
otrzymanych wyników), (iii) krótkim cyklem 
życiowym (umożliwia to m.in. obserwacje 
wzorów dziedziczenia w kolejnych pokole-
niach), (iv) dostępnością informacji i technik 
badawczych właściwych dla danego gatunku.

Aczkolwiek większość badań o charak-
terze biologicznym i medycznym przepro-
wadzana jest wciąż z użyciem gryzoni (my-
szy, szczury), na znaczeniu zyskują również 
badania z użyciem bezkręgowców (owady, 
dżdżownice, a także nicienie i pierwotniaki) 
oraz kręgowców zmiennocieplnych (ryby, 
płazy). Zwierzęta te są między innymi wy-
korzystywane do badań reakcji odpornościo-
wych wywołanych zakażeniami bakteryjnymi, 
grzybiczymi i wirusowymi, w tym do badań 
przebiegu procesu zapalnego. Tematem ni-
niejszej pracy będzie opisanie wkładu kil-
ku gatunków bezkręgowców i kręgowców 
zmiennocieplnych w identyfikację cząsteczek 
związanych z odpowiedzią na zakażenia. 
Badania tego typu, przynajmniej na razie, 
nie wywołują ostrego sprzeciwu ze strony 
obrońców praw zwierząt, a dodatkowo po-
zwalają na odkrywanie ważnych procesów 
ewolucji odporności.

Dwudziesty wiek przyniósł szereg obwa-
rowań etycznych dotyczących użycia w bada-
niach naukowych zwierząt, co spowodowało 
wzrost zainteresowania badaniami in vitro, 
z wykorzystaniem pozaustrojowych hodowli 
komórek i tkanek. Niestety wyniki badań in 
vitro dość często słabo korelują z wynikami 
badań in vivo. Główną przyczyną tego stanu 
rzeczy jest znaczne uproszczenie środowiska 
badań w modelach in vitro, podczas gdy w 
badaniach in vivo na dany parametr wpływa-
ją nie tylko bodźce/czynniki wprowadzane 
przez badacza, ale również całe skompliko-
wane środowisko fizjologiczne organizmu. 
Obecnie, układy in vitro stosowane są na 
pierwszym etapie badań, kolejne etapy są 
natomiast przeprowadzane w warunkach in 
vivo, na specjalnie dobranych modelach. W 
tym miejscu warto wspomnieć, że zwierzęta 
używane jako modele w badaniach nauko-
wych powinny się charakteryzować: (i) mały-
mi rozmiarami ciała (ich hodowla nie powin-
na wymagać dużo miejsca oraz powinna być 
stosunkowo prosta i tania w utrzymaniu), (ii) 
wysoką płodnością (duża liczba osobników 
pozwala na wiarygodna analizę statystyczną 
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REAKCJA ZAPALNA

Zakażenie lub uszkodzenie tkanek wywo-
łuje reakcję zapalną. Na pierwszym etapie 
dojść musi do rozpoznania elementów cha-
rakterystycznych dla patogenu, tzw. wzor-

ców molekularnych związanych z patogenem 
(ang. patogen associated molecular patterns, 
PAMPs) lub uszkodzeniem tkanek (ang. da-
mage associated molecular pattern molecu-
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terii Gram-, dwuniciowe RNA wirusów (ang. 
double stranded RNA, dsRNA) czy mannany 
budujące ścianę komórkową drożdży (gołąb 
i współaut. 2009). Struktury te rozpoznawa-

les, DAMP) przez odpowiednie receptory 
znajdujące się na leukocytach. Do PAMP zali-
czamy między innymi lipopolisacharyd (LPS) 
będący składnikiem ściany komórkowej bak-

Ryc. 1. Uproszczony schemat transdukcji sygnału przez białka TOL-1 nicienia Ceanorabditis ele-
gans, Toll muszki owocowej (Drosophila melanogaster) i TLR kręgowców (wg kurza i ewbanka 
2003, leulier i leMaitre 2008, zmodyfikowana). 

Aktywacja receptorów Toll i TLR przez odpowiednio białko spatzle lub wzorce molekularne związane z pa-
togenami (ang. pathogen associated molecular pattern, PAMP) powoduje zaangażowanie białka adaptorowe-
go MyD88 (ang. myeloid differentiation primary-response protein 88) i kinazy IRAK (ang. IL-1R-associated 
kinases). Następnie dochodzi do aktywacji białka TRAF6 (ang. TNFR-associated factor 6). U muszki owoco-
wej odpowiedniki tych białek stanowią Tube i Pelle. U kręgowców czynniki te aktywują TAK1 (ang. TGFβ-
activated kinase 1), natomiast do tej pory nie poznano odpowiednika tej kinazy u muszki owocowej. TAK1 
aktywuje kompleks degradujący IκB (ang. inhibitor of nuclear factor-κB). Odpowiednikiem IκB u muszki jest 
czynnik Cactus. Następnie dochodzi do uwolnienia czynnika jądrowego NF-κB (ang. nuclear factor κB) u 
kręgowców lub Dorsal i DIF (ang. dorsal-releated immunity factor) u muszki. Czynniki te po przedostaniu 
się do jądra komórkowego uruchamiają transkrypcję białek skierowanych przeciwko mikroorganizmom AMP 
(ang. antimicrobial peptides) i/lub cytokin prozapalnych. Do tej pory u nicienia C.elegans poznano tylko 
kilka czynników zaangażowanych w transdukcję sygnału z receptora TOL-1 i są to MOM (ang. more of MS); 
TRF będący homologiem białka TRAF i Tube, PIK-1 homolog białka Pelle i IKB-1 będący prawdopodobnie 
odpowiednikiem IκB kręgowców.
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ty krwi i pobudzają ich migrację w kierunku 
tkanek objętych procesem zapalnym. U krę-
gowców pierwszymi leukocytami napływa-
jącymi do ogniska zapalenia są granulocyty 
obojętnochłonne (neutrofile), w drugiej fali 
pojawiają się tutaj monocyty/makrofagi (ko-
łaCzkowska 2007). Fagocyty, które dotarły 
do miejsca zakażenia, pochłaniają (fagocytu-
ją) patogen, a następnie zajmują się jego eli-
minacją poprzez aktywację tlenowych (pro-
dukcja toksycznych rodników tlenowych) i 
beztlenowych (bakteriobójcze białka enzy-
matyczne np. lizozym i nieenzymatyczne np. 
laktoferyna) mechanizmów zabijania (Majno 
i joris 2004). Po usunięciu czynnika zapalne-
go dochodzi do wyciszenia reakcji zapalnej, 
a w procesie tym uczestniczą między innymi 
cytokiny przeciwzapalne (np. IL-10, TGF-α). 
Neutrofile, które zakończyły już swoje zada-
nie w ognisku zapalnym giną śmiercią apop-
totyczną, natomiast komórki prezentujące 
antygen (ang. antigen presenting cells, APC), 
np. makrofagi, zdolne są do prezentacji anty-
genu limfocytom i inicjowania odpowiedzi 
nabytej (gołąb i współaut. 2009).

ne są przez receptory PRR (ang. pathogen re-
cognition receptors). Jednymi z lepiej pozna-
nych receptorów PRR są receptory TLR (ang. 
Toll-like receptors). W tej chwili znanych 
jest 10 tego typu receptorów człowieka i 13 
myszy. Spośród nich do najlepiej scharakte-
ryzowanych należą TLR4, rozpoznający LPS, 
i TLR3, wiążący dsRNA (gołąb i współaut. 
2009). U zwierząt kręgowych TLR po połą-
czeniu z odpowiednimi strukturami PAMP 
aktywują procesy odpornościowe między in-
nymi przez pobudzenie syntezy cytokin pro-
zapalnych (np. IL-1, TNF-α) (Ryc. 1, prawy 
panel) oraz zwiększenie ekspresji antygenów 
zgodności tkankowej (ang. major histocom-
patibility complex, MHC) (beulter 2002).

Pobudzone leukocyty tkankowe w pierw-
szej kolejności produkują czynniki wazoak-
tywne (czynniki aktywne naczyniowo), które 
oddziałując na śródbłonek lokalnych naczyń 
krwionośnych powodują zmiany ich prze-
puszczalności, a w konsekwencji wysięk bia-
łek osocza do ogniska zapalenia. Z kolei wy-
dzielane w miejscu zapalenia chemokiny (np. 
IL-8) i cytokiny prozapalne aktywują leukocy-

NICIEŃ (CaEnorhaBDItIs ElEgans)

Caenorhabditis elegans to wolno-żyją-
cy nicień, który w środowisku naturalnym 
zamieszkuje gleby klimatu umiarkowanego. 
Formą dominującą u tego gatunku są osob-
niki hermafrodytyczne (obojnacze), chociaż 
w populacji występują także osobniki mę-
skie (0,2% całej populacji). Hermafrodytycz-
ne osobniki C. elegans mogą wymieniać ma-
teriał genetyczny między sobą, bądź ulegać 
samozapłodnieniu. Samozapłodnienie form 
hermafrodytycznych umożliwia uzyskanie ho-
mozygotycznych linii nicienia. Co ciekawe, 
nicienie można zamrażać, a po odmrożeniu 
zachowują one żywotność i są zdolne do dal-
szego rozmnażania. Ta wysoka przeżywalność 
w niskich temperaturach umożliwia długo-
terminowe przechowywanie poszczególnych 
linii nicienia. Warto również zaznaczyć, że C. 
elegans był pierwszym organizmem wieloko-
mórkowym, którego genom został w całości 
zsekwencjonowany (sternberg 2001). 

C. elegans stał się słynny dzięki prowa-
dzonym przez Brennera, Horvitza i Sulstona 
badaniom procesu apoptozy, które w 2002 
r. zostały uhonorowane Nagrodą Nobla. Ga-
tunek ten od wielu lat wykorzystywany jest 
w badaniach embriogenezy, morfogenezy, 
starzenia się oraz zaburzeń funkcjonowania 

neuronów, a także służy do testowania le-
ków przeciwbólowych i leków przeciw cho-
robie Alzheimera.

W ostatnim okresie rośnie liczba doświad-
czeń wykorzystujących C. elegans w bada-
niach reakcji odpornościowych. W związku z 
tym, że jego głównym pożywieniem są bakte-
rie z gatunku Escherichia coli, w warunkach 
laboratoryjnych C. elegans hodowany jest na 
szalkach Petriego zawierających właśnie te 
bakterie. Daje to łatwą możliwość wprowadza-
nia patogenów do organizmu. Pozwala także 
na wyciszanie genów nicienia przy wykorzy-
staniu RNAi (ang. RNA interference). W tym 
ostatnim przypadku wykorzystuje się E. coli z 
wprowadzonym dwuniciowym RNA (dsRNA), 
o budowie i sekwencji zbliżonej do sekwen-
cji DNA genu, który planuje się wyłączyć. Po 
spożyciu tak zmodyfikowanych bakterii dsR-
NA dostaje się do organizmu nicienia i łącząc 
z odpowiadającą mu sekwencją mRNA gospo-
darza powoduje jego degradację i/lub bloko-
wanie translacji (gravato-nobre i hodgkin 
2005). Równie łatwe jest tworzenie transge-
nicznych osobników poprzez mikroiniekcję 
lub „bombardowanie” DNA. Oczywiście C. 
elegans posiada też inne zalety. Hodowla ni-
cienia jest tania, prosta i zajmuje mało miej-
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temu jest receptor Toll podobny do opisy-
wanych wcześniej receptorów TLR (PUJOL 
i współaut. 2001). C. elegans ma 1 gen Toll 
– tol-1. Receptor TOL-1 (Ryc. 1, lewy panel) 
jest zaangażowany w rozwój nicienia, ale tak-
że w rozpoznanie patogenów. Okazuje się, 
że mutacja związana ze zmianami w cytopla-
zmatycznej domenie tego receptora powodu-
je zanik zdolności do unikania patogennego 
szczepu Db11 bakterii serratia marcescens. 
Innym dowodem wskazującym na udział 
układu nerwowego nicienia w odporności 
przeciwko patogenom jest odkrycie, że muta-
cja unieczynniająca gen daf-2, związany z od-
powiedzią na stres, wpływa również na opor-
ność robaka na zakażenia bakteriami Gram+ 
i Gram- (gravato-nobre i hodgkin 2005). 
Wydaje się, że ta prosta zdolność C. elegans 
do unikania szczególnie patogennych szcze-
pów bakterii może być w przyszłości jeszcze 
szerzej używana w badaniach wirulencji/zja-
dliwości patogenów, czyli ich zdolności do 
wniknięcia, namnożenia się i uszkodzenia 
tkanek zainfekowanego organizmu.

W przypadku, gdy nicień ulega zakażeniu, 
ma miejsce intensywna produkcja czynników 
niszczących lub hamujących wzrost patoge-
nów.  Do czynników tych należą lizozym, 
lipaza, a także caenopory (ang. caenopores), 
podobne do odkrytych wcześniej u pierwot-
niaków amebapor (ang. amoebapores) i pro-
teiny podobne do sapozyn (gravato-nobre 
i hodgkin 2005). Amebapory są enzymami 
degradującymi lipidy i formującymi pory w 
błonie komórkowej patogenu, a ich prze-
ciwbakteryjna rola została odkryta również 
u ssaków. Badania z wykorzystaniem mikro-
macierzy pozwoliły również na odkrycie co 
najmniej 6 różnych dróg transdukcji sygnału, 
które wydają się być aktywowane po zakaże-
niu i prowadzą do produkcji wspomnianych 
czynników antybakteryjnych. Są to: (i) droga 
związana z aktywacją czynnika podobnego 
do TGF-α (ang. transformin growth factor 
α-like pathway), (ii) droga związana z aktywa-
cją czynnika podobnego do receptora insuli-
ny (ang. insulin-receptor-like pathway), (iii) 
droga związana z programowaną śmiercią 
komórki (ang. programmed cell heath, PCD) 
i w końcu trzy drogi związane z kinazami 
MAP (p38, c-Jun i ERK). Bardzo ciekawy jest 
fakt, że do aktywacji większości z tych szla-
ków dochodzi również w odpowiedzi na 
stres i podczas rozwoju C. elegans (tan i au-
subel 2000).

Warto zaznaczyć, że C. elegans nie jest 
jednak idealnym gatunkiem do badań re-

sca. C. elgans ma krótki cykl życiowy (3 dni 
w 25oC), a osobniki dorosłe są małe (1 mm 
długości) i przejrzyste, co umożliwia obser-
wacje procesów rozwojowych, czy przebiegu 
infekcji w czasie rzeczywistym (ang. real-time 
visualization). To ostatnie stało się szczegól-
nie proste przy użyciu transgenicznych linii 
nicienia z białkami wyznakowanymi białkiem 
reporterowym GFP (zielone białko fluorescen-
cyjne, ang. green fluorecent protein) lub przy 
użyciu wyznakowanych tym białkiem bakterii. 
Świecące intensywnie na zielono pod wpły-
wem ultrafioletu białko GFP używane jest do 
znakowania innych białek. W uproszczeniu 
wygląda to tak, że po wstawieniu genu GFP 
do genomu jakiegoś innego organizmu gen 
ten łączy się z  promotorem genu kodującego 
inne interesujące badacza białko. W efekcie 
białko to zostaje naznaczone przez GFP, co 
pozwala na obserwację jego umiejscowienia 
i przemieszczania się, a także na znakowanie 
całych komórek, jeśli gen białka GFP zosta-
nie włączony do promotora genu kodującego 
białko charakterystyczne dla danego typu ko-
mórek. 

W przypadku C. elegans metoda ta uży-
wana jest najczęściej do pomiaru namnaża-
nia i akumulacji patogenów w jelicie. Obser-
wuje się ponadto przeżywalność robaków po 
zakażeniu, ich zmiany morfologiczne i beha-
wioralne oraz monitoruje zmiany w ekspresji 
genów przy użyciu ilościowego RT-PCR (ang. 
quantitative reverse transcription PCR) lub 
mikromacierzy (ang. microarray).

Od 1999 r., kiedy C. elegans został po 
raz pierwszy użyty w badaniach reakcji od-
pornościowych wywołanych infekcją (tan i 
ausubel 2000), lista gatunków/szczepów bak-
terii i grzybów, którymi zakażany jest nicień 
bardzo się wydłużyła. Część z nich, jak np. 
Pseudomonas aeruginosa, typowy mikroor-
ganizm glebowy, z którym C. elegans może 
mieć kontakt w środowisku naturalnym, 
zwalczane są przy wykorzystaniu powszech-
nie występujących czynników bakteriobój-
czych, inne, jak Bacillus thuringiensis czy 
Micobacterium nematophilum, mogą wywo-
ływać reakcje bardziej specyficzne (sChulen-
burg i współaut. 2004)

Bardzo ciekawym zjawiskiem jest odkry-
ta u C. elegans behawioralna odpowiedź na 
patogen. Okazało się, że robak ten posiada 
skomplikowany system nawigacyjny, który 
pobudza jego chemotaksję w kierunku po-
karmu (niepatogennych bakterii), czy partne-
ra seksualnego, a pozwala unikać patogenów. 
Jak się okazuje ważnym elementem tego sy-
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rolę podobną do tej, jaką u kręgowców speł-
nia tkanka limfatyczna związana z błonami 
śluzowymi (ang. mucosa-associated lympha-
tic tissue, MALT). Ponadto, nie udały się do 
tej pory próby użycia C. elegans w badaniach 
zakażeń wirusowych, bakteriami wewnątrz-
komórkowymi oraz wielokomórkowymi pa-
sożytami (gravato-nobre i hodgkin 2005).

akcji odpornościowych. Podobnie jak inne 
zwierzęta bezkręgowe, nie posiada bowiem 
odporności nabytej i, co charakterystyczne 
tylko dla nicienia, nie ma wcale lub prawie 
wcale fagocytów będących odpowiednikiem 
makrofagów i neutrofili (gravato-nobre i 
hodgkin 2005). Wydaje się, że głównymi ko-
mórkami odpowiadającymi na zakażenie są u 
niego komórki nabłonkowe, które spełniają 

MUSZKA OWOCOWA (DrosoPhIla MElanogastEr)

Spośród zwierząt bezkręgowych najbar-
dziej popularnym obiektem badawczym 
jest muszka owocowa (wywilżnia karłówka, 
Drosophila melanogaster). Jest niewielkim 
owadem mierzącym 2–3 mm, należącym do 
rzędu muchówek. Dzięki łatwej hodowli i 
prostemu sposobowi krzyżowania (zdolne 
do rozmnażania po 2–3 tygodniach) muszki 
owocowe są powszechnie stosowane w ba-
daniach genetycznych. Genom muszki owo-
cowej został w całości zsekwencjonowany i 
opublikowany w 2000 r. na łamach nature 
(adaMs 2000).

Drosophila melanogaster jest używana w 
badaniach kilku chorób neurodegeneracyj-
nych takich jak: choroba Parkinsona, choro-
ba Huntingtona, ataksja czy też w chorobie 
Alzheimera. Naukowcy stworzyli transgenicz-
ne linie Drosophila, z nadekspresją zmuto-
wanych białek, które powodują neurodege-
nerację. Co szczególnie ważne w kontekście 
niniejszej pracy muszka owocowa wykorzy-
stywana jest również do badań nad odporno-
ścią wrodzoną. Pierwszą linią obrony owada 
przed zakażaniem jest zewnętrzna kutikula 
i chitynowe membrany wyścielające jelito i 
tchawki (główna droga infekcji). Dodatko-
wą ochronę przed zasiedleniem jelita przez 
patogeny stanowi niskie pH i wydzielanie 
czynników bakteriobójczych takich, jak np. 
lizozym. W przeciwieństwie do opisanego 
powyżej C. elegans, muszka owocowa posia-
da kilka tysięcy wyspecjalizowanych komó-
rek immunokompetentnych — hemocytów, 
zdolnych m.in. do fagocytozy. Hemocyty, na 
podstawie ich funkcji i morfologii, podzielić 
można na 4 główne grupy: komórki wydziel-
nicze, fagocytujące plazmatocyty (najliczniej-
sza populacja), lamellocyty zaangażowane w 
procesie enkapsulacji (otaczania) pasożytów 
i tzw. komórki krystaliczne biorące udział 
w procesie melanizacji — konwersji dopa-
miny w toksyczną dla patogenów melaninę 
(lanot i współaut. 2001). Badania hemato-

poezy muszki owocowej wykazały udział w 
tym procesie 3 genów: serpent, lozenge i U-
shape, podobnych w budowie i funkcji do 
genów gata, aMl1 (ang. acute myeloid leu-
kemia-1), Fog (ang. friend of GATA), zaanga-
żowanych w hematopoezę ssaków (lanot i 
współaut. 2001). Warto również wspomnieć, 
że wyprowadzono kilka linii komórkowych, 
pozwalających na efektywne badania odpor-
ności muszki w warunkach in vitro. Przykła-
dowo linie plazmocytów S2, KC, BG2-C6 i 
Shi używane są szeroko do badania procesu 
fagocytozy oraz mechanizmów obrony prze-
ciwko patogenom wewnątrzkomórkowym, 
np. Mycobacterium fottuitum oraz grzy-
bom. W ostatnich latach badania te znacznie 
wzbogaciło użycie wspomnianych już RNAi, 
powodujących wyciszanie rozmaitych genów 
związanych z odpornością (levitin i white-
way 2008).

Rozpoznanie patogenu pobudza również 
gwałtowną kaskadę czynników proteolitycz-
nych oraz produkcję w ciele tłuszczowym 
dodatkowych białek skierowanych przeciw-
ko mikroorganizmom (ang. antimicrobial 
peptides, AMP), białek odpowiedzi na stres, 
czy cząsteczek ograniczających dostępność 
żelaza (tzou i współaut. 2002) (Ryc. 2). Spo-
śród AMP wyróżnia się przeciwgrzybiczne 
drozomycyny i miecznikowiny, skierowane 
przeciwko bakteriom Gram-: atacyny, cekro-
piny, dipterycyny i drozocyny, oraz defensy-
ny atakujące bakterie Gram+. Stwierdzono, 
że spośród 13600 genów Drosophila ekspre-
sja kilkuset ulega zmianie podczas zakażenia 
(tzou i współaut. 2002).

Badania D. melanogaster zaowocowały 
lepszym poznaniem procesu rozpoznawania 
wzorców molekularnych związanych z pa-
togenami (PAMP) przez receptory TLR. Re-
ceptory Toll zostały po raz pierwszy opisane 
właśnie u muszki owocowej, jako jeden z 
czynników warunkujących prawidłowe różni-
cowanie grzbieto-brzuszne, a następnie oka-
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nia pozwoliły odkryć u muszki jeszcze jedną, 
niezależną od receptorów Toll, drogę rozpo-
znawania patogenów — Imd (ang. immune 
deficiency pathway). Na drodze tej dochodzi 
do rozpoznania bakterii Gram–. Obie drogi 
wydają się przebiegać niezależnie i prowadzą 
do powstania innych AMP (tzou i współaut. 
2002, akira i takeda 2005). W przeciwień-
stwie do kręgowców, receptory Toll muszki 
nie rozpoznają struktur PAMP bezpośrednio. 
Sądzi się obecnie, że rozpoznanie patogenu 
uaktywnia zewnątrzkomórkową kaskadę pro-
teolityczną w hemolimfie, co prowadzi do 
aktywacji białka Spatzle. Białko to po związa-
niu z receptorem Toll doprowadza do trans-
dukcji sygnału i degradacji białka Cactus, ho-
mologicznego do IκB, a to z kolei umożliwia 
translokację do jądra komórkowego czynni-
ków transkrypcyjnych Dorsal i Dif. Czynniki 
te inicjują powstawanie odpowiednich białek 
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych 
(Ryc. 1, środkowy panel).

Muszka owocowa wykorzystywana jest 
do badania wirulencji zmutowanych szcze-
pów Pseudomonas aeruginosa. Innymi pato-
genami, które mogą być z sukcesem badane 
przy użyciu Drosophila, są ludzkie pasożyty, 
w których przenoszeniu pośredniczą owady, 
np. wywołujące malarię zarodźce z rodzaju 
Plazmodium (tzou i współaut. 2002).

D. melanogaster okazała się też być zna-
komitym modelem do badań infekcji grzybi-
czych. Nakłucie ciała owada igłą pokrytą taki-
mi znanymi z zakażeń u człowieka grzybami, 
jak Candida albicans, Cryptococcus neofor-
mans czy aspergillus neoformans, wykaza-
ło, że patogeny te mogą być letalne dla owa-
dów, a nasilenie śmiertelności zmienia się u 
muszek z mutacjami w obrębie genów szlaku 
Toll (levitin i whiteway 2008). 

zało się, że te same receptory biorą udział w 
obronie przeciw grzybom i bakteriom Gram+ 
(wang i ligoxygakis 2006). Późniejsze bada-

LPS peptydoglikan �-1,3-glukan

Rozpoznanie

fagocytozaenkapsulacja

wybuch 
tlenowy

proteazy
serynowe/serpiny

profenylooksydaza

melanizacjaAMP  Opsoniny

Spatzle/Toll

Imd
Jak/STAT

Ryc. 2. Mechanizmy odpornościowe urucha-
miane po rozpoznaniu patogenu w organizmie 
muszki owocowej (Drosophila melanogaster) 
(wg tzou i współaut. 2002, zmodyfikowana).

Wzorce molekularne, takie jak np. lipopolisacharyd 
(LPS) czy peptydoglikan, są rozpoznawane przez he-
mocyty, które zdolne są do fagocytozy, enkapsulacji 
oraz produkcji wolnych rodników. Układ profenylo-
oksydazy bierze udział w procesie melanizacji, czy-
li konwersji dopaminy w toksyczną dla patogenów 
melaninę. Po aktywacji szlaku związanego z białkiem 
Toll (rozpoznanie grzybów i bakterii Gram+), biał-
kiem Imd (ang. immune deficiency) po rozpoznaniu 
bakterii Gram- lub uruchomianiu kaskady sygnało-
wej Jak/STAT (ang. Janus kinase/signal transducer 
and activator of transcription) dochodzi do produk-
cji peptydów skierowanych przeciwko mikroorgani-
zmom (ang. antimicrobial peptides, AMP).

DANIO PRĘGOWANE (DanIo rErIo)

Danio pręgowane (Danio rerio) należy 
do ryb doskonałokostnych (Teleostei) i, wraz 
z karpiem królewskim i karasiem srebrzy-
stym, zalicza się go do rodziny karpiowatych 
(Cyprinidae). Danio zamieszkuje naturalne 
zbiorniki wodne Indii, Pakistanu i Butanu, 
ale od lat jest również jedną z najczęściej ho-
dowanych ryb akwariowych. Danio to smu-
kła mała rybka, posiadająca wzdłuż grzbietu 
pięć równoległych, niebieskich pasków. Osią-
ga długość ok. 4 cm, jest łatwa w hodowli 
(jedna samica jest w stanie złożyć około 200 

jaj na tydzień). Danio rerio jest obiektem ba-
dawczym w projekcie sekwencjonowania ge-
nomu (http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_
rerio), a wstępne wyniki wydają się potwier-
dzać, że genom danio zawiera wiele genów 
homologicznych (ortologicznych) w stosun-
ku do genomu ssaków (barbazuk i współaut. 
2000).

Już od ponad 30 lat danio wykorzystywa-
ny jest w badaniach ontogenetycznych. Za-
rodki oraz larwy w ciągu pierwszych kilku 
dni rozwoju są przejrzyste, co ułatwia ich 
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bakterią Mycobacterium marinum, blisko 
spokrewnioną z wywołującym gruźlicę Myco-
bacterium tuberculosis. Zgodnie z oczekiwa-
niami, M. marinum jest w stanie przetrwać 
i powielać się u dorosłych danio, co prowa-
dzi do rozwoju ostrej lub przewlekłej choro-
by, w zależności od drogi podania patogenu 
(sullivan i kiM 2008). W tym miejscu war-
to wspomnieć, że w naturalnych warunkach 
patogeny zakażają danio poprzez przewód 
pokarmowy, skrzela lub zranienia na po-
wierzchni skóry. Dodatkowo źródłem zaka-
żeń mogą być także pijawki i inne pasożyty 
ssące krew. W przypadku zakażeń ekspery-
mentalnych główną drogą podania patoge-
nu pozostaje jednak dootrzewnowa iniekcja 
lub zanurzenie (imersja) w kąpieli wodnej, 
zawierającej badany patogen, przy czym je-
dynie ta pierwsza droga podania pozwala na 
pełną kontrolę dawki podanego patogenu 
(van der sar i współaut. 2004).

W badaniach z użyciem M. mariunum, 
wybarwione fluorescencyjnie bakterie poda-
wane są przeźroczystym zarodkom (32 hpf), 
a rozwój odpowiedzi może być śledzony w 
czasie rzeczywistym (van der sar i współ-
aut. 2004). Eksperymenty te pozwoliły mię-
dzy innymi zaobserwować tworzenie się wo-
kół bakterii, charakterystycznych dla gruźlicy, 
wielojądrowych komórek olbrzymich (ang. 
giant cells), powstałych z połączenia makro-
fagów i tzw. ziarniniaków, czyli zgrupowań 
makrofagów oraz innych leukocytów wraz 
z elementami macierzy pozakomórkowej. 
Struktury te mają za zadanie otoczenie pato-
genów lub ciał obcych, których nie udało się 
wyeliminować na drodze fagocytozy (Majno 
i joris 2004). Wiele wyników uzyskanych 
podczas  badań nad danio z pewnością bę-
dzie przydatnych w badaniach nad ludzką 
gruźlicą (van der sar i współaut. 2004, sul-
livan i kiM 2008). 

Z kolei w doświadczeniach przeprowa-
dzanych przez Menudier’a i współpracow-
ników (1996) ryby zakażane były różnymi 
gatunkami listeria. W przeciwieństwie do 
myszy, danio okazały się znacznie mniej 
wrażliwe na te zakażenia, a dawka patogenu 
powodująca śmierć zwierząt była u nich wie-
lokrotnie wyższa. A zatem zidentyfikowanie 
czynników odpowiedzialnych za to zjawisko 
być może będzie pomocne w leczeniu liste-
rioz ssaków (sullivan i kiM 2008).. 

Danio jest również używane w badaniach 
zakażeń wirusowych. Podobnie, jak to miało 
miejsce w przypadku patogenów bakteryj-
nych, również w przypadku zakażeń wiruso-

badania i manipulacje. Danio jest również 
zwierzęciem, u którego w sposób stosun-
kowo prosty dokonać można modyfikacji 
genetycznych. Jedną z metod modyfikacji 
genetycznych używanych dla tego gatunku 
jest technika z użyciem zmodyfikowanych 
antysensownych oligonukleotydów (morpho-
lino). Wstrzyknięcie do zarodków specyficz-
nych dla danego genu morpholino powodu-
je przejściowe (do 5 dni) wyciszenie funkcji 
danego genu poprzez zahamowanie spli-
cingu (składanie genu) lub translacji mRNA 
(naseviCius i ekker 2000). 

W przeciwieństwie do opisanych po-
przednio zwierząt bezkręgowych, ryby do-
skonałokostne posiadają w pełni rozwinięty 
układ odpornościowy, składający się zarów-
no z odporności wrodzonej, w której zaanga-
żowane są głównie fagocyty, jak i odporno-
ści nabytej, w której biorą udział limfocyty. 
Niewątpliwą zaletą danio, wykorzystywaną 
w badaniach reakcji odpornościowych jest 
fakt, że poznano już punkty czasowe w roz-
woju osobniczym, na jakich pojawiają się po-
szczególne typy leukocytów. I tak, makrofagi 
pojawiają się około 25 godziny po zapłod-
nieniu (ang. hours post-fertilization, hpf), 
neutrofile w 48 hpf, natomiast dopiero w 4 
dniu po zapłodnieniu dochodzi do ekspresji 
genów rag-1 i rag-2, związanych z rozwojem 
limfocytów. Zaznaczyć jednak trzeba, że od-
porność nabyta rozwija się u danio przez ko-
lejne 4-6 tygodni, a pierwsze wyprodukowa-
ne przeciwciała są wykrywane w 4 tygodnie 
po zapłodnieniu (van der sar i współaut. 
2004).

Ze względu na swoje niewielkie rozmia-
ry i przejrzystość ciała możliwe stało się ob-
serwowanie przebiegu reakcji odpornościo-
wych danio w czasie rzeczywistym, tak jak 
to opisano powyżej dla C. elegans. W tym 
celu wygenerowano szereg transgenicznych 
linii rybki z wyznakowanymi fluorescencyj-
nie specyficznymi populacjami leukocytów, 
np. GATA-1eGFP to ryby z wybarwionymi biał-
kiem GFP komórkami linii erytroidalnej, a u 
ryb linii rag1eGFP i rag2eGFP „świecą” niedojrza-
łe limfocyty (van der sar i współaut. 2004, 
sullivan i kiM 2008). 

Danio i ssaki mogą być zakażane przez 
podobne patogeny. Przykładowo, danio jest 
wrażliwe na zakażenia typowych dla ssaków 
patogenów, takich jak listeria monocytoge-
nes czy streptococcus pyogenes, może rów-
nież być zakażany patogenami typowymi dla 
ryb, ale blisko spokrewnionymi z patoge-
nami ssaków. Na przykład danio zakaża się 



474 Magdalena Chadzińska, Monika idzik

ności (gołąb i współaut. 2004). Naukowcy 
mają jednak nadzieję, że w najbliższej przy-
szłości możliwe będzie wyprowadzenie linii 
danio, które pozostawać będą przejrzyste 
nawet w późniejszych stadiach życia, tak jak 
udało się to osiągnąć dla innej rybki akwario-
wej — ryżówki japońskiej (oryzias latipes) 
(wakaMatsu i współaut. 2001).

Niewątpliwą niedogodnością w studio-
waniu układu odpornościowego danio pozo-
staje nadal prawie zupełny brak narzędzi do 
badań na poziomie identyfikacji jego białek, 
przede wszystkim przeciwciał monoklonal-
nych skierowanych przeciwko markerom ko-
mórkowym i cytokinom. Dostępne na rynku 
przeciwciała swoiste wobec białek ssaków 
najczęściej nie wiążą się specyficznie z odpo-
wiednimi białkami danio. Problem ten obec-
nie rozwiązuje się badając odporność ryb na 
poziomie molekularnym głównie przez se-
kwencjonowanie genów kodujących białka 
biorące udział w reakcjach odpornościowych 
i badanie ekspresji ich mRNA. Bardzo po-
mocny w tych poczynaniach jest oczywiście 
projekt sekwencjonowania całego genomu 
danio pręgowanego, prowadzony przez firmę 
Sanger. Nie można jednak w tym kontekście 
zapominać, że duplikacja genów i dystans 
filogenetyczny pomiędzy rybami a ssakami 
powodują znaczne trudności w interpretacji 
czy dane geny są rzeczywistymi ortologami 
— genami homologicznymi o takiej samej lub 
zbliżonej funkcji. Wydaje się, że w przyszło-
ści w rozważaniach tych nieco pomoże anali-
za syntenii genów, czyli ich występowania w 
określonym porządku u różnych gatunków. 

Immunologom badającym odporność ryb, 
a w szczególności ryb karpiowatych, ciągle 
doskwiera również brak specyficznych linii 
komórkowych umożliwiających badania po-
szczególnych populacji leukocytów. W przy-
padku danio jest to szczególnie uciążliwe, 
ponieważ małe rozmiary zwierząt nie pozwa-
lają na wyizolowanie dostatecznej liczby ko-
mórek, niezbędnej do przeprowadzenia wia-
rygodnych testów in vitro. Wiele laborato-
riów rozwiązuje ten problem wykorzystując 
w badaniach narządy i komórki pobrane od 
karpia (Cyprinus carpio l.), który jest gatun-
kiem blisko spokrewnionym z danio.

Pomimo iż  model infekcyjny z użyciem 
danio jest stosunkowo nowy, udało się prze-
prowadzić doświadczenia z kilkoma patoge-
nami, zarówno wirusowymi, jak i bakteryjny-
mi. Jak już wspomniano, problemem z wyko-
rzystaniem w tych badaniach patogenów ssa-
ków może być temperatura przetrzymywania 

wych stosuje się dwa podejścia: ryby zakaża 
się wirusami charakterystycznymi dla ryb 
karpiowatych albo patogenami charaktery-
stycznymi dla ssaków. W obydwu wypadkach 
wiąże się to z trudnościami w dopasowaniu 
temperatury hodowli ryb do takiego pozio-
mu, by był on równocześnie optymalny dla 
rozwoju infekcji (yoder i współaut. 2002). 

Wykazano, że danio jest wrażliwe na zaka-
żenia wirusem IHNV (ang. infectious hema-
topoietic necrosis virus), SVCV (ang. spring 
viremia of carp virus); w obydwu wypadkach 
rozwój choroby następuje tylko u osobników 
dorosłych (sullivan i kiM 2008). Wirus wio-
sennej wiremii (SVCV) występuje zazwyczaj 
u karpi, a jego ogniska zwykle pojawiają się 
zimą lub wczesną wiosną, ponieważ niższa 
temperatura wpływa hamująco na aktywność 
systemu odpornościowego ryb. Zgodnie z 
oczekiwaniami, również u danio wyniki za-
każenia zależą od temperatury, choć różnice 
między poszczególnymi temperaturami są 
mniej wyraźne niż u karpia. Stwierdzono, że 
wirus wiosennej wiremii powoduje u danio 
uszkodzenie tkanek i narządów wewnętrz-
nych, krwawe wybroczyny i stany zapalne.

Z kolei badania z użyciem rabdowirusa 
SHRV (ang. snakehead rhabdovirus) wykaza-
ły, że zakażenie zarodków (24 hpf) poprzez 
imersję powoduje około 55% śmiertelność, 
podczas gdy dootrzewnowe podanie tego wi-
rusa osobnikom dorosłym powoduje śmier-
telność sięgającą 70%. Przy czym zarówno w 
przypadku zarodków, jak i dorosłych osobni-
ków zakażenie SHRV powodowało podniesie-
nie ekspresji czynników antywirusowych, ta-
kich jak interferon (IFN) i białko Mx. Cieka-
we wydaje się odnalezienie czynników, które 
wpływają na zmniejszenie śmiertelności mło-
dych osobników (van der sar i współaut. 
2004, sullivan i kiM 2008). 

Jak już wspomniano, podstawową zaletę 
badań danio stanowi możliwość analizy reak-
cji odpornościowych w czasie rzeczywistym, 
dzięki zastosowaniu znakowania komórek 
patogenów lub leukocytów ryb białkami flu-
orescencyjnymi, np. GFP. Zaznaczyć jednak 
trzeba, że do tego typu analizy mogą być je-
dynie wykorzystywane osobniki przeźroczy-
ste (w przypadku danio do 8 dnia po zapłod-
nieniu), co oznacza niemożność przeprowa-
dzania takich badań w przypadku dojrzałych 
osobników. W tym kontekście nie można za-
pominać o istniejących zarówno u ryb, jak i 
u ssaków różnicach w odpowiedzi immuno-
logicznej osobników młodych i dorosłych i o 
bardzo istotnym zjawisku dojrzewania odpor-
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rozwoju ssaczych patogenów to około 37oC. 
Dlatego coraz częściej w tego typu bada-
niach wykorzystuje się patogeny ryb blisko 
spokrewnione z chorobotwórczymi patoge-
nami ssaków lub patogeny o zmodyfikowa-
nych preferencjach termicznych.

ryb, która najczęściej nie jest temperaturą 
optymalną do rozwoju patogenu. Trzeba tu 
przypomnieć, że danio są zazwyczaj hodo-
wane w temperaturze 26–28°C, a w wyższej 
temperaturze wykazują zwiększoną śmiertel-
ność, natomiast temperatura optymalna dla 

ŻABA SZPONIASTA (XEnoPUs laEvIs)

Żaba szponiasta (Platana szponiasta, Xe-
nopus laevis) jest płazem bezogonowym z 
rodziny grzbietorodowatych (Pipidae). Pro-
wadzi wodny tryb życia, należy do gatunków 
synantropijnych, może przetrwać porę suchą 
w wilgotnym mule na dnie zbiorników wod-
nych. Osiąga długość od 8 cm (samce) do 15 
cm (samice). Kilka razy w roku samica skła-
da jaja, których liczba dochodzi do 15 000 
sztuk. Jaja mają wielkość ok. 3 mm. Kijanki 
wylęgają się z jaj po 48 godzinach. Przeobra-
żenie trwa od 15 do 20 dni. Xenopus laevis 
potrzebuje od 1–2 lat, aby osiągnąć dojrza-
łość płciową. Żaby te są łatwe w hodowli, 
posiadają duże komórki jajowe, a ich kijanki 
są przeźroczyste. Wszystko to sprawia, że ła-
two i dokładnie można śledzić poszczególne 
etapy rozwoju zarodka. 

Co ciekawe, już na początku XX w. sa-
mice tych żab były używane w naturalnych 
testach ciążowych. Okazało się bowiem, że 
są niezwykle wrażliwe na ludzki hormon 
ciążowy — gonadotropinę kosmówkową, i 
wstrzyknięcie młodym samicom moczu cię-
żarnych kobiet powodowało u nich silną 
owulację. 

W kontekście niniejszej pracy, szczegól-
nie ważny jest fakt użycia tego gatunku w 
badaniach filogenezy i ontogenezy odporno-
ści wrodzonej i nabytej. Jest to możliwe mię-
dzy innymi dzięki możliwości  manipulowa-
nia układem odpornościowym na wczesnych 
stadiach rozwojowych, co związane jest za-
równo z pozaustrojowym rozwojem tego 
płaza, jak i faktem, że kijanki X. laevis są 
przeźroczyste. Manipulacje, takie jak wczesna 
tymektomia (grasicę usuwa się w odpowied-
nich stadiach larwalnych chirurgicznie, bądź 
poprzez naświetlanie promieniami gamma), 
pozwoliły między innymi na stwierdzenie 
kluczowej roli limfocytów T w odpowiedzi 
przeciwnowotworowej, a także w odrzuca-
niu przeszczepów skórnych (np. horton i 
współaut. 1998). Jednymi z najbardziej war-
tościowych instrumentów w badaniach do-
tyczących odporności platany, szczególnie 
badań białek głównego układu zgodności 

tkankowej (MHC), było stworzenie wsob-
nych szczepów zwierząt, takich jak: szczep F 
(f/f MHC haplotyp) (du Pasquier i wspólaut. 
1975) i J (j/j MHC haplotyp) (toChinai i ka-
tagri 1975), a także zdefiniowanych synge-
nicznych klonów żab. Te ostatnie stworzono 
dzięki gynogenetycznej krzyżówce międzyga-
tunkowej pomiędzy X. laevis i X. gilli (du 
Pasquier i współaut. 1975). Zarówno X. la-
evis, jak i spokrewniony z nim gatunek żaby 
siurana (Xenopus) tropicalis, potocznie zwa-
ny zachodnią żabą szponiastą, są w ostatnich 
latach wykorzystywane w badaniach reakcji 
odpornościowych (Morales i robert 2008), 
w szczególności do testowania odpowie-
dzi przeciwko grzybowi Batrachochytrium 
dendrobatis i ranawirusowi. W tym miejscu 
warto zauważyć, że obydwa te patogeny od-
powiedzialne są prawdopodobnie za obser-
wowany w ciągu ostatniej dekady, spadek 
liczebności światowej populacji wolno-żyją-
cych płazów. A zatem badania przeprowadza-
ne na platanie przyczynić się mogą to zaha-
mowania tego procesu. Stwierdzono między 
innymi, że wiele antybakteryjnych peptydów 
pochodzących ze skóry X. laevis hamuje 
wzrost B. dendrobatis (rollins-sMith i Co-
lon 2005) i namnażanie wirusów (ChinChar 
i współaut. 2004). Co ciekawe, aktywacja osi 
stresu (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal 
axis, HPA) u płazów powoduje uwalnianie 
tych właśnie peptydów. Badania prowadzo-
ne na płazach mogą również pomóc w wyja-
śnieniu pewnych mechanizmów związanych 
z komunikacją układów odpornościowego i 
neuroendokrynnego. 

Nowe możliwości w badaniach odpor-
ności platany przyniósł projekt sekwencjo-
nowania genomu Xenopus. Badania te pro-
wadzone są na X. tropicalis, a nie X. laevis. 
Zadecydowały o tym względy praktyczne, 
X. tropicalis jest bowiem zdecydowanie 
mniejsza od żaby szponiastej (wymaga więc 
mniejszej przestrzeni hodowlanej), a zdolna 
do rozrodu staje się już po 4 miesiącach. Ma 
też mniejszy genom — po dwie kopie każde-
go genu rozmieszczone na 10 parach chro-



476 Magdalena Chadzińska, Monika idzik

białka związane z receptorami dla fragmen-
tu Fc przeciwciał. Funkcja wielu z tych ge-
nów jest obecnie nieznana, ale ich niezwykła 
różnorodność i ich podział na dwie grupy 
receptorów sygnalizacji, aktywatory i inhi-
bitory, sugeruje, że biorą udział w regulacji 
funkcji układu odpornościowego (Morales i 
robert 2008).

Bardzo ważnym elementem projektu ze-
społu Hellstena było odkrycie i analiza tych 
regionów genomu, w których geny żaby uło-
żone są niemal w tym samym porządku, co u 
innych kręgowców w tym człowieka (synte-
nia). Zbadanie tych odcinków pomoże w lep-
szym zrozumieniu procesów ewolucji, w tym 
oczywiście również ewolucji odporności.

mosomów, podczas gdy X. laevis może mieć 
nawet 4 kopie każdego genu rozmieszczo-
ne na 18 parach chromosomów (hellsten i 
współaut. 2010). Z opublikowanych w kwiet-
niu 2010 r. badań genomu X. tropicalis wy-
nika, że prawie 80% (ok. 1,7 tys.) wszystkich 
ludzkich genów związanych z chorobami o 
podłożu genetycznym, ma swoje odpowied-
niki u tego gatunku (hellsten i współaut. 
2010), co dowodzi, że zachodnia żaba szpo-
niasta może posłużyć do badań wrodzonych 
schorzeń człowieka. Badania genomu X. tro-
picalis pozwoliły do tej pory na uzupełnienie 
naszej wiedzy na temat ścieżek aktywacji do-
pełniacza, cytokin prozapalnych i chemokin. 
Stwierdzono ponadto, że genom X. tropicalis 
zawiera co najmniej 75 genów kodujących 
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Dzięki rozwojowi nauk biologicznych, 
nowoczesnym technologiom oraz użyteczno-
ści takich zwierząt jak: Drosophila melano-
gaster, Caenorhabditis elegans, Xenopus la-
evis czy Danio rerio, osiągnięto wysoki sto-
pień zaawansowania badań w tym także nad 
układem odpornościowym. Przyczyniły się 
one do poszerzenia wiedzy na temat wielu 
skomplikowanych procesów metabolicznych, 
procesów związanych ze starzeniem się or-
ganizmów czy też identyfikacji czynników 
odpowiedzialnych za różne patologie m.in. 
przerzutowanie nowotworowe, odrzucanie 
przeszczepów, czy choroby autoimmuniza-
cyjne. Nie można jednak zapominać, że ba-
dania na organizmach modelowych są tylko 
jednym ze szczebli badań i zanim konkretne 

rozwiązania wprowadzone zostaną do badań 
klinicznych poprzedzone muszą być skrupu-
latnymi studiami na organizmach bliżej spo-
krewnionych z człowiekiem.
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INVERTEBRATES AND ECTOTHERMIC VERTEBRATES AS MODELS FOR INFECTION DISEASES 
AND IMMUNE REACTIONS

Summary

Ethical issues concerning application of mam-
malian species in experiments lead reseachers to 
finding of alternative animal models such as in-
vertebrates and ectothermic vertebrates. The most 
studied invertebrate models are fruit fly (Drosophi-
la melanogaster) and nematode Caenorhabditis 
elegans. Studies of fruit fly helped to understand 
mechanisms of recognition of pathogen associated 
molecular patterns (PAMP) by pattern recognition 
receptors (PRR). Whereas C. elegans enlightened 
our knowledge about programmed cell death — 

apoptosis. Recently, zebrafish (Danio rerio) and 
clawed frog (Xenopus laevis) are often used to 
study the immune system. Small size and transpar-
ency of C.elegans and larvae of zebrafish enable 
real-time analysis of their immune responses. All the 
mentioned species are now used to study immune 
reactions upon bacterial, fungal and viral infections. 
Development of new laboratory tools, including spe-
cific monoclonal antibodies, should facilitate identi-
fication of crucial, evolutionarily conserved media-
tors associated with these processes.
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