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Streszczenie: Odpornos¢ organizmu mozna zdefiniowaé jako zdolnos¢ do zachowania wlasnej integralno-
Sci (homeostazy) dzigki umiej¢tnosci odrozniania tego co wilasne od tego co obce (ang. self/non-self).
U kregowcow wyrdznia si¢ dwa typy odpornosci: wrodzong oraz nabyta. Zgodnie z powszechnie
przyjetymi pogladami, organizmy bezkregowe, jako filogenetycznie starsze, dysponuja tylko mechani-
zmami odpornosci wrodzonej. Jednakze, wyniki badan ostatnich lat wyraznie wskazuja na mozliwosé
specyficznego rozpoznania okreslonych patogenow oraz funkcjonowanie pamigci immunologicznej u
owaddw, skorupiakow i przedstawicieli migczakow. Istotna rol¢ przypisuje si¢ zréznicowanym izofor-
mom receptoréw zawierajacych domeny Ig o duzej zmiennosci sekwencji, np. Dscam u owadow i FREPs
u slimakow, ktore moga bra¢ udziat w rozpoznawaniu struktur charakterystycznych dla r6znych drobno-
ustrojow, a takze umozliwia¢ selekcje wrazliwych na dane drobnoustroje komorek zaangazowanych w
proces fagocytozy. Niektorzy autorzy sugerujq funkcjonowanie u bezkreggowcow alternatywnego rodza-
ju odpornosci nabytej, opartej na mechanizmach odmiennych niz opisane dotad u kregowcdw. Niniejsza
praca przedstawia najnowsze poglady dotyczace procesow odpornosciowych bezkregowcow, ze szcze-
gb6lnym uwzglednieniem owadow.

Stowa kluczowe: odpornos¢ wrodzona, peptydy odpornosciowe, Drosophila melanogaster, Toll, imd,
Dscam.

Summary: Immunity can be defined as the ability of each living organism to maintain its own integrity
(homeostasis) through recognizing non-self and discriminating it from self. In vertebrates innate and
adaptive immunity mechanisms are involved in fighting against pathogens. According to general opinions,
filogenetically older invertebrates respond to infection activating only innate immunity reactions. How-
ever, a growing line of evidence indicates that the immune system in insects, crustaceans and molluscs can
specifically recognize and remember infection with certain pathogens. Involvement of multiple isoforms
of pattern recognition receptors containing variable Ig domains, eg. insect Dscam and snail FREPs is
implicated in specific recognition of different pathogens and in selection of immune competent fagocytes.
There are suggestions that invertebrates possess an alternative type of adaptive immunity functioning
through mechanisms which differ from the ones known in vertebrates. The review describes new discove-
ries in invertebrate immunity, with special focus on insects.
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1. ODPORNOSC OWADOW — WPROWADZENIE

Odporno$¢ organizmu mozna zdefiniowa¢ jako zdolnos¢ do zachowania wlasnej
integralnosci (homeostazy) dzieki umiejetnosci odrdzniania tego co wlasne od tego
co obce (ang. self/non-self). U zwierzat wyroznia si¢ dwa typy odpornosci: wrodzo-
ng oraz nabyta. Zgodnie z powszechnie przyjetymi pogladami, organizmy bezkre-
gowe, jako filogenetycznie starsze, dysponuja tylko mechanizmami odpornosci
wrodzonej, natomiast ewolucyjnie mtodsze kregowce dodatkowo wyksztatcily
mechanizmy odpornosci nabytej. Warto tu zaznaczy¢, ze biorac pod uwage liczbe
gatunkdéw zwierzat znanych na Ziemi, bezkreggowce, opierajace swoja odpornos¢ na
mechanizmach wrodzonych, stanowia okolo 96,6%, z czego 70% przypada na
przedstawicieli tylko jednej gromady — owadow.

Dziatanie uktadu odpornosciowego owadow zwiazane jest z aktywacja zarowno
odpowiedzi komodrkowej, jak i humoralnej. W odpowiedzi komdrkowej uczestnicza
komorki hemolimfy (odpowiednik krwi ssakow), hemocyty, zaangazowane w proces
fagocytozy oraz tworzenie otoczek wokot cial obcych. Wielowarstwowe otoczki moga
powstawaé wokodt agregatow komorek drobnoustrojow (nodulacja), a takze wokot
pasozytow, np. nicieni (wlasciwa inkapsulacja komérkowa). Odpowiedz humoralna
obejmuje, migdzy innymi, proces krzepnigcia hemolimfy, aktywacje kaskad enzymow
proteolitycznych prowadzacych do melanizacji, jak rowniez indukcje syntezy peptydow
o wilasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych (ryc. 1). Peptydy te, okreslane rowniez
mianem peptyddéw odpornosciowych (ang. antimicrobial peptides, defense peptides),
stanowig zasadnicze czasteczki efektorowe odpowiedzi humoralnej owaddow, bezpos-
rednio zaangazowane w zwalczanie zakazenia [9, 42, 44, 53, 76].
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RYCINA 1. Procesy odpornosci wrodzonej uruchamiane u owadow patogendw oraz funk-
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Niniejsza praca przedstawia najnowsze poglady dotyczace proceséw odpornoscio-
wych bezkregowcdw, ze szczegdlnym uwzglednieniem owaddow, jako gromady
majacej ogromne znaczenie gospodarcze.

2. PEPTYDY ODPORNOSCIOWE OWADOW

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe to zazwyczaj male (5-10 kDa), kationowe
czasteczki o wlasciwosciach amfipatycznych. Charakter zasadowy w warunkach
fizjologicznych zapewnia im duza zawartos¢ reszt argininy i lizyny. Dzigki tym
cechom peptydy oddzialuja z ujemnie natadowana blong komdrkowa bakterii prowa-
dzac do utworzenia w niej kanatow i depolaryzacji, a nawet fragmentacji, czego
efektem jest $smier¢ komodrki drobnoustroju. Szereg peptydow odpornosciowych
wnika do komoérek bakteryjnych powodujac zaburzenia procesow replikacji, trans-
krypcji, syntezy i prawidlowego faldowania biatek, na skutek oddzialywania z
kwasami nukleinowymi, sktadnikami aparatu translacyjnego oraz biatkami opiekun-
czymi [6, 8, 58, 68, 88].

Biorac pod uwage sekwencje aminokwaséw oraz strukture czasteczki, kationowe
peptydy odpornosciowe zaliczane sa zazwyczaj do trzech grup: (1) peptydy liniowe,
pozbawione reszt cysteiny, np. cekropiny, (2) peptydy o strukturze stabilizowanej przez
mostki disiarczkowe, np. owadzie defensyny, drosomycyna, (3) peptydy o duzej zawartosci
jednego z aminokwasdw, takich jak prolina i/lub glicyna, np. drosocyna [8, 58, 62].

Sposrod okoto 900 poznanych dotad eukariotycznych peptydow odpornosciowych,
ponad 200 opisano u owadow [8, 87]. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe owadow
syntetyzowane sa w odpowiedzi na rozpoznanie zakazenia, gldéwnie w komorkach
ciata thuszczowego (funkcjonalny odpowiednik watroby ssakéw) i hemocytach, skad
wydzielane sa do hemolimfy wypehiajacej jame ciata (hemocel). Ich obecnos¢ w
hemolimfie umozliwia uogdlniona (systemowa) odpowiedz organizmu na infekcje,
natomiast peptydy syntetyzowane w komodrkach nablonkowych uczestnicza w
reakcjach miejscowych obejmujacych wrota zakazenia [13, 52, 57, 82].

Uwaza sig¢, ze dany gatunek owadow dysponuje charakterystycznym dla niego
zestawem peptydéw odpornosciowych rézniacych si¢ wlasciwosciami biochemicznymi
i mechanizmem dzialania w stosunku do mikroorganizméw, co umozliwia skuteczne
zwalczanie szerokiego spektrum drobnoustrojow (bakterie Gram+ i Gram—, grzyby,
pierwotniaki). Od 1981 roku, kiedy opisano pierwsze owadzie peptydy przeciwdrob-
noustrojowe jedwabnika olbrzymiego Hyalophora cecropia, peptydy takie scha-
rakteryzowano u przedstawicieli roznych rzedow owadoéw: Coleoptera, Diptera,
Hemiptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Odonata i Trichoptera [28]. Na przyklad, z
hemolimfy barciaka wiekszego Galleria mellonella (Lepidoptera) oczyszczono 12
peptydow o zréznicowanych wilasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych [7, 12].

Poznanie genomu muszki owocowej Drosophila melanogaster (Diptera),
dostepnos¢ szeregu jej mutantdw oraz tatwos¢ przeprowadzania manipulacji gene-
tycznych spowodowaly, ze stata si¢ ona modelem doswiadczalnym najczesciej
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TABELA 1. Indukowalne peptydy odpornosciowe Drosophila melanogaster [29, 78]
TABLE 1. Inducible defense peptides of Drosophila melanogaster [29, 78]

Rodzina Liczba | Stezenie Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa

peptydow gendéw | w hemolimfie [uM]

Attacyny 4 nie okreslono bakterie Gram-ujemne

Cekropiny 4 50 bakterie Gram-ujemne, bakterie Gram-dodatnie, grzyby
Defensyna 1 1 bakterie Gram-dodatnie

Dipterycyny 2 0,5 bakterie Gram-ujemne

Drosocyna 1 40 bakterie Gram-ujemne

Drosomycyny |7 100 grzyby

Miecznikowina |1 40 bakterie Gram-dodatnie, grzyby

wykorzystywanym w badaniach mechanizméw odpornosciowych owadow. W
genomie D. melanogaster znaleziono 20 genoéw dla indukowanych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych. Produkty tych gendéw zaliczane sa do siedmiu rodzin:
attacyny, cekropiny, defensyna, dipterycyny, drosocyna, drosomycyny, miecznikowina
(tab. 1) [18, 29, 31, 33, 37, 78].

2.1. Regulacja syntezy peptydow odpornosciowych u D. melanogaster

Synteza peptydow odpornosciowych w ciele tluszczowym D. melanogaster
znajduje si¢ zasadniczo pod kontrola dwdch szlakow sygnatowych, Toll/Dif i Imd/Relish
[2, 17, 43, 49, 78, 83]. Oba szlaki schematycznie przedstawiono na rycinie 2. Badania
z zastosowaniem szeregu mutantow D. melanogaster wykazaly, ze szlak Toll/Dif
uruchamiany jest przede wszystkim w odpowiedzi na zakazenie bakteriami Gram-+,
podczas gdy szlak Imd/Relish aktywuja bakterie Gram— [47]. Pozniej ustalono, ze

RYCINA 2. Szlaki transmisji sygnatow prowadzace do indukcji ekspresji gendw dla peptydow
odpornosciowych w komorkach ciata ttuszczowego u Drosophila melanogaster. W wyniku rozpoznania
PGN-Lys oraz f-1,3-glukanu przy udziale odpowiednich receptoréw dochodzi do uruchomienia kaskad
proteaz serynowych w hemolimfie owada i przeksztalcenia biatka pro-Spaetzle w cytoking Spaetzle.
Dimery Spaetzle oddziatuja z zewnatrzkomorkowym regionem btonowego receptora Toll, co prowadzi
do powstania kompleksu receptorowo-adaptorowego wewnatrz komorki, a nastgpnie do aktywacji
czynnika transkrypcyjnego Dif/Dorsal. Czasteczki PGN-Dap oddziatuja bezposrednio z receptorami
btonowymi PGRP-LC, co powoduje utworzenie kompleksu receptorowo-adaptorowego przy udziale
biatka imd. To prowadzi do aktywacji odpowiednich kinaz biatkowych oraz enzyméw proteolitycznych
w komorce i uwolnienia domeny Rel-68 czynnika transkrypcyjnego Relish. Obecnos¢ czynnikow NF-«B
w jadrze komorkowym umozliwia indukcje¢ ekspresji odpowiednich gendw zaangazowanych w odpowiedz
immunologiczna (wg [2, 17, 44, 78, 83], zmienione)

FIGURE 2. Toll/Dif and Imd/Relish signal transduction pathways activated in D. melanogaster fat body
in response to infection. Recognition of PGN-Lys and 3-1,3-glucan by proper receptors leads to activa-
tion of serine protease cascades in insect hemolymph and transformation of pro-Spaetzle into cytokine
Spaetzle. Dimers of Spaetzle interact with the extracellular region of receptor Toll leading to formation of
areceptor-adaptor complex inside a cell and to activation of transcription factor Dif/Dorsal. Interaction of
PGN-Dap with transmembrane receptor PGRP-LC leads to formation of a receptor-adaptor complex
containing imd protein. Activation of protein kinases and proteases culminates with proteolytic cleavage
of Relish and releasing of Rel-68 domain with transcription factor activity. NF-«kB factors in the cell
nucleus induce expression of genes involved in immune response (adapted from [2, 17, 44, 78, 83])
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sktadnikiem sciany komdrkowej bakterii, odpowiedzialnym za aktywacje obu szlakow
sygnatowych jest peptydoglikan (PGN), rozpoznawany przy udziale specyficznych
receptorow PRRs (ang. pattern recognition receptors) wiazacych struktury
powierzchniowe drobnoustrojow PAMPs (ang. pathogen associated molecular
patterns) [48, 65, 72]. Warto tutaj zaznaczy¢, ze w przeciwienstwie do D.
melanogaster, wysoce oczyszczony lipopolisacharyd oraz syntetyczny lipid A
indukowaty ekspresje genow m.in. dla cekropiny B1 i attacyny w ciele thuszczowym
Bombyx mori (Lepidoptera). Autorzy sugeruja udziat zar6wno PGN, jak i LPS w
indukcji ekspresji gendw dla peptydéw odpornosciowych u tych owadow [74].

Szlak Toll/Dif u D. melanogaster jest aktywowany przede wszystkim przez PGN
zawierajacy w czesci peptydowej reszty lizyny (PGN-Lys), charakterystyczny dla
Scian komorkowych wigkszosci bakterii Gram+. Natomiast szlak Imd/Relish
uruchamiany jest przez PGN, w ktorym reszty lizyny zastapione sa resztami kwasu
mezo-diaminopimelinowego (PGN-Dap), obecny u bakterii Gram— oraz niektorych
Gram+, m.in. z rodzaju Bacillus i Clostridium [15, 71]. Wydaje si¢, ze w odpowiedzi
na infekcje grzybami zaangazowane moga by¢ oba wymienione szlaki. Sktadnikami
Scian komdrkowych grzybow, ktore prowadza do indukcji odpowiedniego szlaku
sygnalowego, sa czasteczki -(1,3)-glukanu [20].

W wyniku uruchomienia powyzszych drég sygnatowych dochodzi do aktywacji
czynnikow transkrypcyjnych Dif/Dorsal — Dif (ang. Dorsal-related immunity factor)
i Relish, nalezacych do rodziny Rel/NF-«B (ang. Reticuloendotheliosis/nuclear
factor xB), ktdre biora udziat w regulacji ekspresji szeregu genéw uczestniczacych
w odpowiedzi immunologicznej, kodujacych m.in. peptydy odpornosciowe [26, 54].
Dzig¢ki badaniom prowadzonym na mutantach D. melanogaster wiadomo, ze
ekspresja przeciwgrzybowego peptydu drosomycyny znajduje si¢ glownie pod kontro-
la szlaku Toll/Dif, a dipterycyny, aktywnej przeciw bakteriom Gram—, pod kontrola
szlaku Imd/Relish. Pozwala to na analiz¢ udzialu obu szlakow sygnatowych w
odpowiedzi na zakazenia wywolane przez rozne drobnoustroje. W regulacji ekspresji
niektorych peptydéw odpornosciowych D. melanogaster, np. defensyny i mieczni-
kowiny, zaangazowane sa obie drogi przekazywania sygnalow [47, 51, 66].

2.1.1. Szlak Toll/Dif u D. melanogaster

Rozpoznanie PGN-Lys przez odpowiednie receptory, PGRP-SA, PGRP-SD (ang.
peptidoglycan recognition protein, short) i GNBP-1 (ang. Gram-negative binding
protein 1), jak rowniez skladnikéw s$cian komorkowych grzybow przez GNBP-3,
prowadzi do uruchomienia kaskad proteaz serynowych w hemolimfie zainfekowanego
owada [20, 35, 83]. Ostatnim enzymem w obu kaskadach jest proteaza serynowa
SPE (ang. Spaetzle processing enzyme), ktora przeksztalca obecng w hemolimfie
cytoking pro-Spaetzle do formy bedacej ligandem receptora Toll [34, 55]. Transblo-
nowy receptor Toll, znajdujacy si¢ na powierzchni komorek ciata tluszczowego, pod
wplywem przytaczenia aktywnej formy Spaetzle ulega dimeryzacji, co prowadzi do
rekrutacji biatka adaptorowego dMyD88 (ang. myeloid differentiation primary-
response protein 88) do wewnatrzkomorkowej domeny TIR (ang. Toll/
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Interleukin-1 receptor) receptora, inicjujac w ten sposob szereg reakcji wewnatrz
komorki [30, 85]. Ostatnim ogniwem kaskady reakcji wewnatrzkomorkowych jest
uwolnienie czynnika transkrypcyjnego Dif/Dorsal z kompleksu z inhibitorowym
biatkiem Cactus (odpowiednik I«B ssakdw). Sygnalem do dysocjacji kompleksu jest
fosforylacja Cactus przez niezidentyfikowana do tej pory kinaz¢ biatkowa.

Warto zaznaczy¢, ze droga przekazywania sygnatéw prowadzaca do aktywacji
czynnikow transkrypeyjnych Rel/NF-kB w wyniku uruchomienia transbtonowego
receptora Toll jest zachowana ewolucyjnie i stanowi istotny element odpornosci
wrodzonej tak u owadow, jak i ssakow. Reakeje szlaku Toll/Dif u D. melanogaster
przebiegaja analogicznie do szlaku uruchamianego w wyniku aktywacji receptora
TLR4 (ang. Toll-like receptor 4) ssakow przez bakteryjny lipopolisacharyd. Istotng
réznicg jest to, ze receptory TLRs ssakéw bezposrednio uczestnicza w rozpozna-
waniu PAMPs, natomiast ligandem receptora Toll u D. melanogaster jest cytokina
Spaetzle [3, 4, 32].

2.1.2. Szlak Imd/Relish u D. melanogaster

Szlak Imd/Relish uruchamiany jest w wyniku rozpoznania PGN-DAP przez
specyficzne receptory PGRP-LC (ang. peptidoglycan recognition protein, long)
obecne na powierzchni komorek ciata thuszczowego. W procesie aktywacji zaanga-
zowane sa rowniez biatka receptorowe PGRP-LE [21, 71, 72, 86]. Dimeryzacja
receptorow PGRP-LC prowadzi do przylaczenia biatka Imd (ang. immune
deficiency), bedacego homologiem biatka RIP ssakow (ang. TNF-receptor inter-
acting protein 1) do wewnatrzkomorkowej domeny DD (ang. death domain)
receptora. Sygnal odbierany jest nastepnie przez homologiczng do kaspazy 8 ssakow
proteazg DREDD (ang. Death-related ced3/Nedd2-like protein) oraz kinaze
biatkowa dTAK1 (ang. TGF/F-activated protein kinase 1). W aktywacje¢ czynnika
transkryp-cyjnego Relish zaangazowana jest kolejna kinaza biatkowa IKK (ang. /4B
kinase). Prekursorowa forma Relish jest fosforylowana przez podjednostke ird5
powyzszej kinazy i staje si¢ substratem dla proteazy typu kaspazy, prawdopodobnie
kaspazy DREDD, chociaz bezposredniego jej dziatania na czasteczki Relish dotad
nie udowodniono [83].

Nalezy zaznaczy¢, ze mutacje w genach kodujacych biatka wchodzace w sklad
omawianego szlaku, takich jak: imd, FADD lub TAK, prowadza do szczegolnej
wrazliwosci owadow na infekcje bakteriami Gram—, ze wzgledu na brak indukcji
ekspresji genow odpowiednich peptyddéw odpornosciowych. Natomiast jednoczesna
mutacja w genach Toll i imd (imd /Toll") powoduje brak ekspresji peptydoéw
odpornosciowych i wrazliwo$¢ owaddéw na zakazenia zaréwno bakteriami Gram+ i
Gram—, jak i grzybami [45, 46, 56, 77, 79, 81].

Szlak Imd/Relish D. melanogaster jest porownywany do szlaku uruchamianego
w wyniku aktywacji TNFR1 ssakow (ang. tumor necrosis factor receptor 1) [83].
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3. SPECYFICZNOSC REAKCJI UKLADU
ODPORNOSCIOWEGO OWADOW

Dzigki pracom prowadzonym na modelu D. melanogaster wczesniej przyjete
poglady dotyczace braku specyficznosci reakcji uktadu odpornosciowego owadow
ulegly weryfikacji. Juz w 1997 roku udokumentowano, ze geny kodujace peptydy
przeciwdrobnoustrojowe u D. melanogaster podlegaja zréznicowanej ekspresji w
zaleznos$ci od klasy infekujacego mikroorganizmu. Naturalne zakazenie grzybami
entomopatogennymi Beauveria bassiana indukowalo syntezg tylko peptydow
przeciwgrzybowych drosomycyny i miecznikowiny [47]. Stwierdzono rowniez
zroznicowang aktywacje czynnikow transkrypcyjnych Dif oraz Relish podczas
zakazenia D. melanogaster grzybami i bakteriami Gram+ [27]. Badania przeprowa-
dzone z uzyciem techniki 2D-DIGE (ang. two-dimensional difference gel
electrophoresis) wykazaly ponadto zdecydowane réznice w profilu biatek hemolimfy
D. melanogaster po infekcji larw bakteriami M. luteus i drozdzami Saccharomyces
cerevisiae [80].

Wyrézni¢ mozna kilka poziomoéw, na ktorych zachodzi ,,dywersyfikacja” sygnatu o
zakazeniu, co prowadzi m.in. do ukierunkowanej ekspresji okreslonej grupy genow.
Pierwszym etapem jest rozpoznanie zakazenia przy udziale odpowiednich czasteczek
receptorowych nalezacych do PRR. Zréznicowany zestaw bialek PRR zaangazowany
jest w rozpoznanie poszczegolnych struktur PAMPs drobnoustrojéw, co juz na poczatku
ukierunkowuje odpowiedz uktadu odpornosciowego na odpowiednie tory, aktywujac
rozne szlaki przekazywania sygnalow w zaleznosci od typu zakazenia. Ponadto,
tworzenie homodimerdw lub heterodimerdw przez czynniki transkrypeyjne z rodziny
Rel/NF-«B moze prowadzi¢ do ekspresji odmiennego zestawu gendow [59, 75]. W
badaniach z zastosowaniem stabilnie transfekowanych komérek S2 D. melanogaster
(ang. Schneider-line 2) wykazano, ze poziom ekspresji genow poszczegolnych
peptyddéw odpornosciowych zalezy od kombinacji biatek Dif, Dorsal i Relish w obrebie
dimeréw. Ekspresje genu drosomycyny aktywowal przede wszystkim heterodimer Dif/
Relish, podczas gdy gen dla defensyny byl najsilniej aktywowany przez heterodimery
Dorsal/Relish. Natomiast ekspresja genu attacyny byta indukowana przez homodimery
Relish/Relish oraz heterodimery Dif/Relish i Dorsal/Relish [23]. Zrdéznicowany poziom
ekspresji poszczegolnych genow w obecnosci roznych dimerdéw bialek Rel zwigzany
jest m.in. z odmiennym ich powinowactwem do miejsc kB w obrgbie promotorow
gendw. W badaniach z uzyciem komorek linii mbn-2 D. melanogaster wywodzacej
si¢ z hemocytow (ang. malignant blood neoplasm; hemocyte-like cell line;
tumorous blood cells) stwierdzono, ze biatka Dif i Dorsal r6znia si¢ powinowactwem
do miejsc kB w promotorach genéw dipterycyny i cekropiny A, prawdopodobnie na
skutek odmiennej sekwencji nukleotydéw w obregbie tych motywoéw oraz innej
charakterystyki wigzania DNA [22].

Otrzymanie linii komorek D. melanogaster S2, ktore zachowuja zdolnos¢ do
fagocytozy i wyrazajq na swej powierzchni wiele biatek receptorowych, pozwolito
na rozszerzenie badan nad mechanizmami odpowiedzi komdrkowej owaddw. Z badan
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tych wynika bezsprzecznie, ze komorki hemolimfy D. melanogaster (i prawdopo-
dobnie innych gatunkoéw owaddw) syntetyzuja zestaw roznorodnych receptorow
zdolnych do specyficznego oddziatywania ze sktadnikami komorek drobnoustrojow.
Obecnie wiadomo, ze procesy fagocytozy bakterii E. coli, Staphylococcus aureus,
Mpycobacterium fortuinum, Listeria monocytogenes oraz drozdzy Candida albi-
cans przez hemocyty uzaleznione sa od obecnosci konkretnych receptoréw [1, 19,
38, 61, 73].

Wymownym przykladem olbrzymich mozliwosci specyficznego oddziatywania jest
receptor Dscam (ang. Down syndrome cell adhesion molecule), ktorego prawidlo-
we funkcjonowanie w ukladzie nerwowym owaddow, a takze czlowieka, zapewnia
formowanie wlasciwych potaczen miedzy komorkami nerwowymi [10, 24, 25, 69, 70].
W ostatnich latach wykazano, ze u D. melanogaster receptor ten, zawierajacy w czesci
zewnatrzkomdrkowej 10 domen immunoglobulinowych i 6 domen fibronektynowych typu
Ill, zaangazowany jest rowniez w reakcjach odpowiedzi immunologicznej (ryc. 3).
Obliczono, ze w wyniku proceséw alternatywnego splicingu, dotyczacych egzonow 4,
6, 9 i 17 kodujacych, odpowiednio, fragmenty domen Ig2, Ig3, cala domene Ig7 oraz
fragment transblonowy, komérki D. melanogaster moga zostaé potencjalnie wyposazone
w 38 016 izoform (ang. splice variants) receptora Dscam. Prawdopodobnie 18 000
izoform Dscam, wykazujacych réznice w budowie czgsci zewnatrzkomorkowe;j
czasteczki, ulega ekspresji w hemocytach. Kazda z nich moglaby oddziatywaé
specyficznie z okreslonymi drobnoustrojami, co potencjalnie prowadzitoby do
ukierunkowania reakcji odpornosciowej. Ekspresje Dscam wykazano rowniez w
komorkach ciata thuszczowego D. melanogaster, a obecno$¢ czasteczek receptora
stwierdzono tez w hemolimfie [11, 84]. Receptor Dscam zostat rowniez opisany u komara
Anopheles gambiae (AgDscam). W wyniku alternatywnego splicingu moze powstaé
ponad 31 000 izoform AgDscam, zawierajacych rézne kombinacje domen adhezyjnych
pozwalajace na specyficzne oddzialywanie z drobnoustrojami. Na podstawie badan

region
transbionowy ]
Ig2 1g3 | | g7 S <l
|
<+———————————— region zewngtrzkomérkowy - - > I

domena immunoglobulinowa

|| domena fibronektynowa typu Il

RYCINA 3. Schemat budowy czasteczki receptora Dscam Drosophila melanogaster, wyrdézniono domeny
immunoglobulinowe Ig2, Ig3, Ig7, charakteryzujace si¢ duza zmiennosciag (wg [11, 84], zmienione)
FIGURE 3. Domain structure of D. melanogaster receptor Dscam, variable immunoglobulin domains Ig2,
1g3, Ig7 are presented as black rhombs (adapted from [11, 84])
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z zastosowaniem linii komorek A. gambiae SuaSB (ang. hemocyte-like immune
competent cell line) oraz dorostych owadow stwierdzono, ze zakazenie rdéznymi
drobnoustrojami prowadzi do zréznicowanej ekspresji poszczegdlnych form biatka
AgDscam, w wyniku czego w odpowiedzi na infekcj¢ pojawia si¢ odmienny zestaw
izoform receptora. Pobudzenie komorek SuaSB bakteriami Gram— E. coli lub
Pseudomonas veronii powodowato syntezg¢ izoform AgDscam o wigkszym powino-
wactwie do tych drobnoustrojow, w porownaniu z izoformami syntetyzowanymi w
odpowiedzi na bakterie Gram+ Staphylococcus aureus [14]. Przytoczone dane
wskazuja, ze brak odpornosci nabytej (w rozumieniu odpornosci kregowcow) nie
wyklucza mozliwosci specyficznego reagowania organizmu na infekcje wywolane
przez rozne drobnoustroje. Uklad odpornosciowy owadéw, wykorzystujac inne,
poznawane dopiero mechanizmy, pozwala na stosunkowo specyficzng odpowiedz
zaleznie od rozpoznanych patogendow.

Ostatnio wykazano, ze w wyniku alternatywnego splicingu zachodzacego w
komorkach mézgowych oraz hemocytach skorupiakow Daphnia magna i D. pulex
moze powstawac 13 000 transkryptéw Dscam. Wyniki te sugeruja, ze u skorupiakow,
podobnie jak u owaddw, zroznicowane izoformy receptora Dscam funkcjonuja
zarowno w uktadzie nerwowym, jak i odpornosciowym [5].

4. PAMIEC IMMUNOLOGICZNA U OWADOW

Juz na poczatku lat osiemdziesiatych wyniki badan prowadzonych na dorostych
osobnikach karaczanéw Periplaneta americana wskazywaly na funkcjonowanie pamigci
immunologicznej u tych owadow. Stwierdzono, ze wezesniejsze wstrzykniecie toksoidow
uzyskanych z jadu pszczot Apis mellifera oraz jadu weza Agkistrodon piscivorus
chronito przed $Smiertelng dawka tylko analogicznych toksyn. Najwyzsza przezywalnos¢
karaczanéw odnotowano, gdy odstgp pomigdzy podaniem toksoidu i toksyny wynosit 14
dni. Zaréwno specyficznos¢ reakeji jak i kinetyka odpowiedzi przypominaly cechy
odpowiedzi immunologicznej kreggowcow. Ustalono, ze czynnik (czynniki) odpowiedzialny
za obserwowane reakcje wystepuje w formie wolnej w hemolimfie i nie jest zwigzany
z hemocytami [36, 64]. Dalsze badania na P. americana z zastosowaniem szczepionek
zawierajacych zabite bakterie wykazaty, ze ich podanie wywoluje reakcje dwufazowa.
Pierwsza faza obejmowala trwajaca 72 godziny odpowiedz niespecyficzna, gdyz uzycie
szczepionek z réznymi zabitymi bakteriami (Micrococcus luteus, Streptococcus lactis,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens) w jednakowym stopniu chronito przed
pdzniejszym podaniem zywych Pseudomonas aeruginosa. Druga faze, trwajaca do
14 dni, cechowata specyficznos¢, poniewaz przed rozwojem zakazenia zywymi
bakteriami P. aeruginosa chronilo owady tylko uprzednie podanie zabitych P.
aeruginosa. Wywnioskowano, ze odpowiedz immunologiczna dorostych karaczanow
wykazuje cechy odpowiedzi obserwowanej u owadow holometabolicznych (faza
pierwsza) oraz odpornosci nabytej (faza druga). Przypuszczano wtedy, ze dtugos¢ zycia
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karaczanow (trzy lata i dluzej) wymusza tego rodzaju charakterystyke odpowiedzi
immunologicznej [16].

Wyniki badan ostatnich lat uzyskane na modelu D. melanogaster rzucaja nowe
Swiatto na powyzsze obserwacje [60]. Stwierdzono, Zze uprzednie podanie dorostym
osobnikom D. melanogaster subletalnej dawki zywych Streptococcus pneumoniae
chronito przed podang tydzien pdzniej letalng dawka tych bakterii. Efekt ten byt
specyficzny dla S. pneumoniae, utrzymywal si¢ przez cate zycie osobnikow i
zwigzany byl z szybszym zabijaniem zywych bakterii przez uklad odpornosciowy
muszek. Wykazano, ze zasadnicza rolg w tej reakcji pelnig fagocyty oraz szlak Toll/
Dif. Wczesniejsze zetknigcie si¢ uktadu odpornosciowego ze S. pneumoniae prawdo-
podobnie pozwala fagocytom bardziej wydajnie rozpoznawaé oraz przeprowadzaé
fagocytoze komorek patogenu w przypadku ponownego zakazenia. Efekt ten moze
by¢ zwiazany z selekcja, podczas pierwszego zetknigcia si¢ z patogenem, odpo-
wiednich receptoréw Dscam na powierzchni fagocytow D. melanogaster.

Podobnie, badania przeprowadzone na trzmielach Bombus terrestris zakazanych
Pseudomonas fluorescens oraz Paenibacillus larvae 1 P. alvei wykazaly, ze
weczesniejsze podanie bakterii chroni przed kolejnym zakazeniem, ale tylko w ukladzie
homologicznym, nawet w przypadku bakterii nalezacych do tego samego rodzaju
[67]. Utrzymywanie si¢ ,,ochronnego dziatania” az 22 dni od zetknigcia si¢ z
patogenem sugeruje, ze efekt ten nie jest zalezny od aktywnosci peptyddéw odpornos-
ciowych, ktorych obecnos¢ w hemolimfie utrzymuje si¢ do kilku dni po zakazeniu.
Moze to wskazywac na istotny udzial hemocytow oraz receptorow Dscam w obser-
wowanych reakcjach, podobnie jak to ma miejsce u D. melanogaster.

Warto tu zaznaczy¢, ze dane uzyskane z badan na innych przedstawicielach
bezkregowcow, np. skorupiakow Macrocyclops albidus [41] oraz D. magna [50]
réwniez wskazuja na specyficznosé odpowiedzi i funkcjonowanie pamieci immunolo-
gicznej u tych organizmow. W hemocytach D. magna i D. pulex wykazano
mozliwo$¢ powstawania zrdznicowanych transkryptow Dscam, podobnie jak u
owadow [5]. Natomiast u slimakdéw Biomphalaria glabrata stwierdzono obecno$é
receptorowych biatek FREPs (ang. fibrynogen-related proteins), ktore zawieraja
domeng¢ podobna do fibrynogenu oraz 1 lub 2 domeny immunoglobulinowe o duzej
zmiennosci sekwencji [89, 90, 91]. Zmiennos$¢ ta moze pozwalaé na oddziatywanie
z réznymi patogenami i odpowiednio ukierunkowywaé odpowiedz immunologiczna.
Cechy te upodabniaja receptory FREPs, a takze Dscam, do receptoréw zaangazo-
wanych w odpornosci nabytej u kregowcow.

5. PODSUMOWANIE

Uktad odpornosciowy bezkregowcow, o czym swiadcza podane wyzej przyklady,
jest zdolny do specyficznej odpowiedzi w stosunku do wczesniej napotkanego
patogenu, co mozliwe jest dzigki pamieci immunologicznej. Jest to uwarunkowane
miedzy innymi wystepowaniem zestawu zrdéznicowanych receptorow (Dscam,
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FREPs), ktoére moga bra¢ udzialt w rozpoznawaniu struktur charakterystycznych dla
réznych drobnoustrojow, a takze moga umozliwiaé¢ selekcje¢ wrazliwych na dane
drobnoustroje komoérek zaangazowanych w proces fagocytozy. W odrdznieniu od
przeciwcial kregowcow, za ktorych olbrzymia réznorodnosé odpowiada proces
rearanzacji gendw na poziomie DNA, zmiennos¢ receptorow Dscam osiagana jest
dzigki procesowi alternatywnego skfadania prekursorowych RNA. Dlatego tez,
niektdrzy autorzy sugeruja funkcjonowanie u owaddw, a takze u innych bezkregow-
cow, alternatywnego rodzaju odpornosci nabytej, opartej na mechanizmach odmien-
nych niz opisane dotad u kregowcow [39, 40, 63].
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