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1. Wstęp

Bakteria Pseudomonas aeruginosa jest drobnoustro-
jem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Natu-
ralnym miejscem występowania tej bakterii są gleba, 
woda, ścieki, powietrze, powierzchnia roślin, orga-
niz my ludzi i zwierząt. Jest groźnym oportunistycznym 
patogenem człowieka. U ludzi z upośledzoną odpor-
nością, wywołuje zakażenia układu oddechowego 
(zwłaszcza u osób z mukowiscydozą), zakażenia ran, 
układu moczowego, kości, stawów, skóry oraz zapale-
nie rogówki. Małe wymagania odżywcze, różnorodne 
mechanizmy oporności na antybiotyki, niewrażliwość 
na stosowane powszechnie środki dezynfekcyjne, łat-
wość rozprzestrzeniania się w środowisku wodnym 

sprawiają, że bakteria P. aeruginosa należy do najpow-
szechniejszych i najgroźniejszych czynników etiologicz-
nych wielu postaci zakażeń szpitalnych. Warunkiem 
efektywnego leczenia infekcji spowodowanych pałeczką 
Pseudomonas jest dokładne poznanie mechanizmów 
odpowiedzialnych za chorobotwórczość tej bakterii.

Patogenne szczepy P. aeruginosa charakteryzują się 
szeregiem mechanizmów i czynników warunkujących 
zjadliwość tego organizmu. Czynniki te można podzie-
lić na związane z powierzchnią komórki bakteryjnej: 
lipopolisacharydy (LPS), fimbrie, rzęski, śluz, lektyny 
oraz uwalniane na zewnątrz komórki: egzotoksynę A, 
egzoenzym S, T, U i Y, enzymy proteolityczne, neura-
minidazę, fosfolipazę hemolityczną i niehemolityczną 
oraz barwnik piocyjaninę. Enzymy proteolityczne 

MODULACJA HUMORALNEJ ODPOWIEDZI
ODPORNOŚCIOWEJ GĄSIENIC GALLERIA MELLONELLA

PRZEZ ENZYMY PROTEOLITYCZNE
BAKTERII PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Mariola Andrejko1*

1 Zakład Immunobiologii, Instytut Biologii i Biochemii, Wydział Biologii i Biotechnologii, UMCS

Wpłynęło w październiku 2015 r.
Zaakceptowano w styczniu 2016 r.

1. Wstęp. 2. Barciak większy (Galleria mellonella) jako organizm modelowy. 3. Wrażliwość gąsienic G. mellonella na zakażenie P. aeruginosa. 
4. Wpływ proteaz P. aeruginosa na reakcje immunologiczne gąsienic G. mellonella. 4.1. Układ oksydazy fenolowej. 4.2. Lizozym (mura mi-
daza, glikohydrolaza mukopeptydowa, EC 3.2.1.17). 4.3. Peptydy o właściwościach przeciwdrobnoustrojowych (peptydy odpor noś ciowe). 
4.4. Apolipoforyna III (apoLp-III). 5. Podsumowanie

Modulation of the humoral immune response in Galleria mellonella larvae by proteolytic enzymes
produced by Pseudomonas aeruginosa

Abstract: The greater wax moth G. mellonella is a useful model organism for investigations of pathogenicity and identification of P. aeruginosa 
virulence factors. Strains differing in the protease profiles elicit different responses of the G. mellonella immune system to infection. The 
immune response depends on the bacterial strain used and the composition of the bacterial culture medium. Proteases in the initial 
phase of infection activate the immune system (involving increased lysozyme synthesis, induction of synthesis of immune peptides and 
metalloproteinase inhibitors, and altered apolipophorin III levels), thereby increasing the antibacterial activity of insect hemolymph. As 
bacteraemia progresses, they overcome the humoral immune response of the host by inhibiting the phenoloxidase activity, degradation 
of immune peptides and apolipophorin III. Different proteases exhibit different involvement in the degradation of key elements of insect 
immune response and/or proteins, while immune peptides display varied sensitivity to proteolytic activity. Elastase B has a double role during 
infection: it is an inducer of immune response (involving induction of antimicrobial peptide synthesis and metalloproteinase inhibitors, 
and increasing expression and activity of lysozyme and the level of apolipophorin III) and a virulence factor involved in the degradation of 
antimicrobial peptides. Increased quantities and activity of lysozyme in the hemolymph of larvae infected with the P. aeruginosa indicates 
that lysozyme is not very sensitive to the activity of bacterial proteases. Induction of synthesis of humoral immune response factors in 
G. mellonella larvae in the presence of metalloproteinases (elastase B) implies the “danger” resistance model in this organism.

1. Introduction. 2. Greater wax moth Galleria mellonella as a model system. 3. Sensitivity of G. mellonella larvae to infection with P. aeru­
gi nosa. 4. Effect of P. aeruginosa proteases on G. mellonella immune response. 4.1. Phenoloxidase system. 4.2. Lysozyme (muramidase, 
muco peptide glycohydrolase, EC2.2.1.17). 4.3. Antimicrobial peptides (immune peptides). 4.4. Apolipophorin-III. 5. Summary

Słowa kluczowe: enzymy proteolityczne Pseudomonas aeruginosa, humoralna odpowiedź immunologiczna Galleria mellonella,
 owad modelowy
Key words: humoral immune response of Galleria mellonella, model host, Pseudomonas aeruginosa proteolytic enzymes



256 MARIOLA ANDREJKO

warunkują inwazyjność i rozprzestrzenianie się pato-
genu (degradacja tkanek, liza komórek), modulację 
mechaniz mów odpowiedzi odpornościowej gospoda-
rza (degradacja czynników immunologicznych, akty-
wacja cytotoksycznych mediatorów gospodarza) a także 
aktywację toksyn bakteryjnych. Pałeczki Pseudomonas 
wytwarzają co najmniej cztery proteazy zewnątrz ko-
mórkowe: elastazę B (LasB), elastazę A (LasA), sery-
nową proteazę IV oraz alkaliczną proteazę [17].

U ludzi elastaza B jest ważnym czynnikiem wiru-
lencji w infekcjach układu oddechowego, zakażeniach 
rogówki, tkanki łącznej i skóry po oparzeniach [64]. 
Uszkodzenie tkanek gospodarza związane jest z degra-
dacją elastyny i kolagenu typu IV jak również z akty-
wacją tkankowych metaloproteaz (MMP’s) [62, 79]. 
Obserwowano ponadto udział tej proteazy w modulacji 
mechanizmów odpowiedzi odpornościowej gospodarza 
przez degradację m.in. immunoglobulin IgA i IgG, bia-
łek surfaktantu SP-A i SP-D, elementów układu dopeł-
niacza (C5a i C3) oraz peptydów antybakteryjnych 
(α-defensyn i LL-37) [61, 78]. Należąca do metalopro-
teaz elastaza A, degraduje elastynę, zwiększa aktywność 
elastolityczną elastazy B poprzez modyfikację substratu, 
dzięki czemu jest zaangażowana w rozwój infekcji 
rogówki i chronicznych infekcji układu oddechowego 
[72]. Serynowa proteaza IV o masie cząsteczkowej 
26 kDa jest aktywna wobec składników układu dopeł-
niacza C3 i C1, immunoglobuliny IgG, plazminogenu, 
fibrynogenu. Enzym ten degraduje również komórki 
nabłonkowe rogówki, przez co stanowi ważny czynnik 
etiologiczny zakażeń rogówki. Alkaliczna proteaza (AP) 
odgrywa istotną rolę w rozwoju zapalenia rogówki, bak-
teriemii, infekcji ucha środkowego, zakażeń układu 
oddechowego u chorych na mukowiscydozę. AP degra-
duje składniki układu dopełniacza C1q i C3, fibryno-
gen, fibrynę, lamininę, jak również interferon (INF-γ) 
i czynnik martwicy nowotworów (TNF-α) [17].

W badaniach patogenności i czynników wirulencji 
bakterii P. aeruginosa stosowane są organizmy mode-
lowe takie jak Caenorhabditis elegans, Drosophila mela­
nogaster oraz coraz częściej barciak większy Galleria 
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae). Ten ostatni orga-
nizm wydaje się być niedoceniany przez wielu badaczy 
choć należy odnotować, że w ciągu 12 lat (od 2000 do 
2012 roku) ponad 7-krotnie wzrosła ilość oryginalnych 
prac dostępnych w bazie Web of Science, opisujących 
badania wirulencji ludzkich patogenów z  użyciem 
gąsienic G. mellonella [29]. Pomimo tego, niewiele jest 
publikacji dotyczących zależności w układzie gospodarz 
(G. mellonella) – patogen (P. aeruginosa). Dokładne 
poznanie mechanizmów patogenezy bakterii P. aerugi­
nosa, jest ważne ze względu na opracowanie skutecz-
nych sposobów unieszkodliwienia tego groźnego pato-
genu. Natomiast poznanie procesów składających się 
na wrodzoną odpowiedź odpornościową owada może 

przyczynić się do odkrycia nowych skutecznych metod 
zwalczania szkodników. Poniższe opracowanie dotyczy 
molekularnych i biochemicznych aspektów interakcji 
tych dwóch organizmów, ze szczególnym uwzględ-
nieniem roli bakteryjnych enzymów proteolitycznych 
w procesie indukowania i przełamywania odpowiedzi 
odpornościowej gąsienic barciaka większego.

2. Barciak większy (Galleria mellonella)
 jako organizm modelowy

Barciak większy w naturalnych warunkach jest 
szkodnikiem pasiek. Jest organizmem kosmopolitycz-
nym, łatwo namnaża się na sztucznych pożywkach 
a  koszty hodowli dużej liczby owadów są niskie. 
Gąsienice mają względnie duży rozmiar (12–20 mm), 
co umożliwia stosunkowo łatwą iniekcję badanych 
patogenów a także pobieranie próbek np. hemolimfy, 
ciała tłuszczowego i in. Znacznym ułatwieniem dla 
eksperymentatora jest możliwość precyzyjnego zaapli-
kowania dokładnej ilości komórek mikroorganizmów, 
miejscowo, per os czy też przez iniekcję, co jest utrud-
nione u większości gospodarzy nie będących ssakami. 
Dodatkową zaletą jest możliwość uzyskania wyni-
ków w  krótkim czasie, nawet w ciągu 24–48  godzin. 
Ponadto, hodowla barciaka w laboratorium może być 
prowadzona w zakresie temperatur od 25 do 37°C, 
co jest istotne ze względu na udowodniony wpływ 
temperatury na wytwarzanie czynników wirulencji 
przez drobnoustroje [19, 36, 45, 83]. Należy podkreś-
lić, że w  ostatnich latach zwrócono uwagę na duże 
podobieństwo strukturalne i funkcjonalne pomiędzy 
wieloma składnikami wrodzonej odporności ssaków 
i  owadów. Dlatego też, użycie bezkręgowców jako 
organizmu modelowego jest wskazane szczególnie 
gdy celem badań są interakcje pomiędzy patogenem 
a wrodzonym układem odpornościowym gospodarza, 
ponieważ owady nie mają odporności nabytej, opar-
tej na limfocytach pamięci immunologicznej, które 
powstały u kręgowców podczas ewolucji. Wirulencja 
wielu patogenów jest podobna u gąsienic G. mellonella 
i  ssaków, włączając człowieka, dlatego też poznanie 
mechanizmów regulujących funkcjonowanie układu 
odpornościowego owadów może dostarczyć cennych 
informacji na temat wrodzonego układu odpornościo-
wego ssaków [45, 50, 83].

Chociaż genom barciaka większego G. mellonella nie 
został dotychczas zsekwencjonowany, w laboratoriach 
na całym świecie coraz chętniej stosuje się gąsienice 
barciaka większego G. mellonella jako alternatywny 
orga nizm modelowy w badaniach:

•	 interakcji	patogen-gospodarz,
•	mechanizmu	patogenezy	drobnoustrojów	(w tym	

mikroorganizmów patogennych dla człowieka), 
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•	 czynników	wirulencji	drobnoustrojów,	
•	 skuteczności	leków	terapeutycznych.
Barciak większy G. mellonella okazał się przydat-

nym modelem mini gospodarza w badaniach infek-
cji patogennymi grzybami, jak również odpowiedzi 
odpornościowej gospodarza po zakażeniu tymi drob-
noustrojami, a także do testowania skutecz ności sub-
stancji przeciwko grzybom [19, 83]. Jak pod kreśla wielu 
autorów, owad ten zapewnia wyjątkową moż liwość 
jednoczesnego zbadania molekularnych mechaniz-
mów patogenności grzybów oraz działania środków 
przeciwgrzybowych. Szczególnie obiecujące rezultaty 
otrzymano stosując gąsienice G. mellonella w badaniach 
infekcji takimi grzybami jak Aspergillus spp., Candida 
spp., Cryptococcus spp. czyli gatunkami ważnymi ze 
względu na szerokie rozprzestrzenienie i  częstość 
występowania zakażeń u ludzi. W większości badań 
stwierdzono znaczącą korelację pomiędzy wirulencją 
tych organizmów u barciaka oraz u modelowych orga-
nizmów ssaków. Należy zaznaczyć, że istotną zaletą 
gąsienic G. mellonella w  przypadku badań infekcji 
patogennymi grzybami jest możliwość wykonywania 
eksperymentów w temperaturze fizjologicznej ssaków, 
co jest niemożliwe w przypadku innych modeli bez-
kręgowych, u których doświadczenia są standardowo 
wykonywane w temperaturze 22–30°C.

Gąsienice G. mellonella są z powodzeniem stoso-
wane do analizowania patogenności drożdży z gatunku 
C. albicans. Na przykład, uszeregowano szczepy Candida 
według wzrastającej zjadliwości w stosunku do gąsie-
nic Galleria, co w dużym stopniu odpowiada wirulencji 
szczepów obserwowanej u ssaków, w tym u człowieka 
[24]. W badaniach tych wykorzystywano m.in. obser-
wacje zmian w gęstości hemocytów występujących 
w  hemolimfie owadów. Otrzymane wyniki sugerują, 
że bakterie patogenne powodują wyraźny spadek ilości 
hemocytów podczas gdy szczepy niepatogenne tylko 
nieznacznie zmieniają ilość tych komórek. Zaobserwo-
wano też, że o stopniu zjadliwości badanych szczepów 
mogą świadczyć zmiany w ekspresji wybranych prze-
ciwdrobnoustrojowych peptydów pojawiających się 
w hemolimfie zakażonego owada. Ponadto wykazano, 
że pre-ekspozycja na drożdże chroni gąsienice przed 
letalną infekcją C. albicans, co jest związane z większą 
ekspresją peptydów przeciwdrobnoustrojowych w orga-
nizmie owada [13, 14]. Wykorzystanie G. mellonella 
pozwoliło zidentyfikować wiele czynników wpływają-
cych na wirulencję mutantów C. albicans [33].

Gąsienice G. mellonella są stosowane w badaniach 
korelacji pomiędzy produkcją toksyn a wirulencją 
grzyba z gatunku A. fumigatus. Na przykład, owady 
stosowano do ustalenia roli gliotoksyny, metabolitu 
który wykazuje immunosupresyjną i apoptotyczną 
aktywność w stosunku do efektorowych komórek 
odpornoś ciowych w warunkach in vitro [74]. Wyka-

zano również, że zjadliwość grzybów wobec gąsienic 
barciaka jest zależna od stadium kiełkowania konidiów, 
co jest związane z różnicami w skuteczności przebiegu 
procesu fagocytozy [75]. 

Stwierdzono, że te same geny ulegają ekspresji w cza-
sie zakażenia grzybem C. neoformans ssaków oraz gąsie-
nic G. mellonella, co może ułatwić badania czynników 
wirulencji in vivo oraz skuteczności terapii przeciwgrzy-
bowej. Można wymienić kilka genów takich jak CAP59, 
GRA1, RAS1, PKA1 uznanych za istotne w procesie 
infekcji ssaków, pełniących jak się okazało podobną rolę 
w interakcji z układem odpornościowym Galleria [83]. 
W jednym z wielu badań dotyczących działania czynni-
ków przeciwgrzybowych, testowano działanie dwu anty-
biotyków amfoterycyny B i flucytozyny do zwalczania 
infekcji C. neoformans. Okazało się, że zastosowanie 
mieszanki antybiotyków jest skuteczniejsze i znacznie 
przedłuża życie gąsienic G. mellonella w  porównaniu 
z terapią z użyciem jednego antybiotyku [65].

Gąsienice Galleria są wrażliwe zarówno na kli-
niczne jak i środowiskowe szczepy grzybów z rodzaju 
Fusarium oraz podobnie jak w przypadku wcześniej 
opisanych gatunków grzybów, zaobserwowano pozy-
tywną korelację w szybkości uśmiercania owadów oraz 
myszy przez ten mikroorganizm. Ponadto okazało się, 
że gąsienice skuteczniej i szybciej zamierają w tempera-
turze 30°C w porównaniu z temperaturą 37°C, dlatego 
też wyciągnięto wniosek, że na efektywność działania 
grzybów Fusarium oprócz takich czynników jak rodzaj 
szczepu, dawka konidiów, którą infekowane są zwie-
rzęta, duży wpływ ma temperatura w jakiej rozwija się 
zakażenie [23].

Barciak większy G. mellonella jest wrażliwy na sze-
reg bakterii patogennych dla człowieka, dlatego też 
jest wykorzystywany w badaniach czynników wiru-
lencji tych mikroorganizmów, oraz do testowania sku-
teczności przeciwbakteryjnej różnych antybiotyków. 
Owad uznany został za alternatywny model organiz-
mu-gospodarza do badania przebiegu infekcji różnych 
gatunków Burkholderia cepacia complex (Bcc). Wyka-
zano związek zmniejszonej wirulencji Bcc ze zwięk-
szoną przeżywalnością gąsienic G. mellonella kiedy 
porównywano odpowiednio zmutowany szczep Bcc 
do szczepu dzikiego [81, 83]. Mutanty B. mallei mające 
mniejszą zjadliwość w przypadku chomików i myszy 
wykazują podobnie obniżoną zjadliwość w  stosunku 
do gąsienic G. mellonella. Ponadto, udało się zidentyfi-
kować trzy nowe geny wirulencji, stąd wykorzystanie 
gąsienic barciaka daje możliwość szybkiej i precyzyjnej 
identyfikacji genów w przypadku B. mallei, B. pseudo­
mallei i innych patogenów [77].

Celem kolejnych przykładowych badań, w których 
stosowane są gąsienice G. mellonella jest analiza 
czynników wirulencji, szczególnie enzymów proteo- 
litycz nych wytwarzanych przez Enterococcus faecalis. 
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Zaobserwowano, że bakteria produkuje metalopro-
teinazy niszczące czynniki układu odpornościowego 
obecne zarówno w hemolimfie barciaka jak i w ludz-
kiej surowicy. Na przykład, pozakomórkowa żelatynaza 
(GelE) degraduje indukowane peptydy odpornościowe 
(cekropiny), które odgrywają kluczową rolę w obronie 
gospodarza we wczesnej fazie zakażenia bakteryjnego. 
Przypuszczalnie GelE może też odgrywać istotną 
rolę w patogenezie enterokoków u ludzi. Natomiast, 
nie stwierdzono wpływu proteaz serynowych (SprE) 
wytwarzanych przez bakterię E. faecalis na skład- 
niki układu odpornościowego zarówno u owadów jak 
i u ludzi [70, 83]. 

Gąsienice G. mellonella wykorzystywane są w bada-
niach patogenezy bakterii Yersinia pseudotuberculosis, 
głównie w badaniach interakcji patogenu z fagocytami. 
Został skonstruowany mutant mający mutacje w genie 
dla dysmutazy ponadtlenkowej (sodC), wykazujący 
większą wrażliwość na nadtlenki w porównaniu ze 
szczepem dzikim. Wykazano, że w temperaturze 37°C, 
bakterie mają obniżoną zdolność do kolonizacji orga-
nizmu owada, podobnie ich działanie jest osłabione 
w  stosunku do myszy. Ponadto, wyniki tych testów 
przyczyniły się do potwierdzenia istotnej roli dysmu-
taz ponadtlenkowych w przełamywaniu odporności 
komórkowej podczas zakażenia zarówno organizmu 
owada jak i ssaka [20].

Kolejnym przykładem zastosowania G. mellonella są 
badania dotyczące przebiegu infekcji bakterii Strepto­
coccus. Autorzy zaobserwowali prawie liniową pozy-
tywną korelację pomiędzy dawkami LD50 tej bakterii 
u  gąsienic G. mellonella oraz u myszy infekowanych 
różnymi klinicznymi szczepami Streptococcus [51, 68].

Gąsienice G. mellonella są też coraz częściej wyko-
rzystywane w badaniach aktywności przeciwbakteryjnej 
różnych antybiotyków wobec wielu bakterii patogen-
nych m.in. Acinetobacter baumanni czy Francisella tula­
rensis. Zamieszczone poniżej przykładowe badania ilu-
strują potencjał G. mellonella jako wygodnego układu do 
wstępnego testowania skuteczności antybiotyków przed 
ich zastosowaniem w modelowych organizmach ssaków. 

Po zainfekowaniu owadów referencyjnym szcze-
pem bakterii A. baumanni zaobserwowano, że liczba 
zabitych gąsienic zależy nie tylko od podanej dawki 
bakterii ale i od poinfekcyjnej temperatury inkubacji. 
W  temperaturze 37°C uzyskano zdecydowanie wyż-
szą śmiertelność owadów niż w temperaturze 30°C. 
Ponadto stwierdzono, że zastosowanie antybiotyków 
mających aktywność in vitro w stosunku do zakażają-
cych szczepów bakterii znacznie wydłużało przeżycie 
gąsienic barciaka w porównaniu z antybiotykami, na 
które bakteria jest oporna [71].

Barciak większy jest stosowany do testowania aktyw-
ności przeciwbakteryjnej antybiotyków w warunkach 
in vivo w przypadku jednego z groźniejszych dla ludzi 

patogenów bakteryjnych Francisella tularensis LVS, bak-
terii będącej przyczyną tularemii. Zastosowanie terapii 
antybiotykami takimi jak ciprofloksacyna, lewofloksa-
cyna oraz streptomycyna przed lub po inokulacji bak-
terii znacznie przedłużało okres przeżycia owadów [11].

Jednymi z pierwszych, którzy opublikowali wyniki 
badań dotyczące patogenezy oraz czynników wirulen-
cji bakterii P. aeruginosa, w których użyte zostały gąsie-
nice barciaka byli m.in. Aston i wsp. [12], Chad wick 
i Aston [18], Lysenko [47–48, 52–55], Lysenko i Kučera 
[56] Niszczenie hemocytów w hemolimfie G. mello­
nella przez proteinazę P. aeruginosa zaobserwowali 
Madziara-Borusewicz i Lysenko [58]. Należy jeszcze 
wspomnieć o badaniach dotyczących toksyczności 
proteazy P. aeruginosa dla gąsienic barciaka oraz bada-
niach, w których wykazano różnice w patogen ności 
mutantów LPS P. aeruginosa [32, 44]. 

W ostatnich latach coraz częściej, stosuje się gąsie-
nice G. mellonella w badaniach dotyczących mecha-
nizmów patogenezy bakterii P. aeruginosa. Między 
innymi, zaobserwowano korelację pomiędzy wzrostem 
wartości dawki LD50 oszacowanej na podstawie śmier-
telności gąsienic barciaka większego a zwiększoną prze-
żywalnością myszy zakażonych różnymi mutantami 
klinicznego szczepu Pseudomonas (PA14) [43]. 

Inni badacze stosują gąsienice G. mellonella w bada-
niach dotyczących roli oraz komponentów systemu 
sekre cji typu III (TTSS) w patogenezie P. aeruginosa. 
Stwier dzono m.in. że główną rolę w zabijaniu bar-
ciaka odgrywają białka efektorowe ExoT i  ExoU, 
które wykazują również toksyczność w stosunku do 
ko mórek jajnika chomika chińskiego linii komórkowej 
CHO [63]. Gąsienice G. mellonella stosowane są rów-
nież jako model badawczy do wyjaśnienia fizjologicz-
nych aspektów interakcji gospodarz-patogen (G. mello­
nella – P. aeruginosa) a także procesów składających się 
na wrodzoną odpowiedź odpornościową owada [3–10]. 
Praca ta powstała w dużym stopniu w oparciu o bada-
nia własne, wskazujące na przydatność tego organizmu 
do testowania zjadliwości jak i identyfikacji czynników 
wirulencji Pseudomonas. 

3. Wrażliwość gąsienic G. mellonella na zakażenie
 P. aeruginosa

Zakażenie gąsienic G. mellonella bakteriami P. aeru­
ginosa (LD50 wynosi 10–20 komórek) powoduje śmierć 
osobników po 38–40 godzinach od infekcji. Zamarłe 
gąsienice są silnie zmelanizowane, tracą turgor oraz nie-
kiedy integralność. Zaobserwowano również destrukcję 
tkanek i organów wewnętrznych. Po zakażeniu entomo-
patogennym szczepem Pseudomonas wytwarzającym 
barwnik – piocyjaninę, owady przybierają charaktery-
styczne niebieskozielone zabarwienie. 
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Należy zaznaczyć, że gąsienice przeżywają zakażenie 
bardzo dużymi dawkami (nawet 6 × 108) saprofitycznej 
bakterii E. coli, ponadto w tych warunkach następuje 
aktywacja układu odpornościowego owada. Po infek-
cji bakterią P. aeruginosa również następuje induk-
cja odpowiedzi odpornościowej, ale zaobserwowano 
wyraźne różnice w kinetyce pojawiania się i zanikania 
aktywności przeciwbakteryjnej w hemolimfie owadów 
zakażonych bakteriami saprofitycznymi i entomopato-
gennymi. Po zakażeniu gąsienic bakterią E. coli aktyw-
ność przeciwbakteryjna pojawia się już po 5 godzinach, 
natomiast po iniekcji bakterii P. aeruginosa aktywność 
jest wykrywana dopiero po 9  godzinach zakażenia. 
Maksymalną aktywność w przypadku entomopatogena 
obserwuje się po 18 godzinach, po czym następuje dra-
styczny spadek aktywności, aż do całkowitego jej zaniku 
po około 38  godzinach od zakażenia. W przypadku 
bakterii E. coli najwyższą aktywność notuje się zwykle 
po około 30 godzinach i na podobnym poziomie utrzy-
muje się w kolejnych godzinach po infekcji (rys. 1). 

Na podstawie powyższych obserwacji można 
wywnioskować, że w ciągu pierwszych godzin zaka-
żenia owadów bakterią P. aeruginosa, podobnie jak 
w przypadku E. coli, następuje aktywacja reakcji obron-
nych gospodarza. Następnie w miarę rozwoju infekcji, 
dochodzi do przełamania tych reakcji i  ten etap jest 
charakterystyczny tylko dla zakażenia bakterią entomo-
patogenną. Zaobserwowano również, że w czasie trwa-
nia infekcji wyraźnie wzrasta poziom aktywności pro-
teolitycznej w hemolimfie owada. Pojawia się w takim 
razie pytanie, jaką rolę w modulacji reakcji obronnych 
owada odgrywają enzymy proteolityczne?

Toksyczność płynów pohodowlanych zawierają-
cych zewnątrzkomórkowe proteazy P. aeruginosa, dla 
gąsienic barciaka uzależniona jest od rodzaju podłoża, 

w którym namnażane są bakterie. Wartości średnich 
dawek śmiertelnych (LD50) płynów pohodowlanych 
pochodzących z podłoża minimalnego – M9, okazały 
się kilkudziesięciokrotnie mniejsze w porównaniu do 
dawek LD50 płynów pohodowlanych pochodzących 
z podłoża LB. Znacznie bardziej toksyczne są superna-
tanty zawierające alkaliczną proteazę, w porównaniu do 
tych zawierających głównie elastazę B, co może wska-
zywać na istotną rolę alkalicznej proteazy w przełamy-
waniu mechanizmów obronnych owada [9]. Nie można 
jednak wykluczyć obecności innych czynników w pły-
nie pohodowlanym, które mogą dodatkowo zwiększać 
toksyczność tych preparatów. Na przykład, Miyata i wsp. 
[63] podkreślają znaczącą rolę ADP-rybozylotransferazy 
(ExoT) i  fosfolipazy (ExoU) P. aeruginosa w zabijaniu 
gąsienic G. mellonella. Należy podkreślić, że wytwarza-
nie elastazy B oraz alkalicznej proteazy zarówno przez 
szczep entomopatogenny jak i kliniczne szczepy P. aeru­
ginosa potwierdzono w warunkach in vivo, w zakażo-
nych gąsienicach G. mellonella, co wyraźne sugeruje, że 
te dwa czynniki wirulencji pełnią istotną rolę podczas 
infekcji bakterią P. aeruginosa. Analiza PCR potwier-
dziła obecność genu lasB kodującego elastazę B oraz 
genu aprA kodującego alkaliczną proteazę w genomach 
wszystkich badanych szczepów P. aeruginosa [8, 9].

4. Wpływ proteaz Pseudomonas aeruginosa
 na reakcje odpornościowe Galleria mellonella

Owady wykształciły bardzo sprawnie działający 
układ odpornościowy, zapewniający wysoką skutecz-
ność obrony przeciwzakaźnej, składający się z  zew-
nętrznych barier ochronnych, do których należą ba- 
riery fizykochemiczne i odporność behawioralna, oraz 
z wewnętrznych mechanizmów odpowiedzi odporno-
ściowej (odpowiedź komórkowa i  humoralna) [37]. 
Oparta na nieswoistej odpowiedzi odpornościowej 
reakcja owada na zakażenie patogenem, wykazuje 
wiele elementów wspólnych z występującą u człowieka. 
U kręgowców możemy wyróżnić dwa typy odporności: 
wrodzoną oraz nabytą, podczas gdy bezkręgowce jako 
filogenetycznie starsze dysponują tylko dobrze rozwi-
niętym układem odporności wrodzonej, nie wytwarzają 
przeciwciał jak również komórek o charakterze limfo-
cytów. Jednakże uzyskane w ostatnich latach wyniki 
badań sugerują możliwość specyficznego rozpozna-
wania patogenów oraz funkcjonowanie mechanizmów 
pamięci immunologicznej u owadów i innych bezkrę-
gowców, co może świadczyć o istnieniu alternatywnych 
mechanizmów odporności [25].

W badaniach przeprowadzonych w warunkach 
in vivo wykazano, że szczepy P. aeruginosa, charakte- 
ryzujące się odmiennym profilem enzymów proteo-
litycznych, wywołują zróżnicowaną reakcję układu 

Rys. 1. Porównanie aktywności przeciwbakteryjnej hemolimfy 
gąsienic G. mellonella po zakażeniu entomopatogennym szcze-
pem ATCC 27853 P. aeruginosa lub bakterią saprofityczną E. coli. 
Aktywność przeciwbakteryjną oznaczano metodą dyfuzji radialnej 
w podłożu agarowym zawierającym bakterię wskaźnikową E. coli 
D31. Hemolimfa była zbierana po czasie od podania komórek bak-

terii wskazanym na wykresie. Średnia ± SD.
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odpornościowego G. mellonella w odpowiedzi na infek-
cję tymi bakteriami. Końcowy efekt zakażenia w każdym 
przypadku jest jednakowy, bakterie powodują śmierć 
owada po około 38–40 godzinach od iniekcji, jednak 
zaobserwowano znaczne różnice w przebiegu odpowie-
dzi odpornościowej, zależne od użytego szczepu P. aeru­
ginosa oraz od składu podłoża, w którym bakterie są 
hodowane [8]. Inni autorzy wykazali, że kliniczne izo-
laty P. aeruginosa różnią się ekspresją elastazy B i alka-
licznej proteazy [80, 90]. Ponadto, odmienne czynniki 
wirulencji są wytwarzane w zależności od miejsca czy 
też czasu trwania infekcji [76]. Ekspresja wielu czynni-
ków zjadliwości, takich jak: elastaza B (lasB), elastaza A 
(lasA), proteaza alkaliczna (aprA) jest regulowana przez 
systemy quorum sensing (QS). Komórki P. aeruginosa 
dysponują dwoma systemami QS homologicznymi 
do LuxR1: system las obejmujący białka LasR i Las1 
i system rhl obejmujący białka RhlR i Rhl1 [89]. Duan 
i  Surette [31] wykazali, że poziom ekspresji składni-
ków systemu quorum sensing jest zależny od warunków 
wzrostu, wpływając tym samym na ekspresję czynni-
ków zjadliwości regulowanych przez ten system np. eks-
presja genu aprA w podłożu M9 zaczyna się już w fazie 
logarytmicznej podczas gdy w bogatym podłożu LB we 
wczesnej fazie stacjonarnej. 

Odpowiedź humoralna u owadów indukowana jest 
w  wyniku zranienia lub zakażenia organizmu. Obej-
muje głównie działanie składników rozpuszczonych 
w hemolimfie, do których zalicza się między innymi, 
układ oksydazy fenolowej, lizozym, peptydy odpornoś-
ciowe oraz inne białka, które oprócz podstawowych dla 
nich funkcji biorą udział w reakcjach obronnych orga-
nizmu, jak np. apolipoforyna III.

4.1. Układ oksydazy fenolowej

Aktywacja układu oksydazy fenolowej jest jedną 
z najszybszych reakcji immunologicznych organizmu 
owada. W układ zaangażowana jest oksydaza fenolowa 
typu lakazy, która bierze udział w procesach ciemnienia 
i twardnienia oskórka oraz gojenia ran, oraz oksydaza 
fenolowa typu tyrozynazy (fenolaza), która uczestniczy 
w rozpoznawaniu ciał obcych, tworzeniu toksycznych 
chinonów oraz zmelanizowanych otoczek w trakcie 
inkapsulacji. Aktywacja proPO następuje w rezultacie 
uruchomienia kaskady enzymów proteolitycznych, 
określanej jako układ oksydazy fenolowej lub system 
profenolooksydazy. Układ oksydazy fenolowej jest 
zespołem reakcji biochemicznych zależnych od jonów 
Ca+2, w które zaangażowane są przynajmniej dwie pro-
teazy serynowe. Końcową reakcją systemu proPO jest 
konwersja profenoloksydazy do formy aktywnej drogą 
ograniczonej proteolizy. 

Wpływ patogenów na układ oksydazy fenolowej 
owada może przybierać różne formy. U gąsienic G. mel­

lonella zainfekowanych nicieniem Steinernema feltiae 
obserwowano zmniejszenie aktywności układu profeno-
looksydazy (proPo) [15]. Natomiast owadobójcze białka 
produkowane przez Gram-ujemne bakterie Xenorhab­
dus spp., symbionta entomopatogennych nicieni, akty-
wują układ proPO prowadząc do intensywnego tworze-
nia melaniny i w konsekwencji do śmierci owadów [91].

U gąsienic G. mellonella zainfekowanych bakterią 
P. aeruginosa pojawiają się brunatne plamy na po- 
wierzchni ciała świadczące o aktywacji układu feno-
looksydazy, który prowadzi do całkowitej melanizacji 
ciała w momencie śmierci. Stwierdzono, że szczepy 
Pseudomonas indukują wzrost aktywności układu 
profenolooksydazy w hemolimfie, ale zarówno poziom 
jak i kinetyka tych zmian wyraźnie zależą od użytego 
do infekcji szczepu bakteryjnego. W przypadku bak- 
terii produkujących alkaliczną proteazę, notuje się 
wyraźny wzrost poziomu aktywności enzymu już 
w  pierwszych 6  godzinach od zakażenia. Następnie, 
wraz z rozwojem bakteriemii w hemolimfie następuje 
stopniowy spadek aktywności oksydazy fenolowej. 
Warto wspomnieć, że poziom aktywności enzymu 
w hemolimfie gąsienic G. mellonella immunizowanych 
zabitymi wysoką temperaturą komórkami P. aeruginosa 
okazał się zdecydowanie wyższy (nawet 4,5-krotnie) niż 
po iniekcji żywych bakterii [8]. 

Wiadomo, że warunki środowiskowe regulują 
ekspresję wielu czynników zjadliwości, dzięki czemu 
bakteria szybko adaptuje się do zmian otoczenia, na 
przykład wytwarzanie przez bakterię egzotoksyny  A, 
elastazy  B i alkalicznej proteazy jest uzależnione od 
obecności żelaza [82]. Zastosowanie do hodowli bak-
terii podłoży znacznie różniących się składem (bogate 
– LB lub minimalne – M9) może wywoływać zmiany 
składników powierzchniowych komórki, włącznie 
z czynnikami wirulencji, co z kolei może utrudniać pra-
widłowe rozpoznanie bakterii przez układ odpornoś-
ciowy G. mellonella oraz spowodować odmienną reak-
cję układu profenolooksydazy. Rozpoznanie ciał obcych 
w zainfekowanym organizmie jest istotnym elementem 
odpowiedzi odpornościowej. U owadów w rozpozna-
nie immunologiczne zaangażowane są receptory PRR 
(pattern recognition receptors) układu odpornościo-
wego gospodarza, które rozpoznają powierzchniowe 
determinanty o  określonej strukturze molekularnej 
(PAMPs, pathogen associated molecular patterns, 
wzorce molekularne związane z patogenami) zlokali-
zowane w ścianach komórkowych mikroorganizmów. 
Można przypuszczać, że wpływ na aktywność systemu 
proPO jest jednym z mechanizmów stosowanych przez 
bakterię P. aeruginosa do przełamywania odpowiedzi 
odpornościowej zainfekowanych owadów. Natomiast, 
wykryte różnice w kinetyce i poziomie aktywności 
oksydazy, zależne od szczepu bakteryjnego zakaża- 
jącego owada, mogą sugerować że bakteria P. aerugi­ 
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nosa wykorzystuje podczas patogenezy różne czynniki 
wirulencji i/lub różne strategie przełamywania odpor-
ności gospodarza [8].

4.2. Lizozym (muramidaza, glikohydrolaza
 mukopeptydowa, EC 3.2.1.17)

Innym składnikiem hemolimfy owada, którego 
poziom i aktywność wzrasta podczas zakażenia bak-
teryjnego jest lizozym. Enzym wykazuje aktywność 
bakteriolityczną – degraduje peptydoglikan, budu-
jący ścianę komórkową bakterii poprzez hydrolizę 
wiązania β-1,4-glikozydowego. Lizozym G. mellonella 
wywiera działanie w stosunku do żywych i martwych 
bakterii, zarówno Gram-dodatnich jak i  niektórych 
Gram-ujemnych oraz grzybów [42, 84]. Jest białkiem 
odpornościowym konstytutywnie obecnym w hemo-
limfie na niskim poziomie a jego aktywność wzra-
sta gwałtownie po zakażeniu i immunizacji [60, 92]. 
W oparciu o doświadczenia wykonane z użyciem EWL 
stwierdzono, że lizozym G. mellonella wykazuje syner-
gistyczne działanie z niektórymi peptydami przeciw-
bakteryjnymi i apolipoforyną III, obecnymi w hemo-
limfie owada. Aktywność muramidazowa lizozymu 
ułatwia dostęp peptydów antybakteryjnych do błony 
komórkowej bakterii [95, 96]. Obserwowano również, 
że w obecności lizozymu bakteria E. coli staje się bar-
dziej wrażliwa na attacyny, cekropiny i defensyny [34].

Podczas zakażenia gąsienic G. mellonella bakterią 
P. aeruginosa zmiany poziomu aktywności lizozymu 
w  hemolimfie są zależne od użytego do zakażenia 
szczepu oraz od stosowanej do hodowli drobnoustro-
jów pożywki. Iniekcja owadom bakterii produkują-
cych elastazę B jak również szczepów wytwarzających 
zarówno elastazę B jak i elastazę A i proteazę IV, powo-
duje początkowo wyraźny spadek, a po około 12 godzi-
nach od infekcji wzrost aktywności lizozymu (nawet 
2-krotny w  porównaniu do aktywności w  hemolim-
fie owadów niezakażonych). W przypadku szczepów 
wytwarzających alkaliczną proteazę aktywność bak-
teriolityczna nie wykazuje istotnych zmian w porów-
naniu z poziomem kontrolnym Zaobserwowany spa-
dek aktywności lizozymu w pierwszych godzinach od 
zakażenia może być spowodowany mobilizacją układu 
odpornościowego, a tym samym zaangażowaniem lizo-
zymu w różne mechanizmy przeciwzakaźne [8].

Wyniki badań wskazują, że wzrost aktywności lizo - 
zymu jest skorelowany ze wzrostem jego poziomu 
w hemolimfie zainfekowanych owadów. Po 18–30 godzi- 
nach infekcji obserwowano nawet ponad 60% wzrost 
stężenia lizozymu w hemolimfie, w porównaniu z nie-
zakażonymi owadami kontrolnymi. Dopiero po około 
42 godzinach następuje stopniowy spadek stężenia lizo-
zymu, co można tłumaczyć zahamowaniem biosyntezy 
enzymu spowodowanym intensywnym rozwojem bak-

teriemii P. aeruginosa w hemolimfie zakażonych gąsie-
nic [5]. Stężenie lizozymu w hemocytach i ciele tłuszczo-
wym gąsienic G. mellonella zainfekowanych szczepem 
entomopatogennym P. aeruginosa, stopniowo wzrasta 
a następnie po 24–30 godzinach, ulega zmniejszeniu, 
co może być rezultatem intensywnej sekrecji tego białka 
z miejsca syntezy do hemolimfy, jak również osłabienia 
funkcji ciała tłuszczowego spowodowane rozprzestrze-
niającą się infekcją bakteryjną Wzrost zarówno stężenia 
jak i aktywności lizozymu w hemolimfie gąsienic zaka-
żonych bakterią P. aeruginosa wskazuje, że enzym ten 
jest mało wrażliwy na działanie proteaz wytwarzanych 
przez bakterię podczas patogenezy [5].

Z danych literaturowych wiadomo, że metalopro-
teazy wytwarzane przez mikroorganizmy patogenne 
funkcjonują nie tylko jako czynniki wirulencji, ale 
również mogą uczestniczyć w mechanizmach indukcji 
odpowiedzi odpornościowej gospodarza [1]. Elastaza B 
P. aeruginosa, należąca do rodziny metaloproteaz 
podobnych do termolizyny, okazała się doskonałym 
induktorem odpowiedzi odpornościowej G. mellonella 
powodując m.in. wzrost aktywności i poziomu lizo-
zymu. Jednak na podstawie uzyskanych wyników nie 
można stwierdzić czy jest to spowodowane zwiększoną 
sekrecją białka z miejsc syntezy, jakimi są komórki ciała 
tłuszczowego i hemocyty, czy może ze zwiększoną eks-
presją lizozymu [4]. Należy zaznaczyć, że w ekspery-
mentach in vitro, po ekspozycji hemolimfy owadów na 
działanie enzymów proteolitycznych, wytwarzanych 
przez różne szczepy P. aeruginosa, aktywność lizozymu 
nie ulega zmianie i pozostaje na poziomie kontrolnym. 
Te obserwacje mogą wskazywać na obecność w hemo-
limfie, inhibitorów hamujących aktywność proteaz. 
Obecność w  hemolimfie G. mellonella inhibitorów, 
które są aktywne przeciwko metaloproteazom (IMPI) 
jak również serynowym proteazom (ISPI) obserwowali 
m.in. Wedde i wsp. [85] oraz Fröbius i wsp. [35]. IMPI’s 
wykazują aktywność w stosunku do metaloproteaz 
z rodziny M4 wytwarzanych przez bakterie patogenne 
jako czynniki wirulencji m.in. w stosunku do elastazy B 
P. aeruginosa [22]. Po iniekcji gąsienicom barciaka ela-
stazy B następuje indukcja syntezy inhibitorów hamu-
jących aktywność metaloproteaz na porównywalnym 
poziomie do termolizyny [4]. 

Frakcje proteolityczne, które wykazują nieznaczną 
aktywność w warunkach in vitro przeciwko lizozy-
mowi, zawierają przede wszystkim alkaliczną proteazę, 
co może sugerować, że właśnie ten enzym jest zaan-
gażowany w degradację lizozymu, wymaga to jednak 
potwierdzenia w dalszych badaniach. Natomiast prote-
aza serynowa P. aeruginosa – proteaza IV, nie powoduje 
degradacji lizozymu w warunkach in vitro, pomimo 
tego, że enzym zawiera w swojej strukturze 13  reszt 
lizyny, które mogą stanowić potencjalne miejsca cięcia 
dla tej proteazy [3].



262 MARIOLA ANDREJKO

4.3. Peptydy o właściwościach przeciwdrobno-
 ustrojowych (peptydy odpornościowe)

W humoralnej odpowiedzi odpornościowej owa-
dów, kluczową rolę odgrywają peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe (AMP’s), które są aktywowane bądź syn-
tetyzowane de novo głównie w ciele tłuszczowym 
i hemocytach, skąd są wydzielane do hemolimfy zaka-
żonych gąsienic. Peptydy o właściwościach przeciw-
drobnoustrojowych to zazwyczaj niewielkie cząsteczki 
o charakterze kationowym, zawierające 12–50 amino-
kwasów o masie cząsteczkowej od 3 do 10 kDa. Peptydy 
oddziałują na ujemnie naładowaną błonę komórkową 
bakterii, prowadząc do utworzenia w niej kanałów 
i  depolaryzacji a nawet fragmentacji, czego efektem 
jest śmierć drobnoustroju. Każdy gatunek wytwarza 
zazwyczaj zestaw peptydów odpornościowych zróżni-
cowanych pod względem właściwości biochemicznych 
i  spektrum aktywności. U G. mellonella poznano jak 
dotąd kilkanaście peptydów przeciwdrobnoustrojo-
wych. Są wśród nich peptydy α-helikalne (cekropiny A 
i  D, moricyny), peptydy o strukturze stabilizowanej 
mostkami disiarczkowymi (defensyny, gallerimycyna), 
peptydy bogate w  prolinę, peptydy bogate w glicynę 
(gloweryny) a także peptydy anionowe [16, 26, 41, 46, 
49, 59, 67, 88]. Różnice w zestawie peptydów i kinetyce 
ich pojawiania się w hemolimfie gąsienic G. mellonella 
obserwowano po zakażeniu owadów różnymi bakte-
riami i grzybami [60].

W wyniku zakażenia gąsienic bakteriami P. aeru­
ginosa, następuje indukcja syntezy peptydów odpor-
nościowych, podobnie jak po iniekcji do hemocelu 
komórek saprofitycznej bakterii E. coli. W hemolimfie 
gąsienic obserwowano pojawienie się aktywności prze-
ciwbakteryjnej, ale czas pojawienia się oraz poziom tej 
aktywności jest wyraźnie zależny od użytego do infek-
cji szczepu Pseudomonas. Zdecydowanie najlepszym 
induktorem aktywności przeciwbakteryjnej w hemo-
limfie okazała się bakteria entomopatogenna (ATCC 
27853), wytwarzająca cztery proteazy wykorzystywane 
jako czynniki wirulencji. Najwyższy poziom aktyw-
ności, odpowiadający 20 μM cekropiny B, oceniony 
metodą dyfuzyjną na podstawie strefy zahamowania 
wzrostu bakterii wskaźnikowej E. coli, stwierdzono 
w hemolimfie gąsienic po 18 godzinach infekcji. Nato-
miast, szczepy kliniczne P. aeruginosa wytwarzające 
przede wszystkim alkaliczną proteazę, mało efektywnie 
indukują syntezę peptydów odpornościowych u zain-
fekowanych owadów. Należy zaznaczyć, że aktywność 
przeciwbakteryjna indukowana obecnością w  hemo-
limfie bakterii patogennej P. aeruginosa okazała się 
zdecydowanie niższa w porównaniu z  aktywnością 
obserwowaną po zakażeniu owadów bakterią saprofi-
tyczną E. coli. Ponadto, w przypadku saprofita aktyw-
ność przeciwbakteryjna pozostaje na wysokim pozio-

mie nawet po 48 godzinach po iniekcji bakterii do jamy 
ciała owada. Natomiast, po zakażeniu patogenem nie 
obserwuje się aktywności przeciwko E. coli w hemo-
limfie owadów, już po 30 godzinach [7, 8]. Pojawienie 
się aktywności przeciwbakteryjnej w hemolimfie jest 
związane z syntezą peptydów o masie poniżej 6,5 kDa. 
Udział poszczególnych proteaz P. aeruginosa w induk-
cji peptydów odpornościowych w hemolimfie barciaka 
większego wymaga szczegółowych badań. Dotychczas 
udało się wykazać, że stymulacja humoralnej reakcji 
obronnej gąsienic G. mellonella, m.in. poprzez zwięk-
szenie aktywności przeciwbakteryjnej w hemolimfie na 
skutek indukcji syntezy peptydów odpornościowych ma 
miejsce po iniekcji do hemocelu owada elastazy B [7, 8].

Badania przeprowadzone na gąsienicach G. mello­
nella i D. melanogaster dowiodły, że obecność enzymów 
proteolitycznych jest odbierana przez organizm gospo-
darza jako „sygnał zagrożenia”. W wyniku aktywności 
proteinaz endo- i egzogennych w hemolimfie powstają 
fragmenty peptydowe mające zdolność do indukcji syn-
tezy humoralnych czynników odpowiedzi immunolo-
gicznej. Proteinazy biorą też udział w bezpośredniej 
aktywacji kaskad sygnałowych indukujących syntezę 
peptydów odpornościowych. U  G. mellonella stwier-
dzono, że w  wyniku działania termolizyny, znanego 
induktora mechanizmów odpowiedzi odpornościowej, 
wytwarzane są fragmenty peptydowe (o masie cząstecz-
kowej < 3 kDa) wykazujące zdolność do indukcji humo-
ralnych czynników odpowiedzi odpornościowej [39]. 
Substratem dla metaloproteinaz jest kolagen typu IV [2].

Wiadomo, że czynniki wirulencji takie jak enzymy 
proteolityczne, wytwarzane przez bakterie podczas 
zakażenia, niszczą przede wszystkim struktury ciała 
owada bądź osłabiają lub niszczą komórkowe i humo-
ralne odczyny obronne. Na przykład, selektywna degra-
dacja cekropin i  attacyn w  hemolimfie Hyalophora 
cecropia zachodzi pod wpływem proteaz wytwarza-
nych przez bakterie B. thuringiensis [28] jak również 
przez bakterie Xenorhabdus nematophilus związane 
mutualistycznie z nicieniami Steinernema carpocapsae 
[38]. Proteazy produkowane przez takie patogeny jak 
P. aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, 
Streptococcus pyogenes degradują peptydy przeciwbak-
teryjne występujące u człowieka, LL-37 i α-defensyny 
[78]. W przypadku gąsienic G. mellonella zakażonych 
bakterią P. aeruginosa wyraźny spadek aktywności prze-
ciwbakteryjnej w hemolimfie owadów po 30 godzinach 
infekcji, może być rezultatem proteolitycznej degrada-
cji peptydów spowodowanej przez enzymy wytwarzane 
przez tę bakterię w czasie patogenezy [8].

Wrażliwość peptydów przeciwbakteryjnych Galleria 
na proteazy produkowane przez P. aeruginosa udowod-
niono w warunkach in vitro. Na przykład, aktywność 
przeciwbakteryjna w  hemolimfie immunizowanych 
owadów jest całkowicie hamowana po ekspozycji na 
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płyny pohodowlane zawierające cztery enzymy pro-
teolityczne (elastaza A, elastaza B, proteaza IV i alka-
liczna proteaza) produkowane przez szczep entomopa-
togenny P. aeruginosa. Natomiast, bakterie hodowane 
w  podłożu minimalnym M9 i wytwarzające w  tych 
warunkach głównie alkaliczną proteazę, mają mniejszy 
wpływ na aktywność przeciwbakteryjną, co wskazuje, 
że ten enzym tylko w niewielkim stopniu wpływa na 
degradację peptydów odpowiedzialnych za aktywność 
przeciwbakteryjną w hemolimfie zakażonych owadów 
[9, 10]. Jednym z enzymów wytwarzanych przez więk-
szość szczepów P. aeruginosa jest elastaza B i udział tej 
metaloproteazy w degradacji peptydów odpornościo-
wych G. mellonella został potwierdzony w warunkach in 
vitro. Wstępnie ustalono również, że w tych warunkach 
peptydy przeciwbakteryjne nie są degradowane przez 
serynową proteazę IV [7, 8].

Przedstawione wyniki badań wskazują na zróżnico-
wane zaangażowanie proteaz P. aeruginosa w degradację 
peptydów odpornościowych i/lub na różną wrażliwość 
peptydów na proteolityczną aktywność badanych enzy-
mów. Można również wnioskować, że pojawienie się 
bakterii patogennej w hemocelu owada jest sygnałem 
dla układu odpornościowego gospodarza do urucho-
mienia reakcji obronnej. Wydaje się, że w procesie 
patogenezy enzymy proteolityczne mogą odgrywać 
odmienną rolę, co zostało wykazane na przykładzie ela-
stazy B, w początkowej fazie infekcji powodują aktywa-
cję układu odpornościowego, tym samym zwiększając 
aktywność przeciwbakteryjną hemolimfy zakażonego 
owada, następnie w miarę postępującej bakteriemii, 
mogą degradować niektóre białka/peptydy np. peptydy 
odpornościowe. 

4.4. Apolipoforyna III (apoLp-III)

Apolipoforyna jest ważnym składnikiem hemolimfy 
owadów zaangażowanym w transport lipidów, aktywa-
cję układu odpornościowego, rozpoznawanie deter-
minant molekularnych drobnoustrojów oraz w pro-
cesie apoptozy [69, 94]. ApoLp-III należy do rodziny 
wymiennych apolipoprotein opisanych zarówno u krę-
gowców jak i bezkręgowców. Cechą wspólną tych białek 
jest obecność w strukturze cząsteczki amfipatycznych 
α-helis [66]. Synteza apoLp-III u owadów zachodzi 
głównie w ciele tłuszczowym, skąd białko jest uwal-
niane do hemolimfy. Wiadomo, że apoLp-III wiąże 
kwasy lipotejchojowe (LTA), które są składnikami ścian 
komórkowych bakterii Gram-dodatnich, lipopolisa-
charyd (LPS) bakterii Gram-ujemnych, β-1,3-glukan 
obecny w ścianie komórkowej drożdży oraz uczestniczy 
w ich detoksykacji [40, 57, 73, 87]. ApoLp-III wykazuje 
również aktywność przeciwbakteryjną [86, 93]. 

Poziom apoLp-III w hemolimfie barciaka znacznie 
wzrasta po zakażeniu bakteriami Gram-ujemnymi, 

takimi jak E. coli i Klebsiella pneumoniae, czy też bak-
terią Gram-dodatnią Micrococcus luteus [93]. Dane 
literaturowe wskazują, ze białko to zwiększa aktywność 
bakteriolityczną lizozymu oraz bierze udział w aktywa-
cji syntezy peptydów przeciwdrobnoustrojowych [30]. 
ApoLp-III może współpracować z peptydami odpor-
nościowymi zwiększając ich skuteczność w zwalczaniu 
drobnoustrojów, wzmacniać odpowiedź komórkową 
(fagocytoza i  enkapsulacja) oraz aktywować kaskadę 
oksydazy fenolowej. Wyniki badań wskazują, że trzy 
czynniki obecne konstytutywnie w hemolimfie G. mel­
lonella, takie jak apoLp-III, lizozym oraz peptyd anio-
nowy 2 (jeden z peptydów przeciwbakteryjnych), dzia-
łają synergistycznie przeciwko bakteriom. Wydaje się 
że, apoLp-III zwiększa enzymatyczną aktywność lizo-
zymu, podczas gdy peptyd stymuluje nie-enzymatyczną 
aktywność enzymu [96].

W warunkach in vitro zaobserwowano wyraźną 
degradację apoLp-III gąsienic G. mellonella, po inku-
bacji hemolimfy owada z płynami pohodowlanymi 
bakterii entomopatogennej P. aeruginosa. W tym przy-
padku, zmniejszenie ilości białka a nawet jego całkowita 
degradacja jest prawdopodobnie związane z działaniem 
proteazy serynowej – proteazy typu IV. ApoLp-III jest 
degradowana stopniowo, o czym świadczy pojawienie 
się w hemolimfie czterech produktów o masie cząstecz-
kowej  15, 13,3, 11,9 oraz 9,5  kDa (po 30  minutach) 
oraz tylko pojedynczego produktu degradacji o masie 
5,6 kDa – po 60 minutach inkubacji. Analiza sekwen-
cji peptydu wykazała, że produkt ten stanowi fragment 
apoLp-III licząc od 71 aminokwasu dojrzałego białka. 
Wyniki te wyraźnie wskazują, że apoLp-III G. mello­
nella jest substratem dla proteazy serynowej P. aerugi­
nosa, która hydrolizuje białka po karboksylowej stro-
nie lizyny. Analiza strukturalna apoLp-III uwidoczniła 
obecność 8 reszt lizyny na N-końcu (reszty 1–70) oraz 
9 reszt na C-końcu (118–163), które są potencjalnymi 
miejscami cięcia dla proteazy IV. Fragment cząsteczki 
od 71 do 117 aminokwasu nie zawiera reszt lizyny 
a obliczona teoretycznie masa cząsteczkowa tego frag-
mentu wynosi około 5,515 kDa [3, 9, 10].

Po zakażeniu owada entomopatogenną bakterią 
P. aeruginosa, wraz z czasem trwania infekcji, zmienia 
się poziom apoLp-III w hemolimfie, hemocytach oraz 
w  ciele tłuszczowym gąsienic G. mellonella. Spadek 
ilości apoLp-III w hemocytach i ciele tłuszczowym, ob- 
serwowany odpowiednio po 3,5 oraz 24 godzinach od 
zakażenia, jest prawdopodobnie rezultatem intensyw-
niejszej sekrecji tego białka do hemolimfy, gdzie bierze 
udział w odpowiedzi odpornościowej. W hemolimfie, 
w krótkim czasie po infekcji, poziom apoLp-III wzrasta, 
natomiast po 24 godzinach ilość białka zmniejsza się 
i pojawiają się produkty degradacji o masie około 15 
i 13,3 kDa, które są szczególnie dobrze widoczne po 
24 godzinach od zakażenia, natomiast po 48 godzinach 
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dominują produkty degradacji o masie 12 i 9,5 kDa. 
Wyniki uzyskane w warunkach in vivo, w zakażonym 
owadzie, potwierdziły, że w proteolityczną degradację 
apoLp-III zaangażowana jest serynowa proteaza  IV. 
Należy dodać, że degradacja apoLp-III i innych elemen-
tów układ odpornościowego, wydaje się być skorelo-
wana z ogólnym wzrostem aktywności proteolitycznej 
w hemolimfie gąsienic zakażonych entomopatogenną 
bakterią P. aeruginosa [6]. Natomiast na podstawie 
wyników badań uzyskanych po zakażeniu owadów 
szczepami klinicznymi P. aeruginosa, charakteryzu-
jącymi się obniżonym poziomem ekspresji proteaz, 
można stwierdzić, że alkaliczna proteaza, która jest 
głównym enzymem produkowanym przez te bakte-
rie, ma niewielki udział w proteolitycznej degradacji 
apoLp-III G. mellonella [8, 10].

Należy zaznaczyć, że wzrost poziomu apoLp-III 
w hemolimfie gąsienic, obserwowany w krótkim cza-
sie po zakażeniu bakterią P. aeruginosa jest dowodem, 
że wydzielane przez patogena proteazy mogą stymulo-
wać humoralne odczyny obronne owada. Wiadomo, że 
u bezkręgowców indukcja mechanizmów odpowiedzi 
immunologicznej następuje po rozpoznaniu PAMPs, 
albo po rozpoznaniu cząstek sygnałowych powstałych 
w  wyniku uszkodzenia organizmu gospodarza przez 
ciało obce lub w wyniku działania czynników wirulen-
cji patogenów [21]. Istotną rolę w tym modelu indukcji 
odpowiedzi immunologicznej odgrywają metaloprote-
azy z rodziny termolizyny, do której należy elastaza B 
(LasB) P. aeruginosa. W  badaniach, w  których jako 
organizm modelowy zastosowano barciaka większego 
zaobserwowano, że po iniekcji do hemolimfy LasB, 
w  subletalnej dawce, ilość apoLp-III wzrasta nawet 
1,6-krotnie po 24 godzinach od iniekcji enzymu, nato-
miast w przypadku termolizyny obserwowano tylko 
1,3-krotny wzrost w porównaniu do poziomu obser-
wowanego u owadów kontrolnych.

5. Podsumowanie

Barciak większy G. mellonella okazał się przydatnym 
organizmem modelowym do badań na poziomie całego 
organizmu jak i cząstkowych reakcji składających się na 
odpowiedź odpornościową owadów oraz do testowa-
nia patogenności i identyfikacji czynników wirulencji 
bakterii P. aeruginosa.

Wyniki badań przedstawione w opracowaniu suge-
rują, że odmienny wpływ różnych szczepów P. aeru­
ginosa na poszczególne elementy układu odpornoś-
cio wego G. mellonella można wytłumaczyć różnym 
profilem enzymów proteolitycznych produkowanych 
przez bakterie podczas zakażenia gąsienic. W każdym 
przypadku efektem infekcji jest śmierć owadów, jednak 
zaobserwowano znaczne różnice w przebiegu odpowie-

dzi odpornościowej, zależne od użytego szczepu oraz 
od składu podłoża, w którym bakterie są hodowane. 
Odmienna wrażliwość gąsienic G. mellonella na różno-
rodne szczepy i mutanty najprawdopodobniej odzwier-
ciedla różnice w wytwarzanych czynnikach wirulencji, 
zarówno tych związanych ze ścianą komórkową jak 
i sekrecyjnych. 

Enzymy proteolityczne wytwarzane przez bakterię 
P. aeruginosa w początkowej fazie infekcji powodują 
aktywację układu odpornościowego przez: zwięk-
szenie syntezy lizozymu, indukcję syntezy peptydów 
odpor noś ciowych i inhibitorów metaloproteaz, zmianę 
poziomu apolipoforyny  III, tym samym zwiększając 
aktywność przeciwbakteryjną hemolimfy zakażonych 
owadów. W  miarę rozwoju bakteriemii przełamują 
humoralną odpowiedź odpornościową gospodarza 
przez: hamowanie aktywności układu oksydazy feno-
lowej, degradację peptydów odpornościowych oraz 
apolipoforyny III.

Poszczególne proteazy wykazują zróżnicowane zaan - 
ga żowanie w degradację tych kluczowych elementów 
odpowiedzi odpornościowej owadów i/lub różna też 
jest wrażliwość białek i peptydów odpornościowych na 
aktywność proteolityczną. Peptydy przeciwbakteryjne 
są podatne na proteolizę pod wpływem elastazy B oraz 
w niewielkim stopniu alkalicznej proteazy. Apolipofo-
ryna III jest substratem dla proteazy IV oraz alkalicz-
nej proteazy. Peptydy przeciwbakteryjne są niewrażliwe 
na proteolizę pod wpływem proteazy IV w warunkach 
in vitro.

Elastaza B bakterii P. aeruginosa pełni podczas zaka-
żenia podwójną rolę: induktora odpowiedzi odpornoś-
ciowej gąsienic oraz czynnika wirulencji. Jako czynnik 
aktywujący mechanizmy odpowiedzi odpornościowej 
powoduje indukcję syntezy peptydów przeciwdrobno-
ustrojowych i inhibitorów metaloproteaz, oraz zwięk-
szenie poziomu ekspresji i aktywności lizozymu a także 
poziomu apolipoforyny III. Elastaza B jako czynnik 
wirulencji bierze udział w degradacji peptydów prze-
ciwbakteryjnych. 

Wzrost stężenia jak i aktywności lizozymu w hemo-
limfie gąsienic G. mellonella zakażonych bakterią 
P. aeruginosa wskazuje, że lizozym jest mało wrażliwy 
na działanie proteaz tej bakterii, na przykład, prote-
aza serynowa IV nie powoduje degradacji lizozymu 
w warunkach in vitro, pomimo tego, że enzym zawiera 
w  swojej strukturze reszty lizyny, stanowiące poten-
cjalne miejsca cięcia dla tej proteazy.

Wydaje się, że u G. mellonella w indukcję syntezy 
humoralnych czynników odpowiedzi odpornościowej 
zaangażowane są różne mechanizmy tj. zależny od 
obecności obcych struktur (model odporności „infec-
tious-non self) jak i bakteryjnych czynników wirulencji 
odbieranych przez organizm gospodarza jako „sygnał 
zagrożenia”.
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