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Streszczenie

Lizozym i peptyd anionowy 2 (AP2) sg konstytutywnie obecne w hemolimfie Galleria
mellonella i stanowig czes¢ pierwszej linii obrony w infekcjach spowodowanych przez rozne
mikroorganizmy. Lizozym G. mellonella wykazuje wysoka aktywno$¢ przeciwko bakteriom
Gram-dodatnim, co jest zwigzane z jego dobrze udokumentowang aktywnos$cig
muramidazowa (Yu K. H., Kim K. N., Lee J. H,, Lee H. S., Kim S. H., Cho K. Y., Nam M.
H., Lee I. H., 2002. Comparative study on characteristics of lysozymes from the hemolymph
of three lepidopteran larvae, Galleria mellonella, Bombyx mori, Agrius convolvuli. Dev Comp
Immunol 26: 707-713). Bialko to przejawia ponadto aktywno$¢ nieenzymatyczng W stosunku
do bakterii Gram-ujemnych, Escherichia coli (Zdybicka-Barabas A., Mak P., Klys A,
Skrzypiec K., Mendyk E., Fiotka M. J., Cytrynska M., 2012. Synergistic action of Galleria
mellonella anionic peptide 2 and lysozyme against Gram-negative bacteria. Biochim Biophys
Acta 1818: 2623-2635). Dane literaturowe wskazuja, ze lizozym G. mellonella wykazuje
rowniez dziatanie przeciwgrzybowe wobec Saccharomyces cerevisiae (Vilcinskas A., Matha
V., 1997. Antimycotic activity of lysozyme and its contribution to antifungal humoral defence
reactions in Galleria  mellonella. Anim Biol 6: 19-29). Jednakze,

w przeciwienstwie do dobrze poznanego sposobu dziatania lizozymu wobec bakterii,



mechanizm jego przeciwgrzybowej aktywnos$ci nie zostal dotad w pelni wyjasniony. AP2
G. mellonella wykazuje niska aktywnos$¢ in vitro przeciwko bakteriom Gram-dodatnim
I grzybom z rodzaju Pichia (Cytrynska M., Mak P., Zdybicka-Barabas A., Suder P.,
Jakubowicz T., 2007. Purification and characterization of eight peptides from Galleria
mellonella immune hemolymph. Peptides 28: 533-546). Ponadto, AP2 zwigksza aktywnos$¢
nieenzymatyczng lizozymu przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, gdyz wzmaga perforacje
btony bakteryjnej przez lizozym (Zdybicka-Barabas A., Mak P., Klys A., Skrzypiec K.,
Mendyk E., Fiotka M. J., Cytrynska M., 2012. Synergistic action of Galleria mellonella
anionic peptide 2 and lysozyme against Gram-negative bacteria. Biochim Biophys Acta 1818:
2623-2635). Mozna postulowaé, ze te dwa czynniki odgrywaja istotng role zar6wno
w odpowiedzi przeciwbakteryjnej, jak rowniez przeciwgrzybowej G. mellonella.

Celem badan byto okreslenie wptywu lizozymu i peptydu anionowego 2 G. mellonella
na komorki Candida albicans oraz wyjasnienie mechanizmu przeciwgrzybowego dziatania
lizozymu G. mellonella, ktory — podobnie jak jego ludzki odpowiednik — nalezy do rodziny
lizozymow typu c. C. albicans bytuje w ludzkim przewodzie pokarmowym i drogach rodnych
kobiet jako cz¢s¢ mikroflory fizjologicznej. Zwykle grzyb ten jest tolerowany przez organizm
gospodarza, jednakze u osob z obnizong odporno$cia moze powodowaé infekcje nazywane
kandydozami. W badaniach biologicznych coraz czg¢sciej stosowane sg gasienice
G. mellonella jako organizmy modelowe do badania patogenezy i czynnikéw wirulencji
roznych bakterii i grzybow chorobotworczych, w tym C. albicans.

Do okreslenia przeciwgrzybowego dziatania lizozymu i AP2 G. mellonella
zastosowano metod¢ zliczania kolonii na ptytkach z podlozem stalym. Zbadano takze
aktywno$¢ metaboliczng komoérek C. albicans po inkubacji z tymi czynnikami, wykorzystujac
barwienie metoda LIVE/DEAD. Za pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM) oraz
elektronowej mikroskopii transmisyjnej (TEM) przeanalizowano zmiany topografii
I nanomechaniczne wilasciwosci powierzchni komérek C. albicans oraz zmiany ultrastruktury
komorek grzybowych wywotane przez lizozym i AP2 G. mellonella. W dalszej cze$ci badan,
przy uzyciu lizozymu znakowanego FITC zobrazowano oddziatywanie lizozymu
G. mellonella ze $ciang komoérkowa i1 blong komoérkowa C. albicans oraz translokacje
lizozymu do wnetrza komorek. Przeprowadzono takze badania aktywnosci beta-glukanazowej
i chitynolitycznej lizozymu. Ponadto, wykorzystano dwa barwniki fluorescencyjne, Congo
Red i Calcofluor White, majace powinowactwo, odpowiednio, do beta-glukanéw i chityny,
w celu obrazowania zmian zawartosci tych sktadnikow w §cianie komorkowej C. albicans po

inkubacji z lizozymem G. mellonella. Zbadano rowniez mozliwo$¢ indukcji apoptozy, jako



ewentualnego mechanizmu przeciwgrzybowego dziatania lizozymu G. mellonella, wykonujac
barwienie poddanych dziataniu lizozymu komorek C. albicans za pomoca aneksyny V
sprz¢zonej z FITC, a takze barwnikow JC-1 i Hoechst. Przeprowadzono ponadto analizg
wpltywu jondw tetractyloamoniowych (TEA), inhibitorow btonowych kanatéw potasowych,
na efektywnos$¢ przeciwgrzybowego dziatania lizozymu G. mellonella.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze lizozym G. mellonella
w stosunkowo niskim stezeniu (0,5 uM), odpowiadajacym jego konstytutywnemu stezeniu
w hemolimfie, skutecznie ogranicza przezywalnos¢ C. albicans. AP2 rdéwniez obniza
przezywalnos¢ komorek grzybow. Ponadto, aktywno$¢ metaboliczna komorek C. albicans
spada pod wplywem lizozymu i AP2 G. mellonella, a morfologia, topografia
I nanomechaniczne wlasciwosci powierzchni komorek grzybow ulegaja zmianie w zaleznosci
od zastosowanego czynnika. Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzié, ze lizozym i AP2
stanowig istotne sktadniki pierwszej linii obrony przeciwgrzybowej G. mellonella. Dalsze
badania dowiodty, ze lizozym G. mellonella oddziatuje z powierzchnig komorek C. albicans
i ulega translokacji do wnetrza komoérek grzybow. Jednakze, lizozym G. mellonella nie
przejawia aktywno$ci enzymatycznej w stosunku do glownych sktadnikéw Sciany
komorkowej C. albicans (B-glukan i chityna), wigc jego przeciwgrzybowa aktywno$¢ opiera
si¢  najprawdopodobniej na mechanizmie innym niz enzymatyczny. Wykazano, ze
przeciwgrzybowe dziatanie lizozymu G. mellonella zwigzane jest z zaburzeniem
funkcjonowania kanalow potasowych w btonie komorkowej C. albicans. Ponadto, komorki
C. albicans poddane dziataniu lizozymu G. mellonella wykazuja cechy komorek ulegajacych
apoptozie: eksternalizacje fosfatydyloseryny, zmiany aktywno$ci mitochondriow oraz
kondensacj¢ chromatyny i1 zmiang¢ morfologii jader komérkowych. Podsumowujac, mozna
stwierdzi¢, ze aktywno$¢ przeciwgrzybowa lizozymu G. mellonella w stosunku do

C. albicans zwigzana jest z indukcja apoptozy.
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