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Mechanizmy rozpoznawania immunologicznego
u owadow

Insect immunorecognition mechanisms

Streszczenie. Uniwersalna adaptacja organizméw wielokomérkowych jest rozpoznanie i zwalcza-
nie zakazen. U owad6éw sposéb rozréznienia immunologicznego wiasnych struktur organizmu
(self) od obcych (non-self) jest stabo poznany, za$ rola receptoréw Toll i Imd w tym procesie jest
nadal dyskutowana. Receptory Toll i Imd naleza do rodziny transblonowych biatek, ktére odgry-
waja zasadnicza rol¢ w obronie owadow przed zakazeniem. Rozpoznanie motywdéw strukturalnych
patogenéw przez receptory rozpoznania patogenéw (PRR) jest uniwersalng strategia rozpoznania
immunologicznego. Obecno$¢ tego mechanizmu u ssakéw, owadéw i roslin $wiadczy o jego po-
jawieniu si¢ we wczesnych etapach ewolucji. Rozpoznanie stanowi pierwszy etap aktywacji ko-
moérkowych i humoralnych mechanizméw odpowiedzi immunologiczne;j.
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WSTEP

Réznorodno$¢ nisz ekologicznych zasiedlanych przez owady stwarza potencjalne
zagrozenie dla ich zdrowia ze strony czynnikéw $rodowiska, w tym réznych gatunkéw
drobnoustrojéw, pasozytéw i drapiezcéw. Pomimo tej réznorodnosci zagrozen, owady
naleza do jednej z najstarszych filogenetycznie, a obecnie najliczniejszej grupy zwierzat
[Wigglesworth 1968]. W tak zlozonym ukladzie réznorodnych skladowych srodowiska
przyrodniczego organizmy zywe zachowuja stan stabilny dopdty, dopdki poszczegdlne
czgsci tego uktadu harmonijnie wspoétdziataja ze soba, lub gdy w odpowiedzi na nieko-
rzystne dzialanie czynnikéw $rodowiska zewngtrznego lub wewngtrznego czynnosci
organizmu zmieniaja si¢ w ten sposob, ze jest zachowana jego integracja funkcjonalna.
To przystosowanie niekiedy do ekstremalnych warunkéw i utrzymanie homeostazy,
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adzieki temu przezycie owada jest mozliwe na skutek harmonijnego wspétdziatania
uktadu nerwowego, uktadu wydzielania wewnetrznego i uktadu odpornosciowego [Dunn
1986, Glinski i Kostro 2001].

Mozliwo$¢ przezycia miaty tylko te gatunki owaddéw, ktére we wszystkich stadiach
rozwoju osobniczego wyksztalcily struktury i efektywne mechanizmy umozliwiajace
przywrécenie zaburzonej homeostazy ustroju. Wérdd nich istotng rol¢ odgrywa odpor-
no$¢ przeciwzakazna, ktéra broni organizm przed kolonizacja przez drobnoustroje i
pasozyty.

Przez pojecie odporno$¢ rozumie si¢ najczesciej wrodzona lub nabyta niewrazliwosé
lub zmniejszona podatno$¢ organizmu na czynniki szkodliwe, gtéwnie drobnoustroje,
uwarunkowana genetycznie dzigki istnieniu i wspdétdziataniu mechanizméw obronnych
natury komérkowej i humoralnej. W patologii owadéw, podobnie jak i w patologii czto-
wieka, odporno$¢ (immunity) oznacza najcz¢sciej niewrazliwos¢ na pewne choroby,
zwlaszcza na choroby wywolane przez drobnoustroje. Odczyny obronne owadéw sa
efektem ciagéw zdarzen, w ktérych biora udziat wyspecjalizowane typy hemocytéw oraz
polipeptydy i biatka hemolimfy [Glinski i Jarosz 1995].

W odpornosci przeciwzakaznej, stanowiacej gléwna sktadowa odpornosci organi-
zmu, decydujace znaczenie maja mechanizmy obronne, zaréwno wrodzone, jak i nabyte,
likwidujace patogeny lub powodujace ich izolacje w zakazonym organizmie. Odporno$¢
wrodzona (fizjologiczna) wystgpuje u wszystkich osobnikéw danego gatunku, jest skie-
rowana przeciwko réznorodnym czynnikom zakaznym i uwarunkowana obecnoscia iden-
tycznych lub bardzo zblizonych mechanizméw. O jej stanie decyduja bariery anatomicz-
ne i fizjologiczne ciala owada, komérkowe odczyny obronne i wystgpujace konstytucyj-
nie (stale) biatka hemolimfy, np. lizozym, lektyny. Odporno$¢ indukowana (nabyta)
cechuje si¢ zmniejszona podatnoscia lub catkowita niewrazliwos$cia organizmu owada na
dziatanie patogenu. Pojawia si¢ ona w nastgpstwie zakazenia jamy ciata owada lub dzia-
fania niektérych czynnikéw abiotycznych. Jest efektem obecnosci w hemolimfie owada
indukowanych polipeptydéw i biatek o dziataniu przeciwbakteryjnym, okreslanych cze-
sto jako biatka odporno$ciowe (immune proteins) [Bulet i in. 1999, Ottaviani 2005].
Rolg induktoréw odpornosci spetniaja substancje i czynniki stresogenne, ktére naruszaja
homeostazg owada, zwtaszcza zakazenia bakteryjne i inwazje pasozytnicze [Glinski i
Jarosz 2001]. Najczesciej sa to bakterie saprofityczne wystepujace pospolicie w niszy
ekologicznej owada, rzadziej bakterie entomopatogenne.

Czynnikiem decydujacym, koniecznym do uruchomienia odczynéw odpornosci wro-
dzonej i nabytej jest rozpoznanie (recognition of foreigness) substancji jako obcej (non-
self) dla organizmu owada [Mushegian i Medzhitov 2001, Khush i in. 2002, Ottaviani
2005]. W nastgpstwie rozpoznania immunologicznego zostaja szybko uruchomione he-
mocytarne odczyny obronne, takie jak fagocytoza, otoczkowanie (inkapsulacja) i tworze-
nie guzkéw (nodulacja) oraz humoralne odczyny obronne zwiazane gtéwnie z hipersyn-
teza lizozymu hemolimfy. U owadéw holometabolicznych, w tym u pszczoly miodnej, w
kilka godzin po zakazeniu jamy ciata ma miejsce de novo synteza polipeptydéw i biatek
o dziataniu skierowanym gléwnie przeciwko bakteriom Gram-ujemnym. Naleza do nich
apidycyny, abycyna i hymenoptecyna [Casteels i in. 1989, 1990, 1993, 1994, Casteels-
Josson 1993].

Mechanizmy odporno$ci w jamie ciala owada uruchamia rozpoznanie immunolo-
giczne. Dotyczy ono zar6wno substancji biotycznych, jakimi sa mikroorganizmy i paso-
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zyty, jak i niektérych substancji abiotycznych. Rozpoznanie self od non-self odgrywa
rol¢ ,,czynnika spustowego”, ktéry uruchamia w organizmie ciag zdarzen prowadzacych
do likwidacji lub usunigcia zarazkéw z organizmu.

MECHANIZMY ROZPOZNANIA IMMUNOLOGICZNEGO

W rozpoznaniu u owadéw biora zasadniczo udzial dwa typy hemocytéw, okreslane
jako immunocyty (immunocytes) [Jones 1970]. Zalicza si¢ do nich plazmatocyty (PL,
plasmatocytes) i granulocyty (GR, granular cells). PL wykazuja typowe zachowanie dla
makrofagéw krggowcéw. Nalezy do niego adhezja do powierzchni szklanej z tworze-
niem pseudopodiéw umozliwiajacych ruch ameboidalny, fagocytoza, tworzenie otoczek
(encapsulation) i guzkéw (nodule formation), reperacja ran. Mniejsza rolg¢ w odczynach
odpornosciowych odgrywaja GR. Organem hemopoetycznym, przynajmniej u Drosophi-
la melanogaster, jest pig¢ par ,gruczotéw limfatycznych” usytuowanych w odcinku
przednim grzbietowego naczynia krwionosnego [Nappi i Carton 1986]. U pszczoty te
rol¢ pelni skupienie hemocytéw w okolicy serca i naczynia krwiono$nego grzbietowego.

Wedlug Janewaya [1989] to, ze system immunologiczny wyewoluowat w kierunku
rozpoznania i odpowiedzi na patogeny, wymaga rozpoznania nie tylko swoistych dla
danego drobnoustroju determinant antygenowych, ale tez pewnych ogdlnych charaktery-
stycznych cech molekularnych tych drobnoustrojéw, okreslanych jako motywy struktu-
ralne patogenéw (PAMP, pathogen associated molecular pattern) [Ottaviani 2005]. Mo-
tywami strukturalnymi patogenéw sa skladniki oston bakteryjnych (lipopolisacharyd,
kwasy lipotejchojowe), sktadniki §ciany bakterii (peptydoglikany) lub grzybéw (zymo-
san), flagelina wici bakteryjnych, lipoproteidy, N-formylowane peptydy, dwunicieniowy
RNA (genom wiruséw), niemetylowane sekwencje CpG (genom bakteryjny). Dla uktadu
immunologicznego najwazniejsze jest wigc dokonanie rozréznienia miedzy zakaznymi
antygenami obcymi, na ktére odpowiedz immunologiczna jest niezbgdna a niezakaznymi
antygenami wlasnymi.

Patogeny sa rozpoznawane w jamie ciata na drodze interakcji PAMP z biatkami or-
ganizmu owada, okreslanymi jako PRR (pattern recognition receptors) lub PRP (pattern
recognition proteins), czgsto nazywanymi receptorami rozpoznania PAMP [Khush i in.
2002, Royet 2004]. Przyktadem PRR sa Toll receptory zapoczatkowujace szlak rozpo-
znania Toll i receptory zapoczatkowujace szlak rozpoznania Imd. Szlak Toll jest akty-
wowany gtéwnie przez sktadniki grzybow i bakterii Gram-dodatnich, za$ szlak Imd
gléwnie przez bakterie Gram-ujemne.

Toll receptory poznano po raz pierwszy przy okazji badania polaryzacji brzuszno-
grzbietowej larw Drosophila melanogaster. Terminem Toll okreslono zmutowany gen,
ktéry koduje jeden z receptoréw uczestniczacych w rozwoju embrionalnym Drosophila
melanogaster. P6zniej okazato sig, ze Toll receptory uczestnicza w reakcjach obronnych
owadow.

Motywy strukturalne $cian komoérki bakterii w postaci peptydoglikanu rozpoznaja
biatka PGRP (peptydoglycan recognition proteins) o charakterystycznej domenie zbu-
dowanej z reszt 160 aminokwaséw, dzigki ktdérej degraduja peptydoglikany. U Dro-
sophila melanogaster 13 genéw koduje PGRP, ktérych ekspresja zachodzi w ciele ttusz-
czowym i hemocytach. PGRP-SA jest krazacym w hemolimfie biatkiem dla receptora
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Toll w odpowiedzi na Gram-dodatnie bakterie, za§ PGRP-LC jest konieczny do aktywa-
cji szlaku transmisji sygnatéw dla receptora Imd w odpowiedzi na bakterie Gram-ujemne
(rys. 1). Tak wigc w odpowiedzi immunologicznej na zakazenie sa zaangazowane co
najmniej dwie kaskady przenoszenia sygnatéw — Toll i Imd (Immuno-deficient).
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Rys. 1. Schemat rozpoznania immunologicznego u owadéw [Khush i in. 2003]
Fig. 1. Scheme of insect immune recognition

Transmembranowy receptor Toll, obecny na powierzchni komdrek ciata thuszczowe-
go jest zaktywowany przez roztozone na drodze proteolizy Spaetzle biatko podobne do
cytokin (cytokine-like protein), wystepujace w hemolimfie. Wskutek interakcji Spaetzle z
Toll zostaje uruchomiona kaskada, ktdrej efektem jest translokacja do jadra komérkowe-
go biatka sygnatowego DIF, nalezacego do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych NF-xB.
Czynniki NF-xB naleza do heterogennej rodziny homo- i heterodimeréw réznych biatek
Rel (Relish). Sa one regulatorami transkrypcji odpowiedzi odpornosciowej i bialek ostrej
fazy u ssakéw. Pokrewne czynniki wystgpuja u owadow i biora udzial w odczynach im-
munologicznych, w tym w indukcji ekspresji genéw lizozymu owadéw. NF-kB transak-
tywatory Dorsal and Dif indukuja ekspresje¢ gendw kodujacych u owadéw polipeptydy i
biatka odporno$ciowe, np. lizozym [Ottaviani 2005].

U Drosophila melanogaster, a prawdopodobnie tez i u pszczoty miodnej, szlak sy-
gnalizacyjny Imd uruchamia kaskade niezbedna do obrony przed bakteriami Gram-
ujemnymi. Efektem jest indukcja ekspresji genéw kontrolujacych syntezg dipterycyn,
attacyn, drozocyny, cekropin, defenzyn, apidycyn. Translokacja z cytoplazmy do jadra
biatka Relish, nalezacego do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych NF-xB odgrywa klu-
czowa role w immunostymulacji na drodze Imd. Istnienie dwéch szlakéw sygnalizacyj-
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nych w odpowiedzi immunologicznej owadéw na zakazenie §wiadczy o komplementar-
nosci funkcji obronnych owadéw przed infekcja [De Gregorio i in. 2002, Ottaviani 2005,
Williams i in. 2005] (rys. 1).

Elementy podobne do kB znaleziono jako wspdlne cechy genéw, ktére sa aktywo-
wane w zakazonych owadach oraz w genach cekropin i dipterycyn [Hultmark 2003,
Zheng i in. 2005]. Okazaty si¢ one niezbedne do aktywacji transkrypcji. DIF zostaje
przetransportowany do komorek ciata tluszczowego i po przedostaniu si¢ do jadra ko-
moérkowego rozpoznaje sekwencjg paromotorowa GGGRAYYYYY (G - guanina, R —
puryna, A — alanina, Y — pirymidyna), rozpoczynajac transkrypcje genu lizozymu i
prawdopodobnie tez cekropin. Natomiast szlak sygnatowy Imd (IMD-Relish), ktéry jest
niezbedny do obrony owada przed bakteriami Gram-ujemnymi, kontroluje indukcje¢ eks-
presji takich przeciwbakteryjnych peptydéw, jak attacyny, cekropiny, defensyny i praw-
dopodobnie apidycyny. Translokacja z cytoplazmy do jadra komoérki biatka Relish, nale-
zacego do czynnikéw transkrypcji NF-kB, jest kluczem w przypadku immunostymulacji
na drodze IMD-Relish.

W rozpoznaniu uczestniczy tez uklad oksydazy polifenolowej [Soderhéll 1982]
i lektyny [Rowley i Ratcliffe 1980]. Uktad oksydazy polifenolowej pobudza hemocyty do
syntezy lepkich biatek (sticky proteins) [Ashida i Dohke 1980], ktére zwigkszaja zdolno-
Sci adhezyjne bakterii do ziarnistych hemocytéw (GR) i plazmatocytéw (PL). Rowniez
melaniny, pojawiajace si¢ w efekcie uruchomienia szlakéw przemian biochemicznych
tyrozyny przez uktad oksydazy polifenolowej w warunkach tlenowych, spetniaja role
markeréw swoisto$ci dla komérkowych i humoralnych odczynéw obronnych owada.

IMMUNOMODULACJA T IMMUNOSUPRESJA

Immunomodulatory zmieniaja reaktywno$¢ uktadu immunologicznego badz w kie-
runku nasilenia odpornosci, badz jej ostabienia. Dzialaniem immunostymulujacym ce-
chuja sig¢ niektére substancje pochodzenia naturalnego (chitozan, wyciag z jezéwki pur-
purowej) i substancje chemiczne (klotrimazol, lewamizol) [Glinski i Chmielewski 1996a,
b, Buczek 1998, Glinski i in. 2001, 2002, Glinski 2001].

Supresyjny wplyw na odpornos¢ owadéw wywiera skazenie §rodowiska metalami
cigzkimi, insektycydami, pestycydami, a takze immunosupresory farmakologiczne [Glin-
ski i in. 2003].

Dziatanie stymulujace i modulujace odporno$¢ moze mie¢ zwiazek z ich wptywem
na indukcj¢ ekspresji gendw odporno$ciowych, bedacych pod kontrolg szlaku sygnaliza-
cyjnego Toll i szlaku Imd, najprawdopodobniej na etapie transkrypcji. Efektem tego
dziatania byto zwigkszenie syntezy lizozymu i apidycyn oraz ich uwalniania do hemolim-
fy. W zwiazku z tym, gtéwnym miejscem dziatania chitozanu i wyciagu z jezéwki jest
ciato tluszczowe (fat body) jako centralny narzad syntezy polipeptydéw i bialek odpor-
no$ciowych owadow.

Dotychczas u owadéw nie poznano receptoréw bton komérkowych, receptoréw ja-
drowych i enzyméw dziatania docelowego immunostymulatoréw (drug targets immu-
nostimulation). U cztowieka zidentyfikowano dotychczas okoto 30 tego typu receptoréw.
Sa one niezbgdne do uruchomienia syntezy biatek i zwigkszenia aktywnosci immunocy-
téw pod wptywem zwiazkéw aktywujacych procesy odporno$ciowe.
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Summary. Immunologic recognition and defense against microbial infections are universal adap-
tations of multicellular organisms. In insects, the mode of determination of self from non-self is
poorly understood, and the existence and role of Toll and Imd receptors is much debated. The Toll
receptors (TLR) and Imd receptors comprise a family of transmembrane proteins that play an
essential role in host defense in flies. Recognition of the pathogen associated molecular patterns
by pattern recognition receptors (PRP) is a universal strategy of innate immune recognition. This
mechanism of recognition is found in mammals, insects, and plants, suggesting that it evolved at
very early stages of evolution. The recognition of forerigness is the first step to activate cellular
and cell-free immune mechanisms.
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