Interakcje gospodarz-patogen w przebiegu zakazenia barciaka
wiekszego (Galleria mellonella) grzybami Beauveria bassiana
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Streszczenie w jezyku polskim

Badania interakcji gospodarz-patogen sg waznym przedmiotem zaréwno nauk
stosowanych (medycyny, weterynarii, fitopatologii), jak i niezbednym warunkiem
zrozumienia biologii Zywych organizméw oraz ich ewolucji. Wykorzystanie owaddw,
takich jak gasienice barciaka wiekszego Galleria mellonella, jako organizméw
modelowych ma szereg zalet: nie ma etycznych ograniczen na ich stosowanie, jak jest to
w przypadku kregowcow; krotki cykl rozwojowy i tatwo$¢ namnazania pozwalaja
przeprowadzac¢ eksperymenty na duzej liczbie osobnikéw oraz $ledzi¢ procesy w obrebie
kilku generacji; brak nabytych mechanizméw odpornosciowych (homologicznych
do tych, jakimi dysponujg kregowce) pozwala na skupienie sie na wrodzonej odpowiedzi
owadoéw - ewolucyjnym Kkorzeniu wrodzonych mechanizméw odpornos$ciowych ssakow
(Vilmos i Kurucz, 1998). W naturze organizmy s3 ciggle narazane na dziatanie
zmieniajacych sie czynnikéw Srodowiskowych. Koncepcja ,tréjkata chorobowego”
postuluje proces infekcyjny jako funkcje genotypu gospodarza, patogenu oraz warunkéw
$Srodowiskowych (Horsfall i Cowling, 1980). Wiadomo, Ze zaréwno abiotyczne, jak
i biotyczne czynniki s3 w stanie znacznie zmienia¢ przebieg choroby (przyktady:
Springate i Thomas, 2005; Bergin i in., 2006; Fallon i in., 2011; Richardsiin., 2017).

Przedmiotem niniejszej pracy byto zbadanie reakcji odpornosciowej gasienic
G. mellonella po zakazeniu grzybami Beauveria bassiana i Candida albicans oraz
mechanizméw wptywu na przebieg infekcji wybranych czynnikow. Wymienione
patogeny grzybowe zostaty wybrane ze wzgledu na oczekiwane odmiennos$ci w interakcji
z gospodarzem. B. bassiana jest entomopatogenem, ktérego z G. mellonella taczy trwaty
proces antagonistycznej koewolucji. C. albicans natomiast jest oportunistycznym
patogenem cztowieka, zdolnym do zakazenia owaddéw w razie dostania sie do hemocelu.
Przy zakazeniu tym grzybem oczekiwano uruchamiania mechanizméw ogdlnej reakcji

odpornos$ciowe;j.



Do okreSlenia reakcji na zakazenie zostaty zastosowane takie parametry jak
aktywno$¢ odpornosciowa hemolimfy larw, a mianowicie aktywno$¢ przeciwgrzybowa,
przeciwbakteryjna i typu lizozymu oraz poziom ekspresji genéw kodujacych biatka
i peptydy o znaczeniu immunologicznym, w tym: peptydy odpornosSciowe, owadzi
inhibitor metaloproteinaz oraz czasteczki uczestniczagce w rozpoznawaniu patogenow.
Ponadto analizowano profile biatkowe hemolimfy oraz dokonano analizy histologicznej
zakazonych larw w celu ustalenia charakteru kolonizacji ciata gospodarza przez badane
grzyby. W poszczeg6lnych przypadkach analizowano modulacje reakcji odpornosciowej
przez czynnik abiotyczny, ktérym byta podwyzszona temperatura, wywotujgca szok
termiczny, lub czynnik biotyczny, czyli poprzedni kontakt z nieletalng dawka patogenu.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy pozwolity wykry¢ odmiennosci
w przebiegu zakazenia grzybami B. bassiana i C. albicans. Chociaz oba patogeny
po dostaniu sie do organizmu gospodarza indukowaty ekspresje genéw kodujacych biatka
i peptydy odpornos$ciowe, w zaawansowanym stadium infekcji B. bassiana obserwowano
zmniejszenie poziomu ekspresji niektérych gendw, co mogto by¢ zwigzane z dziataniem
czynnikéw wirulencji oraz z obserwowanga mechaniczng destrukcja organu,
odpowiedzialnego za synteze biatek i peptyddw - ciata ttuszczowego. Otrzymane wyniki
oraz dane literaturowe wskazuja rowniez na odmiennos$ci we wptywie czynnikow
Srodowiskowych na przebieg infekcji spowodowanej tymi dwoma patogenami.
Krétkotrwate dziatanie szoku cieplnego na larwy barciaka zwiekszato ich odpornos¢
na zakazenie B. bassiana (Wojda i in.,, 2009), ale nie C. albicans (Walczak, 2017).
W niniejszej pracy zostata wykryta korelacja miedzy pozytywnym wptywem szoku
cieplnego na przezywalno$¢ larw zakazonych B. bassiana oraz wyzszym poziomem
ekspresji genu kodujgcego apolipoforyne IIl - wielofunkcyjne biatko, uczestniczace
m.in. w zwalczaniu i rozpoznawaniu patogenow.

Zjawisko pietnowania immunologicznego polega na wzmocnieniu odpornosci
przy powtérnym kontakcie z patogenem. Wyraza sie to przede wszystkim zwiekszona
przezywalnoscig tzw. pietnowanych osobnikéw. Jest to funkcjonalny analog nabytej
odporno$ci kregowcoéw (Little i1 Kraaijeveld, 2004). W niniejszej pracy pigtnowanie
immunologiczne zostato wybrane jako czynnik biotyczny, modulujacy reakcje odpornosciows.
Wiadomo, ze podanie nieletalnej dawki C. albicans powodowato zwigkszenie odpornosci larw
barciaka wigkszego na powtorne zakazenie letalng dawka tego grzyba (Bergin i in., 2006).

Natomiast w przypadku B. bassiana nie udato si¢ uzyska¢ dawki nieletalnej, to znaczy



pi¢tnowac uktad odpornosciowy G. mellonella zywymi komoérkami tego patogenu. Podanie
termicznie zabitych komorek nie spowodowato zwigkszenia odpornosci larw na powtorne
zakazenie. W pracy podjeto probe wyjasnienia mechanizmu zjawiska pigtnowania
immunologicznego barciaka wigkszego grzybami C. albicans. W tym celu zbadano humoralng
reakcje odpornosciowg larw majacych pierwszy oraz powtorny kontakt z C. albicans. Uzyskane
wyniki wskazujg na zdolnos¢ G. mellonella do modyfikacji swojej reakcji odpornosciowej
po powtdornym kontakcie z patogenem, przy czym, wbrew oczekiwaniom, dob¢ po drugim
zakazeniu nie zaobserwowano zwickszenia syntezy peptydow i bialek odpornosciowych
w porOéwnaniu z larwami niepietnowanymi, czyli takimi, ktore zostaly narazone na kontakt
z grzybem po raz pierwszy. Natomiast reakcja odpornosciowa pietnowanych larw wykazata
wickszg specyficzno$¢ wobec C. albicans, co zostalo potwierdzone brakiem obserwacji
zjawiska pigtnowania heterologicznego, t0 znaczy takiego, kiedy gasienice G. mellonella
po podaniu nieletalnej dawki C. albicans zostaty zakazone innym patogenem. Dokonane
obserwacje pozwolity przypuscié, ze zjawisko pigtnowania zwigzane jest ze zmiang arsenalu
syntetyzowanych biatek i peptydéw odpornosciowych w taki sposob, ze uzyskana reakcja
odpornosciowa jest bardziej skuteczna przeciw C. albicans.

Badania, prezentowane w niniejszej pracy, rozszerzaja obecng wiedze na temat
interakcji gospodarz-patogen oraz wptywu na te interakcje wybranych czynnikow. Wykryte
zostalty nowe, prawdopodobne mechanizmy zwigkszenia odpornosci larw G. mellonella
zakazonych grzybem B. bassiana pod wptywem szoku cieplnego oraz po pi¢tnowaniu ich

uktadu odpornosciowego nieletalng dawka C. albicans.
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