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Indukcja i hamowanie
humoralnych reakcji odpornoSciowych u poczwarek
Sphinx pinastri (Lepidoptera: Sphingidae)

Induction and inhibition of cell-frec antibacterial response in Sphinx pinastri pupae
(Lepidoptera: Sphingidae)

WSTEP

U owadéw wystepuje skuteczny system obrony przeciwzakaznej jamy ciala,
w ktérym wspotdziatajg mechanizmy komérkowe i humoralne. Hemocytarne reak-
cje obronne po rozpoznaniu struktur obcych (non-self’) powoduja ich niszczenie,
sekwestracje lub usuwanie z organizmu owada (9, 11). Wrodzone i nabyte od-
czyny humoralne niszczg bezposrednio patogeny dzi¢ki obecnoSci w hemolimfie
owada biatek i polipeptydow wykazujgcych dziatanie bakteriobdjcze.

Jednym z pierwszych i najlepiej poznanym czynnikiem wrodzonej odpornosci
humoralnej owadéw jest lizozym (3), ktéry dziata litycznie gtéwnie przeciwko
saprofitycznym bakteriom Gram-dodatnim (10, 13) oraz nielicznym gatunkom
bakterii Gram-ujemnym, posiadajacym w Scianie komérkowej mureing wrazliwg
na dziatanie lizozymu (8). Poziom lizozymu wzrasta we krwi owada w zakaze-
niach lub w wyniku manipulacji do§wiadczalne;.

Cekropiny stanowig grupe indukowalnych polipeptydéw zasadowych o ma-
sie okoto 4 kDa i silnym dziataniu bakteriobdjczym na bakterie Gram-ujem-
ne i liczne gatunki bakterii Gram-dodatnich. Cekropiny sy podstawowsy kla-
sg indukowalnych biatek odpornosciowych u wielu grup owadéw holometabo-
licznych, w tym giéwnie u Lepidoptera (2). Pojawiajg si¢ w hemolimfie owa-
da wskutek zaburzenia homeostazy organizmu, bedacego wynikiem zakazenia
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lub immunizacji doSwiadczalnej. Przeciwbakteryjne polipeptydy i biatka hemo-
limfy zaangazowane sg w likwidacj¢ zakazenia jamy ciala bakteriami saprofi-
tycznymi (7).

W celu lepszego poznania podstaw molekularnych ukiadu odpornosciowego
owadow stosowane sg do hamowania odpowiedzi immunologiczne] substancje
znane z efektywnego dzialania supresyjnego na mechanizmy odpornosciowe
ssakow. W badanmach nad kinetyka hypersyntezy lizozymu i syntezy de novo
cekropin u pobudzonych immunologicznie owadow cz¢sto stosowane sg inhibitory
metaboliczne, a wsrdd nich aktynomycyna D i cykloheksymid (5).

MATERIAL I METODY

Poczwarki zawisaka borowca Sphinx pinastri (Lepidoptera: Sphingidae) w stanie diapauzy zi-
mowej, nie wykazujjce objawdow porazenia muchowkami z rodziny raczycowatych (Tachinidae).
uzyto do badan nad indukcjq i hamowanicm humoralnych procesow odpornosciowych. Odpowiedz
przeciwbakteryjng u Sp/unx indukowano przy uzyciu immunogendw biotycznych, abiotycznych
oraz czynnika stresowego. Zywe komorki bakterii saprofitycznej Enterobacter cloacae, szczep 312
w dawce ok 10* komérek/owad. oraz kompleks lipopolisacharydowy (LPS) Pseudomonas aeru-
ginosa w dawce 5 ug/owad, stanowity induktory biotyczne. Jako czynnik abiotyczny zastosowano
sterylny bulion odzywczy w objetosci 10 ul/owad, natomiast 2-krotne naktucie powiok ciata owada
uznano za mechaniczny czynnik stresowy.

Oznaczanie aktywnosci przeciwbakteryjnej hemolimfy

Aktywnos¢ bakteriobojczq lizozymu (anty-Micrococcus luteus) i typu cekropin (anty-Escheri-
chia coli) w hemolimfic poczwarck S. pinastri oznaczono metody basenikowo-dyfuzyjng na
ptytkach Petriego z odpowiednim podtozem indykatorowym. Do ilo§ciowego oznaczania lizozymu,
plytka Petriego zawierata zbuforowane (bufor Sorensena 0,060 M, pH 6,4) podioze agarowe (1%
agaroza), w ktorym zawieszono liofilizowane komorki Micrococcus luteus, stanowigce specyticzny
substrat dziatania lizozymu. Podtoze zawierato rowniez streptomycyng w celu zahamowania
wzrostu towarzyszacych bakterii i grzybow. Srednica stref bakteriolizy wokot basenikow ($rednica
2,7 mm) wypeinionych hemolimfy owadow byta po 24 godz. inkubacji w 28°C proporcjonalna
do stezenia lizozymu w badanych probkach. Poziom aktywnosci enzymu bakteriolitycznego typu
lizozymu w hemolimfie poczwarck oceniono z krzywej kalibracyjnej wyznaczonej ze znanych
stezen lizozymu biatka jaja kurzego (EWL) i wyrazano w ug/ml hemolimfy w przeliczeniu na
aktywnos¢ standardu.

W przypadku oznaczania aktywnosci bakteriobojczej typu cekropin, szczep indykatorowy
Escherichia coli D31 z fazy wzrostu logarytmicznego zawieszono w migkkim (0,7%) agarze
odzywczym, zawierajacym streptomycyng i slady fenylotiomocznika w celu zahamowania zakazen
bakteryjnych i postgpujjcej melanizacji hemolimty. Strety przcjasnienia wokot basenikow ($rednica
2,7 mm) swiadczyly o bakteriobdjczym dziataniu cekropin, obecnych w badanej hemolimfie,
na drobnoustroj indykatorowy. Poziom aktywnosci cekropin w hemolimfie badanych owadow
oceniano z krzywej kalibracyjnej wyznaczonej ze znanych stezei syntetycznej cekropiny A (Sigma)
z Hyalophora cecropia. Aktywno$c bakteriobojczg typu cekropin hemolimfy poczwarek Sphinx
wyrazano w ug/ml w przeliczeniu na aktywnos¢ syntetyczne) cekropiny A.
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Hamowanie aktywnoSci przeciwbakteryjnej hemolimty

Do hamowania odpowiedzi immunologicznej typu humoralnego u poczwarek S. pinastri za-
stosowano aktynomycyng D (inhibitor transkrypcji kwasow nukleinowych) oraz cykloheksymid
(inhibitor syntezy biatck rybosomalnych u organizmow eukariotycznych). Inhibitory uzyto w na-
stepujycych dawkach: aktynomycyna D — 2, 3 lub 4 ug/owad, cykloheksymid — 120, 150 lub
210 pg/owad. Inickcji inhibitoréw do hemocelu poczwarek dokonywano w naprzeciwlegty, do
immunizowanej, strong ciata owada.

Aktywnos¢ bakteriobojezy lizozymu i typu cekropin oznaczano metody basenikowo-dyfuzyj-
ny. Redukcja Srednicy bakteriolizy M. luteus oraz redukcja lub catkowity zanik strety zahamowa-
nia wzrostu drobnoustroju wskaznikowego E. coli D31 wokot basenika wypetnionego hemolimfy
owadow traktowanych inhibitorem, w porownaniu do hemolimfy poczwarek kontrolnych, immuni-
zowanych, ale nie traktowanych inhibitorem, §wiadczyta o dziataniu supresyjnym zastosowanego
antybiotyku.

Aktywnos¢ bakteriobojezy anty-M. lureus oraz anty-F. coli w badanej hemolimfie owadow
oceniano po 24 godz. inkubacji w temperaturze pokojowej (23°C).

ANALIZA WYNIKOW

W cyklu doswiadczen podj¢to badania nad indukcjg czynnikéw bakterio-
bdjczych hemolimty oraz hamowaniem humoralnych proceséw odpornosciowych
u poczwarek zawisaka borowca Sphinx pinastri w okresie diapauzy zimowej.

Tab. 1. Indukcja aktywnosci bakteriobojczej anty-M. luteus oraz anty-E. coli u poczwarek Sphinx
pinastri
Induction of antibacterial anti-M. {uteus and anti-E. coli activity in Sphinx pinastri pupae

Aktywnos$¢ bakteriobojcza hemolimty (ug/ml)
Antibacterial activity of haemolymph (ug/ml)

Immunogen Lizozym (Lysozyme) Cekropiny (Cecropins)
zakres wartos¢  (+£SD) zakres warto§¢  (£SD)
Srednia srednia
range mean value range mean value
E. cloacae (B2 2818,4-6309.6 42529  (1634.0) 154,9-436,5 307,6 (114.4)
LPS P aceruginosa 2138.0-6309.6  4139,5  (1771,3) 1549-302,0 2334 (57.8)
Bulion odzywczy 724,4-4897 .8 2722,7  (1981.5) 75.9-213.8 117,3 (56,5)

Nutrient broth

Naktucie powtok ciata  239.9-1230.3 794,1 (482.2) 19,5-107,2 554 (31,6)
Injury into body cavity

Kontrola® 25.7-316,2 118,0 126,5 0 0 0
Control”

* Kontrolg stanowtly owady nie poddane immunizacji. Aktywnosc bakternobojezg hemolimty badano w 24
godzinie po immunizacir.
* Contol: non-immunized sects. Bactenolytic activity of hacmotymph recorded 24 h after immunization

Czynniki biotyczne (tab. |) najbardziej etektywnie indukowaty odpowiedz im-
munologiczna u badanych owaddéw. Zakazenie bakteriy saprofityczny E. cloacae
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B12 spowodowato ponad 36-krotny (do poziomu 4252,9 ug/ml) wzrost aktywnosci
lizozymu w hemolimfie w poréwnaniu do poczwarek nie poddanych immuniza-
cji, u ktorych wrodzony poziom tego biatka odpornosciowego wynosit Srednio
118.0 ug/ml hemolimfy. Hypersynteza lizozymu u poczwarek Sphinx immuni-
zowanych LPS P. acruginosa okazala si¢ réwnie efektywna. W tej grupie po-
czwarek zaobserwowano 35-krotne podwyzszenie aktywnosci lizozymu (Srednio
4139.5 ug/ml hemolimfy) w stosunku do owadow nie immunizowanych. Natyw-
na hemolimfa poczwarek S. pinastri nie wykazuje aktywnosci przeciwbakteryjne)
typu cekropin. Aktywno$¢ bakteriobdjcza skierowana przeciwko E. coli i innym
bakteriom Gram-ujemnym (definiowana jako aktywnoS¢ cekropinopodobna) po-
jawita sig u testowanych owadéw po immunizacji. W przypadku zakazenia bak-
teriy E. cloacae zaobserwowano indukcje odpowiedzi przeciwbakteryjnej typu
cekropin, poziom aktywnosci anty-E. coli wynosit 307,6 ug/ml hemolimfy. Sred-
nie stezenie cekropin w hemolimfie owada immunizowanego LPS P. acruginosa
ksztattowalo si¢ na réwnie wysokim poziomie, osiagajgc warto$¢ 233,4 pg/ml.
Podobny, aczkolwiek bardziej krotkotrwaty i stabszg odpowiedZz odpornosciowy
uzyskano po immunizacji bulionem odzywczym, a takze u poczwarek po nakiu-
ciu powlok ciata (tab. 1). U poczwarek Sphinx traktowanych bulionem odzyw-
czym notowano 23-krotny wzrost st¢zenia lizozymu. Stgzenie cekropin osiggne¢to
poziom 117,3 pg/ml hemolimfy. U owadéw po naktuciu powfok ciata, notowa-
no jedynie 6-krotne podwyzszenie wrodzonej aktywnosci bakteriobdjczej lizozy-
mu, a aktywnoS¢ typu cekropin ksztattowata si¢ na poziomie 55,4 pg/ml hemo-
limfy.

W kolejnych badaniach analizowano wptyw inhibitoréw metabolicznych na
syntez¢ bialek i polipeptydow bakteriobdjczych u poczwarek S. pinastri.

Jest oczywiste, ze dziatanie immunosupresyjne badanych inhibitoréw jest Sci-
Sle uzaleznione od wielkoSci zastosowanej dawki. Niewielki spadek aktywnosci
bakteriobdjcze) anty-M. luteus 1 anty-E. coli notowano w hemolimfie poczwarek
Sphinx traktowanych aktynomycyng D w dawce 2 ug/owad lub cykloheksymidem
w dawce 120 pg/owad. Obnizenie aktywnosci bakteriobdjczej lizozymu w stosun-
ku do aktywnosci owadéw immunizowanych, ale nie traktowanych inhibitorem,
byto mniejsze anizeli w przypadku aktywnosSci typu cekropin. Natomiast akty-
nomycyna D uzyta w dawce najwyzszej, tj. 4,0 pug/poczwarke, catkowicie zablo-
kowata pojawianie si¢ aktywnoSci typu cekropin, a przy tym wyraznie obnizyfa
stezenie lizozymu w hemolimfie poczwarek. Swiadczy to dobitnie o silnym ha-
mowaniu humoralnej odpowiedzi odpornosciowej u poczwarek S. pinastri (tab. 2)
przez ten inhibitor.

Cykloheksymid stabiej hamowatl indukcj¢ odpornosci przeciwbakteryjnej
u Sphinx anizeli aktynomycyna D. Catkowitg blokade syntezy de novo polipep-
tydéw odpornosciowych typu cekropin i drastyczny spadek aktywnosci przeciw-
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Tab. 2. Hamowanie aktywnosci bakteriobdjezej anty-M. luteus oraz anty-E. coli w hemolimfie
immunizowanych poczwarek Sphinx pinastri przy uzyciu aktynomycyny D
Inhibition ol antibacterial anti-M. luteus and anti-E. coli activity in immunized Sphinx pinastri
pupac trcated with actinomycin D

Aktywnos¢ bakteriohojcza hemolimty (ug/ml)

Antibacterial activity ol hacmolymph (ug/ml)
Inhibitor Dawka Lizozym Cekropiny
metaboliczny (ug/owad) Lysozymc Cecropins
Metabolic Dose zakres wartos¢  (+SD)  zakres warto$¢  (£SD)
inhibitor (ug/inscct) srednia Srednia

range mean valuc range  mean valuc
Aktynomycyna D 2 4169-12303  812,6  (343.6) 155-75)9 38,4 (23.0)
Actinomycin D 3 4169-1230.3 7062  (297.7) 9,8-19.5 143 (3,8)
4 239.9-416.9 3243 (79.4) 0 0 0

Kontrola 4169-12303  843.6  (301,8) 38,0-302,0 1220 (97,5)
Control”

© Kontrolg stanowily owady immunizowane kompleksem LPS P aceruginosa. ale nie traktowane aktyno-
mycyny D
* Conurol: insects immunized with LPS P aeruginosa complex but non-treated with actinomycin D

bakteryjnej lizozymu, w porownaniu do miana obydwu substancji efektorowych
obecnych w hemolimfie poczwarek immunizowanych, ale nie traktowanych inhi-
bitorem notowano po iniekcji dawki 210 pg cykloheksymidu/owad (tab. 3).

Tab. 3. Hamowanic aktywnosci hakteriobojczej anty-M. luteus oraz anty-E. coli w hemolimfic
immunizowanych poczwarck Sphinx pinastri przy uzyciu cykloheksymidu
Inhibition of antibacterial anti-M. luteus and anti-E. coli activity in immunized Sphinx pinastri
pupac treated with cycloheximide

Aktywno$¢ bakteriobojcza hemolimty (ug/ml)
Antibacterial activity ot haemolymph (ug/ml)

Inhibitor Dawka Lizozym Cekropiny
metaboliczny  (ug/owad) Lysozyme Cecropins
Metabolic Dose zakres wartos¢  (£SD) zakres warto$¢  (£SD)
inhibitor (ug/insect) Srednia $rednia

range mean valuc range  mean valuc

Cykloheksymid 120 1621.8-2818,4 2278,8  (463.3) 269-107,2 48,5 (30,4)
Cycloheximide 150 955.0-2138.0 1355,0  (455,1) 9.8-269 14,3 (7.3)

210 316.2-7244 5247 (171.5) 0 0 0
Kontrola”® 8317.6-19054,6 13220,2 (4634.1) 107,2-436.,5 2653 (147)9)
Control”

“ Kontrolg stanowily owady immunizowane kompleksem LPS P. aeruginosa, ale nie traktowane cyklohek-

symidem.
* Control: insects immunized with LPS P aeruginosa complex but non-treated with cycloheximide

Badano réwniez wplyw aktynomycyny D i cykloheksymidu na odpowiedz
przeciwbakteryjny u poczwarek Sphinx, podanych owadom bezposrednio po im-
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munizacji, oraz w 18 godzinie pobudzenia immunologicznego (tab. 4, 5). Zaha-
mowanie odpowiedzi odpornosciowej notowano tylko w przypadku podania inhi-
bitor6w bezposrednio po immunizacji, tj. w fazie lagu pobudzenia, ktéra odpo-
wiada okresowi miedzy zadziataniem induktora a pojawieniem si¢ specyficznego
m-RNA odpornosciowego (I, 6). Natomiast inokulacja, zarowno aktynomycyny
D, jak i cykloheksymidu, w I8 godzinie po immunizacji (w fazie efektorowej
pobudzenia immunologicznego) nie wplywala zasadniczo na aktywnoS¢ bakte-
riob6jcza hemolimfy.

Tab. 4. Aktywnos¢ bakteriobojcza w hemolimfie immunizowanych poczwarek Sphinx pinastri trak-

towanych aktynomycyng D w okresie lagu oraz w fazic etektorowej odpowiedzi immunologiczne)

Antibacterial activity in haemolymph of immunized Sphinx pinastri pupae treated with actinomycin
D in lag phase and cftector phase of immune response

Aktywno$c¢ bakteriobojcza hemolimfy (ug/ml)
Antibacterial activity of haemolymph (ug/ml)
Czas podania inhibitora (godz.) Lizozym Cekropiny
Time of inhibitor exposition (h) Lysozyme Cecropins
zakres warto$¢  (£SD)  zakres warto$¢  (+SD)
Srednia $rednia
range mean value range  mean value
0 34,7-995,0 521,0  (362,0) 0 0 (0)
18 549,5-1621,8 1090,3  (360,8) 26,9-1549 70,8 (45,7)
Kontrola” 4169-2138,0 1283,9 (742.4)38,0-154,9 78,0 (46,0)
Control”

* Kontrolg stanowity owady immunizowane kompleksem LPS P aeruginosa, ale nie traktowane inhibito-
rem.
* Control: insects immunized with LPS P aeruginosa complex but non-treated with the inhibitor.

WNIOSKI

Zawisak borowiec Sphinx pinastri to motyl bardzo pospolity, uwazany za
szkodnika lasow iglastych Europy i Azji, lecz dotychczas niewiele jest danych
na temat aktywnosci bakteriobdjczej hemolimfy poczwarek tego gatunku owada
(4, 12).

Wprowadzenie do jamy ciata owada czynnikéw biotycznych abiotycznych,
a takze czynnika stresowego powoduje stymulacje wrodzonego poziomu lizozy-
mu oraz synteze¢ de novo cekropin w hemolimfie poczwarek S. pinastri. Zaka-
zenie owada bakterig saprofityczny E. cloacae By, lub iniekcja kompleksu LPS
P. aeruginosa, zaliczanych do grupy induktorow biotycznych, najbardziej efektyw-
nie indukowaty odpowiedZ immunologiczng poczwarek zawisaka borowca. Stab-
szy odpornosS¢ przeciwbakteryjng indukowat sterylny bulion odzywczy, natomiast
naktucie powtok ciata w niewielkim stopniu wplyneto na aktywnos$¢ bakterioboj-
czg hemolimfy Sphinx.
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Tab. 5. Aktywnosc¢ bakteriobdjcza typu lizozymu i cekropin w hemolimfie immunizowanych
poczwarck Sphinx pinastri traktowanych cyklohcksymidem w okresic lagu oraz w fazie efektorowej
odpowiedzi immunologicznej
Antibacterial activity in hacmolymph of immunized Sphinx pinastri pupac treated with cyclohexi-
mide in lag phase and effector phase of immune response

Aktywnos¢ bakteriobojcza hemolimty (ug/ml)
Antibacterial activity of haemolymph (ug/ml)
Czas podania inhibitora (godz.) Lizozym Cekropiny
Time of inhibitor exposition (h) Lysozyme Cecropins
zakres wartos¢  (£SD)  zakres warto$¢  (£SD)
Srednia srednia
range mean value range  mean value
0 724.4-12303 8907 (187.8) 0 0 (0)
18 549.5-1621.8 10903  (360,8) 9.8-75,9 27,4 (26.0)
Kontrola® 1230,3-2138.0 1512,1 (361.7)38.0-154,9 81,7 (44,5)
Control”

* Kontrolg stanowity owady immunizowane kompleksem LPS P. aeruginosa, ale nie traktowane inhibito-
rem.
* Control: insects immunized with LPS P. aeruginosa complex but non-treated with the inhibitor

Pojawiajgcy sie w wyniku indukcji odpowiedz immunologiczng owada, moz-
na zahamowac lub nawet catkowicie zablokowac stosujgc aktynomycyne D lub
cykloheksymid, inhibitory transkrypcji kwaséw nukleinowych i syntezy biatek
rybosomalnych u organizméw eukariotycznych. Wyrazny efekt supresyjny na ak-
tywnosc bakteriobojczg hemolimty poczwarek zawisaka borowca zaobserwowano
jedynie po aplikacji aktynomycyny D (w dawce 4 ug/owad) lub cykloheksymid
(w dawce 210 ug/owad) bezposrednio po immunizacji, tj. w fazie lagu pobudzenia
immunologicznego.
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SUMMARY

Immunization with different immunogens (bacterial intection, lipopolysaccharide (LPS) com-
plex. abiotic substance or stress tactor) of Sphinx pinastri pupae provoked production of antibac-
terial activitics in insect haemolymph. Injection of living, non-pathogenic Enterobacter cloacae
12 or LPS complex of Pseudomonas aeruginosa most eftectivelly increased the innate titer of
haemolymph lysozyme and induced the de novo synthesis of cecropin-like activity. Lower level of
lysozyme and cecropin-like immune response was constitutively noticed after immunization with
sterile nutrient broth or injury into inscct body cavity.

Application of actinomycin D (at a dose of 4 ug/insect) or cycloheximide (at a dose ot 210
ug/insect) in an induction phase of immune response demonstrably reduced the lysozyme titer and
prevented entircly the synthesis of cecropin-like family peptides. There was however, no inhibitory
cftect of actinomycin D or cycloheximide in insects given the inhibitors in an eftector phase of
immune response when the antibacterial proteins begin to be synthesized in vaccinated pupae of
Sphinx pinastri.



