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W Dbiologicznych badania naukowych jako modele najczesciej
wykorzystywane sg myszy i szczury. Uzycie tych zwierzat wigze si¢
jednak z wysokimi kosztami i dylematami etycznymi. W zwigzku z
tym poszukuje si¢ innych rozwigzan. Coraz czgsciej jako modele
badawcze wykorzystywane sg owady, a wsrod nich mol woskowy
(Galleria mellonella). Jest on szkodnikiem w pszczelich ulach, gdyz Mol woskowy (G. mellonella)
larwy zdolne sa do trawienia wosku i niszczenia plastrow z larwy i posta¢ dorosta
czerwiem. Jednak w warunkach laboratoryjnych G. mellonella

czgsto uzywany jest do badan nad dzialaniem ukladu

odpornosciowego.

Owad ten jest tatwy w hodowli, wystarczajaco duzy aby podobiera¢ z niego rozne tkanki i organy, a jego uktad
immunologiczny jest w wielu elementach podobny do ludzkiego. Larwy mola woskowego moga by¢
inkubowane w szerokim zakresie temperatur, w zwigzku z tym uzywa si¢ ich do badan nad patogennymi
mikroorganizmami. Jednym z nich jest grzyb Conidiobolus coronatus, ktory jest chorobotworczy dla owadow
1 w niektérych przypadkach takze dla ludzi. Badania wstepne przeprowadzone przez nasz zespol naukowy
wykazaty, ze grzyb ten produkuje dwa alkaloidy: harman i norharman. Substancje te majg duzy wptyw na
uktad nerwowy powodujgc migdzy innymi wzrost poziomu serotoniny. Ten neuroprzekaznik wptywa takze na
funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego zaro6wno u ssakow, jak i u owadow, poprzez regulacje wydzielania
cytokin. W zwigzku z powyzszym zasadne jest doktadniejsze poznanie wptywu infekcji wywotanej przez C.
coronatus oraz metabolitow tego grzyba na wybrane elementy uktadu odpornosciowego G. mellonella.

Celem tego grantu bedzie zbadanie czy w hemocytach larw G. mellonella po infekcji grzybem C.
coronatus oraz po podaniu jego metabolitow (harmanu i norharmanu) obecne sg bialka podobne do
ssaczych cytokin. Sprawdzone zostanie ponadto, w ktéorych subpopulacjach sa one obecne i jak
wplywaja na ich wybrane funkcje.

W do$wiadczeniu zostang wykorzystane larwy G. mellonella w trzecim dniu ostatniego stadium larwalnego.
Pierwsza z grup zostanie zainfekowana grzybem, druga otrzyma harman i norharman z pokarmem, a trzecia
poprzez nakroplenie tych zwigzkéw na grzbiet (topikalnie). Po odpowiednim czasie inkubacji (24 lub 48 godz.)
od owaddw zostanie pobrana hemolimfa. Zostang w niej oznaczone nastgpujace cytokiny: IL-1a, IL-1p, IL-2,
IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-19, IFN-y, TNF-a, TNF-f, GM-SCF, M-SCF, G-CSF
przy uzyciu 3 metod:

- test immunoenzymatyczny ELISA

- analiza immunocytochemiczna z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego

- cytometria przeptywowa

Dalsza cze$¢ badan bedzie prowadzona na grupach, w ktérych wykryto dane cytokiny. Przy uzyciu cytometru
przeptywowego wraz z sorterem zostang wyodrgbnione poszczegélne grupy (subpopulacje) komorek
zawierajace cytokiny. Beda one inkubowane pojedynczo oraz w roéznych konfiguracjach, aby pozna¢ ich
wzajemne oddziatywania. Do hodowli komérkowych dodane beda wykryte cytokiny i po inkubacji zostanie
okreslony ich wplyw na migracje komorek, zywotnos¢, zmiany morfologiczne oraz fagocytoze. Medium po
hodowli komérek zostanie przestane do innego laboratorium w celu zidentyfikowania biatek produkowanych
przez komorki w roznych uktadach. Kolejnym etapem bedzie doktadna identyfikacja biatek owadow
podobnych do cytokin. Po przygotowaniu prob poprzez elektroforeze 2-D, material bedzie wystany do
komercyjnego laboratorium. Na podstawie analizy chromatograficznej i programow bioinformatycznych
zostanie okreslona budowa poszukiwanych biatek.

Zaplanowane badania sg innowacyjne i pozwola na poszerzenie wiedzy w takich dziedzinach nauki jak
entomologia, immunologia oraz cytologia. Cytokiny u ssakow sg dobrze poznane- wiadomo jakie sg ich
funkcje, interakcje i wptyw na poszczegdlne szlaki immunologiczne. U owadéw te mechanizmy nie sg
poznane. Badania zaplanowane w ramach projektu Sonata 15 pozwolg po raz pierwszy tak szeroko spojrzec¢
na to zagadnienie.



