1995, 44 (1): 25-46 Towarsystwg KO MO
PL ISSN 0023-4249 Ao S S

Piotr Mikotajczyk

Zaktad Fizjologii Bezkregowcow Instytut Zoologii UW
Al. Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa

WPLYW INHIBITOROW SYNTEZY CHITYNY NA PRODUKCJE KUTIKULI
IN VITRO W DYSKACH IMAGINALNYCH SKRZYDEt LARW SPODOPTERA
FRUGIPERDA (J. E. SMITH) (LEPIDOFrERA: NOCTUIDAE}

KUTIKULA OWADOW | JEJ POWSTAWANIE

Posiadanie lekkiego, lecz zarazem mocnego i odpornego szkieletu zewnetrz-
nego jest jednym z zasadniczych elementéw, ktére przyczynity sie do ewolucyj-
nego sukcesu owadéw. Szkielet ten, nazywany integumentem, jest jednym z
najwiekszych i najistotniejszych organéw tworzgcych ciatlo owada, integralng
struktura sktadajaca sie z kutikuli i warstwy wydzielajacych ja komérek nabton-
kowych. Kutikula nie tylko wyznacza ksztatt ciata osobnika ijest strukturalno-
mechanicznym podtozem lokomocji dzieki znajdujacym sie na niej przyczepom
licznych miesni, lecz takze, tworzac rézne zewnetrzne struktury i przydatki,
umozliwia odzywianie sie, wzrost, rozrdd i komunikacje z otoczeniem. Stanowi
ona rowniez skuteczng bariere ochronng przed urazami mechanicznymi, wysy-
chaniem, czy tez wnikaniem do wnetrza ciata r6znorodnych patogenéw i sub-
stancji toksycznych. Z nielicznymi wyjatkami (na przykiad zakonczenia che-
moreceptorow, jelito srodkowe) integument pokrywa catg powierzchnie zewne-
trzng ciata, tacznie zjelitem przednim i tylnym oraz tchawkami.

Ze wzgledu na swojg sztywnos$¢ i niewielkg rozciagliwosé kutikula uniemo-
zliwia staty, stopniowy wzrost organizmu. U stawonogéw zostat on zastgpiony
przez wzrost skokowy, w ktorym zwiekszanie rozmiardw ciata jest zwigzane
z wystepowaniem co pewien okreslony czas zjawiska linienia, polegajacego na
zrzuceniu starej kutikuli. Umozliwia to kontynuacje wzrostu w wytworzonej
nowej, obszerniejszej kutikuli oraz rozwdj osobnika do kolejnych stadiéw larwal-
nych, a nastepnie wytworzenie poczwarki (u owaddw o przeobrazeniu zupetnym)
i postaci dorostej. Procesy te znajduja sie pod precyzyjng kontrola hormonalna.
Dwa podstawowe hormony regulujgce morfogeneze i rozwéj owaddéw, hormon
juwenilny (JH) i 20-hydroksyekdyzon (20-OHE), decyduja zaréwno o czasie
kolejnego linienia, jak tez o programie rozwojowym realizowanym przez komoérki
nabtonkowe i, co za tym idzie, o typie odktadanej kutikuli (larwalnej, poczwar-
kowej, czy imaginalnej). Hormonem wyzwalajacym procesy prowadzgce do linie-
nia jest 20-OHE, natomiast charakter tego linienia jest determinowany przez
poziom JH w ustroju owada (Cymborowski 1984, Truman 1985).
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Stymulujace dziatanie 20-OHE na procesy morfogenetyczne w komorkach
nabtonkowych wytwarzajacych kutikule zostato udokumentowane w licznych
badaniach in vivo oraz in vitro, z wykorzystaniem zaréwno kultur tkankowych,
jak i linii komoérkowych (Fretz i wspotaut. 1993, Kato i Riddiford 1987,
Riddiford 1985, 1989, Spindier-Barth iwspdlaut. 1992). Badania te wykazaty,
ze przy nieobecnosci JH w ustroju 20-OHE indukuje zmiane programu morfo-
genetycznego komadrek nabtonkowych, wyrazajaca sie miedzy innymi zanikiem
Jlarwalnego” mRNA, odpowiedzialnego za synteze biatkowych elementéw kuti-
kuli larwalnej. Efektem dziatania 20-OHE jest tez stymulacja podziatow mitoty-
cznych w komoérkach nabtonkowych i synteza typowej kutikuli poczwarkowej.
Podanie JH przed lub w trakcie inkubacji nabtonka larwalnego z 20-OHE
zapobiega uruchomieniu poczwarkowego programu komorek, ktére w dalszym
ciagu syntetyzuja kutikule larwalna. Z drugiej jednak strony JH niejest w stanie
odwrécié¢ lub zahamowac realizacji poczwarkowego programu morfogenetyczne-
go komorek nabtonkowych, jesli zostat on juz wczesniej zapoczatkowany przez
20-OHE.

Komoérki nabtonkowe osiggnely wysoki poziom specjalizacji w syntezie
i wydzielaniu substancji sktadajacych sie na kilkuwarstwowag kutikule. Ogdélny
plan budowy kutikuli jest dos¢ staly, nie jest onajednak bynajmniej strukturg
statyczng i u owaddw spotykamy duza rozmaitos¢ typdéw wystepujacych
u réznych gatunkow, stadiéw rozwojowych, a nawet w réznych czesciach ciata
tego samego osobnika. Sa to jednak tylko odmiany podstawowego wzoru.
W zaleznosci od przyjetego kryterium (obraz w mikroskopie Swietinym lub
elektronowym, barwliwo$¢ w metodach histochemicznych, poszczegolne etapy
wydzielania itp.) wyroznia sie rozng liczbe warstw kutikuli, nie ma tez w petni
jednolitego systemu ich nazewnictwa i klasyfikacji.

W typowej kutikuli (Hepburn 1985, Locke 1984) mozna, patrzac od zewnatrz
do wewnatrz (co odpowiada kolejnosci odktadania), wyrézni¢ warstwe epikuti-
kuli wraz z jej zewnetrzng otoczkg zwang kutikuling oraz warstwe prokutikuli
(rye. 6A). Epikutikula ma charakter gtéwnie biatkowo-lipidowy, z udziatem
stabilizujacych jej strukture przestrzenng zwigzkéw z grupy chinonoéw, nie
zawiera chityny. W wielu przypadkach epikutikulajest pokryta warstwa woskow
i tak zwang warstwg cementowg (ang. cement layer), ztozong prawdopodobnie
ze spolimeryzowanych lipoprotein stabilizowanych polifenolami. Woski oraz
warstwa cementowa sg wydzielane przez specjalne pory w kutikuli po zakoncze-
niu linienia, kiedy epikutikula i prokutikula sgjuz uformowane.

Prokutikula stanowi wewnetrzng warstwe kutikuli, zbudowang w gtéwnej
mierze z wibkien biatkowo-chitynowych. Wiékna te powstajg przypuszczalnie na
konicach apikalnych wypustek (mikrokosmkoéw) komérek nabtonkowych, gdzie
dochodzi do tgczenia sie spolimeiyzowanych tancuchéw chityny z towarzysza-
cymi im odpowiednimi biatkami, wydzielanymi na drodze egzocytozy, oraz do
przestrzennej orientacji nowo powstatych wiodkien.

W dalszym ciagu niewiele jest wiadomo o koricowych etapach syntezy
chityny, jak réwniez o mechanizmie powstawania widkien chitynowo-biatko-
wych i o prawach rzgdzacych ich utozeniem w kolejno odktadanych warstwach.
Cechg charakterystyczng prokutikuli jest jej tak zwana lamellarna struktura,
widoczna w mikroskopie jako naprzemiennie wystepujgce jasne i ciemne pasy
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(lyc. 7B), lub tez rzedy helikoidalnie zagietych widkien. Wedtug klasycznego
modelu (Bouligand 1965) obraz taki jest prawdopodobnie artefaktem, optycz-
nym efektem odtozenia pewnej liczby warstw prokutikuli. Obserwowany
w mikroskopie ,pasiasty” wzor jest wynikiem réznego kata utozenia taricuchéw
chityny w poszczegélnych warstwach prokutikuli w stosunku do ptaszczyzny
preparatu. U znacznej liczby gatunkéw pojedyncza lamella (obejmujgca jeden
jasny ijeden ciemny ,prazek”) obrazuje ilos¢ kutikuli odtozonej w warunkach
naturalnych w czasie jednej doby (Nevitte 1975, Wiedenmann iwspotaut. 1986).

Chityna jest podstawowym strukturalnym skiadnikiem kutikuli, stanowig-
cym az do 60% jej suchej masy (Kramer i Koga 1986, Kramer i wspotaut. 1985).
Pod wzgledem chemicznym jest dtugotaricuchowym homopolimerem AT-acetylo-
D-glukozaminy (NAGA), w ktérym poszczegdlne reszty cukrowe sg potaczone
wigzaniami 3-1-4-glikozydowymi. Dobre wlasnosci mechaniczne oraz duza od-
pornos¢ na degradacje czynig chityne doskonatym materiatem na powitoki ciata
i ich wytwory. Gléwne etapy syntezy chityny z glukozy to fosforylacja, aminacja,
acetylacja i wytworzenie UDP-NAGA (bezposredniego substratu polimeryzaciji),
katalizowane przez enzymy obecne w cytoplazmie. Polimeryzacja (z formalnego,
chemicznego punktu widzenia jest to polikondensacja) reszt NAGA w tancuchy
chityny jest katalizowana przez syntetaze chityny (nazwa systematyczna:
acetyloaminodeoksyglukozylotransferaza UDP-2-acetamido-2-deoksy-D-gluko-
za: chityna). Jest to enzym zwiazany przypuszczalnie z btong cytoplazmatyczna
komoérek nabtonkowych iwystepujacy w formie kompleksu enzymatycznegojako
element tak zwanych ,ptytek blonowych” (ang. plasma membrane plaques),
gestych elektronowo obszaréw zlokalizowanych na szczytach mikrokosmkow
(Cohen 1987, Locke 1984, 1991). Na podstawie licznych badan ultrastruktural-
nych i biochemicznych (wkgczanie znakowanych prekursoréw) w uktadzie in vivo
i in vitro wiadomo, ze synteza chityny jest nieodtgcznym przejawem aktywnosci
komorek nabtonkowych stymulowanych przez 20-OHE (Cohen 1987, Retnaka-
ran | Oberlander 1993)

INHIBITORY BIOSYNTEZY CHITYNY SZANSA W NOWOCZESNYCH METODACH
ZWALCZANIA szkodnikéw owadzich

Ze wzgledu na fakt, ze chityna nie wystepuje u roslin i zwierzat kregowych,
stata sie ona przedmiotem zywego zainteresowania przy wypracowywaniu no-
wych technik zwalczania szkodnikdw i pasozytow, zaréwno reprezentantow typu
stawonogéw, jak réwniez nicieni (chitynajest sktadnikiem ich otoczek jajowych)
i grzybow (Spindier iwspétaut. 1990). W obecnej dobie rozwoju ,przyjaznych dla
srodowiska” metod walki biologicznej i rosngcej Swiadomosci ekologicznej, nie
do pogardzenia jest mozliwos¢ skutecznego zaktdcenia syntezy chityny i odkita-
dania kutikuli, proceséw specyficznych dla dos¢ waskiej grupy organizmoéw, bez
ryzyka toksycznego wptywu na cztowieka, rosliny uprawne czy zwierzeta uzyt-
kowe. Podejscie to zaowocowato wyprodukowaniem i badaniami nad zastosowa-
niem catej gamy zwigzkow chemicznych i substancji majgcych zadanie zaburze-
nia struktury i proceséw tworzenia kutikuli zaré6wno na drodze mechanicznej,
jak i na drodze biochemiczno-fizjologicznej (Chen i Mayer 1985, Cohen 1987,
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Mayer i wspétaut. 1990, Spindier i wspolaut. 1990). Wsrdd réznych klas
zwigzkow zaktdcajgcych synteze chityny na szczegélng uwage zastugujg pochod-
ne benzoilofenylomocznika (Cohen 1987, Ishaaya 1990, Wright i Retnakaran
1987). Zwiazki z tej grupy (w skrocie BPU, od ang. benzoylphenyl ureas) sg
selektywnymi insektycydami wprowadzanymi do organizmu gtéwnie droga tra-
wienng. Skutkiem ich dziatania na larwy i poczwarki owadow jest zaburzenie
odktadania warstwy prokutikuli i w efekcie utrata elastycznosci i odpornosci
integumentu oraz nienormalny, letalny przebieg najblizszego linienia (Gros-
scurt | Anderson 1980, Wright | Retnakaran 1987). Wywieraja one takze
szkodliwy wptyw najaja uniemozliwiajac wyleganie sie larw, najprawdopodob-
niej poprzez zaburzanie produkcji kutikuli przez rozwijajace sie zarodki (Ascher
i wspoétaut. 1987). Poszukiwania nowych zwigzkéw tej klasy doprowadzito do
wytworzenia miedzy innymi teflubenzuronu (TFB) i chlorfluazuronu (CFA),
znacznie skuteczniejszych w zwalczaniu szkodnikéw owadzich w warunkach in
vivo w poréwnaniu z najszerzej stosowanym i najlepiej zbadanym diflubenzuro-
nem (DFB) (Ishaaya 1990, Ishaaya i wspétaut. 1987, rye. 1).

Badania histochemiczne i ultrastrukturalne nad wptywem inhibitoréw syn-
tezy chityny na integument owadéw byty prowadzone gtéwnie w uktadzie in vivo.
Wykazano w nich, ze BPU obecne w organizmie zwierzecia powodujg gtebokie
zmiany w morfologii i architekturze integumentu, bedace najwyrazniej konse-
kwencjg braku przestrzennego strukturalnego ,szkieletu”, tworzonego przez
odpowiednio uformowang sie¢ wldkien biatkowo-chitynowych (Binnington

1985). Obserwowano brak charaktery-

stycznej, lamellarnej struktury proku-

tikuli (Retnakaran i wspotaut. 1989,

Soltani | wspotaut. 1984), czy wrecz

niekiedy jej catkowity zanik i wystepo-

wanie w tym rejonie nieregularnych

depozytow tworzonych przez same

biatka kutikularne (Sortani i wspot-

aut. 1984). Oprécz zmian w kutikuli

stwierdzono takze zaburzenia w stru-

kturze i funkcjonowaniu komoérek na-

btonkowych integumentu, takich jak

aktywnos$¢ mitotyczna i synteza DNA

(Meola i Mayer 1980, Soltani iWSpC')*—

aut. 1984), czy tez akumulacja w tych

komdrkach znacznej liczby pecherzy-

kéw wydzielniczych i zanik mikro-

kosmkéw (Percy-Cunningham i WSpf)Jr—

aut. 1987, Retnakaran i wspoétaut.

1989). W skrajnych przypadkach DFB

uniemozliwiat wyksztatcenie sie war-

stwy imaginalnego nabtonka u po-

Ryc. 1 Wzoiy strukturalne trzech pochod- czwarki muchy Stomoxys calcitrans
nych benzoilofenylomocznika, inhibitoréw poprzez zahamowanie proliferacji ko-
biosyntezy chityny. mérek nablonkowych (Meola i Mayer
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1980). W nielicznych badaniach prowadzonych w ukladzie in vitro (Mayer
i wspotaut. 1980, Sortani i wspotaut. 1987) takze wykazano wptyw BPU na
strukture kutikuli i proces jej odkitadania. Soitani i wspétpracownicy (1987)
stwierdzili na przykiad, ze DFB, w zalezno$ci od zastosowanej dawki, wywotuje
caly szereg ujemnych efektow w preparatach poczwarkowego integumentu
chrzaszcza Tenebrio molitor, od zaktocenia ogdlnej architektury kutikuli i zmniej-
szeniajej grubosci, az do wrecz catkowitego zahamowania jej wydzielania.

Mimo licznych badan mechanizm dziatania tych zwigzkéw pozostaje wcigz
nieznany (Ishaaya 1990, Mayer iwsp(')laut. 1990, W right | Retnakaran 1987)
W przeciwienistwie do niektérych antybiotykéw nukleozydo-peptydowych (ni-
kkomycyna, polioksyna D), ktore sg wspotzawodniczymi inhibitorami syntetazy
chityny, BPU nie sa w stanie zablokowaé¢ aktywnosci tego enzymu w uktadzie
bezkomérkowym (Mayer i wspoOtaut. 1990). Wysunieto kilka innych hipotez
dotyczacych mechanizmu dziatania BPU:

1 Zwiekszenie aktywnosci chitynazy, enzymu degradujgcego chityne (Isha-
aya i Cassida 1974);

2. Zakitécenie metabolizmu 20-OHE, co prowadzi do zaburzenia ogoélnej
rownowagi hormonalnej w ustroju i, w konsekwencji, funkcjonowania komorek
I"labl'Oﬂl(OW)/Ch (YU iTerriere 1977, Wright i Retnakaran 1987);

3. Zablokowanie proteolitycznej aktywacji zymogenu syntetazy chityny, unie-
mozliwiajgce przeksztatcenie go w aktywng transferaze (Leighton i wspoOtaut.
1981);

4. Hamowanie lub zaburzanie ogélnych proceséw transportu komoérkowego
i blonowego, w szczegdblnosci transportu prekursoréw chityny (Mayer i wspétaut.
1988, Mitsui 1988, Retnakaran i wspotaut. 1989).

Poparciem dla tej ostatniej hipotezyjest fakt, ze wptyw podanych inhibitoréw
ujawnia sie bardzo szybko. Najej rzecz $wiadczg takze wspomniane wyzej wyniki
eksperymentéw, w ktérych DFB hamowat synteze DNA w komérkach, prawdo-
podobnie poprzez blokowanie transportu nukleozydéw (DeLoach i wspotaut.
1981, KiitschKA i wspétaut. 1986). Stwierdzono takze hamujacy wptyw DFB na
aktywnos$¢é cAMP-zaleznych kinaz biatkowych (Ishii | Matsumura 1992).

TKANKI OWADZIE HODOWANE IN VITRO JAKO DOGODNY UKLAD
DOSWIADCZALNY

Doskonate mozliwosci badania proceséw syntezy chityny i tworzenia kutikuli
oraz ich hormonalnej regulacji i wptywu inhibitorow uzyskano dzieki rozwojowi
i udoskonaleniu metod hodowli tkanek i komérek w warunkach in vitro (Obe-
riander 1980, Obertander i Lynn 1982). Tkanki owadzie, takie jak fragmenty
integumentu czy jelita srodkowego, a w szczegélnosci dyski imaginalne, stano-
wig wspanialy ukiad doswiadczalny, ktéry tatwo poddaje sie chirurgicznym
i hormonalnym manipulacjom, niezalezny od wptywu ogromnej liczby proceséw
i efektéw maskujacych istniejacych w przypadku doswiadczenh prowadzonych
na calym organizmie zwierzecia (Obertander 1985, Yund 1989).

Dyski imaginalne sg zawigzkami narzadéw owada dorostego, ztozonymi
w gtéwnej mierze z komoérek nabtonkowych. Komorki te pozostajg niezréznico-
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wane w ciele larw owaddw o przeobrazeniu zupetnym, aktywnie sie dzielgc przez
caly okres larwalnego rozwoju. W momencie rozpoczecia procesow metamorfozy
sygnaty hormonalne stymulujg morfogeneze i przeobrazenie sie dyskow imagi-
nalnych w odnéza, skrzydta, czutki, oczy, czy tez przydatki gebowe i piciowe.

W licznych badaniach dobrze udokumentowano zdolnosé dyskéw imaginal-
nych do reagowania na 20-OHE poprzez rozw6j morfologiczny, synteze RNA
i odpowiednich biatek, a takze synteze chityny i tworzenie kutikuli poczwarkowej
(Fristrom 1981, Obertander i Lynn 1982, Obertander 1985, Yund 1989).
Ferkovich | wspOtpracownicy (1980) wykazali, ze dyski imaginalne skrzydet
motyla nocnego Plodia interpunctella reagujg na obecnosé¢ 20-OHE zwiekszonym
wbudowywaniem znakowanego prekursora chityny, [1ACINAGA. W dalszych
badaniach okazato sie, ze synteza chityny stymulowana przez 20-OHE wymaga
niezaktéconej syntezy biatek i dobrze rozwinietego cytoszkieletu, gdyz stosowa-
nie odpowiednich inhibitoréw powodowato w nastepstwie rowniez uposledzenie
tworzenia chityny (Ovbertander i wspotaut. 1980, 1983). Réwniez linie komor-
kowe otrzymane z niezréznicowanych dyskéw imaginalnych Lepidoptera pobie-
rajg i akumulujg czasteczki prekursoréw chityny pod wptywem 20-OHE, obser-
wowano takze wzmozong synteze i wydzielanie przez te komorki glikopeptydu
zawierajgcego liczne reszty NAGA (Porcheron iwspotaut. 1988, 1991). Niestety,
synteze samej chityny udato sie dotychczas potwierdzi¢ jedynie w liniach komér-
kowych muchoéwek i karaczanéw (Dinan i wspotaut. 1990, Londershausen
i wspotaut. 1988).

HAMOWANIE SYNTEZY CHITYNY W DYSKACH IMAGINALNYCH SKRZYDELt
SPODOPTERA FRUGIPERDA

Dyski imaginalne skrzydet motyli okazaly sie bardzo dogodnym obiektem
w doswiadczeniach in vitro z zastosowaniem inhibitoréw syntezy chityny.
W badaniach przeprowadzonych na dyskach imaginalnych skrzydet Plodia
interpunctella Oberi1ander | wspétpracownicy (1991) stwierdzili, ze DFB i TFB
hamujg synteze chityny mierzong wbudowywaniem radioaktywnego prekursora,
[14CINAGA, lecz nie maja wptywu najego pobieranie przez komorki nabtonkowe.
Autorzy wyciggneli na tej podstawie wniosek, ze w zastosowanym ukiadzie
mechanizm dziatania badanych inhibitoréw nie polega na blokowaniu pobiera-
nia i transportu prekursora chityny do komérek.

Aby sprawdzi¢, czy wyniki uzyskane w poprzednich doswiadczeniach na
P. interpunctella, waznym szkodniku magazynowym nalezacym do rodziny omac-
nicowatych (Pyralidae), znajdg potwierdzenie u gatunku nalezacego do innej
rodziny, w opisanych nizej doswiadczeniach uzyto dyskéw imaginalnych skrzy-
det larw SpodopteralBugiperda (rye. 2), motyla nocnego z rodziny sbwkowatych
(Noctuidae).

Motyle z rodzaju Spodoptera takze naleza do niezwykle waznych z ekonomi-
cznego punktu widzenia szkodnikéw réznorodnych upraw, powodujgcych
w rejonach o cieptym klimacie (np. Bliski Wschod czy potudniowo-wschodnie
obszary USA) znaczne straty zagrazajgce nie tylko produkcji roslinnej, ale
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i zwierzecej. W USA,
w rejonach ichwystepo-
wania, uznano je zaje-
den z istotnych czynni-
kéw ograniczajgcych
produkcje paszy dla
bydta.
Przeprowadzenie do-
Swiadczen w ukladzie in
vitro wymaga niejedno-
krotnie dos¢ duzych ilo-
sci materiatu biologicz-
nego, co ufatwia Sledze-
nie badanych procesow.
Dyski imaginalne skrzy-
det S. frugiperda sg kil-
kakrotnie wieksze niz
ich odpowiedniki po-
chodzace z larw P. inter
punctella. Umozliwito to
uzycie mniejszej liczby Ryc. 2. Dysk imaginalny s!<rzyd+a pierwszej pary, pochodza-
dyskéw inkubowanych cy z larwy ostat_nlego StadlL,Jm Spodopterafruglperda,, 'przed
w kazdej probie (pie¢ za- zapoc_:za,tk_owanlem proceséw rpetamorfoz_y. Szerokosc¢ dys-
miast dwudziestu) przy ku imaginalnego w tym stadium wynosi okoto 0,6 mm.

poréwnywalnej ilosci Dyski imaginalne maja postac¢ kieszeniowatego fatdu podwdjnej war-
tkanki. Przyépieszy’ro to stwy nabtonka. Fatd wewnetrzny przeksztatca sie w procesie morfo-
i bardzo utatwilo opera- genezy we witasciwg strukture skrzydia. Otoczony jest warstwa

. . . h zewnetrzna, tak zwana btonag peripodialng (widoczna na zdjeciu
cjJe m|kroch|rurg|czne w postaci cienkiej otoczki wokoét krawedzi dysku), ktéra w trakcie
(Wycinanie dyskéw ima- morfogenezy skrzydta oddziela sie i zsuwa z faldu wewnetrznego.

gina}nych) i wszelkie Ciemny obszar widoczny u podstawy dysku imaginalnego to zbita
manipulacje na przy- masa drobnych tchawek, ktére, pod wptywem 20-OHE wyzwalajgcego

: rocesy metamorfozy, wydtuzajg sie, rozgateziaja i ,,migruja” w gitab
ktad przy sporzadzaniu b ooy yauzala sie, rozgateziaa arwa 4

wewnetrznej ,,kieszeni” dysku imaginalnego.

preparatéw mikrosko-
powych, oraz pozwolito na zwiekszenie liczby préb w danym doswiadczeniu.

Wypracowanie skutecznych, a zarazem jak najmniej szkodliwych dla srodo-
wiska metod walki z gatunkami z rodzaju Spodopterajest niezwykle pilnym
i waznym wyzwaniem stojgcym przed entomologami. Jak wspomniano wczes-
niej, pochodne benzoilofenylomocznika (BPU) wydaja sie spetnia¢ te warunki.
Podstawowym zatem celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wplywu
trzech sposrod tych zwigzkéw na dynamike syntezy chityny w ukiadzie in vitro,
w dyskach imaginalnych skrzydet S. frugiperda zastymulowanych przez 20-
OHE. Chciano poréwnaé dynamike inhibicji i skuteczno$¢ najszerzej stosowa-
nego i najlepiej poznanego diflubenzuronu (DFB) z pézniej wprowadzonymi
zwigzkami z tej grupy: teflubenzuronem (TFB), a szczegdlnie chlorfluazuronem
(CFA). Ponadto, przy uzyciu metod histochemicznych i mikroskopowych, zamie-
rzano okresli¢ wptyw CFA na ultrastrukture i proces wydzielania przez dyski
imaginalne kutikuli poczwarkowej pod wptywem 20-OHE.
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W niniejszej pracy, podobniejak we wczesniejszych badaniach Obertandera
i wspétautorow (1983, 1991), jako podstawowy miernik intensywnosci syntezy
chityny przez komérki nabtonkowe dyskéw imaginalnych przyjeto ilos¢ znako-
wanego prekursora, (14C]IV-acetylo-D-glukozaminy ([ CJINAGA), wigczonego w
nowo tworzone tancuchy chityny w ciagu 4-godzinnej inkubacji. Réwnolegle
badano intensywnos¢ pobierania i akumulacji tego prekursora w tkance jako
drugiego, uzupetniajacego elementu procesu biosyntezy chityny. W badaniach
histochemicznych i ultrastrukturalnych z zastosowaniem mikroskopu elektro-
nowego skoncentrowano sie na strukturze i stopniu rozwoju kutikuli odktadanej
przez komorki nabtonkowe dyskéw imaginalnych oraz na ultrastrukturze sa-
mych komérek. Ponadto, stosujac lektyne (aglutynine z zarodkéw pszenicy, ang.
wheat germ agglutinin, w skrocie WGA) specyficzng wzgledem chityny i jej
monomerow (Leathem iAtkins 1983) wyznakowang z uzyciem koloidalnego ztota,
wykrywano obecno$¢ chityny w warstwie prokutikuli. Dyski imaginalne pier-
wszej pary skrzydet wycinano ze Srédtutowiowego segmentu larw ostatniego
stadium S. frugiperda w okresie poprzedzajgcym wzrost poziomu endogennego
20-OHE, wystepujacy w potowie tego stadium i wyzwalajgcy program metamor-
fozy w tkankach (Riddiford 1985; Zimowska | wspétaut. 1985).

BIOCHEMICZNE BLOKOWANIE SYNTEZY CHITYNY

Przetestowanie catego szeregu kombinacji czaséw inkubacji i dawek 20-OHE
wykazato, ze pierwszy znaczacy wzrost syntezy chityny wystepuje przy 16-go-
dzinnej ekspozycji na ten hormon (Miko#ajczyk i wspotaut. 1994), cojest zgodne
z wczesniejszymi danymi uzyskanymi w przypadku P. interpunctella (Ferkovich
i wspoétaut. 1980). Uktadem doswiadczalnym, dajacym maksymalng intensyw-
nos¢ zar6wno pobierania [14C1INAGA, jak i jej wbudowywania w chityne, jest
inkubacja dyskow imaginalnych przez 48 godzin z 20-OHE w stezeniu 2 gM.
W przypadku dyskéw imaginalnych S. frugiperda reakcja na dziatanie 20-OHE
jest znacznie lepsza w poréwnaniu z efektem 24-godzinnej stymulacji hormonal-
nej, stosowanej wczesniej w przypadku P. interpunctella (Obertander i wspélaut.
1991), mimo zastosowania jedynie pieciu dyskéw. Odpowiedz ta jest bardzo
stabilna i wzmozona synteza chityny utrzymuje sie przez co najmniej 48 godzin
po zakoriczeniu inkubacji z 20-OHE. Ponadto, zgodnie z wynikami poprzednich
prac (Ferkovich i wspoétaut. 1980), do zainicjowania i utrzymania syntezy
chityny niepotrzebne jest usuniecie 20-HE z ptynu inkubacyjnego, konieczne
wedtug niektérych autoréw (Dutkowski | wspotaut. 1977, Fristrom i wspot-
aut. 1991) do wydzielenia kutikuli charakteryzujacej sie normalng, dobrze wy-
ksztatcong strukturg. Wrecz przeciwnie, w innych seriach doswiadczen wykaza-
no, ze przerwanie ciggtej ekspozycji tkanki na 20-OHE przez odpowiedni czas
powoduje znaczny spadek syntezy chityny (Miko#ajczyk i wspétaut. 1995).

Poréwnujac w tym samym wariancie doswiadczalnym radioaktywnosc¢ pre-
kursora pobranego i zgromadzonego w tkance dyskéw imaginalnych z radio-
aktywnoscig wlgczong w tym samym czasie w tancuchy chitynowe okazuje sie,
ze w wiekszosci przypadkow zaledwie okoto 12%-25% catkowitej ilosci prekur-
sora obecnego w tkance znajduje sie ostatecznie w nowo syntetyzowanej chitynie
(Miko*ajczyk | wspolaut. 1994). Moze to swiadczy¢ o tym, ze komorki nabton-
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kowe szybko akumulujg pokazng ilos¢ prekursora, ktérego pulajest wykorzy-
stywana stopniowo do syntezy chityny. Nie mozna takze wykluczy¢ (mimo
doktadnego ptukania tkanki po inkubacji z prekursorem) udziatu czgsteczek
NAGA obecnych w tkance poza komérkami nabtonkowymi. Charakterystyczne
jest takze to, ze pobieranie [14CINAGAjest stymulowane przez znacznie szerszy
zakres stezen 20-OHE, niz jej wilgczanie w fancuchy chityny (Mikotajczyk
iwspoétaut. 1994). By¢ moze koricowe etapy syntezy chityny: wydzielanie czgste-
czek prekursora przez komérki nabtonkowe i ich polimeryzacja, podlegaja
bardziej precyzyjnej regulacji hormonalnej niz procesy transportu i akumulacji
NAGA w komoérkach.

Wypracowany w pierwszej fazie badarn uklad doswiadczalny stosowano
nastepnie we wszystkich biochemicznych eksperymentach z uzyciem inhibito-
réw (schematy procedur doswiadczalnych sa przedstawione na ryc. 3). Podobnie
jak w pierwszym etapie, punktem wyjscia byty tu eksperymenty przeprowadzone
wczesniej na P. irtter-
punctella (Obertander i
wspotaut.  1991). W
doswiadczeniach na
dyskach imaginalnych
S. frugiperda roéwniez
stwierdzono hamujace
dziatanie wysokich da-
wek DFB i TFB, a takze
CFA na wiaczanie
[4CINAGA. W obe-
cnych badaniach (Mmi-
kotajczyk | wspoOtaut.

1994) posunieto sie

jednak znacznie dalej

w okresleniu dynamiki

i mechanizmu tej inhi-

bicji. Stwierdzono, ze

efekt ten jest taki sam

w odniesieniu do wszy-

stkich trzech testowa-

nych zwigzkow i nie za-

lezy od czasu ich poda-

nia. Inkubacja dyskoéw

imaginalnych z inhibi-

torem przed, w trakcie,

czy po ekspozycji na 20-

OHE jest réwnie skute-

czna, powodujac 94%-

96% redukcje ilosci

wbudowanego radio-

aktywnego prekursoraRyc. 3. Schematyczne przedstawienie procedur doswiadczal-
w poréwnaniu z dyska- nych stosowanych w poszczegélnych etapach badan.

3 — Kosmos



34 Piotr Mikotajczyk

mi kontrolnymi. W kolejnych doswiadczeniach (iyc. 4) okazato sie, ze juz
4-godzinna ekspozycja tkanki na DFB, TFB lub CFA jest wystarczajgca do
zablokowania syntezy chityny, i to nawet w sytuacji, kiedy zwigzki te sg
podawane tuz po wycieciu dyskéw imaginalnych i umieszczeniu ich w plynie
inkubacyjnym (ryc. 3, procedura A), czyli jeszcze przed podaniem 20-OHE
i morfogenetyczng indukcja komorek nablonkowych do produkcji kutikuli.
W przypadku CFA czas ten zostat jeszcze bardziej skrécony i stwierdzono, ze
nawet 15-minutowe dziatanie inhibitorajest zdolne zahamowac¢ w 89% synteze
chityny zastymulowang dopiero péZniej przez podanie 20-OHE i mierzong po 72
godzinach.

Badane zwigzki okazaty sie rownie skuteczne w hamowaniujuz zainicjowanej
i zachodzacej z duza intensywnoscig syntezy chityny, to jest w momencie
podania ich pod koniec optymalnej, 48-godzinnej ekspozycji na 20-HE, jedno-
cze$nie z [1ACINAGA (ryc. 3, procedura B). Niemal identycznie jak w poprzednich
doswiadczeniach (poréwnaj ryc. 4), kazdy z inhibitoréw obecny w ptynie inku-
bacyjnym razem z radioaktywnym prekursorem niezwykle szybko i niemal
catkowicie blokuje wlgczenie reszt NAGA w tworzone tancuchy chityny.

Ten sam ukiad doswiadczalny (ryc. 3, procedura B) zastosowano do zbadania
wplywu roznych stezern CFA, DFB i TFB na synteze chityny (Miko#ajczyk

Ryc. 4. Wplyw 4-godzinnej inkubacji
dyskéw imaginalnych z CFA, DFB
i TFB, podanymi na poczatku hodowli
in vitro, na pobieranie i gromadzenie [A]
radioaktywnej NAGA przez tkanke lub
jej wkaczanie [B] w nowo syntetyzowane
taricuchy chityny (zobacz ryc. 3, proce-
duraA).

Dyski imaginalne bezposrednio po wycieciu
z larw byty umieszczane w ptynie inkuba-
cyjnym w obecnoscijednego z inhibitorow (w
stezeniu 100 pM) na 4 godziny. Dyski kon-
trolne byly inkubowane w obecnosci DMSO,
bedacego rozpuszczalnikiem dla badanych
zwigzkoéw. Inkubacja dyskéw Imaginalnych
z 20-OHE (2 pM) rozpoczeta sie 24 godziny
po ich wycieciu i trwata przez 48 godzin. Pod
koniec Inkubacji zhormonem dodawano 0.5
pCi [14C1INAGA i po 4 godzinach mierzono
llos¢ radioaktywnego prekursora zgroma-
dzonego w tkance lub wtaczonego w tancuchy
chityny. Wyniki przedstawiono w rozpadach
na minute (dpm) wraz z wartosciami odchyle-
nia standardowego (co najmniej 5 powtérzen)
na pie¢ dyskéw imaginalnych inkubowanych
razem w kazdej prébie, (z: Miko#ajczyk i
wspoétaut. 1994).
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i wspotaut. 1994). Stwierdzono, ze w ukitadzie in vitro wszystkie trzy inhibitory
hamujg wigczanie [14CINAGA w podobny, zalezny od dawki sposob (iyc. 5).
Niezgodne jest to z wynikami uzyskanymi w warunkach in vivo (shaaya 1990,
ISHAAYA | wspOtaut. 1987), w Swietle ktdrych CFA i TFB sg znacznie skuteczniegj-
sze od DFB dzieki dtuzszemu utrzymywaniu sie w organizmie owada i wiekszej
odpornosci na fizjologiczne procesy detoksyfikacyjne.

Ryc. 5. Wplyw stezenia CFA, DFB i TFB na hamowanie wiaczania [“C]JNAGA w tan-
cuchy chityny.

Dyski imaginalne inkubowano przez 4 godziny w obecnosci réznych stezen inhibitoréw podanych
pod koniec procedury, jednoczes$nie z radioaktywnym prekursorem (zobacz ryc. 3, procedura B).
Pozostate objasnieniajak w iyc. 4. (zz. Mikotajczyk i wspOtaut. 1994).

Badajac wptyw BPU na pobieranie i akumulacje radioaktywnego prekursora
przez tkanke dyskéw imaginalnych stwierdzono, ze proces ten jest tylko
w ograniczonym stopniu zaktécany przez testowane inhibitory (Mikotajczyk
i wspotaut. 1994). Czesciowag redukcje radioaktywnosci zgromadzonej w tkance
obserwuje sie jedynie w dyskach imaginalnych wystawionych na 4-godzinne
dziatanie DFB i TFB na poczatku procedury, przed podaniem 20-HE (ryc. 4).
Zaden ze zwigzkéw nie jest w stanie zablokowaé pobierania [14CJNAGA w
pozostatych przypadkach. Brak zaleznosci miedzy redukcjg pobierania czaste-
czek prekursora i hamowaniem ich wbudowywania w tancuchy chityny jest
zgodny z wynikami uzyskanymi wczesniej w badaniach na P. interpuncteua
(Obertander i WspOtaut. 1991) i sugeruje, ze w zastosowanym ukiadzie in vitro
mechanizm blokowania syntezy chityny przez BPU nie moze polegaé¢ na zabu-
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rzeniu pobierania i transportu czgsteczek prekursora z ptynu inkubacyjnego do
komoérek docelowych.

ZMIANY HISTOCHEMICZNO-ULTRASTRUKTURALNE POD WPLYWEM CFA

Doswiadczenia histochemiczno-ultrastrukturalne, stanowigce nastepny
etap badan (zimowska i wspotaut. 1994) wykazaty, ze CFA (w dawce zapewnia-
jacej skuteczne hamowanie syntezy chityny w eksperymentach biochemicznych)
selektywnie zaburza tworzenie chityny i produkcje kutikuli poczwarkowej, za-
stymulowane przez 20-OHE. Inne procesy indukowane przez ten hormon, takie
jak rozwo6j morfologiczny dysku imaginalnego, jego ewaginacja, aktywnosc¢
wydzielnicza komdérek nabtonkowych, czy zmiany zachodzgce w substancji
miedzykomoérkowej (Dutkowski | wspotaut. 1977, Fristrom | Liebrich 1986,
Fristrom I Rickotl1 1982, Nardai | wspOtaut. 1985), przebiegajg w sposdb nieza-
ktdécony w obecnosci inhibitora. Obserwowane zaburzenia produkcji i struktury
kutikuli zalezg od czasu trwania ekspozycji tkanki na CFA. Dyski imaginalne
poddane diugiemu, 48-godzinnemu dziataniu CFA podanego réwnoczesnie
z 20-OHE sa catkowicie pozbawione warstwy prokutikuli wyznakowanej lektynag
(WGA), natomiast odktadanie niechitynowej epikutikuli wraz z kutikuling nie
jest zaburzone (rye. 6B). W pewnych rejonach kutikuli, znajdujacej sie
u podstawy dysku imaginalnego, zamiast normalnej warstwy prokutikuli obser-
wuje sie globularne depozyty materiatu o prawdopodobnie biatkowym charakte-
rze, pozbawione znakowania przez WGA. Materiat ten jest wydzielany przez
warstwe nabtonka i odktadany pod warstwa epikutikuli w postaci nieréwno
rozmieszczonych skupisk (ryc. 6C, 6D, 7A).

W innej serii eksperymentéw dyski imaginalne poddano krétkiemu, 30-mi-
nutowemu dziataniu CFA na poczatku procedury, przed podaniem 20-OHE (w
doswiadczeniach biochemicznych zapewnia to bardzo skuteczng inhibicje syn-
tezy chityny). W tych warunkach, w przeciwienstwie do dtugiej ekspozycji tkanki
na CFA, obserwuje sie regularng warstwe utworzonej prokutikuli, ktéra jednak
wciagz jest pozbawiona swojej charakterystycznej lamellarnej struktury (ryc. 7B)
i nie zawiera znakowania WGA, z wyjatkiem cienkiej warstwy tuz nad nabton-
kiem (ryc. 7C, 7D). Znakowanie to nie jest jednak, jak sie okazuje, objawem
przywrécenia normalnego funkcjonowania tkanki po dziataniu inhibitora
i Swiadczy jedynie o obecnosci niespolimeryzowanej NAGA, gdyz przeprowadze-
nie biochemicznego testu w takim samym uktadzie doswiadczalnym wykazuje
w tym czasie catkowity brak syntezy chityny.

Powyzsze wyniki uzyskane w uktadzie in vitro sa zgodne z opisem efektéw
dziatania BPU obserwowanych w wyzej wspomnianych badaniach ultrastruktu-

epikutikull wraz z kutikuling (C) niejest zaktécone przez ten inhibitor. [C, D], W niektérych rejonach
kutikuli dysku imaginalnego inkubowanego w obecnosci CFA obserwuje sie drobne skupiska gestego
elektronowo materiatu (strzatki) o prawdopodobnie biatkowym charakterze, wydzielanego przez
komoérki nabtonkowe (ep). Skupiska tetacza sie w duze masy (G) materiatu pozbawionego znakowania
WGA, nierébwnomiernie odktadanego tuz pod warstwa epikutikuli (E). Substancja miedzykomérkowa
wypetniajaca przestrzenie miedzy nabtonkiem a kutikulg oraz pomiedzy warstwami kutikuli wydzie-
lanymi przez sgsiednie warstwy nabtonka zostata oznaczom odpowiednio jako ccp i ECM. m =
mitochondrium, mv = mlkrokosmki. Skala: odcinki [A] i [BJ = 0,25 gm, odcinki [Cl i [D] =1,0 gm (z:
Zimowska I wspOtaut. 1994).
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Ryc. 6. Ultrastruktura i znakowanie lektyng (WGA) kutikuli wydzielanej przez dyski

imaginalne inkubowane przez 48 godzin jednoczesnie z CFA (10 pM) i 20-OHE (2 pM)

[B, C, D], oraz przez dyski kontrolne, inkubowane w obecnosci DMSO [A], zgodnie
z procedurg C (ryc. 3).

[A], w dyskach kontrolnych WGA dobrze wiaze sie w warstwie prokutikuli (P) zawierajacej chityne,
podczas gdy pozbawiona chityny epikutikula (E) jest pozbawiona znakowania WGA. [B], Dyski
imaginalne poddane dziataniu CFA sa zupeinie pozbawione prokutikuli, natomiast odktadanie
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Ryc. 7. Ultrastruktura i znakowanie WGA kutikuli [A] wydzielanej przez nabtonek dyskow
imaginalnych inkubowanych jednoczesnie z CFA i 20-OHE przez 48 godzin (ryc. 3,
procedura C, porownaj tez ryc. 6), w porownaniu z kutikulg [C, D] wytworzong przez
dyski imaginalne poddane krétkiemu, 30-minutowemu dziataniu CFA (10 gM), a naste-
pnie 24-godzinnemu dziataniu 20-OHE (2 gM), dajgcemu wedtug innych autoréw (o u«-
kowski | wWspOlaut. 1977) dobrze wyksztatcong kutikule o prawidtowej ultrastrukturze
(zobacz ryc. 3, procedura D). Kutikula wydzielana przez nabtonek (ep) dyskoéw kontrol-
nych [B], inkubowane przez 30 min. w obecnosci DMSO (ryc. 3, procedura D) posiada
dobrze wyksztalcong warstwe lamellarnej prokutikuli (P) silnie wyznakowanej WGA,
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ralnych in vivo. Wykazano w nich ponadto, ze skiadniki biatkowe kutikuli sg
wydzielane przez nablonek dyskéw imaginaitnych nawet przy zablokowanej
syntezie chityny przez CFA. Sugerowac to moze, ze sekrecja bialek nie wydaje
sie by¢ w tym przypadku zalezna czy fizjologicznie sprzezona z tworzeniem
tancuchéw chitynowych. Jednakze, jak sie okazuje, dtuga ekspozycja tkanki na
CFA moze wywotywaé zaburzenia wydzielania i/lub dystrybucji biatek kutiku-
larnych. Obecny stan wiedzy o tych procesach nie pozwala, niestety, na stwier-
dzenie, czy CFA wplywa w tym przypadku bezposrednio na mechanizm trans-
portu i/lub sekrecji biatek kutikularnych, czy tez uniemozliwia wiasciwe formo-
wanie sie warstwy prokutikuli przez biatka prawidtowo wydzielane, lecz pozba-
wione chitynowego ,szkieletu”. Mimo, ze badane zwigzki selektywnie blokujag
synteze chityny, to jednak w nielicznych przypadkach wykazano takze ich
hamujacy wplyw na synteze biatka towarzyszgcego chitynie w linii komérek
nabtonkowych uzyskanych z dyskéw imaginalnych (Porcheron i wspélaut.
1991).

JAKI JEST ZATEM MECHANIZM DZIALANIA BADANYCH INHIBITOROW?

Tak wiec, wszystkie trzy zwiazki odznaczaja sie podobna, wysoka skutecz-
noscig w hamowaniu syntezy chityny. Sg one ponadto selektywne w swoim
dziataniu. Wskazujg na to zaréwno doswiadczenia biochemiczne (hamowanie
syntezy chityny przy ograniczonym lub zadnym wptywie na pobieranie i akumu-
lacje w tkance jej prekursora), jak rowniez obserwacje ultrastrukturalne, kiedy
to inne, poza syntezg chityny, procesy zalezne od 20-OHE zachodzg w sposéb
niezaktocony po podaniu CFA. Prowadzi to do przypuszczenia, ze BPU prawdo-
podobnie nie zaktécajg proceséw zwigzanych z odebraniem sygnatu hormonal-
nego i odpowiedzig tkanki na ten sygnat.

Blokowanie wbudowywania znakowanego prekursoraw nowo syntetyzowane
tancuchy chityny nastepuje bardzo szybko. Zgodne jest to z wynikami uzyska-
nymi w warunkach in vivo (peur i wspétaut. 1978) i sugeruje, ze mechanizm
dziatania badanych BPU nie moze polegacjedynie na zaburzaniu wspomnianych
wyzej ogolnofizjologicznych procesow hormonalnych (nieobecnych przeciez
w uktadzie irt vitro), ogélnokomérkowych proceséw transportu, czy tez innych
procesow biochemicznych wymagajacych czasu, jak na przyktad transport
nukleozydow i synteza DNA, czy tez aktywnos¢ enzyméw katalizujgcych reakcje
we wczesnych etapach szlaku biosyntezy chityny. Wrecz przeciwnie, wyniki te
wskazuja, ze badane inhibitory oddziatywuja na jakies miejsca docelowe tatwo
dla nich dostepne i wiaza sie z nimi w sposo6b trwaty i nieodwracalny. Co wiecej,

skladajacej sie z lamelli wewnetrznych (il) i zewnetrznych (ol). W przeciwienstwie do
dtugotrwatego dziatania CFA, efektem krétkiej inkubacji z inhibitoremjest wyksztatcenie
sie warstwy prokutikuli [C, D], ktéra jednak wciaz nie zawiera chityny i nie znakuje sie
przy uzyciu WGA. W dyskach takich obserwowaé mozna ,,odtwarzajacego sie” znakowania
lektynag (R) w wewnetrznych warstwach prokutikuli, lezacych bezposrednio nad nabton-
kiem (ep), wynikajacego prawdopodobnie z obecnosci NAGA niespolimeiyzowanej
w tancuchy chitynowe [C, DJ. m — mitochondrium, pc — kanat (,por”) w kutikuli.
Skala, wszystkie odcinki — 18m (Z zimowska 1 WSpOlaut. 1994).
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te struktury czy tez czasteczki najprawdopodobniej istniejga w komoérkach na-
btonkowych zanim nastgpi ich morfogenetyczna indukcja przez 20-OHE, na co
wskazuje fakt skutecznego hamowania syntezy chityny przez inhibitory zasto-
sowane przed podaniem tego hormonu. Natychmiastowos¢ efektu wywieranego
przez BPU moze sugerowaé zaangazowanie btony cytoplazmatycznej i umiejsco-
wionych w niej enzymow i/tub przenosnikéw kierujgcych ostatnimi etapami
transportu na zewnatrz komorki i polimeryzacji czasteczek prekursora. Za
hipotezg ta przemawiajg doniesienia o nagromadzeniu UDP-NAGA w komorkach
traktowanych BPU (van Eck 1979). Stwierdzono réwniez wystepowanie w tych
komadrkach znacznej liczby pecherzykéwwydzielniczych (Retnakaran iwspotaut.
1989). Swiadczytoby to. zdaniem tych autoréw, o zablokowaniu wydzielania
prekursora na zewnatrz komérek spowodowane prawdopodobnie zanikiem mi-
krokosmkow pod wptywem wysokich dawek DFB. W niniejszej pracy nie zaob-
serwowano jednak tego rodzaju cytotoksycznych efektow CFA na komorki
dyskéw imaginalnych. Przy zahamowanej produkcji chityny mikrokosmki sg
normalnie rozwiniete, a obraz proceséw endocytozy i egzocytozy réwniez nie
odbiega od obrazu charakterycznego dla dyskéw kontrolnych (zimowska i wspét-
aut. 1994).

Trudno w obecnym stanie wiedzy pokusi¢ sie o wskazanie konkretnych
struktur czy czasteczek bedacych bezposrednim celem dziatania badanych
inhibitoréw. Wynika to w gtéwnej mierze z faktu, ze jak wspomniano, wcigz jest
stabo poznany mechanizm ostatniego etapu tworzenia chityny, to znaczy trans-
portu jej prekursoréw (lub catych tancuchéw) przez blone cytoplazmatyczna na
zewnatrz komoérki i formowania sie widkien biatkowo-chitynowych. Wydaje sie,
Ze wczeshe etapy biosyntezy chityny, zachodzace w cytoplazmie i prowadzace do
wytworzenia UDP-NAGA, wspélne sa dla owadoéw, innych stawonogow i grzybow,
réznice wystepuja natomiast w ostatnim stadium, czyli transporcie i polimery-
zacji reszt cukrowych budujgcych czasteczki chityny.

Jedna z mozliwosci (Horst | wspoOtaut. 1993) jest taka, ze proces polimery-
zacji NAGA w chityne u stawonogéw jest podobny do szlaku biosyntezy btono-
wych glikoprotein lub innych wielkoczgsteczkowych elementéw substancji mie-
dzykomorkowej u wiekszosci zwierzat. Polega on na obfitej glikozylacji (dotacza-
niu reszt cukrowych lub oligosacharydéw) peptydéw transportowanych do
Swiatta retikulum endoplazmatycznego, a nastepnie do cystern aparatu Golgie-
go, przed ich wydzieleniem na zewngtrz komorki, na drodze egzocytozy.
W pierwszej fazie dochodzitoby wiec do taczenia sie czgsteczek UDP-NAGA
z dolichylofosforanem, lipidem prenylowym petnigcym role btonowego przenos-
nika reszt cukrowych. Powstaty produkt, dolichylodifosfo-NAGA, ktdrego obe-
cnos¢ wykryto w komérkach nabtonkowych syntetyzujacych chityne (kramer
i Koga 1986, Mitsui 1988) bratby udziat w glikozylacji krotkiego peptydu
w Swietle retikulum endoplazmatycznego. Dalszy ciag glikozylacji, czyli dola-
czanie kolejnych reszt NAGA i tworzenie ditugich tancuchéw chityny, bytby
katalizowany przez syntetaze chityny zlokalizowang w btonach pecherzykéow
aparatu Golgiego. W koncu, gotowe widkna chitynowe bytyby wydzielane na
zewnatrz komorki dzieki egzocytozie.

Retnakaran I MacDonatd (1988) takze postulujg, ze wstepne etapy biosyn-
tezy chityny odbywajg sie w cytoplazmie. Jednakze, wedlug tych autoréw,
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wytworzone krotkie oligosachaiydy, ztozone z reszt NAGA, sg transportowane
przy udziale dolichylofosforanu bezposrednio na zewnatrz komorek, gdzie wigza
sie zjednoczesnie wydzielanym biatkiem akceptorowym i tam dopiero nastepuje
konicowa faza tworzenia dtugich tancuchoéw chitynowych, prawdopodobnie przez
dotgczanie do tych oligosacharydow (petniacych role ,primera”) kolejnych reszt
cukrowych przez syntetaze chityny zlokalizowang w btonie mikrokosmkow.

Waznym enzymem w obu powyzszych modelach jest, jak sie wydaje, N-
acetyloglukozaminotransferaza, ktorej substratem jest UDP-NAGA i ktora kata-
lizuje reakcje tworzenia oligosacharydow dolichylodifosfo-NAGA (Horst i
wspotaut. 1993, Kramer | Koga 1986). Blokada tego enzymu przez BPU takze
jest jednym z proponowanych mechanizmoéw dziatania tych zwigzkéw (Mayer
i wspotaut. 1981).

Oproécz czasteczek ,primera” w centrum aktywnym syntetazy chityny powin-
ny sie takze znalez¢ czasteczki UDP-NAGA. Blokowanie ich transportu przez
btone cytoplazmatyczng z wnetrza komorek do rejonéw polimeryzacji na szczy-
tach mikrokosmkéw przez DFB postuluja Mitsui | wspétautorzy (1984, 1988).
Wedtug nich czgsteczki syntetazy chityny majg swoje centra aktywne skierowane
na zewnatrz komoérki. Swoj wniosek oparli na fakcie, ze DFB nie byt w stanie
zablokowaé polimeryzacji reszt NAGA i powstawania chityny, jesli UDP-NAGA
zostata podana bezposrednio na apikalng powierzchnie nabtonka w preparacie
jelita srodkowego motyla Mamestra brassicae.

Jeszcze inny postulowany schemat syntezy chityny zakitada, ze biosynteza
tancuchéw chityny z wykorzystaniem UDP-NAGA odbywa sie wewnagtrz komorki
i jest katalizowana bezposrednio przez syntetaze chityny bez udziatu zwigzkéw
posrednich (Conen 1987). Wedtug tej hipotezy centra aktywne czasteczek syn-
tetazy chityny znajduja sie od strony cytozolu. Nowo zsyntetyzowane tancuchy
chityny sa transportowane w blizej nie znany sposob na zewnatrz komorki, by
tam potaczy¢ sie z wydzielanymi réwnolegle biatkami kutikularnymi. Stabym
punktem tego modelu jest fakt, ze wspomniang orientacje czgsteczek syntetazy
chityny wykryto w komoérkach drozdzy, a nie owaddw (Cabib i Roberts 1982).
Podobny jest on wiec do postulowanego mechanizmu biosyntezy celulozy przez
syntetaze celulozy w komorkach roslinnych i wydaje sie odzwierciedla¢ raczej
proces syntezy chityny u grzybow, cho¢ nie wyklucza sie catkowicie istnienia
u owaddéw dwdch niezaleznych drég biosyntezy taricuchéw chitynowych.

Duza cze$¢ obecnej wiedzy o syntetazie chityny (np. jej kinetyka, synteza
w postaci nieaktywnego zymogenu, czy tez wrazliwos¢ na poszczegélne inhibi-
toiy) pochodzi z badan przeprowadzonych na grzybach. Wiele kwestii dotycza-
cych biosyntezy chityny u owaddéw czeka na ostateczne rozstrzygniecie. Wyniki
niniejszej pracy sugerujgw kazdym razie, ze wspomniane wyzej ,,ptytki btonowe”,
umiejscowione na kornicach mikrokosmkéw komoérek nabtonkowych owadoéw,
w skiad ktérych wchodzg prawdopodobnie kompleksy enzymatyczne syntetazy
chityny, nie sg miejscem oddziatywania badanych inhibitoréw. Po pierwsze,
podanie CFA jest skuteczne zanim ekspozycja na 20-HE stymuluje powstanie
tych struktur. Po drugie, inne przejawy aktywnosci ptytek btonowych (synteza
epikutikuli wraz z kutikulina) nie sg zaktécane przez ten zwigzek.
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PODSUMOWANIE

W podsumowaniu wynikéw przeprowadzonych badan stwierdzi¢ mozna, ze:

1 Dyski imaginalne skrzydet Spodoptera Jrugiperda sa bardzo dogodnym
obiektem do badan proceséw tworzenia kutikuli, a takze ich hormonalnej
regulacji i mozliwosci oddziatywania czynnikami chemicznymi w warunkach in
vitro. Decyduje o tym tatwos¢ pozyskania tkanki, jej duza wrazliwos¢ na stymu-
lacje hormonalng, a takze intensywna synteza chityny i produkcja kutikuli.
Uktad ten moze znalezé szerokie zastosowanie w badaniach podstawowych,
dotyczacych, na przykiad, regulacji proceséw morfogenezy, jak tez w naukach
stosowanych, przy testowaniu nowych insektycydéw oraz calej gamy innych
zwigzkow chemicznych, zdolnych oddziatywaé na aktywne komorki nabtonkowe.

2. Wszystkie trzy badane inhibitory: chlorfluazuron (CFA), diflubenzuron
(DFB) i teflubenzuron (TFB), odznaczajg sie podobng, wysoka skutecznosciag
w blokowaniu syntezy chityny in vitro. Efekt tenjest zalezny od dawki, nie zalezy
natomiast od momentu podania inhibitora.

3. Dziatanie badanych zwigzkdw jest natychmiastowe i nie moze by¢ odwré-
cone przez ich usuniecie z ptynu inkubacyjnego. Sugeruje to trwate wigzanie sie
czgsteczek inhibitora w tkance docelowej.

4. CFA nie tylko hamuje synteze chityny, lecz takze zaktéca odkiadanie
biatkowych elementéw wytwarzanej prokutikuli, co prowadzi do powaznego
zaburzeniajej struktury.

5. Uzyskane wyniki sugeruja, ze mechanizm dziatania badanych inhibitoréw
polega na selektywnym zakidcaniu proceséw zwigzanych z ostatnimi etapami
syntezy chityny i produkcji kutikuli:

— transportem czgsteczek prekursora przez btone cytoplazmatyczng komo-
rek nabtonkowych i/lub

— ich ostateczng polimeryzacja w taricuchy chityny.

Przedstawione badania dostarczajg zatem wielu nowych danych na temat
proceséw syntezy chityny i produkcji kutikuli w dyskach imaginalnych oraz
sposobu dziatania pochodnych benzoilofenylomocznika. Potwierdzajg one, ze
zwiazki te sg istotnie niezwykle obiecujgcym narzedziem w zwalczaniu szkodni-
kéw owadzich, w tym SpodopteraJrugiperda ze wzgledu na swojg selektywnosé
i skutecznos¢ dziatania. Sposréd kilku hipotez dotyczacych mechanizmu dzia-
tania BPU przedstawione wyniki dostarczajg nowych przestanek na poparcie
jednej z nich, tojest hipotezy o zaktécaniu koricowych proceséw transportu przez
blone cytoplazmatyczng i/lub polimeryzacji czasteczek prekursora chityny.
Mimo intensywnych badan problemy te sgwcigz dalekie od rozwigzania. W chwili
obecnej mozna by na podstawie niniejszej pracy i doniesien literaturowych
powiedzie¢, ze wiecej wiadomo o tym, czego inhibitory te nie robia, niz o tym, co
robig. Wydaje sie jednak, ze metoda eliminacji poszczegélnych mozliwosci jest
réwniez uprawniong metoda badania naukowego.

Bardzo serdecznie dziekuje moim wspotpracownikom z laboratorium United
States Department of Agriculture-Agricultural Research Service w Gainesville,
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EFFECT OF CHITIN SYNTHESIS ON CUTICLE PRODUCTION
IN VITRO IN WING IMAGINAL DISCS OF SPODOPTERA FRUGIPERDA
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE} LARVAE

Summary

Chitin is a major supportive component in insect cuticles. Because of its critical importance to
insect survival and its absence in plants and vertebrates it is regarded as a good target for selective
pesticide action.

The effects of three benzoylphenyl urea chitin synthesis inhibitors, chlorfluazuron (CFA),
diilubenzuron (DFB), and teflubenzuron (TFB) on 20-hydroxyecdysone (20-OHE)-stimulated chitin
production were studied in vitro in wing imaginal discs from the last instar larvae of Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera), a major agricultural pest. Chitin synthesis was quantitatively measured as
uptake and incorporation of [14C]N-acetyl-D-glucosamine ([14CIJNAGA).

All three inhibitors blocked 20-OHE-dependent [L4CINAGA incorporation intochitin by the wing
imaginal discs in a similar, dose-dependent manner. Their potency was not affected by the time of
their application, i.e. exposures before, during, or after 20-OHE treatment were equally effective in
blocking chitin synthesis. The inhibition was rapid and could not be removing an inhibitor from the
culture medium. This may indicate immediate and irreversible binding of the inhibitor molecules in
the imaginal disc epithelial cells. However, while all three compounds inhibited [14C)NAGA incor-
poration, only DFB and TFB in some cases reduced but did not block the uptake of [L4CINAGA by
the issue.

Also, ultrastructural effects of CFA on 20-OHE-stimulated cuticle secretion by the wing imaginal
discs were studied using electron microscopy and chitin labelling with Wheat Germ Agglutinin-gold
(WGA). Treatment with CFA in two types of structural response depending on the duration of the
exposure of the wing discs to the inhibitor: 1) total absence of chitin in procuticle with disrupted
architecture (long inhibitor treatment), and 2) formation of procuticle which was WGA-positive but
lacked its usual lamellar structure and did not contain polymerised chitin (shortinhibitor treatment).

These results suggest that the site of inhibition may reside in the transport of NAGA to the
surface of the epithelium and/or final assemblage of MASA molecules into chitin.
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