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The effect of Shigella sp. rods on eukaryotic cell death

Abstract: Cell death plays an important role in the development and homeostasis of multicellular organisms. The identified mecha-
nisms of cell death can be divided into two types: programmed and non-programmed. Programmed cell death includes apoptosis and
autophagy. The second type is represented by necrosis and oncosis.

Apoptosis is a form of cell death under genetic control. Membrane blebbing, nuclear condensation and DNA fragmentation are
characteristic features of apoptosis. During apoptosis there is an activation of caspases such as caspase-3. Autophagy is a normal
physiological process involved in routine turnover of cell constituents. It is characterized by formation of many large autophagic
vacuoles. Primary proteases are cathepsins or proteosomal proteins. Necrosis is a form of uncontrolled cell death. It is accompanied
by loss of ATP and swelling of cell membrane and organelles. In contrast to apoptosis and autophagy, necrosis causes an inflamma-
tory response. Oncosis can be defined as cell death accompanied by cellular swelling, organelle swelling, blebbing and increased
membrane permeability. The mechanism of oncosis is based on disfunction of the ionic pumps of the plasma membrane. It is usually
caused by ischemia and toxic agents that interfere with ATP generation.

Thereis much evidence that bacterial pathogens modulate host cell death pathways. One group of bacteria that can induce or
inhibit cell death are Shigella sp. rods. These bacteria are etiological agents of bacterial dysentery. Research has demonstrated that
modulation of the host cell death pathways is an integral part of pathogenesis of this disease.

The effect of Shigella sp. rods on the death of the of infected cells is not fully understood. Further studies are necessary to help
prevent and treat bacterial dysentery.

1. Introduction. 2. Characteristics of Shigella sp. infection 3. Impact of Shigella sp. rods on cell death 3.1. Apoptotic action.
3.2. Inhibition of apoptosis by Shigella sp. rods. 3.3. Effect of Shigella sp. on autophagy. 3.4. Effect of Shigella sp. rods on non-
programmed cell death. 3.4.1. Impact of Shigella sp. rods on oncosis. 3.4.2. Effect of Shigella sp. rods on necrosis. 4. Summary.
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1. Wstep

Smier¢ komérkowa jest procesem niezbednym do
prawidlowego funkcjonowania kazdej komorki euka-
riotycznej. Moze przebiegaé w sposéb programowa-
ny, na drodze apoptozy lub autofagii, lub w sposob
niezalezny od czynnikow regulujacych, jako nekroza,
onkoza lub katastrofa mitotyczna [24, 47].

Apoptoza, zwana inaczej programowang $miercia
komorki (programmed cell death, PCD) to, w przeci-
wienstwie do nekrozy i onkozy, aktywny, precyzyjnie
regulowany proces fizjologicznej $mierci. Petni klu-
czowa funkcje w ontogenezie, utrzymywaniu home-

ostazy tkankowej i narzadowej oraz eliminacji ko-
morek nieprawidtowych. Zmiany morfologiczne i bio-
chemiczne powstajace w apoptotycznych komorkach
ssakow to przede wszystkim: pofaldowanie btony
komorkowej, eksternalizacja fosfatydyloseryny (phos-
phatydyloserine, PS), kondensacja i marginacja chro-
matyny, fragmentacja DNA na odcinki 180-200 pz,
tworzenie ciatek apoptotycznych [23, 34].

W procesie apoptozy wyrdznia si¢ dwa gtowne eta-
py: indukcji oraz egzekucji. W pierwszym z nich do-
chodzi do zapoczatkowania PCD na jednym z dwoch
glownych szlakéw, zewnatrzpochodnym, inaczej recep-
torowym, lub wewnatrzpochodnym — mitochondrialnym
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[1, 17]. Niezaleznie od drogi inicjacji apoptozy, jej
glownymi wykonawcami sa proteazy cysteinowe, zwa-
ne kaspazami, wystepujace w cytoplazmie komorek
jako nieaktywne prokaspazy [20, 51].

Autofagia, bedac alternatywna w stosunku do apop-
tozy droga prowadzaca do $mierci komorkowej,
zostata nazwana programowana S$miercia komorki
typu II (PCD typu II). Jest ewolucyjnie konserwatyw-
nym procesem, wystgpujacym we wszystkich komor-
kach eukariotycznych. Znana jest przede wszystkim
jako wewnatrzkomodrkowy system degradacji wielko-
czasteczkowych sktadnikow cytoplazmy, szczegdlnie
biatek o dlugim okresie pottrwania.

Wykazano, ze autofagia odgrywa istotna role w:
utrzymywaniu homeostazy wewnatrzkomorkowej [22,
32], adaptacji do warunkéw stresowych, np. gtodu ko-
morkowego, hipoksji [3], fizjologicznych procesach
rozwojowych (sporulacja u drozdzy, rozwdj poczwar-
ki Drosophila melanogaster) [57], obronie przeciw-
drobnoustrojowej [38].

Wyrdznia sig trzy gldwne rodzaje autofagii: makro-
autofagi¢, mikroautofagi¢ i autofagie z udzialem cha-
peronow, czyli biatek opiekunczych. W przebiegu ma-
kroautofagii sktadniki cytoplazmy przeznaczone do
degradacji zostaja otoczone podwdjna btong izolujaca
w ksztalcie litery ,,C”, ktora ulega wydtuzaniu i zam-
knigciu tworzac autofagosom. Autofagosomy tacza si¢
z lizosomami tworzac autofagolizosomy, gdzie zacho-
dzi degradacja ich zawartosci pod wptywem hydrolaz
lizosomalnych. Podczas mikroautofagii sktadniki cyto-
plazmy ulegaja bezposrednio inkorporacji w wyniku
inwaginacji blony lizosomalnej. Trzeci rodzaj auto-
fagii polega na selektywnym rozpoznawaniu biatek
przez cytosolowy chaperon [22, 26].

W procesie makroautofagii moga by¢ degradowa-
ne cate organella komoérkowe, takie jak: mitochondria,
rybosomy, peroksysomy czy fragmenty siateczki $rod-
plazmatycznej [2, 57].

Mechanizmem nieprogramowanej $mierci komor-
ki niepodlegajacym kontroli genetycznej jest nekroza
[24]. Badacze sugeruja jednak, ze w proces nekrozy
zaangazowane sa liczne czynniki, wptywajace na jej
przebieg [36]. Wedtug niektorych definicji zmiany
o charakterze nekrozy zachodza w komorce juz usmier-
conej [23], wiec nekroza stanowi kontynuacj¢ apop-
tozy lub onkozy, w wyniku ktorych komorka nie ulegta
catkowitemu zniszczeniu. Stanowi w tym przypadku
proces wtorny do apoptozy lub onkozy, konczacy si¢
wywotaniem reakcji zapalnej [45].

Inne definicje sugeruja, ze nekroza, obok apoptozy
i $mierci lizosomalnej, jest trzecim typem $mierci ko-
morki [22, 58, 59], do ktorej dochodzi w wyniku
zadziatania czynnikdéw termicznych czy toksycznych
dla komorki, przekraczajacych prog wrazliwosci da-
nej komorki [59].

Nekroza wystepuje fizjologicznie w komorkach
wielu organizméw, np. w trakcie embriogenezy czy
oogenezy. Stwierdzono jej ogromne znaczenie w prze-
biegu wielu procesow patologicznych, migdzy innymi
w cukrzycy, reakcjach zapalnych, chorobach uktadu
nerwowego [36].

Innym rodzajem nieprogramowanej $mierci ko-
morki eukariotycznej jest onkoza, w inicjacji ktorej
zasadnicza rolg odgrywaja mitochondria [23]. Odroz-
nienie onkozy od nekrozy budzi pewne kontrower-
sje. W pismiennictwie oba terminy czgsto sa uzywane
zamiennie.

Istnieja liczne dowody §wiadczace o wptywie bak-
terii na mechanizmy $mierci zakazonych komorek
gospodarza. Dzigki tej strategii dziatania sa w stanie
uzyskac korzystne warunki dla swego rozwoju. Jednym
z takich drobnoustrojow jest Shigella sp., czynnik etio-
logiczny czerwonki bakteryjnej [39, 41].

2. Charakterystyka zakazenia Shigella sp.

Wysoce zakazne paleczki Shigella sp. wywotuja
swoiste zakazenie jelit, okreslane mianem czerwonki
bakteryjnej (gr. dysenteria). Rodzaj obejmuje cztery
gatunki: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii i S. son-
nei, stanowiace jednoczes$nie grupy serologiczne, od-
powiednio A, B, CiD.

Czerwonka bakteryjna moze dotyczy¢ ludzi w kaz-
dym wieku, lecz najczesciej jej ofiarami sa dzieci po-
nizej 5-go roku zycia. Zakazenie szerzy si¢ z czlo-
wieka na czlowieka droga fekalno-oralng. Objawami
dyzenterii sa: goraczka, skurcze jelit oraz §luzowo-
ropne, krwawe stolce [39, 41].

Podstawa patogennos$ci pateczek Shigella sp. jest
zdolnos¢ do kolonizacji i inwazji komorek nablonka
jelitowego. Zakazenie jest procesem wieloetapo-
wym, rozpoczynajacym si¢ adhezja bakterii do ko-
morek docelowych gospodarza. W dalszych etapach
dochodzi do inwazji enterocytow i rozwoju procesu
zapalnego [41].

Wigkszos¢ genow, kodujacych czynniki wirulencji
warunkujacych kolonizacj¢ i inwazjg, zlokalizowa-
nych jest na duzym plazmidzie (220 kpz), zwanym
plazmidem wirulencji [41, 55]. Geny wirulencji zgru-
powane s3 w funkcjonalne zespoly. Na fragmencie
plazmidowego DNA (30 kpz), zwanym regionem
wejécia, znajduja si¢ geny kodujace biatka odpowie-
dzialne za adhezj¢ i inwazj¢ (invasion plasmid anti-
gens/genes, Ipa, Ipg) — IpaA-D i IpgD, biatka opie-
kuncze IpgC i IpgE, wiazace i pilotujace odpowiednio
IpaB i IpaC oraz IpgD, a takze geny mxi i spa, kodu-
jace aparat sekrecji typu III, wydzielajacy wyzej wy-
mienione biatka do komorek docelowych gospodarza.
Na sasiednim fragmencie plazmidu zlokalizowane sa
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Rys. 1. Inwazja nabtonka jelitowego przez Shigella sp. Objasnienia w teks$cie

geny kodujace czynniki odpowiedzialne za mi¢dzyko-
morkowe rozprzestrzenianie sig bakterii (intra/inter-
cellular spread, 1csA/VirG, IcsB).

Paleczki Shigella sp. nie dokonuja bezposrednio
inwazji enterocytow. Pokonuja Sluzowke jelita po-
przez komérki M (Microfolds cells) [43]. Bakterie
przylegaja najpierw do komorek M, a nastgpnie indu-
kuja wiasna fagocytozg (rys. 1). Czynniki kluczowe
dla wniknigcia patogenu do komoérki gospodarza sa
transportowane do komorki docelowej przez system
sekrecji typu Il (type three secretion system, TTSS)
[40]. Bialka IpaB i IpaC wprowadzone do eukariotycz-
nej blony komorkowej gospodarza petnia dwie funk-
cje. Tworza kanal, przez ktory przechodza biatka bak-
teryjne do cytozolu komorki eukariotycznej oraz
indukuja w komorce kaskadg sygnatow prowadzacych
do rearanzacji jej cytoszkieletu. Dochodzi do formo-
wania dynamicznych wypustek cytoplazmatycznych
zamykajacych si¢ wokot fagocytowanego patogenu.
Pochtonigta komorka bakteryjna zostaje zamknigta
w fagosomie polaczonym z blong komoérkowa. Patecz-
ki Shigella sp. szybko prowadza do lizy blony fago-
somalnej. Po uwolnieniu do cytoplazmy namnazaja si¢
i uruchamiaja mechanizm polegajacy na wykorzys-
tywaniu polimeryzacji aktyny do przemieszczania si¢
w cytozolu komorki gospodarza. Komorki bakteryjne
zostaja otoczone filamentami aktynowymi, tworzacy-
mi na jednym z biegunéw komorki strukturg przypo-
minajaca ogon komety. Komorka jest popychana przez
przyrastajace filamenty. Elementami koniecznymi do
polimeryzacji aktyny jest biatko blony zewngtrznej
IcsA oraz biatka gospodarza, migdzy innymi winkuli-
na, biatko neuronalne zwiazane z zespolem Wiskotta-
Aldricha (N-WASP) oraz kompleks Arp2/3 [4, 40].
Bakteria wyposazona w ogon aktynowy przemieszcza
si¢ w cytozolu, a gdy napotka btong komérkowa two-
rzy uwypuklenie penetrujace do sasiedniej komorki

i ostatecznie optaszczajace patogen. Po lizie podwoj-
nej btony fagosomalnej dochodzi do kolejnego cyklu
namnazania. Mechanizm ten umozliwia bakteriom
przemieszczanie si¢ bezposrednio z zakazonej komorki
do sasiedniej, bez fazy pozakomorkowej, unikajac tym
samym dzialania reakcji obronnych gospodarza [41].

W nastegpstwie migdzykomorkowego rozprzestrze-
niania si¢ bakterii, w kolejnych etapach zakazenia do-
chodzi do zapalenia blaszki wtasciwej i degeneracji
tkanki nablonkowe;.

Pod komérkami M zlokalizowane sa liczne limfo-
cyty i makrofagi. Pateczki Shigella sp. sfagocytowane
przez makrofagi wywoluja ich apoptoze. Z ulegaja-
cych apoptotycznej $mierci makrofagdow uwalniane sa
chemokiny takie, jak IL-18 i IL-1B. Smieré makro-
fagéw, nie tylko umozliwia patogenom przezycie, ale
takze zapoczatkowuje proces zapalny, ktorego efek-
tem jest zniszczenie bariery jelitowej, co z kolei uta-
twia szerzenie si¢ zakazenia [41, 63].

W enterocytach, zajmowanych kolejno przez inwa-
zyjne Shigella sp., pod wptywem lipopolisacharydu
(LPS)iIL-1B, dochodzi do aktywacji jadrowego czyn-
nika transkrypcyjnego kB (nuclear factor kB, NF-xB).
NF-xB indukuje wytwarzanie cytokin i chemokin
przez enterocyty, z przewaga 1L-8, o wybitnych wias-
ciwo$ciach prozapalnych. IL-8 powoduje masywny
naptyw neutrofilii do miejsca zakazenia, ktoére prze-
chodzac na druga strong nabtonka jelitowego, prowa-
dza do zniszczenia jego zwartej struktury. Efektem
dziatania IL-8 jest zahamowanie zakazenia na pozio-
mie nabltonka jelitowego, lecz kosztem znacznej de-
generacji tkanki gospodarza. Prowadzi to do pow-
stawania owrzodzen jelita grubego, a w probkach
katu chorych zakazonych stwierdza si¢ obecno$¢ krwi
i leukocytow [41, 42].

Pozajelitowa lokalizacja zakazenia o etiologii
Shigella sp. nalezy do niezwykle rzadkich. W wyniku
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absorpcji z jelita do krwiobiegu LPS Shigella sp. lub
toksyny Shiga (Stx), zakazenie moze przybieraé po-
sta¢ uogdlniona. Tylko szczepy S. dysenteriae serotyp
1 wytwarzaja biatkowa egzotoksyng Stx, ktoéra hamu-
je w komorkach eukariotycznych biosynteze bialek, co
prowadzi do ich $mierci. Stx jest odpowiedzialna za
powazne powiktania w postaci zespotu hemolityczno-
mocznicowego (haemolytic-uraemic syndrome, HUS),
ktérego objawami sa trombocytopenia, niedokrwisto$é
hemolityczna i ostra niewydolno$¢ nerek [31, 52].

3. Wplyw paleczek Shigella sp. na $mier¢ komorki

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty,
ze pateczki Shigella sp. interferuja z szlakami prowa-
dzacymi do $mierci komorki. Wykazano, ze czynnik
etiologiczny czerwonki bakteryjnej moze wptywaé
zard0wno na programowana, jak i nieprogramowana
$mier¢ komorki (Tab. I). Zadziwiajacy jest takze fakt,
ze w zalezno$ci od typu komorki zakazonej komorki
bakterie z rodzaju Shigella indukuja lub hamuja
$mier¢ komorek organizmu gospodarza.

3.1. Dzialanie apoptotyczne

Drobnoustroje posiadaja zdolnoé¢ regulacji apop-
tozy komorek gospodarza. Apoptotyczna $mie¢ ko-
morek eukariotycznych moze by¢ inicjowana czynni-
kami zewnatrz- lub wewnatrzpochodnymi.

Aktywacja drogi zewnatrzpochodnej polega na
zwiazaniu si¢ ligandu zewnatrzkomorkowego z bto-
nowymi receptorami $mierci, nalezacymi do nadro-
dziny receptorow czynnika martwicy nowotworow
(tumor necrosis factor receptor, TNFR) [1, 23]. Cecha
charakterystyczna tych receptorow jest wewnatrz-
komoérkowa sekwencja, zwana domena $mierci (death
domains, DD), do ktorej przylaczaja si¢ bialtka adap-
torowe TRADD (TNFRSF1A-associated death do-
main) oraz FADD (Fas-Associated protein with Death
Domain). Z kolei do nich, poprzez sekwencj¢ DED
(death effector domain), przyltacza si¢ prokaspaza-§,
ktora po autokatalitycznej aktywacji wyzwala kaska-
de kaspaz wykonawczych -3, -6, -7, prowadzaca do

$mierci komorki [17]. Szlak wewnatrzpochodny zosta-
je zainicjowany przez czynniki pochodzace z wnetrza
komorki takie, jak uszkodzenia DNA, stres oksydacyj-
ny, wzrost stezenia jonéw Ca”* podwyzszony poziom
reaktywnych form tlenu (reactive oxygen species,
ROS), zaburzenia metabolizmu komoérkowego. Droga
ta pozostaje pod kontrola szeregu czynnikow. Naleza
do nich: rodzina bialek Bcl-2, wsrdd nich proapop-
totyczne (BH-3, Bax, Bak), jak i antyapoptotyczne
czynniki (Bcl-2, Mcl-1), oraz biatka szoku cieplnego
(heat shock proteins, HSP), regulujace aktywnos$¢
kaspaz. Kluczowa role¢ odgrywa biatko p53, bedace
czynnikiem transkrypcyjnym szeregu gendw uczest-
niczacych w szlaku mitochondrialnym. Stad szlak
wewnatrzpochodny bywa nazywany szlakiem p53-za-
leznym [16, 17].

W wyniku zmiany przepuszczalnosci blony mito-
chondrialnej dochodzi do wyptywu cytochromu c
(cyt ¢). Uwolniony cyt ¢ wraz z cytosolowym biatkiem
Apaf-1, ATP i prokaspaza-9 tworza, tzw. apoptosom,
w ktorym dochodzi do autokatalitycznej aktywacji
prokaspazy-9 [5]. Z kolei kaspaza-9 aktywuje efekto-
rowe kaspazy-3 i -7. Ponadto oprdcz cyt ¢ z mitochon-
drium moze zosta¢ uwolnionych szereg innych czyn-
nikow regulatorowych, m.in.: AIF (apoptosis inducing
factor), Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, endonukleaza G,
oraz IAP (inhibitor-apoptosis protein) [16, 17].

Bakterie rodzaju Shigella indukuja apoptozg ma-
krofagdéw zaréwno w warunkach in vitro [6, 61], jak
i in vivo [37, 63]. Zaprogramowana $mier¢ komorek
jest inicjowana przez biatko IpaB [6, 14] dostarczane
do cytoplazmy zakazonej komorki przez TTSS [27].
Proteina IpaB wiaze si¢ z kaspaza-1, zwanga takze enzy-
mem konwertujacym interleuking-1p (inter-leukin-10
converting enzyme, 1CE), powodujac jej aktywacje
[6, 13, 14]. W aktywacji tej kinazy posredniczy biatko
Ipaf (ICE-protease-activating factor), nalezace do ro-
dziny receptorow NLR (nucleotide-binding oligome-
rization domain(NOD)-like receptor) oraz bialko adap-
torowe ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing a C-terminal caspase recruitment domain),
ale tylko Ipaf jest zwiazany z indukcja apoptozy [48].
Prawdopodobnie w aktywacji kaspazy-1 bierze takze
udziat cytoplazmatyczna proteaza serynowa TPPII

Tabela I

Wplyw pateczek Shigella sp. na $mieré¢ komorki eukariotycznej

Rodzaj $mierci komorki

Programowana $mier¢ komorki

Nieprogramowana $mier¢ komorki

Apoptoza

Autofagia Nekroza Onkoza

Indukcja| Makrofagi [6, 14, 15, 37, 61, 63]

Makrofagi [48]

Makrofagi [19, 28, 49] | Makrofagi [8]

Sposob wplywu

na $mieré komérki Komorki nablonkowe [50]

Neutrofile [10]

Inhibicja| Komorki nabtonkowe [7, 33]

Komorki nabtonkowe [30] - _
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(tripeptidyl peptidase II) [15]. Zdaniem Hilbi iwsp.
[15] enzym TPPII moze tworzy¢ z biatkiem IpaB
i kaspaza-1 kompleks i bezposrednio promowac akty-
wacj¢ kaspazy-1 lub powodowaé degradacje inhibi-
tora, umozliwiajac zapoczatkowanie zaprogramowa-
nej $mierci komorki przez kompleks IpaB-kaspaza-1.
Aktywna kaspaza-1 przeksztalca nieaktywne pre-
kursory TL-1( [13, 14, 44] oraz IL-18 [44] do form
aktywnych biologicznie. Proces aktywacji kaspazy-1
przez biatko IpaB moze mie¢ miejsce zardwno w cy-
toplazmie, jak i na blonach zakazonych makrofagow.
Wykazano, ze w indukcji zaprogramowanej $mierci ko-
morki odgrywa istotna rolg cholesterol [46], z ktorym
wiaze si¢ biatko IpaB [12]. Pozbawienie blon tego
sktadnika skutkuje zahamowaniem aktywacji kaspa-
zy-1 i indukcji apoptozy [46].

Makrofagi pozbawione kaspazy-1 sa niewrazliwe
na apoptotyczne dziatanie pateczek S. flexneri mimo,
ze sa podatne na dzialanie innych bodzcéw indukuja-
cych apoptoze. Jak wynika z badan Hilbi i wsp.
[14] zaprogramowana $mier¢ makrofagdéw przebiega
niezaleznie od biatka p53, a antyapoptotyczne biatka
Bel-2 i Bel-x, nie wywieraja hamujacego wplywu na
przebieg tego procesu.

Zaprogramowana $mieré komorek przebiegajaca
z aktywacja kaspazy-1 i konwersja nieaktywnych po-
staci prozapalnych cytokin IL-1p i IL-18 to aktywnych
form jest nazywana takze pyroptoza [9].

Bakterie z gatunku S. flexneri powoduja takze
apoptoz¢ komorek nabtonkowych. Proces nazwany
apoptoza posredniczona przez wewnatrzkomorkowa
lize bakterii (IBAD, intracellular bacteriolysis-me-
diated apoptotic death) przebiega z udziatem kaspa-
zy-3, -6 1 -9 oraz mitochondriom. Wykazano, iz IBAD
podlega regulacji przez biatka z rodziny Bcl-2 oraz
szlak NF-xB [50].

3.2. Hamowanie apoptozy przez paleczki Shigella sp.

Wykazano, ze paleczki S. flexneri hamuja zapro-
gramowana $mier¢ komorek nabtonkowych. Bakterie
blokuja aktywacje kaspazy-3, ale nie zapobiegaja
uwolnieniu cyt ¢ z mitochondrium oraz aktywacji
kaspazy-9. Nie wykluczone, ze antyapoptotyczne
dzialanie S. flexneri jest zwiazane z inhibitorem apop-
tozy IAP-1 (inhibitor of apoptosis protein-1) [7].
Pedron i wsp. [33] wykazali, ze w zakazonych
komorkach nablonkowych nastgpuje wzrost trans-
krypcji genu kodujacego to antyapoptotyczne bialko.
Proteina IAP-1 hamuje bezposrednio aktywacje kas-
pazy-3. Prawdopodobne jest takze hamowanie przez
pateczki S. flexneri zewnatrzpochodnego szlaku apop-
tozy przebiegajacego niezaleznie od uwalniania cyt c.
Zdaniem Clark i wsp. [7] czynnikami odgrywaja-
cymi istotng role¢ w zapobieganiu zaprogramowane;j

$mierci komorek nablonkowych sa bialka efektorowe
kodowane przez geny kontrolowane przez transkryp-
cyjny regulator MxiE. Biatka efektorowe sa wydzie-
lane do cytozolu zakazonych komorek nabtonkowych
przez TTSS.

3.3. Wplyw paleczek Shigella sp. na autofagie

Autofagia moze by¢ indukowana czynnikami po-
chodzenia wewnatrzkomorkowego, np. nagromadze-
nie nieprawidlowo pofatdowanych bialek, inwazyjne
drobnoustroje, lub zewnatrzkomorkowego — gtdd ko-
morkowy, hormony, $rodki lecznicze [3, 57].

Do kluczowych genoéw kontrolujacych proces auto-
fagii naleza geny z rodziny ATG (AuTophaGy-related
Genes) [18].

Glowna role w regulacji indukcji autofagii odgrywa
kinaza TOR, w komoérkach ssakow — mTOR, ssaczy cel
rapamycyny (mammalian target for rapamycin, mTOR).
Enzym mTOR jest biatkowa kinaza serynowo-treoni-
nowa, kontrolujaca wzrost, proliferacj¢ i ruch komorki,
a takze procesy transkrypcji i translacji. W prawidto-
wych warunkach mTOR dziata jako inhibitor auto-
fagii. Inaktywacja mTOR przez rapamycyne lub defi-
cyt aminokwasow prowadzi do aktywacji autofagii [57].

W rozwoju autofagosomow uczestnicza dwa ko-
niugacyjne systemy biatek [26, 57]. Do pierwszego
z nich naleza biatka Atg5, 7, 10 i 12, z koncowym
produktem Atgl2-Atg5, do ktdrego przylacza sig¢ biat-
ko Atgl6, ulegajace samoistnej oligomeryzacji. Nowo
powstaty kompleks Atgl2-Atg5 x (Atgl6) wiaze sig
z btona izolujaca i uczestniczy w jej wydluzaniu.
Drugi system angazuje biatka Atg3, 4, 7 i 8. W kon-
cowym etapie biatko Atg8 tworzy odwracalny komp-
leks z fosfolipidem bton komorkowych, fosfatydyloeta-
nolaming (phosphatidylethanolamine, PE) — Atg8-PE.
Kompleks ten odpowiada za dynamike blony auto-
fagosomalnej 1 jest obecny w blonie izolujacej, bto-
nie autofagosomoéw oraz cialek autofagicznych. Z te-
go powodu jest jednym z najbardziej wiarygodnych
markerow autofagii. Ssaczym ortologiem Atg8 jest
biatko LC3 [57].

W tworzenie autofagosomow zaangazowana jest row-
niez kinaza 3-fosfatydyloinozytolu klasy III (PI3K-III),
ktéra odgrywa kluczowa rolg w sekwestracji materiatu
cytoplazmatycznego do autofagosomow [35].

Autofagia, jako mechanizm kierujacy do lizosomal-
nego trawienia struktury tak duze jak mitochondria,
shuzy rowniez do obrony komorek eukariotycznych
przed inwazyjnymi drobnoustrojami. W konsekwen-
cji drobnoustroje wyksztalcity rozne mechanizmy po-
zwalajace im na uniknigcie $mierci w fagosomach
komorek eukariotycznych [38, 63].

S. flexneri moze indukowaé autofagi¢ w zakazo-
nych makrofagach zalezna od TTSS. Brak kaspazy-1
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promuje dojrzewanie autofagosomow powstajacych
w czasie zakazenia pateczkami S. flexneri. Aktywacja
kaspazy-1 hamuje aktywacje autofagii. Zdaniem ba-
daczy [48] autofagia chroni zakazone makrofagi przed
pyroptoza. By¢ moze aktywna kaspaza-1 uczestniczy
w degradacji czynnikow bioracych udziat w indukcji
autofagii, a zahamowanie tego procesu i w konse-
kwencji wystapienie pyroptozy odgrywa istotna rolg
w generowaniu odpowiedzi zapalnej gospodarza. Jak
wynika z badan Suzuki i wsp. [48], indukcja auto-
fagii w zakazonych makrofagach, w przeciwiefstwie
do komorek nabtonkowych, przebiega niezaleznie od
biatka VirG. W komorkach nabtonkowych biatko VirG,
bedace bakteryjnym biatkiem zewnatrzblonowym
wiaze si¢ z biatkiem Atg5, bioracym udziat w for-
mowaniu autofagosoméw [30]. Pateczki S. flexneri
wyksztatcity mechanizm chroniacy te bakterie przed
autofagia. Za pomoca sekrecji trzeciego typu wydzie-
laja biatko efektorowe IcsB [29], ktore taczy si¢ z VirG
i konkurencyjnie hamuje wigzanie Atg5 z VirG [30].

3.4. Wplyw paleczek Shigella sp.
na nieprogramowang $mier¢ komoérki

Udowodniono wplyw pateczek Shigella sp. na
apoptoze¢ [6, 11, 13, 33, 37, 61, 63], autofagic [29,
30, 48], ale moga one rowniez regulowac inne, nie-
programowalne rodzaje $§mierci komorkowej, takie jak
onkoza i nekroza.

3.4.1. Wplyw pateczek Shigella sp. na onkoz¢

Onkoza jest indukowana czynnikami destabili-
zujacymi blony komoérkowe, wywolujacymi zmiany
w polaryzacji blon mitochondrialnych. Prowadzi to
bezposrednio do zahamowania syntezy ATP. Mills
i wsp. [25] zaobserwowali, ze w komorkach linii HeLa,
ktore ulegaty onkozie dochodzi do wzrostu st¢zenia
UCP-2 (uncoupling protein 2). Juz minimalny wzrost
poziomu tego biatka wywotywal zmiany w prze-
puszczalnosci bton mitochondrialnych, spadek NADH
i wewnatrzkomorkowego stezenia ATP.

W przebiegu onkozy wystgpuja charakterystyczne
zmiany w obrgbie komorki. Struktury wewnatrzko-
morkowe i cytoplazma ulegaja wakuolizacji, a nastgp-
nie przemieszczeniu do pecherzykdéw egzosomalnych.
Kanaly jonowe btony komoérkowej zmieniaja swoja
przepuszczalno§é. W komorce wzrasta poziom gtow-
nie jonoéw sodu, chloru, a wraz z nimi — wody [53].
Komorka pecznieje [23]. DNA tamie si¢ w niespecy-
ficznych miejscach i dochodzi do kariolizy. Charakte-
rystyczny jest wzrost poziomu wapnia, ktory aktywu-
je proteazy cysteinowe z rodziny kalpain, trawiace
biatka bton i cytoszkieletu [21]. Wapn zapoczatkowu-

je rowniez przemieszczenie fosfolipazy A, do blony
komorkowej, gdzie poprzez hydrolize fosfolipidow,
poglebia jej dezintegracije [9].

Badania Fernandez-Prada i wsp. [8] wska-
zuja, ze ludzkie makrofagi pochodzace z monocytow
zakazone wirulentnymi szczepami S. flexneri ulega-
ja onkozie. Zakazeniu towarzysza zmiany charaktery-
styczne dla onkozy, m.in. rozciagnigcie i dezinegra-
cja blony komoérkowej, obrzmienie catej komorki oraz
karioliza.

3.4.2. Wplyw paleczek Shigella sp. na nekroze¢

Nekroza moze by¢ wynikiem dziatania czynnikow
termicznych lub toksycznych, przekraczajacych prog
wrazliwosci danej komorki [59]. Waznym czynnikiem
indukujacym nekroze¢ sag ROS [60]. Czynniki te uszka-
dzaja btony komorki i wplywaja przede wszystkim
na spadek poziomu ATP w mitochondrium, co moze
by¢ wynikiem spadku jego syntezy lub nasilonego za-
potrzebowania.

Na przepuszczalno$¢ bton mitochondrialnych wpty-
waja liczne kinazy. Uwaza sig, ze kinazy p38, ERK-
MAPK i JNK maja znaczenie w regulacji nekrozy
[36, 56]. Yaglom i wsp. [56] dowiedli, ze inhibi-
cja p38 i INK w komorkach miogennych H9c2 ha-
muje ich nekroze.

W wyniku nekrozy dochodzi w komorce do specy-
ficznych zmian, ktore obejmuja kazdy z jej elemen-
tow. W jadrze komoérkowym zachodzi dezintegracja
materiatu genetycznego. DNA ulega fragmentacji, za
ktora odpowiedzialne sa endonukleazy aktywowane
wzrastajacym stgzeniem jonéw wapnia [47]. Wzrost
stezenia wapnia aktywuje réwniez p- i m-kaplani-
ny, ktore trawia biatka cytoszkieletu, bton komorko-
wych, czasteczek adhezyjnych czy kanalow jonowych.
Z uszkodzonych lizosomoéw uwalniane sa katepsyny
[60]. Cytoplazma komorki staje sig¢ eozynofilna. Traci
swoja budowg strukturalna i ulega fragmentacji [23].
Blony mitochondrialne ulegaja depolaryzacji, czego
konsekwencja jest zaburzenie transportu elektronow
w poprzek btony i drastyczny spadek poziomu ATP
[47]. Znamienne jest otwarcie tzw. kanalow $mierci
obecnych w btonie komoérkowej, ktore sa wybidrczo
przepuszczalne dla aniondéw a hamowane glicyna.
W przypadku ich otwarcia dochodzi do naptywu do
komorki duzej ilosci jonéw dodatnich i zwigkszenia
cis$nienia osmotycznego wewnatrz komorki [60]. W wy-
niku tych zmian komorka ulega rozpadowi, jej zawar-
to$¢ zostaje uwolniona do przestrzeni mi¢dzykomorko-
wych [54]. Zostaja aktywowane fagocyty i leukocyty
uczestniczace w reakcji zapalnej [36].

Koterski i wsp. [19] udowodnili, ze zakazo-
ne S. flexneri komorki ludzkich makrofagow ulegaja
nekrozie. W trakcie zakazenia makrofagdéw btona ko-



WPLYW PALECZEK SHIGELLA SP. NA SMIERC KOMORKI EUKARIOTYCZNEJ 39

morkowa zwigksza przepuszczalnosé. Nastepuje row-
niez zmiana potencjatu bton mitochondrialnych, czego
konsekwencja jest niemal 50% spadek poziomu ATP.
Znamienny jest brak aktywacji kaskady kaspaz, czego
dowodem jest $mier¢ makrofagéw pomimo zastosowa-
nia inhibitorow kaspaz. Wskazuje to na nieapoptotycz-
ny mechanizm $mierci komoérki. Zastosowanie tych
samych inhibitoré6w kaspaz w przypadku monocytow
skutecznie hamuje ich $mier¢, sugerujac apoptoze.
Badania Suzuki iwsp. [49] potwierdzaja, ze pa-
teczki S. flexneri wywoluja $mieré¢ makrofagéw nieza-
leznie od aktywacji kaspazy-1 i receptorow Toll-like 4
(toll — like receptors 4, TLR4). Obserwowane w ko-
morce zmiany sugeruja nekroze, ktora jest aktywowana
prawdopodobnie przez przemieszczany do cytoplazmy
komorki lipid A. Nie zaobserwowano natomiast zwiaz-
ku pomigdzy obecno$cia IpaB a wystapieniem nekrozy.
Nekrozg neutrofili zakazonych wirulentnymi szcze-
pami S. flexneri wykazali Francois i wsp. [10].
Jest ona uwarunkowana obecnos$cig bialek sekrecyj-
nych IpaB i IpaC wydzielanych przez TTSS. IpaB
1 IpaC dziataja w kompleksie, tworzac pory w blonach
komorek eukariotycznych i destabilizujac je.
Nonaka iwsp. [28] badajac makrofagi linii U937
oraz komorki J774 zaobserwowali, ze moga one ule-
ga¢ nekrozie. Badane komorki zakazone wirulentnymi
szczepami S. flexneri wykazywaly cechy charakterys-
tyczne dla nekrozy, do ktorych nalezat przede wszyst-
kim wzrost st¢zenia dehydrogenazy mleczanowej (lac-
tate dehydrogenase, LDH), wyeksponowanie fosfa-
tydyloseryny oraz utworzenie w blonie komérkowej
poréw. Zjawisko to jest prawdopodobnie kontrolowane
przez geny IpaBCDA, kodujace biatka sekrecyjne.

4. Podsumowanie

Zagadnienie $mierci komorkowej jest znane od wie-
lu lat. Mimo tego do dzi$ nie ma jednorodnych definicji
opisujacych poszczegolne jej typy i kryteridw jasno je
klasyfikujacych. Najprostsza klasyfikacja obejmuje po-
dzial na zaprogramowana $mier¢ komorki, do ktorej
nalezy apoptoza i autofagia, oraz bierna: nekroze, on-
kozg oraz katastrofe mitotyczna [47].

Wiele jest informacji na temat wptywu drobno-
ustrojow na przebieg cyklu komérkowego ich gospo-
darzy. Bakterie moga dziata¢ zar6wno pro- i antyapop-
totyczne. Moga wplywac takze na zapoczatkowanie
autofagii, jak i nieprogramowalnych typow $mierci
komoérkowej: nekrozy czy onkozy. Sa zdolne do oddzia-
tywania za pomoca receptorow zewnatrzkomorkowych
oraz wewnatrzkomorkowych szlakoéw przekaznikow.

Przyktadem drobnoustrojow o udowodnionym dzia-
taniu ingerujacym w $mier¢ komorki gospodarza sa
Gram-ujemne pateczki z rodzaju Shigella. Sa one od-

powiedzialne za rozwdj czerwonki bakteryjnej [39, 41].
W patogenezie choroby niezwykle istotne jest oddzia-
tywanie na cykl zyciowy komorek gospodarza. Komor-
ki pierwszej linii obrony immunologicznej organizmu
—makrofagi sa zabijane przez namnazajace si¢ palecz-
ki Shigella sp. na drodze apoptozy [37, 61] onkozy [8]
lub nekrozy [10, 19, 28, 49], co wywoluje stan zapal-
ny i umozliwia bakteriom przemieszczenie si¢ przez
zniszczona barierg jelitowa [41, 63]. Wazne jest row-
niez oddzialywanie antyapoptotyczne bakterii na ko-
morki nabtonka jelitowego, co pozwala im na namna-
zanie si¢ w ich wnetrzu [33, 43].

Pomimo licznych badan nad ingerencja pateczek
Shigella sp. w cykl zyciowy komérek eukariotycz-
nych, konieczne jest prowadzenie dalszych badan,
ktore wyjasniatyby w pelni patomechanizm czerwonki
bakteryjnej oraz pomogtyby w leczeniu tej choroby.
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