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WYKAZ SKROTOW
¥C NMR weglowy magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear
magnetic resonance)
'H NMR wodorowy magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear
magnetic rezonanse)
ACN acetonitryl (ang. acetonitrile)
AFM mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy)
Ags syntaza a-1,3-glukanu A. fumigatus

AIDS zespot nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired
immunodeficiency syndrome)

AMP peptyd przeciwdrobnoustrojowy (ang. antimicrobial peptide)

AMPS nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)
AP fosfataza alkaliczna (ang. alkaline phosphatase)
apoLp-1lI apolipoforyna 111 (ang. apolipophorin 111)

BCIP substrat dla fosfatazy alkalicznej (5-bromo-4-chloro-3-

indolilofosforan) (ang. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)
BM btona podstawna (ang. basal membrane)
BSA albumina surowicy wotowej (ang. bovine serum albumine)

CAPS kwas  3-(cykloheksyloamino)propanosulfonowy (ang. N-
cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid)

cDNA komplementarny DNA, uzyskany poprzez  odwrotng
transkrypcje na matrycy mRNA (ang. complementary DNA)
CHAPS 3-[(3-cholamidopropylo)-dimetyloamonio]-propano-sulfonian,
(ang. 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propane
sulfonate)

CSop motyw zawierajacy strukture o-helisy i B-kartki, stabilizowany
mostkami dwusiarczkowymi (ang. cysteine-stabilized alpha
beta motif)

DAMP wzorzec molekularny zwiazany z uszkodzeniem tkanek (ang.
damage-associated molecular pattern)
dFADD biatko z domeng $mierci (ang. Fas-associated protein with
death domain)
DHI 5,6-dihydroksyindol (ang. 5,6-dihydroksyindole)
Dif czynnik transkrypcyjny (ang. Dorsal-related immune factor)
DMF dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)
DMSO dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)
DOPA 3-(3,4-dihydroksyfenylo)alanina (ang. 3-(3,4-dihydroxyphenyl)
alanine)
DSCAM receptor zawierajacy domeny immunoglobulinowe (ang. Down
syndrome cell adhesion molecule)
dTAK1 Drosophila TAK1, kinaza (ang. Drosophila transforming-
growth-factor -4 activating kinase)
DTP deoksyrybonukleotyd (ang. deoxyribonucleotide)
DTT ditiotreitol (ang. dithiothreitol)



DUOX
ECM
EDTA

EGF
EWL
FITC

FREP

FTIR

GAG
GalXM
GC-MS

GM
GmPro

GNBP
GPI

GST
GXM
HDLp

HIV

Hop
HPLC

IEF
IKK
Imd

IMPI

IPS
ISPI

JAK
LB
LDLp

LPS
LRRP
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oksydaza (ang. dual oxidase)
macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang.
ethylenediaminetetraacetic acid)

naskorkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)
lizozym biatka jaja kurzego (ang. egg white lysozyme)
izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)
biatko podobne do fibrynogenu (ang. fibrinogen-related
protein)

analiza spektroskopowa w podczerwieni z transformaty
Fouriera (ang. Fourier transform infrared)
galaktozaminogalaktan (ang. galactosaminogalactan)
galaktoksylomannan (ang. galactoxylomannan)

chromatografia gazowa sprze¢zona ze spektrometrig mas (ang.
Gas Chromatography — Mass Spectrometry)

galaktomannan (ang. galactomannan)

czasteczka prekursorowa, z ktérej wywodza si¢ dwa peptydy
prolinowe G. mellonella oraz peptyd anionowy 1 G. mellonella
biatka wigzace bakterie Gram-ujemne (ang. Gram-negative
binding protein)

glikozylofosfatydyloinozytol

(ang. glycosylphosphatidylinositol)

glutationo-S-transferaza (ang. glutationo-S-transferase)
glukuronoksylomannan (ang. glucuronoxylomannan)

kompleks lipoforyn o wysokiej gestosci (ang. high-density
lipophorin particle)

ludzki  wirus  niedoboru  odpornosci  (ang.  human
immunodeficiency virus)

Hopscotch; kinaza biatkowa w szlaku JAK/STAT

wysokosprawna  chromatografia cieczowa (ang. high-
performance liquid chromatography)

izoelektroogniskowanie (ang. isoelectric focusing)
kinaza biatkowa inhibitora B (ang. IxB kinase)

biatko biorace udziat w przekazywaniu sygnatu w szlaku Imd
u D. melanogaster (ang. immune deficiency)

owadzi inhibitor metaloproteinaz (ang. insect
metalloproteinase inhibitor)

roztwor soli fizjologicznej (ang. insect physiological saline)
indukowalny inhibitor proteaz serynowych (ang. inducible
serine protease inhibitor)

kinaza tyrozynowa Janus (ang. Janus kinase)

pozywka do hodowli bakterii (ang. lysogeny broth)

kompleks lipoforyn o niskiej gestosci (ang. low-density
lipophorin particle)

lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

biatlko z powtdrzeniami bogatymi w leucyng (ang. leucine-rich
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PAGE
PAMP
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PBS
PCR
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PG
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repeat protein)

powtorzenie bogate w leucyne (ang. leucine-rich repeat)

kwas lipotejchojowy (ang. lipoteichoic acid)

kinaza biatkowa (ang. mitogen-activated protein kinase kinase
kinase)

biekit nitrotetrazolowy (substrat dla fosfatazy alkalicznej) (ang.
blue tetrazolium chloride)

National Center for Biotechnology Information

czynnik transkrypcyjny (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (ang. polyacrylamide
gel electrophoresis)

wzorzec molekularny zwigzany z patogenami (ang. pathogen
associated molecular pattern)

proteaza serynowa aktywujaca profenolooksydaze (ang. PPO-
activating proteinase)

sol fizjologiczna buforowana fosforanem (ang. phosphate-
buffered saline)

ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy
polymerase chain reaction)

agar glukozowo-ziemniaczany, podtoze do hodowli grzybow
(ang. potato dextrose agar)

peptydoglikan (ang. peptidoglycan)
peptydoglikan typu diaminopimelinowego
peptydoglikan typu lizynowego

bialko rozpoznajace peptydoglikan (ang.
recognition protein)

oksydaza fenolowa (ang. phenoloxidase)
proteaza serynowa - enzym aktywujacy profenolooksydaze
(ang. PPO-activating enzyme)

proteza serynowa - czynnik aktywujacy profenolooksydaze
(ang. PPO-activating factor)

proteaza wytwarzana przez Metarhizium anisopliae
profenolooksydaza (ang. prophenoloxidase)

receptor rozpoznajacy wzorce molekularne zwigzane z
patogenami (ang. pattern recognition receptor)

peptyd aktywujacy plazmatocyty (ang. plasmatocyte spreading
peptide)

fenylotiomocznik (ang. phenylthiourea)

polifluorek winylidenu (ang. polyvinylidene fluoride)
reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen intermediates)
reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen intermediates)

wysokosprawna chromatografia cieczowa z uktadem faz
odwroconych (ang. reverse phase high-performance liquid
chromatography)

siarczan dodecylu sodu (ang. dodecyl sulfate sodium salt)

DNA (ang.

peptidoglycan



SHSP
SPE

SPH
STAT
TBS

TEMED

Tep
TFA
TIR

TNF-a
Toll
Upd

BGRP
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matle biatko szoku cieplnego (ang. small heat shock protein)
enzym dokonujacy cigcia proteolitycznego biatka pro-Spitzle
(ang. Spdtzle processing enzyme)

biatko bedace homologiem proteaz serynowych (ang. serine
protease homolog)

czynnik transkrypcyjny (ang. signal transducers and activators
of transcription)

roztwor soli fizjologicznej zbuforowany za pomoca Tris (ang.
Tris buffered saline)

N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina (ang. N N N'N"-
Tetramethylethylenediamine)

biatko zawierajgce tioestry (ang. thioester containing protein)

kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic acid)

domena  cytoplazmatyczna  receptorow  Toll  (ang.
Toll/interleukin-1 receptor)

czynnik martwicy nowotworoéw (ang. tumor necrosis factor-o)
receptor nalezacy do grupy I receptoréw transblonowych
cytokina w szlaku JAK/STAT (ang. unpaired)

biatko  rozpoznajace p-1,3-glukan (ang. f-1,3-glucan
recognition protein)
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Sktadniki $ciany komoérkowej grzybow odgrywaja kluczowa role w interakcji
pomigdzy patogenem a organizmem gospodarza. Cze$¢ z nich stanowi struktury
molekularne  PAMPs (ang. pathogen associated molecular patterns), ktore
rozpoznawane sg przez odpowiednie receptory PRRs (ang. pattern recognition
receptors) gospodarza. Jednym z polisacharydowych sktadnikéw $ciany komorkowej
wielu gatunkéw grzybow patogennych dla cztowieka, w tym z rodzajow: Aspergillus,
Histoplasma, Blastomyces, Cryptococcus, Pneumocystis i Coccidioides, jest a-1,3-
glukan. Jego rola w indukcji odpowiedzi immunologicznej nie jest do konca
wyjasniona. Alfa-1,3-glukan opisywany jest jako czasteczka, ktorej obecnos¢ w $cianie
komoérkowej grzyboéw chroni je przed rozpoznaniem przez uklad odpornosciowy
gospodarza, poprzez maskowanie potozonych w glebszych warstwach $ciany
czasteczek uznawanych za PAMPs, ale nieliczne doniesienia naukowe wskazuja na
immunomodulacyjny charakter tego polisacharydu.

Z uwagi na fakt, ze mechanizmy odpornosci wrodzonej ssakéw i1 owadow
wykazuja wysoki stopien strukturalnego i funkcjonalnego podobienstwa, w badaniach
dotyczacych patogendéw grzybowych, jak rowniez odpowiedzi immunologicznej na
sktadniki ich $ciany komoérkowej, wykorzystywane sa owadzie organizmy modelowe.
Jednym z nich jest barciak wigkszy Galleria mellonella, stosowany w badaniach
wirulencji  grzybow, m. in.. Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum,
Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis, jak roéwniez w badaniach
przebiegu odpowiedzi odporno$ciowej na podanie sktadnikdw ich $ciany komoérkowe;,
np. p-1,3-glukanu.

Ze wzgledu na brak danych literaturowych dotyczacych roli a-1,3-glukanu w
indukcji  odpowiedzi immunologicznej owadow, w ramach niniejsze] pracy
przesledzono reakcje odpornosciowe gasienic G. mellonella po podaniu tego
polisacharydowego sktadnika $ciany komorkowej Aspergillus niger. Celem badan byto
sprawdzenie, czy a-1,3-glukan A. niger jest rozpoznawany przez uktad immunologiczny
G. mellonella, a takze, czy jego obecno$¢ w hemocelu uruchamia odpowiedz
komorkowa oraz mechanizmy odpowiedzi humoralnej, takie jak aktywacja ukladu
oksydazy fenolowej i synteza peptydéw przeciwdrobnoustrojowych.

Biatka hemolimfy gasienic G. mellonella, ktore oddziatywaty z a-1,3-glukanem

A. niger identyfikowano po sekwencjonowaniu metoda degradacji Edmana, a takze

11
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stosujac spektrometri¢ mas oraz immunoblotting z wybranymi przeciwcialami. W celu
okreslenia, czy uklad immunologiczny ggsienic reaguje na podanie a-1,3-glukanu,
oceniano poziom aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie metodg dyfuzji
radialnej wobec Escherichia coli oraz A. niger. Aktywno$¢ przeciwbakteryjng
potwierdzano metoda bioautografii. Celem wykazania réznic w profilach biatkowo-
peptydowych hemolimfy gasienic G. mellonella po immunizacji a-1,3-glukanem,
przeprowadzano jednokierunkowe i1 dwukierunkowe rozdziaty elektroforetyczne bialek
i peptydow w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE, 2D IEF/SDS-PAGE). Peptydy
przeciwdrobnoustrojowe pojawiajace si¢ w hemolimfie G. mellonella w odpowiedzi na
a-1,3-glukan A. niger identyfikowano po sekwencjonowaniu metoda degradacji
Edmana, a zmiany ich poziomu w hemolimfie okre§lano po rozdziatach z
wykorzystaniem chromatografii RP-HPLC. Indukcj¢ ekspresji gendw wybranych
peptydow odpornosciowych (galiomycyna, gallerimycyna, cekropina, owadzi inhibitor
metaloproteaz) w ciele tluszczowym G. mellonella po podaniu «-1,3-glukanu
analizowano z wykorzystaniem Real-Time qPCR. Oceniano ponadto udzial biatek
konstytutywnie wystepujacych w hemolimfie, lizozymu i apolipoforyny IIl (apoLp-I1I),
w odpowiedzi na a-1,3-glukan A. niger. Wpltyw immunizacji a-1,3-glukanem na
poziom apoLp-I1l w hemolimfie G. mellonella okre$lano metoda immunoblottingu, a
lokalizacje apoLp-Ill w hemocytach oceniano metodami immunocytochemicznymi z
wykorzystaniem specyficznych przeciwcial skierowanych przeciwko temu biatku.
Indukcje odpowiedzi komorkowej na podanie a-1,3-glukanu A. niger okreslano poprzez
analiz¢ zmian w hemocytogramie gasienic G. mellonella oraz analiz¢ procesu nodulacji.

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy wykazaty, ze a-1,3-glukan A. niger
jest rozpoznawany przez uktad odpornosciowy gasienic G. mellonella, prawdopodobnie
z udziatem receptoréw rozpoznajacych p-1,3-glukan (BGRPs), ktore wiazaty si¢ do tego
polisacharydu. Wsréd biatek hemolimfy G. mellonella, ktére oddziatywaly z a-1,3-
glukanem A. niger, zidentyfikowano ponadto: apolipoforyng I, apolipoforyne II,
prooksydaze fenolowa, czynnik aktywujacy oksydaze¢ fenolowa, heksameryne,
arylforyne oraz proteaz¢ serynowa podobna do peptydaz innych przedstawicieli rzedu
Lepidoptera. Wykazano, ze w reakcji na rozpoznanie a-1,3-glukanu A. niger dochodzi
do indukcji ekspresji gendéw peptydéw odpornosciowych w ciele thuszczowym G.
mellonella, a w szczegoélnosci do znacznego wzrostu ekspresji gendéw peptydow
przeciwgrzybowych, galiomycyny i gallerimycyny. Konsekwencja tego byt wzrost

poziomu peptydow przeciwgrzybowych w hemolimfie, m. in. galiomycyny,
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warunkujacy pojawienie si¢ aktywnosci przeciw A. niger w hemolimfie G. mellonella.
Wykazano zahamowanie aktywnos$ci uktadu oksydazy fenolowej, jednego z pierwszych
mechanizméw uruchamianych w odpowiedzi na zakazenie, w krotkim czasie po
podaniu ggsienicom a-1,3-glukanu A. niger, prawdopodobnie na skutek wigzania
profenolooksydazy oraz proteaz serynowych biorgcych udzial w jej aktywacji, do tego
polisacharydu. Stwierdzone zmiany poziomu apoLp-I1l w hemolimfie G. mellonella po
podaniu a-1,3-glukanu wskazujg na jej udziat w odpowiedzi na ten sktadnik $ciany
komoérkowe] grzybow, cho¢ najprawdopodobniej nie jest ona zaangazowana Ww
przekazywanie sygnalu o obecnos$ci a-1,3-glukanu do hemocytéow, gdyz nie wykazano
wigzania si¢ apoLp-III do tego polisacharydu. O uruchomieniu odpowiedzi komorkowe;j
G. mellonella po immunizacji a-1,3-glukanem A. niger swiadczyty zmiany w catkowitej
liczbie hemocytéw oraz zmiany udzialu hemocytow poszczegdlnych typow, a takze
formowanie nodul.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy wskazuja, ze a-1,3-glukan A. niger
jest rozpoznawany przez uktad odpornosciowy gasienic G. mellonella, a w reakcji na
ten skladnik $ciany komoérkowej grzybow uruchamiana jest szczegdlnie odpowiedz
przeciwgrzybowa. Alfa-1,3-glukan moze zatem odgrywaé role czasteczki PAMP
grzybow. Z drugiej strony, podanie a-1,3-glukanu A. niger powodowalo przejsciowe
hamowanie reakcji odporno$ciowych owada, w tym aktywnosci oksydazy fenolowej, co

moze wskazywac, ze petni on role czynnika wirulencji A. niger.
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SUMMARY

The components of the fungal cell wall play a key role in the interaction between
the pathogen and the host organism. Some of them play a role of the molecular
structures called pathogen associated molecular patterns (PAMPS), which are
recognized by the appropriate pattern recognition receptors (PRRs) of the host. One of
the polysaccharide components of the cell wall of many fungal species pathogenic for
humans, including Aspergillus, Histoplasma, Blastomyces, Cryptococcus, Pneumocystis
and Coccidioides, is a-1,3-glucan. Its role in inducing the immune response is not
entirely clear. Alpha-1,3-glucan is described as a molecule whose presence in the fungal
cell wall protects against recognition by the host's immune system. This process occurs
by masking the molecules considered as PAMPs which are located in the deeper cell
wall layers. However, few scientific reports point to the immunomodulatory nature of
this polysaccharide.

Due to the fact that the mechanisms of innate immunity of mammals and insects
show a high degree of structural and functional similarity, insect-model organisms are
used in the research on fungal pathogens, as well as on the immune response to their
cell wall components. One of them is the greater wax moth Galleria mellonella, used in
studies of fungal virulence, among others of Aspergillus fumigatus, Histoplasma
capsulatum, Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis, as well as in the
study of the immune response to the components of their cell wall, e.g. f-1,3-glucan.

Due to the lack of literature data on the role of a-1,3-glucan in the induction of
insect immune responses, this work investigates the immune responses of G. mellonella
to this polysaccharide component of the Aspergillus niger cell wall. The aim of the
study was to check if A. niger a-1,3-glucan is recognized by the G. mellonella immune
system, and whether its presence in a hemocoel activates cellular response and
mechanisms of humoral response, such as activation of the phenoloxidase system and
antimicrobial peptides’ synthesis.

G. mellonella haemolymph proteins that interacted with A. niger a-1,3-glucan
were identified after sequencing by Edman degradation, as well as by mass
spectrometry and immunoblotting with selected specific antibodies. In order to
determine if the immune system of larvae reacts to the administration of a-1,3-glucan,
the level of antimicrobial activity in haemolymph was assessed by radial diffusion assay
against Escherichia coli and A. niger. Antimicrobial activity was confirmed by
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bioautography. To demonstrate differences in G. mellonella haemolymph proteins-
peptides profiles after immunization with a-1,3-glucan, one-dimensional and two-
dimensional electrophoretic separations of proteins and peptides under denaturing
conditions (SDS-PAGE, 2D IEF/SDS-PAGE) were performed. Antimicrobial peptides
appearing in G. mellonella haemolymph in response to A. niger a-1,3-glucan were
identified after sequencing by Edman degradation, and changes in their level in
haemolymph were determined after resolution using RP-HPLC. Induction of gene
expression of selected defence peptides (galiomycin, gallerimycin, cecropin, insect
inhibitor of metalloproteinases) in G. mellonella fat body after administration of a-1,3-
glucan was analyzed using Real-Time qPCR. The involvement of proteins constitutively
present in haemolymph, lysozyme and apolipophorin Il (apoLp-111), was also assessed
in response to A. niger a-1,3-glucan. The effect of immunization with a-1,3-glucan on
the apoLp-I1I level in G. mellonella haemolymph was determined by immunoblotting,
and the location of apoLp-IIl in haemocytes was assessed by immunocytochemistry
using specific antibodies directed against this protein. The induction of a cellular
response to A. niger o-1,3-glucan was determined by the analysis of changes in the
haemocytogram of G. mellonella larvae, and the analysis of the nodulation process.
Studies carried out in this work have shown that A. niger o-1,3-glucan is
recognized by the immune system of G. mellonella larvae, probably mediated by B-1,3-
glucan recognition proteins BGRPs receptors that bind to this polysaccharide. Among
the G. mellonella haemolymph proteins that interacted with A. niger a-1,3-glucan, were
also identified the following: apolipophorin I, apolipophorin I, prophenoloxidase,
phenoloxidase activating factor, hexamerin, arylphorin and serine protease similar to
peptidases from other representatives of the Lepidoptera order. It has been shown that in
the reaction to the recognition of A. niger a-1,3-glucan, the expression of defence
peptide genes in the G. mellonella fat body was induced, in particular a significant
increase in the expression of antifungal peptide genes, galiomycin and gallerimycin,
was detected. The consequence of this was the increase in the level of antifungal
peptides in haemolymph, galiomycin among others, leading to appearance of anti-A.
niger activity in G. mellonella haemolymph. It has been shown that the activity of the
phenoloxidase system, one of the first mechanisms triggered in response to infection,
has been inhibited in a short time after immunization with A. niger a-1,3-glucan It
probably happened due to binding of prophenoloxidase and serine proteases involved in

its activation to the polysaccharide. The observed changes in apoLp-Ill levels in G.
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mellonella haemolymph after administration of a-1,3-glucan indicate its contribution in
response to this component of the fungal cell wall, although this protein is unlikely to be
involved in signalling the presence of a-1,3-glucan to the haemocytes, since apoLp-I1I
binding to this polysaccharide has not been demonstrated. The activation of the cellular
response of G. mellonella after immunization with A. niger a-1,3-glucan was evidenced
by changes in the total haemocyte count (THC) and differential haemocyte count
(DHC) as well as by the formation of nodules.

The results obtained in this study indicate that A. niger a-1,3-glucan is
recognized by the immune system of G. mellonella larvae, and in response to this fungal
cell wall component, a particularly an antifungal response is activated. Thus, o-1,3-
glucan may play the role of a fungal PAMP molecule. On the other hand, administration
of A. niger a-1,3-glucan caused a temporary inhibition of the immune response of the
insect, including phenoloxidase activity, which may indicate that it plays the role of the

A. niger virulence factor.
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I. WSTEP

I.1. Wykorzystanie Galleria mellonella jako organizmu

modelowego

Barciak wigkszy Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) jest szeroko
rozpowszechnionym owadem nalezagcym do rodziny omacnicowatych (Pyralidae)
(Ryc. 1). Pierwotnie wystepowal w Azji, skad rozprzestrzenit si¢ do wielu krajow
Afryki, Europy i Ameryki Polnocnej. Obecnie spotykany jest na wszystkich
kontynentach (Kwadha 1 in., 2017) 1 uwazany za jednego z gltownych szkodnikow
wystepujacych w ulach pszczelich, stad bywa réwniez nazywany molem woskowym.
Jego bytowanie w ulach prowadzi do niszczenia plastrow woszczyny, stanowigcych
miejsce rozwoju czerwi pszczot (Apis sp.) (Ryc. 2). G. mellonella moze by¢ réwniez
wektorem przenoszacym drobnoustroje chorobotwoércze, co niesie dodatkowe

zagrozenie dla zycia pszczot (Charriere i Imdorf, 1999).

Systematyka Galleria mellonella
Kroélestwo: zwierzeta - Zoa

Podkrolestwo: wielokomoérkowce - Metazoa
Typ: stawonogi - Arthropoda

Podtyp: tchawkowce - Tracheata

Gromada: owady - Insecta

Podgromada: owady skrzydlate - Pterygota
Rzad: luskoskrzydle - Lepidoptera

Rodzina: omacnicowate — Pyralidae

Rodzaj: barciak - Galleria

Gatunek: barciak wiekszy - Galleria mellonella

Ryc. 1. Pozycja taksonomiczna barciaka wi¢kszego G. mellonella (opracowano na
podstawie: Jura, 2002).

Barciak wigkszy nalezy do owaddéw holometabolicznych. W trakcie jego
rozwoju mozna wyrdzni¢ cztery stadia: jajo, larwa, poczwarka oraz imago. Czas
trwania poszczegélnych stadidow rozwojowych uzalezniony jest od czynnikow
biotycznych, takich jak wspotzawodnictwo o pokarm i zwigzany z tym kanibalizm,

obecnos¢ w ulu pasozytow oraz innych owadow, miedzy innymi pszczot. Sposrod
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czynnikow abiotycznych kluczowa rolg podczas calego cyklu rozwojowego odgrywaja
wlasciwa temperatura i wilgotno$¢ powietrza. Optymalne warunki do rozwoju zapewnia
temperatura 29-33°C 1 wilgotno$¢ okoto 70%. Istotnym czynnikiem wptywajacym na
prawidlowy rozw¢j larw 1 funkcjonowanie uktadu odpornosciowego owadow jest
rowniez odpowiednia dieta, bogata w niezbedne sktadniki pokarmowe (Kwadha 1 in.,
2017).

Samice G. mellonella sktadaja jaja w pakietach liczagcych 50-150 sztuk w
szczelinach ula, co minimalizuje ich wykrycie i zwigksza szanse larw na przezycie
(Charriere i Imdorf, 1999). Preferuja przy tym ule, ktore zasiedlaja silne rodziny
pszczele. Jaja maja ksztalt sferoidalny i szorstka powierzchni¢. Sg zréznicowane pod
wzgledem wielkoSci 1 barwy, ktéra moze by¢ biata, bialo-kremowa badz rozowa.
Srednia wielko$¢ jaja wynosi 0,478 mm dtugosci oraz 0,394 mm szerokosci (Ellis in.,
2013; Kwadha i in., 2017). Po 3-30 dniach z jaj wylegaja si¢ gasienice - larwy motyli,
ktore rozpoczynaja zerowanie na woszczynie, niszczac jej strukture (Ryc. 2). Gasienice
G. mellonella poczatkowo sa barwy kremowej, a ciemniejg wraz z przechodzeniem
kolejnych siedmiu stadiow wylinkowych. Ostatecznie osiagaja dtugo$¢ 25-30 mm i
srednice 5-7 mm. Na tutowiu gasienic znajdujg si¢ trzy pary odndzy. Natomiast na
odwtoku, na kazdym z segmentéw od trzeciego do szdstego, znajduje si¢ para posuwek,
umozliwiajacych gasienicom przemieszczanie si¢ w poszukiwaniu pokarmu. Po okoto
6-7 tygodniach (przy zapewnieniu temperatury 29-32°C) gasienice otaczajg si¢
oprzedem 1 przechodza w stadium poczwarki, podczas ktorego nie pobierajg pokarmu 1
pozostaja unieruchomione. Poczwarki majg dhugos¢ 12-20 mm i 5-7 mm $rednicy, przy
czym samice sg wigksze od samcoéw. Stadium imago wyksztalca si¢ po okoto 2
tygodniach. Postaci doroste wykazuja wyrazny dymorfizm plciowy. Samice osiagaja
15-20 mm dtugosci 1 31 mm rozpigtosci skrzydel oraz waza okolo 170 mg. Samce sa
mniejsze 1 jasniejsze w porownaniu z samicami. Na intensywnos¢ zabarwienia wptywa
dieta gasienic oraz czas trwania poszczegdlnych stadiow rozwojowych. Postaci doroste
nie pobieraja pokarmu, na co wskazuje zredukowany aparat ggbowy. Samce zyja dtuzej
niz samice, odpowiednio, srednio 21 i 12 dni (Charriere i Imdorf, 1999; Ellis i in., 2013;

Kwadha i in. 2017).
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Ryc. 2. Gasienica (a) oraz posta¢ dorosta (b) barciaka wigkszego G. mellonella (nie
zachowano skali). Larwy zeruja na plastrach woszczyny (c), co prowadzi do zniszczenia
ich struktury (d) (opracowanie witasne).

Ze wzgledu na szereg zalet, barciak wigkszy jest uznawany za bardzo dobry
organizm modelowy do badan nad mechanizmami odpornosci wrodzonej. Do
najczesciej wymienianych korzysci przemawiajacych za wykorzystaniem G. mellonella
jako organizmu modelowego nalez3:

o fatwos$¢ hodowli i jej niski koszt,

° krotki cykl zyciowy,

o duza liczba potomstwa,

o stosunkowo duzy rozmiar ggsienic,

. fatwos$¢ oceny zywotnosci gasienic,

. podatnos$¢ na manipulacje doswiadczalne,

J mozliwo$¢ prowadzenia hodowli w 37°C,

. wykorzystanie owaddéw jako modelu doswiadczalnego nie budzi

sprzeciwu natury etycznej.

Gasienice mozna z fatwoscia hodowa¢ na pozywce naturalnej (plastry
woszczyny), badz sztucznej, zlozonej miedzy innymi z miodu, ptatkdw zboéz oraz
glicerolu (Cytrynska 1 in., 2007; Ellis 1 in., 2013; Jorjao 1 in., 2018; Wu 1 Yi, 2015).
Zapewnienie odpowiednich warunkéw (temperatura 28-30°C, 70% wilgotnosci,

zaciemnienie) pozwala na uzyskanie ggsienic z siodmego stadium wylinkowego w
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ciggu ok. 5 tygodni (Ramarao i in., 2012). Maja one wtedy mas¢ ok. 250 mg, co
umozliwia podanie kazdej gasienicy S$cisle zdefiniowanej dawki immunogenu badz
substancji o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Wielkos¢ gasienic pozwala rowniez
na pobranie wystarczajacej ilosci materialu do dalszych badan, np. hemolimfy,
hemocytow czy ciata thuszczowego. Gasienice G. mellonella moga by¢ z powodzeniem
wykorzystywane w badaniach nad przebiegiem zakazenia patogenami ludzkimi, z
uwagi na mozliwos¢ prowadzenia hodowli w temperaturze 37°C, ktéra stanowi
odzwierciedlenie warunkéw panujacych w organizmie czlowieka. Temperatura ta jest
niezbg¢dna do syntezy czynnikdw wirulencji przez wiele patogenow (Kanost i in., 2004;
Perdoni i in., 2014; Ramarao i in., 2012; Trevijano-Contador i Zaragoza, 2019; Wu i in.,
2016). Wykorzystanie owaddéw jako organizmoéw modelowych, nie wymaga zgody
odpowiedniej instytucji (Mukherjee i in., 2011), ktoérag w Polsce jest Krajowa Komisja
Etyczna do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach (zgodnie z art. 44 ustawy z dnia 15
stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub
edukacyjnych; Dz. U. poz. 266).

Ze wzgledu na fakt, Ze mechanizmy odpowiedzi immunologicznej u owadow
wykazuja podobienstwo do mechanizméw wrodzonej odpornosci uruchamianych w
organizmach ssakow, gasienice G. mellonella znajdujg szerokie zastosowanie, na
przyktad:

e w badaniach patogenezy infekcji 1 czynnikow wirulencji bakterii, np.
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudmonas aeruginosa,
Francisella tularensis, a takze grzybow chorobotworczych dla cztowieka:
Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Paracoccidioides lutzii, Histoplasma capsulatum (Andrejko i in., 2014;
Aperis i in., 2007; Benaducci i in., 2016; Desalermos i in., 2015; Fedhila i
in., 2006; Killiny, 2018; Miyata i in., 2003; Reeves i in., 2004; Silva i in.,
2017; Thomaz i in., 2013),

e do oceny skutecznosci in vivo nowych zwiazkow o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej (Kavanagh i Sheehan, 2018),

e jako zrodio zwigzkow o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, np. peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (Sowa-Jasitek i in., 2016; Zdybicka-Barabas i
in., 2018),

20


http://www.bip.nauka.gov.pl/g2/oryginal/2018_12/99c07f760093343e9ed0d23587bb76b0.docx
http://www.bip.nauka.gov.pl/g2/oryginal/2018_12/99c07f760093343e9ed0d23587bb76b0.docx
http://www.bip.nauka.gov.pl/g2/oryginal/2018_12/99c07f760093343e9ed0d23587bb76b0.docx
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23302787

WSTEP

e testowania réznych zwigzkoéw pod katem ich toksycznego dzialania, np.

konserwantow zywnos$ci (Maguire i in., 2016).
1.2. OdpowiedzZ odpornosciowa owadow

Wszystkie organizmy zywe narazone sg na atak ze strony drobnoustrojow i
pasozytow. Uktad odpornosciowy bezkregowcoéw do walki z nimi ma do dyspozycji
jedynie mechanizmy odpornos$ci wrodzonej, w odroznieniu od krggowcow, ktore ponad
500 milionéw lat temu rozwinely dodatkowo odporno$¢ nabyta, oparta na
funkcjonowaniu przeciwcial i limfocytow wyposazonych w receptory rozpoznajace
specyficznie antygeny patogenow. Dodatkowo, zjawisko pamigci immunologicznej
funkcjonujgce u kregowcow umozliwia szybsza reakcje na powtdrny kontakt z
patogenem (Cooper i Alder, 2006; Flajnik i Kasahara, 2010).

Owady, pomimo braku odpornosci nabytej, nie pozostaja bezbronne wobec
zagrozenia ze strony patogenow. Sprawnie dzialajace mechanizmy odpornosci
wrodzonej pozwalaja im na skuteczng walkg z drobnoustrojami. Do reakcji uktadu
odpornosciowego owadoéw uruchamianych w odpowiedzi na zakazenie naleza procesy
fagocytozy, nodulacji 1 inkapsulacji, sktadajace si¢ na odpowiedZz komorkowa, oraz
odpowiedZz humoralna, obejmujagca m.in. procesy krzepniecia 1 melanizacji,
wytwarzanie molekul sygnalnych oraz peptydow przeciwdrobnoustrojowych
(Ryc. 3) (Hoffmann i in., 1999).

Pierwsza lini¢ obrony owadow stanowig bariery mechaniczne w postaci okrywy
ciata 1 wysciokki jelita 1 tchawek, ale rowniez, w przypadku ich uszkodzenia, szybka
reakcja krzepnigcia hemolimfy w miejscu zranienia, wraz z towarzyszacym temu
procesowi wytwarzaniem czasteczek o aktywnosci cytotoksycznej (Lavine i Strand,
2002). Mikroorganizmy, ktérym udato si¢ sforsowac t¢ lini¢ obrony, narazone s3a na
odpowiedz komorkowa ze strony hemocytow, obejmujaca fagocytoze i nodulacje, oraz
odpowiedz  humoralng, ktéra opiera si¢ na  aktywnosci  peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, dziataniu reaktywnych form tlenu i azotu oraz produktow
aktywacji procesOw krzepnigcia hemolimfy 1 melanizacji (Bogdan i in., 2000; Lemaitre
1 Hoffman, 2007; Lowenberger, 2001; Meister i in., 2000). Poszczeg6élne reakcje
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej wzajemnie si¢ uzupetniajg. Wiele czynnikow
zaangazowanych w odpowiedz humoralng wplywa na aktywno$¢ hemocytow, bedacych
jednoczesnie zrodlem czasteczek biorgcych udzial w odpowiedzi humoralnej (Elrod-

Erickson i in., 2000; Pech i Strand, 1996) (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Reakcje odpornosciowe G. mellonella uruchamiane w odpowiedzi na
zakazenie. Naruszenie cigglosci powlok ciala owada wigze si¢ z ryzykiem
dostania si¢ patogenow do hemocelu. Rozpoznanie struktur charakterystycznych
dla drobnoustrojow (PAMPs) przez receptory rozpoznajace wzorce molekularne
(PRRs) prowadzi do uruchomienia szeregu reakcji odpornosciowych. Nalezy do
nich migdzy innymi aktywacja odpowiedzi komoérkowej (fagocytozy, nodulacji
badZ inkapsulacji), w ktdra zaangazowane sa hemocyty. Granulocyty, wraz z
innymi czynnikami obecnymi w hemolimfie, biora rowniez udziat w procesie
krzepnigcia hemolimfy, ktora prowadzi do gojenia ran i unieruchomienia
mikroorganizmoéw. W obu procesach istotng role odgrywa melanina, ktora
wytwarzana jest po aktywacji ukladu oksydazy fenolowej (PO), uwalnianej z
enocytoidow w formie nieaktywnej (proPO). Rozpoznanie patogenu prowadzi
réwniez do aktywacji odpowiedzi humoralnej. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe
(AMPs) wytwarzane sa3 w komorkach ciata ttuszczowego lub hemocytach, w
wyniku aktywacji szlakéw przekazywania sygnaléw Toll, Imd badZ JAK/STAT.
Ich uruchomienie nastgpuje po bezposrednim zwigzaniu PAMP do receptora
PRR znajdujacego si¢ w blonie, badz, jak w przypadku szlaku Toll, poprzez
aktywacje¢ cytokiny Spitzle (opracowanie wlasne). Szczegdtowy opis w tekscie.

1.2.1. Bariery anatomiczne i fizjologiczne

Owady wykorzystuja bariery anatomiczne i fizjologiczne do ochrony przed
uszkodzeniem mechanicznym oraz przed wtargnigciem do hemocelu ciat obcych. Ciato
owadow pokryte jest pojedyncza warstwg nablonka oraz kutikulg, ktora stanowi
hydrofobowy egzoszkielet (Lundgren i Jurat-Funentes, 2012). Kutikula zbudowana jest

z dwoch warstw: wewnetrznej, w sklad ktorej wchodza biatka 1 chityna oraz
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zewnetrznej, zbudowanej z kutikuliny. Kutikula wysciela rowniez jelito przednie i tylne
oraz tchawki (Hillyer, 2016). W tchawkach, poza obecnosciag twardniejacej z wiekiem
chityny, panuja warunki niesprzyjajace rozwojowi mikroorganizmow, takie jak niska
wilgotno$§¢ oraz brak substancji odzywczych (Moussian, 2010; Wojda, 2017).
Infekcjom, ktorych zrédtem moglby by¢ spozywany przez owady pokarm, zapobiega
budowa i §rodowisko biochemiczne panujace w jelicie. Jak wspomniano, jelito przednie
1 tylne pokrywa warstwa chityny, natomiast w jelicie srodkowym wystepuje blona
perytroficzna, ktorej zadaniem jest odseparowanie treSci pokarmowej od nabtonka
jelitowego. Dodatkowo, panujace w jelicie wysokie pH oraz obecno$¢ enzymoéw
trawiennych stwarzaja niekorzystne warunki dla rozwoju mikroorganizméw. Istotng
role w utrzymaniu homeostazy jelitowej pelni mikroflora fizjologiczna, ktéra
przyczynia si¢ do redukcji ilo$ci drobnoustrojéw spozywanych wraz z pokarmem
(Hegedus i in., 2009; Wojda, 2017).

Badania dowodza, ze nablonek wyscielajacy tkanki narazone na kontakt ze
srodowiskiem zewnetrznym, a wigc drogi oddechowe, uktad pokarmowy oraz
rozrodczy, nie jest tylko bierng barierg chronigcg organizm owada przed infekcja, ale
stanowi aktywny sktadnik odporno$ci wrodzonej. Wykazano, ze u Drosophila
melanogaster dochodzi w nim do ekspresji peptydéow przeciwdrobnoustrojowych, w
tym o aktywnos$ci przeciwgrzybowej (drosomycyny), na drodze niezaleznej od szlaku

Toll (Ferrandon i in., 1998).
1.2.2. Rozpoznawanie patogenow i innych cial obcych

Identyfikacja obcej czastki przez uktad immunologiczny owada jest kluczowym
etapem w interakcji gospodarz-patogen, niezbednym do podjecia dalszych dziatan,
majacych na celu eliminacj¢ zagrozenia i przywrdcenie homeostazy organizmu.
Wykrycie patogenéw polega na rozpoznaniu charakterystycznych, konserwatywnych
struktur komorek drobnoustrojow, zwanych wzorcami molekularnymi zwigzanymi z
patogenami (PAMPSs, ang. pathogen associated molecular patterns) przez odpowiednie
receptory rozpoznajace te wzorce (PRRs, ang. pattern recognition receptors)
(Dubovskiy i in., 2016; Fearon, 1997). Rol¢ determinant strukturalnych drobnoustrojow
rozpoznawanych przez uklad odpornosciowy owadow mogg pelni¢ miedzy innymi
sktadniki $ciany komorkowej bakterii: peptydoglikan (PG), kwasy lipotejchojowe (ang.
lipoteichoic acids, LTA), lipopolisacharyd (LPS), a takze flagellina wici bakteryjnych,
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polisacharydy $ciany komorkowej grzybow (B-1,3-glukan) oraz kwasy nukleinowe
(DNA oraz dwuniciowy RNA) (Royet i Reichhart, 2003).

W badaniach z wykorzystaniem D. melanogaster wykazano, ze ukfad
odpornosciowy owadow jest w stanie rozrozni¢ czgsteczki PAMPs pochodzace od
réznego typu drobnoustrojow. Na skutek rozpoznania bakterii Gram-dodatnich, Gram-
ujemnych, grzybow czy wiruséw, w komorkach ciata tluszczowego, hemocytach, a
takze komorkach nablonkowych, uruchamiane sg odpowiednie szlaki sygnalowe,
prowadzace do wytworzenia molekut efektorowych najskuteczniejszych wobec danego
typu patogenu. Geny kodujace sktadniki zaangazowane w przebieg tych szlakow
zidentyfikowano roéwniez w genomach innych gatunkéw owadow, migdzy innymi
Bombyx mori czy G. mellonella (Vogel i in., 2011). Wykazano, ze w odpowiedzi na
infekcje bakteriami Gram-dodatnimi oraz grzybami uruchamiany jest szlak Toll.
Bakterie Gram-ujemne aktywujg szlak Imd (ang. immune deficiency), natomiast wirusy
szlak JAK/STAT (ang. Janus kinase/signal transducers and activators of transcription)
(Ryc. 4).

Poza komoérkami bakterii czy grzybow, uktad odpornosciowy owaddéw potrafi
wykrywaé obecno$¢ innych ciat obcych, takich jak: pierwotniaki, nicienie, pasozyty
oraz przeszczepy ksenobiotyczne tkanek od innych gatunkéw owadow. Rozpoznanie
opiera si¢ prawdopodobnie na detekcji zaburzen w integralnosci btony podstawnej (ang.
basal membrane, BM), otaczajacej wszystkie narzady (Gillespie i in., 1997; Karacali i
in., 2000; Lackie, 1988; Rizki i Rizki, 1980; Strand i Pech, 1995). Hemocyty nie ulegaja
adhezji do nieuszkodzonej powierzchni BM, ale zaburzenie lub uszkodzenie jej
struktury prowadzi do adhezji hemocytow oraz aktywacji szlaku JAK/STAT w
hemocytach, a takze w komorkach ciata thuszczowego (Nardi i in., 2001; Pastor-Pareja i
in., 2008). Btona podstawna u owadéw zbudowana jest miedzy innymi z kolagenu IV,
lamininy i glikoprotein (Yurchenco, 2011), a w jej wytwarzaniu i regeneracji biorg
udzial hemocyty. Badania na Drosophila wykazaly, ze kluczowym sktadnikiem w
utrzymywaniu integralnos$ci tej struktury jest laminina, a jej obecno$¢ zapobiega reakcji
autoimmunologicznej (Kim i Choe, 2014). Kulki Sephadex pokryte lamining podlegaja
stabszej inkapsulacji przez hemocyty komaréw (Warburg 1 in., 2007). Wykazano, ze
roznice w sktadzie BM zwigkszaja si¢ wraz z odlegloscig filogenetyczng pomigdzy
gatunkami owadow. Tkanki przeszczepione od przedstawicieli tego samego gatunku

zazwyczaj nie sg otaczane kapsutami. Natomiast przeszczepy tkanek pochodzacych od

24


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1931312809002546#bib19
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1931312809002546#bib19

WSTEP

gatunkow odleglych filogenetycznie sg szybko izolowane w procesie inkapsulacji
(Lackie, 1988; Rizki i Rizki, 1980; Rizki i Rizki 1983).

Odpowiedz immunologiczna moze by¢ rowniez indukowana w reakcji na
fragmenty uszkodzonych tkanek (kolagen, glikolipidy, glikoproteiny) lub czasteczki
pojawiajace si¢ w wyniku uszkodzenia komoérek (reaktywne formy tlenu, jony wapnia)
okreslane jako DAMPs (ang. damage-associated molecular patterns) (Razzell i in.,
2013). Enzymy wytwarzane przez entomopatogeny, np. metaloproteinazy, moga by¢
zaangazowane w  uwalnianie molekut pelnigcych role DAMPs, m.in.
niskoczasteczkowych fragmentow biatek hemolimfy u G. mellonella (Altincicek i in.,
2007; St Leger i in., 1994). Za rozpoznanie sktadnikow wiasnych tkanek, ktore w
warunkach fizjologicznych nie sg eksponowane na powierzchni, odpowiadajg m. in.
lektyny, ze specyficznym motywem wiazacym polisacharydy (Vijayan 1 Chandra,
1999). U G. mellonella dochodzi do szybkiej inkapsulacji wtasnych tkanek, po
uprzednim potraktowaniu ich neuraminidazg. Wskutek jej dziatania z glikoprotein
btony komoérkowej usuwane sg reszty kwasu sjalowego, w wyniku czego dochodzi do
odstonigcia motywow uznawanych za obce, albo tez glikoproteiny sag zmienione w
takim stopniu, ze moga si¢ do nich wigza¢ receptory rozpuszczalne badz zwigzane z
hemocytami (Karacali i in., 2000). Czastki DAMPs mogg aktywowa¢ w komorkach

kazdy z wymienionych wyzej szlakow sygnatowych.
1.2.2.1. Receptory rozpoznajace determinanty molekularne drobnoustrojow
Bialka rozpoznajace peptydoglikan

Zdolno$¢ uktadu odpornosciowego Drosophila do odrozniania infekcji
bakteriami Gram-dodatnimi od infekcji bakteriami Gram-ujemnymi polega na
rozpoznaniu okreslonego typu peptydoglikanu wchodzacego w sktad $ciany
komorkowej bakterii przez odpowiednie receptory. Sciana komérkowa wiekszosci
bakterii Gram-dodatnich zbudowana jest z peptydoglikanu typu lizynowego (PG-Lys),
ktory jest eksponowany na powierzchni wraz z czasteczkami kwasow lipotejchojowych.
U bakterii Gram-ujemnych, peptydoglikan typu diaminopimelinowego (PG-DAP)
oddziela od $rodowiska blona zewnetrzna, w sktad ktoérej wchodzi lipopolisacharyd
(LPS) (Kurata, 2014).

Biatko rozpoznajgce peptydoglikan (ang. peptidoglycan recognition protein,
PGRP) zidentyfikowano po raz pierwszy w hemolimfie B. mori jako 19 kDa czasteczke,

wykazujaca silne powinowactwo do peptydoglikanu bakterii Gram-dodatnich (nie
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wigzacg si¢ do LPS czy chityny) (Yoshida i in., 1996). Analiza genetyczna wykazata, ze
geny kodujace PGRPs sg ewolucyjnie konserwatywng rodzing, wystepujaca miedzy
innymi w genomach owadéw (m. in. Lepidoptera i Diptera) i ssakow (np. myszy i
cztowieka) (Dziarski, 2004; Kurata, 2014; Werner i in., 2000). W genomie Drosophila
wyr6zni¢ mozna geny kodujace 13 bialek PGRPs, ulegajace ekspresji w komorkach
ciata thuszczowego i hemocytach. Mozna je podzieli¢ na dwie podrodziny. Pierwsza
grupe stanowi siedem matych PGRPs (ang. small, S), o dlugosci ok. 200 reszt
aminokwasow, bedacych ortologami biatka o masie 19 kDa zidentyfikowanego u B.
mori. Zawieraja jedng domen¢ PGRP i peptyd sygnalny, co wskazuje, ze sa biatkami
wydzielanymi z komoérek. Przedstawiciele drugiej podrodziny bialek PGRPs, PGRP-L
(ang. long, L) maja dlugos¢ od 200 do 600 reszt aminokwasow i sa biatkami
transbtonowymi (PGRP-LC, -LD, -LA, -LF) lub cytoplazmatycznymi (PGRP-LB, -LE).
Wykazano, ze niektore biatka PGRP-L maja wigcej niz jedng domen¢ PGRP. Dzigki
procesowi alternatywego splicingu moga powstawaé roézne receptory PGRP-LC (np.
PGRP-LCa, -LCX, -LCy) o takich samych domenach cytoplazmatycznych, ale r6zniace

sie domenami zewnatrzkomérkowymi (Choe i in., 2002; Werner i in., 2003).

Bialka BGRP/GNBP

W rozpoznanie zakazenia grzybowego zaangazowane s3 biatka z rodziny
BGRP/GNBP (biatka rozpoznajace B-1,3-glukan/biatka wigzace bakterie Gram-ujemne,
ang. f-1,3-glucan recognition proteins/Gram-negative bacteria binding proteins) (Rao i
in., 2018). W wiekszosci przypadkow, geny kodujace GNBPs ulegaja ekspresji,
podobnie jak geny dla PGRPs, w tkankach owada zaangazowanych w odpowiedz
immunologiczna, takich jak ciato ttuszczowe i hemocyty (Kim i in., 2000; Ma i Kanost,
2000). Po raz pierwszy biatka te zidentyfikowano w hemolimfie B. mori (Lepidoptera).
U owadéw bedacych przedstawicielami réznych rzedoéw, za wigzanie [-1,3-glukanu
odpowiadajg homologiczne biatka. U D. melanogaster (Diptera) jest to GNBP3, ktore
wykazuje znaczne podobienstwo do biatka rozpoznajacego B-1,3-glukan (BGRP)
wystepujacego u Lepidoptera, np. B. mori czy G. mellonella. Receptory BGRP/GNBP
maja dwie domeny wiazace struktury powierzchniowe mikroorganizmow. N-koncowg
domeng zbudowang z okoto 100 reszt aminokwasowych, ktora jest odpowiedzialna za
wigzanie B-1,3-glukanu oraz C-koncowa domeng (ok. 350 reszt aminokwasowych),

ktérau B. mori wykazuje wysokie powinowactwo zarowno do -1,3-glukanu, jak i LPS
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(Lee i in., 1996; Ma i Kanost, 2000; Ochiai i Ashida, 2000). Cz¢$¢ C-koncowa
wykazuje homologi¢ do domeny katalitycznej bakteryjnych B-1,3-glukanaz (Hughes,
2012). Brak jednak w niej kluczowych dla aktywnos$ci katalitycznej reszt
aminokwasowych, co sugeruje brak aktywnosci enzymatycznej. Obecnos$¢ peptydu
sygnalnego wskazuje, ze BGRP/GNBP funkcjonuja jako biatka zewnatrzkomorkowe.
Mutanty D. melanogaster, ktore nie wytwarzajg receptorow GNBP3, nie sg w stanie
aktywowac szlaku Toll, przez co sg wrazliwe na infekcje grzybowe (Ma i Kanost, 2001;
Ochiai i Ashida, 1988).

Do rodziny bialek GNBPs nalezy rowniez biatko GNBP1 Drosophila, ktore, w
odroznieniu od GNBP3, bierze udzial w rozpoznawaniu bakterii Gram-dodatnich.
Kotwica glikozylofosfatydyloinozytolowa (ang. glycosylphosphatidylinositol, GPI),
obecna w GNBP1 Drosophila, wskazuje na mozliwo$¢ zakotwiczenia tego receptora w
btonie komoérkowej (Kim i in., 2000). Mutanty D. melanogaster pozbawione GNBP1
nie rozpoznawaly bakterii Gram-dodatnich, natomiast na bakterie Gram-ujemne i

grzyby reagowaty podobnie jak muszki typu dzikiego (Gobert i in., 2003).

Inne bialka pelnigce role¢ receptorow PRRs

Poza receptorami PGRPs oraz BGRP/GNBPs, w rozpoznanie cial obcych u
owadow zaangazowane sg roOwniez inne biatka. U Drosophila w rozpoznaniu struktur
PAMPs biorg rowniez udziat lektyny typu C, galektyny, biatka z powtdrzeniami
bogatymi w leucyne (ang. leucine-rich repeat proteins, LRRPs), biatka Nimrod i Eater
(zawierajace powtorzenia domeny naskorkowego czynnika wzrostu, ang. epidermal
growth factor-like, EGF-like), biatka podobne do fibrynogenu (ang. fibrinogen-related
proteins, FREPS), biatka Teps (ang. thioester containing proteins) oraz receptory
DSCAM (ang. Down syndrome cell adhesion molecule) i Reeler (Hillyer, 2016; Wang i
Ligoxygakis, 2006).

Do bialek, ktore u Manduca sexta peinig rolg receptorow PRRs, poza PGRPs i
BGRPs, nalezg rowniez hemolina i lektyny typu C (Cao i in., 2015; Rao i in., 2015;
Wang i in., 2011; Zhang i in., 2015; Zhu i in., 2010). W genomie M. sexta
zidentyfikowano sekwencje wykazujace podobienstwo do sekwencji PRRs opisanych u
innych stawonogow, np. bialka zawierajace domeny LRR czy EGF/Nim (EGF/Nim-
domain proteins), galektyny, biatka Teps, Reeler oraz biatka zawierajace domeny

immunoglobulinowe (Zhang i in., 2015). Podobnie, w hemolimfie G. mellonella,
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potwierdzono obecno$¢ miedzy innymi PGRPs i BGRP/GNBPs, hemoliny i biatka
Reeler (Vogel i in., 2011). Wykazano réwniez, ze apolipoforyna III (opis w dalszej
czesci pracy), moze wigza¢ si¢ do struktur PAMPs, takich jak LTA, LPS oraz p-1,3-
glukan, pelnigc tym samym role biatka opsonizujacego (Halwani i in. 2000; Oztug i in.,
2012; Whitten i in., 2004).

Lektyny typu C stanowig wazng grupe biatek zaleznych od jonéw wapnia, ktore
wystepujg zard6wno u bezkr¢gowcow, jak i kregowcow (Pendland i in., 1988, Yu i
Kanost, 2000). Zawierajg w czasteczce jedng lub wigkszg liczbe domen wigzacych
reszty cukrowe. U M. sexta zidentyfikowano cztery lektyny typu C z dwoma domenami
wigzacymi polisacharydy i okre$lono je mianem immunolektyn (Yu i in., 1999). Do
ekspresji immunolektyn dochodzi w ciele tluszczowym po rozpoznaniu patogenu.
Immunolektyny M. sexta wiaza rozne sktadniki $ciany komorkowej drobnoustrojow, m.
in. LTA, LPS, mannoz¢ i laminaryne¢ nasladujaca B-glukany grzyboéw (Rao i in., 2015;
Zhang i in., 2015). Wykazano, ze lektyny typu C zaangazowane sg w wigzanie reszt
cukrowych zaréwno na powierzchni komorek mikroorganizmoéw, jak i hemocytow, co
prowadzi do ich agregacji (Koizumi 1 in., 1999). Badania pokazaty réwniez, Ze sa
niezb¢dne do aktywacji uktadu oksydazy fenolowej po rozpoznaniu LPS (Yu i Kanost,
2000).

Hemoling, biatko o masie czasteczkowej 48 kDa, zawierajace cztery niezmienne
domeny immunoglobulinowe (ang. immunoglobulin-like domain) zidentyfikowano w
hemolimfie przedstawicieli rzedu Lepidoptera (M. sexta, H. cecropia, G. mellonella).
Oddziatuje ona zarowno z LTA, LPS, jak roéwniez B-1,3-glukanem, odpowiednio,
bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzyboéw, co prowadzi do ich agregacji
(Bettencourt i in., 1997; Daffre i Faye, 1997; Shaik i Sehnal, 2009; Yu i Kanost, 2002).
Wykazano réwniez, ze hemolina stanowi istotny czynnik w odpowiedzi owada na
infekcje wirusowe (Terenius, 2008).

Receptory DSCAM zawieraja domeny immunoglobulinowe, ktérych zmiennos¢
warunkowana jest alternatywnym splicingiem. Proces ten potencjalnie pozwala uzyskaé
az 38000 izoform receptora DSCAM kodowanych przez pojedynczy gen u D.
melanogaster. Uwaza si¢, ze taka zmienno$¢ umozliwia rozroznianie typow
mikroorganizmow, np. u komaréw Anopheles gambiae infekcje bakteriami od infekcji
pierwotniakami Plasmodium, a dodatkowo pomigdzy réznymi ich gatunkami, np. P.
berghei i P. falciparum (Smith i in., 2011; Dong i in., 2006a).
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1.2.2.2. Szlaki sygnalowe uruchamiane w wyniku rozpoznania patogenow

W efekcie oddziatywania receptoréw PRRs z czgsteczkami PAMPs/DAMPs
nastepuje aktywacja szeregu reakcji 1 uruchomienie odpowiedzi komodrkowej i1
humoralnej (Ryc. 4). W ramach odpowiedzi humoralnej zachodzi aktywacja
okreslonych szlakow sygnatowych (Toll, Imd lub JAK/STAT), co prowadzi do indukcji
transkrypcji licznych genéw zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng (Ryc. 4)
(Choe i in., 2002; Lemaitre i Hoffmann, 2007; Stokes i in., 2015). Wytwarzane sa
peptydy 1 biatka, ktére dziataja przeciwdrobnoustrojowo, badz pelnig funkcje
czasteczek sygnalnych, mogacych indukowaé i wzmacnia¢ procesy inkapsulacji i
nodulacji (Lemaitre i Hoffmann, 2007; Marmaras i Lampropoulou, 2009; Myllymaki i
Ramet, 2014).

SZLAK

/ l \ JAK/STAT
ToII Im d
grzyby Gj-) \

. erusy
peptydoglikan typu Lys peptydoglikan typu wirusy
B-1,3-glukan DAP
LTA LTA

LPS
PGRP-S, GNBP1 PGRP-L Domeless
BGRP/GNBP3
Dif Rel-68 STAT
drosomycyna dipterycyna bialka Tep i
cekropiny Turandot
defensyny czasteczki

przeciwirusowe

Ryc. 4. Porownanie szlakow sygnalowych Toll, Imd i JAK/STAT.
Szlak Toll uruchamiany jest w odpowiedzi na rozpoznanie wigkszosci bakterii Gram-
dodatnich i grzybow, natomiast szlak Imd - bakterii Gram-ujemnych. Szlak JAK/STAT
jest aktywowany glownie przez wirusy. Wszystkie szlaki moga ponadto by¢
uruchamiane w reakcji na rozpoznanie czgstek DAMPs (opracowanie wlasne na
podstawie: Agaisse i Perrimon, 2004; de Gregorio i in., 2002; Lindsay i Wasserman,
2014; Myllymaki i in., 2014). Szczegotowy opis w tekscie.
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Szlak Toll

Receptory z rodziny Toll (Toll i Toll-podobne) nalezg do grupy I receptorow
transbtonowych. W czasteczce receptorow Toll wyr6zni¢ mozna domeng
zewnatrzkomérkowg zawierajgcg powtorzenia bogate w leucyne (ang. leucine-rich
repeats, LRRs), domeng transbtonowg oraz domeng cytoplazmatyczng Toll/IL-1R (ang.
(ang. Toll/interleukin-1 receptor, TIR). Pierwszy receptor Toll opisano u D.
melanogaster. Receptory te zostaly zidentyfikowane réwniez w genomach innych
owadow, m. in. komaréw czy u przedstawiciela Lepidoptera, G. mellonella (Luo i
Zheng, 2000). U barciaka wigkszego zidentyfikowano transkrypty trzech receptorow
Toll (Vogel i in., 2011). Receptory z rodziny Toll odgrywaja kluczowa role w
odpornosci wrodzonej zaréwno owadoéw, jak i1 ssakow. To wilasnie podobienstwo
receptorow Toll aktywnych w szlakach sygnatlowych D. melanogaster i ssakow,
predestynowato muszke owocowa do wykorzystania jako organizmu modelowego w
badaniach nad mechanizmami odpornosci wrodzonej (Lemaitre i Hoffman, 2007).
Homologia w budowie receptorow Toll-podobnych ssakow oraz Toll Drosophila
dotyczy domeny cytoplazmatycznej TIR (Imler i Zheng, 2004; Zhang i Ghosh, 2001).
Receptor Toll u Drosophila nie funkcjonuje jednak jako PRR, w przeciwienstwie do
receptoréw Toll-podobnych u kregowcow, ze wzgledu na fakt, ze jego aktywacja
nastgpuje po zwigzaniu cytokiny Spétzle (opis ponizej), a nie PAMPs
mikroorganizmow (Lemaitre i Hoffmann, 2007; Silverman i Maniatis, 2001; Valanne i
in., 2011). W odpowiedzi na rozpoznanie patogenéw przez receptory Toll-podobne u
ssakow dochodzi do wytworzenia cytokin 1 innych molekul, co skutkuje aktywacja
limfocytow T (Akira i Hemmi, 2003).

Aktywacja szlaku Toll u D. melanogaster nastepuje w wyniku rozpoznania
peptydoglikanu typu lizynowego obecnego w $cianie komorkowej wigkszosci bakterii
Gram-dodatnich, przez receptory PGRP-SD, PGRP-SA oraz GNBP1 (Leulier i in.,
2003). Wielko$¢ czastki niezbgdna do rozpoznania i aktywacji szlaku Toll u B. mori, a
nastepnie indukcji syntezy peptydow przeciwdrobnoustrojowych, to dwa powtorzenia
jednostki budujacej peptydoglikan: N-acetyloglukozamina/kwas N-acetylomuraminowy,
z bocznymi tancuchami peptydowymi (lketani i in., 1999). Wykazano, ze kwas
lipotejchojowy, bedacy sktadnikiem $ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich, jest
rowniez aktywatorem szlaku Toll poprzez wigzanie z PGRP-SA/GNBP1 (Ryc. 5)
(Werner i in., 2003). Rolg PAMP $ciany komorkowej grzybow, aktywujacego szlak
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Toll, pelni B-1,3-glukan, ktory u D. melanogaster jest rozpoznawany przez receptor
GNBP3.

Oddziatywanie pomig¢dzy receptorem a odpowiadajagcym mu ligandem prowadzi
do aktywacji odpowiedniej kaskady proteaz serynowych w hemolimfie. Ostatnia z nich
aktywuje enzym SPE (ang. Spdtzle processing enzyme), ktory dokonuje cigcia
proteolitycznego biatka pro-Spitzle. Dojrzate biatko Spétzle, petniace rolg cytokiny,
wigze si¢ jako dimer do receptora Toll w blonie komdrkowej hemocytow i komorek
ciata thuszczowego. W efekcie dochodzi do dimeryzacji receptora Toll 1 uruchomienia
szlaku przekazywania sygnatu wewnatrz komodrki. Domena cytoplazmatyczna
zaktywowanego receptora Toll wigze kompleks biatek zawierajacych domeng $mierci:
MyDS88, Tube i Pelle, co skutkuje fosforylacjg inhibitorowego biatka Cactus (homolog
IkB) i dysocjacja kompleksu jaki tworzy to biatko z czynnikiem Dif (ang. Dorsal-
related immune factor), bedacym homologiem czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang.
nuclear factor kB). Uwolniony czynnik Dif ulega translokacji do jadra komoérkowego,
gdzie aktywuje ekspresje genow okreslonych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych, np.
drosomycyny, wykazujacej aktywnos¢ przeciwgrzybowa (Ryc. 5) (Werner i in., 2003).

U owadow funkcjonuje dodatkowo réwnolegly sposob aktywacji szlaku Toll
uruchamiany w odpowiedzi na patogeny grzybowe i bakteryjne. Obecna w hemolimfie
owadow nieaktywna proteaza serynowa podobna do trypsyny, Persephone, ulega
aktywacji poprzez ograniczonag proteolize na skutek dziatania czynnikéw wirulencji
grzybow, takich jak np. proteaza Prl Metarhizium anisopliae, czy bakterii, np.
subtylizyna Bacillus subtilis. Aktywna Persephone uczestniczy w aktywacji enzymu
SPE, co prowadzi do uwolnienia cytokiny Spétzle i uruchomienia szlaku Toll (Gottar,
2006; Issa i in., 2018; Ligoxygakis i in., 2002). Aktywacja szlaku Toll podczas infekcji
moze wigc by¢ wynikiem zaréwno rozpoznania skiadnikow S$ciany komorkowej
patogenow, jak i efektem dziatania ich czynnikow wirulencji (EI Chamy i in., 2008).

U Drosophila aktywacja szlaku Toll zachodzi réwniez w trakcie embriogenezy i
wigze si¢ z kontrolg rozwoju osi grzbietowo-brzusznej owada (Lemaitre i Hoffmann,
2007). Najnowsze badania pokazuja, ze w wyniku uszkodzenia okrywy ciala, za
posrednictwem szlaku Toll dochodzi do aktywacji gendw odpowiedzialnych za jej

regeneracj¢ (Capillaiin., 2017).
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Ryc. 5. Regulacja syntezy peptydow przeciwdrobnoustrojowych w szlaku Toll i
Imd u Drosophila (zrédto: Cherry i Silverman, 2006). Opis w tekscie.

Szlak Imd

Rozpoznanie peptydoglikanu typu DAP Sciany komorkowej bakterii Gram-
ujemnych oraz niektorych bakterii Gram-dodatnich, np. Bacillus, prowadzi do
aktywacji szlaku Imd (Takehana i in., 2002). Peptydoglikan w postaci monomerycznej
lub polimerycznej wigze si¢ z receptorami, odpowiednio, PGRP-LCx/PGRP-LCa i
PGRP-LCx/PGRP-LCx, obecnymi w btonie komorek ciata thuszczowego, co powoduje
rekrutacj¢ biatka IMD do domeny cytoplazmatycznej receptora. Prowadzi to do
aktywacji kompleksu biatka dFADD (ang. Fas-associated protein with death domain) z
proteazag Dredd oraz kinazy biatkowej MAPKKK (ang. mitogen-activated protein
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kinase kinase kinase) Drosophila TAK1 (ang. Drosophila transforming -growth-factor 8
activating kinase, dTAK1). Nastepnie kinaza IKK (ang. [kB kinase) wspOlnie z
kompleksem proteazy Dredd aktywuja czynnik transkrypcyjny Relish (homolog NF-
«B) poprzez, odpowiednio, fosforylacj¢ oraz odcigcie czesci inhibitorowej zawierajacej
powtorzenia ankirynowe. Nastepnie Rel-68, N-koncowa domena Relish, ulega
translokacji do jadra komoérkowego i1 aktywuje ekspresje genéw dla odpowiednich
AMPs, m. in. dipterycyny (Ertiirk-Hasdemir i in., 2009) (Ryc. 5).

Mutanty Drosophila, u ktorych zaburzone jest funkcjonowanie szlaku Imd, sg
wysoce wrazliwe na infekcje bakteriami Gram-ujemnymi. Ich wrazliwo$¢ na zakazenia
grzybowe i bakteriami Gram-dodatnimi pozostaje jednocze$nie na poziomie
obserwowanym u typu dzikiego. Mutanty Drosophila w obu szlakach, Toll i Imd, sa
wrazliwe na infekcje zarowno bakteriami Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi, jak i
grzybami (Khush i in., 2001).

Szlak Imd wykazuje podobienstwo do funkcjonujacego u ssakow szlaku TNF-a
(ang. tumor necrosis factor-a). Koncowym etapem zarowno szlaku TNF-a, jak rowniez
Imd, jest aktywacja homologicznych czynnikéw transkrypcyjnych, odpowiednio NF-«xB
i Relish (Kleino i Silverman, 2014). U ssakow, szlak TNF-a jest zaangazowany w
regulacje wytwarzania cytokin prozapalnych oraz procesy apoptozy komoérek (Ting i

Bertrand, 2016).
Szlak JAK/STAT

U D. melanogaster aktywacja szlaku JAK/STAT jest kluczowa dla
prawidlowego przebiegu rozwoju embrionalnego i1 determinacji plci. Szlak ten jest tez
zaangazowany Ww regulacje hematopoezy oraz w reakcjach odpornosciowych.
Uruchomienie szlaku nastgpuje w odpowiedzi na infekcje bakteryjng, grzybowa lub
wirusowa. Zewnatrzkomorkowa cytokina Upd (Unpaired) (homolog IL-6 kregowcow),
wiaze si¢ 1 aktywuje receptor Domeless, co prowadzi do aktywacji kinazy Janus (JAK),
Hopscotch (Hop). Aktywowana kinaza Hop fosforyluje zwigzany do receptora czynnik
transkrypcyjny STAT, co powoduje jego dimeryzacje. W takiej formie wnika on do
jadra i aktywuje transkrypcje gendw kodujacych biatka z rodziny Teps (Tep2 jest
homologiem biatka uktadu dopetniacza krggowcow) i Turandot, ulegajacych ekspresji
w warunkach stresowych oraz genu dla syntazy tlenku azotu. Wykazano, ze mutanty D.

melanogaster z wylgczonym szlakiem JAK/STAT sg odporne na infekcje grzybowe i

33


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X1000131X#bib29

WSTEP

bakteryjne w stopniu zblizonym do muszek typu dzikiego, jednak sg wrazliwe na
infekcje wirusowe (Bier i Guichard, 2012; Bina i Zeidler, 2009).

Wszystkie opisane szlaki sygnalowe sg $cisle regulowane. Obecnos¢
wewnatrzkomorkowych biatek, takich jak: Cactus, Caspar oraz Socs/Pias odpowiada za
negatywna regulacje aktywno$ci szlaku, odpowiednio, Toll, Imd oraz JAK/STAT
(Hillyer, 2016).

1.2.3. Odpowiedz komorkowa

Reakcje odpowiedzi komoérkowej owadoéw wymagaja zaangazowania
hemocytow. W zaleznosci od rodzaju patogenu uruchamiany jest proces fagocytozy,

nodulacji badz inkapsulacji.
Hemocyty

Hemocyty s3 elementami morfotycznymi hemolimfy, ktére biorg bezposredni
udziat w procesie krzepnigcia hemolimfy oraz odpowiedzi komorkowej. Ze wzgledu na
lokalizacj¢, hemocyty podzieli¢ mozna na krazace w hemolimfie oraz osiadle,
przytwierdzone luzno do powierzchni narzadéw wewngtrznych owada, m.in. ciata
thuszczowego 1 przewodu pokarmowego (Blanco 1 in., 2017; Hillyer 1 Strand, 2014).
Pod wzgledem cech morfologicznych i histochemicznych hemocyty Lepidoptera mozna
podzieli¢ na pie¢ typow (Blanco i in., 2017; Bogu$ i in., 2018; Tan i in., 2013;
Vogelweith in., 2016; Wojda, 2017; Wu i in., 2016):

e prohemocyty - komorki o $rednicy 6-8 um, z duzym jadrem, uwazane za komorki
multipotencjalne, zdolne do réznicowania w inne typy hemocytow,

e plazmatocyty - hemocyty pleomorficzne, zawieraja duze, centralnie potozone jadro;
okragly ksztatt krazacych w hemolimfie plazmatocytéw (o srednicy 8-10 pm) ulega
zmianie po adhezji komorek do réznych powierzchni, wskutek wytwarzania dtugich
wypustek - moga wtedy osigga¢ rozmiary 10-15 um szeroko$ci i 20-30 pum
dhugosci; uczestnicza w odpowiedzi komorkowey,

e granulocyty - hemocyty kuliste, o $rednicy 8-12 um, majgce mate jadro i liczne
granule obecne w cytoplazmie; podobnie jak plazmatocyty, maja zdolno$¢ adhezji,
jednak wytwarzane przez nie wypustki sg krotsze; uczestnicza w procesie
fagocytozy, nodulacji 1 inkapsulacji oraz w procesie krzepnigcia hemolimfy; w
odpowiedzi na rozpoznanie ciala obcego material zawarty w granulach ulega

egzocytozie, petnigc role opsonizujaca ciata obce oraz atraktanta wzgledem innych
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hemocytéw (Lapointe i in., 2012; Salem i in., 2014); prawdopodobnie biorg tez
udziat w transporcie skladnikoéw odzywczych w hemolimfie (Vogelweith i in.,
2016),

e sferulocyty - okragle hemocyty o Srednicy 10-15 um, ksztaltem przypominajg
grudke, ze wzgledu na obecno$¢ licznych okraglych i owalnych sferul zwigzanych
do btony komoérkowej; sa komorkami nieadherentnymi; przypisuje si¢ im udziat w
transporcie sktadnikéw kutikuli; u niektérych gatunkéow Lepidoptera nie
stwierdzono obecnosci sferulocytow w hemolimfie,

e enocytoidy - komorki o $rednicy 12 - 20 um, ksztattu okraglego lub owalnego, z
matym jadrem; zawierajga sktadniki ukitadu oksydazy fenolowej, stad s3
zaangazowane w proces melanizacji; moga réwniez uwalnia¢ kwasy nukleinowe,

ktore stanowig sygnat alarmowy informujacy o zakazeniu (Ryc. 6).

granulocyt plazmatocyt sferulocyt enocytoid

Ryec. 6. Typy hemocytéow G. mellonella.
Reprezentatywny obraz hemocytow krazacych w hemolimfie G. mellonella wykonany
w mikroskopie kontrastowo-fazowym (opracowanie wtasne). Skala — 10 um.

Catkowita liczba hemocytéw oraz liczba poszczegdlnych typoéw hemocytow
uzalezniona jest od stadium rozwojowego owada, jak rowniez od warunkow
srodowiskowych, w tym diety 1 czynnikow stresowych (Blanco i1 in., 2017; Bogus$ i in.,
2018; Vogelwieth i in., 2016). W stadium larwalnym Lepidoptera granulocyty i
plazmatocyty stanowiag wigkszo§¢ hemocytow krazacych w hemolimfie i sa jedynymi
hemocytami zdolnymi do adhezji (Strand, 2008).

Hemocyty obecne w organizmie gasienic Lepidoptera maja dwojakie
pochodzenie. Czg§¢ stanowia hemocyty, ktéore powstaly w trakcie rozwoju
embrionalnego 1 ulegaja kolejnym podzialom mitotycznym. Kwestig dyskusyjna
pozostaje zdolnos¢ enocytoidéw do podziatow (Beaulaton, 1979; Wu i in., 2016). Druga

grupe stanowig hemocyty wytwarzane przez gruczoty hematopoetyczne (Nakahara 1 in.,
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2010; Tan i in., 2013). U Lepidoptera w gruczotach tych obecne sa prohemocyty oraz
plazmatocyty, w przeciwienstwie do populacji krazacej w hemolimfie, w ktorej
wyr6ézni¢ mozna wszystkie opisane wczesniej typy hemocytéw (Nardi i1 in., 2003;
Gardiner i Strand, 2000). Moze to sugerowal, ze prohemocyty réznicujg si¢ w
gruczotach hematopoetycznych jedynie w plazmatocyty, natomiast pozostale typy
hemocytdw rdznicujg si¢ dopiero po uwolnieniu do hemolimfy. Hodowla in vitro
prohemocytow B. mori wykazata, ze 60% tych komorek nie dzielito sig¢, ale
roznicowalo si¢ w plazmatocyty i granulocyty. Cze$¢ granulocytow przeksztatcata si¢
nastgpnie w sferulocyty. Sposréd dzielacych si¢ prohemocytéw 59,2% ich komoérek
potomnych réznicowato si¢ w plazmatocyty, granulocyty i sferulocyty. Pozostate
dzielity si¢, w wyniku czego powstawaty potomne prohemocyty. Stwierdzono tym
samym, ze prohemocyty wykazuja wlasciwosci komoérek macierzystych, a czesé
granulocytow moze by¢ przeksztatcana w sferulocyty. W przywotanym doswiadczeniu
nie zaobserwowano enocytoidow, co moze sugerowac, ze podlegaty one roznicowaniu
przed uwolnieniem z gruczolow hematopoetycznych (Yamashita i Iwabuchi, 2001).
Inne badania wykazaly, ze plazmatocyty krazace w hemolimfie moga roznicowac si¢ w
enocytoidy, granulocyty i sferulocyty (Beaulaton, 1979; Gardiner i Strand, 2000;
Gillespie i in., 1997; Nakahara i in., 2010; Yamashita i lwabuchi, 2001).

Dodatkowo, w badaniach z uzyciem przeciwcial wobec réznych antygenow
obecnych na hemocytach Pseudoplusia includens, stwierdzono wystepowanie wielu
antygenéw wspoOlnych dla granulocytow 1 sferulocytow oraz plazmatocytow 1
enocytoidow (Gardiner i Strand, 1999). Prawdopodobny model réznicowania

poszczegolnych typow hemocytow Lepidoptera przedstawiono na rycinie 7.
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Ryc. 7. Prawdopodobny przebieg procesu hematopoezy u Lepidoptera (opracowanie
wlasne na podstawie danych literaturowych: Beaulaton, 1979; Gardiner i Strand, 2000;
Nakahara i in., 2010; Yamashita i Iwabuchi, 2001). Szczegdtowy opis w tekscie.

Fagocytoza

Proces fagocytozy jest wykorzystywany zaréwno przez bezkregowce, jak i
kregowce do szybkiej eliminacji czastek zakaznych o niewielkich rozmiarach, np.
pojedynczych komorek bakterii czy zarodnikow grzybow (Ryc. 8). Fagocytozie
podlega¢ mogag zaréwno czastki biotyczne, jak bakterie, grzyby, ciala apoptotyczne, ale
réwniez male elementy abiotyczne, np. kulki lateksowe (Lamprou i in., 2007).

Fagocytoza inicjowana jest rozpoznaniem wzorcow molekularnych PAMP
obecnych na powierzchni ciata obcego przez wolne PRRs lub receptory zwigzane z
powierzchnig hemocytow (Lavine i Strand, 2002; Ohta 1 in., 2006). Do receptorow
zaangazowanych w proces fagocytozy u D. melanogaster naleza: czasteczki podobne do
sktadnikow uktadu dopetniacza (ang. complement-like molecules), np. biatka Teps (ang.
thioester-containing proteins), receptory Scavenger, np. Crogquemort i Peste, receptory z
domeng EGF-podobng (ang. epidermal growth factor-like), np. Nimrod, Eater, a takze
receptory DSCAM, integryny oraz PGRPs (Dong i in., 2006; Kurucz i in., 2007;
Levashina i in., 2001; Mamali i in., 2009; Ramet i in., 2002; Rosales, 2011). Wykazuja

one specyficzno$¢ wzgledem rozpoznawanego patogenu, np. PGRP-LC u D.
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melanogaster inicjuje fagocytoze bakterii Escherichia coli, ale nie Staphylococcus
aureus (Ramet i in., 2002), natomiast biatko NimC1 rozpoznaje gldwnie S. aureus
(Kurucz i in., 2007). Wewnatrzkomoérkowe szlaki sygnatowe prowadzace do fagocytozy
patogenu u owadoéw nie sg doktadnie zbadane, w przeciwienstwie do ssakow.
Wykazano jednak, ze przeciwciala skierowane przeciwko tyrozynowej kinazie FAK
(ang. focal adhesion kinase) regulujacej fagocytoze u ssakow, rozpoznaja biatka obecne
w lizatach hemocytow muszki Ceratitis capitata, co moze wskazywa¢ na
konserwatywny przebieg tych szlakow u ssakéw i owadow (Foukas i in., 1998;
Metheniti i in., 2001; Rosales, 2011).

Fagocytoza przeprowadzana jest zarowno przez hemocyty krazace, jak i osiadle
(Hillyer i Strand, 2014). W zaleznoS$ci od gatunku owada w procesie tym biora udziat
rozne typy hemocytow. U B. mori aktywno$¢ fagocytarng wykazuja jedynie
granulocyty (Wago, 1983, Wu i in., 2015). Z kolei w badaniach in vitro wykazano, ze u
G. mellonella w proces fagocytozy zaangazowane sg granulocyty oraz plazmatocyty
(Rowley i Ratcliffe, 1978; Tojo i in., 2000). U niektorych gatunkow owadow, np. Aedes
aegypti, rowniez enocytoidy moga by¢ in vivo zdolne do fagocytozy (Hillyer i in., 2003;
Wuiin., 2016).

Fagocytoza jest bardzo szybka reakcjg. U komaroéw A. aegypti hemocyty krazace
1 osiadte inicjujg proces fagocytozy drobnoustrojow w ciggu kilku minut po ich
wprowadzeniu do organizmu (Hillyer, 2016; Hillyer i in., 2003; King i Hillyer, 2012;
Sigle 1 Hillyer, 2016). Po rozpoznaniu, patogen ulega internalizacji do wnetrza
hemocytu. Uformowany fagosom po pofaczeniu z lizosomem tworzy fagolizosom, w
ktorym dziatanie enzymow hydrolitycznych i reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen intermediates, ROI) i azotu (ang. reactive nitrogen intermediates, RNI)
prowadzi do zniszczenia patogenu (Hillyer, 2016). ROl i RNI wykryto w hemolimfie i
hemocytach wielu owadéw, m. in. u karalucha Blaberus discoidalis, gdzie poziom tych
zwigzkow wzrastal po immunizacji E. coli, LPS czy laminaryng (Whitten i Ratcliffe,
1999). Podanie komarom A. stephensi pierwotniakow Plasmodium powodowato wzrost
ekspresji genu syntazy tlenku azotu (Luckhart i in., 1998; Luckhart i Rosenberg, 1999).
Poza bezposrednim dziataniem cytotoksycznym, ROI 1 RNI mogg odgrywac réwniez
role czasteczek sygnalnych, podobnie jak nadtlenek wodoru oraz tlenek azotu u ssakow
(Kaul 1 Forman, 1996). Wykazano, ze H;0, powoduje wzrost ekspresji

przeciwdrobnoustrojowego polipeptydu, attacyny, u Hyalophora cecropia (Sun i Faye,
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1995). Udziat H,O, oraz NO potwierdzono roéwniez w odpowiedzi komoérkowej u
Drosophila (Nappi i in., 2000).

Ryc. 8. Zaangazowanie hemocytéw gasienic G. mellonella w odpowiedz
komorkowa na zarodniki A. niger in vivo. Proces fagocytozy badz adhezji
zarodnikow do powierzchni hemocytow (a) oraz nodulacji zarodnikéw
przez hemocyty (b). Czerwonymi strzatkami oznaczono zarodniki A. niger. Skala —
10 um. GR — granulocyty, PL — plazmatocyty (opracowanie wihasne).

Nodulacja i inkapsulacja

Gdy rozmiar lub liczba cial obcych uniemozliwia ich fagocytoze, uruchamiany
jest proces nodulacji badz inkapsulacji (Ryc. 8). Nodule powstaja w odpowiedzi na
duza liczbe cial obcych niewielkich rozmiardw, np. komorek bakterii, natomiast
inkapsulacja dotyczy duzych ciat obcych, zwlaszcza nicieni oraz jaj sktadanych przez
pasozytnicze 0sy.

Wykazano, ze pomimo rdéznicy w rodzaju ciata obcego sekwestrowanego w tych
procesach, struktura przestrzenna nodul i kapsut jest podobna (Ratcliffe i Gagen, 1976;
Ratcliffe 1 Gagen, 1977). U Lepidoptera w tworzenie noduli/kapsuly zaangazowane sg
granulocyty i plazmatocyty, ktére w zaleznosci od gatunku owada rozmieszczone sg
przypadkowo, badz w $cisle okreslony sposéb.

Badanie procesu inkapsulacji réznego rodzaju immunogendw abiotycznych w
postaci kulek (ang. beads) przez hemocyty P. includens wykazato, ze cz¢$¢ z nich byta
rozpoznawana przez granulocyty, a pdzniej otaczana przez plazmatocyty. Inne, po
opsonizacji przez czynniki humoralne, byly otaczane przez plazmatocyty, a jeszcze inne

w ogoble nie byly rozpoznawane. Wykazano réwniez, ze szybko$¢ procesu inkapsulacji
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zalezna byta migdzy innymi od obecnosci grup funkcyjnych na powierzchni kulek, np.
grupy sulfonowe przyspieszaty proces inkapsulacji, podczas gdy czastki z resztami
weglowodanowymi na powierzchni (dekstran, agarosa, N-acetyloglukozamina, N-
acetylogalaktozamina) ulegaty wolniejszej inkapsulacji. Ponadto, dodatnio natadowane
czastki byly szybciej zamykane w kapsuty niz natadowane ujemnie czy neutralne.
Stwierdzono tez, ze odpowiedz na dany rodzaj kulek moze rézni¢ si¢ znaczaco w
zaleznosci od gatunku Lepidoptera (Lavine i Strand, 2001).

Granulocyty sg zazwyczaj pierwszymi komorkami, ktore oddziatujg z cialem
obcym 1 je otaczaja. Ulegaja jednocze$nie degranulacji, czemu towarzyszy
unieruchomienie drobnoustrojéow (Pech i Strand, 1996; Wiegand i in., 2000). Istotnym
sktadnikiem uwalnianym wtedy z granul jest cytokina - peptyd aktywujacy
plazmatocyty (ang. plasmatocyte spreading peptide, PSP). Ten 23-aminokwasowy
peptyd, jest odpowiedzialny za zmian¢ wlasciwosci hemocytéow krazacych z formy
nieadherentnej w adherentng, umozliwiajaca im zaré6wno agregacje, jak i adhezje¢ do ciat
obcych (Satayavathi i in., 2014). PSP jest wytwarzany w formie 142-aminokwasowego
propeptydu, ktéry aktywowany jest przez ograniczong proteoliz¢. Homologi PSP
zidentyfikowano u przedstawicieli réznych gatunkéw Lepidoptera (Strand, 2008; Wang
i in., 1999). Udowodniono, ze PSP wiaze si¢ z receptorem na powierzchni
plazmatocytow, co indukuje przenoszenie czasteczek adhezyjnych magazynowanych w
cytoplazmie na powierzchni¢ komorki (Strand 1 Clark, 1999). U ssakow role receptoréw
pelnia m. in. integryny, kadheryny oraz selektyny. U owadow, skorupiakoéw i
mig¢czakow, w rozpoznaniu drobnoustrojow lub czgstek abiotycznych oraz regulacji
wlasciwos$ci adhezyjnych hemocytow biorg udzial integryny (Johansson, 1999; Lavine i
Strand, 2001). Wykazano, ze w odpowiedzi na infekcj¢ bakteryjna istotng role w
tworzeniu nodul u Antheraea mylitta petni Noduler, biatko wykazujace podobienstwo
do bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. extracellular matrix, ECM). Ortolog
tego biatka, Reelerl zidentyfikowano u B. mori i G. mellonella. Jego rola w procesie
nodulacji wiaze si¢ prawdopodobnie z mozliwoscia oddziatywania réwnoczesnie z
komorkami bakterii, jak i hemocytami (Satyavathi i in., 2014, Vogel i in, 2001).

Zakonczenie procesu nodulacji/inkapsulacji nastgpuje w momencie, gdy stezenie
PSP jest na tyle niskie, ze nie powoduje rekrutacji kolejnych plazmatocytéw. Na
powierzchni powstatej struktury formowana jest wowczas btona podstawna, ktorej
sktadniki wytwarzane sg przez granulocyty (Pech i Strand, 1996; Pech i Strand, 2000).
Sygnat aktywacyjny dla tych hemocytow nie jest do konca zidentyfikowany (Pech i
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Strand, 1996). Po utworzeniu kapsuty/noduli zamknigty w jej wngtrzu patogen jest
usmiercany wskutek braku dostepu tlenu, w wyniku dziatania reaktywnych form tlenu i
azotu, peptydow przeciwdrobnoustrojowych oraz chinonéw, bedacych produktami
aktywacji oksydazy fenolowej (Gillespie 1 in., 1997, Nappi i in., 2000). W zaleznos$ci od

gatunku owada, w nodulach/kapsutach, moze by¢ odktadana melanina (Hillyer, 2016).
1.2.4. Odpowiedz humoralna

1.2.4.1. Uklad oksydazy fenolowej i proces melanizacji

Melanizacja jest procesem enzymatycznym uruchamianym w organizmie
owadow, m. in. podczas gojenia ran oraz eliminacji cial obcych droga nodulacji i
inkapsulacji. Posrednie produkty procesu melanizacji, takie jak chinony, reaktywne
formy tlenu 1 azotu dzialaja cytotoksycznie na komorki drobnoustrojow
(Gonzalez-Santoyo i Cordoba-Aguilar, 2012). Poza patogenami, proces melanizacji
moze by¢ roéwniez uruchamiany przez wiele zwigzkéw pochodzenia endo- |
egzogennego, np. sktadniki uszkodzonych bton komoérkowych (fosfatydyloseryna) czy
proteazy patogenow, jak réwniez przez niekorzystne warunki srodowiskowe.

Synteza melaniny, koncowego produktu procesu melanizacji, jest uzalezniona
od aktywnosci oksydazy fenolowej (ang. phenoloxidase, PO), enzymu z grupy
tyrozynaz, ktorych cecha wspolng jest wystgpowanie dwoch atoméw miedzi w centrum
aktywnym czgsteczki, otoczonych trzema resztami histydyny (Aguilera i in., 2013). PO
G. mellonella wytwarzana jest w formie nieaktywnego prekursora — profenolooksydazy
(proPO) bedacej kompleksem o masie czasteczkowej ok. 300 kDa, w sktad ktorego
wchodza dwa rodzaje podjednostek: o masie czasteczkowej 80 kDa 1 83 kDa. Wskutek
cigcia proteolitycznego z udziatem chymotrypsyny in vitro uzyskano dwa polipeptydy o
masach 67 kDa i 50 kDa (Kopacek i in., 1995).

Profenolooksydaza syntetyzowana jest u Lepidoptera gtownie w enocytoidach,
cho¢ ostatnie doniesienia wskazuja na obecnos¢ tego enzymu rowniez w granulocytach
I plazmatocytach G. mellonella, a takze w hemocytach obecnych w gruczotach
hematopoetycznych oraz w komorkach nabtonka jelita tylnego B. mori (Shao i in.,
2012; Wu i in., 2016). Czasteczka proPO nie zawiera peptydu sygnalnego, co wskazuje,
ze jest uwalniania z hemocytow wskutek ich rozpadu. Proces ten jest regulowany u D.
melanogaster przez szlak JNK, a dodatkowo przez eikosanoidy (Lu i in., 2014).

W odpowiedzi na rozpoznanie struktur PAMPS/DAMPs przez receptory PRRs
(BGRPs, GNBPs oraz lektyny typu C) uruchamiana jest kaskada protez serynowych,
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ktorej przebieg rozni si¢ w zalezno$ci od gatunku owada. Koncowym etapem kaskady
proteaz serynowych jest aktywacja ostatniej proteazy w kaskadzie, okreslanej jako PAP
(ang. PPO-activating proteinase), PPAE (ang. PPO-activating enzyme) lub PPAF (ang.
PPO-activating factor), zidentyfikowanej m. in. w hemolimfie M. sexta, Holotrichia
diomphalia czy B. mori (Gonzalez-Santoyo i Cordoba-Aguilar, 2012; Hedstrom, 2002).
Gloéwng rolg proteazy PAP/PPAE/PPAF jest przeprowadzenie ograniczonej proteolizy
proPO do aktywnej formy PO (Cerenius i in., 2008). U niektorych owadow, np. u M.
sexta, w aktywacj¢ proPO zaangazowane s3 dodatkowo biatka bedgce homologami
proteaz serynowych (ang. serine protease homologs, SPHs), jednakze pozbawione
aktywnosci proteolitycznej (Yu i in., 2003).

Oksydaza  fenolowa  hydroksyluje  tyrozyn¢ do  formy  3-(3,4-
dihydroksyfenylo)alaniny (DOPA), ktora jest nastgpnie utleniana tworzac dopachinon,
ulegajacy szybkiej konwersji do dopachromu. Jego dekarboksylacja prowadzi do
powstania 5,6-dihydroksyindolu (DHI). PO utlenia DHI do indolo-5,6-chinonu, ktory
polimeryzujac tworzy ciemny barwnik, melaning. Melanina wraz z biatkami hemolimfy
i hemocytami przyczynia si¢ do eliminacji patogendw w procesie nodulacji i
inkapsulacji (Gonzalez-Santoyo i Cordoba-Aguilar, 2012; Hillyer, 2016; Staczek i in.,
2017) (Ryc. 9).

Aktywne proteazy stanowig zagrozenie dla organizmu owada, z tego wzgledu
kaskada proteaz prowadzaca do aktywacji proPO podlega $cistej kontroli, migdzy
innymi poprzez udzial inhibitorow proteaz serynowych (serpin), uwalnianych
jednoczesnie z innymi skladnikami ukladu, ktére rowniez zapobiegaja nadmiernej
melanizacji (Meekins i in., 2017).

Nalezy tu wspomnie¢, ze aktywno$¢ ukladu oksydazy fenolowej ma istotny
wplyw roéwniez na mikrobiom jelita tylnego roslinozernych gasienic B. mori.
Wykazano, ze melanizacja tresci przewodu pokarmowego skutkuje zmniejszeniem
ogoblnej liczby bakterii w odchodach gasienic, w tym bakterii potencjalnie patogennych,
ktore mogtyby stanowi¢ zagrozenie dla innych owadow zZerujacych na tej samej roslinie
(Shao i in., 2012). Aktywno$¢ uktadu oksydazy fenolowej wptywa rowniez na dtugosé
zycia owadow. Stwierdzono, ze mutanty D. melanogaster nie wytwarzajace proPO, zyja

krocej niz dziki typ muszek (Binggeli i in., 2014; Lu i in., 2014).
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Ryc. 9. Schematyczny przebieg reakcji kaskadowej prowadzacej do melanizacji u
owadow. Rozpoznanie struktur PAMPs przez receptory PRRs uruchamia
kaskade proteaz serynowych. Ostatnia z nich (PAP), aktywuje
profenolooksydaze uwolniong z enocytoidow (a). Aktywna forma enzymu -
oksydaza fenolowa (PO), przeprowadza proces utleniania fenoli do chinonow,
ktore polimeryzuja tworzagc melaning, odktadang w miejscu zranienia (c), badz
towarzyszy tworzeniu kapsul i nodul (b). Makroskopowo efekt melanizacji
widoczny jest w postaci miejscowego zaciemnienia malego obszaru ciala
gasienicy (c), badz catego ciata (d), co obserwowane jest w przypadku $mierci
gasienicy na skutek silnego zakazenia (opracowanie witasne).

1.2.4.2. Krzepni¢cie hemolifmy

Otwarty uklad krazenia owaddéw sprawia, ze nawet niewielkie uszkodzenie
powlok ciata moze doprowadzi¢ do $mierci na skutek utraty duzej ilosci hemolimfy.
Istotng role w szybkim zasklepianiu rany pelni proces krzepnigecia powigzany z
procesem melanizacji. Ograniczone jest rowniez tym samym ryzyko dostania si¢ do
wnetrza ciata patogenow badz rozprzestrzenienia si¢ infekcji (Haine i in., 2007).

Proces krzepnigcia zachodzi u owadéw w kilku etapach. Sygnatem inicjujagcym
ten proces sa molekuty uwolnione z uszkodzonych tkanek (DAMPs), np. kolagen oraz
kwasy nukleinowe, rowniez te pochodzace z rozpadajacych si¢ enocytoidow (Altincicek

I in., 2008; Krautz i in., 2014). Najwcze$niejszym sygnalem wysylanym z miejsca
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zranienia jest najprawdopodobniej wyplyw jonow Ca*. W badaniach na D.
melanogaster wykazano, ze ,,wybuch wapniowy” (ang. ,,calcium flash”) aktywuje
oksydaze¢ DUOX, ktora wytwarza H,O; bedacy atraktantem dla hemocytow (Moreira i
in., 2010; Razzell i in., 2013) i stanowi rownoczesnie sygnat do aktywacji odpowiedzi
komorkowej (Dubovskii i in., 2010, Krautz i in., 2014). W efekcie rozpoznania molekut
sygnalnych w ciggu kilku minut dochodzi do nacieku hemocytarnego w obrebie
zranienia (Ryc. 10). W przypadku gasienic G. mellonella granulocyty przemieszczaja
si¢ w poblize rany (Razzell i in., 2013; Rowley i Ratcliffe 1978), gdzie dochodzi do
uwolnienia zawarto$ci granul. Czasteczki uwolnione z granul odgrywaja z jednej strony
role atraktantoéw dla kolejnych hemocytéw, z drugiej, pelnig funkcje ,,koagulogenu
komorkowego”. Wraz z fragmentami ciata ttuszczowego przedostajacymi si¢ w obregb
rany, ,,koagulogen komorkowy” tworzy macierz, do ktorej przytwierdzaja si¢ hemocyty
(Ratcliffe i Gagen, 1977; Rowley i Ratcliffe,1978; Theopold i in., 2002). Za gtéwne
substraty procesu krzepnigcia obecne w hemolimfie owadow uwazane sg lipoforyny. W
skrzepie G. mellonella poza nimi zidentyfikowano réwniez biatka zapasowe -
heksameryny, przedstawiciela rodziny matych bialek szoku cieplnego - ulegajaca tatwo
agregacji a- krystaling (ang. small heat shock proteins, SHSP), glutationo-S-transferaze
(ang. glutathione-S-transferase, GST) - enzym detoksyfikujacy, uwalniany réwniez z
trombocytéw kregowcdw w procesie krzepnigcia, proteaze podobng do trypsyny (ang.
trypsin-like protease), biatko podobne do mucyny (ang. mucin-like protein) oraz
profenolooksydaze (Li i in., 2002; Vogel i in., 2011).

Wspomniane biatka stanowig substraty dla transglutaminazy, gtéownego enzymu
sieciujacego, ktorego aktywno$é uzalezniona jest od obecnosci jonow Ca?*. Koagulacja
hemolimfy polega na enzymatycznej przemianie rozpuszczalnych czasteczek w
nierozpuszczalny zel. Aktywowana zranieniem lub infekcja transglutaminaza katalizuje
tworzenie krzyzowych wigzan kowalencyjnych pomiedzy lizyng a glutaming dwodch
roznych tancuchow biatkowych, co prowadzi do formowania skrzepu (Altincicek i in.,
2008; Li i in., 2002; Lindgren i in., 2008). Transglutaminazy zaangazowane sa w proces
tworzenia skrzepu zar6wno u owadow, jak i ssakow. Owadzie transglutaminazy
wykazuja homologi¢ do ludzkiego czynnika krzepnigcia XIIIa (Theopold i in., 2014)

Obecnos¢ profenolooksydazy wsrod bialek tworzacych skrzep u owadow
zwigzana jest z procesem melanizacji. Uwolniona z enocytoidow proPO ulega
aktywacji proteolitycznej, w wyniku czego powstaje aktywny enzym oksydaza

fenolowa, ktéra zapoczatkowuje proces tworzenia melaniny, co opisano w rozdziale
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[.2.4.1. Melanina jest odktadana w obrebie rany, formujac skrzep twardy, na ktorym
utworzona zostaje nastgpnie blona podstawna i odtworzony nablonek (Ryc. 10)
(Dushay, 2009; Eleftherianos i Revenis, 2011; Nagai i Kawabata, 2000; Rowley i
Ratcliffe, 1978).
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Ryc. 10. Proces krzepniecia hemolimfy zaangazowany w gojenie ran u G.
mellonella. W efekcie uszkodzenia powlok ciata ggsienicy (a,b) dochodzi do indukcji
procesu krzepnigcia hemolimfy, w wyniku ktérego tworzony jest skrzep (c). Uwolniony
z granulocytow ,.koagulogen komérkowy” (d) wraz z okreslonymi biatkami hemolimfy
stanowig substraty dla transglutaminazy (e). Katalizuje ona sieciowanie biatek, co
prowadzi do powstania tzw. skrzepu pierwotnego (f). Profenolooksydaza uwalniania z
enocytoidow ulega aktywacji proteolitycznej i zapoczatkowuje proces melanizacji, w
wyniku  ktérego  syntetyzowana jest melanina (g). Melanina dziata
przeciwdrobnoustrojowo, a dodatkowo utwardza skrzep (h) (opracowanie wiasne).

1.2.4.3. Peptydy i bialka przeciwdrobnoustrojowe owadow
Peptydy odpornosciowe

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMPS),
okreslane réwniez jako peptydy odpornosciowe, wykorzystywane sg przez wszystkie
organizmy zywe do bezposredniej walki z patogenami. Wykazuja one szerokie
spektrum  dziatania, od przeciwbakteryjnego 1  przeciwgrzybowego, po

przeciwpierwotniacze i przeciwwirusowe (Cytrynska i in., 2007; Wiesner i Vilcinskas,
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2010). Wigkszos¢ AMPs to amfipatyczne czasteczki kationowe, zbudowane z 12-50
reszt aminokwaséw. U owadow wytwarzane sa3 w komorkach ciala tluszczowego,
hemocytach i komoérkach nabtonkowych (Yi i in., 2014).

Mechanizm dziatania wielu AMPs opiera si¢ na ich interakcji z btong komorek
drobnoustrojéw, co moze prowadzi¢ do destabilizacji jej struktury, a w konsekwencji do
wzrostu przepuszczalnosci btony i $mierci komorki. Peptydy moga réwniez zaburzaé
procesy wewnatrzkomorkowe, takie jak replikacja, transkrypcja, biosynteza biatka, czy
wytwarzanie sktadnikow $ciany komorkowej (van der Weerden i in., 2013) (Ryc. 11).

Ze wzgledu na amfipatyczng budowe peptydow, ktore zawierajg zarowno cze$¢
hydrofilowa, jak i hydrofobowa, maja one zdolno$¢ do oddziatywania z lipidami w
blonie komorkowej. Interakcje te opisuja rozne modele, m. in. (Alba i in., 2012; Mardti

i in., 2011):

o model kanatowy (,.klepek beczki”, ang. barrel-stave model) - po zwigzaniu
do blony fosfolipidowej peptydy agreguja ze soba, formujac transbtonowe
kanaty, ktérych $ciany zbudowane sa tylko z czasteczek peptydow; prowadzi

to do zaburzenia gradientu jonowego po obu stronach btony,

o model kanatéw toroidalnych (ang. toroidal pore model) - peptydy wbudowuja
si¢ w blon¢ powodujac zagigcie monowarstwy lipidowej; w odrdéznieniu od
modelu “barrel-stave”, $ciany powstajacych kanalow tworzone sg zaréwno

przez czasteczki peptydow, jak i glowy fosfolipidow btony,

o model dywanowy (ang. carpet model) - peptydy wigzg si¢ do glow
fosfolipidow poprzez oddzialywania elektrostatyczne 1 ukladajg sig
rownolegle do powierzchni blony, tworzac strukturg przypominajaca dywan;
nastgpuje rotacja czasteczek peptydow, ktora prowadzi do reorientacji ich
grup hydrofobowych w strone czg¢sci hydrofobowych fosfolipidow
btonowych, co skutkuje dezintegracja struktury btony (Ryc. 11).
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Ryc. 11. Wybrane mechanizmy dzialania peptydow przeciwdrobnoustrojowych.
Oddziatywanie natadowanych dodatnio peptyddw z ujemnie naladowang btona
komoérkowa drobnoustrojow prowadzi do zaburzenia jej integralnosci, wskutek
tworzenia w niej kanatéw typu ,.klepek beczki” (A), badz kanatéw toroidalnych (B).
Peptydy moga réwniez prowadzi¢ do destabilizacji blony wedlug modelu dywanowego
(C). Kluczowe dla funkcjonowania komorki procesy, takie jak replikacja, transkrypcja,
translacja, faldowanie biatek czy synteza sktadnikow $ciany komorkowej moga ulec
zaburzeniu w wyniku dziatania peptydow przeciwdrobnoustrojowych. Niekiedy
peptydy dostaja sie¢ do wnetrza komorek patogenow przy wykorzystaniu odpowiednich
transporteréow (D). W komorkach patogenow eukariotycznych peptydy moga zaburzaé
funkcjonowanie mitochondriow (Zdybicka-Barabas i in., 2017).

Analizy proteomiczne i transkryptomiczne wykazaty, ze u G. mellonella
wystepuje szereg peptydoéw i bialek o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (Brown i
in., 2008; Brown i in., 2009; Cytrynska i in., 2007; Mak i in., 2010; Schuhmann i in.,
2003). Ze wzgledu na tadunek, sekwencje aminokwasowa oraz strukture przestrzenng
peptydy odpornosciowe G. mellonella mozna podzieli¢ na:

> peptydy kationowe:

e liniowe peptydy a-helikalne (cekropiny i morycyny),
e peptydy zawierajace reszty cysteiny, ktorych struktura stabilizowana
jest przez mostki dwusiarczkowe (defensyna G. mellonella

(galiomycyna), peptyd podobny do galiomycyny, gallerimycyna),
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e peptydy bogate w reszty glicyny (gloweryny),
e peptydy bogate w reszty proliny (peptyd prolinowy-1 i peptyd

prolinowy-2),
> peptydy anionowe (peptyd anionowy-1 i peptyd anionowy-2).

Cekropiny to amfipatyczne, a-helikalne peptydy zbudowane z 31-39 reszt
aminokwasowych, aktywne gtdéwnie wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
(Vogel i in. 2011; Wu i in., 2018b). Wystepuja u przedstawicieli roznych rzgdoéw
owadow. Po raz pierwszy wyizolowane zostaty z hemolimfy H. cecropia, reprezentanta
rzedu Lepidoptera, u ktorego zidentyfikowano sze$¢ tego typu peptydow (A — F)
liczacych 35-37 reszt aminokwasoéw (Hultmark 1 in., 1982). Peptydy te syntetyzowane
sa w postaci prekursoréw zawierajacych 62-64 reszty aminokwasowe, sposrdd ktorych
fragmenty obejmujace 23-26 reszt aminokwaso6w z N-konca nie wystepuja w dojrzatych
czasteczkach. W strukturze przestrzennej wyrdézni¢ mozna dwie a-helisy potaczone
ruchomym zawiasem. Do C-konca wigkszosci cekropin przytaczona jest grupa
amidowa pelniaca istotng rol¢ w ich oddziatywaniu z blonami fosfolipidowymi (Hetru i
in., 1998). Analiza transkryptomu G. mellonella wykazata obecnos¢ transkryptow
czterech réznych cekropin, w tym cekropiny D (Vogel i in., 2011). Cekropina D (39
reszt aminokwasowych, 4,3 kDa) ma in vitro aktywnos¢ wobec bakterii Gram-
dodatnich - M. luteus, Gram-ujemnych - E. coli D31 oraz grzybéw strzepkowych A.
niger (Cytrynska i in., 2007). Z hemolimfy G. mellonella wyizolowano takze peptyd
podobny do cekropiny A, zbudowany z 37 reszt aminokwasowych (4,16 kDa), aktywny
wobec bakterii Gram-dodatnich — Bacillus subtilis i Gram-ujemnych — E. coli (Kim i
in., 2004b).

Morycyny, podobnie jak cekropiny, syntetyzowane sg w formie propeptydow.
Dojrzate peptydy zbudowane sg z 42 reszt aminokwasow 1 formujg pojedyncza a-helise
o o$miu skretach. N-koncowy fragment a-helisy jest amfipatyczny, podczas gdy C-
koncowy, niezbedny do aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej, jest hydrofobowy (Y1 i
in., 2014). Morycyny po raz pierwszy wyizolowano z hemolimfy gasienic B. mori
immunizowanych E. coli. Jak dotad peptydy te opisano jedynie u przedstawicieli rzedu
Lepidoptera (Hara i Yamakawa, 1995). W transkryptomie G. mellonella
zidentyfikowano sekwencje siedmiu peptydéw podobnych do morycyny (Brown i in.,
2008). Morycyny majg in vitro aktywnos$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich, Gram-

ujemnych oraz drozdzy 1 grzybow strzepkowych. Wykazano, ze zwigkszaja
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przepuszczalno$¢ ich blony komorkowej (Brown i in., 2008; Hara i Yamakawa 1995;
Zhong i in., 2012).
Owadzie defensyny sg kationowymi AMPs o dlugosci 34-51 reszt

aminokwasowych. Charakterystyczna jest obecno$¢ 6 konserwatywnych reszt cysteiny
w czasteczce, tworzacych trzy mostki dwusiarczkowe. W sktad struktury przestrzennej
owadzich defensyn wchodzi N-koncowa petla oraz struktura a-helisy i -kartki, ktore
stabilizowane sg mostkami dwusiarczkowymi tworzagc motyw CSoff (ang. cysteine-
stabilized alpha beta motif) (Wu i in., 2018). Defensyny zidentyfikowano u
przedstawicieli r6znych rzedéw owadoéw, m. in. Diptera, Hymenoptera, Hemiptera,
Coleoptera, Odonata oraz Lepidoptera, a nazwy poszczegdlnych defensyn roéznig si¢ w
zalezno$ci od gatunku owada. Pierwsza opisang defensyng Lepidoptera byla
galiomycyna G. mellonella (ang. galiomycin), peptyd zbudowany z 43 reszt
aminokwasow, o masie czasteczkowej 4,7 kDa. U G. mellonella zidentyfikowano
réwniez peptyd podobny do galiomycyny (ang. Galleria defensin-like peptide), 0 masie
4,9 kDa, zbudowany z 44 reszt aminokwasow. Oba peptydy roznia si¢ jedynie dwoma
resztami aminokwasowymi (Cytrynska i in., 2007; Lee 1 in., 2004).

Owadzie defensyny wykazuja aktywno$¢ wobec szeregu bakterii Gram-
dodatnich: Aerococcus viridians, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus
thuringiensis, M. luteus oraz S. aureus, bakterii Gram-ujemnych, np. E. coli oraz
grzybow (Lee i in., 2004; Lowenberger i in., 1995; Vizioli i in., 2001). Galiomycyna G.
mellonella jest aktywna wobec grzybow strzgpkowych i drozdzy; peptyd podobny do
galiomycyny charakteryzuje si¢ silniejszym dziataniem przeciwgrzybowym, m.in.
wobec A. niger, a dodatkowo dziata wobec bakterii Gram-dodatnich, np. Sarcina lutea
(Cytrynska i in., 2007; Lee 1 in., 2004). Przeciwbakteryjne dziatanie owadzich defensyn
opiera si¢ na tworzeniu kanalow w btonie komorek bakterii (Cociancich i in., 1993).
Badania z wuzyciem sapecyny Sarcophaga peregrina, peptydu o wysokim
powinowactwie do kardiolipiny, wykazaty, ze za t¢ aktywnos$¢ moze odpowiada¢ region
a-helisy, natomiast pozostate regiony czasteczki moga by¢ zaangazowane w wigzanie
peptydu do powierzchni mikroorganizméw (Yamada i Natori, 1994). Gallerimycyna G.
mellonella, zbudowana z 57 reszt aminokwasowych, nalezy do grupy peptydow
podobnych do defensyny 1 wykazuje podobienstwo do dziatajacej przeciwgrzybowo
drosomycyny D. melanogaster oraz heliomycyny Heliothis virescens. Gallerimycyna
ma aktywno$¢ wobec entomopatogennego grzyba Metarhizium anisopliae, natomiast

nie stwierdzono jej aktywnosci przeciwbakteryjnej. Niemniej jednak wykazano, ze
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dziatajac synergistycznie z cekroping A wobec E. coli, hamuje wzrost tych bakterii
(Bolouri i in., 2016; Seitz i in., 2003; Schuhmann i in., 2003).

Analiza transkryptomu G. mellonella wykazata takze obecno$¢ innych
potencjalnie przeciwdrobnoustrojowych czasteczek zawierajagcych motyw CSaf, m.in.
czasteczke podobng do kobatoksyny (ang. cobatoxin-like), peptydu o aktywnosci
blokujacej kanaty potasowe w btonach komoérkowych, ktory wystepuje w jadzie
skorpiona Centruroides noxius. Ponadto, zidentyfikowano biatko Gall-6-tox (Vogel i
in., 2001), ktore zawiera sze$¢ konserwatywnych powtorzen motywu CSafl. Homologi
Gall-6-tox, roznigce si¢ iloscia powtorzen motywu CSaf, zostaly rowniez
zidentyfikowane u innych przedstawicieli Lepidoptera, takich jak B. mori czy
Spodoptera exigua. Biatka te przypisano do nowej rodziny nazwanej X-tox, ktora
grupuje atypowe biatka odpornosciowe specyficzne dla Lepidoptera, ewolucyjnie
pochodzace od defensyn (d’Alencon i in., 2013). Biatka z rodziny X-tox zawieraja
zmienng liczbe (X) motywoéw CSof, nie wykazuja jednak aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej (Destoumieux-Garzon i in., 2009).

Gloweryny to silnie kationowe polipeptydy o masie okoto 14 kDa, bogate w
reszty glicyny, ktére stanowia powyzej 18% zawartosci wszystkich aminokwasow. W
ich sekwencji aminokwasowej nie stwierdzono reszt cysteiny. Gloweryny
charakteryzujg si¢ wysoka termostabilnoscig. Podobnie jak morycyny, opisano je do tej
pory tylko u przedstawicieli rzedu Lepidoptera. Po raz pierwszy wyizolowano je z
hemolimfy poczwarek Hyalophora gloveri. W transkryptomie B. mori zidentyfikowano
sekwencje dla co najmniej 7 gloweryn. Wykazano, ze do indukcji ekspresji gloweryn u
tych owadoéw dochodzi w wyniku infekcji bakteriami E. coli (Cheng i in., 2006; Seitz i
in., 2003; Yi 1 in., 2013). Gloweryny moga wykazywaé aktywno$¢ wobec bakterii
Gram-ujemnych, Gram-dodatnich oraz grzybow, a takze, jak np. gloweryny
Trichoplusia ni, aktywno$¢ przeciwwirusowg (Moreno-Habel i in., 2012). Gloweryna
M. sexta, wigzaca si¢ do LPS, LTA, PG i laminaryny, jest aktywna wobec Bacillus
cereus i dwoch gatunkow grzybow, Saccharomyces cerevisiae i Cryptococcus
neoformans. Stwierdzono, ze oddziatywanie gloweryn z LPS prowadzi do zwigkszenia
przepuszczalno$ci blony komoérkowej oraz zahamowania syntezy blony zewnetrznej u
bakterii (Xu i in., 2012; Yiiin., 2014).

W hemolimfie G. mellonella zidentyfikowano ponadto peptydy bogate w reszty

proliny: peptyd prolinowy-1 oraz peptyd prolinowy-2. Pierwszy z nich zawiera 5 reszt

proliny, ktore stanowig 13,5% zawartosci wszystkich aminokwasow, natomiast w
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peptydzie prolinowym-2 reszty proliny stanowig 26,2% (Cytrynska i in., 2007). Oba te
peptydy, ze wzgledu na obecno$¢ charakterystycznych motywow lizyna-prolina i
prolina-arginina, mogg by¢ zaklasyfikowane do grupy dlugotancuchowych peptydow
bogatych w proline (ang. long-chain proline-rich peptides). Do tej grupy naleza rowniez
34 aminokwasowa abecyna Apis mellifera (Hymenoptera) oraz 32 aminokwasowa
lebocyna B. mori (Cytrynska i in., 2007). Wykazano, ze oba peptydy prolinowe wraz z
peptydem anionowym-1 G. mellonella wywodza si¢ z jednej czgsteczki prekursorowe;j
(GmPro) (Brown i in., 2009). Peptyd anionowy-1 G. mellonella zawiera pie¢ reszt
proliny, stanowiacych 11,9% zawarto$ci wszystkich aminokwasow. Wykazuje
podobienstwo do sekwencji aminokwasowej prekursoréw lebocyny 3 i 4 B. mori
(Cytrynska i in., 2007). Oba peptydy bogate w proling G. mellonella nie maja
aktywnosci wobec bakterii Gram-ujemnych, dziataja natomiast na bakterie Gram-
dodatnie.  Ponadto, peptyd prolinowy-1  charakteryzuje si¢  aktywnoscig
przeciwgrzybowa wobec roznych gatunkow drozdzy oraz grzybow nitkowatych
Fusarium graminearum (Brown i in., 2009; Cytrynska i in., 2007; Mak i in., 2010).
Poza wspomnianym wyzej peptydem anionowym-1, w hemolimfie G.

mellonella zidentyfikowano peptyd anionowy-2, o masie czasteczkowej 6,98 kDa. W

sekwencji tego 60 aminokwasowego peptydu zidentyfikowano 8 reszt kwasu
glutaminowego oraz 3 reszty kwasu asparaginowego. Jego sekwencja jest unikatowa.
Nie udato si¢ dotychczas znalez¢ podobienstwa do sekwencji znanych peptydow lub
biatek. Peptyd anionowy-2 obecny jest w hemolimfie G. mellonella konstytutywnie, w
stosunkowo wysokim stezeniu 12 uM (Mak i in., 2010). Wykazuje aktywnosc¢ in vitro
wobec wybranych gatunkéw bakterii Gram-dodatnich oraz drozdzy z rodzaju Pichia
(Cytrynska i in., 2007). Dziata synergistycznie z lizozymem G. mellonella wobec
bakterii Gram-ujemnych (Zdybicka-Barabas i in, 2012) oraz drozdzakow C. albicans
(Sowa-Jasitek i in., 2014).

Inhibitory proteaz

Inng grupa peptydow obecnych w hemolimfie owadow sa inhibitory proteaz.
Pelnig one istotng rolg w odpornosci owadow, z uwagi na fakt, ze zapobiegaja
niekontrolowanej degradacji bialek owada, jak rowniez chronig przed dzialaniem
proteinaz wydzielanych przez patogeny.

U gasienic G. mellonella zidentyfikowano trzy indukowalne inhibitory proteaz

serynowych (ang. inducible serine protease inhibitors, ISPI): ISPI-1, ISPI-2 oraz ISPI-
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3, o masach czasteczkowych, odpowiednio, 9,2 kDa, 6,3 kDa i 8,2 kDa. ISPI-2
reprezentuje inhibitory typu Kunitza, natomiast ISPI-1 i ISPI-3 nie wykazuja
podobienstwa do znanych biatek. Wszystkie trzy inhibitory byly syntetyzowane przez
gasienice G. mellonella w odpowiedzi na podaniec zymosanu (preparatu zawierajacego
sktadniki $ciany komodrkowej grzybow S. cerevisiae). Hamujg one aktywno$¢ proteaz
serynowych, takich jak trypsyna, czy proteazy Prl i Pr2 wytwarzane przez
entomopatogennego grzyba Metarhizium anisopliae (Frobius i in., 2000; Vogel i in.,
2011).

Innym przedstawicielem grupy inhibitorow proteaz jest owadzi inhibitor
metaloproteinaz (ang. insect metalloproteinase inhibitor, IMPI) zidentyfikowany u G.
mellonella po iniekcji LPS do hemocelu (Vogel i in., 2001). Wykazano, ze produktami
genu IMPI sa dwa peptydy: IMPI-1 i IMPI-2. IMPI-1 wyizolowany z hemolimfy G.
mellonella jest czasteczka glikozylowang, o masie czasteczkowej 8,6 kDa.
Charakteryzuje si¢ wysoka odpornoscia na temperatur¢ i dzialanie kwasow, co
zwigzane jest z obecno$cig 5 mostkow dwusiarczkowych stabilizujacych czasteczke.
IMPI-1 jest zaangazowany w reakcje odporno$ciowe, a jego ekspresja zachodzi w ciele
thuszczowym oraz hemocytach i jest indukowana po rozpoznaniu bakterii lub grzybow
(Vilcinskas 1 Wedde, 2002). Dzialanie IMPI-2 zwigzane jest ze zmianami
rozwojowymi, do ktorych dochodzi w trakcie przeobrazenia owada. Peptyd ten bierze
wowczas udziat w  regulowaniu  aktywnosci  metaloproteinaz  macierzy
zewnatrzkomorkowej. Nie stwierdzono podobienstwa sekwencji aminokwasowej IMPI
do znanych biatek czy peptydow. Jak dotad jest jedynym opisanym u zwierzat
inhibitorem metaloproteinaz, zdolnym do zahamowania aktywnosci termolizyny
Bacillus thermoproteolyticus, nalezacej do rodziny metaloproteinaz M4, do ktorej
zalicza si¢ rOwniez wiele proteaz wytwarzanych przez bakterie patogenne dla cztowieka

(Wedde i in., 2007).
Wybrane bialka odpornosciowe
Lizozym

Lizozym jest jednym z bialek, ktore pelni istotng role w humoralnej odpowiedzi
immunologicznej u owadow. U zwierzat wyrdzni¢ mozna trzy typy lizozymu: kurzy
(ang. chicken, c), gesi (ang. goose, g) oraz typ i (ang. invertebrate). Ze wzgledu na
podobienstwo sekwencji aminokwasowej 1 wlasciwosci do lizozymu biatka jaja kurzego

(ang. egg white lysozyme, EWL), wickszos$¢ lizozymow zidentyfikowanych u owadow
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reprezentuje typ ¢, podobnie jak lizozymy innych stawonogdéw oraz strunowcow
(Gajda i Bugla-Ptoskonska, 2014; Vogel i in., 2011).

Aktywno$¢ przeciwbakteryjna lizozymow typu ¢ opiera si¢ na enzymatycznej
hydrolizie wigzania B-1,4-glikozydowego pomig¢dzy N-acetyloglukozaming, a kwasem
N-acetylomuraminowym w peptydoglikanie §ciany komorkowej bakterii. Szczeg6lnie
wrazliwe na jego dzialanie s3 wigc bakterie Gram-dodatnie, ktorych peptydoglikan
eksponowany jest na powierzchni komoérki. Jednakze, ze wzgledu na swoj kationowy
charakter, lizozym moze tez dziala¢ nieenzymatycznie w sposob podobny do
kationowych peptydow przeciwdrobnoustrojowych (Ragland i Criss, 2017; Sowa-
Jasitek i in., 2014).

W transkryptomie G. mellonella zidentyfikowano cztery homologi lizozymu
typu ¢ oraz jeden lizozym typu i. Lizozym typu ¢ G. mellonella, o masie okoto 14 kDa i
pl=9,28, wystepuje w hemolimfie konstytutywnie (Hultmark, 1996; Yu i in., 2002).
Wykazano jednakze, ze jego poziom i aktywno$¢ w hemolimfie wzrasta w odpowiedzi
na infekcje bakteryjna, grzybowa oraz pierwotniacza (Kajla i in., 2011; Sowa-Jasitek i
in., 2014). Lizozym G. mellonella jest aktywny wobec bakterii Gram-dodatnich, ale
takze Gram-ujemnych oraz grzyboéw. Jego dziatanie przeciw C. albicans oparte jest na
indukowaniu apoptozy w komorkach tego drozdzaka (Yu i in., 2002; Sowa-Jasitek i in.,
2014; Sowa-Jasitek i in., 2016; Zdybicka-Barabas i in., 2012). Udowodniono, ze
lizozym moze dziata¢ synergistycznie z innymi biatkami 1 peptydami o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, takimi jak: cekropina B, defensyna, peptyd anionowy-2 czy
apolipoforyna III, zarbwno wobec bakterii, jak i grzybow (Sowa-Jasitek i in., 2014;
Zdybicka- Barabas i in., 2012; Zdybicka- Barabas i in., 2013). Stwierdzono ponadto, ze
lizozym G. mellonella moze regulowaé proces melanizacji — jego obecno$¢ obniza
aktywno$¢ oksydazy fenolowej w hemolimfie immunizowanych gasienic G. mellonella
(Zdybicka-Barabas i in., 2014). W badaniach z wykorzystaniem lizozymu M. sexta
wykazano, ze oddziatuje on z profenolooksydaza, co uniemozliwa jej aktywacje¢ (Rao 1

in., 2010).

Apolipoforyna 111

Apolipoforyna Il (apoLp-III) to wielofunkcyjne biatko o masie czasteczkowej
18 kDa, wystepujace obficie przede wszystkim w hemolimfie, ale wykrywane jest takze

w hemocytach, ciele thuszczowym i gruczotach przednych G. mellonella. Wraz z
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apolipoforyng I (250 kDa) i1 apolipoforyna II (75 kDa) uczestniczy w transporcie
lipidow z ciala tlhuszczowego do migsni. Czasteczka apoLp-III zawiera pi¢¢ a-helis
utozonych naprzemianlegle, tworzacych cylindryczng strukture, z hydrofilowa czescia
zewngetrzng 1 hydrofobowym wnetrzem. ApoLp-III moze wystgpowaé w hemolimfie w
formie wolnej lub zwigzanej z lipidami i lipoforynami. Oddziatywanie apoLp-Ill z
kompleksem HDLp (ang. high-density lipophorin particles), zawierajacym
apolipoforyne I i apolipoforyng II, zwigzane jest z otwarciem jej struktury i
przytaczeniem lipidow. Efektem zwigzania apoLp-III i lipidow do HDLp jest powstanie
kompleksu LDLp (ang. low-density lipophorin particles) (Wen i in., 2016; Weers i
Ryan, 2006; Zdybicka-Barabas i Cytrynska, 2013).

Wykazano, ze w odpowiedzi na zakazenie, poziom apoLp-IIl w roéznych
tkankach ggsienic G. mellonella zmienia si¢, w zalezno$ci od typu patogenu i czasu po
immunizacji, co $wiadczy o jej zaangazowaniu w reakcje odpornosciowe (Staczek i in.,
2018; Wen i in., 2016; Zdybicka i Cytrynska, 2011).

Udowodniono, ze apoLp-III wigze sktadniki §ciany komorkowej bakterii i
grzybow, takie jak LTA, LPS 1 B-1,3-glukan, petniac role receptora PRR (Halwani 1 in.,
2000; Pratt i Weers, 2004; Whitten i in., 2004). Wykazano ponadto, ze w odpowiedzi na
infekcje bakteryjng apoLp-III oddziatuje z lipidami i formuje kompleksy LDLp, ktore
pobierane s3 nastgpnie przez granulocyty (Dettloff 1 in, 2001). Podobnie, apoLp-IlI
podawana gasienicom G. mellonella do hemocelu wigzata si¢ z lipidami i ulegata
endocytozie do wnetrza hemocytow (Dettloff 1 in., 2001; Niere 1 in., 2001). Dane te
wskazuja, ze apoLp-III moze petni¢ funkcj¢ czasteczki sygnalnej przekazujacej sygnat o
infekcji do hemocytéw. Stwierdzono réwniez, ze apoLp-III wzmacnia aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa hemolimfy: podanie gasienicom G. mellonella oczyszczonej
apoLp-III skutkowalo wzrostem aktywnosci wobec E. coli oraz aktywnosci lizozymu,
porownywalnie do iniekcji bakterii (Halwani 1 Dunphy, 1999; Wiesner i in., 1997). Z
kolei po wstrzyknigeciu apoLp-Ill obserwowano indukcje ekspresji genow kodujacych
lizozym i cekropiny w ciele thuszczowym Hyphantria cunea (Kim i in., 2004a). Badania
in vitro z wykorzystaniem apoLp-lll G. mellonella wykazaty jej dziatanie
przeciwbakteryjne wobec bakterii Gram-ujemnych Klebsiella pneumoniae i Salmonella
typhimurium oraz Gram-dodatnich, Bacillus circulans, jak réwniez grzybow
strzepkowych Fusarium oxysporum i drozdzakéw C. albicans (Zdybicka-Barabas i in.,
2011; Zdybicka-Barabas i in., 2012). ApoLp-III moze réwniez dziata¢ synergistycznie z

innymi sktadnikami hemolimfy, np. lizozymem, wobec bakterii Gram-dodatnich i
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Gram-ujemnych (Zdybicka-Barabas i Cytrynska, 2011, Zdybicka-Barabas i in., 2013),
bierze udziat w detoksyfikacji endotoksyn bakteryjnych (Halwani i Dunphy, 1997,
Oztug i in., 2012), wykazuje witasciwosci aglutynujgce (Iimura i in., 1998) oraz jest
zaangazowana w regulacj¢ aktywno$ci ukladu oksydazy fenolowej (Cerenius i
Soderhall, 2004; Wen i in., 2016). Wykazano ponadto, ze apolipoforyna III jest
czynnikiem modulujacym odpowiedz komoérkowa. Wplywajac na wilasciwosci
adherentne hemocytow wspomaga fagocytoze komorek drozdzy przez plazmatocyty G.
mellonella (Whitten i in., 2004, Zakarian i in., 2002), a po zwigzaniu z lipidami wzmaga

proces inkapsulacji oraz nodulacji (Whitten i in., 2004).
1.3. Grzyby jako czynniki chorobotworcze

Infekcje grzybicze stanowia zagrozenie zarowno dla roslin, jak i zwierzat, w tym
cztowieka. Cho¢ nie sg czynnikiem zakaznym zdolnym spowodowaé wyginigcie
danego gatunku, s3 w stanie znacznie ograniczy¢ liczebnos$¢ populacji w krotkim czasie,
a epidemie chorob grzybiczych roslin uprawnych wywieraty ogromny wptyw na dzieje
ludzkosci, prowadzac do kleski glodu 1 upadku gospodarczego (Fisher i in., 2012).

Sposrod okoto poéltora miliona gatunkéw grzybow, kilkaset stanowi czynnik
etiologiczny choréb czlowieka (Wierzbicka, 2000; Hawksworth, 2001). Grzybice
powierzchniowe skory i paznokci, wywolywane gtownie przez dermatofity, dotycza ok.
25% populacji swiatowej ludzi (okoto 1,7 miliarda) (Havlickova i in., 2008). Mniejsza
ilos¢ zachorowan dotyczy grzybic uktadowych (inwazyjnych). Wiaza si¢ one jednak ze
znacznie wigkszg S$miertelnoscig, ktora siega 1,5 miliona 0s6b rocznie. Pomimo
rosngcego dostepu do lekow przeciwgrzybiczych, rokowania pacjentdw z inwazyjna
grzybica pozostajg stale na niskim poziomie. Dane wskazuja, ze porownywalna liczba
zgondw dotyczy zardwno grzybic uktadowych, jak i malarii czy gruzlicy (Brown i in.,
2012). Za 90% zgondéw spowodowanych grzybica ukladowa odpowiadaja grzyby
nalezagce do kilku rodzajow: Cryptococcus, Candida, Aspergillus, Histoplasma i
Pneumocystis (Kim, 2016; Patterson i in., 2000) (Ryc. 12). Sposrdd nich, jedynie C.
albicans stanowi sktadnik naturalnej mikroflory cztowieka. Rezerwuarem pozostatych
gatunkéw jest sSrodowisko (Reedy i in., 2007).

Uktad odporno$ciowy zwierzat wyposazony jest w skuteczne mechanizmy do
walki z grzybami. Pomimo tego, od wielu lat obserwuje si¢ stalty wzrost liczby osob
cierpigcych na grzybice uktadowe. Jest to spowodowane wieloma czynnikami, ktore

prowadza do ostabienia uktadu odpornosciowego czlowieka. Na zakazenia grzybicze
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narazeni s3 w szczegolnosci nosiciele wirusa HIV, chorzy na AIDS, nowotwory oraz
osoby poddawane terapii sterydami. W grupie pacjentow zagrozonych grzybica sg
rowniez biorcy przeszczepdw. Szybko rozwijajaca si¢ transplantologia, poza
oczywistymi korzysciami dla zycia 1 zdrowia, niesie ze sobg zagrozenie wynikajace ze
stosowania leczenia immunosupresyjnego (Denning, 1998; Patterson i in., 2000; Brown
in., 2012).

Candida sp.
Grzyby Cryptococcus neoformans
oportunistyczne Pneumocystis jirovecii

Inwazyjne Aspergillus sp.

grzybice

Grzyby Histoplasma capsulatum

bezwzglednie Blastomyces dermatitidis
chorobotworcze Coccidioides sp.

Ryc. 12. Epidemiologia inwazyjnych grzybic u ludzi.
Grzyby oportunistyczne, w odréznieniu od bezwzglednie chorobotworczych, atakuja
jedynie osoby z deficytami w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego (opracowano
na podstawie: Pfaller i Diakema, 2010).

Zarodniki grzybow z rodzaju Aspergillus, ktore wraz z powietrzem dostaja si¢
do pluc, sa u zdrowych ludzi szybko rozpoznawane i eliminowane. U o0s6b z
uposledzonym funkcjonowaniem ukladu odporno$ciowego zarodniki kietkuja,
prowadzac do rozwoju grzybicy (Kim, 2016; Patterson i in., 2000). Szacuje si¢, ze
kazdego roku pojawia si¢ ponad 200 tysigcy nowych przypadkoéw aspergillozy
uktadowej, powodowanej glownie przez A. fumigatus, co ze wzgledu na trudnosci
diagnostyczne odpowiada ok. 50-65% faktycznej liczby zachorowan (Ryc. 13)
(Denning i in., 2013). Smiertelno$é w grupie pacjentow ze zdiagnozowana i leczona
aspergilloza uktadowa wynosi ok. 50%. Brak wilasciwej diagnozy lub opdznienie w

podjeciu leczenia skutkuje niemal 100% $miertelnoscig (Denning i in., 2013).
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Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus glaucus
Aspergillus terreus

Inne gatunki Aspergillus

Ryc. 13. Epidemiologia inwazyjnych aspergilloz u ludzi.
Glownym czynnikiem epidemiologicznym aspergilloz u ludzi jest A. fumigatus. A. niger
odpowiada za 7-16% przypadkow zachorowan (Patterson, 2000; Vazquez i in., 2016).

Ze wzgledu na duze zagrozenie epidemiologiczne, jakie niesie ze sobg kontakt z
grzybami chorobotworczymi, wiele uwagi poswigca si¢ badaniom dotyczacym
czynnikow wirulencji grzybow. Komponenty §ciany komorkowej grzybow odgrywaja
role wzorcéw molekularnych zwigzanych z patogenami, rozpoznawanych przez uktad
odpornosciowy gospodarza. Stanowig zatem kluczowy czynnik biorgcy udzial w
interakcjach gospodarz-patogen. Sktadniki te, niezb¢dne grzybom do przezycia, nie sg
obecne w organizmie cztowieka, przez co moga by¢ celem dziatania lekéw

przeciwgrzybiczych (Lee i Sheppard, 2016).
1.3.1. Budowa $Sciany komérkowej grzybow

Sciana komorkowa wszystkich grzybow jest struktura odgrywajaca kluczowa
role w utrzymaniu integralno$ci komorek, ochronie przed wplywami Srodowiska
zewngtrznego oraz w morfogenezie i patogenezie grzyba. Dziata jak sito, regulujac
selektywny transport czasteczek do i z komorki. Jest miejscem, skad uwalniane sa
toksyny i czasteczki o aktywno$ci hydrolitycznej, ktore pozwalaja grzybom na
zasiedlanie okreslonych nisz (Latgé, 2007). Sciana komérkowa posredniczy rowniez w
adhezji komorek grzyba do réznych powierzchni, co przyczynia si¢ do tworzenia
biofilmu (Lee i Sheppard, 2016).

Kompozycja $ciany komorkowej zmienia si¢ dynamicznie pod wplywem
warunkow S$rodowiskowych. Ciagla synteza sktadnikow $ciany komorkowej i ich

rearanzacja jest niezbedna do przetrwania grzyba podczas wzrostu, namnazania,
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kolonizacji i inwazji powierzchni komorek gospodarza (Lee i Sheppard, 2016). Jak
istotng role odgrywa $ciana komoérkowa grzybow $wiadczy fakt, ze okoto 20% genomu
drozdzy S. cerevisiae stanowig geny kodujace czgsteczki zaangazowane w biosynteze i
regulacje syntezy sktadnikow $ciany komorkowej (de Groot i in., 2001; Gow 1 in.,
2017).

Sciana komorkowa wickszosci grzyboéw ma budowe warstwowa. Zbudowana
jest w ponad 90% z polisacharydow, tworzacych trojwymiarowa sie¢. Najglebiej
potozong warstwe szkicletowa stanowi rozgaleziony B-1,3/1,6-glukan wraz z chityna.
Oba sktadniki maja zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych i1 formowania
mikrofibryli, ktére oplatajac komorke, tworza szczelng sie¢, na tyle silng, aby utrzymac
wysokie hydrostatyczne cis$nienie wewnatrzkomorkowe wywierane na $cian¢ przez
cytoplazme i btong komoérkows. Rozgateziony B-1,3/1,6-glukan jest zwigzany do biatek
i/lub innych polisacharydow. Warstwa zewngtrzna Sciany komorkowej jest bardziej
heterogenna, jej sktadowe sg charakterystyczne dla poszczeg6lnych gatunkow grzybow
(Latgé, 2007; Erwig i Gow, 2016; Gow i in., 2017; Hernandes-Chavez i in., 2017) (Ryc.

14).
GXM
GalXM

otoczka
. galaktomannan
melanina

biatlko  mannan Lrodlet” GAG a-1,3-glukan
I
;A & Al
mannan LK (@
NI b
B-1,6-glukan 7":<’\' /2}{3«5\/
o @ za ™ RDES ; " T N\
B-1,3-glukan . S /@;/g\ig N R
Chityna P —/\)\’“ AP % MNVMQ/\A/\- AP

Candida Pneumocystis zarodniki  strzgpki Cryptococcus Histoplasma

Aspergillus Aspergillus capsulatum
Sfumigatus 1
Blastomyces

dermatitidis

Ryc. 14. Porownanie budowy Sciany komorkowej wybranych gatunkow grzybow
(Erwig i Gow, 2016, zmieniono). GAG - galaktozaminogalaktan, GalXM -
galaktoksylomannan, GXM — glukuronoksylomannan. Szczegétowy opis w tekscie.

Warstwa zewnetrzna $ciany komorkowej u drozdzy, np. z rodzaju Candida i
Saccharomyces, jak roéwniez u Pneumocystis jiroveci, gatunku patogennego dla

cztowieka, zawiera mannozylowane glikoproteiny, ktore poprzez
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glikozylofosfatydyloinozytol (ang. glycosylphosphatidylinositol, GPI) tacza si¢ z B-
1,3/1,6-glukanem (Gow 1 in., 2017). Charakterystycznym sktadnikiem $ciany
komorkowej polimorficznych grzyboéw patogennych dla cziowieka, Histoplasma
capsulatum oraz Blastomyces dermatitidis, jest a-1,3-glukan (Rappleye i in., 2007).
Podobnie, u grzyboéw z rodzaju Cryptococcus, a-1,3-glukan obecny jest w zewnetrznej
warstwie §ciany komorkowej, gdzie stanowi element mocujacy otoczke, zbudowang z
glukuronoksylomannanu i galaktoksylomannanu. Dodatkowo, w $cianie komoérkowej C.
neoformans znajduje si¢ melanina, ktéra prawdopodobnie ulokowana jest w poblizu
chityny lub jej deacetylowanej formy - chitosanu (Ryc. 14) (Erwig i Gow, 2016).

Rdzen S$ciany komorkowej u wszystkich gatunkéw z rodzaju Aspergillus,
podobnie jak u innych grzyboéw, stanowi B-1,3-glukan oraz chityna. Oba skladniki
wystepuja zardowno u form wegetatywnych — w strzepkach, jak roéwniez u form
przetrwalnikowych — w zarodnikach. Obserwowane r6znice w budowie, rozmieszczeniu
1 zawartosci poszczegolnych polisacharydéw Sciany komorkowej wynikajg z réznych
funkcji pelnionych przez oba morfotypy (Ryc. 15) (Beauvais 1 Latgé, 2018; Beauvais 1
in., 2014). Sciana komoérkowa A. fumigatus, oprocz polisacharydow, zawiera rowniez
biatka, ktore stanowig 2-3% jej zawartosci (Bernard 1 Latgé, 2001; de Groot i in., 2007).

Warstwa wewngtrzna $ciany komorkowej zarodnikow Aspergillus zawiera
nierozpuszczalne w zasadach f-1,3-glukany (38%), galaktomannan (26%) oraz
chityng/chitosan (5,6%). Polisacharydy te, wspolnie z biatkami, tworza sztywna i
wytrzymalg strukture. Warstwa zewnetrzna Sciany komorkowej zarodnikow zawiera
rozpuszczalne w zasadach a-1,3-glukany (14%), galaktomannan (13%), B-1,3-glukany
(5%) oraz chityne¢/chitosan (0,5%), tworzace, w przeciwienstwie do warstwy
wewnetrznej, luzng sie¢ (Ryc. 15) (Fontaine i in., 2000; Mouyna i Fontaine, 2009;
Latgé, 2010, Lee i Sheppard, 2016).

Zarodniki Aspergillus okryte sg dodatkowo dwoma warstwami ochronnymi
zbudowanymi z hydrofobin i melaniny. Najbardziej zewnetrzng stanowi wysoce
hydrofobowa warstwa (ang. rodlet) zbudowana z hydrofobin (ang. hydrophobins),
biatek bogatych w cysteing, o masie czasteczkowej 14-16 kDa. Biatka te chronig
zarodniki przed odpowiedzig immunologiczng organizmu gospodarza (Paris 1 in., 2003).
Hydrofobiny sg réwniez zaangazowane w proces adhezji patogendéw grzybowych do
komorek gospodarza, m. in. u owadow i roslin (Gow i in., 2017). Ponizej warstwy
,rodlet” znajduje si¢ warstwa zawierajagca melaning (Gow i in., 2017). Obie warstwy

zapewniaja zarodnikom ochron¢ przed niekorzystnym wptywem czynnikow
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srodowiskowych, takich jak: promieniowanie UV, temperatura, wysokie st¢zenie soli,
skrajne wartosci pH czy ci$nienia osmotycznego, jak rowniez czasteczek o aktywnosci
przeciwgrzybowej wydzielanych przez organizm gospodarza. Rola ochronna
hydrofobin 1 melaniny konczy si¢ w momencie kietkowania zarodnikow, kiedy
dochodzi do pekniecia warstwy zewnetrznej i uwidocznienia struktur PAMPs, takich
jak B-1,3-glukan oraz a-mannan (Carrion Sde i in., 2013; Paris i in., 2003; Dague i in.,
2008). Sciana zarodnikéw staje sie wowczas przepuszczalna dla wody, jonow i
zwigzkow przeciwgrzybowych (Beauvais 1 Latgé, 2018).

A Sciana komodrkowa zarodnikow

rdzen
Sciany
komorkowej

syntaza il T m AT blona
chityny ™ syntaza 7. syntaza komorkowa
-Q ¥
a-1,3-glukanu ubP ?JDP f-1,3-glukanu

B Sciana komorkowa strzgpek

rdzen
Sciany
komorkowe;j

) . D f mm I ] btona
syntaza 4 syntaza komorkowa
a-1,3-glukanu upp B-1.3-glukanu

000000  B-1,3/1,4-glukan AAS®  o-1,3-glukan
0000 chityna @age oligosacharydy chityny MWW, galaktomannan
éc B-1,3-glukan I kotwica GPI
JUWAA  galaktozaminogalaktan @ biatka

Ryec. 15. Porownanie budowy Sciany komorkowej zarodnikow (A) oraz strzepek

(B) A. fumigatus (Beauvais i in., 2014, zmienione).

Sktadniki $ciany komorkowej strzgpek A. fumigatus stanowig 20-40% suchej
masy grzybni (Mouyna i Fontaine, 2009). Podobnie jak w przypadku zarodnikéw,
$ciana komoérkowa strzgpek Aspergillus zbudowana jest z dwoch warstw. W sktad
warstwy wewnetrznej wchodza polisacharydy nierozpuszczalne w zasadach: B-1,3-

glukany (30%), chityna/chitosan (17%), galaktomannany (B-1,5galakto-a-1,2/1,6-
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mannan) (5%), galaktozoaminogalaktan (4%) oraz -1,3/1,4-glukany (3%). Zewngtrzna
warstwa Sciany komorkowej zbudowana jest z rozpuszczalnych w zasadach
polisacharydoéw: o-1,3-glukanu (42%), galaktozaminogalaktanu (GAG) (2,3%) oraz
galaktomannanéw (GM) (1,4%) (Fontaine 1 in., 2000; Latgé, 2010; Yoshimi i in., 2016;
Beauvais i in., 2014). Na powierzchni strzepek wytwarzana jest amorficzna macierz
zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix, ECM), nie obserwowana na
zarodnikach. W jej sktad wchodzg galaktozaminogalaktan, galaktomannany oraz a-1,3-
glukan (Ryc. 15) (Yoshimi i in., 2017).

Ze wzgledu na fakt, ze a-1,3-glukan jest jednym z gléwnych komponentow
sciany komorkowej patogennych dla czlowieka grzybow strzgpkowych oraz
dimorficznych, w dalszej czeSci pracy przedstawiono role tego skladnika w
funkcjonowaniu komoérek grzyboéw oraz przypisywane mu znaczenie w oddziatywaniu

gospodarz-patogen.

1.3.1.1. Rola a-1,3-glukanu $ciany komérkowej w funkcjonowaniu komérek

grzybow

Alfa-1,3-glukan peini istotng role w organizacji Sciany komorkowej u wielu
grzybow patogennych dla cztowieka. Jego obecnos¢ wplywa na prawidlowa morfologie
komorek grzyba, ich wrazliwo$¢ na enzymy lityczne i reaktywne formy tlenu. Sktadnik
ten moze réwniez petni¢ role materialu zapasowego, czynnika aglutynujacego oraz
czynnika wirulenciji.

Analiza genomu grzybow z rodzaju Aspergillus wykazata, ze w zaleznosci od
gatunku, wyr6zni¢ mozna od dwodch (A. nidulans) do pigciu (A. niger) genéw ags
kodujacych syntazy a-1,3-glukanu. U A. fumigatus synteza a-1,3-glukanu odbywa sig
przy udziale trzech syntez: Agsl, Ags2 oraz Ags3. Agsl oraz Ags2 s3 biatkami
btonowymi. Ags3 jest rowniez prawdopodobnie zwigzane z btong komorkowa

(Yoshimi in., 2016) (Henry i in., 2012).
Skladnik strukturalny sciany komérkowej

Wykazano, ze mutacje w genach ags2 oraz ags3 A. fumigatus nie miaty wptywu
na ilo$¢ a-1,3-glukanu w $cianie komodrkowej, natomiast mutanty agsl miaty o 50%
zredukowang zawarto$¢ tego polisacharydu (Beauvais i in., 2005). Delecja genu agsl
lub ags2 skutkowata zmiang w morfologii strzgpek oraz ostabieniem zarodnikowania

(Beauvais i in., 2005). Mutanty z delecja wszystkich trzech gendow charakteryzowaly si¢
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prawidlowym wzrostem strzepek i zarodnikowaniem, a ich $ciana komoérkowa byta
catkowicie pozbawiona a-1,3-glukanu (Beauvais i in., 2013). Brak tego polisacharydu
skutkowal zmiang w organizacji $ciany komorkowej zarodnikéw, polegajaca na
kompensacyjnym zwickszeniu ilosci B-1,3-glukanu. Dodatkowo, na powierzchni
zarodnikow pojawiala si¢ glikoproteinowa macierz zewnatrzkomodrkowa pokrywajaca
hydrofobowa warstwe ,,rodlet” (Beauvais i in., 2013). W badaniach na myszach
wykazano, ze szczepy A. fumigatus z wylgczonym genem ags3, u ktérych ekspresja
genu agsl byta zwickszona, charakteryzowaty si¢ wigksza zjadliwos$cia, zwigzang z
nadmierng melanizacja zarodnikéw 1 szybszym kietkowaniem oraz zmniejszong
wrazliwoscig na reaktywne formy tlenu (Beauvais i in., 2005; Maubon i in., 2006).

Z kolei Polacheck i Rosenberger wykazali, ze podobnie jak A. fumigatus, mutant
A. nidulans niewytwarzajacy melaniny i wigkszosci a-1,3-glukanu, zawieral wigksza
ilos¢ PB-1,3-glukanu w $cianie komoérkowej. Jednocze$nie zewnetrzna warstwa jego
sciany komorkowej byta niedostrzegalna w mikroskopie elektronowym. Stwierdzono,
ze brak a-1,3-glukanu w $cianie komérkowej zwigkszat wrazliwos¢ komorek grzyba na
dziatanie enzymow litycznych (Polacheck i Rosenberger, 1977).

U C. neoformans a-1,3-glukan odgrywa kluczowsg rolg¢ w mocowaniu otoczki do
$ciany komoérkowej. Mutanty pozbawione a-1,3-glukanu rosty wolniej i nie byty zdolne
do utworzenia otoczki, pomimo, ze jej sktadniki byly wytwarzane. Brak a-1,3-glukanu
w $cianie komoérkowej kompensowany byt zwiekszong ilo$cig chityny/chitosanu oraz
redystrybucja B-glukanu pomiedzy obie warstwy Sciany komorkowej. Ponadto, mutant
pozbawiony a-1,3-glukanu nie wykazywat zjadliwosci na modelu mysim (Reese i
Doering, 2003; Reese i in., 2007).

Material zapasowy

Alfa-1,3-glukan moze pehi¢ funkcje¢ polisacharydu zapasowego. Zgromadzenie
odpowiedniej ilosci a-1,3-glukanu w $cianie komoérkowej jest niezbgdne podczas
formowania klejstotecjow u A. nidulans (Zonneveld, 1972). Wykazano, ze a-1,3-glukan
obecny w $cianie komoérkowej A. oryzae moze stanowi¢ dla grzyba zrodlo wegla w
sytuacji braku sktadnikow odzywczych w podtozu (Yoshimi i in., 2017; Zhang 1 in.,
2017).
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Czynnik sprzyjajacy agregacji

Kietkowanie zarodnikow wielu gatunkow grzybow strzgpkowych, w tym z
rodzaju Aspergillus, wigze si¢ z ich pgcznieniem i agregacja (Lemarre, 2008; Lin i in.,
2008). W momencie kietkowania warstwa ,rodlet” i melanina zanikajg, a na
powierzchni $ciany komodrkowej zarodnikow eksponowany jest a-1,3-glukan.
Wykazano, ze jest on jedynym skladnikiem §ciany komoérkowej odpowiedzialnym za
zjawisko aglutynacji kietkujgcych zarodnikéw A. fumigatus (Beauvais i in., 2014;
Fontaine 1 in., 2010). Potwierdzeniem udziatu a-1,3-glukanu w agregacji zarodnikow
byto zahamowanie tego zjawiska po dodaniu do hodowli a-1,3-glukanazy. Stwierdzono
roéwniez, ze napeczniate zarodniki majg zdolno$¢ przylegania do nierozpuszczalnych
czasteczek a-1,3-glukanu. Zdolno$cia do agregacji charakteryzujg sie zarodniki
gatunkoéw, ktore w swoim genomie maja geny ags, kodujace syntaze a-1,3-glukanu,
odpowiedzialng za synteze tego polisacharydu (Fontaine i in., 2010).

Funkcja a-1,3-glukanu jako czynnika aglutynujacego dotyczy zar6wno
zarodnikow, jak i strzgpek grzybow z rodzaju Aspergillus (Fontaine i in., 2010; Henry i
in., 2012). Poziom tej aktywnosci uzalezniony jest od gatunku grzyba. Strzgpki szczepu
A. nidulans pozbawione a-1,3-glukanu byly catkowicie rozproszone w plynnym
podtozu, natomiast u analogicznego szczepu A. oryzae stwierdzono jedynie tworzenie
mniejszych osadéw grzybni (Yoshimi i in., 2017).

Alfa-1,3-glukan, dzieki swoim wlasciwosciom aglutynacyjnym, bierze udziat w
tworzeniu biofilmu A. fumigatus zaréwno in vivo, jak rowniez in vitro. Alfa-1,3-glukan
znajduje si¢ w tych warunkach na powierzchni Sciany komorkowej strzepek grzyba oraz
stanowi razem z GM oraz GAG skladowa macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM)
(Loussert i in., 2010).

Aktywno$¢ aglutynacyjng a-1,3-glukanu potwierdzono réwniez u C.
neoformans. Polisacharyd ten jest odpowiedzialny za mocowanie otoczki do Sciany
komorkowej. Mutanty C. neoformans niewytwarzajace otoczki, a tym samym
eksponujace a-1,3-glukan na powierzchni komorki, wykazuja tendencj¢ do agregacji
(Chang i in., 1996; Reese i Doering, 2003).

Obecnos¢ a-1,3-glukanu w $cianie komoérkowej wywiera rdwniez wpltyw na
morfologi¢ oraz zdolno$ci aglutynacyjne H. capsulatum. Dwa szczepy zréznicowane
pod wzgledem wirulencji charakteryzowaty si¢ odmiennym wygladem kolonii podczas

wzrostu na podtozu stalym i zdolno$cig do agregacji. W podtozu pltynnym agregowat
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jedynie szczep wirulentny, ktory zawieral znacznie wigkszag ilo$¢ a-1,3-glukanu w

$cianie komorkowej (Klimpel i Goldman, 1987).
Czynnik wirulencji

Obecnos¢ a-1,3-glukanu w $cianie komodrkowej opisuje si¢ roéwniez w
kontekscie jego wptywu na wirulencj¢ grzyba. Dane literaturowe wskazuja, ze a-1,3-
glukan utrudnia rozpoznanie komoérek grzyba przez uktad immunologiczny gospodarza.
Szczep A. fumigatus, ktorego zarodniki pozbawione byly o-1,3-glukanu w S$cianie
komorkowej, wykazywal mniejszg zjadliwos¢ w przebiegu aspergillozy u myszy.
Zarodniki byly szybko rozpoznawane i likwidowane przez uktad odpornosciowy
gospodarza. Brak tego polisacharydu wigzat si¢ z modyfikacja $ciany komorkowej
zarodnikoéw, polegajaca na wytwarzaniu amorficznej, glikoproteinowej macierzy na
powierzchni warstwy ,,rodlet”, co skutkowato efektywniejszg fagocytoza zarodnikow
przez mysie makrofagi pgcherzykowe. Badania histopatologiczne tkanki ptucnej myszy
nie wykazatly obecnosci strzepek grzyba, zaobserwowano jedynie niekietkujace
zarodniki. W sytuacji braku a-1,3-glukanu, moment kietkowania zarodnikow wigzat sie
z szybka indukcja przeciwgrzybowej odpowiedzi immunologicznej w organizmie
gospodarza, ktéra byta najprawdopodobniej efektem eksponowania [-1,3-glukanu i
chityny na powierzchni $ciany komorkowej. Wigksza przezywalno$¢ myszy
zakazonych tym mutantem A. fumigatus wynikata zatem z deficytu a-1,3-glukanu w
$cianie komoérkowej grzyba, co wigzato si¢ z ostabionym kietkowaniem in vivo oraz
efektywniejszym rozpoznaniem zarodnikéw mutanta (Beauvais 1 in., 2013; Beauvais 1
in., 2014).

U patogennych grzybéow dimorficznych, takich jak H. capsulatum, P.
brasiliensis i B. dermatitidis, o-1,3-glukan odgrywa réwniez rol¢ czynnika
zaangazowanego w wirulencje. Wykazano, ze kluczowa rol¢ w utrzymaniu pelnej
wirulencji tych grzyboéw odgrywajg produkty trzech gendéw: agsl, ugpl i amyl
(Edwards i in., 2010). Najwicksze znaczenie ma syntaza a-1,3-glukanu kodowana przez
geny ags (Rappleye i in., 2004). Gen agsl ulegat ekspresji u patogennej, drozdzakowej
formy H. capsulatum, w przeciwienstwie do wystgpujacej w Srodowisku formy
strzepkowe] (Edwards 1 in. 2013; Inglis 1 in., 2013). Potwierdzono réwniez udziat
dwoch innych genow: ugpl kodujacego UTP-glukozo-1-fosfourydylylotransferaze, oraz
amyl kodujacego a-1,4-amylazg, w wytwarzaniu a-1,3-glukanu i utrzymaniu wirulencji

H. capsulatum i P. brasiliensis (Marion i in., 2006). Mutacja genu amyl skutkowata
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utratg zdolnosci H. capsulatum do zabijania makrofagow i kolonizacji pluc myszy. U P.
brasiliensis poziom ekspresji genu amyl wzrastal u form drozdzakowych, co bylo
skorelowane z wyzszym poziomem a-1,3-glukanu w ich $cianie komorkowej i
zwiekszong wirulencja (Marion i in., 2006; Camacho 1 in., 2012). Dowiedziono
réwniez, ze poziom a-1,3-glukanu w $cianie komorkowej P. Dbrasiliensis jest
regulowany przez czynniki zewnetrzne, m. in. obecne w organizmie gospodarza (San-
Blas i in., 1977 a,b,c; Yoshimi i in., 2017).

Udziat a-1,3-glukanu w patogenezie H. capsulatum polega najprawdopodobniej
na pehlieniu funkcji maskujacej wobec [-1,3-glukanu, dobrze poznanego wzorca
molekularnego zwigzanego z patogenami, ktory jest rozpoznawany przez komorki
odpornosciowe, m. in. makrofagi (Rappleye 1 in., 2007). Ze wzgledu na zawartos¢ a-
1,3-glukanu w $cianie komoérkowej u formy drozdzopodobnej, H. capsulatum
podzielono na dwie grupy (chemotypy). Chemotyp I pozbawiony jest a-1,3-glukanu,
natomiast chemotyp Il zawiera a-1,3-glukan w $cianie komodrkowej. Do typu II nalezy
wigkszo$¢ grup filogenetycznych H. capsulatum, jak rowniez inne grzyby dimorficzne:
Blastomyces sp. czy Paracoccidioides sp.

Chemotyp Il H. capsulatum zawiera w $cianie komorkowej a-1,3-glukan, ktory
uniemozliwia rozpoznanie B-1,3-glukanu przez fagocyty, co wptywa na jego wysoka
wirulencj¢. Pozbawienie tego chemotypu a-1,3-glukanu skutkuje sprawng likwidacja
zakazenia przez immunokompetentne komorki gospodarza. Niemniej jednak, chemotyp
I, pomimo braku a-1,3-glukanu, charakteryzowat si¢ rowniez silng wirulencja na
modelu mysim in vivo. Wyniki badan wskazuja, ze B-1,3-glukan w komorkach H.
capsulatum chemotypu I nie jest catkowicie eksponowany na zewnatrz, co sugeruje
wykorzystanie innego mechanizmu blokujacego rozpoznanie grzyba przez fagocyty
(Edwards i in., 2010; Edwards i Rappleye, 2011; Woods, 2016).

Klimpel i Goldman wyizolowali dwa szczepy H. capsulatum zr6éznicowane pod
wzgledem zjadliwosci. Wykazano, ze awirulentny szczep H. capsulatum miat 1000-
krotnie mniejsza zawartos¢ a-1,3-glukanu w $cianie komorkowej niz szczep wirulentny
(Klimpel 1 Goldman, 1987). Podobne =zaleznosci wykazano w przypadku B.
dermatitidis. Pozbawiony wirulencji mutant oraz szczep charakteryzujacy si¢ wirulencja
10 000-krotnie nizszg od szczepu wirulentnego byty niemal zupetnie pozbawione a-1,3-
glukanu w $cianie komérkowej (Hogan i Klein, 1994).

Obecnos¢ a-1,3-glukanu w $cianie komorkowej grzybow atakujacych rosliny

thumaczona jest rOwniez swoistg strategig unikniecia rozpoznania przez komorki uktadu
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odpornosciowego gospodarza. Alfa-1,3-glukan maskuje obecno$¢ chityny i B-1,3-
glukanu, obecnych w glebszych warstwach $ciany komoérkowej (Geoghegan 1., 2017).

Kluczowym elementem patogenezy fitopatogennych gatunkow grzybow, takich
jak: Magnaporthe oryzae, Cochlioborus miyabeanus oraz Rhizoctonia solani jest
obecno$¢ a-1,3-glukanu w $cianie komorkowej. Alfa-1,3-glukan jest u tych grzybow
zaangazowany w utrzymywanie struktury strzepek infekujacych ro§liny. W badaniach
in vitro wykazano fragmentacj¢ strzgpek infekcyjnych R. solani po dodaniu a-1,3-
glukanazy (Fujikawa i in., 2012). Mutanty M. oryzae pozbawione aktywnoS$ci syntazy
a-1,3-glukanu, a co za tym idzie o-1,3-glukanu w ich $cianie komodrkowej, sg
niepatogenne i nie przezywaja na lisciach ryzu (Oryza sp. L.), gdyz zachodzi szybka
aktywacja odpowiedzi immunologicznej u ro$lin, m.in. wzmozona ekspresja peptydow
przeciwdrobnoustrojowych gospodarza (Fujikawa i in., 2012, Geoghegan i in., 2017).
Transgeniczny ryz, wytwarzajacy a-1,3-glukanaze, cechowata wysoka odporno$¢ na
infekcje grzybicze wywotywane przez grzyby odlegle filogenetycznie, takie jak M.
oryzae, C. miyabeanus, czy R. solani. Wykazano roéwniez, ze brak a-1,3-glukanu w
Scianie komorkowej lub czgsciowa jego degradacja, zwickszaly wrazliwo$¢ grzyba na
chitynaze, enzym rozktadajacy chityne, uwazang za istotny element obrony roslin przed
patogenami grzybowymi (Fujikawa i in., 2012).

Przytoczone przyktady wskazujg na kluczowsg role a-1,3-glukanu w patogenezie
infekcji wywolanych przez wiele gatunkow grzybow. Przypisuje mu si¢ cechy
czasteczki neutralnej, ktorej obecno$¢ pozwala unikng¢ rozpoznania przez ukilad
immunologiczny gospodarza, poprzez maskowanie skladnikéw $ciany komorkowe;j
potozonych w jej glebszych warstwach, migdzy innymi [-1,3-glukanu oraz chityny,
ktére uwazane sa za induktory odpowiedzi immunologiczne;.

Nieliczne  doniesienia  wskazuja na  dzialanie = immunomodulacyjne
oczyszczonego a-1,3-glukanu. Polisacharyd ten, wyizolowany ze $ciany komoérkowej
grzyba Rhizoctonia, indukowal odpowiedz immunologiczng w kietkach ziemniaka
(Solanum tuberosum L.), chronigc tym samym ro$ling przed choroba spowodowang
przez patogenne szczepy Rhizoctonia solani AG-3 oraz Fusarium solani f. sp. eumartii.
Po podaniu a-1,3-glukanu, jak rowniez niepatogennego szczepu Rhizoctonia, wykazano
indukcje aktywnosci B-1,3-glukanazy oraz chitynazy, ktére zaangazowane sg w reakcje

odpornosciowe u roslin (Wolski i in., 2007).

66



CELE PRACY

Il. CELE PRACY

W odpowiedzi na infekcje grzybicze uktad immunologiczny zwierzat uruchamia
szereg reakcji odpornosciowych, ktore warunkuja eliminacj¢ patogena. Rozpoznanie
non-self jest kluczowym etapem, w ktorym uktad immunologiczny gospodarza
wykorzystuje receptory PRRs do identyfikacji obecnosci struktur PAMPs w
organizmie. Najczesciej opisywang determinanta molekularng patogenéw grzybowych
jest B-1,3-glukan. Rola a-1,3-glukanu obecnego w $Scianie komorkowej A. niger, jak i
wielu innych gatunkdéw grzybow patogennych dla czlowieka, nie jest dostatecznie
wyjasniona. Jak dotad, nie ma takze danych literaturowych dotyczacych reakcji uktadu
odpornosciowego owadoéw na ten sktadnik $ciany komorkowej grzybow.

Celem pracy bylo zatem przeSledzenie reakcji ukladu odpornosciowego
owadow, na przyktadzie organizmu modelowego G. mellonella, na podanie a-1,3-
glukanu wyizolowanego ze Sciany komorkowej A. niger. Wzigto pod uwage mozliwos¢
rozpoznania tego polisacharydu w hemolimfie gasienic, oraz przebieg reakcji
komoérkowych 1 humoralnych, uruchamianych w odpowiedzi na ten skladnik $ciany
komorkowej grzyboéw. Dla pordwnania, przeprowadzono analiz¢ odpowiedzi
komorkowej i humoralnej owadow po immunizacji zarodnikami A. niger oraz -1,3/1,6-

glukanem (laminaryna).

Szczegbdlowe cele niniejszej pracy:

o ocena przezywalnosci gasienic G. mellonella po podaniu a-1,3-glukanu A. niger,

o identyfikacja biatek hemolimfy G. mellonella wiazacych si¢ do a-1,3-glukanu
A. niger,

o analiza odpowiedzi komorkowej gasienic G. mellonella na podanie a-1,3-

glukanu A. niger, poprzez okreslenie zmian w hemocytogramie oraz obserwacje
tworzenia nodul,
o ocena odpowiedzi humoralnej gasienic G. mellonella na podanie a-1,3-glukanu
A. niger:
o analiza zmian w aktywnosci oksydazy fenolowej w hemolifmie,

o analiza zmian w profilach biatkowych hemolimfy,
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o identyfikacja i analiza zmian poziomu peptydéw odpornosciowych w
hemolimfie,
o okreslenie zmian w ekspresji gendw kodujacych wybrane peptydy
odporno$ciowe w ciele thuszczowym,
ocena udzialu bialek obecnych konstytutywniec w hemolimfie G. mellonella,
lizozymu 1 apolipoforyny III, w reakcjach odpornosciowych na podanie a-1,3-

glukanu A. niger.
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III. MATERIALY I METODY

I11.1. Materialy i odczynniki

Nazwa

pepton
TEMED (N,N,N*,N'-tetrametyloetylenodiamina)

przeciwciala  anty-apoLp-l1l1l  G. mellonela (zamowienie

komercyjne)
mieszanina do gPCR (Power SYBR Green PCR Master Mix)

agar bakteriologiczny (Bacteriological Lab-Agar™), ekstrakt

drozdzowy (Yeast Extract), pozywka LB (Lysogeny Broth)

BCIP  (5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan), NBT  (blekit
nitrotetrazolowy C;H3z,CI,N10O¢)

amfolity (Bio-Lyte 3-10 Buffer), bialka markerowe (Polypeptide
SDS-PAGE, Molecular Weight Standards), bialka markerowe
(Precision Plus Protein Dual Color Standards), membrana PVDF
do sekwencjonowania (Sequi-Blot PVDF Membrane for Protein
Sequencing 0,2 um), odczynnik Bradford (Protein Assay Dye
Reagent Concentrate), olej mineralny, paski do elektroforezy
dwukierunkowej (ReadyStrip IPG Strips, pH 3 - 10, 7 cm), Triton
X-100

agar bakteriologiczny

chlorek potasu (KCI), chlorek sodu (NaCl), mocznik (CH4N,0O)
podloze silikonowe Sylgard® 184

glicyna (kwas aminooctowy, C,HsNO,)

DTT (ditiotreitol)

barwnik Coomassie Brilliant Blue R 250, PTU (fenylotiomocznik,

Producent, kraj

pochodzenia

A&A Biotechnology,
Polska

ACROS Organics,
USA, Belgia

Agrisera, Szwecja

Applied Biosystem,
USA

BIOCORP sp. z 0.0.,
Polska

Biomol GmbH,
Niemcy

Bio-Rad, USA

BTL sp. z 0.0., Polska
Chempur, Polska

Dow Corning®, USA

Eurochem BGD Sp. z
0.0., Polska

Fermentas, Kanada

Fluka Analytical,

69



MATERIALY | METODY

C/HsN,S)

bibula Whatman 3MM

acetonitryl (gradient grade)
komora Biirkera

membrana PVDF (Immobilon-P 0,45 um), probowki wiréwkowe
(Ultrafree-MC HV Centrifugal filter 0,45um), Triton X-100,
Tween® 20

2-merkaptoetanol (C,HsOS), AMPS (nhadsiarczan amonu), bis-
akrylamid (N,N’-metylenobisakrylamid), CAPS (CgHisNOsS),

SDS (siarczan dodecylu sodu)

szkielka 8-dotkowe (Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber Slide System)

aceton (C3HgO), alkohol etylowy (C,HsOH), alkohol metylowy
(CH3OH), blekit bromofenolowy (CigHoBr,OsS), borowodorek
sodu (NaBH,), chlorek magnezu (MgCl,), chloroform (CHCIy),

diwodorofosforan  potasu  (KH,PO,), glicerol (gliceryna
bezwodna, C3HgOs3), glukoza (C¢H2O¢), siarczan magnezu
(MgSO4x7 H;0), jodek metylu (CHsl), kwas octowy

(CH;COOH), kwas solny (HCI), nadtlenek fosforu V (P,0s),
siarczan sodu (Na,SO,), weglan dimetylu (C3H¢O5)

trypsyna

plytki Petriego (Polystyrene Petri dish)

agaroza (Agarose SERVA high EEOQ)

akrylamid (C3HsNO), amfoterycyna B (Amphotericin B from
Streptomyces), barwnik Hoechst 32258, BSA (albumina surowicy
wolowej), cekropina B (Cecropin B), CHAPS (C3;HssN,O;S-H,0),
chlorek wapnia (CaCl,), Coomassie Brilliant Blue G-250,
cytrynian sodu (C¢HgO-), diwodorofosforan (V) sodu (NaH,POy,),
DMF (dimetyloformamid, Cs;H;/NO), DMSO
(dimetylosulfotlenek, (CH3),SO), DOPA (3,4-dihydroksy-L-
fenyloalanina), EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy), EWL
(lizozym bialka jaja kurzego, ang.

egg white lysozyme),

formaldehyd, heksan (CsHy4), homogenizator elektryczny (Pellet

Szwajcaria
GE Healtcare Life
Sciences, Wielka
Brytania
JT Baker, Holandia

Marienfeld, Niemcy

Merck Milipore,
Niemcy

MP Biomedicals,

Francja

Nunc, USA

POCH S.A., Polska

Promega
Sarstedt, Niemcy
SERVA, Niemcy

Sigma-Aldrich, USA,

Niemcy
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pestle), kwas cytrynowy (C¢HsNaz;O,x2H,0), laminaryna z

Laminaria digitata, liofilizat Micrococcus lysodeikticus ATCC No.

4698, octan etylu (CH;COOC.Hs,  paraformaldehyd

(HO(CH,0),H), przeciwciala anty-o-1,3-glukan (mysie IgM

MOPC-104E), przeciwciala II-rzedowe znakowane FITC (Goat

Anti-rabbit 1gG Antibody, FITC Conjugate), przeciwciala II-

rzedowe kozie anty-krolicze sprzezone z fosfataza alkaliczng

(Anti-Rabbit 1gG (whole molecule)-Alkaline Phosphatase Antibody

Produced in Goat), przeciwciala II-rzedowe kozie anty-mysie

znakowane Alexa Fluor 488 (Alexa Fluor 488 Goat Anti-mouse

IgM (u-chain specific), sacharoza (Cy;;H»0y), siarczan

streptomycyny, TFA (kwas trifluorooctowy, C,HF;0,), Tris

(Trizma® base, C,H;;NO3), trycyna (HOCH,);CNHCH,CO;H),

wodorofosforan sodu (Na,HPO,), wodorotlenek sodu (NaOH),

wodoroweglan sodu (NaHCO;), zestaw do izolacji RNA

(GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit)

mleko w proszku odtluszczone, granulowane Spotdzielnia
Mleczarska w
Gostyniu, Polska

szkielka Nunc LAB-TEK, TURBO DNA-free™ Kit, zestaw do Thermo Fisher

odwrotnej transkrypcji (High-Capacity cDNA Reverse Scientific, USA

Transcription Kit with RNase Inhibitor)
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I11.2. Bufory
Numer Nazwa
IPS
Bufor 1 (ang. insect physiological
saline)
Bufor Ringer’a
Bufor 2
pH 6,1
Bufor Sorensena
Bufor 3
pH 6,4
Bufor A
Bufor 4
pH 7,4
Bufor B
Bufor 5
pH 6,5
Bufor probkowy
Bufor 6 do elektroforezy
Tris-glicyna SDS-PAGE
Bufor elektrodowy
Bufor 7 do elektroforezy
Tris-glicyna SDS-PAGE
Bufor 8 Bufor do transferu 1
Bufor TBS pH 7,4
Bufor 9 . )
(ang. Tris-buffered saline)
Bufor AP
Bufor 10
pH 9,5
Bufor probkowy
Bufor 11 do elektroforezy

Tris-trycyna SDS-PAGE

Sklad

0,1 M Tris-HCI pH 6,9
150 mM NacCl
5 mM KCI

172 mM KCI
68 mM NaCl
5 mM NaHCO,

66 mM KH2P04
66 mM NagHPO4

50 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NaCl
5 mM CaCl,

50 mM Na,HPO,
50 mM NaH,PO,xH,0

0,125 M Tris-HCI pH 6,8
20% glicerol

4% SDS

02M DTT

0,002% bfekit bromofenolowy

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

10 mM Tris-HCI pH 7,4
0,9% NacCl

100 mM Tris-HCI pH 9,5
100 mM NacCl
5 mM MgCl,

50 mM Tris-HCI pH 6,8
12% glicerol

4% SDS

2% 2-merkaptoetanol
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Bufor 13

Bufor 14

Bufor 15

Bufor 16

Bufor 17

Bufor 18

Bufor 19

Bufor 20
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Bufor katodowy
pH 8,3

Bufor anodowy
pH 8,9

Bufor zelowy

,.gel buffer”

Bufor do rehydratacji

Bufor do rownowazenia I

Bufor do rownowazenia II

Bufor PBS pH 7,4
(ang. phosphate-buffered

saline)

Bufor do transferu 2

Antykoagulant
pH 4,6

0,01% barwnik Coomassie Brilliant Blue G-
250

0,1 M Tris

0,1 M trycyna

0,1% SDS

0,2 M Tris

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

8,8 M mocznik
32,5 mM CHAPS
50 mM DTT
0,2% amfolity

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

130 mM DTT

20% glicerol

2% SDS

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

135 mM jodoacetamid
20% glicerol

2% SDS

8,1 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
137 mM NaCl
2,7 mM KCI

5 mM CAPS pH 11 (NaOH)
10% metanol

100 mM glukoza

93 mM NacCl

30 mM cytrynian sodu
26 mM kwas cytrynowy
10 mM EDTA
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I11.3. Podloza hodowlane

Nazwa Sklad

1% glukoza

Podloze do hodowli grzybéw 0,5% pepton
wedlug Martin’a (Martin, 1950) 0,5% ekstrakt drozdzowy
0,1% KH,PO,

0,05% MgSQO, x 7 H,O
Podltoze PDA do hodowli grzybow
5% wyciag ziemniaczany

0,5% glukoza

(agar glukozowo-ziemniaczany,

ang. Potato Dextrose Agar)

1,6% agar

Podloze LB do hodowli bakterii 1% pepton
(ang. Lysogeny Broth) 0,5% ekstrakt drozdzowy

0,5% NaCl

I11.4. Hodowla mikroorganizmow

e Escherichia coli D31 (CGSC 5165) - szczep oporny na dziatanie
streptomycyny (Boman i inni, 1974); pochodzenie: E. coli Genetic Stock Centre, New
Haven, USA.

Hodowle bakterii prowadzono w ptynnym podtozu LB (warunki sterylizacji
podtoza: 121°C przez 15 minut przy 1 atm.), w temperaturze 37°C z wytrzasaniem.

Bakterie przechowywano w ptynnym podiozu LB w 4°C.

e Aspergillus niger CBS 554.65

Hodowle grzyba prowadzono na skosach z podtoza PDA (ang. potato dextrose
agar) zestalonego 1,6% dodatkiem agaru, w temperaturze 28°C do wuzyskania

zarodnikow. Po pojawieniu si¢ zarodnikow skosy przechowywano w temperaturze 4°C.
I11.4.1. Przygotowywanie zawiesiny zarodnikéw A. niger

Zawiesing zarodnikow A. niger otrzymywano zalewajgc skos z hodowlg grzyba
5 ml wody apyrogennej. Zarodniki uwalniano z powierzchni grzybni przy uzyciu ezy.
Przesacz, bedacy oczyszczong z resztek podtoza zawiesing zarodnikéw, uzyskiwano

przez filtrowanie na jatowych kolumienkach wypetionych wildknami bawetnianymi.
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Liczbg¢ zarodnikdw okreslano z wykorzystaniem komory Biirkera i mikroskopu

kontrastowo-fazowego Olympus 061 (USA).

IIL.S. Immunolokalizacja, izolacja i charakterystyka a-1,3-

glukanu A. niger

IIL.5.1. Immunolokalizacja a-1,3-glukanu w $cianie komorkowej A.

niger

Immunodetekcje  a-1,3-glukanu  w  $cianie  komorkowej  zarodnikow,
konidioforow, kietkujacych strzepkach oraz dojrzatej grzybni A. niger przeprowadzono
z wykorzystaniem przeciwcial I-rzedowych skierowanych przeciwko a-1,3-glukanowi
oraz ll-rzgdowych znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym Alexa-Fluor 488.

Grzybnig oraz zarodniki A. niger po umieszczeniu na szkietkach podstawowych
(Nunc LAB-TEK) utrwalano przy uzyciu 3% roztworu formaldehydu w 65°C przez 30
minut. Preparat przemywano trzykrotnie buforem PBS (bufor 18) przez 2 minuty,
inkubowano z 1% roztworem Tween 20 w PBS przez 5 minut, po czym przemywano
trzykrotnie buforem PBS. W celu uwidocznienia a-1,3-glukanu, preparat inkubowano
ze 150 pl mysich przeciwciat I-rzedowych skierowanych przeciwko a-1,3-glukanowi
(0,1 mg/ml) przez 24 godziny w 4°C, a nast¢pnie ze 150 pl przeciwciat 1I-rzegdowych,
kozich, anty-mysich, znakowanych Alexa-Fluor 488 (0,1 mg/ml) w 37°C przez 2
godziny, bez dostgpu Swiatta. Preparat przeptukano trzykrotnie buforem PBS.
Obserwacje prowadzono przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (Olympus BX 51,
USA) przy dtugosci fali wzbudzenia A = 470/500 nm 1 dlugosci fali emisji A = 525/550
nm (Fujikawa 1 in., 2009). Uzyskane obrazy mikroskopowe potwierdzity obecnos¢ a-
1,3-glukanu w S$cianach komorkowych konidioforéw, kietkujacych strzepek, jak
rowniez w dojrzatej grzybni A. niger, a takze w mniejszym stopniu, uwidocznity a-1,3-

glukan w zarodnikach (Ryc. 16).
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Kietkujace strzepki Konidiofor Zarodniki 4. niger

Dojrzata grzybnia

Ryc. 16. Immunodetekcja a-1,3-glukanu w $cianie komérkowej A. niger. Kolumna A
— obrazy uzyskane w $wietle przechodzacym, kolumna B — obrazy uwidaczniajace
obecnos¢ a-1,3-glukanu (zielona fluorescencja) (opracowanie wlasne). Skala — 20 pm.
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111.5.2. I1zolacja i charakterystyka a-1,3-glukanu A. niger

Alfa-1,3-glukan A. niger wykorzystywany w badaniach w niniejszej pracy zostat
wyizolowany i scharakteryzowany przez dr. hab. Adriana Wiatera, prof. UMCS (Zaktad
Mikrobiologii Przemystowej, Wydziat Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie).

Badany polisacharyd wyizolowano z grzybni A niger wedlug metody
opracowanej przez Kiho (Kiho 1 in., 1994). W tym celu skosy agarowe poro$ni¢te
grzybnig A. niger zalewano 7 ml jatlowej wody destylowanej i pobierano 2 ml inokulum,
ktérym zaszczepiano 200 ml ptynnego podtoza wedlug Martin’a. Hodowle prowadzono
przy 150 RPM (ang. revolution per minute), w temperaturze 28°C przez 24 godziny. Z
hodowli pobierano 12 ml inokulum, ktére przenoszono do 500 ml ptynnego podioza
wedlug Martin’a. Hodowlg kontynuowano przez 72 godziny. Otrzymang hodowle
saczono na filtrze z tkaniny bawelnianej. Uzyskang grzybni¢ A. niger wysuszono w
liofilizatorze (Labconco, USA), a nastepnie zmielono.

Zliofilizowang i zmielong grzybni¢ A. niger ekstrahowano przez 24 godziny w
temperaturze pokojowej, kolejno, metanolem, 0,9% roztworem NaCl, goragcag woda z
5% dodatkiem Na,SO,. Otrzymang nierozpuszczalng w wodzie frakcje S$ciany
komorkowej A. niger zawieszono w 1 M NaOH z 0,1% dodatkiem NaBH,. Po 24
godzinach mieszaning odwirowano przy 9600 RPM przez 45 minut (Sigma, Niemcy,
rotor 12500). Supernatant neutralizowano przy uzyciu 1 M HCL, wirowano (9600 RPM,
20 minut), a otrzymany osad przeplukiwano czterokrotnie woda destylowang i
ponownie odwirowywano. Osad (a-1,3-glukan), stanowiacy frakcje rozpuszczalng w
zasadach, nierozpuszczalng w wodzie, zamrozono, a nast¢pnie wysuszono w
liofilizatorze. Badany a-1,3-glukan stanowit 9,93% suchej masy grzybni A. niger.

W celu scharakteryzowania otrzymanego polisacharydu przeprowadzono analizy
cukrow obojetnych technikg GC-MS (ang. Gas Chromatography — Mass Spectrometry),
analize metylacyjng, analizy z wykorzystaniem wodorowego magnetycznego rezonansu
jadrowego (ang. nuclear magnetic rezonanse, 'H NMR) oraz weglowego
magnetycznego rezonansu jadrowego (**C NMR), analizy spektroskopowe Ramana i w
podczerwieni z transformatg Fouriera (ang. Fourier transform infrared, FTIR). Analizy
te potwierdzity, ze badany biopolimer jest glukanem zbudowanym w 98,7% z

czasteczek glukozy potaczonych wigzaniem a-1,3-glukozydowym (Wiater i in., 2012).
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II1.5.3. Obrazowanie a-1,3-glukanu A. niger z wykorzystaniem

mikroskopii sil atomowych

Zawiesing a-1,3-glukanu obrazowano przy uzyciu mikroskopii sit atomowych
(ang. atomic force microscopy, AFM), w ktoérej do uzyskania obrazu powierzchni
probki wykorzystuje si¢ oddziatywania miedzyatomowe pomiedzy sondg mikroskopu, a
atomami na powierzchni probki. AFM umozliwia uzyskanie rozdzielczosci obrazu
rzedu kilku nanometrow.

Zawiesing o-1,3-glukanu w 30% DMSO naniesiono na krazki miki i suszono
przez noc w eksykatorze. Probki obrazowano przy uzyciu mikroskopu sit atomowych
NanoScope V (Veeco, USA) znajdujacego si¢ w Laboratorium Analitycznym Wydziatu
Chemii UMCS w Lublinie. Pomiaréw dokonano w trybie PeakForce QNM, z uzyciem
sondy RTESPA. Skanowano trzy pola o wymiarach 1 um % 1 pm. Do analizy obrazéw
uzyto oprogramowania NanoScope Analysis 1.4 (Veeco, USA).

Stwierdzono, ze a-1,3-glukan, przeznaczony do podawania ggsienicom w

drodze iniekcji, mial posta¢ kulistych czastek o srednicy ok. 7 nm (£ 0,5) (Ryc. 17).

Ryc. 17. Czastki a-1,3-glukanu A. niger obrazowane przy uzyciu AFM.
Przedstawiono obraz wysoko$ciowy (a), topografie¢ powierzchni (b), obraz
trojwymiarowy (c) czastek a-1,3-glukanu w zawiesinie. Dolna cze$¢ panelu (a)
przedstawia profil powierzchni odpowiadajacy bialej linii na obrazie
wysokos$ciowym (opracowanie wilasne).
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I11.6. WyKkorzystanie gasienic Galleria mellonella jako organizmu

modelowego

111.6.1. Hodowla organizmu modelowego

Barciaka wigkszego G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) hodowano w
temperaturze 28°C, bez dostgpu $wiatta, przy wilgotnosci na poziomie ok. 70%.
Gasienice karmiono woszczyng pszczela. Do doswiadczen wykorzystywano gasienice z

ostatniego stadium wylinkowego.
I11.6.2. Immunizacja ggsienic G. mellonella

Powierzchni¢ brzuszng gasienic jalowiono wacikiem nasgczonym 70%
etanolem. Gasienicom podawano 3 pl zawiesiny/roztworu okre§lonego immunogenu w
formie iniekcji do hemocelu przy uzyciu strzykawki Hamiltona o pojemnosci 25 pl. W
zalezno$ci od immunogenu, gasienice kontrolne immunizowano taka sama objgtoscia
30% DMSO lub wody apyrogennej. Naktucia dokonywano w jedng z ostatniej pary
posuwek. Po immunizacji gasienice przetrzymywano w temperaturze 28°C, bez dostepu

Swiatta.
W badaniach wykorzystano immunogeny:

e 0o-1,3-glukan A. niger (Ryc. 18A) — zliofilizowany polisacharyd, otrzymany
wedlug opisu w punkcie II.5.2., zawieszano w 30% DMSO, sonikowano
(wzmocnienie 4x50%, 4x275 W przez 5 minut), a nastgpnie przygotowywano
rozcienczenia zawierajagce 1 pg, 5 pg, 10 ug lub 20 pg w 3 pul, ktoére

przeznaczone byty do podawania gasienicom,

e laminaryng¢ z brunatnic Laminaria digitata (Ryc. 18B) — preparat komercyjny
rozpuszczano w wodzie apyrogennej; gasienicom podawano dawke 5 pg, 10

pg lub 50 pg w 3 ul wody apyrogenne;,

e zarodniki A. niger — gasienicom podawano zawiesing zarodnikow zawierajaca
1 x10% 1 x10% 1 x 10°lub 1 x 10" zarodnikow w 3 ul wody apyrogennej,
przygotowang wedlug opisu w punkcie 111.4.1.
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Ryc. 18. Wzory strukturalne: (A) a-1,3-glukanu oraz (B) laminaryny (rozgaleziony
B-1,3/1,6-glukan) (opracowanie wiasne).

I11.6.3. Analiza przezywalnosci ggsienic G. mellonella

W celu oceny potencjalnego dziatania toksycznego a-1,3-glukanu A. niger na
organizm owadow, okreslono prawdopodobienstwo ich przezycia po podaniu 1 pg, 5
pug, 10 pg oraz 20 pg o-1,3-glukanu zawieszonego w 3 ul 30% DMSO. Ponadto,
ustalono dawke zarodnikow A. niger, ktora po podaniu ggsienicom, nie prowadzita do
ich $mierci po 120 godzinach od immunizacji. Zastosowano dawki 1 x 10%, 1 x 10°,
1 x 10° lub 1 x 10" zarodnikéw w 3 ul wody apyrogennej. Owady kontrolne
immunizowano, odpowiednio, 30% DMSO Ilub woda apyrogenng. Obserwacje
prowadzono w okre$lonych punktach czasowych od 24 do 120 godzin po podaniu
immunogenéw, a zakonczono w momencie $mierci badanych gasienic badz
przeobrazenia poczwarek w imago. Eksperyment przeprowadzono trzykrotnie,

wykorzystujac kazdorazowo 30 osobnikdéw na grupe.

80



MATERIALY | METODY

111.6.4. Pobieranie hemolimfy

Gasienice schtadzano przez 5 minut na szklanej szalce Petriego umieszczonej na
lodzie. Powierzchni¢ brzuszng gasienicy jalowiono wacikiem nasgczonym 70%
etanolem. Jatlowym skalpelem nacinano delikatnie okolice ostatniej lub przedostatniej
pary posuwek. Pipeta automatyczng pobierano 30 ul wyptywajacej hemolimfy i
przenoszono j3 do umieszczonych w lodzie jalowych probowek typu Eppendorf,
zawierajacych krysztatki fenylotiomocznika (PTU). Zastosowanie niskiej temperatury
oraz PTU miato na celu zahamowanie procesu melanizacji hemolimfy. Hemolimfg z 12
gasienic pobierano do puli. Zawarto$¢ probowek odwirowywano przy sile odsrodkowej
200 x g przez 5 minut w 4°C. Pozbawiony hemocytéw supernatant przenoszono do
nowych probowek typu Eppendorf, po czym odwirowywano przy 20 000 x g przez 10
minut. Hemolimfe oczyszczong z pozostatosci komorkowych dzielono na porcje po 20

ul i zamrazano w -20°C (Cytrynska i inni, 2006).
I11.6.5. Pobieranie ciala tluszczowego

Gasienice usypiano wlasnym CO,, w zlewce wypelnionej woda. Po odkazeniu
powierzchni ciata gasienicy 70% etanolem, jalowymi nozyczkami chirurgicznymi
odcinano puszke glowowa oraz koniec odwloka. Powierzchni¢ brzuszng przecinano
ostroznie wzdhluz ciata, nie naruszajac narzadow wewnetrznych. Rozcieta gasienice
mocowano szpilkami na ptytce Petriego z podtozem silikonowym Sylgard, wypetionej
10 ml buforu Ringer’a (bufor 2) o temperaturze 4°C. Jamg ciata larwy przemywano
trzykrotnie buforem 1 ciato tluszczowe pobierano pgseta do probowki z 1 ml buforu
Ringer’a. Po zebraniu catosci tkanki, bufor odciggano pipeta automatyczna, a probowke
umieszczano w cieklym azocie na 10 minut, po czym przechowywano w temperaturze

-20°C.
I11.6.6. Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej hemolimfy

Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej hemolimfy przeprowadzano
metoda dyfuzji radialnej, opierajac si¢ na =zatozeniu, ze zwigzki o dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym,  dyfundujac do  podloza  zawierajagcego  zywe

mikroorganizmy, hamujg ich wzrost.
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111.6.6.1. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna wobec E. coli D31

Do rozpuszczonego podloza LB z 0,7% dodatkiem agaru dodawano nasycony
roztwor PTU (1 ul/ml), w celu zahamowania procesu melanizacji. Aby zwigkszy¢
czuto$¢ metody dodawano lizozym biatka jaja kurzego (EWL) do koncowego stezenia 2
mg/ml. Zastosowanie antybiotyku - streptomycyny (0,2 pg/ml), przeciwdziatalo
wzrostowi niepozadanych mikroorganizméw. Po ochtodzeniu podtoza do temperatury
ok. 40°C dodawano 24-godzinnej hodowli bakterii E. coli D31 (1 ul/ml). Podloze z
bakteriami wylewano po 10 ml na jatowe plastikowe ptytki Petriego. Po zastygni¢ciu
podtoza wycinano dotki o $rednicy 2,9 mm.

Do dotkéw nanoszono po 4 ul czterokrotnie rozcienczonej hemolimfy (rozdziat
111.6.4). Po 24 - godzinnej inkubacji mierzono suwmiarkg strefy zahamowania wzrostu
bakterii E. coli D31 pojawiajace si¢ wokot dotkow z naniesiong hemolimfa. Aktywnos$é
przeciwbakteryjng hemolimfy okre$lano przy uzyciu algorytmu Hultmarka, ktory
pozwala wyrazi¢ wielko$¢ stref zahamowania wzrostu bakterii jako aktywnos¢
przeciwbakteryjng okre$lonego stgzenia cekropiny B (Hultmark i inni, 1982). Do
opracowania wynikow wykorzystano krzywa kalibracyjng sporzadzona na podstawie
wielko$ci $rednic stref zahamowania wzrostu bakterii E. coli D31 wokoét dotkow z
naniesionymi wzorcowymi st¢zeniami cekropiny B (Zdybicka-Barabas i Cytrynska,

2011).
I11.6.6.2. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa hemolimfy wobec A. niger

Do rozpuszczonej 1 schtodzonej do okoto 40°C pozywki PDA z 0,7% dodatkiem
agaru dodano zawiesing zarodnikéw A. niger (2 x 10°/ml). Na jatowe plytki Petriego
wylewano po 8 ml podioza. Po zastygnieciu podtoza wycinano jatowym korkoborem
dotki o $rednicy 2,9 mm, do ktérych nanoszono po 4 pl hemolimfy (rozdziat I11.6.4).
Strefy przejasnienia obserwowane wokot dotkéw po 24-godzinnej inkubacji w 28°C
swiadczyly o zahamowaniu wzrostu A. niger. Pomiaru $rednicy stref dokonywano za
pomoca suwmiarki. Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa hemolimfy okreslano jako
ekwiwalent aktywnoS$ci przeciwgrzybowej amfoterycyny B. Do opracowania wynikdéw
uzyto krzywej kalibracyjnej sporzadzonej na podstawie wielkos$ci $rednic stref
zahamowania wzrostu A. niger wokot dotkow z naniesionymi wzorcowymi stgzeniami

amfoterycyny B (Mak i in., 2010).
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111.6.7. Bioautografia

Bioautografia pozwala na wykrycie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej biatek
1 peptydoéw rozdzielonych uprzednio w zelu poliakrylamidowym. Pierwszym etapem
jest rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE biatek i peptydow zawartych w badanym
preparacie. Po zakonczonej elektroforezie usuwany jest z zelu czynnik denaturujacy, co
umozliwia renaturacje biatek. Przejawem aktywnos$ci przeciwbakteryjnej rozdzielonych
czasteczek sa strefy zahamowania wzrostu bakterii obserwowane w miejscach, gdzie na
zelu lokalizowaty si¢ poszczegolne biatka i1 peptydy.

Probki zawierajace 150 pg biatka hemolimfy przygotowywano w odpowiednio
rozcienczonym buforze préobkowym (bufor 6). Jako peptyd kontrolny wykorzystywano
cekroping B (1 pg). Probek nie poddawano ogrzewaniu. Przeprowadzano rozdziat
elektroforetyczny SDS-PAGE z wykorzystaniem zeli z 13,8% zawarto$cia akrylamidu
(rozdziat 111.6.13) w obecnosci buforu elektrodowego (bufor 7), przy napigciu 100 V.
Rozdzial przerywano zanim czoto migracji bialek osiagneto koniec zelu separujacego.

Zel po rozdziale elektroforetycznym ptukano dwukrotnie w 2,5% Triton X-100
(Bio-Rad, USA) przez 20 minut, w celu usunigcia czynnika denaturujacego, a potem
dwukrotnie w 50 mM Tris-HCI1 pH 7,5. Nastepnie zel przemywano pltynnym podtozem
LB przez 15 minut. W koncowym etapie zel nawarstwiano uptynnionym podtozem LB
z 0,7% agarem z dodatkiem EWL (2 mg/ml), streptomycyny (0,14 mg/ml) oraz 24-
godzinng hodowla E. coli D31 (1 ul/ml podtoza) (Cytrynska i inni, 2001).

Po zastygnieciu podloza zawierajagcego zywe bakterie, calo$¢ inkubowano w
37°C przez 24 godziny. Po tym czasie w podiozu obserwowano strefy przejasnienia,
Swiadczace o zahamowaniu wzrostu bakterii. Lokalizacja stref odpowiadata

umiejscowieniu peptydow odpornosciowych w zelu.
I11.6.8. Oznaczanie aktywnosci typu lizozymu w hemolimfie

Do oceny aktywno$ci typu lizozymu w hemolimfie wykorzystano metode
dyfuzji radialnej na plytkach z podlozem zawierajacym liofilizat bakterii Gram-
dodatnich Micrococcus lysodeikticus. Stanowig one bogate zrodlo peptydoglikanu,
bedacego substratem dla lizozymu.

Do goracego buforu Soérensena pH 6,4 (bufor 3) z 1% dodatkiem agarozy,
dodawano liofilizat M. lysodeikticus (0,75 mg/ml). Po ochtodzeniu podtoza do 70°C
dodawano streptomycyne (0,07 mg/ml). Podtoze mieszano, po czym wylewano po 10

ml na jalowe plastikowe plytki Petriego. W zestalonym podlozu wycinano dotki o
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srednicy 2,9 mm, do ktérych nanoszono po 4 ul rozcienczonej czterokrotnie hemolimfy.
Piytki inkubowano 24 godziny w temperaturze 28°C. Strefy przejasnienia wokot
dotkow mierzono suwmiarkg. Aktywno$¢ lizozymu w hemolimfie okreslano jako
ekwiwalent aktywnosci EWL. Do opracowania wynikow uzyto krzywej kalibracyjnej
sporzadzone] na podstawie wielko$ci $rednic stref rozktadu peptydoglikanu M.
lysodeikticus wokot dotkéw z naniesionymi wzorcowymi stezeniami EWL (Jarosz,
1995).

I11.6.9. Oznaczanie aktywnos$ci oksydazy fenolowej w hemolimfie

Aktywnos¢ oksydazy fenolowej prowadzi do powstania melaniny (Ryc. 19). W
obecnosci jondéw wapnia enzym ten utlenia substrat, dihydroksyfenyloalaning (L-
DOPA), do Dopachinonu, bedacego prekursorem melaniny. Powstawanie bragzowo-

czarnego barwnika mozna oceni¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A =490 nm.

| ]

| Tyrozynaza |Katecholaza|| Lakaza

Monofenole o-Difenole p-Difenole

v v

o= Chmony p Chmony

Cystelna/y\

Cysteinylo-DOPA Leukodopachrom

Dopachrom
DHICA DHI
Chlnony

Ryc. 19. Rola oksydazy fenolowej w melanogenezie (Staczek i inni, 2017).

.

Oznaczanie aktywnosci przeprowadzano na ptytkach 96-dotkowych. Do 2 pl
rozcienczonej 10-krotnie hemolimfy (rozdziat I11.6.4) dodawano 18 pl buforu A (bufor
4). Mieszanine inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
dodawano 180 pl 2 mM roztworu DOPA w buforze B (bufor 5). Ptytk¢ umieszczano w

spektrofotometrze (BenchmarkPlus, Bio-Rad, USA), zawartos¢ dotkow intensywnie
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mieszano przez 15 sekund, po czym mierzono absorbancj¢ przez 90 minut, w odstepach

5-minutowych, przy dtugosci fali A =490 nm.
I11.6.10. Oznaczanie stezenia bialka

W celu okreslenia stgzenia biatka wykorzystano zdolno$¢ barwnika Coomassie
Brilliant Blue G-250 do tworzenia barwnych kompleksow z biatkiem. Utworzenie
kompleksow, manifestujgce si¢ zmiang barwy z brunatnej na niebieska, prowadzi do
przesuni¢cia maksimum absorpcji barwnika z A = 465 nm do A = 595 nm. Oznaczenie
polega na spektrofotometrycznym pomiarze absorbancji proby badanej i kontrolnej,
przy dlugosci fali A = 595 nm. Warto$¢ stezenia biatka okre§la si¢ na podstawie
wyznaczonej krzywej wzorcowej dla danych stezen biatka wzorcowego (Bradford,
1976).

Do 1 ml pigciokrotnie rozcienczonego odczynnika Bradford dodawano 20 pl
odpowiednio rozcienczonego roztworu hemolimfy, lizatu ciala thuszczowego lub
ekstraktow metanolowych hemolimfy. Do proby kontrolnej dodawano 20 ul wody lub
odpowiedniego buforu. Mieszaniny inkubowano przez 10 minut w temperaturze
pokojowej. Absorbancj¢ mierzono spektrofotometrycznie przy A=595 nm. Stg¢zenie
biatka odczytywano z krzywej wzorcowej sporzadzonej dla réznych st¢zen albuminy
surowicy bydlecej (BSA). Oznaczenia stezenia biatka dla kazdej z prob badanych

dokonywano w trzech powtorzeniach.
I11.6.11. Ekstrakcja peptydow odpornosciowych z hemolimfy

Pozbawiong hemocytow hemolimfe (rozdziat I11.6.4) mieszano w proporcji 1 : 9
(v:v) ze schtodzong mieszaning ekstrakcyjng zawierajacg metanol, wode i kwas octowy
w stosunku 90 : 9 : 1 (v:v:v). Po odwirowaniu (20 000 x g, 30 minut, 4°C), supernatant
zawierajacy biatka o masach ponizej 30 kDa oraz peptydy, przenoszono do nowych
probowek typu Eppendorf i liofilizowano (liofilizator Beta 108 LD plus, Christ,
Niemcy) (Cytrynska 1 inni, 2007).

I11.6.12. Odtluszczanie metanolowych ekstraktow hemolimfy

Zliofilizowany ekstrakt hemolimfy (rozdziat I11.6.11) rozpuszczano w 0,1%
wodnym roztworze kwasu trifluorooctowego (TFA), w objetosci odpowiadajacej 2/3
wyjsciowej objetosci hemolimfy. Z ekstraktu usuwano nastepnie lipidy stosujac
rozpuszczalniki organiczne. W pierwszym etapie ekstrakt mieszano z n-heksanem (1 :

1; viv), po czym odwirowywano (20 000 x g, 15 minut, 4°C). Po odwirowaniu usuwano
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gorng warstwe zawierajaca lipidy. W drugim etapie do warstwy dolnej dodawano
objetos$¢ octanu etylu rowna objetosci dodanego uprzednio n-heksanu. Po wymieszaniu
odwirowywano (20 000 x g, 15 minut, 4°C) i usuwano gorng warstwe. Dolng warstwe
przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf, zamrazano w -80°C 1 liofilizowano

(Cytrynska i inni, 2007).

111.6.13. Elektroforeza Tris-glicyna SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

Rozdziaty elektroforetyczne bialek przeprowadzano przy uzyciu zestawu Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA), z wykorzystaniem zeli poliakrylamidowych:
13,8% zelu separujacego oraz 6% zelu zageszczajacego, przygotowanych wedtug
przepisu uwzgledniajacego zawarto$¢ procentowa poszczegolnych sktadnikow (Tab. 1).
Przygotowany zel separujacy wylewano pomiedzy odtluszczone acetonem plytki
szklane na wysokos$¢ ok. 6 cm, po czym nawarstwiano 200 ul wody dejonizowanej. Po
spolimeryzowaniu zelu separujacego, wode usuwano, a na zel wylewano zel
zageszczajacy 1 umieszczano w nim plastikowy grzebien, ktory umozliwiat utworzenie
studzienek w polimeryzujacym zelu. Przygotowany zel pozostawiano na 24 godziny w
4°C.

Tab. 1. Sklad Zeli do elektroforezy Tris-glicyna SDS-PAGE (opracowanie wiasne).

Zel separujacy Stezenie Zel zageszczajacy Stezenie koncowe
koncowe (%)
(%)
akrylamid 13,8 akrylamid 6
bisakrylamid 0,37 bisakrylamid 0,16
0,38 M Tris-HCI 0,13 M Tris-HCI
pH 838 pH 6,8
SDS 0,1 SDS 0,1
AMPS 0,1 AMPS 0,1
TEMED 0,1 TEMED 0,1

Probki biatek przeznaczone do rozdziatu przygotowywano w odpowiednio

rozcienczonym buforze probkowym (bufor 6). W zaleznos$ci od potrzeb do§wiadczenia
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zawieraly one 15 pg lub 3 pg biatka, odpowiednio, na zel przeznaczony do barwienia
lub do transferu na membrang (rozdziat I11.6.16). Przygotowane probki ogrzewano w
temperaturze 98°C przez 10 minut w celu denaturacji biatek. Dodatkowo na zel
naktadano biatkowe markery mas czasteczkowych (Ryc. 20).

Komorg aparatu do elektroforezy wypetiano buforem elektrodowym (bufor 7).
Elektroforeze prowadzono przy napigciu 100 V przez 10 minut, a nastepnie 120 V, do

momentu osiggni¢cia przez czoto migracji biatek konca zelu separujacego.

- 15

- 10

Ryc. 20. Obraz elektroforetyczny SDS-PAGE markerowych bialek
rekombinowanych (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad) w
13,8% zelu poliakrylamidowym (opracowanie wtasne).
Po rozdziale biatka w zelach barwiono przez 25 minut w 0,1% roztworze
barwnika Coomassie Brilliant Blue R-250 w 50% metanolu i 10% kwasie octowym.

Ptukanie zeli w 10% kwasie octowym pozwalato usunag¢ barwnik z tla, uwidaczniajac

tym samym prazki biatkowe (Fazekas 1 inni, 1963).
111.6.14. Elektroforeza Tris - trycyna SDS-PAGE

Tris-trycyna SDS-PAGE to metoda elektroforetyczna pozwalajaca na skuteczny
rozdziat w zelu poliakrylamidowym polipeptydéw i peptydéw o masach 5 - 20 kDa
(Schiigger i von Jagow, 1987). Zele do rozdziatu elektroforetycznego Tris-trycyna SDS-
PAGE przygotowano wedlug przepisu umieszczonego w Tabeli 2.

Przygotowane roztwory wylewano kolejno pomigdzy szklane szybki wediug
schematu przedstawionego na Ryc. 21. Warstwy zelu separujgcego 1 przejSciowego

nawarstwiono 200 pl wody dejonizowanej, ktorg usuwano po spolimeryzowaniu zelu.
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Tab. 2. Sklad procentowy zeli do elektroforezy Tris-trycyna SDS-PAGE
(opracowanie wtasne).

Stezenie Stezenie Stezenie
Zel separujacy konicowe = Zel przejSciowy = koncowe = Zel zageszczajacy = koncowe
(%) (%) (%)
akrylamid 16 akrylamid 9,5 akrylamid 38
bisakrylamid 0,5 bisakrylamid 0,3 bisakrylamid s
bufor zelowy bufor Zzelowy bufor zelowy 24,8
»gel buffer” 33,3 ,»gel buffer’ 33,3 ,»gel buffer”
(bufor 14) (bufor 14) (bufor 14)
Glicerol 10,7 AMPS 0,03 AMPS 0,08
AMPS 0,03 TEMED 0,04 TEMED 0,08
TEMED 0,03

Zel zageszczajgcy

Zel przejsciowy

Zel separujgcy

Ryc. 21. Schemat przygotowania zelu do elektroforezy Tris-trycyna SDS-PAGE
(opracowanie wiasne).

Metoda ta analizowano profil peptydow i biatek w ekstraktach metanolowych
otrzymanych z 5 pl hemolimfy G. mellonella, ktore po liofilizacji zawieszano w 20 pl
buforu probkowego (bufor 11). Réwnolegle z probkami badanymi, na zel nanoszono
markery mas czasteczkowych (Ryc. 22).

Elektroforeze prowadzono w obecnosci buforu katodowego (bufor 12) oraz
anodowego (bufor 13) przy napieciu 30 V przez pierwsza godzing, a nastepnie 90 V, do
momentu osiggni¢cia przez czolo migracji biatek konca zelu separujacego. Po
zakonczonej elektroforezie zele utrwalano przez 30 minut w roztworze 50% metanolu 1

10% kwasu octowego, a nastgpnie barwiono przez 1 godzing w 0,025% roztworze
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barwnika Coomassie Brilliant Blue G-250 w 10% kwasie octowym. W celu
uwidocznienia prazkéw biatkowych i peptydowych zele odbarwiano 10% kwasem

octowym przez 30 minut, a naste¢pnie woda dejonizowana.

kDa

26,6

16,9
14,4

6,5

3,3

Ryc. 22. Obraz elektroforetyczny Tris-trycyna SDS-PAGE bialek markerowych
(Polypeptide SDS-PAGE, Molecular Weight Standards, Bio-Rad) (opracowanie
wlasne).

111.6.15. Elektroforeza dwukierunkowa

Elektroforeza dwukierunkowa (ang. Two-dimensional SDS-PAGE; 2D IEF/SDS-
PAGE) to metoda analizy biatek, w ktorej rozdzial badanej mieszaniny odbywa si¢
dwuetapowo. Biatka rozdzielane sa najpierw wedtug ich punktu izoelektrycznego, po
ktérym nastepuje rozdziat wzgledem masy czasteczkowej, z wykorzystaniem metody
SDS-PAGE.

Izoelektroogniskowanie prowadzono z wuzyciem komercyjnie dostgpnych
zelowych paskow o gradiencie pH 3 - 10 w aparacie Protean IEF (Bio-Rad, USA). Do
probek zawierajacych 200 pg biatka dodawano 250 pl buforu do rehydratacji (bufor
15). Rynienke tacki hydratacyjnej wypeliano przygotowang probka, na ktora
naktadano pasek z zelem skierowanym ku dotowi. Calo§¢ nawarstwiano 1 ml oleju
mineralnego. Rehydratacje zelu prowadzono po wybraniu parametrow: aktywna, 20°C,
12 h, a ogniskowanie izoelektryczne z zastosowaniem szybkiego wzrostu napigcia, w
czterech krokach: 250 V przez 15 minut, 4 000 V przez 2 godziny, do osiagnigcia
10 000 Vh, po czym koncowo utrzymywano napiecie 500 V. Po zakonczeniu rozdzialu
usuwano olej mineralny, a pasek umieszczano w rynience tacki rehydratacyjnej zelem
skierowanym ku gorze 1 inkubowano w buforach do réwnowazenia I i II po 15 minut

(bufory 16 1 17). Tak przygotowany pasek umieszczano na powierzchni zelu
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poliakrylamidowego 13,8% (rozdziat I11.6.13), naktadano biatka markerowe (Ryc. 20) i
prowadzono rozdzial w drugim kierunku przy napigciu 100 V przez 10 minut, a
nastepnie 120 V z wykorzystaniem zestawu Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad, USA).
Po zakonczeniu rozdziatu biatka w zelu barwiono barwnikiem Coomassie Brilliant Blue

R-250 (rozdziat 111.6.13) (Zdybicka i Cytrynska, 2011).
I11.6.16. Elektrotransfer mokry bialek z zelu na membrane

Transfer bialek z zelu na membrane przeprowadzano z uzyciem zestawu Mini
Trans-Blot® Cell (Bio-Rad, USA). Zel po elektroforezie umieszczano na 5 minut w
buforze do transferu 1 (bufor 8). W plastikowych kasetach uktadano kolejno warstwy:
gabka, bibuta Whatman, zel, membrana z polifluorku winylidenu (PVDF) zwilzona w
metanolu, bibula Whatman, gabka (Ryc. 23). Kazda warstwe zwilzano buforem do
transferu 1 (bufor 8). Zamknietg kasete umieszczano w komorze z elektrodami. Ztozony
zestaw przekladano do pojemnika wypetlnionego buforem do transferu. Transfer
prowadzono przy stalym natgzeniu pradu 350 mA przez 90 minut. Po zakonczonym
transferze membrane¢ pozostawiano do wyschnigcia.

Kierunek transferu

B\
[ >
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bufor do transferu
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»
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»
bufor do transferu

B A G P e A
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gabka
bibuta
membrana

bibuta
gabka

Ryc. 23. Zestaw do elektrotransferu bialek z Zelu na membrane (opracowanie
wlasne).
I11.6.17. Immunodetekcja bialek na membranie
Bialka po rozdziale elektroforetycznym, przeniesione z zelu na membrang,
uwidoczniano z wykorzystaniem technik immunoenzymatycznych. Uzyte przeciwciata

pierwszorzedowe rozpoznawaly specyficznie poszukiwane biatko. Dzigki zastosowaniu
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przeciwcial drugorzedowych sprzezonych z enzymem - fosfatazg alkaliczna,
obserwowano pojawienie si¢ barwnego produktu w miejscu odpowiadajacym

lokalizacji biatka na membranie (Ryc. 24).

i é) 3Jbstraty

A
przeciwciato ll-rzedowe \ )’ d|> barwny produkt

/ \\ <DVQ

przeciwciato |-rzedowe

biatk
sl A membrana

Ryc. 24. Zasada wykrywania bialek na membranie z uzyciem przeciwcial
(opracowanie wiasne).

Membrane przeznaczong do immunoblottingu zwilzano w metanolu, po czym
inkubowano przez 1 godzing w buforze TBS (bufor 9) z 5% dodatkiem odtluszczonego
mleka, w celu zablokowania miejsc niespecyficznego wigzania si¢ przeciwciat.
Membrang inkubowano nastepnie przez 1 godzing z kroliczymi przeciwciatami
I-rzedowymi skierowanymi przeciwko apolipoforynie III G. mellonella (1 : 2500)
zawieszonymi w TBS z 5% dodatkiem mleka odttuszczonego. Po tym czasie membrang
ptukano trzykrotnie po 10 minut w TBS z 1% Triton X-100. Membrang inkubowano
przez 1 godzing z przeciwciatami II-rzgdowymi, kozimi anty-kréliczymi, sprzggnigtymi
z fosfataza alkaliczng, przygotowanymi w TBS z 5% mlekiem odtluszczonym
(1 : 30000). Nastepnie membrane ptukano dwukrotnie w buforze TBS przez 10 minut
oraz kolejne 10 minut w buforze AP (bufor 10). Przy uzyciu mieszaniny wywotujacej,
zawierajace] substraty dla fosfatazy alkalicznej: NBT (0,9 mg/ml w 70% roztworze
wodnym DMF) oraz BCIP (4,5 mg/ml w DMF) w buforze AP, uwidaczniano biatka na
membranie. Membrane suszono przez 24 godziny. Obrazy uzyskane na membranach
dokumentowano przy uzyciu systemu dokumentacji ChemiDoc™ Imaging System
(Bio-Rad, USA). Analiz¢ densytometryczng prazkow biatkowych przeprowadzano
wykorzystujac program Image Lab Software (Bio-Rad, USA).
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I11.6.18. Identyfikacja peptydow przeciwdrobnoustrojowych w

hemolimfie G. mellonella

Z kazdej z 30 gasienic przypadajacych na badang grupe, pobrano do puli po 30
ul hemolimfy (rozdziat 111.6.4). Z jednakowych objetosci hemolimfy przygotowano
odtluszczone ekstrakty metanolowe (rozdziaty I11.6.11, 111.6.12).

Rozdzialy chromatograficzne, a nast¢pnie identyfikacje peptydow i1 biatek

wykonat dr hab. Pawet Mak (Zaklad Biochemii Analitycznej, Wydziat Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie).
Zliofilizowane odtluszczone ekstrakty metanolowe hemolimfy (rozdziaty I11.6.11,
I11.6.12) rozpuszczono w 0,1% kwasie trifluorooctowym (TFA). Rozdziaty peptydow 1
biatek obecnych w badanych preparatach przeprowadzono z uzyciem systemu Dionex
P680 HPLC (Dionex, USA) i kolumny Discovery Bio Wide Pore C18 4,6 mm x 250
mm (Sigma-Aldrich, USA), stosujac jako solwent A 0.1% TFA, a jako solwent B
0.07% TFA : 80% acetonitryl (v:v). Umiejscowienic pikoéw na chromatogramie
pozwolito na wstepna identyfikacje, a ocena ich wysokosci umozliwita analize
ilosciowa peptydow 1 biatek przeciwdrobnoustrojowych. W celu potwierdzenia
identyfikacji, sekwencjonowano pie¢ reszt aminokwasowych od N-konca (degradacja
Edmana) przy uzyciu automatycznego sekwenatora Procise 491 (Applied Biosystems,
USA), po uprzednim rozdziale peptydéw i biatek w Zelu metoda Tris-trycyna SDS-
PAGE i transferze ich na membrang PVDF (Cytryfska 1 in., 2007; Mak 1 in., 2010).

111.6.19. Identyfikacja bialek hemolimfy G. mellonella wigzacych sie¢
do a-1,3-glukanu A. niger

W celu okreslania, ktore biatka hemolimfy gasienic G. mellonella majg zdolnos¢
wigzania si¢ do o-1,3-glukanu, zawiesing polisacharydu inkubowano z hemolimfa
pobrang od nieimmunizowanych gasienic. W kazdej z 75 probowek typu Eppendorf
wymieszano, w stosunku 3 : 2 (v:v), zawiesing zawierajacg 100 pg a-1,3-glukanu w
30% DMSO, z 300 pg biatek hemolimfy. Mieszaning inkubowano przez 30 minut w
4°C, umozliwiajac zwigzanie si¢ biatek hemolimfy do o-1,3-glukanu. Zawartosé¢
probowek odwirowano przy sile od$rodkowej 10 000 x g przez 5 minut. Osad z
kolejnych dwoch probowek zawieszano w 80 pl 1% Triton X-100, redukujac tym
samym ilo$¢ probowek o potoweg. Po 5 minutach inkubacji majacej na celu usunigcie

niespecyficznie zwigzanych bialek, osad odwirowano (10000 x g, 5 minut) oraz
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ptukano trzykrotnie w 200 pl buforu PBS (bufor 18). Kazdorazowo redukowano liczbe
proboéwek o potowe 1 odwirowywano w warunkach jak podano wyzej. Kazdy z osadow,
znajdujacych si¢ koncowo w trzech probowkach, zawieszano w odpowiednio
rozcienczonym buforze probkowym (bufor 6).

Probki ogrzewano w 98°C przez 8 minut, ochladzano do temperatury pokojowe;j
1 wirowano przy sile odsrodkowej 20 000 x g przez 15 minut. Supernatanty faczono i
filtrowano z uzyciem probowek wirowkowych z membrang PVDF o $rednicy porow
0,45 um (12 000 x g, 4 minuty). Nastgpnie probki ogrzewano w temperaturze 98°C do
momentu  zredukowania objetosci do 20 pul 1 poddawano rozdzialowi
elektroforetycznemu SDS-PAGE w 13,8% zelu poliakrylamidowym (rozdziat 111.6.13).
Po zakonczonym rozdziale, zele umieszczano w buforze do transferu 2 (bufor 19) i
przeprowadzano transfer biatek z Zelu na membrang PVDF do sekwencjonowania,
zgodnie z opisem zamieszczonym w rozdziale 111.6.16. Membrany po transferze
ptukano wodg, metanolem i barwiono w 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250 (w 40%
metanolu i 10% kwasie octowym) przez 1 minut¢. Membrany odbarwiano w 50%
metanolu do momentu usunigcia niebieskiej barwy tta, po czym przemywano woda
dejonizowang i suszono.

Do identyfikacji biatek G. mellonella wigzacych si¢ do a-1,3-glukanu A. niger
wykorzystano sekwencjonowanie od N-konca metodg degradacji Edmana oraz
spektrometri¢ mas. Identyfikacj¢ przeprowadzono dzigki uprzejmosci dr hab. Pawta
Maka (Zaktad Biochemii Analitycznej, Wydzial Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie) oraz dr hab. Piotra Sudera (Katedra
Biochemii i Neurobiologii, Akademia Gorniczo-Hutnicza w Krakowie).

Sekwencjonowanie biatek metoda degradacji Edmana prowadzono przy uzyciu
automatycznego sekwenatora Procise 491 (Applied Biosystems, USA), po uprzednim
wycieciu wybarwionych prazkow biatkowych z membrany, a uzyskane sekwencje
poréwnywano do sekwencji peptydéw 1 biatek znajdujacych si¢ w bazie National
Center for Biotechnology Information (NCBI) Galleria mellonella Annotation Release
100 (Software version 8.1).

Do identyfikacji bialek metoda spektrometrii mas prazki biatkowe wyciete z zeli
barwionych Coomassie Brillant Blue odbarwiano przez wielokrotne przemywanie,
kolejno: 50 mM NH4HCO;3; (pH 7,5) i acetonitrylem (ACN). W zaleznoéci od
intensywnos$ci wybarwienia prazkow, procedure powtarzano co najmniej 2-3-krotnie, w

koncowym etapie pozostawiajagc w ACN do catkowitego odwodnienia. Redukcje
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wigzan dwusiarczkowych przeprowadzono stosujac 50 mM ditiotreitol (DTT) w 50 mM
NH4HCOs3, a proces redukcji/alkilowania stosujac jodoacetamid do koncowego stezenia
5 mM. Odwodnione w ACN 1 wysuszone kawatki zelu inkubowano w 15 ul roztworu
trypsyny (Promega, 10 ng/ul w 25 mM NH4HCOg3, pH 8,0) przez 15 minut, a nast¢pnie
dodawano 50 pl 25 mM NH4HCOs, aby catkowicie pokry¢ fragmenty zelu. Trawienie
prowadzono przez noc w 37°C. W celu ekstrakcji peptydow supernatant przenoszono
do nowej probowki typu Eppendorf, a fragmenty zelu pokrywano roztworem
ekstrakcyjnym (kwas mrowkowy : 50 mM NH4sHCO; : ACN, 5:45:50, v:viv) i
inkubowano 5 minut w 37°C z wytrzasaniem. Koncowy preparat liofilizowano i
zawieszano w 25 pl roztworu kwas mrowkowy : ACN : woda (0,1:2:97,9; v:v:v).
Peptydy analizowano za pomoca spektrometru mas AmaZon SL (Bruker Daltonics,
Niemcy) potaczonego z systemem nanoHPLC UltiMate 3000 RS LCnanoSystem
(Dionex, USA). Peptydy wstrzykni¢to na kolumng¢ wstepng C18 (Acclaim PepMap
Nano Trap Column, 3 um, 100 A, 2 cm x 75 pum, Thermo), a nast¢pnie rozdzielano
przez 45 min na kolumnie RP 15 cm x 75 pm (Acclaim PepMap 75 pm, 100 A Nano
Series TM Column, C18, Thermo) z zastosowaniem gradientu 5-50% ACN z 0,1%
kwasem mrowkowym (V:V). Spektrometr mas pracowal w trybie standardowe;j
akwizycji danych (DDA; Data Dependent Acquisition) z fragmentacja dwoch
najbardziej intensywnych jonow prekursorowych. Format Mascot Generic (.mgf)
wygenerowano przez wstepne przetworzenie surowych danych za pomoca
oprogramowania Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Niemcy) i przeszukano za
pomoca wewnetrznego serwera Mascot (v.2.3.0, Matrix Science) wobec bazy danych
biatek NCBI z ograniczeniem taksonomicznym "Eukaryota". Parametry wyszukiwania:
specyficznos$¢ enzymu - trypsyna; brakujace rozszczepienia - 1; stala modyfikacja -
karbamidometylacja (C); zmienne modyfikacje - utlenianie (M), tolerancja masy
peptydu - = 1,2 Da; tolerancja masy fragmentow - + 0,6 Da, B3¢ =1, tadunek peptydu:
+2, +3 1 +4, instrument: ESI-TRAP.

I11.6.20. Immunolokalizacja apolipoforyny III w hemocytach gasienic

G. mellonella

Lokalizacj¢ apolipoforyny III (apoLp-III) badano w hemocytach gasienic
nieimmunizowanych oraz immunizowanych a-1,3-glukanem A. niger (w dawce 5 ug w
3 ul 30% DMSO) lub zarodnikami A. niger (1 x 10° w 3 ul wody apyrogenne;j).

Hemocyty otrzymywano po 0,25 - 24 godzinach od podania immunogenow jak opisano

94



MATERIALY | METODY

ponizej. Eksperyment przeprowadzono na co najmniej 8 osobnikach w kazdej badanej
grupie.  Rozmieszczenie apoLp-IlI.  w  hemocytach analizowano metoda
immunocytochemiczng z  wykorzystaniem  przeciwcial  pierwszorzedowych
skierowanych przeciwko apolipoforynie 1ll G. mellonella oraz drugorzedowych
znakowanych izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) (Staczek i inni, 2018).

Po schtodzeniu gasienicy przez 5 minut na szalce umieszczonej na lodzie,
powierzchni¢ brzuszng odkazano 70% etanolem. Jalowym skalpelem nacinano powloki
ciala gasienicy w okolicy ostatniej lub przedostatniej pary posuwek. Wyplywajaca
hemolimfe (20 pl) pobierano pipeta automatyczng i przenoszono do umieszczonej w
lodzie probowki typu Eppendorf, zawierajacej 80 pl buforu IPS (bufor 1) z 0,2%
dodatkiem nasyconego roztworu PTU. Po 10 pl tak uzyskanej zawiesiny hemocytow
przenoszono, natychmiast po pobraniu, do o$miu dotkoéw 8-dotkowego szkietka (Nunc,
USA). Do dotkow dodawano 25 ul tego samego buforu. Hemocyty inkubowano w
wilgotnej komorze przez 30 minut w 28°C. Po inkubacji, niezb¢dnej do przyklejenia si¢
hemocytow do szklanej powierzchni, dolki przemywano buforem IPS. Hemocyty
przyklejone do szkietka utrwalano w 30 ul 3,7% roztworu paraformaldehydu w buforze
TBS (bufor 9) przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dotki ptukano
trzykrotnie buforem TBS. W celu oceny lokalizacji apoLp-III wewnatrz hemocytow
przeprowadzono tagodng perforacj¢ bton komoérkowych, przy uzyciu detergentu, 0,2%
roztworu Triton X-100, przez 7 minut, umozliwiajac tym samym penetracj¢ przeciwciat
do wnetrza hemocytow (4 dotki z o$miu). RoOwnoczes$nie prowadzono doswiadczenie
bez uzycia detergentu, zastepujac go buforem TBS (4 dotki z o$miu). Po okreslonym
czasie dotki trzykrotnie przeplukano buforem TBS, po czym miejsca niespecyficznego
wigzania si¢ przeciwciatl blokowano 5% roztworem BSA w buforze TBS przez 1
godzing. Hemocyty inkubowano nastgpnie 18 godzin z krdliczymi przeciwciatami
pierwszorzedowymi skierowanymi przeciwko apolipoforynie III (koncowe stezenie
0,01 mg/ml), na kotysce, w 4°C. Po odplukaniu nadmiaru przeciwciat buforem TBS,
hemocyty inkubowano z przeciwciatami drugorz¢gdowymi, kozimi, anty-kréliczymi,
znakowanymi FITC rozcienczonymi 200-krotnie w TBS, na kotysce, w temperaturze
pokojowej, przez 2 godziny. Po odplukaniu przeciwcial buforem TBS, jadra
komorkowe hemocytow barwiono barwnikiem Hoechst 32258 (20 pg/ml) przez 2
minuty. Obserwacje mikroskopowe przeprowadzano przy dlugosci fali wzbudzenia A =
495 nm i dlugosci fali emisji A = 517 nm, z wykorzystaniem laserowego skaningowego

mikroskopu konfokalnego LSM 5 PASCAL (Carl Zeiss, Niemcy) znajdujacego si¢ w
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Zaktadzie Anatomii Poroéwnawczej 1 Antropologii na Wydziale Biologii i
Biotechnologii UMCS w Lublinie. Fotografowano po 15 pol przedstawiajacych obrazy

hemocytow kazdego osobnika.

I11.6.21. Analiza ekspresji genow wybranych peptydow w ciele

thuszczowym G. mellonella

Analize ekspresji gendéw wykonano we wspotpracy z dr hab. Iwong Wojda, prof.
UMCS (Zaktad Immunobiologii, Wydziat Biologii 1 Biotechnologii, UMCS w
Lublinie).

111.6.21.1. Izolacja RNA z ciala tluszczowego G. mellonella

W celu izolacji catkowitego RNA =z ciala tluszczowego G. mellonella
wykorzystano zestaw odczynnikow GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich, USA) i postepowano wedtug protokotu producenta.

Cialo tluszczowe, pobrane zgodnie z opisem w punkcie I11.6.5. dezintegrowano
przy uzyciu homogenizatora elektrycznego w obecnosci buforu lizujacego, a nastepnie
wirowano w probowkach z kolumienkami (20 000 x g, 2 minuty), w celu oczyszczenia
preparatu z resztek komorkowych i DNA. Przesacz mieszano z rowng objgtoscia 70%
etanolu, naktadano na kolumienke wigzacg RNA i wirowano (20 000 x g, 20 sekund).
Zwigzane na kolumnie RNA przemywano trzykrotnie buforami pluczacymi. W celu
elucji RNA, kolumne przemywano buforem wyplukujacym i wirowano (20 000 x g, 1
minuta). Przesacz zawierajacy RNA oczyszczano z mozliwych pozostatosci DNA przy
uzyciu zestawu Turbo DNA-free (Thermo Fisher Scientific, USA). Postepowano wedtug
protokotu producenta. Probki inkubowano z rekombinowang DNazg I przez 30 minut w
37°C. Reakcje zatrzymywano inkubujac mieszaning z inhibitorem enzymu zwigzanym z
mikrogranulkami (5 minut, temperatura pokojowa). Probki odwirowywano dwukrotnie
(20000 x g, 1,5 minuty) celem oddzielenia mikrogranulek. W supernatancie,
zawierajagcym oczyszczone RNA, oznaczano spektrofotometrycznie stezenie RNA.
Pomiaru absorbancji dokonywano przy dlugosci fali A = 260 nm. Czysto$¢ preparatow
RNA okreslano na podstawie stosunku pomiaru absorbancji przy dwoch dlugosciach

fali A =260 1 A =280 nm (Wojda i Tasztow, 2013).
111.6.21.2. Odwrotna transkrypcja

Proces odwrotnej transkrypcji przeprowadzano z uzyciem zestawu High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor (Thermo Fisher
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Scientific, USA) wedtug protokolu producenta. Przygotowywano mieszaning reakcyjna
zawierajaca 1 pg RNA, bufor, deoksyrybonukleotydy (ANTP), startery (ang. Random
Primers), odwrotng transkryptaze oraz inhibitor RNaz. Poszczegdlne etapy reakcji
prowadzone byly w nastepujacych warunkach: aktywacja odwrotnej transkryptazy —
przez 10 minut w 25°C, synteza cDNA przez 120 minut w 37°C, inaktywacja odwrotnej
transkryptazy — przez 5 minut w 85°C, po czym proces wstrzymywano (4°C). Do czasu
reakcji PCR, cDNA przechowywano w -20°C.

111.6.21.3. Analiza Real-Time gPCR

Real-Time qPCR to ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy DNA,
umozliwiajagca monitorowanie ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym. Analize
przeprowadzono z wykorzystaniem systemu StepOnePlus™ Real-Time PCR (Applied
Biosystems, USA). Reakcje qPCR prowadzono z uzyciem mieszaniny Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA) oraz par starterow dla
odpowiednich genow (Tab. 3) (stezenie 50 nM) oraz 2,5 ul rozcienczonej 100-krotnie
mieszaniny zawierajacej cDNA. Poszczegolne etapy reakcji prowadzono w warunkach
zalecanych przez producenta zestawu: aktywacj¢ polimerazy - w 95°C przez 10 minut,
nastepnie 40 cykli: denaturacja (95°C przez 15 sekund), wigzanie starterow i elongacja
(60°C przez 1 minute) oraz odczyt. Kazdy z uzyskanych pojedynczych produktow
reakcji miat dlugo$¢ 131 par zasad. [lo$¢ transkryptdw normalizowano w odniesieniu do
genu referencyjnego (gen kodujacy biatko rybosomalne S7e), ktorego ilos¢ jest stata w
badanych warunkach, z uwzglednieniem wydajnosci reakcji, ktora wynosita powyzej
90% w przypadku wszystkich par starterow (Pfaffl, 2001). Otrzymang warto$¢ stosunku
gen/S7e wykorzystano do wyliczenia wzglednego poziomu ekspresji badanego genu. W
tym celu okre$lono stosunek wartoSci gen/S7e gasienic nieimmunizowanych do
warto$ci gen/S7e gasienic, ktorym podawano dany immunogen (Wojda i Taszlow,

2013).
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Tab. 3. Sekwencje nukleotydowe starterow wykorzystywanych w doswiadczeniach
(Wojda i Jakubowicz, 2007).

gen Starter przedni (forward) 5°—3 5,3
ATG TGC CAA TGC CCA AGT GTG GCT AGG CTT GGG AAG
S7e
TG AAT
cekropina ATT TGC CTG CAT CGT AGC G gﬁ STA CTG CTG GAC CAG
IMPI TCC TCC AGA AAC CTG TAT CGC AAATTG GTA TGC ATG
CTCCC GTG
. TCG TAT CGT CAC CGC AAA GCC GCA ATG ACC ACCTTT
galiomycyna

ATG ATA

Starter  wsteczny  (reverse)

TAT CAT TGG CCT TCT TGG GCACTC GTAAAATAC ACA

gallerimycyna cTG TCC GG

111.6.22. Analiza zmian w hemocytogramie

Zaangazowanie hemocytow w odpowiedz komodrkowa oceniano analizujac
zmiany w hemocytogramie. Gasienice G. mellonella immunizowano a-1,3-glukanem A.
niger (dawka 5 pg w 3 pl 30% DMSO) i zarodnikami A. niger (dawka 1 x 10°> w 3 pl
wody apyrogennej). Osobnikom kontrolnym podawano, odpowiednio, 30% DMSO lub
wode apyrogenng (3 pl). Hemolimfe pobierano w czasie 0,25 — 24 godziny po
immunizacji. W doswiadczeniu wykorzystano tez gasienice nieimmunizowane.
Analizy przeprowadzono dla 5 osobnikéw w kazdej grupie. Eksperyment powtoérzono
trzykrotnie.

Hemolimfe pobrang z gasienicy rozcienczano 5-krotnie w antykoagulancie
(bufor 20). Liczbe hemocytéw poszczegdlnych typdw zliczano w 60 kwadratach siatki
komory Biirkera, przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego Olympus BO061
(USA). Liczbe hemocytow Ny znajdujacych si¢ w 1 pl hemolimfy obliczono wedtug

wzoru:
Ny = e )

gdzie:
Ny — liczba hemocytow w 1 pl hemolimfy,
n — $rednia liczba hemocytow w jednym kwadracie komory Biirkera,
a — rozcienczenie hemolimfy,
V — nominalna objetos¢ hemolimfy w jednym kwadracie komory Biirkera.

Nodule utworzone in vivo obserwowano w mikroskopie kontrastowo-fazowym,

w 10 pl $wiezo pobranej hemolimfy (5 osobnikow na grupg). Obecnosé
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zmelanizowanych nodul analizowano rowniez we wnetrzu jamy ciata gasienicy, po jej
dysekcji (rozdziat I11.6.5).

111.6.23. Metody statystyczne

Wszystkie opisane w pracy eksperymenty wykonano co najmniej w trzech
powtorzeniach. Oceng istotnosci statystycznej réznic warto$ci $rednich pomigdzy
grupami przeprowadzono metodg jedno- i wieloczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) (Brzezinski i Stachowski 1981; Sthle i Wolda, 1989). Do analizy
przezywalnosci gasienic zastosowano metode Kaplana-Meiera (Kaplan i Meier, 1958;
Rasmussen 1 in., 2018). Przedzialy istotnosci statystycznej wynikéw oznaczono
gwiazdkami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, badz literami alfabetu, gdzie istotne
statystycznie roznice pomi¢dzy Srednimi w badanych grupach charakteryzowat brak

wspolnej litery. Obliczenia wykonano z uzyciem programu Statistica (StatSoft, USA).
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IV. ANALIZA WYNIKOW

IV.1. Przezywalnos$¢ gasienic G. mellonella po podaniu a-1,3-

glukanu i zarodnikow A. niger

Zasadniczym celem badan byla ocena reakcji odpornosciowych gasienic po
podaniu a-1,3-glukanu, polisacharydu oczyszczonego ze $ciany komorkowej A. niger.
W celu poréwnania reakcji odporno$ciowych uruchamianych w odpowiedzi na ten
pojedynczy sktadnik $ciany komorkowej grzyboéw, z odpowiedzia na podanie
naturalnego immunogenu $rodowiskowego, na kontakt z ktérym moga by¢ narazone
owady, w badaniach wykorzystano réwniez zarodniki A. niger. Dodatkowo, aby
sprawdzi¢ poziom wybranych parametréw odpowiedzi immunologicznej gasienic
uruchamianych w odpowiedzi na inny polisacharyd zbudowany z reszt glukozy, do
immunizacji wykorzystano f-1,3/1,6-glukan z Laminaria digitata (laminaryna)
(Rozdziat 111.6.2).

W pierwszym etapie przeprowadzono analize przezywalnosci gasienic po
podaniu réznych dawek o-1,3-glukanu A. niger, laminaryny oraz réznej liczby
zarodnikow A. niger. Gasienicom podawano 1 pg, 5 pg, 10 pg lub 20 ug o-1,3-glukanu
zawieszonego w 3 ul 30% DMSO. Analizowano réwniez wpltyw 30% DMSO, ktéry po
iniekcji do hemocelu (3 pl) osiggat w hemolimfie st¢zenie okoto 1,23% (przy zatozeniu,
ze objeto$¢ hemolimfy gasienicy ostatniego stadium wynosi okoto 70 pl). Laminaryne
podawano gasienicom w dawce 5 pg, 10 ug oraz 50 ng, natomiast zarodniki w liczbie
1 x10% 1x10° 1x10%1ub 1 x 10" (w 3 pl wody). Procedure immunizacji gasienic
opisano w Rozdziale 111.6.2.

Stwierdzono, ze o-1,3-glukan, nawet w najwyzszej zastosowanej dawce, nie
wykazywat dziatania skutkujacego zaburzeniem rozwoju lub $miercig gasienic. Podanie
3 ul 30% DMSO réwniez nie zaburzato rozwoju owadow (Ryc. 25). Po immunizacji, na
ciele gasienic widoczny byl jedynie punktowy $lad w miejscu wkiucia (Ryc. 26).
Obserwacje przezywalnosci zakonczono w momencie pojawienia si¢ postaci dorostych,
ktorych liczba odpowiadata liczbie gasienic wykorzystanych w doswiadczeniu (Ryc. 25,
Ryc. 26).

Laminaryna podawana gasienicom w dawkach 5 pg, 10 pug oraz 50 pg (dane
nieprzedstawione) nie obnizata ich przezywalnosci, podobnie jak podanie 3 ul wody
dejonizowanej. Wykazano rowniez, ze dawka 1 x 10* oraz 1 x 10° zarodnikéw A. niger
nie wptywata negatywnie na przebieg dalszych etapéw rozwoju osobniczego (Ryc. 25).
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W miejscu wklucia obserwowano jedynie punktowy $lad (Ryc. 26). Natomiast u
gasienic immunizowanych dawka zarodnikéw wynoszaca 1 X 10° oraz 1 x 107
widoczne bylo poczatkowo znaczne zaciemnienie po stronie brzusznej, ktoére
rozprzestrzeniato si¢ na cate cialo ggsienic (Ryc. 26). Analiza przezywalno$ci wykazata,
ze po podaniu gasienicom dawki 1 x 10® zarodnikéw prawdopodobienstwo przezycia
120 godzin wynosito ponizej 50%. Po podaniu 1 x 107 zarodnikéw wszystkie gasienice
byly martwe po uptywie 72 godzin. Po 144 godzinach od immunizacji obserwowano
przerost gasienic grzybnig A. niger (Ryc. 26). Wykazano istotng statystycznie rdéznicg
(p=0,00001) pomigdzy krzywymi przezycia wyznaczonymi dla  gasienic
immunizowanych zarodnikami A. niger w dawce 1 x 10° oraz 1 x 10°, przy uzyciu
metody Kaplana-Meiera i testu log-rank (Ryc. 25).

Na podstawie uzyskanych wynikéw, do dalszych badafh wybrano dawke 1 x 10°
zarodnikow A. niger, jako najwyzsza, ktorej podanie nie zaburzato rozwoju barciaka

wiekszego i1 nie powodowato spadku przezywalno$ci gasienic.
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a-1,3-glukan zarodniki A. niger 1 x 10"
_____ DMSO zarodniki A. niger 1 x 10°
woda zarodniki A. niger 1 x 10°

zarodniki A. niger 1 x 10’

Ryc. 25. Wplyw wybranych immunogendéw pochodzenia grzybowego na
przezywalnos¢ gasienic G. mellonella.
Prawdopodobienstwo przezycia gasienic immunizowanych a-1,3-glukanem (1 pg, 5 pg,
10 pug i 20 pg) oraz zarodnikami A. niger (1 x 10* 1 x 10°, 1 x 10°, 1 x 10')
oszacowano metoda Kaplana-Meiera. Analizy przezywalnosci dokonywano w
okreslonych punktach czasowych: 24, 30, 48, 72, 96, 120 godziny po immunizacji.
Doswiadczenie wykonano trzykrotnie. Na wykresie przedstawiono wynik
reprezentatywnego do$wiadczenia przeprowadzonego na liczbie 30 osobnikéw w kazdej
badanej grupie.
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Ryec. 26. Zmiany w wygladzie gasienic G. mellonella obserwowane makroskopowo
W réznym czasie po podaniu a-1,3-glukanu oraz zarodnikow A. niger.
Fotografie wykonano w réznych czasach po immunizacji i umieszczono na rycinie w
odpowiednim miejscu wzdtuz osi czasu. Przedstawiono reprezentatywny obraz gasienic
(nie zachowano skali) po podaniu r6znych dawek a-1,3-glukanu (1 pg, 5 ug, 10 ug oraz
20 ug) i zarodnikéw A. niger (1 x 10* 1 x 10°, 1 x 10%, 1 x 10"). Czerwonymi
strzatkami i przerywanymi liniami zaznaczono melanizacj¢ widoczng na powierzchni
brzusznej gasienic. Gasienice, ktorych ciato byto catkowicie zmelanizowane oznaczono
zielonymi strzatkami. W tym przypadku jako umowny koniec obserwacji przyjeto
przerost ciata owada przez grzybnig A. niger, natomiast w przypadku immunogenéw nie
zaburzajacych rozwoju owada, pojawienie si¢ postaci dorostych. N — owady
nieimmunizowane; DMSO - owady po podaniu 30% DMSO; woda — owady po
podaniu wody.
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IV.2. Odpowiedz humoralna gasienic G. mellonella na

immunizacje a-1,3-glukanem A. niger

Uruchomienie mechanizméw odpornosciowych owadéw w odpowiedzi na
czynnik zakazny wymaga prawidlowego rozpoznania okreslonych struktur PAMPs
drobnoustrojéw. W przypadku grzybow rolg t¢ przypisuje si¢ gldéwnie czasteczce B-1,3-
glukanu (Ochiai i Ashida, 1988; Brown i Gordon, 2003). Pomimo faktu, ze udziat a-
1,3-glukanu  w  budowie $ciany komodrkowej wielu  gatunkow  grzybow
chorobotworczych jest znaczny, jego rola w oddziatywaniach pomiedzy gospodarzem a
patogenem jest w dalszym ciggu stabo poznana. Sprawdzono zatem, czy uktad
odpornosciowy G. mellonella reaguje na jego obecno$¢ w hemocelu i uruchamia
mechanizmy humoralnej odpowiedzi immunologicznej, takie jak indukcja
przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci w hemolimfie oraz aktywacja ukladu oksydazy

fenolowej prowadzaca do melanizacji.
IV.2.1. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa w hemolimfie

Pierwszym krokiem w kierunku oceny stopnia aktywacji odpowiedzi
immunologicznej gasienic G. mellonella przez a-1,3-glukan, byta analiza aktywnosci
przeciwgrzybowej w hemolimfie. Sprawdzenie tej aktywnosci byto szczegolnie istotne
ze wzgledu na grzybowe pochodzenie tego polisacharydu, a uzyskane wyniki pozwolity
na wybor dawki a-1,3-glukanu, ktorg stosowano w kolejnych eksperymentach.

Ze wzgledu na fakt, ze analiza przezywalnosci gasienic po podaniu réznych
dawek a-1,3-glukanu nie wykazata ich negatywnego wplywu, do wstepnego badania
aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie wybrano trzy dawki: 1 pg, 5 ug oraz 10
ug a-1,3-glukanu. Wykazano, ze wszystkie badane dawki indukowaty pojawienie si¢
aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie po 24 godzinach od podania (Ryc. 27). W
zaleznosci od dawki, aktywno$¢ utrzymywata si¢ do 48 godzin (1 pg), badz byla
obserwowana rowniez po 72 godzinach od immunizacji (5 pg oraz 10 pg). Poziom
aktywnos$ci przeciwgrzybowej w hemolimfie pobranej 24 godziny po immunizacji a-
1,3-glukanem wzrastal wraz ze zwigckszaniem dawki, osiggajac maksymalng wartosc,
odpowiadajaca aktywnosci 210 uM roztworu amfoterycyny B, po podaniu dawki 10 pg.

W dhuzszych czasach nie obserwowano tej tendencji (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Analiza aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie G. mellonella po
podaniu réznych dawek a-1,3-glukanu A. niger.
Aktywno$¢ przeciwgrzybowa badano w hemolimfie pobranej w czasie 0,25 - 72
godziny po podaniu 1 pg, 5 pug oraz 10 ug o-1,3-glukanu (n=12) metoda dyfuzji
radialnej wobec A. niger (Rozdziat 111.6.6.2). Wyniki przedstawiono jako ekwiwalent
aktywnosci amfoterycyny B (+ odchylenie standardowe). Na wykresie zaprezentowano
rezultaty jedynie w czasach po immunizacji, przy ktérych zaobserwowano pojawienie
si¢ stref zahamowania wzrostu grzyba.

Z uwagi na fakt, ze dawka 5 pg a-1,3-glukanu byta najnizszg, po podaniu ktorej
aktywno$¢ przeciwgrzybowa obserwowano w hemolimfie zaréwno po 24, 48, jak
rowniez po 72 godzinach od immunizacji, zostala ona wykorzystana w dalszych
badaniach (Ryc. 27). Aktywno$ci przeciwgrzybowej nie wykryto w hemolimfie
owadow nieimmunizowanych, jak rowniez w zadnym z badanych czasow po
immunizacji 3 pl 30% DMSO (Ryc. 28). Wykazano tym samym, Ze pojawienie si¢
aktywnos$ci przeciwgrzybowej w hemolimfie jest zwigzane z rozpoznaniem o-1,3-
glukanu, sktadnika pochodzenia grzybowego, przez uklad odpornosciowy

G. mellonella.
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Ryc. 28. Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa w hemolimfie G. mellonella po podaniu 5 pg
a-1,3-glukanu A. niger.
Aktywno$¢ przeciwgrzybowa badano w hemolimfie pobranej w czasie 0,25 - 72
godziny po podaniu a-1,3-glukanu (5 pg) oraz 3 ul DMSO (n=12) metoda dyfuzji
radialnej wobec A. niger (Rozdziat 111.6.6.2). Wyniki przedstawiono jako ekwiwalent
aktywnosci amfoterycyny B (+ odchylenie standardowe). Istotne statystycznie roéznice
pomiedzy warto$ciami Srednimi (z trzech niezaleznych do§wiadczen) uzyskanymi dla a-
1,3-glukanu i DMSO zaznaczono gwiazdkami: *** p<0,001. Ponizej wykresu
przedstawiono fotografie plytek Petriego uwidaczniajace wyniki eksperymentu. Strefy
przejasnienia, $wiadczace o zahamowaniu wzrostu A. niger, widoczne sa wokot
dotkow, do ktorych naniesiono hemolimfe wykazujaca aktywnos$¢ przeciwgrzybowa. Ze
wzgledu na sposdb obrazowania ptytek, strefy przejasnienia widoczne sg w postaci
obszaré6w ciemniejszych niz reszta ptytki. Oznaczenia na plytce wskazuja czas po
immunizacji (h), w ktorym pobierano hemolimfe; N - hemolimfa owadow
nieimmunizowanych.

W celu poréwnania poziomu aktywnos$ci przeciwgrzybowej hemolimfy gasienic
po immunizacji a-1,3-glukanem, z odpowiedziag na komorki, ktoére zawieraja go w
Scianie komorkowej, gasienicom podano zarodniki A. niger. Dodatkowo, sprawdzono
poziom aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie larw po podaniu do hemocelu
innego polisacharydu, B-1,3/1,6-glukanu z Laminaria digitata (laminaryny).

W odréznieniu od a-1,3-glukanu, maksimum aktywnos$ci przeciwgrzybowej po

podaniu zarodnikéw A. niger stwierdzono po 48 godzinach. Aktywnos¢ ta odpowiadata
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aktywnos$ci 316 uM roztworu amfoterycyny B. Poziom aktywnos$ci byt wtedy ponad 4-
krotnie wyzszy niz po immunizacji o-1,3-glukanem i ponad 6-krotnie wyzszy niz po
immunizacji laminaryna. Wykazano, ze aktywno$¢ przeciwgrzybowa indukowana w
hemolimfie w odpowiedzi na laminaryng, ktérej dawka byta 10-krotnie wyzsza niz o-
1,3-glukanu (odpowiednio, 50 pg/3 ul 1 5 pg/3 pl) byla po 24 godzinach od
immunizacji okoto 2,5-krotnie nizsza i odpowiadata aktywno$ci 52 uM roztworu
amfoterycyny B (Ryc. 29). Po podaniu 5 ug laminaryny, odpowiadajacej zastosowanej
dawce a-1,3-glukanu, nie stwierdzono aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie G.

mellonella.

400
350 1 e
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100
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L
(=1
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Aktywnos¢ przeciwgrzybowa
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zarodniki A. niger

[=]

N 025 05 1 2 4 6 8 24 48 72
Czas po immunizacji [h]

zarodniki 4. niger

Ryc. 29. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa w hemolimfie G. mellonella po immunizacji
zarodnikami A. niger oraz laminaryna.
Aktywno$¢ przeciwgrzybowa badano w hemolimfie pobranej w czasie 0,25 - 72
godziny po podaniu laminaryny (50 ug w 3 ul wody), 1 x 10° zarodnikéw A. niger (w 3
ul wody) oraz 3 ul wody (n=12) metoda dyfuzji radialnej wobec A. niger (Rozdziat
111.6.6.2). Wyniki przedstawiono jako ekwiwalent aktywnosci amfoterycyny B
(= odchylenie standardowe). Istotne statystycznie rdznice pomigdzy wartosciami
$rednimi (z trzech niezaleznych doswiadczen) uzyskanymi dla laminaryny/zarodnikow i
wody zaznaczono gwiazdkami: *** p<0,001. Ponizej wykresu przedstawiono fotografie
ptytek Petriego uwidaczniajgce wyniki eksperymentu. Strefy przejasnienia, §wiadczace
0 zahamowaniu wzrostu A. niger, widoczne sg wokot dotkow, do ktorych naniesiono
hemolimfe wykazujacg aktywno$¢ przeciwgrzybowa. Ze wzgledu na sposob
obrazowania ptytek, strefy przejasnienia widoczne sg w postaci obszaréw ciemniejszych
niz reszta ptytki. Oznaczenia na ptytce wskazuja czas po immunizacji (h), w ktéorym
pobierano hemolimfg; N - hemolimfa owadow nieimmunizowanych.
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IV.2.2. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna w hemolimfie

W odpowiedzi na réznego rodzaju obce czgstki hemolimfa owadoéw nabywa
potencjatu przeciwbakteryjnego, ktérego poziom mozna oceni¢ z wykorzystaniem
metody dyfuzji radialnej wobec bakterii wskaznikowych E. coli D31. Wykazano wzrost
aktywnosci wobec bakterii E. coli w hemolimfie po immunizacji gasienic zaréwno
a-1,3-glukanem A. niger, jak i DMSO (Ryc. 30). Istotng statystycznie rdznice w
wykrywanej aktywnosci pomigdzy dwoma badanymi immunogenami zaobserwowano
w czasie od 6 do 48 godzin po immunizacji. Maksimum aktywnosci anty-E.coli,
odpowiadajace aktywnosci 3 uM roztworu cekropiny B, stwierdzono po 8 godzinach od
immunizacji zaréwno a-1,3-glukanem, jak réwniez DMSO, przy czym poziom po
podaniu polisacharydu byt okoto 30% wyzszy (Ryc. 30). Jednakze najwigksza roéznice
w poziomie aktywno$ci przeciwbakteryjnej pomiedzy hemolimfa owadow
immunizowanych a-1,3-glukanem a DMSO stwierdzono po 24 godzinach po podaniu.
Poziom aktywnosci anty-E. coli po podaniu a-1,3-glukanu i DMSO byt wtedy rowny,
odpowiednio, aktywnosci 1,9 uM oraz 1 uM roztworu cekropiny B. Wyniki uzyskane
metoda dyfuzji radialnej korespondowaly z obrazem bioautografii. Strefy zahamowania
wzrostu bakterii E. coli w podlozu, ktorym nawarstwiono zel po rozdziale
elektroforetycznym biatek hemolimfy, obserwowano w probkach hemolimfy pobranych
w czasie od 4 do 24 godzin po immunizacji. Strefy widoczne byty w miejscu, w ktorym
na zelu, po rozdziale elektroforetycznym, lokujg si¢ peptydy o masie ponizej 10 kDa,
odpowiadajace peptydom przeciwdrobnoustrojowym (Ryc. 30).

107



ANALIZA WYNIKOW

3,5 1 kk

{ [ nicimmunizowane
0,5 - [ 1DbMSso

0 - B o-1,3-glukan
N 025 05 1 2 4 6 8 24 48 72
Czas po immunizacji [h]
DMSO E

a-1,3-glukan

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna
ekwiwalent aktywnosci cekropiny B [uM]

N 05 1 2 4 6 8 24 48 72
Czas po immunizacji [h]

Ryc. 30. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna w hemolimfie ggsienic G. mellonella
po immunizacji a-1,3-glukanem A. niger.
Gasienice immunizowano o-1,3-glukanem (5 pg) lub 30% DMSO. Hemolimfg
pobierano w czasie 0,25 - 72 godziny po immunizacji (n=12). Aktywnos¢
przeciwbakteryjng w hemolimfie oznaczano metoda dyfuzji radialnej wobec E. coli i
przedstawiono jako ekwiwalent aktywnosci cekropiny B (+ odchylenie standardowe)
(Rozdziat 111.6.6.1). Litera N oznaczono poziom aktywnos$ci przeciwbakteryjnej w
hemolimfie owadow nieimmunizowanych. Istotno$¢ statystyczng wyznaczong dla
réznic pomiedzy S$rednimi wartosciami (z trzech niezaleznych do$wiadczen)
uzyskanymi w odpowiednich czasach po immunizacji a-1,3-glukanem oraz DMSO
oznaczono gwiazdkami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Ponizej wykresu
przedstawiono  reprezentatywny obraz  bioautografii, uwidaczniajacy strefy
zahamowania wzrostu E. coli (zaciemnione obszary) (Rozdziat 111.6.7).

Okreslono rowniez poziom aktywno$ci przeciwbakteryjnej w hemolimfie po
podaniu ggsienicom zarodnikow A. niger, laminaryny oraz wody. Zaobserwowano
podobienstwo w kinetyce wzrostu aktywnos$ci anty-E. coli w hemolimfie owadow
immunizowanych  a-1,3-glukanem 1  laminaryng. = Maksimum  aktywnoSci
przeciwbakteryjnej, odpowiadajace aktywnosci 2,77 uM roztworu cekropiny B,
przypadato na 8 godzin po immunizacji laminaryng. W przypadku immunizacji
zarodnikami, najwyzsza aktywnos$¢ zaobserwowano w czasie od 6 do 24 godzin po
immunizacji, byta ona jednak nizsza niz w przypadku immunizacji a-1,3-glukanem i
laminaryng, na poziomie odpowiadajacym aktywnosci 2 pM roztworu cekropiny B
(Ryc. 31). Najwieksza roznice pomigdzy poziomem aktywnos$ci przeciwbakteryjnej po
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podaniu laminaryny lub zarodnikéw i wody zanotowano po 24 godzinach. Poziom
aktywnosci byt okoto dwu- i1 trzykrotnie wyzszy po immunizacji, odpowiednio,
laminaryng i zarodnikami A. niger, w poréwnaniu z poziomem po podaniu wody,
odpowiadajagcym aktywnosci 0,74 puM roztworu cekropiny B. Wyniki bioautografii
wykazatly, ze najwigksze strefy zahamowania wzrostu bakterii E. coli uzyskano dla
hemolimfy pobranej 8 godzin po podaniu zaréwno zarodnikow, jak i laminaryny oraz
wody. Podobnie jak po podaniu innych immunogenéw uzytych w badaniach, strefy
zahamowania wzrostu bakterii E. coli obserwowano w miejscu odpowiadajagcym
wysokosci, na ktorej w zelu lokuja si¢ rozdzielone elektroforetycznie peptydy

przeciwdrobnoustrojowe (Ryc. 31).
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Ryc. 31. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna w hemolimfie gasienic G. mellonella
po immunizacji laminaryng oraz zarodnikami A. niger.
Aktywno$¢ przeciwbakteryjng w hemolimfie oznaczano metodg dyfuzji radialnej wobec
E. coli i przedstawiono jako ekwiwalent aktywno$ci cekropiny B (+ odchylenie
standardowe) (Rozdziat I11.6.6.1). Hemolimfe pobierano w czasie 0,25 - 72 godziny po
immunizacji laminaryna (50 pg w 3 pl wody), dawka 1 x 10° zarodnikow A. niger (w 3
ul wody) oraz 3 ul wody (n=12). Litera N oznaczono poziom aktywnosci
przeciwbakteryjnej w hemolimfie owaddéw nieimmunizowanych. Istotnos$¢ statystyczna
wyznaczono dla rdéznic pomiedzy S$rednimi wartoSciami (z trzech niezaleznych
doswiadczen)  uzyskanymi ~w  odpowiednich  czasach po  immunizacji
laminaryna/zarodnikami i woda, 1 zaznaczono za pomocg gwiazdek: * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001. Ponizej wykresu przedstawiono reprezentatywny obraz
bioautografii, uwidaczniajacy strefy zahamowania wzrostu E. coli (zaciemnione
obszary) (Rozdziat 111.6.7).
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IV.2.3. Analiza zmian w profilu bialkowym hemolimfy

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa w hemolimfie réznita si¢ poziomem i
charakterem zmian w zaleznos$ci od immunogenu i czasu jaki uptynal od immunizac;ji.
Szczegblng uwage zwrocono na aktywno$¢ przeciwgrzybowsa, ktora stwierdzono w
hemolimfie jedynie po podaniu a-1,3-glukanu (5 pg), laminaryny (50 pg) i zarodnikow
A. niger w dawce 1 x 10°. W hemolimfie owadow, ktorym podano DMSO i wode, nie
wykazano tej aktywno$ci. W celu wyjasnienia obserwowanych roznic w aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej,  przeprowadzono rozdzialy elektroforetyczne bialek
hemolimfy ggsienic immunizowanych badanymi immunogenami.

Analiza profili biatkowych uzyskanych po rozdziale elektroforetycznym probek
hemolimfy w warunkach denaturujacych (Rozdziat I11.6.13) nie wykazata uchwytnych
zmian jako$ciowych w hemolimfie gasienic nieimmunizowanych, immunizowanych a-
1,3-glukanem oraz 30% DMSO (Ryc. 32a). W zwigzku z tym przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny ekstraktow metanolowych hemolimfy, w ktorych znajduja si¢ biatka
o masie czasteczkowej ponizej 30 kDa oraz peptydy (Rozdzial 111.6.14). Analiza
uzyskanych profili wykazata obecnos¢ peptydow o masie ponizej 6,5 kDa, ktére
pojawiaty sie juz 6 godzin po immunizacji a-1,3-glukanem i byly obecne w hemolimfie
az do 72 godzin po immunizacji (Ryc. 32b). Najwieksza intensywno$¢ wybarwienia
prazkéw peptydowych oraz najwieksza ich liczb¢ zanotowano po 24 godzinach od
immunizacji gasienic a-1,3-glukanem. Te obserwacje koreluja z wynikami badania
aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej hemolimfy wobec A. niger, ktore przedstawiono
w Rozdziale IV.2.1. Najwieksza ilos¢ wybarwionych prazkow peptydowych w zZelu
odpowiadata maksymalnej aktywnosci okre$lonej metoda dyfuzji radialnej w
hemolimfie. W przypadku immunizacji DMSO, analiza profili biatkowych ekstraktow
metanolowych hemolimfy wykazata jedynie pojedynczy prazek o stabej intensywnosci,
obecny w hemolimfie po 8 godzinach od immunizacji (Ryc. 32b), co moze stanowié
wyjasnienie aktywno$ci przeciwbakteryjnej wykrytej w hemolimfie gasienic

immunizowanych DMSO (Ryc. 30).
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Ryc. 32. Profile bialek i peptydow hemolimfy gasienic G. mellonella
immunizowanych a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.

(a) Biatka hemolimfy (20 pg) owadow nieimmunizowanych (N), immunizowanych 30%
DMSO oraz a-1,3-glukanem (5 pg), pobranej 0,25 - 72 godziny od podania
immunogenu, rozdzielono w warunkach denaturujacych w 13,8% zelu
poliakrylamidowym. Po zakoniczonym rozdziale Zele barwiono btekitem Coomassie
Brillant Blue R-250 (Rozdziat 111.6.13).

(b) Peptydy i biatka o masie ponizej 30 kDa, obecne w ekstraktach metanolowych
hemolimfy, rozdzielano dodatkowo z wykorzystaniem elektroforezy trycynowej

(Rozdziat 111.6.14). Po zakonczonym rozdziale zele barwiono biekitem Coomassie
Brillant Blue G-250.

Czerwonymi strzalkami ~ zaznaczono  prazki  odpowiadajace  peptydom
przeciwdrobnoustrojowym. Gwiazdkami zaznaczono potozenie apolipoforyny III.

Czas pojawiania si¢ i1 profil prazkow peptydowych w hemolimfie po
immunizacji gasienic laminaryng (50 pg) przypominal obraz uzyskany po podaniu a-
1,3-glukanu (5 pg). Najwigksza intensywno$¢ zabarwienia prazkow stwierdzono w
ekstraktach metanolowych otrzymanych z hemolimfy pobranej 24 godziny po

immunizacji tg dawka laminaryny (Ryc. 33b). Po podaniu mniejszej dawki laminaryny
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(5 ng), rownej zastosowanej dawce a-1,3-glukanu, obserwowano rowniez pojawienie
si¢ na zelu prazkow odpowiadajacych peptydom przeciwdrobnoustrojowym, gléwnie w
czasie 8 i 24 godzin po podaniu immunogenu. Biorgc pod uwage fakt, ze po
immunizacji gasienic dawka 5 pg laminaryny nie wykazano aktywnosci
przeciwgrzybowej w  hemolimfie, wykryte prazki peptydowe reprezentuja
najprawdopodobniej peptydy przeciwbakteryjne.

Zmiany obserwowane w profilu biatkowym po iniekcji zarodnikow A. niger
dotyczyty rowniez peptydow, ktére pojawialy sie¢ w czasie od 8 do 72 godzin po
immunizacji, jednak po 24 i 48 godzinach byly one najintensywniejsze. Zmiany w
profilu biatkowym w ekstraktach metanolowych hemolimfy po podaniu wody
dostrzegalne byly jedynie po 8 godzinach od immunizacji w postaci pojedynczego
prazka peptydowego o masie ponizej 6,5 kDa (Ryc. 33b).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze =za aktywno$¢ przeciwgrzybowa i
przeciwbakteryjna wykryta w hemolimfie gasienic immunizowanych badanymi

immunogenami odpowiadaja peptydy przeciwdrobnoustrojowe.

Z uwagi na fakt, ze najwyzsza aktywno$¢ przeciwgrzybowa stwierdzono w
hemolimfie pobranej 24 godziny po podaniu o-1,3-glukanu, a analiza profilu
peptydowego wykazata pojawienie si¢ najwigkszej liczby prazkoéw o masie ponizej 6,5
kDa, probki tej hemolimfy poddano dodatkowej analizie elektroforetycznej. Obrazy
uzyskane z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej (2D), w ktorej biatka
rozdzielane sg najpierw wzgledem punktu izoelektrycznego (pl), a p6zniej wzgledem
masy czgsteczkowej, nie wykazaly wyraznych rdéznic jakoSciowych pomigdzy
hemolimfa owaddéw nieimmunizowanych, jak rowniez po 24 godzinach od podania 30%

DMSO i a-1,3-glukanu A. niger (5 pg) (Ryc. 34).
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Ryc. 33. Profile bialek i peptydéow hemolimfy ggsienic G. mellonella
immunizowanych laminaryna oraz zarodnikami A. niger.

(a) Biatka hemolimfy (20 pg) owadow nieimmunizowanych (N), immunizowanych woda,
laminaryna (5 pg, 50 pg), zarodnikami A. niger (1 x 10°), pobranej 0,25 - 72 godziny
od podania immunogenu rozdzielono w warunkach denaturujgcych w 13,8% zelu
poliakrylamidowym. Po zakonczonym rozdziale Zele barwiono btgkitem Coomassie
Brillant Blue R-250 (Rozdziat 111.6.13).

(b) Peptydy i biatka ponizej 30 kDa obecne w ekstraktach metanolowych hemolimfy
rozdzielano dodatkowo z wykorzystaniem elektroforezy trycynowej (Rozdziat 111.6.14).
Po zakoniczonym rozdziale zele barwiono btekitem Coomassie Brillant Blue G-250.
Czerwonymi strzatkami zaznaczono prazki odpowiadajace peptydom
przeciwdrobnoustrojowym. Gwiazdkami zaznaczono potozenie apolipoforyny II1.
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Ryec. 34. Elektroforeza dwukierunkowa bialek hemolimfy gasienic G. mellonella po
immunizacji a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.
Biatka hemolimfy (200 pg) owadow nieimmunizowanych (N), immunizowanych 30%
DMSO oraz a-1,3-glukanem (5 pg) pobranej 24 godziny od podania immunogenu
rozdzielono pod wzgledem punktu izoelektrycznego (pl), a nastepnie pod wzgledem
masy czasteczkowej (Rozdziat 111.6.15). Po zakonczonym rozdziale Zele barwiono
bigkitem Coomassie Brillant Blue R-250. Niebieskimi strzatkami zaznaczono potozenie
apolipoforyny Ill.
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IV.24. Udzial peptydow odpornosciowych w odpowiedzi

immunologicznej G. mellonella na a-1,3-glukan A. niger

Peptydy odpornosciowe to zazwyczaj czasteczki o masie ponizej 10 kDa, ktére
stanowig kluczowy element odpowiedzi humoralnej owadow. Za gléwne miejsce
dziatania wielu z nich uznaje si¢ btone komorkowa mikroorganizmow. Moga tez
wspoéltdziata¢ z biatkami obecnymi w hemolimfie, miedzy innymi apolipoforyng III i
lizozymem, prowadzac ostatecznie do eliminacji zakazenia. Jak wynika z analizy zmian
w profilu biatkowym, przedstawionej w poprzednim rozdziale, peptydy odpornosciowe
pojawiajg si¢ w hemolimfie G. mellonella rowniez w odpowiedzi na podanie a-1,3-

glukanu A. niger (Ryc. 32b).

IV.24.1. Identyfikacja i analiza poziomu wybranych peptydow

odpornosciowych w hemolimfie

Analiza profilu peptydéw hemolimfy wykazala wyrazne roznice pomigdzy
hemolimfy ggsienic immunizowanych a-1,3-glukanem i DMSO, szczegdlnie widoczne
po 24 godzinach od immunizacji. Wynikaly one z obecnosci dodatkowych prazkéw o
masie ponizej 6,5 kDa w hemolimfie owadow, ktorym podano a-1,3-glukan (Ryc. 32b,
Ryc. 35a). Ponadto stwierdzono, ze ekstrakty metanolowe hemolimfy zebranej 24
godziny po immunizacji  ggsienic  o-1,3-glukanem  wykazuja  aktywno$¢
przeciwgrzybowa wobec A. niger (Ryc. 35b). Obie obserwacje wskazuja, ze to peptydy
odpornosciowe odpowiedzialne sa za pojawienie si¢ aktywnoS$ci przeciwgrzybowej w
hemolimfie G. mellonella po podaniu a-1,3-glukanu A. niger.

W celu identyfikacji bialek 1 peptydow odpornosciowych obecnych w
ekstraktach metanolowych hemolimfy, poddano je rozdzialowi metoda HPLC oraz
przeprowadzono sekwencjonowanie reszt aminokwasowych od N-konca (Rozdzial
I11.6.18). W  ekstraktach hemolimfy owadéw  nieimmunizowanych oraz
immunizowanych a-1,3-glukanem i DMSO zidentyfikowano osiem peptydow i biatek
odpornosciowych: defensyng G. mellonella (galiomycyna), peptyd bogaty w proling 1,
peptyd bogaty w proling 2, cekroping D, peptyd anionowy 1, peptyd anionowy 2 oraz
lizozym 1 apolipoforyng III (Ryc. 35c). Poziom pigciu sposrod szesciu
zidentyfikowanych peptydow przeciwdrobnoustrojowych w hemolimfie po podaniu a-
1,3-glukanu A. niger wzrést istotnie w stosunku do hemolimfy owadow
immunizowanych DMSO. Odnotowano migdzy innymi 10-krotny wzrost poziomu

defensyny G. mellonella, niemal 5-krotny wzrost poziomu peptydu prolinowego 2,
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ponad 3,5-krotny wzrost poziomu peptydu anionowego 1, 2-krotny wzrost poziomu

cekropiny D i 1,6-krotny wzrost poziomu peptydu prolinowego 1. Poziom peptydu

anionowego 2 nie zmienit si¢ w sposob istotny statystycznie (Ryc. 35¢).

Wzgledny poziom peptydu

a)

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

nieimmunizowane
[ ] DMSO
T o-1,3-glukan

Def Pro-1 Pro-2 Cek D An-1 An-2
Zidentyfikowany peptyd

Ryec. 35. Poziom wybranych peptydow przeciwdrobnoustrojowych w hemolimfie

gasienic G. mellonella immunizowanych a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.

(a) Ekstrakty metanolowe przygotowano z hemolimfy pobranej z gasienic nieimmunizowanych

(N) oraz 24 godziny po immunizacji o-1,3-glukanem (5 pg) i 30% DMSO i poddano
rozdziatowi z wykorzystaniem elektroforezy trycynowej (Rozdziat 111.6.14). Zel po
rozdziale barwiono barwnikiem Coomassie Brillant Blue G-250. Czerwonymi strzatkami
zaznaczono polozenie peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych.

(b) Zbadano aktywno$¢ przeciwgrzybowa opisanych ekstraktow metanolowych wobec A. niger

metodg dyfuzji radialnej (Rozdziat I11.6.6.2).

(c) Poziom peptydéw okreslano po ich rozdziale metodg HPLC i identyfikacji z

wykorzystaniem sekwencjonowania metodg degradacji Edmana (Rozdziat 111.6.18).
Wzgledny poziom wyznaczono na podstawie oceny wysoko$ci pikéw na chromatogramie.
Istotnos¢ statystyczng wyznaczono dla réznic pomiedzy Srednimi warto$ciami (z trzech
niezaleznych do$wiadczen) uzyskanymi po immunizacji a-1,3-glukanem (5 pg) oraz 30%
DMSO i zaznaczono za pomocg gwiazdek: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Def -
defensyna G. mellonella, Pro-1 — peptyd prolinowy 1, Pro-2 — peptyd prolinowy 2, Cek D —
cekropina D, An-1 — peptyd anionowy 1, An-2 — peptyd anionowy 2.
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IV.2.4.2. Poziom ekspresji peptydow odpornosciowych w ciele tluszczowym

W  celu  okreSlenia, czy za  zwigkszony  poziom = peptydow
przeciwdrobnoustrojowych w hemolimfie po podaniu ggsienicom a-1,3-glukanu A.
niger odpowiada ich wzmozona synteza w ciele tluszczowym, zbadano poziom
ekspresji genow dla peptydow zaangazowanych w odpowiedz immunologiczng, m. in.
wykazujacych aktywnos$¢ przeciwgrzybowa gallerimycyny i defensyny G. mellonella
(galiomycyny) oraz cekropiny i owadziego inhibitora metaloproteinaz (IMPI).

Analiza poziomu ekspresji genéw w ciele ttuszczowym wykazata, ze ilo§¢
transkryptow genow kodujacych gallerimycyng i galiomycyne wzrosta, odpowiednio,
ponad 3- i 4,5-krotnie, w czasie 5 godzin po immunizacji ggsienic a-1,3-glukanem, w
poréwnaniu do owadoéw immunizowanych DMSO (Ryc. 36). Po 8 godzinach od
immunizacji zaobserwowano juz spadek iloéci transkryptow tych gendéw o,
odpowiednio, 12% i 26%. Poziom ekspresji genu cekropiny byt 1,6- i 1,8-krotnie
wyzszy po podaniu o-1,3-glukanu w stosunku do podania DMSO, w czasie
odpowiednio, 5 i 8 godzin po immunizacji. Natomiast ilo$¢ transkryptow genu IMPI
wzrosta po immunizacji a-1,3-glukanem w porownaniu do podania DMSO 1,9- i 1,4-
krotnie w czasie odpowiednio, 5 i 8 godzin po immunizacji. Najwyzszy poziom
ekspresji gené6w badanych peptydow stwierdzono zatem w czasie 5 godzin po podaniu
gasienicom a-1,3-glukanu A. niger. Po 8 godzinach od immunizacji poziom ekspresji

ulegat obnizeniu (Ryc. 36).
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Ryec. 36. Poziom ekspresji genow wybranych peptydow odpornosciowych w ciele

tluszczowym G. mellonella po immunizacji a-1,3-glukanem A. niger i
DMSO.
Poziom ekspresji genéw gallerimycyny, galiomycyny, IMPI oraz cekropiny badano w
ciele tluszczowym pobranym z nieimmunizowanych gasienic (N) oraz po 5 i 8
godzinach od immunizacji a-1,3-glukanem (5 pg) i 30% DMSO (3 ul), z
wykorzystaniem Real Time qPCR (Rozdziat 111.6.21). Istotne statystycznie rdéznice
pomigdzy warto$ciami §rednimi (z trzech niezaleznych doswiadczen) uzyskanymi w
odpowiednich czasach po immunizacji «o-1,3-glukanem i DMSO o0znaczono
gwiazdkami: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Podanie gasienicom zarodnikéw A. niger w dawce 1 x 10> skutkowato 33-
krotnym wzrostem ekspresji genu gallerimycyny w stosunku do poziomu uzyskanego
po podaniu wody, w czasie 5 godzin po immunizacji (Ryc. 37). W dluzszym czasie
stwierdzono spadek ekspresji, jednak pozostawala ona na wysokim poziomie,
stanowigcym 18-krotno$¢ poziomu zanotowanego u gasienic po podaniu wody.
Najwyzszy poziom ekspresji genu galiomycyny rdwniez obserwowano po 5 godzinach
od podania zarodnikéw. Stwierdzono 8,7- i 6,7-krotny wzrost ekspresji tego genu w
stosunku do poziomu u ggsienic immunizowanych wodg, w czasie odpowiednio, 51 8
godzin po immunizacji. Ekspresja genu kodujacego cekroping wzrosta 3,5- i 4,3-krotnie
w czasie 5 1 8 godzin, w porownaniu do poziomu po podaniu wody. [lo$¢ transkryptow
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genu IMPI w kolejnych badanych czasach po immunizacji zarodnikami wzrosta o ok.
30% (Ryc. 37).

Wysoki poziom ekspresji genow peptydow 0 aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zaréwno po 5, jak i 8 godzinach od immunizacji (Ryc. 37),
moze stanowi¢ wyjasnienie utrzymujacej sie dhuzej aktywnosci przeciwgrzybowej w
hemolimfie G. mellonella po podaniu zarodnikow A. niger, co przedstawiono w
Rozdziale IV.2.1.
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Ryec. 37. Poziom ekspresji genow wybranych peptydow odpornosciowych w ciele
thuszczowym G. mellonella po immunizacji zarodnikami A. niger i woda.
Poziom ekspresji genéw gallerimycyny, galiomycyny, IMPI oraz cekropiny badano w
ciele thuszczowym pobranym z nieimmunizowanych gasienic (N) oraz po 5 i 8
godzinach od immunizacji zarodnikami A. niger (I x 10°) i woda (3 pl), z
wykorzystaniem Real Time qPCR (Rozdzial I11.6.21). Istotne statystycznie rdznice
pomiedzy warto$ciami $rednimi uzyskanymi w odpowiednich czasach po immunizacji
zarodnikami i wodg oznaczono gwiazdkami: * p<0,05; *** p<0,001.

119



ANALIZA WYNIKOW

IV.2.5. Aktywnos$¢ lizozymu w hemolimfie

Lizozym nalezy do biatek zaangazowanych w walk¢ z drobnoustrojami,
obecnych konstytutywnie w hemolimfie G. mellonella. Ze wzgledu na swoja aktywnos¢
enzymatyczng wzgledem peptydoglikanu, stanowi on bron wymierzong szczegdlnie
przeciw komorkom bakterii. Jednak jego poziom moze wzrasta¢ réwniez w odpowiedzi
na inne obce czgstki, ktérych dostanie si¢ do organizmu skutkuje zaburzeniem jego
homeostazy (Yu i in., 2002).

Aktywnos¢ lizozymu w hemolimfie nieimmunizowanych gasienic G. mellonella
odpowiada aktywnosci roztworu lizozymu biatka jaja kurzego (EWL) o stezeniu 296
ug/ml. W czasie 0,5 godziny od podania ggsienicom a-1,3-glukanu stwierdzono spadek
(0 35%) aktywnosci lizozymu w hemolimfie, do poziomu odpowiadajacego aktywnosci
roztworu EWL o stezeniu 200 pg/ml (Ryc. 38). Wykazano ponadto, ze poziom
aktywnos$ci lizozymu w hemolimfie ggsienic immunizowanych o-1,3-glukanem
wzrastat 2-, 2,2- oraz 2,9-krotnie w poréwnaniu do owadoéw kontrolnych (DMSO) w
czasie, odpowiednio, 24, 48 i 72 godziny po podaniu immunogenu (Ryc. 38).
Najwyzszy poziom aktywnosci lizozymu, odpowiadajacy aktywnos$ci roztworu EWL o
stezeniu 737 pg/ml, stwierdzono w hemolimfie po 24 godzinach od podania a-1,3-
glukanu. Odpowiada to czasowi, w ktorym w hemolimfie wykryto inne przejawy
odpowiedzi immunologicznej gasienic, miedzy innymi aktywno$¢ przeciwgrzybowa.
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fgg 1 1 pMso

o . N T o-1.3-glukan
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*
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Ryc. 38. Aktywno$¢ lizozymu w hemolimfie gasienic G. mellonella po immunizacji
a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.
Aktywnos¢ lizozymu oznaczano w hemolimfie metoda dyfuzji radialnej na ptytkach z
liofilizatem M. lysodeictikus (Rozdziat TI1.6.8) i przedstawiono jako ekwiwalent
aktywno$ci lizozymu biatka jaja kurzego (EWL) (£ odchylenie standardowe).
Hemolimfe pobierano w czasie 0,25 - 72 godziny po immunizacji (n=12). Literg N
oznaczono poziom aktywnos$ci lizozymu w hemolimfie owadéw nieimmunizowanych.
Istotnos¢ statystyczng wyznaczono dla réznic pomiedzy $rednimi warto$ciami (z trzech
niezaleznych dos$wiadczen) uzyskanymi w odpowiednich czasach po immunizacji o-
1,3-glukanem (5 pg) oraz 30% DMSO i zaznaczono za pomocg gwiazdek: * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001.
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Analiza biatek i peptydow obecnych w hemolimfie gasienic (Rozdziat I111.6.18)
potwierdzita, ze lizozym obecny jest zarowno u owadow nieimmunizowanych, jak
réwniez po 24 godzinach od podania a-1,3-glukanu i DMSO. Wykazano, ze wzgledny
poziom lizozymu w hemolimfie byt w tym czasie istotnie wyzszy po immunizacji
gasienic a-1,3-glukanem w poréwnaniu do immunizacji DMSO (Ryc. 39).

Potwierdzono tym samym wyniki uzyskane metodg dyfuzji radialnej (Ryc. 38).

18 - *
H |
e e —

| | [ nicimmunizowane
[ 1 DMSO

. | a-1,3-glukan

Wzgledny poziom lizozymu

SN RN

Ryc. 39. Poziom lizozymu w hemolimfie gasienic G. mellonella 24 godziny po
immunizacji a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.

Poziom lizozymu w ekstraktach hemolimfy owadow nieimmunizowanych (N) oraz

zebranej 24 godziny po immunizacji a-1,3-glukanem (5 pg) oraz 30% DMSO (n=30)

okreslono po rozdziale metoda HPLC i identyfikacji metoda degradacji Edmana

(Rozdziat 111.6.18). Wzgledny poziom lizozymu wyznaczono na podstawie oceny

wysokosci pikéw na chromatogramie. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono dla roznic

pomigdzy $rednimi warto§ciami uzyskanymi z trzech niezaleznych doswiadczen po
immunizacji a-1,3-glukanem oraz DMSO (* p<0,05).

Wykorzystujac metode dyfuzji radialnej na ptytkach z liofilizatem M.
lysodeikticus wykazano wysokg aktywno$¢ lizozymu w hemolimfie ggsienic
immunizowanych zarodnikami A. niger po 24 i 48 godzinach od immunizacji, podobnie
jak po podaniu gasienicom a-1,3-glukanu (Ryc. 40). Aktywno$¢ ta po 24 i 48 godzinach
od immunizacji zarodnikami odpowiadala aktywnosci roztworu EWL o stezeniu 499
pg/ml 1 479 pg/ml. Na podanie laminaryny gasienice reagowaly wczesniejszym
wzrostem aktywno$ci lizozymu w hemolimfie. Po 8 godzinach od immunizacji
laminaryng, aktywnos$¢ lizozymu odpowiadata aktywnosci roztworu EWL o steZzeniu
518 pg/ml. Podobnie jak po podaniu a-1,3-glukanu, okresowy spadek aktywnosci
lizozymu stwierdzono réwniez w hemolimfie ggsienic immunizowanych laminaryng 1
zarodnikami A. niger. Po 1 i 4 godzinach od podania gasienicom laminaryny
stwierdzono spadek o, odpowiednio, 35% 1 54%, w poroéwnaniu do gasienic, ktérym

podano wode. Spadek aktywnosci lizozymu o 32% odnotowano rowniez w hemolimfie

gasienic po 4 godzinach od podania zarodnikéw A. niger (Ryc. 40).
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Ryc. 40. Aktywno$¢ lizozymu w hemolimfie gasienic G. mellonella po immunizacji
laminaryng oraz zarodnikami A. niger.
Aktywno$¢ lizozymu oznaczano w hemolimfie metoda dyfuzji radialnej na ptytkach z
liofilizatem M. lysodeictikus (Rozdziat I11.6.8) i przedstawiono jako ekwiwalent
aktywno$ci lizozymu biatka jaja kurzego (EWL) (£ odchylenie standardowe).
Hemolimfe pobierano w czasie 0,25 - 72 godziny po immunizacji laminaryna (50 pg),
zarodnikami A. niger (1 x 10°) i woda (n=12). Literg N oznaczono poziom aktywnosci
lizozymu w hemolimfie owadéw nieimmunizowanych. Istotno$¢ statystyczna
wyznaczono dla réznic pomiedzy S$rednimi wartoSciami (z trzech niezaleznych
doswiadczen) uzyskanymi w odpowiednich czasach po immunizacji, odpowiednio,
laminaryna/zarodnikami oraz woda i zaznaczono za pomocg gwiazdek: * p<0,05; **
p=<0,01; *** p<0,001.

IV.2.6. Aktywnos¢ oksydazy fenolowej w hemolimfie

Oksydaza fenolowa (PO) jest kluczowym enzymem procesu melanizacji, przez
co wspomaga unieszkodliwianie ciat obcych, ktore dostaty sie do organizmu owada.

Wykazano, ze w przeciwienstwie do owadoéw nieimmunizowanych oraz
immunizowanych samym DMSO, podanie o-1,3-glukanu A. niger hamowato
aktywno$¢ oksydazy fenolowej w hemolimfie gasienic (Ryc. 41). Zahamowanie
aktywnosci PO obserwowano w czasie od 0,25 do 1 godziny od podania a-1,3-glukanu.
Po tym czasie aktywno$¢ wzrastata, a jej maksimum zanotowano w hemolimfie
pobranej 4 godziny od podania tego immunogenu. Poziom aktywnosci PO byt w tym
czasie dwukrotnie wyzszy w poroéwnaniu do poziomu aktywnosci w hemolimfie
gasienic nieimmunizowanych oraz po immunizacji DMSO. W hemolimfie pobranej 6 i
8 godzin po immunizacji a-1,3-glukanem obserwowano stopniowy spadek aktywnosci
enzymu, az do zahamowania aktywno$ci w czasie 24 godzin po immunizacji. W

odréznieniu od immunizacji a-1,3-glukanem, w hemolimfie ggsienic immunizowanych
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DMSO zahamowanie aktywnosci PO stwierdzono jedynie 72 godziny po podaniu

immunogenu (Ryc. 41).
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Ryc. 41. Aktywnos$¢ oksydazy fenolowej w hemolimfie gasienic G. mellonella po
immunizacji a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.
Aktywnos$¢ oksydazy fenolowej (PO) (Rozdzial I11.6.9) oznaczono w hemolimfie
gasienic po 0,25 - 72 godzinach od immunizacji a-1,3-glukanem (5 pg) i 30% DMSO.
Na wykresie przedstawiono poziom aktywnosci PO jako warto$¢ absorbancji przy
dlugosci fali A= 490 nm w wybranych punktach czasowych: 0, 30, 60 i 90 minut
(odpowiadajacych czasowi inkubacji hemolimfy 2z substratem) (£ odchylenie
standardowe). Poziom aktywnosci w hemolimfie ggsienic nieimmunizowanych
oznaczono literg N. Istotno$¢ statystyczng roznicy pomig¢dzy wartosciami $rednimi w
poszczegdlnych czasach po immunizacji a-1,3-glukanem i DMSO, odczytang po 90
minutach inkubacji, oznaczono gwiazdkami: ** p<0,01; *** p<0,001. Fotografia
znajdujaca si¢ ponizej wykresow przedstawia przykladowy obraz, ktory uzyskano po 90
minutach inkubacji hemolimfy owadéw immunizowanych a-1,3-glukanem z L-DOPA.
Poszczegodlne kolumny widocznej plytki 96-dotkowej odpowiadajg kolejnym czasom po
immunizacji, wedhug kolejnos$ci zaznaczonej na wykresie.
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Zaobserwowano podobienstwo w kinetyce zmian aktywnos$ci PO w hemolimfie
po podaniu gasienicom a-1,3-glukanu i zarodnikow A. niger (Ryc. 42). W obu
przypadkach, w poczatkowej fazie odpowiedzi immunologicznej po podaniu tych
immunogenéw (od 0,25 do 0,5 godziny), nastgpowato catkowite zahamowanie
aktywnos$ci PO, po czym zanotowano przej$ciowe pojawienie si¢ aktywnos$ci enzymu
obserwowane od 1 do 6 godzin po podaniu zarodnikéw i od 2 do 8 godzin po podaniu
a-1,3-glukanu. Natomiast, w odréznieniu od immunizacji a-1,3-glukanem,
zahamowanie aktywnosci PO po podaniu zarodnikow stwierdzono w czasie od 8 do 72
godzin. Nalezy zaznaczy¢, ze we wszystkich badanych czasach po podaniu zarodnikow
A. niger poziom aktywnosci PO w hemolimfie pozostawal na nizszym poziomie w
porownaniu do poziomu w hemolimfie ggsienic immunizowanych woda. Nie
stwierdzono roéwniez zahamowania aktywno$ci PO w Zzadnym z badanych czaséw po
podaniu gasienicom wody (Ryc. 42).

W przypadku immunizacji gasienic G. mellonella laminaryng (50 pg), kinetyka
zmian aktywno$ci PO w hemolimfie, w krotkim czasie po podaniu (0,25 godziny), byla
odmienna od kinetyki po podaniu o-1,3-glukanu i zarodnikéw A. niger. Nie

obserwowano wowczas zahamowania aktywnos$ci PO (Ryc. 42).
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Ryc. 42. Aktywnos$¢ oksydazy fenolowej w hemolimfie gasienic G. mellonella po
immunizacji laminaryng i zarodnikami A. niger.
Aktywno$¢ oksydazy fenolowej (PO) (Rozdziat 111.6.9) oznaczono w hemolimfie
gasienic po 0,25 - 72 godzinach od immunizacji laminaryng (50 pg), zarodnikami A.
niger (1 x 10°)i woda. Na wykresie przedstawiono poziom aktywnosci PO jako warto§¢
absorbancji przy dtugosci fali A=490 nm w wybranych punktach czasowych: 0, 30, 60 i
90 minut (odpowiadajacych czasowi inkubacji hemolimfy z substratem) (+ odchylenie
standardowe). Poziom aktywno$ci w hemolimfie ggsienic nieimmunizowanych
oznaczono literg N. Istotno$¢ statystyczng réznicy pomiedzy wartosciami Srednimi w
poszczegblnych czasach po immunizacji laminaryng/zarodnikami A. niger i woda,
odczytang po 90 minutach inkubacji, oznaczono gwiazdkami: ** p<0,01; *** p<0,001.
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IV.2.7. Udzial apolipoforyny III w odpowiedzi immunologicznej G.

mellonella na a-1,3-glukan A. niger

Analiza obrazu rozdzielonych elektroforetycznie bialek hemolimfy G.
mellonella wykazata stosunkowo duzg ilo$¢ biatka o masie czgsteczkowej okoto 18 kDa
(Ryc. 32), a elektroforeza 2D uwidocznita trzy jego izoformy (Ryc. 34). Identyfikacji
tego biatka jako apolipoforyna III (apoLp-IIl) dokonano na podstawie dost¢pnych
danych literaturowych (Zdybicka-Barabas i Cytrynska, 2011), jak rowniez wynikow
uzyskanych metoda immunoblottingu z wykorzystaniem specyficznych przeciwcial
przeciwko apoLp-III, zgodnie z opisem w Rozdziale 111.6.17. Poza podstawowa funkcja
zwigzang z transportem lipidow, apoLp-III bierze rowniez udziat w reakcjach
odpornosciowych, podczas ktorych jej rola polega migedzy innymi na przekazywaniu
sygnatlu o infekcji pomigdzy hemocytami i cialem tluszczowym. W celu oceny
zaangazowania apoLp-III w odpowiedZ immunologiczng G. mellonella na o-1,3-glukan
A. niger przesledzono zmiany jej poziomu w hemolimfie oraz lokalizacji w hemocytach

gasienic po immunizacji tym sktadnikiem $ciany komorkowej grzybow.
IVV.2.7.1. Poziom apolipoforyny 111 w hemolimfie

Obecnos¢ apoLp-I11 potwierdzono w hemolimfie owadéw nieimmunizowanych,
jak rowniez po podaniu a-1,3-glukanu i DMSO, metoda immunoblottingu, stosujac
przeciwciala skierowane specyficznie przeciw apoLp-IIl. Wykazano, ze poziom apoLp-
IIT wzrastal w hemolimfie pobranej 1 godzing po podaniu ggsienicom a-1,3-glukanu; w
pozostatych badanych punktach czasowych rdéznice nie byly statystycznie istotne
(Ryc. 43). Analiza poziomu apoLp-IIT przeprowadzona po rozdziale ekstraktow
metanolowych hemolimfy pobranej 24 godziny po immunizacji a-1,3-glukanem i
DMSO metodg HPLC (rozdziat 111.6.18) potwierdzita, ze poziom biatka nie ulegal w

tym czasie zmianie (Ryc. 44).
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Ryc. 43. Poziom apolipoforyny III w hemolimfie gasienic G. mellonella
immunizowanych a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.
Biatka hemolimfy (3 pg) gasienic nieimmunizowanych (N) oraz pobranej 0,25 - 24
godziny po immunizacji a-1,3-glukanem (5 pg) i 30% DMSO (n=12) rozdzielono
elektroforetycznie i przeniesiono na membran¢ (Rozdziat I11.6.13 i Rozdzial 111.6.16).
Po inkubacji z przeciwciatami pierwszorzedowymi przeciwko apoLp-Ill i ll-rzgdowymi
sprzezonymi z fosfatazg alkaliczng uwidoczniono na membranie prazki biatkowe o
masie ok. 18 kDa, odpowiadajace potozeniu apoLp-IIl (Rozdziat I11.6.17), ktérych
reprezentatywny obraz umieszczono na fotografii ponizej wykresu. Przeprowadzono
analize densytometryczng uzyskanych prazkow, przyjmujac relatywng warto$¢ N=1.
Poziom istotno$ci wyznaczony dla réznic pomiedzy $rednimi warto§ciami z trzech
niezaleznych doswiadczen uzyskanymi dla o-1,3-glukanu i DMSO oznaczono
gwiazdkami: ** p<0,01.
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8 1600 | | I

§ 1200 -

g 800 [ nieimmunizowane
§ 400 —— pmso

g’ o ] ' ' [ o-1,3-glukan

Ryc. 44. Wzgledny poziom apolipoforyny IIT w hemolimfie ggsienic G. mellonella
24 godziny po immunizacji a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.
Poziom apoLp-III w ekstraktach hemolimfy owadéw nieimmunizowanych (N) oraz
zebranej 24 godziny po immunizacji a-1,3-glukanem (5 pg) oraz 30% DMSO okreslono
po rozdziale metoda HPLC (n=30) (Rozdziat 111.6.18). Wzgledny poziom apoLp-III
wyznaczano na podstawie oceny wysokosci pikow na chromatogramie. Istotnosc¢
statystyczng wyznaczano dla roéznic pomiedzy $rednimi warto§ciami uzyskanymi z
trzech niezaleznych do$wiadczen po immunizacji a.-1,3-glukanem oraz DMSO.

127



ANALIZA WYNIKOW

Po podaniu gasienicom zarodnikéw A. niger (1 x 10°) nie zanotowano wzrostu
poziomu apoLp-III w hemolimfie, jaki stwierdzono po podaniu a-1,3-glukanu. Poziom
apoLp-III byt nizszy niz okreslony w hemolimfie ggsienic po podaniu wody (Ryc. 45).
Istotne statystycznie réznice poziomu apoLp-1ll zanotowano w hemolimfie pobranej

0,25, 2 1 24 godziny od podania zarodnikow A. niger.

251

1,51

Q.31 woda
0 I arodniki A. niger
0,25 0,5 1 2 4 24

Czas po immunizacji [h]

Wzgledny poziom apoLp-III

Ryc. 45. Poziom apolipoforyny III w hemolimfie gasienic G. mellonella
immunizowanych zarodnikami A. niger i woda.
Biatka hemolimfy (3 pg) gasienic nieimmunizowanych (N) oraz pobranej 0,25 - 24
godziny po immunizacji zarodnikami A. niger (1 x 10°) i woda (n=12) rozdzielono
elektroforetycznie i przeniesiono na membran¢ (Rozdziat I11.6.13 i Rozdzial 111.6.16).
Po inkubacji z przeciwciatami I-rzgdowymi przeciwko apoLp-IIl i ll-rzedowymi
sprzezonymi z fosfatazg alkaliczng uwidoczniono na membranie prazki biatkowe o
masie ok. 18 kDa, odpowiadajagce potozeniu apoLp-IIl (Rozdziat I11.6.17).
Przeprowadzono analize densytometryczng uzyskanych prazkow, przyjmujac relatywna
warto$¢ N=1. Poziom istotno$ci wyznaczony dla réznic pomiedzy $rednimi warto$ciami
uzyskanymi dla zarodnikoéw A. niger i wody oznaczono gwiazdka: * p<0,05.

1V.2.7.2. Immunolokalizacja apolipoforyny 111 w hemocytach

Uzupehieniem badan nad udziatem apoLp-Ill w odpowiedzi immunologicznej
na podanie a-1,3-glukanu A. niger, byta ocena zmian jej lokalizacji w hemocytach G.
mellonella. W celu wykrycia apoLp-III, hemocyty przygotowane wedlug opisu w
Rozdziale 111.6.20, inkubowano ze specyficznymi przeciwciatami pierwszorzedowymi
skierowanymi  przeciwko apoLp-IIl oraz przeciwcialami  drugorzedowymi
znakowanymi izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). W celu dokonania wnikliwej
analizy lokalizacji apoLp-IIl i okreslenia czy jest ona obecna wewnatrz komorki,
przeprowadzono rownocze$nie doswiadczenia, w ktoérych utrwalone na szkietku

hemocyty inkubowano bez oraz w obecnosci Tritonu X-100. Zastosowanie tego
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detergentu powodowalo tagodne zmiany blony komoérkowej hemocytow, umozliwiajace
penetracje przeciwciat do wnetrza komorki.

Obrazy hemocytow gasienic nieimmunizowanych uzyskane w mikroskopie
fluorescencyjnym wykazaty mozliwos¢ wewnatrzkomorkowej lokalizacji apoLp-I11
(Ryc. 46). Ze wzgledu na wlasciwosci adherentne w przygotowanych preparatach
obecne byty granulocyty i plazmatocyty. Zaobserwowano, ze lokalizacja apoLp-I1I jest
zalezna od typu hemocytow. Zielong fluorescencje¢, wskazujaca na obecnos¢ apoLp-Ill,
uwidoczniono jedynie w granulocytach (Ryc. 46). W plazmatocytach widoczne byty
tylko niebiesko wybarwione jadra komoérkowe (Ryc. 46a).

a) b)

Ryc. 46. Wykrywanie apolipoforyny 111 w hemocytach G. mellonella.

Hemocyty pobrane z ggsienic nieimmunizowanych utrwalono na szkietku i inkubowano
z przeciwciatami I-rzedowymi skierowanymi przeciwko apoLp-lIl i ll-rzedowymi
znakowanymi FITC (Rozdziat 111.6.20). Zielona fluorescencja odpowiada lokalizacji
apoLp-III w komodrkach. Jadra hemocytow barwiono Hoechst 32258 (niebieska
fluorescencja). Obrazy wykonano przy uzyciu laserowego skaningowego mikroskopu
konfokalnego przy dlugosci fali A=495/517 nm (a) oraz w $wietle przechodzacym (b).
Czerwonymi strzatkami oznaczono plazmatocyty, zottymi - granulocyty, niebieskimi -
lokalizacj¢ apoLp-Ill. Skala— 10 pm.

Wykazano, ze poziom fluorescencji wewnatrz hemocytdw pobranych w czasie
0,25, 1, 4 1 24 godziny po podaniu gasienicom DMSO wzrastat nieznacznie ponad
poziom obserwowany w hemocytach owadoéw nieimmunizowanych (Ryc. 47).
Natomiast po immunizacji gasienic o-1,3-glukanem A. niger fluorescencja
obserwowana w hemocytach byla na zdecydowanie nizszym poziomie, co mogto
odzwierciedla¢ spadek zawartosci apolLp-IlIl. Szczegdlnie wyrazng redukcje
fluorescencji zaobserwowano w hemocytach po 0,25, 4 i 24 godzinach od immunizacji
a-1,3-glukanem. W czasie 1 godziny po podaniu a-1,3-glukanu poziom fluorescencji
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wzrastal, wskazujac na przejsciowy wzrost zawartosci apoLp-llIl w hemocytach.
Doswiadczenie to umozliwito dodatkowo obserwacje zmian liczby hemocytéw. Po 15
minutach od immunizacji stwierdzono mniejszg liczbe komodrek w preparatach.
Redukcja liczby hemocytow dotyczyla zwlaszcza plazmatocytéw, co potwierdzono
analizag hemocytogramu — Rozdzial IV.3. Jej powodem mogt by¢ faktyczny spadek
liczby plazmatocytow krazacych w hemolimfie po immunizacji, ale takze przejsciowa
utrata zdolno$ci do adhezji na skutek dziatania a-1,3-glukanu A. niger. W preparatach
hemocytow po 4 godzinach od podania a-1,3-glukanu obserwowana byta natomiast
duza liczba plazmatocytéw silnie rozptaszczonych na powierzchni szkietka, z dtugimi
wypustkami, co mogto wskazywac na zwickszenie ich wlasciwosci adherentnych. Po 24
godzinach od podania gasienicom a-1,3-glukanu, w preparatach widoczne byly

hemocyty pozbawione zielonej fluorescencji (Ryc. 47).

W odréznieniu od zmian obserwowanych po immunizacji ggsienic a-1,3-
glukanem, wskazujacych na spadek zawartosci apoLp-111 w hemocytach, po podaniu
wody czy zarodnikow A. niger zielona fluorescencja widoczna byta w hemocytach we
wszystkich czasach po immunizacji (Ryc. 48). Punktowe zmiany mogace wskazywac
na zgrupowania apoLp-III wewnatrz hemocytéw obserwowano szczegolnie po podaniu
gasienicom zarodnikow. Podobnie, jak po podaniu a-1,3-glukanu, zaobserwowano
spadek liczby hemocytoéw w preparatach przygotowanych z hemolimfy pobranej w

krotkim czasie (15 minut) od immunizacji zarodnikami A. niger (Ryc. 48).
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Ryc. 47. Immunolokalizacja apolipoforyny 111 w hemocytach G. mellonella po
immunizacji a-1,3-glukanem A. niger i DMSO.
Hemocyty pozyskano z gasienic nieimmunizowanych (N) oraz 0,25, 1, 4 oraz 24 godziny po
immunizacji o-1,3-glukanem (5 pg) i 30% DMSO. Przeprowadzono roéwnoczes$nie
doswiadczenia, w ktorych hemocyty po utrwaleniu inkubowano z (+) / bez (-) dodatku Tritonu
X-100. Hemocyty inkubowano nastepnie z przeciwciatami I-rzgdowymi skierowanymi
przeciwko apoLp-IIl i ll-rzgdowymi znakowanymi FITC. Zielona fluorescencja odpowiada
lokalizacji apoLp-III. Jadra hemocytéw barwiono Hoechst 32258 (niebieska fluorescencja).
Przedstawiono reprezentatywne obrazy wykonane przy uzyciu laserowego skaningowego
mikroskopu konfokalnego (Rozdziat I111.6.20). Skala — 10 um.
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Ryc. 48. Immunolokalizacja apolipoforyny 111 w hemocytach G. mellonella po
immunizacji zarodnikami A. niger i woda.
Hemocyty pozyskano z ggsienic nieimmunizowanych (N) oraz 0,25, 1, 4 oraz 24
godziny po immunizacji zarodnikami A. niger (1 x 10°) i woda. Przeprowadzono
rownoczes$nie doswiadczenia, w ktoérych hemocyty po utrwaleniu inkubowano z (+) /
bez (-) dodatku Tritonu X-100. Hemocyty inkubowano nastgpnie z przeciwciatami
I-rzedowymi skierowanymi przeciwko apoLp-IIl i ll-rzgdowymi znakowanymi FITC.
Zielona fluorescencja odpowiada lokalizacji apoLp-III w komorkach. Jadra hemocytéw
barwiono Hoechst 32258 (niebieska fluorescencja). Przedstawiono reprezentatywne
obrazy wykonane przy uzyciu laserowego skaningowego mikroskopu konfokalnego
(Rozdziat 111.6.20). Strzalkami zaznaczono zgrupowania apoLp-III wewnatrz
hemocytow. Skala — 10 pm.
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Doswiadczenia majace na celu lokalizacje apoLp-llIl w hemocytach G.
mellonella dostarczyly réwniez informacji o mozliwo$ci zaangazowania apoLp-I11 w
proces krzepnigcia hemolimfy. We witdknach utworzonych podczas formowania
monowarstwy hemocytéw uwidoczniono punkty wykazujace zielong fluorescencjg,

wskazujace na obecnos¢ apoLp-I11 (Ryc. 49).

Ryec. 49. Udzial apolipoforyny III w procesie krzepni¢cia hemolimfy G. mellonella.
Preparaty hemocytow G. mellonella inkubowano z przeciwciatami I-rzedowymi
skierowanymi przeciwko apoLp-lIl i Il-rzedowymi znakowanymi FITC (Rozdziat
111.6.20). Czerwonymi strzatkami zaznaczono punkty wykazujace zielong fluorescencje
wskazujaca na lokalizacj¢ apolipoforyny III. Skala — 10 pm.
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IV.3. Odpowiedz komorkowa gasienic G. mellonella na podanie

a-1,3-glukanu A. niger

Zaangazowanie hemocytow w odpowiedz komorkowg jest istotnym elementem
reakcji obronnych owadow, w ktéorych ciala obce usuwane sg, w zaleznosci od
wielko$ci, w procesie fagocytozy, nodulacji badz inkapsulacji. O uruchomieniu
mechanizméw odpowiedzi komorkowej, jako reakcji na rozpoznanie ciata obcego w
organizmie, moze $wiadczy¢ zmiana catkowitej liczby hemocytow THC (ang. total
hemocyte count), jak rowniez zmiana w proporcjach poszczegdlnych typow hemocytow

DHC (ang. differential hemocyte count).
IVV.3.1. Analiza hemocytogramu hemolimfy

Catkowitg liczb¢ hemocytéw oraz poszczegdlnych ich typow w hemolimfie
gasienic immunizowanych a-1,3-glukanem, zarodnikami A. niger, DMSO i woda,
okreslano poprzez zliczanie w komorze Biirkera zgodnie z opisem w Rozdziale I11.6.22.
Uzyskane wyniki przedstawiono w formie bezwzglednych wartosci liczbowych (Tab. 4,
Tab. 5) oraz procentowego udzialu poszczegélnych typoéw hemocytéw w badanej
populacji komorek (Ryc. 50). Zwrdocono uwage na fakt, ze pomimo znacznych rdznic
osobniczych dotyczacych catkowitej liczby hemocytow (THC), jak rowniez liczby
hemocytow okreslonych typow (Tab. 4, Tab. 5), procentowy ich udzial w populacji
hemocytoéw kazdego osobnika w ramach danego doswiadczenia byt zblizony (Ryc. 50).

Analizujac THC wykazano, Zze po 2 i 4 godzinach od immunizacji a-1,3-
glukanem oraz DMSO S$rednia liczba wszystkich hemocytow byta niemal dwukrotnie
wigksza w porownaniu do liczby hemocytow gasienic nieimmunizowanych 1 wynosita
ok. 1,62 x 10* w 1 pl hemolimfy (Tab. 4). Zwigkszona liczba hemocytow
obserwowana 2 godziny po podaniu tych immunogenéw wynikata gtownie ze wzrostu
liczby plazmatocytow, natomiast 4 godziny po podaniu, ze wzrostu liczby
granulocytow. Zwracat réwniez uwage trzykrotny wzrost liczby sferulocytow po 2 1 4
godzinach od immunizacji a-1,3-glukanem A. niger. Istotny statystycznie wzrost liczby
hemocytéw po podaniu o-1,3-glukanu, w poréwnaniu do immunizacji DMSO,
stwierdzono po 0,5 godzinie (Tab. 4).

W przypadku podania zarodnikéw A. niger, istotny statystycznie wzrost liczby
hemocytow, w poréownaniu do liczby hemocytéw u gasienic nieimmunizowanych,
obserwowano juz po 1 godzinie od immunizacji (Tab. 5). Dodatkowo, stan ten

utrzymywat si¢ dluzej niz po innych immunogenach. Jeszcze 24 godziny po
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immunizacji stwierdzono podwyzszony poziom catkowitej liczby hemocytéw. Wzrost
THC w czasie od 1 do 24 godzin po immunizacji wynikat gtownie ze wzrostu liczby
granulocytow, ale rowniez ze wzrostu liczby sferulocytéw. Liczba granulocytow
zwigkszata si¢ we wszystkich badanych czasach. Podanie gasienicom wody
powodowato wzrost liczby hemocytow po 4 godzinach, wynikajacy ze wzrostu liczby
granulocytow 1 sferulocytow. Istotny statystycznie wzrost liczby hemocytow po
podaniu zarodnikow, w porownaniu do immunizacji wodg, stwierdzono po 1, 4 1 24
godzinach od immunizacji (Tab. 5).

Wyrazng zmiang obserwowang po 15 minutach od podania kazdego z badanych
immunogenow byt okoto dwukrotny spadek liczby plazmatocytdow w pordéwnaniu do
ich liczby u owadow nieimmunizowanych. Po podaniu a-1,3-glukanu spadek ten byt
najwigkszy, o ok. 60% (Tab. 4, Tab. 5).

Interesujaca obserwacja byt wzrost liczby sferulocytow, ktory zaznaczatl si¢ w
réznym czasie po podaniu kazdego z immunogendéw, migdzy innymi w czasie od 1 do
24 godzin po immunizacji zarodnikami A. niger. Z kolei w czasie 2 i 4 godzin po
podaniu 0-1,3-glukanu, $rednia liczba sferulocytow wzrastala ponad 3-krotnie,
osiggajac najwyzsze wartosci w stosunku do ich liczby okreslonej po podaniu innych
immunogenow (Tab. 4, Tab. 5).

Liczba enocytoidow w hemolimfie owadow immunizowanych a-1,3-glukanem
wzrosta 4- i 3-krotnie, odpowiednio, 4 i 24 godziny od podania, w stosunku do liczby
tych hemocytow w hemolimfie owaddéw nieimmunizowanych. Podobny wzrost
obserwowano po podaniu ggsienicom DMSO w czasie 2 i 24 godzin od immunizacji
(Tab. 4). Okoto 3-krotny wzrost liczby enocytoidow odnotowano po 4 i 24 godzinach

od podania, odpowiednio, wody i zarodnikow A. niger (Tab. 5).
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liczby hemocytéow (THC) oraz hemocytow

poszczegélnych typéw po immunizacji gasienic G. mellonella a-1,3-
glukanem A. niger (a) oraz DMSO (b).

a) o-1,3-glukan

Czas Ogélna liczba

[h] hemocytow
N 10698+1616

0,25 85961280 *
05  16000+1686 °*
14349+7366

2 17008+2693

4 189635186

24 14604+4368 2

b) DMSO
Czas  Ogélna liczba
[h] hemocytow

N 10698+1616 °
025  9868+1243 *
0,5 129794567 *
1 | 18021+7463
2 16549+2496

4 20552+4640 &

24 195424+9(35%c0f

Granulocyty

5401+1119 2

5896999 ¥

108681100 ©
9115+4464
7029+1643 %
12358+3952 °f

50361898 %

Granulocyty

5401+1119 2
6778+1034 ®

8653+1346 ™

113064960

5785+1564 2bcde

119062166

12819584 (cdef

Plazmatocyty

4750+356°
1971+499°
4431+1507%
44063081
7996+3513°%
476341443

864642552

Plazmatocyty

47504356 2
2174£122°
341741121 *°
545142629 2
9778+1107 %
78962622

58893067 2ocdef

Sferulocyty

4744249 @
558:£34 B %
493+194 *°
646236
17794802 ©
1538+416 ¢*

708+358 3

Sferulocyty

474+249 2

736+43 *
7994277 %
10974280 >
660-+349 et
6154221 2cdef

632:|:67 abcdef

Enocytoidy

73465
171+104 ®
208+75
182+69 2

2044135 ete
3044113 bedef

214491 !

Enocytoidy

73465 °
181411 %
111443 ¢
167+127 <
326+175 "%
135474 abcdef

201154 Pedef

Gasienice (5 osobnikow na grupe) immunizowano o-1,3-glukanem (5 pg) lub 30% DMSO.
Hemocyty zliczano w komorze Biirkera w preparatach przygotowanych ze $wiezo pobranej
hemolimfy po 0,25, 0,5, 1, 2, 4 i 24 godzinach od immunizacji i r6znicowano na podstawie ich
morfologii (Rozdziat 111.6.22). W tabeli podano liczbe hemocytéw znajdujaca sie¢ w 1 pl
hemolimfy (+ odchylenie standardowe). Poziom istotno$ci wyznaczony dla rdznic pomigdzy
$rednimi warto§ciami uzyskanymi dla a-1,3-glukanu i DMSO oznaczono gwiazdkami: *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Warto$ci oznaczone r6znymi literami w obrebie jednej grupy
(poszczegblne grupy mieszczg si¢ w kolejnych kolumnach tabeli) réznig si¢ statystycznie
p<0,05. N — hemocyty ggsienic nieimmunizowanych.
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Tab. 5. Zmiany calkowitej liczby hemocytow (THC) oraz hemocytéow
poszczegélnych typéow po immunizacji gasienic G. mellonella zarodnikami
A. niger (a) i woda dejonizowang (b).
a) zarodniki A. niger

10698+1616 2 5401+1119 ° 4750+356 2 4744249 ° 73465 2
1277541504 8804+1724"° 23504298 14294386 ° * 192485 ®
1207142074 **© 75961467 3088+576 ° 12334129 154+67 2°

163171690 ¢* 106421080 P4 *** 44714857 2 10544540 @4 150448 2
bcde bcde acde bcde abcde
1555042816 9967+1911 4283+1264 11214374 179+75
19208+1568 * 129081001 & ** 50214953 %7 12044262 P4 75156 2kl xx

1790443535 %* 121462868 > 4300+£1442 *®" 12584555 Pt 20(+38 bede

b) woda

10698+1616 ° 5401+1119° 4750+356 ° 474+249 ° 73+65°%

1001345416 ® 6588+3734 2658+1697 ° 650234 117428
11554+3892 7333+2378 ¢ 2042+1185" 11254575 *° 154+92 *°
12177+2580 2 6484+1224 % 484942801 ¢  750+316 94491 %
1268843854 ¢ 763342845 i 4142+781 % 7674553 % 146106
152632234 bedef 0883+1477 © 40461555 T 11254206 “f 208466 <

1071943060 " 646941948 *°° 250441029 " 14904417 ' 167470

Gasienice (5 osobnikéw na grupe) immunizowano zarodnikami A. niger (1 x 10°) lub woda.
Hemocyty zliczano w komorze Biirkera w preparatach przygotowanych ze §wiezo pobranej
hemolimfy po 0,25, 0,5, 1, 2, 4 i 24 godzinach od immunizacji i r6znicowano na podstawie ich
morfologii (Rozdziat 111.6.22). W tabeli podano liczbe hemocytow znajdujaca si¢ w 1 pl
hemolimfy (+ odchylenie standardowe). Poziom istotno$ci wyznaczony dla réznic pomiedzy
srednimi warto§ciami uzyskanymi dla zarodnikéw i wody oznaczono gwiazdkami: * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001. Wartosci oznaczone roznymi literami w obrebie jednej grupy
(poszczegbdlne grupy mieszczg si¢ w kolejnych kolumnach tabeli) réznig si¢ statystycznie
p<0,05. N — hemocyty gasienic nieimmunizowanych.
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Analiza procentowego udziatu poszczegélnych typow hemocytéw (DHC) w
hemolimfie gasienic nieimmunizowanych wykazata, ze granulocyty stanowig $rednio
52%, plazmatocyty 41%, sferulocyty 6,1%, a enocytoidy 0,9% wszystkich hemocytow
(Ryc. 50). Przeanalizowano zmiany we wzglednym udziale poszczegélnych typow
hemocytow w czasie 0,25, 0,5, 1, 2, 4 1 24 godziny po podaniu a-1,3-glukanu, DMSO,
zarodnikow A. niger i wody. Wykazano, ze po 15 minutach od podania kazdego z
immunogenow, procentowy udzial granulocytow w populacji hemocytow zwickszat si¢
do okoto 70% (68% po podaniu a-1,3-glukanu), czemu towarzyszyt spadek udziatu
plazmatocytow. Na podstawie analizy bezwzglednej liczby hemocytéw wykazano, ze
dominacja granulocytow wynikata w tym czasie raczej ze spadku liczby plazmatocytow
niz wzrostu liczby granulocytow (Tab. 4). Wyjatek stanowito podanie zarodnikow A.
niger, gdzie po 15 minutach od immunizacji spadkowi liczby plazmatocytow
towarzyszyl wzrost liczby granulocytow (Tab. 5).

Obserwowane proporcje w udziale tych dwoch typdéw hemocytéw utrzymywaty
si¢ do 1 godziny po podaniu a-1,3-glukanu. Uwage zwraca dominujaca przewaga
granulocytow zanotowana niemal we wszystkich czasach po podaniu zaréwno a-1,3-
glukanu, jak rowniez DMSO i zarodnikow A. niger, z wyjatkiem hemolimfy pobranej
24 godziny po podaniu a-1,3-glukanu, kiedy to zaobserwowano istotng statystycznie
przewage plazmatocytow (w stosunku do ich udziatu po podaniu DMSO) (Ryc. 50). W
czasie 2 godzin po immunizacji gasienic o-1,3-glukanem, DMSO oraz woda
obserwowano zachwianie utrzymujacej si¢ we wczesniejszych czasach tendencji do
dominujacego udziatu granulocytow; stwierdzono zrownanie udzialu granulocytow i
plazmatocytow, badz jak w przypadku DMSO, zwigkszenie udziatu plazmatocytow.
Udziat sferulocytow i enocytoidow wzrastal, odpowiednio, po 2 — 4 godzinach oraz 4
godziny od podania a-1,3-glukanu, w pordéwnaniu do gasienic immunizowanych
DMSO. Zauwazono, ze 4 godziny od podania zarodnikéw A. niger udziat enocytoidow
spadal w poroéwnaniu do udziatu tych hemocytéw w hemolimfie gasienic po podaniu

wody (Ryc. 50).
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DMSO

80 -
70
60
50 A
40 -
30 A
20 +
10 A

w populacji [%]

Udzial typoéw hemocytow

N 0,25 0.5 1 2 4 24
Czas po immunizacji [h]

a-1,3-glukan
80 1
70 A
60
50 A
40 -
30 A
20 A
10

Udzial typéw hemocytow
w populacji [%]

I granulocyty
[ plazmatocyty
—/1 sferulocyty
woda I cnocytoidy

N 0,25 0,5 1 2 4 24
Czas po immunizacji [h]

w populacji [%]

Udziat typow hemocytow

N 0,25 0,5 1 2 - 24
Czas po immunizacji [h]

zarodniki A. niger
80 -
70 A
60 -
50 1
40 -
30 -
20 -
10 4

Udzial typéw hemocytow
w populacji [%]

N 0,25 0,5 1 2 4 24
Czas po immunizacji [h]

Ryc. 50. Wzgledny udzial poszczegolnych typow hemocytow w populacji (DHC),

po immunizacji gasienic G. mellonella a-1,3-glukanem A. niger, DMSO,
zarodnikami A. niger oraz woda.
Gasienice (5 osobnikow na grupe) immunizowano a-1,3-glukanem (5 pug), 30% DMSO,
zarodnikami A. niger (1 x 10°) lub woda. Hemocyty zliczano w komorze Biirkera w
preparatach przygotowanych ze $wiezo pobranej hemolimfy po 0,25 - 24 godzinach od
immunizacji 1 r6znicowano na podstawie ich morfologii (Rozdziat 111.6.22). Za 100%
przyjeto liczbe wszystkich hemocytéw znajdujacych si¢ w 1 ul $wiezo pobranej
hemolimfy. Wyniki zaprezentowano jako warto$¢ $rednig (= odchylenie standardowe).
Poziom istotno$ci wyznaczony dla rdznic pomiedzy $rednimi warto§ciami uzyskanymi
dla a-1,3-glukanu i DMSO oraz zarodnikow i wody oznaczono gwiazdkami: * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001. Istotno$¢ statystyczng rdéznic pomiedzy wartoSciami
okreslajacymi wzgledny udzial danego typu hemocytow w populacji hemocytow
owadow nieimmunizowanych oraz w réznych czasach po immunizacji oznaczono
poprzez brak wspolnej litery (p<0,05). N — hemocyty gasienic nieimmunizowanych.
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IV.3.2. Formowanie nodul w hemocelu gasienic

Udziat hemocytow w odpowiedzi immunologicznej wigze si¢ miedzy innymi z
unieszkodliwianiem ciat obcych poprzez odseparowanie ich od reszty organizmu w
postaci struktur zwanych nodulami lub kapsulami. Na wstegpie analizowano obecno$¢
agregatow hemocytow (stanowigcych poczatkowy etap formowania nodul) w
hemolimfie ggsienic nieimmunizowanych oraz 0,25 - 72 godziny po podaniu a-1,3-
glukanu A. niger lub DMSO. W hemolimfie ggsienic nieimmunizowanych nie
stwierdzono wystepowania agregatow hemocytow. Natomiast po immunizacji a-1,3-
glukanem i DMSO agregaty byly obecne w hemolimfie we wszystkich badanych
czasach po podaniu immunogendéw. Najwieksza ich liczb¢ wykryto 2 godziny po
immunizacji, przy czym ich liczba po podaniu a-1,3-glukanu byla trzykrotnie wigksza
niz po podaniu DMSO i wynosita, odpowiednio, 7,5 (odchylenie standardowe + 2,5)
oraz 2,5 (odchylenie standardowe =+ 1,5) w 5 pl hemolimfy. Uwage zwroécila tez

znaczna liczba sferulocytow widoczna w obrebie powstatych agregatow (Ryc. 51).

Zmianom mikroskopowym towarzyszyly tatwo dostrzegalne zmiany w obrazie
makroskopowym po dysekcji ciata gasienicy (Ryc. 52). Po 2 godzinach od immunizacji
a-1,3-glukanem i DMSO widoczne byty w obu przypadkach jedynie pojedyncze punkty
0 ciemnej barwie. Natomiast w czasie 24, 48 i 72 godzin po podaniu a-1,3-glukanu
uwidoczniono wyrazne ciemne struktury, odpowiadajace zmelanizowanym nodulom,
przylegajace do ciata ttuszczowego 1 powtok ciata ggsienicy, ktorych nie stwierdzono

po podaniu DMSO (Ryc. 52).
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b)

Ryec. 51. Udzial hemocytow w odpowiedzi komorkowej G. mellonella na podanie a-
1,3-glukanu A. niger.

(a) Obraz hemocytow obecnych w hemolimfie nieimmunizowanych gasienic G.
mellonella. PL — plazmatocyt, GR — granulocyt, SF — sferulocyt, EN — enocytoid.

(b) Obraz sferulocytow obecnych w hemolimfie ggsienic G. mellonella. Gwiazdka
oznaczono sferulocyt najprawdopodobniej w trakcie podziatu mitotycznego.

(c) Reprezentatywny obraz agregatu powstatego in vivo w hemocelu gagsienic G.
mellonella w godzing po podaniu o-1,3-glukanu (5 pg). Czerwonymi strzatkami
zaznaczono obecno$¢ sferulocytow.

(d) — (g) Przyktadowe obrazy wskazujace na znaczny udziat sferulocytow (czerwone
strzatki) w formowaniu agregatow hemocytow G. mellonella in vivo po podaniu o-1,3-
glukanu A. niger.

Obrazy uzyskano przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego. Skala - 10 pm.
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N

Czas

po immunizacji [h] a-1,3-glukan DMSO

Ryc. 52. Obraz makroskopowy zmelanizowanych nodul powstalych w hemocelu G.
mellonella po immunizacji a-1,3-glukanem A. niger.
Przedstawiono reprezentatywny obraz gasienic po dysekcji przeprowadzonej 2, 24, 48 i
72 godziny po immunizacji o-1,3-glukanem (5 pg) oraz 30% DMSO (n=3).
Przedstawiono gasienice nieimmunizowang (N). Czerwonymi strzatkami zaznaczono
zmelanizowane nodule.
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IV.4. Identyfikacja bialek hemolimfy G. mellonella
oddzialujacych z a-1,3-glukanem A. niger

Pierwszym etapem reakcji odpornosciowej jest rozpoznanie ciata obcego, ktore
spowodowato zaburzenie homeostazy organizmu gospodarza. Przedstawione wczesniej
wyniki wykazaty, ze a-1,3-glukan A. niger indukowal odpowiedz immunologiczng
gasienic G. mellonella, co wskazuje, ze ten sktadnik §ciany komorkowej grzybow jest
rozpoznawany przez uktad odpornosciowy barciaka wigkszego.

W celu identyfikacji bialek hemolimfy wigzacych sie do a-1,3-glukanu
przeprowadzono inkubacje  zawiesiny tego polisacharydu z  hemolimfy
nieimmunizowanych gasienic G. mellonella zgodnie z opisem w Rozdziale 111.6.19.
Biatka, ktore zwigzaly si¢ do o-1,3-glukanu rozdzielono elektroforetycznie,
uwidoczniono na zelu poliakrylamidowym (Ryc. 53a) oraz przeniesiono na membrang,
na ktoérej po wybarwieniu wyodrebniono 7 prazkéw biatkowych (oznaczonych cyframi
od 1 do 7), przeznaczonych do dalszej identyfikacji (Ryc. 53b). Sekwencjonowanie
metoda degradacji Edmana umozliwito identyfikacje pigciu z nich, oznaczonych
cyframi od 1 do 5 (Ryc. 53b, Tab. 6). Biatko o masie czgsteczkowej ok. 30 kDa (1)
zidentyfikowano jako czynnik aktywujacy oksydaz¢ fenolowa G. mellonella; wykazuje
ono réwniez znaczne podobienstwo do peptydaz serynowych réznych gatunkéw motyli
(Tab. 6). Biatko o masie czasteczkowej ok. 37 kDa (2) wykazuje podobienstwo do
tryptazy Papilio polytes i innych peptydaz serynowych motyli oraz w petni odpowiada
biatku kodowanemu w genomie G. mellonella, ktorego rola nie zostala jeszcze opisana.
Biatko o masie czasteczkowej ok. 55 kDa (3), zidentyfikowano jako profenolooksydaze
G. mellonella. Biatka o masach 57 kDa (4) i 61 kDa (5) zidentyfikowano jako biatka
wigzace B-1,3-glukan G. mellonella, wykazujace znaczne podobienistwo do biatek
wigzacych B-1,3-glukan innych motyli (Tab. 6). W celu identyfikacji biatek
znajdujacych si¢ w prazkach (6) 1 (7), o masach czasteczkowych, odpowiednio, 75 kDa
1 250 kDa, uzyto metody immunoblottingu z przeciwcialami skierowanymi przeciwko
apolipoforynie I i II (Ryc. 53c¢). Detekcja barwnych prazkéw odpowiadajacych masom
ok. 75 kDa i 250 kDa wskazata, ze poszukiwane biatka to, odpowiednio, apolipoforyna
I'11II (Staczek in., 2018). Bialka te analizowano réwniez technikg spektrometrii mas,
ktora potwierdzita rezultaty uzyskane z uzyciem przeciwciat. Dodatkowo, w prazku
odpowiadajacym masie czasteczkowej 75 kDa zidentyfikowano heksameryne G.

mellonella i arylforyng G. mellonella. Stwierdzono ponadto, ze biatko 250 kDa
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wykazuje podobienstwo do lipoforyny Plutella xylostella i Helicoverpa armigera
(Tab. 6).

a)

= = =
S .- . 8
2 -2 ~Z
EES b) 2% ¢c) =%
& 3 & 3 & 3
= = 3
HN = M 3 M 3 M
) . kDa
‘ ‘ ‘7 < 250
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Ryc. 53. Rozdzial elektroforetyczny (a, b) oraz immunodetekcja (c) bialek

hemolimfy G. mellonella wiazacych sie do a-1,3-glukanu A. niger.

Hemolimfe gasienic nieimmunizowanych (HN) inkubowano z zawiesing a-1,3-glukanu
przez 0,5 godziny (Rozdziat 111.6.19). Biatka hemolimfy, ktore zwiazaty si¢ z a-1,3-
glukanem (,ligandy a-1,3-glukanu”) rozdzielono elektroforetycznie i barwiono
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Rozdziat I11.6.13) (a), badZ przenoszono na membrang
(Rozdziat T11.6.16) i barwiono Coomassie Brilliant Blue R-250 (b) albo poddano
immunoblottingowi (c) (Rozdziat 111.6.17). Prazki biatkowe oznaczone na membranie
(b) czerwonymi cyframi od 1 do 5 wycinano z membrany, a nastgpnie biatka
poddawano sekwencjonowaniu od N-konca (Rozdziat 111.6.19). Biatka znajdujace si¢ w
prazku 6 i 7 (b) identyfikowano metoda spektrometrii mas (Rozdziat 111.6.19) oraz
metoda immunblottingu z wykorzystaniem przeciwcial [-rzgdowych skierowanych
przeciwko apolipoforynie I'i 11 (c).
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Tab. 6. Bialka hemolimfy G. mellonella wigzace si¢ do a-1,3-glukanu A. niger.

Zsekwencjonowany
Nr . MW  od N-konca fragment bialtka/
[kDa] peptyd zidentyfikowany w

MS
1 ~ 30 | IIGDKDGEAKFGEFPWMVAI
2 ~37 | LKDGPCPSYMDTCCLSPDRR
3 ~ 55 | ETAAVFPRGIPRTPIIIPRD
4 ~57 | YEVPPAKLEAIWPKGLRVSL

Identyfikacja bialka
(% zgodnych reszt
aminokwasowych)

100% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
czynnika aktywujacego
oksydazg fenolowa G.
mellonella (ang. phenoloxidase
- activating factor 2)

95% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
tryptazy Pieris rapae oraz
innych peptydaz serynowych
motyli

100% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
niescharakteryzowanego biatka
kodowanego w genomie G.
mellonella (biatko wigzace
wapn, zawierajace domene
EGF-podobna)

89% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
tryptazy Papilio polytes oraz
innych peptydaz serynowych
motyli

100% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
profenolooksydazy G.
mellonella

100% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
biatka wiazacego -1,3-glukan

G. mellonella

Numer

dostepu

XP_0267
49280.1

XP_0221
25560.1

XP_0267
58204.1

NP_0012
98484.1

AAQT50
26.1

CAK224
01.1
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ANALIZA WYNIKOW

YVVPAAKLEAIYPKGLRVSI °

NELITAVYNPTAEIK

GTVETSTIDNTIR
LIEANVDSPNVQYYK
LANGLGEIPR
VLSLLENWK
EVVTEFLSLYK
KLDPSLLNIQTK

FDEQAQLR
LLLDTPIVK
FLVDVTGSDK
TIANVIDEIR
VIELEGTAVVK
ANAPQAENLKK
SLDPFDEIPAK
FVLQVSPSSFK
QLGEEINSDFK
ETQNSVVTALQAK
QFLLAAANAITQR
FPYPIVYDTDLK

95% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
biatka wigzacego B-1,3-glukan
Papilio xuthus

100% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
biatka wigzacego B-1,3-glukan
G. mellonella (ang. beta-1,3-
glucan-binding protein 1-like
Galleria mellonella)

95% zgodnych reszt
aminokwasowych z sekwencja
biatka wigzacego B-1,3-glukan
Plodia interpunctella

apolipoforyna Il

apolipoforyna Bicyclus anynana

heksameryna G. mellonella

arylforyna G. mellonella

apolipoforyna |

apolipoforyna G. mellonella

KPI9719
11

XP_0267
53104.1

Q8MU95
1

XP
0239463
06.1
AAA198
01.1
AAAT42
29.1

AATT768
06.1
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ANALIZA WYNIKOW

ISTSESEFGNSYR

YHLNIYSHPELGK

QACIHAVAGNAENALR

NNGQVAVNGASHGYPVEEK

LGISPEFGLQITNEISEK

ILQESIVEECVCNYANPFVGR

DNGQVAVNGASHGYPVEEK | lipoforyna Plutella xylostella AAT768
07.1

lipoforyna Helicoverpa armigera AATT768
08.1

Biatka identyfikowano poprzez sekwencjonowanie 20 kolejnych reszt aminokwasowych od N-
konca (numery od 1 do 5 - odpowiadaja numerom oznaczonym na Rycinie 53b) lub z
wykorzystaniem spektrometrii mas (numery 6 i 7) — nazwy zidentyfikowanych ta metoda biatek
zostaty podkreslone. Dane uzyskane za pomoca obu metod poréwnywano z danymi dostepnymi
w odpowiednich bazach (Rozdziat 111.6.19). Dodatkowo przeprowadzono identyfikacje bialek 6
1 7 technikg immunoblottingu z wykorzystaniem przeciwciat przeciwko apolipoforynie I i IL
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V. DYSKUSJA

W odpowiedzi na obserwowany od wielu lat wzrost liczby zachorowan na
infekcje grzybicze u ludzi, coraz wiecej badan naukowych ma na celu wyjasnienie
roznych aspektéw relacji gospodarz - patogen grzybowy. Badania te dotycza miedzy
innymi  poznania nowych struktur powierzchniowych komorek grzybow, ktore
rozpoznawane sg przez uktad odpornosciowy zwierzat, przebiegu odpowiedzi
immunologicznej oraz wpltywu czynnikow wirulencji grzybow na funkcjonowanie
uktadu odpornosciowego (Pereira iin., 2018).

Presja na ograniczenie wykorzystania w badaniach modelu ssaczego, jakim sa
myszy, sktonita do poszukiwania odpowiednich alternatywnych organizmow
modelowych wérod bezkregowcow (Amorim-Vaz i in., 2015). Zgodnie z tym trendem
coraz czeSciej w badaniach dotyczacych patogenezy infekcji  grzybiczych
wykorzystywane sg gasienice G. mellonella (Fuchs i in., 2010; Junqueira i Mylonakis,
2019; Trevijano-Contador i Zaragoza, 2019). Ten owad modelowy charakteryzuje si¢
naturalng wrazliwo$cig na patogeny grzybowe, w odroznieniu od szeroko stosowanego
organizmu modelowego, jakim jest muszka owocowa D. melanogaster. Badania
wskazuja, ze D. melanogaster jest w stanie przezy¢ zakazenie duzg dawka grzybow A.
fumigatus, C. neoformans czy C. albicans (Mylonakis, 2008). Gasienice G. mellonella
sa zatem uzyteczne w badaniach wielu gatunkéw grzybdéw chorobotworczych dla
cztowieka, w tym C. albicans, a takze grzyboéw zawierajacych a-1,3-glukan w $cianie
komorkowej, takich jak C. neoformans, A. flavus, A. fumigatus czy H. capsulatum
(Binder i in., 2016; Cook i McArthur, 2013; London i in., 2006; Mylonakis i in., 2005;
Pereira i in., 2018; Reeves i in., 2004; St Leger i in., 2000; Thomaz i in., 2013).
Podatno$¢ barciaka wigkszego na infekcje grzybicze predestynuje go réwniez do
wykorzystania w badaniach dotyczacych skuteczno$ci nowych zwigzkow o aktywnosSci
przeciwgrzybowej (Cotter i in., 2000).

Zastgpienie modelu mysiego modelem owadzim jest mozliwe dzigki temu, Ze
mechanizmy wrodzonej odpornosci owaddéw 1 ssakéw wykazuja wysoki stopien
strukturalnej i funkcjonalnej homologii. W badaniach poréwnawczych z
wykorzystaniem myszy oraz gasienic G. mellonella stwierdzono, ze 50% badanych
mutantow C. albicans cechowal podobny stopien wirulencji u obu organizmow
modelowych (Amorim-Vaz i in., 2015; Brennan i in., 2002). Wykazano takze, ze

okreslone mutanty C. neoformans nie byly wirulentne zar6wno wobec myszy, jak i G.
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mellonella. Stopien tej korelacji byl wyzszy niz odnotowany w przypadku poréwnania
innego zestawu organizmow modelowych, jakim byty myszy i nicienie Caenorhabditis
elegans (Desalermos i in., 2015). Wykorzystanie modelu owadziego do analizy
mechanizméw odpornosci wrodzonej w przebiegu infekcji grzybami patogennymi,
pozwala na redukcje kosztow 1 nakladu pracy, przy réwnoczesnym uzyskaniu
wiarygodnych wynikow (Borman, 2018; Champion i in., 2018).

Odpowiedz immunologiczng owadow na patogeny grzybowe lub sktadniki ich
sciany komorkowej mozna oceni¢ analizujac poszczegdlne reakcje uktadu
odpornos$ciowego. Do najczgéciej okreslanych parametrow nalezy zmiana liczby
hemocytow zaangazowanych w odpowiedz komoérkowa oraz mechanizmy odpowiedzi
humoralnej, takie jak indukcja syntezy peptydow przeciwdrobnoustrojowych i
aktywacja uktadu oksydazy fenolowej (Sheehan i Kavanagh, 2018; Trevijano-Contador
| Zaragoza, 2019).

Kluczowym etapem w indukcji odpowiedzi immunologicznej jest rozpoznanie
struktur PAMPs komoérek patogena (Brown i Gordon, 2005). Role determinanty
molekularnej komodrek grzybow rozpoznawanej przez uklad odpornosciowy owadow
przypisuje si¢ najczesciej czasteczce [-1,3-glukanu (Brown i Gordon, 2003).
Polisacharyd ten jest rozpoznawany za pomocg receptoréw rozpoznajacych B-1,3-
glukan (BGRPs/GNBPs) (Ferrandon i in., 2004; Kavanagh i Reeves, 2004). Receptory
tego typu zidentyfikowano migdzy innymi u: D. melanogaster, B. mori, M. sexta, G.
mellonella, Tenebrio molitor, Plodia interpuncella oraz Thitarodes pui. Wedlug danych
literaturowych, receptory BGRP cechuje wysoka specyficzno$¢ wzgledem [-1,3-
glukanu 1 moga one pehic role wskaznika infekcji grzybowej, m. in. zakazenia grzybem
B. bassiana (Fabrick i in., 2003; Ochiai i Ashida, 2000; Sun i in., 2019; Zhang i in.,
2003). Wykazano ponadto, ze ekspresja genu kodujacego SGRP u Ostrinia furnacalis
(Lepidoptera) byta o ok. 30% wyzsza po immunizacji laminaryng (-1,3/1,6-glukanem),
niz po podaniu LPS, sktadnika $ciany komorkowej bakterii (Wu i in., 2018a). Podobnie,
poziom ekspresji BGRP u S. exigua wzrastal po immunizacji grzybem strzgpkowym
F. oxysporum, ale nie po podaniu ggsienicom bakterii E. coli (Bang i in, 2013).

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy wykazano, ze do
a-1,3-glukanu A. niger wigzaly si¢ biatka obecne w hemolimfie nieimmunizowanych
gasienic G. mellonella, o masach czasteczkowych okoto 57 kDa i 61 kDa,
klasyfikowane jako receptory rozpoznajace B-1,3-glukan (Tab. 6). Bialka te wykazuja
95% podobienstwa do biatek wigzacych B-1,3-glukan innych przedstawicieli rzedu
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Lepidoptera, takich jak Papilio xuthus oraz P. interpunctella. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze przy udziale tych receptorow a-1,3-glukan A. niger moze by¢
rozpoznawany przez uktad odpornosciowy G. mellonella, a ponadto identyfikowany
jako sktadnik pochodzenia grzybowego, peliacy, obok B-1,3-glukanu, rolg czasteczki
PAMP.

Przejawem aktywacji odpowiedzi humoralnej, w konsekwencji zmian ekspresji
odpowiednich genow w ciele tluszczowym, jest miedzy innymi pojawienie si¢
aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie. Efektem rozpoznania o-1,3-
glukanu A. niger przez uklad odpornosciowy G. mellonella byta aktywno$¢
przeciwgrzybowa, mierzona wobec A. niger, wykrywana w hemolimfie po 24
godzinach od podania tego polisacharydu, i utrzymujaca si¢ do 72 godzin po
immunizacji (Ryc. 28). Warto zauwazy¢, ze po podaniu gasienicom laminaryny w
dawce 5 pg, odpowiadajagcej dawce o-1,3-glukanu A. niger stosowanej w
do$wiadczeniach, nie stwierdzono aktywno$ci przeciwgrzybowej w hemolimfie.
Dopiero 10-krotnie wyzsza dawka laminaryny indukowala pojawienie si¢ tej
aktywnosci. Jej poziom byt jednak po 24 godzinach od immunizacji laminaryng 2,5-
krotnie nizszy w poréwnaniu do poziomu stwierdzonego po podaniu 5 ug a-1,3-glukanu
(Ryc. 29). Uzyskane wyniki wyraznie wskazujg, ze ao-1,3-glukan A. niger jest
silniejszym induktorem aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie w poréwnaniu do
B-1,3/1,6-glukanu.

Podanie gasienicom G. mellonella zarodnikow A. niger rowniez indukowato
pojawienie si¢ aktywno$ci przeciwgrzybowej w hemolimfie, ktorej maksymalny
poziom stwierdzono po 48 godzinach od immunizacji (Ryc. 29). Przesunigcie czasowe
maksimum tej aktywnosci w stosunku do podania a-1,3-glukanu moglo wynikaé z
faktu, ze zarodniki A. niger pokrywa hydrofobowa warstwa ,rodlet” zbudowana z
hydrofobin i melaniny, ktora chroni je przed rozpoznaniem przez uktad odpornosciowy
(Valsecchi i in., 2019b). Do uruchomienia odpowiedzi immunologicznej dochodzi w
trakcie kietkowania zarodnikow, kiedy eksponowane sg sktadniki znajdujace si¢ pod
warstwg ochronng, m. in.: a-1,3-glukan, galaktozaminogalaktan (GAG) oraz
galaktomannan (GM), a takze [-1,3-glukan. Wyzszy poziom aktywnos$ci
przeciwgrzybowej po podaniu zarodnikow A. niger w poréwnaniu do poziomu po
podaniu a-1,3-glukanu i1 laminaryny wynikal najprawdopodobniej z indukcji

odpowiedzi immunologicznej przez mieszaning wielu sktadnikéw znajdujacych sie w
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Scianie komorkowej grzyba. Warto zauwazy¢, ze po podaniu wody oraz DMSO nie
stwierdzono aktywnosci przeciwgrzybowej wobec A. niger w hemolimfie ggsienic G.
mellonella, w przeciwienstwie do wykrytej aktywnosci przeciwbakteryjnej, co moze
swiadczy¢ o pewnym stopniu specyficznosci tej reakcji.

Jak wskazuja dane literaturowe, immunizacja gasienic G. mellonella
zarodnikami F. oxysporum indukowata pojawienie si¢ aktywnoS$ci przeciwgrzybowej w
hemolimfie po 48 godzinach od podania, w przeciwienstwie do immunizacji
komoérkami C. albicans, ktorych podanie ggsienicom indukowato te aktywno$¢
hemolimfy po 24 godzinach od immunizacji, jednakze na duzo nizszym poziomie (Mak
in., 2010). W wyniku naturalnej infekcji gasienic G. mellonella grzybem B. bassiana
aktywno$¢ przeciwgrzybowa pojawiala si¢ takze po 24 godzinach i rosta wraz z czasem
po immunizacji (Wojda i in., 2009).

Przejawem indukcji odpowiedzi immunologicznej jest rowniez pojawienie si¢ w
hemolimfie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej. Poziom tej aktywnos$ci juz po 6 godzinach
od podania a-1,3-glukanu A. niger byt istotnie wyzszy od poziomu zanotowanego po
immunizacji  ggsienic DMSO (Ryc. 30). Najwyzszy poziom aktywnosci
przeciwbakteryjnej stwierdzono w hemolimfie po 8 godzinach od podania a-1,3-
glukanu oraz laminaryny. Immunizacja zarodnikami A. niger indukowala aktywnosc¢
wobec E. coli w mniejszym stopniu, jednakze czas pojawiania si¢ istotnie wyzszej
aktywnosci przeciwbakteryjnej w pordwnaniu do aktywnos$ci po immunizacji woda byt
taki sam, jak po podaniu laminaryny i o-1,3-glukanu (Ryc. 31). Warto jednak
zauwazyc¢, ze najwigksza roznice miedzy aktywnoscig przeciwbakteryjng hemolimfy po
podaniu a-1,3-glukanu i DMSO oraz zarodnikow/laminaryny 1 wody stwierdzono po 24
godzinach od immunizacji. Moze to wynika¢ z faktu, ze w tym czasie odpowiedz na
podanie DMSO 1 wody ulegla juz wyciszeniu, co zostalo potwierdzone metoda
bioautografii. Dane literaturowe wskazuja, ze maksymalny poziom aktywnosci
przeciwbakteryjnej po podaniu gasienicom G. mellonella bakterii E. coli oraz M. luteus
pojawial si¢ po 24 godzinach od immunizacji, a po podaniu bakterii P. aeruginosa nieco
wczesniej, po 12-18 godzinach, w zalezno$ci od badanego szczepu (Andrejko i in.,
2009; Andrejko i in., 2014; Mak i in., 2010).

Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze w odréznieniu od aktywnosci
przeciwgrzybowej, aktywno$¢ przeciwbakteryjna indukowana u G. mellonella po
podaniu a-1,3-glukanu, zarodnikow A. niger oraz laminaryny byta mniej specyficzna,

zwazywszy na fakt, ze wykrywano jg réwniez po podaniu DMSO i1 wody.
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Efektem wzrostu ekspresji okreslonych genéw w ciele tluszczowym G.
mellonella po podaniu a-1,3-glukanu A. niger byly zmiany w proteomie hemolimfy.
Analiza profili biatkowo-peptydowych hemolimfy gasienic immunizowanych a-1,3-
glukanem wykazata obecno$¢ dodatkowych prazkéw o masie ponizej 6 kDa,
odpowiadajacych peptydom przeciwdrobnoustrojowym. Kinetyka ich pojawiania si¢ w
hemolimfie korelowata z aktywnoS$cig przeciwdrobnoustrojowa hemolimfy. Najwicksza
liczbe dodatkowych prazkéw peptydowych obserwowano w hemolimfie pobranej 24
godziny od podania a-1,3-glukanu A. niger i laminaryny oraz od 24 do 48 godzin po
podaniu zarodnikéw A. niger (Ryc. 32, Ryc. 33). Mak i wspolpracownicy uzyskali
podobne rezultaty. Po 24 godzinach od podania bakterii E. coli i M. luteus oraz grzybow
C. albicans stwierdzono najwicksza liczbe prazkéw peptydowych, natomiast po
podaniu konidiéw F. oxysporum najintensywniej wybarwione prazki widoczne byty w
hemolimfie pobranej 48 godzin po immunizacji (Mak i in., 2010).

Analiza profili biatkowo-peptydowych hemolimfy ggsienic G. mellonella
immunizowanych laminaryng ujawnita obecnos¢ prazkéw odpowiadajacych peptydom
przeciwdrobnoustrojowym po podaniu dawki 5 pg i 50 pg, ktérych intensywnos$¢é byta
najwigksza po 24 godzinach od immunizacji (Ryc. 33). Jednak podanie mniejszej dawki
laminaryny nie indukowalo aktywnosci przeciwgrzybowej, co moze wskazywaé, ze
uwidocznione prazki odpowiadaly peptydom o aktywnosci przeciwbakteryjnej. W
odpowiedzi na podanie wody 1 DMSO, dodatkowe prazki, wskazujagce na obecnosc
peptydow odpornosciowych, pojawity si¢ w hemolimfie G. mellonella jedynie po 8
godzinach od immunizacji, co w Kkorelacji z poziomem aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie, wskazuje na peptydy przeciwbakteryjne.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy, jak réwniez opublikowane wczesniej
(Mak 1 in., 2010; Staczek 1 in., 2018; Zdybicka-Barabas i in., 2015), wykazujace, ze
uktad immunologiczny G. mellonella reaguje w odmienny sposob na immunogeny
pochodzenia bakteryjnego 1 grzybowego, wpisujg si¢ w nurt badan zapoczatkowany
odkryciami Julesa Hoffmana, za ktére w 2011 roku otrzymat nagrod¢ Nobla. Jego
badania wykazaty, ze uklad immunologiczny D. melanogaster rozréznia infekcje
réznymi typami drobnoustrojow. W efekcie rozpoznania struktur PAMPs patogenow
aktywowany jest okreslony szlak sygnatlowy prowadzacy do ekspresji gendéw
odpowiednich peptydow i biatek odpornosciowych (Lemaitre i in., 1997). Infekcja D.

melanogaster grzybami B. bassiana lub M. anisopliae (robertsii) prowadzita do
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ekspresji genow peptydéw przeciwgrzybowych, drosomycyny i miecznikowiny, nie
wykazano natomiast ekspresji genow kodujacych peptydy o aktywnosci
przeciwbakteryjnej: dipterycyny i1 cekropiny A. Podobnie, podanie zarodnikow A.
fumigatus i Gram-dodatniej bakterii M. luteus indukowato ekspresj¢ drosomycyny.
Natomiast po podaniu muszkom bakterii Gram-ujemnej E. coli stwierdzono indukcj¢
ekspresji genu dipterycyny, ale nie przeciwgrzybowej drosomycyny. Wykazano
ponadto, ze u muszki D. melanogaster rézne gatunki grzybéow mogg indukowac
ekspresje genu attacyny A wykorzystujgc roézne szlaki sygnatowe (Hedengren-Olcott i
in., 2004; Lemaitre i in., 1997; Rutschmann i in., 2000). Podobnie, po naturalnej
infekcji gasienic G. mellonella grzybami B. bassiana stwierdzono pojawienie si¢
jedynie aktywnosci przeciwgrzybowej w hemolimfie, co zwigzane bylo z indukcja
ekspresji genow kodujacych gallerimycyne oraz galiomycyne (Wojda i in., 2009).
Analiz¢ poziomu ekspresji gendw kodujacych te peptydy zastosowano réwniez do
oceny indukcji odpowiedzi przeciwgrzybowej G. mellonella po immunizacji C.
albicans oraz C. dubliniensis (Dekkerova-Chupacova i in., 2018). Mak i
wspotpracownicy (2010) wykazali ponadto, ze w zalezno$ci od typu immunogenu
(bakterie Gram-dodatnie M. luteus, bakterie Gram-ujemne E. coli, drozdzaki C.
albicans, grzyby strzepkowe F. oxysporum) gasienice G. mellonella wykorzystuja inny
zestaw peptydow przeciwdrobnoustrojowych do eliminacji zakazenia.

Analiza ekspresji genow kodujacych peptydy odpornosciowe w ciele
thuszczowym G. mellonella przeprowadzona w niniejszej pracy, wykazata, ze w
odpowiedzi na podanie a-1,3-glukanu A. niger gasienice uruchamiaty mechanizmy
odpowiedzi przeciwgrzybowej, co wyrazato si¢ wzrostem ekspresji genow peptydow
przeciwgrzybowych, galiomycyny i gallerimycyny. Galiomycyna ma in vitro
aktywno$¢ wobec szeregu grzybow strzepkowych, m. in. Trichoderma harzianum, T.
viride, F. oxysporum, A. niger, Pyricularia grisea oraz drozdzakow C. albicans i C.
neoformans. Gallerimycyna jest aktywna wobec grzybow strzgpkowych M. anispoliae
(robertsii), ale nie drozdzy S. cerevisiae (Bolouri Moghaddam i in., 2016; Cytrynska i
in., 2007; Lee i in., 2004; Schuhmann i in., 2003; Yi i in., 2014).

Wykazano 4,5-krotny wzrost ekspresji genu kodujgcego galiomycyne oraz 3-
krotny wzrost poziomu ekspresji genu gallerimycyny po 5 godzinach od podania a-1,3-
glukanu gasienicom G. mellonella (Ryc. 36) Po immunizacji zarodnikami A. niger
stwierdzono po 5 godzinach 8,7-krotny wzrost ekspresji genu galiomycyny oraz 33-

krotny wzrost ekspresji genu gallerimycyny (Rys. 37). Jak wynika z danych
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literaturowych, infekcja gasienic G. mellonella grzybem B. bassiana prowadzita
rowniez do wzmozonej ekspresji genow kodujacych galiomycyne i gallerimycyng.
Poziom ekspresji genu galiomycyny byt najwyzszy po 72 godzinach od zakazenia i
odpowiadat 3-krotnemu poziomowi ekspresji u ggsienic nieimmunizowanych. Poziom
ekspresji genu gallerimycyny wzrost dwukrotnie po 24 godzinach od kontaktu z B.
bassiana, a najwyzszy poziom ekspresji, wynoszacy S5-krotno$¢ poziomu u gasienic
nieimmunizowanych, wykazano po 96 godzinach (Vertyporokh i Wojda, 2017). Wzrost
poziomu ekspresji genu gallerimycyny odnotowano réwniez po podaniu ggsienicom G.
mellonella mieszaniny bakterii E. coli i drozdzy S. cerevisiae (Wojda i Jakubowicz,
2007). Wysoki poziom ekspresji gendw galiomycyny i gallerimycyny stwierdzono
rowniez w czasie 1, 4 i 24 godziny po immunizacji gasienic G. mellonella grzybami z
rodzaju Candida. Ekspresja tych genow byla pozytywnie skorelowana z poziomem
wirulencji Candida sp. Wyzszy poziom ekspresji zanotowano po podaniu C. albicans,
ktorego cechuje wyzsza wirulencja niz C. dubliniensis (Brown i in., 2009; Dekkerova-
Chupacova i in., 2018; Rossoni i in., 2017; Vogel i in., 2011).

Poziom ekspresji genu cekropiny, analizowany w niniejszej pracy, wzrost 1,6-
krotnie oraz 1,8-krotnie, odpowiednio, po 5 i 8 godzinach od immunizacji ggsienic o-
1,3-glukanem A. niger, natomiast po immunizacji zarodnikami A. niger wzrést 3,5- oraz
4,3-krotnie po, odpowiednio, 5 i 8 godzinach od podania (Ryc. 36, Ryc. 37).
Wyjasnieniem stosunkowo wysokiego poziomu ekspresji cekropiny po podaniu
sktadnikow pochodzenia grzybowego moga by¢ wyniki opublikowane przez Yun i Lee
(2016), ktorzy wykazali, ze cekropina jest induktorem apoptozy komorek C. albicans.
Ponadto, wsrdd cekropin opisano tez peptydy o aktywnoS$ci przeciwgrzybowej, m. in.
D. melanogaster i B. mori (Ekengren i Hultmark, 1999; Lu i in., 2016).

Poza peptydami przeciwdrobnoustrojowymi organizm owada wykorzystuje inne
peptydy, ktoére pomagaja mu przeciwdziala¢ skutkom infekcji. Aktywnos$¢ proteaz
drobnoustrojow moze by¢ ograniczona wskutek dzialania owadziego inhibitora
metaloproteinaz, IMPI, ktéry in vitro hamuje kietkowanie zarodnikow M. robertsii w
stopniu zblizonym do lizozymu, inhibitora trypsyny czy peptydu przeciwgrzybowego,
miecznikowiny (Mukherjee 1 Vilcinskas, 2018). W niniejszej pracy wykazano, ze
poziom ekspresji genu IMPI w ciele ttuszczowym G. mellonella po podaniu o-1,3-
glukanu A. niger, a takze zarodnikow A. niger, wzrost okoto 2-krotnie, odpowiednio, po
5 1 8 godzinach od immunizacji (Ryc. 37, Ryc. 37). Vertyporokh i Wojda (2017)

wykazaty, ze w wyniku naturalnej infekcji G. mellonella grzybem B. bassiana poziom
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transkryptow IMPI nie zmieniat si¢ po 24 godzinach. Wzrost odnotowano jednak w
dluzszych czasach od zakazenia. Indukcj¢ ekspresji genu IMPI po 24 godzinach
stwierdzono rowniez po podaniu ggsienicom G. mellonella bakteryjnego LPS
(Altincicek i in., 2007).

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, w §lad za wzrostem
ekspresji gendw peptydow o aktywnos$ci przeciwgrzybowej w ciele thuszczowym G.
mellonella, po podaniu a-1,3-glukanu A. niger, odnotowano wzrost poziomu tych
peptydow w hemolimfie. Wykazano, ze po 24 godzinach od podania ggsienicom G.
mellonella a-1,3-glukanu A. niger, kiedy to stwierdzono najwyzszg aktywnos¢
przeciwgrzybowa w hemolimfie, wzrést w hemolimfie poziom pigciu z szesciu
zidentyfikowanych peptydéw odpornosciowych. Odnotowano az 10-krotny wzrost
poziomu galiomycyny (defensyny G. mellonella) (Ryc. 35). Wzrost poziomu tej
defensyny w hemolimfie wykazano réowniez po immunizacji gasienic G. mellonella
zarodnikami F. oxysporum (Mak i in., 2010). Po immunizacji a-1,3-glukanem A. niger
stwierdzono ponadto 5-krotny wzrost poziomu peptydu prolinowego 2 (Ryc. 35). Dane
literaturowe wskazuja, ze kilkukrotny wzrost poziomu tego peptydu w hemolimfie
notowano takze po podaniu ggsienicom G. mellonella bakterii M. luteus i E. coli oraz
grzybow C. albicans i F. oxysporum (Cytrynska i in., 2007; Mak i in., 2010). Poziom
peptydu anionowego 1, ktory in vitro wykazuje aktywno$¢ wobec A. niger (Cytrynska i
in., 2007) wzrést 3,5-krotnie po immunizacji o-1,3-glukanem tego gatunku grzyba
(Ryc. 35). Pomimo, ze cekropiny uwaza si¢ za peptydy o aktywnosci gléwnie
przeciwbakteryjnej, podanie o-1,3-glukanu indukowato 2-krotny wzrost poziomu
cekropiny D w hemolimfie G. mellonella. Peptyd ten in vitro wykazuje aktywnos¢
wobec A. niger (Cytrynska i in., 2007; Kim i in. 2004b; Mak i in., 2010).

Istotng role w obronie organizmu owada przed patogenami pelni réwniez
lizozym, ktéory w hemolimfie gasienic G. mellonella obecny jest konstytutywnie
(Pereira i in., 2018). Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wykazaly, ze
poziom aktywnosci tego biatka w hemolimfie gasienic nieimmunizowanych odpowiadat
ekwiwalentowi aktywnos$ci roztworu EWL o stezeniu 296 pg/ml, co stanowito
potwierdzenie wczesniej opublikowanych wynikéw (Bogu$s 1 in., 2007). Dane
literaturowe wskazuja, ze poziom lizozymu w hemolimfie owadow wzrasta po infekcji
zaro6wno bakteryjnej, jak i grzybowej (Ekengren i Hultmark, 1999; Gillespie i in.,
2000). Wzrost aktywnosci lizozymu w hemolimfie stwierdzono na przyktad po 24
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godzinach od zakazenia naturalnego gasienic G. mellonella grzybem B. bassiana, jak
roéwniez po immunizacji r6znymi dawkami blastospor tego grzyba (Wojda i in., 2009).
Kontakt ggsienic G. mellonella z grzybem C. coronatus powodowal tez wzrost
aktywnosci lizozymu (Bogus i in., 2007). Podanie komoérek grzyboéw C. albicans oraz
C. neoformans, a takze immunizacja glukuronoksylomannanem (GXM), sktadnikiem
otoczki C. neoformans, indukowaty wzrost aktywnosci lizozymu w hemolimfie G.
mellonella (Trevijano-Contador i in., 2015). Po podaniu gasienicom G. mellonella a-
1,3-glukanu A. niger stwierdzono 2-, 2,2- oraz 2,9-krotny wzrost poziomu aktywnosci
tego enzymu w hemolimfie, odpowiednio, po 24, 48 i 72 godzinach od immunizacji.
Podanie gasienicom laminaryny i zarodnikow A. niger indukowato najwigkszy wzrost
aktywno$ci lizozymu po 48 godzinach od immunizacji.

Wazrost aktywnosci lizozymu w hemolimfie po podaniu sktadnikow pochodzenia
grzybowego moze wynikac z faktu, ze ma on aktywnos¢ przeciwgrzybowa (Vilcinskas i
Matha, 1997). Komoérki C. albicans poddane dziataniu lizozymu G. mellonella
wykazywaty cechy komorek apoptotycznych (Sowa-Jasitek i in., 2016). Stwierdzono
rowniez, ze w przebiegu tej reakcji lizozym moze wspodlpracowaé z peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi, np. peptydem anionowym 2, a takze z apolipoforyna III G.
mellonella (Sowa-Jasitek i in., 2014; Zdybicka-Barabas i in., 2013; Zdybicka-Barabas i
in., 2014).

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly przejsciowy spadek aktywnosci
lizozymu w krotkim czasie po podaniu badanych immunogenéw: po 0,5 godzinie od
podania a-1,3-glukanu A. niger, po 1 i 4 godzinach od podania laminaryny, po 4
godzinach od immunizacji zarodnikami A. niger (Ryc. 38, Ryc. 40). Podobny efekt
obserwowano w badaniach Andrejko i wspotpracownikéw (2014) po immunizacji G.
mellonella bakteriami P. aeruginosa (Andrejko i in., 2014). Spadek aktywnosci
lizozymu w krotkich czasach po immunizacji moze by¢ wynikiem obnizenia jego ilo$ci
w hemolimfie na skutek wigzania si¢ do powierzchni cial obcych. Dane literaturowe
wskazuja, ze lizozym wiaze si¢ do komorek bakterii Gram-dodatnich B. circulans, M.
luteus, S. lutea, L. monocytogenes, bakterii Gram-ujemnych E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, drozdzakéw C. albicans, C. fructus, C. wickerhamii, Pichia pastoris, S.
cerevisiae, Cryptococcus albidus, Schizosaccharomyces pombe oraz zarodnikow
grzybow strzgpkowych A. niger i A. oryzae (Cytrynska i in. - dane nieopublikowane;
Sowa-Jasitek i in., 2014; Zdybicka-Barabas i in., 2012). W trakcie realizacji niniejszej

pracy nie znaleziono wprawdzie lizozymu G. mellonella wsrod biatek wigzacych sie do
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a-1,3-glukanu A. niger, jednakze brak identyfikacji tego polipeptydu mogt byc
wynikiem zastosowanej techniki. Po rozdziale elektroforetycznym biatek hemolimfy
zwigzanych do a-1,3-glukanu A. niger nie stwierdzono bowiem wystarczajgco
intensywnie wybarwionych prazkow bialkowych o masie okoto 14 kDa, co byto
warunkiem pozwalajacym na ich pdzniejsza identyfikacje. Przedstawione wyniki
wskazuja jednak na udziat lizozymu w zwalczaniu infekcji o etiologii grzybowej u G.

mellonella.

Jedng z pierwszych reakcji uktadu odpornosciowego owada na zakazenie jest
uruchomienie uktadu oksydazy fenolowej, ktérego aktywno$¢ prowadzi do
wytworzenia melaniny. Wykazano, ze ukfad ten jest aktywowany u G. mellonella
zar6wno w odpowiedzi na infekcje bakteriami Gram-ujemnymi, np. E. coli, Legionella
pneumophila, jak rowniez Gram-dodatnimi Listeria monocytogenes, a takze grzybami,
np. A. oryzae (Joyce i Gahan, 2010; Harding i in., 2012; Zdybicka-Barabas i Cytrynska,
2010; Zdybicka-Barabas i in., 2014). U B. mori uklad PO jest uruchamiany po
immunizacji bakteriami E. coli, M. luteus, Y. pseudotuberculosis, jak i peptydoglikanem
M. luteus, S. aureus, B. megaterium, B. subtilis (Chen i Lu, 2018). Badania na szaranczy
wedrownej Locusta migratoria oraz szaranczy pustynnej Schistocerca gregaria
wykazaty, ze laminaryna indukuje aktywno$¢ oksydazy fenolowej w hemolimfie tych
owadow (Franssens i in., 2008; Goldsworthy i in., 2002).

U M. sexta do aktywacji uktadu PO dochodzi w efekcie rozpoznania -1,3-
glukanu przez receptory PGRPs, a pozbawienie owaddéw tych receptorow skutkowato
brakiem aktywacji uktadu PO w obecnosci B-1,3-glukanu (Ma i Kanost, 2000; Takahasi
i in., 2009; Zhao i in., 2007). Role¢ receptora PGRP w aktywacji uktadu PO
potwierdzono réwniez u Ostrinia furnacalis (Wu i in., 2018a). Jak wykazano w
niniejszej pracy, biatka zidentyfikowane jako receptory PGRPs G. mellonella
oddziatywaty z a-1,3-glukanem A. niger, co sugeruje udzial tego typu receptoréw w
rozpoznawaniu rowniez tego skladnika Sciany komoérkowej grzybdéw. Jednakze, po
podaniu ggsienicom G. mellonella a-1,3-glukanu A. niger, jak rowniez zarodnikow A.
niger, stwierdzono zahamowanie aktywnosci PO w krétkim czasie po immunizacji. Po
podaniu a-1,3-glukanu efekt zahamowania zanotowano w czasie od 0,25 do 1 godziny,
po podaniu zarodnikéw efekt ten utrzymywat si¢ do pot godziny po immunizacji (Ryec.
41, Ryc. 42). Po tym czasie, w hemolimfie pojawiata si¢ przejsciowo aktywnos$¢ PO po

podaniu obu immunogenéw; warto jednak zauwazy¢, ze po podaniu zarodnikéw A.
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niger aktywno$¢ ta pozostawala stale na poziomie nizszym niz w hemolimfie owadoéw
kontrolnych. W dtuzszych czasach, od 24 do 72 godzin po immunizacji o-1,3-
glukanem, oraz od 8 do 72 godzin po podaniu zarodnikéw A. niger i laminaryny,
stwierdzono ponowne zahamowanie aktywnosci PO w hemolimfie G. mellonella.
Podobny efekt odnotowano réowniez w wyniku zakazenia G. mellonella grzybami
entomopatogennymi M. anisopliae (robertsii), C. coronatus oraz B. bassiana (Bogus i
in.,, 2007; Fuguet i in., 2004; Slepneva i in., 2003). Trevijano-Contador i
wspotpracownicy (2015) wykazali, ze uktad PO nie ulega aktywacji w krotkim czasie
po podaniu gasienicom G. mellonella komorek dzikiego szczepu C. neoformans,
zawierajacych otoczke, jak réwniez mutanta, ktory jest jej pozbawiony. Autorzy ci
sugeruja, ze prekursory melaniny moga by¢ wigzane na powierzchni komoérek grzyba.

Zahamowanie aktywnosci PO w poczatkowym etapie rozwoju infekcji
grzybiczej, a takze w krotkim czasie po immunizacji sktadnikami §ciany komodrkowej
grzybow oraz zarodnikami, moze by¢ sposobem wykorzystywanym przez patogeny
grzybowe na unikniecie odpowiedzi immunologicznej ze strony organizmu gospodarza.
Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy wskazuja, ze a-1,3-glukan moze by¢
czasteczka bioracg udzial w hamowaniu uktadu PO w odpowiedzi na patogeny
grzybowe. Jak wykazano, wérdd bialek hemolimfy G. mellonella, ktore wigzaty si¢ do
a-1,3-glukanu A. niger, zidentyfikowano profenolooksydaze oraz czynnik aktywujacy
oksydaze fenolowa, a takze proteaz¢ serynowa o masie czasteczkowej 37 kDa.
Uzyskane wyniki wskazujg zatem, ze hamowanie aktywnosci ukladu oksydazy
fenolowej w hemolimfie G. mellonella po podaniu a-1,3-glukanu A. niger wynikac¢
moze zardwno z wigzania prekursora enzymu odpowiedzialnego za inicjacje procesu
melanizacji, jak rowniez z ograniczenia dostgpnosci proteaz serynowych, ktora sa
niezbg¢dne do jego aktywacji.

Z kolei zanotowane w niniejszej pracy zahamowanie aktywnosci PO po 24
godzinach od podania gasienicom G. mellonella o-1,3-glukanu i zarodnikow A. niger
moglo by¢ zwigzane ze zwigkszonym poziomem peptydow i biatek odpornosciowych w
hemolimfie, m.in. 10-krothym wzrostem poziomu defensyny G. mellonella
(galiomycyny) oraz 1,6-krotnym wzrostem poziomu peptydu  prolinowego 1.
Potwierdzeniem tej tezy sa wyniki uzyskane przez Zdybickg-Barabas 1 Cytrynska
(2010), ktore wykazaly zahamowanie aktywnosci PO w hemolimfie G. mellonella
inkubowanej z ekstraktami metanolowymi hemolimfy, zawierajagcymi peptydy

odpornosciowe 1 lizozym. Stwierdzono ponadto, ze sposréd peptydow 1 biatek
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zawartych w tych ekstraktach defensyna G. mellonella, lizozym oraz peptyd prolinowy
1 hamowaty aktywno$¢ PO, przy czym defensyna w najwickszym stopniu (Zdybicka-
Barabas i in., 2014). Hamowanie uktadu PO po immunizacji zarodnikami A. niger
moglo by¢ rowniez efektem dziatania metalotionein, wytwarzanych przez grzyba biatek
wigzacych jony Ca®*, ktore uwazane sa potencjalne inhibitory uktadu PO (Goetghebeur
I Kermasha, 1996).

Zahamowanie aktywno$ci PO w hemolimfie G. mellonella w czasie od 24 do 72
godzin po podaniu a-1,3-glukanu A. niger moglo by¢ tez zwigzane z jej negatywng
regulacja przez lizozym. Warto zauwazy¢, ze najwyzszy wzrost aktywnosci lizozymu
stwierdzono po 24 i 48 godzinach po podaniu a-1,3-glukanu, co skorelowane bylo z
zahamowaniem aktywnosci PO w hemolimfie G. mellonella. Podobnie, w hemolimfie
M. sexta lizozym hamowat aktywacje proPO do aktywnej formy PO poprzez
bezposrednie oddziatywanie z proPO (Rao i in., 2010). Wykazano takze, ze gasienice
Spodoptera littoralis charakteryzujace si¢ wyzszym poziomem aktywnosci lizozymu w
hemolimfie, cechowat rownocze$nie nizszy poziom aktywnosci PO (Cotter i in., 2008).
U A. gambiae zwigzanie lizozymu do kulek Sephadex hamowato proces ich melanizacji
(Li i Paskewitz, 2006).

Wysoki koszt energetyczny procesu melanizacji moze by¢ réwniez przyczyna
zahamowania aktywno$ci PO w dluzszym czasie po immunizacji, co obserwowano w
niniejszej pracy. W celu utrzymania w petni aktywnego uktad PO organizm owada musi
wydatkowa¢ duzo energii. Wynika to z faktu, ze substrat dla PO, tyrozyna, jest
otrzymywana z fenyloalaniny, aminokwasu, ktory owady moga pozyskacé jedynie z
pozywieniem (Chapman, 1998). Melanina, koncowy produkt uruchomienia uktadu PO
jest bogata w azot, w zwigzku tym podczas procesu melanizacji wymagana jest wysoka
podaz tego pierwiastka. W przeciwnym razie azot pozyskiwany jest biatek (Blois, 1978;
Lee i in., 2008). Potwierdzeniem tej tezy mogg by¢ wyniki badan, wskazujgce na
zalezno$¢ aktywnosci PO od diety. Tenebrio molitor oraz Hetaerina americana , ktore
mialy swobodny dostgp do pokarmu charakteryzowal wyzszy poziom PO niz owadow
niekarmionych (Gonzalez-Tokman i in., 2011; Rantala i in., 2003; Siva-Jothy i
Thompson, 2002). Ponadto wykazano, ze dieta bogata w biatka niezbedna jest do
prawidtowej aktywacji uktadu PO. Moze to swiadczy¢ o wykorzystywaniu bialek jako
zrodla aminokwasow do syntezy sktadnikow ukladu PO oraz samej PO (Abisgold i
Simpson, 1987; Srygley i in., 2009).
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Ostabianie funkcji uktadu odpornosciowego owada poprzez hamowanie ukladu
PO, moze by¢ sposobem wykorzystywanym przez patogeny na uniknigcie odpowiedzi
immunologicznej, co w efekcie prowadzi do rozwoju infekcji. Wyniki uzyskane w
ramach niniejszej pracy wskazuja, ze a-1,3-glukan, skladnik S$ciany komodrkowe;j
grzybéw moze odgrywaé dwojaka role. Z jednej strony uruchamia niektore reakcje
odpornosciowe, a z drugiej odgrywa rol¢ czynnika wirulencji, hamujac inne
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza, m. in. uklad

oksydazy fenolowej.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze apolipoforyna III G. mellonella
nie wigze si¢ do a-1,3-glukanu A. niger. Bylo to o tyle zaskakujace, ze apoLp-IlI
uwazana jest za czasteczke PRR zdolng do oddziatywania z réznymi strukturami
molekularnymi drobnoustrojow. Jak wskazuja dane literaturowe, apoLp-I1I wigze si¢ do
kwasow lipotejchojowych, lipopolisacharydu i B-1,3-glukanu, ktore sa skladnikami
sciany komorkowej, odpowiednio, bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz
grzybow. Wykazano réwniez oddziatywanie tego bialka z powierzchnig zarodnikéw
grzybow strzgpkowych A. niger, A. fumigatus, A. oryzae oraz F. oxysporum, szeregu
gatunkow drozdzy i drozdzakéow, m. in. C. albicans, C. fructus, S. cerevisiae, P.
pastoris, a takze komorek bakterii Gram-dodatnich S. aureus, Bacillus circulans, B.
subtilis, M. luteus, L. monocytogenes oraz Gram-ujemnych E. coli, K. pneumoniae, S.
typhimurium (Fallon i in., 2011; Halwani i in., 2000; Kato i in., 1994; Whitten i in.,
2004; Yu i in., 2018; Zdybicka-Barabas i in., 2015; Zdybicka-Barabas i Cytrynska,
2011).

Dane literaturowe wskazujg, ze poziom apoLp-111 w hemolimfie G. mellonella
ulega zmianom w zalezno$ci od podanego patogenu, jak réwniez od czasu po
immunizacji, a zmianom poziomu apoLp-III w hemolimfie towarzyszg zmiany poziomu
tego biatka w hemocytach i ciele thuszczowym (Staczek i in., 2018; Zdybicka-Barabas i
in., 2015). Zdybicka-Barabas i Cytrynska (2011) wykazaty, ze po immunizacji ggsienic
G. mellonella bakeriami E. coli i K. pneumoniae poziom apoLp-Ill w hemolimfie
poczatkowo wzrastal, po czym ulegal obnizeniu w dluzszym czasie po immunizacji.
Immunizacja gasienic bakteriami M. luteus skutkowata niewielkim wzrostem poziomu
apoLp-I1l odnotowanym w czasie od 6 do 24 godzin po podaniu bakterii (Zdybicka-
Barabas i1 Cytrynska, 2011).
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W niniejszej pracy zanotowano wzrost poziomu apoLp-I1I1 w hemolimfie G.
mellonella po 1 godzinie od immunizacji a-1,3-glukanem A. niger (Ryc. 43). Natomiast
w przypadku podania zarodnikéw A. niger, we wszystkich badanych czasach po
immunizacji odnotowano spadek poziomu apoLp-Ill w hemolimfie (Ryc. 45), czego
przyczyna moglo by¢ wigzanie si¢ apoLp-III do powierzchni zarodnikéw. Podobnie,
spadek poziomu apoLp-I11 stwierdzono po immunizacji G. mellonella innymi grzybami
strzepkowymi zawierajacymi a-1,3-glukan w $cianie komorkowej, F. oxysporum oraz
A. fumigatus (Schoffelmeer i in., 1999; Sheehan i in., 2018).

Zmiany poziomu apoLp-IlIl w hemolimfie G. mellonella obserwowane po
immunizacji ré6znymi immunogenami mogg wynika¢ z przypisywanej apoLp-IlI roli
czasteczki sygnalnej przekazujacej sygnal o infekcji do hemocytow 1 ciala
thuszczowego, co zwigzane jest z jej oddzialywaniem z lipidami oraz czastkami
lipoforyn. Dettlof i wspodtpracownicy (2001) wykazali, ze biotynylowana apoLp-III,
krotko po podaniu do hemocelu G. mellonella, byta wykrywana w okre§lonej
subpopulacji hemocytow, a immunizacja gasienic G. mellonella bakteriami indukowata
formowanie komplekséw apoLp-IIl z lipidami, ktére po wiaczeniu do czastek LDL
ulegaly endocytozie przez granulocyty.

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, z wykorzystaniem
metod immunocytochemicznych, analizowano lokalizacje apoLp-Ill w hemocytach
gasienic G. mellonella po podaniu a-1,3-glukanu oraz zarodnikow A. niger. Obecno$é¢
apoLp-III stwierdzono gtéwnie w granulocytach G. mellonella (Ryc. 46), co jest zgodne
z wynikami zaprezentowanymi w pracy Dettlof 1 inni (2001), gdzie wykazano, zZe
kompleks LDL ulegal endocytozie do komorek, ktorych morfologia wskazywata na
granulocyty. Zanotowano spadek poziomu apoLp-111 w hemocytach po immunizacji a-
1,3-glukanem, z wyjatkiem 1 godziny po immunizacji (Ryc. 47). Kim i
wspolpracownicy (2004a) wykazali, ze 0,5 godziny po podaniu ggsienicom H. cunea
bakterii E. coli granulocyty, zawierajace apoLp-IIl we wnetrzu granul, ulegaty
degranulacji. Zjawisko to mogloby stanowi¢ wyjasnienie spadku poziomu apoLp-I11 w
hemocytach G. mellonella 15 minut po podaniu a-1,3-glukanu A. niger.

Jak wspomniano wczesniej apoLp-III nie wigzata si¢ do a-1,3-glukanu A. niger,
zatem prawdopodobnie nie jest zaangazowana w rozpoznawanie tego polisacharydu.
Ponadto, jak wskazuja dane literaturowe, funkcje molekuty sygnalnej apoLp-III petni w
kompleksie LDL, czyli po zwigzaniu z apoLp-1, apoLp-Il oraz lipidami (Dettloff i in.,
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1999). Na przyktad, 15 minut i 1 godzing po podaniu gasienicom G. mellonella
zarodnikow F. oxysporum zawartos¢ apoLp-111 w kompleksach z apoLp-1/apoLp-1l w
hemolimfie wzrastata, odpowiednio, 2-krotnie i 4-krotnie, w poréwnaniu do poziomu u
owadow nieimmunizowanych (Staczek 1 in., 2018). Jak wykazano w niniejszej pracy,
apoLp-1 i apoLp-l1l wigzaly sie do o-1,3-glukanu A. niger, a zatem ich udzial w
tworzeniu kompleksow LDL z apoLp-III w hemolimfie mégt by¢ ograniczony. Efektem
tego mogto by¢ uposledzenie formowania czastek LDL ulegajacych endocytozie przez
granulocyty, a w konsekwencji obnizenie poziomu apoLp-111 w hemocytach po podaniu
o-1,3-glukanu A. niger. Moze to by¢ kolejny mechanizm wykorzystywany przez
patogeny w celu op6znienia czy ograniczenia przekazywania sygnalu o zakazeniu, a
tym samym blokowania odpowiedzi odporno$ciowej gospodarza.

Przej$ciowy wzrost poziomu apoLp-III w hemocytach gasienic G. mellonella po
1 godzinie od podania a-1,3-glukanu A. niger mégt wynikac¢ ze wzrostu ekspresji genu
kodujacego apoLp-lll, jak to przedstawiono w badaniach przeprowadzonych na
gasienicach Samia cynthia ricini immunizowanych bakteriami P. aeruginosa oraz S.
aureus (Yu i in., 2018). Jednakze, ekspresja genu apoLp-III nie byla analizowana w
ramach niniejszej pracy.

Wyrazny wzrost zawarto$ci apoLp-111 stwierdzono natomiast w hemocytach we
wszystkich czasach po podaniu ggsienicom G. mellonella zarodnikéw A. niger (Ryc.
48) co moglo odzwierciedla¢ role apoLp-III jako czasteczki sygnalnej, przekazujacej
informacje¢ o infekcji do hemocytéw bioracych udzial w odpowiedzi komorkowe;.
Translokacja apoLp-III do hemocytow moze réwniez stanowi¢ wyjasnienie spadku

poziomu apoLp-I11 w hemolimfie G. mellonella po podaniu zarodnikéw A. niger.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze podobnie jak u innych gatunkow
Lepidoptera, takich jak: Diatraea saccharalis, Euclea delphinii, Lithacodes fasciola i
Eupoecilia ambiguella, dominujgcymi typami hemocytow w hemolimfie G. mellonella
sg granulocyty 1 plazmatocyty, stanowigce, odpowiednio, 52% 1 41% wszystkich
hemocytow (Ryc. 50) (Falleiros i in., 2003; Stoepler i in., 2013; Vogelweith, 2016). Jak
obliczono, sferulocyty i enocytoidy stanowity u G. mellonella, odpowiednio, 6,1% oraz
0,9% wszystkich hemocytéw. Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi opublikowanymi
przez Ratcliff’a 1 wspotpracownikow (1986), ktorzy oszacowali procentowy udziat
granulocytow, plazmatocytow, sferulocytow 1 enocytoidow na, odpowiednio, 48%,
47%, 3% i 1%.
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Cze$¢ autorow wsrdd hemocytoéw krazacych w hemolimfie przedstawicieli rzedu
Lepidoptera wymienia takze prohemocyty (Bogus i in., 2018; Strand, 2008; Yamashita i
Iwabuchi, 2001). Dane literaturowe wskazuja, ze u gagsienic G. mellonella z konca
siodmego stadium wylinkowego stanowig one okoto 0,07% populacji hemocytow.
Niewielki odsetek tych hemocytow moégl uniemozliwi¢ ich detekcje w przygotowanych
preparatach hemolimfy poddanych analizie w niniejszej pracy. Brak prohemocytow w
zestawieniu przedstawionym w niniejszej dysertacji moze wynikaé tez z faktu, ze sg to
komorki multipotencjalne, totez moga szybko réznicowac si¢ w inne typy hemocytow
(Bogus i in., 2018; Huang i in., 2010; Neuwirth, 1973; Wu i in., 2016; Yamashita i
Iwabuchi, 2001).

Warto zauwazy¢, ze w literaturze naukowej mozna dostrzec rozbieznosci
dotyczace udzialu procentowego poszczegdlnych typow hemocytow krazacych w
hemolimfie owadéw. Wynikaja one migdzy innymi z réznych technik uzytych do
okreslania typéw hemocytéw, jak réwniez réznych metod ich zliczania. Dane
literaturowe wskazuja takze, ze gasienice tego samego gatunku karmione réznym
pokarmem wykazuja zrdéznicowanie w skladzie procentowym poszczegdlnych typow
hemocytéw (Huang i in., 2010). Réznice mogg dotyczy¢ roéwniez catkowitej liczby
hemocytow. Przykladem sg tu gasienice E. ambiguella, u ktorych stwierdzono
zréznicowang liczb¢ hemocytéw poszczegdlnych typéw w zaleznosci od gatunku
winogron, ktorymi byty karmione (Vogelweith 1 in., 2016). Shikano 1 wspotpracownicy
(2010) wykazali, ze larwy motyla Trichoplusia ni karmione brokutami
charakteryzowaty si¢ wigksza liczbg hemocytéw niz karmione ogérkami. Ze wzglgdu
na fakt, Zze granulocyty, poza udzialem w reakcjach odpornosciowych, sa réwniez
zaangazowane Ww transport skladnikow odzywczych, liczba tych hemocytéow w
hemolimfie owadéw karmionych ubogim pokarmem spada (Klowden, 2002). Na liczbe
hemocytow u gasienic M. sexta z tego samego stadium wylinkowego ma tez wplyw
pte¢ owaddéw. Wykazano, ze w potowie pigtego stadium wylinkowego samice maja pie¢
razy wigksza, a samce trzy razy wigksza liczb¢ hemocytdw w poréwnaniu do poczatku

tego stadium (Beetz i in., 2008).

Zmiany w catkowitej liczbie hemocytdow uwaza si¢ za istotny czynnik
wskazujacy na aktywacje uktadu odpornosciowego owadow. Komorki te biorg bowiem
udziat w odpowiedzi komoérkowej, w tym fagocytozie, nodulacji i inkapsulacji (Carton

in., 2008; Dubovskiy i in., 2016). O zaangazowaniu hemocytow w odpowiedz
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odpornosciowa G. mellonella na podanie a-1,3-glukanu oraz zarodnikéw A. niger,
DMSO i wody $wiadczyt miedzy innymi spadek liczby plazmatocytéw po 15 minutach
od podania tych immunogendéw (Tab. 4, Tab. 5). Najnizszg liczbe¢ plazmatocytow
odnotowano w tym czasie po immunizacji a-1,3-glukanem A. niger. Spadek liczby
plazmatocytow moze wskazywac na ich zaangazowanie w proces nodulacji, poniewaz
stanowig one glowng sktadowa nodul (Browne i in., 2013; Gago i in., 2014; Grizanova i
in., 2018; Mesa-Arango i in., 2013), a formowanie nodul po immunizacji gasienic o-
1,3-glukanem A. niger zostalo stwierdzone w niniejszej pracy. Wedlug Gagen i
Ratcliffe (1976) juz po kilku minutach od immunizacji ggsienic G. mellonella i Pieris
brassicae bakteriami B. cereus powstawaly agregaty, w sklad ktoérych wchodzity
gléwnie plazmatocyty oraz bakterie i granulocyty. Podobnie, Bogus$ i wspotpracownicy
(2007) wykazali, ze juz po 5 minutach inkubacji in vitro hemocytow G. mellonella z
entomopatogennym grzybem C. coronatus obserwowano formowanie agregatow,
prowadzacych nastgpnie do powstawania kapsut. W zalezno$ci od gatunku owada i
rodzaju ciala obcego proces tworzenia kapsul/nodul jest kontynuowany w czasie od 2
do 24 godzin po immunizacji (Carton i in., 2008). W wigkszo$ci przypadkow po 24
godzinach kapsuta/nodula jest wyraznie widoczna, jednak, jak podaja Ratcliffe 1 Gagen
(1977), potrzeba 72 godzin do petnego uformowania tej struktury.

Tworzenie agregatow hemocytow w hemolimfie G. mellonella odnotowano we
wszystkich czasach po podaniu a-1,3-glukanu A. niger (Ryc. 51). Najwieksza ich liczbg
stwierdzono po 2 godzinach od podania tego polisacharydu; byta ona trzykrotnie
wigksza w poréwnaniu do immunizacji DMSO. Dysekcja gasienicy wykazata obecno$¢
zmelanizowanych nodul widocznych makroskopowo juz po 2 godzinach po
immunizacji a-1,3-glukanem (Ryc. 52). Podobnie, po 2 godzinach inkubacji
hemocytow G. mellonella z grzybem C. coronatus in vitro stwierdzono obecnos¢
zmelanizowanych kapsut, a podanie G. mellonella bakterii E. coli skutkowato ich
eliminacjg w procesie nodulacji, juz po 2 godzinach od immunizacji (Bogus i in., 2007).
Po 6 godzinach od immunizacji gasienic G. mellonella zarodnikami A. fumigatus
uwidoczniono rowniez niewielkich rozmiaréw zmelanizowane struktury, ktére po 24
godzinach byly wyraznie widoczne (Sheehan i in., 2018). Mechanizmy odpowiedzi
komorkowej byly roéwniez zaangazowane w odpowiedz G. mellonella na zakazenie C.
albicans, czego przejawem bylo stwierdzenie w obrazach histologicznych tkanek
gasienicy zmelanizowanych nodul po 48 godzinach od podania tego grzyba (Perdoni i
in., 2014).
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Po 4 godzinach od immunizacji a-1,3-glukanem A. niger odnotowano wigksza
zdolnos¢ plazmatocytow G. mellonella do adhezji (ang. hyper-spreading hemocytes). W
literaturze mozna odnalez¢ opisy podobnych obserwacji, m. in. 24 godziny po infekcji
G. mellonella grzybem C. coronatus, jak rowniez po zakazeniu M. sexta grzybem B.
bassiana (Bogus$ i in., 2018; Dean i in., 2004). Moze to dodatkowo wskazywac na
silniejszg aktywacje odpowiedzi komoérkowej po podaniu tego skladnika S$ciany
komorkowej A. niger.

Charakterystycznym zjawiskiem obserwowanym u zwierzat jest wzrost liczby
komorek odporno$ciowych w odpowiedzi na infekcje (Fuchs i in., 2010). Po 2 i 4
godzinach od podania a-1,3-glukanu A. niger i DMSO w niniejszej pracy stwierdzono
niemal dwukrotny wzrost catkowitej liczby hemocytow, ktory wynikal ze wzrostu
liczby, odpowiednio, plazmatocytow i granulocytow. Po podaniu zarodnikéw A. niger
wzrost zanotowano juz po 1 godzinie, a wynikal on glownie ze wzrostu liczby
granulocytow. Moze to odzwierciedla¢ ich kluczowa role w odpornosci owadow, gdyz
poza zaangazowaniem w odpowiedZ komodrkowa, uczestnicza takze w krzepnigciu
hemolimfy. Jak wskazujg dane literaturowe, osobniki E. ambiguella o najwigkszej
liczbie granulocytow w hemolimfie byly najlepiej chronione przed bakteriami i
pasozytami (Vogelweith i in., 2016).

Warto zauwazy¢, ze wzrost liczby hemocytow w hemolimfie G. mellonella, do
poziomu ok. 1,6 x 10*1 pul hemolimfy, nastapit najszybciej po podaniu o-1,3-glukanu
A. niger, w poréwnaniu do innych badanych immunogenow (Tab. 4). Dane literaturowe
wskazuja, ze wzrost liczby hemocytdéw w hemolimfie §wiadczy o skutecznej walce
owada z patogenem. Sheehan i Kavanagh (2018) wykazali 25% wzrost liczby
hemocytéow po 6 godzinach od podania ggsienicom G. mellonella B-1,3-glukanu z S.
cerevisiae. W innych badaniach catkowita liczba hemocytdéw wzrosta niemal
dwukrotnie po 24 godzinach od immunizacji gasienic G. mellonella dawka 5 pg B-
glukanu (Mowlds i in., 2010). Perdoni i wspotpracownicy (2014) stwierdzili, ze liczba
hemocytéw widoczna w obrazach histologicznych tkanek G. mellonella po 24
godzinach od immunizacji grzybem C. albicans jest wigksza w poréwnaniu do gasienic
kontrolnych, szczegdlnie w miejscu podania grzybow do hemocelu gasienic. W
badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, istotny statystycznie wzrost
liczby hemocytow po 24 godzinach od immunizacji stwierdzono jedynie po podaniu
zarodnikow A. niger. Podobnie, podanie gasienicom G. mellonella zarodnikow A.

fumigatus prowadzito do wzrostu liczby hemocytéw. Ponadto, po podaniu zarodnikow
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zabitych wysoka temperaturg stwierdzono wigkszy wzrost liczby hemocytow, co, jak
sugerowali autorzy, moglo wynika¢ z usunigcia warstwy ,,rodlet” i ekspozycji innych
sktadnikow $ciany komoérkowej (Sheehan i in., 2018).

Wykazany w niniejszej pracy wzrost catkowitej liczby hemocytéw po podaniu
badanych immunogenéw, mogl by¢ wynikiem uwolnienia hemocytow osiadtych z
powierzchni narzadow wewnetrznych owada, czym réwniez Bergin i wspotpracownicy
(2003) tlumaczyli wzrost liczby hemocytdéw po 6 godzinach od immunizacji G.
mellonella drozdzakiem Candida sp.. Wzrost liczby hemocytow mogt wigzaé sie
réwniez ze wzmozonymi podziatami mitotycznymi hemocytow, co stwierdzono m.in. u
komarow z rodzaju Anopheles (King i Hillyer, 2013).

Dane literaturowe wskazuja ponadto na korelacje¢ pomigdzy wirulencja
patogenow grzybowych, takich jak C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei
oraz S. cerevisiae, a liczbg hemocytow u zakazonych nimi gasienic G. mellonella
(Bergin i in., 2003). Gasienice zakazone najbardziej patogennymi szczepami
wykazywaty znaczng redukcje gestosci hemocytow. Da Silva i wspotpracownicy (2000)
wykazali, ze wzrost liczby hemocytow towarzyszyt redukceji liczby komorek szeczepu C.
albicans o niskiej patogenno$ci w hemolimfie komara Culex quinquefasciatus, co
swiadczyto o efektywnej reakcji na zakazenie. W przypadku izolatow C. albicans o
wysokiej patogennosci zauwazono spadek liczby hemocytow, przy jednoczesnym
wzroscie liczby komorek drozdzaka w hemolimfie. Podobnie, po immunizacji G.
mellonella bakteriami Actinobacillus pleuropneumonia wykazano, ze szczep o niskiej
wirulencji powodowal wzrost liczby hemocytow wraz z czasem po immunizacji,
natomiast szczep o wysokiej wirulencji spadek ich liczby, prowadzac ostatecznie do
$mierci 97% gasienic po 24 godzinach (Blanco i in., 2017). Z kolei infekcja gasienic G.
mellonella droga pokarmowa nicieniami Steinernema sp. prowadzita poczatkowo do
spadku liczby hemocytow w ciggu 30 minut, do ok. 20% poziomu stwierdzonego u
gasienic kontrolnych. Po 4 godzinach, kiedy nicienie przemiescily si¢ z przewodu
pokarmowego do jamy ciata nastgpowal stopniowy wzrost liczby hemocytdéw, ktdra po
16 godzinach wynosita okoto 160% poziomu wykrywanego u gasienic kontrolnych. Po
tym czasie zanotowano stopniowy spadek liczby hemocytow niemal do zera po 24
godzinach od infekcji, co wigzato si¢ ze $miercig owadow (Matha i Mracek, 1984). Po
immunizacji G. mellonella grzybem entomopatogennym C. coronatus stwierdzono
takze 8-krotny spadek liczby hemocytow (Bogus$ i in., 2018), natomiast u gasienic B.

mori i S. exigua odnotowano spadek liczby hemocytow po zakazeniu innym
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entomopatogennym gatunkiem grzyba B. bassiana (Hung i in., 1993; Rajitha i in.,
2013).

Po 2 i 4 godzinach od podania a-1,3-glukanu A. niger oraz od 1 do 24 godzin po
podaniu zarodnikow A. niger gasienicom G. mellonella odnotowano wzrost liczby
sferulocytow. Cho¢ Ribeiro i Brehelin (2006) stwierdzili, ze komoérki te nie biorg
aktywnego udziatu w odpowiedzi komorkowej, w niniejszej pracy zwrdcit uwage fakt,
ze po podaniu a-1,3-glukanu hemocyty te dos$¢ licznie uczestniczyly w tworzeniu
agregatow, bedacych pierwszym etapem w formowaniu nodul. Ochiai 1
wspolpracownicy (1992) metodami immunocytochemicznymi wykazali ponadto, ze
receptory BGRP bioragce udzial w rozpoznawaniu obcych czastek znajduja si¢ zarowno
w granulocytach, jak i w sferulach sferulocytoéw gasienic B. mori. W badaniach z
wykorzystaniem mszyc Acyrthosiphon pisum wykazano, ze sferulocyty moga
uczestniczy¢ w koagulacji hemolimfy, jak rowniez w gromadzeniu energii i transporcie
lipidow (Schmitz i1 in., 2012). Obserwacje poczynione w ramach niniejszej pracy
sugeruja rowniez, ze zwiekszona liczba sferulocytow moze wynika¢ z podziatow,
ktéorym podlegaja te hemocyty, podobnie jak granulocyty i plazmatocyty. W
analizowanych preparatach mikroskopowych uwidoczniono bowiem duze sferulocyty
zawierajagce dwa jadra komodrkowe, co moglo $wiadczy¢ o procesie podziatu.
Obserwacje te stoja w opozycji do danych literaturowych, w ktérych Tan 1
wspolpracownicy (2013) pokazali, ze sferulocyty B. mori pozbawione sg mozliwosci
dzielenia si¢. Wykazano, ze liczba enocytoidow w hemolimfie G. mellonella po
podaniu o-1,3-glukanu, zarodnikéw A. niger i wody wzrosta ponad 3-krotnie po 4 i 24
godzinach od immunizacji, a po podaniu DMSO po 2 i 24 godzinach od immunizacji.
Wozrost liczby tych hemocytow moze by¢ uzasadniony faktem, ze enocytoidy
odpowiedzialne sa za syntez¢ i uwalnianie sktadnikow ukladu oksydazy fenolowej,
ktorej aktywno$¢ warunkuje prawidlowy przebieg procesu melanizacji (Eleftherianos i
Revenis, 2011; Kanost i in., 2004; Lavine i Strand, 2002).

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy wskazuja na podwojng rolg¢ a-1,3-
glukanu grzybéw w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej owadow (Ryc. 54).
Wykazano jednoznacznie, ze z jednej strony a-1,3-glukan A. niger jest rozpoznawany
przez uktad immunologiczny G. mellonella, co prowadzi do aktywacji szeregu reakcji
odpornosciowych, w tym syntezy peptydéw o aktywnosci przeciwgrzybowej. Moze by¢

wiec zaliczany, obok B-1,3-glukanu, do czasteczek PAMPs stanowigcych determinanty
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molekularne grzybéw. Z drugiej strony, a-1,3-glukan moze by¢ uznawany za czynnik

wirulencji grzybow, z uwagi na fakt, ze jest odpowiedzialny za hamowanie jednej z

najwczesniejszych reakcji odporno$ciowych owada, jaka jest aktywacja ukiadu

oksydazy fenolowej. Uzyskane wyniki znajduja potwierdzenie w najnowszych

publikacjach naukowych. Jak podaja Valasecchi i wspotpracownicy (2019a) rola a-1,3-

glukanu w odpowiedzi immunologicznej ssakow moze by¢ dwojaka. Z jednej strony in

vivo na modelu mysim polisacharyd ten stymulowat odpowiedz immunologiczng oraz

ex vivo aktywowat komorki dendrytyczne (Bozza i in., 2009; Stephen-Victor i in.,

2017). Z drugiej strony chronit zarodniki A. fumigatus przed fagocytoza przez mysie

makrofagi in vivo (Beauvais i in., 2013).

czynnik wirulencji == l aktywnos¢ PO

ODPOWIEDZ / \ ODPOWIEDZ
KOMORKOWA

T nodulacja

HUMORALNA

przeciwgrzybowe
peptydy i bialka

Ryc. 54. Modulacja odpowiedzi immunologicznej gasienic G. mellonella

przez przez a-1,3-glukan A. niger (strzatkami oznaczono odpowiednio, T wzrost, |

spadek; opracowanie wlasne).
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PODSUMOWANIE

W  wyniku badan przeprowadzonych w ramach niniejszej dysertacji

stwierdzono:

Alfa-1,3-glukan A. niger w dawkach 1 pg, 5 pg, 10 ug i 20 ug nie wptywal na

przezywalnos¢ gasienic G. mellonella.

Do o-1,3-glukanu A. niger wigzaly si¢ okre§lone biatka hemolimfy
nieimmunizowanych gasienic G. mellonella. Wsréd nich zidentyfikowano:
biatka rozpoznajgce B-1,3-glukan, apolipoforyn¢ 1, apolipoforyng II,
prooksydaze fenolowa, czynnik aktywujacy oksydaze fenolowa, proteaze
serynowa podobng do peptydaz serynowych Lepidoptera, arylforyne i
heksameryng.

Poziom ekspresji genéw kodujacych peptydy o aktywnos$ci przeciwgrzybowej,
galiomycyny 1 gallerimycyny, wzrastal znaczaco w ciele tluszczowym G.

mellonella po podaniu a-1,3-glukanu z A. niger.

W odpowiedzi na podanie a-1,3-glukanu A. niger w hemolimfie G. mellonella
pojawiala si¢ aktywno$¢ przeciwgrzybowa, wynikajaca z obecnos$ci peptydow
przeciwdrobnoustrojowych; a-1,3-glukan indukowat szczego6lnie wzrost
poziomu peptydow 1 biatek o aktywnosci przeciwgrzybowej, w tym
galiomycyny, peptydu anionowego 1, cekropiny D, a takze lizozymu.

Aktywno$¢ uktadu oksydazy fenolowej w hemolimfie G. mellonella byta
hamowana w krotkim czasie po podaniu a-1,3-glukanu A. niger; przyczyna
zahamowania aktywno$ci ukladu oksydazy fenolowej moglo by¢ wigzanie
prooksydazy fenolowej oraz proteazy serynowej aktywujacej prooksydaze

fenolowg przez ten polisacharydowy skladnik §ciany komorkowej grzybow.

Apolipoforyna III nie wigzata si¢ do a-1,3-glukanu A. niger; prawdopodobnie
nie jest zaangazowana w przekazywanie sygnatu o obecnosci a-1,3-glukanu do
wnetrza hemocytow.

Zmiany w calkowitej liczbie hemocytoéw oraz liczbie hemocytow
poszczegolnych typdw, czemu towarzyszyto formowanie nodul, $wiadczyly o
zaangazowaniu odpowiedzi komodrkowej w reakeji uktadu odpornosciowego G.

mellonella na podanie a-1,3-glukanu A. niger.
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Uktad immunologiczny gasienic G. mellonella rozpoznaje a-1,3-glukan A. niger.
W tym procesie udzial biorg receptory rozpoznajace [-1,3-glukan (BGRP)

zaangazowane w detekcje infekcji grzybiczej u owadow.

Alfa-1,3-glukan A. niger stanowi kolejna, obok [B-1,3-glukanu, determinantg

molekularng grzybow rozpoznawang przez uktad odpornosciowy G. mellonella.

Alfa-1,3-glukan mozna klasyfikowa¢ z jednej strony jako determinante
molekularng grzybow, ktorej rozpoznanie uruchamia odpowiedz komoérkowsa i
humoralng u owaddéw, a =z drugiej jako czynnik wirulencji grzybow
odpowiedzialny za opodznianie reakcji odpornosciowej owadow, na przyktad
poprzez wigzanie prooksydazy fenolowej 1 innych sktadnikow uktadu oksydazy

fenolowe;j.
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