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STRATEGIES OF INSECT IMMUNE DEFENCES AND COUNTER DEFENCE SYSTEMS
OF INSECT BACTERIAL PATHOGENS AND PARASITES

Abstract. Insect immunity comprises a complex of several distinct systems, both haemocytic
and humoral in nature, that cooperate together in a more or less coordinated way to provide
protection of the body cavity from invading microorganisms. Insects can respond to infections by
a selective synthesis of haemolymph immune proteins that are responsible for antibacterial
immunity. Antibacterial activity of insect blood is attributable to innate compounds such as
lysozome, and to induced polypeptides or small basic proteins absent in non-immunized insects.
The cecropins and attacins in Lepidoptera, and diptericins in Diptera are the inducible antibacterial
immune proteins well defined biochemically. Bacterial pathogens and some parasites of insects,
preferably entomogenous rhabditid nematodes, have developed the mechanism by which they may
Counteract insect immunity. This phenomenon is realized either by escaping immune reactions or
by degrading antimicrobial factors of haemolymph in an active process. Passive resistance of
parasites to insect immunity is a result of a strong evolutionary pressure on parasites to develop
mechanisms to escape insect immune reactions or to minimize their effectiveness through changes in
the parasite itself. Active resistance to the insect non-self response system involves a partial or total
destruction of immune proteins by extracellular proteinases released during parasitism.

WSTEP

Charakteryzujac owady jako grupe zwierzat, oprocz odrgbnosci rozwojo-
wych i biofizycznych réznic w budowie ciala, podkresla si¢ odrgbnos¢ ich
ukladu immunologicznego. Oczywistym jest fakt, ze nie tylko przezycie
Organizmu ale i rozwoj ewolucyjny stal si¢ mozliwy dzigki wyksztalceniu

* Referat wygloszony na VIII Wroctawskiej Konferencji Parazytologicznej pt. ,Parazytologia
W ochronie §rodowiska”, Karpacz, 18-21 czerwca 1995. Summary: Wiad. Parazytol. 41 (1995c):
478-479.
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ukladu obronnego juz u organizméw prymitywnych, a nastepnie dzieki jego

doskonaleniu w rozwoju filogenetycznym. Szlaki rozwojowe owadow i ssakow

rozeszly si¢ juz w srodkowym paleozoiku, to jest przed okoto 600 milionami
lat. Obecno$¢ zarazkow 1 pasozytow w ekosystemach zajmowanych przez

owady 1 ssaki wywierala silna presje selekcyjna na rozwoj ukladow im-

munologicznych u tych dwoch tak odlegltych filogenetycznie grup istot zywych.

Efektem tych oddzialywan bylo pojawienie si¢ podobnych mechanizmoéw

obrony przeciwzakaznej (homologicznych), jak np. fagocytoza, aktywnosc

bakteriobojcza lizozymu. Dzi¢ki zréznicowaniu wyksztalcilty si¢ specyficzne dla
danej grupy zwierzat mechanizmy obronne. Roznia si¢ one nie tylko pod-
stawami molekularnymi, ale takze charakterem zjawisk odpornosciowych

1 mechanizmami dzialania. Do takich mechanizmow analogicznych mozna

zaliczy¢ immunoglobuliny u ssakow 1 antysomy wyst¢pujace u owadow,

a takze inkapsulacj¢ 1 nodulacj¢ jako specyficzne dla owadow komorkowe

odczyny obronne (Jarosz i GLINSKI 1991).

Odkrycie przeciwbakteryjnych wlasciwosci krwi owadow nastapilo w roku
1918. GLASSER wykazal, ze krew jedwabnika morwowego dziala bakteriobojczo
na bakterie saprofityczne, takie jak Micrococcus, Sarcina, Bacillus. Odkrycie to
zapoczatkowalo epoke intensywnych badan nad zachowaniem si¢ owadow po
wprowadzeniu do hemocelu bakterii lub réoznych czynnikéw niespecyficznych.
Dzicki tym badaniom, ktore zostaly zapoczatkowane w Instytucie Pasteura
w latach dwudziestych pod kierunkiem METALNIKOWA, stalo si¢ oczywiste, ze
owady dysponuja skutecznymi mechanizmami odpornosci przeciwzakazne;
(MOHRIG i MESSNER 1968, Jarosz 1977), a zwlaszcza:

— silnie rozwinieta odpornoscia mechaniczna przeciwinwazyjng. Jest ona
utworzona przez anatomiczne i funkcjonalne bariery przeciwzakazne okry-
wy ciala, przewodu pokarmowego i ukladu tchawkowego;

— odpornoscia komérkowa w postaci fagocytozy, jak rdwniez w postaci
innych obronnych odczynéw hemocytarnych (nodulacja, inkapsulacja);

— odpornoscia humoralna, ktéra eliminuje zakazenie w jamie ciala za
posrednictwem bakteriobdjczych czynnikow hemolimfy.

Bariery anatomiczno-fizjologiczne okrywy ciala, przewodu pokarmowego
i ukladu tchawkowego

Szczegdlnie dobrze jest rozwinigta u owadow odpornos¢ wrodzona. Dzieki
niej owady potrafia si¢ oprze¢ obfitym dawkom zakaznym. U owadow
wystepuja pewne cechy strukturalne i metaboliczne, ktore chronia je przed
zakazeniem. Cialo owada oslania szkielet zewngtrzny, ztoZony z chityny
i bialek, ktory stanowi twarda, chemicznie odporna, a dla wielu czynnikow
zakaznych nieprzepuszczalng zapor¢ mechaniczna. Uszkodzenia mechaniczne
okrywy ciala przez pasozyty lub przez enzymy chitynolityczne wytwarzane
przez drobnoustroje, stwarzaja wrota zakazenia. Wsrod barier anatomiczno-
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-fizjologicznych chroniacych owady przed wtargnigciem patogenow do hemo-
celu najwazniejsze znaczenie maja ponadto przeciwzakazne bariery jelito-
we lacznie z blona perytroficzna oraz uklad oddechowy (MARAMOROSCH
i SHOPE 1975).

Jelito przednie i tylne pochodzenia ektodermalnego, ze wzgledu na obec-
nos¢ wysciolki chitynowej, uniemozliwia przenikanie zarazkow z tych odcin-
kéw przewodu pokarmowego do jamy ciata. W jelicie Srodkowym pochodzenia
endodermalnego, pozbawionym takiej wysciotki, $rodowisko biochemiczne
tresci pokarmowej, blona perytroficzna i nablonek jelita pokryty warstwa
§luzu, blokuja lub wrecz uniemozliwiaja migracje wirusow, bakterii i pasozy-
tow do jamy ciala owada.

Rola $rodowiska biochemicznego jelita srodkowego jako bariery ochronnej
przed zakazeniem jest uwarunkowana dzialaniem trawiennym enzymow,
nickorzystnym dla namnazania si¢ patogenow potencjalem oksydoredukcyj-
nym, skrajnymi wartosciami pH treéci jelita, dzialaniem przeciwdrobnoust-
rojowym skladnikéw pokarmu, obecnoscia substancji dzialajacych antybio-
tycznie i enzymow bakteriolitycznych wytwarzanych przez autochtoniczna
mikroflore jelitowa owada (Jarosz 1979a). Czynniki te sa na ogol bezsilne
wobec wiruséw i pasozytow, niszcza zas do$¢ skutecznie wiele gatunkow
bakterii (BARR i SHOPE 1975).

Bezkomorkowa blona perytroficzna zbudowana z biatka i chityny chroni
delikatny i latwy do zranienia nabtonek jelita srodkowego przed urazami
mechanicznymi przez czastki pokarmu, ulatwia trawienie pokarmow i stanowi
do§¢ skuteczna zapore zabezpieczajaca owada przed zakazeniem pokarmo-
wym, zwlaszcza wirusami i pasozytami. Chociaz uszkodzenia blony nie sa
reperowalne, to jednak stale.odtwarzanie blony perytroficznej zapewnia jej
szczelno$é. Przerwy w ciaglosci blony perytroficznej sa spowodowane przez
urazy mechaniczne czastek pokarmu. Blony uszkadza¢ tez moga enzy-
my drobnoustrojow oraz niektore pasozyty, jak gregaryny i mikrosporydia
(OrmHEL 1975). ~

Nablonek jelita srodkowego stanowi kolejna mechaniczna i fizjologiczna
zapore dla zarazkow. Warstwa powierzchniowych ladunkow elektrycznych
utrudnia adsorbcje patogenéw o identycznym ladunku, warstwa za$ Sluzu
pokrywajaca nablonek immobilizuje zarazki (HARVEY i BLANKEMEYER 1975).

Uktad tchawkowy nalezy traktowac, podobnie jak jelito przednie 1 tylne,
jako przedtuzenie okrywy ciata. Swoista budowa tchawek, zwlaszcza obecnos¢
wysciotki chitynowej, niska wilgotnos¢ i brak substancji pokarmowych, stwa-
rzaja niekorzystne warunki dla kolonizacji 1 rozwoju patogenow w ukladzie
oddechowym owada.

Bariery przeciwzakazne okrywy ciala, przewodu pokarmowego i ukladu
oddechowego sa gldwnymi czynnikami odpornosci wrodzonej i stanowia
pierwsza i zasadnicza linie obrony owada przed zakazeniem. Role mechanicz-
no-fizjologicznych barier przeciwzakaznych ilustruja obserwacje nad dziala-



6 J. JAROSZ

niem chorobotwdrczym bakterii wprowadzonych bezposrednio do hemolimfy
lub do przewodu pokarmowego. Potencjalne patogeny bakteryjne, jak Pseudo-
monas aeruginosa wywohuja z reguly ostre posocznice konczace si¢ padaniem
owadéw po wprowadzeniu do hemolimfy nawet kilku komorek. Nie wywoluja
zachorowan przy zakazeniach peroralnych nawet bardzo duzymi dawkami
(BucHer 1960).

Uszkodzenie barier anatomiczno-fizjologicznych stwarza wrota zakazenia
dla entomopatogenow i saprofitow, a rownoczesnie uruchamia procesy repera-
cji 1 gojenia ran. Przelamanie pierwszej linii obrony przeciwzakaznej urucha-
mia tez mechanizmy obrony wewnetrznej owada - odczyny hemocytarne
1 odpornos¢ humoralna.

Hemocytarne odczyny obronne

Mechanizmy odpornosci komoérkowej odgrywaja u owadow najwazniej-
sza role (SaLt 1970). Inicjuja one takze ciag zdarzen, ktdry zapoczatko-
wuje pobudzenie do dzialania mechanizméw odpornosci humoralnej. Wspot-
dzialanie komorkowego ramienia odporno$ci z mechanizmami humoralnymi
przywraca zaburzona homeostaz¢ owada. Odpornos¢ owadow jest tak zor-
ganizowana, zeby nie dopusci¢ do wtargnigcia entomopatogenéow do jamy
ciala. Natomiast odpornosé wewnetrzna chroni skutecznie organizm owada
przed zakazeniem saprofitami, a jest mniej skuteczna w stosunku do drobno-
ustrojow owadobojczych (Boman i HurtMArRk 1987). Istnieje jakby luka
w systemie obronnym owadow, ktora nie znalazta dotychczas zadowalajacego
wyjasnienia.

Rozpoznawanie immunologiczne. Zadziwiajacym zjawiskiem biologicznym
jest wlasciwo$¢ wyspecjalizowanych komorek do rozpoznawania i usuwania
z organizmu substancji zbednych lub szkodliwych, a zwlaszcza odrozniania
skladnikow wlasnych ustroju (self) od skladnikéw obcych (non-self). Odroz-
nianie sktadnikow obcych od wlasnych sktadnikOw organizmu uruchamia cala
kaskade reakcji obronnych w celu przywrocenia zaburzonej integralnosci
wewngetrznej ustroju.

U owaddéw mechanizm rozpoznawania ,self” od ,non-self” dotyczy nie
tylko mikroorganizméw i pasozytdow wnikajacych do jamy ciala, ale takze
przeszczepow ksenogenicznych, a u niektérych owaddw takze przeszczepOw
allogenicznych (Jarosz i GLINsKI 1991). Owady odrézniaja ponadto jako obce
wiele zwiazkdw organicznych, a nawet polaczenia niecorganiczne, ktore nie
zawsze s3 rozpoznawane jako ,non-self” przez ssaki (GLINSKI 1 JAROSZ 1992).
Sposoby, za posrednictwem ktorych odbywa si¢ rozpoznawanie u owadow nie
sa dokladnie poznane, nagromadzone za$ dane czgsto budza kontrowersje.
Z jednej strony wysunieto hipotezy zakladajace istnienie markerow swoistosci
o charakterze bialek i polaczen bialkowo-lipidowych na blonach komor-
kowych bakterii, pasozytow i innych substancji biotycznych. Z drugiej strony
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uwaza si¢, ze rozpoznawanie substancji obcych odbywa si¢ na podstawie
wlasciwosci fizyko-chemicznych ich powierzchni. Zdolno$é rozpoznawania
substancji obcych przypisuje si¢ granulocytom. Powszechnie akceptowana
hipoteza dwustopniowego rozpoznawania LAckiE (1981) zaklada, ze rozpoz-
nawanie substancji biotycznych (drobnoustroje, przeszczepy) odbywa si¢ dzieki
wystepowaniu na powierzchni komorek receptorow, ktorych role mogg petnic
lektyny, rozpoznawanie zas abiotycznych czastek odbywa si¢ dzieki wlasciwos-
ciom fizyko-chemicznym ich powierzchni, np. ladunku elektrycznego.

Nagromadzono przekonywajace dane o udziale ukladu fenylooksydazy
w rozpoznawaniu substancji obcych (SODERHALL 1982). W rozpoznawaniu sg
zaangazowane hemocyty owadow, ktore wydzielaja biatka w nastepstwie
kontaktu z obcymi czasteczkami abiotycznymi i biotycznymi. Substancje te
ulatwiaja formowanie kapsuly i umozliwiaja proces fagocytozy. System fenylo-
oksydazy pobudza do wytwarzania tak zwanych lepkich bialek (sticky pro-
teins), ktore zwickszaja zdolnosci adhezyjne bakterii do ziarnistych hemocytow
1 plazmatocytow.

Fagocytoza. Przez caly przebieg ewolucji bezkr¢gowcow, komorki fagocy-
tarne odgrywaly glowna role, najpierw w odzywianiu, a potem w obronie
przeciwko zakazeniom. Fagocytoza jest zjawiskiem wspOlnym dla wszystkich
gatunkow zwierzat, poczawszy od jednokomorkowych pierwotniakow, a skon-
czywszy na czlowieku. U owadow stanowi decydujace ogniwo obrony przed
zakazeniem. Rownolegle z fagocytoza odzywcza, u niektorych gatunkow
bezkregowcoOw pojawiaja sie¢ wyspecjalizowane komorki zerne obdarzone
ruchem. Zasadnicza role w procesach fagocytozy przypisuje si¢ dwom typom
hemocytow owada: plazmatocytom i granulocytom, a u niektérych gatunkow,
np. u Galleria mellonella, adipohemocytom (MOHRIG i MESSNER 1968, SALT
1970). Pomimo istnienia wielu roéznic w mechanizmach fagocytozy u kregow-
cow i bezkregowcow, w jej przebiegu u obu tych grup zwierzat mozna wyrozni¢
kilka nastepujacych po sobie faz: rozpoznawanie substancji jako obcej dla
organizmu, chemotaksje, pochlanianie (endocytozg¢), oraz wiele wewnatrz-
komorkowych proceséw metabolicznych, ktorych celem jest strawienie obcej
substancji lub jej odlozenie w agregatach komdrkowych.

Nie wiadomo, czy u owadow istnieje zréznicowanie pewnych typow
komoérek krwi w takim stopniu, jak to ma miejsce w przypadku limfocytow
kregowcdw: limfocyty T i B, Th (pomocniczy), Tc (cytotoksyczny), Ts (supresyj-
ny) i Tcs (kontrsupresyjny). U owadow dominuje fagocytoza nieimmunologicz-
na, w ktorej duza role przypisuje si¢ lizozymowi. W hemolimfie wyst¢puja
czynniki pobudzajace fagocytoze. Taka rolg pelni oksydaza polifenolowa
(profenylooksydaza) i lektyny, ktére zwickszaja efektywnos¢ pochtaniania
bakterii przez hemocyty. Mobilizujac plazmatocyty hemolimfy, komorki naj-
bardziej aktywne w procesie fagocytozy u owadow, pobudzaja fagocytoze
1 inkapsulacje (YEATON 1981). Dlatego mozna si¢ nawet doszukiwaé pewnych
analogii miedzy tym typem fagocytozy u owadow, a fagocytoza immunolo-
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giczna u ssakow. U ssakow w fagocytozie immunologicznej sa zaangazowane
czynniki surowicy o charakterze swoistym, jak immunoglobuliny, oraz nie-
swoistym, jak skladniki dopelniacza.

Nodulacja. Fagocytoza jest skutecznym mechanizmem obronnym w stosun-
ku do wielu mikroorganizmoéow dopdki nie zostanie przekroczone stezenie
progowe zarazkow, charakterystyczne dla danego gatunku owada. Prze-
kroczenie wartosci progowej uruchamia mechanizm odpornosci komodrkowe;j
wspomagajacy fagocytoze, jakim jest nodulacja (tworzenie guzkow). Nodulacje
mozna uwazac za wspoldziatanie dwdch reakcji obrony komodrkowe;j - fagocy-
tozy 1 inkapsulacji (RATCLIFFE 1 RowLEY 1979). Fagocyty wypelnione po-
chlonigtymi czastkami obcymi (glownie bakteriami lub strzgpkami grzybni) sa
otaczane kilkoma warstwami hemocytow. Efektem koncowym tej reakcii
obronnej sa guzki, ktore czesto ulegaja melanizacji. Zmelanizowane guzki
izoluja dokladnie obce substancje od plyndéw jamy ciala owada.

Inkapsulacja. Inkapsulacja jest obronna reakcja komorkowa charakterys-
tyczna dla owadow. Polega na wytworzeniu wokoét obcych substancji o sred-
nicy powyzej 10 um, wielowarstwowej lub jednowarstwowej, czgsto zmelanizo-
wanej, otoczki utworzonej z hemocytow. Drobne czasteczki o srednicy ponize]
10 pm (wirusy, riketsje, bakterie), ktore moga by¢ pochloni¢te przez pojedyncze
hemocyty, sa fagocytowane. Duze obiekty natomiast, jak pasozyty i ich jaja,
strzepki grzybni i zarodniki konidialne, upostaciowione substancje martwe,
ktore ze wzgledu na swoje rozmiary nie moga byC sfagocytowane przez
pojedyncze hemocyty, ulegaja inkapsulacji (Pomar i wsp. 1968, SALt 1970,
DuNN 1986). Substancja obca lacznie z otoczka hemocytarna tworzy kapsule.
Koncowym efektem tego odczynu obronnego jest sekwestracja pasozytow, ich
jaj i larw.. W inicjacji procesu inkapsulacji biora udzial czynniki zranienia
(injury factors), uwalniane przez uszkodzone lub patologicznie zmienione przez
pasozyty komdrki gospodarza. Proces inkapsulacji, najdokladniej poznany
u Lepidoptera i Hemiptera, jest skutecznym mechanlzmem obronnym w in-
wazjach parazytow wewnetrznych.

W zaleznosci od budowy otoczki, wyrdznia si¢ 3 typy inkapsulacji:

— komoérkowa niemelanotyczna, w ktorej w powstawaniu otoczki sa zaan-
gazowane hemocyty;

— komoérkowa melanotyczna, w ktorej oprocz hemocytow uczestniczy melani-
na odkladana w $cianie otoczki;

— humoralna, w ktorej wokol pasozytow, strzgpek grzybow, powstaje mela-
notyczna otoczka bez udzialu hemocytow.

Zmiany w ukladzie hemocytarnym towarzyszace inkapsulacji i melanizacji
pasozytéw sa bardzo zblizone do zmian, ktore wystgpuja u larw w okresie
przepoczwarczania. W obydwu procesach nastepuje mobilizacja hemocytow
osiadlych, proliferacja i réznicowanie komoérek hemolimfy. Te zmiany w czasie
przepoczwarczania sa kontrolowane przez uklad hormonalny, w ktorym
uczestniczy hormon juwenilny (JH) i ekdyzon (MH). Poniewaz stadium lar-
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walne jest wywolane obnizeniem poziomu endogennego JH, zmiany w popula-
cji hemocytow u larw opanowanych przez pasozyty moga byé nastepstwem
obnizenia poziomu tego hormonu w organizmie zakazonego owada. Moga one
tez by¢ efektem zwigkszonego poziomu ekdyzonu (Napp1 1974). Stezenie tego
hormonu znacznie wzrasta u przedpoczwarki i utrzymuje si¢ na podwyz-
szonym poziomie u poczwarek. Zmiany hemocytarne u owadéw opanowanych
przez pasozyty moga by¢ nastgpstwem zaburzonej gospodarki hormonalne;
owada. Wiadomo przy tym, ze MH wplywa in vitro, zwlaszcza u Lepidoptera,
na ruchliwos¢ i dzialanie obronne hemocytow.

Wielu autoréw stwierdzito zmiang formuly hemocytarnej u owadow
w przebiegu zakazenia oraz wystgpowanie zjawiska leukocytozy. Obraz krwi
zdrowych gasienic Galleria okreslony jest przez adipohemocyty, ktore przewa-
zajg ilosciowo. Rownowaga ta jest bardzo niestala. W warunkach niefizjo-
logicznych, gdy homeostaza owada zostaje naruszona, przesuwa si¢ w kierun-
ku plazmatocytow. W okresie 6-24 godzin podwaja si¢ liczba zdolnych do
mitozy plazmatocytéw. Dochodzi do bardzo wyraznego przesuniecia adipohe-
mocytow na korzys¢ plazmatocytow (MOHRIG i MEssSNER 1968, Jarosz 1977).

SALT byl pierwszym, ktory zwrdcit uwage na fenomen rozrozniania i zwal-
czania obcych cial przez hemocyty owadow. W wyniku obserwacji nad
inkapsulacja, jako zjawiskiem umiejscowionym w organizmie owada, wysunal
przypuszczenie, ze komorkowe reakcje obronne owadow rozpoczynaja sie
W nastgpstwie przypadkowego kontaktu hemocytéw gospodarza z obcymi
gatunkowo organizmami. Analizujac spostrzezenia SALTA nad inkapsulacja
powstajaca wskutek przypadkowych kontaktow hemocytow z cialami obcymi,
HARVEY i WiLLiaMs doszli do wniosku, ze w reakcji tej posrednicza bodzce
chemotaktyczne. Umiejscowienie si¢ hemocytdow dookotla uszkodzonych po-
wierzchni, a nie w poblizu niezmienionych, $wiadczy o kierunkowym ruchu
krwinek w odpowiedzi na wzrost gradientu stezenia uwalnianej z ran substan-
cji. U licznych owadéw uszkodzone tkanki uwalniaja tzw. czynniki zranienia
(injury factors), ktore powoduja wlaczenie wiekszej liczby hemocytow do
krazenia, odkladanie krwinek w miejscu rany i powstanie blon hemocytarnych,
ktore zamykaja rane (Napp1 1974).

Komoérkowe reakcje obronne owadow stuza zawsze do umiejscowienia
1 niedopuszczenia do rozwoju obcych organizmow. Z danych dotychczas
uzyskanych wynika, ze w reakcjach tych biora udziat co najmniej trzy procesy:
uwalnianie hormondéw, réznicowanie hemocytow w odpowiedzi na zmiany
hormonalne oraz uruchomienie i kierunkowy ruch hemocytéw w odpowiedzi

na bodzce chemotaktyczne.

Zagadnienie swoistej odpornosci serologicznej

Wiele obserwacji poswiecono zagadnieniu wystgpowania u owadéw odpor-
nosci swoistej, zaréwno czynnej jak i biernej. Poszukiwania u owadéw me-
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chanizméw odpornosci podobnych do reakcji antygen-przeciwciato u kregow-
cow, daly negatywny wynik (BERNHEIMER i wsp. 1952). Owady nie wytwarzaja
immunoglobulin typu przeciwcial w odpowiedzi na antygenowa stymulacje,
poniewaz nie posiadaja potrzebnej do tego procesu organizacji limfatyczne;j
ani gruczolowej, ani odpowiednikéw funkcjonalnych tych uktadow.

U kregowcow antygeny pobudzaja synteze przeciwciat i wiaza si¢ z nimi
tworzac kompleksy, ktére w polaczeniu z dopelniaczem rozpoczynaja caly
szereg reakcji zapalnych, prowadzacych do usuniecia ciata obcego. W reakc;ji
tej posredniczy szereg enzymoéw, ktérych brak u bezkreggowcow. Mechanizmy
molekularne odpowiedzialne za synteze duzej ilosci specyficznych przeciwcial
dla prawie nieskoniczone;j liczby epitopOw antygenowych, sa tak skomplikowa-
ne, ze rozwingly si¢ stosunkowo podzno. Jezeli rozwingly si¢ wczesniej, to
tylko w ograniczonych rozmiarach. Serologiczna odporno$¢ typu antygen-
-przeciwcialo jest typowym odczynem obronnym dla wyzej ewolucyjnie po-
stawionych zwierzat homoiotermicznych, o zamknietym ukladzie krazenia
(GLINsKI 1 JarROsz 1993).

Nie dziala tez u owadow system properdyny. Zawiodly wszystkie proby
wykrycia u nich ukladu dopelniacza. Ostatnio wskazuje si¢ jednak na
mozliwos¢ istnienia we krwi owadéw czynnika o dzialaniu podobnym do
aktywnosci dopelniacza (complement-like activity). Mozliwos¢ istnienia u owa-
dow czynnikow (czynnika) wchodzacych w sklad dopelniacza potwierdzaja
obserwacje nad zakazeniem owaddw traktowanych jadem wezy. Jad wezy
blokuje system dopelniacza poprzez polaczenie si¢ z jednym z jego skladnikow
zwanym C3. Jad ten podany wielu owadom obniza ich odpornosé na dawke
patogena. Uwaza si¢, ze owady posiadaja czynniki hemolimfy podobne do
tych, ktoére uczestnicza w konicowych reakcjach systemu dopelniacza (ANDER-
SON 1 wsp. 1972). Komponenty powstajace w hemolimfie po indukcji sa
wieloskladnikowe i dzialaja niespecyficznie, podobnie jak dopelniacz u kregow-
cow. Na tym moze polega¢ rowniez podobienistwo tych mechanizméw u krego-
wCcOw 1 bezkregowcow. .

W immunologii owadow coraz czeéciej poszukuije sie tez zwiazku pomiedzy
mechanizmami obronnymi tej grupy zwierzat, a czynnikami odpornosci
u kreggowcow i innych grup bezkregowcow. Wiele gatunkéw kregowcow moze
syntetyzowac bakteriocydyny, hemolizyny, lektyny i inne czynniki, ktdre
uwalniaja gospodarza od czynnikéw zakaznych. Z tych powodéw wielu
autoroOw rozwaza mozliwo$¢ analogii pomiedzy tymi skladnikami a od-
powiedzia immunologiczna. Badania nad chemiczna struktura antysomow
owadow i immunoglobulin krggowcow dowiodly jednak, ze brak homologii
pomigdzy nimi. Antysomy owaddw stanowia nowe klasy indukowanych
polipeptydéw i niskoczasteczkowych bialek zasadowych hemolimfy o dzialaniu
przeciwbakteryjnym (BaNG 1975). Niektére z nich wykazuja podobieristwo
strukturalne do neurotoksyny jadu skorpiona, czy tez do melityny jadu
pszczoly miodnej (np. cekropiny Lepidoptera).
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Pomimo braku syntezy przeciwcial, jak rowniez braku pamieci immunolo-
gicznej, reakcje komérkowe i humoralne owadéw stanowia doskonale przy-
stosowania homeostatyczne, ktdre skutecznie rozrézniaja i zwalczaja obce
gatunkowo organizmy. Owady nie rozwingly w takim stopniu jak kregowce
nabytego systemu obrony, bo okres ich zycia jest krétki. Potrzebny jest im
system obronny szybki w pojawianiu si¢ i krotki w dziataniu, ale skuteczny
w likwidacji zakazenia. Obrong¢ taka zapewniaja owadom antysomy, in-
dukowane czynniki przeciwbakteryjne hemolimfy, co dato im wysoka pozycje
w przyrodzie (Boman i HULTMARK 1987).

Humoralne odczyny obronne

Odporno$¢ humoralna, stanowiaca obok reakcji hemocytarnych drugie
rami¢ odpornosci wewngtrznej owada, jest uwarunkowana wystepowaniem
w hemolimfie czynnikéw rozpuszczalnych niszczacych biotyczne, a niekiedy
takze abiotyczne substancje obce dla organizmu owada. Ma ona charakter
odpornosci naturalnej (humoralna odporno$é fizjologiczna) lub odpornosci
indukowanej, nabytej (humoralna odporno$¢ nabyta).

Odpornos¢ naturalna (wrodzona) jest zwiazana z substancjami hemolimfy,
ktore wystgpuja niezaleznie od uprzedniego kontaktu owada z substancja
obca. Najwazniejsza funkcje w humoralnej odpornosci wrodzonej petni u owa-
dow lizozym. Mniejsza role odgrywa uklad oksydazy polifenolowe;j i lektyny.

Wprowadzenie do hemolimfy owada immunogendéw indukuje selektywna
syntez¢ drobnoczasteczkowych bialek i polipeptydow zasadowych o dzialaniu
bakteriobojczym, zwanych antysomami. Spoéréd czynnikéw humoralnej od-
pornosci nabytej, dotychczas najlepiej poznano kinetyke indukcji, strukture
chemiczna i role w obronie przeciwbakteryjnej cekropin i attacyn (HOFFMANN
1 wsp. 1981, HULTMARK i wsp. 1983, BoMaN i HULTMARK 1987, Jarosz 1993,
1995a).

Badania nad odpornoscia indukowalna prowadzono na owadach z roznych
1z¢dow, a przede wszystkim na gasienicach i poczwarkach Lepidoptera
W okresie diapauzy. W okresie diapauzy mozliwa jest selektywna aktywacja
tych odcinkéw genomu, ktére warunkuja odpowiedz immunologiczna bez
uruchamiania innych reakcji biochemicznych w uspionym genomie owada.
Wszystkie te badania wykazaly zdumiewajaca zgodnosé. Narastanie aktywno-
Sci bakteriobdjczej hemolimfy po przebyciu naturalnego lub do$wiadczalnego
zakazenia jest szybkie, krotkotrwale i nieswoiste. Najbardziej wybitne kryte-
rium tej odpornosci stanowi duza szybkosé, z jaka objawia si¢ ta odpornosé.
U wigkszosci owadéw, juz po 24 godz. od chwili wprowadzenia zarazka
zwigkszona odporno$é na letalna dawke patogena jest w pelni dziatajaca. Czas
nabytej odpornosci utrzymuje si¢ zaledwie przez kilka dni. Miano czynnika
obronnego po wprowadzeniu substancji niespecyficznej jest nizsze, a czas
trwania odpornosci nabytej znacznie krotszy, anizeli w zakazeniach bakteryj-
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nych. Poczatkowo uwazano, ze odporno$é¢ humoralna owaddéw pelni role
wspomagajaca odczyny hemocytarne. Jednakze z chwila odkrycia cekropin
1 okreslenia ich roli w obronie owaddéw przed zakazeniem bakteryjnym jamy
ciala (JArRosz 1995a), poglad ten nie moze by¢ nadal utrzymany.

Hipersynteza lizozymu. Jednym z pierwszych, a obecnie najlepiej poznanym
czynnikiem wrodzonej odpornosci humoralnej owaddw o dzialaniu bakterio-
bojczym jest lizozym. Lizozym znany u ssakéw od 1922 roku, odkryto
u owadow dopiero w latach 60. Jednakze juz w 1918 roku GLASSER wykazal
bakteriobdjcza aktywnos$¢ krwi jedwabnika przeciwko saprofitom gram-dodat-
nim. Odkryciu temu nie przypisywano jednak wigkszego znaczenia.

Lizozym wystepuje w hemolimfie u przewazajace;j liczby gatunkéw owadow
1 innych grup bezkregowcow. Niektorzy badacze uznali lizozym za jedyny
czynnik humoralnego ramienia odpornosci, odpowiedzialny zarOwno za wro-
dzona jak i nabyta odporno$¢ przeciwbakteryjna owadow (MOHRIG i MESSNER
1968). Ten poglad, ktory dominowal do poczatku lat 80., nie daje si¢ utrzymacg
z chwila odkrycia cekropin i poznania ich roli w odpornosci przeciwbakteryj-
nej. Chociaz obecnie nie przypisuje sie lizozymowi decydujacego znaczenia
w odpornosci humoralnej owadow, nadal w pelni uzasadniony jest poglad
o jego kluczowej roli w przeciwzakaznej odpornosci naturalne;, skierowane;]
przeciwko bakteriom gram-dodatnim, wystepujacym ubikwitarnie w $rodo-
wisku bytowania owadow.

Niezaleznie od Zrédla pochodzenia lizozymy owadow reprezentuja klase
niskoczasteczkowych bialek zasadowych o masie ok. 15 kDa i bardzo
zblizonych wlasciwosciach fizyko-chemicznych i biologicznych. Lizozymy WYy-
osobnione z Galleria, Bombyx i Cecropia maja cechy zblizone do lizozymu
bialka jaja kurzego, chociaz roznia si¢ miedzy soba skladem aminokwasowym
1 reakcjami serologicznymi (POowNING i DAviDsoN 1976). Sekwencja amino-
kwasow lizozymow owadow wskazuje na duze podobieristwa zardbwno w ob-
1r¢bie lizozymow owadzich, jak i miedzy lizozymem owadéw i lizozymem
bialka jaja kurzego, co klasyfikuje je w grupie lizozyméw wlasciwych (typu C)
(JoLLEs 1 wsp. 1979). Lizozym Cecropia sklada sie ze 120 aminokwasow i ma
mas¢ czasteczkowa 13800. Za aktywno$¢ enzymatyczna sa odpowiedzialne
reszty aminokwasowe Glu-32 i Asp-50.

Wrodzone miano lizozymu ksztaltuje si¢ u poszczegdlnych gatunkow
owadow w granicach od 5 do 1000 pg/ml hemolimfy, przy czym u osobnikow
tego samego gatunku obserwuje si¢ znaczne wahania indywidualne. Uwaza sie,
ze poziom lizozymu powyzej 40 pg/ml chroni owady przed zakazeniem
bakteriami saprofitycznymi, wrazliwymi na lizozym. Jego dzialanie w hemo-
limfie wspomagaja takie czynniki jak proteazy, chelaty, mediatory odpor-
nosci, ktore poszerzaja spektrum dzialania lizozymu na bakterie gram-ujemne,
np. gallizyna 2 u G. mellonella (CHADWICK i AsTON 1991).

Zroznicowanie zawartosci lizozymu u poszczegdlnych gatunkéw powstato
by¢ moze w rozwoju filogenetycznym owadow. Istnieja bowiem pewne zalezno-
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Sci pomigdzy stezeniem lizozymu a sposobem zycia lub budowa ciala owada.
Zwraca uwage fakt, ze owady z dobrze wyksztalconym, schitynizowanym
szkieletem zewnetrznym zawieraja niewielka ilos¢ lizozymu. Bardzo wysokie
stezenia wystepuja u larw Lepidoptera i Diptera o migkkiej okrywie ciala,
bytujacych w srodowisku obfitym w bakterie. Wysokie stezenie lizozymu oraz
latwosC¢ jego podwyzszenia ma miejsce u owadéw o mickkiej okrywie ciala,
narazonych na dzialanie streséw, urazow mechanicznych i drapiezcow.

Hipersynteza lizozymu, ktora polega na zwigkszeniu fizjologicznego (wro-
dzonego) poziomu tego enzymu w hemolimfie, ma miejsce w zakazeniach
bakteryjnych, po iniekcjach doswiadczalnych czynnikéw abiotycznych i bio-
tycznych, a nawet w warunkach stresu srodowiskowego (podwyzszona tem-
peratura lub wilgotnos¢, zle warunki bytowania i odzywiania, zageszczenie).
Aktywnos¢ lizozymu w hemolimfie owadow osiaga wyzsze wartosci i utrzy-
muje si¢ diuzej na podwyzszonym poziomie po iniekcji do jamy ciala owada
zywych bakterii saprofitycznych lub zabitych patogenéw owadzich, komplek-
su LPS Escherichia coli lub Pseudomonas aeruginosa, anizeli po wprowadze-
niu do hemocelu takich substancji abiotycznych jak bulion bakteriologiczny,
tusz chinski czy plyn fizjologiczny W (MoHRIG i MESSNER 1968). Po 24 godz.
miano lizozymu osigga maksymalna warto$¢ u gasienicy Galleria zakazonej
bakteriami saprofitycznymi, odpowiadajaca 4000-8000 pg/ml hemolimfy; nie-
kiedy dochodzi nawet do 10000 pg/ml. Tego stezenia lizozymu w hemolimfie
nie udaje si¢ przekroczyé nawet po kilkakrotnych iniekcjach zywych bakterii
saprofitycznych. Natomiast u gasienic G. mellonella traktowanych substanc-
jami abiotycznymi, aktywno$¢ lizozymu wzrasta z poziomu wrodzonego
80-250 pg/ml do stezenia nie przekraczajacego 2000-3000 pg/ml. Nawet
bardzo delikatne manipulacje, jak odwrocenie poczwarki G. mellonella, lub
wyjecie jej z kokonu, podwyzsza poziom lizozymu w hemolimfie owada
(JarRosz i SplEwWAK 1979).

Od chwili zadzialania induktora syntezy lizozymu do momentu pojawienia
si¢ zwickszonego poziomu tego enzymu w hemolimfie owada uplywa zaledwie
kilka godzin. Zwigkszony poziom lizozymu w hemolimfie obserwuje si¢ juz po
uplywie 4-8 godz., maksymalny za$ poziom pojawia si¢ po 24-36 godz. Czas
trwania podwyzszonej aktywnosci lizozymu hemolimfy, a tym samym gotowo-
Sci obronnej owada, jest uzalezniony od rodzaju stymulatora. Przy nie
zakloconym rozwoju owada aktywno$¢ lizozymu powraca stopniowo do
wartosci wrodzonej w ciagu 2-3 dni. Wolniej obniza si¢ u owadow zakazonych
bakteriami, anizeli w przypadku iniekcji substancji abiotycznych.

Przyjmuje sig, ze w procesie stymulacji lizozymu biora udzial hemocyty,
ktore wysylaja sygnaly do pobudzenia syntezy lizozymu w ciele thuszczowym.

azde naruszenie homeostazy owada uruchamia jednak zesp6t mechanizmoéw,
ktorych efektem jest hipersynteza lizozymu w ciele thuszczowym z nastgpowym
jego uwolnieniem do hemolimfy zakazonego owada. Syntez¢ lizozymu mozna
2ahamowaé aktynomycyna D lub cykloheksymidem (BomaN i wsp. 1981,
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JArOSz 1994). Wskazuje to na fakt, ze lizozym powstaje w ciele tluszczowym,
skad przechodzi do hemolimfy, a nie jest uwalniany z hemocytow.

Podwyzszonemu poziomowi lizozymu w hemolimfie zazwyczaj towarzyszy
wzrost dzialania ochronnego przeciwko patogenom bakteryjnym (JArROSZ
1979b). Wazrost dzialania ochronnego hemolimfy owadow w stosunku do
bakterii niewrazliwych na lizozym, np. w stosunku do P. aeruginosa, nalezy
racze] ttumaczy¢ wzmozona aktywnoscia calego ukladu obrony wewnetrznej
owada (STEPHENS-CHADWICK 1970). U gasienic nieimmunizowanych P. aerugi-
nosa namnaza si¢ w hemolimfie, powodujac padanie owadow z objawami
posocznicy.

Dominujaca role, jaka przypisywano lizozymowi w odpornosci humoralnej
owadow, podwazaja obserwacje nad aktywnos$cia 1 rola cekropin i attacyn
w obronie przeciwbakteryjnej, a takze nad wspoéldzialaniem tych indukowal-
nych bialek hemolimfy z lizozymem w likwidacji zakazenia. Zasadnicza rola
lizozymu nie polega na bezposrednim niszczeniu wrazliwych bakterii. Lizozym
usuwa gruz mureinowy ze $ciany martwej komorki bakteryjnej zabitej przez
cekropiny (BomaN 1 HurtmMARK 1987).

Nagromadzone informacje upowazniaja jednakze do stwierdzenia, ze
lizozym ze swym dzialaniem, gldwnie na bakterie gram-dodatnie, jest najbar-
dziej pierwotnym systemem obrony humoralnej w calym Swiecie zwierzecym.
W toku ewolucji zwierz¢ta rozwingly uzupelniajace, bardziej efektywne o spe-
cyficznym dzialaniu, sciSle dostosowane do warunk6w homoiotermii mecha-
nizmy odpornosciowe. U czlowieka i ssakoéw tworzy je properdyna i uklad
dopelniacza, a zwlaszcza uklad immunoglobulin, ktéry warunkuje istnienie
odpornosci swoistej zwiazanej z wystgpowaniem przeciwcial (GLINSKI 1 JAROSZ
1993).

Substancje efektorowe odpowiedzi immunologicznej. Stosujac jako model
poczwarke Hyalophora cecropia w okresie diapauzy, BoMAN 1 wsp. stwierdzili
pod koniec lat 70., ze zakazenie bakteryjne jamy ciala indukuje pojawienie si¢
w hemolimfie owada nowych (brak w natywnej hemolimfie) polipeptydow
i bialek, oraz ze aktywno$¢ przeciwbakteryjna hemolimfy jest Scisle skorelowa-
na z ich obecnoscia (FAYE i Wyatt 1980).

U owaddéw odpornoscia indukowalna jest nabyta zdolnos¢ hemolimfy do
niszczenia drobnoustrojow, glownie bakterii saprofitycznych, uwarunkowana
pojawieniem si¢ w hemolimfie polipeptydow i bialek odpornosciowych (im-
mune proteins) o dzialaniu bakteriobojczym. Odpornos¢ nabyta owadow
charakteryzuje szybkie pojawienie si¢ (po kilku godzinach) substancji efek-
torowych odpowiedzi immunologicznej, utrzymywanie si¢ odpornosci na
podwyzszonym poziomie zaledwie przez 3-5 dni, brak swoistosci w rozumieniu
stosowanym w immunologii ssakow, w zasadzie brak pamigci immunologicz-
nej, ukierunkowane dzialanie na bakterie saprofityczne wystgpujace powszech-
nie w srodowisku bytowania owada (BomaN i HuLT™MARK 1987). Za dzialanie
bakteriobdjcze hemolimfy w odpornosci nabytej odpowiadaja polipeptydy
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i niskoczasteczkowe bialka zasadowe, ktdre r6znia si¢ budowa i mechaniz-
mami dzialania od immunoglobulin kregowcow.

Do grupy indukowalnych bialek odpornosciowych zalicza si¢ cekropiny
(HuLT™MARK i wsp. 1980) i attacyny (HULTMARK i wsp. 1983) u Lepidoptera
i innych grup owadéw holometabolicznych, dipterycyny i defensyny u Diptera
(KEepp1i wsp. 1986), apidycyny (CASTEELS i wsp. 1989) 1 abecyng (CASTEELS i wsp.
1990) u Hymenoptera, oraz czynniki cekropinopodobne (cecropin-like activity)
o zblizonej budowie i aktywnosci przeciwbakteryjnej do cekropin motyli.
W grupie substancji o dzialaniu przeciwbakteryjnym zblizonym do cekropin
wystepuja polipeptydy indukowalne o czasteczce ztozonej z 35-39 reszt
aminokwasowych i masie czasteczkowej okoto 4 kDa. Wszystkie te substancje
atakuja sktadniki lipidowe $ciany komérkowej bakterii gram-ujemnych i gram-
-dodatnich, powodujac utrate jonéw potasowych przez komorke, i zaburzaja
mechanizmy transferu energii. Naleza do nich zaréwno substancje sanityzujace
ukfad rozrodczy owad6w, np. andropina u muchy Drosophila, jak i substancje
aktywne w odpornosci przeciwbakteryjnej jamy ciala owadow (sarkotoksyny
Sarcophaga peregrina, koleopterycyna Zophobos attratus (Coleoptera), for-
micyny u Phormia terranovae, sapecyny wyosobnione z S. peregrina) (JAROSZ
1 GLINsKI 1996).

Zjawiska towarzyszace wczesnej fazie odpowiedzi immunologicznej owada
nie s3 catkowicie poznane. Dotyczy to zwlaszcza sekwencji reakcji biochemicz-
nych zachodzacych w organizmie owada od momentu zakazenia do pojawienia
si¢ w hemolimfie substancji efektorowych. Dotychczas sa znane dwa zjawiska
zachodzace w fazie lagu odpowiedzi immunologicznej. W fazie indukcyjnej
przebiega synteza specyficznego immunologicznego mRNA (immune specific
mRNA), ktéry pojawia si¢ w pewnym typie komorek ciata tluszczowego owada
Po 2-4 godzinach od zakazenia (lub indukcji doswiadczalnej), poprzedzajac
Syntez¢ de novo czynnikdéw bakteriobdjczych hemolimfy (CHADWICK i ASTON
1991). Drugie zjawisko dotyczy pojawienia si¢ lektyn prawie natychmiast po
zakazeniu lub immunizacji.

Cekropiny w obronie przeciwbakteryjnej jamy ciala owada. Cekropiny s3
glowna klasa indukowalnych bialek odpornosciowych u wielu grup owadéw
holometabolicznych, glownie u Lepidoptera. Cekropiny stanowia grupe blisko
Spokrewnionych, zasadowych polipeptydéw o masie ok. 4 kDa i silnym
dziataniu bakteriobdjczym, zaréwno na bakterie gram-ujemne jak i na wiele
gatunkow bakterii gram-dodatnich. Do najlepiej poznanych naleza cekropina
AiBu Hyalophora cecropia oraz cekropina A i D u Antheraea pernyi. Tak jak
cekropina B pelni istotna role¢ w obronie przeciwbakteryjnej u H. cecropia, role
t¢ spetnia cekropina D u A. pernyi (Qu i wsp. 1982).

Sygnat inicjujacy synteze¢ czasteczki cekropiny pochodzi najprawdopodob-
niej z hemocytéw obladowanych sfagocytowanymi bakteriami, ktore w nastep-
stwie kontaktu z wyspecjalizowanym typem komorek ciala tluszczowego
Pobudzaja je do syntezy mRNA. Istnieja takze sugestie o roli hemolin, jako
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inicjatorow syntezy cekropin w ciele thuszczowym owada. Induktorami syntezy
cekropin s3 nie tylko zakazenia bakteryjne, ale takze substancje biotyczne
(komorki bakteryjne, LPS bakterii gram-ujemnych, fragmenty peptydoglikanu)
1 abiotyczne, takie jak bulion bakteriologiczny, tusz chinski, czasteczki lateksu.
Powstaly w nastgpstwie zakazenia lub immunizacji mRNA odpornosciowy
katalizuje nastgpowa syntez¢ czasteczki cekropiny w ciele thuszczcowym. Eks-
presj¢ odpowiedzi immunologicznej, a tym samym pojawienie si¢ cekropiny
jako substancji efektorowej, hamuja inhibitory metaboliczne, takie jak ak-
tynomycyna D 1 cykloheksymid, na etapie transkrypcji mRNA na matrycy
DNA lub translacji bialek rybosomalnych. Podane w fazie lagu hamuja
calkowicie syntezg¢ cekropin (BomaN i HuLTMARK 1987, JArOSZ 1993).

U poczwarki H. cecropia odpornosC typu cekropin pojawia si¢ po 6-8
godz., osiaga maksymalny poziom po 2-3 dniach, a nastgpnie zanika stop-
niowo w ciagu kolejnych 3-4 dni. Okres pobudzenia (faza indukcyjna) trwa
u H. cecropia 5 godzin, u G. mellonella 7 godzin, u P. brassicae jest nieco
krotszy (Jarosz 1993). Podanie po tym okresie inhibitorow, zwlaszcza ak-
tynomycyny D, nie hamuje ekspresji odpowiedzi immunologiczne;.

Poznanie struktury chemicznej trzech glownych cekropin A, B1 D z H. ce-
cropia, oraz trzech mniej aktywnych C, E, F uznanych za prekursory cekropin
gtownych, wykazaty daleko idaca homologi¢ w budowie czasteczek. Cekropiny
sa polipeptydami zawierajacymi w czasteczce nie wi¢cej niz 37 reszt amino- -
kwasowych. Wysoki stopien homologii wystgpuje w czasteczce cekropin
A1 B H. cecropia do reszty aminokwasowej 32. Posiadaja one bowiem w tym
regionie az 25 homologicznych aminokwasdéw w czasteczce. Natomiast cek-
ropina D z H. cecropia ma 18 homologicznych aminokwasow w czasteczce
z cekropinami A 1 B (STEINER 1 wsp. 1981, STEINER 1982).

Wysoki stopien homologii swiadczy o tym, ze geny warunkujace syntezg¢
cekropin gléwnych pochodza od wspolnego genu przodka. Wczesniej filogene-
tycznie zachodzita dichotomia i wyodrebnit si¢ gen odpowiedzialny za synteze
cekropiny D, natomiast geny kodujace syntez¢ cekropin A i B powstaly na
drodze duplikacji wspolnego genu. Dane dotyczace sekwencji aminokwasow
w ladcuchu polipeptydowym cekropin, z uwzgl¢dnieniem tempa mutacji,
wskazuja, ze geny sterujace synteza cekropiny A i B mogly si¢ pojawi¢ przed
50 milionami lat (BomaN i HUuLTMARK 1987).

Spektrum dzialania bakteriobojczego cekropin jest uzaleznione od struk-
tury C-terminalnego regionu czasteczki zawierajacego azot, przy czym po
rozerwaniu helisy zakres dzialania bakteriobdjczego ulega zawegzeniu. Zakres
dzialania bakteriobdjczego cekropin jest znacznie szerszy od spektrum aktyw-
nosci lizozymu. Cekropiny dzialaja przeciwbakteryjnie gldownie na bakterie
gram-ujemne, ale takze na wiele gatunkow bakterii gram-dodatnich. Najmnie;j
aktywna jest cekropina D, ktora dziala w zasadzie tylko na E. coli i Acineto-
bacter calcoaceticus. Charakterystyczna cecha cekropin jest dzialanie na
potencjalne patogeny owadow, takie jak P. aeruginosa, Serratia marcescens,
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Xenorhabdus nematophilus, Photorhabdus luminescens. Natomiast Bacillus thu-
ringiensis jest calkowicie niepodatny na dzialanie cekropin. Spektra aktywnosci
cekropiny A i B sa bardzo zblizone, przy czym cekropina B jest bardzie;
aktywna w stosunku do B. subtilis, Micrococcus luteus, Streptococcus faecalis,
X. nematophilus 1 P. aeruginosa. Aktywnos¢ w stosunku do bakterii mniej
wrazliwych na cekropiny zalezy od ladunku elektrycznego czasteczki i uklada
sie w szeregu B>A>D.

Cekropiny dzialaja w zasadzie na organizmy prokariotyczne. Miejscem ich
dzialania jest Sciana komorki bakteryjnej. Dimeryczna czasteczka cekropiny
wiaze si¢ z blona komorki za pomoca N-terminalnego regionu helisy, podczas
gdy zakonczenia C-terminalne czasteczki wnikaja do czesci hydrofobowe;
sciany komorki bakteryjnej. Efektem takiej konformacji jest zniszczenie lipo-
somoOw S$ciany bakteryjnej i powstanie kanalow jonowych, przez ktore uwal-
niaja si¢ z komorki jony potasu.

Glowna funkcja cekropin polega na obronie owada przed bakteriami
saprofitycznymi, ktore normalnie wystgpuja obficie w jego otoczeniu (JAROSZ
1995a). Bakterie saprofityczne z latwoscia moga wnika¢ do jamy ciala owada
przez zranienia okrywy ciala lub przewodu pokarmowego; do hemocelu
przenikaja z przewodu pokarmowego podczas przepoczwarczania. Duze ilosci
bakterii w hemolimfie nie moga by¢ calkowicie wyeliminowane przez komor-
kowe mechanizmy obronne. Zakazenie bakteryjne inicjuje hipersynteze lizozy-
mu 1 indukuje de novo synteze cekropin. Lizozym wspoldzialajac z cekropinami
pelni rol¢ wspomagajaca w oczyszczaniu krwi owada z bakterii; usuwa resztki
struktur $cian komorek bakteryjnych zabitych dzialaniem cekropin (BoMaN
1 HuLtmark 1987). Jak sie wydaje, w likwidacji bakteryjnego zakazenia
zaangazowane sa takze attacyny (HuLTMARK 1 wsp. 1983). Punktem docelo-
wego dzialania attacyn by¢ moze jest synteza Sciany komorkowej, ktora
po zadzialaniu attacyny staje si¢ bardziej podatna na dzialanie lizozymu
1 cekropin.

Pojawienie si¢ cekropin w systemie odpornosci owadow na zakazenia
bakteryjne moznaby uznaé za dowod maksymalnej adaptacji ukladu obron-
nego owadow holometabolicznych do zagrozen bakteriami powszechnych
W ich srodowisku. Owady o mickkiej okrywie ciala, stale narazone na
mechaniczne uszkodzenia integumentum i przewodu pokarmowego, uszkadza-
Jace dzialanie pasozytow i ataki drapiezcow, sa eksponowane na potencjalne
zakazenie bakteriami saprofitycznymi. Taka sama grozba zakazenia bakte-
riami saprofitycznymi ma miejsce w metamorfozie, gdzie pojawienie sie
stadium poczwarki zwiazane jest z calkowita przebudowa struktur larwalnych
owada.

Attacyny. Attacyny stanowia klas¢ bialek odpornosciowych owadéw holo-
metabolicznych o dzialaniu przeciwbakteryjnym i masie okolo 23 kDa
(HuLtmaRk i wsp. 1983). Dotychczas wyrdzniono 6 typow attacyn A-F, przy
Czym wystepuja 4 formy zasadowe A, B, C i D o identycznej sekwencji



18 J. JAROSZ

aminokwaséw w czgSci N-terminalnej laficucha oraz dwie formy kwasne
E 1 F, tylko nieznacznie rdéznigce sic budowa. Synteza attacyn w ciele
tluszczowym owada kieruja 2 odrebne geny; jeden odpowiedzialny za syn-
tez¢ form zasadowych, a drugi — za synteze form kwasnych. Czasteczka
attacyny zawiera duze ilosci kwasu asparaginowego, glicyny, alaniny, fenylo-
alaniny i treoniny. Attacyny, podobnie jak cekropiny, sa malo podatne na
ogrzewanie.

Attacyny cechuje raczej waskie spektrum dzialania przeciwbakteryjnego. Sa
one aktywne zasadniczo w stosunku do E. coli i kilku innych gatunkow
bakterii gram-ujemnych. Dzialanie bakteriobojcze attacyn jest znacznie slabsze
anizeli dzialanie cekropin. Wrazliwe sa wylacznie bakterie w fazie podzialow.
Punktem dzialania attacyn jest synteza sciany komorkowej bakterii, ktora po
zadzialaniu attacyny staje si¢ przepuszczalna, a przez to podatna na dzialanie
lizozymu i cekropin (BoMaN i HULTMARK 1987).

Obserwacje wskazuja na istnienie daleko posunigtej korelacji pomiedzy
reakcja hemocytéow po doswiadczalnych manipulacjach, a aktywnoscia bak-
teriobojcza hemolimfy i ochronnym dzialaniem uodpornienia na letalnag dawke
patogena. Reakcja hemocytéw bezposrednio po zakléceniu (zakazenie, krwo-
tok, iniekcja niespecyficznych substancii, stres) wywiera wplyw na poziom
stgzenia substancji bakteriobojczych (lizozymu, cekropin, attacyn) w hemolim-
fie. Narastanie aktywnosci bakteriobdjczej hemolimfy i liczby hemocytow
wykazuje bardzo daleko idaca zgodnosé, ktora podkresla Sciste wspoldzialanie
czynnikow humoralnych z mechanizmami obrony komorkowej. Tak jak
w przypadku aktywnosci bakteriobdjczej hemolimfy, liczebnogé hemocytow
wzrasta w tej samej jednostce czasu i wykazuje taka sama zalezno$é od rodzaju
induktora odpowiedzi immunologiczne;.

Owady zyja prawie we wszystkich srodowiskach ladowych i wodnych,
spozywaja nieomal kazdy typ materii organicznej, sa réwniez narazone na
wigkszy zasieg chorob, atak pasozytéw i drapiezcow. Posiadaja jednak pewne
cechy metaboliczne i strukturalne, ktére stanowia I lini¢ obrony przed
zakazeniem. Dysponuja takze skutecznym w dzialaniu ukladem immunologicz-
nym w jamie ciala, zar6wno typu komoérkowego (II linia obrony), jak
1 humoralnego (III linia obrony przeciwzakaznej). Wspoldzialanie wszystkich
mechanizm6w obrony przeciwzakaznej daje owadom wybitna ochrone przed
chorobami wywolanymi przez drobnoustroje. Wyraza sie to miedzy innymi
tym, ze operacje przeprowadzone niejalowo sa bardzo dobrze znoszone,
zranienia szybko regeneruja sig, poza tym epidemie wywolane przez bakterie
w populacjach owadow sa niezmiernie rzadkie.

Mechanizmy przelamywania odpornosci przez patogeny i pasozyty owadéw

Entomopatogeny moga zakazaé organizm owada i rozwija¢ swoje szkod-
liwe dzialanie dzieki:
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— uszkadzaniu struktur owada przez toksyny i enzymy histolityczne wy-
twarzane przez patogena; utrudniaja one lub wrecz uniemozliwiaja wlacze-
nie obrony przeciwzakaznej gospodarza i powoduja z reguly $mieré owada;

— brakowi skutecznych mechanizméw kontroli immunologicznej patogena
w organizmie owada; patogen moze rozwija¢ swoje dzialanie chorobotwdr-
cze, poniewaz nie jest niszczony w hemolimfie owada na skutek braku
dzialania obronnego skierowanego przeciwko niemu;

— mechanizmom ucieczki spod kontroli immunologicznej oraz modyfikacji
lub calkowitego niszczenia sktadowych humoralnego, a niekiedy i komér-
kowego ramienia odpornosci przeciwzakazne;.

W toku koewolucji, entomopatogeny wyksztalcity przystosowania po-
zwalajace na wymykanie si¢ spod kontroli ukladu immunologicznego za-
atakowanego organizmu poprzez opOr bierny lub czynny. System przelamywa-
nia odpornosci owada przez patogeny umozliwia zarazkom nie tylko przezycie
w zakazonym owadzie, ale czgsto ich namnozenie w przebiegu zakazenia
1 choroby. Odkrycie mechanizméw przelamywania odpornosci owada-gospo-
darza przez patogeny i pasozyty stanowi dalszy krok do poznania zjawisk
zwiazanych z patogeneza chordb zakaznych i chordb inwazyjnych owadow.

Opor bierny patogenéw. Opdr bierny patogenow to przede wszystkim
mimikra molekularna, kolonizacja regionow ciala owada charakteryzujacych
si¢ niska reaktywnoscia oraz rozwdj w narzadach oddalonych od miejsc duzej
koncentracji hemocytow. Opor bierny obejmuje takze zmiany w strukturze
samego patogena, ostabiajace jego dzialanie chorobotworcze.

U owadow, podobnie jak u krggowcow, moze zachodzi¢ zjawisko braku
rozpoznawania lub utrudnionego rozpoznawania zarazka jako substancji
obcej. Przyktadem tego typu mimikry molekularnej jest upodobnienie struktur
powierzchniowych patogena, stanowiacych markery swoistosci immunologicz-
nej, do struktur owada. Dzigki temu te struktury patogena nie moga byé
identyfikowane w procesie rozpoznawania jako obce dla organizmu owada. Na
powierzchni pasozytow lub ich jaj moga si¢ pojawia¢ markery o strukturze
identycznej lub bardzo zblizonej do markeréw wystepujacych na blonach
komorek owada. Molekularna mimikra, ktéra uniemozliwia inkapsulacje wielu
pasozytow wystepuje m.in. u Cardiochiles nigriceps w przypadku zarazenia
pasozytem Nemeritis canescens.

Larwy 1 jaja szeregu gatunkow pasozytniczych blonkowek nie sa inkap-
sulowane w ciele zywicieli. Jaja pasozytniczej osy Venturia canescens, atakuja-
cej larwy Ephestia kuehniella, posiadaja na swojej powierzchni czasteczki
wirusopodobne (VLP, virus-like particles). Uwaza si¢, ze bialka kapsutl VLP
biora udzial w mimikrze molekularnej skladanych jaj. Zaatakowanemu owa-
dowi uniemozliwiaja inkapsulacj¢ jaj. Przeciwciala przeciwko biatkom VLP
wykazuja czesciowa zgodnos¢ antygenowa z hemolinami Ephestia i Hyalop-
hora cecropia, a hemoliny cechuje miedzy innymi zdolno$¢ hamowania
agregacji hemocytow. Larwy wielu pasozytniczych blonkowek z rodziny
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Ichneumonidae i Braconidae chroni przed inkapsulacja i nodulacja obecnosé
polidnawiruséw (DAHLMAN i VINsON 1993). Wirusowe sekwencie DNA wy-
stepuja pozachromosomalnie oraz wbudowane sa w genom komérek pasozyt-
niczych blonkowek. Polidnawirusy introdukowane do hemocelu larw motyh
wywoluja szereg zmian fizjologicznych, w tym zahamowanie komorkowych
reakcji obronnych, pojawienie si¢ nowych polipeptydéow w hemolimfie (BEc-
KAGE 1 wsp. 1987), zmiany w liczbie i zachowaniu hemocytéw (STRAND i Nopa
1991), degeneracj¢ tkanek hemopoetycznych i gruczotu protorakalnego (Guzo
1 StoLTZ 1987). Czasteczki wirusa dostaja sie do organizmu zywiciela, zawieszo-
ne w plynie pochodzacym z jajowodu, wraz z jajami skladanymi przez
pasozyta. Po wyjsciu larwy z oslon jajowych, zroédlem Immunosupresyjnych
wirusow PDV staja si¢ teratocyty (DAHLMAN 1991). Teratocyty formuja sie
z komorek blony surowiczej jaj w trakcie opuszczania oston jajowych przez
larwy pasozyta. Oprocz dzialania immunosupresyjnego, teratocyty pelnia
funkcje troficzne i sekrecyjne. Izolowane teratocyty, szczegdlnie komorki
miode, maja zdolnos¢ supresji inkapsulacji, ktéra wynika z obecnoéci wiruso-
wego DNA w genomie komoérek (DAHLMAN 1991). W wielu przypadkach do
zahamowania reakcji komérkowych w organizmie zywiciela niezbedna jest
obecnos¢ jadu pasozyta (Kitano 1986). Jad samicy pasozyta jest praw-
dopodobnie dodatkowym zrédlem polidnawiruséw, a byé moze ulatwia
transmisj¢ wirusow do tkanek zywiciela. Sposob, w jaki polidnawirusy hamuja
odczyny hemocytarne u owada nie zostal dotychczas poznany. Wiadomo, ze
wirusy PDV nie dzialaja bezposrednio na hemocyty, lecz na blizej nieznane
czynniki zawarte w hemolimfie owada (DAvies i wsp. 1987).

Czestym przejawem oporu biernego patogena jest zmiana fazy wzrostu
bakterii. Wystepowanie dymorfizmu morfologicznego, ktory polega na przejs-
ciu formy gtadkiej (S) w forme szorstka (R), oslabia aktywnosé fagocy-
tozy i zmniejsza podatnos¢ bakterii na dzialanie bakteriobdjcze hemolimfy.
P. aeruginosa, pospolity patogen wielu gatunkéw owadéw, w formie S jest
bardziej oporny na niszczace dzialanie hemolimfy, a tym samym cechuje sie
zwigkszona zjadliwoscia w porownaniu do formy R.

Mutanty E. coli, w zaleznosci od skladu LPS, rdznia sic wrazliwo$cia na
dzialanie czynnikéw obronnych hemolimfy. Najmniej podatne sa wsréd nich
szczepy o niezmienionym skladzie LPS. Umiarkowanie wrazliwe sa te szczepy,
ktore utracity okreslone weglowodany w kompleksie LPS, a wéréd nich
najbardziej wrazliwe sa szczepy pozbawione w LPS heptozy, ramnozy, glukozy
1 galaktozy.

W zakazeniach wirusowych owadéw, ucieczka spod kontroli immunolo-
gicznej jest mozliwa podczas przejscia wirionow w zakazonych komorkach
w faz¢ eklipsy, wzglednie podczas replikacji wirusa w miejscach niedostepnych
dla czynnikéw kontroli immunologicznej. Taka sytuacj¢ obserwuje si¢ w przy-
padku wiruséw replikujacych si¢ w cytoplazmie lub w jadrach komorek
nerwowych. Pewne dzialanie ochronne spelniaja otoczki parasporalne wy-
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twarzane przez wirusy poliedroz i granuloz stawonogow. Bialka poliedryczne,
podobnie jak biatka strukturalne, pelnia funkcje obronne dla zakaznego kwasu
nukleinowego wirusa. Wiriony zamkni¢te w poliedrach lub w granulach sa
znacznie mniej podatne na szkodliwy wplyw srodowiska, anizeli wirusy
bezwtretowe owadow. Jest rowniez prawdopodobne, ze bialko otoczki spelnia
role ochronng w stosunku do czynnikow hemolimfy o dzialaniu przeciw-
wirusowym.

Znane sa mechanizmy supresyjnego dzialania bakterii 1 pasozytow na
komorkowe i humoralne odczyny obronne owada. Wazna rol¢ w tych
mechanizmach odgrywaja substancje wytwarzane przez niektore pasozyty,
hamujace inkapsulacj¢ w jamie ciala owada. Pasozyt Hymenolepis diminuta
wytwarza substancje blokujaca aktywno$¢ biologiczna fagocytow, w tym
fagocytoze. Podobne dzialanie na hemocyty wywieraja metabolity niektorych
bakterii. By¢ moze bakterie wytwarzaja mediatory o dzialaniu immunosup-
resyjnym, badz substancje zmieniajace lub znoszace sygnaly kierujace komor-
kowym ramieniem odpornosci owada.

Opér czynny owadobdjczych bakterii i nicieni entomopatogennych. Niektore
bakterie rozwinely w toku ewolucji wiele sposobow, ktore pozwalaja im na
unikniecie fagocytozy, a po sfagocytowaniu, na przetrwanie w potencjalnie
zabdjczym wnetrzu fagocyta. Takie dzialanie jest realizowane poprzez wy-
twarzanie przez bakterie agresyn (substancji odstraszajacych fagocyty), lub
przez taka zmiane struktury powierzchni komorki bakteryjnej, ktora powoduje
jej niepodatno$é na niszczace dzialanie enzymow lizosomalnych fagosomow
fagocyta. Sfagocytowane bakterie nie tylko przezywaja w tych warunkach
wewnatrz fagocytow, ale moga si¢ nawet w nich namnaza¢, co prowadzi do
rozplemu zarazka w organizmie owada.

Opdr czynny patogendw polega na ostabieniu lub calkowitym zniszczeniu
odpornosci przeciwbakteryjnej owada. Odbywa si¢ to poprzez selektywne
niszczenie lub blokowanie aktywnosci czynnikow warunkujacych odpornos¢
humoralna owada za posrednictwem substancji wytwarzanych przez patogeny
i dzialajacych bezposrednio na czynniki bakteriobojcze hemolimfy. Do naj-
lepiej poznanych naleza egzoproteinazy pochodzenia bakteryjnego (SIDEN
i wsp. 1979, Jarosz 1995b) oraz inhibitory odpornosci typu proteaz wy-
twarzane w porazonym owadzie przez entomopatogenne nicienie Steinernema
i Heterorhabditis (Go1z i wsp. 1981, JArosz i wsp. 1994). Pod wzgledem
funkcjonalnym pelnia one role inhibitorow immunologicznych typu A (InA)
(EpLUND 1 wsp. 1976).

Egzoproteinazy, uwalniane przez bakterie i pasozyty, niszcza selektywnie
bakteriobdjcza aktywno$é¢ hemolimfy uwarunkowana obecnoscia cekropin
i attacyn. Po raz pierwszy wykazano obecno$¢ inhibitora immunologicznego
typu A u B. thuringiensis (SIDEN i wsp. 1979). Nast¢pnie wykazano, ze
wickszo§¢ bakterii chorobotworczych dla owadéw uwalnia w porazonym
owadzie egzoproteinaze typu InA. Inhibitor niszczac aktywnos¢ bakterio-
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bojcza hemolimfy, uwarunkowana obecnoscia cekropin i attacyn, umozliwia
kolonizacj¢ bakteriom, co prowadzi do posocznicy i padania owaddw.

Inhibitor immunologiczny typu A B. thuringiensis, wrazliwy na ogrzewanie
1 kwas trdjchlorooctowy, jest bialkiem zbudowanym z pojedynczego laficucha
polipeptydowego o masie 78 x 10°, zaliczanym do grupy obojetnych metalo-
proteinaz pochodzenia bakteryjnego, nie zawierajacym cysteiny, podobnie
zreszta jak metaloproteinazy wytwarzane przez inne gatunki bakterii z rodzaju
Bacillus. Jego biatko jest Zn-proteinaza: jedna czasteczka InA wiaze od 3 do
5 jonow cynku. Aprotynina (inhibitor trypsyny wyosobniony z nasion soi),
podobnie jak fluorek metyloetylosulfonowy, nie inaktywuje InA, co wskazuje
jednoznacznie, ze nie nalezy on do grupy proteinaz serynowych (SIDEN
1 wsp. 1979).

Oprocz dzialania na uklad immunologiczny owadow inhibitor typu A wy-
twarzany przez B. thuringiensis jest dla nich toksyczny. Po iniekcji letalnej
dawki proteinazy do odwloka Drosophila melanogaster, przed padnieciem
wystepuja drgawki 1 paraliz owada.

Szczegdlnie podatne na dzialanie proteinazy B. thuringiensis sa reszty
hydrofobowe tancucha w regionie C-terminalnym czasteczki cekropiny. Wraz-
liwe na dzialanie inhibitora typu A sa polipeptydy i1 bialka o otwartej
strukturze czasteczki. W efekcie dzialania InA na syntetyczna cekroping
A (1-33) pojawia si¢ 12 peptydow, w ktorych sekwencja aminokwasow jest
analogiczna do wystepujacej w odpowiednich regionach natywnej cekropiny
A wyosobnionej z poczwarek H. cecropia. W efekcie proteolitycznej degradacii
natywnej cekropiny A, wsrod produktow degradacji pojawia si¢ dodatkowo
pentapeptyd Thr-Gln-Ile-Ala-Lys (reszty 33-37) w regionie C-terminalnym
czasteczki (DALHAMMAR 1 STEINER 1984).

Inhibitor typu A nie tylko niszczy aktywnos¢ cekropin, ale powoduje tez
degradacje attacyn i niektorych indukowalnych drobnoczasteczkowych polipe-
ptydow bakteriobojczych hemolimfy owadow, np. apidycyn u pszczoly miosi:
nej. Nie dziala on jednakze ani na kinetyke indukcji, ani na aktywnosc
bakteriolityczng lizozymu hemolimfy. '

Interesujace wlasciwosci wykazuje proteinaza P. aeruginosa. Oprocz nisz-
czacego wplywu na cekropiny Galleria mellonella, Pieris brassicae, Celer'io
euphorbiae, Sphinx pinastri, cekroping A z H. cecropia, powoduje ona takzre
uszkodzenie hemocytdw owada. Traca one zdolnosci fagocytarne i przedwczes-
nie zamieraja (MADzIARA-BORUsEWICZ i LyseNko 1971). Zaobserwowano ist-
nienie zaleznosci pomiedzy aktywnoscia proteolityczna szczepow P. aeruginosa
i zdolno$cia niszczenia cekropin, a ich zjadliwoscia dla gasienic Galleria.
Szczepy o duzej aktywnosci proteolitycznej sa bardzo zjadliwe, co wskazuje na
role, jaka u owadow pelni opor czynny w wirulencji P. aeruginosa (JAROS:Z
1995b). Proteinaza P. aeruginosa uwalniana w porazonym owadzig, podobnie
jak inhibitor typu A B. thuringiensis, dziala toksycznie na organizm owada.
U gasienic G. mellonella powoduje porazenie migsni, pojawienie si¢ charak-
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terystycznych ognisk martwicy w oskorku i przewodzie pokarmowym, a na-
stgpnie ich powolne zamieranie. Inokulowana gasienicom w ilosciach §lado-
wych hamuje wytwarzanie oprzedu i metamorfoze na etapie przepoczwar-
czania, przez co przedluza znacznie trwanie 7. stadium larwalnego owada.

Chorobotworcza dla szerokiego spektrum owadéw bakteria Serratia mar-
cescens wytwarza wsrod wielu enzymdéw proteolitycznych trzy proteinazy
niszczace selektywnie cekropiny motyli (FLYG i wsp. 1980). Jednakze wyniki
doswiadczen in vivo przeprowadzone na Drosophila z uzyciem roznych
mutantow S. marcescens wykazaly, ze wazniejsza role w zjadliwosci tej bakterii
entomopatogennej odgrywa opor bierny, anizeli proteinazy niszczace selektyw-
nie aktywnos¢ bakteriobojcza cekropin. Ponadto bakteria ta jest zjadliwa dla
wielu gatunkOw szarariczakow, ktére w przebiegu zakazenia bakteryjnego nie
wytwarzaja cekropin.

Bacillus larvae, sprawca zgnilca ztosliwego pszczoly miodnej, namnaza sie
obficie w hemolimfie powodujac padanie zakazonego czerwia. Proteinazy
uwalniane przez patogena, blokuja aktywno$¢ indukowalnych polipeptydow
pszczoly miodnej — apidycyny i abecyny (CASTEELs i wsp. 1989, 1990). Na
dzialanie proteinazy B. larvae sa podatne takze cekropiny Lepidoptera (JAROSZ
i GLINsk1 1990); petnia tym samym role inhibitora immunologicznego typu A.
Niszczac uklad obronny pszczoly miodnej inhibitor umozliwia rozwéj choroby
1 szybkie padanie zakazonego czerwia.

Inhibitory odpornosci o dziataniu bardzo zblizonym, jezeli nie identycznym
do inhibitora typu A wytwarzanego przez B. thuringiensis i inne gatunki
bakterii chorobotwoczych dla owadéw, wytwarzaja takze entomofilne nicienie
z rodziny Steinernematidae (GoTz i wsp. 1981) i Heterorhabditidae (Jarosz
1 wsp. 1994) oraz zwigzane mutualistycznie z nimi bakterie nematofilne
z rodzaju Xenorhabdus. Nicienie te wykazuja biologicznie zltozony proces
patogenezy. Bakterie symbiontyczne uwalniane w hemocelu owada przez larwy
przetrwalnikowo-inwazyjne nicienia, namnazaja si¢ w hemolimfie, prowadzac
do rozwoju posocznic bakteryjnych. Larwy inwazyjne nicienia pehia role
mikrostrzykawki, ktora umozliwia bakteriom przedostanie si¢ do hemolimfy
owada.

Bakterie nematofilne - X. nematophilus wspolzyjacy z Steinernema car-
pocapsae oraz X. luminescens - symbiont Heterohabditis bacteriophora, wy-
st¢puja w dwoch formach dymorficznych. Forma pierwotna bakterii zwiazana
mutualistycznie ze stadium przetrwalnikowo-inwazyjnym nicienia ulega kog-
wersji do formy wtdérnej w porazonym owadzie. W zakazonym owadzie
Symbiont bakteryjny Xenorhabdus uwalnia egzoproteinaz¢ (JAROSZ i S.TEFANIAK
1993), ktéra niszczy selektywnie aktywnos¢ bakteriobdjcza cekropin i attacyn.
W ten sposéb inhibitor umozliwia kolonizacje bakterii w hemolimfie owada
Przez bakteric nematofilne. Bakterie te sa bardzo zjadliwe dla owadow,
ktore padaja wérdd objawdw posocznicy. H. bacteriophora i jego symbiont
X. luminescens cechuje wicksza aktywnos¢ proteolityczna, a tym samym
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wigksza zdolno$¢ niszczenia cekropin i attacyn, anizeli S. feltiae i zwiazanego
z nim symbiontycznie X. nematophilus. Jest przy tym interesujace, ze forma
wtorna bakterii nematofilnych nie uwalnia egzoproteinazy, a tym samym jest
calkowicie pozbawiona zdolnosci hamowania aktywnosci bakteriobdjcze;
hemolimfy owadow.

Proteinazy wytwarzane podczas pasozytnictwa przez nicienie entomofilne,
podobnie jak proteinazy bakteryjne typu A, sa silnie toksyczne dla gasienic
G. mellonella. Owady padaja wsrdod objawow porazenia i charakterystycznych
ognisk martwicy rozsianych po calym oskorku (Jarosz i wsp. 1991).

Opor czynny entomopatogenow to rowniez inhibicja chemotaks;ji, fagocy-
tozy, inkapsulacji 1 nodulacji oraz blokowanie aktywacji uktadu profenylook-
sydazy. Mechanizmy tych oddzialywan nie zostaly dotad dostatecznie poznane.

Uwagi koncowe

Zjadliwos¢ (wirulencja) jest uwarunkowana calym zespolem wlasciwosci
zarazka, zwlaszcza jego zdolnoscia do wytwarzania jadow i1 enzymow his-
tolitycznych, mozliwoscia szybkiego rozmnazania i rozprzestrzeniania si¢
w tkankach zakazonego organizmu. W przypadku entomopatogendw, ostatnio
za jeden z wazniejszych czynnikow ich zjadliwosci uznawana jest wlasciwos¢
przelamywania systemOw obrony immunologicznej owada.

Wspolzaleznosci, jakie wystepuja migdzy zdolnoscia wytwarzania proteaz
przez bakterie i ich patogennoscia dla owadow sugeruja, ze gatunki bakterii,
ktére uwalniaja egzoproteinazy w zakazonych owadach, mozna by uznac za
entomopatogeny. Nawet w przypadku braku pelnej akceptacji tego pogladu
oczywistym pozostaje fakt, ze proteinazy typu InA sa waznym czynnikiem
warunkujacym zjadliwos¢ bakterii dla owadow.
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