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1. STRESZCZENIE

Problem antybiotykoopornosci jest jednym z najpowazniejszych zagrozen zdrowia
publicznego. Wiele badan wskazuje na to, ze gtéwna przyczyng, précz opornosci na antybiotyki,
sg tolerujgce wysokie stezenia antybiotykdw bakterie przetrwate (ang. persisters). Jest to zwykle
mata subpopulacja bakterii o zahamowanym Ilub bardzo powolnym metabolizmie.
W przeciwienstwie do bakterii opornych, komodrki przetrwale nie dzielg sie w obecnosci
antybiotyku i pod wzgledem genetycznym sg identyczne jak bakterie wrazliwe, z ktdrych
pochodzg. Po zakorczeniu terapii antybiotykowej mogg ponownie zacza¢ sie dzieli¢ prowadzac
do nawrotu infekcji. Bakterie przetrwate stanowig zwykle niewielki procent populacji, dlatego sg
trudno wykrywalne. Z czasem mogga przejs¢ w stan VBNC (ang. Viable But Non-Culturable),
charakterystyczny dla komérek, ktdre nie sg zdolne do podziatéw w standardowych podtozach
mikrobiologicznych. Bakterie przetrwate i VBNC mogg pojawiac sie spontanicznie lub w wyniku
dziatania réznych czynnikéw stresowych (np. gtodu, stresu oksydacyjnego, zmiany pH). Dane
literaturowe wskazujg, ze spowolnienie metabolizmu indukujgce stan przetrwaty moze byé
efektem agregacji endogennych biatek. Wiadomo réwniez, ze powstawanie agregatow moze

zachodzi¢ w wyniku utraty wody oraz glikacji biatek w komadrce bakteryjne;j.

Celem tej pracy byto sprawdzenie czy agregaty biatek, ktdre powstajg podczas wysuszania
i rehydratacji Escherichia coli zawierajg glikowane biatka oraz czy w hodowlach Klebsiella
pneumoniae, podobnie jak u E. coli, istnieje korelacja pomiedzy agregacjq biatek a pojawianiem
sie bakterii przetrwatych. W przypadku K. pneumoniae wiekszo$¢ doswiadczen prowadzono
wykorzystujgc makrokolonie, ktére sg formg biofilmu na podtozu statym, narazong na stopniowg
utrate wody. Okazato sie, ze takie warunki szczegdlnie sprzyjaty powstawaniu bakterii
przetrwatych. Uzyskane w tej pracy wyniki wykazaty ponadto, Zze w trakcie
wysuszania/rehydratacji E. coli wiekszos¢ produktéw glikacji pozostawata we frakgji
rozpuszczalnej i nie ulegata agregacji. Analiza poziomu agregatéw i glikowanych biatek
w subpopulacjach E. coli o réznej zawartosci komodrek zywych-dzielacych sie, VBNC i martwych
pozwolita na stwierdzenie, ze agregaty biatkowe prawdopodobnie petnig role ochronng w trakcie
stresu. Tak jak sie spodziewano, w przypadku E. coli agregacji biatek podczas wysuszania
i rehydratacji towarzyszyt wzrost poziomu bakterii przetrwatych. W zwigzku z trudnosciami
w izolacji agregatéw biatkowych z K. pneumoniae skupiono sie na innych aspektach zwigzanych
z bakteriami przetrwatymi i zréznicowaniem makrokolonii K. pneumoniae. Stwierdzono, ze

w makrokoloniach wybranych izolatéow klinicznych mozna wyréznié¢ dwie subpopulacje: forme
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mukoidalng - centrum, oraz niemukoidalny pierscien. Subpopulacja centrum charakteryzowata
sie wyzszym poziomem bakterii przetrwatych, VBNC i heteroopornych na kolistyne, oraz wieksza
zawartoscig produktow glikacji w porédwnaniu z subpopulacjg pierscienia. Dodatkowo badania
proteomiczne wykazaty, ze w bakteriach z centrum znajduje sie mniej biatek rybosomalnych
i znacznie wiecej czynnika promujgcego hibernacje rybosoméw (YhbH/Hpf), co moze wyjasniac

zwiekszong tolerancje tej populacji na antybiotyki .

W zwigzku z tym, ze bakterie przetrwate sg przyczyng niepowodzenia antybiotykoterapii,
w ostatnich latach coraz wiecej badan skupia sie na poszukiwaniu zwigzkéw o wtasciwosciach
»anty-persister”. W ramach mojej pracy zbadatam wptyw sulforafanu i eutektyku Reline, na
powstawanie oraz eliminacje bakterii przetrwatych. W zaleznosci od szczepu K. pneumoniae,
stezenia sulforafanu lub Reline oraz uzytej proby (cate hodowle bakteryjne lub wyizolowane
bakterie przetrwate) uzyskano rézne wyniki. Oba te zwigzki byty skuteczne w zabijaniu bakterii
przetrwatych izolowanych z makrokolonii K. pneumoniae po dziataniu meropenemu. Jednak
dodane do hodowli wraz meropenemem, czesciowo lub catkowicie znosity efekt dziatania
antybiotyku, powodujgc wzrost poziomu bakterii przetrwatych. Doswiadczenia te wykazaty, ze
stosowanie izotiocyjaniandw i cieczy gteboko eutektycznych moze stanowi¢ powazny problem,

jezeli w trakcie terapii nie bedzie monitorowany poziom bakterii przetrwatych.

Prezentowane wyniki poszerzajg wiedze na temat mechanizméw, ktére chronig bakterie
przed stresem (agregaty biatek) i warunkujg rézne formy tolerancji lub opornosci na antybiotyki
(bakterie przetrwate, VBNC i heterooporne). Kontynuowanie tych badan moze w przysztosci

pomac w opracowaniu nowych strategii zwalczajgcych bakterie przetrwate.
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2. ABSTRACT

The problem of antibiotic resistance is one of the most serious threats to public health. Many
studies indicate that the main cause, apart from antibiotic resistance, is persistent bacteria that
tolerate high concentrations of antibiotics. Persistence is a phenotypic variant usually exhibited
by a small number of bacteria that often are non- or slow-growing. Persisters, unlike typical
antibiotic-resistant bacteria, do not divide in the presence of antibiotics and are genetically
identical to antibiotic-sensitive cells. Persisters can cause recurrent infections because they can
resume growth after antibiotic treatment. They usually represent a small percentage of the
population; therefore, they are difficult to detect. Over time, persisters can enter the VBNC
(Viable But Non-Culturable) state, which is characteristic of cells that are unable to divide in
standard microbiological/culture media. Persisters and VBNC can emerge stochastically in the
population, but their formation can also be induced by a number of stress factors
(e.g., starvation, oxidative stress, and pH change). Literature data indicate that aggregation of
endogenous proteins can slow down metabolism and allow bacteria to enter a persistent state.
It is also known that the formation of aggregates can result from water loss in the bacterial cell

and protein glycation.

The aim of this work was to determine whether protein aggregates formed during
Escherichia coli desiccation and rehydration contain glycated proteins, and whether in Klebsiella
pneumoniae cultures, similar to E. coli, there is a correlation between protein aggregation and
the appearance of persisters. In the case of K. pneumoniae, most experiments were conducted
using macrocolonies, a form of biofilm on a solid media exposed to gradual water loss. It turned
out that such conditions were particularly contributive to the formation of persister bacteria.
The results obtained in this work also showed that during E. coli desiccation/rehydration, most
glycation products remained in the soluble fraction and were not trapped in the aggregates.
Analysis of the level of aggregates and glycated proteins in E. coli subpopulations with different
content of live-dividing, VBNC and dead cells allowed us to conclude that protein aggregates
might play a protective role during stress. As expected, in the case of E. coli, protein aggregation
during desiccation and rehydration was associated with an increase in the level of persistent
bacteria. Due to difficulties in isolating protein aggregates from K. pneumoniae, | focused on
other aspects related to persister bacteria and the diversity of K. pneumoniae macrocolonies.
Several clinical isolates formed two subpopulations in macrocolonies: mucoid center and non-

mucoid ring. The center subpopulation was characterized by a higher level of persister, VBNC,
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and colistin-heteroresistant cells and produced an increased level of glycation products
compared to the ring subpopulation. In addition, proteome analysis by SWATH-mass
spectrometry revealed that the center contains reduced levels of ribosomal proteins and
a higher level of the ribosome hibernation-promoting factor (YhbH/Hpf), which might be

responsible for the formation of antibiotic-tolerant bacteria.

Due to the fact that persisters are the cause of antibiotic therapy failure, in recent years
increased number of studies have focused on the search for compounds with anti-persister
properties. As part of my work, | initially examined the effect of sulforaphane and the deep
eutectic solvent (reline) on the formation and eradication of persister bacteria. Depending on
the K. pneumoniae isolates, the concentration of sulforaphane or reline used and the type of
sample used (whole bacterial cultures or isolated persister bacteria), different results were
obtained. Both of these compounds were effective in killing persister bacteria isolated from
K. pneumoniae macrocolonies after incubation with antibiotic (meropenem). However, adding
sulforaphane or reline to the culture together with meropenem partly or entirely abolished the

effect of the antibiotic, causing an increase in the level of persistent bacteria.

The presented results expand our knowledge of the mechanisms that protect bacteria from
stress and determine various forms of tolerance or resistance to antibiotics. In the future, they

can be used to develop new strategies to eradicate persistent bacteria.
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3. WYKAZ SKROTOW

AGEs (ang. Advanced Glycation End Products) - zaawansowane produkty glikacji
CFU/ml (ang. colony-forming unit/ml) - jednostka tworzgca kolonie/ml

cKp (ang. classical K. pneumoniae) - szczepy klasyczne K. pneumoniae

CML (ang. Carboxymethyllysine) — karboksymetylolizyna

DNP (ang. 2,4-dinitrophenol) — 2,4-dinitrofenol

DNPH (ang. 2,4-dinitrophenylhydrazine) - 2,4-dinitrofenylohydrazynyna

EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) - kwas etylenodiaminotetraoctowy

EPS (ang. (ang. extracellular polymeric substance) - polisacharydy zewngtrzkomérkowe
Hpf (ang. Hibernation promoting factor) - czynnik indukujacy hibernacje

HRP (ang. Horseradish Peroxidase) - peroksydaza chrzanowa

hvKp (ang. hypervirulent K. pneumoniae) - szczepy hiperwirulentne K. pneumoniae

ITC (ang. Isothiocyanates) -izotiocyjaniany

LB (ang. Lysogeny Broth) - bogata pozywka do hodowli bakterii

LLPS (ang. liquid-liquid phase separation) -rozdziat faz ciecz-ciecz

LPS (ang. lipopolysaccharide) - lipopolisacharyd

MIC (ang. minimum inhibitory concentration) - minimalne stezenie hamujgce

MGO (ang. methylglyoxal) - metyloglioksal

MOPS (ang. 3-N-morpholinopropanesulfonic acid) - kwas 3-N-morfolinopropanosulfonowy

SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) - elektroforeza
w zelu poliakryloamidowym z dodatkiem SDS

SFN (ang. sulforaphane) - sulforafan

VBNC (ang. viable but non-culturable) - bakterie zywe, ktére nie wykazujg wzrostu na podtozach
mikrobiologicznych

WYKAZ SKROTOW 9



4. WSTEP

4.1. Bakterie przetrwate

Wiele badan wskazuje na to, ze gtdwng przyczyng niepowodzenia antybiotykoterapii
i nawracajgcych infekcji, précz opornosci na antybiotyki, sg tolerujgce wysokie stezenia
antybiotykdw bakterie przetrwate (Gollan et al., 2019; Hall-Stoodley et al., 2004; Harm:s et al.,
2016). Bakterie przetrwate (ang. persisters) zostaty pierwszy raz opisane w 1944 roku przez
Josepha Biggera, ktory zauwazyt, ze niewielka subpopulacja bakterii Staphylococcus pyogenes
przezywa inkubacje z penicyling. Bigger uwazat, ze persisters byty uspionymi, niedzielgcymi sie
komérkami, dlatego byty niewrazliwe na dziatanie penicyliny. Zaproponowat procedure, wedtug
ktorej po krétkim okresie podawania penicyliny nalezato przerwaé terapie, aby bakterie

przetrwate mogty ponownie zacza¢ sie dzieli¢ i stac sie wrazliwe na antybiotyk (Bigger, 1944).

Obecnie prowadzone badania potwierdzajg obserwacje Biggera — bakterie przetrwate to
zwykle niewielka subpopulacja komdrek o zahamowanym lub spowolnionym metabolizmie,
ktéra jest w stanie przetrwac dziatanie wysokich stezen antybiotykdéw (Balaban et al., 2019).
W przeciwienstwie do bakterii opornych, bakterie przetrwate pod wzgledem genetycznym sg
identyczne jak komorki wrazliwe. Populacje zawierajgce komorki przetrwate charakteryzuje
dwufazowa krzywa przezywalnosci (Rys. 1). W fazie pierwszej dziatania antybiotyku nastepuje
gwattowny spadek liczby komédrek, poniewaz ging bakterie wrazliwe. Natomiast w fazie drugiej
widoczny jest znacznie wolniejszy spadek CFU/ml prowadzacy do plateau, ze wzgledu na

obecno$¢ bakterii przetrwatych.

Bakterie oporne

6 T 0 eemesmsmsssssmssssssssEmT
— 4 4
£
> Bakterie przetrwate
L
O
5
—_— 2 -

Bakterie wrazliwe
0 : . : . .
0 5 10 15 20 25

Czas (h)

Rys. 1. Krzywe przezywalnosci bakterii opornych, przetrwatych i wrazliwych w obecnosci antybiotyku.
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Bakterie przetrwate nie dzielg sie w obecnosci antybiotyku, jednak po jego usunieciu ze
srodowiska moga wznowi¢ podziaty i da¢ poczatek wrazliwej na antybiotyk populacji. Czas
niezbedny do wybudzenia komérek bakteryjnych zalezy od tego jak gteboko komérki sg uspione,
czyli od ich stanu metabolicznego. Szereg badan sugeruje, ze w trakcie dziatania antybiotyku
gteboko uspione bakterie przetrwate mogg przechodzi¢ w stan VBNC (ang. viable but non-
culturable). Komdrki VBNC, pozostajg zywe, jednak w przeciwienstwie do bakterii przetrwatych,
po przeniesieniu do swiezej pozywki nie wznawiajg podziatdw, nie posiadajg zdolnosci do
wzrostu na standardowych podtozach. W celu ich resuscytacji niezbedne jest suplementacja
podtoza czynnikami wspomagajgcymi wzrost, tj. pirogronianem sodu, glutaminianem czy
autoinduktorami quorum sensing (Ayrapetyan et al., 2014, 2018; Ducret et al., 2014; H. Pan &
Ren, 2023; X. H. Zhang et al., 2021). Dodatkowo wiele badan wskazuje ze stan przetrwaty sprzyja
pojawianiu sie opornosci na antybiotyki (Levin-Reisman et al., 2017; J. Liu et al., 2020; Windels
etal., 2019). Gdy w populacji znajduje sie duza liczba zywych bakterii, ktére przetrwaty inkubacje
z antybiotykami, prawdopodobienistwo wystgpienia mutacji powodujacych opornos¢ znaczgco
wzrasta. Wiadomo takze, ze warunki stresowe indukujg zaréwno powstawanie bakterii
przetrwatych (Michiels et al., 2016), jak i wzrost czestosci wystepowania mutacji (Foster, 2007),
co w sposbb synergiczny prowadzi¢ moze do zwiekszenia prawdopodobieristwa pojawienia sie

opornosci (Cohen et al., 2013).

4.2.  Warunki indukujgce powstawanie bakterii przetrwatych

Bakterie przetrwate mogg pojawiac sie spontanicznie lub mogg by¢ indukowane na skutek
dziatania wielu czynnikéw stresowych. Poziom bakterii przetrwatych wrasta pod wptywem
ograniczania sktadnikéw odzywczych (Amato et al., 2013; Bernier et al., 2013; Fung et al., 2010;
Leung & Lévesque, 2012; Nguyen et al.,, 2011), stresu cieplnego, stresu oksydacyjnego,
niekorzystnego pH oraz subletalnych stezen antybiotykéw (Dorr et al., 2010; Leung & Lévesque,

2012; Moker et al., 2010; Wu et al., 2015) (Rys. 2).
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Losowe formowanie

\ Warunki érodowiska bakterii przetrwatych Quorum sensing \,
\ -

/\ \ [ “ o G~

Makrofag
7\ N\ L~ | PV

Biofilm

Sktadniki
odiywcze

Rys. 2. Warunki indukujgce formowanie bakterii przetrwatych. Bakterie przetrwate mogq powstawac
[1] spontanicznie w hodowlach niepoddanych dziataniu warunkow stresowych [2] w nieoptymalnych
warunkach srodowiska (np. podczas gfodu aminokwasowego, szoku cieplnego, stresu oksydacyjnego), [3]
w wyniku dziatania czqsteczek sygnatowych quorum sensing, [4] w Srodowisku biofilmu, [5] wewngtrz
makrofagoéw. Na podstawie Maisonneuve & Gerdes, 2014.

Liczne badania wskazujg, ze w tworzeniu bakterii przetrwatych uczestniczg czagsteczki
sygnatowe biorgce udziat w zjawisku quorum sensing. Bakterie wykorzystujg produkcje,
uwalnianie, wymiane i wykrywanie czgsteczek sygnatowych by kontrolowad i koordynowac swoje
zachowanie w odpowiedzi na czynniki stresowe. Wykazano na przyktad, ze peptyd CSP
(ang. competence stimulating peptide) sprzyja tworzeniu bakterii przetrwatych u Streptococcus
mutants (Leung & Lévesque, 2012). U Staphylococcus aureus funkcje te petni lakton

acylohomoseryny oraz pochodna fenazyny - piocyjanina (Moker et al., 2010).

Interakcja gospodarz-patogen réwniez indukuje przejscie bakterii w stan uspienia. Podczas
infekcji bakterie sg narazone na szereg czynnikdw stresowych o réinym czasie trwania
i intensywnosci, co sprzyja powstawaniu bakterii przetrwatych. Co ciekawe, makrofagi, ktére
stanowig pierwszg linie obrony przed patogenami, sg takze miejscem tworzenia sie bakterii
przetrwatych. Podczas infekcji bakteryjnej ulegajg roznicowaniu na makrofagi M1 (posredniczgce
w aktywacji odpowiedzi immunologicznej, wytwarzajgce cykliny prozapalne, reaktywne formy
tlenu) oraz M2 (o wtasciwosciach immunosupresyjnych). W skutek infekcji bakteryjnej dochodzi
do polaryzacji makrofagéw w kierunku M1, co powinno prowadzi¢ do eliminacji patogenow.
Wykazano, ze bakterie przetrwate Pseudomonas aeruginosa przez pierwsze 1,5 h po zakazeniu
indukujg powstawanie makrofagdw M2 przy jednoczesnym niskim poziomie cytokin
prozapalnych. Dodatkowo w tym czasie zaobserwowano zahamowanie internalizacji komdrek
przetrwatych przez makrofagi w poréwnaniu z wyjsciowg populacjg (Hastings et al., 2023).
Helaine i wsp. (2014) oraz Kaiser i wsp. (2014) wykazali, ze internalizacja Salmonella

typhimurium przez mysie makrofagi pochodzgce z komérek szpikowych powoduje 100-1000-
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krotny wzrost poziomu bakterii przetrwatych. Analiza mikroskopowa pojedynczych komadrek
S. typhimurium wykazata, ze podczas fagocytozy dochodzito do inicjacji replikacji jedynie u czesci
bakterii, nawet w obrebie tego samego makrofagu. Czes¢ z komdrek pozbawionych mozliwosci
podziatu byta w stanie przypominajgcym stan przetrwaty, ktéry umozliwit przezycie bakterii
W organizmie gospodarza podczas dziatania antybiotyku. Warunki panujace w wakuolach
makrofagdéw (niskie pH, uboga zawartos¢ sktadnikdw odzywczych) oprécz indukcji bakterii
przetrwatych stymulowaty ekspresje gendéw wirulencji S. typhimurium (Helaine et al., 2014).
Wyzszy poziom bakterii w stanie uspienia po interakcji z makrofagami gospodarza
zaobserwowano takze w przypadku Mycobacterium tuberculosis (Manina et al., 2015; Mouton
et al., 2016) i Staphylococcus aureus (Peyrusson et al., 2020). Wykazano, e makrofagi
wytwarzajg reaktywne formy tlenu, ktére powodujg szereg uszkodzen w komdrkach S. aureus
prowadzgc do obnizenia poziomu ATP i wejscia w stan uspienia (Rowe et al., 2020). Inne badania
wykazaty, ze bakterie AIEC E. coli (Adherent Invasive E. coli) zwigzane z chorobg Lesniewskiego-
Crohna, dzielg sie lub przechodzg zmiane fenotypowg stajac sie niewrazliwe na antybiotyki.
Zmiana ta jest zwigzana z odpowiedzig $cistg indukowang w bakteriach wkrétce po wchtonieciu
przez makrofagi. W czesci bakterii wewnatrz makrofagéw dochodzi do uszkodzenia DNA i indukcji
odpowiedzi SOS. Stres wewnatrz makrofagéw prowadzi wiec do rdéznicowania sie E. coli AIEC
i pojawienia sie bakterii przetrwatych (Dadole et al., 2024; Demarre et al., 2019). Kolejnym
mechanizmem umozliwiajgcym przetrwanie bakterii wewngtrz makrofagéw jest zaburzenie
dojrzewania fagosomodw, co uniemozliwia fuzje z lizosomami i eliminacje patogenéw (Cano et al.,
2015). Wszystkie opisane powyzej doswiadczenia wskazujg, ze bakterie przetrwate, ktére
przezyty antybiotykoterapie w komodrkach gospodarza sg niewrazliwe na odpowiedz

immunologiczng i moga stanowic¢ Zzrédto nawracajacych infekcji.

4.2.1. Biofilm bakteryjny

Biofilm to spoteczno$¢ mikroorganizmow, otoczona macierzg zewnatrzkomérkowa ztozong
z egzopolimeréw (ang. extracellular polymeric substance - EPS) wydzielanych przez zyjace
wewnatrz komérki (Hall-Stoodley et al.,, 2004). EPS stanowi 90% biofilmu i sktada sie
z polisacharydéw, biatek oraz zewngtrzkomérkowego DNA (eDNA) (Cruz et al., 2021). Sktad
macierzy zewngatrzkomdrkowej moze sie rézni¢ w zaleznosci od gatunku lub szczepu bakterii
tworzacych biofilm, warunkéw srodowiska, sktadnikow odzywczych i etapu wzrostu (Jung et al.,

2013).
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W procesie tworzenia biofilmu mozna wyréznic cztery fazy: adhezje, tworzenie mikrokolonii,
formowanie dojrzatej trojwymiarowej struktury oraz dyspersje (Rys. 3). Podczas adhezji bakterie
za pomoca struktur takich jak fimbrie i wici oraz oddziatywan hydrofobowych i sit van der Waalsa
przyczepiajg sie do powierzchni abiotycznych lub biotycznych. Nastepnie poprzez system
komunikacji quorum sensing zwiekszajg ekspresje gendw odpowiedzialnych za wydzielanie
macierzy EPS, ktdra stanowi rusztowanie biofilmu. Dodatkowo polisacharydy bakteryjne
zapewniajg wiekszg spéjnos¢ biofilmu. Wewnatrz tworzacej sie struktury powstajg kanaty
i szczeliny umozliwiajgce transport substancji odzywczych, enzymodw i czgsteczek sygnatowych.
Powstata mikrokolonia jest ztozona z matego skupiska komodrek bakteryjnych (do ok. 100)
i stanowi wczesny etap tworzenia biofilmu. W procesie dojrzewania, mikrokolonia powieksza sie
tworzgc tréjwymiarowg strukture dojrzatego biofilmu ztozong z komérek z komodrek
charakteryzujgcych sie réznym stanem metabolicznym. Ostatnim etapem jest dyspersja, czyli
uwalnianie komérek z makrokolonii w celu rozpoczecia kolejnego cyklu tworzenia biofilmu na

nowym podtozu (Monds & O’Toole, 2009).

Jedng z form biofilmu, ktérg mozna bada¢ w warunkach laboratoryjnych sg makrokolonie,
powstajgce po punktowym naniesieniu ptynnej hodowli na podfoze state. Wzrost makrokolonii
na podtozu statym odzwierciedla warunki panujgce w biofilmie powstatym na materii organicznej
(Aguilar et al., 2007; Serra & Hengge, 2014). Podobnie jak w niektérych naturalnych biofilmach,
makrokolonie wykazujg wysoki stopien zrdznicowania na subpopulacje, a ich tréojwymiarowa
budowa i aktywnos$¢ metaboliczna poszczegdlnych struktur przypominajg wyspecjalizowane
tkanki organizmu wielokomdrkowego. Fimbrie typu curli i celuloza sg sktadnikami macierzy
zewnatrzkomorkowej, ktéra nadaje makrokolonii stabilnosé, elastycznosé i spdjnosc (Hufnagel et

al., 2015; Serra & Hengge, 2014).
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Rys. 3. Etapy powstawania biofilmu bakteryjnego Kolorem zielonym oznaczono bakterie przetrwate,
biatym — bakterie wrazliwe, rézowym — czqsteczki sygnatowe (autoinduktory) quorum sensing, szarym —
EPS. Na podstawie Lou et al., 2023.
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Srodowisko biofilmu szczegdlnie sprzyja powstawaniu bakterii przetrwatych, ze wzgledu na
to, ze jest ono silnie zrdéznicowane. Bakterie zyjace w biofilmie charakteryzujg sie réznym
tempem wzrostu, ekspresjg gendw, poziomem transkrypcji i translacji. EPS chroni komorki
tworzace biofilm, bedac fizyczng barierg utrudniajgcg wnikanie antybiotykéw do wnetrza
struktury. Komdrki znajdujgce sie blizej powierzchni majg utatwiony dostep do sktadnikow
odzywczych i tlenu, natomiast te zyjgce wewnatrz majg dostep ograniczony. Dlatego tez komarki
potozone w gtebszych warstwach przechodzg w stan spowolnionego metabolizmu i stajg sie
niewrazliwe na antybiotyki. To dodatkowo zwieksza tolerancje biofilmu na leki (Lewis, 2001;
Spoering & Lewis, 2001; Yan & Bassler, 2019). Srodowisko biofilmu zapewnia bakteriom 10-1000
razy wiekszg opornos¢ na antybiotyki w poréwnaniu z komdrkami planktonowymi (Singh et al.,
2022). Szacuje sie, ze biofilm odpowiada za 80% infekcji wywotanych przez mikroorganizmy i 65%
infekcji szpitalnych (Jamal et al., 2018). Do najczesciej opisywanych w literaturze gatunkéw
bakterii tworzgcych biofilm naleza: Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
oraz Pseudomonas aeruginosa (Chen et al.,, 2013). Ze wzgledu na zwiekszong tolerancje na
antybiotyki i obecnos¢ bakterii przetrwatych biofilm jest przyczyna wielu przewlektych infekcji,
co sprawia, ze jego eliminacja jest niezwykle trudna i wymaga stosowania ztozonych

i kosztownych metod (Vestby et al., 2020).

4.3. Mechanizmy odpowiedzialne za tworzenie bakterii przetrwatych

W zwigzku z tym, Ze rdzne czynniki stresowe stymulujg wejscie bakterii w stan uspienia,
istnieje wiele szlakéw odpowiedzianych za tworzenie komdrek przetrwatych. Mozna wsréd nich
wyrdznié: odpowiedz scistg, odpowiedz SOS, systemy toksyna-antytoksyna i powstawanie

agregatow biatkowych (Rys. 4).
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Rys. 4. Molekularne mechanizmy indukujgce stan przetrwaty. Szczegéfowy opis znajduje sie w tekscie.
Na podstawie Gollan et al., 2019; Huemer et al., 2020.

4.3.1. Odpowiedz $cista

Jednym z mechanizméw umozliwiajgcych adaptacje komérki do niedoboru sktadnikéw
odzywczych, takich jak aminokwasy, Zzrédta wegla i azotu, kwaséw ttuszczowych, zelaza, jest
odpowiedz S$cista, ktorej gtéwnym mediatorem sg dwa nukleotydy ppGpp (tetrafosforan
guanozyny) oraz pppGpp (pentafosforan guanozymy) (Irving & Corrigan, 2018; Ronneau & Hallez,
2019). (p)ppGpp sg syntezowane z adenotrifosforanu i guanozynodifosforanu przy udziale
enzymow RelA i SpoT (u beta- i gammaproteobakterii) lub homologéw RelA-SpoT - rodziny biatek

RSH (ang. RelA-SpoT Homologs) (Atkinson et al., 2011).

Pod wptywem alarmonéw odpowiedzi scistej dochodzi do rearanzacji procesu transkrypcji
za pomocg bezposrednich i posrednich mechanizmoéw. (p)ppGpp bezposrednio oddziatuje
z polimerazg RNA, wptywajac na jej centrum katalityczne i stabilno$¢ utworzonego kompleksu
RNAP-promotor (Zuo et al., 2013). Transkrypcja wiekszosci gendw u E. coli prowadzona jest przez
polimeraze zawierajgcg czynniki sigma’ (RpoD). W warunkach stresowych, pod wptywem
(p)ppGpp dochodzi od oddysocjowania czynnika sigma’® i pofgczenia z alternatywnymi

czynnikami sigma, ktére kodujg geny odpowiedzialne za synteze biatek umozliwiajgcych
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przetrwane w niekorzystnych warunkach. Akumulacja (p)ppGpp zmniejsza efektywnosé procesu
translacji m.in. poprzez zahamowanie transkrypcji tRNA, rRNA oraz gendw odpowiedzialnych za
synteze biatek rybosomalnych (Hauryliuk et al., 2015; Kalia et al., 2013). U E. coli odpowiedz Scista
hamuje replikacje DNA m.in. poprzez obnizenie poziomu ekspresji genu dnaA, ktérego biatkowy
produkt jest niezbedny do inicjacji replikacji (Chiaramello & Zyskind, 1990). Natomiast
w przypadku B. subtilis (p)ppGpp hamuje proces elongacji replikacji w wyniku dziatania na
prymaze DNA — biatko DnaG (Wang et al., 2007.) (p)ppGpp ma takie wptyw na synteze
autoinduktoréow quorum sensing i innych zwigzkdw, ktére sg istotne dla tworzenia biofilmu
(Karczewska et al., 2023; Van Delden et al., 2001; T. Zhang et al., 2020). Warto zaznaczy¢, ze
(p)ppGpp jest obecny na niskim poziomie w komdrkach réwniez w optymalnych warunkach
hodowli, petnigc role regulatora tempa wzrostu bakterii (Kundra et al., 2020; Potrykus et al.,

2011).

Wiele badan wskazuje na zwigzek miedzy odpowiedzig Scista a indukcjg bakterii
przetrwatych. Zespot Korch i wsp. (2003) po raz pierwszy wykazat, ze toksyna HipA7 (rozdziat
4.3.3.) u E. coli zwieksza poziom (p)ppGpp w komédrce, a tym samym indukuje powstawanie
bakterii przetrwatych. Stwierdzono ponadto, ze mutanty delecyjne ArelA (Liu et al., 2017; Wu
et al., 2015) oraz ArelArAspoT (Amato et al., 2013; Fung et al., 2010; Korch et al., 2003; Nguyen
et al., 2011), ktére nie mogg wytwarzaé (p)ppGpp, charakteryzujg sie zmniejszonym poziomem
bakterii przetrwatych. Song i Wood (2000) zaproponowali, ze mechanizmem, ktéry indukuje
bakterie przetrwate jest zalezna od (p)ppGpp inaktywacja i dimeryzacja rybosoméw. Alarmon
odpowiedzi $cistej indukuje synteze biatka RaiA, ktore odpowiedzialne jest za inaktywacje
rybosomow 70S. Nastepnie czynnik modulujgcy rybosomy RMF przeksztatca nieaktywne
rybosomy 70S w 90S, ktére réwniez nie majg aktywnosci biologicznej. Hpf, czyli czynnik
indukujacy hibernacje przeksztatca z kolei rybosomy 90S w dimery 100S. Te zmiany struktury
rybosomoéw warunkujg wejscie bakterii w stan przetrwaty. Gdy stres zniknie i komérki maja
dostep do sktadnikdw odzywczych, moze dojs¢ do resuscytacji nieaktywnych rybosoméw 100S
dzieki biatku HfIX (czynnikowi resuscytacji rybosomoéw), ktérego aktywnosé w warunkach stresu

jest hamowana przez ppGpp.

Istniejg rowniez doniesienia wskazujgce, ze pojawienie sie bakterii przetrwatych nie jest
zalezne od syntezy i akumulacji (p)ppGpp. Obecno$¢ bakterii przetrwatych stwierdzono
w mutantach delecyjnych ArelAAspoT E. coli, niezdolnych do syntezy (p)ppGpp, po inkubacji
z ampicyling lub cyprofloksacyng (Chowdhury et al.,, 2016). Wykazano rdéwniez, ze za

powstawaniem bakterii przetrwatych u E. coli (Manuse et al., 2021; Shan et al., 2017) i S. aureus
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(Conlon et al., 2016) nie jest odpowiedzialny (p)ppGpp, ale spadek poziomu ATP, ktéry powoduje
obnizenie aktywnosci kluczowych proceséw bakteryjnych. W rezultacie antybiotyki stajg sie
nieskuteczne poniewaz ich cele komérkowe - transkrypcja, translacja, synteza sciany komadrkowej

- sg nieaktywne.

4.3.2. Odpowiedz SOS

Odpowiedz SOS to system naprawy DNA indukowany pod wptywem rozlegtych
uszkodzen i akumulacji jednoniciowego DNA (ssDNA) podczas replikacji (Sassanfaq & Roberts,
1990). Stres genotoksyczny powstaty pod wptywem np. czynnikéw oksydacyjnych czy ekspozycji
na antybiotyki stanowi sygnat alarmowy indukujgcy uruchomienie odpowiedzi SOS oraz wejscie
w stan uspienia (Baharoglu & Mazel, 2014). Mozna wyrdzni¢ dwa gtéwne regulatory systemu
SOS: aktywator RecA oraz represor LexA, ktory kontroluje ekspresje ponad 50 gendéw zwigzanych
miedzy innymi z naprawg DNA. Dorr i wsp. (2010) wykazali, ze inkubacja E. coli z ciprofloksacyna
(nalezaca do fluorochinolonéw) sprzyja powstaniu bakterii przetrwatych. Mechanizm dziatania
fluorochinolonéw polega na uszkodzeniu DNA poprzez hamowanie dziatania gyrazy
i topoizomerazy IV (Drlica et al., 2008), co skutkuje pojawieniem sie ssDNA. Nastepnie biatko
RecA rozpoznaje ssDNA i indukuje autoproteolize represora LexA co umozliwia naprawe DNA.
Naprawa DNA przez system SOS jest niezbedna, aby komorki przetrwaty dziatanie antybiotyku.
Wykazano, ze w szczepach E. coli pozbawionych biatek RecA lub LexA poziom bakterii
przetrwatych jest zredukowany (Dorr et al., 2010; Volzing & Brynildsen, 2015). Dorr i wsp. (2010)
badajac efekty dziatania ciprofloksacyny zauwazyli, ze w czesci komorek podczas odpowiedzi SOS
dochodzi do ekspresji genu tisAB kodujgcego toksyczny peptyd TisB, ktory po wbudowaniu do
btony cytoplazmatycznej powoduje spadek sity protonomotorycznej oraz syntezy ATP, prowadzac
do stanu przetrwatego. Ekspresja tisAB mRNA jest hamowana przez oddziatywania
antysensowne z sRNA — jstR1. Zalezny od odpowiedzi SOS system TisB-IstR1 jest jednym
z przyktadéw uktadu toksyna-antytoksyna (TA), ktdre sg zwigzane z bakteriami przetrwatymi.
Inne przyktady systeméw TA odpowiedzialnych za powstawanie bakterii przetrwatych zostaty

opisane w nastepnym rozdziale.

4.3.3. Systemy toksyna-antytoksyna (TA)

W systemach TA rolg stabilnej toksyny jest hamowanie kluczowych funkcji komarkowych
(takich jak translacja i replikacja), natomiast niestabilna antytoksyna chroni komarki przed

efektem dziatania toksyny. Czynniki stresowe mogg wptywac na stopniowg aktywacje toksyn aby
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pozwoli¢ bakteriom na chwilowe zatrzymanie wzrostu, wejscie w stan uspienia, a tym samym
przetrwanie niekorzystnych warunkéw (Hall et al.,, 2017; Harms et al., 2018). Obecnie
wyrdzniono osiem gtéwnych typow systemdw TA w oparciu o charakter antytoksyny i mechanizm
hamowania toksycznosci (Jurénas et al., 2022; G. Singh et al., 2021). Wykazano jednak, ze jedynie

typ li Il jest powigzany z powstawaniem bakterii przetrwatych (Balaban, 2011; Kint et al., 2012).

Antytoksyna typu | to antysensowny RNA (np. IstR1), ktéry hamuje biosynteze toksyny na
etapie translacji. Antytoksyna typu Il jest biatkiem, ktére poprzez bezposrednig interakcje
z toksyng neutralizuje jej szkodliwe dziatanie (Jurénas et al., 2022). HipA/HipB to pierwszy system
TA , ktéry powigzano z bakteriami przetrwatymi (Moyed & Bertrand, 1983; Schumacher et al.,
2009). HipA jest toksyng typu Il, ktora fosforyluje syntetaze glutamylo-tRNA (GItX) w miejscu
wigzania ATP. Skutkiem tego jest akumulacja wolnych tRNA®", a nastepnie aktywacja odpowiedzi
Scistej poprzez wzrost poziomu (p)ppGpp (Harms et al., 2016). Stwierdzono, ze szczep E. coli
hipA7 z mutacjami w genie hipA (ich wynikiem sg substytucje aminokwaséw G22S i D291A)
charakteryzuje sie zwiekszonym poziomem bakterii przetrwatych (Korch et al., 2003; Moyed &
Bertrand, 1983; Schumacher et al., 2015). W poréwnaniu z HipA biatko HipA7 wykazuje mniejszg
toksyczno$é, ale nie oddziatuje z antytoksyng HipB (Semanjski et al., 2018). Stwierdzono, ze
w szczepie delecyjnym E. coli AhipA7 poziom bakterii przetrwatych jest ponad 1000 razy nizszy
niz w szczepie typu dzikiego. Ponadto wykazano, ze uropatogenne izolaty E. coli czesto zawierajg
kilka mutacji w genie hipA, co prawdopodobnie sprzyja ich przetrwaniu podczas
antybiotykoterapii (Schumacher et al., 2015). Znaczaca role w tworzeniu bakterii przetrwatych
przypisuje sie biatkom ObgE i HokB, ktére nalezg do systemu TA typu |. Wejscie w stan przetrwaty
poprzez aktywacje ObgE wymaga uruchomienia odpowiedzi $cistej i akumulacji (p)ppGpp
w warunkach gtodu. Wzrost poziomu ObgE indukuje produkcje toksyny HokB, co prowadzi do

utraty potencjatu btonowego i wejscie w stan uspienia (Verstraeten et al., 2015).

4.3.4. Agregacja i glikacja biatek

W komdrce konieczne jest utrzymanie proteostazy, czyli rownowagi miedzy synteza,
prawidtowym zwijaniem polipeptyddw i usuwaniem niefunkcjonalnych biatek. Zaburzenia tej
rownowagi powoduje powstawanie agregatdw biatkowych gtéwnie z powodu oddziatywan
miedzy hydrofobowymi fragmentami nieprawidtowo zwinietych taricuchow polipeptydowych
(Chaturvedi et al., 2016). Istnieje wiele czynnikéw destabilizujgcych struktury biatek: stres
oksydacyjny (Dahl et al., 2015), wysoka temperatura (Litvinovich et al., 1998), zmiany pH

(Guijarro et al., 1998) czy stres osmotyczny (Schramm et al., 2019). Wiele badan wskazuje, ze
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agregacja wewnatrzkomarkowych biatek na skutek niskiego poziomu ATP w komadrce jest jednym
z czynnikéw indukujgcych stan przetrwaty (Bollen et al., 2021; Gollan et al., 2019; Goode et al.,
2021; Leszczynska et al., 2013; Pu et al., 2019). Agregaty zawierajg biatka zaangazowane
w kluczowe procesy tj. translacje, synteze aminokwasow, cykl kwasu cytrynowego i odpowiedz
komorki na stres (Kwiatkowska et al., 2008), a ich inaktywacja prowadzi¢ moze do spowolnienia
metabolizmu i wejscia w stan uspienia (Rys. 5). Wczedniejsze wyniki naszego zespotu wykazaty,
ze gtéwnym sktadnikiem agregatéow biatkowych u E. coli jest czynnik elongacyjny EF-Tu.
Inaktywacja i agregacja EF-Tu prowadzi¢ moze do zahamowania translacji (Leszczynska et al.,
2013). Stwierdzono, ze w hodowlach stacjonarnych E. coli zwigzki osmotycznie czynne
(trehaloza, betaina, glukoza i glicerol) lub 40 mM MOPS (ph 7,4) hamujg agregacje biatek, tym
samym obnizajgc poziom bakterii przetrwatych. Natomiast czynniki indukujgce agregacje (octan
sodu lub wysokie stezenia osmolitdw) powodujg wzrost poziomu bakterii przetrwatych
(Leszczynska et al., 2013). Wiadomo takze, ze osmolity jako chemiczne chaperony (ang. chemical
chaperones) mogg dziata¢ podobnie do biatek opiekunczych (ang. molecular chaperones)

zwiekszajac stabilno$é polipeptydow i biorgc udziat w ich fatdowaniu (Diamant et al., 2001).

Biatka opiekuricze nalezg do grupy biatek szoku termicznego (ang. heat shock proteins, Hsps)
i sg czescig systemu kontroli jakosci biatek odpowiedzialnego za utrzymanie proteostazy. Do Hsps
mozna oprocz biatek opiekunczych zaliczy¢ rdwniez proteazy szoku cieplnego, ktére usuwajg
nieodwracalnie uszkodzone biatka. Warunki stresowe indukujg wzrost ekspresji genéw hsps,
ktérych biatkowe produkty biorg udziat w refatdowaniu polipeptydéw i sg kluczowe w procesie
dezagregacji i degradacji. System bichaperonowy ztozony z biatka ClpB (Hsp100) oraz DnaK
(wspotpracujgcego z Dnal i GrpE) jest odpowiedzialny za dezagregacje i uwalnianie polipeptydéw
z agregatéw biatkowych u bakterii. Dnal rozpoznaje hydrofobowe fragmenty polipeptydéw
i kieruje je do DnaK (Hsp70), ktdre jest niezbedne do translokacji substratu biatkowego przez
kanat ClpB, tym samym rozpoczynajac proces ekstrakcji polipeptyddéw z agregatéw. Uzyskanie
natywnej konformacji przez uwolnione polipeptydy jest mozliwe dzieki wspdtpracy systemodw
DnaK/Dnal/GrpE i GroES/GroEL (Weibezahn et al., 2004). Oba te systemy dziatajg w sposéb
zalezny od ATP. Badania Zhou i wsp. (2023) wykazaty, ze biatka DnaK oraz ClpB sg niezbedne
W procesie usuwania agregatéw podczas resuscytacji, tzn. przed wznowieniem podziatéw
bakterii przetrwatych dochodzi do usuwania agregatéw biatkowych, natomiast w komadrkach
VBNC agregaty utrzymujg sie dtuzej. Zatem czas potrzebny do usuniecia agregatéw determinuje
»obudzenie” komérki i mozliwosc¢ jej dalszego wzrostu (Pu et al., 2019). Wyniki te wskazujg na

kluczowg role agregatéw biatkowych w tworzeniu oraz resuscytacji bakterii przetrwatych.
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Rys. 5. Model przedstawiajqgcy role wewngtrzkomoérkowej agregacji biatek w trakcie powstawania
i resuscytacji bakterii przetrwatych i VBNC. Bakterie przetrwate zawierajq wczesne stadium agregatow,
podczas gdy komorki gteboko uspione (VBNC) charakteryzujq sie bardziej stabilnymi agregatami
biatkowymi. Usuniecie agregatow biatkowych przy udziale biatek opiekuriczych umozliwia komdrkom
wybudzenie ze stanu przetrwatego. Na podstawie Bollen et al., 2021.

Wiele badan in vitro wskazuje, ze powstawanie agregatow biatkowych moze by¢ indukowane
przez glikacje (lannuzzi et al., 2014). Glikacje biatek (nieenzymatyczng glikozylacje) badano do
tej pory gtéwnie w organizmach eukariotycznych taczac powstawanie produktéw glikacji
z procesem starzenia sie organizméw i roznymi stanami chorobowymi, np. cukrzycg. Obecnie
wiadomo, ze glikacja zachodzi réwniez w komdrkach bakteryjnych, mimo tego, ze ich czas zycia
jest krétki (Boteva & Mironova, 2019). Jednym z gtéwnych czynnikéw, ktory odpowiada za
glikacje jest metyloglioksal (MGO) (Lee & Park, 2017). MGO powstaje z fosfodihydroksyacetonu
bedacego jednym z posrednich produktéw glikozy, przy udziale syntazy MGO (ang. methylglyoxal
synthase A, MgsA) (Subedi et al.,, 2008). Dodatkowo, podczas dziatania réznych czynnikéw
stresowych (utrata wody, stres termiczny, pdzna faza stacjonarna) wzrasta poziom reaktywnych
form tlenu, zachodzi peroksydacja lipidéw, co z kolei sprzyja nadprodukcji MGO. Ze wzgledu na
posiadanie dwdch reaktywnych grup karbonylowych, MGO okreslany jest mianem reaktywnej
formy elektrofilowej (ang. reactive electrophilic species, RES). Dzieki wysokiej reaktywnosci MGO
oddziatuje z kwasami nukleinowymi oraz aminokwasami znajdujgcymi sie na N-koncu tancucha
polipeptydowego lub aminokwasami posiadajgcymi grupe aminowg w tafdcuchu bocznym
(lizyna, arginina, histydyna). MGO zaangazowany jest w poczatkowy etap glikacji (reakcje
Maillarda), w wyniku ktérego powstajg zasady Shiffa, przeksztatcane nastepnie w bardziej
stabilne produkty Amadori, dajgce poczatek zaawansowanym produktom glikacji (ang. Advanced
Glycation End Products, AGEs) (Boteva & Mironova, 2019). Podobne reakcje mogg zachodzic¢
z udziatem aldehydowych form monosacharyddéw, glukozy i fruktozy. AGEs to bardzo
zréznicowana grupa zwigzkdw, fatwo ulegajacych agregacji z powodu licznych wigzan wewnatrz-

i miedzyczasteczkowych. Bakterie posiadajg szereg enzymodw, ktdre usuwajg MGO (system
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glioksylazy I/11, reduktaza MGO) wczesne produkty glikacji (Hsp31, YhbO, YalL, EIbB) lub nawet
AGEs (metaloproteazy) (Cohen-Or et al., 2013; Richarme et al., 2018). Wptyw glikacji na

agregacje biatek w komdrkach bakteryjnych nie zostat do tej pory zbadany.

4.4. Metody zwalczania bakterii przetrwatych

Opracowujgc metody eliminacji bakterii przetrwatych mozna wykorzystac¢ trzy strategie
1) zahamowanie tworzenia bakterii przetrwatych, 2) zabicie bakterii przetrwatych lub 3) ich

resuscytacja i tym samym uwrazliwienie na dziatanie antybiotykdow (Rys. 6).

Bezposrednie zabijanie

Zahamowanie powstawania
bakterii przetrwatych

/ * Stymulacja celéw
antybiotykowych
—_— L ]
\ Stymulacja pomp Uwrazliwianie
Komérka wrailiwa Komérka przetrwata \ typu influx
- - Kombinacja
[ ] antybiotykéw
e

Rys. 6. Gléwne strategie eliminacji bakterii przetrwatych. Opis w tekscie ponizej. Na podstawie Defraine
etal., 2018.

Hamowanie powstawania bakterii przetrwatych jest mozliwe poprzez zaktdcenie
mechanizméw warunkujgcych wejscie komérek w stan metabolicznie nieaktywny. Liczne
badania wykazujg, ze zastosowanie inhibitoréw quorum sensing (Allegretta et al., 2017; Starkey
et al., 2014; Vieira et al., 2022), odpowiedzi $cistej (Wexselblatt et al., 2012), odpowiedzi SOS (Lu
& Collins, 2009) lub czynnikéw hamujacych powstawanie biofilmu (J. S. Lin et al., 2022) jest
skuteczne w ograniczeniu zywotnosci bakterii, w tym komoérek przetrwatych, w warunkach
laboratoryjnych. Jednak ze wzgledu na wiele sSciezek indukujgcych stan us$pienia oraz fakt, ze
bakterie przetrwate moga pojawiac sie spontanicznie, podejscie to nie zawsze jest wystarczajgce
w ich eliminacji.

Drugg strategig pozwalajgca na eliminacje bakterii przetrwatych jest ich resuscytacja. Celem
antybiotykow sg aktywne procesy komadrkowe, dlatego resuscytacja moze sprawi¢ ze bakterie
stang sie wrazliwe na leki. Wykazano na przyktad, ze czasteczka C10 (pochodna
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metoksyfenylopiperazyny) oraz kwas kaprynowy sg odpowiedzialne za aktywacje metabolizmu
u E. colii P. aeruginosa, co w konsekwencji zwieksza wrazliwos$¢ komérek na antybiotyki (Kim et
al.,, 2011; Marques et al., 2014). Stwierdzono ponadto, ze cukry proste np. fruktoza, glukoza
i mannitol, uwrazliwiajg komdrki na aminoglikozydy, zmniejszajgc tym samym poziom bakterii
przetrwatych u E. coli i S. aureus (Allison et al., 2011). Antybiotyki przedostajg sie do wnetrza
komorki bakteryjnej gtdéwnie przez poryny, ktére zlokalizowane sg w btonie zewnetrznej. Jednak
niektdre z nich wymagajg aktywnego transportu, co sprawia, ze nie dziatajg one na bakterie
w stanie przetrwatym (Saxena et al., 2023). Istnieje co najmniej kilka przyktadéw doswiadczen,
w ktérych indukowano aktywny transport antybiotykdw do komorki poprzez wzbudzanie sity
protonomotorycznej, zmiany pH lub hamowanie syntezy aminokwaséw, co powodowato wzrost
poziomu energii niezbednej do transportu antybiotykdw do komadrki (Wainwright et al., 2021).
Modyfikacja przepuszczalnosci btony komdrkowej lub jej uszkodzenie, np. jonami srebra, takze
umozliwia przenikanie antybiotykow (Barras et al., 2018). Liczne badania wykazujg, ze skuteczne
w eliminacji bakterii przetrwatych w przypadku niektorych szczepéw jest stosowanie kombinacji
réznych klas antybiotykow (Baek et al., 2020; Kamble et al., 2022; Kaur et al., 2024; Seo et al.,
2024; Zheng et al., 2020). Zastosowanie antybiotykoterapii skojarzonej pozwala na skrécenie
czasu leczenia, zastosowanie nizszego stezenia pojedynczych lekéw oraz zmniejszenie

prawdopodobienstwa rozwoju opornosci (Gill et al., 2015; Hu & Coates, 2012).

Trzecim sposobem na eliminacje bakterii przetrwatych jest bezposrednie dziatanie na
komodrki w stanie uspienia. Stosowane zwigzki sg ukierunkowane na alternatywne cele
komodrkowe, niezwigzane z aktywnoscig metaboliczng. Ich dziatanie polega na uszkadzaniu
i depolaryzacji btony komodrkowej, niszczeniu Sciany komodrkowej, sieciowaniu DNA oraz

wytwarzanie reaktywnych form tlenu (Defraine et al., 2018).

W zwigzku z nasilajgcg sie antybiotykoopornoscig aktualng strategia jest przegladanie
bibliotek chemicznych w poszukiwaniu nowych czasteczek, niebedacych antybiotykami,
o wiasciwosciach ,anty-persister”. W zwigzku z zapotrzebowaniem na nowe i skuteczne zwigzki
antybakteryjne, jako alternatywa dla antybiotykdw, w swoich badaniach skupitam sie na
okresleniu wptywu dwdéch zwigzkdw o witasciwosciach bakteriobdjczych, sulforafanie (rozdziat

4.4.1.) i eutektyku Reline (rozdziat 4.4.2.), na komérki przetrwate.
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4.4.1. Sulforafan

Przyktadem dobrze poznanej grupy zwigzkéw o charakterze przeciwbakteryjnym sg
izotiocyjaniany (Nowicki et al., 2016), jednak ich wptyw na bakterie przetrwate byt dotad stabo
poznany. lzotiocyjaniany (ITC) powstajg w wyniku hydrolizy enzymatycznej glukozynolandw,
metabolitow wtérnych wystepujacych w roslinach krzyzowych. ITC wykazujg wtfasciwosci
bakteriobdjcze wzgledem bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych poprzez wykorzystanie
wielu mechanizmdéw: uszkodzenie btony komdrkowej i zmiane metabolizmu indukujgca
odpowiedz scistg oraz hamowanie quorum sensing (Aires et al., 2009; Ganin et al., 2013; Nowicki
et al.,, 2014, 2019; J. Patel et al., 2020; Romeo et al., 2018). Wykazano, ze ITC nie dziatajg

toksycznie na eukariotyczne linie komorkowe (Krause et al., 2021).

Sulforafan (SFN) (Rys. 7) jest jednym z najlepiej opisanych zwigzkéw, pod wzgledem
klinicznym, nalezacych do tej grupy (Houghton, 2019; Ruhee & Suzuki, 2020) . SFN hamuje wzrost
wielu gatunkéw bakterii chorobotwdrczych zaréwno Gram dodatnich (S. aureus, E. faecalis,
S. saprophyticus) jak i Gram ujemnych (E.coli, H. pyori, A. baumoanii, P. aeruginosa) (Aires et al.,
2009; Haristoy et al., 2003). Krause i wsp. (2021) wykazali, ze sulforafan w stezeniu 1xMIC
skutecznie hamuje powstawanie, a takze zmniejsza poziom istniejgcego juz biofilmu V. cholerae.
Co wiecej, zwigzek ten obniza wirulencje V. cholerae podczas infekcji Galleria mellonella. Po 48

i 72 h po zakazeniu przezywalnos¢ zainfekowanej G. mellonella wzrosta odpowiednio o 60 i 30%.
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Rys. 7. Wzor chemiczny sulforafanu

SFN moze indukowac¢ odpowiedz $cistg oraz wptywac na inne procesy komorkowe w sposdb
niezalezny od (p)ppGpp. Badania Nowickiego i wsp. (2019) wskazujg, ze SFN indukuje synteze
(p)ppGpp i powoduje zahamowanie wzrostu przynajmniej kilku gatunkow bakterii (E. coli,
K. pneumoniae, S. aureus, E. faecalis). Z kolei zahamowanie wzrostu B. subtilis i E. faecalis przez
SFN nie jest zalezne od poziomu (p)ppGpp W komdrce. W przypadku P. aeruginosa SFN hamuje
sygnaty quorum sensing, tym samym ograniczajgc powstawanie biofilmu (Ganin et al., 2013). SFN
indukujgc odpowiedz scistg moze sprzyja¢ pojawianiu sie bakterii przetrwatych. Z drugiej strony
poniewaz SFN powoduje uszkodzenie btony cytoplazmatycznej (Nowicki et al., 2019), nie jest

wykluczone, ze moze dziata¢ bakteriobdjczo na komaorki przetrwate.
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4.4.2. Reline

Eutektyki to zwigzki powstate poprzez zmieszanie dwdch lub wiecej sktadnikéw, co skutkuje
obnizeniem temperatury topnienia (T:) powstatej mieszaniny (okreslanej jako punkt eutektyczny)
w poréwnaniu z temperaturami topnienia wyjsciowych substancji (Rys. 8). Ciecze eutektyczne
otrzymuje sie przez zmieszanie zwigzkéw bedacych akceptorem i donorem wigzann wodorowych
(Singh et al.,, 2021; Svigelj et al., 2021). Standardowymi substancjami wyjsciowymi s3:
aminokwasy, cukry, alkohole, kwasy karboksylowe oraz mocznik i jego pochodne. Eutektyki
mozna otrzymac réznymi metodami poprzez m.in. ogrzewanie, liofilizacje, sonikacje lub

rozdrabnianie (mielenie) (Ferreira & Sarragucga, 2024).

Ciecz

Temperatura

Punkt
eutektyczny

Temperatura topnienia
eutektyku

Ciato state

Utamek molowy B

Rys. 8. Wykres fazowy mieszaniny zwiqzkow A i B. Po zmieszaniu dwdch zwiqzkdw A i B, ich temperatury
topnienia zmniejszajq sie (T i Ti), do osiggniecia temperatury minimalnej (punkt eutektyczny). Punkt
eutektyczny jest wypadkowq przeciecia sie krzywych topnienia dwdch skfadnikow mieszaniny.
Na podstawie Ferreira & Sarraguca, 2024.

Ciecze eutektyczne sg gtéwnie stosowane jako rozpuszczalniki (przyktad ,zielonej chemii”)
(Alonso et al., 2016; Perna et al.,, 2020), a takze w medycynie jako zwigzki stabilizujgce
i wzmacniajgce dziatania antybiotykow (Olivares et al., 2018) lub transportujace leki (Park &
Prausnitz, 2015; Zakrewsky et al., 2016). Wykazujg réwniez dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
wobec bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnym, grzybow i wiruséw (Akbar et al., 2023;
Zakrewsky et al., 2016). Nava-Ocampo i wsp. (2021) wykazali, ze naturalne rozpuszczalniki
gteboko eutektyczne (NDES, ang. Natural Deep Eutectic Solvents) mogg mieé zastosowanie
w zwalczaniu biofilmu. W tym celu testowano dwa NDES: pierwszy ztozony z betainy, mocznika

i wody oraz drugi bedacy mieszaning kwasu mlekowego, glukozy i wody. Oba zmniejszaty poziom
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EPS do 70% poczatkowej zawartosci. Rozpuszczanie macierzy zewnatrzkomdrkowej ostabia
strukture biofilmu, co moze utatwi¢ jego dalszg eliminacje. W badaniu Nystedta i wsp. (2023)
wykorzystano trzy inne ciecze eutektyczne (ztozone z chlorku choliny i ksylitolu, chlorku choliny
i gliceryny oraz betainy i sacharozy) skierowane przeciwko biofilmom S. aureus oraz
P. aeruginosa. Kazdy z testowanych zwigzkéw zmniejszyt poziom biomasy biofilmu w zakresie
27-67%. Co ciekawe chlorek choliny i ksylitol oraz chlorek choliny i glicerol, w stezeniach 0,25 —
0,5xMIC, hamowaty powstawanie biofilmu w obu testowanych szczepach. Mieszanina kwasow:
kaprynowego i laurynowego stanowi kolejng ciecz gteboko eutektyczng majaca
udokumentowany wptyw na usuwanie biofilmu bakteryjnego (Silva et al., 2019). Ten eutektyk
w stezeniu 1xMIC zmniejszat poziom biofilmu S. aureus, E. coli i C. albicans o 90% juz po 30
minutach inkubacji. Innym przyktadem cieczy eutektycznej jest Reline, mieszanina ztozona
z chlorku choliny (T:= 302°C) oraz mocznika (T+=133°C) w stosunku molowym 1:2, o temperaturze
topnienia wynoszacej 12°C (Abbott et al., 2003). To biodegradowalny, nietoksyczny zwigzek
dzieki czemu mozliwe jest jego szerokie zastosowanie (Kumari et al., 2018). Mechanizm dziatania
Reline na komoérki bakteryjne nie jest doktadnie poznany i wymaga dalszych badan. W dostepne;j
literaturze brakuje rowniez informacji o wptywie mieszanin eutektycznych na bakterie

przetrwate.

4.5. Klebsiella pneumaniae

Klebsiella pneumoniae pierwszy raz zostata zidentyfikowana i opisana w 1882 roku przez
niemieckiego badacza Carla Friedlandera. To Gram ujemna, nieposiadajgca zdolnosci do ruchu
bakteria otoczkowa bedaca przedstawicielem rodziny Enterobacteriaceae. W Srodowisku jest
obecna w wodach powierzchniowych i glebie oraz wystepuje na powierzchni urzadzen
medycznych. U cztowieka K. pneumoniae kolonizuje btony $luzowe jamy ustnej i przewodu
pokarmowego. Z tych miejsc moze migrowaé do wnetrza tkanek i wywotywaé powazne infekcje
(Holt et al., 2015; Paczosa & Mecsas, 2016). Wsrdd szczepodw K. pneumoniae wyrdzniamy dwa
gtoéwne typy: klasyczny (cKp) i hiperwirulentny (hvKp). U oséb z obnizong odpornoscig bakterie
nalezgce do typu klasycznego s przyczyng wystepowania zapalenia pfuc, infekcji drég
oddechowych i bakteriemii. cKp dzieki wytwarzaniu penicylinazy kodowanej przez gen
chromosomalny (SHV-1) wykazuje naturalng opornos¢ na ampicyline, karbenicyline i tikarcyline.
Naduzywanie i niewtasciwe stosowanie antybiotykéw spowodowato ze izolaty kliniczne coraz
czesciej wykazujg oporno$¢ na standardowo stosowane antybiotyki. Problem ten dotyczy

réwniez K. pneumoniae. Aktualnie pojawia sie coraz wiecej wielolekoopornych (ang. multi drug-
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resistant, MDR), szczepow cKp zdolnych do syntezy B-laktamaz o rozszerzonym spektrum
aktywnosci (ang. extremely extended spectrum B-lactamase, ESBL) oraz karbapenemaz. Znane
sg réwniez przypadki izolatéw klinicznych K. pneumoniae o rozszerzonej (ang. extensively drug
resistance, XDR) i catkowitej (ang. pandrug-resistance, PAN) opornosci (Elemam et al., 2009;
Navon-Venezia et al., 2017; Xu et al., 2020; Zowawi et al., 2015). W 2017 roku WHO opublikowato
liste opornych na antybiotyki patogendw, ktdre stanowig najwieksze zagrozenie dla zdrowia
publicznego i ktdre powinny stac sie szczegdlnym obiektem badan w celu opracowania nowych
skutecznych antybiotykoterapii. Grupg o najwyzszym priorytecie sg bakterie ESKAPE, ktére
potrafig ,uciec” przed dziataniem antybiotykdw i sg przyczyng wiekszosci zakazen szpitalnych.
Oprocz Klebsiella pneumoniae do ESKAPE nalezg: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa oraz Enterobacter species (World Health
Organization, 2017; Mulani et al., 2019). Wedtug Global Burden of Disease opornos¢ na
antybiotyki jest zwigzana z prawie 5 milionami zgondw rocznie i Smiercig 1,27 miliona ludzi
spowodowang bakteriami opornymi (Murray et al., 2022). Z kolei O’Neill (2016) szacuje, ze
zakazenia wywotane przez szczepy bakteryjne sg przyczyng smierci 700 000 ludzi rocznie, a do
2050 roku liczba ta wzrosnie do 10 miliondéw, co podkresla pilng potrzebe opracowania nowych,

skutecznych rozwigzan eliminacji wielolekoopornych bakterii.

W ciggu ostatnich dziesiecioleci coraz czesciej izolowane sg szczepy K pneumoniae hvKp,
ktére charakteryzujg sie wiekszg zjadliwoscig i $miertelnoscig (Choby et al., 2020). Jest to
spowodowane obecnoscig plazmidu o wielkosci 200-220 pz zawierajgcego geny odpowiedzialne
za produkcje sideroforéow i otoczki (Patel et al., 2014). W przeciwienstwie do cKp typ hvKp moze
infekowac osoby zdrowe oraz z obnizong odpornoscig i wywotywac choroby takie jak: zapalenie
opon moézgowo-rdzeniowych, zapalenie tkanki tgcznej czy ropien watroby (Paczosa & Mecsas,

2016).

U K. pneumoniae moina wyrdzni¢ cztery gtéwne czynniki wirulencji utatwiajace
wywotywanie i rozwdj infekcji u gospodarza, sg to: otoczka, lipopolisacharyd, siderofory oraz
fimbrie (Rys. 9) (Paczosa & Mecsas, 2016). Izolaty K. pneumoniae mogg réznic sie miedzy sobg

stopniem zjadliwosci ze wzgledu na zmiany ekspresji gendéw kodujgcych czynniki wirulencji.
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Rys. 9. Czynniki wirulencji w szczepie klasycznym i hiperwirulentnym Klebsiella pneumoniae. Na
podstawie Paczosa & Mecsas, 2016.

Otoczka jest kluczowym czynnikiem wirulencji u K. pneumoniae. Jest zbudowana
z polisacharydéw (antygendéw otoczkowych K), w sktad ktdrych wchodzg kwasy uronowe,
mannoza, ramnoza, galaktoza, pirogronian i fukoza (Ramos Pereira et al., 2012; Sahly et al.,
2008). U K. pneumoniae obecnie wyrdzniamy 79 serotypow (od K1 do K79). 70% szczepdw hvKp
wytwarza hiperotoczke ztozong z serotypow K1 i K2, ktéra jest trwalsza od typowej otoczki
obecnej w szczepach cKp, co przyczynia sie do zwiekszonej zjadliwosci (Marr & Russo, 2019; Pan
et al.,, 2015). Fenotyp hipermukoidalny moze wystgpi¢ niezaleznie od nadprodukcji otoczki
(Walker et al., 2019). Pozostate serotypy wystepujg u szczepow cKp. Za synteze otoczki
odpowiada grupa szesciu gendw na konicu 5’ operonu cps (galF, cpsACP, wzi, wza, wzb, wzc) oraz
znajdujacy sie na koncu 3’ gen ugd (Shu et al.,, 2009; Wyres et al., 2016). Réznorodnos¢
serotypdw jest wynikiem dziatania réznych glikotransferaz, ktérych geny: wbaP, wbaZ, wcaN,
wcal i weaO, sg umiejscowione w Srodkowej czesci operonu cps (Rahn et al., 1999; Shu et al.,
2009). Otoczka chroni K. pneumoniae przed odpowiedzig immunologiczng gospodarza na wiele
sposobdéw: zapobiega fagocytozie i opsonofagocytozie przez komadrki uktadu odpornosciowego
(March et al., 2013), hamuje aktywnos¢ biatek przeciwdrobnoustrojonych (Moranta et al., 2010)

oraz obniza poziom cytokin prozapalnych (TNFa, IL-6) (Yoshida et al., 2000).

Kolejnym istotnym czynnikiem wirulencji jest lipopolisacharyd (LPS), ktéry jest sktadnikiem
zewnetrznej btony bakterii Gram ujemnych. LPS sktada sie z trzech odrebnych fragmentéw:
zakotwiczonego w btonie zewnetrznej lipidu A, polisacharydowego rdzenia oraz antygenu O
(réwniez polisacharydu). U K. pneumoniae mozna wyrdznic¢ 9 serotypéw antygenu O, najczesciej

wystepujgcym jest O1. LPS K. pneumoniae moze petni¢ dwie przeciwstawne role: ochronng przed
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odpowiedzig immunologiczng gospodarza oraz stymulujgcg silng odpowiedz zapalna. Lipid A jest
rozpoznawany przez TLR4 (ang. Toll-like receptor 4), co aktywuje makrofagi do produkcji cytokin
i chemokin (Yamamoto & Akira, 2009), co prowadzi do eliminacji bakterii z organizmu
gospodarza. Komoérki K. pneumoniae mogg modyfikowac lipid A lub wykorzysta¢ otoczke aby
maskowadé LPS czynigc go mniej rozpoznawalnym dla komdrek odpornosciowych (Llobet et al.,
2015; Merino, et al., 1992). Co wiecej, zmodyfikowany lipid A chroni K. pneumoniae przed
dziataniem kationowych peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych (Clements et al., 2007; Llobet et
al.,, 2015). Waznga role w wirulencji petni takze antygen O, ktéry hamuje aktywacje szlaku

dopetniacza zapobiegajac lizie komérek bakteryjnych (Alberti et al., 1996; Merino et al., 1992).

Fimbrie uftatwiajg przyleganie do powierzchni biotycznych i abiotycznych oraz biorg udziat
w formowaniu biofilmu. U K. pneumoniae gtéwnymi strukturami adhezyjnymi sg fimbrie typu 1
i 3. Fimbrie typu 1 s3 szeroko rozpowszechnione wsrdd przedstawicieli rodziny
Enterobacteriaceae i wystepujg u 90% szczepdw K. pneumoniae (Klemm & Schembri, 2000;
Paczosa & Mecsas, 2016). Wykazujg powinowactwo do struktur zawierajgcych reszty mannozy,
przez co posredniczg w przyleganiu do komérek nabtonkowych uktadu moczowo-ptciowego oraz
sg odpowiedzialne za zakazenia pecherza moczowego (Kline et al., 2009). S3 to cienkie, nitkowate
struktury ztozone z dwdch podjednostek biatkowych: FimA i FimH. Biatko FimA posiada
wtasciwosci adhezyjne i jest odpowiedzialne za tworzenie biofilmu. Natomiast podjednostka
FimH moze wywiera¢ negatywny wptyw na wirulencje K. pneumoniae poprzez wigzanie
z komérkami tucznymi, co aktywuje odpowiedz immunologiczng gospodarza i uwalnianie cytokin
(Malaviya et al., 1996). Fimbrie typu 3 to podobne do helis struktury adhezyjne na powierzchni
btony K. pneumoniae. W przeciwienstwie do fimbrii typu 1, aglutynacja wywotywana przez
fimbrie typu 3 nie jest hamowana przez mannoze. U K. pneumoniae typ 3 fimbrii jest niezbedny
do tworzenia biofilmu (Allen et al., 1991). Pojedyncze witdkno filmbrii typu 3 sktada sie z biatka
MrkA wigzgcego sie do powierzchni abiotycznych, oraz zewnetrznie potozonej podjednostki
MrkD umozliwiajgcej powstawanie biofilmu na powierzchniach biotycznych i abiotycznych

(Jagnow & Clegg, 2003; Martino et al., 2003; Vuotto et al., 2017).

Aby bakterie patogenne mogty rozwijaé sie w organizmie gospodarza muszg pobierac jony
zelaza ze srodowiska. Metal ten w stanie wolnym nie jest tatwo dostepny, a wieksza jego czesc¢
zwigzana jest z hemem Iub biatkami transportujgcymi np. transferyng lub laktoferyng
(Cornelissen, 2003; Finkelstein et al., 1983). Z tego powodu bakterie wyksztatcity mechanizmy
umozliwiajgce pozyskanie zelaza od gospodarza aby przetrwac i dzieli¢ sie podczas infekcji.

Jednym z nich jest wytwarzanie sideroforéw, czyli czgsteczek chelatujgcych jony zelaza i majgcych
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wyzsze powinowactwo do tego pierwiastka niz biatka gospodarza (Holden & Bachman, 2015).
Dziatanie sideroforéw polega na uwalnianiu zelaza z komplekséow biatkowych zywiciela
i transferze do wnetrza komérki bakteryjnej. U K. pneumoniae mozina wyrdzni¢ 4 typy
sideroforéw: enterobaktyne, jersiniobaktyne, salmocheline oraz aerobaktyne, co umozliwia
komorce bakteryjnej kolonizacje w réznych miejscach w organizmie zywiciela. Enterobaktyna jest
kodowana przez gen znajdujgcy sie na chromosomie bakteryjnym i wystepuje u wiekszosci
szczepow K. pneumoniae (Paczosa & Mecsas, 2016). Jej aktywnosé moze by¢ hamowana przez
lipokaline 2 — biatko uwalniane podczas infekcji gtdwnie przez neutrofile (Holden & Bachman,
2015). Salmochelina to glikozylowana postac enterobaktyny, wobec ktérej lipokalina 2 wykazuje
mniejsze powinowactwo. Geny kodujgce salmocheline, jersiniobaktyne i aerobaktyne sg

zlokalizowane na plazmidzie i wystepujg gtdéwnie w szczepach hvKp (Paczosa & Mecsas, 2016).

Wiele badan wskazuje, ze szereg szczepdw K. pneumoniae produkuje bakterie tolerujace
letalne stezenia antybiotykdw, co jest jedng z gtéwnych przyczyn trudnosci w leczeniu
nawracajgcych infekcji (Abokhalil et al., 2020; Y. Li et al., 2018). W kontekscie klinicznym warto
zaznaczy¢, ze powstawanie bakterii przetrwatych K. pneumoniae moze byé indukowane przez
subletalne stezenie antybiotykow. Li i wsp. (2018) wykazali, Ze zastosowanie imipenemu
w stezeniu 0,5 i 1xMIC skutkowato odpowiednio 17 i 190-krotnym wzrostem poziomu bakterii
przetrwatych, natomiast inkubacja bakterii z ofloksacyng w zakresie stezen 0,2 - 2xMIC
spowodowata 5-30 — krotny wzrost poziomu bakterii przetrwatych w poréwnaniu z hodowlg

kontrolng, niepoddang dziataniu zadnego z wymienionych antybiotykdw.

Jednym ze sposobdéw zwiekszenia skutecznosci zwalczania bakterii przetrwatych
K. pneumoniae jest tgczenie cukréw prostych z antybiotykami, podobnie jak w przypadku innych
gatunkow bakteryjnych, o czym wspomniano wczesniej (Allison et al., 2011; rozdziat 4.4.).
W przypadku K. pneumoniae wykazano, ze 30 min inkubacja z sacharozg przed dodaniem
cyprofloksacyny zmniejsza poziom bakterii przetrwatych z 5,6 % do 0,008 %. Warto zaznaczyg, ze
nie jest to uniwersalna metoda, a efekt ,anty-persister” jest zalezny od kombinacji cukier-
antybiotyk oraz od gatunku bakterii (Abokhalil et al.,, 2020). Inng metodg majgcg na celu
zwalczanie bakterii przetrwatych jest zastosowanie kombinacji antybiotykéw. Wyniki badan
wskazujg, ze terapia skojarzona zmniejsza poziom bakterii przetrwatych K. pneumoniae lub
prowadzi do ich catkowitej eliminacji (Lee et al.,, 2019; Seo et al.,, 2024). Na przyktad, Seo
i wsp. (2024) wykazali, ze skuteczne jest stosowanie kolistyny w potgczeniu z amikacyng lub

ciprofloksacyna.
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5. CEL PRACY

Dane literaturowe sugerujy, ze agregacja wewnatrzkomodrkowych biatek moze spowolnié
metabolizm i umozliwi¢ bakteriom wejscie w stan przetrwaty. Wiadomo rdéwniez, ze
powstawanie agregatdow moze by¢ wynikiem glikacji biatek oraz utraty wody w komérce

bakteryjnej. W zwigzku z tym, celem pracy byta préba odpowiedzi na pytania:

1. czy agregaty biatek, ktdre powstajg podczas wysuszania i rehydratacji E. coli zawierajg

glikowane biatka (Rys. 10)?

2. czy podobnie jak u E. coli, istnieje korelacja pomiedzy poziomem zagregowanych
biatek a liczbg bakterii przetrwatych w hodowlach K. pneumoniae poddawanych

wysuszaniu i rehydratacji?

W trakcie realizacji projektu stwierdzitam, ze warunkami, ktore powodujq stopniowg utrate
wody i szczegdlnie sprzyjajq powstawaniu bakterii przetrwatych jest wzrost na podtozu
statym w formie makrokolonii. W przypadku K. pneumoniae w makrokoloniach mozna w byto

wyroznicé co najmniej dwie subpopulacje, kolejnymi zadaniami byta wiec:

3. charakterystyka subpopulacji obecnych w makrokoloniach K. pneumoniae (m. in.

porownanie proteomu i wrazliwosci na antybiotyki),

4. sprawdzenie czy wybrane zwigzki o potencjalnym dziataniu antybakteryjnym (sulforafan
i eutektyk Reline) zapobiegajg powstawaniu lub catkowicie eliminujg bakterie przetrwate

K. pneumoniae.
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Rys. 10. Wptyw stresu srodowiskowego na agregacje i glikacje biatek oraz powstawanie bakterii
przetrwatych. Jednym z czynnikéw indukujqgcych bakterie przetrwafe sq wewngtrzkomdrkowe agregaty
biatkowe. Agregacja moze by¢ stymulowana przez glikacje biatek. Jednym z gtownych czynnikow biorgcych
udziat w glikacji jest metyloglioksal (MGO), ktéry powstaje gtdwnie z fosfodihydroksyacetonu, produktu
posredniego glikolizy, oraz w wyniku utleniania lipidow, cukréow i DNA (Lee & Park, 2017). Rozne
niekorzystne dla bakterii warunki (dehydratacja, stres cieplny, faza stacjonarna, dojrzaty biofilm) moggq
sprzyja¢ powstawaniu bakterii przetrwatych, poniewaz prowadzq do stresu oksydacyjnego, co z kolei
posrednio zwieksza poziom MGO. Wiadomo réwniez, ze sam MGO indukuje stres oksydacyjny (Tupe et al.,
2019) i prawdopodobnie stymuluje posrednio lub bezposrednio powstawanie bakterii przetrwatych (Girgis
etal., 2012).
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6. MATERIALY | METODY

6.1. Szczepy bakteryjne

Badania przeprowadzitam z uzyciem szczepdw laboratoryjnych E. coli MC4100 [araD139
A(laclPOZYA argF) 21 U169 fla relA rpsL] i K. pneumoniae ATCC 13883 oraz izolatéw klinicznych
K. pneumoniae pochodzgcych z Kolekcji Plazmidéw i Drobnoustrojow Uniwersytetu Gdanskiego

(KPD) i Kolekcji Mikroorganizmoéw ATCC.

Nazwa szczepu Zrédto pochodzenia Kolekcja

K. pneumoniae 119-BA KM D5 pC3 Rana KPD
K. pneumoniae 421-BA ESBL(+) 23956961 Mocz KPD
K. pneumoniae 423-BA ESBL(+) MBL(+) Mocz KPD
24039491

K. pneumoniae 443-BA ESBL(+) 23959042 Wymaz z pachwiny KPD
K. pneumoniae 576-BA ESBL (+) 274251 Rana KPD
K. pneumoniae 577-BA ESBL (+) 269482 Wymaz z pachwiny KPD
K. pneumoniae 578-BA ESBL (+) 274250 Mocz KPD
K. pneumoniae MBL+ Mocz KPD
K. pneumoniae ATCC 10031 Brak danych ATCC
K. pneumoniae ATCC BAA1705 Mocz ATCC

Szczepy bakteryjne przechowywano w temperaturze -80°C w pozywce LB z 15% glicerolem.

Badane izolaty réznity sie miedzy sobg wrazliwoscia na antybiotyki. Lekowrazliwos$¢
badanych izolatéw zostata okreslona z wykorzystaniem paskow gradientowych do wyznaczenia

wartosci MIC i przedstawiona w Tab. 1.

Tab. 1. LekowrazZliwos¢ badanych szczepdw K. pneumoniae

Nazwa antybiotyku
Nazwa szczepu  gentamycyna kanamycyna ofloksacyna kolistyna amikacyna meropenem

ATCC13883 w w w w w w
119-BA w w w w w w
421-BA w 0] 0] 0] o] w
423-BA w 0] 0] w o] 0]
443-BA w 0] 0] 0] w w
576-BA w 0] 0] W W w
577-BA W 0] 0] W W W
578-BA W 0] (0] b.d. b.d. b.d.
MBL+ W 0] 0] (0] W 0]
ATCC10031 w w w (0] w w
ATCC BAA1705 W 0 0 W W 0]

O —szczep oporny, W — szczep wrazliwy okreslony na podstawie odpowiednio braku bqgdz
obecnosci strefy zahamowania wzrostu, b.d. — brak danych
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6.2. Pozywki i podtoza

e Pozywka LB (1% trypton; 1% NaCl; 0,5% ekstrakt drozdzowy)

e Pozywka minimalna (0,4 M MOPS; 0,04 M tricyna; 0,1 uM FeSO4-7H,0; 95 uM NH4Cl;
0,276 pM K;S0.; 0,005 pM CaCl,-2H,0; 5,2 pM MgCl,, 0,5M NaCl; 1,32 pM K;HPO4, pH
7,4 ustalone za pomocg KOH) (Neidhardt et al., 1974)

e Pozywka SGM [Serum Growth Medium: 40% surowica ludzka, 60% DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium)]

e Podtoze LA (1,5% agar, 1% trypton; 1% NaCl; 0,5% ekstrakt drozdzowy)

e Podtoze state minimalne (0,4 M MOPS; 0,04 M trycyna; 0,1 uM FeSO,4-7H,0; 95 uM
NH4Cl; 0,276 pM K>SOs; 0,005 uM CaCl,-2H,0; 5,2 uM MgCl,, 0,5M NaCl; 1,32 pM

KaHPO4, pH 7,4 ustalone za pomocg KOH; 1,5% agar)

6.3.  Warunki wzrostu bakterii; stres cieplny, wysuszanie i rehydratacja,
makrokolonie

Bakterie hodowatam w pozywce LB, pozywce minimalnej lub SGM. Hodowle nocne
rozcienczatam 1:100 w sSwiezej pozywce, inkubowatam w 37°C lub 40°C (stres cieplny),

z wytrzgsaniem (160 obr./min).

W celu wysuszenia bakterii hodowle ptynne E. coli o ODses=0,5 odwirowywatam (10 min,
2576 x g) i zawieszatam w pozostatych 5 ml supernatantu. Zawiesine przenositam do ptytki
Petriego i pozostawiatam otwartg do catkowitego wysuszenia (4 godziny, 21°C, 40% wilgotnosci).
Nastepnie bakterie zawieszatam w 10 ml 0,9% roztworu NaCl, dzielitam na dwie 5 ml porcje
i odwirowywatam (10 min, 2576 x g). Jeden z osadow zamrazatam (bakterie wysuszone — W),
drugi zawieszatam w 10 ml pozywki LB i hodowatam przez 40, 80 lub 120 min w temperaturze
37°C. Po rehydratacji bakterie odwirowywatam przez 10 min przy 2576 x g, usuwatam
supernatant, a osad przechowywatam w -20°C do dalszych analiz (bakterie po rehydratacji — R).
Hodowle K. pneumoniae o ODs95=0,3 nanositam w objetosci 100 pul hodowli na catg powierzchnie
ptytki z cienkg warstwg agaru (12 ml LA). Zamkniete pltytki inkubowatam
w cieplarce w 37°C. Po okreslonym czasie wysuszone bakterie zeskrobywatam z powierzchni
i zawieszatam w 10 ml 0,9% roztworze NaCl. Nastepnie zawiesine bakterii odwirowywatam (10

min, 2576 x g).

W celu uzyskania makrokolonii na podtoze LA nanositam punktowo 10 ul hodowli nocne;j.

Ptytki inkubowatam w 37°C od 16 do 72h.
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6.4. Elektroforeza poliakrylamidowa biatek w warunkach denaturujacych
(SDS-PAGE)

Stosowatam zele rozdzielajgce o stezeniu 12% akrylamidéw. Préby zawieszatam w buforze
lizujgcym 2x stezonym (125 mM Tris-HCl pH 6,8, 4% SDS, 5% B-merkaptoetanol, 20% glicerol,
0,001% btekit bromofenolowy). Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzatam w buforze

elektrodowym (25 mM Tris, 192 mM kwas aminooctowy, 0,1% SDS) przy napieciu 120-150 V.

6.5. Detekcja biatek w zelu poliakrylamidowych

Do detekcji biatek w zelu poliakrylamidowym po rozdziale elektroforetycznym stosowatam
roztwor Coomassie R-250 (0,1% Coomassie Brillant Blue, 50% metanol, 10% kwas octowy). Po
30 minutach inkubacji, zel odbarwiatam w roztworze 20% metanolu i 10% kwas octowego. Zel
analizowatam w $wietle widzialnym (biatym) i archiwizowatam przy zastosowaniu systemu Azure

c400. Pomiary densytometryczne wykonywatam w programie ImagelJ v1.54d.

6.6. Immunodetekcja biatek

Po zakonczonej elektroforezie poliakrylamidowe] rozdzielone biatka poddawatam 16 godz.
elektrotransferowi na btone nitrocelulozowg przy napieciu 20 V w buforze transferowym (25 mM
Tris, 192 mM glicyna oraz 10% metanol). Nastepnie nitroceluloze inkubowatam w roztworze TBS
(50mM Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M NaCl) z 0,1% Tween20 przez 60 minut. Membrane umieszczatam
nastepnie na 1 godzine w roztworze TBS z 0,05% Tween20 zawierajacym przeciwciata I-rzedowe
skierowane przeciwko badanemu biatku (Tab. 2.). W celu usuniecia niespecyficznie zwigzanych
przeciwciat nitroceluloze ptukatam trzykrotnie roztworem TBS z 0,05% Tween przez 15 minut.
Nastepnie inkubowatam w roztworze TBS z 0,05% Tween20, zawierajgcym przeciwciata
drugorzedowe sprzezone z peroksydazg chrzanowa. Po tym czasie ponownie ptukatam
nitroceluloze w buforze TBS z 0,05% Tween (3x15min). Na przygotowang membrane nanositam
roztwor substratow SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher
Scientific). Nastepnie wykonywatam zdjecia za pomocy systemu Azure c400. Pomiary

densytometryczne wykonywatam w programie Image) v1.54d.
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Tab. 2. Stosowane przeciwciata

Przeciwciata | Charakterystyka Rozcieniczenie

anty-AGEs Kozie przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko 1:10 000
zaawansowanym konicowym produktom glikacji (Sigma-

Aldrich, nr kat. AB9890)

anty-CML Krélicze przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko | 1:2 500

karboksymetylolizynie (Abcam, nr kat. ab27684)

anty-DNP Krélicze przeciwciata poliklonalne skierowane przeciwko | 1:30 000

dinitrofenolowi (Sigma-Aldrich, nr kat. D9656)

anty-krdlicze | Kozie przeciwciata anty-krélicze sprzezone z peroksydazag | 1:3 000

IgG-HRP chrzanowg (Sigma-Aldrich, nr kat. A0545)
anty-kozie Krélicze przeciwciata anty-kozie sprzezone z peroksydazg | 1:30 000
IgG-HRP chrzanowg (Sigma-Aldrich, nr kat. A8919)

6.7. Detekcja glikowanych biatek

Oznaczatam poziom trzech réznych produktéw glikacji: fruktozoaminy, karboksymetylolizyny
(CML) i fluorescencyjnych zaawansowanych produktéw glikacji (ang. Advanced Glycation End
products, AGEs). Poziom fruktozoaminy oznaczatam przy uzyciu testu z btekitem
nitrotetrazolowym (NBT). Do 10 ul ekstraktu bakteryjnego dodatam 0,5 ml 0,7 mM NBTw 1 M
buforze weglanu sodu (pH 10,35) i inkubowatam przez 2 h w temperaturze 37°C. Wzgledny
poziom zredukowanego NBT oznaczatam na podstawie pomiaréw spektrometrycznych przy 540
nm. Poziom karboksymetylolizyny (CML) wyznaczytam przy uzyciu przeciwciat anty-CML
(podpunkt: 6.6.). Poziom fluorescencyjnych zaawansowanych produktéw glikacji (AGEs)
okreslitam analizujgc widma emisyjne w przedziale 350 — 500 nm przy dtugosci fali wzbudzenia:
335, 345, 366, 370 i 380 nm, przy uzyciu spektrofluorymetru Perkin-Elmer LS-5B. Wyniki
pomiaréw byty normalizowane wzgledem catkowitego stezenia biatka w prébie oznaczanego za

pomocg zestawu Bradford Assay Kit (Thermo Scientific).

6.8. lzolacja i oznaczanie ilosci agregatow biatkowych E. coli

Osad bakteryjny uzyskany z 50 ml hodowli zawieszatam w 1 ml 0,2 M Tris-HCI pH 8.0.

Nastepnie dodawatam 1 ml 1 M roztworu sacharozy w 0,2 M Tris-HCI pH 8.0 oraz 20 ul roztworu
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lizozymu (12 mg/ml lizozymu w 100 mM EDTA pH 8.0). Po 15 minutach inkubacji préb w lodzie,
dodawatam 2 ml wody. Po kolejnych 15 min préby poddawatam sonikacji (Sonikator Vibra Cell,
15 pulséw po 10 sekund, amplituda 20%). Do otrzymanych ekstraktéw dodawatam 0,45 ml 20%
roztworu Triton X-100 i inkubowatam w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Préby
porcjowatam do 3 probéwek typu Eppendorf. Jedng z nich zamrazatam (frakcja rozpuszczalna),
a pozostate dwie wirowatam 30 minut (21382 x g, 4°C). Po usunieciu supernatantu osad (agregaty
biatkowe) zawieszatam w 20 ul buforu do lizy (podpunkt 6.4.). Frakcje rozpuszczalng i agregaty
biatkowe rozdzielatam za pomocy elektroforezy SDS-PAGE. Za pomocg analizy
densytometrycznej (Imagel) v1.54d) okreslitam poziom zagregowanych biatek w stosunku do

catkowitej iloSci biatek zawartych w ekstraktach bakteryjnych.

6.9. lzolacja agregatéw biatkowych z komérek K. pneumoniae

Osad bakteryjny uzyskany z 50 m hodowli zawieszatam w 1 ml 10 x rozcieficzonego roztworu
Cellytic B Cell Lysis Reagent (Sigma, nr kat. C8740), z dodatkiem 20 ul roztworu lizozymu (12
mg/mlw 100 mM EDTA pH 8.0) oraz 0,2 pl benzonazy (Sigma, nr kat. E1014). Préby inkubowatam
w temperaturze pokojowej z wytrzgsaniem przez 20 minut, poddawatam sonikacji w fazni
wodnej (Sonic 5, moc ultradzwiekdw: 2 x 320 W, czestotliwos¢: 40 KHz, 10 cykli po 1 min, z 1 min
przerwami), nastepnie wirowatam 10 minut (12045 x g). Otrzymany osad ponownie zawieszatam
w 1 ml 10 x rozciericzonego roztworu Cellytic B, mieszatam przez 2 minuty, nastepnie dodawatam
20 pl roztworu lizozymu, inkubowatam 20 minut i wirowatam (12045 x g, 5 min). Nastepnie do
osadu dodawatam 1 ml 100 x rozcienczonego roztworu Cellytic B. Po 10 minutach inkubacji
préby wirowatam przez 5 min (12045 x g). Po usunieciu supernatantu, osad (agregaty biatkowe)
zawieszatam w 20 pl buforu do lizy (podpunkt 6.4.). Frakcje rozpuszczalng i agregaty biatkowe

rozdzielatam za pomoca elektroforezy SDS-PAGE.

6.10. Oznaczanie pochodnych karbonylowych w biatkach

W celu okreslenia poziomu grup karbonylowych w prébach zastosowatam metode, ktéra
opiera sie na reakcji grup karbonylowych biatek z 2,4-dinitrofenylohydrazynyng (DNPH), co
prowadzi do powstania stabilnego produktu 2,4-dinitrofenylohydrazonu (DNP). Osady
bakteryjne po suszeniu i rehydratacji przeptukiwatam w 10 mM Tris/HCl pH 8.0 i zawieszatam
w 300 pl buforu zawierajgcym: 6% SDS, 10 mM EDTA, 0,5 M Tris/HCI pH 6.8. Proby ogrzewatam
w bloku grzejnym w temperaturze 100°C przez 5 minut, a nastepnie przez kolejne 5 minut

schtadzatam w lodzie. Do 50 pl uzyskanego lizatu dodawatam 50 pl DNPH (10 mM DNPHw 2 M
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HCI) i inkubowatam przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji
dodawatam po 50 pl 2 N NaOH oraz 150 pl buforu do lizy (podpunkt 6.4). Po 5 pl przygotowanych
préb nanositam na nitroceluloze (dot blot). Poziom karbonylowanych biatek oznaczatam

wykorzystujgc przeciwciata anty-DNP (podpunkt 6.6).

6.11. Wyznaczenie tempa wzrostu i fazy lag na podtozu statym

Przygotowatam zawiesine bakteryjng w LB o ODses=0,05, nastepnie wykonatam seryjne,
dziesieciokrotne rozciefczenia zawiesiny w 0,9% NaCl. 100 ul z wybranych rozciericzen nanositam
na catg powierzchnie podtoza LA i inkubowatam ptytki w 37 °C. Aby zmierzy¢ tempo wzrostu
kolonii wykonatam serie zdje¢ w odstepach 2 - godzinnych. Analizowatam wzrost i pofozenie
srednio 120 kolonii dla kazdej z subpopulacji za pomocg programu OpenCFU v3.9.0
(https://opencfu.sourceforge.net/). Faza lag zostata okre$lona jako punkt przeciecia prostej
przedstawiajgcej zmiane wielkosci kolonii (mierzong w pikselach) w czasie z osig x. Dtugos¢ fazy

lag obliczatam na podstawie réwnania opisujgcego zmiane wielkosci kolonii w czasie (Rys. 11).
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Rys. 11. Wyznaczanie fazy lag dla przyktadowej kolonii (przeciecie z osiq X - 11,54 h).

6.12. Analiza biatek metoda spektrometrii mas

Biatka identyfikowano w Laboratorium Spektrometrii Mas na Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii UG-GUM. Préby do analizy przygotowano zgodnie z protokotem umieszczonym
na stronie: https://biotech.ug.edu.pl/dzialalnosc-naukowa/zespol-laboratoriow-

specjalistycznych/laboratorium-spektrometrii-mas.
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6.13. Oznaczanie catkowitej liczby komérek bakteryjnych, liczby komérek
dzielgcych sie, zywych i martwych
Hodowle bakteryjng odwirowatam i zawieszatam w 0,9% roztworze NaCl. Liczbe wszystkich
komodrek bakteryjnych oznaczatam w komorze Neubauera, pod mikroskopem Zeiss Axio

Scope.Al, w powiekszeniu x1000 w swietle widzialnym.

Liczbe zywych, dzielgcych sie komérek okreslatam na podstawie wzrostu bakterii na podtozu
statym LA. W tym celu wykonatam seryjne rozciericzenia hodowli bakteryjnej w 0,9% NaCl.
Nastepnie punktowo nanositam po 10 ul z kazdego rozciericzenia na podioze LA. Ptytki

inkubowatam przez 16 h w 37°C i obliczatam CFU (ang. Colony Forming Unit).

Aby wyznaczy¢ liczbe komédrek zywych i martwych 100 pl hodowli bakteryjnej
odwirowywatam i zawieszatam w 1 ml 0,9% NacCl. Nastepnie do 100 pl zawiesiny dodawatam
0,3 pul mieszaniny 1,67 mM jodku propidyny i 1,67 mM SYTO9 (LIVE/DEAD BacLight Bacterial
Viability Kit, Invitrogen). Préby inkubowatam przez 7 minut w ciemnosci w temperaturze
pokojowej, a nastepnie obserwowatam w mikroskopie fluorescencyjnym Zeiss Axio Scope.Al.
Barwnik SYTO 9 wnika do komodrek zywych i martwych dzieki niskiej masie czgsteczkowe;j
(barwigc komadrki na zielono), natomiast jodek propidyny przenika wytgcznie przez uszkodzong
btone komodrkowg (barwigc komodrki na czerwono). Zastosowanie obu barwnikéw pozwala
rozrozni¢ komorki zywe od martwych na podstawie ciggtosci bton komdrkowych. Obliczatam

procentowy stosunek zywych (zielonych) do martwych (czerwonych) komérek bakteryjnych.

W celu wyznaczenia liczby komérek zywych, ale nie dzielgcych sie (VBNC, ang. Viable But Not

Culturable) odejmowatam od catkowitej liczby bakterii zywych liczbe komérek dzielgcych sie.

6.14. Oznaczenie poziomu komérek przetrwatych

Hodowle bakteryjne rozcieficzatam do ODses=0,1 w Swiezej pozywce, pobratam préobe do
oznaczenia CFUp (CFU przed dodaniem antybiotyku), a nastepnie dodawatam meropenem (do
stezenia koricowego 32 ug/ml), amikacyne (296 pg/ml), kolistyne (30 pg/ml), gentamycyne (20
ug/ml), ofloksacyne (5 pg/ml) lub kanamycyne (30 ug/ml). Stezenia dodanych antybiotykéw
odpowiadaty 10-50 krotnym wartosciom MIC. Hodowle inkubowatam w 37°C, z wytrzgsaniem
przez 24 h. Aby sprawdzi¢ czy krzywa przezywalnosci ma charakter dwufazowy, wymagany dla
bakterii przetrwatych, w okreslonych punktach czasowych pobieratam préby do oznaczenia
liczby bakterii, ktore przezywaty dziatanie antybiotyku (CFU). Procent komdrek przetrwatych

obliczatam jako stosunek (CFU/CFUq ) x 100%.
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W celu potwierdzenia, ze bakterie, ktore przetrwaty dziatanie antybiotykow nie sg opornymi
na antybiotyki mutantami, przenositam kolonie na ptytki LA z takim samym stezeniem
antybiotyku. Brak wzrostu na podfozu z antybiotykiem swiadczyt o tym, ze bakterie ktére
przetrwaty dziatanie antybiotyku nie posiadajg mutacji warunkujgcych opornosé na wybrane

antybiotyki.

6.15. Wirowanie w gradiencie Percollu

W celu otrzymania gradientu przygotowatam 1,5 ml 54% Percollu (Sigma-ALdrich)
w roztworze PBS (0,9 % NaCl buforowany fosforanami, pH 7,4). Uzyskang mieszanine wirowatam
(35540 x g, 15 min). Osady bakteryjne (po wysuszaniu, rehydratacji, szoku cieplnym)
przeptukatam PBS, a nastepnie zawieszatam w 0,4 ml PBS. Przygotowane proby nanositam na
utworzony gradient i wirowatam (35540 x g, 15 min). Po zakoriczeniu wirowania zbieratam

uzyskane frakcje od géry probdwki.

6.16. Analiza statystyczna

Wszystkie badanie wykonatam w co najmniej w trzykrotnych powtdrzeniach. Zastosowatam
test t-Studenta w celu potwierdzenia istotnosci statystycznej otrzymywanych wynikéw.
W wybranych przypadkach wybratam inne testy statystyczne co zostato zaznaczone w Wynikach.
Stupki btedéw oznaczajg odchylenie standardowe obliczone na podstawie trzech niezaleznych

doswiadczen. * p<0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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7. WYNIKI

7.1. Agregacja i glikacja biatek oraz powstawanie bakterii przetrwatych u E. coli

7.1.1. Wysuszanie hodowli ptynnych i rehydratacja E. coli indukujg agregacje biatek
oraz powstawanie bakterii przetrwatych

Wstepne doswiadczenia wykonane w ramach mojej pracy magisterskiej sugerowaty, ze
podczas wysuszania i rehydratacji E. coli powstajg agregaty biatkowe. Doswiadczenia
przeprowadzone w ramach tej pracy wykazaty (Rys. 12B), ze w hodowli kontrolnej - przed
wysuszaniem, agregaty byty prawie niewykrywalne, natomiast po 4 h wysuszania poziom
agregatow biatkowych osiggat 0,6% catkowitej ilosci biatka w ekstrakcie bakteryjnym. W trakcie
rehydratacji (80 min) poziom agregatéw wzrastat do 2,8%. Nalezy zauwazyé, ze bakterie
zaczynaty ponownie sie dzieli¢ juz po ok. 40 min rehydratacji, co powinno sprzyjaé¢ usuwaniu
agregatow. Jednak biatka nadal ulegaty agregacji. Dopiero po dwdch godzinach rehydratacji
w Swiezej pozywce poziom agregatéw biatkowych gwattowanie spadt. (Rys. 12B). Zaktadajac, ze
agregacja biatek moze powodowac zahamowanie metabolizmu i ,,uspienie” komadrek (Bollen et
al.,, 2021; Dewachter et al.,, 2021.), sprawdzitam poziom bakterii przetrwatych w hodowli
kontrolnej, po wysuszaniu i po rehydratacji. Okazato sie, ze liczba bakterii przetrwatych wzrastata

po wysuszaniu i utrzymywata sie na statym poziomie podczas rehydratacji (Rys. 12C).
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Rys. 12. Poziom agregatow biatkowych i komérek przetrwatych w hodowli E. coli poddanej wysuszaniu
i rehydratacji. (A) Schemat doswiadczenia. (B) Poziom agregatéw biatkowych okreslono na podstawie
pomiaréw densytometrycznych Zeli barwionych Coomassie. Na Zel naniesiono agregaty wyizolowane
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z rownych ilosci bakterii. 100%-catkowita ilos¢ biatka w ekstraktach bakteryjnych. W trakcie doswiadczenia
mierzono gestos¢ optyczng hodowli (ODsgs). (C) Poziom bakterii przetrwatych tolerujgcych ofloksacyne
(5 ug/ml) okreslono w hodowli kontrolnej (przed wysuszaniem), po 4 h wysuszaniu oraz po rehydratacji
(40 min).

7.1.2. W trakcie wysuszania i rehydratacji w komorkach E. coli pojawiajg sie produkty
glikacji

Aby sprawdzié czy stres zwigzany z wysuszaniem i rehydratacjg indukuje glikacje biatek
oznaczatam poziom trzech réznych produktéw glikacji: fruktozoaminy, karboksymetylolizyny
(CML) i fluorescencyjnych zaawansowanych produktow glikacji. Po wysuszaniu i rehydratacji
poziom fruktozoaminy malat (Rys. 13A) — prawdopodobnie na skutek przeksztatcen w bardziej
ztozone produkty glikacji (Lassak et al., 2022; Rabbani & Thornalley, 2021). Po wysuszaniu
natomiast, poziom CML i fluorescencyjnych produktéw AGEs wzrastat w poréwnaniu z kontrolg
(Rys. 13B,C). Obecnos¢ pewnych ilosci CML w hodowli kontrolnej byta prawdopodobnie
spowodowana uzyciem bogatej pozywki LB, ktéra sprzyja powstawaniu wczesnych i pdznych
produktéw glikacji u E. coli (Dimitrova et al., 2004; Kram & Finkel, 2015). Fluorescencyjne

produkty AGEs pojawiaty sie dopiero po wydtuzeniu czasu wysuszania do 20 h.
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Rys. 13. Detekcja produktow glikacji u E. coli po wysuszaniu i rehydratacji. Bakterie suszono przez 4 h (A,
B) oraz 20 h (C). (A) Poziom produktéw glikacji okreslono wedtug opisu umieszczonego w Materiatach
i Metodach. Poziom fruktozoaminy mierzono za pomocq testu NBT. (B) Do oznaczenia poziomu CML
wykorzystano metode immunodetekcji z uzyciem przeciwciat anty-CML oraz pomiary densytometryczne
(program ImagelJ). (C) Poziom fluorescencyjnych AGEs okreslono na podstawie widm uzyskanych przy
réznych dtugosciach fal wzbudzenia. Strzatki wskazujg wartosci fluorescencji odpowiadajgce pentozydynie
(Ex 335 nm/ Em 385 nm), vesperlizynie C (Ex 345 nm/Em 404 nm), vesperlizynie B/C (Ex 366 nm/ Em 442
nm), lizylo-piropirydynie (Ex 370 nm/ Em 448 nm), FFi (Ex 380 nm/ Em 440 nm) i pochodnym fluorolinkéw
(Ex 380 nm/Em 460 nm) (Séro et al., 2013) K — kontrola, W — wysuszanie, R — rehydratacja.

Po rehydratacji ilos¢ CML nadal wzrastata (Rys. 13B), jednak poziom fluorescencyjnych AGEs
ulegat znacznemu obnizeniu (Rys. 13C). Poniewaz wynikiem glikacji mogg by¢ nierozpuszczalne
produkty ulegajace sieciowaniu (Fournet et al., 2018; lannuzzi et al., 2014; Rabbani & Thornalley,
2021b) spodziewatam sie, ze wiekszo$¢ fluorescencyjnych AGEs powinna znajdowac sie
w agregatach. Agregaty biatkowe zawieraty jednak nizszy poziom CML i fluorescencyjnych AGEs
niz frakcja rozpuszczalna (Rys. 13B,D). Wyniki te sugeruja, ze wiekszo$¢ produktéow glikacji

powstajacych w wyniku wysuszania i rehydratacji pozostawata we frakcji rozpuszczalnej i nie
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ulegata agregacji. Nalezy zaznaczy¢, ze w trakcie izolacji agregatéw stosowatam detergent Triton
X-100, dlatego we frakcji rozpuszczalnej znajdowaty sie réwniez biatka btonowe, ktére mogty

ulegad glikacji. To zagadnienie zostanie omdwione szerzej w Dyskusji.

Stosunkowo niewielka ilos¢ produktéw glikacji w agregatach oraz dane literaturowe
sugerowaty, ze agregaty biatkowe mogg petnié role ochronng w komadrkach bakteryjnych (Govers
et al.,, 2018; X. Wang et al., 2020). Aby zweryfikowa¢ te hipoteze podjetam prébe rozdziatu
hodowli E. coli na subpopulacje komérek martwych i zywych, z ktdrych nastepnie zamierzatam
izolowac agregaty. Obecnos¢ agregatéw wytgcznie w komdérkach martwych wskazywataby na ich
dziatanie toksyczne, natomiast obecnos$¢ agregatow w komodrkach zywych sugerowataby ich
funkcja ochronng. W tym celu wykorzystatam wirowanie w gradiencie Percollu. Technika ta
zostata wykorzystana we wczesniejszych badaniach prowadzonych w naszym zespole do
rozdzielenia hodowli po szoku termicznym na dwie subpopulacje réznigce sie procentowa
zawartoscig komarek martwych, zywych — zdolnych do podziatu i VBNC (zywych ale niezdolnych
do podziatu) (Bruhn-Olszewska et al., 2018). Do rozrdznienia komérek zywych i martwych stuzyt
zestaw barwnikdw fluorescencyjnych zawierajacy: jodek propidyny i SYTO 9 (rozdziat Materiaty
i Metody, podpunkt 6.13). W moich badaniach wykorzystatam hodowle w fazie logarytmicznego
wzrostu (kontrola), po wysuszaniu (4 h) oraz rehydratacji (40 min). W wyniku wirowania
w gradiencie Percollu w hodowli kontrolnej znajdowata sie tylko jedna frakcja, natomiast
w hodowlach po wysuszaniu i po rehydratacji widoczne byty 3 oddzielne subpopulacje
(Rys. 14A). Nastepnie sprawdzitam w zebranych frakcjach zawartos¢ komédrek dzielgcych sie,
VBNC oraz martwych. Wiekszos¢ martwych komodrek zlokalizowana byta we frakcji o najnizszej
gestosci (W1 i R1). Subpopulacje o $redniej gestosci (W2 i R2) charakteryzowaty sie najwiekszg
zawartoscig komorek VBNC, natomiast frakcje o najwyzszej gestosci (W3 i R3) zawieraty
w wiekszosci komorki zywe, zdolne do podziatu (Rys. 14B). Co ciekawe subpopulacja bakterii po
rehydratacji R3 zawierata wiecej zywych, dzielgcych sie komdrek niz w odpowiadajacej jej
subpopulacji W3 uzyskanej po wysuszaniu. W wyizolowanych subpopulacjach oznaczytam
poziom glikowanych i zagregowanych biatek (Rys. 14C). Ze wzgledu na niewielka liczbe bakterii,
ktérg uzyskatam po wirowaniu w kazdej z subpopulacji, agregaty izolowatam jedynie z préb

otrzymanych po rehydratacji (Rys. 14D).
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Rys. 14. Subpopulacje E. coli powstate po wysuszaniu i rehydratacji. (A) Hodowle: K - kontrolng, W - po
wysuszaniu (4 h) i R - po rehydratacji (40 min) rozdzielono w gradiencie Percollu. (B) Zawartosc procentowq
komdrek Zzywych- dzielgcych sie, martwych oraz VBNC okreslono na podstawie barwienia zestawem
LIVE/DEAD zgodnie z opisem w Materiatach i Metodach (podpunkt 6.13.) (C) Poziom CML w wyizolowanych
subpopulacjach oznaczono metodq immunodetekcji z uzyciem przeciwciat anty-CML oraz pomiaréow
densytometrycznych (program Imagel). (D) Poziom agregatéow biatkowych w wyizolowanych
subpopulacjach uzyskanych po rehydratacji. 100% - catkowita ilos¢ biatka w ekstraktach bakteryjnych.

Najwyzszy poziom CML odnotowatam w frakcjach, w ktérych dominujg komérki martwe -
W1 i R1 (Rys. 14C), natomiast poziom agregatéw we wszystkich trzech wyizolowanych
subpopulacjach, zawierajgcych wiekszos¢ martwych (R1) lub zywych (R3) komodrek, byt
porownywalny (Rys. 14D). Wyniki te sugeruja, ze glikacja w wiekszym stopniu niz agregacja
biatek przyczynia sie do utraty ciggtosci btony (ktdra staje sie przepuszczalna dla jodku propidyny)

i Smierci komdrek bakteryjnych.
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Podsumowujac te cze$¢ doswiadczen wykazatam, ze:

e W trakcie stresu spowodowanego przez wysuszanie/rehydratacje komaérek E. coli biatka
ulegaty agregacji nie tylko podczas wysuszania, ale réwniez podczas rehydratacji

Agregacji biatek podczas wysuszania towarzyszyt wzrost poziomu bakterii przetrwatych.

e Wysuszanie powodowato pojawianie sie w komdrkach E. coli CML i fluorescencyjnych
AGEs. Uzyskane wyniki sugerowaty, ze agregaty moga petnié funkcje ochronng podczas

stresu.

7.2. Powstawanie bakterii przetrwatych u K. pneumoniae

Kolejnym zadaniem byto sprawdzenie, czy podobnie jak u E. coli, istnieje zwigzek pomiedzy
agregacjag biatek i powstawaniem bakterii przetrwatych u K. pneumoniae. Wstepne

doswiadczenia przeprowadzitam wykorzystujgc szczep K. pneumoniae ATCC 13883.

7.2.1. lzolacja bakterii przetrwatych K. pneumoniae

Realizacja tego zadania w pierwszej kolejnosci wymagata znalezienia optymalnych warunkéw
indukujgcych bakterie przetrwate. W tym celu sprawdzatam wptyw rdzinych czynnikéw
stresowych i warunkéw wzrostu: wysuszanie, stres cieplny, faze stacjonarng, i formowanie
biofilmu (makrokolonii). Do izolacji bakterii przetrwatych stosowatam kanamycyne i ofloksacyne
(w stezeniu 10xMIC), na ktére szczep ATCC 13883 wykazywat wrazliwo$é. Poniewaz
K. pneumoniae jest patogenem zaliczanym do grupy BSL2, realizacja tego zadania wymagata
zmiany warunkdéw wysuszania i sposobu izolacji agregatow biatkowych. W przypadku
K. pneumoniae wysuszanie w otwartych szalkach Petriego nie bylo wskazane, dlatego
zastosowatam dtugotrwate, siedmiodniowe wysuszanie bakterii na cienkiej warstwie agaru
w 37°C. Po wysianiu wysuszonych bakterii na podtoze state nie zaobserwowatam ich wzrostu,
a na podstawie barwienia zestawem LIVE/DEAD stwierdzitam, ze wszystkie komorki sg martwe.
W kolejnym doswiadczeniu wykorzystatam rosngce na podtozu statym makrokolonie - forme
biofilmu, ktéra podczas dtugotrwatej inkubacji ulega stopniowemu wysuszaniu, w sposdb
bardziej zblizony do naturalnych warunkéw. Sprawdzitam réwniez inne czynniki stresowe, ktére
mogty indukowac bakterie przetrwate: stres cieplny oraz faze stacjonarng. W zadnej testowanej
kombinacji (kanamycyna/ofloksacyna i rézne warunki hodowli/czynniki stresowe) nie

zaobserwowatam istotnej indukcji bakterii przetrwatych. Jedynie w przypadku makrokolonii
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poziom bakterii przetrwatych tolerujgcych oba antybiotyki przekroczyt 0,01% catkowitej liczby
CFU przed dodaniem antybiotyku (Rys. 15H).
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Warunki hodowli Ofloksacyna (10xMIC) Kanamycyna (10xMIC)
H. logarytmiczna 0 0
Wysuszanie 0 0
Stres cieplny 0.0025 0.02
H. ptynna 24h 0.002 0.013
H. ptynna 48h 0.004 0.003
H. ptynna 72h 0.01 0.004
Makrokolonie 72h 0.015 0.028

Rys. 15. Wptyw warunkéw hodowli na poziom bakterii przetrwatych w szczepie K. pneumoniae ATCC
13883. Bakterie (A) z hodowli logarytmicznej, (B) wysuszone, (C) po stresie cieplnym (40°C), (D) z hodowli
ptynnej 24 h, (E) hodowli ptynnej 48 h, (F) hodowli ptynnej 72 h, (G) 72 h makrokolonii, inkubowano
z oflokacyng lub kanamycynq (stezenie 10xMIC). (H) Poziom bakterii przetrwatych po 24 h inkubacji
z antybiotykami (100%- catkowita liczba CFU/ml przed dodaniem antybiotyku).
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Barwienie LIVE/DEAD wykazato, ze wiekszo$¢ komodrek K. pneumoniae ATCC 13883
przezywata dziatanie antybiotykéw w formie VBNC. Rys. 17. przedstawia dane dla przyktadowej

ptynnej hodowli stacjonarnej.
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@ Dzielgce sie OVBNC O Martwe

Rys. 16. Zawartos¢ procentowa bakterii Zzywych - dzielgcych sie, VBNC oraz martwych w hodowli
stacjonarnej K. pneumoniae ATCC 13883. Zawartos¢ procentowq komdrek Zywych - dzielgcych sie, VBNC
oraz martwych okreslono na podstawie barwienia zestawem LIVE/DEAD zgodnie z opisem w Materiatach
i Metodach (podpunkt 6.13).

Poniewaz uzyskane wyniki wykazaty, ze szczep K. pneumoniae ATCC 13883 nie jest
odpowiednim modelem do przeprowadzenia zaplanowanych badan, postanowitam sprawdzi¢
powstawanie bakterii przetrwatych w izolatach klinicznych K. pneumoniae (119-BA, 421-BA, 423-
BA, 443-BA, 576-BA, 577-BA, 578-BA, MBL+) oraz dwdch dodatkowych szczepach z kolekcji ATCC
(ATCC 10031 oraz ATCC BAA1705). Zbadatam wptyw réznych warunkéw wzrostu i czynnikéw
stresowych: makrokolonie (Rys. 17A), stres cieplny (Rys. 17B), gtodzenie (hodowla w pozywce
minimalnej) (Rys. 18) oraz hodowla z dodatkiem surowicy ludzkiej (Rys. 19). Pozywke SGM
(ang. Serum Growth Medium) zawierajgcg surowice ludzky zastosowatam aby w wiekszym

stopniu odtworzy¢ warunki panujgce w organizmie gospodarza.
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Rys. 17. Poziom bakterii przetrwatych (A) w 72 h makrokoloniach oraz w ptynnej 72 h hodowli stacjonarnej (kontrola) (B) w 24 h hodowli ptynnej po stresie cieplnym (40°C)
oraz w 24 h hodowli ptynnej kontrolnej (37°C). Bakterie inkubowano z antybiotykami (10xMIC) przez 24 h w 37°C; G — gentamycyna, K — kanamycyna, A -amikacyna, M -
meropenem, O — ofloksacyna. 100% -CFU/ml przed dodaniem antybiotyku.
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Wybrane izolaty kliniczne K. pneumoniae charakteryzowaty sie wyzszym niz w przypadku
szczepu ATCC 13883, poziomem bakterii przetrwatych, ktéry zmieniat sie w zaleznosci od
zastosowanego antybiotyku oraz warunkéw hodowli (Rys. 17). Najwiece]j bakterii przetrwatych
stwierdzitam w makrokoloniach 577-BA; komadrki tolerujgce amikacyne i meropenem stanowity
odpowiednio az 4,3% i 3,1% catkowitej liczby CFU/ml przed dodaniem antybiotyku (Rys. 17A).
Réwniez stres cieplny indukowat powstawanie bakterii przetrwatych w wiekszosci testowanych

szczepow. Ich najwyzszy poziom (1,25%) stwierdzitam w hodowli 577-BA poddanej dziataniu

meropenemu.
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Rys. 18. Poziom bakterii przetrwatych po 24 h inkubacji z meropenemem (10xMIC) w poZywce bogatej
(LB) i minimalnej (A) 72 h makrokolonie, (B) 72 h hodowla ptynna, (C) 24 h hodowla ptynna po stresie
cieplnym (40°C), (D) 24 h hodowla ptynna (37 °C). Dla przejrzystosci wynikéw, na kazdym z paneli
zastosowano innq skale na osi Y. 100% - CFU/ml przed dodaniem antybiotyku.

Inkubacja bakterii w pozywce minimalnej prawie catkowicie zahamowata powstawanie
bakterii przetrwatych, niezaleznie od tego czy bakterie hodowano w formie makrokolonii

(Rys. 18A) czy poddawano stresowi cieplnemu (Rys. 18C). Ich poziom byt Srednio o dwa rzedy
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wielkosci nizszy niz w pozywce bogatej. Na rysunku 18. przedstawione zostaty wyniki dla

wybranych szczepdw poddanych dziataniu meropenemu.
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Rys. 19. Poziom bakterii przetrwafych w szczepach K. pneumoniae hodowanych w pozywce LB i SGM.
(A) 72 h makrokolonie, (B) 72 h hodowla ptynna, (C) 24 h hodowla po stresie cieplnym (40°C), (D) 24 h
hodowla ptynna (37°C). A — amikacyna, M- meropenem. Makrokolonie hodowano na podtozu LA,
a nastepnie przenoszono do pozywki SGM w celu inkubacji z antybiotykiem (10xMIC, 24 h, 37°C),
natomiast hodowle ptynne (B-D) inkubowano w SGM od poczqtku doswiadczenia. Dla przejrzystosci
wynikoéw, na panelu D zastosowano inng skale na osi Y. 100% - CFU/ml przed dodaniem antybiotyku.

Zastosowanie SGM nie zwiekszyto poziomu bakterii przetrwatych powstatych
w makrokoloniach w poréwnaniu ze standardowg pozywka (Rys. 19A). Natomiast w przypadku
hodowli po stresie cieplnym oraz w ptynnych 24 i 72 h hodowlach, inkubacja w SGM

powodowata, ze bakterii przetrwatych byto wiecej w pozywce LB (Rys. 198B,C,D).

Podsumowujac, najwiecej bakterii przetrwatych produkowat szczep 577-BA rosnacy w formie
makrokolonii na pozywce LA (4,4% bakterii przetrwatych tolerujgcych amikacyne, Rys. 19A) lub

hodowany w ptynnej pozywce SGM po stresie cieplnym (4% bakterii tolerujgcych meropenem,

Rys. 19C).
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Makrokolonie okazaty sie Srodowiskiem, ktore szczegdlnie sprzyjaty powstawaniu bakterii

przetrwatych nie tylko u K. pneumoniae , ale réwniez w przypadku E. coli (Rys. 20B).
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Rys. 20. Wptyw warunkow hodowli na powstawanie bakterii przetrwatych, agregacje i glikacje biatek
E. coli MC4100. (A) Makrokolonia E. coli. (B) Poziom bakterii przetrwatych E. coli oznaczony po 7 godzinnej
inkubacji z ofloksacyng (5 ug/ml). 100% - CFU/ml przed dodaniem antybiotyku. (C) Poziom agregatéw
biatkowych oznaczony zgodnie z opisem w Materiatach i metodach (podpunkt 6.8.). 100% - catkowita ilos¢
biatka w ekstraktach bakteryjnych, (D) wzgledny poziom CML w hodowlach E. coli w fazie logarytmicznego
wzrostu (kontrola), po 4h wysuszania oraz w 72 h makrokoloniach. Poziom CML oznaczono metode
immunodetekcji z uzyciem przeciwciat anty-CML oraz pomiaréw densytometrycznych (program ImagelJ).

W makrokoloniach E. coli, oprécz wyzszego poziomu bakterii przetrwatych, zaobserwowatam
wiecej agregatéw biatek oraz CML w poréwnaniu z bakteriami poddanymi wysuszaniu (Rys. 20B,

C, D). Spodziewatam sie uzyskaé podobne wyniki badajgc makrokolonie K. pneumoniae (rozdziat
7.2.3.).

7.2.2. Szczepy K. pneumoniae produkujg komorki heterooporne na kolistyne

Doswiadczenia, w ktérych oznaczano poziom bakterii przetrwatych K. pneumoniae
tolerujgcych kolistyne dostarczyty dodatkowych interesujgcych wynikéw. Bakterie, ktore
przetrwaty inkubacje z kolistyng (10xMIC) stanowity do 2,3% wyjsciowej hodowli (Rys. 21).

W wiekszosci testowanych szczepdw wiecej bakterii przezywato w prébach po szoku cieplnym.
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Rys. 21. Poziom bakterii tolerujqgcych kolistyne u K. pneumoniae w 24 h hodowli ptynnej po stresie
cieplnym (40°C), w plynnej 24 h hodowli kontrolnej (37°C), w 72 h makrokoloniach (72 h M) oraz w ptynnej
72 h hodowli stacjonarnej (72 H HP) po inkubacji z kolistynq.

Podobnie jak w przypadku doswiadczen z uzyciem innych antybiotykéow (Rys. 17-19),
bakterie przenositam na ptytki z z kolistyng, aby potwierdzi¢, ze sg to komérki przetrwate, a nie
oporne na kolistyne mutanty. Po inkubacji ptytek w 37°C z wiekszosci wysianych bakterii powstaty
kolonie, co swiadczyto o ich opornosci na kolistyne. Jednak w trakcie kolejnych pasazy czes¢
bakterii tracita opornos¢ na testowany antybiotyk. Wyniki te wskazywaty na wystepowanie
w badanych hodowlach heteroopornosci. Pojawianie sie subpopulacji K. pneumoniae
heteroopornych na kolistyne jest zjawiskiem coraz czesciej opisywanym w literaturze (Band &
Weiss, 2019; Sanchez-Ledn et al., 2023; Stojowska-Swedrzynska et al., 2022). Wyrdzniono
pojecie heteroopornosci stabilnej (jezeli fenotyp utrzymuje sie przez co najmniej kilka pasazy)
oraz heteroopornosci niestabilnej (gdy opornos¢ na antybiotyk stopniowo zanika). Po kolejnych
pasazach w szczepach 423-BA i 577-BA zaobserwowatam ciggty wzrost liczby bakterii, co mogto
Swiadczy¢ o heteroopornosci stabilnej, natomiast w dwdch pozostatych izolatach (119-BA i 576-
BA) czes¢ bakterii tracita z czasem nabytg opornos¢ i stawata sie ponownie wrazliwa na kolistyne

(Rys. 22).
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Rys. 22. Bakterie przetrwate i heterooporne izolowane ze szczepow klinicznych K. pneumoniae po
dziataniu kolistyny. Bakterie, ktore przetrwaty inkubacje z kolistyng w makrokoloniach (A) oraz po stresie
cieplnym (B) pobrano i wysiano na podfoie LA z takim samym stezeniem antybiotyku. Ptytki byty
inkubowano w 37 °C przez 24 h. Bakterie, ktére nie wykazywaty wzrostu zakwalifikowano jako przetrwate.
Te, ktore utworzyty kolonie byty ponownie wysiewane na podtoze z kolistynq. Po 5 pasazach wykonano
obliczenia, aby ustali¢ jakg czes¢ catej subpopulacji, ktéra przetrwata dziatanie kolistyny na poczqtku
doswiadczenia (100%), stanowiq bakterie wykazujqce heteroopornos¢ stabilng i niestabilng.

Aby potwierdzi¢, ze analizowane szczepy wykazujg heteroopornos$é¢ wzgledem kolistyny
wykonatam e-testy (testy paskowe) oraz testy dyfuzyjno — krgzkowe, ktére sg alternatywnymi
metodami pozwalajgcymi na badanie heteroopornosci. Oznaka heteroopornosci jest pojawienie
sie pojedynczych kolonii w strefie zahamowania wzrostu. W obu przypadkach wynik nie
wskazywat jednoznacznie na wystepowanie bakterii heteropornych w badanych izolatach
klinicznych (Rys. 23, 24). W przypadku testow paskowych i dyfuzyjno-krgzkowych strefy
zahamowania wzrostu nie zawsze miaty wyrazne granice, jednak w ich obrebie nie zauwazytam

pojedynczych kolonii.
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Rys. 23. E-testy. Na ptytke LA z wysianymi bakteriami w formie murawy nanoszono paski z gradientem
stezenia kolistyny (Liofilchem, nr kat. 92141). Ptytki inkubowano w 37°C przez 16 h.
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Rys. 24. Test dyfuzyjno-krqzkowy. Na ptytki LA z naniesionymi bakteriami natoZono krqzki z réznym
stezeniem kolistyny (0,0625 - 32ug/ml). Ptytki inkubowano w 37°C przez 16 h.
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W celu potwierdzenia, ze wybrane izolaty wykazujg heteroopornosé na kolistyne wykonatam
rowniez test PAP (ang. Population Analysis Profiling), ktory jest powszechng technikg
pozwalajacg na ilosciowe okreslenie czestosci wystepowania komérek bakteryjnych, ktére
przezywajg inkubacje w obecnosci rosngcego stezenia antybiotyku. Zgodnie z przyjetymi
zasadami, jako heterooporne mozna zaklasyfikowaé bakterie, ktére 1) przezyty inkubacje
z antybiotykiem o stezeniu co najmniej osmiokrotnie wyzszym niz stezenie, ktére nie miato
wplywu na wzrost wrazliwej subpopulacji, i 2) stanowity od 107 do 50 % wyjs$ciowej hodowli
(Sherman et al., 2019). Sposréd testowanych izolatéw klinicznych 3 wykazywaty wzrost podczas
inkubacji z kolistyng w stezeniu 20xMIC, natomiast szczep 576-BA nie tworzyt kolonii juz przy
stezeniu 4xMIC (Rys. 25). Zgodnie z literaturg zaklasyfikowatam szczep 576-BA jako wrazliwy na
kolistyne, natomiast szczepy 119-BA, 577-BA oraz 423-BA jako heterooporne. Wyniki te sg

zbiezne z danymi przedstawionymi na Rys. 22.
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Rys. 25. Test PAP wykonany w celu identyfikacji szczepow heteroopornych na kolistyne. Hodowle nocng
rozciericzono do ODsss= 0,1, nastepnie wykonano seryjne rozciericzenia w roztworze PBS i naniesiono po
10 ul préb na wczesniej przygotowane ptytki ze wzrastajgcymi stezeniami kolistyny (1 — 20xMIC). Po 16 h
inkubacji w 37 °C zliczano kolonie bakterii i wykonano analizy wg Shermana i wsp. (2019). 576-BA uznano
jako wrazliwy na kolistyne, 119-BA, 577-BA 423-BA jako szczepy heterooporne.

Wyniki te nie byly zaskakujgce, poniewaz dane literaturowe sugeruja, ze metoda PAP jest
najbardziej niezawodng metodg stuigcg do wykrywania heteroopornosci oraz zapewnia
najwiekszg powtarzalno$é wynikow. Natomiast testy paskowe oraz dyfuzyjno-kragzkowe nie sg
metodami ilosciowymi oraz charakteryzujg sie rdzng czutoscia, czesto mogg dawacd fatszywie
pozytywne lub fatszywie negatywne wyniki (Nicoloff et al., 2019; Seo et al., 2021).
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7.2.3. Préba izolacji agregatow biatkowych z komorek K. pneumoniae

Majac do dyspozycji kilka izolatéw klinicznych, ktére w zaleznosci od warunkéw hodowli
produkowaty bakterie przetrwate na réznym poziomie, podjetam prébe izolacji agregatéw
biatkowych. Spodziewatam sie, ze podobnie jak w komdrkach E. coli, zwiekszonej agregacji biatek

bedzie towarzyszy¢ podwyzszony poziom bakterii przetrwatych.

Mimo wielokrotnych préb optymalizacji metody (Materiaty i metody, podpunkt 6.9), nie
udato mi sie wyizolowa¢ agregatéw biatkowych z K. pneumoniae, chociaz byto to skuteczne
w przypadku E. coli. Przyczyng niepowodzenia moze by¢ otoczka K. pneumoniae, ktéra zwieksza
lepkos$¢ bakterii tym samym utrudniajgc lize komdrek i izolacje agregatéow. W zwigzku z tym
skupitam sie na innych aspektach zwigzanych z bakteriami przetrwatymi i zréznicowaniem

makrokolonii K. pneumoniae.

7.3. W makrokoloniach K. pneumoniae mozna wyrdézni¢ dwie subpopulacje: forme
mukoidalng (centrum) i forme niemukolidalng (pierscien)

Oznaczajgc poziom bakterii przetrwatych w makrokoloniach zwrécitam uwage na ich
zréznicowang strukture. Makrokolonie poszczegdlnych szczepdw K. pneumoniae rdznity sie od
siebie pod wzgledem morfologii, jednak u kilku z nich mozna byto wyrdzni¢ centrum (C, forme
mukoidalng) oraz pierscien (P, forme niemukoidalng) (Rys. 26). Zdolno$¢ mukoidalnych form do
tworzenia sektoréw niemukoidalnych byta zalezna od czasu inkubacji. Przez pierwsze godziny
inkubacji na podtozu bogatym makrokolonie miaty jednorodny wyglad, dopiero po okoto 48 h
widoczne byly przeiroczyste formy na obrzezach, po 72 h rdinice miedzy centrum
i pierscieniem byly jeszcze bardziej wyrazne (Rys. 26) Makrokolonie badanych szczepdw

przedstawitam na Rys. 27.

24h 48 h

Rys. 26. Zmiany morfologii makrokolonii szczepu 577-BA podczas inkubacji w 37°C. C — centrum,
P — pierscien.

Makrokolonie hodowane na podtozu minimalnym rdznity sie od swoich odpowiednikow
hodowanych na podtozu bogatym - miaty mniej zaznaczony niemukoidalny pierscien.
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Rys. 27. Morfologia 72 h makrokolonii K. pneumoniae inkubowanych w 37°C na LA oraz na podioiu

minimalnym.

Bakterie pobrane z centrum i pierscienia po inkubacji w 37°C na s$wiezym podtozu utworzyty

odpowiednio murawe mukoidalng i niemukoidalng, co oznaczato, ze wykazywaty staty fenotyp.

Wiadomo, ze pojawianie sie form niemukoidalnych K. pneumoniae jest zwigzane z utratg otoczki

spowodowang mutacjami punktowymi, insercjami, delecjami lub SNPs (Chiarelli et al., 2020;

Nucci et al., 2023).

577 - BA

16 h,37°C

Rys.  28. Statos¢ fenotypu subpopulacji mukoidalnej (centrum) i niemukoidalnej (pierscien)
K. pneumoniae na przyktadzie szczepu 577-BA. Fragment makrokolonii z centrum i pierscienia
przeniostam na ptytke LA i inkubowatam w 37 °C przez 16 h.
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7.3.1. Makrokolonie izolatow K. pneumoniae rdznig sie obecnoscig celulozy i fimbrii
typu curli

Aby doktadniej zbadaé morfotyp makrokolonii 10 pl hodowli nocnej K. pneumoniae
nanositam na ptytki LA bez NaCl uzupetnionych czerwienig Kongo (CR, 40 pug/ml) oraz Coomassie
brilliant blue (20 pg/ml) lub kalkofluorem (40 pg/ml). Ptytki inkubowatam w 37°C przez 72 h.CR
i kalkofluor umozliwiajg wykrycie fimbrii typu curli oraz celulozy. W przypadku hodowli na
podtozu agarowym CR wigze sie do wtdkien amyloidowych, z ktérych zbudowane s3 curli, przez
co agar znajdujacy sie pod spodem zostaje pozbawiony barwnika. CR nie jest jednak barwnikiem
specyficznym i moze wigzaé inne struktury pozakomoérkowe, w tym celuloze (Reichhardt et al.,
2015), ktéra wraz z curli uczestniczy w formowaniu biofilmu. Obecnos$¢ tego egzopolisacharydu
w makrokoloniach sprawdzatam dodatkowo przy uzyciu kalkofluoru. Kalkofluor oddziatuje
z wigzaniem B - 1,4 glikozydowym wystepujacym w celulozie, emitujgc pod wptywem swiatta UV
fluorescencje przy 366 nm (Wang et al., 2016). Rdznice w intensywnosci fluorescencji Swiadczg

o odmiennej zawartosci celulozy w strukturach biofilmu (Anes et al., 2017; Bokranz et al., 2005).

Na podstawie zmiany barwy makrokolonii po zwigzaniu CR i fluorescencji, oraz danych
literaturowych (Anes et al., 2017; Bokranz et al., 2005) okreslitam rodzaj morfotypu dla kazdego
z badanych szczepéw. Uzyskane wyniki nie byly jednoznaczne. U wiekszosci izolatéw nie
stwierdzitam obecnosci fimbrii typu curli (morfotyp SAW i PAS), pozostatych 4 sposréd 11
testowanych szczepéw miaty zdolnos¢ do czesciowego wigzania CR (morfotyp RAS i BAS)
(Rys. 29). Ponadto, w szesciu testowanych szczepach widoczna byta wyrazna fluorescencja
kalkofluoru sSwiadczaca o obecnosci celulozy (Rys. 29). Wynik ten potwierdza barwienie
czerwienig Kongo, na podstawie ktérego morfotypy PAS i RAS charakteryzowaty sie obecnoscia
tego egzopolisacharydu. Jedynie szczep 119-BA dawat niejednoznaczny wynik, poniewaz mimo
uzyskania morfotypu SAW, w ktérym nie stwierdza sie obecnosci curli ani celulozy, makrokolonie

tego izolatu wykazywaty fluorescencje.

Nalezy zaznaczy¢, ze Bokranz i wsp. (2005) i Anes i wsp. (2017) nie rozrézniali subpopulacji
w makrokoloniach i przypisywali szczepy do poszczegdlnych morfotypow gtéwnie na podstawie
wygladu centralnej czesci makrokolonii. W przypadku badanych przeze mnie izolatéw wyraznie
widaé, ze pierscien w makrokolonii 577-BA ma wiekszg zdolnos$¢ do wigzania CR, a fluorescencja
kalkofluoru widoczna jest przede wszystkim w subpopulacji centrum. Wynik ten sugerowat, ze

pierscien prawdopodobnie produkuje curli, a centrum makrokolonii celuloze.
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Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 119-BA 421-BA 423-BA 443-BA 576-BA 577-BA 578-BA MBL+ ATCC10031  ATCC BAA1705

90
, ! E

Morfotyp PAS SAW SAW SAW BAS BAS SAW PAS/RAS PAS/RAS PAS PAS

? ? ? ? ?
421-BA 423-BA 576-BA 577-BA 578-BA

Rys. 29. Morfotypy 72 h makrokolonii K. pneumoniae na podstawie barwienia czerwieniq Kongo i kalkofluorem.

Czerwien Kongo

ATCGA0031
Kalkofluor :

PAS (pink and smooth) — celuloza */curli -, SAW (smooth and white) — celuloza “/curli -, BAS (brown and smooth) —
celuloza /curli*, RAS (violet and smooth) — celuloza */curli *. Identyfikacja morfotypéw wg Anes et al., 2017; Bokranz et al., 2005.
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7.3.2. Subpopulacje w makrokoloniach K. pneumoniae réznia sie poziomem bakterii
dzielgcych sie, VBNC, heteroopornych oraz przetrwatych

W  kolejnym doswiadczeniu chciatam sprawdzi¢ czy formy mukoidalne (centrum)
i niemukoidalne (pierscien) réznia sie poziomem bakterii dzielgcych sie, VBNC i martwych oraz
wrazliwoscig na antybiotyki. Byto to mozliwe wytgcznie dla szczepdw z wyraznie zaznaczonymi
subpopulacjami o odpowiednio duzej powierzchni umozliwiajgcej pobranie préby (119-BA,

576-BAi577-BA).

W pierwszym kroku zastosowatam barwienie LIVE/DEAD i stwierdzitam, ze bakterie VBNC
stanowity najwiekszg czes¢ w obu subpopulacjach, natomiast w pierscieniu znajdowato sie
trzykrotnie wiecej komodrek zywych zdolnych do podziatu niz w czesci centralnej makrokolonii
(Rys. 30). W szczepach 119-BA oraz 576-BA zawarto$¢ komérek martwych byta wyzsza
w centrum niz w pierScieniu, natomiast w obu subpopulacjach 577-BA komodrki martwe

stanowity poréwnywalng czes¢ catej hodowli.
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Rys.  30. Zawartos¢ procentowa komorek zywych zdolnych do podziatu, martwych i VBNC
w subpopulacjach makrokolonii. P-pierscieri, C-centrum.

Stwierdzitam réwniez, ze w centrum makrokolonii liczba bakterii przetrwatych tolerujgcych
amikacyne, meropenem lub gentamycyne byta od 1,6 do 4 razy wyzsza niz w pierscieniu
(Rys. 31A). Podobnie, liczba komédrek heteroopornych, ktére przezyty dziatanie kolistyny

(10xMIC) byta ok. dwukrotnie wyzsza w centrum niz w pierscieniu (Rys. 31B).
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Rys. 31. Poziom bakterii przetrwatych i heteroopornych w subpopulacjach makrokolonii. (A) Poziom
bakterii przetrwatych oznaczono po 7 godzinach inkubacji z antybiotykami (10xMIC). Szczepy 119-BA,
576-BA i 577-BA traktowano amikacynq i meropenemem. Szczep 423-BA, ktory jest oporny na oba te
antybiotyki, poddano dziataniu gentamycyny. (B) Poziom baterii heteroopornych oznaczono po 7 godzinach
inkubacji z kolistynqg. Aby potwierdzic¢ czy bakterie sq heterooporne, kolonie byty ponownie wysiewane na
podtoze z kolistyng. C —centrum, P —pierscienr.. 100% - CFU/ml przed dodaniem antybiotyku.

7.3.3. Poziom glikowanych biatek w subpopulacji C (centrum) jest wyzszy niz
w subpopulacji P (pierscien)
Do dalszych analiz wykorzystatam szczep K. pneumoniae 577-BA, ktéry charakteryzowat sie

najwyzszym poziomem bakterii przetrwatych.

Doswiadczenia z E. coli wykazaty, ze wysuszanie/rehydratacja (Rys. 13B,C) oraz wzrost
w formie makrokolonii (Rys. 20D) indukujg glikacje biatek. Poniewaz w pierScieniu
K. pneumoniae 577-BA znajdowato sie znacznie wiecej zywych - dzielgcych sie komérek niz
w centrum, mozna byto spodziewac sie, ze subpopulacje te réinig sie rowniez poziomem
glikowanych biatek. Rzeczywiscie, poziom CML i produktéw AGEs byt odpowiednio 5-krotnie

i 3-krotnie wyzszy w centrum makrokolonii niz w pierscieniu (Rys. 32A,B).
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Rys. 32. Poziom glikowanych biatek w centrum (C) i pierscieniu (P) K. pneumoniae 577-BA. Biatka
rozdzielono w 12% zelu poliakrylamidowym i poddano immunodetekcji z udziatem przeciwciat anty-CML
(B) i anty-AGEs (C) Poziom glikowanych biatek oznaczono densytometrycznie (program Imagel). (C)
Morfologia makrokolonii K. pneumoniae 577-BA.

7.3.4. Bakterie pochodzace z subpopulacji centrum i pierscienia rdznig sie dtugoscia
fazy lag w pozywce ptynnej

W zwigzku z tym, ze subpopulacje w makrokoloniach réznity sie miedzy sobg wrazliwosciag
na antybiotyki oraz poziomem glikowanych biatek, postanowitam sprawdzi¢ czy moze to
wptywaé na dalszy wzrost bakterii po przeniesieniu do swiezej pozywki. W tym celu pobratam
odpowiednig ilos¢ bakterii z centrum oraz pierscienia makrokolonii i umiescitam w sSwiezej
pozywce LB, tak by uzyskac zblizone wartosci wyjsciowego ODses. Jako kontrole zastosowatam
ptynng 72 h hodowle stacjonarng. Przypuszczatam, ze skoro wiecej glikowanych biatek jest
w centrum makrokolonii subpopulacja ta bedzie charakteryzowata sie dtuiszg fazg lag
i wolniejszym tempem wzrostu niz pierscien, ktory zawierat wiecej dzielgcych sie komorek.
Subpopulacja centrum rzeczywiscie wykazywata nieco dtuzszg faze lag (~1,5 h) w poréwnaniu
z subpopulacjg P (~1h) (Rys. 33B). Jednak po osiggnieciu fazy logarytmicznej tempo wzrostu obu
subpopulacji byto poréwnywalne. Co ciekawe, bakterie z kontrolnej hodowli ptynnej

charakteryzowaty sie najdtuzsza fazg lag (Rys. 33).
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Rys. 33. Wazrost subpopulacji 577-BA w 37°C w poiywce plynnej LB. HP — 72 h ptynna hodowla
stacjonarna, C — subpopulacja bakterii z centrum makrokolonii, P — subpopulacja bakterii z pierscienia
makrokolonii. (B) Powiekszenie czesci wykresu A.

7.3.5. Subpopulacje centrum i pierscien charakteryzujg sie poréwnywalng dtugoscia
fazy lag i tempem wzrostu na podtozu statym

Dodatkowo postanowitam sprawdzi¢ czy bakterie pochodzace z réznych subpopulacji rézniag
sie dtugoscig fazy lag i tempem wzrostu na podtozu statym. W tym celu przygotowywatam
i analizowatam préby pochodzace z centrum, pierscienia oraz hodowli ptynnej zgodnie z opisem
w Materiatach i metodach (6.11). Mimo, ze Srednia dtugos¢ fazy lag subpopulacji centrum (10,8
h) byta nieco dtuisza w poréwnaniu z pierscieniem (10,4 h) (Rys. 34A, B), réznica ta nie byta
istotna statystycznie. Analiza jednoczynnikowa ANOVA (z testem post-hoc z korekta
Bonferroniego) wykazata, ze dtugos¢ fazy lag oraz tempo wzrostu byto poréwnywalne w obu
subpopulacjach. Bakterie z pierscienia makrokolonii stanowity najbardziej heterogennag
subpopulacje zawierajgcg potprzezroczyste kolonie o znaczgco zréznicowanym tempie wzrostu
(od ~18 do 100 pikseli/h). Co ciekawe, bakterie z hodowli stacjonarnej, ktére rosty bardzo wolno
w pozywce ptynnej (Rys. 33), w tym doswiadczeniu, na podtozu statym, wykazywaty szybsze
tempo wzrostu w poréwnaniu z subpopulacjami centrum i pierscienia (p<0.05) (Rys. 34C).
Dodatkowe analizy statystyczne wykazaty, ze w obu subpopulacjach istnieje umiarkowana
pozytywna korelacja pomiedzy dtugoscig fazy lag a tempem wzrostu kolonii (wspdtczynnik
Spearmana p 0.48 dla Ci 0.74 dla P). Im dtuzej trwata faza lag tym szybszy byt wzrost kolonii.
W hodowli ptynnej ta korelacja byta bardzo staba (p = 0.2).
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Rys. 34. Dtugos¢ fazy lag i tempo wzrostu kolonii K. pneumoniae 577-BA pochodzqgcych z (A) centrum
makrokolonii, (B) pierscienia makrokolonii oraz (C) 72 h hodowli ptynnej.

Podsumowujgc wyniki przedstawione w punktach 7.3.4. i 7.3.5 mozna stwierdzi¢, ze mimo
réznic w poziomie zywych, martwych i przetrwatych komérek oraz w poziomie glikowanych
biatek obie subpopulacje makrokolonii zachowywaty sie podobnie po przeniesieniu do Swiezej
pozywki ptynnej lub na podtoze state. Pozytywng korelacje pomiedzy dtugoscia fazy lag a tempem
wzrostu mozna wyttumaczy¢ réznymi procesami naprawczymi, ktére zachodzg w komorce przed
pierwszym podziatem. Prawdopodobnie dtuzsza faza lag umozliwia bardziej skuteczne usuniecie

z komoérki nagromadzonych w trakcie rozwoju makrokolonii uszkodzen, np. glikowanych
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i zagregowanych biatek. Gdy podziat nastgpi zbyt szybko, potomne komérki dziedziczg czesc tych

uszkodzen — ich usuniecie spowalnia wzrost i kolejne podziaty bakterii.

7.3.6. Subpopulacje centrum i pierscienia rdznig sie profilem biatkowym

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze Srodowisko makrokolonii 577-BA sprzyjato
powstawaniu bakterii przetrwatych i heteroopornych bardziej niz faza stacjonarna. Ponadto,
w porédwnaniu z pierscieniem, centrum makrokolonii charakteryzowato sie produkcjg celulozy
(Rys. 29) oraz zwiekszonym poziomem bakterii przetrwatych i heteropornych (Rys. 31). Aby
wyjasnic przynajmniej czesciowo molekularne podtoze tych réznic, zostaty poréwnane proteomy
bakterii pochodzacych z subpopulacji makrokolonii oraz hodowli ptynnej. Identyfikacje
i pordwnanie poziomu biatek w badanych prébach wykonano za pomoca spektrometrii mass
i analizy SWATH w Zespole Laboratoriéw Specjalistycznych Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed. Tabele 3-8 oraz rysunki 35-37 przedstawiajg podsumowanie

uzyskanych wynikéw. Najbardziej wyrazne réznice dotyczyty:

1. biatek rybosomalnych, ktérych poziom byt wyiszy w pierscieniu w porédwnaniu

z centrum, oraz w hodowli ptynnej w poréwnaniu z subpopulacjami makrokolonii;

2. czynnika promujgcego hibernacje rybosomdéw YhbH/Hpf; jego poziom byt wyiszy

w centrum w stosunku do pierscienia i hodowli ptynnej;

3. biatka GrcA (YfiD, ang. autonomous glycyl radical cofactor ), ktérego poziom byt
10-krotnie wyzszy w centrum niz w hodowli ptynnej oraz 4-krotnie wyzszy w pierscieniu

w poréwnaniu z hodowlg ptynna.
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Rys. 35. Roznice w poziomie biatek wystepujgcych w subpopulacjach centrum i pierscienia. Do przedstawienia powigzar miedzy biatkami oraz krotnosci zmiany ich poziomu
(fold change) wykorzystatam program String v: 12.0 oraz Cytoscape v3.10.1. (A) Biatka charakteryzujgce sie wyiszym poziomem w centrum niz w pierscieniu.
(B) Biatka, ktérych poziom jest wyzszy w pierscieniu niz centrum.
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Rys. 36. Réznice w poziomie biatek wystepujgcych w subpopulacji centrum i hodowli ptynnej . Do przedstawienia powiqzar miedzy biatkami oraz krotnosci zmiany ich
poziomu (fold change) wykorzystano program String v: 12.0 oraz Cytoscape_v3.10.1. (A) Biatka charakteryzujgce sie wyzszym poziomem w hodowli ptynnej niz w centrum.
(B) Biatka, ktérych poziom jest wyzszy w centrum niz w hodowli ptynnej.
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Rys. 37. Réznice w poziomie biatek wystepujgcych w hodowli ptynnej i subpopulacji pierscienia. Do przedstawienia powiqzan miedzy biatkami oraz krotnosci zmiany ich
poziomu (fold change) wykorzystano program String v: 12.0 oraz Cytoscape_v3.10.1. (A) Biatka charakteryzujgce sie wyzszym poziomem w hodowli ptynnej niz w pierscieniu.
(B) Biatka, ktérych poziom jest wyzszy w pierscieniu niz w hodowli ptynnej.
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Istniejg doniesienia wskazujgce, ze zaréwno niski poziom biatek rybosomalnych (Bruhn-
Olszewska et al., 2018) oraz wyzszy poziom czynnika promujgcego hibernacje rybosomow (Song
& Wood, 2020) s3 odpowiedzialne za powstawanie bakterii przetrwatych oraz VBNC. Z kolei,
wiadomo, ze biatko GrcA jest zaangazowanew ochrone komérek przed stresem oksydacyjnym
(Wagner et al.,, 2001). Wyrazna nadprodukcja tego biatka w subpopulacjach centrum
i pierscienia, moze sugerowad, ze starzejgce sie komadrki makrokolonii mogg by¢ szczegdlnie
narazone na stres oksydacyjny oraz, ze GrcA jest jednym z gtéwnych mechanizméw chronigcych
makrokolonie przed stresem oksydacyjnym. Szczegdtowq analize wynikéw uzyskanych w tej

czesci pracy przedstawiono w rozdziale Dyskusja.
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Tab. 3. Zmiany poziomu biatka w subpopulacji centrum (C) w stosunku do pierscienia (P). * Krotnos¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w C w stosunku do P.

Gen

sstT
grcA
hutU
hutH
speh
mscl
meitK
rraA
katG
mdh
glaH
dadA
galF
fbp
IsrG
def
fuxs
glnB
rpsB
pgi
sthA
ompC
astD
serS
rpoA
upp
vefP
hldD
atpD
nagB
glys

Zmiany
poziomu
biatka* w Cw
stosunku do P
2.73
2.43
2.04
2.03
1.61
1.58
1.52
1.52
1.51
1.37
1.36
1.34
1.33
1.33
1.32
1.31
1.30
1.29
1.26
1.26
1.26
1.26
1.25
1.24
1.24
1.22
1.22
1.21
1.21
1.20
1.20

nr Uniprot dla Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae
(strain ATCC 700721/ MGH
78578)
ABTECE
A6TCI1
ABTELO
AbTeL1
AGTDVO
ABTEU4A
AGTDV1
A6TGBS
ABTIHI9
AGTEQ3
ABT540
ABTAWA
AGTBG2
ABTHE3
AGTEB3
ABTEUOD
ABTCV3
AGTCGT
ABTAX1
ABTGT4
ABTGEG
ABTBT2
ABTITS
ABTEZO
AGTEUS
AGTCBO
AGT7GT
AGTFLA
A6TG36
ABT6CL
AGTFHA

Funkcja

Symporter treoniny/seryny i Na*.

Enzym z reszta glicyny Gly102 w formie rodnika, przywracjacy aktywnosé liazy pirogronian-mrdwczan.

Bierze udziat w metabolizmie histydyny, katalizuje przeksztalcenie urokanianu do 4-imidazolono-5-propionianu.

Bierze udziat w metabolizmie histydyny, przeksztatca histydyne do urokanianu i mocznika.

Katalizuje biosynteze agmatyny z argininy.

Kanat mechanoczuty reagujacy na naprezeniaw dwuwarstie lipidowej; uczestniczy w regulacji cisnienia osmotycznego w komaorce
Katalizuje powstawanie S-adenozylometioniny z metioniny i ATP.

Wptywa na catkowity poziom RNA poprzez regulacje aktywnosci endonukleclitycznej Rnazy E.

Enzym dwufunkcyjny katalaza-peroksydaza.

Bierze udziat w cyklu kwasu cytrynowego: katalizuje odwracalng reakcje utleniania jabtczanu do szczawiooctanu.
Dioksygenaza zalezna od alfa-ketoglutaranu, katalizuje hydroksylacje glutaranu do L-2 hydroksyglutaranu.

Bierze udziat w oksydacyjnej deaminacji D-aminokwasow.

Katalizuje reakcje przeksztatcajaca UTPi glukozo-1-fosforan w UDP-glukoze.

Bierze udziat w glukoneogenezie, katalizuje usuwanie 1-fosforanu z fruktozo-1,6-bis-fosforanu z wytworzeniem fruktoz o-6-fosforanu.
Bierze udziat w degradacji czasteczki autoinduktora Al-2 wytwarzanej podczas guorum-sensing.

Deformylaza peptydowa. Usuwa grupe formylowa z N-koricowej reszty metioniny nowo-syntetyzowanego biatka.
Bierze udziat w syntezie autoinduktora 2 (Al-2), ktdry jest wydzielany przez bakterie podczas quorum sensing.

Bierze udziat w regulacji wiazania azotu.

Biatko rybosomalne 2

Katalizuje odwracalng izomeryzacje glukozo-6-fosforanu do fruktozo-6-fosforanu.

Przeksztatca NADPH wytwarzany przez szlaki kataboliczne do NADH, ktory moze brac udziat w taricuchu oddechowym.
Poryna. Umoiliwia pasywna dyfuzje matych czasteczek przez btone zewnetrzna.

Dehydrogenaza semialdehydu sukcynyloglutaminianu, uczestniczy w metabolizmie argininy.

Ligaza serylo-tRNA.

Podjednostka a polimerazy RNA.

Katalizuje przeksztatcenie uracylu i 5-fosfo-a-D-rybozo-1-difosforanu do UMP i difosforanu.

Funkcja nieznana.

Katalizuje wzajemna konwersje pomiedzy ADP-D-glicero-beta-D-mannoheptoza i ADP-L-glicero-beta-D-mannoheptoza.
Podjednostka B syntazy ATP.

Katalizuje odwracalng izomeryzacje-deaminacje 6-fosforanu glukozaminy z wytworzeniem 6-fosforanu fruktozy ijonu amonowego.
Podjednostka B syntazy glicylo-tRNA.
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Tab. 4. Zmiany poziomu biatka w subpopulacji pierscienia (P) w stosunku do centrum (C). * Krotnos¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w P w stosunku do C.

Zmiany nr Uniprot dla Klebsiella
oziomu neumoniae subsp. .
Gen biai:ka* wPw pngumoniae (strain :TCC Funkcja
stosunku do C 700721/ MGH 78578)

rpsT 3.05 ABTAF8 Biatko rybosomalne S20

rpsU 2.54 ABTEAT7 Biatko rybosomalne S21

rpsL 2.46 ABTEYOD Biatko rybosomalne $12
rpsmM 2.25 ABTEV1 Biatko rybosomalne $13

rpIR 1.80 ABTEVH Biatko rybosomalne L18

rplQ 1.79 ABTEU7 Biatko rybosomalne L17

rplT 1.75 ABTAI4 Biatko rybosomalne L20

rpsR 1.72 A6THB3 Biatko rybosomalne S18

ihfA 1.68 ABTAIL Integration Host Factor, podjednostka a. Wigze DNA, uczestniczy w rekombinacji oraz kontroli transkrypcjii translacji.

rplP 1.65 ABTEWS Biatko rybosomalne L16
lamB 1.60 A6T5L4 W formie trimeru tworzy pory w bionie zewnetrznej umozliwiajac u E. colidyfuzje maltodekstryny i innych czasteczek hydrofilowych. Receptor faga A.
mukB 158 AGT716 Odgr.ywa kluczowa I'0|’Q w kondensacji i segragacji chromosomoéw podczas cyklu komdrkowego. Dziata jako homodimer, ktory jest niezbedny do

podziatu chromosomaow.

rplB 1.53 ABTEW9 Biatko rybosomalne L2

glyA 1.46 A6TCG5 Katalizuje odwracalng reakcje przeksztatcenia seryny w glicyne z udzialem tetrahydrofolianu, jako przenosnika grup jednoweglowej.
rpsP 1.44 ABTCL7 Biatko rybosomalne S16
rpmA 1.44 ABTEK4 Biatko rybosomalne L27

tolB 1.43 A6TEG6 Sktadnik systemu Tol/Pal, ktory uczestniczy w podziatach komérkowych i odpowiada za integralnosé zewnetrznej btony komérkowej.
rplo 1.39 ABTEV3 Biatko rybosomalne L15

rplM 1.38 AGTEN9 Biatko rybosomalne L13

rpsk 1.35 AGTEVO Biatko rybosomalne S11

rpoZ 1.35 AGTFP8 Podjednostka w polimerazy RNA.

dps 135 A6TEQ6 DNA prot:ection during starvation protein. Tworzy kompleksy z DNA, wigze jony Fe?* zapobiegajac reakcji Fentona i chronigc komérki przed stresem

oksydacyjnym.
rpsl 133 AG6TENS Biatko rybosomalne S9
efp 1.32 ABTH65 Czynnik elongacyjny P. Uczestniczy w syntezie wigzan peptydowych.
hpf (vhbh) 1.32 ABTEM2 Bierze udziat w hibernacji rybosomadw.

tig 1.29 A6T5H9 Trigger factor. Biatko opiekuricze, chroni nowo-syntetyzowane faricuchy polipeptydowe przed nieprawidtowym zwijaniem.
gmhA 1.26 A6T518 Katalizuje izomeryzacje sedoheptulozo-7-fosforanu do D-glicero-D-mannoheptozo 7-fosforanu.

yajQ 1.26 A6T5GO0 Homologiczne biatko u E. coli wigze nukleotydy.

fabA 1.25 AGT748 Dehydrataza 3-hydroksydekanoilo-ACP (acy! carrier protein), uczestniczy w biosyntezie kwaséw ttuszczowych.
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Tab. 5. Zmiany poziomu biatka w hodowli ptynnej (HP) w stosunku do subpopulacji pierscienia (P). * Krotnosc¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w HP w stosunku do P.

nr Uniprot dla Klebsiella

Zmi .
miany poziomu pneumoniae subsp.

. * .
Gen bslta;::nku: :(I: \I;v pneumoniae (strain ATCC Funkcja
700721 /f MGH 78578)

astD 2.30 ABT7TS Dehydrogenaza semialdehydu sukcynyloglutaminianu, uczestniczy w metabolizmie argininy.

katG 2.09 ABTIHO Enzym dwufunkcyjny katalaza-peroksydaza.

rplT 1.95 ABTAI4 Biatko rybosomalne L20

tsx 1.84 A6T5E4 Kanat w btonie zewnetrznej transportujgcy do komérki nukleotydy oraz antybiotyk albicydyne — inhibitor gyrazy.
nuoC 1.82 ABTBX2 Podjednostka C/D oksydoreduktazy NADH-ubichinon, sktadnik taricucha transportu elektrondw.

rpsC 1.69 A6TEW6 Biatko rybosomalne S3
rpsiM 1.68 ABTEV1 Biatko rybosomalne S13

decyD 1.60 A6TB69 Desulfhydraza D-cysteiny

wrbA 1.59 AGT793 Oksydoreduktaza NAD(P})H : chinon.

rplQ 1.57 ABTEU7 Biatko rybosomalne L17
fabA 1.56 ABT748 Dehydrataza 3-hydroksydekanoilo-ACP (acyl carrier protein), uczestniczy w biosyntezie kwasow ttuszczowych.

hutH 1.56 A6T6EL1 Bierze udzial w metabolizmie histydyny, przeksztatca histydyne do urokanianu i mocznika .

IpoB 1.52 AGT7G4 Regulator syntezy peptydoglikanu. Niezbedny dla funkcjonowania biatka wigzgcego penicyline 1B (PBP1b).

rpiL 1.51 A6TGNS Biatko rybosomalne L12

def 1.50 ABTEUO Deformylaza peptydowa. Usuwa grupe formylowa z N-koicowej reszty metioniny nowo-syntetyzowanego biatka.
rpmA 1.49 AGTEK4 Biatko rybosomalne L27

rpll 1.48 ABTGN8 Biatko rybosomalne L10

otsA 1.45 A6TB47 Syntaza trehalozo-6-fosforanu.

rpsR 1.44 AG6THB3 Biatko rybosomalne S18
lamB 1.42 AGT5LA éngO;Tie trimeru tworzy pory w bifonie zewnetrznej umozliwiajgc u E. coli dyfuzje maltodekstryny i innych czasteczek hydrofilowych. Receptor
rplO 1.37 ABTEV3 Biatko rybosomalne L15

rraA 1.37 AGTGB9 Wptywa na catkowity poziom RNA poprzez regulacje aktywnosci endonukleolitycznej Rnazy E.

rplvV 1.35 ABTEW7?7 Biatko rybosomalne L22
dnak 1.34 A6T4AF4 Jedno z gtownych biatek opiekuriczych uczestniczgce w zwijaniu/renaturacji nowosyntetyzowanych/uszkodzonych biatek.
rpsL 1.34 ABTEYO Biatko rybosomalne S12
groElL 1.33 A6TH53 Co-chaperonin. Wraz z GroEL (chaperonin) bierze udziat w zwijaniu/renaturacji nowosyntetyzowanych/uszkodzonych biatek.
rpIiN 1.30 AGTEW?2 Biatko rybosomalne L14
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cd. Tab. 5. Zmiany poziomu biatka w hodowli ptynnej (HP) w stosunku do subpopulacji pierscienia (P). * Krotnosc¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w HP w stosunku

do P,
Zmiany nr Uniprot dla Klebsiella
poziomu pneumoniae subsp. .
Gen biatka* w HP w  pneumoniae (strain ATCC Funkcja
stosunku do P 700721 /f MGH 78578)

deoC 130 AGTHZE Katalizuje odwracalng reakcje aldolowa pomiedzy aldehydem octowym i 3-fosforanem aldehydu D-glicerynowego, w wyniku ktorej powstaje 5-
fosforan 2-deoksy-D-rybozy.

pyrG 1.27 A6TD54 Katalizuje zalezng od ATP aminacje UTP do CTP z L-glutaming lub amoniakiem jako Zrodtem azotu.

pnp 1.27 AG6TEI3 Nukleotydylotransferaza polirybonukleotydowa. Uczestniczy w degradacji mRNA.

rpsE 1.27 ABTEVS Biatko rybosomalne S5

nagB 1.27 ABTeC1 Katalizuje odwracalng izomeryzacje-deaminacje glukozamino-6-fosforanu z wytworzeniem fruktozo 6-fosforanui jonu amonowego.

rpll 1.25 AGTHB4 Jest sktadnikiem podjedostki 50S rybaosomu.
Jedno z gtéwnych biatek wigzgcych rRNA. Wymagane do potaczenia podjednostek 30S i 50S w celu utworzenia rybosomu 70S, do wigzania tRNA i

rplB 1.25 AG6TEW9 ST
tworzenia wigzan peptydowych.

pgk 1.23 ABTDT1 Kinaza fosfoglicerynianowa. Uczestniczy w glikolozie.

infC 1.21 ABTAIB Czynnik inicjacji translacji IF-3

tufA; 1.20 AGTEX7

tufB ’ Czynnik elongacyjny EF-Tu. Bierze udziat w zaleznym od GTP wigzaniu aminoacylo-tRNA z miejscem A rybosomow podczas biosyntezy biatek.
Permeaza mannitolu. Nalezy do zaleznego od fosfoenolopirogronianu systemu transportujacego cukry PTS (sugar transporting phosphotransferase

mtlA 1.20 A6TFJ3
system).

jleS 1.20 AGTAGO Katalizuje przytaczenie izoleucyny do tRNA (lle).
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Tab. 6. Zmiany poziomu biatka w subpopulacji pierscienia (P) w stosunku do hodowli ptynnej (HP). * Krotnosc¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w P w stosunku do HP.

Zmiany poziomu

nr Uniprot dla Klebsiella
pneumoniae subsp.

. N .
Gen sl:;:tlk:ku“:iop :P pneumoniae (strain ATCC Funkcja
700721 / MGH 78578)
grcA 4.15 A6TCI1 Enzym z resztq glicyny Gly102 w formie rodnika, przywracjacy aktywnosc liazy pirogronian-mréwczan.
hpf (vhbh) 3.86 ABTEM?2 Bierze udziat w hibernacji rybosomow.
sucC 2.30 ABT6F6 Enzym cyklu kwasu cytrynowego, podjednostka beta ligazy bursztynian-CoA.
dapA 2.07 A6TCA1 Syntaza hydroksytetrahydrodipikolinianu. Uczestniczy w biosyntezie lizyny i kwasu diaminopimelinowegow biosyntezie L-lizyny.
zapB 2.03 A6TFRO Biatko odpowiedzialne za podziaty komérkowe, wspotpracuje z FtsZ podczas formowania pierscienia Z.
aacAd 501 AGTILS Ace.tylot.ransferaza aminoglikozydowa. Katalizuje przeniesienie grupy acetylowej z acetylo-CoA na grupe aminowg 6’ w czasteczce
aminoglikozydu.
gcvP 1.90 ABTDRS Katalizuje degradacje glicyny.
glaH 1.83 ABT540 Dioksygenaza zalezna od alfa-ketoglutaranu, katalizuje hydroksylacje glutaranu do L-2 hydroksyglutaranu.
argG 1.77 ABTEJO Bierze udziat w biosyntezie L-argininy.
adk 1.76 ABTS5N7 Bierze udziat w cyklu kwasu cytrynowega: katalizuje odwracalng reakcje utleniania jabiczanu do szczawiooctanu.
mdh 1.75 AGTEQ3 Bierze udziat w cyklu Krebsa: katalizuje odwracalng reakcje utleniania jabiczanu do szczawiooctanu.
rpsF 1.75 ABTHB1 Biatko rybosomalne S6
gnd 1.68 AGTBEG Katalizuje oksydacyjna dekarboksylacje 6-fosfoglukonianu do rybulozo-5-fosforanu i CO,, z jednoczesng redukcjg NADP do NADPH.
dadA 1.65 AGTAW4 Bierze udziat w oksydacyjnej deaminacji D-aminokwasow.
hisS 1.59 A6TCD3 Przytgcza histydyne do tRNA (His).
panC 1.58 ABT4S9 Uczestniczy w biosyntezie pantotenianu. Katalizuje kondensacje pantoinianu z beta-alaning w reakcji zaleznej od ATP.
mscl 1.57 A6TEU4 Kanat mechanoczuty reagujacy na naprezenia w dwuwarstie lipidowej; uczestniczy w regulacji cisnienia osmotycznego w komarce.
rpiA 1.56 A6TDSS Katalizuje odwracalne przeksztatcenie rybozo-5-fosforanu do rybulozo-5-fosforanu. Szlak pentozofosforanowy.
slyA 1.56 ABT9Z1 Czynnik transkrypcyjny. U E. coli indukuje migdzy innymi ekspresje gendw kodujgcych biatka opiekuncze.
atpG 1.54 ABTG37 Podjednostka y syntazy ATP.
pepB 1.53 AGTCE4 Prawdopodobnie odgrywa wazng role w wewnatrzkomdrkowej degradacji peptyddw.
atpF 1.51 ABTG40 Podjednostka B syntazy ATP.
gcvT 1.47 AGTDR7 Aminometylotransferaza uczestniczaca w degradacji glicyny.
ispG 1.47 AGTCDA Bierze udziat w syntezie izoprenoidow. Przeksztatca 2,4-cyklodifosforan 2-C-metylo-D-erytrytolu w 4-difosforan 1-hydroksy-2-metylo-
2-(E)-butenylu.
ptsH 1.46 ABTCS51 Katalizuje fosforylacje substratow cukrowych umozliwiajac ich translokacje przez btone komorkowa.
gpmA 1.44 ABT6I3 Mutaza fosfoglicerynianowa zaleina od 2,3-bisfosfoglicerynianu. Katalizuje przeksztatcenie 2-fosfoglicerynianu i 3-fosfoglicerynianu.
atpA 1.43 ABTG38 Podjednostka a syntazy ATP.
ndk 1.42 AGTCD7 Bierze udziat w syntezie trifosforandw nukleozyddw innych niz ATP.
glpK 1.42 AG6TFR2 Kinaza glicerolowa.
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cd. Tab. 6. Zmiany poziomu biatka w subpopulacji pierscienia (P) w stosunku do hodowli ptynnej (HP). * Krotnos¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w P w stosunku do
HP.

nr Uniprot dla
Zmiany poziomu Klebsiella pneumoniae

Gen biatka* wP w subsp. pneumoniae Funkcja
stosunku do HP (strain ATCC 700721 /
MGH 78578)
pxB 139 AGTCO6 Uczestniczy w bio§yntezie pirydoksyno-5'-fosforanu. Katalizuje utlenianie erytrozo-4-fosforanu do 3-hydroksy-2-okso-4-
fosfonooksybutanianu.

tpiA 1.39 AGTFQ6 lzomeraza triozofosforanowa. Bierze udziat w glukoneogenezie.

dapD 1.39 ABT4WS8 Udziat w biosyntezie L-lizyny.
mtnN 1.38 A6TAW3 Katalizuje nieodwracalne rozszczepienie wigzania glikozydowego w 5'-metylotioadenozynie i S-adenozylohomocysteinie.
pepQ 1.37 AGTGMS5 Dipeptydaza, rozcina dipeptydy z reszta prolilowa w pozycji C-koricowe;j.

atpD 1.36 A6TG36 Podjednostka B syntazy ATP.

ycfP 1.35 ABT7G7 Funkcja nieznana.

glyA 1.35 ABTCGS Katalizuje odwracalng reakcje przeksztatcenia seryny w glicyne z udziatem tetrahydrofolianu, jako przenosnika grup jednoweglowej.

tdh 1.31 ABTFL2 Katalizuje zalezne od NAD+ utlenianie L-treoniny do 2-amino-3-ketomaslanu.

grpE 131 A6TCM1 Co-chaperone.Razem z DnaK uczestniczy w zwijaniu/ renaturacji nowosynetyzowanych/zdenaturowanych biatek.
gmhA 1.29 A6T518 Katalizuje izomeryzacje sedoheptulozo-7-fosforanu do D-glicero-D-mannoheptozo 7-fosforanu.

purA 1.29 A6THI3 Syntetaza adenylobursztynianowa. Bierze udziat w szlaku biosyntezy nukleotydow purynowych de novo.

rpoA 1.28 A6TEUS Podjednostka a polimerazy RNA.

ginS 1.28 A6T6C3 Ligaza glutamylo-tRNA.

atpH 1.27 AGTG39 Podjednostka ¢ syntazy ATP.

leuS 1.26 AGTBA3 Ligaza leucylo-tRNA.
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Tab. 7. Zmiany poziomu biatka w hodowli ptynnej (HP) w stosunku do subpopulacji centrum (C). * Krotnos¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w HP w stosunku do C.

Zmiany poziomu

nr Uniprot dla Klebsiella
pneumoniae subsp.

Gen h::::::k\: ::: ::v pneumoniae (strain ATCC Funkcja
700721/ MGH 78578)

rpsim 3.77 A6TEV1 Biatko rybosomalne 513

rplT 3.41 A6TAI4 Biatko rybosomalne L20

rpsL 3.31 AGTEYO Biatko rybosomalne S12

rpsT 2.92 AGTAF8 Biatko rybosomalne 520

rplQ 2.81 ABTEU7 Biatko rybosomalne L17

rpsu 2.52 AGTEAT7 Biatko rybosomalne S2

rpsR 2.47 ABTHB3 Biatko rybosomalne 518

lamB 296 AGTSLA w formie trimeru tworzy pory w btonie zewnetrznej umozliwiajacu E. coli dyfuzje maltodekstrynyiinnych czasteczek

hydrofilowych. Receptor faga A.

rpmA 2.15 ABTEK4 Biatko rybosomalne L27

rplP 2.09 ABTEWS Biatko rybosomalne L16

IpoB 2.06 A6T7G4 Regulator syntezy peptydoglikanu. Niezbedny dla funkcjonowania biatka wigzgcego penicyline 1B (PBP1b).
wrbA 198 ABT793 Oksydoreduktaza NAD(P)H : chinon.

fabA 1.96 A6T748 Dehydrataza 3-hydroksydekanoilo-ACP (acy! carrier protein), uczestniczy w biosyntezie kwasdw ttuszczowych.

ihfA 1.94 AGTAI1 Integration Host Factor, podjednostka a. WigZe DNA, uczestniczy w rekombinacji oraz kontroli transkrypcji i translacji.
rpIR 193 ABTEVE Biatko rybosomalne L18

rplO 1.92 A6TEV3 Biatko rybosomalne L15

rplB 1.91 AGTEW9 Biatko rybosomalne L2

astD 1.85 AGT7TS Dehydrogenaza semialdehydu sukcynyloglutaminianu, uczestniczy w metabolizmie argininy.

rpsC 1.79 AGTEW6 Biatko rybosomalne S3

tsx 1.75 A6T5E4 Kanat w blonie zewnetrznej transportujacy do komérki nukleotydy oraz antybiotyk albicydyne —inhibitor gyrazy.
nuoC 1.66 A6TBX2 Podjednostka C/D oksydoreduktazy NADH-ubichinon, skfadnik faricucha transportu elektrondw.

rplv 1.66 AGTEWT Biatko rybosomalne L22

dcyD 1.59 ABTB69 Desulfhydraza D-cysteiny.

rplL 1.49 ABTGN9 Biatko rybosomalne L12

dnak 1.48 AGT4F4 Jedno z gtéwnych biatek opiekuriczych uczestniczace w zwijaniu/renaturacji nowosyntetyzowanych/uszkodzonych biatek.
groks 1.45 A6TH52 Co-chaperonin. Wraz z GroEL (chaperonin) bierze udziat w zwijaniu/renaturacji nowosyntetyzowanych/uszkodzonych biafek.

DNA protection during starvation protein. Tworzy kompleksy z DNA, wigze jony Fe2* zapobiegajgc reakcji Fentona i chroniac
dps 1.39 A6GT6Q6 komérki d st ksvdacyi
przed stresem oksydacyjnym.
katG 1.39 A6T9H9 Enzym dwufunkcyjny katalaza-peroksydaza.
rplJ 1.38 ABTGNS Biatko rybosomalne L10
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cd. Tab 7. Zmiany poziomu biatka w hodowli ptynnej (HP) w stosunku do subpopulacji centrum (C). * Krotnosc¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w HP w stosunku do C.

nr Uniprot dla Klebsiella

Zmiany poziomu pneumoniae subsp.

Gen t::::::;kv: :: ::v pneumoniae (strain ATCC Funkcja
700721/ MGH 78578)
grofL 1.37 A6TH53 Chaperonin, wraz z GroES bierze udziat w zwijaniu/renaturacji nowosyntetyzowanych/uszkodzonych biatek.
rplC 1.35 ABTEX2 Biatko rybosomalne L3
efp 1.33 ABTH65 Czynnik elongacyjny P. Uczestniczy w syntezie wigzan peptydowych.
rpll 1.31 A6THB4A Biatko rybosomalne L9
otsA 1.29 A6TB4A7 Syntaza trehalozo-6-fosforanu.
rpsD 1.29 AGTEU9 Biatko rybosomalne S4
rpsl 1.29 A6TENS Biatko rybosomalne 59
rpsE 1.28 ABTEVS Biatko rybosomalne S5
rplF 1.27 ABTEV7 Biatko rybosomalne L6
thrs 1.26 AGTAI7 Ligaza treonylo-tRNA
rplD 1.26 AGTEX1 Biatko rybosomalne L4
rpIN 1.25 AGTEW2 Biatko rybosomalne L14
htpG 1.21 ABTS5N6 Biatko opiekuricze, posiada aktywnos¢ ATP-azy.
nuoB 1.20 A6TBX3 Bierze udzial w taricuchu oddechowym. Podjednostka B oksydoreduktazy NADH-chinon.
UPF0325 protein
KPN78578 01770 1.20 AeTaw7 Funkcja nieznana.
hemL 1.20 AGTAVE Aminomutaza uczestniczgca w syntezie aminolewulinianu. Metabolizm porfiryn.
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Tab. 8. Zmiany poziomu biatka w subpopulacji centrum (C) w stosunku do hodowli ptynnej (HP). * Krotnos¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w C w stosunku do HP.

Gen

grcA
hpf (yhbh)
mscl
glaH
sstT
mdh
gcvP
dadA
hutU
dapA
sucC
zapB
adk
rpsF
aacA4
argG
metK
atpF
atpD
yefP
gnd
rpoA
speA
tpiA
atpG
pgi
luxS
ndk
rpiA

Zmiany poziomu
biatka* w Cw
stosunkudo H

10.08
2.93
2.49
2.49
2.40
2.39
2.21
2.20
2,14
2.12
2.08
2.02
1.93
1.91
1.89
1.88
1.87
1.76
1.65
1.64
1.60
1.59
1.59
1.57
1.56
1.55
1.55
1.54
1.53

A6TCI1
AGTEM2
ABTEU4
A6T540
AGTECS
ABTEQ3
ABTDRS
ABTAW4
ABT6ELO
ABTCAL
ABTEF6
ABTFRO
ABT5N7
ABTHB1
ABTILS
ABTEJO
A6TDV1
ABTG40
ABTG36
ABT7G7
AGTBEG
ABTEUS8
ABTDVO
ABTFQ6
ABTG37
ABTGT4
AGTCV3
ABTCD7
AGTDSS

nr Uniprot dla Klebsiella
pneumoniae subsp.

p pneumoniae (strain ATCC

700721 / MGH 78578)

Funkcja

Enzym z resztg glicyny Gly102 w formie rodnika, przywracjacy aktywnosc liazy pirogronian-mrowczan.

Bierze udziatw hibernacjirybosomdw.

Kanat mechanoczuly reagujacy na naprezeniaw dwuwarstie lipidowej; uczestniczy w regulacji cisnienia osmotycznego w komérece
Dioksygenaza zalezna od alfa-ketoglutaranu, katalizuje hydroksylacje glutaranu do L-2 hydroksyglutaranu.
Symportertreoniny/serynyiNa*.

Bierze udziatw cyklu kwasu cytrynowego: katalizuje odwracalnareakcje utleniania jabtczanu do szczawiooctanu.

Katalizuje degradacje glicyny.

Bierze udziatw oksydacyjnejdeaminacji D-aminokwasow.

Bierze udziatw metabolizmie histydyny, katalizuje przeksztatcenie urokanianu do 4-imidazolono-5-propionianu.

Syntaza hydroksytetrahydrodipikolinianu. Uczestniczy w biosyntezie lizynyi kwasu diaminopimelinowegow biosyntezie L-lizyny.
Enzym cyklu kwasu cytrynowego, podjednostka beta ligazy bursztynian-CoA.

Biatko odpowiedzialne za podziaty komérkowe, wspétpracuje z FtsZ podczas formowania pierscienia Z.

Katalizuje odwracalne przeniesienie koncowej grupy fosforanowej pomiedzy ATPi AMP.

Biatko rybosomalne S6

Acetylotransferaza aminoglikozydowa. Katalizuje przeniesienie grupy acetylowej z acetylo-CoA na grupe aminowg 6’ w czgsteczce aminoglikozydu.
Bierze udziatw biosyntezie L-argininy.

Katalizuje powstawanie S-adenozylometioniny z metioninyi ATP.

Podjednostka B syntazy ATP.

Podjednostka B syntazy ATP.

Funkcja nieznana.

Katalizuje oksydacyjnga dekarboksylacje 6-fosfoglukonianu do rybulozo-5-fosforanui CO,, z jednoczesng redukcjg NADP do NADPH.
Podjednostka a polimerazy RNA

Dekarbosylazaargininy, katalizuje biosynteze agmatyny z argininy

Izomeraza triozofosforanowa. Bierze udziatw glukoneogenezie.

Podjednostkay syntazy ATP.

Katalizuje odwracalng izomeryzacje glukozo-6-fosforanu do fruktozo-6-fosforanu.

Bierze udziatw syntezie autoinduktora 2 (Al-2), ktory jest wydzielany przez bakterie podczas quorum sensing.

Bierze udziatw syntezie trifosforanéw nukleozyddw innych niz ATP.

Katalizuje odwracalne przeksztatcenie rybozo-5-fosforanu do rybulozo-5-fosforanu. Szlak pentozofosforanowy
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cd. Tab 8 Zmiany poziomu biatka w subpopulacji centrum (C) w stosunku do hodowli ptynnej (HP). * Krotnosc¢ zmiany (fold change) poziomu biatka w C w stosunku do HP.

galF
glnB
ispG
pdxB
atpA
gevT
pepQ
ptsH
gpmA
tdh
pepB
glys
hidD
grpE
IsrG
fbp
rplS
hutH
slyA
panC
atpH
leuS

Zmiany poziomu
biatka* w Cw
stosunku do HP

1,52
1.52
1.51
1,51
1.48
1.47
1.47
1.43
1.42
1.41
1.40
1.40
1.39
1.38
1.36
1.34
1.30
1.30
1.28
1.28
1.28
1.26

nr Uniprot dla Klebsiella
pneumoniae subsp.
pneumoniae (strain ATCC
700721 / MGH 78578)

A6TBG2
A6TCG7
ABTCD4
AB6TCO6
A6TG38
AG6TDR7
A6TGMS
A6TC51
A6T613
ABTFL2
A6TCE4
AG6TFH4
AGTFL4
ABTCM1
AGTEB3
AG6THE3
A6TCL4
ABT6L1
ABTIZ1
ABT459
ABTG39
ABT6A3

Funkcja

Katalizuje przeksztatcenie UTP i glukozo-1-fosforanw UDP-glukoze.

Bierze udziatw regulacji wigzaniaazotu.

Bierze udziatw syntezie izoprenoiddw. Przeksztatca 2,4-cyklodifosforan 2-C-metylo-D-erytrytoluw 4-difosforan 1-hydroksy-2-metylo-2-(E)-butenylu.
Katalizuje utlenianie erytrozo-4-fosforanu do 3-hydroksy-2-okso-4-fosfonooksybutanianu.

Podjednostka a syntazy ATP.

Aminometylotransferazauczestniczaca w degradacjiglicyny

Dipeptydaza, rozcina dipeptydy z reszta prolilowa w pozycji C-koncowe;j.

Katalizuje fosforylacje substratéw cukrowych umozliwiajgcich translokacje przez blone komérkows.

Mutaza fosfoglicerynianowa zaleznaod 2,3-bisfosfoglicerynianu. Katalizuje przeksztatcenie 2-fosfoglicerynianu i 3-fosfoglicerynianu.
Katalizuje zalezne od NAD+ utlenianie L-treoniny do 2-amino-3-ketomaslanu.

Prawdopodobnie odgrywa waznga role w wewnatrzkomérkowejdegradacji peptyddw.

Podjednostka B syntazy glicylo-tRNA.

Epimeraza. Katalizuje wzajemne przeksztatcenie pomiedzy ADP-D-glicero-beta-D-mannoheptozg i ADP-L-glicero-beta-D-mannoheptoza.
Co-chaperone. Razem z DnaK uczestniczy w zwijaniu/ renaturacji nowosynetyzowanych/zdenaturowanych biatek.

Bierze udziatw degradacji czasteczki autoinduktora Al-2 wytwarzanej podczas quorum-sensing.

Bierze udziatw glukoneogenezie, katalizuje usuwanie 1-fosforanu z fruktozo-1,6-bis-fosforanuz wytworzeniem fruktozo-6-fosforanu.
Biatko rybosomalne L19

Bierze udziatw metabolizmie histydyny, przeksztatca histydyne do urokanianu i mocznika.

Czynnik transkrypcyjny. U E. coli indukuje miedzy innymiekspresje genéw kodujgcych biatka opiekuncze.

Uczestniczy w biosyntezie pantotenianu. Katalizuje kondensacje pantoinianu z beta-alaning w reakcji zaleznejod ATP.

Podjednostka c syntazy ATP.

Ligaza leucylo-tRNA.
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7.4.  Wptyw sulforafanu i eutektyku Reline na bakterie przetrwate K. pneumoniae

W zwigzku z tym, ze bakterie przetrwate sg przyczyng niepowodzenia antybiotykoterapii
i nawracajacych infekcji coraz wiecej badan skupia sie na alternatywnych metodach ich eliminacji
(Stojowska-Swedrzynska et al., 2023). W ramach mojej pracy postanowitam zbada¢ wptyw

sulforafanu i eutektyku Reline na powstawanie bakterii przetrwatych.

7.4.1. Sulforafan (SFN)

Wiele badan wskazuje, ze nalezacy do izotiocyjaniandw sulforafan hamuje wzrost bakterii
i posiada dziatanie antybakteryjne. Dane literaturowe sugeruja, ze u E. coli i K. pneumoniae
mechanizm dziatania SFN opiera sie na indukcji odpowiedzi Scistej, natomiast u P. geruginosa
hamuje zjawisko quorum sensing i powstawanie biofilmu (Aires et al., 2009; Ganin et al., 2013;
Nowicki et al., 2016, 2019; Romeo et al., 2018). Z powodu braku informacji w literaturze
o dziataniu SFN na bakterie przetrwate wykonatam szereg doswiadczen, ktére miaty wyjasnic

potencjalny wptyw SFN na stan przetrwaty komoérek.

W pierwszym etapie sprawdzitam jak SFN samodzielnie oraz w potfaczeniu z meropenemem
dziata na cate hodowle bakteryjne. W tym celu do bakterii pochodzacych z makrokolonii,
dodawatam SFN i meropenem razem lub oddzielnie, a nastepnie inkubowatam préby w 37°C.
Wszystkie badane szczepy produkowaty bakterie przetrwate tolerujgce meropenem (Rys. 38, log
CFU/ml > 1). SFN w stezeniu 2xMIC powodowat niewielki spadek liczby CFU tylko w niektdrych
probach (119-BA; 577-BA) i jedynie w ciggu pierwszych 4 godzin inkubacji (Rys. 38A). To samo
stezenie sulforafanu znosito efekt dziatania meropenemu (10xMIC) — poziom bakterii
przetrwatych po inkubacji z SFN i meropenemem byt wyraznie wyzszy we wszystkich badanych
prébach w poréwnaniu z hodowlami traktowanymi tylko meropenemem. SFN w stezeniu 4xMIC
catkowicie znosit efekt dziatania meropenemu — poziom bakterii przetrwatych po inkubacji z SFN
i meropenemem byt 10-100 razy wyzszy niz w hodowlach traktowanych tylko meropenemem

(Rys. 38B).
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Rys. 38. Wpfyw sulforafanu na poziom bakterii przetrwalych K. pneumoniae. Bakterie pochodzgce
z makrokolonii zawieszano w LB i inkubowano w obecnosci meropenemu, sulforafanu lub meropenemu
i sulforafanu. (A) stezenie sulforafanu 2xMIC (B) stezenie sulforafanu 4xMIC. M — meropenem, SFN —
sulforafan.

Sprawdzitam takze czy sulforafan dziata bakteriobdjczo na bakterie przetrwate wyizolowane
z makrokolonii. W tym celu w pierwszym etapie bakterie inkubowatam z antybiotykiem
(10xMIC), a nastepnie dodawatam sulforafan w stezeniu 4xMIC. Po 18 h inkubacji
z sulforafanem (fgcznie 24 h inkubacji z antybiotykiem i sulforafanem) odnotowatam catkowita
eliminacje bakterii przetrwatych (Rys. 39). Wynik ten byt zaskakujgcy, poniewaz dodanie
sulforafanu w stezeniu 4xMIC razem z meropenemem hamowato dziatanie antybiotyku

(Rys. 38B).
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Rys. 39. Wplyw sulforafanu na poziom bakterii przetrwalych K. pneumoniae po wstepnej inkubacji
Z meropenemem. Bakterie pochodzqce z makrokolonii zawieszano w LB i inkubowano z meropenemem
(10xMIC) przez 6 h, nastepnie préby dzielono na dwie czesci: pierwszq nadal inkubowano z antybiotykiem,
natomiast do drugiej dodawano sulforafan w stezeniu 4xMIC. M-meropenem, SFN- sulforafan.

Doswiadczenia te wykazaty, ze wptyw sulforafanu na poziom bakterii przetrwatych moze by¢
rézny w zaleznosci od szczepu, stezenia sulforafanu oraz tego czy jest on dodawany do hodowli

razem z antybiotykiem czy po dziataniu antybiotyku.

7.4.2. Eutektyk Reline (chlorek choliny + mocznik)

Kolejnym zwigzkiem, ktéry testowatam i okreslatam jego wptyw na bakterie przetrwate byta
mieszanina gteboko eutektyczna ztozona z chlorku choliny i mocznika (w stosunku molowym 1:2)
Ciecze te uzyskuje sie przez zmieszanie i wolne podgrzanie substancji wyjsciowych w tazni wodnej

osiggajgc maksymalnie 120°C, a nastepnie ochtodzenie do temperatury pokojowej. Dane
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literaturowe sugerujg, ze ciecze gteboko eutektyczne charakteryzujg sie wtasciwosciami
antybakteryjnymi (Akbar et al., 2023; Silva et al., 2019; Zakrewsky et al., 2016). Mieszanina
eutektyczna, ktérej wtasciwosci badatam charakteryzowata sie istotnie nizszg wartoscig MIC niz

wartosci MIC oznaczone oddzielnie dla chlorku choliny i mocznika (Tab. 9).

Tab. 9. Wartosci MIC eutektyku Reline oraz zwigzkéw wyjsciowych dla wybranych szczepow
K. pneumoniae.

MIC [mM/mL]
Klebsiella
neumoniae
P Ch'Orek Mocznik Reline
choliny
ATCC 13883 1.7 1.4 0.6
421-BA 0.8 1.4 0.6
423-BA 1.7 2.7 0.6
443-BA 1.7 1.4 0.6
577-BA 1.7 1.4 1.2

Pierwszym krokiem pozwalajgcym oceni¢ wptyw eutektyku (1xMIC) na bakterie przetrwate
byto przeprowadzenie badan na catych hodowlach bakteryjnych pochodzacych z makrokolonii.
Jedynym szczepem wrazliwym na Reline byt 577-BA. Natomiast izolaty 443-BA i 421-BA
wykazywaty znaczng tolerancje na ten eutektyk (Rys. 40). W przypadku wszystkich trzech
szczepow eutektyk wyraznie opdzniat dziatanie meropenemu — w pierwszych godzinach
inkubacji poziom CFU/ml byt wyraznie wyzszy w hodowli z meropenemem i eutektykiem niz
w hodowli z samym antybiotykiem. Wynik uzyskany dla szczepu 577-BA byt zaskakujacy - chociaz
sam eutektyk catkowicie eliminowat bakterie w ciggu 7 godzin, w potgczeniu z meropenemem
powodowat w ciggu 24 h spadek CFU/ml do takiego samego poziomu jak w hodowli z samym

antybiotykiem.
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Rys. 40. Wptyw eutektyku na poziom bakterii przetrwafych K. pneumoniae. Bakterie pochodzqce
z makrokolonii zawieszano w LB i inkubowano w obecnosci meropenemu (10xMIC), eutektyku (1xMIC), lub
meropenemu i eutektyku. E — eutektyk Reline, M — meropenem.

Nastepnie sprawdzitam czy eutektyk dziata na bakterie przetrwate wyizolowane
z makrokolonii po inkubacji z meropenemem (10xMIC). Stwierdzitam, ze bakterie przetrwate
powstate w wyniku dziatania meropenemu sg wrazliwe na stosowany eutektyk (Rys. 41). Jednak

czas inkubacji niezbedny do ich eliminacji wynosit, w zaleznosci od szczepu, az od 32 do 40 h.
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Rys. 41. Wptyw eutektyku Reline na poziom bakterii przetrwatych K. pneumoniae po wstepnej inkubacji
Z meropenemem. Bakterie pochodzqce z makrokolonii zawieszono w LB i inkubowano z meropenemem
(10xMIC) przez 6 h, nastepnie préby dzielono na dwie czesci: do jednej dadawano eutektyk (1xMIC), drugq
pozostawiono z antybiotykiem i kontynuowano inkubacje. M — meropenem, E- eutektyk Reline.
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8. DYSKUSIA

1. Agregacja i glikacja biatek E. coli

Wysuszanie i ponowne nawadnianie (rehydratacja) to procesy, na ktére komorki bakteryjne
sg czesto narazone w Srodowisku naturalnym. Wyniki naszego zespotu oraz dane literaturowe
sugerowaty, ze szok osmotyczny zwigzany z wysuszaniem-rehydratacja moze by¢ przyczyng
glikacji biatek, ktéra powoduje ich agregacje (Chakrabortee et al., 2007; Lebre et al., 2017;
Moruno Algara et al., 2019), z kolei wysoki poziom agregatéw przyczynia sie do wejscia bakterii
w stan przetrwaty (Bollen et al., 2021; Gollan et al., 2019; Leszczynska et al., 2013). Wstepnym
celem tej pracy byto sprawdzenie, czy zalezno$¢ pomiedzy glikacjg i agregacja biatek a bakteriami
przetrwatymi wystepuje u dwdch przedstawicieli Enterobacteriaceae: E. coli i K. pneumoniae.
Zaobserwowatam, ze u E. coli szczegdlnie wzmozona agregacja biatek nastepuje po rehydratacji
(Rys. 12B), co faczy sie z wyzszym poziomem bakterii przetrwatych (Rys. 12C). Prawdopodobnie
podczas rehydratacji dochodzi najpierw do czesciowego rozpuszczenia agregatow i pojawienia
sie nie w petni zwinietych produktéw posrednich, ktére ulegajg ponownej agregacji (Fink, 1998).
By¢ moze czas potrzebny na utworzenie agregatéw jest zbyt krétki podczas wysuszania i proces
ten jest kontynuowany podczas ponownego nawodnienia komérek bakteryjnych (Chakrabortee
et al., 2007). W zwigzku z tym, ze powstawanie AGEs moze przyspiesza¢ wewnatrzkomoérkowa
agregacje biatek (Fournet et al., 2018; lannuzzi et al., 2014; Rabbani & Thornalley, 2021),
spodziewatam sie, ze wiekszo$¢ produktow glikacji bedzie znajdowac sie we frakcji
nierozpuszczalnej. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty jednak, ze powstate agregaty E. coli
zawieraty niski poziom glikowanych biatek w poréwnaniu z frakcja rozpuszczalng (Rys. 13B).
Analiza poziomu agregatéw biatkowych, produktéw glikacji oraz komoérek dzielgcych sie i VBNC
w subpopulacjach E. coli uzyskanych po wirowaniu w gradiencie Perkolu (Rys. 14A) sugerowaty,
Ze agregaty moggq petni¢ funkcje ochronng. Warto zaznaczyé, ze wyizolowane komérki martwe
i VBNC (frakcje W1 i R1) charakteryzowaty sie podwyzszonym poziomem glikowanych biatek,
natomiast poziom agregatéw biatkowych byt prawie taki sam jak w komérkach zywych (frakcja
R3), co sugeruje, ze przyczyng utraty zywotnosci E. coli byta w wiekszym stopniu glikacja niz

agregacja biatek.

Ochronna rola agregatéw moze polegaé na zapobieganiu catkowitej denaturacji i inaktywacji
biatek. W literaturze istnieje wiele przyktadéw agregatéw lub ciat inkluzyjnych, ktére zawieraty

nie tylko w réznym stopniu uszkodzone polipeptydy, ale réwniez aktywne enzymy (Kuczyrska-
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Wisnik et al., 2016; Rinas et al., 2017). Agregaty mogg by¢ rowniez rezerwuarem biatek, ktére
ulegajg szybkiej renaturacji po ustaniu warunkdw stresowych. Takie odzyskiwanie aktywnych

biatek moze by¢ bardziej korzystne dla komérki niz ich synteza de novo.

Dalsze badania prowadzone w Katedrze Biochemii Ogdlnej i Medycznej dostarczyty nowych
informacji o agregatach i czesciowo potwierdzity hipoteze o ich ochronnej funkcji. Wyniki tych
badan oraz wyniki opisane w Rozdziale 4.1. pracy doktorskiej zostaty opublikowane
w Microbiological Research (2023) 270: 127553. Wykazano miedzy innymi, ze agregaty
charakteryzowaty sie wysoka zawartoscig biatek podatnych na separacje faz ciecz-ciecz
(ang. liquid-liquid phase separation, LLPS) w poréwnaniu z catym proteomem E. coli (tupkowska
et al,, 2023). Zjawisko to polega na wydzieleniu frakcji gestej, przypominajacej kropelki cieczy,
z frakcji rzadkiej, ktéra pozostaje homogenna (Alberti et al.,, 2019). Wysuszanie powoduje
zageszczenie cytoplazmy co ufatwia zajscie LLPS i w konsekwencji moze prowadzi¢ do powstania
agregatow biatkowych (Feng et al.,, 2019). Sktonno$¢ do tworzenia LLPS jest zalezna od
zawartosci biatek zawierajacych regiony inherentnie nieuporzadkowane (ang. intrinsically
disordered regions, IDRs) oraz zmiany czynnikdw fizykochemicznych: temperatury, pH, sity
jonowej oraz modyfikacji potranslacyjnych (Hyman et al., 2014; J. Li et al., 2022; Uversky et al.,
2015). W agregatach zidentyfikowano tgcznie 547 biatek gtéwnie zwigzanych z rybosomami,
glikoliza, cyklem kwasow tréjkarboksylowych, biosyntezg kwaséw ttuszczowych, naprawg DNA
i odpowiedzig na stres cieplny. Agregaty po rehydratacji zawieraty jedynie 18 dodatkowych biatek
w poréwnaniu z agregatami powstatymi podczas wysuszania, co wskazuje, ze wiekszos¢ biatek
ulega agregacji juz podczas suszenia (kupkowska et al., 2023). Wykazano réwniez, ze najsilniej
glikowanym byto biatko btony zewnetrznej OmpC. Nalezy zaznaczy¢, ze podczas izolacji
agregatow, przy uzyciu detergentu Triton-X100 btony ulegajg rozpuszczeniu, wiec biatka
btonowe, w tym OmpC, znajdowaty sie we frakcji rozpuszczalnej. Na Rys. 13B przedstawiajacym
immunodetekcje CML, biatko OmpC jest widoczne jako najgrubszy prazek we frakcji
rozpuszczalnej. Glikacja powoduje neutralizacje tadunku dodatniego reszt lizyny w OmpC, co
prawdopodobnie prowadzi do zaburzenia przepuszczalnosci btony, stanu VBNC, a nastepnie do
Smierci komérki. OmpC i OmpF sg gtdwnymi porynami E. coli, ktére umozliwiajg pasywny
transport hydrofilnych zwigzki niskoczasteczkowe, m.in. antybiotykéw. Prace Liu i wsp. (2012)
oraz Pu i wsp. (2016) wykazaty niezaleznie, ze mutacja AompC powoduje spadek wrazliwosci
E. coli na antybiotyki beta-laktamowe. Interesujgcym bytoby sprawdzenie czy rowniez glikacja

OmpC powoduje podobny efekt zanim ostatecznie nastgpi Smieré¢ komorki.
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2. Powstawanie i zwalczanie bakterii przetrwatych K. pneumoniae

Bakterie przetrwate i VBNC s3 jedng z gtdwnych przyczyn nawracajgcych infekcji
i niepowodzenia antybiotykoterapii (Mina & Marques, 2016; Rivers & Steck, 2001; Sun et al.,
2008; Zeng et al., 2013). Dzieki spowolnionemu metabolizmowi antybiotyki nie sg skuteczne
w ich zwalczaniu i konieczne jest opracowanie nowych terapii zwalczajgcych lekooporne infekcje.
Analizujgc rézne mechanizmy tolerancji na antybiotyki czesto zapomina sie o tym, ze bakterie
przetrwate moga przeksztatcaé sie w komodrki VBNC, ktérych nie mozna wykryé stosujac
standardowe techniki laboratoryjne (Dewachter et al., 2021). Ponadto, bakterie przetrwate
w porownaniu z VBNC mogg stanowié niewielka cze$¢ komdérek, ktére przezywajg dziatanie
antybiotykdw (Dewachter et al., 2021; Kaldalu et al., 2016). Swiadczg o tym réwniez wyniki
zaprezentowane w tej pracy - szczep K pneumoniae ATCC 13883 produkowat w warunkach
stresowych znikome ilosci bakterii przetrwatych (0-0,03%, Rys. 15) w poréwnaniu z ogromng
liczbg komdrek VBNC, ktére przezyty dziatanie antybiotykdw (Rys. 16). Szczepy kliniczne rowniez
charakteryzowaty sie wysokim poziomem komdrek VBNC (Rys. 30Rys. 21). Nalezy réwniez
dodag¢, ze obliczajac procentowa zawartosc¢ komorek przetrwatych, za 100% przyjmowatam liczbe
komorek dzielgcych sie (CFU/ml), a nie catkowitg liczbe bakterii (dzielgcych sie, VBNC i martwych)
przed dodaniem antybiotyku. Réwniez inni autorzy oznaczajg poziom bakterii przetrwatych w ten
sposéb (Bernier et al., 2013; Chowdhury et al., 2016; Manuse et al., 2021), poniewaz jest on
prostszy i nie wymaga stosowania technik rozrézniajgcych zywe i martwe bakterie. Dla petnego
obrazu nalezatoby jednak przedstawia¢ dane dotyczgce wszystkich grup komérek (dzielace sie,
VBNC i martwe) przed i po dodaniu antybiotyku, zaznaczajac, ze do grupy komorek, ktére

przezyly dziatanie antybiotyku nalezg réwniez VBNC (komorki przetrwate + VBNC, Tab. 10).

Wiekszo$¢ doswiadczen, w ktérych analizowatam bakterie przetrwate przeprowadzitam
z uzyciem meropenemu. Meropenem jest jednym z antybiotykéw B-laktamowych ,ostatniej
szansy” w leczeniu zakazen wywotanych przez K. pneumoniae, w zwigzku z tym badania
dotyczace wpltywu tego zwigzku na poziom bakterii przetrwatych sg szczegdlnie wazne (Papp-

Wallace et al., 2011).

Warto réwniez zaznaczyé, ze stosowane przeze mnie warunki hodowli (inkubacja w SGM,
podwyzszona temperatura) tylko czeSciowo nasladujg warunki panujagce w organizmie
gospodarza. Podczas infekcji bakterie sg narazone na szereg dodatkowych czynnikow
stresowych: odpowiedz immunologiczng, zmienne natezenie i czas trwania stresu, co moze

wptywac na inny niz w warunkach laboratoryjnych sposéb przystosowania sie bakterii i wejscie
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w stan przetrwaty lub VBNC. Znaczenie moze mie¢ réwniez specyficzne srodowisko makrofagow,
0 czym wspomniano juz we wstepie pracy (Helaine et al., 2014; Kaiser et al., 2014; Peyrusson et

al., 2020).

W swojej pracy wykorzystatam sulforafan oraz ciecz gteboko eutektyczng jako zwigzki
potencjalnie eliminujgce bakterie przetrwate. Obecnie w literaturze nie ma dostepnych prac
badajacych wptyw powyzszych substancji na przezywalnos¢ bakterii przetrwatych. Tworzenie
biofilmu bakteryjnego K. pneumoniae odgrywa wazng role w indukcji powstawania bakterii
przetrwatych, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do nawrotu infekcji. Z tego powodu ocenitam
zdolnos¢ tych zwigzkéw w zwalczaniu bakterii przetrwatych powstatych w makrokoloniach.
Wyniki przedstawione w tej pracy wskazujg, ze sulforafan w zaleznosci od stezenia, szczepu
i etapu doswiadczenia na ktérym dodano sulforafan (razem z antybiotykiem lub po dziataniu
antybiotyku) moze w rdzny sposéb wptywaé na poziom bakterii przetrwatych K. pneumoniae.
Uzycie sulforafanu (4xMIC) po wstepnej inkubacji K. pneumoniae z antybiotykiem catkowicie
eliminowato bakterie przetrwate (Rys. 39). Natomiast dodanie sulforafanu razem
z antybiotykiem powodowato wzrost poziomu bakterii przetrwatych i znosito efekt dziatania
meropenemu (Rys. 38A,B). W tym przypadku prawdopodobnie nastepowata indukcja
odpowiedzi $cistej u K. pneumoniae przez sulforafan (Nowicki et al., 2016), co stymulowato

pojawianie sie bakterii przetrwatych.

Eutektyki ze wzgledu na witasciwosci bakteriobdjcze, niski koszt produkc;ji,
biodegradowalnos$¢ oraz znikome wtasciwosci toksyczne wzgledem komodrek ludzkich maja
obiecujgce zastosowanie w preparatach farmaceutycznych. Szereg badan wykazato, ze rézne
ciecze gteboko eutektyczne mogg hamowac powstawanie biofilmu (Nava-Ocampo et al., 2021;
Nystedt et al., 2023; Silva et al., 2019). W pracach tych nie badano czy dziatanie eutektykow ma
jakikolwiek wptyw na stan przetrwaty i VBNC. Na podstawie wynikdéw zaprezentowanych w tej
pracy mozna stwierdzi¢, ze dziatanie eutektyku w zaleznosci od szczepu i obecnosci antybiotyku
w rézny sposéb wptywa na poziom bakterii przetrwatych. Podobnie jak sulforafan, Reline moze
znosi¢ efekt dziatania meropenemu powodujgc wzrost poziomu bakterii przetrwatych (Rys. 40).
Dodanie Reline po wstepnej inkubacji z antybiotykiem, powodowato catkowitg eliminacje
bakterii. Warto jednak zwrdéci¢ uwage, ze wymagato to ponad 30 godzinnej inkubacji hodowli

z eutektykiem (Rys. 41).

Chociaz wykonane przeze mnie doswiadczenia miaty wstepny charakter, uzyskane wyniki

wykazaty, ze stosowanie izotiocyjaniandw i cieczy gteboko eutektycznych moze stanowié
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powazny problem, jezeli w trakcie terapii nie bedzie kontrolowany poziom bakterii przetrwatych.
Moze tez sie okazaé, ze dziatanie izotiocyjaniandw i cieczy gteboko eutektycznych nie jest tak
efektywne jak inne strategie zwalczania przetrwatych komérek K. pneumoniae opisane wczesniej
we wstepie (Allison et al.,, 2011; Lee et al., 2019; Seo et al.,, 2024). Kontynuujac badania
nalezatoby oznaczyé poziom komdrek VBNC oraz zastosowac odpowiednie modele zwierzece.
Wazne jest réwniez sprawdzenie kombinacji rédznych stezen isotiocyjaniandw lub eutektykéw
z antybiotykami, wykonanie testow typu checkerboard i wyznaczenie wspdtczynnika FIC
(Fractional Inhibitory Concentration Index), ktéry umozliwia stwierdzenie czy badane kombinacje

dziatajg synergistycznie, antagonistycznie czy addytywnie.

3. Heteroopornosc K. pneumoniae

W populacji bakteryjnej charakteryzujacej sie heteroopornoscia mozina wyréznié
subpopulacje o réznym stopniu wrazliwosci/opornosci na antybiotyki. W odréznieniu od bakterii
przetrwatych szczepy heterooporne rosng w obecnosci antybiotyku. Wiele prac wskazuje, ze
heteropornosé to czeste zjawisko obserwowane wsrdd wielu gatunkéw bakterii (Band & Weiss,
2019; Dewachter et al., 2019). Jednym z najczestszych przypadkdéw u K. pneumoniae jest
heteroopornos¢ na kolistyne. Kolistyna oddziatujac z lipidem A lipopolisacharydu (LPS) wypiera
jony Mg i Ca®, co destabilizuje i zmienia przepuszczalno$é zewnetrznej btony komérkowej,
skutkiem czego jest liza i sSmieré komérki (El-Sayed Ahmed et al., 2020; Gogry et al., 2021).
Kolistyna charakteryzuje sie trzykrotnie wiekszym powinowactwem do LPS niz dwuwarto$cowe
jony Mg? i Ca* (Rhouma et al., 2016). U K. pneumoanie mozna wyrdznié kilka mechanizméw
odpowiedzialnych za wystepowanie heteroopornosci na kolistyne, polegajacych gtéownie na
dodaniu grup kationowych 4-amino-4-deoksy-L-arabinozy (L-Ara4N) i fosfoetanoloaminy (PEtN)
do lipidu A (Elias et al., 2021; Sabnis et al., 2021). Ta modyfikacja moze by¢ wynikiem substytucji
aminokwasowej (Asp191Tyr) w biatku PhoP, ktére nalezy do dwusktadnikowego systemu PhoP-
PhoQ. System PhoPQ reaguje na niskie stezenia Mg?*, zmiany pH oraz peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, co skutkuje aktywacjg i nadekspresja operonu pmrHFIJKLM
odpowiedzialnego za synteze L-AradN. W ostatnim etapie modyfikacji bierze udziat transferaza
PrmK. Dodanie L-Ara4N zmienia tadunek LPS wywotujgc opornos¢ na kolistyne (Jayol et al.,
2015). Aktywnosc¢ uktadu PhoPQ jest zalezna réwniez od biatka transbtonowego MgrB, bedacego
jego negatywnym regulatorem. Inaktywacja genu mgrB przez mutacje punktowe powoduje

nadekspresje operonu pmrHFIJKLM lub skutkuje syntezg wielowarstowej otoczki, ktdra
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uniemozliwia przenikanie kolistyny do wnetrza komorki bakteryjnej (Band & Weiss, 2019;
Formosa et al., 2015). Heteroopornos¢ na kolistyne u K. pneumoniae moze byc takze skutkiem
mutacji punktowych w genach pmrAB lub crrB, kodujacych réwniez dwusktadnikowe systemy
regulujgce synteze L-Ara4N oraz PetN (Cheong et al., 2019; Morales-Ledn et al., 2020; Seo et al.,
2021).

Utrzymanie heteroopornosci wymaga regulacji i aktywacji odpowiednich gendw, jest wiec
dla komorki dodatkowym obcigzeniem. Z tego powodu po usunieciu antybiotyku ze sSrodowiska
moze dochodzi¢ do zahamowania ekspresji gendéw zaangazowanych w heteroopornos¢ lub
mutacji kompensacyjnych, dzieki ktérym bakterie powracajg do wrazliwego fenotypu (Rys. 22)
(Vogwill & Maclean, 2015). Do oznaczania heteroopornosci najczesciej stosowane sg testy
paskowe, krazkowo-dyfuzyjne oraz PAP. Test PAP uznany jest za ,zfoty standard” w okreslaniu
heteroopornosci, poniewaz jest to iloSciowa, powtarzalna i czuta metoda (Satola et al., 2011).
Jednak ze wzgledu na duzy nakfad pracy i czasu metoda ta nie ma zastosowania klinicznego
w badaniach przesiewowych. Wykrycie heteroopornosci testami paskowymi lub krgzkowo-
dyfuzyjnymi polega na obserwacji pojedynczych kolonii w strefie zahamowania wzrostu, ktérych
pojawienie sie zalezne jest od czestosci wystepowania subpopulacji opornych komérek. Istnieje
szansa, ze izolaty heterooporne o niskiej czestotliwosci nie zostang wykryte, co stanowi fatszywie
negatywny wynik (El-Halfawy & Valvano, 2015; Sherman et al., 2019). Podsumowujac, ze
wzgledu na niestabilnos¢ wystepowania, mozliwos$¢ otrzymania réznych wynikéw w zaleznosci
od uzytej metody detekcji oraz fakt, ze zjawisko to dotyczy niewielkiej czesci populacji
bakteryjnej trudno jest badac i wykry¢ szczepy heterooporne zaréwno w warunkach szpitalnych

jak i laboratoryjnych.

4. Zrdznicowanie struktury makrokolonii

Biofilm jest jedng ze strategii chronigcych bakterie przed wysuszaniem, gtéwnie dzieki
obecnosci macierzy zewngtrzkomaérkowej (EPS) (Esbelin et al., 2018; Lebre et al., 2017). Jednak
dtugotrwata inkubacja biofilmu powoduje stopniowe wysuszanie bakterii, co odzwierciedla
naturalne warunki panujace np. na sprzetach medycznych lub zwigzanych z przemystem
spozywczym. Dodatkowym argumentem sktaniajgcym do badan nad makrokoloniami jest
wysoka heterogenicznos¢ populacji — w Srodowisku biofilmu bakterie czesto tworzg
subpopulacje o zréznicowanym metabolizmie i tolerancji na czynniki stresowe (Jo et al., 2022;

Yan & Bassler, 2019). Poczatkowo przyczyne zwiekszonej tolerancji na antybiotyki wigzano
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z zahamowaniem przenikania antybiotykdw do wnetrza struktury biofilmu. Jednak wykazano, ze
mogg przenikac¢ one przez macierz biofilmu (Kirker et al., 2014; Stewart et al., 2009). Obecnie
przyczyne zwiekszonej przezywalnos$ci komorek tworzacych biofilm na antybiotyki wigze sie ze
zmiang fizjologii komodrek i wejsciu w stan uspienia oraz wystepowaniem bakterii
heteroopornych. Makrokolonie stanowig dobry model badawczy pozwalajacy na okreslenie
struktury biofilmu. Morfologia makrokolonii bakterii jest zalezna od obecnosci curli oraz celulozy.
U Enterobacteriaceae geny odpowiedzialne za synteze celulozy s3 kodowane przez operon
bcsABZC, natomiast za ekspresje curli odpowiedzialny jest operon csgBA (Ahmad et al., 2016;
Bandeira et al., 2017). Biosynteza curli i celulozy jest regulowana przez aktywator transkrypcji
CsgD oraz cyklaze guanylanowa AdrA (Bandeira et al., 2017, Zogaj et al., 2003).
W szczepach delecyjnych AbscA makrokolonie na podtozu z kalkofluorem nie wykazuja
fluorescencji, natomiast szczep AcsgA/B nie wigze czerwieni Kongo (El Hag et al., 2017; Serra et
al,, 2013; Serra & Hengge, 2017). W moich badaniach przyporzadkowanie okreslonych
morfotypdw do makrokolonie wybranych izolatéw K. pneumoniae nie byto jednoznaczne (Rys.
29). Wigzanie czerwieni Kongo, przy jednoczesnym braku fluorescencji wskazywat np. na
obecnos¢ curli w subpopulacji pierscienia (ale nie centrum) K. pneumoniae 577-BA. Jednak
analiza proteomiczna obu subpopulacji nie wykazata obecnosci gtéwnego biatka curli CsgA.
Podobne wyniki, wskazujgce na brak curli w szczepach klinicznych K. pneumoniae uzyskali Zogaj
i wsp. (2003) oraz Anes i wsp. (2017). Co ciekawe, prezentowany morfotyp makrokolonii jest
zalezny od temperatury. Makrokolonie inkubowane w nizszej temperaturze (25°C lub 28°C),
charakteryzujg sie wiekszym zrdznicowaniem oraz czestszg obecnoscig curli (Anes et al., 2017;

Zogaj et al., 2003).

Tworzenie subpopulacji mukoidalnych i niemukoidalnych w obrebie makrokolonii tego
samego izolatu klincznego K. pneumoniae zostato wczesniej opisane przez Chiarelli i wsp. (2020).
Wyniki zaprezentowane w tej pracy potwierdzajg, ze zdolnos¢ mukoidalnej subpopulacji do
tworzenia niemukoidalnego pierscienia byto zalezne od badanego izolatu oraz czasu inkubacji
makrokolonii. Podobnie, powstate niemukoidalne subpopulacje zachowywaty swdj fenotyp
podczas dalszych pasazy. Chiarelli i wsp. (2020) wykazali, ze utrata mukoidalnego fenotypu jest
zwigzana z mutacjami (insercjami oraz mutacjami punktowymi w tym mutacjami nonsensowne
i mutacjami typu indel) w genach wcal), wzc, wzx oraz wzy. U 87% badanych izolatow
subpopulacje niemukoidalne charakeryzowaty sie nizszym poziomem kwasu uronowego
w poréwaniu z odpowiednikiem mukoidalnym, wskazujac, ze utrata lub zmniejszenie syntezy

otoczki jest odpowiedzialna za zmiane fenotypu. Forma niemukoidalna miata wiekszg zdolnos¢
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do produkcji biofilmu. Obie subpopulacje réznity sie ponadto wrazliwoscia na wybrane
antybiotyki. U 50% testowanych izolatéw forma niemukoidalna wykazata wiekszg wrazliwos$¢ na
testowane karbapenemy (meropenem, imipenem i ertapenem). Co ciekawe, niemukoidalny
wariant izolatu CNR152A1 byt bardziej oporny na dziatanie powyzszych antybiotykdw niz
subpopulacja mukoidalna od ktérej pochodzit, prawdopodobnie na skutek utraty otoczki
potgczonej z mutacjg w genie wbbM, ktdry bierze udziat w syntezie antygenu O. Z kolei na
podstawie analizy sekwencji genomu Lee i wsp. (2018) stwierdzili, ze powstanie formy
niemukoidalnej jest zwigzane z insercjami w genach nalezgcych do operonu cps lub substytucjg
jednego aminokwasu w genie wca). U mutantéw delecyjnych Awza, Awzb oraz Awzc
K. pneumoniae stwierdzono brak badz zmniejszenie produkcji otoczki, co odpowiada formie
niemukoidalnej. Dodatkowo utrata powyzszych gendéw wigzata sie ze zmniejszong zjadliwoscia
i wyzszg podatnoscig na fagocytoze przez neutrofile (Lin et al., 2017). Brak otoczki i szorstki
morfotyp kolonii zostat réwniez zaobserwowany u K. pneumoniae z uszkodzonym genem wcal,
ktéry jest odpowiedzialny za synteze kwasu kolanowego (Cai et al., 2019; Pal et al., 2019). Mutant
ten w mniejszym stopniu aktywowat makrofagi przez co mniej skutecznie ulegat fagocytozie
w poréwnaniu ze szczepem tworzgcym otoczke oraz produkowat wiecej biofilmu na powierzchni
abiotycznej (Pal et al., 2019). Catkiem inne wyniki zaprezentowali Lee i wsp. (2018), ktory
wykazat, ze forma niemukoidalna wybranych izolatéw K. pneumoniae charakteryzowata sie
obnizong wirulencjg oraz zmniejszonym poziomem biofilmu. Liczne subpopulacje pochodzace
z tej samej makrokolonii hodowanej na podtozu statym zostaty zaobserwowane u Enterobacter
hormaechei subsp. oharae (Brust et al., 2019). RdOzinity sie one wartosciami MIC dla
meropenemu, ceftazydemu, cyprofloksacyny oraz gentamycyny. Zwiekszona wrazliwos¢ na
meropenem byfa zwigzana z utratg genu blanom1 kodujacego metalo-B-laktamaze NDM
(ang. New Delhi metallo-8-lactamases-1), bedacag jedng z kluczowych karbapenemaz
odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne (Dortet et al., 2014). Subpopulacje pochodzace z jednej
makrokolonii, ktore posiadaty aktywny gen mrkB (zwigzany z synteza fimbrii typu 3), byly w stanie
tworzy¢ biofilm bakteryjny w przeciwienstwie do subpopulacji z delecjg tego genu. Analizowane

subpopulacje réznity sie takze zdolnoscig do infekowania larw Galleria mellonella.

Wyniki przedstawione w tej pracy (zebrane w Tab. 10) oraz dane literaturowe wskazujg, ze
izolaty kliniczne K. pneumoniae mogg tworzy¢ zréznicowane subpopulacje o réznej wrazliwosci
na antybiotyki, poziomie bakterii przetrwatych oraz heteroopornych, co moze by¢ przyczyna
trudnosci w zwalczaniu i leczeniu infekcji bakteryjnych. Aby ustali¢ co jest przyczyng takiego

zréznicowania w makrokoloniach K. pneumoniae 577-BA niezbedne jest sekwencjonowanie DNA

DYSKUSIA 95



obu subpopulacji. Nalezy tez zauwazy¢, ze pomimo tak wyraznych réinic miedzy centrum
a pierscieniem (Tab. 10) po przeniesieniu bakterii do $wiezej pozywki lub na podtoze state obie
subpopulacje charakteryzowaty sie zblizong difugoscia fazy lag i podobnym tempem wzrostu
(Rys. 33 34).

Tab. 10. Réznice miedzy subpopulacjami centrum i pierscienia makrokolonii K. pneumoniae 577-BA.

% 100% odpowiada catkowitej liczbie komdrek przed dodaniem antybiotyku; ® 100% - CFU/ml przed
dodaniem kolistyny j.u. - jednostki umowne.

Centrum Pierscien

Wiazanie kalkofluoru (produkcja celulozy) + -

Wigzanie czerwieni Kongo (produkcja celulozy i curli) - +?

Bakterie przetrwate + VBNC (%)? 88 77
Heteroopornosc na kolistyne (%)° 0,1 0,003

Biatka rybosomalne + e+
GrcA(j.u) 2,4 1

Poziom CML (j.u) 2,5 0,5

5. Analiza danych proteomicznych - pordwnanie subpopulacji makrokolonii z hodowlgq

ptynng

Powstawanie bakterii przetrwatych i VBNC moze by¢ zwigzane ze zmniejszeniem liczby
rybosoméw w komdrce, co moze przejawiac sie spadkiem poziomu biatek rybosomalnych
(Bruhn-Olszewska et al., 2018; Song & Wood, 2020). Sposrad trzech badanych préb (kontrolna
hodowla ptynna, subpopulacje makrokolonii: centrum i pierscien) subpopulacja centrum
charakteryzowata sie najnizszym poziomem biatek rybosomalnych (Tab. 11) i najwyzszg liczba

bakterii tolerujgcych antybiotyki (komorki VBNC + przetrwate) (Rys. 30i Rys. 31).
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Tab. 11. Zmiana poziomu biatek rybosomalnych w hodowli ptynnej w stosunku do subpopulacji
w makrokoloniach oraz subpopulacji centrum w stosunku do pierscienia.

Zmiana poziomu biatka

Ptynna vs Ptynna vs Centrum vs
Biatko pierscien centrum pierscien
L15 1,37 1,92 0,72
L16 1,27 2,09 0,61
L17 1,57 2,80 0,56
L18 1,07 1,93 0,55
L2 1,25 1,91 0,65
L20 1,95 3,40 0,57
L22 1,35 1,66 0,82
L27 1,49 2,14 0,69
L7/L12 1,51 1,49 1,02
S12 1,34 3,30 0,40
S13 1,68 3,77 0,44
S18 1,44 2,47 0,58
S20 0,96 2,90 0,33
S21 0,99 2,52 0,39
S3 1,69 1,91 0,94

Choiwsp. (2015) wykazali, ze w bakteriach przetrwatych E. coli translacja ulega spowolnieniu
z powodu braku aktywnych rybosoméw oraz degradacji rRNA i tRNA. Co wiecej, stwierdzono, ze
bakterie przetrwate E. coli zawieraty mniej biatek rybosomalnych (L25, S3, S5, 510, S11, S14i521)
w poréwnaniu z wyjsciowg hodowla. Tabela 12. przedstawia liste pozostatych biatek, ktérych

poziom w badanych prébach réznit sie znaczaco (0,5-1,5 raza).

DYSKUSIA 97



Tab. 12. Zmiana poziomu biatek w hodowli pfynnej w stosunku do subpopulacji makrokolonii.

Zmiana poziomu biatka

Plynna vs Plynna vs Centrumvs
Biatko pierscien centrum pierscien
1 AacA4 0,50 0,53 0,90
2 AstD 2,30 1,85 1,20
3 DadA 0,60 0,45 1,33
4 DapA 0,48 0,47 1,00
5 DcyD 1,60 1,59 1,00
6 Def 1,50 1,15 1,30
7 FabA 1,56 1,96 0,80
8 GevP 0,52 0,45 1,16
9 GlaH 0,55 0,40 1,36
10 GrcA 0,24 0,10 2,40
11 Hpf 0,26 0,34 0,76
12 HutH 1,56 0,77 2,03
13 HutU 0,96 0,47 2,04
14 IhfA 1,15 1,94 0,60
15 KatG 2,09 1,39 1,51
16 LamB 1,42 2,26 0,60
17 LpoB 1,52 2,06 0,70
18 MetK 0,81 0,53 1,52
19 MscL 0,64 0,40 1,58
20 NuoC 1,82 1,66 1,10
21 RraA 1,37 0,90 1,52
22 SpeA 1,00 0,63 1,61
23 SstT 1,14 0,42 2,73
24 SucC 0,44 0,48 0,90
25 Tsx 1,84 1,75 1,00
26 WrbA 1,59 1,98 0,80
27 ZapB 0,49 0,49 1,00

W tej grupie mozna wyréznic:

1. biatka, ktérych poziom byt wyraznie nizszy w hodowli ptynnej niz w makrokoloniach

(zaznaczone na z6tto),

2. biatka, ktérych poziom byt wyraznie wyiszy w hodowli ptynnej w poréwnaniu

z makrokoloniami, (zaznaczone na zielono),

3. biatka, ktérych poziom byt wyraznie wyzszy w centrum niz w pierscieniu (zaznaczone

na niebiesko).

Biatka, ktdrych poziom jest wyraznie nizszy w hodowli ptynnej niz w makrokoloniach (podane

w nawiasach numery ID Uniprot odnoszg sie do biatek K. pneumoniae ATCC 700721 / MGH
78578)

AacA4 - [A6TIL5, Aminoglycoside N(6°)-acetyltransferase, Amikacin resistance protein,

(AAC(67)], acetylotransferaza aminoglikozydowa; w szczepie K. pneumoniae ATCC 700721 / MGH
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78578 kodowana przez gen aacA4 znajdujacy sie  na  plazmidzie pKPN4

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/A6TIL5/entry). AacA4 katalizuje przeniesienie grupy

acetylowej z acetylo-CoA na grupe aminowg 6’ w czgsteczce aminoglikozydu. W porédwnaniu
z hodowlg ptynna, podwyzszony poziom AacA4 w makrokoloniach moze mieé¢ zwigzek z wieksza
liczbg komdrek przetrwatych i VBNC tolerujgcych amikacyne produkowanych przez makrokolonie
(Rys. 19A). Liczba bakterii tolerujgcych amikacyne (przetrwatych + VBNC) w centrum byfa
wyraznie wyzsza niz w pierscieniu (Rys. 31A), mimo ze obie subpopulacje charakteryzowaty sie
podobnym poziomem AacA4 (Tab. 12.) Prawdopodobnie, oprécz AacAd4 inne mechanizmy
warunkujg wzrost poziomu bakterii przetrwatych + VBNC w centrum. Mozliwe, ze aktywnos¢
acetylotransferazy byta wyzsza w subpopulacji centrum dzieki ochronnej funkcji biatka GrcA

(opisanego nizej).

DadA (A6TAW4) - dehydrogenaza/deaminaza D-aminokwasow, flawoproteina o szerokim
spektrum substratéw. D-aminokwasy sg sktadnikami peptydoglikanu, odgrywajg kluczowg role
w przebudowie Sciany komdrkowej podczas fazy stacjonarnej (Lam et al., 2009), sg sygnatem
inicjujgcym rozktad biofilmu (Kolodkin-Gal et al., 2010; Vahdati et al., 2022). Mozna przypuszczac,
ze wyiszy poziom DadA (a wiec nizszy poziom D-aminokwaséw) w makrokoloniach sprzyja
stabilizacji struktury biofilmu, szczegdlnie w subpopulacji centrum (1,33 razy wyzszy poziom

DadA w centrum niz w pierscieniu).

DapA (A6TCA1) - syntaza hydroksytetrahydrodipikolinianu. Uczestniczy w biosyntezie lizyny
i kwasu diaminopimelinowego, sktadnika $ciany komodrkowej bakterii Gram-ujemnych

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/POA6L2/entry). Wyzszy poziom DapA w makrokoloniach

moze by¢ zwigzany z przebudowg peptydoglikanu w trakcie formowania struktury biofilmu, co

sugerujg doswiadczenia z Pseudomonas aeruginosa (Anderson et al., 2020).

GcevP (A6TDRS) - dehydrogenaza glicyny. Harden i wsp. (2015) sugeruja, ze GcvP moze
chroni¢ komérki przed niskim pH. Uwalniany w trakcie reakcji dekarboksylacji glicyny amoniak
umozliwiatby utrzymanie neutralnego pH w cytoplazmie. Do wyjasnienia pozostaje czy bakterie

w makrokoloniach sg narazone na niskie pH i dlatego nadprodukujg GcvP.

GlaH (CsiD, A6T540) - hydroksylaza glutaranu; deoksygenaza przeksztatcajgca glutaran
w deoksyglutaran, enzym zaangazowany w katabolizm lizyny. U E. coli gen csiD jest czescig
operonu (csiD-lhgO-gabDTP), ktéry znajduje sie pod kontrolg podjednostki sigma S, cAMP-CRP
i LRP. Indukcja transkrypcji operonu zachodzi w trakcie stacjonarnej fazy wzrostu, w warunkach

niedoboru wegla (Knorr et al., 2018). Mozna przypuszczaé, ze w trakcie pdznej fazy wzrostu

DYSKUSIA 99


https://www.uniprot.org/uniprotkb/A6TIL5/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P0A6L2/entry

makrokolonii bakterie (szczegdlnie te znajdujgce sie w centrum) sg narazone na niedobér

sktadnikéw pokarmowych, co indukuje produkcje GlaH.

Hpf (A6TEM2) - Ribosome hibernation promoting factor. W trakcie fazy stacjonarnej Hpf
inicjuje dimeryzacje rybosomoéw 70S prowadzgc do zahamowania translacji. Song & Wood (2020)
wykazali, ze bakterie przetrwate zawierajg gtdwnie nieaktywne rybosomy 100S. Powstawanie
rybosomow 100S jest zalezne nie tylko od Hpf, ale réwniez od (p)ppGpp oraz dwdch
dodatkowych biatek RMF (ribosome modulation factor) i RaiA (ribosome-associated inhibitor).
Wyzszy poziom Hpf w makrokoloniach moze wiec ttumaczyé dlaczego makrokolonie produkuja
wiece] bakterii tolerujgcych antybiotyki (komorki przetrwate + VBNC) niz hodowla ptynna.
Wiadomo, ze Hpf chroni rybosomy 100S przed degradacjg w komérkach E. coli. Hpf moze petni¢
podobng funkcje u K. pneumoniae. Warto zauwazyé, ze w centrum zaréwno poziom Hpf jak

i poziom wiekszosci biatek rybosomalnych (Tab. 12.) sg nizsze niz w subpopulacji pierscienia.

SucC (A6T6F6) - enzym cyklu kwasu cytrynowego (TCA), podjednostka beta ligazy
bursztynian-CoA. Katalizowana przez SucC hydroliza bursztynylo-CoA dostarcza ATP.
Nadprodukcje enzymoéw cyklu kwasu cytrynowego stwierdzono w trakcie rozwoju biofilmu
Staphylococcus auresus (Gaupp et al., 2010) i Bacillus subtilis (Pisithkul et al., 2019). Aktywacja
TCA moze by¢ korzystna dla makrokolonii, poniewaz w warunkach niedoboru skfadnikéw
pokarmowych i tlenu TCA dostarcza komdrce ATP oraz sity redukcyjnej w postaci NADH i FADH,
(Gaupp et al., 2010).

ZapB (A6TFRO) - biatko odpowiedzialne za podziaty komdérkowe, wspdtpracuje z FtsZ podczas
formowania pierscienia Z. Brakuje informacji o bezposrednim zwigzku ZapB z biofilmem lub
bakteriami przetrwatymi. Mozina jedynie przypuszczaé, ze wyiszy poziom ZapB
w makrokoloniach moze przyspiesza¢ podziaty komodrkowe i resuscytacje bakterii
przetrwatych/VBNC (stad ich wyzszy poziom w makrokoloniach w poréwnaniu z pozywka ptynna)

oraz krotszg faze lag po przeniesieniu komorek do $wiezej pozywki (Rys. 33B).

Biatka, ktérych poziom jest wyzszy w hodowli ptynnej w porédwnaniu z makrokoloniami

AstD (A6T7T5) - dehydrogenaza semialdehydu sukcynyloglutaminianu, uczestniczy
w metabolizmie argininy. Guilhen i wsp. (2016) stwierdzili, ze ilo$¢ transkryptu astD wzrasta
w fazie stacjonarnej w hodowli planktonowej K. pneumoniae, natomiast w biofilmie pozostaje
na poziomie poréownywalnym z fazg logarytmiczng. Dane te sg zgodne z uzyskanymi przeze mnie
wynikami (Tab. 12.).
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DcyD (A6TB69) - desulfhydraza D-cysteiny, w reakcji katalizowanej przez DcyD z D-cysteiny
powstaje siarkowodow (wykorzystywany jako Zrédio siarki), amoniak i pirogronian. U E. coli
syntaza DcyD (YedO) jest indukowana w odpowiedzi na niedobdr siarki. DcyD chroni komaorki
przed toksycznym dziataniem D-cysteiny, ktdre polega na hamowaniu aktywnosci deaminazy

treoniny (Soutourina et al., 2001).

Def (A6TEUO) - deformylaza peptydowa. Usuwa grupe formylowg z N-koricowej reszty
metioniny nowo-syntetyzowanego biatka. U E. coli deformylaza (PDF) podczas translacji wigze
sie do rybosomu w poblizu biatka L22, ktdre znajduje sie obok wyjscia z tunelu (McGrath et al.,

2022). Prawdopodobnie nizszy poziom Def i L22 w makrokoloniach sg ze sobg powigzane.

FabA (A6T748) - dehydrataza 3-hydroksydekanoilo-ACP (acy! carrier protein), uczestniczy
w biosyntezie kwasdw ttuszczowych. Ekspresja fabA u E. coli jest hamowana przez ppGpp/DksA
(My et al.,, 2013). By¢ moze réwniez w makrokoloniach K. pneumoniae wyisze stezenie

ppGpp/DksA hamuje produkcje FabA.

IhfA (A6TAIL1) - Integration Host Factor, subunit alpha. IHF wigze DNA, uczestniczy
w rekombinacji oraz kontroli transkrypcji i translacji. Nicolau & Lewis (2022) wykazali, Ze mutacja
ihf powoduje nadprodukcje ATP i spadek liczby bakterii przetrwatych u E. coli. Natomiast delecja
ihf u K. pneumoniae jest zwigzana z utratg zdolnosci tworzenia biofilmu (Fan et al., 2023).
Uzyskane przeze mnie wyniki sg czesciowo zgodne z tymi obserwacjami. Warto zaznaczyc¢, ze
poziom |hfA byt az o 40% nizszy w centrum (fold change 0,6) niz w pierscieniu. Mimo tego,
poziom bakterii tolerujacych antybiotyki (przetrwatych + VBNC) byt najwyiszy w centrum

w poréwnaniu z pierscieniem i hodowlg ptynna.

LamB (A6T5L4) - w formie trimeru tworzy pory w btonie zewnetrznej umozliwiajac u E. coli
dyfuzje maltodekstryny i innych czgsteczek hydrofilowych, w tym réznego rodzaju antybiotykéw
(Lin et al., 2014); jest rowniez wykorzystywany jako receptor przez faga A (Berkane et al., 2005).
Obnizony poziom LamB moze wiec czesciowo chroni¢ makrokolonie przed bakteriofagiem A oraz
dziataniem wybranych antybiotykéw, co przejawia sie wzrostem liczby bakterii przetrwatych

i VBNC w poréwnaniu z hodowlg ptynng (Rys. 19A, B).

LpoB (A6T7G4) - lipoproteina, regulator syntezy peptydoglikanu, niezbedny dla
prawidtowego dziatania biatka PBP1b (penicillin binding protein 1B), ktére jest odpowiedzialne
za wbudowywanie D-aminokwaséw do peptydoglikanu. Nizszy poziom LpoB (podobnie jak
wieksza ilo$¢ wczesniej opisanego DapA) w makrokoloniach mogg miec zwigzek z przebudowa

peptydoglikanu w trakcie rozwoju tej formy biofilmu (Anderson et al., 2020).
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NuoC (A6TBX2) - podjednostka C/D oksydoreduktazy NADH-ubichinon, sktadnik tanicucha
transportu elektronéw. Nizszy poziom NuoC w makrokoloniach moze posrednio chroni¢ komérki
przed stresem oksydacyjnym wywotywanym przez antybiotyki. Kohanski i wsp. (2007) wykazali,
ze produkcja reaktywnych form tlenu przez taricuch transportu elektronéw jest wspélnym dla
réznych klas antybiotykdw czynnikiem powodujagcym smieré¢ bakterii. Obnizona aktywnos¢
tancucha transportu elektronéw bytaby wiec kolejnym sposobem, oprdcz nadprodukcji GrcA,

chronigcym makrokolonie przed ROS.

Tsx (A6T5E4) - kanat w btonie zewnetrznej transportujagcy do komérki nukleotydy oraz
antybiotyk albicydyne —inhibitor gyrazy. Receptor bakteriofagéw i kolicyn. Wykazano, ze mutacje
w Tsx powodujg catkowitg opornosc E. coli na wybrane bakteriofagi (Nieweglt & Bremer, 1997).
Mozna wiec przypuszczaé, ze makrokolonie dzieki obnizonemu poziomowi Tsx i LamB (o czym
wspomniano wczesniej) mogg wykazywaé mniejszg wrazliwo$¢ na bakteriofagi niz komorki

z hodowli ptynnej.

WrbA (A6T793) - dehydrogenaza NAD(P)H. Redukuje chinon do hydroksychinonu,
co zapobiega oddziatywaniu semichinonu z O, i produkcji rodnika ponadtlenkowego. Guilhen
i wsp. (2016) rowniez stwierdzili podwyzszony poziom WrbA w komodrkach planktonowych
K. pneumoniae w stosunku do biofilmu. Ponadto wykazano, ze brak WrbA u E. coli powoduje

wzrost wrazliwosci na ROS i zahamowanie tworzenia biofilmu (Rossi et al., 2021).

Biatka, ktérych poziom jest wyraznie wyzszy w centrum niz w pierscieniu

HutH (A6T6L1) — liaza histydynowa i HutU (A6T6L0O) — hydrataza urokanianu.
U K. pneumoniae obecnych jest 6 gendw odpowiedzialnych za przeksztatcanie histydyny do
glutaminianu, amoniaku i mréwczanu: cztery geny kodujgce enzymy HutU, HutH, Hutl, HutG,
gen hutC kodujacy represor oraz hutT kodujacy transporter urokanianu (Brameyer et al., 2022).
W przypadku niektérych patogendw (P. aeruginosa, Yersinia pseudotuberculosis, Xanthomonas
oryzae, Brucella abortus) geny hut sg zwigzane z wirulencjg (Liang et al., 2018). Dostepne s3
nieliczne dane wskazujgce na zwigzek metabolizmu histydyny z biofilmem lub bakteriami
przetrwatymi. Nadprodukcje hydratazy urokanianu wykryto w biofilmie Stenotrophomonas
maltophilia (Di Bonaventura et al., 2023). Wykazano, ze w szczepach S. aureus AhemA i AhemB
nieprodukujgcych hemu, poziom transkryptéw hutU i hutT byt znacznie obnizony, a powstawanie

bakterii przetrwatych podczas stresu oksydacyjnego silnie zahamowane (Wang et al., 2021).
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Z kolei, nadprodukcja HutU i Hutl w szczepach S. aureus AhemA/B przywracata zdolno$é

tworzenia bakterii przetrwatych.

MetK (A6TDV1) — syntaza S-adenozylometioniny (SAM), ktdrej substratami sg metionina
i ATP. Wykazano, ze metK nalezy do gendw, ktérych ekspresja wzrasta podczas tworzenia biofilmu
E. coli (Ren et al.,, 2004). K. pneumoniae wykorzystuje SAM miedzy innymi do syntezy 4,5-
dihydroksy-2,3-pentanodionu, prekursora autoinduktoréw klasy 2(Al2), ktére biorg udziat
w zjawisku quorum sensing (Lazar et al., 2021). O roli quorum sensing w fizjologii bakterii
wspomniano juz we Wstepie. Brakuje jednak szczegétowych informacji o funkcji tego
mechanizmu w powstawaniu biofilmu i bakterii przetrwatych/VBNC u K. pneumoniae. Warto
zaznaczy¢, ze poziom liazy S-rybozylohomocysteinowej LuxS (YgaG, A6TCV3) uczestniczacej
w syntezie Al2, byt 1,3 razy wyzszy w centrum niz w pierscieniu (Rys. 35). Wydaje sie wiec, ze
procesy zalezne od Al2 (w tym powstawanie bakterii przetrwatych) zachodzg bardziej

intensywnie w centrum niz w subpopulacji pierscienia.

MscL (A6TEU4) — kanat mechanoczuty reagujacy na naprezenia w dwuwarstie lipidowej;
uczestniczy w regulacji ciSnienia osmotycznego w komaérce. Lv i wsp. (2022) wykazali, ze stosujac
szok hipotoniczny mozna uwrazliwi¢ bakterie przetrwate E. coli na antybiotyki
aminoglikozydowe. Uszkodzenie btony cytoplazmatycznej przez szok powodowato aktywacje
kanatéw Mscl, przez ktdre antybiotyki wnikaty do wnetrza komodrek przetrwatych.
U Actinobacillus pleuropneumoniae  MscL chroni komodrki przed stresem osmotycznym,
warunkuje wrazliwos¢ na antybiotyki i dodatkowo bierze udziat w tworzeniu biofilmu (Wan et
al., 2024). MscL prawdopodobnie umozliwia wydzielanie biatek z komarki, ktdre stajq sie czescia

EPS.

RraA (A6TGB9) — Regulator of ribonuclease activity A. RraA hamuje aktywnos¢ Rnazy E, ktéra
degraduje wiekszo$¢ RNA, w tym rRNA w komorce E. coli (Gérna et al., 2010). Cho i wsp. (2015)
wykazali, ze w komdrkach przetrwatych E. coli nastepuje powolna degradacja rRNA i rozkfad
rybosomoéw wynikajacy miedzy innymi z podwyzszonego poziomu RNAzy E. By¢ moze proces ten
zachodzi réwniez u K. pneumoniae i jest cze$ciowo hamowany w centrum makrokolonii dzieki

nadprodukcji RraA.

SpeA (A6TDVO0) — dekarbosylaza argininy, katalizuje biosynteze agmatyny z argininy. U E. coli
agmatyna jest wydzielana na zewnatrz powodujgc wzrost zewngtrzkomdrkowego pH i chronigc

w ten sposdb bakterie przed stresem zwigzanym z kwasnym pH (Brameyer et al., 2022). Synteza
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wydzielanej agmatyny u E. coli jest jednak katalizowana przez inng dekarboksylaze argininy AdiA.

Wedtug bazy Uniprot, obecnosci AdiA u K. pneumoniae do tej pory nie stwierdzono.

SstT (A6TEC8) — symporter treoniny/seryny i Na*. W komérkach E. coli ekspresja sstT mRNA
jest negatywnie regulowana przez sRNA GevB. Po utworzeniu komplekséw sstT i SRNA docelowe
MRNA (sstT) jest degradowane przez Rnaze E (Lalaouna et al.,, 2019). Poniewaz w centrum
makrokolonii znajduje sie wiecej inhibitora Rnazy E -RraA, w poréwnaiu z subpopulacjg
pierscienia, mRNA sstT moze byc¢ bardziej stabilne niz w subpopulacji pierscienia, co w efekcie

prowadzi do nadprodukcji SstT.

Oddzielng kategorie mogg stanowié biatka GrcA i KatG, ktorych poziom znacznie rézni sie
miedzy hodowlg ptynng i makrokoloniami, oraz miedzy subpopulacjami centrum i pierscienia.
Oba biatka uczestnicza w ochronie komdrek przed stresem oksydacyjnym, ale ich mechanizmy

i miejsce dziatania (makrokolonie lub komarki planktonowe w hodowli ptynnej) sg rdzne.

KatG (A6T9H9) — dwufunkcyjny enzym katalaza-peroksydaza. Poziom KatG w hodowli
ptynnej byt wyzszy, odpowiednio dwukrotnie i 1,4 raza, w poréwnaniu z subpopulacjami
pierscienia i centrum. KatG petni funkcje wymiatacza H.0,, ktéry jest efektem ubocznym
metabolizmu tlenowego. Oprécz KatG, w komérkach E. coli podobng funkcje petnig reduktaza

wodorotlenku alkilu AhP i katalaza KatE (Liu et al., 2021).

GrcA/YfiD (A6TCJ1) Autonomous glycyl radical cofactor. Funkcja GrcA jest zwigzana
z aktywnoscig liazy pirogronian-mréwczan PfIB. W trakcie przeksztatcania pirogronianu do
mrowczanu i acetylo-CoA w miejscu aktywnym PfIB powstaje rodnik glicyny. W obecnosci O,
dochodzi do przeciecia tancucha polipeptydowego w poblizu rodnika i inaktywacji PfIB. Rolg
GrcA jest aktywacja utlenionej PfIB i innych enzyméw, w ktérych pojawiajg sie rodniki glicyny
(Bowman et al.,, 2019; Kammel & Sawers, 2022). Wzrost poziomu GrcA (YfiD) sugeruje, ze
w  starzejgcych sie makrokoloniach (szczegdlnie w ich centrum) zostaly uruchomione
mechanizmy chronigce bakterie przed stresem oksydacyjnym (Wagner et al.,, 2001). Stres
oksydacyjny w centrum moze miec¢ zwigzek z podwyzszonym poziomem produktéw glikacji
(Rys. 10 i 32). Poziom GrcA byt az 10-krotnie (4-krotnie) wyzszy w centrum (pierscieniu)
makrokolonii niz w hodowli ptynnej, oraz 2,4 razy wyziszy w centrum w poréwnaniu

z pierscieniem makrokolonii.
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Podsumowujac wyniki uzyskane w tej pracy:

1. wykazano, ze podczas wysuszania i rehydratacji E. coli wewngtrzkomdrkowe biatka

ulegajq agregacji, co wigze sie ze wzrostem poziomu bakterii przetrwatych;

2. stwierdzono, Ze podczas stresu zwigzanego z wysuszaniem/rehydratacjg poziom
produktéw glikacji w komérkach E. coli rowniez rosnie, ale wiekszos¢ produktéw glikacji
znajduje sie w frakcji rozpuszczalnej i nie ulega agregacji, co nie potwierdza

wczesniejszych zatozen (Rys. 10.);

3. uzyskane wyniki sugerujg, ze agregaty biatkowe prawdopodobnie petnig role ochronng

w komorkach E. coli podczas warunkow stresowych;

4. srodowiskiem szczegdlnie sprzyjajgcym powstawaniu bakterii przetrwatych u E. coli

i K. pneumoniae sg makrokolonie;

5. izolaty kliniczne K. pneumoniae mogy tworzy¢é dwie odrebne subpopulacje
w makrokoloniach, ktére rdézinig sie poziomem bakterii tolerujgcych antybiotyki

i heteroopornych, poziomem produktéw glikacji oraz profilem biatkowym.
Na podstawie analiz proteomicznych stwierdzono, ze:

a) wyzszy poziom bakterii przetrwatych + VBNC w makrokoloniach w poréwnaniu
z hodowlg ptynng (oraz w subpopulacji centrum w poréwnaniu z subpopulacjg
pierscienia) moze by¢ zwigzany posrednio lub bezposrednio z mniejszg liczbg

rybosomow i nadprodukcjg czynnika hibernacji rybosomow Hpf;

b) inne zidentyfikowane biatka réznicowe réwniez mogg mieé zwigzek ze stanem
przetrwatym i VBNC (IhfA, HutH/U, LamB, MscL) lub resuscytacjg u$pionych komérek
(SucC, ZapB),

c) makrokolonie nadprodukujg biatka, ktére mogg petnic funkcje ochronne w réznych
warunkach stresowych (np. w trakcie dziatania antybiotykdéw): GrcA, AacA4, GevP,

MscL, SpeA, ZapB.

d) pozostate zidentyfikowane biatka rdznicowe uczestniczg w przebudowie
peptydoglikanu (DapA, DadA, LpoB) lub w formowaniu biofilmu (AstD, MetK, MscL,
WrbA).
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6. Wptyw sulforafanu i Reline na bakterie przetrwate K. pneumoniae jest zalezny od
uzytego stezenia, izolatu klinicznego i czasu inkubacji. Potencjalne zastosowanie

sulforafanu i Reline do eliminacji bakterii przetrwatych wymaga dalszych badan.
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