STRESZCZENIE

Skladniki $ciany komorkowej grzybdéw odgrywajg kluczowa role w interakcji
pomiedzy patogenem a organizmem gospodarza. Czes¢ z nich stanowi struktury molekularne
PAMPs (ang. pathogen associated molecular patterns), ktdre rozpoznawane sg przez
odpowiednie receptory PRRs (ang. pattern recognition receptors) gospodarza. Jednym z
polisacharydowych sktadnikéw Sciany komorkowej wielu gatunkéw grzybow patogennych
dla czlowieka, w tym z rodzajow: Aspergillus, Histoplasma, Blastomyces, Cryptococcus,
Pneumocystis 1 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 obecnosé w scianie komorkowej grzybdéw chroni je przed rozpoznaniem
przez uktad odpornosciowy gospodarza, poprzez maskowanie polozonych w glebszych
warstwach $ciany czasteczek uznawanych za PAMPs, ale nieliczne doniesienia naukowe
wskazujg na immunomodulacyjny charakter tego polisacharydu.

Z uwagi na fakt, ze mechanizmy odpornosci wrodzonej ssakéw 1 owadéw wykazuja
wysoki stopied strukturalnego i funkcjonalnego podobienstwa, w badaniach dotyczacych
patogendéw grzybowych, jak réwniez odpowiedzi immunologicznej na sktadniki ich Sciany
komoérkowej, wykorzystywane sa owadzie organizmy modelowe. Jednym z nich jest barciak
wiekszy Galleria mellonella, stosowany w badaniach wirulencji grzybéw, m. in.: Aspergillus
fumigatus, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis, jak
rowniez w badaniach przebiegu odpowiedzi odpornosciowej na podanie skladnikéw ich
sciany komoérkowej, np. -1,3-glukanu.

Ze wzgledu na brak danych literaturowych dotyczacych roli a-1,3-glukanu w indukcji
odpowiedzi immunologicznej owadéw, w ramach niniejszej pracy przesledzono reakcje
odpornosciowe ggsienic G. mellonella po podaniu tego polisacharydowego sktadnika Sciany
komorkowej Aspergillus niger. Celem badan bylo sprawdzenie, czy a-1,3-glukan 4. niger jest
rozpoznawany przez uklad immunologiczny G. mellonella, a takze, czy jego obecnosé¢ w
hemocelu uruchamia odpowiedz komérkowa oraz mechanizmy odpowiedzi humoralne;j, takie
jak aktywacja uktadu oksydazy fenolowe;j i synteza peptydow przeciwdrobnoustrojowych.

Biatka hemolimfy gasienic G. mellonella, ktére oddzialywaly z a-1,3-glukanem A.
niger identyfikowano po sekwencjonowaniu metoda degradacji Edmana, a takze stosujgc
spektrometrie mas oraz immunoblotting z wybranymi przeciwciatami. W celu okre$lenia, czy
uktad immunologiczny gasienic reaguje na podanie o-1,3-glukanu, oceniano poziom

aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie metoda dyfuzji radialnej wobec



Escherichia coli oraz A. niger. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjng potwierdzano metoda
bioautografii. Celem wykazania réznic w profilach bialkowo-peptydowych hemolimfy
gasienic G. mellonella po immunizacji a-1,3-glukanem, przeprowadzano jednokierunkowe i
dwukierunkowe rozdzialy elektroforetyczne biatek i peptydéw w warunkach denaturujgcych
(SDS-PAGE, 2D IEF/SDS-PAGE). Peptydy przeciwdrobnoustrojowe pojawiajgce sig w
hemolimfie G. mellonella w odpowiedzi na a-1,3-glukan A4. niger identyfikowano po
sekwencjonowaniu metoda degradacji Edmana, a zmiany ich poziomu w hemolimfie
okreslano po rozdziatach z wykorzystaniem chromatografii RP-HPLC. Indukcje ekspresji
gen6w wybranych peptydéw odporno$ciowych (galiomycyna, gallerimycyna, cekropina,
owadzi inhibitor metaloproteaz) w ciele ttuszczowym G. mellonella po podaniu a-1,3-glukanu
analizowano z wykorzystaniem Real-Time qPCR. Oceniano ponadto udzial biatek
konstytutywnie wystepujacych w hemolimfie, lizozymu i apolipoforyny III (apoLp-III), w
odpowiedzi na a-1,3-glukan 4. niger. Wplyw immunizacji a-1,3-glukanem na poziom apoLp-
III w hemolimfie G. mellonella okre$lano metodg immunoblottingu, a lokalizacje apoLp-III w
hemocytach oceniano metodami immunocytochemicznymi z wykorzystaniem specyficznych
przeciwcial skierowanych przeciwko temu biatku. Indukcj¢ odpowiedzi komoérkowej na
podanie 0-1,3-glukanu 4. niger okre$lano poprzez analiz¢ zmian w hemocytogramie gasienic
G. mellonella oraz analizg procesu nodulacji.

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy wykazaly, ze a-1,3-glukan 4. niger jest
rozpoznawany przez ukiad odporno$ciowy gasienic G. mellonella, prawdopodobnie z
udziatem receptoréw rozpoznajgcych B-1,3-glukan (BGRPs), ktére wigzaly si¢ do tego
polisacharydu. Wsréd biatek hemolimfy G. mellonella, ktore oddziatywaty z a-1,3-glukanem
A. niger, zidentyfikowano ponadto: apolipoforyne I, apolipoforyne II, prooksydazg fenolowa,
czynnik aktywujacy oksydaze fenolows, heksameryng, arylforyne oraz proteazg serynowa
podobng do peptydaz innych przedstawicieli rzedu Lepidoptera. Wykazano, ze w reakcji na
rozpoznanie o-1,3-glukanu 4. niger dochodzi do indukcji ekspresji genéw peptydow
odporno$ciowych w ciele thuszczowym G. mellonella, a w szczegélnosci do znacznego
wzrostu ekspresji genéw peptydéw przeciwgrzybowych, galiomycyny i gallerimycyny.
Konsekwencja tego byl wzrost poziomu peptydéw przeciwgrzybowych w hemolimfie, m. in.
galiomycyny, warunkujacy pojawienie si¢ aktywnosci przeciw 4. niger w hemolimfie G.
mellonella. Wykazano zahamowanie aktywnosci ukladu 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
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polisacharydu. Stwierdzone zmiany poziomu apoLp-III w hemolimfie G. mellonella po
podaniu a-1,3-glukanu wskazujg na jej udzial w odpowiedzi na ten skladnik $ciany
komoérkowej grzybow, choé najprawdopodobniej nie jest ona zaangazowana w przekazywanie
sygnatu o obecnosci a-1,3-glukanu do hemocytow, gdyz nie wykazano wigzania si¢ apoLp-III
do tego polisacharydu. O uruchomieniu odpowiedzi komoérkowej G. mellonella po
immunizacji o-1,3-glukanem 4. niger $wiadczyly zmiany w catkowitej liczbie hemocytow
oraz zmiany udziatlu hemocytéw poszczegdlnych typow, a takze formowanie nodul.

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy wskazuja, ze o-1,3-glukan 4. niger jest
rozpoznawany przez uktad odpornosciowy gasienic G. mellonella, a w reakcji na ten sktadnik
$ciany komorkowej grzybéw uruchamiana jest szczegdlnie odpowiedz przeciwgrzybowa.
Alfa-1,3-glukan moze zatem odgrywac role czasteczki PAMP grzybow. Z drugiej strony,
podanie o-1,3-glukanu 4. nmiger powodowalo przejSciowe hamowanie reakcji
odporno$ciowych owada, w tym aktywnosci oksydazy fenolowej, co moze wskazywac, ze

pelni on role czynnika wirulencji 4. niger.
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