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Wykaz skrótów 

AMPs (ang. antimicrobial peptides) - peptydy przeciwdrobnoustrojowe 

AO (ang. acridine orange) - oranż akrydyny 

apoLp-III (ang. apolipophorin-III) - apolipoforyna III 

CD80 (ang.  cluster of differentiation 80) - koreceptor 80 

CD86 (ang.  cluster of differentiation 86) - koreceptor 86 

 CD91 (ang. cluster of differentiation 91) - koreceptor 91 

DAMPs (ang. damage-associated molecular patterns) - wzorce molekularne 

związane z uszkodzeniami 

DHC (ang. differentia hemocyte count) - liczba hemocytów poszczególnych grup 

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) - kwas deoksyrybonukleinowy 

EF-2 (ang. elongation factor 2) - czynnik elongacji 2 

EWL (ang. egg white lysozyme) - lizozym białka jaja kurzego 

exoA (ang. exotoxin A) - egzotoksyna A 

H - Hoechst33342 

HLA-DR (ang. Human Leukocyte Antigen - DR isotype) -  ludzki antygen 

leukocytarny - izotyp DR 

ICAM-1  (ang. Intercellular Adhesion Molecule 1) - białko adhezyjne 1 

IEF (ang. isoelectrofocusing) -  izoelektroogniskowanie 

IFN-γ - interferon - gamma 

IL-1 (ang. interleukin-1) - interleukina 1 

IP (ang. propidium iodide) - jodek propidyny  

IPS (ang. insect physiological saline) - bufor fizjologiczny dla owadów 
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L-DOPA - 3,4-dihydroksy-L-fenyloalanina 

LMB-2 (ang. immunotoxin LMB-2) - immunotoksyna LMB-2 

MAbs  (ang. monoclonal antibodies) - przeciwciała monoklonalne 

miRNA (ang. microRNA) - mikroRNA 

NK  (ang, natural killer cells) - komórki naturalnej cytotoksyczności 

PAMPs (ang. patogen-associated molecular patterns) - wzorce molekularne związane 

z patogenami  

pI (ang. isoelectric point) - punkt izoelektryczny 

PO (ang. phenol oxidase) - oksydaza fenolowa 

PRRs (ang. pattern recognition receptors) - receptory rozpoznające wzorce 

PVDF (ang. polyvinylidene fluoride) -  polifluorek winylidenu 

RNA (ang. ribonucleic acid) - kwas rybonukleinowy 

SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl-sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) - 

elektroforeza w żelu poliakrylamidowym  

THC  (ang. total hemocyte count) - całkowita liczba hemocytów 

TNF-α  (ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy nowotworów 
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1. Wstęp 

 Powszechnie występująca w środowisku Gram-ujemna pałeczka Pseudomonas 

aeruginosa (Pseudomonadaceae) jest oportunistycznym patogenem człowieka. U osób z 

osłabioną odpornością wywołuje zakażenia układu oddechowego, moczowego, zakażenia 

ran, kości, stawów, skóry oraz zapalenie rogówki.  Ze względu na  małe  wymagania 

odżywcze, różnorodne mechanizmy oporności na antybiotyki oraz niewrażliwość na 

stosowane powszechnie środki dezynfekcyjne bakteria należy do najgroźniejszych 

czynników etiologicznych zakażeń szpitalnych.  

 Jedną z charakterystycznych cech bakterii jest zdolność do syntezy szerokiego 

spektrum czynników wirulencji takich jak lipopolisacharyd, enzymy proteolityczne 

(elastaza A, elastaza B, proteaza IV i proteaza alkaliczna), hemolizyny, fosfolipazy oraz 

cytotoksyny (egzotoksyny A, S, T, U i Y). Działanie egzotoksyny S oraz T polega na 

spowalnianiu procesu fagocytozy, egzotoksyna Y uczestniczy w reorganizacji 

cytoszkieletu komórki eukariotycznej, natomiast egzotoksyna U jest odpowiedzialna za 

uszkodzenia błony komórkowej (Khalifa i in., 2011).  

 Największe znaczenie w chorobotwórczości P. aeruginosa przypisuje się 

egzotoksynie A (exoA). W komórkach eukariotycznych exoA katalizuje ADP-rybozylację 

czynnika elongacji EF-2 w cytozolu, co skutkuje zahamowaniem procesu translacji, 

zaburzeniem homeostazy białkowej i skierowaniem komórki na drogę apoptozy (Łepeta i 

in., 2010). Toksyna zbudowana jest z trzech domen (613 aminokwasów): receptorowej 

(domena I), translokacyjnej (domena II) oraz ADP-rybozylującej (domena III). Podczas 

infekcji domena receptorowa wiąże się z receptorem CD91, który znajduje się na 

powierzchni komórki, umożliwiając domenie II translokację fragmentu domeny I (Ib) oraz 

domeny III do wnętrza komórki. Następnie domena ADP-rybozylująca jest odcinana przez 

wewnątrzkomórkowe proteazy i przyłącza się do EF-2 powodując zahamowanie syntezy 

białek. Stosunkowo dobrze poznane są właściwości cytotoksyczne exoA  w stosunku do 

limfocytów i granulocytów, natomiast niewiele wiadomo o jej wpływie na inne komórki 

układu odpornościowego. Wykazano, że exoA hamuje syntezę interferonu gamma (IFN- γ) 

oraz ekspresję receptorów CD80, CD86, ICAM-1 i HLA-DR na monocytach, a także 

zmniejsza aktywność cytotoksyczną komórek NK (Michałkiewicz i in., 1999). Ponadto 

zaobserwowano, że exoA powoduje apoptozę ludzkich mastocytów oraz zmniejszenie 

produkcji niektórych cytokin, m.in. TNF-α, IFN-γ lub IL-1 (Jenkins i in., 2006; Staugas i 

in. 1992).  
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 W nowoczesnej terapii antynowotworowej testowane jest wykorzystanie do walki z 

rakiem  immunotoksyn, czyli połączenia toksyn bakteryjnych z przeciwciałami 

monoklonalnymi (MAbs), czynnikami wzrostu lub cytokinami specyficznie wiążącymi się 

do danego antygenu/receptora na powierzchni komórki nowotworowej. Badania 

przeprowadzone na ssaczych organizmach modelowych wykazały skuteczność 

immunotoksyny uzyskanej na bazie exoA P. aeruginosa, w zwalczaniu czerniaka, raka 

płuc, nerki i szpiku (Weldon i Pastan, 2011; Wolf i Elsӓssser-Beile, 2009). Innym 

przykładem skutecznej terapii  z wykorzystaniem exoA jest toksyna LMB2, fragment 

zmienny przeciwciała anty-CD25 połączony ze skróconą egzotoksyną. W badaniach 

klinicznych wykazano jej aktywność w przewlekłej białaczce limfocytowej B-komórkowej 

i neoplazji komórek T (Łepeta i in., 2010).   

 W badaniach patogenności P. aeruginosa jako organizm modelowy 

wykorzystywany jest barciak większy  Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae).  

Stwierdzono wysoki stopień korelacji pomiędzy zjadliwością bakterii w badaniach z 

użyciem barciaka oraz modeli ssaczych (Jander i in., 2000). Do zalet tego organizmu 

można zaliczyć kosmopolityczność, relatywnie niski koszt hodowli, krótki cykl życiowy 

oraz możliwość częstego pozyskiwania dużych ilości osobników. Duży rozmiar gąsienic 

(10-20mm) ułatwia manipulacje laboratoryjne oraz znacząco upraszcza pobieranie tkanek 

do analiz. Ponadto gąsienice mogą być bezpiecznie inkubowane w 37oC, temperaturze 

koniecznej do właściwej syntezy i działania wielu czynników wirulencji produkowanych 

przez patogeny chorobotwórcze dla człowieka (P1, Junqueira, 2012; Tsai i in., 2016). Ze 

względu na udowodnione podobieństwa pomiędzy wieloma składnikami wrodzonej 

odporności owadów i ssaków, barciak wykorzystywany jest przede wszystkim w 

badaniach interakcji patogen-gospodarz, do testowania patogenności i identyfikacji 

czynników wirulencji drobnoustrojów chorobotwórczych dla człowieka oraz do oceny 

skuteczności leków przeciwdrobnoustrojowych (P1, Champion i in., 2016; Ramaro i in., 

2012; Wojda i in., 2020).   

 Układ odpornościowy owadów jest oparty na powiązanych ze sobą mechanizmach 

odpowiedzi komórkowej i humoralnej. Po sforsowaniu barier anatomiczno-fizjologicznych 

obecność obcych dla organizmu struktur jest rozpoznawana przez układ odpornościowy 

gospodarza. Swoiste dla danego mikroorganizmu determinanty strukturalne tzw. wzorce 

molekularne związane z patogenem PAMPs (ang. pathogen-associated molecular patterns) 

lub cząsteczki będące efektem uszkodzenia komórek DAMPs (ang. danger-associated 

molecular patterns) są rozpoznawane przez specyficzne białka receptorowe owada PRRs 
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(ang. pattern recognition receptors). Proces ten jest wspomagany przez obecne w 

hemolimfie białka – hemolinę i apolipoforynę III (apoLp-III).   

 Hemolina jest indukowalnym białkiem o masie 48 kDa zbudowanym z czterech 

domen immunoglobulinowych. Występuje w formie wolnej lub związanej z błoną 

komórkową hemocytów. Ma zdolność wiązania się do powierzchni komórek drożdży, 

bakterii Gram-ujemnych przez lipopolisacharyd oraz bakterii Gram-dodatnich poprzez 

oddziaływanie z kwasami lipotejchojowymi (Tsai i in., 2016).   

 ApoLp-III jest konstytutywnie wydzielana do hemolimfy, wchodzi w skład 

mobilnego kompleksu lipoforyn, który odpowiada za transport lipidów i zaopatrzenie 

energetyczne mięśni owada. Dobrze udokumentowana jest rola apoLp-III jako receptora 

rozpoznającego molekularne determinanty patogenów. Ponadto białko wykazuje 

właściwości przeciwbakteryjne wobec bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, jak 

również oddziałuje synergistycznie z lizozymem (Zdybicka-Barabas i in., 2013; 2015) oraz 

cekropiną (Bolouri Moghaddam i in., 2016; Stączek i in., 2018) wzmagając ich aktywność 

przeciwdrobnoustrojową. ApoLp-III jest zaangażowana w odpowiedź komórkową, 

uczestniczy w regulacji aktywności układu oksydazy fenolowej oraz  detoksyfikuje 

toksyny drobnoustrojów. Białko to jest homologiem apolipoproteiny E, pełniącej funkcje 

odpornościowe u ssaków.   

 W odpowiedzi komórkowej owada uczestniczą hemocyty zaangażowane w proces 

fagocytozy oraz tworzenie otoczek wokół ciał obcych (enkapsulacja i nodulacja). U 

barciaka wyróżnia się 5 rodzajów hemocytów: prohemocyty, granulocyty, plazmatocyty, 

sferulocyty oraz enocytoidy. Granulocyty i plazmatocyty, obecne w hemolimfie w 

największej ilości, są komórkami zdolnymi do adhezji do obcych powierzchni i 

odpowiadają za wspomniane wyżej procesy. Główną funkcją sferulocytów jest transport 

metabolitów, natomiast enocytoidy syntetyzują składniki układu oksydazy fenolowej. Ilość 

hemocytów w hemolimfie zmienia się w trakcie życia owada jak również w odpowiedzi na 

uszkodzenia mechaniczne lub zakażenie (Binder i in., 2016; Browne i in., 2013; Lavine i 

Strand, 2002; Wu i in., 2016). Odpowiedź humoralna owadów obejmuje m.in. proces 

krzepnięcia hemolimfy, aktywację kaskad enzymów proteolitycznych prowadzących do 

melanizacji oraz indukcję syntezy peptydów przeciwdrobnoustrojowych AMPs (ang. 

antimicrobial peptides) (P1).  

 Peptydy przeciwdrobnoustrojowe są kluczowymi efektorami odporności 

wrodzonej. Wykazują działanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybowe, 

przeciwpierwotniacze, a często przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe. Jak dotąd u G. 



10 
 

mellonella zidentyfikowano kilkanaście peptydów różniących się strukturą i mechanizmem 

działania. Są wśród nich peptydy α-helikalne (cekropiny A i D, moricyny), o strukturze 

stabilizowanej mostkami disiarczkowymi (defensyny, gallerimycyna), bogate w prolinę, w 

glicynę (gloweryny) a także peptydy anionowe (Cytryńska i in., 2007; Li i in., 2012). 

AMPs owadzie wykazują duży stopień homologii do peptydów syntetyzowanych przez 

organizmy ssacze, w tym do peptydów ludzkich. Dotychczasowe badania wykazały, że ich 

produkcja jest regulowana niekodującym, niskocząsteczkowym RNA (miRNA), tak jak ma 

to miejsce w organizmach ssaków, natomiast profil syntetyzowanych AMPs jest 

skorelowany z rodzajem zidentyfikowanego patogenu (Mukherjee i in., 2020).   

 W Katedrze Immunobiologii gąsienice barciaka większego G. mellonella 

wykorzystywane są jako organizm modelowy w badaniach interakcji bakterii P. 

aeruginosa z mechanizmami odporności wrodzonej gospodarza. Do tej pory wykazano, że 

po zakażeniu tym patogenem dochodzi do degradacji proteolitycznej zarówno peptydów 

odpornościowych jak i apolipoforyny III, podczas gdy lizozym okazał się niewrażliwy na 

pozakomórkowe proteinazy wytwarzane przez P. aeruginosa (Andrejko i in., 2005; 

2008b). Uzyskane wyniki wskazują, że w degradację proteolityczną białek/peptydów 

odpornościowych zaangażowane są serynowa proteaza IV oraz elastaza B.  Należy 

zaznaczyć, że elastaza B jak również alkaliczna proteaza podane w subletalnym stężeniu 

były odpowiedzialne za zwiększenie aktywności przeciwdrobnoustrojowej w hemolimfie 

larw G. mellonella poprzez indukcję syntezy peptydów obronnych (Andrejko i Mizerska-

Dudka, 2011; 2012; Andrejko i in., 2009; Andrejko i Siemińska, 2016). Ponadto 

wykazano, że proteaza alkaliczna P. aeruginosa znacząco hamowała aktywację kaskady 

profenolooksydazy w hemolimfie G. mellonella (Andrejko i in., 2021b).  

 U gąsienic G. mellonella zakażonych szczepami P. aeruginosa różniącymi się 

profilem wydzielanych proteaz udało się zidentyfikować przeciwdrobnoustrojowe peptydy 

i białka (Andrejko i in., 2021a). Ponadto zaobserwowano, że infekcja owadów  bakterią P. 

aeruginosa spowodowała istotne zmiany w morfologii, żywotności i zdolności 

rozprzestrzeniania się immunokompetentnych hemocytów, a mianowicie granulocytów i 

plazmatocytów (Mizerska-Dudka i Andrejko, 2014). Uzyskane wyniki badań ujawniły 

zróżnicowany wpływ izolatów klinicznych P. aeruginosa na parametry odpowiedzi 

immunologicznej G. mellonella, co wskazuje, że ten model owadzi może być przydatny do 

analizy czynników wirulencji różnych szczepów badanej bakterii (Andrejko i in., 2014). 
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2. Hipoteza i cel badań 

 W ostatnich latach gąsienice Galleria mellonella z powodzeniem są stosowane jako 

organizm modelowy w badaniach patogenności oraz czynników wirulencji drobnoustrojów 
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chorobotwórczych dla człowieka, w tym bakterii Pseudomonas aeruginosa.  

 Badania in vivo realizowane w Katedrze Immunobiologii dowiodły, że zakażenie 

gąsienic bakteriami P. aeruginosa powoduje zmiany w poziomie apolipoforyny III, 

aktywności układu oksydazy fenolowej oraz aktywności przeciwdrobnoustrojowej 

hemolimfy. Ponadto zaobserwowano apoptozę hemocytów po zakażeniu owadów tym 

patogenem. Podjęte badania przedstawione w niniejszej pracy, miały na celu identyfikację 

roli, jaką podczas zakażenia pełni egzotoksyna A - jeden z najgroźniejszych czynników 

wirulencji P. aeruginosa oraz zbadanie interakcji exoA z wybranymi elementami 

odpowiedzi odpornościowej gąsienic G. mellonella. 

Celem niniejszej pracy było: 

• przeanalizowanie wybranych mechanizmów komórkowej odpowiedzi 

immunologicznej G. mellonella, po wprowadzeniu do hemocelu gąsienic 

subletalnej dawki exoA; badano zmiany ilościowe, jakościowe oraz  

morfologiczne hemocytów,  jak również podjęto próbę identyfikacji rodzaju 

śmierci komórkowej hemocytów; 

• określenie wpływu exoA na wybrane humoralne reakcje odpornościowe gąsienic 

G. mellonella. Wśród analizowanych parametrów należy wymienić:  poziom 

apolipoforyny III w tkankach owadów; aktywność układu oksydazy fenolowej w 

warunkach in vivo, aktywność przeciwbakteryjna w hemolimfie badanych 

owadów. 

 

 

 

 

 

 

3. Omówienie wyników 

 

3.1. Materiał biologiczny stosowany w badaniach 
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 Modelem doświadczalnym stosowanym w badaniach były gąsienice barciaka 

większego G. mellonella (250-300 mg) z hodowli prowadzonej w Katedrze 

Immunobiologii w ściśle kontrolowanych warunkach (28oC, w ciemności, przy 

wilgotności 60-80%) na plastrach woszczyny pszczelej. W prowadzonych badaniach 

wykorzystywano następujące bakterie:  Escherichia coli K12 szczep D31 (CGSC565, 

Genetic Stock Centre, New Haven, USA, Boman i in., 1974) oraz Pseudomonas 

aeruginosa szczep ATCC 27853 pochodzące z kolekcji drobnoustrojów Katedry 

Immunobiologii UMCS. 

 

3.2. Egzotoksyna A 

 

 W doświadczeniach użyta została komercyjnie dostępna, oczyszczona i 

liofilizowana egzotoksyna A Pseudomonas aeruginosa (Sigma-Aldrich). Przed 

zastosowaniem toksynę rozpuszczano w płynie fizjologicznym dla owadów IPS (150mM 

NaCl, 5mMKCl, 0,1M Tris-HCl, pH 6,9).  

 

3.3. Analiza przeżywalności 

 

 W oparciu o krzywe przeżywalności larw G. mellonella (w czasie od 0 do 72 godz.) 

wyznaczone algorytmem Kaplana-Meiera (1958), do dalszych badań wybrana została 

dawka subletalna exoA (20ng/larwę), czyli dawka, która nie powodowała śmiertelności 

owadów do 48 godz. od immunizacji (P2 Fig. 1A). Średnia dawka letalna (LD50) exoA dla 

gąsienic G. mellonella wyznaczona metodą Reeda-Muencha (1938) wynosiła 34,5 

ng/larwę. 

 

 

 

 

3.4. Immunizacja owadów 

 

 Gąsienice immunizowano subletalną dawką exoA (20 ng/5µl IPS/larwę) natomiast 

owadom kontrolnym podawano bufor IPS (5 µl/larwę). Próby hemolimfy, hemocytów i 
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ciała tłuszczowego pobierano po 1, 4, 8, 15, 18 i 24 godz. od immunizacji wg procedur 

opracowanych wcześniej w Katedrze (P2, P3, Andrejko i in., 2021a). 

 

3.5 Odpowiedź komórkowa gąsienic G. mellonella na obecność w 

organizmie exoA 

 

 Wiadomo, że exoA charakteryzuje się cytotoksycznością w stosunku do 

limfocytów, granulocytów oraz hamuje proliferację makrofagów w organizmach ssaczych.  

Wykazano również, że  toksyna powoduje śmierć granulocytów Drosophila spp. Dlatego 

też w niniejszej pracy przeanalizowano wybrane parametry komórkowej odpowiedzi 

odpornościowej gąsienic G. mellonella na podanie subletalnej dawki exoA. 

   

3.5.1 Zmiany ilościowe hemocytów 

 

 Pierwszym etapem tych badań była analiza zmian ilościowych hemocytów w 

hemolimfie gąsienic immunizowanych subletalną dawką egzotoksyny. Hemolimfę 

zbierano z pojedynczych osobników (20 μl / larwę; 5 larw / punkt czasowy), rozcieńczano 

2-krotnie w antykoagulancie i natychmiast umieszczano w komorze Bürkera do 

obserwacji. Na podstawie zebranych danych wykonano hemocytogram dla całkowitej 

liczby hemocytów (THC) (P3). Następnie hemocyty zostały podzielone na grupy według 

różnic w ich budowie morfologicznej (Lavine i Strand, 2002) i wykonano hemocytogram 

dla poszczególnych ich rodzajów (DHC) (P3).  

 Wyniki analizy THC wykazały istotny statystycznie spadek (ponad 60%) 

całkowitej ilości hemocytów w hemolimfie owadów już po 8 godz. od podania exoA, 

utrzymujący się do 24 godz. (spadek o ponad 80%) w porównaniu z owadami kontrolnymi, 

które traktowano IPS (P3). Dzięki analizie DHC wykazano, że immunizacja owadów 

egzotoksyną spowodowała istotne zmiany ilościowe przede wszystkim granulocytów oraz 

plazmatocytów. W porównaniu z próbami kontrolnymi, po 8 godz. od immunizacji, ilość 

granulocytów zmniejszyła się o ponad 50%, natomiast plazmatocytów o ponad 70%. Z 

kolei po 24 godz. od podania exoA zarówno ilość granulocytów jak i plazmatocytów była 

niższa o około 85% niż w próbach kontrolnych. Nie zauważono istotnych statystycznie 

zmian w liczbie sferulocytów oraz enocytoidów (P3). 

 



15 
 

3.5.2. Zmiany morfologiczne hemocytów 

 

 Biorąc pod uwagę mechanizm działania exoA w komórkach eukariotycznych, 

założono, że obserwowany spadek liczby granulocytów i plazmatocytów mógł być 

skutkiem cytotoksycznego oddziaływania toksyny na hemocyty G. mellonella. Dlatego też 

w kolejnych doświadczeniach przeprowadzono obserwacje zmian morfologicznych oraz 

analizę przeżywalności hemocytów z wykorzystaniem błękitu trypanu. Hemocyty były 

barwione 20 minut 0,2% barwnikiem rozpuszczonym w IPS, następnie komórki 

obserwowano pod mikroskopem świetlnym (Mizerska-Dudka i Andrejko, 2014, P3).   

 Mikroskopowa analiza hemocytów pobranych z larw immunizowanych exoA 

ujawniła wyraźne zmiany morfologiczne – komórki stały się większe, napęczniałe i 

zaokrąglone już po 8 godz. od iniekcji (P3, Fig. 3A, B i C). Ponadto hemocyty 

charakteryzowały się obecnością wakuoli w pobliżu jąder oraz licznych pęcherzyków 

błonowych. Niektóre z obserwowanych komórek były zabarwione na ciemnoniebiesko, co 

jest cechą charakterystyczną dla komórek martwych z uszkodzoną błoną (P3, Fig. 3D i E). 

 

3.5.3. Barwienie fluorescencyjne hemocytów 

 

 Otrzymane rezultaty wskazywały na indukcję przez exoA zarówno nekrotycznej 

jak i apoptotycznej śmierci hemocytów G. mellonella.  Aby zidentyfikować rodzaj śmierci 

komórkowej wywoływanej przez badaną toksynę przeprowadzono barwienie z 

wykorzystaniem barwników fluorescencyjnych – oranżu akrydyny oraz mieszaniny jodku 

propidyny/Hoechst 33342 wg metody opracowanej we wcześniejszych badaniach 

(Mizerska-Dudka i Andrejko, 2014, P3). Hoechst 33342 (H) jest barwnikiem 

przechodzącym przez błonę komórkową, barwi DNA w jądrze zarówno żywych, jak i 

martwych komórek na niebiesko. Jodek propidyny (IP) nie przechodzi przez błonę 

komórkową, jest powszechnie stosowanym barwnikiem fluorescencyjnym odróżniającym 

żywe i martwe komórki z uszkodzoną błoną komórkową, które barwią się na czerwono. 

Oranż akrydyny (AO) przechodzi przez błonę komórkową, wchodzi w interakcje z DNA i 

RNA, barwi struktury komórkowe o kwaśnym pH, takie jak lizosomy, fagolizosomy lub 

wakuole autofagalne. W warunkach niskiego pH emituje światło pomarańczowe. Komórki 

martwe z uszkodzona błoną komórkową są zabarwione na czerwono.  

 W trakcie analiz z wykorzystaniem AO zaobserwowano hemocyty zabarwione na 
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zielono w próbach kontrolnych, co jest charakterystyczne dla żywych, nieuszkodzonych 

komórek. W próbach badanych hemocyty uległy agregacji i miały liczne wakuole 

zabarwione na czerwono (P3, Fig.4). Po zastosowaniu mieszaniny H/IP w próbach 

kontrolnych zaobserwowano komórki z jądrem komórkowym zabarwionym na niebiesko, 

co świadczy o braku uszkodzeń. Z kolei w próbach zawierających hemocyty larw 

immunizowanych exoA w początkowych czasach (1-8 godz.) widoczne były liczne 

komórki z zabarwioną na czerwono cytoplazmą oraz jądrami emitującymi niebieską 

fluorescencję. W późniejszych godzinach (15-24 godz.) dominowały komórki emitujące 

niebieską fluorescencję, można było również zaobserwować struktury charakterystyczne 

dla apoptozy: ciałka apoptotyczne i komórki ze skondensowaną chromatyną (P3, Fig. 5).  

 

3.5.4. Identyfikacja rodzaju śmierci komórkowej hemocytów 

 

 Aby bardziej szczegółowo wyjaśnić możliwy mechanizm oddziaływania exoA na 

hemocyty G. mellonella, przeprowadzono dodatkowe analizy z wykorzystaniem cytometrii 

przepływowej oraz IP/Aneksyny V (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II, BD 

PharmingenTM, P3). W doświadczeniach użyte zostały próby hemocytów otrzymane po 8 i 

24 godz. od immunizacji owadów badaną toksyną. Wykazano, że po 8 godz. średnia liczba 

komórek nekrotycznych wynosiła 12,6% w próbie kontrolnej (owady traktowane IPS) oraz 

14,5% w próbie zawierającej hemocyty owadów traktowanych exoA, podczas gdy średnia 

liczba komórek apoptotycznych wynosiła odpowiednio 17,7% oraz 23%. Z kolei po 24 

godz. zanotowano znaczny wzrost liczby komórek apoptotycznych: o około 20% w próbie 

kontrolnej i o 46% w pobranej z larw poddanych działaniu exoA. Dodatkowo 

towarzyszyło temu znaczne zmniejszenie liczby komórek nekrotycznych, tj. do 7,5% w 

kontroli i 9,4% w próbach badanych, w porównaniu z próbami hemocytów uzyskanymi po 

8 godz. (P3, Fig. 6).   

 W związku z tym, że uzyskane wyniki wskazywały na indukcję apoptozy w 

badanych hemocytach, dodatkowo przeprowadzono analizy mające na celu wykrycie 

aktywnej kaspazy 3 (marker apoptozy) w komórkach izolowanych z larw 

immunizowanych subletalną dawką exoA. W badaniach wykorzystano metodę cytometrii 

przepływowej oraz komercyjny zestaw PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit (BD 

PharmingenTM, P3) wg procedury dostarczonej przez producenta. W porównaniu z próbą 

kontrolną, uzyskaną od owadów traktowanych IPS, 24 godz. od immunizacji owadów 
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egzotoksyną A zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ilości komórek z aktywną 

formą kaspazy 3 (P3, Fig.7). 

 

3.6. Wpływ egzotoksyny A na wybrane humoralne reakcje odpornościowe 

gąsienic G. mellonella 

 

 Odpowiedź humoralna u owadów obejmuje głównie działanie składników 

rozpuszczonych w hemolimfie, do których zalicza się m.in. układ oksydazy fenolowej, 

lizozym, peptydy odpornościowe oraz inne białka, które oprócz podstawowych dla nich 

funkcji biorą udział w reakcjach obronnych organizmu jak np. apolipoforyna III (apoLp-

III) 

 

3.6.1. Aktywność układu oksydazy fenolowej (PO) 

 

 Aktywacja układu PO jest jedną z najszybszych reakcji odpornościowych owada 

uruchamianych w momencie zranienia czy też rozpoznania obecności w organizmie 

obcych struktur. W hemolimfie otrzymanej po 1-24 godz. od immunizacji owadów exoA, 

poziom aktywności oksydazy fenolowej był określany metodą spektrofotometryczną z 

wykorzystaniem L-DOPA jako substratu (P2). Nieznaczny, ale istotny statystycznie 

spadek aktywności oksydazy fenolowej zaobserwowano już po 4 godz. od immunizacji. 

Natomiast po 8 i 15 godz. poziom aktywności obniżył się prawie 3-krotnie, następnie 

obserwowano powolny wzrost do poziomu w próbach kontrolnych (P2, Fig. 1C). 

 

3.6.2. Aktywność przeciwbakteryjna hemolimfy gąsienic 

 

 Wiadomo, że u Lepidoptera lizozym jest obecny w hemolimfie na niskim poziomie, 

natomiast po immunizacji bakteriami lub grzybami jego poziom oraz aktywność wyraźnie 

wzrasta. Aktywność typu lizozymu wyznaczano na podstawie wielkości stref rozkładu 

peptydoglikanu ze ścian komórkowych bakterii Micrococcus luteus (Sigma-Aldrich) 

metodą dyfuzyjną opisaną szczegółowo w P2; średnice tych stref przeliczano na 

ekwiwalent lizozymu białka jaja kurzego EWL (ang. Egg White Lysozyme). W 

hemolimfie larw immunizowanych exoA aktywność lizozymu zmniejszyła się o około 

45% już po 1 godz., natomiast prawie 85% spadek zanotowano po 8, 15 i 18 godz. od 
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podania exoA. Obniżony poziom aktywności lizozymu utrzymywał się do końca 

doświadczenia (24 godz.). 

 Aktywność przeciwbakteryjną w hemolimfie gąsienic, skierowaną przeciwko 

bakteriom Gram-ujemnym, analizowano metodą bioautografii, która pozwala na 

oznaczenie aktywności anty-E. coli in situ, po uprzednim rozdziale białek i peptydów 

hemolimfy metodą elektroforezy glicynowej w warunkach denaturujących. Próby 

przygotowano z hemolimfy owadów pobranej po 1, 8 i 15 godz. od podania exoA, próbę 

kontrolną stanowiła syntetyczna cekropina B. Na obrazach elektroforetycznych po 

rozdziale polipeptydów hemolimfy nie wykryto stref zahamowania wzrostu E. coli, 

zlokalizowanych w obszarze migracji próby kontrolnej (P2, Fig. 2C). 

 

 

3.6.3. Analiza profili białkowo-peptydowych hemolimfy gąsienic 

 

 Przeciwdrobnoustrojowe peptydy i białka stanowią kluczowy element humoralnej 

odpowiedzi immunologicznej przeciwko patogenom. Biorąc pod uwagę brak aktywności 

przeciwko E. coli wykazanej na żelach po bioautografii, celem kolejnych badań było 

sprawdzenie czy po aplikacji exoA do hemocelu owada dochodzi do indukcji syntezy 

peptydów odpornościowych. 

 W celu porównania profili białkowo-peptydowych hemolimfy gąsienic 

traktowanych exoA z hemolimfą owadów kontrolnych, które immunizowano zabitymi 

wysoką temperaturą bakteriami P. aeruginosa, wykonano ekstrakty metanolowe 

zawierające niskocząsteczkowe białka i peptydy (poniżej 30 kDa), następnie dokonano 

separacji polipeptydów ekstraktów za pomocą elektroforezy trycynowej wg metodyki 

opisanej w P2.   

 Na otrzymanych żelach zwrócono uwagę na brak prążków peptydowych o masie 

cząsteczkowej poniżej 6,5 kDa w próbach zawierających ekstrakty z hemolimfy owadów 

traktowanych exoA. Należy zaznaczyć, że w ekstrakcie kontrolnym otrzymanym z 

hemolimfy owadów immunizowanych bakteriami, prążki odpowiadające peptydom 

odpornościowym były wyraźnie widoczne. Wykryto również wyraźne zmiany w poziomie 

białka o masie 18 kDa, co odpowiada apolipoforynie III (P2, Fig. 2B). 

   

3.6.4. Zmiany poziomu apolipoforyny III w hemolimfie owadów 
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 Jednym z najważniejszych elementów humoralnej odpowiedzi odpornościowej jest 

apolipoforyna III. Białko to jest odpowiedzialne m. in. za rozpoznanie patogenów oraz ich 

czynników wirulencji. W celu zbadania wpływu exoA na poziom apoLp-III próbki 

hemolimfy pobrane od owadów immunizowanych exoA rozdzielano za pomocą SDS-

PAGE, następnie poddawano elektrotransferowi na membrany PVDF i przeprowadzano 

immunoblotting z użyciem specyficznych przeciwciał pierwszorzędowych rozpoznających 

apoLp-III (Agrisera). Wybarwione membrany zostały poddane analizie densytometrycznej 

z wykorzystaniem programu ImageJ, następnie przeprowadzono analizę statystyczną 

otrzymanych wyników, jak opisano w P2. 

 W hemolimfie owadów traktowanych exoA zaobserwowano istotny statystycznie 

spadek poziomu apoLp-III o około 15% po 4 godz. od iniekcji w odniesieniu do gąsienic 

kontrolnych. Najniższy poziom badanego białka (około 2-krotny spadek) w porównaniu z 

kontrolą, zaobserwowano po 8 i 15 godz. od immunizacji, następnie ilość białka stopniowo 

rosła osiągając po 18-24 godz. poziom obserwowany w grupie kontrolnej (P2, Fig 2) 

 

3.6.5. Analiza poziomu apoLp-III w hemocytach i ciele tłuszczowym gąsienic 

immunizowanych exoA (wyniki nieopublikowane) 

 Poniżej zaprezentowane zostały wyniki dodatkowych analiz, które nie zostały 

jeszcze opublikowane, których celem było bardziej szczegółowe określenie mechanizmu 

działania toksyny.  

 W związku z tym, że zaobserwowano wyraźne zmiany poziomu apoLp-III w 

hemolimfie owadów, którym podano drogą iniekcji exoA (3.6.4), w kolejnej serii 

doświadczeń poziom tego białka analizowano w hemocytach  oraz ciele tłuszczowym 

gąsienic G. mellonella. Ekstrakty białkowe z hemocytów oraz ciała tłuszczowego zostały 

przygotowane zgodnie z metodyką opisaną we wcześniejszych pracach (Andrejko i in., 

2021a, Mizerska-Dudka i Andrejko, 2014), następnie zostały rozdzielone metodą SDS-

PAGE i poddane elektrotransferowi. Wybarwione membrany poddano analizie 

densytometrycznej z wykorzystaniem programu ImageJ, oraz analizie statystycznej, jak 

opisano w P2  

 Zarówno w hemocytach jak i w ciele tłuszczowym gąsienic zaobserwowano istotny 

statystycznie, około 2-krotny wzrost poziomu apoLp-III w porównaniu z grupami 

kontrolnymi, 1-8 godz. od podania owadom exoA. Natomiast 15-18 godz. od immunizacji  
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w badanych tkankach zaobserwowano ponad 50% spadek ilości apoLp-III. Z kolei pod 

koniec doświadczenia, po 24 godz. od immunizacji, poziom białka w hemocytach wzrósł 

około 2-krotnie, podczas gdy w ciele tłuszczowym wciąż był istotnie niższy niż w 

odpowiadającej próbie kontrolnej o około 50% (Fig 1).   

 

Fig. 1 Zmiany poziomu apoLp-III w próbkach hemocytów (A) i ciała tłuszczowego (B) 

larw G. mellonella po podaniu exoA. Białka rozdzielono metodą SDS-PAGE, przeniesiono 

na membrany PVDF i sondowano specyficznymi przeciwciałami anty-apoLp-III. 

Przedstawiono reprezentatywne  membrany. Wykresy przedstawiają wyniki analizy 

densytometrycznej prążków uzyskane z trzech niezależnych eksperymentów, średnia +/- 

SD. *p<0,05, testy Kruskala-Wallisa i Manna-Whitneya. 

3.6.6.  Zmiany ilościowe i jakościowe izoform apoLp-III w tkankach owada 

(wyniki nieopublikowane) 

 Ze względu na fakt, że największy spadek poziomu apoLp-III we wszystkich 

badanych tkankach był obserwowany po 15 godz. od iniekcji owadom exoA, dlatego też 

do dalszych doświadczeń mających na celu przeanalizowanie profilu poszczególnych 

izoform apoLp-III w hemolimfie, hemocytach oraz ciele tłuszczowym użyte zostały próby 

tkanek uzyskane w tym punkcie czasowym. Próbki tkanek poddano elektroforezie 

dwukierunkowej w zakresie 3-10 pH, następnie białka przeniesiono na membrany PVDF i 

przeprowadzono immunoblotting połączony z analizą densytometryczną. IEF/SDS-PAGE 
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wykonano z wykorzystaniem systemu Protean IEF FocusingSystem  i 7-cm long 

ReadyStrip TMIPG StripspH 3-10 (BioRad)  (Zdybicka-Barabas i in., 2015). 

 W hemolimfie i hemocytach owadów kontrolnych zidentyfikowano dwie izoformy 

apoLp-III o identycznej masie cząsteczkowej i różnych punktach izoelektrycznych 

(odpowiednio o pI~6,5 i ~6,1 w hemolimfie oraz pI~6,5 i ~5,9 w hemocytach). Jedną  

izoformę o pI ~6,5 oraz polipeptyd będący pochodną apoLp-III o pI ~6,9 zaobserwowano 

w ciele tłuszczowym. W hemolimfie po 15 godz. od immunizacji owadów subletalną 

dawką exoA obserwowano istotny statystycznie spadek poziomu obu izoform o około 

30%. W hemocytach po tym czasie zaobserwowano około 65%  spadek poziomu izoformy 

o pI ~5.9 podczas gdy poziom izoformy o pI~6,5 pozostał bez zmian. Dodatkowo 

zaobserwowano pojawienie się polipeptydu o pI~5,2 będącego pochodną apoLp-III. W 

ciele tłuszczowym nie odnotowano istotnych statystycznie zmian w ilości głównej 

izoformy apoLp-III, natomiast nie zaobserwowano obecności  polipeptydu o pI~6,9 (Fig 

2). 

 

Fig. 2 Analiza form apoLp-III w hemolimfie, hemocytach i ciele tłuszczowym larw G. 

mellonella. Próbki tkanek pobrano z owadów immunizowanych  IPS i exoA 15 godz. po 

iniekcji. Białka rozdzielono metodą IEF/SDS-PAGE, przeniesiono na membrany PVDF i 

sondowano za pomocą specyficznych przeciwciał anty-apoLp-III. Przedstawiono 

reprezentatywne  membrany. Wykresy przedstawiają wyniki analizy densytometrycznej 

prążków uzyskane z trzech niezależnych eksperymentów, średnia +/- SD. *p<0,05, testy 

Kruskala-Wallisa i Manna-Whitneya.  
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3.6.7. Immunodetekcja exoA oraz zmiany stężenia białka w tkankach 

owadów (wyniki nieopublikowane) 

 

 Jednym z podstawowych mechanizmów wirulencji exoA w komórkach 

eukariotycznych jest hamowanie syntezy białka. Aby sprawdzić czy ten efekt zachodzi w 

przypadku gąsienic G. mellonella z owadów pobierano próby hemolimfy, hemocytów oraz 

ciała tłuszczowego w odpowiednich czasach od immunizacji subletalną dawką exoA. 

Następnie, w otrzymanych próbach mierzono stężenie białka (Bradford, 1976) oraz 

poddawano je rozdziałowi za pomocą elektroforezy SDS-PAGE i immunoblottingowi z 

wykorzystaniem specyficznych przeciwciał rozpoznających exoA (Sigma-Aldrich).  

 We wszystkich próbach zaobserwowano wyraźną korelację w czasie pomiędzy 

spadkiem stężenia białka oraz detekcją exoA w badanych tkankach. Obecność exoA 

wykryto w hemolimfie w czasie od 1do 18 godz., w hemocytach od 8 do 24 godz., 

natomiast w ciele tłuszczowym od 15 do 24 godz. Po 15 godz. stężenie białka we 

wszystkich tkankach było o około 50% niższe w porównaniu z próbami kontrolnymi. 

Największy spadek stężenia białka (80%) obserwowano po 24 godz. w hemocytach i ciele 

tłuszczowym. 

 

3.7. Analiza statystyczna 

 

Analiza statystyczna wyników została przeprowadzona z wykorzystaniem IDE Spyder 

(Raybaut, 2009.)  oraz dodatkowych bibliotek ‘pandas’, ‘scipy’, ‘seaborn’ i ‘lifelines’. 

Poziom istotności statystycznej dla wszystkich testów wynosił α = 0.05. Wykorzystano 

testy Kruskala - Wallisa oraz post-hoc Manna - Whitneya. Przeżywalność owadów 

porównywano za pomocą krzywych Kaplana-Meiera oraz testu log-rank. 

 

 

4. Dyskusja  

 Wiadomo, że egzotoksyna A P. aeruginosa jest czynnikiem wirulencji 

oddziałującym cytotoksycznie na różne typy komórek ssaków, w tym komórki 

nabłonkowe i immunokompetentne. Ułatwia to patogenowi przełamanie mechanizmów 

odpowiedzi odpornościowej i rozprzestrzenienie się w organizmie żywiciela (Michalska i 

Wolf, 2015; Urbanowicz i Gniadkowski, 2017; Wolf i Elsӓsser-Beile, 2009). Wykazano, 
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że exoA indukuje apoptozę poprzez szlak zależny od kaspazy 8 lub zatrzymuje cykl 

komórkowy, po którym następuje skierowanie komórki na drogę apoptozy. Ten ostatni 

efekt jest związany z inaktywacją czynnika elongacji-2 (EF2) poprzez jego ADP-

rybozylację, co w konsekwencji powoduje zahamowanie syntezy białek w komórkach 

docelowych (Chang i Kwon, 2007; Jenkins i in., 2006).  

 W badaniach z użyciem D. melanogaster zaobserwowano, że exoA może być 

również cytotoksyczna w stosunku do komórek bezkręgowców (Sharma i FitzGerald, 

2010). W związku z tym, że celem mojej pracy było prześledzenie roli exoA w 

patogenezie bakterii P. aeruginosa, w pierwszej kolejności wykonano analizę 

przeżywalności G. mellonella, na podstawie której ustalono średnią dawkę letalną exoA 

(LD50=34,5ng) oraz dawkę subletalną (20ng exoA/larwę), która nie powodowała śmierci 

owadów do 48 godz. od iniekcji (P2). Należy zaznaczyć, że podanie gąsienicom 

subletalnej dawki exoA jednocześnie z żywymi komórkami bakterii P. aeruginosa (10 

komórek/larwę) powodowało istotny statystycznie wzrost śmiertelności larw G. mellonella 

(P2), co potwierdziło rolę exoA jako czynnika wirulencji. Po ustaleniu dawki subletalnej 

exoA gąsienice immunizowano, pobierano tkanki owada w odpowiednich punktach 

czasowych i analizowano wpływ toksyny na wybrane reakcje komórkowe oraz humoralne. 

 Aby w pełni zrozumieć, jakie  interakcje zachodzą pomiędzy exoA a odpowiedzią 

komórkową G. mellonella, przeanalizowano zmiany ilościowe oraz jakościowe 

hemocytów owadów. Te parametry są jednymi z podstawowych wskaźników opisujących 

komórkową odpowiedź odpornościową (Pereira i in., 2018). Dostępnych jest wiele 

publikacji wskazujących na zwiększoną liczbę immunokompetentnych komórek w 

odpowiedzi na infekcję lub stymulację odporności (Fuchs i in., 2010). Na przykład, 

Sheehan i Kavanagh (2018) oraz Stączek i in. (2020) wykazali wzrost liczby hemocytów 

po immunizacji G. mellonella odpowiednio β-1,3-glukanem A. fumigatus oraz α-1,3-

glukanem A. niger. Ten efekt wynikał ze wzrostu ilości granulocytów i plazmatocytów. Po 

podaniu gąsienicom G. mellonella exoA zaobserwowano wyraźny spadek całkowitej 

liczby granulocytów i plazmatocytów w hemolimfie, odpowiednio o około 50% oraz 70%, 

w porównaniu z owadami kontrolnymi. Co ciekawe, plazmatocyty okazały się bardziej 

podatne na działanie exoA niż granulocyty. W przypadku sferulocytów i oenocytoidów nie 

zaobserwowano statystycznie istotnych różnic w liczbie tych komórek, natomiast 

zwiększenie ilości tego typu hemocytów notowano po immunizacji larw G. mellonella α-

1,3-glukanem A. niger i podaniu konidiów A. niger (Stączek i in., 2020). Rozbieżności 

między wynikami uzyskanymi przez innych autorów a wynikami przedstawionymi w 
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niniejszej pracy mogą wynikać z roli jaką pełnią w organizmie substancje, które podawano 

larwom G. mellonella. Różne formy glukanów są cząsteczkami stymulującymi odporność 

(PAMPs), co może objawiać się wzrostem liczby hemocytów, podczas gdy exoA jest 

czynnikiem wirulencji, czyli cząsteczką ukierunkowaną na supresję odporności gospodarza 

m.in. poprzez redukcję liczby komórek immunokompetentnych.  

 Zmiany obserwowane w hemocytogramach sugerują, że exoA wykazywała w 

stosunku do hemocytów aktywność cytotoksyczną lub powodowała hamowanie ich 

proliferacji. Natomiast zmiany morfologiczne, takie jak uwypuklanie błony komórkowej, a 

także pęcznienie komórek i jąder, wskazują, że spadek ilości hemocytów mógł być 

spowodowany śmiercią komórek na skutek działania egzotoksyny. Dostępne dane 

wskazują, że exoA P. aeruginosa powoduje zarówno nekrotyczną, jak i apoptotyczną 

śmierć komórek (Michalska i Wolf, 2015; Wolf i Elsӓsser-Beile, 2009). Wiadomo, że 

infekcje bakteryjne wywołują różne rodzaje śmierci komórkowej w celu wyeliminowania 

komórek immunokompetentnych, najczęściej jednak dochodzi w organizmie gospodarza 

do apoptozy (Ashida i in., 2011).  

 Wiadomo, że po zakażeniu larw barciaka bakterią P. aeruginosa jak również po 

immunizacji koronatyną-1, toksyną wytwarzaną przez owadobójczego grzyba 

Conidiobolus coronatus, dochodzi w organizmie owadów do indukcji apoptozy. W miarę 

rozwoju zakażenia P. aeruginosa obserwowano wyraźne zmiany morfologiczne i 

ultrastrukturalne w hemocytach gąsienic tj. tworzenie uwypukleń na błonie komórkowej, 

wakuolizację cytoplazmy, pęcznienie komórek i jąder oraz kondensację chromatyny. 

Cechy te są typowe zarówno dla apoptotycznej jak i autofagalnej śmierci komórek 

(Mizerska-Dudka i Andrejko, 2014; Wieloch i in., 2011). Chociaż wiadomo, że apoptoza 

zachodzi w różnych grupach organizmów, proces ten nie jest dobrze poznany u owadów, 

spośród wszystkich dotychczas zbadanych owadów mechanizmy apoptozy zostały opisane 

u Drosophila spp. (Kidera i in., 2020; Li i in., 2020; Zhou, 2019). Natomiast bardzo 

niewiele wiadomo na temat apoptotycznych szlaków molekularnych u Lepidoptera.  

 Biorąc pod uwagę udowodnioną aktywność proapoptotyczną exoA, dalsze 

eksperymenty ukierunkowane były na identyfikację rodzaju śmierci komórkowej 

powodowanej przez tę toksynę. Po zastosowaniu mieszaniny H/IP oraz AO, w 

początkowych czasach (1-8 godz.) od podania owadom exoA obserwowano głównie 

komórki nekrotyczne, podczas gdy  hemocyty ze skondensowaną chromatyną i licznymi 

kwaśnymi wakuolami, były obecne w późniejszych czasach (15-24 godz.) (P3). Cechy te 

jednak nie wskazywały jednoznacznie na typ śmierci komórkowej, tj. nie było jasne, czy 
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hemocyty zebrane z larw immunizowanych exoA przechodziły apoptozę czy autofagię. 

Dopiero dzięki zastosowaniu cytometrii przepływowej udało się wykazać znaczny wzrost 

liczby hemocytów fosfatydyloseryno-dodatnich i z aktywną kaspazą 3 w próbach 

pobranych od larw immunizowanych exoA, co dowiodło indukcji apoptozy.

 Odpowiedź humoralna owadów obejmuje m.in. proces krzepnięcia hemolimfy i 

gojenia ran, aktywację układu oksydazy fenolowej (ang. phenoloxidase, PO) prowadzącą 

do melanizacji, jak również indukcję syntezy peptydów przeciwdrobnoustrojowych 

(AMPs). Jak wynika z badań przeprowadzonych w Katedrze Immunobiologii u gąsienic G. 

mellonella dochodzi do aktywacji układu oksydazy fenolowej w odpowiedzi na 

immunizację różnymi szczepami bakterii (Zdybicka-Barabas i in., 2014)  Zaobserwowano 

również, że immunizacja owadów alkaliczną proteazą, czynnikiem wirulencji bakterii P. 

aeruginosa, powodowała wzrost aktywności PO w hemolimfie od 2 do 8 godz. oraz prawie 

całkowite zahamowanie po 15 godz. od podania proteazy (Andrejko i in., 2021b). W 

związku z tym, w pracy podjęto badania mające na celu sprawdzenie, czy aplikacja exoA 

P. aeruginosa wpłynie na aktywność PO w hemolimfie owadów. Okazało się że obecność 

exoA w organizmie G. mellonella spowodowała istotne statystycznie zmniejszenie 

aktywności PO w czasie od 4 do 15 godz. od immunizacji, następnie jednak aktywność 

wzrosła do poziomu obserwowanego w grupie kontrolnej (P2). 

 W hemolimfie owadów traktowanych badaną toksyną wykazano również wyraźne 

zahamowanie aktywności przeciwbakteryjnej typu lizozymu (P2). Podobnie jak w 

przypadku PO hamowanie aktywności lizozymu było najbardziej widoczne w czasie od 8 

do 15 godz., co sugeruje, że exoA najskuteczniej hamowała syntezę białka w tym czasie. 

Jednak efekt ten w przypadku PO był przejściowy. Wygląda na to, że exoA ma inny 

wpływ na różne białka w hemolimfie, który zależy od poziomu białka lub regulacji jego 

aktywności. Spadek aktywności lizozymu obserwowany w przedstawionych badaniach po 

1 i 4 godz.  od immunizacji mógł być spowodowany wysokim poziomem już 

zsyntetyzowanej PO uwalnianej z enocytoidów w początkowej fazie odpowiedzi 

odpornościowej. Z kolei po 24 godz., gdy wpływ exoA wyraźnie obniżył się, 

najprawdopodobniej z powodu jej zużycia, więcej PO było syntetyzowane i uwalniane z 

nowo proliferujących oenocytoidów, co dodatkowo hamowało aktywność lizozymu. 

Wyniki te są w pewnym stopniu zgodne z danymi opublikowanymi przez Stączek i in. 

(2020), w których wykazano korelację pomiędzy wyższą aktywnością lizozymu w 

hemolimfie G. mellonella po podaniu α-1,3-glukanu z hamowaniem aktywności PO.

 Gąsienice G. mellonella syntetyzują szereg białek i peptydów odpornościowych o 
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zróżnicowanych właściwościach biochemicznych i przeciwdrobnoustrojowych, które 

odgrywają kluczową rolę w odpowiedzi immunologicznej (Cytryńska i in., 2007). Po 

analizie elektroforetycznej prób zawierających ekstrakty z hemolimfy owadów 

traktowanych exoA, nie stwierdzono obecności prążków peptydowych o masie 

cząsteczkowej poniżej 6,5 kDa. Ponadto nie obserwowano stref zahamowania wzrostu E. 

coli, gdy odpowiednie próbki hemolimfy zebrane w różnych czasach od immunizacji exoA 

zostały przetestowane metodą bioautografii. Uzyskane wstępne wyniki wskazują, że u 

gąsienic nie dochodzi do indukcji syntezy peptydów przeciwbakteryjnych  w odpowiedzi 

na iniekcję exoA. Może to być spowodowane faktem, że exoA nie została rozpoznana jako 

czynnik zagrożenia przez układ odpornościowy gospodarza (stąd nie doszło do indukcji 

syntezy peptydów) lub zahamowaniem syntezy białek w komórkach gospodarza przez 

exoA – wówczas, mimo indukcji, synteza peptydów nie zachodzi z powodu braku 

funkcjonujących rybosomów. W tym drugim przypadku ekspresja peptydów byłaby 

indukowana, ale nie zakończona (P2). W przeciwieństwie do prezentowanych wyników, 

Chieda i in. (2011) wykazali, że egzotoksyna A nie wpływała na wytwarzanie AMPs w 

hemolimfie Bombyx mori.   

 Jedną ze strategii stosowanych przez bakterie entomopatogenne jest obniżenie 

poziomu apoLp-III zarówno poprzez hamowanie ekspresji tego białka, jak i degradację 

apoLp-III przez bakteryjne proteazy wytwarzane podczas infekcji (Zdybicka-Barabas i 

Cytryńska, 2013). We wcześniejszych badaniach prowadzonych w Katedrze wykazano, że 

po zakażeniu gąsienic G. mellonella bakterią P. aeruginosa obserwowano początkowo 

wzrost poziomu apoLp-III, a następnie znaczny spadek po dłuższym czasie trwania 

infekcji (Andrejko i in., 2008a). Zaobserwowano  również, że białko to jest substratem dla 

czynników wirulencji P. aeruginosa, tj. proteazy IV i elastazy B (Andrejko i Mizerska-

Dudka, 2012; Andrejko i in., 2005). Z drugiej strony wykazano również, że po podaniu 

elastazy B P. aeruginosa względne poziomy apoLp-III w larwach hemolimfy G. 

mellonella znacznie wzrosły w porównaniu z owadami kontrolnymi (Andrejko i Mizerska-

Dudka, 2011).  

 W toku niniejszych badań wykazano znaczny spadek poziomu apoLp-III w 

hemolimfie larw G. mellonella immunizowanych exoA P. aeruginosa, nawet o 40% w 

porównaniu z grupą kontrolną (P2). Wyniki kolejnych eksperymentów wykazały związane 

z czasem zmiany w poziomie apoLp-III w hemocytach i ciele tłuszczowym owadów. Co 

ciekawe, w tych tkankach zaobserwowano początkowo (do 8 godz.) wzrost poziomu 

apoLp-III a następnie spadek po 15 godz. Z kolei 24 godz.  od iniekcji exoA poziom 
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apoLp-III w hemocytach wzrósł około 2-krotnie w porównaniu z grupą kontrolną, 

natomiast w ciele tłuszczowym pozostał na poziomie obserwowanym we wcześniejszych 

czasach. 

 Zdybicka-Barabas i in. (2015) wykazali korelację w czasie między zmianami 

poziomu apoLp-III w hemolimfie, hemocytach i ciele tłuszczowym po immunizacji larw 

G. mellonella różnymi bakteriami i grzybami. Zakażenie bakteriami powodowało 

zwiększenie poziomu białka w hemolimfie, a obniżenie w ciele tłuszczowym, podczas gdy 

w hemocytach po iniekcji E. coli notowano wzrost, a po M. luteus spadek poziomu apoLp-

III.  Spadek ilości apoLp-III w hemolimfie może być związany z faktem, że ta cząsteczka 

wiążąca lipidy może być wykorzystywana przez owady jako źródło energii (Adamo i in., 

2008). Wiadomo również, że rozpoznawanie obcych cząsteczek powoduje tworzenie się 

kompleksów apoLp-III-lipid i aktywację reakcji odpornościowych (Niere i in., 1999). Co 

więcej, takie kompleksy mogą być endocytozowane przez niektóre hemocyty (Dettloff i 

in., 2001), co może wyjaśniać znaczny wzrost poziomu tego białka w hemocytach wykryty 

w trakcie przeprowadzonych analiz. Należy zauważyć, że spadek ilości apoLp-III oraz 

innych białek był szczególnie zauważalny w punktach czasowych, w których w badanych 

tkankach wykrywano exoA. Wynikało to prawdopodobnie z wpływu exoA na syntezę 

białek w ciele owada.  

 Na podstawie literatury wiadomo, że w hemolimfie niepobudzonych larw G. 

mellonella obecne są dwie główne izoformy apoLp-III o pI ~6,1 i pI ~6,5, a u 

immunizowanych co najmniej trzy izoformy o różnym pI (5,9; 6,1; 6,5). W hemocytach 

niepobudzonych gąsienic wykazano obecność dwóch form apoLp-III o pI 6,3-6,5, a w 

ciele tłuszczowym czterech (Zdybicka-Barabas i in., 2015; Zdybicka-Barabas i Cytryńska, 

2011). W opisywanych badaniach metodą elektroforezy dwukierunkowej (IEF/SDS-

PAGE) oraz immunoblottingu z przeciwciałami anty-apoLp-III ujawniono dwie formy 

apoLp-III różniące się wartościami punktu izoelektrycznego oszacowanymi na ~6,5 i ~6,1 

w hemolimfie larw kontrolnych. Podanie exoA spowodowało statystycznie istotny spadek 

poziomu tych izoform apoLp-III. Podobne wyniki uzyskali Vertyporokh i in. (2015),  

badając zmiany poziomu izoform apoLp-III po zakażeniu larw G. mellonella grzybem 

Beauveria bassiana. Autorzy odnotowali statystycznie istotny spadek ilości głównej 

izoformy apoLp-III w porównaniu z larwami kontrolnymi.   

 W hemocytach larw kontrolnych wykryto obecność dwóch form apoLp-III o pI 

~6,5 i ~5,9. Immunizacja owadów exoA spowodowała statystycznie istotny spadek ilości 

izoformy pI ~5,9, natomiast główna izoforma apoLp-III (pI ~6,5) pozostała niezmieniona. 
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Ponadto zaobserwowano pojawienie się polipeptydu pochodzącego z apoLp-III o 

szacowanym pI ~5,2. Hemocyty mogą być zdolne do syntezy apoLp-III, co może 

wyjaśniać stosunkowo wysoki ogólny poziom apoLp-III w ciągu pierwszych godzin po 

iniekcji exoA. Zmiany poziomu apoLp-III w hemocytach mogły wynikać zarówno z 

hamowania syntezy białek, jak i cytotoksycznego działania exoA na hemocyty (P3). 

 Ciało tłuszczowe jest głównym miejscem syntezy i przetwarzania apoLp-III u 

owadów. W opisywanych badaniach nie wykryto statystycznie istotnych różnic w ilości 

głównej izoformy o pI ~ 6,5 między owadami kontrolnymi a owadami immunizowanymi 

exoA. Natomiast obecny w kontroli polipeptyd o pI ~6,9 zanikł całkowicie, co było 

skorelowane ze spadkiem całkowitej ilości apoLp-III w ciele tłuszczowym; można zatem 

przypuszczać, że był to efekt działania exoA. Uważa się, że dodatkowe formy apoLp-III 

obecne w hemolimfie powstają po uwolnieniu apoLp-III z komórek ciała tłuszczowego do 

hemolimfy. Obecność dodatkowych polipeptydów jest zmienna i odzwierciedla aktualny 

stan metaboliczny komórek ciała tłuszczowego (Vertyporokh i in., 2015; Zdybicka-

Barabas i in., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

5. Podsumowanie 

 Egzotoksyna A Pseudomonas aeruginosa moduluje odpowiedź odpornościową 

gąsienic Galleria mellonella poprzez supresję zarówno mechanizmów komórkowych jak i 

humoralnych. Immunizacja owadów subletalną dawką toksyny powoduje zaburzenia w 

syntezie białek (w tym białek/peptydów istotnych dla odpowiedzi humoralnej) oraz zmiany 

ilościowe oraz jakościowe komórek immunokompetentnych. Po raz pierwszy wykazano, 

że zmiany ilościowe i morfologiczne zaobserwowane w hemocytach G. mellonella są 

efektem nekrotycznej śmierci komórek w początkowych etapach oraz indukcji apoptozy w 

późniejszych czasach działania exoA.   

 Badania parametrów odpowiedzi humoralnej dowiodły, że po immunizacji gąsienic 

exoA P. aeruginosa dochodzi do czasowej supresji aktywności oksydazy fenolowej oraz 
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trwałego obniżenia aktywności przeciwbakteryjnej typu lizozymu. Metodą bioautografii 

wykazano również brak aktywności skierowanej przeciwko Gram-ujemnej bakterii E. coli,  

a po analizie elektroforetycznej profili białkowych hemolimfy nie wykryto prążków 

peptydowych o masie cząsteczkowej poniżej 6,5 kDa. Uzyskane wyniki wskazują, że 

prawdopodobnie u gąsienic traktowanych exoA nie dochodzi do indukcji syntezy 

peptydów odpornościowych, które pełnią istotną rolę w odpowiedzi immunologicznej 

owadów przeciwko bakteriom.  

 Wykorzystując metodę immunoblottingu oraz analizę densytometryczną wykazano 

zmiany poziomu apoLp-III w hemolimfie, hemocytach i ciele tłuszczowym gąsienic G. 

mellonella immunizowanych exoA.  Obecność toksyny w hemolimfie skutkowała 

spadkiem poziomu apoLp-III, następnie ilość białka stopniowo rosła osiągając po 18 i 24 

godz. poziom obserwowany w próbach kontrolnych. Natomiast w hemocytach i ciele 

tłuszczowym początkowo wykryto wzrost ilości apoLp-III, z kolei w późniejszych czasach 

nastąpił znaczny spadek poziomu tego białka. Zaobserwowano również zmiany w profilu 

izoform apoLp-III w badanych tkankach. Uzyskane wyniki wskazują, że  G. mellonella 

jest użytecznym i wygodnym modelem do analizy czynników wirulencji i ich udziału w 

przełamywaniu odpowiedzi immunologicznej gospodarza. 

Wnioski: 

1. Rola exoA jako czynnika wirulencji bakterii P. aeruginosa polega na 

przełamywaniu zarówno komórkowych jak i humoralnych reakcji obronnych 

gąsienic G. mellonella. 

2. Zmiany ilościowe i jakościowe hemocytów są skutkiem indukowania przez exoA 

apoptozy komórek immunokompetentnych, przede wszystkim granulocytów i 

plazmatocytów. 

3. Immunizacja owadów exoA powoduje obniżenie aktywności oksydazy fenolowej, 

aktywności przeciwbakteryjnej (wobec bakterii Gram-ujemnych) oraz aktywności 

typu lizozymu w hemolimfie gąsienic. 

4. Wydaje się, że w wyniku aplikacji owadom exoA nie dochodzi do indukcji syntezy 

(lub zahamowania syntezy) peptydów odpornościowych, co jest jednym z 

powodów obniżenia aktywności przeciwbakteryjnej hemolimfy. 

5. Egzotoksyna A powoduje zmiany poziomu białka apoLp-III w hemolimfie, 

hemocytach i ciele tłuszczowym owadów; wpływa również na zmiany w profilu 

izoform apoLp-III w badanych tkankach. 
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6. Hamowanie reakcji obronnych owada jest skorelowane z czasem detekcji exoA w 

poszczególnych tkankach.  

7. Gąsienice G. mellonella okazały się wygodnym modelem do analizy roli exoA w 

patogenezie bakterii P. aeruginosa jak również do badania interakcji toksyny z 

elementami układu immunologicznego owada. 
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Streszczenie 

 W podjętych badaniach prześledzono komórkową i humoralną odpowiedź 

immunologiczną barciaka większego Galleria mellonella na egzotoksynę A Pseudomonas 

aeruginosa. W hemolimfie owadów immunizowanych exoA wykazano spadek całkowitej 

liczby hemocytów, przede wszystkim granulocytów i plazmatocytów. Po barwieniu 

fluorescencyjnym zaobserwowano, że komórki wykazywały cechy charakterystyczne dla 

apoptotycznej i autofagalnej śmierci komórek, m.in. wakuolizację cytoplazmy i 

kondensację chromatyny. Metodą cytometrii przepływowej wykazano znaczny wzrost 

liczby hemocytów fosfatydyloseryno-dodatnich  i z aktywną kaspazą 3, co świadczy o 

indukcji apoptozy przez exoA.  Badania parametrów odpowiedzi humoralnej w 

hemolimfie owadów immunizowanych dowiodły, że exoA powodowała inhibicję 

aktywności oksydazy fenolowej (8-15 godz. od iniekcji) oraz znaczący spadek aktywności 

typu lizozymu. Ponadto w hemolimfie nie wykazano aktywności przeciwko bakterii E. coli 

a na żelach  SDS-PAGE nie zaobserwowano prążków peptydowych o masie cząsteczkowej 
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poniżej 6,5 kDa, co wskazuje na nieobecność peptydów przeciwdrobnoustrojowych. W 

hemolimfie obserwowano spadek poziomu apoLp-III, szczególnie od 4 do 15 godz. od 

podania owadom exoA, następnie ilość białka stopniowo rosła osiągając po 24 godz.  

poziom obserwowany w grupie kontrolnej. Wykazano korelację w czasie pomiędzy 

zmianami ilości apoLp-III w ciele tłuszczowym oraz hemocytach badanych gąsienic. W 

obu tkankach wykryto początkowy wzrost ilości apoLp-III (1-8 godz.) oraz spadek po 15-

18 godz.  od iniekcji exoA. Z kolei po 24 godz. poziom apoLp-III w hemocytach wzrósł 

około 2-krotnie, podczas gdy w ciele tłuszczowym utrzymywał się na obniżonym 

poziomie. Elektroforeza dwukierunkowa oraz immunoblotting z przeciwciałami przeciwko 

apoLp-III ujawniły zmiany w profilu izoform apoLp-III w badanych tkankach. 

Zaobserwowano dwie izoformy apoLp-III o pI ~6,5 i ~6,1 w hemolimfie, o pI ~6,5 i ~5,9 

w hemocytach oraz jedną izoformę o pI ~6,5 w ciele tłuszczowym z dodatkowym 

polipeptydem o pI ~6,9. Podanie owadom exoA spowodowało w hemolimfie spadek 

poziomu obu izoform apoLp-III o około 30%. W hemocytach wykryto jedynie 65% spadek 

ilości izoformy o pI~5,9, natomiast pojawił się dodatkowy polipeptyd o pI~5,2. Nie 

zaobserwowano istotnych różnic w ilości głównej izoformy w ciele tłuszczowym, 

natomiast polipeptyd o pI ~6,9 zanikł całkowicie.  

Słowa kluczowe: Galleria mellonella, Pseudomonas aeruginosa, egzotoksyna A, 

interakcje patogen-gospodarz, odpowiedź odpornościowa 
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Abstract 

 In present studies, the cellular and humoral immune response of the greater wax 

moth Galleria mellonella to Pseudomonas aeruginosa exotoxin A was investigated. A 

decrease in the total number of hemocytes, mainly granulocytes and plasmatocytes, was 

detected in the hemolymph of insects injected with exoA. Fluorescent staining showed that 

the cells exhibited features of apoptotic and autophagic cell death, e.g. cytoplasm 

vacuolization and chromatin condensation. The flow cytometry revealed a significant 

increase in the number of phosphatidylserine- and active caspase 3-positive hemocytes, 

which indicates induction of apoptosis by exoA. The parameters of the humoral response 

in the hemolymph of insects injected with exoA indicated inhibition of phenoloxidase 

activity (8-15 hours after injection) and a significant decrease in lysozyme-type activity. In 

addition, the hemolymph showed no anti-E. coli activity, and no peptide bands with 

molecular mass below 6.5 kDa were observed on electrophoretic gels, which indicated the 

absence of antimicrobial peptides.  A decrease in the apoLp-III level in the hemolymph 

was observed, especially 4 to 15 hours after the administration of exoA to the insects. 
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Afterwards, the amount of the protein gradually increased, reaching the level observed in 

the control group after 24 hours. A correlation in time between changes in the apoLp-III 

amount in the fat body and the hemocytes of exoA-challenged larvae was demonstrated. 

An initial increase in apoLp-III (1-8 hours) and a decrease in its level after 15-18 hours 

were detected in both tissues after exoA injection. In turn, after 24 hours, the level of 

apoLp-III increased approximately 2-fold in the hemocytes but remained at a reduced level 

in the fat body. Two-dimensional electrophoresis and immunoblotting with anti-apoLp-III 

antibodies revealed changes in the profile of apoLp-III isoforms in the examined tissues. 

Two isoforms of apoLp-III with isoelectric points of pI ~6.5 and ~6.1 in the hemolymph 

and with pI ~6.5 and ~5.9 in the hemocytes as well as one isoform with pI ~6.5 in the fat 

body with an additional polypeptide with a pI ~6.9 were detected. After exoA injection, an 

approx. 30 % decrease in the level of both forms apoLp-III in the hemolymph was 

observed. In hemocytes, only a 65% decrease in the amount of the pI~5.9 isoform was 

detected, while an additional polypeptide of pI~5.2 appeared. No significant differences 

were observed in the amount of the major isoform in the fat body, while the polypeptide 

with pI ~6.9 disappeared completely. 

Keywords: Galleria mellonella, Pseuomonas aeruginosa, exotoxin A, host-pathogen 

interactions, immune response 
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BARCIAK WIÊKSZY (Galleria mellonella) JAKO ORGANIZM MODELOWY
W BADANIACH BIOMEDYCZNYCH

WSTÊP

Wybór odpowiedniego organizmu modelo -
we go jest niezwykle wa¿ny podczas planowania
doœwiadczeñ maj¹cych na celu analizê mecha -
nizmów patogenezy drobnoustrojów. Organizm
taki musi zapewniæ warunki jak najbardziej
zbli¿one do obserwowanych podczas infekcji
cz³owieka, czyli konieczny jest etap kolonizacji
oraz odpowiedŸ uk³adu odpornoœciowego gos -
podarza. Ze wzglêdu na podobieñstwo im -
muno logiczne i anatomiczne, do tego rodzaju
badañ wykorzystuje siê z regu³y modele ssacze. 
Testy z u¿yciem ssaków s¹ niestety czaso -
ch³onne, pracoch³onne i kosztowne. Ponadto
budz¹ spore kontrowersje etyczne.

G¹sienice barciaka wiêkszego (Galleria
mello nella) s¹ powszechnie wykorzystywanym
organizmem modelowym w badaniach inter -
akcji gospodarz-patogen oraz do testowania
sku tecznoœci substancji o dzia³aniu przeciw -
drobno ustrojowym. W ostatnich latach za -
obser wowano znaczny wzrost ró¿norodnoœci
badanych drobnoustrojów w uk³adzie G. mello -
nella-patogen, a uzyskane wyniki wnios³y
nieoceniony wk³ad w badania nad wirulencj¹
ludzkich patogenów. Zastosowanie owadów
zgodnie z zasad¹ „3R” (ang. replacement,
reduction, refinement) pozwala na stopniowe
zastêpowanie ssaczych organizmów modelo -
wych w badaniach – jako bezkrêgowce g¹sie -
nice barciaka nie s¹ objête przepisami doty -
cz¹cy mi dobrostanu zwierz¹t i wytycznymi
Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doœwiad -
czeñ na Zwierzêtach. Jako g³ówny zarzut do

stosowania tego rodzaju modeli podaje siê m.in. 
brak wystandaryzowanych procedur hodowli
owada, co utrudnia porównywanie wyników
uzyskanych w ró¿nych laboratoriach (MIKULAK

i wspó³aut. 2018).

BARCIAK WIÊKSZY –
ORGANIZM MODELOWY

Barciak wiêkszy (G. mellonella) jest przed -
sta wicielem rzêdu Lepidoptera, nale¿y do
rodziny omacnicowatych (Pyralidae). W natu -
ralnych warunkach jest szkodnikiem pasiek,
dlatego jego wystêpowanie jest skorelowane
z wystêpowaniem pszczo³y miodnej (Ryc. 1). Do 
zalet gatunku jako organizmu modelowego
mo¿na zaliczyæ kosmopolitycznoœæ, relatywnie
niski koszt hodowli, krótki cykl ¿yciowy i mo¿li -
woœæ ³atwego pozyskiwania du¿ej liczby osob -
ników. Stosunkowo du¿y rozmiar g¹sienic
(10–20 mm) u³atwia manipulacje laboratoryjne
i znacz¹co upraszcza pobieranie tkanek do
analiz (m.in. hemolimfy, cia³a t³uszczowego,
hemocytów). G¹sienice mo¿na zaka¿aæ miejsco -
wo, poprzez podanie drobnoustroju drog¹
pokar mow¹, lub przez bezpoœrednie wprowa -
dzenie patogenu do hemocelu, a iniekcja
umo¿li wia podanie dok³adnej liczby badanych
mikroorganizmów. G¹sienice mog¹ byæ bez -
piecz nie inkubowane w 37oC, temperaturze
koniecznej do w³aœciwej syntezy i dzia³ania
wielu czynników wirulencji, produkowanych
przez badane patogeny chorobotwórcze dla
cz³o wieka (JUNQUEIRA 2012, TSAI i wspó³aut.
2016). G³ównym powodem sukcesu G. mello -
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nella jako organizmu modelowego jest fakt, ¿e
reakcje immunologiczne owadów zachowa³y
w toku ewolucji znaczne podobieñstwa do
odpo wiedzi wrodzonej ssaków. Na podstawie
porównania genomów stwierdzono istnienie
wielu owadzich homologów ludzkich genów
koduj¹cych bia³ka, które mog¹ byæ zaanga ¿o -
wane zarówno w rozpoznanie mikroorga niz -
mów, jak i w proces transdukcji sygna³u (VOGEL

i wspó³aut. 2011). Dlatego poznanie mecha -
nizmów reguluj¹cych funkcjonowanie uk³adu
immunologicznego owadów mo¿e dostarczyæ
cen nych informacji na temat wrodzonego uk³a -
du odpornoœciowego ssaków (LIONAKIS 2011).
G¹sienice barciaka wykorzystywane s¹ przede
wszystkim w badaniach interakcji pato genów
z mechanizmami odpornoœci wro dzo nej gospo -
darza, do testowania patogennoœci i iden tyfi ka -
cji czynników wirulencji drobno ustrojów choro -
botwórczych dla cz³owieka oraz do oceny
skutecz noœci leków przeciwdrobno ustrojo -
wych (RAMARAO i wspó³aut. 2012, CHAMPION

i wspó³aut. 2016, WOJDA i wspó³aut. 2020).

UK£AD ODPORNOŒCIOWY 
OWADÓW

W przypadku prowadzenia badañ immuno -
logicznych istotna jest znajomoœæ funkcjono -
wania uk³adu odpornoœciowego organizmu
modelowego. Na odpowiedŸ odpornoœciow¹
barciaka G. mellonella sk³adaj¹ siê wzajemnie
powi¹zane ze sob¹ zewnêtrzne bariery ochron -
ne oraz wewnêtrzne mechanizmy odpor noœci
wrodzonej – odpowiedŸ komórkowa i humo ral -
na. Po sforsowaniu bariery anatomiczno -fizjo -
logicznej przez mikroorga nizm nastêpuje jego
rozpoznanie przez uk³ad odpornoœciowy owada. 
W identyfikowaniu struktur charakterystycz -
nych dla patogenów PAMPs (ang. pathogen -
-associated molecular patterrns), takich jak
lipo polisacharyd (LPS), kwasy lipotejchojowe

(LTA), peptydoglikan (PG) i b-1-3-glukan, lub
cz¹steczek bêd¹cych efektem uszkodzenia
komó rek DAMPs (ang. danger-associated mole -
cular patterns) bior¹ udzia³ bia³ka recep torowe
okreœlane jako PRR (ang. pattern recognition
receptors) (STOKES i wspó³aut. 2015, LANGE

i wspó³aut. 2018). Ponadto, detekcja mikro -
organizmów wspomagana jest przez hemolinê
i apolipoforynê III (apoLp-III). Hemolina jest
indukowalnym bia³kiem zbudowanym z czte -
rech domen immunoglobulinowych D1-D4
tworz¹cych strukturê podkowy. Wystêpuje
w for mie wolnej lub zwi¹zanej z b³on¹ komór -
kow¹ hemocytów. Ma zdolnoœæ wi¹zania siê do
powierzchni komórek dro¿d¿y, LPS bakterii
Gram-ujemnych i LTA bakterii Gram -dodat -
nich (TSAI i wspó³aut. 2016). ApoLp-III jest
konsty tutywnie wydzielana do hemolimfy,
wcho dzi w sk³ad mobilnego kom pleksu lipo -
foryn, który odpowiada za transport lipidów
i zaopatrzenie energetyczne miêœni owada
(ZDYBICKA-BARABAS i wspó³aut. 2015). Ponadto
wykazuje w³aœciwoœci przeciwbakteryjne wobec 
bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, jak 
równie¿ oddzia³uje synergistycznie z lizozymem
(ZDYBICKA-BARABAS i wspó³aut. 2013) oraz cekro -
pin¹ (BOLOURI MOGHADDAM i wspó³aut. 2016,
ST¹CZEK i wspó³aut. 2018) wzmagaj¹c ich
aktyw noœæ przeciwdrobnoustrojow¹.

Natychmiast po wnikniêciu patogenu do
orga nizmu owada uruchamiana jest odpowiedŸ 
komórkowa, która zwi¹zana jest z upostacio wa -
nymi sk³adnikami hemolimfy – hemocytami,
komórkami wykazuj¹cymi analogiê do ssa -
czych fagocytów. U barciaka wyró¿nia siê 5 ro -
dza jów hemocytów: prohemocyty, granulo cyty,
plazmatocyty, sferulocyty i enocytoidy. Granu -
locyty i plazmatocyty, obecne w hemo limfie
w najwiêkszej liczbie, s¹ komórkami zdolnymi
do adhezji do obcych powierzchni, dlatego s¹
odpowiedzialne m.in. za fagocytozê i tworzenie
otoczek wokó³ cia³ obcych (nodu la cja i inkapsu -
lacja). G³ówn¹ funkcj¹ sferulo cytów jest trans -
port metabolitów, natomiast enocytoidy synte -
ty zuj¹ sk³adniki uk³adu oksy dazy fenolowej.
Liczba hemocytów w hemo lim fie zmienia siê
w trakcie ¿ycia owada, jak rów nie¿ w odpo wie -
dzi na uszkodzenia mecha niczne i zaka¿enie
(LAVINE i STRAND 2002, BROWNE i wspó³aut.
2013, BINDER i wspó³aut. 2016, WU i wspó³aut.
2016).

OdpowiedŸ humoralna owada obejmuje
m.in. proces krzepniêcia hemolimfy i gojenia
ran, aktywacjê uk³adu oksydazy fenolowej (ang. 
phenoloxidase, PO), prowadz¹c¹ do melani za -
cji, jak równie¿ indukcjê syntezy peptydów
przeciwdrobnoustrojowych (AMPs) (CYTRYÑSKA

2009, BOLOURI MOGHADDAM i wspó³aut. 2016).
Produkcja melaniny jest katalizowana przez
PO, enzym magazynowany g³ównie w enocyto -
idach, w postaci nieaktywnego zymogenu, który 
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nazwano profenolooksydaz¹ (ang. prophenol -
oxidase, proPO). W wyniku dzia³ania kaskady
proteaz serynowych proPO przekszta³cana jest
w formê aktywn¹ PO na drodze ograniczonej
proteolizy. Enzym ten katalizuje oksydacjê fe -
no li do chinonów, które spontanicznie poli me -
ryzuj¹c, tworz¹ melaninê i otaczaj¹ roz poznane
patogeny (KAVANAGH i REEVES 2004, PEREIRA

i wspó³aut. 2020). Proces ten jest œciœle kontro -
lo wany przez inhibitory proteaz sery no wych, ze
wzglêdu na fakt, ¿e produkty poœred nie reakcji
katalizowanych przez PO s¹ wysoce reaktywne
i mog¹ powodowaæ uszkodzenia ko mó rek gos -
podarza (ZDYBICKA -BARABAS i wspó³aut. 2014).

W odpowiedzi na zaka¿enie, po rozpoznaniu 
determinantów mikroorganizmów przez uk³ad
odpornoœciowy owada, w ciele t³uszczowym i
w hemocytach syntetyzowane s¹ peptydy prze -
ciw drobnoustrojowe. Szlaki aktywuj¹ce ekspre -
sjê genów peptydów odpornoœciowych, g³ównie
Toll i Imd, aktywowane s¹ odpowiednio przez
bakterie Gram-dodatnie i grzyby oraz bakterie
Gram-ujemne. Owadzie szlaki Toll i Imd regu -
luj¹ aktywnoœæ czynników trans kryp cyjnych,
odpowiednio Dif (szlak Toll) i Relish (szlak Imd), 
które s¹ homologami ludzkiego czynnika trans -
krypcyjnego NF-kB (STOKES i wspó³aut. 2015).
Peptydy odgrywaj¹ znacz¹c¹ rolê w odpowiedzi
humoralnej ze wzglêdu na w³aœciwoœci przeciw -
drobno ustro jowe wobec szerokiego spektrum
patogenów. U G. mellonella poznano dot¹d
kilka naœcie pep ty dów przeciwdrobno ustro jo -
wych. S¹ wœród nich peptydy a-helikalne
(cekro piny A i D, moricyny), peptydy o struk -
turze stabilizowanej mostkami disiarczkowymi
(defensyny, galleri mycyna), peptydy bogate
w prolinê, w glicynê (gloweryny), a tak¿e pepty -
dy anionowe (CYTRYÑ SKA i wspó³aut. 2007, LI

i wspó³aut. 2012). AMPs owadzie wykazuj¹
du¿e podo bieñ stwo do peptydów syntetyzo wa -
nych przez organizmy ssacze, w tym do pepty -
dów ludzkich. Dotych czasowe badania wyka za -
³y, ¿e ich produkcja jest regulowana niekodu -
j¹cym, niskocz¹stecz kowym RNA (miRNA), tak
jak ma to miejsce w organizmach ssaków, nato -
miast profil syn te tyzowanych AMPs jest skore -
lowany z rodzajem zidentyfikowanego pato -
genu (MUKHERJEE i wspó³aut. 2020). Ró¿nice
w zesta wie peptydów i kinetyce ich pojawiania
siê w hemo limfie G. mellonella obserwowano
po zaka ¿eniu owadów ró¿nymi bakteriami
i grzy bami (MAK i wspó³aut. 2010, ANDREJKO

i wspó³aut. 2021). Nale¿y zaznaczyæ, ¿e badania 
sugeruj¹ mo¿li woœæ funkcjonowania pamiêci
immuno logicznej u owadów i innych bezkrê -
gowców, ale z udzia ³em innych mechanizmów
ni¿ wystêpuj¹ce u krêgowców (WOJDA 2017,
ZDYBICKA-BARABAS i wspó³aut. 2017).

WYKORZYSTANIE BARCIAKA
WIÊKSZEGO W BADANIACH INTERAKCJI 

PATOGEN-GOSPODARZ

W dotychczasowych badaniach z powodze -
niem wykorzystywano g¹sienice G. mellonella
do testowania wielu drobnoustrojów choro bo -
twórczych dla cz³owieka, w tym patogennych
bakterii, takich jak Francisella tularensis, Sta -
phylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
grzybów dro¿d¿opodobnych z rodzaju Candida
i Cryptococcus oraz grzybów strzêpkowych
Aspergillus fumigatus i A. flavus (PEREIRA

i wspó³aut. 2020). Wykazano analogiê miêdzy
wirulencj¹ m. in. bakterii P. aeruginosa, Bacil -
lus thuringiensis, B. cereus oraz grzybów
C. albicans i A. fumigatus w stosunku do myszy 
i g¹sienic G. mellonella (BROWNE i wspó³aut.
2013, BINDER i wspó³aut. 2016, TSAI I wspó³aut.
2016). Poni¿ej przedstawione zosta³y wybrane
wyniki badañ mechanizmów patogenezy oraz
roli czynników wirulencji groŸnych ludzkich
patogenów, takich jak Gram-dodatnia bakteria
S. aureus, Gram-ujemna pa³eczka P. aerugi -
nosa i dro¿d¿ak C. albicans.

GRONKOWIEC Z£OCISTY 
Staphylococcus aureus

Gram-dodatnia bakteria S. aureus zosta³a
sklasyfikowana przez WHO jako jeden z naj -
groŸniejszych patogenów, a badania nad no -
wymi czynnikami przeciwdrobnoustrojowymi
zwalczaj¹cymi tê bakteriê uznano za prio ry -
tetowe. Cech¹ charakterystyczn¹ bakterii jest
zdolnoœæ do produkcji szerokiego spektrum
czyn ników wirulencji wywo³uj¹cych zró¿ni co -
wane schorzenia, m.in. zespó³ wstrz¹su
toksycz nego, sepsê, zapalenie wsierdzia, zatru -
cia pokarmowe, infekcje skóry i tkanek miêk -
kich (TAYLOR i UNAKAL 2022). Najczêœciej bada -
nymi czynnikami wirulencji tej bakterii s¹
bia³ ka umo¿liwiaj¹ce adhezjê komórek pato -
genu, takie jak czynniki adhezyjne A i B
(ClfA i ClfB), bia³ka wi¹¿¹ce fibronektynê
(FnBPs), adhezyny wi¹¿¹ce kolagen (Cna) i ela -
stynê (Ebps) oraz bia³ka umo¿liwiaj¹ce agre -
gacjê i tworzenie biofilmów (LAABEI i wspó³aut.
2015, MA i wspó³aut. 2019). Kolejn¹ grup¹
czynników s¹ toksyny (hemolizyny, leukotok -
syny), których g³ówn¹ rol¹ jest os³abianie
reakcji obronnych gospodarza przez modulacjê
mechanizmów wrodzonej i nabytej odpowiedzi
odpornoœciowej. Bakteria S. aureus produkuje
równie¿ liczne enzymy odpowie dzial ne za
pozyskanie sk³adników od¿ywczych (ko agulaza, 
stafylokinaza, nukleazy, proteazy sery nowe
i cysteinowe, metaloproteazy, lipazy) (OLIVEIRA

i wspó³aut. 2018, TAM i TORRES 2019).
Wyniki licznych badañ przeprowadzonych

z wykorzystaniem g¹sienic G. mellonella pozwo -
li³y lepiej zrozumieæ rolê biofilmu wytwarzanego 
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w procesie patogenezy przez badan¹ bakteriê.
Na przyk³ad w doœwiadczeniach opisanych
przez GRAF i wspó³aut. (2019) owady stosowano 
do ustalenia roli czynników wirulencji wyizo lo -
wanych metod¹ multiomiczn¹ z macie rzy
zewn¹trzkomórkowej biofilmów S. aureus. Bez -
komórkowy supernatant biofilmu, zawie ra j¹cy
zidentyfikowane czynniki (bia³ka otoczki,
hemo lizyny, leukotoksyny i lipazy), wstrzy ki wa -
no do hemocelu g¹sienic G. mellonella. Na
podstawie uzyskanych wyników wykazano
wyraŸ n¹ korelacjê pomiêdzy zjadliwoœci¹ szcze -
pów a wytwarzaniem biofilmu.

Rezultaty doœwiadczeñ przeprowadzonych
przez ZHAO i wspó³aut. (2019) wykaza³y, ¿e
zjadliwoœæ S. aureus jest bezpoœrednio zwi¹ za -
na z profilem egzoproteomu bakterii, a dziêki
analizie prze¿ywalnoœci G. mellonella mo¿liwe
by³o dok³adne rozró¿nienie tych profili. Obec -
noœæ bia³ek takich jak: IsaA (ang. immuno -
dominant staphylococcal antigen A), IsdA,
IsdB, IsdE, IsdH (ang. iron-regulated surface
determinants A, B, E, H) i chitynazy B, skut -
kowa³a zwiêkszon¹ œmiertelnoœci¹ larw, z kolei
g¹sienice zaka¿one mutantami delecyj nymi
niezdolnymi do syntezy tych bia³ek cecho wa³y
siê zwiêkszon¹ prze¿ywalnoœci¹. Ponadto
bakteria S. aureus indukowa³a syntezê pepty -
dów odpornoœciowych w hemolimfie G. mello -
nella, takich jak gloweryny, peptyd cekro pino -
-D-podobny czy peptyd morycyno podob ny,
a tak¿e tworzenie guzków podobnych pod
wzglê dem budowy i funkcji do ropni powszech -
nie wystêpuj¹cych podczas infekcji skóry
i tkanek miêkkich u ludzi (SHEEHAN i wspó³aut.
2019). Uzyskane wyniki dowiod³y, ¿e czynniki
wirulencji S. aureus s¹ rozpozna wane przez
uk³ad odpornoœciowy g¹sienic, a ich eliminacja
nastêpuje poprzez mecha niz my podobne do
wystêpuj¹cych u naturalnych (ludzkich) gospo -
darzy. Innym przyk³adem za sto sowania g¹sie -
nic G. mellonella do analizy procesów pato -
genezy S. aureus s¹ badania prze prowadzone
przez MÉNARD i wspó³aut. (2021). Udowodniono, 
¿e stopieñ zjadliwoœci danego szczepu gron -
kowca jest regulowany przez ekspresjê okreœlo -
nych fragmentów sRNA. Wykorzystuj¹c G.
mellonella jako model infekcji zaobserwowano,
¿e szczepy zdolne do ekspresji fragmentu spr
dsRNA s¹ bardziej zjadliwe, ni¿ pozosta³e bada -
ne szczepy. Stwierdzono, ¿e ten model owadzi
zapewnia szybk¹ i ³atw¹ metodê monitorowania 
udzia³u sRNA w patogenezie S. aureus i mo¿e
byæ równie¿ stosowany do innych ludzkich
patogenów bakteryjnych.

G¹sienice G. mellonella wykorzystano rów -
nie¿ do oceny ró¿nic w zjadliwoœci pomiêdzy
testowanymi szczepami S. aureus opornymi na
rymfapicynê o fenotypie SCV (ang. Small Colo -
ny Variants) a odpowiadaj¹cymi im szczepami
rodzicielskimi. Wykazano, ¿e zmianie fenotypu

towarzyszy³y zmiany w zjadliwoœci, a œmiertel -
noœæ g¹sienic zaka¿onych S. aureus SCV by³a
ni¿sza ni¿ w przypadku odpowiednich szczepów 
rodzicielskich (ZHENG i wspó³aut. 2021).

Ponadto g¹sienice barciaka by³y z po wo -
dzeniem stosowane w poszukiwaniach nowych
zwi¹zków bioaktywnych chroni¹cych przed
infekcj¹ S. aureus. SILVA i wspó³aut. (2017)
wykazali, ¿e zastosowanie mirycetyny, roœlin -
nego flawonoidu, stymuluje prze¿ywal noœæ larw 
G. mellonella zainfeko wa nych gron kowcem, jak
równie¿ hamuje syntezê czyn ników wirulencji
tego patogenu, zmniej szaj¹c jego zdolnoœci do
adhezji i for mo wania biofilmu. Natomiast
GIBREEL i UPTON (2013) wykazali, ¿e syntetyczny
peptyd epidermycyna, chroni³ owady przed
zaka¿eniem zarówno szczepami podatnymi na
metycylinê, jak i opornymi na ten antybiotyk
(ang. methicyllin-resistant Staphylococcus
aureus, MRSA). Ciekawym wynikiem badañ
prze prowadzonych przez HESKETH-BEST

i wspó³aut. (2021) by³o wykaza nie, ¿e po
infekcji g¹sienic G. mellonella bakteri¹ S.
aureus oporn¹ na metycylinê nast¹pi³ spadek
masy lipidów w organizmie owadów, co uznano
za nowy parametr odpo wiedzi immunolo gicz -
nej. Innym przyk³adem mo¿e byæ wykorzysta -
nie g¹sienic barciaka do oceny skutecznoœci
inhibitorów sortazy (SrtA). Ta zwi¹zana z b³on¹
transpeptydaza cyste ino wa jest odpowiedzialna 
za kotwiczenie bia³ek powierzchniowych do
peptydoglikanu œciany komórkowej bakterii
Gram-dodatnich. GUAN i wspó³aut. (2022)
wyka zali, ¿e ML346 (zwi¹zek kwasu barbitu ro -
wego i aldehydu cynamo no wego) jest w pe³ni
bezpieczny i nietoksyczny dla g¹sienic G. mello -
nella, jak równie¿ skutecznie chroni je przed
zaka¿eniem S. aureus poprzez nieodwra caln¹
inhibicjê SrtA.

PA£ECZKA ROPY B£ÊKITNEJ
Pseudomonas aeruginosa

Gram-ujemna pa³eczka P. aeruginosa,
powszechnie wystêpuj¹ca w œrodowisku, jest
groŸnym oportunistycznym patogenem cz³o wie -
ka. U ludzi z odpornoœci¹ upoœledzon¹ z ró¿ -
nych przyczyn wywo³uje zaka¿enia m. in.
uk³adu oddechowego, skóry i tkanek miêkkich, 
uk³adu moczowego i krwionoœnego (URBANOWICZ

i GNIADKOWSKI 2017). Zagro¿enie dotyczy rów -
nie¿ osób starszych, szczególnie hospitali zo -
wanych wielokrotnie lub d³ugo, pacjentów po
zabiegach inwazyjnych, z ranami oparzenio wy -
mi lub odle¿ynami. Inn¹ grupê podwy¿szonego
ryzyka stanowi¹ chorzy na mukowiscydozê.
Pato gen ten jest jednym z najgroŸniejszych
drobno ustrojów powoduj¹cych zaka¿enia szpi -
tal ne, których leczenie jest trudne ze wzglêdu
na opornoœæ bakterii Pseudomonas na liczne
antybiotyki stosowane w terapii oraz nie wra¿li -
woœæ na stosowane powszechnie œrodki dezyn -
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fek cyjne (GELLATLY i HANCOOCK 2013, URBANO -

WICZ i GNIADKOWSKI 2017).
Patogenne szczepy P. aeruginosa charak -

tery zuj¹ siê szeregiem mechanizmów i czyn -
ników warunkuj¹cych zjadliwoœæ tego orga niz -
mu. Mo¿na je podzieliæ na: zwi¹zane ze œcian¹
komórkow¹, tj. LPS, rzêski i pile, oraz na sub -
stancje wydzielane pozakomórkowo, takie jak
egzotoksyny, hemolizyny, barwniki (piowerdy -
na i piocyjanina) i proteazy. Pile typu IV bior¹
udzia³ w adhezji do komórek gospodarza, a tak -
¿e odpowiadaj¹ za tropizm tkankowy. Z kolei
LPS uczestniczy w inicjacji oraz modu lacji wro -
dzonej i nabytej odpowiedzi immuno logicznej,
stanowi tak¿e czynnik etio logiczny stanów
zapalnych. Najczêœciej badan¹ grup¹ czyn -
ników wirulencji P. aeruginosa s¹ cyto toksy ny
(egzotoksyny). Ich rol¹ jest modu lacja odpo -
wiedzi odpornoœciowej gospodarza, m.in. przez
reorganizacjê cytoszkieletu komórki eukario -
tycz nej (egzotoksyna Y), cytotoksycz noœæ wzglê -
dem komórek nab³onka i makro fagów (egzo -
toksyna U), spowalnianie procesu fago cytozy
(egzotoksyna T), zaburzanie procesu trans -
krypcji (egzotoksyna S) oraz hamowanie
syntezy bia³ek (egzotoksyna A) (URBANOWICZ

i GNIADKOWSKI 2017).
Innymi czynnikami wirulencji bakterii znaj -

duj¹cymi siê w centrum zainteresowania
naukowców s¹ enzymy proteolityczne, takie jak 
proteaza IV, proteaza alkaliczna oraz elastazy A 
i B. Ich zadaniem, oprócz prze³amywania odpo -
wiedzi odpornoœciowej gospodarza, jest dostar -
czanie substancji od¿ywczych komórkom
patogenu. Szczególne znaczenie maj¹ elastazy
zdolne do lizy bia³ek strukturalnych: laminin
i kolagenów. Bior¹ one równie¿ udzia³ w de -
gradacji po³¹czeñ miêdzy komórkami na b³on -
kowymi oraz inaktywuj¹ immunologicznie
kom petentne cz¹steczki, takie jak ludzki
inhibitor proteinaz a-1 oraz immunoglobuliny
IgG i IgA (MORIHARA i HOMMA 2018).

Do czynników wirulencji P. aeruginosa
mo¿e my te¿ zaliczyæ systemy sekrecyjne, odpo -
wiedzialne za wydzielanie okreœlonych bia³ek
efektorowych bezpoœrednio do wnêtrza komó -
rek eukariotycznych lub do przestrzeni miêdzy -
komórkowych, oraz wydzielany zewn¹trz ko -
mór kowo polisacharyd alginian, stanowi¹cy
jeden z g³ównych sk³adników struk tury bio -
filmów. Produkcja wielu czynników zjadliwo œci
bakterii zale¿na jest od mechanizmu wyczu -
wania obecnoœci (ang. quorum sensing, QS),
pe³ni¹cego istotn¹ rolê w kontroli ekspresji
wielu genów. Mechanizmy dzia³ania wiêkszoœci
czynników wirulencji bakterii s¹ doœæ dok³ad -
nie poznane, jednak badania te prowadzono
g³ównie z wykorzysta niem linii komórkowych.
Dok³adna rola tych substancji w patogenezie
u ludzi czêsto nie jest do koñca wyjaœniona
(D’AGATA 2015).

Pierwsze wzmianki o wykorzystaniu g¹sie -
nic G. mellonella w badaniach patogenezy oraz
czynników wirulencji P. aeruginosa zosta³y
opub li kowane ponad 60 lat temu (LYSEN -

KO1963, CHADWICK I VILK 1969). Barciak wiêkszy 
jest owadem bardzo wra¿liwym na zaka¿enie
bakteri¹ P. aeruginosa inokulowan¹ do hemo -
limfy; œrednia dawka œmiertelna (LD50) wynosi
mniej ni¿ 10 komórek. W jednym z pier wszych
badañ MADZIARA-BORUSEWICZ i LYSENKO (1971)
zaobserwowali niszczenie hemo cytów w hemo -
limfie barciaka przez proteazê P. aeru gi nosa.
Ponadto zaobserwo wa no zdol noœæ uk³a du
odpornoœciowego owada do wykrywania ró¿ nic
w patogennoœci mutantów LPS P. aerugi nosa
(DUNPHY i wspó³aut. 1986). G¹sienice G. mello -
nella okaza³y siê dobrym modelem w badaniach 
maj¹cych na celu wyjaœnienie mechanizmów
dzia³ania i roli systemu sekrecji typu III (SS3)
w patogenezie P. aeruginosa. Stwierdzono m.in. 
¿e mutanty z nieaktywnym SS3 s¹ znacznie
mniej zjadliwe ni¿ ich odpo wiedniki z aktyw -
nym systemem ekspresji (MIYATA i wspó³aut.
2003).

Barciak wiêkszy zosta³ uznany za alterna -
tywny model organizmu-gospodarza do analizy
interakcji enzymów proteolitycznych bakterii
P. aeruginosa z elementami uk³adu odpor no -
œciowego owada. Wykazano, ¿e proteazy powo -
duj¹ degradacjê bia³ek/peptydów odpor no œcio -
wych w hemolimfie G. mellonella: serynowa
pro teaza IV degradowa³a apoLp-III, bia³ko
homo logiczne wzglêdem ludzkiej apolipo pro -
teiny E w warunkach in vitro (ANDREJKO

i wspó³aut. 2005) i in vivo (ANDREJKO i wspó³aut. 
2008). Natomiast indukowane peptydy prze -
ciw drobnoustrojowe by³y degradowane przez
ela stazê B i alkaliczn¹ proteazê. Zaobserwo -
wano równie¿, ¿e proteazy P. aeruginosa
podane owadom w dawce subletalnej s¹ odpo -
wiedzialne za aktywacjê uk³adu odporno œcio -
wego gospodarza (ANDREJKO i wspó³aut. 2009,
ANDREJKO i SIEMIÑSKA 2016). Warto wspomnieæ,
¿e obserwowano zmiany jakoœ cio we i iloœciowe
w profilu produko wa nych przez owady AMPs
w odpowiedzi na infekcjê szczepami P. aerugi -
nosa produkuj¹cymi odmienny zestaw enzy -
mów proteolitycznych (ANDREJKO i wspó³aut.
2021). Ponadto stwierdzono odmienny wp³yw
izolatów klinicznych pa³eczki ropy b³êkitnej na
reakcje odpornoœciowe G. mellonella, co wska -
zuje, ¿e owad ten mo¿e byæ z powo dze niem
wykorzystywany do analizy czynników wiru -
lencji ró¿nych szczepów P. aeruginosa (ANDREJ -

KO i wspó³aut. 2014).
Z kolei w innych badaniach udowodniono,

¿e wytwarzaj¹ce biofilm szczepy P. aeruginosa
s¹ znacznie bardziej podatne na dzia³anie
antybiotyków w warunkach in vivo, przepro -
wadzonych z wykorzystaniem G. mellonella, ni¿
podczas testów in vitro. Wyniki tych analiz

Barciak wiêkszy (Galleria mellonella) jako organizm modelowy w badaniach biomedycznych 207



pozwo li³y lepiej zrozumieæ zarówno proces
tworzenia biofilmu, jak i interakcje zachodz¹ce
pomiêdzy patogenem, elementami wrodzonego
uk³adu odpornoœciowego oraz antybiotykami
podczas infekcji bakteri¹ P. aeruginosa (BENT -

HALL i wspó³aut. 2015).
W przypadku pa³eczki ropy b³êkitnej g¹sie -

nice G. mellonella znalaz³y równie¿ zastoso wa -
nie do testowania substancji aktywnych
maj¹cych zwalczaæ zaka¿enia tym patogenem.
THOMAZ i wspó³aut. (2020) wykazali, ¿e podanie
g¹sienicom nanocz¹steczek srebra znacz¹co
zwiêksza prze¿ywalnoœæ owadów zaka¿onych
P. aeruginosa, jak i stymuluje parametry ich
odpo wiedzi odpornoœciowej. Podobne rezultaty
uzyskano wykorzystuj¹c kombinacje anty bio -
tyku levofloksacyny i roœlinnych alkaloidów.
Badane owady charakteryzowa³y siê wiêksz¹
prze¿ywalnoœci¹, nawet po zaka¿eniu wielo -
leko opornymi szczepami P. aeruginosa (SIRI -

YONG i wspó³aut. (2018).

DRO¯D¯AK Candida albicans

Oprócz badañ nad patogennoœci¹ bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, g¹sienice
G. mellonella s¹ z powodzeniem wykorzysty -
wane tak¿e jako organizm modelowy w ba -
daniach dotycz¹cych grzybów. Najczêœciej
bada nym, a jednoczeœnie zdecydowanie naj -
bardziej rozpowszechnionym grzybem choro bo -
twórczym u ludzi, jest C. albicans, który mo¿e
powodowaæ szerokie spektrum schorzeñ (kan -
dy dozy), w tym choroby skóry, b³on œluzo wych,
zaka¿enia uk³adowe i ogólnoustro jowe (MAYER

i wspó³aut. 2013). Ten oportunistyczny patogen 
jest szczególnie niebezpieczny w œro do wiskach
szpitalnych, gdzie kolonizuje powierz chnie
narzêdzi chirurgicznych, aparatury medycz nej
i wyposa¿enia sal operacyjnych po przez formo -
wanie biofilmu. Do najwa¿niej szych czyn ników
wirulencji C. albicans mo¿na zaliczyæ bia³ka
adhezyjne, proteazy, fosfolipazy i hemoli zy -
ny (NOBILE i wspó³aut. 2015, STANISZEWSKA

i wspó³aut. 2015).
Powszechne wystêpowanie i ciê¿ki przebieg

infekcji wywo³ywanych przez C. albicans wska -
zu j¹ na koniecznoœæ opracowania nowych
metod terapii oraz szczegó³owego poznania pro -
ce su patogenezy, a tak¿e mechanizmów dzia³a -
nia poszczególnych czynników wirulencji.
W tym przypadku g¹sienice barciaka wiêkszego 
G. mellonella znalaz³y zastosowanie jako orga -
nizm modelowy i s¹ z powodzeniem wyko -
rzysty wane m.in. w badaniach enzymów pro -
teo litycznych produkowanych przez C. albi -
cans, takich jak proteazy aspartanowe (SAP).
Ich g³ówn¹ rol¹ podczas zaka¿enia jest
uszkadzanie tkanek, modulowanie odpowiedzi
odpornoœciowej i udzia³ w formowaniu bio fil -
mu. Zaobserwowano, ¿e liczba i rodzaj wytwa -
rzanych proteaz ma du¿y wp³yw na zjadliwoœæ

szczepu oraz przebieg infekcji (ROSSONI

i wspó³aut. 2013, SHEEHAN i wspó³aut. 2019).
Inn¹ grupê czynników wirulencji syntetyzo -

wanych przez C. albicans stanowi¹ fosfolipazy.
Ich g³ównym zadaniem jest dostarczanie
komór kom substancji od¿ywczych, formowanie 
biofilmu, inicjacja procesów zapalnych poprzez
modulowanie funkcjonowania komórek odpor -
no œciowych gospodarza oraz liza konkuren cyj -
nej mikroflory, co zapewnia przewagê komór -
kom patogenu (HÖFS i wspó³aut. 2016). Owady
z powodzeniem wykorzystano te¿ do opra co -
wania nowych, szybkich metod identy fikacji
gatun ków Candida spp. na podstawie ró¿nic
w prze¿ywalnoœci zainfekowanych owadów
(ROSSONI i wspó³aut. 2013). Pamiêtaæ nale¿y, ¿e
badane gatunki grzybów wytwarzaj¹ odmienny
profil czynników wirulencji podczas infekcji
(GAGO i wspó³aut. 2014).

SOWA-JASI³EK i wspó³aut. (2016) badali
wp³yw lizozymu na komórki C. albicans, wyko -
rzystuj¹c larwy G. mellonella jako organizm
modelowy. Na podstawie uzyskanych wyników
stwierdzono, ¿e komórki patogenu s¹ podatne
na dzia³anie lizozymu, zarówno ssaczego, jak
i obecnego w hemolimfie barciaka wiêkszego.
Badania przeprowadzone przez RAJENDRAN

i wspó³aut. (2015) wykaza³y, i¿ podanie acetylo -
choliny chroni g¹sienice G. mellonella przed
zaka¿eniem tym patogennym grzybem poprzez
hamowanie powstawania biofilmu, jak równie¿
stymuluje mechanizmy komórkowej odpowie -
dzi odpornoœciowej owadów. VILELA i wspó³aut.
(2015) osi¹gnêli podobne rezultaty poprzez ko -
infekcjê g¹sienic G. mellonella bakteriami Lacto -
bacillus acidophilus i patogenem C. albicans.

Innej grupie badaczy uda³o siê wykazaæ, ¿e
infekcje wywo³ane przez C. albicans maj¹
o wiele ³agodniejszy przebieg, je¿eli organizm
mia³ wczeœniej kontakt z innymi gatunkami
Candida spp. Zaobserwowano znaczny wzrost
prze¿ywalnoœci g¹sienic G. mellonella zaka¿o -
nych grzybem w grupie immunizowanej wczeœ -
niej subletalnymi dawkami C. glabrata. Wyniki
te pozwoli³y wyjaœniæ ró¿nice w przebiegu infek -
cji C. albicans oraz mog¹ przyczyniæ siê do
opracowania nowych œrodków zapobiegania
infek cji tym groŸnym patogenem (HUANG

i wspó³aut. 2020).

WYKORZYSTANIE BARCIAKA
WIÊKSZEGO DO TESTOWANIA

SUBSTANCJI CZYNNYCH

Oprócz badañ podstawowych maj¹cych na
celu szczegó³ow¹ analizê mechanizmów inter -
akcji gospodarz-patogen, g¹sienice barciaka
wiêkszego s¹ równie¿ intensywnie wykorzysty -
wane w biotechnologii i farmakologii jako
organizmy testowe dla nowych antybiotyków,
chemoterapeutyków i w terapiach alternatyw -
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nych. Zaka¿enia wywo³ane przez oporne na
antybiotyki mikroorganizmy stanowi¹ du¿e
wyzwanie dla wspó³czesnej medycyny. Wyko -
rzystanie G. mellonella jako organizmu mode -
lowego oraz wyniki badañ podstawowych
u³atwi³y zarówno projektowanie nowych sub -
stancji o dzia³aniu przeciwdrobno ustro jowym,
jak i usprawni³y proces ich wdro¿enia do
powszechnego u¿ytku.

HILL i wspó³aut. (2014) wykorzystali w swo -
ich badaniach g¹sienice G. mellonella do okreœ -
le nia skutecznoœci antybiotyków takich jak:
cefotaxim (CTX), pipeacylina (PIP), mero penem
(MEM), amikacyna (AMK), levoflo ksa cyna
(LVX), kolastyna (CST), ich kinetyki oraz stop -
nia, w jakim badane czynniki obci¹¿aj¹ orga -
nizm podczas infekcji P. aeruginosa. Na pod -
stawie uzyskanych wyników wyselekcjo no wano 
kombinacjê dwóch antybiotyków (CTX+PIP),
która okaza³a siê najbardziej skuteczna w zwal -
czaniu bakterii P. aeruginosa w porównaniu
z innymi badanymi wariantami.

Podobne doœwiadczenia zosta³y przepro wa -
dzone przez KREZDORN i wspó³aut. (2014). Ich
celem by³o opracowanie kombinacji antybio -
tyków o zwiêkszonej efektywnoœci przeciwko
wielolekoopornym szczepom P. aeruginosa,
g³ów nie przeciw izolatom klinicznym odpo wie -
dzialnym za najciê¿sze infekcje. Testy przepro -
wadzone z u¿yciem g¹sienic G. mellonella
pozwoli³y opracowaæ terapiê opart¹ o kom bi -
nacjê 3 antybiotyków (cefotaxim, pipeacylina,
meropenem) wykazuj¹c¹ bardzo du¿¹ skutecz -
noœæ biobójcz¹.

Innym przyk³adem jest wykorzystanie larw
G. mellonella do testowania synergistycznego
dzia³ania substancji biologicznie aktywnych
zwalczaj¹cych S. aureus. Z grupy 15 testo wa -
nych zwi¹zków podanie czynników z grupy
pleuro mutylin skutkowa³o wzrostem prze¿y -
wal noœci owadów. Umo¿liwi³o to opracowanie
i wdro¿enie nowej terapii zwalczaj¹cej infekcje
wywo³ane przez szczepy S. aureus, w tym przez
szczególnie niebezpieczne szczepy wieloleko -
oporne (DONG i wspó³aut. 2017).

Jednym z bardziej atrakcyjnych rozwi¹zañ
problemu antybiotykoopornoœci s¹ alternatyw -
ne metody terapii zaka¿eñ, np. oparte na wyko -
rzystaniu wirusów prokariotycznych – bakterio -
fagów (GOLKAR i wspó³aut. 2014). Bada nia nad
ich zastosowaniem trwaj¹ na ca³ym œwiecie,
jednak zanim bakteriofagi bêd¹ mog³y zostaæ
wdro¿one do powszechnego u¿ytku, konieczna
jest ocena ich skutecznoœci i dok³ad ne pozna -
nie interakcji zachodz¹cych w uk³a dzie gospo -
darz -patogen-bakteriofag. W tej dzie dzinie
barciak wiêkszy równie¿ znalaz³ zasto sowanie
zarówno jako model do oceny skutecz noœci pre -
paratów fagowych, jak i w badaniach podsta -
wowych nad interakcjami gospodarz -pato gen -

-wirus zachodz¹cymi po zaapliko wa niu prepa -
ratu do organizmu.

MANOHAR i wspó³aut. (2018) wykorzystali
g¹sie nice G. mellonella do oceny skutecznoœci
trzech preparatów fagowych w zwalczaniu
zaka¿eñ bakteriami K. pneumoniae i E. cloacae.
Wyniki badañ wykaza³y znacz¹cy wzrost prze -
¿ywalnoœci owadów po aplikacji bakteriofagów,
nawet w przypadku infekcji wywo³anych przez
wielolekooporne szczepy K. pneumoniae. THIRY

i wspó³aut. (2019) uzyskali podobne wyniki
izolu j¹c bakteriofagi bezpoœrednio ze œrodo wis -
ka szpitalnego oraz testuj¹c ich skutecznoœæ na 
szerokiej gamie szczepów K. pneumoniae z wy -
korzystaniem larw G. mellonella. Wykazano
70% spadek œmiertelnoœci owadów po podaniu
preparatów zawieraj¹cych wyizolowane wirusy
prokariotyczne.

W innych badaniach WANG i wspó³aut.
(2020) zastosowali po³¹czenie klasycznej anty -
bio tykoterapii i bakteriofagów, opracowuj¹c
podstawy projektowania nowych metod zwal -
czania szczepów E. coli wytwarzaj¹cych biofilm.
U¿ycie g¹sienic G. mellonella pozwoli³o ziden -
tyfikowaæ po³¹czenie ciprofloksacyny i faga
fWL-3, które okaza³o siê skuteczne w terapii
zapaleñ sztucznych stawów. Natomiast FORTI

i wspó³aut. (2018) zaprojektowali 6-fagowy
koktajl, który by³ zdolny do lizy klinicznych
szczepów P. aeruginosa zarówno w kulturach
planktonowych, jak i w biofilmach oraz leczy³
ostr¹ infekcjê dróg oddechowych u myszy
i bak teriemiê u G. mellonella.

PODSUMOWANIE

G¹sienice barciaka wiêkszego (G. mellonella)
s¹ popularnym organizmem modelowym po -
wszech nie stosowanym w badaniach nad me -
cha nizmami patogenezy, dzia³aniem czyn ni ków
wirulencji i interakcji gospodarz-patogen. Ze
wzglêdu na wysoki stopieñ podobieñstwa odpo -
wiedzi odpornoœciowej owadów do mecha niz -
mów odpornoœci wrodzonej ssaków mo¿liwe jest
wykorzystanie G. mellonella jako substy tutu dla
ssaczych organizmów modelowych. Liczne zalety 
owada przekona³y wielu badaczy do wybo ru tego 
organizmu jako modelu równie¿ w badaniach
biotechnologicznych i farmako lo gicznych, m. in.
do projektowania nowych sub stancji o charak -
terze przeciwdrobno ustro jo wym, opracowy wa -
nia skuteczniejszych tera pii kla sycz nych, jak
i pionierskich terapii alter na tyw nych, maj¹cych
na celu zast¹pienie anty biotyków.

S t r e s z c z e n i e

Barciak wiêkszy (Galleria mellonella) jest coraz czêœciej
stosowanym owadzim organizmem modelowym. Do zalet
gatunku mo¿na zaliczyæ powszechnoœæ wystêpowania,

krót ki cykl ¿yciowy, oraz stosunkowo du¿y rozmiar g¹sie -

nic, znacznie u³atwiaj¹cy manipulacje laboratoryjne. Istot -
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ne jest to, ¿e owady mog¹ byæ inkubowane w temperaturze
37oC, koniecznej w badaniach dotycz¹cych ludzkich pato -
genów. Warto wspomnieæ, ¿e wykazano pozy tywn¹ korela -
cjê miêdzy odpowiedzi¹ gospodarza a wiru lencj¹ wielu
pato genów w modelach ssaków i owadów. G¹sienice
G. mellonella z powodzeniem s¹ wykorzystywane w bada -
niach interakcji patogen-gospo darz, mechanizmów pato -
genezy i czynników wirulencji drobnoustrojów choro bo -
twórczych dla cz³owieka, m.in. Staphylococcus aureus,

Pseudo monas aeruginosa i Candida albicans. Owady okaza -
³y siê równie¿ odpowiednie do testowania skutecz noœci
substancji biologicznie czynnych czy te¿ w terapiach alter -
na tywnych maj¹cych na celu zast¹pienie anty biotyków.
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GREATER WAX MOTH (Galleria mellonella) AS A MODEL ORGANISM IN BIOMEDICAL RESEARCH

Summary

The greater wax moth Galleria mellonella is widely used as non-vertebrate model host. The advantages of the species
include its common occurrence, short development cycle, relatively large size of larvae, which greatly facilitates laboratory 
manipulations. Importantly, insects can be incubated at 37°C, which is necessary for research on human pathogens.
A positive correlation has been shown between the host response and the virulence of many pathogens in mammalian
and insect models. G. mellonella larvae are successfully used in studies of pathogen-host interactions, mechanisms of
pathogenesis and virulence factors of human pathogens e.g. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and
Candida albicans. Insects have also been shown to be suitable for testing the efficacy of biologically active substances or
in alternative therapies to replace antibiotics.
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A B S T R A C T   

The role of Pseudomonas aeruginosa exotoxin A in the modulation of humoral immune response parameters in the 
hemolymph of Galleria mellonella larvae was investigated. Our results indicate that exoA can play a role of a 
virulence factor by inhibiting insect PO, lysozyme, and antibacterial activity and decreasing the apoLp-III protein 
level significantly. No peptide bands with molecular mass below 6.5 kDa were detected in the hemolymph of 
exoA-treated larvae. We provided evidence for involvement of exoA in the pathogenicity of P. aeruginosa against 
G. mellonella and the usefulness of the insect as a model for analysis of P. aeruginosa toxins.   

1. Introduction 

Pseudomonas aeruginosa is a common environmental human oppor
tunistic pathogen responsible for a wide range of acute and chronic in
fections. The pathogenesis of bacteria involves the production of several 
virulence factors, e.g. exotoxin A (exoA), an important virulence factor 
in septicemia as well as corneal and lung infection (Michalska and Wolf, 
2015; Wick et al., 1990). In eukaryotic cells, exoA inhibits protein 
synthesis through ADP-ribosylation of elongation factor-2 (EF-2). ExoA 
displays high toxicity for macrophages and T lymphocytes, inhibits 
proliferation of granulocytes and macrophages (Wilson and Dowling, 
1998) but stimulates proliferation of mouse thymocytes (Legaard et al., 
1991). Multiple studies have demonstrated that exoA influences the 
immune system also at non-cytotoxic doses: exoA changes the antibody 
response to antigens (Holt and Misfeldt, 1986), profoundly inhibits TNF, 
IL-6, IL-8, and IL-10 production in blood (Schultz et al., 2000), and 
transiently inhibits IL-2 synthesis by T-cells and the expression of CD14 
molecules on monocytes (Michalkiewicz et al., 1998). It has been shown 
that exoA produced by P. aeruginosa is toxic to silkworm Bombyx mori 
(Chieda et al., 2011; Hossain et al., 2006) and Drosophila melanogaster 
(Sharama and Fitzgerald, 2010); however, the exoA-insect interactions 
are unknown. 

The greater wax moth Galleria mellonella is a good model host to 
study insect immune response and virulence factors of many human 
pathogens, e.g. P. aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 
aureus, Candida albicans, Fusarium oxysporum, and Aspergillus fumigatus 

(Gibreel and Upton, 2013; Gomez-Lopez et al., 2014; Koch et al., 2014; 
Miyata et al., 2003; Muñoz-Gómez et al., 2014). This species can be 
reared at human physiological temperature (37 ◦C), which is essential 
for production of many microbial virulence factors (Mylonakis et al., 
2007). We have provided evidence that G. mellonella larvae can be used 
as an animal model for studying host-P. aeruginosa interactions 
(Andrejko et al., 2014, 2021a; Andrejko and Siemińska, 2016). 

Since exoA influences the virulence of P. aeruginosa, we considered it 
interesting to study the effect of exoA on host defense mechanisms 
activated during infection with this pathogen. In this in vivo study, the 
toxicity of exoA to G. mellonella larvae was assessed and the essential 
humoral immune parameters, i.e. phenoloxidase, lysozyme, and anti
bacterial activity and the apolipophorin III (apoLp-III) level in larvae 
treated with a sublethal dose of exoA, were examined. 

2. Materials and methods 

2.1. Biological species and toxin 

Last instar larvae of the greater wax moth G. mellonella (Lepidoptera: 
Pyralidae) reared in a continuous laboratory culture on honeybee nest 
debris at 30 ◦C were used in all experiments. 

LPS-defective and streptomycin- and ampicillin-resistant Escherichia 
coli K12 strain D31 (CGSC 5165) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 
27 853) grown in LB medium at 37 ◦C were used. Purified and lyophi
lized P. aeruginosa exotoxin A was purchased commercially (Sigma- 
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Contents lists available at ScienceDirect 

Journal of Invertebrate Pathology 

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jip 

https://doi.org/10.1016/j.jip.2021.107706 
Received 17 August 2021; Received in revised form 7 December 2021; Accepted 10 December 2021   

mailto:bartlomiej.iwanski11@wp.pl
www.sciencedirect.com/science/journal/00222011
https://www.elsevier.com/locate/jip
https://doi.org/10.1016/j.jip.2021.107706
https://doi.org/10.1016/j.jip.2021.107706
https://doi.org/10.1016/j.jip.2021.107706
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jip.2021.107706&domain=pdf


Journal of Invertebrate Pathology 187 (2022) 107706

2

Aldrich). 

2.2. Survival analysis 

The G. mellonella larvae were injected with two doses of exoA (20 and 
30 ng in 5 µl of non-pyrogenic water/larva; 6 larvae per group). For 
analysis of the effect of the co-injection of P. aeruginosa cells and exoA on 
G. mellonella mortality, the larvae were challenged with exoA (20 ng in 
5 µl of non-pyrogenic water; 6 larvae per group), P. aeruginosa cells 
(approx. 10 cells in 5 µl of non-pyrogenic water; 6 larvae per group), or a 
mixture where the injection volume of 5 µl contained a combination of 
both (6 larvae per group). The control insects (6 larvae) were treated 
with non-pyrogenic water (5 µl). Five independent experiments were 
performed using a total number of 90 (for testing the effect of 20 and 30 
ng of exoA) and 120 individuals (for testing the effect of co-injection). 
The survival rate was monitored every 12 h over 72 h of the 
experiments. 

2.3. Insect immune challenge, hemolymph collection, and preparation of 
hemolymph extracts 

The larvae were injected with a sublethal dose of exoA (20 ng in 5 µl 
of non-pyrogenic water/larva) at the base of the last proleg of larvae 
using a Hamilton syringe (ø = 0.73 mm). The control larvae were 
injected with non-pyrogenic water (5 µl). Hemolymph samples were 
obtained by puncturing the larval abdomen with a sterile needle. He
molymph was collected 1–24 h after the treatment (20 μl/larva; 10 
larvae/group) and the samples from one time point were combined. 
Cell-free hemolymph and acidic/methanolic hemolymph extracts were 
obtained as described previously (Andrejko et al., 2005; 2014; Cytryń
ska et al., 2007). The experiment was performed three times 
independently. 

2.4. Phenoloxidase activity assay 

Phenoloxidase activity was determined as reported previously 
(Andrejko et al., 2014; 2021b). Two µl of 10x diluted hemolymph were 
combined with 18 µl of 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, containing 5 mM 
CaCl2 and incubated for 20 min. Next, 180 µl of 2 mM dihydrox
yphenylalanine (L-DOPA) in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5, 
were added. Absorbance was measured at 490 nm for 90 min. The 
analysis was performed three times independently with five technical 
repetitions for each hemolymph sample. 

2.5. Antimicrobial activity assays 

Detection of anti-E. coli activity after SDS-PAGE and subsequent 
renaturation of polypeptides in the gels was performed as described 
elsewhere (Cytryńska et al., 2007). 

Lysozyme activity was detected with a radial diffusion method using 
agarose plates with Sӧrensen buffer (0.066 M KH2PO4, 0.066 M 
Na2HPO4, pH 6.4) containing lyophilized Micrococcus luteus (Sigma- 
Aldrich). The wells were filled with 4 µl of cell-free hemolymph and the 
plates were incubated at 28 ◦C for 24 h. Peptidoglycan digestion zones 
were measured and the activity was defined as an equivalent of EWL 
activity (Jarosz, 1995). 

2.6. Immunodetection of apolipophorin III 

After electrophoretic separation (Tris-tricine SDS-PAGE), the poly
peptides (20 μg) were electrotransferred onto polyvinylidenedifluoride 
(PVDF) membranes and probed with anti-G. mellonella apoLp-III anti
bodies (1:2500) (custom ordered; Agrisera, Sweden) (Andrejko et al., 
2014). 

2.7. Other methods 

The protein concentration was estimated with the Bradford method 
(Bradford, 1976). Polyacrylamide gel electrophoreses of proteins/pep
tides were performed by 13.8 % Tris-glycine SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 
or Tris-tricine SDS-PAGE (16.5 % T, 3% C) (Schägger and von Jagow, 
1987). For all performed tests, the statistical significance level was set at 
α = 0.05. Normality of data was checked with the Shapiro-Wilk test. 
Time-dependent larval survival was estimated using the Kaplan-Meier 
method, and comparison between curves was done with the log-rank 
test (Kishore et al., 2010). Statistical significance was analyzed using 
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney post-hoc tests. The data are presented 
as the average ± standard deviation (SD). 

3. Results and discussion 

The insects were injected with different doses of exoA and the dose 
showing no toxic effects up to 48 h, i.e. 20 ng/larva, was chosen for the 
next experiments (Fig. 1A). As shown in Fig. 1B, the administration of 
P. aeruginosa cells combined with exoA resulted in accelerated mortality 
of G. mellonella larvae (χ2 = 5.400556, df = 1, p = 0.02013), supporting 
the proposed role of exoA as a virulence factor. 

The humoral immune parameters were evaluated in the hemolymph 
of the P. aeruginosa exoA-challenged insects collected 1–24 h after the 
treatment. One of the first responses of the insect immune system to 
infection is activation of the phenoloxidase (PO) system (Sugumaran, 
2002; Whitten and Coates, 2017). It was shown that G. mellonella PO was 
activated in response to immune challenge with many bacteria (Joyce 
and Gahan, 2010; Zdybicka-Barabas et al., 2014). In contrast, our pre
vious results showed that PO activity significantly decreased in 
P. aeruginosa infected larvae (Andrejko et al., 2021b). In the exoA- 
challenged larvae a slight but statistically significant decrease in the 
PO activity was detected 4 h after the treatment (Fig. 1C). However, 8 h 
and 15 h after the challenge, the level of PO activity decreased approx. 3- 
fold, and then slowly returned to the level observed in the control larvae. 
We reported previously that immunization of insects with P. aeruginosa 
alkaline protease led to an increase in PO activity in hemolymph 2–8 h 
after the injection; however, almost no PO activity was detected 15 h 
post-treatment (Andrejko et al., 2021b). 

The effect of the P. aeruginosa exoA on G. mellonella lysozyme activity 
was investigated using a well diffusion assay. The activity of lysozyme 
decreased by 45% compared to the control (approx. 145 μg/ml EWL) 1 h 
after the challenge. The enzyme activity in hemolymph collected at 8 h 
decreased by 85% and remained at a similar level up to 18 h (Fig. 1D). 
The inhibition of both lysozyme and PO by exoA was most evident after 
8–15 h, suggesting that exoA was most effective at inhibiting protein 
synthesis at this time. However, this effect in the case of PO was tran
sient. At the present stage of research, it is difficult to indicate a specific 
mechanism responsible for these results. ExoA appears to have a 
different effect on proteins in the hemolymph, which depends on the 
level of the protein and/or the regulation of its activity. The decrease in 
lysozyme activity observed in our study 1–4 h after the treatment may 
have been caused by high levels of PO in the initial phase of the immune 
response, which could be related to the already synthesized enzyme 
released from oenocytoids. In turn, 24 h later, when the effect of exoA 
decreased, most probably because of its consumption, more PO was 
synthesized and released from the newly proliferated oenocytoides, 
which further inhibited lysozyme activity. The results are to some extent 
consistent with data published by Stączek et al. (2020), who indicated 
that the higher lysozyme activity in G. mellonella hemolymph after 
administration of α-1,3-glucan correlated well with inhibition of PO 
activity and suggested negative regulation thereof by lysozyme. Inter
estingly, it was reported that lysozyme, Galleria defensin, proline-rich 
peptide 1, and anionic peptide 2 decreased the PO activity consider
ably in G. mellonella hemolymph (Zdybicka-Barabas et al., 2014). 

Antimicrobial peptides and proteins constitute key factors in insect 

B. Iwański and M. Andrejko                                                                                                                                                                                                                  



Journal of Invertebrate Pathology 187 (2022) 107706

3

humoral immune response against invading pathogens. It has been 
shown that, after bacterial infection, apoLp-III levels in larval hemo
lymph increased in relation to hemolymph from non-infected larvae 
(Zdybicka-Barabas and Cytryńska, 2013; Zdybicka-Barabas et al., 2015). 
Our previous study demonstrated an increase in the apoLp-III level a 
short time after P. aeruginosa infection and then a significant decrease 
after a prolonged infection time. We also showed that this protein was a 
substrate for P. aeruginosa virulence factors, i.e. protease IV and elastase 
B (Andrejko and Mizerska-Dudka, 2012; Andrejko et al., 2005). To 
assess the apoLp-III level in the hemolymph of larvae challenged with 

exoA, the protein was detected using immunoblotting with antibodies 
against G. mellonella apoLp-III (Fig. 2A). The analysis of immunoreactive 
bands revealed a considerable decrease in the apoLp-III level 8–15 h 
after the challenge, i.e. up to approx. 50% in comparison to the control 
group, which correlated well with the results of PO activity, indicating 
that exoA contributes to a decrease in the protein level and activity in 
hemolymph. 

An impressive arsenal of defense peptides differing in biochemical 
and antimicrobial properties has been reported in hemolymph of 
immune-challenged G. mellonella larvae (Brown, et al., 2009; Cytryńska 

Fig. 1. (A) Kaplan-Meier survival analysis of 
G. mellonella larvae injected with different doses of 
P. aeruginosa exotoxin A or (B) with exoA (20 ng/ 
larva), living P. aeruginosa (approx. 10 cells), or a 
mixture containing P. aeruginosa and exoA. Control 
larvae were injected with non-pyrogenic water. Five 
independent experiments were performed on the 
total number of 90 (A) and 120 (B) individuals. The 
curves were compared to the respective control 
curves by the log-rank test (A: 20 ng: χ2 = 2.923007, 
df = 1, p = 0.087321; 30 ng: χ2 = 6.047424, df = 1, 
p = 0.013927; B: exoA: χ2 

= 2.923007, df = 1, p =
0.087321; P. aeruginosa: χ2 = 62.788699, df = 1, p 
= 2.33 × 10-15; P. aeruginosa + exoA: χ2 =

59.213464, df = 1, p = 1.41 × 10-14). Statistical 
significance: *p < 0.05, ** p < 0.001. (C) Pheno
loxidase and (D) lysozyme activity in G. mellonella 
hemolymph collected 1–24 h after the injection with 
P. aeruginosa exoA (20 ng/larva). The graph (C) 
shows the PO activity at the selected time points: 0, 
30, 60, and 90 min incubation of the hemolymph 
with L-DOPA as a substrate. Statistically significant 
differences (*p < 0.05) between the control and 
exoA-challenged samples were determined with 
Kruskal-Wallis test (T0: χ2 

= 0.0993, df = 6, p =
0.75271; T30: χ2 = 35.1805, df = 6, p = 0.0000015; 
T60: χ2 = 35.7073, df = 6, p = 0.0000017; T90: χ2 

= 34.8878, df = 6, p = 0.0000018) and Mann- 
Whitney post-hoc test (T30: 4 h: U = 0, z =
3.30816, df = 1, p = 0.00094; 8 h: U = 0, z =
3.30818, df = 1, p = 0.00095; 15 h: U = 0, z =
3.30814, df = 1, p = 0.00093; 18 h: U = 0, z =
3.3082, df = 1, p = 0.00097;T60: 4 h: U = 0, z =
3.30821, df = 1, p = 0.00094; 8 h: U = 0, z =
3.30814, df = 1, p = 0.00092;15 h: U = 0, z =
3.30815, df = 1, p = 0.00094; 18 h: U = 0, z =
3.30814, df = 1, p = 0.00094; T90: 4 h: U = 0, z =
3.30815, df = 1, p = 0.00094; 8 h: U = 0, z =
3.3082, df = 1, p = 0.00097; 15 h: U = 0, z =
3.3082, df = 1, p = 0.00095; 18 h: U = 0, z =
3.3082, df = 1, p = 0.00094). (D) Lysozyme activity 
was determined by the radial diffusion assay and 
presented as an equivalent of EWL activity. The re
sults from three independent experiments are pre
sented as means (±SD). Statistical significance (*p 
< 0.05) with respect to the control larvae at the 
particular time point was determined with Kruskal- 
Wallis test (χ2 = 27.0928, df = 6, p = 0.00002) and 
Mann-Whitney post-hoc test (1 h: U = 0, z =
2.8022431, df = 1, p = 0.0051214; 4 h: U = 0, z =
2.8022432, df = 1, p = 0.0051211; 8 h: U = 0, z =
2.8022436, df = 1, p = 0.0051210; 15 h: U = 0, z =
2.8022430, df = 1, p = 0.0051213; 18 h: U = 0, z =
2.8022433, df = 1, p = 0.0051225; 24 h: U = 0, z =
2.8022430, df = 1, p = 0.0051238). In – hemo
lymph of control larvae injected with non-pyrogenic 
water.   
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et al., 2007). The Tris-tricine SDS-PAGE analysis of hemolymph proteins 
and peptides of the exoA-treated larvae showed no peptide bands with 
molecular mass below 6.5 kDa (Fig. 2B). Additionally, no E. coli growth 
inhibition zones were detected when corresponding hemolymph sam
ples were tested by bioautography (Fig. 2C). This may be caused by a 
failure in recognition of exoA as a threat by the host (hence, the peptide 
synthesis will not be induced) or by the ability of exoA to disrupt host 
protein synthesis. In the latter case, the peptide expression would be 
induced but not completed. In contrast to our results, Chieda et al. 
(2011) indicated that exotoxin A did not affect AMP production in the 
hemolymph of B. mori. The changes in the apoLp-III level as well as 
phenoloxidase and antibacterial activity suggest that the primary func
tion of exoA is to suppress host immune response. To our knowledge, the 
present study is the first to demonstrate that exoA can be lethal to 
G. mellonella and affects insect humoral immune response. We propose 
that G. mellonella can be used as an animal model for studying 
P. aeruginosa exotoxins. 
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Regucka, K., Cytryńska, M., 2021a. A comparison of the production of antimicrobial 
peptides and proteins by Galleria mellonella larvae in response to infection with two 

Fig. 2. (A. B) Analysis of the protein and peptide 
profile in the hemolymph of P. aeruginosa exoA- 
challenged G. mellonella larvae. The methanolic ex
tracts were prepared from the hemolymph of the 
control larvae (In) and the hemolymph collected at 
the indicated time points from larvae injected with 
exoA (20 ng/larva). The proteins and peptides were 
resolved by Tris-tricine SDS-PAGE and electro
blotted onto PVDF membranes for apoLp-III identi
fication using anti-apoLp-III antibodies (A) or 
stained with Coomassie Brilliant Blue (B). The dia
gram (A) shows the relative apoLp-III level in com
parison with the control larvae calculated on the 
basis of densitometric analysis of the bands using 
ImageJ software after imaging with the ChemiDoc 
imaging system (Bio-Rad). The data are presented as 
means (±SD) of three independent experiments. 
Statistical significance (*p < 0.05) with respect to 
the control larvae at the particular time point was 
determined using Kruskal-Wallis test (χ2 = 26.5462, 
df = 6, p = 0.00002) and Mann-Whitney post-hoc 
test (4 h: U = 0, z = 2.80224, df = 1, p = 0.00512; 8 
h: U = 0, z = 2.80225, df = 1, p = 0.00511; 15 h: U 
= 0, z = 2.80224, df = 1, p = 0.00512; 18 h: U = 0, 
z = 2.8224, df = 1, p = 0.00512). M - molecular 
weight standards. The apoLp-III band is indicated by 
an arrow. (B) The antimicrobial peptide bands are 
indicated by asterisks (*). In - hemolymph of control 
larvae injected with non-pyrogenic water. IH – he
molymph of heat-killed (98 ◦C. 30 min.) 
P. aeruginosa-challenged larvae. (C) Bioautography 
of antibacterial polypeptides of G. mellonella larvae 
after injection with P. aeruginosa exoA. The cell-free 
hemolymph samples (120 μg of total protein) 
collected at the indicated time points after exoA 
injection were separated by glycine SDS-PAGE and 
the gels were washed in 2.5% Triton X-100 (Bio- 
Rad) for SDS removal. The polypeptides were next 
renaturated in 50 mM Tris-HCl (pH 7.5) and in LB 
broth. overlaid with nutrient agar containing viable 
E. coli D31 cells and egg white lysozyme (EWL. 2 
mg/ml: Sigma-Aldrich). and incubated at 37 ◦C. 
Zones of bacterial growth inhibition were analyzed. 
The figure presents a fragment of representative gel 
from three independent experiments. C – E. coli 
growth inhibition zone caused by synthetic cecropin 
B (2 μg).   
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A B S T R A C T   

The cellular immune response of the greater wax moth Galleria mellonella to Pseudomonas aeruginosa exotoxin A 
was investigated for the first time. The insects were challenged with a sublethal dose of exoA, and then hemocyte 
parameters were assessed. The analysis showed a statistically significant decrease in the total hemocyte count 
(THC), which was associated with significant decreases in the number of granulocytes and plasmatocytes. In 
turn, no statistically significant changes were observed in the number of spherulocytes and oenocytoides. 
Fluorescent staining indicated that cells collected from the exoA-challenged larvae exhibited features charac
teristic for apoptotic and autophagic cell death, e.g. cytoplasm vacuolization and chromatin condensation. The 
flow cytometry analysis revealed a significant increase in the number of phosphatidylserine- and active caspase 
3-positive hemocytes challenged with exoA, which proved apoptosis induction. Our results will help in under
standing the role of exotoxin A during P. aeruginosa infections not only in insects but also in mammals, including 
humans.   

1. Introduction 

The necessity to overcome the physiological barriers of the host by 
pathogens is a versatile phenomenon during infections of both verte
brates and invertebrates, which is accompanied by activation of sys
temic immune response mechanisms. These mechanisms consist of 
humoral and cellular response and are activated after recognition of 
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) or DAMPs (damage- 
associated molecular patterns). The humoral immune response of in
vertebrates, including insects, involves hemolymph melanization, clot
ting, and synthesis of induced AMPs (antimicrobial peptides). In turn, 
the cellular immune response involves phagocytosis, encapsulation, or 
nodulation of foreign bodies by cells present in the hemolymph, i.e. 
hemocytes (Cytryńska, 2009). Hemocytes perform many functions, 
including the recognition of PAMPs and the synthesis of reactive oxygen 
forms, proteins, and peptides involved in humoral immune response. 
They are divided into five groups based on their function and morpho
logical differences: prohemocytes (Ph), granulocytes (Gr), plasmato
cytes (Pl), spherulocytes (Sp), and oenocytoides (Oe) (Tan et al., 2013; 
Wojda, 2017; Wu et al., 2016). Gr and Pl are primary immunocompetent 

cells responsible for phagocytosis, encapsulation, and nodulation. They 
are the only hemocytes capable of adhering to foreign bodies and 
recognizing PAMPs, thus initiating more sophisticated immune response 
mechanisms. Oenocytoides are involved in the synthesis and trans
portation of phenoloxidase, an important element of humoral immune 
response. Oe can also release nucleic acids, which are alarm signals 
informing about an infection (Altincicek et al., 2008). Spherulocytes are 
responsible for the synthesis and transport of mucopolysaccharide 
components of the cuticle. Prohemocytes are considered as stem cells 
capable of mitotic divisions and differentiation into specialized hemo
cytes (Ribeiro and Brehélin, 2006). 

It has been shown that the innate immune systems of mammals and 
insects share a high degree of structural and functional homology; 
hence, different species of insects are convenient model organisms in 
studies on common innate immunity mechanisms and host-pathogen 
interactions (Tsai et al., 2016). One of the most important insect 
models is the greater wax moth Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyr
alidae), which has been widely used in studies on diverse human path
ogens including Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, 
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Fusarium oxysporum, and 
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Aspergillus fumigatus (Gibreel and Upton, 2013; Gomez-Lopez et al., 
2014; Koch et al., 2014; Miyata et al., 2003; Munoz-Gomez et al., 2014). 
Another advantageous feature of G. mellonella as a model organism is 
that this species can be reared at human physiological temperature 
(37 ◦C), which is essential for proper synthesis and activity of many 
bacterial and fungal virulence factors mediating the host-pathogens in
teractions (Mylonakis, 2008). 

The aforementioned virulence factors are utilized by pathogens for e. 
g. overcoming host immune response mechanisms. The Gram-negative 
bacterium P. aeruginosa is an opportunistic human pathogen omni
present in the environment and responsible for many types of infectious 
diseases. The pathogenesis of bacterial infection is related to the pro
duction of many proteins, including such enzymes as lipase, phospho
lipase C, exotoxins (A, S, T, U, Y), and several proteinases (Urbanowicz 
and Gniadkowski, 2017). Exotoxin A (exoA) is regarded as one of the 
most dangerous and most important virulence factors synthesized by 
P. aeruginosa. It acts as an inhibitor of protein synthesis by ribosylation 
of elongation factor 2 (EF2), which causes disruption in cell protein 
homeostasis and directs the cell towards apoptosis. It has been proved to 
be cytotoxic to granulocytes and macrophages and responsible for 
disruption of intercellular communication pathways (Michalska and 
Wolf, 2015). 

Our previous studies provided evidence that G. mellonella larvae can 
be used as an animal model for studying host-P. aeruginosa interactions 
(Andrejko et al., 2014; Andrejko et al., 2021a, 2021b; Andrejko and 
Siemińska, 2016; Mizerska-Dudka and Andrejko, 2014). Namely, it has 
been shown that P. aeruginosa exotoxin A (exoA) is lethal to G. mellonella 
larvae and affects insect humoral immune response i.e., phenoloxidase, 
lysozyme, antibacterial activity, and the apolipophorin III level (Iwański 
and Andrejko, 2022). This prompted us to investigate the cellular im
mune response of exotoxin-treated larvae. Hence, our cell-based studies 
were aimed at analysis of quantitative and morphological changes in 
hemocytes collected after treatment of G. mellonella larvae with exoA. 
We also examined the live/dead status of cells by means of Hoechst 
33342/propidium iodide and acridine orange staining. In addition, flow 
cytometry analysis of apoptosis induction and caspase 3 activation in the 
hemocytes was performed. The results presented in this study not only 
provide a better understanding of host-pathogen interactions taking 
place in G. mellonella during P. aeruginosa infections, but also give new 
insights and prove the suitability of the wax moth as a model organism 
in biological studies. 

2. Materials and methods 

2.1. Biological species and toxin 

The larvae of the greater wax moth Galleria mellonella (Lepidoptera: 
Pyrylidae) were reared on a natural diet consisting of honeybee nest 
debris at 30 ̊C in the dark and 70–80 % humidity. 7th instar larvae were 
used for all experiments. Before each manipulation, larval body surfaces 
were sterilized in 70 % ethanol. 

Commercially available purified Pseudomonas aeruginosa exotoxin A 
(Sigma-Aldrich) suspended in IPS buffer (150 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.1 
M Tris-HCl pH = 6.9) was used for all experiments. 

2.2. Insect immunization 

A sublethal dose of exotoxin A (20 ng suspended in 5 μl of IPS buffer/ 
larva) was administered by injection into the last proleg of the larvae 
using a Hamilton syringe (needle gauge ø = 0.73 mm) as described 
elsewhere (Iwański and Andrejko, 2022). The controls comprised non- 
immunized (NH) larvae and larvae injected with an equal volume of 
IPS buffer (IPS). After immunization, the larvae were placed on sterile 
Petri dishes and incubated at 37 ̊C in the dark. Hemolymph and hemo
cytes were isolated from exoA-challenged and control larvae at 1, 4, 8, 
15, 18, or 24 h after the injection. 

2.3. Hemolymph collection and hemocyte isolation 

The hemolymph samples were obtained via abdominal puncture. The 
outflowing hemolymph was immediately collected to sterile chilled 
Eppendorf tubes and mixed with either IPS buffer supplemented with 
0.002 % PTU to prevent melanization or with an anticoagulant solution 
(100 mM glucose, 93 mM NaCl, 30 mM sodium citrate, 26 mM citric 
acid, 10 mM EDTA, pH = 4.6), depending on the analysis requirements 
(Bergin et al., 2005; Mizerska-Dudka and Andrejko, 2014). 

2.4. Microscopic analysis of morphological changes in hemocytes 

Morphological changes in hemocytes were determined using a 
contrast-phase microscope (Olympus BH-2). All glassware was wiped 
with 70 % ethanol before use. Ten microliters of hemolymph collected 
individually from 5 larvae per time point were diluted 2-fold in an IPS/ 
PTU solution, placed on sterile microscopic slides, covered with a cover 
slip, and examined at x200 magnification. Three independent observa
tions were performed for each time point. In total, 180 larvae were used. 

2.5. Quantitative analysis of hemocytes 

The hemocytogram analysis was performed as described previously 
(Stączek et al., 2020). The hemolymph was collected individually (20 μl/ 
larva) from 5 larvae per time point, diluted 2-fold in the anticoagulant, 
and immediately placed in a Bürker chamber for observations. The total 
number of hemocytes of individual larva (THC) was examined in 60 
squares of the Bürker chamber grid using a contrast phase microscope 
(Olympus BH-2, magnification 400x). The number of hemocytes (NH) in 
1 μl of hemolymph was calculated according to the formula: 

NH =
n*a
V  

where: 

NH = number of hemocytes in 1 μl of hemolymph. 
n = average number of hemocytes in 1 square of the Bürker chamber. 
a = dilution of the hemolymph. 
V = nominal volume of the hemolymph in one square of the Bürker 
chamber. 

Additionally, for determination of the differential hemocyte count 
(DHC), cells were collected and different types of hemocytes, i.e., 
granulocytes, plasmatocytes, spherulocytes, and oenocytoides, were 
counted based on their morphological features as described above 
(Lavine and Strand, 2002). The results are presented as means ± SD of 
absolute numerical values (THC) or values of hemocytes of individual 
types (DHC) obtained from three independent experiments. In total, 180 
larvae were used. 

2.6. Microscopic analysis of the live/dead status of hemocytes 

The live/dead status of hemocytes after the treatment of G. mellonella 
larvae with exoA was examined by means of light and fluorescence 
microscopy. For this purpose, hemolymph (20 μl/larva) was collected 
from 5 individuals per time point and combined to obtain pooled sam
ples. Then, the hemocytes were stained with appropriate dyes. 

For light microscopy analysis, the hemocytes were stained with 0.2 
% Trypan Blue in IPS for 20 min as in Dean et al. (2004) with modifi
cations. Trypan Blue is a non-permeable dye widely recognized as a 
means to differentiate between live and dead cells, as it stains only dead 
cells with a disrupted membrane blue. The stained cells were examined 
under a fluorescence microscope (Olympus BX-51) at x400 magnifica
tion. Three independent observations were performed for each time 
point. In total, 180 larvae were used. 
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The fluorescence microscopy analysis was carried out to observe 
changes in cell membrane permeability and hemocyte nuclei. To this 
end, the hemocytes were stained with acridine orange (AO) or a mixture 
of Hoechst 33342 (H) and propidium iodide (PI) as described elsewhere 
(Mizerska-Dudka and Andrejko, 2014). As a cell membrane-permeable 
dye, Hoechst 33342 stains DNA in the nucleus of both live and dead 
cells blue. Propidium iodide is a commonly used fluorescence dye dis
tinguishing live and dead cells with a disrupted cell membrane. The 
latter are stained red with propidium iodide. Acridine orange is a cell- 
permeable fluorescent dye interacting with DNA and RNA. This dye 
enters acidic compartments such as lysosomes, phagolysosomes, or 
autophagal vacuoles. In low pH conditions, it emits orange light. Dead 
cells with a disrupted membrane are stained red with acridine orange. 
The pooled hemocytes were stained with acridine orange (5 μg/ml) or 
Hoechst (0.2 μg/ml)/propidium iodide (0.37 μg/ml) solutions in IPS/ 
PTU for 10 min at 28 ◦C in darkness. After staining, the cells were pel
leted by centrifugation (1 min, 4 ◦C, 100g), the dye was discarded, and 
the hemocytes were suspended in 100 μl of IPS/PTU. The stained cells 
were examined under a confocal microscope Axiovert 200 M at x200 
magnification. Three independent experiments were carried out. In 
total, 180 larvae were used. 

2.7. Flow cytometry analysis of apoptosis induction and caspase 3 
activation 

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) along with a modified 
annexin V/propidium iodide protocol (FITC AnnexinV Apoptosis 
Detection Kit II, BD PharmingenTM) was performed to quantify the level 
of apoptosis and necrosis in the hemocytes after the treatment of G. 
mellonella larvae with exoA. In turn, the level of active caspase 3 
(executor caspase and indicator of apoptosis induction) was determined 
using the PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit (BD PharmingenTM). 
Briefly, the cells were collected 1–24 h after the treatment (20 μl/larva, 
10 individuals/time point) to sterile chilled Eppendorf tubes and 
centrifuged (100g, 1 min, 4 ◦C). Next, the supernatant was discarded and 
the hemocytes were suspended in 100 μl of IPS. After harvesting, the 
cells were fluorescently stained according to the manufacturer’s in
struction. Finally, FACS data were acquired on a FACS Calibur (BD 
Biosciences) and analyzed using Cell Quest software (BD Biosciences) 
for the Macintosh operating system. The presented results were calcu
lated as a percent of early and late apoptotic and necrotic cells or cells 
with active caspase 3 among all the analyzed cells, respectively. Three 
independent observations were performed for each time point. In total, 
540 larvae were used. 

2.8. Statistical analysis 

All tests were performed with the significance level α = 0.05. The 
statistical significance of the results of the quantitative analysis of he
mocytes was examined using the Kruskal-Wallis test and the post-hoc 
Mann-Whitney test. The flow cytometry results were analyzed statisti
cally with one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison 
test using GraphPad Prism 5.0. All the results were presented as the 
mean ± standard deviation (SD), 

(* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001). 

3. Results 

3.1. Changes in G. mellonella hemocytogram after immune-challenge with 
P. aeruginosa exoA 

To explore the influence of exoA on the cellular components of 
G. mellonella immunity, the total hemocyte count (THC) was calculated 
at first (Fig. 1). The analysis of THC showed a severe decrease (over 60 
%) in the total number of hemocytes in the hemolymph collected from 
the exoA-challenged larvae at 8 h after the injection, lasting up to 24 h 

(an over 80 % decrease), compared to the IPS injection. It should be 
noted that no statistically significant differences were detected between 
the non-immunized and IPS-challenged larvae at the indicated time 
points (data not shown). 

In order to better understand the observed quantitative changes, the 
number of the different types of hemocytes (DHC) in the hemolymph of 
larvae immunized with exoA was analyzed. A statistically significant 
decrease in the number of granulocytes and plasmatocytes was observed 
at 8–24 h after the immune challenge, compared to the IPS injection. 
The number of hemocytes in the hemolymph of larvae immunized with 
exoA decreased by over 50 % and 70 % in the case Gr and Pl, respec
tively, at 8 h after the injection (Fig. 2). Next, the amount of hemocytes 
slightly increased at 18 h after the challenge; in turn, the number of 
granulocytes and plasmatocytes after 24 h was lower by about 85 %, 
compared to respective controls. No statistically significant changes 
were observed in the number of spherulocytes and oenocytoides. The 
number of these cells was the same as in the control group throughout 
the experiment (Supplementary Materials, Fig. S1). Based on these re
sults, it was concluded that the changes in the total number of hemo
cytes in the hemolymph collected from the exoA-challenged larvae 
resulted from the influence of exoA on granulocytes and plasmatocytes. 

3.2. Morphological changes in hemocytes 

The aforementioned results indicated that the exoA treatment 
reduced the number of granulocytes and plasmatocytes. Taking into 
account the activities of exoA, the observed effects may have resulted 
from the exoA-induced death of the hemocytes. Hence, to elucidate this 
issue, the next studies were aimed at examination of morphological 
changes in the exoA-treated hemocytes, as characteristic morphological 
features are hallmarks of specific types of cell death. The microscopic 
analysis of hemocytes collected from the exoA-challenged larvae 
revealed severe morphological changes, whereas no changes were 
observed in the IPS-challenged group (Fig. 3A). At first, these changes 
consisted of multiple aggregations of cells (Fig. 3B and C). Additionally, 
the Trypan Blue staining revealed that the cells became bigger, swollen, 
and rounded after 8 h of the treatment. Moreover, the hemocytes were 

Fig. 1. Changes in the total number of hemocytes (THC) after challenging 
G. mellonella larvae with a sublethal dose of exoA (20 ng in 5 μl IPS/larva) or 
IPS buffer (5 μl/larva). Hemocytes were counted in the Bürker chamber in 
samples from freshly harvested hemolymph (20 μl/larva, 5 larvae per time 
point) at 1, 4, 8, 15, 18, and 24 h after the injection. The results from three 
independent experiments are presented as mean ± SD. Statistically significant 
differences at the particular time points between the IPS- and exoA-challenged 
groups determined using the Kruskal-Wallis test and the post-hoc Mann-Whitney 
test are marked with an asterisk: *p < 0.05. 
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characterized by the presence of vacuoles near the nucleus and mem
brane blebbing. Some of the observed cells were fully stained dark-blue 
(Fig. 3D and E). 

3.3. Fluorescent staining of hemocytes 

The results described above suggested that exoA induced both 
necrotic and apoptotic cell death in the hemocytes. To look deeper into 
the P. aeruginosa virulence mechanisms towards G. mellonella cellular 
immunity, the next studies were aimed at examination of the cell death 
of hemocytes caused by exoA. For this purpose, the cells harvested from 
the IPS- and exoA-challenged larvae were stained with acridine orange 
or Hoechst 33342/propidium iodide and observed under a confocal 
microscope. The staining with AO revealed that both the nucleus and the 
cytoplasm of the control hemocytes collected from the IPS-challenged 
larvae were stained green, i.e. a characteristic pattern for live cells 
observed at each time point of the examination (Fig. 4A). In turn, after 
challenging the larvae with exotoxin A, the hemocytes were aggregated 
and had numerous vacuoles stained red (Fig. 4B-G). In turn, the staining 
with H/PI showed only the nucleus of the control hemocytes stained 
blue with Hoechst 33,342 (Fig. 5A). The hemocytes collected from the 
larvae at 1–8 h after the challenge with exoA exhibited red-stained 
cytoplasm and blue-stained nuclei with condensed chromatin (Fig. 5 
B-D). Interestingly, a significantly decreased number of the above- 
mentioned cells accompanied by a predominance of intensively blue 
fluorescent cells were observed at 15 h after the challenge (Fig. 5E). 
Moreover, these cells exhibited characteristic apoptosis indicators, i.e. 
apoptotic bodies and condensed chromatin (Fig. 5F and G). 

3.4. Apoptosis induction and caspase 3 activation in hemocytes 

The Hoechst 33342/propidium iodide staining assay indicated that 
the hemocytes collected from the exoA-treated G. mellonella larvae at the 
specific time points, e.g., 1–8 h and 15–24 h after the treatment, 
exhibited features characteristic for necrotic and apoptotic cells, 
respectively. Hence, to elucidate the possible mechanism of the exoA 
activity towards G. mellonella hemocytes, necrosis and apoptosis were 
determined in hemocyte samples collected at 8 and 24 h after the 
challenge by means of AnnexinV/PI staining and flow cytometry anal
ysis. The obtained results indicated a significant increase in both 
necrotic and apoptotic hemocytes after the 8-hour exoA treatment in 
comparison with the untreated control cells (Fig. 6A and B). The mean 
number of necrotic cells was 9.3 % in the control samples, 12.6 % in the 
IPS-treated samples, and 14.5 % in the exoA-treated variant, whereas 
the mean number of apoptotic cells was 11.3 %, 17.7 %, and 23 %, 

respectively. In turn, the 24-hour treatment with exoA led to a signifi
cant increase in the number of only apoptotic cells, in comparison with 
the untreated and IPS-treated larvae and samples collected at 8 h after 
the challenge, i.e., there were about 20 % of apoptotic cells in both 
control samples and 46 % in the exoA-treated larvae. Additionally, this 
was concomitant with a significant decrease in the number of necrotic 
cells, i.e., up to 6.44 % in the control, 7.5 % in the IPS-treated cells, and 
9.4 % in the exoA-treated samples, in comparison with samples collected 
at 8 h after the challenge (Fig. 6 C and D). 

Since the AnnexinV/PI staining indicated the activation of apoptosis, 
the level of active caspase 3, i.e. an executor caspase and apoptosis 
marker, was determined in cells collected after the 24-hour treatment 
with exotoxin to elucidate the mechanisms of exoA activity towards 
hemocytes. The obtained results indicated that the apoptosis induction 
in the hemocytes by exoA was concomitant with a significant increase in 
the number of cells with an active form of caspase 3, in comparison with 
both control untreated and IPS-treated samples, as the percent of he
mocytes with active caspase 3 was 8 %, 1 %, and 3 %, respectively (Fig. 7 
A and B). 

4. Discussion 

Many reports have shown that P. aeruginosa exotoxin A (exoA) is a 
highly cytotoxic virulence factor affecting different types of mammalian 
cells, including epithelial and immunocompetent cells. It enables the 
pathogen to overcome the immunity and disseminate within the host 
organism (Michalska and Wolf, 2015; Urbanowicz and Gniadkowski, 
2017; Wolf and Elsässer-Beile, 2009). It has been established that the 
toxicity of exoA towards mammalian cells is associated with direct in
duction of apoptosis via an extrinsic receptor-mediated caspase 8-depen
dent pathway or cell cycle arrest followed by apoptosis activation 
(Chang and Kwon, 2007; Jenkins et al., 2004). The latter effect is related 
to the fact that this virulence factor inactivates elongation factor-2 (eEF- 
2) via ADP-ribosylation and, consequently, terminates protein synthesis 
in target cells. There is evidence that exoA can also be cytotoxic towards 
invertebrate cells, namely D. melanogaster (Sharma and FitzGerald, 
2010). Additionally, we have demonstrated that P. aeruginosa exotoxin A 
is lethal to G. mellonella larvae and affects insect humoral immune 
response (Iwański and Andrejko, 2022). Therefore, to gain more pro
found insight into the virulence mechanisms of P. aeruginosa in 
G. mellonella, the aim of this cell-based study was to determine whether 
exoA also influences the cellular immunity of this model organism. 

Literature data indicate that changes in the total number of insect 
immunocompetent cells, i.e., hemocytes, and in their morphology are 
considered an important factor indicating the reaction of the insect 

Fig. 2. Changes in the number of granulocytes and plasmatocytes (DHC) after challenging G. mellonella larvae with a sublethal dose of exoA (20 ng in 5 μl IPS/larva) 
or IPS buffer (5 μl/larva). Hemocytes were counted in the Bürker chamber in samples from freshly harvested hemolymph (20 μl/larva, 5 larvae per time point) at 1, 4, 
8, 15, 18, and 24 h after the injection and identified based on their morphology. The results from three independent experiments are presented as mean ± SD. 
Statistically significant differences at the particular time points between the IPS- and exoA-challenged groups determined using the Kruskal-Wallis test and the post- 
hoc Mann-Whitney test are marked with an asterisk: *p < 0.05. 
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immune system to infections and recognition of foreign bodies 
(Cytryńska et al., 2007; Pereira et al., 2018). There are reports showing 
an increased number of immunocompetent cells in response to infection 
or immunity stimulation (Fuchs et al., 2010). For example, Sheehan 
et al. (2018) and Stączek et al. (2020) showed an increase in the number 
of hemocytes after immunization of G. mellonella with Aspergillus fumi
gatus β-1,3-glucan, and A. niger α-1,3-glucan, respectively. This effect 
resulted from an increase in the number of plasmatocytes and gran
ulocytes (Stączek et al., 2020). The results of this study showed contrary 
effects. There was a substantial decrease in the total number of hemo
cytes after challenging the G. mellonella larvae with P. aeruginosa exoA, 
which was associated with a statistically significant decrease in the 
number of granulocytes and plasmatocytes, although plasmatocytes 
seem to be more sensitive than granulocytes. Interestingly, no 

statistically significant changes were observed in the number of spher
ulocytes and oenocytoides. In contrast, another report demonstrated an 
increase in the number of spherulocytes and oenocytoides after immu
nization of G. mellonella larvae with A. niger α-1,3-glucan, and admin
istration of A. niger conidia (Stączek et al., 2020). These discrepancies 
between results reported by other authors and those presented in this 
study may have resulted from the role of the factors administered to the 
G. mellonella larvae. Namely, the main function of different forms of 
glucans is to serve as PAMPs, i.e., immunity stimulating molecules, 
which can be manifested by an increase in the number of hemocytes, 
whereas exoA is predominantly a virulence factor, i.e., a molecule tar
geted at depression of host immunity by e.g., reduction of the number of 
immunocompetent cells. 

The changes observed in THC and DHC suggest that exoA influences 

Fig. 3. Morphological changes in G. mellonella hemocytes treated with P. aeruginosa exoA or IPS. Hemocytes from control larvae injected with IPS (5 μl/larva) were 
collected 15 h after the treatment (A), whereas hemocytes from larvae injected with exoA (20 ng in 5 μl IPS/larva) were collected at the indicated time points after 
the treatment (B and C). Hemocytes were examined without (A-C) and with Trypan Blue staining (D-F). Live cells are not stained, while dead cells or cells with a 
disintegrated membrane are stained dark blue. SN – swollen nucleus; MB - membrane blebbing, CH – coagulated hemolymph. The images were obtained using 
contrast-phase microscope with magnification x200 (A-C) or fluorescence microscope with magnification x400 (D-F) ¡ 20 μm. (For interpretation of the references to 
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.) 
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the number of hemocytes in hemolymph via either cytotoxic activity or 
inhibition of hemocyte proliferation (Michalska and Wolf, 2015; 
Urbanowicz and Gniadkowski, 2017). The observed morphological 
changes, i.e., membrane blebbing as well as cell and nucleus swelling, 
suggest that the changes in THC and DHC may have been caused by the 
exoA-induced death of hemocytes, although the cell death type was still 
unknown. 

It is known that bacterial infections can trigger different modes of 
host cell death (Labbé and Saleh, 2008). In turn, this may result in 
various effects that determine both the fate of bacterial infection and the 
integrity of the host body. One of the strategies developed by pathogens 
is to trigger the death of host cells in order to eliminate immunocom
petent cells, which allows their dissemination within the host body. The 
most common type of cell death induced by infections is apoptosis 
(Ashida et al., 2011). Hence, taking into account the proved pro- 
apoptotic activity of exoA and the results obtained in this study, 
further examinations were focused on establishment of the type of cell 
death caused by this toxin in G. mellonella hemocytes. Moreover, our 

further analysis was focused on apoptosis because this type of cell death 
was reported by Mizerska and Andrejko (2014) after infecting larvae 
with P. aeruginosa and by Wieloch et al. (2011) after challenging larvae 
with coronatin-1, i.e., a toxin produced by the entomopathogenic fungus 
Conidiobolus coronatus. Additionally, there are other studies indicating 
apoptosis induction in invertebrate cells after pathogen infections. For 
example, the entomopathogenic nematode Ovomermis sinensis impairs 
Helicoverpa armigera immunity by triggering apoptosis in larval hemo
cytes (Jiao et al., 2018). Similarly, the infection of the silkworm Bombyx 
mori with Serratia marcescens and Porphyromonas gingivalis leads to cas
pase activation in immune cells and suppression of insect immunity 
(Ishii et al., 2010; 2012). The venom of parasitoids contains cytotoxic 
proteins that are capable of inducing apoptosis in host hemocytes (Wan 
et al. 2020). Bacillus thuringensis is an example of an entomopathogenic 
bacterium producing pore-forming hemolysin (HlyII) to induce 
apoptosis of insect host hemocytes (Nielsen-LeRoux et al., 2012). Similar 
results were obtained after infecting G. mellonella larvae with Heli
cobacter pylori and Actinobacillus pleuropneumoniae (Arteaga Blanco 

Fig. 4. G. mellonella hemocytes treated with 
P. aeruginosa exotoxin A stained with acridine 
orange. Hemocytes from control larvae injected 
with IPS (5 μl/larva) were collected 24 h after the 
injection (A), whereas hemocytes from larvae 
injected with exoA (20 ng in 5 μl IPS/larva) were 
collected at the indicated time points after the 
treatment (B-G). Live cells are stained green, 
while dead cells with a disrupted membrane are 
stained red, orange fluorescence show the pres
ence of acidic compartments (such as acidic 
vacuoles, phagolysosomes). Representative 
photos were taken under a confocal microscope, 
magnification x200. ¡ 20 μm. (For interpretation 
of the references to colour in this figure legend, 
the reader is referred to the web version of this 
article.)   
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et al., 2017; Giannouli et al., 2014). We previously showed that 
P. aeruginosa infection led to severe morphological and ultrastructural 
changes in G. mellonella hemocytes. Membrane blebbing, cytoplasm 
vacuolization, cell and nucleus swelling, and chromatin condensation 
were observed as the bacteriemia developed. These features are typical 
for apoptotic and autophagal cell death (Mizerska-Dudka and Andrejko, 
2014). Available data indicate that P. aeruginosa exoA can cause both 
necrotic and apoptotic cell death (Michalska and Wolf, 2015; Wolf and 

Elsässer-Beile, 2009). Hence, the results of this study provide a better 
understanding of the similarities and differences in the modes of path
ogen interactions with insect hemocytes. 

The apoptotic pathway involves characteristic morphological 
changes and biochemical processes, including cytoplasmic and nuclear 
condensation, phosphatidylserine extrusion, vacuolization, chromatin 
condensation, and DNA fragmentation (D’Arcy, 2019). Although 
apoptosis is known to occur in various groups of organisms, the process 

Fig. 5. G. mellonella hemocytes treated with P. aeruginosa exotoxin A stained with a mixture of Hoechst 33,342 and propidium iodide. Hemocytes from control larvae 
injected with IPS (5 μl/larva) were collected 24 h after the injection (A), whereas hemocytes from larvae injected with exoA (20 ng in 5 μl IPS/larva) were collected at 
the indicated time points after the treatment (B-G). The nucleus of live and dead cells is stained blue (H), cells with fragmented DNA emit blue fluorescence (H), dead 
cells with a disrupted membrane are stained red (IP). Representative photos were taken under a confocal microscope, magnification x200. Arrows indicate apoptotic 
bodies, and asterisks indicate cells with condensed chromatin. ¡ 20 μm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to 
the web version of this article.) 

Fig. 6. Effect of the exoA treatment on necrosis and apoptosis induction in hemocytes. Larvae were treated with exotoxin for 8 (A and B) and 24 h (C and D). The 
cells were stained with Annexin (An) V-FITC/propidium iodide (PI) and examined with flow cytometry. N - necrotic cells, LA — An+/PI + late apoptotic cells, V — 
An/PI  viable cells, EA — An+/PI  early apoptotic cells. The presented dot plots (A and C) are representative and correspond with the mean number (% of cells) 
(B and D) of total apoptotic cells (early + late apoptosis) and necrotic cells in the control, untreated (C), IPS-treated (IPS), and exoA-treated larvae. All experiments 
were repeated independently at least three times, and data are expressed as mean ± SD; *p < 0.05 and ***p < 0.001 in comparison to the control or the IPS-treated 
samples; one-way ANOVA test. 
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is not well understood in insects. Among all insects studied so far, the 
mechanisms of apoptosis have been described in Drosophila spp. (Kidera 
et al., 2020; Li et al., 2020; Zhou, 2019). In contrast, very little is known 
about apoptotic molecular pathways in the Lepidoptera. 

In our research, necrotic cells were mainly observed at the initial 
steps of the challenge, whereas the features exhibited by the hemocytes 
mainly at the final steps of the challenge, e.g., chromatine condensation 
and numerous acidic vacuoles, did not clearly indicate the type of cell 
death, i.e., it was not clear whether the hemocytes collected from the 
exoA-challenged larvae were undergoing apoptosis or autophagy. 
Hence, further experiments examining apoptosis were performed. The 
flow cytometry analysis revealed a significant increase in the number of 
phosphatidylserine- and active caspase 3-positive hemocytes challenged 
with exoA, which proved apoptosis induction. 

The results presented in this publication revealed for the first time 
that the severe morphological and quantitative changes in the 
G. mellonella hemocytes induced by P. aeruginosa exotoxin A seemed to 
be a result of necrotic cell death at the initial stages of the challenge and 
apoptosis induction at the final stages of the treatment. However, this 
issue needs further investigation to elucidate e.g., the mechanisms of 
apoptosis induction and whether this effect is associated with cell cycle 
disturbances. 

Declaration of Competing Interest 

The authors declare that they have no known competing financial 
interests or personal relationships that could have appeared to influence 
the work reported in this paper. 

Acknowledgements 

We thank Monika Koziej, M.Sc. for conducting G. mellonella breeding 
and for preparing the insects to the experiments. 

Appendix A. Supplementary data 

Supplementary data to this article can be found online at https://doi. 
org/10.1016/j.jip.2023.107884. 

References 
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Labbé, K., Saleh, M., 2008. Cell death in the host response to infection. Cell Death Differ. 
15, 1339–1349. https://doi.org/10.1038/cdd.2008.91. 

Lavine, M.D., Strand, M.R., 2002. Insect hemocytes and their role in immunity. Insect 
Biochem. Mol. Biol. 32, 1295–1309. https://doi.org/10.1016/s0965-1748(02) 
00092-9. 

Li, Z., Wu, C., Ding, X., Li, W., Xue, L., 2020. Toll signaling promotes JNK-dependent 
apoptosis in Drosophila. Cell Div. 15, 1–11. https://doi.org/10.1186/s13008-020- 
00062-5. 

Michalska, M., Wolf, P., 2015. Pseudomonas Exotoxin A: optimized by evolution for 
effective killing. Front. Microbiol. 6, 963. https://doi.org/10.3389/ 
fmicb.2015.00963. 

Miyata, S., Casey, M., Frank, D.W., Ausubel, F.M., Drenkard, E., 2003. Use of the Galleria 
mellonella caterpillar as a model host to study the role of the type III secretion system 
in Pseudomonas aeruginosa pathogenesis. Infect. Immun. 71, 2404–2413. https://doi. 
org/10.1128/iai.71.5.2404-2413.2003. 

Mizerska-Dudka, M., Andrejko, M., 2014. Galleria mellonella hemocytes destruction after 
infection with Pseudomonas aeruginosa. J. Basic Microbiol. 54, 232–246. https://doi. 
org/10.1002/jobm.201200273. 

Munoz-Gomez, A., Corredor, M., Benitez-Paez, A., Pelaez, C., 2014. Development of 
quantitative proteomics using iTRAQ based on the immunological response of 
Galleria mellonella larvae challenged with Fusarium oxysporum microconidia. PloS 
One 9, e112179. 

Mylonakis, E., 2008. Galleria mellonella and the study of fungal pathogenesis: making the 
case for another genetically tractable model host. Mycopathologia 165, 1–3. https:// 
doi.org/10.1007/s11046-007-9082-z. 

Nielsen-LeRoux, C., Gaudriault, S., Ramarao, N., Lereclus, D., Givaudan, A., 2012. How 
the insect pathogen bacteria Bacillus thuringiensis and Xenorhabdus/Photorhabdus 
occupy their hosts. Curr. Opin. Microbiol. 15, 220–231. https://doi.org/10.1016/j. 
mib.2012.04.006. 

Pereira, T.C., De Barros, P.P., Fugisaki, L.R.D.O., Rossoni, R.D., Ribeiro, F.D.C., De 
Menezes, R.T., Scorzoni, L., 2018. Recent advances in the use of Galleria mellonella 
model to study immune responses against human pathogens. J. Fungus 4, 128. 
https://doi.org/10.3390/jof4040128. 
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