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Wspomnienie

o Pani Profesor Danucie Dzierzanowskiej

Pani Profesor Danuta Dzierzanowska-Madaliiska

byla lekarzem, profesorem nauk medycznych, wybit-
nym mikrobiologiem. Jej krétka biografia dotyczaca
zycia zawodowego przedstawia si¢ nastepujaco:

W 1963 roku ukonczyta studia na Wydziale Lekar-
skim Akademii Medycznej w Biatymstoku. Od grud-
nia 1966 do sierpnia 1978 pracowala jako asystent,
a nastepnie adiunkt w Zakladzie Mikrobiologii Wy-
dzialu Lekarskiego Akademii Medycznej w Bialym-
stoku. Zdobyta specjalizacje z mikrobiologii i immu-
nologii klinicznej. Stopien doktora nauk medycznych
uzyskata w roku 1970 na podstawie pracy na temat
ruchomych elementéw genetycznych (plazmidy R)
u szczepow szpitalnych pateczek Klebsiella pneumo-
niae determinujacych oporno$¢ na B-laktamy. Dokto-
rem habilitowanym nauk medycznych zostala w 1978
na podstawie pracy Kompleksowa charakterystyka
szczepow Pseudomonas aeruginosa odpowiedzialnych
za zakazenia szpitalne. W 1992 otrzymala tytul pro-
fesora nauk medycznych. Od wrze$nia 1978 tworzyta
i organizowala Zaktad Mikrobiologii i Immunologii
Klinicznej w Instytucie ,,Pomnik - Centrum Zdro-
wia Dziecka’, gdzie do stycznia 2010 pracowala jako
kierownik zakladu, a nast¢pnie jako konsultant kli-

niczny ds. terapii zakazen. Pani Profesor Dzierzanowska
wyszla ze specyficznego srodowiska Akademii Medycz-
nej w Bialymstoku, w owych czasach bardzo upartyj-
nionego i z tej przyczyny oficjalnie popieranego, co na
pewno nie sprzyjato rozwojowi naukowemu i zawodo-
wemu miodej lekarki. Na szczescie udalo sie jej, nie
bez wielkich oporéw, wyrwac stamtad do tworzonego
wlasnie Centrum Zdrowia Dziecka, gdzie zostala kie-
rownikiem Zaktadu Mikrobiologii, ktérym byta az do
swojej emerytury. Od tego momentu zaczela by¢ znana
i bardzo pozytywnie postrzegana w srodowisku mikro-
biologdw. Dzi¢ki swojej popularnosci zostala wybrana
na prezesa Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw,
ktérym byta przez dwie kadencje. W tym czasie Towa-
rzystwo przezywato swoj bardzo dobry okres. Dlatego
po zakonczeniu swoich kadencji zostata wybrana czlon-
kiem honorowym Towarzystwa.

Bardzo dobrze oddaja szczegdlne cechy osobowosci
Pani Profesor Danuty Dzierzanowskiej opinie §rodo-
wiska lekarzy i mikrobiologéw zebrane przez Stowa-
rzyszenie Higieny Lecznictwa, ktore pozwalam sobie
przytoczyc:

o Wielki autorytet

e Ogromna wiedza

e Chec i umiejetnos¢ przekazywania wiedzy kolej-

nym pokoleniom mikrobiologéw i lekarzy

e Laczyta w sposob doskonaly dwa $rodowiska za-

wodowe: lekarzy i mikrobiologéw, pokazujac im,
Ze sg sobie potrzebni

e Usmiech i elegancja

e Pracowitos¢

e Nauczycielka antybiotykoterapii polskich lekarzy

i mikrobiologdw

e Wymagajaca szefowa, zachecajaca do zdobywania

wiedzy i rozwoju

o Wiele pasji udzielajacych si¢ innym

e Szerokie zainteresowania

(przyroda, historia, podroze)

e Zawsze na pierwszym miejscu che¢ pomocy po-

trzebujacym

e Wrazliwo$¢ na los innych, dusza prawdziwego

Chrzescijanina

e Ogromne zaangazowanie w akcje charytatywne

e Nie stwarzala dystansu, byla zawsze blisko ludzi

e Jasny punkt na szarym niebie polskiej ,,profesury

medycznej”
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Pani profesor Dzierzanowska byla bardzo dobrze
znana w S§rodowisku lekarskim przede wszystkim
dzigki swoim ksigzkom na temat antybiotykoterapii
i zakazen szpitalnych, przede wszystkim takim jak
»Antybiotykoterapia praktyczna’, czy ,Przewodnik
antybiotykoterapii’, ktére doczekaly si¢ wielu wydan.
Pierwsza z wymienionych sze$ciu, druga - az dwudzie-
stu pieciu. Byla przy tym wierna jednemu wydawnic-
twu: Alfa-Medica Press z Bielska. W sumie napisata
i wydata 8 podrecznikéw i 2 poradniki, niektére osiag-
nely Iaczny naktad 40000 egzemplarzy. Srodowisko
lekarskie znato réwniez Panig profesor Dzierzanowska
z jej niezwyklej gotowosci do konsultowania przy-
padkow zakazen pod katem ich diagnozowania i lecze-
nia. Sam korzystalem z jej bardzo trafnych porad
w przypadkach, co do ktérych miatem watpliwosci.
Pani profesor Dzierzanowska byta jedna z najbardziej
klinicznie nastawionych lekarzy mikrobiologdéw, czgsto
konsultowata przypadki zakazen w szpitalach w calej
Polsce. Ta aktywno$¢ stala si¢ zreszta powodem, dla
ktérego wladze macierzystego Centrum Zdrowia
Dziecka po przejsciu Pani Profesor Dzierzanowskiej
na emeryture zatrudnily ja nadal u siebie na stanowi-
sku konsultanta klinicznego do spraw terapii zakazen.
Jej praktyczne podejscie do zawodu lekarza mikrobio-
loga obecnie jest prawdziwg rzadkoscig, a powinno
by¢ standardem zawodowym, odrézniajacych praw-
dziwa mikrobiologie kliniczng w wykonaniu lekarza
od dzialan uzurpatoréw nie majgcych wyksztalcenia
medycznego, a mienigcych si¢ klinicznymi mikrobio-
logami. Z jej odejsciem ta bardzo watla juz specjalnos¢
medyczna straci w znacznej mierze swoja reprezentacje
i znaczenie w spotecznosci lekarskiej.

Jako wybitny naukowiec Pani Profesor Dzierzanow-
ska byta wybierana do wielu gremiéw naukowych nawet
poza swoja specjalnoscig. Dzigki jej prawie stalemu
uczestnictwu, bo w ciggu trzech kilkuletnich kadencji,
w pracach Centralnej Komisji do Spraw Stopni i Tytu-
téw jako delegat Centrum Zdrowia Dziecka wielu kole-
gow z uczelni medycznych i instytutéw Ministerstwa
Zdrowia uzyskalo zatwierdzenie swoich stopni doktora
habilitowanego, czy tytuléw profesora, bo zawsze i kon-
sekwentnie popierala dobrych kandydatow, ktérych
sprawy tam trafialy.

Oprocz prezesowania Polskiemu Towarzystwu
Mikrobiologéw, Pani Profesor Dzierzanowska byta
czlonkiem komitetu wykonawczego International
Society of Chemotherapy, a pdzniej czlonkiem Euro-
pean Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases. Byla czlonkiem kilku komitetow Polskiej
Akademii Nauk grupujacych ludzi nauki zajmujacych
sie zakazeniami i ich leczeniem: Wydzial II (Nauk Bio-
logicznych, Komitet Mikrobiologii), Wydzial VI (Nauk
Medycznych, Komitet Immunologii i Etiologii Zaka-
zen Czlowieka) oraz Prezydium PAN (komitet Badan
nad Zagrozeniami). Jako profesor Centrum Zdrowia
Dziecka byta promotorka 14 doktoratéw i opiekunka
15 mikrobiologéw specjalizujacych sie z zakresu mikro-
biologii i serologii. Jestem pewien, ze wielkie zastugi
Pani Profesor Dzierzanowskiej i jej niezwykta osobo-
wo$¢, ktora wywarla niezatarty wplyw na nas, jej kole-
gow bedg trwaly w pamieci nie tylko naszego pokole-
nia, ale i naszych nastepcow.

Prof. dr hab. med. Piotr Heczko
Krakéw, marzec 2021
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Abstract: The ability to from biofilms, which is a common feature in Salmonella serovars, is the main cause of persistent infections and
permanent contamination in both clinical and industrial systems. Because the biofilm structures are significantly more resistant to envi-
ronmental stress conditions than the planktonic forms of bacteria, it is often impossible to remove them through conventional disinfection
or sterilization practices. Therefore, it has become necessary to develop effective strategies in combating biofilms, which are defined as
the dominant form of microbial life. To achieve this goal, it is necessary to understand the genetic regulatory mechanisms that control the
transition from planktonic form to the biofilm form and the related changes in gene expression. In this review, the current state of knowl-
edge regarding gene regulation systems that affect the biofilm formation in Salmonella, has been summarized and discussed.

1. Introduction. 2. Regulation of biofilm formation in Salmonella. 2.1. csgD. 2.2. BarA/SirA and Csr system. 2.3. PhoPQ and RstA.
2.4. The interaction of cells in the biofilm structures through signal molecules. 2.5. sSRNAS. 2.6. dam and seqA. 2.7. MarT. 3. Conclusion

Keywords: Salmonella Typhimurium, biofilm, genetic regulation

1. Introduction

Biofilm can be defined as a structured consortium
attached to a living or inert surface, which is formed
as a result of encircling microorganisms by the extra-
cellular polymeric substance (EPS) produced by them
[1]. Biofilms usually contain 10-25% cells and 75-90%
EPS depending on the species that make up them [2].
As will be discussed later, EPS has much more func-
tion than a sticky substance that holds cells together.
Enormous advances in omic technologies, molecular
biology and computer technology have revolutionized
biofilm research. The fact that no habitats are occupied
by only one bacterial species emphasizes the impor-
tance of working with biofilms. The types of micro-
organisms found in different habitats are capable of
establishing various forms of interaction and communi-
cation between them to create stable communities. All
these determinations brought together the research of
the structure, formation and regulation mechanisms of
biofilms. Researchers have found that biofilms consist-
ing of more than one species are more stable and exhibit
a lower level of nutritional requirements than biofilms
formed by single cell species [3, 4]. Also multi-species
biofilms exhibited higher tolerance to disinfectants,
antimicrobial agents and predation. With the light of
these findings recent researches focus on autotrophic-
heterotrophic interactions between various microbial
species using chemical signals, other interactions, com-
petition and cooperation [5].

EPS generally consists of polysaccharides, proteins,
nucleic acids and lipids. These components form the
three-dimensional polymer network structure that pro-
vides the mechanical stability of the biofilm, forming
the adhesive form, adhering to a surface and commu-
nication between the cells forming the biofilm [2]. The
purpose of the biofilm is to protect microorganisms
from external factors or to gather nutrients within it.
Biofilms are of great importance in the food industry
due to their negative effects on both industrial pro-
duction processes and health. The damage caused by
microbial biofilms on medical and industrial tools and
production surfaces, energy and product losses they
cause in production processes and persistent recurrent
infections are among the most important microbial
problems in the world [6].

The use or control of any process or activity of bio-
films for scientific or technological purposes is possible
by knowing the formation and regulation of biofilms
significantly. Biofilm formation is generally a multi-
stage process. The first stage is the process of bacterial
attachment to biotic or abiotic surfaces. This process
is examined in two phases as reversible adhesion and
irreversible adhesion. Although the bacterial cell is
very close to the biotic and abiotic surface in reversible
adhesion, it is the stage where no physical contact is
provided. In this process, besides electrostatic forces,
surface pH, nutrient concentration, temperature and
hydrophobicity are also active. In addition, especially
extracellular proteins attached to the surface may play

* Corresponding author: Mustafa Akgelik, Biotechnology Institute, Ankara University, Giimiigdere Campus 06135 Ankara/Turkey;

e-mail: nefise.akcelik@ankara.edu.tr
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a role in achieving the first physical contact with bac-
teria. In the irreversible adsorption - the second phase
of the adsorption- dipole-dipole interactions, ionic and
covalent bonds, hydrophobic interactions and hydro-
gen bonds play a critical role. After irreversible attach-
ment, bacteria attached to the surface divide and form
microcolonies. Many microcolonies can be produced in
a biofilm structure depending on the number of bacte-
ria attached to the surface from different regions. The
bound cells are then matured and taken into the extra-
cellular polymeric substance (EPS) produced by the cells
that form the microcolonies. This EPS is responsible for
the formation of the three-dimensional architectural
structure and the stabilization of biofilms. Among the
microcolonies within the EPS, a three-dimensional
form of water channels and a primitive discharge system
network, which serves in the transmission of food and
waste, are formed. It has a linear or branched molecular
structure formed by a repeating sugar (homopolysac-
charides) or a mixture of different sugars (heteropolisac-
charides). Although the EPS matrix varies according to
the cell type that forms the biofilm; in general it con-
tains 94-97% water, 1-2% extracellular nucleic acid and
different lipids and 1-2% proteins. Biofilms that have
completed their maturation are in the process of disin-
tegration at the last stage. At this stage, the disruption
of the enzymatic processes and matrix integrity due to
other physical and chemical factors and the separation
of planktonic cells from the biofilm matrix are involved
[7] (Figure 1). In the light of the information obtained
to date, it is believed that bacteria generally use environ-
mental signals, flagella, outer membrane proteins, pili or
lipopolysaccharides (LPS) for the formation of micro-
colonies and quorum sensing (QS) molecules to form
biofilm structure [8]. However; many questions regard-
ing genetic and biochemical mechanisms involved in the
perception of the surface by bacteria and the production
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of different stages during biofilm formation have not yet
been lightened yet [9].

Members of the food-borne Salmonella enterica spe-
cies, belonging to the Enterobacteriaceae family, have
the ability to form biofilms both on biotic and abiotic
surfaces in their natural life cycle [10, 11]. It is impera-
tive to target the biofilms created by these bacteria in
minimizing the industrial problems they cause, in addi-
tion to the control and treatment of infections caused
by Salmonella species in humans and animals, which
have been identified with more than 2500 serotypes
to date. Main components of extracellular polymeric
matrix (EPS) in Salmonella biofilms are curli fimbria
and cellulose. These components, together or individu-
ally; plays a key role in the attachment of the bacteria to
a surface, cell clustering and the formation of the bio-
film structure [12-16]. The expression of curli fimbria
in Salmonella in most cases has common regulation
systems with cellulose production in which cell to cell
and cell to surface interactions work together [13].

One of the most important features that play a role
in Samonella virulence is the biofilm forming proper-
ties of the serovarieties of this genus. Therefore, it is
extremely important to define the genetic, physiological
and biochemical properties and microbial community
characteristics of the biofilm structures in question. In
this review article, it is aimed to summarize the infor-
mation available in the literature on Salmonella biofilms
and to define future perspectives.

2. Regulation of Biofilm Formation in Salmonella

2.1. csgD

Salmonella members show a morphotype called
“rdar” because of its red, dry and rough structure on
agar containing Congo Red [17]. This biofilm form is

Protein Bacterial Bacterial Colonization
adsorption adsorption adsorption and biofilm Dispersion
(reversible) (irreversible) naturation

+
-+

+

Al J\} h

| Surface

l
#
|

Fig. 1. Formation of bacterial biofilm structures

Adsorption of extracellular adhesive proteins to the biotic or abiotic surfaces; reversible adsorption: bacteria-protein interactions,
electrostatic forces, pH, hydrophobicity, bacteri-surface interactions; irreversible adsorption: dipol:dipol interactions, ionic and
covalent bonds, H bonds; Colonization and biofilm maturation: fimbrial structues and autotransporter proteins, exopolymeric
matrix, microcolony organisation; Dispersion: Exopolymeric matrix degredation by physical, chemical agents and enzymes.
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formed by the expression of the two main matrix com-
potents, cellulose and curli fimbria, of Salmonella [18-
21]. The transcriptional regulator CsgD protein is the
main regulator of the “rdar” morphotypes [13]. CsgD
regulates the transcription of the csgBAC operon encod-
ing the structural subunits of the curli fimbria and indi-
rectly contributes to cellulose production by activation
of adrA transcription [13, 22]. AdrA protein is a digua-
nylate cyclase that binds to cellulose and synthesizes sec-
ondary messenger cyclic diguanosine monophosphate
(cyclic diguanosine monophosphate, c-di-GMP) that
activates cellulose. C-di-GMP regulates the bcsABZC
operon encoding genes, transcribed during the cellu-
lose biosynthesis, in the post-transcriptional phase by
changing the concentration of c-di-GMP [13, 23].
csgD is an integral part of the curli fimbria biosyn-
thesis system, which is created by different transcribing
of csgBAC and ¢sgDEFG operons. The CsgD transcrip-
tional regulator contains an acceptor N-terminal region.
There is a preserved aspartate (D59) in this region. The
csgD mutant strains exhibit a “saw” (smooth and white;
plain and white) phenotype in the Congo Red (CR) agar
medium. Point mutations that may occur in the csgD
promotor region (in the 521 bp region between the csgB
and csgD genes) can convert the protected promoter
region from a highly regulated form to a semi-conser-
vative form [13]. As a result of passivating this gene in
csgD insertion mutants, strains cannot form a pellicle
structure in Luria Bertani (LB) broth, while ATM
(adhesion test medium) can [20]. At the nucleotide and
protein level, the high similarity of S. Typhimurium and
E. coli curli fimbriae indicates that these genes evolved
from a common ancestor. Comparative genetic analysis
performed in the region between the csgD-csgB genes
showed a high degree of similarity in all Salmonella
members, with the exception of S. bongori strains. This
is an indication that changes in the csgD-csgB inter-
mediate region are caused by natural mutations caused
by genetic drift. These mutations are observed more
frequently in strains adapted to laboratory conditions
and as a result of possible mutational effects, “rdar”
morphotype is lost. This change can be seen as a result
of passage of Salmonella strains in rich nutrient media
and laboratory conditions for long generations and the
“rdar” morphotype can be lost. In wild type strains,
these mutational changes are seen less frequently [24].
There is a strong relationship between activation of
csgD and STM2123 and STM3388 (proteins contain-
ing complex GGDEF / EAL domain, respectively) pro-
teins. STM2123 is a component needed for activation
of csgD at the first step of biofilm formation. STM3388
protein, on the other hand, was found to have contrib-
uted positively to the formation of the biofilm since
the stage when the biofilm began to mature. Proteins
containing four other important EAL domains found in
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S. Typhimurium (STM1703, STM1827, STM3611 and
STM4264) show similar activity in the expression of
csgD. In some studies with the mutants of these pro-
teins, a significant increase was also detected in the
expression of ¢sgD due to the increase in c-di-GMP at
the cellular level was determined. In this context, the
view has arisen that cellular c¢-di-GMP levels can con-
trol different targets in regulation of these proteins and
biofilm formation [23].

These data are emphasizes that c-di-GMP plays an
important role in virulence and mobility in biofilm
formation due to its role in curli fimbria and cellulose
biosynthesis via csgD [20].

2.2 BarA/SirA and Csr system

The BarA/SirA system is a widely conserved sys-
tem in gamma-proteobacteria [25]. SirA is a response
regulator that is a member of the Fix] family proteins.
BarA, on the other hand, act as a sensor kinase specific
to SirA. It is known that bile salts and short chain fatty
acids in the environment affect the BarA / SirA system
in Salmonella. The SirA protein has also been found to
be responsible for the transcriptional activation of csrB
and csrC sRNAs, which are regulators of Salmonella
invasion. This indicates that sirA controls host cell inva-
sion of Salmonella [26-28].

In the study carried out by Teplitski etal. [25]; it
was determined that sirA, fiml, csrB and csrC binary
mutants could not perform biofilm formation on plas-
tic surfaces. On the other hand flhDC mutants could
form much more biofilm. In this study, the regulatory
roles of SirA at the transcriptional level and the post-
transcriptional level of the Csr system on the expres-
sions of flagellar or type I fimbrial components that
positively or negatively contribute to biofilm formation
were clarified. Phosphorylated SirA-P activates csrB
and csrC, fim operon and hilA at the transcriptional
level. Increased csrB/ csrC level inhibits CsrA activity.
Reduced CsrA activity promotes biofilm formation
by causing a decrease in expressions of factors that can
inhibit biofilm formation, such as FIhDC and HilA pro-
teins. CsrA also reduces film expression. The decrease
in the activity of CsrA allows for more type I fimbria
biosynthesis to be realized in this context and to have
more biofilm production.

2.3. PhoPQ and RstA

Salmonella PhoPQ system is a binary system con-
sisting of the cytoplasmic response regulator PhoP and
the sensor kinase PhoQ localized in the inner mem-
brane [29]. As a result of PhoP activation, LPS modifi-
cation is controlled by direct or indirect expression of
more than 120 genes associated with many functions
such as magnesium transport, invasion of epithelium
cells and survival within macrophages [29, 30]. It is
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known that the phoP mutant strains of S. Typhimurium
produce better biofilm compared to wild type strains.
This mutation is also capable of increasing biofilm pro-
duction on glass slides. These data clearly show that
the PhoPQ system suppresses biofilm formation in
S. Typhimurium. It was also that prgH may be asso-
ciated with PhoPQ dependent biofilm regulation and
determined that mutant Salmonella strains in terms of
prgH gene could not form mature biofilms on gallstones
and glass surfaces [29].

Another factor contributing to PhoPQ dependent
biofilm regulation is the indirect regulation of RpoS
by the PhoPQ system. As mentioned before, besides
biofilm formation RpoS also regulates the synthesis
of CsgD and mobility-related elements at the trans-
criptional level. PhoP can stabilize RpoS by acting as
a transcriptional activator of iraP. iraP provides stabi-
lization of RpoS by encoding a product that interacts
with RssB [31]. PhoP also activates RstA’s expression
[32]. This protein indirectly induces the breakdown of
RpoS by the ClpXP-SsrB proteolytic pathway. RstA is
the response regulator of the RstA / RstB binary system.
The opposite effects of IraP and RstA play an active role
in regulating RpoS’s expression based on extracellular
signals. Activation of RstA by PhoP may offer other
alternatives to PhoPQ dependent biofilm regulation.
Unlike its effects on RpoS, RstA also affects the expres-
sion of bapA. High expression of RstA in E. coli leads
to negative regulation by connecting RstA to the c¢sgD
promoter [33]. The presence of RstA’s binding motif in
the csgD operon in Salmonella proves that RstA directly
inhibits the expression of ¢sgD [34].

2.4. The interaction of cells in the biofilm
structures through signal molecules

Biofilm forming is not a random event where bacte-
ria only get together, attach to significant surface then
adhere there and maintain their lives together with the
other species on that surface. Many organisms give
signals to each other to coordinate their activities, use
little signal molecules. With the process called quorum
sensing (QS) which is an important mechanism in bio-
film forming, bacteria can measure the signal mole-
cule density they produce, sense the amount of other
microorganisms around them and enable to transfer
this data to other bacteria [35]. In another words with
QS, bacteria determine the bacterial population in their
environment. As increasing the amount of bacteria
attaching to the surface, this signal’s local concentration
increase and with this increase, a number of processes
direct begining of biofilm forming. So, bacteria in the
structure of biofilm contact to each other through the
low molecular weighted messengers. QS also has some
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important regulative roles at synthesizing antibiotic,
virulence factor formation, reproducing, spore forming,
cell separation and pathogen bacterial infections [36].
This mechanism which provides cellular interaction is
regulated by auto-inducer (AI) molecules [37].

The reason why QS molecules are expressed as
auto-inducer since they show regulative effect on the
cell metabolism where they are produced [38]. Some
microorganisms use more than one different QS mole-
cule. QS takes place in two ways as between species
and inner species. Gram negative bacteria use N-acyl
homoserine lactone (AHL, AHLs, acyl-HSL or HSL),
Gram positive bacteria mostly use oligo-peptides as an
auto-inducer in QS mechanism [39]. Beside this, the
usage characteristics of auto-inducer signal molecules
in QS system of Gram negative and positive bacteria are
mutual. In the studies conducted on QS systems it was
determined that S. enterica has actualized the cellular
interaction through auto-inducer signals [38].

Besides the formation of single and multi-species
biofilm structures; symbiosis also plays an important
role in the control of other social / physiological behav-
iors such as the formation of spore, bacteriocin produc-
tion, genetic competence, programmed cell death, and
virulence [40]. This intracellular communication pro-
cess was first described in the marine bacteria Vibrio
fischeri, which produces bioluminescence. In this sys-
tem, bacteria communicate by producing, detecting,
and responding to small diffusable signal molecules
called autoinducers. The bacterial QS system is gener-
ally divided into three types: 1) The LuxI/LuxR sys-
tem in which Gram-negative bacteria use acyl homo-
serine lactones (AHL) as signal molecules 2) Two-
component-oligopeptide system at which Gram-pos-
itive bacteria use small peptides as oligopeptide sign-
aling molecules and 3) Autoinducer-2 (AI-2) system,
encoded by luxS, common in both Gram-negative
and Gram-positive bacteria. Each signal system type
is detected and responded by the correct sensing ele-
ment and regulatory control [41, 42].

2.5. sRNAs

Small RNAs (sRNA) are non-coding RNA molecules
produced by bacteria that can be 50 to 250 nucleotides
in length. Different studies have found that biofilm
formation is influenced by the production of sRNA
molecules in various S. enterica serovar Typhimurium
mutants [43]. The sSRNA is encoded in the same region
as the QS syntase (LuxS). MicA is a family of highly
preserved small RNA molecules in some Enterobacte-
riaceae members. It has been determined that members
of this small RNA family are a regulatory mechanism for
biofilm formation in many bacterial species and play
a critical role in the development of mature Salmonella
biofilms by adjusting the level of balanced expression
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[44]. To date, at least six SRNAs (arcZ, sroC, csrB, dsrA,
oxyS, and rprA) associated with biofilm formation in
Salmonella and its closely related bacteria have been
identified. These can be divided into two groups as posi-
tively regulating biofilm formation and negatively regu-
lating biofilm formation. arcZ, sroC and csrB are sSRNAs
that positively regulate biofilm formation and were
observed to be significantly down-regulated in anaero-
biosis. However, in microaerobiosis, no significant dif-
ference of these three sSRNAs was observed. Additionally,
dsrA, oxyS and rprA are sSRNAs that negatively regulate
biofilm formation. These three exhibited differences
in transcription patterns, both based on atmospheric
oxygen level and culture medium [43, 45, 46].

The function of sSRNAs in regulating biofilm forma-
tion occurs through two general mechanisms: SRNAs
that act via base pairing with other RNAs and protein
binding. Protein binding sRNAs mimic the protein
binding sequences found in various mRNAs, antago-
nizing and separating their cognate regulatory proteins.
Base pairing sSRNAs are categorized as cis or trans in
their position within the bacterial genome relative to
their mRNA targets. The sSRNAs that are copied from
the DNA strand directly opposite the mRNA targets are
called cis-encoded sRNAs. cis-encoded sSRNAs gener-
ally add extensive complementarity to their targets. In
contrast, trans-coded sRNAs reside elsewhere on the
genome, function as transduced molecules and add
only limited (10-25 bp) complementarity to base pair-
ing interactions [43, 47, 48].

2.6. dam and seqA

DNA methylation status in specific GATC sequences
in promoters of some genes besides the dnaA gene
can activate or suppress transcription by affecting the
binding of RNA polymerases or transcription factors
[49-51]. It has been determined that the SeqA protein
regulates the transcription of some genes in bacteria,
just like the Dam methylase enzyme. It performs this
function through a GATC methylation or by acting as
a co-activator [52]. It has been found that Dam and
SeqA activity is involved in the regulation of different
genes in Salmonella, and in mutants of the dam and
seqA genes, attachment to host cells and especially host
cell invasion is significantly reduced [53-57]. However,
few studies have been conducted describing the effect
of Dam methylation on biofilm formation in Salmo-
nella [58, 59]. Aya Castaneda et al. (58) found that DNA
methylation in S. Enteritidis increased the expression of
biofilm production factors such as cellulose and pleated
fimbria by modifying csgD expression. However, only at
one study it was found that seqA genes are not effective
in biofilm formation [59].

Ugur etal. [60] found that the biofilm forming ability
on steel and polystyrene surfaces in dam gene mutants
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of different Salmonella serovars significantly decreased
compared to wild type strains. When the dam gene is
cloned into a pBAD24 vector containing a promoter
induced in the presence of arabinose, recovery of the
biofilm-forming ability to the same mutants gives cer-
tainty to the findings of the dam mutation. On the other
hand, for the first time in this study, it was determined
that the SeqA protein played a role in the regulation
of biofilm formation in Salmonella serovars. The same
results were obtained when the verification tests of bio-
film formation on steel and polystyrene surfaces were
performed with seqgA mutants using the pBAD24 vec-
tor mentioned above. In the light of these findings, it
has been suggested that the dam and seqA genes carry
out their biofilm regulation activities by changing the
activities of RNA polymerase or transcription factors in
the promoter regions. Studies carried out in wild strain
S. Typhimurium 14028 and its dam and segA mutants
have proven that these genes are effective in the regula-
tion of many genes related to biofilm formation, viru-
lence and motility (Akgelik, M. unpublished data)

2.7. marT

The MarT protein, a close homologue of the ToxR-
like regulatory protein family, was first identified by
Tiikel etal. [61] as a positive regulator of the misL
autotransporter protein in S. Typhimurium. Later as
a result of microarray studies conducted by Akkog et al.
[62], using S. Typhimurium 14028 wild type strain and
marT mutant, it was determined that the gene in ques-
tion could be a positive regulator of many properties
related to bacterial physiology. In the latest sudy, Eran
et al. [63] determined that the marT gene is a positive
regulator of 14 genes in Salmonella, called fimA, fimD,
fimF, fimH, stjB, stjC, csgA, csgD, ompC, sthB, sthE,
rmbA, fliZ and yaiC. As a result of QRT-PCR studies,
it has also been proven that the protein encoded by
the marT gene is an autoregulator that positively regu-
lates its own promoter. All these data indicate that the
MarT protein not only regulates misL gene expression
but also acts as a global regulator in Salmonella. When
the participation of these genes subjected to marT gene
regulation to biofilm formation on polystyrene surfaces
was examined, it was determined that the biofilm pro-
duction capacity in mutant strains for each gene was
statistically significantly decreased (p=0.05). These
results showed that all genes tested were associated with
biofilm production.

3. Conclusion
Biofilms are the main cause of persistent contami-

nations, which evoke serious economic losses and
hygienic problems in the food industry and medicine.
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Improperly cleaned food production surfaces con-
tribute to biofilm formation for different food spoilage
bacteria and food-borne pathogens such as Salmonella,
possessing high adhesive characteristics for biotic and
abiotic materials. Detached cells from biofilms, yield-
ing by the effects of the aerosols from contaminated
equipments and products flow from contaminated sur-
faces, create cross contamination. Thus, development of
effective strategies to prevent biofilm formation and to
eradicate mature biofilm forms from food producing
environments are crucial for food industry and human
health. Understanding the molecular patterns of bio-
film formation and determining the biofilm behavior
under different environmental conditions and disinfec-
tion applications, are necessary to developt these effec-
tive antibiofilm strategies.
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Streszczenie: Koronawirus 2 cigzkiego ostrego zespotu oddechowego (SARS-CoV-2 - Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2)
jest trzecim po koronawirusie cigzkiego ostrego zespotu oddechowego (SARS-CoV - Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus)
i koronawirusie srodkowo-wschodniego zespotu oddechowego (MERS-CoV - Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), koro-
nawirusem, ktéry w XXI wieku pokonat bariere migdzygatunkowa wywolujac u czlowieka cigzkie schorzenie okreslane jako COVID-19
(coronavirus disease-19). Praca niniejsza prezentuje najnowsze informacje na temat biologii koronawiruséw, co ma pomdc w zrozu-
mieniu wielu zagadnien zwigzanych z zakazno$cig SARS-CoV-2 i patogeneza COVID-19 oraz usystematyzowa¢ najnowsze informacje
dotyczace tych zagadnien. Na wstepie przedstawiono podstawowe informacje dotyczace taksonomii, budowy i replikacji koronawiru-
sow stanowigce podstawe dla dalszych rozwazan. Nastepnie wyjasniono zjawiska molekularne umozliwiajace koronawirusom pokonanie
bariery migdzygatunkowej. Dalsza czg¢§¢ pracy poswiecona zostata mechanizmom oddziatywania pomiedzy koronawirusami i recepto-
rami komorkowymi stanowigcymi czynnik warunkujacy tropizm gatunkowy i tkankowy oraz przebieg kliniczny zakazenia. Szczegdlng
uwage poswiecono receptorom komdrkowym, peptydazie dwupeptydylowej IV oraz konwertazie angiotensyny typu 2, oddziatujacym
z biatkiem S koronawiruséw oraz proteazom komoérkowym zaangazowanym w proteolize biata S. Czynniki te determinujg wejscie wirusa
do komorki oraz jego replikacje i kazda nawet niewielka zmiana jakosciowa lub ilosciowa w ekspresji tych czynnikéw moze mie¢ wplyw
na przebieg zakazenia. W pracy omoéwiono réwniez mechanizmy odpowiedzi uktadu odpornosciowego na zakazenie koronawirusami
istotne w patogenezie COVID-19.
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1. Wprowadzenie

Na przetomie 2019 i 2020 roku uwaga mieszkan-
cow calego $wiata skierowana zostala na nowego
koronawirusa nazwanego SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2) wywotujacego
epidemie zapalenia pluc COVID-19 (COronaVIrus
Disease 19), ktory pojawil sie w prowincji Wuhan
w centralnych Chinach. W niedlugim czasie wirus
opanowal ludnos¢ calego $wiata i w marcu 2020 roku
Swiatowa Organizacja Zdrowia oglosita COVID-19
pandemia. SARS-CoV-2 jest trzecim w XXIwieku
koronawirusem pochodzenia odzwierzecego, ktory
pokonal bariere miedzygatunkowg wywolujac zakaze-
nia czlowieka o cigzkim przebiegu. Koronawirus
ciezkiego ostrego zespolu oddechowego (SARS-CoV
- Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus)
zaatakowal w latach 2002-2003 w prowincji Guang-
dong w Chinach zakazajac 8 096 0s6b i doprowadzit do
$mierci 774 0s6b osiagajac wspolczynnik $miertelnosci
wynoszacy 9,5% [93]. W 2012 roku w Arabii Saudyj-
skiej zaatakowal koronawirus srodkowo-wschodniego
zespolu oddechowego (MERS-CoV - Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus) odznaczajacy si¢
wysokim, siegajacym 34% wspolczynnikiem $miertel-
nosci, bowiem sposrod 2 494 0séb zakazonych zmarlo
858 pacjentow. Po majacym miejsce w 2014 roku szczy-
cie epidemii, MERS-CoV pozostal w krajach $rodko-
wego wschodu, przede wszystkim w Arabii Saudyjskiej,
wywolujac kilkaset przypadkéw zachorowan rocznie
[92]. Ostatnio w regionie Wuhan pojawil sie kolejny
wirus nazwany koronawirusem 2 cigzkiego ostrego
zespolu oddechowego (SARS-CoV-2 - Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2) wywolujacy
cigzkie schorzenie ukladu oddechowego okreslone jako
COVID-19. Do dnia 16 lutego 2021 roku COVID-19
potwierdzono u 108 822960 os6b, zmarto 2403 641
zakazonych w 235 krajach $wiata [97].

Wszystkie trzy wspomniane schorzenia sg skutkiem
zakazenia wirusami pochodzenia odzwierzgcego. Dane
epidemiologiczne, genetyczne i filogenetyczne wska-
zuja, ze ich Zrédlem s3 nietoperze, z ktérych na czlo-
wieka przeniesione zostaly przez zwierzeta domowe,
takie jak krowy, $winie, czy wielbtady. Ponadto bada-
nia immunologiczne i molekularne wykazaly, ze dzikie
zwierzeta takie jak faskuny palmowe i jenoty sprzeda-
wane na tzw. mokrych targach w Azji sg rezerwuarem
posrednim koronawirusow [34].

Poza wspomnianymi SARS-CoV, MERS-CoV i SARS-
-CoV-2, cztowiek zakaza si¢ rowniez innymi korona-
wirusami (HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63
i HCoV-HKU1) odpowiedzialnymi za rozwdj infekcji
gornych drog oddechowych o fagodnym lub umiar-
kowanie nasilonym przebiegu u oséb immunokom-
petentnych. Natomiast u 0s6b o obnizonej odpornosci
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zakazenie moze przybiera¢ posta¢ ciezka. Badania gene-
tyczne dowiodly, Ze od zwierzat pochodzg nastepujace
koronawirusy: od gryzoni HCoV-OC43 i HCoV-HKUI,
a od nietoperzy HCoV-229E i HCoV-NL63 [26, 82].

2. Patogeneza i patofizjologia COVID-19

Podobnie jak inne koronawirusy wywotujace zaka-
zenia ukladu oddechowego SARS-CoV-2 przenoszony
jest gléwnie drogg kropelkowg. Mozliwa, cho¢ nie-
udowodniona, jest réwniez transmisja droga fekalno-
-oralng, gdyz u pacjentow, u ktorych wystepuja wymioty
i biegunka, RNA wirusa wykrywany jest w kale [37].
Zakazenie moze przebiega¢ w formie bezobjawowej,
z objawami o $rednim nasileniu, a w 20% przypad-
kow przebieg zakazenia jest na tyle cigzki, ze wymaga
hospitalizacji. Smiertelno$¢ w skali §wiata wynosi okoto
2,2% i rozni si¢ w regionach w zaleznosci od systemu
opieki zdrowotne;.

Sredni okres inkubacji poprzedzajacy wystapie-
nie objawéw zakazenia wynosi 4-5 dni, $redni czas
trwania okresu objawowego wynosi 11 dni, natomiast
od momentu wystgpienia objawéw do zgonu uplywa
$rednio 14 dni [35, 51, 57]. Najczes$ciej wystepujacymi
objawami zakazenia SARS-CoV-2 sg goraczka siegajaca
38.5°C i suchy kaszel, rzadziej pojawiajg si¢ trudnosci
w oddychaniu, bdle stawowo-mig$niowe, bole i zwroty
glowy, zaburzenia smaku i wechu, biegunka, nudnosci
i wymioty [10, 35]. W ciezkim przebiegu COVID-19
okolo 8-9 dnia od wystgpienia objawéw dochodzi do
rozwoju zespolu ostrej niewydolnosci oddechowej
(ARDS -acute respiratory distress syndrome) [40].

Nasilenie objawow zakazenia SARS-CoV-2 jest wy-
nikiem nie tyle bezposredniego cytolitycznego dziala-
nia wirusa, ile odpowiedzi organizmu gospodarza na
zakazenie. Szacunki wskazuja, ze w okolto 70% przy-
padkow $mier¢ spowodowana jest zespolem ostrej
niewydolnosci oddechowej. Nastepujace w odpowiedzi
na zakazenie wydzielanie przez komorki efektorowe
ukltadu immunologicznego cytokin moze przyjmowaé
gwaltowna posta¢ nazwang burza cytokinowa prowa-
dzaca do sepsy i stanowiac przyczyne okoto 28% zgo-
néw pacjentéw z COVID-19 [103].

3. Charakterystyka koronawirusow
3.1. Systematyka

Zgodnie z danymi Miedzynarodowego Komitetu
Taksonomii Wiruséw koronawirusy naleza do pod-
rodziny Orthocoronavirinae w rodzinie Coronaviridae
w rzedzie Nidovirales. Poréwnanie sekwencji genomu
przeprowadzone w podrodzinie Orthocoronavirinae
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Ryc. 1. Schemat genomu koronawirusow

Na 5 koncu genomu znajdujg si¢ dwie otwarte ramy odczytu (ORF - ang. Open Reading Frame) ORF1la i ORF1b kodujace poliproteiny ppla i pplab

rozcinane na 16 lub rzadziej na 15 bialek niestrukturalnych tworzacych kompleks replikacyjno-transkrypcyjny (RTC). Otwarte ramy odczytu od 3’ kornca

koduja biatka strukturalne i regulatorowe: biatko kolca (S), ORF3A, biatko ostonki (E), bialko blonowe (M), ORF5, ORF6, ORF7A, ORF7B, ORF8 i biatko

nukleokapsydu (N). Dolny panel przedstawia procesowanie proteolityczne poliprotein ppla i pplab. Liczby przy segmentach poliprotein odpowiadaja
numerowi biatka niestrukturalnego; funkcja poszczegdlnych bialek opisana jest w Tabeli I.

pozwolito na wyodrebnienie w niej czterech rodzajow:
Alpha-, Beta-, Gamma- i Deltacoronavirus. Wszystkie
trzy koronawirusy atakujace dolne drogi oddechowe
i wywolujace cigzki przebieg choroby (SARS-CoV,
MERS-CoV i SARS-CoV-2) oraz wirusy HCoV-OC43
i HCoV-HKUI nalezg do rodzaju Betacoronavirus,
podczas gdy wirusy HCoV-229E i HCoV-NL63 zali-
czone zostaly do rodzaju Alphacoronavirus [46].

3.2. Morfologia

Koronawirusy sa wirusami ostonkowymi, ktérych
genom stanowi niesegmentowany jednoniciowy RNA
o dodatniej polarnosci liczacy od 26 do 32 tysiecy
nukleotydéw [11, 35]. W 5’-koncowej czesci genomu
wyrézni¢ mozna dwie zachodzace na siebie otwarte
ramy odczytu (ORF - open reading frame) ORFla
i ORF1b kodujace 15 lub 16 bialek niestrukturalnych,
natomiast w czesci 3’-koncowej znajduja si¢ geny
kodujace biatka strukturalne: biatko nukleokapsydu
(N - nucleocapside), bialko ostonkowe (E - envelope),
biatko blonowe (M - membrane) oraz glikoproteine
kolca (S - spike), oraz geny kodujace bialka regulato-
rowe (ryc. 1) [24, 77]. Genomowy RNA oraz fosforylo-
wane biatko N tworzg helikalny nukleokapsyd otoczony
dwuwarstwg fosfolipidowg. W ostonce zakotwiczone sg
dwa rodzaje glikoprotein tworzacych tzw. kolce: homo-
trimer glikoproteiny S wystepujacy u wszystkich koro-

nawirusow oraz hemaglutynina-esteraza obecna tylko
u niektérych beta-CoV. Podczas procesu replikacji gli-
koproteina S rozcinana jest przez proteaz¢ komdrkowa
na dwa peptydy, S1 odpowiedzialny za wigzanie recep-
tora komdrkowego i S2 formujacy trzon czasteczki [1].
Pozostate dwa bialka strukturalne, czyli biatko blonowe
(M) i ostonkowe (E) odpowiedzialne sg za skladanie
potomnych czastek wirusa i wirulencje i sa zwigzane
z dwuwarstwa fosfolipidows [2, 24, 61, 68, 70].

3.3. Biatko S

Szczegolng uwage zwroci¢ nalezy na biatko S, pelni
ono bowiem kluczowa role w cyklu replikacyjnym
koronawirusow, wiaze si¢ z receptorem na powierzchni
komorki docelowej warunkujac tropizm wirusa oraz
uczestniczy w procesie fuzji pomiedzy ostonka wirusa
i blong komoérkowsg lub endosomu. W N-koncowej
czesci biatka S znajduje si¢ sekwencja sygnatowa kieru-
jaca biatko do retikulum endoplazmatycznego. Dalsza
cze$¢ biatka S dzielona jest na N-koncowa podjed-
nostke S1 zawierajaca domene wigzaca receptor (RBD
- receptor binding domain) oraz podjednostke S2,
w obrebie ktdérej wyrdzni¢ mozna peptyd odpowie-
dzialny za fuzje (FP - fusion peptide), wewnetrzny pep-
tyd odpowiedzialny za fuzje (IFP - internal fusion pep-
tide), motywy powtdrzen siedmioaminokwasowych 1/2
(HP1/2 - heptad repeat 1/2) oraz domene srédbtonowa
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(TM - transmembrane domain) [36]. W obrebie
biatka S znajduja sie dwa miejsca ciecia proteolitycz-
nego, cigcie w obrebie pierwszego miejsca zlokalizo-
wanego pomiedzy podjednostkami S1 i S2 (miejsce
S1/82) okreslane jest ,,priming’, natomiast drugie, znajdu-
jace sie w N-koncowej czesci domeny FP (miejsce S2°),
rozcinane jest w procesie okreslonym jako ,triggering”
»Priming” pozwala czasteczce S na przyjecie konfor-
macji umozliwiajacej domenie RBD na zwigzanie si¢
z receptorem, natomiast ,triggering” pomaga obnizy¢
bariere energetyczna fuzji z blong komdérkowsa lub endo-
somu. W proteolizie biatka S uczestniczy¢ moze kilka
enzymow komorkowych. Biatko S moze podlegac dzia-
taniu zaleznej od pH proteazy cysteinowej katepsyny L,
transmembranowej proteazy serynowej 2 (TMPRSS2
- transmembrane serine protease 2) oraz innej prote-
azy serynowej — furyny. Enzymy te w komorce wyste-
puja w réznej lokalizacji determinujac miejsce fuzji
ostonki wirusa z blong komoérki. TMPRSS?2 jest zloka-
lizowana na powierzchni komérki i pozwala na fuzje
ostonki z blong komérkows, podczas gdy katepsyna L
wystepuje w endosomach i rozcina biatko S dopiero
po tym, jak czastka wirusowa znajdzie si¢ w peche-
rzyku, co pozwala na fuzje pomiedzy oslonka a btona
endosomu [5, 38]. Przebieg kaskady cie¢ proteolitycz-
nych biatka S koronawiruséw warunkuje ich tropizm.
Dla przykladu wydajne rozcinanie S1/52 MERS-CoV
odbywa sie wkrétce po uformowaniu potomnych cza-
stek wirusa jeszcze w komorkach, w ktérych zachodzi
replikacja, co pozwala na réwnie wydajne ciecie S2’
natychmiast po zwigzaniu wirusa z komdrka docelowa
i umozliwia fuzje ostonki z btong komdrkows. Jednak
niektére warianty MERS-CoV oraz inne koronawirusy,
procesy proteolityczne bialka S rozpoczynaja dopiero
na powierzchni komoérki, co opdznia przeprowadzenie
drugiego ciecia do etapu endosomalnego, a tym samym
pozwala na fuzje ostonki z blong endosomu. Znajomos¢
proceséw proteolitycznych umozliwiajacych zakaze-
nie komorki docelowej pozwala przewidywac tropizm
wirusa, patogenez¢ zakazen oraz opracowac strategie
postepowania terapeutycznego [72].

Biatko S SARS-CoV-2 ze wzgledu na to, ze zawiera
epitopy immunodominujace i jest celem przeciwko
ktéremu skierowane sg przeciwciala neutralizujgce zo-
stalo wybrane do skonstruowania szczepionki. W opra-
cowaniu szczepionek majacych stymulowa¢ odpowiedz
immunologiczng przeciwko biatku S wykorzystywane
sg rozne strategie, miedzy innymi syntetyczne lub
rekombinowane polipeptydy (szczepionki podjednost-
kowe), wektory wirusowe, mRNA, DNA, wirusy atenu-
owane [50, 54]. Ostatnio Samad i wsp. zastosowali me-
tody immunoinformatyczne do wybrania epitopow
biatka S SARS-CoV-2 silnie wigzacych sie z receptorem
TLR4 (toll-like receptor 4) i wywolujacych silng odpo-
wiedz immunologiczng na infekcje tym wirusem [76].

JOLANTA BRATOSIEWICZ-WASIK, TOMASZ J. WASIK

3.4. Replikacja

Cykl replikacyjny koronawiruséw inicjowany jest
przez zwigzanie bialka S wirusa z receptorem na po-
wierzchni komorki docelowej. Interakcja biatka S
z receptorem staje si¢ mozliwa po jego rozcigciu na
podjednostki S1 i S2 pozostajace w polaczniu nieko-
walencyjnym. Nastepnie biatko S podlega prowadzo-
nemu przez proteazy komdrkowe cieciu w polozonym
bezposrednio przed domeng odpowiedzialng za fuzje
miejscu S2’ Ciecie to powoduje zmiany konformacji
bialka umozliwiajace przeprowadzenie fuzji ostonki
wirusa z bfong komoérki lub endosomu gospodarza, co
w konsekwencji umozliwia uwolnienie genomu wirusa
do cytoplazmy. Kolejnym etapem replikacji korona-
wirusa jest translacja otwartych ram odczytu ORFla
i ORF1b doprowadzajagca do powstania poliprotein
pplaipplab, ktore ulegaja rozcigciu na 16 lub, rzadziej,
15 bialek niestrukturalnych (tab.I, ryc.1) [69, 71, 80,
102] tworzacych kompleks replikacyjno-transkrypcyjny
(RTC - replication-transcription complex) [24, 87].
Powstaly kompleks odpowiedzialny jest za replikacje
RNA oraz transkrypcje subgenomowych RNA stuzacych
jako matryca do syntezy bialek strukturalnych S, Ei M
wbudowywanych do retikulum endoplazmatycznego
oraz biatka N tworzacego wraz z RNA nukleokapsyd.
Uformowany nukleokapsyd trafia do przedzialu ERGIC
(endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compart-
ment), gdzie oddzialtuje z bialkiem M i uzyskuje ostonke.
Interakcje te rozpoczynajg proces dojrzewania, trans-
port w pecherzykach i ostatecznie uwolnienie potom-
nych wirionéw poprzez egzocytoze [19, 24, 64].

4. Jak koronawirusy pokonuja bariere
miedzygatunkowa?

Kluczowym etapem cyklu replikacyjnego koronawiru-
sOw jest rozpoznanie swoistego receptora na powierzchni
komorki. Efektywne polaczenie domeny wiazacej recep-
tor biatka S koronawirusa z receptorem komoérkowym
warunkuje wydajna replikacje, a takze tropizm i zakres
zasiegu gatunkowego. Koronawirusy zakazajace ludzi
pochodzg od wiruséw wystepujacych u dziko zyjacych
zwierzat, gldwnie nietoperzy i gryzoni, a na czlowieka
przeniosty si¢ przez organizmy gospodarzy posrednich,
takich jak taskuny palmowe, jenoty czy wielblady jedno-
garbne. Pokonanie bariery miedzygatunkowej przez
wirusa zalezy od nabycia zdolnos$ci wejscia do komorki
gospodarza dzigki zwigzaniu ze swoistym receptorem
i fuzji pomiedzy ostonka wirusa i btong komoérki. Glow-
nymi receptorami komérkowymi wykorzystywanymi
przez koronawirusy czlowieka s3: aminopeptydaza N
(APN - aminopeptidase N) rozpoznawana przez
HCoV-229E, konwertaza angiotensyny typ 2 (ACE2
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Tabela I
Funkgja bialek koronawirusow
Biatko Funkcja
S Biatko kolca koronawiruséw odpowiedzialne za wigzanie z receptorem komérkowym i fuzje z blong komérkows
Q
- % E Bialko ostonki odpowiedzialne za skladanie i uwalnianie czastek potomnych
=
%_q :{23 M Biatko blonowe oddzialujace z innymi biatkami wirusa w procesie skfadania wirionéw potomnych
/A
é N Nukleoproteina zapewniajgca ochrone genomu i jego inkorporacje do wirionéw potomnych; biatko N wigze sie
z nsp3 umozliwiajac uformowanie kompleksu replikacyjno-transkrypcyjnego
nspl | Hamowanie $ciezki sygnatowej IFN-B; hamowanie translacji poprzez wigzanie i inaktywacj¢ podjednostki 40S
P rybosomow oraz aktywacja komoérkowych endonukleaz do cigcia mRNA komérkowego
nsp2 | Wiaze si¢ z prohibityna 1 i 2 przez co zaburza funkcjonowanie $ciezek sygnalowych w komorce
nsp3 | Proteinaza z rodziny papain; uwalnia nspl, nsp2 i nsp3 z poliproteiny
nspd Oddzialuje z nsp3; uczestniczy w przemodelowaniu btony komdrkowej umozliwiajagcym formowanie kompleksu
P replikacyjno-transkrypcyjnego
S5 Proteinaza podobna do 3C; zapewnia rozcinanie poliproteiny wirusowej uwalniajac przynajmniej 11 bialek
P niestrukturalnych; dziata jako supresor wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
Y SD6 Zapewnia powstawanie autofagosoméw z retikulum endoplazmatycznego; zapobiega dostarczaniu przez
= P autofagosomy elementéw wirusowych do degradacji w lizosomach
3
£ nsp7 | Wraz z nsp8 dziala jako kofaktor dla RNA-zaleznej polimerazy RNA (nsp12)
E
= nsp8 | Wraz z nsp7 dziala jako kofaktor dla RNA-zaleznej polimerazy RNA (nsp12)
L
g= nsp9 | Bialko wigzace ssRNA; oddziatuje z zawierajaca motyw DEAD helikazg RNA 5
<
% nspl0 | Stymuluje aktywno$¢ nspl4insplé
Fa nspll | Funkcja nieznana
nspl2 | RNA-zalezna polimeraza RNA zapewniajace zarowno replikacje jak i transkrypcje
nspl3 | Helikaza dsRNA; 5’-tréjfosfataza; uczestniczy w tworzeniu czapeczki na 5° koncu wirusowego mRNA
nspld 3’-5’-egzorybonukleaza zapewniajgca poprawno$¢ procesu replikacji; metylotransferaza N7-guaninowa
P uczestniczy w tworzeniu czapeczki na 3’ koncu wirusowego mRNA
nsol5 Endorybonukleaza rozcinajaca RNA w pozycji 3’ urydyny tworzac 2°-3’ cykliczny fosfodiester; degraduje
P wirusowy dsRNA zapobiegajac rozpoznaniu przez organizm gospodarza
nsp16 2’-O-ribozylo-metylotransferaza metyluje grupe 2’-hydroksylowa adeniny w czasie tworzenia czapeczki
P w wirusowym mRNA

- angiotensin-converting enzyme 2) uzywana przez
wirusy SARS-CoV, SARS-CoV-2 i HCoV-NL63, oraz
peptydaza dwupeptydylowa IV (DPP4 - dipeptidyl-pep-
tidase IV) swoista dla MERS-CoV [20, 39, 61].

Nawet niewielka zmiana w obrebie RBD biatka S
moze zmieniac jego powinowactwo do receptora. Yang
i wsp. wykazali, ze w wyniku dwu mutacji punktowych,
S746R and N762A, w biatku S wirusa nietoperzy HKU4
spokrewnionego z posiadajacym obie te zmiany MERS-
-CoV nabywa on zdolnosci do rozpoznawania receptora
na komorkach czlowieka. Zmutowane biatko S HKU4,
w odrdznieniu od biatka S MERS-CoV, nie podlega jed-
nak aktywacji przez proteazy komoérkowe, co uniemoz-
liwia fuzje ostonki z btong komorki [101]. Podobnie
przeniesienie SARS-CoV z laskuna na czlowieka stalo
sie mozliwe dzieki wystapieniu podwdjnej substytucji,
N479L i T487S w RBD bialka S [60]. Inng mozliwos-
cig zmiany tropizmu koronawirusow jest zajscie rzad-
kiego zjawiska rekombinacji genetycznej powodujacej
wymiane catego lub czesci genu kodujacego biatko S.
Przykladem takiego zjawiska jest powstanie kociego
koronawirusa (FCoV - feline coronavirus) typu II.

Wirus ten pojawit sie u kotow w wyniku podwojnej
rekombinacji pomig¢dzy kocim koronawirusem typu I
i psim koronawirusem (CCoV - canine coronavirus)
typu I1, dzieki ktorej FCoV typu I uzyskal gen biatka S
od CCoV typu II. Skutkiem zmiany jest przeksztalcenie
powodujacego fagodne niezyty jelitowe FCoV typu I
w FCoV typu II wywolujacego $miertelne zapalenie
otrzewnej [84].

Tropizm i patogeneza koronawiruséw zalezy row-
niez od obecnosci w biatku S sekwencji rozpoznawanych
swoiscie przez protezy komodrkowe, co udowodniono
wykazujac, ze wprowadzenie miejsca rozpoznawanego
przez furyne do biatka S wirusa zakaznego zapalenia
oskrzeli (IBV - infectious bronchitis virus) spowodo-
walo znaczny wzrost jego zjadliwosci [12]. Poréwnanie
sekwencji miejsc ciecia w biatku S dowiodlo, ze SARS-
-CoV-2 posiada miejsce rozpoznawane przez furyng
nieobecne u innych koronawiruséw tego samego kladu.
Nabycie miejsca cigcia przez furyne prawdopodobnie
spowodowalo uzyskanie przez SARS-CoV-2 zdolnosci
do tatwiejszego rozprzestrzeniania si¢ wérdd populacji
ludzi w poréwnaniu do innych betakoronawirusow [16].
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Po pokonaniu bariery miedzygatunkowej, dzieki
wysokiej zmiennos$ci mutacyjnej koronawiruséw pod-
legajacej selekcji w srodowisku organizmu nowego
gospodarza dochodzi do powstania wariantéw wirusa
0 wyzszej sprawnosci replikacyjnej i wiekszej opor-
nosci na presje ze strony uktadu immunologicznego. Na
poczatku marca 2020 roku pojawila si¢ nowa odmiana
SARS-CoV-2 z substytucja aminokwasowg D614G
w biatku S. Nowy wariant szybko stat si¢ formg domi-
nujacy, co sugerowalo, iz zmiana ta wplyneta korzystnie
na transmisje wirusa. Rzeczywiscie, detekcja metoda
poprzedzonej odwrotng transkrypcja lancuchowej
reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym RT-PCR (real
time reverse transcription-polymerase chain reaction)
pozwolila stwierdzi¢ wyzsze miano nowej odmiany
wirusa w obrebie gornych drég oddechowych. Zapro-
ponowane wyja$nienie mowi, iz zamiana kwasu aspa-
raginowego na glicyne w pozycji 614 znosi mozliwo$¢
tworzenia wigzania wodorowego pomiedzy proto-
merami biatka S, co zwigksza ich elastycznos$¢ i ulat-
wia oddzialywanie pomiedzy protomerami. Ponadto
pojawienie si¢ zmiany moze zaburzaé proces glikozy-
lacji asparaginy w pozycji 616 wplywajac na najblizej
polozony protomer i jego aktywno$¢ pozwalajaca na
fuzje ostonki [53, 105]. Ostatnie badania wskazuja na
jeszcze inny mechanizm wptywu mutacji D614G pole-
gajacy na zwigkszeniu gestosci wariantu G614 biatka S
na powierzchni czastek wirusa i ostabieniu oddziela-
nia podjednostki S1. Badacze postulujg, Ze polaczenie
pomiedzy domenami S1 i S2 jest w wariancie D614
stabsze anizeli w odmianie z substytucja i ta niesta-
bilno$¢ moze wpltywaé na zaburzenie struktury btony,
wlasciwy transport, modyfikacje potranslacyjne i wbu-
dowywanie biatka S do wirionéw potomnych [104].

W listopadzie 2020 roku wykryto w Anglii w prob-
kach pochodzacych z wrzesnia wariant wirusa ozna-
czony B.1.1.7 posiadajacy wiele mutacji majacych zna-
czenie zaréwno dla sprawnosci replikacyjnej wirusa jak
i odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Wariant ten
szybko rozprzestrzenil si¢ w Wielkiej Brytanii i przedo-
stal sie do innych krajow Europy. Najistotniejszg muta-
cja nowej odmiany wirusa wydaje si¢ by¢ substytucja
N501Y lezaca w obrebie RBD i zwiekszajaca powino-
wactwo bialka S do receptora ACE2. Podwdjna delecja
69/70del moze natomiast by¢ istotna dla unikania odpo-
wiedzi immunologicznej, podczas gdy zmiana P681H
lezy w bezposrednim sgsiedztwie miejsca rozpoznawa-
nego przez furyne i moze w zwiazku z tym wplywac na
wydajnos¢ ciecia przez ten enzym [28, 86]. Ustalono, ze
wariant z mutacjg 501Y, ale bez delecji 69/70, ktory poja-
wil si¢ na poczatku wrzesnia byl o okolo 10% bardziej
zakazny w poréwnaniu do wariantu 501N, natomiast
zakazno$¢ odmiany wirusa 501Y zawierajacej delecje
69/70 (wariant B.1.1.7), szerzacej si¢ od konca wrzesnia
wzrosta o okoto 75% w stosunku do wariantu 501N [58].
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5. Receptory komorkowe dla koronawirusow

Patogeneza zakazen koronawirusami jest, przynaj-
mniej czg§ciowo uwarunkowana lokalizacja receptoréw
wykorzystywanych przez te wirusy do wnikniecia do
komorki. Sposréd koronawiruséw zakazajacych czlo-
wieka HCoV-229E wykorzystuje do tego celu receptor
APN, HCoV-NL63, SARS-CoV i SARS-CoV-2 wigza
sie z ACE2, natomiast MERS-CoV rozpoznaje DPP4.
Uwaza sie, Zze zaréwno struktura, jak i poziom eks-
presji receptoréw komaérkowych sg kluczowymi czynni-
kami organizmu gospodarza decydujacymi o patogene-
zie i transmisji koronawirusow [20, 39].

5.1. Peptydaza dwupeptydylowa IV

Peptydaza dwupeptydylowa IV (DPP4 - dipeptidyl
peptidase IV), inaczej CD26, zostata rozpoznana jako
receptor dla MERS-CoV w 2013 roku przez Raj i wsp.,
ktérzy wyizolowali z lizatéw zakazonych komorek
Huh-7 DPP4 zwigzany z RBD biatka S MERS-CoV [75].
DPP4 jest biatkiem transblonowym typu II wystepu-
jacym w formie dimerdw. Czg¢s¢ zewnatrzkomorkowa
kazdego monomeru zlozona jest z dwu domen, poto-
zonej blizszej blony domeny katalitycznej a/p oraz dal-
szej os$mioczlonowej domeny wigzacej p o konformacji
przypominajacej $miglo. Dzieki aktywnosci hydrolazy
domeny o/ DPP4 odcina dipeptydy X-L-prolina lub
X-L-alanina z N-konca réznych polipeptydow takich
jak hormony, cytokiny, chemokiny, neuropetydy i pep-
tydy wazoaktywne. Czlon 4 i 5 struktury p-$migta
DPP4 jest rozpoznawany przez domene rozpoznajaca
receptor biatka S MERS-CoV [4, 67]. W czasteczce
DPP4 zidentyfikowano 11 reszt aminokwasowych
kluczowych dla wigzania z RBD i wykazano, ze sg one
wysoce konserwatywne wsrod gatunkow wrazliwych
na zakazenie MERS-CoV, takich jak wielbtady, kroliki
i naczelne, natomiast fretki, szczury, czy myszy nie-
wrazliwe na zakazenie MERS-CoV wykazuja znaczne
zroznicowanie w obrebie reszt kluczowych dla wigza-
nia z biatkiem S. Tak wigc struktura pierwszorzedowa
DPP4 wyznacza grupe gatunkow zwierzat bedacych
gospodarzami dla MERS-CoV [90, 95].

Transmisja i patogeneza zakazen MERS-CoV uwa-
runkowana jest zaréwno przez strukture DPP4 jak
i jego tkankowa lokalizacje oraz poziom ekspresji.
Umiejscowienie wystepowania DPP4 decyduje o znacz-
nie wydajniejszej transmisji MERS-CoV u wielbtadéw,
anizeli u ludzi i wyjasnia, dlaczego gtéwnym zrédltem
zakazenia MERS-CoV sg wielblady, podczas gdy trans-
misja miedzy ludZmi jest znacznie rzadsza. Réznica
w poziomie rozprzestrzeniania si¢ wirusa u wielbtagdow
i u ludzi wynika bowiem z mozliwosci jego namnaza-
nia si¢ w gérnych drogach oddechowych u wielbladow
i braku takiej mozliwosci u ludzi. W wymazach z nosa
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pobranych od wielbladéw, w odréznieniu od prébek
pochodzacych od ludzi, wykryto stosunkowo wysoki
poziom wirusa. Réznica ta wynika z faktu, ze u ludzi
receptor DPP4 wystepuje jedynie nablonku dolnych
drég oddechowych, gtéwnie w pneumocytach typu II,
nieobecny jest natomiast w $§luzéwce nosa, podczas
gdy u wielbladéw DPP4 jest obecny w §luzéwce nosa
i pozwala wirusowi replikowa¢ w tej lokalizacji [94].

Kolejng zagadka rozwiazana dzigki pracom nad
udziatem DPP4 w patogenezie zakazen MERS-CoV
bylo wewnatrzgatunkowe zréznicowanie przebiegu
zakazenia tym wirusem. Przebieg kliniczny zakaze-
nia MERS-CoV jest bardzo zréznicowany, od postaci
bezobjawowej az do cigzkiego zapalenia pluc z zespo-
fem ostrej niewydolnos$ci oddechowej, prowadzacym
do $mierci [109]. Wskazuje to na istnienie czynnikow
osobniczych decydujacych o przebiegu klinicznym
zakazenia MERS-CoV. Takimi czynnikami sg pale-
nie tytoniu oraz przewlekla obturacyjna choroba ptuc
(COPD - chronic obstructive pulmonary disease).
Wykazano, ze palacze oraz pacjenci z COPD sg bar-
dziej wrazliwi na zakazenie MERS-CoV, co Seys i wsp.
ttumaczg wyzszym poziomem ekspresji DPP4 zaréwno
na etapie mRNA, jak i biatka w poréwnaniu z oso-
bami niepalgcymi i nieobarczonymi COPD [78]. 98%
powierzchni pluc pokrywajg pneumocyty typu I, pozo-
stala czes¢ natomiast pneumocyty typu II. W ptucach
zdrowych ludzi DPP4 wystepuje prawie wylacznie na
pneumocytach typu II, podczas gdy u palaczy i pacjen-
tow z COPD dochodzi do ekspresji DPP4 w pneu-
mocytach typu I i biatko to wystepuje w obu tych
typach komorek. Obecnos¢ receptora na pneumocytach
typu I moze by¢ przyczyna zakazania i niszczenia tych
komorek przez MERS-CoV i prowadzi¢ ostatecznie do
rozleglego uszkodzenia pecherzykéw ptucnych [95].

Poznanie oddziatywan pomiedzy DPP4 i biatkiem S
MERS-CoV na poziomie molekularnym wykazalo, ze
w bezposredni kontakt z biatkiem S wchodzi 15 ami-
nokwasow [90]. Kleine-Weber i wsp. zadali pytanie,
czy naturalnie wystepujace w DPP4 polimorfizmy
dotyczace aminokwaséw oddziatujacych z biatkiem S
moga wplywa¢ na wejscie wirusa do komorki. Prze-
prowadzona analiza wykazala, iz cztery polimor-
fizmy (K267E, K267N, A291P i A346-348) obnizaja
zdolno$¢ wigzania MERS-CoV, a co za tym idzie wydaj-
no$¢ zakazania komorek i replikacji wirusa. Tak wigc
fenotyp DPP4 moze oddziatywa¢ na przebieg zakaze-
nia MERS-CoV. Wariant DPP4 z delecja A346-348
jest mniej wydajnie, w poréwnaniu do typu dzikiego
biatka, transportowany na powierzchnie komorki,
natomiast warianty K267E i A291P DPP4 slabiej wiaza
sie z biatkiem S. Podsumowujac, naturalnie wystepu-
jace w DPP4 polimorfizmy mogg utrudnia¢ wnikanie
MERS-CoV do komorki i w konsekwencji wptywa¢ na
rozwdj choroby u zakazonych pacjentow [52].
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5.2. Konwertaza angiotensyny typ 2

Konwertaza angiotensyny typ 2 (ACE2 - angioten-
sin-converting enzyme 2) jest zlozong z 805 amino-
kwasow, glikoproteing transmembranowg typu I z zew-
natrzkomoérkowa domeng katalityczng. ACE2 nalezy
do rodziny M2 metaloproteaz, a zlokalizowane po
zewnetrznej stronie blony komoérkowej domeny katali-
tyczne uczestniczg w przemianach peptydéw krazacych
zewnatrzkomorkowo. ACE2 zlokalizowany jest gtownie
w sercu, nerkach, jadrach, watrobie, jelitach i endo-
telium naczyn krwionosnych, a w mniejszym stopniu
w wielu innych organach, gtéwnie w plucach i okrez-
nicy, nie wystepuje w komorkach osrodkowego uktadu
nerwowego [55]. ACE2 jest elementem uktadu renina-
-angiotensyna (RAS - renin-angiotensin system),
w ktorym ACE przeksztalca bedaca dekapeptydem
angiotensyne I (Angl) w liczaca osiem reszt amino-
kwasowych angiotensyne II (AnglI), natomiast ACE2
ma zdolnos¢ odcinania pojedynczych reszt aminokwa-
sowych przeksztalcajagc Angl w Angl-9, a AnglI kon-
wertujac do Angl-7. ACE2 w uktadzie RAS pelni funk-
cje negatywnego regulatora RAS, dziatajac przeciwnie
do ACE w wielu narzadach takich jak serce, nerki czy
pluca. W uktadzie oddechowym ACE, AnglI i receptor
typu 1 AnglII (AT1R - AnglI receptor type 1) sg czyn-
nikami, ktérych dziatanie prowadzi do uszkodzenia
pluc, podczas gdy ACE2 wplywa na pluca ochronnie
[44]. Jedna z przyczyn cigzkiego przebiegu zakazenia
SARS-CoV i stosunkowo wysokiej $miertelnosci moze
by¢ obnizona ekspresja ACE2 w plucach zakazonych
pacjentow wykazana w badaniach Kuba i wsp., ktérzy
dowiedli, ze zaréwno SARS-CoV, jak i rekombino-
wane bialko S tego wirusa obniza ekspresje ACE2. Tak
wiec ACE2 w patogenezie zakazen koronawirusami
uczestniczy w dwojaki sposéb, po pierwsze umozliwia
zakazenie wrazliwych komorek, po drugie pod wply-
wem zakazenia jego ekspresja ulega oslabieniu, co nie-
uchronnie prowadzi do uszkodzenia ptuc (ryc. 2) [56].
Zjawisko obnizenia poziomu ekspresji ACE2 w komor-
kach ptuc wywolane przez SARS-CoV i HCoV-NL63
oddzialujace z tym receptorem moze wyjasnia¢ roznice
w przebiegu zakazenia wywolanego tymi wirusami.
Rekombinowane biatko S SARS-CoV wigze sie z ACE2
i powoduje jego uwolnienie z powierzchni komorki
znacznie wydajniej anizeli biatko S wirusa HCoV-NL63
[31]. Badania strukturalne i biofizyczne wykazaly nato-
miast, ze SARS-CoV-2 wiaze si¢ z ACE2 ze znacznie
wiekszym powinowactwem niz SARS-CoV. Te réznice
w awidno$ci wigzania do ACE2 moga, przynajmniej
czesciowo, wyjasniac fatwosc, z jaka SARS-CoV-2 prze-
nosi si¢ miedzy ludzmi [98]. Potwierdzenie tej hipotezy
stanowig wyniki badan prowadzonych przez Chu i wsp.,
ktorzy odkryli, ze SARS-CoV-2 replikuje si¢ w tkan-
kach pluc znacznie wydajniej niz SARS-CoV [15].
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Ryc. 2. Rola ACE2 w patogenezie COVID-19

Schemat pecherzyka plucnego w stanie fizjologicznym (panel lewy) charakteryzujacy sie rownowaga ACE1/ACE2 oraz w czasie infekcji SARS-CoV-2

(panel prawy), gdy ekspresja receptora ACE2 ulega obnizeniu powodujac zaburzenie rownowagi ACE1/ACE2 i nadaktywacj¢ ukladu renina-angiotensyna

(RAS) prowadzaca do uszkodzenia ptuc. AT I, AT II - pneumocyty typu I, IT; ACE1, ACE2 - enzym typu 1, 2 konwertujacy angiotensyne; MasR — receptor
Mas; Ang I, I - angiotensyna I, II; AT1R, AT2R - receptor typu 1, 2 angiotensyny II.

Zaburzenie réwnowagi w ukladzie RAS poprzez zwia-
zanie bialka S SARS-CoV-2 z ACE2 odgrywa kluczows
role w patogenezie COVID-19. AnglI, ktéra na skutek
obnizenia ekspresji ACE2 pozostaje nieprzeksztalcona
do Angl-7, zwigksza przepuszczalno$¢ naczyn krwio-
no$nych ptuc, co prowadzi do obrzekéw pluc, a takze
stymuluje makrofagi i inne komoérki uktadu odpornos-
ciowego do produkeji cytokin prozapalnych, ktorych
wzmozona produkcja, tzw. ,,burza cytokinowa” prowa-
dzi do uszkodzenia pluc oraz niewydolnosci wielona-
rzadowej konczacej si¢ Smiercig [3, 45, 100].

Badania dotyczace wielu innych wiruséw wykazaty,
ze istnienie wariantéw allelicznych receptora gospo-
darza warunkuje wydajno$¢ wigzania wirusa, przez
co modyfikuje stopien opornosci komorki na zakaze-
nie danym wirusem. Dlatego przeprowadzono liczne
badania majace okresli¢, czy warianty genetyczne ACE2
moga determinowa¢ przebieg zakazenia SARS-CoV
i SARS-CoV-2. Zidentyfikowano niewiele polimorfiz-
moéw pojedynczego nukleotydu (SNP) w regionach
kodujacych ACE2 cztowieka, ponadto w wiekszosci
z nich czgsto$¢ wystepowania polimorficznego allela
wynosi ponizej 5%. Poréwnanie czestos$ci wystepowa-
nia polimorficznych alleli regionéw kodujgcych i nie-
kodujacych ACE2 pomiedzy grupa oséb zakazonych
SARS-CoV i grupg kontrolng nie potwierdzity istnie-
nia ich zwigzku z wrazliwoscig na rozwdj zakazenia
wéroéd populacji chinskiej i wietnamskiej [14, 48].

Z drugiej strony, utworzone modele polimorficznych
wariantéw ACE2 obejmujacych miejsca zaangazowane
w oddziatywania z RBD biatka S koronawirusa pozwo-
lity obserwowac wpltyw zmian strukturalnych ACE2 na
oddziatywania miedzyczasteczkowe z bialkiem S SARS-
-CoV-2. W badaniach tych odnotowano, ze allele ACE2
173635825 (S19P) i rs143936283 (E329G) wykazuja
zroznicowang zdolno$¢ do oddziatywan z wirusowym
bialkiem S, co wskazuje na wptyw wariantéw poli-
morficznych ACE2 na potencjalng opornos¢ przeciw
SARS-CoV-2 [43]. Jednakze rzeczywiste znaczenie
tych polimorfizméw trudno ustali¢ ze wzgledu na ich
rzadkie wystepowanie oszacowane na 3.3x 107 dla
rs73635825 w populacji afrykanskiej oraz 6.51x 107
dla rs143936283 w populacji europejskiej [49].

Zhao i wsp. stosujac technike sekwencjonowania
RNA pojedynczej komorki wykazali, ze gléwnymi
komoérkami syntetyzujacymi ACE2 s3 pneumocyty
typu IL 1, co szczegdlnie interesujace, w komoérkach tych
wykryto réwniez ekspresje wielu innych biatek zapew-
niajgcych replikacje i transmisje wirusa. Innymi komor-
kami, w ktérych stwierdzono synteze, cho¢ na nizszym
poziomie, ACE2 s3 pneumocyty typu I, fibroblasty,
komorki nabtonka oddechowego, komorki srodblonka
oraz makrofagi. Podwdjna rola jaka pelni ACE2, ktory
z jednej strony dziala ochronne w osi ACE2 - Angl-7
- receptor Mas, a z drugiej strony stanowi kluczowy
czynnik dla wejécia wirusa do komorek, sprawia, ze
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zaréwno wzrost, jak i obnizenie poziomu jego ekspre-
sji w ukladzie oddechowym moze wplywa¢é na rozwoj
zakazenia i nasilenie przebiegu choroby. Co ciekawe,
mimo tego ze loci genu kodujacego ACE2 znajduje si¢
na chromosomie X, u mezczyzn stwierdzono wyzszy
poziom i szersza dystrybucje ekspresji ACE2 w pordw-
naniu do kobiet, czym badacze wyjasniali wigkszy odse-
tek zakazen SARS-CoV-2 u mezczyzn [107]. Badania
przeprowadzone na wigksza skale nie wykazaly jednak
istotnych réznic w poziomie ekspresji ACE2 w plucach
pomiedzy grupami réznigcymi sie wiekiem (>60 vs
<60r.2.), plcia i pochodzeniem etnicznym (rasa kau-
kaska i azjatycka) [7]. Do innych wnioskéw prowadza
wyniki badan Xie i wsp., ktorzy ustalili, ze poziom eks-
presji ACE2 w plucach szczuréw zmniejsza si¢ wraz
z ich wiekiem i spadek ten jest znaczniejszy u samcow,
co w polaczeniu z dzialaniem SARS-CoV-2 zmniej-
szajagcym ekspresje tego receptora moze ttumaczy¢
wynikajacy z niedostatku czynnika ochronnego ciez-
szy przebieg zakazenia u 0so6b starszych [99]. Bardziej
wrazliwi na rozwdj zakazenia SARS-CoV-2 moga by¢
réwniez palacze, jako ze w ich plucach ekspresja ACE2
jest bardziej nasilona, anizeli u oséb niepalgcych [6,
7]. Rzeczywiscie, w ptucach ludzi i gryzoni zaobser-
wowano wzrost poziomu ekspresji ACE2 w stopniu
skorelowanym z liczbg wypalanych papieroséw. Eks-
presje ACE2 wykazano ponadto w réznych typach ko-
morek wyscielajacych drogi oddechowe, miedzy innymi
w komorkach kubkowych, oskrzelikowych komoérkach
egzokrynnych i pneumocytach typu II. Dlugotrwata
ekspozycja na dym papierosowy wyzwala reakcje
ochronng polegajaca na ekspansji wydzielajacych $luz
komorek kubkowych i wzroscie ekspresji ACE2 [79]. Fu
i wsp., ktérzy wykryli wysoki poziom ACE2 w jadrach,
ukladzie sercowo-naczyniowym oraz ukladzie pokar-
mowym, dostrzegli jeszcze jeden aspekt swoistej dla
narzadow dystrybucji ekspresji tego biatka. Sugeruja
oni, ze SARS-CoV-2 moze nie tylko atakowa¢ ptuca,
ale takze inne narzady, szczegélnie jadra, co moze pro-
wadzi¢ do ich uszkodzenia i zaburzenia rozwoju plcio-
wego chlopcow i bezptodnosci dorostych [27].

6. Procesowanie proteolityczne biatka S

Kluczowym dla tropizmu komoérkowego, narza-
dowego, czy gatunkowego jest, poza rozpoznaniem
receptora na powierzchni komoérki docelowej, proteo-
lityczne procesowanie biatka S prowadzace do fuzji
ostonki wirusa z btong komdrkowa/endosomu. Jak
wspomniano w czesci Charakterystyka koronawiru-
sow, biatko S sktada si¢ z dwdch funkcjonalnych pod-
jednostek: S1 odpowiedzialnej za wigzanie z receptorem
komoérkowym oraz S2 zapewniajacej fuzje bton wirusa
i komorki umozliwiajacej wnikniecie czastki wirusa do

cytoplazmy. Biatko S zawiera dwa miejsca cigcia. Pierw-
sze zlokalizowane jest pomiedzy podjednostkami S1
i S2 (miejsce S1/S2), natomiast drugie poprzedza pierw-
szy peptyd fuzyjny (miejsce S2°) w podjednostce S2. Tak
wiec wyposazenie komorki w swoiscie dziatajace pro-
teazy warunkuje tropizm koronawiruséw [42]. W pro-
teolizie biatka S SARS-CoV i SARS-CoV-2 uczestniczy
proteaza TMPRSS2, a jej inhibitory blokuja wejscie tych
wirusow do komoérki [39].

Badania immunohistochemiczne pozwolity wykry¢
ekspresje TMPRSS2 przede wszystkim na nablonku
oskrzeli, a takze na pneumocytach typu II i makrofa-
gach plucnych, nie ujawnily natomiast obecnosci tej
proteazy na pneumocytach typu I [32, 81]. Ciekawe
spostrzezenie dotyczy obecnosci polimorfizmu poje-
dynczego nukleotydu zwigzanej z wyzszym poziomem
ekspresji TMPRSS2 i przez to zwiekszajacej wrazliwos¢
pacjentow na rozwdj zakazenia wirusem grypy typu A.
TMPRSS2 jest bowiem kluczowym czynnikiem akty-
wujacym hemaglutynine tego wirusa wymagang do
fuzji jego ostonki z blona komérkowa [13]. Poziom eks-
presji TMPRSS2 jest regulowany przez androgeny, co
moze by¢ zwigzane z rdznicami w cigzkosci przebiegu
zakazenia wirusami zaleznymi od tej proteazy obserwo-
wanymi u kobiet i mezczyzn [81]. Ekspresja TMPRSS2
w pneumocytach typu II jest dodatnio skorelowana
z obecnoscig androgenéw i receptoréw androgenow
w tych komdrkach i moze wyjasnia¢ zwiazane z plcia
roznice w przebiegu zakazenia SARS-CoV-2 [88].

7. Mechanizmy immunopatogenezy indukowane;j
zakazeniem SARS-CoV-2

Znaczna cze$¢ pacjentéw z COVID-19 we wczes-
nym etapie zakazenia wykazuje objawy o niewielkim
lub $rednim nasileniu, natomiast w p6zniejszym etapie
u czesci chorych moze wystgpi¢ gwaltowny rozwoj cho-
roby z zespotem ostrej niewydolnosci oddechowej i nie-
wydolnos$cia wielonarzadowa. Poznanie zmian pato-
logicznych w ptucach prowadzacych do $mierci oraz
wyjasnienie mechanizméw lezacych u podstaw zabu-
rzen w dzialaniu uktadu odporno$ciowego chorych
z COVID-19 jest istotny dla opracowania skutecznych
strategii terapeutycznych. Proponuje si¢ 4 potencjalne
mechanizmy wywolanych przez SARS-CoV-2 zmian
w funkcjonowaniu ukladu immunologicznego (ryc. 3).

7.1. Burza cytokinowa

Rozpoznanie zakazenia przez uklad odpornosci
wrodzonej prowadzi do wydzielania kluczowych czyn-
nikéw, jakimi sg interferony typuI/III. SARS-CoV-2
angazuje receptory rozpoznajace wzorce (PRR - pat-
tern recognition receptors) nalezace do dwoch rodzin:



130 JOLANTA BRATOSIEWICZ-WASIK, TOMASZ J. WASIK

A IL-1 ATP

ASC
wirusowy RNA
komorkowy DNA

AT |
naczynie
kapilarne

PAF

B RAS = @
leukotrieny aktywowane
proteazy neutrofile

fibryna

gromadzenie sie ptynu
obrzek ptuc

naczynie
kapilarne \

* makrofag

rozszczelnienie
Q@ erytrocyt \ / ) . naczyn
. o Q) migracje
@) Jimfocyt T Ab n|eneutra||ZUche

indukcja apoptoz neutrofili
ADE ‘k

@ neutrofil e

@ monocyt limfopenia

Ryc. 3. Schemat zjawisk immunopatologicznych w pecherzyku plucnym podczas zakazenia SARS-CoV-2

Zakazone pneumocyty sg Zrédtem wzorcow molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem komérek takich jak ATP, ASC - apoptosis-associated speck-

-like protein containing a CARD (caspase activation and recruitment domain), wirusowy RNA, komérkowy DNA rozpoznawanych przez komorki

nablonkowe i makrofagi ptucne wydzielajace cytokiny prozapalne i chemokiny odpowiedzialne za rekrutacj¢ monocytéw, makrofagéw i limfocytéw T

w miejsce infekgji, co prowadzi do dalszego rozwoju reakeji zapalnej. Nadprodukcja i nadmierne wydzielanie cytokin prozapalnych prowadzi do aku-

mulacji komérek uktadu odpornosciowego i ostatecznie do zniszczenia tkanki ptuc. Dodatkowo przeciwciata nieneutralizujace moga przyczyniac sie
do procesu wzmacniania zaleznego od przeciwcial (ADE) prowadzacego do nasilenia uszkodzenia ptuc.

receptory RIG-I-podobne (RLR - RIG-I-like receptors)  cytokin prozapalnych (m.in. IFN typu I, TNF-a, IL-1,
oraz receptory Toll-podobne (TLR - toll-like receptors)  IL-6, IL-18). W wyniku uwolnienia cytokin dochodzi
rozpoznajace dwuniciowy i jednoniciowy RNA wiruséw  do przekazania sygnatu do komérek srédbtonka, ktore
iinicjujace szlaki sygnalowe prowadzace do wydzielenia ~ umozliwiaja przeptyw chemokin do krwi i rekruta-
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cje komorek efektorowych odpornosci wrodzonej do
miejsca zakazenia. Zaangazowane komoérki NK, mono-
cyty i neutrofile oddzialuja ze srédbtonkiem, opusz-
czaja krwioobieg i migruja do miejsca zakazenia, gdzie
uaktywniane s3 mechanizmy prowadzgce do zabicia
zakazonych komorek oraz wytworzenia antygenowo-
-swoistej odpowiedzi odpornosci nabytej. Wydzielane
w odpowiednim czasie i wlasciwym miejscu interfe-
rony uznawane s3 za najefektywniej dziatajacy czynnik
ograniczajacy zakazenie CoVs [9]. Srédblonowe biatka
indukowane przez IFN (IFITM - interferon-inducible
transmembrane proteins) moga zaburza¢ proces fuzji,
w ktérym uczestniczy bialko S [41]. W pozniejszej fazie
zakazenia IFN typu I moze sta¢ si¢ czynnikiem pato-
gennym, np. poprzez zwigkszanie ekspresji ACE2 na
powierzchni komorek nablonka oddechowego [108]
lub organizacje odpowiedzi zapalnej odpowiedzialnej za
zmiany patologiczne o podlozu immunologicznym [47].
SARS-CoV-2, podobnie jak inne koronawirusy, wy-
ksztalcit rézne mechanizmy hamowania indukcji i prze-
kazywania sygnatu szlaku IFN. Potwierdzeniem tego
zjawiska jest wystepowanie znacznego zaburzenia szlaku
IEN u pacjentéw z cigzkim przebiegiem COVID-19
przy jednoczesnej aktywnosci proceséw prozapalnych
prowadzacych do zmian patologicznych (wydzielanie
cytokin prozapalnych). SARS-CoV-2 szczegdlnie wydaj-
nie indukuje wydzielanie IL-6 i IL-8, np. poprzez hamo-
wanie przy udziale nsp10 endogennego represora NF-«kB
(NKRF - NF-kB-repressing factor) [62].

Gwaltowny wzrost syntezy cytokin jest zjawiskiem
udokumentowanym w ciezkim przebiegu COVID-19
[40; 63]. U pacjentéw z najciezszym przebiegiem
COVID-19 synteza cytokin takich jak IL-1, IL-2, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, G-CSF (granulocyte colony stimu-
lating factor; czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytéw), GM-CSF (granulocyte/macrophage
colony stimulating factor; czynnik stymulujacy two-
rzenie kolonii granulocytéw i makrofagdw), IP-10
(IFN-y-inducible protein 10; bialko indukowane przez
interferon gamma), MCP1 (monocyte chemotactic
protein-1; bialko chemotaktyczne dla monocytéw),
MIP-1a (macrophage inflammatory protein-1 alpha;
bialko zapalne makrofagéw), IFN-y, TNF-a osigga eks-
tremalnie wysoki poziom, co jest okreslone jako ,,burza
cytokinowa”. U chorych z fagodniejsza formg zakazenia
wzrost poziomu wydzielania cytokin przebiega na zde-
cydowanie nizszym poziomie [40].

7.2. Wyniszczenie i zmniejszenie liczebnosci
limfocytow

Do dysfunkcji i redukgji liczby limfocytéw dopro-
wadza¢ moze kilka mechanizméw. Wykazano, ze SARS-
-CoV-2 moze zakaza¢ limfocyty i makrofagi dzieki
ekspresji receptora ACE2 majacej miejsce szczeg6lnie

na limfocytach T. Zdolno$¢ do zakazania zaréwno lim-
focytow T jak i makrofagéw jest kluczowym mecha-
nizmem patogenezy SARS-CoV [73]. Wykazano, ze
SARS-CoV-2 zakaza limfocyty pomocnicze Th CD4",
ale nie cytotoksyczne Tc CD8" i jest wykrywany w lim-
focytach Th we krwi oraz w popluczynach pecherzy-
kowo-oskrzelowych. W procesie wejscia wirusa do
Th CD4" istotng role odgrywa oddzialywanie biatka S
z czasteczkg CD4 oraz wymagany jest udzial ACE2
i TMPRSS2. W zakazonych przez SARS-CoV-2 lim-
focytach wzrasta poziom syntezy IL-10 w stopniu sko-
relowanym z nasileniem choroby. Zjawisko to moze
wyjasnia¢ stabg odpowiedz ze strony ukladu odpor-
no$ci wrodzonej, gdyz IL-10 jest czynnikiem hamu-
jacym ekspresje cytokin prozapalnych [17]. Roéwniez
Diao i wsp. wnioskujg, iz w obnizeniu liczby i osfa-
bieniu aktywnosci limfocytéw Th uczestniczy TNF-a,
IL-10 i IL-6 [21]. Ponadto szczegdlnie wazne wydaje
sie by¢ oddzialywanie IL-6 poprzez obnizenie eks-
presji HLA klasy II na monocytach CD14* oraz lim-
focytach B [30, 96]. Spadek liczby czasteczek HLA
u pacjentow z COVID-19 moze powodowa¢ zaburze-
nie zdolnosci do prawidlowej odpowiedzi limfocytow
Th ze wzgledu na ograniczenie mozliwosci prezentacji
antygenu poprzez TCR. W takich warunkach limfocyty
Th ulegaja apoptozie. Masowe niszczenie limfocytoéw
zwigzane z wysokim poziomem ekspresji IL-6 oraz
indukcje apoptozy zaleznej od Fas odnotowano w cza-
sie autopsji pacjentow z COVID-19 [25]. W badaniach
sekcyjnych narzadéw chorych zmarlych z powodu cigz-
kiego przebiegu COVID-19 ujawniono bezposrednie
niszczenie narzagdéw limfatycznych, atrofi¢ $ledziony
i nekroze weztéw chlonnych, wywolywane przez SARS-
-CoV-2 prowadzace do limfopenii [8, 59]. Innym jesz-
cze mechanizmem wyjasniajagcym zjawisko limfopenii
u chorych z ciezka postacia COVID-19 jest wzrost
poziomu kwasu mlekowego we krwi, co moze hamo-
waé proliferacje aktywowanych limfocytéw T [83].
Kolejng przyczyng wyczerpania limfocytow T jest ich
diugotrwala nadmierna aktywacja. W limfocytach Th
CD4* i Tc CD8" izolowanych z krwi pacjentdw z cigz-
kim przebiegiem COVID-19 wykryto wzrost poziomu
PD-1 (programmed cell death protein 1), TIM-3
(mucin domain- containing protein 3) i ITIM (immu-
noreceptor tyrosine-based inhibition motif), markeréw
$wiadczacych o ich wyczerpaniu, przy réwnoczesnie
obnizonym poziomie ekspresji stymulatora CD28 [18].

7.3. Wzrost liczebnosci neutrofili

U pacjentéw z COVID-19 stwierdza si¢ podwyz-
szony poziom neutrofili [74]. Neutrofile indukowane
s3 przez pojawienie si¢ drobnoustrojow i moga pro-
wadzi¢ do ich zniszczenia poprzez tworzenie aktyw-
nych form tlenu, degranulacje, wydzielanie czynnikow
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przeciwdrobnoustrojowych, ale réwniez poprzez for-
mowanie zewnatrzkomdrkowych sieci neutrofilowych
(NETs - neutrophil extracellular traps). Zaburzenie
poziomu czynnikéw wydzielanych przez neutrofile
moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek, co znalazlo
potwierdzenie w badaniach, w ktérych w surowicy
chorych z ciezkim przebiegiem zakazenia SARS-CoV-2
wykazano podwyzszony poziom DNA pozakomorko-
wego, mieloperoksydazy-DNA (MPO-DNA - myelo-
peroxidase-DNA), i cytrulinowanych histonéw H3
(Cit-H3 - citrullinated histone H3) bedacych marke-
rami zwigzanymi z NET [110].

7.4. Wzmocnienie zalezne od przeciwcial

Zjawisko zaleznego od przeciwcial wzmocnienia
zakazenia wirusowego (ADE - antibody-dependent
enhancement) jest zwigzane z udzialem wcze$niej ist-
niejacych przeciwcial nieneutralizujacych ulatwiaja-
cych wejscie wirusa do komorki i jego replikacje. Udziat
ADE w patogenezie zakazen wykazano dla SARS-CoV,
ktory poprzez oddzialywanie receptoréw FcR z frag-
mentami Fc przeciwcial zwigzanych z wirusem moze
zakazac¢ i zmieniac¢ funkcjonowanie makrofagéw pro-
wadzac do hiperstymulacji ukladu odpornosciowego
i uszkodzenia pluc [65] oraz MERS-CoV, ktérego
biatko S po polaczeniu z przeciwciatami ulega prze-
ksztalceniu ulatwiajgcemu zakazanie komorek posia-
dajacych na powierzchni receptor dla Fc [22, 89].

Powstaje pytanie, czy obecno$¢ przeciwcial nie-
neutralizujgcych moze pogarsza¢ przebieg zakazenia
SARS-CoV-2. Wiadomo, ze w zakazeniu SARS-CoV
powstaja przeciwciala przeciwko réznym epitopom
biatka S dziatajace albo ochronnie, albo wzmacniajace
zakazenie tym wirusem u makakow. Przeciwciata skie-
rowane przeciwko epitopowi S579-603 silnie poglebiaty
uszkodzenie ptuc u makakow [91]. U myszy szcze-
pionych czterema réznymi szczepionkami przeciwko
SARS-CoV po zakazeniu odnotowano nizszy poziom
wirusa w porownaniu do kontroli, ale w odroznieniu
od kontroli w ptucach zwierzat poddanych przed zaka-
zeniem szczepieniu wykazano obecnos¢ zmian histopa-
tologicznych z naciekaniem eozynofilow [85].

Dotychczas przeprowadzone badania, obejmujace
niewielkg grupe pacjentéw, nie wykazaly nasilenia
objawow zakazenia SARS-CoV-2 po zastosowaniu
osocza ozdrowiencéw [23]. Efektu ADE nie odnoto-
wano takze po zastosowaniu inaktywowanych szczepow
SARS-CoV-2 uzytych do szczepienia myszy, szczuréw
i zwierzat z rzedu naczelnych [29]. Mozliwo$¢ udziatu
przeciwcial w patogenezie COVID-19 pozostaje jednak
tematem zastugujacym na zwrécenie szczegélnej uwagi
ze wzgledu na trzy zjawiska obserwowane w przebiegu
pandemii SARS-CoV-2. Po pierwsze, wystepujacy
najczesciej bezobjawowy przebieg zakazenia u dzieci,

co moze by¢ zwigzane z brakiem wcze$niejszego kon-
taktu z koronawirusami i brakiem przeciwcial moga-
cych krzyzowo reagowaé z SARS-CoV-2. Po drugie,
wczesne pojawianie sie przeciwcial IgG u czgsci pacjen-
tow, u ktérych serokonwersja IgG wystepowala przed
IgM lub jednoczesnie z IgM. Po trzecie dodatnia kore-
lacja migdzy wysokim poziomem przeciwcial, a nieza-
leznym od wieku, plci i wystepowania innych schorzen
ztym rokowaniem przebiegu choroby. Wyjasnieniem
tych obserwacji moze by¢ obecno$¢ przeciwcial pow-
stalych po wczesniejszym kontakcie z koronawiru-
sami powodujacymi przezigbienia i wywolujacymi za-
lezne od przeciwcial wzmocnienie przebiegu zakazenia
SARS-CoV-2 [66, 106].

8. Podsumowanie

Po raz trzeci w ciagu XXI wieku koronawirusy
pokonaly bariere miedzygatunkowg atakujac cztowieka.
Pandemia ta spowodowala paraliz nie tylko systemu
opieki zdrowotnej, ale wielu innych dziedzin na catym
$wiecie. Konieczne jest szczegdtowe poznanie mecha-
nizméw cyklu replikacyjnego koronawiruséw oraz ich
interakcji z bialkami gospodarza, co moze pozwoli¢
na opracowanie skutecznych dzialan terapeutycznych
i prewencyjnych w stosunku do tych do niedawna uwa-
zanych za stosunkowo nieszkodliwe wiruséw. Z drugiej
strony, rownie wazne jest poznanie czynnikéw osob-
niczych uczestniczacych w replikacji koronawiruséw
oraz pojawiajacych sie w odpowiedzi na zakazenie, gdyz
nawet niewielkie zmiany jakosciowe lub ilosciowe zwig-
zane ze zmiang poziomu ich ekspresji moga okazac si¢
kluczowe dla przebiegu choroby.
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Streszczenie: Glikokoniugaty bakteryjne s szeroko rozpowszechnione i majg réznorodne funkcje biologiczne. Przykladem sg glikoproteiny,
ktore uczestniczg w adhezji, inwazji czy unikaniu mechanizméw obronnych gospodarza. Systemy umozliwiajace te modyfikacje sa od nie-
dawna obiektem intensywnych badan naukowych. Ich aktywnos¢ opiera si¢ na dziataniu glikozylotransferaz — enzymow, ktore przenosza
reszty cukrowe bezposrednio na biatko akceptorowe (glikozylacja sekwencyjna) lub na lipidowy nosnik, z ktérego glikan na docelowe biatko
przenosi transferaza oligosacharydowa (glikozylacja en-bloc). Wprowadzenie genéw odpowiadajacych za glikozylacje bialek do komoérek
E. coli i uzyskanie funkcjonalnych, rekombinowanych glikoprotein, spowodowato rozwoj glikoinzynierii bakteryjnej. Transferazy oligosacha-
rydowe wykazuja aktywno$¢ wobec szerokiej gamy substratéw, co mozna wykorzysta¢ m.in. do produkgji szczepionek polisacharydowych.

1. Potranslacyjne modyfikacje biatek. 2. Glikozylacja — charakterystyka. 3. Glikozylacja biatek w komoérkach organizméw eukariotycznych.
4. Glikozylacja bialek u bakterii. 4.1. O-glikozylacja w komoérkach bakteryjnych. 4.2. N-glikozylacja u organizméw prokariotycznych.
5. Praktyczne zastosowania glikozylacji bialek - glikoinzynieria. 6. Podsumowanie

PROTEIN GLYCOSYLATION IN BACTERIAL CELLS AND ITS POTENTIAL APPLICATIONS

Abstract: Bacterial glycoconjugates are widespread and have diverse biological functions. Multiple bacterial glycoproteins are involved
in adhesion, invasion or evasion of host defense mechanisms. A range of glycosylation pathways has recently been an object of intense
research. Their activity is based on the glycosyltransferases — enzymes that transfer sugar moieties directly to the acceptor protein (sequen-
tial glycosylation) or to a lipid carrier from which the glycan is transferred by an oligosaccharyltransferase onto the target protein (en-bloc
glycosylation). Successful implementation of complete glycosylation systems in Escherichia coli cells resulted in rapid development of bac-
terial glycoengineering. Oligosaccharyltransferases are characterized by a broad substrate specificity which may be exploited to produce
glycoconjugate vaccines.

1. Post-translational protein modifications. 2. Characteristics of glycosylation. 3. Protein glycosylation in eukaryotic cells. 4. Protein glyco-
sylation in bacteria. 4.1. O-glycosylation in bacterial cells. 4.2. N-glycosylation in bacterial cells. 5. Practical applications of protein glyco-
sylation - glycoengineering. 6. Summary

Stowa kluczowe: Campylobacter, glikoproteiny, glikoinzynieria, glikozylacja
Keywords: Campylobacter, glycoproteins, glycosylation, glycoengineering

1. Potranslacyjne modyfikacje biatek PTM wplywaja na strukture bialek, reguluja ich aktyw-
no$¢ enzymatyczng i interakcje z innymi molekutami.
Lancuch nukleotydowy o dtugosci 150 par zasad ~ Wykazano, ze okolo jedna trzecia bialek wystepujacych
potencjalnie moze kodowa¢ 10" réznych bialek. Liczba ~ w komdrkach ssakéw zawiera kowalencyjnie zwigzane
ta wynika jedynie z jego dlugosci [35]. Réznorodnos¢  fosforany, ktérych poziom jest kontrolowany przez
bialek istotnie wzrasta na poziomie translacji, co jest —aktywno$¢ kinaz i fosfataz biatkowych. Fosforylacja
efektem m.in. wykorzystania aminokwasoéw niekano-  umozliwia kontrole réznych proceséw komoérkowych,
nicznych: selenocysteiny, selenometioniny oraz piroli- ~w tym cyklu komdrkowego, wzrostu, apoptozy. Jest
zyny [116]. Ponadto znaczaca czg$¢ proteomu tworzag — réwniez istotnym elementem transdukcji sygnatow.
biatka, ktérych tancuch/y boczny/e ulega/ja potran- Niniejsza publikacja traktuje o glikozylacji - jednej
slacyjnym modyfikacjom (PTM; Post-Translational 2z najbardziej rozpowszechnionych potranslacyjnych
Modification). Z ponad 200 zidentyfikowanych do tej  modyfikacji bialek. Chociaz jej znaczenie w komorkach
pory chemicznych modyfikacji bialek do najczesciej  organizméw eukariotycznych byto, i nadal jest, zrod-
spotykanych nalezg: fosforylacja, glikozylacja, acylacja,  tem intensywnych badan, glikozylacja u prokariotow
metylacja, acetylacja, oksydacja, hydroksylacja, deami-  stosunkowo niedawno zwrdcita uwage spolecznosci
nacja oraz tworzenie wigzania dwusiarczkowego [54].  naukowej. Odkrycie glikoprotein u bakterii przyniosty

* Autor korespondencyjny: dr hab. Agnieszka Wyszynska, Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uni-
wersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; tel. 22 554 13 41; e-mail: agawysz@biol.uw.edu.pl
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dopiero lata 70. XX wieku [83]. R6znorodnosé¢ biatek
prokariotycznych modyfikowanych przez dotacze-
nie grup cukrowych wskazuje jednak, ze glikozylacja
w tych organizmach jest raczej norma niz wyjatkiem.

2. Glikozylacja - charakterystyka

Glikozylacja bialek polega na enzymatycznym
przylaczaniu glikanu do okreslonych reszt aminokwa-
sowych polipeptydu. Do tej pory opisano cztery jej
rodzaje: O-glikozylacje, N-glikozylacje, S-glikozylacje
oraz C-mannozylacje [10]. Przytaczenie jednostki cukro-
wej do atomu tlenu grupy hydroksylowej w bocznym
tanicuchu seryny (Ser) i/lub treoniny (Thr) ma miejsce
w przypadku O-glikozylacji. Dolaczenie reszty cukro-
wej do azotu grupy aminowej asparaginy charakteryzuje
natomiast N-glikozylacje. Warunkiem koniecznym jest
obecno$¢ asparaginy (Asn) w obrebie sekwencji kon-
sensusowej Asn-X-Ser/Thr, gdzie X to dowolny ami-
nokwas z wyjatkiem proliny. W przypadku komoérek
Campylobacter wykazano, ze w pozycji — 2 od mody-
fikowanej asparaginy musi dodatkowo wystepowac
kwasowy aminokwas, tj. kwas glutaminowy (Glu) lub
kwas asparaginowy (Asp) [63]. Opisano réwniez S-gli-
kozylacje, w ktdrej grupa cukrowa wigze sie z cysteina,
oraz wystepujaca tylko u ssakow C-mannozylacje, ktorg
cechuje dofaczenie mannozy do atomu wegla C2 grupy
indolowej tryptofanu poprzez wigzanie C-C [83, 97].
Jak dotad S-glikozylowane biatka opisano w komérkach
m.in. Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis czy Ente-
rococcus faecalis [79, 85, 108]. W glikoproteinach ziden-
tyfikowanych w obrebie Bacteria i Archaea dominuje
typ wiazania O-glikozydowego.

Glikoproteiny charakteryzuje ogromna réznorod-
nos¢, co w duzej mierze wynika z wtagciwosci monosa-
charydéw budujacych grupy cukrowe. Moga one wyste-
powac w réznych postaciach epimerycznych (glukoza,
mannoza i galaktoza), ulega¢ dodatkowym modyfika-
cjom polegajacym na przytaczeniu grup siarczanowych,
acetylowych czy fosforanowych, jak rowniez taczy¢ sie
ze soba na wiele sposobéw (zaréwno pod wzgledem
pozyciji, jak i stereochemii wiazania). Olbrzymiag réz-
norodnos¢ warunkuje takze zdolno$¢ cukréow do two-
rzenia rozgalezien, a to sprawia, ze glikany zwigzane
z biatkami sg unikalne pod wzgledem skladu i/lub archi-
tektury, zatem idealnie nadajg si¢ do przechowywania
szerokiego zestawu informacji biologicznych i biora
aktywny udzial w komunikacji miedzykomorkowej [27].

Ustalenie budowy cukrowego skfadnika glikopro-
tein nie jest fatwym zadaniem. Dopiero pojawienie si¢
zaawansowanych technik analitycznych, w tym jadro-
wego rezonansu magnetycznego (NMR) i wariantow
spektrometrii masowej (MS) umozliwilo gwaltowny
rozwdj glikoproteomiki [32].
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3. Glikozylacja biatek w komdrkach
organizmow eukariotycznych

Glikoproteiny maja olbrzymie znaczenie dla pra-
widlowego funkcjonowania komérek eukariotycznych.
Szacunki mdwig, ze stanowig one polowe proteomu
[44], a 90% z nich zawiera jednostke cukrowg przy-
faczong do atomu azotu asparaginy. Obecno$¢ reszt
cukrowych w strukturze biatka zmienia jego wlasciwosci
fizyczne, w tym rozmiar, ksztalt, stopien sfaldowania,
rozpuszczalno$¢ i fadunek elektryczny. Biologiczna
rola tak zmodyfikowanych bialek jest niezwykle istotna
w procesach rozwoju, wzrostu i funkcji organizmu.
Obecno$¢ grup cukrowych chroni biatka przed proteo-
liza i decyduje o czasie ich eliminacji przez watrobe.
Glikozylacja, obok wplywu na sekrecje i sortowanie
bialek, jest takze wazna dla mechanizmu wzajemnego
rozpoznawania si¢ komorek oraz dla modulowania
aktywnosci réznych enzymow, receptoréw blonowych,
transporterow, czynnikow wzrostu i hormondw [19, 23].

Glikany biorg udziat w prawie kazdym aspekcie wro-
dzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej. Gliko-
zylacji ulegajg m.in. biatka gléwnego uktadu zgodnosci
tkankowej (MHC, Major Histocompatibility Complex)
oraz wszystkie przeciwciata w konserwowanych pozy-
cjach ich fancuchoéw ciezkich. Odkryto, ze zmiany we
wzorze glikozylacji fragmentu Fc (fragment, crystal-
lizable) przeciwciata IgG sg istotne w procesie starze-
nia, a takze wielu chorobach autoimmunologicznych
i nowotworowych [39, 117]. Nieprawidlowosci w gli-
kozylacji przeciwcial towarzysza reumatoidalnemu
zapaleniu stawow (RA, Rheumatoid Arthritis) [16],
a wrodzone niedobory glikozylacji bialek (CDG,
Congenital Disorder of Glycosylation) prowadza do
wystgpienia choréb metabolicznych o réznorodnych
objawach i zaburzajg funkcje wielu uktadéw i narza-
dow [31]. Wiekszo$¢ ze 130 opisanych jak dotad choréb
zwigzanych z defektami enzymdw na drodze syntezy
glikanéw jest dziedziczona w sposob autosomalny rece-
sywny. Giéwne skutki zaburzen glikozylacji to op6z-
nienie wzrostu i rozwoju, hipotonia, dysmorfie twarzy,
zaburzenia krzepniecia krwi i nieprawidlowosci uktadu
hormonalnego [15]. Znaczenie tej modyfikacji biatek
u ludzi podkresla fakt, ze eksperymentalne zabloko-
wanie N-glikozylacji u zwierzat laboratoryjnych jest
letalne na wczesnych etapach zycia ptodowego [89].

W komorkach eukariotycznych proces N-glikozy-
lacji rozpoczyna si¢ w obrebie retikulum endoplazma-
tycznego (RE). Do difosforanu dolicholu - lipidowego
no$nika osadzonego w btonie RE, od strony cytozolo-
wej przylaczany jest rdzen heptasacharydowy zlozony
z 5 mannoz i 2 reszt N-acetyloglukozaminy (GlcNAc).
W kolejnym etapie ma miejsce odwrdcenie orienta-
cji lipidowego nosnika i dobudowanie, juz od strony
swiatta RE, kolejnych monosacharydéw. Powstaly
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glikan przenoszony jest na docelowe reszty asparaginy
syntetyzowanego biatka przy udziale zwigzanego z blong
RE kompleksu biatek transmembranowych - transferazy
oligosacharydowej (OST, oligosaccharyltransferase). Za
enzymatyczng aktywnos¢ tego kompleksu biatkowego
odpowiedzialne jest Stt3p - bialtko o silnie konserwo-
wanej sekwencji aminokwasowej [60]. N-glikozylowane
biatko kierowane jest nastepnie do aparatu Golgiego,
gdzie glikan jest dalej przebudowywany przez dodawa-
nie i/lub usuwanie poszczegélnych reszt cukrowych, co
gwarantuje roznorodnos¢ strukturalng [2].

Aparat Golgiego oraz RE to miejsca, w ktérych
odbywa sie rowniez O-glikozylacja. Proces ten najczes-
ciej zaczyna si¢ od przylaczenia N-acetylogalakto-
zaminy (GalNAc) do reszt seryny/treoniny. Do niej
dobudowywane sg kolejne monosacharydy [19]. Przykta-
dem modyfikowanych w ten sposob biatek s3g mucyny,
fetuina oraz gonadotropiny [99].

4. Glikozylacja biatek u bakterii

Bakterie syntetyzuja rozmaite glikokoniugaty. Sa to,
wystepujace zaréwno u bakterii Gram-ujemnych jak
i Gram-dodatnich, peptydoglikan, otoczki polisacha-
rydowe, egzopolisacharyd, czy tez charakterystyczne
tylko dla jednej z tych grup bakterii: lipopolisacha-
ryd i lipooligosacharyd (Gram-ujemne) oraz kwasy
tejchojowe i lipotejchojowe (Gram-dodatnie). Dzigki
powierzchniowej lokalizacji i ogromnej réznorodnosci
tworza one unikalny ,,kod kreskowy” na powierzchni
bakterii, a tym samym posrednicza w specyficznych
interakcjach z otoczeniem. Wiele z tych struktur
w przypadku mikroorganizméw chorobotwérczych
jest wykorzystywana jako MAMP (Microbe-Associated
Molecular Patterns) i pelni kluczowg role w modulowa-
niu dzialania ukladu immunologicznego.

Do roku 1999 w glikoproteinach zidentyfikowa-
nych w obrebie domeny Bacteria stwierdzano wylgcz-
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nie obecno$¢ wigzania O-glikozydowego. Okazato si¢
jednak, ze w sklad proteoméw bakteryjnych wchodza
takze N-glikoproteiny. Pierwsza bakterig, u ktorej opi-
sano szlak N-glikozylacji, byl Campylobacter jejuni,
przedstawiciel Epsilonproteobacteria [101, 115]. Dzi$
wiadomo, Ze niemal wszystkie bakterie nalezace do
Epsilonproteobacteria (m.in. Helicobacter, Wolinella,
Nitratiruptor), podobnie jak Campylobacter posiadaja
przynajmniej jeden ortolog transferazy oligosachary-
dowej (OST), enzymu potrzebnego do przeprowadze-
nia tej modyfikacji. Takie enzymy wykryto réwniez
u przedstawicieli Deltaproteobacteria (np. Desulfo-
vibrio), co wskazuje, ze system ten jest duzo bardziej
powszechny niz poczatkowo sgdzono [83].

Struktura glikanu przytaczonego do biatka zalezy
od zestawu enzymdw obecnych w komorce, w ktdrej
zachodzi modyfikacja. W dobudowywaniu lancucha
oligosacharydowego moga bra¢ udzial hydrolazy, gli-
kozydazy, acetylazy, ale najwicksze znaczenie maja
glikozylotransferazy (GT), o czym $wiadczy ich roz-
powszechnienie. Szacunki wskazujg, ze stanowia one
od 1 do 3% wszystkich biatek proteomu bakteryjnego.
Aktualna klasyfikacja obejmuje 110 rodzin wyodreb-
nionych na podstawie rodzaju przenoszonego cukru,
np. galaktozylotransferazy, mannozylotransferazy [72].
Do utworzenia wigzania glikozydowego okreslonego
typu potrzebna jest zatem konkretna glikozylotrans-
feraza. Miejscem ich dzialania jest cytoplazma a sub-
stratami zaktywowane nukleotydocukry. Produkt dzia-
tania jednej glikozylotransferazy staje si¢ akceptorem
dla nastepnej, w wyniku czego dochodzi do wydluzenia
oligosacharydu. Syntetyzowane glikany sa zwykle do$¢
proste, co oznacza, ze skladaja si¢ z jednego rodzaju lub
kilku réznych monosacharydéw. Po zsyntetyzowaniu
glikoproteiny sa transportowane przez btone cytoplaz-
matyczng. Ten sposob tworzenia glikanu nazwano
glikozylacja sekwencyjng (Ryc. 1A) [105]. Nieco inny
przebieg ma glikozylacja blokowa (glikozylacja en-bloc).

5 000
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy przebieg glikozylacji
Na rycinie przedstawiono przebieg glikozylacji sekwencyjnej (A) oraz en block (B). Skroty: GT - glikozylotranferaza; UDP - urydynodifosforan; OST
- transferaza oligosacharydowa.
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Tabela I
Przyktady biatek N- i O-glikozylowanych w mechanizmie zaleznym i niezaleznym od obecnoéci transferazy oligosacharydowej

Aktywnos¢ | Akceptor Wybrane . Pismien-
Enzym enzymu glikanu | modyfikowane biatka Glikan nictwo
O-glikozylacja
Neisseria meningitidis PglL OST* S/T (LCR) PilE, AniA diNAcBac- i GATDH-, >30 [64, 90]
Neisseria gonorrhoeae PglO OST S PilE, MtrC, MtrD, diNAcBac- [5]
DsbA, HemX, CcoP
Pseudomonas aeruginosa | TfpO/TfpW GT SIT PilA a,5NBOHC,7NFmPse,4pXyll, | [25, 43]
3BFucNAc
Francisella tularensis PglA OST S PilA HexNAc-Hex-Hex-HexNAc-HexN (8]
Campylobacter jejuni ND ND S/IT flagelina Pochodne Pse5Ac7Ac [103]
iLeg5Am7Ac
Listeria monocytogenes GmaR GT T flagelina B-GlcNAc (98]
Helicobacter pylori ND ND S/T flagelina (FlaA, FlaB) Pse5Ac7A, Pse5Am7A, [46]
Leg5AmNMe7A, pochodne D-Bac
Clostridium botulinum ND ND S flagelina aLeg5GluNMe7Ac [104]
Burkholderia cenocepacia PgIL OST LCR bogate >23 HexNAc-HexNAc-Hex, [69]
wS, AP b-Gal-(1-3)-a-GalNAc-(1-3)-
b-GalNAc-
Acinetobacter baumannii PglL OST S/IT PilA oraz biatka GIcNAC3NAcA4OAc4 [51]
o nieznanej funkcji (BGIcNAc-6-) aGal6f
Glc3BGalNAc
Campylobacter jejuni ND ND T MOMP Galp1,3GalNAcP1,4GalNAcP1, [74]
4GalNAcal
Escherichia coli Aah GT S/T AIDA-I, Ag43, TibA Hep [9]
N-glikozylacja
Campylobacter jejuni PglB OST (D/E)-X- | ZnuA, EptC, MreC, | GalNAc,(Glc)GalNAc,diNAcBac | [14, 82]
N-Y-(S/T) | Cme, ok. 78 bialek
Helicobacter pullorum PglB1 OST N-X-(S/T) HgpA + inne HexNAc-216-217-217-HexNAc [56]
peryplazmatyczne/
blonowe
Haemophilus influenzae | HMW C, GT N-X-(S/T) | HMW A, HMW,A Glci Gal [28, 38]
HMW C

* a-5NBOHC,7NFmPse: pochodna kwasu pseudoaminowego (5-N-b-hydroxybutyryl-7-Nformyl-pseudaminic acid); aLeg5GluNme7Ac: pochodna kwasu
legionaminowego (7-acetamido-5(N-methyl-glutam-4-yl)-amino-3,5,7,9-tetradeoxy-Dp-glycero-a-p-galacto-nonulosonic acid); f-GlcNAc3NAcA4OAc:
4-O-acylowana pochodna kwasu glukurunowego; bacillozoamina: 2,4-diamino-2,4,6-trideoksy-p-glukoza; diNAcBac: 2,4-diacetamido bacillozoamina;
FucNAc: N-acetylofukozamina; Gal: galaktoza; GalNAc: N-acetylogalaktozamina; GATDH: 2-gliceramido 4-acetamido 2,4,6-trideoksyheksoza; Glc:
glukoza; GlcNAc: N-acetyloglukozoamina; GT: glikozylotransferaza; Hep: heptoza; Hex: heksoza; HexNAc: N-acetyloheksozoamina; LCR: Low comple-
xity region (region o niskiej zfozonosci); Leg: kwas legionoaminowy; Man: mannoza; ManNAc: N-acetylomannozamina; Me: grupa metylowa; NB: nie
badano; OST: transferaza oligosacharydowa; P: fosforan; Pse5Ac7Ac: kwas pseudoaminowy; PseSAm7Ac: 5-acetamidyno-7-acetamido-Pse; Xyl: ksyloza.

Woéwczas, w wyniku aktywnosci glikozylotransferaz, na
no$niku lipidowym, jakim jest zakotwiczony w blonie
cytoplazmatycznej difosforan undekaprenylu, powstaje
jednostka oligosacharydowa, ktéra nastepnie w catosci
zostaje przeniesiona na fancuch bialkowy. Skladanie gli-
kanu zachodzi od strony cytoplazmatycznej, po czym
struktura ta ulega odwréceniu, a transfer grupy cukro-
wej na bialko, bedacy wynikiem aktywnosci transfe-
razy oligosacharydowej (OST), zachodzi w peryplazmie
(Ryc. 1B) [105].

Jeszcze do niedawna uwazano, ze wediug mechani-
zmu sekwencyjnego powstaja O-glikoproteiny, nato-
miast mechanizm blokowy, a wigc réwniez obecno$¢
OST, jest typowy dla N-glikozylacji. Aktualna wiedza

wskazuje, Ze mozliwa jest takze N-glikozylacja sekwen-
cyjna. Zostala ona opisana dla biatka HMW1C Haemo-
philus influenzae [37] oraz w komorkach Actinobacillus
pleuropneumoniae [95]. W ostatnich latach u przed-
stawicieli rodzaju Neisseria opisano takze O-glikozylacje
wg. mechanizmu en bloc [105]. Przyklady biatek gliko-
zylowanych w mechanizmie zaleznym i niezaleznym od
OST przedstawiono w tabeli I.

4.1. O-glikozylacja w komérkach bakteryjnych
Dominujacym typem glikozylacji w $wiecie organi-

zmow prokariotycznych jest glikozylacja typu O. Wyste-
puje w komorkach wielu gatunkéw bakterii, z ktorych
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duza cze$¢ to organizmy chorobotwdrcze (np. Neisseria,
Borrelia, Mycobacterium, Pseudomonas, Streptococcus,
Campylobacter i in.). Podlegaja jej przede wszystkim
biatka powierzchniowe, bedace jednoczesnie istotnymi
czynnikami wirulencji (piliny, flageliny, adhezyny).
O-glikozylacji niezaleznej od obecnosci transfe-
razy oligosacharydowej (OST) ulega gtéwnie flagelina,
bialko budujgce wtokna rzeski bakteryjnej, a wiec struk-
tury potrzebne komdrce bakteryjnej do poruszania sie.
Szczegblng role pelnig one u bakterii patogennych - ich
brak czesto uniemozliwia kolonizacje tkanek gospoda-
rza. W toku ewolucji u organizméw wyzszych powstaty
mechanizmy umozliwiajace rozpoznawanie biatkowych
monomeréw budujacych wtokno rzeski, co wskazuje na
jej istotne znaczenie jako czynnika wirulencji.
Systemy glikozylacji flageliny odnaleziono u wielu
bakterii Gram-ujemnych oraz Gram-dodatnich rodza-
jow Clostridium i Listeria [104]. Wykazuja one bardzo
duzg réznorodnos¢, co objawia sie m.in. w liczbie miejsc
akceptorowych czy budowie przylaczanych glikandw.
Na przyklad Listeria monocytogenes glikozyluje flage-
line tylko w jednym miejscu, a w przypadku Campylo-
bacter przylaczony skladnik cukrowy moze stanowic
nawet 10% masy tego bialka. W komorkach C. jejuni
do flageliny FlaA moze bowiem zosta¢ dotgczonych az
19 grup cukrowych, co czyni jg jednym z najmocniej
zmodyfikowanych w ten sposob, zidentyfikowanych do
tej pory, bialek [103]. Mechanizm przytaczenia glikanu
wydaje sie bardziej zaleze¢ od dostepnosci seryny lub
treoniny na powierzchni pofaldowanego biatka, anizeli
od okreslonej sekwencji konsensusowej. Badania tech-
nikg spektometrii mas wykazaly, ze glikany sg przyla-
czane w centralnym, wysoko zmiennym regionie flage-
liny i sg eksponowane do $rodowiska [103].
Wigkszos¢ szczepdw z niedoborem glikozylacji nie
jest w stanie wytworzy¢ funkcjonalnej rzeski; wydaje sie
wiec, ze glikan umozliwia zlozenie struktury i zapew-
nia jej stabilno$¢ [71, 83]. Inaczej jest u Pseudomonas
aeruginosa. Modyfikacja ta nie wplywa bowiem ani
na powstawanie rzeski, ani na ruchliwo$¢ komorek
Pseudomonas. Odnotowano natomiast, ze glikozylo-
wana flagelina, w poréwnaniu do biatka pozbawionego
tej modyfikacji, wywoluje znacznie wyzsza odpowiedz
immunologiczna, a szczepy Pseudomonas z niedobo-
rem glikozylacji majg obnizong zjadliwos¢ [6, 109].
W komorkach Campylobacter wystepuje jeden
z lepiej zbadanych systemdéw O-glikozylacji flageliny.
Glikany przylaczane do tego biatka to jednostki
monosacharydowe skladajace sie z jednego z dwoch
rzadkich 9-weglowych cukréw, pochodnych kwasu
sjalowego: kwasu pseudaminowego (Pse5Ac7Ac, kwas
5,7-diacetamido-3,5,7,9-tetradeoksy-L-manno-nonu-
losonowy) lub kwasu legionaminowego (Leg5Am7Ac,
kwas 5-acetamidyno-7-acetamido-3,5,7,9-tetradeoksy-
D-glicero-D-galakto-nonulosonowy), ktére moga by¢

dodatkowo modyfikowane przez dofaczenie np. grupy
acetylowej, acetamidynowej czy N-acetyloglutaminy
[36]. Szczepy Campylobacter moga produkowac oba te
cukry, albo tylko jeden z nich, co oczywiscie zalezy od
zestawu posiadanych genéw w obrebie locus O-glikozy-
lacji. Region ten charakteryzuje si¢ duza zmiennoscia.
Tak na przyklad w komérkach C. jejuni NCTC11168
obejmuje on blisko 50 gendéw, natomiast w obrebie
locus O-glikozylacji szczepu 81-176, nalezacego do
tego samego gatunku, znajduja si¢ tylko 24 geny [41].
Oprocz genéw bioracych udzial w biosyntezie kwasu
pseudoaminowego (geny neu, neuraminic acid genes)
[17, 93] i/lub genéw zaangazowanych w biosynteze
kwasu legionaminowego (geny ptm, post-translational
modification genes) [94] w obrebie tego regionu wyste-
puja m.in. geny rodziny 1318 (maf, motility accessory
factor), geny rodziny 617 oraz geny kodujace podjed-
nostki strukturalne flageliny FlaA i FlaB [87]. Zaréwno
geny rodziny 1318 jak i 617 moga podlega¢ zmien-
nosci fazowej: zawieraja w swej sekwencji nukleotydo-
wej powtorzenia, tzw. nieprzewidywalne loci, ktérych
obecnos¢ doprowadza do poslizgu polimerazy w trakcie
replikacji [59, 106]. Moze to powodowa¢ zmiany struk-
turalne w glikoproteinach rzesek.

Glikozylacja flageliny w komdrkach Campylobacter
ma znaczenie dla jej struktury i wlasciwosci immuno-
gennych. Jest niezbedna do biosyntezy funkcjonalnych
rzesek, co umozliwia kolonizacje przewodu pokarmo-
wego gospodarza, warunkuje autoaglutynacje, formo-
wanie biofilmu, jak réwniez sekrecje czynnikow wiru-
lencji [29, 40, 67, 77, 103]. Rézne rodzaje sktadnikow
cukrowych na powierzchni flageliny Campylobacter
umozliwiaja specyficzne oddzialywanie komoérek tego
patogenu ze srodowiskiem badz z organizmem gospo-
darza [47, 100]. Odpornos$¢ wrodzona dziata w opar-
ciu o istnienie receptoréw PRR (Pattern Recognition
Receptors), rozpoznajacych struktury drobnoustro-
jow zwane PAMP (Pathogen Associated Molecular
Patterns). Jednym z przedstawicieli PRR s3 receptory
TLR (Toll-like receptor), ktore odgrywaja gtowna
role w rozpoznaniu zagrozenia i inicjacji odpowiedzi
immunologicznej. Za rozpoznawanie flageliny odpo-
wiedzialny jest receptor TLR5. W odréznieniu do wigk-
szosci flagelin bakteryjnych, flagelina Campylobacter
nie jest zdolna do aktywacji receptora TLRS5, a zatem
unika rozpoznania przez wrodzony uklad odpornos-
ciowy. Stwierdzono jednak, ze glikozylacja flageliny nie
odgrywa roli w mechanizmie unikania odpornosci [24].

O-glikozylacji czesto podlega biatko budujace pilusy
typu IV. Przykladem jest pilina chorobotworczych
gatunkow Neisseria, Neisseria meningitidis i Neisseria
gonorrhoeae [64, 110]. Pilusy Neisseria to struktury,
ktore odgrywaja role w agregacji, ruchliwosci, przylga-
niu i inwazji do komoérek gospodarza, tworzeniu bio-
filmu i modulowaniu odpowiedzi immunologiczne;j
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gospodarza [76]. Stwierdzono, ze glikozylacja piliny
N. gonorrhoeae ma kluczowe znaczenie dla skutecz-
nego zakazenia szyjki macicy [53]. Glikozylotransfe-
razy (np. PglA) Neisseria moga podlega¢ zmiennosci
fazowej. Prowadzi to do powstania wielu glikoform
piliny, czego efektem jest zdolno$¢ patogenu do uni-
kania odpowiedzi odpornosciowej gospodarza [11].
Badania ostatniej dekady wykazaly, ze N. gonorrhoeae,
oprocz piliny, jest w stanie glikozylowa¢ co najmniej
19 bialek. Niektore z nich stanowia skladniki pomp
efflux, ktérych dzialanie polega na aktywnym wypom-
powywaniu rdéznych substancji antybakteryjnych
z komorki (m.in. antybiotykéw, barwnikow, deter-
gentow, toksyn) [4, 5, 110]. W komorkach Neisseria
glikozylacja moze przebiega¢ z udzialem transferazy
oligosacharydowej [5, 64, 90]. Enzymy te zostaty ziden-
tyfikowane réwniez w genomach Burkholderia [69]
i Acinetobacter [51]. Zaobserwowano, ze glikozylacja
zachodzi w regionach biatka bogatych w reszty alaniny,
seryny i proliny, wcigz jednak nie jest znany motyw
rozpoznawany przez ten enzym.

4.2. N-glikozylacja w komorkach bakteryjnych

Identyfikacja N-glikozylowanych biatek w komor-
kach bakterii byla do$¢ nieoczekiwanym odkryciem.
Genomika poréwnawcza pokazala jednak, ze systemy
glikozylacji bialek sg znacznie bardziej powszechne, niz
wezesniej sadzono. Campylobacter jejuni to mikroorga-
nizm z najlepiej poznanym i opisanym systemem N-gli-
kozylacji oraz pierwsza bakteria, ktorej system zostat
w pelni odtworzony w Escherichia coli [112].

C. jejuni jest czynnikiem etiologicznym standw za-
palnych jelit u ludzi. Wiekszos¢ przypadkow kampylo-
bakteriozy jest wynikiem spozycia zanieczyszczonego
tymi bakteriami, nieodpowiednio przygotowanego
miesa drobiowego. Znaczaca czes¢ stosunkowo matego
genomu (ok. 1,6 Mbp) tego gatunku bakterii zwigzana
jest z biosynteza glikanow, co powoduje, ze komorki
Campylobacter charakteryzuje do$¢ duzy repertuar
glikokoniugatéw. Na ich powierzchni wystepuja lipo-
oligosacharydy (LOS), z ktérych niektére imituja
budowe ludzkich glikolipidéw, peptydoglikan, polisa-
charydy otoczkowe (CPS) ze zlozonymi i nietypowymi
cukrami i, jak moéwig szacunki, ponad 70 bialek, ktore
sg potranslacyjnie modyfikowane poprzez przytacze-
nie N-glikanow [14, 83].

Geny kodujace enzymy uczestniczace w procesie
N-glikozylacji sa konserwowane i tworzg tzw. locus
pgl- U C.coli i C.lari - gatunkéw najblizej spokrew-
nionych z C. jejuni, klaster gendéw pgl wyglada niemal
identycznie. Organizacja tego regionu w genomach
C. upsaliensis, C. fetus i C. curvus charakteryzuje wigk-
sza roznorodnos¢. U gatunkéw tych pomiedzy pglD
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i pglE stwierdzono otwarte ramki odczytu (ORF; open
reading frame), ktérych produkty prawdopodobnie nie
uczestnicza w procesie N-glikozylacji bialek. W geno-
mach C. gracilis, C. hominis, C. fetus, C. rectus, C. showae
i C. curvus dodatkowe ORF-y kodujg prawdopodobnie
glikozylotransferazy i enzymy zaangazowane w bio-
synteze oligosacharydéw. Natomiast niektére gatunki
Campylobacter, np. C. concisus, C.curvus i C. gracilis
posiadaja dwa ortologi genéw pglB, zlokalizowane
w obrebie locus pgl (C. concisus, C. curvus) lub poza
nim (C. gracilis) [55].

W komorkach C. jejuni struktura glikanu jest for-
mowana w ciggu reakcji katalizowanych przez gliko-
transferazy, gdzie donorami sg cukry zwigzane z ury-
dyno-5’-fosforanem (UDP), a kolejne elementy sa
przenoszone na Und-PP (difosforanu undekapre-
nylu) [61]. W pierwszym etapie, w wyniku dziatania
trzech enzymow PglF, PgIE i PglD, ktore przepro-
wadzaja odpowiednio reakcje dehydratacji, transa-
minacji oraz transacetylacji, z UDP-GIcNAc powstaje
2,4-diacetamino-2,4,6-trideoksy-a-D-glukoza, nazy-
wana inaczej UDP-2,4-diacetaminobacillozaming
(UDP-diNAcBac). Glikozylotransferaza, PglC, przyta-
cza powstala UDP-diNAcBac do nosnika lipidowego,
zakotwiczonego w blonie wewnetrznej od strony
cytoplazmy, w wyniku czego powstaje diNAcBac-al-
PPUnd. Potem nastgpuje seria reakcji przeniesienia
GalNAc (N-acetylogalaktozaminy) katalizowanych
przez glikozylotransferazy PglA, Pgl] i PglH, czego
efektem jest wydtuzenie fancucha glikanowego (Und-
-PP-Bac2,4diNAc-(GalNAc),) [34]. PglH zachowuje si¢
w tym procesie jak polimeraza, dodajac trzy kolejne
czasteczki GalNAc do tworzonego glikanu, Iaczone
wigzaniami 1,4-glikozydowymi. Ostatnim etapem bio-
syntezy heptasacharydu, katalizowanej przez Pgll, jest
przylaczenie B-1,3-glukozy do jednej z reszt GalNAc
[55, 81]. Schemat procesu N-glikozylacji w komérkach
Campylobacter przedstawia Ryc. 2. Powstaly oligosacha-
ryd (LLO; lipid-linked oligosaccharide) transportowany
jest przez wewnetrzng blone do przestrzeni peryplaz-
matycznej przez ATP-zalezng flipaz¢ PglK [3, 88].
Za przeniesienie oligosacharydu na docelowe biatko
odpowiada natomiast transferaza oligosacharydowa
PglB [112] - homolog podjednostki Stt3p wchodzacej
w sklad OST u drozdzy [60]. W komdrkach Campylo-
bacter modyfikowana jest asparagina wystepujaca
w motywach Asp/Glu-X -Asn-X -Ser/Thr, gdzie X i X,
reprezentuja dowolny aminokwas z wyjatkiem proliny
[63]. Motyw akceptorowy musi jednak znajdowac si¢ na
powierzchni biatka, w regionie nieuporzadkowanym.
Bakteryjna transferaza oligosacharydowa, w odroz-
nieniu od eukariotycznej, jest w stanie transportowac
glikany na pofaldowane biatka [62, 70].

Organizmy eukariotyczne przeprowadzaja kontrole
jakosci N-glikoprotein; glikany sa dalej modyfikowane
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Ryc. 2. Schemat szlaku N-glikozylacji u C. jejuni

lub przycinane w ER i aparacie Golgiego. Przez dlugi
czas uwazano, ze taka kontrola i przebudowa nie wyste-
puja w komdrkach organizméw prokariotycznych.
W ostatnich latach jednak w komoérkach Campylobac-
ter zaobserwowano, ze glikan moze by¢ modyfikowany
przez dolgczenie fosfoetanolaminy, ktory to proces jest
katalizowany przez transferaze EptC [22, 96].
Znaczenie procesu N-glikozylacji w komoérkach
mikroorganizméw nie zostalo jak dotad dokladnie
wyjasnione. Jednak, podobnie jak w przypadku orga-
nizméw eukariotycznych, oligosacharydowe grupy
moga wywiera¢ wplyw na strukture i funkcje biatka
modyfikowanego przez ich dolaczenie. Wyniki wielu
badan wskazujg, ze moga mie¢ one znaczenie w inter-
akcji z komodrkami gospodarza lub otaczajagcym $rodo-
wiskiem — pelnig one role determinant antygenowych
i uczestnicza w zjawiskach biologicznego rozpoznawa-
nia i adhezji. Tak na przyklad Campylobacter ze zinak-
tywowanym locus N-glikozylacji wykazuje obnizong
adhezje i inwazyjno$¢ do linii komérek jelitowych.
Zaobserwowano réwniez, ze brak glikozylacji wptywa
na ograniczenie kolonizacji jelit kurczat [1, 45, 58,
73]. Badania van Sorgea pokazuja, ze N-glikozylacja
u C.jejuni moze prowadzi¢ do zmiany odpowiedzi
immunologicznej gospodarza w kontakcie z patoge-
nem. Odkryto, ze przytaczony heptasacharyd jest roz-
poznawany przez lektyne MGL (macrophage galac-
tose binding lectin). Receptor ten jest zaangazowany
w wiazanie glikozylowanych antygenoéw, ich obrébke
oraz indukcje sygnalow modyfikujacych aktywnosé
komorek uktadu odpornosciowego. MGL rozpoznaje
zaréwno glikoproteiny C. jejuni jak i lipooligosacharydy

z przylaczonymi terminalnie podstawnikami GalNAc.
Obecnos¢ mutantdéw C. jejuni, ktére nie produkowaty
ligandéw dla MGL, powodowala wzrost produkcji
interleukiny 6 [107]. Dokfadne skutki braku tej mody-
tikacji ustalono w odniesieniu do nielicznych bialek.
Jednym z nich jest VirB10, komponent systemu sekrecji
typu IV u C. jejuni. Glikozylacja tego biatka ma zasad-
nicze znaczenie dla stabilnosci ukladu wydzielania
i pobierania DNA [66].

Ostatnio przeprowadzona proteomika ilosciowa
w szczepie C.jejuni z mutacja w genie kodujacym
transferaze oligosacharydows pglB wykazata znaczna
rearanzacje¢ proteomu C.jejuni. Usunigcie pglB spo-
wodowalo zmiang poziomu 185 bialek. W przypadku
137 z nich komplementacja przywrdcita poziom obser-
wowany w komorkach typu dzikiego. Odnotowano
zmian¢ w poziomie bialek powigzanych z reakcja na
stres (ClpB, GroEL, GroES, GrpE i DnaK), chemotak-
sja, tworzeniem biofilmu, oddychaniem oraz pozyski-
waniem, wykorzystaniem i wykrywaniem skladnikéw
odzywczych. Brak N-glikozylacji w komérce dopro-
wadzil na przyklad do wyzszego poziomu PutP/PutA
odpowiadajacych za transport i wykorzystanie proliny,
i obnizenie poziomu bialek DctA/DctB zwigzanych
z importem asparaginianu i eksportem bursztynianu.
Konsekwencjg byto przestawienie metabolizmu z wyko-
rzystania asparaginy na wykorzystanie proliny. Mutanty
pgIB znacznie gorzej przezywaly szok termiczny i osmo-
tyczny. Stwierdzono réwniez, ze N-glikozylacja jest
niezbedna do pelnej aktywno$ci reduktazy azotanowej
Nap. Zaobserwowano, ze mniejsza ilos¢ tego enzymu
nie miata jednak zwigzku ze zmiang poziomu ekspresji
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kodujacego ja genu. Na tej podstawie zasugerowano, ze
N-glikozylacja odgrywa role w ochronie biatek przed
dziataniem proteaz [13]. Rowniez badania Abouelha-
did i wsp. przeprowadzone w roku 2019 wskazuja ze
zakldcenie N-glikozylacji koreluje ze znacznym wzro-
stem liczby nie tylko peryplazmatycznych, ale takze
cytoplazmatycznych biatek opiekunczych i proteaz.
W badaniach tych potwierdzono powazne uposledze-
nie funkcji NapAB i zmniejszenie aktywnoséci pompy
efflux CmeABC bedace konsekwencja braku glikozyla-
qji [1, 26]. Jednoczesnie fakt, ze niektdre glikoproteiny
sg stabilne w komorkach niezdolnych do dotaczania
glikanow, wskazuje, ze grupy cukrowe pelni¢ moga
odmienne role w réznych proteinach.

5. Praktyczne zastosowania glikozylacji bialek
- glikoinzynieria

W ostatniej dekadzie zainteresowano si¢ mozliwos-
cig praktycznego wykorzystania bakteryjnych systemow
glikozylacji [52, 114]. Z chwilg wprowadzenia genéw
odpowiadajacych za te modyfikacje (pgl) do komorek
E. coli i uzyskania funkcjonalnych, rekombinowanych
glikoprotein, zaczeta intensywnie rozwijac si¢ gliko-
inzynieria bakteryjna. Osiagniecie to probuje si¢ wyko-
rzysta¢ w dwojaki sposéb: do produkcji szczepionek
polisacharydowych, jak réwniez poprawy farmakokine-
tycznych wlasciwosci bialek terapeutycznych. W wielu
szczepach glikozylowane biatka pelnia wazng role
w procesach patogenezy, co czyni je rowniez potencjal-
nym celem terapeutycznym - cze$¢ z enzymow tworza-
cych system O-glikozylacji jest nieobecna w komérkach
eukariotycznych.

Komorki E. coli zdolne do przeprowadzenia N-gli-
kozylacji uzyskano w 2002 roku. Wacker i wsp. do
komorek E. coli, oprécz plazmidu niosacego gen kodu-
jacy wytypowane do modyfikacji biatko, wprowadzili
takze plazmid niosacy locus biosyntezy heptasacharydu
Campylobacter oraz plazmid z transferaza oligosacha-
rydowa PglB pochodzaca z tego gatunku [112]. Grupa
cukrowa byla syntetyzowana w cytoplazmie na nosniku
lipidowym, a po przeniesieniu do peryplazmy, PglB
przekazywal polisacharyd do sekwencji akceptorowe;
docelowego biatka [21, 102]. Glikozylacja przebiegata
wiec wedlug schematu opisanego dla Campylobacter.
Kolejne badania wykazaly, ze na terenie glikokompe-
tentnej komorki E. coli, transferaza oligosacharydowa
(PgIB ) moze przenosi¢ réine glikany, nie tylko te
powstajace w komorkach Campylobacter [21].1 tak na
przyklad wykazano, ze PglB transportuje polisacharyd
016 w komorkach E. coli tak samo wydajnie jak swoj
endogenny substrat — heptasacharyd Glc(GalNAc) Bac
u C. jejuni [30] Jedynym ograniczeniem jest wymagana
obecno$¢ grupy acetylowej przy weglu C2 na reduku-
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jacym koncu glikanu [111]. Zaobserwowano réwniez,
ze warunkiem, ktory musi zosta¢ spetniony by powsta-
jaca jednostka cukrowa zostala przylaczona do biatka,
jest obecno$¢ sekwencji konsensusowej (Asp/Glu-
-X-Asn-Y-Ser/Thr). W ten sposob uzyskano miedzy
innymi glikozylowang forme¢ podjednostki B toksyny
cholery (CtxB) [63]. Bialko PglB wykazuje aktyw-
no$¢ wobec stosunkowo szerokiej grupy substratow.
Jest ono w stanie przenosi¢ glikan nie tylko na dojrzate
biatko, ale réwniez krétsze peptydy, o ile zawieraja roz-
poznawany przez te transferaz¢ motyw. Technologie te
okresla si¢ jako Protein Glycan Coupling Technology
(PGCT) [102].

Jednym z potencjalnych zastosowan glikoinzynierii
bakteryjnej jest produkcja nowoczesnych szczepionek
polisacharydowych. Uzycie polisacharydéw otoczko-
wych w charakterze antygenéw szczepionkowych wy-
maga kowalencyjnego przytaczenia do biatka nosniko-
wego, ktorego przykladem jest CRM, - nietoksyczna,
ale immunogenna wersja toksyny bloniczej Coryne-
bacterium diphteriae. Zapewnia to zdolno$¢ do indu-
kowania odpowiedzi zwigzanej z limfocytami T [68],
co przeklada si¢ na wigkszg skutecznos$¢ szczepionki
u dzieci ponizej drugiego roku zycia — grupy wieko-
wej, w ktdrej polisacharydy bez biatkowego skladnika
wywoluja bardzo staba odpowiedz immunologiczng
[7]. Metode te¢ z powodzeniem wykorzystano do opra-
cowania szczepionek przeciwko m.in. Haemophilus
influenzae typu b (Hib) [75] i Neisseria meningitidis
[12]. Obecnie tworzone s3 one poprzez chemiczne
polaczenie biatka z polisacharydem wyizolowanym
z danego patogenu lub sztucznie zsyntetyzowanym.
Podejscie to jest jednak kosztowne i czasochlonne,
a otrzymane glikany nie maja jednorodnej struktury.
Otrzymywanie glikoprotein w ukladach in vivo np.
w E. coli pozwoliloby na obnizenie kosztow produk-
cji szczepionek koniugowanych oraz na ujednolicenie
przylaczanych tancuchéw cukrowych.

Technologie PGCT wykorzystano m.in. do stworze-
nia glikoprotein, ktore moglyby zosta¢ wykorzystane
jako antygen w szczepionce przeciwko brucelozie [50].
Brucella abortus, Brucella melitensis i Brucella suis,
wywolujace bruceloze u ludzi mogg réwniez zarazaé
zwierzeta domowe, powodujac poronienia i bezptod-
nos¢, a tym samym prowadzi¢ do znacznych strat eko-
nomicznych [86]. Do biatka AcrA C. jejuni dotaczono
antygen O pochodzacy z Yersinia enterocolitica O9,
ktory jest identyczny z antygenem O B. abortus. Syntezy
tej dokonano z uzyciem transferazy oligosacharydowej
PglIB C. jejuni. OdpowiedZ immunologiczna po podaniu
glikoproteiny myszom nie byta wystarczajaca, by ochro-
ni¢ je przed infekcja wirulentnym szczepem B. abor-
tus. Wykazano jednak jej uzyteczno$¢ w wykrywaniu
infekcji u bydla, ludzi i $win. Do kulek magnetycznych
oplaszczonych rekombinowanym biatkiem wiazaly
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sie przeciwciata skierowane przeciwko antygenowi O
B. abortus obecne w surowicy zainfekowanych zwierzat,
co pozwalalo odréznic¢ osobniki chore od zdrowych [20,
50]. W podobny sposoéb glikoinzynieria zostata wyko-
rzystana do wykrywania zespotu hemolityczno-mocz-
nicowego (HUS) [78], wywolywanego przez szczepy
Escherichia coli wytwarzajace toksyne Shiga (STEC).
Strategie ta zastosowano réwniez do opracowania
szczepionek przeciwko Shigella dysenteriae typ 1 [49,
91], Shigella flexneri typ 2a [57], Burkholderia pseudo-
mallei [33], Francisella tularensis [21], Staphylococcus
aureus [113] oraz Campylobacter [80]. Testowanie kilku
z nich przyniosto obiecujace wyniki na modelach zwie-
rzecych [21, 113] a w przypadku szczepionki przeciwko
S. dysenteriae rozpoczeto badania kliniczne [48, 92].

Wysitki zmierzajace do opracowania glikokompe-
tentnych E. coli zakonczyly sie powodzeniem, jednak
w dalszym ciggu wyzwaniem pozostaje uzyskanie
wysokiej wydajnosci N-glikozylacji. Na skutecznosé
tego procesu wplywa wiele czynnikéw, w tym miedzy
innymi obecnos¢ sekwencji konsensusowej, aktywno$¢
transferaz oligosacharydowych (OST), szlaki metabo-
liczne gospodarza i warunki hodowli. Garcia-Quinta-
nilla i wsp., by uzyska¢ wiekszg ilos¢ biatka zmodyfi-
kowanego polisacharydami Burkholderia pseudomalei,
unieczynnili w genomie E. coli geny wecA i waaL [33].
Obecnos¢ w komorkach glikokompetentnej E. coli ini-
cjujacej glikozylotransferazy (wecA), ktéra przenosi
GlcNAc na noénik lipidowy (difosforan undekaprenylu,
Und-PP), zakl6cata syntez¢ na tym samym lipidzie gli-
kanu, bedacego przedmiotem badania. Usuniecie ligazy
Waal, ktdra moze przenosi¢ substrat na LPS, takze
pozytywnie wplyneto na wydajnos¢ glikozylacji. Korzy-
stajac z wysokoprzepustowych analiz, Ollis i wsp. ziden-
tyfikowali warianty PglB o zmienionej specyficznosci
wobec substratu biatkowego. Szczegdlnie interesujace
warianty rozpoznawaly sekwencje N-X-S/T wykorzy-
stywang przez eukariotyczne OST, co daje mozliwos¢
wykorzystania technologii PGCT do produkgji euka-
riotycznych glikoprotein [84].

Okoto 70% bialek terapeutycznych, zatwierdzonych
klinicznie lub bedacych w fazie opracowania, to gliko-
proteiny. Przykltadem sa: erytropoetyna, przeciwciala
monoklonalne, tkankowy aktywator plazminogenu
czy ludzka DNAza [18, 65]. N-glikozylacja moze by¢
zastosowana do poprawy wlasciwosci farmakokinetycz-
nych i biofizycznych bialek. Zmiany te moga prowadzi¢
do opracowania lekéw o podwyzszonej aktywnosci in
vivo, o dluzszym okresie poltrwania, ale takze moga
pozytywnie wplywaé na stabilno$¢, rozpuszczalnosé
biatek czy warunkowac¢ odpornos$¢ na proteolize. Dzigki
glikozylacji bialka terapeutyczne moga by¢ kiero-
wane do konkretnych komorek lub tkanek, badz moze
dochodzi¢ do modulowania ich aktywnosci biologicz-
nej poprzez oddzialywania z okreslonymi receptorami.

Chociaz systemy ekspresyjne ssakow sa obecnie prefe-
rowanym gospodarzem do wytwarzania glikoprotein
terapeutycznych, bakterie majace zdolno$¢ do wpro-
wadzania takich modyfikacji pojawiajg si¢ jako realna
alternatywa w ich produkcji [42]. Wigcej informacji na
temat mozliwo$ci wykorzystania bakteryjnych technik
glikoinzynieryjnych przedstawia opracowanie Harding
i Feldman z 2019 [42].

6. Podsumowanie

Glikoproteiny, traktowane poczatkowo jako specy-
ficzne jedynie dla komérek organizméw eukariotycz-
nych, sa szeroko rozpowszechnione zaréwno wsrdéd
Archaea, jak i Bacteria. W ciggu ostatnich dwoch dekad
scharakteryzowano wiele bakteryjnych szlakéw gliko-
zylacji. Kluczowe w tych szlakach enzymy - transferazy
oligosacharydowe oraz glikozylotransferazy, wykorzy-
stano do projektowania szczepionek glikokoniugato-
wych. Szlaki biosyntezy glikoprotein, jako ze petnig one
wiele funkcji w patogenezie, okazaly sie takze atrakcyj-
nym celem dla nowych strategii przeciwbakteryjnych.
Niewatpliwie rosngca wiedza na temat glikozylacji bia-
tek przyczynia si¢ do powstania narzedzi umozliwiaja-
cych tworzenie struktur glikandw, ktore wezesniej byty
nieosiggalne. A w diuzszej perspektywie manipulacje
$ciezkami glikomodyfikacji pozwoli, by¢ moze, wytwa-
rza¢ rekombinowane biatka zawierajace ludzkie glikany,
co z kolei wzmocni ich wartos¢ terapeutyczna.
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Streszczenie: Od dawna wiadomo, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus stanowia dominujacy skladnik mikrobioty pochwy i pelna ochronna
role dla mikro$rodowiska pochwy. Obecno$¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus potwierdzono réwniez w gérnej czesci uktadu rozrodczego
zeniskiego oraz w meskim ukladzie rozrodczym i w spermie. Niniejsza praca stanowi przeglad najnowszej literatury dotyczacej wpltywu
bakterii z rodzaju Lactobacillus na plodnos¢, z uwzglednieniem zaréwno czynnika zenskiego, jak i meskiego. Rola mikrobioty moze
okaza¢ si¢ niezwykle istotna w przypadkach nieptodno$ci idiopatycznej. Najnowsze doniesienia wskazuja na mozliwy zwiazek pomiedzy
obecnoscig bakterii z rodzaju Lactobacillus a efektywnoscia technik wspomaganego rozrodu. Wyniki badan potwierdzaja, ze srodowisko
mikrobiologiczne uktadu rozrodczego to wazny a zarazem stabo poznany czynnik wptywajacy na ptodnoé¢ czlowieka.

1. Wprowadzenie 2. Bakterie z rodzaju Lactobacillus w zenskim ukladzie rozrodczym. 3. Rola bakterii z rodzaju Lactobacillus w zeniskim
ukladzie rozrodczym. 4. Mikrobiota nasienia 5. Rola bakterii z rodzaju Lactobacillus w nasieniu. 6. Mikrobiota a nieplodnos¢ idiopatyczna
7. Bakterie z rodzaju Lactobacillus a efektywnos¢ technik wspomaganego rozrodu. 8. Podsumowanie

THE INFLUENCE OF THE REPRODUCTIVE SYSTEM MICROBIOTA
ON FEMALE AND MALE FERTILITY. THE ROLE OF LACTOBACILLUS BACTERIA

Abstract: 1t is well known, that vaginal microbiota is dominated by Lactobacillus genus. These bacteria protect a vaginal microenviron-
ment against the invading pathogens. The presence of Lactobacillus communities was already confirmed in an upper female reproductive
system, as well as in the male reproductive system and semen. In this paper we present the current state of knowledge about the influ-
ence of the Lactobacillus species on female and male fertility. We also discuss the possible role of the reproductive system microbiota in
an idiopathic infertility, and the association between Lactobacillus species and effectiveness of assisted reproductive techniques. Further
research on the relationship between the reproductive system microbiota and human fertility is needed.

1. Introduction. 2. Lactobacillus bacteria in the female reproductive system 3. The role of Lactobacillus bacteria in the female reproductive
system. 4. Semen microbiota 5. The role of Lactobacillus bacteria in semen 6. Microbiota and idiopathic infertility. 7. Lactobacillus bacteria
and the effectiveness of assisted reproductive techniques. 8. Summary

Stowa kluczowe: Lactobacillus, nieplodno$¢ idiopatyczna, ptodnoéé, techniki wspomaganego rozrodu

Keywords:

Lactobacillus, idiopatic infertility, fertility, assisted reproductive techniques

1. Wprowadzenie

Organizm czlowieka i mikroorganizmy mikro-
bioty stanowig skomplikowany i zréznicowany system
wzajemnych zaleznosci i interakcji. Wraz z szybkim
rozwojem technik molekularnych mozliwe jest pozna-
nie skltadu mikrobioty w poszczegélnych narzadach
i uktadach organizmu czlowieka, dotychczas czesto
uwazanych za sterylne. W ciagu ostatnich lat podjeto
intensywne badania nad rolg mikrobioty w patogenezie
réznych schorzen, w tym réwniez choréb cywilizacyj-
nych. Do tej grupy schorzen zalicza si¢ miedzy innymi
otylos¢, cukrzyce, nowotwory, choroby ukladu krazenia,

depresje, a takze zaburzenia plodnosci [34, 35]. Protek-
cyjna rola bakterii z rodzaju Lactobacillus w pochwie
jest od dawna znana, niemniej jednak doktadny mecha-
nizm dziatania oraz mozliwy wplyw na ptodno$¢ nie jest
do konca jasny i wymaga dalszych badan. Najnowsze
wyniki badan wskazuja réwniez na obecnos¢ bakterii
z rodzaju Lactobacillus w pozostalych czesciach ukladu
rozrodczego zenskiego oraz w nasieniu [14, 58, 59]. Ich
wplyw na utrzymanie plodnosci u obu plci nadal pozo-
staje niejasny. Innym niezwykle obiecujacym obszarem
badan jest wplyw bakterii z rodzaju Lactobacillus na
efektywno$¢ technik wspomaganego rozrodu (assisted
reproductive technology, ART) [58, 59].

* Autor korespondencyjny: Aneta Kiecka, Katedra Biologii Medycznej, Wydziat Nauk o Zdrowiu, Uniwersytet Jagielloniski — Collegium
Medicum, Kopernika 7a, 31-034 Krakow; e-mail: aneta.kiecka@uj.edu.pl
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2. Bakterie z rodzaju Lactobacillus
w zenskim ukladzie rozrodczym

W 1892 roku Albert Ddderlein po raz pierwszy opi-
sal obecno$¢ Gram-dodatnich bakterii z rodzaju Lacto-
bacillus w pochwie zdrowych kobiet w wieku rozrod-
czym. Bakterie te nazywamy obecnie paleczkami kwasu
mlekowego lub paleczkami Doderleina [57, 68]. Rodzaj
Lactobacillus obejmuje wiele gatunkéw, ktdre sg niezwy-
kle zréznicowane morfologicznie. Bakterie te sg fakul-
tatywnymi beztlenowcami, kolonizujacymi zaréwno
powierzchnie nablonka pochwy, jak i przewodu pokar-
mowego oraz jamy ustnej ludzi i zwierzat [62, 68].

Sktad mikrobioty pochwy zmienia sie w czasie zycia
kobiety. Po porodzie naturalnym, przez pierwsze dwa
tygodnie zycia u noworodkéw plci zenskiej, wystepuja
w pochwie paleczki Lactobacillus pochodzace z drog
rodnych matki. Obecne sg réwniez mikroorganizmy
tlenowe tj.: Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli
oraz bakterie mlekowe tj.: wzglednie beztlenowe Ente-
rococcus. Natomiast wérdd beztlenowcdw sg obecne
bakterie z rodzaju: Peptococcus i Peptostreptococcus,
Veillonella, Eubacteria, Propionibacterium i Bacteroides
[21, 23]. W okresie dojrzewania kobiet wzrost syntezy
estrogenow sprzyja proliferacji i dojrzewaniu komorek
nabtonka pochwy oraz akumulacji w nich glikogenu.
Glikogen jest katabolizowany przez ludzka a-amylaze
do maltozy, maltotriozy i a-dekstryn, ktére nastepnie
sa metabolizowane do kwasu mlekowego przez pateczki
Lactobacillus. Tworzy to kwasne srodowisko pochwy
(pH 3,5-4,5), sprzyjajace rozwojowi paleczek kwasu
mlekowego kosztem patogennych bakterii. Ponadto
zmiany skladu mikrobioty pochwy mozna obserwowa¢
takze w trakcie cyklu miesigczkowego. Wiadomo, ze
w okresie rozrodczym poziom estrogenow zmienia sie
w trakcie cyklu. Najwyzsze poziomy estrogenéw wyste-
puja tuz przed owulacja, a najnizsze w czasie miesigczki.
Estrogeny powoduja migdzy innymi wzrost syntezy gli-
kogenu w komdrkach nabtonka pochwy. Glikogen, jak
juz wspomniano, stanowi substrat dla bakterii Lacto-
bacillus, i produkcji kwasu mlekowego, ktory zakwa-
sza srodowisko pochwy. Réznice w poziomach estro-
genow i zawartosci glikogenu w komoérkach pochwy
w czasie cyklu miesigczkowego moga wptywac na skfad
mikrobioty pochwy. Mikrobiota pochwy wydaje si¢ by¢
bardziej stabilna w czasie, kiedy poziomy estrogenow
przyjmuja najwyzsze wartosci, a mniej stabilna w czasie
miesigczki. Zjawisko to jest zwigzane z wahania war-
tosci pH w czasie cyklu. W trakcie miesiaczki obser-
wuje sie wzrost pH pochwy spowodowane obecnoscig
krwi menstruacyjnej i tymczasowe zmniejszenie ilosci
pateczek Lactobacillus. Dominacja Lactobacilli maleje
wraz ze spadkiem poziomu estrogenéw w okresie
menopauzy, podczas stosowania antykoncepcji hormo-
nalnej lub innych zaburzen hormonalnych [4, 18, 44].
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Mikrobiota pochwy zdrowych kobiet w wieku roz-
rodczym stanowi biomase okoto miliarda bakterii na
gram wydzieliny pochwowej. Cechuje si¢ ona niewielkg
bioréznorodnoscia. Bakterie z rodzaju Lactobacillus sta-
nowia okolo 99,97% wszystkich bakterii zasiedlajacych
pochwe, przy czym najpowszechniejsze gatunki to: Lac-
tobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
iners oraz Lactobacillus jensenii [14, 36, 48, 42].W kla-
syfikacji CST wyrdznia si¢ kilka typéw mikrobioty
pochwy (community state types, CST). CST-I (45,4%),
CST-II (8,2%), CST-III (26,8%) i CST-V (9,3%) sa zdo-
minowane odpowiednio przez L. crispatus, L. gasseri,
L.iners i L. jensenii [51]. W grupie CST-IV (10,3%),
w ktorej Lactobacillus nie jest gatunkiem dominujg-
cym, charakterystyczna jest obecno$¢ takich bakterii
jak: Gardnerella, Pretovella, Megasphaera, Sneathia, Ato-
pobium, Streptococcus, Dialister, Lachnospira, Anaero-
coccus, Petoniphilus, Eggerthella, Finegoldia Rhodobaca,
Anaerotruncus, Ureaplasma, Mycoplasma, Aerococcus,
Parvimonas, Staphylococcus, Corynobacterium, Veillo-
nella [18, 27, 51]. Analiza mikrobioty pochwy kobiet
w wieku rozrodczym, z réznych grup etnicznych, wyka-
zala, ze odsetek kobiet, u ktérych wykryto domina-
cje bakterii z rodzaju Lactobacillus wynosi okoto 90%
w populacji bialej, 80% w populacji azjatyckiej, 60%
w populacji latynoskiej i 37-60% w populacji afro-
amerykanskiej. Zréznicowanie to moze by¢ skutkiem
zaréwno predyspozycji genetycznych, jak i czynnikow
geograficznych, ekonomicznych i spotecznych [6, 50].

W ostatnich latach potwierdzono obecnosé mikro-
organizmoéw mikrobioty nie tylko w pochwie, ale takze
w pozostatych odcinkach ukladu rozrodczego kobiet [9,
14, 58, 63]. Badania Chen i wsp. z 2017 roku wykazaty
obecnos¢ w szyjce macicy gléwnie bakterii Lactobacillus
(>97,56%). W macicy zidentyfikowano pateczki Lac-
tobacillus (30,6%), Pseudomonas (9,09%), Acinetobac-
ter (9,07%), Vagococcus (7,29%), Sphingobium (5,0%),
natomiast w jajowodach wykazano obecnos¢ Acineto-
bacter (18,27%), Comamonas (11,49%), Pseudomonas
(9,9%), Pseudomonadaceae (9,1%), Dysgonnomonas
(5,11%) [14]. Kolejne badania z 2018 roku i 2019 roku
potwierdzily obecno$¢ bakterii z rodziny Lactobacilla-
ceae nie tylko w pochwie, lecz réwniez w pozostatych
odcinkach zenskiego ukladu rozrodczego [11, 29, 40].
Wykazano, ze mikrobiota pochwy charakteryzuje si¢
wieksza liczebnoscig bakterii, ale tez mniejsza ich bio-
réznorodnoscig w poréwnaniu z pozostalymi odcin-
kami zenskiego ukladu rozrodczego.

3. Rola bakterii z rodzaju Lactobacillus
w zenskim ukladzie rozrodczym

Bakterie z rodzaju Lactobacillus dominujg w pra-
widlowej mikrobiocie pochwy. Wypelniajac ta nisze,
utrudniaja kolonizacje innym bakteriom. Obnizenie
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liczby bakterii z rodzaju Lactobacillus w pochwie pro-
wadzi do dysbiozy, ktdra jest zaburzeniem réwnowagi
w skladzie mikrobioty. Ponadto Lactobacillus produkuje
rozne substancje, ktore dodatkowo utrudniajg wzrost
patogennych bakterii [6, 45, 47].

Gléwnym czynnikiem o dziataniu przeciwbakteryj-
nym w pochwie jest kwas mlekowy. Bakterie z rodzaju
Lactobacillus wytwarzajg dwie jego odmiany izome-
ryczne: kwas D-mlekowy i L-mlekowy, przy czym kwas
D-mlekowy wykazuje silniejsze dzialanie ochronne.
Kwas mlekowy zakwasza wydzieline pochwy (do okoto
pH<4), utrudniajac w ten sposob wigzanie innych
mikroorganizméw z komérkami nablonka pochwy oraz
wywolujac autofagie w komodrkach nablonka w celu
degradacji mikroorganizméw wewnatrzkomorkowych.
Kwas mlekowy wplywa na blokowanie deacetylazy
histondw, pobudzajgc transkrypcje genéw i naprawe
DNA [4, 10, 67]. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci
kwas mlekowy hamuje rozwdj infekcji oportunistycz-
nych wywolanych przez Neisseria gonorrhoeae, Gard-
nerella vaginalis, Chlamydia trachomatis, Trichomonas
vaginalis, Herpes simplex (HSV), Human papillomavirus
(HPV) i Human immunodeficiency virus (HIV) [1, 43].
Kwas mlekowy wykazuje réwniez wlasciwosci immu-
nomodulujace, poprzez indukcje odpowiedzi prze-
ciwzapalnej w komdrkach nablonka pochwy i szyjki
macicy dzieki hamowaniu wydzielania interleukiny 6
(IL-6), interleukiny 8 (IL-8) oraz czynnika martwicy
nowotworu (TNF-a), o ktérych wiadomo, ze promuja
replikacje wirusa HIV [61].

Nadtlenek wodoru (H202) jest zwigzkiem o szero-
kim dzialaniu przeciwbakteryjnym, wytwarzanym przez
wiele izolatow paleczek kwasu mlekowego. Wykazano,
ze 94-95% szczepdw L. crispatus i L. jensenii wytwarza
H,0, [62]. H,0, wykazuje wysokg aktywno$¢ in vitro
przeciwko Escherichia coli, Candida albicans, Staphylo-
coccus aureus. Produkowany przez Lactobacilli H,0,
moze hamowac lub niszczy¢ inne szczepy bakterii
pochwowych, zwlaszcza te z ograniczong ekspresja enzy-
moéw rozktadajacych H O, w tym m.in. bezwzgledne
beztlenowce Prevotella, Peptostreptococus i Gardnerella.
Brak H,0, w pochwie powoduje wzrost populacji kata-
lazo-ujemnych organizmow, co jest zwigzane ze zwiek-
szonym ryzykiem infekcji ukltadu moczowoplciowego,
w tym zapalenia pochwy i zakazenia HIV [4, 7, 57].

Pochwowe Lactobacilli uwalniaja takze inne sub-
stancje wazne dla utrzymania homeostazy mikrobioty
pochwy, takie jak bakteriocyny. Sa to biatka lub kom-
pleksy biatek wykazujace silne dziatanie bakteriobdjcze,
ktére swoim dzialaniu przypominajg antybiotyki Bak-
teriocyny zabijaja patogeny poprzez hamowanie syn-
tezy DNA, RNA i bialek lub zakl6cenie gradientu pH
i potencjalu membranowego. Bakteriocyny hamuja roz-
woj niepozadanych w pochwie bakterii, miedzy takich
jak: G. vaginalis, E. coli, C. albicans [7, 15, 28].
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Ciekawe zagadnienie stanowi gatunek L. iners, ktory
jest identyfikowany zaréwno w zdrowej pochwie, jak
i w pochwie w stanie dysbiozy [4]. Gatunek ten poréw-
nujac do pozostalych pateczek kwasu mlekowego nie
posiada zdolnosci do wytwarzania kwasu D-mlekowego
oraz nadtlenku wodoru. Powszechnie wiadomo, ze pro-
dukcja tych zwigzkow jest jednym z mechanizmodw,
dzigki ktérym pateczki Lactobacillus moga zapobie-
gac kolonizacji pochwy przez patogenne bakterie [17].
Mikrobiota zdominowana przez L. iners moze powodo-
wacé zwiekszenie ryzyka zakazen przenoszonych droga
plciowa takimi mikroorganizmami jak N. gonorrhoeae,
C. trachomatis, HIV oraz HSV-2 [17, 48, 49].

4. Mikrobiota nasienia

Nasienie, bedace mieszaning plemnikéw oraz wielu
substancji, réwniez odzywczych, pochodzacych z wy-
dzielin dodatkowych gruczoléw plciowych, stanowi
idealne $rodowisko dla wzrostu mikroorganizmoéw.
Substancje te to miedzy innymi: cukry, w tym fruk-
toza, lipidy, biatka, witaminy, prostaglandyny czy jony
nieorganiczne. Fruktoza to podstawowe zrédlo energii
dla plemnikéw, ale jest rowniez wykorzystywana przez
mikroorganizmy jako substancja odzywcza. Wbrew
wczesniejszemu przekonaniu, nasienie nie jest sterylne,
a obecno$¢ mikroorganizméw w spermie nie zawsze
jest rownoznaczna z obnizeniem plodnosci czy rozwo-
jem infekeji [25, 59].

W ukladzie rozrodczym meskim bakterie wystepuja
gtownie w cewce moczowej oraz w spermie. Istnieja
doniesienia wskazujace, Ze mikrobiota spermy oraz
cewki moczowej roznig si¢. Cewka moczowa charak-
teryzuje si¢ obecnoscig bakterii pochodzgcych z okolic
odbytu oraz ze skory partnera i s3 to migdzy innymi
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis oraz
pateczki Gram-ujemne. Zrédtem mikrobioty nasienia
moze by¢ infekcja uktadu moczowego lub plciowego,
ale takze bakterie docierajace do ukladu rozrodczego
meskiego drogg krwi z innych narzadéw lub bak-
terie pochodzace z kobiecej pochwy. Badania wska-
zuja na duza miedzyosobniczg zmienno$¢ w skladzie
mikrobioty spermy. Nie do konca réwniez wiadomo,
jak mikrobiota nasienia zmienia si¢ w czasie u tego
samego mezczyzny [24, 37, 59]. Co ciekawe, postuluje
sie rowniez obecnos$¢ mikroorganizmoéw w jadrze [2].
Mikrobiota nasienia jest bardziej zréznicowana, niz
mikrobiota pochwy, ale zawiera mniejszg liczbe bakterii
w poréwnaniu ze srodowiskiem pochwy [38]. Obecnie
mozna wyréznic trzy gtéwne profile mikrobiologiczne
nasienia: profil bogaty w bakterie z rodzaju Lactoba-
cillus, profil bogaty w bakterie z rodzaju Prevotella
oraz profil bogaty w bakterie z rodzaju Pseudomonas.
Wysoka zawarto$¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus
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w spermie koreluje z lepszymi parametrami nasienia,
niz w pozostatych dwoch profilach [8, 16, 46]. Wyniki
badan, przeprowadzone przez Wenga i wsp. réwniez
wykazaly, ze w wigkszosci probek spermy bakterie
z rodzaju Lactobacillus stanowily najwigkszy udzial
procentowy bakterii. W spermie wystepowaly takze
w znacznej ilo$ci bakterie z rodzaju Pseudomonas, Pre-
votella oraz Gardnerella. Podobne obserwacje poczynit
Weng wykazujac, iz ilos¢ bakterii Lactobacillus byla sko-
relowana z prawidlowymi parametrami nasienia [66].

Najczesciej spotykane rodzaje bakterii w spermie
to: Ralstonia, Lactobacillus, Prevotella, Corynebacte-
rium, Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus, Urea-
plasma, Clostridiales, Atopobium, Anaerococcus, Gardne-
rella, Rhodanobacter, Finegoldia, Haemophilus, Planococ-
caceae i Burkholderia [16, 24]. Zaobserwowano, ze niska
jako$¢ nasienia koreluje z obecno$cig takich bakterii jak
Anaerococcus, Bacteroides ureolyticus i Proteobacteria,
podczas gdy w nasieniu azoospermicznym wykrywane
sg bakterie z rodzaju Bacteroidetes i Firmicutes [24, 59].
Obecnie trudno jest okredli¢ jednoznaczng granice
pomiedzy prawidlowym a patologicznym sktadem
mikrobioty nasienia. Wiele rodzajow bakterii wyste-
pujacych w nasieniu, wystepuje réwniez w pochwie
partnerki np. Lactobacillus, Veillonella, Streptococcus,
Porphyromonas, Atopobium, co $wiadczy o tym, ze part-
nerzy seksualni moga wymieniac sie swoja mikrobiota
[56]. Co wiecej, sktad mikrobioty nasienia i pochwy
réwniez moze nie by¢ staly i ulega¢ zmianom w czasie
[24]. Odczyn nasienia jest lekko zasadowy, a tym samym
stanowi bardziej sprzyjajace srodowisko dla bakterii niz
pochwa, w ktérej pH jest silnie kwasne [38, 64]. Istnieja
doniesienia wskazujace, ze suplementacja bakteriami
z rodzaju Lactobacillus poprawia ruchliwos¢ plemnikow
i obniza poziom fragmentacji ich DNA [60].

Na sktad mikrobioty nasienia wplywaja miedzy
innymi wiek inicjacji seksualnej, aktualny wiek, dieta,
nawyki higieniczne, zwyczaje seksualne, a takze miejsce
zamieszkania. Zaobserwowano, ze mikrobiota nasienia
wplywa na ruchliwos¢ plemnikéw oraz integralnosé
ich materiatu genetycznego. Nalezy réwniez pamigtaé
o mozliwosci wzajemnego transferu mikroorganizmoéw
w czasie stosunku piciowego pomiedzy partnerami. Jak
juz wspomniano, macica réwniez nie jest sterylnym
narzadem, a modyfikacja jej mikrobioty przez nasienie
moze wplywa¢ na rozwdj zarodka [39, 59].

W chwili obecnej u okolo 45% przypadkéw nie
udaje sie¢ ustali¢ etiologii nieprawidlowych parametrow
nasienia. Dolna granica referencyjna dla podstawowych
parametréw nasienia to: objeto$¢ nasienia - 1,5 ml, cal-
kowita liczba plemnikéw - 39 x 10%/ejakulat, koncen-
tracja plemnikéw — 15x 10%/ml oraz catkowita ruchli-
wos¢ plemnikow — 40% [26]. By¢ moze lepsze poznanie
mikrobioty nasienia i jej dzialania pozwoli lepiej zrozu-
miec przyczyny zaburzen pltodno$ci meskiej. Niestety,
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pomimo znanego wptywu mikroorganizméw na infek-
cje przenoszone drogg plciows, mikrobiota uktadu roz-
rodczego meskiego jest wcigz o wiele stabiej poznana,
niz mikrobiota ukladu rozrodczego zenskiego [46].

5. Rola bakterii z rodzaju Lactobacillus w nasieniu

Lactobacillus jest bakteria, ktéra zaréwno w zen-
skim, jak i meskim ukladzie rozrodczym jest prawi-
dfowym skladnikiem mikrobioty i stanowi fizjologiczne
mikrosrodowisko dla gamet. Obecnie coraz czgsciej
uwaza sie, ze rdwnoczesne oznaczenie sktadu mikro-
bioty obu partneréw jest niezbedne w czasie diagno-
styki przyczyn nieptodnosci [59].

Wang i wsp. przeprowadzili badania nad wplywem
bakterii, wyizolowanych z wydzieliny pochwy, na ruchli-
wos¢ plemnikéw in vitro. Wszystkie bakterie posiadaty
zdolno$¢ adhezji do plemnikéw, ale ze wzgledu na
dominujacg ilo§¢ Lactobacillus w wydzielinie pochwy,
to ten rodzaj stanowil przewazajaca czes¢ bakterii na
powierzchni plemnikéw. Bakterie ulegajace adhezji
do plemnikéw znaczgco ograniczaja ruchliwos¢ gamet,
co moze sugerowac ich ograniczajacy efekt na ptodnos¢
meska. Autorzy konkluduja, ze w przypadku, gdy plem-
niki wykazuja prawidlowg morfologi¢ i funkcje jest to
wazny czynnik selekcyjny, ograniczajacy nieprawidlo-
wym plemnikom (ktére w pewny zakresie wystepuja
w kazdym fizjologicznym ejakulacie) szanse na zaptod-
nienie. W przypadku spermy o nieprawidtowych para-
metrach adhezja bakterii do btony komdrkowej plem-
nikéw moze znacznie utrudniaé poczecie dziecka [64].

Interesujace doswiadczenie, badajace wptyw mikro-
bioty nasienia na mikrobiote pochwy, przeprowadzili
Maéndar i wsp. Od kazdej pary pobrano 3 probki mate-
rialu: probke nasienia, probke wydzieliny z pochwy
przed stosunkiem i probke wydzieliny pochwy po sto-
sunku. Wyniki potwierdzily, ze mikrobiota nasienia
charakteryzuje si¢ wigksza roznorodnoscia i mniej-
szg liczebnosciag w stosunku do mikrobioty pochwy.
Uzyskane wyniki wskazujg rowniez, ze ilo§¢ bakterii
z gatunku L. crispatus w pochwie po stosunku moze ulec
obnizeniu, co moze by¢ zwigzane z alkalizacjg $rodo-
wiska pochwy. Ponadto moze doj$¢ do mechanicznego
przeniesienia bakterii z okolicy krocza do pochwy [38].

W chwili obecnej nie jest jasne jakie mechanizmy
odpowiadajg za protekcyjny wplyw bakterii z rodzaju
Lactobacillus na plemniki. Jedng z mozliwosci jest
wplyw na uklad immunologiczny gospodarza. Teze
te wydaja si¢ potwierdza¢ wyniki analizy parametréw
nasienia u mezczyzn zdrowych i mezczyzn zarazonych
wirusem HIV. U mezczyzn zakazonych wirusem HIV
stwierdzono obnizong liczbe i réznorodnos¢ bakterii
w spermie. Warto$ci te ulegly poprawie po terapii anty-
wirusowej. U mezczyzn tych zaobserwowano réowniez
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korelacje pomiedzy poziomem niektérych cytokin,
a obecnoscig bakterii w nasieniu. Inne badania wska-
zujg, ze szczep L. gasseri moze, poprzez indukcje ekspre-
sji okreslonych gendw, wywiera¢ efekt antyoksydacyjny.
By¢ moze Lactobacillus stanowi nie tylko zrodlo aktyw-
nych, prozdrowotnych substancji, ale wypelnia takze
nisz¢ w mikrosrodowisku, ktéra w przeciwnym razie
zostalaby zajeta przez szkodliwe dla zdrowia mikroor-
ganizmy. Ponadto nie do konca jest jasne, czy zmieniony
sktad mikrobioty nasienia powoduje zaburzenia ptod-
nosci, czy nieprawidltowe srodowisko meskiego uktadu
rozrodczego i wczesniejsze zaburzenia w jego funkcjo-
nowaniu wywotuja zmiany w skladzie mikrobioty [46].

Podobnie jak w przypadku mikrobioty Zenskiego
ukladu rozrodczego dalsze badania powinny odpo-
wiedzie¢ na pytania, nie tylko jakie mikroorganizmy
wchodza w sktad mikrobioty nasienia, ale réwniez jaki
jest pelny sklad metagenomu, transkryptomu i pro-
teomu. Ponadto sekwencjonowanie catych metage-
noméw umozliwia dokladne poznanie prawidtowego
skladu mikrobiologicznego nasienia i jego znaczenia
dla plodnosci meskiej [46].

6. Mikrobiota a nieplodnos¢ idiopatyczna

Nieptodnosc¢ stala si¢ obecnie jedng z choréb cywi-
lizacyjnych. Problem ten dotyka okolo 10-16% oséb
w wieku rozrodczym. Szacuje si¢, ze nawet w okolo
20-30% przypadkow nie udaje si¢ znalez¢ przyczyny
nieplodnosci, a stan taki nazywamy nieplodnoscia idio-
patyczng [34, 35].

Poszukiwanie przyczyn nieptodnosci idiopatycz-
nej stanowi duze wyzwanie dla naukowcow i lekarzy.
W obszarze ich zainteresowan znajdujg si¢ miedzy
innymi szeroko pojete przyczyny epigenetyczne i $ro-
dowiskowe. Innym kierunkiem badan nad przyczy-
nami nieptodno$ci jest wptyw mikrobioty ukladu roz-
rodczego zenskiego i meskiego na pltodnos¢. Analiza
tego problemu stala si¢ mozliwa miedzy innymi dzieki
dynamicznemu rozwojowi molekularnych technik
diagnostycznych. Stalo sie to poczatkiem komplekso-
wych badan mikrobioty uktadu rozrodczego w calym
ukladzie rozrodczym u obu plci. Mozliwos¢ dokladnej
i szybkiej analizy genomu bakterii umozliwita analize
wplywu poszczegdlnych gatunkow i szczepow bakterii
na plodnos¢ [58, 59].

Dotychczasowe wyniki badan na tym polu s3 obie-
cujace. Zaobserwowano, iz kobiety ze stwierdzona nie-
plodnoscia o charakterze idiopatycznym wykazywaty
zmieniony sktad mikrobioty pochwy w poréwnaniu
z kobietami plodnymi. U kobiet ptodnych bakterie nale-
zace do rodzaju Lactobacillus dominowaly w mikrobio-
cie pochwy. Ponadto wykazano rézne wzorce dominacji
gatunkow Lactobacillus, z przewaga L. crispatus, jako
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markera zdrowego $rodowiska pochwy lub L.iners
i L. gasseri, zwigzane z mikrosrodowiskiem, podatnym
na dysbioz. Co ciekawe, dominacja L. crispatus byta
czynnikiem silnie zwigzanym z powodzeniem implan-
tacji zarodka [5, 54]. Inne badania wykazaly, ze bak-
terie z rodzaju Lactobacillus sprzyjaja zajéciu w ciaze.
Wykazano réwniez, Ze obecnos$¢ bakterii beztlenowych
w pochwie, w tym Atopobium, Prevotella, Veillonella,
Ureaplasma i Escherichia jest powigzana z patogeneza
idiopatycznej nieplodnosci [13].

Wee i wsp. przeanalizowali prébki wymazdw
z pochwy, szyjki macicy i endometrium od kobiet nie-
plodnych i plodnych. Badanie to wykazalo, ze Urea-
plasma i Gardnerella byly bardziej obfite u nieptod-
nych kobiet [65]. Moreno i Simon dokonali przegladu
dotyczacego znaczenia mikrobioty endometrium dla
zdrowia kobiet, ze szczegdlnym uwzglednieniem nie-
plodnosci. Wydaje sie, ze mikrobiota endometrium
ma wplyw na implantacje zarodka i utrzymanie cigzy.
Niska liczebno$¢ Lactobacillus wigze si¢ z niepowodze-
niem implantacji. Z klinicznego punktu widzenia roz-
poznanie dysbiozy endometrium moze stanowi¢ nowa
przyczyne nieptodnosci kobiet [41].

W ostatnich latach uwage skupiono na mozli-
wym zwigzku miedzy mikrobiota a nieptodnoscig
meska. W badaniu Lundy i wsp. sprawdzono czy ist-
nieje zwigzek miedzy mikrobiotg a idiopatyczng nie-
plodnosciag meska. W niniejszej pracy okreslono mikro-
biom jelitowy, moczowy i nasienia nieptodnych mez-
czyzn. Okazalo si¢, Zze nieplodni mezczyzni mieli
zmniejszong liczbe Anaerococcus w wymazach z odbyt-
nicy i zwigkszong liczbe Aerococcus w nasieniu, w po-
réwnaniu z plodnymi mezczyznami. Wykazano takze,
ze obecno$¢ Prevotella negatywnie wplywa na jakos¢
plemnikow [33].

Nasienie ma unikalny mikrobiom, jednak jego
pochodzenie i funkcja wymagaja dalszych badan, aby
zrozumie¢ jego role w zdrowiu i chorobach. Zmiany
w skiadzie bakteryjnym nasienia s3 powigzane z rdz-
nymi zaburzeniami, w tym obnizong plodnoscia i niska
jakoscig nasienia, zapaleniem gruczotu krokowego
i zakazeniem wirusem HIV. Mikrobiota nasienia moze
zatem wplywa¢ na zdrowie pary [3].

Dzigki badaniom mikrobioty by¢ moze skuteczniej
bedzie mozna leczy¢ zaburzenia plodnosci, miedzy
innymi poprzez precyzyjna regulacje sktadu mikrobioty
ukladu rozrodczego, co moze by¢ istotne dla par z nie-
wyjasniona przyczyna niepowodzen prokreacyjnych.

Bakterie z rodzaju Lactobacillus a efektywnos¢
technik ART

Efektywno$¢ technik wspomaganego rozrodu (assis-
ted reproductive technology, ART), czesto podawana
jako wspolczynnik uzyskanych ciaz, jest stosunkowo
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niewielka i wynosi okoto 25-35%. Oznacza to, ze tylko
25-35% kobiet zajdzie w cigze w wyniku pierwszego
transferu zarodka do macicy. Jest to wynik niezadowa-
lajacy, zwlaszcza biorac pod uwage obciazenie fizyczne
i emocjonalne pary, a takze koszty finansowe. Obecnie
dazy si¢ do znalezienia czynnikéw, wplywajacych na
powodzenie technik wspomaganego rozrodu oraz taka
ich modyfikacje, by efektywnos¢ tych technik wzrosta.
Znalezienie takich czynnikéw nie jest jednak proste.
Jednym z obiecujacych kierunkéw badan jest wptyw
mikrobioty uktadu rozrodczego kobiety i mezczyzny
na uzyskanie cigzy [29, 30, 55].

Wplyw mikrobioty pochwy na powodzenie ART
byt badany miedzy innymi przez Koedooder’a i wsp.
W niniejszym badaniu od kobiet, leczacych sie
z powodu nieplodnosci, uzyskiwano wymaz z pochwy,
a nastepnie przeprowadzano procedur¢ zaplodnie-
nia pozaustrojowego. Nastepnie dokonywano analizy
sktadu mikrobiologicznego pochwy, a rezultaty zesta-
wiano z wynikiem zaplodnienia pozaustrojowego (in
vitro fertilization, IVF). W odniesieniu do rodzaju
Lactobacillus autorzy zaobserwowali, ze calkowita ilo§¢
tego rodzaju bakterii < 20% tworzy niesprzyjajacy uzy-
skaniu cigzy profil mikrobiologiczny pochwy. Z kolei
ilos¢ bakterii z gatunku L. crispatus <60% tworzy sprzy-
jajacy uzyskaniu cigzy profil mikrobiologiczny pochwy.
Te pozornie sprzeczne wyniki autorzy ttumacza tym, ze
rézne gatunki Lactobacillus moga r6znic si¢ zdolnoscia
do produkeji kwasu mlekowego, a tym samym zakwa-
szania $srodowiska, co stwarza srodowisko niekorzystne
dla innych bakterii. Przykladowo L. crispatus ma naj-
wyzsze zdolno$ci zakwaszania w poréwnaniu z L. iners,
L. jensenii oraz L.gasseri. Warto zaznaczy¢, Ze nie-
korzystny profil mikrobiologiczny pochwy czesto nie
daje zadnych objawéw klinicznych [29].

Przedstawione dane stanowia pewnego rodzaju
czynnik predykcyjny odno$nie prawdopodobienstwa
uzyskania cigzy. Wyniki te mozna réwniez potraktowaé
jako wskazowke do zmiany srodowiska mikrobiologicz-
nego pochwy przed zaplodnieniem pozaustrojowym,
na przyktad poprzez stosowanie odpowiednich probio-
tykow. Pytanie, ktore sie nasuwa, to czy doprowadzi
to do zwiekszenia szansy na uzyskanie cigzy. Autorzy
zastanawiaja si¢ rowniez, czy powyzsze wyniki mozna
przenie$¢ na prawdopodobienstwo pojawienia si¢ ciazy,
uzyskanej w sposob naturalny [29].

Powyzsze obserwacje znalazly swoje potwierdze-
nie réwniez w innych badaniach. Wymazy z pochwy,
pobrane przed transferem zarodka, zawieraty wieksza
liczbe bakterii z rodzaju Lactobacillus u pacjentek,
u ktérych uzyskano cigze po IVE. U kobiet, u ktérych
nie uzyskano ciazy, stwierdzono zwickszong liczbe
m.in. bakterii rodzaju Gardnerella [10].

Dowiedziono réwniez, ze kobiety charakteryzu-
jace sie nieprawidfowym sktadem mikrobioty pochwy
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wykazuja okolo 1,4 razy mniejsze szanse na zajscie
w cigze po zastosowaniu technik ART w poréwnaniu
z kobietami z prawidfowym sktadem mikrobioty [53].

Badania wykazuja, ze az u 19% nieplodnych kobiet
diagnozowane jest bakteryjne zapalenie pochwy (bac-
terial vaginosis, BV). Jest to zaburzenie w ekosystemie
pochwy, ktdrego charakterystyczng cechg jest nadmierny
wzrost ilo$ci bakterii innych niz Lactobacillus, gtéwnie
beztlenowych, takich jak G. vaginalis i Atopobium vagi-
nae. BV moze negatywnie wptywa¢ na kliniczny wskaz-
nik cigz u pacjentek poddawanych IVE. Wykazano, ze
jedynie 9% pacjentek ze zdiagnozowanym BV zaszlo
w ciaze po zastosowaniu techniki IVE Wedlug Haahr
i wsp. wszystkie pacjentki przed rozpoczeciem proce-
dur IVF powinny zosta¢ poddane badaniom w kierunku
dysbiozy pochwy i w razie nieprawidlowego wyniku,
powinny zosta¢ poddane leczeniu [22].

Reasumujac, obecnos¢ specyficznych Lactobacilli
i wigzana z tym wlasciwa warto$¢ pH wydaje sie¢ by¢
czynnikiem niezwykle istotnym w utrzymaniu homeo-
stazy pochwy i uzyskaniu pozytywnych wynikow
IVE Obecnos¢ bakterii z gatunku G. vaginalis i Urea-
plasma sp. prowadzi do dysbiozy pochwy i niepowo-
dzen w technikach wspomaganego rozrodu [20, 52].

Nowym i niezwykle intersujacym zagadnieniem jest
badanie wplywu mikrobioty macicy na powodzenie
ART. Obecnie trwajg proby okreslenia prawidtowego
skladu mikrobioty macicy i oceny jego wplywu na
plodnos¢. Stwierdzono, ze brak dominacji Lactobacil-
lus i przerost Gardnerella, Atopbium i Prevotella maja
silny zwigzek z niepowodzeniem IVE Przywrdcenie
korzystnej mikrobioty macicy, zdominowanej przez
Lactobacillus, moze poprawi¢ wyniki reprodukcyjne
[12, 19, 20, 31].

W jednym z badan opisano mikrobiot¢ endome-
trium jako zdominowang przez Lactobacillus (Lacto-
bacillus dominated microbiota, LDM) lub niezdomino-
wang przez Lactobacillus (non Lactobacillus dominated
microbiota, NLDM). Wyniki tego badania nie udowad-
niaja jednoznacznie korzysci z dominacji Lactobacillus
w endometrium w odniesieniu do liczby uzyskanych
cigz. Sugeruje si¢ jednak, ze endometrium zdomino-
wane przez Lactobacillus moze korzystnie wplywaé
na proces implantacji. Badania takie majg istotne zna-
czenie w okresleniu prawidtowego i nieprawidtowego
sktadu mikrobiologicznego endometrium [32].

Nie mozna réwniez zapomnie¢ o roli nasienia
w ART. Jak opisano powyzej, nasienie nie jest sterylne
i co wiecej, moze zawiera¢ mikroorganizmy nawet po
procedurach przygotowujacych sperme do zaptodnie-
nia pozaustrojowego. W przypadku technik wspoma-
ganego rozrodu moze to miec¢ szczegoélne znaczenie,
poniewaz procedury te omijajg naturalne mechanizmy
obronne, dzialajace w drogach rozrodczych zenskich.
Zagrozenie to probuje si¢ zminimalizowaé poprzez
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specjalne przygotowanie nasienia oraz dodatek antybio-
tykow do odczynnikéw uzywanych w technikach ART.
Niejasne jest jednak, jak powszechne jest wystepowanie
bakterii w nasieniu, uzywanym w technikach ART, jaka
jest ilos¢ tych bakterii ani jak one wplywajg na powo-
dzenie zaplodnienia pozaustrojowego [55].

Wyniki badan przeprowadzone przez Stieptova
i wsp. potwierdzily, ze zaréwno nasienie, jak i odczyn-
niki uzywane do procedur ART zawierajg bakterie. Naj-
liczniej wystepujaca bakterig w pobranym nasieniu oraz
w medium do przeprowadzania procedury zaplodnie-
nia in vitro byl Lactobacillus. Rezultaty tych obserwa-
cji wskazuja, ze zaplodnienie w warunkach in vitro nie
zachodzi w sterylnym srodowisku a takze, ze obecnos¢
takich bakterii jak Staphylococcus i Alphaproteobacteria
koreluje z jako$cig nasienia i embrionu [55].

7. Podsumowanie

Najbardziej rozpowszechniong bakteria, wystepu-
jaca w stanie fizjologicznym, zaréwno w zenskim, jak
i meskim uktadzie rozrodczym, sg bakterie z rodzaju
Lactobacillus. Ich protekcyjna rola w utrzymaniu plod-
nosci jest lepiej poznana u kobiet, niz u mezczyzn,
jednak mechanizmy odpowiedzialne za to zjawisko
s nadal stabo poznane. Zbadanie i zrozumienie tych
mechanizméw ma szczegdlne znaczenie, zwlaszcza
obecnie, kiedy zaburzenia ptodnosci sg coraz powszech-
niejszym problemem zdrowotnym, a nie zawsze ich
przyczyna zostaje zdiagnozowana. Rola i wplyw pozo-
stalych bakterii mikrobioty, obecnych w drogach roz-
rodczych, na plodno$¢ znajduje si¢ na etapie badan.
Ponadto coraz wigcej doniesien wskazuje na mozli-
wos¢ wzajemnej interakcji pomiedzy mikrobiotg zen-
ska a meska, a jej wplyw na zdrowie reprodukcyjne
pozostaje nieznane. By¢ moze regulacja skladu $rodo-
wiska mikrobiologicznego uktadu rozrodczego przyj-
dzie z pomocg w uzyskaniu cigzy. Wyjasnienie tych
zagadnien moze w niektoérych przypadkach umozli-
wi¢ wybdr odpowiedniej terapii i zwigkszy¢ szanse na
uzyskanie potomstwa, réwniez w procedurach zaptod-
nienia pozaustrojowego.
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Streszczenie: Helicobacter pylori to Gram-ujemna paleczka, majaca zdolno$¢ do kolonizacji odzwiernika zoladka. Szacuje sie, ze nawet
ponad polowa §wiatowej populacji moze by¢ nosicielem tego patogenu. Dane dotyczace zakazen nie sg doktadne, poniewaz objawy infek-
cji H. pylori wystepuja jedynie u 20% zakazonych oséb. Obecno$¢ bakterii moze prowadzi¢ do stanu zapalnego, wrzodéw oraz nowotworu
zoladka. W przypadku stwierdzenia zakazenia najczesciej stosuje si¢ potrdjna terapie inhibitorem pompy protonowej oraz antybiotykami.
Obserwowany jest jednak coraz nizszy wskaznik skutecznosci tej terapii z uwagi na nabieranie opornosci przez bakterie na wykorzysty-
wane w leczeniu antybiotyki. Poszukiwane s3 nowe rozwigzania, ktére moglyby zaréwno wspomoc leczenie zakazen wywolanych przez
H. pylori, jak i dzialalyby profilaktycznie, zapobiegajac rozprzestrzenianiu patogenu. Jedng z form wspomagajacych leczenie réznego
rodzaju infekcji, co potwierdzajg liczne badania naukowe, jest zastosowanie preparatéw roslinnych. Fitoterapia to nauka, wykorzystu-
jaca wiedze o naturalnie wystepujacych w roslinach zwigzkach aktywnych, opierajaca sie na zastosowaniu produktéw roslinnych w celu
poprawy stanu zdrowia. Z dostepnych badan wynika, ze spozywanie niektérych produktéw pochodzenia roslinnego np. oliwy z oliwek czy
zielonej herbaty moze doprowadzi¢ do eradykacji H. pylori. Lukrecja natomiast moze by¢ wykorzystywana wspomagajaco przy zastoso-
waniu klasycznej metody leczenia, zwigkszajac tym samym wspotczynnik eradykacji patogenu. Roslinami o wlasciwoséciach anty-H. pylori
s3 rowniez cynamonowiec, zurawina, oregano, aloes i inne. Celem niniejszej pracy jest przeglad literatury, przedstawiajacej mozliwosci
wykorzystania fitoterapii w zwalczaniu, wspomaganiu leczenia lub profilaktyce zakazen powodowanych przez H. pylori.

1. Wprowadzenie - charakterystyka H. pylori. 2. Wybrane rosliny w zapobieganiu i eradykacji zakazen H. pylori. 2.1. Citrus spp. (owoce
cytrusowe). 2.2. Allium sativum (czosnek). 2.3. Brassica oleracea var. italica (brokuly). 2.4. Vaccinium macrocarpon (zurawina wielko-
owocowa). 2.5. Camellia sinensis (zielona herbata). 2.6. Olea europaea (oliwka europejska). 2.7. Cinnamomum verum (cynamonowiec
cejlonski). 2.8. Aloe vera (aloes zwyczajny). 2.9. Glycyrrhiza glabra Linn. (lukrecja). 2.10. Curcuma longa (kurkumina). 2.11. Bryophyllum
pinnatum (zyworddka pierzasta). 2.12. Olejki eteryczne. 2.13. Inne rosliny o aktywno$ci anty-H. pylori. 3. Podsumowanie

PHYTOTHERAPY IN THE PREVENTION AND SUPPORT OF TREATMENT
OF HELICOBACTER PYLORI INFECTIONS

Abstract: Helicobacter pylori is a Gram-negative, rod-shaped bacterium with an ability to colonise the gastric pylorus. It is estimated that
more than half of the human population may be carriers of this pathogen. Unfortunately, the collected data concerning H. pylori infec-
tions is inaccurate as the symptoms occur only in 20% of people infected. The presence of the bacteria may lead to inflammation, stomach
ulcers, or even cancer. In the cases of confirmed infection, the treatment usually involves a so called “triple therapy” with a proton-pump
inhibitor and antibiotics. However, a decrease in the effectiveness of this therapy is observed as a result of increasing antibiotic resist-
ance in bacteria. New solutions are being researched that could both help in the treatment of H. pylori infections and prevent the spread
of the pathogen. Numerous scientific studies confirm that the use of plant-based products can be a good addition to the treatment of
various infections. Phytotherapy is a science-based medical practice that uses the knowledge about active compounds naturally occurring
in plants, in order to improve overall health. From existing research, it is known that the consumption of certain plant-derived products,
for example olive oil and green tea, can lead to H. pylori eradication. On the other hand, licorice can be used to support the classic treat-
ment method by increasing the eradication rate of the pathogen. Plants with anti-H. pylori properties include: cinnamon, cranberry,
oregano, aloe vera and many others. The aim of this work is to review literature that is focused on a potential use of phytotherapy to sup-
port the treatment, combat, or prevent infections caused by H. pylori.

1. Introduction - characteristics of H. pylori. 2. Selected plants in the prevention and eradication of H. pylori infections. 2.1. Citrus spp.
(citrus fruits). 2.2. Allium sativum (garlic). 2.3. Brassica oleracea var. italica (broccoli). 2.4. Vaccinium macrocarpon (cranberry). 2.5. Camel-
lia sinensis (green tea). 2.6. Olea europaea. 2.7. Cinnamomum verum. 2.8. Aloe vera. 2.9. Glycyrrhiza glabra Linn (licorice). 2.10. Curcuma
longa (curcumin). 2.11. Bryophyllum pinnatum. 2.12. Essential oils. 2.13. Anti-H. pylori activity of other plants. 3. Summary

Slowa kluczowe: fitoterapia, roslinne substancje czynne, infekcje Helicobacter pylori
Keywords: phytotherapy, plant active substances, Helicobacter pylori infections
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1. Wprowadzenie
- charakterystyka Helicobacter pylori

Helicobacter pylori to Gram-ujemna bakteria, wyste-
pujaca gltéwnie w formie spiralnej paleczki o helikal-
nym skrecie w ksztalcie litery S lub U, ktéra moze osia-
ga¢ 5 um dlugosciiod 0,5 do 1 pm szerokosci. Posiada,
umozliwiajace poruszanie si¢, umieszczone horyzon-
talnie rzeski (zazwyczaj w liczbie od czterech do szes-
ciu). Optymalne warunki wzrostu Helicobacter sp. to
$rodowisko mikroaerofilne, przy zwigkszonej prez-
nosci dwutlenku wegla i jednoczesnie obnizonej tlenu,
w temperaturze 36-42°C przy wartosci pH 5-7 [20,
25, 43, 54]. Szacuje sig, ze polowa ludzkosci na swiecie
jest nosicielem tej bakterii [5, 25, 42, 56]. Do rozwoju
infekcji, ktore powoduje, znacznie czesciej dochodzi
u mieszkancow krajow rozwijajacych si¢, w poréwna-
niu do krajéw rozwinietych, na co wplywa status spo-
teczno-gospodarczy, warunki sanitarno-higieniczne
oraz poziom edukacji [61]. Wskaznik zakazen wywo-
tanych przez H. pylori oscyluje na poziomie 85-95%
w krajach rozwijajacych sie i 30-50% w krajach roz-
winietych [5]. Do zakazenia H. pylori moze dojs¢ na
drodze gastryczno-oralnej (poprzez kontakt z wymioci-
nami), fekalno-oralnej (poprzez kontakt z katem) oraz
oralno-oralnej (poprzez pocatunki, pokarm czy kontakt
ze $ling osoby chorej) [1, 20, 41]. Zrodlem przenosze-
nia bakterii i rozprzestrzeniania si¢ infekcji moze by¢
réwniez skazona patogenem woda [41, 54].

H. pylori najczgsciej kolonizuje odzwiernik zofadka
czlowieka, ale moze réwniez bytowal w przetyku
i dwunastnicy, plytce nazebnej oraz w kale. Mikro-
organizmy te moga wystepowac jako formy wolne
i zawieszone w $luzie. Charakterystyczna dla nich jest
réwniez kolonizacja miedzykomorkowa oraz adhe-
zja powierzchniowa [20, 54]. U ponad 80% zakazonej
populacji infekcja jest bezobjawowa, dochodzi do niej
we wczesnym dziecinstwie i towarzyszy ona czlowie-
kowi przez cale zycie [43]. Niestety, u pozostatych 20%
zakazonych osob, konsekwencja obecnosci H. pylori
jest zapalenie blony $luzowej Zotadka, choroba wrzo-
dowa zofadka i dwunastnicy oraz nowotwor zoladka
i chloniak typu MALT (mucosa associated lumphoid
tissue lymphoma) [1, 13, 20, 25, 29, 54]. Rak zoladka
zajmuje drugie miejsce pod wzgledem liczby zgondw,
zwigzanych z obecnoscia nowotworu oraz czwarte
miejsce, biorac pod uwage czestos¢ wystepowania
w odniesieniu do wszystkich nowotworéw na swiecie.
U ponad polowy chorych ma zwiazek z obecnosciag
H. pylori. Ryzyko rozwoju raka zotadka u osob zaka-
zonych ta bakterig jest od dwdch do siedmiu razy
wigksze niz u 0sob, u ktérych nie zdiagnozowano jej
obecnosci [41, 56]. W 1994 roku pateczka H. pylori
zostala zaklasyfikowana do pierwszej grupy czynni-
kéw kancerogennych przez IARC (International Agency
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for Research on Cancer - Miedzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem) i uznana za pierwotny czynnik
= rozwoju raka zoladka [5, 25, 41, 43, 56]. W ostat-
nich latach wykazano, ze zakazenie H. pylori ma réw-
niez zwigzek ze schorzeniami pozajelitowymi, takimi
jak niedokrwisto$¢, choroby sercowo-naczyniowe, cu-
krzycaiinne [13, 43].

Unikalne zdolnosci metaboliczne H. pylori, umiejet-
nos¢ unikania odpowiedzi immunologicznej cztowieka
oraz wytwarzanie czynnikéw wirulencji odgrywaja
ogromng role w patogenezie chorob, spowodowanych
obecnoscia tego patogenu [20, 25]. Drobnoustréj ten
posiada na powierzchni komorki warstwe glikokaliksu,
ktdrej obecnos¢ determinuje ujemny tadunek komorki
oraz wplywa na hydrofobowos¢ bakterii. Charakterys-
tyczna dla tego mikroorganizmu jest tez unikalna zdol-
nos¢ glikozylacji cholesterolu i przytaczania go do wias-
nej blony zewnetrznej, co stanowi dla bakterii ochrone
przed stresem $rodowiskowym [5, 20, 52, 54].

Czynniki chorobotwdrczosci, dzieki ktérym bak-
terie moga kolonizowa¢, namnazaé si¢ oraz przezyc,
nawet w niekorzystnym dla nich srodowisku, mozemy
podzieli¢ na trzy grupy:

« czynniki odpowiadajace za kolonizacje:

- produkgcja ureazy, rozkladajacej mocznik do amo-
niaku i dwutlenku wegla i warunkujgcej przetrwa-
nie w niskim pH zotfadka [1, 5, 14, 20, 25, 29, 41,
43, 54, 56],

- adhezja komorek H. pylori do komdrek nablonka
zoladka - gtéwnag adhezyna jest biatko zlokalizo-
wane w bionie zewnetrznej drobnoustroju — BabA
(blood group antigen binding adhesin A), ktore
rozpoznaje na komorkach gospodarza antygeny
grupy krwi B w ukladzie Lewisa oraz determinuje
gestos¢ kolonizacji [1, 5, 11, 25, 29, 41, 43, 56],

- obecnos¢ rzgsek i spiralny ksztatt komorki, umoz-
liwiajace poruszanie si¢ w $luzie [1, 5, 20, 41, 56],

o czynniki odpowiadajace za przetrwanie drobno-
ustroju, opornos¢ na fagocytoze i mechanizmy humo-
ralnej odpowiedzi gospodarza: enzymy - dysmutaza

ponadtlenkowa, katalaza, ureaza iinne [5, 11, 54, 56],

« czynniki oddzialujace toksycznie na blong¢ sluzowa
zoladka:

- lipopolisacharyd (LPS), ktérego budowa (lipid A
LPS) wplywa na nizszg aktywno$¢ prozapalna
niz LPS innych patogennych szczepow, ogranicza-
jac oddziatywanie LPS H. pylori z immunorecep-
torami obecnymi na powierzchni komarek gospo-
darza, co powoduje czeste przechodzenie infekcji
w stan przewlekly [2, 41, 56],

- cytotoksyna wakuolizujaca A - VacA (vacuolating
cytotoxin A), ktérej wytwarzanie prowadzi do
uszkodzenia komorek nablonkowych poprzez
tworzenie wakuoli, co wplywa na wzrost przepusz-
czalnosci, zmiany w obrebie cytoszkieletu i indu-
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kuje zjawisko apoptozy [1, 11, 14, 25, 29, 41, 43, 56],

- wytwarzany z mocznika na skutek dzialania bak-
teryjnej ureazy amoniak [1, 14, 20, 25, 29, 41, 43,
54, 56],

- wyspa patogennos$ci cag-PAI (cag pathogenicity
island), w skfad ktérej wchodzi m.in. gen cagA
(cytotoxin associated gene), ktérego produktem
jest silnie immunogenne biatko CagA (cytotoxin
associated protein A), [1, 11, 14, 25, 41, 43, 56].

Wybrane czynniki wirulencji H. pylori i ich rola
w przebiegu infekcji zostaty zestawione w tabeli I.

Poza szeregiem czynnikéw zjadliwosci, umozliwia-
jacych H. pylori adhezje oraz przetrwanie w niesprzy-
jajacych warunkach, jakie panuja w zotadku, drobno-
ustroj ten w swojej patogenezie wykorzystuje strategie
mimikry molekularnej. Jest to zjawisko, umozliwia-
jace zaadaptowanie si¢ bakterii do organizmu gospo-
darza i unikniecie jego mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej. Mimikra molekularna zwigzana
jest z antygenowym i funkcjonalnym podobienstwem
pomiedzy strukturg drobnoustroju, a skladnikami
komorek gospodarza [5, 7, 13]. Zidentyfikowano
wiele sekwencji homologicznych pomiedzy antyge-
nami H. pylori, a polipeptydami wchodzacymi w sklad
komorek gospodarza. Przeciwciala skierowane prze-
ciwko biatkom bakteryjnym (np. bialko VacA czy
ureaza) mogg reagowac z receptorami obecnymi na
komoérkach. Wykazano podobienstwo ureazy bakteryj-
nej (regionu podjednostki UreB) do ludzkiego biatka
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CCRLI1 (CC-chemokine receptor-like 1) w tkance serca,
co moze sugerowal zwigzek pomiedzy przewleklym
zakazeniem H. pylori, a zmianami miazdzycowymi.
U wigkszosci 0s6b z rozpoznanym autoimmunolo-
gicznym zapaleniem trzustki wykrywane sg natomiast
przeciwciata przeciwko PBP (plasminogen binding
protein — bialko wigzace plazminogen) H. pylori, ktore
wykazuje homologie z enzymem (ligaza ubikwitynowa),
produkowanym przez komorki trzustki [13]. W przy-
padku H. pylori istotng role w wystepowaniu zjawiska
mimikry molekularnej odgrywa LPS. W strukturze
O-swoistej LPS wielu szczepow H. pylori zidentyfiko-
wano takie same wielocukry, jak w ludzkich antygenach
Lewis?, Lewis®, sialo-Lewis* oraz sialo-Lewis’, a takze
w antygenach systemu grupowego krwi ABO. Dzieki
temu podobienstwu mozliwe jest unikanie odpowiedzi
odpornosciowej ze strony gospodarza, co prowadzi do
zajecia komorek blony §luzowej zotadka przez drobno-
ustroj [2, 5]. Ponadto podobienstwo strukturalne LPS
do ludzkich antygenéw Lewisa moze prowadzi¢ do
produkeji autoprzeciwcial, indukowanej przez pato-
gen u pacjentéw zakazonych H. pylori. Przeciwciata
skierowane przeciwko antygenom Lewisa moga wigzaé
sie zaréwno z cze$cig O-swoista LPS H. pylori, jak row-
niez z antygenami Lewisa obecnymi na ludzkich leu-
kocytach, komoérkach nabtonka zofadka oraz komor-
kach $rédblonka. Podobienstwo bakteryjnego LPS
do ludzkich antygenow Lewisa sprzyja adaptacji bak-
terii do btony $luzowej zotadka gospodarza, pozwala

Tabela I
Wybrane czynniki chorobotwdrczosci H. pylori i ich rola w przebiegu infekcji

Czynnik chorobotwérczosci

Funkcja

Pi$miennictwo

Ureaza

Przetrwanie w kwasnym $rodowisku zotadka

[1,5, 14, 20, 25, 29, 41, 43, 54, 56]

Biatka adhezyjne (BabA, SabA,
OipA, HopQ i inne)

Przyleganie do komérek nablonkowych zotadka

[1,5,11, 25, 29, 41, 43, 56]

Rzeski, spiralny ksztalt i system
chemotaksji

Ukierunkowany ruch, ulatwienie poruszania si¢ w $luzie

(1, 5,20, 41, 56]

Cytotoksyna wakuolizujaca - VacA

Efekt cytotoksyczny, wakuolizacja i uszkodzenie komdrek
nablonkowych zotadka, zwiekszenie adhezji bakterii
do komorek zoladka, blokowanie odpowiedzi limfocytow T

(1, 5,11, 14, 25, 29, 41, 43, 56]

Biatko CagA

Onkoproteina o aktywnosci proapoptycznej, wptyw
na nieprawidlowg proliferacj¢ i zahamowanie adhezji

(1,11, 14, 25,29, 41, 43, 56]

pomiedzy komdrkami nablonkowymi

Wyspa patogennosci cag-PAI,
system sekrecji typu IV (TESS
— type four secretion system)

Transport biatka CagA i innych skladnikéw komorki bakterii
za posrednictwem TFSS do komorek nablonkowych zoladka,
wytwarzanie IL-8, prowadzace do rozwoju procesu zapalnego

[1,5,11, 14, 25, 41, 43, 56]

Dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza | Ochrona przed szkodliwym dziataniem aktywnych form tlenu [5, 11, 54, 56]
Fosfolipazy (A, Al, A2, C, D) Trawienie fosfolipidow w blonie nablonkowej zotadka, [5, 54, 56]
stymulacja przewlektego zapalenia, wplyw na powstawanie
biologicznie aktywnych zwigzkow (lizofosfolipidow i kwasu
arachidonowego - prekursora leukotrienéw i prostaglandyn)
Lipopolisacharyd (LPS) o niskiej Zwigkszona przezywalno$¢, uwarunkowana stabszg reakeja [2, 41, 56]
aktywno$ci prozapalnej uktadu odpornosciowego na LPS
Mimikra molekularna Maskowanie antygendw bakteryjnych [2,7,13]
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unikna¢ mechanizmdéw odpowiedzi immunologicznej
oraz umozliwia niszczenie tkanek gospodarza poprzez
indukowanie produkcji autoprzeciwcial anty-Lewis
[13]. Zatem wykorzystanie mimikry molekularnej przez
H. pylori moduluje odpowiedZ odpornosciowa gospo-
darza poprzez jej wyciszenie, dzieki czemu drobno-
ustroj z sukcesem kolonizuje blone sluzowa zoladka,
wywolujac przewlekly stan zapalny, co w konsekwen-
cji moze prowadzi¢ do rozwoju choroby wrzodowej
zoladka i dwunastnicy. Podkresdlany jest rowniez zwia-
zek pomiedzy zakazeniem H. pylori, a autoimmuno-
logicznym zapaleniem tarczycy, czy cukrzyca typu 1
oraz wieloma innymi chorobami o charakterze prze-
wleklym, co $cisle wigze si¢ ze strategia mimikry mole-
kularnej H. pylori [7, 13].

Klasyczna droga leczenia zakazenia H.pylori to
potrojna terapia, w ktorej wykorzystuje si¢ inhibitor
pompy protonowej (PPI — proton pump inhibitors)
oraz antybiotyki: klarytromycyne, amoksycyline lub
metronizadol [6, 41, 56]. Wskaznik wyleczenia i elimi-
nacji tego drobnoustroju przy zastosowaniu propono-
wanego schematu leczenia, ktéry wprowadzony zostat
w 1997 roku, poczatkowo wynosil 90%, a aktualnie
jest na poziomie 75% i nadal spada [41]. Wynika to
z faktu, ze opisywany drobnoustrdj coraz czesciej wyka-
zuje opornos¢ na wykorzystywane w terapii antybiotyki
[6, 56]. Nalezy réwniez wspomnie¢ o wystepujacych
dos¢ czesto objawach niepozadanych, ktore towarzysza
temu schematowi leczenia. Nalezg do nich nudnoéci,
wymioty, biegunka oraz bol zotadka [46]. Eradykacja
H. pylori ma na celu nie tylko zahamowanie i zmniej-
szenie zapadalnosci na raka zotadka, ale takze obnize-
nie zachorowalnosci na inne choroby, ktére maja zwia-
zek z obecnoscig tego patogenu [7, 13, 43].

Biorac pod uwage czesto$¢ wystepowania zaka-
zen, wplyw spoteczno-ekonomiczny na ich liczbe oraz
Wwcigz rosngcg oporno$¢ patogenu na antybiotyki, warto
zwrdci¢ uwage na mozliwo$¢ stosowania substancji
pochodzenia naturalnego w leczeniu infekcji, powo-
dowanych przez H.pylori [25]. Metabolity wtérne
produkowane przez ro$liny znalazly zastosowanie
w profilaktyce oraz eradykacji wielu zakazen o pod-
tozu bakteryjnym, wirusowym czy grzybiczym. Liczne
badania donoszg o wystepowaniu w tkankach roslin-
nych substancji aktywnych dzialajacych anty-H. pylori
[41, 45, 51, 56]. Stosunkowo nieliczne sg natomiast
doniesienia o mechanizmie ich dzialania, obejmujgcym
gléwnie: zahamowanie syntezy toksyny VacA, biatka
CagA, a takze aktywnosci ureazy wytwarzanej przez
drobnoustrdj, uszkodzenie DNA bakterii i wpltyw na
zablokowanie zjawiska adhezji, ktore jest kluczowym
elementem rozwoju zakazenia [43, 56]. Oczekiwany
efekt terapeutyczny moze by¢ réwniez zwigzany m.in.
z obnizong odpowiedzig ze strony ukladu odpornoscio-
wego gospodarza [29].
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2. Wybrane substancje roslinne w zapobieganiu
i eradykacji zakazen H. pylori

Ponizej oméwiono zastosowanie wybranych roslin
i wystepujgcych w nich substancji czynnych, ktérych
wplyw na eradykacje zakazen H. pylori poddany zostat
badaniom, zaréwno w warunkach in vitro, jak i in
vivo. Aktywno$¢ przeciw H. pylori wykazuja owoce
cytrusowe (Citrus spp.), czosnek (Allium sativum),
brokuly (Brassica oleracea var. italica), zurawina
(Vaccinium macrocarpon), zielona herbata (Camellia
sinensis), oliwka europejska (Olea europaea), cynamo-
nowiec cejlonski (Cinnamomum verum), aloes zwy-
czajny (Aloe vera), lukrecja (Glycyrrhiza glabra Linn.),
kurkumina (Curcuma longa), zyworddka pierzasta
(Bryophyllum pinnatum), a takze olejki pozyskane
m.in. z tymianku (Thymus vulgaris), oregano (Origa-
num vulgare) i wielu innych roslin. Bardzo czesto za
przeciwdrobnoustrojowe dzialanie tych roslin odpo-
wiadajg obecne w nich polifenole, a wiréd nich m.in.
flawony, flawonoidy, antocyjanidyny oraz kwasy feno-
lowe. W tabeli IT podano przyktady roslin, zawartych
w nich substancji aktywnych wraz z mechanizmem
dzialania anty-H. pylori.

2.1. Citrus spp. (owoce cytrusowe)

Dostepne sa liczne doniesienia na temat wplywu
owocow cytrusowych na hamowanie rozwoju zaka-
zenia powodowanego przez H. pylori [18, 34, 47, 50].
Ekstrakty z Citrus aurantifolia i Citrus aurantium
wykazujg bardzo silne wlasciwosci inhibicyjne w sto-
sunku do bakteryjnej ureazy, a wartos¢ MIC (mini-
mum inhibitory concentration) wynosi odpowiednio
432 ug/ml oraz 465 pg/ml [34]. Mandalari i wsp. [34]
donosza réwniez o dzialaniu gastroprotekcyjnym i era-
dykacji paleczki po zastosowaniu olejku eterycznego
z Citrus lemon, co zwigzane jest z zawartoscig limo-
nenu i f-pinenu, ktérych wartosci MIC okreslono na
125 pug/ml oraz 75 pg/ml. W badaniach przeprowadzo-
nych przez Filocamo i wsp. [18] na dwdch wzorcowych
oraz 32 izolatach klinicznych H. pylori, zaobserwowano
efekt dzialania ekstraktu uzyskanego z endemicznej
rosliny, pochodzacej z potudniowych Wtoch, Citrus ber-
gamia (BJ), zaréwno po zastosowaniu samego wyciagu
rodlinnego, jak i w polaczeniu z antybiotykami. Wzrost
potowy izolatéow klinicznych zostal zahamowany przy
uzyciu 2,5% BJ, natomiast B] w stezeniu 5% zahamowat
wzrost az 90% badanych szczepow. Stosujac B] w pola-
czeniu z amoksycyling, klarytromycyng oraz metroni-
dazolem uzyskano najsilniejszy efekt inhibicyjny. Udo-
wodniono réwniez, ze szczepy H. pylori CagA-ujemne
w porownaniu do CagA-dodatnich sg bardziej podatne
na dziatanie B]. Mechanizm synergistycznego dzialania
antybiotykéw w polaczeniu z ekstraktem z C. bergamia
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Tabela II
Wybrane substancje roslinne i mechanizm ich dzialania przeciwko Helicobacter pylori

Roslina Substancja czynna

Mechanizm dziatania

Citrus bergamia, C. aurantifolia,
C. aurantium (owoce cytrusowe)

neohesperydyna, hespertyna, neoeriocitrin,
eriodictyol, naringina, naringenina aurapten

zaburzenie ciaglosci blony fosfolipidowej bakterii [18],
wplyw na zmniejszenie ekspresji genu odpowiedzial-
nego za produkgj¢ ureazy, ograniczenie produkeji
mediatoréw prozapalnych [47, 50]

Allium sativum (czosnek) allicyna

zablokowanie syntezy azotu, usuwanie azotanow oraz
wolnych rodnikéw [62]

Brassica oleracea var. italica sulforafan izotiocyjaniny

stymulacja aktywnosci enzymow przeciwutleniajacych,

(brokut) ochrona komorek przed stresem oksydacyjnym [60]
Vaccinium macrocarpon oligosacharydy, flawony, poliflan-3-ol, zahamowanie adhezji bakterii do $cian zofadka [35]
(zurawina) gléwnie proantocyjanidyny typu A

Camellia sinensis

galusan epigallokatechiny i galusan

zachowanie integralnoéci blony $luzowej zotadka,

(cynamonowiec cejloniski)

(zielona herbata) epikatechiny zahamowanie aktywnosci ureazy i biatka VacA
bakterii [29, 59]
Cinnamomum verum aldehyd cynamonowy hamowanie aktywnoéci ureazy, blokowanie szlaku

NF-kB, co wplywa przeciwzapalnie na komorki
zoladka [37]

Aloe vera (aloes zwyczajny)

pochodne antrachinonéw, aloeemodyna,
chryzofanol, fiscjon, emodyna oraz reina

zablokowanie adhezji drobnoustrojow do komoérek
zoladka [15]

Curcuma longa (kurkumina) diferoloilometan (polifenole)

hamowanie wydzielania przez komérki zotadka
metaloproteinazy 3 i 9, a tym samym powstawania
wrzodéw i raka zotadka [55]

Bryophyllum pinnatum
(zyworodka pierzasta)

flawonoidy, alkaloidy, fenole, glikozydy

dzialanie jako przeciwutleniacz, ochrona btony sluzo-
wej zotadka przed reaktywnymi formami tlenu [28]

polega prawdopodobnie na uszkodzeniu blony fosfo-
lipidowej bakterii przez zwiazek roélinny, co skutkuje
zwiekszeniem przepuszczalnodci dla leku i w efekcie
zahamowaniem wzrostu drobnoustroju. Substancje
aktywne w badanym soku to polifenole: neohespery-
dyna, hespertyna, neoeriocitrin, eriodictyol, naringina
oraz naringenina. Takeda i wsp. [50] wykazali wplyw
cytrusowej pochodnej kumaryny, w ktérej wystepuje
zwigzek o wlasciwosciach antyoksydacyjnych - aurap-
ten (eter monoterpenowo-kumarynowy) na zmniej-
szenie stopnia kolonizacji zoladka myszoskoczkow
mongolskich (Meriones unguiculatus) przez H. pylori.
W tym celu zwierzeta zakazono, a nastgpnie przez
7 tygodni podawano im 100 lub 500 ppm auraptenu,
ktéry miat inhibicyjny wptyw na ekspresje genu odpo-
wiedzialnego za produkcje ureazy, co z kolei skut-
kowato zahamowaniem kolonizacji Zotadka. Substancja
ta nie wykazala jednak wlasciwosci tagodzacych zapa-
lenie zoladka. Takeda i wsp. [50] sugeruja, Ze moze
miec to zwigzek ze zbyt krotkim czasem trwania bada-
nia, poniewaz z przeprowadzonych wczesniej badan
in vitro wynika, ze aurapten moze lagodzi¢ niezyt
zoladka i wykazywa¢ dzialanie przeciwnowotworowe.
Dzialanie tego zwigzku opiera si¢ na ograniczeniu
produkcji mediatoréow prozapalnych oraz ekspresji
receptora CD74, ktdry jest czasteczka adhezyjna dla
bakteryjnej ureazy. Inhibitory receptora CD74 moga
by¢ doskonatymi kandydatami, hamujacymi adhezje

bakterii do bony $luzowej zoladka, co jest niezwykle
waznym elementem warunkujagcym rozwdj zakaze-
nia. Zwigzkiem, ktory rowniez wykazuje takg zdolnosé¢
jest bergamotyna (furanokumaryna), wskazywana jako
najlepszy pretendent w leczeniu infekcji powodowa-
nych przez H. pylori [47].

2.2. Allium sativum (czosnek)

Whasciwosciami bakteriobojczymi oraz bakterio-
statycznymi, wykorzystywanymi w leczeniu infekcji,
powodowanymi przez rozne gatunki drobnoustro-
jow, charakteryzuje si¢ rowniez czosnek (Allium sati-
vum). Substancje aktywne, ktére si¢ w nim znajduja
to m.in. zwigzki siarki czy kwasy organiczne, jednakze
dzialanie przeciwdrobnoustrojowe przypisuje sie gtow-
nie allicynie oraz olejowi czosnkowemu [4, 62]. Prowa-
dzone badania in vitro, majace na celu zbadanie wplywu
czosnku na przebieg infekeji H. pylori, dawaly niejedno-
znaczne rezultaty. Wyniki uzyskane po przeprowa-
dzeniu badan na 15 klinicznych i jednym wzorcowym
izolacie wykazaly, ze czosnek wykazuje w warun-
kach in vitro wlasciwosci hamujace wzrost H. pylori, ale
sg one stosunkowo stabe. MIC dla ekstraktu z suszo-
nych cebulek czosnku wynosit ponad 100 pug/ml. Bar-
dziej obiecujace wyniki uzyskano w prébie z wyko-
rzystaniem allicyny, gdzie MIC50, jak i MIC90 dla tej
substancji wynosil 25 pg/ml [33]. W badaniu in vivo
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na myszkoskoczkach mongolskich (Meriones ungui-
culatus) z zapaleniem zolagdka spowodowanym przez
H. pylori, sprawdzano dzialanie 4% ekstraktu oleju
czosnkowego podczas sze$ciotygodniowej terapii. Po
zakonczeniu do$wiadczenia zaobserwowano zmniej-
szenie stopnia zapalenia zoladka, przy jednoczes-
nym braku znacznych zmian w samym zahamowaniu
infekeji [23]. Sprawdzano réwniez wplyw czosnku
na zakazenie H. pylori u 15 pacjentéw, wykorzystujac
ureazowy test oddechowy i wykazano, ze spozywanie
$wiezego czosnku hamuje aktywnos¢ H. pylori w blo-
nie $luzowej zoladka [62]. Inni badacze donosza, ze
podawanie oleju czosnkowego po positku lub na czczo
moze mie¢ wplyw na eliminacje bakterii [51]. Wyniki
doswiadczen trwajacych ponad 14 lat z wykorzysta-
niem mieszaniny ekstraktu czosnku i destylowanego
oleju czosnkowego wykazaly jednak, ze diugotrwata
suplementacja czosnkiem nie ma statystycznie istot-
nego wplywu na spadek zapadalno$ci i umieralnosci
na raka zotagdka [32].

2.3. Brassica oleracea var. italica (brokuly)

Wiasciwosci przeciwnowotworowe, przeciwwiru-
sowe oraz przeciwbakteryjne przypisuje si¢ rowniez
brokutom. Najsilniejszym zwigzkiem aktywnym wy-
stepujacym w ich kietkach jest sulforafan izotiocyja-
niny (SF) [12, 16, 60]. W badaniu przeprowadzonym
na 48 szczepach H. pylori (trzech referencyjnych oraz
45 izolatach klinicznych) wykazano, ze SF wykazuje
dziatanie bakteriostatyczne, a MIC dla tego zwigzku
wynosi od 0,06 do 8 ug/ml ($rednia 2,5 ug/ml) [16].
W badaniach in vivo z udzialem zaréwno ludzi ze
zdiagnozowang infekcja, a takze myszy zainfekowa-
nych H. pylori, udowodniono pozytywny wplyw kiet-
kéw brokuléw, bogatych w SF, na zahamowanie roz-
woju zakazenia [60]. W modelu mysim po uprzednim
zakazeniu, zwierzetom przez dwa miesigce podawano
kietki z wysoka zawartoscig SF oraz utrzymywano
diete bogata w sél. Wykazano zmniejszenie stopnia
kolonizacji zotadka przez H. pylori, ztagodzenie stanu
zapalnego oraz zahamowanie procesu nowotworze-
nia. W drugim modelu 48 ochotnikéw przyjmowato
doustnie 70 g kietkéw brokuléw przez osiem tygodni.
Leczenie mialo wplyw na obnizenie aktywnosci ure-
azy bakteryjnej, ktérej poziom mierzono za pomoca
ureazowego testu oddechowego. Jednak po dwdch
miesigcach od zakonczenia badania wyniki oséb, bio-
racych udziat w doswiadczeniu, powrdcily do wartosci
sprzed leczenia. Uzyskane dane sugerujg, ze podawa-
nie kietkéw brokuléw moze prowadzi¢ do zmniejszenia
stopnia kolonizacji zotadka przez H. pylori, ale nie jest
w stanie calkowicie wyeliminowa¢ obecnosci bakterii
[60]. W innym badaniu, przeprowadzonym na osobach
zakazonych H. pylori, ktérym podawano ekstrakt z kiet-

MALGORZATA STWINSKA, MARTYNA MUCHA, AGATA PYRZANOWSKA, MICHAL SZLAUR

kow brokuléw zawierajacy SF przez cztery tygodnie,
nie wykazano zahamowania wzrostu bakterii w blonie
sluzowej zotadka. Autorzy sugeruja jednak, ze produkt
ten moze odgrywac role cytoochronna w zapaleniu
zoladka, wywolanym przez H. pylori [12].

2.4. Vaccinium macrocarpon
(zurawina wielkoowocowa)

Roéling powszechnie kojarzong przede wszystkim
z zapobieganiem rozwojowi infekcji ukladu moczo-
wego, co ma zwigzek z hamowaniem przylegania bak-
terii do nablonka drég moczowych, a tym samym
uniemozliwia rozwdj choroby, jest zurawina, ktora
znalazta réwniez zastosowanie w leczeniu zakazen,
powodowanych przez H. pylori. Dzialanie przeciw-
adhezyjne zurawiny zwigzane jest z obecnoscia poli-
flan-3-olow, gléwnie proantocyjanidyn typu A, ale
takze innych sktadnikéw - oligosacharydéw i flawonow
[40]. W przeprowadzonym do$wiadczeniu Matsushima
i wsp. [35] sprawdzali wptyw wyciagu z zZurawiny na
wzrost dwdch szczepoéw H. pylori. Wykazano, ze eks-
trakt ten w stezeniu 3,3 mg/ml jest w stanie prawie
catkowicie zahamowa¢ wzrost H. pylori w warunkach
in vitro. Dzialanie inhibicyjne zaobserwowano takze
przy uzyciu soku z zurawiny, ktorego 2% stezenie
odpowiadato 1 mg/ml ekstraktu. Wyniki dodatkowych
badan, przeprowadzonych w celu identyfikacji sub-
stancji aktywnych, odpowiadajgcych za obserwowany
efekt, wyraznie wskazywaly na aktywnos¢ inhibicyjna
polifenoli [35]. Lin i wsp. [31] badali wplyw dziatania
zurawiny w zestawieniu z oregano na wzrost H. pylori.
Najlepszy efekt osiagnieto, stosujac ekstrakt, sktadajacy
sie w 25% z oregano i w 75% z zurawiny. Synergistyczne
dzialanie ekstraktu nie tylko hamuje wzrost H. pylori,
ale takze wplywa na inhibicje ureazy. Autorzy sugeruja,
ze fenole z oregano moga dziala¢ na poziomie btony
komorkowej, a nastepnie po zahamowaniu aktywnosci
ureazy, fenole z zurawiny moga wplywa¢ na funkcje
cytozolu [31, 55]. Inni badacze donoszg, ze sam sok
z zurawiny nie jest w stanie wyleczy¢ infekcji powo-
dowanej przez H. pylori, a moze jedynie wplywac na
zmniejszenie liczby drobnoustrojéw. W przeprowadzo-
nym doswiadczeniu podawano zakazonym myszom
przez miesigc sok z zurawiny i zaobserwowano zaha-
mowanie wzrostu H. pylori w 80% przypadkow przy
wskazniku eradykacji, ktory wyniést 20% [57]. Innym
badaniem objeto pacjentéw ze zdiagnozowanym zaka-
zeniem H. pylori, ktorych podzielono na dwie grupy.
Jedna poddano potrdjnej terapii antybiotykami z lan-
zoprazolem, a drugg rowniez potrdjnej terapii antybio-
tykami i dodatkowo suplementacjg Zurawing (500 mg)
przez 14 dni. W grupie drugiej osiggnieto wskaznik era-
dykacji H. pylori 89% i jest to warto$¢ o 15% wyzsza niz
w grupie pierwszej [48].
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2.5. Camellia sinensis (zielona herbata)

Zdolno$¢ inhibicji wytwarzania ureazy H. pylori,
a takze zahamowanie wakuolizacji komorek, bedacej
efektem aktywno$ci bialka VacA, produkowanego przez
bakterie, wykazuja natomiast zawarte w zielonej her-
bacie katechiny, czyli zwiazki polifenolowe nalezace
do flawonoidéw [59]. W zielonej herbacie wystepuje
glownie galusan epigallokatechiny (EGCg) oraz galusan
epikatechiny (ECg), ktore stanowia odpowiednio 36%
i 24% wszystkich katechin zielonej herbaty. Do badan
wybrano 56 izolatéw klinicznych H. pylori, z ktorych
19 wykazywalo wysoka opornos¢ na metronidazol
i/lub klarytromycyne. Szczepy podzielono na trzy
grupy: wrazliwe na antybiotyki (amoksycylina (AMX),
klarytromycyna (CLR) oraz metronidazol (MTZ)),
oporne na CLR lub MTZ, oporne na CLR i MTZ
i sprawdzano wplyw poszczegdlnych katechin na izo-
laty. Zaréwno ECg jak i EGCg wykazaly przeciwbakte-
ryjne dziatanie przeciwko wszystkim, nawet opornym
na antybiotyki szczepom. Okreslono MIC dla tych
dwoch katechin na poziomie 100 pg/ml w stosunku
do 90% badanych szczepéw. Dodatkowo przeprowa-
dzono badanie, w ktérym wykazano, ze 1/8 MIC EGCg
i 1/4 MIC AMX w stezeniu 12,5 pg/ml hamuje wzrost
H. pylori, podczas gdy osobno te substancje w podanych
stezeniach nie wykazuja takiego dzialania [59]. Stoicov
i wsp. [49] wykazali maksymalne dzialanie bakteriosta-
tyczne po zmieszaniu trzech jednostek zielonej herbaty
z jedna jednostkg zawiesiny bakteryjnej. Wyniki tego
badania sugeruja, ze nie tylko pojedyncze katechiny,
ale réwniez wprowadzenie do diety zielonej herbaty
moze zahamowac kolonizacj¢ zoladka przez H. pylori.
Wykazano réwniez, ze u myszy, ktérym podano przed
zakazeniem H. pylori zielong herbat¢ nie zaobser-
wowano rozwoju zapalenia $§luzéwki §ciany zotadka.
U zwierzat, ktérym podano herbate po zakazeniu bak-
teriami, rozwinglo si¢ fagodne (w poréwnaniu do grupy
kontrolnej dodatniej) zapalenie podsluzéwkowe i zapa-
lenie btony $luzowej. Udowodniono réwniez, ze w tych
dwdch przypadkach liczba badanych drobnoustrojow w
zotadkach myszy byla znacznie mniejsza w stosunku do
dodatniej proby kontrolnej. W innym badaniu, réwniez
in vivo, przeprowadzonym przez Jeong i wsp. [24] na
myszach po zakazeniu ich H. pylori, zwierzetom poda-
wano odpowiednio: antybiotyk (ES), ekstrakt z Arte-
misia capillaris (bylica wlosowata) (MP), zielonej her-
baty (GT) lub jednoczesnie MP i GT (MPGT) przez
36 tygodni. W odniesieniu do grupy kontrolnej w gru-
pie GT, MP, ES po 24 tygodniach nastgpito ztagodzenie
przewleklego stanu zapalenia zoladka. W 36 tygodniu
wykazano, ze w tych samych grupach, w odniesieniu do
zwierzat z grupy kontrolnej, zostal zahamowany pro-
ces nowotworzenia. Udowodniono réwniez, ze MP oraz
GT hamuja nadmierng proliferacj¢ oraz apoptoze, co
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wplywa na integralnos¢ blony sluzowej zotadka, a takze
aktywujg czynnik $mierci komdrkowej oraz indukuja
apoptoze w komorkach przedrakowych, co prowadzi
do powstrzymania rozwoju nowotworu.

2.6. Olea europaea (oliwka europejska)

Proby, zwigzane z udowodnieniem dziatania anty-
-H. pylori, podjeto réwniez z wykorzystaniem oliwy
z oliwek, ktdra jest wytwarzana z Olea europaea, czyli
oliwki europejskiej. Zawiera ona takie zwigzki jak kwas
oleinowy oraz w niewielkich stezeniach skwalen, alko-
hole alifatyczne, czy zwiazki fenolowe — gléwnie oleuro-
peiny i hydroksytyrozol, a najbogatsze w te substancje
s3 oliwy z pierwszego tloczenia. Przeprowadzono préby
in vitro, w ktérych zbadano wptyw oliwy z oliwek na
osiem szczepow H. pylori, z ktorych trzy byly oporne
na klatromycyne i metronidazol. Najbardziej aktywnym
zwigzkiem fenolowym z wodnego ekstraktu okazala
sie by¢ forma dialdehydowa dekarboksy-metylowego
kwasu elenolowego, polaczona z tyrozolem (TyEDA).
Udowodniono, ze wykazuje znaczace dzialanie w sto-
sunku do H. pylori, a MIC dla tego zwigzku wynosi
1,3 ug/ml [36, 41, 44]. Badanie z zastosowaniem oliwy
z oliwek zrealizowano réwniez in vivo i wykorzystano
w tym celu olej oznaczony A i B. Eksperyment trwat
sze$¢ tygodni. Olej A charakteryzowal sie trzykrotnie
wyzszym stezeniem dialdehydowej formy dekarboksy-
metylowego kwasu elenolowego, polaczonego z hydro-
ksytyrozolem (HyEDA) oraz dwukrotnie wyzszym
stezeniem TyEDA w poréwnaniu do oleju B. Pierwsza
cze$¢ badania przeprowadzono podajac olej A przemyty
lub nieprzemyty. W grupie, ktéra otrzymywala olej prze-
myty, po zakonczeniu do$wiadczenia u szesciu z 30 0s6b
nie wykryto H. pylori za pomocg testu ureazowego.
W miedzyczasie z badania zrezygnowaty cztery osoby.
W grupie, ktora otrzymywala olej nieprzemyty, jedynie
u dwoch 0sdb z 20, ktore braly udzial w eksperymencie,
potwierdzono brak obecnosci H. pylori, a w czasie trwa-
nia badania zrezygnowalo sze$¢ oséb. Z 30 osob, ktore
przyjmowaly olej B badanie ukonczyto 27 oséb, wsrod
ktorych jedynie u trzech osob test ureazowy wyszedt
uyjemny [8, 51]. Wskazane byloby przeprowadzenie
badan, obejmujacych wplyw oliwy z oliwek z zasto-
sowaniem klasycznego schematu leczenia - potréjnej
terapii, aby mdc w petni wykluczy¢ lub potwierdzic jej
skutecznos¢ w zwalczaniu zakazen H. pylori.

2.7. Cinnamomum verum (cynamonowiec cejlonski)

Cynamonowiec cejlonski (Cinnamomum verum)
znany i wykorzystywany jest w iranskiej medycynie
ludowej jako lekarstwo na zapalenie blony s§luzo-
wej zoladka. Jego gléwnym skladnikiem aktywnym
jest aldehyd cynamonowy, ktéry wykazuje aktywnosé¢
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przeciwbakteryjng, a takze przeciwwirusowa. W prze-
prowadzonych badaniach substancja ta hamowala
wzrost wszystkich 30 testowanych szczepow H. pylori,
a MIC dla aldehydu cynamonowego wynidst 2 pg/ml
w kwasnym pH [45]. Wykazano réwniez, ze C. verum
moze hamowa¢ aktywno$¢ ureazy i zapobiega¢ zabu-
rzeniom zolagdkowym [38]. W badaniach in vitro,
w ktorych wykorzystano ekstrakt z cynamonowca
wonnego, gatunku blisko spokrewnionego z cynamo-
nowcem cejlonskim, udowodniono, ze posiada on dzia-
tanie przeciwzapalne w stosunku do zainfekowanych
przez H. pylori komdrek zotadka. Aktywnos¢ ta wynika
z zablokowania szlaku NF-«B przez aldehyd cynamo-
nowy. Autorzy sugerujg jednakze, ze ekstrakt z cyna-
monowca ma wiekszy potencjal jako srodek przeciwza-
palny, niz substancja o aktywnosci anty-H. pylori [37].

2.8. Aloe vera (aloes zwyczajny)

Liscie aloesu zwyczajnego (Aloe vera) od dawna sto-
sowane s3 w tradycyjnej medycynie przy leczeniu zapar¢
oraz jako skladnik produktéw do pielegnaciji skory.
Roélina ta charakteryzuje si¢ réwniez aktywnoscia
przeciwzapalna i przeciwdrobnoustrojowa, co zwigzane
jest gléwnie z wystepowaniem w niej takich zwigzkow
jak polisacharydy i pochodne antrachinondéw, a takze
bogactwem mineraléw, witamin czy kwaséw organicz-
nych [15, 19]. Zbadano aktywnos$¢ migzszu A. vera
wobec 14 Kklinicznych szczepéw H. pylori, z ktérych
osiem bylo wielolekoopornych. Badanie wykazato, ze
miazsz, juz w stezeniu 100 pg/ml, hamuje wzrost potowy
izolatow, natomiast zastosowanie dawki 400 ug/ml
zatrzymuje wzrost 90% badanych szczepow. Istotne
jest réwniez to, ze wartosci MIC i MBC (minimum
bactericidal concentration) byly do siebie zblizone,
nawet w przypadku lekoopornych bakterii. W lisciach
aloesu stwierdzono wystepowanie pochodnych antra-
chinondéw o dziataniu gtéwnie antybakteryjnym, nato-
miast w migzszu oznaczono: aloeemodyne, chryzofa-
nol, fiscjon, emodyne oraz reing, wymienione wedtug
malejacego stezenia [10]. Aktywnos¢ przeciwdrobno-
ustrojowa aloesu wigze si¢ rowniez z wlasciwosciami
antyadhezyjnymi, za ktére odpowiadajg zawarte w nim
polisacharydy. Warto zaznaczy¢, ze ich ilos¢ i sktad
jako$ciowy jest zalezny od wieku oraz miejsca uprawy
roéliny [15]. Z miazszu aloesowego wyodr¢bniono dwa
oczyszczone polisacharydy (APS-F1 i APS-F2). Wyka-
zano, ze drugi z wymienionych zwigzkéw zawiera
25,6% kwasu galakturonowego, podczas gdy pierwszy
jest go pozbawiony. APS-F1 o masie 186,7 kDa, sktadat
sie gléwnie z mannozy, glukozy i galaktozy, natomiast
APS-F2 o masie 29,39 kDa, zawieral gtéwnie galaktoze,
kwas galakturonowy, arabinoz¢, ramnoz¢, mannoze oraz
niewielkie ilo$ci glukozy i ksylozy. Wlasciwosci przeciw-
adhezyjne preparatéw zbadano na liniach komérkowych
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MKN45 metoda koinkubacji z H. pylori. Okazalo sie,
ze tylko polisacharyd APS-F2 ostabil adhezje¢ drobno-
ustrojow do komoérek MKN45 o 20%, 24% i 36%
odpowiednio przy zastosowaniu stezenia 0,1 mg/ml,
0,5mg/ml i 1 mg/ml [58]. W innym badaniu udowod-
niono, ze migzsz z lidci aloesu zwyczajnego wplywa na
formowanie si¢ biofilmu bakteryjnego. W do$wiad-
czeniu zastosowano subinhibicyjne stezenia migzszu
zaloesu od 50 do 6,25 mg/ml, gdzie MIC nie przekraczal
100 mg/ml i zaobserwowano, ze prawie we wszystkich
badanych uktadach, wraz ze wzrostem stezenia miazszu,
ilos¢ biofilmu bakteryjnego istotnie malata [9].

2.9. Glycyrrhiza glabra Linn. (lukrecja)

W tradycyjnej medycynie wschodniej do leczenia
wrzodow zotadka uzywana jest Glycyrrhiza glabra Linn.
zwana popularnie lukrecja, ktéra pochodzi z Potudnio-
wej Europy oraz Azji. Wyniki badan, opublikowanych
pol wieku temu, z zastosowaniem deglicyryzowanej
formy tej roéliny (DGL), podawanej grupie 16 pacjen-
tow (dodatkowo 17 oséb nalezata do grupy przyjmu-
jacej placebo) przez okres miesigca w dawce 760 mg
trzy razy dziennie, wykazaty pozytywny wplyw DGL
i calkowita eliminacje wrzodow zofadka u 44% tych
0s6b w odniesieniu do 6% wyleczonych w grupie pla-
cebo [53]. Komercyjny produkt, nazwany GutGard®,
pozyskiwany z wyciaggu korzeni deglikolizoryzowa-
nych G. glabra, ktérego MIC wynosi od 32 do 64 pg/ml,
jest bogaty we flawonoidy, wsréd ktérych gtéwna role
odgrywa glabrydyna. Wplyw GutGard® na H. pylori
odbywa si¢ prawdopodobnie poprzez zahamowanie
syntezy bialek, gyrazy DNA lub reduktazy dihydro-
folianowej [4]. W celu oceny dzialania GutGard® prze-
prowadzono badanie na myszoskoczkach mongloskich
(Meriones unguiculatus), ktérym podawano rdzne
dawki ekstraktu. Po okresie o$miu tygodni zaobser-
wowano zahamowanie infekcji H. pylori u 83% osob-
nikéw, ktérym podawano najwyzsza dawke preparatu
(60 mg/kg). W tym samym badaniu na modelu mysim
wykazano, ze ekstrakt z lukrecji moze hamowac¢ kolo-
nizacje H. pylori juz we wczesnym stadium infekcji
[26]. W 2016 roku opublikowano rezultaty badania,
przeprowadzonego na 120 osobach, zamieszkujacych
regiony o zblizonych wspolrzednych geograficznych
oraz podobnych cechach klinicznych. Pacjentéow
podzielono na dwie grupy po 60 oséb kazda i w obu
grupach zastosowano klasyczne leczenie H. pylori
- terapie potrojng. Dodatkowo osoby w grupie dru-
giej (grupa LR) suplementowano lukrecjg. Wykazano,
ze w grupie kontrolnej, eradykacja H. pylori wysta-
pifa u 62,5% osdb, natomiast w grupie LR zjawisko to
zaobserwowano u 83,3% osob. Wyniki jednoznacznie
wskazuja, Ze leczenie suplementowane lukrecjg posiada
skuteczno$¢ wyzsza 0 20% [21].
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2.10. Curcuma longa (kurkumina)

Lecznicze dzialanie Curcuma longa (kurkumina,
ostryz dlugi) na zakazenie H.pylori zwiazane jest
z obecnoscia substancji czynnej — diferoloilometanu,
ktory odpowiada za zoélte zabarwienie przyprawy
i nalezy do grupy przeciwutleniaczy polifenolowych.
Dzialanie to polega na hamowaniu wydzielania przez
komorki zotadka metaloproteinazy 3 i 9, ktérych obec-
nos¢ zwigzana jest z rozwojem wrzodow i raka zotadka
[55]. Stosunkowo niedawno opublikowano wyniki
badan z zastosowaniem preparatu Pylorex Plus, w sktad
ktorego wchodzi klacze C. longa, owoce Mallotus phil-
lipenensis (kamala), korzen G. glabra (lukrecja gtadka)
i klacze Zingiber officinale (imbir lekarski). Doswiadcze-
nie prowadzono w Pakistanie na 210 osobach podzie-
lonych na dwie grupy, u ktérych wczesniej zdiagnozo-
wano infekcje H. pylori. Pierwsza grupa otrzymywata
przez tydzien omeprazol, amoksycyling, metronidazol
i sole bizmutu, natomiast druga przez 15 dni przyjmo-
wala preparat Pylorex Plus. Po czterech tygodniach od
zakonczenia leczenia okreslano wskaznik eliminacji
H. pylori na podstawie testu oddechowego ze znako-
wanym mocznikiem oraz na podstawie badania katu
pod katem obecnosci pateczki. Ocenie poddawano
réwniez zmniejszenie i ztagodzenie objawow klinicz-
nych ze strony ukladu pokarmowego. Wskaznik era-
dykacji bakterii wsrdd oséb, ktore ukonczyty badanie
w grupie pierwszej wyniost 62,2%, a w grupie drugiej
55,8%. U o0s6b przyjmujacych Pylorex Plus znacz-
nie zmniejszyly si¢ dolegliwosci zotadkowo-jelitowe,
zaréwno u badanych, u ktérych nie potwierdzono obec-
nosci H. pylori po zakonczonym leczeniu, jak i u tych
pacjentéw, u ktorych bakteria nadal byla obecna. Przy
poréwnywalnym wyniku eradykacji drobnoustroju
w obu grupach stanowi to istotny rezultat [3].

2.11. Bryophyllum pinnatum (zyworodka pierzasta)

Ekstrakt metanolowy z Bryophyllum pinnatum (zy-
worddka pierzasta) ma wlasciwos$ci przeciwwrzodowe,
a wysoka zawarto$¢ flawonoidéw i fenoli, odpowiada-
jaca za reakcje z wolnymi rodnikami tlenowymi spra-
wia, ze zwiazki te traktowane sg jako pierwszorzedowe
przeciwutleniacze [28]. Wykonano badanie na myszach
szwajcarskich (Mus musculus szczepy Swiss), ktore
zaszczepiono zawiesing H. pylori, a nastgpnie poda-
wano im 125, 250, 500 mg/kg ekstraktu roslinnego lub
500 mg/kg ciprofloksacyny przez siedem dni. Proby
do badan pobierano pierwszego oraz siddmego dnia
i okreslono warto$¢ MIC na poziomie 32 ug/ml. Odno-
towano takze w siodmym dniu obserwacji, efekt reduk-
cji kolonizacji blony $luzowej zotadka z 100% do 17%
w grupie zwierzat, otrzymujacych najwyzsza dawke
zwigzkow roslinnych oraz ciprofloksacyne. Wykazano,
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ze ekstrakt z zyworodki pierzastej hamuje wzrost
H. pylori, dodatkowo dzialajac jako przeciwutleniacz
i chronigc blone $§luzowa zotadka przed reaktywnymi
formami tlenu, powstajacymi podczas infekeji [28].

2.12. Olejki eteryczne

Duzg i wazng grupg zwiazkow roslinnych o dzia-
taniu przeciwdrobnoustrojowym, przeciwzapalnym
oraz uspokajajacym sa olejki eteryczne (OE). Tradycyj-
nie uzywane sg w odstraszaniu moli spozywczych lub
jako aromaty spozywcze, sktadniki perfum, czy ele-
ment aromaterapii. Pod wzgledem chemicznym olejki
eteryczne sg gtoéwnie mieszaning terpendw, ale takze
estrow, alkoholi, aldehydéw, fenoli czy ketonow [30,
39]. W badaniach wykazano, Ze czaber ogrodowy
(Satureja hortensis, SH), lebiodka pospolita (Origa-
num vulgare subsp. vulgare, OVV) czyli oregano oraz
oregano greckie (Origanum vulgare subsp. hirtum,
OVH) wykazuja aktywno$¢ wobec adaptowanego do
myszy szczepu H. pylori SS1 opornego na metronidazol.
Olejki eteryczne tych roslin charakteryzowaly sie bar-
dzo réznorodng zawartoscig zwigzkow chemicznych,
a wérod nich w najwigkszej ilosci wystepowal karwa-
krol, y-terpinen oraz sabinen. Dla wszystkich trzech
olejkow eterycznych MIC wynosit 2 pl/ml. Ponadto
polaczenie SH z OVH w stosunku 1:1, 1:2, 2:1 wyka-
zalo dzialanie synergistyczne, przy czym przy ostatnim
odnotowano najwickszy efekt — czterokrotne zmniej-
szenie warto$ci MIC (do 0,5 pl/ml). Karwakrol stanowil
46,7% olejku z SH oraz 71,1% olejku z OVH, a MIC
tego zwigzku wynidst 0,13 mg/ml, co ttumaczy naj-
wigkszg aktywnos¢ polaczenia SH z OVH [30]. Karwa-
krol jest rowniez, obok tymolu, podstawowg substan-
cja czynng, wystepujaca w Satureja bachtiarica, rosli-
nie spotykanej najczesciej na terenie Iranu, tradycyjnie
wykorzystywanej jako remedium na mdlosci, bole
mies$ni, problemy z trawieniem czy rézne choroby
zakazne. Liczne badania wykazaly, ze roslina ta ma sze-
rokie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Poza kar-
wakrolem i tymolem wystepuja w niej takze w mniej-
szej ilosci: p-cymen, y-terpinen, a-pinen. Zawarto$¢
poszczegolnych zwigzkow moze sie bardzo roznié
w zaleznosci od miejsca uprawy tej roéliny. Aktywnosé
OE sprawdzono na 10 izolatach klinicznych H. pylori.
Wykazano, ze MIC dla olejku eterycznego z S. bachtia-
rica wynosi 0,035+ 0,13 pl/ml, natomiast dla poréwna-
nia - MIC dla karwakrolu wynosi 0,0181 + 0,029 ul/ml,
a dla tymolu 0,043 ul/ml [17]. Harmati i wsp. [22],
na podstawie wcze$niej uzyskanych wynikow, prze-
prowadzili badania in vivo na zenskich osobnikach
myszy Balb/c i zastosowali polaczenie olejku eterycz-
nego SH i OVH w stosunku 2:1 (2MIX). Jednoczesnie,
wykorzystujac linie komérkowe RAW 264.7, B16F1,
HepG2 i THP-1 potwierdzili, ze 2MIX wykazuje efekt
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cytotoksyczny wobec komoérek linii ssaczych jedynie
przy zastosowaniu najwyzszego badanego stezenia
zwigzku (0,01%). Badania in vivo zostaly przepro-
wadzone na czterech grupach zwierzat. Jedna z nich
stanowila kontrola negatywna, w ktdrej zwierzeta nie
zostaly zainfekowane oraz nie dostawaly zadnego pre-
paratu. Pozostala czes¢ zwierzat zakazono H. pylori,
a infekcja zostala potwierdzona po trzech tygodniach
za pomoca PCR oraz badania histologicznego wycin-
kow z zotadka. Nastepnie wyodrebniono trzy pozostate
grupy, w ktorych sktad wchodzily: kontrola pozytywna
(myszy zakazone, nie otrzymujgce preparatu), zwierzeta
otrzymujace 2MIX, oraz takie, ktérym podawano pla-
cebo, wykorzystujac rozcienczony olej stonecznikowy.
W piagtym tygodniu do$wiadczenia, zwierzeta usmier-
cano i w celu oceny kolonizacji ponownie wykonywano
badanie PCR i obserwacje histologiczng wycinkéw
z zoladka. Do eradykacji doszlo u 70% osobnikow
z grupy otrzymujacej 2MIX, natomiast olej stoneczni-
kowy nie wykazal zadnej aktywno$ci przeciwdrobno-
ustrojowej. Ponadto oceniono poziom 40 cytokin
i chemokin w surowicy, a ich profil nie odbiegal do
referencyjnego, co sugeruje, ze badane OE nie wyka-
zujg efektu immunomodulacyjnego. Oceny toksycz-
nosci dokonano na podstawie okreslenia poziomu
enzymow watrobowych — ALT (alanine aminotrans-
ferase — aminotransferaza alaninowa) i AST (aspartate
aminotransferase — aminotransferaza asparaginianowa)
i nie wykazano istotnych odchylen w wynikach zadnej
z badanych grup, co pozwala stwierdzi¢, ze stosowane
preparaty nie sa toksyczne in vivo [22]. W badaniu
z zastosowaniem OE z trawy cytrynowej wykazano
jednoznacznie, ze stopien kolonizacji zolagdka myszy
przez H.pylori ulegt znacznej redukcji w pordéwna-
niu z nieleczonymi myszami [51]. Inny zespdt ocenit
aktywnos¢ 26 réznych OE wobec szczepu H. pylori
ATCC 43504. Najwicksza skuteczno$cia cechowaly sie
OE z tymianku (Thymus vulgaris) i palczatki welnistej
(Cymbopogon schoenanthus), nalezacej do tej samej
rodziny co trawa cytrynowa (MIC i MBC dla obu OE
wyniosto 15,6 pg/ml). Podczas analizy sktadu chemicz-
nego OE wykryto 79 réznych zwigzkéw (np. pochodne
terpendw), ktére badano m.in. pod katem zdolnoéci
do inhibicji aktywnosci ureazy. Najwyzsza aktywnosé
wykazal OE z jalowca wirginijskiego (Juniperus virgi-
niana) dla ktérego IC50 wyniosto 5,3 ug/ml oraz MIC
15,6 ug/ml. Warto zwréci¢ uwage, ze olejki eteryczne
z tymianku, oregano i palczatki charakteryzowaly si¢
wzglednie wysokimi warto$ciami IC50 — odpowiednio:
248,7 pg/ml, 208,3 pg/ml, 67,1 ug/ml. Aktywnos¢ anty-
-H. pylori wybranych OE zostata réwniez sprawdzona
w badaniu z 22 klinicznymi szczepami, w tym 12 opor-
nymi na co najmniej jeden antybiotyk. Z przeprowa-
dzonych badan wynika, ze OE z oregano i jalowca byly
najbardziej efektywne — MIC90 wynosil 62,5 pg/ml,
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przy czym stwierdzono brak zalezno$ci pomig¢dzy opor-
nosécig szczepdw na antybiotyki i aktywnoscig prze-
ciwbakteryjng OE [27].

2.13. Inne roéliny o aktywnos$ci anty-H.pylori

Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwza-
palne i przeciwnowotworowe wykazuje réwniez sze-
reg innych roslin powszechnie wystepujacych w §rodo-
wisku. Wodny i alkoholowy ekstrakt z imbiru (Zin-
giber officinale), zawierajacy 6-gingerol, 8-gingerol,
10-gingerol, 6-shogaol, kwasy fenolowe i ich pochodne,
w warunkach in vitro hamowal wzrost izolatow
H. pylori, opornych na antybiotyki [29, 51]. Waznym
zrodlem substancji odzywczych oraz polifenoli o dzia-
taniu anty-H. pylori sa réwniez nasiona migdalowca
(Prunus dulcis) [29, 45]. Zahamowanie adhezji oraz
zmniejszenie stanu zapalnego zoladka, wynikajace
z obecnosci H. pylori, zaobserwowano zaréwno w bada-
niach in vitro jak i in vivo z zastosowaniem ekstraktu
polifenolowego ze skorek jablek. Konieczne sg jednak
dalsze testy przeprowadzone w grupie osob zainfeko-
wanych, ktére w pelni potwierdzg efekt dzialania tych
zwigzkow [41]. Przyleganie bakterii do blony §luzowej
zotadka w wysokim stopniu uniemozliwia réwniez eks-
trakt z korzenia Pelargonium sidoides (Eps), stosowany
najczesciej w leczeniu ostrego zapalenia oskrzeli, ktory
moze hamowac wzrost H. pylori zaleznie od zastosowa-
nej dawki preparatu (0,001-10 mg/ml) [55, 56].

3. Podsumowanie

W erze narastajacej wéréd drobnoustrojow anty-
biotykoopornosci poszukuje si¢ alternatywnych metod
zaréwno w zakresie profilaktyki, terapii wspomagaja-
cej, jak i leczenia wielu chorob o etiologii bakteryjne;.
Coraz czgsciej sigga sie do metod naturalnych, obejmu-
jacych m.in. fitoterapie, ktdra opiera si¢ na zastosowa-
niu preparatow pochodzenia roslinnego. Wykorzysta-
nie roslin w celach terapeutycznych jest praktykowane
wsrod 80% calej populacji. Ponadto preparaty roslinne
dodatkowo postrzegane jako naturalne sg stosunkowo
mniej toksyczne, rzadziej wywolujg negatywne skutki
uboczne i s3 czesto bardziej korzystne cenowo od
dostepnych na rynku chemioterapeutykéw. Podejmuje
sie takze proby sprawdzenia skutecznosci terapii roélin-
nej wzgledem Gram-ujemnej pateczki H. pylori. Sza-
cuje sie, ze polowa populacji na $wiecie jest zakazona
H. pylori i coraz cze$ciej mamy do czynienia z opor-
noscig tego drobnoustroju na antybiotyki. Dokonany
i przedstawiony przeglad danych literaturowych, opi-
sujacych wykorzystanie substancji roslinnych w celu
eradykacji lub tagodzenia schorzen zwigzanych z obec-
noscig H. pylori jednoznacznie wskazuje na mozliwo$¢
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szerokiego zastosowania roslin w leczeniu zakazen,
bedacych wynikiem obecnosci tej bakterii. Wsrod
roslin, wykazujacych aktywnos$¢ wzgledem tej chorobo-
tworczej paleczki s3 m.in.: owoce cytrusowe, czosnek,
zurawina, brokul, lukrecja, aloes zwyczajny, zielona her-
bata czy oliwka europejska. Zaprezentowane i zebrane
wyniki badan zespoléw z calego swiata pokazuja, ze
zawarte w nich roslinne zwigzki aktywne, maja obie-
cujace predyspozycje w zwalczaniu zakazen H. pylori,
co umozliwia modyfikacje i udoskonalenie obecnie sto-
sowanej terapii, ktora coraz czesciej jest nieskuteczna.
Wiele uzyskanych wynikéw wymaga jednak potwier-
dzenia, wydluzenia czasu trwania badania, zwickszenia
liczebnosci grup badanych oraz prowadzenia doswiad-
czen w warunkach in vivo celem wyeliminowania nega-
tywnych skutkow fitoterapii.
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Od ostatniej informacji o dzialalnosci Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw, zamieszczonej w zeszy-
tach nr 1z 2021 r. kwartalnikow Advancements of Microbiology — Postepy Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology, ZG
PTM zajmowal si¢ nastepujacymi sprawami:

I. Zgodnie ze Statutem PTM raz w roku odbywa si¢ zebranie cztonkéw ZG PTM. Przeprowadzono je 22.03.2021 r. w formie
on-line, korzystajac z pomocy informatycznej Narodowego Instytutu Lekéw. Materialy zwigzane z zebraniem wcze$niej
rozestano e-mailowo do czlonkéw ZG PTM i zaproszonych oséb.

W zebraniu udzial wzieli Prezydium ZG PTM, Przewodniczacy Oddzialéw Terenowych PTM lub ich przedstawiciele,
z wyjatkiem reprezentacji Oddzialu PTM w Rzeszowie, Przewodniczaca Gtéwnej Komisji Rewizyjnej PTM oraz Redak-
torzy naczelni czasopism PTM.

Podczas Zebrania ZG PTM poruszano nastepujace zagadnienia:

1. Przedstawiono informacje o dziatalnosci Prezydium PTM od 30.03.2020r. — poprzedniego zebrania ZG PTM.
W zalgczeniu przestano informacje o PTM zamieszczone w numerach czasopism PM i PJM: 2 - 2020, 3 - 2020,
4 -2020, 1 - 2021.
Podje¢to Uchwale 4-2021 w sprawie akceptacji dziatalnosci Prezydium ZG PTM za miniony okres roczny.

2. Podjeto Uchwale 5-2021 w sprawie uporzadkowania listy cztonkow zwyczajnych oraz cztonkéw wspierajacych PTM
i usuniecia z niej 0séb i firm nieptacacych sktadki cztonkowskiej za 2020 r. w statutowo przewidzianym terminie.
W pordwnaniu z ubiegtym rokiem podobna jest liczba 0séb nieoptacajacych sktadki cztonkowskiej za rok 2020 r.,
pomimo przypominania o tym podstawowym obowigzku cztonka PTM przez OT PTM w styczniu 2021 r. i nastepnie
dwukrotnie przez sekretariat ZG PTM w lutym i marcu b.r. Imienne listy os6b usuwanych z poszczegdlnych Oddzia-
téw zestawiono w zalaczniku 1 do Uchwaly 5-2021.

3. Podjeto Uchwale 6-2021 w sprawie przyjecia pigciu nowych cztonkéw zwyczajnych PTM
(Zalacznik 1 do Uchwaly 6-2021).

4. Spotykamy sie z sytuacja, ze osoby zaakceptowane Uchwalami PTM jako czlonkowie zwyczajni nie oplacaja
pierwszej skladki cztonkowskiej, pomimo wyraznej informacji, ze trzeba spelni¢ oba warunki, aby by¢ przyjetym
do PTM. Na podstawie Uchwaly 12-2020, usunieto ponad 40 deklaracji czlonka zwyczajnego, zaakceptowanych
Uchwatami ZG PTM, ktérym nie towarzyszyla pierwsza oplata sktadki cztonkowskiej wniesiona w ciggu 6 miesiecy
od daty Uchwat.

5. Zgodnie z Uchwala 33-2017 i Uchwala 2-2019 oraz ,,Regulaminem wydatkowania i rozliczania srodkéw pieniez-
nych przez Oddzialy Terenowe Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw” kazdy Oddzial otrzymuje co roku
tundusz ztozony z 10% kwoty uzyskanej z tytulu sktadek czlonkowskich, 50% kwoty uzyskanej z tytulu pozyskania
sponsora ogolnego, Czfonka Wspierajacego PTM, darowizny, lub innej dodatkowej kwoty na rzecz PTM oraz 100%
kwoty od sponsora konkretnego wydarzenia organizowanego przez dany Oddziat. Przedstawiono Tabele dotyczaca
liczby cztonkéw w Oddziatach oraz Tabele przyznanych Oddziatom $rodkéw finansowych na przestrzeni kolejnych
ostatnich 3 lat.

Dyskutowano nad rozwigzaniem problemu kumulacji §rodkéw niewykorzystywanych przez Oddzialy, poniewaz
za kilka lat mogtby pojawi¢ si¢ problem, ze w jednym roku kilka Oddzialéw chcialoby wykorzysta¢ swoje nagro-
madzone fundusze, a wtedy budzet PTM moze tego nie udzwigngé. Prezydium ZG PTM zaproponowalo, aby
Oddzialy wydatkowaly fundusze w okresie 3-letnim, jednakze po dyskusji zdecydowano, ze bedzie to okres czterech
lat, od dnia przyznania srodkéw, w ktérym nalezy wydatkowaé fundusze z danego roku. Tym samym Oddziat
dysponuje dang kwota przez okres 4 lat i nie wplywa to na otrzymywanie funduszy w kolejnych latach. Po uply-
nieciu 4 lat niewykorzystana kwota z danego roku wraca do ogélnej puli srodkéw PTM. Nie wplywa to na dostep-
no$¢ dla OT PTM sum funduszy z ostatnich 3 lat. Podjeto w tej sprawie Uchwale 7-2021. Schemat zdefiniowania
okresu wydatkowania funduszy przez OT PTM przedstawiono w Zalaczniku 1 do Uchwaly 7-2021.

Sekretariat ZG PTM co roku zobowigzany jest do przedstawienia danych dotyczacych liczby cztonkéw w Oddziatach
oraz przyznanych Oddzialom $§rodkéw finansowych w kolejnych latach. Zwrdcono uwage na fakt koniecznego
udzialu Komisji Rewizyjnych Oddziatéw w kontrolowaniu zgodnoéci ze Statutem PTM wydatkowania §rodkéw
finansowych przez Oddzialy.
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. Przewodniczaca Oddziatu Lédzkiego PTM zwrdcila sie z prosba o objecie patronatem przez PTM ,,IV Sesji Mlodych

Mikrobiologéw Srodowiska Lodzkiego”, ktére odbedzie sie 23.06.2021 r. w formie on-line na Wydziale Biotechnologii
i Nauk o Zywnosci Politechniki L.odzkiej. Podjeto pozytywna Uchwatle 8-2021 w tej sprawie.

. Przedstawiono informacje o stanie finansowym PTM oraz Uchwale Gléwnej Komisji Rewizyjnej PTM z 19.03.2021 .

w sprawie zatwierdzenia Sprawozdania Finansowego PTM za rok 2020. Z uznaniem podkres§lono zakonczenie
roku 2020 zyskiem w wysokosci ponad 28 tysiecy zl, co zwigzane jest przede wszystkim z dziatalno$cig redakeji
Polish Journal of Microbiology.

. Przewodniczacy Oddzialéw Terenowych przedstawili sprawozdania z dziatalnosci Oddzialéw w okresie od

30.03.2020 r. do 22.03.2021 r. oraz plany Oddziatéw na 2021 r. Okres pandemii znacznie przyhamowat dzialalno$¢
Towarzystwa. Niektore Oddzialy przeprowadzaty spotkania on-line. Postanowiono, ze adresy elektroniczne linkéw
z dostepem do wykladéw odbywajacych si¢ w Oddziatach zostang przesylane do Sekretariatu ZG PTM, a nastepnie
udostepnione na stronie PTM do wykorzystania przez zainteresowane osoby z innych Oddziatow.

. Przewodniczacy Oddzialéw oraz czlonkowie Prezydium PTM przedstawili opinie i stanowiska w sprawie organizacji

Ogodlnopolskiego XXIX Zjazdu PTM oraz Walnego Zgromadzenia Delegatow, podczas ktorego wybierani sa czlon-
kowie Prezydium PTM i Gléwnej Komisji Rewizyjnej PTM. Zdecydowanie przewazata opinia, aby w obecnej sytuacji
epidemicznej nie organizowa¢ Zjazdu PTM w 2021 roku, lecz przenie$¢ Zjazd na 2022 rok.

Wiele 0s6b jest zmeczonych zaréwno walka z pandemig COVID-19 jak i koniecznoscia prowadzenia zajec i naucza-
nia on-line. Ograniczone s3 mozliwosci i okres prowadzenia badan naukowych. Bardzo odczuwalny jest brak
kontaktéw miedzyludzkich i mozliwoéci bezposrednich dyskusji. Spodziewamy sie, ze za pdttora roku sytuacja
epidemiczna bedzie na tyle opanowana, przy realizacji masowych szczepien, ze mozliwe bedzie przeprowadzenie
Zjazdu w tradycyjnej formie, uwzgledniajacej wyktady i dyskusje na sali oraz prezentacje plakatéw i dyskusje przy
nich. Mozliwe bedzie réwniez bezposrednie spotkanie mikrobiologéw. Biorac pod uwage wypowiedzi Przewodni-
czacych Oddzialéw przygotowano i nastepnie podjeto Uchwale 9-2021 dotyczaca przesuniecia Zjazdu PTM
i Walnego Zgromadzenia Delegatéw PTM na rok 2022.

Przedstawiono informacje z FEMS oraz IUMS.

W dniach 16-20.11.2020 r. odbyt si¢ Miedzynarodowy Kongres International Union of Microbiological Societies
TUMS 2020 w Daejeon w Korei Potudniowej w formie hybrydowej. Planowany na 11-15.07.2021 r. w Hamburgu
Kongres FEMS 2021 nie odbedzie sig, natomiast w terminie 20-24.06.2021 odbedzie sie on-line wspdlny kongres FEMS
i ASM (American Society for Microbiology): World Microbe Forum 2021. https://www.worldmicrobeforum.org/.
Brak informacji z FEMS o ewentualnym przyznaniu grantéw dla mtodych naukowcéw z Polski. Wprowadzony
w FEMS od zeszlego roku sposéb informowania towarzystw o otrzymanych grantach nie pozwala na uzyskanie
wiedzy o liczbie i tematyce aplikowanych wnioskach grantowych.

FEMS przyjal, ze International Microorganisms Day bedzie odbywac sie 17 wrze$nia kazdego roku.

Pani prof. dr hab. Elzbieta Anna Trafny, Czlonek Prezydium PTM, Redaktor Naczelna Polish Journal of Micro-
biology, zostala wlaczona do grona naukowcéw oceniajacych sktadane projekty grantowe, FEMS Grant Committee.
Jest to duzy sukces Pani profesor i wyraz uznania dla naszego Towarzystwa.

Informacje o wydawanych przez PTM czasopismach: Polish Journal of Microbiology (PJM) oraz Advancents of
Microbiology — Postepy Mikrobiologii (PM).

* Kwartalnik PJM powigkszyl w ostatnim roku warto$ci wspotczynnika IF oraz CiteScore, ktére obecnie wynosza:
Impact Factor 2019: 0,897 / 5-year 1,052; CiteScore 2019: 1,3.

Po raz pierwszy w historii czasopisma zaczelo ono przynosi¢ zysk Towarzystwu, poniewaz przychody zwigzane
z oplatami redakcyjnymi przewyzszyly koszty wydawania czasopisma. Redakcja nie ma probleméw z naptywem
manuskryptéw, gtéwnie od autoréw z krajow dalekiego wschodu. Obserwowane sg trudnosci z pozyskiwaniem
recenzentéw i utrzymaniem krétkiego terminu od otrzymania manuskryptu do decyzji odno$nie publikacji.

* Kwartalnik PM powoli przeksztalca sie w czasopismo o szerokim odbiorze miedzynarodowym, powiekszajac liczbe
artykutéw w jezyku angielskim. Do redakcji zaczynaja przychodzi¢ manuskrypty autoréw zagranicznych. Redakcja
sygnalizuje malg liczbe nadsylanych manuskryptéw i trudnosci z pozyskaniem recenzentéw. Wydaje si¢ jednak,
ze przyjety kierunek rozwoju czasopisma w oparciu o wspdlprace z wydawnictwem Exeley jest wlasciwy. Wymagany
jest jednak czas aby wprowadzane zmiany w kierunku umiedzynarodowienia czasopisma zaczely przynosi¢
wymierne efekty w postaci wzrostu wspotczynnikéw oceny czasopisma, zwlaszcza cytowalnosci i IF oraz duzej
liczby autoréw zagranicznych.

W trakcie dyskusji nad rozwojem czasopism podnoszono kwestie zwiekszenia cytowalnosci publikacji z czasopism
PTM, a takze listy MNiSW dotyczacej punktowanych czasopism.
Oba czasopisma znajduja sie na liscie filadelfijskiej, ale maja niskg punktacje MNiSW: PM - 20, a PJM - 40 punkéw.

Na dzien 31 marca 2021 r. Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw liczy 860 cztonkéw. Najliczniejsze oddziaty tere-
nowe, to OT Warszawa — 156 cztonkéw i OT Krakéw — 113 cztonkéw.
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Prezydium ZG PTM podjeto Uchwate 10-2021 w sprawie organizacji przetozonego na 2022 rok Ogélnopolskiego
XXIX Zjazdu PTM w nowym terminie tj. dniach 13-16.09.2022 r. w Warszawie. Podejmujemy starania, aby zachowa¢
przyznane $rodki finansowe przez MNiSW na organizacj¢ Zjazdu w nowym terminie. Natomiast FEMS wyrazita juz
zgode na przesuniecie przyznanych $rodkdéw na organizacje Zjazdu w 2022 r.

Prezydium ZG PTM podjelo Uchwate 11-2021 w sprawie objecia patronatem cyklicznej konferencji: ,,POMOR-
SKIE SPOTKANIA Z MIKROBIOLOGIA’, w tym roku pt. ,,Drobnoustroje — wrogowie i sprzymierzency’, w dniach
24-25.06.2021 r. w formie on-line. Organizatorem Konferencji byta Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikro-
biologii Politechniki Gdanskiej, Katedra Mikrobiologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Oddzial PTM
w Gdansku.

Na stronie PTM udostepniono link do zebrania naukowo-szkoleniowego organizowanego przez Odzial PTM
w Bydgoszczy oraz firme ARGENTA w dniu - 23.04.2021 r.

Oddzial PTM w Krakowie w dniu 29.04.2021r. przeprowadzil ogélnodostepne szkolenie on-line na temat:
»Leptospira — powracajacy patogen’. Na stronie PTM udostepniono link do szkolenia.

Oddzial PTM we Wroclawiu wspotorganizowat Konferencje Naukowo-Szkoleniowsg pt; ,,Nowe technologie w labora-
torium okresu pandemii COVID-19” ktdra odbyla si¢ w formie zdalnej 18.05. 2021 r. Na stronie PTM udostepniono
link do konferencji.

Oddzial PTM w Krakowie zaprosit na wykfad on-line pt.: ,Odpornosé¢ poszczepienna — w tym po szczepieniach
przeciw COVID-19”, ktéry odbyl sie 27.05. 2021 r.

Na stronie PTM udostepniono link do konferencji cyklicznej ,,HydroMikro20217, ktdrej wspétorganizatorem byli
cztonkowie Oddzialu PTM w Gdansku, pt. ,Mikroorganizmy w $rodowisku wodnym - zagrozenia i nadzieje”
Konferencja odbyta sie on-line 09-11.06.2021 r. w Instytucie Oceanologii PAN w Sopocie.

Oddzial PTM w Szczecinie zapraszal na spotkanie naukowo-szkoleniowe na temat: Wirus SARS-CoV-2 a uklad
odporno$ciowy czlowieka, on-line 10.06.2021 r.

. Prezydium ZG PTM podjeto Uchwale 12-2021 w sprawie przyjecia jedenastu nowych czlonkéw zwyczajnych PTM

(Zalacznik 1 do Uchwaly 12-2021).

Uchwala 13-2021 Prezydium ZG PTM objelo patronatem konferencje ,IV Mazowieckie Spotkanie Mikrobiologéw
i Epidemiologéw” organizowana w wersji on-line w dniu 07.06.2021 r. przez Konsultanta Wojewddzkiego w dziedzinie
Mikrobiologia Lekarska Panig Prof. dr hab. Ewe Augustynowicz-Kope¢.

Uchwala 14-2021 Prezydium ZG PTM zdecydowalo o zawarciu umowy z Panig mgr Karoling Stepien dotyczacej
wprowadzania informacji na strone PTM oraz do portalu facebook, w latach 2021-2022.

Informowali$my i zapraszali$my cztonkéw PTM do udziatu w pierwszym wspolnym Kongresie Federacji Europej-
skich Towarzystw Mikrobiologicznych (FEMS) i Amerykanskiego Towarzystwa Mikrobiologicznego (ASM): The
2021 World Microbe Forum, on-line 20-24 czerwca 2021 r. Siedmiu cztonkéw PTM wziglo udzial w tym Kongresie
uzyskujac znizki w oplacie rejestracyjne;j.

FEMS zaklada, ze pandemia SARS-CoV-2 wkroétce wygasnie i zaprasza do udzialu w konferencji organizowanej
w formie klasycznej — stacjonarnej ,,Conference on Microbiology 2022” w dniach 30 czerwca - 2 lipca 2022 r.
w Belgradzie, Serbia. Informacje na stronie PTM.

Warszawa, 14.06.2021 r.

SEKRETARZ
Polski? Towarzystwa Mikrobiologow

/[LM//( /

dr hab. n. farm. Agm'e/t'a E. Laudy




176 INFORMACJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW

XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
MIKROBIOLOGOW &
13-16 WRZESNIA 2022,
POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW

WARSZAWA

XXIX OGOLNOPOLSKI ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA
MIKROBIOLOGOW

13-16 WRZESNIA 2022,
WARSZAWA

Miejsce Zjazdu:
Sangate Hotel Airport S .
~ Warszawa, ul. Komitetu Obrony Robotnikow 32

(dawniej 17 Stycznia, rég ul. Zwirki i Wigury) | :

Gtéwny Organizator Zjazdu:

Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw
ul. Stefana Banacha 1b, 02-097 Warszawa
ptm.zmf@wum.edu.pl, www.microbiology.pl
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CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

Czlonek Wspierajacy PTM - Zioty
od 27.03.2017r.

HCS Europe - Hygiene & Cleaning Solutions
ul. Warszawska 9a, 32-086 Wegrzce k. Krakowa
tel. (12) 414 00 60, 506 184 673, fax (12) 414 00 66
www.hcseurope.pl

BRAND!

Firma projektuje profesjonalne systemy utrzymania czystosci i higieny dla klientéw o szczegélnych
wymaganiach higienicznych, m.in. kompleksowe systemy mycia, dezynfekeji, osuszania rak dla pracownikéw
stuzby zdrowia, preparaty do dezynfekcji powierzchni dla stuzby zdrowia, systemy sterylizacji narzedzi.

Cztonek Wspierajacy PTM - Srebrny
od 12.09.2017r.

ECOLAB

Firma Ecolab Sp. z 0.0. zapewnia: najlepsza ochrone srodowiska pracy przed patogenami powodujacymi
zakazenia podczas leczenia pacjentéw, bezpieczenstwo i wygode personelu, funkcjonalno$¢ posiadanego sprzetu
i urzadzen. Firma jest partnerem dla przemystéw farmaceutycznego, biotechnologicznego i kosmetycznego.

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
od 12.09.2017r.

MRRCK

Merck Sp. z 0.0. jest czg$cig miedzynarodowej grupy Merck KGaA z siedzibg w Darmstadt, Niemcy i dostarcza
na rynek polski od roku 1992 wysokiej jakosci produkty farmaceutyczne i chemiczne,
w tym podtoza mikrobiologiczne
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