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Wykaz stosowanych skrotow

AMPs — (ang. antimicrobial peptides) peptydy odpornosciowe
AP — (ang. alkaline protease) alkaliczna proteaza

apoE — (ang. apolpoprotein E) apolipoproteina E

apoLp-I11 — (ang. apolipophorin I11) apolipoforyna I11

APS — (ang. ammonium persulfate) nadsiarczan amonu
Bakterie G (-) — bakterie Gram-ujemne

Bakterie G (+) — bakterie Gram-dodatnie

CFU — (ang. colony forming unit) jednostka tworzaca kolonie

DAMPs — (ang. damage-associated molecular patterns) wzorce

molekularne uszkodzonych komorek

DMF — (ang. N, N-dimethylformamide) N, N-dimetyloformamid
EWL — (ang. egg white lysozyme) lizozym bialka jaja kurzego
GlcNac — (ang. N-acetylglucosamine) N-acetyloglukozamina

IEF SDS-PAGE - elektroforeza dwukierunkowa obejmujaca ogniskowanie
izoelektryczne (IEF, ang. isoelectric focusing) oraz rozdziat wedlug masy
czasteczkowej (SDS-PAGE)

IMPI — (ang. insect metalloproteinase inhibitor) owadzi inhibitor

metaloproteinaz
LDLp - (ang. low-density lipophorin) lipoforyna niskiej gegstosci

L-DOPA — (ang. L-3,4-dihydroxyphenylalanine)
3,4-dihydroksyfenyloalanina

LPS — (ang. lipopolysaccharide) lipopolisacharyd



LTA — (ang. lipoteichoic acid) kwas lipotejchojowy

MMPs — (ang. matrix metalloproteinases) metaloproteinazy macierzy

zewnatrzkomorkowe;j
MurNAc — (ang. N-Acetyl-muramic acid) kwas N-actylomuraminowy

PPAE — (ang. prophenoloxidase activating enzyme) enzym aktywujacy
profenoloksydaze

PAMPs — (ang. pathogen-associated molecular patterns) wzorce

molekularne patogenow

PAGE — (ang. polyacrylamide gel electrophoresis) elektroforeza w zelu

poliakrylamidowym

PG — (ang. peptidoglycan) peptydoglikan

PO — (ang. phenoloxidase) oksydaza fenolowa
ProPO — (ang. prophenoloxidase) profenoloksydaza

Protfrags — (ang. haemolymph protein fragments) fragmenty peptydowe
powstate w wyniku degradacji biatek gospodarza przez metaloproteinazy

wytwarzane przez patogen

PRRs — (ang. pattern recognition receptors) receptory rozpoznajace

molekularne determinanty patogenéw
PTU — (ang. phenylthiourea) fenylotiomocznik
ROS — (ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

RP-HPLC — (ang. reversed phase — high performance liquid
chromatography) wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwrdcone;j

fazie
RTX — (ang. repeat in toxin) toksyny z powtorzeniami

SD - (ang. standard deviation) odchylenie standardowe



SDS — (ang. sodium dodecyl sulfate) dodecylosiarczan sodu

TEMED - (ang. tetramethylethylenediamine) N, N, N, N’-tetrametylo-

etylenodiamina

TLR — (ang. Toll-like receptor) receptory Toll-podobne



Streszczenie w jezyku polskim

Zwigkszajaca si¢ lekoopornos¢ drobnoustrojéw jest jednym z gléwnych
zagrozen dla zdrowia publicznego. Poszukiwanie nowych lekow wymaga doktadnego
poznania mechanizmdéw patogenezy bakterii opornych na antybiotyki. Jednym
z takich patogenow jest Gram-ujemna pateczka ropy blekitnej (Pseudomonas
aeruginosa), ktora wytwarza liczne czynniki zjadliwosci, m. in. enzymy
proteolityczne. Gasienice barciaka wiekszego (Galleria mellonella) sg coraz czesciej
stosowanym organizmem modelowym w badaniach dotyczacych patogenezy
1 czynnikdéw wirulencji bakterii. Wrodzony uktad odpornosciowy owaddéw i ssakow
wykazuje wysoki stopien strukturalnej i funkcjonalnej homologii. Warto wspomnie¢,
ze wykazano pozytywng korelacje w wirulencji P. aeruginosa modelach ssakow oraz
bezkregowcow. W walce z drobnoustrojami organizm owada uruchamia mechanizmy
odpowiedzi humoralnej, w ktérych wazng rolg odgrywaja peptydy

przeciwdrobnoustrojowe oraz uktad oksydazy fenolowe;.

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe zwane peptydami odporno$ciowymi
sa syntetyzowane w odpowiedzi na zakazenie gldéwnie w ciele tluszczowym oraz
w hemocytach. Do aktywacji ukladu oksydazy fenolowej dochodzi w wyniku
konwersji zymogenu profenolooksydazy (proPO) do oksydazy fenolowej (PO)
przeprowadzanej przez enzym aktywujacy profenoloksydaz¢ (PPAE, ang.
prophenoloxidase activating enzyme). Produktem koncowym reakcji katalizowane;j
przez oksydaze fenolowa jest melanina, ktora wspomaga organizm gospodarza

w walce z patogenami.

Podjete badania miaty na celu przesledzenie wybranych aspektow wrodzonej
odpowiedzi odpornosciowej G. mellonella po zakazeniu gasienic dwoma szczepami
bakterii P. aeruginosa (entomopatogennym i izolatem klinicznym) oraz po iniekcji do
hemocelu bakteryjnego czynnika wirulencji — alkalicznej proteazy. Stosowane
W badaniach szczepy bakteryjne wytwarzaja rdézny zestaw zewnatrzkomoérkowych
proteinaz. Alkaliczng proteaz¢ oczyszczano z plynu pohodowlanego szczepu
klinicznego bakterii P. aeruginosa metoda chromatografii jonowymiennej
i potwierdzono jej obecno$¢ w otrzymane;j frakcji chromatograficznej metodg LC-MS-

MS/MS oraz metodg immunoblotting’u.



Za pomocg metody dyfuzji radialnej oraz metody bioautografii wykazano, ze
zakazenie owadow bakterig P. aeruginosa powoduje zwigkszenie zardéwno aktywnosci
przeciwbakteryjnej, jak i przeciwgrzybowej w hemolimfie ggsienic G. mellonella.
Wzrost aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie byt zwigzany miedzy
innymi z indukcja syntezy niskoczasteczkowych peptydow odpornosciowych.
W badaniach przeanalizowano takze profil biatkowo-peptydowy w ekstraktach
hemolimfy  zakazonych  gasienic z  zastosowaniem rdéznych  technik
elektroforetycznych (Tricine SDS-PAGE i IEF SDS-PAGE) oraz chromatografii RP-
HPLC. Po raz pierwszy wykazano, ze zakazenie owadoéw paleczka ropy biekitnej
powodowato indukcje syntezy sze$ciu peptydow odpornosciowych, ktorych ilosé
istotnie wzrastata wraz z rozwojem bakteriemii. Juz po 8 godzinach od zainfekowania
gasienic zwigkszal si¢ poziom trzech peptydoéw, tj. Gm defensyny, peptydu
anionowego-1 oraz peptydu bogatego w proling-2, natomiast po 15 godzinach
wzrastala ilo$¢ trzech kolejnych peptydow a mianowicie cekropino-D-podobnego,
moricyno-B-podobnego oraz peptydu bogatego w proling-1. Poziom konstytutywnie
obecnych w hemolimfie peptydoéw, takich jak peptyd anionowy-2, apolipoforycyna
oraz Gm gallerimycyna nie ulegal zmianie po zakazeniu owadow badanym
patogenem. Ponadto po 15 godzinach od iniekcji bakterii w badanych ekstraktach
wyraznie zwigkszyta si¢ ilos¢ dysmutazy ponadtlenkowej odgrywajacej wazna role

w zachowaniu homeostazy procesow antyoksydacyjnych w organizmie.

Po immunizacji ggsienic niewielkg dawkg alkalicznej proteazy P. aeruginosa
obserwowano podobny zestaw peptydow w ekstraktach z hemolimfy, w poréwnaniu
do peptydow zidentyfikowanych po zakazeniu owaddéw. Ponadto w wyniku
przeprowadzonych badan z zastosowaniem metody spektrofotometrycznej oraz
elektroforetycznej zaobserwowano aktywacj¢ ukladu oksydazy fenolowe;j
w hemolimfie gasienic G. mellonella immunizowanych alkaliczng proteaza
w pierwszych godzinach od iniekcji. Jednak po okoto 15 godzinach dochodzito do
zaleznego od dawki, prawie catkowitego zahamowania aktywno$ci oksydazy
fenolowej. W badaniach in vitro stwierdzono, ze alkaliczna proteaza nie wptywa na
zaktywowang oksydaze fenolows, ale wyraznie hamuje proces aktywacji proPO. Na
podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze rola alkalicznej proteazy podczas

zakazenia zalezy od stanu zaawansowania infekcji. Z jednej strony enzym jest w stanie
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zapoczatkowa¢ wystgpienie reakcji immunologicznych, a z drugiej przetamac

humoralng odpowiedz odpornosciowa gasienic G. mellonella.

Barciak wickszy G. mellonella okazat si¢ przydatnym organizmem
modelowym do badan reakcji sktadajgcych si¢ na odpowiedz odpornosciowag owadow
oraz do testowania patogennosci i czynnikow wirulencji bakterii P. aeruginosa.
Poznanie interakcji zachodzgcych w ukladzie gospodarz-oportunistyczny patogen
moze przyczyni¢ si¢ do odkrycia potencjalnego celu terapeutycznego do walki
z zakazeniem wywolanym przez paleczke ropy biekitnej, tj. hamowanie aktywnos$ci

zewnatrzkomérkowych enzymow proteolitycznych.

Stowa kluczowe: uklad oksydazy fenolowej, peptydy przeciwdrobnoustrojowe,

Galleria mellonella, alkaliczna proteaza, Pseudomonas aeruginosa
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Streszczenie w jezyku angielskim

The increasing drug resistance of microorganisms is one of the main threats
to public health. The search for new drugs requires a thorough understanding of the
pathogenesis mechanisms of bacteria resistant to antibiotics. One such pathogen is
Gram-negative Pseudomonas aeruginosa, which produces numerous virulence
factors, among others proteolytic enzymes. Larvae of the greater wax moth (Galleria
mellonella) are being increasingly used as model organism in studies of pathogenesis
and bacterial virulence factors. The innate immune system of insects and mammals is
characterized by a high degree of structural and functional homology. It is worth
mentioning that a positive correlation between virulence of P. aeruginosa in
mammalian and invertebrate models was found. In the fight against microorganisms,
insect's organism triggers mechanisms of humoral response in which antimicrobial

peptides and the phenoloxidase system play an important role.

Antimicrobial peptides, called immune peptides, are synthesized in response
to infection, mainly in the fat tissue and in the hemocytes. Activation of the
phenoloxidase system occurs as a result of the conversion of zymogen
prophenoloxidase (proPO) to phenoloxidase (PO), carried out by prophenoloxidase
activating enzyme (PPAE). The final product of the phenoloxidase-catalysed reaction
is melanin, which helps the host organism to fight pathogens. The investigations were
aimed at analyzing selected aspects of G. mellonella's innate immune response after
infection with two strains of P. aeruginosa (entomopathogenic and clinical isolates),
as well as after injection of bacterial virulence factor — alkaline protease. The bacterial
strains used in the studies produce a different set of extracellular proteinases. The
alkaline protease was purified from the culture fluid of the clinical strain of
P. aeruginosa by ion-exchange chromatography and confirmed in the obtained

chromatographic fraction with LC-MS-MS/MS and with immunoblotting.

Using the radial diffusion method and bioautography method, it has been
shown that infecting insects with P. aeruginosa bacteria increases both the
antimicrobial and antifungal activity in the hemolymph of G. mellonella larvae. The
increase in antimicrobial activity in hemolymph was associated with the induction of
the synthesis of low molecular weight immune peptides. The studies also analyzed the

protein-peptide profile in haemolymph extracts of infected larvae using different
12



electrophoretic techniques (Tricine SDS-PAGE and IEF SDS-PAGE) and RP-HPLC
chromatography. It was demonstrated for the first time that the infection of insects
with the P. aeruginosa induced the synthesis of six immune peptides, the number of
which increased significantly with the development of bacteraemia. After just 8 hours
from infection of the larvae, the level of three peptides increased, i.e. Gm defensin,
anionic peptide 1 and proline-rich peptide 2, and after 15 hours the amount of three
constitutive peptides increased, namely cekropin D-like peptide, moricin-like peptide
B and proline-rich peptide 1. The level of constitutively present peptides in the
hemolymph, such as anionic peptide 2, apolipoforicin, and Gm gallerimycin did not
change after infecting insects with the pathogen. In addition, 15 hours after the
injection of the pathogen, the amount of superoxide dismutase, which plays an
important role in the homeostasis of antioxidative processes in insect, has clearly

increased in the extracts studied.

After the immunization of larvae with a small dose of the alkaline protease of
P. aeruginosa, a similar set of peptides was observed in the extracts of hemolymph,
compared to peptides identified after infection with bacteria. Moreover, as a result of
the tests carried out using the spectrophotometric and electrophoretic methods,
activation of the phenoloxidase system was observed in the hemolymph of
G. mellonella larvae immunized with alkaline protease in the first hours after injection.
However, after about 15 hours there was a dose-dependent, almost complete inhibition
of phenoloxidase activity. In vitro studies have shown that the alkaline protease does
not affect activated phenoloxidase, but clearly inhibits the proPO activation process.
Based on the obtained results, it was found that the alkaline protease may play
a different role during infection depending on the severity of the infection. On the one
hand, it is able to initiate the occurrence of immunological reactions, while on the other

hand, it is also able to overcome the humoral immune response of G. mellonella larvae.

The greater wax moth G. mellonella proved to be a useful model organism
for studying the reactions constituting the immune response of insects and for testing
the pathogenicity and virulence factors of P. aeruginosa. Understanding the
interactions that occur in the host-opportunistic pathogen system may contribute to the
discovery of a potential therapeutic target to fight the infection caused by

P. aeruginosa, i.e. inhibiting the activity of extracellular proteolytic enzymes.
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Keywords: phenolic oxidase system, antimicrobial peptides, Galleria mellonella,
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1.  WSTEP

1.1. Oportunistyczne patogeny na przykladzie bakterii

Pseudomonas aeruginosa

Zakazenia oportunistyczne wywotywane sg przez bakterie, wirusy, grzyby
oraz pasozyty u osob z niedoborem odpornosci, co stwarza patogenom okazj¢ do
namnazania si¢ 1 wywolania choroby. Termin patogen oportunistyczny wywodzi si¢
od greckiego stowa ,,pathos” oznaczajacego chorobe oraz od angielskiego stowa

»oportunity”, czyli okazja (Georgiev, 1998; Prokopowicz i in., 2005).

Z przewleklych ran czgsto izoluje si¢ Gram-dodatnie ziarniaki
Staphylococcus (np. S. aureus), Enterococcus (np. E. faecalis), a takze Gram-ujemne
pateczki P. aeruginosa (Jawien i in., 2012). Na liscie gltéwnych patogendéw
wywotujacych zakazenia w szpitalach (tzw. ESKAPE) znajduja si¢ takie bakterie, jak
Acinetobacter  baumannii, E. faecium, Enterobacter spp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae oraz P. aeruginosa (Mylonakis i in.,
2016).

Gram-ujemna pateczka ropy biekitnej P. aeruginosa, nalezaca do rodziny
Pseudomonadaceae ma male wymagania odzywcze. Potrafi wzrastac w wodzie
destylowanej, a takze przy wysokim zasoleniu wod (na przyktad w wodzie morskiej)
lub w wodach gtebinowych kopalni. Ro$nie w szerokim zakresie temperatur od 4 do
nawet 44°C. Czgsto izoluje si¢ ja od pacjentow, u ktdrych przez dluzszy czas zatozony
byl cewnik, czy tez u pacjentow intubowanych lub poddawanych sztucznej wentylacji
phluc. Charakteryzuje si¢ takze zdolno$cia do powodowania zakazenia uktadu
oddechowego oraz ukladu moczowego. Paleczka ta jest takze czynnikiem
etiologicznym owrzodzen stopy cukrzycowej (Jawien i1 in., 2012). Szczegdlnie
narazong grupa ludzi sg osoby chorujace na mukowiscydoze, czy tez osoby
z nowotworami, neutropenig oraz immunosupresjg (Hauser i Sriram, 2005; Wolska
I in., 2013). Ponadto P. aeruginosa jest czgsta przyczyna zapalen rogowki u osob
z uszkodzong rogdéwka lub uzytkujacych soczewki kontaktowe (Hazlett, 2004;
Rusiecka-Ziotkowska i in., 2007). Infekcja P. aeruginosa rozpoczyna si¢ od adhezji
i kolonizacji gospodarza, po czym dochodzi do lokalnej inwazji. W ostatnim etapie ma
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miejsce rozpowszechnianie si¢ choroby ogoélnoustrojowej. Jednak proces ten moze
zatrzymac si¢ na kazdym z przedstawionych etapoéw (Strateva i Mitay, 2011; Todar,
2009). Smiertelno$¢ 0sob zainfekowanych tym patogenem jest bardzo duza i wiaze si¢
Zz opornoscig pateczki na wiele antybiotykdw. Obecnie wysokg aktywno$¢
przeciwbakteryjng wobec wybranych szczepow tej bakterii wykazujg takie
antybiotyki, jak ureidopenicyliny, karboksypenicyliny, cefalosporyny, monobaktamy,

karbapenemy, fluorochinolony oraz aminoglikozydy (Dzierzanowska, 2001).

Bakteria P. aeruginosa wytwarza szereg czynnikoOw wirulencji, zar6wno
zwigzanych z komorka, jak 1 zewnatrzkomorkowych, ktére wspomagaja ja
w Kkolonizacji, uszkodzeniu tkanek, czy tez pokonywaniu odpowiedzi odpornos$ciowe;j
gospodarza. Pateczka ropy biekitnej jest oporna na dziatanie ekstremalnych warunkéw
srodowiska, tworzy biofilm, a takze posiada zdolno$¢ do poruszania si¢ za pomocg

rzesek (ryc. 1).

P. aeruginosa nalezy do bakterii, u ktérych produkcja czynnikow wirulencji
regulowana jest przez mechanizm quorum sensing (wyczuwanie obecnos$ci). Proces
ten sluzy do komunikacji migdzy komorkami bakterii za pomoca czasteczek
sygnatowych (Al, autoinduktor), takich jak lakton N-acylohomoseryny (bakterie
Gram-ujemne) oraz sygnatéow oligopeptydowych powstalych w wyniku trawienia
biatkowych prekursorow (bakterie Gram-dodatnie), w odpowiedzi na gestos$¢
populacji drobnoustrojow. Po przekroczeniu okreslonego stezenia Al, co zwigzane jest
z osiggnigciem przez bakterie odpowiedniej liczebnosci, dochodzi do zmiany ekspresji
gené6w (np. kodujacych czynniki wirulencji), koniecznej do skutecznego
wspotdzialania catej populacji drobnoustrojow (Fuqua i in., 1994; Wu 1 in., 2001).
W ten sposob regulowana jest wirulencja bakterii, w tym tworzenie biofilmu.
Mechanizm ten u P. aeruginosa sprzyja zmianom patologicznym w tkankach,
rozprzestrzenianiu si¢ zakazenia prowadzacego do sepsy oraz do zwigkszonej
$miertelnosci badanych zwierzat (Smith i Iglewski, 2003; Myszka i Czaczyk, 2010).
Quorum sensing reaguje nie tylko na zmiany zachodzace w populacji, ale takze na
stres Srodowiskowy. Inhibitory quorum sensing sa szeroko przebadang grupa
alternatywnych terapeutykow, wobec ktorej poktada si¢ nadziej¢ na pokonanie

rosngcej opornosci bakterii na antybiotyki (Lee i Zhang, 2015).
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1.1.1. Czynniki wirulencji zwiazane z komorka

Wiasciwosci chorobotworcze pateczki ropy biekitnej sa uwarunkowane przez
liczne substancje powigzane z komoérka, w tym lipopolischaryd, otoczka alginianowa,
rzeski 1 pile. Bakteria ta posiada zdolno$¢ do tworzenia biofilmu, ktéry jest gestym
skupiskiem bakterii, przytwierdzonym do powierzchni (ozywionej lub nicozywionej)
I otoczonym warstwa matriks zewnatrzkomoérkowej. Otoczka ta zapewnia skuteczng
barier¢ ograniczajacg penetracj¢ niektorych kationowych antybiotykéw oraz
peptydow przeciwdrobnoustrojowych. Jednym z gléwnych sktadnikow biofilmu jest
alginian, ktory bierze udziat w adhezji do komorek gospodarza oraz dodatkowo chroni
bakterie przed fagocytoza oraz antybiotykami (Schurek i in., 2012; Mishra i in., 2012;
Alhazmi, 2015; Urbanowicz i Gniadowski, 2017). W sktad biofilmu wchodzg takze
ramnolipidy, ktoére dodatkowo biorg udziat w utrzymaniu funkcjonalno$ci kanatow
transportowych oraz w wykluczaniu innych szczepow z biofilmu (Davey i1 O’Toole,
2000; Espinosa-Urgel, 2003; Lawniczak i in., 2011). Powstawanie biofilmu moze by¢
indukowane obecno$cig antybiotyku. Uporczywe infekcje powodowane przez
biofilmy bakteryjne sa zwigzane z szeregiem schorzen, w tym mukowiscydoza oraz
bakteriemia. Jedna z charakterystycznych cech biofilmow bakteryjnych jest ich
odpornos¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe i sktadniki uktadu odpornosciowego
gospodarza, dlatego tez choroby zwigzane z biofilmami sg na ogo6t przewlekte i trudne

do wyleczenia (Nickel i in., 1985; Drenkard, 2003).

Pile typu IV wspomagaja bakterie P. aeruginosa w adhezji do komorek
gospodarza, ale sg takze odpowiedzialne za tropizm tkankowy, czyli za wybor
atakowanej tkanki (Jagusztyn-Krynicka, 2012; Alhazmi, 2015; Urbanowicz
i Gniadowski, 2017). Pile umozliwiaja komorkom bakteryjnym wykonywanie ruchow
drgajacych (ang. twitching), natomiast rzeski pozwalajg bakteriom ptywaé (Kohler
i in., 2000; Déziel i in., 2003; Lawniczak i in., 2011). Uwaza si¢, ze do wykonywania
ruchu rozpetzliwego przez pateczke ropy bigkitnej konieczny jest udzial, zar6wno pili

typu IV, jak i ramnolipidow (Koéhler i in., 2000; Lawniczak i in., 2011).
1.1.2. Zewnatrzkomdérkowe czynniki wirulencji

Zjadliwos$¢ pateczki ropy btekitnej warunkowana jest takze wydzielanymi

zewnatrzkomorkowymi substancjami, takimi jak egzotokysyny, hemolizyna, barwniki
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Ryc. 1 Mechanizmy wirulencji stosowane podczas infekcji przez paleczke ropy blekitnej (Lee i Zhang 2015, zmienione)
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(piocyjanina) oraz proteazy. Piowerdyna bierze udzial w chelatacji jondéw zelaza, przez
co umozliwia bakteriom namnazanie si¢ w Srodowisku o niskiej zawarto$ci zelaza,
ktore uzyskuja z biatek wiazacych zelazo gospodarza, takich jak laktroferyna
I transferryna. Natomiast piocyjanina odgrywa wazng role w rozwoju zakazenia,
powodujac zajmowanie przez bakterie takich obszaréw jak ptuca, krwioobieg, uktad
moczowy i rany pooperacyjne (ryc. 2). Barwnik ten wyzwala produkcje reaktywnych
form tlenu (RFT) w organizmie gospodarza, ktore w duzym stezeniu wywoluja
apoptoze neutrofili 1 innych komorek uktadu odpornosciowego, co skutkuje hamowa-
niem odpowiedzi immunologicznej (Mittala i in., 2009; Wolska i in., 2010; Mishra
i in., 2012; Urbanowicz i Gniadowski, 2017; Chatterjee i in., 2016).

Ryc. 2 Hodowla bakteryjna szczepu ATCC 27853 P. aeruginosa wytwarzajacego
niebiesko-zielong piocyjaning (opracowanie wlasne)

U P. aeruginosa opisano 5 biatek efektorowych (egzotoksyn), tj. ExoS, Exo
Y, ExX0A, ExoT oraz ExoU. Egzotoksyng¢ A wykryto w plwocinie oso6b chorujacych
na mukowiscydozg¢ 1 zaobserwowano wzrost st¢zenia tej toksyny wraz z zaostrzaniem
si¢ choroby. Sugeruje si¢, ze dziala jak toksyna btoniczna, czyli dziatanie jej opiera
si¢ na procesie hamowania syntezy bialek (Jenkins 1 in., 2004; Rusiecka-Zidtkowska
i in., 2007). Szczepy P. aeruginosa wytwarzajace ExoS i ExoT wywotujg zapalenie
rogowki oka, dzieki aktywnosci ADP-rybosylotransferazy, ktora odpowiedzialna jest
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za apoptoze neutrofili. W efekcie powoduje to ostabienie odpowiedzi odpornosciowe;j
gospodarza, co utatwia przetrwanie bakterii i rozwo6j infekcji. Ponadto ExoY, dzigki
aktywnosci cyklazy adenylanowej zwigksza przepuszczalnos¢ nabtonkow, a ExoU
poprzez aktywnos$¢ fosfolipazy powoduje lize komoérek gospodarza (Sato 1 Frank,

2004; Hauser, 2009; Sun i in., 2012).

Podczas zakazenia P. aeruginosa wydziela enzymy proteolityczne, ktore sg
zaangazowane w degradacje bialek gospodarza, co wspomaga bakterie
w przetamywaniu odpowiedzi odpornosciowej. Proteaza IV P. aeruginosa (nr S01.281
bazy MEROPS), zwana endoproteaza prpL jest proteaza serynowa, nalezaca do
rodziny chymotrypsyn S1. Proteaza ta jest syntetyzowana wewnatrzkomorkowo jako
48 kDa preproenzym, a nastepnie ulega translokacji przez btong wewngtrzng bakterii
do peryplazmy (za pomoca systemu sekrecji typu II). Po czym dochodzi do odcigcia
peptydu sygnatowego, sktadajacego si¢ z 24 reszt aminokwasoéw. W peryplazmie
propeptyd jest prawdopodobnie usuwany przez autoproteolize, uwalniajac w ten
sposob dojrzate biatko. Funkcja propeptydu jest nieznana, ale sugeruje si¢ ze dziala
jak migdzyczasteczkowe biatko opiekuncze i pomaga w faldowaniu dojrzatej
proteazy, wydzielaniu enzymu i by¢ moze pelni funkcj¢ inhibitorowa (Traidej i in.,
2003a; Traidej i in., 2003b; Rawlings i in., 2010; Hoge i in., 2010). W domenie
katalitycznej enzymu znajduje si¢ His-72, Asp-122 oraz Ser-198, ktore razem tworza
triade katalityczng. Do Ser-198 przylaczona jest takze Ser-167, ktora jest niezbedna
do aktywnosci tego enzymu. Proteaza IV w warunkach in vitro hydrolizuje bydlecy
fibrynogen, ktory nalezy do uktadu krzepnigcia krwi, co w efekcie moze spowodowac
krwotok, ktory jest charakterystyczny dla zakazenia pateczka ropy biekitnej. Ponadto
proteaza IV degraduje plazminogen, przeciwciata IgG oraz niektore sktadniki
dopehiacza (C3, C1q). Proteaza ta jest znana glownie z udziatu w zapaleniu rogowki
wywotanego bakteriami P. aeruginosa, ale zaangazowana jest tez w rozwoj infekcji
ptuc degradujac biatka surfaktantu A, B i D (Engel i in., 1998; Malloy i in., 2005;
Matsumoto in., 2006; Kipnis i in., 2006). Andrejko i wspotpracownicy (2005)
wykazali, ze substratem dla proteazy IV moze by¢ apolipoforyna III, ktéra jest obecna
w hemolimfie gasienic G. mellonella. Przy czym lizozym, ktdry jest rowniez biatkiem
biorgcym udzial w odpowiedzi odpornos$ciowej tego owada nie jest podatny na

dziatanie proteolityczne proteazy IV (Andrejko i in., 2005).
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Do enzymow proteolitycznych wytwarzanych przez bakteri¢ P. aeruginosa
zalicza si¢ takze metaloproteazy: elastaze A, elastaz¢ B oraz alkaliczng proteazg.
Metaloproteazy (EC 3.4.24.) nalezg do tzw. ,,cynkowej superrodziny” posiadaja
charakterystyczng sekwencje HEXXH (X - reszta dowolnego aminokwasu).
Kluczowa role w mechanizmie katalizy dokonywanej przez metaloproteazy odgrywa
jon cynku (Zn?"), ktory aktywuje czasteczke wody, co umozliwia jej atak nukleofilowy
na grupe karbonylowa wigzania. Do bakteryjnych metaloproteaz zalicza si¢ trzy
rodziny enzymow, tj. termolizyny, serralizyny i neurotoksyny. Przedstawicielami
bakterii wydzielajacych enzymy ze wspomnianych rodzin sa odpowiednio bakterie
Bacillus thermoproteolytics, Serratia marcescens, Clostridium botulinum lub C. tetani
(Miyoshi i Shinoda, 2000; Sieminska-Kuczer i in., 2017).

Elastaza A (w bazie MEROPS nr M23.002) zwana LasA, jest
metaloendoproteaza cynkows i nalezy do rodziny M23A (Rawlings i Barrett, 1995,
Rawlings i in., 2010). Enzym ten zwany jest stafylolizyna, ze wzgledu na zdolno$¢ do
lizy peptydoglikanu zawartego w S$cianie komorkowej bakterii S. aureus. Te¢
wilasciwos$¢ enzymu bakteria P. aeruginosa stosuje, podczas infekcji ptuc u chorych
na mukowiscydoz¢ dla uzyskania przewagi nad innymi patogenami (Gustin i in.,
1996). Elastaza A syntetyzowana jest przez bakterie w formie zymogenu o masie
czasteczkowej 40 kDa. Nastepnie wydzielana jest na zewnatrz komorki (system
sekrecji typu IT), gdzie ulega dojrzewaniu do 20 kDa biatka z udziatem endopeptydaz
wydzielanych przez P. aeruginosa (LasB, LysC i proteazy IV) (Schad i Iglewski,
1988; Gustin i in., 1996; Braun i in., 1998; Wilderman i in., 2001; Hoge i in., 2010).
Elastaza A charakteryzuje si¢ niska aktywno$¢ elastolityczna, ale wzmaga aktywno$¢
elastolityczng innych proteaz bakterii P. aeruginosa (np. LasB) oraz wystepujacych
w organizmie gospodarza (np. elastazy neutrofili, ludzkiej elastazy leukocytow).
Dzigki tym wlasciwosciom elastaza A bierze udziat w rozwoju infekcji rogowki oka
oraz w przewleklych zakazeniach uktadu oddechowego (Kessler 1 in., 1993; Kessler

i in., 1997; Peters i Galloway, 1990; Todar i in., 2009; Hoge i in., 2010).

Kolejnym enzymem proteolitycznym wytwarzanym podczas infekcji przez
paleczke ropy bilekitnej jest alkaliczna proteaza, zwana aeruginolizyng lub AprA (EC
3.4.24.40.), ktora nalezy do rodziny serralizyn (podrodzina M10 A). Masa

czasteczkowa enzymu to okoto 50 kDa (w zalezno$ci od badanego szczepu
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bakteryjnego), a optymalne pH do dziatania proteazy wynosi 9-10. Struktura
alkalicznej proteazy wykazuje homologie do metaloproteazy wytwarzanej przez
Dickeya dadantii oraz Serratia marcescens. Syntetyzowana jest w postaci
nieaktywnego zymogenu, ktory po odcigciu dziewigciu reszt aminokwasowych od
N-konca biatka uzyskuje forme dojrzatego biatka (480 reszt aa). W centrum aktywnym
zawiera jon Zn**, ktéry jest jej kofaktorem niezbednym do jej dzialania
(www.chem.gmul.ac.uk; Okuda i in.,, 1990; Miyatake i in., 1995). Dzialanie
alkalicznej proteazy opiera si¢ na hydrolizie obecnego w biatku wigzania peptydowego
po stronie karboksylowej reszty proliny (Kipnis i in., 2006). Alkaliczna proteaza
zbudowana jest z dwoch domen, C-koncowej zbudowanej z B-kartek i wigzacej jony
wapnia oraz N-koncowej, petnigcej funkcje katalityczng. W czgéci C-koncowej
enzymu wystepuje charakterystyczny motyw RTX (ang. repeat in toxin) zawierajacy
nonapeptydowe powtdrzenia reszt glicyny i kwasu asparaginowego. Alkaliczna
proteaza P. aeruginosa jest wydzielana zewnatrzkomdérkowo za pomocg systemu
sekrecji typu I. AprA do zachowania swojej stabilno$ci oraz pelnionych funkeji,
wymaga obecno$ci o$miu jonow wapnia (Thayer i in., 1991; Olson i Ohnman, 1992;
Baumann i in., 1993). Proteaza ta wspomaga paleczke ropy biekitnej w rozwoju
bakteriemii, wywotaniu choroby ucha $rodkowego oraz zakazenia ukladu
oddechowego u 0s6b chorujagcych na mukowiscydoze (Kipnis i in., 2006). Ponadto
degradacja proteolityczna lamininy, syntetyzowanej przez komorki nablonkowe,
wywotana dziataniem proteazy, skutkuje powstaniem martwicy krwotocznej.
Alkaliczna proteaza trawigc biatka gospodarza moze prowadzi¢ do destrukcji tkanek
i utatwia rozprzestrzenianie si¢ bakterii w zainfekowanym organizmie. Podobnie, jak
w przypadku LasB, aktywnos$¢ alkalicznej proteazy prowadzi do uposledzenia
odpowiedzi odpornosciowej gospodarza. Enzym odpowiedzialny jest =za
rozregulowanie kaskady dopelniacza, niszczenie przeciwciat (np. IgG) oraz
receptorow komorek immunologicznych. Alkaliczna proteaza degraduje sktadniki
dopetniacza C1qi C3, a takze chemokiny i cytokiny, tj. interferon (INF-vy), interleuking
-2 1 -6 (IL-2, IL-6) oraz czynnik martwicy nowotworu o (TNF-a) (Kawalec
i Jakubczak, 2006; Hoge i in., 2010). Biorgc to pod uwage mozna przypuszczaé, ze
proteaza ta podczas zakazenia funkcjonuje jako srodek immunomodulujacy (Horvat
I Parmely, 1988; Parmely i in., 1990; Hong i Ghebrehiwet, 1992; Leidal i in., 2003;
Kharazmi, 1991; Kida i in., 2008). Zdolno§¢ modulacji immunologicznej AprA
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obejmuje réwniez zdolno§¢ do degradacji monomerow flageliny, aktywatora reakcji
zapalnych, wskutek rozpoznawania receptora Toll-podobnego 5 (TLR5). Podczas gdy
polimeryczna flagelina (zaangazowana w ruchliwo$¢ bakterii) nie jest degradowana,
dzieki obecnosci inhibitora Aprl (Bardoel i in., 2011; Casilag i in., 2015; Al-Wrafy
I in.,, 2017). Natomiast zaburzenie chemotaksji neutrofili wywotane dzialaniem
alkalicznej  proteazy, = wspomaga  bakterie = w  uniknigciu  fagocytozy

i w rozprzestrzenianiu infekcji (Kipnis i in., 2006; Hoge i in., 2010).

Elastaza B P. aeruginosa (EC 3.4.24.26.) inaczej LasB lub pseudolizyna, jest
metaloproteazg o masie 33 kDa, nalezacg do rodziny termolizyn M4 (Morihara i in.,
1965; Morihara, 1995; Kessler i in. 1998) i wydzielang przez bakterie P. aeruginosa
do przestrzeni pozakomorkowej poprzez system sekrecji typu II.  Elastaza
B hydrolizuje wewnetrzne wigzanie peptydowe biatek 1 peptyddéw, po stronie
aminowej reszt hydrofobowych w pozycji P1 (Matthews, 1988; Miyoshi i Shinoda,
2000; Casilag i in., 2015). LasB, tak jak AprA do stabilnosci i petnionej funkcji
potrzebuje jondéw wapnia, ale ma tylko jedno miejsce jego wigzania. Wapn jest
konieczny do wydajnej transkrypcji LasB oraz podczas sekrecji biatka (Thayer i in.,
1991; Olson i Ohnman, 1992; Baumann i in., 1993). Elastaza B bierze udzial
w patogenezie bakterii poprzez degradacj¢ ludzkich, immunologicznie kompetentnych
czasteczek, takich jak sktadniki dopeiniacza, cytokiny, lizozym ludzki drog
oddechowych, przeciwciata IgA i IgG, (Schultz i Miller, 1974; Parmely i in. 1990;
Buret i Cripps, 1993; Maeda i Yamamoto, 1996; Jacquot i in., 1985; Andrejko
I Mizerska-Dudka, 2012). Elastaza B moze roéwniez zmniejsza¢ skuteczno$¢ uktadu
odpornos$ciowego gospodarza w obrgbie ptuc poprzez degradacje bialek surfaktantu
A i D (Mariencheck i in., 2003; Dulon i in., 2005). Ponadto bierze udziat w infekcji
drég oddechowych wywotanej bakteriami P. aeruginosa poprzez degradacje nabtonka
oddechowego (Azghani i in., 1993; Azghani, 1996; Azghani i in., 2000). Zar6wno
elastaza B, jak 1 aeruginolizyna degradujg fibryng, co prowadzi do uszkodzenia
rogowki oraz pozostalych tkanek zawierajacych wspomniane biatko. Hamowanie
dziatalnos$ci elastazy B za pomocag inhibitorow proteaz mogloby by¢ potencjalng

strategia terapeutyczng (Kipnis i in., 2006).
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1.1.3. Opornos¢ na antybiotyki

Naturalna opornos¢ patogenéw na okreslone antybiotyki, jest zwigzana
z brakiem miejsca docelowego (koniecznego dla dziatania danego leku), obnizeniem
przepuszczalno$ci oston patogena lub jest zwigzana z aktywnoscig chromosomowo
kodowanych strategii opornosci. Poza oporno$cig naturalng bakterie moga nabywac
oporno$¢ na antybiotyki, co stanowi gtéwny problem w walce z nimi. Dlatego tez
opornos¢ niektorych bakterii oportunistycznych, takich jak Staphylococcus aureus
moze by¢ zwigzana ze zmiang polaryzacji btony patogena z anionowej na kationows,
czy tez z modyfikacja blony komérkowej, wskutek acylacji lipidu A lipopolisacharydu
(Schmidtchen i in., 2002; Guo i in., 1997; Fedtke i in., 2004; Janiszewska, 2014).
W przypadku P. aeruginosa, bakterie te nabywaja opornos¢ poprzez mutacje
chromosomalnie kodowanych genéw lub rekombinacje w obrgbie chromosomowego
DNA. Pateczka ropy biekitnej broni si¢ przed szkodliwym dziataniem antybiotyku
poprzez jego inaktywacj¢ dokonujgc modyfikacji chemicznej lub hydrolizy, czy tez
wyrzucajgc antybiotyk za pomocg systemu efflux (ryc. 1). Drugim sposobem
nabywania oporno$ci przez pateczke ropy bigkitnej jest przekazywanie opornosci
poprzez horyzontalny transfer genéw (HGT), ktéry moze prowadzi¢ do kumulacji

wielu gendw opornosci na antybiotyki (Wolska i in., 2013; Baptista i in., 2018).

1.2. Organizmy modelowe w badaniach patogennosci

drobnoustrojow

Wybor organizmu modelowego jest istotnym etapem podczas planowania
doswiadczen majacych na celu przesledzenie patogenezy drobnoustrojéw. Nalezy
wybiera¢ taki model, ktory zapewni uzyskanie warunkow przypominajacych rozwoj
infekcji u czlowieka, czyli konieczny jest etap kolonizacji oraz odpowiedz
odpornosciowa organizmu. Do badan bardzo czgsto stosuje si¢ modele ssacze,
w zwigzku z podobienstwem immunologicznym oraz anatomicznym, m. in. kroliki,
swinki morskie, szczury oraz myszy. Taki wybor powoduje liczne problemy, tj.
wysoki koszt hodowli, dtugi czas reprodukcyjny zwierzat laboratoryjnych, a takze
konieczno$¢ uzyskania zgody Krajowej Komisji Etycznej ds Doswiadczen na

Zwierzetach.

24



W przypadku zastosowania modeli bezkregowych nie jest wymagana zgoda
Komisji Etycznej. Dodatkowym atutem sg stosunkowo niskie koszty hodowli, krotki
cykl rozwojowy 1 mozliwos$¢ uzyskania wynikow eksperymentéw nawet w ciggu 48
godzin od rozpoczecia doswiadczenia. Oczywiscie nie da si¢ wyeliminowac
catkowicie potrzeby stosowania modeli ssaczych, ale na pewno pozwoli to ograniczy¢
ich liczb¢ do badan pilotazowych (Tsai i in., 2016). Na podstawie poréwnania
genomow stwierdzono, ze istnieje wiele owadzich homologéw ludzkich gendow
kodujacych biatka, ktére moga by¢ zaangazowane w rozpoznanie mikroorganizmow,
jak 1 w proces transdukcji sygnatu (Mikulak i in., 2018). W badaniach patogennosci
1 czynnikow wirulencji mikroorganizméw, odpowiedzi odpornosciowej gospodarza
oraz do oceny skuteczno$ci antybiotykéw stosowane sg takie bezkrggowce, jak
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Blattella germanica L., Culex
quinquefasciatus S. oraz Galleria mellonella L. (Mikulak i in., 2018). Do badania
interakcji zywiciel-patogen z szerokim wachlarzem patogennych bakterii, Cestoda,
Sporozoa, roztoczy, nicieni, stosuje si¢ takze Tribolium castaneum (Coleoptera,
Tenebrionidae) (Altincicek i in., 2008a). Natomiast dobrymi organizmami
modelowymi do badania czynnikow wirulencji drobnoustrojow chorobotwoérczych
okazaly si¢ zyjace w glebie ameby Acanthamoeba castellanii i Dictyostelium
discoideum, jedwabnik Bombyx mori, komar Culex quinquefasciusus oraz prusak

Blattella germanica (Wang i in., 2013).
1.3. Galleria mellonella - model badawczy

Obecnie za pomoca wyszukiwarki PubMed mozna znalez¢ blisko 800
artykutéw opisujacych badania dotyczace przebiegu infekcji roznych drobnoustrojow
z zastosowaniem G. mellonella, przy czym potowa z nich zostata opublikowana
w ciggu ostatnich pigciu lat, co $wiadczy o rosnacej popularnosci tego owada jako
organizmu modelowego. Barciak wigkszy (G. mellonella) jest przedstawicielem rzedu
Lepidoptera, nalezy do rodziny omacnicowatych (Pyralidae, tab. 1). Jest organizmem
kosmopolitycznym, ktorego hodowla do celow doswiadczalnych moze by¢
prowadzona na plastrach woszczyny pszczelej lub na sztucznych pozywkach.
Przykladem takiej pozywki jest pozywka Sehnal’a zawierajaca cukier, miod, mleko
w proszku, drozdze, gliceryng, make pszenng, razowa i1 kukurydziang, a takze otreby

i zarodki pszenne (Mikulak i in., 2018).
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W naturze barciaka mozna spotka¢ w ulach pszczelich, gdzie niepokoi
czerwie, przenosi choroby, powoduje zamieranie poczwarek i niedorozwdj pszczot.
Ponadto gasienice zywig si¢ woskiem, miodem i pytkiem, tym samym pozbawiajac
pszczoty zgromadzonych zapaséw, dlatego tez przy duzym zaggszczeniu owady te
wywotujg znaczne szkody w pasiekach (Ergin i in., 2006; Ugkan i in., 2010, Er i in.,
2011, Demiriin., 2012).

Tab 1. Taksonomia G. mellonella (www.gbif.org/species/1876542, zmienione)

Kroélestwo Animalia

Gromada Arthropoda

Klasa Insecta

Rzad Lepidoptera

Rodzina Pyralidae

Rodzaj Galleria (Fabricius, 1798)

Gatunek Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

W jednym cyklu rozwojowym, §cisle uzaleznionym od temperatury hodowli
(w optymalnych warunkach trwajacym 6 tygodni), samica barciaka moze ztozy¢ az do
1500 jaj. Po okoto tygodniu z jaj wylegaja si¢ gasienice, ktore intensywnie zeruja.
Gasienice bedace pod koniec ostatniego stadium, osiagaja dilugos¢ okoto 2 cm
I przestaja zerowa¢ (ryc.3). Nastepnie przemieszczajg si¢ poza obszar woszczyny,
tworza jedwabny oprzed, po czym przechodzg stadium poczwarki, ktore trwa od 1 do
2 tygodni. W wyniku przeobrazenia powstaje imago, motyl (Schmolz i Lamprecht,
2004; Ramarao i in., 2012; Wojda i Vertyporokh, 2017).

L,

l |

2cm

Ryc. 3 Gasienica G. mellonella (opracowanie wlasne)
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Waga gasienic stosowanych do badan wynosi okoto 250 do 300 mg, co
znacznie ulatwia manipulacje laboratoryjne. Gasienice mozna zakaza¢ MiejSCOWO,
poprzez podanie drobnoustroju droga pokarmowg (force-feeding) Ilub przez
bezposrednie wprowadzenie patogena do hemocelu. Przy czym iniekcja owada jest
duzo lepszym rozwigzaniem, poniewaz pozwala na aplikacje znanej dawki danego
immunogenu (Fuchs i in., 2010; Junqueira, 2012). Barciak stosowany jest do badania
patogenezy, m in. takich bakterii, jak Yerinia pseudotuberculosis, P. aeruginosa oraz
Bacillus thuringiensis (Champion i in., 2009; Wojda i Tasztow, 2013; Andrejko i in.,
2014). Ponadto z powodzeniem jest wykorzystywany do analizowania patogennoS$ci
grzybow Candida albicans, Beauveria bassiana oraz Conidiobolus coronatus
(Wieloch i in., 2011; Vertyporokh i in., 2015; Oliveira i in., 2017). Gasienice barciaka
wiekszego stosowane sg do wyznaczania krzywej przezywalno$ci, a takze do $ledzenia
przebiegu odpowiedzi odporno$ciowej (poprzez kontrolg liczby hemocytow,
obserwacje ckspresji genow kodujacych biatka i peptydy odpornosciowe oraz ich
identyfikacje). Ponadto G. mellonella moze by¢ przydatny do oceny histologicznej
tkanek, czy tez oceny toksyczno$ci srodkow konserwujacych zywnos¢ (Junqueira,
2012; Binder i in., 2016).

Warto wspomnie¢, ze wykazano pozytywna korelacj¢ migdzy odpowiedzia
gospodarza a wirulencja w modelach ssakéw oraz bezkrggowcoéw wielu
drobnoustrojow, w tym P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans oraz E. faecali
(Junqueira, 2012). Co ciekawe, znaleziono takze analogie pomiedzy komorkami
jelitowymi ukladu trawiennego ssakow a komorkami nablonkowymi obecnymi
w jelicie srodkowym owadow (Lemaitre i Hoffmann, 2007; Ramarao i in., 2012).
Ponadto uktad odpornosciowy gasienic wykazuje duze podobienstwo do wrodzonej
odpornosci ssakow (Jander i in., 2000). Genom G. mellonella nie zostat w petni
zsekwencjonowany, ale niedawno powstat zarys takiego genomu (Lange i in., 2018).
Jako gltoéwny zarzut do stosowania tego rodzaju organizmoéw modelowych podaje si¢
m. in. brak wystandaryzowanych procedur hodowli G. mellonella, co utrudnia
poréwnywanie wynikow uzyskanych w réznych laboratoriach (Binder i in., 2016).
W tabeli 2 zestawiono zalety oraz wady stosowania jako organizmu modelowego

barciaka wigkszego.
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Tab. 2 Barciak wiekszy jako organizm modelowy — zalety i wady (na podstawie Binder
iin., 2016; Lange i in., 2018)

Barciak wigkszy jako organizm modelowy
Zalety Wady
e duzy rozmiar gasienic (250-300 mg), e  brak odpowiednich mutantow
¢  mozliwo$¢ namnazania na sztucznych umozliwiajacych funkcjonalne zbadanie
pozywkach, reakcji gospodarza,
= gatunek kosmopolityczny, = jako$¢ larw ulega zmianie - potrzeba
= temperatura hodowli 25-37°C, licznych kontroli,
= w optymalnych warunkach nie przechodzi =  brak standardowych procedur utrudnia
W stan uspienia, porownywanie wynikow badan do
= duza tolerancja na manipulacje poszczegolnych laboratoridw,
laboratoryjne, * nieznana sekwencja genomu, cho¢ w
*  mozliwo$¢ uzyskania wynikow w krotkim 2018 roku zaproponowano jego zarys
czasie (24 - 48 godzin), (izolat FT-Tue) na podstawie technologii
= krotki cykl zyciowy, Pac Biogenome.
e zidentyfikowany transkryptom genow
bioracych udziat w odpowiedzi
immunologicznej.

1.4. Odpowiedz odpornosciowa owadow

Pierwsza bariera, chronigca owada przed infekcja sg jego bariery anatomiczne
i fizjologiczne. Ciato owada jest okryte twardym egzoszkicletem utworzonym
z integumentu, ktory zapewnia ochrong¢ organdéw 1 tkanek przed urazami oraz przed
wnikni¢ciem drobnoustrojow, pasozytow czy pestycydow. Stuzy takze za podstawe
do przyczepu migéni i chroni przed nadmierng utratg wody. Typowy integument
owada sktada si¢ z trzech elementéw, tj. kutikuli, epidermy oraz btony podstawnej
(ryc. 4). Pozbawiona komorek kutikula stanowi zewnetrzng, widoczng warstwe, ktora
nadaje kolor i twardos¢ egzoszkieletu owada. Kutikula pelni wiele funkcji, m. in.
ulatwia poruszanie si¢, nadaje ksztalt owadowi, a organy sensoryczne obecne
w kutikuli pozwalaja na odbieranie bodzcéw ze srodowiska zewnetrznego. Warstwa
ta sktada si¢ z endokutikuli, egzokutikuli, ktore tworza razem prokutikule, zawierajaca
gtéwnie biatka i chityng. Chityna to polisacharyd zbudowany z powtarzajacych si¢
reszt N-acetyloglukozaminy, ktory nadaje kutikuli wytrzymato$¢, nie twardos¢.

Trzecim elementem kutikuli jest epikutikula, ktora nie zawiera chityny, jest odporna
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na wodg i rozpuszczalniki. Wyrdznia si¢ w niej wewnetrzng epikutikule, zewnetrzng
epikutikule, oraz najbardziej zewngtrzng warstwe cementu, sktadajaca si¢ z lipidow
1 bialek. Pomiedzy endokutikula oraz epiderma znajduje si¢ adhezyjna warstwa
Shmidt’a. Ponizej kutikuli potozona jest epiderma, ktéra odpowiada za syntezg
i uwalnianie réznych materiatbw do kutikuli. Blona podstawna jest pozbawiona
komorek. Zbudowana jest z amorficznego mukopolisacharydu 1 widkien
kolagenowych. Stanowi barier¢ oddzielajaca wnetrze owada od integumentu. Kutikula
moze ulega¢ procesowi sklerotyzacji, czyli stabilizacji poprzez wiaczanie zwigzkow

fenolowych (Sanjayan, 2018).

» Wwarstwa cementu

> zewngtrzna epikutikula

wewnetrzna epikutikula

egzokutikula

endokutikula

warstwa Shmidt’a

epiderma

btona podstawna

Ryc. 4 Schemat integumentu owada (Sanjayan, 2018; zmienione)

Dodatkowa ochron¢ owada zapewniajg niekorzystne warunki panujace
w tchawicy. Dzieki niskiej wilgotnos$ci oraz braku sktadnikow odzywczych organizm
uniemozliwia kolonizacje drobnoustrojow chorobotwoérczych. Natomiast w jelicie
funkcje ochronng pelni wysokie pH, obecno$¢ bakterii (odpowiedzialnych za

trawienie pozywienia) oraz enzymow proteolitycznych (trawiennych).

Przerwanie ciaglo$ci barier obronnych owada zaburza homeostaze
organizmu, powoduje wyptyw hemolimfy i stanowi potencjalne miejsce wtargnigcia
patogena (Glinski i Kostro, 2004; Moussian, 2010; Wojda, 2017; Wojda
i Vertyporokh, 2017; Singkum i in., 2019). W efekcie uruchamiany jest proces

krzepnigcia hemolimfy oraz odpowiedz odporno$ciowa owada.
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Odporno$¢ definiuje si¢ jako umiejetno$¢ organizmu do zachowania
homeostazy, dzigki zdolnosci do odrdzniania tego co obce od tego co jest wlasne (ang.
non self/self) (Cytrynska, 2009). Owady dysponujg jedynie mechanizmami odpornos$ci
wrodzonej. Jednak jak wynika z przeprowadzonych badan posiadajg pamiegé
immunologiczng. W zwiazku z tym po zetkni¢ciu si¢ z danym mikroorganizmem za
kolejnym razem sg bardziej odporne na powtorng infekcje i te¢ odpornos¢ moga
przekazywac¢ nastepnym pokoleniom (Faulhaber i Karp, 1992; Cytrynska, 2009;
Mikulak i in., 2018). Uwaza si¢, ze u owaddw 1 pozostatych bezkregowcoéw
funkcjonuje alternatywny rodzaj odpornosci nabytej, ktora jest oparta na innych
mechanizmach niz te, ktore wystepuja u krggowcow (Kurtz, 2005; Kurtz i Armitage,
2006; Plytycz, 2008; Cytrynska, 2009).

Bioragc pod uwagg brak odporno$ci nabytej u owadéw mozna stwierdzié, ze
najwigkszym wyzwaniem dla wrodzonego uktadu odpornosciowego jest rozpoznanie
patogena i innych ciat obcych (Lavine i Strand, 2008). Do induktorow odpowiedzi
odpornosciowej zaliczane s3a przede wszystkim mikroorganizmy, ktére sa
rozpoznawane dzigki charakterystycznym strukturom PAMPs (ang. pathogen
associated molecular patterns). Do rozpoznania przez organizm gospodarza dochodzi
dzigki obecnosci btonowych receptorow PRRS (ang. pattern recognition receptors),
wsrod ktorych znajduja sie receptory Toll-podobne (TLR) (Glinski, 2017; Sima i in.,
2003).

Wrodzony uktad odpornosciowy owadoéw sktada sie, zarowno z odpowiedzi
humoralnej, jak i komodrkowej, ktore poprzedza aktywacja szlakéw sygnatowych
(Marmaras i Lampropoulou, 2009). Podziat ten jest umowny ze wzgledu na to, ze
wiele czasteczek efektorowych humoralnej odpowiedzi odporno$ciowej wptywa na
funkcjonowanie komodrek hemolimfy, a te z kolei s3 waznym Zrodtem wielu molekut
bioracych udziat w humoralnych mechanizmach odpornosci. W rozpoznawaniu ciat
obcych naktadajg si¢ mechanizmy humoralne, jak 1 komorkowe. Hemocyty rozpoznaja
ciata obce albo poprzez bezposrednie oddziatywanie receptorow powierzchniowych
hemocytéw z drobnoustrojami, albo posrednio przez rozpoznanie receptorow
humoralnych, ktére wigza si¢ 1 opsonizujg powierzchni¢ intruza. Nastepnie szklaki
sygnatowe koordynuja reakcje efektorowe, takie jak fagocytoza lub enkapsulacja

(Lavine i Strand, 2008).
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1.5. Odpowiedz komorkowa

Hemocel (jama ciata) owada wypeliony jest hemolimfs, ktora pehni
analogiczng funkcj¢ do krwi ssakow. Odpowiada za transport sktadnikow
odzywczych, zbednych metabolitbw oraz innych mikro- i makroczasteczek.
W hemolimfie mozna znalez¢ krazace komorki pelnigce funkcje odpornosciowe
(hemocyty), ktére wywodza si¢ z mezodermalnych komoérek macierzystych
(Satyavathi i in., 2014). Ilo§¢ hemocytow znaczgco zmniejsza si¢ podczas infekcji
owada, jednoczes$nie tworzone sg nowe hemocyty z tkanek hematopoetycznych,
w celu zrownowazenia ilosci utraconych hemocytow (Marmaras i Lampropoulou,

2009).

Podczas zakazenia owadow, po rozpoznaniu struktur powierzchniowych
patogena, dochodzi do aktywacji odpowiedzi komorkowej. Komorki hemolimfy
wytwarzaja reaktywne formy tlenu, przeprowadzajg proces fagocytozy i enkapsulacji,
czyli tworzenia wielowarstwowych otoczek utworzonych z hemocytow wokot
agregatow komorkowych (nodulacja) oraz wokot pasozytow (whasciwa inkapsulacja),
w celu ich uwiezienia i zabicia. Hemocyty posiadajg takze zdolno$¢ do wytwarzania
enzymow o wiasciwosciach litycznych, podobnie jak neutrofile u bezkrggowcow

(Cytrynska, 2009).

U G. mellonella wystepuje 5 typow hemocytow tj. prohemocyty, sferulocyty,
enocytoidy, granulocyty i plazmatocyty, ktore r6znig si¢ morfologia oraz peiniong
funkcja (Ratcliffe i Gagen, 1977; Tomiotto-Pellissier i in., 2016; Singkum i in., 2019).
Prohemocyty owadow zdolne sa do podzialdéw mitotycznych i rdznicuja sie
w wyspecjalizowane hemocyty. Zard6wno prohemocyty, sferulocyty, jak i enocytoidy
nie posiadaja wlasciwoséci adherentych w stosunku do ciat obcych. Jedynie
plazmatocyty 1 granulocyty maja zdolno$¢ do oplaszczania ciat obcych
| przeprowadzania procesu fagocytozy. Enocytoidy zawieraja profenoloksydaze, ktora
po aktywacji bierze udzial w procesie melanizacji. Natomiast sferulocyty
zaangazowane sg w transport mukopolisacharydéow do budowy kutikuli (Ribeiro
i Brehélin, 2006; Wojda i Vertyporokh, 2017; Mizerska-Dudka i Andrejko, 2014).

Warto wspomniec, ze zakazenie szczepem entomopatogennym P. aeruginosa
gasienic G. mellonella wywoluje zmiang w zywotnosci oraz morfologii, zar6wno
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granulocytow, jak i plazmatocytow. Bakteria ta powoduje takze zmiany w zdolnosci
do rozprzestrzeniania si¢ wspomnianych hemocytow, co moze by¢ zwigzane ze
zmiang W aranzacji cytoszKieletu aktynowego hemocytéow (Mizerska-Dudka
i Andrejko, 2014).

1.6. Odpowiedz humoralna

Humoralna odpowiedz odpornosciowa owadéw obejmuje aktywacje uktadu
oksydazy fenolowej, indukcje syntezy peptydéw odpornosciowych, a takze dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe apolipoforyny 111, lizozymu oraz inhibitora metaloproteinaz
(Bergin i in., 2006; Munoz-Gomez i in. 2014; Binder i in., 2016; Singkum i in., 2019).

1.7. Oksydaza fenolowa

Oksydaza fenolowa (PO) to enzym nalezacy do klasy oksydoreduktaz,
ktorego gtowna rola jest utlenianie zwigzkow fenolowych. Wyrodznia si¢ trzy typy
oksydazy fenolowej, ze wzgledu na ich aktywnos¢, tj. tyrozynaze (EC 1.14.18.1.),
katcholaze (EC 1.10.3.1.) oraz lakaze (EC 1.10.3.2.). Wszystkie typy oksydazy
katalizujg utlenianie o-difenoli (aktywno$¢ katecholazy). Przy czym tylko tyrozynaza
katalizuje ortohydroksylacje monofenoli (aktywno$¢ krezolazy). Natomiast lakaza
katalizuje utlenianie m- i p-difenoli oraz innych zwigzkéw, takich jak aminy
aromatyczne (aktywno$¢ lakazy). Ze wzgledu na ich rozne aktywnosci nie stosuje si¢
nazw typow oksydazy fenolowej jako synonimow. Rozmiar i1 struktura oksydazy
réznig si¢ w zalezno$ci od rodzaju 1 od organizmu. Przykltadowo u kregowcow,
tyrozynazy wystepuja w postaci dimerdéw, a u bezkregowcoé4w sa monomerami, czy tez
oligomerami. Masa czgsteczkowa oksydazy waha si¢ w przedziale 10-400 kDa
(Renwrantz i in., 1996; Luna-Acosta i in., 2017). U zwierzat bezkregowych wystepuja
trzy typy PO, np. tyrozynaza u D. melanogaster, katecholaza u Charybdis japonica
oraz lakaza u Procambrus clarkii (Chase i in., 2000; Gonzales-Santoyo i Cordoba-
Aguilar, 2012; Staczek i in., 2017). Tyrozynaza, zawiera miedz i jest szeroko
rozpowszechnionym enzymem w przyrodzie, ktory jest odpowiedzialny za
melanizacje u zwierzat 1 bragzowienie roslin (Gowda i Paul 2002, Shelby 1 Popham,
2006). Aktywnos¢ oksydazy mozna wykryé zar6wno W  organizmach
prokariotycznych, jak i eukariotycznych (Ratcliffe i in., 1985; Gotz, 1986; Kopacék

i in., 1995).
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1.8.  Uklad oksydazy fenolowej owadow

W odpowiedzi na infekcje drobnoustrojowg owady uruchamiajg kilka reakc;ji
odporno$ciowych, w tym aktywuja kaskade enzyméw proteolitycznych, zwang
uktadem oksydazy fenolowej (Cerenius i Soderhéll, 2004; Staczek i in., 2017). Do
aktywacji uktadu dochodzi w wyniku zranienia oraz po rozpoznaniu przez receptory
gospodarza charakterystycznych struktur molekularnych PAMPs obecnych w $cianie
i blonie komoérkowej drobnoustroju, m. in. lipopolisacharydu w przypadku bakterii
Gram-ujemnych, peptydoglikanu wystgpujacego u bakterii Gram-dodatnich oraz
B-1,3-glukanu u grzybow (Soderhéll i Cerenius, 1998; Cerenius i Soderhill, 2004;
Demir i in., 2012). U Lepidoptera rozpoznanie PAMPs skutkuje uwolnieniem
sktadnikow systemu proPO z hemocytow (enocytoidow) do hemolimfy owada
(Kanost i in., 2004; Lu i Jang, 2007; Cerenius i in., 2008; Zdybicka-Barabas
i Cytrynska, 2010). Aktywacj¢ ukladu PO moga powodowaé takze wzorce
molekularne wystgpujace w uszkodzonych komoérkach gospodarza, tzw. DAMPs (ang.
damage-assosiated molecular patterns). Oprocz tego, do aktywacji uktadu oksydazy
fenolowej moze dojs¢ w reakcji na obecno$¢ proteaz uwalnianych przez
drobnoustroje, ktére powoduja degradacje bialek gospodarza do krotkich fragmentéw
(tzw. protfrags) (Galko i Krasnow, 2004; Altincicek i Vilcinskas, 2006; Cerenius i in.,
2008). Doktadny szlak molekularny uktadu PO wcigz nie jest do konca zdefiniowany,
chociaz znaleziono szereg enzymow aktywujacych proPO (Jiang i Kanost, 2000).

Fenoloksydaza wystepuje w hemolimfie owadéw jako proenzym
(nieaktywny zymogen), zwany profenoloksydaza (proPO). Masa czasteczkowa proPO
G. mellonella wynosi 300 kDa, a punkt izoelektryczny 6,2 (Kopacék i in., 1995).
Metoda histochemiczng z uzyciem L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny jako substratu
dowiedziono, ze proenzym PO G. mellonella znajduje si¢ w enocytoidach oraz
granulocytach (Schmit i in., 1977; Zdybicka-Barabas i in., 2014). Po uwolnieniu
z hemocytow proPO prawdopodobnie jest modyfikowana potranslacyjnie i nastgpnie
jest transportowana przez naskorek, jak wykazano u Bombyx mori (Asano i Ashida,
2001a, 2001b; Cerenius i Soderhéll, 2004). ProPO jest aktywowana przez enzym
aktywujacy profenoloksydaze (PPAE, ang. prophenoloxidase activating enzyme),

zalezny od jonéw wapnia, na drodze ograniczonej proteolizy.
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Ryc. 5 Schemat dzialania ukladu oksydazy fenolowej u owadow po ich zakazeniu. PG-
peptydoglikan, LPS-lipopolisacharyd, BGDB - B-1,3-glukan, PAMPs-charakterystyczne wzorce
molekularne drobnoustrojow, PAMPs- wzorce molekularne patogenéw, PRR- receptor
rozpoznajacy molekularne determinanty patogenéw, PPAE-enzym aktywujacy profenoloksydaze,
SPHs- homologi proteaz serynowych, proPO-profenoloksydaza, PO-oksydaza fenolowa (na
podstawie Staczek i in., 2017; opracowanie wlasne)
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Niekiedy do prawidlowego cigcia proPO do aktywnej oksydazy fenolowej konieczna
jest obecno$¢ kofaktorow SPHS, homologéow proteinaz serynowych, co wykazano
w przypadku M. sexta (ryc.5; Rao i in., 2010). Do aktywacji proPO G. mellonella
dochodzi w wyniku zakazeniu owaddéw, zar6wno Gram-ujemng (Legionella
pneumophila oraz E. coli), jak i Gram-dodatnig bakterig (Listeria monocytogenes),
a takze grzybem A. oryzae (Pye, 1974; Joyce i Gahan, 2010; Zdybicka-Barabas
i Cytrynska, 2010; Harding i in., 2012; Zdybicka-Barabas i in., 2014). Istnicje takze
mozliwo$¢ aktywacji proPO w warunkach in vitro bez proteolitycznego cigcia za
pomocg réznych substancji chemicznych w zalezno$ci od gatunku owada. Do takich
substancji zaliczany jest etanol, siarczan dodecylu sodu, chlorek cetylopirydyniowy,
2-propanol, chlorek dimetylobenzylometyloamoniowy (DBMA), Triton X-100
(Yamamoto i in., 2003; Hu i in., 2016; Luna-Acosta i in., 2017). Aktywacj¢ proPO
mogg takze powodowac egzogenne proteazy, takie jak trypsyna i chymotrypsyna
(Gonzales-Santovo i Coroba-Agilar, 2012; Luna-Acosta i in., 2017).

Aktywnos$¢ uktadu oksydazy fenolowej jest $cisle regulowana z powodu
duzej cytotoksycznos$ci oraz reaktywnosci chinondéw i innych zwigzkow posrednich
szlaku syntezy melaniny w stosunku do komorek pasozyta, mikroorganizmu, jak
I gospodarza (Christensen i in., 2005; Cerenius i in., 2008; Zdybicka-Barabas
1 Cytrynska, 2010). W regulacji ukladu oksydazy fenolowej biora udzial m.in.
wchodzace w sktad uktadu PO inhibitory proteaz serynowych, inhibitory hamujace
aktywno$¢ PO oraz biatka hamujgce melanizacje. U G. mellonella wraz z uwolnieniem
proPO z hemocytow dochodzi do uwolnienia inhibitoréw proteaz serynowych (serpin)
regulujacych dziatanie kaskady, zapobiegajac w ten sposob przedwczesnej lub
nadmiernej aktywacji (Daquinag i in., 1995; Cerenius i in., 2008; Zdybicka-Barabas
iin., 2014). W regulacj¢ kaskady proPO oraz aktywno$¢ fenoloksydazy G. mellonella
sg zaangazowane rowniez biatka hemolimfy, np. apolipoforyna III oraz Gm biatko-24
(ang. Gm protein-24, Park i in., 2005). Niektore drobnoustroje sa wyspecjalizowane
w zapobieganiu aktywacji proPO poprzez wytwarzanie inhibitoréw lub innych
czynnikow zaktocajacych proteolityczng aktywacje profenoloksydazy (Daquinag i in.,
1995; Cerenius i in., 2008; Zdybicka-Barabas i in., 2014).

Kaskady enzymow proteolitycznych odgrywaja wazng role w reakcji

odporno$ciowej owadow, poniewaz sg indukowane znacznie szybciej niz odpowiedz
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immunologiczna zwigzana z ekspresja genow, czy odpowiedz komérkowa. Melanina
jest zaangazowana w proces gojenia ran przez tworzenie wigzan kowalencyjnych
w uszkodzonych tkankach, co skutkuje sklerotyzacja i twardnieniem oskérka. Ponadto
melanina bierze udzial w formowaniu noduli oraz enkapsulacji (Christensen i in.,
2005; Cerenius i in., 2008; Zdybicka-Barabas i Cytrynska, 2010; Zdybicka-Barabas
1 1in., 2014; Staczek i in., 2017). Wykazano, ze po iniekcji grzybéw nitkowatych do
hemocelu ggsienic G. mellonella dochodzi do aktywacji uktadu PO i wytworzenia
melaniny, ktéra bierze udzial w melanizacji oskdrka oraz w formowaniu noduli
(Staczek 11in., 2017). Ponadto oksydaza fenolowa petni wazng funkcj¢ w krzepnigciu
hemolimfy G. mellonella. W 2011 roku wykorzystano reakcje¢ in vitro krzepnigcia
hemolimfy (pozbawionej komodrek) do wyizolowania bialek zwigzanych z tym
procesem u barciaka. W badanym materiale zidentyfikowano skladniki kaskady
aktywujacej proPO, jak i systemu krzepnigcia. Biorgc pod uwage uzyskane rezultaty
wywnioskowano, ze te dwie odpowiedzi wspotpracuja razem, podczas tworzenia
skrzepu (Bohn, 1986; Duvic i Brehélin, 1998; Li i in., 2002; Eleftherianos i Revenis,
2011).

1.9.  Peptydy odpornosciowe owadow

U zwierzat peptydy odpornosciowe sg uwazane za pierwsza lini¢ obrony,
poniewaz biorg udziat w hamowaniu rozwoju infekcji jeszcze przed rozwinigciem jej
objawéw. Sugeruje si¢, ze w zaleznoSci od gatunku, owad wytwarza
charakterystyczny zestaw peptydow przeciwdrobnoustrojowych rdéznigcych sie
wlasciwosciami oraz mechanizmem dziatania, co wspomaga organizm w zwalczaniu

réznorodnych patogenoéw (Hetru 1 in., 1998; Cytrynska, 2009).

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs, ang. antimicrobial peptides)
zwane peptydami odpornosciowymi, to zwykle czasteczki kationowe, co wigze si¢
z obecnoscig licznych reszt argininy oraz lizyny. Klasyczne AMPs maja zazwyczaj
masy czasteczkowe od 3 do 10 kDa. Obecnie do tej grupy zostaly dotaczone takze
biatka i1 polipeptydy o znacznie wigkszych masach czasteczkowych (Otvos, 2002;
Yuantiin., 2006; Mizerska-Dudka i in., 2011). Cechg charakterystyczng kationowych,
owadzich peptydow jest to, ze 50% domen sktadajacych si¢ na peptyd ma charakter

hydrofobowy oraz hydrofilowy, dzigki czemu majg zdolno$¢ do tworzenia
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amfipatycznych konformacji w kontakcie z membrang. Oprocz peptydow
kationowych wyroznia si¢ rowniez peptydy anionowe, ktorych mechanizm dziatania
jest nieznany 1 wymaga dalszych badan. Przypuszcza si¢, ze peptydy anionowe hamujg
aktywnos$¢ rybonukleaz i indukuja tworzenie si¢ agregatow w komorkach (flokulacje).
Peptydy anionowe bogate sg zard6wno w kwas asparaginowy, jaki i w kwas
glutaminowy (Tang i in., 2008; Li i in., 2009; Mak i in., 2010; Baltzer i Brown, 2011,
Zdybicka-Barabas i in. 2012; Yi i in. 2014; Mylonakis i in., 2016; Zdybicka-Barabas
iin., 2017).

Owadzie peptydy przeciwdrobnoustrojowe, ktore syntetyzowane s3
w hemocytach oraz w ciele tluszczowym (odpowiednik funkcjonalny watroby
u ssakow) wydzielane sg do hemolimfy, gdzie biorg udziat w systemowej odpowiedzi
przeciw patogenom. Natomiast peptydy syntetyzowane w komoérkach nablonkowych
uczestnicza w reakcjach miejscowych, obejmujacych miejsce wtargnigcia
drobnoustroju lub miejsce przerwania ciggltosci warstwy okrywy ciata owada
(Cytrynska, 2009). Niektore peptydy sg rowniez eksprymowane w jelicie srodkowym
(Lehane i in., 1997; Lee i in., 2004). U bezkr¢gowcow synteza peptydow moze
odbywac si¢ konstytutywnie, ale moze tez by¢ indukowana poprzez zranienie, czy

zakazenie organizmu (Zdybicka-Barabas i in., 2017).

Bioragc pod uwage sekwencje aminokwasowg oraz strukturg przestrzenng
czasteczki, peptydy podzielono na 3 grupy, m. in. liniowe peptydy o-helikalne
pozbawione reszt cysteiny (cekropiny, peptydy moricyno-podobne), peptydy
0 strukturze stabilizowanej mostkami disiarczkowymi (defensyny, gallerimycyny),
peptydy o duzej zawarto$ci reszt proliny (Gm peptydy bogate w proling-1 i -2) lub
glicyny (gloweryny) (Cytrynska, 2009).

Mechanizm dziatania peptydow opiera si¢ przede wszystkim na
oddzialywaniu elektrostatycznym peptydu z powierzchnig blony komodrkowe;j
drobnoustroju. Kationowe peptydy przeciwbakteryjne najprawdopodobniej najpierw
zostaja przyciagnigte do ujemnie natadowanych sktadnikéw wystepujacych na
zewngtrznej otoczce bakterii Gram-ujemnych, czyli do anionowych fosfolipidow
i grup fosforanowych obecnych w lipopolisacharydzie (LPS). U bakterii Gram-
dodatnich takim miejscem sg kwasy tejchojowe znajdujace si¢ na powierzchni

drobnoustroju. W przypadku bakterii Gram-ujemnych peptyd w celu interakcji
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pomi¢dzy peptydem a lipidowymi sktadnikami blony zewnetrznej (LPS),
przemieszcza si¢ jedynie przez polisacharydowg otoczke. U bakterii Gram-dodatnich
zanim peptyd zacznie wchodzi¢ w interakcje z btong cytoplazmatyczng przechodzi nie
tylko przez polisacharydowa otoczke, ale takze przez kwasy tejchojowe
1 lipotejchojowe. Jezeli stosunek ilosci peptydow do lipidow jest maty to peptydy
ustawiajg si¢ rownolegle do btony, a gdy ilos¢ peptyddw sie¢ zwigksza to ustawiajg sie
do niej prostopadle. Nastepniec ma miejsce wstawienie peptydu do blony
cytoplazmatycznej oraz utworzenie pora. Dochodzi do zwigkszenia przepuszczalnosci
btony (permeabilizacja) oraz powstawania licznych pekni¢é, ktoére ostatecznie

prowadza do lizy komorek drobnoustroju (Brogden, 2005).

Wedtlug modelu dywanowego (ang. carpet model), zaproponowanego przez
Shai (Gazit i in., 1996). Peptydy kumulujg si¢ na powierzchni btony komorkowe;j
uktadajac si¢ rownolegle do jej ptaszczyzny. Po czym sg przyciaggane elektrostatycznie
do anionowych gléw fosfolipidow, powodujac Sciste przykrycie btony w sposob
podobny do dywanu. Po osiagnigciu stezenia progowego peptydy przyczyniaja si¢ do
destabilizacji membrany, zmniejszenia potencjatu btonowego i uwolnienia elementéw
sktadowych cytoplazmy na zewnatrz komorki bakteryjnej. W wyniku zerwania wigzan
lipidowych dochodzi do naruszenia warstwy lipidowej i utworzenia miceli,
zawierajace] fragmenty btony lipidowej (Ostolaza i in., 1993; Brogden, 2005;
Mizerska-Dudka i in., 2011; Janiszewska, 2014).

W modelu pier$cieniowym (ang. toroidal model) peptydy agreguja i indukuja
btone¢ do zginania si¢, az do momentu utworzenia pora (Ludtke i in., 1996; Huang
iin., 2004; Qianiin., 2008; Wimley i Hristova, 2011). Hydrofilowe regiony peptydow
oddziatujg z resztami fosfolipidowymi btony, a regiony hydrofobowe z lipidami.
Whnetrze pora wysciela btona komérkowa (Jenssen i in., 2006; Mizerska-Dudka i in.,
2011).

Model klepek beczki (ang. barrel-stave model) zostat zaproponowany przez
Rapaport i Shai w 1991 roku (Wimley i Hristova, 2011). W tym modelu przytaczone
peptydy agreguja i wbudowuja si¢ prostopadle do blony komorkowej. Peptydy te
scisle przylegaja do siebie tak, ze regiony hydrofobowe peptydu asocjuja z lipidami
btonowymi, a regiony hydrofilowe peptydu skierowane sg do $wiatta uformowanego

kanatu (Brogden, 2005; Mizerska-Dudka i in., 2011).
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W badaniach wykazano, ze aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydow
odpornosciowych moze by¢ zwigzana z zaburzeniem roznych istotnych proceséw
komorkowych, np. replikacji, transkrypcji i translacji (Nguyen i in., 2011). Ponadto
niektore peptydy moga by¢ zaangazowane w hamowanie procesu tworzenia przez
bakterie biofilmu, redukujac jego mas¢ o polowe w poréwnaniu do kontroli. Takie
wlasciwosci sprzyjaja ich interakcjom z ujemnie natadowanymi lipofilowymi
membranami komorek bakteryjnych i w konsekwencji bezposredniej destrukcji

mikroorganizmow.

Owadzie peptydy wykazujg szerokie spektrum dziatania, przeciw bakteriom,
wirusom, grzybom oraz pasozytom. Biorg rowniez udzial w wigzaniu
i neutralizowaniu endotoksyn oraz immunomodulacji poprzez wywotywanie migracji,
proliferacji komorek, a takze moga wywota¢ uwalnianie cytokin i chemokin (Kruse
I Kristensen, 2008; Mylonakis i in., 2016). Co wigcej, peptydy odpornosciowe
posiadaja zdolno$¢ do stymulacji procesu gojenia ran, a takze ochrony organizmu
przed degradacja tkanek, poprzez hamowanie aktywno$ci enzymdéw wytwarzanych
przez mikroorganizmy (Boman, 2003; Hancock i Diamond, 2000). Peptydy
odpornosciowe moga takze powodowac aktywacje fosfolipaz degradujacych
fosfolipidy btony komorkowej oraz aktywowac autolizyny (Brogden, 2005). Niektore
peptydy charakteryzujg si¢ dziataniem przeciwnowotworowym, z czym wigze si¢ duze
nadzieje, gdyz moga wykazywa¢ mniej skutkéw ubocznych od dotychczas

stosowanych substancji (Jozefiak i Engberg, 2017).

Owadzie peptydy odpornosciowe posiadaja duzy potencjat do zastosowania
ich w medycynie. Zaleta ich jest maty rozmiar, szybko$¢ dziatania, szerokie spektrum
dzialania wobec bakterii oraz mate prawdopodobienstwo rozwinigcia opornosci
drobnoustroju (Hancock i Sahl, 2006; Peschel i Sahl, 2006; Wimley i Hristova, 2011).
Peptydy nie moga by¢ przyjmowane doustnie, jednak wcigz mogg by¢ podawane
miejscowo lub poprzez iniekcj¢ (Wimley i Hristova, 2011). Co ciekawe naukowcy
sugeruja, ze znakowane radioizotopem peptydy odpornosciowe, podczas tomografii
komputerowej moga uwidacznia¢ skupiska bakteryjne, $wiadczace o rozwoju stanu
zapalnego (Kamysz i in., 2005; Janiszewska, 2014). Peptydy odporno$ciowe moga by¢
stosowane zamiast antybiotykow w ektopowych terapiach oraz w potaczeniu

z antybiotykiem, w celu przywrdcenia podatnosci szczepdéw wielolekoopornych
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patogenow. Dodatkowo peptydy moga stuzy¢ jako szablony do projektowania
peptydomimetykow (Mylonakis i in., 2016). Co wigcej, moga by¢ rowniez stosowane
jako immunomodulatory, czy tez jako czynniki neutralizujace endotoksyny (Marr i in.,
2006). Peptydy owadzie sa badane réwniez pod katem zastosowania ich jako
zwigzkOow przeciwpasozytniczych, poniewaz owady dysponuja mechanizmami
nabytymi w procesie ewolucji przezwyci¢zajacymi infekcje pasozytnicze (Pretzel i in.,

2013).

Przy wprowadzaniu peptydow do przemyslu mozna napotka¢ liczne
ograniczenia, m. in. potrzebne sg duze ilosci peptydow do badan wstgpnych, co wigze
si¢ ze znacznym naktadem finansowym przeznaczonym na ich produkcje. Dzigki
poznaniu mechanizmu dziatania peptydow byloby mozliwe zaprojektowanie
czasteczek charakteryzujacych si¢ silnym dziataniem, prosta budowag i krotka
sekwencja, co znacznie obnizyloby koszty produkcji. Ponadto istotng kwestig jest
stabilno$¢ peptydoéw (szczegolnie linearnych), poniewaz czesto proteazy gospodarza
moga przeprowadza¢ ich proteolize. Kolejnym utrudnieniem jest aktywno$¢
przeciwbakteryjna peptydow w  komorkach  bakterii, podczas produkcji
heterologicznej, co skutkuje niepoprawnym faldowaniem peptydow i zaburzeniem ich
funkcji (Mylonakis i in., 2016; Wimley i Hristova, 2011). Dodatkowo brak
parametryzacji waznych czynnikdw regulujacych i determinujacych aktywno$¢
peptydow przeciwdrobnoustrojowych utrudnia ich racjonalne projektowanie (Wimley
i Hristova, 2011). Obecnie nie ma danych potwierdzajacych korelacje¢ struktury
peptydow odpornosciowych, a ich mechanizmem dziatania 1 poziomem aktywnosci
(Bahar i Ren, 2013; Jenssen i in., 2006). Réwniez do wdrozenia peptydow konieczne
jest poznanie ich struktury drugorzedowej, co pozwoli na okreslenie ich funkcji
1 mechanizmu dziatania (Gottler i Ramamoorthy, 2009). Kolejnymi ograniczeniami,
na ktore nalezy zwrdci¢ uwage jest toksycznos¢ w stosunku do ssaczych komorek oraz
mozliwo$¢ wywotywania alergii (Hancock i Sahl, 2006; Baltzer i Brown, 2011).
Mniejsze peptydy wykazuja nizsza toksyczno$¢ w stosunku do komorek
eukariotycznych, sg bardziej stabilne oraz charakteryzuja si¢ wigksza aktywnoscia, co
potencjalnie rowniez obniza koszty produkcji. W celu poprawienia stabilno$ci
1 zmniejszenia toksyczno$ci rozwaza si¢ podawanie peptydow zamknigtych

w liposomach w wyniku procesu enkapsulacji (McPhee i in., 2005).
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1.10. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe G. mellonella

System odpornosciowy G. mellonella jest zdolny do odrézniania r6znych klas
drobnoustrojéw. W immunizowanej hemolimfie gasienic barciaka wickszego
G. mellonella zidentyfikowano kilkanascie peptydow przeciwdrobnoustrojowych.
Oczyszczone peptydy byty badane pod katem ich aktywnosci skierowanej przeciw
bakteriom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym, a takze przeciw drozdzom i grzybom
nitkowatym. Zaobserwowano, ze peptydy odpornosciowe syntetyzowane przez
barciaka roznig si¢ pl, sekwencjg aminokwasow I aktywnos$cia, co sugeruje ztozonos¢

odpowiedzi odpornosciowej u tego owada (Cytrynska i in., 2007).

Gallerimycyna, czyli peptyd defensyno-podobny wykazuje podobienistwo do
dwoch peptydéw przeciwgrzybiczych, tj. do drosomycyny D. melanogaster oraz
heliomycyny Heliothis virescens. Rekombinowany peptyd gallerimycyny wykazuje
aktywnos¢ przeciw grzybowi Metarhizium anisopliae, ale nie wykryto aktywnosci
skierowanej w stosunku do drozdzy oraz bakterii (Schuhmann i in., 2003). Ekspresja
tego peptydu zwigksza si¢ w ciele thuszczowym owada po immunizacji C. albicans,
B. bassiana, a takze w wyniku rozpoznania LPS (Schuhmann i in., 2003; Bergin i in.,
2006; Wojda i in., 2009).

Galiomycyna (Gm defensyna) o masie czasteczkowej 4,7 kDa, byta po raz
pierwszy oczyszczona przez Lee 1 wspotpracownikow w 2004 roku z hemolimfy
gasienic G. mellonella immunizowanych Gram-ujemna bakterig E. coli. Peptyd ten
sktada si¢ z 43 reszt aminokwaséw, w tym z 6 cystein. Co ciekawe, ekspresja
galiomycyny zwigkszata si¢, nie tylko w ciele tluszczowym, ale takze w jelicie
srodkowym (Lee i in., 2004; Zdybicka-Barabas i in., 2017). Dodatkowo ekspresja
peptydu zwicksza si¢ pod wptywem B. bassiana oraz C. albicans (Bergin i in., 2006;
Wojda i in., 2009). Badania in vitro ujawnily jej aktywno$¢ przeciw grzybom
nitkowatym, drozdzom oraz niektérym bakteriom (Lee i in., 2004; Bergin i in., 2006;
Cytrynska 1 in.,, 2007). Pierwotna struktura peptydu wykazuje okoto 90,7%
podobienstwa do wspomnianej juz heliomicyny H. virescens (Lee i in., 2004,
Zdybicka-Barabas i in., 2017).

U G. mellonella opisano dwie cekropiny, zasadowa cekroping A 0 masie
czasteczkowej 4, 16 kDa i pl 10,38, a takze neutralng cekroping D 0 masie 4,2 kDa
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i pl 6,47. Cekropina A zostala wykryta w hemolimfie po zakazeniu owadoéw
bakteriami E. coli. Udowodniono, ze peptyd ten syntetyzowany jest w formie
prepropeptydu, a dojrzala czasteczka sktada si¢ z 37 reszt aminokwaséw. Cekropina
ta jest aktywna przeciw Gram-ujemnej bakterii E. coli, Gram-dodatniej bakterii
B. subtilis oraz grzybowi A. niger (Kim i in., 2004; Cytrynska i in., 2007). Cekropina
D (peptyd cekropino-D-podobny) wykazuje aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
wobec licznych bakterii, zarowno Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, a takze dziata
przeciw A. niger (Cytrynska i in., 2007; Zdybicka-Barabas i in., 2019). Niedawno
wykazano, ze cekropina D G. mellonella bardzo szybko wigze si¢ z komorkami E.
coli. Oddziatuje gtéwnie z LPS bakterii, ale przypuszczalnie takze z innymi
sktadnikami lipidowymi otoczek bakterii. Pod wptywem peptydu obserwowano efekt
uporzadkowania si¢ tancuchow lipidowych. Interakcja z peptydem powodowata
zmiang w topografii komorek, permeabilizacje blony komorkowej E. coli oraz

skutkowata uszkodzeniami wewnatrzkomérkowymi (Zdybicka-Barabas i in., 2019).

Gm peptyd bogaty w proling-1 o masie czasteczkowej 4,3 kDa zawiera
w swojej strukturze pie¢ reszt proliny (13,5%), a Gm peptyd bogaty w proling-2
0 masie 4,9 kDa ma ich wigcej (26,2%). Przy czym peptyd bogaty w proling-2 ma
unikalng sekwencj¢ aminokwasowa, dlatego tez nie znaleziono jego homologow.
Owadzie peptydy bogate w proling zwykle zawieraja charakterystyczny dla
krotkotancuchowych peptydéw tej grupy motyw typu PRP, ktorego brak u tych
peptydow. Jednak mozna je zaklasyfikowa¢ do dlugotancuchowych, gdyz zawieraja
motyw PR oraz KP. Gm peptydy prolinowe wykazujg aktywno$¢ wobec bakterii
Gram-dodatnich oraz wobec grzybow (Casteels, 1998; Bulet i in., 1999; Mak i in.,
2001; Cytrynska i in., 2007). Na podstawie teoretycznego punktu izoelektrycznego
stwierdzono, ze peptyd bogaty w proling-1 (pl 11,0) i bogaty w proling-2 (pl 9,97)
mogg naleze¢ do peptydéw kationowych (Cytrynska i in., 2007).

Po raz pierwszy moricyng wyizolowano z hemolimfy ggsienic Bombyx mori
(Zdybicka-Barabas i in., 2017). U barciaka wigkszego odkryto 8 genéw kodujacych
7 r6znych peptydow moricyno-podobnych. Peptydy te dziatajg zwlaszcza przeciw
grzybom nitkowatym. Dodatkowo w mniejszym stopniu przeciw drozdzom oraz
bakteriom (Brown i in., 2008; Wojda, 2017). Posréd transkryptéw tego owada

zidentyfikowano 5 gloweryn indukowanych immunologicznie (Vogel i in., 2011;
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Wojda, 2017). Warto podkresli¢, ze gloweryny i moricyny zostaty zidentyfikowane
jedynie u Lepidoptera (Yi i in., 2014).

Oprécz peptydow kationowych u Galleria zidentyfikowano peptydy
anionowe. Gm peptyd anionowy-1, o masie czasteczkowej 4,8 kDa i punkcie
izoelektrycznym 4,51, zawiera w swojej strukturze 5 reszt proliny (11,9%). Natomiast
Gm peptyd anionowy-2 ma mas¢ czasteczkowa 6,9 kDa, a jego pl wynosi 4,79.
Wymienione peptydy sa aktywne w stosunku do bakterii Gram-dodatnich oraz
grzybow (Mak i in., 2001; Lee i in., 2004; Cytrynska i in., 2007; Brown i in., 2008
Nguyen i in., 2011). W badaniach opublikowanych w 2012 roku zauwazono, ze peptyd
anionowy-2 jest syntetyzowany konstytutywnie na bardzo wysokim poziomie (10-12
uM), jednak wykazuje niskg aktywnos¢ przeciwbakteryjng. Udowodniono, ze peptyd
anionowy-2 i lizozym mogg dziata¢ synergistycznie wobec bakterii Gram-ujemnych.
Dzigki tym czynnikom immunologicznym wystepujacym w hemolimfie, gasienice sg
chronione przed zakazeniem wywotanym przez bakterie Gram-ujemne we wczesnych
etapach infekcji (Zdybicka-Barabas i in., 2012).

Gm apolipoforycyna to C-koncowy fragment apolipoforyny I, 0 masie
czasteczkowej 5,7 kDa i pl 9,6. Sposrdd badanych patogendw peptyd ten hamuje
w niewielkim stopniu wzrost jednej bakterii (L. monocytogenes). Moze to sugerowacé,

ze peptyd ten nie bierze udziatu w bezposrednim zabijaniu drobnoustrojow.

Wiele z opisanych peptydow jest wykrytych jedynie na poziomie peptydu,
bez identyfikacji ich transkryptéw. Dotyczy to apolipoforycyny, peptydu anionowego-
1, peptydu heliocyno-podobnego oraz peptydu cekropino-D-podobnego (Cytrynska
i in., 2007; Brown i in., 2009; Mak i in., 2010; Wojda, 2017).

1.11. Apolipoforyna 11l

Jednym z waznych sktadnikow odpowiedzi immunologicznej G. mellonella
jest apolipoforyna Il (apoLp-III), ktora wystepuje w duzym stezeniu w hemolimfie
owada. Biatko nalezy do rodziny wymiennych apolipoprotein opisanych zaréwno
u kregowcow, jaki u bezkrggowcow. Cechg wspolng tych biatek jest obecno$c

w strukturze czasteczki amfipatycznych a-helis (Narayanaswami i Ryan, 2000).
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Apolipoforyna III jest biatkiem termostabilnym, rozpuszczalnym w wodzie,
o masie czasteczkowej od 17 do 20 kDa w zalezno$ci od gatunku owada.
U G. mellonella zidentyfikowano jg zarowno na poziomie genowym, jak i biatkowym
(Niere i in., 1999, 2001). ApoLp-11I G. mellonella, o masie okoto 18 kDa, wystepuje
w trzech izoformach rézniacych si¢ wartosciami punktu izoelektrycznego, ale o bardzo
zblizonych masach czasteczkowych (Chino i Yazawa, 1986; Van der Horst i in., 1991;
Wiesner i in., 1997; Zdybicka-Barabas i Cytrynska, 2011, 2013). Apolipoforyny
owadow sg homologiczne pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym z ssaczg
apolipoproteing E (apo E), ktora wchodzi w sktad LDL (lipoprotein o niskiej gestosci)
(Wiesner i in., 1997; Whitten i in., 2001; Andrejko i in., 2005).

Apolipoforyna 11l owadoéw jest biatkiem wielofunkcyjnym i wystepuje
w dwoch réznych stanach konformacyjnych, tj. postaci globularnej (nie zwigzanej
z lipidami) oraz formie zwigzanej z lipidami (Dettloff i in., 2001; Whitten i in., 2004).
W 1997 roku zauwazono, ze zmiana konformacji apoLp-III moze stanowi¢ sygnat do
aktywacji odpowiedzi odpornosciowej lub jej wzmocnienia (Wiesner i in., 1997).
Zasugerowano takze, ze biatko to przyczynia si¢ do odpowiedzi odpornosciowej
owada tylko po utworzeniu kompleksu z lipidem (Halwani i in., 2001). Co wigcej,
apolipoforyna III uczestniczy w metabolizmie lipidow, a zwigzane jest to z tym, ze
wraz lipoforyna, ktéra zaangazowana jest w transport lipidow w hemolimfie owadow,
tworzy kompleks LDL. Po przytaczeniu si¢ do wspomnianego kompleksu
diacylogricelolu (pochodzacego z ciata tluszczowego), jest on transportowany do
migsni, gdzie ulega hydrolizie do wolnych kwasoéw ttuszczowych (Wiesner i in., 1997,
Niere i in., 2001; Weers i Ryan, 2006). Oba procesy, transport lipidow i reakcje
odpornosciowe, w ktérych uczestniczy apoLp-III sa ze soba powigzane i konkuruja

o bialko (Adamo i in., 2007; Zdybicka-Barabas 1 Cytrynska, 2013).

Ponadto uwaza si¢, ze apoLp-III jest jednym z receptoréw rozpoznajacych
molekularne determinanty patogendw (PRRs), czyli ma zdolno$¢ wigzania si¢ do
sktadnikéw powierzchniowych $ciany komorkowej drobnoustrojoéw, takich jak LPS,
kwasy lipotejchojowe (LTA) oraz B-1,3-glukan. Cecha ta wskazuje na jej udziat
w opsonizacji i detoksykacji toksyn patogenéw (Halwani i in., 2000; Whitten i in.,
2004; Leon i in., 2006; Ma i in., 2006). ApoLp-III bierze udziat w odpowiedzi

komorkowej poprzez oddziatywanie, zaro6wno z powierzchniag komorek
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drobnoustrojéw, jak i z powierzchnig hemocytow (granulocytow i plazmatocytow)
modyfikujac ich wtasciwosci adhezyjne, co moze wptywaé na przebieg procesu
fagocytozy (Wiesner i in., 1997; Whitten i in. 2004; Zdybicka-Barabas i Cytrynska,
2013).

ApoLp-I1l uznawana jest za czasteczke ,,sygnalowa”, poniewaz uczestniczy
w przekazywaniu informacji o infekcji w organizmie. ApoLp-Ill G. mellonella ma
zdolnos$¢ do wigzania si¢ z kwasami nukleinowymi uwalnianymi z uszkodzonych
komorek i tkanek. Po potaczeniu zewnatrzkomorkowe kwasy nukleinowe sg sygnatem
zagrozenia w reakcjach obronnych owadoéw dla ochrony przed zainfekowaniem

organizmu bakteriami (Altancicek i in., 2008).

Ponadto apoLp-III odpowiada za indukcj¢ ekspresji peptydéow i biatek
odpornos$ciowych. Stymuluje ich aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, uczestniczy
w regulacji krzepnigcia hemolimfy oraz dziatania uktadu oksydazy fenolowej.
W obecnos$ci apoLp-1II wzrasta aktywnos¢ muramidazy lizozymu oraz wzmagana jest
aktywnos¢ przeciwbakteryjna hemolimfy gasienic G. mellonella (Zdybicka-Barabas
i Cytrynska, 2013). Warto wspomnie¢, ze apoLp-l1ll G. mellonella zwigksza
aktywnos¢ lityczng EWL przeciw Micrococcus luteus, a takze aktywno$¢ syntetycznej
cekropiny A wobec Gram-ujemnej bakterii E. coli (Halwani i Dunphy, 1999; Park
1in., 2005; Cytrynska i in., 2007).

1.12. Lizozym

Owadzi lizozym (EC 3.2.1.17) po raz pierwszy zidentyfikowany u pszczoty
miodnej (Mohrig i Messner, 1968; Kanost i in., 1990) nalezy zwykle do
typu ¢ podobnie jak lizozym biatka jaja kurzego, rzadko do typu i, ktoéry rowniez
wystepuje u bezkregowcow (Hultmark, 1996; Sowa-Jasitek i in., 2016). Bialko to
odgrywa wazng role w ukladzie odpornosciowym zaré6wno kregowcow, jak
i bezkregowcoOw, szczegbélnie u motyli (Lepidoptera), m. in. u G. mellonella,
H. cecropia oraz M. sexta, (Chadwick i Aston, 1991; Hultmark, 1996; Cytrynska i in.,
2007). U Lepidoptera lizozym jest obecny w hemolimfie na niskim poziomie,
natomiast po immunizacji bakteriami lub grzybami jego poziom oraz aktywno$¢

wyraznie wzrasta (Cytrynska i in., 2007; Mak i in., 2010; Sowa-Jasitek i in., 2014).
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Lizozym G. mellonella (14,03 kDa; pl 9,28) wystepuje konstytutywnie
w hemolimfie na poziomie 0,76 puM (£ 0,17), a po immunizacji owadoéw bakteriami
E. coli wzrasta do 4,41 uM. Lizozym ten zawiera 121 aminokwasoéw i wykazuje
aktywnos$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich oraz stosunkowo niska aktywnos$¢ wobec
wybranych bakterii  Gram-ujemnych, np. E. coli, Salmonella paratyphi,
S. choleraesuis (Yu i in., 2002; Mak i in., 2010; Zdybicka-Barabas i in., 2012; Sowa-
Jasilek, 2014). Dziatanie przeciwbakteryjne lizozymu jest zwigzane z enzymatyczng
aktywnoscia muramidazy i polega na hydrolizie wigzania B-1,4-glikozydowego
obecnego w peptydoglikanie $ciany komodrkowej bakterii, pomi¢dzy kwasem
N-acetylomuraminowym i N-acetyloglukozaming (GICNACc), co prowadzi do lizy
bakterii. Ponadto dziatanie skierowane przeciw bakteriom moze wigzaé si¢
z aktywnoscig nieenzymatyczng lizozymu, ktéra podobna jest do aktywnosci
kationowych peptydow odpornosciowych (Cytrynska, 2007; Sowa-Jasitek, 2014).
Opisano takze dziatanie przeciwgrzybicze lizozymu G. mellonella przeciw
Saccharomyces cerevisiae oraz C. albicans (Sowa-Jasitek, 2014). Sugeruje sie, ze
dziatanie przeciwgrzybowe wynika z bezposredniego wigzania si¢ lizozymu do
mannanow obecnych w $cianie komodrkowej drozdzy, co prowadzi do zmniejszenia
ich zywotno$ci oraz do aktywacji lub rozregulowania enzymoéw autolitycznych
grzybow (Marquis i in., 1982, 1991, 1993; Nishiyama i in., 2001; Sowa-Jasilek i in.,
2016). Ponadto u owadow lizozym zaangazowany jest w aktywacj¢ szlaku Toll oraz
uktadu oksydazy fenolowej (Park i in., 2007; Freitak i in., 2007; Povey i in., 2009;
Cotter i in., 2008; Rao i in., 2010).

1.13. Indukowalny inhibitor metaloproteinaz

Indukowalny inhibitor metalopeptydaz (G. mellonella) (nr 108.006 w bazie
MEROPS) znany takze pod skrotem IMPI, czy tez jako indukowalny inhibitor
metaloproteinaz (G. mellonella) Iub owadzi inhibitor metalopeptydaz ma mase
czasteczkowy 8,36 kDa i nalezy do klanu 1A, do rodziny I8 (zawierajacej inhibitory
serynowych i metaloendopeptydaz). Jest czasteczka odporng na dziatanie temperatury.
IMPI zostal zidentyfikowany u barciaka wigkszego w 1998 roku przez Wedde
1 wspotpracownikéw (Wedde 1 in., 1998). Obecnie jest jedynym specyficznym

inhibitorem metaloproteinaz drobnoustrojow, opisanym u zwierzat. Hamuje dziatanie
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termolizyny, bacillolizyny, pseudolizyny oraz ludzkie metaloproteinazy macierzy
pozakomorkowej (MMP1 oraz MMP3, www.uniprot.org).

W 2004 w wyniku badan potwierdzono, ze podczas humoralnej odpowiedzi
odporno$ciowej gasienic G. mellonella dochodzi do indukcji ekspresji IMPI.
Uzyskana sekwencja IMPI nie wykazywatla podobienstwa do sekwencji inhibitorow
tkankowych metaloproteinaz (TIMPs) lub innych naturalnych inhibitorow
metaloproteinaz. Natomiast rekombinowany IMPI swoi$cie hamowat metaloproteazy
termolizyno-podobne, ale nie metaloproteinazy macierzy. Biorgc pod uwage uzyskane
wyniki stwierdzono, ze IMPI jest nowym typem biatka immunologicznego, ktdre jest
indukowane podczas humoralnej odpowiedzi odpornosciowej barciak wigkszego.
Jego dzialanie ma na celu inaktywacj¢ wydzielanych przez drobnoustroje

metaloproteaz termolizyno-podobnych (Wedde i in., 1998; Clermont i in., 2004).

47



2. CELE PRACY

Uruchomienie humoralnych reakceji odpornosciowych gospodarza ma na celu
przezwyci¢zenie infekcji. Do takich procesow u bezkrggowcow zalicza si¢ m.in.
aktywacje ukladu oksydazy fenolowej oraz indukcje syntezy peptydow
o wilasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. U owadoéw peptydy syntetyzowane sg
gléwnie w ciele thuszczowym i1 hemocytach, skad w dalszym etapie uwalniane sg do
hemolimfy, gdzie biorg udziat w systemowej odpowiedzi odpornosciowej organizmu.
Stwierdzono, ze po zakazeniu ggsienic G. mellonella r6znymi bakteriami i grzybami
obserwowane sg roznice w zestawie peptydow 1 kinetyce ich pojawiania si¢
w hemolimfie (Mak i in., 2010). W ostatnich latach gasienice G. mellonella sa
z powodzeniem stosowane jako model badawczy w badaniach patogennosci
I czynnikow wirulencji drobnoustrojow chorobotworczych dla cziowieka w tym,

bakterii P. aeruginosa.

Badania in vivo realizowane w Zaktadzie Immunobiologii dowiodly, ze
zakazenie ggsienic bakteriami Pseudomonas powoduje indukcj¢ syntezy peptydow
odpornosciowych, podobnie jak iniekcja do hemocelu owada komorek bakterii
saprofitycznej E. coli. Ponadto zaobserwowano, ze szczepy Pseudomonas
charakteryzujace si¢ odmiennym profilem enzymoéw proteolitycznych wywoluja
zroznicowang reakcje uktadu odpornosciowego G. mellonella na infekcje (Andrejko

i in., 2014).

Podjete badania przedstawione w niniejszej pracy, stanowigce kontynuacje
wczesniejszych wstepnych doswiadczen, mialy na celu przesledzenie wybranych
aspektow wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej G. mellonella po zakazeniu ggsienic
dwoma szczepami bakterii P. aeruginosa (entomopatogennym oraz izolatem
klinicznym) oraz po iniekcji do hemocelu bakteryjnego czynnika wirulencji —

alkalicznej proteazy (aeruginolizyny).
Celem niniejszej pracy byto:

e przeanalizowanie poziomu (analiza ilosciowa) oraz zidentyfikowanie
(analiza  jakos$ciowa)  peptydow  przeciwdrobnoustrojowych

pojawiajacych si¢ w hemolimfie ggsienic G. mellonella zakazonych
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badanymi szczepami P. aeruginosa, z uwzglednieniem badan
poréwnawczych aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej oraz profili
biatkowo-peptydowych hemolimfy zakazonych gasienic.

przesledzenie humoralnych reakcji odporno$ciowych owada
w odpowiedzi na iniekcje niewielkiej dawki proteazy alkalicznej jako
induktora odpowiedzi immunologicznej. WSsréd analizowanych
parametrow hemolimfy  nalezy =~ wymieni¢: aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa, aktywno$¢ ukladu oksydazy fenolowe;j
w warunkach in vivo oraz in vitro, profil biatkowo-peptydowy oraz

identyfikacj¢ peptyddéw/biatek odpornosciowych.
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3. MATERIALY Il METODY STOSOWANE W

BADANIACH
3.1.  Stosowane odczynniki
Odczynniki i materialy Producent
akrylamid, albumina surowicy wotowej (bovine serum albumin), | Sigma-Aldrich,
. . -~ Niemcy, Stany
amfoterycyna B, barwnik Coomasie Brilliant Blue G, BCIP (5-bromo-4- | _.
Zjednoczone

chloro-3-indolilofosforan), cekropina B, CHAPS (Cs2HsgN207S), chlorek
magnezu (MgCly), chlorek wapnia (CaCl,), dichlorometan (CH.Cl,), DMF
(N,N-dimetyloformamid), EDTA (edetic acid), jodoacetamid (C,H4INO),
ksylen (CgHio), kolumna chromatograficzna (Discovery Bio Wide Pore
C18 300A), L-DOPA
Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698, lizozym bialka jaja kurzego (EWL,

(L-3,4-dihydroksyfenyloalanina), liofilizat
egg white lyzozyme), n-heksan (CesH14), octan etylu (C4H802), przeciwciata
antykrolicze sprzegnicte z alkaliczng fosfatazg (Anti-Rabbit 1gG (whole
molecule) — Alkaline Phosphatase), siarczan streptomycyny (streptomycin
sulfate salt), strzykawka Hamilton®, TFA (trifluoroacetic acid, C;HF30,),
Tris (ang. Trizma® hydrochloride), trycyna (CeH13NOs),

alkohol etylowy (C:HsOH), biekit
diwodorofosforan (V) potasu (KH2PO.), diwodorofosforan (V) sodu
(NaH2PQ,4), wodofosforan di-sodu (Na;HPOQ,), glicerol (CH,OH-CHOH-
CH,0H), kwas solny (HCI), metanol (CH3OH), siarczan amonu (NH4)2SOa4,

glutaminian sodu

bromofenolowy (C1sH1005Br4S),

POCh S.A., Polska

bis-akrylamid (N,N’-metyleno-bis-akrylamid), SDS (dodecylosiarczan sodu),

nadsiarczan amonu ((NHa)2S20s)

MP Biomedicals,

Francja

membrany PVDF Immobilon®-P, Triton® X-100

Merck-Millipore,

Niemcy

bibuta Whatman, DE52 Whatman (diethyloaminoethylo cellulose)

GE Healthcare
Life Sciences, UK

blekit R-250
fenylotiomocznik (C7HgN2S), chlorek amonu (NH4CI)

Coomasie (Coomassie  Brilliant Blue R-250), N-

Fluka, Szwajcaria

chlorek potasu (KCI), chlorek sodu (NaCl), glicyna (kwas aminooctowy,
C2HsNO,), kwas octowy (CH3COOH), mocznik (CH4N20), sacharoza
(C12H22011)

Firma Chempur,
Polska

agar bakteriologiczny

BTL Spéika z o.0.,
Polska

amfolity (Bio-Lyte® 6/8 Ampholyte), biatka markerowe Polypeptide SDS-
PAGE Molecular Weight Standards Low Range, biatka markerowe Precision
Plus Protein Standards All Blue, odczynnik Bradford (Bio-Rad Protein Assay

Bio-Rad, Stany

Zjednoczone
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Dye Reagent Concentrate), olej mineralny, zele do ogniskowania

izoelektrycznego (ReadyStrip™ IPG Strips)

NBT (chlorek nitrobtekitu tetrazolowego)

Biomol GmbH,
Niemcy

pozywka LB

BIOCORP Spétka

Z 0.0., Polska

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametylo-etylenodiamina)

Thermo Fisher
Scientific, Stany
Zjednoczone

2-merkaptoetanol

MP Biomedicals,

Francja

3.2.  Stosowane bufory
Bufor do réwnowazenia I:

e 0,375 M Tris-HCI pH 8,8
e 6 M mocznik

e 20% glicerol

e 2% SDS

e 0,13MDTT

Bufor do rdwnowazenia I1:

e 0,135 M jodoacetamid

e 0,375 M Tris-HCI pH 8,8
e 6 M mocznik

e 20% glicerol

e 2% SDS

Bufor do zelu (elektroforeza trycynowa):

e 3M Tris-HCI pH 8,45
e 0,3% SDS

Bufor elektrodowy do elektroforezy glicynowej:

o 1,44% glicyna
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e 0,3% Tris
e 0,1% SDS

Bufor elektrodowy do elektroforezy natywnej/ do transferu:

e 25 mM Tris
e 192 mM glicyna

Bufor fosforanowy pH 6,5:

e 50 mM NaxHPO4
e 50 mM NaH2PO4

Bufor katodowy:

e 0,1M Tris-HCI pH 8,3
e 0,1% SDS
e 0,1M trycyna

Bufor probkowy redukujacy do elektroforezy glicynowej:

e 125 mM bufor Tris-HCI pH 6,5
e 20% glicerol

e 4% SDS

o 3%DTT

e 0,002% biekit bromofenolowy

Bufor probkowy nieredukujacy (do zymografii):

e 125 mM Tris-HCI pH 65

e 20% glicerol

e 4% SDS

e 0,16% blekit bromofenolowy

Bufor probkowy do elektroforezy trycynowe;:

e 50 mM Tris-HCI pH 6,8
e 12% glicerol
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e 4% SDS
e 2% 2-merkaptoetanol
e 0,01% Coomasie Brilliant Blue G

Bufor Sorrensena:

e 66 MM NaxHPO4
e 66 MM KH2PO4

Bufor TBS:

e 10 mM Tris-HCI pH 7,4
e 0,9% NaCl
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3.3.  Drobnoustroje uzyte w do§wiadczeniach

e Dbakterie P. aeruginosa ATCC 27853 (szczep entomopatogenny)
pochodzace z kolekcji drobnoustrojow Zakladu Immunobiologii
UMCS Lublin,

e Dbakterie P. aeruginosa 02/18 (szczep kliniczny) z Departamentu
Mikrobiologii i Epidemiologii Wojskowego Instytutu Higieny
I Epidemiologii w Warszawie,

o bakterie E. coli K12, szczep D31 streptomycyno- i ampicylino-oporny
(CGSC565, E. coli Genetic Stock Centre, New Haven, Stany
Zjednoczone, Boman i in., 1974),

e Dbakterie B. circulans ATCC 61 pochodzace z kolekcji drobnoustrojow
Zaktadu Immunobiologii UMCS Lublin,

e grzyb A. niger 71 pochodzacy z kolekcji drobnoustrojéw Zaktadu
Immunobiologii UMCS Lublin.

3.4. Metody stosowane w badaniach

3.4.1. Hodowla owadow

Modelem doswiadczalnym stosowanym w badaniach odpowiedzi
immunologicznej byly gasienice barciaka wickszego G. mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae), ktore pochodzity z hodowli prowadzonej w Zaktadzie Immunobiologii
w sposob ciggly, w $cisle kontrolowanych warunkach. Larwy barciaka wigkszego
hodowano w termostatach w temperaturze 28 °C, w ciemnosci, przy wilgotnosci
powietrza wynoszacej 60-80%, na plastrach pszczelich pozbawionych miodu i czerwi
(woszczynie pszczelej). W doswiadczeniach stosowano larwy z siddmego stadium

wylinkowego o wadze 250-300 mg.

3.4.2. Podloza do hodowli drobnoustrojéw

Podtoze Luria-Bertani Broth (LB) stosowane do hodowli bakterii
przygotowywano zgodnie z zaleceniami producenta. Podloze LB rozpuszczano
w wodzie dejonizowanej (20 g/ 1), rozlewano po 5 ml do probdéwek 1 jalowiono przez
15 minut w 121°C. W pozywce Zrodlem azotu, wegla, siarki, sktadnikoéw mineralnych

1 witamin potrzebnych do wzrostu bakterii byt pepton kazeinowy (trypton 10g/1) oraz
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ekstrakt drozdzowy (5 g/1). Natomiast odpowiednie stezenie elektrolitow zapewniat
chlorek sodu (5g/l). Bakteric namnazano w pozywce LB w temperaturze 37°C

z wytrzasaniem przy 120 rpm.

Pozywka minimalna (M9) skfada si¢ z minimalnej ilosci soli, ktéra moze by¢
suplementowana dodatkowymi zrodtami wegla i aminokwasow. Do wzrostu bakterii
Pseudomonas stosowano pozywke zawierajagcg mineraty NazHPO4 (0,04 M), KH2PO4
(0,02 M), NaCl (0,008 M) oraz NH4ClI (0,02 M). Dodatkowo pozywke wzbogacano
glutaminianem sodu (0,13 M), chlorkiem wapnia (0,01 M) oraz glicerolem (0,1 M).
Sktadniki pozywki poddawano sterylizacji przez 30 minut w 121°C za pomoca

autoklawu. Bakterie hodowano w temperaturze 37°C z wytrzasaniem przy 120 rpm.

Do badania aktywnosci przeciwgrzybowej hemolimfy owadow za pomoca
metody dyfuzyjnej stosowano podloze PDA. Do utartych ziemniakoéw (509)
dodawano 11 wody dejonizowanej i otrzymany roztwor jalowiono przez 30 min
w temperaturze 121°C w autoklawie. Nastepnie po przefiltrowaniu przez gaze
dodawano glukozge (5g/1) oraz agar (1,6%), po czym ponownie poddawano sterylizacji.
Na koniec przygotowywano skosy w probowkach szklanych i dokonywano pasazu.

Wzrost grzyba A. niger odbywat si¢ w temperaturze 28°C.

3.4.3. Oczyszczanie alkalicznej proteazy

Hodowle bakteryjng P. aeruginosa (szczep 02/18) w objetosci 200 pul
przesiewano do 300 ml pozywki minimalnej M9. Po czym prowadzono hodowle
wglebna z wytrzasaniem przy 120 rpm w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Po tym
czasie hodowlg¢ wirowano (15 minut, 4°C, 8000 rcf), w celu usunigcia bakterii z ptynu
pohodowlanego. Biatka wydzielane do pozywki hodowlanej wytragcano z supernatantu
siarczanem amonu (0-90% nasycenia). Osad, ktory zbierat si¢ po zwirowaniu (10
minut, 4 °C, 8000 rcf), rozpuszczano w 12 ml 50 mM buforu Tris-HCI o pH 8,0
1 poddawano catonocnej dializie, wobec tego samego buforu. Dializowany roztwor
frakcjonowano stosujgc chromatografi¢ anionowymienng na ztozu DEAE-celuloza
(DE 52, Whatman). Po przej$ciu materialu przez kolumng i przeptukaniu jej buforem
Tris-HCI pH 8, zbierano frakcj¢ zawierajacg biatka niezwigzane ze zlozem, nastgpnie
z kolumny eluowano bialka zwigzane z DEAE-celulozg z zastosowaniem
zbuforowanych roztworow NaCl 0,2 M i 0,7 M. Zebrane frakcje ponownie

dializowano w celu pozbycia si¢ soli 1 liofilizowano. Obecnos¢ alkalicznej proteazy
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sprawdzano metoda zymografii, metoda Western blot oraz metodag LC-MS-MS/MS
(podrozdziat 3.4.25, 3.4.26. oraz 3.4.4.; Andrejko i Sieminska, 2016; Andrejko i in.,
2019).

3.4.4. ldentyfikacja bialek metoda LC-MS-MS/MS

Klasyczna procedura identyfikacji bialek z zastosowaniem spektrometrii mas
rozpoczyna si¢ od uzyskania mieszaniny peptydow poprzez degradacje biatka
(z wykorzystaniem trypsyny), po uprzedniej redukcji i zablokowaniu zredukowanych

mostkow dwusiarczkowych.

Do zliofilizowanej proby dodawano 100 mM NH4HCOs, do uzyskania
stezenia 10 mM i poddawano 30-minutowej inkubacji w 57 °C. Nastepnie dodawano
0,5M jodoacetamid w celu alkilacji, do uzyskania stezenia 50mM i ponownie
inkubowano bez dostepu do $wiatla przez 45 minut w temperaturze pokojowe;.
Kolejno dodawano 100mM NH4HCO3, az do uzyskania st¢zenia 50mM i ponownie
poddawano inkubacji, jak poprzednio. Probg zawierajacg biatka poddawano trawieniu
trypsyna (100 ng/pl) w stosunku 10:1 i pozostawiano na noc w 37°C. Po czym, do
mieszaniny peptydéw dodawano 5% TFA do uzyskania pH 4 1 przechowywano w 4°C

(www.mslab-ibb.pl).

W kolejnym etapie rozdzielano peptydy za pomocg chromatografii cieczowej
(LC) i dokonywano pomiaru mas peptydow oraz ich fragmentow w spektrometrze mas
Orbitrap (Thermo). Nastgpnie porownano masy uzyskanych peptydow 1 ich
fragmentéw z baza danych sekwencji biatkowych (NCBI) za pomoca programu

MASCOT (www.matrixscience.com).

3.4.5. Przygotowanie pasty bakteryjnej

Bakterie przenoszono za pomoca ezy ze skosoOw agarowych do probowek
z jalowym podiozem LB lub M9 (5ml). Hodowle prowadzono przez 24 godziny
(w podtozu LB) oraz 48 godziny (w podiozu M9) w temperaturze 37 °C, po czym
dokonywano pomiaru gestosci optycznej zawiesiny wobec stosowanej pozywki przy
dhugosci fali 600 nm. Hodowlg rozcienczano do warto$ci OD 00 wynoszacej 0,3.
Nastepnie 2 ml hodowli wirowano (8000 rpm, 8 min) i odrzucano supernatant, a 0sad

komorek bakteryjnych przemywano 2-krotnie jalowa wodg 1 ponownie wirowano
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(8000 rpm, 8 minut). Tak otrzymang past¢ bakteryjna stosowano do zakazania gasienic
G. mellonella.

3.4.6. Zakazanie gasienic

Do badania odpowiedzi immunologicznej gasienice zakazano bakteriami
P. aeruginosa (szczepem klinicznym oraz entomopatogennym), rosnacymi
w pozywce minimalnej lub bulionowej. Gasienice umieszczano w jalowych szalkach
Petriego 1 odkazano 70% roztworem etanolu. Nastgpnie zanurzano sterylng igle
w pascie bakteryjnej przygotowanej wedlug opisu (podrozdziat 3.4.5.) i nakluwano
gasienice w ostatnie odnéze odwlokowe. Po zakazeniu owady przechowywano

w ciemnosci w temperaturze 28 °C.

[lo$¢ bakterii wprowadzanych do hemocelu owada okreslano zanurzajac igle
w pascie bakteryjnej, a nastepnie osadzone bakterie na igle przenoszono do jatowej
wody (1 ml). Po czym wykonywano rozcienczenia i wysiewano bakterie na ptytce
z podtozem LB (1,6% agar). Po 24-godzinnej inkubacji ptytek w temperaturze 37°C

zliczano kolonie bakteryjne.

3.4.7. Immunizacja gasienic

Do immunizacji ggsienic stosowano alkaliczng proteaz¢ otrzymywana z ptynu
pohodowlanego bakterii P. aeruginosa (szczep 02/18) rosngcych w podtozu M9
(podrozdziat 3.4.2.). Iniekcji dokonywano za pomocg strzykawki Hamiltona,
w ostatnie odndéze odwlokowe owada. W niektorych doswiadczeniach gasienice
immunizowano zabitymi ogrzewaniem bakteriami P. aeruginosa (szczep 02/18)
rosngcymi w pozywce M9. W tym celu 24-godzinng hodowle bakterii poddawano
dziataniu wysokiej temperatury (98°C, 30 minut), po czym przygotowywano paste
bakteryjng zgodnie z opisem zamieszczonym w podrozdziale 3.4.5. Wyjatkowo do
pobudzania uktadu odporno$ciowego gasienic stosowano paste bakteryjng zawierajaca
zywe bakterie E. coli (podrozdziat 3.4.6.). Po immunizacji gasienice przetrzymywano
w szalkach Petriego w temperaturze 28°C, w ciemno$ci, do czasu pobierania

hemolimfy.

57



3.4.8. Otrzymywanie probek hemolimfy pozbawionych hemocytéow

Hemolimfe pobierano z ggsienic nieimmunizowanych, immunizowanych
i zakazonych po okreSlonym czasie od iniekcji. Procedure rozpoczynano od
sterylizacji powierzchni brzusznej owada 70% roztworem etanolu. Po nacigciu
sterylnym skalpelem ostatniego odn6éza odwlokowego gasienicy, pobierano
hemolimfe za pomoca pipety. Nastgpnie hemolimf¢ umieszczano w probowce typu
Eppendorf trzymanej w lodzie, zawierajacej kilka krysztatow fenylotiomocznika
(PTU, ang. N-phenylothiourea) zapobiegajac w ten sposoéb melanizacji. Hemolimfe
wolng od hemocytow uzyskiwano poprzez odwirowanie (200 xg, 5 minut, 4°C). Po
czym pozbywano si¢ osadu i ponownie wirowano supernatant przy obrotach 14 000
rpm przez 10 minut w 4 °C. Otrzymane probki hemolimfy przechowywano

w temperaturze -20 °C.

3.4.9. Przygotowanie ekstraktéw z hemolimfy

Biatka i peptydy o masie czasteczkowej ponizej 30 kDa izolowano
z hemolimfy wolnej od hemocytow metoda ekstrakcji (Schoofs i1 in., 1990).
Sporzadzano mieszaning ekstrakcyjng zawierajacg metanol: kwas octowy: wodg (90:
1: 9, v/v/v) i doktadnie mieszano. Hemolimf¢ rozcienczano 10-krotnie roztworem
ekstrakcyjnym. Wytracone biatka osadzano przez wirowanie (14000 rpm, 30 minut,
4°C). Uzyskany supernatant zbierano, chlodzono w temperaturze -80°C, po czym
liofilizowano i przechowywano w -20°C. W ostatnim etapie liofilizat rozpuszczano
W wodzie dejonizowanej w ilosci stanowigcej 2/3 objetosci probki i dokonywano

pomiaru stezenia biatka (podrozdziat 3.4.11.).

3.4.10. Odtluszczanie ekstraktéw z hemolimfy

W celu odtluszczenia ekstraktow uzyskanych ze 100 pl hemolimfy, liofilizat
rozpuszczano w 0,1% kwasie trifluorooctowym (TFA) w objetosci 67 ul, kolejno
dodawano t¢ sama obj¢tos$¢ n-heksanu. Nastepnie proby mieszano na wytrzasarce typu
Vortex i odwirowywano przy obrotach 14 000 rpm przez 15 minut w temperaturze
4 °C. Gorng frakcje zawierajacy lipidy (wraz z zottym pierScieniem) odrzucano
1 dodawano octanu etylu (67 pl) do dolnej frakcji wodnej. Po zmieszaniu i ponownym
odwirowaniu frakcj¢ wodng zawierajaca peptydy liofilizowano i1 przechowywano

w temperaturze -20 ° C. Po odtluszczaniu sprawdzano czy nie doszto do zmian
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w profilu biatkowo-peptydowy badanych ekstraktow za pomocag elektroforezy
trycynowej (podrozdziat 3.4.21.).

3.4.11. Oznaczanie stezenia bialka

Stezenie biatka oznaczano metoda Bradford (1976), ktéra wykorzystuje
zdolnos¢ biatek do wigzania si¢ z CBB (Coomasie Brilliant Blue) za pomocg wigzan
jonowych oraz hydrofobowych. W wyniku powyzszej reakcji dochodzi do zmiany

zabarwienia roztworu z brgzoweg0 na niebieski.

Procedur¢ prowadzono z wykorzystaniem 5-krotnie rozcienczonego
odczynnika Bradford (Bio-Rad). W celu okreSlenia stezenia biatka w probach
sporzadzano mieszaning reakcyjng do ilosciowego oznaczenia biatka zawierajaca 1ml
odczynnika Bradford z 20 pl preparatu biatkowego oraz probe odczynnikowa
zawierajaca 1 ml odczynnika Bradford z 20 pl wody dejonizowanej. Po 10 minutowej
inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono ekstynkcje dla dlugosci fali 595 nm
proby eksperymentalnej wobec proby odczynnikowej za pomoca nanofotometru
(Implen). Stezenie biatka oznaczano na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczonej

dla albuminy surowicy bydlgcej (BSA).

3.4.12. Oznaczanie aktywnosci przeciw bakteriom Gram-ujemnym

Aktywno$¢ przeciw bakteriom gram-ujemnym badano stosujac metode dyfuzji

radialnej na plytkach z zestalonym agarem podlozem LB (Hoffmann i in., 1981).

Po ogrzaniu 1 rozpuszczeniu sterylnego podioza z 0,7 % agarem dodawano
przesaczony przez filtr bakteriologiczny lizozym biatka jaja kurzego (2 mg/ ml),
w celu zwigkszenia podatnos¢ bakterii na dziatanie przeciwbakteryjne badanych
substancji (Chalk i Suliaman, 1998; Cytrynska i in., 2001). W dalszej kolejnosci do
podioza dodawano nasycony roztwér PTU (1 upl/ml podioza) zapobiegajacy
melanizacji hemolimfy oraz streptomycyng¢ (0,14 mg/ml) uniemozliwiajacg wzrost
innych drobnoustrojéw. Nastepnie przesiewano 24-godzinng hodowle bakterii E. coli
D31 (1 pl hodowli/ml podtoza) do tak uzyskanego podioza. Podtoze z bakteriami
doktadnie mieszano, rozlewano na ptytki w objetosci 10 ml i po zastygnigciu
formowano studzienki korkoborem przy pomocy aparatu préozniowego. Do studzienek
nanoszono po 5 pl badanej hemolimfy/ekstraktu i ptytki inkubowano w temperaturze

37 °C przez 24 godziny. Po tym czasie za pomocg suwmiarki mierzono $rednice stref
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zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowej 1 obliczano poziom aktywnoS$ci
przeciwdrobnoustrojowej za pomoca algorytmu (Hultmark 1 in., 1982). Jako standard

do oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej stosowano syntetyczng cekropine B.

3.4.13. Oznaczanie aktywnosci przeciw bakteriom Gram-dodatnim

W  celu oznaczenia aktywno$ci przeciw bakteriom Gram-dodatnim
stosowano plytki Petriego z zestalonym podtozem LB zawierajacym bakterie
B. circulans. Procedur¢ rozpoczynano od ogrzania sterylnego podloza z agarem
(0,7%) do momentu uzyskania ptynnej konsystencji. W dalszej kolejnosci do podtoza
dodawano nasycony roztwor PTU (1 pl/ml). Po ostudzeniu podtoza do temperatury
40°C dodawano 18-godzinng hodowlg bakterii wskaznikowej. Wymieszane podtoze
rozlewano po 10 ml na plytki Petriego i po zestaleniu wycinano studzienki o $rednicy
2,9 mm, do ktorych nanoszono hemolimfe lub jej ekstrakt w objetosci 5 pl. Po 24-
godzinnej inkubacji ptytek w temperaturze 37°C dokonywano pomiaru stref
zahamowania wzrostu B. circulans. W zwiazku z wykrywalng w hemolimfie owadow
nieimmunizowanych aktywnoscig przeciw B. circulans, uzyskane wartosci

przedstawiano jako relatywny poziom aktywnosci.

3.4.14. Oznaczanie aktywnosci hemolimfy typu lizozymu

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng lizozymu obecnego w hemolimfie okreslano
na podstawie pomiaru stref rozktadu peptydoglikanu znajdujacego si¢ w S$cianie

komorkowej Micrococcus lysodeikticus.

W goragcym buforze Sorrensena rozpuszczano agarozg (1%), liofilizat Gram-
dodatnich bakterii M. lysodeikticus (0,75 mg/ml) oraz streptomycyne (0,07 mg/ml)
przeciwdziatajaca rozwojowi zakazenia bakteryjnego (Mohrig i Messner, 1968).
Nastepnie tak uzyskang mieszaning doktadnie mieszano i rozlewano po 10 ml na ptytki
Petriego. Po zestaleniu podtoza tworzono studzienki korkoborem, na ktoére nanoszono
po 5 pl hemolimfy lub ekstraktu. Ptytki z probami inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 18 godzin. Po tym czasie dokonywano pomiaru stref za pomoca
suwmiarki. Zmierzone Srednice (mm) przeliczano na ekwiwalent lizozymu biatka jaja
kurzego-EWL (ug/ml) opierajac si¢ na krzywej kalibracyjnej uzyskanej na podstawie
pomiaru wielkosci stref po zastosowaniu wzorcowych stezen oczyszczonego

lizozymu.
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3.4.15. Oznaczanie aktywnosci przeciwgrzybowej hemolimfy

Aktywnos¢ przeciwgrzybowa hemolimfy i jej ekstraktu wykrywano za pomoca
metody dyfuzyjnej mierzgc strefy zahamowania wzrostu grzyba strzepkowego
A. niger rosngcego na pozywce PDA (podrozdziat 3.4.2.). W pierwszym etapie do
2-dniowej hodowli A. niger prowadzonej na skosie agarowym dodawano jatowg wode
(5 ml), w celu zmycia konidiow. Powstatg zawiesing przesaczano przez jatowg wate
i nastepnie zliczano konidia A. niger w komorze Biirkera. W dalszej kolejnosci do
ptynnego po ogrzaniu podtoza dodawano zawiesing konidiow w ilosci 1,6 x 108/8 ml
PDA. Nastegpnie podtoze wylewano po 8 ml na jatlowe ptytki Petriego. W zestalonej
pozywce formowano studzienki za pomocg korkoboru i pompy proézniowej, a do
kazdej z nich wprowadzano 4 pl hemolimfy/ekstraktu. Ptytki z probami poddawano
inkubacji (28°C, 24 godziny), a pojawiajace si¢ strefy zahamowania wzrostu A. niger
mierzono suwmiarky. Poziom aktywno$ci przeciwgrzybowej przeliczano na
ekwiwalent amfoterycyny B (ug/ml) na podstawie sporzadzonej krzywej
kalibracyjnej.

3.4.16. Oznaczanie aktywnosci oksydazy fenolowej w warunkach in vivo

Do wizualizacji oraz okreslenia aktywnos$ci fenoloksydazy wykorzystywano
zdolno$¢ enzymu do utleniania L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA) do
melaniny. W wyniku reakcji dochodzi do zmiany zabarwienia mieszaniny reakcyjnej

z bezbarwnej na bragzowa.

W celu zbadania aktywnosci oksydazy fenolowej w hemolimfie ggsienic
poddanych immunizacji, jak 1 nieimmunizowanych sporzadzano proby
spektrofotometryczne na 96-dotkowej ptytce NUNC. Do 2 ul hemolimfy owaddw (10-
krotnie rozcienczonej) dodawano 18 pl buforu (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM
NaCl) z 5 mM CacClz i proby poddawano inkubacji w temperaturze pokojowej przez
20 minut. Po tym czasie do prob dodawano 180 ul L-DOPA (2mM) rozpuszczonej
w 50 mM buforze fosforanowym pH 6,5. Po czym bezzwlocznie mierzono
absorbancje przy dtugosci fali 490 nm przez 90 minut w 15-minutowych interwatach
za pomocg czytnika mikroptytek firmy Bio-Rad (Park i in., 2005; Zdybicka-Barabas
1 Cytrynska, 2010).
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Dodatkowo hemolimfe gasienic, ktorym aplikowano do hemocelu alkaliczng
proteazg separowano za pomocg elektroforezy glicynowej w warunkach natywnych
(podrozdziat 3.4.20.). Po czym zele inkubowano z substratem L-DOPA (2 mM)
w buforze fosforanowym o pH 6,5 (50 mM).

3.4.17. Badania in vitro wplywu alkalicznej proteazy na proces aktywacji
profenoloksydazy

W do$wiadczeniach in vitro majacych na celu zbadanie wptywu alkalicznej
proteazy na proces aktywacji proPO stosowano hemolimfe gasienic
nieimmunizowanych zbierang do Eppendorfa bez dodatku PTU. Reakcj¢ prowadzano
w 96-dotkowej ptytce umieszczonej na lodzie, aby zapobiec procesowi melanizacji

hemolimfy.

Proba eksperymentalna sktadata si¢ z 2 pl hemolimfy inkubowanej z 10 pl
alkalicznej proteazy (6 ng) rozpuszczonej w buforze TBS (100 mM Tris-HCI pH 7,4,
300 mM NacCl) z 10 mM CaCl,. Natomiast proba kontrolna zawierala zamiast proteazy
wspomniany bufor Tris-Ca?*. Mieszaniny reakcyjne poddawano 50-minutowej
inkubacji w temperaturze 4°C. Nastgpnie dodawano 180 pl L-3,4-
dihydroksyfenyloalaniny (2 mM) w buforze fosforanowym o pH 6,5 (50 mM)
1 bezzwtocznie mierzono absorbancj¢ A 490 za pomoca czytnika plytek (Rao i in.,

2010).

W niektorych doswiadczeniach w celu ujednolicenia czasu inkubacji
hemolimfy  z  alkaliczng  proteaza,  rdéwnoczesnie  wykonano  probe
spektrofotometryczng oraz probe do rozdziatu elektroforetycznego, 0 tym samym
sktadzie. Do 5 ul badanej hemolimfy ggsienic dodawano alkaliczng proteazg
w objetosci 10 ul (3 pg), po czym prowadzano 30-minutowa inkubacje w 37°C
z wytrzgsaniem przy 120 rpm. Proba kontrolna zawierata bufor, w ktoérym
rozpuszczono proteaz¢. Po tym czasie probe przeznaczona do rozdzialu
elektroforetycznego rozdzielano w warunkach natywnych (podrozdziat 3.4.20.). Po
zakonczonym rozdziale zele inkubowano z substratem (2mM M L-DOPA w 50 mM
buforze fosforanowym pH 6,5) przez 60 minut i dokonywano archiwizacji obrazu
elektroforetycznego. Natomiast w tym samym czasie probg przeznaczong do pomiaru

absorbancji inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Nastgpnie do
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mieszaniny dodawano 180 ul 2mM dopaminy w 50 mM w buforze fosforanowym pH
6,5. Aktywnos¢ fenoloksydazy mierzono dla A=490 nm od razu po dodaniu substratu
przez czas 60 minut, w 15 minutowych interwatach. W testach wykorzystano
hemolimfe ggsienic nieimmunizowanych oraz ggsienic immunizowanych zabitymi

bakteriami P. aeruginosa.

3.4.18. Badania in vitro wplywu alkalicznej proteazy na aktywno$¢ oksydazy

fenolowej

W badaniach sprawdzajacych wptyw alkalicznej proteazy na reakcje
katalizowang przez oksydaze fenolowa, stosowano hemolimfe gasienic
nieimmunizowanych w ktorej badany enzym byt aktywowany laminaryng. Reakcje

przeprowadzano na 96-dotkowej ptytce.

Do 2 ul hemolimfy pobieranej bez PTU dodawano 10 pl laminaryny
(4 mg/ml) w buforze TBS (100 mM Tris-HCI pH 7,4, 300 mM NaCl) z 10 mM CaClo.
Po 5-minutowe] inkubacji w temperaturze pokojowej do proby eksperymentalnej
dodawano 9 pl alkalicznej proteazy (5 pg) rozpuszczonej w wyzej wspomnianym
buforze Tris-Ca 2*, a do proby kontrolnej bufor. W dalszej kolejnoéci mieszaning
reakcyjng inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C. Nastgpnie do prob
dodawano 180 pul L-DOPA (2mM) w buforze fosforanowym pH 6,5 (50 mM).
Aktywno$¢ fenoloksydazy mierzono dla A=490 nm od razu po dodaniu substratu (czas
0) oraz po 15 minutach (Rao i in., 2010).

W przypadku doswiadczen in vitro majacych na celu wizualizacje aktywnos$ci
oksydazy fenolowej zastosowano metode elektroforetyczng w warunkach natywnych
(podrozdziat 3.4.20.) Do badan stosowano hemolimfe gasienic nieimmunizowanych
oraz immunizowanych bakteriami zabitymi ogrzewaniem. Do badanej hemolimfy
(5 pl) dodawano z 10 pl alkalicznej proteazy (0,172 pg/ pl) rozpuszczonej w buforze
TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl) z 5mM CaCl,. Nastepnie probe
eksperymentalng zawierajacg alkaliczng proteaze oraz probe kontrolng zawierajaca
bufor Tris-Ca?" poddawano inkubacji w temperaturze 37°C przez 40 minut. Proby
separowano za pomocg rozdziatu elektroforetycznego, po czym zele inkubowano
z substratem L-DOPA (2 mM) w buforze fosforanowym o pH 6,5 (50 mM).
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3.4.19. Elektroforeza glicynowa w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)

Elektroforez¢ glicynowa SDS-PAGE (ang. Sodium Dodecyl Sulphate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) prowadzono w uktadzie niecigglym. Oznacza to,

ze warto$¢ pH oraz sita jonowa buforéw zelowych i buforu elektrodowego byta rdzna

(Laemmli, 1970).

Po uprzednim wykonaiu prob zawierajagcych okre$long ilos¢ biatka z 1/4
objetoscig buforu probkowego, poddawano je denaturacji w temperaturze 98 °C przez
7 minut w termobloku (Eppendorf). W dalszej kolejnosci uzupetiano aparat do
elektroforezy Mini Protean Il Cell (Bio-Rad) buforem elektrodowym do elektroforezy
glicynowej (podrozdziat 3.2.) i nanoszono proby do studzienek w Zelu
przygotowanym wedtug proporcji zamieszczonych w tab. 3. Rozdzial prowadzono

przy napieciu 120 V przez okoto 1 godzing.

Tab. 3 Sklad mieszaniny na 10% zel separujacy i 6% zel zageszczajacy do elektroforezy
glicynowej SDS-PAGE

Nazwa odczynnika Zel separujacy 10% Zel zageszczajacy 6%
30% qkrylamid_+ 1% 3,34 ml 1ml
bisakrylamid
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5 ml -
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 1,25 mi
H,0 dejonizowana 4 ml 2,6 ml
10% SDS 100 pl 50 pl
10% APS (sporzadzane
w dniu polimeryzacji 100 pl 50 ul
zeli)
TEMED 10 pl 5ul

Po rozdziale w celu uwidocznienia pragzkoéw biatkowych zele umieszczano na
kolysce laboratoryjnej i1 barwiono przez 1 godzing roztworem barwigcym
zawierajacym CBB R-250 (0,25%), metanol (50%,) 1 kwas octowy (10%). Nastepnie
zele odbarwiano 10% roztworem kwasu octowego do uwidocznienia prazkow
biatkowych i archiwizowano. Barwienie to pozwala wykry¢ 0,1 pg biatka/prazek
w zelu, dzieki niespecyficznemu wigzaniu barwnika (Sasse i Gallagher, 2009). Masy
czasteczkowe rozdzielanych bialek w zZelu okreslano na podstawie mas biatek
markerowych (SDS-PGE Molecular Weight Standards Low Range, Bio—Rad):
fosforylaza 97,4 kDa, albumina surowicy bydlecej 66,2 kDa, albumina jaja kurzego
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45,0 kDa, anhydraza weglanowa 31,0 kDa, sojowy inhibitor trypsyny 21,5 kDa;
lizozym biatka jaj kurzego 14,4 kDa.

3.4.20. Elektroforeza glicynowa w warunkach natywnych

Elektroforeza natywna pozwala na rozdzial biatek z zachowaniem ich
aktywnosci biologicznej. Dlatego tez w technice tej nie poddaje si¢ prob inkubacji
w wysokiej temperaturze, ktora powoduje denaturacje¢ biatek. W pierwszym etapie
sporzadzano 7,5% zel separujacy wedlug proporcji podanych w tab. 4 oraz zel
zageszczajacy bez dodatku SDS (podrozdziat 3.4.19.).

Tab. 4 Sklad Zelu separujacego (7,5%) stosowanego do elektroforezy glicynowej PAGE
w warunkach natywnych

Nazwa odczynnika Zel separujacy 7,5%
30% akrylamid/ bisakrylamid
3,75 ml
(29:1)
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 3,75 ml
H>O dejonizowana 7,35 ml
10% APS (sporzadzane w dniu
. .. 150 pl
polimeryzacji zeli)
TEMED 15 ul

W dalszej cze$ci procedury przygotowywano proby do rozdziatu
elektroforetycznego poprzez dodanie do 500 pg biatka Ipl roztworu biekitu
bromofenolowego (1%) oraz Y objetosci 80% roztworu sacharozy. Po czym proby
nanoszono na zel i rozdzielano w buforze elektrodowym do elektroforezy natywnej
(podrozdziat 3.2.) przy napieciu 120 V przez okoto 1 godzing. Po rozdziale zele
inkubowano w L-3,4-dihydroksyfenyloalaninie (5 mM) rozpuszczonej w buforze
fosforanowym pH 6,5 (50mM, podrozdziat 3.2.) do momentu zaobserwowania

pojawiajacych si¢ skupisk melaniny.
3.4.21. Elektroforeza trycynowa

Elektroforez¢ ekstraktow z hemolimfy owadow (podrozdziat 3.4.9. oraz
3.4.10.) przeprowadzano za pomocg metody SDS-PAGE z trycyng (Tricine SDS-
PAGE) wedlug Schégger i Jagow (1987). W przeciwienstwie do glicyny, trycyna jako
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jon koncowy w ukladzie niecigglym umozliwia rozdziat bialek o matej masie
czasteczkowej przy zastosowaniu niskich stezen akrylamidu. Zastosowanie tej metody

pozwala na wizualizacj¢ prazkéw peptydowych o niskiej masie czgsteczkowej.

Przygotowanie zeli poliakrylamidowych do elektroforezy trycynowe;j
rozpoczynano od wylania zelu separujacego do wysokos$ci 5 cm, a zelu przejsciowego
0 wysokosci 1 cm (tab. 5). Na koniec wylewano zel zageszczajacy do konca ptytki

1 umieszczono grzebien w celu uformowania studzienek.

Tab. 5 Sklad Zelu zageszczajacego, przejsciowego i separujacego do elektroforezy
trycynowej

Odczynnik Zel separujacy Zel przejsciowy Zel zageszczajacy
48% akrylamid z 1,5% 3,33 ml 1 ml 400 pl
bisakrylamidem
Bufor do zelu 3,33 ml 1,67 ml 1,24 ml
100% glicerol 1,07 mi - -
H-0 dejonizowana 2,23 ml 2,33 ml 3,32 mi
10% APS 34l 17 pl 40 pl
TEMED 3,5ul 2 ul 4l

W kolejnym etapie sporzadzano proby do rozdzialu elektroforetycznego.
W tym celu metanolowe ekstrakty z hemolimfy gasienic rozpuszczano W wodzie
dejonizowanej w 2/3 wyjsciowej objetosci hemolimfy stosowanej do ekstrakcji. Po
Czym o0znaczano w probach stezenie biatka metoda Bradford (podrozdziat 3.4.11.).
Nastgpnie przygotowano probki zawierajace 20 pg biatka z 1/4 objetoscig buforu
probkowego (podrozdziat 3.2.). Po denaturacji biatek (98°C, 7 minut) wprowadzano
je na zel, nastepnie separowano w obecnosci buforu katodowego (podrozdziat 3.2.)
I anodowego (0,2 M bufor Tris-HCI pH 8,9) przez 1 godzing¢ przy napigciu 30 V. Po
tym czasie zmieniano warto$¢ napiecia na 90V do konca trwania elektroforezy (okoto

4 godzin).

Po zakonczonym rozdziale zele utrwalano w 50% roztworze metanolu w 10%
kwasie octowym przez 30 min (grubos¢ zelu 0,75 mm) lub 60 min (grubos¢ zelu 1,5
mm). Nastepnie zele barwiono 0,025% roztworem Coomasie Brilliant Blue G w 10%
kwasie octowym. W koncowym etapie zele odbarwiano 10% roztworem kwasu

octowego do momentu uwidocznienia prazkow biatkowych 1 peptydowych.
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3.4.22. Zymografia

Zymografia jest technika umozliwiajaca badanie enzymow proteolitycznych
z wykorzystaniem ich zdolnos$ci do degradacji substratu. Do wizualizacji aktywno$ci
proteaz zastosowano 10% zel separujacy z dodatkiem zelatyny (tab. 6), a zel

zaggszczajacy przygotowywano zgodnie z opisem zamieszczonym w podrozdziale
3.4.19.

Tab. 6 Sklad 10% zelu separujacego do zymografii

Nazwa odczynnika 10% zel
separujacy
30% akrylamid/ 3,34 ml
bisakrylamid (29:1)
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml
H-0 dejonizowana 4ml
10% SDS 100 pl
10% APS (sporzadzane
w dniu 100 pl
przygotowywania zeli)
TEMED 10 ul
zelatyna 25 mg

W tej procedurze proby badane (0,5-5 pg biatka) taczono z V4 objetoscia buforu
probkowego (podrozdziat 3.2.) i bezposrednio nanoszono na zel. Rozdziat
prowadzono w obecnosci buforu elektrodowego do elektroforezy glicynowej
(podrozdziat 3.2.) przy napieciu 120 V. Po zakonczonym rozdziale
elektroforetycznym zele 2-krotnie przeptukiwano 2,5% roztworem Tritonu przez 30
minut 1 pozostawiano na kotysce laboratoryjnej przez 24 godziny w 50mM buforze
Tris-HC1 pH 7,5. Po uptywie tego czasu zele barwiono przez 40 minut 0,2%
roztworem czerni amidowej w 10% kwasie octowym 1 odbarwiano za pomocg 10%
kwasu octowego do momentu uwidocznienia aktywnosci enzymatycznej. PO
wybarwieniu zeli obserwowano obszary degradacji substratu widoczne jako

przejasnienia na ciemnym tle i dokonywano archiwizacji zeli.
3.4.23. Bioautografia

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng in situ hemolimfy owadow wykrywano za
pomoca metody bioautografii. Procedure rozpoczynano od przygotowania 13,8% zelu

separujgcego (tab. 7) i 6% zelu zageszczajacego (podrozdziat 3.4.19.). Po potaczeniu
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hemolimfy owadow (100 pg biatka) z buforem probkowym (3:1) bezposrednio
wprowadzano je do studzienek i prowadzono rozdziat w buforze elektrodowym do

elektroforezy glicynowej (podrozdziat 3.2.) przy napieciu 120V.

Tab. 7 Sklad 13,8% zelu separujacego do bioautografii

Nazwa odczynnika Zel separujacy 13,8%
30% akrylamid/ 4,6 ml
bisakrylamid (29:1)
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml
H,O dejonizowana 2,7ml
10% SDS 100 pl
10% APS (sporzadzane
w dniu 100 pl
przygotowywania zeli)
TEMED 10 ul

Po rozdziale elektroforetycznym w celu renaturacji polipeptydow
umieszczano zele na 30 minut na kotysce laboratoryjnej w 2,5% roztworze Tritonu
Nastepnie przez kolejne 30 min ptukano zele najpierw 50 mM buforem Tris-HCI pH
7.4, a potem pozywka LB (podrozdziat 3.4.2.). Na koniec zele pokrywano cienka
warstwg podtoza LB z 0,7% agarem z dodatkiem bakterii E. coli szczepu D31 (1 ul
hodowli/1 ml pozywki), lizozymu (5mg/ml) oraz streptomycyny (0,14 mg/ml). Po 24-
godzinnej inkubacji ptytek z zelami w 37°C obserwowano pojawienie si¢ stref
zahamowania wzrostu bakterii E. coli, $wiadczacych o przeciwbakteryjnych

wilasciwosciach hemolimfy.

3.4.24. Elektroforeza dwukierunkowa IEF SDS-PAGE

Pierwszym etapem elektroforezy dwuwymiarowej jest ogniskowanie
izoelektryczne. Probke zawierajaca 200 pg ekstraktu z hemolimfy zawieszano w 250
ul buforu do rehydratacji sktadajacym si¢ z 8,8 M mocznika, 2% CHAPS (w/v), 70
mM DTT oraz 0,2% amfolitow Bio-Lytes (w/v). Tak przygotowang probke naktadano
na ptyte do ogniskowania, nastepnie umieszczano 70 mm paski Ready Strip TM IPG
pH 3-10 (Bio-Rad), ktore powlekano warstwg oleju mineralnego w celu uniknigcia ich
wysuszenia. Nastepnie plyte umieszczano w systemie do ogniskowania Protean IEF®
(Bio-Rad) i dalej programowano sprzet zgodnie z zaleceniami producenta

(www.imbb.forth.gr/imbb-eople/images/Profi/pdf/protean_ief.pdf).
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Przed rozpoczgciem procesu ogniskowania izoelektrycznego dokonywano
rehydratacji aktywnej, podczas ktorej po przylozeniu napigcia dochodzito do
przemieszczenia probek w glagb paskoéw. Nastepnie miat miejsce etap
przygotowawczy, ktory stuzyt pozbyciu si¢ jondw soli 1 kontaminacji obdarzonych
tadunkiem. Po etapie wzrostu napiecia dochodzito do ogniskowania izoelektrycznego,
po czym w celu uniknigcia dyfuzji bialek lub przeogniskowania artefaktow sprzet
utrzymywat napigcie na statym poziomie. W kolejnym etapie paski rownowazono
przez 15 min w buforze rownowazacym | i Il (podrozdziat 3.2.). Separacje biatek
w drugim wymiarze przeprowadzano z zastosowaniem elektroforezy trycynowej SDS-

PAGE zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.4.21. lub 3.4.24.

3.4.25. Elektrotransfer bialek z zelu na membrane

Po rozdziale elektroforetycznym (SDS-PAGE, native PAGE lub IEF / SDS-
PAGE) zele ptukano przez 10 min w buforze elektrodowym do transferu (podrozdziat
3.4.20.). Nastepnie zanurzano we wspomnianym buforze bibuty i gabki do transferu.

Przy czym membrang PVDF (Millipore) tuz przed uzyciem zanurzano w metanolu.

W dalszej kolejnosci sktadano zestaw Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad),
wedlug zalecen producenta (www.bio-rad.com). Na gabke naktadano bibule,
nastepnie zel, potem membrang, bibut¢ oraz ponownie gabke. Po czym umieszczano
w zestawie, ktory uzupetniano wyzej wspomnianym buforem i prowadzono transfer
przez 90 minut przy natezeniu 350 MA. Membrany po zakonczeniu transferu suszono

I przechowywano.

3.4.26. Western blot (immunoblotting)

W celu immunodetekcji alkalicznej proteazy membrane po elektrotransferze
zanurzano w metanolu przez 60s dla obnizenia hydrofobowos$ci membrany. Nastepnie
blokowano miejsca niespecyficznego wigzania si¢ przeciwcial poprzez 1-godzinng
inkubacj¢ membrany w buforu TBS (podrozdziat 3.4.25., podrozdziat 3.4.26.
podrozdziat 3.2.) z dodatkiem 5 % odttuszczonego mleka. Kolejno membrane ptukano
(przez 1 godzing) w buforze TBS z 5 % mlekiem odtluszczonym zawierajacym
z przeciwciatami przeciw AprA (1: 1000) (dostarczonej przez dr. R. Voulhouxa).
Nastepnie membrang odptukiwano 3-krotnie przez 10 minut w 1% roztworze Tritonu

X-100 rozpuszczonym w buforze TBS, aby usuna¢ przeciwciata niezwigzane oraz
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przeciwciala zwigzane niespecyficznie. W dalszej kolejnosci dokonywano zwigzania
przeciwcial Il-rzedowych poprzez 1-godzinng inkubacj¢ w buforze TBS z 5 %
mlekiem odtluszczonym i antykroliczych przeciwcial sprz¢gnietych z alkaliczng
fosfatazg (kozie antykrolicze 1gG, 1: 30000, Sigma-Aldrich). Po czym 2-krotnie przez
10 minut umieszczano membrang w buforze TBS oraz w buforze AP (podrozdziat
3.2.) przez 10 minut. Immunoreaktywne prazki wizualizowano, az do momentu
pojawienia si¢ barwnych produktéw reakcji przez inkubacj¢ w buforze AP (23 ml)
z NBT i BCIP (Blake i in., 1984). Substraty fosfatazy alkalicznej rozpuszczano
nastepujaco: 9 mg NBT rozpuszczono w 0,3 ml wody oraz w 0,7 ml DMF. Natomiast
BCIP (4,5 mg) rozpuszczonego w 1 ml DMF.

3.4.27. Analiza jakoSciowa i iloSciowa bialek/peptydow hemolimfy

Ekstrakty po odtluszczaniu separowano za pomoca wysoko sprawnej
chromatografii cieczowej w odwroconej fazie (RP-HPLC, ang. reversed phase — high
performance liquid chromatography) stosowanej zwykle do rozdziatu i oczyszczania
bialeck na podstawie hydrofobowosci.  Liofilizaty = zawierajace  biatka
niskoczasteczkowe rozpuszczano w 0,1% roztworze kwasu tricfluorooctowego (TFA)
z dodatkiem PTU (bufor A) do uzyskania st¢zenia 1mg/ml i naktadano 50 pl ekstraktu
(co odpowiadato 100 pl hemolimfy) na kolumng Discovery Bio Wide Pore C18 300A.
Podczas rozdziatu chromatograficznego stosowano liniowy gradient 0-70% buforu
B (0,07% TFA z 80% acetonitrylem, v/v) z szybkoscia przeptywu 1 ml/minute przez
50 minut. Detekcje spektrofotometryczng prowadzono dla 220 nm,

Nastepnie frakcje zbierano i poddawano procesowi liofilizacji i frakcje
zawierajace peptydy po rozpuszczeniu w wodzie rozdzielano za pomocg elektroforezy
SDS-PAGE (podrozdziat 3.4.19.). Po czym biatka i peptydy transferowano na
membrane PVDF (podrozdziat 3.4.25.). Kolejno barwiono za pomocg CBB R-250.
Uzyskane paski wycinano za pomoca skalpelu ze wspomnianej membrany. Nastepnie
w celu identyfikacji polipeptydy poddawano sekwencjonowaniu od N-konca za
pomocg Procise ® 491 Protein Sequencing System (Applied Biosystems) zgodnie

z instrukcjg producenta (Www.tools.thermofisher.com).
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3.4.28. Metody statystyczne

Analiz¢ statystyczng wykonano za pomoca programu Statistica 12. Do
analizy istotnoS$ci statystycznej danych zawartych na ryc. 21, 22, 25-28, 34 A, 37 A,
39, 41-43 stosowano test ANOVA oraz test post hoc Tuckey’a. Dla rozktadow
nieparametrycznych stosowano test ANOVA rang Kruskal’a— Wallis’a, co dotyczyto
danych zamieszczonych na ryc. 6-9, 17-20, 23, 24. Poziom istotno$ci ustalano dla

p<0,05. Doswiadczenia wykonywano kilkukrotnie, zwykle w trzech powtorzeniach.
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4. ANALIZA WYNIKOW

4.1. Humoralna odpowiedz odpornosciowa barciaka wi¢kszego

G. mellonella po zakazeniu bakteriami P. aeruginosa

4.1.1. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa hemolimfy gasienic zakazonych

W badaniach zastosowano dwa szczepy P. aeruginosa, entomopatogenny
ATCC 27853 oraz izolat kliniczny 02/18. Ze wzgledu na fakt, ze bakterie wytwarzaly
rézne czynniki wirulencji w zalezno$ci od podtoza w jakim byty hodowane, badane
szczepy namnazano w pozywce bogatej (LB) oraz minimalnej (M9). Szczep
entomopatogenny wytwarzat w podtozu LB trzy enzymy: elastaze A, elastaze B oraz
proteaze serynowa, a w podtozu M9 alkaliczng proteaze. Natomiast szczep kliniczny
wydzielat clastaze B i alkaliczng proteaz¢ odpowiednio w podlozu LB oraz M9
(Andrejko i in., 2013b). Gasienice G. mellonella zakazano pasta bakteryjng uzyskang
z hodowli bakteryjnej o ODeoo rownym 0,3, wedlug procedury zamieszczonej
w podrozdziale 3.4.6., wprowadzajac do hemocelu owada okoto 1,4 x 10° bakterii/
gasienice. Nastepnie hemolimfe pobierano po 8, 15 oraz 18 godzinach od infekcji
(podrozdziat 3.4.8.).

W pierwszej serii doswiadczen, stosujac metode dyfuzji radialnej, oceniano aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa w hemolimfie oraz ekstraktach uzyskanych z hemolimfy
(podrozdziat 3.4.9.) wobec drobnoustrojow wskaznikowych: E. coli (aktywnosé
wobec bakterii Gram-ujemnych), B. circulans (aktywno$¢ wobec bakterii Gram-
dodatnich), M. lysodeikticus (aktywno$¢ typu lizozymu) oraz A. niger (aktywnos¢
przeciwgrzybowa) (podrozdziaty 3.4.12. — 3.4.15.). W badaniach zastosowano
nastepujace proby eksperymentalne:

e hemolimfe gasienic zakazonych szczepem klinicznym rosnacym w bulionie
(18B) lub w podtozu M9 (18M);
e hemolimfe gasienic zakazonych szczepem entomopatogennym hodowanym

w bulionie (ATCC B) lub w podtozu M9 (ATCC M).

Kontrolg w doswiadczeniach stanowita hemolimfa ggsienic nieimmunizowanych oraz

naktutych sterylng igta.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze po zakazeniu gasienic
bakteriami Pseudomonas dochodzi do wzrostu aktywnosci skierowanej przeciw
bakteriom Gram-ujemnym w hemolimfie, jak rowniez w ekstraktach z hemolimfy
zarowno po 8, 15, jak i 18 godzinach od iniekcji, w stosunku do hemolimfy ggsienic
kontrolnych (ryc. 6). Maksymalny jej poziom w wigkszos$ci prob zawierajacych
hemolimfe zakazonych gasienic zanotowano po 15 godzinach. Nalezy zaznaczy¢, ze
aktywno$¢ w hemolimfie, przedstawiona jako ekwiwalent cekropiny B (uM), byta
prawie 3-krotnie wyzsza w porownaniu do aktywno$ci ekstraktow. W probach
zawierajacych hemolimfe gasienic kontrolnych, nieimmunizowanych oraz naktutych,

obserwowano $ladowg aktywno$¢ wobec E. coli.

W hemolimfie zainfekowanych owadoéw wykazano takze zwigkszenie sig¢
aktywnosci przeciwbakteryjnej w stosunku do bakterii G (+) B. circulans (ryc. 7).
W badanych probach eksperymentalnych zawierajacych ekstrakt notowano zaledwie
sladowa aktywnos¢.

Metoda dyfuzyjng testowano réwniez dynamik¢ zmian aktywnosci
przeciwbakteryjnej typu lizozymu obecnego w hemolimfie, dokonujac pomiaru stref
rozktadu peptydoglikanu znajdujacego si¢ w $cianie komorkowej M. lysodeikticus
(podrozdziat 3.4.14.). Stwierdzono, ze w odniesieniu do prob kontrolnych, zaréwno
w hemolimfie zainfekowanych gasienic, jak 1 w ekstraktach niskoczasteczkowych
obserwowano wyrazny wzrost aktywnosci typu lizozymu po 15 i 18 godzinach od
iniekcji (ryc. 8).

Dodatkowo hemolimfg i ekstrakty z hemolimfy otrzymane po zakazeniu owadow
P. aeruginosa badano pod katem aktywnosci przeciwgrzybowej na podstawie stref
zahamowania wzrostu grzyba strzepkowego A. niger (podrozdziat 3.4.15.).
Z uzyskanych danych wynika, ze aktywnoS$¢ przeciwgrzybowa byla nieobecna
w prébach hemolimfy po 8 godzinach od iniekcji bakterii, podobnie jak w probach
kontrolnych (ryc. 9). Jednak po 15 godzinach od zakazenia gasienic obserwowano
pojawianie si¢ aktywnosci przeciw A. niger, ktora utrzymywata si¢ na podwyzszonym
poziomie do 18 godziny. W tym czasie maksymalny poziom aktywno$ci notowano po
zakazeniu szczepem entomopatogennym pochodzacym z LB, oraz szczepem
klinicznym rosngcym w M9. Warto wspomnie¢, ze dzialanie przeciwgrzybowe
ekstraktow stwierdzono jedynie po 18 godzinach od zakazenia gasienic badanymi

szczepami bakterii.
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Aktywnosc¢ przeciw bakteriom G(-) hemolimfy
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Ryc. 6 Kinetyka zmian w poziomie aktywnosci przeciw bakteriom G (-) w hemolimfie
(A.)/ekstrakcie (B.) po 8, 15 oraz 18 godzinach od zakazenia gasienic szczepem
entomopatogennym (ATCC) i klinicznym (18) bakterii P. aeruginosa hodowanych w pozywce
minimalnej (M) lub w bulionie odzywczym (B). Hemolimfa/ ekstrakt ggsienic
nieimmunizowanych (NH) i naklutych igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost
aktywnos$ci w hemolimfie/ekstrakcie z hemolimfy owadéw zakazonych w poréwnaniu do
kontroli
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Aktywnosc¢ przeciw bakteriom G(+) hemolimfy
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Ryc. 7 Kinetyka zmian w poziomie aktywnosci przeciw bakteriom G (+) w hemolimfie
(A.)/ekstrakcie (B.) po 8, 15 oraz 18 godzinach od zakazenia gasienic szczepem
entomopatogennym (ATCC) i klinicznym 02/18 (18) bakterii P. aeruginosa hodowanych
w pozywce minimalnej (M) lub w bulionie odzywczym (B). Hemolimfa/ ekstrakt gasienic
nieimmunizowanych (NH) i naklutych igla (I). Aktywnos¢ przeciw B. circulans hemolimfy
owadow przedstawiano jako relatywny poziom aktywnos$ci. Gwiazdkami (*) oznaczono istotny
wzrost aktywnos$ci w hemolimfie/ekstrakcie z hemolimfy owadéw zakazonych w poréwnaniu do

kontroli
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Ryc. 8 Aktywno$¢ typu lizozymu w hemolimfie (A.)/ekstrakcie (B.) po 8, 15 oraz 18
godzinach od zakazenia gasienic szczepem entomopatogennym (ATCC) i klinicznym (18)
bakterii P. aeruginosa hodowanych w pozywce minimalnej (M) lub w bulionie odzywczym (B).
Hemolimfa/ ekstrakt ggsienic nieimmunizowanych (NH) i naklutych igla (I). Gwiazdkami (*)
oznaczono istotny wzrost aktywnosci w hemolimfie/ ekstrakcie z hemolimfy owadow
zakazonych w poréwnaniu do kontroli
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Aktywnos¢ przeciwgrzybowa hemolimfy
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Ryc. 9 Poziom aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie (A.)/ekstrakcie (B.) po 8,
15 oraz 18 godzinach od zakazenia gasienic szczepem entomopatogennym (ATCC) i klinicznym
(18) bakterii P. aeruginosa hodowanych w pozywce minimalnej (M) lub w bulionie odzywczym
(B). Hemolimfa/ ekstrakt gasienic nieimmunizowanych (NH) i naklutych igla (I). Gwiazdkami
(*) oznaczono istotny wzrost aktywnosci w hemolimfie zakazonych owadéw w poréwnaniu do
kontroli

W nawigzaniu do wynikdw uzyskanych metoda dyfuzyjna wskazujacych na
wyrazny wzrost aktywnosci przeciw E. coli w hemolimfie owadow po zakazeniu
P. aeruginosa, w kolejnym etapie aktywno$¢ przeciwbakteryjng badano za pomoca
metody bioautografii in situ (podrozdziat 3.4.23.).
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Ryc. 10 Bioautografia — wizualizacja aktywnosci przeciwbakteryjnej bialek
i peptydow hemolimfy po 8, 15 oraz 18 godzinach od zakazenia ggsienic szczepem klinicznym
(18) bakterii P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub w bulionie odzywczym
(B). Fotografia zelu obrazujacego wyrazne (jasniejsze) strefy zahamowania wzrostu E. coli,
strzalka wskazuje dodatkowe strefy na wysokosci okolo 20kDa
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Ryc. 11 Bioautografia — wizualizacja aktywnosci przeciwbakteryjnej biatek
i peptydow hemolimfy po 8, 15 oraz 18 godzinach od zakazenia gasienic szczepem
entomopatogennym (ATCC) bakterii P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub
w bulionie odzywczym (B). Fotografia zelu obrazujacego wyrazne (jasniejsze) strefy
zahamowania wzrostu E. coli, strzatka wskazuje dodatkowe strefy na wysokosci okoto 20kDa

Na obrazach elektroforetycznych po rozdziale polipeptydow hemolimfy
zakazonych gasienic (ryc. 10 i 11) zaobserwowano strefy zahamowania wzrostu
E. coli zlokalizowane na zelu poliakrylamidowym w obszarze migracji syntetycznej
cekropiny B (3,8 kDa). Wynik ten sugeruje, ze aktywno$¢ przeciwbakteryjna
hemolimfy byta uwarunkowana dziataniem peptydéw niskoczasteczkowych. Nalezy

zaznaczy¢, ze we wszystkich probach eksperymentalnych, z wyjatkiem hemolimfy
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gasienic zakazonych szczepem ATCC rosngcym w pozywce M9, pojawila si¢ takze
aktywno$¢ na wysokosci okoto 20 kDa. Moze to wskazywaé na wystgpowanie
w hemolimfie dodatkowego czynnika o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych.
Omawiana aktywno$¢ w hemolimfie zakazonych gasienic wystepowata zardwno po
15, jak i po 18 godzinach od iniekcji (ryc. 10 i 11). We wszystkich probach
zawierajacych hemolimfe gasienic zakazonych poziom obserwowanej aktywnosci
przeciwbakteryjnej na wysokosci okoto 3,8 kDa, po 15 i 18 godzinach byt wyzszy
w porownaniu do poziomu obserwowanego po 8 godzinach. Wyniki te sa zgodne
z rezultatami otrzymanymi metoda dyfuzyjna (ryc. 6). W przypadku prob kontrolnych,
czyli hemolimfy gasienic nieimmunizowanych i ggsienic naktutych sterylng igla
zaobserwowano niewielkg aktywno$¢ przeciwbakteryjna, jedynie na wysokosci

migracji cekropiny B (ryc. 12).

Cekropina

(3,8 kDa) NH :

8h 15h 8h 15h

Ryc. 12 Bioautografia — wizualizacja aktywnoSci przeciwbakteryjnej bialek
i peptydow hemolimfy gasienic kontrolnych po 8 i 15 godzinach od poczatku do$wiadczenia.
Hemolimfa ggsienic nieimmunizowanych (NH); hemolimfa gasienic naklutych sterylng igla (1).
Fotografia zelu obrazujacego wyrazne (jasniejsze) strefy zahamowania wzrostu E. coli

4.1.2. Analiza profili bialkowych hemolimfy gasienic zakazonych

W kolejnym etapie przeprowadzono szereg badan majacych na celu analize
profili biatkowo-peptydowych hemolimfy gasienic po zakazeniu zar6wno szczepem
entomopatogennym, jak i Kklinicznym P. aeruginosa hodowanych w pozywce

minimalnej lub w bulionie odzywczym. Hemolimfg pobierano po 8 i 15 godzinach od
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zakazenia owadow, czyli po czasach, w ktorych wykazano najwyzsza aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa. Nastgpnie hemolimfe pozbawiano wysokoczasteczkowych
biatek zgodnie z opisang procedurg w podrozdziale 3.4.9. Prébami kontrolnymi
w doswiadczeniach byta hemolimfa gasienic nieimmunizowanych oraz naktutych igla.
Otrzymane ekstrakty zawierajace niskoczasteczkowe biatka i peptydy separowano za
pomoca elektroforezy trycynowej (podrozdziat 3.4.21)). Dzigki zastosowaniu

powyzszej techniki mozliwa byta wizualizacja prazkéw peptydowych o niskiej masie

| Marker

czasteczkowej.

26,6 kDa
17,0 kDa
14,4 kDa
6,5 kDa

8h | 15h 8h | 15h

Ryc. 13 Profile biatkowo-peptydowe ekstraktow z hemolimfy gasienic po 8 i 15
godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym (ATCC) P. aeruginosa hodowanym
w pozywce minimalnej (M) lub w bulionie odzywczym (B) - elektroforeza trycynowa. Gwiazdki
(*) wskazuja poziom peptydow o masie ponizej 6,5 kDa
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Ryc. 14 Profile biatkowo-peptydowe ekstraktow z hemolimfy gasienic po 8 i 15
godzinach od zakazenia szczepem klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce
minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B) - elektroforeza trycynowa. Gwiazdki (*) wskazuja
poziom peptydéw o masie ponizej 6,5 kDa

Po przeanalizowaniu uzyskanych elektroforegramow stwierdzono, ze we
wszystkich prébach zawierajacych hemolimfe gasienic zakazonych bakteriami

Pseudomonas pojawity si¢ dwa wyrazne prazki peptydowe o masie ponizej 6,5 kDa,
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ktore nie wystepowaly u gasienic kontrolnych (ryc. 13 — 15). Ilo§¢ peptydow we
wspomnianych prébach byla zdecydowanie wigksza po 15 godzinach od zakazenia
gasienic niz w probach uzyskanych po 8 godzinach. Uzyskane wyniki wskazuja, ze po
zakazeniu gasienic badanymi szczepami P. aeruginosa dochodzi do indukcji syntezy
peptydéw  niskoczasteczkowych  odpowiedzialnych za  wzrost aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wykrywanej w hemolimfie i w ekstraktach z hemolimfy

metodg dyfuzyjng (ryc. 6) oraz metodg bioautografii (ryc. 10 i 11).

26’6 kDa B —
17, 0 kDa. '— & 2
144kDa  [———

a [— A ¥
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8h 15h sh | 15h

Ryc. 15 Profile biatkowo-peptydowe ekstraktow z hemolimfy gasienic
nieimmunizowanych (NH) oraz po nakluciu ggsienic sterylna igla (1) po 8 i 15 godzinach od
poczatku doswiadczenia - elektroforeza trycynowa. Gwiazdki (*) wskazujg poziom peptydow
ponizej 6,5 kDa

4.1.3. Analiza jakosciowa i iloSciowa peptydéw odpornosciowych obecnych

w hemolimfie zakazonych gasienic

Celem kolejnych badan byta analiza ilosciowa oraz identyfikacja peptydow
odpornosciowych syntetyzowanych przez gasienice G. mellonella po zakazeniu
badanymi szczepami bakterii P. aeruginosa. Ekstrakty z hemolimfy pobranej po
8 1 15 godzinach od zakazenia owadoéw poddawano odttuszczaniu (podrozdziat
3.4.10.). Nastepnie tak uzyskane ekstrakty nanoszono na kolumne i rozdzielano
metoda RP-HPLC, ktéra pozwolita na uzyskanie 13 frakcji zawierajacych gtownie
biatka i peptydy o masie czasteczkowej ponizej 20 kDa (podrozdziat 3.4.27.). Po
elektroforezie SDS-PAGE uzyskanych frakcji i elektrotransferze na membrang,

sekwencjonowano od N-konca biatka i peptydy wyciete z membrany (ryc. 16).

W badanych frakcjach chromatograficznych uzyskanych po rozdziale

ekstraktow z hemolimfy gasienic po zakazeniu bakteriami Pseudomonas
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zidentyfikowano obecno$¢ nastepujacych peptydow przeciwdrobnoustrojowych:
peptydu anionowego-1, Gm defensyny, peptydu bogatego w proling-2, peptydu
bogatego w proling-1, peptydu anionowego-2, peptydu cekropino-D-podobnego, Gm
peptydu moricyno-B-podobnego, Gm gallerimycyny oraz Gm apolipoforycyny (C-
koncowy fragment apolipoforyny III). Ponadto potwierdzono obecnos¢ takich biatek,
jak apolipoforyna Il oraz lizozym. Poziom kazdego biatka 1 peptydu
zidentyfikowanego w hemolimfie zainfekowanych gasienic okreslano w poréwnaniu
do poziomu u gasienic poddanych naktuciu sterylng igla, na podstawie pomiaru
absorbancji przy dtugosci fali 220 nm. Wyniki badan przedstawiono na wykresach
(ryc.17-28), jako wartosci $rednie + SD.

Na podstawie przytoczonych danych mozna stwierdzié, ze spo$rod badanych
peptydow w najwigkszej ilosci wystepowat w hemolimfie peptyd anionowy-2, ktérego
poziom nie zmienial si¢ istotnie po zakazeniu P. aeruginosa. Podobnie nie
zaobserwowano roznic w ilosci apolipoforycyny oraz Gm gallerimycyny, pomiedzy
probami eksperymentalnymi i1 kontrolnymi, ale poziom tych peptydow byl prawie

7-krotnie mniejszy w poréwnaniu do poziomu peptydu anionowego-2.

Ryc. 16 Profil bialek i peptydow ekstraktow z hemolimfy gasienic zakazonych
bakteriami Pseudomonas — obraz elektroforetyczny po rozdziale SDS-PAGE i elektrotransferze
na membrane PVDF. Zidentyfikowane bialka i peptydy: peptyd bogaty w proling-1 (1); Gm
gallerimycyna (2); Gm peptyd moricyno-B-podobny (3); lizozym (4); peptyd bogaty w proline-2
(5); Gm defensyna (6); apolipoforycyna (7); peptyd bogaty w proline-2 (8); peptyd anionowy-2
(9); peptyd cekropino-D-podobny (10); apolipoforyna 111 (11)
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Natomiast proporcjonalnie w czasie wzrastata ilo§¢ pozostalych badanych
peptydoéw. Juz po 8 godzinach od zakazenia w hemolimfie owadow istotnie zwigkszyt
si¢ poziom trzech peptydow, a mianowicie peptydu anionowego-1, Gm defensyny
oraz peptydu bogatego w proling-2. Nalezy zaznaczy¢, ze po 15 godzinach poziom
wymienionych peptydéw jeszcze wzrost. Warto zwroci¢ uwage na niski poziom
wspomnianych peptydoéw w probach kontrolnych, jakie stanowita hemolimfa ggsienic
niecimmunizowanych oraz ggsienic naktutych sterylng igta. Dopiero po 15 godzinach
od zakazenia znaczgco zwickszyla sie ilos¢ peptydu moricyno-B-podobnego,
cekropino-D-podobnego oraz peptydu bogatego w proling-1. Na przyktad ilos¢
peptydu cekropino-D-podobnego wzrosta ponad 4-krotnie w poréwnaniu do gasienic
kontrolnych. Ponadto zakazenie ggsienic bakteriami rosngcymi w podtozu
bulionowym (ATCC B oraz 18 B) oraz szczepem klinicznym hodowanym w pozywce
minimalnej (18M), skutkowato 5-krotnym zwigkszeniem poziomu Gm peptydu
moricyno-B-podobnego po 15 godzinach od iniekcji bakterii.

Na podstawie wykonanych analiz mozna stwierdzi¢, ze najwyzszy (blisko 10-
krotny) przyrost ilosci peptydu miat miejsce po 15 godzinach od iniekcji bakterii
Pseudomonas w przypadku peptydu bogatego w proling-2. Natomiast w tym samym
czasie od zakazenia W najmniejszym stopniu, tylko 3-krotnie, zwickszyt si¢ poziom
peptydu bogatego w proling-1. Warto wskazac, ze peptyd ten jest drugim w kolejnosci

peptydem wystepujacym w najwiekszej ilosci w hemolimfie gasienic kontrolnych.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze po zakazeniu owadow bakteriami
P. aeruginosa dochodzi do pojawienia si¢ w hemolimfie barciaka peptydow
o zroznicowanej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, zarowno przeciwbakteryjnych

(przeciw bakteriom Gram-ujemnym i Gram-dodatnim), jak i przeciwgrzybowych.

Dodatkowo w badaniach rejestrowano poziom dwoch biatek obecnych
w ekstraktach z hemolimfy zakazonych owadow, tj. lizozymu oraz apolipoforyny Ill.
Jesli chodzi o lizozym, lepszym stymulatorem jego poziomu okazal si¢ szczep
kliniczny. Po 15 godzinach od podania owadom tej bakterii zanotowano odpowiednio
4-krotny (18M) oraz 3-krotny (18B) wzrost ilosci lizozymu (ryc. 23). Poziom biatka
apolipoforyny III pozostawat na statym poziomie zarowno w probach kontrolnych jak

i eksperymentalnych (ryc. 27).
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Oprocz tego przeprowadzono dodatkowe analizy po ktorych stwierdzono, ze
po 15 godzinach od iniekcji w badanych frakcjach zwigkszata si¢ ilos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (ryc. 28) w odpowiedzi na zakazenie ggsienic bakteriami
P. aeruginosa (szczep 18 i ATCC) rosngcymi w pozywce bulionowej oraz w pozywce
minimalnej (szczep ATCC).

Podsumowujac wykonane analizy nalezy stwierdzié, ze nie zaobserwowano
istotnych réznic w poziomie badanych biatek 1 peptydow w hemolimfie owadow po
zakazeniu szczepami P. aeruginosa roéznigcymi si¢ profilem wywarzanych podczas
zakazenia proteaz. Warto jednak wspomnie¢, ze maksymalne ilo$ci badanych
peptydow obserwowano po 15 godzinach w hemolimfie gasienic zakazonych
szczepem klinicznym pochodzacym z podtoza M9. Efekt taki notowano w przypadku
czterech sposrod szesciu zidentyfikowanych peptydow, ktorych poziom zwigkszyt sie
u zakazonych owadow tj. peptydu anionowgo-1, Gm defensyny, peptydu bogatego
w proling-2 oraz Gm peptydu moricyno-B-podobnego. Szczep kliniczny
wytwarzajacy elastaze (w LB) oraz alkaliczng proteaze (w M9) efektywniej tez
wptywal na zwigkszenie poziomu lizozymu w hemolimfie zakazonych owadow,

w poréwnaniu do szczepu entomopatogennego.
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Peptyd anionowy-1
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Ryc. 17 Analiza ilo§ciowa peptydu anionowego-1 w ekstraktach z hemolimfy gasienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym
(ATCC) i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty z hemolimfy gasienic
nieimmunizowanych (NH) oraz ggsienic naklutych sterylna igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost ilosci peptydu w hemolimfie zakazonych owadow
w porownaniu do kontroli
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Ryc. 18 Analiza ilo§ciowa defensyny w ekstraktach z hemolimfy ggsienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym (ATCC)
i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty z hemolimfy gasienic

nieimmunizowanych (NH) oraz ggsienic naklutych sterylna igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost ilosci peptydu w hemolimfie zakazonych owadow
w poréwnaniu do kontroli
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Peptyd bogaty w proline-2
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Ryc. 19 Analiza ilo$ciowa peptydu bogatego w proline-2 w ekstraktach z hemolimfy gasienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem
entomopatogennym (ATCC) i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty
z hemolimfy ggsienic nieimmunizowanych (NH) oraz gasienic naklutych sterylna igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost ilosci peptydu w hemolimfie
zakazonych owad6w w poréwnaniu do kontroli
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Peptyd bogaty w proline-1
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Ryc. 20 Analiza ilosciowa peptydu bogatego w proling-1 w ekstraktach z hemolimfy gasienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem
entomopatogennym (ATCC) i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty
z hemolimfy ggsienic nieimmunizowanych (NH) oraz ggsienic naklutych sterylna igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost ilosci peptydu w hemolimfie
zakazonych owad6w w poréwnaniu do kontroli
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Peptyd cekropino-D-podobny
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Ryc. 21 Analiza ilosciowa peptydu cekropino-D-podobnego w ekstraktach z hemolimfy gasienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem
entomopatogennym (ATCC) i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty
z hemolimfy ggsienic nieimmunizowanych (NH) oraz gasienic naklutych sterylng igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost ilosci peptydu w hemolimfie
zakazonych owad6w w poréwnaniu do kontroli
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Gm peptyd moricyno-B-podobny

IS

w

15h 8h 15h 8h 15h
Kontrole ATCC 18

* *
2 ‘|'
1 i i a
0
N I N I M B M B M
8h
Ryc. 22 Analiza ilosciowa Gm peptydu moricyno-B-podobnego w ekstraktach z hemolimfy ggsienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem
entomopatogennym (ATCC) i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty

z hemolimfy gasienic nieimmunizowanych (NH) oraz gasienic naklutych sterylng igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost ilosci peptydu w hemolimfie
zakazonych owadow w poréwnaniu do kontroli
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Ryc. 23 Poziom lizozymu w ekstraktach z hemolimfy gasienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym (ATCC) i klinicznym (18)
P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty z hemolimfy gasienic nieimmunizowanych (NH)
oraz gasienic naklutych sterylng igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost ilo$ci bialka w hemolimfie zakazonych owadow w poréwnaniu do kontroli
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Ryc. 24 Analiza ilo§ciowa peptydu anionowego-2 w ekstraktach z hemolimfy gasienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym
(ATCC) i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty z hemolimfy gasienic
nieimmunizowanych (NH) oraz gasienic naklutych sterylng igla (1)
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Ryc. 25 Analiza ilosciowa Gm gallerimycyny w ekstraktach z hemolimfy gasienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym (ATCC)

i kKlinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty z hemolimfy ggsienic
nieimmunizowanych (NH) oraz gasienic naklutych sterylna igla (I)
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Ryc. 26 Analiza ilo§ciowa apolipoforycyny w ekstraktach z hemolimfy ggsienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym (ATCC)

i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty z hemolimfy gasienic
nieimmunizowanych (NH) oraz gasienic naklutych sterylng igla (I)
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Ryc. 27 Poziom apolipoforyny III w ekstraktach z hemolimfy ggsienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym (ATCC)
i kKlinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty z hemolimfy ggsienic
nieimmunizowanych (NH) oraz gasienic naklutych sterylna igla (I)
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Ryc. 28 Analiza ilo§ciowa dysmutazy ponadtlenkowej w ekstraktach z hemolimfy ggsienic po 8 i 15 godzinach od zakazenia szczepem entomopatogennym
(ATCC) i klinicznym (18) P. aeruginosa hodowanym w pozywce minimalnej (M) lub bulionie odzywczym (B). Kontrole stanowily ekstrakty z hemolimfy gasienic
nieimmunizowanych (NH) oraz gasienic naklutych sterylna igla (I). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost ilosci enzymu w hemolimfie zakazonych owadéw
w porownaniu do kontroli
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4.2. Rola alkalicznej proteazy P. aeruginosa w procesie
indukowania /przelamywania humoralnej odpowiedzi

odpornosciowej gasienic G. mellonella

Waznym czynnikiem wirulencji bakterii P. aeruginosa jest alkaliczna
proteaza, wytwarzana zarowno podczas zakazenia, jak i podczas wzrostu bakterii
w podtozu hodowlanym (Andrejko i in., 2013b). Pomimo tego, ze nie udato si¢
wykaza¢ zdecydowanych roznic jakosciowych i ilosciowych pomiedzy peptydami
syntetyzowanymi po zakazeniu owadéw badanymi szczepami, zaobserwowano
jednak, ze izolat kliniczny, wytwarzajacy podczas zakazenia alkaliczng proteazg,
okazat si¢ skutecznym induktorem odpowiedzi immunologicznej owada. Dlatego tez
w kolejnym etapie pracy skupiono si¢, na sprawdzeniu jaki wplyw na wybrane
elementy uktadu odpornosciowego gasienic barciaka moze mie¢ iniekcja alkalicznej
proteazy do hemocelu owada.

W tej serii do§wiadczalnej analizowano indukcje¢ syntezy peptydow
odpornosciowych oraz aktywnos¢ uktadu oksydazy fenolowej w hemolimfie owadow
immunizowanych alkaliczng proteaza szczepu klinicznego 02/18, charakteryzujacego
si¢ obnizonym poziomem ekspresji enzymow proteolitycznych.

Biorgc pod uwage fakt, ze alkaliczna proteaza nalezy do enzyméw
zewnatrzkomérkowych, w pierwszym etapie przesledzono kinetyke pojawiania si¢
enzymu, podczas wzrostu bakterii w pozywce minimalnej. Proby pobierano po 6, 18,
24 1 30 godzinach od przesiania bakterii do pozywki (podrozdziat 3.4.2.). Nastepnie
bakterie odwirowywano (15 minut, 8000 rcf, 4°C), osad odrzucano a supernatant
poddawano dalszej analizie. W celu potwierdzenia obecnos$ci alkalicznej proteazy
w badanym materiale stosowano elektroforeze SDS-PAGE i transfer bialek na
membrang PVDF, ktorg nastgpnie inkubowano z przeciwciatami przeciw alkaliczne;j
proteazie (podrozdziat 3.4.19., 3.4.25. oraz 3.4.26.). Dodatkowo stosowano metode
zymografii w celu wizualizacji aktywnosci proteolitycznej badanego enzymu
(podrozdziat 3.4.22.).

Na podstawie uzyskanych wynikow badan zamieszczonych na ryc. 29A
mozna stwierdzi¢, ze alkaliczna proteaza byta obecna w badanych probach
supernatantu, co wykazano metoda immunoblotting’u. Ilo§¢ enzymu stopniowo rosta

osiggajac maksymalny poziom po 24 godzinach. Po tym samym czasie obserwowano
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tez najwicksza aktywnos$¢ proteolityczng alkalicznej proteazy, o czym $wiadczy
wyrazne przejasnienie widoczne na zelu poliakrylamidowym z zelatyna (ryc. 29 B).
Dlatego tez jako material wyjSciowy przeznaczony do pozyskiwania oczyszczonego
enzymu - alkalicznej proteazy wybrana zostata 24-godzinna hodowla bakterii

P. aeruginosa w podtozu minimalnym M9.

A B.
6h 6h
18h 18h e
24h 24h 74— AP
30h 30h :4— AP

Ryc. 29 Identyfikacja alkalicznej proteazy w plynie pohodowlanym po 6, 18, 24, 30
godzinach od przesiania P. aeruginosa. A. Aktywnos¢ proteolityczna alkalicznej proteazy
(0,5-1 pg) w plynie pohodowlanym - analiza zymograficzna. B. Detekcja alkalicznej proteazy
(0,5-1png) w plynie pohodowlanym za pomoca metody immunoblotting’u

4.2.1. Oczyszczanie alkalicznej proteazy metodg chromatografii

jonowymiennej

W badaniach majacych na celu okre$lenie roli alkalicznej proteazy
podczas zakazenia, enzym otrzymywano z pltynu pohodowlanego bakterii
P. aeruginosa (szczep Kkliniczny 02/18), jak opisano w podrozdziale 3.4.3.
W pierwszym etapie 24-godzinng hodowle bakteryjng, prowadzong w pozywce
minimalnej odwirowywano (8000 rcf, 15 minut, 4°C), w celu pozbycia si¢ bakterii.
Nastepnie supernatant wysalano siarczanem amonu (0-90%) 1 osadzano biatka poprzez
wirowanie przy powyzszych parametrach. Zebrany osad rozpuszczano w 50 mM
buforze Tris-HCI pH 8 i dializowano, wobec tego samego buforu. Nast¢pnie
mieszaning biatek rozdzielano za pomoca chromatografii jonowymiennej na ztozu
DEAE-celuloza, po czym zbierano uzyskane frakcje chromatograficzne, ktorych
aktywno$¢ proteolityczng badano metoda zymografii (podrozdziat 3.4.22.).

Na podstawie uzyskanego obrazu elektroforetycznego (ryc. 30) stwierdzono,

ze badany enzym byt eluowany ze ztoza po zastosowaniu 50 mM buforu Tris-HCI pH
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8 z 0,2 M NaCl (frakcja 0,2). Dodatkowo otrzymang frakcje (2 ug biatka) poddano
analizie zymograficznej z zastosowaniem elektroforezy dwuwymiarowej (2D).

Analiza elektroforetyczna uwidocznita aktywno$¢ proteolityczng biatka o masie okoto
52 kDa (ryc. 31).

52kDa —»

NZ 0,2 0,7

Ryc. 30 Analiza zymograficzna frakcji (2 pg) uzyskanych w wyniku rozdziatu za
pomocg chromatografii jonowymiennej. NZ-frakcja zawierajaca bialka niezwigzane ze zlozem;
0,2- frakcja zawierajaca bialka eluowane ze zloza po zastosowaniu buforu Tris-HCI pH 8 2 0,2

M NaCl; 0,7- frakcja zawierajgca bialka uzyskane po zastosowaniu buforu Tris-HCI pH 8 z 0,7
M NacCl

pl

masa czgsteczkowa

v

Ryc. 31 Aktywnos¢ proteolityczna alkalicznej proteazy (2 pg) we frakcji
chromatograficznej (0,2) - metoda zymografii po elektroforezie 2D

W celu potwierdzenia obecnosci alkalicznej proteazy we frakcji
chromatograficznej w kolejnym etapie dokonywano detekcji enzymu metoda
immunoblotting’u, po rozdziale frakcji metoda SDS-PAGE oraz 2D. W wyniku
przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze przeciwciala przytaczaty si¢ do biatka

o masie okoto 52 kDa i pl okoto 4,5, co wskazywalo na obecno$¢ w badanej probie
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alkalicznej proteazy. Nalezy zaznaczy¢, ze na podstawie Sekwencji aminokwasow
alkalicznej proteazy wyliczono, ze teoretyczny punkt izoelektryczny tego biatka
wynosi 4,28 (ryc. 32 A'i B, Andrejko i in., 2019). Dodatkowo obecnosci alkaliczne;j
proteazy we frakcji chromatograficznej (0,2 M) potwierdzono metodg LC-MS-
MS/MS, poddajac analizie prazek (przejasnienie) wycigty z zelu poliakrylamidowego
po zymografii (ryc.30, podrozdziat 3.4.4.).

A.

AP —»

masa czasteczkowa

v

Ryc. 32 Detekcja alkalicznej proteazy (5 pg bialka) metoda immunoblotting’u
A. Elektroforeza jednokierunkowa B. Elektroforeza dwukierunkowa

Warto zaznaczy¢, ze alkaliczna proteaza wytwarzana przez szczep
Kliniczny P. aeruginosa wykazuje wyjatkowa zdolno$¢ do renaturacji.
Zaobserwowano, ze po 30 minutowej inkubacji frakcji zawierajacej alkaliczng
proteazg w zakresie temperatur od 60 do 95°C aktywno$¢ enzymu osiggata poziom
zblizony do poziomu aktywnosci proby kontrolnej, nawet po denaturacji
w najwyzszych stosowanych temperaturach. Zdolno$¢ do renaturacji zostata
potwierdzona przez wykonane analizy fluorescencyjne. Roznica pomigdzy
intensywno$cig fluorescencji zdenaturowanego, a nast¢pnie zrenaturowanego biatka
enzymu a intensywnoscig fluorescencji natywnego biatka wynosita okoto 80%.

Ponadto za pomoca spektroskopu w podczerwieni (FTIR) wykazano, ze inkubacja
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alkalicznej proteazy w temperaturach 60°C oraz 90°C wywierata tylko nieznaczny
wplyw na intensywno$¢ absorbancji oraz ksztalt pasma amidu I, ktory jest
wyznacznikiem zmian w ll-rzedowe;j strukturze biatka (ryc. 33; Andrejko i in, 2019).
Zaobserwowana wlasciwos$¢ alkalicznej proteazy zostata wykorzystana w wybranych
eksperymentach opisanych w dalszej czgsci pracy, na przykltad w badaniach
dotyczacych wptywu enzymu na indukcj¢ syntezy peptydéw odporno$ciowych

w hemolimfie barciaka wickszego.

K 60 70 80 90 95

Ryc. 33 Zdolno$¢ do renaturacji alkalicznej proteazy szczepu klinicznego
P. aeruginosa. Frakcje chromatograficzna (1 pg) zawierajaca alkaliczng proteaze inkubowano
w temperaturze 60-95°C przez 30 minut. Aktywnos$¢ enzymu okreslono z wykorzystaniem
metody zymografii. K - frakcja nie poddana ogrzewaniu

W zwigzku z tym, ze frakcje chromatograficzng zawierajacg alkaliczng
proteaze planowano wykorzysta¢ w badaniach reakcji odporno$ciowych owada,
W pierwszym etapie sprawdzono przezywalnos$¢ gasienic po iniekcji do hemocelu
oczyszczonego enzymu w dawkach 0,8; 1,2; 1,6; oraz 2 pg biatka/gasienice.
Smiertelno$é oceniano przez 72 godziny. Gasienice traktowane proteaza w dawkach
1,2; 1,6; oraz 2 pg/gasienice wykazywaty odpowiednio 30, 50 1 80 % $miertelnos¢.
Dlatego tez do dalszych doswiadczen, wybrana zostata dawka 0,8 pg/gasienice
alkalicznej proteazy, po ktorej otrzymano prawie 100% przezywalno$¢ gasienic

w badanym czasie (Andrejko i Sieminska, 2016).

4.2.2. Wplyw alkalicznej proteazy na aktywnos¢ oksydazy fenolowej

hemolimfy w badaniach in vivo

Aktywacja uktadu oksydazy fenolowej jest jedna z najszybszych reakcji
odporno$ciowych owadow i jest uruchamiana w momencie zranienia czy rozpoznania
przez receptory gospodarza charakterystycznych struktur molekularnych obecnych
w $cianie komorkowej drobnoustrojow, np. lipopolisacharydu (LPS), peptydoglikanu
(PG) oraz f-1,3-glukanu. Koncowym produktem reakcji katalizowanej przez

fenoloksydaze jest melanina. Proces melanizacji wspomaga organizm w gojeniu ran,
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twardnieniu oskorka, tworzeniu skrzepu, a takze w utrzymaniu homeostazy jelita
(Cerenius 1 in., 2008; Kanost i in., 2004; Lu i Jang, 2007; Zdybicka-Barabas
1 Cytrynska, 2010). Zaré6wno melanina, jak i cytotoksyczne produkty posrednie
wykazuja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe 1 zapobiegajg rozprzestrzenianiu si¢
drobnoustrojéw chorobotwoérczych w organizmie gospodarza (Sugumaran, 2002; Lee
i Miura, 2014).

Jak wynika z badan przeprowadzonych w Zaktadzie Immunobiologii
u gasienic G. mellonella zainfekowanych bakteriami P. aeruginosa dochodzi do
aktywacji ukladu oksydazy fenolowej. W przypadku szczepoéw bakteryjnych
wytwarzajacych alkaliczng proteazg¢ zanotowano wyrazny wzrost aktywnoS$ci
oksydazy w pierwszych 6 godzinach od zakazenia, po czym wraz z rozwojem
bakteriemii w hemolimfie nastgpowal stopniowy spadek aktywnosci enzymu
(Andrejko i in., 2014). W zwiazku z tym w pracy podjeto badania majace na celu
sprawdzenie, czy aplikacja alkalicznej proteazy P. aeruginosa, istotnego czynnika
wirulencji tej bakterii moze odpowiada¢ za uzyskane zmiany aktywnoS$ci

fenoloksydazy w hemolimfie gasienic G. mellonella.

Owadom aplikowano alkaliczng proteaze (AP) pozyskang z ptynu
pohodowlanego szczepu Kklinicznego 02/18 bakterii P. aeruginosa rosnacych
w pozywce minimalnej, wedtug procedury zamieszczonej w podrozdziale 3.4.3. Do
hemocelu gasienic wprowadzano proteazg w dawce 0,8 pg/ gasienice. Dla
poréwnania, owady immunizowano bakteriami P. aeruginosa (szczep 02/18) zabitymi
ogrzewaniem (podrozdziat 3.4.7.). Nastgpnie pobierano hemolimfe po 2, 4, 8, 151 24
godzinach od iniekcji (podrozdziat 3.4.8.). Jako grupe kontrolng w doswiadczeniu
stosowano hemolimfe gasienic nieimmunizowanych. Oznaczanie poziomu
aktywno$ci oksydazy fenolowej (PO) przeprowadzano zgodnie z procedurg opisang
w podrozdziale 3.4.16. Wyniki eksperymentow uzyskane po 90-minutowej inkubacji
mieszaniny reakcyjnej z substratem L-3,4-dihydroksyfenyloalaning przedstawiono na
wykresie (ryc. 34 A).
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Badania in vivo
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Ryc. 34 Zmiany poziomu aktywnosci fenoloksydazy w hemolimfie gasienic
G. mellonella. Aktywno$é PO byla mierzona w hemolimfie pobieranej po 2, 4, 8, 15 i 24
godzinach po iniekcji alkalicznej proteazy (AP) lub bakterii zabitych ogrzewaniem (zPa).
Kontrole stanowila hemolimfa ggsienic nieimmunizowanych (NH). A. Aktywno$¢ fenoloksydazy
po 90 minutach od momentu dodania substratu do mieszaniny reakcyjnej. Kazdy punkt
reprezentuje $rednig + SD. *® Rézne litery wskazuja istotna réznice warto$ci aktywnosci
oksydazy fenolowej dla poszczegolnych wariantow doswiadczenia; B. Hamowanie procesu
tworzenia melaniny w hemolimfie ggsienic. Fotografia fragmentu 96-dolkowej plytki stosowanej
do oznaczania aktywnoSci PO przedstawionej w postaci wykreséw A

Jak wynika z przeprowadzonych badan, immunizacja gasienic zabitymi
ogrzewaniem bakteriami P. aeruginosa powodowata stymulacje aktywnos$ci
fenoloksydazy w hemolimfie gasienic po uptywie 8, 15 1 24 godzin od podania
immunogenu. Aktywno$¢ PO w hemolimfie gasienic, niezaleznie od czasu pomiaru,
byta przynajmniej 5-krotnie wigksza niz w przypadku gasienic nieimmunizowanych,

stanowigcych kontrole w do§wiadczeniu.

Po aplikacji gasienicom alkalicznej proteazy, istotny statystycznie przyrost

aktywnosci PO w hemolimfie notowano po 8 godzinach od iniekcji, podobnie jak
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w przypadku immunizacji bakteriami. Nalezy zaznaczy¢, ze po tym czasie zmierzona
aktywnosc¢ ksztaltowala si¢ na zblizonym poziomie zarowno po iniekcji proteazy, jak
i zabitych bakterii (Asg0 = 6-7). Natomiast po 15 oraz 24 godzinach od wprowadzenia
alkalicznej proteazy do hemocelu owada aktywnos$¢ oksydazy okazata si¢ prawie
5-krotnie mniejsza w poréwnaniu do poziomu obserwowanego po 8 godzinach, tym
samym osiggajac warto$¢ porownywalng do aktywnosci PO w hemolimfie gasienic
nieimmunizowanych. Na uwagg zastuguje fakt, ze zahamowanie aktywnos$ci oksydazy
fenolowej w hemolimfie ggsienic, ktorym podano alkaliczng proteaze miato charakter
trwaly, co potwierdza zdjgcie plytki z mieszaning reakcyjng stosowana do oznaczania
aktywnosci fenoloksydazy wykonane po 24 godzinach od zakonczenia doswiadczenia.
W prébach hemolimfy pobranych po 15 oraz 24 godzinach po aplikacji AP zwraca
uwage brak melaniny (ryc. 34 B).

W celu uwidocznienia zmian aktywnos$ci oksydazy fenolowej po iniekcji
gasienicom alkalicznej proteazy, proéby hemolimfy poddano rozdziatowi
elektroforetycznemu w warunkach niedenaturujacych (podrozdziat 3.4.20.). Podobnie
jak w przypadku wczesniejszych do$wiadczen in vivo gasienicom aplikowano
alkaliczng proteazg (0,8 pg/gasienicg) oraz zabite bakterie P. aeruginosa. Jako
kontrol¢ przyjeto hemolimfe owadow nieimmunizowanych. Hemolimfe pobierano po
2,4, 8, 151 24 godzinach od iniekcji, po czym pozbawiano hemocytow poprzez
wirowanie i dokonywano rozdziatu hemolimfy za pomoca elektroforezy (podrozdziat
3.4.8. 1 3.4.20.). Nastepnie, zele inkubowano w obecnosci L-DOPA do momentu

pojawienia si¢ melaniny (podrozdziat 3.4.16.).

Na obrazie -elektroforetycznym obserwowano zwigkszona aktywno$¢
oksydazy fenolowej hemolimfy gasienic, ktérym zaaplikowano alkaliczng proteaze
(ryc. 35). W pordéwnaniu do hemolimfy gasienic nieimmunizowanych po 2, 4 i 8
godzinach od iniekcji do hemocelu gasienic proteazy spostrzezono pojawiajagce si¢
skupiska melaniny, §wiadczace o dziataniu oksydazy fenolowej. Natomiast po 15 i 24
godzinach od aplikacji AP, w badanych probach hemolimfy byty obecne jedynie
sladowe ilo$ci melaniny, podobnie jak w hemolimfie gasienic nieimmunizowanych

(NH).
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Ryc. 35 Aktywnos¢ oksydazy fenolowej hemolimfy gasienic po 2, 4, 8, 15, 24 godzinach
od iniekcji alkalicznej proteazy, AP (0,8 pg/gasienice). Kontrola- hemolimfa gasienic
nieimmunizowanych (NH). Ramka wskazano obszar wystepowania skupisk melaniny

Znacznie wyzszg aktywno$¢  fenoloksydazy zaobserwowano na
elektroforegramie w przypadku prob zawierajacych hemolimfe gasienic
immunizowanych bakteriami zabitymi ogrzewaniem, w szczego6lnosci po 8, 151 24
godzinach od iniekcji, co wnioskowano na podstawie widocznych skupisk melaniny
(ryc. 36).

NH 2h 4h 8h 15h 24h
L J

zPa

Ryc. 36 Detekcja aktywnosci oksydazy fenolowej hemolimfy gasienic po 2, 4, 8, 15, 24
godzinach od immunizacji bakteriami zabitymi ogrzewaniem (zPa). Kontrola- hemolimfa
gasienic nieimmunizowanych (NH)

W badaniach wstepnych sprawdzono wptyw alkalicznej proteazy na
aktywno$¢ oksydazy fenolowej w hemolimfie owadow po 30 oraz 60 minutach od
podania proteazy. Gasienicom aplikowano alkaliczng proteaze w dawce standardowej
stosowanej w wyzej opisanych eksperymentach tj. 0,8 pg/gasienice oraz w dawce
ponad 3-krotnie wyzszej tj. 3 pg/gasienice. Na podstawie wynikéw zamieszczonych
naryc. 37 A mozna stwierdzi¢, ze juz po 30 minutach od podania proteazy w obydwu
stosowanych dawkach doszto do aktywacji uktadu PO w hemolimfie. Nieznacznie
wyzszy poziom oksydazy fenolowej zanotowano po iniekcji AP w dawce
3 ng/gasienicg. Jednak, po 60 minutach od iniekcji dalszy wzrost aktywnosci oksydazy
zanotowano jedynie u owaddéw, ktérym podano mniejszg dawke proteazy. Poziom
aktywno$ci w tym czasie byl zblizony do obserwowanego w hemolimfie po

2 godzinach (ryc. 37 A).

105



Badania in vivo
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Ryc. 37 Zmiany poziomu aktywnosci oksydazy fenolowej hemolimfy gasienic po 30
i 60 minutach od aplikacji do hemocelu alkalicznej proteazy (AP) w dawkach 0,8 ng/gasienice
oraz 3 pg/gasienice. Kontrole stanowila hemolimfa gasienic nieimmunizowanych (NH). A.
Aktywnos$¢ oksydazy fenolowej po 90 minutach od momentu dodania substratu do mieszaniny
reakcyjnej. Doswiadczenie wykonano jednokrotnie w 4 powtorzeniach. Kazdy punkt
reprezentuje §rednig = SD. #°¢9Rézne litery wskazuja znaczaca réznice wartosci aktywnosci
oksydazy fenolowej dla poszczegélnych wariantéw doswiadczenia, B. Hamowanie tworzenia
melaniny w hemolimfie gasienic. Fotografia fragmentu 96-dotkowej plytki stosowanej do
oznaczania aktywnoS$ci PO przedstawionej w postaci wykresu A

Natomiast po iniekcji owadom alkalicznej proteazy w dawce 3 pg/gasienice,
aktywnos$¢ fenoloksydazy po 60 minutach nie zmienita si¢ istotnie w stosunku do tej
uzyskanej po 30 minutach. W probach hemolimfy wyraznie zauwazalny jest brak

melaniny na zamieszczonej fotografii na ryc. 37 B.

Na ryc. 38 przedstawiono aktywno$¢ oksydazy fenolowej hemolimfy
gasienic, ktorym aplikowano alkaliczng proteaze w dawce (0,8 pg/gasienicg) oraz
dawce 3 pg/gasienice. Analizujac powyzszy obraz elektroforetyczny mozna
stwierdzi¢, ze po wprowadzeniu proteazy do hemocelu owada juz po 30 minutach
dochodzi do wzrostu aktywnosci fenoloksydazy, w poréwnaniu do hemolimfy

gasienic nieimmunizowanych. Jednak réznice w aktywnosci fenoloksydazy
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obserwowane na elektroforegramie nie sg tak wyrazne, jak w przypadku wynikow
pokazanych na wykresie (ryc. 37 A), uzyskanych za pomoca metody

spektrofotometrycznej.

—T S S . m—rrer
o - " .

NH 30 60 30 60
min min min min
0,8 ug AP 3 ng AP

Ryc. 38 Obraz elektroforetyczny aktywnosci oksydazy fenolowej po aplikacji do
hemocelu owada alkalicznej proteazy w dawkach 0,8 pg/gasienice i 3 pg/gasienice. Hemolimfe
pobierano po 30 i 60 minutach od iniekcji. Kontrola- hemolimfa gasienic nieimmunizowanych
(NH)

Podsumowujac  wyniki eksperymentéw in Vvivo otrzymane metoda
spektrofotometryczng oraz elektroforetyczng mozna stwierdzi¢, ze aplikacja
gasienicom alkalicznej proteazy, podobnie jak w przypadku zabitych bakterii
P. aeruginosa powoduje wyrazny wzrost aktywno$ci oksydazy fenolowej
w hemolimfie owadéw (w czasie od 30 minut do 8 godzin). Nastgpnie, poziom
aktywnosci PO znaczaco spada w wyniku dziatania alkalicznej proteazy (po okoto 15
godzinach). Natomiast w hemolimfie gasienic zakazonych bakteriami utrzymuje si¢
na podwyzszonym poziomie. Wyniki wstepnych badan wskazuja, ze hamowanie
aktywnosci PO przez alkaliczng proteaz¢ jest reakcja wyraznie zalezng od dawki.
Alkaliczna proteaza uzyta w dawce 3 pg/ gasienice skutecznie hamuje aktywnosc¢
oksydazy juz po 60 minutach od podania, tym samym wpltywajac negatywnie na

proces tworzenia melaniny w hemolimfie gasienic.

4.2.3. Wplyw alkalicznej proteazy na aktywnos¢ oksydazy fenolowej

w badaniach in vitro

Oksydaza fenolowa wystepuje u owadéw w hemolimfie i hemocytach
w formie nieaktywnej, okreslanej jako profenoloksydaza (proPO). Uruchomienie
kaskady proteaz serynowych, prowadzi do konwersji profenoloksydazy do formy

aktywnej oksydazy fenolowej, co odbywa si¢ na drodze ograniczonej proteolizy
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przeprowadzanej przez proteinazg¢ aktywujaca proPO (Park i in., 2007). W zwiazku
z zaobserwowanym w warunkach in vivo skutecznym hamowaniem aktywnosci
oksydazy fenolowej hemolimfy gasienic po 15 godzinach od iniekcji proteazy, celem

badan in vitro byta proba okreslenia mechanizmu dziatania alkalicznej proteazy.

Do badan in vitro stosowano hemolimfe gasienic nieimmunizowanych
z nieaktywng oksydaza fenolowa. W celu sprawdzenia wptywu alkalicznej proteazy
na reakcje katalizowang przez oksydaz¢ fenolowa aktywowano ja laminaryna,
nastepnic prowadzono 30-minutowg inkubacje hemolimfy z alkaliczng proteaza
w temperaturze pokojowej (proba eksperymentalna) lub bez (proba kontrolna).
W kolejnym etapie dodawano L-DOPA i mierzono absorbancj¢ spektrofotometrem
(podrozdziat 3.4.18.).

Badania in vitro
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Ryc. 39 Wplyw alkalicznej proteazy na dzialanie zaktywowanej oksydazy fenolowej
hemolimfy gasienic. Proba eksperymentalna skladala si¢ z aktywowanej laminaryna PO
hemolimfy gasienic nieimmunizowanych oraz alkalicznej proteazy (AP). Proba kontrolna nie
zawierala AP. Kazdy punkt reprezentuje Srednia + SD. *° Rézne litery oznaczaja istotne réznice
w warto$ci aktywnosci oksydazy fenolowej dla poszczegélnych wariantéw doswiadczenia

Z przedstawionych danych na wykresie (ryc. 39) wynika, ze doszto do
wzrostu aktywnosci oksydazy fenolowej w obu probach, zaréwno w czasie 0 jak i po

15 minutach inkubacji z substratem.

W kolejnych badaniach in vitro w celu ujednolicenia czasu inkubacji
hemolimfy  z  alkaliczng  proteazg, = wykonano  roéwnoczesnie  probeg
spektrofotometryczng oraz probe do rozdziatu elektroforetycznego, o tym samym

sktadzie (podrozdziat 3.4.16.). W testach wykorzystano hemolimfe gasienic
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nieimmunizowanych oraz ggsienic immunizowanych zabitymi bakteriami

P. aeruginosa (podrozdziat 3.4.7.).

A.

— e
cr N
:

NH zPa NH+AP zPa+AP

NH zPa NH+AP  zPa+AP

Ryc. 40 Hamowanie procesu melanogenezy w hemolimfie gasienic G. mellonella
w warunkach in vitro. Préby eksperymentalne zawieraly hemolimfe gasienic
nieimmunizowanych (NH) lub gasienic immunizowanych bakteriami zabitymi ogrzewaniem
(zPa) inkubowana z alkaliczna proteaza (AP). Proby kontrolne nie zawieraly AP. A. Obraz
elektroforetyczny aktywnosci oksydazy fenolowej po inkubacji AP z hemolimfg gasienic NH
i zPa. B. Zdjecie fragmentu 96-dolkowej plytki stosowanej do pomiaru aktywnosci
fenoloksydazy po inkubacji AP z hemolimfa gasienic NH i zPa

Na obrazie elektroforetycznym (ryc. 40 A) w probach kontrolnych nie
zawierajacych alkalicznej proteazy wyraznie widoczna jest obecno$¢ melaniny, co
wskazuje na aktywno$¢ PO w hemolimfie. Natomiast w probie zawierajacej
hemolimfe gasienic nieimmunizowanych inkubowang z AP, nie obserwowano
wytworzenia melaniny, najprawdopodobniej na skutek zahamowania aktywnos$ci PO.
W  hemolimfie ggsienic immunizowanych bakteriami, czyli zawierajacej
zaktywowang PO, alkaliczna proteaza mniej skutecznie hamowata aktywnos$¢
badanego enzymu. Nalezy wspomnie¢, ze po 24 godzinach od zakonczenia
eksperymentu, wcigz obserwowano zahamowanie aktywnosci oksydazy fenolowej
w probie zawierajacej hemolimfe gasienic nieimmunizowanych z dodatkiem
alkalicznej proteazy. Fakt ten potwierdza wykonana fotografia (ryc. 40 B) fragmentu

ptytki 96-dotkowej wykorzystywanej do oznaczania aktywnos$ci oksydazy fenolowe;.

W przypadku badan dotyczacych procesu aktywacji proPO, hemolimfe

owadow nieimmunizowanych inkubowano bezposrednio z alkaliczng proteaza (proba
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eksperymentalna) lub bez (préba kontrolna) przez 50 minut w temperaturze 4°C. Po
tym czasie dodawano substrat L-3,4-dihydroksyfenyloalaning i bezzwlocznie
mierzono absorbancje za pomocg spektrofotometru, jak opisano w podrozdziale
3.4.17.

Badania in vitro

0,8
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HH
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Aktywnos¢ fenolooksydazy [A ,40]

ENH ENH+AP

Ryc. 41 Aktywacja proPO hemolimfy gasienic w warunkach in vitro. Préba
eksperymentalna zawierala hemolimfe gasienic nieimmunizowanych (NH) oraz alkaliczna
proteaze (AP), préba kontrolna nie zawierala AP. Pomiar aktywno$ci PO wykonywano
bezzwlocznie po dodaniu substratu. Kazdy punkt reprezentuje $rednig + SD. 2° Rozne litery
oznaczajq istotne réznice w wartosci aktywnosci oksydazy fenolowej dla poszczegdlnych
wariantéw doSwiadczenia

Z analizy uzyskanych danych wynika, Ze w probie zawierajacej alkaliczng
proteaze doszto do spadku (0 50%) poziomu aktywnosci oksydazy fenolowej

w badanej hemolimfie gasienic w stosunku do kontroli (ryc. 41).

W oparciu o otrzymane wyniki eksperymentéw przeprowadzonych
w warunkach in vitro nalezy przypuszczaé, ze alkaliczna proteaza skutecznie hamuje
aktywacje¢ proPO. Natomiast nie dziala lub dziala w znacznie mniejszym stopniu na

reakcj¢ utleniania L-DOPA przez oksydazg fenolowa.

4.2.4. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa hemolimfy gasienic

immunizowanych alkaliczng proteaza

Celem kolejnych badah bylo sprawdzenie czy po aplikacji alkalicznej

proteazy do hemocelu owada dochodzi do indukcji syntezy peptydow
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odpornosciowych i tym samym do wzrostu aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej
hemolimfy. Enzym otrzymywano standardowo z ptynu pohodowlanego bakterii
P. aeruginosa (szczep 02/18) wedtug procedury opisanej w podrozdziale 3.4.3.

Gasienicom podawano frakcje chromatograficzng zawierajacg alkaliczng
proteazg w dawce 0,8 nug biatka/ggsienice. Dla poréwnania, kolejng grupe owadow
immunizowano zabitymi ogrzewaniem bakteriami P. aeruginosa (szczep 02/18)
(podrozdziat  3.4.7.). Grupe kontrolng stanowita hemolimfa  ggsienic
nieimmunizowanych. Po 4, 8, 15, 24 148 godzinach ze wszystkich owadow pobierano
probki hemolimfy (podrozdziat 3.4.8.). Dodatkowo w do$wiadczeniach zastosowano
ekstrakty z hemolimfy, zawierajace biatka i peptydy 0 masie ponizej 30 kDa
(podrozdziat 3.4.9.). Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa w hemolimfie gasienic
G. mellonella immunizowanych alkaliczng proteazg okreslano na podstawie stref
zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowej E. coli (aktywnos$¢ wobec bakterii
Gram-ujemnych) oraz grzyba A. niger (aktywno$¢ przeciwgrzybowa) metoda dyfuzji
radialnej (podrozdziat 3.4.12. 1 3.4.15.).

Istotny wzrost aktywno$ci przeciwbakteryjnej wykazano w hemolimfie
owadow po 15 godzinach od iniekcji alkalicznej proteazy (ryc. 42A). Natomiast
maksymalny poziom, odpowiadajacy okoto 4 uM cekropiny B, notowano po 24
godzinach. Aktywno$¢ ta porownywalna byta do poziomu uzyskanego po tym samym
czasie w hemolimfie owadow immunizowanych bakteriami. W badanych ekstraktach
z hemolimfy aktywno$¢ przeciwbakteryjna byla zdecydowanie mniejsza
w poréwnaniu do hemolimfy peinej (ryc. 42B). Nalezy zaznaczy¢, ze kinetyka
pojawiania si¢ badanej aktywnosci po aplikacji owadom alkalicznej proteazy miata
podobny przebieg, jak w przypadku hemolimfy otrzymanej z gasienic

immunizowanych zabitymi bakteriami P. aeruginosa (Andrejko i Sieminska, 2016).

Aktywno$¢ przeciwgrzybowa oceniana na podstawie stref zahamowania
wzrostu A. niger byla obserwowana w hemolimfie i w ekstraktach z hemolimfy
gasienic po 15 godzinach od aplikacji alkalicznej proteazy (ryc. 43). Aktywnos¢
hemolimfy utrzymywata si¢ na wysokim poziomie, odpowiadajacym okoto 140 pm
amfoterycyny B, nawet po 48 godzinach od iniekcji. W hemolimfie ggsienic

immunizowanych bakteriami P. aeruginosa aktywno$¢ pojawiata si¢ dopiero po 24
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godzinach i1 byla prawie 2-krotnie nizsza w pordéwnaniu do aktywnoS$ci gasienic

immunizowanych alkaliczng proteaza (ryc. 43).
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Ryc. 42 Kinetyka zmian w poziomie aktywnosci przeciw bakteriom G(-)
w hemolimfie (A.)/ekstrakcie (B.) po 4, 8, 15, 24 oraz 48 godzinach od immunizacji bakteriami

zabitymi ogrzewaniem (zPa) oraz alkaliczna proteaza (AP). Hemolimfa/ ekstrakt gasienic

nieimmunizowanych (NH). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost aktywnos$ci w hemolimfie

immunizowanych owadéw w poréwnaniu do kontroli
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Ryc. 43 Kinetyka zmian w poziomie aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie
(A.)/ekstrakcie (B.) po 4, 8, 15, 24 oraz 48 godzinach od immunizacji bakteriami zabitymi
ogrzewaniem (zPa) oraz alkaliczna proteaza (AP). Hemolimfa/ ekstrakt gasienic
nieimmunizowanych (NH). Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost aktywnosci w hemolimfie
immunizowanych owadéw w poréwnaniu do kontroli

W kolejnych doswiadczeniach poziom aktywno$ci przeciwbakteryjnej
hemolimfy gasienic G. mellonella, ktorym aplikowano alkaliczng proteaze oceniano
metoda bioautografii, po uprzednim rozdziale bialek i peptydow za pomoca
elektroforezy SDS-PAGE (podrozdziat 3.4.19. i 3.4.23.). Strefy zahamowania wzrostu
bakterii E. coli pojawialy si¢ na zelu poliakrylamidowym w okolicy migracji

syntetycznej cekropiny B o masie 3,8 kDa, co moze wskazywaé¢ na obecno$¢
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w hemolimfie niskoczasteczkowych peptydow odpornosciowych, wykazujacych
wlasciwosci przeciwbakteryjne (Andrejko i Sieminska, 2016). Nastepnie metoda
bioautografii oceniano poziom aktywnos$ci przeciwbakteryjnej hemolimfy ggsienic
G. mellonella, ktére immunizowano dwoma réznymi dawkami alkalicznej proteazy,
tj. 0,8 oraz 1,6 ug biatka/ gasienice oraz proteaza (0,8 pg) poddang denaturacji (98°C,
30 min.). Dla porownania w doswiadczeniach uzyto rowniez hemolimfy gasienic
naktutych saprofitycznymi bakteriami E. coli, standardowo stosowanymi do

pobudzania uktadu odpornosciowego owada (kontrola pozytywna).

E. coli 24h 0,8 pg 1,6 pg 0,8 pug 98°C
AP 24h

Ryc. 44 Bioautografia — wizualizacja aktywnosci przeciwbakteryjnej bialek
i peptydow hemolimfy po 24 godzinach od iniekcji alkalicznej proteazy (AP 24h) w dawce
0,8 ng/gasienice i 1,6 ng/gasienice oraz po iniekcji alkalicznej proteazy w dawce 0,8 ug/ggsienice
poddanej 30-minutowej inkubacji w 98°C (0,8 ng 98°C). Hemolimfa gasienic immunizowanych
bakteria E. coli (E. coli 24h). Fotografia zelu obrazujacego wyrazne (jasniejsze) strefy
zahamowania wzrostu E. coli

Na podstawie uzyskanych wynikow przedstawionych na ryc. 44 stwierdzono,
ze iniekcja gasienicom G. mellonella alkalicznej proteazy spowodowata pojawianie
si¢ aktywno$ci przeciwbakteryjnej we wszystkich badanych probach. Strefy
zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowej, obecnej w podtozu pokrywajacym zel,
byly zlokalizowane na podobnej wysokosci jak strefa powstata w wyniku immunizacji
gasienic bakteriami E. coli. Nalezy zaznaczy¢, ze najwicksza aktywno$¢ odnotowano

w hemolimfie owadow, ktérym zaaplikowano proteaz¢ poddang ogrzewaniu (98°C).

Dodatkowo wykonano rozdziat elektroforetyczny biatek petnej hemolimfy

owadow po aplikacji alkalicznej proteazy w dawce 0,8 pg/gasienice (ryc.45).
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Hemolimfe pobierano po 15 i 24 godzinach od wstrzyknigcia enzymu (podrozdziat
3.4.8.). Grupg kontrolng stanowila hemolimfa ggsienic, ktorym podano przez iniekcje
jatowa wode (3 ul). Analiza uzyskanego obrazu elektroforetycznego zamieszczonego
na ryc. 45 wykazata, ze w wyniku iniekcji alkalicznej proteazy w obu wariantach
czasowych doszto do degradacji biatlek hemolimfy o masach czasteczkowych
w zakresie 38 - 45 kDa, oraz okoto 14,4 kDa. Zaobserwowano takze pojawienie si¢
nowych prazkow biatkowych 0 masach czasteczkowych w zakresie 31-35 kDa, ktore
mogg by¢ produktami degradacji biatek o wyzszej masie.

97,4 kDa &
66,2 kDa

45,0 KDa -

31,0 kDa

21,5 kDa
14,4 kDa

Marker AP K
15h [ 24h | 15h | 24h

Ryc. 45 Degradacja bialek i peptydow hemolimfy gasienic poddanych immunizacji
alkaliczna proteaza (AP, 0,8 ng/ gasienic¢). Hemolimfe pobierano po 15 i 24 godzinach.
Grupe kontrolng (K) stanowila hemolimfa gasienic po iniekcji jalowej wody (3 pl). Ramkami
zaznaczono obszary, w ktorych doszlo do zmian ilo§ciowych i/ lub jako$ciowych bialek
hemolimfy

4.2.5. Analiza profili bialkowo-peptydowych hemolimfy owadéw

immunizowanych alkaliczna proteaza

W celu uwidocznienia zmian w profilach biatkowo-peptydowych hemolimfy
gasienic traktowanych alkaliczng proteazg w poréwnaniu do hemolimfy gasienic
nieimmunizowanych wykonano ekstrakty metanolowe wedlug procedury
zamieszczonej w podrozdziale 3.4.9. Nastepnie dokonano separacji polipeptydow
ekstraktow za pomoca jednokierunkowej elektroforezy trycynowej (podrozdziat
3.4.21.). Analizujac uzyskane elektroforegramy (ryc. 46) zauwazono, ze po aplikacji
do hemocelu owada proteazy w dawkach 0,8 pg oraz 1,6 pg/gasienice dochodzi do
pojawienia si¢ dodatkowych prazkow peptydowych o masie ponizej 6,5 kDa, ktérych
nie obserwowano w kontroli. Szczegdlnie wyrazne prazki odpowiadajgce peptydom
niskoczgsteczkowym zaobserwowano w probie zawierajacej ekstrakt z hemolimfy

owadow po aplikacji alkalicznej proteazy poddanej denaturaciji.
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Ryc. 46 Profile biatkowo-peptydowe hemolimfy gasienic po 24 godzinach od iniekcji
alkalicznej proteazy - elektroforeza trycynowa. Ekstrakty z hemolimfy gasienic po iniekcji:
alkalicznej proteazy w dawce 0,8 pg/gasienice; 1,6 ng/gasienice oraz alkalicznej proteazy w
dawce 0,8 pg/gasienice po 30-minutowej inkubacji w 98°C (0,8 pg 98°C). Gwiazdki (*) wskazuja
poziom peptydéw o masie ponizej 6,5 kDa

W  kolejnych dos$wiadczeniach sprawdzano, czy na indukcje syntezy
peptydow ma wptyw dawka alkalicznej proteazy stosowana do immunizacji oraz czas,
ktory uptynatl od iniekcji do pobrania hemolimfy. W tym celu metodg elektroforezy
trycynowej analizowano zmiany w profilach biatkowo-peptydowych ekstraktow
otrzymanych z hemolimfy gasienic immunizowanych proteaza uzyta w nastepujacych
dawkach: 0,3; 0,6; 1,6; 2,4 oraz 3,2ug biatka/ggsienice (podrozdziat 3.4.9. i 3.4.21.).
Hemolimfe pobierano po 48 i 72 godzinach od iniekcji (podrozdziat 3.4.7. i 3.4.8.).

Na podstawie uzyskanego obrazu elektroforetycznego (ryc. 47) mozna
stwierdzié, ze wprowadzenie do hemocelu owada alkalicznej proteazy w dawkach od
0,3 pug do 1,6 pg bialka/ggsienice skutkowalo pojawieniem si¢ peptydow
niskoczasteczkowych, ktoérych podwyzszony poziom utrzymywat si¢ do 72 godzin.
Ponadto na analizowanych elektroforegramach zaobserwowano, ze w hemolimfie
gasienic, ktore otrzymaly najwyzsze stosowane w do$§wiadczeniu dawki enzymu (2,4
I 3,2 ug) zaobserwowano S$ladowa ilos¢ peptydow, podobnie jak u ggsienic
kontrolnych. Powyzsza obserwacja moze $wiadczy¢ o zachodzagcym w hemolimfie

procesie degradacji peptydow przeprowadzanym przez alkaliczng proteazg.

W celu bardziej szczegétowej analizy profili biatkowo-peptydowych
przeprowadzono  rozdziat  wybranych  ekstraktow  hemolimfy  ggsienic
immunizowanych alkaliczng proteaza za pomoca elektroforezy dwukierunkowe;j
(podrozdziat 3.4.24. oraz 3.4.21.).
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Ryc. 47 Wplyw réznych dawek alkalicznej proteazy na pojawianie si¢ peptydéw

niskoczasteczkowych w hemolimfie gasienic G. mellonella - elektroforeza trycynowa.

Ekstrakty wykonano z hemolimfy pobieranej po 48 i 72 godzinach od iniekcji. K - ekstrakt

z hemolimfy gasienic po nakluciu. Gwiazdki (*) wskazujg poziom peptydow o masie ponizej

6,5 kDa

Technika elektroforezy 2D pozwala na separacj¢ biatek zaleznie od ich

punktéw izoelektrycznych w pierwszym wymiarze, a nast¢pnie na podstawie ich masy
czasteczkowej w drugim wymiarze. Rozdzialowi poddano 100 pg biatka ekstraktu
z hemolimfy gasienic immunizowanych: alkaliczng proteaza w dawce 0,8 ug i 1,6 ug;
alkaliczng proteaza (0,8 pg) poddang 30-minutowej inkubacji w temperaturze 98°C
lub zabitymi ogrzewaniem komorkami P. aeruginosa (podrozdziat 3.4.7. — 3.4.9.).

Kontrolg stanowity ekstrakty z hemolimfy ggsienic nieimmunizowanych. Uzyskane

obrazy elektroforetyczne zamieszczono na ryc. 48 i 49.

Analiza elektroforegramow ujawnita liczne roznice jakosciowe i iloSciowe
w profilach biatkowo-peptydowych ekstraktow z hemolimfy gasienic po aplikacji

alkalicznej proteazy, w odniesieniu do ggsienic nieimmunizowanych (NH).

Zastosowanie proteazy w dawce 0,8 ug/gasienice spowodowato zmiang

poziomu niektorych polipeptydow o masach czgsteczkowych od 17 do 26,6 kDa
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I punkcie izoelektrycznym o wartosci okoto 5 (ramka nr 1). Warto zwrdci¢ uwage na
pojawienie si¢ kilku nowych biatek o masach powyzej 14,4 kDa i pl 4 — 6 po

wstrzyknigciu ggsienicom 1,6 pg proteazy/gasienice (ramka nr 2).

Analizujac wplyw aplikacji gasienicom r6znych dawek alkalicznej proteazy
na biatka i peptydy hemolimfy stwierdzono brak duzej liczby plamek w zakresie pl
3,5 — 6 oraz masach czasteczkowych w przedziale 6,5 — 14,4 kDa, w poréwnaniu do
hemolimfy ggsienic kontrolnych (NH) (ryc. 42 A, ramka nr 3). Poza tym po aplikacji
proteazy poddanej ogrzewaniu odnotowano pojawianie si¢ dodatkowego biatka

o pl 9 i masie czasteczkowej 24 kDa (ramka nr 6).

Stwierdzono réwniez, ze po uzyciu do immunizacji owadéw alkalicznej
proteazy w dawce nizszej tj. 0,8 pug w hemolimfie obserwowano zdecydowanie
mniejsza ilo§¢ polipeptydow w poréwnaniu zaréwno do gasienic immunizowanych

wyzsza dawka AP, jak rowniez do gasienic kontrolnych (NH).

Dodatkowo spostrzezono zmiang ilo$ci biatka o masie molekularnej 14 kDa
1 punkcie izoelektrycznym 9 w badanych probach eksperymentalnych, w porownaniu
do kontroli. Opierajac si¢ na ocenionych parametrach nalezy przypuszczaé, ze tym
biatkiem jest lizozym. Po iniekcji alkalicznej proteazy w dawce 0,8 pg/gasienice jak
roOwniez po immunizacji ggsienic zabitymi bakteriami dochodzi do wyraznego
zmniejszenia ilo$ci, a nawet catkowitego zaniku tego bialka (ramka nr 4). W probach
po aplikacji proteazy w dawce 1,6 ug/ gasienice oraz proteazy poddanej denaturacji
zaobserwowano jedynie zmniejszanie si¢ ilosci wspomnianego biatka, w poréwnaniu

do gasienic nieimmunizowanych (ramka nr 5).

Ponadto we wszystkich probach eksperymentalnych zwrocono uwage na
réznice w intensywnosci wybarwienia biatka o masie czasteczkowej okoto 18 kDa.
Masa powyzszego biatka wskazuje na konstytutywnie obecng w hemolimfie owadow
apolipoforyne III (Vertyporokh i in., 2015). Na przyktad, w hemolimfie ggsienic
ktérym aplikowano alkaliczna proteaze w dawce 0,8 pg/gasienicg oraz w hemolimfie
owadow immunizowanych zabitymi bakteriami ilos¢ apolipoforyny III byta mniejsza

w porownaniu do proby kontrolne;.

W probach zawierajacych hemolimfe gasienic immunizowanych zaréwno

alkaliczng proteaza, jak i zabitymi bakteriami obserwowano pojawienie si¢ peptydow
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Ryc. 48 Réznice w profilach polipepetydowych ekstraktow z hemolimfy owadéw po
24 godzinach od iniekcji - elektroforeza trycynowa 2D. Ekstrakty z hemolimfy gasienic:
nieimmunizowanych (NH); po iniekcji alkalicznej proteazy w dawce 0,8 ng/gasienice (AP
0,8 ng) oraz 1,6 ng/gasienice (AP 1,6 pg). Za pomoca ramek (1-7) oznaczano obszary zmian
ilosciowych/jakosciowych plamek
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Ryc. 49 Réznice w profilach polipepetydowych ekstraktéw z hemolimfy owadow po

24 godzinach od iniekcji - elektroforeza trycynowa 2D. Ekstrakty z hemolimfy gasienic po

iniekcji alkalicznej proteazy w dawce 0,8 pg/gasienice poddanej 30-minutowej inkubacji

w 98°C (AP 0,8 ug 98°C) oraz po immunizacji bakteriami zabitymi ogrzewaniem (zPa). Za

pomoca ramek (1-7) oznaczano obszary zmian ilo$ciowych/jakosciowych plamek
0 masie czasteczkowej okoto 4 kDa 1 pl 4,5 (ramka nr 6). Wyznaczone parametry
wskazanego peptydu wskazuja na peptyd anionowym-1 o masie czasteczkowej
4,8 kDa i pl 4,51, ktory wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe
w stosunku do grzybow strzepkowych (Cytrynska i in., 2010). Oprécz tego
odnotowano pojawianie si¢ biatka o masie okoto 4 kDa i pI 10 we wszystkich probach
eksperymentalnych (ramka nr 7). Na podstawie powyzszej obserwacji mozna
przypuszczaé, ze dochodzi do zwigkszenia poziomu peptydu bogatego w proling-1

w hemolimfie owadow po iniekcji alkalicznej proteazy i zabitych bakterii (Cytrynska
i in., 2007; Lee i in., 2004; Mak i in., 2001).

Podsumowujac mozna stwierdzié¢, ze dwuwymiarowy rozdziat SDS-PAGE

probek hemolimfy ggsienic immunizowanych alkaliczng proteazg P. aeruginosa
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ujawnil liczne zmiany w profilach biatek i peptydow zwiazanych z odpowiedzig
immunologiczng. Niewykluczone, ze ws$rdd niezidentyfikowanych biatek moga
wystepowac produkty degradacji biatek hemolimfy powstate na skutek aktywnosci

proteolitycznej badanego enzymu (alkalicznej proteazy).

Dodatkowo wykonano wstepne eksperymenty z zastosowaniem metody
RP-HPLC do separacji biatek i peptydow hemolimfy (obecnych w ekstraktach
niskoczasteczkowych) po immunizacji gasienic alkaliczng proteaza w dawce 0,8 png/
gasienice. Hemolimfg pobierano po 15 1 24 godzinach (podrozdziat 3.4.8.), po czym
dokonywano ekstrakcji biatek 1 peptydéw niskoczasteczkowych (podrozdziat 3.4.9.)
oraz poddawano procesowi odtluszczania (podrozdziat 3.4.10.). W dalszej kolejnosci
wykonywano rozdzial chromatograficzny (podrozdzial 3.4.27.). Prébe kontrolng
stanowily ekstrakty hemolimfy gasienic, ktérym wstrzyknigto 3 pl jalowej wody.
Poréwnujac uzyskane wyniki, z topografia pikéw uzyskanych po rozdziale
chromatograficznym ekstraktow po zakazeniu owadoéw bakteriami P. aeruginosa,
wstepnie stwierdzono obecno$¢ 8 peptydow w badanych ekstraktach: peptydu
anionowego-1, peptydu anionowego-2, peptydu bogatego w proling-1, peptydu
bogatego w proling-2, peptydu cekropino-D-podobnego, gallerimycyny, peptydu
moricyno-B-podobnego oraz defensyny. Ponadto zaobserwowano obecno$¢ dwoch
biatek, tj. lizozymu oraz apolipoforyny III. Wstgpnie mozna stwierdzi¢, ze zarowno
po zakazeniu badanymi szczepami bakterii, jak i po podaniu alkalicznej proteazy,
w hemolimfie ggsienic zaobserwowano pojawienie si¢ podobnego zestawu peptydow/
biatek odpornosciowych. W kolejnych badaniach przeprowadzona zostanie
identyfikacja za pomoca sekwencjonowania od N-konca oraz szczegoétowa analiza

ilosciowa tych polipeptydow.
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5. DYSKUSJA

5.1. Indukcja syntezy bialek i peptydéw odpornosciowych
w hemolimfie gasienic G. mellonella po zakazeniu owadéw

bakteriami P. aeruginosa

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) zwickszajaca sic
lekooporno$¢ drobnoustrojow jest jednym z gldownych zagrozen dla zdrowia
publicznego. Poszukiwanie nowych lekéw wymaga doktadnego poznania
mechanizméw patogenezy bakterii opornych na antybiotyki. Jednym z takich
patogenow jest Gram-ujemna pateczka ropy bigkitnej Pseudomonas aeruginosa
wywolujaca zakazenia szpitalne u pacjentow z obnizong odpornoscig. Bakteria ta
wytwarza liczne czynniki zjadliwo$ci, m. in. zewnatrzkomérkowe enzymy

proteolityczne, tj. proteaze IV, alkaliczng proteaze, elastaz¢ A oraz elastazg B.

Jako organizm modelowy do badan interakcji pomigdzy patogenem
a wrodzonym uktadem odpornosciowym gospodarza stosowany jest barciak wigkszy
Galleria mellonella. Pomimo duzego zainteresowania jakim w ostatnich latach cieszy
si¢ ten owad, niewiele jest prac opisujacych rolg poszczegélnych czynnikow
wirulencji, szczegélnie enzymoéw proteolitycznych bakterii P. aeruginosa

w indukowaniu, czy tez przetamywaniu reakcji obronnych owada podczas infekcji.

We  weczesniejszych  badaniach  przeprowadzonych w  Zakladzie
Immunobiologii UMCS zaobserwowano odmienny wplyw zakazenia rdéznymi
szczepami Gram-ujemnej bakterii P. aeruginosa na wybrane reakcje uktadu
odpornosciowego gasienic G. mellonella (Andrejko i in., 2014). W ramach niniejszej
pracy kontynuowano podjeta problematyke badawcza wybierajac do dalszych
eksperymentow dwa szczepy bakterii P. aeruginosa, entomopatogenny ATCC 27853
oraz szczep kliniczny 02/18. Bakterie te réznig si¢ profilem enzymoéw
proteolitycznych wytwarzanych podczas infekcji oraz podczas hodowli w podtozu.
Szczep entomopatogenny wytwarza w bulionie odzywczym (LB) proteaze IV, elastaze
A 1 elastaze B, a w pozywce minimalnej (M9) alkaliczng proteazg. Natomiast szczep
kliniczny produkuje w pozywce LB elastaz¢ B, a w pozywce M9 - alkaliczng proteaze.

Obecnos¢ genu lasB kodujacego elastaze B oraz genu aprA kodujacego alkaliczng
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proteaze¢ w genomach badanych szczepow P. aeruginosa zostata potwierdzona za

pomoca metody PCR (Andrejko i in., 2013a).

W niniejszej pracy skupiono si¢ na przesledzeniu humoralnej odpowiedzi
odpornosciowej zwigzanej z indukcjg syntezy peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych,
uwalnianych do hemolimfy podczas zakazenia owadow bakterig P. aeruginosa. Na
podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze zainfekowanie owadow
badanym patogenem wywotuje pojawienie si¢ zroznicowanej aktywnoS$ci
przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie barciaka, zard6wno przeciwbakteryjnej wobec
bakterii Gram-ujemnych oraz Gram-dodatnich, jak i przeciwgrzybowej. Po raz
pierwszy wykazano, ze zakazenie gasienic G. mellonella pateczka ropy bigkitnej
powodowato indukcje syntezy sze$ciu peptydow odpornosciowych, ktorych ilosé
wzrastata wraz z rozwojem bakteriemii. Juz po 8 godzinach od zainfekowania owadow
zwigkszat si¢ poziom trzech peptydow, tj. Gm defensyny, peptydu anionowego-1 oraz
peptydu bogatego w proling-2, natomiast po 15 godzinach istotnie rosta ilo$¢ trzech
pozostatych zidentyfikowanych peptydéw, a mianowicie cekropino-D-podobnego,
moricyno-B-podobnego oraz peptydu bogatego w proling-1. Poziom konstytutywnie
obecnych w hemolimfie peptydéw takich jak peptyd anionowy-2, apolipoforycyna
oraz Gm gallerimycyna nie ulegal zmianie po zakazeniu owadow badanym

patogenem.

Nalezy zaznaczy¢, ze u gasienic G. mellonella immunizowanych Gram-
ujemng bakterig E. coli nie stwierdzono obecno$ci w hemolimfie peptydu moricyno-
B-podobnego oraz Gm gallerimycyny (Cytrynska i in., 2007). Jak tlumaczy Mak
1 wspotautorzy (2010) réznice w poziomie wykrytych w hemolimfie peptydow moga
by¢ zwiagzane z aktywacja w ciele tluszczowym G. mellonella réznych szlakow
sygnatowych regulujacych ekspresje genow kodujacych peptydy, o ktérych niewiele
wiadomo. Najwigkszy przyrost ilosci peptydu zaobserwowano po zakazeniu ggsienic
bakteriami P. aeruginosa w przypadku peptydu bogatego w proling-2. Natomiast po
zainfekowaniu owadow bakterig E. coli najwyzszy poziom w hemolimfie osiagnat
peptyd cekropino-D-podobny, ale drugi w kolejnosci pod tym wzgledem byt réwniez
peptyd bogaty w proling-2 (Mak i in., 2010).

Warto podkresli¢, ze w wyniku badan wykonanych w ramach niniejszej pracy

zaobserwowano, ze aktywno$¢ przeciwbakteryjna hemolimfy zainfekowanych
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owadow skierowana byla nie tylko przeciw bakteriom Gram-ujemnym na co
zwrdcono uwage we wcezesniejszych badaniach (Andrejko i in., 2014), ale rowniez
przeciw bakteriom Gram-dodatnim. Opierajgc si¢ na danych literaturowych nalezy
przypuszczac, ze obserwowana aktywnos¢ wobec wskaznikowej bakterii E. coli byta
wynikiem dziatania peptydu cekropino-D-podobnego oraz peptydu moricyno-B-
podobnego (Cytrynska i in., 2007; Brown i in., 2008). Poziom tych peptydow
odpornosciowych istotnie wzrastal po 15 godzinach od zainfekowania owadoéw
P. aeruginosa. Ostatnio wykazano, ze peptyd cekropino-D-podobny wigze sie
z komorkami E. coli oddziatujac gtdéwnie z LPS bakterii, ale tez z innymi sktadnikami
lipidowymi btony komorkowej. Interakcja ta skutkuje permeabilizacja blony
komorkowej bakterii oraz uszkodzeniami wewnatrzkomorkowymi, takimi jak
powiekszenie przestrzeni peryplazmatycznej, utarta wielowarstwowej struktury oston
bakteryjnych 1 tworzenie pecherzykow btonowych, co prowadzi do $mierci

drobnoustroju (Zdybicka-Barabas i in., 2019).

Peptyd cekropino-D-podobny oraz peptyd moricyno-B-podobny obecne
w hemolimfie zakazonych owadow odpowiadaty takze za aktywno$¢ przeciw
bakteriom Gram-dodatnim, co wnioskowano na podstawie udowodnionego dziatania
przeciwdrobnoustrojowego skierowanego wobec B. circulans (Brown i in., 2008).
Nalezy zaznaczy¢, ze w hemolimfie immunizowanych gasienic G. mellonella
wykazano obecno$§¢ dwoch cekropin, wykazujacych aktywnos$¢ bakteriolityczna
wobec bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich (Kim i in., 2004, Cytrynska i in.,
2007, Bolouri i in., 2016). Natomiast moricyny G. mellonella charakteryzuja si¢

wilasciwosciami przeciwbakteryjnymi oraz przeciwgrzybowymi (Brown i in., 2008).

Poza tym w hemolimfie owadow po 15 godzinach od zakazenia zaré6wno
szczepem entomopatogennym, jak i klinicznym P. aeruginosa wykryto pojawienie si¢
aktywnosci przeciwgrzybowej skierowanej przeciw A. niger. Jak podaje literatura
takie dzialanie w hemolimfie gasienic barciaka wykazuje peptyd anionowy-1,
defensyna oraz peptyd cekropino-D-podobny (Cytrynska i in., 2007). Nalezy
zaznaczyC, ze w przypadku defensyny oraz peptydu anionowego-1, ich zwigkszony
poziom zaobserwowano juz po 8 godzinach od infekcji, czyli znacznie wczesniej od

zarejestrowanego wzrostu aktywnosci. W tym punkcie czasowym réwniez doszto do
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wzrostu ilos¢ peptydu moricyno-B-podobnego, ktory potencjalnie moze byc

odpowiedzialny za aktywno$¢ przeciwgrzybowa hemolimfy (Brown i in., 2008).

Warto wspomnie¢, ze po zainfekowaniu ggsienic barciaka wigkszego
paleczka ropy bilekitnej, poziom konstytutywnie obecnego w hemolimfie peptydu
anionowego-2 byl wysoki i nie ulegat istotnym zmianom w poréwnaniu do gasienic
niezakazonych. W literaturze opisano, ze poziom tego peptydu nie zmieniat si¢ takze
w przypadku wstrzykni¢cia owadom bakterii Gram-ujemnej E. coli, Gram-dodatniej
Micrococcus luteus, czy tez grzyboéw C. albicans i Fusarium oxysporum (Mak i in.,
2010). Peptyd anionowy-2 wykazuje niskg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
w warunkach in vitro, a mechanizm dziatania tego peptydu jest wciaz nieznany
(Cytrynska i in., 2007).

W hemolimfie gasienic G. mellonella zakazonych bakteriami P. aeruginosa
zidentyfikowano roéwniez peptydy prolinowe o masach czasteczkowych 4,3 kDa
(prolinowy-1) oraz 4,9 kDa (prolinowy-2) wykazujace zdolno§¢ do hamowania
wzrostu drozdzy (Mak i in. 2001; Cytrynska i in., 2007), ale rowniez bakterii Gram-
dodatniej M. luteus (Cytrynska i in., 2007). Ich poziom wyraznie zwickszat si¢ podczas
infekcji po 8 i 15 godzinach, odpowiednio w przypadku peptydu prolinowego-2
I prolinowego-1.

Z danych literaturowych wiadomo, ze u gasienic G. mellonella po
zainfekowaniu paleczka ropy biekitnej dochodzi do wzrostu poziomu lizozymu
w ciele tluszczowym, w hemolimfie oraz w hemocytach, co jest skorelowane
z wyraznym zwiekszeniem aktywnosci tego bakteriolitycznego enzymu (Andrejko
i in., 2008; Andrejko i in., 2014). Lizozym G. mellonella charakteryzuje si¢ niska,
nieenzymatyczng aktywnoscig przeciw niektorym Gram-ujemnym bakteriom,
zwigzang z kationowymi wlasciwosciami biatka lub jego kationowymi fragmentami
peptydowymi. Biatko to wykazuje przeciwbakteryjne dziatanie przeciw E. coli,
S. paratyphi, S. choleraesuis (Yu i in., 2002, Zdybicka-Barabas i in., 2012). Natomiast
aktywnos$¢ przeciw bakteriom Gram-dodatnim lizozymu, opiera si¢ na enzymatyczne;j
aktywnosci muramidazy (Zdybicka-Barbas i in., 2012; Sowa-Jasitek i in., 2014).
Dostepne sg rowniez dane $wiadczace o wlasciwosciach przeciwgrzybowych
lizozymu (Vilcinskas i in., 1997b; Yu i in., 2002). W do$wiadczeniach, w ktorych

uzyto EWL stwierdzono, ze lizozym G. mellonella wykazuje synergistyczne dziatanie
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z niektorymi peptydami przeciwbakteryjnymi. Wykazano, ze dziatanie lizozymu na
perforacje btony komodrkowej E. coli jest wzmacniane w obecnoSci peptydu
anionowego-2 (Zdybicka-Barabas i in., 2012). Inni autorzy podaja, ze w obecnoS$ci
lizozymu bakterie E. coli stajg si¢ bardziej wrazliwe na attacyny, cekropiny
I defensyny (Engstrom i in., 1984).

Wyniki badah uzyskane w ramach niniejszej pracy wskazuja na wyrazny
wzrost aktywnos$ci lizozymu w hemolimfie owadéw zainfekowanych badanymi
szczepami P. aeruginosa. Na podstawie znanych wilasciwosci przeciwbakteryjnych
oraz przeciwgrzybowych lizozymu nalezy sadzi¢, ze enzym ten wraz z peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi bierze udzial w prébie ograniczenia negatywnych
skutkobw rozprzestrzeniania si¢ infekcji bakteryjnej, w tym infekcji bakterig

P. aeruginosa.

Biatko apolipoforyna III (apoLp-III) peilni u owadéw wazne funkcje
immunologiczne, m. in. indukuje ekspresje¢ biatek i peptydow petnigcych funkcje
odpornosciowe oraz stymuluje ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Ponadto
uczestniczy w regulacji aktywnos$ci oksydazy fenolowej w hemolimfie owadow.
Oprocz tego, apoLp-III zaangazowana jest w komorkowa odpowiedz odpornosciowa,
wplywajac na proces fagocytozy oraz adhezje hemocytow (Zdybicka-Barabas
1 Cytrynska, 2013). Sugeruje si¢ takze, Ze jedna ze strategii stosowanych przez bakterie
entomopatogenne jest obnizanie poziomu apolipoforyny III, zaréwno poprzez
thumienie ekspresji tego biatka, jak 1 poprzez hydrolize apoLp-III pod wplywem
proteaz wytwarzanych przez bakterie w trakcie infekcji (Zdybicka-Barabas
i Cytrynska, 2013). Z danych literaturowych wynika, ze apolipoforyna IlI
G. mellonella jest substratem dla elastazy B i proteazy IV P. aeruginosa (Andrejko
i in., 2005; Andrejko i in., 2009; Andrejko i Mizerska-Dudka, 2012). Co ciekawe,
w wyniku badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy wykazano, ze infekcja
owadow P. aeruginosa nie wptywala znaczaco na poziom biatka apolipoforyny Il
w hemolimfie owadow po 8 1 15 godzinach od zakazenia. Nalezy zaznaczy¢, ze badane
szczepy wytwarzaja podczas infekcji gtoéwnie aeruginolizyne niewykluczone wigc, ze
enzym ten ma mniejszy wptyw na poziom apolLp-III w poréwnaniu do wczesniej

badanych proteaz.
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Griesch i wspotpracownicy w 2000 roku wykazali, ze metaloproteazy
wytwarzane przez bakterie patogenne powoduja powstawanie matych fragmentéw
biatek hemolimfy (tzw. protfrags), ktére indukuja humoralng odpowiedz
odpornosciowg u owadoéw. Jedng ze stosowanych przez entomopatogeny taktyk moze
by¢ ograniczanie syntezy zewnatrzkomorkowych proteaz podczas infekcji. Wydaje si¢
to by¢ uzasadnione, ze wzgledu na fakt, ze synteza proteaz jest regulowana
dostepnoscig wegla 1 azotu. Ta teoria wyjasnia takze dlaczego w poczatkowych
etapach infekcji grzybiczej owaddéw zazwyczaj nie obserwuje si¢ degradacji biatek
hemolimfy. Biatka gospodarza zwykle sa degradowane w intensywny sposob dopiero
po przelamaniu odpowiedzi odpornosciowej gospodarza lub po jego S$mierci

(Vilcinskas i in., 1997a; Vilcinskas i in., 1997b; Griesch i in., 2000).

Infekcja bakteryjna powoduje zachwianie rOwnowagi organizmu gospodarza.
W zachowaniu homeostazy proceséw antyoksydacyjnych wazng rol¢ odgrywa miedzy
innymi dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), ktorej ilo§¢ zwigkszata si¢ w hemolimfie
owadow zakazonych bakteria P. aeruginosa wraz z rozwojem bakteriemii.
Nagromadzenie si¢ cytotoksycznych wolnych rodnikéw, mobilizuje aktywnos$¢
systemow protekcyjnych. Jedna ze strategii redukcji stresu oksydacyjnego jest
zwigkszanie poziomu endogennych przeciwutleniaczy (Poljsak, 2011). SOD stanowi
pierwszg lini¢ obrony przed stresem ponadtlenkowym poprzez przeksztatcenie
anionorodnika ponadtlenkowego (0,"") w nadtlenek wodoru (H2O2) i tlen, chronigc
w ten sposob komorki gospodarza przed toksycznym dziataniem reaktywnej formy
tlenu (www.uniprot.pl). Przypuszcza si¢, ze wzrost ilo§¢ dysmutazy ponadtlenkowej
w hemolimfie moze by¢ wynikiem wystepujacego w komorkach owada stresu
oksydacyjnego, ktory ma na celu powstrzymanie postepujacej infekcji. Reaktywne
formy tlenu mogg dziata¢ na niekorzys¢ patogena, poprzez uszkadzanie ich kwasow
nukleinowych, bialek oraz btony komodrkowej. Takze patogeny posiadaja skuteczne
szlaki enzymatyczne prowadzace do inaktywacji reaktywnych form tlenu, w tym
katalizowane przez dysmutaz¢ ponadtlenkows, katalaze lub peroksydaze (Hassett
i Cohen, 1989; Haas i Goebel, 1992; liyama i in., 2007).

Przeprowadzona analiza jako$ciowa probek hemolimfy otrzymanych po
8 1 15 godzinach od iniekcji bakterii, nie ujawnila istotnych roéznic w zestawie

peptydow odpornosciowych syntetyzowanych w hemolimfie owadow w odpowiedzi
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na zakazenie gasienic G. mellonella szczepami bakteryjnymi P. aeruginosa
(entomopatogennym ATCC 27853 i klinicznym 02/18), réznigcymi si¢ rodzajem
wytwarzanych podczas infekcji proteaz. Obserwowane we wczesniejszych
opublikowanych wynikach badan roznice w przebiegu odpowiedzi odpornosciowej
zalezne od szczepu dotyczyly przede wszystkim aktywnosci przeciwbakteryjnej
hemolimfy. Rezultaty te nie muszg przeklada¢ si¢ na rdéznice w zestawie
syntetyzowanych peptydow odpornosciowych. Z calg pewnos$cig za aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowg w hemolimfie odpowiadajg biatka/peptydy, ktore nie zostaly
do tej pory zidentyfikowane. Na przyktad po zakazeniu gasienic badanym patogenem
obserwowano dwie strefy zahamowania wzrostu E. coli na zelu poliakrylamidowym
(metoda bioautografii), jedng wynikajaca z aktywno$ci znanych peptydow
niskoczasteczkowych (o masie ponizej 6,5 kDa) oraz druga na wysokos$ci okoto 20
kDa, $wiadczaca o wystgpowaniu w hemolimfie dodatkowego czynnika
przeciwbakteryjnego. Do tej pory nie opisano w hemolimfie G. mellonella substancji
o wihasciwos$ciach przeciwbakteryjnych o takich parametrach. Nalezy tez zaznaczyc,
ze opisane w pracy badania byly przeprowadzane w stosunkowo krétkim czasie od
iniekcji bakterii (do 18 godziny), co potwierdza teori¢, ze w poczatkowych etapach
zakazenia enzymy proteolityczne powoduja przede wszystkim aktywacje uktadu
odpornosciowego. Natomiast w tym czasie zazwyczaj nie obserwuje si¢ wcale albo
tylko w niewielkim stopniu przelamywania reakcji obronnych, ktoére obserwowane sa

w hemolimfie po znacznie dtuzszym czasie trwania infekcji tj. po okoto 30 godzinach.

5.2.  Efekt dzialania alkalicznej proteazy P. aeruginosa na
wybrane aspekty humoralnej odpowiedzi odpornosciowe;j

G. mellonella

Po zakazeniu gasienic badanymi szczepami P. aeruginosa zaobserwowano
pojawienie si¢ niskoczasteczkowych peptydow odpowiedzialnych za aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa hemolimfy. Zauwazono tez, ze bardzo skutecznym
induktorem odpowiedzi odpornosciowej okazat si¢ izolat kliniczny tej bakterii
produkujacy podczas zakazenia alkaliczng proteaze. Dlatego tez w kolejnych
badaniach testowano wptyw alkalicznej proteazy, ktora jest waznym czynnikiem
wirulencji, na indukcje syntezy peptydéw odporno$ciowych oraz na aktywnos¢ uktadu

oksydazy fenolowej (PO). Alkaliczng proteaze otrzymywano z ptynu pohodowlanego
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bakterii P. aeruginosa (szczep kliniczny 02/18) metodg chromatografii

jonowymiennej.

Alkaliczna proteaza wytwarzana podczas infekcji P. aeruginosa u ludzi
odpowiedzialna jest za degradacj¢ licznych biatek, m. in. cytokin (interleukiny-6
1 interferonu), biatek uktadu dopetniacza, receptoréw komorek immunologicznych
1 przeciwciat co prowadzi do uposledzenia mechanizméw obronnych gospodarza
(Laarman i in., 2012). Enzym ten odgrywa istotng rol¢ w rozwoju zapalenia rogdéwki,
bakteriemii, infekcji ucha srodkowego oraz zakazen uktadu oddechowego u pacjentow

cierpigcych na mukowiscydozg (Caballero i in., 2001).

We weczesniejszych badaniach Zakladu Immunobiologii UMCS badano
reakcje uktadu oksydazy fenolowej owadow zakazonych réznymi szczepami bakterii
P. aeruginosa. W przypadku uzycia szczepow wytwarzajacych alkaliczng proteaze
odnotowano wyrazny wzrost aktywnos$ci oksydazy fenolowej hemolimfy
w pierwszych 6 godzinach od zainfekowania owadoéw, po czym wraz z rozwojem
bakteriemii nastepowal stopniowy spadek aktywnosci oksydazy (Andrejko i in.,
2014). Niewykluczone, ze obnizenie aktywno$ci enzymu moze by¢ zwigzane
z hamujacym dziataniem polipeptydow odpornosciowych, co wykazano w warunkach
in vitro inkubujac hemolimfe immunizowanych owaddéw w obecnosci oczyszczonych
peptydow (defensyny, peptydu bogaty w proling-1, peptydu anionowego-2) lub
lizozymu (Zdybicka-Barabas i in., 2014). Wysnuto jednak przypuszczenie, ze
obserwowany efekt podczas zakazenia patogenem, moze by¢ spowodowany
bezposrednim wplywem na oksydaz¢ fenolowa obecnej w hemolimfie owada
alkalicznej proteazy P. aeruginosa. W literaturze dostepnych jest wiele danych
dotyczacych aktywowania ukladu oksydazy fenolowej owaddw przez egzogenne
proteazy m. in. trypsyng, chymotrypsyne, a takze proteazy wydzielane przez patogeny
(Kopacék i in., 1995). Natomiast u ggsienic G. mellonella zainfekowanych nicieniem
Steinernema  feltiae ~ obserwowano  zmniejszenie  aktywnosci  uktadu

profenolooksydazy (Brivio i in., 2002).

Do uruchomienia uktadu oksydazy fenolowej (PO) dochodzi po rozpoznaniu
przez receptory charakterystycznych struktur znajdujacych si¢ w §cianie komoérkowe;j
bakterii 1 grzyboéw (PAMPs). Uktad ten podlega Scistej regulacji, w ktorej biorg udziat

m.in. wchodzace w sktad uktadu PO inhibitory proteaz serynowych, biatka hamujace
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melanizacje, oraz inhibitory hamujace aktywno$¢ PO, z uwagi na toksyczne dziatanie
powstajacych produktéw posrednich, zaréwno na komorki patogenow, jaki i komorki
wilasne. Proces melanizacji wspomaga organizm owada w walce z patogenami,
W gojeniu si¢ ran, twardnieniu oskorka, tworzeniu skrzepu oraz w zachowaniu
homeostazy jelita (Gonzales-Santovo i Coroba-Agilar, 2012; Cerenius i Soderhall,
2012). Oksydaza fenolowa (PO) syntetyzowana jest u G. mellonella w enocytoidach

w formie nieaktywnej okreslanej jako profenoloksydaza (proPO).

Analiza wynikéw badan in vivo uwidocznita aktywacje uktadu oksydazy
fenolowej pod wptywem alkalicznej proteazy P. aeruginosa w pierwszych godzinach
od immunizacji, jednak po 15 godzinach dochodzito do zaleznego od dawki, prawie
catkowitego zahamowania aktywno$ci badanego uktadu. W celu doktadniejszego
przesledzenia obserwowanego efektu i ustalenia mechanizmu dziatania enzymu
podjeto badania w warunkach in vitro. Udato si¢ udowodni¢, ze alkaliczna proteaza
nie wplywa na juz skonwertowang, aktywna oksydaze fenolowa, ale hamuje aktywacje
profenoloksydazy. Taka wlasciwo$¢ alkalicznej proteazy moze by¢ przejawem
mechanizmu kontroli stosowanego przez patogena, polegajacego na hamowaniu
aktywnos$ci fenoloksydazy, ktéra dziata na niekorzys$¢ atakujacego drobnoustroju
(Eleftherianos i in., 2007). Przeksztalcenie proPO w forme aktywna nastgpuje
w wyniku dziatania kaskady proteaz serynowych, na drodze ograniczonej proteolizy.
Koncowa reakcja systemu przeprowadzana jest przez enzym aktywujacy proPO
(PPAE). Jak wynika z danych literaturowych podobny efekt do uzyskanego dzigki
aktywnosci alkalicznej proteazy zaobserwowano w przypadku lizozymu Manduca
sexta, ktéry hamuje konwersj¢ proPO do PO w hemolimfie owadow
nieimmunizowanych poprzez bezposrednie oddziatywanie z enzymem. Dlatego tez
obserwowane zahamowanie aktywacji proPO pod wpltywem alkalicznej proteazy
moze by¢ wynikiem zaburzenia procesu aktywacji proteinazy aktywujacej proPO lub
kofaktoréw SPHS (homologow proteinaz serynowych), niezbednych do prawidtowego
cigcia proPO do aktywnej oksydazy fenolowej (Rao 1 in., 2010). Na obecnym etapie
badan nie mozna wskaza¢ na konkretny mechanizm odpowiadajacy za uzyskany
rezultat, wymaga to podjecia bardziej szczegotowych badan, na przyktad z uzyciem
specyficznych przeciwciat przeciw proPO, co pozwolitoby na sprawdzenie czy
alkaliczna proteaza zapobiega konwersji proPO do PO poprzez bezposredniag

interakcje z profenoloksydaza.
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Innym waznym zagadnieniem, ktore podj¢to w pracy bylo sprawdzenie jaki
wplyw na synteze¢ peptydow odpornosciowych owada ma obecnos¢ w hemocelu
alkalicznej proteazy. Stwierdzono, ze podobnie jak po zakazeniu bakteriami, rowniez
immunizacja owadow alkaliczng proteazg uzyta w niewielkiej dawce powoduje
zwigkszenie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej hemolimfy wobec bakterii Gram-
ujemnych oraz pojawienie si¢ aktywnos$ci przeciwgrzybowej. Aktywno$¢ ta byla
skorelowana z obecno$ciag w hemolimfie peptydow przeciwdrobnoustrojowych
0 masie ponizej 6,5 kDa. Taki sam efekt uzyskano w wyniku aplikacji gasienicom
G. mellonella innej metaloproteazy P. aeruginosa elastazy B w subletalnej dawce
(Andrejko i1 Mizerska-Dudka, 2011).

Nalezy zaznaczy¢, ze maksymalny poziom aktywnosci przeciw E. coli
notowano w hemolimfie ggsienic immunizowanych proteaza po 24 godzinach,
natomiast po zakazeniu bakteriami wytwarzajacymi alkaliczng proteazg juz po 15
godzinach od iniekcji. Jesli chodzi o aktywnos$¢ przeciwgrzybowa wobec A. niger, po
aplikacji zarowno alkalicznej proteazy jak i zywych bakterii P. aeruginosa aktywnos¢
pojawiala si¢ po 15 godzinach, natomiast po aplikacji zabitych ogrzewaniem bakterii
P. aeruginosa dopiero po 24 godzinach. Zwickszenie dawki alkalicznej proteazy
powyzej 2,4 ug /gasienice stosowanej do immunizacji spowodowato spadek ilosci
peptydow niskoczgsteczkowych juz po 48 godzinach. W przypadku immunizacji
mniejszymi dawkami enzymu podwyzszony poziom peptyddéw utrzymywat si¢ nawet
do 72 godzin. Obserwowany efekt mogt by¢ skutkiem procesu degradacji peptydow
hemolimfy owadow pod wplywem alkalicznej proteazy. Wiadomo, Ze enzymy
proteolityczne patogendow powoduja destrukcje tkanek gospodarza i w konsekwencji

ulatwia to bakteriom rozprzestrzenianie si¢ w organizmie (Kawalec 1 Jakubczak,

2006).

Na podstawie analizy elektroforetycznej (2D) oraz topografii pikow
uzyskanych w wyniku chromatografii RP-HPLC, w poréwnaniu do uzyskanych po
zakazeniu owadow bakteriami, wstepnie stwierdzono obecno$¢ 8 peptydow
w ekstraktach z hemolimfy gasienic immunizowanych alkaliczng proteaza. Do
wspomnianej grupy peptydow nalezal: peptyd anionowy-1 i -2, peptyd bogaty
w proling-1 i -2, peptyd cekropino-D-podobny, gallerimycyna, peptyd moricyno-B-

podobny oraz defensyna. Dodatkowo zaobserwowano obecno$¢ dwodch biatek, tj.
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lizozymu oraz apolipoforyny I1I. W odniesieniu do wynikow uzyskanych po zakazeniu
P. aeruginosa stwierdzono taki sam zestaw peptydow i biatek odporno$ciowych, jak

po immunizacji gasienic alkaliczna proteazg.

Po aplikacji do hemocelu owada metaloproteazy, moze dochodzi¢ do
degradacji biatek hemolimfy do mniejszych fragmentéw o masach czasteczkowych
ponizej 3 kDa. Te male fragmenty (tzw. portfrags) sa rozpoznawane przez uktad
odpornosciowy owada jako sygnal zagrozenia (model danger) i skutkuja aktywacja
szlakow sygnalowych, co w rezultacie prowadzi do indukcji syntezy peptydow
odpornosciowych (Griesch i in., 2000; Matzinger, 2002, Altincicek i Vilcinskas, 2006,
2008b; Altincicek i in., 2007).

W jednej z publikacji przedstawiono, ze iniekcja gasienicom G. mellonella
elastazy B P. aeruginosa powoduje indukcje syntezy inhibitorow hamujacych
aktywno$¢ metaloproteaz na porownywalnym poziomie do termolizyny. Po podaniu
owadom letalnej dawki termolizyny zaobserwowano takze wzrost przezywalnos$ci
gasienic, co potwierdza obecno$¢ w hemolimfie czynnikoéw hamujacych aktywno$¢
metaloproteaz (Andrejko i Mizerska-Dudka, 2011). W hemolimfie G. mellonella
wykazano obecno$¢ inhibitorow, ktore sg aktywne przeciw metaloproteazom (IMPI)
wytwarzanym przez patogenne bakterie (Wedde i in, 1998; Clermont i in., 2004).
W zwiazku z tym sprawdzenie czy po aplikacji alkalicznej proteazy, dzigki pojawieniu
si¢ protfrags moze dochodzi¢ do ekspresji gendow kodujacych indukowalny inhibitor

metaloproteinaz, wydaje si¢ by¢ interesujgcym kierunkiem dalszych badan.

W badaniach wstepnych in vitro wykazano, ze po inkubacji alkalicznej
proteazy z hemolimfa immunizowanych gasienic G. mellonella dochodzi do zaniku
aktywnosci przeciwbakteryjnej co sugeruje, ze proteaza ta moze by¢ odpowiedzialna
za degradacj¢ peptydoéw niskoczasteczkowych (Andrejko i1 Siemifiska, 2016). Jak
wynika z danych literaturowych elastaza B réwniez degraduje indukowalne peptydy
odpornosciowe G. mellonella (Andrejko i in., 2009; Andrejko i Mizerska-Dudka,
2012). Takie enzymy proteolityczne, jak elastaza B i alkaliczna proteaza przyczyniaja
si¢ nie tylko do degradacji bialek, lecz takze maja zdolno$¢ do modulowania

odpowiedzi immunologicznej gospodarza (Andrejko, 2016).
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Ciekawym watkiem, na ktoéry warto zwroci¢ uwage sa wyniki uzyskane
metodg elektroforetyczng, wskazujace, ze proteaza poddana denaturacji (98°C),
a nastepnie uzyta jako czynnik immunizujacy skuteczniej indukowala synteze
peptydow w porodwnaniu do natywnego enzymu. W ekstraktach z hemolimfy
obserwowano wigkszg ilo$¢ (jak rowniez aktywno$¢) peptyddéw odpornosciowych
0 masie ponizej 6,5 kDa. Biorgc pod uwage fakt, ze aktywnos$¢ alkalicznej proteazy
traktowanej wysoka temperaturg stanowita okolo 80% aktywno$ci enzymu nie
poddanego denaturacji, jest prawdopodobne, ze enzym w takiej formie skutecznie
indukowal synteze, ale mniej efektywnie przeprowadzal degradacje peptydoéw
odpornosciowych, w poréwnaniu do proteazy nie poddanej denaturacji (Andrejko

i in., 2019).

W ramach niniejszej pracy przesledzono wybrane aspekty humoralne;
odpowiedzi odpornos$ciowej gasienic G. mellonella po zakazeniu P. aeruginosa oraz
po immunizacji owadow alkaliczng proteazg. Przeprowadzone badania nie wyczerpuja
catoksztaltu podjetej problematyki. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono,
ze zardwno po zakazeniu badanymi szczepami bakteryjnymi, jak i po immunizacji
alkaliczng proteaza dochodzilo do indukcji peptydow odpornosciowych
0 zroznicowanej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Ponadto wykazano, ze
alkaliczna proteaza jest w stanie zapoczatkowac wystgpienie reakcji immunologicznej
oraz przetama¢ humoralng odpowiedz odpornosciowsg gasienic G. mellonella.
Poznanie interakcji zachodzgcych w ukladzie gospodarz-oportunistyczny patogen
moze przyczyni¢ si¢ do odkrycia potencjalnego celu terapeutycznego do walki
z zakazeniem wywolanym przez paleczke ropy bigkitnej, tj. hamowanie aktywnosci

zewnatrzkomoérkowych enzymow proteolitycznych.

Podsumowanie zaobserwowanych interakcji zachodzacych pomigdzy
humoralng odpowiedzig odporno$ciowa gasienic G. mellonella a bakteriami
P. aeruginosa przedstawiono w postaci schematu na ryc. 50.
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odpornosciowej
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AMPs t __

ol Ryc. 50 Humoralna odpowiedZ odpornosciowa gasienic G. mellonella po zakazeniu bakteriami
P. aeruginosa, wytwarzajacymi alkaliczna proteaze (AP). LPS-lipopolisacharyd, PRRs- receptory rozpoznajace
molekularne determinanty patogenow, protfrags-fragmenty peptydowe powstale w wyniku degradacji bialek
hemolimfy, PO-oksydaza fenolowa, IMPI- owadzi inhibitor metaloproteinaz, AMPs- peptydy
przeciwdrobnoustrojowe (na podstawie Griesch i in., 2000, opracowanie wlasne)
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6.

WNIOSKI

Zakazenie gasienic G. mellonella bakteriami P. aeruginosa powoduje
zwigkszenie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej (w stosunku do bakterii
Gram-ujemnych i Gram-dodatnich), aktywnoS$ci przeciwgrzybowej oraz
aktywnosci lizozymu w hemolimfie owadow.

Wyniki uzyskane metoda elektroforetyczng wykazaly, ze za wzrost
aktywno$ci  przeciwdrobnoustrojowej, wykrywanej w hemolimfie
i ekstraktach z hemolimfy zakazonych gasienic, odpowiedzialne sa
indukowalne peptydy niskoczasteczkowe (o masie ponizej 6,5 kDa).
Nalezy sadzi¢, ze lizozym wraz z peptydami przeciwdrobnoustrojowymi
bierze udziat w probie ograniczenia infekcji bakteryjnej wywotanej przez
P. aeruginosa.

W wigkszosci prob zawierajacych hemolimfe zakazonych gasienic
obserwowano réwniez aktywno$¢ przeciw bakteriom E. coli na
wysokosci okoto 20 kDa, co moze wskazywaé na wystgpowanie
w  hemolimfie = dodatkowego czynnika o  wlasciwos$ciach
przeciwbakteryjnych.

W ekstraktach uzyskanych z hemolimfy zakazonych gasienic
zidentyfikowano peptydy 0 zrdznicowanej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, tj. peptyd bogaty w proling-1 i -2, peptyd
anionowy-1 i -2, peptyd moricyno-B-podobny, defensyne, gallerimycyng,
apolipoforycyng  oraz  peptyd cekropino-D-podobny.  Ponadto,
w materiale zidentyfikowano hydrofobowe biatko - apolipoforyng III oraz
lizozym, ktore pelnig istotng rolg w odpowiedzi immunologicznej
owadow przeciwko bakteriom 1 grzybom.

Poziom trzech peptydow tj. Gm defensyny, peptydu anionowego-1 oraz
peptydu bogatego w proling-2 zwigkszat si¢ po 8 godzinach od
zainfekowania owadow, natomiast dopiero po 15 godzinach istotnie
wzrastala ilo$¢ trzech pozostalych zidentyfikowanych peptydow,
a mianowicie cekropino-D-podobnego, moricyno-B-podobnego oraz
peptydu bogatego w proling-1. Poziom konstytutywnie obecnych
w hemolimfie peptydow, takich jak peptyd anionowy-2, apolipoforycyna

oraz Gm gallerimycyna nie ulegat zmianie. Wykazano takze, ze infekcja
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owadow P. aeruginosa nie wptywala znaczaco na poziom biatka
apolipoforyny I11.

W hemolimfie zakazonych owadow zaobserwowano wzrost ilosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), co moze by¢ wynikiem
wystepujacego w komorkach owada stresu oksydacyjnego, ktéry ma na
celu powstrzymanie postepujacej infekcji.

Immunizacja owadow alkaliczng proteaza, uzyskang z ptynu
pohodowlanego szczepu Kklinicznego P. aeruginosa, powodowata
indukcje syntezy peptydow przeciwdrobnoustrojowych oraz zmiang
aktywnosci oksydazy fenolowe;.

Alkaliczna proteaza aktywowala uktad oksydazy fenolowej owada
w pierwszych godzinach (4-8 godzin) od immunizacji, a nast¢gpnie po
okoto 15 godzinach aktywno$¢ PO gwattownie spadala do poziomu
obserwowanego u gasienic nieimmunizowanych. W eksperymentach
przeprowadzonych w warunkach in vitro stwierdzono, ze alkaliczna
proteaza powoduje zahamowanie aktywacji profenoloksydazy, natomiast
nie wpltywa na juz skonwertowang, aktywng oksydaze fenolowa.
Obecnos¢ w hemocelu gasienic alkalicznej proteazy skutkowata
zwiekszeniem aktywnosci hemolimfy przeciw bakterii Gram-ujemnej
(E. coli) oraz aktywnoS$ci przeciwgrzybowej (A. niger), co bylo
skorelowane z pojawieniem si¢ niskoczasteczkowych peptydow
odpornos$ciowych. Dziatanie proteazy bylo wyraznie zalezne od dawki
enzymu uzytej do immunizacji. W wyniku aplikacji owadom alkalicznej
proteazy w dawce wickszej niz 2,4 pg/gasienice dochodzito
prawdopodobnie do degradacji peptydow.

Analizy elektroforetyczne ujawnilty liczne réznice jakoSciowe oraz
ilosciowe w profilu biatek 1 peptydow hemolimfy zwigzanych
z odpowiedzig odporno$ciowa gasienic immunizowanych alkaliczng
proteaza. Stwierdzono, ze alkaliczna proteaza jest w stanie
zapoczatkowaé wystapienie reakcji immunologicznej, a takze przetamac
humoralng odpowiedz odpornosciowa gasienic G. mellonella.

Na podstawie wstgpnej analizy jako$ciowej stwierdzono, zZe

w  hemolimfie owadow immunizowanych alkaliczng proteaza

136



syntetyzowane byly peptydy o zréznicowanej aktywnosci, zaréwno
przeciwbakteryjne, jak i przeciwgrzybowe, podobnie jak po zakazeniu
bakteriami.

Gasienice G. mellonella okazaly si¢ przydatnym modelem do badan
przebiegu patogenezy oraz roli poszczegolnych czynnikéw wirulencji, na

przyktad enzymow proteolitycznych bakterii P. aeruginosa
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