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2. Streszczenie

Tworzywa sztuczne zbudowane sg z polimerow, otrzymywanych w wyniku
polimeryzacji monomerow. Wysoka trwalo$¢, oplacalno$¢ oraz wszechstronno$é
wykorzystania sprawity, ze tworzywa polimerowe staly si¢ nicodtagcznym elementem
zycia czlowieka. Jednoczesnie stale rosngca produkcja odpadow z tworzyw sztucznych
jest obecnie jednym z najpowazniejszych zagrozen ekologicznych, wplywajacych takze
na zdrowie 1 zycie zwierzat oraz cztowieka. Gatunek Galleria mellonella jest czgsto
wykorzystywanym organizmem badawczym w pracach naukowych. Dane literaturowe
donosza rowniez o zdolnosci tego gatunku do biodegradacji tworzyw sztucznych, w tym
polipropylenu (PP). Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu diety
opartej na PP na ultrastrukturg oraz aktywacj¢ wybranych parametrow cytotoksycznos$ci
w wybranych narzadach larw G. mellonella. Analizie poddano jelito srodkowe, cialo
thuszczowe 1 gruczot przgdny. Do badan wybrano larwy w ostatnim (VII) stadium
rozwojowym. Poroéwnywano poszczegdlne parametry u osobnikow kontrolnych
(karmionych standardowa pozywka), osobnikéw glodzonych oraz karmionych PP przez
24 h i 48 h. Przyjeto kompleksowg strategiec badawcza taczaca analizy jakoSciowe z
wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) 1 mikroskopii
konfokalnej, a takze analizy ilo§ciowe oparte na cytometrii przeplywowej, luminometrii
1 analizach statystycznych. Przy zastosowaniu techniki mikroskopii TEM wykazano
roéznice w liczbie struktur autofagicznych w badanych narzadach osobnikow karmionych
PP w poréwnaniu z grupami kontrolnymi. Analiza przeprowadzona metodg mikroskopii
konfokalnej ujawnila ponadto zréznicowanie intensywnosci sygnaldw emitowanych
przez kwasne organelle 1 komorki ROS+, a takze zmiany potencjalu bton
mitochondrialnych i poziomu wytwarzania przeciwutleniaczy miedzy grupami
badawczymi a kontrolnymi. W toku analiz iloSciowych z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej ujawniono istotne réznice w odsetku komoérek zywych, na poziomie
uszkodzen DNA, liczebnos$ci populacji komorek ROS+, ekspresji biatka Bcl-2, a takze
zmian w obrebie cyklu komérkowego. Ponadto analizy iloSciowe z wykorzystaniem
luminometrii pozwolity zobrazowa¢ stosunek ADP/ATP oraz poziom ATP w narzadach
analizowanych grup. Wykazany wzrost uszkodzen komérkowych w badanych organach
po spozyciu PP byt kompensowany przez szereg procesow, takich jak nasilenie autofagii,
wzrost wakuolizacji komoérkowej czy aktywacja przeciwutleniaczy i1 Swiadczy o

zdolnosciach naprawczych narzadow larw G. mellonella. Skorelowanie tych wynikow z



wysoka przezywalnoscia badanych osobnikéw moze by¢ dowodem na potencjalne
wykorzystanie tego gatunku na szersza skale. Niniejsze badania uzupelniajg
dotychczasowy brak danych dotyczacych wplywu tworzyw sztucznych na poziomie
komoérkowym i ultrastrukturalnym u G. mellonella i stanowig istotny wktad w badania

nad mozliwos$cig wykorzystania tego gatunku w procesach biodegradacji polipropylenu.



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.



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.



4. Autoreferat
4.1 Wprowadzenie
4.1.1 Tworzywa sztuczne - wszechobecnos$¢ i zagrozenia

Jednym z najpowazniejszych zagrozen ekologicznych wynikajacych z dziatalnosci
cztowieka jest produkcja ton plastiku (Khan i in., 2024). Produkcja tworzyw sztucznych
jest Scisle zwigzana z petrochemig i surowcami kopalnymi (Nielsen i in., 2020).
Tworzywa sztuczne to materialy, ktore wykonane sa z réznych syntetycznych i
polsyntetycznych zwigzkéw organicznych. Mozna je formowaé w ciala stale o
dowolnych ksztattach i rozmiarach (Barria i in., 2020). Podstawowym skladnikiem
tworzyw sztucznych sa polimery, ktdre otrzymywane sa w reakcji polimeryzacji
monomerdw, czyli zwigzkoéw posiadajagcych co najmniej dwie grupy funkcyjne
(Stachurek, 2012). Od lat 50. XX w. niemal w kazdej dziedzinie Zycia czlowiek
wykorzystuje tworzywa polimerowe, wynalezione w XIX w. przez Aleksandra Parksa
(Samsonowska i1 Kaszuba, 2022). Szeroki zakres wykorzystania tworzyw sztucznych
doprowadzit do powaznej ekotoksycznos$ci 1 zaburzen rownowagi srodowiskowej (Naz 1
in., 2024). Powszechne stosowanie tworzyw sztucznych powodowane jest ich optacalng
produkcja, wysoka trwalo$cig oraz wszechstronng uzyteczno$cig (Barria 1 in., 2020).
Ponadto tworzywa sztuczne sa wykorzystywane na duza skalg z uwagi na m.in. ich
wszechobecnos¢, lekkos¢, trwatos$¢, a takze zdolno$¢ adaptacji (Nielsen 1 in., 2020).
Swiatowa produkcja tworzyw sztucznych wzrosta prawie dwukrotnie w poréwnaniu z
dwiema dekadami temu (Sarkar 1 in., 2023). Obecnie Chiny s3 najwigkszym producentem
tworzyw sztucznych na $wiecie — kraj ten odpowiada za 24% S$wiatowej produkcji. W
2010 roku w Europie produkcja tworzyw sztucznych wynosita 57 mln ton, co stanowito
22% produkcji na calym $wiecie (Stachurek, 2012). Ta masowa produkcja sprawila, iz
mimo recyklingu (np. 8,4 mln ton w Europie w 2016 r.), znacznie wigksza cz¢$¢ tworzyw
sztucznych trafia na wysypiska §mieci (16,7 mln ton) (Welden, 2020). Za najwigkszy
problem uwaza si¢ opakowania jednorazowe m.in. butelki wykonane z poli (tereftalanu
etylenu) (PET), torebki $niadaniowe, czy folie do pakowania przedmiotow i zywnos$ci
wykonane z polietylenu (PE) lub polipropylenu (PP) (Stachurek, 2012). Ponadto w
krajach rozwini¢tych wigkszo$¢ metod recyklingu tworzyw sztucznych obejmuje
recykling chemiczny badz spalanie. Jednak metody te nie przyczyniaja si¢ do

zmniejszenia ryzyka zanieczyszczenia mikroplastikiem, wrecz mogg powodowac



powstawanie bardziej toksycznych substancji z koncowych produktow spalania tworzyw
sztucznych (Sarkar i in., 2023). Podczas spalania tworzyw sztucznych moze doj$¢ do
powstania zwigzkow takich jak: lotne zwigzki organiczne (LZO), polichlorowany bifenyl
(PCB), metale cigzkie, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) i inne
emisje gazowe do §rodowiska, ktére moga potencjalnie powodowac powazne problemy
zdrowotne organizmu ludzkiego (Yusuf i in., 2022). Wyrozniamy 7 grup najczesciej
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 procesow jak S$cieranie mechaniczne badz biodegradacja,
tworzywa sztuczne mogg fragmentowac si¢ na mniejsze czastki, zwane mikroplastikami
(MP) oraz nanoplastikami (NP) (Alimi 1 in., 2018; Oliveira 1 in., 2019). MP 1 NP
klasyfikuje si¢ ze wzgledu na ich wielko$¢: NP mierza mniej niz 1000 nm, a MP mnie;j
niz 5 mm (Frias 1 Nash, 2019). Za najbardziej niebezpieczne uwazane sg NP (Browne 1
in., 2013). Mikro/nanoplastiki (MNP) dzieli si¢ na pierwotne i wtdérne (Naz i in., 2024).
MP pierwotne to proszki i mikrogranulaty polimerowe, ktoére obecne s3 m.in. w
kosmetykach czy chemii gospodarczej. Ich dodanie ma poprawi¢ wilasciwosci
fizykochemiczne. Moga by¢ takze wykorzystywane jako wektory zapachowe, wektory
srodkow nawilzajgcych czy innych srodkow aktywnych (Samsonowska i Kaszuba, 2022).
MP wtorne powstaja na skutek degradacji czy fragmentacji tworzyw polimerowych

(Samsonowska i Kaszuba, 2022).

Mikroplastiki wykryto w glebie, wodzie oraz powietrzu 1 wykazano, ze maja
negatywny wplyw na §rodowisko (Sarkar i in., 2023). MP wykryto ponadto w owocach
morza (rybach 1 skorupiakach), warzywach, drobiu, zwierzetach ladowych, ssakach oraz
w organizmie czlowieka (Bansal, 2026). Mikro- i nanotworzywa sztuczne powoduja
znaczne zanieczyszczenia zbiornikow wodnych, w tym takze wody pitnej (Brancaleone 1
in., 2024; Naz 1 in., 2024). Szacuje si¢, ze mikroplastik wtérny stanowi 70-80%
mikroplastiku znajdujacego si¢ w morzach 1 oceanach (Samsonowska 1 Kaszuba, 2022).
Tworzywa sztuczne na duza skale zanieczyszczaja grunty, rzeki i oceany (Thompson i
in., 2009). MP i NP mogg przedostawa¢ si¢ do $srodowiska bezposrednio ze §ciekami
przemystowymi lub zrzutami z gospodarstw domowych, w tym takze z produktami
czyszczacymi, kosmetykami czy widknami syntetycznymi (Oliveira i in., 2013; Frias i

Nash, 2019; Oliveira i in., 2019; Barria i in., 2020). Zanieczyszczenie gleby czastkami
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jest powodowane najczgsciej zastosowaniem osadoéw $ciekowych 1 kompostu z
bioodpadow, Scidtkowaniem tworzyw sztucznych, czy osadzaniem si¢ w atmosferze.
Obecnos¢ MP w glebie szkodzi materii organicznej gleby oraz wpltywa na aktywnos$¢
drobnoustrojow i bakterii (Bansal, 2026). Zwierzeta wodne moga spozywac mikroplastik
ze wzgledu na jego wielko$¢ oraz podobienstwo do zooplanktonu (Fernandez i in., 2020).
MP hamuja zdolno$¢ zatrzymywania wody w glebie oraz zmniejszaja dostepnosé
sktadnikow odzywczych m.in. azotu (N), czy fosforu (P) (Bansal, 2026). Potkni¢te przez
zwierzeta tworzywa sztuczne moga przenosi¢ do ich organizmow zanieczyszczenia i
dodatki chemiczne, przez co zwickszaja ich bioakumulacje 1 bioamplifikacje (Hammer i
in., 2012). Zakazenie cztowieka przez MP nastgpuje poprzez spozycie skazonej zywnosci
lub wody, wdychanie powietrza zawierajacego mikroplastiki, a takze wchtanianie przez
skore skazonej wody, kosmetykow czy innych produktéw higieny osobistej (Bansal,
2026). Badania prowadzone w Niemczech przez Instytut Roberta Kocha wykryty
mikroplastiki w przypadku 97% probek krwi 1 moczu u dzieci w wieku od 3 do 17 lat
(Samsonowska 1 Kaszuba, 2022). Kolejne badania wykonane z inicjatywy WWF przez
Uniwersytet w Newcastle w Australii udokumentowaty, ze do organizmu ludzkiego co
tydzien trafia do 5 g mikroplastiku (Samsonowska 1 Kaszuba, 2022). Badania z zakresu
ekotoksykologii wykazaty, ze spozywanie mikroplastiku moze by¢ dramatyczne w
skutkach 1 powodowa¢ m.in. uszkodzenie narzadow, tkanek, komorek, organelli
komoérkowych 1 bton komorkowych (Anguissola 1 in., 2014; Chae i in., 2018; Pitt i
in., 2018; Khan 1 in., 2024). Tworzywa sztuczne moga doprowadza¢ réwniez do
problemow z reprodukcja i do ogolnego ostabienia, a takze do $mierci organizmow (Khan
1in., 2024). Wykazano ponadto, ze u ludzi MP moga powodowac uszkadzanie narzadow,
zaburzanie gospodarki hormonalnej oraz moga przenosi¢ toksyczne substancje
chemiczne (Ansari i in.,2025). Tworzywa sztuczne powoduja takze skutki
epigenetyczne, doprowadzajagc do nieprawidlowej segregacji chromosomow czy
uszkodzen DNA. Wptywaja ponadto na stres oksydacyjny i zmiany w ekspresji genow
(Tang, 2025).

Naturalna degradacja tworzyw sztucznych jest procesem diugotrwatym
(Brebu, 2020). Moze zajmowa¢ nawet do 1000 lat (Welden, 2020). Srodowiskowa
degradacja tworzyw polimerowych moze zachodzi¢ w wyniku kilku proceséw:
fizycznych, chemicznych i biologicznych. Moze zachodzi¢ takze przez ich kombinacje.

Degradacja ta zachodzi pod wplywem czynnikow, takich jak temperatura, powietrze,



wilgotno$¢, mikroorganizmy, $wiatto, promieniowanie wysokoenergetyczne, czynniki
chemiczne badz napr¢zenia mechaniczne. Degradacja prowadzi do nieodwracalnych
zmian (Brebu, 2020). Wigkszo§¢ polimerow syntetycznych znajdujacych si¢ w
tworzywach sztucznych nie ulega rozktadowi pod wptywem czynnikow $rodowiskowych
takich jak woda, powietrze, $wiatlo stoneczne badZz pod wpltywem dziatalnosci
drobnoustrojéw (Stachurek, 2012). Na wszystkie materialy polimerowe w réznym
stopniu wpltywaja wyzej wymienione czynniki, lecz szybkos$¢ zachodzacych procesow
odréznia  materialty  ulegajace  degradacji  srodowiskowej od  materialow
niedegradowalnych (Brebu, 2020). Coraz wicksze ilosci odpadow polimerowych
znajdujacych si¢ w S$rodowisku sprawily, ze cz¢§¢ mikroorganizméw zaczgta
wykorzystywaé je jako zrddto energii 1 wegla (Szczyrba 1 in., 2022). Okresleniem
»polimery biodegradowalne” nazywamy polimery ulegajace degradacji biotycznej, czyli
wywotanej dziataniem czynnikow biologicznych, a wigc organizmoéw zywych oraz
mikroorganizméw i ich enzymoéw. Dziatanie mikroorganizméw prowadzi do rozkladu
ztozonych zwigzkow organicznych przy uzyciu enzymoéw do prostych czasteczek. W
biodegradacji catkowitej koncowymi produktami sg zwigzki nieorganiczne (Stachurek,
2012). W warunkach tlenowych nastepuje intensywna produkcja biomasy, CO2 1 H.0
przez mikroorganizmy. Natomiast w warunkach beztlenowych przede wszystkim
dochodzi do niszczenia plastiku przez mikroorganizmy, a produkcja biomasy, CO2, H20
1 CH4 schodzi na dalszy plan (Shah i in., 2008). W celu ulatwienia mikroorganizmom
rozktadu polimeréw czesto wymagana jest obrobka wstgpna. Celem obrobki jest
zmniejszenie lancucha polimeréw 1 modyfikacje polegajace na zmniejszeniu
hydrofobowos$ci, co umozliwia tworzenie biofilmu lub wprowadzenie grup
karbonylowych, badZz hydroksylowych, a te s3 podatne na dziatlanie enzymow
mikroorganizmow (Szczyrba i in., 2022). W pierwszym etapie biodegradacji nastepuje
osadzenie mikroorganizmow na powierzchni polimeru. Biodegradacja jest mozliwa
dzigki enzymom wydzielanym przez mikroorganizmy, ktore prowadza do fragmentacji
gléwnego tancucha polimeréw na mniejsze jednostki (Szczyrba i in., 2022).
Mikrobiologiczna biodegradacja wymaga utworzenia na powierzchni polimeru
specyficznego biofilmu. Kolonizacja powierzchni polimeru wptywa na jej wlasciwosci i
moze umozliwi¢ rozwoj biofilmu. W kolejnym etapie dochodzi do fragmentacji tworzyw
sztucznych, na mniejsze czastki, ktore moga by¢ asymilowane przez mikroorganizmy, a
to doprowadza do rozwoju biomasy (Szczyrba i in., 2022). Ta bioasymilacja polimerow,

polegajaca na przyswajaniu przez srodowisko produktu degradacji polimeru jest bardzo
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istotna w ochronie srodowiska (Szostak-Kotowa, 1997; Szlezyngier, 2000; Foltynowicz
i Jakubiak, 2002; Stachurek, 2012). Szybkos¢ biodegradacji zalezy od kilku wiasciwosci
srodowiskowych, tj. pH, temperatury czy wilgotnos$ci, a takze od wlasciwosci samych
polimeréw, m.in. ci¢zaru czasteczkowego, zawartosci fazy krystalicznej oraz
amorficznej, stopnia rozwini¢cia powierzchni wilasciwej, czy stopnia porowatosci
(Stachurek, 2012). Z uwagi na problem ze sktadowaniem odpadow i zanieczyszczaniem
srodowiska, zdolno$¢ do biodegradacji jest pozadang cechg wsrod tworzyw
polimerowych (Stachurek, 2012). Do oceny postepu biodegradacji w warunkach
laboratoryjnych stosuje si¢ kilka technik pomiarowych, takich jak: pomiar masy utracone;j
przez polimer, pomiar hydrofobowosci tworzywa, metody obrazowe, m.in. mikroskopia
skaningowa (SEM) do oceny powierzchni polimeru, a takze oznaczanie skladu
chemicznego tworzywa przy uzyciu spektroskopii w podczerwieni z transformacja

Fouriera (Szczyrba i in., 2022).

Z uwagi na negatywny wplyw tworzyw sztucznych na $rodowisko oraz
potencjalng zdolno$¢ organizméw do ich biodegradacji, naukowcy odkryli szereg
gatunkow, ktore majg zdolno$¢ do naturalnego przetwarzania tworzyw polimerowych.
Wykazano, ze Penicylium simplicissimum YK zdolny jest do biodegradacji polietylenu
(Yamada-Onodera i in., 2001). Niektére gatunki owadow, szczegdlnie w stadium
larwalnym, moga takze odgrywac role w biodegradacji (Mallar, 2020; Bilal 1 in., 2021).
Jest to mozliwe dzigki mikrobiocie panujacej w jelitach owadow, ktora jest zdolna do
tworzenia biofilmu na czasteczkach polimeréw oraz wytwarzania enzymow, ktore
prowadza do fragmentacji polimeréw na zwiazki mniej toksyczne (Mallar, 2020). Dwa
szczepy bakterii, Enterobacter asburiae YT1 1 Bacillus sp. YP1, wyizolowane z jelit larw
macznika indyjskiego Plodia interpunctella, sa zdolne do degradacji polietylenu (PE)
(Yang i in., 2014). Obecnie najlepiej scharakteryzowanym mikrobiomem jelitowym
owadoéw zdolnych do rozktadu tworzyw sztucznych jest mikrobiom 7enebrio
molitor (Tenebrionidae) (Yang 1 in., 2015; Yang i in., 2015). Osobniki tego gatunku byty
w stanie przetrwaé, spozywajac tylko polistyren (PS). W ich jelitach dochodzilo do
rozktadu dtugotancuchowych czasteczek PS (Yang 1 in, 2015). Wigkszo$¢ PS zostata
przeksztatcona w CO2 (47,7%). Wykazano takze, ze mikrobiom jelitowy jest niezbedny
do degradacji PS, gdyz T. molitor poddane antybiotykoterapii utracity zdolno$ci
depolimeryzacji (Yang i in., 2015). Ponadto udowodniono, ze larwy tego gatunku moga

zywi€ si¢ PS 1 PE (Bulak 1 in., 2021). Wykazano, ze jest to mozliwe, z uwagi na obecno$¢
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w jelitach bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (Peng 1 in., 2019) 1 Exiguobacterium sp.
szczep Y T2 w ich mikroflorze jelitowej (Bulak iin., 2021; Mitra i Das, 2023). Degradacja
PVC jest mozliwa dzigki bakteriom z rodzin Streptococcaceae, Spiroplasmataceae,
Enterobacteriaceae i Clostridiaceae (Peng i in., 2020). PP jest degenerowany w wyniku
obecnosci Kluyvera sp. (Yang i in., 2021). Kolejnym przyktadem organizmu, ktory moze
przetrwac, spozywajac PS jako jedyne zrédlo pozywienia, jest Zophobas morio z rzgdu
Coleoptera i rodziny Tenebrionidae (Miao 1 Zhang, 2010; Yang i in., 2020). Zdolnos¢ tego
gatunku do degradacji PS zostala zahamowana przez supresj¢ antybiotykowa mikroflory
jelitowej, co potwierdza znaczenie mikrobioty w procesach biodegeneracji (Yang i in.,
2020). PSulega degradacji za pomoca Pseudomonas aeruginosa (Kuan i
in., 2022), Enterobacter sp. 1Hafnia sp. (Hafniaceae) (Burgos 1 in., 2024) oraz
Leminorella (szczep P2) (Hosseini i in., 2024). Degradacja PE jest mozliwa dzigki
Pseudomonas aeruginosa (Kuan 1 in., 2022) 1 Citrobacter (szczep P5) (Hosseini i
in., 2024). PP jest degradowany przez Citrobacter sp. i Enterobacter sp. (Yang i
in., 2021), a takze przez Bacillus (szczep P6) (Hosseini i in., 2024). Larwy Tribolium
castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) zjadaty pianke polistyrenowa (PS), a badanie
mikrobiomu wykazato zwigzek Acinetobacter sp. ze spozyciem PS (Wang 1 in., 2020).
Kolejny gatunek, nad ktorym prowadzono badania zwigzane z biodegradacjg plastikow
to Achroia grisella. Wstepne badania wykazaly, ze larwy A. grisella majq zdolnos¢ do
degradacji polietylenu o duzej gestosci (HDPE) oraz do zakonczenia cyklu zyciowego po
karmieniu HDPE (Kundungal i in., 2019). Ponadto udokumentowano przypadki, w
ktorych larwy tego gatunku wykorzystuja jako substancje odzywcze materiat wykonany
z PE (Mallar, 2020). Na t¢ chwile niestety nie ma opublikowanych badan, ktore
jednoznacznie wskazalyby szczep bakterii odpowiedzialny za ten proces (Alii in., 2023).
Badania dotyczace potencjalnej roli mikroorganizmoéw jelitowych larw Corcyra
cephalonica w biodegradacji polietylenu o matej gestosci (LDPE) polegaly na karmieniu
larw roztworem antybiotyku, a nastgpnie larwy umieszczano w kontakcie z foliami
LDPE. Jako grupe kontrolng traktowano larwy, ktore nie byty karmione roztworem
antybiotyku. Larwy karmione antybiotykiem strawily 21%, natomiast larwy, ktére nie
byly karmione antybiotykiem, wykazywaly 25% utrate masy folii LDPE. Wynik ten
$wiadczy, ze mikroorganizmy jelitowe nie s3 jedynymi, ktére biora udzial w
biodegradacji LDPE, a roéwnie wazng rol¢ moga stanowi¢ enzymy trawienne (Kesti 1
Thimmappa, 2019). Z uwagi na zanieczyszczenia S$rodowiska, S$limak Achatina

fulica wchiania pokarm zawierajacy tworzywa sztuczne podczas poruszania si¢ po
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powierzchni gleby lub roslin. Badania wykazalty, Zze A. fulicama zdolno$¢
depolimeryzacji i1 biodegradacji polistyrenu. Po spozyciu PS wzrosta liczba
mikroorganizmow z rodzin Enterobacteriaceae, Sphingobacteriaceae i Aeromonadaceae.
Wyniki te $wiadcza o powigzaniu mikroorganizméw jelitowych z biodegradacja PS
(Songiin., 2020). Opisano takze zdolno$¢ kilku gatunkow skaposzczetow do spozywania
1 degradacji tworzyw sztucznych. FEisenia fetida jest zdolna do biodegradacji PE
(Allakuliyeva 1 in., 2024), a takze HDPE poprzez tworzenie zwigzkow karbonylowych i
alkenéw, chemicznych wskaznikow rozpadu tancucha polimeru (Santana i in., 2023).
Dzdzownice moga rozktada¢ LDPE, z uwagi na obecnos$¢ takiej mikroflory jak Bacillus
gaemokensis szczep SSRO1 1 B. gaemokensis i szczep SSR0O1 (Ragu Prasath i in., 2024).
Niektore gatunki bezkregowcow morskich takze maja zdolnos¢ do rozktadu tworzyw
sztucznych. Gatunek Perinereis vancaurica z uwagi na swoj mikrobiom zawierajacy
bakterie Acinetobacter johnsonii, Brevibacterium casei 1 Ruegeria arenilitoris, ma
zdolnos¢ do trawienia PS. Zdolnosci do trawienia PE maja dodatkowo takie gatunki jak:
Strongylocentrotus nudus, Patiria pectinifera, Mizuhopecten yessoensis ktore rozktadaja
tworzywa sztuczne dzigki obecnosci enzymoéw trawiennych (Istomina i in., 2024). Larwy
barciaka wiekszego, Galleria mellonella takze mogg biodegradowac tworzywa sztuczne.
Wykazano zdolnos¢ larw do trawienia PE 1 PS, przy czym dieta oparta na tych polimerach
ksztaltowata ich mikrobiom, a bakterie Bacillus, Serratia byty istotnie zwigzane z dietg
PE i PS (Lou i in., 2020). Zdolno$¢ larw G. mellonella do biodegradacji PE zostata
potwierdzona réwniez w badaniu Bombelli 1 in. (2017). Zdolnos¢ do biodegradacji PE
jest realizowana dzieki mikrobiocie jelitowej, gtownie Enterobacter sp. szczep D1
(Zhang 1 in., 2020). Ponadto wykazano, ze larwy G. mellonella sa takze zdolne do
biodegradacji PP, przede wszystkim dzigki obecno$ci Bacillus cereus (Nyamjav i

in., 2023).

Temat dotyczacy wptywu mikroplastiku (PP) na ultrastrukturg¢ organdw i procesy
smierci komorkowej jest niezwykle aktualny 1 wpisuje si¢ w nurt wspolczesnej
toksykologii sSrodowiskowej, z uwagi na wszechobecno$¢ plastikow, mikroplastikow, czy
nanoplastikow w tancuchu pokarmowym zwierzat. Jak dotad niewiele prac badawczych
ukazywato jednak zmiany na poziomie ultrastrukturalnym, czy zmiany parametrow
cytotoksycznos$ci po spozywaniu tworzyw sztucznych, co stanowi luke badawcza, ktora

wypelniaja niniejsze badania.
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4.1.2 Cytotoksycznos¢

Cytotoksycznoscia komorkowa okresla si¢ zdolno$¢ pewnych substancji do
niszczenia lub uszkadzania zywych komorek (Celik, 2018). Pojecie cytotoksyczno$ci
odnosi si¢ do szeregu zmian zachodzacych w komorkach i1 tkankach, pod wptywem
réznych stresorow (Mermer i in., 2026). Proces ten ma zdolnos¢ do tworzenia uszkodzen
w komorkach docelowych, co prowadzi do zaburzen metabolizmu, a nawet $mierci
(Abbas i in., 2014). W odpowiedzi na dzialanie poszczegélnych ksenobiotykow
mechanizmem posredniczacym w indukowaniu cytotoksyczno$ci jest np. powstanie
stresu oksydacyjnego, spowodowane nadmiernym tworzeniem reaktywnych form tlenu
(ROS) w organizmach zywych (Sies i in., 2017). Gdy poziom ROS przekracza potencjat
oksydacyjny komorek, dochodzi do zjawiska zwanego stresem oksydacyjnym. Stres
oksydacyjny moze doprowadza¢ do uszkodzen sktadnikow komorkowych, a nawet do
aktywacji $mierci komoérkowej, zaréwno nekrozy, jak 1 programowej $mierci
komorkowej, czyli apoptozy (PCD). Poziom ROS wzrasta podczas stresu oksydacyjnego,
przy obecno$ci mikroorganizmow patogennych, czy podczas dziatania zwigzkow
toksycznych (Dmitrieva 1 in., 2024). Podwyzszone poziomy ROS przyczyniaja si¢ do
oksydacyjnych, nieodwracalnych uszkodzen DNA, bialek czy lipidéw blonowych (Sies i
in., 2017; Jomova i in., 2023). Dlatego wazne jest, aby aktywowaé¢ mechanizmy
rownowazace negatywne skutki ROS, a tym samym utrzymac¢ homeostaze organizmu

(Mermer i in., 2026).

Cytotoksyczno$¢ przejawia si¢ w indukowaniu poszczeg6élnych szlakéw $mierci
komorkowej, z ktorych wyrdznia si¢ dwa podstawowe rodzaje: apoptozg i nekrozg
(Galluzzi 1 in., 2018). Jednak parametrami cytotoksycznosci beda takze procesy czy
mechanizmy uruchamiane w komoérkach w celu ochrony ich przed skutkami dziatania
danego stresora. Juz na poczatku lat 90. XX w. odkryto, ze proces obumierania komoérek
jest procesem niezwykle skomplikowanym, ale tez waznym w przypadku np. procesow
rozwojowych. Zaczeto wyrdzniaé genetycznie kontrolowana, programowg $mierc
komorki oraz niekontrolowang, nieprogramowg $mier¢ komorki (Blagosklonny, 2000;
Bursch i in., 2000; Bursch, 2004). Smier¢ nieprogramowa jest procesem przypadkowym
1 nieodwracalnym tzn. ostatecznym. Charakteryzuje si¢ przerwaniem blony
cytoplazmatycznej, co doprowadza do lizy komorkowej (nekroza). Zmiany te moga by¢
powodowane czynnikami zewng¢trznymi tj. mechanicznymi, termicznymi czy

chemicznymi. Zwykle dotycza wiekszej liczby sasiadujacych ze soba komorek (Bursch i
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in., 2000). Programowana $mier¢ komorki to uporzadkowany proces, eliminacji chorych,
wadliwych, uszkodzonych, zakazonych lub zbednych komorek (Rudnicka i in., 2011).
Odgrywa wazng role w zachowaniu homeostazy organizmu i1 rozwoju tkanek. Zapewnia
rownowage migdzy proliferacja a eliminacja szkodliwych komérek, co umozliwia

utrzymanie homeostazy w tkankach czy narzadach.

Apoptoza jest takze niezwykle wazna w procesach takich jak embriogeneza, gdzie
umozliwia niszczenie niepozadanych komorek, ale takze w kontekscie terapeutycznym,
smier¢ komorkowa eliminuje wadliwe komorki, wspomagajagc prawidlowe
funkcjonowanie komorek i doprowadzajac do poprawy ogdlnego stanu organizmu
(Chaudhry 1 in., 2024). Zgodnie z Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD),
wyrozniamy kilka typow $mierci komorkowej nie tylko w oparciu o morfologie, ale
przede wszystkim na podstawie mechanizméw molekularnych (Galluzzi i in., 2018).
Komorki apoptotyczne ulegaja obkurczeniu, ich chromatyna staje si¢ skondensowana, a
DNA ulega fragmentacji. Dochodzi do tworzenia tzw. ,cialek apoptotycznych”
zawierajacych krotkie (200 pz) odcinki DNA. Makrofagi eliminujg te ciatka,
zabezpieczajac komorke przed rozwojem reakcji zapalnej (charakterystycznej dla
nekrozy) (Kerr i in., 1972; Hordyjewska i Pasternak, 2005). Apoptoza moze aktywowac
rozne szlaki biochemiczne w zaleznos$ci od rodzaju komorki oraz bodzca. Najlepiej
opisane szlaki to: szlak wewnetrzny, zwigzany z mitochondrium, w ktorym czynniki
cytotoksyczne uszkadzaja DNA, badz organelle, a to prowadzi do zwigkszenia
przepuszczalnos$ci zewngtrznej btony mitochondrialnej (MOMP) (Kroemer i in., 2009), a
takze szlak zewngtrzny, zalezny od receptorow btony komoérkowej, takich jak czasteczki
z rodziny TNF (Rudnicka 1 in., 2011). Oba szlaki prowadza do depolaryzacji btony
mitochondrialnej, uwolnienia cytochromu C 1 aktywacji kaspaz, czyli proteaz
cysteinowych, niszczacych poszczegdlne biatka (Clarke, 1990; Donepudi i in., 2003;
Chipuk i1 Green, 2005). Wszystkie kaspazy sa syntetyzowane jako proenzymy (formy
nieaktywne), ktore w wyniku proteolitycznego cigcia sg formowane jako aktywne
kaspazy. Indukcja kaspaz ma kaskadowy charakter. Do tworzenia cialek apoptotycznych
1 degradacji czagstek komodrkowych prowadzi aktywacja kaspaz wykonawczych
(Rudnicka 1 in., 2011). W szlaku wewnetrznym apoptozy, udziat biorg takze biatka z
rodziny Bcl-2, ktore sktadaja si¢ zarowno z czltonkdéw proapoptotycznych, jak i
sprzyjajacych przetrwaniu (Singh i in., 2019). W celu wykrywania apoptozy stosuje si¢

techniki mikroskopowe, z wykorzystaniem odpowiednich barwnikow, techniki

14



histochemiczne, cytometri¢  przeptywowa, detekcje  potencjalu  blonowego
mitochondridow, testy immunoenzymatyczne ELISA, a takze Western-blot (Rudnickai in.,

2011).

Nekroza jest rodzajem $mierci komorkowej, ktora charakteryzuje si¢ pecznieniem
komorki, kondensacja chromatyny, a ostatecznie prowadzi do lizy komoérki wraz z jej
jadrem komorkowym, a zawarto$¢ komoérki wylewa si¢ do macierzy pozakomorkowe;,
co doprowadza do powstania reakcji zapalnej (Rudnicka i in., 2011; D’Arcy, 2019).
Dodatkowo wyrozniamy nekroptoze (nekroze zaprogramowang genetycznie), ktora
podobnie jak apoptoza indukowana jest przez receptory, ale w sytuacji, gdy kaspazy sa
zablokowane, komoérka wchodzi na szlak, prowadzacy do lizy btony komodrkowej

(Pasparakis i Vandenabeele, 2015).

Kolejnym typem $mierci komodrkowej jest autofagia, ktora w przeciwienstwie do
apoptozy i nekrozy nie jest jednoznacznie okres$lana jako $mier¢ komoérkowa, a moze
pehi¢ takze role szlaku przezycia komorek. W sytuacjach stresowych, dochodzi do
degradacji bialek cytoplazmatycznych badz eliminacji organelli. Podczas homeostazy
poziom autofagii w komorkach jest na niskim poziomie (Baehrecke, 2005; Rudnicka 1
in., 2011). Proces ten charakteryzuje si¢ zamykaniem nadmiarowych lub nieprawidtowo
zbudowanych biatek, materiatow zapasowych lub uszkodzonych organelli w podwdjnie
obtonionej wakuoli tzw. autofagosomie. Autofagosom nast¢pnie ulega fuzji z lizosomem
tworzac autolizosom, w ktorym zamknigte struktury/substancje/organelle ulegaja
degradacji i trawieniu (Cao i Klionsky, 2008). W warunkach ograniczonej dostgpnosci
substancji odzywczych, autofagia moze dziala¢ jako mechanizm przetrwania
umozliwiajacy trawienie materiatdéw zapasowych zgromadzonych na terenie cytoplazmy
komorek (Rudnicka i in., 2011). Od tzw. progu cytotoksyczno$ci, rozumianego jako
intensywno$¢ bodzca w stosunku do zdolno$ci adaptacyjnych komorki, zalezy
aktywowany rodzaj $mierci komorkowej (Fulda 1 in., 2010). Przy niskim stresie lub w
odpowiedzi na niewielkie uszkodzenia, komorka uruchamia mechanizmy ,,naprawcze”
wchodzac np. w proces autofagii lub aktywujac systemy naprawy DNA. Procesy te
odpowiadaja za cytoprotekcje (mechanizm ochronny) i maja na celu przywrdcenie
homeostazy organizmu (Kroemer i in., 2010). W sytuacji $redniego stresu, gdzie
uszkodzenia moga by¢ zbyt rozleglte, aby mechanizmy naprawcze mogly by¢
wystarczajace, uruchamiana jest najczesciej apoptoza. Komoérka wowcezas nadal posiada

zapasy ATP, ktore sg potrzebne do energochtonnych procesdéw enzymatycznych (Elmore,
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2007). Natomiast przy wysokim stresie, uszkodzenia struktur komorkowych sa obszerne
1 gwattowne, najczesciej zachodza pod wplywem czynnikow zewngtrznych. Mechanizmy
naprawcze s3 niewystarczajace i rozpoczyna si¢ nekroza, co wigze si¢ z liza blony
komoérkowej i uwolnieniem mediatorow stanu zapalnego (Proskuryakov i in., 2003).
Mozliwo$¢ doktadnego pomiaru cytotoksycznego jest cennym zrédlem wiedzy na temat
zwigzkow potencjalnie niebezpiecznych dla organizméw zywych (Liiin., 2015). Analizy
cytotoksycznosci sg takze wskaznikiem oceny biologicznej wzrostu, podzialdéw czy
morfologii komorek, po zastosowaniu danej substancji potencjalnie szkodliwej (Celik,

2018).

Substancje toksyczne moga aktywowac na poziomie komérkowym, poza opisanymi
powyzej mechanizmami, takze procesy zwigzane z uruchomieniem enzymow
antyoksydacyjnych (np. katalaza, dysmutaza, peroksydaza itp.), czy innych zwiazkoéw
neutralizujgcych wolne rodniki (np. glutation) (Sies 1 in., 2017). Aktywowane moga by¢
takze liczne biatka, w tym biatka opiekuncze HSP (Kourtis 1 Tavernarakis, 2011),
defensyny 1 inne (Yang i in., 2004); zmianom bedg ulegaly poziom ATP, stosunek
ADP/ATP i inne (Hardie, 2011).

4.1.3 Galleria mellonella - charakterystyka gatunku

Barciak wigkszy (Galleria mellonella) nalezy do rzedu Lepidoptera, rodziny
omacnicowatych (Pyralidae) (Iwanski i Andrejko, 2022). Osobniki tego gatunku
charakteryzuja si¢ szybkim wzrostem, wysoka ptodnoscia, stosunkowo kréotkim cyklem
zycia, niskim kosztem hodowli oraz tatwoscia pozyskania duzej liczby osobnikow
(Iwanski 1 Andrejko, 2022; Rost-Roszkowska 1 in., 2024). Hodowla tego gatunku nie
wymaga takze specjalistycznego sprzg¢tu laboratoryjnego (Tsai i1 in., 2016). Jest
gatunkiem kosmopolitycznym. Jego obszar wystepowania zalezy od wystepowania
pszczot miodnych (Kwadha i in., 2017). W regionach tropikalnych i subtropikalnych
odnotowano znaczne szkody 1 ustalono, ze G. mellonella powoduje spadek populacji
dzikich pszczo6t miodnych (Mermer i in., 2026). Gatunek ten opisano po raz pierwszy w
kolonii Apis cerana, a jego wystepowanie pokrywa si¢ z gospodarka pszczelarska w
roéznych krajach, gdyz szkodnik ten moze znalez¢ si¢ w ulach powodujac tzw. zjawisko
galeriozy. G. mellonella jest typowym owadem holometabolicznym (Wojda 1 in., 2020).

Owady przechodza przez cztery stadia rozwojowe - jajo, larwa, poczwarka, stadium
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doroste (imago). Jaja maja kolor od biatego do jasnorézowego, gasienice s natomiast
kremowobiate i mogg mierzy¢ od 1 do 23 mm (Jorjdo i in., 2018). Wymiary jaj ksztattuja
si¢ nastepujaco: dlugos¢ od 0,44 do 0,47 mm i szeroko$¢ od 0,29 do 0,39 mm
(Swamy, 2008; Ellis i in., 2013; Hosamanii in., 2017; Kwadhai in., 2017; Desai i
in., 2019; Wojda i in., 2020). Larwy wykluwaja si¢ najczesciej rano, w godzinach miedzy
08:30 a 11:00 (Hosamani i in., 2017; Desai i in., 2019; Wojda i in., 2020) z jaj, ktore
samice ztozyly w ulach, a nastepnie zaczynaja zerowac (Shaik i in., 2017). Larwy w
naturze odzywiajg si¢ pytkiem i woskiem pszczelim, przyczyniajac si¢ do duzych strat w
ulach (Fasasi i Malaka, 2006; Ellis i1 in., 2013). Taka dieta daje im duzg ilo$¢ energii, lecz
malo biatka (Kwadha i in., 2017). Jak wykazaty badania Jindra i Sehnal, (1989) biatko
niezbedne jest do wytwarzania kokonu. W sytuacji, gdy ilo$¢ biatka spadnie ponizej
okres§lonego poziomu, dochodzi do zahamowania jego tworzenia. Srednia optymalna
temperatura rozwoju larw tej ¢my wynosi 29-33°C (Wojda i in., 2020). Wiekszos¢
autorow wykazuje, ze etap larwalny G. mellonella dzieli si¢ na 7 stadiéw larwalnych (L1-
L7) (Sehnal, 1966; Anderson 1 Mignat, 1970; Swamy, 2008; Ellis i in., 2013; Desai 1
in., 2019). W stadium larwalnym L1 larwa jest biala i bardzo mata (Srednia dlugos¢
wynosi 0,81 mm) (Desaii in., 2019). Podczas przechodzenie przez kolejne stadia
rozwojowe organizmy wykazuja szarobiaty kolor, a od stadium larwalnego L3 ciato
zaczyna wyraznie gestnie¢ (Wojda 1 in., 2020). Podczas stadium larwalnego nie
wyksztalcaja si¢ zewnetrzne cechy, ktore moglyby okresli¢ ple¢ osobnika dorostego
(Kwadhai in., 2017). Charakterystyke poszczegdlnych stadiow larwalnych,
uwzgledniajaca 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 poszczeg6lnych stadiach larwalnych

Numer Dhugos$¢ ciata Szeroko$¢ Czas trwania
stadium larwy ciata larwy stadium
larwalnego

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

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie Desai i in., 2019

Etap przedpoczwarki nastepuje, gdy gasienica przestaje zerowac, lecz nadal wykazuje
pewna ruchliwos$¢, w czasie tworzenia kokonu (Jorjao i in., 2018). Kokon chroni larwy,
a nastepnie poczwarki przed pszczolami robotnicami oraz pasozytami. Jego budowa trwa
2,25 dnia. Podczas gdy wnetrze kokonu pozostaje migkkie, zewngtrzna cze$¢ ulega
twardnieniu (Wojda i in., 2020). Po etapie przedpoczwarki, nastepuje etap poczwarki, w
ktoérym organizmy s3a ciemnoczerwonobragzowe i unieruchomione w kokonach (Jorjao i
in., 2018). W zaleznos$ci od temperatury oraz wilgotnosci, okres poczwarki moze trwac
od 8 dni do nawet 50 dni (Wojda 1 in., 2020). Od etapu poczwarki do osobnika dorostego,
¢my nie zerujg. Aktywno$¢ osobnikow dorostych wystepuje w nocy, a samice moga
sktada¢ 50-150 jaj. Mniejsza liczbe jaj skiadaja pojedyncze samice w warunkach
laboratoryjnych (Fasasi i Malaka, 2006). Samce ¢my sg mniejsze i jasniejsze niz samice
(Jorjao 1 in., 2018). Z uwagi na to, ze narzady gebowe u osobnikow dorostych sg
zdegenerowane, ich okres zycia nie jest dtugi i szacuje si¢ go na ok. od 5 do 30 dni, a
samce zyja dluzej od samic (El-Sawaf, 1950; Wojda i in., 2020). W zaleznosci od
warunkoéw otoczenia, takich jak: temperatura, wilgotno$¢ i dostepno$¢ pozywienia,
catkowity okres rozwoju od momentu ztozenia jaj do pojawienia si¢ osobnikéw dorostych
waha si¢ w przedziale od 32 dni do 93 dni (Kumar i Khan, 2018). G. mellonella, ze
wzgledu na niezwykle podobienstwo wrodzonej odpowiedzi immunologicznej do
odpowiedzi immunologicznej u krggowcéw, a takze na znacznie tansze i pozbawione

probleméw natury etycznej badania, jest organizmem wykorzystywanym w licznych
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analizach (Ramarao 1 in., 2012; Tsai i in., 2016). Wrodzona odpowiedZ immunologiczna
tego gatunku sktada si¢ z 2 gtownych czeséci: komoérkowej i humoralnej (Tsai i in., 2012).
W odpowiedzi komorkowej uczestnicza komoérki zwane hemocytami. Wyrézniamy 6
réznych typoéw: prohemocyty, plazmatocyty, komorki ziarniste, koagulocyty, sferulocyty
1 enocytoidy (Tsai 1 in., 2012). Komorki znajdujace si¢ w hemolimfie mogg doprowadzad
do fagocytozy lub optaszczania drobnoustrojow. Odpowiedz humoralna obejmuje
produkcje lizozymu 1 matych peptydow o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych
(Ramarao i in., 2012). Uwaza si¢, ze proces fagocytozy u ssakow i owadow jest bardzo
podobny, w obu przypadkach biorg udziat zar6wno plazmatocyty, jak i komorki ziarniste
(Tojo 1 in., 2000). Kolejnym przykladem wykorzystania osobnikow G. mellonella sa
badania dotyczace ich zdolnosci do trawienia tworzyw sztucznych (Bombelli i in., 2017).
Autorzy zaobserwowali, Ze pozostawienie larw barciaka wigkszego na ok. 40 minut w
plastikowej torebce powodowato, ze zaczely pojawiac si¢ w niej uszkodzenia wynoszace
2,2+1,2 otwordw na osobnika na godzing (Bombelli i in., 2017). Podobne wyniki
wykazywata praca Rost-Roszkowska 1 in. (2024), w ktorej obserwowano oznaki spozycia
woreczkow PP po 24 h 148 h ekspozycji larw na PP. Dodatkowo zwazono woreczki przed
1 po 24 h oraz 48 h eksperymentu, co wykazato, ze masa woreczka po 24 h od punktu
poczatkowego spadla o 6 mg, natomiast po 48 h od punktu poczatkowego o 9 mg (Rost-
Roszkowska i1n., 2024). Gasienice w naturze zywig si¢ wytgcznie plastrami miodu, ktore
zbudowane s3 z wosku pszczelego. Wosk pszczeli sklada si¢ z mieszaniny zwigzkéw
lipidowych, w tym alkanow, alkenow, kwasow ttuszczowych 1 estrow. Zarowno w wosku
pszczelim, jak i w PE, najczgstszym wigzaniem jest wigzanie weglowodorowe CH>—CHz2
(Bombelli i in., 2017). Biodegradacja wosku pszczelego najprawdopodobniej wymaga
rozerwania tego samego typu wigzan chemicznych, ktore wystepuja w PE (Bombelli i in.,
2017; Wojda 1 in., 2020). Nie jest jednak do konca jasne, czy aktywno$¢ trawienia
weglowodorow u G. mellonella pochodzi z samego organizmu lub z aktywnosci
mikrobioty jelitowej i jej dzialalno$ci enzymatycznej (Dickman, 1933; Bombelli i in.,
2017). Doniesiono, ze PE moze ulega¢ degeneracji w wyniku aktywnosci
Enterobacter sp. wyizolowanego z jelit gasienic tego gatunku (Ren i in., 2019; Wojda i
in., 2020). Ponadto, jak wykazuja badania, dieta oparta na PE nie hamowala
przepoczwarzenia, natomiast formy doroste byly mniejsze niz larwy (Bulak i in., 2021).
Inne badania wykazaty za$ obecno$¢ zmian w obrebie komorek poszczegdlnych
narzagdow po spozywaniu przez larwy tworzyw sztucznych (LeMoine i in., 2020).

Wykazano takze, ze mikrobiom uktadu pokarmowego G. mellonella moze bra¢ udziat w
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degradacji takze PP (Peydaei i in., 2021). Jednak wigkszo§¢ prac skupiala si¢ na
degeneracji PE i jego ewentualnym wplywie na osobniki tego gatunku. Niewiele prac
koncentrowalo si¢ jednak na zdolno$ciach do degeneracji PP 1 jej skutkach dla
ultrastruktury narzadow, przezywalnosci, zdolnosci do reprodukeji, a takze na aktywacji
lub hamowaniu proceséw $mierci komoérkowej, a wigc na szeroko rozumianej

cytotoksycznosci.

5. Cele badan i hipotezy badawcze

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie czy dieta bogata w polipropylen
(PP) ma wptyw na aktywacje okreslonych parametrow cytotoksycznos$ci w wybranych
narzadach larw G. mellonella. PP to jedno z najczesciej wykorzystywanych komercyjnie
tworzyw sztucznych, ktore jest uwazane za toksyczne dla organizméw zywych. Istnieje
wiele prac dotyczacych mozliwosci degeneracji PE przez larwy G. mellonella 1 jego
wplywu na ich rozw¢j. Jednak nadal niewiele prac skupia si¢ na wptywie PP na przezycie,
rozrodczo$¢, czy na wystgpowaniu potencjalnych zmian w obrgbie narzgdéw/ tkanek. Tak
wiec nie wiadomo, czy spozywanie PP i zwigzana z nim degradacja tego polimeru w
organizmie ggsienic bedzie miato negatywny wplyw na te organizmy, wywotujac zmiany
cytotoksyczne, czy bedzie miato neutralny wplyw na caly organizm. To
predysponowatoby te owady do wykorzystania ich w biodegradacji tworzyw sztucznych.
Spozywany polimer ma bezposredni kontakt z nablonkiem jelita srodkowego, jednak
poprzez ten narzad PP moglby negatywnie wplywaé takze na inne narzady. Wazne jest
zatem opisanie dokladnych zmian w komorkach wspomnianego nablonka, w
szczegblnosci na poziomie ultrastrukturalnym. Jak dotad nie zbadano, jakie doktadnie
organelle moga by¢ najbardziej narazone na wplyw spozytego PP oraz czy spozycie tego
tworzywa bedzie aktywowalo procesy odpowiedzialne za przezycie, czy ochrong
komorek, tkanek, a w koncu calych narzadéw. Z uwagi na szereg cech G. mellonella,
ktére sprawiajg, ze organizm ten jest wykorzystywany jako organizm modelowy w
licznych badaniach toksykologicznych, ekotoksykologicznych czy rozwojowych, a takze
na globalny problem, jakim jest biodegradacja tworzyw sztucznych, ktérych sktadowanie
stanowi coraz wigkszy problem, dalsze badania nad tym gatunkiem sg uzasadnione i
pozadane. W niniejszej rozprawie skupiono si¢ wigc na wykryciu potencjalnych zmian

na poziomie ultrastrukturalnym w: jelicie Srodkowym, ciele thuszczowym oraz gruczole
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przednym u larw karmionych woreczkami PP. Wybor tych narzadow do eksperymentu
wynika z ich kluczowej roli w procesach trawiennych, detoksykacyjnych oraz
metabolicznych. Umozliwia takze ogdlna ocen¢ toksycznos$ci i stanu fizjologicznego
organizmu. Zatem wybor jelita srodkowego, gruczolu przednego i ciata thuszczowego
umozliwia ocen¢ wpltywu diety opartej na polipropylenie na osobniki Galleria
mellonella, co umozliwia zobrazowanie potencjalnej cytotoksyczno$ci i1 stresu
oksydacyjnego wywotanych dietg opartg na PP.

Analiza ultrastrukturalna wykorzystujaca transmisyjng mikroskopi¢ elektronowg
(TEM) miata na celu stwierdzenie, czy w wyniku spozywania plastiku 1 jego rozktadu w
organizmie ggsienic dochodzilo do pojawienia si¢ zmian na terenie komorek
wspomnianych narzagdéw. Dodatkowo celem badan bylo zanalizowanie wybranych
parametréw cytotoksycznos$ci, takich jak aktywacja $mierci komorkowej, autofagii,
proliferacji komorek, uszkodzen DNA jadrowego, uruchamianie biatek takich jak Bcl-2,
czy kaspazy, a takze zmiany w poziomie reaktywnych form tlenu (ROS), zmiany w
potencjale bton mitochondriéw, zmiany w cyklu komérkowym, czy zmiany w poziomie
ATP. Analiza wybranych parametrow cytotoksycznosci w narzadach gasienic G.
mellonella karmionych PP pozwoli oceni¢ potencjalng role tego gatunku w
biodegradacji tworzyw sztucznych.

Na podstawie dotychczasowego stanu wiedzy literaturowej, a takze

wczesniejszych badan, postawiono nastgpujace hipotezy badawcze:

H1: Polipropylen wywotuje zmiany w komdrkach wybranych narzadéow na poziomie

ultrastrukturalnym,;

H2: Pod wplywem karmienia zwierzat polipropylenem dochodzi do aktywacji procesow

detoksykacyjnych w komoérkach wybranych narzadow;

H3: Jelito $rodkowe jest narzadem, w ktéorym zmiany cytotoksyczne zachodza

najintensywniej;

H4: Spozywanie PP przez larwy badanego gatunku wplywa na zmiany aktywnos$ci

mitochondrialnej, poziomu ATP oraz/lub ROS;
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HS5: Pod wplywem karmienia zwierzat polipropylenem dochodzi do aktywacji procesow

$mierci komoérkowej w wybranych narzadach;

H6: Polipropylen spozywany przez gasienice wptywa na zmiany cyklu komorkowego

oraz proliferacj¢ komorek w badanych narzadach;

H7: Odmienne mechanizmy sg uruchamiane w celu ochrony komorek po spozyciu przez

larwy G. mellonella PP;

Aby zweryfikowaé pierwszg hipoteze wykorzystano analizy jakosciowe polegajace na
wykryciu zmian, zaobserwowanych za pomoca wykonanych zdje¢ jelita srodkowego,

ciala thuszczowego 1 gruczotu przgdnego w TEM.

Do weryfikacji hipotez od drugiej do siddmej zastosowano zardwno analizy iloSciowe
wykorzystujace cytometri¢ przeptywowa, luminometri¢ 1 analizy statystyczne wynikow,

jak 1 analizy jakoSciowe wykorzystujace mikroskopi¢ konfokalng i fluorescencyjng.

6. Material badawczy i metodologia
6.1 Material badawczy

Material do badan stanowity larwy barciaka wickszego G. mellonella. Material ten
zostat pozyskany z laboratorium PAN w Warszawie. Do badan zostaly wybrane jedynie

osobniki w VII stadium larwalnym (L7).

6.1.1 Warunki hodowli

Doroste osobniki G. mellonella hodowano w szklanych, szczelnie zamknigtych
pojemnikach o pojemnosci 1 1 w statej temperaturze 30 + 0,5°C, o wilgotnosci 75 += 5% i
stalej ciemnosci. Na kazdym szklanym pojemniku zawierajacym hodowle umieszczono
material Iniany, ktory utatwial sktadanie jaj przez samice. Doroste samce 1 samice nie
zerowaly z powodu zdegenerowanego aparatu gebowego. Po zlozeniu jaj, osobniki
umieraty. Ztozone jaja zbierano i hodowano w szklanych pojemnikach na pozywce
zawierajace] make pszenng, make kukurydziang, miod wielokwiatowy, mleko w proszku,
otrgby 1 gliceryng (Sehnal, 1966). Z jaj wykluwaty si¢ larwy w I stadium (L1), ktore
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natychmiast zaczety zerowa¢ na pozywce. W miarg rozwoju larw pozywke zastepowano
nowa, o takim samym sktadzie, co miato na celu jedynie zapewnienie ciggltego dostepu
do substancji odzywczych. Larwy hodowano az do stadium L7, ktore to wykorzystywano
do eksperymentéw biologicznych. Stadium L7 bylo odrézniane od pozostatych na
podstawie wielkosci larwy. Przyjeto, ze larwy ze stadium VII (L7) miaty ok. 20-24 mm
dtugosci (Fasasi i Malaka, 2006; Desai i in., 2019).

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

GO0-C — grupa kontrolna, zwierz¢ta hodowane w warunkach laboratoryjnych przy
statej temperaturze 30 £ 0,5°C, wilgotnosci 75 £ 5%, statej ciemno$ci w szklanych

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

GO-S — zwierzeta hodowane w warunkach laboratoryjnych przy statej temperaturze
30 £ 0,5°C, wilgotnosci 75 + 5%, stalej ciemnos$ci w szklanych pojemnikach i1 glodzone

przez 24 h;

GO0-24 — zwierzeta hodowane w warunkach laboratoryjnych przy statej temperaturze
30 £ 0,5°C, wilgotnosci 75 + 5% 1 statej ciemnosci, uprzednio glodzone przez 24 h, a
nastepnie hodowane w szalkach Petriego z woreczkami PP o wymiarach 3 cm x 3 cm

przez 24 h;

GO0-48 — zwierzeta hodowane w warunkach laboratoryjnych przy stalej temperaturze
30 £ 0,5°C, wilgotnos$ci 75 + 5% 1 stalej ciemnosci, uprzednio glodzone przez 24 h, a
nastgpnie hodowane na szalkach Petriego z woreczkami PP o wymiarach 3 cm x 3 cm

przez 48 h (Ryc. 1).

Gtodzenie osobnikéw w grupach G0-24 oraz G0-48 przed eksperymentem mialo na
celu oczy$ci¢ uktad pokarmowy zwierzat z wczesniej spozytego pokarmu, a takze
zapobiec jego ewentualnemu wplywowi na wynik eksperymentu. Grupa GO-S miata
zobrazowaé, czy brak pokarmu moze powodowa¢ u larw zmiany na poziomie
komoérkowym/ ultrastrukturalnym oraz czy takie same zmiany nie bedg pojawiaty si¢ u
osobnikdw karmionych PP. To wskazywaloby, Ze pomimo spozywania PP osobniki
gtoduja, a ewentualne zmiany beda wywotane wtasnie gtodzeniem, a nie rozktadajagcym

si¢ tworzywem sztucznym.
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Z uwagi na fakt, ze stadium L7 jest ostatnim przed przepoczwarzeniem, w ostatnich
dniach tego stadium (si6dmy i1 6smy dzien), larwy przestaja zerowac, staja si¢
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
1 in., 2026). Eksperyment musial zatem zosta¢ tak zaplanowany, aby zdazy¢ przed
pojawiajacymi si¢ zmianami w narzadach, ktore spowodowane sg wchodzeniem przez
larwy w stadium poczwarki. Dlatego larwy, ktéore byly wykorzystywane do
eksperymentow, pochodzily z trzeciego dnia stadium L7. W zwiazku z tym analizy larw
po 24 godzinach spozycia PP byly przeprowadzane pigtego dnia etapu L7 (24 h gtodzenia
+ 24 h eksperymentu), a analizy larw po 48 godzinach spozycia PP byty przeprowadzane
szostego dnia etapu L7 (24 h glodzenia + 48 h eksperymentu). Woreczki PP uzyte do
analiz zakupiono komercyjnie (Sarantis Polska SA). Do kazdego eksperymentu
wybierano osobniki z wszystkich czterech grup, a nastepnie poddawano sekcji, w celu
izolacji: jelita srodkowego, ciata thuszczowego i gruczotu przednego. Przed sekcja kazdy

osobnik zostal znieczulony chloroformem.
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MIKROSKOPIA KONFOKALNA STATYSTYCZNE

Ryc. 1 Schemat eksperymentu. Na podstawie Mermer i in., 2026, zmodyfikowano.

6.2 Metodyka pracy badawczej
6.2.1 Mikroskopia Swietlna i transmisyjna mikroskopia elektronowa

Narzady wyizolowane od larw (jelito $rodkowe, ciato tluszczowe oraz gruczot
przedny) z osobnikow wszystkich grup eksperymentalnych utrwalono w 2,5%
glutaraldehydzie 1 2% czterotlenku osmu, ptukano w buforze fosforanowym (ph 7,4),
odwodniono w szeregu alkoholowym i acetonie i zatopiono w zywicy epoksydowe;j
(Epoxy Embedding Medium Kit; Sigma) zgodnie ze standardowym protokotem
opisanym w pracach Rost-Roszkowska i in. (2020b, 2022). Po uzyskaniu potcienkich
skrawkow (0,8 pum) barwiono je 1% biekitem metylenowym w 0,5% boraksie i
analizowano w mikroskopie §wietlnym Olympus BX60. Do kontrastowania ultracienkich
skrawkéw (70 nm) wykorzystano standardowa metode (Rost-Roszkowska 1 in., 2020b;
Poprawa i in., 2022). Ultracienkie skrawki analizowano przy uzyciu transmisyjnego

mikroskopu elektronowego (TEM) Hitachi H500.
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6.2.2 Analiza jakoSciowa — mikroskopia konfokalna

Do kazdej ponizszej metody wykorzystano po 5 osobnikow z kazdej grupy
badawczej. Narzady byly wyizolowane, a nastgpnie przygotowane zgodnie z ponizszymi

protokotami.

6.2.2.1 Dihydroetydyna (DHE) — barwienie komorek 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 komorkach. Metoda ta umozliwia oceng
poziomu stresu oksydacyjnego w komorkach. W celu detekcji lokalizacji komoérek ROS-
dodatnich w izolowanych narzadach G. mellonella (jelito srodkowe, ciato thuszczowe,
gruczot przedny) wykorzystano mikroskopie konfokalng. Wyizolowane narzady z grup
GO0-C, GO-S, G0-24 1 G0-48 poddano barwieniu bez utrwalania (barwienie przyzyciowe).
Przygotowanie materiatu do analizy przeprowadzono zgodnie z procedurami opisanymi
w artykutach Rost-Roszkowska i1 in. (2020a, 2020b). Material inkubowano z 30 uM DHE
(Invitrogen) i barwiono DAPI (1 pg/ml, 30 min, RT, w ciemno$ci), a nast¢pnie
analizowano za pomocg mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV1000 i laserow
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 komorkowych

silnie kwasnych

W analizie jako$ciowe] wykorzystano czerwony barwnik fluorescencyjny, ktory
selektywnie gromadzi si¢ w organellach o niskim pH, takich jak lizosomy i autolizosomy,
co umozliwia ich wybarwienie. Jest narzedziem do badania funkcji lizosomoéw oraz
procesOw zwigzanych z autofagia. Wyizolowane bez utrwalania narzady inkubowano w
odczynniku LysoTracker Red (1 pg/ml, 30 min, RT, w ciemno$ci), a nast¢pnie barwiono
DAPI (1 pg/ml, 30 min, RT, w ciemnosci) zgodnie z protokolem opisanym przez Rost-
Roszkowska 1 in. (2020b) 1 badano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Olympus
FluoView FV1000 i laserow argonowych: laser 405 nm (wykrywanie DAPI) i 559 nm
(wykrywanie TMR).
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6.2.2.3 BODIPY - znakowanie materialow lipidowych

BODIPY (4,4-difluoro-3a,4a-diaza-s-indacen) jest stosowany do znakowania i
wizualizacji lipidow. Narzady wyizolowane od zwierzat z wszystkich grup
do$wiadczalnych, bez utrwalania, barwiono 20 pl/ml roztworem roboczym BODIPY (30
min, RT, w ciemnosci), przygotowanym zgodnie z protokotem producenta. Po
przeptukaniu materiatu w buforze TBS, byt on dodatkowo barwiony odczynnikiem DAPI
w celu wizualizacji jader komoérkowych (1 pg/ml, 30 min, RT, w ciemnos$ci). Narzady
badano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV1000 1 laserow
argonowych: laserow 405 nm (wykrywanie DAPI) 1 559 nm (wykrywanie BODIPY).

6.2.2.4 TUNEL assay — detekcja apoptozy

Test TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red; Roche) to metoda stuzaca
do wykrywania peknig¢ w DNA, charakterystycznych dla apoptozy. Wyizolowane
narzady utrwalano w 4% paraformaldehydzie przez 1 h w temperaturze pokojowej (RT),
a nastgpnie przygotowywano zgodnie z protokolem producenta i metoda opisang w
Poprawa i in. (2022). Po wybarwieniu narzagdow mieszaning reakcyjng TUNEL
znakowano je 1 pg/ml DAPI (30 min, RT) w celu wizualizacji jader komoérkowych.
Material badano przy uzyciu konfokalnego mikroskopu skaningowego Olympus
FluoView FV3000. Zastosowano nastgpujace lasery: 405 nm dla barwnika DAPI 1 561
nm dla czerwonego barwnika TMR. Kontrole negatywne przeprowadzono zgodnie z

protokotem producenta.

6.2.2.5 Barwienie lizosomow CellLight-GFP

Barwienie umozliwia znakowanie lizosomow zielonym biatkiem fluorescencyjnym
(GFP). Barwienie lizosomow technikg CellLight jest kluczowe w badaniach nad
autofagia, gdyz lizosomy sg ostatecznym miejscem niszczenia materiatu komorkowego
w zywych komorkach. Wyizolowane od zwierzat z wszystkich grup do§wiadczalnych
narzady bez utrwalania barwiono odczynnikiem CellLight Lysosomes-GFP (Invitrogen,
C10596) (24 h, RT, w ciemnosci) 1 przemywano buforem TBS (2 x 5 min, RT, w
ciemnosci). Nastepnie narzady barwiono 1 pg/ml DAPI (30 min, RT, w ciemno$ci).

Materiat badano przy uzyciu konfokalnego mikroskopu skaningowego Olympus
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FluoView FV3000. Zastosowano nast¢pujace lasery: 405 nm dla barwnika DAPI 1 488
nm dla barwnika GFP.

6.2.2.6 Barwienie JC-1

Barwnik JC-1 jest fluorescencyjnym markerem do oznaczania potencjatu blony
mitochondrialnej w komoérkach zywych. Przygotowane narzady, ktore wyizolowano ze
wszystkich grup, inkubowano w ciemnosci z 5 pl 1,5 mM roztworu JC-1 w DMSO
(99,97%, H20 < 0,1%) (przez 20 min, RT, w ciemno$ci) bez utrwalania. Nastepnie
material przemyto kilkakrotnie buforem PBS. Jadra komoérkowe znakowano 1 pg/ml
DAPI (30 min, RT, w ciemnosci). Material analizowano za pomoca konfokalnego
mikroskopu skaningowego Olympus FluoView FV3000. Zastosowano nastepujace

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 komodrkach
zredukowanego glutationu (GSH) jako mechanizmu detoksykacji. Wykorzystywany jest
do badania stresu oksydacyjnego w wyniku obserwacji zmian w obrebie poziomu
wewnatrzkomorkowego GSH. Barwnik taczy sie ze zredukowanym GSH, dajac zielong
fluorescencje. Spadek poziomu zredukowanego GSH wigze si¢ ze zmniejszeniem
intensywnosci fluorescencji 1 informuje o wzroscie stresu oksydacyjnego. Uzyskane
podczas sekcji narzady barwiono odczynnikiem ThiolTracker Violet (10 uM) zgodnie z
protokotem producenta (chromeextension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://a
ssets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/mp10095.pdf) i DAPI (1 pg/ml, 30
min, RT, w ciemnosci). Po przemyciu materiatu PBS zbadano go za pomoca
konfokalnego mikroskopu skaningowego Olympus FluoView FV3000. Zastosowano
nastepujace lasery: 405 nm dla barwnika DAPI oraz 405 nm dla ThiolTracker Violet.

6.2.3 Analiza iloSciowa — cytometria przeplywowa

Po izolacji narzadow: jelita srodkowego, ciata thuszczowego i gruczolu przednego,

material zostat poddany mechanicznej fragmentacji i homogenizacji w buforze PBS/TBS
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przy uzyciu homogenizatora mechanicznego (BEAD BUG MICROTUBE
HOMOGENIZER) w celu otrzymania zawiesiny komodrek (Rost-Roszkowska i
in., 2020b; Poprawa i in., 2022). Dla kazdej z ponizszych metod wykorzystano po 5

osobnikow z kazdej grupy badawczej (n=5).

6.2.3.1 Muse Oxidative Stress Kit

Zestaw Muse Oxidative Stress Kit (Merck Millipore, No MCH100111) stuzy do
pomiaru stresu oksydacyjnego, umozliwia ilosSciowe pomiary komoérek ROS-
pozytywnych. Procedure przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta, a pomiary

wykonano przy uzyciu analizatora komorek Muse (Millipore) (Wtodarczyk i in., 2019).

6.2.3.2 Muse Count & Viability Kit

Zestaw Muse Count & Viability Kit (Merck Millipore, nr MCH100102) umozliwia
iloSciowg analiz¢ liczby komorek zywych w tkance przy uzyciu analizatora komorek
Muse. Procedure przeprowadzono zgodnie z protokotem 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 zawierajacy aneksyne V wykorzystywany jest w analizie ilo§ciowej komorek
zywych, bedacych we wczesnym 1 poéznym etapie apoptozy, oraz komodrek
nekrotycznych. Zawierajac dwa barwniki, aneksyne V sprzezong z FITC oraz jodek
propydyny (PI) umozliwia rozréznienie komorek nekrotycznych (aneksyna V-FITC-
/PI+) 1 komorek apoptotycznych (wczesna apoptoza: aneksyna V-FITC+/PI- lub p6zna
apoptoza: aneksyna V-FITC+/PI+). Barwienie przygotowano zgodnie z protokotem
(Rost-Roszkowska i in., 2020b; Mermer 1 in., 2026) 1 analizowano za pomocg cytometru
przeplywowego Beckman Coulter Instrument FC 500 z laserem argonowym o dtugos$ci

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) umozliwia
wykrywanie uszkodzen DNA. Analiz¢ iloSciowa przeprowadzono zgodnie z procedura
przedstawiong w protokole producenta (https://welcome.cytekbio.com/hubfs/Amnis-
and-Guava-Products/muse-multi-color-dna-damage-kit-rsp.pdf) i przeprowadzono przy

uzyciu analizatora komoérek Muse.

6.2.3.5 Muse MultiCaspase Kit

Muse MultiCaspase Kit (Cytek, SKU MCH100109) stuzy do wykrywania aktywacji
kaspaz 1 ich udziatu w procesie $mierci komorkowej, dzigki ktéremu mozna réznicowac
komorki zywe kaspazo-negatywne, zywe/kaspazo-pozytywne, martwe/kaspazo-
pozytywne 1 martwe/kaspazo-negatywne. Analize iloSciowa przeprowadzono zgodnie z
procedurg przedstawiong 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) umozliwia
ilosciowg analize komorek, w ktérych dochodzi do aktywacji biatka Bel-2 przy wykryciu
dwoch przeciwciat: anty-Bel-2-PECyS5 oraz anty-fosfo-Bcl-2 (Ser70) -Alexa Fluor 555.
Procedurg barwienia i przygotowania materiatu do analiz wykonano zgodnie z procedurg
opisang w protokole producenta (https://cytekbio.com/products/muse-bcl-2-activation-
dual-detection-kit?variant=40651391008804). Pomiary wykonano przy uzyciu

analizatora komorek Muse.

6.2.3.7 Zestaw Muse Cell Cycle Kit

Muse Cell Cycle Kit (Cytek, SKU MCH100106) umozliwia ilosciowg analizg
procentowej zawartosci komorek w poszczeg6lnych fazach cyklu komorkowego: Go/Gi,

S, G2/M. Wyizolowane narzady przygotowano do analizy przy uzyciu cytometru
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przeptywowego MUSE zgodnie z protokotem zalecanym przez producenta

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

6.2.3.8 Stosunek ADP/ATP i zawartosé¢ ATP

Zestaw do badania zywotnosci komérek 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 protokotami producenta. Oznaczenie zawarto$ci ATP oparto na reakcji oksydacyjnej
dekarboksylacji lucyferyny katalizowanej przez lucyferaze. Natgzenie §wiatta mierzone
metoda luminometryczng przy dlugosci fali 562 nm jest proporcjonalne do zawarto$ci
ATP w badanej probce. Poziom ADP mierzono poprzez jego konwersje do ATP, ktora
wykryto za pomoca tej samej reakcji. Stgzenie ATP w materiatach obliczono na podstawie
krzywej standardowej, ktorg przygotowano przy uzyciu standardu ATP dostarczonego w

zestawie. Wyniki wyrazono jako nmol ATP - mg~ ! biatko.

Zawartos$¢ biatka mierzono wedtug Bradforda (1976), stosujac jako standard albumine

bydleca (zawartos¢ biatka > 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 spehienie
zatozen testow parametrycznych. Normalnos$¢ rozktadu danych weryfikowano za pomoca
testu Shapiro—Wilka, natomiast jednorodno$¢ wariancji oceniano testem Levene’a. W
celu okreslenia wptywu badanych czynnikéw na poziom analizowanych parametréw
przeprowadzono jedno- i dwuczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) oraz w przypadku
jednoczesnej analizy wielu zmiennych zaleznych, wielowymiarowg analiz¢ wariancji
(MANOVA). Po stwierdzeniu istotnego wplywu analizowanych czynnikéw wykonano
porownania post hoc z wykorzystaniem testow Tukey’a lub LSD (Least Significant
Difference). Roznice pomiedzy grupg kontrolng i eksperymentalng oceniano za pomoca
testu t-Studenta dla prob niezaleznych. Zaleznosci pomigdzy analizowanymi

parametrami okre§lano na podstawie analizy korelacji Pearsona oraz analizy regresji
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wielokrotnej. Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie = odchylenie standardowe

(SD). Za istotne statystycznie uznawano rdznice przy poziomie istotnosci 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 e Mikroskopia

e Barwienie

skrawkow Swietlna
potcienkich e Transmisyjna
e Kontrastowanie mikroskopia
skrawkow elektronowa
ultracienkich (TEM)
Analiza $mierci e Test TUNEL e Mikroskopia
komorkowej 1 uszkodzen e AncksynaV konfokalna
DNA e Muse MultiCaspase e Cytometria
Kit przeptywowa
e Muse Bcl-2

Activation Dual
Detection Kit

e Muse Multi-Color
DNA Damage Kit

Analiza stresu e Mikroskopia

e Dihydroetydyna

oksydacyjnego (DHE) konfokalna
e ThiolTracker Violet * Cytometria
e Muse Oxidative przeptywowa
Stress Kit
Analiza zywotnoSci 1 e Muse Count & e Cytometria
cyklu komoérkowego Viability Kit przeplywowa

32



e Muse Cell Cycle Kit

Analiza silnie kwasnych e Mikroskopia

e LysoTracker Red
struktur (LTR) konfokalna

wewnatrzkomorkowych e CellLight-GFP

oraz lipidow e BODIPY

Analiza mitochondrialna e Mikroskopia

e Barwienie JC-1

oraz zmian w poziomie « ApoSENSOR ATP / konfokalna
ATP ADP/ATP Ratio e Luminometria
Bioluminescence
Assay Kit

Zrodto: opracowanie wlasne

7. Wiyniki i dyskusja

Rost-Roszkowska, M., Mermer, P., Chajec, L., Sosinka, A., Wilczek, G., Student, S.,
Wronska, A., Karnowka, 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 sa
zdolne do trawienia woreczkow polipropylenowych (PP). W tym celu zwazono woreczki
przed oraz po 24 h 148 h eksperymentu, a takze wykonano im zdjecia przed rozpoczeciem
1 po zakonczeniu eksperymentu. Zarowno waga, jak i obraz fotograficzny wskazywaty,
1z larwy badanego gatunku sg zdolne do konsumpcji PP. Kolejnym etapem eksperymentu
byta ocena przezywalnos$ci larw karmionych PP. W tym celu liczono osobniki doroste,
ktore rozwingly si¢ z larw karmionych workami PP. Liczby te porownywano z liczbg
osobnikdw dorostych, rozwijajacych si¢ z larw karmionych standardowa pozywka
(zgodnie z Sehnal, 1966). Wyniki ukazaty, ze przezywalno$¢ osobnikow jest wysoka i na
zblizonym poziomie w grupie eksperymentalnej i kontrolnej. Inne dane literaturowe takze
donosza o zdolnos$ci spozycia przez larwy G. mellonella tworzyw sztucznych, w tym
takze PP. W artykule Barrionuevo i in. (2022) autorzy opisuja roznice w wadze probek

PP przed podaniem ich larwom, a nastgpnie rejestruja ubytek ich masy po eksperymencie,
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wynikajacy z konsumpcji. Utrat¢ masy wyrazano nast¢pnie w ujeciu procentowym.
Autorzy monitorowali larwy az do osiggni¢cia przez nie stadium dorostego. Ich badanie
potwierdzito takze wyniki przezywalnos$ci larw. W ich analizie larwy mogty doj$¢ do

stadium poczwarki i przeksztatci¢ si¢ w doroste ¢my.

W celu weryfikacji postawionej hipotezy badawczej H1 dotyczacej wplywu diety
opartej na PP na ultrastrukture wybranych narzadow larw G. mellonella, przeprowadzono
analizy w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM). Analizy polegaly na
preparacji trzech narzadow: jelita Srodkowego, gruczolu przednego oraz ciata
thuszczowego 1 analizie zmian w ultrastrukturze komorek wspomnianych narzadow.
Poréwnywano zmiany w komorkach grup kontrolnych (GO0-C oraz GO-S) wraz z
ultrastruktura komoérek grup eksperymentalnych (G0-24 i G0-48). Nablonek jelita
srodkowego badanego gatunku tworzony jest przez nabtonek wielorzedowy, w ktérym
wyrdzni¢ mozna komorki trawienne, kubkowe, endokrynowe oraz regeneracyjne (Rost-
Roszkowska 1 in., 2024; El-Samad 1 in., 2025). W przypadku przeprowadzonego
eksperymentu, w ultrastrukturze komorek tworzacych nabtonek jelita srodkowego w
grupach GO0-C oraz GO-S, nie wykazano réznic na poziomie ultrastrukturalnym. W
grupach eksperymentalnych GO0-24 oraz G0-48 zaobserwowano zwigkszenie liczby
struktur autofagicznych (autofagosomy, autolizosomy, ciatka resztkowe) w szczytowej
czesci cytoplazmy komorek trawiennych. Dodatkowo w grupie G0-48 zaobserwowano
wieksza liczbe wakuol oraz struktur autofagicznych niz w grupie GO0-24. Nie
zaobserwowano natomiast innych zmian w obrgbie cytoplazmy oraz organelli
komorkowych. Gruczol przedny to narzad parzysty zbudowany z trzech regionow:
przedniego (ASG), srodkowego (MSG) oraz tylnego (PSG). W ostatnim stadium
larwalnym produkuje wydzieling tworzaca kokon, w ktérym nastepnie rozwija si¢
poczwarka. Zbudowany jest z duzych komorek poliploidalnych (Aidells i in., 1971). Do
analizy w TEM gruczotu przednego wykorzystano jego srodkowy obszar (MSG). W
ultrastrukturze komoérek MSG grupy GO-S 1 GO-C nie zaobserwowano zadnych roznic.
W grupie G0-24 w poréwnaniu z grupg kontrolng i glodzong (GO-C i GO-S)
zaobserwowano wzrost liczby struktur autofagicznych. W grupie G0-48 zaobserwowano
sporadyczne wakuole o jasnym elektronowo wnetrzu i liczne autofagosomy. Innych
zmian na poziomie ultrastrukturalnym nie wykazano. Cialo thuszczowe G. mellonella,
podobnie jak u innych przedstawicieli Lepidoptera, jest narzadem o budowie ptatowe;j,

ktére tworzone jest w gltownej mierze przez trofocyty (adipocyty) oraz sporadycznie
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wystepujace miedzy nimi oenocyty (Chobotow i Strachecka, 2013; Skowronek 1 in.,
2021). W przypadku analizy ultrastrukturalnej ciata tluszczowego, w grupach
eksperymentalnych G0-24 i1 G0-48 nie wykazano zmian degeneracyjnych w pordwnaniu
do grup kontrolnych (GO-C i GO-S). Wykazano jednak wzrost liczby struktur
autofagicznych, zarowno w grupie G0-24, jak 1 w grupie G0-48. Przeprowadzone analizy
ultrastrukturalne wskazuja, ze karmienie larw G. mellonella PP nie powoduje w
organizmie ostrych zmian degeneracyjnych w badanych narzadach. Analiza z
wykorzystaniem TEM nie wykryla zmian o charakterze apoptotycznym, czy
nekrotycznym w grupach eksperymentalnych, karmionych PP (G0-24 i G0-48). Te
wyniki wskazuja na odporno$¢ larw barciaka wickszego na spozywanie tworzyw
sztucznych 1 ich wysoka tolerancj¢ na ten ksenobiotyk. Wyniki te potwierdzajg takze
wyniki innych badaczy, w ktorych wykazano zdolno$¢ przez gasienice barciaka
wiekszego do trawienia innych tworzyw sztucznych. Autorzy wskazali, ze osobniki sg w
stanie przetrwac na diecie opartej jedynie na tworzywach sztucznych, w tym polietylenie
(PE), czy polistyrenie (PS). Wykazali takze, Ze taka dieta nie doprowadza do zwigkszone;j
$miertelnosci czy uszkodzen komorkowych (Bombelli i in., 2017; Barrionuevo i in.,
2022). Z badan przeze mnie przeprowadzonych wynika, ze gldwnym mechanizmem
ochronnym w badanych narzadach byt wyrazny wzrost liczby struktur autofagicznych
oraz wzmozona wakuolizacja komorek. Liczba struktur autofagicznych oraz
wakuolizacja byly tym silniejsze, im wigkszy byt czas ekspozycji na PP (co bylo
szczegdlnie widoczne w grupie G0-48). Autofagia to proces, ktory moze byc
uruchamiany w odpowiedzi na rézne stresory, w tym obecnos$¢ ksenobiotykow, takich jak
PP. Wartym podkres$lenia jest fakt, ze w grupie glodzonej (GO-S) nie pojawily si¢ zadne
roéznice na poziomie ultrastrukturalnym w pordwnaniu do grupy kontrolnej (GO-C).
Wynik ten umozliwia wykazanie, braku zwigzku intensyfikacji autofagii z deficytem
substancji odzywczych. Wyniki wskazuja, ze wzrost intensywnos$ci autofagii jest
podyktowany koniecznos$cig ochrony organizmu w zwigzku z trawieniem polipropylenu.
Jelito $§rodkowe, stanowi pierwszg barier¢ oraz glowne miejsce trawienia 1 wchtaniania
spozytego pokarmu. Wzrost liczby struktur autofagicznych w szczytowej czgsci
cytoplazmy komoérek trawiennych tego narzadu moze $wiadczy¢ o zwigkszonych
procesach usuwania uszkodzonych organelli czy biatek. 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 wewnatrzkomorkowych,
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takich jak organelle czy biatka i stanowi strategi¢ obronna, ktora zapobiega obumarciu
komorek (Kazek i in., 2020). Zwigkszong liczbe struktur autofagicznych odnotowano
réowniez w komorkach MSG gruczolu przgdnego, co rdwniez moze wskazywac na
intensyfikacje procesOw ochronnych. Te samg intensyfikacje odnotowano w trofocytach
ciata tluszczowego. Ciato tluszczowe owaddéw jest odpowiednikiem funkcjonalnym
watroby kregowcow. Stad jest centrum metabolizmu energetycznego i detoksykacji
(Lemoine 1 in., 2020). Zwigkszenie liczby struktur autofagicznych w trofocytach i brak
innych zmian zwyrodnieniowych, jak nekroza, umozliwia postawienie hipotezy, ze
komorki te radza sobie ze stresem zwigzanym ze spozyciem tworzyw sztucznych.
Uruchomienie takich procesow, umozliwia przezycie organizmom, co zaobserwowano u
larw G. mellonella zerujacych na polietylenie (Lemoine i in., 2020). Autofagia jest zatem
sposobem na przetrwanie dla wielu organizméw znajdujacych si¢ w roznych sytuacjach
stresowych, co potwierdzajg liczne badania (Klionsky i Emr, 2000; Rost-Roszkowska 1
in., 2018; Rost-Roszkowska i in., 2019). Zebrane dane ultrastrukturalne sugeruja, ze
konsumpcja PP moze stanowi¢ dla larw G. mellonella czynnik stresowy na poziomie
komorkowym. Jednak gatunek ten posiada efektywne mechanizmy adaptacyjne
(autofagie, wakuolizacje¢), ktore umozliwiaja osobnikom przetrwanie przy podazy PP i
zabezpieczenie si¢ przed zmianami nekrotycznymi. Analiza wplywu diety opartej na PP
na ultrastrukture gléwnych organelli G. mellonella stanowilo podstawe dla dalszych
analiz, w ktorych skupiono si¢ na wptywie PP na procesy $mierci komérkowej, czy na
zmiany poziomu ROS w komorkach, a tym samym na ewentualnej aktywacji stanu stresu

oksydacyjnego.

W celu analizy silnie kwasnych struktur wewnatrzkomorkowych oraz lipidow
wykorzystano metody jako$ciowe - mikroskopi¢ konfokalng (barwienie LysoTracker Red
oraz barwienie odczynnikiem BODIPY). Do oceny zywotnosci komorek zastosowano
metody ilo$ciowe - cytometri¢ przeplywowa (zestaw Muse Count & Viability Kit). W
obrebie jelita srodkowego, mikroskopia konfokalna potwierdzita obserwacje mikroskopii
elektronowej. Zaobserwowano wzrost liczby struktur autofagicznych jako struktur silnie
kwasnych, przy czym wzrost intensywnos$ci emitowanych sygnaléw z nich pochodzacych
byl widoczny wraz ze wzrostem czasu ekspozycji na PP. W grupach GO-C i GO-S nie
stwierdzono istotnych roznic. W obrebie gruczotu przednego, mikroskopia konfokalna
takze wykazata wzrost sygnatdow emitowanych przez silnie kwasne organella w grupie

GO0-24, jednak w grupie G0-48, nastgpit spadek intensywnosci tych sygnatow. W grupach
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GO0-C 1 GO-S nie stwierdzono istotnych réznic. W przypadku ciata tluszczowego wraz ze
wzrostem czasu ekspozycji na PP takze dochodzi do zwickszenia intensywnosci
autofagii. Wykazano niewielki wzrost poziomu sygnatow emitowanych przez kwasne
struktury w grupie GO-S. Analiza z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej
zobrazowata wysoki poziom zywotnosci komorek w grupach kontrolnych wszystkich
analizowanych narzadow. W obrebie ciala thuszczowego oraz gruczotu przednego
zaobserwowano istotny spadek zywotnosci w grupach G0-48 w pordwnaniu z grupami
GO0-C i1 GO-S. Zaleznosci tej nie wykazano dla jelita sSrodkowego, a wigc w tym narzadzie
poziom zywych komoérek w grupie G0-24 byt wyzszy niz w grupie GO-C, natomiast w
grupie G0-48 byt zblizony do grupy GO-C. Odsetek zywych komoérek w grupie GO-S nie
roznil si¢ od grupy GO-C w przypadku gruczotu przednego. Natomiast w jelicie
srodkowym 1 ciele thuszczowym odsetek ten w grupie GO-S byt zblizony do grupy GO-
24, nie za§ do GO-C. Uzyskane wyniki wskazuja na ztozong, wysoce specyficzng dla
danej tkanki reakcje larw G. mellonella na stres indukowany dieta oparta na PP. Dane
literaturowe podkreslaja, ze spozycie plastiku ma wptyw na organizmy i moze prowadzi¢
do: stresu oksydacyjnego (spowodowanego nadmierng produkcjg ROS), zmian w obrgbie
metabolizmu lipidéw, zaburzen w ich funkcjonowaniu, a takze do aktywacji procesow
zwigzanych z autofagia (Kadac-Czapska i in., 2024; Kovacsi in., 2025; Wang i in., 2025).
Otrzymane wyniki zarowno z analiz jako$ciowych, jak 1 ilo$ciowych potwierdzaja te

doniesienia, ukazujac zmiany majace miejsce po spozyciu PP.

Zgodnie z hipoteza badawcza H2, w obrgbie wszystkich badanych organelli
zaobserwowano wzrost intensyfikacji autofagii, co przyczynia si¢ do detoksykacji tych
narzgdow po spozyciu PP. Jelito srodkowe stanowi pierwsza barier¢ kontaktu ze
spozytym ksenobiotykiem (w tym przypadku PP), z tego powodu jest miejscem, w
ktorym reakcje na uszkodzenia zachodzg w pierwszej kolejnosci. Zarowno mikroskopia
konfokalna, jak i elektronowa wykazaly w obrebie jelita srodkowego wzrost liczby
struktur autofagicznych 1 nasilenie emitowanych sygnatow kwasnych organelli wraz z
czasem ekspozycji na PP. Warte uwagi sa rowniez wyniki z cytometrii przeptywowej,
ktore ukazuja niski odsetek martwych komorek. Wyniki te wraz z wynikami z analiz
jako$ciowych sugeruja, ze w obrebie jelita sSrodkowego dochodzi do silnej aktywacji
autofagii, ktora zabezpiecza przed nekroza. Z uwagi na to, mozna wnioskowaé, ze

autofagia w jelicie srodkowym pehni funkcje silnie cytoochronng i adaptacyjna.
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Silnie ochronna rola autofagii w jelicie $rodkowym, polaczona z wysoka
zywotno$cig komorkowa wskazuje, ze jelito jest narzagdem najbardziej chronionym ze
wszystkich badanych. Zatem zgodnie z zatoZzeniem hipotezy badawczej H3, jelito
srodkowe G. mellonella moze by¢ traktowane jako narzad, w ktorym zmiany
cytotoksyczne zachodza najintensywniej, w celu ochronnym. Jak wiadomo, autofagia
stuzy eliminacji m.in. uszkodzonych organelli, a to chroni komdrki przed wej$ciem na
szlak apoptozy czy nekrozy (Klionsky i Emr, 2000; Franzetti i in., 2012; Gunay i
Goncu, 2021). Cialo tluszczowe peilni gltownie funkcje centrum metabolicznego i
energetycznego u G. mellonella. W tym narzadzie takze zaobserwowano wzrost autofagii,
jednak towarzyszyl mu réwniez znaczny spadek zywotnosci komorek, szczegdlnie w
grupie G0-48 w porownaniu do grup kontrolnych. Podobne wyniki zaobserwowano takze
w innych danych literaturowych, gdzie wykazano, ze spozywanie polimerow tworzyw
sztucznych powoduje zaburzenie rezerw lipidowych (Zheng i in., 2024). Niewielki
wzrost sygnalow emitowanych przez silnie kwasne struktury obserwowany w grupie GO-
S moze by¢ fizjologiczng odpowiedzig na brak pozywienia (lipofagia). Odsetek zywych
komorek w grupie GO-S byt jednak na wysokim poziomie, co zaprzecza hipotezie, jakoby
deficyt zywieniowy mogt by¢ odpowiedzialny za zmniejszong zywotno$¢ komorek.
Zatem ta zmniejszona zywotno$¢ komorek jest nastgpstwem spozytego PP. Gruczot
przedny jest narzadem, ktdry nie jest w sposdb bezposredni zaangazowany w proces
trawienia. Mikroskopia konfokalna wykazala poczatkowy wzrost sygnalow kwasnych
organelli (G0-24), po ktérych nastgpit spadek ich intensywnosci w grupie G0-48. Analiza
cytometryczna takze wykazata spadek zywotnosci komorek w grupie G0-24 1 G0-48.
Sugeruje to, ze w obrebie gruczohu przednego mechanizmy obronne nie dziatajg tak
efektywnie jak w przypadku jelita srodkowego. Poczatkowe nasilenie autofagii i
zwigkszenie sygnatow pochodzacych od silnie kwasnych struktur (po24h
eksperymentu), maja chroni¢ komorki narzadu przed negatywnym skutkiem spozycia PP,
jednak po 48 godzinach mechanizmy te staja si¢ niewystarczajace. W przypadku gruczotu
przednego, podobnie jak w przypadku ciata tluszczowego, nie wykazano réznic w
zywotno$ci miedzy grupa gtodzong (GO-S) a kontrolng (GO-C). Fakt ten wyklucza wptyw
braku pokarmu na przezywalnos¢ komorkowa. Tak wiec, podsumowujgc poréwnanie
zywotnosci komorek z aktywacja autofagii, mozna stwierdzi¢, ze przeprowadzone
analizy ilosciowe 1 jakosciowe wykazaty, ze cytoochronna rola autofagii jest
najskuteczniejsza w jelicie $rodkowym, w poroéwnaniu z pozostatymi badanymi

narzgdami. Wzrost liczby martwych komorek po 48 godzinach spozywania PP moze by¢
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jednak wywotany innymi czynnikami niz PP, a mianowicie fizjologicznymi zmianami
zachodzacymi w ciele larw przed wejsciem w stadium poczwarki. Badania, jak
wspomniano wczes$niej, prowadzono na ostatnim 7. stadium, trwajacym okoto 8 dni
(Desai i in., 2019; Wojda i in., 2020). Wazne wiec byto przeprowadzenie dalszych analiz
zwigzanych z analizg aktywacji konkretnego typu $mierci komérkowej, czego dotyczyly

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

W obrebie niniejszej publikacji opisano i omoéwiono takze wyniki zwigzane ze
zmianami poziomu reaktywnych form tlenu w komorkach badanych narzadow, co
zwigzane bylo z weryfikacja hipotezy badawczej H4. W tym celu wykorzystano techniki
mikroskopii konfokalnej (barwienie odczynnikiem DHE) oraz cytometrii przepltywowej
(Muse Oxidative Stress Kit). Mikroskopia konfokalna w obrebie jelita srodkowego
wykazala wystgpowanie sygnatoéw emitowanych przez komorki ROS+ wzdtuz catej jego
dlugosci, a takze na catej powierzchni ciata thuszczowego 1 gruczolu przednego we
wszystkich badanych grupach. Cytometria przeptywowa potwierdzita obserwacje
mikroskopii konfokalnej. W jelicie sSrodkowym poziom komoérek ROS+ wzrost w grupie
G0-24, a nastepnie po 48 h eksperymentu spadl, przy czym poziom komoérek ROS-
pozytywnych byl najnizszy w grupach GO-C 1 GO-S. W gruczole przednym w obrebie
grup GO-C, GO-S 1 G0-24 nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic, natomiast
w grupie G0-48, poziom komoérek ROS+ byt najnizszy. W przypadku ciata thuszczowego,
w grupach GO-S, G0-24 i G0-48, poziom komoérek ROS+ byl nizszy niz w grupie GO-C.
Analiza jakosciowa 1 ilosciowa poziomu komoérek ROS+ ukazuje zréznicowang,
odpowiedZ w poszczegdlnych narzadach. Wyniki te koreluja z danymi literaturowymi,
sugerujacymi, ze jelito srodkowe jest najbardziej wrazliwe na ksenobiotyki (Leonard i
in., 2009; Janeh i in., 2019). Tak wigc wyniki badan przeprowadzonych na G. mellonella
wyraznie wskazuja, ze jelito jako narzad pierwszego kontaktu, jest najbardziej narazone
na uszkodzenia powodowane spozywanymi czastkami tworzyw polimerowych i
zachodzace w obregbie niego zmiany sa najintensywniejsze. Badania z zakresu stresu
oksydacyjnego wskazuja, ze poczatkowy wzrost ROS w organizmie narazonym na stres,
indukuje enzymy: dysmutaz¢ ponadtlenkowag (SOD), katalaze (CAT), transferaze
glutationowg (GST). Te neutralizuja nadmiar wytworzonych ROS, chronigc tkanke przed
nieodwracalnym uszkodzeniem (Ighodaro i Akinloye, 2018). Z przeprowadzonych analiz
wyraznie widaé, ze poziom ROS w badanych narzadach spadal, a obnizenie poziomu

ROS moze wskazywac¢ na zmiany zachodzace w mitochondriach, poniewaz mitochondria
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sa gtbwnym miejscem powstawania ROS (Sarniak i in., 2016). Spadek poziomu komorek
ROS+ moze wigc §wiadczy¢ o prawidtowo dziatajacych mechanizmach neutralizujacych

wolne rodniki.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sktonily mnie do przeprowadzenia

dalszych analiz, ktorych wyniki pozwolily zweryfikowa¢ kolejne hipotezy badawcze.

Mermer, P., Chajec, L., 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 zwigzku z wykazaniem w pierwszej publikacji (Rost-Roszkowska i in., 2024)
wynikow sugerujacych, ze u G. mellonella po spozyciu PP nie dochodzi do zmian
degeneracyjnych w obrgbie badanych narzadow mozna wysnu¢ wnioski, ze osobniki te
moga by¢ potencjalnie wykorzystane jako organizmy do biodegradacji tworzyw
sztucznych. Brak wyraznych zmian w kluczowych organellach larw barciaka wigkszego
sugeruje, ze organizmy te posiadaja mechanizmy adaptacyjne, umozliwiajagce im
zachowanie homeostazy komdrkowej, nawet przy statej podazy tworzywa sztucznego, co
czyni je obiecujacym modelem w badaniach nad biodegradacja 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, gtéwnie do okre$lania poziomu
komorkowego zredukowanego glutationu (GSH) (Thermo Fisher Scientific) 1 jest
opisywane jako mechanizm detoksykacji organizmu (H2). Barwienie ThiolTracker Violet
wykazato wzrost poziomu zredukowanego glutationu (GSH) we wszystkich trzech
narzadach w grupach G0-24, jednak wraz z wydluzajacym si¢ czasem spozywania PP
pojawit si¢ jego spadek we wszystkich narzadach (G0-48). GSH (y-glutamylo-cysteinylo-
glicyna) to przeciwutleniacz, ktéry bierze udzial w regulacji przepuszczalnosci btony
mitochondrialnej. Zlokalizowany jest m.in. w mitochondriach (Ribas, 2014). Wysoki
poziom zredukowanej formy GSH we wszystkich narzadach w grupach G0-24 §wiadczy
o aktywacji systemOow obronnych i probie neutralizacji ROS wytwarzanych w wyniku
spozycia PP. GSH pelni funkcje fizjologiczne, ochronne, zabezpiecza komorki przed

wolnymi rodnikami (Liu i in., 2022). Pézniejszy spadek poziomu redukowanej formy
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GSH w grupach G0-48 moze sugerowa¢ wyczerpanie jego rezerw 1 moze przyczyniac si¢
do wywolania stresu oksydacyjnego (Lushchak, 2011). Analiza stanu oksydacyjnego
organdw umozliwia poznanie informacji dotyczacych kosztu adaptacji G. mellonella do
obecno$ci PP jako zrédta pokarmu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze cho¢ morfologia
tkanek na poziomie ultrastrukturalnym pozostaje relatywnie zachowana, spozyty PP

moze wplywac¢ na gospodarke oksydacyjng organizmu.

Dla doglebnej weryfikacji hipotezy H4 analizowano w mikroskopie konfokalnym
struktury komoérkowe wybarwione barwnikiem JC-1, a takze poddano je analizie za
pomoca cytometrii przeptywowej. Obserwacja w mikroskopie konfokalnym z uzyciem
odczynnika JC-1 wykazala, ze w obrebie ciata tluszczowego 1 jelita srodkowego
wzrastala liczba zielonych sygnalow emitowanych przez nieaktywne mitochondria w
grupach badawczych. Natomiast w obrgbie gruczotu przednego nie zaobserwowano
zmian w emitowanych sygnatach. Wzrost liczby zielonych sygnatow jest zwigzany ze
zmianami w potencjale blonowym mitochondriow (Cossarizza 1 in., 1993). Brak
wykazanych zmian w obrebie gruczotu przednego moze sugerowaé wysoka odpornosé
metaboliczng tego narzadu, jego powodem moze by¢ inna funkcjonalno$¢ organu oraz
nizsza ekspozycja na PP. Analizy mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem barwnika
JC-1 pozwolily wykaza¢ depolaryzacj¢ blon mitochondrialnych w obrebie ciata
thuszczowego 1 jelita srodkowego. Nie odnotowano zmian w gruczole przednym.
Poroéwnujac wyniki opisanych powyzej badan, mozna stwierdzi¢, ze wzrost poziomu
komorkowego zredukowanego glutationu (GSH) po 24 godzinach od spozycia PP chroni
mitochondria, lecz przy dluzszej ekspozycji na PP (G0-48) jego poziom spada, co
sugeruje, ze jest niewystarczajacy do ochrony mitochondriow przy dluzszym czasie
narazenia na ksenobiotyk (Mari i in., 2009; Kozlov i in., 2024). W badaniach
wykorzystano takze luminometryczne oznaczanie poziomu ATP w badanych narzadach.
W przypadku ciata thuszczowego poziom ATP ulegl obnizeniu, w jelicie srodkowym
obnizenie ATP bylo statystycznie nieistotne, natomiast w gruczole przednym nie
zaobserwowano zadnych zmian w obrgbie tego parametru. Stres metaboliczny
doprowadza do zmniejszenia poziomu ATP 1 wzrostu AMP w komorce (Polewska, 2012).
Spadek poziomu ATP, szczegdlnie widoczny w obrebie ciata thuszczowego, potwierdza,
ze PP indukuje deficyt energetyczny. Cialo thuszczowe owadow stanowi centrum
metaboliczne, bedace odpowiednikiem ludzkiej watroby 1 jest wysoce wrazliwe na

zaburzenia homeostazy (Arrese 1 Soulages, 2010). Jednak pomimo obnizenia poziomu
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ATP szczegblnie w ciele thuszczowym, stosunek ATP/ADP pozostat stabilny. Stosunek
ten stanowi jeden z podstawowych parametréw charakteryzujacych status energetyczny

komorki.

Te pierwsze wyniki byly podstawa do kolejnej, wnikliwiej analizy
cytotoksycznosci pojawiajacej si¢ (lub nie) w organizmie po spozyciu tworzyw
sztucznych. Wykonano zatem seri¢ badan, aby doktadnie potwierdzi¢ hipoteze badawcza
HS. W tym celu wykonano analiz¢ z uzyciem odczynnika TUNEL w mikroskopie
konfokalnym. Test TUNEL wykazat nieznaczny wzrost sygnalow jader apoptotycznych
w grupie G0-48 jelita sSrodkowego na catej dtugosci narzadu. Sposrod metod ilosciowych
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
pomocg zestawu Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit wykazaty najwyzszy odsetek
wczesnych zmian apoptotycznych w obrebie ciata thuszczowego. W ciele thuszczowym i
gruczole przednym nie wykazano zmian w liczbie komorek podznoapoptotycznych po
ekspozycji na PP. W gruczole przgdnym odsetek komorek nekrotycznych byt najnizszy
w grupie G0-24, w ciele thuszczowym odsetek tych komorek najnizszy byt w grupie GO-
48. Nieco inaczej sytuacja wygladata w jelicie sSrodkowym. W obrebie tego narzadu
zaobserwowano znaczny wzrost liczby komoérek poznoapoptotycznych w grupie GO-S,
najwyzszy odsetek komorek nekrotycznych wystepowat w grupie GO0-24. W
przeciwienstwie do jelita srodkowego, ciato thuszczowe i1 gruczot przedny wykazaty
znacznie mniejsza wrazliwos$¢ na PP. Analizy za pomocg zestawu Muse MultiCaspase Kit
wykazaty dla jelita sSrodkowego najnizszy odsetek komoérek zywych w obrgbie grupy GO-
48, natomiast w przypadku gruczolu przednego i ciata thuszczowego w grupie GO-S.
Najwyzszy odsetek zywych komoérek kaspazo-pozytywnych dla jelita srodkowego takze
wykazano dla grupy G0-48, podczas gdy w ciele tluszczowym najwyzszy byl w grupie
GO-S. W gruczole przgdnym nie zaobserwowano zmian w obrebie poszczegolnych grup.
Wazrost liczby martwych komoérek dodatnich pod wzgledem kaspaz dla jelita sSrodkowego
byl najwyzszy w grupach GO-S i G0-48, w ciele tluszczowym byl najwyzszy w grupie
GO-S, natomiast dla gruczotu przednego nie zaobserwowano zmian w obrgbie
poszczegdlnych grup. Odsetek komorek nekrotycznych w jelicie $rodkowym byt
najwyzszy w grupie GO-S, natomiast w ciele thuszczowym 1 gruczole przednym nie
zaobserwowano zmian w poszczegolnych grupach. Cytometria przeplywowa umozliwita

takze przeprowadzenie analizy aktywacji biatka Bcl-2 w komoérkach wybranych
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narzadow. Jak wiadomo biatko to ma dziatanie antyapoptotyczne poprzez blokowanie
bialek proapoptotycznych jak np. Bax, Bak (Adams i Cory, 1998; Youle i Strasser, 2008).
Jak si¢ okazuje, w jelicie srodkowym w grupie G0-24 oraz w ciele thuszczowym w grupie
G0-48 doszto do wzrostu liczby komorek Bcl-2-pozytywnych, co $wiadczy o
uruchomieniu tego biatka w celu ochrony komorek przed $miercig (Youle i Strasser,
2008). W gruczole przednym nie zaobserwowano zadnych zmian zwigzanych z
aktywacja biatka Bcl-2. Analizy za pomocg zestawoOw Muse MultiCaspase Kit oraz Muse
Bcl-2 Activation Dual Detection Kit dostarczaja kluczowych informacji na temat
molekularnej regulacji przezywalnosci. Bialka z rodziny Bcl-2 pelnig funkcje
regulatorow szlakow zaangazowanych w apoptozg, hamujac lub promujac $mierc
komorek (Reed, 1999). Obserwowany wzrost liczby komorek Bcl-2-pozytywnych w
obrebie grupy GO0-24 jelita Srodkowego 1 GO-48 ciala tluszczowego sugeruje
uruchomienie mechanizmow antyapoptotycznych. Nadekspresja biatek Bcl-2 moze
hamowac kaskade kaspaz (Vaux i in., 1988; Youle i Strasser, 2008), co wyjasnia, dlaczego
pomimo obecnosci sygnaldéw apoptotycznych (reakcja TUNEL), nie dochodzi do
masowe]j degeneracji tkanek. Najwyzszy poziom komorek aktywnych pod wzgledem
kaspaz w grupie G0-48 w obrgbie jelita sSrodkowego, skorelowany z obecnoscig biatka
Bcel-2, sugeruje istnienie rownowagi pomiedzy sygnalami $mierci komorkowej a
przezyciem organizmu. Dzieki temu zjawisku larwy G. mellonella moga eliminowac

uszkodzone komorki przy jednoczesnym zachowaniu funkcjonalno$ci organu.

Zastosowanie barwnika CellLight-GFP umozliwito zaobserwowanie wzrostu sity
sygnatéw pochodzacych z lizosoméw wraz ze wzrostem ekspozycji na PP. Pomimo, ze
w pierwsze] pracy wykorzystano barwienie LysoTracker Red, to wykorzystanie
CellLight-GFP umozliwito detekcj¢ juz tylko lizosomoéw aktywowanych w trakcie
autofagii (LysoTracker Red barwi wszystkie silnie kwasne struktury komoérkowe). Jelito
srodkowe jest organem ,pierwszego kontaktu” z pozywieniem, jest takze glownym
organem zaangazowanym w procesy trawienne, dlatego to wtasnie tutaj zaobserwowano
najbardziej dynamiczne zmiany cytotoksyczne. Zastosowanie testu TUNEL oraz
barwienia CellLight-GFP pozwolito na detekcj¢ wczesnych sygnaldw cytotoksycznego
wplywu PP i stresu komorkowego. Niewielki wzrost sygnaldw apoptotycznych oraz
nasilenie aktywnos$ci lizosoméw, zwigkszajace si¢ wraz z czasem ekspozycji na PP

sugeruje silniejsza autofagi¢ (potwierdzenie wczesniejszych badan) skorelowana ze
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wzmozong aktywnoscig lityczng komorki. Jest to typowa odpowiedZ obronna nabtonka

jelitowego srodkowego owadoéw na czynniki zewnetrzne (Rost-Roszkowska i in., 2018).

Aby zweryfikowaé hipoteze H6, zastosowano iloSciowg analize liczby komorek
badanych narzadéw be¢dacych w réznych fazach cyklu komoérkowego: GO/G1, S oraz
G2/M. W obrebie jelita srodkowego zaobserwowano istotny wzrost liczby komoérek
znajdujacych sie w fazie S cyklu komorkowego w grupach badawczych G0-24 1 G0-48,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W przypadku ciata tluszczowego odsetek komodrek
znajdujacych sie w fazie S cyklu komdrkowego byl najwiekszy w grupie kontrolnej. W
ciele tluszczowym w grupie G0-48 odnotowano znaczny wzrost liczby komorek
znajdujacych sie¢ w fazie G2/M. W obrebie gruczotu przednego, we wszystkich
analizowanych grupach nie zaobserwowano istotnych réznic w ilosci komorek
znajdujacych si¢ w poszczegolnych fazach cyklu komorkowego. Wzrost liczby komorek
znajdujacych si¢ w fazie S w jelicie srodkowym (grupy G0-24 1 G0-48) wskazuje na
wzrost intensywnos$ci syntezy DNA, co jest dowodem na aktywacje proliferacji
komorkowej (hipoteza H6). Zwigkszenie liczby komorek w fazie S cyklu komérkowego
wskazuje na intensyfikacje procesow replikacji (Maya-Mendoza i in., 2010), a to na
aktywacje proliferacji komorek. Jak wiadomo organizm dazy do utrzymania homeostazy
w narzadach poprzez migdzy innymi zwigkszenie intensywnos$ci podzialdéw komoérek

(Hakim 1 in., 2010).

Analiza ilosciowa cyklu komorkowego jest takze istotna dla weryfikacji hipotezy
badawczej H7, jest bowiem elementem dostarczajacym wyniki na zrdéznicowang
odpowiedz poszczegdlnych narzadow larw G. mellonella z uwagi na spozywany przez
organizmy PP. Zr6znicowany rozklad liczby komorek w poszczegélnych fazach cyklu w
obrebie jelita $Srodkowego 1 ciala thuszczowego sugeruje obecno$¢ odmiennych
mechanizmoéw obronnych i adaptacyjnych. W przypadku jelita srodkowego obserwujemy
wzrost liczby komorek znajdujacych si¢ w fazie S cyklu komoérkowego. Dodatkowo
wczesniejsze analizy potwierdzily aktywacje biatka Bcl-2 w komoérkach jelita
srodkowego 1 wzrost poziomu komorkowego zredukowanego glutationu (GSH). Ocena
uszkodzen DNA za pomoca zestawu Muse Multi-Color DNA Damage Kit wykazala
wzrost liczby komorek z catkowitymi uszkodzeniami DNA w grupie G0-24, jednak w
grupie G0-48 nastgpit ich spadek do poziomu zblizonego do grupy GO-C. Wynik ten
$wiadczy o mozliwos$ci naprawy uszkodzen wraz ze wzrostem czasu ekspozycji na PP.

Omowione wyniki wskazuja, ze jelito Srodkowe jest organem, w ktérym zachodza
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intensywne 1 efektywne mechanizmy regeneracyjne. Uszkodzenia wywotane spozytym
PP sg naprawiane dzigki intensywnej proliferacji, hamowaniu zmian nekrotycznych oraz
wydzielaniu antyoksydantow, ktére przeciwdziataja ROS 1 chronia przed stresem
oksydacyjnym. Dodatkowo brak zmian w stezeniu ATP potwierdza energetyczna
zdolno$¢ do sprostania kosztom naprawy komorkowej. W przypadku ciata thuszczowego
obserwujemy odmienne mechanizmy obronne. Wykazany wzrost liczby komorek w fazie
G2/M $wiadczy o zahamowaniu podzialdéw mitotycznych. Wzrost liczby komorek w tej
fazie czgsto wynika z aktywacji tzw. checkpointu G2/M, ktory blokuje wejscie w mitoze
(Lockhead in., 2020). Zabezpieczenie przed wejsciem w podzial komorkowy moze
$wiadczy¢ o ochronie organu przed powielaniem btedéw komoérkowych w komadrkach
potomnych. Mechanizm ten umozliwia komodrce naprawg bledow/uszkodzen przed
mitozg. Ocena uszkodzen DNA za pomocg zestawu Muse Multi-Color DNA Damage Kit,
podobnie jak w przypadku jelita sSrodkowego takze dostarczyta informacji o wzroscie
ilosci komorek z catkowitymi uszkodzeniami DNA jedynie w grupie G0-24, w grupie
G0-48 poziom uszkodzen wrocit do wartosci kontrolnych. Dodatkowo wydzielanie
przeciwutleniaczy $wiadczy o zdolno$ci do zapobiegania uszkodzeniom oksydacyjnym.
W swietle wykazanych wynikow, cialo tluszczowe jest narzadem, ktére zabezpiecza si¢
przed negatywnymi skutkami PP i wchodzi w stan przetrwania komorki, zapobiegajac
powielaniu btedow do komdrek potomnych podczas podziatow komoérkowych. Zgodnie
z obserwacjami innych autorow (Baihetiyaer i in., 2023; Kadac-Czapska 1 in., 2024)
tworzywa sztuczne wystepujace w naturze mogg powodowac¢ nadmierne wytwarzanie
ROS, doprowadzajagc do stanu stresu oksydacyjnego, czego nastepstwem moga byc¢
uszkodzenia DNA, peroksydacja lipidow czy defekty lizosomalne. W przypadku
gruczotu przednego odnotowano jednak wzrost wydzielania antyoksydantow, ktore
neutralizujg ROS, przeciwdzialajac wejsciu w stan stresu oksydacyjnego. Test za pomoca
zestawu Muse Multi-Color DNA Damage Kit nie wykazal wzrostu ilosci komorek z
catkowitymi uszkodzeniami DNA w grupach eksperymentalnych w poréwnaniu z
grupami kontrolnymi. Brak obserwowanych uszkodzen oraz zmian w obrebie
mitochondriow i na poziomie ATP moze wynika¢ z faktu, iz gruczot przedny nie jest
bezposrednio zaangazowany w procesy trawienne i moga na niego dziala¢ nieco mniejsze
dawki PP niz na pozostate organy. Dodatkowo, dziatajace mechanizmy obronne
zabezpieczaja przed zmianami degeneracyjnymi. Bioragc pod uwage powyzsze, nie
odnotowano zmian zwyrodnieniowych, nekrotycznych w obrebie badanych organow. PP

oddzialywat na komorki narzadow G. mellonella, jednak kazdy z nich wyksztalcit
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mechanizmy, przeciwdziatajace negatywnym wplywom tego ksenobiotyku. Zachowana
integralno$¢ organé6w dowodzi, ze PP nie spowodowal istotnych zmian na poziomie

zardwno strukturalnym, jak i funkcjonalnym.

Mermer, P., Martyna, F., & Ostrozka, 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 wigkszy, globalny problem, jakim jest biodegradacja tworzyw
sztucznych, naukowcy w celu walki z zanieczyszczeniami plastikiem zaczynaja
poszukiwa¢ mozliwosci biodegradacji tworzyw polimerowych przez organizmy zywe. W
artykule zostal ukazany zarys obecnego stanu wiedzy na temat zdolno$ci poszczegdlnych
gatunkow do biodegradacji tworzyw sztucznych (takich jak PE, PS, PVC, PUR, PET i
PP) ze szczegblnym uwzglednieniem G. mellonella. W trakcie przeprowadzania badan
dotyczacych wplywu PP stanowiagcego diete¢ dla gasienic G. mellonella dokonano
szczegblowej analizy danych literaturowych zwigzanych z wykorzystaniem réznych
organizméw w biodegradacji tworzyw sztucznych wystepujacych w srodowisku. Tak
wiec wyniki badan nad G. mellonella zostaly przedstawione wspdlnie z wynikami dla
innych organizméw. W literaturze znalez¢ mozna informacje na temat potencjatu
biodegradacji w obrebie roznych gatunkéw bezkregowcoéw w stosunku do wlasciwosci
danego tworzywa sztucznego. Jednak istotne sg takze zdolno$ci trawienia tworzyw
sztucznych przez zwierzgta bezkrggowe z uwagi na obecno$¢ mikrobiomu jelitowego
badz wyspecjalizowanych enzymow trawiennych. Wykazano, ze zdolnosci do trawienia
tworzyw sztucznych oprocz G. mellonella majg takie organizmy jak: Zophobas morio,
Tenebrio molitor, Tribolium castaneum, Achroia grisella, Corcyra cephalonica, Achatina
fulica, FEisenia fetida, Perinereis vancaurica, Strongylocentrotus nudus, Patiria
pectinifera, Mizuhopecten yessoensis. Wczesniejsze analizy opierajace si¢ na pomiarach
wagi woreczkow PP potwierdzity, ze larwy barciaka wigkszego sg zdolne do trawienia
PP. Te obserwacje potwierdzaja takze inni badacze w swoich publikacjach. Nyamjav 1
in. (2023) wykazal, ze larwy G. mellonella sa w stanie trawi¢ PP z uwagi na obecno$¢
Bacillus cereus w swojej mikrobiocie jelitowej. Inny autor Bombelli i in. (2017) wykazat
zdolno$¢ larw do trawienia polietylenu (PE). Za zdolno$¢ do trawienia PE mialby

odpowiada¢ szczep D1 Enterobacter sp. (Zhang i in., 2020). Wykazano, ze proces
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trawienia tworzyw sztucznych zachodzi dwuetapowo: w pierwszej fazie osobniki
mechanicznie rozdrabniaja plastik poprzez aparat gebowy larw (np. Z. morio, G.
mellonella), a z uwagi na obecno$¢ mikrobioty jelitowej nastepuje w kolejnym etapie
enzymatyczna depolimeryzacja. W gldwnej mierze to wilasnie mikrobiota jelitowa
umozliwia organizmom trawienie tworzyw polimerowych. Do mikrobiomu, ktéry
umozliwia organizmom trawienie tworzyw sztucznych zaliczamy: Pseudomonas
aeruginosa (Kuan 1 in., 2022), Enterobacter sp. i Hafnia sp. (Hafniaceae) (Burgos 1
in., 2024), Citrobacter (Octavia 1 in., 2023), Enterobacter sp. (Yang i in., 2021),
Kluyvera sp. (Yang 1 in., 2021) i wiele innych. Dlatego to wiasnie mikrobiom jelitowy
odgrywa fundamentalng role w depolimeryzacji polimeréw. Umozliwia on produkcje
enzymow, ktore zdolne sg do rozkitadu ztozonych struktur chemicznych tworzyw
polimerowych na mniejsze czastki. W zwiazku z tym za zdolno$ci do biodegradacji
tworzyw sztucznych nie odpowiadaja wylacznie zwierzeta bezkregowe, ale przede
wszystkim ich pula mikrobiologiczna zawarta w przewodzie pokarmowym, zdolna do
trawienia polimeréw droga enzymatyczng. Wyniki licznych badan wskazujg jednak, ze
zdolno$¢ ta jest obarczona ryzykiem wystgpienia réznego rodzaju efektow
toksykologicznych. Zgodnie z naszymi poprzednimi badaniami, a takze badaniami
innych autorow (Lu i in., 2016; Jin i in., 2018; Baihetiyaer i in., 2023), spozywanie przez
osobniki zywe tworzyw sztucznych, moze doprowadza¢ do stanu stresu oksydacyjnego
przez nadmierne wytwarzanie ROS, czy nawet do standw zapalnych. Niezwykle istotng
kwestig moze by¢ takze nie tylko rodzaj spozywanego tworzywa, ale takze jego dawka.
Zgodnie z koncepcja hormezy, niskie dawki toksycznych ksenobiotykow, moga
wywotywac paradoksalnie zamiast negatywnych, to pozytywne skutki, polegajace np. na
aktywacji mechanizméw obronnych organizmu (Cutler, 2013). Z uwagi na to, nizszy
poziom uszkodzen w obrebie organéw narazonych na tworzywa sztuczne, moze wynikaé
wlasnie z hormezy 1 w tym aktywnego systemu obrony, ktory uczestniczy w
przeciwdziataniu ROS i ochronie przed stresem oksydacyjnym. Publikacje licznych
autorow rzeczywiscie wskazuja na zdolno$¢ organizméw zywych do spozywania
polimeréw. Jednak nie zawsze proces jest catkowity, czasem plastik jest jedynie
zmniejszany do mniejszych czastek, ktore w dalszym ciggu moga funkcjonowaé w
srodowisku 1 zagraza¢ innym zyjacym organizmom (Peng i in., 2023). Z uwagi na to,
konieczne sg dalsze badania oceniajace zdolnosci metaboliczne do degradacji tworzyw
sztucznych przez poszczegdlne gatunki. Wystepujace réznice w zdolnosci gatunkéw do

trawienia tworzyw polimerowych, jej szybkosci czy efektywnos$ci moga wynikac z wielu
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czynnikow biologicznych. Nalezy podkresli¢ kilka z nich tj. budowa przewodu
pokarmowego, mikrobiom wystepujacy w jelitach (jego sktad i ilos¢), tempo
metabolizmu danego gatunku, strategie odzywiania, czy cykl zyciowy. Przewage w
biodegradacji plastiku moga mie¢ gatunki charakteryzujace si¢ wigkszym
zrdéznicowaniem mikrobiomu jelitowego pod katem poszczegolnych gatunkéw bakterii,
z uwagi na szerszy wachlarz mozliwosci wykorzystania enzyméw trawiennych,
odpowiedzialnych za rozktad plastiku. Z tego powodu coraz wigcej badan koncentruje
si¢ bardziej na sktadzie mikrobiologicznym przewodu pokarmowego anizeli na samym
gatunku bezkrggowca podczas analizy jego zdolnosci do biodegradacji. Dodatkowo
wazng kwestig pozostaje sam wpltyw tworzyw sztucznych na organizmy je spozywajace.
Wiele poczatkowych cech zwyrodnieniowych/ nekrotycznych moze nie by¢ widocznych
gotym okiem i dla lepszego zrozumienia bedzie wymagato bardziej wnikliwych analiz.
Takie zmiany mogg wplywac nie tylko na pojedyncze osobniki, ale na cate ekosystemy,
zmieniajac zdolnosci adaptacyjne czy reprodukcyjne. Autorzy licznych publikacji
wskazuja, ze dlugotrwale spozycie tworzyw polimerowych moze mie¢ negatywny wplyw
na poziomie ultrastrukturalnym lub nawet molekularnym (Zheng i in., 2019; Mahmud i
in., 2024). Dlatego badania nad potencjalnym wpltywem tworzyw sztucznych na
organizmy zywe powinny uwzglednia¢ zarowno krétko- jak i dlugoterminowe skutki. W
obliczu licznych, dostepnych badan, mozna wysnu¢ wniosek, ze liczne zwierzeta
bezkregowe moga odgrywac istotna rol¢ w biodegradacji plastiku i znacznie poprawi¢
sytuacje z masowg nadprodukcja tworzyw sztucznych. Jednak procesy trawienia
polimeréw sa niezwykle zlozone i skomplikowane, dlatego nalezy doktadnie zbadac
droge biodegradacji, w ktora zaangazowany jest nie tylko sam organizm, ale takze cata
jego mikrobiota wydzielajaca enzymy trawienne. Nastepnym kluczowym zagadnieniem
jest badanie wplywu spozycia tworzyw polimerowych przez zwierzeta bezkrggowe na
ich ultrastrukture komorkowa czy uruchamianie proceséw cytotoksycznosci, ktore
$wiadczylyby o tym, czy produkty rozkladu danego tworzywa sg szkodliwe, czy nie. W
tym celu niezbedna jest analiza zarowno krétko- jak 1 dlugotrwatego wptywu spozycia
tworzyw sztucznych na osobniki zywe, a tym samym na cale ekosystemy, do ktorych
nalezg. Pelne zrozumienie tych kluczowych mechanizméw moze doprowadzi¢ do
bezpiecznego, biotechnologicznego rozwigzania problemow  zanieczyszczenia
srodowiska tworzywami sztucznymi z wykorzystaniem organizmow zywych do

biodegradacji.
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8. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan majacych na celu zweryfikowanie
hipotez badawczych przedstawionych na wstepie niniejszego autoreferatu

wyciagnieto nastepujace wnioski:

1. Zgodnie z hipoteza badawczg H1, wykazano, ze spozycie przez larwy G.
mellonella polipropylenu (PP) wywoluje zmiany na poziomie ultrastruktury
komorki. Analiza w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM)
potwierdzita wzrost liczby struktur autofagicznych (autofagosomy,
autolizosomy, ciatka resztkowe) oraz liczby wakuol w komorkach badanych
narzadow.

2. Potwierdzono hipoteze badawczg H2. Po spozyciu PP dochodzi do aktywacji
procesow detoksykacji komorkowej. Zaobserwowano wzrost intensywnosci
autofagii i zwigkszenie wakuolizacji komorki. Autofagia stanowi mechanizm
przetrwania i spetnia role cytoochronng wzgledem komorki, tworzy réwniez
strategie przetrwania, usuwajac uszkodzone struktury i chronigc komorki
przed wejsciem w nekroze. W badanych narzadach obserwowano takze
wzrost poziomu komodrkowego zredukowanego glutationu (GSH). Jego
obecno$¢ umozliwia neutralizacje reaktywnych form tlenu (ROS). A
zachowanie rownowagi pomiedzy przeciwutleniaczami a ROS jest niezbedne
do zachowania homeostazy organizmu.

3. Jelito $srodkowe jako narzad stanowiacy pierwsza barier¢ dla PP, podlega
najintensywniejszym zmianom cytotoksycznym, stanowi to potwierdzenie
hipotezy badawczej] H3. W obrebie tego organu zaobserwowano wzrost
struktur autofagicznych, wakuolizacje komoérki 1 nasilenie sygnatow
emitowanych z kwasnych organelli.

4. Analizy dotyczace zmiany potencjatu btony mitochondrialne; wykazaty w
ciele thuszczowym 1 jelicie sSrodkowym wzrost sygnaldow emitowanych przez
zdepolaryzowane, nieaktywne mitochondria. Istotnie statystyczny spadek
stezenia ATP po spozyciu PP, obserwowano jedynie w ciele tluszczowym.
Stosunek ADP/ATP we wszystkich narzadach byt poréwnywalny do warto$ci
kontrolnych. Dla jelita srodkowego wykazano niewielki wzrost sygnatow
emitowanych przez komorki ROS+. Uzyskane wyniki potwierdzaja hipoteze

badawcza H4, zgodnie z ktéra spozywanie PP przez larwy G. mellonella
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wplywa na zmiany aktywnos$ci mitochondrialnej, poziomu ATP oraz ilo$ci
ROS.

Zgodnie z hipoteza badawcza HS5, wykazano wzrost intensywnosci
apoptotozy wynikajacej z konsumpcji PP, ktore $wiadcza o aktywacji
procesow smierci komorkowej. Jednak nadekspresja biatka Bel-2 doprowadza
do hamowania kaskady kaspaz. Pozwala to na eliminacj¢ uszkodzonych
komorek bez oznak nekrotycznych.

Zgodnie z hipotezg badawcza H6, wykazano, ze PP wptywa na zmiany cyklu
komorkowego w obrebie jelita srodkowego 1 ciata thuszczowego. W jelicie
srodkowym obserwowano wzrost liczby komorek znajdujacych sie w fazie S
cyklu komoérkowego, $§wiadczacy o wysokiej aktywnos$ci proliferacyjnej
komorki. Natomiast w ciele tluszczowym wzrost liczby komodrek
obserwowano w fazie G2/M. Gruczot przedny nie wykazywat r6znic w ilo$ci
komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego, wyniki grup
eksperymentalnych byty zblizone do wynikéw grup kontrolnych.

W celu ochrony komoérek poszczegolnych narzadéw dochodzi do aktywacji
odmiennych mechanizméw obronnych. Reakcja analizowanych narzagdéw na
PP zalezy od pelnionej funkcji w organizmie. Jelito Srodkowe jest organem
pierwszego kontaktu z PP 1 jest bezposrednio zaangazowane w jego rozktad.
Uszkodzenia komérkowe tworzone przez spozyty PP sa niwelowane poprzez
nasilenie autofagii, a takze poprzez zwigkszenie syntezy DNA w komorkach.
Obecnos¢ PP w diecie prowadzi do wzrostu poziomu ROS, depolaryzacji
mitochondriow oraz zwickszenia sygnaléw apoptotycznych. Jednak silna
aktywacja biatek antyapoptotycznych Bcl-2 doprowadza do hamowania
procesoOw nekrotycznych. W celu neutralizacji ROS dochodzi do nasilenia
wydzielania przeciwutleniaczy. Organizm w odpowiedzi na ksenobiotyki
doprowadza do nasilenia proliferacji komorek, co umozliwia zastgpowanie
uszkodzonych komorek nowymi. Brak spadku poziomu ATP wskazuje na
zdolno$¢ pokrycia wydatkow energetycznych na procesy naprawcze.
Odmienng strategi¢ ochronng obserwowano w ciele tluszczowym,
stanowigcym centrum metabolizmu energetycznego i detoksykacji. W jego
obszarze odnotowano wyrazny spadek ATP. W odroznieniu od jelita
srodkowego, w obrebie ciata tluszczowego nie obserwowano zwigkszenia

odsetka komorek w fazie S, tylko w fazie G2/M. Wzrost liczby komorek w
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fazie G2/M moze $wiadczy¢ o reakcji obronnej organu, chronigc przed
replikacja uszkodzonego DNA. Z wykonanych analiz wynika, ze jelito
srodkowe jest w stanie bardziej efektywnie doprowadzaé¢ do regeneracji,
podczas gdy ciato thuszczowe wchodzi w stan przetrwania i zabezpiecza przed
podziatami uszkodzonych komodrek. Gruczol przedny nie jest bezposrednio
zaangazowany w proces trawienia, tak wiec brak jest wykazanych zmian na
poziomie komorkowym, ktoére zwigzane bytyby ze spozywanym PP.
Uzyskane wyniki potwierdzaja hipoteze badawcza H7, dotyczaca
uruchamiania odmiennych mechanizméw w celu ochrony komorek larw G.
mellonella. Zdolno$ci regeneracyjne jelita $rodkowego 1 umiejgtnosci
obronne ciala tluszczowego $wiadcza o zdolnosci trawienia tworzyw
sztucznych przez G. mellonella bez tworzenia zmian zwyrodnieniowych i
predysponujg ten gatunek do kolejnych badan, a moze nawet do uzycia jego

osobnikow na skale globalna.
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Abstract

G. mellonella is a promising species for use in the biodegradation of plastics. It is easy to breed and has high resistance to diverse
climatic conditions, which is particularly valuable when considering its potential application in the decomposition of plastics.
Thus, it demonstrated the capacity for biodegradation of the most common types of plastics, such as polyethylene (PE) and
polypropylene (PP). However, reports on whether consumed plastics or their decomposition products will adversely affect the
structure and functioning of the internal organs are rather poor. The studies aimed to determine whether the consumption of
PP by a greater wax moth larvae caused any ultrastructural changes in the organs of the animal’s body, evaluate the survival
rate of the animals, and describe their reproduction. Thus, this study provided an understanding of histological and
ultrastructural changes caused, or not caused, by the PP diet. We investigated three organs — midgut, silk gland, and fat
body — under PP consumption by G. melonella caterpillars (7“‘ instar larvae). The level of reactive oxygen species (ROS) in
selected organs, as well as the ability of larvae to survive and undergo metamorphosis were also examined. The animals were
divided into four groups: G0-C, GO-8, G0-24, and G0-48. The research used transmission electron microscopy (TEM),
confocal microscopy, and flow cytometry. Our study showed that a diet containing PP did not affect internal organs at the
ultrastructural level. Cells in the analyzed organs — midgut, silk gland, and fat body — showed no degenerative changes. An
increase in the intensity of autophagy and cell vacuolization was noted, but they probably act as a survival pathway. These
observations suggest that the final larval stage of the greater wax moth can potentially be applied in PP biodegradation.

Keywords: Polvpropylene biodegradation, ultrastructure, midgut, fat body, autophagy, cell vacuolization

li JinEpduction lethal effects, so cells in their tissues and organs will

Numerous xenobiotics in the environment or the
consumed food affect the functioning of organisms
or cause degenerative changes in their various
organs. These changes can often lead to the organ-
ism’s death (Wilczek et al. 2014; Zaffagnini &
Martens 2016; Rost-Roszkowska et al. 2018,
2020a, 2020b, 2021, 2022; Augustyniak et al.
2020; Lipoviek et al. 2022; Ostrozka et al. 2022).
Plastics consumed by animals will cause numerous

be damaged (Anguissola et al. 2014; Rodriguez-
Seijo et al. 2017; Chae et al. 2018; Pitt et al. 2018;
Jams 2020). Plastics mainly consist of synthetic
organic polymers, i.e., polyethylene, polypropylene
(PP), polyvinyl chloride (PVC), poly(ethylene ter-
ephthalate) (PET), or polystyrene (PS). Numerous
additives, such as dyes, stabilizers, and fillers, must
also be added to the finished product. Most plastics
are non-biodegradable or decompose very slowly.
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Biodegradation occurs as a result of simultaneously
operating factors related to the features of the nat-
ural environment, the presence of microorganisms,
as well as properties of the polymers. Plastic can be
degraded into microparticles (<5000 nm in dia-
meter) and further into smaller fragments of nano-
particles (<100 nm in diameter) (Kik et al. 2020).
They can accumulate in the soil, air, fresh waters,
and marine environment, where they will affect
organisms (Barnes et al. 2009; Thompson et al.
2009; Andrady 2011). Nanoplastics can even be
transferred through the trophic chain (Andrady
2011; Mattsson et al. 2015; Sharma & Chatterjee
2017). Numerous in vive and in vitro studies suggest
that nanoparticles enter the body mainly via the
alimentary and respiratory systems (Karpeta-
Kaczmarek et al. 2016; Cox et al. 2019). Plastics,
micro-, and nanoplastics cause significant mortality
in animals, both invertebrates and vertebrates (Lee
et al. 2013; Rodriguez-Seijo et al. 2017; Sharma &
Chatterjee 2017). They damage numerous organs,
tissues, cells, cell organelles, and cell membranes
(Anguissola et al. 2014; Chae et al. 2018; Pitt
et al. 2018) due to activating oxidative stress.
Reactive oxygen species (ROS) are produced, caus-
ing a decrease in the viability of cells and damage to
cell organelles (Azad & Iyer 2014; Schirinzi et al.
2017).

PP is the second most common plastic material
after polyethylene (PE). However, it differs from
polyethylene in its ability to decompose (Jeon et al.
2021). Many studies indicate the possibility of using
bacteria or fungi in the biodegradation of polyethy-
lene (Yamada-Onodera et al. 2001; Bonhomme
et al. 2003; Yang et al. 2014; Park & Kim 2019;
Jeon et al. 2021), or polystyrene (Mor & Sivan 2008;
Lou et al. 2020; Jeon et al. 2021). Meanwhile, little
is known about the use of microorganisms in the
biodegradation of PP (Auta et al. 2018;
Skarivachan et al. 2018; Jeon et al. 2021). As it
turns out, there are also insects whose digestive
system contains a specific microbiome that facili-
tates the digestion of consumed plastics: the lesser
grain borer Rhyzopertha dominica and tobacco beetle
Lasioderma serricorne (Coleoptera) (Riudavets et al.
2007), rice mealworm (Corcyra cephalonica)
(Lepidoptera), Indian meal moth (Plodia interpunc-
tella) (Lepidoptera) (Bilal et al. 2021), the lesser wax
moth (Achroia grisella) (Lepidoptera), superworm
Zophobas atratus (Coleoptera) (Luo et al. 2021),
yvellow mealworm (Tenebrio molitor) (Coleoptera)
(Brandon et al. 2018; Yang et al. 2018, 2021;
Ghatge et al. 2020; Peng et al. 2020), confused
flour beetle (7. confusum), red flour beetle

(T. castaneum) (Bilal et al. 2021) and greater wax
moth larvae Galleria mellonella (Lepidoptera)
(Bombelli et al. 2017; Lou et al. 2020).

G. mellonella are insects characterized by fast
growth, high fertlity, and a relatively short life
cycle. The structure and ultrastructure of different
organs in this species were precisely described (Uwo
et al. 2002; Buytkguzel et al. 2013; Poyraz Tinartas
et al. 2021). Thus, it is treated as a good model
organism for histological, toxicological, biomedical,
and microbiological studies before in vivo tests are
available (Jorjao et al. 2018; Mikulak et al. 2018;
Wojda et al. 2020). The caterpillars of the greater
wax moth are well-known as a pest of honeycombs
(Morse 1978). Due to the similarity of the chemical
bonds present in the honeycomb and in polyethy-
lene, the larvae of this species can consume products
made of it (Bombelli et al. 2017; Wojda et al. 2020).
In situ and in vitro studies revealed that G. mellonella
enzymes and intestinal microbiota take part in poly-
ethylene digestion (Bombelli et al. 2017; Khyade
2018; Kong et al. 2019; Lou et al. 2020; Bilal
et al. 2021; Cassone et al. 2022). However, there
are also reports that larvae of e.g. G. mellonella
devoid of intestinal microflora successfully break
down long-chain fatty acids found in waxes (Kong
et al. 2019). It has been suggested that any meta-
bolic mechanisms help caterpillars to obtain energy
from polyethylene as a source of food (LeMoine
et al. 2020). The participation of their salivary
glands in polyethylene degradation was also
reported (Peydaei et al. 2020). The microbial com-
munity of the digestive system of G. mellonella also
participates in the degradation of PP (Peydaei et al.
2021). Some studies presented changes that
appeared after the consumption of plastics by
G. mellonella larvae in cells of their various organs,
including the digestive system or the fat body
(LeMoine et al. 2020; Cassone et al. 2022).
However, it is still not known which organelles are
targets of plastic degradation and if any survival
mechanisms are activated to protect cells/tissues.
Transmission electron microscopy enables to pro-
vide information if PP particles enter the cytoplasm
of cells and are transferred to other organs as well as
information regarding their electron density, size, or
location (Dreaden et al. 2015; Behzadi et al. 2017).
Thus, our research aimed to determine whether PP
particles can be transferred into different organs
from the midgut epithelium if the consumption of
PP by greater wax moth (G. mellonella) larvae causes
any changes at the ultrastructural level in the organs
of the animal’s body and to evaluate the survival rate
of the animals and describe their reproduction.
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Thus, this study provided an understanding of his-

tological and ultrastructural changes caused, or not
caused, by the PP diet.

2. Material and methods
2.1. Galleria mellonella breeding

Adult specimens of G. mellonella (Lepidoptera,
Pyralidae), which were cultured in glass containers
with a capacity of 1 liter at 30 0.5°C, with
a humidity of 75+5% and constant darkness.
Adult males and females do not eat food because
they have their mouthparts backward. The glass
containers contained linen material on which the
females laid their eggs. After laying the eggs, adult
individuals die. Eggs were placed in 1L glass con-
tainers with a nutrient solution containing honey,
powdered milk, wheat flour, bran, and glycerin
(Sehnal 1966) because the larvae hatching from
the eggs are small (about 1 mm long) and start to
feed. Caterpillars of the 7™ instar larvae, about 20
mm long (Fasasi & Malaka 2006), were selected for
the study. The larvae were still feeding, and their
size enabled us to collect them precisely for testing.

2.2. Analysis of survival

To test reproduction and survival, one hundred spe-
cimens of the last larval stage were collected and put
into the 1 L containers (10 containers, 10 specimens
per container). They were fed with PP bags
(Sarantis Polska S.A.) ad libitwm (without nutrient
solution) for 4-5 days until pupation (generation
GO0-P). The number of adult specimens (genera-
tion G1-P) that emerged from pupae in each of 10
containers was counted (n=10). As a control, 100
larvae were harvested and fed ad lbitum with
a standard nutrient solution (10 containers, 10 spe-
cimens per 1 container) (generation G0-C). Then,
after pupation, the number of adults hatched from
the pupa was counted (n = 10) (generation G1-C).

2.3. Experiment

For the evaluation of changes in the organs of the
larvae fed with PP bags, individuals from the last larval
stage (generation G0) were examined after 24 h and
48 h of the experiment. The last larval stage (LL7) of
G. mellonella lasts for about 7-8 days. However, before
the pupation, the shrunk larva becomes inactive,
entering the prepupa developmental stage (Fasasi &
Malaka 2006; De=<ai et al. 2019; Wojda et al. 2020;
Wronska et al. 2022). It occurs during the last 1-2
days of the L7 stage. Larvae collected on the third day
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of the L7 stage were used for the experiment, then
they were starved for 24 hours before the experiment
to clean the digestive system of food debris and feces
and to prevent any effect of previously eaten food.
Thus, the experiment was scheduled for 24 (5th day
of the L7 stage) and 48 h (6th day of the L7 stage).
From the 7th day of the L7 stage, the control larvae
gradually enter the prepupa stage. Time of the experi-
ment cannot be longer (here, there was 24 h of fasting
+24 h or 48 h of feeding with PP bags), as the changes
appearing in the organs could be caused by the natural
processes taking place in the development pattem, i.e.,
entering the pupal stage. The specimens were divided
into the following experimental groups (Figure 1)
according to experiments conducted on this species
(Lou et al. 2020): G0-C — the control group, the
animals reared in laboratory conditions in glass con-
tainers and fed ad hbiwen with the medium described
by Sehnal (1966) (see: 2.1. Material); G0-S — the
animals starved for 48 h G0-24 — the animals cultured
on Petri dishes with pieces of PP bags (3cm X 3 cm)
for 24 h; G0-48 — the animals cultured on Petri dishes
with PP bags (3 cm X 3 cm) for 48 h. Fasting animals
(group GO0-S) allowed checking whether the observed
changes were caused by the lack of standard food,
which was not provided to the animals during the PP
diet. The PP bags that were bought commercially
(Sarantis Polska S.A.) were weighed before the experi-
ment and also after 24 hours and 48 hours.

Before the section was performed, the animals
were anesthetized with chloroform. The following
organs were isolated from animals: the midgut,
the fat body, and the silk gland, according to
Table 1.

2.4. Methods

2.4.1. Light and transmission electron microscopy.
Organs isolated from larvae of all experimental
groups were fixed, washed, dehydrated, and
embedded in epoxy resin (Epoxy Embedding
Medium Kit; Sigma) according to the standard pro-
tocol described in our previous papers (Rost-
Roszkowska et al. 2020b, 2022). After cutting the
semi-thin sections (0.8 um), they were stained with
1% methylene blue in 0.5% borax and examined
using an Olympus Bx60light microscope. Ultrathin
sections (70 nm) after contrasting according to the
standard method (Rost-Roszkowska et al. 2020b;
Poprawa et al. 2022) were analyzed using the
Hitachi H500 transmission electron microscope.

2.4.2. Qualitative analysis — confocal microscopy.
2.4.2.1. Dihydroethidium (DHE) — ROS-positive cell
staining. Confocal microscopy was used in the
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Figure 1. Diagrammatic representation of experiment on G. mellonella larvae.

Table I. Numbers of specimens of approximately caterpillars of
the 7™ larval stage of G. mellonella prepared for histological and
immunchistological methods.

CM EC
TEM (5 specimens for (5 specimens for
Experimental  and each method, 2 each method, 3
groups LM methods) methods)
Go-C 10 10 15
Go-S 10 10 15
GO0-24 10 10 15
GO0-48 10 10 15

TEM - transmission electron microscope, LM — light micro-
scope, CM - confocal microscope, FC - flow cytometry.

qualitative analysis of changes and localization of
ROS-positive cells in organs (midgut, fat body, silk
gland) isolated from G. mellonella larvae from groups
GO0-C, GO0-S, G0-24, and GO0-48. The isolated
organs were subjected to the procedure without fixa-
tion (vital analysis). Preparation of the material for
analysis was performed according to the procedures
described in our previous articles (Rost-Roszkowska
et al. 2020a, 2020b). Dihydroethidium (hydroethi-
dine, 5-ethyl-5,6-dihydro-6-phenyl-3,8-diamino-
phenanthridine) is a dye commonly used to
differentiate ROS+ and ROS- cells. It is oxidized
by superoxide and is conversed to ethidium/
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2-hydroxyethidum. The material was incubated with
30 uM DHE (Invitrogen) and DAPI staining (1 pg/
ml, 30 min, RT, in the dark) and eventually ana-
lyzed with an Olympus FluoView FV1000 confocal
microscope diode and argon lasers: 405 nm laser
(detection of DAPI) and 559nm (detection of
TMR) (Rost-Roszkowska et al. 2022).

2.4.2.2. LysoTracker Red (LTR) staining — labeling
acidic organelles. A red fluorescent dye that selec-
tively accumulates in acidic organelles such as lyso-
somes and autolysosomes was used in the qualitative
analysis. Isolated without fixation, organs (midgut,
silk gland, and fat body) were incubated with
LysoTracker Red (1ug/ml, 30min, RT, in the
dark) followed by DAPI staining (1 pg/ml, 30 min,
RT, in the dark) according to the protocol described
by Rost-Roszkowska et al. (2020b) and examined
using an Olympus FluoView FV1000 confocal
microscope and argon lasers: 405 nm laser (detec-
tion of DAPI) and 559 nm (detection of TMR).

2.4.2.3. BODIPY  [lipid  probes. BODIPY
(4,4-difluoro-3a,4a-diaza-s-indacene) fluorophore
incorporates natural lipids. Organs isolated from
animals of all experimental groups without fixation
were stained with 20 pl/'ml BODIPY working solu-
tion (30min, RT, in the dark) prepared from
BODIPY stock according to producer protocol
(Molecular probes). After washing with TBS, the
material was stained with DAPI solution (1 pg/ml,
30 min, RT, in the dark). Organs were examined
using an Olympus FluoView FV1000 confocal
microscope and argon lasers: 405 nm laser (detec-
tion of DAPI) and 559 nm

2.4.3. Quantitative analysis — flow cytometry. The
dissected organs (midgut, fat body, silk gland) iso-
lated from each experimental group were mechani-
cally fragmented and homogenized to obtain the cell
suspension according to the procedure presented in
our previous paper (Rost-Roszkowska et al. 2020b;
Poprawa et al. 2022).

2.4.3.1. Muse oxidative stress kit. Muse Oxidative
Stress Kit (Merck Millipore, Ne MCH100111) enables
quantitative analysis of the differentiated population of
ROS- and ROS+ cells. The procedure was conducted
according to the manufacturer's protocol, and the
measurements were performed using the Muse Cell
Analyzer (Millipore) (Wlodarczyk et al. 2019).

2.4.3.2. Muse count & viability kit. Muse Count &
Viability Kit (Merck Millipore, No MCH100102)
stains viable (live cells) and non-viable cells (dead
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or dying cells). It enables the quantitative analysis of
cell count and wviability using the Muse Cell
Analyzer. The procedure was conducted according
to the manufacturer’s protocol, and the measure-
ments and data were generated with the Muse
Count & Viability Software Module.

Statistical analysis

Statistical analysis of the data was performed with
STATISTICA 13 (software package system, version
13.0, http://www .statsoft.com). The significance of
differences in the levels of analyzed parameters was
assessed using the LSD test. The correlation of
parametric values was based on Pearson’s regression
analysis using the multiple regression model. Results
were considered significant at p < (0.05.

3. Results

3.1. PP bag measurements

After 24 and 48 hours of the experiment, the PP
bags showed signs of consumption by the caterpil-
lars (Figure 2(a,b)). Additionally, PP bags were
weighed before and after the experiment. The
weight of PP bags after 48 h of consumption signifi-
cantly decreased to 9 mg compared start point, while
after 24 hours of consumption weight of PP bags
was 6 mg lower than at the beginning of the experi-
ment (Figure 2(c)).

3.2. Analysis of survival of G. mellonella larvae fed
with PP

Counting adult specimens (G1-C, G1-P experimental
groups) that developed from larvae fed with PP bags
(G0-P) and standard nutrients (G0-C) showed that
the percentage of surviving individuals in both experi-
mental groups was high and comparable (Figure 3).

3.3. Analysis of ROS+/ROS- cells in organs of
G. mellonella larvae fed with PP

Confocal microscopy showed a slight increase in the
strength of signals emitted by positive ROS cells in
the midgut after 24 and 48 hours of PP consumption
(Figure 4(a,d,g,j)). However, in the silk gland and
fat body, the strength of the signals emitted by ROS
+ cells slightly decreases with increasing consump-
tion of PP (Figure 4(b,c,e,fh,ik,))). No changes
were observed between G0-C and GO-S animals.
The quantitative analysis using dihydroethidium
(DHE) for G. mellonella larvae revealed a diverse
distribution of ROS in all experimental groups
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Figure 2. (a) A fragment of the polypropylene bag before the experiment. (b) A fragment of the propylene bag after 48h of the experiment.
(c) Weight of polypropylene bags [mg] (mean +SD) in analyzed experiment time points: O — start point, after 24 h and 48 h of polypropylene
bags consumption. Different letters (a, b) indicate significant differences among groups within organs (Tukey test, p <0.05; n=5).

depending on the period of exposure to PP and type
of organ. The quantitative analysis showed 2.6% *
0.19, 13.0% % 1.65, and 4.0% * 1.35 ROS positive
cells (ROS+) in the midgut, silk glands, and fat body
of control individuals, respectively (Figure 4(m)).
After 24 h fed of PP, the percentage of ROS+ cells
in the midgut strongly increased, nearly 3-fold com-
pared to the control group
(p =0.03), but after 48 h fed on this xenobiotic, the
percentage of ROS+ cells in this organ was only
2-fold higher than in the control (»p=0.61)
(Figure 4(m)). The opposite relationships were

observed for the other organs. After 48h of PP
feeding the number of ROS+ cells in the silk gland
was 4-fold lower (p=0.001), while in the fat body
nearly 20-fold lower (p=0.01) than in the comple-
mentary control group. Generally, the signals from
the fat body cells were the weakest, compared with
signals from the silk gland and midgut cells after PP
exposure. The starvation (GO0-S) did not cause
a significant change in the number of viable cells in
the midguts and silk glands compared with the con-
trol group while the percentages of viable cells in the
fat body of these specimens were significantly lower
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Figure 3. The surviving individuals of generations G1-C and G1-
P (mean *SE) presented as a percentage of the initial population
of the tested insects; same letters (a) indicate homogencous
groups (Student’s t-test, p < 0.05, n=10).

than in control animals (p =0.03) but similar to GO-
24 and G0-48 groups (Figure 4(m)).

3.4. Ultrastructure of cells in organs of G. mellonella
larvae fed with PP

3.4.1. Midgut epithelium. In the last instar of
G. mellonella, the pseudostratified midgut epithelium
is formed by digestive cells, goblet cells, regenerative
cells (Figure 5(a)), and endocrine cells. In indivi-
duals of the G0-C control group, the apical cyto-
plasm had numerous mitochondria, cisterns of
rough endoplasmic reticulum, and single autophagic
structures (Figure 5(b,c)). Two types of secretion
were observed: merocrine (Figure 5(b)), and apoc-
rine (Figure 5(c)). The perinuclear cytoplasm was
rich in mitochondria, cisterns of rough endoplasmic
reticulum (RER) and glycogen granules, while only
some cisterns of the smooth endoplasmic reticulum
(SER) were present (Figure 5(d)). The basal cyto-
plasm was represented by a well-developed membra-
nous labyrinth, numerous mitochondria, cisterns of
RER, and glycogen granules (Figure 5(e)). The
main feature of goblet cells was the electron-lucent
cavity with distinct cytoplasmic projections posses-
sing mitochondria. The oval nucleus was sur-
rounded by numerous mitochondria, cisterns of
RER, and sporadic autophagic structures (Figure 5
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(a,f)). The cytoplasm of regenerative cells that form
regenerative nidi was poor in organelles (Figure 5(a,
g)). Endocrine cells were recognized by numerous
droplets with storage material (not shown). In fasted
individuals (G0-S group), midgut epithelial cells
showed the same ultrastructure as in the control
specimens (G0-C group) (Figure 5(h—i)).

In animals from experimental group G0-24, no
changes were observed in the cytoplasm of regen-
erative cells, goblet cells, and endocrine cells. An
increase in the number of autophagic structures
was observed in the apical cytoplasm of digestive
cells, while no other alterations were detected in
their cytoplasm (Figure 6(a—c)). In the cytoplasm
of digestive cells in the midgut epithelium of animals
from the GO0-48 experimental group, numerous
vacuoles with electron-lucent content appear, and
the autophagy is more intense than in the GO0-24
experimental group. Degeneration of the remaining
organelles in all cytoplasmic regions was not
observed (Figure 6(d-f)). Vacuoles and autophagic
structures (autophagosomes, autolysosomes, resi-
dual bodies) were also detected in the cytoplasm of
the goblet (Figure 6(d)) and regenerative cells
(Figure 6(g)). No alterations appeared in the cyto-
plasm of endocrine cells (not shown). Confocal
microscopy confirmed the increase in autophagy
intensity. Along with the longer consumption of
PP, the strength of signals emitted by strongly acidic
structures increased (Figure 9(a,d,g,)).

3.4.2. Silk gland. While the entire silk gland was
used for quantitative analysis, the middle region
(MSG) of this organ was used for TEM analysis.
Cells of MSG in larvae from the G0-C group pos-
sessed a cytoplasm rich in cisterns of RER as well as
mitochondria. The majority of mitochondria were dis-
tended with a small amount of mitochondrial crista
and the electron-lucent matrix. The lobular-shaped
nucleus was located in the central part of the cell
Some spheres of storage material and sporadic autop-
hagic structures were present (Figure 10). The apical
cell membrane formed numerous cytoplasmic projec-
tions protruding into the gland lumen (Figure 7(a-b)).
The ultrastructure of the cells in MSG in specimens
from the GO-S group did not show any differences
compared to the controls (Figure 7(c,d)). After 24h
of feeding (G0-24 experimental group) with PP, apart
from the numerous autophagosomes observed, no
changes at the ultrastructural level were detected
(Figure 7(e,f)), while in G0-48 experimental group
sporadic vacuoles with electron-lucent content and
numerous autophagosomes appeared (Figure 7(g—
h)). A confocal microscope revealed an increase in
the signals emitted by acid structures in the GO0-24
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experimental group, while they decreased after 48 h of
feeding on PP (Figure 9(b,e,h,k)).

3.4.3. Fat body. The entire cytoplasm of tropho-
cytes which form the fat body in the last instar
larva of G. mellonella (GO0-C) contains large
spheres of storage material (Figure 10) with dif-
ferent electron densities. The lobular nucleus con-
tained small amounts of heterochromatin
distributed evenly throughout the nucleoplasm.
In the vicinity of the nucleus, mitochondria and
cisterns of RER and individual autophagic struc-
tures could be observed (Figure 8(a-b)). In
starved animals (GO0-S experimental group)
numerous spheres with the heterogenous material
were observed (Figure 8(c—d)). Feeding animals
with PP bags (G0-24 and GO0-48 experimental
groups) did not cause any degenerative changes in
organelles of trophocytes, but an increase in the
number of autophagic structures was detected
(Figure 8(e-h)). A confocal microscope revealed
a slight increase in the level of signals emitted by
acid structures in the G0-S animals, while it was
distinct in trophocytes of G0-24 and G0-48 experi-
mental groups (Figure 9(c,fil)).

3.5. Cell count and viability in organs of
G. mellonella larvae fed with PP

The average percentages of viable cells were high in
all analyzed organs of control individuals: midgut
(74.5% £ 1.74), silk glands (96.6% *+0.64), and fat
body (94.4% £ 0.59). 48 hours of PP feeding caused
a significant decrease in the number of viable cells in
the silk gland and fat body compared to the control
group (23%, p =0.0001; 65%, p =0.0001), respec-
tively, and exposed for 24 hours (8%, p = 0.01;
58%, p = 0.0001, respectively) (Figure 11).
Exposure to PP per 48 h did not cause a significant
change in the number of viable cells in the midgut,
while the percentage of viable cells in the midgut of
individuals after 24-hour exposure to PP was signif-
icantly higher than in the control group (at 18%,
P =0.0001) (Figure 11). The starvation (GO0-S) did
not cause a significant change in the number of
viable cells in the silk glands compared with control
group, while the percentages of viable cells in the
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midguts and fat bodies of individuals were similar to
group GO0-24 (Figure 11). There were statistically
significant correlations between the level of viability
cells and the percentage of ROS+ cells in the midgut
and fat body in foraging individuals

4. Discussion

Plastics in the environment decompose into micro-
and nanoplastics, and such small particles can easily
pass through the cellular barrier, which is consti-
tuted by cell membranes. Ultrastructural analysis
of different nanoparticles reveals that they interact
with the cell surface and could enter cells by endo-
cytosis (Behzadi et al. 2017). In the cytoplasm, they
resemble electron-dense granules or flocculent-
granular patches (Kebler et al. 2014; Karpeta-
Kaczmarek et al. 2016). Different cell types may
react differently to internalize the same NP (Xia
et al. 2008; dos Santos et al. 2011). Numerous
microorganisms in the digestive system of some ani-
mals can break down plastics such as PP, PE, and
PS (Bonhomme et al. 2003; Yang et al. 2014;
Huerta Lwanga et al. 2018; Auta et al. 2018;
Skariyachan et al. 2018; Park & Kim 2019; Lou
et al. 2020; Jeon et al. 2021). However, whether
these plastics or their decomposition products will
induce any changes in the ultrastructure of cells in
different organs has not been thoroughly described.
In our research, we evaluated, for the first time, the
ability of PP-fed larvae to undergo metamorphosis
and develop. We found that, regardless of whether
G. mellonella larvae were fed with a standard diet or
with PP bags, the number of adults that developed
was comparable. A decrease in the survival of indi-
viduals or a decrease in the number of offspring after
feeding on plastic has been described in, e.g., soil
(Rodriguez-Seijo et al. 2017), marine (Messinetti
et al. 2018), and freshwater invertebrates (Rehse
et al. 2016; Schiir et al. 2019; Huang et al. 2022).
Larvae of T. molitor are able to survive when they eat
polystyrene in comparison to starvation (Yang et al.
2018; Matyja et al. 2020). In addition, the survival
rate of animals fed with polystyrene and supplemen-
ted with oatmeal was similar to controls (Matyja
et al. 2020). It has been reported that adding certain
supplements such as proteins or vitamins to the PP

—

Figure 4. 3D representation of the DHE and DAPI staining of organs in G. mellonella larvae. (a-1) Confocal microscope. ROS-pasitive cells
(red), muclei (n, blue). (a<) GO-C experimental group. (d-f) GO-S experimental group. (g-i) G0-24 experimental group. (j-1) G0-48
experimental group. (a, j) Scale bar=11 pm. (b, ¢) Scale bar= 26 ym. (g, f, 1, 1) Scale bar = 16 pm. (d, g) Scale bar = 15 um. (h, k) Scale
bar =28 ym. (m) Flow cytometry. Percentage of ROS positive cells (ROS+) (mean +8SD) in the midguts, silk glands, and fat bodies of.
G. mellonella. Different letters (a, b) indicate significant differences among groups within organs (LSD, p < 0.05; #=5).
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diet affected the development and growth of larvae
in this species (Morales-Ramos et al. 2010; Matyja
et al. 2020). Collectively, studies on T. molitor
demonstrated that changes in the development of
polystyrene-fed larvae make it difficult to complete
the larval life cycle. This means that T. molitor larvae
probably are not suitable for use in polystyrene bio-
degradation (Matyja et al. 2020). However, some
research revealed that plastics do not affect the
development or survival of invertebrates (Bruck &
Ford 2018; Pflugmacher et al. 2020; Scopetani et al.
2020; Weber et al. 2018). Studies on G. mellonelia
showed that a polyethylene and polystyrene diet
does not affect the short-term growth of its larvae
(LeMoine et al. 2020; Lou et al. 2020). In this
study, caterpillars of the greater wax moth were fed
only with the PP diet to view changes that could be
caused by plastic. Plastic-fed animals did not receive
a standard nutrient solution. Therefore, in order to
exclude the influence of lack of food on the
described processes, we also examined animals com-
pletely deprived of food (GO0-S group). Because of
the fact that larvae could develop normally, we con-
cluded that feeding G. mellonella with PP will not
damage the cells in the larvae’s organs. Thus, we
decided to analyze whether any changes appeared in
different organs of G. mellonella caterpillars that
could help elucidate their survival possibility.

The numerous xenobiotics that are toxic to cells
and tssues will cause an increase in the level of
reactive oxygen species (ROS). While low levels of
ROS are required for the proper functioning of cells
and numerous cellular mechanisms, high levels of
ROS will activate proliferation, cell differentiation,
or even cell death (oxidative stress) or the mechan-
isms leading to their neutralization (Zhou et al.
2014; Oropesa et al. 2017; Tarnawska et al. 2019;
Wiodarczyk et al. 2019; Rost-Roszkowska et al.
2021, 2022). The number of ROS-positive cells in
the G. mellonella larvae midgut increased after 24h
of the experiment. After 48 hours, a decrease in the
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number of these cells could be observed compared
to the 24-hour experiment, but the level was stll
higher than in the control specimens. In the silk
gland, after 24h, an increase and then a strong
decrease in the level of ROS in the cells of this
organ were observed. On the other hand, in the fat
body, the number of positive ROS cells decreased
regardless of the duration of PP consumption. This
proves that the midgut is the most sensitive to this
xenobiotic or its decomposition products, protecting
other internal organs (Leonard et al. 2009; Janeh
et al. 2019). The decrease in the level of ROS in
the cells of the other two organs may be related to
the activation of ROS-neutralizing mechanisms.
ROS act as a kind of enhancer, the work of which
is to intensify unfavorable changes in cells to provide
a faster response from the whole organism. The best
example is the activation of several enzyme proteins
involved in maintaining cellular energy homeostasis.
Thanks to this, it can slow down anabolic processes,
while accelerating the secretion of energy in cata-
bolic transformations (Li & Marban 2010). Changes
in the ROS level may indicate changes taking place
in cellular organelles, especially mitochondria,
nuclei, lysosomes, or Golgi complexes (Sokolova
2004; Auten & Davis 2009; Hodl et al. 2010,
Repnik & Turk 2010; Jiang et al. 2011; Faron
et al. 2015; Zorova et al. 2018; Rost-Roszkowska
et al. 2021). In addition, different organs and their
cellular organelles in the animal body may react
differently to the same stressor (Rost-Roszkowska
et al. 2020a, 2020b, 2022; Dziewiecka et al. 2020;
Poprawa et al. 2022). Thus, describing changes in
the ultrastructure of different organs in G. mellonella
larvae fed with PP should explain whether the
increase or decrease of ROS-positive cells is con-
nected with degenerative/regenerative processes.
The decrease in the ROS level after 48 hours of the
experiment may also be associated with intensively
occurring autophagy. In all three analyzed organs —
midgut, silk gland, and fat body — no degenerative

—
Figure 5. The midgut cpithclium of G. mellonella 7™ instar larva. (a-g) Control animals (G0-C). TEM. (a) Fragment of the midgut
epithelium with digestive cells (dc), goblet cell (gc), and regenerative cell (rc). Mitochondria (m), muclei (n), goblet cell cavity (star),
cytoplasmic projections of the goblet cell (arrows), bazal lamina (bl), visceral muscles (vm), autophagic structures (au). Scale bar= 2.9 ym.
(b-c) the apical cytoplasm of digestive cells. Microvilli (mv), mitochondria (m), cistems of RER (RER), mucleus (n), midgut lumen (1),
autophagic structures (au), apocrine secretion (star), exocrine secretion (arrows). (b) Scale bar = 1.7 pm. (c) Scale bar=1.8 pm. (d)
Perinuclear cytoplasm in digestive cells. Mitochondria (m), cisterns of RER (RER) and SER (SER), nuclei (n), and glycogen granules (g).
Scale bar= 1.4 ym. (¢) Basal cytoplasm in the digestive cell with the distinct membranous labyrinth (arrows) surrounded by mitochondna
(m), glycogen gramuiles (g), and cisterns of RER (RER). Basal lamina (bl). Scale bar = 0.6 um. (f) the goblet cell (gc) with the cavity (star)
and cytoplasmic projections (arrows) filled with mitochondria (m). Cistems of RER (RER), autophagic structures (au), nucleus (n),
digestive cells (dc). Scale bar =0.9 pm. (g) a fragment of the regencrative nidi with regenerative cells (rc). Nucleus (n), mitochondria (m),
digestive cells (dc). Scale bar= 1.5 ym. (h-1) Fasted animals (G0-S). (h) Fragment of apical regions in digestive cells. Mitochondria (m),
cistems of RER (RER), midgut lumen (1), autophagic structures (au). Scale bar=0.7 ym. (i) a fragment of goblet cell (gc) with the cavity
(star) and cytoplasmic projections (arrows) filled with mitochondria (m). Digestive cell (dc), nucleus (n), cisterns of RER (RER). Scale
bar =1 pm.
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Figure 6. The midgut epithelium of G. mellonella 7™ instar larva in experimental groups G0-24 (a-c) and G0-48 (d-g). TEM. Digestive
cells (dc), goblet cells (gc), mitochondria (m), microvilli (mv), cytoplasmic projections of goblet cells (arrows), cistems of RER (RER),
autophagic structures (au), goblet cell cavity (stars), apocrine secretion arrowhead), midgut lumen (1). (3) Scale bar=2.3 ym. (b) Scale
bar=1.9pm. (c) Scale bar=2.9 ym. (d) Scale bar = 1.1 pm. (¢) Scale bar= 1.5 pm. (f) Scale bar=1.3 ym. (g) Scale bar=1.7 ym.
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Figure 7. Middle region of silk gland (MSG) in G. mellonella 7th instar larva in experimental groups GO-C (a-b), GO-S (c-d), G0-24 (e-f),
and GO0-48 (g-h). TEM. Mitochondna (m), nudei (n), cisterns of RER (RER), autophagic structures (au), storage matenal (sm),

ic projections (arrows), gland lumen (gl). (a) Scale bar=3.4 ym. (b) Scale bar=1.3 ym. (c) Scale bar=1 pm. (d) Scale bar=
0.8 um. (¢) Scale bar =0.9 pm. (f) Scale bar = 1.1 pm. (g) Scale bar =1 pm. (h) Scale bar =1.2 pm.
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Figure 8. Fat body of G. mellonella 7™ instar larva in experimental groups GO-C (a-b), G0-8 (c-d), G0-24 (c-f) and G0-48 (g-h). TEM.
Mitochondria (m), nuclei (n), cisterns of RER (RER), autophagic structures (au), storage matenal (sm). (a) Scale bar =1.3 pm. (b) Scale
bar= 3.4 pm. (c) Scale bar= 1.3 um. (d) Scale bar=1 pm. (¢) Scale bar=2.2 ym. (f) Scale bar= 1.4 pm. (g) Scale bar= 2.4 pm. (h) Scale
bar=1.2pm.
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silk gland fat body

GO-C GO-C

Figure 9. Autophagy in organs of 7® G. mellonella larvac: midgut, silk gland, and fat body. 3D representation of the accumulation of
lysosomes and autolysosomes (red signals). Nuclei (blue signals). LysoTracker Red and DAPI staining. Confocal microscope. (a-c) GO-C
group. (d-f) GO-S experimental group. (g-i) G0-24 experimental group. (j-1)) GO-48 experimental group. (a, d) Scale bar= 10 um. (b, ¢)
Scale bar = 14 pum. (c, f) Scale bar = 12pm. (g, 1, j, 1) Scale bar= 13 pm. (h, k) Scale bar =18 pm.
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Figure 10. 3D representation of lipid accumulation (green signals, arrows) in organs of G. mellonella larvae: midgut, silk gland and fat
body. Nuclei (bhue signals). BODIPY and DAPI staining. Confocal micrascope. G0-C, G0-S, G0-24 and GO0-48 represent experimental
groups described in methodology. Scale bar= 20 ym.
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Figure 11. Percentage of viable cells (mean £SD) in the mid-
guts, silk glands, and fat bodies of. G. mellonella. Different
letters (a, b, ¢) indicate significant differences among groups
within organs (LSD, p <0.05; n=5). Flow cytometry.

hanges in cellular organelles were observed with the
prolonged consumption of PP. Only an increase in
the intensity of autophagy was observed, especially
after 48 hours of PP consumption (midgut and fat
body), or 24 hours of the experiment (silk gland).
Induction of autophagy or its dysfunction is consid-
ered to be the effect of nanoplastics (NPs) on cellu-
lar functioning (Ma et al. 2011; Wang et al. 2017).
As a result of autophagy, numerous toxic substances
or damaged cell structures and organelles are
degraded. After their enclosure in autophagosomes,
and then the formation of autolysosomes, they are
digested, and the processes of cell death (apoptosis,
necrosis) are not activated. Thus, in this case,
autophagy acts as a survival pathway (Klionsky &
Emr 2000; Kourtis & Tavernarakis 2009; Franzett
et al. 2012; Gunay & Goncu 2021). Autophagy has
been described in the midgut of many invertebrates
as a process by which homeostasis is maintained in
tssues and cells (Lipovsek & Novak 2016;
Whodarczyk et al. 2017; Lipovsek et al. 2018; Rost-
Roszkowska et al. 2018, 2019, 2020a, 2020b,
2022). The analysis of the GO-S group showed that
autophagy in the studied species was not activated
under the influence of the lack of a standard diet.
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Thus, we can conclude that in G. mellonella larvae
fed with PP, autophagy is intensified, which proves
its protective role. Thus, no damaged or trans-
formed organelles have been observed. However, in
the analyzed larval organs, we also observed changes
in the vacuolization of the cytoplasm. Irreversible
vacuolization may be a symptom of necrosis as the
cytopathological process begins. However, during
transient vacuolization, the formation of vacuoles is
caused by the balance of osmotic pressure among
different cytoplasmic compartments and by water
diffusion across organelle membranes (Aki et al.
2012; Shubin et al. 2016). It reversibly affects cell
physiology and e.g., the cell cycle, proliferation, and
cell migration (Morissette et al. 2008). While during
transient necrosis, only acidic organelles are
affected, the irreversible vacuolization may cause
changes in the entire endosomal-lysosomal system
as well as Golgi complexes (Shubin et al. 2016).
Vacuolization was evident in the organs of the exam-
ined G. mellonella larvae fed with PP. Mainly after
48 h of PP consumption by caterpillars, an increase
in the number of vacuoles with an electron-lucent
interior (midgut and silk gland) was observed.
Vacuoles and autophagic structures (autophago-
somes, autolysosomes, residual bodies) also
appeared in the cytoplasm of the goblet and regen-
erative cells of the midgut epithelium, whereas they
were not detected (regenerative cells) or were spora-
dic (goblet cells) in the control animals. However,
no degenerative changes in other organelles were
observed. Hence, it is very likely that this process
does not lead to the typically irreversible necrosis
after PP ingestion. In addition, it may be confirmed
by the fact of increasing the number of autophagic
structures, which are strongly acidic. To confirm
this, further qualitative and quantitative studies
must analyze what specific type of cell death occurs
in the organs of PP-consuming larvae.

The study of cell viability in the organs of
G. mellonella larvae showed a decrease in the num-
ber of live cells in all analyzed organs after 48 h.
However, it may be related to the physiological
changes taking place in the caterpillar’s body before
its transformation into a pupa (Uwo et al. 2002;
Tettamanti et al. 2007; Denton et al. 2012;
Franzett et al. 2012; Romanelli et al. 2016; Jorjdo
et al. 2018; Bonelli et al. 2019; Gunay & Goncu
2021). The study used 7% instar larvae of
G. mellonella. On the 5®-6" day of this final instar
the animals stop feeding before formation of the
cocoon and pupation. Before the experiment, the
larvae fasted for 24h. The experiment was con-
ducted for 48 h. After 72 h, we observed that the
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larvae were preparing to transform and stopped
eating. The analysis of the G0O-S group confirmed
that the fasting of animals had no effect of larval
survival. Our research indicates that eating PP does
not alter the cells of the larval organs. Despite the
initially increasing level of ROS-positive cells,
autophagy and cell vacuolization will protect organs
against the effects of PP decomposition products.
These results provide a positive sign for the future
use of G. melionella larvae in the biodegradation of
plastics. However, it is necessary to carry out
further research, especially regarding the activation
of apoptosis and necrosis, or the triggered mechan-
isms that turn on enzymes such as dismutases, cat-
alases, and even proteins responsible for cell
protective functions. It is also necessary to conduct
further research to count individuals in subsequent
generations and analyze the structure and ultra-
structure of internal organs in larvae of the next
generations Negative effects such as reduced
growth, fertility, or degenerative changes of organs
may lead to long-term population effects. In addi-
tion, after contact with the stressor, changes may
appear in subsequent generations in different inver-
tebrate species (Schir et al. 2019; Augustyniak
et al. 2020; Babczynska et al. 2020; Dziewiecka
et al. 2020).

Conclusions

The histological studies on G. mellonella larvae fed
with PP bags showed that the diet containing plas-
tics did not affect internal organs at the ultrastruc-
tural level. Thus, cells in the three analyzed
organs — midgut, silk gland, and fat body — showed
no degenerative changes after consumption of PP.
Autophagy and vacuolization probably act as survi-
val pathways. However, more advanced studies
must be conducted. These processes probably
have an impact on the survival rate of the last larvae
of the greater wax moth, making them a potentially
useful organism in the biodegradation of plastics
made of PP.
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OPEN Interplay between different
cytotoxic parameters in Galleria
mellonella (Lepidoptera, Pyralidae)
larvae fed with polypropylene

P. Mermer?, t. Chajec?, G. Wilczek?, S. Student?3, A. K. Wroriska®, J. Homa*®, K. Krpec?,
K. Magiera?, D. Siwek® & M. Rost-Roszkowskal -

Plastic waste, which pollutes water and soil and negatively impacts organisms, is currently a major
ecological problem. Therefore, methods for its degradation are being sought, including biodegradation
using various organisms to dispose of plastics. One invertebrate animal suspected of being used in
plastic biodegradation is Galleria mellonella (Insecta, Lepidoptera). However, there is no data on
whether plastics ingested by this insect’s larvae will induce cytotoxic effects in cells, tissues, or organs,
which would exclude this species from biodegradation. The aim of this study was to determine whether
G. mellonella larvae, after consuming a popular plastic, polypropylene (PP), activate specific cytotoxic
parameters. Larvae of the studied species were fed PP bags for 24 and 48 h. Control (G0-C) and starved
(GO-S) individuals were also analyzed to determine whether cytotoxic effects could be attributed

to factors such as a lack of normal food. Confocal microscopy and flow cytometry were changes,
employed to investigate cell death processes, caspase and Bcl-2 protein activation, and mitochondrial
alterations. The results of our studies suggest that G. mellonella may be considered as a potential
candidate used in the biodegradation of PP.

Keywords Apoptosis, Cell death, Mitochondria, Caspase, Bd-2, Cell cycle, Biodegradation

Global plastic production is increasing annually and is projected to double in the near future'. Disposal of
plastics and their associated accumulation in various environments are becoming a major problem, posing a
serious threat to nature?. The main advantages of plastics are their ease of processing, relative durability, and
low price. However, their undeniable disadvantage is their long decomposition time’. Despite this durability,
over the years, these products degrade into smaller fragments, creating micro- and nanoplastics*-6. One widely
used plastic is polypropylene (PP)’, which is employed in the manufacture of numerous consumer products, as
well as in advanced technologies®. Regardless of size, plastics pose a threat to organisms due to their cytotoxic
effects. Therefore, methods to rapidly degrade them are being explored. Many invertebrates can digest various
types of plastics after ingestion, facilitated by microorganisms present in their digestive systems that produce
enzymes capable of breaking the chemical bonds in plastics. These include insects from the orders Coleoptera,
e.g. Zophobas morio, Tenebrio molitor, Tribolium castanewm, Lasioderma serricorne®-!!, and Lepidoptera, e.g.
Galleria mellonella, Achroia grisella, Corcyma cephalonica, Plodia interpunctella-'%; molluscs, e.g. Achatina
fulica'S; Oligochaeta, e.g. Eisenia fetida)'’; Polychaeta, e.g. Perinereis vancaurica'®; and Echinodermata, e.g.
Strongylocentrotus nudus, Patiria pectinifera®. The great wax moth (Galleria mellonella), particularly its larvae,
is a promising candidate for plastic biodegradation®-?2. Its use depends on ensuring that the process does not
disrupt the normal function of cells, tissues, or organs. G. mellonella, an insect of the order Lepidoptera®® is a
suitable model organism due toits shortlife cycle, high fertility, and rapid development??*. The greater wax moth
naturally occurs in hives, causing significant problems for the beekeeping industry®. These larvae can consume
plastics due to the similarity of chernical bonds found in honeycomb and plastic*®?’, Literature data indicate
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that enzymes and the intestinal microbiome are mainly responsible for the digestion of polyethylene®?128-3,
Although G. mellonella larvae can digest plastics, it has an impact on their development and survival®'-*,

The toxicity of various xenobiotics isrelated to the development of inflammation in the body caused by, among
other factors, oxidative stress resulting from excessive production of ROS. When ROS overwhelm antioxidant
defenses, they can cause mutations, damage to cell organelles, or disorders in cell metabolism*-¥”. Therefore,
at the cellular level, various mechanisms must be activated to balance these changes, thereby maintaining
homeostasis and protecting cells**-°. Cytotoxicity refers to changes in cells and tissues that occur under the
influence of various stressors. One way to assess the cytotoxicity of a substance is by measuring the activation
of cell death (CD) processes. Two basic types of cell death can be distinguished: apoptotic CD dependent on
caspases, and CD independent of caspases (autophagy and necroptosis)™+#1-43, In the case of apoptotic CD, there
are two main pathways: the extrinsic or death receptor pathway and the intrinsic or mitochondrial pathway*#°,
Apoptotic cells undergo numerous transformations and modifications, including protein cleavage, DNA damage,
and the formation of apoptotic bodies®. Caspases, i.e., cysteine proteases, which act as inactive proenzymes
in many cells, play an important role in this process. When they are activated, they can activate subsequent
procaspases, and the activation of their entire cascade leads,among other things, to the degradation of numerous
cellular proteins and, consequently, rapid cell death®3444547, Proteins from the Bcl-2 family are also involved in
apoptotic CD, but their activation during this process indicates the activation of the mitochondrial pathway*4%,

Our previous studies on G. meilonella larvae fed with PP bags revealed that a diet containing plastics did not
activate cell death of three internal organs (midgut, silk glands, and fat body) at the ultrastructural level. The
activation of autophagy and vacuolization was detected as a probable survival pathway®’. However, changes at
the ultrastructural level could not be labeled when the cascade of different proteins/enzymes was activated™.
Considering the results of our preliminary studies on G. mellonella larvae, we aimed to determine whether a PP-
based diet affects cytotoxic parameters such as cell death or cell cycle disorders. If PP in the insect’s diet activates
apoptosis, it is also important to determine whether the mitochondrial pathway is activated, which would allow
for further research related to mitochondrial activity. These studies, therefore, continue our previous research,
ultimately aimed at determining the potential use of the greater wax moth larvae in the biodegradation of
polypropylene. Thus, it is crucial to determine how effectively and safely G. mellonellalarvae break down plastic
and whether this process can contribute to solving the problem of plastic pollution.

Materials and methods

Galleria mellonella culture

Adult specimens of G. mellonella were reared in glass, tightly closed containers witha capacity of 1 Lata constant
temperature of 30 + 0.5 °C, humidity of 75 + 5%, and constant darkness. Each glass culture container was
covered with a linen material used to facilitate female egg-laying. After the adults laid eggs, they died, and the
eggs were collected and reared. The laid eggs were placed in glass containers containing a nutrient material
(wheat flour, corn flour, glycerin, honey, milk powder, and wheat bran)*'. The medium was replaced with a new
one as the larvae developed, maintaining the original composition of the medium. Then, the largest stage 7 (L7)
larvae (ca. 20 mm) were selected for the experiment™.

Experiment

On the third day of the seventh stage, larvae (L7) were selected for the experiment. The last larval stage (L7) of
G. mellonella lasts about 7-8 days. Larvae were collected on the third day of the L7 stage, because on the seventh
day of the L7 stage, the larvae slowly transition to the prepupal stage, become inactive, and stop feeding?22552-%4,
Specimens collected for the experiment were first fasted for 24 h to prevent any potential influence of previously
consumed food on the analysis results. Then, they were fed with PP bags (3 cm x 3 cm) for 24 and 48 h. Hence,
analyses after 24 h of PP consumption were performed on larvae on the fifth day of the L7 stage, and analyses
after 48 h of PP consumption were performed on larvae on the sixth day of the L7 stage. PP bags used for the
analyses were purchased commercially (Sarantis Polska S.A.). The L7 stage larvae selected for the experiment
were then divided into experimental groups, following the conducted experiment®’: GO-C - control group,
animals bred in laboratory conditions at a constant incubator temperature of 30 + 0.5 °C, humidity of 75 + 5%,
constant darkness in glass containers and fed ad libitum with the medium described above; GO-S - animals
bred in laboratory conditions at a constant incubator temperature of 30 + 0.5 °C, humidity of 75 + 5%, constant
darkness in glass containers, and starved for 24 h; G0-24 - animals bred in laboratory conditions at a constant
incubator temperature of 30 + 0.5 °C, humidity of 75 + 5% and constant darkness, previously starved for 24 h
and then cultured in Petri dishes with pieces of PP bags measuring 3 cm x 3 cm for 24 h; G048 - animals bred
in laboratory conditions at a constant incubator temperature of 30 + 0.5 °C, humidity of 75 + 5% and constant
darkness, previously starved for 24 h and then cultured in Petri dishes with PP bags measuring 3 cm x 3 cm for
48 h. Fasting the animals (GO-S group) allowed us to determine whether the observed changes were caused by
the lack of standard food, which was not given to the animals during the PP diet, and prevented the possibility of
the previously consumed food influencing the analysis results. Before sectioning, the animals were anesthetized
with chloroform. The midgut, silk gland, and fat body were isolated from each individual and prepared for
further analysis according to the protocols described below (Fig. 1).

Methods
Qualitative analysis by confocal microscopy
For each of the methods described below, 5 larvae from each experimental group were used.
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Fig. 1. Diagrammatic representation of the experiment on G. mellonella.

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay

The TUNEL assay (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red; Roche, Basel, Switzerland) is commonly used
to investigate the nuclear DNA fragmentation that is characteristic of apoptosis. The isolated organs (midgut,
silk glands, fat body) were fixed in 4% paraformaldehyde for 1 h at room temperature (RT) and then prepared
according to the manufacturer’s protocol and the method described in our previous paper®*. After staining the
organs with a TUNEL reaction mixture, they were labeled with 1 pg/mL DAPI (30 min, RT). The material was
examined using an Olympus FluoView FV3000 confocal laser scanning microscope. The following lasers were
used: 405 nm for the DAPI dye and 561 nm for the TMR red dye. Negative controls were conducted according
to the producer’s labeling protocol.

CellLight lysosomes-GFP staining

The staining enables the labeling of lysosomes, which are the final destination of the autophagic pathway, with
green fluorescent protein (GFP) inlive cells. Isolated from animals of all experimental groups, organs (midgut, silk
glands, fat body) without fixation were stained with ready-to-use CellLight Lysosomes-GFP reagent (Invitrogen,
C10596) (overnight, RT, in the dark) and washed with TBS (2 x 5 min, RT, in the dark). After staining the organs
with CellLight Lysosomes-GFP, they were labeled with 1 pg/mL DAPI (30 min, RT, in dark). The material was
examined using an Olympus FluoView FV3000 confocal laser scanning microscope. The following lasers were
used: 405 nm for the DAPI dye and 488 nm for the GFP dye.

JC-1 staining

JC-1 dye is usually used for the detection of changes in the mitochondrial membrane potential. The prepared
organs (midgut, silk gland, fat body) that were isolated from all groups were incubated in the dark with 5 pL
of 1.5 mM JC-1 solution in DMSO (99.97%, H20 <0.1%) for 20 min (RT, in dark) without fixation. Next, the
material was washed several times with PBS. The nuclei were labeled with 1 pg/mL DAPI (30 min, RT, in dark).
The material was visualized using an Olympus FluoView FV3000 confocal laser scanning microscope. Signals
were collected in the range of 430-470 nm for DAPI and 500-600 nm and 570-670 nm for JC-1.
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ThiolTracker violet staining

Thiol Tracker Violet is commonly used for estimating the cellular level of reduced glutathione (GSH) as the
mechanism of detoxification. The dye combines with reduced GSH to produce green fluorescence. Dissected
organs were stained with ThiolTracker Violet (10 pM) according to the manufacturers protocol (chrome-
extension://efaidnbmnnnibpcajpcgldefindmkaj/https://assets.thermofisher.com/TFS- Assets/LSG/manuals/mp
10095.pdf) and DAPI (1 pg/mL, 30 min, RT, in the dark). After washing the material with PBS, it was examined
using an Olympus FluoView FV3000 confocal laser scanning microscope. Signals were collected in the range of
430-470 nm for DAPI and 500-600 nm for ThiolTracker Violet.

Quantitative analysis by flow cytometry

The dissected organs (midgut, fat body, silk gland) isolated from each experimental group were mechanically
fragmented and homogenized in cold PBS/TBS buffer using a mechanical homogenizer (BEAD BUG
MICROTUBE HOMOGENIZER) to perform quantitative analyses. Then, the cell suspension was washed by
centrifugation at 1500 rpm for 5 min, and the pellet was resuspended in 100 pL of PBS*€, For each of the
methods described below, and for statistical analyses, each tested sample corresponded to an organ from one
individual (n = 5).

AnnexinV

Quantitative measurement of viable, apoptotic, and necrotic cells in the midgut, silk glands, and fat body of
G. mellonella was performed with the Annexin V-FITC (fluorescein isothiocyanate) Apoptosis Detection Kit
(Abcam, No. ab14085) according to the manufacturer’s protocols. Apoptotic cells, after staining with the FITC-
labeled Annexin V, emit green fluorescence. The propidium iodide (PI) positive cells exhibit red fluorescence;
thus, the distinction between necrotic cells (Annexin V-FITC-/PI+) and apoptoticcells (early apoptosis: Annexin
V-FITC+/PI- or late apoptosis: Annexin V-FITC+/PI+) is enabled. Five microliters of Annexin V-FITGC, 5 pL of
Pland 500 pL of binding buffer were added to the previously prepared cell suspension (50 pL of cell suspension
in 100 pL of PBS, pH 7.4) and incubated for 10 min. Then the samples were ready for acquisition using the
Beckman Coulter Instrument FC 500 flow cytometer with a 488 nm argon laser. Results were expressed as the
percentage of apoptotic (early and late) and necrotic cells®.

Muse multi-color DNA damage kit

The Muse Multi-Color DNA Damage Kit (Cytek, SKU MCH200107) enables quantification of the percentage
of negative cells (without DNA damage), ATM-activated cells, H2A.X-activated cells, and cells with DNA
double-strand breaks. The quantitative analysis was conducted according to the procedure presented by the
manufacturer’s protocol (https://welcome.cytekbio.com/hubfs/Amnis-and-Guava-Products/muse-multi-color-
dna-damage-kit-rsp.pdf) and analyzed using the Muse Cell Analyzer.

Muse multicaspase kit

The Muse MultiCaspase Kit (Cytek, SKU MCH100109) is applied to analyze live/caspase(-), live/caspase(+),
dead/caspase(+), and dead/caspase(-) cells. Thus, the quantitative analysis of cell death processes (apoptosis and
necrosis) as well as the participation of apoptotic caspases in the functioning of cells could be conducted. The
quantitative analysis was conducted according to the procedure presented by the manufacturer’s protocol (http
si//welcome.cytekbio.com/hubfs/Amnis-and-Guava-Products/Muse-MultiCaspase-Kit-QRC.pdf). The material
was examined using the Muse Cell Analyzer.

Muse Bcl-2 activation dual detection kit

The Muse Bcl-2 Activation Dual Detection Kit (Cytek, SKU MCH200105) enables one to measure total and
phosphorylated Bd-2 protein using two antibodies: a phospho-specific anti-phospho-Bcl-2 (Ser70)-Alexa Fluor
555 and an anti-Bcl-2-PECy5 conjugated antibody. The quantitative analysis of inactivated cells, cells activated
via phosphorylation, and non-expressing cells was conducted according to the procedure described in the
manufacturer’s protocol (https://cytekbio.com/products/imuse-bcl-2-activation-dual-detection-kit ?variant=406
51391008804). The measurements were performed using the Muse Cell Analyzer.

Muse cell cycle kit

Muse Cell Cycle Kit (Cytek, SKUMCH100106) enables quantitative analysis of cells in different phases of the cell
cycle: Gy/G,, S, G,/M. Isolated intestines were prepared for analysis using the MUSE flow cytometer according to
the protocoi recommended by the manufacturer (https://cytekbio.com/products/muse-cell-cycle-kit?variant=4
0651389927460): fixation in 70% ethanol (24 h, on ice), washing in PBS, incubation in Muse Cell Cycle Reagent
(30 min, room temperature, in dark), and finally examination using a Muse Cell Analyzer.

ADP/ATP ratio and ATP content

The ApoSENSOR TM ATP Cell Viability Bioluminescence Assay Kit (BioVision, No. K254 and ApoSENSOR
ADP/ATP Ratio Bioluminescence Assay Kit (BioVision, No. K255) were used according to the manufacturer’s
protocals. Determination of ATP content was based on the reaction of oxidative decarboxylation of luciferin
catalyzed by luciferase. Light intensity, measured by the luminometric method at a wavelength of 562 nm, is
proportional to the ATP content in the examined sample. ADP level was measured by its conversion to ATE,
which was detected using the same reaction. The concentration of ATP in materials was calculated based on the
standard curve, which was prepared using the ATP standard provided in the kit. Results were expressed as nmol
ATP - mg~? protein.
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Protein content was measured according to Bradford (1976), using bovine albumin (protein content>95%,
Fluka) as the standard.

Statistical analysis

The statistical analyses were conducted using the STATISTICA 13.3 software. The normality of the data was
assessed using the Shapiro-Wilk test. Levene’s test was applied to check the homogeneity of variance. To evaluate
the significance of differences in the levels of quantitative parameters across experimental groups, considering
the studied organs and applied stress factors, the Tukey test was used (P <0.05). Differences between control and
experimental groups in terms of parameter levels were assessed using Student’s t-test (P <0.05). Additionally,
to assess the significance of differences in parameter levels with respect to organ type and treatment across
experimental groups, both one-way and two-way analyses of variance (ANOVA/MANOVA) were performed.

Results

Cell death caused by PP

The quantitative analysis connected with the cell death in G. mellonella organs revealed no statistically significant
differences in the percentage of early apoptotic cells between groups in any of the analyzed organs, depending
on the applied stressors (PP). Nevertheless, the highest percentage of early apoptotic changes was recorded in
the fat body of G. mellonella larvae (Fig. 2A-C). In both the larval silk glands and the fat body, no significant
differences were found in the percentage of late apoptotic cells after exposure to the applied stressors. However,
in the midgut, a nearly twofold increase in the percentage of late apoptotic cells was observed under starvation
conditions, and a threefold increase in the percentage of necrotic cells was recorded after 24-hour exposure to
PP compared to the control group. The percentage of necrotic cells in the silk glands was lowest after 24-hour
expostre to PP (G0-24), while in the fat body, the lowest level of this parameter was observed after 48-hour
exposture to PP (G0-48) (Fig. 2B, C). The qualitative analysis (TUNEL assay) showed signals emitted by apoptotic
cells along the entire length of the midgut epithelium, and throughout the silk gland and fat body. A slight
increase in signals originating from apoptotic nuclei was noticeable in G. mellonella larvae from group G0-48
(Fig. 2D).

The lowest percentage of viable cells was recorded in the midgut of individuals exposed to PP for 48 h (G0-48).
In this organ, the level of this parameter was more than three times lower compared to the other experimental
groups, including the control (Fig. 3A). In contrast, a significant decrease in the proportion of viable cells was
observed only in response to starvation (G0-S) in both the silk glands and the fat body of G. mellonella larvae,
compared to the control (Fig. 3B, C). The highest percentage of caspase-positive viable cells—on average three
times higher than in the control group—was observed in the midgut of individuals after 48-hour exposure to
PP (Fig. 3A). In the larval midgut, starvation also led to a significant increase in the proportion of both caspase-
positive dead cells and dead cells, by approximately tenfold and threefold, respectively, compared to the control
(Fig. 3A). Additionally, the proportion of caspase-positive dead cells increased in this organ after 48 h exposure
to PP (Fig. 3A). In the fat body, the highest percentage of caspase-positive viable cells was recorded under
starvation conditions. This organ also showed a significant decrease in the percentage of caspase-positive dead
cells compared to the control (Fig. 3C). No statistically significant differences were found between experimental
groups in the silk glands in the percentages of caspase-positive viable cells, caspase-positive dead cells, or dead
cells (Fig. 3B).

The highest percentage of Bcl-2-activated cells was observed in the midgut of G. mellonella larvae after 24-
hour exposure to PP (G0-24). A significant increase in the proportion of Bcl-2-activated cells was also recorded
in the fat body after 48-hour exposure to PP (G0-48), although these changes were approximately half as
pronounced as those observed in the midgut. No significant differences were found in silk gland cells compared
to the control group for this parameter (Fig. 4A). In the midgut, regardless of the type of stressor applied, the
percentage of Bcl-2-inactivated cells was significantly lower than in the control, while the proportion of cells
lacking Bd-2 expression was significantly higher—almost twofold—across all experimental groups (Fig. 4B,
C). The opposite pattern was recorded in the silk glands of analyzed larvae: in both starved and PP-exposed
animals, the proportion of Bcl-2-inactivated cells was significantly higher, and the percentage of cells lacking
Bcl-2 expression was significantly lower, compared to the control group (Fig. 4B, C). In the fat body, the observed
changes were less pronounced and occurred only after 24-hour PP exposure. In this group, a significantly lower
proportion of Bcl-2-inactivated cells and a correspondingly higher percentage of cells lacking expression were
noted compared to the other experimental groups (Fig. 4B, C).

DNA damage in G. mellonella organs caused by PP

A significant increase in the percentage of cells with total DNA damage was observed in both the midgut and fat
body of G. mellonella. In the PP-exposed groups (G0-24), DNA damage increased nearly twofold in the midgut
and almost threefold in the fat body compared to the control, with overall changes reaching approximately
fourfold relative to baseline levels. The lowest percentage of cells with total DNA damage was recorded in the
silk gland cells of G. mellonella following starvation (G0-S) and PP exposure for 24 h (G0-24). These changes
were statistically significant compared to both the control group and the group exposed to PP for 48 h (Fig. 5).

Relationship between ATP, GSH, and mitochondrial dysfunctions in G. mellonella organs
caused by PP

The G. mellonella fat body was the only organ in which the applied stressor caused a statistically significant
decrease in ATP concentration compared to the control, nearly fourfold. A similar trend was observed in
midgut cells of the analyzed larvae; however, this change was not statistically significant. The ADP/ATP ratio
remained comparable to control values regardless of the type of stressor applied or the organ analyzed (Fig. 6A,
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Fig. 2. (A-C) Quantitative analysis of cell death using Annexin V staining. Percentage of early apoptotic cells,
late apoptotic cells, and necrotic cells in midgut (4), silk glands (B), and fat body (C) in individuals from
control groups (G0-C) and subjected to starvation (GO-S) and exposed to polypropylene for 24 h (G0-24) or

48 h (G048) in cells of the analyzed organs. Different letters (a, b) indicate statistically significant differences
among groups within each parameter and organ (Tukey’s test, p<0.05). (D) 3D representation of the Tunel
assay and DAPI staining of G. mellonella midgut. Confocal microscopy reveals the nuclei of apoptotic cells (red
signals, indicated by arrows) and normal nuclei (blue signals). Scale bars=18 pm.
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in midgut (A), silk glands (B) and fat body (C) in individ uals from control groups (G0-C) and subjected to
starvation (G0-S) and exposed to polypropylene for 24 h (G0-24) or 48 h (G0-48) in cells of the analyzed
organs. Different letters (a, b) indicate statistically significant differences among groups within each parameter
and organ (Tukey’s test, p <0.05).
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B). Similarly, analysis using the JC-1 reagent showed thatin the fat body and midgut, the number of green signals
emitted by depolarized, inactive mitochondria increased (Fig. 6C). No changes were detected in the level of ATP
and mitochondrial membranes in the silk gland of G. mellonella. Thiol Tracker Violet staining revealed that the
cellular level of reduced glutathione (GSH) increased after 24 h of PP consumption, while after 48 hit started to
decrease in all analyzed organs (Fig. 7).

Lysosomes in G. mellonella organs after PP feeding
Confocal microscopy showed in all organs examined an increase in signals emitted by lysosomes with increasing
time of PP consumption by G. mellonella larvae (Fig. 8).

Cell cycle in G. mellonella organs after PP feeding

A significant increase in the percentage of cells in the S phase, compared to the control, was observed in the
midgut of larvae fed with PP for 24 h and 48 h (G0-24 and G0-48) (Fig. 9A). In contrast, the opposite trend was
noted in the fat body, where the percentage of cells in the S phase in the corresponding experimental groups was
nearly two-fold lower than in the control group. Moreover, after 48 h of PP exposure, a nearly two-fold increase
in the percentage of cells in the G2/M phase was recorded in the fat body of larvae compared to the remaining
experimental groups (Fig. 9C). In the case of the silk glands, the percentage of cells in the individual phases of
the cell cycle remained ata comparable level regardless of the experimental group and was similar to the values
observed in the control group (Fig. 9B).

Among the grouping variables analyzed —namely organ type (O) and treatment (SF)—treatment exhibited
the strongest influence on the variability of the examined parameters within the experimental groups. In contrast,
organ type showed the weakest effect on ATP levels, the ADP/ATPratio, total DNA damage, and the quantitative
changes associated with apoptosis and necrosis. For the remaining parameters, the significance of all variables—
considered both individually and in interaction—was confirmed (Tables 1, 2 and 3, Supplementary material).

Discussion

Oxidative stress is a proapoptotic stimulus™-, which can lead to cell death™-%2. Apoptosis is a highly regulated
process that is essential for maintaining tissue homeostasis®®. Several signaling pathways participate in the
activation of this cell death, including the intrinsic (mitochondrial) and extrinsic (death receptor) pathways.
Thus, the activation of caspases (e.g., caspase-3, 6 7, 8, and — 9) plays an essential role in apoptotic signaling
cascades®-%7, However, the intrinsic pathway is regulated by the Bd-2 protein family%, which contains both
pro- and anti-apoptotic family members. Anti-apoptotic members of the Bcl-2 family prevent MOMP, thereby
inhibiting apoptosis rather than promoting cell proliferation#%-72, Necrosisis generally characterized as energy-
independent cell death, caused by trauma or different stressors”™. Cell death in the G. mellonella midgut after 48 h
of PP ingestion is not caused by oxidative stress, as ROS levels in the cells decrease. There is a significant increase
in the number of cells undergoing apoptosis and necrosis, as well as the involvement of caspases in the cell death.
In the case of a fat body, ROS levels are low™, so oxidative stress and cell death activation do not occur, despite a
slight increase in caspase levels. Apoptosis leads to, e.g., nuclear DNA damage””®, which activates various DNA
repair mechanisms, including increased DNA synthesis™””. In the G. mellonella midgut, increased DNA damage
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Fig. 6. (A,B) Quantitative analysis of ATP concentration (A) and ADP/ATP ratio (B) in individuals from
control groups (GO-C) and subjected to starvation (G0-S) and exposed to polypropylene for 24 h (G0-24) or

48 h (G0-48) in cells of the analyzed organs. Different letters (a, b) indicate statistically significant differences
among groups within each parameter and organ (Tukey’s test, p<0.05). (C) 3D representation of the
localization of active mitochondria with the high membrane potential (red signals), inactive mitochondria with
a low membrane potential (green signals), and nuclei (blue signals). JC-1 cationic dye, DAPI staining. Confocal
microscope. Scale bars=20 pm.
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midgut silk gland fat body

GO-C

Fig. 7. 3D representation of ThiolTracker Violet and DAPI staining of G. mellonella midgut, silk gland, and fat
body. Confocal microscopy revealed the cellular localization of reduced glutathione (GSH, green signals) and
nuclei (blue signals). Scale bars= 17 pm.

clearly activates DNA synthesis, which was observed with increasing PP consumption. However, in the fat body,
although DNA damage occurs in the cell nuclei, DNA synthesis does not increase. In silk glands, the absence of
DNA damage due to a PP diet does not activate DNA synthesis. Therefore, a dear relationship between cell death
and DNA synthesis was observed, which constitutes a protective mechanism. Such a relationship is treated asan
evolutionary link between cell cycle and cell death mechanisms™™.

In both organs, there is an increase in the level of the Bcl-2 protein, whose anti-apoptotic function is
associated with mitochondria. Because mitochondrial damage occurs in both of these organs, it can be assumed
that changes in mitochondrial outer membrane permeabilization may be related to insufficient levels of this
protein®”“28, In the silk gland, although ROS levels initially increase and then decrease, cell death processes
are not activated. Analysis of the relationship between cell death activation and oxidative stress levels in G.
mellonelia organs clearly shows that the consumption and digestion of PP by larvae does not affect the activation
of cell death processes. However, mitochondria are damaged, which suggests the need for further research on the
effect of PP in the diet of G. mellonella larvae on the functioning of these organelles.

Mitochondria are among the first organelles targeted by oxidative stress*®95!81-83 They are the primary
intracellular site of oxygen consumption and the major source of ROS*#, The low level of ROS generated
under physiological conditions participates in signaling pathways. However, when the level of ROS increases
according to toxic or pathological conditions, dysfunction of mitochondria occurs, or different cytotoxic
processes are activated (e.g., cell proliferation, cell death)!#5-8, Thys, different mechanisms can be activated
to protect mitochondria and maintain a constant level of ATP. GSH (y-glutamyl-cysteinyl-glycine) is one of the
antioxidants that takes part in the regulation of mitochondrial membrane permeabilization. It is distributed
in different cellular organelles and structures, including mitochondria®. GSH can react with numerous free
radicals, leading to the reduction of hydroxyl peroxide. Alternatively, GSH can enhance the activity of several
antioxidative enzymes, thereby enabling the activation of the antioxidative machinery. Thus, GSH serves as
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midgut silk gland fat body

GO-C

Fig. 8. 3D representation of the CellLight Lysosomes-GFP staining and DAPI staining of G. mellonella organs:
midgut, silk gland, and fat body. Confocal microscopy shows lysosomes (green signals) and nuclei (blue
signals). Midgut, scale bars= 19 pm. Silk gland, scale bars=15 pm. Fat body, scale bars=17 pm.

a protective barrier for the mitochondria, preventing them from degenerating or becoming inactivated and,
eventually, its death®5-%2, Our previous studies on G. mellonella showed that the number of ROS-positive cells
in the midgut epithelial cells and the silk gland increased after 24 h of the experiment. However, after 48 h, a
decrease in the number of these cells was observed. In a fat body, the level of ROS decreased regardless of the
duration of the PP diet®. The present study showed that ATP decreased significantly in the fat body and slightly
in the intestine, which aligns with the observation of a greater number of inactive or damaged mitochondria with
altered membrane potential. In both organs, GSH levels are elevated after 24 h of PP ingestion, but a decrease in
GSH levels was observed after 48 h. This suggests that GSH levelsafter 24 h are sufficient to protect mitochondria
and maintain ATP synthesis, but longer-term PP ingestion likely impairs GSH synthesis, which is insufficient
to protect mitochondria®¥#5#%, Increased GSH levels correlate with elevated ROS levels in the intestine and
fat body in G. mellonella. When ROS levels decrease, GSH levels also decrease. Thus, GSH will contribute to
reducing ROS levels in the midgut and fat body®?, but it will be insufficient to protect mitochondria®. In the silk
gland, although ROS levels increase and then decrease, no changes in ATP levels or mitochondrial membranes
were observed. This confirms previous studies? reporting that this organ is less sensitive to oxidative stress.
Another mechanism that protects against mitochondrial dysfunction is autophagy®*¢. This process is activated
when different organelles (e.g., mitochondria) are damaged*®%7-%. To protect the cell from the accumulation of
damaged structures, they are surrounded by phagophore membranes and enclosed in the autophagosome!®1%1,
Thus, autophagy prevents the cell from initiating degenerative processes**'%-!%, The increased number of
strongly acidic structures® and lysosomes (our studies), according to the prolonged time of PP consumption,
suggests that this process in G. mellonelia is also insufficient to protect mitochondria, as the number of these
non-active or damaged organelles increases'®.
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Fig. 9. The percentage of cells in phase GO/G1, S, and G2/M in individuals from control groups (G0-C) and
subjected to starvation (G0-S) and exposure to PP for 24 h (G0-24) or 48 h (G0-48) in midgut (A), silk glands
(B), and fat body (C). Different letters (a, b) indicate statistically significant differences among groups within
each parameter and organ (Tukey’s test, p <0.05).

Conclusion

Analysis of the relationship between cell death activation and oxidative stresslevelsin G. mellonella organs clearly

shows that the consumption and digestion of PP by larvae do not affect the activation of cell death processes.

Autophagy, DNA synthesis, and GSH are involved in the survival pathway; however, they are not sufficient to
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protect mitochondria. All the changes are most pronounced in the midgut, which is due to this organ’s direct
contact with PP, a component of the diet. All changes induced by starvation suggest that the presence of PP in
the diet does not drive this process. In larvae consuming PP, mechanisms are activated to protect organ cells
from the degradation products of PP. This suggests that G. mellonella can probably be used in the biodegradation
of PP. Ultimately, we can conclude that laboratory-based feeding experiments provide valuable insights into
biological responses to stressors, such as plastics, and they may reflect the behavioral adaptations present in the
environment.

Data availability
All raw data used in this publication are held in Professor Rost-Roszkowska's repository (corresponding Author)
and will be available upon request.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Nowadays, environmental pollution caused by plastics, microplastics, and nanoplastics is Received 17 April 2025

an indisputable fact. The vast scale of plastic production, combined with the long period of ~ Accepted 22 October 2025
spontaneous degradation (up to 1000 years) and the lack of effective methods of segrega-
tion, recycling, utilization, and degradation of waste, has led to continual growth iIn  |nvertebrates; plastics;
environmental pollution. This has been ongoing since the 1950s, when production on  pigdegradation; midgut;
a global scale began. In addition to the visual aspect, microplastics have been shown to depolymerisation
enter and accumulate within the food chain. The presence of microplastics in living

organisms is not without consequence. The harmful effects of microplastics on numerous

species of plants and animals, including humans, have been described. The detrimental

impact has been demonstrated at the population and individual levels, i.e. at the level of

behaviour, functioning, systems, organs, physiology, cell structure and function, and multi-

ple aspects at the DNA level. Therefore, scientists are seeking alternative degradation

methods, which include biodegradation. In this process, bacteria decompose the plastic

and use it as an energy source for their metabolic processes. Unfortunately, these degrada-

tion processes are restricted to a narrow range of parameter values, and even then, their

efficiency remains insufficient. Therefore, attention has been drawn to invertebrates that

can also biodegrade plastics thanks to the appropriate microflora in their intestines. In

biodegradation processes, the animal ingests plastic, breaks it down into microplastic, and

then the plastic fragments are covered with biofilm. The actual biodegradation process

involves the depolymerization of plastics by enzymes produced by bacteria. Due to the fact

that most studies on plastic biodegradation have been published on insects, this review

focuses only on selected insect species belonging to different taxa, but also presents other

examples of land and marine invertebrates participating in this process. These animals

biodegrade different types of plastics with different efficiency. However, due to the great

potential of animals in this aspect, itis worth considering using them in the biodegradation

of plastics globally, although this issue requires further research.

Schema of the biodegradation process involving insect larvae
plastic

N animal during plastic consumption and digestion

microplastic covered by biofilm

depolymerases produced by
bacteria break down plastic

Introduction

Plastics are synthetic polymers composed of long chains of monomers. Their properties are lightness,
plasticity, elasticity, and corrosion resistance. These features have contributed to a significant increase
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Figure 1. Main synthetic polymers globally produced in 2016. Numbers in the chart indicate the global annual production
(millions of tons) of the specified synthetic polymer (Danso et al. 2019).

in the popularity of plastics, allowing them to be used in many areas of our lives and, consequently,
widely used in the global economy (Zhang et al. 2021). Global plastic production began in the 1950s.
At that time, the intensive development of plastics was also observed (Bilal et al. 2021). In 1950,
1.5 million tons of synthetic polymers were produced, and by 2017, this value had increased to
350 million tons of plastics produced annually (Welden 2020). Over the past 68 years, it has been
recorded that 6.3 billion tons of plastic have been produced, and the current rate of plastic production
is expected to double by 2038 (Bilal et al. 2021). Currently, due to low production costs and high
demand, at least 350 million tons of plastic are produced annually in the world in the form of bottles,
plastic bags, food packaging, and many others. Seven types of produced plastics have the most
significant economic importance: polyurethane (PUR), polyethylene (PE), polyamide (PA), polyethylene
terephthalate (PET), polystyrene (PS), polyvinyl chloride (PVC) and polypropylene (PP) (Figure 1) (Danso
et al. 2019).

Plastic pollution and its effects

Plastics, introduced over 70 years ago, have become a major environmental issue. Despite large-scale recyding
efforts (e.g. 8.4 million tons in Europe in 2016), much more ends up in landfills (16.7 million tons) (Welden 2020).
Munidpal waste streams are a major source, with plastic making up about 10%. Plastics pollute land, rivers
(Thompson et al. 2009), groundwaters (Balestra et al. 2024), and oceans through sediment movement and
improper waste disposal (Thompson et al. 2009).

Already in the 1960s, large plastic accumulations were found along shorelines (up to 100,000 m?), and
now massive patches are present in oceans, particularly the South Pacific and Atlantic, covering up to
3.5 million km? (Thompson et al. 2009; Welden 2020). Some plastics sink and accumulate In deep-sea
canyons, which are hard to monitor (Welden 2020).

Beyond environmental harm, plastic waste causes finandal damage. For example, beach pollution on
South Korea's Geoje Island cost $29-37 million in tourism losses, and Brazilian beaches lost $8.5 million
(Welden 2020).
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Table 1. Three forms in which plastics can be found in our environment, x — the dimensions

of a piece of plastic.
Form of plastic Macroplastic Microplastic Nanoplastic
Dimensions x >S5 mm 5 mm > x > 0.001 mm 1000 nm > x

Plastics have also introduced new threats: microplastics (MP) and nanoplastics (Banerjee & Shelver
2021). MPs, sized 0.1 um to 5 mm (EFSA - the European Food Safety Authority), come in two types: primary
(deliberately produced, e.g. in cosmetics) and secondary (from degradation) (Shim et al. 2017; Samsonowska
& Kaszuba 2022). Abiotic and biotic factors such as UV light and water accelerate their fragmentation Into
nanoplastics (having a size of up to 1000 nm or 100 nm) (Table 1) (Oliveira & Almeida 2019).

MPs, especially secondary ones (70-809), spread easily and are found in all environments (Samsonowska
& Kaszuba 2022). For example, they have been detected in the atmosphere, where they circulate and are
deposited from the air (Brahney et al. 2021). In the cryosphere, microplastics were found in every Antarctic
snow sample collected near Ross Island (Aves et al. 2022). In the marine environment, large amounts have
been identified In deep-sea sediments, indicating billions of partides accumulating on the ocean floor
(Barrett et al. 2020). Freshwater ecosystems, such as rivers and lakes worldwide, are also contaminated
with MPs both in water and sediments (D'Avignon et al. 2022). Terrestrial systems are no exception, as soils
show widespread contamination from sewage sludge, mulching, tire wear, and atmospheric deposition
(Biks & Kaupenjohann 2020). Finally, MPs are present in drinking water, including both bottled and tap water
(Danopoulos et al. 2020). Their characteristics influence how they move, collect toxins, and enter food chains
(Bhagat et al. 2022; Samsonowska & Kaszuba 2022; Pyznar et al. 2023; Al-Zawaidah et al. 2024; Park et al.
2024). Research by the Robert Koch Institute in Germany showed that microplastics remain in human blood
and urine for 3 years, and an average person may ingest 5g of plastic weekly (University of Newcastle)
(Samsonowska & Kaszuba 2022).

Microplastics affect freshwater algae by disrupting photosynthesis and DNA processes, and they accu-
mulate in the organs of animals (Cong et al. 2025). They block digestive tracts, slow growth, and harm
metabolism, reproduction, and organ function (Ansari et al. 2025; Cong et al. 2025).

In humans, MPs can damage organs, disrupt hormones, and carry toxic chemicals (Ansari et al. 2025). On
a cellular level, they cause chromosome missegregation, DNA damage, oxidative stress, and gene expression
changes (Tang 2025).

Degradation and biodegradation

Plastics undergo spontaneous degradation lasting for a long time (Brebu 2020), even up to 1000 years
(Welden 2020). Environmental degradation of plastics can occur through many physical, chemical, and
biological processes and combinations thereof. Abiotic factors, l.e. physical or chemical factors, indude
temperature (thermal degradation), light (photodegradation), air (oxidative degradation), water present in
the environment (hydrolytic degradation), UV radiation, and mechanical stress. However, biotic factors
indude the activities of animals and microorganisms present in the environment or the digestive tract of
animals. Both biotic and abiotic factors affect the external appearance and the physical and chemical
properties of plastic, which, in the case of degradable plastics, may lead to their mineralization in further
stages (Brebu 2020).

Without efficient methods to degrade plastics and spontaneous degradation taking up to 1,000 years, all
plastics produced persist in the environment. As a result, the environmental mass of plastic waste increases
every year, and its negative impact on the planet grows (Welden 2020). Therefore, there Is an increasing
demand for efficient, short-term methods of removing plastic waste from the environment (Brebu 2020). In
addition to the popular recycling and disposal of plastics, biodegradation is being researched. it involves
breaking down and using plastics as an energy source. Although bacteria and fungi are primary agents of
biodegradation, various invertebrates also possess this capability (Mitra & Das 2023). Microbial biodegrada-
tion of plastics requires that the material be fragmented into suffidently small pieces to pass through the cell
membrane. Most synthetic polymers are too large to be directly absorbed by microorganisms, and therefore
must first undergo depolymerization into smaller units- typically oligomers, dimers, or monomers- that can
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be transported into microbial cells (Swift 1997), biodegraded (Goldberg 1995) and metabolized (Swift 1997).
This size reduction Is a prerequisite for further biochemical processing and is achieved through
a combination of abiotic and biotic factors. For instance, swelling and cracking of the plastic by fungal
hyphae or mechanical fragmentation by insect larvae facilitate access to the polymer (Shah et al. 2008). Once
Inside the cell, these smaller molecules are subject to enzymatic reactions that lead to mineralization and
Incorporation into cellular metabolic pathways.

The blodegradation process is influenced by various factors, including polymer properties, pretreatment
methods, and the specific requirements of the degrading microorganism. Crucial polymer characteristics
indude molecular weight, spatial configuration, mobility, the presence of functional groups, and substitu-
ents (Artham & Doble 2008). Biodegradation typically proceeds through the activity of extracellular and
Intracellular depolymerases, which catalyse the breakdown of long polymer chains. Importantly, this process
is rarely 100% efficient. Not all degradation products are fully mineralized or utilized in microbial life
processes (Shah et al. 2008).

In aerobic conditions, microorganisms focus on intensive production of biomass, CO, and H,0. However,
In anaerobic conditions, microorganisms concentrate mainly on destroying plastic and, to a lesser extent, on
producing biomass, CO,, H,0, and CH, (Shah et al. 2008). An example of a microorganism that can treat
plastics as a carbon source Is Penicillium simplicissimum YK, present In the soll environment and on leaves,
capable of biodegrading polyethylene (Yamada-Onodera et al. 2001). Bacteria naturally present In the gut of
Galleria mellonella larvae, such as Bacillus sp. YP1 and Enterobacter asburiae YT1, are capable of degrading the
same material. This is not an isolated case, various invertebrate species have been shown to biodegrade
plastics due to the activity of their intestinal microbiota (Yang et al. 2023).

The use of invertebrates in the biodegradation of selected plastics
The role of insects in the biodegradation of plastic

Due to increasing plastic, microplastic, and nanoplastic pollution, insects have attracted scientific interest for
their potential role in biodegradation. Certain insect species, when fed exclusively on plastic, have demon-
strated the ability to survive on this material. The larval stage is particularly significant. This is the most
aggressive stage for feeding (Mallar 2020) and plays a key role in plastic degradation (Mallar 2020; Bilal et al.
2021). Recent reviews indicate that over 23 insect species across six orders have been reported to degrade
plastics, mainly Coleoptera and Lepidoptera, and the number of identified plastivorous insects continues to
increase as research expands (Boctor et al. 2024; Vital-Vilchis & Karunakaran 2025). Insect larvae mechanically
fragment plastic through chewing, redudng it to micro- and nanoplastics. This fadlitates the material's
passage Into the digestive system, where biodegradation can begin (Bilal et al. 2021). Within the gut,
conditions are favourable for the growth of spedific bacterial strains capable of forming biofilms on plastic
particles and producing enzymes that depolymerize polymers into less toxic or metabolizable compounds.
Thus, insect larvae contribute to plastic biodegradation not only through mechanical processing but also by
creating a suitable environment for plastic-degrading gut microbiota (Mallar 2020).

Selected species of plastic-blodegrading insects

Zophobas morio

Zophobas morio belongs to the Coleoptera order and the Tenebrionidae family. Individuals occur mainly
on decaying trees and leaf litter. The natural habitats of Z morio are located in North America. Visually,
this Insect has an elongated, massive, black body that reaches 3-4 cm in length. However, the larvae are
cream-coloured with brown fragments around the head and on the border of the segments; they have
three pairs of legs and one barely visible pair of antennae (Figure 2(A B)) (Kosewska et al. 2022). It has
been demonstrated that insect larvae can utilize various plastics as a carbon source, owing to the
presence of specific bacterial strains in their intestinal microbiota. For example: polystyrene (PS) is
degraded with the aid of Pseudomonas aeruginosa (Kuan et al. 2022), Enterobacter sp. and Hafnia sp.
(Hafniaceae) (Burgos et al. 2024), as well as Leminorella (strain P2) (Hosseini et al. 2024). Expanded
polystyrene (EPS) is broken down by Pseudomonas aeruginosa and Stenotrophomonas sp. (Mapfumo
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A

Photo: Maciej Matra)

Figure 2. Insect specimens that biodegrade plastics: Zophobas morio: larva (a) and adult (b) (photo: Patrycja Mermer),
Tenebrio molitor larva (c) and adult (d) (photo: Patrycja Mermesr), Tribolium sp. larva (e) and adult (f) (photo: Anna Ostrézka),
Galleria mellonella larva (g) and adult (h) (Fot. Patrycja Mermer) Achroia grisella larva (i) and adult (j) (photo: Maciej Matraj)
Achatina fulica snail young (k) and adult (I) specimens. (photo: Anna Ostrézka). Scale bar: (a) 1 cm, (b) 0.83 cm, (¢) 1 cm, (d)
0.56 cm, (e) 2 mm, () 1 mm, (g) 7.5 mm, (h) 7.2 mm, (i) 2.86 mm, (j) 1.83 mm, (k) 0.77 cm, (I) 1.79 cm.
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et al. 2024). Polyethylene (PE) degradation is supported by Pseudomonas aeruginosa (Kuan et al. 2022)
and Citrobacter (strain P5) (Hosseinl et al. 2024). Low-density polyethylene (LDPE) is processed by
Citrobacter freundii, Enterobacteriaceae, Kluyvera, and Bacillus spp (Urbanek et al. 2024; Burgos et al.
2024), as well as Citrobacter (Octavia et al. 2023). Polypropylene (PP) Is utilized by Citrobacter sp. and
Enterobacter sp. (Yang et al. 2021), and also by Bacillus (strain P6) (Hosseini et al. 2024). Polyethylene
terephthalate (PET) degradation Involves Bacillus (strain P9) (Hosseini et al. 2024).

Tenebrio molitor

The yellow mealworm Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae) is a holometabolous Insect, i.e. with
complete metamorphosis. The Mediterranean basin is considered to be the place of origin of this inverte-
brate. it Is currently widespread all over the world. T. molitor was historically considered a pest that affected
grain storage and transport. Its life cycle has four forms: egg, larva, pupa, and imago (Figure 2(C,D)) (Moruzzo
etal. 2021). Currently, the greatest hopes are placed on the larvae of T. molitor regarding the biodegradability
of plastics, because It has been proven that these larvae can feed on PS and PE (Bulak et al. 2021). This is
possible due to the presence of bacteria from the Enterobacteriaceae family (Peng et al. 2019) and
Exiguobacterium sp. strain YT2 in thelr intestinal microflora (Bulak et al. 2021; Mitra & Das 2023). Moreover,
T. molitor larvae can use objects made of PVC as an energy source. This Is possible due to the presence of
bacteria from the Streptococcaceae, Spiroplasmataceae, Enterobacteriaceae, and Clostridiaceae families
(Peng et al. 2020), and the degradation of PP s possible due to the presence of Kluyvera sp (Yang et al. 2021).

Tribolium castaneum

Tribolium castaneum Is a beetle species of Indo-Australian origin currently present worldwide (Ridley
et al. 2011). It is an essential species in terms of ecological research. Research on the effects of grain
protection products has been conducted on it for 60years because it is one of the main pests
occurring In wheat warehouses (Desharnais & Liu 1987). There are four stages in the life cycle of this
beetle: egg, larva, pupa, and adult (Figure 2(EF)). The larvae are light yellow and up to 4 mm long
(Wang et al. 2020), and the adults are brown (Desharnais & Liu 1987). It was discovered that
T. castaneum larvae could use PS as an energy source, and the bacterial strain present in the
intestines, l.e. Acinetobacter sp. AnTc-1, is responsible for the biodegradation itself (Wang et al.
2020).

Galleria mellonella

The greater wax moth belongs to the Lepidoptera order. It is a ubiquitous pest of honey bees. Its presence in
Apis mellifera and Apis cerana hives causes galleriosis, further resulting in the colony escaping from the nest.
In tropical and subtropical regions, this insect causes significant damage, which Is why G. mellonella is
believed to be the main factor in the decline of wild honey bees. The Iinsect’s development includes an egg,
seven larval stages, a pupa, and an adult (Figure 2(G,H)), and the time needed to complete the entire life
cycle ranges from weeks to months and depends on many biotic and ablotic factors (Gulati & Kaushik 2004).
The larvae of this invertebrate can feed on PE, which leads to its biodegradation (Bombelli et al. 2017). This
process Is carried out primarily by Enterobacter sp. strain D1 (Zhang et al. 2020). These larvae can also degrade
PP due to the presence of Bacillus cereus (Nyamjav et al. 2023).

Achroia grisella

The lesser wax moth (Achroia grisella) comes from India and Argentina (Mallar 2020). Like G. mellonella, it
threatens wild bee colonies because the larvae of A grisella feeding on the combs drill linear tunnels lined
with threads. As a result, their presence in the hives results in developmental defects of the brood and bees,
specifically developmental defects of the abdomen. The lesser wax moth can also be found in apiary
warehouses on combs, but this species does not generate significant losses. The disease it causes in hives
is called fluke (Ciborowska 2021). A. grisella has four development stages: egg, larva, pupa and imago
(Figure 2(1,J)). Since 2019, cases have been reported in which the larvae of this species use material made
of PE as a food source (Mallar 2020). Unfortunately, no studies currently indicate a specific strain of bacteria
inhabiting the larva’s intestines that would be responsible for this process (Ali et al. 2023).
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Corcyra cephalonica

The rice moth belongs to the order Lepidoptera, and its origin Is attributed to Asia, from where it
spread worldwide. Currently, it is one of the most prevalent pests of grains and stored agricultural
products (Vincent et al. 2021). This species has four development stages: egg, larva, pupa and imago
(Devi et al. 2013). The larval period lasts up to 36 days, after which the pupa stage occurs (Jagadish
et al. 2010; Devi et al. 2013). Due to their destructiveness, C. cephalonica larvae were subjected to
a diet based on PE, during which plastic consumption was observed, similar to the results obtained
in studies with G. mellonella. However, experiments conducted using antibiotics and subsequent
genetic tests on isolated bacteria from the larva’s digestive tract did not indicate a specific species
of bacteria responsible for the biodegradation of polyethylene. This is the reason for the theory that
C. cephalonica larvae can carry out processes that allow polyethylene to be used as an energy
source (Kestl & Thimmappa 2019). Figure 3 shows the list of selected insects capable of biodegrad-
ing plastic.

Selected other invertebrate species that blodegrade plastic

Achatina fulica

The giant African land snail (Figure 2(K,L)) is an invasive spedes of land snall native to eastern Africa. It is
currently used as a commercial food source in Europe and Asia. This snail can be found mainly on the soil
surface, in gardens or fields, where it mainly feeds. A herbivore, it obtains food using the radula (Song et al.
2020). The development of A. fulica begins when the egg hatches within 24 hours after it Is laid. After
hatching, the snail buries itself in the soil for about 15 days, eating its shell and absorbing sand. After this
time, the snail comes to the surface and begins its growth, which slows down by the 6th month, and then it
reaches sexual maturity. Adults reach up to 20 cm in length, and the average lifespan Is 5 years (Pawson &
Chase 1984). A. fulica began to be studied for the biodegradation of plastics because this snail absorbs food
while moving on the surface of soll or plants. Microplastics are now present in virtually every environment,
resulting in their unintentional ingestion alongside food. Studies have shown that microplastic fragments of
PET can pass through the digestive tract of the land snall, where they undergo both physical and chemical
degradation (Song et al. 2019). Further research demonstrated that A. fulica Is also capable of feeding on PS.
Through antibiotic treatments and genetic analyses, two bacterial families in its gut microbiota,
Enterobacteriaceae and Sphingobacteriaceae, were identified as responsible for its plastic biodegradation
capacity (Song et al. 2020).

Earthworms

Earthworms (Oligochaeta) comprise over 7,000 described species and display remarkable morpholo-
gical and ecological diversity, allowing them to thrive in varied ecosystems- from tropical rainforests
to arid soils. Their metameric, bilaterally symmetrical bodies and capacity for segmental regeneration
support both efficient movement and resilience to environmental pressures. As simultaneous her-
maphrodites, they also exhibit flexible reproductive strategies (Walia & Kaur 2024). Although micro-
organisms are the primary agents of organic matter decomposition, earthworms significantly
influence this process. They contribute directly by ingesting organic material and associated
microbes, and indirectly by shaping microbial community structure. Their presence has been linked
to increased microbial biomass and activity in soll, indicating a stimulatory role In microbial-driven
decomposition (Aira et al. 2007). Earthworms are able to degrade low-density polyethylene (LDPE).
Bacillus gaemokensis strain SSRO1 and the B. gaemokensis strain SSRO1 are responsible for this process
(Ragu Prasath et al. 2024).

The earthworm Eisenia fetida has shown effectiveness in consuming PE film, plastic particles, and
plastic ash, highlighting its potential role in the decomposition of polymer waste (Allakuliyeva et al.
2024). In the case of high-density polyethylene (HDPE), degradation was confirmed by the forma-
tion of carbonyl compounds and alkenes, chemical indicators of polymer chain breakdown (Santana
et al. 2023). Figure 4. shows the list of selected other invertebrates capable of biodegrading plastic.
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degradation without the
participation of bacteria

Selected marine invertebrate species that biodegrade plastic

Perinerels vancaurica, a tropical and subtropical marine polychaete, inhabits surface sediments and plays an
important ecological role as a benthic bioturbator (Vecchi et al. 2021; Xi et al. 2023). its life activities indude
burrowing, constructing and maintaining galleries, and enhandng organic matter mineralization at the sediment-
water interface. These behaviours contribute to sediment mixing and nutrient cyding in marine ecosystems,
making it a key indicator spedies for environmental monitoring (Vecchi et al. 2021).

Figure 3. List of selected insects capable of biodegrading plastic. (PS) - polystyrene, (EPS) - expanded polystyrene, (PE) -
mmiene, (LDPE) - low-density polyethylene, (PET) - polyethylene terephthalate, (PP) - polypropylene, (PVC) - polyvinyl
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Figure 4. List of selected other invertebrates capable of biodegrading plastic. (EPS) - expanded polystyrene, (PET) -
polyethylene terephthalate, (PE) - polyethylene, (HDPE) - high-density polyethylene, (LDPE) - low-density polyethylene.

Recent research suggests that its gut microbiome contributes to the degradation of PS in marine
environments. It was shown that bacteria Isolated from their digestive systems, Acinetobacter
Jjohnsonli, Brevibacterium casei, and Ruegeria arenilitoris, degrade polystyrene effectively (Zhao et al.
2024).

Marine invertebrates representing distinct feeding strategies were selected as model organisms in this
study: the black sea urchin (Strongylocentrotus nudus) [Class: Echinoidea, Phylum: Echinodermata] as
a herbivore, the starfish (Patiria pectinifera) [Phylum: Echinodermata; Class: Asteroidea; Order: Valvatida] as
a carnivore, and the scallop (Mizuhopecten yessoensis) [Phylum: Mollusca; Class: Bivalvia; Order: Pectinida] as
a filter feeder. Digestive enzymes present in these marine invertebrates significantly contribute to the initial
stages of PE biodegradation by promoting structural modifications of the polymer. Infrared spectroscopy
analyses confirm alterations in the surface structure of PE, notably, the incorporation of functional groups
such as carbonyl (C=0), ether (C-O-R), hydroxyl (C-OH), and carbon-carbon double bonds (C=C).
Considering the presence of specialized symbiotic microbial communities within the digestive systems of
these invertebrates, it is plausible that microbial enzymes also play a role in the degradation of plastic
polymers (Istomina et al. 2024). Figure 5. shows the list of selected marine invertebrates capable of
biodegrading plastic.

A species of animal | iod Bacteria responsible for
that biedegrades l‘“_"nﬁc rank Blodegradable blodegradation’ or other Literature
¥ {Phylum, Class) plastic A
plastic mechanisms
Perinereis Annelida, : Acmetyaicr jotmsnt, Zhao 1 1inni
; PS Brevibacterium caser, and
vancaurica Polychacta : : 2024
g Ruegeria arenilitoris
Soromgylocentrotus Echinodermata, . Enzymes of the digestive
: PE
nudus Echinoidea system
G ; Echinodermata, Enzymes of the digestive Istomina et al
Patirvia pectinifera PE L
Asterodden system 2024
Mizuhopecten Mollusca, PE Enzymes of the digestive
VESSOCNSIS Bivalvia system

Figure 5. List of selected marine invertebrates capable of biodegrading plastic. (PS) - polystyrene, (PE) - polyethylene.
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Biodegradation of selected types of plastics by invertebrates
Biodegradation of polyethylene

As previously mentioned, a key step in the biodegradation of plastics is polymer depolymerization, the
process by which the bonds between monomers within a polymer chain are broken (Montroll & Simha 1940).
In the case of polyethylene (PE), which is currently the most widely used plastic in our economy, the polymer
chain can be represented as -[CHzCHz],- (Ren et al. 2019). Based on this review, the following species are
capable of biodegrading polyethylene: Z. morio (Kuan et al. 2022; Octavia et al. 2023; Burgos et al. 2024;
Hosselni et al. 2024; Urbanek et al. 2024), T. molitor (Peng et al. 2019; Bulak et al. 2021), G. mellonella (Zhang
et al. 2020), A. grisella (Ali et al. 2023), C. cephalonica (Kesti et al. 2019), E. fetida (Allakuliyeva et al. 2024; Ragu
Prasath et al 2024), S. nudus, P. pectinifera, M. yessoensis (Istomina et al. 2024). The efficiency of the
biodegradation process and experimental conditions were described only in some articles. Studies on the
biodegradation of PE by insect larvae have shown promising results, particularly for species such as
T. molitor, G. mellonella, A. grisella, and C. cephalonica. In the case of T. molitor, a 58-day experiment involving
500 larvae demonstrated a 709 reduction in plastic mass, equating to 1.8 g of consumed PE. Alongside the
material loss, morphological changes in the larvae were observed, including a 25% decrease in total body
welght (approximately 0.021 g) and a 6% reduction in body length (0.157 cm). Notably, the polyethylene-
based diet did not inhibit pupation, although the adult forms were smaller than the larvae (Bulak et al. 2021).
G. mellonella larvae have also been shown to biodegrade polyethylene effectively. In a study where 100
larvae were placed inside a disposable bag and fed plastic for 12 hours, a material loss of approximately 92
mg was recorded (Bombelli et al. 2017). A separate, longer-term study (21 days) involving 150 larvae reported
a more substantial plastic degradation- 1.95 g in total, accompanied by a decrease in larval body weight,
similar to that observed In T. molitor (Lou et al. 2020). The same study investigated the Impact of dietary
supplementation on plastic degradation by adding beeswax to the polyethylene diet. This mixed diet
resulted In a lower degradation rate (1.27 g of plastic loss), suggesting that the inclusion of beeswax reduces
the larvae’s reliance on polyethylene. However, this modification positively affected metamorphosis, as
a greater proportion of larvae successfully developed into adults. In contrast, a diet consisting solely of
plastic inhibited the developmental cycle and reduced the rate of pupation (Lou et al. 2020).

A. grisella larvae have also been studied for their potential in polyethylene degradation. In a 10-day
experiment, 100 larvae were fed a diet based on low-density polyethylene (LDPE), a plastic commonly used
in packaging due to its low chemical reactivity. Researchers observed visible holes in the material and
a plastic mass loss averaging 2.96 mg per larva per day- approximately 2.96 g in total (Ali et al. 2023).

In the case of C. cephalonica, research focused on uncovering the mechanisms behind its plastic-
degrading ability. Two groups of 25 larvae were tested: one exposed to antibiotics, the other not, each
placed In separate LDPE containers. After 20 days, both groups exhibited similar levels of plastic mass loss,
indicating that the microbial flora may not be solely responsible for degradation. Moreover, attempts to
isolate specific bacterial strains responsible for plastic breakdown were unsuccessful, suggesting that the
larvae themselves may possess inherent metabolic pathways enabling polyethylene utilization as an energy
source (Kesti & Thimmappa 2019).

As mentioned earlier, not only the larvae but also the microorganisms inhabiting their digestive
systems play a critical role in microplastic biodegradation. These microbes secrete enzymes capable of
depolymerizing polyethylene, converting it into simpler compounds that enter the host's metabolic
pathways. For example: In the digestive tract of G. mellonella, bacterial strains such as Enterobacter sp.
D1, Enterobacter asburiae YT1, and Bacillus sp. YP1 have been isolated and shown to contribute
significantly to PE degradation. These microorganisms form biofilms on polyethylene surfaces and
degrade the polymer over a 31-day period (Ren et al. 2019; Bilal et al. 2021). Their enzymatic activity
involves lipases, proteases, peroxidases, and the generation of hydrogen peroxide, all of which facilitate
the breakdown of the polymer matrix (Mitra & Das 2023). Similarly, in T. molitor, a strain of Kosakonia has
been Isolated from the gut microbiota. It supports plastic degradation through the secretion of alkaline
proteases, esterases, and hydrolases - enzymes capable of cleaving the bonds within polyethylene
chains (Mitra & Das 2023).

121

124:3524936816



1452 (@) P. MERMER ET AL

Biodegradation of polystyrene

Polystyrene (PS) Is a synthetic aromatic polymer composed of styrene monomers, with the general
formula -[CgHgl - It Is primarily used in the production of packaging materials and thermal Insulation
products. Due to its hydrophobic nature, polystyrene is classified as a compound resistant to abiotic
degradation. However, microbial biodegradation is possible through the action of extracellular and
intracellular enzymes, including those produced by microorganisms residing in the digestive tracts of
certain invertebrates. Among the various catabolic pathways for polystyrene, one predominates:
following depolymerization, styrene is oxidized to phenylacetate, which is subsequently incorporated
into the tricarboxylic acid (TCA) cycle (Ho et al. 2018). For microbial degradation to proceed efficiently,
the plastic often must first be transformed into microplastic particles- a process facilitated mechani-
cally by chewing, scraping, and ingestion by insect larvae or molluscs. Based on this review, several
species have demonstrated the ability to biodegrade polystyrene: Z. morio (Kuan et al. 2022; Burgos
et al. 2024; Hosseini et al. 2024), 7. molitor (Peng et al. 2019; Bulak et al. 2021; Mitra & Das 2023),
T. castaneum (Wang et al. 2020), A. fulica (Song et al. 2020), and the marine polychaete P. vancaurica
(Zhao et al. 2024).

Insects

Among these species, Z. morio, T. molitor, and T. castaneum are insect larvae that have been extensively
studied for their PS-degrading capabilities. In one experiment (Gan et al. 2021), Z. morio larvae were fed
either a diet consisting solely of polystyrene or one supplemented with table sugar. In both groups, plastic
mass loss was observed and normalized per gram of larval biomass. The larvae consuming only polystyrene
showed a degradation rate of 1.04mg PS per gram of larva per day, while the group receiving sugar
exhibited a higher rate- 1.79 mg per gram per day. This enhanced degradation was attributed to the activity
of Pseudomonas aeruginosa in the larval gut, which secretes various enzymes including monooxygenases,
esterases, lipases, and cutinases (Kuan et al. 2022; Mitra & Das 2023). Similarly, . molitor larvae have been
shown to degrade polystyrene effectively. In a 58-day study involving 500 larvae fed Styrofoam, the mass of
the plastic decreased from 2.6g to 1.215g, yielding a total loss of 1.385g, which corresponds to
a degradation rate of 2.77 mg per larva over the course of the experiment. However, a diet based solely
on polystyrene was also found to Inhibit metamorphosis (Bulak et al. 2021). The enzymes involved indude
alkaline proteases, esterases, and hydrolases, with Exiguobacterium strain YT2 identified as a key micro-
organism responsible for enzyme secretion (Bulak et al. 2021; Mitra & Das 2023). In the case of T. castaneum,
a 60-day experiment with 400 larvae revealed the presence of Adnetobacter sp. AnTc-1, which facilitated PS
degradation through unknown enzymatic pathways. The total degradation amounted to 12.14% of the
plastic mass (Wang et al. 2020).

Molluscs

A. fulica, a terrestrial mollusc, has also been observed to biodegrade polystyrene, although no specific
supporting bacteria have yet been identified. During a 28-day experiment, adult snalls fed exdusively on PS
created visible defects on the polymer surface- scratches and gouges up to 2 am long and 2- 4 mm deep-
caused by the radula’s rasping motion. These mechanical disruptions led to the formation of microplastics,
which were later recovered from the snall's faeces. The recovered fragments were smaller than 3 mm and
exhibited signs of enzymatic modification, such as structural deformation. The average uptake rate of
polystyrene by A. fulica was 18.5 mg per individual over the course of the study (Song et al. 2020).

Marine polychaetes

Evidence of polystyrene degradation has also been reported in P. vancaurica, a benthic marine polychaete.
During a 30-day Incubation experiment, degradation was observed during the passage of PS through the
wom's digestive system. This led to the formation and accumulation of microplastics with a mean diameter
of 0.6 + 0.2 mm. Additionally, a slight decrease in PS mass (3.3- 3.7%) was recorded, along with alterations in
chemical groups, thermal properties, and the formation of polystyrene metabolic intermediates. These
changes were associated with bacterial activity in the gut (Zhao et al. 2024).
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Biodegradation of polypropylene

Polypropylene (PP), discovered in 1954, owes its widespread use to its favourable physicochemical proper-
ties. It has the lowest density among commercial plastics, and exhibits high resistance to chemicals and
temperature changes, making It suitable for manufacturing items such as trays, funnels, buckets, and
equipment requiring repeated sterilization- especially in medical and laboratory contexts. It is synthesized
through an addition polymerization reaction of propylene monomers, with the repeating unit -[CsHgln;-
(Maddah 2016). Despite its advantages, polypropylene poses environmental concerns due to its tendency to
fragment Into microplastics and nanoplastics. Compared to polyethylene or polystyrene, relatively few
studies describe its biodegradation by bacteria or insects, which suggests a higher resistance to biological
decomposition. Based on this review, several species have demonstrated the ability to biodegrade poly-
propylene: Z. morio (Yang et al. 2021; Hosseini et al. 2024), T. molitor (Yang et al. 2021), G. mellonella (Nyamjav
et al. 2023).

Galleria mellonella

Among the best-studied organisms capable of degrading polypropylene is G. mellonella. In a study by Rost-
Roszkowska et al. (2024), larvae were divided into four groups: a control group fed a standard medium
containing honey and powdered milk, a starved group deprived of food for 48 hours, and two experimental
groups starved for 24 hours and then fed PP film for either 24 or 48 hours. A reduction in the plastic mass was
observed in both experimental groups: 6 mg after 24 hours and 9mg after 48 hours of exposure. These
results suggest that the most intensive biodegradation occurs during the first 24 hours, after which the rate
gradually declines. Importantly, despite the unusual nature of this diet, larval survival remained high (approx.
909), and ultrastructural analyses of the midgut, silk gland, and fat body revealed no degenerative changes.
The observed autophagy and cytoplasmic vacuolization in these tissues are thought to play a protective role
(Rost-Roszkowska et al. 2024). The larvae's abllity to process polypropylene Is attributed to both their
metabolic adaptability and the presence of gut microbiota, particularly Bacillus cereus, which secretes
enzymes that facilitate the degradation process (Nyamjav et al. 2023).

Tenebrio molitor

T. molitor, known for its capadty to degrade various plastics, has also demonstrated the ability to biodegrade
polypropylene. In a 35-day experiment conducted at 25°C, 300 larvae were divided into three groups:
a control group and two experimental groups- one fed solely with PP and the other with a mixed diet of
PP and wheat bran. In the PP-only group, a plastic mass loss of 96.1 mg was recorded, while in the mixed-diet
group the loss increased by 69%, amounting to 161.6 mg. These results show that the presence of an
additional organic substrate significantly enhances the rate of plastic degradation. In both groups, larval
survival remained high (~90%), indicating that this species tolerates PP-based diets well. Microbial analysis of
the larval gut revealed that Kluyvera sp. was the dominant bacterial strain associated with the biodegradation
process in larvae fed solely on PP (Yang et al. 2021).

Zophobas morio

A similar experimental design was applied to Z morio, using 250 larvae. Despite the smaller number of
individuals, the larvae showed a strong capacity for polypropylene degradation. After 35 days, the group fed
only with PP demonstrated a total plastic loss of 211.1 mg. In the mixed-diet group, this value increased by
40%, reaching 294.9 mg. These results are notable and were accompanied by a high survival rate (~90%) and
no significant adverse effects. The gut microbiota of larvae fed exclusively on polypropylene was dominated
by Citrobacter sp. and Enterobacter sp., both of which are believed to support the biodegradation process
through enzymatic activity (Yang et al. 2021).

Biodegradation of polyvinyl chloride

Polyvinyl chloride (PVC) is a polymer widely used in industry and everyday products, yet it is highly resistant to
both degradation and biodegradation due to its stable chemical structure (Sadat-Shojal & Bakhshandeh 2011).
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One of the few known organisms capable of degrading PVC is the larva of T. molitor. In a 16-day experiment,
100 T. molitor larvae were fed a diet consisting solely of PVC. The survival rate under these conditions was
approximately 80%. The larvae consumed an average of 36.62 mg of PVC per day per 100 individuals. According
to the study’s authors, the primary mechanism of PVC biodegradation involves depolymerization and oxidation
of polymer-derived compounds, occurring within the larval digestive system (Peng et al. 2020). Although the
specific bacterial strains responsible for this process have not yet been conclusively identified, several microbial
families were observed to dominate the larval gut microbiota during the experiment, including
Streptococcaceae, Spiroplasmataceae, Enterobacteriaceae, and Clostridiaceae (Peng et al. 2020).

Summary

This article presents a review of studies on plastic biodegradation Involving selected species of
Iinsects, as well as other terrestrial and marine invertebrates. It outlines the current state of knowl-
edge regarding plastics, their properties, types, global production scale, environmental impacts,
effects on flora, fauna, and human health, disposal methods, and both abiotic and biotic degrada-
tion pathways.

Based on selected publications, representatives of various invertebrate taxa from different habitats
and the mechanisms by which they are capable of degrading plastic were discussed. The largest number
of studies focused on insects. In their case, biodegradation typically involves ingestion and mechanical
fragmentation of plastic by larvae, followed by its processing In the digestive tract, where specific
microorganisms (through the activity of depolymerases) break down the polymer. However, this is not
the only mechanism; some studies also reported the involvement of digestive enzymes in plastic
degradation.

The efficiency of biodegradation is closely linked to both the physicochemical properties of the plastic
and the biological/physiological characteristics of the invertebrates, including their gut microbiota. These
organisms show varying levels of plastic tolerance.

Although the reviewed studies include examples of experimental approaches and assessments of
biodegradation effectiveness, significant challenges remain in comparing results across taxa. These chal-
lenges stem from the lack of standardized experimental conditions, such as the number of test organisms,
the mass and shape of the plastic used, and experiment duration. Most studies were conducted under
laboratory conditions, which do not reflect the complexity of natural environments, where plastics coexist
with other pollutants, such as heavy metals. Some investigations were conducted in situ, but environmental
variables may have influenced the outcomes. Others only briefly described biodegradation, focusing instead
on different aspects.

Long-term studies examining the effects of plastic exposure and whether subsequent generations of
organisms develop more efficient degradation mechanisms are needed. Additionally, more research Is
warranted on Invertebrate groups other than insects, which currently dominate this field of study.

Plastic biodegradation involving invertebrates remains a highly promising area of research, yet one that
requires further, more standardized investigation. The commercial use of animals in plastic biodegradation
processes sounds promising, but aspects such as practical and ethical constraints-induding scalability,
species containment, and potential ecological consequences should be investigated and dearly described.
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doktorskiej

Zatacznik nr 10

do pisma okéinego nr 2
Prorektora ds. nauki i finanséw
z dnia 19 lutego 2024 .

OSWIADCZENIE

PRA\{:VYSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WEASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

Magdalena Rost-Roszkowska
Imieg i nazwisko wspétautora publikacji

Uniwersytet Siaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Rost-Roszkowska, M., Mermer, P., Chajec, L., Sosinka, A., Wilczek, G., Student, S., ... Karnéwka, 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
(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Moj udziat polegat na projektowaniu metodologii badan, koordynowaniu prac badawczych,
prowadzeniu nadzoru nad poprawnos$cig przebiegu catego procesu badawczego i zwigzanych z

przygotowaniem manuskryptu do druku.

Podpis wspétautora publikacji
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Prorektora ds. nauki i finanséw
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Katowice, 25.05.2026
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Patrycja Mermer

imi¢ i nazwisko kandydata

Uniwersytet Slgski
Wydzial Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Alfiliacja

OSWIADCZENIE OSOBY UBIEGAJACE]J SIE O WEASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE PRACY

Os$wiadczam, ze w pracy:

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

(autorzy, rok wydania, tytu}, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

ktéra wehodzi w sktad cyklu publikacji stanowigeych podstawg niniejszej rozprawy doktorskiej, moj udzial
obejmowal prowadzenie hodowli Galleria mellonella, przeprowadzanie eksperymentu, przygotowanie
materialu badawczego, zebranie i analiz¢ danych literaturowych, przeprowadzanie wszystkich analiz

laboratoryjnych, interpretacj¢ uzyskanych wynikow, pisanie oryginalnej wersji manuskryptu oraz jego
wersji koncowej, a takze opracowanie tablic zawierajgcych dokumentacj¢ badan.

130

133:9023200065



Zalgeznik nr 10

do pisma okéinego nr 2
Prorektora ds. nauki i finanséw
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WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WELASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE
PRACY

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

tukasz Chajec
Imig i nazwisko wspélautora publikacji

Uniwersytet Slaski w Katowicach
Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biclogii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Rost-Roszkowska, M., Mermer, P., Chajec, t., Sosinka, A., Wilczek, G., Student, S, ... Karnéwka, O.
(2024). Consumption of polypropylene caused some ultrastructural and physiolegical changes in
some tissues of Galleria melfonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvae. The European Zoological
Journal, 91(1), 213-234. https:iidoi.org/10.1080/24750263.2024.2308529

(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawea, tom, strony)

Mé; udziat polegat na prowadzeniu hodowli Galleria mellonella w laboratoriach US w Katowicach,
przeprowadzeniu eksperymentu zwigzanego z karmieniem larw badanego gatunku tworzywami
sztucznymi oraz przygotowaniu materiatu do analiz z wykorzystaniem TEM.

is wspdlautora publikacji
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Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

Agnieszka Sosinka
Imig i nazwisko wspétautora publikacji
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Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Rost-Roszkowska, M., Mermer, P., Chajec, k., Sosinka, A., Wilczek, G., Student, S., ...
Karnéwka, 0. (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
(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

M6j udziat polegat na prowadzeniu hodowli Galleria mellonella w laboratoriach US w Katowicach
oraz przygotowywaniu tablic z figurami prezentowanymi w pracy.
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WSPOtAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WELASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE
PRACY

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

Grazyna Wilczek
Imie i nazwisko wspolautora publikacii

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oséwiadczam, ze w pracy.

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

(autorzy, rok wydania. tytul, czasopismo lub wydawca, tom. strony)

Moj udziat polegat na przygotowaniu analiz statystycznych wynikéw badan, a takze graficznym
przygotowaniu wynikow do publikacji.

Podpis wspotautora publikacy
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Afiliacja

OSWIADCZENIE
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Rost-Roszkowska, M., Mermer, P., Chajec, L., Sosinka, A., Wilczek, G., Student, 5., ... Karndwka, 0. (2024).
Consumption of polypropylene caused some ultrastructural and physiological changes in some tissues

of Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvae. The European Foological Journal, 91(1), 213-234,
https://doi.org/10.1080/24750263.2024.2308529

(autorzy, rok wydania, tytut, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Madj udziat polegat na wykonaniu wizualizacji 3D narzadéw G. mellonella z wykorzystaniem
mikraskopii konfokalnej. Analizowane metody to LysoTracker Red, Bodipy araz dihydroetydyna (DHE).

Podpis wspdtautora publikacji
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Imig i nazwisko wspatautora publikacji
Muzeum i Instytut Zoologii
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OSWIADCZENIE

Oswiadczam, Ze w pracy:

Rost-Roszkowska, M., Mermer, P., Chajec, L., Sosinka, A., Wilczek, G., Student, 5., ... Kamdwka, 0.
(2024). Consumption of polypropylene caused some ultrastructural and physiclogical 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

(autarzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, lom, strony)

Maj udziat polegal na prowadzeniu hodowli Galleria mellonella oraz konsultacji dotyczgeych
przeprowadzenia eksperymentu.

Podpis wspotautora publikacji
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OSWIADCZENIE

WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WEASNYM WKELADZIE W POWSTAWANIE
PRACY

Oskar Karnéwka
Imie i nazwisko wspdétautora publikacji

Uniwersytet Slaski
Wydzial Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, Ze w pracy:

Rost-Roszkowska, M., Mermer, P, Chajec, t., Sosinka, A., Wilczek, G., Student, S., Wroriska, A.,
Karnéwka, 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.

(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

M¢j udziat polegat na prowadzeniu hodowli Galleria mellonefla w laboratoriach usS w

Katowicach.
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Katowice, 25.05.2026
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Patrycja Mermer

imig i nazwisko kandydata

Uniwersytet Slaski
Wydzial Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE OSOBY UBIEGAJACE]J SIE O WEASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE PRACY

Os$wiadczam, ze w pracy:
Mermer, P., Chajec, L., Wilczek, G. ef al. Interplay between different cytotoxic parameters in Galleria

mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with polypropylene. Sci Rep 16, 3840 (2026).
https://doi.org/10.1038/541598-025-33911-w

(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

ktéra wehodzi w skiad cyklu publikacji stanowigcych podstawg niniejszej rozprawy doktorskiej, méj udziat
obejmowal prowadzenie hodowli Galleria mellonelia, prowadzenie eksperymentu, przygotowanie materiatu
badawczego, zebranie i analiz¢ danych literaturowych, przeprowadzanie wszystkich analiz laboratoryjnych,
interpretacje uzyskanych wynikéw, pisanie oryginalnej wersji manuskryptu oraz jego wersji koncowej,
opracowanie dokumentacji mikroskopowej, a takze schematdw oraz tablic zawierajgcych dokumentacjg
badan.

......... Mdfﬂ?vg%fa

podpis

137



Zalgcznik nr 10
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Prorektora ds. nauki i finanséw
Z dnia 19 lutego 2024 r.

OSWIADCZENIE

WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WEASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE
PRACY

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

tukasz Chajec
Imig i nazwisko wspétautora publikacji

Uniwersytet Slaski w Katowicach
Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony $rodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Mermer, P., Chajec, L., Wilczek, G. et al, Interplay between different cytotoxic parameters in Galleria
mellonelia (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with polypropylene. Sci Rep 16, 3840 (2026).
https://doi.org/10.1038/541598-025-33911-w

(autorzy, rok wydania, tytuf, czasopismo Iub wydawca, tom, strony)

Moj udziat polegat na prowadzeniu hodowli Galleria mellonella w laboratoriach US w Katowicach,
przeprowadzeniu eksperymentu zwigzanego z karmieniem larw badanego gatunku tworzywami

sztucznymi.
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WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WEASNYM WKLADZIE W POWSTAWANIE
PRACY

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

Grazyna Wilczek
Imig i nazwisko wspdlautora publikacji

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydzial Nauk Przyrodniczych i

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, Ze w pracy:

Mermer, P., Chajec, L., 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

(autarzy, rok wydania, tytui, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Moj udziat polegat na przygotowaniu analiz statystycznych wynikow badan, a takze graficznym

przygotowaniu wynikow do publikacii.
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Prorektora ds. nawki i finansdw
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OSWIADCZENIE
WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAIAE] SIE O WEASNYM WKLADZIE W POWSTAWANIE PRACY

Miejsce Gliwice, dnia 18.05.2026

Sebastian Student
Imig i nazwisko wspatautora publikacii

Politechnika Slaska w Gliwicach
Centrum Biotechnologii

Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oéwiadczam, ze w pracy:

Mermer, P., Chajec, L., Wilczek, G.et al Interplay between different cytotoxic parameters in Galleria
mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with polypropylene. 5o Rep 16, 3840 (2026).
https://doi.org/10.1038/541598-025-33911-w

(autorzy, rok wydania, tytut, czasopismo lub wydawea, tom, stromny)

Madj udziat polegat na wykonaniu wizualizacji 3D narzadéw G. mellonella z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej. Analizowane metody to TUMEL, CellLight Lysosomes-GFP oraz IC-1.

Podpis wspotautora publikacii
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Prorektora ds. nauki | finansdw
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OSWIADCZENIE
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Imig i nazwisko wspatautora publikacji
Muzeum i Instytut Zoologii
Polska Akademia Mauk
Afiliacia

OSWIADCZENIE

O$wiadczam, 7e w pracy:

Mermer, P., Chajec, L., Wilczek, G. ef al. Interplay between different cytotoxic parameters in Galleria

mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with polypropylene. Sci Rep 16, 3840 (2026).
https://doi.org/10.1038/241598-025-33911-w
(autorzy, rok wydania, tylul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Maj udziat polegal na prowadzeniu hodowli Galleria mellonella oraz konsultacji dotyczgeych
przeprowadzenia eksperymentu.
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Krakéw, dnia 26.05.2026

Joanna Homa
Imig | nazwiske wspotautora publikaci

Uniwersytet Jagielloriski

Wydziat Biologii

Instytut Zoologii | Badah Biomedycznych
Zaktad Immunologii Ewolucyjnej

Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Mermer, P., Chajec, L., Wilczek, G. et ol Interplay between different cytotoxic parameters in Galleria
mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with polypropylene. Sci  Rep 16, 3840 (2026).
https://doi.org/10.1038/541598-025-33911-w

(autorzy, rok wydania, tytut, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

M6] udziat polegat na przygotowaniu analiz ilosciowych $mierci komérkowej z wykorzystaniem
odczynnika Aneksyna V.,

oo y .
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Prorektora ds. nauki i finanséw
z dnia 19 lutego 2024 r.

OSWIADCZENIE
WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAE) SIE O WLASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE PRACY

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

Kamila Krpec
Imig i nazwisko wspotautora publikacji

Uniwersytet Slaski w Katowicach
Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Mermer, P., Chajec, t., Wilczek, G.et al. Interplay between different cytotoxic parameters in Galleria
mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with polypropylene. Sci Rep16, 3840 (2026).
https://doi.org/10.1038/s41598-025-33911-w

(autorzy, rok wydania, tytut, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Méj udziat polegat na prowadzeniu hodowli Galleria mellonella w laboratoriach US w Katowicach,
przeprowadzeniu eksperymentu zwigzanego z analizg przezywalnosci larw badanego gatunku pod

wptywem spozywania tworzyw sztucznych,

.................. L ———

Podpis wspotautora publikacji
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Zakacznik nr 10

do pisma okélnego nr 2
Prorektora ds. nauki i finansow
z dnia 19 lutego 2024 r.

OSWIADCZENIE
WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WEASNYM WKLADZIE W POWSTAWANIE PRACY

Katowice, dnia 18.05.2026
Karina Magiera

Imig i nazwisko wspoétautora publikacji

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Os$wiadczam, ze w pracy:
Mermer, P., Chajec, £., 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

(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Méj udziat polegal na prowadzeniu hodowli Galleria mellonella w laboratoriach US w Katowicach,
przeprowadzeniu eksperymentu zwiazanego z analizq przezywalnosci larw badanego gatunku pod

wplywem spozywania tworzyw sztucznych.

Podpis wspélautora publikacji
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Zatacznik nr 10

do pisma okdinego nr 2
Prorektora ds. nauki | finansow
z dnia 19 lutego 2024 r

OSWIADCZENIE

WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WLASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE
PRACY

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026
Daria Siwek
Imig | nazwisko wspolautora publikacyl

Uniwersytet Slaski w Katowicach
Wydziat Nauk Przyrodniczych
mg:n Blologli, Biotechnologil i Ochrony $rodowiska

OSWIADCZENIE

Oéwiadczam, ze w pracy.

Mermer, P., Chajec, L., Wilczek, G. et al. Interplay between different cytotoxic parameters in Galleria
mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with polypropylene. Sc/ Rep 16, 3840 (2026).
https:/idol.org/10.1038/841598-025-33911-w

(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Méj udziat polegat na prowadzeniu hodowli Galleria mellonella w laboratoriach US w Katowicach,
przeprowadzeniu eksperymentu zwigzanego z analizg przezywalnosci larw badanego gatunku pod
wplywem spozywania tworzyw sztucznych.
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Zalgcznik nr 10

do pisma okélnego nr 2
Prorektora.ds. nauki i finanséw
z dnia 19 lutego 2024 r.

OSWIADCZENIE

WSPOYAUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WEASNYM WKLADZIE W POWSTAWANIE
PRACY

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

Magdalena Rost-Roszkowska
Imie | nazwisko wspotautora publikacii

Uniwersytet Slaski w Katowicach
Wydzial Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Aflliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy.

Mermer, P., Chajec, L., Wilczek, G. et al. Interplay between different cytotoxic parameters in Galleria

melloneifa (Lepidoptera, Pyralidae) larvae fed with polypropylene. Sci Rep 16, 3840 (2026).
https://doi.org/10.1038/s41598-025-33911-w

M¢j udziat polegat na projektowaniu metodologii badan, koordynowaniu prac badawczych,
prowadzeniu nadzoru nad poprawnoscig przebiegu catego procesu badawczego i zwigzanych z
przygotowaniem manuskryptu do druku.

...........................................................

Paodpis wspotautora publikacji
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Zalgcznik nr 9

do pisma okolnego nr 2
Prorektora ds. nauki i finansow
7 dnia 19 lutego 2024 r,

Katowice, 25.05.2026
miejscowos¢, data

Patrycja Mermer

imig i nazwisko kandydata

Uniwersytet Slgski
Wydzial Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE OSOBY UBIEGAJACE]J SIE O WEASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE PRACY

Oswiadczam, ze w pracy:
Mermer, P., Martyna, F., & Ostrézka, A. (2025). The use of insects, some land and marine

invertebrates, in the biodegradation of plastic. The European Zoo/ogical Journal, 92(1), 1442-
1458. https:/ /doi.org/10.1080/24750263.2025.2580744

(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

ktéra wehodzi w skiad cyklu publikacji stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej, moj udziat
obejmowal opracowanie koncepcji pracy, zebranie i analiz¢ danych literaturowych, wspotudziat w
przygotowaniu manuskryptu oraz jego wersji koncowej, wykonanie czg¢sci dokumentacji fotograficznej, a
takze opracowanie tablic zawierajacych fotografie.
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Zalgeznik nr 10

do pisma okdlnego nr 2
Prorektora ds. nauki i finanséw
zdnia 19 lutego 2024 r,

OSWIADCZENIE

WSPOLAUTORA OSOBY UBIEGAJAE) SIE O WEASNYM WKEADZIE W POWSTAWANIE
PRACY

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

Filip Martyna
Imi¢ i nazwisko wspoétautora publikacji

Uniwersytet Slaski w Katowicach
Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:

Mermer, P., Martyna, F., & Ostréika, 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

(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Méj udziat polegat na czesciowym przygotowaniu tekstu manuskryptu.

il MR R e
b

Podpis wspétautora publikacji
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Zalgcznik nr 10

do pisma okélnego nr 2
Prorektora ds. nauki | finansow
z dnia 19 lutego 2024 r,

OSWIADCZENIE

PRAWSF'O{'.AUTORA OSOBY UBIEGAJAEJ SIE O WEASNYM WKLADZIE W POWSTAWANIE
CcYy

Miejsce Katowice, dnia 18.05.2026

Anna Ostrézka
Imie i nazwisko wspélautora publikacji

Uniwersytet Slaski w Katowicach
Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Afiliacja

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze w pracy:;

Mermer, P., Martyna, F., & Ostrézka, 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

(autorzy, rok wydania, tytut, czasopismo lub wydawca, tom, strony)

Méj udziat polegat na czesciowym przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz na przygotowaniu
czeéci dokumentacii fotograficzne;.

............................................................

Podpis wspétautora publikacii
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12. Dodatkowe osiagniecia naukowe

Publikacje nie wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej i wystapienia

konferencyjne:

Mermer, P., Rost-Roszkowska, M., Wilczek, G., Chajec, L., Aleksa, A., Karnowka, O.,
Litarska, Z., Przyborowska, K., Krpec, K., Siwek, D. The Effect of plastic cinsumption
on the cel cycle of Galleria mellonella (Insecta, Lepidoptera) larvae. XXXV Konferencja
Embriologiczna 20-23.05.2024, Katowice, poster naukowy.

Rost-Roszkowska M., Mermer, P., Wilczek, G., Homa, J., Chajec, L., Wronska, A.,
Student, S. Czy larwy Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidac) moga byc¢
wykorzystywane w biodegradacji plastiku? XXXVI Konferencja Embriologiczna 19-
22.05.2026, Torun, wspotautor wystgpienia ustnego.

Bednarska-Czerwinska A, Smolen-Dzirba J, Strychalska A, Sierka W, Wroblewska U,
Mermer P, Masarczyk B, Jodlowiec-Lubanska 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, wspdlautor

publikacji.

Bednarska-Czerwinska, A., Strychalska, A., Sierka, W., Simka-Lampa, K., Wréblewska,
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, wspotautor publikacji.

Strychalska, A., Sierka, W., Kokot, A., Jodlowec-Lubanska, N., Wrdoblewska, U.,
Mermer, P., Simka-Lampa, K., Morawiec, E., Pudetko, A., Bednarska-Czerwinska, A.
0-211. 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. 39" Hybrid Annual
Meeting of the ESHRE, Copenhagen- Denmark, 25-28 June 2023, wspotautor

wystapienia ustnego.
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https://doi.org/10.3390/jcm14010033
https://doi.org/10.1016/j.ejogrb.2023.11.004
https://doi.org/10.1093/humrep/dead093.257

Strychalska, A., Sierka, W., Smolen-Dzirba, J., Kokot, A., Jodtowiec-Lubanska, N.,
Simka-Lampa, K., Wroblewska, U., Piotrowska, P., Pudelko, A., Morawiec, E.,
Bednarska- Czerwinska, 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,

wspotautor posteru naukowego.

Piotrowska, P., Urbisz, A., Malota, 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 aktywnosci naukowe:
W roku 2019 otrzymany grant Rektora US dla najlepszych studentow.

Wspolautor 1 wspotwykonawca grantu badawczego 01.08.2020-30.07.2022 ,niPGT-A
realizacja badan i prac rozwojowych w celu wdrozenia na rynek nieinwazyjnej
diagnostyki preimplantacyjnej aneuploidii” (Gyncentrum Sp. z o.0. 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 1

Embriologii, 24-25.10.2025, Warszawa.

Uczestnictwo w szkoleniu ,,Art in ART: Egg Donation Excellence" 17-18.04.2026, Praga,
Czechy.

Czlonek 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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