Sepsa, zwana takze posocznica, rozwijajaca sie w czasie ogélnoustrojowego zakazenia, jest stanem bezposredniego zagrozenia
zycia. W czasie sepsy dochodzi do intensywnej odpowiedzi immunologicznej, prowadzacej do uposledzenia funkcjonowania
tkanek i dysfunkcji narzadéw, kornczacych sie wstrzasem i zgonem. W zwiazku z powyzszym, sepsa hie stanowi samodzielnej
jednostki chorobowej, ale jest okreslana jako zesp6t ogélnoustrojowej reakcji zapalnej (ang. Systemic Inflammatory Response
Syndrome, w skrécie SIRS), wywotany zakazeniem. Posocznica jest wywotywana czynnikami pro-zapalnymi, uwalnianymi ze
Sciany komorek bakteryjnych. W zalezno$ci od patogenu wywotujacego zakazenie moze by¢ to czasteczka lipopolisacharydu
(LPS) badz czasteczka lipidu A, stanowigca odpowiednio gtowne endotoksyny bakterii Gram-ujemnych lub kwasu
lipotechojowego (LTA) z bakterii Gram-dodatnich. Powyzsze czynniki prowadza do uwalniania tzw. modulatoréw
immunologicznych, czyli substancji, ktére na poziomie komdrkowym odpowiedzialne sg za rozwoj ogolnoustrojowej reakcji
zapalnej. Wykazano, iz wérdd lokalnych stanéw zapalnych czesto prowadzacych do uwalniania patogenéw do krwi i rozwoju
posocznicy znajdujg sie: infekcje ptuc, zakazenia jamy brzusznej, zakazenia nerek, oraz jamy ustnej/przewodu pokarmowego.
Posocznica to czesta przyczyna zgonéw na szpitalnych oddziatach intensywnej opieki medycznej, hematologii onkologicznej oraz
geriatrii. Szacuje sie, iz $miertelno$¢ u pacjentéw waha sie od 20 do 40 proc. Dane statystyczne wskazuja, iz czestosé
wystepowania sepsy rosnie. Przyczyng tego jest starzenie sie populacji, zwiekszone wystepowanie chorob przewlektych i
zaburzen odpornosci oraz zbyt czeste stosowanie antybiotykéw, prowadzace do wystepowania opornych szczep6w bakterii i
grzyb6w. Smiertelnoé¢ w przypadku wystapienia wstrzasu septycznego jest wysoka, a leczenie dtugotrwate i kosztowne, dlatego
tez sepsa jest powaznym problemem klinicznym.

W zwigzku z powyzszym, istnieje realna potrzeba poszukiwania nowych substancji, cechujacych sie szerokim spektrum
dziatania hamujacego biologiczng aktywno$¢ czynnikdéw pro-zapalnych uwalnianych z patogenéw i mozliwoscig
zastosowania ich podczas terapii sepsy. Dostepne dane literaturowe wskazujg na duzy potencjat zastosowania gelsoliny
osoczowej (pGSN). pGSN wystepuje w naszym organizmie w roznych ptynach ustrojowych, a jej stezenie we krwi w warunkach
fizjologicznych waha sie w przedziale od 200 - 300 pg/ml. Gelsolina wystepuje takze we wnetrzu komérek i nalezy do rodziny
biatek wigzacych aktyne, majacych zdolno$¢ wigzania i skracania filamentow aktynowych (aktyna to dominujgce biatko
cytoplazmy). GSN buduje 730 aminokwasow, ktore sg zorganizowane w sze$¢ identycznych segmentéw G1-G6, przy czym kazdy
z nich spetnia odmienne funkcje. Forma cytoplazmatyczna gelsoliny poprzez oddziatywanie z filamentami aktynowymi, reguluje
organizacje struktury cytoszkieletu, warunkujac zmiane jego ksztattu, chemotaksje i wydzielanie. Gelsolina ma zdolno$¢ do
reagowania z mediatorami lipidowymi. Udowodniono jej preferencyjne taczenie sie z LTA, LPS, S1P i PAF, co prawdopodobnie
zwigzane jest z podobienstwem strukturalnym tych czasteczek do czynnikéw regulujacych jej aktywnos$¢ wewnatrzkomorkowa tj.:
fosfatydyloinozytoli (PIP, PIP2) oraz kwasu lizofosfatydowego (LPA). Badania wykazaly, iz w przebiegu roéznych chordb
charakteryzujacych sie bezposrednim zagrozeniem zycia lub przewlektym procesem zapalnym dochodzi do obnizenia stezenia
gelsoliny we krwi, co w konsekwencji prowadzi do dysfunkcji tzw. buforu aktynowego. Najlepiej udokumentowanym
przyktadem zmniejszenia osoczowego stezenia gelsoliny jest zespét ostrej niewydolnosci oddechowej, w przebiegu ktorej, jej
stezenie spada ponizej 30% w pordwnaniu z wartosciami stwierdzanymi u 0s6b zdrowych. Zmniejszenie ilosci gelsoliny we krwi
zaobserwowano réwniez w przebiegu sepsy, zawatu serca i powaznych urazéw oraz ciezkich parazytoz krwi (np. malarii).
Dlatego czesto podkreslana jest rola tego biatka jako markera prognostycznego w stanach charakteryzujgcych sie bezposrednim
zagrozeniem zycia. Ostatnie badania na modelu zwierzecym wykazaty, iz zastosowanie egzogennej gelsoliny podczas szoku
septycznego zmniejsza $miertelno$¢ zwierzat. Nieznany jest jednak mechanizm tego dziatania. Brak jest réwniez danych
dotyczacych dystrybucji GSN w réznych kompartmentach ustrojowych w stanie zdrowia i przebiegu szoku septycznego, co
pozwolitoby po czesci przyblizyé mechanizm dziatania tego biatka. Zalezno$é miedzy obnizonym poziomem gelsoliny we krwi
podczas standw krytycznych wskazuje na potencjalng uzyteczno$¢ tego biatka jako markera prognostycznego, jak réwniez
mozliwo$¢ terapeutycznego uzupetnienia gelsoliny celem zminimalizowania objawow i konsekwencji towarzyszacym
powyzszym stanom klinicznym.

Celem projektu jest poznanie mechanizmu dziatania pGSN i pochodnych jej peptydéw w aspekcie kontroli i hamowania
rozwoju stanu zapalnego (wasciwosci immunomodulujace i przeciwzapalne), aktywnosci bakteriobéjczej w przebiegu
sepsy, w ktérej dochodzi do obnizenia stezenia GSN we krwi obwodowej. Planowane badania umozliwig identyfikacje
ligand6w gelsoliny, innych niz dotad poznane, w probkach krwi pobranej od pacjentéw zdrowych i pacjentéw z rozpoznana sepsa.
Ponadto, zbadane zostanie dziatanie immunomodulujace gelsoliny i jej pochodnych w hodowli komérek srédbtonka, zawiesinie
izolowanych komorek neutrofilii krwi obwodowej, poprzez ocene aktywnosci szlakow sygnatowych (NF-kB) oraz ocene
wydzielania mediatordw stanu zapalnego w obecnosci produktdéw bakterii (LPS, LTA, inaktywowana termicznie zawiesina E.
coli lub S. aureus), jak i wyizolowanego z krwi pacjentéw z sepsa precypitatu pGSN. Ocenione zostanie dziatanie bakteriobojcze
komorek zernych (zdolnych do fagocytozy, czyli pochtaniania mikroorganizméw) wynikajace czesciowo z aktywacji enzymu,
tzw. syntazy tlenku azotu typu 3 (NOS3) oraz dziatanie przeciwzapalne (np. produkcja mediatoréw reakcji zapalnej). Zaktada sie,
ze wihasciwosci immunomodulujace gelsoliny znacznie ogranicza stan zapalny, lezacy u podstawy wstrzasu septycznego.
Zaproponowane powyzej badania pozwolg takze na poznanie mechanizmu dziatania gelsoliny oraz identyfikacje i analize
biochemiczng ligandéw wiazanych przez to biatko. Przeprowadzenie doswiadczer na organizmie zywym (szczury i myszy),
pozwoli na potwierdzenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej in vivo egzogennej gelsoliny w leczeniu szoku septycznego
wywotanego przez wybrane bakterie, a takze w obecnosci bakteryjnego LPS. Ocena biodystrybucji narzadowej pozwoli na
poznanie parametrow farmakologicznych GSN, co jest niezbedne przy rozpatrywaniu jej jako czynnika terapeutycznego.
Dodatkowo, w zwigzku z obserwowanym w ostatnim czasie rozwojem metod terapeutycznych (DDS - ang. Drug Delivery
System) i diagnostycznych (techniki separacyjne i obrazowanie), proponujacych wdrozenie zastosowan nanotechnologii, w
niniejszym projekcie oceniony zostanie takze potencjat wykorzystania nanoczastek magnetycznych, jako transporteréw gelsoliny i
jej pochodnych.

Poniewaz zasadniczym elementem DDS jest uzycie odpowiedniego nosnika, ktéry nie powinien by¢ toksyczny, powinien
dobrze wigza¢ lek, ale tez umozliwi¢ uwolnienie go w docelowym miejscu w stezeniu mieszczacym sie w zakresie
terapeutycznym, mozna zatozyé, ze wykorzystanie nanoczastek jako nosnika GSN znacznie zwiekszy efektywnos¢ jej



faczenia z czasteczkami LPS/LTA, poprzez modyfikacje rozpuszczalnosci, czasu retencji w ustroju i przechodzenie przez
bariery biologiczne. Ulepszona w ten sposéb biodostepno$¢ moze zwiekszy¢ efektywnosc¢ terapii GSN i jej pochodnymi/ lub
by¢ wykorzystana do tworzenia nanosysteméw do puryfikacji ptynéw ustrojowych z LPS/LTA.

Badania proponowane w niniejszym projekcie zaplanowane sg na okres 3 lat. W tym tez okresie zastosowany zostanie szereg
metod biochemicznych i fizykochemicznych, ktére umozliwig realizacje zatozonych celéw. W pierwszej kolejnosci
przeprowadzone zostang badania majgce na celu poszukiwanie nowych ligandéw taczacych gelsoline. Powyzsze zostanie
osiagniete poprzez wyizolowanie i oczyszczanie GSN z prébek krwi od 0s6b zdrowych i z rozpoznanym wstrzasem septycznym
oraz ze zwierzecej surowicy z wykorzystaniem technik chromatograficznych. Identyfikacja ligandéw GSN zostanie
przeprowadzona za pomocg zaawansowanych technik obejmujacych analize z uzyciem spektrometrii mas (MS), magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) oraz spektroskopii UV i w podczerwieni (FT-IR). Wihasciwosci immunomodulujgce gelsoliny oraz
jej fragmentow w formie wolnej i zimmobilizowanej na magnetycznym nosniku zostang zbadane wykorzystujac techniki biologii
molekularnej (mikromacierze, ELISA, elektrforeza). Efekt bakteriobdjczy gelsoliny bedzie oceniony z wykorzystaniem testu
przezywalnosci komdérek patogenéw w obecnosci wzrastajgcego stezenia tego biatka (zliczanie ilosci uformowanych kolonii
bakterii). Dodatkowo zbadany zostanie wptyw GSN na proces fagocytozy w hodowli ludzkiej linii monocytéw U937 za pomoca
technik mikroskopowych. Celem oceny parametrow farmakologicznych gelsoliny, biatko zostanie upochodnione czasteczka
barwnika (DYE-800CW) emitujacego fluorescencje. Biodystrybucja GSN-DYE-800CW zostanie oceniona przyzyciowo za
pomocg obrazowania w bliskiej podczerwieni rejestrujgcego zmiane intensywnosci Swiecenia w czasie.

Planowane badania umozliwig identyfikacje ligandéw gelsoliny, innych niz dotad poznane, w prébkach krwi pobranej od
pacjentdw zdrowych i pacjentéw z rozpoznang sepsa. Ponadto, projekt pozwoli na identyfikacje mechanizmu dziatania
PGSN obejmujacego aktywno$¢ immunomodulujaca, przeciwzapalng i bakteriobdjczg. Zaklada sie, ze wiasciwosci
immunomodulujace gelsoliny znacznie ograniczag odpowiedz zapalng, lezacg u podstawy wstrzgsu septycznego.
Zaproponowane powyzej badania pozwolg takze na poznanie mechanizmu dziatania i parametréw farmakologicznych
gelsoliny oraz identyfikacje i analize biochemiczng ligandéw wigzanych przez to biatko, przyczyniajac sie tym samym do
zapoczatkowania rozwoju nowych, celowanych metod terapeutycznych w stanach zagrozenia zycia.



