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PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ

Studia rozpocgam w 1980 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziertobecnie
Wydziat Biologii i Biotechnologii) Uniwersytetu MarCurie-Skiodowskiej w Lublinie. Na
podstawie pracy magisterskiej p.t.: ,Badania poréwecee bakterii nematofilnych z rodzaju
Xenorhabduswykonanej w Zaktadzie Patologii Owadow pod kigkiem prof. dr hab. Jana
Jarosza w 1985 roku uzyskatam tytut magistra biolsgecjalné¢ biologia srodowiskowa.
Giownym celem badawczym pracy magisterskiej bytarakterystyka drobnoustrojow
zrodzaju Xenorhabdus mutualistycznie zwazanych z nicieniami owadobdjczymi
Steinernema carpocapsadieterorhabditis bacteriophoraW pracy wykazatamze istniej
réznice we wraliwosci na sulfonamidy poradzy szczepamiX. nematophilugsymbiont
S. carpocapsge bezpdrednio wyizolowanymi z zakanych gsienic a tymi samymi
szczepami pagawanymi na agarze agwczym i inkubowanymi w temperaturze pokojowej.
Prawdopodobnie bylo to zw#ane ze zmian srodowiska rozwoju symbionta
i z dymorfizmem — konwersjformy pierwotnej)Xenorhabduslo formy wtérnej na sztucznym
podiczu odzywczym. Obserwacja ta me by wykorzystana praktycznie jako prosty
i wygodny test do odtdniania tych form bakterii na potrzeby praktyki masp produkciji
larw inwazyjnych nicienia na podtach sztucznych.

Po ukaczeniu studidw, przez dwa lata pracowatam w Wojaeké@j Bibliotece
Publicznej im H. Lopadskiego w Lublinie. W styczniu 1987 roku zostatlantradniona na
etacie asystenta w Zakladzie Patologii Owadow kwarmym przez prof. dr hab. Jana Jarosza,
wrocitam wic do Jednostki, w ktérej wykonatam i obronitam pramagistersk. Zaktad
Patologii Owadow byt jednz pierwszych w Polsce jednostek zajaeyph sé odporndcia
przeciwzakana owadow. Jego powstanie azato s¢ z dwwym zainteresowaniem patolagi
owadow, wynikaicym z faktu,ze biologiczne zwalczanie owadzich szkodnikow statmw
(i stanowi do dz) dynamicznie rozwijaicy sk kierunek ochrongrodowiska.

W pierwszych latach pracy naukowej asdylam s¢ w wigkszas¢ tematow
i zagadni@, realizowanych w Zakfadzie. Kontynuowatam,eday innymi, ddwiadczenia
dotyczice wykorzystania nicieni owadobdjczych, z ktérymikretam sg po raz pierwszy
przy wykonywaniu pracy magisterskiej, do zwalczasaiodnikow rélinnych w warunkach
polowych. Celem tych eksperymentéw bylo dleaie wraliwosci larw obnaacza
kwasnicowki Arge berberidis(Hymenoptera: Argidae), jednego z najbardziej dilwych
owadow dla berberyséw, na nicienie owadobdj&einernema feltiaé S. bibionisoraz
H. bacteriophora.Stwierdzitam,ze w warunkach laboratoryjnych larwy badanych owadow
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byly wysoce wraliwe na zaraenie, szczegoélnie nicieniami z rodz&teinernemgzabijaty
100% owaddw w agu 3 dni). Nikszasmiertelng¢ w warunkach polowych (ponad 50%) byta
wyraznie uzaleniona od czynnikowsrodowiska, szczegdlnie wilgotéd i temperatury.
Wyniki tych eksperymentéw zostaly przedstawione wrnfie komunikatu na XVII
Mig¢dzynarodowym Kongresie Entomologicznym, ktory odbigtw Vancouver w Kanadzie
w 1988 roku oraz w publikacji w Polskiméiiie Entomologicznym (1993).

Wspotuczestniczytam w badaniach dotygzech immunomodulacji odpowiedzi
odpornagciowej u owaddw o0 przeohraniu zupetnym, realizowanych w Zaktadzie w latach
1991-1994 w ramach grantu KBN pt.: ,Sterowanie d&a obronnym owadow,” w ktérym
bylam wykonawg. Wyniki tych eksperymentow zostaly zaprezentowamein. na
V Sympozjum Polskiej Sieci Biologii Komorkowej i Nekularnej UNESCO/PAN w 1996
roku w Krakowie.

Po kilku latach pracy, moje zainteresowania naukeWapity st wokoét zagadnig
dotyczicych czynnikow wirulenciji, okidanych jako inhibitory immunologiczne typu A
(InA), ktére hamowaly aktywrié skierowam przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, w
hemolimfie owadoéw. Badania mialy na celu wyjenie czy te czynniki mage charakter
enzyméw proteolitycznych uwalniane w pgoaym owadzie stanowiwazne ogniwo w
patogenezie bakteryjnych choréb owaddéw. Po razwgiey obecné& takiego inhibitora
immunologicznego wykazano u bakteBacillus thuringiensis ktéra znalazta szerokie
zastosowanie w produkcji mikrobiologicznych pesti@y owadobdjczych oraz u nicieni
entomopatogennychS. carpocapsae.W tych badaniach jako organizmy modelowe
stosowatam ggienice i poczwarki dwu gatunkéw owadéw — barcimkakszego Galleria
mellonellgd oraz bielinka kapustnika P{eris brassicag Do hamowania odpowiedzi
immunologicznej stosowatam homogenaty zawigejczynniki wirulencji wytwarzane w
zakaonym owadzie przez entomopatogenne bakterie Bj.:thuringiensis B. larvae
Pseudomonas aerugingsa Serratia marcescens oraz entomopatogenne nicienie
tj.. S. carpocapsae H. bacteriophora Wykazatam,ze po zakaeniu bakterj saprofityczi
Enterobacter cloacgew hemolimfie owaddéw znacznie wzrastata aktygéntizozymu oraz
pojawiata st aktywna¢ bakteriobdjcza skierowana przeciwko bakteriom Grgemnym.

U zakaonych poczwarelkG. mellonellaaktywnaé przeciwbakteryjna uwarunkowana byta
obecndcia peptydow migrujcych wzelu poliakrylamidowym w obszarze migracji cekropiny
A, natomiast w hemolimfie poczwarek bielinka w odoge migracji attacyn Eyalophora
cecropia. Bakteryjne patogeny owadéw oraz entomopatogennéenigc uwalniaty w
zakaonym owadzie zewgtrzkomoérkowe proteazy, a ich aktywdto wzrastata wraz z
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postpujaca bakteriemi. Homogenaty z ggienic poraonych entomopatogenami okazaty si
toksyczne dla gsienic i poczwarek barciaka giszego a ich toksyczgé byta w duym
stopniu skorelowana z aktywdwa proteolitycza w zakaonych gsienicachG. mellonella.
Natomiast owady, ktdrym inokulowatam homogenatyh@ovione aktywnéci proteolitycznej

z gasienic zabitych masowymi dawkami bakterii saprafyych, nie wykazywatgadnych
objawéw zatrucia. Przy zastosowaniu systeimwitro, ziozonego z hemolimfy owadéw
modelowych (zaksonych baktead E. col) i homogenatu zawiergjego enzymy
proteolityczne uwalniane w agienicach Galleria zaka&onych entomopatogenami,
udowodnitam efektywne blokowanie aktywéed bakteriobojczej w hemolimfie. Przy czym,
zdolnas¢ do selektywnego niszczenia tej aktywoiov hemolimfie owadéw skorelowana byta
w duwym stopniu z aktywrkcia proteolityczm. Szczegllnie wysak aktywndcia
inhibitorowa w stosunku do cekropiG. mellonellai attacynP. brassicaecechowaly si
proteazy uwalniane przeP. aeruginosai H. bacteriophora Oceniatam réwnie wplyw
homogenatéw zawiergych enzymy proteolityczne produkowane przez enfmtageny na
aktywnai¢ bakteriobdjcz lizozymu owadow, w warunkach iitro. Dziatanie to okazato @i
stabsze w poréwnaniu do obserwowanego w stosunkpaodipeptydéw odporniciowych.
Dane te przemawiajza wzgédnie selektywnym dziataniem zewtrekomorkowych proteaz
na substancje efektorowe odpaicio przeciwzakane], warunkujce aktywnadc¢
przeciwbakteryja hemolimfy owaddéw. Proteazy produkowane przez bgkte patogeny
owaddw i nicienie entomofilne, umaliwiaja kolonizacg i rozwéj bakteriemii w zakaonym
owadzie, nalgy je zatem uznaza jeden z waych czynnikbw warunkagych zjadliwgé
entomopatogendéw. Wyniki te stanowity podstawojej pracy doktorskiej zatytutowanej
,Badania nad ral egzoproteinazy typu InA w patogenezie bakteryjngbboréb owaddéw,”
ktérej obrona odbyta siw 1995 roku. Praca, na wniosek recenzentow zostgtazniona
Nagrodi JM Rektora UMCS. Najbardziej wastmowe wyniki tych eksperymentow zostaly
opublikowane w czasopismach Entomonematologia (199%olia biologica (1999) oraz
przedstawione jako doniesienie na ¢damynarodowym zjgzie (Second International
Symposium on Molecular Insect Science) w Flagstafbtanach Zjednoczonych w 1993

roku.
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4c. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC | OSI AGNIETYCH
WYNIKOW

wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Aktywowanie i przetamywanie humoralnej odpowiedzi mmunologicznej gisienic

Galleria mellonella przez enzymy proteolityczne bakteriiPseudomonas aeruginosa

1. Wstep

BakteriaPseudomonas aeruginogast drobnoustrojem szeroko rozpowszechnionym
w przyrodzie. Naturalnym miejscem wyggbwania tej bakterii & gleba, woda,scieki,
powietrze, powierzchnia §bn, organizmy ludzi i zwiergt. Jest granym oportunistycznym
patogenem cziowieka. U ludzi z wpedzom odporndcia, wywotuje zakaenia uktadu
oddechowego (zwiaszcza u o0s6b z mukowiscyjozakaenia ran, ukladu moczowego,
kosci, stawow, skoéry oraz zapalenie rogowki. Mate wygamaia odywcze, ré&norodne
mechanizmy oporrigi na antybiotyki, niewrdiwos¢ na stosowane powszechnieodki
dezynfekcyjne, fatw&® rozprzestrzeniania sw srodowisku wodnym sprawigj ze bakteria
P. aeruginosanalezy do najpowszechniejszych i najgroejszych czynnikéw etiologicznych
wielu postaci zakegen szpitalnych. Warunkiem efektywnego leczenia infekc
spowodowanych pateczk Pseudomonas jest dokladne poznanie mechanizméw
odpowiedzialnych za chorobotworéédej bakterii.
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Patogenne szczepy. aeruginosa charakteryzuj sie szeregiem mechanizmow
i czynnikdbw warunkujcych zjadliw@gé tego organizmu. Czynniki te rmoa podzielk na
zwigzane zesciam komorkows, sekrecyjne, zwizane z systemem sekrecji typu Ill oraz
mechanizmem ,wyczuwania zgygczenia’” —quorum sensing(Kipnis i in. 2006). Do
czynnikdw warunkuyjcych zjadliwgé szczepowP. aeruginosazaliczamy réwnie enzymy
proteolityczne. Warunkaj one przede wszystkim inwazygto i rozprzestrzenianie i
patogenu (degradacja tkanek, liza komdrek), mogiulamechanizméw odpowiedzi
immunologicznej gospodarza (degradacja czynnikbwmumologicznych, aktywacja
cytotoksycznych mediatorow gospodarza) aeakktywact toksyn bakteryjnych (Armstrong
2006). PaleczkPseudomonasiytwarzaj co najmniej cztery proteazy zewtrekomoérkowe,
ti.. elastaz B (LasB), elastaz A (LasA), serynow proteaz IV oraz alkalicza proteaz
(Caballero iin. 2001).

U ludzi elastaza B jest waym czynnikiem wirulencji w infekcjach ukfadu
oddechowego, zakaniach rogéwki, tkankiatznej i skory po oparzeniach (Myioshi
i Shinoda 2000). Zwzane jest to m.in. z degradacglastyny i kolagenu typu IV
(Schmidtchen i in. 2003). Uszkodzenie tkanek gospmal mae odbyw& sic rowniez
w wyniku aktywaciji tkankowych metaloproteaz (MMP®kez LasB (Matsumoto i in. 1992).
Obserwowano ponadto udziat tej proteazy w modulatigchanizméw odpowiedzi
immunologicznej gospodarza przez degraglanjin. immunoglobulin IgA i IgG, biatek
surfaktantu SP-A i SP-D, elementéw ukfadu dopekdag¢C5a i C3) oraz peptydéw
antybakteryjnych o-defensyn i LL-37) (Mariencheck i in. 2003; Schroiakn i in. 2002;
Schulz i Miller 1974). LasB bierze udziat w hamowamproliferacji limfocytow poprzez
degradagj interleukiny 2 (IL-2) (Theander iin. 1988).

Nalezaca do metaloproteaz elastaza A (LasA), degradugstyet, zwicksza
aktywnai¢ elastolitycza elastazy B poprzez modyfikacjsubstratu, dzki czemu jest
zaangaowana w rozwoj infekcji rogéwki i chronicznych ikigi uktadu oddechowego
(Peters i Galloway 1990).

Serynowa proteaza IV 0 masiesteczkowej 26 kDa jest aktywna wobec sktadnikow
uktadu dopetniacza C3 i C1, immunoglobuliny IgGazgvhinogenu, fiborynogenu. Enzym ten
degraduje réwnie komorki nablonkowe rogowki, przez co stanowi zwa czynnik
etiologiczny zakaen rogéwki (Engel i in 1998).

Alkaliczna proteaza (AP) odgrywa istatrrole w rozwoju zapalenia rogéwki,
bakteriemii, infekcji uchasrodkowego, zaksen ukfadu oddechowego u chorych na
mukowiscydoz. AP degraduje skiadniki uktadu dopetniacza C1@j @ibrynogen, fibrys,
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laminire, jak rownie interferon (INFy) i czynnik martwicy nowotworéw (TN
(Caballero iin. 2001).

Poznanie mechanizméw patogeneRy aeruginosajest niezhdne do opracowania
skutecznych metod walki z tym gmym ludzkim patogenem. Moje badania naukowe
dotycz mechanizmoéw dziatania oraz roli enzymow proteotityych w procesie patogenezy
P. aeruginosaJako organizm modelowy w flsiadczeniach stosowatamgienice barciaka
wigkszegoGalleria mellonella(Lepidoptera: Pyralidae). Owad ten jests@d@owszechnie
wykorzystywany jako organizm modelowy w badania@d rpatogenneia i czynnikami
wirulencji drobnoustrojow, w tym take drobnoustrojéw patogennych dla cziowieka m.in.
P. aeruginosa(Miyata i in. 2003) Francisella tularensigAperis i in. 2007) Staphylococcus
aureus(Garcia—Lara i in. 2005},isteria monocytogengdMukherjee i in. 2010) Legionella
pneumophila(Harding i in. 2012). Ponadto, w ostatnich latatvierdzono,ze wrodzony
uktad odpornéci owaddw i ssakow wykazuje wysoki stofistrukturalnej i funkcjonalnej
homologii, dlatego te analiza mechanizméw odpowiedzi immunologicznej davana
patogeny mge dostarcz§ istotnych informacji dotyccych funkcjonowania ukiadu
odporndgciowego ssakow (Kavanagh i Reeves 2004).

Gasienice barciakaasbardzo wraliwe na zakaenie baktes P. aeruginosa(LDso
wynosi 10 - 20 komérek). Podczas zadaia owada bakteria wykorzystuje prawdopodobnie
te same czynniki wirulencji, co w przypadku infakay cziowieka. Wyjdnienie
fizjologicznych aspektéw interakcji gospodarz-paongG. mellonella- P. aeruginosa
a take proceséw skladagych s¢ na wrodzoa odpowied immunologicza owada mae
przyczyné sii do odkrycia nowych skutecznych metod zwalczankodaikow. Natomiast
dokfadne poznanie mechanizméw dziatania enzymoéweplioycznychP. aeruginosa jest
wazne ze wzgldu na opracowanie skutecznych sposobdOw unieszkiediisvtego grénego
patogena.

Moje wieloletnie obserwacje wskazywatlye zakaenie gsienic G. mellonella
entomopatogennym szczepel aeruginosapowodowalo $mier¢ osobnikow po 38-40
godzinach od infekcji. Pédmierci gasienice byly silnie zmelanizowane, tracity turgaan
niekiedy integralngé. Stwierdzitam rownig destrukej tkanek i organdéw wewitrznych.
Poniewa entomopatogenny szczgeudomonasalezy do bakterii wytwarzagych barwnik
- piocyjanirg, owady przybieraty charakterystyczne niebieskozielzabarwienie. §3ienice
przezywaly natomiast iniekcje bardzo dich dawek (nawet 6xEp saprofitycznej bakterii
E. coli.
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Kolejnym krokiem bylo porownanie aktywséw przeciwbakteryjnej w hemolimfie
gasienicG. mellonellapo zakaeniu entomopatogennym szczepBmaeruginosdub baktera
saprofityczm E. coli. Zaobserwowalam wytae r&nice w kinetyce pojawiania i
i zanikania aktywnéci przeciwbakteryjnej w hemolimfie owadow. Po zad@iu gisienic
baktery E. coli aktywna¢ pojawiata s§ juz po 5 godzinach, natomiast po iniekcji bakterii
P. aeruginosa aktywna¢ przeciwbakteryjna byta wykrywana dopiero po 9 godzh
zakaenia. Maksymaln aktywna¢ w przypadku entomopatogena obserwowatam po
18 godzinach, po czym napbwat drastyczny spadek aktywscq az do catkowitego jej
zaniku po okoto 38 godzinach od zakamia. W przypadku bakterie. coli najwyzsz
aktywncai¢ stwierdzitam po 30 godzinach i po tym czasie utrgwata s¢ na podobnym

poziomie w kolejnych godzinach po infekcji (Fig. 1)

Fig. 1
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Figura 1.Poréwnanie aktywnii przeciwbakteryjnej hemolimfyagienicG. mellonellapo zakaeniu
entomopatogennym szczepem ATCC 27883 aeruginosalub baktera saprofitycza E. coli
Aktywnos¢ przeciwbakteryja oznaczano metad dyfuzji radialnej w podteu agarowym
zawieragcym bakter¢ wskaznikowa E. coli D31. Hemolimfa byla zbierana po czasie od podania
komorek bakterii wskazanym na wykresSeednia +SD.
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Ponadto zaobserwowatante aktywnd¢ proteolityczna w hemolimfie znacznie
wzrastata w miay rozwoju bakteriemiiP. aeruginosaco wskazywato na uwalnianie przez
baktere enzymoOw proteolitycznych podczas zadmia. Na podstawie tych obserwaciji
wywnioskowatamze w cagu pierwszych godzin zakania owadow bakteriP. aeruginosa
podobnie jak w przypadkl. coli, nastpuje aktywacja reakcji obronnych gospodarza.

Nastpnie w miag rozwoju infekcji, dochodzi do przetamania tychkgai ten etap
jest charakterystyczny tylko dla zakamia bakted entomopatogemnn Pojawito s¢ w takim
razie pytanie, jak role w aktywowaniu jak i przetamywaniu reakcji obronhyowada
odgrywaj enzymy proteolityczne, ktérych poziom wyrée ulegat zwikszeniu w czasie
trwania infekcji.

Te rozwaania sklonity mnie do przeprowadzenia eksperymentéw ktorych
wykazatam,ze bakteriaPseudomonasiwalnia enzymy proteolityczne réwaiev podiazu
hodowlanym. Zalaylam, ze w warunkachin vitro bakteria wytwarza podobny zestaw
enzymow proteolitycznych jak w zal@ym owadzie. Tym bardziejze asienice
G. mellonellapo iniekcji ptynu pohodowlanego wykazywaty symptotgpowe dla infekcji
baktery P. aeruginosa Ponadto stwierdzitamze ta sama bakteria hodowana wzmgch
pozywkach wytwarza inny zestaw enzymow, co wykorzystatjako metog wstepnego
oczyszczania proteaz, uzyskwjw niektorych przypadkach nawet pojedyncze enzymy.
Dlatego tez plyn pohodowlany (supernatant) zawieyajzewmtrzkomorkowe proteazy,
mogtam z powodzeniem stosoévav dalszych badaniach jako wygodny materiat do
analizowania roli oraz poznania mechanizméw dziataposzczegdinych enzymoéw

proteolitycznychP. aeruginosawv procesie patogenezy.

2. Profil zewmtrzkomorkowych enzymow proteolitycznychPseudomonas aeruginosa

W celu dokonania szczegoOtowej analizy porownawczeptywu enzymow
proteolitycznych bakteriP. aeruginosana uktad odporn@iowy G. mellonellaw badaniach
zastosowano trzy szczepy bakteryjneznigce sé profilem wytwarzanych proteaz
tji.. entomopatogenny ATCC 27853 oraz kliniczne PA9PA18. Szczepy Kliniczne
P. aeruginosaPAC124/9 (nazywany dalej PA9) oraz PA02/18 (naaywalalej PA18)
otrzymatam dzki uprzejmagci Prof. M. Trafny z Wojskowego Instytutu Higieny
i Epidemiologii w Warszawie.

W pierwszym etapie badaokreslony zostat profil enzyméw proteolitycznych
szczepOwP. aeruginosa W tym celu, bakterie hodowano w dwuziniacych s¢ skiadem
podiazach: bulionowym (LB) oraz minimalnym (syntetycznywi®). Enzymy proteolityczne
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zidentyfikowano przy #yciu testdw biochemicznych z wykorzystaniem spezyfych
substratow (elastin Congo red - elastaza B; akty&nwobec Staphylococcus aureus
elastaza A; Chromozym PL — proteaza IV; Hide powasure — alkaliczna proteaza) oraz
dodatkowo za pomac zymografii po uprzednim rozdziale elektroforetygan (zele
separujce zawieratygelatyre lub kazeir jako substraty).

Whytrawiony wzelu z kazein/zelatyry prazek o masie powsej 200 kDa, odpowiada
proteazie IV (Caballero i in. 200Rndrejko i in. 2013a). Przejanienie na wysokgi okoto
160 kDa oraz aktywrig stafylolitycznaswiadcz o obecnéci w supernatancie elastazy A
(Caballero i in. 2001Andrejko i in. 2013a). Elastaza B migruje vielu tworac prazek o
masie casteczkowej 160 kDa (w przypadku szczepu entomopatoego i klinicznego
PA18) oraz o masie 120 kDa (w przypadku szczepnickzihego PA9) Andrejko i in.
20139. Inni autorzy réwnie obserwowali obecrsé dwu pazkéw odpowiadajcych elastazie
B o masie czsteczkowej 116 kDa lub 163 kDa (Engel i in. 199%¢psiska i in. 2010).
Alkaliczna proteaza wytwarzana przez wszystkie hadszczepyP. aeruginosaw podiazu
M9, migruje w zelu jako pazek o masie cwsteczkowej 52-53 kDa (Engel i in. 1997;
Andrejko i in. 2013a). Uzyskane wyniki zostaty potwierdzone prziyaiu oczyszczonych
enzymow (proteaza IV, elastaza B), ktore uzyskatanptynu pohodowlanego bakterii
entomopatogennej metapdchromatografii jonowymiennejAhdrejko i in. 2005; 2008b.
Ostatnio udalo mi girowniez otrzyma& oczyszczos alkaliczry proteaz dwu szczepowP.
aeruginosa(entomopatogennego i klinicznego PA18) metodromatografii jonowymiennej
z hodowli bakteryjnej na podia M9 (dane niepublikowane).

Rezultaty bada wyraznie wskazuj, ze profil enzymdw proteolitycznych
wytwarzanych przez dany szczdéh aeruginosazalezy od sktadu podiza, w ktorym
prowadzi st hodowt bakterii Andrejko i in. 2013a). Szczep entomopatogenny wytwarzat
w podiazu bulionowym (LB) trzy proteazy: proteazV, elastaz B i elastaz A, natomiast
w podiazu minimalnym (M9) — tylko proteazalkaliczra. Szczepy kliniczne produkowaty
dwa enzymy proteolityczne: elastaB (w LB) oraz proteagz alkaliczry (w M9) a ich
ekspresja byla wyrdmie uwarunkowana sktadem pogio Analiza PCR (polymerase chain
reaction) potwierdzita obectdgenulasB kodupcego elastazB oraz genwaprA kodupcego
alkaliczry proteaz w genomach wszystkich badanych szczepgwaeruginosa(Andrejko
iin. 20139.

Inni autorzy réwnie wykazali,ze kliniczne izolatyP. aeruginosadznia sie ekspresj
elastazy B i alkalicznej proteazy (Woods i in. 198hmidtchen i in. 2001). Ponadto,

odmienne czynniki wirulencjiaswytwarzane w zafeosci od miejsca czy teczasu trwania
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infekcji (Rumbaugh iin. 1999). Ekspresja wielu orikow zjadliwaci, tj. elastaza BlésB),
elastaza AlésA), proteaza alkalicznaprA) jest regulowana przez systemyorum sensing
(QS). KomorkiP. aeruginosadysponujg dwoma systemangjuorum sensinggomologicznymi
do LuxR1: systenlas obejmujcy biatka LasR i Lasl i systerhl obejmugcy biatka RhIR
i RhI1 (Winzer i Williams 2001). Duan i Surette () wykazali, ze poziom ekspresji
skfadnikéw systemu QS byt zaly od warunkow wzrostu, wplywg tym samym na
ekspresj czynnikow zjadliwdgci regulowanych przez ten system np. ekspresja ggnd
w podiaczu M9 zaczynata sijuz w fazie logarytmicznej podczas gdy w bogatym paathB

we wczesnej fazie stacjonarnej.

3. Toksycznaé ptyndéw pohodowlanych Pseudomonas aeruginosa dla gasienic Galleria
mellonella

Toksyczng¢ ptyndw pohodowlanych zawieegych zewntrzkomorkowe proteazy
P.aeruginosa uzaleniona byla od rodzaju podita. Wartdci dawek LB ptynow
pohodowlanych pochodeych z podiéga M9, okazaly si 50-krotnie (ATCC), 22-krotnie
(PA18) oraz 32-krotnie (PA9) mniejsze w porownando dawek LB, plyndow
pohodowlanych pochodeych z LB. Naley zwrécic uwag:, ze znacznie bardziej toksyczne
okazaly st supernatanty zawiergje alkalicza proteaz, w poréwnaniu do tych
zawierajcych gtdbwnie elastazB, co mae wskazywa na istoti role alkalicznej proteazy w
przelamywaniu mechanizméw obronnych owadadrejko i in. 2013a). Nie mazna jednak
wykluczy¢ obecndci innych czynnikbw w plynie pohodowlanym, ktére gaododatkowo
zwieksz& toksyczndé¢ tych preparatow. Na przyktad, Miyata i in. (2008ddkrélaja
znacaca role ADP-rybozylotransferazy (ExoT) i fosfolipazy (ExpUP. aeruginosa
w zabijaniu gsienicG. mellonella

Nalezy podkreli¢, ze wytwarzanie elastazy B oraz alkalicznej protezapwno przez
entomopatogenny jak i kliniczne szczepyaeruginosgpotwierdzono w warunkadim vivo,
w homogenatach otrzymanych z zat@ych gisienicG. mellonella co wyrane sugerujeze
te dwa czynniki wirulencji pehai istots role podczas infekcji bakteriP. aeruginosa
(Andrejko i in. 20130).

4. Wplyw proteaz Pseudomonas aeruginosa na reakcje immunologiczne Galleria
mellonella

W kolejnej serii eksperymentow przeprowadzonych arumkachin vivo wykazano,
ze badane szczepl. aeruginosa,charakteryzujce s¢é odmiennym profilem enzymow
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proteolitycznych, wywohyj zréznicowarny reakcg ukiadu odpornéciowego G. mellonella
w odpowiedzi na infekejtymi bakteriami. Kacowy efekt zakzenia w kadym przypadku
byt jednakowy, bakterie powodowafynier¢ owada po okoto 38-40 godzinach od iniekcji,
jednak zaobserwowano znaczneniée w przebiegu odpowiedzi immunologicznej, za&
od wytego szczeptlr. aeruginosaoraz od skiadu podia (LB lub M9), w ktérym bakterie
byty hodowane Andrejko i in. 2013c¢).

Owady wyksztaicity bardzo sprawnie dziatzy ukiad odpornéciowy, zapewnigcy
wysoka skuteczné¢ obrony przeciwzakanej, skladajcy sk z zewrtrznych barier
ochronnych, do ktérych naig bariery fizykochemiczne i odporfo behawioralna, oraz
z wewretrznych mechanizméw odpowiedzi immunologicznej @djedz komorkowa
i humoralna) (Gliski i Jarosz, 1997). Oparta na nieswoistej odpozviesimunologiczne;j
reakcja owada na zakenie patogenem, wykazuje wiele elementéw wspolayalysepujaca
u cztowieka. U kggowcdw maemy wyr@&ni¢ dwa typy odporn€ci: wrodzor oraz naby,
podczas gdy bez&gowce jako filogenetycznie starsze dyspamnyjko dobrze rozwingtym
systemem odporgoi wrodzonej, nie wytwarzaj przeciwciat jak rownig komorek
o charakterze limfocytow. Jednak przeprowadzone w ostatnich latach badania sugeru;j
mozliwos¢ specyficznego rozpoznawania patogendéw oraz funkejanie mechanizméw
pamkci immunologicznej u owadow i innych bezgowcdw, co mee swiadczyé o istnieniu
alternatywnych mechanizméw nabytej odpamdCytrynska 2009). Odpowiechumoralna u
owaddéw indukowana jest w wyniku zranienia lub zaaa organizmu. Obejmuje gtéwnie
dziatanie sktadnikow rozpuszczonych w hemolimfie, kdorych zalicza gi miedzy innymi,
uktad oksydazy fenolowej, lizozym, peptydy odpdwiowe oraz inne biatka, ktére oprocz
podstawowych dla nich funkcji bigr udziat w reakcjach obronnych organizmu, jak

np. apolipoforyna lll.

4.1. Uktad oksydazy fenolowej

Aktywacja uktadu oksydazy fenolowej jest jadnz najszybszych reakcji
immunologicznych organizmu owada. W uklad zaaogeana jest oksydaza fenolowa typu
lakazy, ktora bierze udziat w procesach ciemnigrtimardnienia oskérka oraz gojenia ran,
oraz oksydaza fenolowa typu tyrozynazy (fenolak#)ra uczestniczy w rozpoznawaniu ciat
obcych, tworzeniu toksycznych chinonéw oraz zmelawanych otoczek w trakcie
inkapsulacji. Wptyw patogenow na uklad oksydazyolewej owada mee przybieré rézne
formy. U gasienicG. mellonellazainfekowanych nicienier@8teinernema feltiaebserwowano

zmniejszenie aktywrici uktadu profenolooksydazy (proPo) (Brivio i inO@). Natomiast
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owadobdjcze biatka produkowane przez Gram-ujemikéeha Xenorhabduspp., symbionta
entomopatogennych nicieni, aktywowaty uktad proR@nadzc do intensywnego tworzenia
melaniny i w konsekwencji démierci owaddéw (Yang i in. 2012).

U gasienicG. mellonellazainfekowanych badanymi szczepami bakteriaeruginosa
pojawialy s¢ brunatne plamy na powierzchni ciakaviadczace o aktywacji uktadu
fenolooksydazy, ktéra prowadzita do catkowitej nmétacji ciata w momencigmierci.
Poziom jak i kinetyka zmian aktywéo ukladu profenolooksydazy wymaie zaleaty od
uzytego do infekcji szczepu bakteryjnegan@rejko i in. 2013c). W przypadku bakterii
hodowanych w podias M9 oraz szczepu entomopatogennego pocited z LB, notowano
wzrost poziomu aktywni@i enzymu po pierwszych 6 godzinach od zakéa. Nas{pnie, we
wszystkich prébach, wraz z rozwojem bakteriemiiemiolimfie notowano stopniowy spadek
aktywncici oksydazy fenolowejAndrejko i in. 2013c).

Wiadomo,ze warunkisrodowiskowe reguluj ekspresj wielu czynnikéw zjadliwéci,
dzieki czemu bakteria szybko adaptuje db0 zmian otoczenia np. wytwarzanie przez bakteri
egzotoksyny A, elastazy B i alkalicznej proteazgt jeizalenione od obecri@i zelaza
(Shigematsu i in. 2001). Zastosowanie do hodowkitdrd podiazy znacznie réniacych s¢
skladem (bogate - LB Ilub minimalne - M9) mogilo wyaéo zmiany skiadnikow
powierzchniowych komorki, wtznie z czynnikami wirulencji, co z kolei mogio wdinié
prawidiowe rozpoznanie bakterii przez uktad odpéciawy G. mellonellaoraz spowodowa
odmienmn reakcg ukfadu profenylooksydazy.

Rozpoznanie ciat obcych w zainfekowanym organizipagt istotnym elementem
odpowiedzi immunologicznej. U owadéw w rozpoznainignunologiczne zaangawane §
receptory PRR (pattern recognition receptors) ukfadronnego gospodarza. Receptory
rozpoznaj powierzchniowe determinanty o okienej strukturze molekularnej (PAMPs,
pathogen associated molecular patterns) zlokalimewawv scianach komaorkowych
mikroorganizmow. Te charakterystyczne dla mikroaigaow struktury nie wyspuja
w komorkach gospodarza i gki temu maliwe jest odr@nienie obcych elementéw struktury
(non self) od wiasnych (self).

Na podstawie otrzymanych rezultatow ima przypuszcza ze wptyw na aktywnét
systemu proPO jest jesinze strategii stosowanych przez bakieR. aeruginosado
przetamania odpowiedzi immunologicznej zainfekowdmgwadow Andrejko i in. 2013¢).
Aktywacja proPO nagpuje w rezultacie uruchomienia kaskady enzyméwqmidycznych,
okreslanej jako uktad oksydazy fenolowej lub system profiooksydazy. Ukiad oksydazy
fenolowej jest zespolem reakcji biochemicznych zajeh od jonéw C¥, w ktére
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zaangaowane § przynajmniej dwie proteazy serynowe. i€owg reakcj systemu proPO
jest konwersja profenoloksydazy do formy aktywr@gd ograniczonej proteolizy.

4.2. Lizozym

Innym sktadnikiem hemolimfy owada, ktérego poziomkiywna¢ wzrasta podczas
zakaenia bakteryjnego jest lizozym (muramidaza lub @iidrolaza mukopeptydowa, EC
3.2.1.17). Enzym wykazuje aktywstobakteriolityczra - degraduje peptydoglikan, buday
sciarg komorkows bakterii poprzez hydroliz wiazania R-1,4-glikozydowego. Lizozym
wywiera dziatlanie w stosunku dgwych i martwych bakterii, zarowno Gram-dodatniek j
i niektérych Gram-ujemnych oraz grzybow (HultmarR96; Vilcinskas i Matha 1997).
U G. mellonellajest biatkiem odporneiowym konstytutywnie obecnym w hemolimfie na
niskim poziomie a jego aktywsé wzrasta gwaitownie po zakeniu i immunizacji (Yu i in.
2002). Stwierdzonoze lizozym owadow wykazuje synergistyczne dzialani@eptydami
przeciwbakteryjnymi i apolipoforynlll, obecnymi w hemolimfieG. mellonella Aktywnaosc
muramidazowa lizozymu utatwia dept peptyddéw antybakteryjnych do blony komérkowej
komaorek bakteryjnych (Zdybicka-Barabas i in. 202@13).

Podczas zakania gsienic G. mellonellabaktera P. aeruginosazmiany poziomu
aktywndaci lizozymu w hemolimfie byly zalse od uytego do zakzenia szczepu oraz od
stosowanej do hodowli drobnoustrojowzgaki (Andrejko i in. 2013c). Iniekcja owadom
bakterii pochodacych z LB, spowodowata pogtkowo wyrany spadek, a po 12 godzinach
od infekcji wzrost aktywn¢ri lizozymu (nawet 2-krotny w pordéwnaniu do aktywob
w hemolimfie owaddéw niezakanych). W przypadku szczepéw pochgozrh z podiga
minimalnego, zwikszory aktywna¢ bakteriolityczm w poréwnaniu z poziomem
kontrolnym, obserwowano jedynie po okoto 18 godamad infekcji szczepem klinicznym
PA9 (Andrejko i in. 2013c). Spadek aktywn@i lizozymu w pierwszych godzinach od
zakaenia mae by spowodowany mobilizagjukfadu immunologicznego, a tym samym
zaangaowaniem lizozymu w réne mechanizmy przeciwzakze.

Wozrost aktywnéci lizozymu byt skorelowany ze wzrostem jego poazipnto
wykazano w hemolimfie ggienic zakaonych szczepem entomopatogennym ATCC 27853
(Andrejko i in. 2008a). Od okoto 18 do 30 godziny infekcji, giek biatkowy o masie
czasteczkowe] 14 kDa, odpowiaday lizozymowi, widoczny na membranie po
immunoblotingu z przeciwciatami skierowanymi przeko lizozymowi G. mellonella byt
ponad 60 % wekszy w porownaniu z pgkiem obserwowanym w préobie kontrolnej. Dopiero
po okoto 42 godzinach zanotowano stopniowy spalbgkiilizozymu, co mana tlumaczy
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zahamowaniem biosyntezy enzymu spowodowanym intemgyn rozwojem bakteriemii
P. aeruginosav hemolimfie zakzonych gsienic.

llos¢ lizozymu w hemocytach i ciele tluszczowym, ktérestaly wyizolowane z
gasienic G. mellonellazainfekowanych szczepem entomopatogennym, stopnisgrastata
a nasgpnie po 24-30 godzinach, ulegta zmniejszeniu, c@imby rezultatem intensywnej
sekrecji tego biatka z miejsca syntezy do hemoljinjik réwniez ostabienia funkcji ciata
tluszczowego spowodowane rozprzestrzaosgjsk infekcjp bakteryjm (Andrejko i in.
20089. Wzrost zarowno iléci jak i aktywndci lizozymu w hemolimfie gsienic zakaonych
baktery P. aeruginosawskazuje,ze enzym ten jest malo wiavy na dziatanie proteaz
wytwarzanych przez bakterpodczas patogenezy.

Z danych literaturowych wiadomage metaloproteazy wytwarzane przez organizmy
patogenne funkcjonajnie tylko jako czynniki wirulencji, ale réwniemog uczestniczy
w mechanizmach indukcji odpowiedzi immunologiczgeppodarza (Altancicek i in. 2007).
Elastaza BP. aeruginosanalezy do rodziny metaloproteaz podobnych do termolizyny
znanego induktora mechanizméw odpowiedzi immunalowgj (Griesch i in. 2000). Elastaza
B podana w dawce subletalnej do hemolimfgignic, okazata sidoskonatym induktorem
odpowiedzi immunologicznefs. mellonellapowodugc m.in. wzrost aktywngi lizozymu.
Immunodetekcja tego biatka wykazai, bylo to zwazane ze wzrostem poziomu lizozymu
w hemolimfie. Jednak na podstawie uzyskanych wymikile mana stwierdzi czy byto to
zwiazane ze zwkszory sekrecy biatka z miejsc syntezy, jakimiagskomorki ciata
tluszczowego | hemocyty, czy m® ze zwtkszory ekspreg lizozymu @Andrejko
I Mizerska-Dudka 20117).

Nalezy zaznaczy, ze w eksperymentachm ivitro, w ktérych inkubowano frakcje
zawierajce proteazy, wytwarzane przez szczep entomopatggknn szczepy kliniczne
P. aeruginosa z peta hemolimf owadow, aktywn& lizozymu nie ulegala zmianie
I pozostawata na poziomie kontrolnym. Znaczny skadeéywnaci enzymu (0 okoto 60 %),
zaobserwowano §# jako zrédito lizozymu stosowane byly ekstrakty otrzymangemolimfy
gasienic zakaonych bakteriami. coli. Ekstrakty, zawierage biatka o masie patej 30
kDa, otrzymywane byly z hemolimfy przez ekstrakéwasem octowym i metanolem
(Andrejko i in. 2013b). Te obserwacje magvskazywé na obecn& w hemolimfie, ale nie
w ekstrakcie z hemolimfy, inhibitorow hamuoych aktywnéé proteaz. Obecrsd w
hemolimfie G. mellonellainhibitorow, ktore g aktywne przeciwko metaloproteazom (IMPI)
jak réwniez serynowym proteazom (ISPI) obserwowali m.in. Wedithe (1998) oraz Frobius

i in. (2000). IMPI's wykazy aktywna¢ w stosunku do metaloproteaz z rodziny M4
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wytwarzanych przez bakterie patogenne jako czynmikulencji m.in. w stosunku do
elastazy BP. aeruginosa(Clermont i in. 2004). W pracyAfgdrejko i Mizerska-Dudka
2011 przedstawiono,ze iniekcja gsienicom elastazy B indukuje synteanhibitorow
hamupcych aktywné¢ metaloproteaz na poréwnywalnym poziomie do terzyol.
Ponadto, obserwowano wzrost pig®alnaici gasienic po podaniu letalnej dawki
termolizyny, co potwierdza obec§to w hemolimfie czynnikow hamagych aktywndé
metaloproteazAndrejko i Mizerska-Dudka 2011).

Poniewa frakcje proteolityczne, ktére okazalyesaktywne in vitro przeciwko
lizozymowi, zawieraly przede wszystkim alkaliazproteaz, maze to sugerowd ze wisnie
ten enzym jest zaangavany w degrada¢jlizozymu, co wymaga potwierdzenia w dalszych
badaniach. Natomiast proteaza seryndwaaeruginosa— proteaza IV, nie powodowata
degradacji lizozymu w warunkacim vitro, pomimo tego,ze enzym zawiera W Swojej
strukturze 13 reszt lizyny, ktére mpgtanowé potencjalne miejsca @iia dla tej proteazy
(Andrejko i in. 2005).

4.3. Peptydy odporngciowe

W humoralnej odpowiedzi immunologicznej owadow, cdowa role odgrywaj
peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP’s), ktére aktywowane #dz syntetyzowanede
novo gtébwnie w ciele tluszczowym i hemocytach,adkss wydzielane do hemolimfy
zakaonych gqsienic. U G. mellonella poznano jak dad kilkkanacie peptydow
przeciwdrobnoustrojowych.aSnvérod nich peptydy-helikalne (cekropiny A i D, moricyny),
peptydy o strukturze stabilizowanej mostkami distBowymi (defensyny, gallerimycyna),
peptydy bogate w prolin peptydy bogate w glicyn(gloweryny) a take peptydy anionowe
(Brown i in. 2009; Cytriska i in. 2007). Peptydy oddziadupa ujemnie natadowarbiore
komorkows bakterii, prowadzc do utworzenia w niej kanatdw i depolaryzacji avet
fragmentacji, czego efektem jesimierc drobnoustroju. Peptydy o wiawosciach
przeciwdrobnoustrojowych to zazwyczaj niewielkieasteczki o charakterze kationowym,
zawieragce 12-50 aminokwasow o masiessteczkowej 3-10 kDa. kay gatunek wytwarza
zazwyczaj zestaw peptydow odpofciowych zr&nicowanych pod wzgtem wigciwosci
biochemicznych i spektrum aktyw§w. Rd&znice w zestawie peptydoéw i kinetyce ich
pojawiania s w hemolimfie gsienic G. mellonellaobserwowano po zakeniu owadow
réznymi bakteriami i grzybami (Mak i in. 2010).

W wyniku zakaenia gsienic szczepamP. aeruginosarézniacymi sk profilem

wytwarzanych enzyméw proteolitycznych, ngostie indukcja syntezy peptydow
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odporndgciowych, podobnie jak po podaniu do hemocelu koid&aprofitycznej bakterii
E. coli (Andrejko i in. 2009; 20139. W hemolimfie gsienic obserwowano pojawienieg Si
aktywnaici przeciwbakteryjnej, ale czas pojawienig siraz poziom tej aktywrsci byt
wyraznie zr&nicowany w zalenosci od szczepu. Zdecydowanie najlepszym induktorem
aktywncaici przeciwbakteryjnej w hemolimfie okazalgsszczep entomopatogenny ATCC
27853. Najwyszy poziom aktywngi, odpowiadajcy 20uM cekropiny B, oceniony metad
dyfuzyjpa na podstawie strefy zahamowania wzrostu bakterskamnikowej E. coli,
stwierdzono w hemolimfie ggienic zakaonych tym szczepem pochadym z podiga
bulionowego, po 18 godzinach infekcji. Natomiastczepy kliniczne malo efektywnie
indukowaly aktywneé¢ przeciwbakteryja u zainfekowanych owaddw. Nailezaznacz§, ze
juz po 30 godzinach od zakenia, we wszystkich prébkach hemolimfy nie obseranw
aktywndici przeciwkoE. coli (Andrejko i in. 2013c).

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna indukowana obeéom w hemolimfie patogena
P. aeruginosabyla zdecydowanie méza w poréwnaniu z aktywdcia obserwowas po
zakaeniu owaddéw baktegi saprofitycza E. coli. Ponadto, w tym przypadku aktyw&do
utrzymywata s na wysokim poziomie nawet do 48 godzin po iniekgkterii Andrejko
iin. 2009. Pojawienie s aktywndci przeciwbakteryjnej w hemolimfie bylo zyrane z
syntez peptydéw o masie patgj 6,5 kDa, co zostato potwierdzone metetektroforetycza
(Tris-tricine SDS-PAGE) Andrejko i in. 2013c) oraz metod bioautografii Andrejko i in .
2009. Udziat poszczegdlnych prote®z aeruginosaw indukcji peptydéw odporrgiowych
w hemolimfie barciaka wkszego wymaga szczego6lowych bad@otychczas udato i
wykaza, ze po iniekcji do jamy ciata owada elastazy B, enzgm powodowat stymulagj
humoralnej reakcji obronnejagienic G. mellonella m.in. poprzez zwkszenie aktywngci
przeciwbakteryjnej w hemolimfie na skutek induksjntezy peptydow odporsciowych
(Andrejko i in. 2009).

Badania przeprowadzone ngsgenicachG. mellonellai D. melanogastedowiodty, ze
obecnd¢ enzymoOw proteolitycznych wytwarzanych przez mikgemizmy patogenne, jest
odbierana przez organizm gospodarza jako ,sygngrozenia”. W wyniku aktywnéci
proteinaz endo- i egzogennych w hemolimfie powstlagmenty peptydowe mage
zdolna&¢ do indukcji syntezy humoralnych czynnikdw odpowiedmmunologiczne;.
Proteinazy bicg tez udziat w bezpéredniej aktywacji kaskad sygnatowych indulaych
syntez peptydow odporniiowych. U G. mellonellastwierdzono,ze w wyniku dziatania
termolizyny wytwarzane as fragmenty peptydowe (0 masie asteczkowe] < 3 kDa)
wykazupce zdolné¢ do indukcji humoralnych czynnikbw odpowiedzi imnalmgicznej
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(Griesch i in. 2000). Substratem dla metaloproteif@st kolagen typu IV (Altancicek
i Vilcinskas 2006).

Wiadomo,ze czynniki wirulencji takie jak enzymy proteolityez, wytwarzane przez
bakterie podczas zakenia, przede wszystkim niszcstruktury ciala owadaadz ostabiag
lub niszca komdrkowe i humoralne odczyny obronne. Na przykksslektywna degradacja
cekropin i attacyn w hemolimfiélyalophora cecropiazachodzita pod wpltywem proteaz
wytwarzanych przez bakterig thuringiensigDalhammar i Steiner 1984) jak réwaiprzez
bakterie Xenorhabdusnematophiluszwiagzane mutualistycznie z nicienian8teinernema
carpocapsae(Gotz i in. 1981). Proteazy produkowane przez etakatogeny jakP.
aeruginosa Enterococcus faecalid’roteus mirabilis Streptococcus pyogeneggradowaty
peptydy przeciwbakteryjne wygiujace u cztowieka, LL-37 #-defensyny (Schmidtchen i in.
2002). Obserwowany w warunkach vivo niski poziom aktywnéci przeciwbakteryjnej
w hemolimfie G. mellonella(w przypadku zakeenia szczepami klinicznyni®. aeruginosa
oraz spadek aktywrioi w czasie trwania infekcji (po 30 godzinach) mdgyt rezultatem
degradacji peptydow spowodowanej przez enzymy plibiezne wytwarzane przez
P. aeruginosawv czasie patogenezpiidrejko i in. 2013c¢).

Podatné¢ peptydow przeciwbakteryjnych na proteazy sprawdzewn badaniach
przeprowadzonych w warunkaahvitro (Andrejko i in. 2013b). Okazalo s, ze aktywnd¢
przeciwbakteryjna w hemolimfie owadéw zakaych bakted E. coli byla calkowicie
hamowana przez plyny pohodowlane zawwg@j enzymy produkowane przez szczep
entomopatogenny ATCC 27853. Ponadto, supernatarszystkich badanych szczepow
P. aeruginosa hodowanych w podiu M9, mialy mniejszy wplyw na aktywsé
przeciwbakteryja w porownaniu do frakcji pochodeych z LB. Jak wczmiej wykazano
(Andrejko i in. 2013a) w podiczu minimalnym produkowana jest gtdwnie alkaliczna
proteaza, dlatego zaizyskane wyniki wskazuj ze ten enzym tylko w niewielkim stopniu ma
wplyw na degradagj peptydow odpowiedzialnych za aktywsdo przeciwbakteryja
w hemolimfie zakaonych owaddéw. Jednym z enzymow wytwarzanych pragiabe bakterie
w poditazu bulionowym jak | podczas zakenia jest elastaza B\(drejko i in. 2013c) Udziat
tej metaloproteazy wytwarzanej przeP. aeruginosa, w degradacji peptydéw
odporngciowych zostat potwierdzony w warunkaichvitro (Andrejko i in. 2009) Wyniki w
tej serii ddwiadcze, uzyskane metaddyfuzyjra oznaczania aktywroi przeciwbakteryjnej
oraz metod zymografii, wykazaty znoszenie aktywdwd przeciwko E. coli w hemolimfie
owadow inkubowanej z elastaB (oczyszczomz ptynu pohodowlanego entomopatogennego
szczepuP. aeruginosametody chromatografii jonowymiennej). W prébach, w ktdnyc
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elastaza B byta wczeiej preinkubowana z 6mM EDTA, w celu zahamowarkgyanosci

enzymu, aktywn& przeciwbakteryjna byta wykrywana, co potwierdzgrdelac peptydow
przeciwbakteryjnych przez LasBArfidrejko i in. 2009). Wskpnie ustalono réwnig ze

peptydy przeciwbakteryjne nie byly degradowane pizsrynowy proteaz 1V w warunkach
in vitro (Andrejko i in. 2009). Otrzymane wyniki wskazajna zr@nicowane zaangawanie
proteaz w degradagcjpeptydow odporn@iowych i/lub na rana wrazliwosé¢ peptydow na
proteolityczra aktywna¢ tych czynnikow.

Na podstawie uzyskanych wynikow pma stwierdzi, ze pojawienie s bakterii
patogennejP. aeruginosaw hemocelu owada jest sygnatem dla ukiadu odpcimaego
gospodarza do uruchomienia reakcji obronnej. Wydejeze w procesie patogenezy enzymy
proteolityczne mog odgrywa& odmienm role, co zostalo wykazane szczegdlnie na
przyktadzie elastazy B, w pagtkowej fazie infekcji powodugj aktywacg uktadu obronnego,
tym samym zwikszapc aktywna¢ przeciwbakteryja hemolimfy zakaonego owada,
nastpnie w miae postpujacej bakteriemii, mog degradowéa niektore biatka/peptydy
np. peptydy odporrigiowe.

4.4. Apolipoforyna 11l

Zmiany w poziomie aktywn@i przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie
G. mellonella w warunkach in vitro byly skorelowane ze zmianami w profilu
biatkowo/peptydowym hemolimfy inkubowanej w obegério enzymow proteolitycznych
badanych szczepdw. aeruginosa(Andrejko i in. 2013¢). Jednak tylko w przypadku
entomopatogennego szczepu ATCC 27853, obserwowap@znw degradag biatek
i peptydow hemolimfy, midzy innymi zwraca uwag prawie calkowity brak nazelu
elektroforetycznym pizka biatkowego o masie gzteczkowej 18 kDa, ktéry odpowiada
u gasienicG. mellonella- apolipoforynie Il (apoLp-IIl).

Apolipoforyna jest wanym skfadnikiem hemolimfy owadow zaangavanym
w transport lipidéw, aktywaej ukladu immunologicznego, rozpoznawanie determinant
molekularnych drobnoustrojow oraz w procesie apppt@Oztug i in. 2012). ApolLp-Ili
nalezy do rodziny wymiennych apolipoprotein opisanychréxeno u kegowcow jak
i bezkegowcoOw. Cech wspllra tych biatek jest obecdé w strukturze casteczki
amfipatycznych a-helis (Narayanaswami i Ryan 2000). Synteza apdLpil owaddw
zachodzi gtdéwnie w ciele ttuszczowym,agkbiatko jest uwalniane do hemolimfy. Wiadomo,
ze apolLp-lll mae wizat kwasy lipotejchojowe, ktoregssktadnikamiscian komdérkowych
bakterii Gram-dodatnich, lipopolisacharyd bakt&iam-ujemnych oraz 3-1,3-glukan obecny
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w $cianie komorkowej dradzy. Stwierdzono take, ze apoLp-Ill uczestniczy w detoksykacji
skfadnikéw sciany komdérkowej drobnoustrojow (Whitten i in. 2004P0ziom apoLp-Ill
w hemolimfie barciaka znacznie wzrasta po zeka bakteriami Gram-ujemnymi, takimi jak
E. coli i Klebsiella pneumonigeczy te bakters Gram-dodatrmi Micrococcus luteus
(Zdybicka-Barabas i CytfAgka 2011). Dane literaturowe wskaguge apolLp-Ill zwtksza
aktywnas¢ bakteriolityczm lizozymu oraz bierze udziat w aktywacji syntezyppeldw
przeciwdrobnoustrojowych (Dettloff i in. 2001). Ape-Ill moze wspolpracowaz peptydami
odporngciowymi zwigkszajc ich skuteczn& w zwalczaniu drobnoustrojéw, wzmacéia
odpowied komorkows (fagocytoza i enkapsulacja) oraz aktywéwikaskad oksydazy
fenolowe;.

W badaniachn vitro (Andrejko i in. 2013b) zaobserwowanaze ptyn pohodowlany
entomopatogennego szczepuaeruginosgpochodzcy z podiaa bulionowego, powodowat
catkowita degradag apolLp-lll, natomiast supernatant tego samego pxczazyskany
z podiza minimalnego okazat gimniej efektywny, spowodowat tylko okoto 48 % splade
poziomu tego biatka. Wod szczepdw Klinicznych, jedynie ptyn pohodowldrakterii PA18
nieznacznie zmniejszyt poziom apolLp-lll (12-17%) wworéwnaniu do poziomu
obserwowanego w hemolimfie kontrolnej. Zaobserwavadrnice w poziomie apolLp-lll
wiaza sk z odmiennym profilem zewtrzkomérkowych proteaz wytwarzanych przez badane
SzczepyP. aeruginosa

Zdecydowany wplyw szczepu entomopatogennego naekpadziomu apolp-Ill
moze by zwiazany z dziatlaniem proteazy IV, ktora jest wytwaegorzez ¢ baktere
w podiazu bulionowym Andrejko i in. 2013a). Gdy ekstrakt z hemolimfy,edacy zrédiem
apoLp-Ill, inkubowano z frakgj zawieragca oczyszczoa chromatograficznie proteazV,
uzyskano catkowit degradagj biatka o masie 18 kDa&\qdrejko i in. 2005). ApoLp-Ill byta
stopniowo degradowana, o czyfwiadczy pojawienie si czterech produktéw o masie
czasteczkowe] 15, 13,3, 11,9 oraz 9,5 kDa (po 30 maiclut inkubacji) oraz tylko
pojedynczego produktu degradacji o masie 5,6 klpa 60 minutach inkubacjidnhdrejko
iin. 2005.

Proteaza IV jest serynawproteaz, ktdra hydrolizuje biatka po karboksylowej stronie
lizyny. Analiza strukturalna apoLp-Ill uwidocznitabecnd¢ 8 reszt lizyny na N-kacu
(reszty 1-70) oraz 9 reszt na Cako (118-163), ktdreaspotencjalnymi miejscami etia dla
proteazy IV. Fragment ggteczki od 71 do 117 aminokwasu nie zawiera regzny
a obliczona teoretycznie masaasteczkowa tego fragmentu wynosi okoto 5,515 kDa. Na

podstawie przeprowadzonej analizy elektroforetygangz immunoblotingz przeciwciatami
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anty-apoLp-1ll G. mellonellastwierdzonoze uzyskany kocowy produkt degradaciji apoLp-
Il ma mag 5,6 kDa. Analiza sekwencji peptydu wykazate,produkt ten stanowi fragment
apoLp-lll liczac od 71 aminokwasu dojrzatego biatk&n@rejko i in. 2005). Wyniki te
wyraznie wskazuj, ze apolLp-lll G. mellonellajest substratem dla proteazy serynowe;j
P. aeruginosa

Po zakaeniu owada entomopatogenrbaktera P. aeruginosa,przeanalizowano
poziom apoLp-lll w hemolimfie, hemocytach oraz eiettuszczcowym G. mellonella
i potwierdzono degradagciego biatka rowniezw warunkachn vivo (Andrejko i in. 2008b).
Spadek ilgci apoLp-Ill w hemocytach i ciele tluszczowym, obhgewany odpowiednio po
3,5 oraz 24 godzinach od zakaia, byt prawdopodobnie rezultatem intensywnigjsekrecji
tego biatka do hemolimfy, gdzie bierze udziat w odpedzi immunologicznej. Natomiast w
hemolimfie w krétkim czasie po infekcji zanotowamerost poziomu apolp-lll, a po
24 godzinach il& biatka zacgta sk zmniejszé i pojawity sk produkty degradacji. BkKi
biatkowe o masie okoto 15 i 13,3 kDa byly szczegdhiobrze widoczne po 24 godzinach,
natomiast po 48 godzinach od zad@ia dominowaty produkty degradacji o masie 125i 9,
kDa. Nalery zaznaczy, ze obserwowane w hemolimfie produkty degradac;ji ipdgobne do
tych, ktére obserwowano w fleiadczeniachin vitro (Andrejko i in. 2008b). Wyniki te
wskazuj, ze w warunkachin vivo, w zakaonym owadzie, w proteolitycandegradagj
apoLp-lll zaangaowana jest serynowa proteaza IV. Nglelod&, ze degradacja apoLp-Ill i
innych elementéw uktadu obronnego, wydaje By skorelowana z ogdlnym wzrostem
aktywnaici proteolitycznej, ktéry zaobserwowano w hemolenfpsienic zakaonych
entomopatogenn baktery P. aeruginosapo uptywie 22 godzin infekcjiAndrejko i in.
2008h.

Kontynuupc badania w warunkachin vivo, owady zostaly zakane
entomopatogennym szczepdtn aeruginosa ale pochodcym z hodowli w podiau M9.
Zaobserwowanaze w pocatkowym etapie infekcji nagpit zdecydowany wzrost a naphie
po okoto 24 godzinach, spadek poziomu apolLp-Id,r@wet w tym czasie poziom biatka byt
wyzszy w poréwnaniu z poziomem w hemolimfie kontrol§@ndrejko i in. 2013c). Po
zakaeniu owadow szczepami klinicznymi, PA9 i PA18, maobserwowano wyfaych
zmian poziomu apolLp-lll w hemolimfie agienic @ndrejko i in. 2013c), podobnie jak
w warunkachin vitro (Andrejko i in. 2013b). Wyniki uzyskane w tych eksperymentach
wskazuj, ze alkaliczna proteaza, ktéra jest gitdwnym enzymeadygpkowanym w podtau
syntetycznym przeP. aeruginosama niewielki udziat w proteolitycznej degradaapiolLp-

[l G. mellonella
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Wzrost poziomu apoLp-lll w hemolimfie agienic, obserwowany po zaiemniu
bakteryjnym jest dowodenze wydzielane przez patogena proteazy aatymulow#
humoralne odczyny obronne owada. Wiadoa®u bezkggowcow indukcja mechanizmoéw
odpowiedzi immunologicznej nagtuje po rozpoznaniu PAMPSs, albo po rozpoznaniu aygn
zagrazenia (model odporrdgi ,danger”) (Chamy i in. 2008). Istainrole w tym modelu
indukcji odpowiedzi immunologicznej odgryvsametaloproteazy z rodziny termolizyny, do
ktorej naley elastaza BP. aeruginosa Enzym ten spowodowat znaczny wzrost poziomu
apoLp-lll w hemolimfie owadéw, ktérym podano przedekcje subletala dawke LasB
(0,1ug/gasienice). lla¢ apolLp-lll wzrosta 1,6 krotnie w przypadku LasB ora,3 krotnie
w przypadku termolizyny w hemolimfie zebranej pogitizinach od iniekcji tych enzyméw
(Andrejko i Mizerska-Dudka 2011).

Odmienna wraliwos$¢ gasienic G. mellonella na r@norodne szczepy i mutanty
najprawdopodobniej odzwierciedlazrice w wytwarzanych czynnikach wirulencji, zaréwno
tych zwhzanych zeciam komérkow jak i sekrecyjnych (Inglis i in. 2009; Lore ii2012).

Na przykiad, uktad odporsoiowy G. mellonellajest w stanie wykr§ réznice w zjadliwgci
mutantéw LPSP. aeruginosa(Dunphy i in. 1986). Wyniki badaprzedstawione w tym
opracowaniu, sugeryj ze odmienny wplyw badanych szczepdéw bakteryjnych na
apolipoforyre i inne elementy uktadu odporfmowego G. mellonellamaozna wytlumaczy
réznym profilem enzymow proteolitycznych produkowanygirzez badane szczepy
P. aeruginosgodczas zaka&nia gsienicG. mellonella

Podsumowanie najwaniejszych wynikow, ktoére stanowh osiagnigcie naukowe
dotyczace aktywowania i przetamywania humoralnej odpowiedz immunologicznej
gasienic Galleria mellonella przez enzymy proteolityczne bakterii Pseudomonas

aeruginosa:

1. Barciak wgkszy G. mellonellajest przydatnym organizmem modelowym do lada
poziomie calego organizmu jak i gstkowych reakcji skladagych s¢ na odpowied
immunologicza owad6w oraz do testowania patogeimioi identyfikacji czynnikdw

wirulencji bakteriiP. aeruginosa.

2. GasieniceG. mellonellasa bardzo wraliwe na zakaenie zarébwno przez entomopatogenny
(ATCC 27853) jak i kliniczne szczepy (PA9 i PA1&kberii P. aeruginosaToksyczne dla
owadow g rowniez pilyny pohodowlane zawiergje zewmtrzkomorkowe proteazy
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wytwarzane przez te bakterimierc owaddéw naspuje po okoto 38-40 godzinach od
iniekcji bakterii lub ptynu pohodowlanego z objawatypowymi dla zakaenia bakter
P. aeruginosa Toksyczné¢ ptyndw pohodowlanych zatea jest od rodzaju podia, w
ktérym bakterie rosn Wartagsici dawek LDy supernatantdw pochogtz/ch z podiaa
syntetycznego M9as50-krotnie (ATCC), 22-krotnie (PA18) oraz 32-kretrmniejsze w
poréwnaniu do dawek L{3 ptynéw pohodowlanych pochogtzych z podiga bulionowego
LB.

3. Profil enzymoéw proteolitycznych wytwarzanych ¢z badane szczepy bakterii
P. aeruginosaw warunkachin vitro zalezy od skfadu podiza, w ktorym prowadzi i
hodowk bakterii (Tabela 1)

Tabela 1. Profil enzymoéw proteolitycznych badangzbzepdéwPseudomonas aeruginosa

Podiae Szczep Elastaza A Elastaza B Proteazg IV Alkadicz
proteaza
LB ATCC + +++ + -
PA9 - + - -
PA18 - + - -
M9 ATCC - ++ - +++
PA9 - + - ++
PA18 - + - ++

Aktywnos¢ enzymdw proteolitycznych identyfikowano przyyaiu testéw biochemicznych z
wykorzystaniem specyficznych substratow oraz zagmmymografii,
+++ dwza aktywnd¢; ++ srednia aktywnéé; + mata aktywnéc; - brak aktywnéci.

4. SzczepyP. aeruginosarozniace s¢ profilem enzymow proteolitycznych wywohj
zroznicowary reakcg uktadu odpornéciowego G. mellonellaw odpowiedzi na infekej
tymi bakteriami. W kadym przypadku efektem zakenia jestsmiert owadow, jednak
zaobserwowano znaczneznice w przebiegu odpowiedzi immunologicznej, zak od
uzytego szczepu oraz od skladu padiow ktorym bakterie byty hodowane.

5. Enzymy proteolityczne wytwarzane przez baktd?i aeruginosapetny istotra role
podczas zakenia gsienic G. mellonella. W pocatkowe] fazie infekcji powoduj
aktywacg ukfadu obronnego, tym samym zkszapc aktywnadé przeciwbakteryja
hemolimfy zakaonych owaddéw a naginie w miag rozwoju bakteriemii przetamauyj
humoralra, odpowied immunologiczig gospodarza.
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6. Aktywacja ukladu obronnego owada po zakau baktey P. aeruginosapolega na
zwigkszeniu syntezy lizozymu, indukcji syntezy peptydodporndgciowych i inhibitorow
metaloproteaz oraz zmianie poziomu apolipoforynyy W hemolimfie gsienic
G. mellonella

7. Udziat enzyméw proteolitycznychP. aeruginosa w przetamywaniu odpowiedzi
immunologicznej gsienic G. mellonellazwiazany jest z hamowaniem aktyw&eo uktadu
oksydazy fenolowej, degradacpeptydéw odporriwiowych oraz apolipoforyny Il w
hemolimfie zakaonych owaddw. Poszczegblne proteazy wykazugrdznicowane
zaangaowanie w degradagjtych kluczowych elementow odpowiedzi immunologiezn
owadow i/lub rana te: jest wraliwosé¢ biatek i peptydow odpordoiowych na aktywng:
proteolityczra. Peptydy przeciwbakteryjne podatne na proteolzpod wplywem elastazy
B oraz w niewielkim stopniu alkalicznej proteazypdipoforyna Il jest substratem dla
proteazy IV oraz alkalicznej proteazy. Peptydy prabakteryjne s niewraliwe na
proteoliz; pod wptywem proteazy IV w warunkaah vitro.

8. Elastaza B - metaloproteaza baktBriaeruginosgeini podczas zakania podwaoja role:
induktora odpowiedzi immunologicznepgienic G. mellonellaoraz czynnika wirulenciji.
Rola elastazy B jako czynnika aktywoggo mechanizmy odpowiedzi immunologicznej
polega na indukcji syntezy peptydow przeciwdrobmmjswych oraz czynnikbw o
aktywngici inhibitorow metaloproteaz, zekiszeniu poziomu ekspresji i aktywdwd
lizozymu oraz poziomu apolipoforyny Ill. Elastazgdko czynnik wirulencji bierze udziat
w degradacji peptydow przeciwbakteryjnych.

9. Wzrost ilgci jak i aktywndci lizozymu w hemolimfie gsienicG. mellonellazakaonych
baktera P. aeruginosawskazuje,ze lizozym jest malo wrdiwy na dziatanie proteaz tej
bakterii, na przykfad, proteaza serynowa IV nie pduje degradacji lizozymu w
warunkachin vitro, pomimo tego,ze enzym zawiera w swojej strukturze reszty lizyny,
stanowace potencjalne miejscagcia dla tej proteazy.

10. Indukcja syntezy humoralnych czynnikbw odpowiednmmunologicznej u gsienic
G. mellonellaw obecnéci metaloproteaz (elastaza Byiadczy o funkcjonowaniu u tego
organizmu modelu odporsa ,danger” Wydaje i, ze uG. mellonellaw indukcg syntezy
biatek i peptydow przeciwdrobnoustrojowych zaatmyeane § rozne mechanizmy tj.
zalezny od obecnéci obcych struktur (model odporém ,infectious-non self) jak
i czynnikdw wirulencji (model odporioi ,danger”).

11. Obecnét elastazy B i alkalicznej proteazy w zakaych gsienicach w warunkacim
vivo wyraznie wskazujeze te dwa czynniki wirulencji petiistotrs role podczas infekcji
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baktery P. aeruginosaAnaliza PCR potwierdzita obecitogenulasB kodupcego elastaz
B oraz genuaprA kodupcego alkalicza proteaz w genomach wszystkich badanych
szczepOwP. aeruginosa

Wyniki powyzszych bada zostaty opublikowane w 8 pracach naukowych. Weysisach
pracach bylam autorem koncepcji bada gtbwnym wykonawg doswiadczeé. Bytam
odpowiedzialna za opracowanie wynikéw, przygotowamianuskryptow oraz petnitam ¢ol
autora korespondencyjnego. Wyniki opisane w pezych publikacjach skiadgje s¢ na
monotematyczny cykl bada ,Aktywowanie i przetamywanie humoralnej odpowiedzi
immunologicznej gsienic Galleria mellonella przez enzymy proteolityczne bakterii
Pseudomonas aerugindsazostaly uzyskane w ramach grantow, w ktérych byla
wykonawe:
1. Projekt badawczy MNiSW nr 2 PO4C 08029 realizowangtach 2005-2008:
.Rola apolipoforyny Il i mechanizm transmisji syagéw w odpowiedzi
immunologicznefGalleria mellonelld
2. Projekt badawczy MNiISW nr N N303580239 realizowankatach 2010 — 2012:
~Apolipoforyna Il Galleria mellonella— biatko o wielu funkcjach”
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5. INNE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE

OMOWIENIE INNYCH PRAC NAUKOWO-BADAWCZYCH NIE WLICZANYCH DO
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO STANOWIACEGO MONOTEMATYCZNY CYKL
PUBLIKACJI

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk biokrgich zostatam zatrudniona w
1996 roku w Zakfadzie Patologii Owaddéw na stanowiglliunkta. W tym czasie moja praca
naukowa nadal skupiata ¢siwokét zagadni@ zwiazanych z czynnikami  wirulencji
okreslanymi jako inhibitory immunologiczne typu InA, wyarzanymi mgdzy innymi przez
rézne szczepy bakterii entomopatoger@emarcescens$twierdzitamze poziom aktywngéci
proteolitycznej wzrastat wraz z rozwojem bakterierd. marcescensny gasienicach
G. mellonella,szczegdlnie po zakaniu owadow szczepem bakteryjnym CCM 2222. Ten
szczep jako jedyny wytwarzat zeproteazy w stacjonarnych hodowlach bulionowych.
Homogenaty uzyskane z zakaych gsienic jak i filtraty z hodowli bulionowych bakteri
S. marcescensposteyly nastpnie do badania zdoldo blokowania aktywnéri
bakteriobdjczej hemolimfy owaddéw. W ¢éeiadczeniach jako organizmy modelowe
uzywatam zakaonych bakteriamiE. coli poczwarekP. brassicaeoraz G. mellonella.
Wykazatam, ze jedynie szczep bakteryjny CCM 2222 skutecznie dveah aktywnd¢
bakteriobdjca w hemolimfie badanych poczwarek. Na podstawie kemygch wynikow
stwierdzitam,ze proteinazy uwalniane przez ten szcZepnarcescens zakaonym owadzie
mog by¢ funkcjonalnie identyczne z inhibitorem immunolagigm typu InA opisanym u
B. thuringiensisWyniki tych eksperymentéw zamieszczone zostafyracy:

* Andrejko Mariola, Stefaniak Malgorzata, Proteinaza typu InA wsignicach
Galleria mellonella zakaonych Serratia marcescensAnnales Universitatis Mariae
Curie- Sktodowska Lublin — Polonia section C, \d|.7-12, 1996
Inny kierunek badawczy realizowany w Zakladziektéarym uczestniczytam dotyczyt

odpowiedzi immunologicznej u krocionogovbDiplopodg. Przeanalizowano hemolimf
o$miu gatunkéw krocionogoéw pod atem obecnéci aktywndci przeciwbakteryjne;.

U wickszadsci gatunkdéw obserwowano niskieeatnia lizozymu w hemolimfie, ktore nie
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ulegaty zmianie zaréwno po iniekcji bakteffi cloacaejak i bulionu odywczego.Sladowa
aktywnas¢ przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, stwierdzono wnbémfie niczym nie
traktowanych osobnikéw z gatunkinciger foetidusale jej poziom nie ulegat zmianie po
iniekcji zaréwno bakterii jak i bulionu. U trzechatyinkbw krocionogow tjMegaphyllum
projectum kochi Polydesmus complanatu®xidus graciliszarobwno po podaniu bakterii
saprofitycznej jak i bulionu nie stwierdzono aktys$ai przeciwbakteryjnej w hemolimfie.
Natomiastsladowa aktywné pojawiata s§, po zakaeniu bakter E. cloacaew przypadku
Ommatoiulus sabulosws po iniekcji bulionu w przypadkGlomeris connexaRezultaty tych
bada, wskazujce na niewielki udziat odpowiedzi humoralnej w afieoprzeciwbakteryjnej
u krocionogow zostaly zamieszczone w pracy:
» Kania Grzegorz, Jarosz Jaimdrejko Mariola, Stefaniak Malgorzata, Evidence for
antibacterial activity in haemolymph obDiplopoda preliminary results. Acta
Myriapodologica 169, 431-435, 1996
Uczestniczytam réwnie w badaniach dotyezych immunomodulacji odpowiedzi
odporngciowej G. mellonella za pomog ksenobiotykéw, gtdwnie pestycydow
owadobdjczych z grupy eglowodorow polichlorowych, estrow fosforoorganiczhy
karbaminianéw i pyretroidow. Pestycydy inokulowamp@budzonym immunologicznie
owadom obmialy aktywna¢ lizozymu w hemolimfie oraz aktywdé bakteriobdjcz
uwarunkowan polipeptydami odporrigiowymi. Stwierdzono jednakie dysfunkcje ukiadu
odporndgciowego w zatruciach pestycydami byly raczej efekteaburzé proceséw
fizjologicznych i ogolnego zatrucia organizmu owada nie nasfpstwem dziatania
pestycyddw na poszczegdlne sktadowe ukiadu odgoiwego. Zatrucie zaburzato
mechanizmyzyciowe owada, a w konsekwencji blokowato lub ¢lpdzato synteg biatek w
ciele tluszczowym, w tym biatek odpormowych o aktywnéci przeciwbakteryjnej.
Znacaca cz$¢ tych bada zostata wykonana w ramach grantu KBN pt.: Modaac]
odczynéw odporna&iowych u owaddw w zatruciach pestycydami realizoego w Zakladzie
w latach 1997-1999, w ktérym bylam wykonawcWyniki tego cyklu déwiadcze
przedstawione zostaly na VI zpzie Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego, ktory
odbyt s& w Nakczowie w 1996 roku.

W 2000 roku po tragiczndmierci prof. dr hab. Jana Jarosza, kierownictwotatk
objeta prof. dr hab. Teresa Jakubowicz z Zaktadu Bibkiglekularnej UMCS. W zwjzku z
powyzszym w znaczy Sposob zostat zmieniony profil i kierunek badayw@aktadu oraz
jego nazwa, na Zakiad Immunologii Beggowcdw (obecnie Zaktad Immunobiologii). Dla
mnie, absolwentki biologiisrodowiskowe] te pierwsze lata w Zakiadzie byly dam
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wytezonej pracy nad poznaniem nowych metod i technikabadych: biochemicznych,
immunologicznych, mikrobiologicznych oraz z zakrésnlogii molekularnej niezminych do
dalszej pracy naukowej. W tym czasie nieocemigromoc zarOwno merytorycznjak
i praktyczry uzyskatam od Pani Prof. dr hab. Teresy JakuboviAczukierunkowaniu przez
Pani Profesor kontynuowatam badania nad izalaaharakterystyk czynnikdw wirulenciji
wytwarzanych przez mikroorganizmy entomopatogenda. gidwny cel moich bada
przyjgtam wyjanienie mechanizmu dzialania i roli zestwzkomdrkowych proteaz
wytwarzanych przez bakteriP. aeruginosaw odniesieniu do odpowiedzi humoralnej
organizmu modeloweg®&. mellonella Do podgcia bada w tym kierunku skionita mnie
niewielka ilos¢ doniesié opisujcych rok tych enzyméw podczas zakmia owadow, na tle
szeregu danych literaturowych wskagyjch istotm role enzymow proteolitycznych
P. aeruginosapodczas zakania u ludzi. $ to badania wae zaréwno z poznawczego jak
i aplikacyjnego punktu widzenia, ze wegdl na faktze P. aeruginosajest gr@nym
oportunistycznym patogenem czlowieka. Mgleaznaczy, ze stwierdzono wysoki stopie
korelacji pom¢dzy zjadliwagcia bakteriiPseudomonaw badaniach prowadzonych zygiem
barciaka wgkszego jak i modeli ssaczych. Wyniki tych kilkuletm bad& zaprezentowatam
w monotematycznym cyklu publikacji pod wspdlnym ugim ,Aktywowanie
I przetamywanie humoralnej odpowiedzi immunologe&gzgasienicGalleria mellonellaprzez
enzymy proteolityczne bakter®seudomonaseruginosd. Natomiast inne rezultaty moich
bada nie wliczone do osgnigcia naukowego, przedstawitam paeji

Rozpocgcie pracy, z tym samym modelem badawczyasigniceG. mellonelld, ale
z zastosowaniem zupetnie nowych metod wymagaito aalpkr&lonych umiegtnosci, m.in.
wiasciwej izolacji ciata tluszczowego i hemocytd@ mellonellaDlatego té w 2001 i 2002
roku odbytam dwa szkolenia w tym zakresie w InstiguBiologii Eksperymentalnej UAM
w Poznaniu u prof. dr hab. Grzegorza Rekiego oraz w Instytucie Parazytologii PAN
w Warszawie u prof. dr hab. Mieczystawy Bégu

W jednej z pierwszych opublikowanych przeze mmacpn Zaktadzie Immunologii
BezkrgowcOw wykazatam,ze aktywnd¢ przeciwbakteryjna w hemolimfie agienic
G. mellonellazakaonych bakteriami saprofitycznynki. coli byta niszczona po inkubaciji z
ptynem pohodowlanym bakterii P. aeruginosa Plyn pohodowlany zawierat
zewrntrzkomorkowe enzymy proteolityczne wytwarzane przez baktere w podiau
bulionowym. Natomiast nie stwierdzitam zmian zaréww poziomie jak i aktywndi
lizozymu, co wskazujeze enzym nie byt degradowany przez badane czynnikilencji

P. aeruginosa.Poziom lizozymu w hemolimfie ocenialam stasumeto@ immunoblotingu
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ze specyficznymi przeciwciatami przeciwko lizozymao®. mellonella natomiast aktywni
— metod bioautografii. Naley dod&, ze znaczny spadek aktywsw lizozymu w hemolimfie
niezakaonych jak i zakzonych owaddéw eksponowanej na dziatanie ptynu powaltego
P. aeruginosazaobserwowatam stogagj metod dyfuzyjm. Do tej pory nie udalo &i
zidentyfikowa czynnikbw obecnych w plynie pohodowlanym wptyw@jch na zmia@
aktywncci lizozymu. Naley dod&, ze w tych badaniach po raz pierwszy zostat zastospwa
ekstrakt z hemolimfy zawiergjy peptydy o masie parmgj 30 kDa, ktérego metoda
otrzymywania zostata opracowana w Zaktadzie. Wyty&h bada opisane zostaty w pracy:

» Andrejko Mariola, Effect of Pseudomonas aeruginosaude proteolytic fraction on
antibacterial activity ofGalleria mellonellahaemolymph. Folia biologica (Krakow)
52, 91-96, 2004.

Jeden z wiogtych tematow realizowanych w Zakfadzie Immunold&gzkregowcow
(obecnie Zaktadzie Immunobiologii) dotyczy roli dpoforyny Il w funkcjonowaniu ukiadu
odporngciowego owadow. Dlatego 2epodgtam badania, ktérych celem bylo sprawdzenie
wrazliwosci tego biatka na zewtrzkomdrkowe proteazy wytwarzane przez aeruginosa
Doswiadczalnie, zaréwno w warunkadéh vivo jak i in vitro wykazatam,ze apolLp-Ill jest
substratem dla serynowej proteazy PV aeruginosa Te obserwacje zandigitam w czsci
autoreferatu zawiergjej opis osigniccia. W tym miejscu chciatabym zwrécuwag;, ze
apoLp-lll nie ulegata degradacji proteolitycznej pakaeniu gisienicG. mellonellabakteri
patogena B. thuringiensisWsrod czynnikdw wirulencjBacillusznajduje si metaloproteaza
(zalezna od cynku) InhA2, wykazaga homologi do wczéniej zidentyfikowanej proteazy
zewntrzkomoérkowej InhA, ktéra hydrolizuje peptydy prasbakteryjne owaddw, takie jak
cekropiny i attacyny. W dwviadczeniach stosowatam dwa szczepy tej bakteni t]
B. thuringiensisvar. kurstaki orazB. thuringiensisvar. desti. Zaobserwowatam nieznaczny
wzrost poziomu apolLp-lll w hemolimfie owadéw, ktémypodano przez iniekgjbadane
bakterie. W warunkacln vitro, w probkach zawieragych ekstrakt z hemolimfyz(6dio
apolLp-Ill) oraz plyny pohodowlane tych bakteriiwidiez nie stwierdzitam zmniejszenia
poziomu apoLp-lll w porownaniu z konteo(ekstrakt z hemolimfy owadow niezakanych).
Wyniki tych bada opublikowane zostaty w pracy:

* Andrejko Mariola, Mizerska-Dudka Magdalena, Changes in the apolipoHd
level in the hemolymph d&alleria mellonellalarvae after bacterial infection. Annales
Universitatis Mariae Curie —Sklodowska Lublin — &wé, section c, vol. LXV, 2, 27-
35, 2010.
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Dostpnas¢ szeregu danych literaturowych opigryjch niekorzystny wptyw proteaz
wytwarzanych podczas zatenia przez entomopatogeny na odpowikdmaorkows owadow,
skionita mnie do podgia bada w tym kierunku. Ten cykl dwiadcze zostat zrealizowany
we wspoitpracy z dr M. MizergkDudka - doktorantk ktorej bytam opiekunem naukowym,
obecnie adiunktem w Zaktadzie Wirusologii i Immumgili UMCS. Wykazanoze zakaenie
gasienic G. mellonella entomopatogennym szczepd aeruginosapowodowato znaczne
zmiany morfologiczne i ultrastrukturalne hemocytggvanulocytow i plazmatocytow) i w
konsekwencji ich obumieranie. Od 18 godziny po zaeka gisienic czyli od momentu gdy
nastpuje znaczny rozwo0j bakterienfi. aeruginosaobserwowano odgzkowywanie biony
komorkowej oraz zwkszenie rozmiarOw komorek iader komorkowych, w ktorych
chromatyna ulegata kondensacji. Poza tym w cytoplazhemocytéw wykryto wakuole
a struktury subkomoérkowe (RER i mitochondria) ulggaecznieniu. Morfologiczne
i ultrastrukturalne zmiany nie wskazywalty jednozrde jaki typ smierci komérkowe] byt
indukowany w wyniku zakeenia, obserwowane bowiem cechytgpowe dla apoptozy jak
i autofagowegmierci komérkowej. Ponadto, zwr6cono uwata nieprawidiow organizacj
cytoszkieletu aktynowego, co w® powodowd zaburzenia wikciwosci adhezyjnych
hemocytow a tym samym zahamawmagocytoz czy enkapsulagj Hemocyty zakzonych
gasienic zachowywaly jedynie zdolfiodo adhezji w poréwnaniu do hemocytowsignic
zdrowych, ktére formowaly wypustki i ulegaly znaemmu rozptaszczeniu na powierzchni
ciata obcego. Na podstawie uzyskanych wynikOw wi@nprzypuszczenieze wianie
zmiany w organizacji cytoszkieletu pod wplywem sekfinych czynnikbw wirulencji a
podstavq przetamywania komorkowych mechanizméw odpowiedmmunologicznej
G. mellonella Powyzsze wyniki zostaty opublikowane w pracach:

* Mizerska-Dudka Magdalenandrejko Mariola, The influence ofPseudomonas
aeruginosasecreted virulence factors on hemocyte-mediateahuine response of
Galleria mellonella Annales Universitatis Mariae Curie—Skiodowska liub—
Polonia, section c, vol. LXV, 2, 37 — 47, 2010;

* Mizerska-Dudka MagdalenaAndrejko Mariola, Galleria mellonella hemocytes
destruction after infection withPseudomonas aeruginasalournal of Basic
Microbiology, 53, 1 - 15, 2013; DOI:10.1002/jobm12®9273.

Efektem wspéipracy z Zaktadem Wirusologii i Immilogii UMCS jest teé praca
przeghdowa dotyczca przeciwwirusowych peptydéw kationowych czlowigkkefensyny,
katelicydyny, laktoferyna i jej pochodna laktofeypa) oraz owaddéw (melityna, cekropina A,
alloferon 1 i 2, mirystylowany peptydeliothis virescens
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» Mizerska-Dudka MagdalenaAndrejko Mariola, Kandefer-Szershe Martyna,
Przeciwwirusowe peptydy kationowe cziowieka i owad®ostpy Mikrobiologii 50,

3, 209-216, 2011.

Moje badania przyczynity si do wykazania,ze elastaza B dolaca wanym
czynnikiem wirulencji P. aeruginosa bierze udziat w indukcji humoralnych czynnikéw
odpowiedzi immunologicznejagienicG. mellonella Szczeg6towo wyniki te zostaly opisane
w czsci autoreferatu zawiergjej osagniecie. Wykonatam réwnie cykl eksperymentow, w
ktorych przeanalizowatam profil biatkowo-peptydovagmolimfy gisienic G. mellonella,
ktorym podano przez iniekcje elastaB lub termolizyr. Stwierdzitam,ze po podaniu
owadom badanych metaloproteinaz wyma ulegata zwikszeniu ilg¢ apolipoforyny Il oraz
lizozymu. Ponadto w hemolimfie obserwowatam pojaweest 11 nowo zsyntetyzowanych
biatek/peptydow. Nalgy zwrdck uwag: na biatko o masie g@steczkowej 18 kDa i punkcie
izoelektrycznym 3, ktére nie nalee¢ do klasy peptyddéw przeciwbakteryjnych oiamych
jako attacyny. W obrazie elektroforezy dwukieruniepw hemolimfy owadow
zaobserwowatam plamki odpowiageg indukowanym peptydom o masieastzeczkowej
poniej 6,5 kDa. W hemolimfie owadow, ktérym podano &las B, pojawit st peptyd
0 masie czsteczkowej okoto 4 kDa i pl 4, natomiast w przypadkiekcji termolizyny
obserwowatam dwa peptydy (4 kDa i pl 6 oraz 4 kD& L0). Na podstawie uzyskanych
wynikébw oraz danych literaturowych raa przypuszcza ze nalea one do peptydow
przeciwdrobnoustrojowych G. mellonella opisanych  przez zesp6t  badawczy
dr hab. M. Cytryiskiej z Zaktadu Immunobiologii. Niektore biatka/pggy obecne
w hemolimfie gsienic barciaka wkszego po iniekcji elastazy B lub termolizyny nie
wystepowaly w hemolimfie gsienic kontrolnych, co mi@ wskazywa, ze s to produkty
degradaciji proteolitycznej biatek hemolimfy. Badate opisano w pracy:

* Andrejko Mariola, Mizerska-Dudka Magdalena, Analysis Gfalleria mellonella
hemolymph proteins profile after metalloproteinasemune challenge. Annales
Universitatis Mariae Curie —Sklodowska Lublin — ¢1ad, section c, vol. LXVI, 1,
135-142, 2011
W duzej czsci moich bada zajmowatam si analizowaniem roli poszczegdlnych

proteaz w procesie patogenezy baktétii aeruginosa Wykazatam midzy innymi, ze
natywna elastaza B bierze czynny udzial w degradagptydow o aktywneri
przeciwdrobnoustrojowej indukowanych po zak@iu w hemolimfie owadow. Poniewa
enzym ten jest dogbny w postaci preparatu komercyjnego, przeprowadeitszereg
eksperymentéw magych na celu sprawdzenie vilivosci biatek/peptydéw hemolimfy
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G. mellonela przede wszystkim apolipoforyny Il i peptydow pcawbakteryjnych na
komercyjr elastaz B. Ustalitam,ze polipeptydy o masie ggteczkowej 6,5 oraz 4 kDa byty
degradowane po inkubacji z elaste®, dzkki czemu potwierdzitam wyniki uzyskane po
zastosowaniu elastazy B oczyszczonej z plynu pohlzoego bakterii meted
chromatografii jonowymiennej. Ciekawe rezultaty sizgtam badaf wrazliwosé apolLp-I1ll
na elastag B bakteriiP. aeruginosaStosujc meto@ immunoblotingu z yciem przeciwciat
przeciwko apoLp-1lIG. mellonellaoraz elektroforez dwukierunkow, wykazatamgze biatko
o0 masie 18 kDa, odpowiadag apoLp-lll, bylo bardzo efektywnie degradowaneepr
badam metaloproteaz Wydaje st, ze elastaza B podobnie jak proteaza IVzendy
istotnym czynnikiem wirulencji przeprowadzeym skutecznie proteolitycandegradac
tego biatka. Zmniejszenie Hoi apoLp-lll w hemolimfie mae mie& wptyw na przebieg
zakaenia upgledzajc odpowied immunologicza owadow. Rezultaty te wymagajgszcze
dodatkowego potwierdzenia przyyeiu natywnej elastazy B. Wyniki tych badaostaty
zamieszczone w pracy:

» Andrejko Mariola , Mizerska-Dudka Magdalena, Effect Béeudomonas aeruginosa
elastase B on level and activity of immune protgegtides ofGalleria mellonella
hemolymph. Journal of Insect Science, 12 (88), 2012
Niezaleznie od pracy badawczej nad indukgjprzetamywaniem reakcji obronnych

owada przez zewtrzkomorkowe proteazy patogenow, zajmupie zagadnieniami
dotyczacymi zanieczyszczenigdrodowiska oraz jego skutkami na zdrowie cziowiekal
wielu lat prowadz wyktady z przedmiotu Toksykologiodowiska, do ktGrego opracowatam
swlj autorski program. Efektem tych zainteresows napisane we wspoipracy z
Uniwersytetem Przyrodniczym w Lublinie i SGGW w Wzaawie dwie monografie, tj.:

« Andrejko Dariusz, Andrejko Mariola, Zanieczyszczeniazywnosci. Zrodia
i oddziatywanie na organizm cziowieka. Wydawnictwoiwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie, 2009. ISBN 978-83-7259-179-1.

* Andrejko Mariola, Czarniecka-Skubina Ewa, Andrejko Dariusz, Kluzan€Erszek,
Zawislak Kazimierz, Gluszak Andrzej, Pacek Mariusz, Lagnia bezpieczestwa
zdrowotnego zywnosci. Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego w  Lunid,
2012. ISBN 978-83-7259-204-0.

Tematyka poruszana w obu opracowaniach skupia'@kdt zanieczyszczezywnosci
oraz niebezpiechstw z tym zwazanych. Scharakteryzowane w nich zostaly gidwn@ygru

zanieczyszcze opisano ich wiciwosci, drogi wnikania do organizmu, mechanizmy ich
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wplywu na przemiany biochemiczne, procesy fizjodzage oraz losy w organizmie. Bu
miejsca péwiecono zagadnieniom zywnosci na bazie surowcOw genetycznie
zmodyfikowanych, napromieniowanidywnosci oraz dodatkom dozywnosci. Calasé
problematyki zostata powZana z ogélp charakterystyk nadzoru nad bezpiearwem
zywnosci.  Omoéwiono systemy prowagze do zapewnienia i podniesienia tego
bezpieczéstwa oraz zintegrowany system zgilzania jakécia. Przedstawiono najwaiejsze
regulacje prawne dotygee tych zagadniew ustawodawstwie unijnym i krajowym.

W 2012 roku uczestniczytam w | Ogdlnopolskiej Kaefiecji z Zakresu Patologii
Owaddw, ktéra odbyta siw Instytucie Badawczym lseictwa w Skocinie Starym. Efektem
tego spotkania bylo opracowanie monografii pt. yigki rozwoju patologii owadéw w
Polsce” stanowiicej kompendium wiedzy na temat historii oraz wspésnych kierunkdéw
badan prowadzonych w kraju z zakresu patologii owadéwetod biologicznej ochrony
roslin. W opracowaniu znalazly i dwa rozdziaty przygotowane w Zaktadzie
Immunobiologii, w ktérych jestem wspotautorem:

« Wojda Iwona Andrejko Mariola, Cytrynska Malgorzata, Zdybicka-Barabas
Agnieszka, Siczek Sylwia, Tasziow Paulina, Jakubowicz TeresaelBmywanie
mechanizmow odpordoi gasienic Galleria mellonella przez entomopatogeny.
Rozdziat w monografii pt. ” Kierunki rozwoju patgo owadéw w Polsce,” 334 —
342, 2012; ISBN 978-83-62830-11-42012.

» Zdybicka-Barabas Agnieszka, Cyfiska Maigorzata, Wojda IwonaAndrejko
Mariola, Staczek Sylwia, Jakubowicz Teresa, Mikroskopia sit nabavych jako
narzdzie do analizy oddziatywa peptydow i biatek odporsoiowych Galleria
mellonella z komorkami drobnoustrojow. Rozdziat w monogrgdii. ,Kierunki
rozwoju patologii owadéw w Polsce,” 343 — 356, 2012BN 978-83-62830-11-
42012.

W rozdziale zatytulowanym ,Przetamywanie mechanmamaddporndci gasienic Galleria
mellonella przez entomopatogeny” przedstawiono badania datgcz odpowiedzi
immunologicznej barciaka wkszegoG. mellonellapo zakaeniu bakteri B. thuringiensis,
P. aeruginosdub grzybem entomopatogennyBeauveria bassianaNyniki potwierdzag, ze
owady @ wygodnym modelem do testowania wrodzonych mechahiz odpornéci
gospodarza oraz interakcji jakie zach@dpomkdzy zainfekowanym organizmem
a patogenem. Szczegdlnie istotne jest poznani@kinsposob bakterie i grzybw sv stanie
przetamywé bariery immunologiczne swoich gospodarzy. Wiedaartre przyczyné sk
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Z jednej strony do opracowania sposobdéw zwalczamfiekcji u ludzi z drugiej z& do
wykorzystania naturalnych i bezpiecznych dla ligpsobdéw ochrony naszych upraw.

Drugi rozdziat omawianej monografii nosi tytut. ,Mbskopia sit atomowych jako
narzdzie do analizy oddziatywapeptydow i bialek odpordoiowych Galleria mellonella
z komo6rkami drobnoustrojéw.” Mikroskop sit atomoviy¢AFM) jest idealnym narziziem
wykorzystywanym w badaniach zmian ultrastrukturywmozchni bakterii i grzybow,
zachodacych pod wplywem dziatania #dych biologicznie aktywnych gqgteczek, w tym
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych. Na podstawieambw otrzymanych dzki AFM
stwierdzonoze pod wptywem apoLp-lll powierzchnia wavych komorek bakterii Gram-
dodatnichBacillus circulansstata s niejednorodna i porowata, a kapsuty otagzajkomorki
oraz rzski widoczne na obrazach kontrolnych nie byly ob®aevane po inkubacji z badanym
bialkiem. Ponadto, obserwowano ugratytoplazmy z komérek, co powodowalo wzrost
chropowatéci powierzchni a zostalo potwierdzone pomiarami rst@ici. ROwnie
powierzchnia komorek bakterii Gram-ujemnydKlebsiella pneumoniaei Salmonella
typhimurium pod wptywem apolLp-lll byta wyraie zmieniona w stosunku do bakterii
kontrolnych. W obecn@i apoLp-Ill zanikat charakterystyczny wygl powierzchni komérek
K. pneumoniaeprzypominajcy kore mozgowa, komorki tracity regularny ksztait, a na
powierzchni pojawiaty si gkbokie bruzdy. Ponadto, zanotowano zanikanie struktu
przypominagcych kapsuty oraz obserwowano wima uszkodzenia powierzchni w postaci
dziur na biegunach komorek. Bki mozliwosciom AFM wykazanoze apolLp-Ill oddziatuje
nie tylko z komorkami bakterii lecz ta& wywotuje zmiany u dralzy Candida albicans
i Zygosaccharomyces marxianusraz grzybow stepkowych Fusarium oxysporum
Szczegblowe badania oddziatfwgeptydow i biatek odporsoiowych G. mellonella
z komérkami drobnoustrojow prowadzone z zastosaavanmikroskopii sit atomowych

dostarczaj waznych informacji o funkcjonowaniu odpowiedzi humargjl owadow.

Sumarycznyimpact factor —IF ww. publikacji nie wchodgych w skiad oagniecia
naukowego zgodnie z rokiem opublikowania: 3,177

Suma punktow za ww. publikacje zgodnie z wykazemi$AM: 153
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PLANY NA PRZYSZtOSC

W najblzszym czasie moje badania naukowe nadadla bskupid sk na poznaniu
mechanizmow patogenezy po zadmiu bakte P. aeruginosa na wyjdnieniu
fizjologicznych aspektow interakcji gospodarz —quegn G. mellonella- P. aeruginosa
atake proceséw wrodzonej odpowiedzi immunologicznej davaObecnie zajmgj Sie
przede wszystkim okéeniem roli w patogenezie alkalicznej prote&yaeruginosaW tych
eksperymentach wykorzystugtosowane do tej pory przeze mnie trzy szcZpgeruginosa
ti.. entomopatogenny 27853, oraz dwa kliniczne. n®jta uzysk& enzymy metod
nadekspresji w komorkach. coli, co pozwoli otrzymé biatko enzymatyczne w ifgiach
wystarczajcych do przeprowadzenia zaplanowanych eksperymenidivaliczne proteazy
trzech szczepéw zostarscharakteryzowane pod wzdém biochemicznym, szczegdlny
nacisk zostanie pofony na zbadanie termostabifieo tych proteaz, poniewaw badaniach
wstepnych zwrécita maj uwag: wyjatkowa odporné na temperatgr (ponad 96) enzymu
wytwarzanego przez kliniczny szczep PA 02/18. Badén lzda przedmiotem grantu, ktory
zostanie przeze mnie ziony do Narodowego Centrum Nauki w grudniu 2013 roku

Howisle /%M,e,[\(@
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