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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-
ginosa. 4. Effect of P. aeruginosa proteases on G. mellonella immune response. 4.1. Phenoloxidase system. 4.2. Lysozyme (muramidase,
mucopeptide glycohydrolase, EC2.2.1.17). 4.3. Antimicrobial peptides (immune peptides). 4.4. Apolipophorin-III. 5. Summary
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1. Wstep

Bakteria Pseudomonas aeruginosa jest drobnoustro-
jem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Natu-
ralnym miejscem wystepowania tej bakterii sg gleba,
woda, $cieki, powietrze, powierzchnia roslin, orga-
nizmy ludzi i zwierzat. Jest groznym oportunistycznym
patogenem czlowieka. U ludzi z uposledzong odpor-
noscig, wywoluje zakazenia ukladu oddechowego
(zwlaszcza u os6b z mukowiscydoza), zakazenia ran,
ukladu moczowego, kosci, stawdw, skdry oraz zapale-
nie rogéwki. Male wymagania odzywcze, réznorodne
mechanizmy opornosci na antybiotyki, niewrazliwo$¢
na stosowane powszechnie $rodki dezynfekcyjne, lat-
wos¢ rozprzestrzeniania si¢ w $rodowisku wodnym

sprawiaja, ze bakteria P. aeruginosa nalezy do najpow-
szechniejszych i najgrozniejszych czynnikow etiologicz-
nych wielu postaci zakazen szpitalnych. Warunkiem
efektywnego leczenia infekeji spowodowanych pateczka
Pseudomonas jest dokladne poznanie mechanizméw
odpowiedzialnych za chorobotworczos¢ tej bakterii.
Patogenne szczepy P. aeruginosa charakteryzujg sie
szeregiem mechanizmoéw i czynnikéw warunkujacych
zjadliwos¢ tego organizmu. Czynniki te mozna podzie-
li¢ na zwigzane z powierzchnig komoérki bakteryjnej:
lipopolisacharydy (LPS), fimbrie, rzeski, sluz, lektyny
oraz uwalniane na zewnatrz komorki: egzotoksyne A,
egzoenzym S, T, U i Y, enzymy proteolityczne, neura-
minidaze, fosfolipaze hemolityczng i niehemolityczna
oraz barwnik piocyjanine. Enzymy proteolityczne
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warunkujg inwazyjno$¢ i rozprzestrzenianie si¢ pato-
genu (degradacja tkanek, liza komorek), modulacje
mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej gospoda-
rza (degradacja czynnikéw immunologicznych, akty-
wagja cytotoksycznych mediatoréw gospodarza) a takze
aktywacje toksyn bakteryjnych. Paleczki Pseudomonas
wytwarzaja co najmniej cztery proteazy zewnatrzko-
morkowe: elastaze B (LasB), elastaze A (LasA), sery-
nowg proteaze IV oraz alkaliczng proteaze [17].

U ludzi elastaza B jest waznym czynnikiem wiru-
lencji w infekcjach uktadu oddechowego, zakazeniach
rogowki, tkanki facznej i skoéry po oparzeniach [64].
Uszkodzenie tkanek gospodarza zwigzane jest z degra-
dacjg elastyny i kolagenu typu IV jak réwniez z akty-
wacja tkankowych metaloproteaz (MMP’s) [62, 79].
Obserwowano ponadto udzial tej proteazy w modulacji
mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej gospodarza
przez degradacje m.in. immunoglobulin IgA i IgG, bia-
tek surfaktantu SP-A i SP-D, elementéw ukltadu dopel-
niacza (C5a i C3) oraz peptydéow antybakteryjnych
(a-defensyn i LL-37) [61, 78]. Nalezaca do metalopro-
teaz elastaza A, degraduje elastyne, zwieksza aktywnos¢
elastolityczng elastazy B poprzez modyfikacje substratu,
dzieki czemu jest zaangazowana w rozwoj infekcji
rogéwki i chronicznych infekcji uktadu oddechowego
[72]. Serynowa proteaza IV o masie czasteczkowej
26 kDa jest aktywna wobec skfadnikéw uktadu dopet-
niacza C3 i C1, immunoglobuliny IgG, plazminogenu,
fibrynogenu. Enzym ten degraduje réwniez komorki
nablonkowe rogéwki, przez co stanowi wazny czynnik
etiologiczny zakazen rogéwki. Alkaliczna proteaza (AP)
odgrywa istotng role w rozwoju zapalenia rogéwki, bak-
teriemii, infekcji ucha $rodkowego, zakazen ukfadu
oddechowego u chorych na mukowiscydozg. AP degra-
duje skladniki uktadu dopetniacza Clq i C3, fibryno-
gen, fibryne, laminine, jak réwniez interferon (INF-y)
i czynnik martwicy nowotworéw (TNF-a) [17].

W badaniach patogennosci i czynnikéw wirulencji
bakterii P. aeruginosa stosowane s3 organizmy mode-
lowe takie jak Caenorhabditis elegans, Drosophila mela-
nogaster oraz coraz czesciej barciak wiekszy Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae). Ten ostatni orga-
nizm wydaje si¢ by¢ niedoceniany przez wielu badaczy
cho¢ nalezy odnotowa¢, ze w ciagu 12 lat (od 2000 do
2012 roku) ponad 7-krotnie wzrosta ilo§¢ oryginalnych
prac dostepnych w bazie Web of Science, opisujacych
badania wirulencji ludzkich patogenéw z uzyciem
gasienic G. mellonella [29]. Pomimo tego, niewiele jest
publikacji dotyczacych zaleznosci w ukladzie gospodarz
(G. mellonella) - patogen (P aeruginosa). Dokladne
poznanie mechanizméw patogenezy bakterii P. aerugi-
nosa, jest wazne ze wzgledu na opracowanie skutecz-
nych sposobow unieszkodliwienia tego groznego pato-
genu. Natomiast poznanie proceséw skladajacych sig
na wrodzong odpowiedz odpornosciowsg owada moze
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przyczynic si¢ do odkrycia nowych skutecznych metod
zwalczania szkodnikéw. Ponizsze opracowanie dotyczy
molekularnych i biochemicznych aspektéw interakeji
tych dwoch organizmoéw, ze szczegolnym uwzgled-
nieniem roli bakteryjnych enzymoéw proteolitycznych
w procesie indukowania i przelamywania odpowiedzi
odpornosciowej gasienic barciaka wigkszego.

2. Barciak wiekszy (Galleria mellonella)
jako organizm modelowy

Barciak wigkszy w naturalnych warunkach jest
szkodnikiem pasiek. Jest organizmem kosmopolitycz-
nym, latwo namnaza si¢ na sztucznych pozywkach
a koszty hodowli duzej liczby owadéw sg niskie.
Gasienice maja wzglednie duzy rozmiar (12-20 mm),
co umozliwia stosunkowo fatwa iniekcje badanych
patogenow a takze pobieranie probek np. hemolimfy,
ciala tluszczowego i in. Znacznym ulatwieniem dla
eksperymentatora jest mozliwo$¢ precyzyjnego zaapli-
kowania doktadnej ilosci komoérek mikroorganizmow,
miejscowo, per os czy tez przez iniekcje, co jest utrud-
nione u wigkszosci gospodarzy nie bedacych ssakami.
Dodatkowa zaleta jest mozliwo$¢ uzyskania wyni-
kow w krétkim czasie, nawet w ciggu 24-48 godzin.
Ponadto, hodowla barciaka w laboratorium moze by¢
prowadzona w zakresie temperatur od 25 do 37°C,
co jest istotne ze wzgledu na udowodniony wplyw
temperatury na wytwarzanie czynnikow wirulencji
przez drobnoustroje [19, 36, 45, 83]. Nalezy podkres-
li¢, ze w ostatnich latach zwrocono uwage na duze
podobienstwo strukturalne i funkcjonalne pomiedzy
wieloma skfadnikami wrodzonej odpornosci ssakow
i owadow. Dlatego tez, uzycie bezkregowcow jako
organizmu modelowego jest wskazane szczegdlnie
gdy celem badan sg interakcje pomiedzy patogenem
a wrodzonym ukladem odpornosciowym gospodarza,
poniewaz owady nie maja odpornosci nabytej, opar-
tej na limfocytach pamieci immunologicznej, ktére
powstaly u kregowcow podczas ewolucji. Wirulencja
wielu patogendw jest podobna u gasienic G. mellonella
i ssakow, wlaczajac cztowieka, dlatego tez poznanie
mechanizméw regulujacych funkcjonowanie ukladu
odpornosciowego owadéw moze dostarczy¢ cennych
informacji na temat wrodzonego uktadu odpornoscio-
wego ssakow [45, 50, 83].

Chociaz genom barciaka wiekszego G. mellonella nie
zostal dotychczas zsekwencjonowany, w laboratoriach
na calym $wiecie coraz chetniej stosuje sie ggsienice
barciaka wigkszego G.mellonella jako alternatywny
organizm modelowy w badaniach:

« interakcji patogen-gospodarz,

» mechanizmu patogenezy drobnoustrojow (w tym

mikroorganizmdéw patogennych dla czlowieka),
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o czynnikow wirulencji drobnoustrojow,

o skutecznosci lekdw terapeutycznych.

Barciak wiekszy G.mellonella okazal si¢ przydat-
nym modelem mini gospodarza w badaniach infek-
¢ji patogennymi grzybami, jak réwniez odpowiedzi
odpornosciowej gospodarza po zakazeniu tymi drob-
noustrojami, a takze do testowania skutecznosci sub-
stancji przeciwko grzybom [19, 83]. Jak podkresla wielu
autoréw, owad ten zapewnia wyjatkowa mozliwo$¢
jednoczesnego zbadania molekularnych mechaniz-
moéw patogenno$ci grzyboéw oraz dzialania srodkow
przeciwgrzybowych. Szczegolnie obiecujace rezultaty
otrzymano stosujac gasienice G. mellonella w badaniach
infekcji takimi grzybami jak Aspergillus spp., Candida
spp., Cryptococcus spp. czyli gatunkami waznymi ze
wzgledu na szerokie rozprzestrzenienie i czgstos¢
wystepowania zakazen u ludzi. W wiekszosci badan
stwierdzono znaczaca korelacje pomiedzy wirulencja
tych organizmdw u barciaka oraz u modelowych orga-
nizméw ssakow. Nalezy zaznaczy¢, ze istotng zaleta
gasienic G.mellonella w przypadku badan infekcji
patogennymi grzybami jest mozliwos¢ wykonywania
eksperymentdéw w temperaturze fizjologicznej ssakow,
co jest niemozliwe w przypadku innych modeli bez-
kregowych, u ktérych do$wiadczenia sg standardowo
wykonywane w temperaturze 22-30°C.

Gasienice G. mellonella s3 z powodzeniem stoso-
wane do analizowania patogennosci drozdzy z gatunku
C. albicans. Na przyklad, uszeregowano szczepy Candida
wedlug wzrastajacej zjadliwosci w stosunku do gasie-
nic Galleria, co w duzym stopniu odpowiada wirulencji
szczepow obserwowanej u ssakow, w tym u czlowieka
[24]. W badaniach tych wykorzystywano m.in. obser-
wacje zmian w gesto$ci hemocytéw wystepujacych
w hemolimfie owadéw. Otrzymane wyniki sugeruja,
ze bakterie patogenne powoduja wyrazny spadek ilosci
hemocytéw podczas gdy szczepy niepatogenne tylko
nieznacznie zmieniajg ilo$¢ tych komorek. Zaobserwo-
wano tez, ze o stopniu zjadliwoséci badanych szczepow
moga $wiadczy¢ zmiany w ekspresji wybranych prze-
ciwdrobnoustrojowych peptydéw pojawiajacych sie
w hemolimfie zakazonego owada. Ponadto wykazano,
ze pre-ekspozycja na drozdze chroni gasienice przed
letalng infekcja C. albicans, co jest zwigzane z wieksza
ekspresja peptydéw przeciwdrobnoustrojowych w orga-
nizmie owada [13, 14]. Wykorzystanie G. mellonella
pozwolilo zidentyfikowaé wiele czynnikow wptywaja-
cych na wirulencje mutantéw C. albicans [33].

Gasienice G. mellonella s3 stosowane w badaniach
korelacji pomiedzy produkcja toksyn a wirulencjg
grzyba z gatunku A. fumigatus. Na przyktad, owady
stosowano do ustalenia roli gliotoksyny, metabolitu
ktéry wykazuje immunosupresyjng i apoptotyczng
aktywno$¢ w stosunku do efektorowych komorek
odpornosciowych w warunkach in vitro [74]. Wyka-
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zano réwniez, ze zjadliwo$¢ grzybow wobec gasienic
barciaka jest zalezna od stadium kietkowania konidiow,
co jest zwiazane z réznicami w skutecznosci przebiegu
procesu fagocytozy [75].

Stwierdzono, Ze te same geny ulegaja ekspresji w cza-
sie zakazenia grzybem C. neoformans ssakow oraz gasie-
nic G. mellonella, co moze ulatwi¢ badania czynnikéow
wirulencji in vivo oraz skutecznosci terapii przeciwgrzy-
bowej. Mozna wymienic kilka genéw takich jak CAP59,
GRALI, RASI1, PKAI uznanych za istotne w procesie
infekeji ssakdw, petniacych jak si¢ okazalo podobna role
w interakeji z ukladem odpornosciowym Galleria [83].
W jednym z wielu badan dotyczacych dzialania czynni-
kow przeciwgrzybowych, testowano dziatanie dwu anty-
biotykéw amfoterycyny B i flucytozyny do zwalczania
infekcji C. neoformans. Okazalo sig, ze zastosowanie
mieszanki antybiotykow jest skuteczniejsze i znacznie
przedluza zycie gasienic G. mellonella w poréwnaniu
z terapig z uzyciem jednego antybiotyku [65].

Gasienice Galleria sa wrazliwe zaréwno na kli-
niczne jak i srodowiskowe szczepy grzybéw z rodzaju
Fusarium oraz podobnie jak w przypadku wczesniej
opisanych gatunkow grzybow, zaobserwowano pozy-
tywna korelacje w szybko$ci usmiercania owadéw oraz
myszy przez ten mikroorganizm. Ponadto okazalo sig,
ze gasienice skuteczniej i szybciej zamierajg w tempera-
turze 30°C w poréwnaniu z temperaturg 37°C, dlatego
tez wyciagnigto wniosek, Ze na efektywno$¢ dziatania
grzybdw Fusarium oprdcz takich czynnikow jak rodzaj
szczepu, dawka konidiow, ktorg infekowane sg zwie-
rzeta, duzy wplyw ma temperatura w jakiej rozwija sie
zakazenie [23].

Barciak wigkszy G. mellonella jest wrazliwy na sze-
reg bakterii patogennych dla czlowieka, dlatego tez
jest wykorzystywany w badaniach czynnikéw wiru-
lencji tych mikroorganizméw, oraz do testowania sku-
teczno$ci przeciwbakteryjnej réznych antybiotykow.
Owad uznany zostal za alternatywny model organiz-
mu-gospodarza do badania przebiegu infekcji réznych
gatunkow Burkholderia cepacia complex (Bcc). Wyka-
zano zwigzek zmniejszonej wirulencji Bcc ze zwiek-
szong przezywalnoscig gasienic G.mellonella kiedy
poréwnywano odpowiednio zmutowany szczep Bcc
do szczepu dzikiego [81, 83]. Mutanty B. mallei majace
mniejsza zjadliwo$¢ w przypadku chomikéow i myszy
wykazujg podobnie obnizong zjadliwo$¢ w stosunku
do gasienic G. mellonella. Ponadto, udalo sie¢ zidentyfi-
kowa¢ trzy nowe geny wirulencji, stad wykorzystanie
gasienic barciaka daje mozliwos¢ szybkiej i precyzyjnej
identyfikacji genow w przypadku B. mallei, B. pseudo-
mallei i innych patogenow [77].

Celem kolejnych przyktadowych badan, w ktérych
stosowane s3 gasienice G.mellonella jest analiza
czynnikéw wirulencji, szczegélnie enzymoéw proteo-
litycznych wytwarzanych przez Enterococcus faecalis.
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Zaobserwowano, ze bakteria produkuje metalopro-
teinazy niszczace czynniki ukladu odpornosciowego
obecne zar6wno w hemolimfie barciaka jak i w ludz-
kiej surowicy. Na przyktad, pozakomorkowa zelatynaza
(GelE) degraduje indukowane peptydy odpornosciowe
(cekropiny), ktére odgrywaja kluczowa role w obronie
gospodarza we wczesnej fazie zakazenia bakteryjnego.
Przypuszczalnie GelE moze tez odgrywac istotna
role w patogenezie enterokokéw u ludzi. Natomiast,
nie stwierdzono wplywu proteaz serynowych (SprE)
wytwarzanych przez bakteri¢ E.faecalis na sklad-
niki ukladu odpornosciowego zaréwno u owadow jak
i u ludzi [70, 83].

Gasienice G. mellonella wykorzystywane s3 w bada-
niach patogenezy bakterii Yersinia pseudotuberculosis,
gléwnie w badaniach interakeji patogenu z fagocytami.
Zostal skonstruowany mutant majgcy mutacje w genie
dla dysmutazy ponadtlenkowej (sodC), wykazujacy
wiekszg wrazliwo$¢ na nadtlenki w poréwnaniu ze
szczepem dzikim. Wykazano, ze w temperaturze 37°C,
bakterie majg obnizong zdolno$¢ do kolonizacji orga-
nizmu owada, podobnie ich dzialanie jest ostabione
w stosunku do myszy. Ponadto, wyniki tych testow
przyczynily sie do potwierdzenia istotnej roli dysmu-
taz ponadtlenkowych w przetamywaniu odpornosci
komorkowej podczas zakazenia zaréwno organizmu
owada jak i ssaka [20].

Kolejnym przykladem zastosowania G. mellonella sa
badania dotyczace przebiegu infekcji bakterii Strepto-
coccus. Autorzy zaobserwowali prawie liniowa pozy-
tywng korelacj¢ pomiedzy dawkami LD, tej bakterii
u gasienic G. mellonella oraz u myszy infekowanych
réznymi klinicznymi szczepami Streptococcus [51, 68].

Gasienice G. mellonella sa tez coraz cze$ciej wyko-
rzystywane w badaniach aktywnosci przeciwbakteryjnej
réznych antybiotykéw wobec wielu bakterii patogen-
nych m.in. Acinetobacter baumanni czy Francisella tula-
rensis. Zamieszczone ponizej przykladowe badania ilu-
struja potencjal G. mellonella jako wygodnego uktadu do
wstepnego testowania skutecznosci antybiotykow przed
ich zastosowaniem w modelowych organizmach ssakow.

Po zainfekowaniu owaddéw referencyjnym szcze-
pem bakterii A. baumanni zaobserwowano, ze liczba
zabitych gasienic zalezy nie tylko od podanej dawki
bakterii ale i od poinfekcyjnej temperatury inkubacji.
W temperaturze 37°C uzyskano zdecydowanie wyz-
sza $miertelno$¢ owadéw niz w temperaturze 30°C.
Ponadto stwierdzono, ze zastosowanie antybiotykow
majacych aktywno$¢ in vitro w stosunku do zakazajg-
cych szczepow bakterii znacznie wydluzato przezycie
gasienic barciaka w poréwnaniu z antybiotykami, na
ktdre bakteria jest oporna [71].

Barciak wigkszy jest stosowany do testowania aktyw-
nosci przeciwbakteryjnej antybiotykéw w warunkach
in vivo w przypadku jednego z grozniejszych dla ludzi
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patogenow bakteryjnych Francisella tularensis LVS, bak-
terii bedacej przyczyng tularemii. Zastosowanie terapii
antybiotykami takimi jak ciprofloksacyna, lewofloksa-
cyna oraz streptomycyna przed lub po inokulacji bak-
terii znacznie przedtuzato okres przezycia owadow [11].

Jednymi z pierwszych, ktérzy opublikowali wyniki
badan dotyczace patogenezy oraz czynnikéw wirulen-
cji bakterii P. aeruginosa, w ktorych uzyte zostaly gasie-
nice barciaka byli m.in. Aston i wsp. [12], Chadwick
i Aston [18], Lysenko [47-48, 52-55], Lysenko i Kucera
[56] Niszczenie hemocytéw w hemolimfie G. mello-
nella przez proteinaze P aeruginosa zaobserwowali
Madziara-Borusewicz i Lysenko [58]. Nalezy jeszcze
wspomnie¢ o badaniach dotyczacych toksycznosci
proteazy P. aeruginosa dla gasienic barciaka oraz bada-
niach, w ktérych wykazano réznice w patogennosci
mutantéw LPS P. aeruginosa [32, 44].

W ostatnich latach coraz czesciej, stosuje si¢ gasie-
nice G.mellonella w badaniach dotyczacych mecha-
nizméw patogenezy bakterii P aeruginosa. Miedzy
innymi, zaobserwowano korelacje¢ pomiedzy wzrostem
wartosci dawki LD, oszacowanej na podstawie $mier-
telnosci gasienic barciaka wiekszego a zwiekszong prze-
zywalnoscia myszy zakazonych réznymi mutantami
klinicznego szczepu Pseudomonas (PA14) [43].

Inni badacze stosuja gasienice G. mellonella w bada-
niach dotyczacych roli oraz komponentéw systemu
sekrecji typu III (TTSS) w patogenezie P. aeruginosa.
Stwierdzono m.in. ze gléwng role w zabijaniu bar-
ciaka odgrywaja biatka efektorowe ExoT i ExoU,
ktére wykazujg réwniez toksycznos¢ w stosunku do
komorek jajnika chomika chinskiego linii komoérkowej
CHO [63]. Gasienice G. mellonella stosowane sg réw-
niez jako model badawczy do wyjasnienia fizjologicz-
nych aspektow interakcji gospodarz-patogen (G. mello-
nella - P. aeruginosa) a takze procesow skltadajacych sie
na wrodzong odpowiedz odpornosciowg owada [3-10].
Praca ta powstata w duzym stopniu w oparciu o bada-
nia wlasne, wskazujace na przydatno$¢ tego organizmu
do testowania zjadliwosci jak i identyfikacji czynnikow
wirulencji Pseudomonas.

3. Wrazliwos¢ gasienic G. mellonella na zakazenie
P. aeruginosa

Zakazenie gasienic G. mellonella bakteriami P. aeru-
ginosa (LD,  wynosi 10-20 komorek) powoduje $mierc
osobnikow po 38-40 godzinach od infekcji. Zamarte
gasienice s silnie zmelanizowane, tracg turgor oraz nie-
kiedy integralnos¢. Zaobserwowano réwniez destrukeje
tkanek i organdw wewnetrznych. Po zakazeniu entomo-
patogennym szczepem Pseudomonas wytwarzajacym
barwnik - piocyjaning, owady przybieraja charaktery-
styczne niebieskozielone zabarwienie.
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Nalezy zaznaczy¢, ze gasienice przezywajg zakazenie
bardzo duzymi dawkami (nawet 6 x 10®) saprofityczne;j
bakterii E. coli, ponadto w tych warunkach nastepuje
aktywacja ukladu odpornosciowego owada. Po infek-
cji bakteria P aeruginosa réwniez nastepuje induk-
cja odpowiedzi odpornosciowej, ale zaobserwowano
wyrazne roznice w kinetyce pojawiania si¢ i zanikania
aktywnosci przeciwbakteryjnej w hemolimfie owadow
zakazonych bakteriami saprofitycznymi i entomopato-
gennymi. Po zakazeniu gasienic bakteria E. coli aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna pojawia sie juz po 5 godzinach,
natomiast po iniekeji bakterii P. aeruginosa aktywno$¢
jest wykrywana dopiero po 9 godzinach zakazenia.
Maksymalng aktywnos¢ w przypadku entomopatogena
obserwuje si¢ po 18 godzinach, po czym nastepuje dra-
styczny spadek aktywnosci, az do catkowitego jej zaniku
po okoto 38 godzinach od zakazenia. W przypadku
bakterii E. coli najwyzsza aktywnos¢ notuje si¢ zwykle
po okoto 30 godzinach i na podobnym poziomie utrzy-
muje sie w kolejnych godzinach po infekgji (rys. 1).

Na podstawie powyzszych obserwacji mozna
wywnioskowa¢, zZe w ciagu pierwszych godzin zaka-
zenia owadow bakterig P aeruginosa, podobnie jak
w przypadku E. coli, nastepuje aktywacja reakcji obron-
nych gospodarza. Nastepnie w miare rozwoju infekcji,
dochodzi do przelamania tych reakcji i ten etap jest
charakterystyczny tylko dla zakazenia bakterig entomo-
patogenng. Zaobserwowano réwniez, Ze w czasie trwa-
nia infekcji wyraznie wzrasta poziom aktywnosci pro-
teolitycznej w hemolimfie owada. Pojawia si¢ w takim
razie pytanie, jaka role w modulacji reakcji obronnych
owada odgrywajg enzymy proteolityczne?

Toksyczno$¢ plynéw pohodowlanych zawieraja-
cych zewnatrzkomoérkowe proteazy P aeruginosa, dla
gasienic barciaka uzalezniona jest od rodzaju podtoza,
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Rys. 1. Poréwnanie aktywnosci przeciwbakteryjnej hemolimfy

gasienic G. mellonella po zakazeniu entomopatogennym szcze-

pem ATCC 27853 P. aeruginosa lub bakterig saprofityczna E. coli.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng oznaczano metoda dyfuzji radialnej

w podiozu agarowym zawierajacym bakterie wskaznikowg E. coli

D31. Hemolimfa byla zbierana po czasie od podania komérek bak-
terii wskazanym na wykresie. Srednia + SD.
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w ktéorym namnazane sg bakterie. Wartosci $rednich
dawek $miertelnych (LD,)) plynéw pohodowlanych
pochodzacych z podioza minimalnego — M9, okazaty
sie kilkudziesi¢ciokrotnie mniejsze w poréwnaniu do
dawek LD, plynéw pohodowlanych pochodzacych
z podloza LB. Znacznie bardziej toksyczne sg superna-
tanty zawierajace alkaliczna proteaze, w poréwnaniu do
tych zawierajacych gléwnie elastaze B, co moze wska-
zywac na istotng role alkalicznej proteazy w przetamy-
waniu mechanizmoéw obronnych owada [9]. Nie mozna
jednak wykluczy¢ obecnosci innych czynnikéw w ply-
nie pohodowlanym, ktére moga dodatkowo zwigksza¢
toksycznos¢ tych preparatow. Na przyklad, Miyata i wsp.
[63] podkreslaja znaczaca role ADP-rybozylotransferazy
(ExoT) i fosfolipazy (ExoU) P. aeruginosa w zabijaniu
gasienic G. mellonella. Nalezy podkresli¢, ze wytwarza-
nie elastazy B oraz alkalicznej proteazy zaréwno przez
szczep entomopatogenny jak i kliniczne szczepy P. aeru-
ginosa potwierdzono w warunkach in vivo, w zakazo-
nych gasienicach G. mellonella, co wyrazne sugeruje, ze
te dwa czynniki wirulencji pelnig istotna role podczas
infekcji bakteria P aeruginosa. Analiza PCR potwier-
dzita obecnos¢ genu lasB kodujacego elastaze B oraz
genu aprA kodujacego alkaliczng proteaze w genomach
wszystkich badanych szczepdw P. aeruginosa [8, 9].

4. Wplyw proteaz Pseudomonas aeruginosa
na reakcje odpornosciowe Galleria mellonella

Owady wyksztalcily bardzo sprawnie dzialajacy
uklad odpornosciowy, zapewniajacy wysoka skutecz-
nos¢ obrony przeciwzakaznej, sktadajacy si¢ z zew-
netrznych barier ochronnych, do ktérych nalezg ba-
riery fizykochemiczne i odpornos¢ behawioralna, oraz
z wewnetrznych mechanizméw odpowiedzi odporno-
$ciowej (odpowiedz komérkowa i humoralna) [37].
Oparta na nieswoistej odpowiedzi odporno$ciowej
reakcja owada na zakazenie patogenem, wykazuje
wiele elementéw wspolnych z wystepujaca u czlowieka.
U kregowcoéw mozemy wyréznic¢ dwa typy odpornosci:
wrodzong oraz nabytg, podczas gdy bezkregowce jako
filogenetycznie starsze dysponuja tylko dobrze rozwi-
nietym ukladem odpornosci wrodzonej, nie wytwarzaja
przeciwcial jak réwniez komorek o charakterze limfo-
cytéw. Jednakze uzyskane w ostatnich latach wyniki
badan sugeruja mozliwos¢ specyficznego rozpozna-
wania patogendw oraz funkcjonowanie mechanizmow
pamieci immunologicznej u owadéw i innych bezkre-
gowcow, co moze $wiadczy¢ o istnieniu alternatywnych
mechanizméw odpornosci [25].

W badaniach przeprowadzonych w warunkach
in vivo wykazano, ze szczepy P. aeruginosa, charakte-
ryzujace si¢ odmiennym profilem enzymoéw proteo-
litycznych, wywoluja zréznicowana reakcje ukfadu
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odpornosciowego G. mellonella w odpowiedzi na infek-
cje tymi bakteriami. Konicowy efekt zakazenia w kazdym
przypadku jest jednakowy, bakterie powoduja $mier¢
owada po okoto 38-40 godzinach od iniekcji, jednak
zaobserwowano znaczne roznice w przebiegu odpowie-
dzi odpornosciowej, zalezne od uzytego szczepu P, aeru-
ginosa oraz od sktadu podloza, w ktorym bakterie sg
hodowane [8]. Inni autorzy wykazali, ze kliniczne izo-
laty P. aeruginosa rdznig si¢ ekspresja elastazy B i alka-
licznej proteazy [80, 90]. Ponadto, odmienne czynniki
wirulencji sg wytwarzane w zalezno$ci od miejsca czy
tez czasu trwania infekcji [76]. Ekspresja wielu czynni-
kow zjadliwosci, takich jak: elastaza B (lasB), elastaza A
(lasA), proteaza alkaliczna (aprA) jest regulowana przez
systemy quorum sensing (QS). Komorki P. aeruginosa
dysponujg dwoma systemami QS homologicznymi
do LuxR1: system las obejmujgcy biatka LasR i Lasl
i system rhl obejmujacy biatka RhIR i Rhl1 [89]. Duan
i Surette [31] wykazali, ze poziom ekspresji skladni-
kéw systemu quorum sensing jest zalezny od warunkéw
wzrostu, wplywajac tym samym na ekspresje czynni-
koéw zjadliwosci regulowanych przez ten system np. eks-
presja genu aprA w podlozu M9 zaczyna si¢ juz w fazie
logarytmicznej podczas gdy w bogatym podlozu LB we
wczesnej fazie stacjonarne;j.

Odpowiedz humoralna u owadéw indukowana jest
w wyniku zranienia lub zakazenia organizmu. Obej-
muje gltéwnie dzialanie skladnikéw rozpuszczonych
w hemolimfie, do ktérych zalicza si¢ miedzy innymi,
uklad oksydazy fenolowej, lizozym, peptydy odpornos-
ciowe oraz inne bialka, ktére oprécz podstawowych dla
nich funkgji biorg udziat w reakcjach obronnych orga-
nizmu, jak np. apolipoforyna III.

4.1. Uklad oksydazy fenolowej

Aktywacja ukladu oksydazy fenolowej jest jedna
z najszybszych reakcji immunologicznych organizmu
owada. W uklad zaangazowana jest oksydaza fenolowa
typu lakazy, ktora bierze udziat w procesach ciemnienia
i twardnienia oskdrka oraz gojenia ran, oraz oksydaza
fenolowa typu tyrozynazy (fenolaza), ktéra uczestniczy
w rozpoznawaniu cial obcych, tworzeniu toksycznych
chinonéw oraz zmelanizowanych otoczek w trakcie
inkapsulacji. Aktywacja proPO nastepuje w rezultacie
uruchomienia kaskady enzymoéw proteolitycznych,
okreslanej jako uklad oksydazy fenolowej lub system
profenolooksydazy. Uklad oksydazy fenolowej jest
zespolem reakcji biochemicznych zaleznych od jonow
Ca*?, w ktdre zaangazowane s3 przynajmniej dwie pro-
teazy serynowe. Konicowa reakcja systemu proPO jest
konwersja profenoloksydazy do formy aktywnej droga
ograniczonej proteolizy.

Wplyw patogenéw na uklad oksydazy fenolowej
owada moze przybiera¢ rozne formy. U gasienic G. mel-
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lonella zainfekowanych nicieniem Steinernema feltiae
obserwowano zmniejszenie aktywnosci uktadu profeno-
looksydazy (proPo) [15]. Natomiast owadobdjcze biatka
produkowane przez Gram-ujemne bakterie Xenorhab-
dus spp., symbionta entomopatogennych nicieni, akty-
wuja uktad proPO prowadzac do intensywnego tworze-
nia melaniny i w konsekwencji do $mierci owadow [91].

U gasienic G. mellonella zainfekowanych bakterig
P aeruginosa pojawiaja si¢ brunatne plamy na po-
wierzchni ciala $wiadczace o aktywacji ukfadu feno-
looksydazy, ktory prowadzi do catkowitej melanizacji
ciala w momencie $mierci. Stwierdzono, ze szczepy
Pseudomonas indukuja wzrost aktywnosci ukladu
profenolooksydazy w hemolimfie, ale zaréwno poziom
jak i kinetyka tych zmian wyraznie zalezg od uzytego
do infekgcji szczepu bakteryjnego. W przypadku bak-
terii produkujgcych alkaliczng proteaze, notuje sie
wyrazny wzrost poziomu aktywno$ci enzymu juz
w pierwszych 6 godzinach od zakazenia. Nastepnie,
wraz z rozwojem bakteriemii w hemolimfie nastepuje
stopniowy spadek aktywnosci oksydazy fenolowej.
Warto wspomnie¢, ze poziom aktywnosci enzymu
w hemolimfie ggsienic G. mellonella immunizowanych
zabitymi wysoka temperaturg komorkami P. aeruginosa
okazal si¢ zdecydowanie wyzszy (nawet 4,5-krotnie) niz
po iniekcji zywych bakterii [8].

Wiadomo, ze warunki $rodowiskowe reguluja
ekspresje wielu czynnikéw zjadliwosci, dzigki czemu
bakteria szybko adaptuje si¢ do zmian otoczenia, na
przyklad wytwarzanie przez bakterie egzotoksyny A,
elastazy B i alkalicznej proteazy jest uzaleznione od
obecnosci zelaza [82]. Zastosowanie do hodowli bak-
terii podlozy znacznie réznigcych sie skladem (bogate
- LB lub minimalne - M9) moze wywolywa¢ zmiany
sktadnikow powierzchniowych komorki, wlacznie
z czynnikami wirulencji, co z kolei moze utrudniac pra-
widlowe rozpoznanie bakterii przez uktad odpornos-
ciowy G. mellonella oraz spowodowa¢ odmienng reak-
cje ukladu profenolooksydazy. Rozpoznanie cial obcych
w zainfekowanym organizmie jest istotnym elementem
odpowiedzi odpornosciowej. U owadéw w rozpozna-
nie immunologiczne zaangazowane sg receptory PRR
(pattern recognition receptors) ukladu odpornoscio-
wego gospodarza, ktore rozpoznajg powierzchniowe
determinanty o okreslonej strukturze molekularnej
(PAMPs, pathogen associated molecular patterns,
wzorce molekularne zwigzane z patogenami) zlokali-
zowane w $cianach komérkowych mikroorganizmoéw.
Mozna przypuszczaé, ze wplyw na aktywnosc¢ systemu
proPO jest jednym z mechanizméw stosowanych przez
bakterie P. aeruginosa do przelamywania odpowiedzi
odporno$ciowej zainfekowanych owadow. Natomiast,
wykryte réznice w kinetyce i poziomie aktywnosci
oksydazy, zalezne od szczepu bakteryjnego zakaza-
jacego owada, moga sugerowac ze bakteria P. aerugi-
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nosa wykorzystuje podczas patogenezy rozne czynniki
wirulencji i/lub rézne strategie przelamywania odpor-
nosci gospodarza [8].

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

Innym skladnikiem hemolimfy owada, ktérego
poziom i aktywno$¢ wzrasta podczas zakazenia bak-
teryjnego jest lizozym. Enzym wykazuje aktywnos¢
bakteriolityczng - degraduje peptydoglikan, budu-
jacy $ciang komodrkowa bakterii poprzez hydrolize
wigzania [-1,4-glikozydowego. Lizozym G. mellonella
wywiera dzialanie w stosunku do zywych i martwych
bakterii, zar6wno Gram-dodatnich jak i niektérych
Gram-ujemnych oraz grzybow [42, 84]. Jest biatkiem
odpornosciowym konstytutywnie obecnym w hemo-
limfie na niskim poziomie a jego aktywno$¢ wzra-
sta gwaltownie po zakazeniu i immunizacji [60, 92].
W oparciu o doswiadczenia wykonane z uzyciem EWL
stwierdzono, ze lizozym G. mellonella wykazuje syner-
gistyczne dzialanie z niektérymi peptydami przeciw-
bakteryjnymi i apolipoforyng III, obecnymi w hemo-
limfie owada. Aktywno$¢ muramidazowa lizozymu
ulatwia dostep peptydéw antybakteryjnych do biony
komorkowej bakterii [95, 96]. Obserwowano réwniez,
ze w obecnosci lizozymu bakteria E. coli staje si¢ bar-
dziej wrazliwa na attacyny, cekropiny i defensyny [34].

Podczas zakazenia gasienic G. mellonella bakterig
P aeruginosa zmiany poziomu aktywnosci lizozymu
w hemolimfie sa zalezne od uzytego do zakazenia
szczepu oraz od stosowanej do hodowli drobnoustro-
jow pozywki. Iniekcja owadom bakterii produkuja-
cych elastaze B jak réwniez szczepoéw wytwarzajacych
zardwno elastaze B jak i elastaze A i proteaze IV, powo-
duje poczatkowo wyrazny spadek, a po okolo 12 godzi-
nach od infekcji wzrost aktywnosci lizozymu (nawet
2-krotny w poréwnaniu do aktywnosci w hemolim-
tie owadow niezakazonych). W przypadku szczepow
wytwarzajacych alkaliczng proteaze aktywno$¢ bak-
teriolityczna nie wykazuje istotnych zmian w pordw-
naniu z poziomem kontrolnym Zaobserwowany spa-
dek aktywnosci lizozymu w pierwszych godzinach od
zakazenia moze by¢ spowodowany mobilizacjg uktadu
odpornosciowego, a tym samym zaangazowaniem lizo-
zymu w rézne mechanizmy przeciwzakazne [8].

Wyniki badan wskazuja, Ze wzrost aktywnosci lizo-
zymu jest skorelowany ze wzrostem jego poziomu
w hemolimfie zainfekowanych owadéw. Po 18-30 godzi-
nach infekcji obserwowano nawet ponad 60% wzrost
stezenia lizozymu w hemolimfie, w poréwnaniu z nie-
zakazonymi owadami kontrolnymi. Dopiero po okoto
42 godzinach nastepuje stopniowy spadek stezenia lizo-
zymu, co mozna ttumaczy¢ zahamowaniem biosyntezy
enzymu spowodowanym intensywnym rozwojem bak-
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teriemii P. aeruginosa w hemolimfie zakazonych gasie-
nic [5]. Stezenie lizozymu w hemocytach i ciele thuszczo-
wym gasienic G. mellonella zainfekowanych szczepem
entomopatogennym P. aeruginosa, stopniowo wzrasta
a nastepnie po 24-30 godzinach, ulega zmniejszeniu,
co moze by¢ rezultatem intensywnej sekrecji tego biatka
z miejsca syntezy do hemolimfy, jak réwniez ostabienia
funkgji ciala thuszczowego spowodowane rozprzestrze-
niajacy sie infekeja bakteryjng Wzrost zaréwno stezenia
jak i aktywnosci lizozymu w hemolimfie ggsienic zaka-
zonych bakterig P aeruginosa wskazuje, ze enzym ten
jest malo wrazliwy na dzialanie proteaz wytwarzanych
przez bakterie podczas patogenezy [5].

Z danych literaturowych wiadomo, ze metalopro-
teazy wytwarzane przez mikroorganizmy patogenne
funkcjonuja nie tylko jako czynniki wirulencji, ale
réwniez mogg uczestniczy¢ w mechanizmach indukcji
odpowiedzi odpornosciowej gospodarza [1]. Elastaza B
P ageruginosa, nalezaca do rodziny metaloproteaz
podobnych do termolizyny, okazala si¢ doskonalym
induktorem odpowiedzi odpornosciowej G. mellonella
powodujac m.in. wzrost aktywnosci i poziomu lizo-
zymu. Jednak na podstawie uzyskanych wynikow nie
mozna stwierdzi¢ czy jest to spowodowane zwiekszong
sekrecja biatka z miejsc syntezy, jakimi sa komorki ciata
tluszczowego i hemocyty, czy moze ze zwigkszong eks-
presja lizozymu [4]. Nalezy zaznaczy¢, ze w ekspery-
mentach in vitro, po ekspozycji hemolimfy owadéw na
dzialanie enzymdw proteolitycznych, wytwarzanych
przez rozne szczepy P. aeruginosa, aktywnos¢ lizozymu
nie ulega zmianie i pozostaje na poziomie kontrolnym.
Te obserwacje moga wskazywac na obecnos¢ w hemo-
limfie, inhibitoréw hamujacych aktywno$¢ proteaz.
Obecno$¢ w hemolimfie G. mellonella inhibitordw,
ktdre sg aktywne przeciwko metaloproteazom (IMPI)
jak réwniez serynowym proteazom (ISPI) obserwowali
m.in. Wedde i wsp. [85] oraz Frobius i wsp. [35]. IMPT’s
wykazujg aktywno$¢ w stosunku do metaloproteaz
z rodziny M4 wytwarzanych przez bakterie patogenne
jako czynniki wirulencji m.in. w stosunku do elastazy B
P, aeruginosa [22]. Po iniekgcji ggsienicom barciaka ela-
stazy B nastepuje indukeja syntezy inhibitoréw hamu-
jacych aktywnos$¢ metaloproteaz na poréwnywalnym
poziomie do termolizyny [4].

Frakcje proteolityczne, ktére wykazuja nieznaczng
aktywnos¢ w warunkach in vitro przeciwko lizozy-
mowi, zawierajg przede wszystkim alkaliczng proteaze,
co moze sugerowac, ze wlasnie ten enzym jest zaan-
gazowany w degradacje 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, ze enzym zawiera w swojej strukturze 13 reszt
lizyny, ktére moga stanowic¢ potencjalne miejsca ciecia
dla tej proteazy [3].
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4.3. Peptydy o wlasciwosciach przeciwdrobno-
ustrojowych (peptydy odpornosciowe)

W humoralnej odpowiedzi odpornosciowej owa-
dow, kluczowg role odgrywaja peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe (AMP’s), ktore sg aktywowane badz syn-
tetyzowane de novo gtéwnie w ciele ttuszczowym
i hemocytach, skad sg wydzielane do hemolimfy zaka-
zonych gasienic. Peptydy o wlasciwos$ciach przeciw-
drobnoustrojowych to zazwyczaj niewielkie czasteczki
o charakterze kationowym, zawierajace 12-50 amino-
kwaséw o masie czasteczkowej od 3 do 10 kDa. Peptydy
oddzialuja na ujemnie naladowang bfon¢ komoérkowsa
bakterii, prowadzagc do utworzenia w niej kanatéw
i depolaryzacji a nawet fragmentacji, czego efektem
jest $mier¢ drobnoustroju. Kazdy gatunek wytwarza
zazwyczaj zestaw peptydow odpornosciowych zrdzni-
cowanych pod wzgledem wiasciwosci biochemicznych
i spektrum aktywnosci. U G. mellonella poznano jak
dotad kilkanascie peptydéw przeciwdrobnoustrojo-
wych. S wérdd nich peptydy a-helikalne (cekropiny A
i D, moricyny), peptydy o strukturze stabilizowanej
mostkami disiarczkowymi (defensyny, gallerimycyna),
peptydy bogate w proline, peptydy bogate w glicyne
(gloweryny) a takze peptydy anionowe [16, 26, 41, 46,
49, 59, 67, 88]. Réznice w zestawie peptydow i kinetyce
ich pojawiania si¢ w hemolimfie gasienic G. mellonella
obserwowano po zakazeniu owadéw réznymi bakte-
riami i grzybami [60].

W wyniku zakazenia gasienic bakteriami P. aeru-
ginosa, nastepuje indukcja syntezy peptydéw odpor-
no$ciowych, podobnie jak po iniekcji do hemocelu
komorek saprofitycznej bakterii E. coli. W hemolimfie
gasienic obserwowano pojawienie si¢ aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej, ale czas pojawienia si¢ oraz poziom tej
aktywnosci jest wyraznie zalezny od uzytego do infek-
cji szczepu Pseudomonas. Zdecydowanie najlepszym
induktorem aktywno$ci przeciwbakteryjnej w hemo-
limfie okazata si¢ bakteria entomopatogenna (ATCC
27853), wytwarzajaca cztery proteazy wykorzystywane
jako czynniki wirulencji. Najwyzszy poziom aktyw-
nosci, odpowiadajacy 20 uM cekropiny B, oceniony
metoda dyfuzyjng na podstawie strefy zahamowania
wzrostu bakterii wskaznikowej E. coli, stwierdzono
w hemolimfie gasienic po 18 godzinach infekeji. Nato-
miast, szczepy kliniczne P aeruginosa wytwarzajace
przede wszystkim alkaliczng proteaze, malo efektywnie
indukuja synteze¢ peptydéw odpornosciowych u zain-
fekowanych owadow. Nalezy zaznaczy¢, ze aktywnos$é
przeciwbakteryjna indukowana obecno$cig w hemo-
limfie bakterii patogennej P aeruginosa okazala sie
zdecydowanie nizsza w poréwnaniu z aktywnoscia
obserwowang po zakazeniu owadéw bakterig saprofi-
tyczna E. coli. Ponadto, w przypadku saprofita aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna pozostaje na wysokim pozio-
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mie nawet po 48 godzinach po iniekeji bakterii do jamy
ciala owada. Natomiast, po zakazeniu patogenem nie
obserwuje si¢ aktywnosci przeciwko E. coli w hemo-
limfie owaddw, juz po 30 godzinach [7, 8]. Pojawienie
sie aktywnosci przeciwbakteryjnej w hemolimfie jest
zwigzane z synteza peptydéw o masie ponizej 6,5 kDa.
Udzial poszczegdlnych proteaz P. aeruginosa w induk-
¢ji peptydow odpornosciowych w hemolimfie barciaka
wigkszego wymaga szczegdtowych badan. Dotychczas
udalo sie wykaza¢, ze stymulacja humoralnej reakcji
obronnej gasienic G. mellonella, m.in. poprzez zwiek-
szenie aktywnoéci przeciwbakteryjnej w hemolimfie na
skutek indukeji syntezy peptydow odpornosciowych ma
miejsce po iniekcji do hemocelu owada elastazy B [7, 8].

Badania przeprowadzone na gasienicach G. mello-
nella i D. melanogaster dowiodly, ze obecnos¢ enzymow
proteolitycznych jest odbierana przez organizm gospo-
darza jako ,sygnal zagrozenia” W wyniku aktywnosci
proteinaz endo- i egzogennych w hemolimfie powstaja
fragmenty peptydowe majace zdolnos¢ do indukgji syn-
tezy humoralnych czynnikéw odpowiedzi immunolo-
gicznej. Proteinazy biorg tez udzial w bezposredniej
aktywacji kaskad sygnalowych indukujgcych synteze
peptydéw odpornosciowych. U G. mellonella stwier-
dzono, ze w wyniku dzialania termolizyny, znanego
induktora mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej,
wytwarzane sg fragmenty peptydowe (o masie czastecz-
kowej < 3 kDa) wykazujace zdolnos¢ do indukcji humo-
ralnych czynnikéw odpowiedzi odpornosciowej [39].
Substratem dla metaloproteinaz jest kolagen typu IV [2].

Wiadomo, ze czynniki wirulencji takie jak enzymy
proteolityczne, wytwarzane przez bakterie podczas
zakazenia, niszcza przede wszystkim struktury ciala
owada badz ostabiajg lub niszczg komoérkowe i humo-
ralne odczyny obronne. Na przyktad, selektywna degra-
dacja cekropin i attacyn w hemolimfie Hyalophora
cecropia zachodzi pod wplywem proteaz wytwarza-
nych przez bakterie B. thuringiensis [28] jak réwniez
przez bakterie Xenorhabdus nematophilus zwigzane
mutualistycznie z nicieniami Steinernema carpocapsae
[38]. Proteazy produkowane przez takie patogeny jak
P aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis,
Streptococcus pyogenes degraduja peptydy przeciwbak-
teryjne wystepujace u czlowieka, LL-37 i a-defensyny
[78]. W przypadku gasienic G. mellonella zakazonych
bakterig P, aeruginosa wyrazny spadek aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej w hemolimfie owadéw po 30 godzinach
infekcji, moze by¢ rezultatem proteolitycznej degrada-
cji peptydéw spowodowanej przez enzymy wytwarzane
przez te bakterie w czasie patogenezy [8].

Wrazliwos¢ peptydow przeciwbakteryjnych Galleria
na proteazy produkowane przez P. aeruginosa udowod-
niono w warunkach in vitro. Na przyklad, aktywnos¢
przeciwbakteryjna w hemolimfie immunizowanych
owaddw jest catkowicie hamowana po ekspozycji na
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plyny pohodowlane zawierajace 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 podtozu minimalnym M9 i wytwarzajace w tych
warunkach gtéwnie alkaliczna proteaze, maja mniejszy
wplyw na aktywnos¢ przeciwbakteryjna, co wskazuje,
ze ten enzym tylko w niewielkim stopniu wplywa na
degradacje peptydéw odpowiedzialnych za aktywnos$¢
przeciwbakteryjng w hemolimfie zakazonych owaddw
[9, 10]. Jednym z enzymdéw wytwarzanych przez wiek-
sz0$¢ szczepOw P. aeruginosa jest elastaza B i udzial tej
metaloproteazy w degradacji peptydéw odpornoscio-
wych G. mellonella zostat potwierdzony w warunkach in
vitro. Wstepnie ustalono réwniez, ze w tych warunkach
peptydy przeciwbakteryjne nie sa degradowane przez
serynowg proteaze IV [7, 8].

Przedstawione wyniki badan wskazuja na zréznico-
wane zaangazowanie proteaz P. aeruginosa w degradacje
peptydéw odpornosciowych i/lub na rézng wrazliwo$¢
peptydow na proteolityczng aktywnos¢ badanych enzy-
moéw. Mozna réwniez wnioskowad, ze pojawienie sie
bakterii patogennej w hemocelu owada jest sygnatem
dla ukladu odpornosciowego gospodarza do urucho-
mienia reakcji obronnej. Wydaje si¢, ze w procesie
patogenezy enzymy proteolityczne moga odgrywac
odmienng rolg, co zostalo wykazane na przykladzie ela-
stazy B, w poczatkowej fazie infekcji powoduja aktywa-
cje uktadu odpornosciowego, tym samym zwigkszajac
aktywnos¢ przeciwbakteryjng hemolimfy zakazonego
owada, nastepnie w miar¢ postepujacej bakteriemii,
moga degradowa¢ niektore biatka/peptydy np. peptydy
odpornosciowe.

4.4. Apolipoforyna III (apoLp-III)

Apolipoforyna jest waznym sktadnikiem hemolimfy
owaddw zaangazowanym w transport lipidow, aktywa-
cje uktadu odpornosciowego, rozpoznawanie deter-
minant molekularnych drobnoustrojéw oraz w pro-
cesie apoptozy [69, 94]. ApoLp-III nalezy do rodziny
wymiennych apolipoprotein opisanych zaréwno u kre-
gowcow jak i bezkregowcow. Cechg wspdlng tych bialtek
jest obecnos¢ w strukturze czgsteczki amfipatycznych
a-helis [66]. Synteza apoLp-III u owadéw zachodzi
gltéwnie w ciele ttuszczowym, skad biatko jest uwal-
niane do hemolimfy. Wiadomo, ze apoLp-III wigze
kwasy lipotejchojowe (LTA), ktore sg sktadnikami $cian
komorkowych bakterii Gram-dodatnich, lipopolisa-
charyd (LPS) bakterii Gram-ujemnych, -1,3-glukan
obecny w $cianie komérkowej drozdzy oraz uczestniczy
w ich detoksykacji [40, 57, 73, 87]. ApoLp-III wykazuje
réwniez aktywnos¢ przeciwbakteryjna [86, 93].

Poziom apoLp-III w hemolimfie barciaka znacznie
wzrasta po zakazeniu bakteriami Gram-ujemnymi,
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takimi jak E. coli i Klebsiella pneumoniae, czy tez bak-
terig Gram-dodatnig Micrococcus luteus [93]. Dane
literaturowe wskazuja, ze biatko to zwigksza aktywno$¢
bakteriolityczng lizozymu oraz bierze udzial w aktywa-
cji syntezy peptydow przeciwdrobnoustrojowych [30].
ApoLp-IIT moze wspdtpracowac z peptydami odpor-
no$ciowymi zwigkszajac ich skuteczno$¢ w zwalczaniu
drobnoustrojow, wzmacnia¢ odpowiedz komdrkowa
(fagocytoza i enkapsulacja) oraz aktywowac kaskade
oksydazy fenolowej. Wyniki badan wskazuja, ze trzy
czynniki obecne konstytutywnie w hemolimfie G. mel-
lonella, takie jak apoLp-III, lizozym oraz peptyd anio-
nowy 2 (jeden z peptyddw przeciwbakteryjnych), dzia-
taja synergistycznie przeciwko bakteriom. Wydaje sie
ze, apoLp-III zwigksza enzymatyczng aktywnos¢ lizo-
zymu, podczas gdy peptyd stymuluje nie-enzymatyczna
aktywnos¢ enzymu [96].

W warunkach in vitro zaobserwowano wyrazna
degradacje apoLp-III gasienic G. mellonella, po inku-
bacji hemolimfy owada z plynami pohodowlanymi
bakterii entomopatogennej P. aeruginosa. W tym przy-
padku, zmniejszenie ilosci biatka a nawet jego catkowita
degradacja jest prawdopodobnie zwigzane z dziataniem
proteazy serynowej — proteazy typu IV. ApoLp-III jest
degradowana stopniowo, o czym $wiadczy pojawienie
sie w hemolimfie czterech produktéw o masie czastecz-
kowej 15, 13,3, 11,9 oraz 9,5 kDa (po 30 minutach)
oraz tylko pojedynczego produktu degradacji o masie
5,6 kDa - po 60 minutach inkubacji. Analiza sekwen-
cji peptydu wykazata, ze produkt ten stanowi fragment
apoLp-III liczac od 71 aminokwasu dojrzalego bialka.
Wyniki te wyraznie wskazuja, ze apoLp-III G. mello-
nella jest substratem dla proteazy serynowej P. aerugi-
nosa, ktora hydrolizuje biatka po karboksylowej stro-
nie lizyny. Analiza strukturalna apoLp-IIT uwidocznita
obecno$¢ 8 reszt lizyny na N-koncu (reszty 1-70) oraz
9 reszt na C-koncu (118-163), ktdre sg potencjalnymi
miejscami ciecia dla proteazy IV. Fragment czgsteczki
od 71 do 117 aminokwasu nie zawiera reszt lizyny
a obliczona teoretycznie masa czgsteczkowa tego frag-
mentu wynosi okolo 5,515 kDa [3, 9, 10].

Po zakazeniu owada entomopatogenng bakterig
P aeruginosa, wraz z czasem trwania infekcji, zmienia
sie poziom apoLp-III w hemolimfie, hemocytach oraz
w ciele ttuszczowym gasienic G. mellonella. Spadek
ilosci apoLp-III w hemocytach i ciele ttuszczowym, ob-
serwowany odpowiednio po 3,5 oraz 24 godzinach od
zakazenia, jest prawdopodobnie rezultatem intensyw-
niejszej sekrecji tego biatka do hemolimfy, gdzie bierze
udziatl w odpowiedzi odpornosciowej. W hemolimfie,
w krétkim czasie po infekeji, poziom apoLp-III wzrasta,
natomiast po 24 godzinach ilo$¢ biatka zmniejsza sie
i pojawiajg si¢ produkty degradacji o masie okoto 15
i 13,3 kDa, ktore sg szczegdlnie dobrze widoczne po
24 godzinach od zakazenia, natomiast po 48 godzinach
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dominuja produkty degradacji o masie 12 i 9,5 kDa.
Wyniki uzyskane w warunkach in vivo, w zakazonym
owadzie, potwierdzily, Ze w proteolityczng degradacje
apoLp-III zaangazowana jest serynowa proteaza IV.
Nalezy doda¢, ze degradacja apoLp-IIT i innych elemen-
tow uklad odpornosciowego, wydaje sie by¢ skorelo-
wana z og6lnym wzrostem aktywnosci proteolitycznej
w hemolimfie ggsienic zakazonych entomopatogenng
bakteria P.aeruginosa [6]. Natomiast na podstawie
wynikéw badan uzyskanych po zakazeniu owaddw
szczepami klinicznymi P aeruginosa, charakteryzu-
jacymi si¢ obnizonym poziomem ekspresji proteaz,
mozna stwierdzi¢, ze alkaliczna proteaza, ktora jest
gtownym enzymem produkowanym przez te bakte-
rie, ma niewielki udzial w proteolitycznej degradacji
apoLp-II1 G. mellonella [8, 10].

Nalezy zaznaczy¢, ze wzrost poziomu apoLp-III
w hemolimfie gasienic, obserwowany w krétkim cza-
sie po zakazeniu bakterig P. aeruginosa jest dowodem,
ze wydzielane przez patogena proteazy moga stymulo-
wa¢ humoralne odczyny obronne owada. Wiadomo, ze
u bezkregowcow indukcja mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej nastepuje po rozpoznaniu PAMPs,
albo po rozpoznaniu czastek sygnalowych powstatych
w wyniku uszkodzenia organizmu gospodarza przez
cialo obce lub w wyniku dzialania czynnikéw wirulen-
cji patogendéw [21]. Istotng role w tym modelu indukeji
odpowiedzi immunologicznej odgrywaja metaloprote-
azy z rodziny termolizyny, do ktorej nalezy elastaza B
(LasB) P aeruginosa. W badaniach, w ktérych jako
organizm modelowy zastosowano barciaka wigkszego
zaobserwowano, ze po iniekcji do hemolimfy LasB,
w subletalnej dawce, ilo$¢ 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 poréwnaniu do poziomu obser-
wowanego u owadow kontrolnych.

5. Podsumowanie

Barciak wiekszy G. mellonella okazat si¢ przydatnym
organizmem modelowym do badan na poziomie calego
organizmu jak i czastkowych reakeji sktadajacych sie na
odpowiedZ odpornosciowg owadéw oraz do testowa-
nia patogennosci i identyfikacji czynnikow wirulencji
bakterii P. aeruginosa.

Wyniki badan przedstawione w opracowaniu suge-
ruja, ze odmienny wptyw réznych szczepoéw P aeru-
ginosa na poszczegdlne elementy ukladu odpornos-
ciowego G.mellonella mozna wytlumaczy¢ réznym
profilem enzymoéw proteolitycznych produkowanych
przez bakterie podczas zakazenia ggsienic. W kazdym
przypadku efektem infekcji jest Smier¢ owadoéw, jednak
zaobserwowano znaczne roznice w przebiegu odpowie-
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dzi odpornosciowej, zalezne od uzytego szczepu oraz
od skladu podloza, w ktérym bakterie sa hodowane.
Odmienna wrazliwos¢ gasienic G. mellonella na rézno-
rodne szczepy i mutanty najprawdopodobniej odzwier-
ciedla réznice w wytwarzanych czynnikach wirulencji,
zaréwno tych zwigzanych ze $ciang komorkows jak
i sekrecyjnych.

Enzymy proteolityczne wytwarzane przez bakterie
P aeruginosa w poczatkowej fazie infekcji powoduja
aktywacje ukladu odpornosciowego przez: zwiegk-
szenie syntezy lizozymu, indukcje syntezy peptydow
odpornosciowych i inhibitoréw metaloproteaz, zmiang
poziomu apolipoforyny III, tym samym zwigkszajac
aktywnos¢ przeciwbakteryjng hemolimfy zakazonych
owadéw. W miare rozwoju bakteriemii przetamuja
humoralng odpowiedz odpornosciowa gospodarza
przez: hamowanie aktywnosci uktadu oksydazy feno-
lowej, degradacje peptydéw odpornosciowych oraz
apolipoforyny III.

Poszczegolne proteazy wykazujg zréznicowane zaan-
gazowanie w degradacje tych kluczowych elementow
odpowiedzi odpornosciowej owaddw i/lub rézna tez
jest wrazliwo$¢ biatek i peptydéw odpornosciowych na
aktywnos¢ proteolityczng. Peptydy przeciwbakteryjne
s3 podatne na proteolize pod wplywem elastazy B oraz
w niewielkim stopniu alkalicznej proteazy. Apolipofo-
ryna III jest substratem dla proteazy IV oraz alkalicz-
nej proteazy. Peptydy przeciwbakteryjne sg niewrazliwe
na proteolize pod wplywem proteazy IV w warunkach
in vitro.

Elastaza B bakterii P, aeruginosa pelni podczas zaka-
zenia podwdjna role: induktora odpowiedzi odpornos-
ciowej gasienic oraz czynnika wirulencji. Jako czynnik
aktywujacy mechanizmy odpowiedzi odpornosciowej
powoduje indukcje syntezy peptyddéw przeciwdrobno-
ustrojowych i inhibitoréw metaloproteaz, oraz zwigk-
szenie poziomu ekspresji i aktywnosci lizozymu a takze
poziomu apolipoforyny III. Elastaza B jako czynnik
wirulencji bierze udzial w degradacji peptydéw prze-
ciwbakteryjnych.

Wzrost stezenia jak i aktywnosci lizozymu w hemo-
limfie gasienic G.mellonella zakazonych bakterig
P aeruginosa wskazuje, ze lizozym jest mato wrazliwy
na dzialanie proteaz tej bakterii, na przyklad, prote-
aza serynowa IV nie powoduje degradacji lizozymu
w warunkach in vitro, pomimo tego, Ze enzym zawiera
w swojej strukturze reszty lizyny, stanowiace poten-
cjalne miejsca ciecia dla tej proteazy.

Wydaje si¢, ze u G. mellonella w indukcje syntezy
humoralnych czynnikéw odpowiedzi odpornosciowe;j
zaangazowane s3 rézne mechanizmy tj. zalezny od
obecnosci obcych struktur (model odpornosci ,,infec-
tious-non self) jak i bakteryjnych czynnikéw wirulencji
odbieranych przez organizm gospodarza jako ,,sygnat
zagrozenia’
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