Streszczenie w jezyku polskim

Znajomo$¢ mechanizmow interakcji gospodarz—patogen pozwala na zrozumienie
molekularnej roli poszczegdlnych elementéw uktadu odporno$ciowego owada i czynnikoéw
wirulencji patogenu, a takze przyczynia si¢ do rozwoju nauk przyrodniczych, medycznych,
farmaceutycznych i weterynaryjnych (Suesdek, 2019; Grether i Okhamoto, 2022). Barciak
wiekszy Galleria mellonella jest modelem doswiadczalnym wykorzystywanym w badaniach
naukowych z dziedziny immunobiologii, w tym w analizie molekularnych interakcji
z patogenami (Cook i McArthur, 2013). Z kolei Pseudomonas entomophila to szczep
bakteryjny wyizolowany z przewodu pokarmowego muszki owocowej Drosophila
melanogaster. Zsekwencjonowanie genomu bakterii ujawnilo, ze koduje on szereg
potencjalnych czynnikéw wirulencji, w tym mozliwe zwiazki przeciwowadzie (Vodovar i in.,
2006). Do zakazenia bakteriami P. enfomophila dochodzi droga pokarmowsa lub wskutek
uszkodzenia kutykuli. Dotychczas przeprowadzone badania skupialy si¢ jedynie na ogdlnym
poznaniu mechanizmu zakazenia D. melanogaster (Dieppois i in., 2015). Nie przeprowadzono
badan pozwalajacych szczegdtowo zbada¢ mechanizmy interakcji nowopoznanej bakterii
z owadzim gospodarzem.

Badania podjete w ramach niniejszej pracy mialy na celu przes$ledzenie interakcji
pomiedzy larwami G. mellonella, a bakteriami P. entomophila. Analizowano przezywalnos¢
larw, oraz zmiany zachodzace w organizmie zakazonych owadow. Obserwowano spadek
przezywalnos$¢ zwierzat, ktora zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem dawki zakaznej bakterii. Na
podstawie analizy krzywych przezywalnosci, wytypowano dwie dawki zakazne tj. 10> CFU
P. entomophila (tzw. nizsza dawka bakterii ) oraz 10° CFU P. entomophila (tzw. wyzsza
dawka bakterii), ktore postuzyly do dalszych badan.

Analiza histologiczna przekrojéw poprzecznych jelit larw G. mellonella wykazala, ze
nasilenie infekcji jest skorelowane z dawka bakterii jaka podawano owadom i zwigksza si¢
proporcjonalnie do czasu uplywajacego od zakazenia. Obserwowano destrukcje jelita
w zaawansowanym stadium. Przesledzenie wybranych aspektow humoralne) reakcji
odporno$ciowej wskazato, ze aktywnos¢ przeciwbakteryjna w pelnej hemolimfie pojawia si¢
jedynie po zakazeniu owaddéw nizszg dawka bakterii, jednak na podstawie rozdzialu
elektroforetycznego biatek niskoczgsteczkowych hemolimfy oraz analizy ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wykazano, Ze obecne sg one w obu grupach badawczych i posiadaja

wlasciwosci przeciwbakteryjne. O aktywacji reakcji odporno$ciowej owaddéw, po podaniu




kazdej z dawek bakterii §wiadczyta indukcja ekspresji analizowanych genéw, zardwno na
poziomie lokalnym (w jelitach), jak i systemowym (w ciele tluszczowym). Nie
zaobserwowano jednorodnej tendencji ekspresji genéw kodujacych peptydy odpornosciowe
w odniesieniu do relacji miedzy dawka a poziomem ekspresji gendw.

Przeprowadzono analiz¢ i identyfikacj¢ wybranych zwigzkéw bioaktywnych
w hemolimfie owadéw zakazonych bakteriami i zbadano wiasciwosci wybranych biatek
niskoczasteczkowych 1 peptydéw. Wérdd nich, zidentyfikowano szereg bialek i peptydow,
w tym catkowicie nieznane, lub takie, ktorych rola w reakcji odporno$ciowej owad6éw nie byla
okre$lona. Szczegbdlng uwage zwrdcono na biatka i peptydy, ktorych ilo§¢ zmniejszata si¢ po
zakazeniu wyzszg dawka bakterii wzgledem grupy zakazonej nizszg dawka, co bylo zbiezne z
obserwacjami dotyczacymi braku aktywnosci przeciwbakteryjnej w petnej hemolimfie larw
zakazonych wyzszg dawka bakterii. Grupa ta stanowita najliczniejsza sposréd wszystkich
analizowanych. W hemolimfie zidentyfikowano m.in.: peptyd prolinowy 1, nieznane biatko—
produkt genu LOC1135102370 (biatko 32), oraz lizozym, ktére braty udziat w reakcji
odpornosciowej owadéw, na co wskazywat wzrost ekspresji genéw kodujgcych badane biatka
i peptydy. W przypadku biatka 32 obserwowano spadek jego ilosci po zakazeniu wyzszg dawkg
w pordwnaniu do pozostatych grup (poréwnawczej i po nizszej dawce), mimo ze ekspresja
genu wykazywala wyzszy poziom po zakazeniu wyzszg dawka bakterii. Biatko 32 moze by¢
wigc celem czynnikdow wirulencji P. entomophila. Ponadto, wykazano ze peptyd prolinowy 1,
biatko 32 oraz lizozym wykazujg aktywno$¢ przeciw bakteriom P. entomophila w warunkach
in vitro. Ponadto, w hemolimfie zakazonych owadéw wykazano obecno$¢ biatka Gm cationic
protein 8 (GmCP8), polipeptydu receptorowego owaddw, dzialajagcego jako opsonina. Poziom
ekspresji genu kodujacego biatko GmCP8 oraz jego ilo§¢ byla na tym samym poziomie we
wszystkich grupach, niezaleznie od zakazenia bakteriami. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze biatko to posiada in vitro aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows, a takze prowadzi do zmian
topografii i wlaciwosci nanomechanicznych powierzchni komoérek patogenow. Uzyskane
wyniki wskazujg na role biatka GmCP8 w reakcjach odpornosciowych G. mellonella.
W analizowanym materiale wykryto takze dwa polipeptydy nalezace do grupy bialek
wigzgcych odoranty (ang. odorant binding protein), ktérych rola w reakcji odpornosciowe;j
G. mellonella nie byta dotad poznana. Pierwsze z nich, biatko Ebsp3 (Ejaculatory bulb—
specific protein 3-like isoform X1), posiada zdolnos¢ do wigzania feromonéw. Obserwowano
wzrost ekspresji genu kodujacego Ebsp3 jedynie w materiale pobranym od owadow
zakazonych nizsza dawka P. entomophila co odpowiadato analizie ilo$ci biatka Ebsp3 w

ekstraktach hemolimfy po zakazeniu entomopatogenem. Analiza wlasciwosci



przeciwdrobnoustrojowej in vitro, wskazata, ze posiada ono aktywnos$¢ przeciw wybranym
mikroorganizmom w bardzo niskich stezeniach, a charakter jego dzialania jest cytostatyczny.
Ponadto, wykazano ze inkubacja biatka Ebsp3 z plynem pohodowlanym P. entomophila
prowadzi do degradacji polipeptydu, co moze §wiadczy¢ o jego waznej roli w odpornosci
G. mellonella. Bialtko to, jest prawdopodobnie ,,celem” czynnikéw wirulencji P. entomophila.
W przypadku biatka OBP7, drugiego z analizowanych polipeptydow nalezacego do grupy
wigzacych odoranty, notowano wzrost ekspresji genu w grupach stymulowanych zakazeniem
oraz jego aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowsy in vitro. Jednak, w ekstraktach hemolimfy ilo§¢
biatka OBP7 ulegata obnizeniu wraz ze zwigkszeniem dawki zakaznej P. entomophila.
Przedstawione wyniki wskazuja, Zze biatko OBP7 takze moze stanowi¢ jeden z potencjalnych
celow wirulencji entomopatogenu.

Przeprowadzone badania pozwolily na przeSledzenie mechanizmu zakazenia larw
G. mellonella przez bakterie P. entomophila i potwierdzily entomopatogenne wlasciwosci
badanego mikroorganizmu. W toku przeprowadzonych analiz udato si¢ zidentyfikowac szereg
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1 potencjal przeciwdrobnoustrojowy.




