkiem G (GO :0007186), przeciwdrobnoustrojowa humoralna
odpowiedZ immunologiczna, w ktdrej posredniczy peptyd przeciwdrobnoustrojowy
(G0O:0061844), zabijanie komorek innych organizméow (GO:0031640)

SOCS3

negatywna regulacja odpowiedzi zapalnej (GO:0050728), szlak sygnatowy za
posrednictwem interleukiny-6 (GO:0070102), negatywna regulacja procesu apoptozy
(GO:0043166), szlak sygnatowy receptora przez JAK-STAT (GO:0007259), negatywna
regulacja fosforylacji tyrozyny biatka STAT (G0:0042532), transdukcji sygnatu
wewnatrzkomorkowego (GO:0035556)

CCL20

odpowiedz komorkowa na interleuking-1 (GO:0071347), odpowiedz zapalna
(GO:0006954), odpowiedZ immunologiczna (GO:0006955), przeciwdrobnoustrojowa
humoralna odpowiedZ immunologiczna, w ktérej posredniczy peptyd
przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844), zabijanie komorek innych organizméw
(GO:0061844) : 0031640), aktywnos¢ cytokin (GO: 0005125), aktywnos¢ chemokin
(GO: 0008009), wigzanie receptora chemokin CCR (GO: 0048020), sygnalizacja za
posrednictwem wapnia przy uzyciu wewnatrzkomorkowego zrédta wapnia (GO:
0035584)

Natomiast lista 15 genéw o najbardziej obnizonej ekspres;ji dla linit THP1-Xblue zostata
pokazana w tabeli 6, naleza do nich geny MS4A3, SERPINB10, GPA33, CLEC12A, CNR1,
DEPDC4, SLC40A1, TMOD1, DSC3, NMURL1, RET, CLRN1, F13A1, SERPINI2, MS4AGA i
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sa zwigzane z transdukcja sygnalu, metabolizmem biatek, metabolizmem RNA i

homemostaza.

Tabela 6. Lista 15 genow o najbardziej obnizonej ekspresji w komorkach linii THP1-Xblue (adnotacje
GO oparte na Quick GO).

Symbol genu

Analiza ontologii genéw

MS4A3

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), regulacja cyklu
komoérkowego (GO:0051726), cytoplazma (GO:0005737)

SERPINB10

przestrzen zewnatrzkomodrkowa (GO:005615), nukleoplazma (GO:005654), cytozol
(G0:0005859), negatywna regulacja procesu apoptozy (GO:0043066), negatywna
regulacja aktywnos$ci endopeptydazy (GO:0010951), jadro (GO:0005634)

GPA33

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btona (GO:0016020), integralny sktadnik
btony plazmatycznej (GO:0005877), aktywno$¢ receptora sygnalizacyjnego
(GO:0038023), wigzanie z biatkami (GO:0005515)

CLEC12A

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), btony plazmatyczne;j
(GO:0005886), wiazania weglowodanow (GO:0030246), degranulacji neutrofili
(G0O:0043312)

CNR1

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony plazmatycznej (GO:005886), szlak
sygnalowy receptora sprzezonego z biatkiem G (GO:0007186), aktywno$¢ receptora
sprzgzonego z biatkiem G (GO:0004930), szlak sygnatowy kannabinoidow
(GO:0038171), transdukcja sygnatu (GO:0007165), wigzanie biatek (GO:0005515),
pozytywna regulacja ostrej odpowiedzi zapalnej na bodziec antygenowy (GO:0002866),
negatywna regulacja transportu jonow (GO:0043271), pozytywna regulacja procesu
apoptozy ( GO:0043065), odpowiedz na lipopolisacharyd (GO:0032496)

DEPDC4

transdukcja sygnatu wewnatrzkomorkowego (GO:0035556)

SLC40A1

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony plazmatycznej (GO:005886), btony
(GO:0016020), nukleoplazmy (GO:005654), cytozolu (GO:0005859), transportu jonow
(GO:0006811), wigzania biatek ( GO:0005515), negatywna regulacja procesu apoptozy
(GO:0043066), homeostaza limfocytow (GO:0002260)

TMOD1

cytoszkielet (GO: 0005856), cytozol (GO: 0005859), cytoplazma (GO: 0005737), btona
(GO: 0016020), COP9 sygnatosom (GO: 0008180), spiczasty koniec czapeczki z
wlokna aktynowego (GO: 0051649), wtokno aktynowe wigzanie (GO: 0051015),
wigzanie tropomiozyny (GO: 0005523), cytoszkielet korowy (GO: 0030863)

DSC3

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), btony plazmatycznej
(GO:005886), adhezja komorek homofilnych poprzez czasteczki adhezyjne blony
komorkowej (GO:0007156), wigzanie jonow wapnia (GO:005509), adhezja komorek
(GO:007155)

NMUR1

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), btony plazmatycznej
(GO:005886), szlak sygnalowy receptora sprzezonego z biatkiem G (G0O:0007186),
sygnalizacja za posrednictwem wapnia (GO:0019722), fosforan inozytolu -
przekazywanie sygnatow (GO:0048016), transport chlorkow (GO:0006821),
neuropeptydowy szlak sygnatowy (GO:007218), transdukcja sygnatu (GO:0007165)

RET

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), aktywnos¢ kinazy
biatkowej (GO:0004672), wigzanie ATP (GO:0005524), fosforylacja biatek
(GO:0006468), kaskada MAPK (GO:0000165), wigzanie jonow wapnia (GO:0005509)

CLRN1

integralny sktadnik btony (GO:0016021), btony (GO:0016020), pgcherzyk transportowy
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sieci trans-Golgi (G0O:0030140), ruchliwos¢ komorki (GO:0048870)

F13A1 aktywno$¢ gamma-glutamylotransferazy biatkowo-glutaminowej (GO:0003810),
sieciowanie peptydowe (GO:0018149), wigzanie jonéw metali (GO:0046872),
cytoplazma (GO:0005737), region zewnatrzkomdrkowy (GO:0005576)

SERPINI2 |przestrzen pozakomorkowa (GO:0005615), integralny sktadnik blony (GO:0016021),
btona (GO:0016020), transdukcja sygnatu (GO:0007165), aktywno$¢ inhibitora
endopeptydazy typu serynowego (GO:0004867), regulacja adhezji komorek (
GO0:0030155), wigzanie z biatkami (GO:0005515)

MS4A6A integralny sktadnik membrany (GO:0016021), membrana (GO:0016020)

W przypadku analizy zwigzanej z powigzaniem gendw do szlakow metabolicznych
zwigzanych z odpowiedzia immunologiczng zaobserowano znaczaco Wwyzszy poziom
korelacji, w przeciwienstwie do komorek linii A549 i HeLa. W tabeli 7 przedstawiono listg
szlakéw biochemicznych z udziatem skorelowanych genéw o podwyzszonej ekspresji wedtug
bazy danych Reactome (https://reactome.org/). Nie stwierdzono korelacji genéw o obnizonej

ekspresji ze szlakami biochemicznmi zwigzanymi z odpowiedzig immunologiczna.

Tabela 7. Lista szlakow zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng o podwyzszonej ekspresji genow
komoérek THP1-Xblue wedlug bazy Reactome (https://reactome.org/) z FDR Benjamina-Hochberga
(False Discovery Rate) i p<0,05. Analize statystyczng mikromacierzy DNA obliczono za pomoca
oprogramowania do ekspresji genéw GeneSpring GX (Agilent, St. Clara, USA).

N Liczba gendéw | Liczba genow .
azwa szlaku . warto$¢ p
skorelowana catkowita
sygnalizacja -interleukinalQ 42 86 1.1102230246251565E-16
sygnalizacja -interferon 40 184 1.1102230246251565E-16
sygnalizacja -interleukiny 99 639 1.1102230246251565E-16
sygnalizacja -cytokin 166 1261 1.1102230246251565E-16
sygnalizacja - interferon 56 392 7.216449660063518E-15
kaskada TLR7/8 15 103 4.83209337737156E-5
kaskada zalezna od MyD88 15 103 4.83209337737156E-5
kaskady receptorow Toll-like 21 184 5.758586919590858E-5
kaskada TLR9 15 107 7.343862901743048E-5
indukcja kinaz NFkB 14 102 1.565336798999839E-4
kaskada TLR2 i TLR6 14 111 3.632765268229976E-4
kaskada MyD88:MAL(TIRAP) 14 111 3.632765268229976E-4
szlak CLEC7A/inflammasom 4 8 4.167638312014832E-4
Interleukina 1 4 8 4.167638312014832E-4

Zaobserwowano, ze testowany LPS P. aeruginosa O10 jest zdolny do indukcji
odpowiedzi immunologicznej tylko w linii monocytow, natomiast zaobserwowano brak
takiego samego zjawiska dla komorek linii A549 1 HeLa, z tego tez powodu do dalszych

badan wybrano monocytarne linie komorkowe. Analiza profilu ekspresji genéw za pomoca
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mikromacierzy DNA wykazaly, ze badany LPS indukuje odpowiedz immunologicznej w

komorkach THP1-Xblue, jednak nie zaobserwowano zmian w ekspresji GSDMD.

6.2.2.3.1. Efekt LPS-u na ekspresje GSDMD w komorkach linii THP1-
Xblue zmierzony metoda RT-gPCR

Na rycinie 14 przedstawiono poziom ekspresji genu GSDMD w komoérkach THP1-
Xblue indukowany LPS P. aeruginosa O10 w zakresie st¢zen 0,001-1 pg/ml. Stwierdzono
istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji GSDMD wywotany LPS-em w st¢zeniach 0,1

pug/mli 1 pg/ml w stosunku do kontroli.

Rycina 14. Poziom ekspresji GSDMD w komorkach THP1-Xblue po traktowaniu LPS-em P.
aeruginosa O10. Poziomy ekspresji okreslono za pomocg iloSciowej analizy PCR w czasie
rzeczywistym. Gen ACTB zastosowano jako wewnetrzny gen referencyjny, a metode AACT

zastosowano do wzglednej oceny ilo§ciowej. *p<0,05.
6.2.2.3.2 Efekt LPS-u na poziom IL-1p w komérkach linii THP1-Xblue
zmierzony metoda ELISA

Na rycinie 15 przedstawiono poziom interleukiny IL-13 jako markera procesu
pyroptozy [75]. Zaobserwowano, ze LPS P. aeruginosa O10 indukowatl produkcje IL-1p w
komorkach THP1-Xblue w stgezeniu wyzszym niz 0,001 pg/ml.
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Rycina 15. Poziom produkcji IL-1B przez komorki THP1-Xblue po traktowaniu LPS-em P.
aeruginosa O10 zmierzony metoda ELISA. *p<0,05.

6.2.2.3.3. Produkcja GSDMD przez komorki THP1-Null2 w obecnosci LPS

Oceng produkcji GSDMD i produktéw jej cigcia w obecnosci LPS-u przeprowadzono
na linii THP1-Null2 wobec LPS-u E. coli 0111:B4 i nigercyny wedlug protokotu
dostarczonego przez producenta Invivogen, Tuluza, Francja. Komoérki THP1-Null2 pochodzg
z linii komorkowej THP-1 1 s3 zdolne do wytwarzania IL-1p po stymulacji kanonicznymi lub
niekanonicznymi induktorami inflamasomu, takimi jak nigerycyna lub LPS. Ponadto ulegaja

pyroptotycznej Smierci komorkowej po aktywacji inflamasomu.

Poziom ekspresji biatka GSDMD oraz jego N-koncowego produktu analizowano z
zastosowaniem techniki Western blot (Ryc. 16). Stwierdzono obecno$¢ biatka GSDMD i jego
N-koncowej czgéci w pozywce pohodowlanej komoérek THP1-Null2 po traktowaniu LPS-em
E. coli 0111:B4 lub nigerycyna (Ryc. 16A). Ponadto stwierdzono obecnos¢ biatka GSDMD i
jego  N-konca w kontrolnym medium pohodowlanym nietraktownym LPS-em.
Zaobserwowano formy oligomeryczne N-konca GSDMD w supernatantach po hodowli
komorek THP1-Null2 z najwyzszym stezeniem samego LPS-u (100 pg/ml) oraz przy 10
pg/ml wraz z nigerycyng. Formy oligomeryczne N-konca GSDMD mogta pochodzi¢ ze
zdegradowanych bton komoérkowych w procesie pyroptozy. Poziom biatkka GSDMD 1 jego
ciecie do produktu N-koncowego byt bardzo niski i podobny do poziomu w komodrkach
kontrolnych. Podobny efekt zaobserwowano dla LPS-6w pochodzacego z P. aeruginosa
(Ryc. 16B).
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Rycina 16. (A) Analiza Western Blot poziomu N-konca biatka GSDMD w warunkach redukujacych z
B-merkaptoetanolem w komoérkach THP1-Null2 w supernatantach po potraktowaniu LPS-em E. coli
0111:B4 w trzech réznych stezeniach 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml z/bez nigerycyng (10 uM), M-
marker, C - kontrola, N - nigerycyna; (B) Analiza Western Blot N-konca biatka GSDMD w
warunkach redukujacych z B-merkaptoetanolem w komoérkach THPI1-Null2 w supernatantach po
traktowaniu réznymi typami LPS-ow P. aeruginosa w st¢zeniu 1 pg/ml i bez/z nigerycyna (10 uM).

GAPDH zastosowano jako biatko kontrolne do normalizacji biatka docelowego.

6.2.2.3.4. Efekt LPS-u na poziom IL-1p w komérkach linii THP1-Null2
zmierzony metoda ELISA

W wyniku braku nadprodukcji GSDMD w podtozach pohodowlanych komorek THP1-
Null2 w obecnosci LPS-6w P. aeruginosa i E. coli, dodatkowo sprawdzono poziom IL-1§
metoda ELISA (Ryc. 17). Do badan wybrano podtoza pohodowlane na podstawie wynikow
uzyskanych metoda Western blot (Ryc. 16); supernatanty w ktérych stwierdzono ciecie biatka
GSDMD do N-konca GSDMD w obecnosci LPS-u: PAO1, non-CF0038, E. coli 0111:B4
natywny i z nigerycyna; CF217 z nigerycyng i CF832. Rycina 17 pokazuje, ze badane LPS-y
mogg aktywowac proces pyroptozy (produkcja IL-1B) w komodrkach THP1-Null2 w
potaczeniu z nigerycyna, a poziom aktywacji zalezy od struktury i pochodzenia gatunkowego
LPS-u.
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Rycina 17. Poziom IL-1f w podtozu pohodowlanym komoérek THP1-Null2 po traktowaniu LPS-ami
P. aeruginosa lub E. coli. Analize statystyczna danych przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) z testem post-hoc Dunnetta. * p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001.

6.2.2.3.5. Ocena wlasciwosci przeciwbakteryjnych endolizyny w obecnosci

podiozy pohodowlanych THP1-Null2 po stymulacji pyroptozy LPS-em

Dziatanie przeciwbakteryjne endolizyny w obecno$ci supernatantow po hodowli
komorkowej THP1-Null2 otrzymanych po stymulacji LPS-ami i endolizyng sprawdzono
wobec szczepu PAOL P. aeruginosa poprzez pomiar gestosci optycznej hodowli bakteryjnej
przy 600 nm. Rycina 18 przedstawia spadek gestosci optycznej dla pozywki pohodowlane;j
zawierajacej endolizyn¢ (CE) w stosunku do kontroli (C), dodatkowo wzmocniony
stymulacjag komoérek poprzez nigerycyne (Cen) niczym nie traktowang w odniesieniu do
kontroli zawierajacej same bakterie, co wskazuje na obecno$¢ gazderminy w kontroli po
hodowli komoérkowej. Nie zaobserowano wzmocnia efektu przeciwbakteryjnego po

stymulacji komorek LPS-ami.
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Rycina 18. OD wzrostu szczepu PAOL1l P. aeruginosa mierzone przy 600 nm w pozywce
pohodowlanej linii THP1-Null2 wstepnie potraktowanej LPS-ami w stezeniu 1 pg/ml i/lub 10 uM
nigerycyny (N) oraz uzupehionej 36 pg/ml endolizyng KP27 (E). C - medium pohodowlane THP1-
Null2, Ce - medium pohodowlane THP1-Null2 z endolizyng, Cn — medium pohodowlane THP1-Null2
po stymulacji nigerycyng, Cen - medium pohodowlane THP1-Null2 po stymulacji nigerycyng
uzupetnione endolizyna, S — supernatant pohodowlany po stymulacji komoérek LPS-em. Analizg
statystyczna danych przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z

testem post-hoc Dunnetta. * p<0,05.

6.2.3. Efekt dendrytycznych nanoczastek zlota na aktywacje procesu
pyroptozy

6.2.3.1. Poziom ekspresji NLRP3 w obecnosci dendrytycznych nanoczastek
zlota oraz LPS-u zmierzony RT-gPCR

Efekt natywnych nanoczastek AuNP14 i ich analogu AuNP14b (potowa dendronow
zastgpiona tancuchami PEG), dodatkowo modulowany LPS-em E. coli lub P. aeruginosa na
indukcje¢ procesu pyroptozy w komorkach THP-1 oceniono metoda RT-qPCR. Nie
stwierdzono zmiany poziomu ekspresji genu kodujacego domeng pirynowag rodziny
receptoré6w NLR tj. NLRP3 w obecnosci badanych LPS-6w i/lub nanoczastek AuNP14 (Ryc.
19). Wynik ten potwierdzity badania Xie i in. [95], ktorzy wykazali, ze aktywacja
inflamasomu wystepuje na poziomie aktywnego biatka obecnego w cytozolu, a nie na

poziomie jego transkrypcji.
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Rycina 19. Poziom ekspresji NLRP3 w komorkach THP-1 po traktowaniu LPS-em P. aeruginosa (P),
E. coli LPS (E) i/lub AuNP14 lub AuNP14b okreslony za pomocg ilosciowej analizy PCR w czasie
rzeczywistym (RT-gPCR). Poziom ekspresje¢ NLRP3 znormalizowano wobec ACTB ze wzglgdna
oceng ilo§ciowa okreslong metoda AACT.

6.2.3.2. Ocena spektrofotmoetryczna aktywacji kaspazy -1 i -4 przez

dendrytyczne nanoczastki zlota oraz LPS

Aby dodatkowo zweryfikowa¢ czy dendrytyczne nanoczasteczki AUNP i/lub LPS
aktywujg inflamasom, oceniono poziom aktywacji kaspazy-1 i -4 w komorkach THP-1.
Stwierdzono, wzrost aktywnos¢ kaspazy-1 (Ryc. 21), ktora byla najwigcksza w przypadku
samego LPS-u P. aeruginosa sugerujac tym samym aktywacje kanonicznego szlaku
pyroptozy. Natomiast nie zaobserwowano zmian aktywnoS$ci kaspazy-4 zmierzonej zarowno

po 4 godzinach (Ryc. 20) jak i po 24 godzinach po inkubacji z AuNP i/lub LPS-em (Ryc. 22).
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Rycina 20. Aktywnos$¢ kaspazy-4 po 4 godzinnej inkubacji komoérek THP-1 LPS-em P. aeruginosa
010 w obecnosci dendrytycznych nie-PEGylowanych (AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) AuNP.
*p < 0,05 (analiza w stosunku do kontroli); # p < 0,05.

Rycina 21. Wptyw LPS-u P. aeruginosa (P) i E. coli (E) oraz dendrytycznych nie-PEGylowanych
(AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) AuNP na aktywacje¢ kaspazy-1 w komorkach THP-1 po 24
godzinach. * p < 0,05 (analiza w stosunku do kontroli); # p < 0,05.
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Rycina 22. Wptyw LPS-u P. aeruginosa (P) i E. coli (E) oraz dendrytycznych nie-PEGylowanych
(AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) AuNP na aktywacje kaspazy-4 w komoérkach THP-1 po 24
godzinach. * p < 0,05 (analiza w stosunku do kontroli); # p < 0,05.

6.2.3.3. Ocena produkcji interleukiny IL-1p i IL-18 w obecnosci

dendrytycznych nanoczgstek zlota oraz LPS-u

Kolejnym etapem badan byta ocena wptywu AUNPs i/lub LPS-u na poziom IL-1B
(marker aktywacji pyroptozy) zarowno w medium pohodowlanym (Ryc. 23A), jak i lizatach
komoérkowych THP-1 (Ryc. 23B). Stwierdzono, ze uzyte w badaniach LPS-y aktywuja
produkcje i uwolnienie IL-1B do medium hodowlanego komérek THP-1 w przeciwienstwie
do nanoczastek AuNP14 i AuNP14b. Jednak traktowanie komorek jednoczesnie AuNP14 i
LPS-em spowodowalo kilkukrotny wzrost stezenie IL-1B, zwlaszcza w przypadku
nanoczastek AuNP14 tj. nie modyfikowanych powierzchniowo za pomoca PEG-u (Ryc.
23A). Podobny efekt zabserwowano w przypadku lizatoéw komoérek THP-1, przy czym ogdlny

poziom IL-1f byt znaczaco wyzszy niz w medium pohodowlanym (Ryc. 23B).
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Rycina 23. Produkcja interleukiny IL-13 w obecnosci LPS-u P. aeruginosa (P) i E. coli (E) oraz
dendrytycznych nanoczastek ztota nie-PEGylowanych (AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b)
AuNP) w komodrkach THP-1. Poziom produkcji IL-1B zmierzono w (A) medium pohodowlanym oraz
(B) lizatach komérkowych z uzyciem test ELISA. * p < 0,05 (analiza w stosunku do kontroli); # p <
0,05.

Nastepnie oceniono poziom produkcji IL-18 w obecno$ci nanoczastek AuNPs i/lub
LPSo6w E. coli i P. aeruginosa przez komorki THP-1. Glowng funkcjg 1L-18 jest indukowanie
wydzielania interferonu-y (IFN-y) przez pomocnicze limfocyty T (Thl) (Esmailbeig and

Ghaderi, 2017). Ponadto IL-18 jest wydzielana przez wiele typéw komorek stymulowanych
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LPS-em (Nakano et al., 2003; Tsutsui et al., 1999). Tak wiec, ekspresje 1L-18, mierzono
jedynie w medium pohodowlanym komoérek THP-1 (Ryc. 24).

Rycina 24. Produkcja IL-18 w obecnosci LPS-u P. aeruginosa (P) i E. coli (E) oraz dendrytycznych
nanoczastek ztota nie-PEGylowanych (AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) AuNP) w w medium
pohodowlanym komoérek THP-1 zmierzona testem ELISA. * p < 0,05 (analiza w stosunku do
kontroli); # p < 0,05.

Najwigkszy poziom produkcji IL-18 stwierdzono w przypadku LPS E. coli, nizszy w
przypadku nanoczastek ztota. Nie stwierdzono stymulacji produkcji IL-18 przez LPS P.
aeruginosa w stezeniu 10 pg/ml. Podobnie jak w przypadku produkcji IL-1p i IL-18, poziom
ekspresji 1L-18 byt wyzszy w obecnosci nie-PEGylowanych nanoczgstek w porownaniu z
PEGylowanymi. Efekt mieszaniny nanoczastkek ztota/LPS na produkcj¢ IL-18 byt znaczaco

stabszy niz kazdego ze sktadnikéw osobno.

6.2.3.4. Analiza ekspresji GSDMD w obecnosci dendrytycznych
nanoczgstek zlota oraz LPS-u zmierzona ilosciowym PCR w czasie

rzeczywistym i Western blot

Analiza ekspresji gazderminy D (GSDMD) w obecnos$ci dendrytycznych nanoczgstek

ztota oraz LPS-6w zmierzona zaréwno na poziomie genetycznym oraz produkcji biatka
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wykazala brak jego ekspresji w komodrkach THP-1 (Ryc. 25). Zaobserwowane roznice W

poziomie ekspresji mRNA kodujacego gazderming D byty nieistotne statystycznie.

Rycina 25. Gorny panel: analiza poziomu ekspresji mRNA GSDMD w liniach komérkowych THP-1
przed (kontrola) i po traktowaniu LPS-em z P. aeruginosa (LPS (P)), LPS z E. coli (LPS (E)) i/lub
AUNP. Poziomy ekspresji okreslono za pomoca iloSciowej analizy PCR w czasie rzeczywistym. Gen
ACTB zastosowano jako wewnetrzny gen referencyjny, a metod¢ AACT zastosowano do wzglednej
oceny ilosciowej. Dolny panel: analiza Western Blot, gdzie biatko GAPDH zastosowano jako
kontrole. Brak widocznych prazkow odpowiadajacych biatku GSDMD (okoto 50 kDa) i jej N-
koncowi (okoto 35-40 kDa).
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7. Dyskusja

Celem badan byta ocena nowych metod permeabilizacji zewnetrznej btony komorkowe;j
bakterii Gram-ujemnych, jako wspomagajacych dziatanie bakteriobdjcze rekombinowanej
endolizyny KP27 faga Klebsiella. Oceniono aktywnos$¢ przeciwbakteryjng endolizyny faga
KP27 wobec szczepéw PAOI, Armd, Awaal, AwbpL P. aeruginosa w obecnosci
dendrymerow polikationowych tj. glikodendrymeréw oraz efekt dendrytycznych nanoczastek
ztota i lipopolisacharydéw P. aeruginosa O10, PAO1, CF532, CF832, CF217, non-CF0038
oraz E. coli 0111:B4 i 055:B5 na aktywacj¢ procesu pyroptozy jako mechanizméw

wspomagajacych aktywnos¢ przeciwbakteryjng endolizyny wobec P. aeruginosa.

Wyniki wykazaly wlasciwosci przeciwbakteryjne dendrymerow
poli(propylenoiminowych) wobec bakterii Gram-ujemnym, do czego przyczynit si¢ sktad
powierzchniowy dendrymeréw PPI i ich uzyte stezenie. Mieszanina dendrymerow
poli(propylenoiminowych) zmodyfikowanych maltoza ze rekombinowanym biatkiem faga
wzmacnialy dziatanie przeciwbakteryjne endolizyny KP27 przeciwko PAO1 typu dzikiego 1
jego mutantom, w przeciwienstwie do samych obu sktadnikéw i endolizyny potaczonej z
dendrymerami PPI niemodyfikowanych maltozg. Wiadomo, ze wigkszo$¢ polikationowych
dendrymerow (poli(propylenoiminowych) (PPI) w tym metalodendrymerow wykazuje
dziatanie przeciwbakteryjne wobec bakterii Gram-ujemnym w st¢zeniach powyzej 10 uM
[35,36]. Przytaczenie jednostek cukrowych, powoduje zwigkszenie ich hydrofilowos¢, ale nie
zaburza tadunku dodatniego, dzigki ktéremu poprzez oddzialywania elektrostatyczne z
resztami fosoforanowymi lipidow btonowych [37] dochodzi do adsorbacji na OM $ciany
komorkowej bakterii, i zwigkszenia jej przepuszczalnosci [96]. Poza tym dendrymery
zmodyfikowane maltozg maja mniej tadunkéw kationowych, ktore sprzyjaty wigzaniu z LPS-
em i/lub lektyng obecng w $cianie komorkowej P. aeruginosa. Efekt ten uzyskano za
posrednictwem dendrymerow przy niskim st¢zeniu niecytotoksycznym (12 uM) dla komorek
ludzkich. Potwierdzono réwniez, ze dendrymery PPI -OS modyfikowane maltoza w stezeniu
50 puM réwniez nie wykazywaly toksycznego dziatania przeciwko komoérkom
eukariotycznym [40]. Natomiast same dendrymery bez maltozy w stezeniu 50 uM prowadzito
do utraty interakcji dendrymer-biatko. Nalezy jednak wspomnieé¢, ze zaden z uzytych
dendrymerow nie powodowaty zmian w strukturze endolizyny w temepraturze fizjologicznej.
Natomiast wyraznie wida¢, iz dendrymery bez maltozy w znacznie nizszej temperaturze
powodowaty degradacje biatka w porownaniu do dendrymeréw maltozowych. Wydaje si¢ ze,

przyczyng takiego efektu jest nierowna ilosci dodatnio natadowanych grup aminowych
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obecnych na powierzchni makroczasteczki, gdzie dendrymery PPI posiadaja wigcej grup
kationowych, natomiast fadunek PPI-OS jest cze$ciowo zneutralizowany przez maltoze, a co
za tym idzie moze to by¢ przeszkoda dla prawidlowego dziatania antybakteryjnego
endolizyny, gdzie dendrymery PPI utrudnity dziatanie endolizyny, natomiast dendrymery
PPI-OS nie zaburzajaly jej dzialania. Wskazuje to, ze wlasciwosci antybakteryjne
dendrymerow kationowych zalezg od modyfikacji powierzchni dendrymeréw przez maltoze,
co moze promowac oddzialywanie -elektrostatyczne z blong zewnetrzng komorek
bakteryjnych, ktora jest naladowana ujemnie i posiada lektyny na powierzchni. Uzyskane
wyniki badan odpowiadaja wczesniejszym wynikom opublikowanym przez Ciotkowskiego i
wsp., ktorzy opisuja oddziatywanie poli(propylenoiminowych) dendrymeréw z innymi
biatkami, gdzie cukrowa modyfikacja PPI minimalizowala sit¢ oddziatywania z kationowymi
i anionowymi biatkami prowadzac do catkowitego zoboj¢tnienia ich tadunku i tym samym do
ostabienia oddziatywania tych dendrymeréw z lizozymem [97]. Mozemy zatem stwierdzi¢, ze
dendrymery PPI-OS moga poméc w destabilizacji zewnetrznej blony bakteryjnej i umozliwié
endolizynie dotarcie do peptydoglikanu. Obecnie wykorzytsuje si¢ rowniez endolizyne w
konjugatach z chitozanem w celu zwigkszenia jej wlasciwosci bakteriobdjczych [98,99].
Abbasi i wsp. [98] wykazali synergistyczne oddzialywanie i zdolno$¢ redukcji biofilmu
nanokomplekséw z endolizyng wobec szczepow E. coli, S. aureus i P. aeruginosa. WyniKki
wykazaty aktywnos¢ lityczng nanokompleksow po 24 i 48 godzinach traktowania, zwlaszcza
w przypadku P. aeruginosa. Dzuvor i wsp. [100] zaprojektowali natomiast kompleksy
endolizyny z peptydami, ktore tworza tzw. self-assembled endolysin nanoparticles. W ich
badanich endolizyna w takiej konfiguracji wykazywata zwiekszong stabilnos¢ termiczng (do
65°C) podczas przechowywania oraz powodowala rozleglte uszkodzenia $cian komorkowych

bakterii S. aureus.

Kojeny etap badan dotyczyt oceny wptywu kationowych, dendronizowanych
nanoczastek zlota na aktywacje odpowiedzi immunologicznej w komdrkach THP-1, poprzez
analiz¢ poziomu interleukin oraz gazderminy D jako czynnika permeabilizujgcego blone
bakteryjnag. W tym celu zastosowano dendrytyczne nanoczastek ztota oraz LPS. Badania
pokazaty, ze zarowno LPS, jak i AuNP sa zdolne do aktywacji uwalniania prozapalnych
cytokin charakterystycznych dla procesu pyroptozy w linii komérkowej THP-1, bez zmiany w
poziomie ekspresji bialtka gazderminy D. Moze to by¢ spowodowane destabilizacjg btony
komorkowej przez te nanoczastki. Mechanizm dziatania nanoczasteczek metali opiera si¢ na

adsorpcji uktadow kationowych na ujemnie naladowanej powierzchni komorki bakteryjne;j,
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dyfuzja przez Sciang komoérkowa oraz wigzaniu z btong cytoplazmatyczng prowadzaca do jej
degradacji [101]. Ponadto, nanoczasteczki w tym nanomaterialy nalezagce do egzogennych
czynnikoéw aktywujacych odpowiedz =zapalng organizmu zaczeto nazywa¢ wzoracmi
molekularnymi zwigzanymi z nanoczgstkami (NAMP), ktore sg zdolne do aktywacji
inflamasomu NLRP3. Zapalenie wywolane przez NAMP jest okre§lane ponadto zapaleniem
sterylnym wystepujacym pod nieobecnos¢ patogenow [66].

Dodatkowo AuNP moga tworzy¢ kompleksy z LPS-em w roztworze, wptywajac
zarowno na aktywnos$¢ samych NP, jak i na aktywacj¢ odpowiedzi immunologicznej przez
LPS. Otrzymane wyniki sugeruja, ze za destabilizacj¢ blony komoérkowej odpowiadaja AuNP,
zwlaszcza ich nie-PEGylowane analogi, o wyzszym dodatnim tadunku powierzchniowym,
umozliwiajac w ten sposéb wyplyw cytokin przy braku rozszczepienia gazderminy D.
Dendrytyczne AuNP moga wywotywac reakcje zapalne podobne do pyroptozy i wzmacnia¢
odpowiedZz w obecnosci bakteryjnych LPS-6w, jednak PEGylacja dendrytycznych AuNP
moze zmniejsza¢ te efekty. Otrzymane wyniki pokazujace zmniejszony ogdlny efekty
mieszanin nanoczastek z LPS-em (zwlaszcza niePEGylowanego AuNP14) sugeruja, ze
dendrytyczne AuNP sg zdolne do tworzenia kompleksow z LPS-em P. aeruginosa i E. coli w
roztworze, wptywajac zarowno na aktywno$¢ samych nanoczgsteczek, jak i na aktywacje
odpowiedzi immunologicznej. Takie zaleznosci przedstawili w swoich badaniach rowniez Li i
wsp., w ktorych zdolno$¢ wigzania nanoczastek ztota do LPS-u byta zalezna od dawki 1 czasu.
AUNP pokryte LPS-em w przeciwienstwie do samych NP wolnych od LPS-u byty zdolne do
indukcji odpowiedzi zapalnej. Wolny LPS aktywowat rowniez odpowiedZ przeciwzapalng w

przeciwnstwie do jego formy zwigzanej z NP [102].

Wiyniki te dostarczaja informacji na temat indukcji stanu zapalnego przez nanoczastki
metali [45,55,65,103] w tym zwigkszong aktywnos¢ kaspazy-1 i zwigkszong ekspresje 1L-18.
Nanoczastki metali moga wywotywaé reakcje zapalne podobne do pyroptozy lub samg
pyroptoze 1 zwigkszong produkcje IL-1P na co zwrdcili wezesniej w swych badaniach uwage
Mirshafiee i wsp., Liu i wsp. czy tez Huang i wsp. [45,55,104] i mogg wzmacnia tg
odpowiedZz w obecnosci bakteryjnych LPS-60w. Obecnie poszukuje si¢ nanoczastek metali
aktywujacych pyroptoze¢ w celu niszczenia komorek nowotworowych [105-108]. Dla
przyktadu Yu i wsp. [108], z powodzeniem zsyntetyzowali nanoczgstki zeolitu, ktore byty
ukierunkowane na dostarczanie lekéw przciwnowotworowych. Wykazali oni, Ze nanoczastki

ZTC@M maja dobrg biokompatybilno$é, zdolnos¢ celowania i efekt terapeutyczny. Co
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wigcej, synergiczna terapia sonodynamiczna z chemioterapia moze indukowac pyroptoze

komorek raka zotadka i dziata¢ przeciwnowotworowo in vivo i in vitro.

Wyniki uzyskane w pracy, w tym brak aktywacji gazderminy nie pozwalajg jednak na
wykorzystanie tego procesu tj. pyroptozy do zwigkszenia aktywno$ci bodjczej endolizyny
jednak moga zwiekszy¢ aktywacje uktadu immunologicznego przez co posrednio wptywaé na
efekt przeciwbakteryjny. Na rycinie 26 przedstawiono proponowany mechanizm dziatania
AuNP w obecnosci LPS-u. Zarowno LPS, jak i dendronizowane AuNP moga aktywowacé
uwalnianie cytokin prozapalnych indukujacych pyroptoze w ludzkiej linii komorek
szpikowych, bez indukcji rozszczepienia gazderminy D. Wyptyw cytokin z komoérek moze
by¢ spowodowany zaburzeniem integralnosci blony plazmatycznej przez zdendronizowane
AUNP. Dodatkowo, AuNP moga tworzy¢ kompleksy z LPS-em w roztworze, wplywajac
zaréwno na aktywno$¢ samych NP, jak i1 na aktywacje odpowiedzi immunologicznych przez

LPS.

Rycina 26. Proponowany mechanizm dziatania dendrytycznych AuNP w obecnosci LPS-u (Kuc-
Ciepluch et al., 2022).

Kolejnym etapem badan byla ocena indukcji pyroptozy jako mozliwego mechanizmu
przeciwbakteryjnego do zwigkszenia aktywnoS$ci enzymatycznej endolizyny przez gldéwne
biatko pyroptozy, gazderming D i jej N-koniec. W tym celu zbadano bezposrednig
przepuszczalno$¢ zewnetrznej btony bakteryjnej dwoch szczepow P. aeruginosa PAOL i
AwbpL przy uzyciu rekombinowanego biatka gazderminy D i jej N-konca uzyskanego po
inkubacji z kaspaza-4 w polaczeniu z fagowa endolizyna, potencjalnym narzedziem do
trawienia warstwy peptydoglikanu komorki bakteryjnej. Podobnie, jak w pracy Mulvihill i

wsp., zaobserwowano zmian¢ przepuszczalno$ci btony komorkowej po traktowaniu N-
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koncem biatka GSDMD uzyskanym po cigciu za pomocg kaspazy- 1, -4 czy-5 [109]. W
przypadku uktadu ztozonego z endolizyny i gazderminy-D lub jej N-konca zaobserwowano
zwigkszenia efektu bojczego, zwlaszcza wobec mutanta szorstkiego AwbpL. Wyniki te
wskazuja, ze mechanizm dziatania zwigzany z tworzeniem poréw w btonie komorkowej
zalezy od gazderminy D, co warunkuje transport endolizyny umozliwijacy degradacje
peptydoglikanu. Ponadto, otrzymane wyniki sugeruja, ze LPS odgrywa kluczowa role w
interakcji miedzy biatkami i btong bakteryjna, blokujac interakcje GSDMD z jej sktadnikami.

Do powyzszej analizy warto doda¢, iz bakteriobdjcze dziatanie gazderminy zostato juz
opublikowane w kilku artykutach np. dziatanie przeciwko Burkholderia cenocepacia [110],
Staphylococcus aureus [111] czy tez Streptococcus pneumoniae [112]. Jednakze w zadnych z
tych badan nie znajdziemy bezposredniego dowodu na to, ze gazdermina D wyptywa z
komorki 1 powoduje perforacj¢ blony bakteryjnej. Chociaz dowody na to, ze GSDMD mozna
znalez¢ w supernatantach komorek pyroptotycznych wykazat juz w swojej pracy Tsuchiya i

wsp [113].

Aby sprawdzié¢, czy mozna uzyska¢ ten sam efekt poprzez aktywacje pyroptozy,
przeprowadzono badania z wykorzystaniem rdéznych form strukturalnych LPS-u P.
aeruginosa (010, PAO1, CF532, CF708, CF832, CF217, non-CF0038) i E. coli (0111: B4)
wobec eukariotycznych linii komorkowych. W pierwszej kolejnosci zbadano ekspresj¢ genu
GSDMD w komorkach THP1-Xblue indukowang przez LPS P. aeruginosa O10 w stezeniach
0,001 - 1 pg/ml. Stwierdzono, ze LPS w stgzeniach 0,1 pg/mli 1 pg/ml indukowat produkcje
GSDMD, co potwierdzono w badaniach Eder i wsp. [114]. Pozwolito to na wybor stezen
LPS-u do dalszej czeSci badan. Analizy transkryptomiczne efektu LPS-u wobec linii
komorkowych wykazaty wzrost ekspresji genow zwigzanymi z odpowiedzig immunologiczna
jedynie w komorkach linii komoérkowej THP1-Xblue [109]. Analiza wptywu LPS-u na THP1-
Xblue wykazata GO dla funkcji molekularnych (394 gendéw dla GO: aktywnos¢ katalityczna,
wigzanie, aktywno$¢ aktywatora receptora sygnalizacyjnego, aktywno$¢ regulatora
transkrypcji), procesow biologicznych (401 gendow dla terminow GO: reprodukcja, proces
uktadu odpornosciowego, proces metaboliczny, proces komoérkowy, proces reprodukcyjny,
adhezja biologiczna, sygnalizacja, wielokomorkowy proces organizmu, proces rozwojowy,
lokomocja, proces biologiczny migdzygatunkowy, interakcja miedzy organizmami,
lokalizacja, proces wieloorganizmowy, regulacja biologiczna, reakcja na bodziec, ktoéra
obejmuje GO szczegolnie nas interesujace m.in. odpowiedz komérkowa na lipopolisacharyd

(GO:0071222), odpowiedz obronna na bakterie Gram-ujemne (GO:0050829), odpowiedz
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immunologiczng (GO:0006955), odpowiedz zapalng (GO:0006954),) i komponentem
komoérkowym (257 gendéw dla GO: kompleks zawierajacy biatko, komorkowa jednostka
anatomiczna). Najwicksze zmiany w ekspresji genow dotyczyly tych genow, ktore sg
zwigzane z odpowiedzig komorkows i zapalng na bakteryjny LPS, w tym wysoki poziom
ekspresji specyficznej dla pyroptozy interleukiny IL-1B, gdzie jak wiadomo pod wptywem
indukcji pyroptozy cytokina ta uwalnia si¢ na zewnatrz komorki i co bylo juz opisane w wielu

pracach [76,77,83,115].

Podsumowujac tg cze$¢ badan, gazdermina D umozliwia permeabilizacje blony
komorkowej, co wzmacnia aktywno$¢ bojczg endolizyny i co pokazaly badania z uzyciem
rekombinowanych biatek. Jednak naturalna indukcja gazderminy na drodze pyroptozy przez
bakteryjny LPS nie wzmacnia efektu endolizyny, co moze by¢ zwigzane z regulacja procesu
pyroptozy. Zbyt silna indukcja biatlek permeabilizujacych w trakcie odpowiedzi
immunologicznej na drodze pyroptozy w obecnosci LPS-u moze by¢ zjawiskiem
cytotoksycznym dla komorek. Wyniki sugeruja, ze niskie stezenie N-konca GSDMD i jego
stabe dzialanie przeciwbakteryjne moze by¢ zwigzane ze st¢zeniem zastosowanych LPS-ow

[116,117].
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8. Whnioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze:

e Dendrymer poli(propylenoiminy) z maltozag wzmacnia dzialanie bodjcze endolizyny

KP27 przeciwko mutantom szorstkim i gtadkim P. aeruginosa PAO1.

e Dendrytyczne nanoczaski zlota, zwlaszcza w obecnosci LPS-u, indukuja produkcje
kaspazy-1 i cytokin prozapalnych tj. IL-18 i IL-18 w monocytach THP-1 bez
aktywacji gazderminy.

e Rekombinowany N-koniec gazderminy D tworzy pory w zewngtrznej btonie
komorkowej bakterii i wspomaga wtasciwosci bojcze endolizyny. Nie zaobserwowano
indukcji N-konca gazderminy D przez LPS na drodze pyroptozy w liniach komoérek
A549, BEAS-2B i Hela, w przeciwienstwie do monocytow THP-1. Jednak poziom
indukcji odpowiedzi immunologicznej przez LPS w komorkach THP-1 byl zbyt niski,
aby wspomoc efekt bojczy endolizyny KP27.
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9. Streszczenie

Wzrost antybiotykooporno$ci prowadzi do poszukiwania alternatywnych strategii
eliminacji bakterii Gram-ujemnych. Istotnym problemem w dostarczaniu lekow o potencjale
klinicznym jest pokonywanie przez niec zewnetrznej blony bakteryjnej. Celem badan byto
poszukiwanie nowych alternatywnych metod permeabilizacji zewngetrznej btony komoérkowe;j
bakterii Gram-ujemnych, ktére moglyby dodatkowo wspomoéc dzialanie bakteriobdjcze
rekombinowanej endolizyny fagowej K27. Przepuszczalno$¢ btony zewnetrznej indukowano
za pomocg kationowych dendrymeréw modyfikowanych maltoza, dendrytycznych
nanoczastek zlota oraz za pomocg aktywacji naturalnego procesu pyroptozy. Pyroptoza jest
odpowiedzig immunologiczng komorek eukariotycznych na sktadniki komorki bakteryjne;j,
glownie lipopolisacharyd, prowadzaca do wydzielania biatka gazderminy D, co moze
spowodowa¢ permeabilizacje btony komoérkowej bakterii. Wykazano, ze zwiazki
polikationowe destabilizuja zewngtrzng blong bakteryjng P. aeruginosa, wspomagajac
transport endolizyny do peptydoglikanu. Zobserwowano, ze nie tylko lipopolisacharyd
bakteryjny jest gtowna przeszkoda dla silnie natadowanych kationowych dendrymerow w
destabilizacji btony i dotarciu endolizyny, ale takze modyfikacje powierzchniowe
dendrymerow. Zmniejszenie tadunku dodatniego i stgzenia w  dendrymerach
polipropylenowo-iminowych maltozy istotnie zwickszyto przeciwbakteryjne dziatanie
endolizyny. Jednoczesnie modyfikacja powierzchni dendrymerow prowadzi do zahamowania
aktywnosci endolizyny w nizszej temperaturze (<30°C) w pordéwnaniu z dendrymerami
niezmodyfikowanymi. W dalszych badaniach zastosowono nanoczastki ztota w celu
sprawdzenia, czy moga one indukowac proces pyroptozy. W tym celu wykorzystano linig
komorkowag THP-1. Dendrytyczne AuNP indukowaly aktywnos$¢ kaspazy-1 i zwigkszaty
uwalnianie interleukiny IL-18 i IL-1B bez indukowania rozszczepienia gazderminy D i
tworzenia poréw. Produkcja cytokin prozapalnych byta widoczna gléwnie w obecnosci
bakteryjnego LPS-u, chociaz ich wydzielanie obserwowano dopiero po podaniu
dendrytycznych AuNP. Obserwacje te sugeruja, ze dendrytyczne AuNP moga indukowaé
mechanizmy zapalne podobne do pyoptozy, dodatkowo wzmacniane w obecnosci
bakteryjnego LPS-u. Intensywno$¢ tego efektu zalezata od modyfikacji powierzchni AuNP.
Wyniki te wyraznie sugeruja, ze charakter interakcji migdzy NP i LPS-ami zalezy od
generacji dendrondw i liczby tancuchow PEG przytaczonych do ich powierzchni. To z kolei
moze wptywaé na forme¢ LPS-u obecng w Srodowisku i site wywotanej odpowiedzi zapalnej.

Naturalng odpowiedZ immunologiczng zbadano w kilku liniach komoérkowych A549, Hela,
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THP1-Xblue2 i THP1-Null2 przy uzyciu roznych typow LPS-6w pochodzacych z
P. aeruginosa oraz E. coli. Jednak po wynikach uzyskanych z mikromacierzy do dalszych
badan wybrano monocytarne linie komorkowe. Analizy wykazaty, ze geny, ktore
charakteryzowata nadekspresja w komoérkach THP1-Xblue byly powigzane z odpowiedzia
immunologiczng na lipopolisacharyd, ale bez zmiany w ekspresji gazderminy D. Aby
zweryfikowa¢, czy LPS moze aktywowaé pyroptoze, zidentyfikowao obecno$¢ biatek
GSDMD i IL-1B. Oba wyniki wyraznie wskazaty, ze bakteryjny LPS moze aktywowac proces
pyroptozy i indukowa¢ cigcie GSDMD w obecnos$ci nigerycyny. Indukcja pyroptozy przez
LPS P. aeruginosa jest znacznie stabsza w poréwnaniu do LPS-u E. coli. Nie zaobserwowano
natomiast dziatania przeciwbakteryjnego medium pohodowlanego komoérek THP1-Null2
stymulowanych tymi LPS-ami i nigerycyng z endolizyng na szczepy P. aeruginosa PAOL i
AwbpL. Zbadano rowniez bezposrednig przepuszczalno$¢ zewngtrznej btony bakteryjnej
dwoch szczepow P. aeruginosa PAOL i AwbpL przy uzyciu rekombinowanego biatka
gazderminy D i jego N-konca (uzyskany po inkubacji z kaspaza-4) w potaczeniu z endolizyna
faga. Na podstawie wynikow stwierdzono, ze LPS-y odgrywaja kluczows rol¢ w interakcji
miedzy biatkami a blong bakteryjng. Badanie ekspresji biatka gazderminy D w medium
pohodowlanym komorek liniach THP1-Null2 stymulowanych LPS-ami wobec P. aeruginosa
PAO1, wykazato indukcje procesu w probach kontrolnych. Efekt ten moze $wiadczy¢ o
nieindukowanym, bazowym poziomie produkcji gazderminy ktéra jako modulujgca
odpowiedz immunologiczng, warunkuje jej skuteczno$¢. Podsumowujac ta cze$¢ badan,
gazdermina GSDMD umozliwia permeabilizacj¢ btony komoérkowej, co wzmacnia aktywnos¢
bojcza endolizyny co wykazano w badanich z uzyciem rekombinowanych biatek. Jednak
indukcja gazderminy na drodze pyroptozy nie wzmacnia efektu endolizyny, co moze by¢
zwigzane z regulacja procesu pyroptozy. Zbyt silna indukcja biatek permeabilizujacych w
trakcie odpowiedzi immunologicznej na drodze pyroptozy w obecnosci LPS-u moze by¢
zjawiskiem cytotoksycznym dla komorek. Ich bezpieczny poziom jest jednak zbyt niski do
wspomagania efektu bojczego endolizyny wobec komoérek bakteryjnych.
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10. Summary

The increase of an antibiotic resistance leads to the search for alternative strategies of
eliminate Gram-negative bacteria. An important problem in the delivery of drugs with clinical
potential is their ability to cross the outer bacterial membrane. The aim of the research was the
search for new alternative methods of permeabilization of the outer cell membrane of Gram-
negative bacteria, which could additionally support the bactericidal effect of recombinant
phage endolysin K27. The posibility incerase permability of outer membrane was examinated
by used cationic maltose-modified dendrimers, dendritic gold nanoparticles and by activation
of the natural prosess such as a pyroptosis. Pyroptosis is an immune response of eukaryotic
cells to bacterial cell components, mainly lipopolysaccharide, leading to the secretion of
gasdermin D protein, which may result in permabilization of the bacterial cell membrane.
Polycationic compounds have been shown to destabilize the outer bacterial membrane of P.
aerugonosa, aiding the transport of endolysin to the peptidoglycan. It has been observed that
not only bacterial lipopolysaccharide is the main obstacle for highly charged cationic
dendrimers to destabilize the membrane and reach endolysin, but also surface modifications
of dendrimers. Reducing the positive charge and concentration in polypropylene-imine
maltose dendrimers significantly increased the antibacterial effect of endolysin. At the same
time, modification of the surface of dendrimers leads to the inhibition of endolysin activity at
a lower temperature (<30°C) compared to unmodified dendrimers. In further studies, gold
nanoparticles were used to test whether they could induce the pyroptosis process. For this
purpose, the THP-1 cell line was used. Dendritic AuNPs induced caspase-1 activity and
increased IL-18 and IL-1B release without inducing gazdermin D cleavage and pore
formation. The production of pro-inflammatory cytokines was evident mainly in the presence
of bacterial LPS, although their secretion was observed only after administration of dendritic
AUNPs. These observations suggest that dendritic AuNPs can induce pyoptosis-like
inflammatory mechanisms further enhanced in the presence of bacterial LPS. The intensity of
this effect depended on the AuNP surface modification. These results clearly suggest that the
nature of the interaction between NPs and LPSs depends on the generation of dendrons and
the number of PEG chains attached to their surfaces. This, in turn, may influence the form of
LPS present in the environment and the strength of the inflammatory response elicited. The
natural immune response was tested in several cell lines A549, HelLa, THP1-Xblue2 and
THP1-Null2 using different types of LPS derived from P. aeruginosa and E. coli. However,
after the results obtained from the microarray, monocytic cell lines were selected for further
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research. Analyzes showed that genes that were overexpressed in THP1-Xblue cells were
associated with an immune response to lipopolysaccharide, but no change in gasdermin D
expression. To verify whether LPS could activate pyroptosis, the presence of GSDMD and
IL-1P proteins was identified. Both results clearly indicated that bacterial LPS can activate the
pyroptosis process and induce GSDMD cleavage in the presence of nigericin. The induction
of pyroptosis by P. aeruginosa LPS is much weaker compared to E. coli LPS. However, the
antibacterial effect of the post-culture medium of THP1-Null2 cells stimulated with these
LPSs and nigericin with endolysin on P. aeruginosa PAO1 and AwbpL strains was not
observed. The direct permeability of the bacterial outer membrane of two strains of P.
aeruginosa PAO1 and AwbpL was also tested using recombinant gasdermin D protein and its
N-terminus (obtained after incubation with caspase-4) in combination with phage endolysin.
Based on the results, it was concluded that LPS plays a key role in the interaction between
proteins and the bacterial membrane. The study of gasdermin D protein expression in the
post-culture medium of LPS-stimulated THP1-Null2 cells against P. aeruginosa PAO1
showed induction of the process in control samples. This effect may indicate a non-induced,
base level of gasdermin production, which modulates the immune response and determines its
effectiveness. To sum up this part of the research, gasdermin GSDMD will enable the
permeabilization of the cell membrane, which enhances the killing activity of endolysin what
has been shown in studies using recombinant proteins. However, the induction of gasdermin
by pyroptosis does not enhance the effect of endolysin, which may be related to the regulation
of the pyroptosis process. Too strong induction of permeabilizing proteins during the immune
response by pyroptosis in the presence of LPS may be a cytotoxic phenomenon for cells.
Their low, safe level, however, is too low to support the killing effects of endolysin against

bacterial cells.
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