Streszczenie w jezyku polskim

,Humoralna odpowiedz odpornosciowa gasienic Galleria mellonella na zakazenie

bakterig Pseudomonas aeruginosa”

Zwigkszajaca si¢ lekooporno$¢ drobnoustrojow jest jednym z gtéwnych zagrozen dla
zdrowia publicznego. Poszukiwanie nowych lekow wymaga dokladnego poznania
mechanizmow patogenezy bakterii opornych na antybiotyki. Jednym
z takich patogenow jest Gram-ujemna paleczka ropy bigkitnej (Pseudomonas aeruginosa),
ktéra wytwarza liczne czynniki zjadliwos$ci, m. in. enzymy proteolityczne. Gasienice barciaka
wickszego (Galleria mellonella) sa coraz cze$ciej stosowanym organizmem modelowym
w badaniach dotyczacych patogenezy i1 czynnikow wirulencji bakterii. Wrodzony uktad
odpornosciowy owadow i ssakow wykazuje wysoki stopien strukturalnej i funkcjonalnej
homologii. Warto wspomnie¢, ze wykazano pozytywna korelacj¢ w wirulencji P. aeruginosa
modelach ssakdéw oraz bezkregowcow. W walce z drobnoustrojami organizm owada uruchamia
mechanizmy odpowiedzi humoralnej, w ktérych wazna role odgrywaja peptydy

przeciwdrobnoustrojowe oraz uktad oksydazy fenolowe;.

Peptydy  przeciwdrobnoustrojowe  zwane  peptydami  odporno$ciowymi
sa syntetyzowane w odpowiedzi na zakazenie glownie w ciele tluszczowym oraz
w hemocytach. Do aktywacji uktadu oksydazy fenolowej dochodzi w wyniku konwersji
zymogenu profenolooksydazy (proPO) do oksydazy fenolowej (PO) przeprowadzanej przez
enzym aktywujacy profenoloksydaze (PPAE, ang. prophenoloxidase activating enzyme).
Produktem koncowym reakcji katalizowanej przez oksydaz¢ fenolowa jest melanina, ktora

wspomaga organizm gospodarza w walce z patogenami.

Podjete badania mialy na celu przesledzenie wybranych aspektéw wrodzonej
odpowiedzi odpornosciowej G. mellonella po zakazeniu ggsienic dwoma szczepami bakterii
P. aeruginosa (entomopatogennym i izolatem Kklinicznym) oraz po iniekcji do
hemocelu bakteryjnego czynnika wirulencji — alkalicznej proteazy. Stosowane
w badaniach szczepy bakteryjne wytwarzaja rézny zestaw zewnatrzkomorkowych proteinaz.
Alkaliczng proteazg oczyszczano z plynu pohodowlanego szczepu klinicznego bakterii

P. aeruginosa metodg chromatografii jonowymiennej i potwierdzono jej obecnosé



w otrzymane] frakcji chromatograficznej metoda LC-MS-MS/MS oraz metoda

immunoblotting’u.

Za pomoca metody dyfuzji radialnej oraz metody bioautografii wykazano, ze
zakazenie owadow bakterig P. aeruginosa powoduje zwigkszenie zarowno aktywnoSci
przeciwbakteryjnej, jak i przeciwgrzybowej w hemolimfie ggsienic G. mellonella. Wzrost
aktywnos$ci  przeciwdrobnoustrojowej ~w  hemolimfie byl zwigzany  miedzy
innymi z indukcja syntezy niskoczasteczkowych peptydéw  odpornosciowych.
W badaniach przeanalizowano takze profil biatkowo-peptydowy w ekstraktach hemolimfy
zakazonych gasienic z zastosowaniem rdéznych technik elektroforetycznych (Tricine SDS-
PAGE i IEF SDS-PAGE) oraz chromatografii RP-HPLC. Po raz pierwszy wykazano, ze
zakazenie owadow pateczka ropy biekitnej powodowato indukcje syntezy szesciu peptydow
odpornosciowych, ktorych ilo$¢ istotnie wzrastala wraz z rozwojem bakteriemii. Juz po
8 godzinach od zainfekowania gasienic zwigkszal si¢ poziom trzech peptydow, tj. Gm
defensyny, peptydu anionowego-1 oraz peptydu bogatego w proling-2, natomiast po 15
godzinach wzrastala ilo$¢ trzech kolejnych peptydéw a mianowicie cekropino-D-podobnego,
moricyno-B-podobnego oraz peptydu bogatego w proling-1. Poziom konstytutywnie obecnych
w hemolimfie peptydow, takich jak peptyd anionowy-2, apolipoforycyna oraz Gm
gallerimycyna nie ulegal zmianie po zakazeniu owadow badanym patogenem. Ponadto po 15
godzinach od iniekcji bakterii w badanych ekstraktach wyraznie zwigkszyta si¢ ilo$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej odgrywajacej wazna role w zachowaniu homeostazy procesow

antyoksydacyjnych w organizmie.

Po immunizacji gasienic niewielkg dawka alkalicznej proteazy P. aeruginosa
obserwowano podobny zestaw peptydéw w ekstraktach z hemolimfy, w poréwnaniu do
peptydoéw zidentyfikowanych po zakazeniu owadow. Ponadto w wyniku przeprowadzonych
badan z zastosowaniem metody spektrofotometrycznej oraz elektroforetycznej zaobserwowano
aktywacje uktadu oksydazy fenolowej w hemolimfie ggsienic G. mellonella immunizowanych
alkaliczng proteaza w pierwszych godzinach od iniekcji. Jednak po okoto 15 godzinach
dochodzito do zaleznego od dawki, prawie catkowitego zahamowania aktywnosci oksydazy
fenolowej. W badaniach in vitro stwierdzono, ze alkaliczna proteaza nie wplywa na
zaktywowang oksydaze fenolowa, ale wyraznie hamuje proces aktywacji proPO. Na podstawie
uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze rola alkalicznej proteazy podczas zakazenia zalezy od

stanu zaawansowania infekcji. Z jednej strony enzym jest w stanie zapoczatkowac wystgpienie



reakcji immunologicznych, a z drugiej przelama¢ humoralng odpowiedz odporno$ciowa

gasienic G. mellonella.

Barciak wigkszy G. mellonella okazal si¢ przydatnym organizmem modelowym do
badan reakcji sktadajacych si¢ na odpowiedz odpornosciowa owaddéw oraz do testowania
patogennosci i czynnikow wirulencji bakterii P. aeruginosa. Poznanie interakcji zachodzacych
w uktadzie gospodarz-oportunistyczny patogen moze przyczynic¢ si¢ do odkrycia potencjalnego
celu terapeutycznego do walki z zakazeniem wywotanym przez pateczke ropy biekitnej, tj.

hamowanie aktywnos$ci zewnatrzkomorkowych enzymow proteolitycznych.
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