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HEMOCYTY I ICH UDZIAL. W ODPORNOSCI OWADOW

ODPORNOSC OWADOW

Wszystkie organizmy zywe narazone sg na
atak ze strony drobnoustrojéw i pasozytow.
Uklad odpornosciowy bezkregowcow do walki
z nimi ma do dyspozycji jedynie mechanizmy
odpornosci wrodzonej, w odroznieniu od
kregowcow, ktore ponad SO0 milionow lat temu
rozwinely dodatkowo odpornosé nabyta. Opar-
ta jest ona na funkcjonowaniu przeciwciat
i limfocytéw wyposazonych w receptory roz-
poznajace specyficznie antygeny patogenow.
Dodatkowo, zjawisko pamieci immunologicznej
funkcjonujace u kregowcow umozliwia szybsza
reakcje na powtorny kontakt z patogenem
(CoOPER i1 ALDER 2006, FLAJNIK i KasAHARA 2010).
Warto zauwazyé, ze owady wyksztalcily pew-
nego rodzaju ,pamie¢ immunologiczna”, ktora
zwigzana jest z modulowaniem mechanizmoéw
odpowiedzi odpornosciowej. W ostatnich latach
pojawia sie coraz wiecej doniesien literaturo-
wych wskazujacych na funkcjonowanie pamie-
ci immunologicznej u owadow, ktora powstaje
po kontakcie organizmu z patogenem, jako
efekt tzw. pietnowania ukladu immunologicz-
nego (ang. immune priming). Zjawisko pietno-
wania prowadzi¢ moze do wytworzenia odpor-
nosci specyficznej lub niekiedy niespecyficzne;.
Fenomen pietnowania immunologicznego poja-
wia sie po podaniu owadom nieletalnej dawki
patogenu, jego martwych komoérek czy sktad-
nikow Sciany komorkowej. Ponadto, organizm
mozna stymulowaé¢ do odpowiedzi poprzez
stres temperaturowy (WoJdpa 2017, SHEEHAN
i wspotaut. 2020). Pietnowanie, mimo ze nie
jest ekwiwalentem pamieci immunologiczne]j

u kregowcow, zapewnia pewien poziom ochrony
przed ponownym kontaktem z patogenem, co
ulatwia owadom eliminacje zakazenia wywota-
nego letalna dawka patogenu, zabezpieczajac
tym samym przed rozwojem infekcji i $miercia.
Jednak pietnowanie immunologiczne jest pro-
cesem kosztownym metabolicznie i przy braku
dostepu do pokarmu moze doprowadzi¢ do
Smierci owada (SHEEHAN i wspotaut. 2020).
Pomimo braku odpornosci nabytej, owady
nie pozostaja bezbronne wobec zagrozenia ze
strony patogenéw. Sprawnie dziatajace mecha-
nizmy odpornosci wrodzonej pozwalaja im na
skuteczng walke z drobnoustrojami. W bada-
niach z wykorzystaniem Drosophila melano-
gaster wykazano, ze uklad odpornosciowy owa-
dow jest w stanie rozr6zni¢ wzorce molekularne
PAMPs (ang. pathogen-associated molecular
patterns), charakterystyczne dla poszczegol-
nych typow drobnoustrojéow. Po rozpoznaniu
bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych,
grzybow czy wirusow, w komorkach ciata thusz-
czowego, hemocytach, a takze komoérkach na-
btonkowych Drosophila, uruchamiane sa odpo-
wiednie szlaki sygnatlowe, prowadzace do wy-
tworzenia molekul efektorowych, najskutecz-
niejszych wobec danego typu patogenu. Geny
kodujace skladniki zaangazowane w przebieg
tych szlakéw zidentyfikowano réwniez w geno-
mach innych gatunkow owadow, m.in. Bombyx
mori czy Galleria mellonella (VOGEL i wspotaut.
2011, ZuanGg i wspétaut. 2021). Do reakcji
uktadu odpornosciowego owadow uruchamia-
nych w odpowiedzi na zakazenie naleza: pro-
cesy fagocytozy, nodulacji i inkapsulacji, skta-
dajace sie na odpowiedz komorkowa, oraz
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odpowiedz humoralna, obejmujaca m.in. pro-
cesy krzepniecia i melanizacji, wytwarzanie
czasteczek sygnalowych i peptydow przeciw-
drobnoustrojowych (ang. antimicrobial pepti-
des, AMPs) (HOFFMANN i wspoétaut. 1999).
Pierwsza linie obrony owadéw stanowig
bariery mechaniczne w postaci okrywy ciata
oraz wysciotki jelita i tchawek, ale réwniez,
w przypadku ich uszkodzenia, szybka reakcja
krzepniecia hemolimfy w miejscu zranienia,
wraz z towarzyszacym temu procesowi wytwa-
rzaniem czasteczek o aktywnosci cytotoksycz-
nej (LAvINE i STRAND 2002). Mikroorganizmy,
ktorym udalo sie sforsowac te linie obrony,
narazone sa na odpowiedz komoérkowsa ze stro-
ny hemocytéw, obejmujaca fagocytoze i nodu-
lacje, oraz odpowiedz humoralna, ktéra opiera
sie na aktywnosci AMPs, dzialaniu reaktyw-
nych form tlenu i azotu oraz produktow akty-
wacji procesoéw krzepniecia hemolimfy i melani-
zacji (CHARLEs i KiLuiaN 2015). Poszczegélne
reakcje wrodzonej odpowiedzi immunologiczne;j
wzajemnie sie uzupelniaja. Wiele czynnikéw za-
angazowanych w odpowiedz humoralng wply-
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wa na aktywnos¢ hemocytéw, bedacych jedno-
czeSnie zrodlem czasteczek bioracych udziat
w odpowiedzi humoralnej (PECH i STRAND 1996,
ELROD-ERICKSON i wspotaut. 2000) (Ryc. 1).

TYPY HEMOCYTOW

Hemocyty sa elementami morfotycznymi
hemolimfy, ktoére biora bezposredni udziat
w odpowiedzi komoérkowej i w krzepnieciu
hemolimfy. Liczba hemocytéw krazacych
w hemolimfie moze wzrasta¢ takze na skutek
uwalniania hemocytow osiadlych, ktore sa
przytwierdzone do powierzchni narzadéow
wewnetrznych owada, m.in. ciala ttuszczowego
i przewodu pokarmowego (HILLYER i STRAND
2014, Branco i wspoétaut. 2017). Hemocyty sta-
nowig bardzo zréznicowang populacje komo-
rek. U roznych gatunkéw owadow moga
wystepowac rézne ich typy, a ponadto ten sam
typ komoérek u réznych gatunkéw moze wyka-
zywac inne cechy morfologiczne. Z tego wzgledu
klasyfikacja hemocytow jest utrudniona

granulocyt
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Ryc. 1. Reakcje odpornosciowe owadow, uruchamiane w odpowiedzi na zakazenie, na przykladzie G. mellonelia.
Naruszenie ciaglosci powlok ciala owada wigze sie z ryzykiem dostania sie patogenéw do hemocelu.
Rozpoznanie struktur charakterystycznych dla drobnoustrojow (ang. pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs) przez receptory rozpoznajace wzorce molekularne (ang. pattern recognition receptors, PRRs) prowadzi
do uruchomienia szeregu reakcji odpornosciowych. Nalezy do nich miedzy innymi aktywacja odpowiedzi
komoérkowej (fagocytozy, nodulacji badz inkapsulacji), w ktéra zaangazowane sa hemocyty. Granulocyty, wraz
z innymi czynnikami obecnymi w hemolimfie, uczestnicza w procesie krzepniecia hemolimfy, ktéra prowadzi do
gojenia ran i unieruchomienia mikroorganizmoéw. W obu procesach istotna role odgrywa melanina powstajaca
w wyniku aktywacji uktadu oksydazy fenolowej (ang. phenoloxidase, PO), uwalnianej z enocytoidow w formie
nieaktywnej (ang. prophenoloxidase, proPO). Rozpoznanie patogenu prowadzi rowniez do aktywacji odpowiedzi
humoralnej. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs) wytwarzane sa w komoérkach ciata tluszczowego lub
hemocytach, w wyniku aktywacji szlakéw przekazywania sygnaléw Toll, Imd badz JAK/STAT. Ich
uruchomienie nastepuje po bezposrednim zwiazaniu PAMP do receptora PRR znajdujacego sie¢ w blonie, badz,
jak w przypadku szlaku Toll, poprzez aktywacje cytokiny Spatzle (opracowanie wiasne).
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(RIBEIRO i BREHELIN 2006, HILLYER i STRAND 2014,
ELEFTHERIANOS i wspoélaut. 2021).

Ze wzgledu na ogromnag réznorodnosc¢ gro-
mady owadow, w niniejszej pracy skupiono sie
na omoéwieniu hemocytow przedstawicieli wy-
branych rzedow.

U muszki owocowej (D. melanogaster),
przedstawiciela rzedu muchowek (Diptera)
wykorzystywanego jako organizm modelowy
w wielu badaniach, zidentyfikowano cztery typy
hemocytow: prohemocyty, plazmatocyty, ko-
morki krystaliczne i lamellocyty (LAVINE i STRAND
2002, Yu i wspotaut. 2018, CARRAU i wspolaut.
2021). Prohemocyty wystepujace w gruczotach
hematopoetycznych, sa komérkami prekurso-
rowymi, ktére moga réznicowaé¢ w pozostale
typy komoérek. Plazmatocyty to mate sferyczne
komorki o Srednicy ok. 10 um, ktére moga two-
rzy¢ szerokie lamellipodia, przechodzace w filo-
podia, dzieki ktéorym maja zdolnos¢ do prze-
mieszczania sie. Lamellipodia stanowia glowna
sile napedowa podczas ruchu, natomiast
waskie filopodia pelnia role sensorow. Plazma-
tocyty pelnia podobna role do makrofagow
kregowcow, sa zaangazowane glownie w odpo-
wiedz komorkowa eliminujaca patogeny i ko-
morki organizmu, ktore ulegly apoptozie. Biora
udzial takze w rozwoju organizmu i gojeniu
ran. Plazmatocyty magazynuja peptydy odpor-
nosciowe, ktore podczas infekcji moga byc¢
wydzielane oraz uwalniaja skladniki macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix,
ECM), posredniczace w odpowiedzi humoral-
nej. Plazmatocyty stanowia ok. 95% wszystkich
hemocytéow i naleza do komoérek dlugo
zyjacych, ktére obecne sa podczas catego zycia
Drosophila. Liczne dane literaturowe wskazuja
na ich wspoéltdziatanie z cialem thuszczowym czy
jelitem, co ulatwia systemowsa odpowiedz orga-
nizmu i utrzymanie homeostazy (PARSONS
i FoLEy 2016, Yu i wspélaut. 2018, CARRAU
i wspotaut. 2021). Komoérki krystaliczne sa sto-
sunkowo duze, a ich nazwa zwigzana jest
z obecnoscia krysztalow, w ktérych magazyno-
wana jest profenolooksydaza (ang. prophenol-
oxidase, proPO). Stanowia ok. 5% komoérek
krazacych. Zaliczane sa do komoérek pozbawio-
nych wlasciwosci fagocytarnych, ale uczestni-
cza w reakcji melanizacji. Komoérki krystaliczne
zaangazowane sa w tworzenie skrzepu wokoét
miejsc zranienia, co ulatwia gojenie ran, jak
réwniez w proces inkapsulacji, ktéremu towa-
rzyszy odkladanie melaniny (YU i wspoétaut.
2018). Lamellocyty uczestnicza gtéwnie w pro-
cesie inkapsulacji, czyli tworzeniu kapsutl
wokot ciatl obcych, ktére ze wzgledu na rozmiar
nie moga by¢ sfagocytowane. Sa to duze,
ptaskie, adherentne komérki, obecne w hemo-
limfie jedynie w stadium larwalnym i wykrywa-
ne tylko podczas zakazenia pasozytami. Ich
liczba wzrasta wtedy do 50% hemocytow

krazacych w hemolimfie. Uwaza sie, ze powsta-
ja w gruczolach hematopoetycznych z pro-
hemocytow, ale sg rowniez doniesienia wskazu-
jace na osiadle plazmatocyty, jako ich prekur-
sory (Ryc. 2) (KiM-Jo i wspoélaut. 2019, GHOSH
i wspoétaut. 2020).

prohemocyt
@/ s
/ lamellocyt
komérka \ @

krystali
rystaliczna plazmatocyt

Ryc. 2. Schemat réznicowania hemocytow D. melano-
gaster (wg KIM-JO i wspotaut. 2019, zmieniona).

U muchy czarnej (Hermetia illucens) ziden-
tyfikowano trzy typy hemocytéw: nieadheren-
tne komoérki krystaliczne, adherentne komoérki
przypominajace plazmatocyty i komérki zawie-
rajace granule (ZDYBICKA-BARABAS i wspotaut.
2017a). Natomiast VoN BREDOW i wspolaut.
(2021) opisali prohemocyty, komorki krysta-
liczne i dwa rodzaje plazmatocytow: okragle
i wytwarzajace pseudopodia.

Komary, inni przedstawiciele rzedu Diptera,
stanowig dla czlowieka istotna grupe owadow
ze wzgledu na ryzyko przenoszenia przez nie
wielu chorob. Komar egipski (Aedes aegypt)
jest wektorem zottej febry i dengi, Aedes togoi —
filariozy, Anopheles lesterii A. gambiae — mala-
rii, natomiast Culex quiquefasciatus odpowie-
dzialny jest za transmisje filariozy limfatycznej,
japoniskiego zapalenia moézgu, wirusa Zachod-
niego Nilu i zapalenia mozgu St. Loius (DEDK-
HAD i wspoétaut. 2019, SHAW i wspotaut. 2022).

Ze wzgledu na wielkos¢ i réznice morfolo-
giczne, w tym cechy jadra komoérkowego i cyto-
plazmy, wyrézniono u komarow, w tym
Ae. aegypti, Ae. togoi, An. gambiae, An. lesteri
i Cx. quiquefasciatus, trzy typy hemocytow: pro-
hemocyty, enocytoidy (ang. oenocytoides) i gra-
nulocyty (Ryc. 3) (CastiLLo i wspolaut. 20006,
DEDKHAD i wspoétaut. 2019). Wielu autoréw, ze
wzgledu na rozne techniki analizy, opisywato
u komaréw takze inne typy hemocytéw. HILLYER
i CHRISTENSEN (2002) wyr6znili u Ae. aegypti
granulocyty, enocytoidy, adipohemocyty, trom-
bocytoidy. Z kolei ARAUJO i wspélautorzy (2008)
wyroznili az szes¢ typoéw hemocytow u Ae. aegy-
pti: prohemocyty, adipohemocyty, granulocyty,
plazmatocyty, enocytoidy i trombocytoidy.
Prohemocyty komaréw sa owalnymi komorka-
mi nieadherentnymi, majacymi, w zaleznoSci
od gatunku, od 2,3 do 7,86 um Srednicy. Ich
cecha charakterystyczna jest obecnos¢ duzego
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Ryc. 3. Schemat réznicowania hemocytow komarow
(wg KWON i wspolaut. 2021, SMITH i wspoétaut. 2016).

jadra otoczonego niewielka iloscig cytoplazmy.
Do najliczniejszej grupy hemocytéow u komarow
naleza granulocyty, ktére wykazuja silne
wlasciwosci fagocytarne (BRYANT i MICHEL 2016).
Cytoplazma tych hemocytéw jest bogata w gra-
nule. Stanowig ok. 95% wszystkich hemocytow
u Ae. togoi, An. lesteri, An. gambiae i Cx. quique-
fasciatus (BRYyANT i MICHEL 2016, DEDKHAD
2019). Srednica granulocytéw komaréw wynosi
ok. 7 um. Granulocyty maja zroznicowany
ksztalt, mozna zaobserwowac: komorki owalne,
podobne do kropli, przypominajace fibroblast
i wrzecionowate. W porownaniu do innych
typow hemocytéw, granulocyty maja duze
jadro. Czesto spotykane sa rowniez granulocyty
wielojadrzaste. Granulocyty sa hemocytami
adherentnymi, tworzacymi pseudopodia, w kto-
rych takze obecne sa granule. Enocytoidy to
komorki nieadherentne, okragle lub owalne,
zawierajace jadro komorkowe, ktore nie jest
potozone w centrum komorki. Ich Srednica
waha sie od 4,23 um u Ae. togoi do 11 um
u Cx. quiquefasciatus. Enocytoidy stanowia ok.
1-2% wszystkich hemocytow komaréw
(DEDKHAD i wspoétaut. 2019). Nie maja zdolnosci
fagocytarnych, ale ich wazna rola jest wytwa-
rzanie i magazynowanie skladnikow uktadu
oksydazy fenolowej (ang. phenoloxidase, PO)
(BRYANT i MICHEL 2016).

Pod wzgledem cech morfologicznych
i histochemicznych hemocyty gatunkéw z rze-
du motyli (Lepidoptera), w tym barciaka wiek-
szego (G. mellonella) i jedwabnika morwowego
(B. mor), wykorzystywanych jako organizmy
modelowe, mozna podzieli¢ na pie¢ typow: pro-
hemocyty, plazmatocyty, granulocyty, sferulo-
cyty i enocytoidy (Ryc. 4) (Wu i wspoétaut. 2016,
Woupa 2017, Bogus$s i wspoétaut. 2018).
Prohemocyty to komoérki o Srednicy 6-8 um,
z duzym jadrem; uwazane sa za komoérki multi-
potencjalne, zdolne do roéznicowania w inne
typy hemocytow. Plazmatocyty sa hemocytami
pleomorficznymi, zawieraja duze, centralnie
potozone jadro. Okragly ksztalt krazacych
w hemolimfie plazmatocytéw (o Srednicy
8-10 um) ulega zmianie w wyniku adhezji do
roznych powierzchni, wskutek wytwarzania

granulocyt

plazmatocyt sferulocyt

enocytoid

Ryc. 4. Reprezentatywny obraz dojrzatych typow he-
mocytow krazacych w hemolimfie G. mellonella
ogladany w mikroskopie kontrastowo-fazowym
(opracowanie wtasne). Skala 10 um.

diugich wypustek; moga wtedy osiagac¢ roz-
miary 10-15 um szerokosci i 20-30 um dtu-
gosci. Plazmatocyty uczestnicza w odpowiedzi
komorkowej, zaréwno w fagocytozie, nodulacji,
jak i inkapsulacji. Granulocyty to kuliste
hemocyty, o Srednicy 8-12 pym, majace male
jadro i liczne granule obecne w cytoplazmie.
Podobnie jak plazmatocyty, maja zdolnos¢
adhezji, jednak wytwarzane przez nie wypustki
sa krotsze. Uczestnicza w procesie fagocytozy,
nodulacji i inkapsulacji oraz w procesie krzep-
niecia hemolimfy. W odpowiedzi na rozpozna-
nie ciala obcego, material zawarty w granulach
ulega egzocytozie, pelniac role opsonizujaca
ciala obce oraz atraktanta wzgledem innych
hemocytéw (LAPOINTE i wspotaut. 2012, SALEM
i wspotaut. 2014). Prawdopodobnie biora tez
udzial w transporcie sktadnikéw odzywczych
w hemolimfie (VOGELWEITH i wspélaut. 2016).
Sferulocyty sa okraglymi hemocytami o Sred-
nicy 10-15 um, ksztaltem przypominajacymi
grudke, ze wzgledu na obecnos¢ licznych
okraglych i owalnych sferul zwigzanych do
blony komérkowej. Sa komérkami nieadheren-
tnymi. Przypisuje sie im udzial w transporcie
sktadnikow kutikuli. U niektorych gatunkow
Lepidoptera nie stwierdzono obecnosci sferulo-
cytow w hemolimfie. Enocytoidy to komorki
o Srednicy 12-20 um, okragle lub owalne,
z malym jadrem. Zawieraja sktadniki uktadu
oksydazy fenolowej, dlatego sa zaangazowane
w proces melanizacji. Moga rowniez uwalniac
kwasy nukleinowe, ktore stanowia sygnat alar-
mowy informujacy o zakazeniu (YAMASHITA
i IwaBucHr 2001, STrRAND 2008, BOGUS
i wspoélaut. 2018). Podobne typy hemocytow
mozna wyrézni¢ u Tenebrio molitor, chrzaszcza
(rzad Coleoptera) wykorzystywanego rowniez
jako organizm modelowy (VOMMARO i wspotaut.
2021).

Warto zauwazyc, ze pod wzgledem funkcjo-
nalnym plazmatocyty D. melanogaster odpowia-
daja granulocytom Lepidoptera, a lamellocyty
odpowiadaja plazmatocytom Lepidoptera.
Komoérki krystaliczne sa odpowiednikami eno-
cytoidow (RIBEIRO i BREHELIN 2000).

Wazna grupa pozytecznych owadow sa
pszczoly miodne (Apis mellifera anatoliaca)
(rzad Hymenoptera), ktére nie tylko produkuja
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miod, ale rowniez zapylaja wiekszosc¢ roslin.
Jako owady spoleczne charakteryzuja sie
wystepowaniem kilku kast funkcjonujacych
w obrebie jednej rodziny pszczelej. Na czele roju
znajduje sie matka, ktoérej zadaniem jest
skladanie jaj. Robotnice, w zaleznosci od wieku
i stanu fizjologicznego, zajmuja sie czyszcze-
niem ula, karmieniem larw, ubijaniem pylku,
przejmowaniem nektaru przyniesionego przez
zbieraczki i pilnowaniem ula. Najstarsze robot-
nice zajmuja sie zbieraniem nektaru i pytku.
Natomiast rolg trutni jest unasiennienie mtode;j
matki pszczelej (GABOR i wspoétaut. 2020).
W zaleznosci od przynaleznosci do okreslonej
kasty (matka, robotnice, trutnie), jak réwniez
stadium rozwojowego (larwa, poczwarka,
postac¢ dorosta) zmienia sie liczba i wielkos¢
hemocytow. Analiza hemocytogramu pszczoly
miodnej wykazala obecnos¢ pieciu typow
hemocytow zarowno u larw (stadium 3., 4.1 5.),
jak i poczwarek oraz dorostych owadow
nalezacych do wszystkich kast. W hemolimfie
wyr6zniono: prohemocyty, plazmatocyty, gra-
nulocyty, adipohemocyty i enocytoidy. Adipo-
hemocyty sa komérkami okraglymi, w ktorych
cytoplazmie znajduja sie liczne krople tluszczu
(YELKOVAN i wspoétaut. 2021). Badania wykazaly,
ze wielkos¢ poszczegolnych typow hemocytow
jest rézna w zaleznosci od kasty owada. Naj-
wieksze hemocyty stwierdzono u matek pszcze-
lich. Z kolei najwieksze zréznicowanie wielkosci
hemocytow w poszczegolnych kastach stwier-
dzono u poczwarek. Najmniejsze réznice doty-
czyly wielkosci hemocytéw u dorostych owadow
(YELKOVAN i1 wspoélaut. 2021).

Catkowita liczba hemocytow oraz liczba
poszczegbdlnych ich typow uzalezniona jest od
stadium rozwojowego owada, jak réwniez od
warunkéw Srodowiskowych, w tym diety i czyn-
nikéw stresowych (VOGELWEITH i wspélaut.
2016, Branco i wspoétaut. 2017, BoaGuUs
i wspotaut. 2018). W stadium larwalnym
Lepidoptera granulocyty i plazmatocyty stano-
wig wiekszos¢ hemocytow krazacych w hemo-
limfie i sa jedynymi hemocytami zdolnymi do
adhezji (STRAND 2008). Ogodlna liczba hemocy-
tow moze zmieniaC sie takze w trakcie zycia
komaréw. U samic jest ona uzalezniona od
diety i spada wraz z wiekiem owada (BRYANT
i MicHEL 2016). WILSON-RICH i wspotaut. (2008)
wykazali, ze larwy i poczwarki pszczol maja
wiekszg liczbe hemocytéw niz owady doroste.
Z kolei GATSCHENBERGER i wspoétaut. (2013)
stwierdzili, ze najwieksza liczba hemocytow
wystepuje u poczwarek pszczoél. Liczba hemo-
cytow i aktywacja odpowiedzi komorkowej
zmieniaja sie takze wraz z wiekiem pszczoly,
a nawet w zaleznosci od pory roku. SCHMID
i wspoétaut. (2008) wykazali, ze liczba hemo-
cytow spada wraz z wiekiem owada we wszyst-
kich fenotypach dorostych pszczot (robotnic,

krélowych i trutni). Ponadto, odpowiedz im-
munologiczna pszczol zimowych jest slabsza
niz letnich, co przejawia sie m.in. brakiem
procesu nodulacji (GATSCHENBERGER i wspotaut.
2013).

Warto tez zauwazyc, ze w literaturze nauko-
wej mozna dostrzec rozbieznosci dotyczace
udzialu procentowego poszczegdlnych typow
hemocytow krazacych w hemolimfie owadow.
Wynikaja one miedzy innymi z ré6znych technik
uzytych do okreslania typéw hemocytow, jak
réwniez réznych metod ich zliczania. Dane lite-
raturowe wskazuja takze, ze larwy tego samego
gatunku karmione r6znym pokarmem wykazu-
ja zroznicowanie w skladzie procentowym
poszczegbélnych typéw hemocytow (HUANG
i wspotaut. 2010). Réznice moga dotyczy¢ row-
niez catkowitej liczby hemocytow. Przykladem
sg tu gasienice Eupoecilia ambiguella, u ktérych
stwierdzono zroznicowang liczbe hemocytow
poszczegdlnych typow w zaleznosci od gatunku
winogron, ktorymi byly karmione (VOGELWEITH
i wspotaut. 2016). SHIKANO i wspoétaut. (2010)
wykazali, ze larwy motyla Trichoplusia ni kar-
mione brokulami charakteryzowaly sie wieksza
liczba hemocytéw niz karmione ogérkami. Ze
wzgledu na fakt, ze granulocyty, poza udzialem
w reakcjach odpornosciowych, sa réwniez za-
angazowane w transport skladnikéw odzyw-
czych, liczba tych hemocytéw w hemolimfie
owadow karmionych ubogim pokarmem spada
(KLowDEN 2002). Na liczbe hemocytéw u gasie-
nic Manduca sexta z tego samego stadium
wylinkowego ma tez wplyw ple¢. Wykazano, ze
w polowie pigtego stadium wylinkowego samice
maja pie¢ razy wieksza, a samce trzy razy wiek-
szg liczbe hemocytow, w poréwnaniu do po-
czatku tego stadium (BEETz i wspoétaut. 2008).
Charakterystycznym zjawiskiem obserwo-
wanym u zwierzat jest wzrost liczby komoérek
odpornosciowych w odpowiedzi na infekcje
(Fuchs i wspotaut. 2010). Staczek i wspoélaut.
(2020) wykazali, ze podanie a-1,3-glukanu ze
Sciany komoérkowej Aspergillus niger gasieni-
com G. mellonella wywotato niemal dwukrotny
wzrost calkowitej liczby hemocytow, ktory
wynikal ze wzrostu liczby plazmatocytow i gra-
nulocytow. Podobne obserwacje towarzyszyly
podaniu G. mellonella zarodnikéw A. niger.
Wzrost liczby hemocytow wynikat gléwnie ze
wzrostu  liczby granulocytow  (STACZEK
i wspotaut. 2020). Moze to odzwierciedla¢ ich
kluczowg role w odpornosci owadow, gdyz poza
zaangazowaniem w odpowiedz komoérkowa,
uczestnicza takze w krzepnieciu hemolimfy.
Jak wskazuja dane literaturowe, osobniki
E. ambiguella o najwiekszej liczbie granulocy-
tow w hemolimfie byly najlepiej chronione
przed bakteriami i pasozytami (VOGELWEITH
i wspoétaut. 2016). Dane wskazuja ponadto na
korelacje pomiedzy wirulencja patogenéw grzy-
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bowych, takich jak Candida albicans, C. gla-
brata, C. krusei, C. tropicalis, a liczba hemo-
cytow u zakazonych nimi gasienic G. mellonella
(BERGIN i wspoétaut. 2003). Gasienice zakazone
najbardziej patogennymi szczepami wykazywa-
ty znaczna redukcje liczby hemocytéw. DA SiLva
i wspotaut. (2000) wykazali, ze wzrost liczby
hemocytow towarzyszyl redukcji liczby komo-
rek szczepu C. albicans o niskiej patogennosci
w hemolimfie komara Cx. quinquefasciatus, co
Swiadczylo o efektywnej reakcji na zakazenie.
W przypadku izolatéw C. albicans o wysokiej
patogennosci zauwazono spadek liczby hemo-
cytow, przy jednoczesnym wzroScie liczby
komorek drozdzaka w hemolimfie. Podobnie, po
immunizacji G. mellonella bakteriami Actino-
bacillus pleuropneumonia wykazano, ze szczep
o niskiej wirulencji powodowal wzrost liczby
hemocytow wraz z czasem po immunizacji,
natomiast szczep o wysokiej wirulencji spadek
ich liczby, prowadzac ostatecznie do Smierci
97% gasienic po 24 godzinach (BLaNcO
i wspotaut. 2017).

STACZEK i1 wspoélaut. (2020) wykazali wzrost
liczby sferulocytéw krazacych w hemolimfie po
immunizacji gasienic G. mellonella zarodnikami
A. niger. Cho¢ RIBEIRO i BREHELIN (2006)
wykazali, ze komoérki te nie biorg aktywnego
udzialu w odpowiedzi komoérkowej, STACZEK
i wspotautorzy (2020) zwrocili uwage na fakt, ze
po podaniu a-1,3-glukanu ze Sciany komorko-
wej A. niger, hemocyty te dos¢ licznie uczestni-
czyly w tworzeniu agregatéw, bedacych
pierwszym etapem w formowaniu nodul. OcCHIAI
i wspotpracownicy (1992), metodami immuno-
cytochemicznymi wykazali ponadto, ze recep-
tory BGRP (ang. B-glucan recognition protein),
biorgce udzial w rozpoznawaniu obcych
czastek, znajduja sie zarowno w granulocytach,
jak i w sferulach sferulocytow gasienic B. mori.
W badaniach z wykorzystaniem mszyc Acyrtho-
siphon pisum wykazano, ze sferulocyty moga
uczestniczy¢é w koagulacji hemolimfy, jak row-
niez w gromadzeniu energii i transporcie lipi-
dow (ScHwmITz i wspétaut. 2012). Podanie
a-1,3-glukanu i zarodnikow A. niger prowadzito
rowniez do wzrostu liczby enocytoidow w hemo-
limfie G. mellonella (Staczex i wspoétaut. 2020).
Wzrost liczby tych hemocytéw moze by¢ uza-
sadniony faktem, ze enocytoidy odpowiedzialne
sg za synteze i uwalnianie skladnikow ukltadu
oksydazy fenolowej, ktorej aktywnos¢ warun-
kuje prawidlowy przebieg procesu melanizacji
(Kanost 1 wspotaut. 2004, ELEFTHERIANOS
i REVENIS 2011).

ROZNICOWANIE HEMOCYTOW

Hemocyty obecne w organizmie gasienic
Lepidoptera maja dwojakie pochodzenie. Czes¢
stanowig hemocyty, ktére powstaly w trakcie

rozwoju embrionalnego i ulegaja kolejnym po-
dziatom mitotycznym, cho¢ kwestig dyskusyjna
pozostaje zdolnos¢ enocytoidow do podzia-
6w (BeauLaTON 1979, Wu i wspoétaut. 2016).
Druga grupe stanowig hemocyty wytwarzane
w gruczotach hematopoetycznych (NAKAHARA
i wspoétaut. 2010, Tan i wspoétaut. 2013).
U Lepidoptera, w gruczotach tych obecne sa
prohemocyty i plazmatocyty, w przeciwienstwie
do populacji krazacej w hemolimfie, w ktorej
wyrozni¢ mozna wszystkie opisane wczesniej
typy hemocytéw (GARDINER i STRAND 2000, NARDI
i wspoélaut. 2003). Moze to sugerowac, ze
prohemocyty réznicuja w gruczotach hemato-
poetycznych jedynie w plazmatocyty, natomiast
pozostale typy hemocytow réznicuja dopiero po
uwolnieniu do hemolimfy. Hodowla in vitro pro-
hemocytow B. mori wykazala, ze 60% tych
komorek nie dzielilto sie, ale réznicowato w plaz-
matocyty i granulocyty. CzeS¢ granulocytow
przeksztalcala sie nastepnie w sferulocyty.
Sposréd dzielacych sie prohemocytow 59,2%
ich komoérek potomnych réznicowalo w plazma-
tocyty, granulocyty i sferulocyty, zas podziaty
pozostatych dostarczaly potomnych prohemo-
cytow. Stwierdzono tym samym, ze prohemo-
cyty wykazuja wlasciwosci komoérek macierzy-
stych, a czes¢ granulocytow moze byc¢ prze-
ksztalcana w sferulocyty. W przywotanych
badaniach nie zaobserwowano enocytoidow, co
moze sugerowac, ze podlegaly one roznicowa-
niu przed uwolnieniem z gruczoléw hemato-
poetycznych (YAMASHITA i IwaBucHI 2001). Inne
analizy wykazaly, ze plazmatocyty krazace
w hemolimfie moga réznicowa¢ w enocytoidy,
granulocyty i sferulocyty (BEAauLaTON 1979,
GARDINER 1 STRAND 2000, YAMASHITA i IWABUCHI
2001, NAKAHARA i wspotaut. 2010).
Dodatkowo, w badaniach z uzyciem prze-
ciwcial wobec réznych antygenéw obecnych na
hemocytach Pseudoplusia includens, stwierdzo-
no wystepowanie wielu antygenow wspoélnych
dla granulocytow i sferulocytéw oraz plazma-
tocytow i enocytoidéw (GARDINER i STRAND 1999).
Prawdopodobny model réznicowania poszcze-
golnych typow hemocytow Lepidoptera przed-
stawiono na Ryc. 5. Warto nadmienic¢, ze
w przeciwienstwie do przedstawicieli Lepido-
ptera, a takze do D. melanogaster, u dorostych
komaréw nie zidentyfikowano gruczolow
hematopoteycznych (HILLYER i STRAND 2014).

ROLA HEMOCYTOW W ODPOWIEDZI
ODPORNOSCIOWEJ OWADOW

UDZIAL. W ODPOWIEDZI KOMORKOWEJ

Reakcje odpowiedzi komorkowej owadow
wymagaja zaangazowania hemocytow. W zalez-
nosci od rodzaju i rozmiaréw ciala obcego,
uruchamiany jest proces fagocytozy, nodulacji
badz inkapsulacji.
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Ryc. 5. Prawdopodobny przebieg procesu hematopoezy u Lepidoptera (wg BEAULATON 1979, GARDINER
i STRAND 2000, NAKAHARA i wspoétaut. 2010, YAMASHITA i IWABUCHI 2001, opracowanie wlasne). Szczegotowy

opis w tekscie.

Fagocytoza

Proces fagocytozy jest wykorzystywany
zaréwno przez bezkregowce, jak i kregowce do
szybkiej eliminacji czastek zakaznych o nie-
wielkich rozmiarach, np. pojedynczych komo-
rek bakterii czy zarodnikéw grzybow (Ryc. 6).
Fagocytozie podlega¢ moga zarowno czastki
biotyczne, jak bakterie, grzyby, ciala apopto-
tyczne, jak i elementy abiotyczne, np. kulki
lateksowe (LaMPrROU i wspotaut. 2007, ZHANG
i wspoétaut. 2021).

Fagocytoza inicjowana jest rozpoznaniem
wzorcow molekularnych PAMPs obecnych na
powierzchni ciata obcego przez wolne receptory
PRRs (ang. pattern recognition receptors) lub
receptory zwiazane z powierzchnia hemocytéw
(LavINE i STRAND 2002, OHTA i wspoélaut. 2006,
MELCARNE i wspotaut. 2019, ZHANG i wspoélaut.
2021). Do receptoréw zaangazowanych w pro-
ces fagocytozy u D. melanogaster naleza:

Ryc. 6. Proces fagocytozy zarodnikow A. niger (A)
oraz bakterii Klebsiella pneumoniae (B i C) prze-
prowadzany in vivo przez hemocyty G. mellonella.

Czerwonymi strzatlkami oznaczono zarodniki
A. niger, zielonymi bakterie K. pneumoniae znakowa-
ne FITC (izotiocyjanian fluoresceiny), zo6ttymi hemo-
cyty, ktore sfagocytowaly komorki bakterii. Zdjecia
wykonano w mikroskopie konfokalnym. Skala
10 um. GR - granulocyt, PL — plazmatocyt (opraco-
wanie wlasne).

czasteczki podobne do skltadnikéw uktadu
dopelniacza (ang. complement-like molecules),
np. biatka Teps (ang. thioester-containing pro-
teins), receptory Scavenger, np. Croquemort
i Peste, receptory z domena EGF-podobna (ang.
epidermal growth factor-like), np. Nimrod,
Eater, a takze receptory DSCAM (ang. down
syndrome cell adhesion molecule), integryny
oraz PGRPs (ang. peptidoglycan recognition
proteins) (Lu i wspdétaut. 2020). Wykazuja one
pewien poziom specyficznosci wzgledem roz-
poznawanego patogenu, np. PGRP-LC (ang.
peptidoglycan recognition protein LC) u D. me-
lanogaster inicjuje fagocytoze bakterii Esche-
richia coli, ale nie Staphylococcus aureus (RAMET
i wspoétaut. 2002). Kurucz i wspoélaut. (2007)
sugeruja, ze S. aureus jest rozpoznawany przez
bialko NimC1. Z kolei receptor Eater u D.
melanogaster rozpoznaje tylko bakterie Gram-
-dodatnie, w tym S. aureus, natomiast z bak-
teriami Gram-ujemnymi oddzialuje w obecno-
Sci peptydu przeciwdrobnoustrojowego — cekro-
piny A. Grzyby C. albicans sa fagocytowane
w obecnosci opsoniny Mcr (PArRsONS i FOLEY
2016, MELCARNE i wspoétaut. 2019). Wewnatrz-
komoérkowe szlaki sygnalowe prowadzace do
fagocytozy patogenu u owadoéw nie sa doklad-
nie zbadane, w przeciwienstwie do ssakow.
Jednak wykazano, ze przeciwciala skierowane
przeciwko tyrozynowej kinazie FAK (ang. focal
adhesion kinase), regulujacej fagocytoze u ssa-
kow, rozpoznaja biatka obecne w lizatach
hemocytow muszki Ceratitis capitata, co moze
wskazywa¢ na konserwatywny przebieg tych
szlakoéw u ssakow i owadow (Foukas i wspotaut.
1998, METHENITI i wspolaut. 2001, ROSALES
2011).
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Fagocytoza przeprowadzana jest zaréwno
przez hemocyty krazace, jak i osiadle (HILLYER
i STRAND 2014). W zaleznoSci od gatunku owada
w procesie tym biora udziat rézne typy hemo-
cytow, np. u B. mori aktywnosc¢ fagocytarna
wykazuja jedynie granulocyty (Wu i wspolaut.
2015). Z kolei w badaniach in vitro wykazano,
ze u G. mellonella w proces fagocytozy zaanga-
zowane sa granulocyty i plazmatocyty (ToJo
i wspotaut. 2000). U niektérych gatunkéw owa-
doéw, np. Ae. aegypti, rowniez enocytoidy sa
in vivo zdolne do fagocytozy (HILLYER i wspoétaut.
2003, Wu i wspoétaut. 2016).

Warto wspomnie¢, ze u D. melanogaster roz-
réznia sie tzw. fagocyty profesjonalne i niepro-
fesjonalne. Funkcje wyspecjalizowanych,
profesjonalnych fagocytow petnia plazmatocyty,
ktore pochlaniaja patogeny i komoérki apopto-
tyczne. Natomiast fagocyty nieprofesjonalne
pochlaniaja obce czastki w miejscach niedo-
stepnych dla plazmatocytow, m.in. w obrebie
tkanek. Fagocytuja one glownie komorki apo-
ptotyczne w procesie zwanym efferocytoza (ang.
efferocytosis). Funkcje nieprofesjonalnych fago-
cytow pelnia m.in. komorki glejowe, ktore
posrednicza w formowaniu osrodkowego ukla-
du nerwowego w trakcie rozwoju zarodkowego.
Wykazuja one mniejsza réznorodnosé i sku-
teczno$é eliminacji obcych czastek w poréwna-
niu z plazmatocytami, jednak sam mechanizm
fagocytozy przebiega w podobny sposob
(MELCARNE i wspotaut. 2019).

W hemolimfie M. sexta obecne sa hemocyty
hiperfagocytujace, zaliczane do profesjonalnych
fagocytow, stanowiace ok. 1% wszystkich
hemocytow tego owada. Charakteryzuja sie one
szczegOlnie silnymi wlasciwosciami fagocytar-
nymi. Hemocyty te sa w stanie sfagocytowac do
500 komorek bakterii, zarowno Gram-dodat-
nich, jak i Gram-ujemnych. Wykazano ponad-
to, ze proces fagocytozy przeprowadzany przez
te komorki stanowi etap inicjujacy proces
nodulacji (DEaN i wspoétaut. 2004).

Fagocytoza jest reakcja bardzo szybka.
U komaréw A. aegypti hemocyty inicjuja proces
fagocytozy drobnoustrojéw w ciagu kilku minut
po ich wprowadzeniu do organizmu (HILLYER
i wspotaut. 2003, KiNG i HILLYER 2012, HILLYER
2016, SIGLE i HILLYER 2016). Po rozpoznaniu,
patogen ulega internalizacji do wnetrza hemo-
cytu. Uformowany fagosom po polaczeniu
z lizosomem tworzy fagolizosom, w ktorym dzia-
tanie enzymow hydrolitycznych i reaktywnych
form tlenu (ang. reactive oxygen intermediates,
ROI) i azotu (ang. reactive nitrogen intermedia-
tes, RNI) prowadzi do zniszczenia patogenu
(HiLLYER 2016). ROI i RNI wykryto w hemolimfie
i hemocytach wielu owad6éw, m.in. u karalucha
Blaberus discoidalis, u ktérych ich poziom
wzrastal po immunizacji E. coli, LPS czy lami-
naryna (WHITTEN i RATCLIFFE 1999). Natomiast

podanie komarom An. stephensi pierwotniakow
Plasmodium powodowato wzrost ekspresji genu
syntazy tlenku azotu (LUCKHART i wspolaut.
1998, LUCKHART i ROSENBERG 1999). Poza bez-
posrednim dzialaniem cytotoksycznym, ROI
i RNI moga odgrywac¢ rowniez role czasteczek
sygnalnych, podobnie jak nadtlenek wodoru
i tlenek azotu u ssakow (KAuL i FORMAN 1996).
Wykazano, ze HoO2 powoduje wzrost ekspresji
przeciwdrobnoustrojowego polipeptydu, attacy-
ny, u Hyalophora cecropia (SuN i FayE 1995).
Udzial H2O2 i NO potwierdzono réwniez w od-
powiedzi komorkowej u Drosophila (NAaPPI
i wspotaut. 2000, ELEFTHERIANOS i wspolaut.
2021).

Nodulacja i inkapsulacja

Proces nodulacji badz inkapsulacji jest uru-
chamiany, gdy liczba lub rozmiar ciat obcych
uniemozliwia ich fagocytoze (Ryc. 7). Nodule
powstaja w odpowiedzi na duza liczbe cial
obcych niewielkich rozmiaréw, np. komoérek
bakterii, natomiast inkapsulacja dotyczy
duzych ciat obcych, zwlaszcza nicieni i jaj skla-
danych przez pasozytnicze osy (ELEFTHERIANOS
i wspotaut. 2021, YANG i wspoétaut. 2021).

Wykazano, ze pomimo réznicy w rodzaju
ciala obcego sekwestrowanego w tych proce-
sach, struktura przestrzenna nodul i kapsut jest
podobna (RATCLIFFE i GAGEN 1976, 1977).
Wyrézni¢ mozna dwa typy inkapsulacji: komor-
kowa, opisana gléwnie u Lepidoptera, oraz
humoralng, ktérej podstawa jest proces melani-
zacji, typowa dla rzedu Diptera, np. u Droso-
phila. W inkapsulacji komorkowej u Lepidoptera
biora udzial granulocyty i plazmatocyty, nato-

Ryc. 7. Proces tworzenia nodul uruchamiany in vivo
w odpowiedzi na podanie gasienicom G. mellonella
a-1,3-glukanu A. niger (A, C) oraz in vitro w wyniku
inkubacji hemocytéow z komérkami C. albicans (B).
Zielonymi strzaltkami oznaczono komorki C. albi-
cans, czerwonymi strzatkami zarodniki A. niger, nie-
bieskimi zmelanizowane nodule powstale w hemo-
celu G. mellonella po immunizacji o-1,3-glukanem
A. niger widoczne po dysekcji gasienicy (D);
opracowanie wlasne.



Hemocyty i ich udzial w odpornosci owadéw

251

miast u Drosophila plazmatocyty i lamellocyty,
ktore w zaleznosci od gatunku owada rozmiesz-
czone sa przypadkowo, badz w Scisle okreslony
sposéb (Ono i wspoétaut. 2020, YANG i wspotaut.
2021). U Lepidoptera warstwe wewnetrzna kap-
suly stanowia granulocyty, ktére zazwyczaj
otoczone sa przez wiele warstw plazmatocytow.
U Drosophila plazmatocyty (odpowiednik granu-
locytéw u Lepidoptera) sa otoczone przez
lamellocyty (odpowiednik plazmatocytow Lepi-
doptera) (Ono i wspotaut. 2020, YANG i wspotaut.
2021). Badanie procesu inkapsulacji réznego
rodzaju immunogenéw abiotycznych w postaci
kulek (ang. beads) przez hemocyty P. includens
wykazalo, ze czeS¢ z nich byla rozpoznawana
przez granulocyty, a po6zniej otaczana przez
plazmatocyty. Inne, po opsonizacji przez czyn-
niki humoralne, byly otaczane przez plazmato-
cyty, a jeszcze inne w ogole nie byly rozpozna-
wane. Wykazano rowniez, ze szybkos¢ procesu
inkapsulacji zalezy miedzy innymi od obecnosci
grup funkcyjnych na powierzchni kulek, np.
grupy sulfonowe przyspieszaly proces inkapsu-
lacji, podczas gdy czastki z resztami weglowo-
danowymi na powierzchni (dekstran, agaroza,
N-acetyloglukozamina, N-acetylogalaktozamina)
ulegaly wolniejszej inkapsulacji. Ponadto,
dodatnio natadowane czastki byly szybciej
zamykane w kapsuly niz naladowane ujemnie
czy neutralne. Stwierdzono tez, ze odpowiedz na
dany rodzaj kulek moze rézni¢ sie znaczaco
w zaleznosci od gatunku Lepidoptera (LAVINE
i STRAND 2001).

Granulocyty sa zazwyczaj pierwszymi
komoérkami, ktére oddzialuja z cialem obcym
i je otaczaja. Ulegaja jednoczesnie degranulacji,
czemu towarzyszy unieruchomienie drobno-
ustrojow (PECH i STRAND 1996, WIEGAND
i wspoétaut. 2000). Istotnym sktadnikiem uwal-
nianym wtedy z granul jest cytokina — peptyd
aktywujacy plazmatocyty (ang. plasmatocyte
spreading peptide, PSP). Ten 23-aminokwa-
sowy peptyd jest odpowiedzialny za zmiane
wlasciwosci hemocytéow krazacych z formy
nieadherentnej w adherentna, umozliwiajac im
zarowno agregacje, jak i adhezje do ciat obcych
(SaTtavAavaTHI I wspolaut. 2014). PSP powstaje
w formie 142-aminokwasowego propeptydu,
z ktoérego jest uwalniany przez ograniczona
proteolize. Homologi PSP zidentyfikowano
u przedstawicieli réznych gatunkow Lepidopte-
ra (WaNG i wspoétaut. 1999, STrRaND 2008).
Udowodniono, ze PSP wigze sie z receptorem na
powierzchni plazmatocytéw, co indukuje prze-
noszenie czasteczek adhezyjnych magazynowa-
nych w cytoplazmie na powierzchnie komorki
(STRAND i CLARK 1999). U ssakow role recep-
toré6w pelnig m. in. integryny, kadheryny oraz
selektyny. U owadow, skorupiakow i miecza-
kow, w rozpoznaniu drobnoustrojow lub
czastek abiotycznych oraz regulacji wtasciwosci

adhezyjnych hemocytéw biorg udzial integryny
(JoHANSSON i wspotaut. 1999, LAVINE i STRAND
2001). Wykazano, ze w odpowiedzi na infekcje
bakteryjna istotna role w tworzeniu nodul
u Antheraea mylitta pelni Noduler, bialtko
wykazujace podobienstwo do biatek macierzy
zewnatrzkomoéorkowej. Ortolog tego bialka,
Reelerl, zidentyfikowano u B. mori i G. mello-
nella. Jego rola w procesie nodulacji wiaze sie
prawdopodobnie z mozliwoscia oddzialywania
rownoczesnie z komoérkami bakterii, jak
i hemocytami (VoGeL i wspétaut. 2011,
SATYAVATHI i wspotaut. 2014).

Zakonczenie procesu nodulacji/inkapsu-
lacji nastepuje w momencie, gdy stezenie PSP
jest na tyle niskie, ze nie powoduje rekrutacji
kolejnych plazmatocytow. Na powierzchni
powstalej struktury formowana jest wowczas
blona podstawna, ktérej sktadniki wytwarzane
sa przez granulocyty (PECH i STRAND 1996,
2000). Po utworzeniu kapsuly/noduli zamknie-
ty w jej wnetrzu patogen ginie wskutek braku
dostepu tlenu, w wyniku dzialania reaktyw-
nych form tlenu i azotu, peptydéw przeciw-
drobnoustrojowych oraz chinonéw, bedacych
produktami aktywacji oksydazy fenolowej
(GILLESPIE I wspoélaut. 1997, Nappl i wspolaut.
2000). W nodulach/kapsulach moze by¢
odkladana melanina. U Drosophila w procesie
tym biora udzial komorki krystaliczne, nato-
miast u komarow oraz Lepidoptera enocytoidy
(HiLyEr 2016, Liv i wspoétaut. 2020, OnNo
i wspoétaut. 2020, YANG i wspoélaut. 2021).

W zaleznosci od gatunku owada i rodzaju
ciala obcego, proces tworzenia kapsul/nodul
jest kontynuowany w czasie od 2 do 24 godzin
po immunizacji (CARTON i wspoétaut. 2008).
W wiekszosci przypadkow po 24 godzinach
kapsuta/nodula jest wyraznie widoczna,
jednak, jak podaja RATCLIFFE i GAGEN (1977),
potrzeba 72 godzin do pelnego uformowania tej
struktury.

W przeciwienstwie do owadow z rzedu Lepi-
doptera, u komarow (Diptera) nie stwierdzono
obecnosci hemocytow zdolnych do tworzenia
kapsut. Unieszkodliwianie patogenow przez
hemocyty zachodzi w procesie fagocytozy,
a takze melanizacji czy lizy (HILLYER i CHRISTEN-
SEN 2002, HILLYER i STRAND 2014).

UDZIAL HEMOCYTOW W PROCESIE MELANIZACJI

Hemocyty zaangazowane sa w proces mela-
nizacji, ktéry odgrywa istotna role w gojeniu
ran i reakcji odpornosciowej po zakazeniu.
W odpowiedzi na zranienie badz zakazenie
profenolooksydaza ulega przeksztalceniu do
formy aktywnej, oksydazy fenolowej. Rola
hemocytéw jest synteza i przechowywanie
proPO (ELEFTHERIANOS i wspétaut. 2021, ZHANG
i wspoétaut. 2021). W zaleznosci od rzedu
owadow, w procesie tym biora udziat rozne typy
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hemocytow. U Lepidoptera sg to gléwnie eno-
cytoidy, jednak u B. mori wykazano obecnosc¢
proPO rowniez w granulocytach i plazmato-
cytach. U muszki owocowej proPO znajduje sie
w komérkach krystalicznych, natomiast u ko-
maréw w enocytoidach i granulocytach (LING
i wspotaut. 2005, ELEFTHERIANOS i wspolaut.
2021). Przebieg i znaczenie procesu melanizacji
opisano szczegélowo w pracy STACZEK
i wspotaut. (2017).

UDZIAL HEMOCYTOW
W PROCESIE KRZEPNIECIA HEMOLIMFY

Otwarty uklad krazenia owadéw sprawia, ze
nawet niewielkie uszkodzenie powlok ciata
moze doprowadzi¢ do Smierci na skutek utraty
duzej objetosci hemolimfy. Istotna role w szyb-
kim zasklepianiu rany pelni proces krzepniecia
powiazany z procesem melanizacji. Ograniczo-
ne jest tym samym ryzyko dostania sie do
hemocelu patogenoéw badz rozprzestrzenienia
sie infekcji (HAINE i wspotaut. 2007).

Proces krzepniecia zachodzi u owadow
w kilku etapach. Sygnalem inicjujacym sa
molekuly uwolnione z uszkodzonych tkanek
(ang. danger/damage associated molecular
patterns, DAMPs), np. kolagen i kwasy nukle-
inowe, rowniez pochodzace z rozpadajacych sie
enocytoidéow (ALTINCICEK i wspélaut. 2008,
Krautz i wspétaut. 2014). Najwczes$niejszym
sygnatem wysylanym z miejsca zranienia jest

najprawdopodobniej wyptyw jonéw Ca?*. W ba-
daniach na D. melanogaster wykazano, ze
,wybuch wapniowy” (ang. ,calcium flash”) akty-
wuje oksydaze DUOX, ktora wytwarza H2Oo
bedacy atraktantem dla hemocytow (RazzeLL
i wspoétaut. 2013) i stanowi rownocze$nie
sygnal do aktywacji odpowiedzi komoérkowej
(Krautz i wspotaut. 2014, DuBovskiy i wspoétaut.
2016). W efekcie rozpoznania czasteczek
sygnatlowych w ciggu kilku minut dochodzi do
nacieku hemocytarnego w obrebie zranienia
(Ryc. 8). W przypadku gasienic G. mellonella
granulocyty przemieszczaja sie¢ w poblize rany
(RowLEY i RATCLIFFE 1978, RazzELL i wspoélaut.
2013), gdzie dochodzi do uwolnienia zawartosci
granul. Czasteczki uwolnione z granul odgry-
waja z jednej strony role atraktantow dla
kolejnych hemocytow, a z drugiej, pelnia funk-
cje ,koagulogenu komorkowego”. Wraz z ko-
morkami ciata tluszczowego przedostajacymi
sie w obreb rany, ,koagulogen komoérkowy”
tworzy macierz, do ktérej przytwierdzaja sie
hemocyty (RATCLIFFE i GAGEN 1977, ROWLEY
i RaTcLIFFE 1978, THEOPOLD i wspotaut. 2002,
FraNz i wspoétaut. 2018). Za obecne w hemo-
limfie owadow glowne substraty procesu krzep-
niecia uwazane sa lipoforyny. W skrzepie
u G. mellonella poza nimi zidentyfikowano réw-
niez: bialtka zapasowe — heksameryny, ulega-
jaca latwo agregacji a-krystaline — przedsta-
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Ryc. 8. Proces krzepniecia hemolimfy zaangazowany w gojenie ran u G. mellonella. W efekcie uszkodzenia
powlok ciala gasienicy (a, b) dochodzi do indukcji procesu krzepniecia hemolimfy, w wyniku ktérego
tworzony jest skrzep (c). Uwolniony z granulocytéw ,koagulogen komoérkowy” (d) wraz z biatkami hemolimfy
(koagulogeny humoralne) stanowia substraty dla transglutaminazy (e). Katalizuje ona sieciowanie biatek, co
prowadzi do uformowania tzw. skrzepu pierwotnego (f). Oksydaza fenolowa (PO), aktywowana po uwolnieniu
z enocytoidow, zapoczatkowuje proces melanizacji, prowadzacy do powstania melaniny (g). Melanina dziata
przeciwdrobnoustrojowo, a dodatkowo utwardza skrzep (h) (opracowanie wtasne).
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wiciela rodziny matych biatek szoku cieplnego
(ang. small heat shock proteins, SHSP), trans-
feraze-S-glutationu (ang. glutathione-S-trans-
ferase, GST) - enzym detoksyfikujacy, uwal-
niany rowniez z trombocytéw kregowcow
w procesie krzepniecia, proteaze podobna do
trypsyny (ang. trypsin-like protease), biatko
podobne do mucyny (ang. mucin-like protein)
oraz profenolooksydaze (L1 i wspolaut. 2002,
VOGEL i wspétaut. 2011).

Wspomniane biatka stanowig substraty dla
transglutaminazy, gléwnego enzymu sieciu-
jacego, ktérego aktywnosé uzalezniona jest od
obecnosci jonow Ca?*. Aktywowana zranieniem
lub infekcja transglutaminaza katalizuje two-
rzenie krzyzowych wigzan kowalencyjnych
pomiedzy lizyng a glutamina dwoéch réznych
tancuchéw biatkowych, co prowadzi do formo-
wania skrzepu (L1 i wspétaut. 2002, ALTINCICEK
i wspoétaut. 2008, LINDGREN i wspotaut. 2008).
Transglutaminazy zaangazowane sga w proces
tworzenia skrzepu zaréwno u owadow, jak
i ssakow. Owadzie transglutaminazy wykazuja
homologie z ludzkim czynnikiem krzepniecia
XlIIa (THEOPOLD 1 wspétaut. 2014).

Obecnos¢ profenolooksydazy wsrod biatek
tworzacych skrzep u owadéw zwigzana jest
z procesem melanizacji. Uwolniona z enocy-
toidow proPO ulega aktywacji proteolitycznej,
w wyniku czego powstaje aktywna PO, ktéra
inicjuje proces tworzenia melaniny. Melanina
jest odkladana w obrebie rany, formujac skrzep
twardy, na powierzchni ktorego utworzona
zostaje nastepnie blona podstawna i odtworzo-
ny nablonek (ROWLEY i RATCLIFFE 1978, DUSHAY
2009, Nacal i KawaBata 2000, ELEFTHERIANOS
i REVENIS 2011).

SYNTEZA AMPs W HEMOCYTACH

Wazna role w obronie owadéw przed infek-
cjami wywotywanymi przez drobnoustroje
odgrywaja peptydy odpornosciowe, obecne
konstytutywnie w tkankach lub syntetyzowane
de novo. Mechanizm dzialania AMPs wobec
patogenow zwigzany jest zazwyczaj z uszkodze-
niem blony komérkowej lub zaburzeniem
waznych proceséow wewnatrzkomorkowych,
m.in. replikacji, transkrypcji, translacji czy
prawidlowego faldowania biatek. Umozliwia to
eliminacje drobnoustrojow z organizmu. Szcze-
gotowe informacje na temat budowy i roli AMPs
znajduja sie w artykule przegladowym ZbpYBIC-
KIEJ-BARABAS 1 wspoétaut. (2017b). W literaturze
naukowej dobrze udokumentowana jest synte-
za AMPs w ciele thuszczowym owadow po infek-
cji drobnoustrojami, a nastepnie ich uwalnia-
nie do hemolimfy (HuLTMARK 1996). Cialo thusz-
czowe uwaza sie za gléwne miejsce syntezy
peptydow i biatek przeciwdrobnoustrojowych
podczas infekcji systemowej. AMPs moga by¢

rowniez syntetyzowane w hemocytach (Yako-
VLEV i wspoélaut. 2017, DiMopPoULOS i wspolaut.
2000). Badania przeprowadzone przez LAVINE
i wspétaut. (2005) z uzyciem hemocytow
P. includens wykazaly ekspresje genéw cekro-
piny (Pi-cecA), lebocyny (Pi-leb) i lizozymu
(Pi-lys) po zakazeniu bakteriami E. coli lub
Micrococcus luteus. Dodatkowo, poziom ekspre-
sji AMPs byt rozny w zaleznosci od typu hemo-
cytow. Poziom transkryptéw genéw Pi-cecA
i Pi-leb byl wyzszy w hemocytach tworzacych
kapsuly niz swobodnie krazacych w hemolimfie
owadow kontrolnych. Przeprowadzone analizy
wykazaly ekspresje trzech peptydow w granulo-
cytach i plazmatocytach, natomiast w sferulo-
cytach i enocytoidach wykryto tylko ekspresje
lizozymu. Poziom transkryptéw Pi-cecA i Pi-leb
w ciele tluszczowym byl wyzszy niz w hemo-
cytach, natomiast poziom Pi-lys byl wyzszy
w hemocytach w porownaniu z cialem tlusz-
czowym (LAVINE i wspotaut. 2005).

KEsHAVARZ i wspolautorzy (2019) wykazali,
ze w syntezie AMPs przez komorki ciata ttusz-
czowego, jelita, cewki Malpighiego i hemocyty
Tenebrio molitor wazna role odgrywa czynnik
transkrypcyjny Dorsal, ktéry reguluje ekspresje
genow AMPs w szlaku Toll. Po zakazeniu larw
Tenebrio bakteriami S. aureus i E. coli obser-
wowano znaczny wzrost mRNA dla TmDorX2
we wszystkich badanych tkankach, natomiast
wyciszenie genu u owadoéw zakazonych wyraz-
nie zwiekszato ich Smiertelnos¢. Profil ekspresji
AMPs w badanych komoérkach, m.in. hemo-
cytach sugeruje, ze TmDorX2 moze odgrywac
wazna role w odpowiedzi T. molitor na infekcje
patogenami. Warto zaznaczy¢, ze informacje
dotyczace syntezy peptydéw przeciwdrobno-
ustrojowych przez hemocyty opieraja sie gltow-
nie na badaniu poziomu ekspresji kodujacych
je genow. Natomiast YAKOVLEV i wspolaut.
(2017) w badaniach przeprowadzonych na
wyizolowanych hemocytach Calliphora vicina
wykazali, ze AMPs takie jak: defensyny,
cekropiny, dipterycyny, oraz peptydy bogate
w proline nie tylko sa przez nie syntetyzowane,
ale rowniez sa wydzielane do plynu hodo-
wlanego.

ROLA HEMOCYTOW W PROCESIE
PIETNOWANIA IMMUNOLOGICZNEGO

Pietnowanie immunologiczne wiaze sie ze
wzrostem liczby krazacych hemocytéw w hemo-
limfie na skutek aktywacji hemocytow osia-
diych i/lub z podwyzszonym poziomem AMPs
(SHEEHAN i wspétaut. 2020). Wykazano, ze
zakazenie D. melanogaster subletalna dawka
Streptococcus pneumoniae chroni przed infekcjg
letalng dawka tych bakterii, m.in. przez zwiek-
szenie zdolnosci fagocytarnej hemocytéw. Ten
typ odpowiedzi zaliczany jest do odpowiedzi
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specyficznej i utrzymuje sie przez cale zycie
owada (PHAM i wspoélaut. 2007). Inne dane lite-
raturowe wskazuja rowniez, ze podanie gasie-
nicom G. mellonella B-glukanu zwigksza zdol-
nos¢ przezycia owadow po infekcji wywolanej
przez C. albicans, co zwiazane jest ze wzrostem
liczby hemocytow i ekspresja AMPs. Oba czyn-
niki obnizaja zdolnos¢ namnazania sie grzyba
w hemocelu owada (MowLDs i wspotaut. 2010).
Ponadto, czynniki fizyczne, takie jak tempera-
tura, i bodzce mechaniczne moga rowniez pro-
wadzi¢ do wzrostu liczby hemocytow krazacych
i poziomu AMPs. Takie pietnowanie ma jednak
charakter krotkotrwaly (SHEEHAN i wspotaut.
2020).

PODSUMOWANIE

W odpowiedzi immunologicznej owadoéw na
zakazenie kluczowe jest wspoldziatanie po-
miedzy reakcjami odpowiedzi humoralnej i ko-
morkowej, w ktorej udziat biorg hemocyty. Ich
zaangazowanie prowadzi do unieszkodliwiania
cial obcych, w tym patogenow, na drodze
fagocytozy, nodulacji lub inkapsulacji. Rodzaj
uruchamianej odpowiedzi komorkowej uzalez-
niony jest od ilosci i wielkosci ciata obcego,
ktore dostato sie do hemocelu owada. Ponadto,
hemocyty biorg udzial w procesie krzepniecia
hemolimfy i melanizacji. Sa tez miejscem syn-
tezy peptydow odpornosciowych. Rola hemo-
cytow w reakcjach odpornosciowych waznych
dla zycia owadow uzasadnia badanie ich
funkcjonowania, m.in. zmian w og6lnej liczbie
hemocytéw, jak rowniez liczbie hemocytéw po-
szczegolnych typow. Ponadto, okreslenie zmian
w hemocytogramie jest parametrem stosowa-
nym w praktyce do oceny dzialania preparatow
przeciwdrobnoustrojowych, jak réwniez zwiaz-
kéw o dziataniu immunomodulacyjnym.

Streszczenie

Owady naleza do najliczniejszej grupy zwierzat
zamieszkujacych Ziemie. Sukces ewolucyjny zawdzieczaja
miedzy innymi sprawnie funkcjonujacym mechanizmom
odpornosciowym. W przebiegu wiekszosci z nich kluczowa
role odgrywaja hemocyty, ktore sa zaangazowane w odpo-
wiedz komorkowa polegajaca na fagocytozie, nodulacji
i inkapsulacji, prowadzaca do eliminacji patogenéow
obecnych w hemocelu owada. Hemocyty zaangazowane sa
réwniez w proces melanizacji, sa rowniez miejscem syntezy
peptydow przeciwdrobnoustrojowych, ktore uszkadzaja
i w efekcie zabijaja komorki patogenéw. Biora takze udziat
w procesie krzepniecia hemolimfy, prowadzacym do
gojenia ran.

W zaleznosci od rzedu owadéw, w procesach odpor-
nosciowych biora udziat rozne typy hemocytow. W zwiazku
z tym, w pracy zawarto rowniez charakterystyke i schemat
réznicowania hemocytéow wybranych gatunkéw owadow,
w tym przedstawicieli rzedu Lepidoptera (Galleria mello-
nella, Bombyx mori), Diptera (Drosophila melanogaster
i gatunkow z rodziny komarowatych), Coleoptera (Tenebrio
molitor) i Hymenoptera (Apis mellifera).
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HEMOCYTES AND THEIR ROLE IN INSECT IMMUNITY

Summary

Insects belong to the most numerous group of animals inhabiting the Earth. They achieved evolutionary success
thanks to efficiently functioning innate immunity mechanisms. Hemocytes play a key role in most of these mechanisms,
being involved in the cellular responses such as phagocytosis, nodulation and encapsulation to eliminate pathogens
present in the insect’s body. Hemocytes are also engaged in the melanization process and are a source of antimicrobial
peptides that damage the pathogen cells. They are also involved in the coagulation of the hemolymph, which leads to
wound healing. Different types of hemocytes are engaged in the immune processes depending on the insect species.
Therefore, the study also includes the characteristics and differentiation scheme of hemocytes of selected insect species,
including representatives of the order Lepidoptera (Galleria mellonella, Bombyx mori), Diptera (Drosophila melanogaster
and species from the mosquito family), Coleoptera (Tenebrio molitor) and Hymenoptera (Apis mellifera).

Key words: antimicrobial peptides, cellular immune response, encapsulation, hemocytes types, nodulation, phagocytosis



