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2. Streszczenie 

Tworzywa sztuczne zbudowane są z polimerów, otrzymywanych w wyniku 

polimeryzacji monomerów. Wysoka trwałość, opłacalność oraz wszechstronność 

wykorzystania sprawiły, że tworzywa polimerowe stały się nieodłącznym elementem 

życia człowieka. Jednocześnie stale rosnąca produkcja odpadów z tworzyw sztucznych 

jest obecnie jednym z najpoważniejszych zagrożeń ekologicznych, wpływających także 

na zdrowie i życie zwierząt oraz człowieka. Gatunek Galleria mellonella jest często 

wykorzystywanym organizmem badawczym w pracach naukowych. Dane literaturowe 

donoszą również o zdolności tego gatunku do biodegradacji tworzyw sztucznych, w tym 

polipropylenu (PP). Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie wpływu diety 

opartej na PP na ultrastrukturę oraz aktywację wybranych parametrów cytotoksyczności 

w wybranych narządach larw G. mellonella. Analizie poddano jelito środkowe, ciało 

tłuszczowe i gruczoł przędny. Do badań wybrano larwy w ostatnim (VII) stadium 

rozwojowym. Porównywano poszczególne parametry u osobników kontrolnych 

(karmionych standardową pożywką), osobników głodzonych oraz karmionych PP przez 

24 h i 48 h. Przyjęto kompleksową strategię badawczą łączącą analizy jakościowe z 

wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) i mikroskopii 

konfokalnej, a także analizy ilościowe oparte na cytometrii przepływowej, luminometrii 

i analizach statystycznych. Przy zastosowaniu techniki mikroskopii TEM wykazano 

różnice w liczbie struktur autofagicznych w badanych narządach osobników karmionych 

PP w porównaniu z grupami kontrolnymi. Analiza przeprowadzona metodą mikroskopii 

konfokalnej ujawniła ponadto zróżnicowanie intensywności sygnałów emitowanych 

przez kwaśne organelle i komórki ROS+, a także zmiany potencjału błon 

mitochondrialnych i poziomu wytwarzania przeciwutleniaczy między grupami 

badawczymi a kontrolnymi. W toku analiz ilościowych z wykorzystaniem cytometrii 

przepływowej ujawniono istotne różnice w odsetku komórek żywych, na poziomie 

uszkodzeń DNA, liczebności populacji komórek ROS+, ekspresji białka Bcl-2, a także 

zmian w obrębie cyklu komórkowego. Ponadto analizy ilościowe z wykorzystaniem 

luminometrii pozwoliły zobrazować stosunek ADP/ATP oraz poziom ATP w narządach 

analizowanych grup. Wykazany wzrost uszkodzeń komórkowych w badanych organach 

po spożyciu PP był kompensowany przez szereg procesów, takich jak nasilenie autofagii, 

wzrost wakuolizacji komórkowej czy aktywacja przeciwutleniaczy i świadczy o 

zdolnościach naprawczych narządów larw G. mellonella. Skorelowanie tych wyników z 
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wysoką przeżywalnością badanych osobników może być dowodem na potencjalne 

wykorzystanie tego gatunku na szerszą skalę. Niniejsze badania uzupełniają 

dotychczasowy brak danych dotyczących wpływu tworzyw sztucznych na poziomie 

komórkowym i ultrastrukturalnym u G. mellonella i stanowią istotny wkład w badania 

nad możliwością wykorzystania tego gatunku w procesach biodegradacji polipropylenu.  
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3. Summary  

Plastic materials are composed of polymers obtained through the polymerization 

of monomers. Their high durability, cost-effectiveness, and versatility have made 

polymeric materials indispensable to human life. At the same time, the continuously 

increasing production of plastic waste has become one of the most serious environmental 

threats, also affecting the health and life of animals and humans. The species Galleria 

mellonella is frequently used as a model organism in scientific research. Literature data 

also indicate the ability of this species to biodegrade plastics, including polypropylene 

(PP). The aim of this doctoral dissertation was to investigate the effects of a 

polypropylene-based diet on the ultrastructure and activation of selected cytotoxicity 

parameters in chosen organs of G. mellonella larvae. The analyses focused on the midgut, 

fat body, and silk gland. Larvae in the final (VII) developmental stage were selected for 

the study. Individual parameters were compared among control specimens (fed a standard 

diet), starved specimens, and specimens fed PP for 24 h and 48 h. A comprehensive 

research strategy was adopted, combining qualitative analyses using transmission 

electron microscopy (TEM) and confocal microscopy with quantitative analyses based 

on flow cytometry, luminometry, and statistical methods. TEM analyses revealed 

differences in the number of autophagic structures in the examined organs of PP-fed 

individuals compared with the control groups. Confocal microscopy also demonstrated 

differences in signal intensity from acidic organelles and ROS+ cells, as well as changes 

in mitochondrial membrane potential and antioxidant production levels between the 

experimental and control groups. Quantitative analyses using flow cytometry revealed 

significant differences in the percentage of viable cells, the level of DNA damage, the 

abundance of ROS+ cell populations, Bcl-2 protein expression, and alterations in the cell 

cycle. Furthermore, luminometric analyses enabled visualization of the ADP/ATP ratio 

and ATP levels in organs from the analyzed groups. The observed increase in cellular 

damage in the examined organs following PP ingestion was compensated for by a range 

of processes, such as intensified autophagy, increased cellular vacuolization, and 

activation of antioxidant mechanisms, demonstrating the regenerative capabilities of G. 

mellonella larval organs. Correlating these findings with the high survival rate of the 

studied individuals may indicate the potential for broader application of this species. 
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These studies fill the existing gap in data concerning the cellular and ultrastructural effects 

of plastics in G. mellonella and constitute a significant contribution to research on the 

potential use of this species in polypropylene biodegradation processes. 
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4. Autoreferat 

4.1 Wprowadzenie 

4.1.1 Tworzywa sztuczne - wszechobecność i zagrożenia 

Jednym z najpoważniejszych zagrożeń ekologicznych wynikających z działalności 

człowieka jest produkcja ton plastiku (Khan i in., 2024). Produkcja tworzyw sztucznych 

jest ściśle związana z petrochemią i surowcami kopalnymi (Nielsen i in., 2020). 

Tworzywa sztuczne to materiały, które wykonane są z różnych syntetycznych i 

półsyntetycznych związków organicznych. Można je formować w ciała stałe o 

dowolnych kształtach i rozmiarach (Barría i in., 2020). Podstawowym składnikiem 

tworzyw sztucznych są polimery, które otrzymywane są w reakcji polimeryzacji 

monomerów, czyli związków posiadających co najmniej dwie grupy funkcyjne 

(Stachurek, 2012). Od lat 50. XX w. niemal w każdej dziedzinie życia człowiek 

wykorzystuje tworzywa polimerowe, wynalezione w XIX w. przez Aleksandra Parksa 

(Samsonowska i Kaszuba, 2022). Szeroki zakres wykorzystania tworzyw sztucznych 

doprowadził do poważnej ekotoksyczności i zaburzeń równowagi środowiskowej (Naz i 

in., 2024). Powszechne stosowanie tworzyw sztucznych powodowane jest ich opłacalną 

produkcją, wysoką trwałością oraz wszechstronną użytecznością (Barría i in., 2020). 

Ponadto tworzywa sztuczne są wykorzystywane na dużą skalę z uwagi na m.in. ich 

wszechobecność, lekkość, trwałość, a także zdolność adaptacji (Nielsen i in., 2020). 

Światowa produkcja tworzyw sztucznych wzrosła prawie dwukrotnie w porównaniu z 

dwiema dekadami temu (Sarkar i in., 2023). Obecnie Chiny są największym producentem 

tworzyw sztucznych na świecie – kraj ten odpowiada za 24% światowej produkcji. W 

2010 roku w Europie produkcja tworzyw sztucznych wynosiła 57 mln ton, co stanowiło 

22% produkcji na całym świecie (Stachurek, 2012). Ta masowa produkcja sprawiła, iż 

mimo recyklingu (np. 8,4 mln ton w Europie w 2016 r.), znacznie większa część tworzyw 

sztucznych trafia na wysypiska śmieci (16,7 mln ton) (Welden, 2020). Za największy 

problem uważa się opakowania jednorazowe m.in. butelki wykonane z poli (tereftalanu 

etylenu) (PET), torebki śniadaniowe, czy folie do pakowania przedmiotów i żywności 

wykonane z polietylenu (PE) lub polipropylenu (PP) (Stachurek, 2012). Ponadto w 

krajach rozwiniętych większość metod recyklingu tworzyw sztucznych obejmuje 

recykling chemiczny bądź spalanie. Jednak metody te nie przyczyniają się do 

zmniejszenia ryzyka zanieczyszczenia mikroplastikiem, wręcz mogą powodować 
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powstawanie bardziej toksycznych substancji z końcowych produktów spalania tworzyw 

sztucznych (Sarkar i in., 2023). Podczas spalania tworzyw sztucznych może dojść do 

powstania związków takich jak: lotne związki organiczne (LZO), polichlorowany bifenyl 

(PCB), metale ciężkie, wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne (WWA) i inne 

emisje gazowe do środowiska, które mogą potencjalnie powodować poważne problemy 

zdrowotne organizmu ludzkiego (Yusuf i in., 2022). Wyróżniamy 7 grup najczęściej 

wykorzystywanych tworzyw sztucznych: poliuretan (PUR), polietylen (PE), poliamid 

(PA), politereftalan etylenu (PET), polistyren (PS), polichlorek winylu (PVC) oraz 

polipropylen (PP) (Mermer i in., 2026).  

Na skutek takich procesów jak ścieranie mechaniczne bądź biodegradacja, 

tworzywa sztuczne mogą fragmentować się na mniejsze cząstki, zwane mikroplastikami 

(MP) oraz nanoplastikami (NP) (Alimi i in., 2018; Oliveira i in., 2019). MP i NP 

klasyfikuje się ze względu na ich wielkość: NP mierzą mniej niż 1000 nm, a MP mniej 

niż 5 mm (Frias i Nash, 2019). Za najbardziej niebezpieczne uważane są NP (Browne i 

in., 2013). Mikro/nanoplastiki (MNP) dzieli się na pierwotne i wtórne (Naz i in., 2024). 

MP pierwotne to proszki i mikrogranulaty polimerowe, które obecne są m.in. w 

kosmetykach czy chemii gospodarczej. Ich dodanie ma poprawić właściwości 

fizykochemiczne. Mogą być także wykorzystywane jako wektory zapachowe, wektory 

środków nawilżających czy innych środków aktywnych (Samsonowska i Kaszuba, 2022). 

MP wtórne powstają na skutek degradacji czy fragmentacji tworzyw polimerowych 

(Samsonowska i Kaszuba, 2022).  

Mikroplastiki wykryto w glebie, wodzie oraz powietrzu i wykazano, że mają 

negatywny wpływ na środowisko (Sarkar i in., 2023). MP wykryto ponadto w owocach 

morza (rybach i skorupiakach), warzywach, drobiu, zwierzętach lądowych, ssakach oraz 

w organizmie człowieka (Bansal, 2026). Mikro- i nanotworzywa sztuczne powodują 

znaczne zanieczyszczenia zbiorników wodnych, w tym także wody pitnej (Brancaleone i 

in., 2024; Naz i in., 2024). Szacuje się, że mikroplastik wtórny stanowi 70-80% 

mikroplastiku znajdującego się w morzach i oceanach (Samsonowska i Kaszuba, 2022). 

Tworzywa sztuczne na dużą skalę zanieczyszczają grunty, rzeki i oceany (Thompson i 

in., 2009). MP i NP mogą przedostawać się do środowiska bezpośrednio ze ściekami 

przemysłowymi lub zrzutami z gospodarstw domowych, w tym także z produktami 

czyszczącymi, kosmetykami czy włóknami syntetycznymi (Oliveira i in., 2013; Frias i 

Nash, 2019; Oliveira i in., 2019; Barría i in., 2020). Zanieczyszczenie gleby cząstkami 
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jest powodowane najczęściej zastosowaniem osadów ściekowych i kompostu z 

bioodpadów, ściółkowaniem tworzyw sztucznych, czy osadzaniem się w atmosferze. 

Obecność MP w glebie szkodzi materii organicznej gleby oraz wpływa na aktywność 

drobnoustrojów i bakterii (Bansal, 2026). Zwierzęta wodne mogą spożywać mikroplastik 

ze względu na jego wielkość oraz podobieństwo do zooplanktonu (Fernández i in., 2020). 

MP hamują zdolność zatrzymywania wody w glebie oraz zmniejszają dostępność 

składników odżywczych m.in. azotu (N), czy fosforu (P) (Bansal, 2026). Połknięte przez 

zwierzęta tworzywa sztuczne mogą przenosić do ich organizmów zanieczyszczenia i 

dodatki chemiczne, przez co zwiększają ich bioakumulację i bioamplifikację (Hammer i 

in., 2012). Zakażenie człowieka przez MP następuje poprzez spożycie skażonej żywności 

lub wody, wdychanie powietrza zawierającego mikroplastiki, a także wchłanianie przez 

skórę skażonej wody, kosmetyków czy innych produktów higieny osobistej (Bansal, 

2026). Badania prowadzone w Niemczech przez Instytut Roberta Kocha wykryły 

mikroplastiki w przypadku 97% próbek krwi i moczu u dzieci w wieku od 3 do 17 lat 

(Samsonowska i Kaszuba, 2022). Kolejne badania wykonane z inicjatywy WWF przez 

Uniwersytet w Newcastle w Australii udokumentowały, że do organizmu ludzkiego co 

tydzień trafia do 5 g mikroplastiku (Samsonowska i Kaszuba, 2022). Badania z zakresu 

ekotoksykologii wykazały, że spożywanie mikroplastiku może być dramatyczne w 

skutkach i powodować m.in. uszkodzenie narządów, tkanek, komórek, organelli 

komórkowych i błon komórkowych (Anguissola i in., 2014; Chae i in., 2018; Pitt i 

in., 2018; Khan i in., 2024). Tworzywa sztuczne mogą doprowadzać również do 

problemów z reprodukcją i do ogólnego osłabienia, a także do śmierci organizmów (Khan 

i in., 2024). Wykazano ponadto, że u ludzi MP mogą powodować uszkadzanie narządów, 

zaburzanie gospodarki hormonalnej oraz mogą przenosić toksyczne substancje 

chemiczne (Ansari i in., 2025). Tworzywa sztuczne powodują także skutki 

epigenetyczne, doprowadzając do nieprawidłowej segregacji chromosomów czy 

uszkodzeń DNA. Wpływają ponadto na stres oksydacyjny i zmiany w ekspresji genów 

(Tang, 2025). 

Naturalna degradacja tworzyw sztucznych jest procesem długotrwałym 

(Brebu, 2020). Może zajmować nawet do 1000 lat (Welden, 2020). Środowiskowa 

degradacja tworzyw polimerowych może zachodzić w wyniku kilku procesów: 

fizycznych, chemicznych i biologicznych. Może zachodzić także przez ich kombinację. 

Degradacja ta zachodzi pod wpływem czynników, takich jak temperatura, powietrze, 
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wilgotność, mikroorganizmy, światło, promieniowanie wysokoenergetyczne, czynniki 

chemiczne bądź naprężenia mechaniczne. Degradacja prowadzi do nieodwracalnych 

zmian (Brebu, 2020). Większość polimerów syntetycznych znajdujących się w 

tworzywach sztucznych nie ulega rozkładowi pod wpływem czynników środowiskowych 

takich jak woda, powietrze, światło słoneczne bądź pod wpływem działalności 

drobnoustrojów (Stachurek, 2012). Na wszystkie materiały polimerowe w różnym 

stopniu wpływają wyżej wymienione czynniki, lecz szybkość zachodzących procesów 

odróżnia materiały ulegające degradacji środowiskowej od materiałów 

niedegradowalnych (Brebu, 2020). Coraz większe ilości odpadów polimerowych 

znajdujących się w środowisku sprawiły, że część mikroorganizmów zaczęła 

wykorzystywać je jako źródło energii i węgla (Szczyrba i in., 2022). Określeniem 

„polimery biodegradowalne” nazywamy polimery ulegające degradacji biotycznej, czyli 

wywołanej działaniem czynników biologicznych, a więc organizmów żywych oraz 

mikroorganizmów i ich enzymów. Działanie mikroorganizmów prowadzi do rozkładu 

złożonych związków organicznych przy użyciu enzymów do prostych cząsteczek. W 

biodegradacji całkowitej końcowymi produktami są związki nieorganiczne (Stachurek, 

2012). W warunkach tlenowych następuje intensywna produkcja biomasy, CO2 i H2O 

przez mikroorganizmy. Natomiast w warunkach beztlenowych przede wszystkim 

dochodzi do niszczenia plastiku przez mikroorganizmy, a produkcja biomasy, CO2, H2O 

i CH4 schodzi na dalszy plan (Shah i in., 2008). W celu ułatwienia mikroorganizmom 

rozkładu polimerów często wymagana jest obróbka wstępna. Celem obróbki jest 

zmniejszenie łańcucha polimerów i modyfikacje polegające na zmniejszeniu 

hydrofobowości, co umożliwia tworzenie biofilmu lub wprowadzenie grup 

karbonylowych, bądź hydroksylowych, a te są podatne na działanie enzymów 

mikroorganizmów (Szczyrba i in., 2022). W pierwszym etapie biodegradacji następuje 

osadzenie mikroorganizmów na powierzchni polimeru. Biodegradacja jest możliwa 

dzięki enzymom wydzielanym przez mikroorganizmy, które prowadzą do fragmentacji 

głównego łańcucha polimerów na mniejsze jednostki (Szczyrba i in., 2022). 

Mikrobiologiczna biodegradacja wymaga utworzenia na powierzchni polimeru 

specyficznego biofilmu. Kolonizacja powierzchni polimeru wpływa na jej właściwości i 

może umożliwić rozwój biofilmu. W kolejnym etapie dochodzi do fragmentacji tworzyw 

sztucznych, na mniejsze cząstki, które mogą być asymilowane przez mikroorganizmy, a 

to doprowadza do rozwoju biomasy (Szczyrba i in., 2022). Ta bioasymilacja polimerów, 

polegająca na przyswajaniu przez środowisko produktu degradacji polimeru jest bardzo 
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istotna w ochronie środowiska (Szostak-Kotowa, 1997; Szlezyngier, 2000; Foltynowicz 

i Jakubiak, 2002; Stachurek, 2012). Szybkość biodegradacji zależy od kilku właściwości 

środowiskowych, tj. pH, temperatury czy wilgotności, a także od właściwości samych 

polimerów, m.in. ciężaru cząsteczkowego, zawartości fazy krystalicznej oraz 

amorficznej, stopnia rozwinięcia powierzchni właściwej, czy stopnia porowatości 

(Stachurek, 2012). Z uwagi na problem ze składowaniem odpadów i zanieczyszczaniem 

środowiska, zdolność do biodegradacji jest pożądaną cechą wśród tworzyw 

polimerowych (Stachurek, 2012). Do oceny postępu biodegradacji w warunkach 

laboratoryjnych stosuje się kilka technik pomiarowych, takich jak: pomiar masy utraconej 

przez polimer, pomiar hydrofobowości tworzywa, metody obrazowe, m.in. mikroskopia 

skaningowa (SEM) do oceny powierzchni polimeru, a także oznaczanie składu 

chemicznego tworzywa przy użyciu spektroskopii w podczerwieni z transformacją 

Fouriera (Szczyrba i in., 2022).  

Z uwagi na negatywny wpływ tworzyw sztucznych na środowisko oraz 

potencjalną zdolność organizmów do ich biodegradacji, naukowcy odkryli szereg 

gatunków, które mają zdolność do naturalnego przetwarzania tworzyw polimerowych. 

Wykazano, że Penicylium simplicissimum YK zdolny jest do biodegradacji polietylenu 

(Yamada-Onodera i in., 2001). Niektóre gatunki owadów, szczególnie w stadium 

larwalnym, mogą także odgrywać rolę w biodegradacji (Mallar, 2020; Bilal i in., 2021). 

Jest to możliwe dzięki mikrobiocie panującej w jelitach owadów, która jest zdolna do 

tworzenia biofilmu na cząsteczkach polimerów oraz wytwarzania enzymów, które 

prowadzą do fragmentacji polimerów na związki mniej toksyczne (Mallar, 2020). Dwa 

szczepy bakterii, Enterobacter asburiae YT1 i Bacillus sp. YP1, wyizolowane z jelit larw 

mącznika indyjskiego Plodia interpunctella, są zdolne do degradacji polietylenu (PE) 

(Yang i in., 2014). Obecnie najlepiej scharakteryzowanym mikrobiomem jelitowym 

owadów zdolnych do rozkładu tworzyw sztucznych jest mikrobiom Tenebrio 

molitor (Tenebrionidae) (Yang i in., 2015; Yang i in., 2015). Osobniki tego gatunku były 

w stanie przetrwać, spożywając tylko polistyren (PS). W ich jelitach dochodziło do 

rozkładu długołańcuchowych cząsteczek PS (Yang i in, 2015). Większość PS została 

przekształcona w CO2 (47,7%). Wykazano także, że mikrobiom jelitowy jest niezbędny 

do degradacji PS, gdyż T. molitor poddane antybiotykoterapii utraciły zdolności 

depolimeryzacji (Yang i in., 2015). Ponadto udowodniono, że larwy tego gatunku mogą 

żywić się PS i PE (Bulak i in., 2021). Wykazano, że jest to możliwe, z uwagi na obecność 
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w jelitach bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (Peng i in., 2019) i Exiguobacterium sp. 

szczep YT2 w ich mikroflorze jelitowej (Bulak i in., 2021; Mitra i Das, 2023). Degradacja 

PVC jest możliwa dzięki bakteriom z rodzin Streptococcaceae, Spiroplasmataceae, 

Enterobacteriaceae i Clostridiaceae (Peng i in., 2020). PP jest degenerowany w wyniku 

obecności Kluyvera sp. (Yang i in., 2021). Kolejnym przykładem organizmu, który może 

przetrwać, spożywając PS jako jedyne źródło pożywienia, jest Zophobas morio z rzędu 

Coleoptera i rodziny Tenebrionidae (Miao i Zhang, 2010; Yang i in., 2020). Zdolność tego 

gatunku do degradacji PS została zahamowana przez supresję antybiotykową mikroflory 

jelitowej, co potwierdza znaczenie mikrobioty w procesach biodegeneracji (Yang i in., 

2020). PS ulega degradacji za pomocą Pseudomonas aeruginosa (Kuan i 

in., 2022), Enterobacter sp. i Hafnia sp. (Hafniaceae) (Burgos i in., 2024) oraz 

Leminorella (szczep P2) (Hosseini i in., 2024). Degradacja PE jest możliwa dzięki 

Pseudomonas aeruginosa (Kuan i in., 2022) i Citrobacter (szczep P5) (Hosseini i 

in., 2024). PP jest degradowany przez Citrobacter sp. i Enterobacter sp. (Yang i 

in., 2021), a także przez Bacillus (szczep P6) (Hosseini i in., 2024). Larwy Tribolium 

castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) zjadały piankę polistyrenową (PS), a badanie 

mikrobiomu wykazało związek Acinetobacter sp. ze spożyciem PS (Wang i in., 2020). 

Kolejny gatunek, nad którym prowadzono badania związane z biodegradacją plastików 

to Achroia grisella. Wstępne badania wykazały, że larwy A. grisella mają zdolność do 

degradacji polietylenu o dużej gęstości (HDPE) oraz do zakończenia cyklu życiowego po 

karmieniu HDPE (Kundungal i in., 2019). Ponadto udokumentowano przypadki, w 

których larwy tego gatunku wykorzystują jako substancje odżywcze materiał wykonany 

z PE (Mallar, 2020). Na tę chwilę niestety nie ma opublikowanych badań, które 

jednoznacznie wskazałyby szczep bakterii odpowiedzialny za ten proces (Ali i in., 2023). 

Badania dotyczące potencjalnej roli mikroorganizmów jelitowych larw Corcyra 

cephalonica w biodegradacji polietylenu o małej gęstości (LDPE) polegały na karmieniu 

larw roztworem antybiotyku, a następnie larwy umieszczano w kontakcie z foliami 

LDPE. Jako grupę kontrolną traktowano larwy, które nie były karmione roztworem 

antybiotyku. Larwy karmione antybiotykiem strawiły 21%, natomiast larwy, które nie 

były karmione antybiotykiem, wykazywały 25% utratę masy folii LDPE. Wynik ten 

świadczy, że mikroorganizmy jelitowe nie są jedynymi, które biorą udział w 

biodegradacji LDPE, a równie ważną rolę mogą stanowić enzymy trawienne (Kesti i 

Thimmappa, 2019). Z uwagi na zanieczyszczenia środowiska, ślimak Achatina 

fulica wchłania pokarm zawierający tworzywa sztuczne podczas poruszania się po 
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powierzchni gleby lub roślin. Badania wykazały, że A. fulica ma zdolność 

depolimeryzacji i biodegradacji polistyrenu. Po spożyciu PS wzrosła liczba 

mikroorganizmów z rodzin Enterobacteriaceae, Sphingobacteriaceae i Aeromonadaceae. 

Wyniki te świadczą o powiązaniu mikroorganizmów jelitowych z biodegradacją PS 

(Song i in., 2020). Opisano także zdolność kilku gatunków skąposzczetów do spożywania 

i degradacji tworzyw sztucznych. Eisenia fetida jest zdolna do biodegradacji PE 

(Allakuliyeva i in., 2024), a także HDPE poprzez tworzenie związków karbonylowych i 

alkenów, chemicznych wskaźników rozpadu łańcucha polimeru (Santana i in., 2023). 

Dżdżownice mogą rozkładać LDPE, z uwagi na obecność takiej mikroflory jak Bacillus 

gaemokensis szczep SSR01 i B. gaemokensis i szczep SSR01 (Ragu Prasath i in., 2024). 

Niektóre gatunki bezkręgowców morskich także mają zdolność do rozkładu tworzyw 

sztucznych. Gatunek Perinereis vancaurica z uwagi na swój mikrobiom zawierający 

bakterie Acinetobacter johnsonii, Brevibacterium casei i Ruegeria arenilitoris, ma 

zdolność do trawienia PS. Zdolności do trawienia PE mają dodatkowo takie gatunki jak: 

Strongylocentrotus nudus, Patiria pectinifera, Mizuhopecten yessoensis które rozkładają 

tworzywa sztuczne dzięki obecności enzymów trawiennych (Istomina i in., 2024). Larwy 

barciaka większego, Galleria mellonella także mogą biodegradować tworzywa sztuczne. 

Wykazano zdolność larw do trawienia PE i PS, przy czym dieta oparta na tych polimerach 

kształtowała ich mikrobiom, a bakterie Bacillus, Serratia były istotnie związane z dietą 

PE i PS (Lou i in., 2020). Zdolność larw G. mellonella do biodegradacji PE została 

potwierdzona również w badaniu Bombelli i in. (2017). Zdolność do biodegradacji PE 

jest realizowana dzięki mikrobiocie jelitowej, głównie Enterobacter sp. szczep D1 

(Zhang i in., 2020). Ponadto wykazano, że larwy G. mellonella są także zdolne do 

biodegradacji PP, przede wszystkim dzięki obecności Bacillus cereus (Nyamjav i 

in., 2023). 

Temat dotyczący wpływu mikroplastiku (PP) na ultrastrukturę organów i procesy 

śmierci komórkowej jest niezwykle aktualny i wpisuje się w nurt współczesnej 

toksykologii środowiskowej, z uwagi na wszechobecność plastików, mikroplastików, czy 

nanoplastików w łańcuchu pokarmowym zwierząt. Jak dotąd niewiele prac badawczych 

ukazywało jednak zmiany na poziomie ultrastrukturalnym, czy zmiany parametrów 

cytotoksyczności po spożywaniu tworzyw sztucznych, co stanowi lukę badawczą, którą 

wypełniają niniejsze badania. 
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4.1.2 Cytotoksyczność 

Cytotoksycznością komórkową określa się zdolność pewnych substancji do 

niszczenia lub uszkadzania żywych komórek (Çelik, 2018). Pojęcie cytotoksyczności 

odnosi się do szeregu zmian zachodzących w komórkach i tkankach, pod wpływem 

różnych stresorów (Mermer i in., 2026). Proces ten ma zdolność do tworzenia uszkodzeń 

w komórkach docelowych, co prowadzi do zaburzeń metabolizmu, a nawet śmierci 

(Abbas i in., 2014). W odpowiedzi na działanie poszczególnych ksenobiotyków 

mechanizmem pośredniczącym w indukowaniu cytotoksyczności jest np. powstanie 

stresu oksydacyjnego, spowodowane nadmiernym tworzeniem reaktywnych form tlenu 

(ROS) w organizmach żywych (Sies i in., 2017). Gdy poziom ROS przekracza potencjał 

oksydacyjny komórek, dochodzi do zjawiska zwanego stresem oksydacyjnym. Stres 

oksydacyjny może doprowadzać do uszkodzeń składników komórkowych, a nawet do 

aktywacji śmierci komórkowej, zarówno nekrozy, jak i programowej śmierci 

komórkowej, czyli apoptozy (PCD). Poziom ROS wzrasta podczas stresu oksydacyjnego, 

przy obecności mikroorganizmów patogennych, czy podczas działania związków 

toksycznych (Dmitrieva i in., 2024). Podwyższone poziomy ROS przyczyniają się do 

oksydacyjnych, nieodwracalnych uszkodzeń DNA, białek czy lipidów błonowych (Sies i 

in., 2017; Jomova i in., 2023). Dlatego ważne jest, aby aktywować mechanizmy 

równoważące negatywne skutki ROS, a tym samym utrzymać homeostazę organizmu 

(Mermer i in., 2026).  

Cytotoksyczność przejawia się w indukowaniu poszczególnych szlaków śmierci 

komórkowej, z których wyróżnia się dwa podstawowe rodzaje: apoptozę i nekrozę 

(Galluzzi i in., 2018). Jednak parametrami cytotoksyczności będą także procesy czy 

mechanizmy uruchamiane w komórkach w celu ochrony ich przed skutkami działania 

danego stresora. Już na początku lat 90. XX w. odkryto, że proces obumierania komórek 

jest procesem niezwykle skomplikowanym, ale też ważnym w przypadku np. procesów 

rozwojowych. Zaczęto wyróżniać genetycznie kontrolowaną, programową śmierć 

komórki oraz niekontrolowaną, nieprogramową śmierć komórki (Blagosklonny, 2000; 

Bursch i in., 2000; Bursch, 2004). Śmierć nieprogramowa jest procesem przypadkowym 

i nieodwracalnym tzn. ostatecznym. Charakteryzuje się przerwaniem błony 

cytoplazmatycznej, co doprowadza do lizy komórkowej (nekroza). Zmiany te mogą być 

powodowane czynnikami zewnętrznymi tj. mechanicznymi, termicznymi czy 

chemicznymi. Zwykle dotyczą większej liczby sąsiadujących ze sobą komórek (Bursch i 
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in., 2000). Programowana śmierć komórki to uporządkowany proces, eliminacji chorych, 

wadliwych, uszkodzonych, zakażonych lub zbędnych komórek (Rudnicka i in., 2011). 

Odgrywa ważną rolę w zachowaniu homeostazy organizmu i rozwoju tkanek. Zapewnia 

równowagę między proliferacją a eliminacją szkodliwych komórek, co umożliwia 

utrzymanie homeostazy w tkankach czy narządach.  

Apoptoza jest także niezwykle ważna w procesach takich jak embriogeneza, gdzie 

umożliwia niszczenie niepożądanych komórek, ale także w kontekście terapeutycznym, 

śmierć komórkowa eliminuje wadliwe komórki, wspomagając prawidłowe 

funkcjonowanie komórek i doprowadzając do poprawy ogólnego stanu organizmu 

(Chaudhry i in., 2024). Zgodnie z Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD), 

wyróżniamy kilka typów śmierci komórkowej nie tylko w oparciu o morfologię, ale 

przede wszystkim na podstawie mechanizmów molekularnych (Galluzzi i in., 2018). 

Komórki apoptotyczne ulegają obkurczeniu, ich chromatyna staje się skondensowana, a 

DNA ulega fragmentacji. Dochodzi do tworzenia tzw. „ciałek apoptotycznych” 

zawierających krótkie (200 pz) odcinki DNA. Makrofagi eliminują te ciałka, 

zabezpieczając komórkę przed rozwojem reakcji zapalnej (charakterystycznej dla 

nekrozy) (Kerr i in., 1972; Hordyjewska i Pasternak, 2005). Apoptoza może aktywować 

różne szlaki biochemiczne w zależności od rodzaju komórki oraz bodźca. Najlepiej 

opisane szlaki to: szlak wewnętrzny, związany z mitochondrium, w którym czynniki 

cytotoksyczne uszkadzają DNA, bądź organelle, a to prowadzi do zwiększenia 

przepuszczalności zewnętrznej błony mitochondrialnej (MOMP) (Kroemer i in., 2009), a 

także szlak zewnętrzny, zależny od receptorów błony komórkowej, takich jak cząsteczki 

z rodziny TNF (Rudnicka i in., 2011). Oba szlaki prowadzą do depolaryzacji błony 

mitochondrialnej, uwolnienia cytochromu C i aktywacji kaspaz, czyli proteaz 

cysteinowych, niszczących poszczególne białka (Clarke, 1990; Donepudi i in., 2003; 

Chipuk i Green, 2005). Wszystkie kaspazy są syntetyzowane jako proenzymy (formy 

nieaktywne), które w wyniku proteolitycznego cięcia są formowane jako aktywne 

kaspazy. Indukcja kaspaz ma kaskadowy charakter. Do tworzenia ciałek apoptotycznych 

i degradacji cząstek komórkowych prowadzi aktywacja kaspaz wykonawczych 

(Rudnicka i in., 2011). W szlaku wewnętrznym apoptozy, udział biorą także białka z 

rodziny Bcl-2, które składają się zarówno z członków proapoptotycznych, jak i 

sprzyjających przetrwaniu (Singh i in., 2019). W celu wykrywania apoptozy stosuje się 

techniki mikroskopowe, z wykorzystaniem odpowiednich barwników, techniki 

18:9065157547



15 

 

histochemiczne, cytometrię przepływową, detekcję potencjału błonowego 

mitochondriów, testy immunoenzymatyczne ELISA, a także Western-blot (Rudnicka i in., 

2011).  

Nekroza jest rodzajem śmierci komórkowej, która charakteryzuje się pęcznieniem 

komórki, kondensacją chromatyny, a ostatecznie prowadzi do lizy komórki wraz z jej 

jądrem komórkowym, a zawartość komórki wylewa się do macierzy pozakomórkowej, 

co doprowadza do powstania reakcji zapalnej (Rudnicka i in., 2011; D’Arcy, 2019). 

Dodatkowo wyróżniamy nekroptozę (nekrozę zaprogramowaną genetycznie), która 

podobnie jak apoptoza indukowana jest przez receptory, ale w sytuacji, gdy kaspazy są 

zablokowane, komórka wchodzi na szlak, prowadzący do lizy błony komórkowej 

(Pasparakis i Vandenabeele, 2015).  

Kolejnym typem śmierci komórkowej jest autofagia, która w przeciwieństwie do 

apoptozy i nekrozy nie jest jednoznacznie określana jako śmierć komórkowa, a może 

pełnić także rolę szlaku przeżycia komórek. W sytuacjach stresowych, dochodzi do 

degradacji białek cytoplazmatycznych bądź eliminacji organelli. Podczas homeostazy 

poziom autofagii w komórkach jest na niskim poziomie (Baehrecke, 2005; Rudnicka i 

in., 2011). Proces ten charakteryzuje się zamykaniem nadmiarowych lub nieprawidłowo 

zbudowanych białek, materiałów zapasowych lub uszkodzonych organelli w podwójnie 

obłonionej wakuoli tzw. autofagosomie. Autofagosom następnie ulega fuzji z lizosomem 

tworząc autolizosom, w którym zamknięte struktury/substancje/organelle ulegają 

degradacji i trawieniu (Cao i Klionsky, 2008). W warunkach ograniczonej dostępności 

substancji odżywczych, autofagia może działać jako mechanizm przetrwania 

umożliwiający trawienie materiałów zapasowych zgromadzonych na terenie cytoplazmy 

komórek (Rudnicka i in., 2011). Od tzw. progu cytotoksyczności, rozumianego jako 

intensywność bodźca w stosunku do zdolności adaptacyjnych komórki, zależy 

aktywowany rodzaj śmierci komórkowej (Fulda i in., 2010). Przy niskim stresie lub w 

odpowiedzi na niewielkie uszkodzenia, komórka uruchamia mechanizmy „naprawcze” 

wchodząc np. w proces autofagii lub aktywując systemy naprawy DNA. Procesy te 

odpowiadają za cytoprotekcję (mechanizm ochronny) i mają na celu przywrócenie 

homeostazy organizmu (Kroemer i in., 2010). W sytuacji średniego stresu, gdzie 

uszkodzenia mogą być zbyt rozległe, aby mechanizmy naprawcze mogły być 

wystarczające, uruchamiana jest najczęściej apoptoza. Komórka wówczas nadal posiada 

zapasy ATP, które są potrzebne do energochłonnych procesów enzymatycznych (Elmore, 
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2007). Natomiast przy wysokim stresie, uszkodzenia struktur komórkowych są obszerne 

i gwałtowne, najczęściej zachodzą pod wpływem czynników zewnętrznych. Mechanizmy 

naprawcze są niewystarczające i rozpoczyna się nekroza, co wiąże się z lizą błony 

komórkowej i uwolnieniem mediatorów stanu zapalnego (Proskuryakov i in., 2003). 

Możliwość dokładnego pomiaru cytotoksycznego jest cennym źródłem wiedzy na temat 

związków potencjalnie niebezpiecznych dla organizmów żywych (Li i in., 2015). Analizy 

cytotoksyczności są także wskaźnikiem oceny biologicznej wzrostu, podziałów czy 

morfologii komórek, po zastosowaniu danej substancji potencjalnie szkodliwej (Çelik, 

2018).  

Substancje toksyczne mogą aktywować na poziomie komórkowym, poza opisanymi 

powyżej mechanizmami, także procesy związane z uruchomieniem enzymów 

antyoksydacyjnych (np. katalaza, dysmutaza, peroksydaza itp.), czy innych związków 

neutralizujących wolne rodniki (np. glutation) (Sies i in., 2017). Aktywowane mogą być 

także liczne białka, w tym białka opiekuńcze HSP (Kourtis i Tavernarakis, 2011), 

defensyny i inne (Yang i in., 2004); zmianom będą ulegały poziom ATP, stosunek 

ADP/ATP i inne (Hardie, 2011). 

 

4.1.3 Galleria mellonella - charakterystyka gatunku 

Barciak większy (Galleria mellonella) należy do rzędu Lepidoptera, rodziny 

omacnicowatych (Pyralidae) (Iwański i Andrejko, 2022). Osobniki tego gatunku 

charakteryzują się szybkim wzrostem, wysoką płodnością, stosunkowo krótkim cyklem 

życia, niskim kosztem hodowli oraz łatwością pozyskania dużej liczby osobników 

(Iwański i Andrejko, 2022; Rost-Roszkowska i in., 2024). Hodowla tego gatunku nie 

wymaga także specjalistycznego sprzętu laboratoryjnego (Tsai i in., 2016). Jest 

gatunkiem kosmopolitycznym. Jego obszar występowania zależy od występowania 

pszczół miodnych (Kwadha i in., 2017). W regionach tropikalnych i subtropikalnych 

odnotowano znaczne szkody i ustalono, że G. mellonella powoduje spadek populacji 

dzikich pszczół miodnych (Mermer i in., 2026). Gatunek ten opisano po raz pierwszy w 

kolonii Apis cerana, a jego występowanie pokrywa się z gospodarką pszczelarską w 

różnych krajach, gdyż szkodnik ten może znaleźć się w ulach powodując tzw. zjawisko 

galeriozy. G. mellonella jest typowym owadem holometabolicznym (Wojda i in., 2020). 

Owady przechodzą przez cztery stadia rozwojowe - jajo, larwa, poczwarka, stadium 
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dorosłe (imago). Jaja mają kolor od białego do jasnoróżowego, gąsienice są natomiast 

kremowobiałe i mogą mierzyć od 1 do 23 mm (Jorjão i in., 2018). Wymiary jaj kształtują 

się następująco: długość od 0,44 do 0,47 mm i szerokość od 0,29 do 0,39 mm 

(Swamy, 2008; Ellis i in., 2013; Hosamani i in., 2017; Kwadha i in., 2017; Desai i 

in., 2019; Wojda i in., 2020). Larwy wykluwają się najczęściej rano, w godzinach między 

08:30 a 11:00 (Hosamani i in., 2017; Desai i in., 2019; Wojda i in., 2020) z jaj, które 

samice złożyły w ulach, a następnie zaczynają żerować (Shaik i in., 2017). Larwy w 

naturze odżywiają się pyłkiem i woskiem pszczelim, przyczyniając się do dużych strat w 

ulach (Fasasi i Malaka, 2006; Ellis i in., 2013). Taka dieta daje im dużą ilość energii, lecz 

mało białka (Kwadha i in., 2017). Jak wykazały badania Jindra i Sehnal, (1989) białko 

niezbędne jest do wytwarzania kokonu. W sytuacji, gdy ilość białka spadnie poniżej 

określonego poziomu, dochodzi do zahamowania jego tworzenia. Średnia optymalna 

temperatura rozwoju larw tej ćmy wynosi 29–33°C (Wojda i in., 2020). Większość 

autorów wykazuje, że etap larwalny G. mellonella dzieli się na 7 stadiów larwalnych (L1-

L7) (Sehnal, 1966; Anderson i Mignat, 1970; Swamy, 2008; Ellis i in., 2013; Desai i 

in., 2019). W stadium larwalnym L1 larwa jest biała i bardzo mała (średnia długość 

wynosi 0,81 mm) (Desai i in., 2019). Podczas przechodzenie przez kolejne stadia 

rozwojowe organizmy wykazują szarobiały kolor, a od stadium larwalnego L3 ciało 

zaczyna wyraźnie gęstnieć (Wojda i in., 2020). Podczas stadium larwalnego nie 

wykształcają się zewnętrzne cechy, które mogłyby określić płeć osobnika dorosłego 

(Kwadha i in., 2017). Charakterystykę poszczególnych stadiów larwalnych, 

uwzględniającą ich wymiary (w mm) oraz czas trwania (w dniach), zestawiono w Tabeli 

1. 
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Tabela 1. Charakterystyka biometryczna i czasu rozwoju larw Galleria 

mellonella w poszczególnych stadiach larwalnych 

Numer 

stadium 

larwalnego 

Długość ciała 

larwy  

Szerokość 

ciała larwy  

Czas trwania 

stadium 

L1 ~0,81 mm ~0,29 mm ~4,08 dnia 

L2 ~2,10 mm ~0,44 mm ~5,72 dnia 

L3 ~5,86 mm ~1,11 mm ~5,28 dnia 

L4 ~8,78 mm ~1,99 mm ~6,96 dnia 

L5 ~14,24 mm ~2,03 mm ~6,76 dnia 

L6 ~19,58 mm ~2,54 mm ~7,64 dnia 

L7 ~23,88 mm ~3,55 mm ~8,40 dnia 

Źródło: opracowanie własne na podstawie Desai i in., 2019 

Etap przedpoczwarki następuje, gdy gąsienica przestaje żerować, lecz nadal wykazuje 

pewną ruchliwość, w czasie tworzenia kokonu (Jorjão i in., 2018). Kokon chroni larwy, 

a następnie poczwarki przed pszczołami robotnicami oraz pasożytami. Jego budowa trwa 

2,25 dnia. Podczas gdy wnętrze kokonu pozostaje miękkie, zewnętrzna część ulega 

twardnieniu (Wojda i in., 2020). Po etapie przedpoczwarki, następuje etap poczwarki, w 

którym organizmy są ciemnoczerwonobrązowe i unieruchomione w kokonach (Jorjão i 

in., 2018). W zależności od temperatury oraz wilgotności, okres poczwarki może trwać 

od 8 dni do nawet 50 dni (Wojda i in., 2020). Od etapu poczwarki do osobnika dorosłego, 

ćmy nie żerują. Aktywność osobników dorosłych występuje w nocy, a samice mogą 

składać 50–150 jaj. Mniejszą liczbę jaj składają pojedyncze samice w warunkach 

laboratoryjnych (Fasasi i Malaka, 2006). Samce ćmy są mniejsze i jaśniejsze niż samice 

(Jorjão i in., 2018). Z uwagi na to, że narządy gębowe u osobników dorosłych są 

zdegenerowane, ich okres życia nie jest długi i szacuje się go na ok. od 5 do 30 dni, a 

samce żyją dłużej od samic (El-Sawaf, 1950; Wojda i in., 2020). W zależności od 

warunków otoczenia, takich jak: temperatura, wilgotność i dostępność pożywienia, 

całkowity okres rozwoju od momentu złożenia jaj do pojawienia się osobników dorosłych 

waha się w przedziale od 32 dni do 93 dni (Kumar i Khan, 2018). G. mellonella, ze 

względu na niezwykłe podobieństwo wrodzonej odpowiedzi immunologicznej do 

odpowiedzi immunologicznej u kręgowców, a także na znacznie tańsze i pozbawione 

problemów natury etycznej badania, jest organizmem wykorzystywanym w licznych 
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analizach (Ramarao i in., 2012; Tsai i in., 2016). Wrodzona odpowiedź immunologiczna 

tego gatunku składa się z 2 głównych części: komórkowej i humoralnej (Tsai i in., 2012). 

W odpowiedzi komórkowej uczestniczą komórki zwane hemocytami. Wyróżniamy 6 

różnych typów: prohemocyty, plazmatocyty, komórki ziarniste, koagulocyty, sferulocyty 

i enocytoidy (Tsai i in., 2012). Komórki znajdujące się w hemolimfie mogą doprowadzać 

do fagocytozy lub opłaszczania drobnoustrojów. Odpowiedź humoralna obejmuje 

produkcję lizozymu i małych peptydów o właściwościach przeciwbakteryjnych 

(Ramarao i in., 2012). Uważa się, że proces fagocytozy u ssaków i owadów jest bardzo 

podobny, w obu przypadkach biorą udział zarówno plazmatocyty, jak i komórki ziarniste 

(Tojo i in., 2000). Kolejnym przykładem wykorzystania osobników G. mellonella są 

badania dotyczące ich zdolności do trawienia tworzyw sztucznych (Bombelli i in., 2017). 

Autorzy zaobserwowali, że pozostawienie larw barciaka większego na ok. 40 minut w 

plastikowej torebce powodowało, że zaczęły pojawiać się w niej uszkodzenia wynoszące 

2,2±1,2 otworów na osobnika na godzinę (Bombelli i in., 2017). Podobne wyniki 

wykazywała praca Rost-Roszkowska i in. (2024), w której obserwowano oznaki spożycia 

woreczków PP po 24 h i 48 h ekspozycji larw na PP. Dodatkowo zważono woreczki przed 

i po 24 h oraz 48 h eksperymentu, co wykazało, że masa woreczka po 24 h od punktu 

początkowego spadła o 6 mg, natomiast po 48 h od punktu początkowego o 9 mg (Rost-

Roszkowska i in., 2024). Gąsienice w naturze żywią się wyłącznie plastrami miodu, które 

zbudowane są z wosku pszczelego. Wosk pszczeli składa się z mieszaniny związków 

lipidowych, w tym alkanów, alkenów, kwasów tłuszczowych i estrów. Zarówno w wosku 

pszczelim, jak i w PE, najczęstszym wiązaniem jest wiązanie węglowodorowe CH2–CH2 

(Bombelli i in., 2017). Biodegradacja wosku pszczelego najprawdopodobniej wymaga 

rozerwania tego samego typu wiązań chemicznych, które występują w PE (Bombelli i in., 

2017; Wojda i in., 2020). Nie jest jednak do końca jasne, czy aktywność trawienia 

węglowodorów u G. mellonella pochodzi z samego organizmu lub z aktywności 

mikrobioty jelitowej i jej działalności enzymatycznej (Dickman, 1933; Bombelli i in., 

2017). Doniesiono, że PE może ulegać degeneracji w wyniku aktywności 

Enterobacter sp. wyizolowanego z jelit gąsienic tego gatunku (Ren i in., 2019; Wojda i 

in., 2020). Ponadto, jak wykazują badania, dieta oparta na PE nie hamowała 

przepoczwarzenia, natomiast formy dorosłe były mniejsze niż larwy (Bulak i in., 2021). 

Inne badania wykazały zaś obecność zmian w obrębie komórek poszczególnych 

narządów po spożywaniu przez larwy tworzyw sztucznych (LeMoine i in., 2020). 

Wykazano także, że mikrobiom układu pokarmowego G. mellonella może brać udział w 
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degradacji także PP (Peydaei i in., 2021). Jednak większość prac skupiała się na 

degeneracji PE i jego ewentualnym wpływie na osobniki tego gatunku. Niewiele prac 

koncentrowało się jednak na zdolnościach do degeneracji PP i jej skutkach dla 

ultrastruktury narządów, przeżywalności, zdolności do reprodukcji, a także na aktywacji 

lub hamowaniu procesów śmierci komórkowej, a więc na szeroko rozumianej 

cytotoksyczności.  

 

5. Cele badań i hipotezy badawcze 

Celem niniejszej pracy doktorskiej było zbadanie czy dieta bogata w polipropylen 

(PP) ma wpływ na aktywację określonych parametrów cytotoksyczności w wybranych 

narządach larw G. mellonella. PP to jedno z najczęściej wykorzystywanych komercyjnie 

tworzyw sztucznych, które jest uważane za toksyczne dla organizmów żywych. Istnieje 

wiele prac dotyczących możliwości degeneracji PE przez larwy G. mellonella i jego 

wpływu na ich rozwój. Jednak nadal niewiele prac skupia się na wpływie PP na przeżycie, 

rozrodczość, czy na występowaniu potencjalnych zmian w obrębie narządów/ tkanek. Tak 

więc nie wiadomo, czy spożywanie PP i związana z nim degradacja tego polimeru w 

organizmie gąsienic będzie miało negatywny wpływ na te organizmy, wywołując zmiany 

cytotoksyczne, czy będzie miało neutralny wpływ na cały organizm. To 

predysponowałoby te owady do wykorzystania ich w biodegradacji tworzyw sztucznych. 

Spożywany polimer ma bezpośredni kontakt z nabłonkiem jelita środkowego, jednak 

poprzez ten narząd PP mógłby negatywnie wpływać także na inne narządy. Ważne jest 

zatem opisanie dokładnych zmian w komórkach wspomnianego nabłonka, w 

szczególności na poziomie ultrastrukturalnym. Jak dotąd nie zbadano, jakie dokładnie 

organelle mogą być najbardziej narażone na wpływ spożytego PP oraz czy spożycie tego 

tworzywa będzie aktywowało procesy odpowiedzialne za przeżycie, czy ochronę 

komórek, tkanek, a w końcu całych narządów. Z uwagi na szereg cech G. mellonella, 

które sprawiają, że organizm ten jest wykorzystywany jako organizm modelowy w 

licznych badaniach toksykologicznych, ekotoksykologicznych czy rozwojowych, a także 

na globalny problem, jakim jest biodegradacja tworzyw sztucznych, których składowanie 

stanowi coraz większy problem, dalsze badania nad tym gatunkiem są uzasadnione i 

pożądane. W niniejszej rozprawie skupiono się więc na wykryciu potencjalnych zmian 

na poziomie ultrastrukturalnym w: jelicie środkowym, ciele tłuszczowym oraz gruczole 
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przędnym u larw karmionych woreczkami PP. Wybór tych narządów do eksperymentu 

wynika z ich kluczowej roli w procesach trawiennych, detoksykacyjnych oraz 

metabolicznych. Umożliwia także ogólną ocenę toksyczności i stanu fizjologicznego 

organizmu. Zatem wybór jelita środkowego, gruczołu przędnego i ciała tłuszczowego 

umożliwia ocenę wpływu diety opartej na polipropylenie na osobniki Galleria 

mellonella, co umożliwia zobrazowanie potencjalnej cytotoksyczności i stresu 

oksydacyjnego wywołanych dietą opartą na PP. 

Analiza ultrastrukturalna wykorzystująca transmisyjną mikroskopię elektronową 

(TEM) miała na celu stwierdzenie, czy w wyniku spożywania plastiku i jego rozkładu w 

organizmie gąsienic dochodziło do pojawienia się zmian na terenie komórek 

wspomnianych narządów. Dodatkowo celem badań było zanalizowanie wybranych 

parametrów cytotoksyczności, takich jak aktywacja śmierci komórkowej, autofagii, 

proliferacji komórek, uszkodzeń DNA jądrowego, uruchamianie białek takich jak Bcl-2, 

czy kaspazy, a także zmiany w poziomie reaktywnych form tlenu (ROS), zmiany w 

potencjale błon mitochondriów, zmiany w cyklu komórkowym, czy zmiany w poziomie 

ATP. Analiza wybranych parametrów cytotoksyczności w narządach gąsienic G. 

mellonella karmionych PP pozwoli ocenić potencjalną rolę tego gatunku w 

biodegradacji tworzyw sztucznych. 

Na podstawie dotychczasowego stanu wiedzy literaturowej, a także 

wcześniejszych badań, postawiono następujące hipotezy badawcze: 

 

H1: Polipropylen wywołuje zmiany w komórkach wybranych narządów na poziomie 

ultrastrukturalnym; 

 

H2: Pod wpływem karmienia zwierząt polipropylenem dochodzi do aktywacji procesów 

detoksykacyjnych w komórkach wybranych narządów; 

 

H3: Jelito środkowe jest narządem, w którym zmiany cytotoksyczne zachodzą 

najintensywniej; 

 

H4: Spożywanie PP przez larwy badanego gatunku wpływa na zmiany aktywności 

mitochondrialnej, poziomu ATP oraz/lub ROS; 
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H5: Pod wpływem karmienia zwierząt polipropylenem dochodzi do aktywacji procesów 

śmierci komórkowej w wybranych narządach; 

 

H6: Polipropylen spożywany przez gąsienice wpływa na zmiany cyklu komórkowego 

oraz proliferację komórek w badanych narządach; 

 

H7: Odmienne mechanizmy są uruchamiane w celu ochrony komórek po spożyciu przez 

larwy G. mellonella PP; 

  

Aby zweryfikować pierwszą hipotezę wykorzystano analizy jakościowe polegające na 

wykryciu zmian, zaobserwowanych za pomocą wykonanych zdjęć jelita środkowego, 

ciała tłuszczowego i gruczołu przędnego w TEM.  

Do weryfikacji hipotez od drugiej do siódmej zastosowano zarówno analizy ilościowe 

wykorzystujące cytometrię przepływową, luminometrię i analizy statystyczne wyników, 

jak i analizy jakościowe wykorzystujące mikroskopię konfokalną i fluorescencyjną.  

 

6. Materiał badawczy i metodologia 

6.1 Materiał badawczy 

Materiał do badań stanowiły larwy barciaka większego G. mellonella. Materiał ten 

został pozyskany z laboratorium PAN w Warszawie. Do badań zostały wybrane jedynie 

osobniki w VII stadium larwalnym (L7). 

 

6.1.1 Warunki hodowli 

Dorosłe osobniki G. mellonella hodowano w szklanych, szczelnie zamkniętych 

pojemnikach o pojemności 1 l w stałej temperaturze 30 ± 0,5°C, o wilgotności 75 ± 5% i 

stałej ciemności. Na każdym szklanym pojemniku zawierającym hodowlę umieszczono 

materiał lniany, który ułatwiał składanie jaj przez samice. Dorosłe samce i samice nie 

żerowały z powodu zdegenerowanego aparatu gębowego. Po złożeniu jaj, osobniki 

umierały. Złożone jaja zbierano i hodowano w szklanych pojemnikach na pożywce 

zawierającej mąkę pszenną, mąkę kukurydzianą, miód wielokwiatowy, mleko w proszku, 

otręby i glicerynę (Sehnal, 1966). Z jaj wykluwały się larwy w I stadium (L1), które 
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natychmiast zaczęły żerować na pożywce. W miarę rozwoju larw pożywkę zastępowano 

nową, o takim samym składzie, co miało na celu jedynie zapewnienie ciągłego dostępu 

do substancji odżywczych. Larwy hodowano aż do stadium L7, które to wykorzystywano 

do eksperymentów biologicznych. Stadium L7 było odróżniane od pozostałych na 

podstawie wielkości larwy. Przyjęto, że larwy ze stadium VII (L7) miały ok. 20-24 mm 

długości (Fasasi i Malaka, 2006; Desai i in., 2019).  

 

6.1.2 Eksperyment 

Wybrane osobniki stadium larwalnego L7 podzielono na cztery grupy (Ryc. 1):  

G0-C – grupa kontrolna, zwierzęta hodowane w warunkach laboratoryjnych przy 

stałej temperaturze 30 ± 0,5°C, wilgotności 75 ± 5%, stałej ciemności w szklanych 

pojemnikach i karmione ad libitum medium opisanym przez Sehnala (1966);  

G0-S – zwierzęta hodowane w warunkach laboratoryjnych przy stałej temperaturze 

30 ± 0,5°C, wilgotności 75 ± 5%, stałej ciemności w szklanych pojemnikach i głodzone 

przez 24 h;  

G0-24 – zwierzęta hodowane w warunkach laboratoryjnych przy stałej temperaturze 

30 ± 0,5°C, wilgotności 75 ± 5% i stałej ciemności, uprzednio głodzone przez 24 h, a 

następnie hodowane w szalkach Petriego z woreczkami PP o wymiarach 3 cm × 3 cm 

przez 24 h;  

G0-48 – zwierzęta hodowane w warunkach laboratoryjnych przy stałej temperaturze 

30 ± 0,5°C, wilgotności 75 ± 5% i stałej ciemności, uprzednio głodzone przez 24 h, a 

następnie hodowane na szalkach Petriego z woreczkami PP o wymiarach 3 cm × 3 cm 

przez 48 h (Ryc. 1).  

Głodzenie osobników w grupach G0-24 oraz G0-48 przed eksperymentem miało na 

celu oczyścić układ pokarmowy zwierząt z wcześniej spożytego pokarmu, a także 

zapobiec jego ewentualnemu wpływowi na wynik eksperymentu. Grupa G0-S miała 

zobrazować, czy brak pokarmu może powodować u larw zmiany na poziomie 

komórkowym/ ultrastrukturalnym oraz czy takie same zmiany nie będą pojawiały się u 

osobników karmionych PP. To wskazywałoby, że pomimo spożywania PP osobniki 

głodują, a ewentualne zmiany będą wywołane właśnie głodzeniem, a nie rozkładającym 

się tworzywem sztucznym.  
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Z uwagi na fakt, że stadium L7 jest ostatnim przed przepoczwarzeniem, w ostatnich 

dniach tego stadium (siódmy i ósmy dzień), larwy przestają żerować, stają się 

nieaktywne, a ich metabolizm powoli przechodzi w stan przedpoczwarki (Fasasi i 

Malaka, 2006; Desai i in., 2019; Wojda i in., 2020; Rost-Roszkowska i in., 2024; Mermer 

i in., 2026). Eksperyment musiał zatem zostać tak zaplanowany, aby zdążyć przed 

pojawiającymi się zmianami w narządach, które spowodowane są wchodzeniem przez 

larwy w stadium poczwarki. Dlatego larwy, które były wykorzystywane do 

eksperymentów, pochodziły z trzeciego dnia stadium L7. W związku z tym analizy larw 

po 24 godzinach spożycia PP były przeprowadzane piątego dnia etapu L7 (24 h głodzenia 

+ 24 h eksperymentu), a analizy larw po 48 godzinach spożycia PP były przeprowadzane 

szóstego dnia etapu L7 (24 h głodzenia + 48 h eksperymentu). Woreczki PP użyte do 

analiz zakupiono komercyjnie (Sarantis Polska SA). Do każdego eksperymentu 

wybierano osobniki z wszystkich czterech grup, a następnie poddawano sekcji, w celu 

izolacji: jelita środkowego, ciała tłuszczowego i gruczołu przędnego. Przed sekcją każdy 

osobnik został znieczulony chloroformem.  
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Ryc. 1 Schemat eksperymentu. Na podstawie Mermer i in., 2026, zmodyfikowano. 

 

6.2 Metodyka pracy badawczej 

6.2.1 Mikroskopia świetlna i transmisyjna mikroskopia elektronowa 

Narządy wyizolowane od larw (jelito środkowe, ciało tłuszczowe oraz gruczoł 

przędny) z osobników wszystkich grup eksperymentalnych utrwalono w 2,5% 

glutaraldehydzie i 2% czterotlenku osmu, płukano w buforze fosforanowym (ph 7,4), 

odwodniono w szeregu alkoholowym i acetonie i zatopiono w żywicy epoksydowej 

(Epoxy Embedding Medium Kit; Sigma) zgodnie ze standardowym protokołem 

opisanym w pracach Rost-Roszkowska i in. (2020b, 2022). Po uzyskaniu półcienkich 

skrawków (0,8 μm) barwiono je 1% błękitem metylenowym w 0,5% boraksie i 

analizowano w mikroskopie świetlnym Olympus BX60. Do kontrastowania ultracienkich 

skrawków (70 nm) wykorzystano standardową metodę (Rost-Roszkowska i in., 2020b; 

Poprawa i in., 2022). Ultracienkie skrawki analizowano przy użyciu transmisyjnego 

mikroskopu elektronowego (TEM) Hitachi H500. 
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6.2.2 Analiza jakościowa – mikroskopia konfokalna 

Do każdej poniższej metody wykorzystano po 5 osobników z każdej grupy 

badawczej. Narządy były wyizolowane, a następnie przygotowane zgodnie z poniższymi 

protokołami.  

 

6.2.2.1 Dihydroetydyna (DHE) – barwienie komórek ROS-dodatnich 

Dihydroetydyna (hydroetydyna, 5-etylo-5,6-dihydro-6-fenylo-3,8-

diaminofenantrydyna) jest wykorzystywana do wykrywania i pomiaru reaktywnych form 

tlenu (ROS, Reactive Oxygen Species) w komórkach. Metoda ta umożliwia ocenę 

poziomu stresu oksydacyjnego w komórkach. W celu detekcji lokalizacji komórek ROS-

dodatnich w izolowanych narządach G. mellonella (jelito środkowe, ciało tłuszczowe, 

gruczoł przędny) wykorzystano mikroskopię konfokalną. Wyizolowane narządy z grup 

G0-C, G0-S, G0-24 i G0-48 poddano barwieniu bez utrwalania (barwienie przyżyciowe). 

Przygotowanie materiału do analizy przeprowadzono zgodnie z procedurami opisanymi 

w artykułach Rost-Roszkowska i in. (2020a, 2020b). Materiał inkubowano z 30 μM DHE 

(Invitrogen) i barwiono DAPI (1 μg/ml, 30 min, RT, w ciemności), a następnie 

analizowano za pomocą mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV1000 i laserów 

argonowych: laser 405 nm (wykrywanie DAPI) i 559 nm (wykrywanie TMR) (Rost-

Roszkowska i in., 2022). 

 

6.2.2.2 LysoTracker Red (LTR) – znakowanie organelli i struktur komórkowych 

silnie kwaśnych 

W analizie jakościowej wykorzystano czerwony barwnik fluorescencyjny, który 

selektywnie gromadzi się w organellach o niskim pH, takich jak lizosomy i autolizosomy, 

co umożliwia ich wybarwienie. Jest narzędziem do badania funkcji lizosomów oraz 

procesów związanych z autofagią. Wyizolowane bez utrwalania narządy inkubowano w 

odczynniku LysoTracker Red (1 μg/ml, 30 min, RT, w ciemności), a następnie barwiono 

DAPI (1 μg/ml, 30 min, RT, w ciemności) zgodnie z protokołem opisanym przez Rost-

Roszkowska i in. (2020b) i badano przy użyciu mikroskopu konfokalnego Olympus 

FluoView FV1000 i laserów argonowych: laser 405 nm (wykrywanie DAPI) i 559 nm 

(wykrywanie TMR). 
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6.2.2.3 BODIPY – znakowanie materiałów lipidowych 

BODIPY (4,4-difluoro-3a,4a-diaza-s-indacen) jest stosowany do znakowania i 

wizualizacji lipidów. Narządy wyizolowane od zwierząt z wszystkich grup 

doświadczalnych, bez utrwalania, barwiono 20 μl/ml roztworem roboczym BODIPY (30 

min, RT, w ciemności), przygotowanym zgodnie z protokołem producenta. Po 

przepłukaniu materiału w buforze TBS, był on dodatkowo barwiony odczynnikiem DAPI 

w celu wizualizacji jąder komórkowych (1 μg/ml, 30 min, RT, w ciemności). Narządy 

badano przy użyciu mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV1000 i laserów 

argonowych: laserów 405 nm (wykrywanie DAPI) i 559 nm (wykrywanie BODIPY). 

 

6.2.2.4 TUNEL assay – detekcja apoptozy 

Test TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red; Roche) to metoda służąca 

do wykrywania pęknięć w DNA, charakterystycznych dla apoptozy. Wyizolowane 

narządy utrwalano w 4% paraformaldehydzie przez 1 h w temperaturze pokojowej (RT), 

a następnie przygotowywano zgodnie z protokołem producenta i metodą opisaną w 

Poprawa i in. (2022). Po wybarwieniu narządów mieszaniną reakcyjną TUNEL 

znakowano je 1 μg/ml DAPI (30 min, RT) w celu wizualizacji jąder komórkowych. 

Materiał badano przy użyciu konfokalnego mikroskopu skaningowego Olympus 

FluoView FV3000. Zastosowano następujące lasery: 405 nm dla barwnika DAPI i 561 

nm dla czerwonego barwnika TMR. Kontrole negatywne przeprowadzono zgodnie z 

protokołem producenta. 

 

6.2.2.5 Barwienie lizosomów CellLight-GFP 

Barwienie umożliwia znakowanie lizosomów zielonym białkiem fluorescencyjnym 

(GFP). Barwienie lizosomów techniką CellLight jest kluczowe w badaniach nad 

autofagią, gdyż lizosomy są ostatecznym miejscem niszczenia materiału komórkowego 

w żywych komórkach. Wyizolowane od zwierząt z wszystkich grup doświadczalnych 

narządy bez utrwalania barwiono odczynnikiem CellLight Lysosomes-GFP (Invitrogen, 

C10596) (24 h, RT, w ciemności) i przemywano buforem TBS (2 × 5 min, RT, w 

ciemności). Następnie narządy barwiono 1 μg/ml DAPI (30 min, RT, w ciemności). 

Materiał badano przy użyciu konfokalnego mikroskopu skaningowego Olympus 
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FluoView FV3000. Zastosowano następujące lasery: 405 nm dla barwnika DAPI i 488 

nm dla barwnika GFP. 

 

6.2.2.6 Barwienie JC-1 

Barwnik JC-1 jest fluorescencyjnym markerem do oznaczania potencjału błony 

mitochondrialnej w komórkach żywych. Przygotowane narządy, które wyizolowano ze 

wszystkich grup, inkubowano w ciemności z 5 μl 1,5 mM roztworu JC-1 w DMSO 

(99,97%, H2O < 0,1%) (przez 20 min, RT, w ciemności) bez utrwalania. Następnie 

materiał przemyto kilkakrotnie buforem PBS. Jądra komórkowe znakowano 1 μg/ml 

DAPI (30 min, RT, w ciemności). Materiał analizowano za pomocą konfokalnego 

mikroskopu skaningowego Olympus FluoView FV3000. Zastosowano następujące 

lasery: 405 nm dla barwnika DAPI oraz 488 nm dla barwnika JC-1. 

 

6.2.2.7 Barwienie ThiolTracker Violet 

ThiolTracker Violet jest powszechnie stosowany w analizie poziomu w komórkach 

zredukowanego glutationu (GSH) jako mechanizmu detoksykacji. Wykorzystywany jest 

do badania stresu oksydacyjnego w wyniku obserwacji zmian w obrębie poziomu 

wewnątrzkomórkowego GSH. Barwnik łączy się ze zredukowanym GSH, dając zieloną 

fluorescencję. Spadek poziomu zredukowanego GSH wiąże się ze zmniejszeniem 

intensywności fluorescencji i informuje o wzroście stresu oksydacyjnego. Uzyskane 

podczas sekcji narządy barwiono odczynnikiem ThiolTracker Violet (10 μM) zgodnie z 

protokołem producenta (chromeextension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://a

ssets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/mp10095.pdf) i DAPI (1 μg/ml, 30 

min, RT, w ciemności). Po przemyciu materiału PBS zbadano go za pomocą 

konfokalnego mikroskopu skaningowego Olympus FluoView FV3000. Zastosowano 

następujące lasery: 405 nm dla barwnika DAPI oraz 405 nm dla ThiolTracker Violet. 

 

6.2.3 Analiza ilościowa – cytometria przepływowa 

Po izolacji narządów: jelita środkowego, ciała tłuszczowego i gruczołu przędnego, 

materiał został poddany mechanicznej fragmentacji i homogenizacji w buforze PBS/TBS 
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przy użyciu homogenizatora mechanicznego (BEAD BUG MICROTUBE 

HOMOGENIZER) w celu otrzymania zawiesiny komórek (Rost-Roszkowska i 

in., 2020b; Poprawa i in., 2022). Dla każdej z poniższych metod wykorzystano po 5 

osobników z każdej grupy badawczej (n=5). 

 

6.2.3.1 Muse Oxidative Stress Kit 

Zestaw Muse Oxidative Stress Kit (Merck Millipore, № MCH100111) służy do 

pomiaru stresu oksydacyjnego, umożliwia ilościowe pomiary komórek ROS-

pozytywnych. Procedurę przeprowadzono zgodnie z protokołem producenta, a pomiary 

wykonano przy użyciu analizatora komórek Muse (Millipore) (Włodarczyk i in., 2019). 

 

6.2.3.2 Muse Count & Viability Kit 

Zestaw Muse Count & Viability Kit (Merck Millipore, nr MCH100102) umożliwia 

ilościową analizę liczby komórek żywych w tkance przy użyciu analizatora komórek 

Muse. Procedurę przeprowadzono zgodnie z protokołem producenta (chrome-

extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://welcome.cytekbio.com/hubfs/A

mnis-and-Guava-Products/Muse-Count-&-Viability-Kit-RSP.pdf). 

 

6.2.3.3 Aneksyna V 

Zestaw zawierający aneksynę V wykorzystywany jest w analizie ilościowej komórek 

żywych, będących we wczesnym i późnym etapie apoptozy, oraz komórek 

nekrotycznych. Zawierając dwa barwniki, aneksynę V sprzężoną z FITC oraz jodek 

propydyny (PI) umożliwia rozróżnienie komórek nekrotycznych (aneksyna V-FITC–

/PI+) i komórek apoptotycznych (wczesna apoptoza: aneksyna V-FITC+/PI– lub późna 

apoptoza: aneksyna V-FITC+/PI+). Barwienie przygotowano zgodnie z protokołem 

(Rost-Roszkowska i in., 2020b; Mermer i in., 2026) i analizowano za pomocą cytometru 

przepływowego Beckman Coulter Instrument FC 500 z laserem argonowym o długości 

fali 488 nm. 
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6.2.3.4 Muse Multi-Color DNA Damage Kit  

Muse Multi-Color DNA Damage Kit (Cytek, SKU MCH200107) umożliwia 

wykrywanie uszkodzeń DNA. Analizę ilościową przeprowadzono zgodnie z procedurą 

przedstawioną w protokole producenta (https://welcome.cytekbio.com/hubfs/Amnis-

and-Guava-Products/muse-multi-color-dna-damage-kit-rsp.pdf) i przeprowadzono przy 

użyciu analizatora komórek Muse. 

 

6.2.3.5 Muse MultiCaspase Kit 

Muse MultiCaspase Kit (Cytek, SKU MCH100109) służy do wykrywania aktywacji 

kaspaz i ich udziału w procesie śmierci komórkowej, dzięki któremu można różnicować 

komórki żywe kaspazo-negatywne, żywe/kaspazo-pozytywne, martwe/kaspazo-

pozytywne i martwe/kaspazo-negatywne. Analizę ilościową przeprowadzono zgodnie z 

procedurą przedstawioną w protokole producenta (https://welcome.cytekbio.com/hubfs/

Amnis-and-Guava-Products/Muse-MultiCaspase-Kit-QRC.pdf), a pomiary wykonano z 

wykorzystaniem analizatora Muse. 

 

6.2.3.6 Muse Bcl-2 Activation Dual Detection Kit  

Muse Bcl-2 Activation Dual Detection Kit (Cytek, SKU MCH200105) umożliwia 

ilościową analizę komórek, w których dochodzi do aktywacji białka Bcl-2 przy wykryciu 

dwóch przeciwciał: anty-Bcl-2-PECy5 oraz anty-fosfo-Bcl-2 (Ser70) -Alexa Fluor 555. 

Procedurę barwienia i przygotowania materiału do analiz wykonano zgodnie z procedurą 

opisaną w protokole producenta (https://cytekbio.com/products/muse-bcl-2-activation-

dual-detection-kit?variant=40651391008804). Pomiary wykonano przy użyciu 

analizatora komórek Muse. 

 

6.2.3.7 Zestaw Muse Cell Cycle Kit  

Muse Cell Cycle Kit (Cytek, SKU MCH100106) umożliwia ilościową analizę 

procentowej zawartości komórek w poszczególnych fazach cyklu komórkowego: G0/G1, 

S, G2/M. Wyizolowane narządy przygotowano do analizy przy użyciu cytometru 
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przepływowego MUSE zgodnie z protokołem zalecanym przez producenta 

(https://cytekbio.com/products/muse-cell-cycle-kit?variant=40651389927460). 

 

6.2.3.8 Stosunek ADP/ATP i zawartość ATP 

Zestaw do badania żywotności komórek ApoSENSOR TM ATP Bioluminescence 

Assay Kit (BioVision, nr K254 i zestaw do badania bioluminescencji ApoSENSOR 

ADP/ATP Ratio Bioluminescence Assay Kit (BioVision, nr K255) zastosowano zgodnie 

z protokołami producenta. Oznaczenie zawartości ATP oparto na reakcji oksydacyjnej 

dekarboksylacji lucyferyny katalizowanej przez lucyferazę. Natężenie światła mierzone 

metodą luminometryczną przy długości fali 562 nm jest proporcjonalne do zawartości 

ATP w badanej próbce. Poziom ADP mierzono poprzez jego konwersję do ATP, którą 

wykryto za pomocą tej samej reakcji. Stężenie ATP w materiałach obliczono na podstawie 

krzywej standardowej, którą przygotowano przy użyciu standardu ATP dostarczonego w 

zestawie. Wyniki wyrażono jako nmol ATP ∙ mg− 1 białko. 

Zawartość białka mierzono według Bradforda (1976), stosując jako standard albuminę 

bydlęcą (zawartość białka > 95%, Fluka). 

 

6.2.3.9 Analiza statystyczna 

Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem programu STATISTICA 

13.3 (TIBCO Software Inc., USA). Przed wykonaniem analiz oceniono spełnienie 

założeń testów parametrycznych. Normalność rozkładu danych weryfikowano za pomocą 

testu Shapiro–Wilka, natomiast jednorodność wariancji oceniano testem Levene’a. W 

celu określenia wpływu badanych czynników na poziom analizowanych parametrów 

przeprowadzono jedno- i dwuczynnikową analizę wariancji (ANOVA) oraz w przypadku 

jednoczesnej analizy wielu zmiennych zależnych, wielowymiarową analizę wariancji 

(MANOVA). Po stwierdzeniu istotnego wpływu analizowanych czynników wykonano 

porównania post hoc z wykorzystaniem testów Tukey’a lub LSD (Least Significant 

Difference). Różnice pomiędzy grupą kontrolną i eksperymentalną oceniano za pomocą 

testu t-Studenta dla prób niezależnych. Zależności pomiędzy analizowanymi 

parametrami określano na podstawie analizy korelacji Pearsona oraz analizy regresji 
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wielokrotnej. Wszystkie wyniki przedstawiono jako średnie ± odchylenie standardowe 

(SD). Za istotne statystycznie uznawano różnice przy poziomie istotności P < 0,05. 

 

W celu usystematyzowania opisanych technik, wszystkie zastosowane metody 

badawcze podsumowano w Tabeli 2. 

 

Tabela 2. Zestawienie zastosowanych metod badawczych 

Cel analizy Zastosowane metody Technika badawcza 

Analiza ultrastrukturalna 
• Barwienie 

skrawków 

półcienkich 

• Kontrastowanie 

skrawków 

ultracienkich 

• Mikroskopia 

świetlna 

• Transmisyjna 

mikroskopia 

elektronowa 

(TEM) 

Analiza śmierci 

komórkowej i uszkodzeń 

DNA 

• Test TUNEL 

• Aneksyna V 

• Muse MultiCaspase 

Kit 

• Muse Bcl-2 

Activation Dual 

Detection Kit 

• Muse Multi-Color 

DNA Damage Kit 

• Mikroskopia 

konfokalna 

• Cytometria 

przepływowa 

Analiza stresu 

oksydacyjnego 

• Dihydroetydyna 

(DHE) 

• ThiolTracker Violet 

• Muse Oxidative 

Stress Kit 

• Mikroskopia 

konfokalna 

• Cytometria 

przepływowa 

Analiza żywotności i 

cyklu komórkowego 

• Muse Count & 

Viability Kit 

• Cytometria 

przepływowa 
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• Muse Cell Cycle Kit 

Analiza silnie kwaśnych 

struktur 

wewnątrzkomórkowych 

oraz lipidów 

• LysoTracker Red 

(LTR) 

• CellLight-GFP  

• BODIPY 

• Mikroskopia 

konfokalna 

Analiza mitochondrialna 

oraz zmian w poziomie 

ATP 

• Barwienie JC-1 

• ApoSENSOR ATP / 

ADP/ATP Ratio 

Bioluminescence 

Assay Kit 

• Mikroskopia 

konfokalna 

• Luminometria 

Źródło: opracowanie własne 

 

7. Wyniki i dyskusja 

Rost-Roszkowska, M., Mermer, P., Chajec, Ł., Sosinka, A., Wilczek, G., Student, S., 

Wrońska, A., Karnówka, O. (2024). Consumption of polypropylene caused some 

ultrastructural and physiological changes in some tissues of Galleria 

mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvae. The European Zoological Journal, 91(1), 

213–234. https://doi.org/10.1080/24750263.2024.2308529 

W pierwszych etapach eksperymentu, oceniono, czy larwy G. mellonella są 

zdolne do trawienia woreczków polipropylenowych (PP). W tym celu zważono woreczki 

przed oraz po 24 h i 48 h eksperymentu, a także wykonano im zdjęcia przed rozpoczęciem 

i po zakończeniu eksperymentu. Zarówno waga, jak i obraz fotograficzny wskazywały, 

iż larwy badanego gatunku są zdolne do konsumpcji PP. Kolejnym etapem eksperymentu 

była ocena przeżywalności larw karmionych PP. W tym celu liczono osobniki dorosłe, 

które rozwinęły się z larw karmionych workami PP. Liczby te porównywano z liczbą 

osobników dorosłych, rozwijających się z larw karmionych standardową pożywką 

(zgodnie z Sehnal, 1966). Wyniki ukazały, że przeżywalność osobników jest wysoka i na 

zbliżonym poziomie w grupie eksperymentalnej i kontrolnej. Inne dane literaturowe także 

donoszą o zdolności spożycia przez larwy G. mellonella tworzyw sztucznych, w tym 

także PP. W artykule Barrionuevo i in. (2022) autorzy opisują różnicę w wadze próbek 

PP przed podaniem ich larwom, a następnie rejestrują ubytek ich masy po eksperymencie, 
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wynikający z konsumpcji. Utratę masy wyrażano następnie w ujęciu procentowym. 

Autorzy monitorowali larwy aż do osiągnięcia przez nie stadium dorosłego. Ich badanie 

potwierdziło także wyniki przeżywalności larw. W ich analizie larwy mogły dojść do 

stadium poczwarki i przekształcić się w dorosłe ćmy.  

W celu weryfikacji postawionej hipotezy badawczej H1 dotyczącej wpływu diety 

opartej na PP na ultrastrukturę wybranych narządów larw G. mellonella, przeprowadzono 

analizy w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM). Analizy polegały na 

preparacji trzech narządów: jelita środkowego, gruczołu przędnego oraz ciała 

tłuszczowego i analizie zmian w ultrastrukturze komórek wspomnianych narządów. 

Porównywano zmiany w komórkach grup kontrolnych (G0-C oraz G0-S) wraz z 

ultrastrukturą komórek grup eksperymentalnych (G0-24 i G0-48). Nabłonek jelita 

środkowego badanego gatunku tworzony jest przez nabłonek wielorzędowy, w którym 

wyróżnić można komórki trawienne, kubkowe, endokrynowe oraz regeneracyjne (Rost-

Roszkowska i in., 2024; El-Samad i in., 2025). W przypadku przeprowadzonego 

eksperymentu, w ultrastrukturze komórek tworzących nabłonek jelita środkowego w 

grupach G0-C oraz G0-S, nie wykazano różnic na poziomie ultrastrukturalnym. W 

grupach eksperymentalnych G0-24 oraz G0-48 zaobserwowano zwiększenie liczby 

struktur autofagicznych (autofagosomy, autolizosomy, ciałka resztkowe) w szczytowej 

części cytoplazmy komórek trawiennych. Dodatkowo w grupie G0-48 zaobserwowano 

większą liczbę wakuol oraz struktur autofagicznych niż w grupie G0-24. Nie 

zaobserwowano natomiast innych zmian w obrębie cytoplazmy oraz organelli 

komórkowych. Gruczoł przędny to narząd parzysty zbudowany z trzech regionów: 

przedniego (ASG), środkowego (MSG) oraz tylnego (PSG). W ostatnim stadium 

larwalnym produkuje wydzielinę tworzącą kokon, w którym następnie rozwija się 

poczwarka. Zbudowany jest z dużych komórek poliploidalnych (Aidells i in., 1971). Do 

analizy w TEM gruczołu przędnego wykorzystano jego środkowy obszar (MSG). W 

ultrastrukturze komórek MSG grupy G0-S i G0-C nie zaobserwowano żadnych różnic. 

W grupie G0-24 w porównaniu z grupą kontrolną i głodzoną (G0-C i G0-S) 

zaobserwowano wzrost liczby struktur autofagicznych. W grupie G0-48 zaobserwowano 

sporadyczne wakuole o jasnym elektronowo wnętrzu i liczne autofagosomy. Innych 

zmian na poziomie ultrastrukturalnym nie wykazano. Ciało tłuszczowe G. mellonella, 

podobnie jak u innych przedstawicieli Lepidoptera, jest narządem o budowie płatowej, 

które tworzone jest w głównej mierze przez trofocyty (adipocyty) oraz sporadycznie 
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występujące między nimi oenocyty (Chobotow i Strachecka, 2013; Skowronek i in., 

2021). W przypadku analizy ultrastrukturalnej ciała tłuszczowego, w grupach 

eksperymentalnych G0-24 i G0-48 nie wykazano zmian degeneracyjnych w porównaniu 

do grup kontrolnych (G0-C i G0-S). Wykazano jednak wzrost liczby struktur 

autofagicznych, zarówno w grupie G0-24, jak i w grupie G0-48. Przeprowadzone analizy 

ultrastrukturalne wskazują, że karmienie larw G. mellonella PP nie powoduje w 

organizmie ostrych zmian degeneracyjnych w badanych narządach. Analiza z 

wykorzystaniem TEM nie wykryła zmian o charakterze apoptotycznym, czy 

nekrotycznym w grupach eksperymentalnych, karmionych PP (G0-24 i G0-48). Te 

wyniki wskazują na odporność larw barciaka większego na spożywanie tworzyw 

sztucznych i ich wysoką tolerancję na ten ksenobiotyk. Wyniki te potwierdzają także 

wyniki innych badaczy, w których wykazano zdolność przez gąsienice barciaka 

większego do trawienia innych tworzyw sztucznych. Autorzy wskazali, że osobniki są w 

stanie przetrwać na diecie opartej jedynie na tworzywach sztucznych, w tym polietylenie 

(PE), czy polistyrenie (PS). Wykazali także, że taka dieta nie doprowadza do zwiększonej 

śmiertelności czy uszkodzeń komórkowych (Bombelli i in., 2017; Barrionuevo i in., 

2022). Z badań przeze mnie przeprowadzonych wynika, że głównym mechanizmem 

ochronnym w badanych narządach był wyraźny wzrost liczby struktur autofagicznych 

oraz wzmożona wakuolizacja komórek. Liczba struktur autofagicznych oraz 

wakuolizacja były tym silniejsze, im większy był czas ekspozycji na PP (co było 

szczególnie widoczne w grupie G0-48). Autofagia to proces, który może być 

uruchamiany w odpowiedzi na różne stresory, w tym obecność ksenobiotyków, takich jak 

PP. Wartym podkreślenia jest fakt, że w grupie głodzonej (G0-S) nie pojawiły się żadne 

różnice na poziomie ultrastrukturalnym w porównaniu do grupy kontrolnej (G0-C). 

Wynik ten umożliwia wykazanie, braku związku intensyfikacji autofagii z deficytem 

substancji odżywczych. Wyniki wskazują, że wzrost intensywności autofagii jest 

podyktowany koniecznością ochrony organizmu w związku z trawieniem polipropylenu. 

Jelito środkowe, stanowi pierwszą barierę oraz główne miejsce trawienia i wchłaniania 

spożytego pokarmu. Wzrost liczby struktur autofagicznych w szczytowej części 

cytoplazmy komórek trawiennych tego narządu może świadczyć o zwiększonych 

procesach usuwania uszkodzonych organelli czy białek. Jak wykazano w innych 

badaniach na G. mellonella, kontakt z silnymi czynnikami stresowymi – ksenobiotyki, 

patogeny czy stres oksydacyjny, doprowadza do indukcji autofagii. Uruchomienie tego 

mechanizmu pozwala na usuwanie uszkodzonych struktur wewnątrzkomórkowych, 
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takich jak organelle czy białka i stanowi strategię obronną, która zapobiega obumarciu 

komórek (Kazek i in., 2020). Zwiększoną liczbę struktur autofagicznych odnotowano 

również w komórkach MSG gruczołu przędnego, co również może wskazywać na 

intensyfikację procesów ochronnych. Tę samą intensyfikację odnotowano w trofocytach 

ciała tłuszczowego. Ciało tłuszczowe owadów jest odpowiednikiem funkcjonalnym 

wątroby kręgowców. Stąd jest centrum metabolizmu energetycznego i detoksykacji 

(Lemoine i in., 2020). Zwiększenie liczby struktur autofagicznych w trofocytach i brak 

innych zmian zwyrodnieniowych, jak nekroza, umożliwia postawienie hipotezy, że 

komórki te radzą sobie ze stresem związanym ze spożyciem tworzyw sztucznych. 

Uruchomienie takich procesów, umożliwia przeżycie organizmom, co zaobserwowano u 

larw G. mellonella żerujących na polietylenie (Lemoine i in., 2020). Autofagia jest zatem 

sposobem na przetrwanie dla wielu organizmów znajdujących się w różnych sytuacjach 

stresowych, co potwierdzają liczne badania (Klionsky i Emr, 2000; Rost-Roszkowska i 

in., 2018; Rost-Roszkowska i in., 2019). Zebrane dane ultrastrukturalne sugerują, że 

konsumpcja PP może stanowić dla larw G. mellonella czynnik stresowy na poziomie 

komórkowym. Jednak gatunek ten posiada efektywne mechanizmy adaptacyjne 

(autofagię, wakuolizację), które umożliwiają osobnikom przetrwanie przy podaży PP i 

zabezpieczenie się przed zmianami nekrotycznymi. Analiza wpływu diety opartej na PP 

na ultrastrukturę głównych organelli G. mellonella stanowiło podstawę dla dalszych 

analiz, w których skupiono się na wpływie PP na procesy śmierci komórkowej, czy na 

zmiany poziomu ROS w komórkach, a tym samym na ewentualnej aktywacji stanu stresu 

oksydacyjnego.  

W celu analizy silnie kwaśnych struktur wewnątrzkomórkowych oraz lipidów 

wykorzystano metody jakościowe - mikroskopię konfokalną (barwienie LysoTracker Red 

oraz barwienie odczynnikiem BODIPY). Do oceny żywotności komórek zastosowano 

metody ilościowe - cytometrię przepływową (zestaw Muse Count & Viability Kit). W 

obrębie jelita środkowego, mikroskopia konfokalna potwierdziła obserwacje mikroskopii 

elektronowej. Zaobserwowano wzrost liczby struktur autofagicznych jako struktur silnie 

kwaśnych, przy czym wzrost intensywności emitowanych sygnałów z nich pochodzących 

był widoczny wraz ze wzrostem czasu ekspozycji na PP. W grupach G0-C i G0-S nie 

stwierdzono istotnych różnic. W obrębie gruczołu przędnego, mikroskopia konfokalna 

także wykazała wzrost sygnałów emitowanych przez silnie kwaśne organella w grupie 

G0-24, jednak w grupie G0-48, nastąpił spadek intensywności tych sygnałów. W grupach 
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G0-C i G0-S nie stwierdzono istotnych różnic. W przypadku ciała tłuszczowego wraz ze 

wzrostem czasu ekspozycji na PP także dochodzi do zwiększenia intensywności 

autofagii. Wykazano niewielki wzrost poziomu sygnałów emitowanych przez kwaśne 

struktury w grupie G0-S. Analiza z wykorzystaniem cytometrii przepływowej 

zobrazowała wysoki poziom żywotności komórek w grupach kontrolnych wszystkich 

analizowanych narządów. W obrębie ciała tłuszczowego oraz gruczołu przędnego 

zaobserwowano istotny spadek żywotności w grupach G0-48 w porównaniu z grupami 

G0-C i G0-S. Zależności tej nie wykazano dla jelita środkowego, a więc w tym narządzie 

poziom żywych komórek w grupie G0-24 był wyższy niż w grupie G0-C, natomiast w 

grupie G0-48 był zbliżony do grupy G0-C. Odsetek żywych komórek w grupie G0-S nie 

różnił się od grupy G0-C w przypadku gruczołu przędnego. Natomiast w jelicie 

środkowym i ciele tłuszczowym odsetek ten w grupie G0-S był zbliżony do grupy G0-

24, nie zaś do G0-C. Uzyskane wyniki wskazują na złożoną, wysoce specyficzną dla 

danej tkanki reakcję larw G. mellonella na stres indukowany dietą opartą na PP. Dane 

literaturowe podkreślają, że spożycie plastiku ma wpływ na organizmy i może prowadzić 

do: stresu oksydacyjnego (spowodowanego nadmierną produkcją ROS), zmian w obrębie 

metabolizmu lipidów, zaburzeń w ich funkcjonowaniu, a także do aktywacji procesów 

związanych z autofagią (Kadac-Czapska i in., 2024; Kovacsi in., 2025; Wang i in., 2025). 

Otrzymane wyniki zarówno z analiz jakościowych, jak i ilościowych potwierdzają te 

doniesienia, ukazując zmiany mające miejsce po spożyciu PP. 

Zgodnie z hipotezą badawczą H2, w obrębie wszystkich badanych organelli 

zaobserwowano wzrost intensyfikacji autofagii, co przyczynia się do detoksykacji tych 

narządów po spożyciu PP. Jelito środkowe stanowi pierwszą barierę kontaktu ze 

spożytym ksenobiotykiem (w tym przypadku PP), z tego powodu jest miejscem, w 

którym reakcje na uszkodzenia zachodzą w pierwszej kolejności. Zarówno mikroskopia 

konfokalna, jak i elektronowa wykazały w obrębie jelita środkowego wzrost liczby 

struktur autofagicznych i nasilenie emitowanych sygnałów kwaśnych organelli wraz z 

czasem ekspozycji na PP. Warte uwagi są również wyniki z cytometrii przepływowej, 

które ukazują niski odsetek martwych komórek. Wyniki te wraz z wynikami z analiz 

jakościowych sugerują, że w obrębie jelita środkowego dochodzi do silnej aktywacji 

autofagii, która zabezpiecza przed nekrozą. Z uwagi na to, można wnioskować, że 

autofagia w jelicie środkowym pełni funkcję silnie cytoochronną i adaptacyjną.  
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Silnie ochronna rola autofagii w jelicie środkowym, połączona z wysoką 

żywotnością komórkową wskazuje, że jelito jest narządem najbardziej chronionym ze 

wszystkich badanych. Zatem zgodnie z założeniem hipotezy badawczej H3, jelito 

środkowe G. mellonella może być traktowane jako narząd, w którym zmiany 

cytotoksyczne zachodzą najintensywniej, w celu ochronnym. Jak wiadomo, autofagia 

służy eliminacji m.in. uszkodzonych organelli, a to chroni komórki przed wejściem na 

szlak apoptozy czy nekrozy (Klionsky i Emr, 2000; Franzetti i in., 2012; Gunay i 

Goncu, 2021). Ciało tłuszczowe pełni głównie funkcję centrum metabolicznego i 

energetycznego u G. mellonella. W tym narządzie także zaobserwowano wzrost autofagii, 

jednak towarzyszył mu również znaczny spadek żywotności komórek, szczególnie w 

grupie G0-48 w porównaniu do grup kontrolnych. Podobne wyniki zaobserwowano także 

w innych danych literaturowych, gdzie wykazano, że spożywanie polimerów tworzyw 

sztucznych powoduje zaburzenie rezerw lipidowych (Zheng i in., 2024). Niewielki 

wzrost sygnałów emitowanych przez silnie kwaśne struktury obserwowany w grupie G0-

S może być fizjologiczną odpowiedzią na brak pożywienia (lipofagia). Odsetek żywych 

komórek w grupie G0-S był jednak na wysokim poziomie, co zaprzecza hipotezie, jakoby 

deficyt żywieniowy mógł być odpowiedzialny za zmniejszoną żywotność komórek. 

Zatem ta zmniejszona żywotność komórek jest następstwem spożytego PP. Gruczoł 

przędny jest narządem, który nie jest w sposób bezpośredni zaangażowany w proces 

trawienia. Mikroskopia konfokalna wykazała początkowy wzrost sygnałów kwaśnych 

organelli (G0-24), po których nastąpił spadek ich intensywności w grupie G0-48. Analiza 

cytometryczna także wykazała spadek żywotności komórek w grupie G0-24 i G0-48. 

Sugeruje to, że w obrębie gruczołu przędnego mechanizmy obronne nie działają tak 

efektywnie jak w przypadku jelita środkowego. Początkowe nasilenie autofagii i 

zwiększenie sygnałów pochodzących od silnie kwaśnych struktur (po 24 h 

eksperymentu), mają chronić komórki narządu przed negatywnym skutkiem spożycia PP, 

jednak po 48 godzinach mechanizmy te stają się niewystarczające. W przypadku gruczołu 

przędnego, podobnie jak w przypadku ciała tłuszczowego, nie wykazano różnic w 

żywotności między grupą głodzoną (G0-S) a kontrolną (G0-C). Fakt ten wyklucza wpływ 

braku pokarmu na przeżywalność komórkową. Tak więc, podsumowując porównanie 

żywotności komórek z aktywacją autofagii, można stwierdzić, że przeprowadzone 

analizy ilościowe i jakościowe wykazały, że cytoochronna rola autofagii jest 

najskuteczniejsza w jelicie środkowym, w porównaniu z pozostałymi badanymi 

narządami. Wzrost liczby martwych komórek po 48 godzinach spożywania PP może być 
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jednak wywołany innymi czynnikami niż PP, a mianowicie fizjologicznymi zmianami 

zachodzącymi w ciele larw przed wejściem w stadium poczwarki. Badania, jak 

wspomniano wcześniej, prowadzono na ostatnim 7. stadium, trwającym około 8 dni 

(Desai i in., 2019; Wojda i in., 2020). Ważne więc było przeprowadzenie dalszych analiz 

związanych z analizą aktywacji konkretnego typu śmierci komórkowej, czego dotyczyły 

badania omawiane w kolejnej publikacji (Mermer i in., 2026). 

W obrębie niniejszej publikacji opisano i omówiono także wyniki związane ze 

zmianami poziomu reaktywnych form tlenu w komórkach badanych narządów, co 

związane było z weryfikacją hipotezy badawczej H4. W tym celu wykorzystano techniki 

mikroskopii konfokalnej (barwienie odczynnikiem DHE) oraz cytometrii przepływowej 

(Muse Oxidative Stress Kit). Mikroskopia konfokalna w obrębie jelita środkowego 

wykazała występowanie sygnałów emitowanych przez komórki ROS+ wzdłuż całej jego 

długości, a także na całej powierzchni ciała tłuszczowego i gruczołu przędnego we 

wszystkich badanych grupach. Cytometria przepływowa potwierdziła obserwację 

mikroskopii konfokalnej. W jelicie środkowym poziom komórek ROS+ wzrósł w grupie 

G0-24, a następnie po 48 h eksperymentu spadł, przy czym poziom komórek ROS-

pozytywnych był najniższy w grupach G0-C i G0-S. W gruczole przędnym w obrębie 

grup G0-C, G0-S i G0-24 nie zaobserwowano istotnych statystycznie różnic, natomiast 

w grupie G0-48, poziom komórek ROS+ był najniższy. W przypadku ciała tłuszczowego, 

w grupach G0-S, G0-24 i G0-48, poziom komórek ROS+ był niższy niż w grupie G0-C. 

Analiza jakościowa i ilościowa poziomu komórek ROS+ ukazuje zróżnicowaną, 

odpowiedź w poszczególnych narządach. Wyniki te korelują z danymi literaturowymi, 

sugerującymi, że jelito środkowe jest najbardziej wrażliwe na ksenobiotyki (Leonard i 

in., 2009; Janeh i in., 2019). Tak więc wyniki badań przeprowadzonych na G. mellonella 

wyraźnie wskazują, że jelito jako narząd pierwszego kontaktu, jest najbardziej narażone 

na uszkodzenia powodowane spożywanymi cząstkami tworzyw polimerowych i 

zachodzące w obrębie niego zmiany są najintensywniejsze. Badania z zakresu stresu 

oksydacyjnego wskazują, że początkowy wzrost ROS w organizmie narażonym na stres, 

indukuje enzymy: dysmutazę ponadtlenkową (SOD), katalazę (CAT), transferazę 

glutationową (GST). Te neutralizują nadmiar wytworzonych ROS, chroniąc tkankę przed 

nieodwracalnym uszkodzeniem (Ighodaro i Akinloye, 2018). Z przeprowadzonych analiz 

wyraźnie widać, że poziom ROS w badanych narządach spadał, a obniżenie poziomu 

ROS może wskazywać na zmiany zachodzące w mitochondriach, ponieważ mitochondria 

43:4666065010



40 

 

są głównym miejscem powstawania ROS (Sarniak i in., 2016). Spadek poziomu komórek 

ROS+ może więc świadczyć o prawidłowo działających mechanizmach neutralizujących 

wolne rodniki.  

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy skłoniły mnie do przeprowadzenia 

dalszych analiz, których wyniki pozwoliły zweryfikować kolejne hipotezy badawcze.  

 

Mermer, P., Chajec, Ł., Wilczek, G. et al. Interplay between different cytotoxic 

parameters in Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with 

polypropylene. Sci Rep 16, 3840 (2026). https://doi.org/10.1038/s41598-025-33911-w 

W związku z wykazaniem w pierwszej publikacji (Rost-Roszkowska i in., 2024) 

wyników sugerujących, że u G. mellonella po spożyciu PP nie dochodzi do zmian 

degeneracyjnych w obrębie badanych narządów można wysnuć wnioski, że osobniki te 

mogą być potencjalnie wykorzystane jako organizmy do biodegradacji tworzyw 

sztucznych. Brak wyraźnych zmian w kluczowych organellach larw barciaka większego 

sugeruje, że organizmy te posiadają mechanizmy adaptacyjne, umożliwiające im 

zachowanie homeostazy komórkowej, nawet przy stałej podaży tworzywa sztucznego, co 

czyni je obiecującym modelem w badaniach nad biodegradacją tworzyw polimerowych 

(Bombelli i in., 2017).  

  W celu dodatkowej weryfikacji hipotezy badawczej H2 wykonano barwienie 

ThiolTracker Violet w mikroskopie konfokalnym. Barwienie ThiolTracker Violet jest 

stosowane do wykrywania grup tiolowych, głównie do określania poziomu 

komórkowego zredukowanego glutationu (GSH) (Thermo Fisher Scientific) i jest 

opisywane jako mechanizm detoksykacji organizmu (H2). Barwienie ThiolTracker Violet 

wykazało wzrost poziomu zredukowanego glutationu (GSH) we wszystkich trzech 

narządach w grupach G0-24, jednak wraz z wydłużającym się czasem spożywania PP 

pojawił się jego spadek we wszystkich narządach (G0-48). GSH (γ-glutamylo-cysteinylo-

glicyna) to przeciwutleniacz, który bierze udział w regulacji przepuszczalności błony 

mitochondrialnej. Zlokalizowany jest m.in. w mitochondriach (Ribas, 2014). Wysoki 

poziom zredukowanej formy GSH we wszystkich narządach w grupach G0-24 świadczy 

o aktywacji systemów obronnych i próbie neutralizacji ROS wytwarzanych w wyniku 

spożycia PP. GSH pełni funkcje fizjologiczne, ochronne, zabezpiecza komórki przed 

wolnymi rodnikami (Liu i in., 2022). Późniejszy spadek poziomu redukowanej formy 
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GSH w grupach G0-48 może sugerować wyczerpanie jego rezerw i może przyczyniać się 

do wywołania stresu oksydacyjnego (Lushchak, 2011). Analiza stanu oksydacyjnego 

organów umożliwia poznanie informacji dotyczących kosztu adaptacji G. mellonella do 

obecności PP jako źródła pokarmu. Uzyskane wyniki wskazują, że choć morfologia 

tkanek na poziomie ultrastrukturalnym pozostaje relatywnie zachowana, spożyty PP 

może wpływać na gospodarkę oksydacyjną organizmu.  

  Dla dogłębnej weryfikacji hipotezy H4 analizowano w mikroskopie konfokalnym 

struktury komórkowe wybarwione barwnikiem JC-1, a także poddano je analizie za 

pomocą cytometrii przepływowej. Obserwacja w mikroskopie konfokalnym z użyciem 

odczynnika JC-1 wykazała, że w obrębie ciała tłuszczowego i jelita środkowego 

wzrastała liczba zielonych sygnałów emitowanych przez nieaktywne mitochondria w 

grupach badawczych. Natomiast w obrębie gruczołu przędnego nie zaobserwowano 

zmian w emitowanych sygnałach. Wzrost liczby zielonych sygnałów jest związany ze 

zmianami w potencjale błonowym mitochondriów (Cossarizza i in., 1993). Brak 

wykazanych zmian w obrębie gruczołu przędnego może sugerować wysoką odporność 

metaboliczną tego narządu, jego powodem może być inna funkcjonalność organu oraz 

niższa ekspozycja na PP. Analizy mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem barwnika 

JC-1 pozwoliły wykazać depolaryzację błon mitochondrialnych w obrębie ciała 

tłuszczowego i jelita środkowego. Nie odnotowano zmian w gruczole przędnym. 

Porównując wyniki opisanych powyżej badań, można stwierdzić, że wzrost poziomu 

komórkowego zredukowanego glutationu (GSH) po 24 godzinach od spożycia PP chroni 

mitochondria, lecz przy dłuższej ekspozycji na PP (G0-48) jego poziom spada, co 

sugeruje, że jest niewystarczający do ochrony mitochondriów przy dłuższym czasie 

narażenia na ksenobiotyk (Mari i in., 2009; Kozlov i in., 2024). W badaniach 

wykorzystano także luminometryczne oznaczanie poziomu ATP w badanych narządach. 

W przypadku ciała tłuszczowego poziom ATP uległ obniżeniu, w jelicie środkowym 

obniżenie ATP było statystycznie nieistotne, natomiast w gruczole przędnym nie 

zaobserwowano żadnych zmian w obrębie tego parametru. Stres metaboliczny 

doprowadza do zmniejszenia poziomu ATP i wzrostu AMP w komórce (Polewska, 2012). 

Spadek poziomu ATP, szczególnie widoczny w obrębie ciała tłuszczowego, potwierdza, 

że PP indukuje deficyt energetyczny. Ciało tłuszczowe owadów stanowi centrum 

metaboliczne, będące odpowiednikiem ludzkiej wątroby i jest wysoce wrażliwe na 

zaburzenia homeostazy (Arrese i Soulages, 2010). Jednak pomimo obniżenia poziomu 
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ATP szczególnie w ciele tłuszczowym, stosunek ATP/ADP pozostał stabilny. Stosunek 

ten stanowi jeden z podstawowych parametrów charakteryzujących status energetyczny 

komórki.  

  Te pierwsze wyniki były podstawą do kolejnej, wnikliwiej analizy 

cytotoksyczności pojawiającej się (lub nie) w organizmie po spożyciu tworzyw 

sztucznych. Wykonano zatem serię badań, aby dokładnie potwierdzić hipotezę badawczą 

H5. W tym celu wykonano analizę z użyciem odczynnika TUNEL w mikroskopie 

konfokalnym. Test TUNEL wykazał nieznaczny wzrost sygnałów jąder apoptotycznych 

w grupie G0-48 jelita środkowego na całej długości narządu. Spośród metod ilościowych 

dla weryfikacji hipotezy H5, wykorzystano zestaw Annexin V-FITC Apoptosis Detection 

Kit, Muse MultiCaspase Kit oraz Muse Bcl-2 Activation Dual Detection Kit. Analizy za 

pomocą zestawu Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit wykazały najwyższy odsetek 

wczesnych zmian apoptotycznych w obrębie ciała tłuszczowego. W ciele tłuszczowym i 

gruczole przędnym nie wykazano zmian w liczbie komórek późnoapoptotycznych po 

ekspozycji na PP. W gruczole przędnym odsetek komórek nekrotycznych był najniższy 

w grupie G0-24, w ciele tłuszczowym odsetek tych komórek najniższy był w grupie G0-

48. Nieco inaczej sytuacja wyglądała w jelicie środkowym. W obrębie tego narządu 

zaobserwowano znaczny wzrost liczby komórek późnoapoptotycznych w grupie G0-S, 

najwyższy odsetek komórek nekrotycznych występował w grupie G0-24. W 

przeciwieństwie do jelita środkowego, ciało tłuszczowe i gruczoł przędny wykazały 

znacznie mniejszą wrażliwość na PP. Analizy za pomocą zestawu Muse MultiCaspase Kit 

wykazały dla jelita środkowego najniższy odsetek komórek żywych w obrębie grupy G0-

48, natomiast w przypadku gruczołu przędnego i ciała tłuszczowego w grupie G0-S. 

Najwyższy odsetek żywych komórek kaspazo-pozytywnych dla jelita środkowego także 

wykazano dla grupy G0-48, podczas gdy w ciele tłuszczowym najwyższy był w grupie 

G0-S. W gruczole przędnym nie zaobserwowano zmian w obrębie poszczególnych grup. 

Wzrost liczby martwych komórek dodatnich pod względem kaspaz dla jelita środkowego 

był najwyższy w grupach G0-S i G0-48, w ciele tłuszczowym był najwyższy w grupie 

G0-S, natomiast dla gruczołu przędnego nie zaobserwowano zmian w obrębie 

poszczególnych grup. Odsetek komórek nekrotycznych w jelicie środkowym był 

najwyższy w grupie G0-S, natomiast w ciele tłuszczowym i gruczole przędnym nie 

zaobserwowano zmian w poszczególnych grupach. Cytometria przepływowa umożliwiła 

także przeprowadzenie analizy aktywacji białka Bcl-2 w komórkach wybranych 
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narządów. Jak wiadomo białko to ma działanie antyapoptotyczne poprzez blokowanie 

białek proapoptotycznych jak np. Bax, Bak (Adams i Cory, 1998; Youle i Strasser, 2008). 

Jak się okazuje, w jelicie środkowym w grupie G0-24 oraz w ciele tłuszczowym w grupie 

G0-48 doszło do wzrostu liczby komórek Bcl-2-pozytywnych, co świadczy o 

uruchomieniu tego białka w celu ochrony komórek przed śmiercią (Youle i Strasser, 

2008). W gruczole przędnym nie zaobserwowano żadnych zmian związanych z 

aktywacją białka Bcl-2. Analizy za pomocą zestawów Muse MultiCaspase Kit oraz Muse 

Bcl-2 Activation Dual Detection Kit dostarczają kluczowych informacji na temat 

molekularnej regulacji przeżywalności. Białka z rodziny Bcl-2 pełnią funkcję 

regulatorów szlaków zaangażowanych w apoptozę, hamując lub promując śmierć 

komórek (Reed, 1999). Obserwowany wzrost liczby komórek Bcl-2-pozytywnych w 

obrębie grupy G0-24 jelita środkowego i G0-48 ciała tłuszczowego sugeruje 

uruchomienie mechanizmów antyapoptotycznych. Nadekspresja białek Bcl-2 może 

hamować kaskadę kaspaz (Vaux i in., 1988; Youle i Strasser, 2008), co wyjaśnia, dlaczego 

pomimo obecności sygnałów apoptotycznych (reakcja TUNEL), nie dochodzi do 

masowej degeneracji tkanek. Najwyższy poziom komórek aktywnych pod względem 

kaspaz w grupie G0-48 w obrębie jelita środkowego, skorelowany z obecnością białka 

Bcl-2, sugeruje istnienie równowagi pomiędzy sygnałami śmierci komórkowej a 

przeżyciem organizmu. Dzięki temu zjawisku larwy G. mellonella mogą eliminować 

uszkodzone komórki przy jednoczesnym zachowaniu funkcjonalności organu.  

  Zastosowanie barwnika CellLight-GFP umożliwiło zaobserwowanie wzrostu siły 

sygnałów pochodzących z lizosomów wraz ze wzrostem ekspozycji na PP. Pomimo, że 

w pierwszej pracy wykorzystano barwienie LysoTracker Red, to wykorzystanie 

CellLight-GFP umożliwiło detekcję już tylko lizosomów aktywowanych w trakcie 

autofagii (LysoTracker Red barwi wszystkie silnie kwaśne struktury komórkowe). Jelito 

środkowe jest organem „pierwszego kontaktu” z pożywieniem, jest także głównym 

organem zaangażowanym w procesy trawienne, dlatego to właśnie tutaj zaobserwowano 

najbardziej dynamiczne zmiany cytotoksyczne. Zastosowanie testu TUNEL oraz 

barwienia CellLight-GFP pozwoliło na detekcję wczesnych sygnałów cytotoksycznego 

wpływu PP i stresu komórkowego. Niewielki wzrost sygnałów apoptotycznych oraz 

nasilenie aktywności lizosomów, zwiększające się wraz z czasem ekspozycji na PP 

sugeruje silniejszą autofagię (potwierdzenie wcześniejszych badań) skorelowaną ze 
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wzmożoną aktywnością lityczną komórki. Jest to typowa odpowiedź obronna nabłonka 

jelitowego środkowego owadów na czynniki zewnętrzne (Rost-Roszkowska i in., 2018). 

Aby zweryfikować hipotezę H6, zastosowano ilościową analizę liczby komórek 

badanych narządów będących w różnych fazach cyklu komórkowego: G0/G1, S oraz 

G2/M. W obrębie jelita środkowego zaobserwowano istotny wzrost liczby komórek 

znajdujących się w fazie S cyklu komórkowego w grupach badawczych G0-24 i G0-48, 

w porównaniu do grupy kontrolnej. W przypadku ciała tłuszczowego odsetek komórek 

znajdujących się w fazie S cyklu komórkowego był największy w grupie kontrolnej. W 

ciele tłuszczowym w grupie G0-48 odnotowano znaczny wzrost liczby komórek 

znajdujących się w fazie G2/M. W obrębie gruczołu przędnego, we wszystkich 

analizowanych grupach nie zaobserwowano istotnych różnic w ilości komórek 

znajdujących się w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Wzrost liczby komórek 

znajdujących się w fazie S w jelicie środkowym (grupy G0-24 i G0-48) wskazuje na 

wzrost intensywności syntezy DNA, co jest dowodem na aktywację proliferacji 

komórkowej (hipoteza H6). Zwiększenie liczby komórek w fazie S cyklu komórkowego 

wskazuje na intensyfikację procesów replikacji (Maya-Mendoza i in., 2010), a to na 

aktywację proliferacji komórek. Jak wiadomo organizm dąży do utrzymania homeostazy 

w narządach poprzez między innymi zwiększenie intensywności podziałów komórek 

(Hakim i in., 2010). 

Analiza ilościowa cyklu komórkowego jest także istotna dla weryfikacji hipotezy 

badawczej H7, jest bowiem elementem dostarczającym wyniki na zróżnicowaną 

odpowiedź poszczególnych narządów larw G. mellonella z uwagi na spożywany przez 

organizmy PP. Zróżnicowany rozkład liczby komórek w poszczególnych fazach cyklu w 

obrębie jelita środkowego i ciała tłuszczowego sugeruje obecność odmiennych 

mechanizmów obronnych i adaptacyjnych. W przypadku jelita środkowego obserwujemy 

wzrost liczby komórek znajdujących się w fazie S cyklu komórkowego. Dodatkowo 

wcześniejsze analizy potwierdziły aktywację białka Bcl-2 w komórkach jelita 

środkowego i wzrost poziomu komórkowego zredukowanego glutationu (GSH). Ocena 

uszkodzeń DNA za pomocą zestawu Muse Multi-Color DNA Damage Kit wykazała 

wzrost liczby komórek z całkowitymi uszkodzeniami DNA w grupie G0-24, jednak w 

grupie G0-48 nastąpił ich spadek do poziomu zbliżonego do grupy G0-C. Wynik ten 

świadczy o możliwości naprawy uszkodzeń wraz ze wzrostem czasu ekspozycji na PP. 

Omówione wyniki wskazują, że jelito środkowe jest organem, w którym zachodzą 
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intensywne i efektywne mechanizmy regeneracyjne. Uszkodzenia wywołane spożytym 

PP są naprawiane dzięki intensywnej proliferacji, hamowaniu zmian nekrotycznych oraz 

wydzielaniu antyoksydantów, które przeciwdziałają ROS i chronią przed stresem 

oksydacyjnym. Dodatkowo brak zmian w stężeniu ATP potwierdza energetyczną 

zdolność do sprostania kosztom naprawy komórkowej. W przypadku ciała tłuszczowego 

obserwujemy odmienne mechanizmy obronne. Wykazany wzrost liczby komórek w fazie 

G2/M świadczy o zahamowaniu podziałów mitotycznych. Wzrost liczby komórek w tej 

fazie często wynika z aktywacji tzw. checkpointu G2/M, który blokuje wejście w mitozę 

(Lockhead in., 2020). Zabezpieczenie przed wejściem w podział komórkowy może 

świadczyć o ochronie organu przed powielaniem błędów komórkowych w komórkach 

potomnych. Mechanizm ten umożliwia komórce naprawę błędów/uszkodzeń przed 

mitozą. Ocena uszkodzeń DNA za pomocą zestawu Muse Multi-Color DNA Damage Kit, 

podobnie jak w przypadku jelita środkowego także dostarczyła informacji o wzroście 

ilości komórek z całkowitymi uszkodzeniami DNA jedynie w grupie G0-24, w grupie 

G0-48 poziom uszkodzeń wrócił do wartości kontrolnych. Dodatkowo wydzielanie 

przeciwutleniaczy świadczy o zdolności do zapobiegania uszkodzeniom oksydacyjnym. 

W świetle wykazanych wyników, ciało tłuszczowe jest narządem, które zabezpiecza się 

przed negatywnymi skutkami PP i wchodzi w stan przetrwania komórki, zapobiegając 

powielaniu błędów do komórek potomnych podczas podziałów komórkowych. Zgodnie 

z obserwacjami innych autorów (Baihetiyaer i in., 2023; Kadac-Czapska i in., 2024) 

tworzywa sztuczne występujące w naturze mogą powodować nadmierne wytwarzanie 

ROS, doprowadzając do stanu stresu oksydacyjnego, czego następstwem mogą być 

uszkodzenia DNA, peroksydacja lipidów czy defekty lizosomalne. W przypadku 

gruczołu przędnego odnotowano jednak wzrost wydzielania antyoksydantów, które 

neutralizują ROS, przeciwdziałając wejściu w stan stresu oksydacyjnego. Test za pomocą 

zestawu Muse Multi-Color DNA Damage Kit nie wykazał wzrostu ilości komórek z 

całkowitymi uszkodzeniami DNA w grupach eksperymentalnych w porównaniu z 

grupami kontrolnymi. Brak obserwowanych uszkodzeń oraz zmian w obrębie 

mitochondriów i na poziomie ATP może wynikać z faktu, iż gruczoł przędny nie jest 

bezpośrednio zaangażowany w procesy trawienne i mogą na niego działać nieco mniejsze 

dawki PP niż na pozostałe organy. Dodatkowo, działające mechanizmy obronne 

zabezpieczają przed zmianami degeneracyjnymi. Biorąc pod uwagę powyższe, nie 

odnotowano zmian zwyrodnieniowych, nekrotycznych w obrębie badanych organów. PP 

oddziaływał na komórki narządów G. mellonella, jednak każdy z nich wykształcił 
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mechanizmy, przeciwdziałające negatywnym wpływom tego ksenobiotyku. Zachowana 

integralność organów dowodzi, że PP nie spowodował istotnych zmian na poziomie 

zarówno strukturalnym, jak i funkcjonalnym.  

 

Mermer, P., Martyna, F., & Ostróżka, A. (2025). The use of insects, some land and 

marine invertebrates, in the biodegradation of plastic. The European Zoological 

Journal, 92(1), 1442–1458. https://doi.org/10.1080/24750263.2025.2580744 

Z uwagi na coraz większy, globalny problem, jakim jest biodegradacja tworzyw 

sztucznych, naukowcy w celu walki z zanieczyszczeniami plastikiem zaczynają 

poszukiwać możliwości biodegradacji tworzyw polimerowych przez organizmy żywe. W 

artykule został ukazany zarys obecnego stanu wiedzy na temat zdolności poszczególnych 

gatunków do biodegradacji tworzyw sztucznych (takich jak PE, PS, PVC, PUR, PET i 

PP) ze szczególnym uwzględnieniem G. mellonella. W trakcie przeprowadzania badań 

dotyczących wpływu PP stanowiącego dietę dla gąsienic G. mellonella dokonano 

szczegółowej analizy danych literaturowych związanych z wykorzystaniem różnych 

organizmów w biodegradacji tworzyw sztucznych występujących w środowisku. Tak 

więc wyniki badań nad G. mellonella zostały przedstawione wspólnie z wynikami dla 

innych organizmów. W literaturze znaleźć można informacje na temat potencjału 

biodegradacji w obrębie różnych gatunków bezkręgowców w stosunku do właściwości 

danego tworzywa sztucznego. Jednak istotne są także zdolności trawienia tworzyw 

sztucznych przez zwierzęta bezkręgowe z uwagi na obecność mikrobiomu jelitowego 

bądź wyspecjalizowanych enzymów trawiennych. Wykazano, że zdolności do trawienia 

tworzyw sztucznych oprócz G. mellonella mają takie organizmy jak: Zophobas morio, 

Tenebrio molitor, Tribolium castaneum, Achroia grisella, Corcyra cephalonica, Achatina 

fulica, Eisenia fetida, Perinereis vancaurica, Strongylocentrotus nudus, Patiria 

pectinifera, Mizuhopecten yessoensis. Wcześniejsze analizy opierające się na pomiarach 

wagi woreczków PP potwierdziły, że larwy barciaka większego są zdolne do trawienia 

PP. Te obserwacje potwierdzają także inni badacze w swoich publikacjach. Nyamjav i 

in. (2023) wykazał, że larwy G. mellonella są w stanie trawić PP z uwagi na obecność 

Bacillus cereus w swojej mikrobiocie jelitowej. Inny autor Bombelli i in. (2017) wykazał 

zdolność larw do trawienia polietylenu (PE). Za zdolność do trawienia PE miałby 

odpowiadać szczep D1 Enterobacter sp. (Zhang i in., 2020). Wykazano, że proces 
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trawienia tworzyw sztucznych zachodzi dwuetapowo: w pierwszej fazie osobniki 

mechanicznie rozdrabniają plastik poprzez aparat gębowy larw (np. Z. morio, G. 

mellonella), a z uwagi na obecność mikrobioty jelitowej następuje w kolejnym etapie 

enzymatyczna depolimeryzacja. W głównej mierze to właśnie mikrobiota jelitowa 

umożliwia organizmom trawienie tworzyw polimerowych. Do mikrobiomu, który 

umożliwia organizmom trawienie tworzyw sztucznych zaliczamy: Pseudomonas 

aeruginosa (Kuan i in., 2022), Enterobacter sp. i Hafnia sp. (Hafniaceae) (Burgos i 

in., 2024), Citrobacter (Octavia i in., 2023), Enterobacter sp. (Yang i in., 2021), 

Kluyvera sp. (Yang i in., 2021) i wiele innych. Dlatego to właśnie mikrobiom jelitowy 

odgrywa fundamentalną rolę w depolimeryzacji polimerów. Umożliwia on produkcję 

enzymów, które zdolne są do rozkładu złożonych struktur chemicznych tworzyw 

polimerowych na mniejsze cząstki. W związku z tym za zdolności do biodegradacji 

tworzyw sztucznych nie odpowiadają wyłącznie zwierzęta bezkręgowe, ale przede 

wszystkim ich pula mikrobiologiczna zawarta w przewodzie pokarmowym, zdolna do 

trawienia polimerów drogą enzymatyczną. Wyniki licznych badań wskazują jednak, że 

zdolność ta jest obarczona ryzykiem wystąpienia różnego rodzaju efektów 

toksykologicznych. Zgodnie z naszymi poprzednimi badaniami, a także badaniami 

innych autorów (Lu i in., 2016; Jin i in., 2018; Baihetiyaer i in., 2023), spożywanie przez 

osobniki żywe tworzyw sztucznych, może doprowadzać do stanu stresu oksydacyjnego 

przez nadmierne wytwarzanie ROS, czy nawet do stanów zapalnych. Niezwykle istotną 

kwestią może być także nie tylko rodzaj spożywanego tworzywa, ale także jego dawka. 

Zgodnie z koncepcją hormezy, niskie dawki toksycznych ksenobiotyków, mogą 

wywoływać paradoksalnie zamiast negatywnych, to pozytywne skutki, polegające np. na 

aktywacji mechanizmów obronnych organizmu (Cutler, 2013). Z uwagi na to, niższy 

poziom uszkodzeń w obrębie organów narażonych na tworzywa sztuczne, może wynikać 

właśnie z hormezy i w tym aktywnego systemu obrony, który uczestniczy w 

przeciwdziałaniu ROS i ochronie przed stresem oksydacyjnym. Publikacje licznych 

autorów rzeczywiście wskazują na zdolność organizmów żywych do spożywania 

polimerów. Jednak nie zawsze proces jest całkowity, czasem plastik jest jedynie 

zmniejszany do mniejszych cząstek, które w dalszym ciągu mogą funkcjonować w 

środowisku i zagrażać innym żyjącym organizmom (Peng i in., 2023). Z uwagi na to, 

konieczne są dalsze badania oceniające zdolności metaboliczne do degradacji tworzyw 

sztucznych przez poszczególne gatunki. Występujące różnice w zdolności gatunków do 

trawienia tworzyw polimerowych, jej szybkości czy efektywności mogą wynikać z wielu 
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czynników biologicznych. Należy podkreślić kilka z nich tj. budowa przewodu 

pokarmowego, mikrobiom występujący w jelitach (jego skład i ilość), tempo 

metabolizmu danego gatunku, strategie odżywiania, czy cykl życiowy. Przewagę w 

biodegradacji plastiku mogą mieć gatunki charakteryzujące się większym 

zróżnicowaniem mikrobiomu jelitowego pod kątem poszczególnych gatunków bakterii, 

z uwagi na szerszy wachlarz możliwości wykorzystania enzymów trawiennych, 

odpowiedzialnych za rozkład plastiku. Z tego powodu coraz więcej badań koncentruje 

się bardziej na składzie mikrobiologicznym przewodu pokarmowego aniżeli na samym 

gatunku bezkręgowca podczas analizy jego zdolności do biodegradacji. Dodatkowo 

ważną kwestią pozostaje sam wpływ tworzyw sztucznych na organizmy je spożywające. 

Wiele początkowych cech zwyrodnieniowych/ nekrotycznych może nie być widocznych 

gołym okiem i dla lepszego zrozumienia będzie wymagało bardziej wnikliwych analiz. 

Takie zmiany mogą wpływać nie tylko na pojedyncze osobniki, ale na całe ekosystemy, 

zmieniając zdolności adaptacyjne czy reprodukcyjne. Autorzy licznych publikacji 

wskazują, że długotrwałe spożycie tworzyw polimerowych może mieć negatywny wpływ 

na poziomie ultrastrukturalnym lub nawet molekularnym (Zheng i in., 2019; Mahmud i 

in., 2024). Dlatego badania nad potencjalnym wpływem tworzyw sztucznych na 

organizmy żywe powinny uwzględniać zarówno krótko- jak i długoterminowe skutki. W 

obliczu licznych, dostępnych badań, można wysnuć wniosek, że liczne zwierzęta 

bezkręgowe mogą odgrywać istotną rolę w biodegradacji plastiku i znacznie poprawić 

sytuację z masową nadprodukcją tworzyw sztucznych. Jednak procesy trawienia 

polimerów są niezwykle złożone i skomplikowane, dlatego należy dokładnie zbadać 

drogę biodegradacji, w którą zaangażowany jest nie tylko sam organizm, ale także cała 

jego mikrobiota wydzielająca enzymy trawienne. Następnym kluczowym zagadnieniem 

jest badanie wpływu spożycia tworzyw polimerowych przez zwierzęta bezkręgowe na 

ich ultrastrukturę komórkową czy uruchamianie procesów cytotoksyczności, które 

świadczyłyby o tym, czy produkty rozkładu danego tworzywa są szkodliwe, czy nie. W 

tym celu niezbędna jest analiza zarówno krótko- jak i długotrwałego wpływu spożycia 

tworzyw sztucznych na osobniki żywe, a tym samym na całe ekosystemy, do których 

należą. Pełne zrozumienie tych kluczowych mechanizmów może doprowadzić do 

bezpiecznego, biotechnologicznego rozwiązania problemów zanieczyszczenia 

środowiska tworzywami sztucznymi z wykorzystaniem organizmów żywych do 

biodegradacji.  
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8. Wnioski 

Na podstawie przeprowadzonych badań mających na celu zweryfikowanie 

hipotez badawczych przedstawionych na wstępie niniejszego autoreferatu 

wyciągnięto następujące wnioski: 

1. Zgodnie z hipotezą badawczą H1, wykazano, że spożycie przez larwy G. 

mellonella polipropylenu (PP) wywołuje zmiany na poziomie ultrastruktury 

komórki. Analiza w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM) 

potwierdziła wzrost liczby struktur autofagicznych (autofagosomy, 

autolizosomy, ciałka resztkowe) oraz liczby wakuol w komórkach badanych 

narządów.  

2. Potwierdzono hipotezę badawczą H2. Po spożyciu PP dochodzi do aktywacji 

procesów detoksykacji komórkowej. Zaobserwowano wzrost intensywności 

autofagii i zwiększenie wakuolizacji komórki. Autofagia stanowi mechanizm 

przetrwania i spełnia rolę cytoochronną względem komórki, tworzy również 

strategię przetrwania, usuwając uszkodzone struktury i chroniąc komórki 

przed wejściem w nekrozę. W badanych narządach obserwowano także 

wzrost poziomu komórkowego zredukowanego glutationu (GSH). Jego 

obecność umożliwia neutralizację reaktywnych form tlenu (ROS). A 

zachowanie równowagi pomiędzy przeciwutleniaczami a ROS jest niezbędne 

do zachowania homeostazy organizmu.  

3. Jelito środkowe jako narząd stanowiący pierwszą barierę dla PP, podlega 

najintensywniejszym zmianom cytotoksycznym, stanowi to potwierdzenie 

hipotezy badawczej H3. W obrębie tego organu zaobserwowano wzrost 

struktur autofagicznych, wakuolizację komórki i nasilenie sygnałów 

emitowanych z kwaśnych organelli.  

4. Analizy dotyczące zmiany potencjału błony mitochondrialnej wykazały w 

ciele tłuszczowym i jelicie środkowym wzrost sygnałów emitowanych przez 

zdepolaryzowane, nieaktywne mitochondria. Istotnie statystyczny spadek 

stężenia ATP po spożyciu PP, obserwowano jedynie w ciele tłuszczowym. 

Stosunek ADP/ATP we wszystkich narządach był porównywalny do wartości 

kontrolnych. Dla jelita środkowego wykazano niewielki wzrost sygnałów 

emitowanych przez komórki ROS+. Uzyskane wyniki potwierdzają hipotezę 

badawczą H4, zgodnie z którą spożywanie PP przez larwy G. mellonella 
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wpływa na zmiany aktywności mitochondrialnej, poziomu ATP oraz ilości 

ROS. 

5. Zgodnie z hipotezą badawczą H5, wykazano wzrost intensywności 

apoptotozy wynikającej z konsumpcji PP, które świadczą o aktywacji 

procesów śmierci komórkowej. Jednak nadekspresja białka Bcl-2 doprowadza 

do hamowania kaskady kaspaz. Pozwala to na eliminację uszkodzonych 

komórek bez oznak nekrotycznych.  

6. Zgodnie z hipotezą badawczą H6, wykazano, że PP wpływa na zmiany cyklu 

komórkowego w obrębie jelita środkowego i ciała tłuszczowego. W jelicie 

środkowym obserwowano wzrost liczby komórek znajdujących się w fazie S 

cyklu komórkowego, świadczący o wysokiej aktywności proliferacyjnej 

komórki. Natomiast w ciele tłuszczowym wzrost liczby komórek 

obserwowano w fazie G2/M. Gruczoł przędny nie wykazywał różnic w ilości 

komórek w poszczególnych fazach cyklu komórkowego, wyniki grup 

eksperymentalnych były zbliżone do wyników grup kontrolnych.  

7. W celu ochrony komórek poszczególnych narządów dochodzi do aktywacji 

odmiennych mechanizmów obronnych. Reakcja analizowanych narządów na 

PP zależy od pełnionej funkcji w organizmie. Jelito środkowe jest organem 

pierwszego kontaktu z PP i jest bezpośrednio zaangażowane w jego rozkład. 

Uszkodzenia komórkowe tworzone przez spożyty PP są niwelowane poprzez 

nasilenie autofagii, a także poprzez zwiększenie syntezy DNA w komórkach. 

Obecność PP w diecie prowadzi do wzrostu poziomu ROS, depolaryzacji 

mitochondriów oraz zwiększenia sygnałów apoptotycznych. Jednak silna 

aktywacja białek antyapoptotycznych Bcl-2 doprowadza do hamowania 

procesów nekrotycznych. W celu neutralizacji ROS dochodzi do nasilenia 

wydzielania przeciwutleniaczy. Organizm w odpowiedzi na ksenobiotyki 

doprowadza do nasilenia proliferacji komórek, co umożliwia zastępowanie 

uszkodzonych komórek nowymi. Brak spadku poziomu ATP wskazuje na 

zdolność pokrycia wydatków energetycznych na procesy naprawcze. 

Odmienną strategię ochronną obserwowano w ciele tłuszczowym, 

stanowiącym centrum metabolizmu energetycznego i detoksykacji. W jego 

obszarze odnotowano wyraźny spadek ATP. W odróżnieniu od jelita 

środkowego, w obrębie ciała tłuszczowego nie obserwowano zwiększenia 

odsetka komórek w fazie S, tylko w fazie G2/M. Wzrost liczby komórek w 
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fazie G2/M może świadczyć o reakcji obronnej organu, chroniąc przed 

replikacją uszkodzonego DNA. Z wykonanych analiz wynika, że jelito 

środkowe jest w stanie bardziej efektywnie doprowadzać do regeneracji, 

podczas gdy ciało tłuszczowe wchodzi w stan przetrwania i zabezpiecza przed 

podziałami uszkodzonych komórek. Gruczoł przędny nie jest bezpośrednio 

zaangażowany w proces trawienia, tak więc brak jest wykazanych zmian na 

poziomie komórkowym, które związane byłyby ze spożywanym PP. 

Uzyskane wyniki potwierdzają hipotezę badawczą H7, dotyczącą 

uruchamiania odmiennych mechanizmów w celu ochrony komórek larw G. 

mellonella. Zdolności regeneracyjne jelita środkowego i umiejętności 

obronne ciała tłuszczowego świadczą o zdolności trawienia tworzyw 

sztucznych przez G. mellonella bez tworzenia zmian zwyrodnieniowych i 

predysponują ten gatunek do kolejnych badań, a może nawet do użycia jego 

osobników na skalę globalną. 
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22.05.2026, Toruń, współautor wystąpienia ustnego.  

Bednarska-Czerwińska A, Smoleń-Dzirba J, Strychalska A, Sierka W, Wróblewska U, 

Mermer P, Masarczyk B, Jodłowiec-Lubańska N, Kokot A, Simka-Lampa K, et al. 

Comparison of Non-Invasive and Minimally Invasive Preimplantation Genetic Testing 

for Aneuploidy Using Samples Derived from the Same Embryo Culture. Journal of 

Clinical Medicine. 2025; 14(1):33. https://doi.org/10.3390/jcm14010033, współautor 

publikacji.  

Bednarska-Czerwińska, A., Strychalska, A., Sierka, W., Simka-Lampa, K., Wróblewska, 

U., Mermer, P., i in. (2023). A comparative analysis of non-invasive preimplantation 

genetic testing for aneuploidies using next-generation sequencing on spent culture media 

versus trophectoderm. European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive 

Biology. https://doi.org/10.1016/j.ejogrb.2023.11.004, współautor publikacji. 

Strychalska, A., Sierka, W., Kokot, A., Jodłowec-Lubańska, N., Wróblewska, U., 

Mermer, P., Simka-Lampa, K., Morawiec, E., Pudełko, A., Bednarska-Czerwińska, A. 

O-211. A comparative analysis of non-invasive preimplantation genetic testing for 

aneuploidies using next-generation sequencing on day 5 and day 6 spent culture media 

versus trophectoderm, Human Reproduction, Volume 38, Issue Supplement_1, June 

2023, dead093.257, https://doi.org/10.1093/humrep/dead093.257. 39th Hybrid Annual 

Meeting of the ESHRE, Copenhagen- Denmark, 25-28 June 2023, współautor 

wystąpienia ustnego. 
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Strychalska, A., Sierka, W., Smolen-Dzirba, J., Kokot, A., Jodłowiec-Lubańska, N., 

Simka-Lampa, K., Wróblewska, U., Piotrowska, P., Pudelko, A., Morawiec, E., 

Bednarska- Czerwińska, A., Palini, S. Does aneuploidy discordance between 

trophectoderm and spent culture medium suggest embryo mechanism, of self-correction? 

55th European Human Genetics Conference, June 11-14, 2022, Vienna, Austria, 

współautor posteru naukowego. 

Piotrowska, P., Urbisz, A., Małota, K., Sawadro, M. The level of oxidative stress markers 

in selected body tissues of an earthworm under physiological stress conditions. Seeing is 

Believing Imaging the Molecular Process of Life. 9-12.10.2019, Heidelberg, Niemcy, 

poster naukowy.  

 

Dodatkowe aktywności naukowe: 

W roku 2019 otrzymany grant Rektora UŚ dla najlepszych studentów. 

Współautor i współwykonawca grantu badawczego 01.08.2020-30.07.2022 „niPGT-A 

realizacja badań i prac rozwojowych w celu wdrożenia na rynek nieinwazyjnej 

diagnostyki preimplantacyjnej aneuploidii” (Gyncentrum Sp. z o.o. grant UE 

2482964,54PLN) nr projektu WND-RPSL.01.02.00-24-0477/19.  

Uczestnictwo w warsztatach Kitazato Vitrification Workshop 23.05.2023, Walencja, 

Hiszpania. 

Uczestnictwo w warsztatach Kitazato Vitrification Workshop 21.10.2024, Warszawa. 

Uczestnictwo w webinarze „Unique andrology solutions for sperm separation” Cooper 

Surgical, 14.05.2025. 

Uczestnictwo w Sympozjum Naukowym Polskiego Towarzystwa Medycyny Rozrodu i 

Embriologii, 24-25.10.2025, Warszawa. 

Uczestnictwo w szkoleniu „Art in ART: Egg Donation Excellence" 17-18.04.2026, Praga, 

Czechy. 

Członek Polskiego Towarzystwa Medycyny Rozrodu i Embriologii (PTMRiE) oraz 

Europejskiego Towarzystwa European Society of Human Reproduction and Embryology 

(ESHRE). 
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Posiadam certyfikat embriologa klinicznego PTMRiE oraz ESHRE uznawany przez 

CESMA UEMS. 
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