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Owady - jako organizmy modelowe w badaniach nad patogenezg infekcji
grzybiczych 1 w ocenie potencjalnych antymikotykow

Insects as model organisms to study the pathogenesis of fungal infections
and evaluation of potential antimycotics
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W przeciagu ostatnich trzech dekad obserwuje si¢ znaczacy wzrost za-
grazajacych zyciu inwazyjnych infekcji grzybiczych. Potrzeba poznania
mechanizméw rozwoju patogenezy oraz poszukiwania nowych potencjal-
nych fungicydéw wiaze si¢ z konieczno$cig przeprowadzenia badan in vivo.
Gryzonie to nieodzowne organizmy modelowe do tego typu badan. Niestety,
masowe ich uzZycie oznacza duze naklady finansowe, a takze problemy natury
logistycznej i etycznej. Niniejsza praca przedstawia propozycje wykorzy-
stania owadow, jako organizméw modelowych do badan rozwoju grzybic
ukladowych i analiz dzialania lekéw przeciwgrzybiczych.

Stowa kluczowe: bezkregowce, grzybica, opornosé, patogennosé, wirulencja

ABSTRACT

Systemic fungal infections are becoming an increasingly important problem. Exploring the
development of mechanisms of pathogenesis, immune response of the human organism and
the search for new potential antifungal agents requires in vivo testing. Mice, rats and rabbits
are indispensable model organisms for this type of study. Unfortunately, such a kinds of
studies carried out on a large scale are associated with high costs as well as with logistical
and ethical problems. This paper reports proposal for the use of insects as model organisms
to study the development of systemic fungal infections and analysis of biological activities
of antifungal agents.
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WSTEP

Poziom wrazliwosci in vitro komorek danego szczepu grzyba na potencjalny lek prze-
ciwgrzybiczy rzadko pokrywa si¢ z tym obserwowanym w badaniach in vivo. W codziennej
praktyce klinicznej czgsto mozna spotkac si¢ z opornymi na leczenie infekcjami grzybiczymi
przy réwnoczesnej wrazliwosci in vitro izolowanych szczepow. Z tego tez wzgledu istotne
sa badania prowadzone na ré6znych modelach zwierzgcych w celu okreslenia skutecznych
stezen zwigzku dajacych gwarancje eradykacji komorek patogennego grzyba z badanego
organizmu. Ponadto, badania in vivo moga dostarczy¢ cennych informacji o profilu bezpie-
czenstwa badanego zwigzku w stosunku do komorek zwierzgcych. Badania prowadzone na
tym poziomie pozwalaja nie tylko $ledzi¢ rozwoj eksperymentalnie indukowanej infekcji
grzybiczej w czasie, ale daja tez mozliwos¢ oceny wymiernych efektéw terapii z wykorzysta-
niem nowych, potencjalnych fungicydéw. Ponadto, eksperymenty na modelach zwierzecych
pozwalaja na opracowanie optymalnej, przydatnej w aspekcie aplikacyjnym kompozycji
przeciwgrzybiczej. Idealny organizm modelowy przewidziany do badan nad patogeneza
infekcji grzybiczych powinien stwarza¢ mozliwo$¢ uzyskania obrazu zblizonego do tego
przypominajacego rozwoj choroby w organizmie ludzkim. Odtworzone powinny by¢ procesy
poczawszy od etapu kolonizacji az do reakcji obronnej organizmu. Myszy, szczury i kroliki
stanowig wigc nieoceniony model w tego typu badaniach ze wzgledu na ich podobienstwo
anatomiczne i immunologiczne do cztowieka. Niestety, wykorzystanie duzej liczby ssakow
w do$wiadczeniach jest trudne z powodow logistycznych, ekonomicznych oraz etycznych.
W takich przypadkach niezwykle pomocne okazujg si¢ organizmy bezkrggowe (15, 17).
Potwierdzaja to miedzy innymi wyniki uzyskane z badan poréwnawczych prowadzonych na
modelu Mus musculus 1 Galleria mellonella. W badaniach tych oceniano stopien wirulencji
takich gatunkow jak C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata i C. krusei wzglgdem komorek
mysich i larw G. mellonella. Uzyskane dla obydwu modeli podobne wyniki, potwierdzity,
ze najwicksza wirulencja odznaczaja si¢ C. albicans i C. tropicalis, a zarazem stanowig
dowdd na to, ze bezkregowce takie jak G. mellonella moga stanowi¢ réwnie dobry model
do badan nad patogeneza infekcji grzybiczych (17, 22). W licznych badaniach wykazano,
ze wiele grzybow patogennych dla ludzi jest w stanie wywota¢ infekcje letalne u bezkrego-
wych organizméw modelowych (6, 9). Bezkregowce wykazuja szereg cech utatwiajacych
obserwowanie rozwoju infekcji grzybiczych, takich jak: niskie koszty badan, tatwos¢
prowadzenia hodowli, brak dylematdéw natury etyczno-moralnej oraz wysoka rozrodczos¢.
Ponadto, waznym czynnikiem jest mozliwos$¢ kontroli rozwoju zakazenia w czasie, co po-
zwala na analiz¢ interakcji gospodarz-patogen. Takie modele badawcze, jako filogenetycznie
starsze, dysponuja wytacznie mechanizmami odporno$ci wrodzonej, jednak wiele waznych
jej aspektow zostalo zachowanych w organizmach kregowych. Badania porownawcze
genomdow pokazuja, ze u réoznych bezkrggowcow znajdziemy liczne homologi ludzkich
gendw kodujacych biatka zaangazowane w rozpoznanie patogenow lub transdukcje sygnatu
ekspresji. Dzigki tym cechom, zwierzeta bezkregowe takie jak Drosophila melanogaster czy
Galleria mellonella sa czgsto wykorzystywane w badaniach wirulencji mikroorganizméw,
odpornos$ci gospodarza lub tez w ocenie skutecznosci in vivo réznych fungicydéw (6, 24).
Owady maja wyksztalcone mechanizmy odpornosci, ktoére zapewniaja skuteczng obrone
przed rozwojem infekcji grzybiczej. Do konstytutywnej linii obrony naleza fizyczne bariery
takie jak kutykula, ktora dodatkowo zawiera zwigzki przeciwdrobnoustrojowe zapobiegajace
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lub opodzniajace wtargnigcie patogenu do hemocelu gospodarza. W przypadku przetamania
pierwszej linii obrony gospodarza aktywowana zostaje komoérkowa i humoralna odpowiedz
immunologiczna organizmu (4). W komodrkowej odpowiedzi immunologicznej uczestnicza
komdrki hemolimfy, ktére moga fagocytowaé komorki grzyba lub tworzy¢ wokot nich
otoczke. Te ostatnie formowane sg wskutek agregacji hemocytow, co zatrzymuje patogen
w macierzy pozakomorkowej. W przypadku tworzenia wielowarstwowej otoczki wokot two-
rzacych agregaty komorek grzyba mowimy o nodulacji, natomiast w przypadku wigkszych
fragmentow grzybni - inkapsulacji. Struktury te moga nastepnie podlega¢ melanizacji, co
zabija uwi¢zione wewnatrz komorki grzyba (20).

Humoralna odpowiedZ immunologiczna opiera si¢ gtéwnie na procesie krzepniecia
hemolimfy, aktywacji kaskady enzymow proteolitycznych i syntezie peptydow majacych
zwiazek z odpornoscia. Peptydy odpornosciowe maja zdolno$¢ oddziatywania z btong ko-
moérkowa drobnoustrojow prowadzac do jej depolaryzacji, formowania kanatow, a nawet
fragmentacji. Ponadto, moga one wnika¢ do komorki i wplywa¢ negatywnie na proces
transkrypcji, replikacji oraz syntezy biatek (5, 23, 26).

Drosophila melanogaster

Do najlepiej poznanych organizméw modelowych w obregbie gromady Insecta nalezy
z pewnoscia D. melanogaster (order: Diptera). Znajomos¢ sekwencji genomu 1 tatwosé
manipulacji genetycznych sprawily, ze jest to idealny organizm do badan nad patogeneza
roéznego typu infekcji (15). Muszka owocowa wytwarza co najmniej 20 réznych peptydow
o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Ich synteza w ciele thuszczowym kontrolowana jest
przez 2 szlaki sygnatowe- Toll/Dif i Imd/Relish. Dzigki temu muszka owocowa skutecznie
unika ogolnoustrojowych infekcji takich jak kryptokokoza. Wykazano, ze juz po 4 dniach
od wprowadzenia do hemolimfy larw D. melanogaster zawiesiny komorek Cryptococcus
neoformans (4x10°komorek na larwe) nie dochodzi do rozwoju infekcji. Mutacje w genach
kodujacych biatka ze szlaku Toll skutkuja utratg odpornosci na infekcje powodowane przez
C. neoformans 1 inne grzybicze infekcje systemiczne (2, 15). W przypadku gdyby komorki
tego grzyba dostaty si¢ do organizmu droga pokarmowa, szlak Toll nie jest zaangazowany
w odpowiedz immunologiczng na infekcje C. neoformans. Sugeruje to, ze ten patogen jest
w stanie blokowa¢ szlak Toll w przewodzie pokarmowym D. melanogaster lub szlak ten
jest niefunkcjonalny w komorkach uktadu pokarmowego (1, 2, 3, 16, 21). Warto zaznaczy¢,
ze peptydy odpornosciowe utrzymuja si¢ w hemolimfie zaledwie do kilku dni od momen-
tu zakazenia. Tym bardziej interesujace sa wyniki badan $wiadczace o swoistej pamigci
immunologicznej owadow. Podanie muszce owocowej subletalnej dawki zywych komo-
rek C. neoformans, chroni ja przed rozwojem tego typu infekcji w przysztosci, nawet po
wprowadzeniu dawki letalnej. Reakcja ta jest specyficzna w zalezno$ci od gatunku grzyba
1 utrzymuje si¢ przez cale zycie owada (28).

W warunkach laboratoryjnych D. melanogaster moze by¢ zakazana patogenem grzybi-
czym na kilka sposobow. Najbardziej precyzyjnym jest mikroiniekcja wystandaryzowanego
inokulum bezposrednio do jamy ciata. Inne metody to bezposrednia inokulacja grzbietowej
czesci tulowia igla preparacyjng, napylanie spor bezposrednio na egzoszkielet imago lub
zakazanie droga pokarmowg. Z pos$rod wymienionych najczgséciej stosowang metoda jest
naktuwanie tutowia igla (Srednica okoto 0,25 mm) uprzednio zanurzona w gestej zawiesinie
komoérek. W przypadku grzybow drozdzopodobnych st¢zenie inokulum powinno wynosi¢
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1x107-1x10'° komérek na mililitr. W przypadku zakazania drogg pokarmowa, muchy
umieszcza si¢ na 48 godzin w kolbie z pozywka zawierajaca petne podloze agarowe za-
szczepione konkretnym szczepem drozdzowym. Do badan przebiegu patogenez grzybiczych
wykorzystuje si¢ najczesciej 2-4 dniowe samice much, ktore po inokulacji badz inkubacji
w obecnos$ci patogenu przenoszone sg do kolb ze standardowa pozywka (7, 13, 23).

Galleria mellonella

G. mellonella (order: Lepidoptera) jest coraz czgéciej wykorzystywana, jako organizm
modelowy do badan nad patogeneza infekcji grzybiczych. Wynika to z faktu, ze larwy
Barciaka wigkszego w odrdznieniu od innych owaddéw, jak chociazby omawianej juz D.
melanogaster moga si¢ rozwija¢ nawet w temperaturze 37°C. Ponadto, duzy rozmiar larw
(osiagaja do 25mm dtugosci) utatwia aplikacj¢ patogenu lub potencjalnego fungicydu czy
tez umozliwia pobor wigkszej ilo$ci probek hemocelu i tkanek niezbednych do dalszych
analiz. Uktad odpornosciowy larw wykazuje duze podobienstwo funkcjonalne i strukturalne
do uktadu immunologicznego krggowcow (17, 22). System odpornosci komoérkowej Galle-
ria mellonella zwigzany jest z wystgpowaniem 6 typoéw hemocytow odpowiedzialnych za
fagocytoze, nodulacje oraz inkapsulacje. Niektore sa zdolne do produkeji reaktywnych form
tlenu w sposéb podobny do ludzkich neutrofili. [lo§¢ hemocytéw w hemolimfie odzwier-
ciedla poziom wirulencji komorek infekujacego grzyba. Larwy zakazane niepatogennym
gatunkiem grzyba wykazuja takie samo zageszczenie hemocytow jak u osobnikdéw nieza-
infekowanych. Istotnym mechanizmem obronnym organizmu G. mellonella jest rowniez
odpowiedz humoralna, ktéra warunkuje krzepnigcie hemolimfy, melanizacj¢ oraz synteze
licznych peptydow odporno$ciowych (8, 18).

Istnieja rézne techniki infekowania larw patogenem. Do najefektywniejszych nalezy
bezposrednia iniekcja do hemocelu. W tym celu najczeéciej uzywa si¢ strzykawek insu-
linowych o pojemnos$ci do 300 pl i igle o grubosci do 26G. Naklucie wykonuje si¢ przez
posuwki pamigtajac, aby w przypadku wielokrotnych iniekcji wybiera¢ za kazdym razem
inng posuwke. Taka samg droga mozliwe jest rowniez aplikowanie $cisle okreslonych
dawek potencjalnych antymikotykow. Bezpieczna objetosé wstrzykiwanego jednorazowo
ksenobiotyku nie powinna przekraczaé¢ 20 pl. Nalezy pamigtac, ze osobniki wybierane do
dos$wiadczenia powinny znajdowac si¢ w trzecim, ostatnim stadium larwalnym, ktore osigga
mas¢ ciata 250-350 mg (14).

Niezwykle wazna jest cecha przezywalnosci larw Galleria mellonella w temperaturze
37°C (22). Dzigki temu mozemy stworzy¢ warunki rozwoju grzybic uktadowych podobne
do tych panujacych w organizmie czlowieka. Ponadto, proliferacja w przypadku wielu
gatunkéw patogennych grzybow, w tym C. neoformans przebiega szczegoélnie dobrze w tej
wlasnie temperaturze. Larwy zainfekowane taka samg standardowa zawiesing komorek C.
neoformans inkubowane w temp. 30°C cechowata wyraznie wigksza przezywalno$¢ w po-
réwnaniu do tych hodowanych w temp. 37°C. Odsetek przypadkéw $miertelnych zalezny
jest rowniez od komodrek wielko$ci inokulum uzytego do infekowania larw. Opisywane
w literaturze mechanizmy wirulencji C. neoformans warunkujace rozwoj kryptokokozy u ssa-
kéw odgrywaja réwnie wazng role w rozwoju infekcji u larw Galleria mellonella (11, 25).

Komorki hemocytéw G. mellonella charakteryzuje rézna zdolno$¢ do fagocytozy
w zaleznos$ci od gatunku grzyba powodujacego infekcje. Wiele gatunkéw grzybow cho-
robotworczych dla ludzi wyksztatcito mechanizmy umozliwiajace ucieczke z komorek
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fagocytujacych. Te same mechanizmy pozwalaja komoérkom tych grzybow na ucieczke
z hemocytow G. mellonella. Najlepiej wida¢ to na przyktadzie C. albicans, ktdrej komorki
sa zdolne do transformacji morfologicznej. W tym przypadku przejscie w form¢ mycelialng
skutecznie zapobiega fagocytozie lub tez pozwala uwolnic si¢ z fagocytow. Podobne badania
na larwach G. mellonella wykazalty, ze fagocytowane konidia Aspergillus fumigatus i Asper-
gillus flavus juz po jednej dobie od iniekcji ,,kietkuja” prowadzac do perforacji hemocytow.
W rezultacie obrona komoérkowa organizmu larwy okazuje si¢ niewystarczajaca i dochodzi
do rozwoju $miertelnej w skutkach infekcji (4, 12, 14, 29).

Blattella germanica

Karaczan prusak (order: Blattodea), jako organizm modelowy wielokrotnie byt wyko-
rzystywany w badaniach nad patogeneza aspergilozy, ktorej czynnikiem etiologicznym byt
Aspergillus flavus. W warunkach naturalnych do zakazenia dochodzi przez powtoki ciata,
wskutek mechanicznego urazu lub enzymatycznego rozktadu chityny. W warunkach labo-
ratoryjnych dokonuje si¢ iniekcji zawiesiny zarodnikoéw konidialnych do hemocelu przez
btone migdzy segmentami ciata. Badania prowadzone na osobnikach dorostych zakazonych
A. flavus wykazaty $miertelno$¢ na poziomie okoto 100% juz po 48-72 godzinach infekcji
(dawka 6,2x10” CFU na osobnika). Warto podkresli¢, ze w przypadku ktoregokolwiek
z badanych osobnikow nie stwierdzono zadnych zewnetrznych zmian chorobowych ani
przebarwien ciata. Badania mikroskopowe pozwolity zaobserwowac¢ 2 typy odpowiedzi
komorkowej: fagocytoze i inkapsulacje fragmentow grzybni. Wykazano, ze infekcja A. flavus
prowadzi do rozleglych zmian w obrgbie organdw wewnetrznych B. germanica (19, 27).

Culex quinquefasciatus

Proby wywotania letalnej infekceji grzybiczej byly prowadzone réwniez na modelu
Culex quinquefasciatus (order: Diptera). Komary, jako wektory wielu mikroorganizméw
wyksztalcity jednoczes$nie efektywny system obronny zapobiegajacy infekcjom. Labora-
toryjne proby infekowania dorostych samic C. quinquefasciatus Candida albicans skutko-
waly szybka reakcja obronng organizmu owada. Komorki grzyba juz po 24 godzinach od
momentu iniekcji byty niemalze catkowicie zneutralizowane dzigki efektywnym procesom
fagocytozy i nodulacji (10).

PODSUMOWANIE

Bezkregowce, jako organizmy modelowe nigdy nie zastapia kregowcow w badaniach
patogenez grzybiczych pomimo wielu podobienstw we wrodzonej reakcji uktadu immu-
nologicznego ssakow i owadow. Owadzi model nie dostarczy danych na temat roli uktadu
odpornosciowego ssaka w zwalczaniu patogenu w ssaczych tkankach, ale pozwali na
pierwsza analiz¢ wzglednej wirulencji mikroorganizméw chorobotworczych. Wykorzysta-
nie owadow do analizy duzej liczby patogendw lub potencjalnych terapeutykow w krotkim
czasie skutkuje nizszymi kosztami oraz mniejszym naktadem pracy w poréwnaniu do
badan z wykorzystaniem kr¢gowcow. Model ten powinien by¢, zatem standardowo wyko-
rzystywany w poczatkowej analizie poprzedzajacej konwencjonalne testy in vivo oraz dla
zminimalizowania potrzeby rutynowych testoéw na ssakach.
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