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PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Praca magisterska

Tytutl magistra biologii (specjalnos¢ biologia molekularna) uzyskatam w 1994 roku
na podstawie pracy magisterskiej p.t..,,Wplyw wanadu na poziom aldehydu
dimalonowego w watrobie i nerkach szczuréw szczepu Wistar” wykonanej w Zaktadzie
Biologii Komérki, UMCS kierowanym przez prof. dr hab. Renate Sniezko.

W organizmie zwierzat i cztowieka powstaja wolne rodniki, ktére w zaleznos$ci od
warunkow mogg by¢ utleniaczami lub reduktorami. Reakcje wolnorodnikowe prowadzg
do utlenienia lipidow, przez co zmniejsza si¢ poziom lipidow nienasyconych oraz
powstajg aldehydy, np. dialdehyd malonowy (MDA), ktére wykazuja duzg toksycznosc¢
zwigzang z dziataniem mutagennym i rakotworczym. Jony wanadu moga uczestniczyé
w inicjacji i propagacji procesow wolnorodnikowych oraz wptywa¢ na uklad
antyoksydacyjny poprzez obnizenie poziomu kwasu L-askorbinowego w watrobie,
nerce oraz $ledzionie.

Celem pracy magisterskiej bylo sprawdzenie jaki wplyw na proces peroksydacji
lipidow (LPO) ma wanad (V°*) podawany szczurom w wodzie do picia. Zwierzeta
otrzymywaty trzy dawki metawanadanu amonu (MVA) w ciagu doby ok.: 1,5; 5 i 10-
11mgV/kg masy ciata przez okres 4 tygodni. Najnizsza dawka wanadu nie powodowata
zmian w spozyciu paszy | masie ciata w poréwnaniu z kontrola. Natomiast u zwierzat
otrzymujacych dwie wyzsze dawki wystgpito statystycznie znamienne obnizenie
spozycia ptynéw oraz paszy w poréOwnaniu z kontrolg, czemu towarzyszyt istotny
spadek masy ciala w stosunku do masy wyjsciowej. U szczurow zatruwanych réznymi
dawkami wanadu nie stwierdzitam jednak istotnych statystycznie roéznic w masie
bezwzglednej i wzglednej watroby oraz nerek (gromadza najwiecej wanadu). Jako
wskaznik LPO mierzytam poziom MDA w watrobie i nerkach szczurow szczepu Wistar
obu pflci. Peroksydacja lipidow w badanych organach, zar6wno spontaniczna jak i w
obecno$ci induktorow (kwas L-askorbinowy lub FeSO,), miata podobny przebieg u
samcoOw 1 samic. Nizsze dawki wanadu nie wptywaly na poziom MDA. Natomiast
wanad podawany w najwyzszej dawce powodowal wzrost poziomu MDA w badanych
narzadach zwierzat. Najwigkszy wzrost poziomu MDA obserwowatam w nerkach i

watrobie w obecnosci jonow Fe?* jako induktorow LPO.
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Otrzymane wyniki wykazaly, ze w warunkach in vivo wanad jest pierwiastkiem
dzialajacym  jako  prooksydant, ktéry moze ostabia¢ dzialanie uktadu

antyoksydacyjnego.

Praca naukowo-badawcza przed doktoratem

W 1995 roku zostalam zatrudniona na etacie asystenta w Zaktadzie Patologii
Owadoéw Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w
Lublinie, kierowanym przez prof. dr hab. Jana Jarosza (obecnie Zaktad
Immunobiologii, Wydziatu Biologii i Biotechnologii). W tamtych latach byta to jedna z
pierwszych w Polsce jednostek zajmujacych si¢ odpornoscia przeciwzakazng owadow.
Zainteresowanie patologia owadoéw, wynikato z faktu, ze biologiczne metody
zwalczania owadoéw bedacych szkodnikami od dawna byly dynamicznie rozwijajacymi
si¢ kierunkami ochrony srodowiska. W dobie rozwoju przyjaznych dla srodowiska
metod walki biologicznej wazna jest mozliwos$¢ skutecznego modulowania proceséw
zaangazowanych w odporno$¢ owadow, a takze typowych dla owadow procesow
syntezy chityny i odktadania kutikuli, bez ryzyka toksycznego wplywu na czlowieka,
ssaki, ptaki oraz ro$liny. Umozliwi to opracowac insektycydy (pestycydy
owadobojcze), ktore dziatajg wybiorczo na owady, a nie ludzi czy zwierzgta uzytkowe.

Pierwsze lata mojej pracy zwigzane byly z badaniem dziatania preparatu Dimilin
480SC, stosowanego w sadownictwie do zwalczania szkodnikéw, na ukiad
immunologiczny gasienic barciaka wickszego (Galleria mellonella; Lepidoptera:
Pyralidae). Na podstawie danych literaturowych wiadomo bylo, ze aktywny sktadnik
preparatu, diflubenzuron (z grupy benzoilofenylomocznika) przenika ostonki jaj, przez
co zapobiega wylegowi larw, a u larw hamuje ich rozwoj i metamorfoze. Jednak brak
byto danych dotyczacych jego dziatania na odpowiedZz humoralng owadoéw. Do badan
uzywatam gasienice G. mellonella (stadium I11-V), ktorym preparat podawatam per 0s,
lub w iniekcji bezposrednio do hemocelu owada. Gasienice traktowane per 0s
preparatem byly mniej ruchliwe i pozostawaly w tym samym stadium, a ich kutikula
byta jasna, co moglo S$wiadczy¢ o braku sklerotyzacji powtok ciata owada. U
wszystkich osobnikow poziom aktywnosci lizozymu Gm (lizozym Galleria mellonella)
w hemolimfie drastycznie wzrastat i utrzymywat si¢ na wysokim poziomie, az do 96
godz. po podaniu diflubenzuronu. Pomimo zaburzenia metamorfozy nie obserwowano

pojawiania si¢ W hemolimfie gasienic aktywnos$ci przeciwbakteryjnej anty-Escherichia
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coli. Natomiast iniekcja insektycydu wywotywata przej$ciowy paraliz ciata owadow
trwajacy okoto 1 godz. oraz wzrost poziomu aktywnosci lizozymu Gm oraz indukcje
aktywnos$ci bakteriobdjczej anty-E. coli w hemolimfie ggsienic G. mellonella w
poréwnaniu do owadow kontrolnych i karmionych per os. Dimilin 480SC hamowat
réwniez odpowiedz immunologiczng gasienic pobudzonych lipopolisacharydem (LPS)
E. coli. Wykazatam, ze aktywno$¢ przeciwbakteryjng duzo skuteczniej obnizat preparat

podany droga pokarmowg niz W iniekcji.

zgodnie z rokiem

Publikacja, dane bibliograficzne opublikowania
Rok IF MNiSW
Zdybicka-Barabas A.* 1998 - 3

Cell-free immune response in dimilin poisoned larvae of Galleria mellonella (Insecta:
Lepidoptera).
Acta Poloniae Toxicologica 6(2): 271-280

Kolejny etap badan dotyczyt analizy dziatania diflubenzuronu i cykloheksymidu
(inhibitora syntezy bialek u organizmow eukariotycznych) na humoralne procesy
odpornosciowe gasienic G. mellonella. Wykazatam, ze aktywnos$¢ lizozymu Gm w
hemolimfie owadow pobudzonych immunologicznie (gasienice immunizowane LPS
E. coli) najskuteczniej obniza diflubenzuron podany per os (o ok. 84%), a podany w
iniekcji okazat si¢ najstabszym inhibitorem (0k. 38%). Ponadto zaobserwowatam, ze
oba preparaty obnizajg poziom aktywnosci peptydéw odpornosciowych w hemolimfie
immunizowanych gasienic. Jednoczesne podanie immunosupresorow bardziej
efektywnie blokowato odpowiedz humoralng niz podanie kazdego inhibitora osobno.
Wykazatam réwniez, ze uklad obronny G. mellonella jest bardziej wrazliwy na
cykloheksymid niz diflubenzuron. Dzialanie inhibitorow polegajagce na hamowaniu

odpowiedzi immunologicznej owadow moze by¢ podstawa opracowania preparatow

owadobojczych.
. . o . zgodnie z rokiem
Publikacja, dane bibliograficzne opublikowania
Rok IF MNiSW
Zdybicka-Barabas A.* 1998 - 4

Odpowiedz humoralna typu lizozymu i cekropin u gasienic Galleria mellonella
traktowanych diflubenzuronem i cykloheksymidem.
Pestycydy 2-3: 49-54

Wyniki zostaly rowniez przedstawione w formie komunikatow zjazdowych.

W badaniach nad immunomodulacja reakcji odpornosciowych G. mellonella
stosowatam rowniez hormon juwenilny Il (JH-111), ktory podawatam gasienicom z

drugiej potowy ostatniego (VII) stadium w okresie poprzedzajagcym przeobrazenie, gdy
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brak w organizmie endogennego hormonu juwenilnego. JH-I1I naniesiony na okrywe
ciata obnizal poziom aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie owadow
pobudzonych LPS. Zaburzenie odpowiedzi humoralnej przez hormon umozliwiato
rozw6j bakterii entomopatogennej Pseudomonas aeruginosa w hemolimfie ggsienic
G. mellonella, ktore padaly z wyraznymi objawami posocznicy. Natomiast w
hemolimfie gasienic niepobudzonych immunologicznie po podaniu JH-III
obserwowano obnizenie poziomu lizozymu Gm oraz brak aktywnos$ci przeciwko
E. coli. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zaburzenie prawidtowej metamorfozy owadow
moze modulowaé¢ funkcjonowanie ukladu odporno$ciowego, CO moze poméc wW
opracowaniu skutecznych preparatow owadobojczych o ukierunkowanym/selektywnym

dziataniu w stosunku do szkodnikéw, a nie pozytecznych owadow.

zgodnie z rokiem

Publikacja, dane bibliograficzne opublikowania
Rok IF MNiSW
Zdybicka-Barabas A.* 1999 - 3

Cell-free immune response in juvenile hormone JH-I11 treated Galleria mellonella larvae.
Acta Poloniae Toxicologica 7(2): 209-216

Wyniki zostaty rowniez przedstawione w formie komunikatow zjazdowych.

Praca doktorska

W 2000 roku, po tragicznej $mierci prof. dr hab. Jana Jarosza, kierownictwo Zaktadu
objeta prof. dr hab. Teresa Jakubowicz, ktéra zostata moim opiekunem naukowym. W
znaczacy sposob zostal zmieniony kierunek badawczy Zakladu oraz jego nazwa, na
Zaktad Immunologii Bezkregowcow (obecnie Zaktad Immunobiologii).

Badania ostatnich lat dostarczyly dowodow uzasadniajacych przydatnos¢ owadow
jako dobrego modelu do studiow nad funkcjonowaniem wrodzonych mechanizmoéow
odpornosciowych. Ze wzgledu na to, ze owady zasiedlaja r6zne nisze ekologiczne
musialy wyksztatci¢ skuteczng obrone, ktora bardzo szybko zwalcza réznego rodzaju
zakazenia. Dlatego w moich badaniach skupitam si¢ na poznaniu mechanizmow
biorgcych udzial w regulacji proceséw odpornosciowych zwiazanych z odpowiedzig
humoralng. Jako organizmu modelowego nadal uzywalam barciaka wiekszego
G. mellonella.

W pierwszym etapie badan porownywatam aktywno$¢ przeciwbakteryjng hemolimfy
gasienic oraz poczwarek w roznym czasie od podania LPS E. coli jako immunogenu.

Wykazalam pojawianie si¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej skierowanej przeciwko



Zatacznik nr 2 — Autoreferat

E. coli we wszystkich badanych stadiach rozwojowych G. mellonella juz 6 godzin po
immunizacji. Najwyzsze dziatanie przeciwbakteryjne obserwowatam w hemolimfie
gasienic zerujgcych migdzy 12-48 godz. po immunizacji LPS. Do oznaczania
aktywno$ci stosowatam metode dyfuzji radialnej. W przeprowadzonych badaniach in
vitro wykazalam tez, ze dodanie lizozymu bialka jaja kurzego (EWL) do podloza
zwieksza Kkilkanascie do Kkilkudziesieciu razy aktywnos¢ przeciwbakteryjna
hemolimfy immunizowanych owadow w stosunku do bakterii Gram-ujemnej
E. coli. Metoda ta  pozwala na  wykrycie  aktywnosci  peptydow
przeciwdrobnoustrojowych przy ich niewielkim st¢zeniu juz 3 godz. od immunizacji.

Do wykrywania aktywnosci przeciwbakteryjnej oprocz testu dyfuzji w agarze
stosowatam réwniez opracowany przeze mnie test bioautografii po elektroforezie w
warunkach denaturujagcych SDS/PAGE. Rozdzielone biatka i peptydy, po usunigciu
SDS, poddawatam procedurze renaturacji, ktora przywrocita im prawidlows
konformacje i aktywnos$¢. Metoda ta pozwolila nie tylko okreslic aktywnos$é
przeciwbakteryjna peptydow, ale takze w przyblizeniu oszacowaé ich mase
czgsteczkowa. W celu zwigkszenia czutosci testu, do podtoza z bakteriami dodawatam
EWL. Uzyskane przeze mnie wyniki wykazaly, ze w obecnos$ci lizozymu nizsze
stezenie cekropiny B lub bialek hemolimfy owadéw immunizowanych byto wymagane
do zahamowania wzrostu bakterii [Cytrynska i in. 2001].

Kolejny etap badan dotyczyt identyfikacji peptydéw pojawiajacych si¢ w hemolimfie
pod wplywem immunizacji. Ze wzgledu na to, ze hemolimfa zawiera duze iloéci biatek
o masie czasteczkowej powyzej 30kDa a wsrod nich lipoforyny, ktoére utrudniaja
analiz¢ peptydow odpornosciowych, do badan uzywatam metanolowych ekstraktow
hemolimfy. W tym celu zmodyfikowatam metod¢ stosowang przez Schoofs i in. [1990]
do oczyszczania neuropeptydow Locusta migratoria. Pozwolilo to po raz pierwszy
otrzymaé¢ ekstrakty hemolimfy G. mellonella, ktére glownie zawieraja
apolipoforyne III (apoLp-III) oraz bialka i peptydy ponizej 30kDa, co znacznie
ulatwilo i zwi¢kszylo skuteczno$é oczyszczenia peptydéow odpornosciowych. Prazki
odpowiadajace peptydom 0 masie 3,5kDa (peptyd B) i 4,2kDa (peptyd A) byty
widoczne na barwionych zelach po rozdziatach elektroforetycznych ekstraktow
hemolimfy owadow immunizowanych, ale nie byly obserwowane w hemolimfie
owadow niepobudzonych. Pojawianie si¢ peptydow bylo skorelowane ze wzrostem
aktywnosci przeciwbakteryjnej skierowanej przeciwko E. coli, wykrywanej zarowno w

tescie dyfuzji radialnej, jak i teScie bioatografii. Badanie sekwencji aminokwasowej
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peptydéw wykazalo, ze zidentyfikowane fragmenty peptydu A i B maja sekwencje
identyczng z peptydami 5.11.1 i 8.4.1 opisanymi przez Maka i in. [2001]. Peptyd A jest
peptydem  przeciwbakteryjnym bogatym w proling z unikalng sekwencja
aminokwasowg, ktora nie wykazuje podobienstwa do poznanych dotad peptydow.
Natomiast peptyd B, na podstawie sekwencji zaliczylam do rodziny cekropin
[Cytrynska i in. 2007; Zdybicka-Barabas i in. 2010].

Niezaleznie od badan nad peptydami przeciwbakteryjnymi obiektem moich
zainteresowan byly tez dwa biatka hemolimfy G. mellonella, hemolina i apolipoforyna
I11 (apoLp-I1I).

Hemolina, mimo, ze nie ma aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przytacza si¢ do
powierzchni komorek mikroorganizmow, jako PRR (ang. pattern recognitions
receptor), i uruchamia rézne reakcje odpowiedzi immunologicznej m.in. uktad
oksydazy fenolowej (PO), fagocytoze, nodulacje i inkapsulacje. Uzyskane przeze mnie
wyniki wskazuja, ze rozpoznawane przez przeciwciata przeciwko hemolinie Manduca
sexta biatko o m.cz. 48kDa jest homologiem hemoliny M. sexta. Wykazatam w tym
biatku obecno$¢ domen Ig za pomoca testu immunoblottingu z wykorzystaniem biatka
A, oraz jego glikozylacj¢ przy pomocy barwienia PAS. Dodatkowo wykazatam
obecnosc¢ reszt cukrowych w biatkach o masie 70-80kDa oraz okoto 30kDa [Cytrynska i
in. 2002].

Kolejna cz¢§¢ badan dotyczyla identyfikacji oraz oczyszczania apoLp-III, biatka
wystepujacego w duzym stezeniu W hemolimfie. ApoLp-III pelni wazng role w
transporcie lipidow podczas lotu oraz w odpowiedzi immunologicznej owada jako PRR.
Uczestniczy ona w rozpoznaniu i detoksyfikacji lipopolisacharydow (LPS) oraz
kwasow lipotejchojowych (LTA) - skladnikow $ciany komorkowej bakterii.
Przeciwciata skierowane przeciwko apoLp-IlIl M. sexta rozpoznawaty w hemolimfie
G. mellonella pojedyncze biatko o m.cz. 18kDa, wskazujac jednocze$nie na
podobienstwo miedzy apoLp-11l obu gatunkow owaddéw. Opracowatam dwie procedury
frakcjonowania biatek hemolimfy, ktére pozwolily otrzyma¢ homogenny preparat
apoLp-1ll [Cytrynska i in. 2002]. Wykazatam, ze tak oczyszczona apoLp-l1l hamuje
wzrost bakterii Gram-dodatnich Bacillus megaterium, Micrococcus luteus i Sarcina
lutea, natomiast nie hamuje wzrostu bakterii Gram-ujemnej E. coli. Stosujac rozdziat
2D IEF/SDS-PAGE preparatow hemolimfy, metanolowych ekstraktow hemolimfy oraz
oczyszczonego biatka apoLp-lll, wykazatam obecnos$¢ kilku polipeptydéow o masie

18kDa, nieznacznie roznigcych si¢ pl, ktore byly rozpoznawane przez przeciwciata
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anty-apoLp-Il1l M. sexta. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, ze apoLp-IIl barciaka wigkszego wystepuje w izoformach nieznacznie
roéznigcych si¢ punktem izoelektrycznym w zakresie pH 6-8.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaly zamieszczone W mojej pracy doktorskiej pt.
,Biatka 1 peptydy odpowiedzi humoralnej barciaka wigkszego Galleria mellonella”,

ktdérg obronitam 10 czerwca 2003r.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ mojej pracy doktorskiej mozna zaliczy¢:

1/ opracowanie testu bioautografii; 2/ wykazanie synergizmu dziatania EWL i
peptydoéw odpornosciowych hemolimfy G. mellonella w stosunku do bakterii E. coli; 3/
identyfikacje peptydu nalezacego do cekropin 0 masie czasteczkowej 3,5kDa oraz
unikalnego peptydu o duzej zawartosci proliny o masie 4,3kDa; 4/ wykazanie obecnos$ci
hemoliny w hemolimfie immunizowanych gasienic G. mellonella; 5/ wykazanie
obecnosci apolipoforyny III w hemolimfie gasienic i poczwarek G. mellonella,
wystepowania jej W Kilku izoformach oraz aktywnosci apoLp-111 w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich.

Cytowana literature:

Mak P., Chmiel D., Gacek G.J., (2001), Antibacterial peptides of the moth Galleria mellonella. Acta
Biochimica Polonica 48: 1191-1195

Schoofs L., Holman GM., Hayes TK., Nachman RJ., De Loof A., (1990), Locusta tachykinin I and Il, two
novel insect neuropeptides with homology to peptides from the vertebrate tachykinin family. FEBS Lett.
261: 397-401

Czeg$¢ wynikow wchodzacych w skiad pracy doktorskiej zostala opublikowana w

formie oryginalnych artykutow naukowych:

zgodnie z rokiem

Publikacja, dane bibliograficzne opublikowania
Rok IF MNisW
Przed doktoratem
Cytrynska M., Zdybicka-Barabas A., Andrejko M., Jabtonski P., Jakubowicz T. 2002 _ 3
Antimicrobial peptides and proteins in Galleria mellonella hemolymph.
3" International Conference, Ladek Zdr6j 2001 — Arthropods: Chemical, physiological and
environmental aspects, Wydawnictwo Uniwersytetu Wroctawskiego, Wroctaw 2002, 193-
197
Cytrynska M., Zdybicka-Barabas A., Jabtonski P., Jakubowicz T. 2001 2,019 24

Detection of antibacterial polypeptide activity in situ after sodium dodecyl sulfate —
polyacrylamide gel electrophoresis.
Analytical Biochemistry 299(2):274-276

Po doktoracie

Cytrynska M., Mak P., Zdybicka-Barabas A., Suder P., Jakubowicz T. Purification and 2007 2.368 27
characterization of eight peptides from Galleria mellonella immune hemolymph. !
Peptides 28:533-546

Zdybicka-Barabas A., Cytrynska M., Jakubowicz T. 2010 - 6
A Kkinetic study on antibacterial peptides of Galleria mellonella larvae and pupae

synthesized in response to challenge with Escherichia coli lipopolisaccharide.

Annales UMCS Sectio C (Biologia) LXV 2(C); 18-25
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Wyniki badan zamieszczono w 5 publikacjach przed doktoratem (zgodnie z rokiem
opublikowania taczny impact factor wynosi 2,019; suma punktéw MNiSW wynosi
37 pkt.) oraz w 2 publikacjach po doktoracie (IF=2,368; MNIiSW pkt.=33) oraz
zaprezentowano na 14 konferencjach (4 migdzynarodowych i 10 krajowych).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych od 01.02.2004 zostalam zatrudniona
na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Immunologii Bezkr¢ggowcoéw UMCS w Lublinie

(nazwa zmieniona na Zaktad Immunobiologii), w ktorym pracuj¢ do dzisiaj.

PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Dorobek naukowy po uzyskania stopnia doktora obejmuje:
e 25 prac eksperymentalnych, w tym 22 w czasopismach z listy JCR
e 2 artykuly przegladowe
e 2 rozdzialy w monografii

e 33 doniesienia zjazdowe w tym 11 z konferencji mi¢dzynarodowych

Laczny impact factor prac zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 54,701, suma
punktow MNiSW wynosi 645.

4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
(wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

[Dziennik Ustaw nr 65, poz. 595 z pdézniejszymi zmianami jak w Dz. U. 2005 nr 164, poz. 1365, art.
251; Dz. U. 2011, nr 84, poz. 455])

da. TYTUL
Osiggnieciem naukowym jest monotematyczny cykl publikacji naukowych
przedstawiony pod tytutem:

AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA APOLIPOFORYNY III
I JEJ ROLA W ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ
BARCIAKA WIEKSZEGO GALLERIA MELLONELLA
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. PUBLIKACJE WCHODZACE W SKtAD ZGtASZANEGO OSIAGNIECIA NAUKOWEGO:

PUBLIKACIE WCHODZACE W SKtAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

zgodnie z rokiem
opublikowania

7 oryginalnych prac eksperymentalnych, 1 praca przegladowa RS IF MNiSW
P1 Zdybicka-Barabas A., Cytrynska M. 2011 1,989 30
The involvement of apolipophorin 111 in antibacterial defense
of Galleria mellonella larvae.
Comp. Biochem. Physiol. B 158: 90-98
P2 Zdybicka-Barabas A., Januszanis B., Mak P., Cytrynska M. 2011 3,990 32
An atomic force microscopy study of Galleria mellonella
apolipophorin 11 effect on bacteria.
Biochim. Biophys. Acta - Biomembranes, 1808: 1896-1906
P3 Zdybicka-Barabas A., Staczek S., Mak P., Piersiak T., 2012 2,236 35
Skrzypiec K., Cytrynska M.
The effect of Galleria mellonella apolipophorin 111 on yeasts
and filamentous fungi.
J. Insect Physiol. 58: 164-177
P4 Palusinska-Szysz M., Zdybicka-Barabas A., Pawlikowska- 2012 2,598 30
Pawlega B., Mak P. Cytrynska M.
Anti-Legionella dumoffii activity of Galleria mellonella
defensin and apolipophorin I1I.
Int. J. Mol. Sci. 13: 17048-17064
P5 Zdybicka-Barabas A., Staczek S., Mak P., Skrzypiec K., 2013 3,434 35
Mendyk E., Cytrynska M.
Synergistic action of Galleria mellonella apolipophorin 111
and lysozyme against Gram-negative bacteria.
Biochim. Biophys. Acta - Biomembranes 1828: 1449-1456
P6 Zdybicka-Barabas A., Cytrynska M. 2013 1,059 20
Apolipophorins in insects immune response.
Inv. Surv. J. (1SJ) 10: 58-68 (praca przegladowa)
P7 Zdybicka-Barabas A., Palusinska-Szysz M., Gruszecki W.l., 2014 3,836 35
Mak P., Cytrynska M.
Galleria mellonella apolipophorin 111 - an apolipoprotein with
anti-Legionella pneumophila activity.
Biochim. Biophys. Acta - Biomembranes 1838: 2689-2697
P8 Zdybicka-Barabas A.*, Sowa-Jasitek A., Staczek S., 2015 2,618 25

Jakubowicz T., Cytrynska M.

Different forms of apolipophorin 111 in Galleria mellonella
larvae challenged with bacteria and fungi.

Peptides 68: 105-112
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(* autor korespondencyjny)

Sumaryczny impact factor - IF ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 21,76

Suma punktéw za ww. publikacje zgodnie z wykazem MNiSW: 242 pkt.

4c. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW. PRAC | OSIAGNIETYCH WYNIKOW wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie — przedmiot badan

Barciak wigkszy Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) w warunkach
naturalnych jest szkodnikiem pasiek pszczelich natomiast w badaniach naukowych jest
czesto stosowanym organizmem modelowym, ktory wykorzystuje sie do poznania
molekularnych  mechanizméw odpowiedzi immunologicznej [Lionakis, 2011,
Vilcinskas, 2010; Kavanagh i Reeves, 2004].

Funkcjonowanie ukladu odpornosciowego owadoéw opiera si¢ glownie na
wrodzonych reakcjach komérkowych 1 humoralnych. Jednym z waznych skladnikow
odpowiedzi immunologicznej G. mellonella jest apolipoforyna Il (apoLp-IIl), biatko
wystepujace w hemolimfie w relatywnie duzej ilosci. ApoLp-III budzi duze
zainteresowanie naukowcow ze wzgledu na funkcje pelnione w organizmie owadow.
ApoL-III obecna jest w roznych tkankach owadow np. hemolimfie, ciele thuszczowym,
hemocytach 1 ptynie wylinkowym. Produkowana jest w r6znych stadiach rozwojowych
owada (jajach, gasienicach, poczwarkach, imago). Nalezy do bialek termostabilnych,
dobrze rozpuszczajacych si¢ w wodzie, o masie czasteczkowej miedzy 17-20kDa w
zaleznosci od gatunku owada. U Orthoptera ulega glikozylacji, natomiast u Lepidoptera
brak tej modyfikacji. Analiza struktury I-rzedowej apoLp-IIl wykazata niskie
podobienstwo sekwencji aminokwasowej pomigdzy przedstawicielami réznych rzgdow
owadow, natomiast wysoka homologie struktury przestrzennej i funkcji fizjologicznych
biatka [Publikacja P6].

Najlepiej poznang rola apoLp-1ll, jest jej udzial w transporcie lipidow do migs$ni
podczas lotu oraz rozwoju osobniczego owadow, przy wysokim zapotrzebowaniu
energetycznym. ApoLp-IIl ma zdolno$¢ przytaczania si¢ do 1 odtgczania od kompleksu
lipoforyn o wysokiej gestosci (HDLp; ang. high density lipophorin) zawierajacego
apolipoforyne | (apoLp-I), apolipoforyne Il (apoLp-1l) oraz transportowane lipidy.
Dlatego w hemolimfie moze wystepowaé w formie wolnej, jako monomer, lub

zwigzane] z lipidami. Lipidy dostarczane s3 do tkanek z komorek ciata thuszczowego
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przez lipoforyny o niskiej gestosci (LDLp; ang. low-density lipophorins), zbudowane z
HDLp oraz diacyloglicerolu (DAG) i apoLp-IIl. Z powierzchnig jednej czastki HDLp,
moze by¢ zasocjowanych od 14 do 16 czasteczek apoLp-IIl w zaleznosci od gatunku
owada, co powoduje przeksztatcenie jej w czasteczke LDLp. Po uwolnieniu lipidéw do
tkanek nastgpuje dysocjacja kompleksu, a apoLp-lII i HDLp moga ponownie
uczestniczy¢ w transporcie kolejnych czasteczek lipidow. Udziat apoLp-Ill w
transporcie lipidow uwarunkowany jest szczegolng budowa czasteczki tego bialka.
Czasteczka apoLp-III zbudowana jest z pigciu a-helis utozonych naprzemianlegle,
potaczonych krotkimi regionami zawiasowymi, ktore tworzg cylindryczng wigzke.
Ugrupowania polarne (hydrofilowe) aminokwaséw skierowane sg na zewnatrz w strong
srodowiska wodnego hemolimfy, natomiast hydrofobowe sa ukryte wewnatrz
czasteczki. Dzigki takiej budowie, mozliwe jest oddziatywanie apoLp-lll z lipidami.
Podczas wigzania z lipidami konformacja apoLp-l11l ulega drastycznym zmianom,
dochodzi do otwarcia zamknietej wigzki helis w taki sposob, ze hydrofobowe wnetrze
oddziatuje z czasteczkami lipidow, a oddziatywania migdzy helisami zostaja zastapione
przez oddziatywania helisa-lipid [Weers i Ryan, 2006; Publikacja P6].

Drugg bardzo wazna rolg apoLp-1ll jest jej udzial w odpowiedzi immunologiczne;j.
Warunkiem niezb¢dnym do uruchomienia reakcji odpornosciowych jest rozpoznanie
patogendw, ktore dostaly si¢ do organizmu. W literaturze naukowej dobrze
udokumentowana jest rola apoLp-lll jako receptora rozpoznajacego molekularne
determinanty patogenow (PRRs ang. pattern recognition receptors), ktory wiaze si¢ do
sktadnikow powierzchniowych $ciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych (LPS) i
Gram-dodatnich (LTA) oraz grzybow (B-1,3-glukan), okreslanych jako PAMPs (ang.
pathogen associated molecular patterns) [Dunphy i Halwani, 1997; Halwani i in. 2000;
Pratt i Weers, 2004; Whitten i in. 2004; Leon i in. 2006a, b; Ma i in. 2006; Publikacja
P6]. Uwaza sig, ze apoLp-III moze petni¢ rolg detoksyfikujaca/neutralizujaca toksyny
drobnoustrojow. Wigzanie LTA B. subtilis przez apoLp-IIl chroni plazmatocyty przed
uszkodzeniem. Natomiast apoLp-1ll G. mellonella wigzac LPS bakterii patogennej
Xenorhabdus nematophilus obniza jego toksyczne dziatanie na organizm oraz
zapobiega uszkodzeniu hemocytow [Dunphy i Halwani, 1997; Halwani i in. 2000;
Publikacja P6]. Wyjasniony zostal czeSciowo mechanizm wigzania biatka do LPS,
zaangazowane sg w nim lipid A i1 kwas 2-keto-3-deoksyoktanowy (KDO) obecny w
czesSci cukrowe] czasteczki LPS. Oddziatywanie miedzy czasteczkami prowadzi do

zmiany konformacji apoLp-Ill, podobnej do tej jaka zachodzi podczas taczenia si¢ z
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lipidami [Leon i in. 2006a, b]. Sugeruje sig, ze apoLp-111 G. mellonella rozbija agregaty
LPS poprzez tworzenie komplekséw biatko-LPS. Wykryto, ze w przypadku LPS
Escherichia coli 4 czgsteczki apoLp-111 mogg oddziatywac z 24 czgsteczkami LPS, a w
odniesieniu do LPS Klebsiella pneumoniae 3 czasteczki apoLp-Ill taczg sie z 9
czasteczkami LPS. W poczatkowej fazie istotng role odgrywaja sity jonowe migdzy
czesScia cukrowa LPS a bialkiem, pdzniej przylaczenie do lipidu A opiera si¢ na
oddziatywaniu hydrofobowym [Oztug i in. 2012; Publikacja P6].

ApoLp-IIl uwazana jest za czasteczke ,,sygnatowa”, poniewaz uczestniczy w
przekazywaniu informacji o zakazeniu w organizmie. Przylacza si¢ woéwczas do lipidow
w hemolimfie i jako sktadnik lipoforyn pobierana jest przez granulocyty na drodze
endocytozy. Ponadto, apoLp-III uczestniczy w regulacji aktywnos$ci uktadu oksydazy
fenolowej, ktory uruchamiany jest jako jeden z pierwszych w odpowiedzi na zakazenie.
Dotychczasowe badania wykazaly réwniez, ze iniekcja oczyszczonej Ilub
rekombinowanej apoLp-lll do hemocelu G. mellonella wzmacnia aktywnos¢
przeciwbakteryjng hemolimfy owadéw [Wiesner i in. 1997; Niere i in. 1999;
Publikacja P6].

ApoLp-IIT zaangazowana jest takze w odpowiedz komodrkowa, poprzez
oddziatywanie z jednej strony z powierzchnig komoérek drobnoustrojow, a z drugiej z
powierzchnig hemocytow. Bialko to modyfikuje whasciwosci adhezyjne granulocytow i
plazmatocytow, co moze wplywa¢ na przebieg procesu fagocytozy. ApoLp-IlI
przys$piesza fagocytoze komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae przez
plazmatocyty, oraz inkapsulacj¢ in vitro i tworzenie nodul in vivo wokot komorek
grzyba Metarhizium anisopliae [Wiesner i in. 1997; Whitten i in. 2004]. Z kolei
obnizenie poziomu apoLp-III hamuje zdolno§¢ hemocytow do tworzenia nodul u
Plutella xylostella w odpowiedzi na zakazenie bakteryjne [Son i Kim, 2011; Publikacja
P6].

Nalezy zaznaczy¢, Ze jedna ze strategii organizméw entomopatogennych
umozliwiajacych przelamanie barier systemu immunologicznego gospodarza jest
wlasnie obnizanie poziomu apoLp-I11, np. u gasienic G. mellonella zainfekowanych
przez Pseudomonas aeruginosa [Andrejko i in. 2013, 2014], czy u P. xylostella po
zlozeniu jaj przez pasozytnicze osy Cotesia plutellae [Son i Kim, 2011; Publikacja
P6].

Wykazano takze, ze obecno$¢ apoLp-III w komorkach jelita komara Anopheles

gambiae hamuje rozwoj Plasmodium berghei, natomiast brak tego biatka wyraznie
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ulatwia rozwoj infekcji zarodzcem [Gupta i1 in. 2010; Publikacja P6]. Natomiast
przezywalnos¢ gasienic G. mellonella znacznie wzrasta po podaniu konidiow
entomopotogennego grzyba M. anisopliae optaszczonych apoLp-1I1 w poréwnaniu do
tych nietraktowanych biatkiem [Whitten i in. 2004; Publikacja P6].

Wydaje si¢, ze oba procesy, transport lipidow i reakcje odpornosciowe, w ktorych
uczestniczy apolLp-IIl sg ze soba powiagzane i konkurujg o biatko. Wykazano, ze
swierszcze Gryllus texensis byly bardziej podatne na infekcj¢ bakteryjng po odbytym
locie [Adamo i in. 2008; Publikacja P6].

Cel badan

W s$wietle powyzszych danych podjetam badania majace na celu okreslenie innych
potencjalnych funkcji tego biatka w odpowiedzi immunologicznej G. mellonella m.in.

jako czynnika o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.

Badania obejmowaty:

I.  Okre$lenie zmian poziomu apoLp-1Il w hemolimfie, hemocytach i ciele
thuszczowym oraz obecnosci réoznych form biatka po zakazeniu bakteriami i
grzybami.

Il.  A) Okreslenie aktywnosci przeciwbakteryjnej apoLp-lll oraz mechanizmu jej
dziatania.

Wystepowanie homologii migdzy apoLp-III owadow, a N-koncowa domeng
apolipoproteiny E (apoE) czlowieka oraz zaangazowanie obu biatek w
odpowiedZ immunologiczng przeciwko patogenom ludzkim m.in. K. pneumonie,
Listeria monocytogens [Roselaar i Daugherty, 1998; De Bont i in. 1999, 2000; Mukherjee i
in. 2010; Insua i in. 2013; Wand i in. 2013] skfonito mnie do podj¢cia badan w
Kierunku sprawdzenia, czy apoLp-IIl ma réwniez aktywno$¢ przeciwko
bakteriom Legionella.

B) Dziatanie apoLp-111 na Legionella pneumophila i L. dumoffii.

1. Okreslenie aktywnosci przeciwgrzybowej apoLp-I1I.

IV.  Synergizm dziatania apoLp-Ill i lizozymu.
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Omodwienie wynikéw przeprowadzonych badan

Badania, ktérych wyniki zawarte zostaty w monotematycznym cyklu oryginalnych
prac eksperymentalnych sg kontynuacja tematyki podjetej w pracy doktorskiej. Wstepne
obserwacje dotyczace udziatu apoLp-lll w odpowiedzi immunologicznej barciaka
wickszego byly niezwykle intrygujace, dlatego w swoich dalszych badaniach chciatam
poglebi¢ wiedze o roli tego biatka w reakcjach odporno$ciowych.

. W pracy doktorskiej badatam poziom apoLp-III w hemolimfie ggsienic oraz
poczwarek po podaniu LPS E. coli. W tej cz¢$ci badan do immunizacji stosowatam
rézne grupy drobnoustrojéow m.in.: bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne, drozdze
oraz grzyby plesniowe. Natomiast do badan uzywatam réznych tkanek gasienic
G. mellonella (hemolimfe, hemocyty, ciato ttuszczowe).

o Do immunodetekcji apoLp-lIl w pracy doktorskiej uzywatam przeciwcial
przeciwko apoLp-lll M. sexta, ktore otrzymatam od prof. R.O. Ryana z Wydziatu
Biochemii Uniwersytetu Alberta w Kanadzie. Obecnie stosowatam przeciwciata anty-
apoLp-I1l G. mellonella, ktore zostaty otrzymane przez nasz zespot badawczy.

. Ponadto dopracowatam procedur¢ oczyszczania apoLp-lll, ktora pozwolita na

otrzymanie preparatu homogennego bialka.

I. Zmiany poziomu apoLp-111 w odpowiedzi immunologicznej G. mellonella na

zakazenie drobnoustrojami

Uktad odpornosciowy G. mellonella odréznia zakazenie wywotane réznymi klasami
mikroorganizmow 1 odpowiada na nie zrdznicowang kinetyka pojawiania si¢ oraz
réznym poziomem poszczegbdlnych peptydow odpornosciowych w hemolimfie [Mak i
in. 2010]. Dlatego, w pierwszym etapie badan przebadatam kinetyk¢ zmian poziomu
apoLp-111 w hemolimfie G. mellonella po immunizacji bakteriami Gram-dodatnimi
(Micrococcus luteus) lub Gram-ujemnymi (E. coli, K. pneumoniae) [Publikacja P1].
Przy pomocy techniki immunoblotingu z wykorzystaniem przeciwciat anty-apoLp-I1II
G. mellonella, wykazalam zréznicowany poziom apoLp-IIl w zaleznosci od
podanego immunogenu. Immunizacja gasienic wywolywata stopniowy wzrost
poziomu apoLp-111 w hemolimfie do 8 godz. od podania bakterii M. luteus. Natomiast
zakazenie bakteriami Gram-ujemnymi wywotato wzrost poziomu w przypadku E. coli
po 1 godz., a K. pneumoniae po 0,5 godz. od iniekcji. Relatywnie wysoki poziom biatka

w hemolimfie gasienic G. mellonella obserwowatam jeszcze po 24 godz. od
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immunizacji bakteriami M. luteus. Natomiast po podaniu E. coli i K. pneumoniae
poziom ten ulegt obnizeniu, odpowiednio, o 28% i 58% w poréwnaniu do
nieimmunizowanych owadow.

Zmiany poziomu apoLp-III w hemolimfie owadow krdotko po zakazeniu bakteriami
Gram-ujemnymi moga by¢ zwigzane z szybkim rozpoznaniem infekcji i bezposrednia
detoksyfikacja LPS przez apoLp-Ill oraz uruchomieniem reakcji odpornosciowych. Na
tym etapie badan trudno wyjasni¢ jednoznacznie, czy obserwowany wzrost poziomu
biatka zwigzany jest z jego Syntezg i nast¢pnie wydzielaniem z ciata thuszczowego do
hemolimfy, czy tylko z uwolnieniem zmagazynowanej wczesniej puli apoLp-IIl. Z
drugiej strony, spadek poziomu apoLp-Ill obserwowany 8-24 godz. po immunizacji
G. mellonella bakteriami Gram-ujemnymi moze by¢ spowodowany interakcja biatka z
powierzchnig komorek i endocytozg kompleksu lipoforyn przez hemocyty [Publikacje
P1, P6; Dettloff i in. 2001a, b].

W dalszej czes$ci badan sprawdzitam, czy istnieje korelacja w czasie pomiedzy
zmianami poziomu apoLp-IIT zachodzacymi w hemolimfie, hemocytach i ciele
tluszczowym G. mellonella, waznych elementach uktadu immunologicznego, po
zakazeniu r6znymi klasami mikroorganizméw [Publikacja P8]. Przebadatam wplyw
zakazenia ggsienic G. mellonella bakteriami (M. luteus, E. coli), drozdzakami (Candida
albicans) i grzybami plesniowymi (Fusarium oxysporum) na poziom apoLp-IIl.
Obserwowane zmiany poziomu apoLp-111 w hemolimfie byty skorelowane ze zmianami
poziomu biatka w ciele thuszczowym i hemocytach [Publikacja P8]. Zakazenie
bakteriami zwigkszalo poziom biatka w hemolimfie, a obnizato w ciele ttuszczowym,
podczas gdy w hemocytach po iniekcji E. coli notowano wzrost, a po M. luteus spadek
poziomu apoLp-Ill. Podanie grzybéw obnizato poziom apoLp-Ill w hemolimfie i/lub
hemocytach, czemu towarzyszyl znaczacy wzrost poziomu tego biatka w ciele
thuszczowym owadow. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze zakazenie roznymi
drobnoustrojami wplywa na poziom apoLp-III nie tylko w hemolimfie, ale réwniez
w hemocytach i ciele thuszczowym, a zmiany poziomu apoLp-111 w tych elementach
ukladu immunologicznego sg skorelowane w czasie [Publikacja P8].

W hemolimfie niepobudzonych i pobudzonych gasienic G. mellonella poddanej
rozdziatowi elektroforetycznemu w warunkach natywnych przeciwciata anty-apoLp-Il1
rozpoznawaly co najmniej 5 prazkow, co moglo sugerowaé tworzenie kompleksow z
innymi sktadnikami hemolimfy lub obecnos¢ izoform apoLp-Ill [Publikacja P5].

Warto tu zaznaczy¢, ze Wiesner i in. [1997] wykazali obecnos¢ dwoch izoform (pl 6,1 i

17



Zatacznik nr 2 — Autoreferat

6,5) apoLp-Ill G. mellonella oraz trzy izoformy apoLp-Ill opisali réwniez Chino i
Yazawa [1986] u Locusta migratoria [Publikacja P6]. W badaniach z wykorzystaniem
elektroforezy 2D IEF/SDS-PAGE, a nastgpnie immunoblotingu z przeciwciatami
skierowanymi przeciwko apoLp-Ill G. mellonella wykazatam, ze w hemolimfie
niepobudzonych gasienic G. mellonella obecne sa dwie glowne izoformy o pl 6,51 6,1,
a U immunizowanych owadéw co najmniej 3 izoformy o réznym pl (5,9; 6,1; 6,5), ale
bardzo zblizonej masie czgsteczkowej [Publikacje P1, P8]. Wszystkie trzy formy
apoLp-III obserwowatam w hemolimfie owadéw 15 min. i 1 godz. po immunizacji
niezaleznie od immunogenu, ale po 24 godz. od pobudzenia profil izoform byt rézny i
zalezal od rodzaju podanego immunogenu [Publikacja P8]. U owadow
immunizowanych M. luteus lub C. albicans widoczne byly tylko dwie gtéwne formy,
tak jak w hemolimfie kontrolnej, natomiast po podaniu E. coli i F. oxysporum nadal
obecne byly trzy izoformy apoLp-III.

Co cickawe, po immunizacji w hemolimfie pojawiaty si¢ dwa dodatkowe
polipeptydy (a/pl 6,8 i b/pl 6,9) pochodzace z apoLp-Ill (ang. apoLp-Ill-derived) o
nizszej masie czasteczkowej, jednak czas ich pojawiania si¢ 1 utrzymywania w
hemolimfie byl $cisle uzalezniony od podanego immunogenu. Nie obserwowalam ich
tylko w hemolimfie gasienic po 1 godz. od immunizacji C. albicans oraz 24 godz. po
podaniu M. luteus.

W hemocytach niepobudzonych gasienic G. mellonella wykazatam obecnos¢ dwoch
form apoLp-I1l o pl 6,3-6,5, a w ciele thuszczowym czterech. Natomiast cztery formy
biatka wykrylam w hemocytach owaddéw immunizowanych F. oxysporum, w
pozostatych przypadkach nie obserwowalam zmian w pordéwnaniu z kontrolnymi
owadami.

W ciele tluszczowym owadow kontrolnych i pobudzonych poza gléwnymi formami
dodatkowo obserwowatam polipeptydy pochodzace z apoLp-lll [Publikacja P8].
Uzyskane wyniki wyraznie pokazuja, ze immunizacja ggsienic G. mellonella
roznymi immunogenami zmienia poziom apoLp-III i liczbe form nie tylko w
hemolimfie, ale rowniez hemocytach i ciele thuszczowym oraz korelacj¢ tych zmian
w czasie. Natomiast liczba form apoLp-III zalezy od tkanki. Ustalono, ze gtdéwna
izoforma o pl 6,5, jest obecna we wszystkich przebadanych tkankach zarowno owadow
kontrolnych, jak i immunizowanych. Bioragc pod uwage réwniez mozliwos¢
oddziatywania biatka z lipidami, wykryte formy apoLp-IIIl moga odzwierciedla¢ stan w

jakim ono wystepuje (wolny lub zwigzany z lipidami). Ponadto, mimo, ze po kazdym
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immunogenie w hemolimfie obecne byly polipeptydy pochodzace z apolLp-Ill, to
czas ich pojawiania si¢ i utrzymywania w hemolimfie uzalezniony byl od rodzaju
immunogenu. Obserwowane roznice wyraznie wskazuja, ze uklad immunologiczny
barciaka wi¢kszego odroznia zakazenie bakteriami i grzybami oraz odmiennie na
nie odpowiada. Rézne formy apoLp-III oraz polipeptydy pochodzace z apoLp-Iil,
ktore pojawiaja si¢ w odpowiedzi na zakazenie, mogg powstawa¢ na drodze proteolizy
(by¢ moze ograniczonej?) 1 /lub innych procesow potranslacyjnych modyfikacji
dojrzatego biatka. Obecnos$¢ roznych form w ciele thuszczowym, gtownym miejscu
syntezy apoLp-IIl moze sugerowaé, ze rozne izoformy w hemolimfie powstaja podczas
1 po wydzieleniu z komorek ciata thuszczowego. Poréwnujac pl 6,5 gtownej formy z
pozostalymi formami o zblizonej masie czasteczkowej, ale réznigcych si¢ pl mozna
przypuszczaé, ze powstaty one przez odcigcie pojedynczych aminokwasow od C-konca
gléwnej izoformy. Natomiast pl i masa czasteczkowa polipeptydéw pochodzacych z
apoLp-III moze by¢ wynikiem ograniczonej proteolizy okre§lonych wigzan w dojrzalej
czasteczce biatka od N-konca przez amino- jak réwniez karboksypeptydazy, ktorych
obecno$¢ stwierdzono jak dotad w hemolimfie i ciele tluszczowym niektorych
Lepidoptera oraz w jelicie G. mellonella [Publikacja P8]. Wiadomo, ze apoLp-llI
wystepuje w hemocytach, ale trudno wyjasni¢ pochodzenie jej izoform. Mozna
przypuszczaé, ze pochodza z hemolimfy i sg pobierane przez hemocyty w formie LDLp
po rozpoznaniu immunogenu w hemolimfie [Publikacja P6; Dettloff i in. 2001a, b]. Z
drugiej strony, jako, ze opisano eckspresje genu dla apoLp-lll w hemocytach u
Lepidoptera [Publikacja P6; Kim i in. 2004; Son i Kim, 2011] mozna tez sadzi¢, ze
czg$¢ pochodzi z granul hemocytow, gdzie jest magazynowana i skad jest uwalniana po

infekcji [Publikacja P8].

I1. Apolipoforyna III jako receptor rozpoznajacy patogeny u G. mellonella

Uwaza sig, ze sktadnikiem $ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich, z ktorym
oddziatuje apoLp-11l jest LTA, u Gram-ujemnych jest to LPS, a u grzybow B-1,3-glukan
[Dunphy i Halwani, 1997; Halwani i in. 2000; Pratt i Weers, 2004; Whitten i in. 2004;
Leon i in. 2006a, b; Ma i in. 2006; Publikacja P6]. Wykazatam, ze apoLp-III wigze si¢
z powierzchnig zar6wno bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych [Publikacje
P1, P7] oraz drozdzy i grzybow plesniowych [Publikacja P3]. Z moich badan wynika,

ze apoLp-III przylacza si¢ prawdopodobnie rowniez do innych, niz wyzej wymienione,
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sktadnikéw powierzchni komorek drobnoustrojow. Wskazywata na to adsorpcja biatka
do bakterii Gram-dodatnich M. luteus, ktore nie zawierajg LTA w $cianie komorkowe;.
Wykazatam, ze wszystkie izoformy apoLp-III przytaczaly si¢ do powierzchni
B. circulans i K. pneumoniae [Publikacja P1], natomiast tylko dwie gtowne (pl 6,1;
6,5) do powierzchni M. luteus i E. coli, jak réwniez badanych grzybow [Publikacja
P8]. Zdolno$¢ laczenia si¢ bialka z powierzchnia komoérek bakterii i grzybow,
potwierdzila jego role jako PRR, ktora jest istotna w rozpoznaniu zakazenia i

uruchomieniu odpowiedzi immunologicznej.

Il. A) Aktywnos$é przeciwbakteryjna apolipoforyny I11

Bezposrednie oddziatywanie apoLp-III z powierzchnig komorek patogenéw moze
wskazywa¢ na jeszcze jedna bardzo wazng rolg¢ tego biatka w reakcjach
odpornosciowych jako czynnika o aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzyboweyj.

W zwigzku z tym, w dalszej czes$ci badan przebadatam przezywalno$¢ bakterii w
obecnos$ci apoLp-IIl, stosujac metode zliczania kolonii oraz barwienie LIVE/DEAD.
Wykazalam, ze apoLp-III ma aktywno$¢ przeciwbakteryjna. Sposrod przebadanych
bakterii najbardziej wrazliwe na dziatanie apoLp-III byly bakterie Gram-ujemne
K. pneumoniae, Salmonella Typhimurium. Natomiast bakterie Gram-dodatnie byty
znacznie mniej wrazliwe na apoLp-Ill, przy czym najstabiej dziatata ona na M. luteus
(Tab. 1).

Tabela 1. Wptyw apolipoforyny III G. mellonella na przezywalno$¢ wybranych gatunkow bakterii
(Publikacja P1).

Bakterie Gatunek Smiertelno$é (%)
Gram-dodatnie Bacillus ciculans 51,1 (£8,73)
Listeria monocytogenes 53,1 (£5,71)
Micrococcus luteus 20,9 (+8,34)
Sarcina lutea 48,5 (£12,1)
Gram-ujemne Escherichia coli D31 19,7 (£7,29)
Klebsiella pneumoniae 81,3 (£3,38)
Sallmonella Typhimurium 93,1 (£2,84)

Kontrola byly bakterie nie traktowane apoLp-III.

Warto podkresli¢, ze uzyte stezenie apoLp-IIT (5uM) bylo 10-cio a nawet 18-sto
krotnie nizsze, niz to ustalone w hemolimfie ggsienic G. mellonella, odpowiednio, przez
Wiesner i in. [1997] oraz Halwani i Dunphy [1999]. Pomimo, ze apoLp-1ll adsorbuje
sic do powierzchni wszystkich przebadanych bakterii Gram-dodatnich i Gram-

20



Zatacznik nr 2 — Autoreferat

ujemnych, to ich rézna wrazliwo$¢ na biatko moze by¢ zwigzana z odmienng budowa
$ciany komoérkowej [Publikacja P1]. Mozna przypuszczaé, ze stabsze dziatanie apoLp-
III na komorki szczepu E. coli D31 zwigzane bylo ze zmieniong budowag czesci
cukrowej LPS [Publikacja P1]. Prawdopodobnie réznice w budowie $ciany
komorkowej rowniez bakterii Gram-dodatnich moga wplywac na skuteczno$¢ dziatania
apoLp-III. Mozna sadzi¢, ze wysoka wrazliwo$¢ L. monocytogenes na dziatanie apoLp-
111 wigzata si¢ z obecno$cig LTA, ktorego taczenie sie z apoLp-111 opisano w literaturze
naukowej. ApoLp-III byta rownie skuteczna w stosunku do B. circulans, ale brak LTA
w $cianie tych bakterii sugeruje inny mechanizm dzialania biatka. Natomiast brak LTA
w $cianie komorkowej M. luteus mogt by¢ z kolei przyczyng matej wrazliwosci na
apoLp-11l [Publikacja P1].

Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze apoLp-III moze reagowac jeszcze z
innymi skladnikami, poza LPS i LTA, znajdujacymi si¢ na powierzchni komorek
bakterii [Publikacja P1]. Nie mozna wykluczy¢, ze stabe dziatanie apoLp-III zwigzane
jest z modyfikacjami sktadnikéw $ciany komorkowej. Wykazatam rowniez, ze kinetyka
dziatania apoLp-III na wrazliwe bakterie jest r6zna; po 15 min. wzrost K. pneumoniae
byt zahamowany o 35%, podczas gdy B. circulans tylko o 2% [Publikacja P1].

Mikroskopia sit atomowych (AFM ang. atomic force microscopy) jest narzedziem
umozliwiajagcym badanie zmian ultrastruktury powierzchni bakterii 1 grzybow pod
wpltywem biologicznie aktywnych czasteczek [Zdybicka-Barabas i in. 2012]. Na
potrzeby moich badan opracowalam procedurg¢ przygotowywania preparatow
pozwalajacych na obrazowanie 1 analiz¢ zmian powierzchni komorek drobnoustrojow w
AFM. Wykazalam, ze pod wplywem apoLp-llIl zachodza wyrazne zmiany w
strukturze powierzchni komorek bakterii [badania wykonane we wspétpracy z Laboratorium
Analitycznym, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie] [Publikacja
P2; Zdybicka-Barabas i in. 2012].

Efektem dziatania apoLp-Ill na B. circulans byta wyrazna zmiana struktury
powierzchni, ktora stala si¢ porowata 1 zawierata liczne ubytki. Stwierdzitam tez wzrost
szorstko$ci powierzchni komorek traktowanych apoLp-III (Tab. 2). Natomiast komorki
K. pneumoniae pod wptywem apolLp-IIl utracily regularny ksztalt oraz
charakterystyczng strukture przypominajaca ,,zwoje mozgowe” (ang. cortex bend-like),
zamiast ktorej pojawily si¢ glebokie nieregularne bruzdy. Z kolei na powierzchni
komorek S. Typhimurium widoczne byly giebokie bruzdy i ubytki, a ich szorstko$¢

wyraznie wzrosta (Tab. 2). Co ciekawe, ubytki zlokalizowane byly na biegunach
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komoérek S. Typhimurium [Publikacja P2]. Jednak na tym etapie trudno jest
jednoznacznie wyjasni¢ mechanizm ich powstawania, dlatego wymaga to dalszych
badan. Natomiast powierzchnia komoérek M. luteus nie ulegata zmianie [Publikacja
P2], co bylo zgodne z niewielkg wrazliwoscig tych bakterii na dziatanie apoLp-III

[Publikacja P1] (Tab. 2).

Tabela 2. Zmiany szorstko$ci powierzchni komorek bakterii pod wptywem apoLp-111 [Publikacja P2]

Bakterie RMS roughness (nm)
Kontrola Apolp-I111
B. circulans 7,66 (£3,84) 17,00 (£8,5)
M .luteus 35,37 (£35,37) 37,88 (£19.66)
K. pneumoniae 16,34 (£7,07) 20,15 (£7,43)
S. Typhimurium 7,68 (£1,7) 22,49 (+11,87)
Uzyskane wyniki po raz pierwszy dostarczyly dowodéow na to, ze apoLp-I11, ma

aktywnos$¢ przeciwbakteryjna. Ponadto, dziatanie apoLp-IIl zmienia powierzchnie
komoérek wrazliwych bakterii 1 jej wlasciwosci nanomechaniczne juz w niewielkim
stezeniu (0,4uM). Wyniki wyraznie wskazujag na nowa role apoLp-111 w reakcjach
odpornosciowych, jako skladnika odpowiedzi humoralnej o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, ktory moze wzmocni¢ skuteczno$¢ odpowiedzi

immunologicznej w zwalczaniu zakazenia bakteriami [Publikacje P1, P2, P6].

Il. B) Wrazliwo$¢ bakterii Legionella na dzialanie apolipoforyny I11

Zaangazowanie apoLp-l1Il i apoE, homologa owadziej apoLp-III, w odpowiedz
immunologiczng przeciwko patogenom ludzkim zewnatrzkomérkowym K. pneumoniae
i wewnatrzkomorkowym Listeria monocytogenes [Roselaar i Daugherty, 1998; De Bont i in.
1999, 2000; Mukherjee i in. 2010; Insua i in. 2013; Wand i in. 2013] sktonito mnie do przebadania
dziatania apoLp-11l na bakterie Legionella.

Bakterie Legionella (Gram-ujemne pateczki), ktore stanowia naturalng mikroflore
srodowisk wodnych i glebowych moga by¢ przyczyna zakazen drég oddechowych u
ludzi. Do zakazen dochodzi na drodze inhalacji wodno-powietrznego aerozolu
zawierajacego bakterie, powstajacego w wyniku dziatlania m.in. systemow
klimatyzacyjnych, wiez chtodniczych, urzadzen przemystowych i medycznych. W
organizmie czlowieka bakterie wywoluja infekcje drog oddechowych o réznym

nasileniu: od grypopodobnej infekcji zwanej goraczka Pontiac, ktéra nie wymaga
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specjalistycznego leczenia, do ostrego wieloptatowego zapalenia pluc nazywanego
chorobg Legionistow, ktora moze prowadzi¢ do $mierci.

Najczgsciej legioneloza wywotywana jest przez L. pneumophila (70-80%
przypadkoéw), a L. dumoffii zajmuje czwarte miejsce pod wzgledem czgstosci
wywolywanych zakazen [Palusinska-Szysz, 2011]. Patogenno$¢ wewnatrzkomorkowych
bakterii, do ktorych naleza Legionella, zalezy przede wszystkim od struktur
powierzchniowych takich jak biatka, LPS oraz lipidy. Obecnos¢ fosfatydylocholiny
(PC) i fosfatydyloetanoloaminy (PE) w btonach, jako gtownych fosfolipidéw odroznia
je od innych bakterii Gram-ujemnych. Wystepowanie PC w blonie jest wazne ze
wzgledu na cykl zyciowy Legionella, ktory jest S$cisle zwigzany z komorka
eukariotyczng [Palusinska-Szysz i Drozanski, 2006]. Zdolno$¢ pateczek Legionella do
wykorzystania zewnatrzkomorkowych zZrodet choliny utatwia bakteriom przetrwanie
wewnatrz komorek gospodarza. Pobierana z zewnatrz cholina jest wykorzystywana
przez L. pnemophila, L. dumoffii i L. bozemanae do syntezy PC, skladnika btony
[Palusinska-Szysz i in. 2011, 2014].

W ostatnich latach G. mellonella jest szeroko wykorzystywana jako alternatywny
model w badaniach nad patogenno$cia 1 czynnikami wirulencji bakterii
chorobotworczych dla ludzi, m.in. L. pneumophila [Harding i in. 2012, 2013]. Badania
w tym zakresie s3 mozliwe dzigki m.in. duzemu podobienstwu mechanizmow
odpornosci wrodzonej owadow oraz ssakoéw [Scully i Bidochka, 2006; Uvel i Engstrom,
2007].

Wyniki moich badan, w ktorych wykazatam aktywnos¢ przeciwbakteryjng apoLp-111
[Publikacje P1, P2] oraz zaangazowanie apoE, homologa owadziej apoLp-Ill, w
odpowiedZ immunologiczng u ludzi, sktonity mnie do przebadania dziatania apoLp-IlI
na bakterie L. pneumophilla i L. dumoffii. Jednocze$nie sprawdzitam, czy suplementacja
podloza choling wplywa na poziom wrazliwosci bakterii na dziatanie apoLp-Ill
G. mellonella (badania wykonane we wspétpracy z Zaktadem Genetyki i Mikrobiologii, UMCS).
ApoLp-Ill w stezeniu 0,1 mg/ml hamowala wzrost L. pneumophila o ok. 55%, a w
stezeniu 0,8 mg/ml o ok. 90%. Co ciekawe, wrazliwo$¢ bakterii nie zalezala od
warunkow hodowli (podtoze bez choliny/z choling) [Publikacja P7]. Zastosowanie
AFM pozwolito mi na wykazanie wyraznych zmian w strukturze powierzchni komoérek
L. pneumophila traktowanych apoLp-Ill w poréwnaniu do kontroli. Dla biologicznych
wlasciwosci apoLp-III istotna jest jej zdolnos¢ do wchodzenia w interakcje z lipidami,

jak rowniez innymi sktadnikami powierzchni komoérek bakterii, m.in. LPS. Do badania
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tych interakcji zastosowatam spektroskopi¢ absorpcyjng w podczerwieni FTIR-ATR
(spektrometria FTIR w potaczeniu z metoda catkowitego wewnetrznego odbicia, ATR;
ang. Attenuated Total Reflection), ktora bada absorpcje promieniowania zwigzang ze
wzbudzeniem poziomdéw oscylacyjnych czgsteczek. Pozwala to na obserwowanie
struktury drugorzedowej biatek oraz zachodzacych w ich strukturze zmian
powstajacych podczas oddziatywania z innymi czasteczkami. Zmiany w ksztatcie pasm
mozna powigza¢ ze zmianami w strukturze badanych czgsteczek. Analiza zmian widma
roznicowego absorpcji w podczerwieni (badania wykonane we wspétpracy z Zaktadem Biofizyki,
Instytutu Fizyki, UMCS) wskazywata przede wszystkim na interakcj¢ apoLp-1ll z LPS oraz
innym niezidentyfikowanym lipidowym sktadnikiem powierzchni komorki bakterii
Legionella. Dlatego, zeby uzyska¢ potwierdzenie czy LPS L. pneumophila
zaangazowany jest w oddziatywanie z apoLp-1ll, do dalszych badan stosowatam LPS
oczyszczony z komorek L. pneumophila. Wykazalam, ze apoLp-111 i LPS
L. pneumophila silnie ze soba oddzialuja tworzac stabilne kompleksy, co zmienito
ich migracje w zelu poliakrylamidowym. Ponadto, analiza widm réznicowych FTIR
wskazywata na zmian¢ konformacji czgsteczek apoLp-Ill oraz LPS L. pneumophila
zachodzacych w wyniku wzajemnego ich oddziatywania. Stwierdzono, ze w
oddziatywania te sg zaangazowane wigzania wodorowe mig¢dzy apoLp-I1l a estrowymi
grupami karbonylowymi, PO, i C-O-P-O z LPS L. pneumophila [Publikacja P7].
Mozna sadzi¢, ze dla aktywno$ci bakteriobdjczej apoLp-III niezbednym warunkiem jest
oddziatywanie z LPS.

ApoLp-ITI (0,4 mg/ml) powodowata spadek przezywalnosci bakterii L. dumoffii
hodowanych na podlozu bez choliny o ok. 30%, a obserwacje w mikroskopie
elektronowym (TEM) uwidocznity zmiany w strukturze wewnetrznej bakterii w postaci
m.in. zwigkszonej wakuolizacji komorek, kondensacji cytoplazmy (badania wykonane we
wspolpracy z Zakladem Anatomii i Antropologii Poréwnawczej, UMCS) [Publikacja P4].
Natomiast komorki L. dumoffii hodowane na podtozu w obecnos$ci choliny cechowata
trzykrotnie wyzsza wrazliwos$¢ w poréwnaniu do bakterii hodowanych na podtozu bez
choliny, ktoremu towarzyszylo duzo wigksze uszkodzenie komorek. Obserwacje
mikroskopowe wykazaty obecnos$¢ licznych wakuoli, zaggszczenie cytoplazmy, rejony
o mniejszej gestosci elektronowej, a w niektorych komorkach poszerzong przestrzen

peryplazmatyczng oraz liczne zmiany w strukturze $ciany komorkowej [Publikacja
P4].
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Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze réznice w budowie oston komoérkowych
L. dumoffii i L. pneumophila decyduja o odmiennej wrazliwosci na apoLp-1l1l. Mozna
sadzi¢, ze LPS u L. pnemophila a PC u L. dumoffii, odgrywaja istotng role w
oddzialywaniu apoLp-l1ll z ostonami komoérkowymi tych bakterii [Publikacje P4,
P7].

Wrazliwo$¢ bakterii na apoLp-III moze sugerowaé na zaangazowanie apoE, w
reakcjach odpornosciowych cztowieka na infekcje wywolywane przez bakterie
Legionella.

Chcac wyjasni¢ roznice we wrazliwosci komorek L. dumoffii hodowanych na
podtozu wzbogaconym w choling i bez dodatku choliny na dziatanie apoLp-I1l, uzytam
biatka znakowanego FITC oraz skaningowego mikroskopu konfokalnego. Wykazatam,
ze juz 5 min. inkubacji L. dumoffii z FITC-apoLp-IIl wystarczytlo do przylaczenia
biatka do powierzchni komorek bakterii. Co wazne, liczba komorek ze zwigzang apoLp-
Il po 15 min. inkubacji byta o ok. 27% wyzsza w przypadku bakterii hodowanych na
podtozu wzbogaconym choling. Badania czasu zycia fluorescencji (FLIM; ang.
fluorescence lifetime imaging microscopy) wykazaty, ze FITC-apoLp-III wnika glebiej
do $ciany komorkowej L. dumoffii hodowanych na podtozu suplementowanym choling.
Wazrostowi wrazliwosci bakterii  towarzyszyly roéwniez zmiany w strukturze
powierzchni i wlasciwos$ciach nanomechanicznych komoérek (AFM). Uzyskane wyniki
jednoznacznie wskazuja, ze apoLp-III tatwiej oddziatuje z powierzchnig komorek

hodowanych na podlozu wzbogaconym choling [interactions of Galleria mellonella

apolipophorin 111 with Legionella dumoffii cell surface, Zdybicka-Barabas A*., Palusifiska-Szysz M.,
Luchowski R., Reszczynska E., Mak P., Gruszecki WI., Cytrynska M., Pathogens and Disease PAD-15-
07-0113 — autor korespondencyjny; praca wystana do druku po recenzji; 1Fyp4 2,554; 25pkt. MNiSW]

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazaly po raz pierwszy, ze bakterie Legionella
sa wrazliwe na apoLp-Ill G. mellonella, a ich wrazliwos¢ na to bialko zalezy od

gatunku i budowy ich oston komorkowych [Publikacje P4, P7].

I11. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa apolipoforyny 111

W moich pracach wykazatam, ze apoLp-Ill, jako czasteczka PRR, przytacza si¢ do
powierzchni drozdzy i grzybow plesniowych [Publikacja P3]. Natomiast jakie zmiany
wywotuje w komorkach grzybow jest nadal sprawg otwartg.

Obserwowatam  agregacj¢ = komorek  drozdzy C.  wickerchamii  oraz

Zygosaccharomyces marxianus w obecnosci apoLp-III. Natomiast komorki C. albicans
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po 24 godz. inkubacji z apoLp-Ill przechodzity z formy paczkujacej w dhlugie
pseudostrzepki i prawdziwe strzepki, jednakze ich aktywno$¢ metaboliczna nie ulegata
zmianie w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Co ciekawe, 1 godz. inkubacja z
apoLp-III prowadzita do wyraznego wzrostu aktywno$ci metabolicznej komorek
C. albicans w poréwnaniu z kontrola (badania wykonane we wspétpracy z Zaktadem Anatomii i
Antropologii Poréwnawczej, UMCS). Odmiennie, inkubacja F. oxysporum w obecnos$ci
apoLp-III obnizata aktywno$¢ metaboliczng strzgpek, zwiekszata wakuolizacje komorek
oraz stymulowala tworzenie licznych monofialidiow z konidiami, ale nie hamowata
kietkowania zarodnikow F. oxysporum.

Obrazowanie powierzchni komoérek grzyboéw za pomoca AFM wykazato wyrazne
zmiany, ktore wskazuja na interakcje apoLp-III ze skladnikami $Sciany komodrkowe;j
[Publikacja P3]. Wiadomo, ze apoLp-III oddziatuje z B-1,3-glukanem, jednakze B-1,3-
glukan wraz z chityng tworza wewngtrzng warstwe $ciany komoérkowej, ktora nie jest
eksponowana na zewnatrz. Zewng¢trzng warstwe formuja mannozylowane i
ufosforylowane biatka. Mimo, Ze nie sg znane biatka powierzchniowe, do ktérych moze
si¢ przytacza¢ apoLp-Ill, biorgc pod uwage zdolnos¢ apoLp-IIl do oddzialywania z
ugrupowaniami cukrowymi LPS, mozna przypuszczaé ze sg to biatka glikozylowane, a
W oddzialywania zaangazowane sg ich reszty cukrowe. Przylaczenie apoLp-1ll do
,plaszcza” biatlkowego moze powodowac zmiany, ktore prowadza do odstonigcia 3-1,3-
glukanu, co moze utatwia¢ rozpoznanie infekcji oraz umozliwia¢ innym czynnikom

przeciwdrobnoustrojowym, np. peptydom odpornosciowym dziatanie na btong komorki.

IVV. Synergizm dzialania apolipoforyny III z lizozymem

ApoLp-III i lizozym sa konstytutywnymi sktadnikami odpowiedzi humoralne;j stale
obecnymi w hemolimfie G. mellonella, co moze wskazywa¢ na wspotdziatanie tych
biatek w zwalczaniu infekcji drobnoustrojami w organizmie owada. Wiadomo, ze
obecnos¢ apoLp-I1l zwicksza aktywnos¢ EWL wobec M. luteus in vitro [Publikacja
P6; Halwani i Dunphy, 1999], ale mechanizm ich synergistycznego dziatania nie zostal
poznany. Uwaza si¢, ze za dzialanie lizozymu na bakterie Gram-dodanie odpowiada
aktywno$¢ muramidazowa, natomiast aktywno$¢ przeciw bakteriom Gram-ujemnym
przypisywana jest gldwnie dziataniu nieenzymatycznemu podobnemu do dziatania
kationowych peptydow odpornosciowych. W moich badaniach wykazalam, ze

apoLp-III znacznie wzmacniala aktywno$¢ muramidazowa lizozymu G. mellonella.
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Ponadto, obecnos¢ apoLp-III zwi¢kszala perforacj¢ blony komoérek bakterii Gram-
ujemnych E. coli JM83 przez lizozym o ok. 20%, mimo, iz sama apoLp-IIl nie
wykazywala takiego dzialania. Moze by¢ to spowodowane zmianami powierzchni
komorek bakterii E. coli i jej wlasciwosci nanomechanicznych pod wptywem apoLp-I11
[Publikacja P5]. Uwaza sig, ze przylaczenie apoLp-IIl zwigksza hydrofobowos¢, jak
réwniez ujemny tadunek powierzchni komorek [Halwani i Dunphy, 1999], co moze
wzmocni¢ oddzialywanie zasadowego lizozymu z powierzchnig komorek bakterii, a
tym samym utatwi¢ trawienie peptydoglikanu, co w efekcie prowadzi do $mierci
komorki. Analiza wlasciwo$ci nanomechanicznych (szorstkosé, elastycznosé, adhezja)
komorek bakterii wykazala, ze pod wptywem mieszaniny obu skladnikéw dochodzi do
wyraznego wzrostu adhezji, ale, co ciekawe, pozostate parametry pozostaja bez zmian
w porownaniu z kontrolg [Publikacja P5].

Mozna przypuszczaé, ze apoLp-IIl poteguje dziatanie lizozymu dwojako. Po
pierwsze apoLp-III taczac si¢ z powierzchnig komoérek E. coli, prawdopodobnie przez
LPS, tak zmienia jej wlasciwosci, ze ulatwia 1 wzmacnia przytaczanie si¢ lizozymu, a
nastepnie moze wzmagac jego aktywno$¢ muramidazows.

Wykazalam ponadto, ze czasteczki obu bialek nie tworza miedzy sobg
komplekséw, co moze sugerowac, ze apoLp-III ulatwia lizozymowi dziatanie raczej
poprzez zmian¢ wlasciwosci lub struktury powierzchni $ciany komoérkowej bakterii
[Publikacja P5].

Uzyskane wyniki wskazuja, ze apoLp-IIl i lizozym sa waznymi biatkami
przeciwbakteryjnymi, ktore dzialaja we wczesnym etapie odpowiedzi
immunologicznej G. mellonella zarowno w stosunku do bakterii Gram-dodatnich,

jak i Gram-ujemnych.

4d. Podsumowanie najwazniejszych wynikdw badan, ktére stanowig

osiggniecie naukowe zawarte w monotematycznym cyklu publikacji

e ApoLp-lll G. mellonella, jako PRR wigze si¢ do powierzchni bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych oraz drozdzy i grzyboéw plesniowych. Pozwala to na
rozpoznanie zakazenia.

e Zmiany poziomu apoLp-11l1 w hemolimfie, w hemocytach oraz ciele ttuszczowym

uzaleznione sg 0d immunogenu.
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e  Wykazano obecnos$¢ roznych izoform apoLp-III i polipeptydow pochodzacych z
apoLp-III. Liczba form oraz réznice w ich profilu wskazujg na wazng role apoLp-
Il W rozréznianiu klas patogenow przez system immunologiczny owadow.

e  ApoLp-III ma aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec niektorych bakterii, co moze
odgrywa¢ wazna role w likwidowaniu zakazenia wywotanego przez bakterie we
wczesnym etapie odpowiedzi immunologiczne;j.

e ApoLp-III dziata bakteriobdjczo na L. pneumophlia i L. dumoffii, a wrazliwos¢
bakterii uzalezniona jest od gatunku.

e ApoLp-III nie dziala grzybobojczo, ale moze uwrazliwia¢é komoérki grzybow na
dziatanie innych czynnikow przeciwgrzybowych.

e ApolLp-IIl dziatajac w kooperacji z lizozymem moze likwidowaé zakazenie
niektorymi bakteriami we wczesnym etapie odpowiedzi immunologiczne;.

e ApolLp-IIl dziala synergistycznie z lizozymem poprzez wzmocnienie jego
aktywno$ci muramidazowej oraz zwigkszenie perforacji blony komoérkowej

bakterii przez lizozym.
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Czg$¢ uzyskanych wynikéw badan w opisanym cyklu publikacji stanowiagcych osiggnigcie
monotematyczne zostata sfinansowana z grantow, w ktorych uczestniczytam jako:

,,Rola apolipoforyny Il i mechanizmy transmisji sygnatow w odpowiedzi immunologicznej
Galleria mellonella”’; projekt badawczy KBN No. 2P04C 080 29 - wykonawca

»Apolipoforyna Il Galleria mellonella - biatko o wielu funkcjach; projekt badawczy”’; MNiSW
No. N303 58 02 39 — gtéwny wykonawca

,Mechanizmy odpowiedzi humoralnej Galleria mellonella w zakazeniach bakteryjnych i
grzybowych — analiza profilu oraz roli peptydow odpornosciowych hemolimfy”; projekt
badawczy MNiSW No. N303 36 22 35 — gtowny wykonawca

., Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz cytotoksyczno$é peptyddéw odpornosciowych i
apolipoforyny Il Galleria mellonella”; grant indywidualny Prorektora UMCS

5. OMOWIENIE INNYCH PRAC NAUKOWO-BADAWCZYCH NIE WLICZANYCH DO
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO STANOWIACEGO MONOTEMATYCZNY CYKL PUBLIKACII

I. Rola peptydow i bialek odpornosciowych Galleria mellonella w odpowiedzi

immunologicznej

Duza cze$¢ moich badan dotyczy peptydow odpornosciowych G. mellonella.

Peptydy o wlasciwo$ciach przeciwdrobnoustrojowych zostaly opisane zarowno u
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organizmow prokariotycznych, jak i eukariotycznych. Wystepuja m.in. u bakterii,
zwierzat | cztowieka oraz roslin. Peptydy sa kluczowymi sktadnikami mechanizmow
odpornosci, poniewaz wykazujg one aktywno$¢ przeciwbakteryjna, przeciwgrzybowa,
przeciwpierwotniacza oraz przeciwwirusowg, jak rowniez przeciwnowotworows. Ze
wzgledu na zdolno$¢ modulowania przebiegu odpowiedzi immunologicznej nazywane
sg rowniez peptydami odpornosciowymi. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe sa
zazwyczaj niewielkimi (3-10kDa) kationowymi czasteczkami o wlasciwosSciach
amfipatycznych. Znane sg takze nieliczne przyktady peptydow
przeciwdrobnoustrojowych o charakterze anionowym. Gléwnym miejscem dzialania
peptydow odpornosciowych jest btona komodrkowa drobnoustrojow. W wyniku ich
interakcji z btong komorkowa dochodzi do =zaburzenia prawidlowej struktury
dwuwarstwy lipidowej, a w konsekwencji do jej depolaryzacji i zmiany
przepuszczalnosci, co prowadzi do $mierci komoérki [Zdybicka-Barabas i in. 2012;
Cytrynska i Zdybicka-Barabas, 2015]. Peptydy moga réwniez oddziatywaé¢ w komorce z
kwasami nukleinowymi, skladnikami aparatu translacyjnego oraz biatkami
opiekunczymi, CO jest przyczyna zaburzenia procesOw replikacji, transkrypcji,
biosyntezy 1 prawidlowego faldowania biatek, i w efekcie powoduje $mierc¢
drobnoustroju.  Sposréd ponad 5000 poznanych eukariotycznych peptydow
odpornosciowych u owadéw opisano okolo 250. Wsrdod owadzich peptydow
odpornosciowych, ze wzgledu na sekwencje aminokwasoéw 1 struktur¢ przestrzenng
czasteczki mozemy wyroznié trzy grupy: (a) peptydy liniowe przyjmujace strukture o.-
helisy, nie zawierajace cysteiny; (b) peptydy o strukturze CSof3 stabilizowanej
mostkami disiarczkowymi; (c) peptydy z duzg zawartoscia jednego z aminokwasow, np.
proliny, glicyny. Owady syntetyzujg je gtownie w ciele tluszczowym i hemocytach,
skad sg wydzielane do hemolimfy, oraz w komorkach nabtonkowych [Zdybicka-
Barabas i in. 2012; Cytrynska i Zdybicka-Barabas 2015]. Uwaza sig, ze dany gatunek
owada ma charakterystyczny dla niego zestaw peptydow przeciwdrobnoustrojowych. Z
hemolimfy immunizowanych gasienic G. mellonella wyizolowaliSmy osiem
peptydow, ktore scharakteryzowaliSmy pod wzgledem biochemicznym oraz
spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [Cytrynska i in. 2007; Zdybicka-
Barabas i in. 2010] [badania wykonane we wspolpracy z Zakladem Biochemii Analitycznej,
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego]. Wérdd nich sa
peptydy o charakterze kationowym: cekropina D, dwie defensyny, dwa peptydy bogate
w proling i apolipoforycyna, oraz dwa anionowe peptydy odpornosciowe. Pie¢ z nich, a
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mianowicie peptyd bogaty w proling 2, peptyd podobny do defensyny, peptyd anionowy
11 2 (ang. anionic peptides 1and 2; AP1, AP2) oraz apolipoforycyna nie byly wczesniej
opisane u barciaka wickszego. Nalezy podkresli¢, ze peptydy bogate w proling 11 2 (P1,
P2) oraz anionowy 2 sa charakterystyczne tylko dla G. mellonella, majg unikalna
sekwencje aminokwasowa, nie znaleziono w stosunku do nich podobienstw wsrod
sekwencji w dostepnych bazach danych [Cytrynska i in. 2007].

Kolejne badania wykazaty, ze uktad immunologiczny barciaka wigkszego, odroznia
klasy patogenow, co przejawia si¢ zroéznicowang kinetyka pojawiania si¢ oraz
odmiennym poziomem poszczegdlnych peptydow odpornosciowych w hemolimfie
gasienic immunizowanych bakteriami Gram-dodatnimi (M. luteus), Gram-ujemnymi
(E. coli), drozdzakami (Candida albicans) i grzybami nitkowatymi (Fusarium
oxysporum) [Mak i in. 2010]. WykazaliSmy zmiany w stezeniu lizozymu i szeSciu
peptydow: anionowego 1 i 2, prolinowego 2, defensyny, podobnego do cekropiny D
oraz apolipoforycyny w zalezno$ci od podanego immunogenu. Zmiany te moga by¢
zwigzane z aktywacja w ciele tluszczowym réznych szlakéw przekazywania sygnatow
odpowiedzialnych za ekspresje genow peptydéw odpornosciowych. Co ciekawe,
wszystkie badane przez nas peptydy odpornosciowe obecne sg w hemolimfie
niepobudzonych owadéw w niewielkim stezeniu, poza peptydem anionowym 2, ktory
osiaga relatywnie wysokie stezenie (10-12uM). Uzyskane wyniki wskazuja wyraznie,
ze uklad immunologiczny G. mellonella, podobnie jak Drosophila melanogaster,
odréznia Kklasy patogenow i odpowiada na nie synteza charakterystycznego
zestawu peptydow odpornosciowych [Mak i in. 2010].

Najwazniejsza funkcja peptydoéw odpornosciowych jest zwigzana z ich aktywnos$cia
przeciwdrobnoustrojowg. Dzieki szerokiemu spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej i
przeciwgrzybowej [Cytrynska i in. 2007] umozliwiajg likwidacj¢ zakazenia w
organizmie. Natomiast wyizolowane moga by¢ wykorzystane jako wzorce do
poszukiwania nowych skutecznych czasteczek, ktore w przyszioSci mogg stanowic
matryce do opracowania nowych lekow - ,antybiotykow III generacji”. Jest to
niezwykle istotne ze wzgledu na powazny problem jakim jest rosnagca liczba
lekoopornych mikroorganizmow [Cytrynska i Zdybicka-Barabas, 2015]. Poszukiwanie
skutecznych lekow wymaga nie tylko projektowania/syntetyzowania stabilnych i
nietoksycznych dla gospodarza czasteczek, ale takze odpowiednich metod
pozwalajacych na wlasciwa oceng ich dziatania. Stosujac AFM wykazatam zmiany w

strukturze powierzchni i wlasciwosciach nanomechanicznych komoérek bakterii i
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grzyboéw zachodzace pod wptywem biatek i peptydow odpornosciowych G. mellonella
[Zdybicka-Barabas i in. 2012a]. Wiadomo, ze m.in. lizozym 1 peptydy
przeciwdrobnoustrojowe sg gldéwnymi sktadnikami odpowiedzi humoralnej owadow
zaangazowanymi w zwalczanie infekcji.

Rola lizozymu w odpowiedzi immunologicznej zwigzana z jego dziataniem glownie
na bakterie Gram-dodatnie (aktywno$¢ muramidazowa) oraz nieliczne bakterie Gram-
ujemne (E. coli, Salmonella paratyphi, S. choleraesuis) oraz grzyby. Do zahamowania
wzrostu bakterii Gram-dodatnich (M. luteus, B. circulans, S. aureus) i wywolania
wyraznych zmian w topografii oraz wlasciwos$ciach biofizycznych (elastycznos$ei i
adhezji) powierzchni komoérek wystarczy lizozym w stgzeniu 0,015uM. Uzyskane
wyniki moga sugerowaé, ze obecnos$¢ lizozymu w stezeniu 0,5uM w hemolimfie
owadow niepobudzonych [Mak i in. 2010] jest wystarczajaca do zwalczenia bakterii
Gram-dodatnich w organizmie owada [Zdybicka-Barabas i in. 2012b]. Mechanizm
dziatania lizozymu w stosunku do bakterii Gram-ujemnych i drozdzy nie jest poznany.
Prawdopodobnie nie jest zwigzany z jego aktywno$cig enzymatyczng, lecz bardziej
przypomina dziatanie kationowych peptydow odpornosciowych. Mozna sadzié, ze
dodatni tadunek (plI 9.28) oraz amfipatyczny charakter czasteczki lizozymu utatwia mu
oddziatywanie z ujemnie natadowanymi btonami mikroorganizméw. Wykazalam, ze
lizozym G. mellonella ma zdolno$¢ do wiazania si¢ zarowno do powierzchni
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [Zdybicka-Barabas i in. 2012b], jak
rowniez grzybow (C. albicans) [Sowa-Jasitek i in. 2014]. Moze to sugerowaé, ze
lizozym poza rola w odpowiedzi humoralnej, zwigzang =z dziataniem
przeciwbakteryjnym i przeciwgrzybowym, moze uczestniczy¢ W odpowiedzi
immunologicznej jako PRR. Wykazatam, ze lizozym (0,5uM) perforowat btone bakterii
E. coli JM83, co wskazuje na jego dziatanie na bakterie Gram-ujemne [Zdybicka-
Barabas i in. 2012b]. Ponadto lizozym Gm w stezeniu 2,5-5uM hamowat prawie
catkowicie wzrost C. albicans, a przy 0,5uM obnizal przezywalnos¢ drozdzakow o oK.
12%, czemu towarzyszylo obnizenie aktywnosci metabolicznej oraz zmiany w
strukturze i wilasciwosciach nanomechanicznych powierzchni komorek C. albicans
[Sowa-Jasitek i in. 2014].

Z literatury i naszych wczesniejszych badan wiadomo roéwniez, ze EWL moze
dziata¢ synergistycznie z peptydami odpornosciowymi G. mellonella w stosunku do
bakterii E. coli zwigkszajac wrazliwo$¢ komorek na nizsze stezenie peptydow

[Cytrynska i in. 2001]. Jednoczesna obecnos¢ lizozymu, jak i AP2 w hemolimfie
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owadow niepobudzonych sugeruje istotny udzial tych czasteczek w zwalczaniu
zakazenia jeszcze przed indukcjg syntezy innych peptydow odpornosciowych.
Wykazatam, ze lizozym Gm w obecnosci AP2 silniej perforuje blone bakterii,
mimo iz sam peptyd anionowy 2 nie wykazuje takiego dzialania. Wynikiem
dziatania obu czynnikow bylo pojawienie si¢ krysztatow NaCl, bedace
najprawdopodobniej efektem zaburzenia transportu jonéw przez blong komorkowsa oraz
zmiany ci$nienia osmotycznego w komorce. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja na
synergizm dziatanie lizozymu Gm i AP2 na E. coli [Zdybicka-Barabas i in. 2012b].

Ponadto wykazano, ze AP2 wyraznie obniza aktywno$¢ metaboliczng C. albicans, a
jego obecnos¢ zwigksza dzialanie grzybobojcze lizozymu wobec komorek Candida.
Mozna spekulowaé, ze AP2 uwrazliwia komorki drozdzaka na dziatanie lizozymu.
Inkubacja C. albicans z lizozymem Gm i AP2 wywotuje zmiany w morfologii komorek;
zaobserwowano pojawianie si¢ w hodowli pseudostrzgpek i strzgpek obok typowych
komorek paczkujacych [Sowa-Jasitek i in. 2014]. Wykazatam, Ze synergistyczne
dzialanie lizozym i AP2 na komérki C. albicans [Sowa-Jasitek i in. 2014] oraz
E.coli, nie jest zwigzane z tworzeniem mie¢dzy-czasteczkowych kompleksow
[Zdybicka-Barabas i in. 2012b]. Uzyskane wyniki sugerujag inny mechanizm
wzmocnienia aktywnos$ci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej lizozymu przez AP2.
By¢ moze jest on wynikiem oddzialywania z odpowiednimi = strukturami
powierzchniowymi komorek. Taka mozliwos¢ sugeruja zmiany powierzchni komorek
wywotywane przez peptyd anionowy 2. Ponadto mozna sgdzi¢, ze konstytutywna
obecno$¢ lizozymu 1 AP2 w hemolimfie owadow jest wazna we wczesne] fazie
odpowiedzi immunologicznej.

Innym przyktadem wspoldziatania peptydow odpornosciowych moga by¢ np.
abecyna i hymenoptecyna, peptydy obecne u owadow z rzedu Hymenoptera np. Bombus
pascuorum i B. terrestris. Wykazali$my, (we wspotpracy z grupa badaczy z Instytutu Biologii
Molekularnej i Ekologii Stosowanej im. Franhofera w Giessen oraz Instytutu Fitopatologii i Zoologii
Stosowanej, Uniwersytetu Justusa Liebiga w Giessen w Niemczech), ze subletalna dawka
hymenoptycyny (1,3uM) i abecyna w stezeniu 20uM wystarczy do catkowitego
zahamowania wzrostu E. coli. Wspotdziatanie obu peptydow polega na wzmocnieniu
przez abecyn¢ dzialania hymenoptecyny (nizszy MIC), a z drugiej strony
hymenoptecyna poprzez perforacje btony komoérkowej bakterii utatwia przedostanie si¢
abecynie do cytoplazmy komorki, gdzie peptyd oddzialuje z DnaK, co uniemozliwia

prawidtowe faldowanie biatek istotnych dla procesow zyciowych i w efekcie konczy sie¢
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$miercig bakterii [Rahnamaeian i in. 2015] (badania sa kontynuowane, w trakcie
przygotowywania do druku sg dwie publikacje).

Opierajgc si¢ na naszych wynikach i licznych danych literaturowych, wida¢
wyraznie, ze organizmy zywe sa zrodlem aktywnych biologiczne czasteczek, ktore
moga stanowi¢ podstawe opracowania skutecznych lekow przeciwko patogenom
ludzkim i zwierzecym. Uzyskane wyniki sugeruja, ze gasienice G. mellonella sa
bogatym  zrodtem  substancji  przeciwdrobnoustrojowych  przeciwko  roéznym
mikroorganizmom w tym takze patogenom cztowieka, m.in. Legionella gormanii
[Chmiel i in. 2014]. W naszych badaniach wykazaliSmy, ze takie samo stezenie
metanolowego ekstraktu hemolimfy immunizowanych gasienic G. mellonella jak i
apolipoforyny 11l (apoLp-III), glownego sktadnika ekstraktu, hamujg wzrost
L. gormanii, odpowiednio, o 75% i 10%. Za pomoca AFM wykazatam, ze pod
wplywem dziatania apoLp-IIl zachodza wyrazne zmiany w morfologii komoérek
L. gormanii, jak i wlasciwo$ciach nanaomechanicznych ich powierzchni.

W reakcjach odpornosciowych owaddéw oraz procesach twardnienia/sklerotyzacji
oskorka I gojenia ran uczestniczy oksydaza fenolowa (PO ang. phenoloxidase). Enzym
ten uruchamiany jest jako jeden z pierwszych czynnikow zaangazowanych w
odpowiedz humoralng owadéw. W hemolimfie i hemocytach owadéw niepobudzonych
oksydaza fenolowa wystepuje w formie nieaktywnej w postaci profenolooksydazy
(proPO). Uktad PO ulega aktywacji pO rozpoznaniu przez odpowiednie receptory
charakterystycznych struktur (PAMPs) $cian komoérkowych bakterii (LPS, LTA) lub
grzybow (B-1,3-glukan). Wzrost aktywnosci PO obserwowano w hemolimfie owadoéw
zakazonych E. coli i Aspergillus oryzae [Zdybicka-Barabas i Cytrynska, 2010;
Zdybicka-Barabas i in. 2014]. W wyniku uruchomienia uktadu PO w organizmie owada
pojawiaja si¢ m.in. chinony, ktore dzialaja toksycznie w stosunku do komorek
patogenow, jak rowniez gospodarza. Dlatego niezwykle istotna jest wlasciwa regulacja
aktywnos$ci uktadu PO. Otrzymane wyniki, wskazujg na pojawianie si¢ w hemolimfie
biatek i peptydow, ktore moga regulowaé aktywno$s¢ PO G. mellonella [Zdybicka-
Barabas i Cytrynska, 2010]. Wykazatam, ze trzy sposrod nich defensyna, P1 oraz
AP2, a takze lizozym, wyraznie obnizaja aktywno$s¢ PO w hemolimfie natomiast
pozostale peptydy (AP1, cekropina D, P2) nie wplywaja na aktywnos$¢ enzymu.
Interesujace wydaje si¢ tez dziatanie AP2, ktéry hamuje aktywnos$¢ PO, lecz ma inng
Kinetyke dzialania niz pozostale aktywne peptydy. Otrzymane wyniki sugeruja udziat

AP2 we wczesnej fazie regulacji aktywnosci enzymu (do 30 min.), poprzedzajacej
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dziatanie peptydow odporno$ciowych pojawiajacych w odpowiedzi na zakazenie

[Zdybicka-Barabas i in. 2014]. Przeprowadzone badania pozwalajg sadzié, ze peptydy

odpornosciowe petnig nie tylko bardzo wazng role w odpowiedzi immunologicznej G.

mellonella, ale mogg stanowi¢ matryce do opracowania skutecznych preparatow o

aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej bedacych alternatywa dla coraz

mniej skutecznych antybiotykow. Opisane wyniki zostaty zamieszczone w pracach:
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Il. Galleria mellonella jako organizm modelowy w badaniach nad patogennoscia

I czynnikami wirulencji Pseudomonas aeruginosa

W ostatnich latach zwrécono uwage na duze podobienstwo strukturalne i
funkcjonalne pomigdzy niektérymi elementami odpornosci wrodzonej ssakoéw i1
owadow [Scully i Bidochka, 2006; Uvel i Engstrom, 2007]. Mozna sadzié, ze poznanie
mechanizméw regulujacych funkcjonowanie uktadu immunologicznego owadow,
dostarczy waznych informacji na temat dziatania wrodzonej odpornosci u ssakow, a w
tym takze czlowieka. Dzigki poznaniu interakcji pomi¢dzy uktadem immunologicznym
gospodarza a organizmem patogennym, istnieje mozliwo$¢ znalezienia nowych i
skutecznych metod walki z mikroorganizmami. Barciak wigkszy czesto
wykorzystywany jest jako model doswiadczalny zarowno w badaniach wrodzonych
mechanizméw odpowiedzi immunologicznej, jak |1 czynnikow warunkujacych
zjadliwos¢ organizmow patogennych, rowniez chorobotworczych dla cztowieka, m.in.
P. aeruginosa. Bakteria ta jest szeroko rozpowszechniona w przyrodzie i nalezy do
groznych oportunistycznych patogenow czlowieka. Podczas rozwoju infekcji w
organizmie owada bakterie wykorzystuja prawdopodobnie te same czynniki wirulencji,
co w przypadku infekcji u cztowieka [Wojda i in. 2012].

Czynnikami warunkujacymi zjadliwos$¢ entomopatogennych szczepow Pseudomonas
sa m.in. enzymy proteolityczne. Proteinazy moduluja mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej gospodarza oraz aktywuja toksyny bakteryjne. Pseudomonas
wytwarza cztery proteazy zewnatrzkomorkowe: elastaz¢ B (LasB), elastaze A (LasA),
serynowa proteaze IV oraz alkaliczng proteaz¢. Umozliwiaja one rozprzestrzenianie si¢
bakterii w organizmie poprzez degradacje tkanek oraz lize¢ komorek gospodarza [Wojda
iin. 2012].

W przeprowadzonych badaniach profil enzymow proteolitycznych wytwarzanych
przez P. aeruginosa zalezat od szczepu oraz sktadu podtoza, w ktorym prowadzi si¢
hodowlg bakterii [Andrejko i in. 2013a]. Szczep ATCC 27853 wytwarzat w podtozu
bulionowym (LB) trzy proteazy: proteazg IV, clastaze B i elastazg A, a w podtozu
minimalnym (M9) jedynie alkaliczng proteazg. Wykazano, ze LDsy plynoéw
pohodowlanych pochodzacych z podtoza M9 bylo kilkudziesigciokrotnie nizsze niz z
LB, co moze wskazywa¢ na istotng role alkalicznej proteazy w przelamywaniu
mechanizmow obronnych owada [Andrejko i in. 2013a]. Obecnos¢ elastazy B oraz

alkalicznej proteazy w homogenatach otrzymanych z owadow G. mellonella
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zakazonych przez szczepy P. aeruginosa wskazuje na ich istotng rol¢ podczas infekcji
[Andrejko i in. 2014]. Zakazenie gasienic bakteriami prowadzito do pobudzenia uktadu
immunologicznego, obserwowano m.in. aktywacje uktadu oksydazy fenolowej, zmiany
poziomu lizozymu oraz aktywnosci przeciwbakteryjnej w hemolimfie. Kinetyka oraz
poziom aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej w hemolimfie owadow byl wyraznie
zréznicowany i zalezal od szczepu i podloza, w ktorym prowadzono hodowle
bakterii. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze we wczesnym etapie infekcji miala miejsce
aktywacja uktadu immunologicznego, a po 30 godzinach od zakazenia nie wykrywano
juz aktywnos$ci anty- E. coli zwigzanej z obecnoscia peptydow odpornosciowych, co
moze by¢ spowodowane degradacja peptydow przez enzymy proteolityczne
P.aeruginosa. Rowniez hamowanie aktywnosci PO oraz degradacja apoLp-Ill
wskazuje na udziat enzyméw proteolitycznych w przelamywaniu odpowiedzi
immunologicznej gasienic G. mellonella [Andrejko i in. 2014]. Potwierdzono to w
badaniach in vitro, w ktorych wykazano calkowite zahamowanie aktywnosci
przeciwbakteryjnej oraz zmiany we wzorze bialek i peptydow zachodzace pod
wplywem plynow pohodowlanych zawierajacych enzymy proteolityczne. Wykazano
rowniez, ze apoLp-III jest calkowicie degradowana przez proteazy obecne w plynie
pohodowlanym z LB, [Andrejko i in. 2013b] w tym proteaze IV [Andrejko i in.
20133].
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1. Udzial kinazy A w odpowiedzi immunologicznej gasienic Galleria mellonella

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk biologicznych moje zainteresowania
naukowe skupily si¢ na poznaniu mechanizméw uczestniczacych W regulacji procesow
odpornos$ciowych gasienic G. mellonella. Sprawne dziatanie uktadu odpornosciowego
owadow zalezy od wspodldzialania mechanizmow odpowiedzi humoralnej 1
komorkowej. Z danych literaturowych wiadomo byto, ze kinaza zalezna od cAMP
(kinaza A, PKA) bierze udziat w regulacji aktywnos$ci komorek uktadu
immunologicznego u ssakow (limfocytow T). Dlatego postanowiono sprawdzié, czy
kinaza A jest rdwniez zaangazowana w regulacje proceséw odpornosciowych u
barciaka wigkszego. PKA jest kluczowym enzymem uczestniczagcym w regulacji wielu
proceséw komorkach Eucaryota. Rola PKA zwigzana jest z modyfikacja wielu bialek
cytoplazmatycznych, co warunkuje zmiany ich aktywnos$ci biologicznej oraz
mozliwo$ci oddziatywania z innymi czasteczkami, jak réwniez z regulacja ekspresji
genoéw przez modyfikacj¢ czynnikdéw transkrypcyjnych.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano aktywno$s¢ PKA w
komoérkach ciala tluszczowego oraz hemocytach G. mellonella. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze zardwno kinetyka jak i poziom aktywnosci kinazy A ulega zmianom w
zaleznosci od rodzaju immunogenu (bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne, LPS),
ktorym traktowano ggsienice [Cytrynska i in. 2006, 2007a, 2007b]. Podanie bakterii
M. luteus indukowato wzrost aktywnosci enzymu w ciele thuszczowym utrzymujacy si¢
az do 24 godz., a zakazenie bakteria E. coli powodowato niewielki i krotkotrwaty
wzrost aktywno$ci PKA [Cytrynska i in. 2007b]. Natomiast w hemocytach
bezposrednio po iniekcji bakterii Gram-dodatnich poziom aktywnosci kinazy A
wzrastat, a po podaniu bakterii Gram-ujemnych aktywno$¢ enzymu spadata si¢ by
p6zniej przejsciowo (0,5-1 godz.) wzrosngé [Cytrynska i in. 2007a]. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze uklad odpornosciowy G. mellonella odréznia zakazenie wywolane
roznymi rodzajami bakterii oraz sugeruja, iz kinaza A jest zaangazowana w
przebieg odpowiedzi immunologicznej. Do okreslenia roli PKA w odpowiedzi
humoralnej wykorzystano specyficzny inhibitor Rp-8-Br-cAMPS. Podanie gasienicom
inhibitora przed iniekcja immunogendéw obnizalo aktywnos$¢ przeciwbakteryjna
hemolimfy w poréwnaniu do owadoéw, ktorym go nie podawano. Obserwowano

réwniez wzrost poziomu lizozymu w ciele thuszczowym owadow zakazonych M. luteus,
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a u gasienic immunizowanych E. coli widoczny byt poczatkowo wzrost poziomu
lizozymu, a potem jego spadek [Cytrynska i in. 2006, 2007b].

Otrzymane wyniki wskazuja na zaangazowanie kinazy A W regulacj¢ poziomu
lizozymu w odpowiedzi na pobudzenie/infekcje, co moze by¢ zwigzane z regulacja
syntezy i/lub wydzielania go z komorek ciata tluszczowego. Ponadto, sugeruja udziat
PKA w regulacji odpowiedzi uktadu odpornosciowego G. mellonella w stosunku do
réznych gatunkow bakterii. Wykazano réwniez, ze obnizenie aktywnosci kinazy A
przy uzyciu inhibitora Rp-8-Br-cAMPS, prowadzi do zmian morfologicznych
hemocytow, ktore byly podobne do tych, wywolywanych przez zywe bakterie
[Cytryniska 1 in. 2007a]. Wydaje si¢, ze PKA jest zaangazowana takze w regulacjg
reakcji komorkowych, poprzez hamowanie adhezyji hemocytow, co moze zapobiegac

nadmiernej agregacji komorek hemolimfy.

zgodnie z rokiem

Publikacja, dane bibliograficzne Rok opublikowania
IF MNiSW
Cytrynska M., Zdybicka-Barabas A., Jakubowicz T. 2006 2,019 24

Studies on the role of protein kinase A in humoral immune response of Galleria
mellonella larvae.
Journal Insect Physiology 52: 744-753

Cytrynska M., Zdybicka-Barabas A., Jakubowicz T. 2007 1,651 20
Protein kinase A activity and protein phosphorylation in the haemocytes of immune- a

challenged Galleria mellonella larvae.

Comparative Biochemistry Physiology B 148: 4-83

Cytrynska M., Zdybicka-Barabas A., Jakubowicz T. 2007 1,261 15
The involvement of protein kinase A in the immune response of Galleria mellonella larvae b
to bacteria.

Acta Biochimica Polonica 54: 74-83

RAZEM 4,931 59

IV. Pozostale publikacje

ApoLp-Ill owadow wykazuje homologi¢ do ludzkiej apoproteiny E (apoE), N-
koncowa domena apoE przypomina swoja budowa czasteczke apoLp-I11. Na podstawie
analizy widm w podczerwieni wykazano wystepowanie silnych oddziatywan estrowe;j
grupy karbonylowej LPS z apoE. Konsekwencja tych oddziatywan byly zmiany we
wilasciwosciach nanomechanicznych i strukturze powierzchni komorek L. pneumophila.
Zaburzenie prawidlowej struktury powierzchni komoérki moze prowadzi¢ do
uposledzenia zdolno$ci bakterii do adhezji i penetracji komorek gospodarza, CO moze
utatwia¢ eliminacje bakterii z organizmu cztowieka. Wigzanie LPS L. pneumophila
przez apoE moze by¢ jednym z mechanizmoéw obronnych uruchamianych w trakcie

zakazenia.
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zgodnie z rokiem

Publikacja, dane bibliograficzne Rok opublikowania
IF MNiSW
Palusifiska-Szysz M., Zdybicka-Barabas A., Cytryfiska M., Wdowiak-Wrébel S., Chmiel 2015 2,403 25

E., Gruszecki W.I.

Analysis of cell surface alterations in Legionella pneumophila cells treated with human
apolipoprotein E.

FEMS Pathogens and Disease 73(2):1-8

Ponadto wykazaliSmy po raz pierwszy, ze zaroOwno ekstrakty z hemolimfy oraz
hemolimfa niecimunizowanych i immunizowanych ggsienic G. mellonella zawiera
czynniki, ktére indukuja apoptoze i/lub nekroz¢ komodrek nowotworowych linii

ludzkiego glejaka wielopostaciowego T98G.

zgodnie z rokiem

Publikacja, dane bibliograficzne Rok opublikowania
IF MNiSW

Januszanis B., Staczek S., Zdybicka-Barabas A., Badziul D., Jakubowicz-Gil J., Langner 2012 - 4
E., Rzeski W., Cytrynska M.

The effect of Galleria mellonella hemolymph polypeptides on human brain glioblastoma

multiforme cell line-a preliminary study.

Annales UMCS Sectio C (Biologia) LXVII 2(C): 53-62

Komercyjnie dostepny probiotyk (Lactobacillus rhamnosus) i prebiotyk (inulina) sa
rutynowo podawane pszczotom w celu wzmocnienia ich odpornosci. W naszych
badaniach wykazalismy, ze podawanie samego probiotyku lub probiotyku w kombinacji
z prebiotykiem, nie wzmacnia odpowiedzi immunologicznej Apis mellifera, ale ja
wyraznie oslabia. Pszczoty karmione preparatami miaty obnizong aktywnos¢ oksydazy
fenolowej, a czas zycia byt bardzo krotki, poniewaz infekcja Nosema cerana rozwijata
si¢ znacznie szybciej niz u pszczol, ktorym nie podawano preparatow przed zakazeniem

lub podczas infekgcji.

zgodnie z rokiem

Publikacja, dane bibliograficzne Rok opublikowania
IFoou  MNiSWio,
Ptaszynska AA., Borsuk G., Zdybicka-Barabas A., Cytrynska M., Matek W. 2015 2,098 30

Are commercial probiotics and prebiotics in the treatment and prevention of honeybee
nosemosis C?
Parasitology Research DOI: 10.1007/s00436-015-4761-z
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6. PLANY NA PRZYSZLOSC

Moje przyszle badania beda si¢ koncentrowaé na:

1) immunolokalizacji apoLp-1ll, podczas odpowiedzi immunologicznej w hemocytach
1 innych tkankach owada po zakazeniu drobnoustrojami, przy uzyciu
wyznakowanych FITC przeciwcial przeciwko apoLp-I11 G. mellonella

2) okresleniu poziomu ekspresji genu dla apoLp-Ill, w hemocytach i ciele
thuszczowym po immunizacji bakteriami i grzybami, przy pomocy Real Time PCR

3) identyfikacji w hemolimfie biatkowych sktadnikow komplekséw tworzonych przez
apoLp-1Il

4) okresleniu z ktorymi peptydami odpornosciowymi G. mellonella apoLp-III dziata
synergistycznie i jaki jest ich mechanizm dziatania (badania bedg przeprowadzone
we wspolpracy z Zakladem Biochemii Analitycznej, UJ z ktorym od lat
prowadzimy wspdlne badania).

ApoLp-Ill jest dogodnym modelem stosowanym w badaniach oddziatywan
apolipoprotein ze sztucznymi btonami lipidowymi o S$cisle zdefiniowanym sktadzie
tworzonych monowarstw, dwuwarstw lub liposomow. Brak jest natomiast danych o
zmianach strukturalnych i1 dynamicznych wlasciwosciach bton zachodzacych pod
wplywem apoLp-lll. Dlatego, za pomoca techniki EPR (elektronowy rezonans
magnetyczny), stosujac odpowiednie sondy (znaczniki spinowe) penetrujace btong na
roznej glebokosci, planuje sprawdzic jak gleboko apoLp-111 penetruje btong (rejon gtow
polarnych czy hydrofobowy rdzen fosfolipidow) oraz jak wplywa na uporzadkowanie
fancuchoéw acylowych w regionie hydrofobowym przyleglym do gtow polarnych (we
wspotpracy z Zakladem Biofizyki, UMCS oraz Zakladem Anatomii 1 Antropologii
Poréwnawczej, UMCS).

W ostatnich latach powaznym problemem sa zakazenia wywotywane przez
drobnoustroje cechujace si¢ wielorakg opornoscig na antybiotyki. Dlatego mozliwos¢
zwalczania zakazen wywotlywanych przez tego typu drobnoustroje wigze si¢ z
koniecznos$cig poszukiwania nowych, skutecznych lekéw. Duze nadzieje poktadane sa
m.in. w antybiotykach peptydowych. Maja one olbrzymie zalety w pordéwnaniu z
klasycznymi antybiotykami, ze wzgledu na selektywnos¢, szybkos$¢ oraz szerokie
spektrum ich dziatania. Ponadto, co jest najbardziej istotne z punktu widzenia walki z
drobnoustrojami lekoopornymi, mechanizm dziatania wielu peptydow kationowych nie

pozwala na wyksztatcenie opornosci w stosunku do tego typu peptydow.
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Nasze badania jednoznacznie wskazuja, ze hemolimfa immunizowanych gasienic G.
mellonella jest bogatym zrodlem biatek i peptydow odpornosciowych o
zroznicowanych wilasciwosciach biochemicznych i r6znym spektrum dziatania. Dlatego
planuj¢ prowadzi¢ badania, ktore pozwolg pozna¢ sposob oddziatywania wybranych
peptydéw odpornosciowych G. mellonella (m.in. AP2, P2) na btony oraz zmiany w ich
wlasciwosciach  zachodzace pod wplywem tych oddzialywan na poziomie
molekularnym. Zdolno$¢ oddziatywania peptydow z btonami komérkowymi jest istotna
z biologicznego i medycznego punktu widzenia co zwigzane jest z zastosowaniem ich
jako lekéw przeciwbakteryjnych wobec rosnacej liczby lekoopornych szczepow.
Doswiadczenia beda przeprowadzone na modelowych btonach lipidowych i naturalnych
blonach lipidowych. W kolejnych etapach mojej pracy zajme¢ si¢ badaniami
oddzialywania peptydéw na blony za pomoca technik 'H NMR (jadrowy rezonans
magnetyczny), EPR (elektronowy rezonans paramagnetyczny) oraz Czasowo-
rozdzielczej techniki fluorescencyjnej wtaczajac mikroskopi¢ typu FLIM (Fluorescence
Lifetime Imaging Microscopy).

Peptydy odpornosciowe G. mellonella zostaty czesciowo przebadane pod wzglgdem
ich aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej, ale nie zostal wyjasniony mechanizm ich
dziatania. Dlatego peptydy o najwigkszej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
przebadam przy pomocy techniki mikroskopii elektronowej transmisyjnej (TEM),
skaningowej (SEM) oraz mikroskopii sit atomowych (AFM). W celu poznania
molekularnego mechanizmu interakcji pomiedzy komoérkami mikroorganizmow a
peptydami zastosuje spektroskopi¢ absorpcyjng w podczerwieni (FTIR), ktora

umozliwia analiz¢ oddziatywan molekularnych migdzy czasteczkami.
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7. PODSUMOWANIE AKTYWNOSCI NAUKOWE]

Dane bibliometryczne IF* | MNiSW*
Publikacje stanowigce osiagniecie naukowe
_ 20,701 222
e  prace eksperymentalne = 7
e prace przegladowe =1 1,059 20
Autorstwo/wspétautorstwo publikacji naukowych w czasopismach znajdujacych
sie w bazie JCR (z wylaczeniem prac wchodzacych w skiad osiagniecia):
A\ przed uzyskaniem stopnia doktora = 1 2,019 24
B\ po uzyskaniu stopnia doktora =15 32,941 383
Autorstwo/wspotautorstwo  publikacji ~ naukowych w  czasopismach
miedzynarodowych lub krajowych innych niz znajdujace si¢ w bazie lub na liscie
JCR:
A\ przed uzyskaniem stopnia doktora = 4 - 13
B\ po uzyskaniu stopnia doktora
- 12
e  prace eksperymentalne = 3
e  prace przegladowe =1 i )
- 8
e  monografie =2
Liczba komunikatow zjazdowych prezentowanych na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych:
A\ przed uzyskaniem stopnia doktora = 14
B\ po uzyskaniu stopnia doktora =33
taczna liczba publikacji 34 56,72 682
Laczna liczba cytowan (wg. Bazy Web of Science) 269
Liczba cytowan (WoS) z wylaczeniem autocytowan 164
Ineks Hirscha (h) (wg. Bazy Web of Sciznce) 9

Liczba projektéw badawezych

e finansowane przez MNiSW 6

e finansowane przez Rektora UMCS 2

?zgodnie z rokiem opublikowania
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