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The functions of macrophage and melano-
macrophage centers in fish immunity

Antychowicz J.

The aim of this review is to present the current opinions
on specificity of fish immune system with special em-
phasis on the role of macrophages, melano-macrophag-
es and melano- macrophage centers in resistance to
viral, bacterial and parasitic diseases, as well as toxic
substances. Information concerning the influence of ex-
trinsic and intrinsic factors influencing the macrophage
activity could be useful in betterment of fish diseases
control measures, for instance the non-specific immu-
nostimulation in farm fish. Many authors suggest that
effective fish immunostimulation should augment the
genes expression in macrophages, increasing their num-
ber and activating them towards the pathogens. On the
basis of presented information, it could be concluded
that macrophage and melano-macrophage centers num-
ber should be considered as bioindicators of fish health
status and the aquaculture environment degradation.

Keywords: fish, immunity, macrophages and melano-
macrophage centers.

yby sa najstarsza grupa kregowcow, kto-

rej uklad odpornosciowy dziata na po-
dobnych zasadach, jak uktad odpornoscio-
wy ptakéw i ssakdw. Podobnie jak u innych
gatunkdéw zwierzat, réwniez u ryb uklad od-
porno$ciowy ulegat ewolucji w wyniku cig-
glej presji patogennych mikroorganizméw.
Wystepowanie ryb przez okofo 580 mln lat,
jak réwniez obecnos¢ ponad 32 tys. wspot-
czes$nie zyjacych gatunkéw ryb jest sukce-
sem, ktéry zawdzieczaja wielu przystoso-
waniom, miedzy innymi w zakresie ukladu
odpornosciowego. Podobnie jak u ptakéw
i ssakéw, u ryb wystepuje odporno$¢ wro-
dzona, czyli naturalna, oraz odporno$¢ na-
byta. Na uwage zastuguje fakt, ze w trakcie
ewolucji kregowcéw u ryb po raz pierwszy
pojawily sie receptory komérkowe typu im-
munoglobulin — Ig. Niezaleznie od wielu
podobieristw w odpowiedzi odpornosciowej
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wystepujacej u ssakow i ryb, u obu tych grup
zwierzat wystepuja réwniez réznice. Role
szpiku kostnego u ryb pelni nerka gtowo-
wa; zachodzi tam miedzy innymi hemato-
poeza, powstaja granulocyty i monocyty (1).
Grasica, nerka glowowa i $ledziona u ryb
s gléwnymi narzadami limfatycznymi (2).

Wedlug Ellis (3) przezycie ryby, u ktérej
doszto do zakazenia zalezy przede wszyst-
kim od wrodzonych mechanizméw obron-
nych, ktérych dzialanie jest niezalezne od
uprzedniego kontaktu z okreslonym czyn-
nikiem patogennym i w malym stopniu za-
lezy od temperatury ciala. To ostatnie jest
niezwykle waznym przystosowaniem orga-
nizmu ryby, wigzacym sig z tym, Ze sa one
zwierzetami zmiennocieplnymi, a tempera-
tura srodowiska stale ulega zmianom. Po-
dobnie jak u ssakéw i ptakéw, réwniez u ryb
pewne elementy odpornosci wrodzonej od-
grywaja kluczowa role w inicjowaniu odpor-
nosci swoistej (4). Poznanie specyfiki me-
chanizméw odporno$ciowych wystepuja-
cych u ryb, miedzy innymi roli makrofagéw,
jest niezbedne do ulepszania i dalszego roz-
wijania metod zwalczania oraz diagnosty-
ki chordb ryb, jak réwniez glebszego zrozu-
mienia patogenezy ich chordb, w tym zatrud.

Kontakt ryb hodowlanych z czynnikami
patogennymi jest czesty w zwigzku z duzym
zageszczeniem ryb w stawach i duza iloscia
gospodarstw rybackich korzystajacych z jed-
nego dorzecza. Pomimo tego, jezeli warun-
ki srodowiska nie ulegng drastycznemu po-
gorszeniu, ryba moze utrzymac dobry stan
zdrowia dzieki posiadaniu powiazanych ze
soba licznych mechanizméw odpornoscio-
wych, tworzacych zlozony system obronny.

Jednym z bardzo istotnych elementéw tego
systemu sa makrofagi. Makrofagi naleza do
pierwszej linii obrony organizmu przed pa-
togennymi mikroorganizmami i substancja-
mi toksycznymi, ktére zdotaly przekroczy¢
bariery obronne (skore, nabtonek skrzelowy
i blone §luzowa przewodu pokarmowego)
i dostaly sie do wnetrza organizmu. Oprécz
tego makrofagi usuwaja martwe i uszkodzo-
ne komorki po przebytym zakazeniu lub za-
truciu (5). Makrofagi wchodza w sktad ukta-
du jednojadrowych makrofagéw, do ktérego,
miedzy innymi, zaliczane s3 monocyty krwi.
Makrofagi sa elementem wrodzonego ukla-
du odporno$ciowego i u kregowcédw odgry-
waja istotna role zaréwno we wrodzonej, jak
i nabytej odpowiedzi immunologicznej (6).
Makrofagi ryb petnia podobne podstawowe
funkgje, jak makrofagi ssakéw, do ktérych na-
leza: fagocytoza, przygotowanie i prezentacja
antygendw oraz wytwarzanie cytokin (biatek
sygnalowych regulujacych wspoétdziatanie
komérek uktadu immunologicznego) i roz-
nych substancji unieszkodliwiajacych mikro-
organizmy chorobotwércze. Komérki uktadu
odpornosciowego ryb kostnoszkieletowych
wyposazone s w receptory Toll-podobne
(TLR), czasteczki gléwnego ukladu zgod-
nosci tkankowej klas I'i II (MHC I i II)
oraz receptory nalezace do grupy Ig (7).

Powstawanie monocytéw, makrofagow
i centréow melano-makrofagowych

U ryb, podobnie jak u innych kregowcéw,
wystepuja makrofagi krazace w krwi ob-
wodowej, czyli monocyty i makrofagi osia-
dle, czyli histiocyty, posiadajace zdolnos¢

Ryc. 1. Makrofagi w mdzgu karpia (Cyprinus carpio) chorego na myksoboloze
wywotang przez Myxobolus encephalicus; preparat niebarwiony

Ryc. 2. Melanofory - a i granulocyty - b karpia; preparat niebarwiony
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do przemieszczania si¢ do ogniska zapal-
nego. Maja one zdolno$¢ do chemotaksji
i komunikowania sie z innymi komérka-
mi. U ssakéw monocyty powstaja w szpiku
kostnym, skad dostaja sie do ukladu krg-
zenia i kraza w krwi przez okoto 24 godzi-
ny. Po uplywie tego czasu opuszczaja uktad
krazenia i osiedlaja si¢ w réznych tkankach.
U zmiennocieplnych kregowcéw, miedzy
innymi ryb, makrofagi, podobnie jak mo-
nocyty i granulocyty, powstaja w nerkach
gtowowych w procesie réznicowania sie
komorek pnia (8). W miare potrzeby kra-
zace we krwi monocyty ryb przechodza do
tkanek, zmieniajac sie w osiadle makrofagi.
W przypadku zakazenia lub inwazji makro-
fagi ulegaja podzialom, zwiekszajac swoja
liczbe w tkance. Makrofagi ryb nalezacych
do réznych gatunkéw moga sie nieco réz-
ni¢ ksztaltem i wielkoscig; pewne réznice
moga réwniez wystepowaé miedzy ma-
krofagami wystepujacymi w réznych na-
rzadach ryby okreslonego gatunku. Przy-
czyna réznego wygladu i réznej wielkosci
makrofagéw moze by¢ ich aktualny stan
fizjologiczny.

W cytoplazmie makrofagéw moga wy-
stepowac rézne barwniki, takie jak melani-
na, lipofuscyna (ceroid) i hemosyderyna.
W zwiazku z tym makrofagi przybieraja

brunatne zabarwienie i wéwczas nosza
nazwe melano-makrofagéw (ryc. 1). Po-
wszechnie uwaza sie, ze Zzrédtem melani-
ny sa rozpadajace si¢ melanofory — komér-
ki barwnikowe powszechnie wystepujace
w réznych tkankach ryb (ryc. 2). Zrédltem
hemosyderyny sa natomiast rozpadajace sie
erytrocyty. Roznej wielkosci skupiska ma-
krofagéw mozna fatwo zaobserwowac nie
tylko w preparatach histologicznych, lecz
réwniez w §wiezych (nieutrwalonych i nie-
barwionych) preparatach sporzadzonych
ze §ledziony, watroby i nerek gtowowych
(ryc. 3,4). Nosza one nazwe centréw mela-
no-makrofagowych (melano-macrophage
centers — MMC). U niektérych ryb w cen-
trach melano-makrofagowych stwierdza
sie réwniez limfocyty (9). Centra melano-
-makrofagowe wystepuja zwykle w pobli-
zu rozwidlen duzych naczyn krwionosnych
lub w elipsoidach sledziony. Skupiska ma-
krofagéw zawierajacych brunatny barwnik
autor obserwowal nie tylko w nerkach, ale
réwniez w mézgu (ryc. 5), pecherzu plaw-
nym (ryc. 6) i w skrzelach (rye. 7). Centra me-
lano-makrofagowe moga skladac sie z réz-
nej liczby komérek. Po pochlonieciu przez
nie materialu, ktéry ulega fagocytozie, zo-
staja otoczone kilkoma warstwami ko-
morek nablonkowatych (epitelioidalnych;
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ryc. 8). Niekiedy wokol otorbionego sku-
piska gromadza sie nowe makrofagi, kt6-
re z kolei zostaja otoczone nastepna war-
stwg komorek epitelioidalnych. Zjawisko
tego rodzaju autor niejednokrotnie ob-
serwowal w nerkach karpi (ryc. 9). Na ze-
wnatrz otorbionego skupiska melanoma-
krofagéw moga pojawia¢ si¢ melanofory
(ryc. 8,9). Centra melanomakrofagowe po-
wstaja u ryb pod wplywem réznych czyn-
nikéw fizjologicznych, takich jak: starze-
nie sie ryby oraz zuzywanie si¢ poszczegol-
nych jej komdrek, okresowe glodowania,
choroby zakazne i inwazyjne oraz zatru-
cia (10, 11). Liczba centréw melano-ma-
krofagowych rosnie wraz z wiekiem ryby,
starzeniem sie jej komdrek i szybkoscig ich
rozpadu. Zjawisko wzrostu liczby i wiel-
kosci tych centréw obserwuje sie podczas
glodowania ryb, szczegélnie gdy docho-
dzi juz do autolizy tkanek oraz w przebie-
gu chordb i zatrué, szczegodlnie tych, kto-
rym towarzyszy hemoliza. Na liczbe cen-
tréw ma wplyw temperatura wody. Wedlug
Fournie (12) wzrost liczby centréw mela-
no-makrofagowych moze wskazywaé na
degradacje srodowiska wodnego oraz po-
gorszenia si¢ zdrowia ryb. Zdaniem Agius
i Roberts (9) obecno$¢ tych centréw wig-
ze sie przede wszystkim z toczacym sie

barwienie hematoksyling-eozyna

o

preparat niebarwiony

Ryc. 4. Duze skupiska melano-makrofagéw w nerce karpia;
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Ryc. 5. Melano-makrofagi gromadzace sie w mozgu karpia - a, w poblizu zgrupowania
przedsporogennych stadiow Myxobolus encephalicus - b; preparat niebarwiony
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Ryc. 6. Melano-makrofagi - a, gromadzace sie w poblizu rozszerzonego chorobowo
naczynia krwiono$nego karpia; preparat niebarwiony
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Ryc. 7. Melano-makrofagi (a) w blaszkach oddechowych, w skrzelach karpia
pochodzacego z obiektu stawowego, w ktorym wystapity $niecia z nieznanej

przyczyny; preparat niebarwiony

hematoksyling-eozyna

Ryc. 9. Skupiska melano-makrofagow - a, w nerce karpia, otoczone warstwa komérek nabtonkowatych - b,
a nastepnie przez kolejne melano-makrofagi - ¢ i formujaca sie druga warstwe komérek nabtonkowatych
i melanoforéw - d; barwienie hematoksyling-eozyna

lokalnie przewleklym procesem zapalnym.
Uwazaja oni, podobnie jak niektérzy inni
badacze, ze centra melano-makrofagowe
pelnia funkcje zblizone do tych, ktére pet-
nia wezly limfatyczne ssakéw.

W $ledzionie i w watrobie tilapii (Ore-
chromis niloticus) obserwowano znaczna
aktywacje centréw melano-makrofagowych
(wzrost liczby makrofagéw) po zastosowa-
niu probiotykéw, w sktad ktérych wcho-
dzily bakterie Bacillus subtilis i drozdze
Saccharomyces cerevisiae. Zjawisku temu
towarzyszyl wzrost odpornosci na rézne
patogenne mikroorganizmy (13). Innym
dowodem kluczowego znaczenia makro-
fagéw w odpornosci ryb, moze by¢ ekspe-
ryment przeprowadzony przez Saeij i wsp.
(14). Po iniekgji karpiom preparatu, dzia-
tajacego toksycznie na makrofagi, stwier-
dzono, ze zmniejszenie liczby makrofa-
g6w spowodowalo wystapienie bakteriemii
u ryb. Okazalo sie, ze bakteriemie wywo-
faly bakterie saprofityczne, ktére zwykle

wystepuja u tych ryb, nie wykazujac wta-
$ciwosci chorobotwérczych.

Rola makrofagow
w odpowiedzi immunologicznej

Makrofagi sa wielofunkcyjnymi komérka-
mi, ktérych rola polega na: odnajdowaniu
i identyfikowaniu obcych i rodzimych an-
tygendw, likwidowaniu zbednych dla orga-
nizmu starzejacych sie oraz uszkodzonych
komorek i produktéw ich rozpadu, a takze
oczyszczaniu tkanek i narzadéw po prze-
bytym zakazeniu i po uszkodzeniach me-
chanicznych (15, 16). Makrofagi sa u ryb
najefektywniejszymi komérkami prezen-
tujacymi antygen. Po przetworzeniu anty-
genéw bakteryjnych prezentuja je w kon-
tekscie antygenéw zgodnosci tkankowe;j
limfocytom. Antygeny prezentowane na
powierzchni makrofagéw sa niezbedne do
aktywacji limfocytéw T i zapoczatkowania
odpowiedzi odpornosciowej.

Ryc. 8. Skupisko melano-makrofagéw w nerce karpia - a, otoczone komérkami
nabtonkowatymi - b oraz cienkg warstwa melanoforéw - c¢; barwienie

Na blonie komoérkowej komérek den-
drytycznych ssakéw i makrofagéw ryb wy-
stepuje glikoproteinowy receptor CD83,
zwiazany z regulacja dojrzewania limfocy-
téw T, ich aktywacja i supresja oraz regu-
lujacy dzialanie limfocytéw B. Uwaza sie,
ze receptor ten wystepowal u kregowcow,
miedzy innymi u ryb, stale w ciaggu 450 mIn
lat ich ewolugji.

Nastepstwem prezentacji antygenu jest
polaczenie sie makrofaga z limfocytem
pomocniczym Th (helper), co stymuluje
makrofag do produkcji wielu substancji
niezbednych do funkcjonowania catego
ukladu odpornosciowego. Makrofagi wy-
twarzaja interleukine-1 (IL-1) oraz czyn-
nik martwicy nowotworéw — TNF (tu-
mor necrosis factor). Substancje te biora
udzial w procesie zapalnym przez sty-
mulowanie limfocytéw i neutrofili oraz
przyciaganie ich do ogniska zapalnego.
Interleukina-1 stymuluje ponadto limfo-
cyty T do produkgji interleukiny-2 (IL-2).
Interleukina-2 stymuluje z kolei limfocy-
ty pomocnicze Th i limfocyty K (majace
zdolno$¢ niszczenia mikroorganizméw
patogennych i zakazonych komérek go-
spodarza) do proliferacji. Pod wplywem
IL-2 limfocyty T wytwarzaja interferon
gamma (IFN-y). Interferon z kolei sty-
muluje makrofagi, intensyfikujac caly opi-
sany wyzej cykl reakcji. Limfokiny IL-1,
IL-2, TNF i IFN-y sa substancjami, dzie-
ki ktérym mozliwe jest porozumiewanie
sie miedzy sobg komérek ukladu odpor-
nosciowego.

Namnazajace si¢ limfocyty Th przy-
czyniaja sie do intensywnej prolifera-
cji limfocytéw B, a nastepnie, w wyniku
rozpoznania antygenu (w ktérym bio-
ra udzial makrofagi, limfocyty T i lim-
focyty B), dochodzi do produkcji prze-
ciwcial. Bedac elementem wrodzonej od-
pornosci, makrofagi sa wiec niezbedne
do inicjowania nabytej odpowiedzi im-
munologicznej, a nastepnie do regulacji
jej przebiegu.
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Reakcja makrofagow
na molekularne wzorce zwigzane
z patogenami i ligandy drobnoustrojow

Specyficzne komponenty wystepuja-
ce w potencjalnie patogennych organi-
zmach — molekularne wzorce zwiazane
z patogenami (pathogen associated mo-
lecular patterns — PAMP) sa rozpozna-
wane przez receptory (pathogen recogni-
tion receptors — PRR), wystepujace miedzy
innymi na blonie komdrkowej makrofa-
géw i granulocytéw obojetnochtonnych
(neutrofili), jak réwniez w ich wnetrzu.
Te ostatnie sa szczegdlnie istotne w zaka-
zeniach wewnatrzkomoérkowych. Reakcje
PAMP-PRR pobudzajg uktad immunolo-
giczny, przez co polepszaja aktywno$¢ wro-
dzonych mechanizméw odpornosciowych
kregowcdéw, miedzy innymi ryb. U ryb od-
kryto wiele typéw receptoréw PRR rozpo-
znajgcych antygen, miedzy innymi recepto-
ry Toll-podobne (Toll-like receptors — TLR;
17, 18, 19). Swoiste funkcje tych recepto-
réw zaleza od genéw, przez ktdre sa one
kodowane. Uwaza sie, ze receptory TLR sa
gtéwnymi receptorami makrofagéw, oraz
ze sa one odmienne u ryb i u ssakéw (20,
21). U ssakéw, w zalezno$ci od gatunku
zwierzecia, wystepuje od 10 do 15 wyspe-
cjalizowanych receptoréw TLR, z ktérych
kazdy reaguje na inny ligand patogenne-
go mikroorganizmu, a nastepnie sygnali-
zuje jego obecnos¢. Poszczegdlne ligandy
maja zdolnos¢ wigzania sie z okreslonym
miejscem receptora.

Ligandy wystepujace na blonie komor-
kowej mikroorganizméw aktywuja po-
wstawanie (ekspresje) okreslonych typéw
receptoréw TLR. Okreslone wlasciwosci
molekularne mikroorganizméw repre-
zentowane przez ich ligandy determinu-
ja wiec typ odpowiedzi immunologicznej
(4, 8). Receptory TLR rozpoznaja nie tylko
PAMP, ale réwniez czastki powstate z roz-
padu komdrek gospodarza, a nastepnie sy-
gnalizujg, wystapienie zakazenia. Sygnaly
tego typu moga doprowadzi¢ do pojawie-
nia si¢ stanu zapalnego.

Fagocytoza

Makrofagi i neutrofile sa najwazniejszy-
mi komérkami fagocytujacymi u ryb. Po-
siadaja one szereg powierzchniowych re-
ceptordw, ktore, po wykryciu zmienionych
patologicznie komponentéw komérek go-
spodarza (np. wskutek wewnatrzkomérko-
wego zakazenia) albo mikroorganizméw
chorobotwdrczych, zapoczatkowuja sze-
reg zmian w blonie komérkowej, umoz-
liwiajac pochtoniecie mikroorganizmaéw.
Fagocytoza jest szczegdlnie efektywna,
jezeli czynniki zakazne ulegna optaszcze-
niu przez przeciwciala, czyli opsonizacji.
W cytoplazmie makrofaga, podobnie jak
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w cytoplazmie niektdrych innych komérek,
wystepuja lizosomy pierwotne, zawieraja-
ce enzymy trawienne (u ssakéw stwierdzo-
no okoto 40 réznych substancji tego typu).
Wchlaniane przez fagocyty chorobotwér-
cze mikroorganizmy lub szczatki komoérek
zostaja otoczone fragmentem blony ko-
morkowej, ktéra tworzy pecherzyk zagte-
biajacy sie w cytoplazmie nazywany fago-
somem. W wyniku jego fuzji z lizosomami,
powstaje fagolizosom, wewnatrz ktérego
pochloniete czastki ulegaja rozkladowi na
proste zwiazki chemiczne (22).

USmiercanie patogenu wewnatrz ma-
krofagdw, ale réwniez mikroorganizmoéw
chorobotwérczych znajdujacych sie na
zewnatrz makrofagéw polega na wydzie-
laniu przez fagocytujaca komérke (pod
wplywem stymulacji przez czynnik pato-
genny) reaktywnego tlenu i tlenku azotu
(NO). Indeks fagocytarny (liczba bakte-
rii przypadajaca na jedna komoérke fago-
cytujaca) oraz procent komorek fagocy-
tujacych badane in vitro sa wskaznikiem
aktualnego poziomu aktywnosci makro-
fagéw. Stosuje sie je réwniez do kontro-
li dzialania substancji immunostymulu-
jacych. Magsood i wsp. (23) udowodnili
w ten sposob, ze przez stosowanie chito-
zanu u karpi mozna zwiekszy¢ odpornos¢
tych ryb na zakazenie Aeromonas hydro-
phila. Bardziej precyzyjna metoda bada-
nia zmian zachodzacych w ukladzie od-
pornosciowym, miedzy innymi pod wply-
wem immunostymulantéw, jest badanie
poziomu ekspresji genéw kodujacych réz-
ne elementy odpornosci naturalnej, np.
efektywnos¢ makrofagéw (24).

W niektérych przypadkach mikroorga-
nizmy chorobotwdrcze unikaja destruk-
¢ji w makrofagach. Bakterie przezywajace
w makrofagach moga po pewnym czasie,
np. wskutek ekspozycji ryby na czynniki
stresowe, namnazac si¢, wywolujac prze-
wlekle zakazenie.

Reakcja makrofagow ryb
na zakazenia wirusowe

W zakresie skuteczno$ci likwidacji pa-
togennych wiruséw ryb przez makrofagi
badacze wyrazaja sprzeczne opinie. Wie-
lu z nich uwaza, ze wytwarzany w makro-
fagach reaktywny tlenek azotu odgrywa
istotna role w zwalczaniu patogennych wi-
ruséw ryb (25, 26, 27, 28). Wedlug Tafalla
i wsp. (29) jego wytwarzanie jest uzalez-
nione od uprzedniej aktywacji makrofa-
go6w przez rézne czynniki, miedzy innymi
przez interferon IFNaf lub lipopolisacha-
ryd bakteryjny (LPS). Niekiedy zakazenie
wirusowe u ryby wywotane, np. przez wi-
rus wirusowej posocznicy krwotocznej
(VHS), jest czynnikiem pobudzajacym do
produkgji przez makrofagi wymienionego
interferonu (30).
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Tlenek azotu (NO) dziata béjczo na
wiele wiruséw ryb, miedzy innymi na wi-
rus VHS (28). Wedlug de Mayer i wsp.
(30) wirusobojcze zdolnosci makrofagéw
uwarunkowane wytwarzaniem NO sa sku-
teczne tylko wéwczas, gdy miano wirusa
w organizmie ryby jest niewielkie. W wie-
lu przypadkach makrofagi nie sa w sta-
nie zniszczy¢ wirusa VHS, poniewaz ma
on zdolnos$¢ do replikacji w ich cytopla-
zmie (31, 32). Jest to niewatpliwie jedna
z przyczyn wysokiej §miertelnosci, szcze-
golnie mlodych pstragéw teczowych. Bru-
deseth (33) uwaza, ze makrofagi przyczy-
niaja sie w istotny sposéb do rozprzestrze-
niania si¢ wirusa VHS w organizmie ryby.
Morska posta¢ wirusa VHS nie ma zdol-
nosci do zakazania makrofagéw srédlado-
wych ryb lososiowatych i stad przypusz-
czalnie ryby te sa malo wrazliwe na zaka-
zenie tym wirusem.

U ryb tososiowatych w nerkach cze-
sto stwierdza sie nosicielstwo (o niskim
mianie) wirusa zakaznej martwicy trzust-
ki (IPN). Zdaniem Ellis (3) jest to dowo6d
na to, ze wirus ten wykazuje opornos¢ na
dzialanie enzyméw wytwarzanych w ma-
krofagach. Wedlug Ruane i wsp. (34) wi-
rus IPN moze wywierad supresyjny wpltyw
na makrofagi ryb. Uwaza sie réwniez, ze
wirus ten, podobnie jak wirus VHS, moze
namnazacd sie wewnatrz makrofagéw (35).

Reakcja makrofagow ryb
na zakazenia bakteryjne

Reakcje makrofagéw ryb na zakazenie bak-
teryjne przedstawia eksperyment Brattjerd
i Evensen (36). Po iniekcji zawiesiny Vibrio
salmonicida u tososi atlantyckich badacze
obserwowali wzrost liczby fagocytéw oraz
melano-makrofagéw w $ledzionie. Juz po
24 godzinach antygen bakteryjny stwier-
dzono we wtdérnych lizosomach makrofa-
géw i melano-makrofagéw (36). Badania te
potwierdzajq fakt, ze pierwsza linig obro-
ny w przypadku dostania sie patogennych
bakterii do krwiobiegu ryby sa makrofagi
i melano-makrofagi wystepujace w sinu-
soidach $ledziony. Biora one udzial w na-
tychmiastowym oczyszczaniu organizmu
z bakterii. Uwaza sie réwniez, ze makro-
fagi po pochlonieciu bakterii lub szczat-
kéw komoérek wedruja z sinusoidalnych
naczyn krwionos$nych sledziony do nerek
glowowych. Safinaz i wsp. (37) wykazali, ze
po eksperymentalnym zakazeniu wegorzy
przy uzyciu zawiesiny Vibrio ordalii akty-
wacji ulegaja przede wszystkim centra me-
lano-makrofagowe w nerkach.

O szybkosci dziatania makrofagéw ryb
w zakresie likwidacji niektérych bakte-
rii moga $wiadczy¢ do$wiadczenia in vi-
tro przeprowadzone przez Espelid i Jor-
gensen (38). Po zakazeniu hodowli ma-
krofagéw bakteriami Vibrio salmonicida
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bakterie te szybko zostaly przez nie po-
chloniete, a nastepnie ulegly degradacji;
po 72 godzinach nie udalo si¢ stwierdzi¢
obecnosci kompletnych komdrek bakte-
ryjnych wewnatrz makrofagéw.

Reakcja makrofagow ryb
na inwazje pasozytow

Gléwnym czynnikiem obronnym przeciw-
ko mikroskopowym pasozytom jest u ryb
miejscowy stan zapalny. W przypadku
obecnosci niewielkich jednokomérkowych
pasozytow, np. niektérych wiciowcéw, mi-
krosporidiéw i pasozytéw z gromady My-
xosporea, procesom zapalnym towarzy-
szy czesto fagocytoza (39). W przypadku
pasozytéw z gromady Myxosporea, np.
rodzaju Myxobolus, stan zapalny zostaje
uruchomiony wéwczas, kiedy plazmodia
zaczynaja przeksztalcac sie w spory (for-
my inwazyjne pasozyta) lub gdy dojrzate
spory po peknieciu otaczajacej je blony
uwalniane sa do tkanek ryby (ryc. 10, 11).
Zostaja one wowczas zwykle pochloniete
przez makrofagi i zgromadzone w centrach
melano-makrofagowych (40; ryc. 12). We-
dlug Holzer i wsp. (41) i Rodondo i wsp.
(42) makrofagi biorace udzial w proce-
sie zapalnym pochtaniaja gléwnie spory,
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niekiedy réwniez mate plazmodia i trans-
portuja je do $ledziony, nerek i watroby,
gdzie tworza centra melano-makrofago-
we. W centrach tych makrofagi zawiera-
jace pochloniety material zostaja otoczo-
ne komérkami nabtonkowatymi, ktére
tworza woko! nich wielowarstwowa, $ci-
$le przylegajaca otoczke. Pasozyty zosta-
ja po pewnym czasie strawione we wne-
trzu makrofagéw. Niekiedy wokot ogniska
melano-makrofagéw i komérek epitelio-
idalnych gromadzg sie melanofory — jest
to tak zwana melanizacja guzka pasozyt-
niczego. Autor (nieopublikowane dane
z obserwacji 1998—2004) wielokrotnie ob-
serwowal zgrupowania melano-makrofa-
g6éw w nerkach i pecherzu plawnym kar-
pi chorych na sferosporoze, wywotywa-
ng przez pasozyta Spherosphora renicola.
Skupiska melano-makrofagéw wystepo-
waly zwykle w poblizu kanalikéw nerko-
wych, w ktérych rozwijaly sie plazmodia
pasozyta lub gdy w $wietle kanalikéw gro-
madzily sie jego stadia przedsporogenne
i spory (ryc. 13). W przebiegu sferosporo-
zy (ryc. 14) w pecherzu ptawnym, w kté-
rym wystapil stan zapalny, stwierdzano
zwykle intensywny naciek makrofagéw
pochlaniajacych stadia rozwojowe Sphe-
rosphora renicola (ryc. 12).

W mézgu zdrowych karpi nie udaje sie
stwierdzi¢ obecno$ci makrofagéw. Nawet
w przypadku inwazji pasozyta Myxobo-
lus encephalicus w mozgu tej ryby cze-
sto nie obserwuje sie reakcji makrofagéw
(ryc. 15; nieopublikowane dane z obserwa-
cji autora w latach 2000-2006). Jedynie
w niektérych przypadkach i to w okresie
dojrzewania spor pasozyta, a szczegdl-
nie podczas ich wydostawania sie z na-
czyn krwiono$nych, obserwowano lokal-
ne gromadzenie si¢ makrofagéw podob-
ne do tych, ktére wystepuja w nerkach
i sledzionie w przebiegu innych choréb.
W moézgu w poblizu naczyn krwiono-
$nych nastepowalo wéwczas stopniowe
trawienie spor. Przyczyna braku reakcji
immunologicznej w przebiegu niektérych
przypadkéw myksobolozy mézgu u kar-
pi, moze by¢ upodobnienie si¢ antyge-
néw pasozyta do antygendw ryby. Skut-
kiem tego antygeny wystepujace w otocz-
ce spory pasozyta, rozpoznawane sg przez
makrofagi jako wlasne i nie dochodzi do
gromadzenia sie makrofagéw w miejscu
inwazji. Pasozyt ten byl juz znany na po-
czatku dwudziestego wieku (pod nazwa
Lentospora cerebralis). Jego ciagla obec-
no$¢ w hodowlach karpia jest dowodem
zdolnosci Myxobolus encephalicus do

Ryc. 10. Spora Myxobolus encephalicus w mézgu karpia pochtaniana przez melano-

makrofaga; preparat niebarwiony

Ryc. 11. Grupa spor Myxobolus encephalicus - a w mézgu karpia, otaczana przez

makrofagi - b; preparat niebarwiony

Ryc. 12. Rézne stadia rozwojowe Sphaerospora renicola - a, w pecherzu ptawnym
karpia, pochtaniana przez melano-makrofagi - b; preparat niebarwiony

Ryc. 13. Melano-makrofagi - a w $cianie kanalika nerkowego zawierajacego
stadia przedsporogenne i spory Sphaerospora renicola - b; preparat niebarwiony
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Ryc. 14. Zapalenie pecherza ptawnego karpia wywotane przez Sphaerospora renicola

Ryc. 15. Dojrzate spory Myxobolus encephalicus w mdzgu karpia; brak odczynu
zapalnego i melano-makrofagéw; preparat niebarwiony

unikania odpowiedzi immunologicznej
gospodarza (43, 44).

Reakcje makrofagdw ryb na inwazje mi-
kroskopowych pasozytéw dobrze ilustru-
je eksperyment Vogelbein i wsp. (45). Po
5-8 dniach po zakazeniu ryb kokcydiami
Rivulus marmoratus stwierdzili oni po-
jawienie si¢ ognisk zapalnych w watro-
bie, objawiajacy sie niewielkimi nacieka-
mi eozynofili i heterofili. Po 15-18 dniach
w ogniskach zapalnych dominowaly jed-
nojadrowe makrofagi, a po 20-25 dniach
wewnatrz makrofagéw stwierdzono oocy-
ty kokcydii. W nastepnych dniach, wraz
z rozpadem wewnatrz makrofagéw form
rozwojowych pasozyta oraz pochlania-
niem przez makrofagi komoérek watroby,
obserwowano pojawienie si¢ brunatne-
go barwnika oraz powstawanie centréw
melano-makrofagowych.

Od dawna w ichtiopatologii znana jest
reakcja melano-makrofagéw nerkowych
na trafiajace przypadkowo do nerek jaja
przywry digenicznej Sangunicola iner-
mis. Nerki sa dla tego pasozyta ,S$lepym
zautkiem’, gdzie jego jaja zostaja z regu-
ty zniszczone przez makrofagi. Niekiedy
ognisko melano-makrofagéw zostaje oto-
czone gruba warstwa komoérek nabtonko-
watych i melanoforéw.

Reakcja makrofagow na substancje
toksyczne i stres zwiazany z zatruciem
oraz niedoborem tlenu

Liczba makrofagéw u ryb wzrasta w prze-
biegu zatrud, szczegélnie jezeli pod wply-
wem substancji toksycznych wystapi he-
moliza. Liczba centréw melano-makro-
fagowych oraz ich wielko$¢ (zwiazana
z liczba makrofagéw w poszczegélnych
centrach) ro$nie u ryb poddawanych dzia-
faniu ciaglym stresom §rodowiskowym po-
wodowanym przez deficyty tlenu lub obec-
no$¢ substancji toksycznych w osadach
dennych. Wedlug Fournie (12) obecnos¢
ponad 40 centréw melano-makrofago-
wych przypadajacych na 1 mm? preparatu
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histologicznego sporzadzonego ze $ledzio-
ny $wiadczy o silnym zanieczyszczeniu $ro-
dowiska wodnego, z towarzyszacym temu
deficytem tlenu w wodzie. Praso i wsp. (46)
stwierdzili, ze karpie hodowane systemem
intensywnym w sadzach juz po 30 dniach
maja znacznie wieksza liczbe centréw me-
lano-makrofagowych i o wigkszych rozmia-
rach, niz karpie zyjace w érodowisku na-
turalnym. Przyczyny tego zjawiska moz-
na dopatrywac w niskim stanie czystosci
i niedostatecznym natlenieniu wody prze-
plywajacej przez sadze z powodu stabej jej
wymiany i wystepujacym w zwiazku z tym
stresem u ryb.

Centra melano-makrofagowe reagu-
ja na rézne substancje toksyczne, szcze-
golnie takie, jak: kadm, cynk, aluminium,
rte¢, arsen i inne metale lub ich zwiazki (5,
47,48, 49, 50). Wedlug Leknes (16) w nie-
ktérych melano-makrofagach ryb, oprécz
melaniny, lipofuscyny i hemosyderyny,
moga wystepowaé czastki metali i zwig-
zane z nimi czastki mineralne, $wiadcza-
ce o przebytym zatruciu (ryc. 16). Wedlug

Agius i Roberts (9) bezposrednim powo-
dem wzrostu liczby i wielkoci centréw me-
lano-makrofagowych jest tak zwany stres
$rodowiskowy. Authman i wsp. (51) uwa-
zaja natomiast, ze wzrost liczby melano-
-makrofagéw i centréw melano-makrofa-
gowych jest spowodowany pojawieniem
sie, szczegblnie w watrobie, duzej ilosci
ubocznych produktéw zwiazanych z roz-
padem tkanek. Wedlug Authman (52) po
ekspozyciji tilapii nilowej na glin podwyz-
szona liczba centréw melano-makrofago-
wych zgrupowanych wokét zyt gléwnych
watroby wystapita po 24 godzinach i utrzy-
mywala sie przez ponad 7 dni. Wielu bada-
czy, miedzy innymi Agius i Roberts (9), Ste-
inford i wsp. (53) oraz Rabitto i wsp. (54),
wyrazito poglad, ze wystepowanie centréw
melano-makrofagowych w §ledzionie, ner-
kach i watrobie, a szczegdlnie wzrost ich
liczby i wielkosci, moze by¢ biomarkerem
zatrucia srodowiska wodnego. Do zasto-
sowania praktycznego niezbedne s3 jednak
normy dla poszczegélnych gatunkéw ryb,
kategorii wiekowych oraz dane dotyczace
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Ryc. 16. Melano-makrofagi - a, w nerkach karpia, pochtaniajace réznoksztattne czastki mineralne;

preparat niebarwiony
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szybkosci reakcji makrofagéw w réznych
temperaturach wody. Najnowsze badania
przeprowadzone przez El-Kasheif (55) po-
twierdzily, ze liczba i wielko$¢ centréw me-
lano-makrofagowych ro$nie podczas za-
trucia ryb. Autor ten uwaza, ze zachodzi
realna obawa, ze wskutek ciggle powtarza-
jacych sie przypadkéw zatrué, aktywno$c
makrofagéw moze ulega¢ wyczerpaniu,
powodujac uposledzenie odpornosci ryb
na zakazne czynniki patogenne. Szczegdl-
nie wrazliwy na substancje toksyczne jest
tak zwany wybuch tlenowy zwiazany z ak-
tywacja oksydazy NADPH w komérkach
fagocytujacych, ktdry jest mechanizmem
wewnatrzkomérkowym stuzgcym makro-
fagom do niszczenia pochlonietych przez
nie patogennych mikroorganizméw. W wy-
niku zatrucia ryby moze on ulec upoéle-
dzeniu, obnizajac skuteczno$¢ zwalczania
zakazenia lub inwazji.

Wptyw gendéw na efektywno$é dziatania
makrofagow ryb

Podobnie jak u ssakéw, réwniez u ryb pod
wplywem stymulujacego dzialania mole-
kularnych wzorcéw zwigzanych z patoge-
nami (PAMP) dochodzi do ekspresji ge-
néw kodujacych receptory TLR na komoér-
kach fagocytujacych (18, 19). Na przyktad
w przypadku inwazji pasozytéw, u ktérych
wystepuja receptory PAMP, do najbardziej
intensywnej ekspresji genéw, w komérkach
gospodarza dochodzi w rejonach wyste-
powania pasozytéw (39). Geny odgrywa-
ja bardzo istotna role szczegélnie w od-
pornosci nieswoistej ryb. Umozliwiaja
one genetycznie zaprogramowanym ko-
moérkom, np. makrofagom, rozréznianie
wlasnych i obcych antygendw, a nastep-
nie zwalczanie mikroorganizméw choro-
botwoérczych i eliminowanie toksycznych
substancji. Genotyp okres$lonego osobni-
ka nie ulega zmianom, natomiast ekspre-
sja poszczegdlnych genéw w réznych ko-
morkach, np. w makrofagach, moze by¢
rézna. Zalezy ona od przebiegu transkryp-
¢ji (syntezy RNA na matrycy DNA) oraz
translacji (przeksztalcenia informacji ge-
netycznej zawartej w RNA w specyficzna
sekwencje aminokwaséw w taricuchu poli-
peptydowym wchodzacym w sklad biatka
wystepujacego w komérce). Wiasciwosci
makrofagéw oraz ich reakcja na czynniki
zewnetrzne, u poszczeg6lnych osobnikéw
moze by¢ wiec rézna i zalezy od ekspresji
okreslonych genéw.

Réznice indywidualne, uwarunkowane
miedzy innymi czynnikami genetycznymi,
jak réwniez sposobem odzywiania, wie-
kiem i réznicami w budowie anatomicz-
nej powodujg, ze mimo jednakowej eks-
pozycji na czynniki chorobotwércze nie-
ktére osobniki danej populacji wykazuja
wieksza wrazliwos$¢ na choroby i zatrucia

niz inne. W warunkach intensywnej ho-
dowli ryby ciagle poddawane sa réznego
rodzaju stresom, ktore, ostabiajac aktyw-
nos¢ réznych elementéw odpornosci, mie-
dzy innymi makrofagéw, usposabiaja do
wystepowania réznych choréb stanowia-
cych niejednokrotnie powazny problem
ekonomiczny.
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