Streszczenie

W podjetych badaniach przesledzono komdrkowa i humoralng odpowiedz
immunologiczna barciaka wiekszego Galleria mellonella na egzotoksyne A Pseudomonas
aeruginosa. W hemolimfie owadéw immunizowanych exoA wykazano spadek catkowitej
liczby hemocytow, przede wszystkim granulocytow i plazmatocytéw. Po barwieniu
fluorescencyjnym zaobserwowano, ze komorki wykazywaly cechy charakterystyczne dla
apoptotycznej i autofagalnej $mierci komoérek, m.in. wakuolizacje cytoplazmy i kondensacje
chromatyny. Metodg cytometrii przeptywowej wykazano znaczny wzrost liczby hemocytéw
fosfatydyloseryno-dodatnich i z aktywng kaspaza 3, co $wiadczy o indukcji apoptozy przez
exoA. Badania parametrow odpowiedzi humoralnej w hemolimfie owadéw
immunizowanych dowiodly, ze exoA powodowata inhibicj¢ aktywnosci oksydazy fenolowe;j
(8-15 godz. od iniekcji) oraz znaczacy spadek aktywnosci typu lizozymu. Ponadto w
hemolimfie nie wykazano aktywnos$ci przeciwko bakterii E. coli a na zelach SDS-PAGE nie
zaobserwowano pragzkow peptydowych o masie czasteczkowe] ponizej 6,5 kDa, co wskazuje
na nieobecnos$é peptydéw przeciwdrobnoustrojowych. W hemolimfie obserwowano spadek
poziomu apoLp-III, szczegdlnie od 4 do 15 godz. od podania owadom exoA, nastepnie ilosé
biatka stopniowo rosta osiggajac po 24 godz. poziom obserwowany w grupie kontrolnej.
Wykazano korelacje w czasie pomigdzy zmianami ilosci apoLp-III w ciele thuszczowym oraz
hemocytach badanych ggsienic. W obu tkankach wykryto poczatkowy wzrost ilosci apoLp-IIT
(1-8 godz.) oraz spadek po 15-18 godz. od iniekcji exoA. Z kolei po 24 godz. poziom apoLp-
III w hemocytach wzrdst okoto 2-krotnie, podczas gdy w ciele ttuszczowym utrzymywat sig
na obnizonym poziomie. Elektroforeza dwukierunkowa oraz immunoblotting z
przeciwciatami przeciwko apoLp-III ujawnity zmiany w profilu izoform apoLp-III w
badanych tkankach. Zaobserwowano dwie izoformy apoLp-III o p/ ~6,5 i ~6,1 w hemolimfie,
o pl ~6,5 i ~5,9 w hemocytach oraz jedng izoformg¢ o p/ ~6,5 w ciele tluszczowym =z
dodatkowym polipeptydem o p/ ~6,9. Podanie owadom exoA spowodowalo w hemolimfie
spadek poziomu obu izoform apoLp-III o okoto 30%. W hemocytach wykryto jedynie 65%
spadek ilosci izoformy o p/~5,9, natomiast pojawit sie dodatkowy polipeptyd o p/~5,2. Nie
zaobserwowano istotnych réznic w iloéci gtéwnej izoformy w ciele ttuszczowym, natomiast

polipeptyd o p/ ~6,9 zanik} catkowicie.

Slowa kluczowe: Galleria mellonella, Pseudomonas aeruginosa, egzotoksyna A, interakcje
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