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Wykaz skrótów i oznaczeń 

ACTB – beta aktyna (actin beta) 

AgNP – nanocząstki srebra (silver nanoparticels) 

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

AMP – peptydy antybakteryjne (antimicrobial peptides) 

ASC – adaptorowe białko apoptotyczne (apoptosis-associated speck-like protein containing a 

CARD) 

AuNP – nanocząstki złota (gold nanoparticles) 

CARD – domena rekrutująca i aktywująca kaspazy (caspase activation and recruitment 

domain) 

CBD – domena C-końcowa, wiążąca się ze specyficznym receptorem ściany komórkowej 

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 związane ze zniszczeniami pochodzącymi z komórek 

gospodarza (damage-associated molecular pattern) 

EAD – domena N-końcowa z aktywnością enzymatyczną (domain with enzymatic activity) 

EDTA – sól disodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (ethylenediaminetetraacetic acid 

disodium salt) 

EPS – zewnątrzkomórkowe polisacharydy (extracellular polysaccharides) 

GAPDH – dehydrogenaza aldehydu 3- fosfoglicerynowego (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) 

GBP – białko wiążące guanozynę (guanylate binding protein) 

GO – ontologia genów (gene ontology) 

GSDM (family) – rodzina białek zawierających domenę gasdermin (gasdermine-domain-

containing protein family) 

LPS – lipopolisacharyd 

IFN-γ – interferon gamma (interferon gamma) 

IM – błona wewnętrzna (inner membrane) 

IL-1β – interleukina-1beta (interleukin -1beta) 

IL-18 – interleukina 18 (interleukin-18) 

MDR – bakterie wielolekooporne (multidrug resistance) 

MCRS – bakterie lekooporne na kolistynę (mobilized colistin resistance strains) 

MRI – rezonans magnetyczny (magnetic resonance imaging) 

NAMP – wzorace molekularne związane z nanocząstkami ( nanoparticle‐associated 

molecular patterns) 

NBD – domena centralna receptorów NOD-podobnych 

NF-κB – jądrowy 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
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NLRP3 – domena pirynowa z rodziny NLR zawierająca 3 (NLR family pyrin domain 

containing 3) 

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

Occ  - kanał karboksylanowy błony zewnętrznej (outer membrane carboxylate channel) 

OM – błona zewnętrzna (outer membrane) 

OMV – zewnątrzkomórkowe pęcherzyki (outer membrane vesicles) 

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

PAMP – wzorce molekularne związane z patogenami (pathogen-associated molecular 

patterns) 

PE – fosfatydyloetanoloamina (phosphatidylethanolamine) 

PFD – domeny tworzące pory (pore-forming domain) 

PEG – polietylenoglikol (polyethyleneglycol) 

PG – peptydoglikan (peptydoglycane) 

PPI – polikationowe dendrymery polipropylenoiminowe (polypropilenimine) 

PPI-OS – glikodendrymer modyfikowany maltozą (glycodendrimer modified with maltose) 

PRR – receptory rozpoznające patogeny (pattern recognition receptors) 

PYD – domena zawierająca pirynę (pyrin domains) 

RIN – liczba integralności RNA (RNA integrity number) 

RLR – receptory RIG-I-podobne (RIG-I-like receptors) 

ROS – reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species) 

SDR – leki o przedłużonym  uwalnianiu (prolonged release – PR, sustained release – SR) 

SID – domena hamująca solubilizację (solubilizing inhibitory domain) 
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1. Wprowadzenie 

Istotnym problemem współczesnej medycyny jest narastająca antybiotykooporność 

bakterii. Możliwości leczenia zakażeń bakteryjnych wywołanych przez szczepy oporne przy 

użyciu antybiotyków są ograniczone, co wiąże się ze wzrostem zachorowalności i obniżeniem 

skuteczności klasycznych terapii. Jednym z gatunków bakterii, której mechanizm oporności 

wobec klasycznych terapii stanowi problem o zasięgu światowym jest Gram-ujemna pałeczka 

ropy błękitnej Pseudomonas aeruginosa [1,2]. P. aeruginosa jest sklasyfikowana jako 

organizm grupy ESKAPE tzn. oporny wobec antybiotyków stosowanych w klasycznych 

terapiach. Oporność ta ma charakter zarówno wrodzony związany między innymi z 

nadekspresją pomp wyrzutowych, jak również nabyty poprzez mutacje w genach kodujących 

np. białka poryn [3]. 

Dane literaturowe z okresu ostatnich lat wskazują na intensyfikację badań mających na 

celu poszukiwanie nowych narzędzi walki z patogenami, alternatywnymi wobec klasycznej 

antybiotykoterapii np. wykorzystanie nanocząstek metali [4], organizmów probiotycznych 

[5], bakteriofagów [6], peptydów przeciwdrobnoustrojowych (AMPs) [7] czy koniugatów 

AMP-polimer [8]. Ważnym aspektem mechanizmu działania nowych preparatów jest 

permeabilizacja zewnętrznej błony bakteryjnej bakterii Gram-ujemnych. Opracowanie 

sposobu jej pokonania warunkuje skuteczność mechanizmów bójczych, co jest celem 

niniejszej pracy. W ramach rozprawy zaproponowano dwie możliwości permeabilizacji 

zewnętrzenej błony bakteryjnej tj. poprzez nanocząstki oraz białka (gazderminy)  tworzące 

kanały w błonie w trakcie pyroptozy. Powyższe metody opracowano w celu wzmocnienia 

właściwości przeciwbakteryjnych endolizyn fagowych degradujących peptydoglikan (Ryc. 1). 
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Rycina 1. Proponowany schemat permeabilizacji zewnętrznej błony komórkowej przez nanocząstki 

lub białko gazderminę D indukowaną w procesie pyroptozy, dla endolizyny fagowej degradującej 

peptydoglikan. 

 

2. Budowa ściany komórkowej bakterii Gram-ujemnych 

Ścianę komórkową bakterie Gram-ujemnych budują dwie warstw błony komórkowej 

(zewnętrznej i wewnętrznej) pomiędzy którymi występuje przestrzeń z peptydoglikanem 

(mureiną). Zewnętrzną warstwę stanowi zewnętrzna błona (OM), która posiada funkcję 

ochronną i utrzymuje integralność komórek w zmiennych warunkach środowiskowych [3]. 

Błona ta zbudowana jest z symetrycznej dwuwarstwy fosfolipidowej i asymetrycznej warstwy 

wewnętrznej złożonej z fosfolipidów jak na przykład fosfatydyloglicerole (PG) i kardiolipina 

(CL) czy fosfatydyloetanoloamina (PE), które w zależności o gatunku bakterii występują w 

różnych proporcjach [9]. Warstwę zewnętrzną tej błony stanowią specyficzne białka i 

lipopolisacharyd (LPS) [9]. Błona zewnętrzna zawiera dwie klasy białek: lipoproteiny i białka 

β-baryłkowe - poryny [10], które tworzą kanały dyfuzyjne, umożliwiające wymianę małych 

cząsteczek, takich jak aminokwasy i niskocząsteczkowe sacharydy [3]. Poryny te ulegają 

pofałdowaniu w kształcie β-baryłek zbudowanych z antyrównoległych form β-kartki z 

hydrofobowymi aminokwasami, które skierowane są na zewnątrz i hydrofilowymi resztami 

skierowanymi do wewnątrz baryłki, wyściełającymi te pory. Ogólnie u bakterii Gram-

ujemnych wyróżnia się dwie klasy kanałów dyfuzyjnych takie jak duże niespecyficzne poryny 

oraz poryny specyficzne dla danego substratu. Błona P. aeruginosa charakteryzuje się 

brakiem dużych poryn. Komórki P. aeruginosa charakteryzyje niska przepuszczalność błony 

zewnętrznej (około 8% przepuszczalności błony E. coli), w czym m in. upatruje się oporność 

na antybiotyki. Ponadto białka rodziny OprD (Occ) umożliwiają wychwyt szerokiego 

wachlarza małych cząsteczek o masie około 200 Da [11]. Jedną z ważniejszych poryn 

związanych z mechanizmem oporności na antybiotyki jest OmpH, która odpowiada za 
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oddziaływanie z LPS-em. Indukcja dwuskładnikowych systemów regulacyjnych PhoP-PhoQ i 

PmrA-PmrB przez niskie stężenie jonów Mg2+ i obecność antybiotyków prowadzi do 

aktywacji OmpH, a tym samym zwiększa oporność bakterii na antybiotyki jak polimyksyny i 

aminoglikozydy [2].  

Składnikiem zewnętrznej błony komórkowej bakterii Gram-ujemnych jest endotoksyna 

(lipoplisacharyd; LPS). LPS składa się z lipidu A, części rdzeniowej oraz antygenu O, czyli 

łańcucha polisacharydowego, którego budowa jest zmienna na poziomie szczepów 

bakteryjnych. Lipid A jest odpowiedzialny za toksyczność LPS-u, a na jego konserwatywną 

budowę składa się szkielet N- i O-acylowany bisfosforan diglukozaminy [4-P-β-D-GlcpNII-

(1→6)-α-D-GlcpNI- (1→P] i od czterech do siedmiu łańcuchów acylowych 

charakteryzujących się zmiennością obejmującą liczby pierwszorzędowych grup acylowych i 

rodzajów kwasów tłuszczowych. Lipid A łączy się kowalencyjne z częścią rdzeniową 

zbudowaną z 8-12 cukrów, w strukturze której można wyodrębnić część zewnętrzną i 

wewnętrzną, która jest ufosforylowana i karboksylowana. Część wewnętrzna rdzenia składa 

się z dwóch reszt kwasu D-manno-okt-2-ulozonowego (KDO) oraz dwóch reszty L-glicero-

D-manno-heptozy. Podstawniki fosforanowe mogą mieć charakter mono-, di- lub nawet 

trifosforanowy. W części rdzeniowej LPS-u niektórych szczepów P. aeruginosa obecne są 

również mono- lub difosforan etanoloaminy. Część zewnętrzna rdzenia LPS-u P. aeruginosa 

występuje w dwóch izoformach. Obie te formy zawierają resztę galaktozaminy, trzy reszty D-

glukozy i jedną resztę L-ramnozy, której pozycja różni się w zależności od izoformy. W 

cukrach budujących te glikoformy grupy hydroksylowe ulegają  O-acetylacji. Acetylowana 

jest również końcowa reszta L-ramnozy. Cześć rdzeniowa LPS-u połączona jest z antygenem 

O. LPS zawierający w swojej strukturze antygen O występuje na poziomie 10–50% [12]. 

Antygen O zbudowany jest z powtarzających się jednostek będących pochodnymi 

cukrowymi. Pomiędzy błonami w ścianie komórkowej bakterii Gram-ujemnych występuje 

peptydoglikan (mureina). Peptydoglikan jest sztywnym egzoszkieletem odpowiadającym za 

kształt komórki bakteryjnej zapewniając jej wytrzymałość mechaniczną i odporność na lizę 

osmotyczną. Peptydoglikan składa się z długich łańcuchów polisacharydowych, 

usieciowanych przez mostki peptydowe. Każdy łańcuch polisacharydowy zbudowany z 

cukrów i aminokwasów tj. disacharydu N-acetyloglukozaminy (NAG) i kwasu N-

acetylomuraminowego (NAM) połączonych wiązaniem β-1,4-glikozydowym [10]. Do kwasu 

N-acetylomuraminowego dołączony jest natomiast zbudowany 3-5 aminokwasów łańcuch 

oligopeptydowy, który usieciowanych przez mostki peptydowe z łańcuchem peptydowym 
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sąsiadującej nici, tworząc trójwymiarową strukturę. U bakterii Gram-ujemnych warstwa 

peptydoglikanu ma około 7 nm grubości. Błona wewnętrzna (IM), jest dwuwarstwą 

fosfolipidową, która odpowiada m in. za procesy transportowe związane z biosyntezą [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 umożliwia uwolnienie namnożonych wironów z 

komórki bakteryjnej w później fazie cyklu litycznego. Endolizyny można podzielić na pięć 

grup w zależności od swoistości enzymatycznej degradacji wiązań w strukturze PG: N-

acetylo-β-D-muramidazy i lityczne transglikozylazy, które rozszczepiają wiązanie w obrębie 

N-acetylomuramoilo-β-1,4-N-acetyloglukozaminy; N-acetylo-β-D-glukozaminidazy 

przecinające inne wiązania glikozydowe; amidazy N-acetylomuramoilo-L-alaniny mogące 

hydrolizować wiązanie amidowe między ugrupowaniami cukru i peptydu oraz endopeptydazy 

które rozszczepiają wiązania w obrębie tetrapeptydu PG [13]. 

W budowie chemicznej endolizyn degradujących PG bakterii Gram-dodatnich i Gram-

ujemnych zaobserowano różnice strukturalne. Gram-dodatnie enodolizyny składają się z 

dwóch domen połączonych łącznikiem: domeny N-końcowej z aktywnością enzymatyczną 

(EAD) rozszczepiającej PG oraz domeny C-końcowej wiążącej się ze specyficznym 

receptorem ściany komórkowej bakterii (CBD) [14]. Endolizyny specyficzne dla bakterii 

Gram-ujemnych charakteryzuje funkcja katalityczna jednej domeny kulistej [15]. Wyjątkiem 

są endolizyny wobec niektórych bakterii Gram-ujemnych, m.in. P. aeruginosa, które również 

mają strukturę modułową z N-końcem CBD i C-końcem EAD [14].  

Dane literaturowe dotyczące zastosowania endolizyn fagowy w eradykacji bakterii 

Gram-ujemnych wskazują na ich zróżnicowaną aktywność. Rekombinowana endolizyna 

LysSS kodowany przez bakteriofaga Salmonella SS3e działała przeciwbakteryjnie wobec A. 

baumannii, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa czy Salmonella bez dodatkowych 

czynników zwiększających przepuszczalność zewnętrznej błony komórkowej [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].  
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Jednak pomimo powyższych doniesień, stosowanie większości rekombinowanych 

endolizyn fagowych wobec bakterii Gram-ujemnych wymaga użycia czynników 

zwiększających przepuszczalność błony, jak EDTA w połączeniu z endolizyną 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, jabłkowy, mlekowy czy kwas 

benzoesowy również wspomagają efekt bakteriobójczy endolizyn np. Lys68 oraz ABgp46 

[17,18]. Wykazano, że skutecznym destabilizatorem błony bakteryjnej są również związki o 

aktywności jonoforów jak nigerycyna, która dodatkowo jest zdolna do aktywacji procesu 

pyroptozy [1].  

Zastosowanie permeabilizatorów błony jak EDTA, kwasy organiczne czy jonofory jest 

więc obiecującym narzędziem przeciw oporności bakteryjnej, ponieważ endolizyny fagowe 

jako białka bójcze wobec bakterii Gram-ujemnych do swojego działania wymagają 

dodatkowych czynników wspomagających ich aktywność hydrolityczną wobec PG, 

bezpośrednio związanych z zaburzeniem integralności zewnętrznej błony komórkowej. 

Czynniki te mogą mieć zarówno charakter egzogenny tj. zastosowanie związków 

chemicznych oddziałujących i zaburzających strukturę zewnętrznej błony komórkowej 

bakterii jak dendrymery czy nanozwiązki, jak również charakter endogenny związany z 

indukcją czynników permeabilizujących błonę np. w procesie pyroptozy zależnym od LPS-u 

bakteryjnego. 

3.2 Nanocząstki jako egzogenne czynniki wspomagające aktywność 

endolizyny 

Nanocząstki biomedyczne, zarówno nieorganiczne jak i organiczne (w tym dendrymery, 

nanowłókna i nanocząstki metali) ze względu na unikalne właściwości fizykochemiczne są 

obecnie postrzegane jako potencjalne czynniki terapeutyczne [20]. Są to doskonałe 

monodyspersyjne makrocząsteczki o precyzyjnie kontrolowanej budowie chemicznej. 

Wykazują ogromny potencjał aplikacyjny w terapiach genowych, systemach podaży leków o 

przedłużonym uwalnianiu (SDR) [21,22], obrazowaniu medycznym oraz jako związki o 

właściwościch przeciwdrobnoustrojowych i przeciwwirusowych [23,24]. Ich cechy 

strukturalne, jak wysoka gęstość miejsca reaktywnego chemicznie na zewnętrznej powłoce 

[25] oraz możliwość modyfikacji powierzchni [26,27] w połączeniu z powtarzalnymi i 
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nowoczesnymi metodami ich otrzymywania (np. technika elektroprzędzenia jako platforma 

inżynierii tkanki kostnej) [28] zwiększają ich zastosowanie w biologii i medycynie [23].  

Wśród najlepiej przebadanych nanocząstek można wyróżnić dendrymery. Dendrymery 

są to silnie rozgałęzione, monodyspersyjne makrocząsteczki o precyzyjnie kontrolowanej 

budowie chemicznej, które zostały po raz pierwszy zsyntetyzowane przez Tomalię i wsp. oraz 

Newkome i wsp. [29,30]. Specyficzne właściwości dendrymerów cieszą się dużym 

zainteresowaniem w zakresie medycynie i biologii, w tym jako nośniki leków, wektory do 

transfekcji genów oraz jako czynniki rezonansu magnetycznego MRI (magnetic resonance 

imaging). Struktura dendrymerów oparta jest na zwielokrotnionych przyłączonych gałęziach 

tzw. dendronach do rdzenia cząsteczki (Ryc. 2). Każde kolejne rozgałęzienie dendrnów 

tworzy wyższą generacje dendrymeru. 

 

Rycina 2. Ogólny schemat dendrymerów. G - kolejne generacje dendrymeru. Na powierzchni 

dendrymeru występują funkcyjne grupy terminalne. Gałęzie (dendrony) przyłączone są do rdzenia 

[31]. 

3.1.1 Dendrymery kationowe 

Szczególne właściwości bakteriobójcze związane z zaburzeniem integralności błony 

komórkowej posiadają dendrymery kationowe. Są one dendrytycznymi polimerami o kolistej 

strukturze, silnie rozgałęzionymi z dużą ilością końcowych grup funkcyjnych o 

hydrofobowym szkielecie, dobrze rozpuszczalne w wodzie, a ich budowa wpływa zarówno na 

oddziaływania hydrofobowe, jak i hydrofilowe [32]. Dzięki możliwości modyfikacji ich 

rozmiaru, stopnia rozgałęzienia i podstawienia grupami funkcyjnymi, charakteryzują się 
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dużymi możliwościami oddziaływania w różnych warunkach fizyko-chemicznych [33,34] z 

zachowaniem biokompatybilności [32]. Większość polikationowych dendrymerów 

(poli(propylenoiminowych) (PPI) i (poli(amidoaminowych)) (PAMAM)), 

metalodendrymerów i glikodendrymerów wykazuje działanie przeciwbakteryjne wobec 

bakterii Gram-ujemnym w stężeniach powyżej 10 µM [35,36]. Jednak w tym samym stężeniu 

widoczny jest również efekt hemolityczny, dlatego też często konieczna jest modyfikacja 

poprzez przyłączenie ligandów ukierunkowana na oddziaływanie ze składnikami błony 

bakteryjnej [37] [38]. Jedną z takich modyfikacji powierzchni dendrymerów jest przyłączenie 

jednostek cukrowych, co zwiększa ich hydrofilowość, nie zaburzając ładunku dodatniego, 

który jest niezbędny do interakcji z resztami fosoforanowymi lipidów błonowych. Powyższe 

glikolipidy charakteryzuje potencjalne zastosowanie biologiczne min. w immunoterapii 

opartej na DC przeciw wirusowi HIV [37] jako mimetyki strukturalne markerów antygenu T 

obecnych na powierzchni komórek raka piersi [39]. Zaobserwowano, iż dodatek maltozy do 

struktury dendrymerów zmniejsza ich hemolityczny efekt i cytotoksyczność [40]. Ponadto 

glikodendrymery mogą zachowywać się jak glikoproteiny na powierzchni komórki 

oddziałując z lektyną bakteryjną, przez co mogą być również stosowane jako makrocząsteczki 

przeciwadhezyjne [41].  

Dendrymery polikationowe jako związki przeciwbakteryjne mogą być stosowane jako 

czynniki wspomagające właściwości bójcze innych preparatów. Powyższy efekt addytywny 

może stanowić alternatywę dla klasycznych metod eradykacji bakterii. Efekt ten 

zaobserowoano w układach dendrymerów polikationowych ze związkami permeabilizującymi 

błonę bakteryjną jak antybiotyki czy mezoporowate nanocząsteczki krzemionkowe [42,43]. 

Dendrymery PPI z amoksycyliną wykazują zwiększoną aktywność przeciwdrobnoustrojową 

w porównaniu z samym antybiotykiem. Kowalencyjne połączenie dendrymerów PPI z 

mezoporowatymi nanocząsteczkami krzemionki (obciążonych lewofloksacyną) pozwoliło na 

ich internalizację na powierzchni komórek bakterii Gram-ujemnych. 

Mechanizm bójczy dendrymerów kationowych związany jest przede wszystkim z 

zaburzeniem integralności błony komórkowej [44,45]. Aktywność destabilizująca błonę przez 

dendrymery jest ściśle związana z ich strukturą supramolekularną i rozkładem ładunku [46]. 

Ich kationowy ładunek jest niezbędny do interakcji z błoną lipidową bakterii poprzez 

oddziaływania elektrostatyczne z grupami fosforanowymi LPS-u i zwiększenie 

przepuszczalności błony bakteryjnej przez zmianę równowagi kationów Mg2+ i Ca2+, co 

umożliwia dendrymerom przejście przez błonę komórkową [46–48] oraz resztami 
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fosforanowymi lipidów błonowych. Dodatni ładunek dendrymerów warunkuje depolaryzację 

błony komórkowej i prowadzi do formowania porów w jej strukturze [49].  

Powyższe właściwości biologiczne dendrymerów kationowych, tj. możliwość ich 

interakcji z błoną komórkową w celu zaburzenia integralności, klasyfikuje je jako potencjalne 

czynniki wspomagające efekt bójczy endolizyn wobec bakterii Gram-ujemnych. 

3.1.2 Dendrytyczne nanocząstki złota 

Spośród wielu nanocząstek o potencjalnych zastosowaniach biomedycznych na 

szczególną uwagę zasługują nanocząstki ze względu na swoje unikalne właściwości 

fizykochemiczne zależne od wielkości i kształtu oraz biokompatybilność [50–53]. Ich 

stabilność i reaktywność wraz z wysokim stosunkiem powierzchni do objętości umożliwiają 

kontrolowane zmiany ich właściwości fizyko-chemicznych poprzez kowalencyjne 

modyfikacje powierzchni, m.in. dendronizację lub PEGylację. Pozwala to na uzyskanie 

skutecznych nośników o specyficznych właściwościach dedykowanych m in. do dostarczania 

kwasów nukleinowych w terapii genowej [51], leków przeciwnowotworowych  czy też jako 

narzędzia diagnostyczne [52,54].  

Stwierdzono, że nanocząstki złota AuNP zwiększają produkcję wewnątrzkomórkowych 

reaktywnych form tlenu (ROS), zmniejszają potencjał błony mitochondrialnej, indukują 

fragmentację DNA i aktywują białka proapoptotyczne [55,56], prowadząc do apoptozy [45]. 

Zarówno rdzeń jak i ich powierzchnia mogą przyczyniać się do efektów cytotoksycznych 

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

Dodatkowo układy dendrymerów i dendronów przyłączone do AuNP mogą je 

stabilizować za pomocą końcowych grup dendrymerów lub poprzez zakotwiczenie 

dendronów na powierzchni NP [59]. Większość nanocząsteczek metali wzmacnia działania 

peptydów przeciwbakteryjnych [60,61] oraz antybiotyków [43,62]. Ponadto, AuNP można 

rozważać jako związki destabilizujące błonę komórkową w celu zwiększenia jej 

przepuszczalności dla endolizyn fagowych. Dodatkowo możliwość modyfikacji np. PEG-iem 

zwiększają ich biokompatybilność oraz chronią przed interakcją z białkami gospodarza 

poprzez wytworzenie strefy hydratacyjnej w wyniku PEGylacji.  

Zaburzenie przepuszczalność zewnętrznej błony bakteryjnej wydaje się być jedną z 

najlepszych metod eradykacji bakterii [63]. Nanocząstki mogą indukować proces pyroptozy 

prowadzący do destabilizacji struktury błony komórkowej np. w komórkach wątroby, 
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keratynocytach oraz kardiomiocytach. Mechanizm ten związany jest z aktywacją szlaku 

sygnałowego NLRP3/kaspazy-1/GSDMD prowadzący do wypływu IL-1β i IL-18 [64–66].  

Modyfikacja nanoczątek metali kationowymi dendronami prowadzi do zwiększenia ich 

aktywności bakteriobójczej [67]. Dendronizacja nanocząstek srebra (AgNP) zwiększa ich 

właściwości bakteriobójcze wobec szczepów opornych na kolistynę (MCRS) i hamuje 

tworzenie biofilmu przez S. aureus. Ponadto, opisano przeciwbakteryjne działanie endolizyny 

fagowej w układzie z dendrytycznymi AgNP przeciwko szczepowi P. aeruginosa PAO1 i 

jego mutantowi szorstkiemu ΔwbpL [68]. Dendrytyczne AgNP bez wględu na PEGylację są 

w stanie pokonać zewnętrzną błonę bakterii wspomagając transport endolizyny przez błonę. 

3.2 Pyroptoza jako mechanizm permeabilizacji błony komórkowej 

Jednym z naturalnych permeabilizatorów zewnętrznej błony bakterii może być 

wykorzystanie naturalnego procesu zwanego pyroptozą. Programowana śmierć komórki jest 

jednym z podstawowych, a zarazem najważniejszych mechanizmów odpowiedzialnych za 

prawidłowy przebieg procesów fizjologicznych w organizmie, jak i za funkcjonowanie jego 

systemu immunologicznego. Śmierć komórki na drodze apoptozy, autofagii, katastrofy 

mitotycznej, nekrozy, pyroptoza czy starzenie się obejmują różne szlaki metaboliczne w 

zależności od czynników je inicjujących czy też fazy cyklu komórkowego [69]. Spośród 

wymienionych rodzajów śmierci komórki na szczególną uwagę zasługuje proces pyroptozy, 

który różni się od apoptozy i jest związany z odpowiedzią immunologiczną, która może być 

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

Śmierć komórki na drodze pyroptozy może być aktywowana poprzez szlak 

kanoniczny lub niekanoniczny, które to zależą od specyficznych dla nich receptorów oraz 

rodzaju kaspaz jak kaspaza-1 (szlak kanoniczny) [71] lub kaspaza-4/-5 (szlak niekanoniczny) 

[72] (Ryc. 3). W przypadku drogi kanonicznej pyroptozy, receptory rozpoznające patogeny 

PRR do których należą zewnątrzkomórkowe receptory Toll-podobne (TLR4) lub 

wewnątrzkomórkowe receptory NOD-podobne (NLR), receptory RIG-I-podobne (RLR) czy 

receptory AIM-2 podobne (ALR) [73,74] rozpoznają specyficzne dla nich wzorce 

molekularne związane z patogenami (PAMP) oraz wzorce niezakaźne związane 

z uszkodzeniem komórek (DAMP) [75]. W wyniku ich aktywacji dochodzi do formowania 

kompleksu białkowego zwanego inflamasomem składającego się nie tylko z receptorów PRR, 

głównie NLR, ale także z białka AIM2, piryny, białka adaptorowego ASC oraz prokaspazy-1 

[75,76]. Aktywacja ta przez oligomeryzację receptorów NLR, przekazuje sygnał 
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poprzez proces fosforylacji, za pomocą ich N-końcowej domeny pirynowej PYD, na białko 

ASC. Białko ASC oddziałuje z  domeną CARD prokaspazy-1 za pomocą jego domeny 

rekrutacyjnej CARD (oddziaływania CARD-CARD). W wyniku tych procesów, na skutek 

proteolitycznego cięcia prokaspazy-1, w miejscu jej dwóch katalitycznych domen, czyli 

podjednostki p10 i p20, powstaje aktywna forma kaspazy-1. Podjednostki te oligomeryzują i 

tworzą proteolityczne tetrametry, które posiadają zdolność do przekształcenia pro-interleukin 

proIL-1β i -18 w ich dojrzałą aktywną postać [77]. Następnie dochodzi do uwolnienia IL-1β 

i IL-18 przez pory w błonie komórkowej powstałe na skutek aktywacji białka gazderminy D 

(GSDMD). 

Istotne jest tu również, że aktywna kaspaza-1 poza indukcją szlaku kanonicznego 

może również brać udział w aktywacji szlaku niekanonicznego na drodze GSDMD-zależnej. 

Oba szlaki prowadzą do aktywacji inflamasomu NLRP3 za pomocą kaspazy-1 ze szlaku 

kanonicznego [78] (Ryc. 3), która w dalszej kolejności odpowiada za cięcię enzymatyczne w 

obrębie gazderminy i prowadzi do tworzenia porów. Takie właściwości kaspazy-1 nie mają 

jednak przekładu na aktywność kaspaz-4 i -5, które niezależnie od kaspazy-1 i inflamasomu 

indukują sygnalizację niekanoniczną za pomocą białka gazderminy D. Prowadzi to również 

do sekrecji interleukin IL-1β i IL-18. Interleukina-18 aktywuje w dalszej kolejności 

wydzielanie interferonu γ (IFN-γ) przez komórki Th1, NK i cytotoksyczne komórki T oraz 

bierze udział w dojrzewaniu komórek Th2, czym wzmacnia dalszą odpowiedź 

immunologiczną. Natomiast IL-1β odpowiada za indukcję komórek wrodzonej odpowiedzi 

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

[80]. 

 

Gazderminy należą do rodziny białek, które są zdolne do tworzenia porów w błonie 

komórkowej w czasie pyroptozy. Rodzina ta składa się z gazderminy: A, B, C, D, E 

i DFNB59 charakteryzującej się  homologią na poziomie 45%. Białka te składają się z dwóch 

domen: domeny C-końcowej (SID) i  N-końcowej (PFD), które wykazują się 

konserwatywnością w obrębie rodziny w przeciwieństwie do niekonserwatywnej domeny 

środkowej [81]. Domena C-końcowa o strukturze α-helikalnej odpowiada za kontrolę i  

hamowanie domeny N-końcowej. Natomiast N-koniec charakteryzuje się cytotoksycznością 

związaną z tworzeniem porów w błonie komórkowej, a tym samym  jej permeabilizacją. Za 

ten stan rzeczy odpowiada budowa domeny N-końcowej, czyli struktura β-harmonijki 

odpowiedzialna za tworzenie części transmembranowej porów, natomiast jej część α-helisy 

odpowiada za przyłączenie się do części hydrofilowej lipidów błonowych [82].  

Jednym z najsilniejszych związków aktywujących proces pyroptozy na drodze 

niekanonicznej za pomocą GADMD jest lipopolisacharyd bakteryjny [83–85], który jest 

transportowany na drodze endocytozy ze środowiska zewnątrzkomórkowego do wnętrza 

komórki przez pęcherzyki OMV. Następnie za pomocą białka GBP dochodzi do uwolnienia 

LPS-u z pęcherzyków do cytozolu. Pęcherzyki OMV utworzone są z zewnętrznej błony 

bakterii. W skład OMV wchodzą również PAMP, LPS, lipoproteiny, peptydoglikan, RNA 
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i DNA, które indukują sygnały zależne od receptorów PRR [85]. W cytozolu LPS aktywuje 

kaspazę-4 i -5 [84–86] i dochodzi do aktywacji białka gazderminy D poprzez jej 

rozszczepienie na C- i N-koniec [87], który wiążę się z lipidami tj. fosforanami 

fosfatydyloinozytolu i fosfatydyloseryną w błonie komórkowej [84,88,89]. N-koniec 

GSDMD oligomeryzuje i tworzy w błonie komórkowej pory o wielkości około 12 nm o 

kształtach szczelinowym, łukowym lub pierścieniowym. Pory szczelinowe i łukowe 

przechodzą na końcu w pierścieniowe (Ryc. 4).  

 

Rycina 4. Schemat tworzenia się porów w błonie komórkowej. N-koniec wiążę się z lipidami w błonie 

komórkowej, ulegając oligomeryzacji i tworząc pory o wielkości ok 12 nm w kształcie szczelinowym 

(I), łukowym (I) lub pierścieniowym (II). Pory szczelinowe i łukowe przechodzą później w 

pierścieniowe (II). (Kuc-Ciepluch et al., 2021).  

Składniki tworzące pory tj. lipidy oraz gazdermina, mogą być uwolnione na zewnątrz 

komórki [87], co w konsekwencji zwiększa przepuszczalność błony komórkowej i prowadzi 

do wypływu cytokin zapalnych jak IL-1β i IL-18 [75]. N-koniec gazderminy D może 

wykazywać również powinowactwo do kardiolipiny i fosfatydyloseryny w zewnętrznej błonie 

komórkowej bakterii i prowadzić w ten sposób do zwiększenia jej przepuszczalności  [81,90]. 

Uwalnianie interleukin poprzez pory gazderminowe jest możliwe dzięki ich rozmiarom jak 

4,5 nm dla IL-1β i  5 nm dla IL-18 [88]. 

Gazdermina D odpowiedzialna jest więc za uwalnianie cytokin zapalnych podczas 

indukcji pyroptozy, co prowadzi do aktywacji odpowiedzi immunologicznej przy 

jednoczesnej indukcji śmierci komórki poprzez zaburzenie gradientu jonowego będącego 

przyczyną obrzęku i lizy osmotycznej [78]. 
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4.  Cel pracy 

Celem pracy jest ocena nowych metod permeabilizacji zewnętrznej błony komórkowej 

bakterii Gram-ujemnych, wspomagających działanie bakteriobójcze rekombinowanej 

endolizyny fagowej. Powyższy cel ogólny realizowano w ramach celów szczegółowych 

odpowiadających strategiom permeabilizacji tj.  

 

• zastosowanie dendrymerów polikationowych jako egzogennych czynników 

permeabilizujących błonę komórkową mutantów szorstkich i gładkich P. aeruginosa 

PAO1; 

 

• indukcja pyroptozy przez dendrytyczne nanocząstki złota w obecności bakteryjnego 

lipopolisacharydu; 

 

• aktywacja pyroptozy przez bakteryjny lipopolisacharyd jako endogenny mechanizm 

wspomagający permeabilizację zewnętrznej błony bakteryjnej dla rekombinowanej 

endolizyny faga KP27. 
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5. Materiały i metody 

5.1 Materiały 

W ninjeszej pracy wykorzytano dendrymery poli(propylenoiminowe) modyfikowane 

maltozą tj. glikodendrymery (Ryc. 5) w ramach współpracy z prof. Dietmar Appelhans z 

Leibniz Institute of Polymer Research Drezno, Niemcy. 

 

 

 

Rycina 5. Struktura dendrymerów użytych w badaniu. Rodzicielski dendrymer poli(propylenoiminy) 

czwartej generacji (PPI) z końcowymi grupami aminowymi i PPI glikodendrymer modyfikowany 

maltozą (PPI-OS), co oznacza około 20% przyłączenia maltozy do dendrymeru PPI czwartej generacji 

PPI-OS [91]. 

 

PEGylowane dendrytyczne nanocząstki złota (AuNP) zostały zmodyfikowane poprzez 

przyłączenie do ich powierzchni kationowych dendronów karbokrzemowych dwóch różnych 

generacji (Ryc. 6) uzyskane w ramach współpracy z prof. Sanchez-Nieves z Química 

Orgánica y Química Inorgánica, University of Alcala, Alcala' de Henares w Madrycie [92,93].  
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Rycina 6. Schemat struktury dendrytycznych AuNP i ich analogów modyfikowanych powierzchniowo 

za pomocą PEG-u. Porównano trzy stosunki dendron:PEG ( 3:1, 1:1, 1:3) [94].  

 

Rekombinowaną endolizynę faga KP27 uzyskano w ramach współpracy z zespołem 

prof. dr hab. Zuzannych Drulis-Kawy z Zakładu Biologii Patogenów i Immunologii, Instytut 

Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wrocławskiego. 

Szczep bakteryjny P. aeruginosa PAO1 (ATCC 15692) pochodził z kolekcji Zakładu 

Biologii Medycznej Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w Kielcach. Mutanty Δrmd, ΔwaaL, 

ΔwbpL uzyskano dzięki uprzejmości prof. Andrew M. Kropinskiego z Laboratory of 

Foodborne Zoonoses, Guelph, ON, Kanada. Mutant Δrmd charakteryzuje się brakiem D-

ramnozy oraz pasma A w strukturze LPS, LPS mutanta ΔwaaL jest pozbawiony pasma A i B i 

jest częściowo szorstki (SR-LPS lub rdzeń z jednym powtórzeniem antygenu-O), mutant 

ΔwbpL charakteryzuje się brakiem glukozylotransferazy Wbpl niezbędnej do inicjacji syntezy 

pasm A i B w strukturze LPS [91]. 

LPS-y P. aeruginosa PAO1 oraz wyizolowane ze szczepów klinicznych od pacjentów z 

mukowiscydozą (CF532, CF832, CF217) oraz z rany oparzeniowej (non-CF0038) uzyskano 

w ramach współpracy z zespołem prof. dr hab. Zuzannych Drulis-Kawy z Zakładu Biologii 

Patogenów i Immunologii, Instytut Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wrocławskiego. 

LPS CF217 nie zawiera antygenu O (polisacharydy O-specyficzne) w strukturze (forma 

szorstka, R), w przeciwieństwie do PAO1, non-CF0038, CF532 i CF832 składających się z 

antygenu O, oligosacharydów pełnego rdzenia i lipidu A (forma gładka, S). 

LPS P. aeruginosa O10 (L8643) i E. coli 0111:B4 (L2630), 055:B5 (L2637) pochodziły 

z firmy Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.  
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Do badań użyto sześć różnych linii komórkowych: A549 (ATCC®, Manassas, Virginia, 

CCL-185™), BEAS-2B (ATCC®, Manassas, Virginia, CRL-9609™), HeLa (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). Komórki A549 hodowano w pożywce F-12K Nutrient Mixture (Kaighn's Mod.) z L-

glutaminą (Corning, Nowy Jork, USA), komórki BEAS-2B w pożywce LHC-9 (Gibco, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), komórki HeLa w pożywce RPMI 1640 z L-

glutaminą i NaHCO3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), natomiast komórki THP-1, THP1-

Xblue i THP1-Null2 hodowano w zmodyfikowanym podłożu RPMI 1640 ATTC (Gibco, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Ludzkie komórki monocytarne THP-1 są 

najczęściej używaną modelową linią komórkową do badania aktywacji inflamasomu. Podłoża 

hodowlane wszystkich linii komórkowych uzupełniono 10 % inaktywowaną termicznie 

płodową surowicą bydlęcą (FBS; Biowest, Nuaille, Francja) i prowadzoną ją w 37°C i 5% 

CO2. 

Rekombinowane białka tj. GSDMD pochodziła z Origene, Rockville, USA 

(NM_024736), natomiast kaspaza-4 z BioVision, Milpitas, USA (BV-1084-25). 

 

5.2. Metody 

5.2.1. Dichroizm kołowy 

Widma dichroizm kołowego (CD) mierzono w obszarze dalekiego UV za pomocą 

spektrometru J-815CD (Jasco, Japonia). Doświadczenia przeprowadzono w 10 mM buforze 

fosforanu sodu (pH 7,4) przy stężeniu endolizyny KP27 0,5 μM. Widma CD samego białka i 

w obecności dendrymerów uzyskano w zakresie od 260 do 195 nm. Zmiany średniej 

eliptyczności molowej (θ/θ0) w charakterystycznym minimum przy 220 nm mierzono w 

zakresie temperatur od 20 do 80°C, gdzie θ0 jest średnią eliptycznością w 20°C. Do oznaczeń 

użyto kuwetę kwarcową o długości drogi optycznej 0,5 cm (Hellma, Niemcy). Eliptyczność 

molową θ wyrażono jako cm2 dmol-1. Widma CD wykonano dla czystego białka i po dodaniu 

dendrymerów w stosunku molowym 1:4 (białko:dendrymer). 
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5.2.2. Aktywność enzymatyczna endolizyny w obecności dendrymerów PPI 

Aktywność enzymatyczną endolizyny badano przez pomiar degradacji peptydoglikanu 

(PG) wyizolowanego z E. coli ATCC 8739. Szybkość degradacji oceniano 

spektrofotometrycznie w obecność dendrymerów: PPI i PPI-OS. Endolizynę (10 µM) 

inkubowano wstępnie z każdym z dendrymerów w stosunku 1:1 i 1:4 M (białko:dendrymery) 

przez 15 min. i następnie skany rejestrowano w zakresie temperatur 20°C - 37°C. Następnie 

do próbki dodano 0,25 mg/ml PG i mierzono jego degradację przy 560 nm za pomocą 

czytnika mikropłytek TECAN Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). 

5.2.3. Aktywność przeciwbakteryjna glikodendrymerów w obecności 

endolizyny 

Aktywność przeciwbakteryjną glikodendrymerów i endolizyny KP27 zmierzono 

metodą spektrometryczną przy długości fali 600 nm z zastosowaniem czytnika mikropłytek 

TECAN Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Przeciwbakteryjne właściwości 

endolizyny KP27 (12 μM), dendrymerów (50 μM) oraz endolizyny w obecności 

dendrymerów wyrażono jako procent wzrostu P. aeruginosa w porównaniu do nietraktowanej 

związkami kontroli. 

5.2.4. Permeabilizacja zewnętrznej błony bakteryjnej przez gazderminę D 

W pierwszym etapie przeprowadzono permeabilizację błony komórkowej szczepu 

P. aeruginosa PAO1 i jego mutanta ΔwbpL z użyciem białka gazderminy D (GSDMD) lub 

jej N-końca GSDMD otrzymanego po inkubacji z 0,1 U kaspazy-4. Następnie oceniono efekt 

permeabilizacji na aktywność bójczą endolizyny KP27 (36 µg/ml) metodą wychwytu 

barwnika fluorescencyjnego N-fenylo-1-naftyloaminy (NPN). Bakterie hodowano w 

temperaturze 37°C do uzyskania gęstości optycznej przy OD600 wynoszącej 0,5. Osad 

bakteryjny rozpuszczono w buforze HEPES (odpowiednio 1 ml buforu na 0,5 ml bakterii 

przed wirowaniem) do uzyskania OD600 = 0,1. Pomiar przeprowadzono w sterylnej 96-

dołkowej płytce. Barwnik fluorescencyjny NPN dodano do zawiesiny bakteryjnej na płytce 

(10 µM na studzienkę). Następnie do mieszaniny dodano odpowiednie stężenia GSDMD i 

endolizyny. Po 30 minutach intensywność fluorescencji NPN mierzono przy długości fali 

wzbudzenia 350 nm i długości fali emisji 420 nm za pomocą czytnika mikropłytek TECAN 

Infinite 200 PRO (Tecan Group Ltd., Szwajcaria). Fluorescencja NPN wzrasta wraz ze 
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zmianą otoczenia tzn. wzrost fluorescencji jest widoczny podczas akumulacji NPN w 

warstwie hydrofobowej błony, co świadczy o jej dezintegralności. Doświadczenie 

przeprowadzono w trzech niezależnych powtórzeniach.  

5.2.5. Mikromacierze ekspresyjne  

Całkowity RNA wyizolowano z hodowli komórek A549 i HeLa za pomocą zestawów 

do izolacji: Sv Total system RNA Isolation (Promega, Madison, USA) i Rneasy Plus Mini Kit 

(Qiagen, Hilden, Niemcy) oraz z komórek THP1-Xblue za pomocą TRI REAGENT (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA). Doświadczenie przeprowadzono w trzech niezależnych 

powtórzeniach zgodnie z protokołem producenta. Jakość i ilość RNA sprawdzono 

spektrofotometrycznie z użyciem aparatu Nanodrop (ThermoScientific, USA) i 

współczynnika integralności RNA (Bioanalyzator, Agilent, St. Clara, USA). Analiza ekspresji 

genów oparta na dwukolorowej mikromacierzy (Agilent, St. Clara, USA) została 

wykorzystana do analizy ekspresji genów w komórkach A549, HeLa i THP1-Xblue 

traktowanych 0,1 µg/ml P. aeruginosa O10 LPS w porównaniu do nietraktowanej kontroli, 

zgodnie z instrukcją producenta (poniżej). 

W pierwszym kroku przygotowano rozcieńczenia 1:4 Spike -A i -B, które 

wyznakowano znacznikiem fluorescencyjnym: Spike-A  wyznakowano za pomocą Cyanine 3, 

a próbki ze Spike B wyznakowano używając znacznika Cyanine 5. Tak przygotowane Spike 

użyto następnie do reakcji znakowania RNA. W tym celu dodano do 50 ng całkowitego RNA 

wyizolowanego z hodowli komórkowych A549, Hea i THP1-Xblue, 2 μl Spike A z cyanine 3 

do próbek kontrolnych niczym nie traktowanych i Spike B z cyanine 5 do próbek badanych 

po traktowaniu 100 ng/ml LPS O10 P. aeruginosa. 

W kolejnym kroku przeprowadzono reakcję odwrotnej transkrypcji. Do każdej próbki z 

RNA dodano 1,8 μl roztworu T7 Primer Mix (warunki reakcji: 10 min., 65°C, 5 minut na 

lodzie). Nastepnie przygotowano po 4,7 μl mieszaniny cDNA Master Mix na próbkę (2 μl 5× 

First Strand Buffer po podgrzaniu do 80°C przez 3-4 minuty, 1 μl 0.1 M DTT, 0,5 μl 10 nM 

dNTP i 1,2 μl Affinity Script RNase Block Mix (warunki reakcji: 2 godziny w temperaturze 

40°C, 15 minut w 70°C, 5 minut na lodzie). Reakcję odwrotnej transkrypcji przeprowadzono 

w dwóch osobnych mieszaninach Transcription Master Mixes, jedną z Cyanine 3-CTP i drugą 

z Cyanine 5-CTP, w oddzielnych probówkach (składniki mieszaniny na jedną próbkę: 0,75 μl 

wody, 3,2 μl 5×Transcription Buffer, 0,6 μl 0,1 M DTT, 1 μl NTP Mix, 0,21 μl T7 RNA 
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Polymerase Blend i 0,24 μl Cyanine 3-CTP lub Cyanine 5-CTP). Dodano po 6 μl mieszaniny 

Transcription Master Mix z Cyanine 3-CTP do probówki zawierającej Spike A i z Cyanine 5-

CTP do probówki zawierającej Spike B (warunki reakcji: 2 godziny w temp. 40oC).  

Nastepnie przeprwadzono reakcję oczyszczania wyznakowanego cRNA za pomocą 

zestawu zestawu RNeasy Mini Kit, Qiagen nr kat. 74104 lub 74106. Do każdej z probówek 

dodano 84 μl wody wolnej od nukleaz do próbki cRNA, 350 μl buforu RLT, 250 μl etanolu, 

przeniesiono 700 μl próbki cRNA na kolumnę RNeasy Mini Spin. Wirowano przy 

ustawieniach 4°C/30 sekund/13 tyś obrotów/min. Przeniesiono kolumnę RNeasy do nowej 

probówki zbiorczej i dodano 500 μl buforu RPE (zawierającego etanol) do kolumny. 

Zwirowano i wylano przesącz. Dodano kolejne 500 μl buforu RPE na kolumnę. Wirowano 

przy ustawieniach 4°C/60 sekund/13 tyś obrotów/min. Wylano przesącz po czym 

przeniesiono na kolumnę RNeasy do nowej probówki. Dodno 30 μl wody wolnej od RNaz 

bezpośrednio na membranę filtra RNeasy. Po 60 sekundach zwirowano przy ustawieniach 

4°C/30 sekund/13 tyś obrotów/min. Odrzucono kolumnę i przeniesiono zebrany przesącz 

oczyszczonego cRNA na lód. 

Po oczyszczeniu oznaczono spektroftometrycznie ilość otrzymanego cRNA za pomocą 

urządzenia NanoDrop. Zmierzono stężenie barwnika Cyanine 3 lub Cyanine 5 (pmol/μl), 

wskaźnik absorbancji RNA (260 nm / 280 nm) i stężenie cRNA (ng/μl). Następnie obliczono 

wydajność i aktywność właściwą w następujący sposób: 

• ilość cRNA - stężenie cRNA (ng/μl ) × 30 μl (objętość próbki))/1000 = μg cRNA; 

• właściwa aktywność - stężenie Cy3 lub Cy5 / stężenie cRNA) x 1000 = pmol Cy3 lub 

Cy5 na μg cRNA. 

Kolejnym etapem była hybrydyzacja. Do probówki zawierającej liofilizowany 10× 

Gene Expression Blocking Agent dodano 500 μl wody wolnej od nukleaz. Przygotowano 

próbki cRNA do hybrydyzacji przez podgrzanie do temperatury 60°C (skład mieszaniny 

reakcyjnej: 300 ng próbki z cRNA z Cyt-3 lub Cyt-5, 11 μl 10× Gene Expression Blocking 

Agent, 2,2 μl 25× Fragmentation Buffer i wody wolnej od nukleaz do końcowej objętości 24 

μl), (warunki reakcji: 30 min. w 60°C, 1 min. na lodzie). Nastepnie dodano 25 μl 2× Hi-RPM 

Hybridization Buffer, zwirowano przy ustawieniach 21°C/60 sekund/13 tyś obrotów/min i 

umieszczono na lodzie po czym nałożono na szkiełko w objętości równej 40 μl. Proces 

hybrydyzacji przeprowadzono w piecu do hybrydyzacji w temperaturze 65°C przez 17 godzin 

z szybkością 10 obrotów na minutę. 
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Ostatnim etapem było płukanie płytek mikromacierzy za pomocą buforów Gene 

Expression Wash. Gene Expression Wash Buffer 2 ogrzewano do 37°C. Do każdego z 

buforów dodano 2 ml Triton X-102 bezpośrednio przez użyciem. Próbki analizowano za 

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

Ekspresję RNA mierzono za pomocą chipów DNA o numerach Agilent: 

US11233913_257236328396_S02_GE2_1010_SEP10, 

US11233913_257236328397_S02_GE2_1010_SEP10, 

US11233913_257236328398_S01_GE2_1010_SEP10,  

które zawierał sondy dla około 56 000 ludzkich genów wraz z długim niekodującym RNA 

(lncRNA). Doświadczenie powtórzono trzykrotnie jako powtórzenia biologiczne. Analizę 

danych z mikromacierzy przeprowadzono za pomocą oprogramowania GeneSpring GX. 

5.2.6. Ilościowy PCR z odwrotną transkrypcją (RT-qPCR)  

RNA wyizolowano i scharakteryzowano ilościowo i jakościowe według opisu w 

podrozdziale 5.2.5. Odwrotną transkrypcję przeprowadzono za pomocą Reverse Transcription 

System (Promega, Madison, USA) zgodnie z protokołem producenta z losowymi starterami 

heksamerowymi. Z każdej próbki pobrano do qPCR 1 µl roztworu cDNA do końcowej 

objętości 20 µl mieszaniny reakcyjnej zawierającej: 10 µl 2× SsoAdvanced Universal SYBR 

Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, USA), 1 µl PrimePCR™ SYBR® Green Assay: 

GSDMD (Bio-Rad, Hercules, USA), 1 µl PrimePCR™ SYBR® Green Assay: ACTB (β-

aktyna) (Bio-Rad, Hercules, USA) ) lub 1 μl PrimePCR™ SYBR® Green Assay: NLRP3 

(Unique Assay ID: qHsaCID0036694, Bio Rad) i 8 µl dH2O. Zastosowano następujące 

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 pomocą aparatury Eco Real-Time PCR (Illumina, San Diego, USA). 

Doświadczenie przeprowadzono w trzech niezależnych powtórzeniach. Gen ACTB 

zastosowano jako wewnętrzny gen referencyjny, a metodę ΔΔCT zastosowano do względnej 

oceny ilościowej. 

5.2.7. Ocena atywności kaspaz -1 i -4 

Komórki THP-1 o gęstości 106 komórek/dołek traktowano dendrytycznymi AuNP i/lub 

LPS P. aeruginosa O10 i E. coli 055:B5 o stężeniu 10 μg/ml przez 24 godziny, przemyto i 

poddano lizie w buforze RIPA. Aktywność lizatów (100 μl) 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 protokołem opisanym przez producenta. 

Aktywności normalizowano do niestymulowanej kontroli. Aktywność kaspazy-1 była 

oceniane po traktowaniu dendrytycznymi AuNP i/lub LPS-em przez 24 godziny, a aktywność 

kaspazy-4 oceniano po traktowaniu przez 4 godziny i 24 godziny. Nie zaobserwowano efektu 

natywnych roztworów nanocząstek i używanych barwników na pomiary fluorescencyjne. 

5.2.8 Test ELISA 

Komórki linii A549, BEAS-2B, HeLa, THP-1, THP1-Xblue lub THP1-Null2 o gęstości 

106 na studzienkę inkubowano z LPS P. aeruginosa/E. coli w zakresie stężeń 0,001-

100 µg/ml oraz 10 µM nigerycyny dla THP1-Null2. Pożywkę zebrano po 24 godzinach dla 

komórek THP-1, THP1-Xblue i THP1-Null2 oraz po 48 godzinach dla komórek HeLa, 

BEAS-2B i A549. Supernatant użyto do testu ELISA zgodnie z protokołem producenta 

(Human IL-1 beta ELISA Kit, Abcam, ab 100562 oraz Human IL-18 ELISA Kit, Abcam,  

ab215539). Stężenie IL-1β w supernatancie obliczono zgodnie z krzywymi standardowymi. 

Wyniki ilości IL-1β przedstawiono w µg/ml supernatantu. Doświadczenie przeprowadzono w 

trzech niezależnych powtórzeniach. 

5.2.9 Western blot  

Komórki THP-1 inkubowano z LPS-em P. aeruginosa O10 i E. coli 055:B5 w stężeniu 

10 µg/ml i/lub z dendrytycznymi AuNP przez 24 godziny i przeprowadzono lizę białka w 

buforze RIPA. Komórki HeLa, BEAS-2B i A549 inkubowano z LPS-em P. aeruginosa O10 

w zakresie stężeń 0,001 µg/ml – 100 µg/ml, po 48 godzinnej inkubacji zebrano płyn 

pohodowlany i przeprowadzono lizę białka w buforze RIPA. Komórki THP1-Null2 

inkubowano z 1 µg/ml, 10 µg/ml lub 100 µg/ml E. coli 0111:B4 LPS przez 3 godziny i 

inkubowano z nigerycyną w stężeniu 10 µM przez 24 godziny; zebrano również supernatanty 

po hodowli komórkowej i przeprowadzono izolację białka w buforze RIPA. Badania zostały 

wykonane w oparciu o procedurę firmy InvivoGen dla komórek THP1-Null2. W drugiej 

części badania komórki THP1-Null2 preinkubowano z 1 µg/ml P. aeruginosa O10, PAO1, 

CF532, CF832, CF217, non-CF0038 oraz inkubowano z nigerycyną w stężeniu 10 µM przez 

24 godziny. Zebrano supernatanty i przeprowadzono izolację białka w buforze RIPA. Zebrane 

supernatanty po hodowlach komórkowych i lizaty białkowe analizowano metodą Western 
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blot zgodnie z protokołem i z wykorzystaniem odczynników firmy Bio-Rad (Hercules, USA). 

Około 20 µl supernatantu i 20 µl buforu do próbek białka Laemmil nałożono na żel Mini-

PROTEAN® TGX™ 4-20% SDS-PAGE do elektroforezy, a następnie przeprowadzono 

elektrotransfer do nitrocelulozy. Błony blokowano w 3% BSA (albumina surowicy bydlęcej) 

w TBST (buforowany TRIS z Tween 20), a następnie inkubowano przez noc z I-rzędowymi 

przeciwciałami: anty-GSDMD (rozcieńczenie 1:1500, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania; 

ab155233), GSDMDC1 (rozcieńczenie 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA; sc-

81868), anty-GAPDH (rozcieńczenie 1:1500 w TBST; Abcam, Cambridge, Wielka Brytania; 

ab8245 i ab9485) w 4°C. Po przemyciu TBST błony inkubowano z II-rzędowymi 

przeciwciałami z HRP (peroksydaza chrzanowa) (rozcieńczenie 1:3000; Abcam, Cambridge, 

Wielka Brytania; ab6721) i RBTXMS IGG (H+L) HR (rozcieńczenie 1:200; Life 

Technologies, Carlsbad, USA; 31450) przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej. Białka 

wykrywano za pomocą chemiluminescencji. GAPDH zastosowano jako białko kontrolne do 

normalizacji białka docelowego. Jako kontrolę pozytywną zastosowano 0,75 μM 

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

5.2.10. Ocena właściwości przeciwbakteryjnych 

Aktywność przeciwbakteryjna supernatantów po hodowli linii komórkowej THP1-

Null2 zawierających oligomery GSDMD po potraktowaniu 1 µg/ml LPS-em P. aeruginosa 

(PAO1, CF532, CF832, CF217, CF708, non-CF0038) i E. coli 0111:B4, 36 µg/ml endolizyny 

i 10 µM nigerycyny testowano spektrofotometrycznie przy 600 nm wobec szczepów P. 

aeruginosa PAO1 i ΔwbpL. Skład mieszaniny reakcyjnej: 50 µl zawiesiny bakterii (104), 50 

µl pożywki hodowlanej, 9 µl 0,6 mg/ml endolizyny oraz odpowiednia ilość buforu TBS do 

końcowej objętości 150 µl. 

5.2.11. Analiza statystyczna wyników 

Do statystycznej analizy danych z badań RT-qPCR, ELISA i oceny właściwości 

przeciwbakteryjnych wykorzystano program STATISTICA wersja 13.3 (StatSoft, Polska). 

Dane przeanalizowano za pomocą jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem 

post-hoc Dunnetta. Wyniki przedstawiono jako średnią ± odchylenie standardowe (SD). 

Poziom istotności przyjęto dla p<0,05 (*). 
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Analizy statystyczne wyników testu mikromacierzy obliczono za pomocą 

oprogramowania do ekspresji genów GeneSpring GX (Agilent, St. Clara, USA). Dane 

zinterpretowano porównując z grupą kontrolną za pomocą testu t z poprawką FDR 

Benjamina-Hochberga i poziomem istotności dla p<0,05. Ontologię genów analizowano w 

oparciu o Quick GO i analizę szlaków 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 bazę danych Panther. 
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6. Wyniki 

Wyniki badań mające na celu weryfikację strategii permeabilizacji zewnętrznej błony 

komórkowej bakterii Gram-ujemnych dla działania bójczego endolizyny zestawiono w dwóch 

podrozdziałach. Podrozdział 6.1. dotyczy zastosowania dendrymerów polikationowych jako 

egzogennego czynnika permeabilizującego błonę komórkową mutantów szorstkich i gładkich 

P. aeruginosa PAO1. W rozdziale 6.2. przedstawiono indukcję pyroptozy przez dendrytyczne 

nanocząstki złota oraz LPS-y jako endogenny mechanizm wspomagający permeabilizację 

zewnętrznej błony bakteryjnej dla rekombinowanej endolizyny faga KP27. 

6.1. Zastosowanie dendrymerów polikationowych jako egzogennych 

czynników permeabilizujących zewnętrzną błonę komórkową 

6.1.1. Ocena oddziaływania endolizyny z dendrymerami polikationowymi 

zmierzona metodą dichroizmu kołowego 

W pierwszym etapie badań oceniono odziaływanie dendrymerów PPI modyfikowanych 

maltozą PPI-OS (20% powierzchni związane z maltozą) oraz niemodyfikowanych PPI z 

endolizyną oraz efekt tych oddziaływań na strukturę drugorzędową białka. Analiza widm 

dichroizmu kołowego CD wykazała wzrost molowej eliptyczności dla endolizyny po 

podgrzaniu do 50°C dla obu dendrymerów. W obecności dendrymerów PPI zaobserwowano 

wcześniejszy wzrost molowej eliptyczności endolizyny po podgrzaniu do 40°C w porównaniu 

do PPI-OS. Natomiast dendrymery PPI-OS nie wpłynęły na stabilność endolizyny KP27 

(Ryc. 7). Różnice w oddziaływaniu dendrymerów PPI i PPI-OS z endolizyną wynikają z 

nierównej ilości dodatnio naładowanych grup aminowych obecnych na powierzchni 

makrocząsteczki. Dendrymery PPI posiadają więcej grup kationowych, podczas gdy 

powierzchnia PPI-OS jest częściowo neutralizowana przez maltozę. 
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Rycina 7. Zmiany średniej eliptyczności resztkowej (θ/θ0) endolizyny KP27 przy 220 nm w funkcji 

temperatury w obecności PPI (A) lub PPI-OS (B). (C) widmo CD endolizyny.  

 

6.1.2. Ocena spektrofotometryczna degradacji peptydoglikanu przez 

endolizynę w obecności dendrymerów polikationowych  

Aktywność enzymatyczną endolizyny w obecności dendrymerów mierzono przez 

degradację peptydoglikanu (PG) w różnych warunkach temperaturowych i przy różnych 

stosunkach molowych białko:dendrymer (1:1 i 1:4) (Tab. 1). Największą aktywność 

endolizyny obserwowano w temperaturze 37°C z całkowitą degradacją PG (0,25 mg/ml) po 

10-15 min. inkubacji. Endolizyna była nieaktywna w temperaturze 20°C niezależnie od 

obecności obu z testowanych dendrymerów. Po podgrzaniu do temperatury wyższej niż 26°C 

aktywność natywnej endolizyny wzrosła do 100% i zaobserwowano degradację PG. 

Aktywność endolizyny w obecności dendrymerów PPI i PPI-OS była mniejsza, ale wzrosła 

do 100% w temperaturze 37°C niezależnie od obecności dendrymerów. Oba badane 
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dendrymery silniej hamują aktywność endolizyny w stosunku molowym 1:1 w porównaniu 

do 1:4.  

Tabela 1. Aktywność endolizyny (% degradacja PG) w obecności dendrymerów PPI lub PPI-OS przy 

różnym stosunku molowym białka do dendrymerów w funkcji temperatury po 15 min. inkubacji. 

 

Temperatura  

[°C] 

Endolizyna Endolizyna+ 

PP1 (1:1) 

Endolizyna+ 

PP1 (1:4) 

Endolizyna+ 

PP1-OS (1:1) 

Endolizyna+ 

PP1-OS (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 aktywności bójczej endolizyny w obecności dendrymerów 

polikationowych  

Następnie zmierzono właściwości bójcze endolizyny w obecności dendrymerów PPI lub 

PPI-OS na P. aeruginosa PAO1 typu dzikiego i trzy różne mutanty szorstkie, wyrażone 

zmianą gęstości hodowli bakteryjnej przy 600 nm po 24 godzinnej hodowli w 37°C (Ryc. 8, 

9, 10 i 11). Zaobserowoano efekt bójczy PPI w przeciwieństwie do endolizyny lub PPI-OS 

wobec analizowanych szczepów. Obecność endolizyny nie zwiększała efektu bójczego 

dendrymerów PPI. Dendrymery modyfikowane maltozą PPI-OS hamowały wzrost tylko 

mutanta ΔwaaL (Ryc. 10) w stężeniu 50 M. Efekt addytywny dendrymerów PPI-OS i 

endolizyny na hamowanie wzrostu bakterii zaobserowano dla szczepu dzikiego PAO1 (12 

M) (Ryc. 8) oraz mutantów ΔwaaL (Ryc. 10) i ΔwbpL (Ryc. 9) (p<0,05).  
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Rycina 8. Gęstość optyczna hodowli szczepu PAO1 P. aeruginosa typu dzikiego zmierzona przy 600 

nm w obecności endolizyny (12 µM), dendrymerów PPI lub PPI-OS w stężeniach 12 M i 50 M i 

stosunku molowym (1:1; 1:4) po 24 godzinnej hodowli w 37°C. Wyniki wyrażono w procentach, 

gdzie 100% to nietraktowana hodowla bakteryjna. PPI (dendrymer polipropylenoiminowy), PPI-OS 

(dendrymer poli(propylenoiminowy) z 20% pokryciem powierzchni  maltozą), E-PPI i E-PPI-OS 

(dendrymery z endolizyną). 

 

Rycina 9. Gęstość optyczna hodowli mutatnta ΔwbpL P. aeruginosa zmierzona przy 600 nm w 

obecności endolizyny (12 µM), dendrymerów PPI lub PPI-OS w stężeniach 12 M i 50 M i stosunku 

molowym (1:1; 1:4) po 24 godzinnej hodowli w 37°C. Wyniki wyrażono w procentach, gdzie 100% to 

nietraktowana hodowla bakteryjna. PPI (dendrymer polipropylenoiminowy), PPI-OS (dendrymer 

poli(propylenoiminowy) z 20% pokryciem powierzchni  maltozą), E-PPI i E-PPI-OS (dendrymery z 

endolizyną). 
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Rycina 10. Gęstość optyczna hodowli mutanta ΔwaaL P. aeruginosa zmierzona przy 600 nm w 

obecności endolizyny (12 µM), dendrymerów PPI lub PPI-OS w stężeniach 12 M i 50 M i stosunku 

molowym (1:1; 1:4) po 24 godzinnej hodowli w 37°C. Wyniki wyrażono w procentach, gdzie 100% to 

nietraktowana hodowla bakteryjna. PPI (dendrymer polipropylenoiminowy), PPI-OS (dendrymer 

poli(propylenoiminowy) z 20% pokryciem powierzchni maltozą), E-PPI i E-PPI-OS (dendrymery z 

endolizyną). 

 

Rycina 11. Gęstość optyczna hodowli mutanta Δrmd P. aeruginosa zmierzona przy 600 nm w 

obecności endolizyny (12 µM), dendrymerów PPI lub PPI-OS w stężeniach 12 M i 50 M i stosunku 

molowym (1:1; 1:4) po 24 godzinnej hodowli w 37°C. Wyniki wyrażono w procentach, gdzie 100% to 

nietraktowana hodowla bakteryjna. PPI (dendrymer polipropylenoiminowy), PPI-OS (dendrymer 

poli(propylenoiminowy) z 20% pokryciem powierzchni  maltozą), E-PPI i E-PPI-OS (dendrymery z 

endolizyną).  
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6.2. Indukcja pyroptozy przez dendrytyczne nanocząstki złota oraz LPS 

jako endogenny mechanizm wspomagający permeabilizację zewnętrznej 

błony bakteryjnej 

6.2.1. Oddziaływanie gazderminy D z zewnętrzną błoną bakterii i wpływ na 

aktywność enzymatyczną endolizyny 

Aby ocenić możliwość wykorzystania stymulacji pyroptozy jako mechanizmu 

permeabilizacji zewnętrznej błony komórkowej dla endolizyny przez główne białko 

pyroptozy GSDMD, zbadaliśmy bezpośrednią przepuszczalność zewnętrznej błony 

bakteryjnej dwóch szczepów P. aeruginosa PAO1 i ΔwbpL (mutant R) przy użyciu 

rekombinowanego białka gazderminy D i jego N-końca (uzyskany po inkubacji z kaspazą-4) 

w połączeniu z endolizyną KP27 (Ryc. 12). Zastosowano barwnik fluorescencji 1-N-

fenyloalaninę, którego fluorescencja świadczy o związaniu z uszkodzoną błoną komórkową. 

Zaobserwowano słaby efekt wzrostu fluorescencji w przypadku GSDMD i N-końca GSDMD 

oraz brak efektu w przypadku samej endolizyny. W układzie GSDMD/endolizyna, a 

zwłaszcza GSDMD N-koniec/endolizyna zaobserwowano zwiększenie efektu permeabilizacji 

błony komórkowej bakterii, szczególnie wobec szczepu ΔwbpL. 

 

 

 
 

Rycina 12. Permeabilizacja błony szczepów P. aeruginosa PAO1 i ΔwbpL po dodaniu: endolizyny 

(36 µg/ml) z 1,5 µM gazderminy D (GSDMD) i N-końca gazderminy D otrzymanego po inkubacji z 

4U kaspazy-4 (GSDMD N-koniec). 
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6.2.2. Efekt LPS-u na komórki eukariotyczne zmierzony metodą 

mikromacierzy ekspresyjnych 

W kolejnym etapie badań oceniono wpływ LPS-u P. aeruginosa O10 na różne 

eukariotyczne linie komórkowe. Profil ekspresji genów analizowano w trzech liniach 

komórkowych, dwóch liniach komórek nabłonkowych A549, HeLa i jednej linii komórek 

monocytarnych THP1-Xblue traktowanych LPS-em P. aeruginosa O10 w stężeniu 0,1 ug/ml 

techniką mikromacierzy ekspresyjnych. Za pomocą dwukolorowej analizy ekspresji genów 

opartej na mikromacierzy zidentyfikowano geny o różnej ekspresji (DEG) ze znaczącymi 

zmianami w ekspresji (p ≤ 0, 05) w komórkach linii: 

• A549; 50 genów (1 z podwyższonym poziomem ekspresji, 49 z obniżonym poziomem 

ekspresji) 

• HeLa; 4795 genów (351 z podwyższonym poziomem ekspresji, 4444 z obniżonym 

poziomem ekspresji) 

• THP1-Xblue; 493 geny (413 z podwyższonym poziomem ekspresji, 80 z obniżonym 

poziomem ekspresji). 

 

6.2.2.1. Efekt LPS-u na komórki linii A549 zmierzone metodą 

mikromacierzy ekspresyjnych 

W przypadku komórek A549 analiza wykazała tylko jeden gen o podwyższonej 

ekspresji, taki jak SSBP3-AS1, który koduje białko o nieznanej funkcji. Analiza ontologii 49 

genów (GO) o obniżonej ekspresji była związana ze szlakiem sygnałowym receptora 

sprzężonego z białkiem G, pozytywną regulacją importu jonów wapnia, regulacją aktywności 

kinazy MAP (kinaza kappaB/NF-kappaB), regulacją kaskady ERK1 i ERK2, odpowiedzią 

komórkową na interferon-gamma, odpowiedzią immunologiczną, wiązaniem białek. Listę 15 

genów o najbardziej obniżonej ekspresji w linii komórkowej A549 przedstawiono w tabeli 2.  

W przypadku analizy związanej z powiązaniem genów do szlaków metabolicznych 

związanych z odpowiedzią immunologiczną zaobserowano niski poziom korelacji z obniżoną 

ekspresją genów związanych jedynie z indukcja chemokin za pośrednictwem STAT6 

(p=0,022) (według bazy danych Reactome (https://reactome.org/). 

 

 

https://reactome.org/
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Tabela 2. Lista 15 genów o najbardziej obniżonej ekspresji w komórkach linii A549 (adnotacje GO 

oparte na Quick GO). 

Symbol genu Analiza ontologii genów 

SMAD1-AS1 heteromeryczny kompleks białkowy SMAD (GO:0071144) 

CCL14 odpowiedź zapalna (GO:0006954), region zewnątrzkomórkowy (GO:0005576), 

homeostaza jonów wapnia (GO:0006874), pozytywna regulacja kaskady ERK1 i 

ERK2 (GO:0070374), szlak sygnałowy chemokin (GO:0070098), odpowiedź 

komórkowa na interferon-gamma (GO:0071346), odpowiedź immunologiczna 

(GO:0006955), aktywność cytokin (GO:0005125) aktywność chemokin 

(GO:0008009), odpowiedź komórkowa na interleukinę-1 (GO:0071347), homeostaza 

jonów wapnia (GO:0006874) 

CCDC89 cytoplazma (GO:0005737), jądro (GO:0005634) 

MAN2B1 region zewnątrzkomórkowy (GO:0005576), lizosom (GO:0005764), metabolizm 

mannozy (GO:0006013), proces modyfikacji białek komórkowych (GO:0006464), 

metabolizm węglowodanów (GO:0005975), wiązanie jonów metali (GO:0046872 ) 

KAT2A jądro (GO:0005634), chromosom (GO:0005694), cytoplazma (GO:0005737), regulacja 

transkrypcji (GO:0006355), aktywność acetylotransferazy histonowej (GO:0004402), 

przebudowa chromatyny (GO:0006338) , regulacja aktywacji limfocytów T 

(GO:0050863), produkcja cytokin (GO:0001816) 

CLCA1 transport jonów (GO:0006811), integralny składnik błony (GO:0016021), błona 

(GO:0016020), błona plazmatyczna (GO:0005886), aktywność 

wewnątrzkomórkowego kanału chlorkowego aktywowanego wapniem (GO:0005229), 

proteoliza (GO:0006508) 

TRNAU1AP cytoplazma (GO:0005737), jądro (GO:0005634), wiązanie kwasu nukleinowego 

(GO:0003676), inkorporacja selenocysteiny (GO:0001514) 

ASAH1 lizosom (GO:0005764), proces metabolizmu lipidów (GO:0006629), aktywność 

hydrolazy (GO:0016787) 

ERC2-IT1 funkcja molekularna (GO:0003674), składnik komórkowy (GO:0005575) 

ENTPD5 retikulum endoplazmatyczne (GO:0005783), region zewnątrzkomórkowy 

(GO:0005576), aktywność hydrolazy (GO:0016787), glikozylacja białek 

(GO:0006486), wiązanie białek (GO:0005515), regulacja sygnalizacji kinazy 

fosfatydyloinozytolu (GO: 0014066), proces metaboliczny ATP (GO:0046034) 

C1QTNF5 region zewnątrzkomórkowy (GO:0005576), błona (GO:0016021), pęcherzyk 

transportowy (GO:0030133), wydzielanie białka (GO:0009306), wiązanie białka 

(GO:0042802), trimer kolagenu (GO:0005576) 

UNC13C synapsa (GO:0045202), błona plazmatyczna (GO:0005886), cytoplazma 

(GO:0005737), wiązanie jonów wapnia (GO:0005509), transdukcja sygnału 

wewnątrzkomórkowego (GO:0035556), wiązanie jonów metali (GO:0046872), 

fosfolipid wiązanie (GO:0005543) 

PDGFRB integralny składnik błony (GO:0016021), aparat Golgiego (GO:0005794), organelle 

związane z błoną wewnątrzkomórkową (GO:0043231), szlak sygnałowy receptora 

sprzężony z białkiem G (GO:0007186), odpowiedź komórkowa na czynnik wzrostu 

pochodzenia płytkowego (GO:0036120), wiązanie z białkami (GO:0005515), 

pozytywna regulacja importu jonów wapnia (GO:0090280), pozytywna regulacja 

aktywności kinazy MAP (GO:0043406), wiązanie ATP (GO:0005524) 

TIFAB kinaza I-kappaB/sygnalizacja NF-kappaB (GO:0007249) 

SLC45A3 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), transport 
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przezbłonowy (GO:0055085), pozytywna regulacja procesu metabolizmu glukozy 

(GO:0010907), pozytywna regulacja procesu biosyntezy kwasów tłuszczowych 

(GO:0045723) 

 

6.2.2.2. Efekt LPS-u na komórki linii HeLa zmierzone metodą 

mikromacierzy ekspresyjnych 

Analiza GO dla komórek HeLa wykazała podwyższoną ekspresję dla szlaku 

sygnałowego receptora sprzężonego z białkiem G, aktywnością receptora sprzężonego z 

białkiem G, wiązaniem z DNA, regulacją transkrypcji, transportem i wiązaniem jonów, 

negatywną regulacją procesu apoptozy, wrodzoną odpowiedzią immunologiczną, 

przeciwbakteryjną odpowiedzią humoralną, produkcją immunoglobulin zaangażowanych w 

odpowiedź immunologiczną. Obniżona ekspresja genów komórek linii HeLa związana była z: 

wiązaniem i transportem jonów, negatywną regulacją odpowiedzi zapalnej, odpowiedzią na 

czynnik wzrostu beta i wiązanie białek. Listę 15 genów o najbardziej podwyższonej i 

obniżonej ekspresji w linii komórkowej HeLa przedstawiono odpowiednio w tabeli 3 i tabeli 

4. 

W przypadku analizy związanej z powiązaniem genów do szlaków metabolicznych 

związanych z odpowiedzią immunologiczną zaobserowano niski poziom korelacji z ekspresją 

genów związanych jedynie z syntezą defensyn oraz sygnalizacją za pośrednictwem 

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

Tabela 3. Lista 15 genów o najbardziej podwyższonej ekspresji w komórkach linii HeLa (adnotacje 

GO oparte na Quick GO). 

Symbol genu Analiza ontologii genów 

WFDC9 przestrzeń zewnątrzkomórkowa (GO:0005615), wrodzona odpowiedź immunologiczna 

(GO:0045087), przeciwbakteryjna odpowiedź humoralna (GO:0019731), negatywna 

regulacja aktywności endopeptydazy (GO:0010951), aktywność inhibitora 

endopeptydazy typu seryny (GO:0004867), białko wiązanie (GO:0005515) 

OR51D1 integralny składnik błony (GO: 0016021), błony (GO: 0016020), transdukcji sygnału 

(GO: 0007165), błony komórkowej (GO: 005886), odpowiedzi na bodziec (GO: 

0050896), szlaku sygnałowego receptora sprzężonego z białkiem G ( GO:0007186), 

aktywność receptora sprzężonego z białkiem G (GO:0004930) 

GPR78 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), szlak sygnałowy 

receptora sprzężonego z białkiem G (GO:0007186), aktywność receptora sprzężonego 

z białkiem G (GO:0004930), białko G aktywujące cyklazę adenylanową szlak 

sygnałowy receptora (GO:0007189), wiązanie z białkami (GO:0005515), transdukcja 

sygnału (GO:0007165) 
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TRIM77 cytoplazma (GO:0005737), wiązanie jonów metali (GO:0046872), wiązanie jonów 

cynku (GO:0008270), ubikwitynacja białek (GO:0016567), aktywność ligazy 

białkowej ubikwityny (GO:00616030) 

HTR3E integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), transport jonów 

(GO:0006811), transbłonowy transport jonów (GO:0034220), aktywność kanału 

jonowego (GO:0005216), aktywność transbłonowego receptora sygnalizacyjnego (GO: 

0004888), aktywność pozakomórkowego kanału jonowego bramkowanego ligandem 

(GO: 0005230), szlak sygnałowy receptora serotoniny (GO: 0007210), regulacja 

potencjału błonowego (GO: 0042391), wiązanie z białkami (GO: 0005515) 

IMPG2 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), składnik strukturalny 

macierzy zewnątrzkomórkowej (GO:0005201), wiązanie kwasu hialuronowego 

(GO:0005540), wiązanie heparyny (GO:0008201), kompleks receptorowy 

(GO:0043235 ) 

TMPRSS7 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), błony plazmatycznej 

(GO:005886), aktywność peptydazy (GO:0008233), proteoliza (GO:0006508), 

endopeptydaza typu serynowego, aktywność (GO:0004252 ), aktywność hydrolazy 

(GO: 0016787) 

ANGPT4 przestrzeń pozakomórkowa (GO:005615), transdukcja sygnału (GO:0007165), 

negatywna regulacja procesu apoptozy (GO:0043066), pozytywna regulacja 

fosforylacji peptydylo-tyrozyny (GO:0050731), aktywność aktywatora białkowej 

kinazy tyrozynowej receptora transbłonowego (GO: 0030297), wiązanie receptora 

kinazy tyrozynowej (GO:0030971), aktywacja aktywności białkowej kinazy 

tyrozynowej receptora transbłonowego (GO:0007171), angiogeneza (GO:0001525), 

wiązanie receptora sygnalizacyjnego (GO:0005102) 

FERD3L jądro (GO: 0005634), wiązanie DNA (GO: 0003677), regulacja transkrypcji przez 

polimerazę RNA II (GO: 0006357), polimeraza RNA II region regulatora transkrypcji 

wiązanie specyficzne dla sekwencji DNA (GO: 0000977), represor transkrypcji 

wiążący DNA aktywność, specyficzna dla polimerazy RNA II (GO:0001227), 

aktywność dimeryzacji białek (GO:0046983), wiązanie białek (GO:0005515) 

OR8U1  integralny składnik błony (GO: 0016021), błony (GO: 0016020), błony plazmatycznej 

(GO: 005886), transdukcji sygnału (GO: 0007165), odpowiedzi na bodziec (GO: 

0050896), szlaku sygnałowego receptora sprzężonego z białkiem G ( GO:0007186), 

aktywność receptora sprzężonego z białkiem G (GO:0004930) 

PROKR2 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), błony plazmatycznej 

(GO:005886), transdukcji sygnału (GO:0007165), szlaku sygnałowego receptora 

sprzężonego z białkiem G (GO:0007186), sprzężonego z białkiem G aktywność 

receptora (GO:0004930), wiązanie peptydów (GO:0042277) 

GALR2 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), transdukcja sygnału 

(GO:0007165), szlak sygnałowy receptora sprzężonego z białkiem G (GO:0007186), 

aktywność receptora sprzężonego z białkiem G (GO:0004930), Aktywność receptora 

peptydowego sprzężonego z białkiem G (GO: 0008528), pozytywna regulacja 

transkrypcji przez polimerazę RNA II (GO: 0045944), wiązanie z białkami (GO: 

0005515), szlak sygnałowy receptora powierzchniowego komórki (GO: 0007166)  

SOX10 jądro (GO:0005634), wiązanie DNA (GO:00036777), aktywność czynnika 

transkrypcyjnego wiążącego DNA, specyficzna dla polimerazy RNA II (GO:0000981), 

pozytywna regulacja transkrypcji przez polimerazę RNA II (GO:0045944), negatywna 

regulacja proces apoptozy (GO:0043066), błona (GO:0016020), cytoplazma 

(GO:0005737) 

GRK5-IT1 aktywność kinazy receptora sprzężonego z białkiem G (GO: 0004703) 
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GAPT integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), błony plazmatyczne 

(GO:005886), produkcja immunoglobulin zaangażowana w odpowiedź 

immunologiczną (GO:0002381), proliferacja limfocytów B zaangażowana w 

odpowiedź immunologiczną (GO:0002322 ), homeostaza komórek B (GO: 0001782) 
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Tabla 4. Lista 15 genów o najbardziej obniżonej ekspresji w komórkach linii HeLa (adnotacje GO 

oparte na Quick GO). 

Symbol genu Analiza ontologii genów 

SSBP3-AS1 heteromeryczny kompleks białkowy SMAD (GO:0071144) 

LIN28A wiązanie kwasów nukleinowych (GO:0003676), wiązanie jonów cynku (GO:0008270), 

pozytywna regulacja sygnalizacji kinazy białkowej B (GO:0051897), regulacja 

wyciszania genów przez miRNA (GO:0060964), jądro (GO:0005634), cytoplazma 

(GO:0005737), polisom (GO:0005834), obróbka pre-miRNA (GO:0031054), 

pozytywna regulacja sygnalizacji TOR (GO:0032008) 

CLCA1 transport jonów (GO:0006811), integralny składnik błony (GO:0016021), błona 

(GO:0016020), błona plazmatyczna (GO:0005886), aktywność wewnątrzkomórkowego 

kanału chlorkowego aktywowanego wapniem (GO:0005229), proteoliza (GO:0006508)  

C1QTNF5 region zewnątrzkomórkowy (GO:0005576), błona plazmatyczna (GO:0016324), błona 

(GO:0016020), pęcherzyk transportowy (GO:0030133), wydzielanie białka 

(GO:0009306), wiązanie białka (GO:0042802) 

UNC13C synapsa (GO:0045202), chemiczna transmisja synaptyczna (GO:0007268), wiązanie 

diacyloglicerolu (GO:0019992) 

EFCC1 cytozol (GO:0005829), wiązanie jonów wapnia (GO:0005509) 

KCNAB3 cytoplazma (GO:0005737), integralny składnik błony (GO:0016021), regulacja 

transbłonowego transportu jonów (GO:0034765), transport jonów potasu 

(GO:0006813), aktywność kanału potasowego bramkowana napięciem (GO:0005242) 

BCL6B jądro (GO:0005634) wiązanie DNA (GO:0003677), negatywna regulacja transkrypcji 

przez polimerazę RNA II (GO:0000122), polimeraza RNA II regionu regulacyjnego 

transkrypcji wiązanie specyficzne dla sekwencji DNA (GO:0000977), represor 

transkrypcji wiążący DNA aktywność, specyficzna dla polimerazy RNA II 

(GO:0001227), odpowiedź immunologiczna typu 2 (GO:0042092), regulacja 

odpowiedzi zapalnej (GO:0050727), regulacja produkcji cytokin (GO:0001817) 

SHC4 transdukcja sygnału wewnątrzkomórkowego (GO:0035556), wiązanie receptorowej 

kinazy tyrozynowej (GO:0030971), pozytywna regulacja proliferacji populacji komórek 

(GO:0008284), proces apoptozy (GO:0006915), regulacja ekspresji genów 

(GO:0010468), łodyga różnicowanie komórek (GO:0048863), błona plazmatyczna 

(GO:0005886), wiązanie kinazy białkowej (GO:0019901) 

LIM2 integralny składnik błony (GO:0016021), błona (GO:0016020) 

NYAP1 sygnalizacja kinazy fosfatydyloinozytolu 3 (GO: 0014065) 

UNC5B integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), błony plazmatyczne 

(GO:0005886), angiogeneza (GO:0001525), proces apoptozy (GO:0006915), regulacja 

zewnętrznego szlaku sygnałowego apoptozy przy braku ligand (GO:2001240), wiązanie 

białka (GO:0005515), transdukcja sygnału (GO:0007165) 

ABCA10 integralny składnik błony (GO: 0016021), błony (GO: 0016020), transport 

przezbłonowy (GO: 0055085), aktywność transportera transbłonowego sprzężonego z 

ATPazą (GO: 0042626) 

APOL3 cytoplazma (GO:0005737), odpowiedź zapalna (GO:0006954), transport lipidów 

(GO:0006869), wiązanie lipidów (GO:0008289), pozytywna regulacja kinazy I-

kappaB/sygnalizacji NF-kappaB (GO:0043123) 

TRPV4 integralny składnik błony komórkowej (GO:0005887), integralny składnik błony 

(GO:0016021), transport jonów (GO:0006811), osmosensoryczny szlak sygnałowy 

(GO:0007231), wiązanie ATP (GO:0005524), wiązanie z białkami (GO:0005524) 
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:0005515), wiązanie lipidów (GO:0008289) 

 

6.2.2.3. Efekt LPS-u na komórki linii THP1-Xblue zmierzony metodą 

mikromacierzy ekspresyjnych 

Na rycinie 13 przedstawiono mapę cieplną z hierarchiczną analizą skupień pokazującą 

profil ekspresji genów w linii komórkowej THP1-Xblue indukowanych LPS-em P. 

aeruginosa O10 w stężeniu 0,1 µg/ml, wygenerowane na podstawie danych z mikromacierzy 

DNA przy użyciu oprogramowania GeneSpring GX.  
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Rycina 13. Mapy cieplne z hierarchiczną analizą skupień pokazujące profil ekspresji genów w linii 

komórkowej THP1-Xblue indukowanych za pomocą LPS-u P. aeruginosa O10 w stężeniu 0,1 µg/ml, 

wygenerowane na podstawie danych z mikromacierzy DNA przy użyciu oprogramowania GeneSpring 

GX. Kolorem czerwonym oznaczono próbkę nietraktowaną, na zielono próbkę potraktowaną LPS-em 

P. aeruginosa O10. Kolor czerwony na mapach to wzrost poziomu ekspresji genów, a kolor niebieski 

to spadek ekspresji w próbce traktowanej w stosunku do próbki kontrolnej. Panel B pokazuje profil 

zmian w ekspresji wszystkich genów, gdzie zaznaczony żółty kwadrat pokazuje ekspresję genów z 

najwyższym poziomem zmiany w ekspresji (panel A). 
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Listę 15 genów o największym wzroście ekspresji w komórkach THP1-Xblue 

traktowanych LPSem P. aeruginosa O10 zestawiono w tabeli 5, należą do nich CXCL13, 

CXCL3, CCL2, IL-1β, RGS1, MIR146A, TNFAIP6, CCL8, CXCL8, MPP9, CCL7, IL6, 

CXCL1, SOCS3, CCL20 (Ryc. 1B). Geny te związane są z odpowiedzią komórkową na LPS, 

w tym specyficzną dla pyroptozy interleukiną IL-1β. 

 

Tabela 5. Lista 15 genów o najbardziej podwyższonej ekspresji w linii komórkowej THP1-Xblue 

(adnotacje GO oparte na Quick GO). 

Symbol genu Analiza ontologii genów 

CXCL13 odpowiedź komórkowa na lipopolisacharyd (GO:0071222), odpowiedź zapalna 

(GO:0006954), odpowiedź immunologiczna (GO:0006955), integralny składnik błony 

(GO:0016021), błona (GO:0016020), szlak sygnałowy za pośrednictwem chemokin 

(GO :0070098), przeciwdrobnoustrojowa humoralna odpowiedź immunologiczna, w 

której pośredniczy peptyd przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844), aktywność cytokin 

(GO:0005125) 

CXCL3 odpowiedź komórkowa na lipopolisacharyd (GO: 007122), odpowiedź zapalna (GO: 

0006954), odpowiedź immunologiczna (GO: 0006955), wiązanie receptora chemokin 

CXCR (GO: 0045236), aktywność chemokin (GO: 0008009), przeciwdrobnoustrojowa 

humoralna odpowiedź immunologiczna, w której pośredniczą peptyd 

przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844), aktywność cytokin (GO:0005125) 

CCL2 wydzielanie ligandu 2 chemokiny (motyw C-C) (GO:0035906), pozytywna regulacja 

wydzielania liganda 2 chemokiny (motyw C-C) (GO:1904209) 

Il1 odpowiedź na lipopolisacharyd (GO:0032496), odpowiedź immunologiczna 

(GO:0006955), odpowiedź zapalna (GO:0006954), aktywność cytokin (GO:0005125), 

region receptora interleukiny-1 (GO:0005149), region zewnątrzkomórkowy 

(GO:0005576 ), przestrzeń zewnątrzkomórkowa (GO:0005615), transdukcja sygnału 

(GO:0007165), pozytywna regulacja produkcji interleukiny-6 (GO:0032755), 

pozytywna regulacja kaskady p38MAPK (GO:1900745), pozytywna regulacja kinazy I-

kappaB/ Sygnalizacja NF-kappaB (GO:0043123), pozytywna regulacja produkcji 

interleukiny-8 (GO:0032757) 

RGS1 odpowiedź na bakterie (GO:0009617), błona plazmatyczna (GO:0005886), szlak 

sygnałowy receptora sprzężony z białkiem G (GO:0007186), aktywność aktywatora 

GTPazy (GO:0005096), transdukcja sygnału (GO:0007165), pozytywna regulacja 

Aktywność GTPazy (GO:0043547) 

MIR146A wyciszanie genów przez miRNA (GO:0035195) 

TNFAIP6 negatywna regulacja odpowiedzi zapalnej (GO:0050728), wiązanie kwasu 

hialuronowego (GO:00055400), adhezja komórek (GO:0007155), odpowiedź zapalna 

(GO:0006954), sygnalizacja komórka-komórka (GO:0007267), wiązanie białek (GO 

:0005515), region zewnątrzkomórkowy (GO:0005576), przestrzeń zewnątrzkomórkowa 

(GO:0005615) 

CCL8 odpowiedź immunologiczna (GO:0006955), odpowiedź zapalna (GO:0006954), 

przeciwdrobnoustrojowa humoralna odpowiedź immunologiczna, w której pośredniczy 

peptyd przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844), aktywność cytokin (GO:0005125), 

aktywność chemokin (GO:0008009), odpowiedź komórkowa na interferon -gamma 

(GO:0071346), transdukcja sygnału (GO:0007165), odpowiedź komórkowa na 

interleukinę-1 (GO:0071347), pozytywna regulacja kaskady ERK1 i ERK2 
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(GO:0070374) 

CXCL8 odpowiedź komórkowa na lipopolisacharyd (GO:0071222), odpowiedź 

immunologiczna (GO:0006955), odpowiedź zapalna (GO:0006954), wiązanie receptora 

interleukiny-8 (GO:0005153), aktywność cytokin (GO:0005125), aktywność chemokin 

(GO: 0008009), aktywacja neutrofilów (GO:0042119), odpowiedź obronna 

(GO:0006952), regulacja wnikania bakterii do komórki gospodarza (GO:2000535), 

negatywna regulacja szlaku sygnałowego receptora sprzężonego z białkiem G 

(GO:0045744), działanie przeciwdrobnoustrojowe humoralna odpowiedź 

immunologiczna, w której pośredniczy peptyd przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844) 

MPP9 błona aparatu Golgiego (GO:0000139), aparat Golgiego (GO:0005794), centriola 

(GO:0005814), cytoszkielet (GO:0005856), cytoplazma (GO:0005737), błona 

(GO0016020) 

CCL7 odpowiedź immunologiczna (GO:0006955), aktywność cytokin (GO:0005125), 

aktywność chemokin (GO:0008009), transdukcja sygnału (GO:0007165), region 

pozakomórkowy (GO:0005576) 

IL6 odpowiedź obronna na bakterie Gram-ujemne (GO:0050829), odpowiedź komórkowa 

na lipopolisacharyd (GO:0071222), odpowiedź immunologiczna (GO:0006955), 

odpowiedź zapalna (GO:0006954), pozytywna regulacja procesu apoptozy 

(GO:0043065), pozytywna regulacja kaskady MAPK (GO:0043410), pozytywna 

regulacja szlaku sygnałowego receptora przez STAT (GO:1904894), szlak 

sygnalizacyjny receptora przez JAK-STAT (GO:0007259), pozytywna regulacja 

procesu apoptozy (GO:0043065), pozytywna regulacja regulacja wydzielania 

immunoglobulin (GO:0051024), pozytywna regulacja aktywacji limfocytów B 

(GO:0050871), pozytywna regulacja proliferacji limfocytów T (GO:0042102), 

pozytywna regulacja aktywności czynnika transkrypcyjnego NF-kappaB (GO:0051092) 

CXCL1 odpowiedź immunologiczna (GO:0006955), odpowiedź komórkowa na 

lipopolisacharyd (GO:0071222), odpowiedź zapalna (GO:0006954), aktywność cytokin 

(GO:0005125) aktywność chemokin (GO:0008009), szlak sygnałowy receptora 

sprzężony z białkiem G (GO :0007186), przeciwdrobnoustrojowa humoralna 

odpowiedź immunologiczna, w której pośredniczy peptyd przeciwdrobnoustrojowy 

(GO:0061844), zabijanie komórek innych organizmów (GO:0031640) 

SOCS3 negatywna regulacja odpowiedzi zapalnej (GO:0050728), szlak sygnałowy za 

pośrednictwem interleukiny-6 (GO:0070102), negatywna regulacja procesu apoptozy 

(GO:0043166), szlak sygnałowy receptora przez JAK-STAT (GO:0007259), negatywna 

regulacja fosforylacji tyrozyny białka STAT (GO:0042532), transdukcji sygnału 

wewnątrzkomórkowego (GO:0035556) 

CCL20 odpowiedź komórkowa na interleukinę-1 (GO:0071347), odpowiedź zapalna 

(GO:0006954), odpowiedź immunologiczna (GO:0006955), przeciwdrobnoustrojowa 

humoralna odpowiedź immunologiczna, w której pośredniczy peptyd 

przeciwdrobnoustrojowy (GO:0061844), zabijanie komórek innych organizmów 

(GO:0061844) : 0031640), aktywność cytokin (GO: 0005125), aktywność chemokin 

(GO: 0008009), wiązanie receptora chemokin CCR (GO: 0048020), sygnalizacja za 

pośrednictwem wapnia przy użyciu wewnątrzkomórkowego źródła wapnia (GO: 

0035584) 

 

Natomiast lista 15 genów o najbardziej obniżonej ekspresji dla linii THP1-Xblue została 

pokazana w tabeli 6, należą do nich geny MS4A3, SERPINB10, GPA33, CLEC12A, CNR1, 

DEPDC4, SLC40A1, TMOD1, DSC3, NMUR1, RET, CLRN1, F13A1, SERPINI2, MS4A6A i 
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są związane z transdukcją sygnału, metabolizmem białek, metabolizmem RNA i 

homemostazą. 

 

Tabela 6. Lista 15 genów o najbardziej obniżonej ekspresji w komórkach linii THP1-Xblue (adnotacje 

GO oparte na Quick GO). 

Symbol genu Analiza ontologii genów 

MS4A3 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), regulacja cyklu 

komórkowego (GO:0051726), cytoplazma (GO:0005737) 

SERPINB10 przestrzeń zewnątrzkomórkowa (GO:005615), nukleoplazma (GO:005654), cytozol 

(GO:0005859), negatywna regulacja procesu apoptozy (GO:0043066), negatywna 

regulacja aktywności endopeptydazy (GO:0010951), jądro (GO:0005634) 

GPA33 integralny składnik błony (GO:0016021), błona (GO:0016020), integralny składnik 

błony plazmatycznej (GO:0005877), aktywność receptora sygnalizacyjnego 

(GO:0038023), wiązanie z białkami (GO:0005515) 

CLEC12A integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), błony plazmatycznej 

(GO:0005886), wiązania węglowodanów (GO:0030246), degranulacji neutrofili 

(GO:0043312) 

CNR1 integralny składnik błony (GO:0016021), błony plazmatycznej (GO:005886), szlak 

sygnałowy receptora sprzężonego z białkiem G (GO:0007186), aktywność receptora 

sprzężonego z białkiem G (GO:0004930), szlak sygnałowy kannabinoidów 

(GO:0038171 ), transdukcja sygnału (GO:0007165), wiązanie białek (GO:0005515), 

pozytywna regulacja ostrej odpowiedzi zapalnej na bodziec antygenowy (GO:0002866), 

negatywna regulacja transportu jonów (GO:0043271), pozytywna regulacja procesu 

apoptozy ( GO:0043065), odpowiedź na lipopolisacharyd (GO:0032496) 

DEPDC4 transdukcja sygnału wewnątrzkomórkowego (GO:0035556) 

SLC40A1 integralny składnik błony (GO:0016021), błony plazmatycznej (GO:005886), błony 

(GO:0016020), nukleoplazmy (GO:005654), cytozolu (GO:0005859), transportu jonów 

(GO:0006811), wiązania białek ( GO:0005515), negatywna regulacja procesu apoptozy 

(GO:0043066), homeostaza limfocytów (GO:0002260) 

TMOD1 cytoszkielet (GO: 0005856), cytozol (GO: 0005859), cytoplazma (GO: 0005737), błona 

(GO: 0016020), COP9 sygnałosom (GO: 0008180), spiczasty koniec czapeczki z 

włókna aktynowego (GO: 0051649), włókno aktynowe wiązanie (GO: 0051015), 

wiązanie tropomiozyny (GO: 0005523), cytoszkielet korowy (GO: 0030863) 

DSC3 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), błony plazmatycznej 

(GO:005886), adhezja komórek homofilnych poprzez cząsteczki adhezyjne błony 

komórkowej (GO:0007156), wiązanie jonów wapnia (GO:005509), adhezja komórek 

(GO:007155) 

NMUR1 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), błony plazmatycznej 

(GO:005886), szlak sygnałowy receptora sprzężonego z białkiem G (GO:0007186), 

sygnalizacja za pośrednictwem wapnia (GO:0019722), fosforan inozytolu -

przekazywanie sygnałów (GO:0048016), transport chlorków (GO:0006821), 

neuropeptydowy szlak sygnałowy (GO:007218), transdukcja sygnału (GO:0007165) 

RET integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), aktywność kinazy 

białkowej (GO:0004672), wiązanie ATP (GO:0005524), fosforylacja białek 

(GO:0006468), kaskada MAPK (GO:0000165), wiązanie jonów wapnia (GO:0005509) 

CLRN1 integralny składnik błony (GO:0016021), błony (GO:0016020), pęcherzyk transportowy 
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sieci trans-Golgi (GO:0030140), ruchliwość komórki (GO:0048870) 

F13A1 aktywność gamma-glutamylotransferazy białkowo-glutaminowej (GO:0003810), 

sieciowanie peptydowe (GO:0018149), wiązanie jonów metali (GO:0046872), 

cytoplazma (GO:0005737), region zewnątrzkomórkowy (GO:0005576) 

SERPINI2 przestrzeń pozakomórkowa (GO:0005615), integralny składnik błony (GO:0016021), 

błona (GO:0016020), transdukcja sygnału (GO:0007165), aktywność inhibitora 

endopeptydazy typu serynowego (GO:0004867), regulacja adhezji komórek ( 

GO:0030155), wiązanie z białkami (GO:0005515) 

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

 

W przypadku analizy związanej z powiązaniem genów do szlaków metabolicznych 

związanych z odpowiedzią immunologiczną zaobserowano znacząco wyższy poziom 

korelacji, w przeciwieństwie do komórek linii A549 i HeLa. W tabeli 7 przedstawiono listę 

szlaków biochemicznych z udziałem skorelowanych genów o podwyższonej ekspresji według 

bazy danych Reactome (https://reactome.org/). Nie stwierdzono korelacji genów o obniżonej 

ekspresji ze szlakami biochemicznmi związanymi z odpowiedzią immunologiczną. 

 

Tabela 7. Lista szlaków związanych z odpowiedzią immunologiczną o podwyższonej ekspresji genów 

komórek THP1-Xblue według bazy Reactome (https://reactome.org/) z FDR Benjamina-Hochberga 

(False Discovery Rate) i p<0,05. Analizę statystyczną mikromacierzy DNA obliczono za pomocą 

oprogramowania do ekspresji genów GeneSpring GX (Agilent, St. Clara, USA).  

Nazwa szlaku 
Liczba genów 

skorelowana 

Liczba genów 

całkowita 
wartość p 

sygnalizacja -interleukina10 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 zależna od MyD88  15 103 4.83209337737156E-5 

kaskady receptorów 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, że testowany LPS P. aeruginosa O10 jest zdolny do indukcji 

odpowiedzi immunologicznej tylko w linii monocytów, natomiast zaobserwowano brak 

takiego samego zjawiska dla komórek linii A549 i HeLa, z tego też powodu do dalszych 

badań wybrano monocytarne linie komórkowe. Analiza profilu ekspresji genów za pomocą 
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mikromacierzy DNA wykazały, że badany LPS indukuje odpowiedź immunologicznej w 

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

6.2.2.3.1. Efekt LPS-u na ekspresję GSDMD w komórkach linii THP1-

Xblue zmierzony metodą RT-qPCR 

Na rycinie 14 przedstawiono poziom ekspresji genu GSDMD w komórkach THP1-

Xblue indukowany LPS P. aeruginosa O10 w zakresie stężeń 0,001-1 μg/ml. Stwierdzono 

istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji GSDMD wywołany LPS-em w stężeniach 0,1 

μg/ml i 1 μg/ml w stosunku do kontroli. 

 

Rycina 14. Poziom ekspresji GSDMD w komórkach THP1-Xblue po traktowaniu LPS-em P. 

aeruginosa O10. Poziomy ekspresji określono za pomocą ilościowej analizy PCR w czasie 

rzeczywistym. Gen ACTB zastosowano jako wewnętrzny gen referencyjny, a metodę ΔΔCT 

zastosowano do względnej oceny ilościowej. *p<0,05. 

 

6.2.2.3.2 Efekt LPS-u na poziom IL-1β w komórkach linii THP1-Xblue 

zmierzony metodą ELISA 

Na rycinie 15 przedstawiono poziom interleukiny IL-1β jako markera procesu 

pyroptozy [75]. Zaobserwowano, że LPS P. aeruginosa O10 indukował produkcję IL-1β w 

komórkach THP1-Xblue w stężeniu wyższym niż 0,001 μg/ml. 
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Rycina 15. Poziom produkcji IL-1β przez komórki THP1-Xblue po traktowaniu LPS-em P. 

aeruginosa O10 zmierzony metodą ELISA. *p<0,05. 

 

6.2.2.3.3. Produkcja GSDMD przez komórki THP1-Null2 w obecności LPS  

Ocenę produkcji GSDMD i produktów jej cięcia w obecności LPS-u przeprowadzono 

na linii THP1-Null2 wobec LPS-u E. coli 0111:B4 i nigercyny według protokołu 

dostarczonego przez producenta Invivogen, Tuluza, Francja. Komórki THP1-Null2 pochodzą 

z linii komórkowej THP-1 i są zdolne do wytwarzania IL-1β po stymulacji kanonicznymi lub 

niekanonicznymi induktorami inflamasomu, takimi jak nigerycyna lub LPS. Ponadto ulegają 

pyroptotycznej śmierci komórkowej po aktywacji inflamasomu.  

Poziom ekspresji białka GSDMD oraz jego N-końcowego produktu analizowano z 

zastosowaniem techniki Western blot (Ryc. 16). Stwierdzono obecność białka GSDMD i jego 

N-końcowej części w pożywce pohodowlanej komórek THP1-Null2 po traktowaniu LPS-em 

E. coli 0111:B4 lub nigerycyną (Ryc. 16A). Ponadto stwierdzono obecność białka GSDMD i 

jego N-końca w kontrolnym medium pohodowlanym nietraktownym LPS-em. 

Zaobserwowano formy oligomeryczne N-końca GSDMD w supernatantach po hodowli 

komórek THP1-Null2 z najwyższym stężeniem samego LPS-u (100 μg/ml) oraz przy 10 

μg/ml wraz z nigerycyną. Formy oligomeryczne N-końca GSDMD mogłą pochodzić ze 

zdegradowanych błon komórkowych w procesie pyroptozy. Poziom białka GSDMD i jego 

cięcie do produktu N-końcowego był bardzo niski i podobny do poziomu w komórkach 

kontrolnych. Podobny efekt zaobserwowano dla LPS-ów pochodzącego z P. aeruginosa 

(Ryc. 16B). 
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Rycina 16. (A) Analiza Western Blot poziomu N-końca białka GSDMD w warunkach redukujących z 

β-merkaptoetanolem w komórkach THP1-Null2 w supernatantach po potraktowaniu LPS-em E. coli 

0111:B4 w trzech różnych stężeniach 1 µg/ml, 10 µg/ml, 100 µg/ml z/bez nigerycyną (10 µM), M- 

marker, C - kontrola, N - nigerycyna; (B) Analiza Western Blot N-końca białka GSDMD w 

warunkach redukujących z β-merkaptoetanolem w komórkach THP1-Null2 w supernatantach po 

traktowaniu różnymi typami LPS-ów P. aeruginosa w stężeniu 1 µg/ml i bez/z nigerycyną (10 M). 

GAPDH zastosowano jako białko kontrolne do normalizacji białka docelowego. 

 

6.2.2.3.4. Efekt LPS-u na poziom IL-1β w komórkach linii THP1-Null2 

zmierzony metodą ELISA 

W wyniku braku nadprodukcji GSDMD w podłożach pohodowlanych komórek THP1-

Null2 w obecności LPS-ów P. aeruginosa i E. coli, dodatkowo sprawdzono poziom IL-1β 

metodą ELISA (Ryc. 17). Do badań wybrano podłoża pohodowlane na podstawie wyników 

uzyskanych metodą Western blot (Ryc. 16); supernatanty w których stwierdzono cięcie białka 

GSDMD do N-końca GSDMD w obecności LPS-u: PAO1, non-CF0038, E. coli 0111:B4 

natywny i z nigerycyną; CF217 z nigerycyną i CF832. Rycina 17 pokazuje, że badane LPS-y 

mogą aktywować proces pyroptozy (produkcja IL-1β) w komórkach THP1-Null2 w 

połączeniu z nigerycyną, a poziom aktywacji zależy od struktury i pochodzenia gatunkowego 

LPS-u. 
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Rycina 17. Poziom IL-1β w podłożu pohodowlanym komórek THP1-Null2 po traktowaniu LPS-ami 

P. aeruginosa lub E. coli. Analizę statystyczna danych przeprowadzono za pomocą jednoczynnikowej 

analizy wariancji (ANOVA) z testem post-hoc Dunnetta. * p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001. 

 

6.2.2.3.5. Ocena właściwości przeciwbakteryjnych endolizyny w obecności 

podłoży pohodowlanych THP1-Null2 po stymulacji pyroptozy LPS-em 

Działanie przeciwbakteryjne endolizyny w obecności supernatantów po hodowli 

komórkowej THP1-Null2 otrzymanych po stymulacji LPS-ami i endolizyną sprawdzono 

wobec szczepu PAO1 P. aeruginosa poprzez pomiar gęstości optycznej hodowli bakteryjnej 

przy 600 nm. Rycina 18 przedstawia spadek gęstości optycznej dla pożywki pohodowlanej 

zawierającej endolizynę (CE) w stosunku do kontroli (C), dodatkowo wzmocniony 

stymulacją komórek poprzez nigerycynę (CEN) niczym nie traktowaną w odniesieniu do 

kontroli zawierającej same bakterie, co wskazuje na obecność gazderminy w kontroli po 

hodowli komórkowej. Nie zaobserowano wzmocnia efektu przeciwbakteryjnego po 

stymulacji komórek LPS-ami. 
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Rycina 18. OD wzrostu szczepu PAO1 P. aeruginosa mierzone przy 600 nm w pożywce 

pohodowlanej linii THP1-Null2 wstępnie potraktowanej LPS-ami w stężeniu 1 µg/ml i/lub 10 µM 

nigerycyny (N) oraz uzupełnionej 36 µg/ml endolizyną KP27 (E). C - medium pohodowlane THP1-

Null2, CE - medium pohodowlane THP1-Null2 z endolizyną, CN – medium pohodowlane THP1-Null2 

po stymulacji nigerycyną, CEN - medium pohodowlane THP1-Null2 po stymulacji nigerycyną 

uzupełnione endolizyną, S – supernatant pohodowlany po stymulacji komórek LPS-em. Analizę 

statystyczna danych przeprowadzono za pomocą jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z 

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

 

6.2.3. Efekt dendrytycznych nanocząstek złota na aktywację procesu 

pyroptozy 

6.2.3.1. Poziom ekspresji NLRP3 w obecności dendrytycznych nanocząstek 

złota oraz LPS-u zmierzony RT-qPCR 

Efekt natywnych nanocząstek AuNP14 i ich analogu AuNP14b (połowa dendronów 

zastąpiona łańcuchami PEG), dodatkowo modulowany LPS-em E. coli lub P. aeruginosa na 

indukcję procesu pyroptozy w komórkach THP-1 oceniono metodą RT-qPCR. Nie 

stwierdzono zmiany poziomu ekspresji genu kodującego domenę pirynową rodziny 

receptorów NLR tj. NLRP3 w obecności badanych LPS-ów i/lub nanocząstek AuNP14 (Ryc. 

19). Wynik ten potwierdziły badania Xie i in. [95], którzy wykazali, że aktywacja 

inflamasomu występuje na poziomie aktywnego białka obecnego w cytozolu, a nie na 

poziomie jego transkrypcji.  
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Rycina 19. Poziom ekspresji NLRP3 w komórkach THP-1 po traktowaniu LPS-em P. aeruginosa (P), 

E. coli LPS (E) i/lub AuNP14 lub AuNP14b określony za pomocą ilościowej analizy PCR w czasie 

rzeczywistym (RT-qPCR). Poziom ekspresję NLRP3 znormalizowano wobec ACTB ze względną 

oceną ilościową określoną metodą ΔΔCT.  

 

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

dendrytyczne nanocząstki złota oraz LPS 

Aby dodatkowo zweryfikować czy dendrytyczne nanocząsteczki AuNP i/lub LPS 

aktywują inflamasom, oceniono poziom aktywacji kaspazy-1 i -4 w komórkach THP-1. 

Stwierdzono, wzrost aktywność kaspazy-1 (Ryc. 21), która była największa w przypadku 

samego LPS-u P. aeruginosa sugerując tym samym aktywację kanonicznego szlaku 

pyroptozy. Natomiast nie zaobserwowano zmian aktywności kaspazy-4 zmierzonej zarówno 

po 4 godzinach (Ryc. 20) jak i po 24 godzinach po inkubacji z AuNP i/lub LPS-em (Ryc. 22).  

 



57 

 

 

Rycina 20. Aktywność kaspazy-4 po 4 godzinnej inkubacji komórek THP-1 LPS-em P. aeruginosa 

O10 w obecności dendrytycznych nie-PEGylowanych (AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) AuNP. 

* p < 0,05 (analiza w stosunku do kontroli); # p < 0,05.  

 

Rycina 21. Wpływ LPS-u P. aeruginosa (P) i E. coli (E) oraz dendrytycznych nie-PEGylowanych 

(AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) AuNP na aktywację kaspazy-1 w komórkach THP-1 po 24 

godzinach. * p < 0,05 (analiza w stosunku do kontroli); # p < 0,05.  
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Rycina 22. Wpływ LPS-u P. aeruginosa (P) i E. coli (E) oraz dendrytycznych nie-PEGylowanych 

(AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) AuNP na aktywację kaspazy-4 w komórkach THP-1 po 24 

godzinach. * p < 0,05 (analiza w stosunku do kontroli); # p < 0,05. 

 

6.2.3.3. Ocena produkcji interleukiny IL-1β i IL-18 w obecności 

dendrytycznych nanocząstek złota oraz LPS-u 

Kolejnym etapem badań była ocena wpływu AuNPs i/lub LPS-u na poziom IL-1β 

(marker aktywacji pyroptozy) zarówno w medium pohodowlanym (Ryc. 23A), jak i lizatach 

komórkowych THP-1 (Ryc. 23B). Stwierdzono, że użyte w badaniach LPS-y aktywują 

produkcję i uwolnienie IL-1β do medium hodowlanego komórek THP-1 w przeciwieństwie 

do nanocząstek AuNP14 i AuNP14b. Jednak traktowanie komórek jednocześnie AuNP14 i 

LPS-em spowodowało kilkukrotny wzrost stężenie IL-1β, zwłaszcza w przypadku 

nanocząstek AuNP14 tj. nie modyfikowanych powierzchniowo za pomocą PEG-u (Ryc. 

23A). Podobny efekt zabserwowano w przypadku lizatów komórek THP-1, przy czym ogólny 

poziom IL-1β był znacząco wyższy niż w medium pohodowlanym (Ryc. 23B).  
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Rycina 23. Produkcja interleukiny IL-1β w obecności LPS-u P. aeruginosa (P) i E. coli (E) oraz 

dendrytycznych nanocząstek złota nie-PEGylowanych (AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) 

AuNP) w komórkach THP-1. Poziom produkcji IL-1β zmierzono w (A) medium pohodowlanym oraz 

(B) lizatach komórkowych z użyciem test ELISA. * p < 0,05 (analiza w stosunku do kontroli); # p < 

0,05.  

Następnie oceniono poziom produkcji IL-18 w obecności nanocząstek AuNPs i/lub 

LPSów E. coli i P. aeruginosa przez komórki THP-1. Główną funkcją IL-18 jest indukowanie 

wydzielania interferonu-γ (IFN-γ) przez pomocnicze limfocyty T (Th1) (Esmailbeig and 

Ghaderi, 2017). Ponadto IL-18 jest wydzielana przez wiele typów komórek stymulowanych 
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LPS-em (Nakano et al., 2003; Tsutsui et al., 1999). Tak więc, ekspresję IL-18, mierzono 

jedynie w medium pohodowlanym komórek THP-1 (Ryc. 24). 

 

Rycina 24. Produkcja IL-18 w obecności LPS-u P. aeruginosa (P) i E. coli (E) oraz dendrytycznych 

nanocząstek złota nie-PEGylowanych (AuNP14) i PEGylowanych (AuNP14b) AuNP) w w medium 

pohodowlanym komórek THP-1 zmierzona testem ELISA. * p < 0,05 (analiza w stosunku do 

kontroli); # p < 0,05.  

Największy poziom produkcji IL-18 stwierdzono w przypadku LPS E. coli, niższy w 

przypadku nanocząstek złota. Nie stwierdzono stymulacji produkcji IL-18 przez LPS P. 

aeruginosa w stężeniu 10 g/ml. Podobnie jak w przypadku produkcji IL-1β i IL-18, poziom 

ekspresji IL-18 był wyższy w obecności nie-PEGylowanych nanocząstek w porównaniu z 

PEGylowanymi. Efekt mieszaniny nanocząstkek złota/LPS na produkcję IL-18 był znacząco 

słabszy niż każdego ze składników osobno. 

6.2.3.4. Analiza ekspresji GSDMD w obecności dendrytycznych 

nanocząstek złota oraz LPS-u zmierzona ilościowym PCR w czasie 

rzeczywistym i Western blot 

Analiza ekspresji gazderminy D (GSDMD) w obecności dendrytycznych nanocząstek 

złota oraz LPS-ów zmierzona zarówno na poziomie genetycznym oraz produkcji białka 
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wykazała brak jego ekspresji w komórkach THP-1 (Ryc. 25). Zaobserwowane różnice w 

poziomie ekspresji mRNA kodującego gazderminę D były nieistotne statystycznie.  

 

Rycina 25. Górny panel: analiza poziomu ekspresji mRNA GSDMD w liniach komórkowych 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 określono za pomocą ilościowej analizy PCR w czasie rzeczywistym. Gen 

ACTB zastosowano jako wewnętrzny gen referencyjny, a metodę ΔΔCT zastosowano do względnej 

oceny ilościowej. Dolny panel: analiza Western Blot, gdzie białko GAPDH zastosowano jako 

kontrolę. Brak widocznych prążków odpowiadających białku GSDMD (około 50 kDa) i jej N-

końcowi (około 35-40 kDa).  
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7. Dyskusja  

Celem badań była ocena nowych metod permeabilizacji zewnętrznej błony komórkowej 

bakterii Gram-ujemnych, jako wspomagających działanie bakteriobójcze rekombinowanej 

endolizyny KP27 faga Klebsiella. Oceniono aktywność przeciwbakteryjną endolizyny faga 

KP27 wobec szczepów PAO1, Δrmd, ΔwaaL, ΔwbpL P. aeruginosa w obecności 

dendrymerów polikationowych tj. glikodendrymerów oraz efekt dendrytycznych nanocząstek 

złota i lipopolisacharydów P. aeruginosa O10, PAO1, CF532, CF832, CF217, non-CF0038 

oraz E. coli  0111:B4 i 055:B5 na aktywację procesu pyroptozy jako mechanizmów 

wspomagających aktywność przeciwbakteryjną endolizyny wobec P. aeruginosa.  

Wyniki wykazały właściwości przeciwbakteryjne dendrymerów 

poli(propylenoiminowych) wobec bakterii Gram-ujemnym, do czego przyczynił się skład 

powierzchniowy dendrymerów PPI i ich użyte stężenie. Mieszanina dendrymerów 

poli(propylenoiminowych) zmodyfikowanych maltozą ze rekombinowanym białkiem faga 

wzmacniały działanie przeciwbakteryjne endolizyny KP27 przeciwko PAO1 typu dzikiego i 

jego mutantom, w przeciwieństwie do samych obu składników i endolizyny połączonej z 

dendrymerami PPI niemodyfikowanych maltozą. Wiadomo, że większość polikationowych 

dendrymerów (poli(propylenoiminowych) (PPI) w tym metalodendrymerów wykazuje 

działanie przeciwbakteryjne wobec bakterii Gram-ujemnym w stężeniach powyżej 10 µM 

[35,36]. Przyłączenie jednostek cukrowych, powoduje zwiększenie ich hydrofilowość, ale nie 

zaburza ładunku dodatniego, dzięki któremu poprzez oddziaływania elektrostatyczne z 

resztami fosoforanowymi lipidów błonowych [37] dochodzi do adsorbacji na OM ściany 

komórkowej bakterii, i zwiększenia jej przepuszczalności [96]. Poza tym dendrymery 

zmodyfikowane maltozą mają mniej ładunków kationowych, które sprzyjały wiązaniu z LPS-

em i/lub lektyną obecną w ścianie komórkowej P. aeruginosa. Efekt ten uzyskano za 

pośrednictwem dendrymerów przy niskim stężeniu niecytotoksycznym (12 µM)  dla komórek 

ludzkich. Potwierdzono również, że dendrymery PPI -OS modyfikowane maltozą w stężeniu 

50 µM również nie wykazywały toksycznego działania przeciwko komórkom 

eukariotycznym [40]. Natomiast same dendrymery bez maltozy w stężeniu 50 µM prowadziło 

do utraty interakcji dendrymer-białko. Należy jednak wspomnieć, że żaden z użytych 

dendrymerów nie powodowały zmian w strukturze endolizyny w temepraturze fizjologicznej. 

Natomiast wyraźnie widać, iż dendrymery bez maltozy w znacznie niższej temperaturze 

powodowały degradacje białka w porównaniu do dendrymerów maltozowych. Wydaje się że, 

przyczyną takiego efektu jest nierówna ilości dodatnio naładowanych grup aminowych 
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obecnych na powierzchni makrocząsteczki, gdzie dendrymery PPI posiadają więcej grup 

kationowych, natomiast ładunek PPI-OS jest częściowo zneutralizowany przez maltozę, a co 

za tym idzie może to być przeszkodą dla prawidłowego działania antybakteryjnego 

endolizyny, gdzie dendrymery PPI utrudniły działanie endolizyny, natomiast dendrymery 

PPI-OS nie zaburzajały jej działania. Wskazuje to, że właściwości antybakteryjne 

dendrymerów kationowych zależą od modyfikacji powierzchni dendrymerów przez maltozę, 

co może promować oddziaływanie elektrostatyczne z błoną zewnętrzną komórek 

bakteryjnych, która jest naładowana ujemnie i posiada lektyny na powierzchni. Uzyskane 

wyniki badań odpowiadają wcześniejszym wynikom opublikowanym przez Ciołkowskiego i 

wsp., którzy opisują oddziaływanie poli(propylenoiminowych) dendrymerów z innymi 

białkami, gdzie cukrowa modyfikacja PPI minimalizowała siłę oddziaływania z kationowymi 

i anionowymi białkami prowadząc do całkowitego zobojętnienia ich ładunku i tym samym do 

osłabienia oddziaływania tych dendrymerów z lizozymem [97]. Możemy zatem stwierdzić, że 

dendrymery PPI-OS mogą pomóc w destabilizacji zewnętrznej błony bakteryjnej i umożliwić 

endolizynie dotarcie do peptydoglikanu. Obecnie wykorzytsuje się również endolizynę w 

konjugatach z chitozanem w celu zwiększenia jej właściwości bakteriobójczych [98,99]. 

Abbasi i wsp. [98] wykazali synergistyczne oddziaływanie i zdolność redukcji biofilmu 

nanokompleksów z endolizyną wobec szczepów E. coli, S. aureus i P. aeruginosa. Wyniki 

wykazały aktywność lityczną nanokompleksów po 24 i 48 godzinach traktowania, zwłaszcza 

w przypadku P. aeruginosa. Dzuvor i wsp. [100] zaprojektowali natomiast kompleksy 

endolizyny z peptydami, które tworzą tzw. self-assembled endolysin nanoparticles. W ich 

badanich endolizyna w takiej konfiguracji wykazywała zwiększoną stabilność termiczną (do 

65°C) podczas przechowywania oraz powodowała rozległe uszkodzenia ścian komórkowych 

bakterii S. aureus. 

Kojeny etap badań dotyczył oceny wpływu kationowych, dendronizowanych 

nanocząstek złota na aktywację odpowiedzi immunologicznej w komórkach THP-1, poprzez 

analizę poziomu interleukin oraz gazderminy D jako czynnika permeabilizującego błonę 

bakteryjną. W tym celu zastosowano dendrytyczne nanocząstek złota oraz LPS. Badania 

pokazały, że zarówno LPS, jak i AuNP są zdolne do aktywacji uwalniania prozapalnych 

cytokin charakterystycznych dla procesu pyroptozy w linii komórkowej THP-1, bez zmiany w 

poziomie ekspresji białka gazderminy D. Może to być spowodowane destabilizacją błony 

komórkowej przez te nanocząstki. Mechanizm działania nanocząsteczek metali opiera się na 

adsorpcji układów kationowych na ujemnie naładowanej powierzchni komórki bakteryjnej, 
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dyfuzją przez ścianę komórkową oraz wiązaniu z błoną cytoplazmatyczną prowadzącą do jej 

degradacji [101]. Ponadto, nanocząsteczki w tym nanomateriały należące do egzogennych 

czynników aktywujących odpowiedź zapalną organizmu zaczęto nazywać wzoracmi 

molekularnymi związanymi z nanocząstkami (NAMP), które są zdolne do aktywacji 

inflamasomu NLRP3. Zapalenie wywołane przez NAMP jest określane ponadto zapaleniem 

sterylnym występującym pod nieobecność patogenów [66].  

Dodatkowo AuNP mogą tworzyć kompleksy z LPS-em w roztworze, wpływając 

zarówno na aktywność samych NP, jak i na aktywację odpowiedzi immunologicznej przez 

LPS. Otrzymane wyniki sugerują, że za destabilizację błony komórkowej odpowiadają AuNP, 

zwłaszcza ich nie-PEGylowane analogi, o wyższym dodatnim ładunku powierzchniowym, 

umożliwiając w ten sposób wypływ cytokin przy braku rozszczepienia gazderminy D. 

Dendrytyczne AuNP mogą wywoływać reakcje zapalne podobne do pyroptozy i wzmacniać 

odpowiedź w obecności bakteryjnych LPS-ów, jednak PEGylacja dendrytycznych AuNP 

może zmniejszać te efekty. Otrzymane wyniki pokazujące zmniejszony ogólny efekty 

mieszanin nanocząstek z LPS-em (zwłaszcza niePEGylowanego AuNP14) sugerują, że 

dendrytyczne AuNP są zdolne do tworzenia kompleksów z LPS-em P. aeruginosa i E. coli w 

roztworze, wpływając zarówno na aktywność samych nanocząsteczek, jak i na aktywację 

odpowiedzi immunologicznej. Takie zależności przedstawili w swoich badaniach również Li i 

wsp., w których zdolność wiązania nanocząstek złota do LPS-u była zależna od dawki i czasu. 

AuNP pokryte LPS-em w przeciwieństwie do samych NP wolnych od LPS-u były zdolne do 

indukcji odpowiedzi zapalnej. Wolny LPS aktywował również odpowiedź przeciwzapalną w 

przeciwństwie do jego formy związanej z NP [102]. 

Wyniki te dostarczają informacji na temat indukcji stanu zapalnego przez nanocząstki 

metali [45,55,65,103] w tym zwiększoną aktywność kaspazy-1 i zwiększoną ekspresję IL-18. 

Nanocząstki metali mogą wywoływać reakcje zapalne podobne do pyroptozy lub samą 

pyroptozę i zwiększoną produkcję IL-1β na co zwrócili wcześniej w swych badaniach uwagę 

Mirshafiee i wsp., Liu i wsp. czy też Huang i wsp. [45,55,104] i mogą wzmacniać tą 

odpowiedź w obecności bakteryjnych LPS-ów. Obecnie poszukuje się nanocząstek metali 

aktywujących pyroptozę w celu niszczenia komórek nowotworowych [105–108]. Dla 

przykładu Yu i wsp. [108], z powodzeniem zsyntetyzowali nanocząstki zeolitu, które były 

ukierunkowane na dostarczanie leków przciwnowotworowych. Wykazali oni, że nanocząstki 

ZTC@M mają dobrą biokompatybilność, zdolność celowania i efekt terapeutyczny. Co 



65 

 

więcej, synergiczna terapia sonodynamiczna z chemioterapią może indukować pyroptozę 

komórek raka żołądka i działać przeciwnowotworowo in vivo i in vitro.  

Wyniki uzyskane w pracy, w tym brak aktywacji gazderminy nie pozwalają jednak na 

wykorzystanie tego procesu tj. pyroptozy do zwiększenia aktywności bójczej endolizyny 

jednak mogą zwiększyć aktywacje układu immunologicznego przez co pośrednio wpływać na 

efekt przeciwbakteryjny. Na rycinie 26 przedstawiono proponowany mechanizm działania 

AuNP w obecności LPS-u. Zarówno LPS, jak i dendronizowane AuNP mogą aktywować 

uwalnianie cytokin prozapalnych indukujących pyroptozę w ludzkiej linii komórek 

szpikowych, bez indukcji rozszczepienia gazderminy D. Wypływ cytokin z komórek może 

być spowodowany zaburzeniem integralności błony plazmatycznej przez zdendronizowane 

AuNP. Dodatkowo, AuNP mogą tworzyć kompleksy z LPS-em w roztworze, wpływając 

zarówno na aktywność samych NP, jak i na aktywację odpowiedzi immunologicznych przez 

LPS. 

 

Rycina 26. Proponowany mechanizm działania dendrytycznych AuNP w obecności LPS-u (Kuc-

Ciepluch et al., 2022). 

Kolejnym etapem badań była ocena indukcji pyroptozy jako możliwego mechanizmu 

przeciwbakteryjnego do zwiększenia aktywności enzymatycznej endolizyny przez główne 

białko pyroptozy, gazderminę D i jej N-koniec. W tym celu zbadano bezpośrednią 

przepuszczalność zewnętrznej błony bakteryjnej dwóch szczepów P. aeruginosa PAO1 i 

ΔwbpL przy użyciu rekombinowanego białka gazderminy D i jej N-końca uzyskanego po 

inkubacji z kaspazą-4 w połączeniu z fagową endolizyną, potencjalnym narzędziem do 

trawienia warstwy peptydoglikanu komórki bakteryjnej. Podobnie, jak w pracy Mulvihill i 

wsp., zaobserwowano zmianę przepuszczalności błony komórkowej po traktowaniu N-
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końcem białka GSDMD uzyskanym po cięciu za pomocą kaspazy- 1, -4 czy-5 [109]. W 

przypadku układu złożonego z endolizyny i gazderminy-D lub jej N-końca zaobserwowano 

zwiększenia efektu bójczego, zwłaszcza wobec mutanta szorstkiego ΔwbpL. Wyniki te 

wskazują, że mechanizm działania związany z tworzeniem porów w błonie komórkowej 

zależy od gazderminy D, co warunkuje transport endolizyny umożliwijący degradację 

peptydoglikanu. Ponadto, otrzymane wyniki sugerują, że LPS odgrywa kluczową rolę w 

interakcji między białkami i błoną bakteryjną, blokując interakcję GSDMD z jej składnikami. 

Do powyższej analizy warto dodać, iż bakteriobójcze działanie gazderminy zostało już 

opublikowane w kilku artykułach np. działanie przeciwko Burkholderia cenocepacia [110], 

Staphylococcus aureus [111] czy też Streptococcus pneumoniae [112]. Jednakże w żadnych z 

tych badań nie znajdziemy bezpośredniego dowodu na to, że gazdermina D wypływa z 

komórki i powoduje perforację błony bakteryjnej. Chociaż dowody na to, że GSDMD można 

znaleźć w supernatantach komórek pyroptotycznych wykazał już w swojej pracy Tsuchiya i 

wsp [113]. 

Aby sprawdzić, czy można uzyskać ten sam efekt poprzez aktywację pyroptozy, 

przeprowadzono badania z wykorzystaniem różnych form strukturalnych LPS-u P. 

aeruginosa (O10, PAO1, CF532, CF708, CF832, CF217, non-CF0038) i E. coli (0111: B4) 

wobec eukariotycznych linii komórkowych. W pierwszej kolejności zbadano ekspresję genu 

GSDMD w komórkach THP1-Xblue indukowaną przez LPS P. aeruginosa O10 w stężeniach 

0,001 - 1 µg/ml. Stwierdzono, że LPS w stężeniach 0,1 µg/ml i 1 µg/ml indukował produkcję 

GSDMD, co potwierdzono w badaniach Eder i wsp. [114]. Pozwoliło to na wybór stężeń 

LPS-u do dalszej części badań. Analizy transkryptomiczne efektu LPS-u wobec linii 

komórkowych wykazały wzrost ekspresji genów związanymi z odpowiedzią immunologiczną 

jedynie w komórkach linii komórkowej THP1-Xblue [109]. Analiza wpływu LPS-u na THP1-

Xblue wykazała GO dla funkcji molekularnych (394 genów dla GO: aktywność katalityczna, 

wiązanie, aktywność aktywatora receptora sygnalizacyjnego, aktywność regulatora 

transkrypcji), procesów biologicznych (401 genów dla terminów GO: reprodukcja, proces 

układu odpornościowego, proces metaboliczny, proces komórkowy, proces reprodukcyjny, 

adhezja biologiczna, sygnalizacja, wielokomórkowy proces organizmu, proces rozwojowy, 

lokomocja, proces biologiczny międzygatunkowy, interakcja między organizmami, 

lokalizacja, proces wieloorganizmowy, regulacja biologiczna, reakcja na bodziec, która 

obejmuje GO  szczególnie nas interesujące m.in. odpowiedź komórkową na lipopolisacharyd 

(GO:0071222), odpowiedź obronna na bakterie Gram-ujemne (GO:0050829), odpowiedź 
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immunologiczną (GO:0006955), odpowiedź zapalną (GO:0006954),) i komponentem 

komórkowym (257 genów dla GO: kompleks zawierający białko, komórkowa jednostka 

anatomiczna). Największe zmiany w ekspresji genów dotyczyły tych genów, które są 

związane z odpowiedzią komórkową i zapalną na bakteryjny LPS, w tym wysoki poziom 

ekspresji specyficznej dla pyroptozy interleukiny IL-1β, gdzie jak wiadomo pod wpływem 

indukcji pyroptozy cytokina ta uwalnia się na zewnątrz komórki i co było już opisane w wielu 

pracach [76,77,83,115].  

Podsumowując tą część badań, gazdermina D umożliwia permeabilizację błony 

komórkowej, co wzmacnia aktywność bójczą endolizyny i co pokazały badania z użyciem 

rekombinowanych białek. Jednak naturalna indukcja gazderminy na drodze pyroptozy przez 

bakteryjny LPS nie wzmacnia efektu endolizyny, co może być związane z regulacją procesu 

pyroptozy. Zbyt silna indukcja białek permeabilizujących w trakcie odpowiedzi 

immunologicznej na drodze pyroptozy w obecności LPS-u może być zjawiskiem 

cytotoksycznym dla komórek. Wyniki sugerują, że niskie stężenie N-końca GSDMD i jego 

słabe działanie przeciwbakteryjne może być związane ze stężeniem zastosowanych LPS-ów 

[116,117]. 
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8. Wnioski 

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że: 

• Dendrymer poli(propylenoiminy) z maltozą wzmacnia działanie bójcze endolizyny 

KP27 przeciwko mutantom szorstkim i gładkim P. aeruginosa PAO1. 

 

• Dendrytyczne nanocząski złota, zwłaszcza w obecności LPS-u, indukują produkcję 

kaspazy-1 i cytokin prozapalnych tj. IL-1β i IL-18 w monocytach THP-1 bez 

aktywacji gazderminy. 

 

• Rekombinowany N-koniec gazderminy D tworzy pory w zewnętrznej błonie 

komórkowej bakterii i wspomaga właściwości bójcze endolizyny. Nie zaobserwowano 

indukcji N-końca gazderminy D przez LPS na drodze pyroptozy w liniach komórek 

A549, BEAS-2B i HeLa, w przeciwieństwie do monocytów THP-1. Jednak poziom 

indukcji odpowiedzi immunologicznej przez LPS w komórkach THP-1 był zbyt niski, 

aby wspomóc efekt bójczy endolizyny KP27.
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9. Streszczenie 

Wzrost antybiotykooporności prowadzi do poszukiwania alternatywnych strategii 

eliminacji bakterii Gram-ujemnych. Istotnym problemem w dostarczaniu leków o potencjale 

klinicznym jest pokonywanie przez nie zewnętrznej błony bakteryjnej. Celem badań było 

poszukiwanie nowych alternatywnych metod permeabilizacji zewnętrznej błony komórkowej 

bakterii Gram-ujemnych, które mogłyby dodatkowo wspomóc działanie bakteriobójcze 

rekombinowanej endolizyny fagowej K27. Przepuszczalność błony zewnętrznej indukowano 

za pomocą kationowych dendrymerów modyfikowanych maltozą, dendrytycznych 

nanocząstek złota oraz za pomocą aktywacji naturalnego procesu pyroptozy. Pyroptoza jest 

odpowiedzią immunologiczną komórek eukariotycznych na składniki komórki bakteryjnej, 

głównie lipopolisacharyd, prowadzącą do wydzielania białka gazderminy D, co może 

spowodować permeabilizację błony komórkowej bakterii. Wykazano, że związki 

polikationowe destabilizują zewnętrzną błonę bakteryjną P. aeruginosa, wspomagając 

transport endolizyny do peptydoglikanu. Zobserwowano, że nie tylko lipopolisacharyd 

bakteryjny jest główną przeszkodą dla silnie naładowanych kationowych dendrymerów w 

destabilizacji błony i dotarciu endolizyny, ale także modyfikacje powierzchniowe 

dendrymerów. Zmniejszenie ładunku dodatniego i stężenia w dendrymerach 

polipropylenowo-iminowych maltozy istotnie zwiększyło przeciwbakteryjne działanie 

endolizyny. Jednocześnie modyfikacja powierzchni dendrymerów prowadzi do zahamowania 

aktywności endolizyny w niższej temperaturze (<30oC) w porównaniu z dendrymerami 

niezmodyfikowanymi. W dalszych badaniach zastosowono nanocząstki złota w celu 

sprawdzenia, czy mogą one indukować proces pyroptozy. W tym celu wykorzystano linię 

komórkową THP-1. Dendrytyczne AuNP indukowały aktywność kaspazy-1 i zwiększały 

uwalnianie interleukiny IL-18 i IL-1β bez indukowania rozszczepienia gazderminy D i 

tworzenia porów. Produkcja cytokin prozapalnych była widoczna głównie w obecności 

bakteryjnego LPS-u, chociaż ich wydzielanie obserwowano dopiero po podaniu 

dendrytycznych AuNP. Obserwacje te sugerują, że dendrytyczne AuNP mogą indukować 

mechanizmy zapalne podobne do pyoptozy, dodatkowo wzmacniane w obecności 

bakteryjnego LPS-u. Intensywność tego efektu zależała od modyfikacji powierzchni AuNP. 

Wyniki te wyraźnie sugerują, że charakter interakcji między NP i LPS-ami zależy od 

generacji dendronów i liczby łańcuchów PEG przyłączonych do ich powierzchni. To z kolei 

może wpływać na formę LPS-u obecną w środowisku i siłę wywołanej odpowiedzi zapalnej. 

Naturalną odpowiedź immunologiczną zbadano w kilku liniach komórkowych A549, HeLa, 
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THP1-Xblue2 i THP1-Null2 przy użyciu różnych typów LPS-ów pochodzących z 

P. aeruginosa oraz E. coli. Jednak po wynikach uzyskanych z mikromacierzy do dalszych 

badań wybrano monocytarne linie komórkowe. Analizy wykazały, że geny, które 

charakteryzowała nadekspresja w komórkach THP1-Xblue były powiązane z odpowiedzią 

immunologiczną na lipopolisacharyd, ale bez zmiany w ekspresji gazderminy D. Aby 

zweryfikować, czy LPS może aktywować pyroptozę, zidentyfikowao obecność białek 

GSDMD i IL-1β. Oba wyniki wyraźnie wskazały, że bakteryjny LPS może aktywować proces 

pyroptozy i indukować cięcie GSDMD w obecności nigerycyny. Indukcja pyroptozy przez 

LPS P. aeruginosa jest znacznie słabsza w porównaniu do LPS-u E. coli. Nie zaobserwowano 

natomiast działania przeciwbakteryjnego medium pohodowlanego komórek THP1-Null2 

stymulowanych tymi LPS-ami i nigerycyną z endolizyną na szczepy P. aeruginosa PAO1 i 

ΔwbpL. Zbadano również bezpośrednią przepuszczalność zewnętrznej błony bakteryjnej 

dwóch szczepów P. aeruginosa PAO1 i ΔwbpL przy użyciu rekombinowanego białka 

gazderminy D i jego N-końca (uzyskany po inkubacji z kaspazą-4) w połączeniu z endolizyną 

faga. Na podstawie wyników stwierdzono, że LPS-y odgrywają kluczową rolę w interakcji 

między białkami a błoną bakteryjną. Badanie ekspresji białka gazderminy D w medium 

pohodowlanym komórek liniach THP1-Null2 stymulowanych LPS-ami wobec P. aeruginosa 

PAO1, wykazało indukcję procesu w próbach kontrolnych. Efekt ten może świadczyć o 

nieindukowanym, bazowym poziomie produkcji gazderminy która jako modulująca 

odpowiedź immunologiczną, warunkuje jej skuteczność. Podsumowując tą część badań, 

gazdermina GSDMD umożliwia permeabilizację błony komórkowej, co wzmacnia aktywność 

bójczą endolizyny co wykazano w badanich z użyciem rekombinowanych białek. Jednak 

indukcja gazderminy na drodze pyroptozy nie wzmacnia efektu endolizyny, co może być 

związane z regulacją procesu pyroptozy. Zbyt silna indukcja białek permeabilizujących w 

trakcie odpowiedzi immunologicznej na drodze pyroptozy w obecności LPS-u może być 

zjawiskiem cytotoksycznym dla komórek. Ich bezpieczny poziom jest jednak zbyt niski do 

wspomagania efektu bójczego endolizyny wobec komórek 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 (<30oC) 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-1β 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, HeLa, 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-1β 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 ΔwbpL strains was not 

observed. The direct permeability of the bacterial outer membrane of two strains of P. 

aeruginosa PAO1 and ΔwbpL 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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