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BARCIAK WIEKSZY (Galleria mellonella) JAKO ORGANIZM MODELOWY
W BADANIACH BIOMEDYCZNYCH

WSTEP

Wybér odpowiedniego organizmu modelo-
wego jest niezwykle wazny podczas planowania
doswiadczen majacych na celu analize mecha-
nizmow patogenezy drobnoustrojow. Organizm
taki musi zapewni¢ warunki jak najbardziej
zblizone do obserwowanych podczas infekcji
czlowieka, czyli konieczny jest etap kolonizacji
oraz odpowiedz ukladu odpornosciowego gos-
podarza. Ze wzgledu na podobienstwo im-
munologiczne i anatomiczne, do tego rodzaju
badan wykorzystuje sie z reguly modele ssacze.
Testy z uzyciem ssakoéw sa niestety czaso-
chlonne, pracochtonne i kosztowne. Ponadto
budza spore kontrowersje etyczne.

Gasienice barciaka wiekszego (Galleria
mellonella) sa powszechnie wykorzystywanym
organizmem modelowym w badaniach inter-
akcji gospodarz-patogen oraz do testowania
skutecznosci substancji o dzialaniu przeciw-
drobnoustrojowym. W ostatnich latach za-
obserwowano znaczny wzrost réznorodnosci
badanych drobnoustrojow w uktadzie G. mello-
nella-patogen, a uzyskane wyniki wniosly
nieoceniony wklad w badania nad wirulencja
ludzkich patogenéw. Zastosowanie owadow
zgodnie z zasada ,3R” (ang. replacement,
reduction, refinement) pozwala na stopniowe
zastepowanie ssaczych organizméw modelo-
wych w badaniach - jako bezkregowce gasie-
nice barciaka nie sa objete przepisami doty-
czacymi dobrostanu zwierzat i wytycznymi
Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiad-
czen na Zwierzetach. Jako gléwny zarzut do

stosowania tego rodzaju modeli podaje sie m.in.
brak wystandaryzowanych procedur hodowli
owada, co utrudnia poréwnywanie wynikow
uzyskanych w réznych laboratoriach (MIKULAK
i wspotaut. 2018).

BARCIAK WIEKSZY —
ORGANIZM MODELOWY

Barciak wiekszy (G. mellonella) jest przed-
stawicielem rzedu Lepidoptera, nalezy do
rodziny omacnicowatych (Pyralidae). W natu-
ralnych warunkach jest szkodnikiem pasiek,
dlatego jego wystepowanie jest skorelowane
z wystepowaniem pszczoly miodnej (Ryc. 1). Do
zalet gatunku jako organizmu modelowego
mozna zaliczy¢ kosmopolitycznosé, relatywnie
niski koszt hodowli, krétki cykl zyciowy i mozli-
wos¢ tatwego pozyskiwania duzej liczby osob-
nikéw. Stosunkowo duzy rozmiar gasienic
(10-20 mm) ulatwia manipulacje laboratoryjne
i znaczaco upraszcza pobieranie tkanek do
analiz (m.in. hemolimfy, ciala tluszczowego,
hemocytow). Gasienice mozna zakaza¢ miejsco-
wo, poprzez podanie drobnoustroju droga
pokarmowa, lub przez bezposrednie wprowa-
dzenie patogenu do hemocelu, a iniekcja
umozliwia podanie dokladnej liczby badanych
mikroorganizméw. Gasienice moga byc¢ bez-
piecznie inkubowane w 37°C, temperaturze
koniecznej do wlasciwej syntezy i dziatania
wielu czynnikéw wirulencji, produkowanych
przez badane patogeny chorobotworcze dla
czlowieka (JUNQUEIRA 2012, Tsar i wspélaut.
2016). Gléownym powodem sukcesu G. mello-
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Ryc. 1. Barciak wiekszy (Galleria mellonella).

nella jako organizmu modelowego jest fakt, ze
reakcje immunologiczne owadéw zachowaly
w toku ewolucji znaczne podobienstwa do
odpowiedzi wrodzonej ssakow. Na podstawie
porownania genomow stwierdzono istnienie
wielu owadzich homologéw ludzkich genow
kodujacych biatka, ktére moga by¢ zaangazo-
wane zaréwno w rozpoznanie mikroorganiz-
mow, jak i w proces transdukgcji sygnatu (VOGEL
i wspétaut. 2011). Dlatego poznanie mecha-
nizmow regulujgcych funkcjonowanie ukladu
immunologicznego owadow moze dostarczyc
cennych informacji na temat wrodzonego ukla-
du odpornosciowego ssakéw (Lionakis 2011).
Gasienice barciaka wykorzystywane sa przede
wszystkim w badaniach interakcji patogenow
z mechanizmami odpornosci wrodzonej gospo-
darza, do testowania patogennosci i identyfika-
¢ji czynnikoéw wirulencji drobnoustrojéw choro-
botwoérczych dla czlowieka oraz do oceny
skutecznosci lekéw przeciwdrobnoustrojo-
wych (RaMARAO i wspoélaut. 2012, CHAMPION
i wspotaut. 2016, WoupA i wspoétaut. 2020).

UKLAD ODPORNOSCIOWY
OWADOW

W przypadku prowadzenia badan immuno-
logicznych istotna jest znajomos$¢ funkcjono-
wania ukladu odpornosciowego organizmu
modelowego. Na odpowiedZz odpornosciowsg
barciaka G. mellonella sktadaja sie wzajemnie
powiazane ze soba zewnetrzne bariery ochron-
ne oraz wewnetrzne mechanizmy odpornosci
wrodzonej — odpowiedz komérkowa i humoral-
na. Po sforsowaniu bariery anatomiczno-fizjo-
logicznej przez mikroorganizm nastepuje jego
rozpoznanie przez ukilad odpornosciowy owada.
W identyfikowaniu struktur charakterystycz-
nych dla patogenéw PAMPs (ang. pathogen-
-associated molecular patterrns), takich jak
lipopolisacharyd (LPS), kwasy lipotejchojowe

(LTA), peptydoglikan (PG) i B-1-3-glukan, lub
czasteczek bedacych efektem uszkodzenia
komoérek DAMPs (ang. danger-associated mole-
cular patterns) biorg udziat biatka receptorowe
okreslane jako PRR (ang. pattern recognition
receptors) (STOKEsS i wspoélaut. 2015, LANGE
i wspotaut. 2018). Ponadto, detekcja mikro-
organizmow wspomagana jest przez hemoline
i apolipoforyne III (apoLp-III). Hemolina jest
indukowalnym biatkiem zbudowanym z czte-
rech domen immunoglobulinowych D1-D4
tworzacych strukture podkowy. Wystepuje
w formie wolnej lub zwiazanej z btong komor-
kowa hemocytow. Ma zdolno$¢ wigzania sie do
powierzchni komorek drozdzy, LPS bakterii
Gram-ujemnych i LTA bakterii Gram-dodat-
nich (Tsar i wspotaut. 2016). ApoLp-III jest
konstytutywnie wydzielana do hemolimfy,
wchodzi w sklad mobilnego kompleksu lipo-
foryn, ktory odpowiada za transport lipidow
i zaopatrzenie energetyczne miesni owada
(ZpyBICKA-BARABAS 1 wspotaut. 2015). Ponadto
wykazuje wlasciwosci przeciwbakteryjne wobec
bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, jak
rowniez oddzialuje synergistycznie z lizozymem
(ZpyBICKA-BARABAS 1 wspotaut. 2013) oraz cekro-
pina (BoLoURI MOGHADDAM i wspotaut. 2016,
STaCzZEK 1 wspoélaut. 2018) wzmagajac ich
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa.

Natychmiast po wniknieciu patogenu do
organizmu owada uruchamiana jest odpowiedz
komorkowa, ktora zwiazana jest z upostaciowa-
nymi skladnikami hemolimfy — hemocytami,
komoérkami wykazujacymi analogie do ssa-
czych fagocytéw. U barciaka wyréznia sie S ro-
dzajéow hemocytow: prohemocyty, granulocyty,
plazmatocyty, sferulocyty i enocytoidy. Granu-
locyty i plazmatocyty, obecne w hemolimfie
w najwickszej liczbie, sa komorkami zdolnymi
do adhezji do obcych powierzchni, dlatego sa
odpowiedzialne m.in. za fagocytoze i tworzenie
otoczek wokoét ciat obcych (nodulacja i inkapsu-
lacja). Gléwna funkcja sferulocytéow jest trans-
port metabolitow, natomiast enocytoidy synte-
tyzuja skladniki ukladu oksydazy fenolowe;.
Liczba hemocytéw w hemolimfie zmienia sie
w trakcie zycia owada, jak réwniez w odpowie-
dzi na uszkodzenia mechaniczne i zakazenie
(LaviNe i STrRaND 2002, BROWNE i wspoélaut.
2013, BINDER i wspétaut. 2016, Wu i wspétaut.
2016).

Odpowiedz humoralna owada obejmuje
m.in. proces krzepniecia hemolimfy i gojenia
ran, aktywacje uktadu oksydazy fenolowej (ang.
phenoloxidase, PO), prowadzaca do melaniza-
cji, jak réwniez indukcje syntezy peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (AMPs) (CYTRYNSKA
2009, BoLourl MoGHADDAM i wspotaut. 2016).
Produkcja melaniny jest katalizowana przez
PO, enzym magazynowany gléwnie w enocyto-
idach, w postaci nieaktywnego zymogenu, ktéry
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nazwano profenolooksydaza (ang. prophenol-
oxidase, proPO). W wyniku dzialania kaskady
proteaz serynowych proPO przeksztalcana jest
w forme aktywna PO na drodze ograniczonej
proteolizy. Enzym ten katalizuje oksydacje fe-
noli do chinonoéw, ktére spontanicznie polime-
ryzujac, tworza melanine i otaczajg rozpoznane
patogeny (KAvANAGH i REEVES 2004, PEREIRA
i wspotaut. 2020). Proces ten jest Scisle kontro-
lowany przez inhibitory proteaz serynowych, ze
wzgledu na fakt, ze produkty posrednie reakcji
katalizowanych przez PO sa wysoce reaktywne
i moga powodowac uszkodzenia komorek gos-
podarza (ZDYBICKA-BARABAS i wspotaut. 2014).
W odpowiedzi na zakazenie, po rozpoznaniu
determinantow mikroorganizmow przez uktad
odpornosciowy owada, w ciele thuszczowym i
w hemocytach syntetyzowane sa peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe. Szlaki aktywujace ekspre-
sje genéw peptydéw odpornosciowych, gléwnie
Toll i Imd, aktywowane sa odpowiednio przez
bakterie Gram-dodatnie i grzyby oraz bakterie
Gram-ujemne. Owadzie szlaki Toll i Imd regu-
luja aktywno$¢ czynnikow transkrypcyjnych,
odpowiednio Dif (szlak Toll) i Relish (szlak Imd),
ktore sa homologami ludzkiego czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB (STOKEs i wspétaut. 2015).
Peptydy odgrywaja znaczaca role w odpowiedzi
humoralnej ze wzgledu na wlasciwosci przeciw-
drobnoustrojowe wobec szerokiego spektrum
patogenow. U G. mellonella poznano dotad
kilkanascie peptydéw przeciwdrobnoustrojo-
wych. Sa wsrod nich peptydy a-helikalne
(cekropiny A i D, moricyny), peptydy o struk-
turze stabilizowanej mostkami disiarczkowymi
(defensyny, gallerimycyna), peptydy bogate
w proline, w glicyne (gloweryny), a takze pepty-
dy anionowe (CYTRYNSKA i wspotaut. 2007, Li
i wspolaut. 2012). AMPs owadzie wykazuja
duze podobienstwo do peptydow syntetyzowa-
nych przez organizmy ssacze, w tym do pepty-
dow ludzkich. Dotychczasowe badania wykaza-
ty, ze ich produkcja jest regulowana niekodu-
jacym, niskoczasteczkowym RNA (miRNA), tak
jak ma to miejsce w organizmach ssakow, nato-
miast profil syntetyzowanych AMPs jest skore-
lowany z rodzajem zidentyfikowanego pato-
genu (MUKHERJEE i wspotaut. 2020). Réznice
w zestawie peptydow i kinetyce ich pojawiania
sie w hemolimfie G. mellonella obserwowano
po zakazeniu owadow roznymi bakteriami
i grzybami (Mak i wspotaut. 2010, ANDREJKO
i wspotaut. 2021). Nalezy zaznaczy¢, ze badania
sugeruja mozliwos¢ funkcjonowania pamieci
immunologicznej u owadow i innych bezkre-
gowcow, ale z udzialem innych mechanizmow
niz wystepujace u kregowcow (Woubpa 2017,
ZDYBICKA-BARABAS 1 wspoélaut. 2017).

WYKORZYSTANIE BARCIAKA
WIEKSZEGO W BADANIACH INTERAKCJI
PATOGEN-GOSPODARZ

W dotychczasowych badaniach z powodze-
niem wykorzystywano gasienice G. mellonella
do testowania wielu drobnoustrojow chorobo-
tworczych dla czlowieka, w tym patogennych
bakterii, takich jak Francisella tularensis, Sta-
phylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
grzybow drozdzopodobnych z rodzaju Candida
i Cryptococcus oraz grzybow strzepkowych
Aspergillus fumigatus i A. flavus (PEREIRA
i wspotaut. 2020). Wykazano analogie miedzy
wirulencja m. in. bakterii P. aeruginosa, Bacil-
lus thuringiensis, B. cereus oraz grzybow
C. albicans i A. fumigatus w stosunku do myszy
i gasienic G. mellonella (BROWNE i wspotaut.
2013, BINDER i wspoétaut. 2016, Tsal 1 wspotaut.
2016). Ponizej przedstawione zostaly wybrane
wyniki badan mechanizmoéw patogenezy oraz
roli czynnikéw wirulencji groznych ludzkich
patogenow, takich jak Gram-dodatnia bakteria
S. aureus, Gram-ujemna paleczka P. aerugi-
nosa i drozdzak C. albicans.

GRONKOWIEC ZLOCISTY
Staphylococcus aureus

Gram-dodatnia bakteria S. aureus zostala
sklasyfikowana przez WHO jako jeden z naj-
grozniejszych patogenéw, a badania nad no-
wymi czynnikami przeciwdrobnoustrojowymi
zwalczajacymi te bakterie uznano za priory-
tetowe. Cecha charakterystyczna bakterii jest
zdolnos¢ do produkcji szerokiego spektrum
czynnikéw wirulencji wywolujacych zréznico-
wane schorzenia, m.in. zespél wstrzasu
toksycznego, sepse, zapalenie wsierdzia, zatru-
cia pokarmowe, infekcje skory i tkanek miek-
kich (TayLor i UNakAL 2022). Najczesciej bada-
nymi czynnikami wirulencji tej bakterii sa
biatka umozliwiajace adhezje komoérek pato-
genu, takie jak czynniki adhezyjne A i B
(CIfA i CIfB), biatka wiazace fibronektyne
(FnBPs), adhezyny wiazace kolagen (Cna) i ela-
styne (Ebps) oraz biatka umozliwiajace agre-
gacje i tworzenie biofilméw (LAABEI i wspotaut.
2015, Ma i wspoétaut. 2019). Kolejna grupa
czynnikéw sa toksyny (hemolizyny, leukotok-
syny), ktorych glowna rola jest ostabianie
reakcji obronnych gospodarza przez modulacje
mechanizmow wrodzonej i nabytej odpowiedzi
odpornosciowej. Bakteria S. aureus produkuje
rowniez liczne enzymy odpowiedzialne za
pozyskanie sktadnikéw odzywczych (koagulaza,
stafylokinaza, nukleazy, proteazy serynowe
i cysteinowe, metaloproteazy, lipazy) (OLIVEIRA
i wspotaut. 2018, TaMm i Torres 2019).

Wyniki licznych badan przeprowadzonych
z wykorzystaniem gasienic G. mellonella pozwo-
lity lepiej zrozumieé role biofilmu wytwarzanego
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W procesie patogenezy przez badana bakterie.
Na przyklad w doswiadczeniach opisanych
przez GRAF i wspotaut. (2019) owady stosowano
do ustalenia roli czynnikow wirulencji wyizolo-
wanych metoda multiomiczna z macierzy
zewnatrzkomorkowej biofilmow S. aureus. Bez-
komoérkowy supernatant biofilmu, zawierajacy
zidentyfikowane czynniki (biatka otoczki,
hemolizyny, leukotoksyny i lipazy), wstrzykiwa-
no do hemocelu gasienic G. mellonella. Na
podstawie uzyskanych wynikow wykazano
wyrazna korelacje pomiedzy zjadliwoscia szcze-
pow a wytwarzaniem biofilmu.

Rezultaty doswiadczen przeprowadzonych
przez ZHAO i wspoélaut. (2019) wykazaly, zZe
zjadliwos¢ S. aureus jest bezposrednio zwiaza-
na z profilem egzoproteomu bakterii, a dzieki
analizie przezywalnosci G. mellonella mozliwe
bylo dokladne rozréznienie tych profili. Obec-
nos¢ bialek 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-
kowala zwiekszona Smiertelnoscia larw, z kolei
gasienice zakazone mutantami delecyjnymi
niezdolnymi do syntezy tych biatek cechowaly
sie zwiekszona przezywalnoscia. Ponadto
bakteria S. aureus indukowala synteze pepty-
dow odpornosciowych w hemolimfie G. mello-
nella, takich jak gloweryny, peptyd cekropino-
-D-podobny czy peptyd morycynopodobny,
a takze tworzenie guzkoéw podobnych pod
wzgledem budowy i funkcji do ropni powszech-
nie wystepujacych podczas infekcji skory
i tkanek miekkich u ludzi (SHEEHAN i wspoétaut.
2019). Uzyskane wyniki dowiodly, ze czynniki
wirulencji S. aureus sa rozpoznawane przez
uklad odpornosciowy gasienic, a ich eliminacja
nastepuje poprzez mechanizmy podobne do
wystepujacych u naturalnych (ludzkich) gospo-
darzy. Innym przyktadem zastosowania gasie-
nic G. mellonella do analizy proceséw pato-
genezy S. aureus sa badania przeprowadzone
przez MENARD i wspétaut. (2021). Udowodniono,
ze stopien zjadliwosci danego szczepu gron-
kowca jest regulowany przez ekspresje okreslo-
nych fragmentéow sRNA. Wykorzystujac G.
mellonella jako model infekcji zaobserwowano,
ze szczepy zdolne do ekspresji fragmentu spr
dsRNA sa bardziej zjadliwe, niz pozostale bada-
ne szczepy. Stwierdzono, ze ten model owadzi
zapewnia szybka i tatwa metode monitorowania
udzialu sRNA w patogenezie S. aureus i moze
byé réwniez stosowany do innych ludzkich
patogenéw bakteryjnych.

Gasienice G. mellonella wykorzystano row-
niez do oceny roéznic w zjadliwosci pomiedzy
testowanymi szczepami S. aureus opornymi na
rymfapicyne o fenotypie SCV (ang. Small Colo-
ny Variants) a odpowiadajacymi im szczepami
rodzicielskimi. Wykazano, ze zmianie fenotypu

towarzyszyly zmiany w zjadliwosci, a Smiertel-
nos¢ gasienic zakazonych S. aureus SCV byta
nizsza niz w przypadku odpowiednich szczepow
rodzicielskich (ZHENG i wspoétaut. 2021).

Ponadto gasienice barciaka byly z powo-
dzeniem stosowane w poszukiwaniach nowych
zwigzkow bioaktywnych chroniacych przed
infekcja S. aureus. SiLva i wspotaut. (2017)
wykazali, ze zastosowanie mirycetyny, roslin-
nego flawonoidu, stymuluje przezywalnos¢ larw
G. mellonella zainfekowanych gronkowcem, jak
rowniez hamuje synteze czynnikéw wirulencji
tego patogenu, zmniejszajac jego zdolnosci do
adhezji i formowania biofilmu. Natomiast
GiBREEL i UpTON (2013) wykazali, ze syntetyczny
peptyd epidermycyna, chronit owady przed
zakazeniem zaréwno szczepami podatnymi na
metycyline, jak i opornymi na ten antybiotyk
(ang. methicyllin-resistant Staphylococcus
aureus, MRSA). Ciekawym wynikiem badan
przeprowadzonych  przez  HESKETH-BEST
i wspoétaut. (2021) bylo wykazanie, ze po
infekcji gasienic G. mellonella bakteria S.
aureus oporng na metycyline nastapit spadek
masy lipidow w organizmie owadow, co uznano
za nowy parametr odpowiedzi immunologicz-
nej. Innym przykladem moze by¢ wykorzysta-
nie gasienic barciaka do oceny skutecznosci
inhibitorow sortazy (SrtA). Ta zwiazana z blona
transpeptydaza cysteinowa jest odpowiedzialna
za kotwiczenie bialek powierzchniowych do
peptydoglikanu Sciany komorkowej bakterii
Gram-dodatnich. Guan i wspétaut. (2022)
wykazali, ze ML346 (zwigzek kwasu barbituro-
wego i aldehydu cynamonowego) jest w pelni
bezpieczny i nietoksyczny dla gasienic G. mello-
nella, jak rowniez skutecznie chroni je przed
zakazeniem S. aureus poprzez nieodwracalng
inhibicje SrtA.

PALECZKA ROPY BLEKITNEJ
Pseudomonas aeruginosa

Gram-ujemna paleczka P. aeruginosa,
powszechnie wystepujaca w srodowisku, jest
groznym oportunistycznym patogenem czlowie-
ka. U ludzi z odpornoscia uposledzong z réz-
nych przyczyn wywoluje zakazenia m. in.
uktadu oddechowego, skory i tkanek miekkich,
uktadu moczowego i krwionosnego (URBANOWICZ
i GNIADKOWSKI 2017). Zagrozenie dotyczy row-
niez osob starszych, szczegoélnie hospitalizo-
wanych wielokrotnie lub dlugo, pacjentow po
zabiegach inwazyjnych, z ranami oparzeniowy-
mi lub odlezynami. Inng grupe podwyzszonego
ryzyka stanowia chorzy na mukowiscydoze.
Patogen ten jest jednym z najgrozniejszych
drobnoustrojéw powodujacych zakazenia szpi-
talne, ktorych leczenie jest trudne ze wzgledu
na opornos$¢ bakterii Pseudomonas na liczne
antybiotyki stosowane w terapii oraz niewrazli-
wos¢ na stosowane powszechnie Srodki dezyn-



Barciak wiekszy (Galleria mellonella) jako organizm modelowy w badaniach biomedycznych

207

fekcyjne (GELLATLY i Hancoock 2013, URBANO-
wicz i GNIADKOWSKI 2017).

Patogenne szczepy P. aeruginosa charak-
teryzuja sie szeregiem mechanizméw i czyn-
nikow warunkujacych zjadliwos¢ tego organiz-
mu. Mozna je podzieli¢c na: zwiazane ze Sciang
komoérkowa, tj. LPS, rzeski i pile, oraz na sub-
stancje wydzielane pozakomorkowo, takie jak
egzotoksyny, hemolizyny, barwniki (piowerdy-
na i piocyjanina) i proteazy. Pile typu IV biora
udziat w adhezji do komoérek gospodarza, a tak-
ze odpowiadajg za tropizm tkankowy. Z kolei
LPS uczestniczy w inicjacji oraz modulacji wro-
dzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej,
stanowi takze czynnik etiologiczny stanow
zapalnych. NajczeSciej badana grupa czyn-
nikéw wirulencji P. aeruginosa sa cytotoksyny
(egzotoksyny). Ich rola jest modulacja odpo-
wiedzi odpornosciowej gospodarza, m.in. przez
reorganizacje cytoszkieletu komorki eukario-
tycznej (egzotoksyna Y), cytotoksycznosc wzgle-
dem komorek nablonka i makrofagow (egzo-
toksyna U), spowalnianie procesu fagocytozy
(egzotoksyna T), zaburzanie procesu trans-
krypcji (egzotoksyna S) oraz hamowanie
syntezy bialek (egzotoksyna A) (URBANOWICZ
i GNIADKOWSKI 2017).

Innymi czynnikami wirulencji bakterii znaj-
dujacymi sie w centrum zainteresowania
naukowcow sg enzymy proteolityczne, takie jak
proteaza IV, proteaza alkaliczna oraz elastazy A
i B. Ich zadaniem, oprécz przeltamywania odpo-
wiedzi odpornosciowej gospodarza, jest dostar-
czanie substancji odzywczych komorkom
patogenu. Szczegblne znaczenie maja elastazy
zdolne do lizy bialek strukturalnych: laminin
i kolagenéw. Biora one rowniez udziat w de-
gradacji potaczen miedzy komorkami nabton-
kowymi oraz inaktywuja immunologicznie
kompetentne czasteczki, takie jak ludzki
inhibitor proteinaz a-1 oraz immunoglobuliny
IgG i IgA (MORIHARA 1 HoMMA 2018).

Do czynnikow wirulencji P. aeruginosa
mozemy tez zaliczy¢ systemy sekrecyjne, odpo-
wiedzialne za wydzielanie okreslonych biatek
efektorowych bezposrednio do wnetrza komoé-
rek eukariotycznych lub do przestrzeni miedzy-
komorkowych, oraz wydzielany zewnatrzko-
morkowo polisacharyd alginian, stanowiacy
jeden z gléwnych skladnikéw struktury bio-
filméw. Produkcja wielu czynnikow zjadliwosci
bakterii zalezna jest od mechanizmu wyczu-
wania obecnosci (ang. quorum sensing, QS),
pelniacego istotna role w kontroli ekspresji
wielu genoéw. Mechanizmy dzialania wiekszosci
czynnikow wirulencji bakterii sa dos¢ doktad-
nie poznane, jednak badania te prowadzono
glownie z wykorzystaniem linii komérkowych.
Dokladna rola tych substancji w patogenezie
u ludzi czesto nie jest do konica wyjasniona
(D’Agata 2015).

Pierwsze wzmianki o wykorzystaniu gasie-
nic G. mellonella w badaniach patogenezy oraz
czynnikow wirulencji P. aeruginosa zostaly
opublikowane ponad 60 lat temu (LYSEN-
k01963, CHADWICK I VILK 1969). Barciak wiekszy
jest owadem bardzo wrazliwym na zakazenie
bakteria P. aeruginosa inokulowana do hemo-
limfy; Srednia dawka Smiertelna (LDsp) wynosi
mniej niz 10 komorek. W jednym z pierwszych
badan MADzIARA-BORUSEWICZ i LySENKO (1971)
zaobserwowali niszczenie hemocytow w hemo-
limfie barciaka przez proteaze P. aeruginosa.
Ponadto zaobserwowano zdolnos¢ uktadu
odpornosciowego owada do wykrywania roéznic
w patogennosci mutantow LPS P. aeruginosa
(DunpHY i wspotaut. 1986). Gasienice G. mello-
nella okazaly sie dobrym modelem w badaniach
majacych na celu wyjasnienie mechanizmoéw
dziatania i roli systemu sekrecji typu III (SS3)
w patogenezie P. aeruginosa. Stwierdzono m.in.
ze mutanty z nieaktywnym SS3 sa znacznie
mniej zjadliwe niz ich odpowiedniki z aktyw-
nym systemem ekspresji (MIYATA i wspotaut.
2003).

Barciak wiekszy zostal uznany za alterna-
tywny model organizmu-gospodarza do analizy
interakcji enzymow proteolitycznych bakterii
P. aeruginosa z elementami ukladu odporno-
Sciowego owada. Wykazano, Ze proteazy powo-
duja degradacje biatek/peptydow odpornoscio-
wych w hemolimfie G. mellonella: serynowa
proteaza IV degradowata apoLp-III, biatko
homologiczne wzgledem ludzkiej apolipopro-
teiny E w warunkach in vitro (ANDREJKO
i wspotaut. 2005) i in vivo (ANDREJKO i wspoélaut.
2008). Natomiast indukowane peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe byly degradowane przez
elastaze B i alkaliczng proteaze. Zaobserwo-
wano réwniez, ze proteazy P. aeruginosa
podane owadom w dawce subletalnej sa odpo-
wiedzialne za aktywacje ukltadu odpornoscio-
wego gospodarza (ANDREJKO i wspétaut. 2009,
ANDREJKO i SIEMINSKA 2016). Warto wspomniec,
ze obserwowano zmiany jakosciowe i iloSciowe
w profilu produkowanych przez owady AMPs
w odpowiedzi na infekcje szczepami P. aerugi-
nosa produkujacymi odmienny zestaw enzy-
moéw proteolitycznych (ANDREJKO i wspoélaut.
2021). Ponadto stwierdzono odmienny wplyw
izolatéw klinicznych paleczki ropy blekitnej na
reakcje odpornosciowe G. mellonella, co wska-
zuje, ze owad ten moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywany do analizy czynnikow wiru-
lencji réznych szczepéw P. aeruginosa (ANDREJ-
KO i wspotaut. 2014).

Z kolei w innych badaniach udowodniono,
ze wytwarzajace biofilm szczepy P. aeruginosa
sg znacznie bardziej podatne na dzialanie
antybiotykow w warunkach in vivo, przepro-
wadzonych z wykorzystaniem G. mellonella, niz
podczas testow in vitro. Wyniki tych analiz
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pozwolily lepiej zrozumieé¢ zarowno proces
tworzenia biofilmu, jak i interakcje zachodzace
pomiedzy patogenem, elementami wrodzonego
ukladu odpornosciowego oraz antybiotykami
podczas infekcji bakteria P. aeruginosa (BENT-
HALL i wspotaut. 2015).

W przypadku pateczki ropy blekitnej gasie-
nice G. mellonella znalazly rowniez zastosowa-
nie do testowania substancji aktywnych
majacych zwalczaé¢ zakazenia tym patogenem.
THOMAZ i wspétaut. (2020) wykazali, ze podanie
gasienicom nanoczasteczek srebra znaczaco
zwieksza przezywalnos¢ owadow zakazonych
P. aeruginosa, jak i stymuluje parametry ich
odpowiedzi odpornosciowej. Podobne rezultaty
uzyskano wykorzystujac kombinacje antybio-
tyku levofloksacyny i roslinnych alkaloidow.
Badane owady charakteryzowaly sie wieksza
przezywalnoscia, nawet po zakazeniu wielo-
lekoopornymi szczepami P. aeruginosa (SIRI-
YONG i wspoétaut. (2018).

DROZDZAK Candida albicans

Oprécz badan nad patogennoscia bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, gasienice
G. mellonella sa z powodzeniem wykorzysty-
wane takze jako organizm modelowy w ba-
daniach dotyczacych grzybow. Najczesciej
badanym, a jednocze$nie zdecydowanie naj-
bardziej rozpowszechnionym grzybem chorobo-
tworczym u ludzi, jest C. albicans, ktéry moze
powodowac szerokie spektrum schorzen (kan-
dydozy), w tym choroby skoéry, blon sluzowych,
zakazenia ukladowe i ogélnoustrojowe (MAYER
i wspotaut. 2013). Ten oportunistyczny patogen
jest szczegoblnie niebezpieczny w Srodowiskach
szpitalnych, gdzie kolonizuje powierzchnie
narzedzi chirurgicznych, aparatury medycznej
i wyposazenia sal operacyjnych poprzez formo-
wanie biofilmu. Do najwazniejszych czynnikéw
wirulencji C. albicans mozna zaliczy¢ bialka
adhezyjne, proteazy, fosfolipazy i hemolizy-
ny (NoBILE i wspoélaut. 2015, STANISZEWSKA
i wspotaut. 2015).

Powszechne wystepowanie i ciezki przebieg
infekcji wywotywanych przez C. albicans wska-
zuja na koniecznos$¢ opracowania nowych
metod terapii oraz szczegélowego poznania pro-
cesu patogenezy, a takze mechanizméw dziala-
nia poszczegélnych czynnikéw wirulencji.
W tym przypadku gasienice barciaka wiekszego
G. mellonella znalazly zastosowanie jako orga-
nizm modelowy i sa z powodzeniem wyko-
rzystywane m.in. w badaniach enzymoéw pro-
teolitycznych produkowanych przez C. albi-
cans, takich jak proteazy aspartanowe (SAP).
Ich gléwna rolag podczas zakazenia jest
uszkadzanie tkanek, modulowanie odpowiedzi
odpornosciowej i udzial w formowaniu biofil-
mu. Zaobserwowano, ze liczba i rodzaj wytwa-
rzanych proteaz ma duzy wplyw na zjadliwos¢

szczepu oraz przebieg infekcji (Rossoni
i wspotaut. 2013, SHEEHAN i wspotaut. 2019).

Inna grupe czynnikéw wirulencji syntetyzo-
wanych przez C. albicans stanowiag fosfolipazy.
Ich glownym zadaniem jest dostarczanie
komoérkom substancji odzywczych, formowanie
biofilmu, inicjacja procesow zapalnych poprzez
modulowanie funkcjonowania komoérek odpor-
nosciowych gospodarza oraz liza konkurencyj-
nej mikroflory, co zapewnia przewage komor-
kom patogenu (Hors i wspotaut. 2016). Owady
z powodzeniem wykorzystano tez do opraco-
wania nowych, szybkich metod identyfikacji
gatunkéw Candida spp. na podstawie réznic
w przezywalnosci zainfekowanych owadow
(Rosson1 i wspétaut. 2013). Pamieta¢ nalezy, ze
badane gatunki grzybéw wytwarzaja odmienny
profil czynnikéow wirulencji podczas infekcji
(Gago i wspotaut. 2014).

Sowa-JAsnEk i wspoétaut. (2016) badali
wplyw lizozymu na komorki C. albicans, wyko-
rzystujac larwy G. mellonella jako organizm
modelowy. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze komorki patogenu sa podatne
na dzialanie lizozymu, zaréwno ssaczego, jak
i obecnego w hemolimfie barciaka wigekszego.
Badania przeprowadzone przez RAJENDRAN
i wspotaut. (2015) wykazaly, iz podanie acetylo-
choliny chroni gasienice G. mellonella przed
zakazeniem tym patogennym grzybem poprzez
hamowanie powstawania biofilmu, jak réwniez
stymuluje mechanizmy komoérkowej odpowie-
dzi odpornosciowej owadéw. VILELA i wspotaut.
(2015) osiagneli podobne rezultaty poprzez ko-
infekcje gasienic G. mellonella bakteriami Lacto-
bacillus acidophilus i patogenem C. albicans.

Innej grupie badaczy udalo sie wykazac, ze
infekcje wywotane przez C. albicans maja
o wiele lagodniejszy przebieg, jezeli organizm
mial wczesniej kontakt z innymi gatunkami
Candida spp. Zaobserwowano znaczny wzrost
przezywalnosci gasienic G. mellonella zakazo-
nych grzybem w grupie immunizowanej wczes-
niej subletalnymi dawkami C. glabrata. Wyniki
te pozwolily wyjasni¢ réznice w przebiegu infek-
cji C. albicans oraz moga przyczyni¢ sie do
opracowania nowych Ssrodkoéw zapobiegania
infekcji tym groznym patogenem (HUANG
i wspotaut. 2020).

WYKORZYSTANIE BARCIAKA
WIEKSZEGO DO TESTOWANIA
SUBSTANCJI CZYNNYCH

Oprocz badan podstawowych majacych na
celu szczegotowa analize mechanizmoéw inter-
akcji gospodarz-patogen, gasienice barciaka
wickszego sg rowniez intensywnie wykorzysty-
wane w biotechnologii i farmakologii jako
organizmy testowe dla nowych antybiotykéw,
chemoterapeutykow i w terapiach alternatyw-
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nych. Zakazenia wywolane przez oporne na
antybiotyki mikroorganizmy stanowia duze
wyzwanie dla wspoélczesnej medycyny. Wyko-
rzystanie G. mellonella jako organizmu mode-
lowego oraz wyniki badan podstawowych
ulatwily zaréwno projektowanie nowych sub-
stancji o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym,
jak i usprawnily proces ich wdrozenia do
powszechnego uzytku.

HiLL i wspotaut. (2014) wykorzystali w swo-
ich badaniach gasienice G. mellonella do okres-
lenia skutecznosci antybiotykéw takich jak:
cefotaxim (CTX), pipeacylina (PIP), meropenem
(MEM), amikacyna (AMK), levofloksacyna
(LVX), kolastyna (CST), ich kinetyki oraz stop-
nia, w jakim badane czynniki obciazaja orga-
nizm podczas infekcji P. aeruginosa. Na pod-
stawie uzyskanych wynikéw wyselekcjonowano
kombinacje dwoéch antybiotykow (CTX+PIP),
ktora okazala sie najbardziej skuteczna w zwal-
czaniu bakterii P. aeruginosa w poréwnaniu
z innymi badanymi wariantami.

Podobne doswiadczenia zostaly przeprowa-
dzone przez KREZDORN i wspélaut. (2014). Ich
celem bylo opracowanie kombinacji antybio-
tykéw o zwiekszonej efektywnosci przeciwko
wielolekoopornym szczepom P. aeruginosa,
gtownie przeciw izolatom klinicznym odpowie-
dzialnym za najciezsze infekcje. Testy przepro-
wadzone z uzyciem gasienic G. mellonella
pozwolilty opracowac terapie oparta o kombi-
nacje 3 antybiotykow (cefotaxim, pipeacylina,
meropenem) wykazujaca bardzo duza skutecz-
nos¢ biobodjcza.

Innym przykladem jest wykorzystanie larw
G. mellonella do testowania synergistycznego
dzialania substancji biologicznie aktywnych
zwalczajacych S. aureus. Z grupy 15 testowa-
nych zwigzkow podanie czynnikéw z grupy
pleuromutylin skutkowalo wzrostem przezy-
walnosci owadoéw. Umozliwilo to opracowanie
i wdrozenie nowej terapii zwalczajacej infekcje
wywolane przez szczepy S. aureus, w tym przez
szczegblnie niebezpieczne szczepy wieloleko-
oporne (DoONG i wspélaut. 2017).

Jednym z bardziej atrakcyjnych rozwiazan
problemu antybiotykoopornosci sa alternatyw-
ne metody terapii zakazen, np. oparte na wyko-
rzystaniu wiruséw prokariotycznych — bakterio-
fagobw (GOLKAR i wspétaut. 2014). Badania nad
ich zastosowaniem trwajg na calym sSwiecie,
jednak zanim bakteriofagi beda mogly zostac
wdrozone do powszechnego uzytku, konieczna
jest ocena ich skutecznosci i dokladne pozna-
nie interakcji zachodzacych w uktadzie gospo-
darz-patogen-bakteriofag. W tej dziedzinie
barciak wiekszy rowniez znalazl zastosowanie
zarowno jako model do oceny skutecznosci pre-
paratéw fagowych, jak i w badaniach podsta-
wowych nad interakcjami gospodarz-patogen-

-wirus zachodzacymi po zaaplikowaniu prepa-
ratu do organizmu.

MANOHAR i wspoétaut. (2018) wykorzystali
gasienice G. mellonella do oceny skutecznosci
trzech preparatow fagowych w zwalczaniu
zakazen bakteriami K. pneumoniae i E. cloacae.
Wyniki badan wykazaly znaczacy wzrost prze-
zywalnosci owadow po aplikacji bakteriofagow,
nawet w przypadku infekcji wywotanych przez
wielolekooporne szczepy K. pneumoniae. THIRY
i wspotaut. (2019) uzyskali podobne wyniki
izolujac bakteriofagi bezposrednio ze srodowis-
ka szpitalnego oraz testujac ich skutecznosé na
szerokiej gamie szczepoéw K. pneumoniae z wy-
korzystaniem larw G. mellonella. Wykazano
70% spadek Smiertelnosci owadow po podaniu
preparatow zawierajacych wyizolowane wirusy
prokariotyczne.

W innych badaniach WaANG i wspoétaut.
(2020) zastosowali potaczenie klasycznej anty-
biotykoterapii i bakteriofagow, opracowujac
podstawy projektowania nowych metod zwal-
czania szczepow E. coli wytwarzajacych biofilm.
Uzycie gasienic G. mellonella pozwolilo ziden-
tyfikowaé potlaczenie ciprofloksacyny i faga
dWL-3, ktore okazalo sie skuteczne w terapii
zapalen sztucznych stawow. Natomiast FORTI
i wspotaut. (2018) zaprojektowali 6-fagowy
koktajl, ktory byt zdolny do lizy klinicznych
szczepow P. aeruginosa zarowno w kulturach
planktonowych, jak i w biofilmach oraz leczyt
ostra infekcje drég oddechowych u myszy
i bakteriemie u G. mellonella.

PODSUMOWANIE

Gasienice barciaka wiekszego (G. mellonellq)
sa popularnym organizmem modelowym po-
wszechnie stosowanym w badaniach nad me-
chanizmami patogenezy, dzialaniem czynnikéw
wirulencji i interakcji gospodarz-patogen. Ze
wzgledu na wysoki stopien podobienstwa odpo-
wiedzi odpornosciowej owadéw do mechaniz-
mow odpornosci wrodzonej ssakéw mozliwe jest
wykorzystanie G. mellonella jako substytutu dla
ssaczych organizméw modelowych. Liczne zalety
owada przekonaly wielu badaczy do wyboru tego
organizmu jako modelu réwniez w badaniach
biotechnologicznych i farmakologicznych, m. in.
do projektowania nowych substancji o charak-
terze przeciwdrobnoustrojowym, opracowywa-
nia skuteczniejszych terapii klasycznych, jak
i pionierskich terapii alternatywnych, majacych
na celu zastapienie antybiotykow.

Streszczenie

Barciak wiekszy (Galleria mellonella) jest coraz czesciej
stosowanym owadzim organizmem modelowym. Do zalet
gatunku mozna zaliczy¢ powszechnos¢ wystepowania,
krotki cykl zyciowy, oraz stosunkowo duzy rozmiar gasie-
nic, znacznie ulatwiajacy manipulacje laboratoryjne. Istot-



210

BARTIOMIEJ IWANSKI, MARIOLA ANDREJKO

ne jest to, ze owady moga by¢ inkubowane w temperaturze
37°C, koniecznej w badaniach dotyczacych ludzkich pato-
genow. Warto wspomniec¢, ze wykazano pozytywna korela-
cje miedzy odpowiedzia gospodarza a wirulencja wielu
patogenéow w modelach ssakow i owadow. Gasienice
G. mellonella z powodzeniem sa wykorzystywane w bada-
niach interakcji patogen-gospodarz, mechanizméw pato-
genezy i czynnikéw wirulencji drobnoustrojéw chorobo-
tworczych dla czlowieka, m.in. Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosai Candida albicans. Owady okaza-
ly sie réowniez odpowiednie do testowania skutecznosci
substancji biologicznie czynnych czy tez w terapiach alter-
natywnych majacych na celu zastapienie antybiotykow.
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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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