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Wykaz skrotow

e APC —ang. antigen-presenting cells, komorki prezentujace antygen

e BSA —ang. bovine serum albumin, surowicza albumina wotowa

e CD —ang. cluster of differentiation, kompleks réznicowania

e CFU —ang. colony forming unit, jednostka tworzaca koloni¢

e CRPMI — ang. complete Roswell Park Memorial Institute-1640 medium, podtoze
RPMI-1640 zawierajace 10% inaktywowanej termicznie surowicy bydlgcej oraz 1%
antybiotykow
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e DAPI —ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole, 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

e DC —ang. dendritic cells, komoérki dendrytyczne (KD)

e DC-SIGN - ang. Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin, swoista dla komoérek dendrytycznych nieintegryna wigzaca
ICAM-3

e DPANN - nadtyp w taksonomii archeondéw, nazwa pochodzi od nazw typoéw
sktadajacych si¢ na ten nadtyp (Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota,
Nanohaloarchaeota, Nanoarchaeota)

e DSB —ang. double-stranded breaks, dwuniciowe pgknigcia DNA

e EDTA - ang.ethylenediaminetetraacetic acid, wodny roztwdér kwasu
etylenodiaminotetraoctowego
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e FSC —ang. forward-scattered light, $wiatlo rozproszone réwnolegle do wiazki lasera

e GM-CSF - ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow

e GVNP —ang. gas vesicle nanoparticles, pecherzyki gazowe

e HBM —ang. Halobacteria medium, podtoze do hodowli drobnoustrojéw halofilnych,
por. 111.1.4.
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PE — ang. phycoerythrin, fikoerytryna
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rGM-CSF — ang. recombinant human granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor, rekombinowany ludzki czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
1 makrofagow

riL-4 — ang. recombinant human interleukine-4, rekombinowana ludzka
interleukina-4

SEB - ang. Staphylococcal enterotoxin B, enterotoksyna gronkowcowa typu B,
superantygen SEB

SSB — ang. single-stranded breaks, jednoniciowe peknigcia DNA

SSC — ang. side-scattered light, $wiatto rozproszone prostopadle do wigzki lasera
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TACK — nadtyp w taksonomii archeonéw, nazwa pochodzi od nazw typow
sktadajacych sie na ten nadtyp (Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota,
Korarchaeota)

TCR —ang. T-cell receptor, receptor limfocytu T

TLR —ang. toll-like receptors, receptory toll-podobne

TMB —ang. 3,3’ 5,5 -tetramethylbenzidine, 3,3”,5,5’- tetrametylobenzydyna

TNF — ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworow
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I. Wprowadzenie

1.1. Odkrycie archeonow oraz ich podzial taksonomiczny

Archaea to domena jednokomorkowych, pozbawionych jadra komorkowego organizmow
zywych, posiadajacych unikalne cechy odrdzniajgce je od bakterii oraz eukariontow [1, 2].
Pierwotnie, archecony wraz z bakteriami opisywane byty jako jedna grupa — Monera [3],
jednak wyniki badan prowadzonych przez Woese i Fox w 1977 r. staty si¢ podstawa do
rozdzielenia tych organizmow na poziomie taksonomicznym [4]. Na podstawie badan
filogenetycznych 16S rRNA (u prokariontéw) i 18S rRNA (u eukariontow) zaproponowano
drzewo filogenetyczne obejmujace trzy grupy: 1. ,typowe bakterie”, 2. eukarionty,
oraz 3. ,bakterie” metanogenne [4]. W 1990 Woese i wsp. zaproponowali ostateczny podziat
organizmow zywych na trzy domeny: Eukarya, Bacteria oraz Archaea [5, 6]. Rozwoj technik
biologii molekularnej (m.in. sekwencjonowanie calych genomdéw czy badanie
niehodowalnych drobnoustrojow) [1] pozwolit na nowe podejscie do klasycznego drzewa
filogenetycznego. Obecny podzial wskazuje na dwie dominujace linie ewolucyjne [1].
Pierwsza obejmuje bakterie oraz organizmy wchodzace w sktad nowo proponowanej grupy
Candidate Phyla Radiation (obecnie brak polskiej nazwy). Drugg lini¢ stanowig archeony
oraz eukarionty, ktore wedlug tej systematyki, stanowig odgatezienie od glownej grupy
Archaea [1]. Podziat ten, zaprezentowany na Rycynie 1 [Ryc. 1.], odzwierciedla stopien

podobienstwa genetycznego organizmow zywych [1].

Obecnie archeony sa podzielone na trzy nadtypy (superphylum) — Asgard, DPANN (od
nazwy typow skladajacych si¢ na nadtyp: Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota,
Nanohaloarchaeota, Nanoarchaeota) i TACK (od nazwy typow sktadajacych si¢ na nadtyp:
Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota) oraz jeden typ (phylum) —

Euryarchaeota [6, 7].
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jest opisana jako , gatqz” domeny Archaea. Wprowadzono pojecie nowej domeny — Candidate Phyla Radiation [1].
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Archeony stanowig interesujacg dla naukowcoéw domene z kilku powodow. Sg one istotnym
obiektem badan zwigzanych z pochodzeniem zycia na Ziemi oraz wzajemnych powigzan
miedzy trzema domenami organizmow zywych. Ponadto, archeony sg okreslane mianem
»ekstremofili”, czyli organizmow zdolnych do zycia w ekstremalnych warunkach
srodowiska. Mimo, ze nie wszystkie ekstremofile to archeony (oraz nie wszystkie
drobnoustroje z domeny Archaea to ekstremofile), to stanowiag one dominujace organizmy
zyjace w skrajnie niekorzystnych ekosystemach. Archeony stanowig rowniez interesujacy
obiekt badan biotechnologdéw, m.in. ze wzgledu na wytwarzanie enzymoéw zdolnych do
dziatania w wysokiej temperaturze, czy astrobiologdw poszukujacych cech drobnoustrojow

mogacych stanowi¢ dowod zycia poza Ziemig [2].

I.2. Budowa i podzial archeonéw

Archeony (Archaea) sg jednokomoérkowymi drobnoustrojami, morfologicznie zblizonymi do
bakterii [8] — komorki mogag wystepowac pojedynczo lub w wigkszych grupach, a ich ksztatt
moze przybiera¢ formy kuliste, cylindryczne, spiralne lub nieregularne. Srednica oraz
dhugo$¢ komorek archeondw sa rowniez zblizone do bakteryjnych i wynosza, odpowiednio
0,1-15 umi0,1-20 um [8]. Archeony tacza w sobie cechy bakterii oraz eukariontéw. Analiza
gendéw zwigzanych z replikacjg, transkrypcjg oraz translacja u Archaea wykazata
podobienstwo do tych wystepujacych u Eukarya, natomiast geny zwigzane z procesami
metabolicznymi sa bardziej zblizone do Bacteria [9]. Najwazniejsze roznice migdzy
domenami Archaea oraz Bacteria i Eukarya zostaly zebrane w Tabeli 1 [Tabela 1.].
Drobnoustroje z domeny Archaea charakteryzuje si¢ rowniez zestawem unikalnych cech,
ktorych nie posiadajg inne organizmy, m.in.: odrgbnym rodzajem flageliny — archaellum

[10], zdolnoscia do metanogenezy [11] czy brakiem gatunkow patogennych [7, 12].

Posrod drobnoustrojow z domeny Archaea, mozna wyr6zni¢ 4 grupy, podzielone wedhug ich
unikalnych cech biochemicznych oraz wymagan srodowiskowych [13]:

e Archeony metanogenne (metanogeny) — drobnoustroje zamieszkujace glownie
srodowiska beztlenowe, ktére posiadajg zdolno§¢ produkcji metanu ze zwigzkoéw
zawierajacych wegiel (przede wszystkim COz2)

e Archeony halofilne (halofile) — drobnoustroje zyjace w warunkach bardzo wysokiego

zasolenia m.in. w salinach, czy naturalnych stonych jeziorach
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e Thermococcales — archeony obligatoryjnie beztlenowe oraz hipertermofilne

(optymalna temperatura wzrostu moze przekracza¢ 80°C), bytujace gléwnie

w zrodtach termalnych oraz kominach hydrotermalnych

e Sulfolobales — organizmy tlenowe, termofilne i acidofilne (optymalna temperatura

wzrostu wynosi migdzy 70 a 85°C, natomiast optymalne pH to 2,0-3,0) izolowane

m.in. z goragcych zrodet w Parku Narodowym Yellowstone

Tabela 1. Réznice miedzy domenami Bacteria, Archaea oraz Eukarya. Opracowano na podstawie [7].

Cecha Bacteria Archaea Eukarya
Jadro komérkowe Brak Brak Obecne
Organelle komérkowe Brak Brak Obecne
Introny spliceosomowe Brak Brak Obecne
Ksztalt chromosomu Kolisty i liniowy Kolisty Liniowy
Operony Obecne Obecne Rzadkie
. . Zblizona do -
Polimeraza RNA Bakteryjna eukariotycznej Eukariotyczna
Polimeraza DNA Bakteryjna AAITZOTEN Gl Eukariotyczna
eukariotycznej
Typ rybosoméw 70S 70S 80S
e U Formylometionina Metionina Metionina
(aminokwas)
Histony Brak Obecne Obecne
Brak,
Peptydoglikan Tak pseudo-peptydoglikan u Brak
niektorych
Ruchliwo§¢ Flagelina bakteryjna Archaellum Flagelina eukariotyczna
Lipopolisacharyd Obecny Brak Brak

Lipidy blonowe Wiazania estrowe Wiazania eterowe Wigzania estrowe
Metanogeneza Brak Obecna Brak
Fotosynteza tlenowa Obecna Brak Obecna
Formy przetrwalne Obecne Brak Obecne
Patogennos$¢ dla czlowieka Istnieje Brak Istnieje
1.2.1. Struktury zewnatrzkomoérkowe u Archaea
U wielu przedstawicieli domeny Archaea wystepuja unikalne  struktury

zewnatrzkomorkowe, ktore pelnig istotng rolg m.in.: w adhezji, tworzeniu biofilmu czy

poruszaniu si¢ drobnoustrojow [8, 14].
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Wiele gatunkéw archeondw wykazuje zdolno$¢ do chemo- oraz fototaksji. W celu
odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki $rodowiska, archeony wyksztalcily specyficzne
organelle umozliwiajagce ruch zwane archaellami [15]. Archaellum jest szeroko
rozpowszechnione wsrdd drobnoustrojéw z domeny Archaea — obserwowano je zard6wno
wsrod organizmow metanogennych, halofili, termofili czy termoacydofili [15]. Jest to
biatkowa struktura w ksztatcie prawoskretnej helisy, zbudowana z rdzenia oraz filamentu
[8, 14]. Mimo morfologicznego podobienstwa do bakteryjnych rzesek, archaellum jest
catkowicie odrgbng strukturg — w genomie archeonéw nie zidentyfikowano zadnego genu
powigzanego z bakteryjnymi rz¢skami [16]. Zaobserwowano rowniez, ze gtdéwne biatka
filamentu archaellum syntetyzowane sg w formie prebialek, z krotkimi fragmentami
sygnatowymi, ktore sa usuwane przed przylaczeniem biatek do struktury filamentu.
Podobnego mechanizmu nie zaobserwowano w przypadku rzesek bakteryjnych [16].
Wykazano natomiast wysoki poziom homologii miedzy biatkami budujacymi bakteryjne pile
typu 1V, a bialkami wyst¢pujacymi w archaellum zwanymi archaelinami [8]. Oprocz ruchu,
archaellum moze bra¢ réwniez udzial w adhezji archeonéw do innych komorek,

a w konsekwencji do powstawania biofilmow [8].

Kolejng strukturg zewnatrzkomorkowa archeondéw sg pile, powodujace agregacje komorek
oraz tworzenie struktur biofilmu [8]. Jest to struktura zblizona do pili bakteryjnych typu IV,
ale posiadajagca wiasng, unikalng strukture [15] — dwie podjednostki tworzace pile sg

upakowane w formie helis i/lub pierscieni [8].

Ciekawa 1 unikalng struktura zewnatrzkomoérkowa archeonow sg organelle przypominajace
haczyki opisane w nomenklaturze jako hamus (tac. hak, haczyk na ryby; L.m. hami) [17].
Ich obecnos¢ opisano u archeonow (ziarniaki o $rednicy 0,6 pm) wyizolowanych z wody
z zimnych (okoto 10°C), siarkowych bagien [17]. ,,Haczyki” opisano jako struktury majace
okoto 1 — 3 um dlugosci, 7 — 8 nm szerokosci, przypominajace wygladem drut kolczasty,
ktore sa stabilne w szerokim zakresie temperatur (0 — 70°C) oraz pH (0,5 — 11,5 pH) [17].
Na ich koncach zaobserwowano ,,przyczepione” bakterie towarzyszace archeonom [17].
Sa to struktury zaangazowane prawdopodobnie w powstawanie mieszanych biofilmow

miedzygatunkowych [8].

21| Strona



1.2.2. Sciana komérkowa, warstwa S oraz blona komérkowa u Archaea

Archeony w  wigkszoSci  posiadajg  $ciang  komorkowa — pozbawiong  LPS
(ang. lipopolysaccharide, lipopolisacharyd), a w miejsce bakteryjnego peptydoglikanu
u niektorych gatunkow Archaea wystepuje pseudomureina [8, 14]. W przeciwienstwie do
bakteryjnego peptydoglikanu zbudowanego z kwasu N-acetylomuraminowego potaczonego
wigzaniami B-1,4 z D-N-acetyloglukozaming, pseudomureina jest zbudowana z kwasu

L-N-acetyltalosaminuronowego potaczonego wigzaniami -1,3 z D-N-acetyloglukozaming
[18].

Niemal u wszystkich drobnoustrojow reprezentujacych domene Archaea wystepuje
zewnetrzna warstwa (warstwa S) o grubosci 5-25 nm, zbudowana z biatek i/lub glikoprotein
charakteryzujacych si¢ duza zawarto$cia aminokwasoéw kwasnych i hydrofobowych.
Struktura ta pozwala zachowa¢ ksztatt komoérek oraz stanowi ochrong przed $rodowiskiem
zewnetrznym [8, 9, 14]. Niektore archeony nie posiadaja $ciany komorkowej, a jedynie

warstwe S, ktora stanowi ich jedyng warstwe ochronng [8].

Blona komodrkowa archeonow, cho¢ zbudowana z glicerofosfolipidow, podobnie jak
u Bacteria oraz Eukarya, charakteryzuje si¢ jednak niespotykana budowa. Archeony nie
posiadaja w swojej btonie komoérkowej D-glicerolu jak inne organizmy, lecz L-glicerol [8].
Unikalng cechg Archaea jest obecno$¢ wigzan eterowych miedzy glicerolem a izoprenoidami
btony komodrkowej, w przeciwienstwie do wigzan estrowych wystepujacych u bakterii oraz
eukariontow. Wigzania eterowe s3 bardziej stabilne niz wigzania estrowe, co moze
przektada¢ si¢ na zdolno$¢ archeonoéw do zasiedlania ekstremalnych srodowisk [7, 8, 14].
Niektére archeony halofilne posiadaja w swojej btonie komorkowej zwiazki o barwie
fioletowej, czerwonej lub purpurowej. Jednym z nich jest bakterioruberyna, czerwony
barwnik z grupy karotenoidow, wystepujacy m.in. u Halobacterium halobium,
Halobacterium salinarum czy Halorubrum sodomense. W blonie komorkowe;j
Halobacterium halobium wystepuje rowniez bakteriorodepsyna — barwnik purpurowy [8].
W komorkach archeonéw moze wystepowac rdwniez przestrzen periplazmatyczna migdzy

btong cytoplazmatyczng a warstwa S [8].
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1.2.3. Budowa wewnetrzna oraz metabolizm Archaea

Wnetrze komorek archeondw nie jest podzielone systemem blon. Archeony nie posiadaja
mitochondriéw, retikulum endoplazmatycznego, lizosomow, czy tez aparatu Golgiego
[8, 14]. Budowa rybosomow archeonow rowniez jest podobna do budowy rybosomow
bakteryjnych — rybosomy wystepuja w formie 70S zbudowane z dwdch podjednostek: duzej
50S oraz matej 30S [7, 8, 9]. Archeony nie posiadajg jadra komorkowego, ani btony jadrowe;j.
Genom archeonéw ma forme kolistg i jest SciSle upakowany w formie nukleoidu [8, 9],
jednak w odroznieniu od bakterii, archeony posiadaja rowniez biatka histonowe, co taczy
domeny Archaea oraz Eukarya [7, 8, 9]. Ponadto, w komoérkach archeonéw wystepuje
pozachromosomowy DNA w formie plazmidow [8].

Wigkszo§¢ z dotychczas poznanych archeondéw to drobnoustroje pozyskujace energie
w warunkach beztlenowych [8]. Dobrze poznane sg procesy wystepujace u archeonow
metanogennych polegajace na uzyskaniu energii poprzez syntez¢ metanu m.in. z dwutlenku
wegla czy czasteczkowego wodoru [8], a takze proces odwrotny polegajacy na utlenieniu
metanu czyli odwroconej metanogenezy [8]. Archeony wykorzystuja rowniez inne zwigzki
jako zrodta energii, m.in. alkohole, octany, jabiczany, aminokwasy czy mono- oraz
polisacharydy [8]. Poczatkowy aminokwas w biatkach archeondéw oraz eukariontow to
metionina, w odréznieniu od bakteryjnej N-formylometioniny [7]. Metabolizm archeonéw
ma znaczenie w badaniach nad ta grupa drobnoustrojéw — duza czegs$¢ z nich to organizmy

niehodowalne w warunkach laboratoryjnych [14].

1.3. Archeony jako skladnik ludzkiego mikrobiomu

Organizmy eukariotyczne, oraz zyjace z nimi w $cislej symbiozie prokarionty, oddzialuja na
siebie wzajemnie oraz mogg podlega¢ wspolnej ewolucji. Drobnoustroje kolonizujace
makroorganizm stanowig mikrobiote, natomiast genom mikrobioty nazywany jest
mikrobiomem [19]. Wiele czynnikow, takich jak: wiek, dieta, stosowanie antybiotykow,
geograficzny obszar wystgpowania, a nawet sposob porodu, wptywa na sktad mikrobiomu
[20]. Kazda tkanka organizmu majgca bezposredni kontakt ze srodowiskiem zewnetrznym
charakteryzuje si¢ obecnos$cig specyficznego mikrobiomu. Z dotychczasowych badan

wynika, ze najwicksza réznorodnos¢ mikroorganizméw wystepuje w jelitach. Wiele prac
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podkresla wyjatkowa role tej mikrobioty w stymulacji uktadu odpornos$ciowego, syntezie
witamin (m.in. biotyna, tiamina, ryboflawina), produkcji krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych, jak roéwniez w oddzialywaniu miedzy moézgiem a jelitami [19, 20].
W organizmie gospodarza wyroznia si¢ r6zne drobnoustroje, stanowigce czes$¢ naturalnej
mikrobioty, charakterystyczne dla okreSlonych miejsc, jak np.: w jamie ustnej —
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Fusobacterium spp., Actinomyces spp.; na
powierzchni oka — Acinetobacter spp. i Aeribacillus spp.; na powierzchni skory —
Staphylococcus spp., Bacteroidetes, Proteobacteria; oraz w jelitach: Bacteroides spp.,
Prevotella spp., Ruminococcus spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp.,
Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Lactobacillus spp [19].

Archaea sa to organizmy w wigkszosci ekstremofilne czyli zdolne do przezycia w skrajnych
warunkach srodowiska — wysokiej/niskiej temperaturze, srodowisku kwasowym/zasadowym
lub o0 wysokim stezeniu soli [21, 22]. W ostatnich latach nastapit szereg odkry¢ wskazujacych
na obecno$¢ i znaczenie archeonow w ludzkiej mikrobiocie.
W literaturze angloj¢zycznej wprowadzono pojgcie ,,archaeome” oznaczajace udziat
archeondéw jako waznego sktadnika ludzkiego mikrobiomu [7, 23]. U cztowieka archeony
znajduja si¢ gtownie na skorze (przedstawiciele typu Thaumarchaeota [24]) oraz w jelitach
(Methanobrevibacter smithii oraz Methanosphaera stadtmanae) [7]. Archeony z r6znych
grup, takich jak: Methanobacteriales, Methanomassiliicoccales, Methanomicrobiales,
Methanosarcinales, Halobacteriales, czy przedstawiciele nadtypu DPANN stanowig
sktadowa mikrobioty czlowieka [7]. Najwcze$niej wyizolowane oraz wyhodowane
w warunkach laboratoryjnych zostaly archeony metanogenne pochodzace z mikrobioty jelita
grubego: Methanobrevibacter smithii, Methanosphaera stadtmana i Methanomassiliicoccus
luminyensis [23]. Wiedza na temat funkcji archeonéw metanogennych w ludzkiej
mikrobiocie jest nadal niewystarczajgca. Zauwazono m.in. zwiekszong obecnos¢ archeondéw
metanogennych u osob otylych przy jednoczesnym spadku ilo$ci metanogenéw po
operacyjnym zmniejszeniu wagi [25]. Badania na myszach wykazaly, ze obecno$¢ M. smithii
jest skorelowana ze zwigkszonym poziomem krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych,
co przektada si¢ na wigksze wchtanianie energii w jelitach [25]. Obserwowano rowniez
zwigzek migdzy obecnoscig metanogenow, a wystepowaniem nieswoistego zapalenia jelit —

u 30% pacjentéw z chorobg Crohna wykryto archeony metanogenne w poréwnaniu do 48%
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u zdrowych osob. Ponadto, u pacjentdéw z paradontoza czeSciej obserwowanO archeony
metanogenne w jamie ustnej niz u oso6b zdrowych [25]. Poza drobnoustrojami
metanogennymi, w prokach katu rozpoznano i1 wyizolowano przedstawicieli rzedu
Halobacteriales (np. Haloferax massiliensis) w materiale zarowno od oséb zdrowych, jak
i od pacjentow z nieswoistym zapaleniem jelit [7, 26, 27]. Jednakze w literaturze brak jest
obecnie informacji na temat powigzan mi¢dzy halofilami a ludzkim mikrobiomem — nie ma
pewnosci czy te drobnoustroje stanowig skladnik mikrobioty czy ich obecnos¢ jest
przejSciowa i zwigzana ze spozywaniem stonych pokarmow [7, 27]. Oxley i wsp. [28]
wskazali, ze cze$¢ archeonow halofilnych zidentyfikowanych w probkach katu od pacjentow
z nieswoistym zapaleniem jelit to drobnoustroje srodowiskowe izolowane m.in. ze stonych
jezior lub z solonych krewetek [28]. Mimo odkrywania coraz wigkszej liczby gatunkoéw
archeon6w powigzanych z makroorganizmami lub zyjacymi wolno w $rodowisku, nadal nie

opisano zadnego gatunku chorobotworczego z domeny Archaea [7].

|.4. Charakterystyka archeonow halofilnych

Pojeciem archeon6éw halofilnych (halofili) okresla si¢ drobnoustroje nalezace do klasy
Halobacteria w typie Euryarcharota domeny Archaea [29]. Halofile, w zaleznosci od
klasyfikacji, toleruja lub wymagaja do wzrostu wysokich stezen soli NaCl lub KCI [21]
I zasiedlajg stone jeziora, saliny, solanki, kopalnie soli kamiennej oraz sama s6l, a przez to
rowniez wystepujag w stonych potrawach [21, 29-31]. W literaturze spotyka si¢ podziat
halofili na organizmy halotolerancyjne (okoto 0,3 M NaCl), halofilne (okoto 0,2-2,0 M NaCl)
oraz skrajnie halofilne (okoto 3,0-5,0 M NaCl) [31]. Halofile morfologicznie przypominajg
inne archeony — ziarniaki, paleczki, lub tworzg formy pleomorficzne [21] np. komorki
Haloquadratum walsby o strukturze zblizonej do ksztaltu szescianu [32]. Biochemia halofili
stanowi dowod na ich przystosowanie do panujacego Srodowiska — wigkszo$¢ enzymow
wymaga do prawidtowego dziatania wysokiego stezenia NaCl lub KCI (3 — 4 M), budowa
biatek jest odporna na wysokie zasolenie (duzy udziat aminokwaséw kwasowych, przy
znikomym udziale aminokwaséw zasadowych), a obecnos¢ bakterioruberyny i innych
karotenoidow w blonie komorkowej chroni te drobnoustroje przed wpltywem $wiatta

stonecznego [21].
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Interesujagcym zagadnieniem jest wyjatkowa ,,dlugowieczno$¢” archeondéw halofilnych.
Zaobserwowano m.in. obecno$¢ halofili w prébkach halitow z Doliny Smierci w USA
liczacych 22 000 — 34 000 lat [33]. Mikroorganizmy w takich §rodowiskach byly narazone
przez dlugi czas na dziatanie wysokiej temperatury, okresowe wysychanie, niskg dostepnosé¢
substancji odzywczych (zrodet wegla, fosforu i azotu) oraz wysoki poziom promieniowania
UV [34]. Halofile wyksztalcity unikalne mechanizmy, pozwalajace przezy¢ w tak
niekorzystnych warunkach. Haloquadratum walsbyi wytwarza biatko zbudowane z 9159
aminokwasoéw zwane halomucyng, ktore jest wydzielane na zewnatrz komoérek i tworzy
,chmure” magazynujacg wode oraz stanowi ochron¢ drobnoustroju przed fagami [34].
Z kolei Haloferax volcanii wykorzystuje zewnatrzkomorkowe DNA obecne w $rodowisku

jako zrodto wegla, fosforu i azotu [34].

Wigkszos¢ badan nad przystosowaniem halofili do warunkéw wysokiego zasolenia
przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch organizméw modelowych - Halobacterium
salinarum (Halobacteriaceae) oraz Haloarcula marismortui (Haloarculaceae) [35].
Drobnoustroje z klasy Halobacteria ulegaja lizie po umieszczeniu w srodowisku o niskiej
zawartosci soli — glikoproteiny w ich $cianie komorkowej potrzebuja wysokiego stezenia soli
by utrzymaé swoja strukture [35]. Badania wewngtrzkomorkowego stezenia jonow
wykazaly, ze halofile utrzymuja réwnowagg osmotyczng dzigki wysokiemu stezeniu
kationow potasowych (K*), natomiast aniony chlorkowe (CI") utrzymujg w réwnowadze
wewnatrzkomérkowe kationy. Jony sodowe (Na®) sg obecne w komorce w duzo nizszym
stezeniu niz kationy potasowe (K¥) [35]. Badania Engel i Catchpole [36] wykazaty, iz
Halobacterium salinarum hodowane na agarze peptonowym zawierajacym 4,28 M NaCl,
0,036 M K oraz inne sole, zawieraty w swoich komorkach stezenie jonow potasowych 110
razy wieksze niz w podlozu, natomiast st¢zenie Kationéw sodowych wewnatrz komorek
archeonow wynosito 0,3 zawarto$ci podtoza [36]. Mozliwos¢ utrzymania takich stezen
jonéw wymaga 0d archeonow halofilnych posiadania wielu rodzajow kanatéw jonowych,
przez ktore okreslone jony moga przechodzi¢ pasywnie, a do transportu kolejnych konieczne

sg pompy jonowe wymagajace udziatu energii w formie ATP [35].

Archeony halofilne posiadajg rowniez szereg przystosowan na poziomie enzymatycznym.

W wyniku zsekwencjonowania genomu Halobacterium sp. NRC-1 wykazano, iz
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drobnoustroj ten posiada nadmiar aminokwasow kwasowych (kwas glutaminowy oraz kwas
asparaginowy) przy jednoczesnym niedoborze aminokwaséw zasadowych (lizyna i arginina)
[37]. Dalsze badania potwierdzity kwasowg natur¢ bialek wyst¢pujagcych u wszystkich

badanych drobnoustrojoéw z klasy Haloarchaea [37].

Kazdego roku opisywane sa nowe gatunki archeonéw halofilnych. Obecnie, baza PubMed
po wpisaniu hasta ,,halophilic archaea” wyswietla ponad 2200 publikacji naukowych (dane
na grudzien 2022). Jedna z ciekawszych baz danych powstatych w ostatnich latach jest
projekt HaloDom, dokumentujacy informacje o wszystkich organizmach halofilnych.
W momencie utworzenia (2018 r.) w bazie tej bylo zebranych ponad 1000 gatunkow z
réznych domen organizmow zywych. Obecnie opisanych jest lacznie 1267 gatunkéw

bakterii, archeonow oraz eukariontow halofilnych [38].

1.4.1. Charakterystyka badanych szczepéw — Halorhabdus rudnickae oraz
Natrinema salaciae

Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae to dwa gatunki archeonéw halofilnych,
opisanych przez zespot naukowcow z Uniwersytetu w Coimbrze w Portugalii, kierowany do
2020 roku przez prof. Miltona S da Coste [39, 40]. Schematyczne drzewo taksonomiczne
obu drobnoustrojow zamieszczono na Rycinie 2 [Ryc. 2.]. Gatunek Halorhabdus rudnickae
(Hrd. rudnickae) po raz pierwszy zostal opisany w 2016 roku przez Albuquerque i wsp. [39].
Hrd. rudnickae to Gram-ujemne nieruchliwe ziarniaki (okoto 0,8-1,0 pum S$rednicy),
wytwarzajace czerwone kolonie na podlozu Halobacteria. Zostaly wyizolowane z probki
wody pobranej z poeksploatacyjnego otworu wiertniczego E 632, znajdujacego si¢ na terenie
obszaru gorniczego Barycz, nalezacego do Kopalni Soli "Wieliczka". Optymalna
temperatura wzrostu tych drobnoustrojéw to okoto 40°C (brak wzrostu przy 15°C oraz
60°C), optymalne pH to 6,5-7,5 (brak wzrostu przy pH 5,0 i 9,5), zakres zasolenia to
5,0% — 30% NaCl, optymalnie 20% NaCl. Zawartos¢ par G+C w DNA szczepu Hrd.
rudnickae wynosi 61,2 =+ 0,4 mol%. Pelna nazwa szczepu to Halorhabdus rudnickae WSM-
64T. Opisano réwniez szczep Halorhabdus rudnickae WSM-66 — podobienstwo
filogenetyczne 16s rRNA miedzy szczepami WSM-66 oraz WSM-64" jest na poziomie
>99,7% [39].
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Archaea

----- Euryarchaeota

--Stenosarchaea group
B-Halobacteria

~Halobacteriales

E-Halorhabdus rudnickae
~Natrialbales
“-Natrialbaceae

~Natrinema

B-Natrinema salaciae

Ryc. 2. Drzewo taksonomiczne Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae. Rycina wykonana z wykorzystaniem
narzedzia on-line https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cqgi

Gatunek Natrinema salaciae (N. salaciae) zostat opisany w 2012 roku przez Albuquerque
i wsp. [40] N. salaciae to Gram-ujemne, nieruchliwe pleomorficzne komorki 0 ksztalcie
pateczek lub ziarniakow (1,0 — 3,0 um dhugoscei 1 0,8 — 1,5 um szerokosci), wytwarzajace
czerwone kolonie na podtozu Halobacteria. Zostaty wyizolowane z solanki z Jeziora Medee
potozonego w Basenie Morza Srodziemnego, z gtebokosci 3050 m. Optymalna temperatura
wzrostu to 45°C (brak wzrostu przy 25°C oraz 55°C), optymalne pH to 7,0 — 8,0 (brak
wzrostu przy pH 6,0 i 9,5), zakres zasolenia to 9,9% do 29,8% NaCl, optymalny zakres to
15% — 19,8% NaCl. Zawartos¢ par G+C w DNA szczepu N. salaciae wynosi 63,0 +
0,5mol%. Pelna nazwa szczepu to Natrinema salaciae MDB25'[40].

Roéznice miedzy Hrd. rudnickae 64 i N. salaciae zestawiono w Tabeli 2 [Tabela 2.], a obraz

morfologiczny przedstawiono na Rycinie 3 [Ryc. 3.].
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Tabela 2. Tabela poréwnawcza Hrd. rudnickae oraz N. salaciae, na podstawie [39, 40].

Halorhabdus rudnickae ) )
Natrinema salaciae
Charakterystyka WSM-64T/ Halorhabdus
] MDB25"
rudnickae WSM-66
Morfologia ziarniaki formy pleomorficzne
Rozmiar komérki 0,8-1,0 um 0,8-1,5x1,0-3,0 pm
Optimum zasolenia wymagane do
P wymeg 20% 15-19,8%
wzrostu
Jony MgCl, wymagane do wzrostu nie nie
Hydroliza skrobi tak tak
Zawarto$¢ G+C % 61,0% 63,0%
Wymagana temperatura:
zakres 20-57,5°C 30-52,5°C
optimum 40°C 45°C
Wymagane pH:
zakres 5,5-9,0 6,5-9,0
optimum 6,5-7,5 7,0-8,0
Wrazliwo$¢ na:
bacytracyne nie nie
afidikoling nie tak
ryfamycyne b nie nie
Hrd. rudnickae 64 - - N. salaciae
P ‘ R 2
v : s g
¥4 A
vt “» " 3
&
> b :
& 3 .".
: » o, 7=
IS e .
A i
]
J
“

Ryc. 3. Obrazy preparatéow mikroskopowych przedstawiajgcych Gram-ujemne drobnoustroje halofilne: Hrd. rudnickae 64
oraz N. salaciae, preparat barwiony metodq Grama, pow. 10x100, immersja. Zdjecie wtasne.
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I.5. Zastosowanie archeon6w w przemysle i medycynie

Archeony sg obecne w niemal kazdym §rodowisku na Ziemi, w tym w wielu srodowiskach
opisywanych jako ekstremalne [41]. Archeony halofilne jak i inne drobnoustroje
ekstremofilne sg badane przede wszystkim ze wzgledu na ich potencjat biotechnologiczny.
Badana i optymalizowana jest zdolno$¢ archeonow do wytwarzania metanu, wodoru
czgsteczkowego Ho, czy polihydroksyalkanianow [41]. Trwaja prace nad wykorzystaniem
m.in. halofilnych enzymoéow aktywnych w warunkach wysokiego zasolenia, przemystowe;j
produkcji bakteriorodopsyny, a takze zastosowaniem archeondéw do bioremediacji terenéw

skazonych wysoka zawartoscig soli, czy produkcji fermentowanej zywnosci [42].

Archeony sg rowniez badane pod wzglgdem ich wykorzystania w medycynie. Jednym
z obiecujagcych komponentéw sg archeocyny. Sa to peptydy przeciwdrobnoustrojowe
produkowane przez archeony, o bardzo waskim spektrum dzialania (przeciwko
drobnoustrojom blisko spokrewnionym ze szczepem produkujacym) [43]. Najlepiej poznane
sg halocyny, produkowane przez drobnoustroje z rzgdu Halobacteriales oraz sulfobiocyny

wytwarzane przez drobnoustroje z rzedu Sulfolobales [43].

1.5.1. Archeosomy i pecherzyki gazowe jako potencjalne komponenty do
produkcji szczepionek [Publikacja 1]

Archeosomy to liposomy o wielkosci 20-1000 nm zawierajace przynajmniej jeden
archeonowy polarny lipid, ktéry w przeciwienstwie do wigzan estrowych lipidow
eukariotycznych, posiada wigzania eterowe. Btona archeosomow moze sktadac sie z warstwy
podwdjnej zbudowanej z lipidow dieterowych, zwanych archaeolami lub warstwy
pojedynczej zbudowanej z lipidow tetracterowych zwanych kaldarcheolami. Moze réwniez
zawiera¢ oba komponenty. Unikalna struktura btony archeosoméw stanowi ich przewage w
porownaniu do tradycyjnych liposoméw — zachowuja wigkszg stabilno$¢ w szerokim
przedziale pH (od 2,0 do 10,0), sa termostabilne (4°C — 65°C) i wykazuja silniejszy efekt
immunostymulujacy [44].

W modelach zwierzecych wykazano, ze archeosomy sa dobrze tolerowane przez
makroorganizm oraz wzbudzaja silng odpowiedz humoralng i komoérkowa skierowang

przeciwko transportowanym antygenom [44]. Obecnie stosuje si¢ dwie metody wytwarzania
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archeosomoéw. Obie techniki wymagaja wyizolowania lipidéw 2z archeonow
(metanogennych, halofilnych  lub  termoacidofilnych) oraz ich oczyszczenia
z wykorzystaniem metod chromatograficznych. W metodzie pierwszej cienka warstwa
lipidow jest uwadniana w roztworze zawierajgcym antygeny, W celu otrzymania docelowych
archeosomow. Wada tego procesu jest wysoka zmienno$¢ 1 niska wydajno$¢ pochtaniania
antygenow (od 5% do 40%). W drugiej metodzie do wczesniej przygotowanych, pustych
w srodku archeosoméw dodaje si¢ antygen w formie rozpuszczonej [44]. Ukazalo sie wiele
prac w ktorych opisano wykorzystanie archeosomow jako nosnikow antygenow
bakteryjnych (Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae),
pasozytniczych (Trypanosoma cruzi, Schistosoma mansoni) oraz wirusowych (wirus
zapalenia watroby typu B, wirus zapalenia watroby typu C, wirus brodawczaka ludzkiego-
16, wirus grypy) [44]. Na modelu mysim wykazano m.in., iz szczepionka przeciwko pratkom
M. tuberculosis, oparta o archeosomy indukowata istotnie silniejszg produkcjg¢ IFN-y
(ang. interferon, interferon) oraz IL-12 (ang. interleukin, interleukina) w poréwnaniu do
powszechnie stosowanej szczepionki Mycobacterium bovis Bacille Calmette-Guérin.
Wykorzystanie archeosomoéw jako nos$nikow antygendw szczepionkowych posiada wiele
zalet. W poréwnaniu do liposomow, archeosomy sg bardziej odporne na niskie 1 wysokie pH
oraz na skrajne temperatury, a takze wyrozniaja si¢ wigkszg odporno$ciga na stres
oksydacyjny i dziatanie soli zotciowych [44]. Dzigki wysokiej termostabilnosci, preparaty
zawierajagce archeosomy moga by¢ sterylizowane, oraz zachowuja swoje wlasciwos$ci
w wysokiej temperaturze. Badania in vivo na zwierzetach laboratoryjnych wykazaty, iz
archeosomy podawane $rodskornie sg dobrze tolerowane przez organizm i nie powoduja
skutkow ubocznych [44]. Jednakze, istnieja dwa powazne problemy w masowym
zastosowaniu archeosomow jako nos$nikow antygendw szczepionkowych. Pierwszym z nich
jest brak powtarzalno$ci otrzymanych struktur — archeosomy izolowane sg z komorek
archeonow

1 przez to sg zréznicowane ze wzgledu na rodzaj komorek oraz faze wzrostu drobnoustroju.
Druga przeszkoda jest niska efektywnos¢ ,,zamykania” antygenow szczepionkowych
w archeosomach, co w konsekwencji prowadzi do wydluzenia procesu przygotowania

szczepionek oraz zwigkszonych kosztow. Oba problemy moga zosta¢ rozwigzane dzigki
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ulepszeniu technik wytwarzania archeosomdéw, m.in. poprzez tworzenie archeosoméw

potsyntetycznych [44].

Innymi strukturami wytwarzanymi przez archeony, gléwnie przez archeony
metanogenne i halofilne, ktore moga by¢ efektywnie wykorzystane w produkcji szczepionek,
s bialkowe, puste w Srodku pecherzyki gazowe [44]. Sa to struktury o wymiarach 0,045 —
0,2 um szerokosci 1 0,1 — 2,0 um dtugosci, wykorzystywane przez rézne drobnoustroje
wodne do utrzymania si¢ na odpowiedniej glebokosci, w celu zapewnienia dostepu tlenu oraz
$wiatla stonecznego. Jednakze, wiedza na temat pegcherzykow gazowych obecnych
u archeondw metanogennych jest niewystarczajagca [44]. Pecherzyki gazowe
wykorzystywane jako nos$niki antygendéw powstaja w organizmach modyfikowanych
genetycznie i nosza nazwe¢ GVNP (ang. gas vesicle nanoparticles). W celu otrzymania
GVNP, genom drobnoustroju zostaje zmodyfikowany genetycznie poprzez dodanie
sekwencji kodujacej dany antygen. W rezultacie powstaje GVNP zawierajacy na swojej
powierzchni docelowy antygen. GVNP zostaly opisane jako no$niki antygenéw m.in.
matpiego wirusa niedoboru odpornosci, Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Chlamydia trachomatis i Plasmodium falciparum [44]. Immunizacja myszy szczepionka
opartg 0 GVNP, zawierajgca wybrane peptydy S. enterica serowar Typhimurium, skutkowata
silng odpowiedzig odpornosciowa, powigzang m.in. z podwyzszonym poziomem cytokin
prozapalnych jak m.in.: IFN-y, IL-2, IL-9 czy GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor, czynnik stymulujagcy tworzenie Kkolonii granulocytow
i makrofagow). GVNP cechujg si¢ wysoka stabilno$cia, przejawiajaca si¢ m.in. odpornoscia
na chemiczng czy enzymatyczng degradacj¢ oraz termostabilnoscig [44]. P¢cherzyki gazowe
jako no$niki antygenow szczepionkowych charakteryzuja si¢ bezpieczenstwem stosowania
w modelach zwierzecych oraz zapewniaja silng odpowiedZz odpornosciowa przeciwko
antygenom [44]. Gtéwnym problemem w zastosowaniu GVNP jest biotechnologiczny proces
produkcyjny — z racji swojego powstawania, pgcherzyki gazowe moga przenosi¢ jedynie
biatka oraz peptydy. Oznacza to, iz GVNP sa optymalnym nos$nikiem antygendow
bakteryjnych m.in. S. enterica serovar Typhimurium czy C. trachomatis [44].

Podsumowujac, zaréwno archeosomy, jak i pgcherzyki gazowe moga w przysztosci stanowié

alternatywe¢ dla obecnie stosowanych nos$nikéw antygenéw szczepionkowych i/lub
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adiuwantéw. Mimo, iz badania wskazuja na bezpieczenstwo ich stosowania oraz wysoka
skuteczno$¢ w indukowaniu odpowiedzi odpornos$ciowej, to wiedza na temat ich dziatania
pochodzi z badan in vivo z wykorzystaniem modeli mysich. Wykorzystanie innych modeli
zwierzecych, jak rowniez innych form podawania antygenow (archeosomy i GVNP
stosowano przede wszystkim w formie domig$niowej, dootrzewnowej i1 podskdrnie)
pozwoliloby przy$pieszy¢ proces wykorzystania tych komponentéw jako skladnikéw

szczepionek zaakceptowanych do uzycia u ludzi [44].

Doktadna charakterystyka archecosomow oraz pecherzykow gazowych stosowanych
w produkcji szczepionek zostata przedstawiona w publikacji ,,Archaecosomes and Gas
Vesicles as Tools for Vaccine Development ”, bedacej sktadowa niniejszej pracy doktorskiej
[Publikacja 1].
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Archaea are prokaryotic organisms that were classified as a new domain in 1990.
Archaeal cellular components and metabolites have found various applications in the
pharmaceutical industry. Some archaeal lipids can be used to produce archaeosomes, a
new family of liposomes that exhibit high stability to temperatures, pH and oxidative
conditions. Additionally, archaeosomes can be efficient antigen carriers and adjuvants
promoting humoral and cellular immune responses. Some archaea produce gas vesicles,
which are nanoparticles released by the archaea that increase the buoyancy of the cells
and facilitate an upward flotation in water columns. Purified gas vesicles display a great
potential for bioengineering, due to their high stability, immunostimulatory properties and
uptake across cell membranes. Both archaeosomes and archaeal gas vesicles are
attractive tools for the development of novel drug and vaccine carriers to control
various diseases. In this review we discuss the current knowledge on production,
preparation methods and potential applications of archaeosomes and gas vesicles as
carriers for vaccines. We give an overview of the traditional structures of these carriers and
their modifications. A comparative analysis of both vaccine delivery systems, including
their advantages and limitations of their use, is provided. Gas vesicle- and archaeosome-
based vaccines may be powerful next-generation tools for the prevention and treatment of
a wide variety of infectious and non-infectious diseases.

Keywords: Archaea

gas i GVNP,

INTRODUCTION

Archaea constitute the domain consisting of small, single-celled organisms lacking a cell nucleus.
They are generally considered non-pathogenic to humans. Most known species inhabit extreme
environments, such as underwater hydrothermal vents, glaciers or brine lakes. Therefore, they are
called extremophiles and include thermophilic, psychrophilic, acidophilic, alkalophilic, piezophilic
and halophilic microorganisms, as well as polyextremophilics, such as thermoacidophiles.
Metabolites and cellular components of extremophilic archaea are thus resistant to extreme
physical and chemical conditions. Hence, they are widely used in environmental protection
(amidases, nitrilases), molecular biology studies (proteases, DNA polymerases) and industry,
such as the food and feed, pharmaceutical (lipases, esterases, xynalases, chitinases, CGTases,
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pullulanases, nitrilases, glucosidases), paper (lipases, esterases,
cellulases, endoglucanases, xynalases), detergent (lipases,
esterases, proteases, o-amylases, CGTases, pullulanases,
cellulases, nitrilases, glucosidases), chemical (lipases, esterases,
proteases, nitrilases), agrochemical (lipases, esterases, nitrilases),
cosmetic (canthaxanthin), holographic (bacteriorhodopsin),
textile (cellulases, endoglucanases, glucosidases), biofuel
(lipases, esterases, o-amylases, glucoamylases, pullulanases,
amylopullulanases, cellulases) and medical industry (nitrilases,
bacteriorhodopsin, bacterioruberin, diketopiperazines,
polyhydroxyalkanoates, archaeocins, archacosomes, gas
vesicles) (1-5).

In the medical industry, archaeal enzymes, e.g. nitrile-
degrading enzymes called nitrilases, are used for the
production of drugs, such as Ibuprofen, Naproxen,
Gabapentin, Pregabalin, Atorvastation and penicillin (1).
Bacteriorhodopsin is used for the production of artificial
retinas for patients with retinitis pigmentosa (2), while
bacterioruberin (red pigment) is being tested for its anti-cancer
effect. Bacterioruberin of 3 different halophilic species,
Halogeometricum limi RO1-6, Haloplanus vescus RO5-8 and
Halobacterium halobium, has shown cytotoxicity on
hepatocellular adenoma HepG2 cells (3). Diketopiperazines,
produced at industrial scale by halophilic Naloterrigena
hispanica and Natronococcus occultus, present antimicrobial,
antifungal, antiviral and antitumor activity. They also affect the
blood clotting process and inhibit quorum sensing in
Pseudomonas aeruginosa (2). Polyhydroxyalkanoates (PHAs)
are polyesters produced by many types of halophilic archaea,
such as Haloferax mediterranei, a potential industrial source of
the compound. Due to the fact that PHAs are biodegradable and
biocompatible with mammalian tissues and blood, they can be
used as sutures, as well as dressing and osteosynthesis
materials (4).

Archaeocins have also found potential use in the medical
industry. They are antimicrobial proteins or peptides, including
halocins and sulfolobiocin. Halocins are produced by halophilic
archaea of the genera Halobacterium, Halorubrum and
Haloferax (3). So far, 7 halocins have been described, but it is
suspected that there are many more (6). Halocins proved to be
active against other halophilic archaea and certain types of
bacteria from hypersaline environments, such as Halomonas,
Rhadovibrio, Salisaeta and Pontobacillis (3). Their effect on
human pathogens has not been studied yet. Sulfolobiocin is
produced by hyperthermophilic Sulfolobus species and shows
activity against the genus Sulfolobus. Tts effect on human
pathogens also remains unexplored (6).

Some archaeal products may also serve as vaccine carriers of
great potential. These include archacosomes and gas vesicles,
which can act both as transporters of vaccine antigens and as
adjuvants. As purified and synthetic antigens are usually poorly
immunogenic, they often require the addition of adjuvants and/
or particulate carriers. Alum is the most widely used adjuvant/
carrier and has been used for nearly a century. While alum
strongly increases antibody responses to co-administered
antigens, it has less stimulatory effects on T cell responses (7).

Archaeosome and Gas Vesicle Vaccines

More recently, additional adjuvants and vaccine carriers have
been used in licensed vaccines, including oil-in-water emulsions,
virosomes, outer membrane vesicles and liposomes, sometimes
containing Toll-like-Receptor (TLR) agonists to enhance the
activation of antigen-presenting cells (APC) (8). Archaeosomes
(9) and gas vesicles from halophilic archaea (10) are relatively
recent additions to this list and are the objects of this article.

ARCHAEOSOMES

Definition of Archaeosomes

Archaeosomes are liposomes consisting of at least one total polar
lipid extract (TPL) from archaea. In contrast to eukaryotic ester-
linked lipids, archaeal lipids are ether-bound (11). Archaeosomal
membranes composed of ether-lipids can form bilayers,
monolayers or a combination of both (12). The core of bilayer
archaeosomes is composed of diether lipids called archaeols,
while the core of monolayer archacosomes contains tetraether
lipids called caldarchaeols (12). Archaeols and caldarchaeols
have irregularly branched, usually fully saturated phytanyl
chains (20-40 carbon atoms long) connected by ether bonds to
sn-2, 3 carbons of a glycerol backbone (12, 13).

The unique structure of archaeal lipids provides advantages of
archaeosomes over traditional liposomes. They display higher
stability to a wide range of pH (from pH as low as 2 for some
archaeosomes to as high as 10.0), enhanced thermostability
(from 4 to 65°C), low proton permeability and stronger
immunostimulatory effects (12, 14, 15). Moreover, their
structures include both hydrophilic and hydrophobic domains,
allowing both hydrophobic and hydrophilic substances to be
entrapped (12).

Natural archaeosomes consisting of non-modified archaeal
TPLs are effective in delivering a wide range of antigens to APC
for the initiation of strong specific humoral and cellular CD4"
and CD8" immune responses, as well as cellular memory (12, 13,
15, 16). They are ideally suited as carrier systems and/or
adjuvants, as they naturally target and are effectively
phagocytosed by mononuclear cells, and can therefore
effectively present antigens by APC. This facilitates the
induction of humoral and cellular immune responses and
long-term cellular memory (17). The induction of CD8"*
cytotoxic T cell responses by archaeosomes via the stimulation
of dendritic cells and MHC class I cross-presentation can be very
effective against neoplastic cells and intracellular pathogens (12—
14, 17). Natural archaeosomes are well tolerated when
administered intramuscularly to animals (14) and strongly
enhance antibody and T cell responses to entrapped antigens
(18). Administration routes other than systemic routes have also
been explored for archaeosomes, including transdermal, oral and
nasal routes. Topical application of ovalbumin (OVA) included
in archaeosomes resulted in strong antibody responses to OVA
in mice with a Th2 bias (19). Similar results were obtained when
influenza vaccine was used as antigen and administered topically
in an archaeosome formulation, which also resulted in a strong
IFN-y response (20). A comparison of archaeosomes composed

Frontiers in Immunology | www frontiersin.org

September 2021 | Volume 12 | Article 746235

35|Strona



Adamiak et al.

of TPLs from three different archaea applied topically revealed
differences in their ability of antigen distribution and vesicle
accumulation in the skin epidermis (21). An archaeosome
formulation containing total antigen extract from Leishmania
braziliensis topically administered to mice induced a stronger
antibody response to the L. braziliensis antigens than a lipid
formulation, most likely because of its improved stability and
uptake by APC (22). Similarly, OVA formulated in archaeosome
vesicles was more immunogenic when given orally than OVA
formulated in liposomes, likely because of superior stability in
gastric and intestinal fluids (23). Nasal administration of
archaeosome-formulated antigens also induces strong systemic
immune responses and induces IgA responses in the nasal cavity,
in the bile and vagina when aggregated with calcium or
combined with a mucosal adjuvant (24).

Semi-Synthetic Archaeosomes

Traditionally produced, natural archaeosomes are mixtures of
glycolipids for which lot consistency and reproducibility of the
formulations are difficult to control (16). To improve consistency
of archaeosomes, simplified, semi-synthetic formulations have
been developed, which consist of a single lipid called sulfated S-
lactosylarchaeol (SLA), in which the sulfated saccharide group is
covalently linked to the free sn-1 hydroxyl backbone of the
archaeol core (14-16, 25). The chemical formula of SLA is 6-
sulfate-B-D-Galp-(1,4)-B-D-Glcp-(1,1)-archaeol (14, 15). SLA
ensures consistency combined with an easy synthesis method
and therefore reduced production cost (14).

Similar to traditional archacosomes, SLA archaeosomes are
capable of eliciting long-term cellular and humoral responses
against various antigens and maintain a good safety profile (14—
16, 26). They have been shown to be well tolerated without
inducing adverse reactogenicity in mice at doses up to 10 times
higher than those typically used in vaccines (14). Their adjuvant
effect is comparable to or greater than that of widely used
adjuvants, such as aluminum hydroxide, TLR3, TLR4 and
TLRY agonists, oil-in-water or water-in-oil formulations (11).
SLA preparations cause intense local secretion of cytokines,
retention of the antigen and immune cells at the vaccination
site, and strong antigen uptake by APCs and other cells of the
immune system, such as neutrophils and monocytes (14, 16).
They are preferentially taken up by macrophages (16).

In addition to SLA archaeosomes, other semi-synthetic
archacosomes have also been tested in earlier studies as
carriers and adjuvants for entrapped antigens (27). Semi-
synthetic archaeosomes based on archaeol from Halobacterium
salinarum to which various sugar moieties were grafted showed
various types of immune responses to entrapped antigens.
Immunization of mice with OVA entrapped into an
archaetidylglycerophosphate-O-methyl archaeosome purified
from Haloferax volcanii to which 45% gentiotriosylarchaeol,
mannotriosylarchaeol or maltotriosylarchaeol were added
resulted in enhanced CD8" T cell and decreased antibody
responses, compared to the same archaecosome formulation
without the triglycosylarchaeols. In contrast, when all three
triglycosylarchaeols were added to the archaeosome, the

Archaeosome and Gas Vesicle Vaccines

antibody response was less affected, while the enhanced CD8*
T cell response was still observed (28).

Encapsulated and Admixed Archaeosomes

Among the archaeosome formulations there are traditional
encapsulated archaeosomes, in which the antigen is released
from the interior of the carrier, and admixed archaeosomes, in
which the antigens are not entrapped but mixed with empty
archaeosomes (18). Due to the differences in antigen localization
on admixed archaeosomes compared to encapsulated
archaeosomes, it is hypothesized that admixed archaeosomes
may induce alternative antigen presentation pathways to those
induced by encapsulated archaecosomes (16). Despite these
differences, both formulations have repeatedly been shown to
elicit comparable humoral and cellular responses and to induce
strong antigen and immune cell retention at the vaccination site,
with strong local cytokine secretion (15, 16, 26, 29). Similarly, by
comparing three different formulations, Jia et al. also found that
entrapped and admixed archaeosomes induced similar antibody
and T cell responses to the test antigens OVA and hepatitis B
surface antigen (18). However, in a B16- OVA melanoma
model, the encapsulated archaeosomes appeared to have a
greater ability to activate CD8" T cells by dendritic cells in
vitro than admixed formulations, yet in an in vivo murine tumor
model the activity of both formulations was comparable with
respect to survival (16). On the other hand, in a Human
papilloma virus-16 (HPV-16) model, admixed preparations
containing plasmid DNA encoding L1, E6 and E7 of HPV-16
induced higher IFN-y response than encapsulated archaeosomes,
but showed comparable effects on tumor size and survival of the
mice (13).

Combination of Archaeosomes With Adjuvants

Recent studies have shown that when OVA-containing SLA
archaeosomes were co-administered with the TLR3 agonist
poly(I:C), antibody responses to OVA were significantly
enhanced after intramuscular administration over those
obtained when OVA was formulated with SLA archaeosome or
poly(I:C) alone (30). Antigen-specific cytotoxic T cell activity
and TFN-y production were also synergistically increased by the
SLA archaeosome - poly(I:C) combination. A similar synergistic
effect on antigen-specific cytotoxicity and IFN-y production was
also seen when the TLRY agonist CpG instead of poly(I:C) was
combined with the SLA archaeosomes. A synergistic effect of
CpG or poly(I:C) with SLA archaeosomes could also be observed
in a murine B16-OVA tumor model, in which the combination
of SLA archaeosomes with poly(I:C) significantly delayed tumor
growth and prolonged the mouse survival time compared to
OVA formulations with SLA archaeosomes or poly(I:C)
alone (31).

Production of Archaeosomes

The first step in the production of archaeosomes is the isolation
of lipids from methanogenic, halophilic or thermoacidophilic
archaea species, like Methanobrevibacter smithii, H. salinarum or
Thermoplasma acidophilum (12, 16, 17). However, the main
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source of lipids is H. salinarum (Table 1). The obtained lipid
composition depends on the type of archaea. Archaeosomes
made of archaeol mainly come from halophiles, while
archaeosomes containing caldarchaeol are from acidophils, and
archaeosomes composed of the mixture of these lipids are mainly
from methanogens (12). The size of archaeosomes varies from
20-1,000 nm (12). The zeta potential is similar between different
archaeosomal formulations and ranges from -52.6 to -77.7 mV/
with a negative surface charge, and the polydispersity index is in
the range of 0.3 to 0.6, which is larger than that of liposomes,
suggesting a broader particle size distribution (21).

The natural lipids of archaea needed for the production of
archaeosomes can be obtained from total lipid extracts, which
include polar lipids and neutral lipids (e.g. squalene). This can be
done by extracting archaea biomass in a mixture of chloroform,
methanol and water. In order to obtain a pure fraction of TPL,
the extract can then be precipitated with acetone (12, 17).

In order to purify the obtained lipids, chromatography
methods, such as column chromatography or preparative thin-
layer chromatography are routinely used (12, 17). At this stage,
lipids can be chemically modified by modifying the lipid head
groups (12, 17). From natural or chemically modified lipids,
archaeosomes carrying both hydrophilic and hydrophobic
compounds can be produced by hydrating previously dried
thin lipid layers (12, 15, 17).

Traditionally, encapsulated archaeosomes are produced by
hydrating a thin layer of lipids in an antigen solution. As a result,
a solution of archaeosomes with the entrapped antigen is formed
(18). The archaeosome suspension can then be further processed
to obtain a uniform size, e.g. by sonication, and can be separated
from free antigen by centrifugation (13, 15-17).

TABLE 1 | Archaeal vaccines.

Archaeosome and Gas Vesicle Vaccines

However, due to the variable and relatively low encapsulation
efficiency of the antigens, ranging from 5-40%, resulting not only
in the loss of antigen, but also in increased cost of vaccine
production and variable antigen concentrations in a vaccine, a
new archaeosome formula was recently developed, referred to as
admixed archaeosomes (29). They can be formed by admixing a
soluble antigen solution into pre-formed, hollow archaeosomes,
which provides a convenient, easy process of archaeosome
formulations (13, 15, 29). Admixed archaeosomes do not result
in loss of antigen during production and are highly reproducible,
while maintaining strong adjuvant properties (16).

Applications of Archaeosomal Vaccines
Several studies have shown that archaeosomal vaccines are
capable of inducing immune responses against antigens. The
effects of these carriers have been investigated with
Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, Vibrio
cholerae, Trypanosoma cruzi, Schistosoma mansoni, hepatitis B
virus (HBV), Hepatitis C virus (HCV), HPV-16 and influenza
virus, as well as with murine B16 melanoma cells.

Human Papilloma Virus-16

Karimi et al. (13) developed 2 vaccine formulations against HPV-
16, which accounts for approximately 55-60% of all cervical
cancer cases. The encapsulated and admixed formulations of
the natural archaeosomes contained plasmid DNA encoding the
capsid-building protein L1, as well as the E6 and E7 oncoproteins.
Immunization of mice with either archaeosome-L1/E6/E7
induced humoral and cellular CD4" and CD8" responses, with
high levels of IFN-y, IL-2, IL-4 and IL-10. However, the admixed
archaeosomes stimulated higher concentrations of these cytokines

Type of Producer Vaccine carrier Vaccine target Antigen Reference
archaea
Halophilic H. salinarum Admixed archaesosome Melanoma B16- OVA (29)
OVA
H. tebenquichense Encapsulated archaeosome T. cruzi T. cruzi homogenate (32)
H. salinarum Encapsulated archaeosome L. monocytogenes  Secretory proteins (33)
H. salinarum Encapsulated archaesosome M. tuberculosis Secretory protein Rv3619¢ (34)
TPL from H. salinarum Encapsulated and admixed archaeosome HPV-16 pPDNA coding L1, EB, E7 (13)
SLA from modified H. salinarum Encapsulated SLA archaeosome HBV Surface antigen (11)
lipids
SLA from modified H. salinarum Encapsulated SLA archaeosome Melanoma B16 TRP-2 (25)
lipids
SLA from modified H. salinarum Encapsulated and admixed SLA HCV Heterodimer E1E2 (26)
archaeosome
SLA from modified H. salinarum Encapsulated and admixed SLA Melanoma B16- OVA (29)
lipids archaeosome OVA
SLA Admixed SLA archaeosome Schistosoma Cysteine protease SmCB (35)
mansoni
H. salinarum GVNP SV Gag, Tat, Rev and Nef1 fragments  (36)
H. salinarum GVNP S. typhimurium SopB fragments
H. salinarum GVNP C. trachomatis MOMP, OcmB and PompD
fragments
H. salinarum GVNP P. falciparum Enolase fragment
Methanogenic M. smithii Encapsulated archaesosome Melanoma B16 Gp-100, TRP-2 37)
M. smithii Encapsulated archaeosome Influenza virus Hemagglutinin (15)
M. smithii Encapsulated archaesosome V. cholerae Cholera toxin B subunit (38)
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compared to the encapsulated archaeosomes. In addition,
administration of archaeosomes to mice was associated with
increased apoptosis of tumor cells, which reached 40 to 60% of
the PBS controls, while the plasmid DNA alone led to 15 to 20%
apoptosis (13). Empty archaeosomes were not tested for this
readout. Furthermore, archaeosomes reduced and delayed the
growth of tumors, as by day 28, the average tumor volume in mice
immunized with archaeosomes-L1/E6/E7 was only 15%
compared to that of the control mice. Recombinant plasmid
DNA alone and empty archaeosomes led to a tumor size
reduction of approximately 65% and 30%, respectively. Finally,
while all mice in the control group had died by day 42, all mice
immunized with archaeosomes were still alive at that time point.
The recombinant plasmid alone and the empty archaeosome
groups showed a slight delay in mortality compared to the PBS
control (13).

Hepatitis C Virus

When admixed and encapsulated SLA archaeosomes containing
the HCV H77 E1/E2 heterodimer were compared to other
adjuvant formulations, the admixed vaccine provided the
strongest humoral response (26). Moreover, the SLA-admixed
formulation induced antibodies that strongly neutralized HCV
pseudoparticles and prevented infection of Huh7.5 liver cells,
whereas the encapsulated formulation did not. However, the
encapsulated formulation provided the strongest CD4" cellular
response. Neither preparation induced CD8" cell responses in
this model (26).

Influenza Virus

When encapsulated and admixed SLA preparations, natural
encapsulated archaeosomes, and the squalene-based adjuvant
AddaVax, carrying the influenza virus haemagglutinin were
compared to each other, all preparations were found to elicit
humoral responses against the antigen (15). However, the
encapsulated SLA archacosomes and AddaVax-formulated
haemagglutinin provided stronger protection against influenza
virus than M. smithii archaeosomes and prevented weight loss in
influenza virus-infected mice, which averaged 10% in the natural
archaeosome vaccinated group. Maternal vaccination to protect
pups was also assessed using SLA and AddaVax formulations. Six-
week old female mice were vaccinated with either encapsulated or
admixed archaeosomes once before pregnancy or once before and
once during pregnancy. The anti-HA antibody titers in the blood
of the pups were higher when the mothers had received two doses
and were about 10 times lower than in the blood of the mothers.
Pups born to mothers vaccinated with encapsulated SLA
archaeosomes had lower titers than those that were born to
mothers vaccinated with admixed SLA archaeosomes. After one
week, the pups and mothers were infected with the influenza virus
HINI strain PR8 and protection against the disease in pups and
mothers was evaluated. Both immunization protocols with the
admixed archaeosomes induced strong protection against virus-
induced mortality in both mothers and pups, while a single
maternal immunization with the encapsulated archacosomes did
not protect the pups (15). There appeared thus to be a correlation
between protection against weight loss/death and antibody titers

Archaeosome and Gas Vesicle Vaccines

in the pups. These titers did not reach the threshold levels in the
pups born to mothers vaccinated once with the encapsulated
archaeosomes, while the mothers had antibody levels high enough
to be protected.

Hepatitis B Virus

In order to evaluate the immunomodulatory properties of SLA
archaeosomes and to compare them to other adjuvants, such as
TLR3, TLR4 and TLRY agonists, water-in-oil and oil-in-water
emulsions, and aluminum hydroxide, a preparation containing
encapsulated recombinant HBV surface antigen was produced.
The formulation was found to induce strong humoral and CD8"
T cell responses and to stimulate the expression of IL-6, G-CSF,
GM-CSF, KC, MCP-1 and MIP-2. The SLA archaeosomes
showed strong adjuvant properties, similar to or stronger than
other adjuvants and induced the strongest cytotoxic response
among the tested formulations (11).

Melanoma B16

Four encapsulated natural archaeosomes containing separately
Gp100 and TRP-2, a mixture of coentrapped melanoma antigens
and a mixture of archaeosomal carriers of both proteins were
reported to stimulate CD8" T cell responses and to provide
protection against cancer. Dipeptide vaccines were found to
induce better and longer protection than monopeptide
vaccines (37). Subsequently, it was shown that the TRP-2
protein encapsulated in the SLA archaeosome induced a strong
CD8" T cell response in mice and strong protection against B16
melanoma, comparable to that induced by the natural
archaeosome formulation (25).

In the melanoma B16-OVA model, archacosome vaccines
against OVA and checkpoint inhibitor therapy consisting
of anti-PD-1 and anti-CTLA-4 antibodies were combined.
All formulations tested, i.e. admixed and entrapped SLA
archaeosomes and encapsulated natural archaeosomes presenting
OVA, enhanced the effects of checkpoint inhibition therapy
by increasing the survival rate of mice and OVA-CD8" T cell
production and by reducing tumor growth in comparison to
checkpoint inhibition therapy alone (29).

Trypanosoma cruzi

A vaccine formulation against T. cruzi, the parasite that causes
Chagas disease, based on archaeosomes composed of
Halorubrum tebenquichense lipids in which dissolved parasite
homogenates had been encapsulated was found to be effective in
stimulating specific humoral responses. In addition, immunized
mice infected with T. cruzi trypomastigotes showed low blood
parasite titers and high viability compared to the groups of
unvaccinated mice (32).

Schistosoma mansoni

Perera et al. (35) prepared three vaccine formulations targeting
Cathepsin B (SmCB), the most abundant cysteine protease in
schistosomula and adult S. mansoni b}' combining the antigen
with SLA archaeosomes or AddaWax . Both vaccines provided
40% protection and reduced adult worm burden, liver and
intestinal egg counts, with the SLA archaeosome formulation
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reaching 60.5% reduction and AddaWax 86.8%. Both
formulations also induced humoral and cellular immune
responses. The SLA archaeosome formation increased IL-3 and
Thl cytokine levels, while AddaWax stimulated Th17 and Th2
cytokine production.

Listeria monocytogenes

In a vaccine formulation against L. monocytogenes, secretory
proteins obtained from the culture supernatant of this pathogen
were encapsulated in archacosomes composed of H. salinarum
lipids. Vaccination with this formulation resulted in increased
production of the Thl cytokines IFN-y and IL-12, induction of
humoral and cytotoxic T cell responses with the generation of T
cell memory, without inducing TL-4. One week after infection
with L. monocytogenes, a significant reduction in bacterial
burden in the liver and spleen was noticed in the vaccinated
animals compared to the controls, and after further 4 weeks, all
vaccinated mice, unlike the control group, were protected against
death (33).

Mycobacterium tuberculosis

A vaccine formulation against M. tuberculosis based on natural
archaeosomes encapsulated with the Rv3619c antigen was
compared to the most commonly used vaccine, the Bacille
Calmette-Guérin, and shown to provide stronger IFN-y and
TL-12 responses, as well as proliferation of Rv3619-specific T
cells, higher concentrations of co-stimulatory markers, stronger
effector memory T cell responses and significantly greater
reduction in bacterial load in the lungs and spleen after M.
tuberculosis challenge (34).

Vibrio cholerae

The immune responses against the cholera toxin subunit B were
also compared between preparations using liposomal and
archaeosomal carriers. Archaeosomal vaccines prepared from
M. smithii lipids appeared to induce significantly higher humoral
responses compared to liposomes and similar responses
compared to Freund’s complete adjuvant. Moreover,
archaeosomal vaccines only required two administrations to
achieve maximum antibody titers in mice (38).

GAS VESICLES

Definition of Gas Vesicles

Gas vesicles are small, inert, empty, proteinaceous intracellular
organelles, produced by various microbes, including
cyanobacteria, proteobacteria and halophilic and methanogenic
archaea (36, 39, 40). In microorganisms inhabiting the water
environment, gas vesicles play a role in the buoyancy of the cell,
allowing it to adapt to environmental changes and to maintain
access to oxygen and light required for ATP synthesis and
optimal microbial growth (39-41). However, the role of gas
vesicles in microorganisms such as methanogenic archaea or soil
bacteria still remains unknown (36).

Archaeosome and Gas Vesicle Vaccines

In the first stages of their biosynthesis, the vesicles are
biconical and subsequently evolve into a cylindrical shape (39,
40). Usually, gas vesicles are 0.045 - 0.2 yum wide and 0.1 - 2 pum
long, but their exact size and shape are determined by
environmental conditions, e.g. the higher the pressure, the
narrower the gas vesicles (39). Gas vesicles consist only of
proteins. The basic composition of the vesicle structure
includes two proteins: small hydrophobic GvpA proteins (7-8
kDa) and large hydrophilic GvpC proteins (20-40 kDa) (39, 40).

The GvpA proteins are the main component of the gas vesicle,
building its core. GvpA forms 4.6 nm-wide ribs that spiral up
perpendicular to the long axis of the gas vesicle. The hydrophobic
vesicle wall composed of a single layer of GvpA proteins is 2 nm
thick and allows diffusion of gases in both directions (23). The
GvpC proteins form a hydrophilic mesh on the outer surface of
the gas vesicle, strengthening its stability and structure (39, 40),
but do not play an important role in membrane integrity. The H.
volcanii 1C mutant containing all gvp genes except for gvpC still
produces gas vesicle structures, although they take an unusual
shape (41).

The production of gas vesicles and its regulation are driven by
the differential expression of gvp gene clusters and often depend
on environmental parameters (24). Besides the gvpA and gvpC
genes, there are many other genes with unknown functions.
While there is homology between the major genes encoding
GvpA and GvpC of different organisms, distinct variations exist
for the rest of the genes (39). The gvp cluster encodes between 8-
14 Gvp proteins, which are found both on chromosomes and
plasmids (40). A total of 14 gvp genes were identified in the
Halobacterium NRC-1 strain, organized into two divergent
operons, gvpACNO and gvpDEFGHIJKLM (37, 39, 41). While
the function of most proteins remains unclear, it has been
proposed that they are less important structural proteins or
perform regulatory functions (23). It is known that not all Gvp
proteins are necessary for the formation of gas vesicles. GvpC,
GvpD, GvpE, GvpH and Gvpl are redundant (41). GvpD and
GvpE are regulatory proteins. GvpD represses the expression of
gvpA and gvpC, while GvpE activates their expression (40, 41).
Among these genes the most widely used for biotechnological
purposes is gvpC. Several studies have shown that foreign
sequences inserted into gvpC in Halobacterium sp. NRC-1
allowed the effective presentation of antigens on the surface of
the vesicle (39).

Gas vesicles were first proposed as antigen carriers almost 20
years ago. Since then, they have been studied for the presentation
of viral, bacterial and eukaryotic antigens (39). For this purpose,
gas vesicle nanoparticles (GVNPs), i.e. gas vesicles isolated from
producer cells modified genetically to present the desired
antigen, have been used (39). Most of these studies have been
performed using GVNPs obtained from Halobacterium sp.
NRC-1 (39).

GVNPs are in the size range of the nanometer and therefore
are ideally suited as carriers of drugs and vaccines. They have
been shown to induce both humoral and cellular responses, as
well as cellular memory. The mechanisms by which GVNPs
induce immune responses include the presentation of antigens
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by APC and the cross-presentation of vaccine antigens (42).
Moreover, Halobacterium sp. NRC-1 GVNPs not containing
foreign antigens have been shown to stimulate the immune
response without the addition of an exogenous adjuvant, and
can therefore function both as antigen carriers and as inbuilt
adjuvant (39).

Production of GVNP Vaccines

Genetic engineering techniques have been used to obtain GVNPs
presenting various antigens. The codon-modified DNA sequence
corresponding to the desired antigens can be inserted into the
gene sequence corresponding to the acidic tail at the C-terminal
moiety of GvpC, which makes up the outer surface of the gas
vesicle. As a result, the antigen is expressed on the surface of the
gas vesicle (39). Halophilic archaea that produce gas vesicles
include: H. salinarum, H. mediterranei and Haloquadratum
walsbyi, although H. salinarum is the leading producer of
GVNPs (Table 1) (39). To obtain purified gas vesicles, the cells
have to be lysed. For Halobacterium sp. NRC-1 the cells can be
lysed simply by incubating the recombinant halophiles in water.
The cell lysate can then be subjected to low-speed centrifugation
overnight to harvest the gas vesicles floating on the surface of the
supernatant (39, 41). Gas vesicles are stable in water or detergent
solutions and only dissolve in 80% formic acid (41).

Applications of GVNP Vaccines

Various antigens have already been presented on the surface of
GVNPs, such as simian immunodeficiency virus (SIV) antigens, as
well as antigens from Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Chlamydia trachomatis and Plasmodium falciparum.

Simian Immunodeficiency Virus

In the case of SIV, fragments of Gag, Tat, Rev and Nefl were
expressed on the surface of GVNPs. Recombinant GVNPs
presenting fragments of Gag (17, 168 or 235 amino acids-long
peptides) induced IgG production and long-term immune
memory. Anti-Gag antibodies were detected 120 days after a
booster injection (36, 39). The fragments of Tat (50 amino acids),
Rev (81 amino acids) and Nefl (214 amino acids) were also
expressed on GVNP. The recombinant GVNPs induced immune
responses at levels similar to those obtained by Gag-GVNPs (36).
During immunization with recombinant Tat-GVNP, Rev-GVNP
and Nefl-GVNP vaccines, IL-10, IL-12 and IL-18 were produced
(36, 39). The strongest immune response was shown after
immunization with the recombinant Tat-GVNP vaccine (39).

Salmonella enterica serovar Typhimurium

To stimulate immunity against S. enterica serovar Typhimurium,
GVNPs containing 2 fragments of SopB (100 amino acid-long
SopB4 and 165 amino acid-long SopB5) have been prepared.
Mice primed with an attenuated vaccine against S. typhimurium,
followed by boosting with 100 ug of SopB4-GVNP or SopB5-
GVNP 7 and 14 days later, developed a strong and long-lasting
immune response against SopB and increased levels of the pro-
inflammatory cytokines IFN-y, IL-2 and IL-9, as well as GM-CSF
in the serum. One week after oral challenge with 107 colony-
forming units of virulent Salmonella the bacterial loads in

Archaeosome and Gas Vesicle Vaccines

mesenteric lymph nodes, liver and spleen were at least 2 orders
of magnitude lower than in mice boosted with non-recombinant
GVNP. CD4" T cell levels in the spleen were increased 2- to 4-
fold compared to non-recombinant GVNP-boosted controls.
Moreover, mice boosted with SopB5-GVNP survived 3-5 days
longer than those boosted with non-recombinant GVNP
(36, 42).

Chlamydia trachomatis

For the expression of C. trachomatis antigens on the GVNP
surface, protein fragments of the major outer membrane protein
MOMP (48 and 69 amino acids), the outer membrane B complex
OcmB (162 and 144 amino acids) and the outer membrane
polymorphic protein PompD (173 and 222 amino acids) have
been used (36, 39). Immunostaining confirmed that GVNPs
presenting the C. trachomatis antigens were absorbed by human
foreskin fibroblast cells, in which they were gradually
disintegrated and finally exposed on the surface of the
fibroblasts (36, 39). Recombinant GVNPs were shown to
engage TLR-4 and TLR-5 and to stimulate the production of
TNF-0, IL-1B, IL-6 and IL-12 (36, 42).

Plasmodium falciparum

The highly conserved 15 amino acid-long fragment of the P.
falciparum enolase (14 out of the 15 residues are identical
between the P. falciparum and the Plasmodium yoelii peptide)
was also expressed on GVNPs. Mice immunized with the
recombinant GNVPs and then challenged with the murine
Plasmodium yoelii parasite showed a lower degree of
parasitemia and a longer survival rate compared to mice
immunized with non-recombinant GVNPs (39). As P.
falciparum does not infect mice, P. yoelli is routinely used for
studies in mouse models (43). Likewise, the P. falciparum
circumsporozoite protein was successfully expressed on the
GVNP surface. However, the induced immune responses to
this antigen have not yet been assessed (36, 44).

ADVANTAGES AND LIMITATIONS OF
ARCHAEOSOME AND GAS VESICLE
VACCINE APPLICATIONS

Compared to liposomes, archaeosomes are characterized by greater
resistance to high and low pH and temperature extremes, stronger
resistance to oxidative stress, chemical hydrolysis and bile salts,
lower proton permeability and a stronger immunostimulatory effect
(12-14, 16). The thermostability of archaeosomes enables their
sterilization and ensures their stability even without a cold chain
(12, 17). Studies have also demonstrated that they are well tolerated
when injected intradermally, do not induce toxic and other adverse
effects in vaccinated animals, which indicates a good safety profile
(12-14).

However, work with natural archaeosomes revealed important
limitations of this carrier, which are related to the various lipid
compositions between lots, which cause issues in lot consistency.
The lipid composition of archaea includes a wide range of natural
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lipids, which is specific for each cell and changes throughout the
growth phases of the culture. This precludes homogeneity among
vaccine batches (18, 28). However, this problem has been solved by
the development of semi-synthetic SLA archaeosomes, which
improves the consistency of the lipid composition of the vaccines,
while providing a greater or similar adjuvant effect as compared to
natural archaeosomes (14-16, 25, 29).

A second limitation is that the encapsulated archaeosome
formulation has a low efficiency of entrapping antigens,
ranging from 5-40%, which results in loss of antigen during
production and thus increased production costs, as well as
uneven antigen-lipid ratios in the vaccine batches (16, 29).
The admixed formulation has been proposed as the solution
to the variations in the amounts of encapsulated antigens.
Admixed formulations result in less antigen loss than
encapsulated archaeosomes, hence the production cost is lower
and the antigen-lipid ratio and lot consistency are easier to
control (29).

GVNPs also present great biological stability, including
resistance to chemical and enzymatic degradation, as well as
high thermal stability, as they can be stored for several months at
room temperature and even at 50°C (36, 39, 43). In addition, they
show high biocompatibility and induce strong systemic
immunity after both subcutaneous and intraperitoneal
administration, without causing adverse post-vaccination
events and systemic or local toxic effects (36). Gas vesicles
induce stronger immune responses than subunit vaccines and
are generally safer than attenuated vaccines, which suggests their
potential use for immune-compromised subjects (36, 39). As the
development of GVNP-based vaccines requires the use of genetic
engineering technologies, their technical limitations are directly
linked to the limitations of genetic engineering applicable to
archaea. Antigens suitable for GVNP-based vaccines are limited
to protein and peptide antigens. Furthermore, if precise post-
translational modifications of proteins or peptides, such as
glycosylation, are critical for the induction of protective
immunity, it will be challenging to generate them in GVNPs.
Therefore, the GVNP technology may be most suited for
bacterial protein antigens, and only to a limited extend for
viral, eucaryotic and cancer antigens.

TABLE 2 | Comparison of archaeosomes and gas vesicle characteristics.

Archaeosome and Gas Vesicle Vaccines

Table 2 summarizes the features of both archaeal vaccine
carriers. Archaeosomes are liposomes composed of ether lipids
obtained from methanogenic, halophilic and thermophilic
archaea. GVNPs are empty, protein organelles, not only
produced by halophilic and methanogenic archaea, but also by
bacteria. Studies on archaeal antigen carriers showed the great
potential of halophilic archaea in vaccine development. This
is especially the case for halophilic H. salinarum which is a
leading producer of GVNPs and lipids used in archaeosome
production (Table 1). Archaeosomes, unlike GVNPs, do not
require genetic engineering technologies for vaccine production
and provide possibilities for modifications, such as chemical
modifications of the lipid components to obtain SLA
archaeosomes. Archaeosomes allow for both the presentation
of antigens on their surface and the release of antigens from
their interior, whereas GVNPs allow for the presentation of
antigens only on their surface. The cargos presented by
archaeosomes include proteins and plasmid DNA, potentially
even mRNA, while GVNPs present only fragments of proteins.
However, both carriers have successfully displayed viral,
bacterial, and eukaryotic antigens, although so far, only
archaecosomes have been used to present tumor antigens.
Furthermore, both carriers share the ability to effectively
induce cellular and humoral immunity and an excellent safety
profile in animal models. However, no studies have yet been
conducted to compare the immunostimulatory capabilities of
these two archaeal vaccine carriers in head-to-head evaluations.
Table 3 summarizes information regarding the route of
vaccination and the size of archeosomes and gas vesicles in
different disease models.

The structure of archaeosomes offers the possibility of
improving their formulation and adapting them to generate
the desired type of immune responses, which is their strong
advantage over GVNPs. This is reflected by the strong interest
of investigators in the semi-synthetic SLA and admixed
formulations of the archacosomes. Recent studies have now
engaged in comparisons of different archaeosomes aiming at
determining the optimal formulations for a given antigen and
comparing their immunostimulatory abilities to commonly used
commercial adjuvants (16).

ARCHAEOSOMES
Definition liposomes composed of ether lipids
Producers methanogenic, halophilic and thermophilic archaea

Leading producer Halobacterium salinarum

Production process does not require genetic engineering methods
Semi-synthetic formulation +

Antigen presentation
surface

proteins, long peptides, DNA
viral, bacterial, eucaryotic

Types of antigens
Source of antigens

Tumor antigens +
presentation
Induced response humoral and cellular

Safety of use 0

released from archaeosome and presented on archaeosome

GVNPs

empty, proteinaceous organella

cyanobacteria, proteobacteria, methanogenic and halophilic archaea
Halobacterium salinarum

requires genetic engineering methods

presented on GVNP surface

protein fragments
viral, bacterial, eucaryotic

humoral and cellular
%
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TABLE 3 | Particle size and the mode of delivery of the archaeosomes and gas vesicles in different disease models.

Mode of delivery/route of vaccination

ARCHAEOSOMES +  subcutaneously
*  intramuscularly
*  subcutaneously
+  subcutaneously
+  subcutaneously
*  subcutaneously
*  subcutaneously
*  intramuscularly
*  subcutaneously
*  intramuscularly
*  intramuscularly
«  intraperitoneally
*  intramuscularly
*  subcutaneously
* intraperitoneally
+  subcutaneously
* intranasally
+  transdermal

GVNPs +  intraperitoneally
* invitro analysis
*  invitro analysis
+  subcutaneously

Size (diameter) [nm] Disease model/antigen Reference
« 100-200 *  melanoma . (18)
« NS * influenza virus . (15)
< 159-271 *  melanoma . (29)
564 «  Chagas disease . (32)
«  99.15 « listeriosis . (33)
« NS « tuberculosis . (34)
. 127-429 «  cervical cancer . (13)
*  92-266 *  hepatitis . (11)
. 172-202 *  melanoma . (25)
. 159271 «  Hov .« (26
+ NS »  schistosomiasis . (35)
. 63207 + BSA, OVA, HEL -9
+  130-220 «  cholera toxin B subunit . (38)
« 50-100 « listeriosis . (45)
« 100 *  tularemia . (46)
« 150-300 . OVA A
+ NS *  salmonellosis . (36)
+« 300 *  malaria . (44)
*« NS * trachoma . 47)
+ NS .8V . {10

NS, non-specified: BSA, Bovine Serum Albumin; OVA, ovalbumin; HEL, hen egg lysozyme; SIV, simian immunodeficiency virus.

CONCLUSION

Although both archaeosomes and GVNPs are able to effectively
present exogenous antigens and induce strong cellular and
humoral responses, as well as cellular memory, so far, all in
vivo studies on archaeosomes and GVNPs have been conducted
only in murine models. Immunogenicity, vaccine efficacy and
safety studies in other animals, including humans, are lacking. It
remains therefore be investigated whether the properties of
GVNPs and archaeosomes observed in murine models can be
extrapolated to vaccine-target animal species, including humans.
If lot consistency issues can be solved in a satisfactory manner
and acceptable safety and immunogenicity can be established,
GVNP and archaeosome-based vaccines may be powerful next-
generation tools for the prevention and treatment of a wide
variety of infectious and non-infectious diseases.

While most investigations have carried out with the
intramuscular, intraperitoneal or subcutaneous route of
vaccination, alternative routes, such as transdermal or mucosal
routes may be attractive alternatives, as they are needle free and
may induce potent mucosal immunity in addition to systemic
immunity. Several studies on these alternative routes have been
performed with archaeosomes, but these routes have yet
attracted limited attention for GVNPs, although one study has
explored the transdermal route of vaccination with GVNPs (48).
While GVNPs, like archaeosomes have in-built adjuvant
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1.6. Charakterystyka komorek dendrytycznych

Za odkrywce komorek dendrytycznych (KD) uznaje si¢ prof. Ralpha Steinmana z Instytutu
Rockefellera, USA, ktory w latach 1973-1974 opublikowat trzy prace na modelu mysim,
w ktorych opisat bardzo rzadkie komoérki obecne we krwi (<1% komorek adherentnych),
o nieregularnych ksztattach, z widocznymi wypustkami (dendrytami), o wigkszej
ruchliwosci oraz o stabszych zdolnosciach fagocytujacych niz makrofagi [45-48]. Steinman
nazwat nowoodkryte komorki ,, komérkami dendrytycznymi”, lecz nie miat pewnosci co do
ich roli jakg petnig w uktadzie odpornosciowym [45-48]. Nowo odkryte komorki zostaty
nastepnie zidentyfikowane w réznych narzadach limfatycznych ($ledziona, wezty chionne,
kepki Peyera), gdzie stanowily do 1% jednojadrzastych komorek adherentnych. Ponadto,
w pracy opublikowanej w 1978 r. [49] Steinman wykazat, iz KD maja zdolnos¢ do stymulacji
mieszanych populacji leukocytow. W 1982 r. zespdt naukowcoéOw pod kierownictwem
Steinmana po raz pierwszy opisat wystgpowanie KD w organizmie cztlowicka [50]. Za swoje
odkrycia prof. Ralph Steinman zostat w 2011 r. uhonorowany Nagroda Nobla w dziedzinie
fizjologii lub medycyny [51].

Komorki dendrytyczne petnig kluczows rolg w uktadzie odpornosciowym, odpowiadajac za
inicjacje¢ oraz kontrol¢ odpowiedzi adaptacyjnej swoistej na obce antygeny [52, 53].
Gléwnym zadaniem komorek dendrytycznych jest faczenie cech wrodzonej oraz nabytej
odpowiedzi immunologicznej przez wychwytywanie, przetwarzanie oraz prezentacje
antygenéw biatkowych limfocytom T w kontekScie czasteczek MHC (ang. major
histocompatibility complex, gtowny uktad zgodnos$ci tkankowej) [54].

Komorki dendrytyczne czlowieka stanowig heterogenng populacje komorek, ktore na
podstawie ontogenezy, fenotypu i profilu transkrypcyjnego podzielono na liczne
subpopulacje [53, 55]. Ostatnie lata zaowocowaly poszerzeniem wiedzy na ich temat —
zostaly opisane m.in. czynniki transkrypcyjne KD oraz charakterystyczne receptory [52].
Obecnie wyrdznia si¢ nastepujace subpopulacje komorek dendrytycznych: plazmocytoidalne
DC (ang. dendritic cells, komoérki dendrytyczne), mieloidalne cDC1 oraz ¢DC2, komorki
Langerhansa, komorki pre-DC, Mo-DC (ang. monocyte-derived dendritic cells, komorki

dendrytyczne pochodzenia monocytarnego) oraz nie-klasyczne monocyty [52].
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Komorki dendrytyczne charakteryzuja si¢ obecnos$cig wielu receptorow zaangazowanych
w kontrolowanie pracy uktadu odpornosciowego. KD posiadajg m.in. receptory PRR (ang.
pattern recognition receptors, receptory rozpoznajace wzorce) rozpoznajagce PAMP (ang.
pathogen-associated molecular patterns, wzorce molekularne zwigzane z patogenami), jak
CD (ang. cluster of differentiation, kompleks réznicowania) 207 rozpoznajacy mannoze, CZy
CD369 bedacy receptorem dla B-glukanu; receptory ,,zmiatacze”, jak CD36 rozpoznajacy
m.in. kolagen i zaangazowany w fagocytoze¢ komorek apoptotycznych; receptory TLR (ang.
toll-like receptors, receptory toll-podobne) (TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 i TLR10); receptory
rozpoznajace sygnalty §mierci komorkowej (np. P2RX7 rozpoznajacy ATP), receptory dla

fragmentow Fc przeciwciat oraz adhezyny i biatka utatwiajgce migracje komorek [56].

Komorki dendrytyczne wystgpujace naturalnie we krwi obwodowej stanowig mniej niz 1%
wszystkich leukocytow [56]. By umozliwi¢c badania in vitro nad komoérkami
dendrytycznymi, opracowano metodg przeksztatcania monocytow w komorki dendrytyczne
w $rodowisku IL-4 oraz GM-CSF [57], otrzymujac niedojrzate komorki dendrytyczne
charakteryzujace si¢ niska ekspresja czasteczek MHC klasy 11, czasteczek ko-stymulujacych
oraz niewielkg produkcja cytokin [57, 58]. Przy braku rozpoznanych patogendéw, niedojrzate
KD migrujg do weztéw chtonnych, gdzie prezentuja ,,wlasne” antygeny, dzigki czemu
utrzymywana jest tolerancja immunologiczna na nie [58]. Niedojrzate KD moga
przeksztatci¢ si¢ dalej w dojrzale komorki dendrytyczne w warunkach in vitro dzigki
stymulacji w $rodowisku LPS, TNF-o (tumor necrosis factor, czynnik martwicy
nowotworow), IFN-y lub CD40L [57]. Wysoka ekspresja receptorow C-lektynowych jak
DC-SIGN (ang. Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin, swoista dla komorek dendrytycznych nieintegryna wigzaca ICAM-3), CLEC-1, czy
DEC-205 na niedojrzalych KD umozliwia wychwyt antygendw o charakterze
glikopeptydowym i glikolipidowym. Niedojrzatle KD charakteryzuja si¢ rowniez staba
zdolnosciag do produkcji cytokin [58]. W wyniku kontaktu z antygenem KD dojrzewa, co
objawia si¢ spadkiem ekspresji receptoréw lektynowych i nasileniem ekspresji czasteczek
MHC oraz receptorow tworzacych synapse immunologiczng. Dojrzate KD produkuja wigce;j
cytokin niz komoérki niedojrzate [58]. Roznice migdzy KD niedojrzalymi oraz dojrzatymi

komorkami dendrytycznymi zostaty przedstawione na Rycinie 4 [Ryc. 4.].
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niedojrzala DC dojrzala DC

CD80"—

CD86™

endocytozal endocytoza |
produkcja cytokin|: produkcja cytokint

Ryc. 4. Réznice miedzy niedojrzatymi oraz dojrzatymi komdrkami dendrytycznymi [58]. DC — komdrka dendrytyczna, CD -,
kompleks réznicowania, low — niska ekspresja, high — wysoka ekspresja, MHC - gtowny uktad zgodnosci tkankowej, CCR —
receptor chemokin CC, CCL — ligand chemokin CC.

1.6.1. Komoérki dendrytyczne pochodzenia monocytarnego

Termin komorki dendrytyczne pochodzenia monocytarnego (Mo-DC) odnosi si¢ do
subpopulacji komorek dendrytycznych, ktére wywodza sie¢ z monocytéow infiltrujacych
tkanki objete stanem zapalnym [59]. U ludzi, Mo-DC zostaty opisane w wielu schorzeniach
zwigzanych

z wystgpowaniem stanu zapalnego, m.in. w nowotworach, alergii, przewlektych stanach
zapalnych oraz infekcjach [59]. Wedlug Tang i wsp. [60] Mo-DC posiadajg fenotyp: CD1a,
CD80*, CD86", CD83", CD14*, CD56, CD3™ oraz CD19 [60]. Badania ex-vivo wykazaty,
ze Mo-DC wydzielajg IL-1, TNF-0, IL-12 i IL-23 oraz stymulujg limfocyty T CD4*
i limfocyty T CD8" [52]. Zdolno$¢ monocytow do przeksztalcania w komorki dendrytyczne
jest szeroko stosowana w badaniach in vitro. Najczgsciej spotykang metoda roznicowania
jest hodowla monocytéw uzyskanych z krwi obwodowej w podiozu hodowlanym
z dodatkiem GM-CSF oraz IL-4 przez minimum 6 dni, w celu otrzymania niedojrzatych

komorek dendrytycznych, ktore nie miaty kontaktu z antygenem [61].
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1.6.2. Synapsa immunologiczna

Synapsg immunologiczng nazywamy specyficzne potgczenie pomiedzy APC (ang. antigen-
presenting cells, komorki prezentujace antygen), a limfocytem T [62]. Powstanie synapsy
inicjowanie jest poprzez interakcje miedzy TCR (ang. T-cell receptor, receptor limfocytu T)
i biatkami MHC, w kontekscie ktorych prezentowany jest antygen. Zaroéwno receptory TCR
jak 1 biatka MHC znajdujg si¢ w btonie komoérkowej, odpowiednio, limfocytow T
1 komorek dendrytycznych prezentujacych antygen, tak wigc konieczny jest bezposredni

kontakt miedzy dwiema komoérkami [62].

Na poziomie molekularnym synaps¢ immunologiczng mozna poréwnaé do tarczy gdzie
centralne miejsce zajmuje kompleks TCR-MHC, otoczony przez kompleksy biatek LFA
(ang. leukocyte function-associated antigen, antygen powigzany z funkcjami leukocytow)-1
— ICAM (ang. intercellular adhesion molecule, czasteczka adhezji migdzykomorkowej)-1
oraz inne biatka biorace udzial w aktywacji limfocytow, m.in. CD45. Pierwszym etapem
tworzenia synapsy jest wigzanie si¢ KD z limfocytem, warunkowane tgczeniem integryn
ICAM-1 (KD) z LFA-1 (limfocyt) lub ICAM-3 z LFA-1 [63]. W kolejnym etapie nastepuje

prezentacja antygenu.

Prawidlowa prezentacja antygenu w synapsie immunologicznej wymaga trzech sygnatow.
Sygnal pierwszy powstaje w wyniku bezposredniego kontaktu czasteczek MHC
prezentujacych antygen z receptorem TCR obecnym na powierzchni limfocytu T. Drugi
sygnal dostarczaja czasteczki kostymulujace obecne na powierzchni KD: CD40, CD86,
CD80, PD-L1 oraz czasteczki: CD40L, CD28, CTLA-4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4,
antygen-4 limfocytow cytotoksycznych T), PD-1 (ang. programmed death receptor 1,
receptor programowanej $Smierci 1) bedace na powierzchni limfocytu T, ktére wzmacniajg
lub hamujg aktywacje limfocytu T. Oddziatywanie receptorow CD40 — CD40L prowadzi do
reorganizacji cytoszkieletu komoérek [64]. Ligandem dla receptorow CD86/CD80 jest
czasteczka CD28 na powierzchni limfocytow, a takze CTLA-4 oraz PD-1. Trzeci sygnat
stanowig cytokiny (m.in. IL-12) wydzielane przez KD jako APC, ktore maja polaryzowaé
odpowiedz odpornosciows limfocytéw T [58]. Schemat prezentacji antygenu przez KD oraz

wszystkie opisane wyzej sygnaty przedstawiono na Rycinie 5 [Ryc. 5.].
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limfocyt T

Ryc. 5. Synapsa immunologiczna miedzy komdrkqg dendrytyczng, a limfocytem T. Zaznaczono trzy sygnaty aktywacji.
W sygnale Il strzatki oznaczajq podwyzszenie lub obnizenie aktywacji limfocytu T [58] (zmodyfikowane). KD — komdrka
dendrytyczna, CD -, kompleks réznicowania, MHC - gtowny uktad zgodnosci tkankowej, PD-1 — receptor programowanej
Smierci 1, TCR — receptor limfocytéw T, CTLA-4 — antygen-4 limfocytow cytotoksycznych T.
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1.6.3.

Wybrane receptory komérek dendrytycznych

CD80/CD86

CD80 oraz CD86 to dwa receptory obecne na powierzchni komoérek dendrytycznych,
majgce powinowactwo do receptora CD28 limfocytow T [65]. Laczenie CD28
z CD80/CD86 stanowi ,,drugi sygnat aktywacji” i skutkuje pobudzeniem limfocytow
T, co przejawia si¢ m.in. produkcja cytokin [66].

CD40

Receptor CD40 jest obecny na powierzchni wielu typéw komorek, m.in. limfocytow
B, limfocytéw T, monocytow oraz komorek dendrytycznych. Jego ligandem jest
receptor CD40L, wystepujacy gtéwnie na powierzchni limfocytow T CD4* [67].
Interakcja CD40 oraz CD40L stymuluje przezywalnos¢ KD, ich dojrzewanie oraz
sekrecje cytokin (m.in. IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a) [68].

CD83

Receptor CD83 jest opisywany glownie jako marker dojrzatych komorek
dendrytycznych (zaréwno u cztowieka, jak i u myszy) [69].

DC-SIGN

DC-SIGN jest receptorem obecnym na powierzchni zar6wno niedojrzalych, jak
i dojrzatych KD. Gltoéwng funkcja DC-SIGN jest rozpoznawanie oraz wigzanie
glikoprotein bogatych w mannoze, wystepujacych na powierzchni drobnoustrojow
[70].

TLR

Receptory TLR stanowig grupe receptoréw rozpoznajacych okreslone struktury
mikroorganizmow. U ssakow, receptory TLR sa syntetyzowane w retikulum
endoplazmatycznym, a nast¢pnie transportowane do okreslonych miejsc w komorce.
TLR4 rozpoznaje LPS, TLRS flageling, TLR1, TLR2 i TLR6 bakteryjne lipoproteiny,
TLR3 dwuniciowy RNA, TLR7 i TLR8 jednoniciowe RNA, TLR9 niemetylowane
wyspy CpG jednoniciowego DNA, TLR13 bakteryjne rybosomalne RNA.
Dodatkowo, mysi TLR11 rozpoznaje biatko (profiling) Toxoplasma gondii [71].
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|.7. Charakterystyka limfocytow T

Limfocyty T dojrzewaja w grasicy, wykazuja ekspresj¢ receptora TCR i oraz glikoproteiny
CD8 (limfocyty cytotoksyczne, CD8") lub glikoproteiny CD4 (limfocyty pomocnicze,
CD4%) [72, 73]. Obecnie podziat limfocytow T obejmuje: limfocyty pomocnicze, limfocyty
cytotoksyczne, limfocyty regulatorowe T, limfocyty T dziewicze oraz limfocyty T pamigci
[73, 74].

Limfocyty pomocnicze CD4" rdznicujg sie w r6zne subpopulacje m.in. limfocyty Thl, Th2,
czy Thl7, ktore charakteryzuja si¢ odrgbnym profilem uwalnianych cytokin [72]. Kiedy
komorka APC prezentuje antygen dziewiczym limfocytom T CD4", limfocyty ulegaja
aktywacji [72], co prowadzi do ich proliferacji, roznicowania si¢ do komorek efektorowych
oraz migracje¢ do miejsca lokalizacji obcego antygenu [72]. Okoto 90-95% aktywowanych
limfocytow ulega apoptozie, natomiast pozostate 5-10% limfocytéw, w odpowiedzi na
antygen, r6znicuje si¢ w komorki pamigci [74]. Limfocyty T pamigci stanowig heterogenng
grupe komorek i pelnig rézne role, w zaleznosci od fenotypu [75]. Wyrdznia si¢ kilka
rodzajow limfocytow T pamigci. Limfocyty T pamigci centralnej obecne sg w obwodowych
narzadach limfatycznych takich jak wezly chtonne czy migdatki; charakteryzuja sig
fenotypem: CD45R0O, CCR7, CD62L, CD44, CD27, CD28, CD95, CD122 i wydziclajg
IL-2, IL-4, IFN-y oraz TNF-a. Druga subpopulacja sa limfocyty T pamigci efektorowej,
obecne w narzadach nie-limfatycznych takich jak ptuca czy watroba i opisywane sg jako
komorki wykazujace ekspresje: CD45RO, CD44, CD95, CD122 oraz brak ekspresji
receptorow CD62L i CCR7. Komorki te produkujg IL-4, IL-5 i IFN-y oraz posiadaja
zdolnos$¢ migracji z krwi obwodowej do tkanek. Trzecig grupa sa limfocyty T pamieci obecne
w tkankach. Stanowia one pierwsza lini¢ obrony przeciwko patogenom, gléwnie w zenskim
uktadzie rozrodczym, w ukladzie pokarmowym, w plucach, w skorze oraz w mozgu.

Wykazujg ekspresje CD69, CD103, CD44 oraz brak ekspresji receptora CD62L [74].

Limfocyty T, ktore opuscily grasice nazywane sa limfocytami dziewiczymi (ang. naive).
Posiadajg one zdolno$¢ rozpoznawania wiasnych biatek MHC, ale nie odpowiadajg na nie
petna aktywacja. Ich przetrwanie jest zalezne od cigglego kontaktu z biatkami MHC

obecnymi na powierzchni komorek organizmu oraz od IL-7. Rolg limfocytéw dziewiczych
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jest odpowiedz na obce antygeny prezentowane przez komodrki APC, co skutkuje ich

przeksztalceniem w limfocyty efektorowe [75].

Rozne subpopulacje limfocytow T CD4" pelnig rozmaite funkcje. Limfocyty Th1l wydzielaja

m.in. IFN-y i uczestnicza w odpowiedzi typu komodrkowego skierowanej przeciwko

patogenom wewnatrzkomorkowym. Limfocyty Th2 wydzielajg IL-4, IL-5, IL-10 oraz

IL-13 — cytokiny zaangazowane w odpowiedz odpornosciowa typu humoralnego przeciwko

patogenom zewnatrzkoméorkowym i pasozytom oraz w chorobach alergicznych. Limfocyty

Th17 wydzielajg IL-17, IL-6, TNF oraz GM-CSF 1 biorg udziat w odpowiedzi na patogeny

pochodzenia bakteryjnego i grzybiczego [76].

1.8. Wybrane cytokiny produkowane przez komorki dendrytyczne oraz
limfocyty T

TNF-a

TNF jest cytoking plejotropowa, ktora ogrywa podwojng role w regulacji odpowiedzi
odpornosciowej, pelnige funkcj¢ prozapalng (inicjuje silng odpowiedZ zapalng), jak
i przeciwzapalng (hamuje rozwdj procesow z autoimmunizacji oraz hamuje rozwoj
nowotworow). Cytokina ta bierze udzial w obronie organizmu przeciw patogenom
bakteryjnym, wirusowym, grzybiczym i pasozytniczym. Wysokie st¢zenie TNF-a
moze prowadzi¢ do szoku septycznego [77].

IFN-y

Interferon-y jest produkowany zaréwno przez komorki odpowiedzi wrodzonej (m.in.
makrofagi), jak i nabytej (limfocyty Thl, limfocyty cytotoksyczne, limfocyty B).
Silna produkcja IFN-y przez limfocyty Thl aktywuje makrofagi do niszczenia
drobnoustrojow oraz promuje cytotoksyczne wiasciwosci innych komorek [77].
IL-10

IL-10 jest cytoking przeciwzapalna, produkowang glownie przez monocyty
makrofagi, KD, limfocyty T oraz limfocyty B. IL-10 oddzialuje na komorki
prezentujace antygen zmniejszajac ekspresj¢ MHC kl. 11 na ich powierzchni. Ponadto,
hamuje wydzielanie cytokin i chemokin prozapalnych oraz indukuje ré6znicowanie si¢

limfocytow T w kierunku limfocytow T regulatorowych [77].
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IL-12
IL-12 (IL-12p70) ma form¢ heterodimeru ztozonego z dwoch podjednostek: p35 oraz

p40. Jest produkowana przez aktywowane monocyty, makrofagi, neutrofile oraz KD.
Promuje przeksztalcanie si¢ limfocytow dziewiczych w limfocyty efektorowe Thl,
pobudzajac je do wydzielania IFN-y [77].

e IL-13
IL-13 jest produkowana gldwnie przez aktywowane limfocyty Th2, komorki tuczne
oraz eozynofile. Aktywuje te same szlaki sygnatowe jak IL-4 i pobudza produkcje
przeciwciatl IgE przez limfocyty B. Bierze rowniez udziat w aktywacji oraz rekrutacji
komorek tucznych i eozynofilow [77].

e IL-17A
IL-17A jest produkowana przez aktywowane limfocyty CD4* Th17, ale jej ekspresja
zostala rOwniez zaobserwowana m.in. w limfocytach CD8*, komoérkach NK czy
neutrofilach. IL-17A indukuje wytwarzanie chemokin rekrutujacych neutrofile [77].

e IL-23
IL-23 zbudowana jest z podjednostki IL-12p40 oraz IL-23p19. Cytokina ta jest
produkowana gléwnie przez makrofagi oraz aktywowane komorki dendrytyczne,
bierze udziat w powstawaniu limfocytow Th17, a takze stymuluje wytwarzanie IFN-

v przez limfocyty T pomocnicze [77].

1.9. Toksyny gronkowcowe

Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) jest powszechnie wystepujaca bakterig Gram-
dodatnia, wywotlujaca choroby u ludzi i zwierzat, m.in. zatrucia pokarmowe, zakazenia
skory, zapalenie gardla, a nawet seps¢. S. aureus posiada liczne czynniki wirulencji, w tym
adhezyny oraz toksyny [78]. Enterotoksyny gronkowcowe (ang. staphylococcal
enterotoxins), posiadajg cechy superantygenow — w niespecyficzny sposob aktywuja
limfocyty T, co prowadzi do ich proliferacji i nadmiernej aktywacji [79]. Toksyny
gronkowcowe charakteryzuja si¢ zdolnoscig niespecyficznego aktywowania limfocytow T,
co oznacza, ze przylaczajg sie do fragmentow tancucha receptora TCR nie zaangazowanych

bezposrednio w rozpoznawanie antygenu [79].
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Enterotoksyna B S. aureus (ang. Staphylococcal enterotoxin B, SEB) jest najsilniejsza
spos$rod enterotoksyn gronkowcowych (A, B, C, D, E, I) — w niskim stezeniu moze
doprowadzi¢ do niewydolnosci wielonarzadowej i $mierci (dawka $miertelna powodujaca
zgon 50% populacji wynosi 0,02 pug/kg masy ciala cztowieka w przypadku drogi wziewnej)
[80]. SEB jest biatkiem o wadze 28 kDa, zbudowanym z 239 aminokwasow, rozpuszczalnym
w wodzie, termolabilnym, odpornym na enzymy proteolityczne (m.in. pepsyng, trypsyng
i papaing) [80].

Celami komdrkowymi SEB sg receptory TCR obecne na powierzchni limfocytow T oraz
czasteczki MHC kl. II na powierzchni APC. Aktywacja limfocytow T w wyniku
niespecyficznego zwigzania SEB skutkuje wydzieleniem duzych ilosci cytokin, przede
wszystkim IL-2, TNF-a oraz IFN-y [80]. Badania in vitro nad aktywnoscia SEB wykonuje
si¢ gtéwnie na splenocytach myszy oraz jednojadrzastych komodrkach krwi obwodowej (ang.
peripheral blood mononuclear cells, PBMC) cztowieka [80]. W modelu wykorzystujacym
ludzkie KD CD11c*, wykazano, iz stymulacja superantygenem SEB prowadzita do
dojrzewania komorek [81], co przejawiato si¢ zwigkszong ekspresja receptorow CD86,
CD80 oraz CD83 na powierzchni KD [81]. Wykazano rowniez, iz stymulacja KD
pochodzenia monocytarnego superantygenem SEB skutkowalo nasilong produkcja cytokin,
m.in. TNF-a i IL-12p70 [82].
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I1. Cel pracy

Archeony halofilne to drobnoustroje wystepujace w  $Srodowisku ekstremalnym,
zawierajacym wysokie stezenie soli. Poczatkowo, drobnoustroje te byly obiektem
zainteresowan gtéwnie mikrobiologéw srodowiskowych, z czasem ich produkty zostaty
opisane i wykorzystane w biotechnologii przemystowej, a obecnie réwniez w naukach
medycznych. Pomimo coraz szerszej wiedzy na temat archeonow halofilnych i mozliwoS$ci
ich wykorzystania, nadal wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi, m.in.: jaka jest ich rola jako
sktadnika ludzkiego mikrobiomu, czy ich obecno$¢ w srodowisku wptywa w jakikolwiek
sposOb na organizm cztowieka. Kluczowym w ocenie dziatania archeonow halofilnych na
organizm cztowieka wydaje si¢ poznanie w jaki sposob uktad odpornosciowy rozpoznaje
i odpowiada na antygeny tych drobnoustrojow oraz jakie jest dziatanie substancji
0 charakterze biologicznie czynnym produkowanych przez te drobnoustroje.

Niniejsza praca doktorska dotyczy oddziatywania archeonéw halofilnych z komoérkami
uktadu odpornosciowego cztowieka — komodrkami dendrytycznymi (profesjonalnymi
komoérkami prezentujgcymi antygen, zdolnymi do inicjowania i regulowania odpowiedzi

odpornosciowej) oraz limfocytami T.

Celem eksperymentalnej cze$ci pracy byta charakterystyka wzbudzanej archeonami
halofilnymi (Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae) synapsy immunologicznej
komorek dendrytycznych z komorkami limfoidalnymi izolowanymi z krwi obwodowej
zdrowych, dorostych o0s6b oraz okreslenie wilasciwosci protekcyjnych archeonoéw
halofilnych w $rodowisku superantygenu — enterotoksyny B Staphylococcus aureus (SEB),

w hodowlach in vitro.
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Cele szczegolowe:

1. Charakterystyka oddziatywania archeonow halofilnych Hrd. rudnickae lub

N. salaciae z ludzkimi komérkami dendrytycznymi.

2. Ocena ekspresji receptorow powierzchniowych na komorkach
dendrytycznych stymulowanych archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N.

salaciae oraz wytwarzania wybranych cytokin.

3. Ocena odpowiedzi cytokinowej limfocytow T CD4" w ko-hodowlach z
komoérkami dendrytycznymi stymulowanymi archeonami halofilnymi Hrd.

rudnickae lub N. salaciae.

4. Ocena wlasciwosci protekcyjnych archeondow halofilnych Hrd. rudnickae lub
N. salaciae wobec komorek dendrytycznych, przeciwko genotoksycznemu

dzialaniu enterotoksyny B S. aureus (SEB) jako superantygenu.

5. Ocena wplywu archeonow halofilnych, Hrd. rudnickae lub N. salaciae, na
zdolno$¢ tworzenia synapsy immunologicznej oraz aktywacji limfocytow T

CDA4" przez komorki dendrytyczne w srodowisku SEB.
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I11. Materialy i metody
I11.1. Materialy

111.1.1. Material badany

Materiat badany stanowily kozuszki leukocytarno-ptytkowe o objetosci okoto 60 ml
uzyskane od 30 krwiodawcow, zakupione w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa, znajdujacym si¢ przy ulicy Franciszkanskiej 17/25 w Lodzi.
Od wszystkich dawcow uzyskano pisemng zgode na wykorzystanie materiatu biologicznego
w celach naukowych. Na wykonywanie badan uzyskano zgod¢ Lokalnej Komisji Etycznej

(Uchwata nr 3/KBBN- UL/I1/2017).

111.1.2. Szczepy archeondow halofilnych

W badaniach wykorzystano nast¢pujace szczepy archeonow halofilnych, uzyskane
dzigki uprzejmosci prof. Miltona Simdesa da Costa oraz dr Luciany Albuquerque

z University of Coimbra w Portugalii:

e Halorhabdus rudnickae (Hrd. rudnickae) WSM-64T (=DSM 29498T =CECT 8673")
oraz Hrd. rudnickae WSM-66" wyizolowane z  solanki  pobranej
z otworu E’632 znajdujacego si¢ na poeksploatacyjnym terenie obszaru gorniczego
,Barycz” nalezacego do Kopalni Soli ,,Wieliczka” (2016 r.) [39]

e Natrinema salaciae (N. salaciae) MDB25T (=DSM 25055(T) =JCM 17869(T))
wyizolowany z solanki pochodzacej z Jeziora Medee z obszaru Morza Sroédziemnego
we Wtoszech (2012 r.) [40]

111.1.3. Antygeny bakteryjne

1. LPS (lipopolisacharyd) Escherichia coli O55:B5 o stezeniu koncowym 1 pg/ml
(Sigma-Aldrich)

2. SEB (enterotoksyna B Staphylococcus aureus) o st¢zeniu koncowym 1 pg/ml
(Sigma-Aldrich)

Wszystkie antygeny bakteryjne przygotowano w sterylnej wodzie do iniekcji

i przechowywano w -20°C.
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111.1.4. Podloza do hodowli archeonéw halofilnych — Halobacteria medium
(HBM)

e Podloze ptynne do hodowli Hrd. rudnickae WSM-64", Hrd. rudnickae WSM-66"

oraz N. salaciae MDB25T

O

O

Ekstrakt drozdzowy; Biomaxima, 5 g

Kwasny hydrolizat kazeiny; Merck, 5 ¢

L-glutaminian sodu (CsHgNO4Na); Aldrich Chemistry, 1 g

Chlorek potasu (KCI); POCHS.A2¢g

Cytrynian sodu (NazCesHsO7); Sigma-Aldrich, 3,4 g

Siarczan magnezu (MgSO, x 7 H20); Chempur 20 g

Chlorek zelaza (FeCls x 4 H20); Sigma-Aldrich. 36 mg

Chlorek manganu (MnCls x 4 H20); Sigma-Aldrich, 360 pg

Woda destylowana 1000 ml

Chlorek sodu (NaCl) — 150 g (w przypadku podtoza dla N. salaciae MDB25T),
200 g (w przypadku podloza dla Hrd. rudnickae WSM-64" oraz Hrd.
rudnickae WSM-66"), P.P.H. STANLAB

e Podtoze state do hodowli Hrd. rudnickae WSM-64T, Hrd. rudnickae WSM-66" oraz
N. salaciae MDB25"

o

o

Ekstrakt drozdzowy; Biomaxima, 5 g

Kwasny hydrolizat kazeiny; Merck, 5 g

L-glutaminian sodu (CsHgNO4Na); Aldrich Chemistry, 1 g

Chlorek potasu (KCI); POCHS.A2¢g

Cytrynian sodu (NazCeHs07); Sigma-Aldrich, 3,4 ¢

Siarczan magnezu (MgSO, x 7 H20); Chempur 20 g

Chlorek zelaza (FeCls x 4 H20); Sigma-Aldrich, 36 mg

Chlorek manganu (MnCls x 4 H20); Sigma-Aldrich, 360 pg

Woda destylowana 1000 mli

Agar mikrobiologiczny; Biomaxima, 20 g

Chlorek sodu (NaCl) — 150 g (w przypadku podtoza dla N. salaciae MDB25T),
200 g (w przypadku podloza dla Hrd. rudnickae WSM-64" oraz Hrd.
rudnickae WSM-66"), P.P.H. STANLAB
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111.1.5. Podloza do hodowli komorkowych

e Podtoze hodowlane RPMI-1640 z 10% FBS (ang. complete RPMI, cRPMI)
o RPMI 1640, Biowest; 880 ml
o FBS (ang. Fetal Bovine Serum, Ptodowa surowica bydleca), Sigma-Aldrich;
100 ml
o L-glutamina, Polfa Tarchomin S.A; 10 ml
o Antybiotyki:
= Penicylina, Polfa Tarchomin S.A; 5 ml
= Streptomycyna, Polfa Tarchomin S.A.; 5 ml
e Podloze wykorzystane do przeksztatcenia monocytoéw w komorki dendrytyczne
o CRPMI
o rekombinowany ludzki GM-CSF (rGM-CSF), R&D; 25 ng/ml
o rekombinowana ludzka IL-4 (rIL-4), R&D; 10 ng/ml
e Podloze do mrozenia limfocytow
o CRPMI; 450 ml
o FBS, Sigma-Aldrich; 450 ml
o DMSO (dimetylosulfotlenek), Sigma-Aldrich; 100 ml

111.1.6. Surowice

e FBS inaktywowana 56°C, 30 min., Sigma-Aldrich

e BSA (ang. Bovine Serum Albumin, Surowicza albumina wotowa), Sigma-Aldrich

111.1.7. Bufory i roztwory

e Czynnik lityczny wykorzystany do lizy erytrocytow
o NH4CI; 8299
o KHCO3;10¢g
o 0,5 M EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid, wodny roztwor kwasu
etylenodiaminotetraoctowego) Merck; 200 pg
o Woda destylowana; 1000 ml
e PBS (ang. Phosphate Buffered Saline, buforowana fosforanem sol fizjologiczna
z dodatkiem 0,5 M EDTA
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o EDTA, Merck; 4 ml

o PBS bez jonéw magnezu i wapnia, Biowest; 1000 ml
e Bufor wykorzystywany do separacji magnetycznej:

o BSA, Sigma-Aldrich; 5 g

o EDTAO0,5M, Merck; 4 mi

o PBS, Biowest; 1000 ml

111.1.7.1. Bufory do testu ELISA

e PBS, Biowest
e PBS 10x stezony:
o NaHPO4x 12 H20; 28,9 ¢
o KH2PO4; 2¢g
o NaCl;80¢g
o Woda destylowana; 1000 ml
e Bufor do ptukania z Tween 20
o PBS 10x stezony; 100 ml
o Tween 20, Sigma-Aldrich; 500 pl
o Woda destylowana; 900 ml
e Bufor do optaszczania ptytek
o PBS, Biowest; 100 ml
e Bufor do blokowania wolnych miejsc na no$niku
o BSA, Sigma-Aldrich; 59
o PBS, Biowest; 100 ml
e Bufor do rozcienczen prob oraz standardu
o BSA, Sigma-Aldrich; 1g
o PBS, Biowest; 100 ml
e Bufor do rozcienczenia streptawidyny
o BSA, Sigma-Aldrich; 1 g
o Tween 20, Sigma-Aldrich; 100 pul
o PBS, Biowest; 100 ml
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111.1.8. Zestaw do separacji magnetycznej komorek odpornosciowych

W celu izolacji czystych populacji komoérek z frakcji monocytarno-limfocytarnej krwi,
zastosowano technike separacji magnetycznej z uzyciem nastepujacych materiatéw firmy
Miltenyi Biotec
e MACS MultiStand — statyw do separacji magnetycznej
e QuadroMACS™ Separator — magnes do separacji magnetycznej
e LS Columns — kolumny do separacji magnetycznej
e Human CD14 MicroBeads - kulki paramagnetyczne optaszczone mysimi
przeciwciatami monoklonalnymi 1gG2a skierowanymi przeciwko ludzkim
antygenom CD14
e Human CD4 MicroBeads - kulki paramagnetyczne optaszczone mysimi
przeciwciatami monoklonalnymi 1gG1 skierowanymi przeciwko ludzkim
antygenom CD4
e Human Naive CD4" T Cell Isolation Kit — kulki paramagnetyczne
optaszczone przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko: CD45RO, CDS,
CD14, CD15, CD16, CD19, CD25, CD34, CD36, CD56, CD123, TCRY/3,
HLA-DR, i CD235a
e Human Memory CD4* T Cell Isolation Kit — kulki paramagnetyczne
optaszczone przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko: CD45RA, CDS,
CD14, CD16, CD19, CD56, CD36, CD123, TCRy/6 i CD235a

111.1.9. Testy ELISA do oznaczania cytokin: IL-10, 1L-12p40, I1L-12p70,
IL-13, IL-17A, 1L-23, TNF-a, IFN-y w supernatantach
pohodowlanych

W celu oznaczenia poziomu cytokin w supernatantach pohodowlanych wykorzystano testy
ELISA firmy Diaclone (Immuniq, Polska). Sktad testow ELISA do oznaczania cytokin:
IL-10, I1L-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-17A, TNF-a oraz IFN-y zostal zamieszczony
w Tabeli 3 [Tabela 3.].
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e Human IL-23 Elisa Kit

o Plytka 96-studzienkowa optaszczona przeciwciatami przeciwko IL-23

o Standard IL-23 o stezeniu 5000 pg/ml

o Przeciwciato drugorzedowe biotynylowane

o Streptawidyna-HRP (ang. horseradish peroxidase — peroksydaza chrzanowa)
o TMB (3,3’,5,5’- tetrametylobenzydyna)

Tabela 3. Komercyjne testy ELISA wykorzystane do oznaczania ludzkich cytokin: IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-17A,

IFN-y, TNF-a.
Badana cytokina Human Human Human Human Human Human Human
IL-10 IL-12p40 IL-12p70 IL-13 IL-17A IFN-y TNF-a
Standard IL-10 IL-12p40 | IL-12p70 IL-13 IL-17A IFN-y TNF-a
400 pg/ml | 2000 pg/ml| 200 pg/ml | 100 pg/ml | 100 pg/ml | 400 pg/ml | 800 pg/ml
Czuto$¢ testu <5pg/ml | <20 pg/ml | <2,2 pg/ml | <1,5pg/ml | <2,3 pg/ml | <5 pg/ml <8 pg/ml
Przeciwciata optaszczajace
(ang. capture antibody) Obecne
Biotynylowane
przeciwciata wykrywajace
badang cytokine (ang. Obecne
biotinylated detection
antibody)
Streptawidyna-HRP (ang.
horseradish peroxidase — Obecna
peroksydaza chrzanowa)
TMB (3,3°,5,5’-
Obecna

tetrametylobenzydyna)

111.1.10. Odczynniki chemiczne

e Agar mikrobiologiczny, Biomaxima
e Alkohol etylowy (C2HsOH) 96%, POCH S.A.

e Antybiotyki:

o Penicylina, Polfa Tarchomin S.A

o Streptomycyna, Polfa Tarchomin S.A

e Biekit trypanu, Merck

e Buforowana fosforanem sél fizjologiczna (PBS) bez jondw magnezu i wapnia,

Biowest

e Chlorek amonu (NH4Cl), Chempur
e Chlorek manganu (MnCls x 4 H>0), Sigma-Aldrich
e Chlorek potasu (KCI), POCH S.A.

62|Strona




Chlorek sodu (NaCl), P.P.H. STANLAB

Chlorek zelaza (FeCls x 4 H20), Sigma-Aldrich

Cytrynian sodu (NasCsHsO7), Sigma-Aldrich

Diwodorofosforan potasu (KH2PO4), Chempur

DMSO (dimetylosulfotlenek), Sigma-Aldrich

EDTA 0,5 M, Merck

Ekstrakt drozdzowy, Biomaxima

Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare

Jodek propidyny, Merck

Kwas siarkowy 1M (H2S04), POCH S.A.

Kwasny hydrolizat kazeiny, Merck

L-glutamina, Polfa Tarchomin S.A

L-glutaminian sodu (CsHgNO,4Na), Aldrich Chemistry

RNaza A, Sigma-Aldrich

RPMI 1640, Biowest

Siarczan magnezu (MgSO, x 7 H20), Chempur

Tween 20 (Monolaurynian polioksyetyleno-20-sorbitanu), Sigma-Aldrich
Wodorofosforan sodu hydrat (Na2HPO4 x 12 H20), Chempur
Wodoroweglan potasu (KHCO3), Chempur

Zestaw do wykrywania apoptozy FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I; BD

Pharmingen
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111.1.11. Przeciwciala do cytometrii przeplywowej — BD Bioscience,
Pharmingen

W celu przygotowania prob do wybarwienia technikg cytometrii przeptywowe;j
wykorzystano przeciwciala zakupione w firmie BD Bioscience, Pharmingen.
e Kontrole izotypowe
o Mysie przeciwcialo IgG1 nieswoiste znakowane FITC (ang. fluorescein
isothiocyanate, izotiocyjanian fluoresceiny)
o Mysie przeciwcialo IgG1 nieswoiste znakowane PE (ang. phycoerythrin,
fikoerytryna
e Przeciwciata swoiste
o Mysie przeciwciato IgG1 znakowane FITC przeciwko ludzkiemu CD86
o Mysie przeciwciato IgG1 znakowane FITC przeciwko ludzkiemu CD40
o Mysie przeciwciato IgG1 znakowane FITC przeciwko ludzkiemu DC-SIGN
o Mysie przeciwciato IgG1 znakowane FITC przeciwko ludzkiemu HLA-DR
o Mysie przeciwcialo IgG1 znakowane PE przeciwko ludzkiemu CD80
o Miysie przeciwciato IgG1 znakowane PE przeciwko ludzkiemu CD83
o Mysie przeciwciato IgG1 znakowane PE przeciwko ludzkiemu TLR2
o Mysie przeciwciato IgG1 znakowane PE przeciwko ludzkiemu TLR4
e Zestaw odczynnikow wykorzystanych do kompensacji prob:
o Anti-Rat and Anti-Hamster Ig k /Negative Control Compensation Particles
Set

111.1.12. Odczynniki do mikroskopii fluorescencyjnej

e Aldehyd glutarowy (CsHgO2), POCH S.A.

e Azydek sodu (NaNs), Sigma-Aldrich

e Bromek etydyny, Sigma-Aldrich

e DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol), Sigma-Aldrich

e Falloidyna znakowana rodaming, Sigma-Aldrich

e Formaldehyd (aldehyd mrowkowy, CH20), Polysciences, Inc.

e Fosfo-H2AX(Ser139); marker dwuniciowych peknie¢ DNA, Upstate/Millipore
e Oranz akrydyny, Sigma-Aldrich
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e Polimeraza poli (ADP-rybozy)-2 (PARP-2); marker jednoniciowych peknig¢ DNA,
Agrisera

e Przeciwciato kozie drugorzedowe skoniugowane z Alexa Fluor 488 przeciwko
przeciwcialom kroliczym, Cell Signaling Technology

e Przeciwciato krolicze pierwszorzgdowe przeciwko B-tubulinie, Sigma-Aldrich

e Surowica konska, Sigma-Aldrich

e Triton X-100, Sigma-Aldrich

111.1.13. Materialy jednorazowe oraz materialy plastikowe

e Ezy-—BioSigma

e Filtry o $rednicy porow 0,25 um — Minisart

e Pipety Pasteura 3 ml — Sigma Aldrich

e Pipety serologiczne 5, 10, 25 i 50 ml — Falcon

e Plytki polistyrenowe 12-studzienkowe — BD Biosciences

e Plytki polistyrenowe 48-studzienkowe — BD Biosciences

e Plytki polistyrenowe 96-studzienkowe — NUNC

e Probowki do cytometrii — Immunogen

e Probowki do densytometru (4, 11 ml) — Medlab Products

e Probowki do mrozenia komorek typu cryo-tubes — Slinap

e Probowki hodowlane Falcon (15, 50 ml) — BD Biosciences

e Probowki typu Eppendorf — Eppendorf

e Skrobak do komoérek — TPP Techno Plastic Products AG

e Strzykawki jednorazowe o pojemnosci 20 ml — Polfa Tarchomin S.A.

e Szkielka hodowlano-mikroskopowe Thermo Scientific™ Nunc™ Lab-Tek™
Chamber Slide™, Thermo Fisher

e Szkielka szklane Super Frost, Menzel-Glaser

111.1.14. Sprzet laboratoryjny

e Cieplarka, Pol-Eko
e Cytometr przeptywowy Cyto-BD LSR Il, BD Biosciences

65|Strona



e Czytnik fluorescencji Multiscan® EX
e Inkubator Galaxy S+, RS Biotech
e Inkubator z wytrzgsaniem MaxQ 4450, Thermo Scientific
e Komora Biirkera, Superior Marienfeld Germany
e Mieszadlo typu vortex, Labnet international
e Mikroskop Optiphot-2, NIKON
o kamera do mikroskopu NIKON DS-Fil
e Mikroskop $wietlny CX21, Olympus
e Mikroskop fluorescencyjny Axio.Imager.Al, Zeiss
e Sorter komorkowy MACS
e Spektrofotometr Bio-rad, SmartSpecTM Plus
e Szafa laminarna, Biohazard
e Urzadzenie do zamrazania komorek Mr. Frosty™ Freezing Container, Thermo
Scientific
e Wirowka Centrifuge 5804 R — Eppendorf

111.1.15. Oprogramowanie

e Adobe Photoshop CS5, Adobe Systems

e FlowlJo, wersja 10.0.7, FlowJo LLC, Ashland, OR, United States

e GraphPad Prism, wersja 7.0, GraphPad Software

e ImageJ, wersja 1.37c, NIH and LOCI, University of Wisconsin, Madison, WI, United
States

e Nikon ACT-1, wersja 2.7, Warszawa, Polska

e Ryciny wykonano wykorzystujac oprogramowanie Biorender, licencja do uzytku
niekomercyjnego

e Statistica, wersja 13.0, StatSoft INC, Tulusa, OK, USA
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111.2. Metody

111.2.1. Hodowla archeonéw halofilnych

Szczepy Hrd. rudnickae WSM-64T, Hrd. rudnickae WSM-66T oraz szczep
N. salaciae MDB25T hodowano w 100 ml podloza Halobacteria medium (HBM)
zawierajacego 20% NaCl (Hrd. rudnickae) lub 15% NaCl (N. salaciae). Hodowlg
prowadzono w Kkolbach Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml: 120 rpm, 48 godz.,
w temperaturze 37°C dla Hrd. rudnickae lub 45°C dla N. salaciae. W celu okreslenia gestosci
hodowli archeonéw, drobnoustroje wysiewano na podtoze HBM z dodatkiem 2% agaru oraz
policzono CFU (ang. colony-forming unit, jednostka tworzaca koloni¢). Hodowle
drobnoustrojow prowadzono W inkubatorze z wytrzasaniem MaxQ 4450w znajdujacym sig

W Pracowni Obrazowania Mikroskopowego i Specjalistycznych Technik Biologicznych UL.

111.2.2. Przygotowanie zawiesin archeonéw halofilnych do stymulacji
komorek dendrytycznych

Wazrost archeondéw halofilnych byt oceniany spektrofotometrycznie na podstawie gestosci
optycznej przy dlugosci fali A = 600 nm. Do stymulacji komoérek dendrytycznych
wykorzystano drobnoustroje z 48-godzinnej hodowli ptynnej, z fazy logarytmicznego
wzrostu. Hodowle drobnoustrojow halofilnych odwirowano (4500 x g, 15 min., 4°C),
a nastepnie osad zawieszano w 1 ml zimnego PBS, przeniesiono do nowych probéwek typu
Falcon i uzupetniano zimnym PBS do 10 ml. Po wirowaniu (4500 x g, 15 min., 4°C) osad

zawieszano w 1 ml cRPMI, uzyskujac koncowa gestosé 1x107/ml.

Lizat archeon6éw halofilnych przygotowano przez zawieszenie osadu 1 godz. w 1 ml wody
destylowanej w temperaturze pokojowej. Po inkubacji osad odwirowano (4500 x g, 15 min.,
4°C), a nastgpnie zawieszono W 1 ml zimnego PBS, przeniesiono do nowych probowek typu
Falcon i uzupeliano zimnym PBS do 10 ml. Po wirowaniu (4500 x g, 15 min., 4°C) osad
zawieszono W 1 ml cRPMI. W celu sprawdzenia poprawno$ci procesu lizy archeonow
halofilnych, 100 ul zawiesiny lizatu archeonéw halofilnych w cRPMI wysiano na ptynne

podtoza HBM. Po 72 godzinach nie zaobserwowano wzrostu wartosci OD.
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111.2.3. 1zolacja jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMC) z
kozuszkow leukocytarno-ptytkowych  metoda roznicowego
wirowania w gradiencie gestoSci

KozuszKi leukocytarno-ptytkowe w objetosci okoto 60 ml rozcienczono w stosunku 1:1
w PBS, a nast¢pnie nawarstwiono na gradient typu Ficoll w proporcji: 5:3 (krew:gradient)
i wirowano (800 x g, 30 min., w temperaturze pokojowej, bez hamowania). W celu pozbycia
si¢ gradientu typu Ficoll, frakcj¢ komorek PBMC zawieszono w 50 ml PBS i ponownie
wirowano (390 x g, 10 min., w temperaturze pokojowej). Ptukanie powtérzono dwukrotnie.
W kolejnym etapie usuni¢to nadsacz, a do osadu dodano 2 ml buforu lizujacego i inkubowano
(10 min., 4°C). Po inkubacji do proby dodano 20 ml cRPMI i odwirowano (250 x g, 10 min.,
w temperaturze pokojowej).

Zawiesing komorek rozcienczono 10x biekitem trypanu, a nastgpnie naniesiono do komory

Biirkera, ogladano pod mikroskopem 1 liczono komorki.
Gestos¢ zawiesiny komoérkowej obliczono ze wzoru:
d=axbx10*

gdzie:
d — gesto$¢ komorek w 1ml zawiesiny
a — $rednia liczba komorek w duzym kwadracie

b — rozcienczenie zawiesiny komorkowej

111.2.4.1zolacja monocytow CD14" z frakcji PBMC z wykorzystaniem
metody pozytywnej separacji magnetycznej
Zawiesing PBMC uzyskang zgodnie z opisem w podrozdziale I11.2.3. odwirowano (300 x g,
10 min., 4°C), nastepnie usuni¢to supernatant, a do osadu dodano kulki paramagnetyczne
oplaszczone przeciwcialami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko ludzkiemu
receptorowi CD14 w proporcji 10 pl kulek:1x10” PBMC. Do zawiesiny dodano 80 pl buforu
MACS na 1x10” PBMC. Po doktadnym wymieszaniu zawiesing komérek inkubowano 30
min. w temperaturze 4°C, a nastgpnie przeptukano buforem MACS (1,5 ml buforu na 1x10’
PBMC) i odwirowano (300 x g, 10 min., 4°C). Osad zawieszono w 500 pul buforu MACS.

W celu uzyskania frakcji koméorek CD14* wykorzystano zestaw do separacji magnetycznej
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MidiMACS™ (Miltenyi Biotec). Kolumng¢ LS do separacji umieszczono w polu
magnetycznym i trzykrotnie przemyto 3ml buforu MACS, a nastgpnie naniesiono zawiesing
komorek. Frakcja komoérek CDI14% zwigzana z kulkami paramagnetycznymi zostala
zatrzymana na kolumnie LS. W przesagczu zostaly nieoznaczone komoérki CDI14.
Po usunigciu kolumny LS z pola magnetycznego, na kolumng naniesiono bufor MACS,
a nastepnie za pomocg ttoka strzykawki uwolniono komoérki CD14" z kolumny. Zawiesing
komoérek CD14" (frakcja limfocytarna) oraz CD14" (frakcja monocytarna) odwirowano
(300 x g, 10 min., 4°C), a nastepnie osady zawieszono w podtozu cRPMI i policzono gestosé
obu frakcji z wykorzystaniem komory Biirkera. Czysto$¢ frakcji komorek CD14" oceniono

z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej i wynosita ona ponad 90% [Ryc. 6.].
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Ryc. 6. Przyktadowe widmo typu dot-blot przedstawiajgce czystos¢ frakcji CD14+.

111.2.5. Izolacja limfocytow CD4" z frakcji CD14  z wykorzystaniem metody
pozytywnej separacji magnetycznej
Zawiesing komorek CD14" uzyskang zgodnie z opisem w podrozdziale 111.2.4. odwirowano
(300 x g, 10 min., 4°C), nastepnie usuni¢to supernatant, a do osadu dodano kulki
paramagnetyczne optaszczone przeciwcialami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko
ludzkiemu receptorowi CD4* w ilosci 10 pl kulek na 1x10” komérek CD14". Do zawiesiny
dodano 80 ul buforu MACS na 1x10’ komérek CD14". Po dokladnym wymieszaniu
zawiesing komorek inkubowano 30 min. w temperaturze 4°C. Po inkubacji komorki
przemyto buforem MACS (1,5 ml buforu:1x10” komérek CD14°) i odwirowano (300 x g, 10
min., 4°C), a nast¢pnie osad zawieszono w 500 ul buforu MACS. W celu uzyskania frakcji

komorek CD4" wykorzystano zestaw do separacji magnetycznej MidiMACS™ (Miltenyi
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Biotec). Kolumneg LS przygotowano identycznie wedtug opisu w podrozdziale 111.2.4.
Frakcja komorek CD4" zwigzana z kulkami paramagnetycznymi zostala zatrzymana na
kolumnie LS, natomiast w przesgczu zostalty komorki CD4". Po usuni¢ciu kolumny LS z pola
magnetycznego, kolumng przeplukano buforem MACS z wykorzystaniem tloka w celu
uwolnieniu komérek CD4* z kolumny. Zawiesing komorek o fenotypie CD4* (limfocyty T)
wirowano (300 x g, 10 min., 4°C). Po wirowaniu osady zawieszono w podtozu cRPMI,
a nastepnie policzono gesto$¢ frakcji CD4* z wykorzystaniem komory Biirkera. Limfocyty
doprowadzano do gestosci 1x10” komoérek/ml w podtozu do mrozenia (por. 111.1.5.),
a nastepnie zamrozono w -80°C w pudetku typu Mr Frosty, zapewniajacym spadek

temperatury 1°C/1 min.

111.2.6. I1zolacja limfocytéw dziewiczych z frakcji CD14" z wykorzystaniem
metody negatywnej separacji magnetycznej
Zawiesing komorek CD14" uzyskang zgodnie z opisem w podrozdziale 111.2.4. odwirowano
(300 x g, 10 min., 4°C), a nastepnie do osadu dodano zestaw przeciwcial monoklonalnych
,,Naive CD4" T Cell Biotin-Antibody Cocktail I1” zawierajacy przeciwciata: anty-CD45RO,
anty-CD8, anty-CD14, anty-CD15, anty-CD16, anty-CD19, anty-CD25, anty-CD34, anty-
CD36, anty-CD56, anty-CD123, anty-TCRy/6, anty-HLA-DR, i anty-CD235a w objetosci
10 ul na 1x10” komérek CD 14" oraz uzupetiono buforem MACS w objetosci 40 ul na 1x10°
komorek. Zawiesing doktadnie wymieszano i inkubowano w temperaturze 4°C 5 min.
Nastepnie do frakcji CD14 dodano mysie przeciwciala monoklonalne ,,Naive CD4" T Cell
MicroBead Cocktail 11” w objetosci 20 pl na 1x10” komérek oraz uzupetiano buforem
MACS w objetosci 30 pl na 1x10” komoérek. Po dokladnym wymieszaniu zawiesing
inkubowano 5 min. w temperaturze 4°C. Kolumne LS umieszczono w polu magnetycznym
i przygotowano jak w podrozdziale 111.2.4. Komorki o fenotypie CD4* CD45RA" znajdowaty
sie w przesgczu stanowigcym frakcje negatywng. Zawiesing komérek CD4* CD45RAY
(limfocyty dziewicze T) wirowano (300 x g, 10 min., 4°C), a nastgpnie osady zawieszono
w podtozu cRPMI i policzono gestos¢ frakcji CD4™ CD45RA™ z wykorzystaniem komory
Biirkera. Limfocyty dziewicze doprowadzono do gestosci 1x107 komorek/ml w podtozu do
mrozenia limfocytow (por. 111.1.5.), a nastepnie zamrozono w -80°C w pudetku typu Mr

Frosty, zapewniajagcym spadek temperatury 1°C/1 min.
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111.2.7. 1zolacja limfocytow pamieci z frakcji CD14- z wykorzystaniem
metody negatywnej separacji magnetycznej
Zawiesing komorek CD14" uzyskang zgodnie z opisem w podrozdziale 111.2.4. odwirowano
(300 x g, 10 min., 4°C), a nastgpnie do osadu dodano koktajl przeciwcial monoklonalnych
,Memory CD4" T Cell Biotin-Antibody Cocktail”: anty-CD45RA, anty-CD8, anty-CD14,
anty-CD16, anty-CD19, anty-CD56, anty-CD36, anty-CD123, anty-TCRY/5 1 anty-CD235a
W objetosci 10 ul na 1x107 komoérek CD14 oraz uzupehiano buforem MACS w objetosci 40
ul na 1x107 komérek. W kolejnym etapie zawiesine komérek z przeciwciatami wymieszano
i inkubowano w temperaturze 4°C 10 min. Nastepnie do mieszaniny dodano Anti-Biotin
MicroBeads w objetosci 20 pl na 1x10” komérek oraz bufor MACS w objetosci 30 ul/1x10’
komorek i inkubowano 15 min. w temperaturze 4°C. Kolumne LS do separacji umieszczono
w polu magnetycznym i przemyto 3 razy 3 ml buforu MACS, a nastgpnie naniesiono
zawiesing komoérek. Komorki o fenotypie CD4*CD45RO™ (limfocyty T pamigci) stanowity
frakcje negatywng i znalazty si¢ w przesgczu. Zawiesing komorek CD4'CD45RO*
(limfocyty pamieci T) wirowano (300 x g, 10 min., 4°C), a nast¢pnie osady zawieszono
w podtozu cRPMI i policzono gestosé¢ frakeji CD4*CD45R0O™ z wykorzystaniem komory
Biirkera. Limfocyty pamieci doprowadzono do gestosci 1x10” komérek/ml w podtozu do
mrozenia limfocytow, a nastgpnie zamrozono w -80°C w pudetku typu Mr Frosty,

zapewniajacym spadek temperatury 1°C/1 min.

111.2.8. Otrzymanie ludzkich komorek dendrytycznych pochodzenia
monocytarnego

Monocyty uzyskane w podrozdziale 111.2.4. doprowadzono do gestosci 1x10° komérek/ml
w podtozu hodowlanym cRPMI, a nastgpnie dodano cytokiny (rGM-CSF 25 ng/ml,
riL-4 10 ng/ml) i zawiesiny komodrek naniesiono na plytki 6-studzienkowe, ktore
inkubowano 6 dni w temperaturze 37°C, 5% CO2 w celu otrzymania niedojrzatych komorek
dendrytycznych. Hodowle komoérek dendrytycznych ogladano w mikroskopie swietlnym
z odwroconym polem widzenia w celu oceny ich morfologii. W kolejnym etapie ptytki
z hodowla KD inkubowano 30 min. w temperaturze 4°C, a nastgpnie KD zebrano
z wykorzystaniem pipet Pasteura oraz jalowych skrobakéw do komorek. Zawiesing KD

przeniesiono do nowych probowek, a do studzienek dodano po 1 ml zimnego cRPMI
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I inkubowano 10 min. Nastepnie zebrano pozostate komorki i odwirowano (350 x g, 10 min.,
temperatura pokojowa). W koncowym etapie osad KD zawieszono w cRPMI, policzono ich
gestoé¢ w komorze Biirkera i doprowadzono do gestosci 1x10° komoérek/ml jak

w podrozdziale 111.2.3.

111.2.9. Stymulacja komorek dendrytycznych archeonami halofilnymi

Komoérki dendrytyczne o gestoéci 1x10° komorek/studzienke uzyskane w podrozdziale
[11.2.7. naniesiono na ptytke 12-studzienkowa i stymulowano zawiesinami archeonow
halofilnych Hrd. rudnickae WSM-64T, Hrd. rudnickae WSM-66T lub N. salaciae MDB25T
w proporcji 1:1 (KD:archeony) i1 uzupeliono podtozem do 1 ml. Kontrol¢ negatywna
stanowily KD niestymulowane, natomiast kontrol¢ pozytywna KD stymulowane LPS E.coli
0:55 w stezeniu 1 pg/ml. Hodowle komorek inkubowano 24 godz. w temperaturze 37°C
w atmosferze 5% CO». Po stymulacji komorki zebrano oraz odwirowano (350 x g, 10 min.,

w temperaturze pokojowej).

111.2.10. Stymulacja komodrek dendrytycznych archeonami halofilnymi
w obecnos$ci enterotoksyny B S. aureus (SEB)

Uzyskane w podrozdziale 111.2.8. KD o gestoéci 1x10° komoérek/studzienke naniesiono na
ptytke 12-studzienkows i stymulowano drobnoustrojami halofilnymi Hrd. rudnickae WSM-
64T, Hrd. rudnickae WSM-66T lub N. salaciae MDB25T w proporcji 1:1 (KD:archeony).
W kolejnym etapie do komorek dodano SEB w stezeniu 1 pg/ml, a studzienki uzupetniono
podtozem cRPMI do 1 ml. Po stymulacji komoérki zebrano oraz odwirowano (350 X g,
10 min., w temperaturze pokojowej). Hodowle komorek inkubowano 24 godz.
w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO. Po stymulacji komorki zebrano oraz

odwirowano (350 x g, 10 min., w temperaturze pokojowej).

111.2.11. Przygotowanie limfocytéw T CD4", limfocytow T dziewiczych
(CD4* CD45RA") oraz limfocytéw T pamieci (CD4'CD45R0O")

Limfocyty T, limfocyty T dziewicze oraz limfocyty T pamigci zamrozone w podrozdziatach
111.2.5., 111.2.6., oraz 111.2.7. przechowywano w -80°C. Tuz przed dodaniem limfocytéw do
KD, probowki z limfocytami umieszczono w rozgrzanej tazni wodnej (37°C).

Po rozmrozeniu, zawiesing komorek przeniesiono do nowych probdéwek typu Falcon,
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a nastgpnie zawieszono w 10 ml podloza cRPMI o temperaturze 37°C i odwirowano
(450 x g, 10 min. w temperaturze pokojowej). Po dwukrotnym odwirowaniu, limfocyty T,
limfocyty T dziewicze oraz limfocyty T pamigci zawieszono w poditozu cRPMI
o temperaturze 37°C, policzono gestos¢ wedlug metody opisanej w podrozdziale 111.2.3.

i doprowadzono do gestosci 1x107 komorek/ml.

111.2.12. Ko-hodowla stymulowanych archeonami halofilnymi i/lub
superantygenem SEB KD z autologicznymi limfocytami T CD4",
limfocytami T dziewiczymi (CD4* CD45RA") lub limfocytami T
pamieci (CD4'CD45R0O")

KD o0 gestosci 1x10° komérek/studzienke uzyskane w podrozdziale 111.2.8. naniesiono na
plytke 48-studzienkowa, stymulowano archeonami halofilnymi a nast¢pnie superantygenem
SEB. Ptytki inkubowano 24 godz. (37°C, 5% CO>). Po inkubacji do KD dodano rozmrozone
(wedlug podrozdziatu 111.2.11.) autologiczne limfocyty T CD4*, autologiczne limfocyty T
dziewicze (CD4" CD45RA™) lub autologiczne limfocyty T pamieci (CD4*CD45RO")
w stosunku 1:10 (KD:frakcja limfocytow T). Studzienki uzupetniono podtozem do 1 ml
i inkubowano 96 godz. w 37°C, 5% COsx.

111.2.13.Ocena obecno$ci archeonéw halofilnych wewngtrz KD
z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej

W celu identyfikacji archeonow halofilnych wewnatrz KD wykorzystano metod¢ barwienia
oranzem akrydyny/bromkiem etydyny wedtug Rybaczek i wsp., 2015 [83]. KD stymulowano
archeonami halofilnymi wedlug podrozdziatu 111.2.9., a nastgpnie barwiono 4 min.
1 ml mieszaniny (100 pg/ml oranzu akrydyny, 100 pg/ml bromku etydyny, PBS). Nastepnie,
KD przemyto 2 razy PBS i utrwalano 1% aldehydem glutarowym w PBS 15 min.
W dalszym etapie komorki przemyto dwukrotnie PBS 1 umieszczano na szkietkach
SuperFrost Plus. Obserwacje prowadzono z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego
Optiphot-2 (Nikon) wyposazonego w filtr B-2A (§wiatlo niebieskie; A = 495 nm). Zdjgcia
wykonano korzystajac z kamery mikroskopowej DS-Fil (Nikon) i oprogramowania Act-1
(Precoptic, Warszawa, Polska). Analizy zdje¢ KD z archeonami halofilnymi dokonano
wykorzystujac oprogramowanie ImageJ v1.37¢ (Public Domain by Wayne Rasband) we
wspolpracy z dr hab. Dorota Rybaczek, prof. UL z Katedry Cytofizjologii UL.
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111.2.14. Ocena stopnia kondensacji oraz fragmentacji chromatyny KD
z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej

Do oceny stopnia kondensacji oraz fragmentacji chromatyny wykorzystano KD
stymulowane archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub archeonami halofilnymi
w obecnosci superantygenu SEB jak opisano w sekcjach I11.2.9. oraz I11.2.10.; uktady badane
umieszczono na szkietkach hodowlano-mikroskopowych ThermoScientific™ Nunc™ Lab-
Tek™ ChamberSlide™ i inkubowano jak opisano w podrozdziatach I11.2.9. oraz I11.2.10.
KD utrwalono 15 min. w roztworze 4% paraformaldehydu w PBS. Nastepnie, KD
inkubowano 1 godz. w mieszaninie blokujacej (10% surowicy konskiej, 1% BSA, 0,02%
azydku sodu, PBS) w temperaturze pokojowej w celu zminimalizowania ryzyka
niespecyficznego wigzania przeciwcial. KD inkubowano przez noc w komorze wilgotnej
(4°C) z przeciwciatem kréliczymi przeciwko ludzkiej B-tubulinie. Komorki przeplukano
trzykrotnie z wykorzystaniem mieszaniny PBS/0,2% Triton X-100, a nast¢pnie inkubowano
1 godz. w ciemnosci w temperaturze pokojowej z kozimi przeciwciatami drugorzedowymi
skoniugowanymi z Alexa Fluor 488 przeciwko przeciwciatom kroliczym. KD przeptukano
trzykrotnie PBS/0,2% Triton X-100 oraz jednokrotnie w PBS. KD dobarwiono 5 min. DAPI
(0,1 mg/ml). Obserwacje przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
Axio.Imager.Al wyposazonego w filtr B-2A (A = 450-490 nm) dla AlexaFluor 488 oraz w
filtr UV-2A ($wiatto UV; A =518 nm). Procent fragmentacji chromatyny zostat oszacowany
na podstawie pomiaréw ilosciowych fluorescencji DAPI. Zwigzek ten wbudowuje si¢
rownomiernie w ni¢ DNA, przez co zmiany w poziomie fluorescencji podczas obserwacji
pod mikroskopem odpowiadaja zwigkszonej gestosci chromatyny. Nizszy poziom
fluorescencji oznacza miejsca, w ktorych chromatyna jest mniej skondensowana.
W przypadku pomiaru fluorescencji catego jadra komorkowego, nizszy wynik wskazuje na
fragmentacje chromatyny. Ilosciowej analizy zdje¢ KD dokonano za pomocag funkcji
pomiaru poziomu fluorescencji (measure) osobno dla DAPI oraz fluorochromu AlexaFluor
488 (skoniugowanego z B-tubuling) w poszczegdlnych komorkach, za pomoca programu
Image]. Wizualizacj¢ wynikdw przeprowadzono przy uzyciu programu Photoshop CSS.
Wyniki uzyskano we wspolpracy z dr hab. Dorota Rybaczek, prof. UL z Katedry
Cytofizjologii UL.
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111.2.15. Ocena jednoniciowych oraz dwuniciowych peknieg¢ DNA KD
z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej

KD stymulowano archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub archeonami
halofilnymi w obecno$ci superantygenu SEB jak opisano w podrozdziatach 111.2.9. oraz
111.2.10.; uklady badane umieszczono na szkietkach hodowlano-mikroskopowych
ThermoScientific™ Nunc™ Lab-Tek™ ChamberSlide™ i inkubowano wedtlug opisu w
podrozdziatach 111.2.9. oraz 111.2.10. W celu wykrycia polimerazy poli(ADP-rybozy)-2
(PARP-2; EC 2.4.2.30; markera jednoniciowych peknig¢ DNA), fosfo-H2AX(Serl139;
markera dwuniciowych peknig¢ DNA) oraz B-tubuliny i aktyny (barwionej falloidyna
znakowang rodaming) KD najpierw utrwalono 15 min. w roztworze 4% paraformaldehydu
w PBS, a nastepnie inkubowano 1 godz. w mieszaninie blokujacej (10% surowicy konskiej,
1% BSA, 0,02% azydku sodu, PBS) w temperaturze pokojowej w celu zminimalizowania
ryzyka niespecyficznego wigzania przeciwciat. W kolejnym etapie, KD inkubowano przez
noc w komorze wilgotnej (4°C) z odczynnikami: PARP-2, fosfo-H2AX, przeciwciatami
kréliczymi pierworzedowymi przeciwko B-tubulinie oraz falloidyng znakowang rodaming.
Komorki dendrytyczne przeptukano trzykrotnie PBS/0,2% Triton X-100, a nastepnie
inkubowano 1 godz. w ciemno$ci w temperaturze pokojowej z przeciwciatami
drugorzedowymi: kozimi anty-krdliczymi  skoniugowanymi z  AlexaFluor 488
(dla B-tubuliny i PARP-2) oraz kozimi anty-kroliczymi, skoniugowanymi z AlexaFluor 555
(dla fosfo-H2AX). KD przeptukano trzykrotnie PBS/0,2% Triton X-100 oraz jednokrotnie
PBS. DNA w komorkach dendrytycznych wykryto poprzez dobarwienie prob DAPI
(0,1 mg/ml, 5 min. w ciemnosci dla PARP-2) lub jodkiem propidyny (0,2 pg/ml, 5 min.
w ciemnosci dla fosfo-H2AX). Obserwacje przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Axio.Imager.Al wyposazonego w filtr B-2A (A = 450-490 nm) dla
AlexaFluor 488 oraz w filtr G-2A (A = 518 nm) dla AlexaFluor 555 i jodku propidyny.
Ilosciowej analizy zdje¢ KD dokonano za pomoca funkcji pomiaru poziomu fluorescencji
(measure) osobno dla DAPI i jodku propidyny (dla DNA) oraz fluorochroméw AlexaFluor
488 (dla B-tubuliny i PARP-2) i AlexaFluor 555 (dla fosfo-H2AX)
w poszczegdlnych komorkach, z wykorzystaniem programu Imagel. Wizualizacje wynikow
przeprowadzono przy uzyciu programu Photoshop CSS5. Wyniki uzyskano we wspolpracy

z dr hab. Dorotg Rybaczek, prof. UL z Katedry Cytofizjologii UL.
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111.2.16. Ocena ekspresji receptoréw powierzchniowych komorek
dendrytycznych z wykorzystaniem cytometrii przeplywowe;j

Do oceny ekspresji receptorow powierzchniowych wykorzystano hodowle KD
stymulowanych archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub archeonami halofilnymi
w obecnosci superantygenu SEB jak opisano w sekcjach 111.2.9. oraz 111.2.10. Po stymulacji
KD calg zawarto$¢ studzienek zebrano i odwirowano (350 x g, 10 min., 4°C), a ptytki
umieszczono w 4°C i inkubowano 30 min. Nastepnie, zawarto$¢ studzienek zebrano
I odwirowano jak wyzej. Studzienki zostaly trzykrotnie przeptukane zimnym PBS
z dodatkiem EDTA. Osad KD zawieszono w PBS doprowadzajgc zawiesing komorek do
gestosci 1x10%/ml.

KD zostaly wybarwione z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych opisanych
w podrozdziale 111.1.11. dodawanymi w objgtosci 3 pl. Probg kontrolng stanowity komorki

niebarwione przeciwciatami. Sposob barwienia zaprezentowano na Rycinie 7 [Ryc. 7.].

Komorki niebarwione

Kontrola izotypowa — mysie przeciwcialo nieswoiste znakowane

FITC/mysie przeciwcialo nieswoiste znakowane PE

Mysie przeciwcialo znakowane FITC przeciwko CD86/mysie

100 p
przeciwciato znakowane PE przeciwko CDS80

- q Mysie przeciwcialo znakowane FITC przeciwko CD40/mysie

przeciwciato znakowane PE przeciwko TLR2

KD | Mysie przeciwcialo znakowane FITC przeciwko HLA-DR/mysie

przeciwciato znakowane PE przeciwko CD83

Mysie przeciwcialo znakowane FITC przeciwko DC-SIGN/mysie

przeciwciato znakowane PE przeciwko TLR4

Ryc. 7. Schemat barwienia komoérek dendrytycznych (KD) stymulowanych archeonami halofilnymi, superantygenem SEB,
lub archeonami halofilnymi w obecnosci superantygenu SEB. FITC - izotiocyjanian fluoresceiny, PE — fikoerytryna
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Do probowek z mieszaning odpowiednich przeciwcial dodano po 100 ul zawiesiny KD
(1x10° komorek/ml), proby doktadnie wymieszano, a nastepnie inkubowano 30 min. w 4°C
w ciemnosci. Po inkubacji proby dwukrotnie odwirowano (450 x g, 10 min. w temperaturze
4°C) przeptlukujac zimnym PBS w objetosci 2 ml. Osad zawieszono w 100 pl zimnego
roztworu PBS. Proby poddano pomiarowi przy pomocy cytometru przeptywowego BD

LSRII w Pracowni Cytometrii Wydziatu BiOS UL.

I11.2.17. Schemat analizy ekspresji receptorow powierzchniowych na
powierzchni komorek dendrytycznych

Dane z cytometru przeplywowego analizowano z wykorzystaniem programu FlowlJo.
Analize ekspresji receptorow powierzchniowych (CD86, CD80, HLA-DR, CD83, CD40,
TLR2, TLR4, DC-SIGN) rozpoczynano od ustawienia bramek (ang. gate) na probie
izotypowej oraz na probie barwionej, biorgc pod uwaga wielko$¢ (ang. forward-scattered
light, FSC) oraz ziarnisto$¢ (ang. side-scattered light, SSC) komorek. W dalszym etapie
analizowano poziom ekspresji danego receptora na powierzchni badanych KD oraz odsetek
KD wykazujacych ekspresje tego receptora. Schemat analizy ekspresji receptorOw na
powierzchni KD przedstawiono na Rycinie 8 [Ryc. 8.].

lzotyp Proba badana

a) b) ‘ = <)

280k = Komihi dendrtycane

s FITC ; ™

[ Préba badana
nr

$5C-A

PE

T T ] T 1 w-q 3 1
b 290K 1 o ] = o } 3 3 8
" - { )‘l | { - L " w0 w \E‘ w0
FSCA 1 , "1 w ) Come-FITC-A

d)  Wynikkoricowy = MFI proby badanej — MFI proby izotypowej
WHH(](O&COWZ %gated proby badanej — %gated proby izotypowej

Ryc. 8. Schemat analizy ekspresji receptorow na powierzchni KD a) KD zebrane w ,,bramce” na podstawie ich wielkosci
(FSC) oraz ziarnistosci (SSC); b) ustawienie ,krzyza” czyli specyficznej ekspresji badanego receptora na podstawie
niespecyficznej fluorescencji proby izotypowej; c) histogram przedstawiajqcy ekspresje przyktadowego receptora (proba
badana) oraz niespecyficzna fluorescencja na powierzchni komdrek (izotyp),; d) sposéb obliczenia wartosci ekspresji danego
receptora na podstawie parametru MFI (ang. Mean Fluorescence Intensity; Srednia intensywnos¢ fluorescencji) oraz %
gated - procent komodrek w ,,bramce”
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111.2.18. Ilosciowe oznaczanie cytokin za pomocg testow ELISA

Poziom cytokin w supernatantach KD stymulowanych wedtug opisu w podrozdziatach
111.2.9. oraz I11.2.10. lub ko-hodowli KD z autologicznymi limfocytami T CD4",
autologicznymi limfocytami T dziewiczymi (CD4" CD45RA™) lub autologicznymi
limfocytami T pamigci (CD4"CD45R0"), (podrozdziat 111.2.12.) oceniano z wykorzystaniem
testow ELISA (Diaclone, Immuniq Polska). Wszystkie testy wykonano zgodnie
z instrukcjami producenta testow. W pierwszym etapie ptytki zostaty optaszczone
przeciwciatami wychwytujacymi przeciwko badanym cytokinom (IL-10, IL-12p40,
IL-12p70, 1L-13, IL-17A, TNF-a oraz IFN-y), a nast¢pnie inkubowanO przez noc
w temperaturze 4°C. Nastgpnego dnia ptytki ptukano buforem do ptukania (PBS/0,05%
Tween 20) w celu usuni¢cia niezwigzanych przeciwciat. Wolne miejsca na ptytce blokowano
2 godz. w temperaturze 20°C w ciemnosci buforem do blokowania (PBS/5%BSA;
150 pl/studzienke). Po inkubacji plytki plukano buforem do plukania oraz nanoszono po
50 pl standardu oraz seryjnych rozcienczen standardu badanej cytokiny przygotowanych
w buforze do rozcienczen (PBS/1%BSA). Nanoszono réwniez po 50 pl prob badanych
(nierozcienczonych, rozcienczonych 10x, rozcienczonych 100x). W przypadku IL-10 po tym
etapie nastepowata 1 godz. inkubacja w temperaturze pokojowej, a nastgpnie dodawano
swoiste dla IL-10 biotynylowane przeciwciata. W przypadku IL-12p40, 1L-12p70, 1L-13,
IL-17A, TNF-a oraz IFN-y do studzienek dodawano swoiste dla tych cytokin biotynylowane

przeciwciata (25 pl/studzienke). W kazdym do$wiadczeniu zastosowano kontrole:

e K1 (50 pl standardu, brak biotynylowanych przeciwciat, 25 pl buforu do rozcienczen)
— kontrola jakos$ci standardu

o K2 (25 ul biotynylowanych przeciwcial, brak standardu, 50 ul buforu do rozcienczen)
— kontrola biotynylowanych przeciwcial

e K3 (brak standardu i biotynylowanych przeciwcial, 75 pl buforu do rozcienczen)

— kontrola buforu do rozcienczen

Po inkubacji w 20°C w ciemnosci ptytki ptukano buforem do ptukania i dodawano do
studzienek roztwor streptawidyny znakowanej peroksydaza chrzanowa (HRP) w buforze do
streptawidyny (PBS/1%BSA/0,1% Tween20). Po 30 min. inkubacji w 20°C w ciemnosci
ptytki ptukano buforem do plukania i dodawano do studzienek TMB, a nast¢pnie phytki
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ponownie inkubowano w ciemnosci. W celu przerwania reakcji enzymatycznej do
studzienek dodano 1M H2SOs w objgtosci 50 ul. Warto$¢ absorbancji odczytano przy
dhugosci fali A= 450 nm. Na podstawie wynikéw otrzymanych z naniesionego standardu
swoistego dla danej cytokiny wyznaczano krzywe kalibracyjne, gdzie na osi X naniesiono
stezenie badanej cytokiny, a na osi Y wartos$¢ absorbancji. Z przeksztalcenia rownania

funkcji liniowej otrzymano wzor, z ktérego obliczano stgzenie cytokin w probach badanych:
_ Y i
X =— gdzie

X - stezenie badanej cytokiny [pg/ml]
y — warto$¢ absorbancji
b — wspotczynnik przecigcia prostej z osig Y

a — wspotczynnik przecigcia prostej z osig X

W przypadku oceny poziomu IL-23 w supernatantach KD (Diaclone, Immuniq Polska)
wykorzystano gotowa ptytke oplaszczong przeciwcialami przeciwko IL-23 oraz
zablokowang przez producenta testu. W pierwszym etapie nanoszono po 100 ul prob
badanych (nierozcienczonych, rozcienczonych 10x oraz rozcienczonych 100x) lub seryjnych
rozcienczen wzorca rekombinowanej ludzkiej IL-23, a nastgpnie po 50 pl biotynylowanych
przeciwcial przeciwko IL-23. Dodatkowo, ustawiono kontrole K1, K2 oraz K3 jak opisano
powyzej. Po 2 godz. inkubacji w ciemno$ci w temperaturze 20°C, plytke przeplukano
trzykrotnie buforem do ptukania, dodano 100 pul roztworu streptawidyny-HRP i inkubowano
w ciemnosci w temperaturze 20°C, 30 min. Po inkubacji ptytke przeptukano trzykrotnie
buforem do ptukania, dodano 100 pl TMB i inkubowano ptytkg¢ 15 min. w ciemnosci,
a nastepnie zablokowano reakcje enzymatyczng poprzez dodanie 100 pl 1M H2SOs. Wartos¢
absorbancji odczytano przy dtugosci fali A = 450 nm. Stezenie IL-23 w probach badanych
oceniono z wykorzystaniem krzywej wzorcowej wedtug metody opisanej powyzej. Zestaw
ELISA firmy Diaclone pozwala na oznaczenie poziomu ludzkiej cytokiny IL-23 w zakresie

stezen: 20 pg/ml — 5000 pg/ml.

W Tabeli 4 [Tabela 4.] zebrano informacje dotyczace zakresu stezenia badanych cytokin

mozliwych do wykrycia z wykorzystaniem opisanych wyzej komercyjnych testow.
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Tabela 4. Minimalne oraz maksymalne stezenie badanych cytokin mozliwe do wykrycia w tescie ELISA

Badana cytokina Minimalne stezenie badanej Maksymalne stezenie badanej

cytokiny mozliwe do wykrycia cytokiny mozliwe do wykrycia
IL-10 5 pg/mi 400 pg/mi
IL-12p40 20 pg/ml 2000 pg/ml
IL-12p70 2,2 pg/ml 200 pg/mi
IL-13 1,5 pg/ml 100 pg/ml
IL-17A 2,3 pg/ml 100 pg/ml
TNF-a 8 pg/mi 800 pg/mi
IFN-y 5 pg/mi 400 pg/mi
IL-23 20 pg/ml 5000 pg/ml

111.2.19. Ocena cyklu komoérkowego komérek dendrytycznmych metoda
cytometrii przeplywowej
Po stymulacji komorek dendrytycznych archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub
archeonami halofilnymi w obecno$ci SEB (podrozdziaty 111.2.9. oraz 111.2.10.) zebrano
supernatanty pohodowlane, a nastgpnie dodano do studzienek 1 ml zimnego EDTA
i inkubowano 10 min. w temperaturze 4°C. Komorki zebrano z wykorzystaniem uzyciu
jatowych skrobakéw, a nastgpnie odwirowano (350 x g, 10 min., 4°C). W kolejnym etapie
usuni¢to nadsgcz, a osady zawieszono w 1 ml zimnego PBS i ponownie odwirowano
(350 x g, 10 min., 4°C), nastgpnie osady zawieszono w 100 pul zimnego PBS i przeniesiono
do eppendorfow zawierajacych 1 ml 70% roztworu wodnego etanolu o temperaturze -20°C.
Zawiesing komorek dendrytycznych wstrzyknigeto w objetosci 100 pl pod alkohol caty czas
mieszajac probki na mieszadle typu vortex i odwirowano (20000 x g, 10 min., 4°C). Osady
zawieszono w 0,5 ml roztworu A (RNA-azy z jodkiem propidyny), a nastepnie inkubowano
30 min. w temperaturze 37°C w ciemnosci. Po zakonczeniu inkubacji dokonano pomiaréw
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego BD LSRII w Pracowni Cytometrii Wydziatu
BiOS UL. Analize cyklu komorkowego przeprowadzono z wykorzystaniem programu

FlowJo we wspotpracy z dr Pauling Sicifiskg z Katedry Biofizyki Skazen Srodowiska UL.
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111.2.20. Ocena KD ulegajacych apoptozie lub nekrozie metodg cytometrii
przeplywowej
Po stymulacji komoérek dendrytycznych archeonami halofilnymi, superantygenem SEB lub
archeonami halofilnymi w obecno$ci SEB (podrozdziaty 111.2.9. oraz 111.2.10.) zebrano
podtoze pohodowlane, a nastepnie dodano do studzienek 1 ml zimnego EDTA 1 inkubowano
10 min. w temperaturze 4°C. Komorki zebrano z wykorzystaniem uzyciu jatowych
skrobakow do komorek, a nast¢pnie odwirowano (350 X g, 10 min., 4°C). Osad zawieszonO
w 1 ml zimnego PBS i odwirowano (350 x g, 10 min., 4°C). W ostatnim etapie osady
zawieszono w 100 pl 1% roztworu aneksyny. Do kazdej probéwki dodano 5 pl FITC oraz

5 ul jodku propidyny, doktadnie wymieszano oraz wykonano cztery kontrole:

e Kontrola 1: 100 ul komoérek + 400 ul 1% roztworu aneksyny

e Kontrola 2: 100 pl komoérek + 5 pl FITC + 10% alkohol

e Kontrola 3: 100 ul komoérek + 5 pl PI+ 70% zimny alkohol

e Kontrola 4: 100 pl komoérek + 5 pl FITC + 5 pl PI + 10% alkohol

Wszystkie proby inkubowano 15 min. w ciemnosci, w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu
inkubacji dokonano pomiaréw z wykorzystaniem cytometru przeptywowego BD LSRII
w Pracowni Cytometrii Wydzialu BiOS UL. Wyniki analizowano wykorzystujac
oprogramowanie FlowJo, we wspoétpracy z dr Pauling Sicinska z Katedry Biofizyki Skazen
Srodowiska UL.

111.2.21. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng wykonano za pomocg programu Statistica 13 (StatSoft) oraz
oprogramowania GraphPad 7 (Prism). Do analizy danych zawartych w pracy wykorzystano
statystyki opisowe — $rednia arytmetyczna oraz odchylenie standardowe (SD). Normalnos¢
rozktadu zmiennych oceniano testem Kotmogorowa-Smirnowa. W celu oceny réznic miedzy
dwoma srednimi uzyto nieparametrycznego testu U Manna—Whitneya. W przypadku analizy
obejmujacej porownanie wigcej niz dwoch srednich, zastosowano nieparametryczny test
Kruskala-Wallisa. R6znice migdzy $rednimi uznawano za istotne statystycznie przy warto$ci
p <0,05.
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IV. Wyniki

IV.1.Charakterystyka oddzialywania archeonow halofilnych
Hrd. rudnickae lub N. salaciae z ludzkimi komoérkami
dendrytycznymi [Wyniki oryginalne, nieopublikowane].

IV.1.1. Ocena obecnosci archeonow halofilnych wewngtrz KD

Zbadano zdolno$¢ wnikania archeondéw halofilnych (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66

lub N. salaciae) do komodrek dendrytycznych z wykorzystaniem mikroskopii

fluorescencyjnej. Analiza zdje¢ mikroskopowych z uzyciem programu Imagel] pozwolita na
jednoznaczne odroznienie archeonow, ktore znajdowaty si¢ wewnatrz KD od tych, ktore byty
poza nimi oraz na zliczenie liczby obu populacji (parametr okreslany jako ,,prominencja”).

KD stymulowano wedlug metody opisanej w podrozdziale 111.2.9., a nast¢pnie barwiono

bromkiem etydyny oraz oranzem akrydyny wedtug metody opisanej w podrozdziale 111.2.13.

Kontrole ujemng stanowity KD niestymulowane archeonami halofilnymi. Po 24 godz.

stymulacji zaobserwowano obecnos$¢ archeonow halofilnych (Hrd. rudnickae 64, Hrd.

rudnickae 66 lub N. salaciae) wewnatrz KD, zarowno w cytoplazmie, jak i w jadrze
komoérkowym. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajacy obecnos¢ archeonow

halofilnych wewnatrz cytoplazmy oraz jadra komorkowego KD przedstawiono na Rycinie 9

[Ryc. 9.]. Wyniki zaprezentowano w postaci $redniej liczby wniknig¢, definiowanej jako

obecnos¢ archeondow halofilnych w jadrze komorkowym [Ryc. 10A] lub cytoplazmie [Ryc.

10B]. Srednig liczbe drobnoustrojow w komorce oceniono zliczajac kazdorazowo 2500 KD.

Wykazano, iz 24 godz. stymulacja KD Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae

skutkowatla istotnym nasileniem liczby wniknie¢ archeonéw halofilnych do wnetrza jadra

komoérkowego oraz cytoplazmy KD w porownaniu do komoérek niestymulowanych

(p<0,0001).
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KD stymulowane
Hrd. rudnickae 64 Hrd. rudnickae 66 N. salaciae

AO/EB AO/EB AO/EB AO/EB

(AO/EB + DAPI)

10

(AO/EB + DAPI)

A

(AO/EB + DAPI)

(AO/EB + DAPI) (AO/EB + DAPI)

(AO/EB + DAPI)

0

Ryc. 9. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajgcy obecnosc¢ Hrd. rudnickae 64, Hrd, rudnickae 66 lub
N. salaciae w jgdrze komdrkowym oraz cytoplazmie komdrek dendrytycznych (KD). Zielone, fluorescencyjne punkty
(zaznaczone biatq strzatkq) — archeony halofilne; kolor niebieski — jgdro komdrkowe (n); kolor jasno zielony -

cytoplazma. AO — oranz akrydyny, EB — bromek etydyny, KD — komodrki dendrytyczne niestymulowane. Skala
wielkosci = 10 um.
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Ryc. 10. Liczba wniknie¢ archeondw halofilnych (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae) w jgdrze
komdrek dendrytycznych (KD) (A) oraz cytoplazmie (B). Dane przedstawiono w postaci Sredniej *+ odchylenie
standardowe. **** p <0,0001; minimum 100 zliczen dla kazdego uktadu, eksperyment powtdrzono 4-krotnie (n=4.)
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IV.1.2. Ocena stopnia kondensacji i fragmentacji chromatyny KD
stymulowanych archeonami halofilnymi

W kolejnym etapie badan sprawdzono, czy stymulacja KD archeonami halofilnymi
(Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae) skutkuje zmianami w kondensacji
oraz fragmentacji chromatyny komorek dendrytycznych. W tym celu KD stymulowano
24 godz. archeonami halofilnymi wedlug metod opisanych w podrozdziatach 111.2.9.
i 111.2.10., a nastepnie wybarwiono DAPI (111.2.14). Barwienie komorek z wykorzystaniem
DAPI umozliwito ocen¢ mikroskopowa jadra komorkowego. DAPI wigzac si¢
z dwuniciowym DNA pozwala zaobserwowac zwigkszong konsensacje chromatyny jadrowe;j
oraz stopien fragmentacji chromatyny. Silniej upakowana chromatyna oznacza slabsza
ekspresj¢ gendow (trudniejszy dostep czynnikow transkrypcyjnych do sekwencji
nukleotydéw), natomiast fragmentacja chromatyny oznacza jej uszkodzenie. Ponadto,
w doswiadczeniu analizowano cytoszkielet KD z wykorzystaniem przeciwciat
monoklonalnych przeciwko ludzkiej B-tubulinie. Zaréwno w ocenie stopnia kondensacji
chromatyny, jak i procentu fragmentacji chromatyny KD, kontrolg negatywng stanowity KD
niestymulowane, natomiast kontrole pozytywng KD stymulowane superantygenem SEB
(enterotoksyng B S. aureus). Fragmentacj¢ chromatyny oceniono na podstawie fluorescencji
jadra komorkowego z wykorzystaniem DAPI, gdzie stabsza fluorescencja wskazywala na
zwigkszong fragmentacj¢ chromatyny. Nizszy poziom fluorescencji oznaczal réwniez
mniejszg kondensacj¢ chromatyny. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajacy
kondensacje i fragmentacje¢ chromatyny przedstawiono na Rycinie 11 [Ryc. 11.]. W wyniku
24 godz. stymulacji KD archeonami halofilnymi, nie zaobserwowano istotnych zmian
w stopniu kondensacji chromatyny wewnatrz komorek dendrytycznych w poréownaniu do
komorek niestymulowanych [Ryc. 11.; 12A], a takze w procencie fragmentacji chromatyny
KD stymulowanych archeonami halofilnymi, w poréwnaniu do komorek niestymulowanych
[Ryc. 11.; 12B]. Po stymulacji KD SEB nie zaobserwowano istotnych zmian w stopniu
kondensacji chromatyny KD w poréwnaniu do komoérek niestymulowanych [Ryc. 11.; Ryc.
12A), natomiast zaobserwowano istotnie wyzszy procent fragmentacji chromatyny KD
stymulowanych SEB w poréwnaniu do komoérek niestymulowanych (p = 0,0286) [Ryc. 11.;
Ryc. 12B].
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B-tubulin

Hrd
rudnickae 64

B-tubulin

Hrd.
rudnickae 66

B-tubulin

KD stymulowane

N. salaciae

B-tubulin

SEB

-

B-tubulin )/
Ryc. 11. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajgcy komdrki dendrytyczne (KD) niestymulowane,
stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae wybarwione przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko
B-tubulinie (A) oraz komorki barwione DAPI (B). Panel ,,merge” (C) — potgczone obrazy ze wszystkich znacznikow. KD —
komorki dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); SEB — kontrola pozytywna. Skala wielkosci = 10 um.
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Ryc. 12. Stopien kondensacji oraz procent fragmentacji chromatyny komorek dendrytycznych (KD) niestymulowanych,
stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae. A) Stopien kondensacji chromatyny KD; B) Procent
fragmentacji chromatyny KD. Dane przedstawione jako srednia + odchylenie standardowe. * p < 0,05; n=4; KD — komorki
dendrytyczne niestymulowane.

IV.1.3.Ocena obecnosci jednoniciowych peknieg¢ DNA w KD
stymulowanych archeonami halofilnymi

W celu zbadania wplywu archeondéw halofilnych na powstawanie jednoniciowych peknieé
DNA, KD stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 64, Hrd.
rudnickae 66 lub N. salaciae) zgodnie z metoda opisang w podrozdziatach 111.2.9. i 111.2.10.,
a nastepnie dokonano detekcji PARP-2 wedlug metody opisanej w podrozdziale 111.2.15.
Wykorzystany w tej technice PARP-2 jest enzymem, ktory przytacza si¢ do jednoniciowych
peknig¢ w DNA. Dzigki wykorzystaniu techniki immunocytochemicznej z uzyciem
skoniugowanych z fluorochromem przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko
PARP-2, identyfikowano DNA, w ktorym obecne byly jednoniciowe peknigcia. KD
niestymulowane stanowily kontrole¢ negatywna, natomiast KD stymulowane
superantygenem SEB stanowily kontrole pozytywng. Reprezentatywny obraz mikroskopowy
przedstawiajacy KD z jednoniciowymi peknigciami DNA przedstawiono na Rycinie 13
[Ryc. 13.] — rycina ta przedstawia panel SSBs (ang. single-strand breaks, jednoniciowe
peknigcia DNA, znacznik — PARP-2), panel DNA (jadro komorkowe barwione DAPI w celu

zlokalizowania DNA jadrowego), panel ,,Actin” (biatko cytoszkieletu, aktyna, wybarwione
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Ryc. 13. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajgcy jednoniciowe uszkodzenia DNA w komdrkach
dendrytycznych. KD — komdrki dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); Hrd. rudnickae 66, Hrd. rudnickae 64,
N. salaciae — KD stymulowane wybranymi szczepami archeondw halofilnych; SEB — KD stymulowane superantygenem SEB
(kontrola pozytywna).

A — merged, potaczone obrazy ze wszystkich znacznikdw. (B) SSBs— jednoniciowe uszkodzenia DNA; PARP-2 — enzym
wykrywajgcy jednoniciowe uszkodzenia DNA (jasnozielone punkty w panelu SSBs, biatq strzatkq zaznaczono jednoniciowe

uszkodzenia DNA); (C) DAPI— barwnik DNA (niebieski); (D) Actin, aktyna wybarwiona Rhodamine 123 (czerwony);
E - potaczone obrazy ze wszystkich znacznikdw (obraz powiekszony). Skala wielkosci = 10 um

Przeanalizowano dwa parametry $wiadczace o obecnosci jednonicowych uszkodzen DNA —
indeks fluorescyjnego znakowania (% komorek wykazujacych jednoniciowe peknigcia
DNA) [Ryc. 14A] oraz $rednig intensywno$¢ fluorescencji (parametr informujacy o liczbie

jednoniciowych peknig¢ DNA w jednej komorce — im wigksza ilo§¢ SSBs tym bardziej
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intensywna fluorescencja) [Ryc. 14B]. Stymulacja KD Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae
66 lub N. salaciae nie spowodowata istotnych zmian w odsetku komérek dendrytycznych
wykazujacych jednoniciowe uszkodzenia DNA [Ryc. 14A]. Nie zaobserwowano rowniez
istotnego wzrostu liczby jednoniciowych pgknie¢ w pojedynczej KD [Ryc. 14B]. W KD
stymulowanych SEB (kontrola pozytywna) wykazano istotny wzrost indeksu
fluorescencyjnego znakowania (p = 0,0286) [Ryc. 14A] i istotnie wyzsza S$rednig
intensywno$¢ fluorescencji (p < 0,0001) [Ryc. 14B] w poréwnaniu do KD
niestymulowanych [Ryc. 14.].
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Ryc. 14. Jednoniciowe pekniecia DNA w komdrkach dendrytycznych (KD) stymulowanych archeonami halofilnymi. A) Indeks
fluorescencyjnego znakowania (odsetek komdrek wykazujgcych jednoniciowe pekniecia DNA), n=4; B) Srednia
intensywnos¢ fluorescencji w pojedynczej KD, minimum 8 zliczen, eksperyment wykonano 4-krotnie. Dane przedstawione
jako srednia + odchylenie standardowe. * p < 0,05; **** p < 0,0001; KD — komdrki dendrytyczne niestymulowane, SEB —
superantygen S. aureus.

IV.1.4.Ocena obecnosci dwuniciowych peknig¢ DNA w KD
stymulowanych archeonami halofilnymi

W celu zbadania wptywu archeonoéw halofilnych na powstawanie dwuniciowych peknigé
DNA (ang. double-strand breaks, DSB) KD stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi
(Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae) wedlug opisu w podrozdziatach
111.2.9. 1 111.2.10., a nastepnie oceniono, metoda immunocytochemiczna, fosforylowana
w pozycji Ser139 forme histonu H2AX (fosfo-H2AX; H2AXS139ph; marker dwuniciowych
peknig¢ DNA) wedtug metody opisanej w podrozdziale I11.2.15. Miejsca przytaczenia fosfo-

H2AX do DNA zobrazowano z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej, dzigki
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zastosowaniu  przeciwcial monoklonalnych  skoniugowanych z  fluorochromem
skierowanych przeciwko fosfo-H2AX, co umozliwia wykrycie dwuniciowych uszkodzen
DNA. KD niestymulowane stanowity kontrol¢ negatywng, natomiast KD stymulowane

superantygenem SEB stanowity kontrolg pozytywna.

D) E)

merged

KD

10pm

Hrd.
rudnickae 66

10pm

KD stymulowane
Hrd.
rudnickae 64

N. salaciae

SEB

Ryc. 15. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajgcy dwuniciowe uszkodzenia DNA w komdrkach
dendrytycznych. KD — komdrki dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); Hrd. rudnickae 66, Hrd. rudnickae 64,
N. salaciae — KD stymulowane wybranymi szczepami archeondw halofilnych; SEB — KD stymulowane superantygenem SEB
(kontrola pozytywna).

A — merged, pofaczone obrazy ze wszystkich znacznikdw. (B) DSBs— dwuniciowe uszkodzenia DNA; H2AXS139ph — enzym
wykrywajgcy dwuniciowe uszkodzenia DNA (jasnoczerwone punkty w panelu DSBs, biatq strzatkq zaznaczono dwuniciowe
uszkodzenia DNA); (C) DAPI- barwnik DNA (niebieski); (D) B-tubulin, 8-tubulina wybarwiona AlexaFluour488 — przeciwciata
monoklonalne skoniugowane z AlexaFluor 488 (zielony); E - potgczone obrazy ze wszystkich znacznikdw (obraz
powiekszony). Skala wielkosci = 10 um
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Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajacy KD z dwuniciowymi pgknigciami
DNA przedstawiono na Rycinie 15 [Ryc. 15.] — rycina przedstawia panel DSBs (znacznik —
H2AXS139ph), panel DNA (jadro komoérkowe barwione DAPI w celu zlokalizowania DNA
jadrowego), panel B-tubulin (biatko cytoszkieletu, B-tubulina, wybarwione przeciwciatami
monoklonalnymi skoniugowanymi z AlexaFluor 488) oraz panel ,merged”, gdzie
fluorescencja wszystkich znacznikéw zostata natozona komputerowo.

Przeanalizowano dwa parametry $wiadczace o obecnosci dwuniciowych uszkodzen DNA —
indeks fluorescencyjnego znakowania (% komorek wykazujacych dwuniciowe pgknigcia
DNA) [Ryc. 16A] oraz $rednig intensywno$¢ fluorescencji (parametr informujacy o liczbie
dwuniciowych pgknig¢ DNA w jednej komorce tj. im wigcej DSBs — tym bardziej
intensywne $wiecenie/fluorescencja) [Ryc. 16B]. Stymulacja KD wybranymi szczepami
archeonéw halofilnych nie spowodowata istotnych zmian w odsetku komorek
dendrytycznych wykazujacych dwuniciowe uszkodzenia DNA [Ryc. 16A]. Nie
zaobserwowano rowniez istotnego wzrostu liczby dwuniciowych pgknie¢ w pojedynczej KD
[Ryc. 16B]. Wykazano istotny wzrost indeksu fluoroscencyjnego znakowania (p = 0,0286)
oraz $redniej intensywno$¢ fluorescencji (p < 0,0001) w KD stymulowanych SEB,

w porownaniu do KD niestymulowanych [Ryc. 16.].
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Ryc. 16. Dwuniciowe pekniecia DNA w komdrkach dendrytycznych (KD) stymulowanych archeonami halofilnymi. A) Indeks
fluorescencyjnego znakowania (odsetek komdrek wykazujgcych dwuniciowe pekniecia DNA), n=4; B) Srednia intensywnos¢
fluorescencji w pojedynczej KD, minimum 20 zliczen, eksperyment wykonano 4-krotnie. Dane przedstawione jako Srednia
+ odchylenie standardowe. * p < 0,05; **** p < 0,0001; KD — komdrki niestymulowane, SEB — superantygen S. aureus.
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IVV.1.5. Analiza cyklu komoérkowego KD stymulowanych archeonami
halofilnymi

W kolejnym etapie pracy zbadano cykl komoérkowy KD stymulowanych archeonami
halofilnymi - Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae. W tym celu, KD
stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi wedtug opisu w podrozdziatach 111.2.9. oraz
111.2.10., a nastepnie przenalizowano cykl komdrkowy 0znaczony wedlug metody opisanej
w podrozdziale 111.2.19. z zastosowaniem cytometrii przeplywowej. Barwienie komorek
jodkiem propidyny umozliwito oceng ilosciowa zawartosci DNA w komorce w okreslonych

fazach cyklu komorkowego
Analizie poddano 4 fazy cyklu komorkowego:

e Fazg subG1 — faza charakterystyczna dla komorek apoptotycznych

e Faz¢ Gl (ang. gap, przerwa) — faza wzrostu komorek, synteza m.in. biatek
strukturalnych i enzymow

e Faza S (ang. synthesis, synteza) — faza, w ktorej dochodzi do replikacji DNA oraz
syntezy histonow

e Faza G2 — faza syntezy biatek wrzeciona podzialowego oraz skladnikéw btony

komorkowej

Analiza wynikow, w ktorej wykorzystano oprogramowanie FlowJo, pozwolita na oceng
odsetka KD w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego. Jak przedstawiono na Rycinie
17 [Ryc. 17.], stymulacja KD archeonami halofilnymi nie spowodowata istotnych zmian w
cyklu komorkowym w fazach: sub-G1 [Ryc. 17A], G1 [Ryc. 17B], S [Ryc. 17C] oraz G2
[Ryc. 17D]. Z kolei stymulacja KD superantygenem SEB skutkowata istotnym wzrostem
odsestka komorek w fazie sub-G1 (p = 0,0286) [Ryc. 17A] oraz w fazie S (p = 0,0095) [Ryc.
17C].
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Ryc. 17. Odsetek komorek dendrytycznych (KD) stymulowanych archeonami halofilnymi w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego — faza subG1 (A), G1 (B), S (C) oraz G2 (D) ocenionych z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej.
Dane przedstawione jako Srednia * odchylenie standardowe. * p < 0,05; ** p < 0,01. Liczba niezaleznych eksperymentow
n = 7; KD — komorki niestymulowane, SEB — superantygen S. aureus.
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IV.1.6. Ocena odsetka KD stymulowanych archeonami halofilnymi
bedacych w stanie apoptozy lub nekrozy

W ostatnim etapie realizacji pierwszego celu szczegdtowego oceniono wptyw archeondéw
halofilnych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae na proces apoptozy badz
nekrozy KD. Komorki dendrytyczne stymulowano 24 godz. wedlug opiséw
w podrozdziatach 111.2.9. oraz 111.2.10., a nast¢gpnie oceniono odsetek KD w stanie apoptozy
lub nekrozy z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej wedlug opisu w podrozdziale
111.2.20. W badaniach wykorzystano komercyjny zestaw skladajacy si¢ z aneksyny V
znakowanej FITC oraz jodku propidyny. Jodek propidyny wnika do wnetrza komorki przez
uszkodzong btong komodrkowa, a nastepnie wigze si¢ z kwasami nukleinowymi, natomiast
Aneksyna V wiaze si¢ specyficznie z fosfatydyloseryna, ktéra w komorkach ulegajacych
apoptozie przemieszcza si¢ z wewngtrznej na zewnetrzng strong blony komorkowej. Dzigki
barwieniu z wykorzystaniem obu znacznikéw mozna rozr6zni¢ trzy populacje komorek:
e komorki niebarwigce si¢ zadnym zwigzkiem — komorki zywe
e komorki barwigce si¢ jodkiem propidyny — komorki w stanie nekrozy
e komorki barwigce si¢ anekSyng V oraz jodkiem propidyny — komorki w stanie
apoptozy
Na Rycinie 18 [Ryc. 18.] przedstawiono:
e Odsetek KD niebarwigcych si¢ zadnym zwigzkiem — komorki zywe [Ryc. 18A]
e Odsetek KD wybarwionych aneksyng V i jodkiem propidyny — komorki w stanie
apoptozy [Ryc. 18B]
e Odsetek KD barwigcych si¢ jedynie jodkiem propidyny — komorki w stanie nekrozy
[Ryc. 18C]
KD niestymulowane stanowity kontrol¢ negatywna, natomiast KD stymulowane
superantygenem SEB stanowily kontrole pozytywna. W wyniku stymulacji KD archeonami
halofilnymi nie zaobserwowano istotnego wzrostu odsetka komoérek w stanie apoptozy
[Ryc. 18B] lub nekrozy [Ryc. 18C]. Odsetek komoérek zywych nie ulegt istotnej zmianie
w stosunku do komoérek stymulowanych i wynosit okoto 92% [Ryc. 18A]. Stymulacja KD
superantygenem SEB skutkowata istotnym wzrostem odsetka komorek w stanie apoptozy
(p = 0,0203) [Ryc. 18B]. Reprezentatywny ,,dot-blot” komoérek niestymulowanych lub
stymulowanych SEB przedstawiono na Rycinie 18D [Ryc. 18D].
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Ryc. 18. Odsetek komdrek dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66,
N. salaciae lub SEB (A) zywych; (B) w stanie apoptozy; (C) w stanie nekrozy; (D) reprezentatywny dot-blot przedstawiajgcy
komorki niestymulowane (kontrola negatywna) lub stymulowane SEB (kontrola pozytywna). Dane przedstawione jako
Srednia * odchylenie standardowe. *
SEB —superantygen S. aureus, FITC - [zotiocyjanian fluoresceiny.

p < 0,05. Liczba niezaleznych eksperymentow n = 6; KD — komdrki niestymulowane,
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IV.2. Ocena ekspresji receptorow powierzchniowych na
komorkach dendrytycznych stymulowanych archeonami
halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae oraz wytwarzania
wybranych cytokin [Publikacja 2 oraz wyniki oryginalne,
nieopublikowane]

IV.2.1. Okreslenie optymalnej proporcji archeonow halofilnych uzytych do
stymulacji KD [Publikacja 2]

KD stymulowano wedlug metody opisanej w podrozdziale 111.2.9. Oceniono ekspresj¢
receptorow CD86, CD80, CD83 i CD40 na powierzchni KD stymulowanych Hrd. rudnickae
64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w proporcji MOI (ang. multiplicity of infection) 0.1;
MOI 1 oraz MOI 10, z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej na podstawie Opisu
w podrozdziatach I11.2.16. oraz 111.2.17. Parametr MOI oznacza stosunek stymulatora (w tym
przypadku — archeonow halofilnych) do komorek (KD pochodzenia monocytarnego).
Zbadano réwniez poziom IL-10, TNF-a oraz IL-12p40 produkowanych przez KD
stymulowane r6zng warto$cig MOI archeonow halofilnych, z wykorzystaniem testow ELISA
wedtug opisu w podrozdziale 111.2.18. Nie wykazano istotnych r6éznic migdzy MOI 0.1; 1
oraz MOI 10 na poziomie ekspresji receptoréw CD86, CD80, CD83, CD40 oraz produkc;ji
cytokin IL-10, TNF-o i IL-12p40. Do dalszych badan wybrano MOI 1 [Publikacja 2;
Supplementary Figure 1 oraz Supplementary Figure 2].

IV.2.2. Ekspresja receptorow powierzchniowych na KD stymulowanych
archeonami halofilnymi [Publikacja 2]

KD stymulowano wedlug metody opisanej w podrozdziale 111.2.9. Oceniono ekspresj¢
receptoréw powierzchniowych CD86, CD80, CD83, CD40, HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 oraz
TLR4 na powierzchni KD stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub
N. salaciae (MOl 1) z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej wedlug opisu
W podrozdziatach 111.2.16. oraz 111.2.17. Na podstawie parametru MFI (ang. Mean
Fluorescent Intensity, srednia intensywno$¢ fluorescencji) wykazano istotnie wyzsza
ekspresj¢ receptorow CD86 oraz CD80 na powierzchni KD stymulowanych Hrd. rudnickae
64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w porownaniu do komorek niestymulowanych

[Publikacja 2; Figure 1A]. Zaobserwowano réwniez istotnie wyzszy odsetek KD
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wykazujacych ekspresje receptorow CD86, CD80 oraz CDS83 stymulowanych Hrd.
rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 Ilub N. salaciae w poréwnaniu do komorek
niestymulowanych. Jednocze$nie, nie wykazano istotnych rdznic w ekspresji receptorow
CD40, HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 oraz TLR4 na KD stymulowanych Hrd. rudnickae 64,
Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w poréwnaniu do komorek niestymulowanych [Publikacja

2; Figure 1B, Supplementary Figure 3, Supplementary Figure 4].

IVV.2.3. Produkcja cytokin przez KD stymulowane archeonami halofilnymi
[Publikacja 2]

KD stymulowano wedtug opisu w podrozdziale 111.2.9. Oceniono produkcje cytokin TNF-q,
IL-12p40, 1L-12p70, IL-23 oraz IL-10 przez KD stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd.
rudnickae 66 lub N. salaciae (MOl 1) z wykorzystaniem testow ELISA, jak opisano
w podrozdziale [111.2.18. Zaobserwowano istotnie wyzszg produkcje TNF-q,
IL-12p40 oraz 1L-10 przez KD stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub
N. salaciae w porownaniu do komorek niestymulowanych. Nie zaobserwowano istotnych
roznic w intensywnosci produkcji IL-12p70 oraz 1L-23 przez KD stymulowane halofilami w
poréwnaniu do komorek niestymulowanych. [Publikacja 2; Figure 2, Supplementary Figure
5].

IV.2.4. Porownanie zdolno$ci archeonow halofilnych, w formie zywych
drobnoustrojéow lub lizatow komorkowych, do stymulacji KD
[Wyniki oryginalne, nieopublikowane]

Biorac pod uwage wyniki uzyskane w poprzednich etapach pracy, postanowiono zbadac¢, czy
jedynie archeony w formie zywej s3 zdolne do efektywnej stymulacji KD, czy tez podobne
wlasciwosci beda posiadaly antygeny archeonéw zawarte w lizacie komoérkowym.
W pierwszym etapie oceniono skuteczno$¢ lizy archeonéw halofilnych Hrd. rudnickae 64,
Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae. Archeony halofilne przygotowano oraz poddano lizie
wedtug metody opisanej w podrozdziale I11.2.2. Obecno$¢ zywych drobnoustrojéw w lizacie
komoérkowym sprawdzono poprzez wysiew na pltynne podioze HBM 1 pomiar gestosci
optycznej wobec hodowli archeondéw halofilnych nie poddanych lizie jak opisano w
podrozdziale 111.2.1. oraz 111.2.2. Warto$¢ OD badanych hodowli mierzono w okreslonych
punktach czasowych: 0 godz. (w momencie przeniesienia lizatu do podtoza HBM), 24 godz.,
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48 godz., 72 godz. przy dhugosci fali A = 600 nm. Rycina 19 [Ryc. 19.] przedstawia wartosci
OD lizatow archeonow halofilnych oraz hodoli zywych drobnoustrojow. Nie wykazano
istotnego wzrostu wartosci OD lizatu archeonow halofilnych, co $§wiadczy o wysokiej
skuteczno$ci ich lizy woda destylowang. Jednocze$nie, w hodowli archeonéw halofilnych
nie poddanych lizie wykazano wzrost wartosci OD, co $wiadczylo o ich zywotnosci

i zdolnosci do wzrostu.

Halorhabdus rudnickae 64 Halorhabdus rudnickae 66
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Ryc. 19. Ocena skutecznosci metody lizy archeondw halofilnych wodq destylowang. Wzrost wartosci OD (A=600nm)
w czasie oznacza przyrost biomasy drobnoustrojow. Wynik przedstawiono jako srednia + odchylenie standardowe. Liczba
niezaleznych eksperymentow n = 3.

Nastepnie, KD stymulowano 24 godz. zawiesing zywych archendéw halofilnych
(Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae) wedlug metody opisanej
w podrozdziale 111.2.9. lub lizatem archeonéw halofilnych przygotowanym jak opisano
w podrozdziale 111.2.2. Nastepnie oceniono ekspresje receptorow powierzchniowych (CD86,
CD80 i CD83) z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej (111.2.16. i 111.2.17.) oraz
produkcje cytokin (IL-12p40, IL-10, TNF-a) w tescie ELISA (111.2.18.). Receptory CD86

oraz CD8O0 s3 receptorami synapsy immunologicznej na powierzchni KD; receptory te biorg
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udzial w prezentacji antygenu limfocytom T. Podwyzszona ekspresja receptora CD83
powigzana jest z dojrzewaniem KD. Badane cytokiny naleza do cytokin prozapalnych
(IL-12p40), przeciwzapalnych (IL-10) lub plejotropowych (TNF-a), co pozwolito na
zbadanie szerokiego spektrum odpowiedzi KD na archeony halofilne. Kontrol¢ ujemna
stanowity KD niestymulowane archeonami halofilnymi. Na Rycinie 20 [Ryc. 20.]
przedstawiono ekspresj¢ receptoréw powierzchniowych (CD86, CD80, CDS83) na
powierzchni KD stymulowanych archeonami halofilnymi na podstawie wartosci: MFI
[Ryc. 20A] oraz odsetka komorek wykazujacych ekspresje danego receptora [Ryc. 20B]. Nie
zaobserwowano istotnych roéznic w ekspresji receptorow powierzchniowych (CD86, CD80
oraz CD83) w wyniku stymulacji KD zawiesing zywych archeonéw halofilnych lub lizatem
archeonow halofilnych na podstawie parametru MFI [Ryc. 20A], oraz odsetka komorek
wykazujacych ekspresje danego receptora [Ryc. 20B]. Na Rycinie 21 przedstawiono
produkcje cytokin (IL-12p40, IL-10 oraz TNF-a) przez KD stymulowane archeonami
halofilnymi [Ryc. 21.]. Nie zaobserwowano istotnych r6znic w intensywnosci produkcji
IL-12p40, IL-10 i TNF-a migdzy KD stymulowanymi zywymi archeonami halofilnymi lub
lizatem archeonow halofilnych. Zaobserwowano nasilong ekspresje receptorow CDS8O6,
CD80 i CDS83 oraz wyzsza produkcje cytokin IL-12p40, IL-10 i TNF-a przez KD
stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae, w poréwnaniu do
niestymulowanych KD. Ze wzgledu, iz eksperyment powtdrzono trzykrotnie (w dwoch

powtorzeniach na plytce), wyniki nie osiagnely istotnos$ci statystyczne;.
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Ryc. 20. Ekspresja receptorow CD86, CD80 oraz CD83 na powierzchni KD stymulowanych zywymi archeonami halofilnymi
lub lizatem archeondw halofilnych. A) MFI (ang. Mean Fluorescent Intensity, Srednia intensywnos¢ fluorescencji)
receptorow CD86, CD80 i CD83 na powierzchni KD. B) Odsetek KD wykazujqcych ekspresje receptora CD86, CD80 lub CD83.
Kontrole stanowity komdrki niestymulowane (KD). Dane przedstawione jako Srednia * odchylenie standardowe. Liczba
niezaleznych eksperymentow n = 3, nie przeprowadzono analizy statystycznej wynikow.
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Ryc. 21. Produkcja cytokin (IL-12p40, IL-10 oraz TNF-a) przez KD stymulowane Zzywymi archeonami halofilnymi lub ich
lizatem. Kontrole stanowity komdrki niestymulowane (KD). Dane przedstawiono jako srednia + odchylenie standardowe.
Liczba niezaleznych eksperymentow n = 3, nie przeprowadzono analizy statystycznej wynikow.
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IV.3. Ocena odpowiedzi cytokinowej limfocytow T CD4"
w ko-hodowlach z komérkami dendrytycznymi stymulowanymi
archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae
[Publikacja 2]

IV.3.1.Produkcja IFN-y oraz IL-13 w ko-hodowli autologicznych
limfocytow T CD4" z KD stymulowanymi archeonami halofilnymi

Limfocyty T, poprzez produkcje okreslonych cytokin, s3 w stanie odpowiadac
W zréznicowany sposob na antygeny prezentowane przez KD. W doswiadczeniu
wykorzystano cytokiny charakterystyczne dla odpowiedzi odpornosciowej typu Thl (IFN-
y), Th2 (IL-13) oraz Thl7 (IL-17A). W celu oceny zdolnosci KD do prezentowania
antygenow archeonow halofilnych limfocytom T CD4, KD stymulowano wedtug metod
opisanych w podrozdziatach I11.2.9., 1I1.2.11. oraz I11.2.12. Nastepnie dodawano zawiesing
autologicznych limfocytow T i oceniono produkcje cytokin IFN-y, IL-13 oraz IL-17A
z wykorzystaniem testow ELISA (111.2.18.). Wykazano istotnie wyzsza produkcje IFN-y oraz
IL-13 w ko-hodowli komoérek dendrytycznych stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd.
rudnickae 66 lub N. salaciae. w poréwnaniu do komorek niestymulowanych, nie
zaobserwowano jednak istotnych roznic w produkcji IL-17a [Publikacja 2; Figure 3,

Supplementary Figure 6].

IVV.3.2. Produkcja IFN-y i IL-13 w ko-hodowli autologicznych limfocytow
T dziewiczych CD4" lub autologicznych limfocytéw T pamieci CD4*
z KD stymulowanymi archeonami halofilnymi

KD wraz z autologicznymi limfocytami T CD4" dziewiczymi (CD4* CD45RA") oraz
limfocytami T CD4" pamieci (CD4" CD45R0O") stymulowano wedlug metod opisanych
w podrozdziatach II1.2.9., 1I1.2.11. oraz III.2.12. Limfocyty dziewicze oraz limfocyty
pamigci, z racji wykazywanych roéznic (m.in. ekspresja innych receptoréw dla chemokin oraz
réznych czasteczek adhezyjnych) odpowiadaja w rézny sposob na antygeny prezentowane
przez KD. Oceniono produkcj¢ IFN-y oraz IL-13 w ko-hodowli KD stymulownych Hrd.
rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae (MOI 1) z autologicznymi limfocytami
dziewiczymi lub limfocytami pamigci z wykorzystaniem testow ELISA (111.2.18.).

Wykazano istotnie wyzsza produkcje IFN-y w ko-hodowli KD stymulowanych Hrd.
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rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae z limfocytami T CD4" dziewiczymi
w porownaniu do hodowli z KD niestymulownymi, nie zaobserwowano jednak istotnych
réznic w produkcji IL-13 [Publikacja 2; Figure 4]. Nie zaobserwowano réwniez istotnego
nasilenia produkcji IFN-y oraz IL-13 w ko-hodowli KD stymulowanymych Hrd. rudnickae
64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae z limfocytami T CD4" pamieci w poréwnaniu, do

komorek niestymulowanych [Publikacja 2; Figure 4].
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Activate Human Dendritic Cells and
Orient T Helper Cell Responses
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! Department of Immunology and Infectious Biology, Institute of Microbiology, Biotechnology and Immunology, Faculty of
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Pasteur de Lille, U1019 - UMR9017 - CilL - Center for Infection and Immunity of Lille, Lille, France

Halophilic archaea are procaryotic organisms distinct from bacteria, known to thrive in
hypersaline environments, including salt lakes, salterns, brines and salty food. They have
also been identified in the human microbiome. The biological significance of halophiles for
human health has rarely been examined. The interactions between halophilic archaea and
human dendritic cells (DCs) and T cells have not been identified so far. Here, we show for
the first time that the halophilic archaea Halorhabdus rudnickae and Natrinema salaciae
activate human monocyte-derived DCs, induce DC maturation, cytokine production and
autologous T cell activation. In vitro both strains induced DC up-regulation of the cell-
surface receptors CD86, CD80 and CD83, and cytokine production, including IL-12p40,
IL-10 and TNF-c, but not IL-23 and IL-12p70. Furthermore, autologous CD4" T cells
produced significantly higher amounts of IFN-y and IL-13, but not IL-17A when co-
cultured with halophile-stimulated DCs in comparison to T cells co-cultured with
unstimulated DCs. IFN-y was almost exclusively produced by naive T cells, while IL-13
was produced by both naive and memory CD4" T cells. Our findings thus show that
halophilic archaea are recognized by human DCs and are able to induce a balanced
cytokine response. The immunomodulatory functions of halophilic archaea and their
potential ability to re-establish the immune balance may perhaps participate in the
beneficial effects of halotherapies.

archaea,

Natrinema

Keywords: dendritic cells, T cells

INTRODUCTION

Archaea represent a separate domain of life, with unique genetic and biochemical features, distinct
from Eukaryotes and bacteria (1, 2). Initially, archaea were described as extremophiles — organisms
able to live in extreme environmental conditions, ranging from artificial solar salterns, to natural
brines in coastal and submarine pools and salt mines, high/low temperature, pressure, dryness,
radiation, pH, concentration of heavy metals or salinity. Halophiles are the habitants of hypersaline
environments and possess the unique cellular enzymatic machinery, involved in balancing the
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osmotic stress, allowing them to thrive in high salinity. A
"Salt-in” strategy based on accumulating concentrations of KCI
equal to those of NaCl and the presence of specific halophilic
enzymes play a key role in their survival (3).

Salt-rich environments are the basis of halotherapy, a
treatment where patients inhale air from pollutants-free salt-
mines (4). Halotherapy may have a beneficial effect on the quality
of life of asthmatics (5). Polish salt-mines, where halotherapy is
performed, are health resorts in Bochnia and Wieliczka (6).
However, in addition to salt-saturated air, the air of these mines
also contain various micro-organisms, including halophilic
Archaea (7-9), such as Halorhabdus rudnickae, isolated from
the Wieliczka salt-mine (9).

Archaeal species, including halophiles, have also been
identified in the human microbiome (10). They have been
detected in human stool samples (11) and in the intestinal
mucosa of inflammatory bowel disease patients (12). However,
so far, no pathogenic strain of halophiles has been identified.
While the interactions of other types of Archaea, such as
Methanoarchaea, with innate immune cells have been studied
in mice and humans (13-15), until now there are no reports
describing the interaction between halophiles and human
immune cells.

As dendritic cells (DCs) are the prime professional antigen-
presenting cells (16), which link innate and adaptive immunity
(16, 17) and control T-cell responses by the delivery of co-
stimulatory signals and cytokines (18), we examined here the
effect of the halophilic archaeal strains Hrd. rudnickae 64, Hrd.
rudnickae 66 and Natrinema salaciae on human monocyte-
derived DCs (DCs) and T cells. We examined the expression
of surface markers on DCs and the cytokine production by DCs,
as well as by autologous CD4" T cells, naive CD45RA*CD4" T
and memory CD45RO"CD4" T cells, co-cultured with halophile-
stimulated DCs. The main conclusion of this paper is that the
two studied species of halophilic archaeons are recognized by
human DCs and are able to induce a balanced Th1/Th2
cytokine response.

RESULTS

Halophilic Archaea Induced Expression of
CD86, CD80 And CD83 On Human DCs

To determine the effect of halophilic archaea on human DCs the
cells were stimulated with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66
or N. salaciae at MOIs of 1:1 (1x10° DCs: 1x10° archaea) for 24h.
Expression of surface markers was evaluated by flow cytometry.
In preliminary experiments we have tested different MOT, 0.1:1,
1:1 and 1:10 and found that for most markers the MOI of 1:1 was
the most appropriate (Supplementary Figures S1, S2), with
respect to both the fluorescence intensity and frequency. In all
subsequent experiments we therefore used the MOI of 1:1.
Stimulation with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N.
salaciae resulted in significantly increased expression of CD86
and CD80 on the surface of DCs in comparison to unstimulated
cells (Supplementary Figure S3 and Figure 1A). Incubation of

Immune Response to Halophilic Archaea

the DCs with these halophiles also resulted in a significantly
increased percentage of DCs expressing CD86 and CD80 in
comparison to non-stimulated cells (Figure 1B). DCs stimulated
with halophilic archaea also showed significantly higher
percentage of cells expressing CD83 than unstimulated cells
(Figure 1B), while there was a trend only for increased mean
fluorescence intensity (Figure 1A). In contrast to these surface
markers, DCs stimulated with the halophiles did not appear to
increase the expression of CD40 (Figure 1). As expected for the
controls, DCs stimulated with E. coli LPS significantly increased
the expression of all four surface markers [data not shown]. No
significant changes in HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4
expression on DCs stimulated with halophilic archaea was
observed (Supplementary Figure $4).

DC Stimulated With Halophilic Archaea
Produced IL-12p40, IL-10 and TNF-a but
Not IL-23 and IL-12p70

To investigate further the effect of DCs stimulation with Hrd.
rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae, cytokines levels
were measured by ELISA. After 24h of stimulation with
halophilic archaea at a MOI of 1:1, cytokine secretion was
measured by ELISA in duplicates. Stimulated DCs showed
significantly higher production of IL-12p40, IL-10 and TNF-o
than unstimulated cells (Figure 2), but did not induce IL-23, no
IL-12p70 production (Supplementary Figure S5). For all
analyzed cytokines, stimulation with E. coli LPS resulted in
significantly higher production than unstimulated cells [data
not shown].

Autologous CD4* T Cells Co-cultured With
Halophilic Archaea-Stimulated DCs
Produced IFN-y and IL-13
As DCs are able to orient the immune responses towards Thl,
Th2 or Th17 profiles, we investigated whether the DCs
stimulated by the halophilic archaea may orient the T cell
responses preferably to one or the other profile. Therefore,
autologous CD4" T cells were co-cultured with the stimulated
DCs, and the production of IFN-y, IL-13 and IL-17A, as a Th1,
Th2 and Th17 cytokine representative, respectively, in the DC-T
cell co-cultures were determined. DCs were thus stimulated for
24h with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae at
MOIs of 1:1. Autologous CD4" T cells were then added in a 1:10
ratio (1x10° DCs: 1x10° CD4* T cells). This ratio was chosen
based on previous studies using different stimuli in our
laboratory (19) and by others (20-22). After 96h of co-culture
the cytokine levels were measured by ELISA in duplicates.
Autologous CD4" T cells produced significantly higher
amounts of both IFN-y and IL-13 (Figure 3) in response to
Hrd. rudnickae 64-, Hrd. rudnickae 66- or N. salaciae-stimulated
DCs in comparison to T cells co-cultured with unstimulated DCs
but did not stimulate IL-17A production (Supplementary
Figure $6). As expected, for all analyzed cytokines, stimulation
with E. coli LPS resulted in significantly higher production of
these cytokines than for control cells (data not shown).
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FIGURE 1 | Surface marker expression on human DCs stimulated with halophilic archaea. Human DCs from healthy blood donors were stimulated for 24h either
with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66, N. salaciae or were left unstimulated (DC). Fluorescence intensity is expressed as MFI {once for each donor) of CD86,
CD80, CD83 and CD40 surface expression on DC, from which the MFI obtained with an isotype-matched antibody was subtracted (A) and the percentages of
positive cells with the CD86, CD80, CD83 and CD40 expression on DC surface (B) were calculated. Data shown represent the means + SD of 7 independent
donors. Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney U test for unpaired data. *p < 0.05; *p < 0.01; **’p < 0.007 versus control (unstimulated DC).

Naive but not Memory T Cells Produced
IFN-y When Co-Cocultured With
Halophile-Stimulated DCs

To determine whether the TFN-y and IL-13 cytokine responses
came from naive or from memory CD4"' T cells, DCs were
stimulated for 24h with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or
N. salaciae, and autologous naive or memory CD4" T cells were
then added in a 1:10 ratio. After 96h of co-culture the cytokine
levels were determined by ELISA in duplicates.

As shown in Figure 4, naive CD4" T cells co-cultured with
halophile-stimulated DCs were the main CD4" T cell subsets
producing significantly higher amounts of IFN-y in comparison
to T cells incubated with unstimulated DCs. Only minimal
amounts of IFN-y were produced by memory CD4" T cells co-

cultured with halophile-stimulated DCs, and no significant
differences were observed compared to memory CD4" T cells
co-cultured with non-stimulated DCs (Figure 4). For IL-13 a
trend of increased production was noted by both naive and
memory CD4" T cells, which, however, did not reach statistically
significance compared to co-cultures with untreated DCs.

DISCUSSION

The human body is exposed to halophilic archaea present in
environments such as salt mines, in the human intestine and on
skin (23, 24), as well as in salty food, including salted fish, ham and
sausages (25). In this study we focused on the effect of two
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FIGURE 2 | Cytokine secretion by halophie-stimulated DCs. Human DCs were stimulated either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. nudnickae 66, N. salaciae or were left
unstimulated (DC) for 24h. The levels of IL-12p40, IL-10 and TNF-a secretion by stimulated DCs were measured in duplicates by ELISA. Data shown represent the means =
8D of 7 donors. Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney U test for unpaired data. 'p < 0.05; *p < 0.07 versus control (unstimulated DC).
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FIGURE 3 | Cytokine secretion by CD4" T cells co-cultured with halophile-stimulated DCs. Secretion of IFN-y and IL-13 by human CD4" T cells following 96 h co-
culture with Hrd. rudnickae 64-, Hrd. rudnickae 66- or N. salaciae-pulsed autologous DCs (ratio DCs:T cells, 1:10) was measured in duplicates by ELISA. Data
shown represent the means = SD of 7 donors. Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney U test for unpaired data. *p < 0.05; *’p < 0.01 versus

control (unstimulated DC).

halophilic archaeal species, Hrd. rudnickae and N. salaciae on the
human immune system. Both halophilic species activated DCs by
the upregulation of the surface markers CD80, CD86 and CD83,
while CD40, HLA-DR and DC-SIGN and TLR 2 and 4 were not
upregulated by in vitro incubation of the DCs with these halophilic
species. Furthermore, both species triggered the secretion of IL-
12p40, TL-10 and TNF-o, suggesting a balanced immune
activation. TL-23 was not induced by the two halophilic species.
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FIGURE 4 | Cytokine secretion by naive and memory CD4" T cells co-
cultured with halophile-stimulated DCs. Secretion of IFN-y and IL-13 by
human naive (left panels) and memory (right panels) T cells following 96 h
coculture with Hrd. rudnickae 64-, Hrd. rudnickae 66- or N. salaciae-pulsed
autologous DCs (ratio DCs/T cells, 1:10) was measured in duplicates by
ELISA. Data shown represent the means + SD of 7 donors. Statistical
analyses were performed using the Mann-Whitney U test for unpaired data.
**p < 0.01 versus control (unstimulated DC).

Since the two halophiles induced IL-10 by human DCs their effect
may be anti-inflammatory, which is consistent with halotherapy
having a beneficial effect for asthmatics (5), patients with chronic
bronchitis, chronic obstructive bronchopneumopathy (4) and
cystic fibrosis (26). It has also been proposed as an adjunct to
conventional treatment of sub-obstructive adenotonsillar
syndrome (27). By their immunoregulatory properties halophilic
archaea may thus potentially contribute to the anti-inflammatory
processes during halotherapy. Although this study was performed
on species found in either a salt mine (Hrd. rudnickae) or the
Mediterranean Sea (N. salaciae), the fact that they induce the same
type of immune activation, although representing distinct genera,
suggests that our observations may be broadly applicable to
halophilic archaea.

Immunomodulatory properties of halophilic archaea have so
far not yet been investigated, but phylogenetically closely related
Methanobacteriales have been shown to also activate the
mammalian immune system. Methanospera stadtmanii was
found to trigger the accumulation of myeloid DCs in aerosol-
exposed mice, while another methanogenic archaeal species,
Methanobrevibacter smithii, was less potent in inducing
myeloid DCs accumulation in the airways (13). Cytokine
responses and surface marker expression were not measured in
that study. However, a subsequent study showed that both
species were able to induce the release the TNF-o by human
PBMC:s in vitro, but M. stadtmanii induced a four-fold higher
response than M. smithii (14). Interestingly, M. stadtmanii was
also isolated with a higher prevalence from stools of
inflammatory bowel disease patients than of controls, unlike
M. smithii, which was isolated at similar frequencies in both
groups, suggesting a potential role of M. stadtmanii in the
pathogenesis of inflammatory bowel disease. Increased TNF-o.
and IL-18 secretion by human DCs stimulated with M.
stadtmanii over M. smithii was confirmed by Bang et al. (15).
In addition, these authors analysed the DC expression of CD86
and found that the expression of this surface marker was higher
on DCs stimulated with M. stadtmanii than with M. smithii. The
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production of IL-10 induced by these archaea was not
investigated. In contrast to these studies, we did not detect
differences between the two species studied here with respect
to DC activation. Furthermore, halophilic archaea have not been
associated so far with any disease manifestation, possibly because
of their ability to induce a balanced pro- and anti-inflammatory
innate response, as shown here. On the other hand, halophilic
archaea have been detected in human samples much less
frequently than methanogenic archaea, which may be one of
the reasons why the former have attracted less attention than the
later. Nevertheless, halophilic archaea have been isolated from
biopsies and faecal samples of inflammatory bowel disease
patients (12). However, they have also been detected in
intestine of healthy subjects (25, 28), although a recent study
showed that halophilic archaea are more frequently present in
stool samples from colorectal cancer patients than in healthy
subjects (29).

Since DCs are crucial for the induction of adaptive immune
responses and are key players in the orientation of T cell
responses, we also investigated whether the activation of
human DCs by halophilic archaea may have a downstream
effect on T cells. When autologous CD4" T cells were co-
cultured with Hrd. rudnickae- or N. salaciae-activated DCs,
both IEN-y and IL-13 expression was induced, indicating a
mixed Thl and Th2 activation. In this study we have used the
autologous T cells that were frozen during DC differentiation and
thawed before incubation with the DCs rather than freshly
isolated T cells. We had to use frozen and thawed T cells
because it was legally not possible to bleed the donors again six
days after the initial blood draw. We tested the viability of the T
cells after freezing and thawing by trypan blue exclusion,
although this method does not inform about apoptosis or
functionality of the T cells. However, the fact that the frozen/
thawed T cells secrete Thl- and Th2-type cytokines indicates
that they remained functional after the freezing/thawing cycle.
Although similar studies have not been performed with other
archaea yet, Blais-Lecours et al. (13) have previously shown that
the number of lymphocytes were elevated in the bronchiolar
lavage fluids of mice intranasally instilled with M. smithii or M.
stadtmanae in a dose-dependent manner. These lymphocytes
were essentially CD4" T cells and CD19" B cells. Both
methanogenic archaea also induced antigen-specific IgG in the
serum of these mice. Serum IgG against M. smithii, as well as
against other methanogenic archaea, such as Methanobrevibacter
oralis, were also detected in human patients with periodontitis
(30), indicating that they are also immunogenic in humans. This
was later confirmed by a study showing that inflammatory bowel
disease patients that had detectable levels of M. stadtmanae in
their stool, as evidenced by qPCR, also mounted specific serum
1gG responses against this microorganism (14). This was not the
case in patients for which M. smithii had been identified in their
stools, again showing a difference in the two methanogenic
archaea. However, T cell responses have not been investigated
in this study. In our study, like for the DC activation, we found
no significant differences in the CD4" T cell responses between
Hrd. rudnickae and N. salaciae. Both induced a comparable level

Immune Response to Halophilic Archaea

of Thl and Th2 responses by the T cells co-cultured with the
halophile-stimulated DCs. The IFN-y was almost exclusively
produced by naive T cells, while IL-13 might be produced by
both naive and memory CD4" T cells.

To our knowledge, this is the first report on the effect of
halophilic archaea on the maturation of human DCs and the
subsequent orientation of CD4" T cells. However, archaeosomes,
which are unique liposomes composed of specific lipid extracts
from halophilic archaea, almost exclusively from Halobacterium
salinarum, have been produced and assessed as vaccine vehicles
against various pathogens [for a recent review see (31)]. These
liposomes have been shown to induce both antibody and T cell
responses to the passenger antigens, implying that halophile
compounds can activate antigen-presenting cells and trigger
adaptive immunity. The ligands that trigger DC activation
have not been identified yet. Archaea do not produce LPS and
lack murein in the cell wall, but, instead, produce unusual ether
lipids that do not engage TLR4 or TLR2. However, archaeal RNA
may be a potent inducer of the TLR8- or TLR7-dependent
NLRP3 inflammasome, as has been shown for M. stadtmaniae
(32). Tt remains to be seen whether this also applies to halophilic
archaea. In our study we have not characterized the compounds
that may be responsible for the observed effects, which needs
further analyses to identify potential DC ligands. Therefore, the
mechanism used by halophilic archaea to activate DCs is not yet
known and awaits identification of these ligands, which is
currently being pursued in our laboratory.

Archaea are generally not considered as pathogenic
organisms, although methanogenic archaea have been linked to
various human diseases, such as colon cancer, inflammatory
bowel disease and periodontitis (33). However, so far there has
been no conclusive evidence that they may be causative agents of
human diseases, and it is unlikely that they are bona fide
pathogens (34). Instead, they rather seem to be part of the
normal microbiota (35) and may even exert positive effects in
the gastro-intestinal tract, by serving as a hydrogen sink (36).

In contrast to methanogenic archaea, halophilic archaea have
only rarely been associated with disease in humans. A recent
study with colorectal cancer patients found enrichment of
halophilic archaea and depletion of methanogenic archaea in
their stool compared healthy controls (29). However, this
enrichment was concurrent with an enrichment of Bacteroides
fragilis, a known oncogenic bacterium (37), and it remains to be
determined whether archaea dysbiosis in favor of certain
halophilic species contributes to the pathogenesis of colorectal
cancer. On the other hand, beneficial effects of halophilic archaea
have been illustrated and it has been proposed that they may be
used to improve the safety and quality of salted fish, by
decreasing the risk of histamine poisoning (38).

Much work needs thus to be done in order to determine the
effects of halophilic archaea in human health and disease.
Although essentially classified as extremophiles, halophilic
archaea may also survive and replicate in mesophilic conditions,
such as the human gut and skin. The fact that they can promote a
balanced Th1/Th2 and pro-/anti-inflammatory immune response,
as shown here for two species from different genera, suggests a
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potential for these organisms to re-establish the immune balance
in patients suffering from immune dysfunction, such as
inflammatory diseases, including allergic asthma.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Halophilic Archaea

Hrd. rudnickae 64 (WSM-64"=DSM29498"), Hrd. rudnickae 66
(WSM-66=DSM29499) and N. salaciae (DSM 25055") were
kindly provided by Dr. Luciana Albuquerque and Prof. Milton
S. da Costa from the University of Coimbra, Portugal (9, 39).
Hrd. rudnickae strains are red pigmented, non-motile cocci-
shaped Gram-negative facultative anaerobes with optimum
growth at 40°C in 20% NaCl. The major polar lipids are
phosphatidylglycerol (PG2), phosphatidylglycerol phosphate
methyl ester (PGP-Me) and sulfated diglycosyl diether (S-
DGD). Menaquinone MK-8 was the major respiratory quinone
(9). N. salaciae is a Gram-negative, pleomorphic, non-motile
procaryotic microorganism with optimal growth at 45°C in 15-
20% NaCl. The major polar lipids are phosphatidylglycerol (PG1
and PG2), phosphatidylglycerol phosphate methyl ester (PGP-
Me) and mannose-2,6-dissulfate (1 — 2)-glucose glycerol diether
(S2 -DGD) (39). Halophilic strains were cultivated in 100 mL of
Halobacteria medium (HBM) (5 g/L yeast extract, 5 g/L
casamino acids, 1 g/L Na-glutamate, 2 g/L KCl, 3 g/L Naj-
citrate, 20 g/L MgSO, x 7 H,0, 36 mg/L FeCl, x 4 H,0, 360 ng/L
MnCl, x 4 H,0) in 300 mL Erlenmeyer flasks. Hrd. rudnickae 64
and Hrd. rudnickae 66 were grown in halophilic medium with
20% of NaCl at 37°C for 48h, while N. salaciae was grown in
halophilic medium with 15% of NaCl at 45°C for 48h.

Growth of halophilic cultures was monitored by the optical
density measurements at 600 nm (ODgq), and colony-forming
unit numbers were determined by growth on HBM with 2% agar.
For DC stimulation, archaea from 48h cultures at logarithmic
growth were harvested. Halophiles were centrifuged at 4°C for 15
min at 4,500 x g. The pellets were washed by transferring them to
new tubes, resuspended in 10 mL of 4°C PBS and centrifuged at
4°C for 15 min at 4,500 x g. Finally, cells were resuspended in
complete RPMI.

CD14" and CD14" Cell Purification From
PBMCs by Magnetic Cell Sorting

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
anonymized, commercially available buffy coats of 7 healthy
human blood donors (Regional Blood Donation Station, Lodz,
Poland). The cells were diluted in PBS without Mg** and Ca®*,
layered on a Ficoll-Paque PLUS, centrifuged 1,100 x g at 20°C for
30 min, collected and washed in cRPMI-1640 medium as
described (40). Human blood monocytes were purified from
PBMCs by positive immunomagnetic separation using anti-
human CD14" MACS Microbeads (Miltenyi Biotech,
Germany) as described (19). Human CD4" T cells were
isolated from the CD14" fraction by positive immunomagnetic
separation on a LS column using anti-human CD4 MACS
Microbeads (Miltenyi Biotech, Germany) in accordance with

Immune Response to Halophilic Archaea

manufacturer specifications. CD4” cells were frozen in freezing
medium (45% cRPMI-1640, 45% FCS, 10% DMSO) and stored
in -80°C until further use, as described (41). Frozen CD4" T cells
were used, as we had to wait for the generation of DCs by
incubation of monocytes with GM-CSF and IL-4 during 6 days
to be able to use autologous DCs and CD4" T cells from the same
donor at the same day. After thawing of the T cells, viability was
assessed by trypan blue exclusion staining.

Generation of Human DCs

The monocytes were suspended in RPMI-1640 supplemented
with 100 U/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin, 2 mM L-
glutamine (Gibco, Grand Island, NY) and enriched with 10%
(v/v) FCS (heat inactivated; Cambrex, Belgium) (complete
RPMI-1640, cRPMI-1640). The density was adjusted to 1 x 10°
cells/ml and the cells were seeded into 6-well flat-bottom plates
(Falcon) and cultured for 6 days at 37°C, 5% CO, in cRPMI-1640
medium in the presence of 10 ng/ml IL-4 and 25 ng/ml GM-CSF
(R&D Systems, Minneapolis, MN) to allow cells to differentiate
into DCs. The mean percentages of DCs obtained from
monocytes isolated from buffy coats was 54.69%.

DC Stimulation

Immature DCs at a density of 1x10° cells/mL were incubated
for 24 h (37°C, 5% CO,) with 1x10° cells Hrd. rudnickae 64,
Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae. Lipopolysaccharide (LPS) from
E. coli O55:B5 (1 ug/mL) (Sigma) was used as a positive control,
while DCs in ¢cRPMI-1640 medium alone represented the
negative control. Collected supernatants of the cultures were
tested for IL-10, TNF-or, IL-12p40, IL-12p70 and IL-23 by ELISA
using Diaclone’s kit (Immuniq, Zory, Poland). Detection
sensitivities were: 5 pg/mL for IL-10, 8 pg/mL for TNF-a, 2.2
pg/ml for IL-12p70 and 20 pg/mL for IL-12p40 and IL-23.

DC Surface Marker Analysis by

Flow Cytometry

To determine the expression of DCs surface markers, the
stimulated and unstimulated DCs were harvested from the 6-
well plates using PBS/2mM EDTA, then washed in PBS and
stained for 30 min. at 4°C with the following mAb
(BectonDickinson): fluorescein isothiocyanate (FITC)-
conjugated anti-CD86, (FITC)-conjugated anti-CD40, (FITC)-
conjugated anti-DC-specific intracellular adhesion molecule-3
grabbing nonintegrin(DC-SIGN), (FITC)-conjugated anti-HLA-
DR, or phycoerythrin (PE)-conjugated anti-CD80, (PE)-
conjugated anti-CD83, (PE)-conjugated anti-TLR2, (PE)-
conjugated anti-TLR4. An irrelevant isotype-matched mAb was
used as control. Living cells were gated using forward and side
scatter properties (FSC/SSC) and then using the specific markers
indicated above. Data were analyzed using the FACS LSRII (BD)
and Flow]Jo software. A minimum of 5,000 events was collected.
Compensations were calculated using BD Compbeads with the
automatic compensation program. Data are expressed as
percentage of cells expressing the marker (% gated) and the
mean fluorescence intensities (MFI), representing the molecular
densities on the cell surface for each marker, after subtraction of
the isotype control. The gating strategy and exemplary dot plots
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are shown in Supplementary Figure S7. One representative
experiment showing the histograms of the expression of
surface receptors on DCs is shown in Supplementary Figure S3.

Co-Culture of DCs and Autologous CD4*

T Lymphocytes

The frozen CD4" T lymphocytes were thawed and co-cultured
with the autologous antigen-stimulated DCs at a ratio of 1x10°
DCs to 1x10” T cells for 96h at 37°C with 5% CO,. Collected
supernatants were tested for IFN-y, IL-17A, and TL-13, production
by ELISA using commercially available Diaclone’s kit (Immunig,
Zory, Poland). Detection sensitivities were: 5 pg/mL for IFN-y,
2.3 pg/ml for IL-17A and 1.5 pg/mL for IL-13.

Naive and Memory CD4* T Cell Isolation
Naive CD45RA'CD4" T cells and memory CD45RO'CD4" T
cells were isolated from the eluted CD14" cell fraction by using a
naive CD4" T cell isolation kit and a memory CD4" T cell
isolation kit (Miltenyi Biotec), respectively, as described (19).
Both cell fractions (purity>95%) were frozen at -80°C in freezing
medium (45% cRPMI-1640, 45% FCS, 10% DMSO), as described
(41), until used.

Co-Culture of DCs and Autologous Naive
and Memory CD4* T Cells

The frozen naive CD45RA'CD4" T cells and memory
CD45ROCD4" T lymphocytes were thawed and co-cultured
with the autologous halophile-stimulated DCs at a ratio of 1x10°
DCs to 1x107 T cells for 96h at 37°C with 5% CO,. Collected
supernatants were tested for IFN-y, and IL-13 production by
ELISA using commercially available Diaclone’s kit (Immuniq,
Zory, Poland).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed with the GraphPad Prism 7
and STATISTICA 12.0 PL program. Data are expressed as mean +
SD. Differences between samples were analyzed by the analysis of
variance Kruskal-Wallis non-parametric test and Mann-Whitney
U test. p values <0.05 were considered significant.
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Supplementary Figure 1 | CD86, CD80, CD8&3 and CD40 expression on human DCs
stimulated with halophilic archaea at various MOI. Human DCs from blood donors were
stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hra. rudnickae 66 or N. safaciae (MOI 0.1:1,
1:1, 1:10) or were left unstimulated (DC). Fluorescence intensity is expressed as MFI (once for
each donor) of CD86, CDB0, CD83 and CD40 surface expression on DC from which the MFI
obtained with an isotype-matched antibody was subtracted (A), and the peroentages of
postive cells with CD86, CD80, CD83 and CD40 expression on the DC surface was
calculated (B). Data shown represent the means + SD of 3 healthy independent donors.

Supplementary Figure 2 | IL-10, TNF-, IL-12p40 production by DCs stimulated with
halophilic archaea at various MOI. Human DCs were stimulated etther with Hrd. rudnickae
64, Hrd. rudinickae 66 or N. salaciae (MOI 0.1:1, 1:1, 1:10) or were left unstimulated (DC) for
24h. The levels of IL-10, TNF-¢, IL-12p40 secretion by stimulated DCs were measured in
duplicates by ELISA. Data shown represent the means + SD of 3 donors.

Supplementary Figure 3 | Surface marker CD86, CD80, CD83 and CD40
expression on human DCs stimulated with halophilic archaea. Human DCs from a
healthy blood donor were stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hrd.
rudnickae 66, N. salaciae or were left unstimulated (DC). Histograms represent the
surface expression of CD86, CD80, CD83 and CD40 on DCs for one
representative donor.

Supplementary Figure 4 | Surface marker HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4
expression on human DCs stimulated with halophilic archaea. Human DCs from

blood donors were stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae
66 or N. salaciae or were left unstimulated (DC). Fluorescence intensity is expessed
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as MFI (once for each donor) of HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4 surface
expression on DC from which the MFI obtained with an isotype-matched antibody
was subtracted (A), and the percentages of positive cells with HLA-DR, DC-SIGN,
TLR2 and TLR4 expression on the DC surface was calculated (B). Data shown
represent the means + SD of 7 healthy independent donors.

Supplementary Figure 5 | IL-23 and IL-12p70 secretion by DCs stimulated with
halophilic archaea. Human DCs were stimulated either with Hrd. rudnickae 64, Hrd.
rudnickae 66 or N. salaciae or were left unstimulated (DC) for 24h. The levels of IL-
23, IL-12p70 secretion by stimulated DCs were measured in duplicates by ELISA.
Data shown represent the means + SD of 7 donors.
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Supplementary Figure 1. CD86, CD80, CD83 and CD40 expression on human DCs stimulated with halophilic archaea at various MOI. Human
DCs from blood donors were stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae (MOI 0.1:1, 1:1, 1:10) or
were left unstimulated (DC). Fluorescence intensity is expressed as MFI (once for each donor) of CD86, CD80, CD83 and CD40 surface
expression on DC from which the MFI obtained with an isotype-matched antibody was subtracted (A), and the percentages of positive cells
with CD86, CD80, CD83 and CD40 expression on the DC surface was calculated (B). Data shown represent the means + SD of 3 healthy
dependent donors.
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Supplementary Figure 2. IL-10, TNF-a, IL-12p40 production by DCs stimulated with halophilic archaea at various MOI. Human DCs were
stimulated either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae (MOI 0.1:1, 1:1, 1:10) or were left unstimulated (DC) for 24h.

The levels of IL-10, TNF-a, IL-12p40 secretion by stimulated DCs were measured in duplicates by ELISA. Data shown represent the means *
SD of 3 donors.
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Supplementary Figure 3. Surface marker CD86, CD80, CD83 and CD40 expression on human DCs stimulated with halophilic
archaea. Human DCs from a healthy blood donor were stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae
66, N. salaciae or were left unstimulated (DC). Histograms represent the surface expression of CD86, CD80, CD83 and CD40
on DCs for one representative donor.
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Supplementary Figure 4. Surface marker HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4 expression on human DCs stimulated with
halophilic archaea. Human DCs from blood donors were stimulated for 24h either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae
66 or N. salaciae or were left unstimulated (DC). Fluorescence intensity is expessed as MFI (once for each donor) of HLA-
DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4 surface expression on DC from which the MFI obtained with an isotype-matched antibody was
subtracted (A), and the percentages of positive cells with HLA-DR, DC-SIGN, TLR2 and TLR4 expression on the DC surface

was calculated (B). Data shown represent the means + SD of 7 healthy independent donors.
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Supplementary Figure 5. IL-23 and IL-12p70 secretion by DCs stimulated with halophilic archaea. Human DCs were
stimulated either with Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 or N. salaciae or were left unstimulated (DC) for 24h. The levels
of IL-23, IL-12p70 secretion by stimulated DCs were measured in duplicates by ELISA. Data shown represent the means *
SD of 7 donors.
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Supplementary Figure 6. IL-17A secretion by CD4* T cells co-cultured with halophile-stimulated DCs. Secretion of IL-17A by
human CD4* T cells following 96 h co-culture with Hrd. rudnickae 64-, Hrd. rudnickae 66- or N. salaciae-pulsed autologous
DCs (ratio DCs:T cells, 1:10) was measured in duplicates by ELISA. Data shown represent the means + SD of 7 donors.
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Supplementary Figure 7. Gating strategy for human DCs based on FSC/SSC criteria. Unstimulated DCs from blood donors
were gated based on the forward (FSC) and side (SSC) scatter measurements (A). Exemplary dot-plots showing human DCs
stimulated for 24h with Hrd. rudnickae 64 and stained for CD86-FITC (B) or CD80-PE (C) are shown for one representative

donor.
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IV.4. Ocena wlasciwosci protekcyjnych archeonow halofilnych
Hrd. rudnickae lub N. salaciae wobec komorek
dendrytycznych, przeciwko genotoksycznemu dzialaniu
enterotoksyny B S. aureus (SEB) jako superantygenu. [Wyniki
oryginalne, nieopublikowane]

IVV.4.1. Ocena stopnia kondensacji oraz fragmentacji chromatyny w jadrze
KD w wyniku stymulacji SEB

Enterotoksyna B S. aureus jest silnym superantygenem, powodujacym m.in. niespecyficzng
aktywacje¢ limfocytow T oraz uszkodzenia komoérek dendrytycznych. W rozdziale IV.1.
wykazano, iz w KD stymulowanych SEB dochodzito do uszkodzenia DNA manifestujacego
si¢: istotnym zwigkszeniem stopnia fragmentacji chromatyny, obecnoscig SSBs i DSBs,
akumulacja komoérek w fazach subGl 1 S cyklu komdrkowego oraz istotnie wyzszym
odsetkiem komorek w stanie apoptozy. W zwiazku z powyzszym, w kolejnym etapie pracy
postanowiono sprawdzié¢, czy obecno$¢ archeonow halofilnych w hodowli KD moze
zapobiegaé uszkodzeniu DNA tych komorek przez SEB. W tym celu, KD stymulowano
archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae)
w $rodowisku SEB jak opisano w podrozdziatach 111.2.9. oraz 111.2.10. Stopien kondensacji
oraz  odsetek  fragmentacji  chromatyny @ KD  oceniono  wedlug  opisu
w podrozdziatach 111.2.14. oraz 1V.1.2. Kontrole negatywna stanowity KD niestymulowane,
natomiast pozytywng KD stymulowane superantygenem SEB. Reprezentatywny obraz
mikroskopowy przedstawiajacy stopien kondensacji oraz procent fragmentacji chromatyny
KD w $rodowisku SEB przedstawiono na Rycinie 22 [Ryc. 22.]. Po 24 godz. stymulacji nie
zaobserwowano istotnych réznic w stopniu kondensacji chromatyny wewnatrz KD
w porownaniu do komodrek niestymulowanych [Ryc. 23A]. Wykazano natomiast istotnie
wyzszy procent fragmentacji chromatyny KD stymulowanych SEB w poréwnaniu do
komorek niestymulowanych (p = 0,0286). W komorkach stymulowanych archeonami
halofilnymi w obecnosci SEB stopien fragmentacji chromatyny byt istotnie nizszy

w poréwnaniu do komoérek stymulowanych SEB (p = 0,0286 [Ryc. 23B].
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KD stymulowane

KD SEB SEB + Hrd66 SEB + Hrd64 SEB + N.salaciae

Ryc. 22. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajgcy komorki dendrytyczne (KD) niestymulowane,
stymulowane SEB lub stymulowane Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae w obecnosci
superantygenu SEB wybarwione przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko 8-tubulinie (A) oraz komarki barwione DAPI
(B). Panel ,merge” (C) — potgczone obrazy ze wszystkich znacznikéw. KD — komorki niestymulowane, kontrola negatywna;
SEB — kontrola pozytywna. Skala wielkosci = 10 um.
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Ryc. 23. Stopieri kondensacji (A) oraz procent fragmentacji chromatyny (B) komodrek dendrytycznych (KD)
niestymulowanych, stymulowanych SEB lub stymulowanych Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N.
salaciae (Nsal) w obecnosci superantygenu SEB. Dane przedstawione jako srednia * odchylenie standardowe. * p < 0,05;
Liczba niezaleznych eksperymentow n = 4, KD — komdrki niestymulowane.
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KD stymulowane

IV.4.2. Ocena protekcyjnego dzialania archeonéw halofilnych przed
jednoniciowymi peknieciami DNA w KD wywolanymi przez SEB

KD stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66
lub N. salaciae) w srodowisku SEB, wedlug opisu w podrozdziatach 111.2.9. i 111.2.10.,
a nastepnie znakowano PARP-2 (111.2.15. i IV.1.3.). KD niestymulowane stanowity kontrole
negatywng, natomiast KD stymulowane superantygenem SEB stanowity kontrole
pozytywng. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajacy KD z jednoniciowymi

peknigciami DNA w $rodowisku SEB przedstawiono na Rycinie 24 [Ryc. 24.].

SEB KD

Hrd.
SEB

rudnickae 64/ rudnickae66/

Hrd.
SEB

N. salaciae/

Ryc. 24. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajqgcy jednoniciowe uszkodzenia DNA w KD. KD — komorki
dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); Hrd. rudnickae 66/SEB, Hrd. rudnickae 64/SEB, N. salaciae/SEB — KD
stymulowane wybranymi szczepami archeonéw halofilnych w Srodowisku superantygenu SEB; SEB — KD stymulowane
superantygenem SEB (kontrola pozytywna).

A — merged, potaczone obrazy ze wszystkich znacznikdw. (B) SSBs— jednoniciowe uszkodzenia DNA; PARP-2 — enzym
wykrywajgcy jednoniciowe uszkodzenia DNA (jasnozielone punkty w panelu SSBs, biatq strzatkq zaznaczono jednoniciowe
uszkodzenia DNA); (C) DAPI- barwnik DNA (niebieski); (D) Actin, aktyna wybarwiona Rhodamine 123 (czerwony);
E - potaczone obrazy ze wszystkich znacznikéw (obraz powiekszony). Miara wielkosci = 10 um.
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W wyniku stymulacji, nastgpit istotny wzrost odsetka komoérek dendrytycznych
wykazujacych jednoniciowe peknigcia DNA (p = 0,0286) [Ryc. 25A] oraz istotny wzrost
$redniej intensywnosci fluorescencji markera PARP-2 wewnatrz KD (p <0,0001) [Ryc. 25B]
w  wyniku stymulacji KD SEB, w porownaniu do komorek niestymulowanych.
Zaobserwowano istotny spadek odsetka komorek dendrytycznych wykazujacych
jednoniciowe peknigcia DNA (p = 0,0286) [Ryc. 25A] oraz istotne obnizenie $redniej
intensywnosci fluorescencji PARP-2 wewnatrz KD [Ryc. 25B], w wyniku stymulacji KD
archeonami halofilnymi w $rodowisku SEB, w poréwnaniu do komoérek stymulowanych

jedynie SEB (p < 0,001).
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Ryc. 25. Jednoniciowe pekniecia DNA w komdrkach dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych SEB lub
stymulowanych archeonami halofilnymi w srodowisku SEB. A) Indeks fluorescencyjnego znakowania (odsetek komdrek
wykazujgcych jednoniciowe pekniecia DNA), n=4; B) Srednia intensywnos¢ fluorescencji w pojedynczej KD, minimum 20
zliczen, eksperyment wykonano 4-krotnie. Dane przedstawione jako Srednia + odchylenie standardowe. * p < 0,05; *** p <
0,001; **** p < 0,0001; Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) — KD stymulowane
wybranymi gatunkami archeondw halofilnych w obecnosci superantygenu SEB.

IV.4.3. Ocena protekcyjnego dzialania archeonéw halofilnych przed
dwuniciowymi peknieciami DNA w KD wywolanymi przez SEB

KD stymulowano 24 godz. archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66
lub N. salaciae) w $rodowisku superantygenu SEB (111.2.9. i 111.2.10.), a naste¢pnie
wykrywano histon fosfo-H2AX (H2AXS139ph) jak opisano w podrozdziatach 111.2.15.
i IV.1.4. KD niestymulowane stanowity kontrol¢ negatywng, natomiast KD stymulowane

superantygenem SEB stanowily kontrole pozytywng. Reprezentatywny obraz mikroskopowy
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KD stymulowane

przedstawiajacy KD w srodowisku SEB z dwuniciowymi pgknigciami DNA przedstawiono
na Rycinie 26 [Ryc. 26.].

A) B)

SEB

Hrd.
SEB

rudnickae 64/ rudnickae66/

Hrd.
SEB

9
“\

N. salaciae/

Ryc. 26. Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajgcy dwuniciowe uszkodzenia DNA w KD. KD — komorki
dendrytyczne niestymulowane (kontrola negatywna); Hrd. rudnickae 66/SEB, Hrd. rudnickae 64/SEB, N. salaciae/SEB — KD
stymulowane wybranymi szczepami archeonow halofilnych w srodowisku superantygenu SEB; SEB — KD stymulowane
superantygenem SEB (kontrola pozytywna).

A —merged, potgczone obrazy ze wszystkich znacznikéw. (B) DSBs— dwuniciowe uszkodzenia DNA; H2AXS139ph — enzym
wykrywajgcy dwuniciowe uszkodzenia DNA (jasnoczerwone punkty w panelu DSBs, biatq strzatkq zaznaczono dwuniciowe
uszkodzenia DNA); (C) DAPI-barwnik DNA (niebieski); (D) B-tubulin, 8-tubulina wybarwiona AlexaFluour488 — przeciwciata

monoklonalne skoniugowane z AlexaFluor 488 (zielony); E - potaczone obrazy ze wszystkich znacznikdw (obraz
powiekszony). Miara wielkosci = 10 um.

W wyniku stymulacji KD superantygenem SEB zaobserwowano istotny wzrost odsetka
komorek dendrytycznych wykazujacych dwuniciowe peknigcia DNA (p = 0,0286)
[Ryc. 27A] oraz istotny wzrost sredniej intensywnosci fluorescencji fosfo-H2AX wewnatrz
KD (p<0,0001) [Ryc. 27B] w wyniku stymulacji KD superantygenem SEB, w poréwnaniu
do komorek niestymulowanych. Zaobserwowano istotny spadek odsetka komorek
dendrytycznych wykazujgcych dwuniciowe pekniecia DNA (p = 0,0286) [Ryc. 27A] oraz

istotne obnizenie $redniej intensywnosci fluorescencji fosfo-H2AX wewnatrz KD
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[Ryc. 27B] w wyniku stymulacji KD archeonami halofilnymi w s$rodowisku SEB,
w porownaniu do komodrek stymulowanych jedynie SEB (p<0,0001).
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Ryc. 27. Dwuniciowe pekniecia DNA w komdrkach dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych
superantygenem SEB lub archeonami halofilnymi w srodowisku superantygenu SEB. A) Indeks fluorescencyjnego
znakowania (odsetek komdrek wykazujqcych dwuniciowe pekniecia DNA) , n=4; B) Srednia intensywnos¢ fluorescencji
w pojedynczej KD, minimum 20 zliczen, eksperyment wykonano 4-krotnie. Dane przedstawione jako Srednia *+ odchylenie
standardowe. * p <0,05; **** p <0,0001; Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) — KD
stymulowane wybranymi gatunkami archeondw halofilnych w obecnosci superantygenu SEB; KD — komorki
niestymulowane.

IV.4.4. Analiza cyklu komodrkowego KD stymulowanych archeonami
halofilnymi w Srodowisku SEB

Oceniono zmiany w cyklu komérkowym KD stymulowanych archeonami halofilnymi - Hrd.
rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w srodowisku superantygenu SEB. KD
stymulowano 24 godz. wedtug opisu w podrozdziatach 111.2.9. oraz 111.2.10., a nastgpnie
przenalizowano cykl komorkowy (111.2.19. i IV.1.5.). KD niestymulowane stanowity
kontrolg negatywna, natomiast KD stymulowane superantygenem SEB stanowity kontrolg
pozytywna.

Po 24 godz. stymulacji zaobserwowano istotny wzrost odsetka KD stymulowanych SEB
w fazie subGl [Ryc. 28A] oraz w fazie S [Ryc. 28C] w porownaniu do komorek
niestymulowanych (p<0,05). Nie wykazano istotnych rdéznic w procencie komorek
dendrytycznych w fazach G1 oraz G2 cyklu komérkowego w wyniku stymulacji SEB
w poréwnaniu do komoérek niestymulowanych [Ryc. 28B, Ryc. 28D].

Odsetek KD stymulowanych halofilami w $rodowisku SEB w fazie subG1 (p = 0,0286)
[Ryc. 28A] oraz w fazie S (p = 0,0286) [Ryc. 28C] byt istotnie nizszy w poréwnaniu do

komorek stymulowanych jedynie SEB. Nie zaobserwowano istotnych réznic w procencie
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KD w fazach G1 oraz G2 cyklu komérkowego w wyniku stymulacji archeonami halofilnymi

w obecno$ci SEB w poréwnaniu do komorek niestvmulowanych [Ryc. 28B, Ryc. 28D].
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Ryc. 28. Odsetek komdrek dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych superantygenem SEB lub
stymulowanych archeonami halofilnymi w srodowisku SEB w poszczegdlnych fazach cyklu komdrkowego — faza subG1 (A),
G1 (B), S (C) oraz G2 (D). Dane przedstawione jako Srednia *+ odchylenie standardowe. * p < 0,05. Liczba niezaleznych
eksperymentow n = 7, Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) — KD stymulowane
wybranymi gatunkami archeondw halofilnych w obecnosci superantygenu SEB, KD — komdrki niestymulowane.

IV.4.5. Ocena apoptozy lub nekrozy KD stymulowanych archeonami
halofilnymi w Srodowisku superantygenu SEB

Celem tej cze$ci pracy bylo sprawdzenie, czy archeony halofilne chronia KD przed
dziataniem cytotoksycznym SEB przejawiajacym si¢ kierowaniem komoérek na droge
apoptozy lub nekrozy. Zbadano wptyw stymulacji KD archeonami halofilnymi
Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w srodowisku SEB na proces apoptozy

badz nekrozy KD. Komorki  stymulowano 24  godz. wedlug opisu
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w podrozdziatach 111.2.9. oraz 111.2.10., a nastgpnie 0ceniono apoptoze lub nekrozg
(111.2.201 1V.1.6.).

KD niestymulowane stanowily kontrole negatywng, natomiast KD stymulowane
superantygenem SEB stanowily kontrole pozytywng. Zaobserwowano istotny wzrost odsetka
KD w stanie apoptozy po stymulacji SEB w poroéwnaniu do komorek niestymulowanych
(p<0,01) [Ryc. 29B]. Ponadto, wykazano istotny spadek odsetka KD stymulowanych
halofilami w $rodowisku SEB w stanie apoptozy w poréwnaniu do KD stymulowanych
jedynie SEB (p<0,05) [Ryc. 29B]. Nie wykazano istotnych roznic w odsetku zywych KD
[Ryc. 29A] oraz w odsetku KD w stanie nekrozy [Ryc. 29C].
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Ryc. 29. Odsetek komdrek dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych superantygenem SEB lub archeonami
halofilnymi w obecnosci SEB - (A) Zywych;, (B) w stanie apoptozy; (C) w stanie nekrozy. Dane przedstawione jako Srednia +
odchylenie standardowe. * p <0,05; ** p <0,01. Liczba niezaleznych eksperymentow n = 6. Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd.
rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) — KD stymulowane wybranymi gatunkami archeondéw halofilnych w obecnosci
superantygenu SEB, KD — komorki niestymulowane.
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IVV.5.Ocena wplywu archeonéw halofilnych, Hrd. rudnickae lub
N. salaciae, na zdolnos$¢ tworzenia synapsy immunologicznej
oraz aktywacji limfocytow T CD4+ przez Kkomorki
dendrytyczne w S$rodowisku SEB. [Wyniki oryginalne,
nieopublikowane]

IV.5.1. Ekspresja receptoréw na powierzchni KD stymulowanych
archeonami halofilnymi w obecnosci SEB

Oceniono ekspresje receptorow powierzchniowych (CD86, CD80, CD83, CD40, HLA-DR,
TLR2, TRL4 i DC-SIGN) na powierzchni KD stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd.
rudnickae 66 lub N. salaciae (MOI 1) w $rodowisku z lub bez SEB (I11.2.9 i 111.2.10.),
z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej jak opisano w podrozdziatach 111.2.16., 111.2.17.
oraz IV.2.2. Kontrole pozytywna stanowily KD stymulowane SEB, natomiast KD
niestymulowane stanowity kontrole negatywng. Na podstawie MFI wykazano istotne
nasilenie ekspresji receptoréw CD86, CD80 oraz CD83 na powierzchni KD stymulowanych
Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w obecnosci SEB w porownaniu do
komorek niestymulowanych [Ryc. 30A]. Wykazano rowniez istotnie wyzszy odsetek KD
wykazujacych ekspresj¢ receptorow CD86, CD80 oraz CD83 stymulowanych
Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w srodowisku SEB w poréwnaniu do
komorek niestymulowanych [Ryc 30B]. Nie stwierdzono istotnych roéznic w ekspresji
receptorow CD40, HLA-DR, TLR2, TLR4 i DC-SIGN na KD niestymulowanych wobec
komorek stymulowanych [Ryc. 30.]. Ponadto, nie wykazano roznic statystycznie
znamiennych pomiedzy ekspresja wszystkich badanych receptorow na KD stymulowanych

jedynie SEB w poréwnaniu do KD stymulowanych jednocze$nie halofilami i SEB [Ryc. 30.].
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Ryc. 30. Ekspresja receptorow CD86, CD80, CD83, CD40 oraz HLA-DR, TLR2, TLR4 i DC-SIGN na powierzchni komdrek
dendrytycznych (KD) niestymulowanych, stymulowanych SEB lub archeonami halofilnymi w sSrodowisku SEB. A) MFI (ang.
Mean Fluorescent Intensity, Srednia intensywnos¢ fluorescencji) receptoréw CD86, CD80, CD83, CD40 oraz HLA-DR, TLR2,
TLR4 i DC-SIGN na powierzchni KD. B) Odsetek KD wykazujgcych ekspresje receptora CD86, CD80, CD83, CD40 oraz HLA-
DR, TLR2, TRL4 i DC-SIGN. Dane przedstawione jako Srednia + odchylenie standardowe. * p < 0,05; ** p <0,01; ***p <
0,001. Liczba niezaleznych eksperymentow n = 7, Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae
(Nsal) — KD stymulowane wybranymi gatunkami archeonéw halofilnych w obecnosci superantygenu SEB, KD — komdrki

niestymulowane.
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IVV.5.2. Produkcja cytokin przez KD stymulowane archeonami halofilnymi
w Srodowisku SEB

KD stymulowano wedlug metody opisanej w podrozdziale 111.2.9. Oceniono ilosciowo
cytokiny 1L-12p40, IFN-y, IL-10 oraz TNF-a wytwarzane przez KD stymulowane
Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae (MOI 1) w srodowisku superantygenu
SEB z wykorzystaniem testow ELISA (111.2.18. oraz IV.2.4.). Kontrol¢ pozytywna stanowity
KD stymulowane SEB, natomiast KD niestymulowane stanowily kontrol¢ negatywna.
Wykazano istotnie wyzsza produkcje 1L-12p40, IFN-y, IL-10 oraz TNF-a przez KD
stymulowane Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub N. salaciae w obecnosci SEB,
w poréwnaniu do komoérek niestymulowanych (p<0,05) [Ryc. 31.]. Nie wykazano istotnych
roznic, pomiedzy nasileniem wytwarzania cytokin przez KD stymulowane jedynie SEB

w poréwnaniu do KD stymulowanych halofilami i SEB [Ryc. 31.].
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Ryc. 31. Produkcja IL-12p40, IFN-y, IL-10 oraz TNF-o przez komdrki dendrytyczne (KD) niestymulowane, stymulowane SEB
lub archeonami halofilnymi w srodowisku SEB. Dane przedstawione jako Srednia + odchylenie standardowe. * p < 0,05; **
p <0,01; Liczba niezaleznych eksperymentéw n = 7, Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae
(Nsal) — KD stymulowane wybranymi gatunkami archeondw halofilnych w obecnosci superantygenu SEB, KD — komorki
niestymulowane.

IVV.5.3. Produkcja cytokin w ko-hodowli KD stymulowanych archeonami
halofilnymi w $rodowisku superantygenu SEB z autologicznymi
limfocytami T CD4*

KD, jak poprzednio, hodowano z autologicznymi limfocytami T CD4* (111.2.9., 111.2.11. oraz

111.2.12.). Oceniono intensywnos¢ produkcji cytokin IL-12p40, IFN-y, TNF-a, IL-10 oraz

IL-13 w ko-hodowli KD stymulowanych Hrd. rudnickae 64, Hrd. rudnickae 66 lub

N. salaciae (MOl 1) w s$rodowisku SEB z autologicznymi limfocytami T CD4"

z wykorzystaniem testow ELISA (111.2.18. oraz IV.3.1.). Kontrolg pozytywna stanowity KD

stymulowane SEB, natomiast KD niestymulowane stanowily kontrol¢ negatywna.

Wykazano istotnie nasilong produkcje¢ IL-12p40, IFN-y, TNF-a, IL-10 oraz IL-13 w ko-
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hodowlach autologicznych limfocytow T CD4* z KD stymulowanymi Hrd. rudnickae 64,

Hrd.
niestymulowanych (p < 0,01) [Ryc. 32].

Nie zaobserwowano

rudnickae 66 lub N. salaciae w obecnosci SEB, w poréwnaniu do komorek

istotnych roznic

w wytwarzaniu cytokin miedzy komorkami stymulowanymi jedynie SEB w poréwnaniu do

komorek stymulowanych jednocze$nie halofilami i SEB [Ryc. 32.].
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Ryc. 32. Intensywnos¢ produkcji IL-12p40, IFN-y, IL-10, TNF-a oraz IL-13 w ko-hodowli komdrek dendrytycznych (KD)

niestymulowanych, stymulowanych superantygenem SEB lub archeonami halofilnymi w srodo

wisku SEB z autologicznymi

limfocytami T CD4*. Dane przedstawione jako Srednia + odchylenie standardowe. ** p < 0,01; *** p < 0,001, Liczba
niezaleznych eksperymentow n = 7, Hrd. rudnickae 64 (Hrd64), Hrd. rudnickae 66 (Hrd66) lub N. salaciae (Nsal) — KD
stymulowane wybranymi gatunkami archeondéw halofilnych w obecnosci superantygenu SEB, KD — komdrki

niestymulowane.
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V.Podsumowanie wynikéw uzyskanych w ramach realizacji

celow szczegolowych pracy doktorskiej

1. Charakterystyka oddzialywania archeonow halofilnych Hrd. rudnickae lub N. salaciae

z ludzkimi komorkami dendrytycznymi.

Wykazano:

zdolno$¢ archeonow halofilnych Hrd. rudnickae oraz N. salaciae do wnikania do
wnetrza cytoplazmy oraz jadra komorkowego KD pochodzenia monocytarnego

brak istotnych zmian w stopniu kondensacji oraz fragmentacji chromatyny KD
w wyniku stymulacji archeonami halofilnymi

brak indukcji jedno- oraz dwuniciowych pgknig¢ DNA w KD stymulowanych
Hrd. rudnickae lub N. salaciae

brak negatywnego wptywu szczepoéw Hrd. rudnickae oraz N. salaciae na przebieg cyklu
komorkowego KD

brak indukcji apoptozy lub nekrozy KD w wyniku stymulacji archeonami halofilnymi
Hrd. rudnickae lub N. salaciae

2. Ocena ekspresji receptorow powierzchniowych na komdrkach dendrytycznych

stymulowanych archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae oraz wytwarzania

wybranych cytokin

Wykazano:

istotne nasilenie ekspresji receptorow CD86 i CD80 na powierzchni KD oraz istotny
wzrost odsetka komorek wykazujacych ekspresje receptorow CD86, CD80, CD83
w wyniku stymulacji KD Hrd. rudnickae lub N. salaciae

istotne nasilenie wytwarzania TNF-a, 1L-12p40 oraz IL-10 przez KD stymulowane
archeonami halofilnymi

brak istotnych roznic w efektach stymulacji KD zywymi archeonami halofilnymi, lub

lizatem tych drobnoustrojow
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3. Ocena odpowiedzi cytokinowej limfocytow T CD4* w ko-hodowlach 7 komorkami

dendrytycznymi stymulowanymi archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae

Wykazano:

istotnie nasilong produkcje IFN-y oraz IL-13 w ko-hodowlach KD stymulowanych
archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae z autologicznymi limfocytami
T CD4*

istotnie nasilong produkcj¢ IFN-y w ko-hodowlach KD stymulowanych Hrd. rudnickae
lub N. salaciae z autologicznymi dziewiczymi limfocytami T CD4", ale nie limfocytami
T CD4" pamieci

4. Ocena wlasciwosci protekcyjnych archeonow halofilnych Hrd. rudnickae lub

N. salaciae wobec komorek dendrytycznych, przeciwko genotoksycznemu dziataniu

enterotoksyny B S. aureus (SEB) jako superantygenu.

Wykazano:

istotny spadek fragmentacji chromatyny w komoérkach dendrytycznych stymulowanych
Hrd. rudnickae lub N. salaciae w $rodowisku SEB, w poréwnaniu do komorek
dendrytycznych traktowanych tylko SEB

istotne zmniejszenie liczby jedno- i dwuniciowych pgknie¢ DNA w KD stymulowanych
Hrd. rudnickae lub N. salaciae w $§rodowisku SEB, w poréwnaniu do KD traktowanych
jedynie SEB

istotny spadek odsetka komorek wykazujacych blok w fazie subGl oraz S cyklu
komorkowego w hodowli KD stymulowanych archeonami halofilnymi (Hrd. rudnickae
lub N. salaciae) w srodowisku SEB, w poréwnaniu do hodowli tylko z SEB

istotny spadek odsetka komorek apoptotycznych w hodowlach KD stymulowanych
archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae, w obecnosci SEB,

w poréwnaniu do hodowli z samym SEB
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5. Ocena wplywu archeonow halofilnych, Hrd. rudnickae lub N. salaciae, na zdolnosé
tworzenia synapsy immunologicznej oraz aktywacji limfocytow T przez KD w srodowisku
SEB

Wykazano:

e istotnie nasilong ekspresje receptorow CD86, CD80 oraz CD83 na powierzchni KD
stymulowanych SEB, w poréwnaniu do KD niestymulowanych, oraz brak zmian
w ekspresji receptorow po wprowadzeniu do hodowli archeonéw halofilnych

e Dbrak istotnego wptywu archeonéw halofilnych Hrd. rudnickae lub N. salaciae na
produkcje IL-12p40, IL-10, TNF-a oraz IFN-y przez KD stymulowane SEB

e brak istotnego wptywu archeonéw halofilnych Hrd. rudnickae lub N. salaciae na
wytwarzanie I1L-10, IL-12p40, I1L-13, TNF-a oraz IFN-y przez autologiczne limfocyty T
CD4* w ko-hodowli z KD stymulowanymi SEB.

129 |Strona



Whioski koncowe:

1. Szczepy archeonow halofilnych Hrd. rudnickae i N. salaciae istotnie nasility aktywnos¢
komorek dendrytycznych w zakresie tworzenia synapsy z limfocytami T, regulowania ich
rozwoju poprzez wydzielane cytokiny oraz utrzymywania zrownowazonej odpowiedzi
cytokinowej efektorowych limfocytow T CD4* na antygeny archeonow halofilnych

1 powstawania limfocytow pamigci.

2. Archeony halofilne hamowaty dziatanie genotoksyczne superantygenu SEB S. aureus.
Dziatanie ochronne archeonéw halofilnych wyrazato si¢ zachowaniem struktury
chromatyny oraz ochrong DNA KD przed uszkodzeniem. Archeony halofilne nie
hamowaly stymulowanego przez SEB wydzielania cytokin przez KD i limfocyty T oraz

nie oslabiaty sygnalow aktywacji w synapsie immunologiczne;j.

3. Zaobserwowane w modelu in vitro wilasciwos$ci archeonow halofilnych, jako
bezpiecznych stymulatorow komorek dendrytycznych zdolnych do pobudzania
limfocytéw T do zrownowazonej odpowiedzi odpornosciowej, pozwalaja sugerowac
przydatnos¢ tych drobnoustrojéw w opracowywaniu modeli eksperymentalnych
zmierzajacych do wyjasnienia mechanizmu komodrkowego lezacego u podstaw
korzystnego oddziatywania haloterapii jako leczenia wspomagajacego choroby uktadu

oddechowego.
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V1. Dyskusja

Od wielu lat s61 wykorzystywana jest w medycynie w formie haloterapii, ktérej podstawag
jest inhalacja aerozolu solnego w kontrolowanych warunkach) [84], czy speleoterapii (forma
leczenia obejmujagca przebywanie w naturalnych jaskiniach i grotach solnych) [85], jako
terapii pomocniczych w leczeniu schorzen uktadu oddechowego, np. astmy, czy
mukowiscydozy [86, 87]. Korzystny efekt soli na zdrowie cztowieka po raz pierwszy opisat
w 1843 roku polski lekarz Feliks Boczkowski, ktory zauwazyl iz wsrdod gornikow
pracujacych w Kopalni Soli w Wieliczce nie ma przypadkow astmy [88]. To, czy
obserwowane korzystne efekty powyzszych terapii s3 wynikiem jedynie oddziatywania
aerozolu solnego, czy tez udziat w tym moga mie¢ archeony halofilne — drobnoustroje zdolne
do zycia w ekstremalnym $rodowisku zawierajacym wysokie stezenie chlorku sodu [89],
pozostaje wcigz niewyjasnione.

Archeony halofilne przez wiele lat byly tematem zainteresowan gldwnie mikrobiologii
srodowiskowej oraz biotechnologii przemystowej, dzigki miedzy innymi zdolnosci do
wytwarzania wielu rodzajow enzymow (lipazy, esterazy czy proteazy) opornych na
specyficzne warunki $rodowiskowe [42, 90]. Z kolei w medycynie wykorzystywane sg
karotenoidy (petnigce funkcje antyoksydantow) [30], jak rowniez pecherzyki gazowe
i archeosomy, ktore znalazty zastosowanie jako nosniki antygenow szczepionkowych [44].
Wykazano rowniez, ze metabolity niektorych gatunkéw archeondw halofilnych indukowaty
apoptoze komorek nowotworowych [91, 92]. Stawiana jest tez hipoteza, iz archeony moga
stwarza¢ warunki do rozwoju drobnoustrojow chorobotworczych, powodujacych m.in.:
ropnie mig¢$niowe [93], zapalenie pochwy [94], paradontoze [95], czy zapalenie ptuc [7],
cho¢ dotychczas nie wykazano, aby same archeony byty chorobotworcze dla cztowieka [7].
Bioragc pod uwage coraz szersze zastosowanie archeonéw halofilnych w medycynie, ich
obecnos¢ w otoczeniu cztowieka, np. w soli drogowej [96], soli kuchennej [97, 98], czy
stonym, fermentowanym jedzeniu [31], a takze fakt, iz s3 komponentem mikrobiomu jelita,
(m.in. Haloferax massiliensis [26, 99], czy przedstawiciele rodziny Halobacteriaceae, [28])
stawiane s3 pytania, czy drobnoustroje te wchodza w interakcje z komoérkami uktadu
odpornosciowego cztowieka i jakie sg tego efekty.

W rozwoju procesoOw odpornosciowych kluczowa role odgrywaja komorki dendrytyczne

(KD), jako profesjonalne komorki prezentujace antygeny limfocytom i regulujace
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efektorowe wiasciwosci tych komorek. Rodzaj inicjowanej odpowiedzi odpornosciowej
ustala si¢ podczas prezentacji antygenu przez KD i zalezy od fenotypu tej komorki
w synapsie immunologicznej oraz produkowanych cytokin, ktore determinujg proliferacje
1 r6znicowanie si¢ limfocytéw. Prezentowana praca stanowi pierwsze doniesienie naukowe
opisujace wplyw archeonow halofilnych na komérki uktadu odpornosciowego cztowieka.
W pracy oceniono bezpieczenstwo archeondw halofilnych jako stymulatorow KD, oraz ich
zdolnos$¢ do aktywacji komoérek odpornosciowych, a takze wlasciwosci ochronne halofili
w $srodowisku superantygenu — enterotoksyny B Staphylococcus aureus (SEB).

W pracy wykorzystano dwa gatunki archeondéw halofilnych — Halorhabdus rudnickae
(szczepy WSM-64T oraz WSM-66T) [39], oraz Natrinema salaciae MDB25T [40],
pochodzace z odlegtych pod wzgledem geograficznym srodowisk. Oba gatunki reprezentuja
klase Halobacteria, lecz naleza do osobnych rzedoéw, odpowiednio: Halobacteriales lub
Natrialbales. Hrd. rudnickae wyizolowano z obecnie nieeksploatowanego ztoza ,,Barycz”,
nalezacego do Kopalni Soli w Wieliczce [39], natomiast N. salaciae z solanki Jeziora Medee,
polozonego na glgbokosci 3050 m. w basenie Morza Srodziemnego [40]. Zastosowanie
dwoch odmiennych genetycznie gatunkéw archeondéw halofilnych, pochodzacych
z odlegltych od siebie Srodowisk, pozwolito sprawdzié, czy profil wzbudzanej halofilami
odpowiedzi odpornosciowej bedzie podobny dla obu gatunkéw, czy tez rdzny.

W pierwszej czeSci pracy oceniono in vitro wilasciwosci archeondéw halofilnych,
Hrd. rudnickae oraz N. salaciae, w kontekscie ich ,.cyto-bezpieczenstwa”, jako
stymulatorow KD. Wykazano, iz oba szczepy wnikaty do wnetrza KD, zaréwno do
cytoplazmy, jak i jadra komorkowego, jakkolwiek poznanie mechanizmu wnikania
archeonow halofilnych do KD wymaga dalszych badan. W badaniach nad archeonami
metanogennymi, Methanosphaera stadtmanae (DSM 3091) i Methanobrevibacter smithii
(DSM 861), wykazano, ze dzieje si¢ to na drodze fagocytozy [100]. W przytoczonym
badaniu [100] oraz w niniejszej pracy wykorzystano niedojrzale komoérki dendrytyczne
pochodzenia monocytarnego, ktore posiadajg silniejsze zdolnosci fagocytarne niz komorki
dojrzate [101]. Beng i wsp [100] wykazali, iz archeony metanogenne nie wnikaty do komorek

nabtonka jelita grubego Caco-2, nie wykazywaly zatem wilasciwosci immunogennych.

132 |Strona



W kolejnych badaniach postanowiono sprawdzi¢ czy archeony halofilne, Hrd. rudnickae
oraz N. salaciae po wniknigciu do KD, nie wykazuja dzialania genotoksycznego.
Z wykorzystaniem metod mikroskopii fluorescencyjnej oceniono fragmentacj¢ chromatyny
oraz obecno$¢ jedno- (SSB) i dwuniciowych (DSB) peknie¢ DNA. Z kolei za pomocag
cytometrii przeptywowej oceniono cykl komdorkowy KD, a takze procent komorek w stanie
apoptozy badz nekrozy. Fragmentacja chromosomalnego DNA spowodowana przez jedno-
oraz dwuniciowe pekniecia DNA, moze prowadzi¢ do apoptozy, badz wtornie do nekrozy
komorki [102]. Brak naprawy SSB i DSB DNA w komorkach cztowieka moze prowadzi¢ do
rozwoju wielu schorzen m.in. nowotwordw, chordb neurodegeneracyjnych, nieptodnosci,
niedoboré6w odpornosci czy mikrocefalii [103]. Oprécz czynnikéw fizycznych
1 chemicznych (m.in. promieniowanie jonizujace, cisplatyna, etopozyd czy epirubicyna)
[103], DSB moga by¢ wywotane rowniez przez czynniki biologiczne, w tym drobnoustroje:
Pseudomonas aeruginosa, Chlamydia trachomatis, Haemophilus ducreyi, Escherichia coli,
Helicobacter pylori lub ich komponenty m.in. toksyny ExoS Ps. aeruginosa czy toksyna
CDT produkowana m.in. przez E.coli czy H. ducreyi [104]. W literaturze opisano rowniez
czynniki zaré6wno chemiczne (cefarantyna [105], ksantohumol [106] czy kladrybina [107]),
jak i mikrobiologiczne (wirus Epstein-Barr [108], pratki Mycobacterium bovis oraz M. bovis
Bacillus Calmette-Guérin [109]), ktore powodowaly fragmentacje chromosomalnego DNA
w komorkach dendrytycznych. W prezentowanych badaniach nie wykazano fragmentacji
chromosomalnego DNA, czy indukcji SSB oraz DSB DNA po stymulacji KD archeonami
halofilnymi, Hrd. rudnickae oraz N. salaciae, co wskazuje na brak dziatania
genotoksycznego tych drobnoustrojow. W ostatnim etapie I celu badan sprawdzono wptyw
archeonow halofilnych na przebieg cyklu komorkowego KD z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Taki wpltyw udokumentowano w przypadku bakterii chorobotwdrczych
(m.in.:  E.coli, Campylobacter spp., Mycobacterium ulcerans czy Yersinia
pseudotuberculosis), gdzie cyklomoduliny hamowaty cykl komorkowy limfocytow B,
limfocytow T, fibroblastow, makrofagow, czy komoérek nabtonka [110]. Cyklomodulina
CDT uniemozliwiata przejscie w cyklu komérkowym z fazy G2 w fazg M, co
w konsekwencji prowadzito do zahamowania mitozy i proliferacji komorek [110], z koleli
cyklomodulina FIP produkowana przez Fusobacterium nucleatum powodowata akumulacje

limfocytow B i T w fazie G1, co ostabiato odpowiedz komorek na antygeny [110]. Ponadto
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wykazano iz, poprzez indukcje apoptozy komodrek nabtonka, zahamowanie proliferacji
limfocytow T, spadek produkcji defensyn czy zahamowanie syntezy biatek, cyklomoduliny
nasilaty adhezje patogenéw do komoérek gospodarza [111]. Wyniki najnowszych badan
wskazuja, iz antygeny bakteryjne rozpoznane przez KD moga odpowiada¢ za niewlasciwy
przebieg mitozy w KD, hamowac¢ proces kario- i cytokinezy prowadzac ostatecznie do
akumulacji centrosomoéw i bloku w fazie G1 [112]. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy
doktorskiej wskazuja, iz Hrd. rudnickae oraz N. salaciae nie wptywaty na cykl komorkowy
KD. Badane gatunki archeonow halofilnych po wnikni¢ciu do KD nie uszkadzaty DNA i nie
indukowaty apoptozy czy nekrozy, co wskazuje iz stanowily w prezentowanym modelu
eksperymentalnym bezpieczny stymulator KD. Podsumowujac ten etap pracy nalezy
podkresli¢ zdolnos¢ wnikania archeonéw halofilnych Hrd. rudnickae oraz N. salaciae
do jadra i cytoplazmy KD oraz brak uszkodzenia DNA, co pozostaje w zwigzku
z prawidlowym cyklem komoérkowym i brakiem oznak apoptozy czy nekrozy

w komoérkach poddanych dzialaniu archeonow halofilnych.

Biorac pod uwage powyzsze wyniki, w kolejnym etapie pracy oceniono zdolnos¢ archeonow
halofilnych do efektywnego pobudzania proceséw zachodzacych w  synapsie
immunologicznej KD z limfocytami. W dostepnej literaturze jest zaledwie kilka prac
poswieconych interakcjom archeonéw metanogennych z komorkami uktadu
odpornosciowego. W pracy Bang i wsp. wykazano, iz gatunki Methanosphaera stadtmanae
(DSM 3091), Methanobrevibacter smithii (DSM 861) oraz Methanomassiliicoccus
luminyensis, wchodzace w sktad ludzkiego mikrobiomu, stymulowaty KD do produkcji
TNF-a oraz IL-1B. [100, 113]. Ponadto, zaobserwowano nasilenie ekspresji receptorow
CD86 i CD197 na powierzchni KD stymulowanych M. stadtmanae, lecz nie M. smithii
w porownaniu do komorek niestymulowanych [100]. O ile w pracach Bang i wsp [100, 113]
autorzy skupili si¢ jedynie na badaniu ekspresji receptorow CD86 oraz CD197 (CCR7),
W niniejszej pracy zbadano fenotyp KD z uwzglednieniem receptorow nalezacych do grupy
receptoréOw rozpoznajagcych wzorce — PRR (TLR2 oraz TLR4); receptora DC-SIGN —
charakterystycznego dla komorek dendrytycznych; ekspresje czasteczek kostymulujacych
CD86, CD80, CD40 oraz receptora HLA-DR. Receptory te sa zaangazowane
w przekazywanie antygenowo-swoistego sygnatu aktywacji limfocytom T. W prezentowane;j

pracy nie wykazano istotnych zmian w ekspresji receptorow TLR2 i TLR4 na KD
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stymulowanych archeonami halofilnymi w poréwnaniu do komorek niestymulowanych, co
moze by¢ spowodowane brakiem LPS oraz mureiny w $cianie komorkowej archeonow [114].
W innych nieopublikowanych badaniach witasnych wykazano, iz ekspresja TLR4 na
powierzchni KD nasila si¢ eskpozycji na LPS E.coli. W pracy nie badano innych receptoréw
z rodziny TLR, cho¢ jak wykazali Vierbuchen i wsp. [115] archeony metanogenne
(M. stadtmanae) byty rozpoznawane przez komorki uktadu odpornosciowego gtownie przez
receptor TLR8, oraz stabiej przez TLR7. Jednakze zaangazowanie tych receptorow
wykazano odnotowano jedynie na komorkach linii BLaER 1 wywodzacych si¢ od
limfocytow B przeksztatconych w komoérki podobne do monocytow na drodze mutacji
z pomocg systemu CRISPR/Cas9. Komponentem M. stadtmanae rozpoznawanym przez
komorki BLaER 1 byt RNA, lecz nie DNA [115]. Biorac pod uwage, iz receptory TLR7 oraz
TLR8 sa zaangazowane w rozpoznawanie pojedynczych nukleotydéow oraz krotkich
oligonukleotydéw zar6wno RNA wirusow czy bakterii [115], mechanizm rozpoznawania

z udziatem tych receptoréw nie jest specyficzny wytacznie dla archeonéw metanogennych.

Stymulacja KD Hrd. rudnickae lub N. salaciae skutkowata istotnym nasileniem ekspresji
receptorow CD86 jak i CD80 oraz zwigkszeniem odsetka KD wykazujacych ekspresje
receptora CD83. W przypadku pozostatych receptorow nie stwierdzono znamiennych réznic
w ich ekspresji w stosunku do komoérek niestymulowanych. Ekspresja receptora CD83 nasila
si¢ wraz z dojrzewaniem KD. Receptor ten odgrywa istotng role w pobudzaniu limfocytow
T CD4", zwlaszcza limfocytow T pamigci [69, 116]. Wykazany w badaniach wysoki odsetek
stymulowanych archeonami halofilnymi KD wykazujacych ekspresje receptoréw CDS86,
CD80 1 CD83, w porownaniu do KD niestymulowanych wskazuje, iz komorki dendrytyczne
dojrzewaty w wyniku kontaktu z archeonami halofilnymi. Z kolei produkcja cytokin,
zarowno o charakterze pro- (TNF-a, 1L-12p40), jak i przeciwzapalnym (IL-10) przez KD
stymulowane archeonami halofilnymi wskazuje na ich zdolno$¢ do wzbudzania
zrownowazonej odpowiedzi cytokinowej. Szczegodlnie obecno$¢ IL-10, ktéra posiada
wlasciwosci regulatorowe, wydaje si¢ by¢ istotna z punktu widzenia mozliwo$ci wyciszania
proceséw zapalnych towarzyszacych astmie alergicznej, czy mukowiscydozie, ktore sa
wskazaniem do zastosowania haloterapii. Z kolei brak wytwarzania 1L-23 pozostawat
w zwigzku z ostabiong odpowiedzig limfocytow T pamigci na antygeny archeondéw

halofilnych prezentowane przez KD, w poréwnaniu do limfocytow T dziewiczych.
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Cho¢ IL-23 jest cytoking blisko spokrewniong z IL-12, ktérej podstawowa funkcjg jest
polaryzacja odpowiedzi limfocytow dziewiczych CD45RA zdolnych do produkcji IFN-y, to
IL-23 pobudza produkcje interferonu i proliferacje gtownie limfocytow pamigeci CD45RO
[117]. Badania Vanden i wsp. [118] potwierdzity brak wptywu IL-23 na dziewicze
nieaktywowane limfocyty T; jedynie limfocyty dziewicze aktywowane przeciwciatami
monoklonalnymi anty-CD3 i anty-CD28 odpowiadaty na IL-23 silng produkcjg IFN-y,
IL-10 i IL-17. W prezentowanych badaniach limfocyty dziewicze nie byly wcze$niej
aktywowane przeciwciatami monoklonalnymi, a zatem znikoma aktywnos$¢ limfocytow
pamigci w odpowiedzi na stymulacj¢ archeonami halofilnymi prezentowanymi przez KD,
przy braku IL-23 uwalnianej przez KD, pozostaje w zgodzie w obserwacjami innych autorow
[118]. Biorac pod uwage kluczowe znaczenie KD w rozwoju odpowiedzi adaptacyjnej
swoistej i zdolnos¢ tych komorek do polaryzacji limfocytow T w kierunku Th1 lub Th2,
postanowiono sprawdzi¢, czy archeony halofilne prezentowane przez KD limfocytom beda
pobudzaty limfocyty T, ijesli tak, to ktéry profil tej odpowiedzi bedzie znaczacy. Wykazano,
iz autologiczne limfocyty T CD4" w ko-hodowli z KD stymulowanymi Hrd. rudnickae lub
N. salaciae, produkowaty zaré6wno IFN-y (cytokina Thl), jak i IL-13 (cytokina Th2).
Uzyskany wynik podkresla zdolno$¢ archeondéw halofilnych do wzbudzania obu typow
odpowiedzi cytokinowej. Wobec braku doniesien z udzialem innych szczepoéw archeonoéw
halofilnych w modelu ko-hodowli KD z limfocytami, na tym etapie wiedzy trudno poréwnaé
uzyskane wyniki z pracami innych autoréw. Jedynie badania Blais-Lecours i wsp. [119]
wykazaty wzrost liczby limfocytow w poptuczynach oskrzelowych myszy, ktorym
donosowo podawano archeony metanogenne (M. smithii oraz M. stadtmanae). Wykazano, iz
dominujaca subpopulacja byly limfocyty T CD4" oraz limfocyty B CD19". Ponadto, oba
szczepy archeonow metanogennych indukowaly produkcje antygenowo swoistych
przeciwcial klasy IgG, ktore wykryto w surowicach immunizowanych myszy. Obecnos¢
przeciwcial klasy IgG przeciwko M. smithii, oraz Methanobrevibacter oralis opisano takze
u pacjentow z zapaleniem ozebnej [120], co wskazuje, iz archeony metanogenne posiadaja
wlasciwosci immunogenne. W innych badaniach wykazano, iz drobnoustroje M. stadtmanae
obecne w kale pacjentow z zapaleniem jelita indukowaty powstawanie antygenowo
swoistych przeciwciat klasy IgG [121]. W tym samym badaniu, nie wykazano u pacjentow

przeciwcial przeciwko M. smithii, co wskazuje na zréznicowanie procesow
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odporno$ciowych w odniesieniu do rdéznych szczepéw archeondéw metanogennych
wystepujacych w jelicie. W powyzszych przytoczonych badaniach nie analizowano jednak
odpowiedzi limfocytow T. W zrealizowanych w prezentowanej pracy badaniach nie
wykazano, ani na poziomie KD, ani limfocytow T istotnych réznic w odpowiedzi tych
komorek na stymulacj¢ roznymi gatunkami archeon6éw halofilnych, Hrd. rudnickae lub
N. salaciae. Podsumowujac ten etap badan wykazano, iz stymulacja KD pochodzenia
monocytarnego archeonami halofilnymi Hrd. rudnickae lub N. salaciae skutkowala
dojrzewaniem KD, co przejawialo si¢ nasilona ekspresja receptoréw powierzchniowych
CD86, CD80, CD83 oraz nasilona produkcja cytokin (TNF-a, IL-10, I1L-12p40) przez te
komorki. Ponadto, autologiczne limfocyty T o fenotypie CD4*, w odpowiedzi na
stymulacje archeonami halofilnymi prezentowanymi przez KD, produkowaly zaréwno
cytokiny profilu Thl (IFN-y) jak i Th2 (IL-13) co $wiadczy o pewnej rownowadze
w zakresie wydzielanych cytokin pro- i przeciwzapalnych.

W ostatnim etapie badan zastosowano model samych komorek dendrytycznych
traktowanych enterotoksyng B S. aureus, lub takich komoérek w ko-hodowli
z limfocytami T. Enterotoksyna B S. aureus indukuje silng reakcje zapalng [122, 123].
W niniejszej pracy wykazano rowniez jej silne wilasciwosci genotoksyczne, ktorych
skutkiem byla fragmentacja chromatyny, peknigcia DNA, a takze apoptoza KD. Ponadto,
wykazano, iz stymulowane SEB KD charakteryzowaly si¢ istotnym nasileniem ekspresji
receptorow CD86, CD80 oraz CD83 co $wiadczyto o ich dojrzewaniu, oraz produkcja
cytokin 1L-12p40, IL-10, TNF-o i IFN-y. Badania na modelu KD, wykazaly, iz SEB
aktywujac receptor TLR2, ale nie TLR4 indukowat dojrzewanie komorek oraz roznicowanie
dziewiczych limfocytow T w kierunku odpowiedzi Th2 [124]. Wyniki w prezentowanej
pracy doktorskiej wskazujace na brak istotnych r6znic w ekspresji receptorow TLR2 i TLR4
na powierzchni stymulowanych SEB KD, w odniesieniu do komorek niestymulowanych,
pozostaja w zgodzie z wynikami pracy zaprezentowanymi W 2006 r. przez zesp6t Mandron
I wsp. [124]. Inni badacze wykazali rowniez silne dziatanie superantygenu SEB,
manifestujace si¢ m.in. wydzielaniem cytokin (np. IL-1, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6 i IL-8)
przez komorki monojadrzaste (PBMC), a takze przez fibroblasty, komorki nabtonka oraz
srodbtonka [78, 125, 126]. Zaobserwowano rowniez, iz SEB indukuje apoptozg roéznych linii
komoérkowych, m.in. THP-1 [127-130].
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W badaniach wtasnych wykazano, iz stymulacja KD SEB w stezeniu 1 pg/ml skutkowata
fragmentacja chromosomalnego DNA, indukcja peknig¢ SSB oraz DSB w DNA, kumulacja
KD w fazach sub-G1 oraz S cyklu komorkowego, a takze istotnie zwigkszonym procentem
KD w stanie apoptozy. W dalszej czg¢sci badan postanowiono sprawdzi¢, czy powyzsze
niekorzystne procesy w KD wywotane SEB moga by¢ zneutralizowane przez archeony
halofilne. Wykazano, iz 24 godz. stymulacja KD archeonami halofilnymi, Hrd. rudnickae
lub N. salaciae, skutkowata: zmniejszeniem fragmentacji DNA, spadkiem liczby peknigé¢
SSB lub DSB, istotnie nizszym odsetkiem komorek apoptotycznych oraz przywrdceniem
wlasciwego przebiegu cyklu komoérkowego w porownaniu do komoérek stymulowanych
jedynie SEB. W kolejnych badaniach wykazano, iz KD stymulowane SEB charakteryzowaty
si¢ istotnie podwyzszong ekspresja receptorow powierzchniowych (CD86, CD80, CD83)
oraz istotnie nasilong produkcja cytokin (IL-10, IFN-y, TNF-a i IL-12p40) niz komorki
niestymulowane. Jak zaznaczono powyzej, Mandron i wsp. [124] wykazali, iz ludzkie KD
pochodzenia monocytarnego po stymulacji superantygenem SEB charakteryzuja si¢ istotnie
wyzsza ekspresja receptorow CD86, CD83 oraz CD54, co wedlug autoréw wskazuje na
aktywacje KD. Jednocze$nie, KD stymulowane SEB produkowaty IFN-y, TNF-a, IL-10 oraz
IL-2 wydajniej niz komorki niestymulowane, nie wykazano natomiast nasilenia wytwarzania
IL-4, IL-5 i IL-12p70 [124]. Mandron i wsp w swoich badaniach wykorzystali SEB w
stezeniu 0,1 pg/ml [124], natomiast w niniejszej pracy wykorzystano SEB w stezeniu
1 pg/ml, co moglo mie¢ wptyw na pewne réznice w uzyskanych wynikach. Stymulacja
superantygenem SEB KD i autologicznych limfocytow T CD4", prowadzita do istotnie
nasilonej produkcji cytokin przez limfocyty T CD4" (IFN-y, IL-13, IL-10, IL-12p40 oraz
TNF-a), w poréwnaniu do hodowli bez SEB. Podobnie jak w hodowli samych komorek
dendrytycznych, tak i w ko-hodowli KD z autologicznymi limfocytami T CD4", obecnos¢
archeonéw halofilnych, Hrd. rudnickae lub N. salaciae, nie wptyneta istotnie na ekspresje¢
receptorow powierzchniowych i nie powstrzymata ,,burzy cytokinowej” wywotanej SEB.
Obecnos¢ archeonow halofilnych w hodowli samych KD lub KD i limfocytow T srodowisku
SEB nie neutralizowata dziatania SEB na poziomie ekspresji receptorow PRR oraz synapsy
immunologicznej, jak rowniez na poziomie cytokin uwalnianych przez KD i autologiczne
limfocyty T CD4". Wyniki tej czeSci pracy po raz pierwszy wskazuja na zdolno$é¢

archeonow halofilnych do ostabiania uszkodzenia DNA i w konsekwencji zapobiegania
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apoptozie komorek dendrytycznych wywolanych obecnos$cia silnego stymulatora,
jakim jest superantygen SEB. Jakkolwiek niezbedne sa dalsze badania, ktorych celem
bedzie, miedzy innymi, wyjasnienie mechanizmu dzialania ochronnego halofili na
poziomie DNA KD. Wiedza ta moze przyczyni¢ si¢ do opracowywania innych modeli
eksperymentalnych, ktore dostarcza wiedzy na temat mozliwego znaczenia
»prozdrowotnego” archeonéw halofilnych w warunkach zapalenia wywotanego obecnoscia
drobnoustrojow chorobotwoérczych, a takze zrozumienia mechanizméw Korzystnego
dziatania haloterapii oraz speleoterapii w leczeniu astmy, alergii czy przewleklej
obturacyjnej choroby ptuc. Jak zauwazajg Beamon i wsp. [131], problemem w rekomendacji
speleoterapii jest duza zmienno$¢ jaskin oraz grot solnych, co uniemozliwia ekstrapolacje
wynikow uzyskanych w jednym miejscu na caty szereg innych obiektow. W ostatnich latach
obserwowany jest wzrost liczby doniesien dotyczacych halo- oraz speleo-terapii. Jedna
z takich prac jest publikacja autorstwa Mgtel i wsp. [85], ktora wskazuje na pozytywny efekt
rehabilitacji oddechowej potaczonej z wizytami w podziemnych komorach soli w kopalni
soli w ,,Wieliczce” na parametry ogdlnej sprawnosci osob w podesztym wieku (zakres wieku
65-77 lat). Ograniczeniem tej pracy byta mata grupa oséb poddana badaniu (22 osoby obu
plci) oraz brak grupy kontrolnej — os6b poddanych rehabilitacji oddechowej bez speleoterapii
[85], Innym ciekawym badaniem jest praca autorstwa Bar-Yoseph i wsp. [132], oceniajgca
wplyw haloterapii jako formy leczenia astmy u dzieci. Wykazano, iz stosowanie
halogeneratora (urzadzenia wytwarzajacego aerozol) poprawia zaré6wno parametry
oddechowe oraz komfort zycia pacjentow [132]. Korzystne efekty speleoterapii oraz
haloterapii sa ttumaczone jako wypadkowa dziatan NaCl zawartego w powietrzu jak m.in.
redukcja obrzeku drog oddechowych i poprawa oczyszczania sluzowo-rzeskowego, dzigki
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej jonow Na® [84]. Jednakze, obecno$é drobnoustrojow
halofilnych, szczegdlnie archeonéw, nie zostata do tej pory zbadana w kontekscie roli tych

drobnoustrojow w powyzszych terapiach.

Niniejsza praca doktorska, oprocz nowatorskiego spojrzenia na role archeonéw halofilnych
jako stymulatoréw komorek uktadu odpornosciowego cztowieka, posiada pewne
ograniczenia, ktore stwarzaja przestanki do dalszych badan w przysztosci. Badania te
powinny by¢ nakierowane na poszukiwanie ligandéw archeonow halofilnych, ktoére sa

rozpoznawane przez komorki uktadu odpornosciowego. Ponadto, warto bytoby
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przeprowadzi¢ badania z udziatem szczepow archeonow halofilnych wchodzacych w sktad
mikrobiomu czlowieka, co mogloby wykaza¢ czy drobnoustroje te s3 tolerogenne czy
immunogenne. Na etapie wykonywania eksperymentalnej cz¢$ci badan niniejszej rozprawy
doktorskiej niemozliwe bylo pozyskanie takich szczepow ze wzgledu na brak dostepnych
metod ich pozyskania z kolekcji $wiatowych. Kolejnym waznym wyzwaniem byloby
kompleksowe poznanie mechanizmoéw, za pomoca ktoérych odbywa si¢ rozpoznawanie
archeonow halofilnych przez uktad odpornosciowy. Sprawdzenie w tym kontekscie innych
komorek immunokompetentnych, jak chociazby monocyty, makrofagi, komorki tuczne czy
granulocyty, a takze reakcji archeonow halofilnych z komoérkami nabtonka gornych drog
oddechowych, bioragc pod uwagg, iz sg to komorki, ktore jako jedne z pierwszych kontaktuja
si¢ z archeonami halofilnymi podczas inhalacji wziewnej. Waznym proponowanym
rozwini¢ciem badan nad interakcjami archeonow halofilnych z komérkami odpornosciowym
gospodarza i barierg nabtonka droég oddechowych, bytoby wykorzystanie odpowiednich
modeli zwierzecych, albowiem brak jest obecnie jakichkolwiek dowodow naukowych
informacji na temat tych interakcji i ich skutkow in vivo.

Podsumowujac unikalny wymiar badan uzyskanych w niniejszej rozprawie doktorskie;j,
wykazano po raz pierwszy na swiecie, iz srodowiskowe archeony halofilne aktywuja in vitro
komorki odpornosciowe czlowieka jakimi s komorki dendrytyczne oraz limfocyty T.
Dostarczono rowniez wiedzy na temat immunogennych wiasciwosci gatunku
Hrd. rudnickae, wyizolowanego z miejsca w ktérym stosowana jest w Polsce haloterapia.
Wskazano takze na pewne wlasciwosci archeondw halofilnych chronigce komorki
dendrytyczne przed uszkodzeniami DNA wywotanymi superantygenem SEB, jakkolwiek
potwierdzenie tych przypuszczen, opartych na uzyskanych wynikach, wymaga dalszych

badan.
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VII. Streszczenie w jezyku polskim

Archaea, jako odrebna domena organizméw prokariotycznych, zostala po raz pierwszy
opisana w 1977 roku przez Carla Woese. Poczatkowo archeony uwazano, jedynie za
organizmy ekstremofilne, ale z czasem wykazano, iz stanowig one istotny skladnik
mikrobiomu cztowieka i zwierzat. Jedng z waznych grup w domenie Archaea sg archeony
halofilne, charakteryzujace si¢ zdolnoscig do zycia w srodowisku o skrajnie wysokim
zasoleniu. Biologiczny wplyw archeonow halofilnych na zdrowia cztowieka, ich potencjalne
wlasciwo$ci immunomodulacyjne oraz ochronne, pozostaja stabo poznane.

Celem pracy bylo wykazanie potencjalu immunomodulacyjnego archeonow
halofilnych, Halorhabdus rudnickae oraz Natrinema salaciae, wobec ludzkich komoérek
dendrytycznych (KD) pochodzenia monocytarnego. W odpowiedzi odporno$ciowej KD
odgrywaja kluczowa rol¢ jako profesjonalne komoérki prezentujace antygen dziewiczym
limfocytom T. Interakcje pomiedzy KD a halofilami badano na kilku poziomach: zdolnos$ci
wnikania do KD, bezpieczenstwa wobec KD, zdolnosci wzbudzania odpowiedzi
odpornosciowej z udziatem limfocytow T, a takze okreslenia witasciwosci protekcyjnych
halofili przed genotoksycznym dziataniem enterotoksyny B (SEB) Staphylococcus aureus na
KD.

Monocyty oraz limfocyty ludzkie zostalty wyizolowane z komercyjnie dostgpnych
kozuszkow leukocytarno-ptytkowych uzyskanych od 30 zdrowych dawcoéw krwi metoda
separacji magnetycznej. Monocyty przeksztalcano w komorki dendrytyczne w trakcie
6-dniowej hodowli w srodowisku cytokin GM-CSF i IL-4, a nastgpnie stymulowano in vitro
szczepami archeonow halofilnych Hrd. rudnickae lub N. salaciae.

W pracy wykazano, iz archeony halofilne wnikaty do cytoplazmy i jadra KD, nie
indukowaty jedno- i dwuniciowych peknig¢ DNA, nie wywolywaty apoptozy, ani nekrozy i
nie ingerowaly w cykl komorkowy, a zatem stanowig bezpieczny stymulator komorek
dendrytycznych. Ponadto, oba badane gatunki archeonéw halofilnych powodowaty
dojrzewanie KD, o czym $wiadczyt wysoki poziom ekspresji receptorow powierzchniowych
CD86, CD80 i CD83, oceniony metoda cytometrii przeptywowej, a takze nasilona produkcja
cytokin IL-10, 1L-12p40 i TNF-a oceniona w tescie ELISA. Wykazano, ze autologiczne
limfocyty T CD4" pobudzane archeonami halofilnymi prezentowanymi przez KD

produkowaty istotnie intensywniej IFN-y, 1L-12p40, IL-13 oraz TNF-a, w porownaniu do
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limfocytow W ko-hodowli z KD niestymulowanymi. O ile wsérdd limfocytow
odpowiadajacych produkcja IFN-y na archeony halofilne prezentowane przez KD
dominowaly limfocyty T CD4" dziewicze, to IL-13 byla produkowana zaréwno przez
limfocyty T CD4" dziewicze, jak i limfocyty pamieci.

W badaniach z uzyciem enterotoksyny B S. aureus (SEB) wykazano, iz archeony
halofilne posiadaly wtasciwosci protekcyjne przed genotoksycznym dziataniem SEB na KD
poprzez ochrone chromatyny przed fragmentacjg oraz powstawaniem jedno- i dwuniciowych
peknie¢ DNA w KD. Pozostawato to w zwigzku z progresja cyklu komorkowego
I ograniczeniem apoptozy. Z kolei wywotana SEB nasilona ekspresja receptorow
powierzchniowych CD86, CD80, CD83 KD oraz zwigkszona produkcja cytokin IFN-y, IL-
12p40, IL-10, IL-13 i TNF-a nie byty modulowane po wprowadzeniu do hodowli archeonéw
halofilnych.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja na bezpieczenstwo Sstosowania
archeonéw halofilnych Hrd. rudnickae i N. salaciae jako stymulatoréw ludzkich KD
pochodzenia monocytarnego, zdolno$¢ tych drobnoustojow do pobudzania limfocytow T do
zrownowazonej odpowiedzi odpornosciowej. Ponadto, wykazano whasciwosci protekcyjne
archeonoéw halofilnych Hrd. rudnickae i N. salaciae przed genotoksycznym dziataniem
enterotoksyny B S. aureus na KD. Wyniki prezentowanej pracy pozwalajg sugerowac
przydatno$¢ archeonéw halofilnych w opracowywaniu modeli eksperymentalnych
zmierzajacych do wyjasnienia roli archeonow halofilnych w haloterapii, jako metody
leczenie chorob uktadu oddechowego, albowiem korzystne efekty tej terapii moga wynikac
nie tylko z dziatania aerozolu solnego, ale takze z obecnosci w $rodowisku solnym

archeonow halofilnych.
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VI1II.Streszczenie w jezyku angielskim

Archaea, as a separate domain of prokaryotic organisms, were first described in 1977 by Carl
Woese. Initially, archaea were considered only as extremophilic organisms, but over time it
was discovered that they are an important component of the human and animal microbiome.
One of the groups in the Archaea domain are halophilic archaea, characterized by their
adaptation to life in extremely high salinity environments. The biological impact of
halophilic archaea on human health, their potential immunomodulatory and protective
properties remain poorly understood.

The main objective of this dissertation was to investigate the interactions between
selected species of halophilic archaea, Halorhabdus rudnickae and Natrinema salaciae, with
human monocyte-derived dendritic cells (DCs). In the immune response, DCs play a key role
as professional antigen-presenting cells to T lymphocytes and the only cells capable of
stimulating naive T cells. Interactions between DCs and halophiles were investigated at
several levels: the ability to interact with DCs, the safety of halophilic archaea stimulation of
DCs, their recognition by DCs, their ability to stimulate a T cell response, and determination
the protective properties of halophiles manifested against the genotoxic effects induced by
Staphylococcus aureus enterotoxin B (SEB) on human DCs.

Human monocytes and lymphocytes were isolated from commercially available buffy
coats obtained from 30 healthy blood donors using the magnetic separation method. In the
next step, DCs were generated from monocytes during a 6-day culture in the presence of
GM-CSF and IL-4, and then stimulated in vitro with Hrd. rudnickae and N. salaciae.

The study demonstrated that halophilic archaea penetrated into the cytoplasm and the
nucleus of DCs, but did not induce single (SSB)- or double-stranded (DSB) DNA breaks.
They did not induce apoptosis or cell necrosis and did not interfere with the DC cell cycle.
In addition, both tested halophilic archaeal species induced DC maturation, manifested by
high expression of the surface markers CD86, CD80 and CD83, as analyzed by flow
cytometry, and enhanced production of the IL-10, IL-12p40 and TNF-o by DCs.
Furthermore, autologous CD4* T lymphocytes co-incubated with DCs stimulated with
halophilic archaea produced significantly higher amounts of IFN-y, 1L-12p40, IL-13 and
TNF-o in comparison to co-cultures of lymphocytes with unstimulated DC. While naive

CD4" T cells predominated among lymphocytes responding with IFN-y production to
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halophilic archaea presented by DC, IL-13 was produced by both naive and memory CD4"
T cells.

Studies using the genotoxic DC stimulator SEB showed that halophilic archaea have
protective properties by significantly reducing the degree of chromatin fragmentation and the
number of single- and double-stranded DNA breaks in DCs compared to SEB-stimulated
DCs in the absence of the halophiles. Furthermore, Hrd. rudnickae- or N. salaciae-stimulated
DCs in the presence of SEB were characterized by significantly lower percentage of apoptotic
cells, as well as numbers of cells in the sub-G1 and S phases of the cell cycle compared to
non-stimulated DCs. Moreover, the halophiles did not modulate the SEB-induced high
expression of the surface markers CD86, CD80 and CD83 on the DCs, and the increase of
production of IFN-y, IL-12p40, IL-10, IL-13 and TNF-a by the DCs.

In conclusion, the results of this thesis demonstrate the safety of the halophilic archaea
Hrd. rudnickae and N. salaciae as stimulators of human monocyte-derived DCs, the ability
of these microorganisms to stimulate T lymphocytes for a balanced immune response, and
also indicated their protective properties against the genotoxic effects of SEB on DCs. The
obtained results allow us to suggest the usefulness of halophilic archaea in the development
of experimental models aimed at elucidating the mechanism underlying the beneficial effects
of halotherapy, as an alternative therapy for respiratory diseases, as the beneficial effects may
be due to not only to the composition of the salt aerosol but also to the presence of halophilic

archaea in the salt environment.
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