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Evaluarea in vitro a impactului unor fractii de cultura de P. aeruginosa si a unor molecule
de Quorum Sensing purificate asupra viabilitatii si profilului citokinic al celulelor gazda

In interactiunea dintre microorganisme si organismele gazda superioare, ambii parteneri implicai
vor suferi inevitabil modificari care sunt infléete nu doar de contactul celular, ci si de molecule
solubile, inca incomplet elucidate.

Tn cadrul acestei etape a fost evaluat impactul unor fragii de cultura, precum si al moleculelor de
semnalizare Quorum Sensing (QS) la P. aeruginosa, asupra profilului citokinigi a modularii mortii
celulelor gazda. Studiul a utilizat ca model eucariot culturi de celule mezenchimale (MSC) proaspat
izolate din maduva de donatori umani. MSC reprezinta o perspectiva promiatoare pentru reconstructia
pulmonara si a cdilor respiratorii in urma leziunilor aparute in infectiile cu P. aeruginosa in special la
pacienti cu fibroza chistica. Studii foarte recente au raportat ca P. aeruginosa stimuleaza tranziia
celulelor epiteliale la celule mezenchimale in epiteliul respirator in urma infegiei pacientilor transplantati
sau cu leziuni pulmonare severe, favorizand apattia bronsiolitei obliterante (Borthwick si colab ., 2011).
Cu toate acestea, efectul prezentei celulelor bacteriene sau a moleculelor de semnalizare QS produse de P.
aeruginosa asupra celulelor mezenchimale nu a fost raportat pana in prezent.

Materiale si metode:

Modele utilizate: celule MSC+culture bacteriene integrale diluate pana de 50-100UFC ml™ /
corpi bacterieni inactivati termic (1h la 69°C) / supernatante de cultura / molecule de semnalizare QS
purificate (obtinute de la firma Sigma Aldrich).

Procentul de celule MSC viabile a fost cuantificat prin metoda de excludere a albastrului de
Tripan. Modificarile morfologice ale MSC induse in urma tratamentului au fost analizate prin
microscopie dupd marcarea cu iodurd de propidisi fluorescein diacetat. Evaluarea expresiei unor gene
implicate in modularea mottii celulare apoptotice si a raspunsu lui imunitar s-a realizat prin metoda qRT-
PCR. Cuantificarea procentului de celule apoptoticesi necrotice s -a realizat prin citometrie in flux, dupa
marcarea celulelor MSC cu iodurda de propidii anexina V. -FITC. Analiza producerii de citokine s-a
realizat prin metoda ELISA, utilizand kituri specifice pentru detegia citokinelor: IL -1, IL-8, IL-6, IL-10
si TNFa. Rezultatele tabute au fost prelucrate statistic cu softwarele GraphPad Prism, InStat
(GraphPad) si Excel (Microsoft), utilizand teste Anova si T test. Valori ale lui P<0.05 au fost considerate
semnificative.

Determinarea procentului de celule viabile prin metoda excluderii colorantului albastru tripan

Tn urma testului de excludere a colorantului albastru de tripan s-a observat ci celulele MSC prezinta grade
diferite de viabilitate in fun¢ie de tratamentul la care au fost supuse si de timpul de interactiune. Ca si
densitate bacteriand s-a utilizat un inocul foarte scazut (de 50-100UFC ml-1) pentru a mima cat mai
eficient conditiile de infectie intalnite in vivo si pentru a pastra conditiile experimentale utilizate in testele
anterioare. Rezultatele ofinute au aratat ca in cazul utilizarii unei culturi integrale diluate de P.
aeruginosa PAOI, viabilitatea MSC este afectata in timp, procentul de celule viabile devenind mai mic
decat cel de celule non-viabile dupa aproximativ 18h.

Dupa utilizarea de corpi bacterieni (CB) sfidki inactivati termic, sau supernatante (SN) sterile,
rezultatele au ardtat ca aceste fratii de culturd au un efect foarte s lab asupra viabilit&ii celulelor MSC.



Supernatantele de culturd reduc viabilitatea celulara la cel mult 83%, in decurs de 18h, corpi bacterieni
inactivati avand un efect nesemnificativ (Tabelul 1).

Moleculele de semnalizare QS purificate s-au dovedit a avea efecte distincte in funge de tipul lor si
timpul de agiune. Astfel, cel mai toxic compus este OdDHL, o concentratic de S0uM manifestandu -si
citotoxicitatea la doud ore dupa tratament. S-a observat ca efectul citotoxic al OdDHL este accentuat in
timp, astfel incat daca dupa 2 ore de tratament, procentul de celule viabile este de 81%, dupa 18h
procentul de celule viabile va fi de 37%. Celalalt autoinductor AHL testat, C4HSL, s-a dovedit a avea un
efect foarte slab asupra viabilitii celulelor MSC, rat ele de supraviguire in perioadele de timp testate
fiind de cel putin 90% (Tabelul 1).

Moleculele de semnalizare AQ au de asemenea un efect diiferessupra celulelor MSC. Efectul
citotoxic al PQS pare a fi mai pronuat comparativ cu efectul HHQ, insa d evine evident dupa 18h de
incubare. Tn timp ce procentul de celule MSC viabile in prezga PQS riméane mai mare de 90% la 12h
dupa tratament, la 18h procentul de celule viabile scade la 71%. HHQ are un efect citotoxic scizut,
cuantificarea ratelor de viabilitate celulard conferind procente mai mari de 93%, pana la 12 h de
tratament, iar la 18h procentul scade la 86%. Analiza comparativd a impactului moleculelor de
semnalizare QS asupra viabilitatii MSC, a demonstrat ca OdDHL manifesta efectul cel mai rapid, efectele
fiind evidente imediat dupa administrare, pe cand celelelte molecule de semnalizare manifestd un efect
scazut asupra viabilitdii celulelor MSC, sau efectul acestora apare dupa o perioadd mai indelunga de
tratament (Tabelul 1).

Tabelul 1. Procentele de viabilitate celulara observate prin colorare cu albastru tripan, in urma tratamentului
monostratului celular MSC cu diferite fragii de culturd de PAO1 sau molecule de semnalizare purificate, pentru 2,
6, 12 si 18h. Monostraturile celulare tratate au fost incubate la 37°C, 5% CO2, pentru 2, 4, 6 si 18h.

Viabilitate in timp

Conditie experimentald 2h 6h 12h 18h
MSC ctrl. 99% 99% 100% 99%
Cultura integrald 98% 92% 70% 42%
Cultura integrala + 50uM NA 98% 83% 65% 28%
50uM NA ctrl. 99% 99% 99% 99%
Corpi bacterieni 99% 99% 93% 88%
Supernatant 99% 92% 88% 83%
50uM OdDHL 81% 63% 55% 37%
50uM C4HSL 99% 99% 93% 90%
50uM PQS 99% 94% 91% 71%

50uM HHQ 99% 99% 93% 86%

Evaluarea morfologiei celulargi determinarea procentului de celule viabile prin  analiza
microscopic

Analiza microscopicd a evid¢iat faptul ca tratamentul cu diferite ftac de cultura PAOI
determind modificari structurale ale celulelor MSC, acestea aderd la substsat coloreza diferit,
relevand grade diferite de viabilitate. Monostraturile celulare au fost analizate la aceleasi intervale de timp



ca in experimentul anterior, si anume 2, 6, 12 si 18h, insa fotografiile au fost realizate doar la 2 si 18h de
tratament pentru a se evidetia efectul imediat sau pe termen lung al fract iilor si moleculelor utilizate.
Rezultatele au aratat ca utilizarea unei culturii PAOI1 integrale diluate nu determina nici un efect
cuantificabil asupra celulelor MSC dupa 2 ore de cocultivare, insd la 18h de incubare se observa ca
celulele eucariote au 0 morfologie alterata, un procent semnificativ pierzand capacitatea de aderghla
substratul inert (figura 1).

MSC ctrl

PAO1-2h PAO1+50uM NA - 2h

PAO1-18h PAO1+50uM NA — 18h

Fig. 1. Imagini de microscopie de fluorescaa ale monostraturilor MSC cultivate in prezenta culturilor integrale
diluate de PAQOL, in prezenta sau absenta a 50uM NA, pentru 2 sau 18h. 488 — FDA, Obiectiv cu Imersie, 100x.

Dupa incubarea cu supernatante de cultura sau corpi bacterieni inactivai termic, celulele MSC nu
par a suferi modificari structurale semnificative dupa o perioada de pana la 18h de expunere, exprimand o
morfologie normala, similara cu a celulelor MSC control, netratate (Fig. 2). Aceste rezultate confirma
datele oktinute in urma cuantificarii procentului de celule viabile prin excluderea colorantului albastru
tripan, demonstrand ca fractiile de cultura reprezentate de supernatante sterile si corpi bacterieni inactivati
termic nu au un efect foarte pronuntat asupra viabilitatii celulelor MSC pentru cel putin 18h de incubare.
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Fig. 2. Imagini de microscopie de fluorescend ale monos traturilor MSC cultivate n prezera supernatantului (SN)
de cultura sau a corpilor bacterieni (CB) timp de 18h. 488 — FDA, Obiectiv cu Imersie, 100x.

Rezultatele obtinute dupa tratamentul monostratului de celule mezenchimale cu diferite molecule
de semnalizare QS purificate au demonstrat ca acesteatmmeaza in mod diferit asupra viabilitatii si



morfologiei MSC, olp indndu-se efecte de intensitd i diferite, amplificate in timp. Astfel, OdDHL s-a
dovedit a avea cel mai praatrefect asupra viabilitatii si arhitecturii celulelor MSC, afectand
morfologia acestora dupa 2 ore de tratament. Celulele eucariote prezinta o morfologie alteratd, devenind
neregulate, cu aspect lamelar, evidefindu -se si formatiuni de tipul pseudopodelor, ceea ce indica o
interactiune Tntre OdDHLsi citoscheletul celulelor MSC. In timp, fenotipul este puternic accentuat, o
mare parte dintre celulele eucariote pierzand contactul cu substratul inert, devenind ne-aderente, ceea ce
semnifica lipsa viabilitatii acestora dupa 18h de incubare. In plus, in urma marcirii cu iodura de propidiu
(PI) se observa ca un mare procent dintre celulele sated latssubstrat prezintd alterdri ale
permeabilitatii membranei, aparand colorate in rosu, cel mai probabil fiind celule non-viabile (Fig. 54).

Al doilea dintre autoinductorii cu structurd homoserin lactonica t¢staC4HSL, s  -a dovedit a
avea un efect moderat asupra morfologiei celulelor MSC, insa fard a afecta In mod semnificativ
viabilitatea celulara. Se poate observa ttwa C4HSL induce apar itia de formatiuni anormale in
morfologia celulelor eucariote, de tipul lamelelor citoplasmaticg determina inmugurirea citoplasmei.
Acest fenotip este deseori corelat cu apariia mortii celulare apoptotice, in plus faptul cd putine celule au
permeabilitatea alteratd, colorandu-se Tn rosu dupa aplicarea PI, confirma faptul ca moartea celulelor nu
este datoratd necrozei, fiind mai degraba de natura apoptotica (Fig. 3).

50uM OdDHL - 2h FDA 50uM OdDHL - 2h PI

50uM OdDHL - 18h FDA 50uM OdDHL - 18h PI

Fig. 3. Imagini la microscopul cu fluorescena ale monostraturilor MSC tratate cu 50u M OdDHL, timp de 2si 18h.
FDA=marcare cu fluorescein diacetat (vizualizare la 488 nm), Pl=iodurd de propidiu (vizualizare la 546 nm).
Obiectiv cu Imersie, 100x.

50uM C4HSL - 2h FDA 50uM C4HSL—2h PI

50uM C4HSL - 18h FDA 50uM C4HSL ~ 18h PI




Fig. 4. Imagini la microscopul cu fluorescena ale monostraturilor MSC tratate cu 50uM C4HS L, timp de 2si 18h.
FDA=marcare cu fluorescein diacetat (vizualizare la 488 nm), Pl=iodurd de propidiu (vizualizare la 546nm).
Obiectiv cu Imersie, 100x.

In cazul utilizarii PQS, se observd un efect citotoxic ce apare la scurt timptidogm ini
tratamentului (dupa 2h}i care va fi amplificat in timp. PQS altereaza semnificativ morfologia si
arhitectura celulelor MSC, favorizand pierderea contactului celulelor cu substratul celulagi prin urmare
moartea acestora. Dupd 18h de tratament procentul de celule viabile aderate la substrat va fi vizibil mai
mic decat procentul de celule moarte ce inglobeaza PI (Fig. 5).

50uM PQS — Zh FDA 50uM PQS —2h PI

50uM PQS - 1Bh FDA 50uM PQS - 18h PI

Fig. 5. Imagini la microscopul cu fluorescei ale monostraturilor MSC tratate cu 50uM PQS, timp de 2 si 18h.
FDA=marcare cu fluorescein diacetat (vizualizare la 488 nm), Pl=iodurd de propidiu (vizualizare la 546nm).
Obiectiv cu Imersie, 100x.

Rezultatele oltinute dupa analiza celulelor MSC tratate cu S0uM HHQ arata ca HHQ nu
manifestd efecte evidente imediat dupa administrare, insa determind modificari ce indica o citotoxicitate
inaltd dupd 18h de tratament. Acest rezultat nu se coreleaza cu rezultatdiautb In urma analizei
viabilitatii celulare prin metoda excluderii colorantului vital albastru tripan, care aratd cda HHQ nu este un
compus citotoxic nici dupa perioade indelungate de tratament. Analiza microscopicd demnostreaza ci
dupa 18h de incubare, HHQ determina desprinderea masiva a celulelor de pe substratul inert, inducand in
acelasi timp modificari in permeabilitatea membranei celulelor, care se vor colora Th prezena PI, insa nu
si in prezenta FDA (Fig. 6).
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Fig. 6. Imagini la microscopul cu fluoresce ale monostraturilor MSC tratate cu 50uM HHQ, timp de 2 si 8h.
FDA=marcare cu fluorescein diacetat (vizualizare la 488 nm), PI=iodura de propidiu (vizualizare la 546nm).
Obiectiv cu Imersie, 100x.

Evaluarea procentului de celule viabile si non-viabile prin citometrie in flux

Pentru discriminarea cat mai eficientd intre procentul de celule viapileon -viabile, insdsi pentru
separarea celulelor necrotice de cele apoptotice (cele doud modatitinajore de moarte celulara), s -a
utilizat un kit comercial cu anexind V-FITC si iodurd de propidiu (Sigma), urmarind instructiunile
producatorului.

Pentru experimentele de citometrie Tn flux s-au utilizat numai supernatante de cultur@i molecule de
semnalizare QS purificate deoarece dupa infedia bacteriana, forma si marimea celulelor eucariote sunt in
general modificate, astfel incat rezultatele atmute sunt alterate si dificil de confirmat. Re zultatele au
ardtat ca utilizarea supernatantelor de culturd nu determind modificari majore asupra viabilitii celulelor
MSC la 18h de incubare, procentul de celule necrotice fiind similar cu aghwbin cazul celulelor
netratate, iar cel de celule apoptotice fiind slab crescut (Tabelul 2).

Tabelul 2. Procentele de celule MSC viabile, apopfotigecrotice, obtinute dupd incubare in prezenta
supernatantului de culturd (SN) sau a moleculelor QS purificate, timp de 18h la 37°C, atmosferd cu 5%CO,.

Coloratie MSC SN OdDHL | C4HSL PQS HHQ
Q1: FITC-, FL3_PI+ 7,01 6,73 32,2 52 14,8 45,9
Q2: FITC+, FL3_PI+ 0,007 0,035 0,508 0,022 0,337 0,389
Q3: FITC+, FL3_PI- 0,081 0,389 1,04 0,178 0,709 1,79
Q4: FITC-, FL3_PI- 92,9 92,8 66,2 94,6 84,1 51,9

Tn cazul utilizarii moleculelor de semnalizare QS, rezultatele au aratat ca acestea au un efect diferit asupra
mortii celulare MSC. Astfel, OdDHL s-a dovedit a avea un efect citotoxic preayndeterminand
moartea necroticd a unui procent de aproximativ 33% dintre celulele MSC. Apoptoza MSC este slab
afectatd, un procent de numai 1,6% dintre celule analizate fiind apoptotice (Fig. 7). De cealalta parte, al
doilea autoinductor AHL testat, C4HSL, nu are nici un efect asupra celulelor MSC, procentul de celule
viabile fiind maxim, si anume 94,6%.

Analiza de citometrie in flux a dovedit cd PQS are un efect moderat asupra viabilitMSC, inducand
aparitia unui procent de celule necrotice de 14,8%, pe cand procentul de celule apoptotice inregistreaza
aproximativ 1,2%. HHQ s-a dovedit a avea cea mai progati activitate, determinand o viabilitate
celulard de 52%, mai scazutd decat cea tobutd in cazul utilizarii OdDHL (Tabelul 2). Cuantificarea
viabilitatii/mortii celulelor MSC a demonstrat cd HHQ determind moartea necroticd a unui procent de
45,9% dintre celulele MSC tratate, moartea celulara apoptoticd fiind inregistratd la un procent de 2,2%
dintre celule (Fig. 7).

Cu toate ca cercetari anterioare asupra moleculelor QS homoserin lactonice si a unor derivati structurali ai
acestora, demonstreazd ca OdDHL stimuleazd moartea celularda apoptoticd in celule fagocitice, neavand
un efect semnificativ pe celule epiteliale (Tateda si colab., 2003), rezultatelignate in acest studiu
demonstreaza cé in cazul celulelor mezenchimale OdDHL promoveaza preferertial moartea necrotica, in
defavoarea apoptozei.
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Fig. 7. Diagrame olinute in urma analizei rezultatelor de citometrie in flux a celulelor MSC cultivate in prezenta a diferit e
molecule QS timp de 18h la 37°C, atmosferd cu 5%CO,. MSC=control, celule MSC netratate, SN=celule MSC cultivate in
prezenta supernatantelor de PAO1, OdDHL= celule MSC cultivate in prezenta a 50uM autoinductor OdDHL, C4HSL= celule
MSC cultivate Tn prezema a 50uM autoinductor C4HSL, PQS= celu le MSC cultivate in prezeta a 50uM autoinductor PQS,
HHQ= celule MSC cultivate In prezen a 50uM autoinductor HHQ. QIl=fereastra in care sunt cuprinse celulele necrotice,
Q2=fereastra Tn care sunt cuprinse celulele apoptotice tarzii, Q3=fereastra in care sunt cuprinse celulele apoptotice timpurii,
Q4=fereastra n care sunt cuprinse celulele MSC viabile. Prelucrare cu CellQuest™ Pro.

Tn plus studiile asupra efectului mediatorilor AQ Tn modularea ridrcelulare sunt absente. Faptul ci
HHQ s-a dovedit 0 molecula de semnalizare cu efect toxic asupra celulelor MSC este confirngitde
rezultatele oltinute in urma analizei microscopice. Aceste studii reprezinta prima dovada a implicarii
moleculelor de semnalizare QS produse de P. aeruginosa in moartea celulelor stem mezenchimale.



Evaluarea expresiei genice a unor gene implicate Tn modularea procesului apoptotic

Pentru a putea estima daca frticle de P . aeruginosa testate induc modularea procesului apoptotic in
celulele MSC, sau determind doar moarte celulara necrotica, nespecifica, s-a cuantificat nivelul de
expresie al unor gene, atat cu efect pro-, cétsi anti -apoptotic. Genele codificatoare pentru proteine
antiapoptotice folosite Tn studiu sunt bcl-2 si relA, iar genele codificatoare pentru proteine pro-apoptotice
sunt bax si caspaza9. Gena GAPDH (gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazd) a fost utilizata ca referential
pentru normalizarea nivelului de expresie a genelor analizate.

Rezultatele au aratat ca fractiile de cultura utilizate au un efect diferit asupra mortii celulare programate a
celulelor MSC. Astfel, utilizarea de supernatantesi corpi bacterieni s -au dovedit a modula slab expresia
tuturor genelor testate, insa fard a indica producerea unui proces apoptotic la 2, 6si 12h. Cu toate ca dupa
18h expresia genelor este semnificativ alteratd, nici in acest caz pattern-ul de expresie nu sugereaza
producerea unui proces apoptotic (Fig. 8). Utilizarea unei culturi integrale diluate de PAOL s-a dovedit a
avea un efect semnificativ asupra expresiei genice a genelor testate in toate punctele de timp. Astfel, daca
la 2si 6h efectul de inducere al apoptozei nu este evident, la 12 si 18h se poate observa supraexpresia
genelor pro-apoptotice bax si caspaza 9, precumsi inhibarea expresiei genelor anti -apoptotice bcl-2 si
relA. Modularea specifica a acestor gene cheie implicate in apoptoza celulelor eucariote prin inhibarea
expresiei genelor anti-apoptotice si supraexpresia genelor pro -apoptotice, demonstreaza implicarea P.
aeruginosa n inducerea mortii celulare programate in celule stem mezenchimale.
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Fig. 8. Reprezentarea grafica a nivelului de expresie a genelor bax, bcl-2, casp9 si relA pentru celulele MSC
incubate Tn prezenta a diferite fractii de culturd de P. aeruginosa PAO1L, timp de 2, 6, 12 si 18h 1a 37°C, 5% CO2.

S-a observat ca toate moleculele de semnalizare QS utilizate moduleaza expresia genica in celulele MSC,
efectul lor fiind modificat in timp. OdDHL nu afecteaza drastic expresia genica la 2 ore dupa tratament,
insa efectul sau devine mai pronutat in timp, astfel incdt la 1%i 18h pattern-ul de expresie al genelor
testate sugereaza infierea unui proces apoptotic, genele bcl-2 si relA fiind represate, pe cand bax si
caspaza9 sunt supraexprimate (Fig. 9). Aceste rezultate aratd cd OdDHL ar putea modula moartea
celulard apoptoticasi in celulele stem mezenchimale, In mod similar cu activitatea sa asupra celulelor
fagocitice ale gazdei. C4AHSL determinad de asemenea modularea expresiei genice a genelor testate, efectul



acestui autoinductor fiind modificat in timp. Daca la 2,si612h expresia genelor bax si bcl-2 este
supraexprimata, iar a casp9 si relA este inhibata, dupa 18h expresia toturor genelor testate este puternic
represati. In ciuda acestor modificari evidente ale expresiei genice, pattern-urile de expresie nu indica
insa desfasurarea unui proces apoptotic. Autoinductorii quinolonici PQS si HHQ au demonstrat efecte
similare asupra expresie genice, in mod corelativ cu pattern-ul de expresie otinut in urma utilizarii
C4HSL, rezultatele obtinute neputand fi atribuite inducerii unui proces apoptotic (Fig. 9).
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Fig. 9. Reprezentarea grafica a nivelului de expresie genelor bax, bcl-2, casp9 si relA pentru celulele MSC incubate
n prezenta a diferite molecule de semnalizare QS produse de P. aeruginosa PAOL, timp de 2, 6, 12si 18h 1a 37°C,
5% CO2.

Tn afara influgi pe care infectia cu  P. aeruginosa sau simpla prezen a moleculelor QS
pseudomonadale o determind asupra viabilitfii celulelor gazda, un alt aspect investigat in prezent este
impactul acestora asupra raspunsului imunitar al gazdei.

Impactul diferitelor fragii de cultura si a unor molecule de semnalizare purificate asupra profilului
secretor al celulelor mezenchimale

Dintre toate moleculele de semnalizare QS produse de P. aeruginosa, humai rolul OdDHL Tnh modularea
raspunsului imunitar al gazdei a fost raportat. Se pare cd OdDHL are proprictatea de a stimula intr-0
maniera dependenta de dozad producerea de interleukina-8 (IL-8) de cédtre celule respiratorii epiteliale,
stimuleaza secretia de imunoglobulina E (IgE) de catre limfocite B umanesi inhiba producerea de IL -12
si TNF-o de ditre macrofage peritoneale aderente. In plus, poate avesi activitate mitogenica (Smith si
colab., 2001; 2002). Cu toate acestea, nu existd date experimentale care si demonstreze efectul OdDHL
asupra profilului secretor al celulelor sterm mezenchimale, sau modul de tagne al acestei molecule in
timp, precum nu s-a raportat nici efectul autoinductorilor AQ sau a altor mediatori QS AHL.

Analiza nivelului TNFa produs de celulele MSC cultivate in prezenta a diferite fractii de cultura a
demonstrat ca aceastd chemokind nu este secretata in culturile de MSC in condtiile experimentale testate.
Toate valorile obtinute in urma cuantificarii concentratiilor de TNFa in supernatantele de cultura testate s-
au dovedit a fi negative. Rezultatele au fost validate in urma analizei curbei standard, valorilgioite
incadréndu-se intre limitele recomandate de producatorul trusei de detectie (Fig. 10).
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Fig. 10. Reprezentarea graficd a analizei curbei standard pentru TNFdn vederea ohinerii ecuatiei de calcul a
concentratiei (in pg) probelor analizate.

TNFa (Tumor necrosis factor alpha) este o citokina implicata in inflamatia sistemica ce apatine
grupului de citokine stimulate in reactia de faza acuta. Rolul primar al TNFa este in relgarea celulelor
imunitare. Fiind un pirogen endogen determind aparitia febrei, moartea celulard apoptotigéxiaa
apatitia inflamatiei si inhibarea tumorigenezei, precum si replicarea virala, alterand producerea de IL1 si
IL6 (Locksley si colab., 2001).

Evaluarea producerii de IL-1B, o citokir proinflamatorie cu rol in chemotaxia neutrofilelor, a
demonstrat ca In supernatantele culturilor MSC cultivate in prezeia supernatantelor de PAO1, a corpilo r
bacterieni inactivati si a culturilor bacteriene integrale diluate, concentratia acesteia este neafectata timp
de pana la 12h de cultivare, fiind 1nsa produsa in exces la 18h (fig. 11).
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Fig. 11. Evaluarea comparativd a profilurilor de tisecabe IL -1B1n supernatantele de culturi de celule

mezenchimale cultivate Tn prezena a diferite fractii de culturd de P. aeruginosa PAOL. SN=supernatant, CB=corpi
bacterieni inactivati termic, PAO1=culturi bacteriani integrala diluati pana la 50-100 UFC ml™.

Analiza culturilor MSC tratate cu molecule de semnalizare QS a demonstrat in schimb ca nici
unul dintre autoinductorii testai nu determina modificari semnificative ale pattern-ului de secrgie a IL -



1B. Astfel, in toate cazurile se poate observa mertinerea cons tantd a unor concentratii relativ uniforme de
IL-1, similare controlului netratat, la toate perioadele de timp in care s-a efectuat cuantificarea (Fig. 12).
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Fig. 12. Evaluarea comparativa a profilurilor de secretie a IL-1p Tn supernatantele de culturi de celule mezenchimale
cultivate Tn prezenta unor concentratii de 50uM de OdDHL, C4HSL, PQS si HHQ.

IL-1B este produs de catre macrofagele activate ca o pro -proteina, ce va fi ulterior procesata
proteolitic de catre caspaza 1 (CASP1/ICE). Aceasta citokina este un mediator important al raspunsului
inflamator, fiind implicata intr-o varietate de activitati celulare, precum proliferare celulara, diferentiere si
apoptoza (Smirnova si colab., 2003).

Cuantificarea concentratiei de IL-8 secretatd in supernatantele de celule MSC a dovedit ca utilizarea de
supernatante de culturd bacteriand determind reducerea concentteei de citokina secretatd, efectul fiind
constant in timp. Utilizarea de corpi bacterieni inactivai termic nu determina modificari semnificative i n
concentratia de IL-8 secretata dupa 2-6h de cultivare, nséd reduc semnificativ concentratia acesteia la 12 si
18h. In schimb, in urma utilizarii de culturi bacteriene integrale diluate de P. aeruginosa se observa ca
acestea nu produc efecte evidente asupra secretiei de IL-8 la mai puin de 12 ore de cocultivare, insa la
18h determina o reducere pronuntata a concentratiei de citokina (fig 13).

700

IL-8

600

500

conc {pg)
w B
g8 8

g

8

(=]

MSC

SN

CB

PAO1

50puM NA+PAOL
MsC

SN

CcB

PAO1

50pM NA+PAO1L
MSC

SN

CB

PAO1

50pM NA+PAO1L
MSC

SN

CB

PAO1

50puM NA
50pM NA+PAOL

50uM NA
50uM NA
50pM NA

2h 6h 12h 18h

Fig. 13. Evaluarea comparativa a profilurilor de secr¢ie a IL -8 Tn supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate in
prezenta a diferite fractii de culturd de P. aeruginosa PAO1. SN=supernatant, CB=corpi bacterieni inactivaermic,



PAO1=culturi bacteriani integrala diluata pana la 50-100 UFC ml™, 50uM NA+ PAO1= culturd bacteriani integrala diluati pana
la 50-100 UFC ml™ si 50uM NA, 50uM NA=control de NA in culturd MSC sterila.

Evaluarea efectului moleculelor de semnalizare asupra tHetrele IL -8 n supernatantele
culturilor de celule mezenchimale a demonstrat ca toate moleculele utilizate determina 0 suprasecretie de
IL-8, concentratia de citokind produsa in timp nefiind semnificativ afectatd (Fig. 14).
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Fig. 14. Evaluarea comparativa a profilurilor de secrdie a IL -8 Tn supernatantele de culturi de celule mezenchimale
cultivate Tn prezenta unor concentratii de 50uM de OdDHL, C4HSL, PQS si HHQ.

In cazul cuantificarii sectéei de IL -6, s-a observat ci utilizarea de supernatangé de corpi
bacterieni nu determina un efect proman asupra secretiei de IL -6 la i 6h, insa scad dramatic
producerea acestei citokine dupa 12 ore de expunere. Utilizarea unei culturi de PAO1 integrale diluate nu
determind un efect clar asupra secteei IL -6 decadt dupa 18h de cocultivare, insa efectul PAO1 asupra
acestui fenotip este modulat de prezerta NA, care stimuleaz a producerea de IL-6 dupa 6 ore de tratament
a coculturii (Fig. 15).
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Fig. 15. Evaluarea comparativa a profilurilor de secr¢ie a IL -6 Tn supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate in
prezenta a diferite fractii de culturd de P. aeruginosa PAO1. SN=supernatant, CB=corpi bacterieni inactivaermic,



PAO1=cultura bacteriani integrala diluat pani la 50-100 UFC ml™, 50uM NA+ PAO1= cultura bacteriana integrala diluati pana
la 50-100 UFC ml™ si 50uM NA, 50uM NA=control de NA in culturd MSC sterila.

Cuantificarea producerii de IL-6 Tn supernatantele de celule eucariote cultivate Tn prezeta moleculelor se
semnalizare QS a aratat ca acestea au efecte distincte asupra geeirele IL -6. Astfel, PQS manifesta cel mai
pronuntat efect asupra IL-6, stimuland secretia acesteia. PQS determind o activare timpurie a producerii de IL -6,
determindnd suprasecrdia acestei chemokine dupa 2 ore de cultivare. Efectul PQS este insd diminuat in timp,
devenind ineficient dupa 18h de incubare, probabil datoritd degradarii moleculei de catre celulele gazdaSi HHQ,
precursorul molecular al PQS, determind o activare timpurie a seti@ de IL -6, insad efectul sdu nu este atat de
evident precum al PQS, fiind estompat mai rapid in timp. OdDHL stimuleaza de asemenea secretia IL-6, insa efectul
sau devine evident numai dupa cel putin 6h de cultivare, actionand astfel mai lent decat PQS. C4HSL nu are nici un
efect evident asupra secretiei IL-6 in supernatantele culturilor de celule mezenchimale in nici una dintre perioadele
de timp testate (Fig. 16).
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Fig. 16. Evaluarea comparativi a profilurilor de secrdie a IL -6 Tn supernatantele de culturi de celule mezenchimale
cultivate Tn prezenta unor concentratii de 50pM de OdDHL, C4HSL, PQS si HHQ.

Producerea de IL-10, s-a dovedit a fi influetata semnificativ de cultivarea celulelor MSC in
prezenta corpilor bacterieni inactivati. Acestia stimuleaza puternic secretia de IL-10 imediat dupa
adaugarea lor in mediul de culturd, iar efectul stimulativ este m¢mut timp de cel putin 18 h. Utilizarea
unei culturi integrale de PAO1 nu determind un efect detectabil asupra secrtiei de IL -10 decat dupa 18h
de co-cultivare. Interesant este faptul ca prezeta NA anuleaza complet efectul PAO1 asupra stimularii
producerii de IL-10. Utilizarea de supernatante bacteriene s-a dovedit a fi ineficienta in determinarea unui
efect asupra producerii de 1L-10 la toate intervalele de timp testate (Fig. 17).

Moleculele de semnalizare QS au demonstrat efecte distinctesi in cazul alterarii producerii IL -10. Astfel,
OdDHL si C4HSL au un efect slab stimulator asupra secretiei IL-10 in supernatantele de culturi MSC
imediat dupa adaugare, acest fenotip fiind insa absent dupa 6 ore de cultivare. HHQ s-a dovedit a avea un
efect foarte puternic asupra producerii de 1L-10, stimuland cu mai mult de 20 ori secrgia acestei citokine
in mediul de culturd. in plus efectul HHQ se metine pani la aproximativ 12 ore, fiind atenuat la 18h de

cultivare. PQS nu determina nici un efect asupra secretiei de IL-10 (Fig. 18). Acest rezultat evidentiaza ca
rata de degradare a HHQ este mai mica comparativ cu rata de degradare a PQS, ceea ce favorizeaza
mentinerea efectului sau timp mai indelungat.
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Fig. 17. Evaluarea comparativa a profilurilor de secretie a IL-10 n supernatantele de culturi de celule mezenchimale
cultivate Tn prezema a diferite fractii de culturd de P. aeruginosa PAO1. SN=supernatant, CB=corpi bacterieni
inactivati termic, PAO1=cultura bacteriand integrala diluati pana la 50-100 UFC mlI™.
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Fig. 18. Evaluarea comparativa a profilurilor de secretie a IL-10 Tn supernatantele de culturi de celule mezenchimale
cultivate Tn prezenta unor concentratii de 50uM de OdDHL, C4HSL, PQS si HHQ.

Concluzii

Rezultatele obtinute au demonstrat ca anumite frectii de cultura si molecule de semnalizare QS
produse de P. aeruginosa manifestd efecte distincte asupra celulelor gazda, iar fenotipurile determinate
pot fi influentate de timpul de actiune.

Studiul si rezultatele obtinute privind efectul P. aeruginosa si al moleculelor de semnalizare QS
asupra viabilitatii si profilului secretor al celulelor gazda pe un model experimental reprezentat de celule
mezenchimale in vitro, investigate la nivel fenotipicsi molecular reprezinta o premiera internationala in
literatura de specialitate.

Utilizand acest model s-a demonstrat ca OdDHL are efectul cel mai pronufat asupra viabilitatii
si raspunsului citokinic al celulelor mezenchimale in culturd, rezultatele obtinute fiind similare cu cele
raportate de alte grupuri de cercetare pe alte tipuri de celule eucariote.



In plus, si autoinductorii quinolonici PQSHHQ pot afecta in mod semnificativ cai de
semnalizare ale celulelor gazda implicate in modularea niorcelulare, precum si a raspunsului imun
proinflamator, ca si anti-inflamator.
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FAZA III


Evaluarea in vitro a impactului unor fracții de cultură de P. aeruginosa si a unor molecule de Quorum Sensing purificate asupra viabilității și profilului citokinic al celulelor gazdă


În interacțiunea dintre microorganisme și organismele gazdă superioare, ambii parteneri implicați vor suferi inevitabil modificări care sunt influențate nu doar de contactul celular, ci și de molecule solubile, încă incomplet elucidate.


În cadrul acestei etape a fost evaluat impactul unor fracții de cultură, precum și al moleculelor de semnalizare Quorum Sensing (QS) la P. aeruginosa, asupra profilului citokinic și a modulării morții celulelor gazdă. Studiul a utilizat ca model eucariot culturi de celule mezenchimale (MSC) proaspăt izolate din maduvă de donatori umani.  MSC reprezintă o perspectivă promițătoare pentru reconstrucția pulmonară și a căilor respiratorii în urma leziunilor apărute în infecțiile cu P. aeruginosa în special la pacienți cu fibroză chistică. Studii foarte recente au raportat că P. aeruginosa stimulează tranziția celulelor epiteliale la celule mezenchimale în epiteliul respirator în urma infecției pacientilor transplantați sau cu leziuni pulmonare severe, favorizând apariția bronșiolitei obliterante (Borthwick şi colab., 2011). Cu toate acestea, efectul prezenței celulelor bacteriene sau a moleculelor de semnalizare QS produse de P. aeruginosa asupra celulelor mezenchimale nu a fost raportat până în prezent. 

Materiale si metode: 


Modele utilizate: celule MSC+culture bacteriene integrale diluate pana de 50-100UFC ml-1 / corpi bacterieni inactivati termic (1h la 69oC) / supernatante de cultura / molecule de semnalizare QS purificate (obtinute de la firma Sigma Aldrich).


 Procentul de celule MSC viabile a fost cuantificat prin metoda de excludere a albastrului de Tripan. Modificările morfologice ale MSC induse în urma tratamentului au fost analizate prin microscopie după marcarea cu iodură de propidiu și fluorescein diacetat. Evaluarea expresiei unor gene implicate în modularea morții celulare apoptotice și a răspunsului imunitar s-a realizat prin metoda qRT-PCR. Cuantificarea procentului de celule apoptotice și necrotice s-a realizat prin citometrie în flux, după marcarea celulelor MSC cu iodură de propidiu și anexină V-FITC. Analiza producerii de citokine s-a realizat prin metoda ELISA, utilizând kituri specifice pentru detecția citokinelor: IL-1β, IL-8, IL-6, IL-10 si TNFα. Rezultatele obținute au fost prelucrate statistic cu softwarele GraphPad Prism, InStat (GraphPad) și Excel (Microsoft), utilizând teste Anova și T test. Valori ale lui P<0.05 au fost considerate semnificative.


Determinarea procentului de celule viabile prin metoda excluderii colorantului albastru tripan


În urma testului de excludere a colorantului albastru de tripan s-a observat că celulele MSC prezintă grade diferite de viabilitate în funcție de tratamentul la care au fost supuse și de timpul de interacțiune. Ca și densitate bacteriană s-a utilizat un inocul foarte scăzut (de 50-100UFC ml-1) pentru a mima cât mai eficient condițiile de infecție întâlnite in vivo și pentru a păstra condițiile experimentale utilizate în testele anterioare. Rezultatele obținute au arătat că în cazul utilizării unei culturi integrale diluate de P. aeruginosa PAO1, viabilitatea MSC este afectată în timp, procentul de celule viabile devenind mai mic decât cel de celule non-viabile după aproximativ 18h.

După utilizarea de corpi bacterieni (CB) spălați și inactivați termic, sau supernatante (SN) sterile, rezultatele au arătat că aceste fracții de cultură au un efect foarte slab asupra viabilității celulelor MSC. Supernatantele de cultură reduc viabilitatea celulară la cel mult 83%, în decurs de 18h, corpi bacterieni inactivați având un efect nesemnificativ (Tabelul 1). 


Moleculele de semnalizare QS purificate s-au dovedit a avea efecte distincte în funcție de tipul lor și timpul de acțiune. Astfel, cel mai toxic compus este OdDHL, o concentrație de 50μM manifestându-și citotoxicitatea la două ore după tratament. S-a observat că efectul citotoxic al OdDHL este accentuat în timp, astfel încât dacă după 2 ore de tratament, procentul de celule viabile este de 81%, după 18h procentul de celule viabile va fi de 37%. Celălalt autoinductor AHL testat, C4HSL, s-a dovedit a avea un efect foarte slab asupra viabilității celulelor MSC, ratele de supraviețuire în perioadele de timp testate fiind de cel puțin 90% (Tabelul 1).

Moleculele de semnalizare AQ au de asemenea un efect diferențiat asupra celulelor MSC. Efectul citotoxic al PQS pare a fi mai pronunțat comparativ cu efectul HHQ, însă devine evident după 18h de incubare. În timp ce procentul de celule MSC viabile în prezența PQS rămâne mai mare de 90% la 12h după tratament, la 18h procentul de celule viabile scade la 71%. HHQ are un efect citotoxic scăzut, cuantificarea ratelor de viabilitate celulară conferind procente mai mari de 93%, până la 12 h de tratament, iar la 18h procentul scade la 86%. Analiza comparativă a impactului moleculelor de semnalizare QS asupra viabilității MSC, a demonstrat că OdDHL manifestă efectul cel mai rapid, efectele fiind evidente imediat după administrare, pe când celelelte molecule de semnalizare manifestă un efect scăzut asupra viabilității celulelor MSC, sau efectul acestora apare după o perioadă mai îndelungă de tratament (Tabelul 1).  


Tabelul 1. Procentele de viabilitate celulară observate prin colorare cu albastru tripan, în urma tratamentului monostratului celular MSC cu diferite fracții de cultură de PAO1 sau molecule de semnalizare purificate, pentru 2, 6, 12 și 18h. Monostraturile celulare tratate au fost incubate la 37oC, 5% CO2, pentru 2, 4, 6 si 18h.


		

		Viabilitate în timp

		



		Condiție experimentală

		2h

		6h

		12h

		18h



		MSC ctrl.

		99%

		99%

		100%

		99%



		Cultură integrală

		98%

		92%

		70%

		42%



		Cultură integrală + 50μM NA

		98%

		83%

		65%

		28%



		50μM NA ctrl.

		99%

		99%

		99%

		99%





		Corpi bacterieni

		99%

		99%

		93%

		88%



		Supernatant 

		99%

		92%

		88%

		83%



		50μM OdDHL

		81%

		63%

		55%

		37%



		50μM C4HSL

		99%

		99%

		93%

		90%



		50μM PQS

		99%

		94%

		91%

		71%



		50μM HHQ

		99%

		99%

		93%

		86%





Evaluarea morfologiei celulare și determinarea procentului de celule viabile prin analiză microscopic


Analiza microscopică a evidențiat faptul că tratamentul cu diferite fracții de cultură PAO1 determină modificări structurale ale celulelor MSC, acestea aderă la substrat și se coloreză diferit, relevând grade diferite de viabilitate. Monostraturile celulare au fost analizate la aceleași intervale de timp ca în experimentul anterior, și anume 2, 6, 12 și 18h, însă fotografiile au fost realizate doar la 2 și 18h de tratament pentru a se evidenția efectul imediat sau pe termen lung al fracțiilor și moleculelor utilizate. Rezultatele au arătat că utilizarea unei culturii PAO1 integrale diluate nu determină nici un efect cuantificabil asupra celulelor MSC după 2 ore de cocultivare, însă la 18h de incubare se observă că celulele eucariote au o morfologie alterată, un procent semnificativ pierzând capacitatea de aderență la substratul inert (figura 1).
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Fig. 1. Imagini de microscopie de fluorescență ale monostraturilor MSC cultivate în prezența culturilor integrale diluate de PAO1, în prezența sau absența a 50μM NA, pentru 2 sau 18h. 488 – FDA, Obiectiv cu Imersie, 100x.


După incubarea cu supernatante de cultură sau corpi bacterieni inactivați termic, celulele MSC nu par a suferi modificări structurale semnificative după o perioadă de până la 18h de expunere, exprimând o morfologie normală, similară cu a celulelor MSC control, netratate (Fig. 2). Aceste rezultate confirmă datele obținute în urma cuantificării procentului de celule viabile prin excluderea colorantului albastru tripan, demonstrând că fracțiile de cultură reprezentate de supernatante sterile și corpi bacterieni inactivați termic nu au un efect foarte pronunțat asupra viabilității celulelor MSC pentru cel puțin 18h de incubare.
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Fig. 2. Imagini de microscopie de fluorescență ale monostraturilor MSC cultivate în prezența supernatantului (SN) de cultură sau a corpilor bacterieni (CB) timp de 18h. 488 – FDA, Obiectiv cu Imersie, 100x.

Rezultatele obținute după tratamentul monostratului de celule mezenchimale cu diferite molecule de semnalizare QS purificate au demonstrat că acestea acționează în mod diferit asupra viabilității și morfologiei MSC, obținându-se efecte de intensități diferite, amplificate în timp. Astfel, OdDHL s-a dovedit a avea cel mai pronunțat efect asupra viabilității și arhitecturii celulelor MSC, afectând morfologia acestora după 2 ore de tratament. Celulele eucariote prezintă o morfologie alterată, devenind neregulate, cu aspect lamelar, evidențiindu-se și formațiuni de tipul pseudopodelor, ceea ce indică o interacțiune între OdDHL și citoscheletul celulelor MSC. În timp, fenotipul este puternic accentuat, o mare parte dintre celulele eucariote pierzând contactul cu substratul inert, devenind ne-aderente, ceea ce semnifică lipsa viabilității acestora după 18h de incubare. În plus, în urma marcării cu iodură de propidiu (PI) se observă că un mare procent dintre celulele încă atașate la substrat prezintă alterări ale permeabilității membranei, apărând colorate în roșu, cel mai probabil fiind celule non-viabile (Fig. 54).


Al doilea dintre autoinductorii cu structură homoserin lactonică testați, C4HSL, s-a dovedit a avea un efect moderat asupra morfologiei celulelor MSC, însă fără a afecta în mod semnificativ viabilitatea celulară. Se poate observa totuși că C4HSL induce apariția de formațiuni anormale în morfologia celulelor eucariote, de tipul lamelelor citoplasmatice și determină înmugurirea citoplasmei. Acest fenotip este deseori corelat cu apariția morții celulare apoptotice, în plus faptul că puține celule au permeabilitatea alterată, colorându-se în roșu după aplicarea PI, confirmă faptul că moartea celulelor nu este datorată necrozei, fiind mai degraba de natură apoptotică (Fig. 3).
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Fig. 3. Imagini la microscopul cu fluorescență ale monostraturilor MSC tratate cu 50μM OdDHL, timp de 2 și 18h. FDA=marcare cu fluorescein diacetat (vizualizare la 488 nm), PI=iodură de propidiu (vizualizare la 546 nm). Obiectiv cu Imersie, 100x.
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Fig. 4. Imagini la microscopul cu fluorescență ale monostraturilor MSC tratate cu 50μM C4HSL, timp de 2 și 18h. FDA=marcare cu fluorescein diacetat (vizualizare la 488 nm), PI=iodură de propidiu (vizualizare la 546nm). Obiectiv cu Imersie, 100x.

În cazul utilizării PQS, se observă un efect citotoxic ce apare la scurt timp dupa inițierea tratamentului (dupa 2h) și care va fi amplificat în timp. PQS alterează semnificativ morfologia și arhitectura celulelor MSC, favorizând pierderea contactului celulelor cu substratul celular și prin urmare moartea acestora. După 18h de tratament procentul de celule viabile aderate la substrat va fi vizibil mai mic decât procentul de celule moarte ce înglobează PI (Fig. 5).
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Fig. 5. Imagini la microscopul cu fluorescență ale monostraturilor MSC tratate cu 50μM PQS, timp de 2 și 18h. FDA=marcare cu fluorescein diacetat (vizualizare la 488 nm), PI=iodură de propidiu (vizualizare la 546nm). Obiectiv cu Imersie, 100x.


Rezultatele obținute după analiza celulelor MSC tratate cu 50μM HHQ arată că HHQ nu manifestă efecte evidente imediat dupa administrare, însă determină modificări ce indică o citotoxicitate înaltă după 18h de tratament. Acest rezultat nu se corelează cu rezultatele obținute în urma analizei viabilității celulare prin metoda excluderii colorantului vital albastru tripan, care arată că HHQ nu este un compus citotoxic nici după perioade îndelungate de tratament. Analiza microscopică demnostrează că după 18h de incubare, HHQ determină desprinderea masivă a celulelor de pe substratul inert, inducând în același timp modificări în permeabilitatea membranei celulelor, care se vor colora în prezența PI, însă nu și în prezența FDA (Fig. 6).
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Fig. 6. Imagini la microscopul cu fluorescență ale monostraturilor MSC tratate cu 50μM HHQ, timp de 2 și 8h. FDA=marcare cu fluorescein diacetat (vizualizare la 488 nm), PI=iodură de propidiu (vizualizare la 546nm). Obiectiv cu Imersie, 100x.

Evaluarea procentului de celule viabile și non-viabile prin citometrie în flux

Pentru discriminarea cât mai eficientă între procentul de celule viabile și non-viabile, însă și pentru separarea celulelor necrotice de cele apoptotice (cele două modalități majore de moarte celulară), s-a utilizat un kit comercial cu anexină V-FITC și iodură de propidiu (Sigma), urmarind instructiunile producatorului.


Pentru experimentele de citometrie în flux s-au utilizat numai supernatante de cultură și molecule de semnalizare QS purificate deoarece după infecția bacteriană, forma și mărimea celulelor eucariote sunt în general modificate, astfel încât rezultatele obținute sunt alterate și dificil de confirmat. Rezultatele au arătat că utilizarea supernatantelor de cultură nu determină modificări majore asupra viabilității celulelor MSC la 18h de incubare, procentul de celule necrotice fiind similar cu cel obținut în cazul celulelor netratate, iar cel de celule apoptotice fiind slab crescut (Tabelul 2).


Tabelul 2. Procentele de celule MSC viabile, apoptotice și necrotice, obținute după incubare în prezența supernatantului de cultură (SN) sau a moleculelor QS purificate, timp de 18h la 37oC, atmosferă cu 5%CO2. 


		Colorație

		MSC

		SN

		OdDHL

		C4HSL

		

		PQS

		HHQ



		Q1: FITC- , FL3_PI+

		7,01

		6,73

		32,2

		5,2

		

		14,8

		45,9



		Q2: FITC+ , FL3_PI+

		0,007

		0,035

		0,508

		0,022

		

		0,337

		0,389



		Q3: FITC+ , FL3_PI-

		0,081

		0,389

		1,04

		0,178

		

		0,709

		1,79



		Q4: FITC- , FL3_PI-

		92,9

		92,8

		66,2

		94,6

		

		84,1

		51,9





În cazul utilizării moleculelor de semnalizare QS, rezultatele au arătat că acestea au un efect diferit asupra morții celulare MSC. Astfel, OdDHL s-a dovedit a avea un efect citotoxic pronunțat, determinând moartea necrotică a unui procent de aproximativ 33% dintre celulele MSC. Apoptoza MSC este slab afectată, un procent de numai 1,6% dintre celule analizate fiind apoptotice (Fig. 7). De cealaltă parte, al doilea autoinductor AHL testat, C4HSL, nu are nici un efect asupra celulelor MSC, procentul de celule viabile fiind maxim, și anume 94,6%. 


Analiza de citometrie în flux a dovedit că PQS are un efect moderat asupra viabilității MSC, inducând apariția unui procent de celule necrotice de 14,8%, pe când procentul de celule apoptotice înregistrează aproximativ 1,2%. HHQ s-a dovedit a avea cea mai pronunțată activitate, determinând o viabilitate celulară de 52%, mai scazută decât cea obținută în cazul utilizării OdDHL (Tabelul 2). Cuantificarea viabilității/morții celulelor MSC a demonstrat că HHQ determină moartea necrotică a unui procent de 45,9% dintre celulele MSC tratate, moartea celulară apoptotică fiind înregistrată la un procent de 2,2% dintre celule (Fig. 7).


Cu toate că cercetări anterioare asupra moleculelor QS homoserin lactonice și a unor derivați structurali ai acestora, demonstrează ca OdDHL stimulează moartea celulară apoptotică în celule fagocitice, neavând un efect semnificativ pe celule epiteliale (Tateda şi colab., 2003), rezultatele obținute în acest studiu demonstrează că în cazul celulelor mezenchimale OdDHL promovează preferențial moartea necrotică, în defavoarea apoptozei.
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Fig. 7. Diagrame obținute în urma analizei rezultatelor de citometrie în flux a celulelor MSC cultivate în prezența a diferite molecule QS timp de 18h la 37oC, atmosferă cu 5%CO2. MSC=control, celule MSC netratate, SN=celule MSC cultivate în prezența supernatantelor de PAO1, OdDHL= celule MSC cultivate în prezența a 50μM autoinductor OdDHL, C4HSL= celule MSC cultivate în prezența a 50μM autoinductor C4HSL, PQS= celule MSC cultivate în prezența a 50μM autoinductor PQS, HHQ= celule MSC cultivate în prezența a 50μM autoinductor HHQ. Q1=fereastra în care sunt cuprinse celulele necrotice, Q2=fereastra în care sunt cuprinse celulele apoptotice târzii, Q3=fereastra în care sunt cuprinse celulele apoptotice timpurii, Q4=fereastra în care sunt cuprinse celulele MSC viabile. Prelucrare cu CellQuest™ Pro.


În plus studiile asupra efectului mediatorilor AQ în modularea morții celulare sunt absente. Faptul că HHQ s-a  dovedit o moleculă de semnalizare cu efect toxic asupra celulelor MSC este confirmat și de rezultatele obținute în urma analizei microscopice. Aceste studii reprezintă prima dovadă a implicării moleculelor de semnalizare QS produse de P. aeruginosa în moartea celulelor stem mezenchimale.


Evaluarea expresiei genice a unor gene implicate în modularea procesului apoptotic


Pentru a putea estima dacă fracțiile de P. aeruginosa testate induc modularea procesului apoptotic în celulele MSC, sau determină doar moarte celulară necrotică, nespecifică, s-a cuantificat nivelul de expresie al unor gene, atât cu efect pro-, cât și anti-apoptotic. Genele codificatoare pentru proteine antiapoptotice folosite în studiu sunt bcl-2 şi relA, iar genele codificatoare pentru proteine pro-apoptotice sunt bax și caspaza9. Gena GAPDH (gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenază) a fost utilizată ca referenţial pentru normalizarea nivelului de expresie a genelor analizate.


Rezultatele au arătat că fracțiile de cultură utilizate au un efect diferit asupra morții celulare programate a celulelor MSC. Astfel, utilizarea de supernatante și corpi bacterieni s-au dovedit a modula slab expresia tuturor genelor testate, însă fară a indica producerea unui proces apoptotic la 2, 6 și 12h. Cu toate că după 18h expresia genelor este semnificativ alterată, nici în acest caz pattern-ul de expresie nu sugerează producerea unui proces apoptotic (Fig. 8). Utilizarea unei culturi integrale diluate de PAO1 s-a dovedit a avea un efect semnificativ asupra expresiei genice a genelor testate în toate punctele de timp. Astfel, dacă la 2 și 6h efectul de inducere al apoptozei nu este evident, la 12 și 18h se poate observa supraexpresia genelor pro-apoptotice bax și caspaza 9, precum și inhibarea expresiei genelor anti-apoptotice bcl-2 și relA. Modularea specifică a acestor gene cheie implicate în apoptoza celulelor eucariote prin inhibarea expresiei genelor anti-apoptotice și supraexpresia genelor pro-apoptotice, demonstrează implicarea P. aeruginosa în inducerea morții celulare programate în celule stem mezenchimale.
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Fig. 8. Reprezentarea grafică a nivelului de expresie a genelor bax, bcl-2, casp9 și relA pentru celulele MSC incubate în prezența a diferite fracții de cultură de P. aeruginosa PAO1, timp de 2, 6, 12 și 18h la 37oC, 5% CO2. 


S-a observat ca toate moleculele de semnalizare QS utilizate modulează expresia genică în celulele MSC, efectul lor fiind modificat în timp. OdDHL nu afectează drastic expresia genică la 2 ore dupa tratament, însă efectul său devine mai pronunțat in timp, astfel încât la 12 și 18h pattern-ul de expresie al genelor testate sugerează inițierea unui proces apoptotic, genele bcl-2 și relA fiind represate, pe când bax și caspaza9 sunt supraexprimate (Fig. 9). Aceste rezultate arată că OdDHL ar putea modula moartea celulară apoptotică și în celulele stem mezenchimale, în mod similar cu activitatea sa asupra celulelor fagocitice ale gazdei. C4HSL determină de asemenea modularea expresiei genice a genelor testate, efectul acestui autoinductor fiind modificat în timp. Dacă la 2, 6 și 12h expresia genelor bax și bcl-2 este supraexprimată, iar a casp9 și relA este inhibată, după 18h expresia toturor genelor testate este puternic represată. În ciuda acestor modificări evidente ale expresiei genice, pattern-urile de expresie nu indică însă desfașurarea unui proces apoptotic. Autoinductorii quinolonici PQS și HHQ au demonstrat efecte similare asupra expresie genice, în mod corelativ cu pattern-ul de expresie obținut în urma utilizării C4HSL, rezultatele obținute neputând fi atribuite inducerii unui proces apoptotic (Fig. 9).
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Fig. 9. Reprezentarea grafică a nivelului de expresie genelor bax, bcl-2, casp9 și relA pentru celulele MSC incubate în prezența a diferite molecule de semnalizare QS produse de P. aeruginosa PAO1, timp de 2, 6, 12 și 18h la 37oC, 5% CO2. 

În afara influenței pe care infecția cu P. aeruginosa sau simpla prezență a moleculelor QS pseudomonadale o determină asupra viabilității celulelor gazdă, un alt aspect investigat în prezent este impactul acestora asupra răspunsului imunitar al gazdei.

Impactul diferitelor fracții de cultură și a unor molecule de semnalizare purificate asupra profilului secretor al celulelor mezenchimale


Dintre toate moleculele de semnalizare QS produse de P. aeruginosa, numai rolul OdDHL în modularea răspunsului imunitar al gazdei a fost raportat. Se pare că OdDHL are proprietatea de a stimula într-o manieră dependentă de doză producerea de interleukină-8 (IL-8) de către celule respiratorii epiteliale, stimulează secreția de imunoglobulină E (IgE) de către limfocite B umane și inhibă producerea de IL-12 și TNF-α de către macrofage peritoneale aderente. În plus, poate avea și activitate mitogenică (Smith şi colab., 2001; 2002). Cu toate acestea, nu există date experimentale care să demonstreze efectul OdDHL asupra profilului secretor al celulelor sterm mezenchimale, sau modul de acțiune al acestei molecule în timp, precum nu s-a raportat nici efectul autoinductorilor AQ sau a altor mediatori QS AHL.


Analiza nivelului TNFα produs de celulele MSC cultivate în prezența a diferite fracții de cultură a demonstrat că această chemokină nu este secretată în culturile de MSC în condițiile experimentale testate. Toate valorile obținute în urma cuantificării concentrațiilor de TNFα în supernatantele de cultură testate s-au dovedit a fi negative. Rezultatele au fost validate în urma analizei curbei standard, valorile obținute încadrându-se între limitele recomandate de producătorul trusei de detecție (Fig. 10).
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Fig. 10. Reprezentarea grafică a analizei curbei standard pentru TNFα, în vederea obținerii ecuației de calcul a concentrației (în pg) probelor analizate.


TNFα (Tumor necrosis factor alpha) este o citokină implicată în inflamatia sistemică ce aparține grupului de citokine stimulate in reacția de fază acută. Rolul primar al TNFα este in relgarea celulelor imunitare. Fiind un pirogen endogen determină aparitia febrei, moartea celulară apoptotică, cașexia, apatiția inflamației si inhibarea tumorigenezei, precum și replicarea virală, alterând producerea de  IL1 si IL6 (Locksley și colab., 2001).


Evaluarea producerii de IL-1β, o citokină proinflamatorie cu rol în chemotaxia neutrofilelor, a demonstrat că în supernatantele culturilor MSC cultivate în prezența supernatantelor de PAO1, a corpilor bacterieni inactivați și a culturilor bacteriene integrale diluate, concentrația acesteia este neafectată timp de până la 12h de cultivare, fiind însă produsă în exces la 18h (fig. 11).
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Fig. 11. Evaluarea comparativă a profilurilor de secreție ale IL-1β în supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate în prezența a diferite fracții de cultură de P. aeruginosa PAO1. SN=supernatant, CB=corpi bacterieni inactivați termic, PAO1=cultură bacteriană integrală diluată până la 50-100 UFC ml-1.


Analiza culturilor MSC tratate cu molecule de semnalizare QS a demonstrat în schimb că nici unul dintre autoinductorii testați nu determină modificări semnificative ale pattern-ului de secreție a IL-1β. Astfel, în toate cazurile se poate observa menținerea constantă a unor concentrații relativ uniforme de IL-1β, similare controlului netratat, la toate perioadele de timp în care s-a efectuat cuantificarea (Fig. 12).
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Fig. 12. Evaluarea comparativă a profilurilor de secreție a IL-1β în supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate în prezența unor concentrații de 50μM de OdDHL, C4HSL, PQS și HHQ. 


IL-1β este produsă de catre macrofagele activate ca o pro-proteină, ce va fi ulterior procesată proteolitic de către caspaza 1 (CASP1/ICE). Această citokină este un mediator important al răspunsului inflamator, fiind implicată într-o varietate de activități celulare, precum proliferare celulară, diferențiere și apoptoză (Smirnova și colab., 2003). 


Cuantificarea concentrației de IL-8 secretată în supernatantele de celule MSC a dovedit că utilizarea de supernatante de cultură bacteriană determină reducerea concentrației de citokină secretată, efectul fiind constant în timp. Utilizarea de corpi bacterieni inactivați termic nu determină modificări semnificative în concentrația de IL-8 secretată după 2-6h de cultivare, însă reduc semnificativ concentrația acesteia la 12 și 18h. În schimb, în urma utilizării de culturi bacteriene integrale diluate de P. aeruginosa se observă că acestea nu produc efecte evidente asupra secreției de IL-8 la mai puțin de 12 ore de cocultivare, însă la 18h determină o reducere pronunțată a concentrației de citokină (fig 13).
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Fig. 13. Evaluarea comparativă a profilurilor de secreție a IL-8 în supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate în prezența a diferite fracții de cultură de P. aeruginosa PAO1. SN=supernatant, CB=corpi bacterieni inactivați termic, PAO1=cultură bacteriană integrală diluată pâna la 50-100 UFC ml-1, 50μM NA+ PAO1= cultură bacteriană integrală diluată până la 50-100 UFC ml-1 și 50μM NA, 50μM NA=control de NA în cultură MSC sterilă.


Evaluarea efectului moleculelor de semnalizare asupra secreției de IL-8 în supernatantele culturilor de celule mezenchimale a demonstrat că toate moleculele utilizate determină o suprasecreție de IL-8, concentrația de citokină produsă în timp nefiind semnificativ afectată (Fig. 14).
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Fig. 14. Evaluarea comparativă a profilurilor de secreție a IL-8 în supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate în prezența unor concentrații de 50μM de OdDHL, C4HSL, PQS și HHQ. 

În cazul cuantificării secreției de IL-6, s-a observat că utilizarea de supernatante și de corpi bacterieni nu determină un efect pronunțat asupra secreției de IL-6 la 2 și 6h, însă scad dramatic producerea acestei citokine după 12 ore de expunere. Utilizarea unei culturi de PAO1 integrale diluate nu determină un efect clar asupra secreției IL-6 decât după 18h de cocultivare, însă efectul PAO1 asupra acestui fenotip este modulat de prezența NA, care stimulează producerea de IL-6 după 6 ore de tratament a coculturii (Fig. 15).
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Fig. 15. Evaluarea comparativă a profilurilor de secreție a IL-6 în supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate în prezența a diferite fracții de cultură de P. aeruginosa PAO1. SN=supernatant, CB=corpi bacterieni inactivați termic, PAO1=cultura bacteriană integrală diluată până la 50-100 UFC ml-1, 50μM NA+ PAO1= cultura bacteriană integrală diluată până la 50-100 UFC ml-1 și 50μM NA, 50μM NA=control de NA în cultură MSC sterilă.


Cuantificarea producerii de IL-6 în supernatantele de celule eucariote cultivate în prezența moleculelor se semnalizare QS a arătat că acestea au efecte distincte asupra secreției de IL-6. Astfel, PQS manifestă cel mai pronunțat efect asupra IL-6, stimulând secreția acesteia. PQS determină o activare timpurie a producerii de IL-6, determinând suprasecreția acestei chemokine dupa 2 ore de cultivare. Efectul PQS este însă diminuat în timp, devenind ineficient după 18h de incubare, probabil datorită degradării moleculei de către celulele gazdă. Și HHQ, precursorul molecular al PQS, determină o activare timpurie a secreției de IL-6, însă efectul său nu este atât de evident precum al PQS, fiind estompat mai rapid în timp. OdDHL stimulează de asemenea secreția IL-6, însă efectul său devine evident numai după cel puțin 6h de cultivare, acționând astfel mai lent decât PQS. C4HSL nu are nici un efect evident asupra secreției IL-6 în supernatantele culturilor de celule mezenchimale în nici una dintre perioadele de timp testate (Fig. 16). 
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Fig. 16. Evaluarea comparativă a profilurilor de secreție a IL-6 în supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate în prezența unor concentrații de 50μM de OdDHL, C4HSL, PQS și HHQ. 


Producerea de IL-10, s-a dovedit a fi influențată semnificativ de cultivarea celulelor MSC în prezența corpilor bacterieni inactivați. Aceștia stimulează puternic secreția de IL-10 imediat după adăugarea lor în mediul de cultură, iar efectul stimulativ este menținut timp de cel puțin 18h. Utilizarea unei culturi integrale de PAO1 nu determină un efect detectabil asupra secreției de IL-10 decât după 18h de co-cultivare. Interesant este faptul că prezența NA anulează complet efectul PAO1 asupra stimulării producerii de IL-10. Utilizarea de supernatante bacteriene s-a dovedit a fi ineficientă în determinarea unui efect asupra producerii de  IL-10 la toate intervalele de timp testate (Fig. 17).


Moleculele de semnalizare QS au demonstrat efecte distincte și în cazul alterării producerii IL-10. Astfel, OdDHL și C4HSL au un efect slab stimulator asupra secreției IL-10 în supernatantele de culturi MSC imediat dupa adăugare, acest fenotip fiind însă absent după 6 ore de cultivare. HHQ s-a dovedit a avea un efect foarte puternic asupra producerii de IL-10, stimulând cu mai mult de 20 ori secreția acestei citokine în mediul de cultură. În plus efectul HHQ se menține până la aproximativ 12 ore, fiind atenuat la 18h de cultivare. PQS nu determină nici un efect asupra secreției de IL-10 (Fig. 18). Acest rezultat evidențiază că rata de degradare a HHQ este mai mică comparativ cu rata de degradare a PQS, ceea ce favorizează menținerea efectului său timp mai îndelungat.
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Fig. 17. Evaluarea comparativă a profilurilor de secreție a IL-10 în supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate în prezența a diferite fracții de cultură de P. aeruginosa PAO1. SN=supernatant, CB=corpi bacterieni inactivați termic, PAO1=cultură bacteriană integrală diluată până la 50-100 UFC ml-1.
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Fig. 18. Evaluarea comparativă a profilurilor de secreție a IL-10 în supernatantele de culturi de celule mezenchimale cultivate în prezența unor concentrații de 50μM de OdDHL, C4HSL, PQS și HHQ. 


Concluzii


Rezultatele obținute au demonstrat că anumite frectii de cultura si molecule de semnalizare QS produse de P. aeruginosa manifestă efecte distincte asupra celulelor gazdă, iar fenotipurile determinate pot fi influențate de timpul de actiune. 


Studiul și rezultatele obținute privind efectul P. aeruginosa și al moleculelor de semnalizare QS asupra viabilității și profilului secretor al celulelor gazdă pe un model experimental reprezentat de celule mezenchimale in vitro, investigate la nivel fenotipic și molecular reprezinta o premiera internationala in literatura de specialitate. 

Utilizând acest model s-a demonstrat că OdDHL are efectul cel mai pronunțat asupra viabilității și răspunsului citokinic al celulelor mezenchimale în cultură, rezultatele obținute fiind similare cu cele raportate de alte grupuri de cercetare pe alte tipuri de celule eucariote. 


In plus, si autoinductorii quinolonici PQS și HHQ pot afecta în mod semnificativ căi de semnalizare ale celulelor gazdă implicate în modularea morții celulare, precum și a răspunsului imun proinflamator, ca și anti-inflamator.
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