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BEZKREGOWCE I KREGOWCE ZMIENNOCIEPLNE JAKO MODELE W BADANIACH
CHOROB ZAKAZNYCH 1 REAKCJI IMMUNOLOGICZNYCH

WSTEP

Dwudziesty wiek przyniost szereg obwa-
rowan etycznych dotyczacych uzycia w bada-
niach naukowych zwierzat, co spowodowato
wzrost zainteresowania badaniami in vitro,
z wykorzystaniem pozaustrojowych hodowli
komorek i tkanek. Niestety wyniki badan in
vitro doS¢ czesto stabo koreluja z wynikami
badan in vivo. Gtéwna przyczyna tego stanu
rzeczy jest znaczne uproszczenie Srodowiska
badan w modelach in vitro, podczas gdy w
badaniach in vivo na dany parametr wplywa-
ja nie tylko bodzce/czynniki wprowadzane
przez badacza, ale réwniez cale skompliko-
wane Srodowisko fizjologiczne organizmu.
Obecnie, uklady in wvitro stosowane sa na
pierwszym etapie badaf, kolejne etapy sa
natomiast przeprowadzane w warunkach in
vivo, na specjalnie dobranych modelach. W
tym miejscu warto wspomniec, ze zwierzeta
uzywane jako modele w badaniach nauko-
wych powinny si¢ charakteryzowac: (i) maty-
mi rozmiarami ciala (ich hodowla nie powin-
na wymaga¢ duzo miejsca oraz powinna byc¢
stosunkowo prosta i tania w utrzymaniu), (ii)
wysoka ptodnosScia (duza liczba osobnikoéw
pozwala na wiarygodna analize statystyczna

otrzymanych wynikow), (iii) krotkim cyklem
zyciowym (umozliwia to m.in. obserwacje
wzorow dziedziczenia w kolejnych pokole-
niach), (iv) dostepnoscia informac;ji i technik
badawczych wtaSciwych dla danego gatunku.

Aczkolwiek wickszoS¢ badan o charak-
terze biologicznym i medycznym przepro-
wadzana jest wciaz z uzyciem gryzoni (my-
szy, szczury), na znaczeniu zyskuja rowniez
badania z uzyciem bezkregowcow (owady,
dzdzownice, a takze nicienie i pierwotniaki)
oraz kregowcow zmiennocieplnych (ryby,
plazy). Zwierzeta te sa miedzy innymi wy-
korzystywane do badan reakcji odpornoscio-
wych wywolanych zakazeniami bakteryjnymi,
grzybiczymi i wirusowymi, w tym do badan
przebiegu procesu zapalnego. Tematem ni-
niejszej pracy bedzie opisanie wkladu kil-
ku gatunkéw bezkregowcow i kregowcow
zmiennocieplnych w identyfikacje czasteczek
zwiazanych z odpowiedzia na zakazenia.
Badania tego typu, przynajmniej na razie,
nie wywoluja ostrego sprzeciwu ze strony
obroicow praw zwierzat, a dodatkowo po-
zwalaja na odkrywanie waznych procesow
ewolucji odpornosci.

REAKCJA ZAPALNA

Zakazenie lub uszkodzenie tkanek wywo-
luje reakcje zapalna. Na pierwszym etapie
dojS¢ musi do rozpoznania elementow cha-
rakterystycznych dla patogenu, tzw. wzor-

coOw molekularnych zwiazanych z patogenem
(ang. patogen associated molecular patterns,
PAMPs) lub uszkodzeniem tkanek (ang. da-
mage associated molecular pattern molecu-
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Ryc. 1. Uproszczony schemat transdukcji sygnalu przez biatka TOL-1 nicienia Ceanorabditis ele-
gans, Toll muszki owocowej (Drosophila melanogaster) i TLR kregowcow (wg KURZA i EWBANKA
2003, LEULIER i LEMAITRE 2008, zmodyfikowana).

Aktywacja receptorow Toll i TLR przez odpowiednio bialko spatzle lub wzorce molekularne zwiazane z pa-
togenami (ang. pathogen associated molecular pattern, PAMP) powoduje zaangazowanie biatka adaptorowe-
go MyDS88 (ang. myeloid differentiation primary-response protein 88) i kinazy IRAK (ang. IL-1R-associated
kinases). Nastepnie dochodzi do aktywacji biatkka TRAF6 (ang. TNFR-associated factor 6). U muszki owoco-
wej odpowiedniki tych bialek stanowia Tube i Pelle. U kregowcow czynniki te aktywuja TAK1 (ang. TGFp-
activated kinase 1), natomiast do tej pory nie poznano odpowiednika tej kinazy u muszki owocowej. TAK1
aktywuje kompleks degradujacy IkB (ang. inhibitor of nuclear factor-«xB). Odpowiednikiem IxB u muszki jest
czynnik Cactus. Nastepnie dochodzi do uwolnienia czynnika jadrowego NF-«xB (ang. nuclear factor kB) u
kregowcow lub Dorsal i DIF (ang. dorsal-releated immunity factor) u muszki. Czynniki te po przedostaniu
sie do jadra komorkowego uruchamiaja transkrypcje biatek skierowanych przeciwko mikroorganizmom AMP
(ang. antimicrobial peptides) i/lub cytokin prozapalnych. Do tej pory u nicienia C.elegans poznano tylko
kilka czynnikow zaangazowanych w transdukcje¢ sygnatu z receptora TOL-1 i sa to MOM (ang. more of MS);
TRF bedacy homologiem biatka TRAF i Tube, PIK-1 homolog biatka Pelle i IKB-1 bedacy prawdopodobnie
odpowiednikiem IkB kregowcow.

les, DAMP) przez odpowiednie receptory terii Gram-, dwuniciowe RNA wiruséw (ang.
znajdujace si¢ na leukocytach. Do PAMP zali- double stranded RNA, dsRNA) czy mannany
czamy miedzy innymi lipopolisacharyd (LPS) budujace Scian¢ komorkowa drozdzy (GOLAB
bedacy skltadnikiem Sciany komorkowej bak- i wspotaut. 2009). Struktury te rozpoznawa-
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ne sa przez receptory PRR (ang. pathogen re-
cognition receptors). Jednymi z lepiej pozna-
nych receptorow PRR sa receptory TLR (ang.
Toll-like receptors). W tej chwili znanych
jest 10 tego typu receptorow czlowieka i 13
myszy. Sposrod nich do najlepiej scharakte-
ryzowanych naleza TLR4, rozpoznajacy LPS,
i TLR3, wiazacy dsRNA (GOrAB i wspolaut.
2009). U zwierzat kregowych TLR po pota-
czeniu z odpowiednimi strukturami PAMP
aktywuja procesy odpornosSciowe miedzy in-
nymi przez pobudzenie syntezy cytokin pro-
zapalnych (ap. IL-1, TNF-o) (Ryc. 1, prawy
panel) oraz zwigkszenie ekspresji antygenow
zgodnoSci tkankowej (ang. major histocom-
patibility complex, MHC) (BEULTER 2002).
Pobudzone leukocyty tkankowe w pierw-
szej kolejnosci produkuja czynniki wazoak-
tywne (czynniki aktywne naczyniowo), ktore
oddzialujac na Srodbtonek lokalnych naczyn
krwionosnych powoduja zmiany ich prze-
puszczalnosci, a w konsekwencji wysiek bia-
lek osocza do ogniska zapalenia. Z kolei wy-
dzielane w miejscu zapalenia chemokiny (np.
IL-8) i cytokiny prozapalne aktywuja leukocy-

ty krwi i pobudzaja ich migracje w kierunku
tkanek objetych procesem zapalnym. U kre-
gowcOw pierwszymi leukocytami naplywa-
jacymi do ogniska zapalenia sa granulocyty
obojetnochtonne (neutrofile), w drugiej fali
pojawiaja si¢ tutaj monocyty/makrofagi (Ko-
LACZKOWSKA 2007). Fagocyty, ktore dotarly
do miejsca zakazenia, pochlaniaja (fagocytu-
ja) patogen, a nastepnie zajmuja si¢ jego eli-
minacja poprzez aktywacje tlenowych (pro-
dukcja toksycznych rodnikow tlenowych) i
beztlenowych (bakteriobojcze biatka enzy-
matyczne np. lizozym i nieenzymatyczne np.
laktoferyna) mechanizmow zabijania (MAJNO
i JORIS 2004). Po usunieciu czynnika zapalne-
go dochodzi do wyciszenia reakcji zapalnej,
a w procesie tym uczestnicza miedzy innymi
cytokiny przeciwzapalne (np. IL-10, TGF-o).
Neutrofile, ktore zakonczyly juz swoje zada-
nie w ognisku zapalnym gina Smiercia apop-
totyczna, natomiast komorki prezentujace
antygen (ang. antigen presenting cells, APC),
np. makrofagi, zdolne sa do prezentacji anty-
genu limfocytom i inicjowania odpowiedzi
nabytej (GOEAB i wspotaut. 2009).

NICIEN (CAENORHABDITIS ELEGANS)

Caenorhabditis elegans to wolno-zyja-
cy nicien, ktory w Srodowisku naturalnym
zamieszkuje gleby klimatu umiarkowanego.
Forma dominujaca u tego gatunku sa osob-
niki hermafrodytyczne (obojnacze), chociaz
w populacji wystepuja takze osobniki me-
skie (0,2% catej populacji). Hermafrodytycz-
ne osobniki C. elegans moga wymienia¢ ma-
terial genetyczny miedzy soba, badz ulegac
samozaptodnieniu. Samozaplodnienie form
hermafrodytycznych umozliwia uzyskanie ho-
mozygotycznych linii nicienia. Co ciekawe,
nicienie mozna zamrazaé, a po odmrozeniu
zachowuja one zywotnos¢ i sa zdolne do dal-
szego rozmnazania. Ta wysoka przezywalnos¢
w niskich temperaturach umozliwia dtugo-
terminowe przechowywanie poszczegolnych
linii nicienia. Warto rOwniez zaznaczyc, ze C.
elegans byl pierwszym organizmem wieloko-
morkowym, ktorego genom zostal w catoSci
zsekwencjonowany (STERNBERG 2001).

C. elegans stat si¢ stynny dzieki prowa-
dzonym przez Brennera, Horvitza i Sulstona
badaniom procesu apoptozy, ktore w 2002
r. zostaly uhonorowane Nagroda Nobla. Ga-
tunek ten od wielu lat wykorzystywany jest
w badaniach embriogenezy, morfogenezy,
starzenia si¢ oraz zaburzefn funkcjonowania

neuronow, a takze shuzy do testowania le-
kow przeciwbolowych i lekow przeciw cho-
robie Alzheimera.

W ostatnim okresie rosSnie liczba doSwiad-
czen wykorzystujacych C. elegans w bada-
niach reakcji odpornosciowych. W zwiazku z
tym, ze jego glownym pozywieniem sa bakte-
rie z gatunku Escherichia coli, w warunkach
laboratoryjnych C. elegans hodowany jest na
szalkach Petriego zawierajacych wtasnie te
bakterie. Daje to tatwa mozliwos¢ wprowadza-
nia patogenow do organizmu. Pozwala takze
na wyciszanie genoéw nicienia przy wykorzy-
staniu RNAi (ang. RNA interference). W tym
ostatnim przypadku wykorzystuje sie E. coli z
wprowadzonym dwuniciowym RNA (dsRNA),
o budowie i sekwencji zblizonej do sekwen-
cji DNA genu, ktory planuje sie¢ wylaczy¢. Po
spozyciu tak zmodyfikowanych bakterii dsR-
NA dostaje si¢ do organizmu nicienia i taczac
z odpowiadajaca mu sekwencja mRNA gospo-
darza powoduje jego degradacje i/lub bloko-
wanie translacji (GRAVATO-NOBRE i HODGKIN
2005). ROwnie latwe jest tworzenie transge-
nicznych osobnikow poprzez mikroiniekcje
lub ,bombardowanie” DNA. OczywisScie C.
elegans posiada tez inne zalety. Hodowla ni-
cienia jest tania, prosta i zajmuje malo miej-
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sca. C. elgans ma krotki cykl zyciowy (3 dni
w 25°C), a osobniki doroste sa male (1 mm
dtugosci) i przejrzyste, co umozliwia obser-
wacje procesOw rozwojowych, czy przebiegu
infekcji w czasie rzeczywistym (ang. real-time
visualization). To ostatnie stalo si¢ szczegOl-
nie proste przy uzyciu transgenicznych linii
nicienia z biatkami wyznakowanymi bialkiem
reporterowym GFP (zielone biatko fluorescen-
cyjne, ang. green fluorecent protein) lub przy
uzyciu wyznakowanych tym biatkiem bakterii.
Swiecace intensywnie na zielono pod wply-
wem ultrafioletu biatkko GFP uzywane jest do
znakowania innych bialek. W uproszczeniu
wyglada to tak, ze po wstawieniu genu GFP
do genomu jakiego$ innego organizmu gen
ten taczy si¢ z promotorem genu kodujacego
inne interesujace badacza biatko. W efekcie
bialko to zostaje naznaczone przez GFP, co
pozwala na obserwacje jego umiejscowienia
i przemieszczania si¢, a takze na znakowanie
catych komorek, jesli gen biatka GFP zosta-
nie wlaczony do promotora genu kodujacego
biatko charakterystyczne dla danego typu ko-
morek.

W przypadku C. elegans metoda ta uzy-
wana jest najczeSciej do pomiaru namnaza-
nia i akumulacji patogenow w jelicie. Obser-
wuje sie ponadto przezywalnoS¢ robakow po
zakazeniu, ich zmiany morfologiczne i beha-
wioralne oraz monitoruje zmiany w ekspresji
genoOw przy uzyciu ilosSciowego RT-PCR (ang.
quantitative reverse transcription PCR) lub
mikromacierzy (ang. microarray).

Od 1999 r., kiedy C. elegans zostal po
raz pierwszy uzyty w badaniach reakcji od-
pornosciowych wywotanych infekcja (TAN i
AUSUBEL 2000), lista gatunkOw/szczepow bak-
terii i grzybow, ktorymi zakazany jest niciefi
bardzo si¢ wydtuzyla. CzeS¢ z nich, jak np.
Pseudomonas aeruginosa, typowy mikroor-
ganizm glebowy, z ktorym C. elegans moze
mie¢ kontakt w Srodowisku naturalnym,
zwalczane sa przy wykorzystaniu powszech-
nie wystepujacych czynnikow bakterioboj-
czych, inne, jak Bacillus thuringiensis czy
Micobacterium nematophilum, moga wWywo-
tywac reakcje bardziej specyficzne (SCHULEN-
BURG i wspotaut. 2004)

Bardzo ciekawym zjawiskiem jest odkry-
ta u C. elegans behawioralna odpowiedZz na
patogen. Okazalo sig¢, ze robak ten posiada
skomplikowany system nawigacyjny, ktory
pobudza jego chemotaksje w kierunku po-
karmu (niepatogennych bakterii), czy partne-
ra seksualnego, a pozwala unikac¢ patogenow.
Jak si¢ okazuje waznym elementem tego Sy-

temu jest receptor Toll podobny do opisy-
wanych wczesniej receptorow TLR (PUJOL
i wspotaut. 2001). C. elegans ma 1 gen Toll
- tol-1. Receptor TOL-1 (Ryc. 1, lewy panel)
jest zaangazowany w rozwoj nicienia, ale tak-
ze w rozpoznanie patogenow. Okazuje sig,
Ze mutacja zwigzana ze zmianami w cytopla-
zmatycznej domenie tego receptora powodu-
je zanik zdolnoSci do unikania patogennego
szczepu Db11 bakterii Serratia marcescens.
Innym dowodem wskazujacym na udziat
ukladu nerwowego nicienia w odpornosci
przeciwko patogenom jest odkrycie, ze muta-
Cja unieczynniajaca gen dajf-2, zwiazany z od-
powiedzia na stres, wplywa réwniez na opor-
no$¢ robaka na zakazenia bakteriami Gram+
i Gram- (GRAVATO-NOBRE i HODGKIN 2005).
Wydaje sig¢, ze ta prosta zdolnos¢ C. elegans
do unikania szczegoOlnie patogennych szcze-
poOw bakterii moze by¢ w przysztosci jeszcze
szerzej uzywana w badaniach wirulencji/zja-
dliwosci patogenéw, czyli ich zdolnosci do
wnikniecia, namnozenia sie¢ i uszkodzenia
tkanek zainfekowanego organizmu.

W przypadku, gdy nicien ulega zakazeniu,
ma miejsce intensywna produkcja czynnikOw
niszczacych lub hamujacych wzrost patoge-
now. Do czynnikéw tych naleza lizozym,
lipaza, a takze caenopory (ang. caenopores),
podobne do odkrytych wczesniej u pierwot-
niakow amebapor (ang. amoebapores) i pro-
teiny podobne do sapozyn (GRAVATO-NOBRE
i HODGKIN 2005). Amebapory sa enzymami
degradujacymi lipidy i formujacymi pory w
blonie komorkowej patogenu, a ich prze-
ciwbakteryjna rola zostala odkryta rOwniez
u ssakoéw. Badania z wykorzystaniem mikro-
macierzy pozwolily rowniez na odkrycie co
najmniej 6 réznych drog transdukcji sygnatu,
ktore wydaja si¢ by¢ aktywowane po zakaze-
niu i prowadza do produkcji wspomnianych
czynnikow antybakteryjnych. Sa to: (i) droga
zwiazana z aktywacja czynnika podobnego
do TGF- (ang. transformin growth factor
-like pathway), (ii) droga zwiazana z aktywa-
cja czynnika podobnego do receptora insuli-
ny (ang. insulin-receptor-like pathway), (iii)
droga zwiazana z programowana S$miercia
komorki (ang. programmed cell heath, PCD)
i w koficu trzy drogi zwiazane z kinazami
MAP (p38, cJun i ERK). Bardzo ciekawy jest
fakt, ze do aktywacji wiekszoSci z tych szla-
kow dochodzi rowniez w odpowiedzi na
stres i podczas rozwoju C. elegans (TAN i Au-
SUBEL 2000).

Warto zaznaczyC, ze C. elegans nie jest
jednak idealnym gatunkiem do badan re-



Bezkregowce i kregowce zmiennocieplne jako modele w badaniach choréb

471

akcji odpornosciowych. Podobnie jak inne
zwierzeta bezkregowe, nie posiada bowiem
odpornosci nabytej i, co charakterystyczne
tylko dla nicienia, nie ma wcale lub prawie
wcale fagocytow bedacych odpowiednikiem
makrofagobw i neutrofili (GRAVATO-NOBRE i
HODGKIN 2005). Wydaje sie, ze gtownymi ko-
morkami odpowiadajacymi na zakazenie sa u
niego komorki nabtonkowe, ktore spelniaja

role podobna do tej, jaka u kregowcow spet-
nia tkanka limfatyczna zwiazana z blonami
Sluzowymi (ang. mucosa-associated lympha-
tic tissue, MALT). Ponadto, nie udaly sie do
tej pory proby uzycia C. elegans w badaniach
zakazen wirusowych, bakteriami wewnatrz-
komorkowymi oraz wielokomérkowymi pa-
sozytami (GRAVATO-NOBRE i HODGKIN 2005).

MUSZKA OWOCOWA (DROSOPHILA MELANOGASTER)

Sposrod zwierzat bezkregowych najbar-
dziej popularnym obiektem badawczym
jest muszka owocowa (wywilznia karlowka,
Drosophila melanogaster). Jest niewielkim
owadem mierzacym 2-3 mm, nalezacym do
rzedu muchowek. Dzicki tatwej hodowli i
prostemu sposobowi krzyzowania (zdolne
do rozmnazania po 2-3 tygodniach) muszki
owocowe sa powszechnie stosowane w ba-
daniach genetycznych. Genom muszki owo-
cowej zostal w caloSci zsekwencjonowany i
opublikowany w 2000 r. na tamach Nature
(ADAMS 2000).

Drosophila melanogaster jest uzywana w
badaniach kilku choréb neurodegeneracyj-
nych takich jak: choroba Parkinsona, choro-
ba Huntingtona, ataksja czy tez w chorobie
Alzheimera. Naukowcy stworzyli transgenicz-
ne linie Drosophila, z nadekspresja zmuto-
wanych bialek, ktére powoduja neurodege-
neracje. Co szczegolnie wazne w kontekScie
niniejszej pracy muszka owocowa wykorzy-
stywana jest rowniez do badan nad odporno-
Scia wrodzona. Pierwsza linia obrony owada
przed zakazaniem jest zewnetrzna kutikula
i chitynowe membrany wysScielajace jelito i
tchawki (glowna droga infekcji). Dodatko-
wa ochrone przed zasiedleniem jelita przez
patogeny stanowi niskie pH i wydzielanie
czynnikow bakteriobdjczych takich, jak np.
lizozym. W przeciwienstwie do opisanego
powyzej C. elegans, muszka owocowa posia-
da kilka tysiecy wyspecjalizowanych komo-
rek immunokompetentnych — hemocytow,
zdolnych m.in. do fagocytozy. Hemocyty, na
podstawie ich funkcji i morfologii, podzieli¢
mozna na 4 glowne grupy: komorki wydziel-
nicze, fagocytujace plazmatocyty (najliczniej-
sza populacja), lamellocyty zaangazowane w
procesie enkapsulacji (otaczania) pasozytow
i tzw. komorki krystaliczne biorace udziat
w procesie melanizacji — konwersji dopa-
miny w toksyczna dla patogené6w melanine
(LANOT i wspotaut. 2001). Badania hemato-

poezy muszki owocowej wykazaly udzial w
tym procesie 3 genow: serpent, lozenge i U-
shape, podobnych w budowie i funkcji do
genow GATA, AMLI (ang. acute myeloid leu-
kemia-1), FOG (ang. friend of GATA), zaanga-
zowanych w hematopoeze ssakow (LANOT i
wspotaut. 2001). Warto rowniez wspomnied,
ze wyprowadzono kilka linii komorkowych,
pozwalajacych na efektywne badania odpor-
noSci muszki w warunkach in vitro. Przykla-
dowo linie plazmocytow S2, KC, BG2-C6 i
Shi uzywane sa szeroko do badania procesu
fagocytozy oraz mechanizmOow obrony prze-
ciwko patogenom wewnatrzkomoérkowym,
np. Mycobacterium fotiuitum oraz grzy-
bom. W ostatnich latach badania te znacznie
wzbogacilo uzycie wspomnianych juz RNAj,
powodujacych wyciszanie rozmaitych genow
zwiazanych z odpornoScia (LEVITIN i WHITE-
WAY 2008).

Rozpoznanie patogenu pobudza rowniez
gwaltowna kaskade czynnikéw proteolitycz-
nych oraz produkcje w ciele tluszczowym
dodatkowych biatek skierowanych przeciw-
ko mikroorganizmom (ang. antimicrobial
peptides, AMP), biatek odpowiedzi na stres,
czy czasteczek ograniczajacych dostepnosé
zelaza (Tzou i wspotaut. 2002) (Ryc. 2). Spo-
srod AMP wyrdznia si¢ przeciwgrzybiczne
drozomycyny i miecznikowiny, skierowane
przeciwko bakteriom Gram-: atacyny, cekro-
piny, dipterycyny i drozocyny, oraz defensy-
ny atakujace bakterie Gram+. Stwierdzono,
ze sposrod 13600 genow Drosophila ekspre-
sja kilkuset ulega zmianie podczas zakazenia
(Tzou i wspotaut. 2002).

Badania D. melanogaster zaowocowaly
lepszym poznaniem procesu rozpoznawania
wzorcow molekularnych zwiazanych z pa-
togenami (PAMP) przez receptory TLR. Re-
ceptory Toll zostaly po raz pierwszy opisane
wlaSnie u muszki owocowej, jako jeden z
czynnikow warunkujacych prawidlowe rozni-
cowanie grzbieto-brzuszne, a nastepnie oka-
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Ryc. 2. Mechanizmy odpornoSciowe urucha-
miane po rozpoznaniu patogenu w organizmie
muszki owocowej (Drosophila melanogaster)
(wg Tzou i wspoétaut. 2002, zmodyfikowana).

Wzorce molekularne, takie jak np. lipopolisacharyd
(LPS) czy peptydoglikan, sa rozpoznawane przez he-
mocyty, ktore zdolne sa do fagocytozy, enkapsulacji
oraz produkcji wolnych rodnikéw. Uktad profenylo-
oksydazy bierze udzial w procesie melanizacji, czy-
li konwersji dopaminy w toksyczna dla patogenow
melaning. Po aktywacji szlaku zwiazanego z biatkiem
Toll (rozpoznanie grzyboéw i bakterii Gram+), bial-
kiem Imd (ang. immune deficiency) po rozpoznaniu
bakterii Gram- lub uruchomianiu kaskady sygnato-
wej Jak/STAT (ang. Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription) dochodzi do produk-
cji peptydow skierowanych przeciwko mikroorgani-
zmom (ang. antimicrobial peptides, AMP).

zalo si¢, ze te same receptory biora udzial w
obronie przeciw grzybom i bakteriom Gram+
(WANG i LIGOXYGAKIS 2006). Pozniejsze bada-

nia pozwolily odkry¢ u muszki jeszcze jedna,
niezalezna od receptorow Toll, droge rozpo-
znawania patogenéw — Imd (ang. immune
deficiency pathway). Na drodze tej dochodzi
do rozpoznania bakterii Gram-. Obie drogi
wydaja si¢ przebiegac niezaleznie i prowadza
do powstania innych AMP (Tzou i wspotaut.
2002, AKIRA i TAKEDA 2005). W przeciwien-
stwie do kregowcow, receptory Toll muszki
nie rozpoznaja struktur PAMP bezposrednio.
Sadzi si¢ obecnie, Ze rozpoznanie patogenu
uaktywnia zewnatrzkomorkowa kaskade pro-
teolityczna w hemolimfie, co prowadzi do
aktywacji bialka Spatzle. Biatko to po zwiaza-
niu z receptorem Toll doprowadza do trans-
dukgcji sygnatu i degradacji biatka Cactus, ho-
mologicznego do IkB, a to z kolei umozliwia
translokacje do jadra komoérkowego czynni-
kow transkrypcyjnych Dorsal i Dif. Czynniki
te inicjuja powstawanie odpowiednich bialek
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybicznych
(Ryc. 1, srodkowy panel).

Muszka owocowa wykorzystywana jest
do badania wirulencji zmutowanych szcze-
poOw Pseudomonas aeruginosa. Innymi pato-
genami, ktére moga by¢ z sukcesem badane
przy uzyciu Drosophila, sa ludzkie pasozyty,
w ktorych przenoszeniu posrednicza owady,
np. wywotujace malari¢ zarodZce z rodzaju
Plazmodium (TzOU i wspoétaut. 2002).

D. melanogaster okazala si¢ tez byC zna-
komitym modelem do badan infekcji grzybi-
czych. Naktucie ciala owada igta pokryta taki-
mi znanymi z zakazen u czlowieka grzybami,
jak Candida albicans, Cryptococcus neofor-
mans czy Aspergillus neoformans, wykaza-
o, ze patogeny te moga by¢ letalne dla owa-
dow, a nasilenie SmiertelnosSci zmienia sie u
muszek z mutacjami w obrebie genow szlaku
Toll (LEVITIN i WHITEWAY 2008).

DANIO PREGOWANE (DANIO RERIO)

Danio pregowane (Danio rerio) nalezy
do ryb doskonatokostnych (Teleostei) i, wraz
z karpiem krolewskim i karasiem srebrzy-
stym, zalicza si¢ go do rodziny karpiowatych
(Cyprinidae). Danio zamieszkuje naturalne
zbiorniki wodne Indii, Pakistanu i Butanu,
ale od lat jest rOwniez jedna z najczeSciej ho-
dowanych ryb akwariowych. Danio to smu-
kta mata rybka, posiadajaca wzdtuz grzbietu
pie¢ rownoleglych, niebieskich paskow. Osia-
ga dlugos¢ ok. 4 cm, jest tatwa w hodowli
(jedna samica jest w stanie zlozy¢ okoto 200

jaj na tydzien). Danio rerio jest obiektem ba-
dawczym w projekcie sekwencjonowania ge-
nomu (http://www.sanger.ac.uk/Projects/D_
rerio), a wstepne wyniki wydaja sie potwier-
dza¢, ze genom danio zawiera wiele genow
homologicznych (ortologicznych) w stosun-
ku do genomu ssakoéw (BARBAZUK i wspotaut.
2000).

Juz od ponad 30 lat danio wykorzystywa-
ny jest w badaniach ontogenetycznych. Za-
rodki oraz larwy w ciagu pierwszych kilku
dni rozwoju sa przejrzyste, co ulatwia ich
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badania i manipulacje. Danio jest rowniez
zwierzeciem, u ktorego w sposOb stosun-
kowo prosty dokona¢ mozna modyfikacji
genetycznych. Jedna z metod modyfikacji
genetycznych uzywanych dla tego gatunku
jest technika z uzyciem zmodyfikowanych
antysensownych oligonukleotydow (morpho-
lino). Wstrzykni¢cie do zarodkOw specyficz-
nych dla danego genu morpholino powodu-
je przejsciowe (do 5 dni) wyciszenie funkcji
danego genu poprzez zahamowanie spli-
cingu (skladanie genu) lub translacji mRNA
(NASEVICIUS i EKKER 2000).

W  przeciwienstwie do opisanych po-
przednio zwierzat bezkregowych, ryby do-
skonatokostne posiadaja w pelni rozwiniety
uklad odpornosciowy, skladajacy sie zarow-
no z odpornosci wrodzonej, w ktorej zaanga-
zowane sa gltownie fagocyty, jak i odporno-
Sci nabytej, w ktorej biora udzial limfocyty.
Niewatpliwa zaleta danio, wykorzystywana
w badaniach reakcji odpornoSciowych jest
fakt, ze poznano juz punkty czasowe w roz-
woju osobniczym, na jakich pojawiaja si¢ po-
szczegoOlne typy leukocytow. I tak, makrofagi
pojawiaja sie okoto 25 godziny po zaplod-
nieniu (ang. hours post-fertilization, hpf),
neutrofile w 48 hpf, natomiast dopiero w 4
dniu po zaplodnieniu dochodzi do ekspresji
genow rag-1 i rag-2, zwiazanych z rozwojem
limfocytow. Zaznaczy¢ jednak trzeba, ze od-
pornos¢ nabyta rozwija si¢ u danio przez ko-
lejne 4-6 tygodni, a pierwsze wyprodukowa-
ne przeciwciala sa wykrywane w 4 tygodnie
po zapltodnieniu (VAN DER SAR i wspotaut.
2004).

Ze wzgledu na swoje niewielkie rozmia-
ry i przejrzystoS¢ ciala mozliwe stato si¢ ob-
serwowanie przebiegu reakcji odpornoscio-
wych danio w czasie rzeczywistym, tak jak
to opisano powyzej dla C. elegans. W tym
celu wygenerowano szereg transgenicznych
linii rybki z wyznakowanymi fluorescencyj-
nie specyficznymi populacjami leukocytow,
np. GATA-1¢°** to ryby z wybarwionymi bial-
kiem GFP komorkami linii erytroidalnej, a u
ryb linii ragl<“™ i rag2<™ Swieca” niedojrza-
te limfocyty (VAN DER SAR i wspotaut. 2004,
SULLIVAN i KIM 2008).

Danio i ssaki moga by¢ zakazane przez
podobne patogeny. Przykladowo, danio jest
wrazliwe na zakazenia typowych dla ssakow
patogenow, takich jak Listeria monocytoge-
nes czy Streptococcus pyogenes, moze row-
niez by¢ zakazany patogenami typowymi dla
ryb, ale blisko spokrewnionymi z patoge-
nami ssakow. Na przyklad danio zakaza si¢

bakteria Mpycobacterium marinum, blisko
spokrewniona z wywolujacym gruzlice Myco-
bacterium tuberculosis. Zgodnie z oczekiwa-
niami, M. marinum jest w stanie przetrwac
i powiela¢ si¢ u dorostych danio, co prowa-
dzi do rozwoju ostrej lub przewlektej choro-
by, w zaleznoSci od drogi podania patogenu
(SULLIVAN i KM 2008). W tym miejscu war-
to wspomnied, ze w naturalnych warunkach
patogeny zakazaja danio poprzez przewod
pokarmowy, skrzela lub zranienia na po-
wierzchni skory. Dodatkowo zrodiem zaka-
zefi moga by¢ takze pijawki i inne pasozyty
ssace krew. W przypadku zakazen ekspery-
mentalnych gléwna droga podania patoge-
nu pozostaje jednak dootrzewnowa iniekcja
lub zanurzenie (imersja) w kapieli wodnej,
zawierajacej badany patogen, przy czym je-
dynie ta pierwsza droga podania pozwala na
petna kontrole dawki podanego patogenu
(VAN DER SAR i wspotaut. 2004).

W badaniach z uzyciem M. mariunum,
wybarwione fluorescencyjnie bakterie poda-
wane sa przezroczystym zarodkom (32 hpf),
a rozwoj odpowiedzi moze by¢ Sledzony w
czasie rzeczywistym (VAN DER SAR i wspol-
aut. 2004). Eksperymenty te pozwolily mie-
dzy innymi zaobserwowac tworzenie si¢ wo-
kot bakterii, charakterystycznych dla gruzlicy,
wielojadrowych komorek olbrzymich (ang.
giant cells), powstalych z potaczenia makro-
fagow i tzw. ziarniniakow, czyli zgrupowan
makrofagéw oraz innych leukocytéw wraz
z elementami macierzy pozakomorkowej.
Struktury te maja za zadanie otoczenie pato-
genow lub cial obcych, ktorych nie udato sie
wyeliminowa¢ na drodze fagocytozy (MAJNO
i Joris 2004). Wiele wynikéw uzyskanych
podczas badan nad danio z pewnoScia be-
dzie przydatnych w badaniach nad ludzka
gruzlica (VAN DER SAR i wspoétaut. 2004, SuL-
LIVAN i KiM 2008).

Z kolei w doswiadczeniach przeprowa-
dzanych przez MENUDIER’A i wspolpracow-
nikow (1996) ryby zakazane byly réznymi
gatunkami Listeria. W przeciwienstwie do
myszy, danio okazaly si¢ znacznie mniej
wrazliwe na te zakazenia, a dawka patogenu
powodujaca Smierc¢ zwierzat byla u nich wie-
lokrotnie wyzsza. A zatem zidentyfikowanie
czynnikow odpowiedzialnych za to zjawisko
by¢ moze bedzie pomocne w leczeniu liste-
rioz ssakow (SULLIVAN i KiM 2008)..

Danio jest rOwniez uzywane w badaniach
zakazefn wirusowych. Podobnie, jak to miato
miejsce w przypadku patogenow bakteryj-
nych, rowniez w przypadku zakazefi wiruso-
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wych stosuje si¢ dwa podejscia: ryby zakaza
sic wirusami charakterystycznymi dla ryb
karpiowatych albo patogenami charaktery-
stycznymi dla ssakow. W obydwu wypadkach
wiaze si¢ to z trudnoSciami w dopasowaniu
temperatury hodowli ryb do takiego pozio-
mu, by byt on rOwnoczes$nie optymalny dla
rozwoju infekcji (YODER i wspotaut. 2002).

Wykazano, ze danio jest wrazliwe na zaka-
zenia wirusem IHNV (ang. infectious hema-
topoietic necrosis virus), SVCV (ang. spring
viremia of carp virus); w obydwu wypadkach
rozwoj choroby nastepuje tylko u osobnikow
dorostych (SuLLIvaN i Kim 2008). Wirus wio-
sennej wiremii (SVCV) wystepuje zazwyczaj
u karpi, a jego ogniska zwykle pojawiaja si¢
zima lub wczesna wiosna, poniewaz nizsza
temperatura wptywa hamujaco na aktywnos¢
systemu odpornoSciowego ryb. Zgodnie z
oczekiwaniami, réwniez u danio wyniki za-
kazenia zaleza od temperatury, cho¢ rdznice
miedzy poszczegbdlnymi temperaturami sa
mniej wyrazne niz u karpia. Stwierdzono, ze
wirus wiosennej wiremii powoduje u danio
uszkodzenie tkanek i narzadow wewnetrz-
nych, krwawe wybroczyny i stany zapalne.

Z kolei badania z uzyciem rabdowirusa
SHRV (ang. snakehead rhabdovirus) wykaza-
ty, ze zakazenie zarodkéw (24 hpf) poprzez
imersje powoduje okoto 55% Smiertelnosc,
podczas gdy dootrzewnowe podanie tego wi-
rusa osobnikom dorostym powoduje Smier-
telnoS¢ siegajaca 70%. Przy czym zaréwno w
przypadku zarodkow, jak i dorostych osobni-
kow zakazenie SHRV powodowalo podniesie-
nie ekspresji czynnikéw antywirusowych, ta-
kich jak interferon (IFN) i biatko Mx. Cieka-
we wydaje sie odnalezienie czynnikow, ktore
wplywaja na zmniejszenie Smiertelnosci mio-
dych osobnikow (VAN DER SAR i wspoOlaut.
2004, SULLIVAN i KiM 2008).

Jak juz wspomniano, podstawowa zalete
badan danio stanowi mozliwo$¢ analizy reak-
¢ji odpornosciowych w czasie rzeczywistym,
dzieki zastosowaniu znakowania komorek
patogenow lub leukocytéw ryb biatkami flu-
orescencyjnymi, np. GFP. Zaznaczy¢ jednak
trzeba, ze do tego typu analizy moga byc¢ je-
dynie wykorzystywane osobniki przezroczy-
ste (w przypadku danio do 8 dnia po zaptod-
nieniu), co oznacza niemoznoS¢ przeprowa-
dzania takich badan w przypadku dojrzatych
osobnikow. W tym kontekScie nie mozna za-
pomina¢ o istniejacych zarowno u ryb, jak i
u ssakow roznicach w odpowiedzi immuno-
logicznej osobnikoéw mtodych i dorostych i o
bardzo istotnym zjawisku dojrzewania odpor-

nosci (GOrAB i wspotaut. 2004). Naukowcy
maja jednak nadziej¢, ze w najblizszej przy-
sztoSci mozliwe bedzie wyprowadzenie linii
danio, ktore pozostawa¢ beda przejrzyste
nawet w pozniejszych stadiach zycia, tak jak
udato si¢ to osiagnac dla innej rybki akwario-
wej — ryzowki japonskiej (Oryzias latipes)
(WAKAMATSU i wspoétaut. 2001).

Niewatpliwa niedogodnoScia w studio-
waniu uktadu odpornoSciowego danio pozo-
staje nadal prawie zupelny brak narzedzi do
badan na poziomie identyfikacji jego biatek,
przede wszystkim przeciwcial monoklonal-
nych skierowanych przeciwko markerom ko-
morkowym i cytokinom. Dostepne na rynku
przeciwciala swoiste wobec bialek ssakow
najczesciej nie wiaza sie specyficznie z odpo-
wiednimi bialkami danio. Problem ten obec-
nie rozwiazuje si¢ badajac odpornos¢ ryb na
poziomie molekularnym gléwnie przez se-
kwencjonowanie genow kodujacych biatka
biorace udzial w reakcjach odpornosciowych
i badanie ekspresji ich mRNA. Bardzo po-
mocny w tych poczynaniach jest oczywiscie
projekt sekwencjonowania calego genomu
danio pregowanego, prowadzony przez firme
Sanger. Nie mozna jednak w tym kontekScie
zapomina¢, ze duplikacja genow i dystans
filogenetyczny pomiedzy rybami a ssakami
powoduja znaczne trudnoSci w interpretacji
czy dane geny sa rzeczywistymi ortologami
— genami homologicznymi o takiej samej lub
zblizonej funkcji. Wydaje si¢, ze w przyszio-
Sci w rozwazaniach tych nieco pomoze anali-
za syntenii genow, czyli ich wystepowania w
okreslonym porzadku u réznych gatunkow.

Immunologom badajacym odpornos¢ ryb,
a w szczegolnosci ryb karpiowatych, ciagle
doskwiera rowniez brak specyficznych linii
komorkowych umozliwiajacych badania po-
szczegoOlnych populacji leukocytow. W przy-
padku danio jest to szczegOlnie uciazliwe,
poniewaz male rozmiary zwierzat nie pozwa-
laja na wyizolowanie dostatecznej liczby ko-
morek, niezbednej do przeprowadzenia wia-
rygodnych testow in wvitro. Wiele laborato-
riow rozwiazuje ten problem wykorzystujac
w badaniach narzady i komorki pobrane od
karpia (Cyprinus carpio L.), ktory jest gatun-
kiem blisko spokrewnionym z danio.

Pomimo iz model infekcyjny z uzyciem
danio jest stosunkowo nowy, udato si¢ prze-
prowadzi¢ doSwiadczenia z kilkoma patoge-
nami, zarOwno wirusowymi, jak i bakteryjny-
mi. Jak juz wspomniano, problemem z wyko-
rzystaniem w tych badaniach patogenow ssa-
kow moze by¢ temperatura przetrzymywania
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ryb, ktora najczeSciej nie jest temperaturg
optymalna do rozwoju patogenu. Trzeba tu
przypomnie¢, ze danio sa zazwyczaj hodo-
wane w temperaturze 26-28°C, a w wWyZszej
temperaturze wykazuja zwickszona Smiertel-
no$¢, natomiast temperatura optymalna dla

rozwoju ssaczych patogenow to okoto 37°C.
Dlatego coraz czeSciej w tego typu bada-
niach wykorzystuje si¢ patogeny ryb blisko
spokrewnione z chorobotworczymi patoge-
nami ssakOw lub patogeny o zmodyfikowa-
nych preferencjach termicznych.

ZABA SZPONIASTA (XENOPUS LAEVIS)

Zaba szponiasta (Platana szponiasta, Xe-
nopus laevis) jest ptazem bezogonowym z
rodziny grzbietorodowatych (Pipidae). Pro-
wadzi wodny tryb zycia, nalezy do gatunkow
synantropijnych, moze przetrwac¢ por¢ sucha
w wilgotnym mule na dnie zbiornikéw wod-
nych. Osiaga dlugos¢ od 8 cm (samce) do 15
cm (samice). Kilka razy w roku samica skla-
da jaja, ktorych liczba dochodzi do 15000
sztuk. Jaja maja wielkoS¢ ok. 3 mm. Kijanki
wylegaja si¢ z jaj po 48 godzinach. Przeobra-
zenie trwa od 15 do 20 dni. Xenopus laevis
potrzebuje od 1-2 lat, aby osiagnac¢ dojrza-
los¢ plciowa. Zaby te sa latwe w hodowli,
posiadaja duze komorki jajowe, a ich kijanki
sa przezroczyste. Wszystko to sprawia, ze la-
two i dokladnie mozna Sledzi¢ poszczegdolne
etapy rozwoju zarodka.

Co ciekawe, juz na poczatku XX w. sa-
mice tych zab byly uzywane w naturalnych
testach ciazowych. Okazato sie bowiem, ze
sa niezwykle wrazliwe na ludzki hormon
ciazowy — gonadotropine kosmowkowa, i
wstrzykni¢cie mtodym samicom moczu cie-
zarnych kobiet powodowalo u nich silna
owulacje.

W kontekScie niniejszej pracy, szczegoOl-
nie wazny jest fakt uzycia tego gatunku w
badaniach filogenezy i ontogenezy odporno-
Sci wrodzonej i nabytej. Jest to mozliwe mie-
dzy innymi dzieki mozliwoSci manipulowa-
nia uktadem odpornoSciowym na wczesnych
stadiach rozwojowych, co zwiazane jest za-
rOwno z pozaustrojowym rozwojem tego
ptaza, jak i faktem, ze kijanki X. laevis sa
przezroczyste. Manipulacje, takie jak wczesna
tymektomia (grasice usuwa sie¢ w odpowied-
nich stadiach larwalnych chirurgicznie, badz
poprzez naSwietlanie promieniami gamma),
pozwolily miedzy innymi na stwierdzenie
kluczowej roli limfocytow T w odpowiedzi
przeciwnowotworowej, a takze w odrzuca-
niu przeszczepow skornych (np. HORTON i
wspotaut. 1998). Jednymi z najbardziej war-
toSciowych instrumentow w badaniach do-
tyczacych odpornoSci platany, szczegolnie
badan bialek gléwnego ukladu zgodnosci

tkankowej (MHC), bylo stworzenie wsob-
nych szczepow zwierzat, takich jak: szczep F
(f/f MHC haplotyp) (DU PASQUIER i wspolaut.
1975) i J (j/j MHC haplotyp) (TOCHINAI i Ka-
TAGRI 1975), a takze zdefiniowanych synge-
nicznych klonéw zab. Te ostatnie stworzono
dzieki gynogenetycznej krzyzowce miedzyga-
tunkowej pomiedzy X. laevis i X. gilli (DU
PASQUIER i wspotaut. 1975). Zaréwno X. la-
evis, jak i spokrewniony z nim gatunek zaby
Siurana (Xenopus) tropicalis, potocznie zwa-
ny zachodnia zaba szponiasta, sa w ostatnich
latach wykorzystywane w badaniach reakcji
odpornoSciowych (MORALES i ROBERT 2008),
w szczegllnosci do testowania odpowie-
dzi przeciwko grzybowi Batrachochytrium
dendrobatis i ranawirusowi. W tym miejscu
warto zauwazy¢, ze obydwa te patogeny od-
powiedzialne sa prawdopodobnie za obser-
wowany w ciagu ostatniej dekady, spadek
liczebnoSci Swiatowej populacji wolno-zyja-
cych ptazow. A zatem badania przeprowadza-
ne na platanie przyczyni¢ sie moga to zaha-
mowania tego procesu. Stwierdzono miedzy
innymi, ze wiele antybakteryjnych peptydow
pochodzacych ze skory X. laevis hamuje
wzrost B. dendrobatis (ROLLINS-SMITH i CoO-
LON 2005) i namnazanie wirusOw (CHINCHAR
i wspotaut. 2004). Co ciekawe, aktywacja osi
stresu (ang. hypothalamic-pituitary-adrenal
axis, HPA) u plazow powoduje uwalnianie
tych wtasnie peptydow. Badania prowadzo-
ne na plazach moga réwniez pomoc w wyja-
$nieniu pewnych mechanizmow zwiazanych
z komunikacja ukladow odpornoSciowego i
neuroendokrynnego.

Nowe mozliwosci w badaniach odpor-
noSci platany przyniost projekt sekwencjo-
nowania genomu Xenopus. Badania te pro-
wadzone sa na X. tropicalis, a nie X. laevis.
Zadecydowaly o tym wzgledy praktyczne,
X. tropicalis jest bowiem zdecydowanie
mniejsza od zaby szponiastej (wymaga wiec
mniejszej przestrzeni hodowlanej), a zdolna
do rozrodu staje si¢ juz po 4 miesiacach. Ma
tez mniejszy genom — po dwie kopie kazde-
go genu rozmieszczone na 10 parach chro-
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mosomow, podczas gdy X. laevis moze mieé
nawet 4 kopie kazdego genu rozmieszczo-
ne na 18 parach chromosoméw (HELLSTEN i
wspotaut. 2010). Z opublikowanych w kwiet-
niu 2010 r. badan genomu X. tropicalis wy-
nika, ze prawie 80% (ok. 1,7 tys.) wszystkich
ludzkich genow zwiazanych z chorobami o
podtozu genetycznym, ma swoje odpowied-
niki u tego gatunku (HELLSTEN i wspolaut.
2010), co dowodzi, ze zachodnia zaba szpo-
niasta moze postuzy¢ do badan wrodzonych
schorzen czlowieka. Badania genomu X. tro-
Ppicalis pozwolily do tej pory na uzupelnienie
naszej wiedzy na temat Sciezek aktywacji do-
petniacza, cytokin prozapalnych i chemokin.
Stwierdzono ponadto, ze genom X. tropicalis
zawiera co najmniej 75 genow kodujacych

biatka zwiazane z receptorami dla fragmen-
tu Fc przeciwcial. Funkcja wielu z tych ge-
now jest obecnie nieznana, ale ich niezwykla
roznorodnos$¢ i ich podzial na dwie grupy
receptorow sygnalizacji, aktywatory i inhi-
bitory, sugeruje, ze biora udzial w regulacji
funkcji uktadu odpornosciowego (MORALES i
ROBERT 2008).

Bardzo waznym elementem projektu ze-
spotu Hellstena bylo odkrycie i analiza tych
regionow genomu, w ktorych geny zaby ulo-
zone sa niemal w tym samym porzadku, co u
innych kregowcow w tym czlowieka (synte-
nia). Zbadanie tych odcinkéw pomoze w lep-
szym zrozumieniu procesoOw ewolucji, w tym
oczywiScie rowniez ewolucji odpornosci.

WNIOSKI KONCOWE

Dzi¢ki rozwojowi nauk biologicznych,
nowoczesnym technologiom oraz uzyteczno-
Sci takich zwierzat jak: Drosophila melano-
gaster, Caenorhabditis elegans, Xenopus la-
evis czy Danio rerio, osiagnieto wysoki sto-
pien zaawansowania badan w tym takze nad
uktadem odpornosSciowym. Przyczynily sie
one do poszerzenia wiedzy na temat wielu
skomplikowanych proceséw metabolicznych,
procesOw zwigzanych ze starzeniem si¢ or-
ganizmow czy tez identyfikacji czynnikow
odpowiedzialnych za rozne patologie m.in.
przerzutowanie nowotworowe, odrzucanie
przeszczepOw, czy choroby autoimmuniza-
cyjne. Nie mozna jednak zapominac, ze ba-
dania na organizmach modelowych sa tylko
jednym ze szczebli badan i zanim konkretne

rozwiazania wprowadzone zostana do badan
klinicznych poprzedzone musza byc¢ skrupu-
latnymi studiami na organizmach blizej spo-
krewnionych z cztowiekiem.
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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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