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UKLAD ODPORNOSCIOWY OWADOW W OBRONIE INTEGRALNOSCI
ORGANIZMU

WSTEP

Sprawnie dzialajace mechanizmy obron-
ne owadoéw w znacznym stopniu przyczynity
sie do ich ewolucyjnego sukcesu (CYTRYNSKA
i wspolaut. 2016). Ta gromada zwierzat za-
siedla bowiem wszystkie ladowe nisze ekolo-
giczne. Odpornos¢ owadéw moze byé modu-
lowana przez czynniki zaréwno abiotyczne,
jak i biotyczne. Do tych pierwszych mozna
zaliczy¢ zmiany temperatury otoczenia, wil-
gotnosci, dostepno$é pozywienia. Zmiany te
moga zachodzi¢ réwnolegle z przebiegaja-
ca infekcja lub poprzedzaé¢ ja. Zaré6wno w
pierwszym, jak i w drugim przypadku do-
Swiadczenie stresu moze mie¢ wplyw na
przebieg odpowiedzi immunologicznej owada.
Czynniki biotyczne, to przede wszystkim za-
grozenie ze strony organizméw patogennych.
Okazuje sie, ze mimo braku mechanizméow
odpornosci nabytej, przebyta infekcja moze
odciska¢ pietno na mechanizmach odpor-
noSciowych owada w trakcie ponownego
zakazenia. Wszystko to sklada sie na tzw.
plastycznos¢ odpowiedzi immunologiczne;j
(CHAMBERS i SCHNEIDER 2012). Warto wspo-
mnie¢, ze mechanizmy odpornosciowe owa-
dow sa przedmiotem zainteresowania nie
tylko biologow, ale takze medykow. Ich me-
chanizmy odpornosci zawieraja bowiem wie-
le wspolnych cech z odpornoscia wrodzona
czlowieka, a brak ,zaklocenia” odpornoscig
nabyta umozliwia badanie wrodzonych me-
chanizmow w czystej postaci.

GALLERIA MELLONELLA JAKO OWADZI
ORGANIZM MODELOWY

Barciak wigkszy (Galleria mellonella), na-
zywany rowniez molem woskowym, to mo-
tyl z rodziny omacnicowatych. Jego wyste-
powanie jest Scisle skorelowane z wystepo-
waniem pszczoly miodnej. Kolonizuje stabe
rodziny pszczele, chociaz czeSciej zasiedla
plastry woszczyny skladowane do przetopie-
nia na wosk, co okresla sie mianem galle-
riozy. Osobniki doroste maja dlugosé¢ okoto
12-20 mm i kolor brunatnoszary. Nie pobie-
raja pokarmu i zyja krotko, okoto 14 dni,
bowiem ich zadaniem jest jedynie kopulacja
i zlozenie przez samice jaj (KWADHA i wspol-
aut. 2017). Jaja skladane sa w szczelinach
ula lub bezposrednio w plastrach wosku.
Wylegaja sie z nich larwy, ktére zerujac na
woszczynie 1 niszczac plastry z czerwiem,
w warunkach optymalnych przechodzg 7
stadiow wylinkowych. Maja one zdolnosc
do trawienia wosku w przewodzie pokarmo-
wym, przy udziale symbiotycznych bakterii.
Co ciekawe, w biezacym roku opisano zdol-
nos¢ gasienic barciaka do trawienia poliety-
lenu (BOMBELLI i wspélaut. 2017). Gasieni-
ce barciaka sg powszechnie wykorzystywane
jako pokarm w terrarystyce. Ostatnie sta-
dium larwalne osiagaja po kilku tygodniach,
a tempo wzrostu zalezy od warunkow, glow-
nie temperatury. Larwy z konca ostatniego
stadium, majace okolo 2 cm dlugosci, za-
przestaja zerowania, przemieszczaja sie poza
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Ryc. 1.
mellonella (fot. Marek Kucharczyk).

Morfologia barciaka wigckszego Galleria

woszczyne i, po wytworzeniu jedwabnego
oprzedu, przechodza w stadium poczwarki,
ktore trwa 1-2 tygodnie. Po przeobrazeniu,
na Swiat wydostaja sie imagines, prowadza-
ce nocny tryb zycia (SCHMOLZ i LAMPRECHT
2004, RAMARAO i wspotaut. 2012). Morfologie
G. mellonella przedstawia Ryc. 1.

Larwy barciaka wigekszego z powodzeniem
stosowane sa w badaniach dotyczacych me-
chanizmoéw odpornosci wrodzonej. Galleria
mellonella ma bowiem wszystkie zalety or-
ganizmu modelowego. Nalezg do nich m.in.:
(i) powszechnos¢ wystepowania — jest to ga-
tunek kosmopolityczny, (ii) stosunkowo duzy
rozmiar gasienic (okolo 2 cm), dzieki czemu
mozliwa jest iniekcja do hemocelu precyzyj-
nej liczby mikroorganizméw, a takze izolacja
hemolimfy oraz preparatyka poszczegolnych
organdow, (iii) relatywnie niski koszt hodowli,
(iv) krotki cykl zyciowy, umozliwiajacy uzy-
skanie wynikéw w krotkim czasie, (v) dzieki
mozliwosci prowadzenia hodowli w tempe-
raturze zblizonej do temperatury ludzkiego
ciala, mozna bada¢ wirulencje patogenéw
ludzkich (CHAMPION i wspoétaut. 2016).

UKLAD ODPORNOSCIOWY OWADOW

Ze wzgledu na podobienstwo mechani-
zm6éw obronnych owadéw i ssakéw, uktad
odpornosciowy tych pierwszych nazywa-
ny jest w literaturze naukowej ,korzeniami
ludzkiej odpornosci wrodzonej” (VILMOS i Ku-
RUCZ 1998). Na obrone tej gromady zwierzat
skladaja sie: (i) bariery anatomiczno-fizjolo-
giczne, (ii) mechanizmy odpowiedzi komor-
kowej, angazujace upostaciowane skladniki
hemolimfy, oraz (iii mechanizmy odpowiedzi
humoralnej, czyli wykorzystujace rozpusz-
czalne czasteczki o funkcjach obronnych.

W zapobieganiu zakazeniom istotna role
odgrywa okrywa ciata. Stanowi ja wysyco-
ny chityna integument, zbudowany z jedno-
warstwowego nabtonka, zawierajacego woski,
kwasy tluszczowe i sterole. Ponadto, tchawki
oraz jelito przednie i tylne, takze wysScielo-
ne sa chityna (MOUSSIAN 2010). Z kolei jeli-
to srodkowe, wysScielone jest blona perytro-
ficzna, za$§ wysokie pH tresci pokarmowej,
obecnos¢ enzymoéw proteolitycznych, bakterii
wspomagajacych procesy trawienne, stanowi
niekorzystne sSrodowisko dla niepozadanych
mikroorganizmow. Przerwanie integralnosci
barier przeciwzakaznych zakloca homeosta-
ze owadow. Z jednej strony, powoduje utrate
plynéw fizjologicznych czy wyciek tresci jeli-
ta, zas§ z drugiej, stanowi tzw. wrota zaka-
zenia. Aby zraniony organizm przezyl, nie-
zbedne jest wiec zagojenie powstalej rany i
uruchomienie mechanizméw obronnych.

Gojenie ran jest procesem angazujacym
zaréowno komoérkowe, jak i humoralne me-
chanizmy odpornosciowe. Nieznane sa szcze-
goly tego procesu u owadow. Wiadomo na-
tomiast, ze jest on wywolywany przez co
najmniej dwa, powiazane ze soba czynniki.
Pierwszy z nich to kontakt hemolimfy z tle-
nem atmosferycznym, zas drugi to powstanie
tzw. sygnalu uszkodzenia. W wyniku mecha-
nicznego uszkodzenia komoérek nablonka na
zewnatrz wydostaja sie np. kwasy nukleino-
we czy biatka szoku cieplnego. Jest to sy-
gnat informujacy o mechanicznym uszkodze-
niu tkanek. Jego gradientowe rozprzestrze-
nienie wokoét miejsca zranienia, wspomagane
przez mechanizmy rozpoznajace obecnosé
mikroorganizmow, powoduje naciek hemocy-
tow. Hemocyty wyrzucaja zawartoS¢ granul
oraz tworzg tzw. mikroczasteczki, ktore wy-
kazujg odwrécona polarnosé, tzn. wewnetrz-
na, ujemnie naladowana warstwa lipidow
znajduje sie w nich na zewnatrz. Lipidy te
sa rozpoznawane przez receptory, np. Cro-
quemort u Drosophila lub inne podobne do
CD36+ kregowcow, znajdujace sie na po-
wierzchni hemocytéw. Hemocyty moga uwal-
nia¢ zwiazki bedace atraktantami dla pozo-
stalych komoérek i tzw. koagulanty komor-
kowe. W hemolimfie za$§ znajduja sie tzw.
koagulanty humoralne. Koagulanty to zwiaz-
ki, ktéore po przeksztalceniu enzymatycznym
tworza nierozpuszczalny zel. U owadéw ko-
agulantami humoralnymi moga by¢ m.in.
lipoforyny. Z granul, badz uszkodzonych
komoérek uwalniany jest nastepnie enzym,
transglutaminaza, ktora katalizuje prze-
ksztalcenie koagulantow w nierozpuszczalng
sie¢ biatek, co prowadzi do powstania tzw.
skrzepu miekkiego, zamykajacego rane (THE-
OPOLD i wspélaut. 2002, HAINE i wspélaut.
2007). Jednoczesnie, zranienie, potegowane
przez wykrycie obecnosci mikroorganizmoéw,
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aktywuje uktad oksydazy fenolowej, prowa-
dzac do syntezy i odkladania melaniny w
powstatym skrzepie. Tworzy sie tzw. skrzep
twardy, ktory zabezpiecza rane do czasu od-
tworzenia ciaglosci oskoérka (LI i wspoétaut.
2002).

Po sforsowaniu barier anatomiczno-fi-
zjologicznych, obecnos¢ mikroorganizmow
jest rozpoznawana przez uklad odporno-
Sciowy gospodarza. Obecnosé¢ skladnikow
Scian komorkowych, jak peptydoglikan typu
lizynowego — u wiekszosci bakterii Gram-
-dodatnich, lub typu diaminopimelinowego
— u bakterii Gram-ujemnych, oraz p-glukan
Scian komoérkowych grzybow, to tzw. wzor-
ce molekularne zwiazane z patogenem (ang.
pathogen-associated  molecular  patterns,
PAMPs). Rozpoznawane one sa przez czast-
ki okreslane jako PRRs (ang. pattern reco-
gnition receptors), do ktorych naleza miedzy
innymi biatka rozpoznajace peptydoglikan
(ang. peptidoglycan recognising proteins,
PGRP) oraz B-GBP (ang. B-glucan binding
proteins) rozpoznajace f-glukan (WERNER i
wspoélaut. 2000, ROYET 2004). W hemolimfie
znajduja sie rowniez bialka zwane opsoni-
nami, ktore wiaza sie do mikroorganizmow,
ulatwiajac ich fagocytoze.

Pierwsza linia obrony, ktéra jest uru-
chamiana natychmiast po wniknieciu pa-
togennego mikroorganizmu, jest odpowiedz
komorkowa. Obecnosc¢ ciala obcego jest roz-
poznawana przez opsoniny lub bezposrednio
przez receptory na powierzchni hemocytow.
U barciaka wiekszego jest 5 rodzajéw hemo-
cytow: prohemocyty, plazmatocyty, granulo-
cyty, sferulocyty i enocytoidy (WoJDA 2017a).
Plazmatocyty i granulocyty sa komoérkami
adherentnymi, tzn. majacymi zdolnos¢ do
oplaszczania ciat obcych. Eliminuja one mi-
kroorganizmy droga fagocytozy. Sferulocyty
transportuja skladniki do budowy kutikuli,
za$ enocytoidy zawieraja prekursor oksydazy
fenolowej, o ktorym bedzie mowa w dalszej
czeSci niniejszego artykutlu. W przypadku,
gdy do organizmu dostana sie¢ duze skupi-
ska bakterii, co uniemozliwia ich elimina-
cje przez poszczegbdlne komorki hemolimfy,
zamykane one sg w strukturach zwanych
nodulami, zlozonymi z wielu hemocytow. Z
kolei, duze ciala obce, jak np. jaja pasozy-
tow, zamykane sa w tzw. kapsulach (LAVINE
i STRAND 2002). Czasami, na powierzchni ta-
kich struktur odkladana jest melanina. Ta-
kie ,zorganizowane” dziatanie wielu hemocy-
tow izoluje intruza i uniemozliwia jego roz-
woj lub namnazanie w ciele owada. Bakterie
czy jaja pasozytow moga by¢ tam zabijane
na skutek braku doplywu tlenu lub/i wy-
dzielania toksycznych zwigzkow, jak wolne
rodniki, powstajace w procesie syntezy me-
laniny (BUCZEK i wspoétaut. 2000, LAVINE i

STRAND 2002). Odpowiedz komoérkowa, anga-
zujaca upostaciowane skladniki hemolimfy,
hemocyty, wspomagana jest przez mecha-
nizmy humoralne. Biora w nich udzial roz-
puszczalne zwigzki posiadajace bezposred-
nio aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa lub
posiadajace funkcje regulacyjne. Wiekszos¢
z nich syntetyzowana jest dopiero po roz-
poznaniu infekcji (BROWN i wspoétaut. 2009,
VOGEL i wspoétaut. 2011). W jej wyniku do-
chodzi do aktywacji szlakéw przekazywania
sygnaléow komorkowych. Szlaki aktywuja-
ce ekspresje genow peptydoéw odpornoscio-
wych, glownie Toll i Imd, aktywowane sa
odpowiednio przez bakterie Gram-dodatnie i
grzyby oraz bakterie Gram-ujemne. Mimo ze
owady i ssaki sa ewolucyjnie bardzo odlegte,
sktadniki obydwu wymienionych szlakéw
wykazuja wysoka homologie ze skladnikami
szlakéow TLR i TNF u ludzi. Owadzie szla-
ki Toll i Imd regulujg aktywnosc¢ czynnikéw
transkrypcyjnych, odpowiednio Dif (szlak
Toll) i Relish (szlak Imd), ktére sa homolo-
gami ludzkiego czynnika transkrypcyjnego
NF-kB (STOKES i wspétaut. 2015). W wyni-
ku ich aktywacji syntetyzowany jest caly
arsenatl tzw. peptydow odpornosciowych.
Glownym zrédlem peptydow przeciwdrobno-
ustrojowych w hemolimfie owadéw jest tzw.
cialo tluszczowe, ktore czesto okreslane jest
jako analog watroby kregowcéw. Peptydy od-
pornosciowe, syntetyzowane w odpowiedzi
na zakazenie, sa wydzielane do hemolimf{y,
zwalczajac niepozadane mikroorganizmy i
przywracajac homeostaze (DE GREGORIO i
wspoétaut. 2002, VOGEL i wspélaut. 2011).
Mechanizm ich dzialania polega na perfo-
racji bton komorkowych mikroorganizmoéw,
cho¢ niektére z nich moga dostawac sie do
wnetrza komorek i zaklocaé ich metabolizm.
Peptydom odpornosciowym poswiecony jest
inny artykul w tym zeszycie KOSMOSU, do
ktorego Czytelnik jest odsylany (patrz ZDy-
BICKA-BARABAS i wspoélaut.). Schemat akty-
wacji mechanizméw odpornosciowych i two-
rzenia skrzepu przedstawia Ryc. 2.
Elementem odpowiedzi humoralnej owa-
dow jest takze uklad oksydazy fenolowe;.
Oksydaza fenolowa syntetyzowana jest w po-
staci nieaktywnej profenolooksydazy (PPO),
ktora u Lepidoptera znajduje sie w enocyto-
idach, skad, po rozpoznaniu zakazenia, jest
uwalniana w wyniku rozpadu komoérek. Ule-
ga tam aktywacji poprzez ograniczona pro-
teolize, ktora jest skutkiem kaskadowej ak-
tywacji enzymow proteolitycznych. Aktywna
oksydaza fenolowa jest glikoproteina, zawie-
rajaca miedz w centrum aktywnym czastecz-
ki. Katalizuje ona przeksztalcenie tyrozyny
do dihydroksyfenyloalaniny (DOPA) oraz utle-
nianie orto-difenoli do chinonow, a nastep-
nie do melaniny (KANOST i GORMAN 2008).
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A. Aktywacja odpowiedzi immunologicznej

B. Tworzenie skrzepu
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Ryc. 2. Uproszczony model aktywacji ukladu odpornosciowego owadoéw i tworzenia skrzepu po zakaze-
niu spowodowanym uszkodzeniem powtlok ciata.

W celu zachowania przejrzystosci obydwa mechanizmy przedstawiono oddzielnie. (A) Zraniony oskoérek stanowi tzw.
wrota zakazenia przez ktore mikroorganizmy dostaja si¢ do wnetrza ciala owada (1). Obecno§¢ mikroorganizmow,
a doktadnie ich wzorcow molekularnych (PAMPs) jest rozpoznawana i aktywowane sa mechanizmy obronne. Mikro-
organizmy sa fagocytowane przez hemocyty (2). Rownolegle ma miejsce kaskadowa aktywacja proteaz, prowadzaca
do przeksztalcenia Prospétzle w cytokine Spatzle (3) oraz rozpoznawanie peptydoglikanu bakteryjnego przez biatka
PGRP, np. PGRP-LC, prowadzace odpowiednio do aktywacji szlakow, Toll i Imd (4). W jej wyniku ma miejsce trans-
krypcja genoéw (5), a nastepnie translacja, czyli synteza peptydéw odpornosciowych (6), ktore wydzielane do hemo-
limfy niszcza obecne komérki intruza (7). (B) Uszkodzenie nabtonka powoduje uwolnienie tzw. sygnatu uszkodzenia,
tj, czastek, rozmieszczonych gradientowo, przyciagajacych hemocyty do miejsca zranienia (oznaczony jako gradient
natezenia koloru). Hemocyty degranuluja, uwalniajac koagulogeny komoérkowe (1). Transglutaminaza, dla ktérej sub-
stratami sg koagulogeny komorkowe i humoralne katalizuje sieciowanie biatek, prowadzac do powstania tzw. skrze-
pu miekkiego (2), w ktorym unieruchomiane moga by¢ mikroorganizmy. Jednoczesnie z hemocytéw uwalniany jest
uktad profenoloksydazy (PPO). Proenzym ulega aktywacji proteolitycznej, prowadzac do powstania aktywnej oksydazy
fenolowej (PO). Syntetyzowana jest melanina, ktora jest odkladana w powstalym skrzepie utwardzajac go (3).

Melanina odkladana na powierzchni patoge-
nu powoduje jego izolacje, co utrudnia jego
namnazanie sie. Ponadto, melanina wzmac-
nia efektywnosé¢ innych skladnikéw hemo-
limfy o dzialaniu odpornosciowym, zas$ pro-
dukty posrednie w syntezie tego barwnika,
takie jak: DOPA, chinony i wolne rodniki, ze
wzgledu na ich wysoka toksycznosé, przy-
czyniajg sie do eliminacji patogenu. Z tego
tez wzgledu proces ten jest Scisle kontrolo-
wany przez inhibitory proteaz serynowych,
serpiny, aby zapobiec nadmiernej produkcji
zwiazkow toksycznych, ktore uszkodzityby
tkanki owada. Jak wczesniej wspomniano,
proces melanizacji towarzyszy komorkowym
reakcjom odpornosciowym, w ktorych cia-
ta obce sa unieruchamiane w nodulach czy
kapsutach, zas zwiazki wytwarzane w szlaku
syntezy melaniny dzialaja toksycznie na za-

mkniete wewnatrz takiej struktury mikroor-
ganizmy (KANOST i GORMAN 2008). Ponadto,
melanizacja kutikuli, czyli zewnetrznej okry-
wy ciala, powoduje jej sklerotyzacje i tward-
nienie, zwiekszajac stopien ochrony przed
niekorzystnymi czynnikami S$rodowiska ze-
wnetrznego. Wykazano, ze tzw. ciemniejsza
odmiana barciaka wiekszego, ktorej kutiku-
la zmelanizowana jest w wiekszym stopniu,
jest bardziej odporna na zakazenie grzybem
entomopatogennym Beauveria bassiana (DU-
BOVSKIY i wspoétaut. 2013a).

PLASTYCZNOSC REAKCJI
ODPORNOSCIOWYCH OWADOW

Przebieg reakcji majacych za zadanie
przywroci¢é homeostaze organizmu zalezy
od wielu czynnikéw. Reakcje obronne, po-
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mimo ze obejmuja jedynie mechanizmy od-
pornosci wrodzonej, cechuje plastycznosc.
Uprzednie doswiadczenie stresu moze w
istotny sposob wplywaé¢ na reakcje od-
pornosciowe w przebiegu nastepujacego
po nim zakazenia (CHAMBERS i SCHNEIDER
2012). Jednoczesnie, zakazone organizmy
moga rownolegle doswiadczac¢ stresu abio-
tycznego, jak np. zmiany temperatury oto-
czenia (WoJpaA 2017a). Jednym z glownych
abiotycznych czynnikéw wplywajacych na
odpornos¢ owadow sa zmiany temperatury
Srodowiska zewnetrznego.

TEMPERATURA JAKO ABIOTYCZNY CZYNNIK
MODULUJACY ODPORNOSC
GALLERIA MELLONELLA

Wykazano, ze przetrzymywanie immuni-
zowanych mikroorganizmami niepatogenny-
mi larw G. mellonella w podwyzszonej tem-
peraturze, skutkowalo zwiekszeniem aktyw-
nosci odpornosciowej hemolimfy, skorelowa-
nej ze zwiekszona ekspresja genow koduja-
cych peptydy odpornosciowe w ciele tlusz-
czowym owada (WOJDA i JAKUBOwWICZ 2007).
Ponadto, ekspozycja gasienic barciaka na
dzialanie podwyzszonej temperatury bezpo-
Srednio przed =zakazeniem entomopatoge-
nami lub w trakcie zakazenia, skutkowalo
stymulacja odpowiedzi immunologicznej i
wzmagato ich odpornosé¢ (WOJDA i wspol-
aut. 2009, WoJDA i TAszrow 2013, TASZLOW
i WoJdbA 2015, VERTYPOROKH i wspoétaut.
2015). Stosowane w badaniach organizmy,
bedace ludzkimi patogenami oportunistycz-
nymi, roéwniez wykazywaly mniejsza wi-
rulencje wobec larw poddanych dziataniu
podwyzszonej temperatury (MOWLDS i KAVA-
NAGH 2008, BROWNE i wspélaut. 2014). W
Swietle przytoczonych przykladow rodzi sie
pytanie, jak wytlumaczy¢ pozytywna kore-
lacje miedzy ekspozycja barciaka na szok
cieplny a stymulacja jego mechanizméw od-
pornosciowych? Samo doswiadczenie stre-
su termicznego nie indukowalo ekspresji
genoéw kodujacych peptydy odpornosciowe
w ciele tluszczowym (WOJDA i JAKUBOWICZ
2007). Ponadto, dlugotrwala ekspozycja
owadow na dzialanie podwyzszonej tempe-
ratury (ok. 43°C) jest dla nich letalna (VER-
TYPOROKH i wspoétaut. 2015). Dlaczego wiec
krotkotrwata ekspozycja na tak silny stres,
bezposrednio przed zakazeniem, skutkuje
zwiekszona odpornoscia barciaka? Odpo-
wiedz, przynajmniej czesciowo, moze lezec
w mechanizmach tzw. ogoélnej odpowiedzi
na stres. W niekorzystnych warunkach sro-
dowiska zewnetrznego, w tym w warunkach
szoku cieplnego, ma miejsce wzmozona
synteza tzw. biatek opiekunczych, zwanych
takze chaperonami lub ,molekularnymi
przyzwoitkami” (WoJDA 2010). Ich zadaniem

545
jest m.in. przywrocenie zdenaturowanym
bialkom ich prawidlowej konformacji. By¢

moze ich synteza, bezpoSrednio przed zaka-
zeniem, zapewnia do pewnego stopnia pro-
tekcje polipeptydom gospodarza w trakcie
pozniejszego zakazenia. Ponadto, obydwa
rodzaje stresu, tj. szok cieplny i zakaze-
nie, moga indukowac¢ te same komponenty
poszczegolnych szlakow przekazywania sy-
gnatléw komorkowych. Istotnie, wspoélnym
komponentem, ktérego synteza zwieksza sie
zarowno w szoku cieplnym, jak i podczas
infekcji, jest bialko szoku cieplnego Hsp90.
Jest prawdopodobne, ze bialko to moze
stanowi¢ dla organizmu tzw. sygnat zagro-
zenia (ang. danger signal), stymulujacy od-
powiedz immunologiczng (WOJDA i JAKUBO-
wicz 2007). Ponadto wykazano, ze aktywa-
cja ukladu immunologicznego G. mellonella
powoduje fosforylacje kinazy JNK, nalezacej
do rodziny kinaz biatkowych MAP, ktorych
nazwa pochodzi od nazwy kinazy, ostatniej
w trzyczesciowej kaskadzie kinaz MAPKKK,
MAPKK i MAPK. Sa to kinazy ERK, p38 i
JNK. Kinaza JNK, jak réwniez kinaza ERK,
biora udzial w regulacji odpowiedzi immu-
nologicznej barciaka w podwyzszonej tem-
peraturze (WoJDA i wspoétaut. 2004, WoJuDA
i JAKUBowiIcz 2007).

Jakie znaczenie maja przytoczone powyzej
obserwacje, wskazujace na role zmian tem-
peratury w odpornosci barciaka wiekszego?
Otoz, dzieki zawartosci biatka zwanego ter-
mogening, ktére wytwarza energie cieplng za-
miast chemicznej, gasienice barciaka wytwa-
rzaja znaczna iloS¢ ciepla (SCHMOLZ i SHULZ
1995). Ciepto to musi by¢ jednak oddawane
do otoczenia (stad bardzo wazna jest wenty-
lacja prowadzonej hodowli). Zerujace w za-
atakowanym plastrze woszczyny larwy moga
przemieszczaé¢ sie z wigkszych skupisk do
mniejszych, z géry na dét, behawioralnie re-
gulujac temperature swojego ciala. Moze to w
istotny sposéb wplywac na przebieg trwajacej
lub nastepujacej pozniej infekcji.

Warto podkreslié, ze opisanych powy-
zej zaleznosci pomiedzy stresem tempera-
turowym a odpornoscia owadéw nie moz-
na generalizowac¢ i przeklada¢ na wszystkie
owady. Naszym celem jest jedynie podanie
przykladu wspolzaleznosci miedzy czynnika-
mi Srodowiskowymi a odpornoscia danego
gatunku. Wplyw temperatury na odpornoscé
innych gatunkéw owadow moze by¢ rozny.
Co wiecej, zakazone owady, jako organizmy
zmiennocieplne, moga przemieszczac¢ sie do
Srodowiska o wyzszej temperaturze, wzma-
gajac reakcje odpornosciowe, co okresla sie
mianem goraczki behawioralnej. Zaleznosci
miedzy odpornosciqg owadoéw a stresem tem-
peraturowym opisane sa w pracy przeglado-
wej WoJDY (2017b).
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CZYNNIKI BIOTYCZNE WPLYWAJACE NA
PRZEBIEG ZAKAZENIA - PIETNOWANIE
UKLADU ODPORNOSCIOWEGO OWADOW

Nieco wiecej uwagi poswiecimy zjawisku,
ktére w literaturze anglojezycznej nosi na-
zwe ,mmune priming”. Czasownik ,to pri-
me” oznacza miedzy innymi ,przygotowac do
pewnego celu lub operacji”. W immunologii
slowem ,priming” okresla sie pierwszy kon-
takt limfocytow z antygenem, ktory inicjuje
ich specjalizacje (innymi stowy, kontakt z
antygenami ,przygotowuje” limfocyty do pel-
nienia ich funkcji). OczywiScie, bezkregow-
ce nie posiadaja limfocytow. Jednak to nie
oznacza, ze pierwszy kontakt z patogenem
nie moze ,przygotowac” owada do powtodrne-
go zakazenia. W 1992 r. FAULHABER i KARP
opublikowali prace, ktora podwazata istnie-
jaca wowczas teorie, ze owady (i inne bez-
kregowce) nie posiadaja pamieci immunolo-
gicznej. W doswiadczeniach nad przybyszka
amerykanska (Periplaneta americana) dowie-
dli, ze podawanie owadom martwych komo-
rek Pseudomonas aeruginosa chroni przed
powtornym zakazeniem ta samag bakteria.
W tym samym czasie, kontakt z martwymi
komorkami bakterii Serratia marcescens, En-
terobacter cloacae, Streptococcus lactis i Mi-
crococcus lysodeiktikus nie wplywal na na-
stepne zakazenie P. aeruginosa. Przypomina-
lo to pewien rodzaj ,szczepienia”. Schemat
doswiadczenia zaproponowany przez Faulha-
bera i Karpa (Ryc. 3A) byt wielokrotnie wy-
korzystywany przez badaczy na innych or-
ganizmach modelowych. Wzrastajaca liczba
publikacji dokumentujacych wplyw poprzed-
niego kontaktu z patogenami na przebieg
zakazenia wskazala na mozliwosS¢ istnienia
s,adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej” u
owadow.

Przyjrzyjmy sie jednemu z poézniejszych
doswiadczen (MORET i SIVA-JOTHY 2003). Wy-
korzystujac macznika mlynarka (Tenebrio
molitor) naukowcy wykazali, ze iniekcja bak-
teryjnego lipopolisacharydu (LPS), zwiazku
aktywujacego uklad odpornosciowy, zmniej-
sza wspolczynnik umieralnosci po zakazeniu
grzybem = entomopatogennym = Metarhizium
anisopliae. Ponadto, Moret i Siva-Jdothy za-
uwazyli, ze aktywnos¢ przeciwbakteryjna he-
molimfy owadéw wzrastata po iniekcji LPS,
lecz zmniejszala sie do poziomu u owadéw z
grupy kontrolnej po siedmiu dniach. Dlate-
go infekcje grzybem przeprowadzano czwar-
tego i siodmego dnia po iniekcji LPS: w obu
przypadkach owady byly bardziej odporne
na infekcje grzybowa. MORET i SIVA-JOTHY
(2003) sugerowali, ze obserwowane zjawi-
sko jest rodzajem odpowiedzi adaptacyjnej,
lecz nie nadali mu specjalnej nazwy. Zrobili
to LITTLE i KRAAIUEVELD w 2004 r. w swojej
pracy przegladowej. Wiedzac, ze mechani-
zmy ,odpowiedzi adaptacyjnej” bezkregowcow
sa zupelnie inne niz odpowiedzi adaptacyj-
nej kregowcow, autorzy zaproponowali w od-
niesieniu do owadow termin ,immunologi-
cal priming”. W troche zmienionej formie, a
mianowicie, jako ,immune priming”, nazwa
ta zostala przyjeta przez srodowisko nauko-
we. Thumaczac ten termin na jezyk polski
wyobrazmy sobie, ze kazdy kontakt z pato-
genem ,odciska na organizmie pietno”, wiec
bedziemy dalej mowi¢ o pietnowaniu uktadu
odpornosciowego czynnikami biotycznymi.

Przypomnijmy prace MORET i SIVA-JO-
THY (2003): pietnowanie bylo obserwowane
w dwoch przypadkach: (i) kiedy aktywnosc¢
przeciwbakteryjna hemolimfy, spowodowana
iniekcja LPS, byla podwyzszona w momencie
zakazenia grzybem patogennym i (ii) kiedy
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Ryc. 3. Schemat doswiadczenia dla: (A) wykrywania zjawiska pietnowania immunologicznego, (B) spraw-
dzania specyficznosci pietnowania, (C) wykrywania zjawiska pietnowania miedzy pokoleniami.

,Tak” — obserwacja wzmocnionej odpowiedzi odpornosciowej (na przyklad nizszy wspoétczynnik umieralnosci), ,nie” —
brak podobnych obserwacji. Podano warianty obserwacji dla doswiadczen wykazujacych: (A) zjawisko pietnowania;
(B) specyficznos¢ pietnowania; (C) zjawisko pietnowania miedzy pokoleniami.
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Ryc. 4. Dwa mozliwe scenariusze wywolania pietnowania.

Strzatkami zaznaczono czas podawania pierwszej i drugiej dawki patogenu. (A) Podanie drugiej dawki w momencie,
kiedy aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowa jest nadal podwyzszona po podaniu pierwszej dawki. (B) Podanie drugiej
dawki po ,wyciszeniu” odpowiedzi immunologicznej spowodowanej pierwsza dawka. W tym wypadku pietnowanie
jest ,dwufazowym” i przypomina efekt pamieci immunologicznej.

aktywnos¢ ta ,wygasala”. Jest to wazne, po-
niewaz rodzi dyskusje, czym sa obserwowa-
ne zjawiska pietnowania: bardziej efektywng
odpowiedzig organizmu juz posiadajacego
podwyzszony poziom aktywnosci przeciw-
drobnoustrojowej czy ,pamiecia” o przezy-
tym zakazeniu po catkowitym wyzdrowieniu?
Przytoczymy dwa przyklady. Zakazenie larw
barciaka wiekszego niska dawka Candida
albicans chroni przed nastepnym zakaze-
niem S$miertelng dawka C. albicans (BERGIN i
wspoélaut. 2006). Autorzy wysuneli hipoteze,
ze to zjawisko spowodowane jest podwyz-
szong aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowg
hemolimfy pietnowanych larw i wykazali, ze
pietnowane larwy w momencie podawania
drugiej dawki maja wyzszy poziom ekspresji
wybranych genéw kodujacych peptydy od-
pornosciowe (Ryc. 4A). Jednak w badaniu
pietnowania barciaka wiekszego z udzialem
bakterii entomopatogennej Bacillus thurin-
giensis (TAszrow i wspotaut. 2017) wykaza-
no, ze w momencie podawania drugiej daw-
ki, aktywnos¢ przeciwbakteryjna hemolimfy
wracala do poziomu aktywnosci hemolimfy
larw z grupy kontrolnej (Ryc. 4B). Co wiecej,
po podaniu drugiej dawki, poziom ekspres;ji
szeregu genow kodujacych peptydy odporno-
Sciowe byl nizszy, niz u owadoéw niepietno-
wanych. Moze to swiadczy¢é w tym konkret-
nym przypadku, ze pietnowanie polega na
bardziej efektywnej i ergonomicznej aktywa-
cji odpowiedzi immunologicznej podczas po-
wtornego kontaktu z patogenem.
Ergonomicznos¢  odpowiedzi immuno-
logicznej podczas pietnowania jest wazna,
poniewaz aktywacja mechanizméw odpor-
nosciowych i utrzymanie podwyzszonej ak-
tywnosci sa energetycznie kosztowne (Mo-
RET i SIVA-JOTHY 2003, LITTLE I KRAAIJEVELD
2004). Organizmy zdolne uruchamiac¢ spe-

cyficzna odpowiedz, maksymalnie efektywna
wobec konkretnego patogenu, maja przewa-
ge nad organizmami, ktére uruchamiaja caty
swoj arsenal immunologiczny, tym samym
wyczerpujac energetyczne zasoby potrzebne
do wzrostu i rozmnazania sie. Rowniez moze
sie okazaé, ze koszt podtrzymywania pod-
wyzszonej aktywnosci przeciwdrobnoustro-
jowej jest o wiele nizszy niz koszt jej uru-
chamiania. Z drugiej strony, ten ostatni fakt
zostal wykorzystany w krytyce tlumaczenia
zjawiska pietnowania, jako odpowiedzi ada-
ptacyjnej: podwyzszony poziom aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej moze byc¢ skutkiem
tego, ze biatka i peptydy odpornosciowe sa
po prostu chemicznie stabilne (LITTLE i KRA-
AUEVELD 2004). Thumaczenie pietnowania
poprzez zwickszong ergonomicznos¢ i specy-
ficznos¢ odpowiedzi immunologicznej wyma-
ga calosciowej wizji procesow zachodzacych
w organizmie owada. Jednak catosciowe uje-
cie wydaje sie by¢ zbyt obszernym zadaniem
dla pojedynczego zespolu badawczego, z po-
wodu ogromnej liczby mechanizméw obron-
nych, ktérymi dysponuja owady.

Wréémy ponownie do pracy MORET i SI-
VA-JOTHY (2003): iniekcja LPS zwiekszata od-
pornos¢ owadow na zakazenie Metarhizium
anisopliae, innymi stowy, kontakt z elemen-
tem Sciany komoérkowej bakterii Gram-ujem-
nych chronit owada przed infekcja grzybo-
wa. Mamy tutaj do czynienia z tak zwanym
pietnowaniem heterologicznym, tzn. kontakt
z patogenem A (lub jego wzorcem moleku-
larnym) zwigcksza odpornos¢ na patogen B
(Ryc. 3B). Jednak w innej, wspominanej
wczesniej pracy, pietnowanie mialo miejsce
tylko w ukladzie ,martwe komorki Pseudo-
monas aeruginosa — zywe komorki P. aeru-
ginosa” (pietnowanie homologiczne), a piet-
nowania heterologicznego nie zaobserwowano
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Tabela 1. Badania zjawiska pietnowania ukladu odpornosciowego G. mellonella.

Pierwszy kontakt z patoge- Drugi kontakt z patoge-

. Obserwacje Zrodto
nem lub jego komponentem nem
Bacillus thuringiensis Bacillus thuringiensis Pietnowanie TASZLOW 1 wspotaut.
2017
Bacillus thuringiensis Candida albicans Zjawisko odwrotne piet- TASZLOW i wspélaut.
nowaniu — po zakazeniu 2017

bakteryjnym owady sa
bardziej podatne na in-
fekcje C.albicans

Bacillus thuringiensis Beauveria bassiana Brak efektu TASZLOW 1 wspotaut.
2017

Bacillus thuringiensis Pseudomonas aeruginosa  Brak efektu TASZLOW 1 wspotaut.
2017

LPS Photorhabdus lumine- Photorhabdus luminescens Pietnowanie Wu i wspoétaut. 2015a

cens

Toksyna PirA,B, Photorhab- Photorhabdus luminescens Brak efektu Wu i wspétaut. 2015b

dus luminecens

Martwe komorki Photorhab- Photorhabdus luminescens Pietnowanie Wu i wspétaut. 2014

dus luminecens

Martwe komorki Bacillus Photorhabdus luminescens Pietnowanie WU i wspétaut. 2014

thuringiensis

Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus Pietnowanie FALLON i wspétaut. 2011

Candida albicans Candida albicans Pietnowanie BERGIN i wspotaut. 2006

Saccharomyces cerevisiae Candida albicans Pietnowanie BERGIN i wspoétaut. 2006

Glukan Candida albicans Pietnowanie BERGIN i wspoétaut. 2006

Laminaryna Candida albicans Pietnowanie BERGIN i wspoétaut. 2006

(FAULHABER i KARP 1992). Widzimy, ze przy wszystkich mozliwych kombinacjach piet-

uzyciu réznych organizméw modelowych
mozemy uzyskaé¢ zaréwno pietnowanie nie-
specyficzne, jak i specyficzne. Drugie, zde-
cydowanie przypomina nam pamie¢ immu-
nologiczng kregowcow, chociaz oba rodzaje
pietnowania sa funkcjonalnie adaptacyjne
(KurtZz 2005). Niestety, nie zostalo to jeszcze
wytlumaczone, dlatego nie mozemy przewi-
dzie¢, jakie owady i przeciwko jakim pato-
genom wykaza pietnowanie specyficzne lub
niespecyficzne i czy wykaza w ogole.

W Tabeli 1 podano wszystkie znane do-
tychczas przypadki pietnowania u G. mel-
lonella. Wedlug dostepnych danych (patrz
Tabela 1) heterologiczne pietnowanie mia-
o miejsce w dwoch wypadkach: zakazenia
C. albicans po iniekcji S. cerevisiae oraz za-
kazenia P. luminecens po iniekcji martwymi
komoérkami B. thuringiensis.

W kwestii specyficznosci pietnowania
ciekawe jest doswiadczenie przeprowadzo-
ne przez SADD i SCHMID-HEMPEL (2006). Do
pietnowania odpowiedzi immunologiczne;j
trzmiela ziemnego (Bombus terrestris) wyko-
rzystali dwie spokrewnione bakterie Gram-
-dodatnie oraz jedna Gram-ujemna. We

nowanie miatlo miejsce, jezeli odstep czaso-
wy miedzy pierwsza a druga dawka wynosit
osiem dni. Jednak, przy jego wydluzeniu do
22 dni, obserwowano wylacznie pietnowanie
homologiczne.

Pietnowania immunologicznego nie moz-
na wytlumaczy¢ jedynie podwyzszona aktyw-
noscia przeciwdrobnoustrojowa organizmu
podczas powtornego zakazenia. By¢ moze
wiaze sie ona ze zwiekszona specyficznoscia,
umozliwiajaca efektywng odpowiedz przy
mozliwie niskim nakladzie energetycznym.
Wspominane wczesniej szlaki przekazywania
sygnaléw sa juz mechanizmami determinacji
miedzy grzybami i Gram-dodatnimi bakteria-
mi (szlak Toll) a bakteriami Gram-ujemnymi
(szlak Imd). Kandydatem na zrédlo rozno-
rodnych receptorow jest biatlko Dscam (ang.
down syndrome cell adhesion molecule),
ktérego mRNA ulega alternatywnemu skla-
daniu, dajac ponad kilkadziesiat tysiecy pro-
duktow (MILUTINOVIC i KURTZ 2016). Mecha-
nizm powstawania réznych form receptoréw
Dscam, jest opisany w innym artykule tego
zeszytu KOSMOSU (patrz WoJDA). Istnieja
sugestie, ze owady majace ponowny kontakt



Uktad odpornosciowy owadéw w obronie integralnosci organizmu

549

z patogenem wykazuja wydajniejsza fagocy-
toze (PHAM i wspoétaut. 2007). Inny mozliwy
mechanizm osiggania coraz wyzszej Specy-
ficznosci to indukowane obecnoscia patoge-
nu zmiany epigenetyczne: tj. metylacja DNA
lub RNA lub acetylacja histonow, wplywa-
jace na poziom ekspresji genow gospodarza
(CONTRERAS-GARDUNO i wspoétaut. 2016). Czy-
telnikom zainteresowanym zjawiskiem piet-
nowania polecamy dwie ostatnie prace prze-
gladowe (CONTRERAS-GARDUNO i wspoétaut.
2016, COOPER i ELEFTHERIANOS 2017).

Wyzej wspominaliSmy o pietnowaniu w
obrebie jednego pokolenia. Jednak opisane sg
przypadki, kiedy kontakt matki z patogenem
zwickszal odpornos¢ potomstwa (Ryc. 3C).
Takie pietnowanie przechodzace miedzy po-
koleniami w literaturze anglojezycznej nosi
nazwe ,trans-generation immune priming”.
Zjawisko to jest opisane u kilku gatunkow,
w tym u barciaka wiekszego (DUBOVSKIY i
wspotaut. 2013b, FREITAK i wspoétaut. 2014).
Sa trzy gléwne teorie mechanizmu pietno-
wania pomiedzy pokoleniami: przekazywanie
potomstwu bialek odpornosciowych, zmiany
epigenetyczne oraz bezposrednie przekazywa-
nie komponentow drobnoustrojow. Aktualng
informacje na temat pietnowania miedzy po-
koleniami mozna znalezé¢ w pracy przeglado-
wej KURTZ i ARMITAGE (2017).

Prawdopodobnie, Czytelnik juz nie raz
pomyslal o praktycznym zastosowaniu piet-
nowania dla ochrony korzystnych owadéow
oraz o komplikacjach w stosowaniu insekty-
cydow biologicznych na bazie grzybow i bak-
terii entomopatogennych. Jednak ciekawsze
jest pytanie, czy my sami posiadamy rodzaj
pamieci w obrebie naszej odpornosci wrodzo-
nej? Ostatnie badania wskazuja, ze prawdo-
podobnie tak. Zaobserwowana zostala tzw.
krzyzowa protekcja, kiedy zakazenie jednym
patogenem uodpornialo organizm na dziala-
nia innych patogené6w w sposob niezalezny
od funkcji limfocytéw. Zeby odrozni¢ ja od
klasycznej odpowiedzi adaptacyjnej kregow-
cow 1 pietnowania owadoéw otrzymala ona
nazwe odpornos¢ wyksztalcona (ang. trained
immunity) (NETEA i wspétaut. 2011, VAN DER
MEER i wspoétaut. 2015). Badania w tym kie-
runku sa bardzo obiecujace, np. szczepionki
stworzone przeciwko jednemu patogenowi, w
rzeczywistoSci moga miec¢ szersze spektrum
dziatania (GARLY i wspétaut. 2003).

PODSUMOWANIE

Barciak wiekszy G. mellonella jest, obok
muszki owocowej D. melanogaster, owadzim
modelem badawczym, stosowanym do ba-
dania mechanizméw odpornosci wrodzonej,
jak réwniez do testowania wirulentnosci pa-
togenéw ludzkich. Ponadto, analiza przebie-

gu infekcji w kolejnych pokoleniach owada,
wywotanej jednym z naturalnych patogenoéw,
moze dostarczy¢ wielu informacji dotycza-
cych wzajemnej, antagonistycznej mikroewo-
lucji gospodarz-patogen (DUBOVSKIY i wspol-
aut. 2013b). Mimo posiadania jedynie me-
chanizmo6w odpornosci wrodzonej, odpowiedz
immunologiczna larw owada, moze by¢ mo-
dulowana zaréwno czynnikami biotycznymi,
jak i abiotycznymi. Rzuca to nowe sSwiatto
na mechanizmy odpornosci wrodzonej, ktéra
okazuje sie posiada¢ pewne cechy adapta-
cji i odgrywac istotng role w mechanizmach
przystosowania organizmow do warunkow
Srodowiska zewnetrznego.

Streszczenie

Owady zasiedlaja wszystkie ladowe nisze ekologicz-
ne. Ewolucyjny sukces osiagnely miedzy innymi dzie-
ki sprawnie funkcjonujacym mechanizmom obronnym.
Uktad odpornosciowy tej gromady zwierzat oparty jest
jedynie na mechanizmach wrodzonych. Sklada sie on z
humoralnych i komérkowych odczynéw, ktore uzupet-
niaja sie nawzajem w walce z infekcja. W pracy zwiezle
przedstawiono aktualny stan wiedzy, dotyczacy uktadu
odpornosciowego owadow i zwrocono uwage na jego role
w utrzymaniu homeostazy organizmu. Ponadto, na przy-
kladzie barciaka wiekszego Galleria mellonella omoéwio-
no modulacje odpowiedzi immunologicznej przez zmiany
temperatury otoczenia. Przedstawiono takze aktualne in-
formacje dotyczace zjawiska pietnowania immunologicz-
nego owadow, ze szczegdlnym uwzglednieniem barciaka
wiekszego.
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INSECT IMMUNE SYSTEM IN DEFENSE OF ORGANISM INTEGRITY

Summary

Insects populate all ecological land niches. Their evolutionary successes have been achieved thanks to well-
functioning defense mechanisms. The immune system of this group of animals is based only on innate immunity
mechanisms. It consists of humoral and cellular reactions that complement each other in the fight against infection.
The paper briefly summarizes the state of the art of insect immune system and highlights its role in maintaining
homeostasis of the organism. In addition, the modulation of immune response by changes in ambient temperature
is described taking an example of a greater wax moth Galleria mellonella. Additionally, the current information con-
cerning priming of insect immune system is presented with special emphasis on the greater wax moth.
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