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Spis tredci: 1. Wstep. 2. Zakazenia wywolywane przez S. pyogenes. 3. Nosicielstwo i drogi szerzenia sie zakazen S. pyogenes. 4. Ustalanie
pokrewienistwa genetycznego pomigdzy szczepami S.pyogenes. 5. Oporno$¢ S.pyogenes na antybiotyki. 6. Profilaktyka zakazen

S. pyogenes. 7. Podsumowanie

Epidemiology of Streptococcus pyogenes infections, clonal structure population and antibiotic resistance

Abstract: Streptococcus pyogenes (GAS) is one of the major human pathogens responsible for infections worldwide. It may cause mild
infections of the skin and mucosal surfaces, as well as severe invasive infections. It has been estimated that S. pyogenes is responsible for
half a million deaths a year, and is considered as one of the most important pathogens.

Many clinical investigations on S. pyogenes focus on characterization of pathogenic strains, heterogeneity/homogeneity of the
population clonal spread, transfer between patients and tracing sources of antibiotic resistance. Advanced studies on vaccines that

prevent GAS infections are in progress.

Contents: 1. Introduction. 2. S. pyogenes infections. 3. Carrier state and epidemiology of infections. 4. S. pyogenes strains genetic affinity.
5. S. pyogenes resistance to antibiotics. 6. The prophylactics of S. pyogenes infections. 7. Summary
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1. Wstep

Streptococcus pyogenes (paciorkowiec B-hemolizujacy
grupy A, ang. group A Streptococcus, GAS) jest Gram-
-dodatnim, katalazo-ujemnym ziarniakiem, nalezgcym
do liczacego ponad 50 gatunkéw rodzaju Streptococcus.
Rodzaj ten skupia bakterie, ktére powoduja infekcje sze-
rokiej grupy gospodarzy, poczawszy od cztowieka po
wiele gatunkow zwierzat domowych i dzikich. Pacior-
kowce kolonizujg rézne tkanki gospodarza stanowiac
tzw. ,normalng flore bakteryjng’, sa tez przyczyna
wielu infekeji [30]. S. pyogenes jest Scistym patogenem
czlowieka, charakteryzuje si¢ zdolnoscia do catkowitej
hemolizy typu P krwinek czerwonych na podlozu sta-
lym i wystepowaniem na powierzchni komoérki grupo-
wego wielocukru A (grupowanie wg Lancefield) [23].

GAS jest odpowiedzialny za szeroki wachlarz zaka-
zen o roznym stopniu ciezkosci. Niektore z nich, cho¢
wystepuja stosunkowo rzadko maja charakter inwazyjny
tzn. rozwijaja si¢ w fizjologicznie jatowych miejscach
organizmu i, pomimo leczenia, obarczone s3 wysoka
$miertelnoscig. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) szacunkowa liczba zgonéw w wyniku inwazyj-
nych infekcji GAS i powiklan po zakazeniach wynosi
ponad 500000 przypadkéw rocznie, co umiejscawia

S. pyogenes posrod dziesigciu najwazniejszych pato-
genow czlowieka [15]. Globalny charakter zakazen,
opornos¢ na niektdre klasy antybiotykéw czy obecnoé¢
wysoce zjadliwych klonéw wsrod szczepow inwazyjnych
powoduje, ze S. pyogenes jest przedmiotem cigglego zain-
teresowania lekarzy, mikrobiologéw i epidemiologow.

Jednym z gléwnych celéw prowadzonych nad tym
drobnoustrojem badan jest §ledzenie zmian w patogen-
nosci i we wrazliwosci na stosowane w terapii zakazen
leki. Podejmowane sg réwniez proby badan epidemio-
logicznych wyjasniajacych podloze genetyczno-popu-
lacyjne obserwowanej réznorodnosci lub klonalnosci
pomiedzy szczepami GAS i zwigzek pomiedzy grupami
szczepow o okreslonych cechach a typami wywotywa-
nych zakazen i ich ciezkoscig [11].

2. Zakazenia wywolywane przez S. pyogenes

Pomimo ogromnego postepu medycyny i mozli-
wosci stosowania ciggle skutecznego wobec S. pyogenes
antybiotyku — penicyliny (patrz rozdziat 5), nadal notuje
sie na catym $wiecie wysoka zapadalno$¢ na infekcje
S. pyogenes. Sa to przede wszystkim zakazenia poza-
szpitalne w wiekszosci o charakterze sporadycznym.

* Autor korespondencyjny: Zaklad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Narodowy Instytut Lekow, Chetmska 30/34, 00-725
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Ich przewazajaca liczba to zapalenie gardta i migdatkow
podniebiennych (angina paciorkowcowa) pojawiajace
sie szczegolnie w krajach o klimacie umiarkowanym
oraz powierzchowne zapalenia skory (liszajec) wystepu-
jace czesciej w klimacie cieptym i wilgotnym. Szacuje sie,
ze globalnie w skali roku GAS jest przyczyna 616 milio-
noéw przypadkow infekeji gardta a takze 111 miliondw
przypadkow infekeji skornych (glownie liszajca) [15].
Obie postacie zakazen majg stosunkowo fagodny cha-
rakter, ale nieleczone lub leczone nieprawidlowo, moga
prowadzi¢ do wystapienia powiktan zaréwno o charak-
terze ropnym, jak i nieropnym. W przypadku anginy
paciorkowcowej bezposrednie ropne powiklania po
zakazeniu moga przyjmowal postaé ropnia okolo-
migdatkowego, zapalenia tkanek okoto migdatkowych
(cellulitis), ropnego zapalenie wyrostka sutkowatego,
zapalenia weztéw chlonnych, ucha srodkowego, zatok
i znacznie rzadziej bakteriemii, zapalenia ptuc, zapalenia
opon moézgowo-rdzeniowych i ropni mézgu [46]. Moze
takze doj$¢ do rozwoju martwiczego zapalenia powiezi
(patrz nizej). W przypadku zakazen skory najczestsza,
ale fagodng postacig jest liszajec. Natomiast znacznie
ciezszymi formami infekcji obejmujacymi tkanke pod-
skoérng i powierzchowne naczynia limfatyczne jest roza
(fac. erysipelas) a takze tzw. cellulitis dotyczacy glebszej
warstwy podskdrnej i tkanki ttuszczowej; nieleczone
moga bezposrednio prowadzi¢ do ciezkich postaci zaka-
zenia (patrz nizej) prowadzacych do zgonu.

W 2-3 tygodniu po przebytym paciorkowcowym
zapaleniu gardla, najczesciej u mlodych nieleczonych
0sob, moze rozwina¢ sie ciezkie nieropne powiklanie
pod postacig goraczki reumatycznej. Choroba ta cha-
rakteryzuje si¢ wielonarzgdowym procesem zapalnym
o podlozu autoimmunologicznym i ujawnia sie gléwnie
jako zapalenie mig¢$nia sercowego oraz zapalenie sta-
wow, ktore szybko mija; rzadziej jako plasawica, rumien
brzezny. Gorgczka reumatyczna jest najczestsza przy-
czyng nabytych wad serca. Kolejnym nieropnym powi-
kfaniem moze by¢ ostre kiebuszkowe zapalenie nerek,
ktore moze poprzedzac nie tylko angina paciorkowcowa,
ale réwniez wywolywane przez GAS zakazenia skory.
Jest to choroba réwniez o podlozu immunologicznym,
w przebiegu ktorej obserwuje si¢ uszkodzenia klebusz-
kow nerkowych na skutek odktadania sie¢ w nich kom-
plekséw immunologicznych. Obecnie liczba zachoro-
wan na goraczke reumatyczng i klebuszkowe zapalenie
nerek jest niska w krajach o wysokim statusie ekono-
micznym, jednak w krajach rozwijajacych si¢ stanowi
nadal powazny problem [15]. W krajach takich jak Boli-
wia, Indie, Sudan czy Zambia az 10% dzieci w wieku
szkolnym moze cierpie¢ z powodu popaciorkowco-
wego zapalenia serca i wynikajacych z niego wad serca.
W Indiach choroba ta odpowiada za potowe schorzen
serowo-naczyniowych bedacych przyczyna $mierci
wielu mtodych os6b do 40 roku zycia [15].

KATARZYNA SZCZYPA, JOANNA WILEMSKA, WALERIA HRYNIEWICZ, IZABELA SITKIEWICZ

Niektorzy badacze réwniez sugeruja zwigzek pomie-
dzy zaburzeniami autoimmunologicznymi i neuropsy-
chiatrycznymi u dzieci powigzane z zakazeniem GAS
i polegajace na zaostrzeniu przez zakazenie GAS zabu-
rzen obsesyjno-kompulsywnych lub tikow, tzw. zespdt
PANDAS [42, 51].

Zakazenia GAS nie ograniczajg si¢ jednak tylko do
zapalen gardla i powierzchownych infekcji skory. Dro-
bnoustréj ten odpowiedzialny jest rowniez za glebokie
infekcje zagrazajace zZyciu wymagajace natychmiastowej
interwencji lekarza. Naleza do nich powazne choroby
uktadowe (inwazyjne) takie jak posocznica i paciorkowco-
wy zespol wstrzasu toksycznego (streptococcal toxic shock
syndrome, STSS), czesto jako nastepstwo martwiczego
zapalenia powiezi (necrotizing fasciitis, NF) [23, 74, 75].

Czesto$¢ zachorowan na ciezkie zakazenia GAS
zaczela wzrasta¢ w drugiej polowie lat 80. XX wieku.
W wielu krajach, migdzy innymi w Stanach Zjedno-
czonych, Kanadzie i Wielkiej Brytanii od wczesnych
lat 90-tych gromadzone sa dane na temat epidemiologii
inwazyjnej choroby paciorkowcowej. Wedlug danych
przedstawionych przez Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, Atlanta), co roku w Stanach Zjedno-
czonych wystepuje od 10 do 15 tysiecy zakazen inwazyj-
nych GAS, ktére sg przyczyng okoto 2000 zgonow [65].

W Polsce prowadzony jest rejestr zachorowan wy-
wolanych przez S. pyogenes na podstawie zgloszen nad-
sytanych do Wojewddzkich Stacji Sanitarno-Epidemio-
logicznych a nastepnie do Zakladu Epidemiologii Naro-
dowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Pafistwowego
Zakltadu Higieny (NIZP-PZH) (http://www.pzh.gov.pl/
oldpage/epimeld/2011/index_mp.html). Wedlug rejestru,
w Polsce w 2011 r., wystapily zaledwie cztery przypadki
STSS. Wszystkie pozostate zakazenia zakwalifikowane
jako inwazyjne (3 399 przypadkéw) to przypadki wysta-
pienia rézy. Raporty dotyczace zakazen inwazyjnych
w Polsce nie $wiadczg niestety o braku wystepowania
inwazyjnych zakazen w naszym kraju, a jedynie o braku
ich rozpoznawalnosci przez lekarzy i precyzyjnego sys-
temu raportowania. W ramach dzialania krajowych
osrodkow referencyjnych ds. Zakazen Osrodkowego
Uktadu Nerwowego (KOROUN, www.koroun.edu.pl) i ds.
Lekowrazliwosci Drobnoustrojéow (KORLD, www.korld.
edu.pl), oraz programéw monitorowania inwazyjnych
zakazen (sie¢ BiNET, http://www.koroun.edu.pl/binet_
info0l.php) corocznie gromadzonych jest kilkadzie-
sigt izolatow z inwazyjnych zakazen GAS nadestanych
z terenu calego kraju. Pierwsze dane o molekularnych
cechach szczepow wywolujacych inwazyjne zakazenia
GAS w Polsce sg wynikiem pracy tych osrodkow [74].

Uwaza sie powszechnie, ze GAS jest patogenem
odpowiedzialnym przede wszystkim za zakazenia
pozaszpitalne. Jednak ta bakteria, wprawdzie znacznie
rzadziej, jest rowniez odpowiedzialna za zakazenia zwig-
zane z opieka zdrowotng, w tym szpitalne. Prezentowane
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w latach 1965-2004 doniesienia opisuja 61 epidemicz-
nych ognisk szpitalnych zakazen GAS, obejmujgcych
liczbe od 2 do 56 przypadkéw. Byly to gléwnie zakazenia
miejsca operowanego oraz zakazenia okoloporodowe.
Szacuje sig, ze odsetek szpitalnych zakazenia GAS moze
siega¢ nawet 14% [25, 26]. Rowniez w Polsce obserwuje
sie pojedyncze szpitalne ogniska epidemiczne wywotane
przez GAS [70] (Sitkiewicz i Hryniewicz,
KORLD, dane niepublikowane).

3. Nosicielstwo i drogi szerzenia si¢ zakazen
S. pyogenes

GAS jest drobnoustrojem, dla ktorego czlowiek jest
jedynym gospodarzem. Pomimo, ze nosicielstwo S. pyo-
genes wystepuje gtownie w gérnych drogach oddecho-
wych (blona Sluzowa gardta) i na skoérze czlowieka to
bakterie te mogg réwniez kolonizowaé narzady moczo-
plciowe (pochwe) i okolice odbytu. Stopien nosicielstwa
jest zalezny od wieku czlowieka. Najczesciej nosicielami
sg dzieci w wieku szkolnym, ktorych odsetek waha si¢ w
zakresie od 12 do 23%. Odsetek nosicieli pos$réd oséb
dorostych jest nizszy i wynosi okoto 5% [47]. Zakazenie
GAS szerzy si¢ droga kropelkowa lub poprzez bezpo-
$redni kontakt z wydzieling z bton §luzowych nosogardfa
osoby chorej lub nosiciela. Przenoszenie drobnoustroju
moze tez odbywac si¢ na drodze kontaktu z zakazona
rang lub zmieniong chorobowo skdrg. Okres wylegania
choroby jest rozny, dla zapalenia gardla i migdatkéw
wynosi 2 do 5 dni, dla zakazen skdry czas ten jest nieco
dluzszy i obejmuje 5-7 dni. W przypadku inwazyjnej
postaci zakazenia jest on zréznicowany, i wynosi §rednio
1-3 dni. Wystepowanie zakazen GAS ma w wiekszosci
charakter sporadyczny, aczkolwiek moze przyjmowac
réwniez posta¢ ognisk epidemicznych, gdyz zapalenie
gardla i liszajec potrafig rozprzestrzenia¢ sie w duzych
skupiskach ludzkich. Szacuje sie, ze ryzyko przeniesie-
nia zakazenia w kontakcie domowym wynosi ok. 25%.
Badania sugeruja, ze zrédlem zakazenia i rozprzestrze-
niania si¢ GAS w $rodowisku domowym mogag by¢
dzieci w wieku szkolnym ze wzgledu na wysoka zacho-
rowalnos¢ i nosicielstwo. Ta grupa dzieci czgsto choruje
na wirusowe zakazenia gérnych drég oddechowych, a to
zwigksza rozsiew S. pyogenes i innych gatunkow bytu-
jacych w nosogardle. Wykazano réwniez, ze wiecej niz
troje dzieci mieszkajacych w jednym gospodarstwie
domowym ulatwia miedzyosobnicze rozprzestrzenianie
sie GAS [23, 28]. W srodowisku szpitalnym zZrodta sze-
rzenia si¢ zakazen GAS sg rozne. Mogg to by¢ endogenne
szczepy wlasne skolonizowanego pacjenta oraz szczepy
egzogenne pochodzace od nosicieli, ktérymi mogg by¢
inni pacjenci w szpitalu lub pracownicy opieki medycz-
nej. Bardzo rzadko zrédtem GAS w szpitalu sg przed-
mioty z otoczenia pacjenta lub sprzet medyczny [72].
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4. Ustalanie pokrewienstwa pomiedzy
szczepami GAS

Ze wzgledu na powazne konsekwencje zdrowotne
i spoleczne, jakie niosg za sobg opisywane zakazenia
S. pyogenes, oprocz rozpoznania czynnika etiologicz-
nego w konkretnym przypadku zachorowania, niezwy-
kle wazne jest prowadzenie cigglego monitorowania
tych infekeji dla celéw terapeutycznych i epidemio-
logicznych.

W dochodzeniu epidemiologicznym do ustalenia
pokrewienistwa pomiedzy izolatami nalezacymi do
tego samego gatunku, lub udowodnienia jego braku,
wykorzystuje si¢ klasyczne metody mikrobiologiczne
oparte na ocenie cech fenotypowych mikroorganizmu
oraz nowoczesne metody biologii molekularnej analizu-
jace material genetyczny mikroorganizmu. Opis cech
danego izolatu powstaje w tzw. procesie typowania.
Przydatnos¢ systemu typowania oceniana jest na pod-
stawie jego rozdzielczosci, tatwosci interpretacji wyni-
kéw, ich powtarzalnosci, wiarygodnosci, szybkiego
wykonania i kosztow.

W powigzaniu z danymi demograficznymi, klinicz-
nymi i klasyczng analizg epidemiologiczng, typowanie
drobnoustrojéow umozliwia ustalanie potencjalnych
rezerwuaréw drobnoustrojéw patogennych i mozli-
wosci ich rozprzestrzeniania, a w efekcie weryfikacje
odpowiednich schematdéw postepowania w przypadku
wystgpienia infekcji. Oprdcz znaczenia w dochodzeniu
epidemiologicznym, typowanie szczepdw jest niezwy-
kle istotne w immuno- i chemioprofilaktyce, ma wazny
aspekt poznawczy oraz przyczynia sie do badania ewo-
lucji bakterii [16].

Okreslanie cech fenotypowych (np. biochemicznych,
antybiotykowrazliwo$ci) nie jest wystarczajace a jedynie
przydatne na wstepnym etapie typowania drobnoustro-
jow i musi by¢ wzbogacone molekularnymi technikami
typowania.

W typowaniu epidemiologicznym S. pyogenes naj-
wazniejsza metoda jest okreslenie typu (dawniej sero-
typu) biatka M. Biatko M jest gtéwnym powierzchnio-
wym, zmiennym antygenem S. pyogenes, jego warianty
odpowiedzialne s3 za powstawanie réznych serotypow
GAS [75]. Wprowadzona w latach 60. XX wieku fenoty-
powa metoda identyfikacji typow serologicznych biatka
M oparta jest na reakcji pomiedzy specyficznym, N-kon-
cowym fragmentem biatka M a swoistymi przeciwcia-
fami w tescie precypitacji [40]. Pomimo dlugoletniego
uzywania metoda serologiczna ma szereg ograniczen
i byla stosowana przez nieliczng grupe laboratoriow
referencyjnych. Ograniczenia wynikaty gtéwnie z duzej
pracochlonnosci metody i kosztéw oznaczenia, np.
uzyskanie szerokiego wachlarza wzorcowych surowic
odpornosciowych, czy zwigzane z tym utrzymywanie
zwierzat laboratoryjnych okazalo si¢ bardzo drogie.
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Aby unikna¢ niedoskonato$ci metody serologicznej,
okoto roku 1995 wprowadzona zostata metoda moleku-
larna typowania bialka M, tzw. typowanie emm (emm
typing). Typowanie emm uwazane jest dzisiaj za ,,ztoty
standard”, gdyz opierajac sie na sekwencjonowaniu frag-
mentu DNA wykazuje nawet najmniejsze réznice w budo-
wie biatka M. Metoda polega na amplifikacji fragmentu
genu emm kodujacego N-koniec biatka M przy uzyciu
reakcji PCR, a nastepnie ustaleniu sekwencji 180 nukle-
otydow kodujacych pierwsze 50 aminokwaséw dojrza-
fego biatka wraz z 10 aminokwasami sekwencji sygna-
fowej. Uzyskane sekwencje poréwnuje si¢ z dostepna
na stronie internetowej CDC baza danych, w ktdrej
znajduje sie ponad 200 typow emm. Pordwnanie z sekwen-
cja referencyjna pozwala na okreslenie nie tylko typu, ale
i allelicznych wariantéw okreslonego typu biatka M. Jesli
sekwencja nukleotydowa 5’ genu emm jednego szczepu
jest identyczna w >95% z sekwencjg innego szczepu, to
okresla sie, ze szczepy te prezentujg te same typy emm.
Tylko w nielicznych przypadkach typy emm okreslone
metodami genetycznymi nie odpowiadaja typom sero-
logicznym biatka M [6, 31, 32]. Metoda molekularnego
typowania emm jest zgodna z konwencjonalnym typo-
waniem serologicznym wg Lancefield, eliminuje
jednak ograniczenia zwigzane z cigglym pojawianiem
sie nowych wariantéw biatka M, ograniczong dostep-
noscig surowicy a takze trudnos$ciami w interpretacji
wyniku. Jej zaleta jest czuto$¢, prostota wykonania oraz
oszczedno$¢ czasowa, jedynym zas ograniczeniem moze
by¢ dostepnos¢ specjalistycznego sprzetu. Dodatkowo,
nie wykrywalna na drodze serologicznej zmienno$¢
sekwencji emm w obrebie typu, moze by¢ przestanka
w $ledzeniu ognisk epidemii oraz transmisji specyficz-
nych klonéw w populacji S. pyogenes. W wigkszosci przy-
padkow w genomie wystepuje tylko jeden gen emm, choé
mozliwe jest wystepowanie do trzech odrgbnych genow
emm i emm-like, ktorych aranzacja warunkuje wystapie-
nie tzw. wzoréw emm (od A do E) [48].

W zwigzku z rozwojem technik molekularnych,
coraz rzadziej uzywa si¢ réwniez innych, stosowanych
przez lata, metod serologicznych takich jak typowanie
oparte na réznicach antygenowych biatka T lub wykry-
wanie enzymu OF (opacity factor) [42, 54].

Standardowa metoda uzywang przez wiele laborato-
riéow referencyjnych do poréwnywania izolatéw bakte-
ryjnych, nie tylko GAS, jest analiza makrorestrykcyjna
wraz z rozdzialem fragmentéw w zmiennym polu
elektrycznym (PFGE). Analizy PFGE s3 jednak trudne
w wykonaniu i nietatwe do poréwnania pomiedzy roz-
nymi o$rodkami. Metoda ta daje znakomite rezultaty
w przypadku analizy niezbyt duzej liczby szczepow
pochodzacych z lokalnych epidemii. Ze wzgledu na
ograniczenia PFGE, od dluzszego czasu poszukiwano
metod, ktore dalyby bardziej jednoznaczne i fatwiejsze
w interpretacji wyniki.
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Wraz z coraz powszechniejszym wykorzystaniem
sekwencjonowania w typowaniu bakterii, coraz czgsciej
stosowana metoda ustalania pokrewienstwa pomiedzy
szczepami GAS jest tzw. Multi Locus Sequence Typing
(MLST) [29]. Metoda polega na ustaleniu sekwencji
nukleotydowej siedmiu (u innych gatunkéw ta liczba
moze by¢ zmienna) alleli konserwowanych genéw meta-
bolizmu podstawowego. Kazdy znany do tej pory allel
ma swoj unikatowy numer w bazie danych, na podsta-
wie kodu sktadajacego sie z siedmiu liczb odpowiadaja-
cych numerom alleli ustalany jest tzw. typ sekwencyjny
izolatu (sequence type, ST). ST izolatow z calego swiata
moga by¢ ze soba poréwnywane i taczone w grupy
podobnych klonéw, czyli tzw. kompleksy klonalne (clo-
nal complex, CC). Informacja na temat znalezionych
do tej pory wariantéw genow ST oraz szczepdw, u kto-
rych zostaly opisane, zdeponowana jest w internetowej
bazie danych pod adresem http://www.spyogenes.mlst.
net. Obecnie baza danych MLST dla S. pyogenes zawiera
okoto 500 typow ST, ktore zostaly wyodrebnione spo-
§ré6d przestanych kilku tysiecy szczepéw [33, 48].
Pomimo wielu zalet metody MLST, jakimi sg wysoka
czulo$¢ i powtarzalnosé, stosowanie jej jest ograniczone,
gléwnie ze wzgledu na koszt sekwencjonowania.

Aby usprawnic¢ typowanie GAS, zmniejszy¢ naktady
finansowe i utatwi¢ analiz¢ ciggle wprowadzane sg nowe
metody, ktére powstaja dzigki rozwojowi technologii
sekwencjonowania i metod PCR. Przykladem takiej
nowej metody moze by¢ wersja MLST niewymagajaca
sekwencjonowania, zwana MeltTs. Metoda, podobnie
jak sekwencjonowanie DNA wykrywa polimorfizmy
w sekwencji DNA, oparta jest jednak na poréwnaniu
krzywych topnienia (high resolution melting curves,
HRM) dziesieciu krotkich fragmentéw o diugosci od
59 do 119 par zasad powielonych w reakcji PCR. Kazdy
fragment zawiera polimorficzne miejsca (SNPs), a frag-
menty w zaleznosci od liczby par G+C roéznig si¢ od sie-
bie temperaturg topnienia DNA. Poréwnanie liczby par
G+C okreslonych na podstawie temperatury topnienia
czasteczki w 10 fragmentach DNA daje unikalny profil
MeltTs. Wada tej metody moze by¢ koniecznos¢ posia-
dania urzadzenia zdolnego przeprowadzi¢ analiz¢ krzy-
wych topnienia. Metoda ta jest w ponad 99% zgodna
z analizg MLST, a wykryte réznice pomi¢dzy badanymi
szczepami odzwierciedlajg strukture populacji [59].

Opréocz metod bazujacych na ustalaniu sekwen-
¢ji konserwowanych (MLST) lub zmiennych (emm
typing) genéw, do typowania mozna zastosowa¢ metody
wykrywajace okreslone konfiguracje genéw lub mobil-
nych elementéw genetycznych w badanych szczepach.
GAS wytwarza szereg charakterystycznych czynni-
kéw wirulencji, gléwnie tzw. superantygenéw, ktérych
wystepowanie lub wspolwystepowanie moze swiadczy¢
o pokrewienstwie izolatow [13, 14]. Réwniez obecno$é
zintegrowanych z genomem mobilnych elementéw
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genetycznych jest cechg diagnostyczng i dwa szczepy
o takim samym polozeniu elementéw w genomie sa
ze sobg blisko spokrewnione. Na podstawie sekwencji
genomowych GAS ustalono 21 statych miejsc integracji
mobilnych czynnikéw genetycznych takich jak fagi lub
elementy ICE (integrative conjugative elements) w okres-
lonych miejscach genomu, ktérych polozenie moze
zosta¢ uzyte do projektowania systemow typowania [9].
Przyktadem metod typowania opartych o wykrywanie
okreslonych genéw lub elementéw genetycznych moga
by metody oparte o szereg reakcji multiplex PCR opra-
cowane ostatnio w naszym laboratorium [13, 14].

Na podstawie analizy sekwencji genomowych, nasz
zespol opracowal réwniez metode MLVA/MLVE (Multi
Locus VNTR Analysis/ Multi Locus VNTR Fingerprin-
ting) opartg na analizie sekwencji tandemowo powtd-
rzonych w genomie S. pyogenes tzw. VNTR (Variable
Number Tandem Repeats) [54, 55]. W szeregu gendw
GAS wystepuja powtdrzenia nukleotydowe o dlugosci
od kilkunastu do kilkuset par zasad. W reakcji multiplex
PCR namnazane s3 fragmenty DNA o zréznicowane;j
wielkosci, ktora zalezna jest od liczby powtdrzen wyste-
pujacych w danym fragmencie DNA. Im mniej réznic
w wielkosci produktéw PCR zostanie wykrytych, tym
blizej badane szczepy sa ze soba spokrewnione.

Przyszlos¢ metod ustalania pokrewienstwa miedzy
izolatami bakteryjnymi i badan nad ewolucja bakterii,
na razie niestety ograniczona przez zbyt wysokie koszty,
lezy w calo$ciowych analizach genoméw bakteryjnych.
Przykladem wykorzystania do analizy epidemii wywota-
nych przez S. pyogenes technik sekwencjonowania nowej
generacji jest analiza kilkuset szczepéw serotypu M3 izo-
lowanych z inwazyjnych zakazen wywotanych GAS [8].
Analiza poréwnawcza calych genoméw pozwolila nie
tylko przesledzi¢ dynamike rozwoju epidemii w naste-
pujacych po sobie falach zachorowan, ale réwniez przy-
czynita sie do wykazania wptywu pojedynczych mutacji
w genomie na wirulencje GAS. Przykladem moze by¢
pojedyncza mutacja w genie mtsR odpowiedzialnym za
regulacje transportu jondw metali na aktywacje glownej
proteazy GAS-SpeB [56].

5. Opornosc S. pyogenes na antybiotyki

Podstawowym antybiotykiem stosowanym w lecze-
niu zakazen S. pyogenes jest penicylina. Jak dotad wszyst-
kie szczepy GAS sa w pelni wrazliwe na ten antybiotyk,
a wrazliwos¢ na penicyline oznacza réwniez wrazliwo$¢
na inne antybiotyki beta-laktamowe [45]. Od ponad
70 lat nie ulegto zmianie minimalne stezenie penicyliny
hamujace wzrost S. pyogenes (MIC). Fenomen ciaglej
wrazliwos$ci GAS na beta-laktamy ttumaczy si¢ z jednej
strony brakiem odpowiednich mechanizméw umozli-
wiajgcych wnikniecie do komdrki bakterii plazmidu nio-
sacego gen beta-laktamazy, jak réwniez stabej zdolnosci
GAS do transformagji [35, 45]. Dodatkowo istnieje hipo-
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teza mowigca o tym, ze koszt energetyczny ponoszony
przez komorke bakteryjng GAS w zmniejszeniu powi-
nowactwa PBP do molekul antybiotyku jest zbyt wysoki,
aby mogt ulec utrwaleniu. Wyhodowane bowiem w labo-
ratorium niewrazliwe na penicyling mutanty S. pyogenes
produkujace zmienione biatka PBP charakteryzowaly sie
obnizong zywotnoscia i szybko ginely [37]. Mimo to ist-
nieje obawa, ze wérdd paciorkowcow grupy A, podobnie
jak u wielu ziarenkowcow Gram-dodatnich dzielacych
z nimi te samga nisz¢ ekologiczng, moze pojawic si¢ nie-
wrazliwo$¢ na ten antybiotyk [3, 15].

Wydaje si¢ wiec niezwykle istotnym, aby stale moni-
torowac wrazliwos$¢ S. pyogenes zaréwno na penicyline,
jak i na antybiotyki innych grup stosowane w leczeniu
zakazen tym drobnoustrojem (www.antybiotyki.edu.pl).

Nalezy réwniez podkresli¢ fakt, Ze sama penicylina
nie jest w pelni skuteczna w przypadku rozwijajacych
sie gleboko w tkankach inwazyjnych zakazen. W takich
przypadkach konieczne jest zastosowanie innych terapii
antybiotykowych. Od wielu lat antybiotyki makrolidowe
stanowig wazng alternatywe dla penicyliny, zwlaszcza
w leczeniu zakazen u os6b z nadwrazliwos$cig na peni-
cyline. Wzrost ich znaczenia wigze si¢ ze zwiekszajacym
sie udzialem w zakazeniach czlowieka bakterii atypo-
wych i z wykryta stosunkowo niedawno unikatowa
cechg preparatow makrolidowych, tzn. ich dzialaniem
przeciwzapalnym [57]. Antybiotyki makrolidowe nie
mogga jednak zastapi¢ w terapii antybiotykow beta-lak-
tamowych ze wzgledu na coraz cze¢éciej pojawiajacg si¢
oporno$¢ na te grupe lekow. Wsrdd szczepéw opornych
na makrolidy czgsto wystepuje krzyzowa opornos¢ na
linkozamidy, majace to samo miejsce i czgsto wspolny
mechanizm opornosci. Bakterie wykazujace taka krzy-
zowa opornos¢ sa izolowane w wielu krajach na $wie-
cie, a problem zostal dostrzezony w latach 90. XX wieku
[21]. W Europie pierwsze paciorkowce grupy A oporne
na erytromycyne zanotowano juz w roku 1959 w Wiel-
kiej Brytanii [44]. Wzmozone zuzycie antybiotykow tej
klasy, obserwowane w przeciggu ostatnich dwudziestu
lat, spowodowalo niekorzystny z perspektywy terapii,
drastyczny wzrost opornoséci wéréod GAS. Dane pocho-
dzace z roznych regionéw $wiata, jednogtosnie podno-
szg ten problem, szacujac odsetek opornych szczepow
na poziomie od 2,7% az do 40% [2, 10, 39, 43, 50, 53, 58,
60, 67,73, 78]. W Polsce poziom opornoéci GAS na ery-
tromycyne szacuje si¢ w granicach 12%, z tendencja do
systematycznego wzrostu [73]. W badaniach populacyj-
nych obserwuje si¢ klonalne rozprzestrzenianie okres-
lonych serotypéw GAS takich jak M4, M28, M75 i M77
wykazujacych oporno$¢ na antybiotyki makrolidowe
[34, 64], (Borek, Obszanska i Sitkiewicz,
dane niepublikowane).

Opornos¢ bakterii na makrolidy jest zwigzana trzema
podstawowymi mechanizmami: (i) modyfikacja celu
dzialania antybiotyku, (ii) aktywnym jego wypompo-
wywaniem z komoérki bakteryjnej oraz (iii) modyfikacja
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enzymatyczng antybiotyku. Wéréd paciorkowcow grupy
A powszechnym mechanizmem opornosci na makrolidy
jest modyfikacja celu dzialania leku, czyli potranskryp-
cyjna modyfikacja podjednostki 23S rybosomowego
RNA. Enzymy modyfikujace RNA s3g kodowane przez
geny erm (erythromycin resistance methylase) nale-
zace do duzej grupy ermAM z dwoma wystepujacymi
u S. pyogenes genami ermTR/A i ermB. Dzialanie tych
enzymow wplywa hamujaco na wigzanie do podjed-
nostki 50S rybosomu nie tylko makrolidow, lecz réw-
niez linkozamidow (klindamycyny) i streptogramin
typu B. W wyniku aktywnosci produktéw gendw erm
wystepuje wspomniane zjawisko opornosci krzyzowej
zwane MLS, (macrolides lincosamides streptogramins B),
a ekspresja opornosci MLS, moze mie¢ charakter induk-
cyjny (iMLS,) lub konstytutywny (cMLS,). Opornosc¢
typu MLS, ma powazne konsekwencje terapeutyczne
w odniesieniu do zakazen inwazyjnych wywolywanych
przez GAS, bowiem uniemozliwia zastosowanie naj-
bardziej skutecznego schematu leczenia tj. penicyliny
z klindamycyna.

Paciorkowce grupy A sa réwniez w stanie aktyw-
nie usuwac antybiotyk z komorki bakteryjnej (efflux).
Mechanizm ten jest uwarunkowany obecnoscia trans-
porterow MSF (major facilitator superfamily) kodo-
wanych przez geny mef. Aktywnos¢ tego mechanizmu
warunkuje jedynie oporno$¢ na makrolidy 14- i 15-czlo-
nowe (erytromycyna, klarytromycyna, roksytromycyna
i azytromycyna), a wynikajacy z tego fenotyp opornosci
okresla sig, jako oporno$¢ typu M.

Oporno$¢ na makrolidy w wielu przypadkach kore-
luje z opornoscig na tetracykliny - antybiotyki, ktérych
bakteriostatyczne dziatanie polega, podobnie jak w przy-
padku makrolidéw, na hamowaniu biosyntezy biatka.
Maja one zdolnos¢ wigzania si¢ z biatkami podjednostki
30S rybosomu, blokujac przylaczanie si¢ aminoacylo-
-tRNA do miejsca akceptorowego A w kompleksie
mRNA-rybosom [20]. Antybiotyki te wprowadzono do
lecznictwa w latach 50-tych XX wieku, kiedy niewiele
byto na rynku tego typu lekdw, wiec stanowity wazna
alternatywe dla penicylin. To zaowocowalo ich szero-
kim stosowaniem i to nie tylko w medycynie, ale takze
w weterynarii, i produkeji roslinnej [38]. Po raz pierwszy
szczepy S. pyogenes oporne na tetracykline pojawily sie
niedlugo po wprowadzeniu leku w roku 1954 w Wielkiej
Brytanii [1]. W latach 70-tych XX wieku w wielu kra-
jach poziom opornosci GAS na tetracykline byt bardzo
wysoki i wynosil nawet 80% [52]. W badaniach pro-
wadzonych w Polsce poziom opornosci na tetracykling
wsrod izolatow GAS pochodzacych z réznych zakazen
byl wysoki i wynosit ponad 40%. Od tego czasu obser-
wowano dramatyczne narastanie opornosci na te grupe
antybiotykow, ktora rozprzestrzeniala si¢ gtéwnie przy
udziale mobilnych elementéw genetycznych [68].

Oporno$¢ na tetracykliny jest zwigzana przede
wszystkim z dwoma mechanizmami: aktywnym usuwa-
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niem antybiotyku z komorki na zewnatrz do srodowiska
oraz wytwarzaniem bialek chroniacych rybosomy (ribo-
somal protection proteins, RPPs). Pierwszy z wymienio-
nych mechanizméw wystepuje przede wszystkim u bak-
terii Gram-ujemnych [17, 18]. Drugi rodzaj opornosci
jest charakterystyczny dla S.pyogenes a biatka RPPs
kodowane sg przez geny tetM i tetO [20].

Zaobserwowano czg¢ste wspolwystepowanie genow
opornosci na makrolidy i tetracykliny, korelacja najczes-
ciej dotyczy wystepowania gendw ermB z tetM oraz
ermTR/A z tetM i tetO. Zjawisko to wiaze si¢ z wyste-
powaniem horyzontalnego transferu wsrod szczepow
GAS. Zidentyfikowano sekwencje transpozondéw zin-
tegrowanych z genomami GAS zawierajacych wymie-
nione geny opornosci [62]. Wykazano réwniez, ze
w przypadku fenotypu M oraz fenotypu iMLS, determi-
nantom opornosci na erytromycyne czesto towarzyszy
gen tetO, w przeciwienstwie do zwigzanego najczesciej
z fenotypem cMLS, genu tetM. Szczegélnie uzyteczne
jest poszukiwanie kodujacego tetracykline genu tetM,
bedacego markerem silnie rozprzestrzenionych w geno-
mach bakteryjnych, integracyjnych elementéw koniuga-
cyjnych ICE z rodziny Tn916 [61]. W przypadku feno-
typu cMLS, wystepowanie wspomnianej funkcjonalnej
lub wyciszonej determinanty opornosci na tetracykline,
$wiadczy wlasnie o zaistnialym wiaczeniu genu ermB
do pochodnych Tn916 - Tn1545, Tn3703, Tn1116 czy
Tn3872 [77]. Innym unikatowym elementem, przeno-
szacym informacje o opornosci na tetracykling i ery-
tromycyne jest tetO-mefA. Powstal on poprzez insercje
genu tetO, a takze transpozonu Tn1207.1 zawierajacego
gen mefA, do profaga wlaczonego w chromosom bak-
teryjny [36]. Z kolei opornoé¢ na antybiotyki inne niz
tetracyklina, jest markerem elementu ICE 10750-RD.2,
zawierajacego gen ermA, flankowany przez geny opor-
nosci na tetronazyne i spektynomycyne [9, 77].

W ciagu minionej dekady, intensywnie badano oto-
czenie gendw mef/erm oraz mechanizmy ich ekspansji.
Scharakteryzowano w ten sposéb szereg elementow
transpozycyjnych zwigzanych z opornoscig na erytro-
mycyne, o charakterze profagéw, ICE, transpozonéw
a nawet plazmidow. Czesto obserwowana roznica
w organizacji genetycznej poszczegolnych ICEs wzgle-
dem reszty chromosomu, moze wskazywac, ze przeno-
szacy informacje o opornosci element wywodzi si¢ od
donora niespokrewnionego z GAS [9]. Pozwala to na
rozprzestrzenianie si¢ lekoopornosci nie tylko w obrebie
populacji GAS, lecz takze pomiedzy przedstawicielami
réznych patogennych gatunkéw z rodzajow Streptococ-
cus, Enterococcus, Staphylococcus a nawet Clostridium
[4, 77, 79]. Inne gatunki bakteryjne zajmujace typowe
dla S. pyogenes nisze moga by¢ jednoczesnie rezerwu-
arami nowych determinantéw opornosci. Jak do tej
pory, w genomach GAS wykazano wystepowanie sze-
regu mobilnych elementéw genetycznych przenosza-
cych oporno$¢ na makrolidy takich jak Tn917, Tn3872,
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Tn6002, Tnlll6 z ermB; ICE10750-RD.2, pRW35
z ermA; Tni207.3, ®10394.4, ®m46.1, oraz chime-
ryczny element szczepu M6 (transpozon wbudowany
w profaga) niosacy mefA [4, 77].

O dynamice horyzontalnego transferu genéw moze
réwniez $wiadczy¢ izolacja inwazyjnego szczepu S. pyo-
genes, ktérego indukowana opornos¢ na erytromycyne
warunkowana byla zlokalizowanym na plazmidzie
pRW35 genem erm'T, typowym dla chromosomu pacior-
kowcow grupy D, izolowanych na Tajwanie i USA [27,
80]. Odkrycie to dobitnie pokazuje, ze analizujgc ekspan-
sje lekoopornosci GAS nie mozna wyklucza¢ zadnego
rodzaju mobilnych elementéw genetycznych uczestni-
czacych w potencjalnym horyzontalnym transferze.

Narastanie opornosci na makrolidy i linkozamidy,
wsérod szczepéw GAS nakazuje poszukiwanie alterna-
tywnych terapii, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie
w leczeniu zakazen, zwlaszcza tych o charakterze inwa-
zyjnym. Grupa antybiotykéow o aktywnosci gtéwnie
wobec ziarenkowcow Gram-dodatnich s3 oksazolidy-
nony. Ich jedyny przedstawiciel linezolid, jest zalecany
w leczeniu ciezkich zakazen opornymi na metycyling
S. aureus czy opornymi na penicyline S. pneumoniae.
Antybiotyk ten posiada unikatowy mechanizm dziata-
nia zaburzajacy biosynteze bialka bakterii. Blokuje on
powstanie kompleksu inicjacyjnego, skladajacego sie
z podjednostek 50S i 30S oraz tRNA. W terapii zakazen
S. pyogenes istotny jest fakt, iz linezolid hamuje produk-
cje toksyn pirogennych w podobnym stopniu do klin-
damycyny [22].

Innymi antybiotykami stosowanymi w leczeniu zaka-
zen powodowanych przez ziarenkowce Gram-dodatnie
sa nowe fluorochinolony (IV generacja), ktérych przed-
stawicielami sg lewofloksacyna i moksifloksacyna. Jest to
jedyna grupa chemioterapeutykéw, ktérych mechanizm
dzialania polega na hamowaniu syntezy DNA. Punktem
uchwytu dla fluorochinolonéw sa dwa enzymy bakte-
ryjne, regulujace przestrzenne uksztaltowanie DNA:
gyraza DNA i topoizomeraza IV. Wymienione fluoro-
chinolony, lewofloksacyna i moksifloksacyna znalazty
zastosowanie w leczeniu zakazen ukfadu oddechowego
wywolanych przez paciorkowce [3]. W badaniach pro-
wadzonych w Polsce warto$ci MIC linezolidu i fluoro-
chinolonéw dla izolatéw GAS zaréwno opornych na
makrolidy, jak i pochodzacych z inwazyjnych infekcji
wskazywaly na ich wrazliwo$¢ na wymienione powyzej
chemioterapeutyki [73, 74].

6. Profilaktyka zakazen S. pyogenes

Mimo wieloletnich badan ukierunkowanych na
opracowanie metod efektywnego zapobiegania zakaze-
niom powodowanym przez GAS, wcigz brakuje komer-
cyjnie dostepnej szczepionki, mogacej uchroni¢ przed
zakazeniem.
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Wybdr sktadu i produkcja szczepionki jest procesem
ztozonym i diugoletnim, totez niezwykle istotng kwestiag
jest odpowiedni dobdr bialek o wlasciwosciach immu-
nogennych. W przypadku GAS, od wielu lat promowana
jest strategia wykorzystania w tym celu biatka M ze
wzgledu na ochronne wlasciwosci przeciwciat przeciwko
temu biatku [12, 24]. Ze wzgledu na istnienie bardzo
wielu antygenowo odmiennych biatek M proponuje sie
wykorzystanie w szczepionce najczesciej wystepujacych
serotypow S. pyogenes, odpowiedzialnymi za zapalenie
gardla i migdatkdéw podniebiennych oraz infekcje inwa-
zyjne. W badaniu II fazy szczepionki StreptAvax (ID
Biomedical) po roku obserwacji klinicznej oceniono,
ze szczepionka ta wywoluje swoistg odpowiedz immu-
nologiczng u zdrowych o0séb dorostych nie powodujac
przy tym powaznych objaw6w niepozadanych [38, 49].

Stworzenie szczepionki wykorzystujacej fragmenty
bialka M jest jednak zadaniem nieco kontrowersyj-
nym ze wzgledu na dwa gléwne problemy. Pierwszym
problemem jest ciggta ewolucja i powstawanie nowych
typow biatka M, przeciwko ktérym szczepionka o $cisle
ustalonym skfadzie bedzie nieskuteczna. Wazniejszym
jednak problemem jest geograficznie zrdznicowana
i nieréwnomierna dystrybucja szczepéw [15]. Oszaco-
wano, ze opracowana 26 walentna szczepionka zapew-
nitaby odpornos¢ przeciwko wigkszosci chorobotwor-
czych izolatéw w krajach wysoko rozwinietych (Europa,
Ameryka Pdélnocna, Australia, Nowa Zelandia, Japonia
i Hong Kong), $redni poziom odpornosci w Azji i na
Srodkowym Wschodzie oraz niski poziom w Afryce i na
wyspach Pacyfiku [69]. Roznice w strukturze warian-
tow w roznych regionach geograficznych wskazujg na
konieczno$¢ produkeji kilku rodzajow szczepionek,
ktére beda przystosowane do uzycia na konkretnym
kontynencie. Alternatywa moze by¢ opracowanie szcze-
pionki zawierajacej antygeny o niewielkiej zmienno$ci
wspolne dla wszystkich szczepow i powodujace powsta-
wanie przeciwcial ochronnych,

Do czaséw poznania sekwencji pierwszego genomu
GAS, wybdr czynnikéw mogacych stanowi¢ poten-
cjalny antygen szczepionkowy odbywat sie gtéwnie na
drodze analiz serologicznych. Pule wybranych w taki
sposob czynnikéw znacznie wzbogacily dopiero bada-
nia molekularne GAS, analizujgce szereg nowopozna-
nych bialek zewnatrzkomoérkowych i powierzchniowych
lipoprotein [41, 63]. W wyniku systematycznych badan
wykryto czagsteczki, ktorych wlasciwosci sugerujg ich
potencjalne wykorzystanie w sktadzie szczepionki. Przy-
ktadowo, 23 nowo zidentyfikowane biatka mogace by¢
potencjalnymi sktadnikami szczepionki reaguja z suro-
wicg osob, ktore przeszly infekcje GAS - co oznacza,
ze s3 wytwarzane podczas infekcji. Biatka te znajduja
sie na powierzchni $ciany komdrkowej co czyni je bar-
dziej dostepnymi dla przeciwcial i dobrymi celami dla
szczepionki [19]
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Przykladem badanego biatka jako sktadnika poten-
cjalnej szczepionki przeciwko GAS jest zewnatrzkomor-
kowa proteaza SpyCEP. Eksperymenty prowadzone na
modelach zwierz¢cych dajg pozytywne efekty, zaréwno
w przypadku iniekcji domig$niowej, jak i donosowe;.
Dodatkowa zaleta wykorzystania SpyCEP jest fakt,
ze jego homologi zidentyfikowano réwniez w innych
gatunkach paciorkowcow, w tym S. equi (SeCEP), a takze
bedacego przyczyna zoonoz, S. iniae (Cepl) [71, 76, 81].
Innymi sktadnikami szczepionek mogg by¢ np: pepty-
daza C5a [66], czy konserwatywny peptyd J8 biatka M
[5]. Ostatnio przy uzyciu metod proteomicznych
zidentyfikowane kolejne 40 bialek, ktdre moga zostaé
uzyte w konstrukcji szczepionki przeciw GAS. Do sil-
nych immunogendw zakwalifikowano streptolizyne O,
biatko powierzchniowe (SPy0269 w szczepie SF370),
biatko zewnatrzkomérkowe (SPy0019 w szczepie SF370)
i bialko nalezace do rodziny internalin A (SPy1361
w szczepie SF370) [7].

7. Podsumowanie

Narastajaca oporno$¢ na antybiotyki wérod szcze-
pow S. pyogenes uwydatnia konieczno$¢ prowadzenia
aktywnego monitorowania lekowrazliwo$ci, w oparciu
zaréwno o metody fenotypowe, jak i genetyczne w celu
identyfikacji rezerwuaréw opornych drobnoustrojow.
Zastosowanie molekularnych technik takich jak MLST,
MLVA czy PFGE do ustalania pokrewienistwa miedzy
szczepami, badanie wystepowania gendw opornosci na
rézne antybiotyki, ich lokalizacji oraz drég przenoszenia
jest waznym kierunkiem badan w mikrobiologii.

Wysoka réznorodnos¢ i zmiennos¢ szczepow GAS
wskazuje na mozliwos¢ szybkiej selekcji coraz to now-
szych klonéw o podwyzszonej wirulencji. Ztozono$¢
proceséw wiodacych do umiejscowienia genéw warun-
kujacych opornos¢ na chemioterapeutyki i dalszej
wedréwki tychze gendw jest jeszcze jednym dowodem
na niezwykla plastycznos¢ genetyczna S. pyogenes.

Od wielu lat podejmowane sa proby opracowa-
nia swoistej wysoce immunogennej i bezpiecznej
szczepionki przeciwko szczepom GAS. Obecnie duzg
nadziej¢ w zwalczaniu rozprzestrzeniania infekcji GAS
budzi wykorzystanie, zidentyfikowanych za pomoca
tzw. ,reverse vaccinology’, nowych czgsteczki biatek
zewnatrzkomorkowych S. pyogenes jako potencjalnych
sktadnikow szczepionki.
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1. Wprowadzenie

Znanych jest wiele choréb wywolanych nieprawi-
dlowym metabolizmem czgsteczek w organizmie badz
ich nieodpowiednim stezeniem [77]. Skuteczne lecze-
nie tego typu schorzen wymaga dostarczenia biologicz-
nie aktywnych czastek terapeutycznych do wlasciwego
miejsca w organizmie i ich uwalniania, najkorzystniej,
w kontrolowany sposéb. Systemy opierajace si¢ na
immobilizowanych komoérkach w pétprzepuszczalnych
nosnikach majacych posta¢ implantu daja medycynie
nowe mozliwosci i pozwalaja na produkcje substancji,
ktdérych organizm sam produkowacé nie moze. Unieru-
chamia¢ mozna szerokie spektrum komorek, jednoczes-

nie redukujac niezbedng dawke podawanych lekow
immunosupresyjnych, minimalizujac skutki uboczne
i poprawiajac jakos¢ zycia pacjentéw [53]. Immobiliza-
cja komorek ma wiele zalet w poréwnaniu z immobiliza-
cja bialek. Jest mniej kosztowna, pozwala na dtugotrwate
i kontrolowane dostarczanie czasteczek produkowanych
de novo, a gdy implant ulegnie uszkodzeniu, toksyczno$¢
spowodowana wysokim stezeniem leku jest znacznie
mniejsza. Unieruchamianie materialu biologicznego
moze by¢ takze wykorzystywane, jako nowa metoda
doustnego podawania lekow i szczepionek [62]. Jest ona
szczegolnie korzystna w poréwnaniu z doustnym poda-
waniem immobilizowanych biatek, ktdre czesto ulegaja
uszkodzeniu podczas wedréwki przez uklad trawienny.

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego;
ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: zofiabakula@biol.uw.edu.pl
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2. Metody immobilizacji komorek

Immobilizacja drobnoustrojow jak i komdrek euka-
riotycznych polega na czgsciowym lub catkowitym ogra-
niczeniu ich swobodnego ruchu przy jednoczesnym
zapewnieniu im dostepu do skladnikéw odzywczych
i odplywu produktéw przemiany. Istnieje wiele kla-
syfikacji metod unieruchamiania, a najpopularniejsza
wyréznia: (i) unieruchomienie bez nosnika, (ii) unie-
ruchomienie na powierzchni no$nika, (iii) unierucho-
mienie wewnatrz nosnika [74].

2.1. Unieruchomienie bez no$nika

Unieruchomienie bez nosnika wykorzystuje natu-
ralng (samoagregacja) badz indukowana zdolnos$¢
komorek do tworzenia skupisk (indukowana flokulacja
komorek i sieciowanie przestrzenne).

Samoagregacja mozliwa jest dzieki wydzielaniu
przez komorki zwigzkow, ktdre umozliwiajg im wzrost
w postaci klaczkéw czy granulek (np. polimukosacha-
ryddéw), a tworzeniu skupisk sprzyja duza koncentracja
biomasy. Zdolno$¢ komédrek do wzajemnego lgczenia
sie moze by¢ zwigkszana np. poprzez stosowanie odpo-
wiednich podlozy, regulacje pH, temperatury czy ste-
zenia tlenu, a takze poprzez dodawanie polielektroli-
tow. Manipulowanie wyzej wymienionymi czynnikami
w celu umozliwienia tworzenia skupien i konglome-
ratdw nazywane jest indukowang flokulacja. Materiat
biologiczny otrzymany zaréwno w procesach samo-
agregacji jak i flokulacji charakteryzuje si¢ jednak matlg
wytrzymatoscig mechaniczna, co ogranicza mozliwosci
jego zastosowania.

Sieciowanie przestrzenne to wigzanie komorek roz-
nymi substancjami mogacymi reagowaé z grupami
funkcyjnymi oston komérkowych np. aldehydem gluta-
rowym, chlorkiem cyjanurowym badz heksametylocy-
janing. Wzajemne sieciowanie daje zwykle dosy¢ trwaly
biomaterial, jednak moze prowadzi¢ do czg$ciowej utraty
aktywnos$ci komorek i utrudnia¢ dyfuzje substratow.

2.2. Unieruchomienie na powierzchni nosnika

W obrebie metod unieruchamiania na powierzchni
no$nika wyroznia sie adsorpcje i adhezje oraz wigzanie
kowalencyjne.

Adsorpcja i adhezja oparte s3 na wigzaniach jono-
wych, wodorowych, hydrofobowych, sitach elektro-
statycznych, sitach van der Waalsa lub kombinacjach
tych sil. Nosnik (np. celuloze, drewno, szkto porowate,
tlenki metali, syntetyczne polimery) wprowadza si¢ do
roztworu z materialem biologicznym i pozostawia na
pewien czas, bez mieszania lub z mieszaniem, w celu osa-
dzenia sie komorek. Skuteczno$¢ unieruchamiania za-
lezy od rodzaju matrycy, typu zastosowanych komorek,
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ich metabolizmu i cech srodowiska [6]. Wada tej metody
jest uzyskiwanie stosunkowo niskiego stezenia biomasy
na jednostke objetosci bioreaktora.

Wigzanie kowalencyjne polega na utworzeniu wig-
zan chemicznych takich jak wigzania estrowe czy pep-
tydowe migdzy grupami funkcyjnymi skladnikéw oston
komorek a nosnikiem (sita przyczepu jest tu wyzsza niz
w przypadku adsorpcji i adhezji). W metodzie tej stosuje
sie czynnik wiazacy (np. aldehyd glutarowy) i nosnik
(np. ziemie okrzemkows, szklo porowate, pochodne
celulozy, akrylany, skaly wulkaniczne, bawelne) [6].
Aby poprawi¢ efektywno$¢ immobilizacji sugeruje sie
obnizenie sily elektrostatycznego odpychania komérka
- noénik, badz nadaje si¢ powierzchni komoérki lub
no$nika odpowiedni tadunek (np. poprzez zastosowa-
nie polietylenoiminy). Zaréwno czynniki wigzace jak
i stosowane modyfikacje nosnika muszg by¢ indywidu-
alnie dobierane, gdyz moga one redukowa¢ zywotnos$¢
komorek oraz powodowac opory dyfuzyjne.

W metodach wykorzystujacych wigzanie do po-
wierzchni no$nika nalezy zwracac szczegdlng uwage na
zmiany $rodowiska (np. spadek pH moze powodowaé
odklejanie si¢ komorek). Ponadto obserwuje si¢ cze$-
ciowe uwalnianie materialu biologicznego zwigzane
z autolizg komorek z nizszych warstw, turbulencjami
czy przeplywem fazy ciekte;.

2.3. Unieruchomienie wewnatrz no$nika

Unieruchomienie materialu wewnatrz nosnika polega
na fizycznym zamknieciu komoérek w matrycy. Dro-
bnoustroje zamkna¢ mozna wewnatrz potprzepuszczal-
nej membrany w postaci kapsulki (nanokapsutkowanie
i mikrokapsutkowanie) badz kapilary (makrokapsutko-
wanie) lub putapkowaé w porowatym noséniku [75].

2.3.1. Pulapkowanie

Pufapkowanie (inkluzja) polega na uwiezieniu ko-
morek w tréjwymiarowej matrycy, ktorej rozmiar jest
istotnie wigkszy od rozmiaréw komorek (najczesciej sa
to kuleczki o $rednicy 0,3-3 mm) [6]. Material biolo-
giczny mozna wymieszac z roztworem no$nika (mono-
merem badz nieusieciowanym polimerem) i $rodka
sieciujacego, a nastepnie uklad taki podda¢ polimery-
zacji. Do produkcji matryc pelnozelowych wykorzystuje
sie zwigzki chemiczne pochodzenia naturalnego badz
syntetyczne, ktore zeluja poprzez wytworzenie miedzy
czasteczkami wigzan wodorowych, hydrofobowych,
kowalencyjnych lub oddziatywan jonowych. Muszg one
spelnia¢ pewne wymagania: nie by¢ toksyczne wzgledem
unieruchamianych komorek, tworzy¢ zel w tagodnych
warunkach (temperatura, pH, nietoksyczne odczynniki)
oraz mie¢ odpowiednie wlasciwosci mechaniczne [34].
W biotechnologii materialem najczesciej stosowanym
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do pulapkowania jest alginian sodu (jednowartos-
ciowa sol kwasu alginianowego) - liniowy kopolimer
zbudowany z dwdch typéw monomerdw: kwasu B-D-
mannurowego (M) i a-L-guluronowego (G), pozyski-
wany z morskich brunatnic.

2.3.2. Kapsulkowanie

Kapsulkowanie polega na otaczaniu rdzenia $cian-
kami uformowanymi z jednej lub kilku substancji
okrywajacych [2]. Rdzen stanowi zwykle od 10 do 90%
ogolnej masy kapsulki. Moze nim by¢ substancja lub
mieszanina substancji w postaci stalej, ciektej lub gazo-
wej. Materialem $cianek moga by¢ zwiazki naturalne
badz syntetyczne [17]. Technikami wykorzystywanymi
do formowania kapsutek s3: odparowanie rozpuszczal-
nika, zelowanie za pomocg jonow, suszenie rozpylowe,
powlekanie, ekstruzja, koacerwacja, denaturacja ter-
miczna i suszenie sublimacyjne [56]. Kapsulki zwykle
zapobiegaja ucieczce komorek z nosnika, jednoczesnie
nie zaburzajac przeptywu maloczasteczkowych produk-
téw i substratow [17].

Makrokapsutki zwane tez membranami kapilar-
nymi majg cylindryczny ksztalt, srednice wewnetrzna
0d 0,5 do 1,5mm i dltugo$¢ od 1 do 10 cm [37]. Mem-
brany kapilarne wytwarzane s3 miedzy innymi z poli-
propylenu, polimeru z grupy poliolefin, zbudowanego
z merdw o wzorze: —(CH,CH(CH,))-. Polimer ten
wystepuje w trzech podstawowych formach stereoizo-
merycznych: ataktycznej, izotaktycznej i syndiotaktycz-
nej. Polipropylen izotaktyczny, w ktérym konfiguracja
wszystkich centrow chiralnosci jest jednakowa, posiada
najlepsze wlasno$ci mechaniczne i jest najczesciej wyko-
rzystywang formg. Polipropylen jest termoplastyczny,
wykazuje duzg odpornos¢ chemiczna na dzialanie soli,
zasad, kwasow i rozpuszczalnikéw organicznych. Cha-
rakteryzuje si¢ takze dobrg przepuszczalnoscia powie-
trza. Jest materialem palnym, bezbarwnym, bezwonnym
i niewrazliwym na dzialanie wody (absorpcja wody
wynosi od 0,01 do 0,03%). Polipropylen charakteryzuje
sie wysoka biozgodnoscig i nie jest biodegradowalny
[41]. Innymi materialami stosowanymi do makro-
kapsutkowania jest m.in. polichlorek winylu, poliuretan
czy polisulfon.

Mikrokapsulki sg kuliste, a ich $rednica zawiera sie
w przedziale 0,2-5000 pm. Metodami najczgsciej sto-
sowanymi do ich wytwarzania s3 metody polegajace
na modyfikacji pelnych kapsutek zelowych. Mody-
fikacje te mialy gléwnie na celu stworzenie dodatko-
wych warstw pokrywajacych, dzigki ktorym komorki
wydostajace sie z zelu zatrzymuja si¢ w wolnej warstwie
miedzy kapsulka a plaszczem. Jedna z nich wykorzy-
stywala pelne alginianowe kulki zelowe, ktdre umiesz-
czane byly w roztworze poli-L-lizyny. Koacerwacja
dwoch polielektrolitow, ujemnie natadowanego algi-
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nianu i dodatnio natadowanej poli-L-lizyny prowa-
dzita do powstania membrany koacerwacyjnej. Nastep-
nie kapsutki pokrywano roztworem polietylenoiminy
(fadunek ujemny), a rdzen alginianowy uplynniano
przy uzyciu cytrynianu sodu [46]. Modyfikacja doko-
nana przez O’Shea i wsp., polegala na zastgpieniu
polietylenoiminy kolejng warstwa alginianu w celu
zwiekszenia biokompatybilnosci kapsulek (w literatu-
rze kapsulki uzyskane tag metoda, z uptynnionym badz
nieuptynnionym rdzeniem nazywane sg kapsulkami
APA - alginate-poly-L-lysine-alginate) [52]. Kapsulki
APA zastosowane zostaly miedzy innymi do produkeji
przeciwcial monoklonalnych na skale przemystowa [55].
Przeszkoda w masowej produkcji okazala si¢ jednak
wysoka cena odczynnikéw oraz skomplikowana metoda
wytwarzania kapsultek (w procesie przemystowym wiele
kapsulek zostalo uszkodzonych podczas uplynniania
alginianowego rdzenia cytrynianem sodu) [53]. Inne
modyfikacje polegaly na zastepowaniu poli-L-lizyny
innymi zwigzkami np. chitozanem, badz zwieksza-
niu liczby kolejnych warstw (np. kapsulki APAPA
- alginian/poli-L-lizyna/alginian/poli-L-izyna/alginian;
APPPP - alginian/poli-L-lizyna/pektyna/poli-L-lizyna/
pektyna; APCPA - alginian/poli-L-lizyna/chitozan/poli-
-L-lizyna/alginian) [54, 61, 64]. Mniej skomplikowane
metody polegaja na pokrywaniu kulek tluszczami np.
olejem palmowym [19]. Kulki takie mialy by¢ wyko-
rzystywane do terapii doustnych, a dodatkowe pokrycie
mialo chroni¢ immobilizowane bakterie przed szko-
dliwym dzialaniem soku zoladkowego. Hunkeler
opisal metode polegajaca na koacerwacji anionowego
siarczanu celulozy z kationowym chlorkiem polimety-
loamonowym lub alginianu, siarczanu celulozy, chlorku
wapnia polimetylenoguanidyny [35].

2.3.3. Nanooplaszczanie

Nanokapsulki to zwykle warstwy otaczajace poje-
dyncza komorke bakteryjna, a ich srednica nie przekra-
cza 0,2 um [17]. Metoda ta eliminuje niewykorzystana
przestrzen w rdzeniu kapsuly, co moze korzystnie
wplywac na transport czasteczek miedzy otoczeniem
kapsutki a masg komorkows, jednoczesnie zmniej-
szajac rozmiary wszczepu. Sposobem wytwarzania
takiego nosnika jest odwirowanie materialu komoérko-
wego w gradiencie gestosci z polimerem np. z kopo-
limerem metakrylanu hydroksylowego i metarkrylanu
metylowego [70] lub z roztworem alginianu i czynnika
sieciujgcego. Mozna takze zastosowaé metode warstwa
po warstwie (LbL - layer by layer) wykorzystujac elek-
trostatyczne oddzialtywania poszczegdlnych warstw.
W technice tej uzywa sie gtéwnie polielektrolitow, czyli
polimerdw z ugrupowaniami jonowymi lub ulegaja-
cymi jonizacji np. poli-L-lizyny wraz z polietylenoiming
badz poli-L-lizyny wraz z sulfonianiem polistyrenu
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sodu. Koacerwacja dwoch polielektrolitow dodat-
nio naladowanej poli-L-lizyny i ujemnie naladowanej
polietylenoiminy badz sulfonianu polistyrenu prowa-
dzi do powstania membrany koacerwacyjnej. Kilka
prac wykazalo, ze zastosowanie tego typu zwigzkow
jest przydatne w oplaszczaniu komoérek eukariotycz-
nych i drobnoustrojéw (np. nanooplaszczone drozdze
zachowaly swojg Zywotnos¢ i zdolnos$ci wydzielnicze)
[18]. Polietylenoimina moze wystepowa¢ w formie
liniowej badz rozgalezionej. Forma liniowa zawiera
jedynie aminy drugorzedowe i w temperaturze poko-
jowej wystepuje w stalym stanie skupienia, dlatego
do immobilizacji wykorzystywana jest forma rozga-
feziona, ktora zawiera pierwszo, drugo i trzeciorze-
dowe grupy aminowe. Jednak jak pokazuja badania,
polietylenoimina moze charakteryzowac sie wysoka
toksycznoscig [76]. Sulfonian polistyrenu (sdl sodowa
sulfonianu polistyrenu, PSS) jest dobrze rozpuszczalny
w wodzie, a w medycynie wykorzystywany moze by¢ do
zmniejszania stezenia jondw potasu we krwi. Doustne
podawanie PSS moze jednak wywola¢ utrate apetytu,
wymioty, nudno$ci, a nawet doprowadzi¢ do martwicy
jelita grubego [67].

3. Historia zastosowania nosnikow
do immobilizacji materiatu biologicznego

Naukowcy badajg problem transplantacji nosni-
koéw zawierajacych material biologiczny od poczatku
XX wieku. W 1933 Biscegelie zamkneta komorki
rakowe w polimerowej matrycy i wszczepila je do jamy
brzusznej $wini [4]. Wyniki tego badania pokazaly, ze
komorki nie zostaly zniszczone przez system immu-
nologiczny gospodarza. Okolo trzydziesci lat pdzniej,
Chang wprowadzil pomyst wykorzystywania tzw.
»sztucznych komorek’, czyli ukladow, ktore nasladuja
funkcje biologiczne komoérek wilasnych [9]. Idea ta
zostala wdrozona w latach 70- i 80-tych XX wieku do
immobilizacji komorek wysp trzustkowych wydziela-
jacych insuline, jako ksenoprzeszczepu (przeszczepy
ksenogeniczne to przeszczepy miedzygatunkowe, allo-
geniczne — wewnatrzgatunkowe) [11, 46]. Od tego
czasu bardzo wiele wysitku zostalo wlozone w lepsze
zrozumienie tego typu ukladéw. Trwajg badania nad
zastosowaniem enkapsulowanych komdrek celem
wspomagania chorej tkanki lub narzadéw. Taki uklad
moze stuzy¢ do podawania lekow, a takze znalez¢ zasto-
sowanie biotechnologiczne np. przy produkeji roznego
typu zwiazkow na skale przemystows. Z immobilizacja
materialu biologicznego wewnatrz no$nika mozna spot-
ka¢ si¢ przy zastosowaniach w oczyszczaniu srodowiska
- biodegradacji [50], badaniach biozgodnosci — badaniu
cytotoksycznosci [27], a takze w inzynierii tkankowej
w klonalnej selekcji pozadanych fenotypow [63].
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4. Immobilizacja w zastosowaniach biomedycznych

4.1. Drogi podawania terapeutykow przy uzyciu
unieruchomionych komoérek

Istnieja dwie podstawowe metody podawania terapeu-
tykow w postaci enkapsulowanych komoérek - wszcze-
pienie lub terapia doustna. Wszczepienie polega na
umieszczeniu urzadzenia wydzielajacego lek w okreslo-
nym miejscu w organizmie. W zaleznosci od ukrwienia
tego miejsca, mozemy osigga¢ wysokie stezenie czyn-
nika terapeutycznego w osoczu, badz jedynie w oko-
licach implantu. W terapii doustnej substancja moze
wchlania¢ si¢ w Zotadku i jelicie, badz tylko w jelicie.
Preparaty wchlaniane z zoladka i jelit dostaja si¢ do
ukladu krwionosnego, osiagajac wysokie stezenie we
krwi przez okreslony czas.

4.2. Wlasciwosci kapsulek wykorzystywanych
we wszczepieniach

Implantacja immobilizowanych komodrek wiaze si¢
z szeregiem trudnosci zwigzanych ze strukturg, biozgod-
noscia, wytrzymaloscia i wiasciwosciami chemicznymi.
W celu rozwigzania mozliwych probleméw optymaliza-
cja systemu dotyczy nastepujacych sfer:

4.2.1. Struktura materialu nosnika

Interakcja miedzy tkankami gospodarza a implan-
tem zalezy zaréwno od struktury zewnetrznej jak
i ksztaltu urzadzenia. Wykazano, ze implanty z ostrymi
rogami wywoluja silniejsza odpowiedZ organizmu
gospodarza (powstaje wigcej komorek stanu zapalnego
i wyzsza jest aktywno$¢ enzymow komoérkowych wokot
implantu). Badania wykazaly takze réznice w zdolnosci
do utrzymania przy zyciu immobilizowanych komoérek
w implantach réznigcych sie zewnetrzng strukturg [43].
Powierzchnia gladka stymuluje czesciej reakcje fibro-
tyczng, podczas gdy powierzchnia szorstka indukuje
wrastanie komoérek gospodarza w struktury $ciany.
Uwaza sig, iz bioimplanty w postaci kapilar zapewniaja
bardziej powtarzalny ksztalt oraz wyzsza gladkos¢
powierzchni w poréwnaniu do mikrokapsutek [80].

Struktura poréw w nosniku determinuje zasieg inter-
akeji miedzy immobilizowanymi komérkami a srodowi-
skiem zewnetrznym. Okreslana jest przez ich wielkos¢,
rozmieszczenie oraz glebokos¢. Nosniki porowe, zgod-
nie z klasyfikacja [UPAC definiowane s3 jako mikropo-
rowate ($rednica poréw nizsza niz 2 nm), mezoporowate
($rednica miedzy 2 a 50 nm) i makroporowate ($rednica
powyzej 50 nm). Tylko niewielkie czgsteczki jak np. tlen
moga penetrowa¢ materialy mikroporowate. Materialy
mezoporowate pozwalaja na przeptyw wigkszych czaste-
czek jak np. matych bialek. Implanty zawierajace makro-
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pory pozwalaja na przeplyw duzych bialek, czasem
nawet calych komorek. Strukture poréw okresla takze
Masa Czasteczkowa Progu Odciecia (MWCO - Molecu-
lar Weight Cut Off), czyli masa najmniejszej czasteczki
(wyrazona w kDa) ktéra pozostaje w no$niku. Wiele
z wykorzystywanych materialéw posiada jednak niere-
gularng strukture i wielko$¢ poréw, a dodatkowo ich
wlasciwosci moga ulega¢ zmianie w $rodowisku poim-
plantacyjnym (np. poprzez wchianianie wody przez poli-
mer badz jego degradacj¢). Pory powinny umozliwiaé
swobodny przeplyw substancji odzywczych, tlenu i pro-
duktéw przemiany, ale nie samych komoérek. Transport
substancji wzdtuz matrycy mozliwy jest dzieki gradien-
towi stezen. Badania wykazaly, ze gléwnym czynnikiem
limitujacym przezywalnos¢ komorek w kapsutkach jest
dostepnos¢ tlenu [69]. Komorki o wigkszych wymaga-
niach pokarmowych powinny znajdowa¢ si¢ w mate-
rialach o bardzo dobrej przepuszczalnosci, komorki
ksenogeniczne w przeciwienstwie do allogenicznych
wymagaja bardziej restrykcyjnej immunoizolacji [44].
Immunoizolacja to ochrona implantowanego mate-
rialu biologicznego przed reakcja immunologiczng
gospodarza. Efektywnos$¢ immunoizolacji zwigzana jest
bezposrednio z wielkoscig poréw w kapsule. Wazne jest,
zeby aktywne sktadniki ukladu immunologicznego nie
byty w stanie oddzialywac z antygenami na powierzchni
izolowanych komorek. Poniewaz kapsutki nie sg barie-
rami absolutnymi, a system immunologiczny zawiera
caly szereg $ciezek obronnych, bardzo ci¢zko jest opra-
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cowac system, ktory zagwarantuje pelng ochrone immo-
bilizowanego materiatu biologicznego. Indukcja odpo-
wiedzi moze zacza¢ sie wraz z dyfuzja przez matryce
antygendw powierzchniowych lub bialek wydzielanych
przez komorki zywe, a takze biatek uwolnionych z mar-
twych komoérek. Rozpoznawanie i prezentowanie anty-
genow przez komorki prezentujace antygen inicjuje
komorkows i humoralna odpowiedz immunologiczng.
Pierwszy z tych szlakéw prowadzi do aktywacji miedzy
innymi komorek cytotoksycznych i makrofagéw. Ele-
menty te nie powinny przenika¢ do kapsulek, i jest to
dos¢ fatwo osiagane dzigki regulacji wielkosci porow.
Znacznie trudniejsze jest hamowanie wnikania do
no$nika sktadnikéw odpowiedzi humoralnej. Nalezy
dodatkowo pamietal, ze samo przeciwcialo moze nie
wplywac¢ niszczaco na obcg komorke, np. patogennego
drobnoustroju, ale moze uruchomi¢ dopelniacz, ktéry
tego dokona. Dla cytokin, limfokin i przeciwcial kap-
sula okazuje si¢ czesto niewystarczajaca bariera. Waz-
nym problemem jest takze wydzielanie przez makrofagi
tlenku azotu, a takze reaktywnych metabolitéw tlenu
[13]. Mozliwe szlaki odpowiedzi immunologicznej
wzgledem immobilizowanych komoérek wszczepionych
do organizmu przedstawiono na Rysunku 1.

Kilku autoréw w swych pracach wykazato, ze wszczep
moze powodowal niespecyficzng odpowiedz immu-
nologiczng przeciwko implantowanym komdrkom
[5]. Dodatkowym problemem jest implantowanie ko-
morek majgcych wydziela¢ fibrynogen, histaming czy
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Rys. 1. Oddzialywanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza z komérkami znajdujacymi si¢ w implancie



238

fibronektyne. Czynniki te powoduja naptyw granulo-
cytdw, bazofili i makrofagéw w pierwszych dniach po
implantacji. Makrofagi produkuja czynniki takie jak
TNF-a, TGF- i histamina, stymulujac komorki umiesz-
czone w implancie [3].

4.2.2. Biozgodnos¢

Biozgodnos¢ jest niezbedng cecha materialu warun-
kujaca jego prawidiowe dzialanie w zywym organizmie.
Nosénik w pelni biozgodny powoduje minimalng odpo-
wiedz organizmu, do ktérego jest wszczepiany [75].
Material powinien by¢ chroniony przed pokryciem
przez fibroblasty (przerost tkanki widknistej zaburza
przepuszczalno$¢ matrycy) [20]. Nosnik nie moze
oddzialywa¢ negatywnie na biorce implantu, prowa-
dzi¢ do reakeji alergicznych lub toksycznych, wywo-
tywa¢ stanu zapalnego, zmian nowotworowych, by¢
mutagenny lub teratogenny. W kontakcie z krwia nie
powinien wywolywa¢ zmian w jej sktadzie, wptywac na
krzepliwo$¢ krwi, a takze zmienia¢ konfiguracji, morfo-
logii i trwato$ci komorek immobilizowanych i komérek
gospodarza.

4.2.3. Wytrzymalos¢

Material musi by¢ tak wytrzymaly, aby przetrwac
proces implantacji w formie nienaruszonej. Juz bardzo
niewielkie uszkodzenia moga powodowaé ucieczke
immobilizowanego materialu biologicznego. Dodat-
kowo nosnik musi charakteryzowac sie elastycznoscia
i odpornoscig na rozcigganie. Wiele urzadzen immun-
moizolacyjnych zawiodto z powodu zbyt malej wytrzy-
malosci mechanicznej - uktady pekaly uwalniajac unie-
ruchomione komorki do organizmu gospodarza.
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4.2.4. Wlasciwosci chemiczne

Nosénik powinien by¢ nierozpuszczalny w $rodo-
wisku, w ktérym drobnoustroje beda unierucha-
miane. Wazna jest odpornos¢ na degradacje chemiczng
i mikrobiologiczng. Wtasciwoéci chemiczne deter-
minujg takze mozliwosci sterylizacji i oczyszczania
implantu. Dodatkowo obecnos$¢ odpowiednich grup
funkcyjnych moze wplywaé na przyleganie komoérek
lub biatek do powierzchni no$nika. Pokrywanie matrycy
przez biatka moze zatyka¢ pory i znaczgco obnizac jej
przepuszczalnosé.

Na przydatno$¢ materialu wplywa takze jego cena,
dostepno$¢, mozliwosci regeneracji i zastosowania
w skali przemyslowej, prostota i parametry biologiczne
podczas unieruchamiania. Przykladowe materialy
wykorzystywane do unieruchamiania dla zastosowan
biomedycznych znajduja si¢ w Tabeli I.

4.3. Wlasciwosci kapsulek wykorzystywanych
w terapii doustnej

Przewdd pokarmowy jest doskonalym miejscem
do dostarczania substancji terapeutycznych. Odpo-
wiednio dobrane komdrki moga produkowac enzymy,
biatka, przeciwciata czy leki. Tego typu uklady moga
takze zosta¢ wykorzystane przy produkcji szczepionek
jadalnych. Obecnie tylko nieliczne mogg by¢ podawane
doustnie, poniewaz czesto antygen zostaje uszkodzony
podczas wedréwki przez uklad trawienny, i nie moze
on indukowa¢ odpowiedniej reakcji ze strony uktadu
immunologicznego. Immobilizowane komdrki dostar-
czane do jelita i produkujace antygen moga rozwigzac
ten problem. Ze wzgledu na nieprzyjazne srodowisko
do doustnej terapii komodrek wykorzystuje si¢ gtéwnie

Tabela I
Materiaty wykorzystywane do immobilizacji materialu biologicznego
Zastosowany material Komorki immobilizowane Gospodarz Plsmlen-
nictwo
Polipropylen Komorki trzustki chomika Szczur [36]
2 Komorki watroby ptodowej §wini Szczur (73]
g Escherichia coli Mysz (28]
>
%5 | Poliuretan Szczurze komorki trzustki Szczur [78]
§ Komorki trzustki $wini Szczur [82]
E Poliaryloeterosulfon Szczurze mioblasty Mysz [10]
§ Polisulfon Szczurze hepatocyty Szczur [80]
Poliakrylonitryl Szczurze komorki nowotworowe nadnerczy | Malpa [1]
2 Alginiano-L-lizyno-alginian | Escherichia coli Szczur (58]
% '% Silikon Szczurze komorki trzustki Szczur (7]
§ é Alginian Ludzkie hepatocyty Badania in vitro [16]
== Bakterie kwasu mlekowego [68]
L
E. 2.| Glikol polietylenowy Komorki trzustki $wini Szczur [15]
§ Amylopektyna Szczurze komorki nadnerczy Badania in vitro [49]
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drobnoustroje. Bakterie wykorzystywane tu sg jako mate
bioreaktory. Dodatkowo charakterystyka wzrostu, krotki
czas replikacji i wysoka odpornos¢ niektérych szczepow
na warunki srodowiska czyni je idealnymi kandydatami
do produkeji substancji terapeutycznych w jelicie.

W terapii doustnej szerokie zastosowanie znajduja
hydrozelowe kapsulki (np. ktérych podstawe stanowi
alginian, karagen, agaroza). Réznorodno$¢ wykorzy-
stywanych nos$nikéw sprawia, ze moga by¢ one odpo-
wiednio dobierane, zaleznie od tego jak zaplanujemy
terapie. Po doustnym podaniu kapsulki narazone sa
na nieprzyjazne czynniki takie jak: aktywno$¢ réznego
rodzaju enzymow, zachodzace w organizmie reakcje
chemiczne, zmieniajace si¢ pH [24]. Wazne jest odpo-
wiednie dobranie wielko$ci poréw. Immunoizolacja nie
musi by¢ az tak restrykcyjna jak w przypadku kapsutek
implantowanych. Nosnik musi by¢ biozgodny, ale nie
musi by¢ chroniony przed pokryciem przez fibroblasty.
Dalej nalezy rozwazy¢ czy immobilizowane komorki
moga by¢ potencjalnie niebezpieczne dla czlowieka.
W przypadku pracy z genetycznie modyfikowanymi
organizmami, kapsulki nie powinny rozpuszczaé si¢
w $rodowisku kwasnym, ani po dlugiej ekspozycji na
srodowisko zasadowe. Gdy unieruchomione komorki
maja dotrze¢ do jelita (aby terapeutyk uwalniany byt
jedynie w jelicie, np. przez wzglad na jego draznigce na
zoladek dzialanie), nalezy upewnic¢ sie, ze przetrwaja
nieuszkodzone przejscie przez zoladek. Podczas dojeli-
towego dostarczania probiotykdw przy uzyciu kapsutek,
wykorzystywany material powinien by¢ nierozpusz-
czalny w $rodowisku kwasnym, natomiast rozpuszczalny
po odpowiedniej ekspozycji na srodowisko zasadowe.
Kapsulki warto dodatkowo powleka¢ substancjami
wielkoczgsteczkowymi, tak, aby ulatwi¢ pobranie ich
odpowiedniej ilosci na raz, a jednocze$nie stworzy¢
dodatkowq barier¢ ochronng. Droga doustna podawa-
nia terapeutykéw ma wiele zalet. Do pobrania nie jest
wymagany zaden specjalistyczny sprzet ani personel,
a w razie przedawkowania lek w tatwy sposéb mozna
usungé. Jest tez relatywnie tania, a podawane kap-
sulki nie muszg by¢ sterylne. By zaprojektowa¢ noénik
w terapii doustnej nalezy wziag¢ pod uwage koniecz-
nos$¢ maksymalizowania przezywalno$ci bakterii i ma-
ksymalizowania zdolno$ci do dostarczania substancji
terapeutyczne;.

4.4. Immobilizowany material biologiczny

Jako material biologiczny stosowany w immobi-
lizacji nadaja sie odpowiednie szczepy bakterii badz
linie komoérkowe, ktére wydzielaja czastki terapeu-
tyczne przez dlugi okres czasu, badz sg w stanie pelni¢
okreslone funkcje przy ciaglej terapii doustnej. Mozna
korzysta¢ z linii pierwotnych, stabilnych, allogenicz-
nych, ksenogenicznych. Przykladowe typy komorek
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Tabela IT

Przyktadowe typy komérek wykorzystywanych do immobilizacji
iich zastosowania

Typ komorek Zastosowanie Pls.mlen—
nictwo

Mioblasty Choroba Parkinsona [1]

Choroba afektywna [45]

Nowotwory [12]

Hemofilia [33]
Komorki macierzyste | Regeneracja kosci [22]
Escherichia coli Usuwanie mocznika [58]
Hepatocyty Transplantacja watroby [31]
Komorki wysepek

k 11

trzustkowych Cukrzyca (1]
Komorki przytarczyc Sztuczne narzady [32]
Komorki jajnika Choroba Fabryego [51]
Oxalobacter formigenes | Kamienie nerkowe [21]
Erwinia herbicola Fenyloketonuria [47]

wraz z ich zastosowaniem zaprezentowano w Tabeli II.
Przy wyborze odpowiedniego materialu biologicznego
nalezy zwroci¢ uwage na jego wymagania pokarmowe,
odporno$¢ na stres oraz zmienno$¢ morfologiczng
(ewentualne zmiany w rozmiarze komoérek mogtyby
umozliwia¢ im wydostawanie si¢ z kapsul). Wazne jest
upewnienie sie czy komorki, ktérych uzywamy nie s
zakazone wirusami, grzybami, a takze zbadanie reakcji
organizmu na inne poza pozadang przez nas czgsteczka
produkty wydzielane przez dany typ komorek. Bakte-
rie posiadajg przewage nad eukariotycznymi liniami
komorkowymi. Sa zazwyczaj tansze w hodowli, bar-
dziej oporne na stres, mniej wymagajace, jesli chodzi
o warunki zewnetrzne, moga by¢ aktywne przez dluz-
szy czas. Sg takze prostszymi modelami do modyfikacji.
Genetycznie modyfikowane drobnoustroje, zaprojekto-
wane w celu wydzielania pozadanych czynnikéw moga
sta sie przyszloscig terapii biohybrydowej. Przy pew-
nego typu terapiach niezastagpione mogg takze okazaé
sie bakteriofagi. Bardzo waznym aspektem jest bezpie-
czenstwo biologiczne. W przypadku organizméw mody-
fikowanych genetycznie ekspresja genéw powinna by¢
regulowana wielopoziomowo, a same szczepy powinny
by¢ wysoce stabilne genetycznie.

4.5. Biomedyczne zastosowania
immobilizowanych komoérek

Znanych jest wiele choréb wywolanych niewystar-
czajacym stezeniem odpowiednich czastek w orga-
nizmie (Rys.2), badz ich nieprawidlowym metaboli-
zmem. Terapia biohybrydowa umozliwia dostarczanie
substancji terapeutycznych przez diugi okres czasu.
Implanty produkujgce pozadane czastki moglyby wypet-
nia¢ liczne defekty enzymatyczne. Drugim obszarem
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Rys. 2. Wybrane choroby wywotane niezdolnoscia organizmu do
produkcji odpowiedniej ilo$ci czastek biologicznych

wykorzystujacym unieruchomione komorki jest dostar-
czanie lekéw. Medycyna ciagle poszukuje skutecznej
metody ukierunkowanego podawania terapeutykow.
Implanty wszczepiane w poblizu chorobowo zmienio-
nego miejsca umozliwialyby osiaganie lokalnie wyso-
kich stezen lekow i jednoczesnie zmniejszatyby wywo-
tywane przez nie skutki uboczne.

W terapiach biohybrydowych wykorzystywanych
moze by¢ wiele typow zwigzkoéw: enzymy, inhibitory,
aktywatory, przeciwciata. Uwalnianie czastek terapeu-
tycznych moze by¢ konstytutywne badz stymulowane.
Uwalnianie konstytutywne jest najprostszym syste-
mem i umozliwia otrzymanie stalych porcji substancji
z kapsuly do zewnetrznej tkanki. Uwalnianie kontrolo-
wane umozliwia odpowiedz komoérek znajdujacych sie
wewnatrz kapsulek na pewne sygnaly z wnetrza orga-
nizmu (produkcja czastek tylko wtedy, kiedy organizm
tego wymaga), moze tez by¢ indukowane podaniem
pacjentowi odpowiedniej substancji. Dodatkowa kon-
trole uwalniania moga stanowi¢ mechanizmy dyfuzji.
Jezeli stezenie czastek terapeutycznych na zewnatrz
kapsutki bedzie wysokie, produkty te nie beda dalej
dyfundowaly na zewnatrz matrycy. Zaletg terapii bio-
hybrydowych jest to, ze immobilizowane, genetycznie
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modyfikowane komadrki moga wytwarza¢ kazda poza-
dang czastke in vivo bez modyfikacji genomu gospo-
darza. Uktady te pozwalaja takze na zmniejszenie lub
calkowite wycofanie podawania lekéw immunosupresyj-
nych. Immobilizacja komdrek ma wiele zalet w poréw-
naniu z immobilizacjg bialek, poniewaz pozwala na
diugotrwate i kontrolowane dostarczanie czasteczek
produkowanych de novo. Poza tym, jezeli implant ule-
gnie uszkodzeniu, toksycznos$¢ spowodowana wysokim
stezeniem leku bedzie znacznie mniejsza. Problemem
jest ewentualne uwolnienie komorek z kapsutek i wywo-
tanie reakcji immunologiczne;j.

Enkapsulacja moze by¢ takze wykorzystywane przy
dojelitowym dostarczaniu terapeutykdéw, a enkapsulo-
wane bakteriofagi, moga usuwac patogeny jelitowe takie
jak Salmonella czy Clostridium [23, 38].

4.5.1. Wykorzystanie unieruchomionych
komorek eukariotycznych

Przeprowadzono badania dotyczace leczenia meta-
chromatycznej leukodystrofii przy uzyciu membran
immobilizacyjnych [14]. Ta neurodegeneracyjna cho-
roba wywolana jest niskim poziomem arylosulfatazy A
w organizmie. Zmodyfikowana genetycznie linia komor-
kowa mysich mioblastow C2C12 stata si¢ zdolna do pro-
dukgji artylosulfatazy A. Komorki zamykano w kapila-
rach z poliaryloeterosulfonu. Wykazano, ze badania linia
produkuje pozadany enzym, jednoczes$nie przezywajac
nawet 4 tygodnie po implantacji do allogenicznej myszy.

Inny eksperyment dotyczyt leczenia cukrzycy za
pomocg kapsutkowanych komorek [44]. Nosniki wyko-
nane zostaly z polimeru akrylowego i postuzyty do
transplantacji szczurzych wysepek trzustkowych my-
szom chorych na te chorobe. Matryca okazatla si¢ bio-
kompatybilna, implant nie byl odrzucany i umozliwiat
utrzymanie poziomu cukru we krwi w normie nawet
przez 60 dni.

Stworzono takze system umozliwiajacy kontrolo-
wane wydzielanie erytropoetyny przez immobilizowany
material biologiczny [71]. Zmodyfikowane fibroblasty
wydzielaly hormon peptydowy w obecnosci doksycy-
kliny badz mifepristonu. Kapilary implantowane byly
do jamy otrzewnej myszy. U zwierzat, ktérym poda-
wano doksycykling lub mifepriston obserwowano pod-
wyzszone stgzenie erytropoetyny w surowicy podczas
6-miesigcznej obserwacji (podwyzszonego poziomu nie
obserwowano u myszy nieotrzymujacych antybiotykow).

Wykorzystano takze genetycznie zmodyfikowane
mioblasty do produkcji VEGF i FGF-2 (czynniki angio-
genezy) [66]. Komorki zamykano w polimerowych
nosnikach z polieterosulfonu i implantowano szczu-
rom. Tylko komoérki produkujace FGF-2 okazaly si¢
skutecznie redukowa¢ nekroze tkanki. Terapia ta moze
by¢ wykorzystywana przy chorobach niedokrwiennych.
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Systemy oparte na komoérkach modyfikowanych
genetycznie zamknietych w kapilarach mogg takze
dostarcza¢ czynniki neurotropowe [45]. Produkcja tego
typu czastek mogtaby skutecznie leczy¢ choroby neuro-
degeneracyjne. Odpowiednio zmodyfikowana gene-
tycznie linia komoérkowa C2C12 efektywnie wydzielata
rzeskowy czynnik neurotropowy. Wykazano takze, ze
zywotno$¢ komorek a takze efektywnos¢ produkeji
czynnika moze zaleze¢ od wykorzystanej do kapsutko-
wania matrycy.

Inne badania wskazaly na obiecujace wyniki w zakre-
sie leczenia kapsutkowanymi komérkami choroby Par-
kinsona [81]. Ukfady tego typu moga takze znalez¢
zastosowanie w leczeniu raka. Obiecujgce wyniki w tej
sferze daly badania z dostarczaniem do nowotworowo
zmienionych miejsc czynnikéw takich jak cytochrom
P-450 i IL-2 a takze inhibitoréw angiogenezy [12, 39,
65]. Trwaja badania nad leczeniem ta metoda stward-
nienia zanikowego bocznego [83].

Pojawiajg si¢ pojedyncze doniesienia o zastosowa-
niu terapii immobilizowanymi komoérkami u pacjentow.
Gunzburg iwsp. przeprowadzili terapie nowotworu
trzustki, polegajacg na wszczepieniu w miejscu nowo-
tworu, enkapsulowanych komérek L293 modyfikowa-
nych genetycznie do produkeji enzymu aktywujacego
czynnik przeciwnowotworowy podawany pacjentom.
Stwierdzono u 10 pacjentdw zatrzymanie wzrostu nowo-
tworu w ciagu 20- tygodniowej obserwacji [30]. Jednak
unieruchamianie materiatu biologicznego nie jest dotad
stosowane w klinicznej praktyce, gtéwnie z powodu
ograniczonej zywotnosci wszczepow [29].

Jak wida¢, caly czas prowadzone sg prace nad zasto-
sowaniem immobilizowanego materialu komérkowego
dla celéw terapeutycznych, uwienczone pojedynczymi
zastosowaniami klinicznymi, pomimo konkurencyjnych
dla tych metod badan prowadzonych nad mozliwoscia
generowania zastepczych narzadéw z wlasnych komorek
macierzystych pacjentow.

4.5.2. Wykorzystanie unieruchomionych
drobnoustrojow

Granicka i wsp., przeprowadzili badania doty-
czgce uwalniania zielonego biatka fluoryzujacego (GFP
— green fluorescent protein) przez makrokapsutko-
wane w polipropylenowych membranach kapilarnych
komorki E. coli. Wydzielane biatko mialo postuzy¢
jako model substancji terapeutycznej. Membrany kapi-
larne implantowano myszom. Wykazano, ze uzyta
matryca jest szczelna wzgledem immobilizowanego
szczepu, a produkowane GFP jest w stanie przekraczaé
bariere, jaka jest membrana [28]. Naturalnie, w lite-
raturze nie brak przykladéw bardziej bezposrednio
demonstrujacych przydatno$¢ immobilizowanych drob-
noustrojow in vivo.
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Zbadano mozliwo$¢ usuwania mocznika przez do-
ustne podawanie mikrokapsutek zawierajacych gene-
tycznie zmodyfikowana E. coli (plazmid pAKU17 zawie-
rajacy geny ureazy ureaDABCEFG z Klebsiella aerogenes
zostal wtransformowany do E. coli DH5) [60]. Doustna
dawka kapsulek APA zawierajacych zmodyfikowany
szczep skutkowala spadkiem wysokiego poziomu mocz-
nika u szczuréw chorych na mocznice. Metoda ta oka-
zala sie skuteczna podczas 21 dniowej terapii. Szczury
leczone przezywaly okres eksperymentalny, jednocze$nie
50% nieleczonych szczuréw w tym czasie umierato [58].

W badaniach in vitro zmodytikowang E. coli DH5
zamknieto w kapsulkach zbudowanych z poli(alkoholu
winylowego) (PVA - polyvinyl alcohol). PVA charakte-
ryzuje si¢ znacznie wyzsza wytrzymaloscig mechaniczna
niz APA. W ten sposdb rozwigzany moze zosta¢ wczes-
niej napotkany problem famliwosci kapsutek zbudowa-
nych z APA. Badania in vitro wykazaly, ze 100 mg kap-
sutkowanej hodowli bakteryjnej moze usung¢ 18,4 mg
mocznika w 4 godziny [24].

Prakash i Chang zbadali rozklad innych niz
mocznik metabolitéw przy uzyciu mikrokapsutek zawie-
rajacych zmodyfikowane komorki E. coli DH5 (bada-
nia in vitro) [59]. Zaobserwowano spadek w osoczu
stezenia potasu, magnezu, fosforu, sodu, chloru, chole-
sterolu, bilirubiny, kreatyniny i kwasu moczowego, co
moze mie¢ ogromne znaczenie terapeutyczne miedzy
innymi przy niewydolnosci nerek. W eksperymentach
tych bakterie zamykane byly w kapsutkach APA. Wyka-
zano, ze kapsutki te nie wplywaja w sposob zauwazalny
na metabolizm immobilizowanych komoérek E. coli. Pro-
fil bialkowy komorek kapsutkowanych w APA nie réznit
sie znaczaco od profilu biatkowego komoérek bedacych
w stanie wolnym [57].

Garofalo i Chang wswoich badaniach wyka-
zali, ze Pseudomonas pictorum jest w stanie usuwac
nadmiar cholesterolu z surowicy. Drobnoustrdj ten
immobilizowany byt w kapsutkach alginianowych, poli-
lizynowo-alginianowych, a takze kapsutkach agarowych.
Tylko w przypadku kapsutek agarowych zaobserwowano
spadek poziomu cholesterolu poréwnywalny z tym, ktéry
uzyskiwano dla komérek w stanie wolnym. Jednoczesnie,
nie obserwowano wydostawania si¢ komorek z nosnika.
Pory w mikrokapsutkach alginianowych i alginianowo-
-polilizynowych byly zbyt mate, i stanowily bariere dla
przeptywu lipoprotein [26]. Dalsze badania z uzyciem
matryc agarowych wykazaty, ze znacznie skuteczniejsze
w usuwaniu cholesterolu s3 mikrokapsulki o $rednicy
0,5mm - 1,6 mm niz te o $rednicy powyzej 2,5 mm [25].

Borkowska i wsp. zastosowali enkapsulowane
w modyfikowanych powtokach polilizynowo-poliety-
lenoiminowych bakterie B. subtilis, szczepy zrekombi-
nowane wydzielajace toksyny, wykazujgc cytotoksyczny
wplyw na komorki biataczkowe pacjentéw z ostra bia-
taczka limfatyczna [8].
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Lloyd-George i Chang umiescili w kapsu-
tach komorki Erwinia herbicola wykazujace aktywnosé
fenolo-liazy tyrozynowej (TPL - tyrosine phenol-lyase).
Podczas trwania eksperymentu badano reakcje enzy-
matyczng amoniaku i pirogronianiu wraz z fenolem czy
katecholem odpowiednio w L-tyrozyne badz L-3,4-di-
hydroksyfenyloalanine (badania in vitro). Wykorzystany
szczep kapsulkowany byt w matrycy APA. Nie wykazano
réznic w aktywnosci TPL miedzy szczepem kapsutko-
wanym a szczepem w stanie wolnym. Aktywnos¢ TPL
mikrokapsulkowanych komoérek E. herbicola mogtaby
znalez¢ zastosowanie w usuwaniu amoniaku czy fenolu
przy niewydolnosci watroby [47].

Doustne dostarczanie kapsutkowanych bakterii moze
takze sta¢ sie skuteczng metodg w leczeniu kamieni
nerkowych. Oxalobacter formigenes produkuje enzymy
degradujace szczawiany, niszczac ich nadmiar, gtéwny
czynnik ryzyka powstawania i wzrostu kamieni nerko-
wych u pacjentéw z kamica nerkows [21].

Terapia oparta na kapsutkowanych drobnoustro-
jach wplywajacych na stezenia aminokwasdéw w osoczu
moglaby okaza¢ si¢ skuteczna np. przy leczeniu feny-
loketonurii [47]. Bakterie mogtyby takze wplywaé na
poziom wodoru i azotu czasteczkowego we krwi. Zywe
komorki dostarczane doustnie metabolizujace wodor
czy azot do zwigzkow takich jak metan czy woda zapo-
biegalyby chorobie dekompresyjnej badz zmniejszaly
czas dekompresji. Bakterie majace potencjalne zastoso-
wanie w tej terapii to metabolizujagcy wodor Methano-
brevibacter smithii czy azot — bakterie z rodziny Entero-
bacteriaceae [42].

Mikrokapsutkowane drobnoustroje mogltyby takze
radzi¢ sobie z chorobami jelita zwigzanymi z podnie-
sionym poziomem kwasdéw zélciowych. Lactobacillus
reuterii jest zdolny do wigzania kwaséw zolciowych
i mogltby tagodzi¢ problem zwigzany z nadmiernym
wydzielaniem elektrolitow, towarzyszacej mu biegunce
i odwodnieniu [40].

Poza kapsulkowaniem szczepéw zdolnych do wy-
dzielania substancji mogacych wypelnia¢ defekty enzy-
matyczne czy czastek, ktorych organizm produkowaé
nie moze, kolejnym zastosowaniem jest kapsutkowanie
probiotykéw. Zywe komorki, jako uzupelnienie diety
pozytywnie moga wplyna¢ na bakteryjng flore jelitows.
Analizy jedzenia wzbogacanego w probiotyki oraz nie-
ktérych preparatow farmaceutycznych wykazaly, ze
podawane w ten sposob szczepy maja niskg przezywal-
nos¢ i zdolnos¢ do zasiedlania jelita [48]. Bakterie musza
przejs¢ takie biologiczne bariery jak kwasne srodowi-
sko zotadka, czy z61¢ w jelicie. Jak wykazano, probiotyki
obnizajg poziom cholesterolu, wzmagaja tolerancje lak-
tozy, a takze moga zapobiega¢ nowotworom, biegunkom
i moduluja aktywno$¢ uktadu odpornosciowego. Enkap-
sulacja bakterii w alginianie wapnia jest czesto uzywana
do immobilizacji szczepéw ze wzgledu na nietoksycz-
no$¢ nosnika, fatwos¢ metody oraz jej niski koszt.
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Wykazano, ze immobilizowane w ten sposob bakterie
przezywajg w warunkach zblizonych do tych, panuja-
cych w zoladku i jelicie, a takze zachowujg w nich swoja
aktywnos$¢ (badania in vitro). Matryca hydrozelowa
jest rozpuszczalna w 37°C, w zasadowym pH (warunki
panujace w jelicie cienkim), uwalniajac bakterie do $ro-
dowiska. Metoda ta, moze by¢ bardzo efektywna przy
dostarczaniu réznego rodzaju probiotykow takich jak
Lactobacillus czy Bifidobacterium, a takze wykorzysty-
wana do dostarczania réznego rodzaju zwigzkow aktyw-
nych do jelita [23].

Enkapsulacja materialu biologicznego moze takze
zosta¢ wykorzystana w terapii fagowej. Bakteriofag
Felix O1 okazal si¢ bardzo skuteczny w walce z zakaze-
niami Salmonella [79]. Jednak, aby fag podawany doust-
nie okazatl si¢ skuteczny w leczeniu patogenow jelito-
wych, musi przetrwaé nieprzyjazne warunki panujace
w uktadzie pokarmowym zwierzat czy czlowieka (a bez
ochrony nie jest w stanie tego zrobi¢) [38]. Niezbedne
wiec okazuje si¢ jego kapsulkowanie. Badania wykazaly,
ze Felix O1 immobilizowany w mikrokapsulkach chi-
tozanowo-alginianowych jest odzyskiwany przy dtu-
gotrwalej ekspozycji na stymulowane warunki uktadu
pokarmowego (liczba czastek fagowych po godzinnej
ekspozycji na pH 2,4 spadfa o 2,58 jednostki logaryt-
miczne (fag w stanie wolnym nie byl wykrywalny juz
po 5 minutach ekspozycji na pH ponizej 3,7). Kapsulki
rozpuszczaly si¢ po 6 godzinach w pH 6,8.

Podobne badania przeprowadzit Stanford iwsp.
Autorzy wykorzystali cztery fagi: wV8, rV5, wV7iwV1l
(bakteriofagi E.coli O157:H7 - enterohemolityczny
szczep wywolujacy choroby ukladu pokarmowego
i moczowego) zamkniete w polimerowych kapsutkach.
Po 20 minutowej ekspozycji na pH 3,0 odzyskiwano
13,6% czastek fagowych (po uwolnieniu w pH 7,2). Dla
poréwnania, w tych warunkach fagi niekapsutkowane
catkowicie tracily swoja aktywnos¢ [72].

5. Podsumowanie

Pierwsze badania z wykorzystaniem enkapsulowa-
nych komorek eukariotycznych pochodza z lat 30-tych
XX wieku. Od tego czasu wprowadzono wiele technik
immobilizacji, a najprostszy podzial wyrdznia putapko-
wanie, kapsutkowanie i nanooptaszczanie. Bardzo wazne
jest odpowiednie dobranie materiatu, z ktérego kap-
sutki beda wykonane, a optymalizacja systemu dotyczy
struktury, biozgodnosci, wytrzymalosci i wlasciwosci
chemicznych. Unieruchomione, immunoizolowane
komorki, wydzielajace czynniki terapeutyczne, wszcze-
pione do organizmu, pozwalajg na regulacje lub mody-
fikacje proceséw biologicznych, a tym samym leczenie
réznych zaburzen. Nosniki stosowane sg z powodze-
niem do immunoizolacji komoérek eukariotycznych,
jednak kapsutkowanie drobnoustrojéw do zastosowan
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biomedycznych budzi ciagle watpliwosci przez wzglad
na bezpieczenstwo.

W przyszlosci unieruchamianie materiatu biologicz-
nego prawdopodobnie zajmie wazne miejsce w medy-
cynie. Wiele aspektow tej metody wymaga jeszcze
opracowania. Przedmiotem badan s w dalszym ciagu:
zastosowanie allogenicznych i ksenogenicznych ko-
morek, ich przezywalnos¢, immunoprotekcja, biokom-
patybilnos¢ nosnikéw, diugoterminowa skuteczno$é
ukladdw, scisle kontrolowane wydzielanie czastek tera-
peutycznych, kontrola proliferacji (przepelnienie kap-
sutek komoérkami moze obniza¢ Zywotno$¢ immobili-
zowanych komorek) i wytrzymatos$¢ uktadéw. Gdy juz
powyzsze kwestie zostang doktadnie zbadane, mozna
bedzie oczekiwaé bardziej powszechnych zastosowan
klinicznych ukladéw z immobilizowanym materialem
biologicznym.

Badania nad immobilizacjq i jej zastosowaniami bio-
medycznymi prowadzone przez autoréw byly dofinan-
sowane przez MNiSW grant nr: N N401 015936 oraz
NCN grant nr N N401 592840.

Prace dedykujemy pamieci Jarostawa Wisniew-
skiego, ktory zapoczatkowat badania nad immobilizacja
w Zakladzie Mikrobiologii Stosowanej UW.
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Coronary heart disease versus Helicobacter pylori and Chlamydophila pneumoniae bacterial infections
- the role of heat shock proteins and the phenomenon of antigenic mimicry

Abstract: The end of the previous century brought new findings concerning the role of inflammation and the infectious agents in the
development of atherosclerosis. However, it is still not clear whether and how the infectious agents participate in the formation and
the development of the atherosclerotic plaque. This article discusses the findings which to confirm the hypothesis that the bacterial
Hsp proteins are factors promoting the autoimmune reactions and pathological processes leading to coronary heart disease. The
involvement of bacterial Hsp proteins in the atherosclerotic processes is probably based on the upregulation of anti-Hsp60 autoantibodies
produced in response to infection with a pathogen which produces Hsp60. Since the Hsp proteins are very conservative, the antibodies
produced in response to bacterial Hsp60 may react with the human analogue Hsp60 exposed on the surface of endothelium. The
complexes of autoantibodies and human Hsp60 proteins may induce the complement dependent cytotoxicity and promote inflammatory
damage of the vessels.

Contents: 1. Pathogenesis of coronary heart disease. 2. Coronary heart disease as an inflammatory process. 3. Markers of inflammation
in coronary heart disease. 4. Bacterial factors and coronary heart disease. 5. Autoimmune background of coronary heart disease. 6. Heat
shock proteins (Hsp) - the stimuli and the targets of autoimmune processes in coronary heart disease 7. Proinflammatory action of Hsp
proteins in coronary heart disease. 8. The hypothesis of the cytotoxic effect of antibodies against bacterial Hsp60 and Hsp65 proteins in
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1. Patogeneza choroby niedokrwiennej serca

Choroba niedokrwienna serca (ChNS) stanowi ze-
spol dolegliwosci bedacych nastepstwem przewleklego
stanu niedotlenienia i niedozywienia komoérek migs$nia
sercowego. ChNS objawia sie uciskiem, pieczeniem,
uczuciem cig¢zaru, dyskomfortu oraz dlawienia w klatce
piersiowej [59, 69].

Ze wzgledu na role danego czynnika w patogenezie
choroby wiencowej wyodrebnia si¢ nastepujace czynniki
przyczynowe: palenie papieroséw, nadci$nienie tetnicze,
podwyzszone stezenie cholesterolu catkowitego i frak-
cji lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL - low density
lipoprotein), a obnizone stezenie frakcji lipoproteiny
o wysokiej gestosci (HDL - high density lipoprotein)
oraz cukrzyca; warunkowe: podwyzszone stezenie
trojglicerydow, nieprawidlowe stezenie lipoprotein,
homocysteiny i czynnikdéw krzepniecia, oraz czynniki

usposabiajace: otylos¢, brak aktywnosci fizycznej, cho-
roba wieicowa w wywiadzie rodzinnym, ple¢, czyn-
niki socjoekonomiczne, etniczne i behawioralne. Ple¢
moze stanowi¢ czynnik ryzyka w grupie oséb zdro-
wych, szczegolnie w zwigzku z wiekiem. Przyjmuje sie,
ze zachorowania na choroby wiencowe moga wystapi¢
w znacznie miodszym wieku u mezczyzn niz u kobiet.
W grupie ryzyka obcigzonej dodatnim wywiadem
rodzinnym ryzyko wystapienia wyzej wymienionych
zmian dotyczy mezczyzn ponizej 45 roku zycia i kobiet
ponizej 55 [74, 79].

2. Choroba niedokrwienna serca jako proces zapalny
Na przelomie XX i XXI wieku badania prowadzone

nad chorobg niedokrwienng serca wkroczyly w nows faze.
Zwrocono uwage na role procesu zapalnego w rozwoju

* Autor korespondencyjny: Pracownia Gastroimmunologii, Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Wydzial Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki, 90-237 £6dz, ul. Banacha 12/16; tel. 42 635 45 25; e-mail: aga.matus@wp.pl
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miazdzycy wskazujac, iz jedna z gléwnych jej przyczyn
jest miejscowa i uogdlniona reakcja zapalna z udziatem
komorek uktadu odpornosciowego [30].

Trudno jest jednoznacznie wskaza¢ czynniki inicju-
jace powstawanie ogniska zapalnego i tworzenie blaszki
miazdzycowej. Jednakze wiadomo, ze dysfunkcja $réd-
blonka i wysoki poziom cholesterolu odgrywaja zna-
czacg role w procesie zapalnym, ktory cechuje naptyw
makrofagéw do przestrzeni srodblonkowej, wskutek
zwigkszonej migracji monocytow krwi obwodowej [54].

Monocyty przeksztalcaja si¢ w makrofagi, ktére roz-
poznaja i fagocytuja utlenione czasteczki lipoproteiny
o niskiej gestosci — oxLDL (oxidise low-density lipopro-
teins). Biatkowe sktadniki czasteczek LDL sg przetwa-
rzane i prezentowane limfocytom T przez makrofagi,
jak réwniez przez komoérki dendrytyczne w powigzaniu
z czasteczkami ukladu zgodnosci tkankowej - MHC
(major histocompatibility complex) klasy II. Aktywo-
wane w $rodowisku reakeji zapalnej makrofagi i lim-
focyty uwalniaja chemokiny, ktore stymuluja migracje
komoérek migsni gladkich z mig$nidwki, tworzacych
wraz z komdrkami piankowatymi wldknista pokrywe.
Proces ten ulatwiajg interferon gamma - IFN-y i czyn-
nik martwicy guzéw — TNF-a (tumor necrosis factor a),
wydzielane przez limfocyty pomocnicze Thl (T helper),
jak rowniez interleukina 12 (IL-12) produkowana przez
makrofagi i komoérki piankowate. Te ostatnie ulegaja
apoptozie, a powstate nierozpuszczalne krysztaly cho-

monocyt

limfocyt

o -
e@ w <«
v ww
cytokiny
(IFN-y, TNF-a, IL-12)

$wiatlo naczynia
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lesterolu tworza pokrywe lipidowa blaszki miazdzycowej
[54]. Potwierdzeniem, iz zmiany miazdzycowe sg zwig-
zane z reaktywnos$cig komorek odpornosciowych jest
zwigkszona ich liczba we wszystkich stadiach rozwoju
ognisk miazdzycowych. Wykazano, iz gléwna populacja
komorek w §wiezo tworzacych sie zmianach miazdzyco-
wych sa limfocyty T, natomiast w ogniskach przetrwa-
tych proporcja ta zostaje odwrdcona na korzy$¢ makro-
fagow. Gromadzace si¢ w zmianach miazdzycowych
makrofagi inicjuja procesy odpornosciowe poprzez
prezentacje antygendéw limfocytom T oraz produkcje
cytokin i chemokin [40, 73], rys. 1.

3. Markery reakcji zapalnej w chorobie
niedokrwiennej serca

Na liscie wskaznikéw stanu zapalnego, ktore koreluja
z ryzykiem powstania zmian miazdzycowych znajduja
sie m.in.: mieloperoksydaza i metaloproteinazy zmaga-
zynowane w ziarnistosciach neutrofiléw i makrofagow.
Mieloperoksydaza przyczynia sie do wedréwki leuko-
cytéw oraz akumulacji komdrek piankowatych i przez
to posrednio do dysfunkcji srédblonka, indukujac ich
apoptoze, co skutkuje peknieciem blaszki miazdzyco-
wej i jej destabilizacjg. Efektem powstajacych uszko-
dzen jest uwalnianie czynnika tkankowego oraz akty-
wacja kaskady krzepniecia krwi. Mieloperoksydaza,

Srodbtonek

rd

apoptoza

nowopowstata btona
wewnetrzna naczynia

Rys. 1. Powstawanie blaszki miazdzycowej w aspekcie procesu zapalnego

(LDL - lipoproteina o niskiej gestosci, oxLDL - utlenione czasteczki LDL, limfocyty Th - limfocyty T pomocnicze, IFN-y - interferon gamma,
TNF-a - czynnik martwicy guzéw a, IL-12 - interleukina 12)



CHOROBA NIEDOKRWIENNA SERCA A ZAKAZENIA BAKTERYJNE H. PYLORI I C. PNEUMONIAE

zuzywajac srodblonkowy tlenek azotu zmniejsza jego
dostepno$¢ w srodblonku oraz hamuje jego czynno$é
rozkurczows i przeciwzapalng. Ponadto bierze udziat
w oksydacyjnej modyfikacji LDL do form aterogennych,
rozpoznawanych przez receptory makrofagdw [61].
Istotnymi markerami reakcji zapalnej, aktywowanymi
przez mieloperoksydaze sg wydzielane przez makrofagi
metaloproteinazy, niszczace sktadniki macierzy zewng-
trzkomoérkowej m.in. elastyne i kolagen. Rozklad tych
bialek prowadzi do destabilizacji blaszki miazdzycowe;.
Metaloproteinazy uczestniczg takze w procesie peroksy-
dacji lipidéw i przyspieszaniu zuzycia tlenku azotu [73].

Réwniez biatko C-reaktywne — CRP (C reactive
protein) nalezace do bialek fazy ostrej, ktorego steze-
nie w osoczu ro$nie w odpowiedzi na zakazenie lub
uszkodzenie tkanek, stanowi wazny marker procesu
zapalnego i jest uznawane za wskaznik wystapienia
incydentu wiencowego powigzanego z uszkodzeniem
komorek srodblonka. Stezenie CRP jest skorelowane
z podwyzszonym stezeniem IL-6, TNF-a, otyloscig
i insulinoopornoscia, co moze wskazywac na zwigzek
pomiedzy przewlektym zapaleniem a dysfunkcja $rod-
blonka naczyniowego [13]. Wykazano, ze CRP jest lep-
szym wskaznikiem wystgpienia incydentu wieicowego
niz frakcja LDL cholesterolu, gdyz kobiety z wysokim
stezeniem CRP i niskim LDL byly bardziej narazone na
ostrg niewydolnos¢ wienicowa w poréwnaniu z tymi,
ktore charakteryzowaly sie¢ wysokim stezeniem LDL
a niskim CRP [67].

4. Czynniki bakteryjne a choroba niedokrwienna serca

Przewlekly stan zapalny towarzyszy réwniez wielu
chorobom zakaznym, stad rozpatruje sie¢ wplyw zakazen
wirusem Herpes simplex, a takze zakazen bakteryjnych,
najczesciej Chlamydophila pneumoniae, Helicobacter py-
lori i Mycoplasma pneumoniae na rozwdj choroby niedo-
krwiennej. Reakcja zapalna inicjowana wskutek takich
zakazen jest powigzana z nasileniem ekspresji czynnika
transkrypcyjnego NF-«xB (nuclear factor) [9, 13].

Roézne mechanizmy zwigzane z chorobami zakaznymi
moga mie¢ wplyw na rozwdj choroby niedokrwienne;j
serca. Niektore z nich wynikajg z obecnosci czynnika
zakaznego w $cianie naczynia i wiazg si¢ z lokalng reak-
cja zapalng oraz nasilong proliferacja komorek miesni
gladkich. Czgsciej jednak procesy patologiczne towa-
rzyszace chorobie wiencowej sa wynikiem przewlektej
reakcji zapalnej, reakcji o charakterze autoimmuno-
logicznym oraz modyfikacji klasycznych czynnikow
ryzyka choroby niedokrwiennej serca przez czynniki
zakazne [9].

Chlamydophila pneumoniae. Gatunek
C. pneumoniae nalezy do patogendw wewnatrzkomorko-
wych charakteryzujacych sie ograniczong aktywnoscia
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metaboliczng, potwierdzona przez brak zdolnosci synte-
tyzowania przez nie ATP. Na wlasne potrzeby bakterie te
wykorzystuja ATP pochodzace z zakazonych komorek.
W ich $cianie komoérkowej wystepuje lipopolisacharyd
(LPS), brak jest natomiast peptydoglikanu [38]. For-
mami zakazajacymi komorki gospodarza sa, posiadajace
nukleoid, ciatka elementarne (EB - elementary body),
ktore wewnatrz komorek docelowych przeksztalcaja
sie w metabolicznie aktywne cialka siateczkowate (RB
- reticulate body), nie zawierajace nukleoidu [7]. Z nie-
jasnych przyczyn cialka siateczkowate mogg przeksztal-
ca¢ si¢ w cialka przetrwalne (PB - persistent body),
cechujace si¢ zdolnoscig dlugotrwalego pozostawania
w komorce gospodarza. Formy takie najprawdopodob-
niej odpowiedzialne sg za rozwoj zakazen przewlekltych
[7, 38]. Charakterystyczna dla C. pneumoniae cecha jest
zdolnos$¢ namnazania si¢ w réznego rodzaju komorkach,
migdzy innymi w makrofagach lub w komérkach migéni
gladkich $cian naczyn krwionos$nych [2].

C. pneumoniae powoduje zakazenia wyltgcznie u ludzi
pod postacig zapalenia pluc, astmy oskrzelowej i prze-
wleklej obturacyjnej choroby ptuc [7, 38].

Wisrod czynnikéw chorobotwoérczosci C. pneumo-
niae wyrdznia si¢ antygeny grupowo swoiste (kom-
pleks lipopolisacharydowy wspdlny dla wszystkich
przedstawicieli rodzaju Chlamydophila) oraz antygeny
gatunkowo swoiste (bialko blony zewnetrznej - ompl,
odgrywajace istotng role w utrzymaniu integralnosci
$ciany komorkowej ciatek elementarnych oraz biatko
szoku cieplnego — cHsp o wysokim stopniu homologii
z ludzkim biatkiem Hsp60) [27, 65].

Saikku, w1988 roku, jako pierwszy zwrocil uwage
na role zakazen C. pneumoniae w rozwoju choroby nie-
dokrwiennej serca wykazujac, ze u osob z zawalem
miesnia sercowego az 65% badanych posiadalo prze-
ciwciata przeciwko C. pneumoniae [70]. W pézniejszych
badaniach Thom i wsp. dowiedli, ze podwyzszony
poziom takich przeciwcial blisko trzykrotnie zwiek-
sza prawdopodobienstwo wystapienia choroby niedo-
krwiennej serca [80]. W badaniach wlasnych wykazano
istotnie wyzszg czgstos$¢ zakazen C. pneumoniae, zwlasz-
cza zakazen o charakterze przewlektym, u pacjentéw
z objawowg chorobg wieicowa w poréwnaniu do oséb
zdrowych [50].

Do chwili obecnej nie wiadomo w jaki sposéb zaka-
zenie C. pneumoniae wptywa na powstawanie blaszek
miazdzycowych. Przypuszcza si¢, ze bakterie moga
rozwija¢ si¢ w obrebie tych struktur. Przemawia za
tym sposob przenoszenia zakazenia tymi drobnoustro-
jami z czlowieka na czlowieka drogg kropelkows, ich
transport za posrednictwem makrofagéw, jak rowniez
potwierdzone wystepowanie i namnazanie si¢ w §rod-
blonku naczyniowym. C. pneumoniae obecne w makro-
fagach aktywuja wytwarzanie metaloproteinaz, ktdre,
jak juz zaznaczono, uszkadzajg tkanke taczng w obszarze
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blaszki miazdzycowej. Udowodniono takze, iz rozwoj
C. pneumoniae w $rédblonku nasila procesy zakrzepowe
[15, 38]. Przewleklym lub nawracajacym infekcjom
C. pneumoniae towarzyszy wzrost stezenia fibrynogenu,
czynnika von Willebranda, cholesterolu LDL i biatka
CRP w surowicy krwi [6]. Potwierdzono réwniez, ze
C. pneumoniae w zakazonych komdrkach aktywuje
wytwarzanie wielu cytokin, m.in. TNF-a, IL-1p, IL-6,
IL-8 i MCP-1 (macrophage chemotactic protein) [34].

Zwiazek zakazenia C.pneumoniae z chorobg nie-
dokrwienng serca moze mie¢ podloze autoimmunolo-
giczne, spowodowane reakcjami krzyzowymi pomiedzy
biatkami szoku cieplnego tych bakterii oraz komorek
gospodarza i skierowanymi przeciwko nim przeciw-
cialami. Zakazenie C.pneumoniae wzbudza zaréwno
komoérkows, jak i humoralng odpowiedZ immunolo-
giczng gospodarza. Kluczowg role w eliminacji zakaze-
nia odgrywa odpowiedz typu komdrkowego z udzialem
limfocytéw T CD8+, ktoére do pelnej aktywacji wyma-
gaja IFN-y, wytwarzanego przez limfocyty T pomocni-
cze pobudzone przez antygeny C. pneumoniae [21, 27].

Gdy odpowiedz komoérkowa adaptacyjna swoista
zawodzi wowczas zakazenie przybiera postaé przewle-
kig i taki jest tez charakter towarzyszacej mu reakcji
zapalnej, ktdra moze doprowadzi¢ do rozwoju procesow
patologicznych [78].

Helicobacter pylori. Od chwili odkrycia
pateczek H.pylori przez Warrena i Marshalla
w 1982 roku i wykazania ich roli w rozwoju choroby
wrzodowej zotadka i dwunastnicy powszechnie przyj-
muje si¢, ze choroba ta ma charakter zakazny i jest
wynikiem kolonizacji nablonka Zotadka przez te bak-
terie. P6zng konsekwencja takich zakazen moze by¢
rozwdj zmian nowotworowych o charakterze chloniaka
MALT (mucosa associated lymphoid tissue) lub gru-
czolakoraka [47].

Do czynnikéw ryzyka zakazen H.pylori nalezy
niski status socjo-ekonomiczny, gesto$¢ zaludnienia,
zte warunki sanitarne oraz predyspozycje genetyczne.
W trakcie rozwoju zakazenia rézne czynniki H. pylori,
miedzy innymi ureaza, toksyna wakuolizujgca — VacA
(vacuolating cytotoxin A), bialko CagA zwigzane z cyto-
toksyna (cytotoxin associated gene A antigen), inicjuja
ostra reakcje zapalna, ktéra z czasem przybiera charak-
ter przewlekly. Najwazniejszym czynnikiem chorobo-
tworczosci pateczek H. pylori jest ureaza, ktdra neutra-
lizuje kwasny odczyn soku zoladkowego, stwarzajac
tym bakteriom warunki do wzrostu. Ureaza jest takze
waznym czynnikiem prozapalnym [45].

Po raz pierwszy na mozliwg role zakazenia H. pylori
w rozwoju choroby niedokrwiennej serca uwage zwrocit
Mendall i wsp. w 1994 roku, wykazujac podwyz-
szony poziom przeciwcial przeciwko antygenom
H. pylori u wigkszosci pacjentéw z choroba wienicowa
[53]. Zkolei Ameriso iwsp. wykryli DNA H. pylori
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w blaszkach miazdzycowych, czemu towarzyszyta nasi-
lona ekspresja czasteczek ICAM-1 (intercellular adhe-
sion molecule) [1].

W wielu badaniach wykazano, ze u oséb zakazo-
nych H. pylori, podobnie jak u pacjentéw z choroba
niedokrwienng serca, wystepuje podwyzszony poziom
cholesterolu calkowitego i trdjglicerydéw, przy jed-
noczesnym obnizeniu frakcji HDL w surowicy krwi.
Wskazuje to na mozliwy wplyw przewleklej infekcji na
metabolizm lipidéw, co jest zwigzane ze zwigkszonym
ryzykiem choroby wiencowej [42, 56]. W surowicach
0sob zakazonych H. pylori wystepuje podwyzszone ste-
zenie cytokin zapalnych, gléwnie IL-6, IL-8 i TNF-a, jak
réwniez fibrynogenu, inhibitora tkankowego aktywatora
plazminogenu typu 1 oraz czynnika von Willebranda,
ktory stanowi czuly wskaznik jawnej klinicznie miaz-
dzycy i jest czynnikiem prognostycznym wystapienia
ostrego zespotu wiencowego [17]. Nasila si¢ takze pro-
dukcja biatka C-reaktywnego [85] oraz agregacja plytek
krwi, co sprzyja tworzeniu mikrozakrzepow. Natomiast
alkalizacja $rodowiska zoladka zwigzana z zakaze-
niem H. pylori sprzyja wzrostowi stezenia homocyste-
iny w surowicy krwi, co z kolei ogranicza wchlanianie
kwasu foliowego i witaminy B, [17].

W nasilaniu procesu zapalnego towarzyszacego
miazdzycy nie wyklucza si¢ udziatu lipopolisacharydu
pateczek H. pylori, ktory stymuluje wydzielanie przez
makrofagi TNF-a, o dzialaniu hamujacym aktyw-
no$¢ lipazy lipoproteinowej. Pociaga to za sobg wzrost
poziomu trojglicerydéw i obnizenie stezenia choleste-
rolu frakeji HDL w surowicy. W badaniach, w ktérych
podawano myszom LPS H. pylori przez 10 dni, utrzymu-
jac warunki przewleklej infekeji, zaobserwowano nasi-
lenie zmian miazdzycowych i znacznie wyzszy poziom
przeciwcial przeciwko oxLDL w poréwnaniu do zwierzat
kontrolnych [58]. Dowiedziono réwniez, ze w blaszce
miazdzycowej pod wptywem oxLDL, nasila si¢ ekspre-
sja receptora TLR4 (toll-like receptor 4) wigzacego LPS
[93]. Unkelbach iwsp. nie wykluczyli, iz polimor-
fizm genéw kodujacych receptory CD14 i TLR4, posred-
niczacych w aktywacji komoérek odpornosciowych przez
LPS, moze determinowac rozwodj choroby wiencowej
[12, 84]. Z kolei Hajra i wsp. wykazali nasilenie
aktywacji NF-«xB oraz ekspresji E-selektyny i VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule) w komérkach $rod-
blonka naczyn myszy transgenicznych pozbawionych
receptora dla LDL, stymulowanych lipopolisacharydem
[20]. Przewlekte zakazenie H. pylori sprzyja tworzeniu
sie komplekséw LPS-LDL, ze wspdtudzialem biatka
wigzgcego lipopolisacharyd — LBP (lipopolisaccharide
binding protein). Kompleksy takie, deponowane w $§rod-
blonku naczyniowym, moga nasila¢ procesy miazdzy-
cowe zwigzane z reakcja zapalng [88]. Duzendorfer
i wsp. wykazali, ze biatko LBP jest niezbedne do aktywa-
cji przez LPS komorek srodblonka tetnic wiencowych,
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ktére posiadaja wewnatrzkomorkowy receptor TLR4,
a bialko LBP spetnia funkcje katalizatora przenosza-
cego kompleks utworzony z surowiczego biatka sCD14
i LPS do wnetrza komorek [11]. Wobec tego niezwykle
wazna wydaje sie informacja o wzroscie stezenia LBP
w surowicy wraz z nasileniem objawéw choroby wien-
cowej i podczas zakazenia H. pylori [19]. Nie wyklucza
sie, iz LPS H. pylori moze sprzyja¢ rozwojowi choroby
niedokrwiennej serca réwniez poprzez zdolnos¢ obni-
zania aktywnosci fagocytarnej komorek zernych [77],
a takze oslabianie aktywnoéci cytotoksycznej komorek
NK [68] i proliferacyjnej limfocytow [18].

Intensywnos¢ reakeji zapalnej towarzyszacej zaka-
zeniom H. pylori jest skorelowana z ekspresja biatek
CagA i VacA u szczepow typu I (CagA+VacA+). Zaka-
zeniom takim towarzyszy wzrost poziomu trombiny
- czynnika VII C oraz fragmentdéw F 1+2 protrombiny
[17]. Podczas reakcji zapalnej rozwijajacej si¢ wskutek
takich zakazen odslaniajg si¢ prawdopodobnie antygeny
komorek $rédbtonka i migsni gladkich w blaszkach
miazdzycowych eksponowane na dzialanie przeciwcial
anty-CagA. Powstawanie takich kompleksow immu-
nologicznych wigze sie z ryzykiem dalszych uszkodzen
$rodblonka zaleznych od kompleksu litycznego bialek
dopelniacza [14].

Zalezno$¢ miedzy zakazeniami H. pylori a podatno$-
cig na rozwdj choroby wienicowej potwierdzaja badania
prowadzone na materiale pochodzacym od oséb pod-
danych leczeniu w celu eliminacji pateczek H. pylori
z organizmu, u ktérych stezenie tréjglicerydéw, IL-1,
IL-8 oraz TNF-a znacznie obnizalo sie. Po zakoncze-
niu ukierunkowanego leczenia przeciwko H. pylori,
z zastosowaniem antybiotykow, §rednica swiatta naczyn
krwiono$nych byta wieksza niz u chorych, u ktérych nie
wdrozono antybiotykoterapii [37].

5. Podloze autoimmunizacyjne choroby
niedokrwiennej serca

Rola patogendéw bakteryjnych w chorobie niedo-
krwiennej serca jest coraz czesciej rozpatrywana jako
proces autoimmunizacyjny zwigzany z podobien-
stwem antygenowym struktur gospodarza i czynnikow
zakaznych, ktére moga inicjowac krzyzowa aktywnos¢
autoreaktywnych limfocytéw T i B. Zjawisko to jest
definiowane jako mimikra antygenowa. Mechanizmy
efektorowe odpowiedzi immunologicznej rozwijajacej
sie z udzialem komorek odpornosciowych gospodarza
moga by¢ kierowane zaréwno przeciwko strukturom
wystepujacym u drobnoustrojow, jak i tym zlokalizo-
wanym w komdrkach gospodarza. Rozne biatka, ktore
posiadajg zblizong strukture trzeciorzedowa moga indu-
kowa¢ podobna odpowiedz serologiczng. Struktury
identyczne lub podobne do komponentéw komoérek
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gospodarza zidentyfikowano u wielu patogenéw bak-
teryjnych m.in. C. pneumoniae, Treponema pallidum,
Borrelia burgdorferi, Mycoplasma pneumoniae, H. pylori,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, a takze
u wirusow i grzybow [94].

Mimikra antygenowa jest tez podstawa ,hipotezy
zakaznej”, ktora zaklada, ze powszechne w populacji
ludzkiej choroby, m.in choroby neurodegeneracyjne,
choroby tkanki facznej, a takze choroba niedokrwienna
serca s nastepstwem chorob zakaznych.

Na modelu mysim wykazano, ze skutkiem zakaze-
nia Chlamydiophila jest zapalenie mig$nia sercowego,
w ktorego rozwoju kluczows role odgrywaja przeciw-
bakteryjne przeciwciata przyczyniajace si¢ do uszko-
dzenia migénia sercowego. Przeciwciala takie moga
by¢ inicjowane przez biatko blony zewnetrznej, ktérego
sekwencja aminokwasowa jest podobna do sekwencji
tanicucha cigzkiego alfa miozyny, wystepujacej w miegs-
niu sercowym ludzi. Przypuszcza sie, Ze zaréwno
Chlamydophila, jak i pateczki H. pylori moga nasila¢
u os6b zakazonych objawy choroby niedokrwiennej
serca poprzez indukowanie reakcji autoimmunolo-
gicznych, inicjowanych przez bialka szoku cieplnego
[43]. Wykazano miedzy innymi wptyw bialka HspB
H. pylori o masie czasteczkowej 60 kDa na produkcje
cytokin i adhezyn komoérkowych, a takze metaloprote-
inaz pochodzenia makrofagowego, ktérych znaczenie
w rozwoju choroby niedokrwiennej serca jest dobrze
udokumentowane [51]. Matsuura iwsp. sugeruja,
ze bialko HspB H. pylori moze sprzyja¢ rozwojowi cho-
roby niedokrwiennej serca poprzez nasilanie wytwarza-
nia IFN-y i IL-12 przez limfocyty pomocnicze Th1 [48].

Wielu autoréw odnosi mimikre antygenowa, bedaca
podlozem reakcji zapalnej w przebiegu choroby nie-
dokrwiennej serca, do determinantéw antygenowych
Lewis (Le). Determinanty takie obecne na komoérkach
ludzkich stanowig ligandy dla czasteczek adhezyjnych,
ulegajacych ekspresji w srddblonku naczyn krwiono-
snych (E i P-selektyna) oraz na leukocytach (L-selek-
tyna) [16]. Wiazanie selektyn z determinantami Le
kieruje migracja limfocytéw do ogniska zapalenia
i odgrywa wazng role w skupianiu komérek odpornos-
ciowych w obwodowych weztach chtonnych. Wyka-
zano, iz palteczki H. pylori posiadajgce antygeny Le
w lancuchach o-swoistych LPS, wiaza E i L-selektyny,
co moze wskazywa¢ na role takich interakcji w prze-
wleklym procesie zapalnym poprzez rekrutacje komo-
rek zapalnych, a takze przetrwanie paleczek H. pylori
w $rodblonku [16]. Aktywnos¢ LPS H. pylori wyraza
sie takze pobudzeniem monocytéw i makrofagéw do
wydzielania cytokin prozapalnych, tj. IL-1, IL-6 czy IL-8
[18]. Szczepy z ekspresja determinantéw LeX lub LeA
przyciagaja krazace limfocyty poprzez L-selektyne [16],
o czym $wiadczy dodatnia korelacja pomiedzy ekspresja
determinantéw Le u H. pylori a nasileniem kolonizacji
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oraz naplywem neutrofiléw i limfocytéw do btony slu-
zowej zolgdka u pacjentéw zakazonych H. pylori. Takze
u pacjentéw z owrzodzeniem zoladka, zakazonych
H. pylori z ekspresja LeX, obserwowano silny naciek
neutrofiléw [24].

6. Bialka szoku cieplnego (Hsp) — bodzce i tarcze
w procesach z autoimmunizacji w chorobie
niedokrwiennej serca

Wysoce konserwatywne bialka szoku cieplnego (heat
shock proteins — hsp) moga stanowi¢ zaréwno bodziec,
jak i struktury docelowe w procesach patologicznych
wynikajacych z autoimmunizacji. S homogenna grupa
okoto 20 biatek wystepujacych we wszystkich poznanych
organizmach, zaréwno prokariotycznych, jak i eukario-
tycznych [66]. Po raz pierwszy zostaly opisane przez
Ritossa uDrosophila melanogaster w 1962 roku. Roz-
mieszczenie tych czastek w komoérkach uwarunkowane
jest ich powinowactwem do okreslonych organelli lub
wystepowaniem wlasciwych dla nich substratéw. W pra-
widlowo funkcjonujacej komorce biatka Hsp gromadza
sie w siateczce srodplazmatycznej, gdzie zachodzi bio-
synteza bialka, jak réwniez w mitochondriach i lizoso-
mach. Natomiast podczas podziatu komoérki zwigzane
sa z cytoszkieletem, stabilizujac i chronigc go przed
reorganizacjag w niekorzystnych warunkach. Podczas
stresu poziom Hsp w cytoplazmie wzrasta, nastepnie
bialka te sg transportowane do jadra komoérkowego,
gdzie chronig DNA, pre-mRNA, prerybosomy i biatka
jadrowe przed uszkodzeniem i degradacjg, aktywuja
takze rozne geny. Ekspresja genow kodujacych biatka
szoku cieplnego jest indukowana przez wiele czynnikéw
szkodliwych, m.in. temperature, trucizny metaboliczne,
analogi aminokwaséw, niedobér glukozy, cytokiny, alko-
hole, metale ciezkie, wolne rodniki, rézne typy promie-
niowania, zakazenia wirusowe i bakteryjne, a takze nie-
steroidowe leki przeciwzapalne [33, 82], rys. 2.

Na podstawie mas czasteczkowych i réznic w struk-
turze pierwszorzedowej polipeptydow, wérdod biatek
szoku cieplnego wyrdzniono nastepujace podgrupy:
Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 i Hsp niskocza-
steczkowe o masie czgsteczkowej w zakresie od 8,5 do
40 kDa. Nazewnictwo takie przyjeto wtrakcie konferen-
cji w Cold Spring Harbor w 1996 roku [81, 82]. Bialtka
Hsp stanowig 5-10% wszystkich biatek organizmu,
chronig komorki przed dzialaniem czynnikéw streso-
wych, zaréwno zewnatrzkomorkowych, jak i wewnatrz-
komorkowych (metabolity), pelnigc jednoczes$nie wazne
funkcje w procesach fizjologicznych. Plejotropowa
aktywno$¢ biatek Hsp zwigzana jest z tworzeniem przez
nie przejsciowo komplekséw z innymi biatkami. Moze
to powodowac¢ zmiang ich konformacji, co pozwala na
ich przemieszczanie sie przez blony biologiczne do réz-
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na poziomie komérkowym

nych organelli komérkowych. Hsp uczestniczg rowniez
w procesie naprawy uszkodzonych bialek, umozliwia-
jac im powrdt do postaci natywnej. Jesli jednak defekty
sa na tyle duze, Ze nie jest to mozliwe, to posrednicza
w usuwaniu uszkodzonych czgsteczek z udzialem pro-
teasomow [33, 41].

Hsp o aktywnosci opiekunczej stabilizujg lub przy-
wracajg natywng forme chronionym biatkom dzieki
powinowactwu do regionéw hydrofobowych polipep-
tydow lub czesciowo rozwinietego biatka. W wyniku
nieprecyzyjnego dzialania systemu ochrony komorki,
moga powstawac nierozpuszczalne agregaty biatkowe,
usuwane w wyniku hydrolizy stymulowanej przez Hsp
lub tez dzigki ich aktywnosci proteolitycznej. Biatka
opiekuncze odgrywaja takze istotng role w transporcie
wewnatrzkomoérkowym innych bialek, a takze w sygna-
lizacji komdrkowej oraz regulacji ekspresji genow [82].

Do grupy Hsp60 nalezy zaréwno bialko mitochon-
drialne (mt-Hsp), jak i cytoplazmatyczne. Bialko mito-
chondrialne funkcjonuje w dynamicznej réwnowadze
pomiedzy monomerami, heptamerami i tetradekame-
rami. Ich dysocjacji do monomerdéw nastepuje przy
niskim stezeniu tego bialka, natomiast do tworzenia
tetradekameréw w obecnosci ATP i mitochondrialnego
Hsp10, jako kofaktora mt-Hsp60. Cytoplazmatyczne
biatko Hsp60 tworzone jest przez formy heterooligo-
meryczne i bierze udzial w taczeniu bialek cytoszkieletu
tj. aktyny i tubuliny [81].

Bialka szoku cieplnego moga stawaé si¢ immuno-
genne wskutek zmian strukturalnych lub potranslacyj-
nej modyfikacji autogennych Hsp w wyniku zaburzen
metabolicznych lub proceséw oksydacyjnych. Zaktada
sie rowniez mozliwos¢ tworzenia kompleksow biatek
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Hsp z wlasnymi lub obcymi antygenami, ktére mogtyby
stymulowa¢ limfocyty B do wytwarzania przeciwcial
rozpoznajacych biatka Hsp [66].

Mimo, iz samo biatko Hsp60 nie aktywuje dopet-
niacza, to w kompleksie z przeciwciatami nabywa taka
wlasciwos¢ [64]. Powstanie aktywnych biatek dopelnia-
cza w procesie kaskadowej aktywacji inicjowanej przez
kompleksy immunologiczne moze ostatecznie doprowa-
dzi¢ do uszkodzenia tkanek wlasnych i rozwoju zmian
patologicznych. Tradycyjne czynniki rozwoju miaz-
dzycy, tj. nadcis$nienie tetnicze, hiperlipidemia, oxLDL,
palenie tytoniu, uszkadzajac komorki $rédblonka,
doprowadzaja do wzrostu ekspresji Hsp [65], przez co
ryzyko powiklan wynikajacych z tworzenia komplek-
séw immunologicznych wzrasta u pacjentéw z choroba
niedokrwienng serca.

7. Prozapalne dzialanie bialek Hsp w chorobie
niedokrwiennej serca

Jedna z mozliwosci udzialu biatek szoku cieplnego,
zaréwno ludzkich, jak i bakteryjnych, w rozwoju cho-
roby niedokrwiennej serca, jest stymulacja przez nie
komorek srodblonka naczyniowego za posrednictwem
receptora CD14 i kinazy biatkowej p38 do wydziela-
nia cytokin prozapalnych, m.in. IL-6 i TNF-a [36, 54].
W doswiadczeniach z uzyciem przeciwcial blokujacych
receptory TLR-2 i TLR-4, wykazano zahamowanie pro-
liferacji limfocytéw T w odpowiedzi na bakteryjne lub
ludzkie biatko Hsp, w grupie pacjentéw z przewlektym
zapaleniem przyzebia i z chorobg wiencowg [22].

Silnym dziatlaniem prozapalnym cechuje si¢ biatko
Hsp60 wystepujace w strukturach powierzchniowych
pateczek H. pylori. Wykazano, ze stymuluje ono komorki
linii monocytéw ludzkich THP-1 do wytwarzania
IL-1P, IL-8, TNF-a i IL-8 [44]. Jego stezenie jest wyzsze
w plazmie pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca,
w poréwnaniu do zdrowych dawcow. Stwierdzono takze,
ze u 0sob palacych tyton, z nadci$nieniem tetniczym
i cukrzycg, z podwyzszonym stezeniem biatka Hsp60
i swoistych wobec niego przeciwcial, czgsciej pojawiaja
sie objawy choroby wienicowej, niz u 0séb, u ktérych
wymienione wskazniki pozostajg w normie. Zhang
i wsp. wykazali wzrost stezenia Hsp60 w plazmie pacjen-
tow na dzien przed i dzien po wystapieniu ostrego incy-
dentu wienicowego i stopniowe jego obnizanie po sied-
miu dobach [97].

Sugeruje sig, ze zaréwno egzogenne, jak i endogenne
biatka Hsp moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju reak-
cji zapalnej w $cianach naczyn krwionosnych, a takze
powodowac¢ destabilizacje blaszki miazdzycowej. Ludz-
kie i bakteryjne Hsp aktywujg komorki $rédbtonka
naczyniowego, makrofagi, a takze komorki mie$ni
gladkich, co wyraza si¢ nasileniem ekspresji czasteczek
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adhezyjnych i wytwarzaniem biatka CRP, fibrynogenu
oraz amyloidu A [3].

Stwierdzono, ze Hsp wytwarzane przez C. pneumo-
niae reguluja ekspresje metaloproteinaz i sekrecje TNF-a
w komorkach gospodarza. Przypuszcza si¢, ze ma to
zwigzek z wykorzystywaniem przez te drobnoustroje
sktadnikow pokarmowych pochodzacych z zasiedlanych
komorek. Do wzrostu stezenia Hsp we krwi gospoda-
rza dochodzi prawdopodobnie w momencie wysiewu
bakterii, po zakonczeniu fazy wewnatrzkomorkowego
namnazania [6].

Roéwniez odpowiedz Thl, bedaca reakcja na zaka-
zenie H. pylori, moze przyczyniaé si¢ do wystapienia
zmian miazdzycowych. Z powodu znacznej homologii
sekwencji aminokwasowych ludzkiego Hsp60 i biatka
Hsp60 H. pylori (Hp-Hsp60) limfocyty Thl o swois-
tosci wobec bakteryjnego Hsp naplywajace do blony
sluzowej zoladka, moga by¢ aktywowane i przycia-
gane przez endogenne czasteczki Hsp60 kumulowane
na powierzchni $rédblonka, w odpowiedzi na czyn-
niki stresogenne, tj. nadci$nienie tetnicze, hipercho-
lesterolemie czy cytokiny. Niektoére peptydy ludzkiego
biatka Hsp60 zostaly wykryte w strukturze limfocy-
tow T CD4+, co moze generowa¢ autoimmunolo-
giczne zmiany miazdzycowe. Wykazano, ze modulacja
réwnowagi Th1/Th2 w kierunku redukcji odpowiedzi
Thl, w trakcie immunizacji biatkiem Hsp60 H. pylori,
skutkuje zmniejszeniem rozmiaru blaszek miazdzyco-
wych. Rowniez terapia eradykacyjna H. pylori prowa-
dzi do ograniczenia takich zmian, poniewaz eliminacja
czynnika zakaznego przywraca rownowage Th1/Th2.
Mozna zatem przypuszczaé, iz redukcja limfocytow
Thl (CD4+) swoistych wobec Hsp60 H. pylori moze
przyczynic¢ si¢ do ograniczenia rozwoju zmian miaz-
dzycowych. W badaniach in vitro wykazano, iz lim-
focyty Thl aktywowane Hp-Hsp60, pochodzace od
myszy zakazonych H. pylori, przenikaly przez bariere
komorek $rédblonka. Natomiast nieaktywowane takim
biatkiem limfocyty izolowane od myszy zakazonych
H. pylori nie przekraczaly bariery $rédblonka. Kiedy
komorki $rédblonka poddano dziataniu przeciwciat
IgG przeciwko Hsp60 H. pylori aktywowane Hp-Hsp60
limfocyty Thl tracily zdolno$¢ wnikania pomiedzy
komorki $rodblonka [4].

Rozpuszczalne biatka Hsp (sHsp) moga by¢ uwal-
niane z komorek ludzkich lub bakteryjnych podczas
stresu fizycznego, chemicznego i biologicznego. Moga
by¢ takze produkowane przez komorki zapalne poddane
dziataniu cytokin. Zrédtem rozpuszczalnych biatek sHsp
moga by¢ réwniez komorki apoptotyczne i uszkodzone
mechanicznie [46]. Stwierdzono wzrost stezenia sHsp
u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym i z miazdzyca
tetnicy szyjnej oraz jego zwigzek z gruboscig $cian tet-
nic. U niektdrych pacjentéw poziom tego biatka prze-
kraczal 1 mg/1 [63, 90].
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Cho¢ wigkszo$¢ badaczy wskazuje na wzrost stezenia
biatka Hsp60 w surowicy 0séb z chorobg niedokrwienng
serca, to Zhang i wsp. nie potwierdzili zwigzku mie-
dzy poziomem tego bialka a czynnikami ryzyka tej
choroby tj. paleniem tytoniu, nadci$nieniem tetniczym,
hipercholesterolemia, cukrzyca oraz plcia w grupie
0s6b zdrowych. Wykazali natomiast, iZ st¢Zenie tego
biatka zwigksza sie¢ w surowicach os6b zdrowych wraz
z wiekiem. U o0s6b z podwyzszonym stezeniem Hsp60
czesto$¢ choroby niedokrwiennej serca byta pieciokrot-
nie wyzsza niz u osob z niskim stezeniem tego biatka
w surowicy [97].

W 2009 roku Zhang i wsp. zasugerowali udziat
biatek Hsp60, Hsp70 i Hsp90a w patogenezie raka jelita
grubego, natomiast nie potwierdzili ich zwigzku z nasi-
leniem choroby nowotworowej [95].

W kontekscie choroby niedokrwiennej serca, zain-
teresowanie wzbudzaja: bialko Hsp22, poniewaz jest
produkowane wylacznie w kardiomiocytach oraz biatko
Hsp27 produkowane zaréwno przez kardiomiocyty, jak
i komorki srédblonka naczyniowego [5, 52, 75]. Obiecu-
jace wydaja sie wyniki badan Jézefowicz-Okon-
kwo iwsp., ktorzy wykazali istotng statystycznie roz-
nice w stezeniu surowiczego biatka Hsp27 u pacjentow
z objawami stabilnej dusznicy bolesnej ze zwezeniem
tetnicy wiencowej, w odniesieniu do 0séb zdrowych.
Rozwaza si¢ znaczenie tego bialka jako markera diag-
nostycznego w chorobie niedokrwiennej serca. Zwraca
uwage fakt, iz stezenie Hsp27 jest wprost proporcjo-
nalne do masy niedokrwionego miesnia sercowego, jak
réwniez stopnia zwezenia naczyn krwionosnych [31].
Kuch sugeruje, Ze oznaczanie st¢zenia tego biatka
moze by¢ przydatne w diagnozowaniu form posrednich
choroby niedokrwiennej serca, pomi¢dzy wzglednie
wczesnym stadium a niestabilno$cig wiencows. Bada-
nia udziatu niskoczgsteczkowych biatek szoku cieplnego
w rozwoju choroby wiencowej sa nieliczne i pozostaja
jak dotad w fazie wstepnej [39].

Nie wyklucza si¢ znaczenia haplotypdw genu hsp60
jako czynnikéw sprzyjajacych wystapieniu choroby
niedokrwiennej serca. W badaniach 4 wariantéw poli-
morficznych genu hsp60, wynikajacych z podstawie-
nia pojedynczych nukleotydow: rs2340690, rs788016,
rs2305560 i rs2565163, przeprowadzonych z udzialem
ponad tysigca uczestnikéw wykazano, iz w przypadku
osob z haplotypem GCTC istnieje dwukrotnie wyz-
sze ryzyko wystapienia choroby wiencowej niz u oséb
z haplotypem GTTC (OR=1,91, 95% CI: 1,26-2,89,
p=0,002). Wyniki te moga sugerowa¢ zwigzek haplo-
typu GCTC hsp60 z podwyzszonym ryzykiem wysta-
pienia choréb uktadu krazenia [23]. Zamiana C na G
w regionie promotorowym Hsp60/Hsp10 (3054-3712),
w pozycji 3175, jest zwigzana z podwyzszonym steze-
niem Hsp60 w surowicach u ludzi. U 40% pacjentow
z genotypem GG wykrywano bialko Hsp60 w stezeniu
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wyzszym niz 1000 ng/ml, podczas gdy u oséb z geno-
typem CC lub CG odsetek ten wynosil odpowiednio
26%123,3% [72].

8. Hipoteza cytotoksycznego dzialania przeciwcial
przeciwko bakteryjnym bialkom szoku cieplnego
o masie czasteczkowej 60 i 65 kDa w chorobie
niedokrwiennej serca

Pierwsze przypuszczenia o udziale przeciwcial anty-
-Hsp60 i anty-Hsp65 w patogenezie choroby niedo-
krwiennej serca wywodzg si¢ z badan opublikowanych
przez Mayra iwsp. w 1999 roku [51]. Rok pdzniej
Pockley i wsp. wykazali podwyzszone stezenie biatka
Hsp60 i przeciwcial przeciwko Hsp65 w surowicach
pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym, co pozostawalo
w zwigzku z przyspieszonym tworzeniem si¢ zmian
miazdzycowych u 0séb z taka dolegliwoscia [63].

Rola biatek szoku cieplnego w procesie aterogenezy
jest prawdopodobnie $cisle zwigzana z podwyzszo-
nym poziomem przeciwcial przeciwko biatkom Hsp60
i Hsp65 [65]. Ich powstawanie mogg indukowa¢ bak-
teryjne biatka szoku cieplnego zwlaszcza te, ktére maja
charakter antygenéw powierzchniowych. Duzy kon-
serwatyzm struktury tych biatek moze by¢ przyczyna
wystapienia immunologicznych reakcji krzyzowych
miedzy bakteryjnymi bialkami Hsp a ich ludzkimi
homologami, np. biatkiem o masie 60 kDa (hHsp60).
W zwiazku z tym mechanizm ochrony komoérki przed
szkodliwymi warunkami srodowiskowymi moze dopro-
wadzi¢ do inicjacji proceséw autoimmunologicznych,
stanowigcych przyczyne uszkodzen komorek $rod-
blonka, stanowigcych nisze do tworzenia blaszki miaz-
dzycowej. Zatem ludzkie biatka szoku cieplnego moga
sta¢ si¢ celem krzyzowej reakcji odpornosciowej zaini-
cjowanej przez antygeny czesto wystepujacych u ludzi
patogendw bakteryjnych, do ktorych zalicza sie m.in.
H. pylorii C. pneumoniae. Wykazano, iz z powodu wyso-
kiego stopnia homologii bialek z tej rodziny przeciw-
ciala i limfocyty T skierowane przeciwko Hsp60 i Hsp65
C. pneumoniae reaguja krzyzowo z ludzkim biatkiem
Hsp60 [8, 55, 65]. Jednak Jastrzebski i wsp. nie
potwierdzili w swoich badaniach zaleznosci pomiedzy
zakazeniem C. pneumoniae a poziomem przeciwcial
anty-Hsp60 u os6b z chorobg niedokrwienng serca.
Wykazali oni, ze mimo zwigkszonej ekspresji biatka
Hsp60 u 0séb z nadci$nieniem tetniczym i wysokiego
stopnia homologii pomiedzy strukturg ludzkiego i bak-
teryjnego biatka Hsp60, reakcja immunologiczna prze-
ciwko ludzkiemu Hsp60 nie miata zwigzku z takimi
zakazeniami [28, 29]. Jest wysoce prawdopodobne, ze
procesy zapalne zachodzace u pacjentéw z choroba
wienncowg w §rédblonku naczyniowym moga by¢ nasi-
lane przez przeciwciata anty-Hsp powstajace w odpo-
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Rys. 3. Hipoteza cytotoksycznego dziatania przeciwcial przeciwko biatkom szoku cieplnego
- Hsp60 wobec komorek srodblonka naczyniowego

(C - dopetniacz, MAC - kompleks atakujacy blong)

wiedzi na zakazenia C. pneumoniae [6, 29, 34], jakkol-
wiek juz sama obecno$¢ C. pneumoniae w komorkach
miesni gladkich nasila ekspresje bialka Hsp60, ktore
moze staé si¢ tarcza dla przeciwcial, ale jest rowniez
jednym z bodzcéw stymulujacych proliferacje tych
komorek [34].

W 1993 roku Xu i wsp. wskazali na korelacje
pomiedzy grubos$cig warstwy wewnetrznej $ciany tet-
nicy szyjnej a poziomem przeciwcial przeciwko biatku
Hsp65 mykobakterii [92]. Zwrdcono réwniez uwage
na zwigzek pomiedzy wysokim poziomem przeciwcial
anty-Hsp65 a $miertelno$cig wsrdd pacjentéw z choroba
wienicows [89].

Cho¢ hipoteza cytotoksycznego dziatania przeciwcial
anty-Hsp60 i anty-Hsp65, wobec komorek §rédblonka
naczyniowego zostala zasugerowana przez Mayra
iwsp. w 1999 roku [51], to juz wczesniej wiele badan in
vitro wskazalo, ze czgsteczki Hsp60 sg eksponowane na
komorkach $rédbtonka. Przeciwciata anty-Hsp60, two-
rzac z nimi kompleksy immunologiczne aktywuja cyto-
toksycznos¢ zalezng od dopelniacza, skutkiem czego jest
uszkodzenie komorek srédblonka [71, 76, 91], rys. 3.
Jednakze nie wszystkie badania potwierdzajg wystepo-
wanie zjawiska cytotoksyczno$ci wobec komorek §rod-
bfonka. Moze to wskazywac¢ na znaczenie podklasy prze-
ciwcial, ktore reaguja z wspolnym epitopem ludzkiego
i bakteryjnego biatka Hsp60 oraz mozliwoscig aktywacji
dopelniacza. Z badan Ayady iwsp. wynika, ze prze-
ciwciala IgG2 przeciwko specyficznym peptydom biatka

Hsp60 H. pylori (Glu'*'-Leu'®) rozpoznaja sekwencje
aminokwasowe w ludzkim biatku Hsp60. W badaniach
prowadzonych na myszach zespot ten potwierdzit zalez-
no$¢ pomiedzy podwyzszonym poziomem przeciwcial
IgG2a anty-Hsp60 H. pylori a nasileniem zmian miaz-
dzycowych w srodbtonku [4].

Wykazano réwniez wigzanie bakteryjnego biatka
Hsp60 z ludzkimi przeciwciatami IgG1, IgG3 i IgM, ale
nie IgA, za posrednictwem fragmentu Fab [10].

W badaniach wlasnych wykazano istotnie czest-
sza produkcje przeciwcial IgG anty-HspB H. pylori
u pacjentow z choroba niedokrwiennag serca zaka-
zonych niz u osob niezakazonych tymi bakteriami.
Takiej zaleznosci nie zaobserwowano w odniesieniu do
przeciwcial przeciwko ludzkiemu biatku Hsp60, ktére
wykrywano z podobna czestoscig zaréwno u 0séb
z wykluczonym, jak i z potwierdzonym zakazeniem
H. pylori [49]. Wyniki badan Okady i wsp. wska-
zuj3, ze u pacjentdw z chorobg niedokrwienng serca
podwyzszony jest zaréwno poziom przeciwcial prze-
ciwko ludzkiemu biatku Hsp60, jak i przeciwko jego
odpowiednikowi wystepujacemu u pateczek H. pylori
[57]. Na podwyzszony poziom przeciwcial przeciwko
ludzkiemu biatku Hsp60 w surowicach pacjentéw z cho-
robg niedokrwienng serca wskazujg rowniez badania
Prohaszki iwsp. [64]. Natomiast Zhu i wsp. nie
tylko potwierdzili obecnos¢ przeciwcial przeciwko bial-
ku Hsp60 u 75% pacjentéw z choroba niedokrwienng
serca, ale zwrdcili takze uwage, iz przeciwciala takie
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wystepowaly istotnie czesciej u 0séb seropozytywnych
(65%) niz seronegatywnych (49%) [98].

Wykazano takze, iz poziom IgG anty-Hsp60 byt istot-
nie wyzszy u pacjentéw z choroba niedokrwienng serca
zakazonych szczepami H. pylori typu I (CagA+VacA+),
niz u 0séb z grupy kontrolnej zakazonych tym samym
typem pateczek H. pylori. Nie stwierdzono jednak roz-
nicy istotnej statystycznie w poziomie IgG anty-Hsp60
poréwnujac pacjentéw z chorobg wienicowa z zakaze-
niem H. pylori typu I lub typu II (CagA-VacA-) oraz
pacjentow niezakazonych tymi drobnoustrojami. Ana-
lizujac intensywnos¢ produkeji przeciwciat anty-Hsp60
wsrdd osoéb bez zmian wiencowych autorzy wykazali, ze
poziom takich przeciwcial byl istotnie wyzszy u oséb
zakazonych H. pylori niezaleznie od typu szczepu wywo-
tujacego zakazenie, w poréwnaniu do oséb zdrowych
niezakazonych tymi pateczkami [43].

Hoppichler i wsp. zwrocili uwage na progno-
styczng warto$¢ oznaczania przeciwcial anty-Hsp60
i anty-Hsp65 u pacjentéw z choroba niedokrwienng.
W pierwotnie utworzonej grupie doswiadczalnej oséb
z podwyzszonym mianem takich przeciwcial, stwier-
dzono wystepowanie epizoddéw sercowo-naczyniowych,
pod postacig niestabilnej dlawicy piersiowej, zawaltu
serca, udaru mézgu, a nawet zgonu sercowego [25, 87].
Wykazano, iz zwlaszcza przeciwciala IgA skierowane
przeciwko ludzkiemu biatku Hsp60 moga przyczyniaé
sie do wystapienia zdarzen sercowo-naczyniowych [26].
Te spostrzezenia po raz kolejny rzucajg $wiatto na role
przeciwcial tej klasy w patogenezie choroby wienco-
wej. U zdrowych ochotnikéw wyzsze stezenie takich
przeciwcial oznaczano u dawcéw, u ktérych stwier-
dzono nadci$nienie tetnicze lub cukrzyce. Wykazany
przez innych badaczy spadek poziomu przeciwcial
anty-Hsp60 u pacjentéw poddanych leczeniu aspiryng
i/lub statynami wydaje si¢ potwierdzac, iz przeciwciala
anty-Hsp pojawiaja si¢ u pacjentéw z aktywna choroba
wiencows [96].

Obecnie wiele uwagi poswieca sie ustaleniu po-
tencjalnego mechanizmu dziatania przeciwcial prze-
ciwko bakteryjnym biatkom Hsp w chorobie niedo-
krwiennej serca.

Krzyzowe wigzanie biatka HspB H. pylori przez prze-
ciwciala monoklonalne przeciwko ludzkiemu biatku
Hsp60 wykazali Kawahara iwsp. [32],a Okada
i wsp. potwierdzili, ze przeciwciala IgG przeciwko okres-
lonym sekwencjom aminokwasowym biatka Hsp60
H.pylori rozpoznawaly determinanty antygenowe
ludzkiego biatka Hsp60 w tescie ELISA. Wiadomo,
iz dwudziesto aminokwasowy fragment tego biatka
(Glu''-Leu'®) jest dominujacym epitopem wigzanym
z patogeneza choroby wienicowej [57].

Wystepowanie pewnych determinantéw antygeno-
wych wspolnych dla ludzkiego Hsp60 i Hsp65 Myco-
bacterium tuberculosis stwierdzono takze w czgsteczce
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ludzkiego biatka CRP. Wspélne determinanty zlokalizo-
wane we wszystkich tych biatkach byly rozpoznawane
przez IgG anty-CRP [83].

Pershinka iwsp. wykazali, ze przeciwciata prze-
ciwko biatkom Hsp65 M. tuberculosis oraz Escherichia
coli rozpoznawaly 17 epitopoéw, natomiast przeciwciala
anty-Hsp60 Chlamydia trachomatis reagowaly z 18 epi-
topami ludzkiego Hsp60. Wykazano, ze 8 epitopow ludz-
kiego biatka Hsp bylo rozpoznawanych przez wszystkie
oceniane przeciwciala przeciwko bakteryjnym bialkom
Hsp60. W badaniach histochemicznych wykazano, ze
niektdre z tych epitopéw sa eksponowane w komorkach
$rédblonka $cian naczyn krwiono$nych [62].

Aktywno$¢ przeciwcial, indukowanych przez bak-
teryjne bialka Hsp, moze by¢ blednie kierowana prze-
ciwko ludzkiemu biatku Hsp60, ktérego ekspresja nasila
sie w §rodblonku naczyniowym w przebiegu choroby
niedokrwiennej serca.

Niektorzy badacze sugerujg, iz ocena wytwarzania
przeciwcial anty-Hsp60 moze stanowi¢ dodatkowy
marker pomocny w diagnozowaniu choroby wiencowej
[57]. Varbiro iwsp. badajac stabilno$¢ przeciwcial
IgG anty-Hsp60 u pacjentdéw z chorobg wienicowg nie
wykazali zmian w poziomie takich immunoglobulin
w ciagu pigciu lat, co $wiadczy o wysokiej stabilnosci
przeciwcial skierowanych przeciwko konserwatywnym
biatkom szoku cieplnego [86].

W pracy przegladowej dotyczacej zwigzku bialek
szoku cieplnego z chlamydiozami i chlamydofilozami
Pawlikowska i Deptula zwracaja uwage na
warto$¢ diagnostyczng oznaczania poziomu przeciw-
cial przeciwko biatkom Hsp C. pneumoniae w choro-
bach ukladu krazenia, z towarzyszacym zakazeniem
C. pneumoniae, ze wzgledu na mozliwe interakcje takich
przeciwcial z ludzkim biatkiem Hsp60 eksponowanym
na makrofagach. Autorzy podkreslaja, iz konsekwencja
takiej interakcji moze by¢ aktywacja makrofagow skut-
kujgca wytwarzaniem cytokin nasilajacych przebieg
reakcji zapalnej, ktora odgrywa kluczows role w pato-
genezie choroby niedokrwiennej serca [60].

Z kolei Kimura iwsp. na podstawie przeprowa-
dzonych oznaczen poziomu przeciwcial anty-Hsp60
w surowicach i analizy stanu istoty bialej mézgu zasuge-
rowali, ze podwyzszony poziom takich przeciwcial moze
stanowi¢ czynnik ryzyka dla choroby matych naczyn
krwionosnych w mézgu [35].

9. Podsumowanie

W ostatnich latach ubieglego stulecia rozpoczeto
badania nad rola procesu zapalnego w rozwoju miaz-
dzycy. Zwrécono takze uwage na udzial czynnikow
zakaznych, m.in. C. pneumoniae i H. pylori w patogene-
zie choroby niedokrwiennej serca, a takze na role pro-
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ceséw autoimmunologicznych. Mimo licznych badan
nie ma ostatecznej odpowiedzi na pytanie, w jaki spo-
sob zakazenia moga wplywac na powstawanie i rozwoj
blaszki miazdzycowej. Przedstawione wyniki badan
wydaja si¢ potwierdza¢ hipotez¢ o roli bakteryjnych
bialek Hsp, jako czynnikéw stymulujacych reakcje
autoimmunologiczne i wynikajace z nich procesy pato-
logiczne w chorobie niedokrwiennej serca. Rola tych
bialek w procesie miazdzycowym jest prawdopodobnie
powigzana z podwyzszonym mianem przeciwcial anty-
-Hsp, ktore mogg by¢ indukowane przez bakteryjne
powierzchniowe biatka szoku cieplnego, o wysokim
stopniu podobienstwa do biatek gospodarza ekspo-
nowanych w komdrkach $rdédbtonka naczyniowego.
Powstawanie komplekséw immunologicznych, w sktad
ktorych wchodza biatka Hsp i przeciwciala anty-Hsp
moze by¢ przyczyna uszkodzenia naczyn wskutek cyto-
toksycznosci zaleznej od biatek dopelniacza. To pociaga
za sobg nasilenie proceséw zapalnych i ich utrwalenie.
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1. Wprowadzenie

Szybki wzrost opornoéci bakterii na antybiotyki
stosowane w lecznictwie stanowi jeden z najpowaz-
niejszych probleméw wspolczesnej medycyny. Opor-
no$¢ bakterii moze by¢ naturalna (charakterystyczna
dla danego gatunku) lub nabyta (charakterystyczna dla
danego szczepu drobnoustroju) i jest warunkowana roz-
norodnymi mechanizmami. Oporno$¢ naturalna moze
wynikac¢ z braku w komoérkach danego gatunku miejsca
docelowego dla leku, obecnosci struktur ograniczajg-
cych mozliwos¢ jego dotarcia do celu lub funkcjono-
wania konkretnych mechanizméw opornosci, ktérych
efektory (np. pompy, enzymy) kodowane sg przez gatun-
kowo-specyficzne geny chromosomalne. Nie stanowi
ona powaznego problemu klinicznego, gdyz zazwyczaj
dotyczy jedynie niewielkich stezen lekéw. Problem wzra-
sta, gdy dzigki zjawiskom genetycznym dochodzi np.
do podwyzszenia poziomu ekspresji naturalnych genéw
opornosci i powstania szczepow opornych na leczenie,
przy czym wéwczas mamy juz do czynienia z opornoscia
nabyta. Ten rodzaj opornosci stanowi znacznie wigksze
wyzwanie. Zmiany w chromosomalnym DNA komoérki,

oprocz podwyzszenia ekspresji naturalnych genéw
opornosci, moga prowadzi¢ tez do modyfikacji miej-
sca docelowego antybiotyku lub zamknigcia drég jego
penetracji. Ponadto, efektywny horyzontalny transfer
genéw powoduje pojawianie si¢ w komdrkach nowych
genow opornosci (kodujacych réznorodne efektory),
przenoszonych na ruchomych elementach genetycz-
nych (elementy transpozycyjne, plazmidy, bakteriofagi).
Szczepy dysponujgce opornoscia nabytg maja przewage
selekcyjna w warunkach silnej presji antybiotykowe;.
Réwnoczesna ekspozycja na rozne rodzaje antybiotykow
prowadzi do selekcji tzw. szczepdéw wieloopornych, czyli
dysponujacych opornoscia na kilka grup terapeutycz-
nych. Jednoczesna obecnos¢ réznych genéw opornosci
na tych samych elementach ruchomych utatwia poja-
wianie sie takich szczepow [39, 43, 76, 78].
Istnieje pie¢ podstawowych strategii opornosci bak-
terii na antybiotyki, takich jak:
1. inaktywacja enzymatyczna antybiotykéw (hydro-
liza, modyfikacje chemiczne, np. acetylacja);
2. zmiany strukturalne miejsca dzialania leku (zmiany
sekwencji aminokwasowej biatka, modyfikacje,
np. metylacja);
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3. zastgpienie oryginalnego miejsca docelowego nowa
czasteczka, pozbawiong powinowactwa do leku;

4. zmniejszenie przepuszczalnosci oston komoérko-
wych dla antybiotyku (blony zewnetrznej bakterii
Gram-ujemnych);

5. aktywne wypompowywanie leku z komorki [43,
76, 78].

2. Mechanizmy opornosci bakterii
na antybiotyki 3-laktamowe

Antybiotyki -laktamowe sg najwiekszg i najbardziej
zroznicowang grupa antybiotykow, uzywang do leczenia
niemal wszystkich rodzajow zakazen o rozlegtej etiolo-
gii. W uzyciu jest obecnie pie¢ typow P-laktamow, tj.
penicyliny, cefalosporyny, monobaktamy, karbapenemy
oraz inhibitory B-laktamaz, przy czym te ostatnie nie
s3 antybiotykami i stosowane sg w lekach faczonych
z penicylinami lub cefalosporynami. Mechanizm dzia-
tania -laktaméw polega na inhibicji kluczowych enzy-
mow biosyntezy $ciany komorkowej bakterii (peptydo-
glikanu), tzw. biatek PBP (Penicillin-Binding Proteins).
Komorki bakterii o ostabionej strukturze $ciany ulegaja
lizie, przez co B-laktamy zaliczane sa do antybiotykow
o dzialaniu bakteriobodjczym [39, 43]. Oporno$¢ bakterii
na [-laktamy jest warunkowana réznorodnymi mecha-
nizmami, ktore klasyfikuje sie w obrebie czterech zasad-
niczych strategii:

1. wytwarzanie bialek PBP o niskim powinowactwie

do B-laktamow;

2. zmniejszanie przepuszczalnoséci oston komorko-

wych bakterii;

3. wypompowywanie lekow z komorki bakteryjnej;

4. wytwarzanie f-laktamaz — enzymoéw hydrolizujg-

cych czasteczki -laktamow.

Pierwsza grupa mechanizméw, obecna zaréwno
u bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych, zwia-
zana jest z biatkami PBP. Mechanizmy opornosci zalezne
od tych bialek sa dwojakiego rodzaju. Pierwszy polega
na modyfikacji naturalnych PBP tak, aby nie mialy one
powinowactwa do B-laktaméw, ale jednoczesnie petnity
funkcje katalityczne w procesie wytwarzania peptydo-
glikanu. Modyfikacje te nastepujg wskutek gromadzenia
mutacji w genach pbp lub nabywania ich zmutowanych
fragmentow od innych organizméw i zastgpowania nimi
homologicznych odcinkéw gendéw wiasnych. Drugi ro-
dzaj zwigzany jest z pozyskiwaniem obcego, komplet-
nego genu kodujacego biatko PBP, ktore nie oddzialuje
z czasteczkami P-laktamow [43].

Dwie kolejne strategie, typowe dla bakterii Gram-
-ujemnych, polegaja na ograniczeniu mozliwosci pene-
tracji komorki bakteryjnej przez antybiotyk [-lak-
tamowy. Pierwsza z nich zwigzana jest z likwidacja
lub zmniejszeniem liczby tzw. kanaléw porynowych
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w blonie zewnetrznej tych bakterii, przez co czasteczki
B-laktaméw wnikaja w nizszych stezeniach do prze-
strzeni periplazmatycznej komoérki. Druga strategia
polega na aktywnym wypompowywaniu leku z komarki
bakteryjnej, ktora moze ulegaé intensyfikacji wskutek
podwyzszania ekspresji tzw. systemdéw pompowo-pory-
nowych, odpowiedzialnych za ten proces [43, 51].

Ostatnim z omawianych typéw mechanizmoéw,
o najwiekszym znaczeniu dla opornosci na antybiotyki
B-laktamowe u pateczek Gram-ujemnych, jest wytwa-
rzanie PB-laktamaz [44]. Enzymy te prawdopodobnie
pochodzg od prekursorowych bialek PBP; przypuszcza
sie, ze niektore z nich moga nadal pelni¢ blizej nie-
okreslong role w procesie biosyntezy peptydoglikanu
[49, 51]. Jednak podstawowa funkcja B-laktamaz jest
ochrona bakterii przed dzialaniem B-laktaméw, zaréwno
tych, ktore sg naturalnie produkowane i uwalniane do
$rodowiska przez grzyby i inne bakterie (B-laktamazy
naturalne), jak i tych, ktore stosowane sa przez czlo-
wieka w medycynie i innych obszarach aktywnosci
(B-laktamazy naturalne i nabyte) [39].

3. Klasyfikacja p-laktamaz

Zdecydowana wigkszos¢ -laktamaz posiada seryne
w centrum aktywnym (B-laktamazy serynowe), a kata-
lizowana przez nie hydroliza B-laktaméw przebiega
dwuetapowo: najpierw w reakeji acylacji wytwarzany
jest ester serynowy, a nastepnie w wyniku jego hydrolizy
(deacylacji) uwolniony zostaje produkt bez pierscienia
B-laktamowego [39, 49, 51]. Drugi, mniej powszechny
mechanizm otwierania pierscienia [-laktamowego
wykorzystywany jest przez tzw. metalo-p-laktamazy
i opiera si¢ na interakcji antybiotyku z kationem cynku
w centrum aktywnym enzymu. Wytwarzanie -laktamaz
jest jednym z intensywniej i najdtuzej badanych mecha-
nizmdéw opornosci bakterii na leki [9, 39].

Zasadniczy zrab réznorodnosci B-laktamaz, obej-
mujacy wszystkie znane dzisiaj ich klasy i rodziny
powstal dawno przed wprowadzeniem do lecznictwa
antybiotykow. Niezwykle krotki z ewolucyjnego punktu
widzenia okres po wprowadzeniu antybiotykéw do tera-
pii i innych dziedzin aktywnosci cztowieka zaowoco-
wal dalszym, bardzo przyspieszonym réznicowaniem
sie tych enzymoéw. Obecnie w uzyciu s3 dwa systemy
klasyfikacji B-laktamaz, tzw. system funkcjonalny oraz
system strukturalny [2, 9, 11,39]. Pierwszy, autorstwa
Bush i Jacoby'ego, opiera si¢ na poréwnaniu
szybkosci reakcji hydrolizy réznych p-laktaméw (peni-
cylin, cefalosporyn, monobaktaméw i karbapenemow)
oraz podatnoséci B-laktamaz na inhibicje przez nie-
ktére B-laktamy (typowe inhibitory p-laktamaz — kwas
klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam, a takze aztreo-
nam i kloksacyling) oraz EDTA i NaCl. Wyodrebnia
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on cztery zasadnicze grupy funkcjonalne, oznaczone

cyframi od 1 do 4:

« Grupa 1 obejmuje B-laktamazy preferujace cefalospo-
ryny, ale aktywne tez wzgledem penicylin i monobak-
tamow, stabo podatne na inhibicje kwasem klawulano-
wym, ale hamowane przez kloksacyline. Tradycyjnie
okresla sie je terminem ,cefalosporynazy AmpC”.

o Grupa 2 jest najliczniejsza, bardzo zrdznicowana
strukturalnie i funkcjonalnie, przez to podzielona na
12 podgrup. Sa tu zaréwno penicylinazy, jak i cefa-
losporynazy, o waskim, szerokim, rozszerzonym lub
ekstremalnie szerokim spektrum substratowym, obej-
mujacym praktycznie wszystkie B-laktamy. Wspdlna
cechg tych enzymoéw jest podatnosé na hamowanie
przez inhibitory B-laktamowe (kwas klawulanowy,
tazobaktam, sulbaktam), ktoéra moze tez ulega¢ reduk-
¢ji w drodze mutacji.

« Grupa 3 obejmuje metalo-pB-laktamazy (MBL), hydro-
lizujace penicyliny, cefalosporyny oraz karbapenemy.
MBL sg hamowane przez EDTA, natomiast nie sa
hamowane przez inhibitory p-laktamowe.

o Grupa 4 to zaledwie kilka enzymoéw stosunkowo
dawno zidentyfikowanych i stabo zbadanych; w naj-
nowszej wersji systemu klasyfikacji funkcjonalnej
grupa ta zostala pominieta [39].

Drugi system zaproponowal Ambler [1].]est on
oparty na analizie sekwencji aminokwasowych enzy-
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mow i grupuje B-laktamazy ze wzgledu na ich pokre-
wienstwo ewolucyjne. Analiza poréwnawcza sekwen-
¢ji aminokwasowych {-laktamaz pozwolita wyrézni¢
cztery klasy enzymow, oznaczone od A do D. Klasy A,
C i D to p-laktamazy serynowe, natomiast w klasie B
znalazty si¢ MBL. Oba podzialy B-laktamaz dobrze ze
sobg korelujg. Wszystkie enzymy tworzace funkcjonalna
grupe 1 stanowig strukturalng klase C. Grupa 2 zawiera
B-laktamazy klas A i D, natomiast grupa 3 odpowiada
klasie B. Enzymy nalezace do funkcjonalnej grupy 4 nie
zostaly scharakteryzowane pod wzgledem struktury.

4. B-Laktamazy gatunkowo-specyficzne

Jak wspomniano wczeéniej, p-laktamazy pojawity
sie na wezesnych etapach ewolucji bakterii. Wspdlnymi
przodkami dzisiejszych -laktamaz oraz bialek PBP byty
pierwotne PBP. W 1998r. Massova i Mobashery
zaproponowali hipoteze, w mysl ktorej wszystkie klasy
B-laktamaz (A-D) wyewoluowaly niezaleznie od siebie z
innych prekursoréw PBP, wraz z odpowiednimi klasami
wspolczesnych biatek PBP [49]. Zdecydowana wiek-
szo$¢ pateczek Gram-ujemnych posiada wlasne, typowe
dla danego gatunku B-laktamazy, ktorych geny zloka-
lizowane s3 w chromosomalnym DNA. Wiele gatun-
kéw bakterii Gram-ujemnych, m.in. Acinetobacter spp.,

Tabela I

Wybrane elementy klasyfikacji funkcjonalnej i strukturalnej p-laktamaz (na podstawie Jacoby i Bush [32])

Grupa | Klasa Wrazliwo$¢ na inhibitory
funkcjo- |struktu- Wybrane substraty Klawulanian Wybrane enzymy
nalna | ralna tazobaktam EDTA
111 C cefalosporyny (I, IL, III)* NIE NIE | Cefalosporynazy AmpC E. coli
i P. areuginosa, CMY-2, FOX-I, MIR-1, P99
le cefalosporyny (I, IT, III, IV) NIE NIE |GCL,CMY-37
2| 2a A |penicyliny z wyjatkiem izoksazolilowych TAK NIE |PCI
2b penicyliny i cefalosporyny (I) TAK NIE SHV-1,TEM-1, TEM-2, TLE-1 (TEM-90)
2be penicyliny, cefalosporyny (I, IL, III, IV), TAK NIE CTX-M-15, CTX-M-44 (TOHO-1), PER-1,
monobaktamy SFO-1, SHV-5, TEM-10, TEM-26, VEB-1
2br penicyliny i cefalosporyny (I) NIE NIE TEM-30, TEM-76, TEM-103, SHV-10, SHV-26
2ber penicyliny, cefalosporyny (I, II, III, IV) NIE NIE | TEM-50, TEM-68, TEM-89
i monobaktamy
2¢c karboksypenicyliny TAK NIE | PSE-I,CARB-3
2d D penicyliny izoksazolilowe Staba NIE OXA-1,0XA-10
2de penicyliny, cefalosporyny (I, II, III, IV) Staba NIE | OXA-l,0XA-15
2df penicyliny, karbapenemy Staba NIE | OXA-23, 0XA-48
2e A cefalosporyny (I, IL, III, IV) TAK NIE CepA
2f karbapenemy TAK NIE IMI-1, KPC-2, KPC-3, SME-1, GES-1
3| 3a B penicyliny, cefalosporyny (I, IL III, IV), NIE TAK IMP-1, LI, NDM-1, VIM-1
karbapenemy
3b karbapenemy NIE TAK | CphA, Sth-1

* liczbami rzymskimi oznaczono generacje cefalosporyn
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Pseudomonas spp. oraz pateczki z rodziny Enterobac-
teriaceae, takie jak Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Morganella
morganii, Providencia stuartii i Providencia rettgeri,
posiada gatunkowo-specyficzne cefalosporynazy AmpC.
Pomimo pewnych réznic gatunkowych, enzymy te cha-
rakteryzuja si¢ bardzo szerokim zakresem preferencji
substratowych, obejmujacym przede wszystkim wiek-
sz0$¢ cefalosporyn (z wyjatkiem lekéw IV generaciji), ale
tez penicyliny i monobaktamy [10, 39, 43, 51]. Ekspresja
tych p-laktamaz najczesciej ma charakter indukowalny,
ale u E. coli i Acinetobacter spp. zachodzi ona konstytu-
tywnie na bardzo niskim poziomie i nie nadaje dzikim
szczepom opornos$ci na antybiotyki B-laktamowe [39,
43]. Rézne zjawiska genetyczne (mutacje w genach regu-
latorowych, mutacje i insercje elementéw ruchomych
w obrebie promotoréw) prowadza do ekspresji konsty-
tutywnej enzyméw AmpC na zdecydowanie podwyz-
szonym poziomie.

Niektore pateczki Gram-ujemne: Klebsiella spp.,
Citrobacter koseri, Proteus vulgaris, Proteus penneri, Kluy-
vera spp., Chryseobacterium meningosepticum, Steno-
trophomonas maltophilia i inne wytwarzajg charaktery-
styczne enzymy nalezace do klasy A. Profile substra-
towe tych B-laktamaz sg bardzo zréznicowane. Niektore
z nich gtéwnie hydrolizujg réznego rodzaju penicyliny
i sg to tzw. B-laktamazy o szerokim spektrum substra-
towym (np. enzymy typu SHV-1, LEN lub OKP Kleb-
siella pneumoniae), a inne posiadaja bardzo rozlegly
zakres dzialania tzw. B-laktamaz o rozszerzonym spek-
trum substratowym, ESBL (np. p-laktamazy K-OXY
Kilebsiella oxytoca lub KLU Kluyvera spp.), lub do nich
zblizony [39, 43]. U szeregu wymienionych gatunkéw
naturalny poziom wytwarzania tych enzymow jest bar-
dzo niski i nie nadaja one drobnoustrojom opornosci
na {-laktamy. Podobnie jednak jak w przypadku natu-
ralnych cefalosporynaz AmpC, mozliwe sa modyfikacje
genetyczne, prowadzace do istotnego podwyzszenia ich
ekspresji. U niektorych gatunkéw naturalne p-laktamazy
klasy A wytwarzane s3 w sposdb indukowalny [39].

Inng grupe enzyméw kodowanych chromosomal-
nie stanowig MBL. Wystepuja one np. u S. maltophilia,
Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, C. meningosep-
ticum, Legionella gormanii, Caulobacter crescentus, Jan-
thinobacterium lividum, czy Flavobacterium johnsoniae,
i wykazuja aktywno$¢ wobec penicylin, cefalosporyn
i karbapenemodw, przez co ich spektrum substratowe
nalezy takze okresli¢ jako bardzo szerokie [10, 43].

5. p-Laktamazy nabyte
Od momentu wprowadzenia B-laktaméw do terapii

zakazen, obserwuje si¢ gwaltowne przyspieszenie ewo-
lucji opornosci na te antybiotyki w populacjach drobno-
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ustrojow chorobotworczych. W przypadku bakterii
Gram-ujemnych jest to przetom lat 1950 i 1960, kiedy
to wprowadzono pierwsze 3-laktamy skierowane prze-
ciwko pateczkom jelitowym (aminopenicyliny i cefalo-
sporyny I generacji). Masowe stosowanie -laktamow,
a takze opracowywanie co pewien czas nowych ich
rodzajow i generacji (cefamycyny, oksyimino-cefalo-
sporyny II, IIT i IV generacji, monobaktamy, inhibitory
B-laktamaz, karbapenemy) byly powodami wrecz lawi-
nowego narastania opornosci u pateczek Gram-ujem-
nych od przetomu lat 1970. i 1980. Kolejne ,kamie-
nie milowe” tego procesu odzwierciedlajg sekwencje
wprowadzania coraz to nowych B-laktamoéw [39, 51].
Uzyskanie samej opornosci na te leki jest gtéwnym kie-
runkiem tej ewolucji (pojawianie si¢ kolejnych warian-
tow P-laktamaz), ale wazne s3 takze jej efektywnos¢
(podnoszenie ekspresji lub parametréow kinetycznych
B-laktamaz, sprzyjajace tlo genetyczne), ekonomika
(poszerzanie spektrow substratowych) oraz rozprze-
strzenianie w populacjach bakterii. Istnieje szereg
mechanizméw wplywajacych na ewolucje p-laktamaz,
a przez to i wytwarzajacych je szczepdw, z ktérych
najwazniejszymi sg: mobilizacja naturalnych genéw
B-laktamaz, mutacje strukturalne w genach p-laktamaz,
mutacyjne i rekombinacyjne zmiany regulatorowe pro-
wadzace do wzrostu ich ekspresji, koniugacyjny trans-
fer genow P-laktamaz, wreszcie mutacyjne zmiany tla
genetycznego podnoszace poziom opornosci (defekty
poryn, zwiekszanie aktywnos$ci pomp) [24, 25, 48, 51].

6. Ekspresja -laktamaz

Zakres i stopient opornosci bakterii na antybiotyki
B-laktamowe, wywolanej wytwarzaniem (-laktamazy,
wynikaja z wladciwosci samego enzymu oraz ze sposobu
i poziomu jego ekspresji. Bardzo duze znaczenie ma tez
tlo genetyczne, czyli obecno$¢ innych mechanizmoéw
opornosci na f-laktamy w danym szczepie. Wytwarzanie
B-laktamazy przez komorke bakteryjng moze odbywaé
sie stale na tym samym poziomie (ekspresja konstytu-
tywna) lub w sposéb regulowany (ekspresja induko-
wana), zalezny od obecno$ci w $rodowisku bakterii
odpowiednich dla danego gatunku i rodzaju enzymu
induktoréw (-laktamowych. Poziom ekspresji, zaréwno
konstytutywnej, jak i w stanie indukeji, moze by¢ bardzo
rézny i wynika on przede wszystkim z wydajnosci trans-
krypcji genu kodujacego dang p-laktamaze. Transkryp-
cja genu zalezy gltéwnie od sily promotora, a niekiedy
tez obecnosci pewnych elementdéw regulacyjnych, np.
attenuatoréw transkrypcji. Ponadto, w niektorych szcze-
pach bakterii dochodzi do zwigkszenia liczby kopii genu
B-laktamazy. Dlatego tez ta sama [-laktamaza, nawet
w szczepach tego samego gatunku, moze by¢ wytwa-
rzana na réznym poziomie [32, 39, 43].
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Jak wspomniano wyzej, przykltadami enzymow ule-
gajacych ekspresji konstytutywnej na bardzo niskim
poziomie sg naturalne p-laktamazy AmpC E. coli i Aci-
netobacter spp. Dzikie szczepy tych drobnoustrojow sa
wrazliwe na wszystkie -laktamy aktywne wobec pale-
czek Gram-ujemnych. Z kolei K. pneumoniae wytwa-
rza gatunkowo-specyficzne P-laktamazy o szerokim
spektrum substratowym klasy A (typu SHV-1, LEN lub
OKP) na poziomie wystarczajacym do nadania szcze-
pom dzikim opornosci na amino- i karboksypenicyliny.
Charakter indukowany ma natomiast ekspresja cefalo-
sporynaz AmpC charakterystycznych dla Enterobacter
spp., C. freundii, S. marcescens, M. morganii, P. stuartii
i P rettgeri, a takze P. aeruginosa. Dzikie szczepy tych
gatunkow sa oporne na te B-laktamy, ktére sa induk-
torami i jednoczesnie substratami AmpC, gtéwnie
aminopenicyliny oraz cefalosporyny I i II generacji.
Dodatkowo, wskutek mutacji w genach regulatorowych,
ww. gatunki moga wytwarza¢ -laktamazy AmpC stale
na wysokim poziomie, bez wzgledu na obecnos¢ lub
brak induktora. Stan trwalego odblokowania produk-
cji AmpC okresla si¢ mianem ,,derepresji”. Zmutowane
szczepy z derepresja AmpC stajg si¢ oporne na wszystkie
B-laktamy, ktore sa chocby ,,stabymi” substratami tych
cefalosporynaz, czyli wszystkie penicyliny, cefalospo-
ryny (z wyjatkiem lekéw IV generacji) oraz monobak-
tamy i jest to oporno$¢ niehamowana lub w niewielkim
stopniu hamowana przez inhibitory p-laktamaz — kwas
klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam. Czesto$¢ dere-
presji i poziom wytwarzania enzymu w tym stanie zalezy
od gatunku bakterii. Derepresja p-laktamaz AmpC,
zwigzana z bardzo wysokim poziomem produkcji tych
enzymoOw, najczesciej spotykana jest u Enterobacter
cloacae i C. freundii [32, 39, 43].

Zdecydowana wigkszo$¢ B-laktamaz nabytych, w tym
B-laktamaz o szerokim spektrum substratowym, ESBL,
AmpC i MBL, ktérych geny obecne s3 na plazmidach,
ulega ekspresji konstytutywnej [39, 43]. Jak juz wczes-
niej wspomniano, poziom tej ekspresji zalezy gtéwnie
od sily promotora genu kodujacego B-laktamaze oraz
liczby kopii genu w komorce bakteryjne;j.

7. Najwazniejsze grupy p-laktamaz nabytych

7.1. B-Laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym, ESBL

ESBL to enzymy zdolne do hydrolizy wszystkich
penicylin, cefalosporyn (oprécz cefamycyn) i mono-
baktamoéw. Hydrolizuja oksyimino-{-laktamy z szyb-
koscig nie mniejsza niz 10% szybkosci hydrolizy ben-
zylopenicyliny. Aktywnos¢ wigkszosci tych p-laktamaz
hamowana jest przez kwas klawulanowy, sulbaktam
i tazobaktam [10, 39]. W systemie funkcjonalnym
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B-laktamaz, ESBL zostaly zaklasyfikowane do dwdch
podgrup grupy 2: podgrupy 2be (,,p-laktamazy o roz-
szerzonym spektrum substratowym hamowane przez
kwas klawulanowy”) oraz podgrupy 2de (,,p-laktamazy
o rozszerzonym spektrum substratowym hydrolizu-
jace kloksacyling”). Wedlug podziatu strukturalnego
B-laktamaz nalezg one do klas A (podgrupa 2be) i D
(podgrupa 2de). Sa to enzymy o masie czasteczkowej
okoto 30kDa, w ich miejscu aktywnym znajduje si¢
reszta serynowa [10].

Enzymy ESBL wystepuja glownie jako nabyte, kodo-
wane plazmidowo B-laktamazy. Geny kodujace ESBL
zlokalizowane s3 czesto na plazmidach koniugacyj-
nych (np. IncFII, Incl), w tym takze o szerokim zakre-
sie gospodarza (np. IncA/C, IncL/M), przez co ule-
gaja szybkiemu rozprzestrzenianiu, réwniez pomi¢dzy
szczepami nalezgcymi do réznych gatunkow [15, 29, 47,
59]. Ponadto, wystepuja one w obrebie specyficznych
elementéw genetycznych (transpozonéw, moduléw
transpozycyjnych, kaset integronowych), co zapew-
nia im przenoszenie pomiedzy réznymi czasteczkami
DNA, a czgsto tez wysoki poziom ekspresji [32, 39, 67].
Jak zaznaczono wyzej, takze niektdre gatunkowo-spe-
cyficzne B-laktamazy klasy A posiadaja cechy ESBL.
Wytwarzane sg one m.in. przez K. oxytoca (p-laktamazy
K2 lub K-OXY) [22, 26], Kluyvera spp. (KLU) [18, 30,
65, 74], Serratia fonticola (SFO) [50], C. meningosepti-
cum (CME) [6, 75] lub Rahnella aquatilis (RAHN) [5].

Nabyte ESBL, zidentyfikowane po raz pierwszy
w 1983 r. [35, 36], s3 obecnie zrodtem powaznych pro-
bleméw klinicznych i epidemiologicznych na catym
$wiecie. Wytwarzane sg przede wszystkim przez szpi-
talne szczepy paleczek réznych gatunkéw z rodziny
Enterobacteriaceae, cho¢ w ostatnim okresie obserwuje
sie je takze coraz czesciej w szczepach wywolujacych
zakazenia pozaszpitalne, gléwnie u E. coli, ale takze
u Salmonella i Shigella [12, 61]. Identyfikowane sg row-
niez u niektorych pateczek niefermentujacych, zwlasz-
cza P, aeruginosa i Acinetobacter baumannii [39].

Duza i stale rosnaca czesto$¢ wystepowania ESBL
wsrod izolatow klinicznych K. pneumoniae, ktéra w skali
pojedynczego oddziatu lub szpitala, a nawet regionu
lub kraju moze osigga¢ 40-60% i wiecej [21, 61], kon-
sekwentnie zaweza mozliwoéci terapeutyczne anty-
biotykéw B-laktamowych. Ponadto, brak skutecznego
leczenia wynika z faktu, ze wiele izolatow ESBL+
przejawialo w badaniach in vitro wrazliwo$¢ na szereg
antybiotykéw nalezacych do spektrum substratowego
ESBL (zwlaszcza oksyimino-B-laktamoéw) ze wzgledu
na specyficzne cechy enzymu lub nizszy poziom jego
ekspresji [39, 77]. Zastosowanie takich lekéw w terapii
konczylo si¢ jednak czesto niepowodzeniem. Pierwsze
takie przypadki odnotowywano juz w latach 1980. [7],
przeprowadzona za$ pod koniec lat 1990. metaanaliza
wykazala, ze ryzyko niepowodzenia wynosi ok. 50%
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w przypadku zastosowania cefalosporyny III generacji
(np. ceftazydymu, cefotaksymu, ceftriaksonu) w lecze-
niu zakazenia szczepem ESBL+, na ktdrg ten szczep
wykazywal wrazliwos¢ in vitro [62]. Ryzyko to zalezalo
od warto$ci MIC (minimalnego stezenia hamujacego)
danej cefalosporyny i wzrastalo jeszcze bardziej w przy-
padku szczepow, dla ktorych wartos¢ MIC znajdowata
sie bezposrednio ponizej wartosci granicznej dla szcze-
pow wrazliwych i §redniowrazliwych [61, 62]. Zjawisko
to zwigzane jest z tzw. efektem inokulum, czyli wzrostu
wartos$ci MIC leku wraz ze wzrostem gesto$ci zawiesiny
bakterii (badania lekowrazliwosci in vitro prowadzi sig
przy stosunkowo niskiej gestosci zawiesiny bakterii).
Ponadto, moze doj$¢ do selekcji mutantéw o podwyz-
szonej aktywnosci enzymatycznej ESBL lub zwiekszo-
nym poziomie ekspresji B-laktamazy. W zwiazku z tym,
potrzeby kliniczne i epidemiologiczne, spowodowaly
konieczno$¢ precyzyjnej identyfikacji fenotypu ESBL+
we wszystkich izolatach Enterobacteriaceae w ramach
rutynowej diagnostyki laboratoryjnej. Zalecano wigc,
aby wszystkie izolaty kliniczne, u ktorych stwierdzano
obecnos¢ ESBL, bez wzgledu na szczegélowy obraz
antybiogramu, interpretowac jako oporne na wszyst-
kie substraty ESBL (z wyjatkiem izolatéw pochodza-
cych z zakazen drég moczowych). W ostatnich latach
gltéwne osrodki zajmujace si¢ standaryzacja metod
diagnostyki mikrobiologicznej (European Committee
for Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST, oraz
Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI) dokonaly
istotnych zmian w zakresie diagnostyki ESBL. Poprzez
zaostrzenie kryteriow oceny wrazliwosci paleczek
Enterobacteriaceae na oksyimino-cefalosporyny, nie-
mal wszystkie szczepy ESBL+ sa oporne na t¢ grupe
lekéw i w zwigzku z tym nie ma juz potrzeby ich rekla-
syfikacji w razie wykrycia tego mechanizmu oporno-
$ci. Obecnie wykrywanie ESBL prowadzi si¢ wylacznie
do celéw epidemiologicznych oraz kontroli zakazen,
i stluzg temu rézne metody (np. test dwdch krazkow,
DDST - double-disc synergy test; E-test), wszystkie jed-
nak sprowadzajace si¢ do stwierdzenia znaczacego obni-
zenia wrazliwo$ci badanego szczepu na przynajmniej
jeden z markerowych oksyimino-f-laktamoéw (ceftazy-
dym, cefotaksym, ceftriakson, cefpodoksym, cefepim,
aztreonam) i wykazania wptywu inhibitora p-laktamaz
(kwasu klawulanowego) na ten efekt [20]. Diagnostyke
ESBL utrudnia réznorodno$¢ fenotypéw opornosci
szczepow ESBL+ na B-laktamy, ktorej jedynie wycinkiem
jest wspomniana wyzej bardzo niska opornos¢ in vitro
czesci szczepow na wybrane substraty ESBL. Fenotypy
opornos$ci szczepéw wytwarzajacych ESBL zalezg od
wielu czynnikéw, m.in. szczegétowych preferencji sub-
stratowych konkretnych wariantéw ESBL, stopnia ich
podatnosci na dziatanie inhibitoréw, poziomu aktyw-
noéci enzymatycznej i ekspresji oraz obecnosci innych
mechanizméw opornosci (inne f-laktamazy, obnizenie
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przepuszczalnosci blony zewnetrznej, wypompowywa-
nie leku). Niektore z tych mechanizméw, np. wysoka
ekspresja cefalosporynazy AmpC, MBL, lub powazne
obnizenie przepuszczalnosci blony zewnetrznej, ze
wzgledu na niepodatno$¢ na dzialanie inhibitoréow
B-laktamaz, moga maskowa¢ obecnos¢ ESBL [20].
Innym powaznym problemem w zwalczaniu szczepow
o fenotypie ESBL+ jest tez fakt, Ze sg one cz¢sto oporne
réwniez na antybiotyki z innych grup terapeutycznych,
przez co jeszcze tatwiej moga ulega¢ pozytywnej selekcji
i utrzymywac sie we florze szpitalnej oraz wywolywac
epidemie. Geny kodujace ESBL zlokalizowane s3 na
plazmidach, na ktdrych z reguly znajduja sie tez geny
warunkujgce opornos¢ np. na aminoglikozydy, ko-tri-
mobksazol, tetracykliny lub chloramfenikol [32].

7.2. Cefalosporynazy AmpC

Aktywno$¢ cefalosporynaz AmpC, w tym ich bar-
dzo rozlegte spektrum substratowe, oméwiono w czesci
poswieconej f-laktamazom gatunkowo-specyficznym.
Od roku 1988r. obserwuje si¢ rowniez nabyte warianty
tych enzymoéw i s one wytwarzane gltéwnie przez
K. pneumoniae, E. coli i P. mirabilis [31, 39, 63]. Za prze-
niesienie naturalnych genéw ampC odpowiedzialne s3
elementy ISEcpl, ISCRI oraz 1S26. Ich zrédlem byly
chromosomy C. freundii, Enterobacter spp., M. morganii
i innych bakterii, ktére daly poczatek kilku rodzinom
nabytych AmpC, takim jak np. MIR, CMY-2, DHA,
ACC, MOX, czy FOX [17, 31, 63]. Najbardziej rozpo-
wszechnione sg f-laktamazy z rodziny CMY-2, pocho-
dzace od AmpC C. freundii [4, 9, 33]. W odrdznieniu
od swoich indukowanych prekursoréw, wigkszos¢
cefalosporynaz nabytych wytwarzana jest w sposob
konstytutywny, poniewaz mobilizacji najczesciej ulegat
jedynie gen ampC, bez towarzyszacego mu na chro-
mosomie genu regulatorowego ampR. Nabyte AmpC
nadajg szczepom oporno$¢ na penicyliny, cefalosporyny
(z wyjatkiem IV generacji), monobaktamy i pofaczenia
B-laktamoéw z inhibitorami [31, 63]. Jak w przypadku
innych p-laktamaz, poziom opornosci szczepow zalezy
od poziomu ekspresji enzymu [63, 17]. W sensie kli-
nicznym szczepy wytwarzajace nabyte AmpC sa réwnie
grozne, jak szczepy ESBL+, jednak w sensie epidemiolo-
gicznym stanowig one mniejsze zagrozenie ze wzgledu
na znacznie mniejszg czg¢stos¢ wystepowania [31, 63].

7.3. Karbapenemazy

W ciggu ostatnich dziesi¢ciu lat najwigkszy niepo-
koj budza B-laktamazy zdolne do hydrolizy karbapene-
mow. Karbapenemy to jedna z najnowszych generacji
B-laktaméw, wprowadzona do lecznictwa w polowie
lat 1980, o najszerszym zakresie dziatania sposrod
wszystkich antybiotykéw, dobrych parametrach farma-
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kologicznych i - co szczegolnie wazne — niehydrolizo-
wana przez ESBL i AmpC. Szybkie rozprzestrzenianie
sie szczepéw wytwarzajacych ESBL spowodowalo, ze
karbapenemy staly sie lekami ,,ostatniej szansy” w lecze-
niu ciezkich zakazen wywotywanych przez paleczki
Gram-ujemne, zwlaszcza na oddzialach intensywnej
terapii [43]. Nieuzasadnione ich stosowanie przyniosto
negatywne skutki w postaci selekeji szczepow opornych,
najpierw dzigki mechanizmom ograniczajacym trans-
port lekéw, a od 1988 r. takze wytwarzaniu p-laktamaz
hydrolizujacych karbapenemy. Oba rodzaje opornosci
poczatkowo pojawily sie u niefermentujacych pateczek
P aeruginosa [39, 51, 41], ale w latach 1990. zaczeto
obserwowa¢ takze szczepy Enterobacteriaceae z naby-
tymi karbapenemazami klasy B, tzw. MBL [44, 58, 42].
W latach 2000. lawinowy wzrost izolacji szczepow
wytwarzajacych karbapenemazy w niektérych regio-
nach $wiata, coraz czestsze przypadki przenoszenia wraz
z pacjentami do innych krajow, wreszcie pojawianie si¢
coraz to nowych typow tych enzymdw spowodowalo, ze
jest to obecnie najwazniejszy temat w dziedzinie leko-
opornosci drobnoustrojow. Narastanie wieloopornosci
drobnoustrojow wytwarzajacych karbapenemazy pro-
wokuje do stawiania pytan o przyszlos¢ terapii zaka-
zen [14, 40]. Karbapenemazy to enzymy o szerokich,
a nawet mozliwie najszerszych spektrach substratowych,
przez co ta czgsto uzywana nazwa w pewnym sensie
jest mylaca; oddaje ona jednak to, co w ich aktywno-
$ci jest najwazniejsze [8, 19, 40, 53, 55-57, 68, 72, 80].
Zdumiewajaca jest roznorodnos¢ strukturalno-ewo-
lucyjna karbapenemaz, obejmujaca wszystkie cztery
klasy strukturalne p-laktamaz, przede wszystkim jednak
klasy A, BiD.

7.3.1. Karbapenemazy klasy A

Najwazniejsze karbapenemazy klasy A (podgrupa 2f)
to enzymy z rodziny KPC (Klebsiella pneumoniae car-
bapenemase), izolowane od 1996 r. w USA. Pochodze-
nie ewolucyjne tych B-laktamaz nie jest znane, nato-
miast, zgodnie z nazwa, najczesciej obserwuje sie je
w szczepach K. pneumoniae, cho¢ do chwili obecnej
zidentyfikowano je réwniez w wielu innych gatunkach
Enterobacteriaceae, a nawet Pseudomonas spp. i innych
paleczkach niefermentujacych. Enzymy z tej rodziny,
ktérych dzisiaj znamy juz 12, posiadaja najszersze spek-
trum substratowe ze wszystkich -laktamaz: hydrolizuja
one wszystkie stosowane klinicznie {B-laktamy, cho¢
nie zawsze z taka samg wydajnoscia (najaktywniejsze
sa wzgledem penicylin i cefalosporyn I generacji) [11,
55, 57, 72]. Duze znaczenie dla wysokiej opornosci
szczepéw ma obecnos¢ dodatkowych mechanizméw
(defekty poryn, wytwarzanie dodatkowo ESBL), co jest
zjawiskiem réwnie czestym, jak opornos¢ na inne grupy
lekéw (wieloopornos¢) [16, 34]. Geny bla, . lokuja si¢
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w obrebie transpozonu Tn4401 z grupy Tn3 [54], a wraz
znim na plazmidach réznych typ6éw (np. IncFIL ). Wiele
z tych plazmidéw ma zdolno$¢ do koniugacji, jednak
jej wydajnos$¢ jest stosunkowo niewielka [3, 16, 38].
Drobnoustroje KPC* swdj ,,sukces” epidemiologiczny
zawdzieczajg przede wszystkim rozprzestrzenianiu klo-
nalnemu i zwigzane jest to z tzw. hiperepidemicznym
(o wysokim potencjale epidemicznym) klonem K. prneu-
moniae ST258, ktéry najpierw pojawil si¢ w USA, potem
zostal przeniesiony do Izraela, Grecji, a wreszcie dotart
do wielu miejsc na calym niemal $wiecie [55, 57].
W wymienionych krajach, a takze w Polsce, klon ten
jest zdecydowanie dominujacy [3]. Wszystkie wymie-
nione czynniki powoduja, ze szczepy KPC+ uwaza si¢
dzi$ powszechnie za jedno z najwiekszych wyzwan dla
zdrowia publicznego w dziedzinie zakazen bakteryjnych,
medycyny (terapia), epidemiologii (zapobieganie, era-
dykacja) oraz mikrobiologii (wykrywanie, interpretacja
wyniku) [8, 40, 55, 57]. Niewatpliwie sg one od 2008 r.
najwiekszym problemem w tym zakresie w Polsce, kiedy
to po raz pierwszy zidentyfikowano szczep KPC+ [3].

7.3.2. Karbapenemazy klasy B

Wspominane juz wczesniej enzymy klasy B (grupy 3),
czyli metalo-B-laktamazy (metallo-f-lactamases; MBL)
sa specyficzng grupa P-laktamaz, ktore nie posiadaja
reszty serynowej w centrum aktywnym, wymagaja nato-
miast jondw cynku jako kofaktoréw reakeji hydrolizy
pierscienia B-laktamowego. Z tego powodu s3 hamo-
wane przez EDTA i inne chelatory jonéw dwuwartos-
ciowych, pozostajg natomiast niewrazliwe na inhibitory
B-laktamowe. Sa to najbardziej wyspecjalizowane i naj-
aktywniejsze karbapenemazy, ponadto, jest to jedyna
klasa B-laktamaz, ktorej wszyscy przedstawiciele wyka-
zujg zdolno$¢ do hydrolizy karbapenemoéw. Spektrum
substratowe tych enzyméw obejmuje rowniez wszystkie
penicyliny i cefalosporyny, a MBL nie rozkladaja tylko
monobaktamow [11, 42, 68, 72, 80]. U bakterii §rodo-
wiskowych odkryto wiele gatunkowo-specyficznych
MBL, jednak zadna z nich nie mogta by¢ prekursorem
obserwowanych nabytych enzymow tej grupy. Pierwsze
nabyte MBL pojawily si¢ u Gram-ujemnych paleczek
niefermentujacych P, aeruginosa (1988 r. w Japonii) i do
dzisiaj s3 one najczesciej wytwarzane przez ten gatunek
bakterii. Od potowy lat 1990. na Dalekim Wschodzie
(np. Japonii, Korei, Tajwanie, Chinach), a od 2001 r.
w Europie obserwuje sie tez szczepy Enterobacteriaceae
MBL+. Najwazniejszymi rodzinami nabytych MBL s3
enzymy IMP i VIM, wystepujgce zaréwno u paleczek
niefermentujacych, jak i jelitowych. Geny bla, i bla
istnieja zawsze w postaci kaset wlaczonych w obreb inte-
gronéw, glownie klasy 1. Integrony te moga by¢ z kolei
zlokalizowane w transpozonach (np. Tn21) i wraz z nimi
przenosi¢ si¢ miedzy czasteczkami DNA [68, 72, 80].
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W Europie problem Enterobacteriaceae MBL+ szybko
przybral zatrwazajace rozmiary w Grecji, gdzie w ciggu
pieciu lat szczepy K. pneumoniae wytwarzajace enzym
VIM-1 stanowily ok. 50% populacji tego gatunku w $ro-
dowiskach oddziatéw intensywnej terapii [79]. U pod-
foza tego procesu bylo rozprzestrzenianie si¢ kilku
klonéw K. pneumoniae, ale tez intensywny transfer
plazmiddéw (typu IncN) [23, 52]. Sytuacja ta uwidocz-
nila, jak wielkie zagrozenie niesie narastanie lekoopor-
nosci bakterii chorobotworczych, w przypadku gdy nie
zostang przedsiewziete energiczne dzialania zapobie-
gawcze na poziomach lokalnym i panstwowym. Drob-
noustroje wytwarzajace MBL z rodziny VIM pojawily sie
pozniej w Hiszpanii i innych krajach Europy, niekiedy w
wyniku przeniesienia pacjenta ze szpitala w Grecji [27].

W 2010 r. wielki rozglos zyskala sprawa identyfika-
cji nowego rodzaju MBL - enzymu NDM-1, wykrytego
w wieloopornym szczepie K.pneumoniae w Szwecji
u pacjenta, ktory wczesniej hospitalizowany byt w In-
diach. W ¢lad za pierwszym doniesieniem pojawily si¢
kolejne prace ukazujgce niezwykle rozprzestrzenienie
szczepéw NDM-1+ réznych gatunkoéw Enterobacteria-
ceae w Indiach, Pakistanie i Bangladeszu (takze w $rodo-
wisku pozaszpitalnym) oraz wskazujacych wymienione
kraje jako zrodlo tych szczepdw przeniesionych do Wiel-
kiej Brytanii i szeregu réznych panstw europejskich,
USA, Australii, krajow Zatoki Perskiej i Afryki [37, 56,
82]. Szczepy NDM+ s3 z reguly wysoce oporne i - tak
jak KPC+ - wielooporne [56]. Geny bla , tworzace
operon wraz z genem opornosci na bleomycyne (ble, , ),
polozone s3 obok elementu ISAba125, ktory prawdopo-
dobnie odpowiedzialny byt za ich mobilizacje z chromo-
somu nieznanego gatunku. Charakter sekwencji ISAbal
oraz kilka innych przeslanek sugeruja, ze niefermentu-
jaca paleczka A. baumannii mogta by¢ pierwszym gatun-
kiem, ktory nabyt geny bla i stad dopiero nastgpito
przeniesienie do rodziny Enterobacteriaceae (szczepy
A. baumannii NDM+ sg stosunkowo czesto izolowane
w niektérych krajach). Obecnos¢ bla , w plazmidach
o wysokim potencjale koniugacyjnym (IncN, IncL/M,
IncA/C, IncFII) sprawia, Ze transfer horyzontalny jest
gléwnym sposobem rozprzestrzeniania si¢ karbapene-
maz NDM wsrdd bakterii, przy czym wielkie znacze-
nie ma tu réwniez wysoka aktywnos¢ transpozycyjna
elementéw zawierajacych bla,  (.epidemia transpo-
zonu”) [64]. W ramach wspomnianego wczesniej roz-
glosu medialnego, w ktorym K. pneumoniae NDM-1+
nazwano ,,superbakterig’, po raz pierwszy powszechniej
uswiadomiono sobie wymiar ekonomiczny i nawet spo-
feczno-polityczny narastania opornosci bakterii na anty-
biotyki w dzisiejszym $wiecie. Wspomniane doniesienia
uderzyty bowiem w intensywnie rozwijajaca si¢, nowa
galaz gospodarki niektdrych krajow, czyli rynek tanich
ustug medycznych [60,81] [Roberts M.: New ‘super-
bug’ found in UK hospitals. BBC News Health, 11 sierp-
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nia 2010]. Warto nadmienic¢, ze w 2011 r. pierwszy szczep
E. coli NDM* wyizolowano w Polsce u pacjenta przenie-
sionego ze szpitala w jednym z krajow srodkowo-afry-
kanskich [M. Gniadkowski, J. Fiett, A. Bara-
niak, R. Izdebski, D. Zabicka, K. Filczak,
W. Hryniewicz dane niepublikowane].

7.3.3. Karbapenemazy klasy D

B-Laktamazy hydrolizujace karbapenemy klasy D
(podgrupa 2df), czyli tzw. enzymy CHDL (carbape-
nem-hydrolyzing class D f-lactamases) spotykane sa
od poczatku lat 1980. u przedstawicieli rodzaju niefer-
mentujacych pateczek Acinetobacter i u tych drobno-
ustrojow stanowia gléwne zrédlo opornosci na karba-
penemy [66]. W 2001 r. pojawil sie w Turcji ich nowy
rodzaj, OXA-48, zwigzany wylacznie z Enterobacteria-
ceae, zwlaszcza K. pneumoniae, ale tez E. coli, E. cloacae
i innymi gatunkami [57]. CHDL maja stosunkowo
stabg aktywno$¢ wobec karbapenemoéw, a poza nimi
hydrolizuja jeszcze tylko penicyliny i cefalosporyny
I generacji [11, 66]. Niemniej, wysoka ekspresja i cze-
sta obecnos¢ licznych innych mechanizméw opornosci
(w tym wytwarzanie ESBL) powoduje, ze szczepy OXA-
48" s3, podobnie do KPC* i MBL*, wysoce oporne na
wszystkie B-laktamy i wiele innych grup lekéw [13]. Gen
bla_,, ,,lezy w transpozonie Tn1999, utworzonym przez
dwie sekwencje IS1999, ale blisko z nim spokrewniony
gen bla_ , . jest polozony w bezposrednim poblizu
ISEcp1 [13, 70]. Koniugacyjny transfer specyficznej
grupy plazmidéw uwazany jest za gléwny mechanizm
rozprzestrzeniania si¢ OXA-48 w populacjach Entero-
bacteriaceae [13]. Szczepy z B-laktamazami typu OXA-48
sa kolejnym przykladem szybkiego przenikania do
Europy niebezpiecznych drobnoustrojow z regionéow
endemicznych, ktérymi sa w tym przypadku gléwnie
kraje wschodniej i potudniowej czesci basenu Morza
Srédziemnego. Szczepy OXA-48* z Turcji i pétnocnej
Afryki (Egipt, Maroko) naptywaja do Europy i wywo-
luja epidemie szpitalne we Francji, Holandii, Niem-
czech, Hiszpanii i innych krajach. Ostatnio réwniez
stwierdzono pojawienie si¢ szczepow Enterobacteriaceae
wytwarzajacych bardzo podobne enzymy: OXA-181
w Indiach i OXA-204 w Tunezji [27, 56, 69].

8. Podsumowanie

Problematyka opornosci bakterii chorobotwoérczych
na antybiotyki stala si¢ jednym z najbardziej palgcych
wyzwan dla medycyny zakazen i zdrowia publicznego
w ostatnich dekadach. Szacuje sie, ze krajach Unii Euro-
pejskiej lekoopornos¢ drobnoustrojow jest przyczyna
$mierci ok. 25 000 0s6b rocznie, ponadto, zwieksza ona
tez znacznie koszty opieki zdrowotnej i koszty spoleczne
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[73]. Wytwarzanie 3-laktamaz hydrolizujacych antybio-
tyki p-laktamowe nowych generacji niewatpliwie nalezy
obecnie do najgrozniejszych mechanizméw opornosci
bakterii na leki. Gléwnym problemem jest pojawianie
sie i rozprzestrzenianie szczepow paleczek Gram-ujem-
nych, zaréwno jelitowych z rodziny Enterobacteria-
ceae jak i niefermentujacych, wytwarzajacych enzymy
nabyte, takie jak ESBL, AmpC i karbapenemazy. Szczepy
te wykazuja oporno$¢ takze na leki nie B-laktamowe.
Europejskie Centrum Kontroli Choréb, ECDC (Euro-
pean Centre for Disease Control), wyrdznia wérdd nich
szczepy wielooporne, czyli niewrazliwe na co najmnie;j
trzy grupy lekow (multi-drug resistant, MDR), szczepy
o rozszerzonej wieloopornosci (extensively drug-resi-
stant, XDR) oraz szczepy calkowicie oporne (pandrug-
-resistant, PDR) [46]. Zaliczane one sg do tzw. ,,pato-
genow alarmowych”, ktérych pojawienie si¢ powinno
prowadzi¢ do wdrazania zaostrzonych procedur kontroli
zakazen. Niezwykle wazna jest ich niezwloczna i wia-
rygodna identyfikacja w laboratoriach mikrobiologicz-
nych. Znaczace ograniczenie lub - niekiedy - calkowity
brak opcji terapeutycznych wobec tak istotnych czynni-
kow zakazen stanowi z oczywistych wzgledow wielkie
zagrozenie dla zdrowia publicznego.
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Anti-Campylobacter immunoprophylaxis

Abstract: Campylobacter jejuni is currently recognized as a major cause of food-borne human gastroenteritis worldwide. In developed
countries the majority of Campylobacter infections are associated with the consumption of undercooked poultry meat. Although a isease
lasts only several days and is very often self-limiting, campylobacteriosis constitutes a serious medical and socioeconomic problem. In
patients, especially from developed countries, who have notencountered the pathogen before the infection can resultin severe gastroenteritis
accompanied with long-lasting bloody or mucus diarrhea. Moreover, C. jejuni can cause septicemia in immunocompromised individuals
or induce autoimmune neurological disorders. Rapidly increasing antibiotic resistance of Campylobacter strains compels us to develop
alternative therapeutic strategies. Implementation of immunoprophylaxis for humans or chickens seems to be the most effective strategy
to decrease the number of human infections. Subunit vaccines are the safest, but mildly immunogenic, prophylactic method therefore,
heterologous antigens are frequently delivered to a host by special delivery vectors i.e. attenuated Salmonella strains, to induce protective
immune response. Avirulent Salmonella strains were also successfully used as a carrier to construct anti-Campylobacter subunit vaccines.
Up till now, only several Campylobacter genes encoding immunogenic proteins: PeblA, CjaA, Pal, Cj0420 and bacterioferritin, were
cloned in Salmonella cells and the immune response and protection efficiency of constructed vaccine were determined on animal
models. Here, we discuss the recent developments in the field of Salmonella-based anti-Campylobacter vaccines.

Contents: 1. Pathogen characteristics and infection epidemiology. 2. The symptoms and source of infections. 3. Anti-Campylobacter

vaccines. 4. Anti-Campylobacter subunit vaccines constructed with attenuated S. enterica cells. 5. Conclusions
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Key words:

antigen, Campylobacter, Salmonella, subunit vaccine

1. Charakterystyka patogenu i epidemiologia zakazen

Bakterie z rodzaju Campylobacter to Gram-ujemne,
mikroaerofilne, spiralne, ruchliwe pateczki nalezgce do
klasy e-Proteobacteria. Aktualnie mikroorganizmy te
s3 najczesciej izolowanym czynnikiem etiologicznym
stanow zapalnych przewodu pokarmowego u ludzi
zaréwno w krajach rozwinigtych jak i rozwijajacych sie
[3,33]. Infekcje wywolywane s3 gléwnie przez dwa nie-
rozréznialne pod wzgledem klinicznym gatunki: Cam-
pylobacter jejuni i Campylobacter coli. Wg raportu EFSA
(Europejski Urzad ds. Bezpieczenistwa Zywnosci, Euro-
pean Food Safety Agency) i ECDC (Europejskie Centrum
Zapobiegania i Kontroli Choréb, European Center for
Disease Control and Prevention) odpowiadaja one za
35,7% i2,3% odnotowanych przypadkéw kampylobak-
teriozy w Unii Europejskiej (UE) w 2010 . [6].

Dane epidemiologiczne wskazuja, iz liczba przypad-
kéw kampylobakteriozy w skali §wiatowej siega az 400 mi-
lionéw rocznie (48). Wg danych CDC (Centrum Zwal-
czania i Zapobiegania Chordb, Center for Disease Control
and Prevention) kazdego roku infekcje Campylobacter po-
woduja ok. 2-3 miliona przypadkéw zachorowan w USA

(http://www.cdc.gov/nczved/divisions/dfbmd/diseases/
campylobacter/technical.html# incidence). W UE liczba
przypadkow kampylobakteriozy szacowana jest na przy-
najmniej 2 miliony, a moze sigga¢ nawet 20 milionéw
rocznie [7]. Wg raportéw EFSA w UE od 2005 do 20101.
kampylobakterioza byla nieprzerwanie najczesciej wyste-
pujaca choroba odzwierzeca. We wszystkich krajach
czfonkowskich w 2010r. odnotowano 212064 przy-
padkoéw zakazen Campylobacter sp. [6]. W poréwnaniu
do roku poprzedniego byt to wzrost 0 6,7%. W tym sa-
mym czasie odnotowano 99 020 przypadkéw salmonel-
lozy, drugiej najczesciej wystepujacej zoonozy. Jednakze
w przypadku zakazen paleczkami Salmonella ich liczba
od 5 lat systematycznie si¢ obniza (w 2010r. spadek
0 8,8% w poréwnaniu do roku poprzedniego) (Rys. 1).
Liczba zdiagnozowanych przypadkéw kampylobak-
teriozy w poszczegdlnych krajach UE ze wzgledu na
odmienne systemy monitorowania zakazen bakteryjnych
znacznie si¢ réznila i wynosita od 0,04 do 200,58 przy-
padkéw zachorowan na 100 000 mieszkancow. W Polsce
w 2010 . potwierdzono jedynie 367 przypadkéow kam-
pylobakteriozy (0,96 zachorowan na 100000 osdb).
Tak niski poziom wynika prawdopodobnie z faktu, iz
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Rys. 1. Kinetyka zachorowan na kampylobakterioze i salmonelloze
w Unii Europejskiej w latach 2006-2010 wg [6]

w Polsce dopiero od niedawna rejestruje sie przypadki
kampylobakteriozy jako wyodrebnionej jednostki cho-
robowej. Co wiecej szacuje sig, ze tylko co dziesiaty
przypadek kampylobakteriozy jest odnotowywany,
reszta zakazonych osob ze wzgledu na lagodny prze-
bieg infekcji prawdopodobnie nie zglasza sie do lekarza.

2. Objawy chorobowe i Zrodla zakazen

Kliniczna manifestacja zakazen Campylobacter spp.
bywa bardzo réznorodna i waha sie od przypadkow
asymptomatycznych do ostrych stanéw zapalnych jelit,
ktérym towarzyszy diugotrwata, krwawa lub $luzowata
biegunka [1]. Te ostatnie symptomy chorobowe charak-
terystyczne sa dla osob zakazonych z krajéw rozwinie-
tych, ktore w przeszlosci nie zetknely sie z patogenem.
W wiekszosci przypadkow stan chorobowy trwa kilka
dni, a infekcje majg tendencje¢ do samowyleczenia. Jed-
nakze u ludzi z obnizong odpornoscia (dzieci w wieku
ponizej 2 lat, osoby starsze, osoby po przebytych cho-
robach nowotworowych czy zakazeni wirusem HIV)
infekcje Campylobacter s3 czgsto przyczyng zakazen
ogolnoustrojowych oraz posocznicy [20]. Dodatkowo
udokumentowano, ze infekcje Campylobacter moga
prowadzi¢ do rozwoju choréb autoimmunizacyjnych
i neurologicznych: reaktywnego artretyzmu i neuro-
patii obwodowego ukladu nerwowego tj. zespot Guil-
laina-Barrégo (GBS) czy choréb zapalnych jelit (IBD,
inflammatory bowel diseases, tj. choroba Lesniowskiego-
-Crohna [18, 22, 29]. Campylobacter jest takze druga
po zakazeniach enterotoksycznymi szczepami E. coli
(ETEC) przyczyna biegunek podréznych [8].

W krajach rozwinietych do zakazen paleczkami
Campylobacter u ludzi dochodzi najczesciej przez spo-
zycie zanieczyszczonego paleczkami patogenu mleka,
wody lub miesa, zwlaszcza nieodpowiednio przygo-
towanego drobiu [17]. Niewatpliwie gléownym zrod-
fem patogenu sg kurczeta ulegajace kolonizacji we
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wczesnym okresie Zycia. Potwierdza to ostatni raport
EFSA i ECDC, ktéry wskazuje, ze w 2010 r. w UE az 2/3
(17 z 27) ognisk epidemiologicznych (outbreak) kam-
pylobakteriozy o udokumentowanym zrédle powigza-
nych bylo z zanieczyszczonym Campylobacter migsem
drobiowym [6]. Mechanizm zapoczatkowania infekeji
kurczat na fermach pozostaje niewyjasniony, lecz nie-
zaleznie od zrodla zakazenia Campylobacter rozprze-
strzenia sie w stadach kurczat bardzo szybko doprowa-
dzajac do zakazenia nawet 100% ptakow [30]. Chociaz
poziom kolonizacji jelit kurczat jest bardzo wysoki
(nawet 10" CFU na gram zawartosci jelit), nie wywo-
luje to u ptakéw objawow chorobowych. Fakt ten unie-
mozliwia eliminacje¢ ze stad osobnikéw zainfekowanych
[17]. Do dalszego zanieczyszczenia migsa drobiowego
dochodzi w rzezniach, stad wysoki procent tusz kur-
czat znajdujacych si¢ na rynku zawiera duze liczby ko-
morek tego drobnoustroju. Podczas przetwarzania miesa
komdrki patogenu przedostaja na skore tusz drobiowych
poprzez zanieczyszczenie zawarto$cia przewodu pokar-
mowego. Specyficzne mikrosrodowisko na powierzchni
tusz sprzyja przetrwaniu paleczek w temperaturze 4°C,
anawet po zamrozeniu. Dodatkowo wykazano, iz pato-
gen w przypadku nieodpowiedniego przechowywania
migsa moze ulec w tymze srodowisku namnozeniu [41].
Wg danych EFSA i ECDC w 2010. 29,6% tusz drobio-
wych w UE bylo zanieczyszczonych pateczkami Campy-
lobacter [6). W poszczegolnych krajach cztonkowskich
udzial zakazonego $wiezego miesa wynosit od 3,1% az
do 90,0%. Poniewaz dawka infekcyjna dla czlowieka jest
wzglednie niska (10> CFU), do zakazen cztowieka moze
dochodzi¢ stosunkowo tatwo i czesto [20].

Dodatkowym problemem z medycznego punktu
widzenia jest zjawisko nasilajacej sie antybiotykoopor-
nosci bakterii z rodzaju Campylobacter wynikajace
z nadmiernego i czesto nieuzasadnionego stosowania
antybiotykow w praktyce weterynaryjnej jak i terapii
ludzi. Jak wczes$niej wspomniano w wiekszosci przy-
padkow zakazenia Campylobacter przebiegaja w tagodny
sposdb i wymagaja jedynie leczenia objawowego (obser-
wacja, uzupelnienie pltynéw i elektrolitow). Antybio-
tykoterapie stosuje si¢ jedynie w przypadku cigzkiego
przebiegu choroby. Badania epidemiologiczne pokazuja
jednak gwaltowny wzrost opornosci na powszechnie
stosowane terapeutyki (tj. makrolidy, fluorochinolony
i tetracykling) zaréwno wérod klinicznych szczepow
C. jejuni/coli jak i szczepdw izolowanych z pozywienia
[10, 26, 27]. Wykazano takze rosnacg liczbe szczepow
wieloopornych, co niewatpliwie utrudnia zwalczanie
przypadkow kampylobakteriozy, wydiuzajac okres
leczenia lub powodujac catkowita nieskutecznos¢ stoso-
wanej terapii. W przypadku ogélnoustrojowych infekeji
spowodowanej przez szczepy Campylobacter oporne na
makrolidy i fluorochinolony jedyna alternatywa wydaje
sie zastosowanie gentamycyny [31, 41].
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3. Szczepionki anty-Campylobacter

Ograniczenie liczby przypadkéw kampylobakteriozy
u ludzi mozna osiggnac na drodze obnizenia poziomu
zakazen stad drobiu. W ramach multidyscyplinarnego
programu CARMA (Campylobacter Risk Manage-
ment and Assesment) badano wprowadzanie réznego
rodzaju interwencji w procesie produkcji, przetwarza-
nia i spozycia migsa drobiowego (from farm to fork) tj.
podniesienie poziomu higieny na fermach, rzezniach
i przedsigbiorstwach procesujacych zywno$¢ czy edu-
kacja spoleczenstwa [14]. Metody te okazaty si¢ jednak
nieskuteczne, stad wprowadzenie do powszechnego sto-
sowania szczepien ochronnych ludzi lub kurczat wydaje
sie najwlasciwszg strategia zapobiegania ludzkim przy-
padkom kampylobakteriozy.

Jak dotad na $wiecie nie ma dostgpnej na rynku sku-
tecznej szczepionki anty-Campylobacter, pomimo iz od
kilkunastu lat europejskie i amerykanskie osrodki nau-
kowe wraz z firmami biotechnologicznymi prowadza
intensywne badania w tym kierunku. Szczepionka anty-
-Campylobacter dla ludzi przeznaczona bedzie prawdo-
podobnie tylko dla 0s6b z grupy podwyzszonego ryzyka
tj. personelu medycznego, 0séb podrézujacych do regio-
néw $wiata, gdzie kampylobakterioza jest chorobg ende-
miczng lub 0séb zagrozonych rozwojem chordb autoim-
munizacyjnych [46]. Ze wzgledu na wystepujace zjawisko
mimikry molekularnej pomiedzy lipooligosacharydem
(LOS) C.jejuni a ludzkimi gangliozydami badania kli-
niczne prototypow szczepionek na ludzkich ochotnikach
wigzaly si¢ z ryzykiem wystapienie u pacjentéw choréb
autoimmunizacyjnych. Identyfikacja szczepu C. jejuni
CG8421, niewywolujacego u ludzi GBS, niewatpliwie
ulatwi testowanie tego rodzaju szczepionek [45].
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Badane prototypy szczepionek anty-Campylobacter
przeznaczone zaréwno dla ludzi jak i kurczat ogdlnie
mozna podzieli¢ na szczepionki skonstruowane w opar-
ciu o zabite komorki drobnoustroju tzw. CWC (Cam-
pylobacter whole-cell vacinnes) oraz szczepionki podjed-
nostkowe zawierajace jedynie wybrane antygeny Cam-
pylobacter [5, 19]. Charakterystyke ostatnio badanych
szczepionek anty-Campylobacter przedstawiono w Tab. L.

Szczepionki anty-Campylobacter zawierajace cale ko-
morki patogenu majg kilka ograniczen. Najwazniej-
szym z nich jest wysoki poziom zmienno$ci genetycz-
nej C.jejuni [11, 34]. Mikroorganizmy te posiadaja
sie tzw. ,otwarty” pangenom (pula wszystkich genow
obecna w genomach przedstawicieli danego gatunku
lub rodzaju). Oznacza to, ze poznanie materialu gene-
tycznego kolejnych szczepéw C. jejuni wzbogaca pan-
genom gatunku o kolejne unikatowe geny. Poréwnanie
materialu genetycznego 13 szczepéw C. jejuni wyka-
zalo, ze jedynie 2/3 gendéw stanowia tzw. geny podsta-
wowe (core genes), wystepujace w genomach wszystkich
przedstawicieli gatunku. Reszta genéw byla specyficzna
dla poszczegdlnych szczepow lub kilku przedstawicieli
gatunku (dispensable/auxillary genes). Przykladowo
genom C. jejuni M1 sktada si¢ z 1080 genéw podstawo-
wych i az 547 genéw dodatkowych [9]. Analiza mate-
rialu genetycznego 5 blisko spokrewnionych szczepow
ST-21 wyizolowanych z réznych zrédet (tj. klinicznych
i srodowiskowych) i scharakteryzowanych za pomoca
techniki MLST (multi locus sequence typing) wykazata
ich wysoka zmiennos¢ fenotypowa i genetyczng, co
niewatpliwie warunkuje ich zdolnos$¢ przystosowaw-
czg do réznych srodowisk [13]. Ostatnio przeprowa-
dzone analizy transkryptoméw oraz proteoméw
C. jejuni wykazaly takze olbrzymig zmiennos¢ profilu

Tabela I
Prototypy podjednostkowych szczepionek anty-Campylobacter skonstruowanych z wykorzystaniem atenuowanych szczepéw S. enterica
Badany Rodzaj atenuacji Lokalizacja Model Efekt szczepienia Pi$miennictwo
antygen transgenu | zwierzecy
PeblA |AphoPQ plazmid myszy |indukcja specyficznych przeciwciat klasy IgG; [42]
brak protekeji
CjaA  |Acrp Acya plazmid kurczeta |indukcja specyficznych przeciwcial klasy IgY i IgA; (50]
obnizenie kolonizacji o 6 log
AaroA plazmid kurczeta |indukcja specyficznych przeciwcial; (2]
obnizenie poziomu kolonizacji o 1,4 log
AaroA Ahtr chromosom | kurczeta |indukcja specyficznych przeciwciat klasy IgY i IgA; [23]
obnizenie poziomu kolonizacji o 2 log
Pal AaroA Ahtr chromosom | kurczeta |indukcja specyficznych przeciwcial klasy IgY i IgA; [23]
obnizenie poziomu kolonizacji o 4 log
Acrp Acya plazmid kurczeta |indukcja specyficznych przeciwcial klasy IgY i IgA; | (Laniewski i wsp.
brak protekeji dane niepublikowane)
Cj0420 |AaroA Ahtr chromosom | kurczeta |indukeja specyficznych przeciwcial klasy IgY i IgA; [23]
obnizenie poziomu kolonizacji o 1 log
Gj1534c|AP, =TT araCP,,  fur |plazmid kurczeta |obnizenie poziomu kolonizacji o 3,6 log [21]
Apmi A(gmd-fcl) AasdA
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biatkowego mikroorganizmu w zaleznosci od warunkéw
i fazy wzrostu [25, 49]. Dodatkowo badania wykazaty,
iz kurczeta w trakcie swojego zycia wielokrotnie ulegaja
kolonizacji przez rézne szczepy Campylobacter spp. [43],
stad skonstruowanie skutecznej szczepionki CWC dla
kurczat wydaje si¢ bardzo trudne. W przypadku ludzi
uzycie takiej szczepionki, bez dokladnego poznania
mechanizméw patogenezy paleczek C. jejuni jest do$¢
ryzykowne, gdyz moze prowadzi¢ do rozwoju choréb
autoimmunizacyjnych.

Szczepionki podjednostkowe uwazane sg za najbez-
pieczniejsze, lecz ich immunogenno$¢ w poréwnaniu do
szczepionek zawierajacych zywe atenuowane komorki
jest duzo nizsza. W procesie konstrukeji tego typu
szczepionek krytyczny jest wybor antygendw. Pateczki
C. jejuni posiadaja wiele biatek o wlasciwosciach immu-
nogennych, jednakze niewiele z nich posiada odpo-
wiedni potencjal ochronny. Rozwéj badan z dziedziny
genomiki, transkryptomiki i proteomiki w ostatnich
latach niewatpliwie przyczynit sie do duzego postepu
w identyfikacji nowych antygenéw. Jednakze do tej pory
na zwierzetach laboratoryjnych testowano tylko kilka
potencjalnych kandydatéw do konstrukeji szczepionki
- gléwnie w postaci oczyszczonych rekombinowanych
biatek lub produkowanych w zywych atenuowanych
szczepach bakteryjnych [19].

4. Podjednostkowe szczepionki anty-Campylobacter
skonstruowane z uzyciem atenuowanych
szczepow S. enterica

Jako noénik genow C. jejuni z powodzeniem wyko-
rzystano m.in. atenuowane szczepy S. enterica. Zastoso-
wana strategia powinna podwyzszy¢ lub/i ukierunkowac
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odpowiedZ immunologiczng szczepionego gospodarza
i zapewni¢ efekt ochronny. W celu dostarczenia antyge-
noéw C. jejuni do komérek ukladu immunologicznego
stosowano zarOwno szczepy S. enterica sv. Typhimurium
jak i Enteritidis zmutowane w genach kodujacych biatka
regulatorowe (AphoPQ, Acrp Acya), bialka szlakéw syn-
tezy zwigzkow aromatycznych (AaroA) czy biatka szoku
cieplnego (Ahtr). Do konstrukeji tego rodzaju proto-
typow szczepionek podjednostkowych wykorzystano
nastepujace biatka Campylobacter: PeblA (Cj0921c),
CjaA (Cj0982c), Pal (Cjo113), Cj0420 i bakterioferry-
tyne (Cj1534c) (Tab. II).

Biatko PeblA jest jednym z waznych czynnikow
wirulencji C. jejuni. Poczatkowo zostalo zidentyfiko-
wano jako adhezyna. Inaktywacja kodujacego go genu
¢j0921c powodowala ok. 100-krotne obnizenie poziomu
adhezji zmutowanego szczepu C.jejuni do komorek
eukariotycznych i wplywata na kolonizacje jelita myszy
[36]. Biatko Peb1A pelni w komorce C. jejuni takze inng
funkcje. Leon-Kempis Mdel iwsp. [24] wyka-
zali, ze Peb1A bierze udziatl w transporcie do wnetrza
komorki bakteryjnej dwdch aminokwasow: glutami-
nianu i asparaginianu. Badania wykazaly, ze biatko to
stanowi skladnik wiazacy ligand systemu transportu
typu ABC i jest niezbedne dla C.jejuni do wykorzy-
stania tychze aminokwasow jako zrédla wegla. Warto
podkresli¢, ze transport aminokwaséw jest niezwykle
wazny w fizjologii komoérek C. jejuni. Mikroorganizm
ten nie posiada genu kodujgcego 6-fosfofruktokinaze
- enzymu niezbednego w katabolizmie glukozy, stad
aminokwasy in vivo stanowig dla C. jejuni gtéwne zrédto
wegla i energii [15, 44, 47]. Bialko Peb1 A w komodrkach
C. jejuni zlokalizowane jest gléwnie w peryplazmie, jed-
nakze odnajdywane bylo takze na powierzchni komorki

Tabela II
Rodzaje testowanych szczepionek anty-Campylobacter [19]
Rodzaj szczepionki Sktad Droga Model Efekt szczepienia
podania
Szczepionki CWC
C. jejuni 81-176 komorki inaktywowane formaling doustna | fretki protekcja 40-89%
C. jejuni FIMCB komorki inaktywowane formaling doustna | kurczeta protekcja 16-93%
Campyvax® komorki przygotowane doustna | ludzcy III faza kliniczna
wg Nutriment Signal Technology ochotnicy (wyniki niedostgpne)
Szczepionki podjednostkowe
rekombinowane bialka | oczyszczone z komérek E. coli rekombinowane | donosowa | myszy redukcja kolonizacji;
bialka tj. FlaA-MBP, LivK, Cj1643, Cj0092, lub protekcja w zaleznosci od
Cj0420, FlaC, FspAl, FspA2 podskorna uzytego biatka: 17-89%
koniugaty CPS-CRM: polisacharyd otoczkowy C. jejuni | podskérna| myszy; malpy brak objawéw chorobowych
polisacharydowe 81-176 skoniugowany z inaktywowang (Aotus nancymae) | przy jednoczesnej kolonizacji
toksyna blonicza
szczepy S. enterica jako | biatka Peb1A, Pal, CjaA, Cj420 produkowane |doustna | myszy; kurczeta | redukeja kolonizacji
noéniki antygenéw w atenuowanych komoérkach S. enterica
Campylobacter
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(4, 24]. Ze wzgledu na rézng lokalizacje PeblA moze
pelni¢ w komoérce podwojng role tj. adhezyny i biatka
wigzacego ligand.

Szczepy S. Typhimurium produkujace antygen Peb1A
zostaly skonstruowane przez amerykanska firme biotech-
nologiczng AVANT Immunotherapeutics [42]. W tym
celu fragmenty genu ¢j0921¢ (kodujace biatko Peb1A bez
sekwencji sygnalnej) sklonowano w trzech réznych pla-
zmidach serii Asd* i wprowadzono do komorek S. Typhi-
murium AphoPQ. W dwdch pierwszych przypadkach
uzyte wektory zapewnialy wewnatrzkomoérkowa produk-
cje biatka. Plazmidy te réznily sie jedynie liczbg kopii.
Pierwszy posiadat ori replikacji pBR, drugi za$ dwa sys-
temy replikacji: pSC101 i indukowalny in vivo system
replikacji pUC. Trzeci z uzytych wektoréw zapewniat
za$ sekrecje antygenu do srodowiska za pomoca sys-
temu transportu hemolizyny. Skonstruowanymi pro-
totypami szczepionek produkujacymi antygen PeblA
immunizowano doustnie myszy BALB/c. Pomimo, iz
analizy Western blot w surowicy szczepionych zwierzat,
wykazaly indukeje produkeji specyficznych przeciwcial
anty-Peb1A klasy IgG, immunizacja nie chronita myszy
przed zakazeniem pateczkami C. jejuni.

Antygen CjaA (Cj0982c) zostal zidentyfikowany
przez nasza grupe badawcza jako biatko silnie reagujace
z przeciwcialami anty-Campylobacter [35]. CjaA, podob-
nie jak PeblA, jest zewnatrzkomoérkowym biatkiem
C. jejuni, bedacym sktadnikiem systemu transportu typu
ABC, niezbedne w transporcie aminokwaséw. Analiza
krystalograficzna bialka wykazatla, ze posiada ono silne
powinowactwo do cysteiny [28]. Ze wzgledu na fakt, iz
ekspresja genu cjaA wrasta w warunkach obniZonego
dostepu zelaza a takze na podtozu stalym, jego produkt
moze bra¢ udzial w procesach kolonizacji i wirulencji
[16,38]. Dodatkowo wykazano, iz biatko CjaA wystepuje
w wiekszej ilosci w komoérkach $wiezych klinicznych
izolatéw niz w komorkach wielokrotnie pasazowanych
szczepow laboratoryjnych (4). Biatko CjaA zostalo takze
zidentyfikowane jako rozpoznawane przez przeciwciala
matczyne, chronigce kurczeta przez pierwsze tygodnie
zycia przed zakazeniem C. jejuni [40].

W celu oceny potencjatu protekcyjnych biatka CjaA
w Zakladzie Genetyki Bakterii UW skonstruowano
szczep S. Typhimurium Acrp Acya produkujacy anty-
gen [50]. Gen cjaA sklonowano do wysokokopijnego
plazmidu Asd* i wprowadzono do komérek nosnika
zawierajacego dodatkowo chromosomowa delecje genu
asd. Skonstruowanym prototypem szczepionki immu-
nizowano kurczeta dwukrotnie w 1-szym i 14-tym dniu
zycia. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty induk-
cje przeciwcial anty-Campylobacter klasy IgY (IgG)
w surowicy oraz sIgA w §luzie jelitowym szczepionych
kurczat. Uodpornianie kurczat skonstruowanym pro-
totypem szczepionki prowadzilo takze do obnizenia
poziomu kolonizacji jelita ptakéw przez heterologiczny
szczep C. jejuni az o 6 rzedow wielkosci.
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Skuteczno$¢ zastosowania antygenu CjaA potwier-
dzily tez eksperymenty z uzyciem innego atenuowanego
szczepu S. Typhimurium uszkodzonego w szlakach syn-
tezy aminokwaséw aromatycznych [2]. W tychze bada-
niach gen ¢jaA sklonowano na plazmidzie pod kontrola
indukowalnego in vivo promotora nirB w fuzji trans-
lacyjnej z fragmentem DNA kodujagcym C-terminalny
fragment toksyny tezca. Plazmid zawierajacy gen cjaA
wprowadzono do komoérek S. Typhimurium AaroA, po
czym dwukrotnie szczepiono nim kurczgta. Ekspery-
ment ochronny wykazal obnizenie poziomu kolonizacji
ptakow o 1,4 rzedu wielkosci w 3. i 4. tygodniu od zaka-
zenia pateczkami C. jejuni. Analiza odpowiedzi immu-
nologicznej wykazala, iz protekcja zwigzana jest Scisle
z indukcja specyficznych przeciwcial zaréwno klasy IgY
jak i IgA rozpoznajacych bialko CjaA. Plazmid zawie-
rajacy gen cjaA wprowadzono takze do innych atenu-
owanych szczepéw S. Typhimurium tj. AspaS i AssaU.
Zmiana rodzaju atenuacji komdrek nosnika przyczy-
nila si¢ do zwigkszenia efektu protekcyjnego, co praw-
dopodobnie wynikalo z ich dluzszej przezywalnosci
w organizmie ptakéw w poréwnaniu do stosowanego
wczesniej szczepu AaroA.

W identyczny sposéb badano takze potencjal och-
ronny innych antygendéw C.jejuni tj. PeblA, GlnH
i ChuA. Jedynie zastosowanie szczepu S. Typhimurium
AaroA produkujacego bialko PeblA obnizato poziomu
kolonizacji przewodu pokarmowego kurczat do poziomu
obserwowanego w przypadku uzycia antygenu CjaA.

Kolejnym antygenem C. jejuni zidentyfikowanym
i testowanym przez nasza grupe badawcza bylo biatko
Pal (peptidoglycan-associated lipoprotein). Lipopro-
teina ta zwana takze CjaD lub Omp18 zakotwiczona
jest w blonie zewngtrznej komorek C. jejuni. Poprzez
oddzialywanie z kompleksem bialek Tol odpowiada
za utrzymanie integralnosci oston komérkowych [12].
Prawdopodobnie biatko Pal jest niezbedne do przezycia
komorek C. jejuni — wielokrotne proby skonstruowania
w naszym laboratorium mutanta delecyjnego w koduja-
cym je genie ¢j0113 konczyly sie niepowodzeniem (dane
niepublikowane). W celu oceny wlasciwosci ochronnych
antygenu gen ¢j0113 sklonowano na wysokokopijnym
plazmidzie Asd* i wprowadzono do komoérek S. Typhi-
murium Acrp Acya Aasd. Bialko w komoérkach hete-
rologicznego gospodarza lokalizowalo si¢ w ostonach
komoérkowych (gtéwnie w blonie zewnetrznej). Bada-
nia na modelu kurzym wykazaly, iz pomimo indukgji
humoralnej odpowiedzi odporno$ciowej anty-Cam-
pylobacter, immunizacja nie prowadzita do obnizenia
poziomu kolonizacji przewodu pokarmowego kurczat
przez paleczki C. jejuni (dane niepublikowane).

Analizowano takze przydatnos¢ do konstrukeji
szczepionki biatka Cj0420 (ACE393) zidentyfikowa-
nego technikami proteomicznymi przez dunska firme
farmaceutyczng ACE BioSciences jako silny immunogen
zlokalizowany na powierzchni komérek C. jejuni [37].
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Analiza siewstwa przeprowadzona na modelu mysim
potwierdzila potencjal ochronny biatka Cj0420. Zwie-
rzeta szczepione podskoérnie oczyszczonym rekombi-
nowanym biatkiem byly kolonizowane przez pateczki
C. jejuni znacznie rzadziej w stosunku do kontroli [39].

Layton iwsp. [23] zastosowali odmienng strategie
immunizacji, produkujac w komoérkach nosnika jedynie
wybrane epitopy biatek Pal, CjaA i Cj0420. W badaniach
jako nosnika heterologicznych genéw uzyto szczepu
S. Enteritidis AaroA Ahtr. DNA kodujacy wybrane
fragmenty biatek Pal, CjaA i Cj0420 wprowadzono do
chromosomu szczepu nosnikowego w obreb genu lamB,
kodujacego zewnatrzkomorkows poryne. Dzigki inte-
gracji DNA i uzyskanym fuzjom epitopy wybranych
bialek byly prezentowane na powierzchni komoérek
S. Enteritidis. Uzyty szczep nosnikowy oprdcz anty-
genu w celu stymulacji komoérkowej odpowiedzi odpor-
nos$ciowej produkowat takze peptyd CD154 (CD40L),
bedace ligandem czynnika TNF (tumor necrosis factor)
[32]. Skonstruowane w powyzszy sposob prototypy
szczepionek podano per os kurczetom w dniu wyklu-
cia. Ptaki zakazano pateczkami C.jejuni 3 tygodnie
pozniej. Analiza odpowiedzi odpornosciowej wykazaty
we wszystkich przypadkach indukcje w surowicy specy-
ficznych przeciwcial klasy IgY (IgG). Najwyzsze miano
przeciwcial anty-Campylobacter uzyskano po immu-
nizacji kurczat szczepem produkujacym epitop biala
Pal. W tym przypadku widoczna byla takze indukcja
wydzielniczych przeciwciatl klasy IgA. Eksperyment
ochronny na modelu kurzym wykazal, ze szczepionka
zawierajgca epitop Pal obniza poziom kolonizacji kur-
czat przez C.jejuni az o 4 rzedy wielkosci tj. ponizej
poziomu kolonizacji wykrywalnego za pomocg stoso-
wanej techniki qPCR - ilo$ciowej reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (quantitive real-time PCR). Produkcja
w komérkach S. Enteritidis epitopéw biatek Cj0420
i CjaA takze przyczynita sie do obnizenia poziomu kolo-
nizacji kurczat odpowiednio o ok. 112 rzedy wielkosci.

5. Podsumowanie

Podsumowujac, przeprowadzone eksperymenty na
modelach zwierzecych sugeruja, iz z badanych dotad
antygendw Campylobacter bialka CjaA i PeblA maja
najwiekszy potencjal ochronny, ktéry powinien by¢
wykorzystany w konstrukeji szczepionki anty-Cam-
pylobacter przeznaczonej dla drobiu. Niezbedne jest
jednak kontynuowanie badan majacych na celu iden-
tyfikacje nowych skutecznych antygenow — biatek kon-
serwowanych w obrebie wielu serotypdw, wystepujacych
w komorce w duzej ilosci i indukujacych silng odpo-
wiedz odporno$ciows. Jednoczes$nie powinno si¢ opra-
cowywac nowe rodzaje strategii majace na celu wzmoc-
nienie/modulacje odpowiedzi odpornosciowej kurczat.
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Subunit vaccine construction using Salmonella enterica cells as a carrier of heterologous genes

Abstract: Salmonella enterica strains are widely employed as a live delivery vector for subunit vaccine construction. Vaccine strains must
be safe but still immunogenic; therefore, it is crucial to obtain a proper balance between the attenuation and the reactogenicity of the
constructed strains. Salmonella strains used in immunoprophylaxis are mainly constitutively disrupted in genes involved in auxotrophy,
virulence or regulation. A novel promising concept of the Salmonella-based vaccine design is a regulated delayed attenuation in vivo
combined with a delayed antigen expression system. Using this approach bacteria display features of a wild-type strain at the time of oral
vaccination to effectively colonize the lymphoid tissue and the fully attenuated phenotype after host tissue colonization. Expression of
heterelogous genes in Salmonella cells is mainly achieved by introducing recombinant plasmids harboring gene of interest. Alternatively,
a transgene can be integrated into a chromosomal DNA. Diverse strategies were developed to control plasmid maintenance and foreign
gene expression. Among them the most frequently used are the balanced-lethal and toxin-antidote systems or operator-repressor titration
technology. Overproduction of a recombinant protein often causes a metabolic burden in vaccine cells resulting in the loss of their
viability. To overwhelm the problem, the transgene expression is kept under control of an in vivo inducible promoter or a promoter which
activity is regulated by appropriate small molecules. Alternatively, plasmids with a regulated copy number or a delayed antigen synthesis
system have been employed by various research groups. Localization of an antigen in a carrier cell is also critical for the strength and type
of immune response. A programmed lysis of carrier cells is used to deliver the antigen to host immune cells. Moreover, Salmonella is used
to carry DNA vaccines. Here, we review the latest strategies in the design of Salmonella-based subunit vaccines.

Contents: 1. Salmonella as a perfect carrier of heterologous antigens. 2. Attenuation of S. enterica cells. 3. Transgene stability. 4. Transgene

expression level. 5. Antigen localization and the type of immune response. 6. Conclusions
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1. Salmonella jako idealny nosnik
heterologicznych antygenow

Bakterie Salmonella enterica posiadaja wiele cech
predysponujacych je do uzycia jako no$nik heterologicz-
nych antygenéw w konstrukeji szczepionek podjednost-
kowych. Mikroorganizmy tego gatunku w zaleznosci
od serotypu wywoluja u ludzi rézne choroby. S. ente-
rica sv. Typhi (S. Typhi) jest czynnikiem etiologicznym
duru brzusznego, natomiast infekcje ludzi S. enterica sv.
Typhimurium (S. Typhimurium) oraz S.enterica sv.
Enteritidis (S. Enteritidis) sa czgsto przyczyng tzw.
zatru¢ pokarmowych [53]. Pomimo, iz szczepy S. ente-
rica s3 wysoce wirulentne, wystarczy inaktywacja kilka
genéw aby uzyska¢ wystarczajaco bezpieczny poziom
atenuacji komorek patogenu. Wigkszo$¢ narzedzi gene-
tycznych uzywanych do badan na modelowym organi-
zmie jakim jest Escherichia coli, ze wzgledu na bliskie
pokrewienstwo obu bakterii, mozna zastosowac takze
do manipulacji genetycznych komoérek Salmonella.
Szczepionki podjednostkowe skonstruowane w opar-

ciu o atenuowane szczepy Salmonella silnie stymuluja
zar6wno odpowiedZz humoralng jak i komorkows.
Dodatkowo podane droga doustng lub donosowa indu-
kuja mechanizmy odpornosciowe w btonach sluzowych.
Ten tatwy i nie wymagajacy uzycia strzykawek sposob
podania szczepionki umozliwia w przypadku zwierzat
jednoczesng immunizacje calych stad poprzez rozpyle-
nie bakterii lub dodanie ich do wody pitnej. Kluczows
kwestig sa tez niskie koszty produkgji tego typu szcze-
pionek, a takze mozliwos¢ liofilizacji i przechowywania
preparatu w temperaturze pokojowej, co jest niestycha-
nie istotng zalety szczepionki w przypadku uzycia jej
w krajach rozwijajacych sig.

2. Atenuacja komorek S. enterica

Obecnie na rynku znajduja si¢ dwa licencjowane
rodzaje szczepionek przeciwko durowi brzusznemu.
Tylko jedna z nich - 0 nazwie handlowej Vivotif® (Berna
Biotech AG) - zawiera zywe komorki S. Typhi Ty21a.

* Autor korespondencyjny: Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecz-
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Szczep ten zostal otrzymany w latach 70. ubieglego
wieku w wyniku niespecyficznej chemicznej muta-
genezy wirulentnych komoérek szczepu S.Typhi Ty2
przy uzyciu nitrozoguanidyny [27]. Poczatkowo zostal
scharakteryzowany jako mutant w genie galE, kodu-
jacym 4-epimeraze UDP-galaktozowa — enzym odpo-
wiedzialny za wytwarzanie pelnego lipopolisacharydu
(LPS). Dalsze badania wykazaly, ze nie produkuje on
takze antygenu Vii posiada w genomie ponad 30 innych
mutacji odrdzniajacych jego material genetyczny od
wyjs$ciowego szczepu Ty2 [28, 48]. Szczepionka ta jest
dobrze tolerowana i bezpieczna w uzyciu. W ciagu 25 lat
zaszczepiono nig ponad 200 milionéw ludzi i obserwo-
wano stosunkowo nieduzg liczbe odczyndéw poszcze-
piennych. Jednakze nie jest ona calkowicie skuteczna
i w celu zapewnienia dtugotrwalego efektu ochronnego
musi by¢ podawana doustnie co najmniej w 3 dawkach.
Druga dostepna szczepionka — Typhim Vi® (Sanofi
Pasteur) — zawiera oczyszczony polisacharyd otoczkowy
Vi, ktory jest charakterystyczny dla serowaréw Typhi,
Paratyphi C i Dublin [30]. Szczepionka ta podawana
jest domigsniowa jednokrotnie, gdyz dawki przypomi-
najace, tak jak w przypadku stosowania innych szcze-
pionek polisacharydowych, nie wzmacniaty odpowiedzi
immunologicznej. Podobnie jak Vivotif® szczepionka ta
charakteryzuje sie tylko 55-70% skuteczno$cig. Dodat-
kowo nie wykazuje efektu ochronnego u dzieci ponizej
2 roku zycia [42,50]. Ta jej wada zostanie prawdopo-
dobnie w najblizszym czasie przezwyciezona poprzez
wprowadzenie na rynek szczepionek zawierajacych
polisacharyd Vi skoniugowany z biatkiem nosnikowym
tj. nietoksyczng rekombinowang egzotoksyna A Pseu-
domonas aeruginosa (szczepionka Vi-rEPA) lub nie-
aktywng toksyna boniczag CRM . (cross reacting mate-
rial). Szczepionka Vi-CRM,, , opracowana przez firme
Novartis, zawiera jako bialko nosnikowe CRM, , aktual-
nie juz licencjonowany do stosowania w szczepionkach
dla ludzi preparat, oraz polisacharyd Vi otrzymany ze
szczepu Citrobacter freundii WR7011. Polisacharyd Vi
C. freundii jest strukturalnie zblizony i immunologicznie
nierozrdznialny od Vi S. Typhi [54, 63, 71, 76].

PAWEL LANIEWSKI, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

Rozwoj technik inzynierii genetycznej oraz dokladne
poznanie mechanizmdw patogenezy S. enterica pozwo-
lito na skonstruowanie wielu awirulentnych szczepow
zawierajacych w przeciwienstwie do S. Typhi Ty21a kilka
zdefiniowanych mutacji. Najwazniejsze prototypy szcze-
pionek przeciwko durowi brzusznemu bedace obec-
nie w fazie badan klinicznych przedstawiono w Tab. I.
Jednocze$nie szczepy te sg wykorzystywane jako nos-
niki heterologicznych antygenéw m.in. ureazy Helico-
bacter pylori (Ty800) [15], C-terminalnego fragmentu
toksyny tezca [69], podjednostki PA83 toksyny waglika
(CVD 908-htrA) [21] czy antygenéw wirusa HPV
(human papilloma virus) (Ty21a, CVD 908-htrA, Ty800
[18] w celu konstrukeji biwalentnych szczepionek.

Najczesciej wprowadzanymi zmianami w chromo-
somie powodujacymi utrate wirulencji przez komorki
S. enterica, zarowno S. Typhi jak i S. Typhimurium, byly
delecje nastgpujacych gendw:

o put, aro, gua - kodujacych biatka niezbedne w biosyn-
tezie puryn, aminokwaséw aromatycznych i guani-
dyny (mutacje auksotroficzne);

o htrA - kodujacym peryplazmatyczng proteaze sery-
nows, indukowang w warunkach stresowych i nie-
zbedng dla komorek S. enterica do przetrwania w ma-
krofagach;

o ssaV, cdt - kodujacych czynniki wirulencji (ssaV ko-
duje biatko strukturalne budujace aparat sekrecyjny
typu III wyspy patogennosci SPI-2 a cdt bialko warun-
kujace kolonizacje glebiej potozonych tkanek);

o phoPQ, cya, crp, fur, rpoS, rhoE, rfaH, dam - kodu-
jacych biatka regulatorowe, alternatywne czynniki o,
antyterminatory transkrypcji lub metylazy DNA;

o galE, pmi, rfaH, rfc — kodujacych biatka niezbedne
w biogenezie lipopolisacharydu.

Wprowadzenie wyzej wymienionych mutacji w szcze-
pach S. enterica uzywanych jako nosniki heterologicz-
nych genéw powinno zapewnia¢ odpowiedni poziom
atenuacji komorek. Wazne jest, aby skonstruowany
szczep Salmonella byt jednoczesnie bezpieczny w uzy-
ciu tzn. nie wywoltywatl objawéw poszczepiennych nawet
u 0s6b z ostabionym ukladem immunologicznym a jed-

Tabela I
Obecnie badane szczepionki nowej generacji przeciwko durowi brzusznemu
Nazwa Genotyp Faza badan | Pi$miennictwo

CVD 908-htrA S. Typhi Ty2 AaroC AaroD AhtrA I [70]
CVD 909 (HolaVax-Typhoid®) |S. Typhi Ty2 AaroC AaroD AhtrA P viaB

(produkujacy konstytutywnie antygen Vi)* I [70]
MO1ZH09 S. Typhi Ty2 AaroC AssaV I [44, 75]
Ty800 S. Typhi Ty2 AphoPQ I [31]

* Geny kodujace antygen Vi znajduja pod kontrolg cisle regulowanego promotora. Ich ekspresja jest indukowana jedynie
w $rodowisku zewnatrzkomorkowym, natomiast gdy komorki Salmonella znajdujg si¢ wewnatrz makrofagéw i komorek
dendrytycznych geny kodujace bialka niezbedne do produkgji antygenu Vi nie sg wyrazane. W celu stymulacji odpowiedzi
immunologicznej wobec antygenu Vi, w szczepie CVD 909 viaB sklonowano pod kontrolg konstytutywnego promotora tac.
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noczesnie byt silnie immunogenny w celu zapewnienia
dlugotrwatlego efektu ochronnego (najlepiej po zazyciu
juz jednej dawki preparatu). Przykladem nieprawidlo-
wego zbalansowania poziomu atenuacji i immunogen-
nosci jest aktualnie uzywany jako szczepionka przeciwko
durowi brzusznemu szczep S. Typhi Ty21. Jego niska
skuteczno$¢ prawdopodobnie wynika z nadatenuacji,
braku aktywnego genu rpoS kodujacego jeden z alterna-
tywnych czynnikéw o polimerazy RNA. Z drugiej strony
szczepy zawierajace unieczynnione pojedyncze geny
lub szlaki metaboliczne niezbedne do infekcji komo-
rek gospodarza moga wykazywa¢ nadal zbyt wysoki
poziom wirulencji. Szczep CVD 908 skonstruowano
mutujac wirulentne komorki S. Typhi Ty2 w genach
aroCiaroD, ktérych produkty sg niezbedne do biosyn-
tezy aminokwasow aromatycznych [70]. W rezultacie
szczep ten nie namnaza si¢ wewnatrz komorek euka-
riotycznych, jednak jest w stanie przetrwa¢ wewnatrz
ich na tyle dlugo, aby zaindukowa¢ silng odpowiedz
immunologiczng. Badania kliniczne na ludzkich ochot-
nikach wykazaly, ze szczep CVD 908 rzeczywiscie indu-
kuje wysoki poziom przeciwcial anty-LPS klasy IgG
w surowicy jak i stymuluje powstawanie limfocytow B
produkujacych przeciwciata anty-LPS klasy IgA juz po
zazyciu pojedynczej dawki. Jednak szczepionka byla
dobrze tolerowana przez pacjentéw tylko w przypadku
doustnego podania pojedynczej dawki zawierajacej
5x10*lub 5% 10° CFU. Podanie wyzszych dawek powo-
dowalo u pacjentéw asymptomatyczng poszczepienng
bakteriemi¢. Okazalo si¢, ze dopiero wprowadzenie
dodatkowej mutacji w genie htrA, zwiekszajacej wrazli-
wos¢ komorek Salmonella na stres oksydacyjny, pozwo-
lito na osiggnigcie odpowiedniego poziomu atenuacji.
Badania wykazaly, ze w ten sposéb skonstruowany
szczep CVD 908-htrA w pordwnaniu do poprzedniego
nadal jest silnie immunogenny i nie jest odnajdywany
we krwi pacjentow, nawet przy zastosowaniu wysokich
dawek preparatu (tj. 5x 10° CFU). Przyklad ten ilustruje
jak wazne jest w konstrukeji awirulentnych szczepow
Salmonella odpowiednie zbilansowanie poziomu ate-
nuacji i immunogennosci komorek. Jedna z przyczyn
utrudniajgcych otrzymanie odpowiednio atenuowa-
nych i wysoce immunogennych szczepéw S. Typhi jest
brak modelu zwierzecego do badan, ze wzgledu na silny
tropizm gatunkowy S. Typhi. S. Typhi jest patogenem
wylacznie ludzi. Poczatkowe badania oceniajgce atenu-
acje 1 immunogenno$¢ zmienionych genetycznie szcze-
pow Salmonella przeprowadzane sg z wykorzystaniem
S. Typhimurium na modelu mysim. Infekcja myszy
S. Typhimurium wywoluje u tych zwierzat objawy cho-
robowe podobne do ludzkiego duru brzusznego. Jednak
w wigkszosci przypadkéw wprowadzenie identycznych
mutacji do genomu S. Typhi skutkuje niecatkowitg ich
atenuacja i niemozliwym do zaakceptowania pozio-
mem reaktogennosci lub tez ich nadatenuacjg. Trzeba
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pamietad, ze u ludzi te dwa serotypy charakteryzuja si¢
innym przebiegiem infekcji, zakazenie S. Typhi wywo-
luje ogdlnoustrojowa infekcje, a zakazenie S. Typhi-
murium infekcj¢ lokalng ze stanem zapalnym. Jednym
z przykfadow sg podane wyzej badania dotyczace serii
szczepow S. Typhi CVD, innym badania majace na celu
skonstruowanie szczepéw S. Typhi RASTyV (recombi-
nant attenuated S. Typhi vaccine). W tym drugim przy-
padku wprowadzenie na plazmidzie genu rpoS, ktory
byt nieaktywny w wyjsciowym szczepie S. Typhi Ty2
w znaczgcy sposob zwigkszylo skutecznos¢ immuniza-
cji [66]. Nalezy tez wnikliwie przeanalizowac fenotypy
szczepow wyjsciowych stosowanych do otrzymania
wersji atenuowanych. Znaczace réznice w genomach
wystepujace nie tylko pomiedzy réznymi serotypami,
ale takze pomiedzy szczepami tych samych serotypow
Salmonella, skutkuja réznym rodzajem i réznym pozio-
mem odpowiedzi immunologicznej [10, 66].

Optymalnie atenuowane szczepy S. Typhi lub S. Ty-
phimurium wykorzystane jako nosniki heterologicznych
antygenéw mogga nie funkcjonowac idealnie z powodu
zaburzenia metabolizmu komérek nosnika zwigzanego
z ekspresja transgenu. W wyniku nadprodukgji hetero-
logicznego biatka komorki Salmonella staja si¢ czgsto
nadatenuowane i zbyl stabo immunogenne. Nowator-
skim rozwigzaniem tego problemu jest wykorzystanie
strategii ,regulowanej opdznionej atenuacji in vivo”
(regulated delayed attenuation in vivo) [12]. Klasyczna
konstrukcja awirulentnych szczepdw Salmonella pole-
gala na ich konstytutywnej atenuacji, nowa metoda
opiera si¢ za$ na warunkowej atenuacji. Szczep skon-
struowany wedlug tej metody w momencie przygotowa-
nia preparatu i szczepienia posiada dziki fenotyp, dzigki
czemu nie ma obniZonego potencjalu kolonizacyjnego
i potrafi spenetrowa¢ glebokie warstwy tkanki GALT
oraz odpowiednie narzady limfatyczne immunizowa-
nego gospodarza. Dopiero w momencie oddzialywania
z komoérkami prezentujgcymi antygen (tj. makrofagami
czy komoérkami dendrytycznymi) komorki Salmonella
ulegajg atenuacji.

Konstrukeje szczepu o opdznionej atenuacji mozna
osiggna¢ na kilka sposobéw. Jednym z nich jest delecja
genu pmi, kodujacego izomeraze mannozo-6-fosfora-
nowa [13]. Enzym ten, katalizujgcy reakcje konwersji
fruktozo-6-fosforanu do mannozo-5-fosforanu, jest
niezbedny do syntezy pelnego antygenu O lipopoli-
sacharydu. Komorki mutanta w genie pmi hodowane
w obecno$ci mannozy syntetyzuja pelen LPS (smooth
LPS), jednak po skolonizowaniu tkanek gospodarza
po 7-8 podzialach tracg antygen O, stajac sie bardziej
podatne na fagocytoze i dzialanie uktadu dopelniacza.
W celu zapewnienia wykorzystania mannozy przez
komorki podczas hodowli in vitro tylko do syntezy LPS
dodatkowo zinaktywowano geny gmd-fcl. Produkty
tych gendéw umozliwiaja przeksztalcenie GDP-mannozy
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w GDP-fukoze i synteze polisacharydowego kwasu kolo-
nowego (colanic acid). Wykazano, ze mutacja obniza
takze zdolnos¢ do tworzenie biofilmu i koloniza-
cje powierzchni kamieni zéiciowych, jednak nie ma
wplywu na immunogennos¢ szczepu.

Inng strategia uzyskania opdznionej atenuacji jest
konstrukcja warunkowych mutantéw z uzyciem kasety
araC P,, = zawierajacej regulator i promotor arabino-
zowy [12]. Delecja w chromosomie nukleotydowej
sekwencji promotorowej wybranego genu lub genow
i zastgpienie jej kasetg arabinozowg skutkuje transkryp-
cja genu/6w tylko w obecnosci arabinozy. Po skoloni-
zowaniu tkanek gospodarza, ekspresja tychze gendw ze
wzgledu na brak induktora, zostaje zahamowana.

Badania z uzyciem szczepu S. Typhimurium o op6z-
nionej atenuacji produkujacego antygen PspA Strep-
tococcus pneumoniae na modelu mysim wykazaty, ze
kolonizuje on watrobe i sledziong z 10-krotnie wyzsza
czgstoscig niz szczepy atenuowane w standardowy spo-
sob [51]. Uzyty w tych badaniach szczep zawieral wiele
zmian w chromosomie, a jego opdzniona atenuacja
wynikala z delecji genu pmi oraz wprowadzeniu kaset
arabinozowych powyzej genéw fur lub/i crp, kodujace
istotne dla wirulencji biatka regulatorowe. Immuniza-
cja myszy szczepem o opoznionej atenuacji indukowala
wyzszy poziom specyficznych przeciwcial anty-PspA
klasy IgG oraz wyzszy poziom cytokin charakterystycz-
nych zaréwno dla odpowiedzi immunologicznej typu
Thl jak i Th2 tj. IFN-y i IL-4. Co wigcej jego zastoso-
wanie prowadzilo do podwyzszenia skutecznosci szcze-
pionki z 21% az do 71-86% (odsetek przezycia myszy
zakazanych wirulentnym szczepem S. pneumoniae).
Wyniki eksperymentu potwierdzily, ze rodzaj atenuacji
szczepu nosnikowego ma ogromny wplyw na immuno-
genno$¢ heterologicznego antygenu.

3. Stabilno$¢ utrzymania transgenu

Najczestszym narzedziem wykorzystywanym do eks-
presji heterologicznych genéw w komorkach bakteryj-
nych sa rekombinowane plazmidy. W celu zapewnienia
ich stabilnego utrzymania w komoérce w warunkach
in vitro stosuje si¢ antybiotykowa presje selekcyjna.
Jednakze w trakcie immunizacji w warunkach in vivo
plazmid moze by¢ spontaniczne tracony, poniewaz
ekspresja heterologicznego genu zlokalizowanego na
plazmidzie stanowi spore obcigzenie metaboliczne dla
komorek no$nikowych. Komérki w srodowisku pozba-
wionym presji selekcyjnej moga utraci¢ plazmid i zdo-
by¢ przewage w populacji, co niewatpliwie drastycznie
obnizaloby efektywno$¢ immunizacji. Ze wzgledow
bezpieczenstwa odpowiednie agencje wprowadzily
takze regulacje zabraniajace uzywania kaset niosagcych
geny warunkujace antybiotykooporno$¢ w konstruk-
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cji szczepionek przeznaczonych dla ludzi lub zwierzat.
Dodatkowo stosowane do konstrukcji szczepow szcze-
pionkowych rekombinowane plazmidy powinny by¢
niekoniugacyjne, niemobilizowane i charakteryzowa¢
siec waskim zakresem gospodarza. Uniemozliwia to
przeniesienie transgenu do innych bakterii na drodze
horyzontalnego transferu genow.

W celu stabilnego utrzymywania plazmidéw w ko-
morkach Salmonella bez konieczno$ci stosowania anty-
biotykowej presji selekcyjnej skonstruowano tzw. ,,balan-
ced-lethal host-vector system” lub ,,conditional-lethal sys-
tem”. W ukladach tych szczep nosnikowy zawiera chro-
mosomow3 delecje genu metabolizmu podstawowego
(house-keeping gene). Mutacja (najczesciej warunkujaca
auksotrofizm) jest komplementowana przez funkcjo-
nalny allel genu zlokalizowany na rekombinowanym
plazmidzie; tak wiec, do przezycia komorek niezbedne
jest posiadanie plazmidowej kopii genu. Komorki, ktory
utracg plazmid s3 eliminowane z populacji w wyniku
zaburzenia prawidlowego metabolizmu. Jednym z genéw
wykorzystanych z powodzeniem w konstrukeji takiego
ukladu jest gen asd, kodujacy dehydrogenaze semial-
dehydu asparaginianowego - enzymu niezbednego do
biosyntezy m.in. kwasu diaminopimelinowego, sklad-
nika peptydoglikanu [11]. Plazmidy zawierajace sklono-
wany i zoptymalizowany pod katem poziomu ekspresji
gen asd wykorzystano z powodzeniem do produkeji
w komorkach S. Typhimurium m.in. antygenéw PspA
i PsaA S. pneumoniae [40, 80], PsaA i LerV Yersinia
pestis [4, 72, 73], CjaA Campylobacter jejuni [84] czy
tez ESAT-6 i CFP-10 Mycobacterium tuberculosis [38].

Inne geny wykorzystane do konstrukeji tego typu
systemu to m.in. dadB i murA kodujace takze enzymy
niezb¢dne do syntezy peptydoglikanu, odpowiednio
racemaze alaninows i transferaze enoilopirogronianowa
[78], thyA, kodujacy synteze tymidylanowa niezbedna
w biosyntezie tymidyny [3] czy tez ssb (single-stranded
binding protein) kodujacy biatko biorace udzial w proce-
sach replikacji, rekombinacji i naprawy DNA [22].

Inng strategia majaca na celu zapobieganie utracie
plazmiddw jest wykorzystanie wystepujgcego naturalnie
w komorkach bakteryjnych mechanizmu posegregacyj-
nej eliminacji bezplazmidowych komorek (post-segre-
gational killing system) hok-sok [20]. Ten system addyk-
cyjny zwany systemem ,trucizna-antidotum” sklada sie
z trzech gendw: hok (host killing), mok (mediation of
killing) i sok (suppresion of killing). W komorkach zawie-
rajacych plazmid transkrypcji ulegaja gen hok, kodujacy
biatko o toksycznych dla komoérki wtasciwosciach (tru-
cizna) jak i gen sok, kodujgcy krdtki antysensowny RNA
(antidotum). Oddzialywanie RNA sok z transkryptem
mRNA zachodzacych na siebie gendéw mok-hok pro-
wadzi do degradacji powstatej dwuniciowej struktury
przez RNaze III, co uniemozliwig produkcje toksyny.
W przypadku utraty przez komoérke plazmidu zawiera
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ona otrzymane w wyniku podziatu zaréwno czasteczki
mRNA trucizny jak i antidotum. Antysensowny RNA
sok w przeciwienstwie do mRNA mok-hok jest mniej
stabilny i szybciej ulega degradacji. W ten sposéb
w komorce gen hok ulega transkrypcji, syntetyzowana
toksyna depolaryzuje blong cytoplazmatycznag, co pro-
wadzi do $mierci komorki [26]. System ten wykorzy-
stano m.in. w badaniach przedklinicznych do stabilnego
utrzymywania przez komorki S. Typhi CVD 908-htrA
plazmidu kodujacego podjednostke toksyny waglika
PA83 w fuzji z bialkiem ClyA [19].

Ciekawym rozwigzaniem jest takze strategia utrzy-
mywania plazmidéw opierajaca si¢ na oddziatywaniu
sekwencji operatorowych lacO z represorem Lacl tzw.
ORT (,,operator-repressor titration technology”) [24].
W celu jej zastosowania niezbedna byla konstrukeja
szczepu S. Typhimurium zawierajacego zlokalizowany
na chromosomie gen metabolizmu podstawowego tj.
dapD, kodujacy enzym niezbedny do syntezy lizyny,
pod kontrolg promotora laktozowego. Wprowadzenie
do komorek rekombinowanego plazmidu zawierajacego
sekwencje operatora lacO powoduje wysycenie represora
LacI, co umozliwia synteze biatka niezbednego do prze-
zycia komorek. W przypadku utraty plazmidu, nadmiar
produkowanego represora LacI blokuje synteze biatka
DapD, co prowadzi do $mierci komorki. System ten
zostal wykorzystany do konstrukeji szczepu S. Typhimu-
rium produkujacego antygen F1 Y. pestis [25]. Badanie
na modelu mysim wykazalo stabilne utrzymanie pla-
zmidu, co przyczynilo si¢ do uzyskania efekt protekcyj-
nego po jednokrotnym szczepieniu zwierzat. Ostatnio
technologie ta z powodzeniem wykorzystano takze do
konstrukeji prototypu szczepionki DNA przeciwko prat-
kom gruzlicy [33]. Za pomocg mikroskopii immuno-
fluorescencyjnej wykazano skuteczno$¢ systemu ORT
w dostarczaniu heterologicznego DNA (tj. genu mpt64
M. tuberculosis) do wnetrza mysich makrofagow.

Alternatywnym sposobem utrzymywania transgenu
w komorkach Salmonella jest integracja heterologicz-
nego DNA do chromosomu szczepu no$nikowego.
Niewatpliwa zaleta tej strategii jest mozliwos¢ jedno-
czesnej inaktywacji genu prowadzacej do atenuacji
szczepu no$nikowego wraz z wprowadzeniem kasety
ekspresyjnej. Integracja do DNA zapewnia wysoka
stabilno$¢ utrzymania transgenu, gdyz geny zlokalizo-
wane na chromosomie bardzo rzadko ulegaja sponta-
nicznym delecjom.

Do niedawna ta genetycznie skomplikowana metoda,
opierajaca sie glownie na rekombinacji homologicznej
Rec, wymagala przeprowadzenia wielu manipulacji in
vitro oraz stosowania kaset niosacych geny warunkujace
antybiotykooporno$¢. Opracowanie nowego narzedzia
do konstrukcji mutantéw wykorzystujacego rekom-
binaze Red faga A (recombineering) niewatpliwie ufa-
twi i przyspieszy konstrukcje szczepéw zawierajacych
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zintegrowany z chromosomem heterologiczny DNA
[35]. System z uzyciem fagowej rekombinazy pozwala
na efektywniejsze i bardziej precyzyjne manipulowa-
nie materialem genetycznym Salmonella. W przeci-
wienstwie do bakteryjnego systemu rekombinacji Rec
wymaga on jedynie krétkich nukleotydowych sekwencji
homologicznych (30-50 pz). Daje tez mozliwo$¢ usunie-
cia kasety ,,antybiotykoopornosci” po selekcji mutan-
tow, co jest istotnym elementem w konstrukgji szczepow
szczepionkowych. Usuniecie niepozadanej nukleotydo-
wej sekwencji DNA jest mozliwe, dzieki wykorzystaniu
aktywnosci enzymatycznej rekombinazy specyficznej
co do miejsca FLP (tzw. flipazy) wycinajacej dowolna
nukleotydowsg sekwencje potozong miedzy dwoma
sekwencjami FRT (FLP recombinase target) o zgodnej
orientacji. Uzycie w konstrukcji mutanta kasety ,,anty-
biotykoopornoséciowej” oflankowanej sekwencjami FRT
pozwala na jej skuteczne usunigcia za pomoca rekom-
binazy FLP. Poszczegdlne etapy opisanej wyzej metody
integracji transgenu do chromosomowego DNA przed-
stawia Rys. 1.
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Rys. 1. Mechanizm integracji heterologicznego DNA do chromo-
somu Salmonella za pomoca systemu rekombinacji Red faga A.
Opis w tekscie. Objasnienia: IVIP — promotor indukowalny in vivo;
FLP - rekombinaza specyficzna co do miejsca (flipaza); FRT - sekwencja
rozpoznawana przez flipaze; aph — gen opornosci na kanamycyne.
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Ze wzgledu na fakt, iz w ten sposob wprowadzony
gen posiada tylko jedng kopi¢ w komorce wazne jest
zapewnienie optymalnej produkcji heterologicznego
bialka w celu uzyskania odpowiedniej immunogen-
nosci [34].

4. Poziom ekspresji transgenu

Jak wspomniano wczesniej konstytutywna produk-
cja antygenu najczesciej z wysokokopijnego plazmidu
powoduje zaburzenie metabolizmu komorki no$nika,
co wplywa na infekcyjnos¢ szczepu in vivo i moze pro-
wadzi¢ do obnizenia skuteczno$ci immunizacji.

Jedna ze strategii ograniczajaca ekspresje heterolo-
gicznych genéw jest uzycie promotoréw indukowalnych
in vivo — IVIP (in vivo inducible promoter) (Rys.2).
W tym przypadku antygen jest syntetyzowany przez
komorki nosnika tylko w momencie oddzialywania
z komorkami APC ukladu immunologicznego gospoda-
rza. Do tej pory zastosowano promotory nastepujacych
gendw S. enterica tj. nirB, dmsA, pagC, spv, dps, phoP,
ompC, htrA, groE, katG, sseA czy ssaG [7].

Jednymi z najczesciej uzywanymi w konstrukcji
szczepionek sa promotory genéw pagC i ssaG. Gen
pagC koduje bialko zlokalizowane w blonie zewngtrznej
istotne dla komorek S. enterica do przetrwania wewnatrz
makrofagdw [55]. Natomiast biatko SsaG stanowi sklad-
nik aparatu transportu typu III, kodowanego przez geny
zlokalizowane na wyspie patogennosci SPI-2. Promo-
tory pagC1i ssaG z powodzeniem wykorzystano do eks-
presji heterologicznych gendw, gdyz ulegaja one indukcji
w makrofagach, a w warunkach in vitro wykazujg niski
poziom ekspresji.

Wplyw indukcji produkcji antygenu tylko w warun-
kach in vivo na efektywnos¢ immunizacji badano
z udzialem réznych promotoréw wielokrotnie. Poréw-
nywano m.in. dwa regulowane przez biatko FNR (fuma-

in vitro

in vivo

promotor

indukowalny in vivo plazmidu

zmiana kopijnosci
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rate nitrate reduction) promotory nirB i dmsA uzyte do
ekspresji DNA kodujacego C-fragment toksyny tezca
[56]; promotor nirB i htrA zastosowane do ekspresji
DNA kodujacego C-fragment toksyny tezca [62]; pro-
motor nirB ze sztucznie skonstruowanym podwdjnym
promotorem nirB-T7 uzytym do ekspresji fuzji anty-
genu Streptococcus mutans z podjednostka B toksyny
LT E. coli [64]; promotory pagC i nirB zastosowane do
ekspresji epitopow bialek wirusa TGEV (transmissible
gastroenteritis virus) [9]. W wiekszosci przypadkow
ich zastosowanie zwigksza poziom odpowiedzi immu-
nologicznej w stosunku do zastosowania promotoréw
aktywnych konstytutywnie, cho¢ decyzja wyboru IVIP
do kontroli konkretnego antygenu w konkretnym szcze-
pie no$nikowym winna by¢ dobrana eksperymentalnie.

Synteza owoalbuminy przez komoérki S. Typhimu-
rium AsseC (SseC - sktadnik kompleksu aparatu sekre-
cyjnego typu III SPI-2) w warunkach in vivo, wynikajaca
ze sklonowania heterologicznego genu na plazmidzie
pod kontrolg promotora sseA (SseA - biatko opiekun-
cze systemu sekrecji typu III SPI-2), w poréwnaniu do
konstytutywnej syntezy biatka indukowata u myszy wyz-
szy poziom specyficznych przeciwcial zaréwno klasy
IgG jak i IgA, ale takze silniej stymulowata odpowiedz
komorkowa. Zastosowanie analogicznej produkeji anty-
genu p60 Listeria monocytogenes w tychze komodrkach
zapewniala wyzszy poziom protekcji [35].

Bumann (2001) [cyt. wg. 7] wykazal za$, ze
zaréwno konstytutywna jak i regulowana (za pomoca
promotora genu pagC) produkcja owoalbuminy przez
komorki S. Typhimurium AaroA stymuluje u myszy
podobny poziom odpowiedzi immunologicznej zwia-
zany z limfocytami Th CD4*. Jednakze w przypadku
produkgji biatka z wykorzystaniem IVIP do stymu-
lacji podobnego poziomu odpowiedzi komoérkowej
potrzebna byfa 1000-krotnie nizsza dawka bakterii.

W przypadku transgenéw zlokalizowanych na chro-
mosomie zastosowanie konstytutywnych silnych pro-

plazmid
heterologiczne gen
antygen
induktor

promotor indukowalny
zwigzkiem drobnoczgsteczkowym

Rys. 2. Strategie indukcji ekspresji heterologicznych genéw w warunkach in vivo poprzez zastosowanie promotoréw
indukowalnych in vivo, zmiany kopijnosci plazmidu in vivo lub uzycie odpowiedniego induktora ekspresji genu
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motoréw ma na celu zapewnienie wystarczajacej ilo$ci
antygenu do stymulacji reakcji odpornosciowej. Badania
wykazaly jednak, ze i w tym przypadku zastosowanie
promotoréw indukowanych in vivo prowadzi do uzyska-
nia lepszych rezultatéw [32]. Pod kontrola promotora
genu ssaG sklonowano gen eltB, kodujacy podjednostke
B toksyny LT enterotoksycznego szczepu E. coli (ETEC)
[68]. Kasete ekspresyjna wprowadzono do chromosomu
szczepu S. Typhi M01ZH09. Wykazano, ze ekspresja
genu eltB w komorkach nosnika, ktére ulegty fagocyto-
zie przez ludzkie komorki U937 wzrasta az 500-krotnie
w poréwnaniu do poziomu jego ekspresji w komoérkach
S. Typhi hodowanych na sztucznej pozywce. Badanie
poziomu odpowiedzi immunologicznej myszy immu-
nizowanych donosowo pojedyncza dawka szczepionki
wykazato indukeje specyficznych przeciwcial IgG jedy-
nie w przypadku antygenu produkowanego in vivo. Jako
kontrole uzyto szczepu produkujacego antygen w spo-
sob konstytutywny (gen eltB pod kontrolg promotora
tac). Eksperyment ten dowodzi stusznosci hipotezy
mowigcej, ze nie ilo$¢ produkowanego antygenu a odpo-
wiedni czas jego produkc;ji i lokalizacja jest czynnikiem
krytycznym w uzyskaniu odpowiedzi immunologiczne;j.

Indukcje ekspresji heterologicznego genu mozna
takze osiagnac poprzez zastosowanie strategii opierajacej
sie na kontrolowaniu liczby kopii czasteczek plazmidu
w komorce nosnika [52]. W tym celu stosuje sie wektor
ekspresyjny posiadajacy dwa rozne systemy replikacji
zapewniajace rézng liczbe jego kopii. W warunkach in
vitro plazmid replikuje si¢ dzieki konstytutywnemu sys-
temowi replikacji warunkujacemu jedna lub niewielka
liczbe kopii w komorce. Sklonowanie genu kodujacego
bialko inicjacyjne drugiego systemu replikacji pod
kontrolg indukowalnego in vivo promotora umozliwia
zwiekszenie liczby kopii plazmidu, co skutkuje nadpro-
dukeja heterologicznego biatka w warunkach in vivo
(Rys.2). Dodatkowo sklonowanie heterologicznego
genu na plazmidzie takze pod kontrolg indukowalnego
in vivo promotora moze spotegowac zamierzony efekt.

Podobnag strategie zwang takze ,,runaway-like replica-
tion”, opartg na bardziej skomplikowanym mechanizmie
regulacji kopijnosci plazmidu, zastosowano do nadpro-
dukcji przez komorki S. Typhimurium w warunkach in
vivo antygenu LerV Y. pestis [74]. Immunizacja myszy
skonstruowanym szczepem indukowala u zwierzat silng
odpowiedz odpornosciowg zaréwno typu Thl jak i Th2,
co chronilo je w eksperymencie protekcyjnym przed
letalng dawka Y. pestis.

Inng metoda majacg na celu indukcje ekspresji hete-
rologicznych genéw w komorkach Salmonella w odpo-
wiednim momencie infekgji jest zastosowanie promo-
torow $cisle regulowanych przez drobnoczasteczkowe
substancje (Rys.2) [52]. Jednym z promotoréw, ktory
umozliwia ,,zdalne sterowanie” ekspresja genéw jest pro-
motor arabinozowy. Wprowadzenie kasety zawierajacej
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gen kodujacy biatko regulatorowe oraz promotor (araC
P,,.,) powyzej heterologicznego genu pozwala na kon-
trolowanie produkeji antygenu za pomoca induktora tj.
arabinozy. W identyczny sposob mozna takze sterowac
liczbg kopii czasteczek plazmidu.

Alternatywng strategia do stosowania indukowal-
nych in vivo promotoréw gendw Salmonella jest zasto-
sowaniem systemu RDAS (regulated delayed antigen syn-
thesis) polegajacego na opdznionej produkeji antygenu
[79]. W ukfadzie tym heterologiczny gen zlokalizowany
na plazmidzie klonowany jest pod kontrolg promotora
trc. Promotor ten zapewnia wysoki poziom ekspresji
i jest $cisle regulowany przez represor Lacl. Gen kodu-
jacy biatko regulatorowe zlokalizowany na chromosomie
znajduje si¢ ponizej kasety arabinozowej (araC P, ).
W warunkach in vitro bakterie hodowane w obecnosci
arabinozy produkujg represor Lacl, ktéry hamuje eks-
presje heterologicznego genu. Natomiast w warunkach
in vivo, w uodparnianym organizmie, gdzie bakterie nie
maja dostepu do arabinozy, ekspresja genu lacl zostaje
zablokowana. Stezenie represora w komdrkach zmniej-
sza si¢ z kazdym podzialem, co powoduje stopniowg
indukcje syntezy heterologicznego antygenu. Schemat
dzialania systemu RDAS przedstawia Rys.3. W celu
poprawy kontroli produkeji antygenu w komorkach
nos$nika, natywny gen lacl poddano ré6znym modyfika-
cjom genetycznym m.in. zmieniono jego kodon inicja-
cyjny, sekwencje RBS oraz zoptymalizowano niektore
kodony biorgc pod uwage ich uzywalnos¢ w komoérkach
rodzaju Salmonella. Zmiany te przyczynily sie do cislej-
szej represji heterologicznego genu w warunkach in vitro
i wyzszej indukcji jego ekspresji w warunkach in vivo.
Badanie na modelu mysim przy uzyciu antygenu PspA
S. pneumoniae wykazaly wyzsza skuteczno$¢ szczepu
S. Typhimurium produkujacej antygen z op6znieniem
od szczepu produkujacego go w sposob konstytutywny.

Ostatnio poréwnano takze skutecznos¢ dziatania sys-
temu RDAS z ukladami stosujagcymi promotory induko-
walne in vivo [81]. W tym celu skonstruowane zostaly
trzy plazmidy zawierajace gen pspA S. pneumoniae pod
kontrolg réznych promotoréw: tre, pagCi ssaG. Wektory
wprowadzono do komorek S. Typhimurium produku-
jacych i nieprodukujacych represor Lacl, a nastepnie
immunizowano nimi myszy. Przeprowadzona analiza
wykazala, ze szczep S. Typhimurium z systemem RDAS
indukuje u szczepionych zwierzat najwyzszy poziom
specyficznych przeciwcial klasy IgA i IgG rozpoznaja-
cych antygen PspA. Uzyskana po immunizacji zwierzat
odpowiedz humoralna byla az 100-krotnie wyzsza od
odpowiedzi immunologicznej uzyskanej w przypadku
zastosowania do ekspresji genu pspA promotora ssaG.
Poziom protekeji uodparnianych myszy po zakazeniu
wirulentnym szczepem S. pneumoniae byl poréwny-
walny w przypadku uzycia jako nosnika genu pspA
S. Typhimurium RDAS i S. Typhimurium wyrazajacej
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Rys. 3. Schemat dzialania systemu opdznionej produkeji antygenu (RDAS) w komorkach Salmonella.

W warunkach in vitro w podtozu uzupelnionym arabinozg gen lacl, sklonowany pod kontrolg promotora BAD ulega ekspresji
a produkowany represor Lacl blokuje transkrypcje genu x sklonowanego pod kontrolg promotora trc. W warunkach in vivo przy braku
arabinozy dimer biatka regulatorowego AraC uniemozliwia produkcje represora Lacl co skutkuje ekspresja genu kodujacego antygen.

PspA z promotora genu pagC w przeciwienstwie do
uzycia do ekspresji transgenu promotora genu ssaG.
Zaobserwowane w tym eksperymencie réznice w pro-
dukcji heterologicznego antygenu z dwoéch réznych
indukowalnych in vivo promotoréw moga by¢ spowo-
dowane r6znymi mechanizmami regulacyjnymi. Aktyw-
no$¢ obu promotoréw P .iP_ _jest regulowana przez
uktad dwuskladnikowy PhoP-PhoQ, tak wiec zaden z
tych promotoréw nie moze by¢ zastosowany do ekspresji
heterologicznego genu w zczepie atenuowanym przez
unieczynnienie genéw kodujacych bialka tego ukladu
dwusktadnikowego. Promotor P _jest dodatkowo regu-
lowany przez mechanizmy warunkujace ekspresje genow
wyspy patogennosci SPI-2 jak np. uklad dwuskfadni-
kowy SsrA-SsrB, co moze wptywa¢ na skutecznos¢ dzia-
fania prototypu szczepionki. W tych eksperymentach
wykazano, ze system RDAS moze by¢ alternatywnym,
do zastosowania promotoréw indukowalnych in vivo,
sposobem wzmocnienia immunogennosci szczepio-
nek opartych na zywych komoérkach Salmonella. Jego
zaletg jest zastosowanie mechanizmoéw regulatorowych
»obcych” dla komorek rodzaju Salmonella i niezaleznych
od metodyki uzytej do atenuacji szczepu nosnikowego.

5. Lokalizacja antygenu a typ odpowiedzi
immunologicznej

Odpowiednia lokalizacja antygenu produkowanego
w komorkach nosnikowych Salmonella jest istotna
z kilku powodéw. Heterologiczne biatka w cytoplazmie,
zwlaszcza ulegajace nadprodukeji, moga by¢ toksyczne

dla komoérek nosnikowych lub tez moga przyczynic sie
do obnizenia ich immunogenno$ci. Biatko o lokalizacji
cytoplazmatycznej bedzie dostepne dla komdrek uktadu
immunologicznego gospodarza dopiero po lizie ko-
morek nos$nika. Heterologiczne biatka wybrane do kon-
strukeji szczepionek podjednostkowych to czesto biatka
zewnatrzkomorkowe, stad ich lokalizacja w redukuja-
cym $rodowisku cytozolu moze prowadzi¢ do uzyska-
nia nieprawidlowej konformacji. Ze wzgledu na fakt, ze
wiele determinant antygenowych to epitopy konforma-
cyjne, moze sie to przyczyni¢ do braku indukcji specy-
ticznych przeciwcial. Dodatkowo udokumentowano, ze
za pomocg roznych lokalizacji antygenu w komdrkach
Salmonella mozliwe jest wzmocnienie i odpowiednie
ukierunkowanie odpowiedzi immunologiczng gospo-
darza. Do tej pory opracowano bardzo wiele technologii
majacych na celu ,wysytanie” heterologicznych biatek
do peryplazmy, na powierzchni¢ komorek nosnika lub
do otaczajacego Srodowiska.

Kang iwsp. [40] wykorzystali do sekrecji antygenu
PspA S. pneumoniae sekwencje sygnalng -laktamazy
(Bla) E. coli. Badania wykazaly ze fuzyjne biatko Bla
-PspA wydzielane do peryplazmy i na zewnatrz komorek
S. Typhimurium indukuje az 10 000-krotnie wyzszg spe-
cyficzng odpowiedz humoralna w poréwnaniu do biatka
produkowanego na terenie cytoplazmy [39]. Immuniza-
cji myszy skonstruowanym szczepem S. Typhimurium
0 opoznionej atenuacji, wydzielajacym antygen PspA
przy uzyciu sekwencji sygnalnej Bla, efektywnie chronita
zwierzeta przed zakazeniem S. pneumoniae [51].

Do sekrecji heterologicznych biatek do peryplaz-
my komorek Salmonella uzywano takze sekwencji syg-
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nalnych biatek MalE i PhoA, a do ich prezentacji na
powierzchni komdrek nosénika fuzji translacyjnych
z biatkami OmpA, Lpp, LamB, a takze fimbrii i auto-
transporterow AIDA i MisL [7]. Produkowane w komor-
kach szczepu no$nikowego antygeny pobudzajg gtéwnie
odpowiedz humoralng poprzez prezentacje antygendw
limfocytom CD4* przez MHC klasy II.

W konstrukgji szczepionek podjednostkowych wyko-
rzystywane s3 takze pecherzyki zewnatrzkomoérkowe
OMV (outer membrane vesicle). OMV, bedgce natural-
nymi proteoliposomami, produkowane sg przez wiele
gatunkéw mikroorganizméw, gtéwnie gramujemnych,
w réznych fazach wzrostu. Ich liczba wzrasta znaczaco
w warunkach stresowych. Zawierajg gléwnie biatka
oston komoérkowych i biatka peryplazmatyczne, w tym
takze czynniki wirulencji. Mechanizm segregacji bialek
do OMV nie zostal jak dotad doktadnie wyjasniony [16].
OMYV maja zdolno$¢ do interakcji zaréwno z komor-
kami prokariotycznymi jak i eukariotycznymi, s3 wiec
wykorzystywane do produkeji szczepionek podjednost-
kowych jako no$niki antygenéw. Wchodzg m.in. w sklad
wieloskfadnikowej podjednostkowej szczepionki anty-
-Neisseria meningitidis typu B (MenB) opracowane;j
przez firme Novartis i bedacej aktualnie w III fazie
badan klinicznych [61].

Nietypowa metoda majaca na celu sekrecje hetero-
logicznych biatek przez komorki Salmonella jest uzycie
fuzji z cytolizyng A (ClyA), nazywang réwniez SheA
lub HIYE [23]. Nieznany jest mechanizm transportu tej
toksyny przez blone cytoplazmatyczng, udowodniono
jednak, ze w jej wydzielaniu poza komorke bakteryjna
biorg udzial OMV [77]. Fuzje translacyjne heterolo-
gicznych antygenéw z ClyA réwniez wydajnie segreguja
do OMYV, co umozliwia ich wydzielanie na zewnatrz
komorki nosnika. Dodatkowy zaletg tej specyficznej
sekrecji antygenéw moze by¢ pobudzenie wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej przez LPS znajdujacy si¢
na powierzchni OMYV [8, 43].

Strategie ta wykorzystano m.in. w konstrukcji szcze-
pionki przeciwko waglikowi. Badania wykazaly, ze
immunizacja myszy szczepem S. Typhimurium produ-
kujacym fuzyjne bialko ClyA-PA83 chroni zwierzeta
przed zakazaniem sporami B.anthracis [67]. Podob-
nego efekty protekcyjnego nie uzyskano w przypadku
zastosowania do sekrecji antygenu systemu sekrecji
Hly (jednoetapowy system sekrecji typul). Ekspery-
ment przeprowadzony na malpach z wykorzystaniem
szczepu szczepionkowego S. Typhi CVD 908-htrA jako
nosnika potwierdzit skuteczno$¢ immunizacji przy
uzyciu fuzyjnego biatka ClyA-PA83 [19]. Efekt ten uzy-
skano niewatpliwie dzieki sekrecji antygenu na zewnatrz
komoérek Salmonella, ktérg potwierdzono za pomocs
techniki mikroskopii elektronowej z uzyciem prze-
ciwcial znakowanych koloidalnym zlotem (immuno-
gold staining).
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Interesujacg niedawno opracowang strategia majaca
na celu uwolnienie z komorek no$nika produkowanego
antygenu jest programowana liza komérek nosnika [45].
System ten jest dos¢ skomplikowany i skfada sie z czesci
kodowanej chromosomowo oraz wprowadzonej in trans
na plazmidzie (Rys. 4). Szczep S. Typhimurium posiada
w chromosomie m.in. gen murA pod kontrola kasety
arabinozowej (araC P, ) oraz delecje genu asd. Jak juz
wczesniej wspomniano produkty tych genéw sa nie-
zbedne w syntezie peptydoglikanu. Na chromosomie
pod kontrolg promotordéw arabinozowych znajdujg si¢
takze geny kodujace biatka regulatorowe Lacl (repre-
sor promotora trc) i C2 (represor promotora P22R).
Na plazmidzie za$ znajdujg sie kopie gendéw asd oraz
murA pod kontrolg promotora arabinozowego oraz
pokrywajaca si¢ z nimi otwarta ramke odczytu kodu-
jacy antysensowny RNA pod kontrolg promotora P22R.
Plazmid zawiera takze gen kodujacy heterologiczny
antygen pod kontrolg promotora trc. W warunkach in
vitro w obecnosci arabinozy ekspresji ulegajg geny asd,
murA, c2 1 lacl, co zapewnia normalny wzrost komdrek
oraz blokuje ekspresje heterologicznego genu. W $rodo-
wisku pozbawionym arabinozy, ekspresja wyzej wymie-
nionych genéw ulega zahamowaniu. Odblokowana
zostaje za$ ekspresja gendéw kodujacych antygen oraz
antysensowny RNA asd-murA. Blokuje to catkowicie
produkeje biatek Asd i MurA w komorce, co w kon-
sekwencji prowadzi do jej lizy i uwolnienia antygenu.
Metodg to wykorzystano m.in. w konstrukeji prototypow
szczepionek przeciwko S. pneumoniae [45], M. tuber-
culosis [38] czy wirusowi grypy [2].

Dla wzmocnienia odpowiedzi komdrkowej skon-
struowano szczepy Salmonella wydzielajace hetero-
logiczne antygeny na zewnatrz komorki, do cytozolu
komorek eukariotycznych. W tym celu wykorzystano
systemy transportu typu III S. enterica kodowane przez
geny zlokalizowane na SPI-1i SPI-2. Te systemy sekrecji
aktywne sg na réznych etapach infekcji. SPI-1 warun-
kuje inwazje do komdrek eukariotycznych, SPI-2 jest
aktywny podczas wzrostu Salmonella wewnatrz ko-
morek eukariotycznych i warunkuje biogeneze wakuoli
(SCV - Salmonella containing vacuole). Oba przekazuja
do komorek eukariotycznych wiele bialek efektorowych
modulujacych ich metabolizm [1, 60, 82]. Stworze-
nie fuzji translacyjnych heterologicznych antygenéw
z N-fragmentami bialek efektorowych SPI-1 tj. SopE czy
SptP przyczynialo sie do zwigkszenia prezentacji anty-
genu cytotoksycznym limfocytéw T CD8* z udzialem
czasteczek MHC klasy I. Skuteczno$¢ dziatania tego typu
fuzji efektorow SPI-1 udokumentowano w stosunku do
kilku antygenéw Eimeria (czynnik etiologiczny kokcy-
diozy drobiu) [46,47] oraz w immunizacji myszy anty-
genami (ESAT- 6 i CFP-10) M. tuberculosis [37]. Nie
we wszystkich eksperymentach uzyskano efekty pozytyw-

ne. Immunizacja ochotnikéw atenuowanym szczepem
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Rys. 4. Schemat ,,programowanej lizy” komoérek Salmonella w warunkach in vivo.

W warunkach in vitro w podtozu uzupelnionym arabinoza ekspresji ulegaja

geny sklonowane pod kontrolg promotora BAD tj. murA i asd, kodujace

enzymy niezbedne do syntezy sciany komorkowej oraz c2 i lacl, kodujace represory blokujace synteze antysensownego mRNA murA-asd oraz hetero-
logicznego antygenu. W warunkach in vivo przy braku arabinozy zablokowana zostaje ekspresja genéw murA, asd, ktorych produkty sa niezbedne do
przezycia komoérek. Jednoczes$nie w komérce zahamowaniu ulega produkcja represoréw C2 i Lacl, co umozliwia ekspresje sklonowanego pod kontrola
promotora P22R antysensowny RNA murA-asd oraz sklonowanego pod kontrolg promotora trc genu kodujacy antygen. W konsekwencji prowadzi to do

lizy komorek i uwolnienia

Salmonella niosagcym fuzje bialka Gag wirusa HIV
i SopE Salmonella nie skutkowata indukcja odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko antygenowi
Gag [49]. Roznice w efektach eksperymentéw moga
wynika¢ zaréwno z uzytego modelu doswiadczalnego
(immunizacja kurczat, myszy lub ludzi) jak i innych
szczepéw nosnikowych. Skutecznos¢ dzialania fuzji
translacyjnych domen translokacyjnych pigciu bia-
tek efektorowych SPI-2 (SiFA, SteC, SseL, Sce] i SseF)
z modelowymi antygenami (owoalbumina i listerioli-
zyna) wykazala, ze cho¢ in vitro wszystkie fuzje ule-
galy translokacji do cytozolu komoérek gospodarza to
w eksperymentach in vivo na modelu mysim tylko dwie
indukowaly znaczacy poziom odpowiedzi komérkowej

duzej ilosci antygenu.

[29, 36]. Prezentowane dane wskazujg, jak wnikliwie
musi by¢ dobierany system transportu heterologicznych
antygenow. Poznanie mechanizméw indukeji odpowie-
dzi immunologicznej zwiazanej z prezentacjg antyge-
néw za pomocg MHC klasy I przez komoérki Salmonella
bedace no$nikami antygendw zapoczatkowalo badania
nad ich wykorzystaniem jako szczepionek antynowo-
tworowych [57].

Ciekawym rozwigzaniem pozwalajacym na prezen-
tacje antygendéw za pomoca MHC klasy I oraz jedno-
cze$nie unikniecie niedogodnien zwigzanych z nadpro-
dukcja heterologicznych antygenéw na terenie komorki
nos$nikowej tj. zaburzen metabolizmu, toksycznosci
czy zmniejszenia immunogennosci, jest zastosowanie
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Rys. 5. Schemat dzialania szczepionki DNA skonstruowanej
z uzyciem komorek Salmonella jako nosnika. Opis w tekscie.

ukladu pozwalajgcego na ekspresje antygenow na terenie
komorek eukariotycznych. Do tej pory komoérki Salmo-
nella zostaly z powodzeniem wykorzystane jako nosnik
szczepionek DNA przeciwko wielu patogenom zaréwno
wirusowym tj. HIV [41], wirusy odry [59], opryszczki
[17] czy zapalenia watroby typu B i C [6,83] jak i bakte-
ryjnym tj. Chlamydia trachomatis (5], Clostridium tetani
(58], L. monocytogenes [14] czy M. tuberculosis [33].

W przypadku konstrukcji tego typu szczepionek
heterologiczny gen musi znajdowa¢ si¢ na plazmidzie
pod kontrola promotora funkcjonalnego w komaérkach
eukariotycznych - najczesciej promotora CMV (wirusa
cytomegalii) lub SV40 (simian virus 40), a rola Salmo-
nella jest jedynie dostarczenie DNA plazmidowego do
komorek prezentujacych antygen (APC). Po lizie bakte-
rii w fagosomie czasteczki wektora zawierajacy hetero-
logiczny gen s3 transportowane do jadra komoérkowego
(Rys. 5). Mechanizm tego procesu pozostaje nadal nie-
znany, co niewgtpliwie utrudnia prace nad optymaliza-
cja szczepionek DNA. Na terenie jadra komdrkowego
heterologiczny gen ulega ekspresji. Syntetyzowany
antygen traktowany jest jako endogenne biatko i pre-
zentowany przez komorki prezentujace antygen z udzia-
tem czasteczek MHC klasy I, co stymuluje odpowiedz
komorkowa zwigzana z limfocytami T CD8*. Wykazano
jednak, ze szczepionki DNA stymuluja takze odpowiedz
humoralng i komérkowa zwigzana z limfocytami Th,
co wynika ze zjawiska krzyzowej prezentacji antygenow
(cross-presentation) [65].

6. Podsumowanie
Opisane powyzej strategie uzywane w konstrukeji

szczepionek podjednostkowych opartych na awirulent-
nych szczepach Salmonella pozwalaja na zréznicowang
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modulacje odpowiedzi odpornosciowej immunizowa-
nego gospodarza. Jednakze nalezy podkresli¢, iz wybdr
odpowiedniej strategii nie jest prosty, a efekt immuni-
zacji jest czesto trudny do przewidzenia. W konstrukeji
tego typu szczepionek musi by¢ brane pod uwage wiele
elementéw: od wyboru odpowiedniego zestawu anty-
genow protekcyjnych, przez genotyp i wlasciwosci ate-
nuowanego szczepu no$nikowego, rodzaj stosowanych
promotoréw do wyrazania heterologicznych genodw,
strategie prezentacji antygenu komorkom prezentu-
jacym antygen, po dobranie odpowiedniego modelu
zwierzecego.
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Characterization of fungi of the Malassezia genus. I. Microbiological and immunological aspects

Abstract: The yeasts of the Malassezia genus, first described over a century ago, belong to the physiological microflora of the human skin.
However, they may occasionally act as opportunistic pathogens resulting in different dermatological pathologies, of which pityriasis
versicolor is most frequently diagnosed. Two principle features of the genus Malassezia are distinctive morphology and requirement for
external lipid source for growth. To date, the genus accommodates 14 species, all but one being lipid-dependent species. The very recently
completed sequencing of the M. globosa genome disclosed the presence of multiple secreted lipases to help the yeasts to utilize cutaneous
lipids. Very little is known about interactions between Malassezia organisms and the human host. It is clear however that Malassezia
fungi display two phenotypes within the skin, one - immunostimulatory, and the other immunosuppressive, which are responsible for
commensal and pathogenic behavior of the fungi, respectively.

This article provides a concise and up-to-date description of the Malassezia genus, with particular attention to the microbiology of
the fungi and their interactions with the immune system of the human host.

Content: 1. Introduction. 2. Taxonomy and classification of Malassezia fungi. 3. Microbiology of Malassezia fungi. 3.1. General
characteristics. 3.2. Metabolism. 3.3. Enzymatic activity. 4. Interactions of Malassezia fungi with oher microorganisms. 5. Interactions
of Malassezia fungi with the immune system. 5.1. Serology and antigenic structure. 5.2. Interactions with the complement system.

5.3. Influence of Malassezia fungi on different cel populations within the skin. 6. Conclusions

Slowa kluczowe: atopowe zapalenie skory (AZS), grzybice, tuszczyca, Malassezia sp., zakazenia skory

Key words:

atopic dermatitis (AD), Malassezia sp., mycoses, psoriasis, skin infections

1. Wprowadzenie

Grzyby z rodzaju Malassezia naleza do patogenéw
oportunistycznych o istotnym znaczeniu klinicznym
dla ludzi i niektérych zwierzat. Moga by¢ izolowane
ze zdrowej skory oraz powodowaé pewne choroby
dermatologiczne, a w przypadku znacznego obnizenia
odpornosci, moga takze przyczyniac si¢ do wystapienia
zakazen ogodlnoustrojowych. Do najczesciej wystepuja-
cych dermatoz zwiazanych z infekcjg grzybami z rodzaju
Malassezia u ludzi naleza tupiez pstry (pityriasis versi-
color) oraz zapalenie mieszkéw wlosowych (Malassezia
folliculitis). Grzyby z rodzaju Malassezia moga réwniez
nasila¢ zmiany chorobowe w schorzeniach, takich jak
lojotokowe zapalenie skory (dermatitis seborrhoica)
oraz zaostrzaé przebieg tuszczycy (psoriasis) i atopo-
wego zapalenia skory (dermatitis atopica) [3, 9, 17, 28,
37, 38]. Czesto$¢ powierzchownych zakazen grzybiczych
wywolanych przez grzyby z rodzaju Malassezia zalezy

od wielu réznorodnych czynnikéw, w tym od warunkow
socjoekonomicznych, klimatycznych czy geograficz-
nych. Dzigki badaniom z zakresu biologii molekular-
nej zidentyfikowano obecnie 14 gatunkéw Malasse-
zia, w tym 13 lipidozaleznych (M. furfur, M. globosa,
M. obtusa, M. sympodialis, M. slooffiae, M. nana, M. der-
matis, M. restricta, M. equina, M. japonica, M. yamato-
ensis, M. caprae i M. cuniculi) oraz jeden gatunek lipido-
niezalezny (M. pachydermatis) (17, 38, 39, 60, 61].
Luszczyca (psoriasis) jest jedng z najczesciej wystepu-
jacych przewleklych zapalnych choréb skéry. Szacuje sig,
ze okoto 1-5% populacji europejskiej choruje na tusz-
czyce. Patogeneza tuszczycy nie jest do konca poznana.
Istnieje wiele czynnikéw predysponujacych do wysta-
pienia choroby, wsrod ktorych wazne miejsce zajmuja
czynniki genetyczne. Zakazenia zaréwno systemowe jak
i miejscowe wywolane przez paciorkowce beta-hemo-
lizujace, czy grzyby z rodzaju Candida stanowig znany
czynnik inicjujacy epizod ltuszczycy wysiewnej czy

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski;
ul. I. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; tel.: +48 (0) 22 55-41-312; fax: +48 (0) 22 55-41-402; e-mail: t.jagielski@biol.uw.edu.pl.
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zaostrzajacy przebieg tuszczycy plackowatej. W wielu
badaniach wykazano, ze stymulacja leukocytow jed-
nojadrzastych krwi obwodowej pacjentéw z tuszczyca
przez superantygeny paciorkowcéw grupy A wigzala
sie ze znacznie zwigkszong odpowiedzig proliferacyjng
oraz uwalnianiem cytokin prozapalnych przez leukocyty
[6, 13, 41]. Wiele badan klinicznych i przedklinicznych
potwierdza udziat grzybow z rodzaju Malassezia w roz-
woju zmian tuszczycowych, zwlaszcza w przypadku
tuszczycy owlosionej skory gltowy oraz okolicy narza-
doéw plciowych [49, 63]. Obecnie uwaza sie, ze grzyby
z rodzaju Malassezia moga nasila¢ przebieg tuszczycy
poprzez uwalnianie cytokin prozapalnych, aktywacje
czynnikoéw przyspieszajgcych proliferacje keratyno-
cytow oraz wydzielanie enzymoéw hydrolitycznych [3].

Atopowe zapalenie skory (atopic dermatitis, AD,
AZS) jest przewlekla, nawrotowg dermatoza swigdowa
dotyczacy gtéwnie wieku dzieciecego. AZS moze prze-
biega¢ jako izolowane schorzenie lub stanowi¢ mani-
festacje ogdlnoustrojowych zaburzen o podtozu aler-
gicznym wraz z katarem siennym, astma oskrzelowa
czy alergiami pokarmowymi. Wsréd oséb dorostych
AZS obserwuje si¢ u 1-3% populacji. Choroba moze
pojawic si¢ po raz pierwszy w wieku dorostym, utrzy-
mywac si¢ od okresu dzieciecego lub nawréci¢ po wie-
loletniej remisji [42, 64]. Grzyby z rodzaju Malassezia
wydaja si¢ stanowié istotny czynnik w patogenezie
AZS u o0s6b dorostych, zwlaszcza ze zmianami skor-
nymi zlokalizowanymi na glowie i szyi [24]. Czesto$¢
wystepowania grzybow z rodzaju Malassezia na skorze
dorostych pacjentéw z AZS oraz w populacji zdrowe;j
jest podobna i wynosi miedzy 50% a 80%, w zaleznosci
od zastosowanej metody badawczej. Natomiast w przy-
padku pacjentow z AZS znaczaco cze$ciej obserwuje sie
dodatnie testy skorne z alergenami Malassezia sp. oraz
wysokie miana swoistych przeciwciat w klasie IgE prze-
ciwko Malassezia sp. w surowicy chorych w poréwnaniu
do grup kontrolnych [5, 45, 56]. Stad, obecnie uwaza
sie, ze grzyby Malassezia sp. stanowig raczej czynnik
alergizujacy niz infekcyjny w przypadku pacjentéw
z AZS. Nasilenie zmian skdrnych u pacjentéw z AZS
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moze nastgpi¢ rowniez na drodze aktywacji procesow
zapalnych poprzez uwalniane przez grzyby Malassezia
sp. enzymy hydrolityczne [1, 58].

Doktadne poznanie mechanizméw immunomodu-
lacyjnych u grzybow z rodzaju Malassezia wymaga dal-
szych badan. Dostepne obecnie dane sugeruja, ze u osob
ze zdrowg skorg (z prawidlowg barierg skdrno-naskor-
kowa) grzyby Malassezia sp. wywieraja efekt immuno-
supresyjny, co pozwala im przetrwa¢ w roli komensala,
natomiast w przypadku pacjentéw z tuszczyca lub ato-
powym zapaleniem skdry grzyby stymulujg odpowiedz
zapalng, ktéra nasila przebieg choroby podstawowej
i przyczynia sie do podtrzymywania zmian skérnych [3].

2. Taksonomia i klasyfikacja grzybow
z rodzaju Malassezia

Grzyby z rodzaju Malassezia s uznawane za sktadnik
mikroflory skéry u ludzi i niektérych zwierzat od ponad
150 lat. Malassezia sp. naleza do grzybow dimorficz-
nych, wystepujacych zaréwno w fazie mycelialnej, jak
i drozdzowej. Przez wiele lat obie formy morfologiczne
uznawano za odrebne gatunki. Zwigzek pomiedzy
wystepowaniem Malassezia sp. a zmianami skornymi po
raz pierwszy zaobserwowal Eichstedt w 1846 roku.
Uczony ten w tuskach pobranych ze skéry chorobowo
zmienionej pacjenta z tupiezem pstrym zaobserwowat
strzepki grzybni. Nastepnie, w 1874 roku Malassez
zaobserwowal i opisal obecnos¢ komorek o ksztat-
cie owalnym i okraglym w zeskrobinach naskoérka od
pacjentow z tupiezem. Nazwe Malassezia zaproponowal
w1889 roku Baillon naczes¢ wspomnianego wczes-
niej badacza. W warunkach in vitro grzyby z rodzaju
Malassezia wyhodowali po raz pierwszy Castellani
i Chalmers w 1913 roku. Badacze ci scharaktery-
zowali ich wlasciwosci wzrostowe oraz wprowadzili
nazwe Pityrosporum ovale. W 1925 roku Weidmann
wyodrebnil w hodowli gatunek — Malassezia pachyder-
matis. (Gatunek ten nie nalezy do fizjologicznej flory
skory czlowieka; izolowany jets natomiast ze skory

Tabela I

Pozycja taksonomiczna grzybow z rodzaju Malassezia

Krolestwo: Fungi

Typ: Basidiomycota

Klasa: Ustilagomycetes

Podklasa:  Exobasidiomycetidae

Rzad: Malasseziales

Rodzaj: Malassezia

Gatunki: M. furfur M. restricta M. pachydermatis M. nana
M. sympodialis M. globosa M. japonica M. yamatoensis
M. sloofiae M.obtusa M. dermatis M. equine
M. caprae
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ptakow i ssakow, w tym czesto — zwierzat domowych).
W 1951 roku G ordon wyizolowal ze zmian skérnych
u chorych z tupiezem pstrym, a takze ze zdrowej ludz-
kiej skory — komorki przypominajace drozdze - kuli-
ste lub owalne, otoczone podwdjng otoczka i nadat
im nazwe Pityrosporum orbiculare [33, 69]. Dopiero
w 1977 roku udatlo si¢ w warunkach in vitro wykaza¢
konwersje z fazy drozdzopodobnej do mycelialnej,
przy czym okazalo si¢, ze zaréwno komorki okragte
jak i owalne moga wytwarza¢ grzybnie. Odkrycie to
umozliwito zatwierdzenie jednego gatunku - Malassezia
furfur w 1984 roku, zawierajacego wczesniej opisywane
stadia: P, ovale, P. orbiculare i M. furfur [68]. Kolejnym
przelomem w taksonomii grzybow z rodzaju Malas-
sezia byly badania Guilloti Gueho w1995 roku,
ktore umozliwily wyodrebnienie 7 gatunkéw Malassezia:
M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa,
M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae [36]. W wyniku
dalszych badan opisano kolejne gatunki: M. dermatis
(Sugita iwsp. 2002) [62], M. equine (Nell i wsp.
2002) [52], M. japonica (Sugita i wsp. 2003) [61],
M.nana (Hirai i wsp. 2003) [40], M. yamotoensis
(Sugita i wsp. 2004) [60], M. caprae (Cabafies iwsp.
2007) [18] oraz M. cuniculi (Cabanes i wsp. 2011)
[19]. Obecnie obowigzujaca pozycje taksonomiczng
grzybow z rodzaju Malassezia przedstawiono w tabeli I.

3. Mikrobiologia grzybéw z rodzaju Malassezia
3.1. Charakterystyka ogdlna

Malassezia sp. jako grzyby dimorficzne moga wyste-
powaé w warunkach naturalnych zaréwno w fazie myce-
lialnej jak i drozdzowej. W warunkach hodowlanych
dominuje posta¢ drozdzowa, przy czym opisywano
réwniez spontaniczne tworzenie formy mycelialnej
przez niektdre gatunki Malassezia takze w warunkach in
vitro [23, 30, 51]. Zaobserwowano, ze niektore sktadniki
podlozy moga stymulowal tworzenie grzybni przez
Malassezia sp. Dorni Roehnert [30] obserwowali
wzrost formy mycelialnej Malassezia sp. po dodaniu do
podloza glicyny, natomiast Nazzaro iwsp. [51] uzy-
skali ten sam efekt wykorzystujgc cholesterol i estry cho-
lesterolu. Rozmnazanie bezplciowe grzybow z rodzaju
Malassezia zachodzi przez paczkowanie drozdzowej
komorki macierzyste;.

Ze wzgledu na znaczne trudnosci w hodowli Malasse-
zia sp., grzyby te w warunkach in vitro fatwo gina. (Jako,
ze grzyby z rodzaju Malassezia wymagaja do wzrostu
diugotancuchowych kwaséw ttuszczowych, do hodowli
uzywa si¢ specjalnych podléz agarowych, wg formuly
Dixonalub Leeminga-Notmana, suplemento-
wanych z6lcig bydleca oraz oksyetylenowanymi estrami
sorbitolu i kwasow tluszczowych (tzw. Tween-y) [34]).
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Ksztalt i wielko$§¢ komorek roéznig sie miedzy
poszczegolnymi gatunkami. Rozmiar komorek waha
sie od ok. 1,5 do 8 um. Réwniez w wygladzie kolonii
s3 wyrazne roznice miedzygatunkowe. Cechy morfo-
logii kolonii i komdrek grzybéw Malassezia sp. stano-
wig kryteria diagnostyczne w identyfikacji gatunkowej
(Rys. 1-2) (TabelaII).

Na poziomie ultrastrukturalnym, kluczowa cecha
charakteryzujaca wszystkie podstawczaki (Basidiomy-
cota) jest wielowarstwowa $ciana komérkowa. Sciana
grzybow Malassezia sp. jest jednak unikalna w krole-
stwie grzybow. Jest znacznie grubsza (okoto 0,12 um)
niz $ciana innych drozdzy i zawiera znaczaco wigkszy
odsetek ttuszczow w poréwnaniu na przyktad z grzy-
bami z rodzaju Saccharomyces (15-20% vs 1-2%). Sciana

Ryc. 1. Kolonie Malassezia sp. na podlozu Dixona
po 10 dniach hodowli

Ryc. 2. Paczkujace komorki Malassezia sp.
Preparat mikroskopowy z hodowli
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Tabela IT
Charakterystyka wybranych gatunkéw grzybow z rodzaju Malassezia
M. sympo- ' . M. pachyder-
Cecha M. furfur dialis M. globosa | M. slooffiae | M.restricta | M. obtusa matis
Morfologia kolonii gladkie, gladkie, szorstkie, |pofaldowane,| gladkie, gladkie, gladkie,
miekkie, miekkie, serowate, kruche nieregularne miekkie,
kruche plaskie kruche kruche kruche,
wypukte
Barwa kremowa kremowa / | kremowa/ | kremowa / kremowa kremowa kremowa
bezowa bezowa bezowa
Ksztalt, wielko$¢ komorki owalne, kuliste, kuliste, cylindryczne kuliste, cylindryczne | cylindryczne
kuliste, elipsoidalne, | $rednica: dlugos¢: owalne, dlugos¢: dlugos¢:
$rednica: $rednica: 6-8 um 1,5-3,5um | $rednica: 4-6 ym 2,5-5 um
6 um 2,5-5 um 2-4 um
Typ paczkowania szeroka sympodialne waska szeroka waska szeroka szeroka
podstawa podstawa podstawa podstawa podstawa podstawa
Wytwarzanie katalazy + + + + + - zmienne
Wytwarzanie ureazy + + + + + + +
Wzrost w temp. 37°C dobry dobry staby dobry staby staby dobry
Max. temp. wzrostu [°C] 40-41 40-41 38 40-41 38 38 40-41
Asymilacja Tween 20 + - - + - - +
Asymilacja Tween 40 lub 60 - + - - +
Asymilacja Tween 80 - - - - +
Rozdziat eskuliny - + - - - + zmienny

Malassezia sp. ma wielowarstwowg strukture, w obre-
bie ktdrej wyrdznia sie zewnetrzna powloke o budowie
lamelarnej, wlasciwg $ciang¢ komodrkowa oraz blong
cytoplazmatyczng (nie nalezy do $ciany komorkowe;j
sensu stricto) o charakterystycznym pofatdowanym
wzorze, widocznym w mikroskopie elektronowym.
Gléwnymi sktadnikami $ciany komdrkowej Malasse-
zia sp. s3 wielocukry — 70%, ttuszcze — 15-20% i biatka
- 10%. Struktura $ciany komoérkowej Malassezia sp. oraz
wysoka odsetkowa zawartos¢ lipidow odpowiadaja naj-
prawdopodobniej za znaczaca odporno$¢ Malassezia sp.
na warunki zewnetrzne, w tym czynniki mechaniczne
czy osmotyczne [4, 35, 59] oraz stanowig istotny czyn-
nik wirulencji grzyba. Lipofilnos¢ §ciany komorkowej
Malassezia sp. ulatwia adhezje komorek grzyba do
komorek gospodarza, utrudnia fagocytoze patogenu
oraz hamuje odpowiedz zapalng [43, 50].

Liczba i ksztalt mitochondriéw w kazdej komorce
Malassezia sp. wykazuje duza zmiennos¢. Jadro komor-
kowe posiada wyraznie zaznaczong btong jadrows, ota-
czajaca ziarna homogennej nukleoplazmy [59].

3.2. Genetyka

Badanie chromosomowego DNA grzybéw z rodzaju
Malassezia technika pulsacyjnej elektroforezy zelowej
(PFGE, pulsed field gel electrophoresis) wykazalo istotne
réznice miedzygatunkowe zaréwno w zakresie kario-
typu, jaki i wielko$ci genomu (TabelaIII) [11, 12].

Ogolnie, genom grzyboéw Malassezia sp. nalezy do
najmniejszych spotykanych u grzybow wolno zyjacych.
Jego wielko$¢ waha si¢ miedzy 6,4 a 14 Mpz. Liczba
chromosoméw wynosi od 5 w szczepach M. pachy-
dermatis do 11 w szczepach M. furfur. Rdzna jest tez
zawarto$¢ par G+C rozpieta miedzy 53,5% (M. globosa)
a 68,7% (M. slooffiae).

Sposrod 14 gatunkéw Malassezia, pelng sekwencje
nukleotydowg genomu ustalono jedynie dla M. globosa
(szczep referencyjny CBS7877) [67]. Genom M. glo-
bosa (8,9 Mpz) zawiera tylko 4.285 sekwencji koduja-
cych biatka, czyli mniej niz jakikolwiek inny poznany
genom grzybow wolno zyjacych. W genomie M. globosa
stwierdza si¢ takze niewielkg liczbe intronéw (obecnych
w 27% gendw) oraz sekwencji repetytywnych (<0.8%
wielkosci genomu). Niewielki genom M. globosa, podob-

Tabela ITI
Wybrane wlasciwosci genomu Malassezia sp.
Gatunek Liczba chro- Wielkos¢ Zawartos¢
mosomoéw | genomu [Mpz] | par G+C [%]
M. pachydermatis 5 6,7-9,3 55,6
M. furfur 7-11 8,5-14 66,4
M. globosa 8 8,5-8,9 53,5
M. obtusa 6 7,4 60,7
M. sympodialis 7 6,4-7,8 62,2
M. slooffae 7 8,6 68,7
M. restricta 9 8,0 59,9
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nie jak innych gatunkéw z rodzaju Malassezia, traktuje
sie jako przejaw adaptacji tych grzybéw do wzrostu
w bardzo waskiej niszy ekologicznej, tj. na skorze zwie-
rzat cieplokrwistych [22].

Cechg charakterystyczna genomu M. globosa jest
nieobecno$¢ wielu genéw zwiazanych z metabolizmem
kwasow ttuszczowych, w tym genéw kodujaych syn-
taze kwasow ttuszczowych (FAS), A9-desaturaze, czy
izomeraze A*’-enoilo CoA. Braki te kompensowane
s3 obecnoscig, wystepujacych w wielu kopiach, genéw
kodujgcych sekrecyjne lipazy i fosfolipazy, umozli-
wiajace asymilacje kwasow ttuszczowych z zewnetrz-
nych zrodel.

Analiza genomiczna (i proteomiczna) wykazala, ze
genom M. globosa niesie geny kodujace biatka podobne
wszystkim dotad opisanym biatkom alergizujacym M. fur-
fur (Mala £2-4) i M. sympodialis (Mala s1, s5-13) [67].

W genomie M. globosa wykryto geny homologiczne
do genéw TAM1 i SIRI, opisanych wczesniej dla glowni
kukurydzy (Ustilago maydis), fitopatogennego grzyba,
z ktorym - jak wykazala analiza poréwnawcza sekwencji
genomowych - M. globosa dzieli wysokie pokrewienstwo
filogenetyczne. Gen TAMI koduje aminotransferaze
tryptofanows, enzym odpowiedzialny za przeksztalcenie
tryptofanu do pirogronianu indolu, ktérego pochodne
wykrywa si¢ w szczepach M. furfur. Te barwne zwigzki
(pigmenty, m. in. pityriarubiny, pityrialakton, malasse-
zyna) wykazuja rézne dziatanie biologiczne, ktére wiaze
sie ze zmianami zabarwienia skory w przebiegu tupiezu
pstrego. W powstawaniu barwnych pochodnych indo-
lowych uczestniczy tez enzym reduktaza siarczynowa.
Mutacje w kodujacym ja genie SIRI znaczgco ograniczja
tworzenie si¢ tych zwigzkow [70].

W koncu, mimo, ze grzyby Malassezia sp. znane
sa wylacznie jako formy anamorficzne (haploidalne,
rozmanazajace si¢ bezplciowo), analiza sekwencyjna
genomu M. globosa pozwolila zidentyfikowa¢ region
genetyczny (MAT, mating type locus) zwigzany z roz-
mnazaniem piciowym tych grzybéw. W obrebie oma-
wianego locus wykryto geny kodujace feromony, ich
blonowe receptory oraz homeodomenowe czynniki
transkrypcyjne [67].

3.3. Metabolizm

Z wyjatkiem M. pachydermatis, wszystkie poznane
gatunki Malassezia sa lipidozalezne, tj. wymagaja
zewnetrznych zrédel lipidéow do wzrostu. Zapotrzebo-
wanie Malassezia sp. na tluszcze zaobserwowano po raz
pierwszy juz w 1939 roku [10]. Obecnie wiadomo, ze
lipidozaleznos¢ Malassezia sp. wynika z braku zdolnosci
syntezy kwasu mirystynowego, ktéry stanowi prekursor
dlugotancuchowych kwaséw ttuszczowych [57]. Sklad
lipidowy Malassezia sp. jest zmienny i w duzej mierze
zalezy od zrodta dostepnych ttuszczow. Malassezia sp.
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najczesciej wykorzystuja trojglicerydy, wolne kwasy
tluszczowe oraz estry kwasow tluszczowych. Opisy-
wano réwniez asymilacje fosfolipidéw oraz cholesterolu
i estrow cholesterolu [25].

Wiedza na temat metabolizmu grzybdw z rodzaju
Malassezia, z wyjatkiem metabolizmu lipidow, jest ogra-
niczona. Z uwagi na lipidozaleznos¢ wiekszoséci gatun-
kow, wyniki testow asymilacji weglowodandéw znane sg
wylacznie dla M. pachydermatis. Wykazano, ze gatunek
ten ma zdolno$¢ wykorzystywania jako zrédlo wegla
mannitolu, sorbitolu i glicerolu. Zaden z gatunkéw
Malassezia nie fermentuje cukréow. Wzrost tych grzyby
nie zalezy réwniez od obecnosci w podiozu witamin
[10, 48]. Jako zrédto siarki Malassezia sp. najczedciej
wykorzystuja metioning, rzadziej cystyne i cysteing,
natomiast zrodlo azotu moga stanowic¢ zaré6wno orga-
niczne (rézne aminokwasy) jak i nieorganiczne zwigzki,
przy czym Malassezia nie asymilujg azotanu potasu [48].

W warunkach naturalnych i standardowej hodowli
Malassezia sp. rosng tlenowo. Moga jednak tolerowac
réwniez warunki mikroaerofilne lub nawet beztle-
nowe [31].

3.4. Aktywnos¢ enzymatyczna

Brak zdolnoéci syntetyzowania wlasnych kwa-
soéw tluszczowych przez Malassezia sp. i koniecznos¢
wykorzystywania zewnatrzpochodnych zrodet lipidow
znajduje swoje odzwierciedlenie w produkgji licznych
zewnatrzkomorkowych  enzymoéw  hydrolitycznych,
w tym lipaz oraz fosfolipaz.

Badania dotyczace wlasciwosci lipolitycznych grzy-
boéw z rodzaju Malassezia sa prowadzone od wielu lat.
Juzw 1978 roku Catterall i wsp. wykazali obecno$¢
zewnatrzkomorkowej lipazy w warunkach in vitro [21].
W badaniach przeprowadzonych w latach 90. ubiegtego
wieku Mayser iwsp. zaobserwowali istotne réznice
w aktywnosci lipolitycznej miedzy poszczegélnymi
gatunkami Malassezia oraz zréznicowanie w asymilacji
odmiennych kwasow ttuszczowych [46, 47]. W bada-
niu wykazano znaczaco szybszy wzrost Malassezia sp.
po dodaniu do podfoza nienasyconych kwasow ttusz-
czowych w poréwnaniu z nasyconymi kwasami ttusz-
czowymi. Réznice w aktywno$ci lipolitycznej grzybow
z rodzaju Malassezia wykorzystane zostaly do opraco-
wania testow diagnostycznych (testy asymilacji ,Twe-
endw’, czy kremoforu EL), ktdre stanowig obecnie
wazne kryterium klasyfikacji gatunkowej Malassezia sp.
(Tabela II) [47].

W 2006 roku Brunke i Hube po raz pierw-
szy sklonowali i w pelni scharakteryzowali gen lipazy
M. furfur i opisali go jako MfLIP1 [14]. MfLIPI sktada
sie 1464 par zasad i koduje enzym o masie czgsteczko-
wej 54,3 kDa. Maksymalng aktywnos¢ lipazy obserwo-
wano w temperaturze 40°C, a optymalne dla niej pH
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wynosilo 5,8. Badany enzym hydrolizowal Tween'y,
a takze wykazywal nieznaczng aktywnos¢ fosfolipazy.
W niedlugim czasie po MfLIP1 wykryto geny dwoch
kolejnych lipaz: gen lipazy sekrecyjnej M. pachyder-
matis, kodujacy enzym o aktywnosci esterazy i masie
czasteczkowej 48,1 kDa oraz optymalnym pH 7,5 [54]
oraz gen LIPI kodujacy lipaze M. globosa - enzym
o masie czasteczkowej 32kDa i optymalnym pH 5,5
[27]. W warunkach in vitro, oczyszczona, rekombino-
wana lipaza M. globosa hydrolizowata monogliceridy
i dwuglicerydy, a nie rozkladala tréjgliceryddéw, nato-
miast w badaniach enzymatycznych z wykorzystaniem
hodowli M. globosa wykazano réwniez hydrolize tréj-
glicerydow, co wskazywalo na obecno$¢ dodatkowych
lipaz u M. globosa. Jak juz wspomniano, analiza sekwen-
cyjna genomu M. globosa wykazata obecnos¢ wielu kopii
genow kodujgcych zewnatrzkomdrkowe hydrolazy,
w tym 14 lipaz, 9 fosfolipaz, 2 oksydoreduktaz choli-
nowych, sfingomielinaz i licznych proteaz, ulegajacych
ekspresji w momencie kolonizacji tkanek gospodarza
przez grzyb [67]. Wedlug wielu badaczy aktywnos¢
lipolityczna Malassezia sp. jest jednym z podstawowych
czynnikéw prowadzacych do rozwoju tupiezu i tojotoko-
wego zapalenia skory. Hydrolizujac tréjglicerydy grzyby
Malassezia sp. uwalniaja wolne kwasy tluszczowe, ktére
stanowig istotny czynnik draznigcy i nasilajacy reakcje
zapalng w tkankach gospodarza [55].

Zdolnos¢ produkeji fosfolipaz i aktywacja kaskady
kwasu arachidonowego moze stanowi¢ dodatkowy
czynnik prowadzacy do uszkodzenia tkanek gospo-
darza w przebiegu infekcji Malassezia sp. Wytwa-
rzanie fosfolipaz przez grzyby z rodzaju Malassezia
zaobserwowano zaréwno w warunkach in vivo jak i in
vitro w hodowlach linii komérkowych Hep-2, przy
czym stwierdzono, ze szczepy patogenne Malassezia
sp. wykazuja znaczaco wigksza aktywnos¢ fosfolipazy
[53]. Cafarchia i Ontranto w badaniach nad
szczepami M. pachydermatis izolowanymi od pséw ze
zmianami grzybiczymi i zdrowych zaobserwowali, ze
szczepy M. pachydermatis pochodzace ze zmian skor-
nych znaczgco czgsciej wykazywaly aktywnos¢ fosfoli-
pazy od szczepdow izolowanych ze skory psow zdrowych
(94% versus 10,6%) [20].

Grzyby Malassezia sp. produkujg réwniez enzymy
o wlasciwosciach lipooksygenazy i lipoperoksydazy.
Zwigkszony poziom nadtlenkéw lipidowych i ich
pochodnych obserwowano w skdrze chorobowo zmie-
nionej u pacjentéw z tupiezem pstrym oraz w warun-
kach in vitro po dodaniu do podloza hodowlanego
dla Malassezia sp. wielonienasyconych kwaséw tlusz-
czowych. Badacze sugeruja, ze depigmentacja skory
u pacjentow z tupiezem pstrym moze wynikac z uszko-
dzenia bton komdrkowych melanocytéw przez nad-
tlenki lipidowe. Lipoperoksydaza Malassezia sp. dotych-
czas nie zostala wyizolowana [26].
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4. Interakcje grzybow Malassezia sp.
z innymi mikroorganizmami

Grzyby z rodzaju Malassezia uwalniajg rézne meta-
bolity o dzialaniu sprzyjajacym lub hamujacym kolo-
nizacje innymi mikroorganizmami, przy czym antago-
nistyczna aktywnos¢ szczepoéw Malassezia sp. wykazuje
duzg zmienno$¢ gatunkowsa. W badaniach rosyjskich
autoréw najbardziej aktywnym antagonistycznie gatun-
kiem i réwnocze$nie najmniej wrazliwym na dziatanie
metabolitow innych szczepow byl gatunek M. furfur.
Zwiazki uwalniane przez M. furfur znaczaco hamo-
waly wzrost grzybow nalezacych do klasy Ascomycetes
(Geotrichum sp., Candida albicans) 1 w mniejszym
stopniu drozdzy nalezacych do klasy Basidiomycetes
(Cryptococcus albidus, Rhodotorula mucilaginosa, Rho-
dotorula aurantica, Trichosporon cutaneum, Trichospo-
ron ovoides) [2].

5. Interakcje grzybow Malassezia sp.
z ukladem immunologicznym

5.1. Serologia i budowa antygenowa

Grzyby z rodzaju Malassezia majg ztozong budowe
antygenowa. Obecnie, za pomocg technik immunoelek-
troforetycznych wykazano obecnos$¢ ponad 80 antyge-
néw o budowie biatkowej i cukrowej u poszczegdlnych
gatunkow Malassezia sp. Antygeny biatkowe sg w wigk-
szo$ci sktadnikami $ciany komorkowej lub cytoplazmy
i ulegajg ekspresji we wczesnych fazach wzrostu grzyba.
Antygeny wielocukrowe (gtéwnie mannany) oraz cza-
steczki o budowie glikoprotein (gtéwnie mannoprote-
iny), sa trudniejsze do wykrycia i wystepuja podczas
calego cyklu rozwojowego komorki [3, 4].

Pierwszy antygen Malassezia — Mala f1 — zostal opi-
sany i zsekwencjonowany w 1997 roku. Mala f1 to biatko
o masie 36 kDa, zawierajace 22 aminokwasy i wyste-
pujace na powierzchni komorki grzyba. Reaktywnos¢
rekombinowanego Mala f1 byla poréwnywalna z natu-
ralnie wystepujacym antygenem [4]. Kolejne opisane
antygeny: Mala {2 i Mala {3 to czasteczki o masie, odpo-
wiednio 21 kDa i 20 kDa, wykazujace okoto 50% homo-
logii sekwencji aminokwasowych. Zaobserwowano
réwniez homologie miedzy Mala {2 i Mala f3 a bial-
kami blonowymi Candida boidinii i jednym z alerge-
noéw Aspergillus fumigatus [4]. Antygen Mala 4 stanowi
istotny alergen dla pacjentow z atopowym zapaleniem
skory, u ktérych wystepuje kolonizacja Malassezia sp.
Surowica pacjentéw z AZS wykazuje swoistg reakcje
z Mala f4 w 80% przypadkoéw. Biatko Mala f4 ma mase
35kDa i wykazuje 57% homologii z mitochondrialna
dehydrogenaza maleinowa Saccharomyces cerevisiae.
Kolejne antygeny bialkowe: Mala f6, Mala {7, Mala {8
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i Mala 9 oraz glikoproteinowy antygen M. globosa row-
niez reaguja swoiscie z surowicg pacjentdw z atopowym
zapaleniem skory, co sugeruje ich role jako czynnikow
alergizujacych. Produkowane obecnie zestawy rekom-
binowanych antygendéw Malassezia sp. sa najczesciej
wykorzystywane w punktowych testach skérnych (skin
prick test, SPT). W badaniach klinicznych zaobserwo-
wano, ze znaczaco wigkszy odsetek pacjentéw z AZS
ma pozytywne wyniki SPT z antygenami Malassezia
sp. w poréwnaniu z pacjentami zdrowymi lub osobami
z innymi chorobami dermatologicznymi zwigzanymi
z obecnoscig grzybow z rodzaju Malassezia, przy czym
najwiecej dodatnich wynikéw testow obserwuje sie
w grupie pacjentow z AZS ze zmianami skdrnymi zlo-
kalizowanymi na glowie i szyi [3, 4].

Zroéznicowanie opisywanych przez poszczegélnych
badaczy antygendw jest bardzo duze - od drobnych
bialek do wielkoczasteczkowych glikoprotein. Nie-
ktore z nich, o podobnej masie czasteczkowej moga,
w wyniku dalszych badan, okaza¢ si¢ identyczne. Eks-
presja poszczegélnych antygendw Malassezia sp. zalezy
w duzej mierze od czasu hodowli grzyba. Zaobser-
wowano réwniez, ze wiele antygendw wiazacych IgE
jest labilnych w temperaturze pokojowej lub wyz-
szej i ulega degradacji po okolo miesigcu przecho-
wywania |3, 4].

Przeciwciata w klasie IgE swoiste dla Malassezia sp.
obserwowano w przypadku 20-100% pacjentéw z AZS,
jednak jak dotad nie stwierdzono wigkszej korelacji
pomiedzy poziomem przeciwcial i stopniem nasilenia
objawow klinicznych [4, 37, 56].

5.2. Interakcje grzybow z rodzaju Malassezia sp.
z ukladem dopelniacza

Grzyby z rodzaju Malassezia maja zdolnos¢ aktywacji
kaskady dopelniacza zaréwno na drodze klasycznej, jak
i alternatywnej. Alternatywna droga aktywacji dopet-
niacza zalezy od stezenia komorek grzybiczych i czasu
stymulacji. Czasteczka najprawdopodobniej odpowie-
dzialng za aktywacje drogi alternatywnej jest f-glukan
$ciany komorkowej Malassezia sp. Stymulacja klasycz-
nej drogi aktywacji dopelniacza réwniez zalezy od czasu
i stezenia komorek grzybiczych, przy czym wigksze zna-
czenie majg komorki martwe niz zywe. Zdolno$¢ akty-
wagcji dopelniacza przez Malassezia sp. moze stanowi¢
jeden z mechanizméw powstawania stanu zapalnego
u pacjentéow z lojotokowym zapaleniem skory (SD).
W badaniach immunohistochemicznych wycinkéw
pobieranych ze zmian skérnych w przebiegu SD wyka-
zano odkladanie si¢ fragmentéw C3 dopelniacza wokot
komorek Malassezia sp. W wycinkach ze skory niezmie-
nionej nie stwierdzano obecnosci biatka C3 [4].
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5.3. Wplyw grzybow Malassezia sp. na rézne
populacje komodrek w skorze

Interakcje migdzy komoérkami Malassezia sp. a ukla-
dem odpornosciowym czlowieka sg przedmiotem badan
od wielu lat. W latach 90. ubieglego wieku oceniano
gléwnie swoista odpowiedz humoralng i komdrkowa
na podstawie zmian we krwi obwodowej u pacjentow
z chorobami zwigzanymi z obecnoscig grzybow z rodzaju
Malassezia. Wyniki przeprowadzonych badan byly czesto
rozbiezne. Od kilku lat badacze skupiaja si¢ gtéwnie na
ocenie interakcji miedzy komérkami Malassezia sp. i 16z-
nymi populacjami komoérek obecnych w skorze (Rys. 3).

Watanabe i wsp. jako pierwsi badali relacje
miedzy grzybami z rodzaju Malassezia i keratynocy-
tami, stanowigcymi naliczniejszg populacje komoérek
w naskdrku i petnigcymi funkcje zaréwno strukturalng
jak i immunologiczng [65]. W badaniu wykorzystano
komorki M. furfur, M. pachydermatis, M. slooffiae oraz
M. sympodialis. W supernatancie z hodowli komdrkowej
sktadajacej si¢ z keratynocytow i komorek grzybiczych
w proporgcji 1:1 oceniano stezenie IL1[3, IL6, IL8, TNFa
oraz bialka chemotaktycznego monocytéw (MCP1).
Hodowle komdrkowa prowadzono przez 24 godziny,
przy czym poziom badanych cytokin oceniano w odste-
pach jednogodzinnych od pierwszej do 24 godziny.
Poziom MCP1 w przypadku wszystkich badanych
gatunkoéw byt niski lub niewykrywalny. W supernatancie
zhodowli M. furfur réwniez nie stwierdzono obecnosci
pozostatych cytokin, lub poziom ich byt bardzo niski.
Najwyzsze stezenie cytokin obserwowano w superna-
tancie z hodowli M. pachydermatis, co moze tluma-
czy¢ wieksze nasilenie reakcji zapalnej w przebiegu
infekcji M. pachydermatis u zwierzat w poréwnaniu
z objawami u ludzi. W kolejnym badaniu, przeprowa-
dzonym w 2001 roku, Baroni i wsp. zaobserwowali
zmniejszenie produkcji IL1a oraz zwigkszenie wydzie-
lania IL10 i TGFp1 przez keratynocyty pod wplywem
M. furfur, co prowadzilo do zahamowania wydzielania
IL6 i TNFa [8]. Komoérki Malassezia byty wchlaniane
przez keratynocyty, ale zabijane tylko w niewielkim
odsetku. Badacze postulowali, ze supresja wydzielania
ILla, IL6 i TNFa przez Malassezia sp. pozwala prze-
trwa¢ komorkom grzyba w komdrkach gospodarza bez
wywolywania reakcji zapalnej. Zahamowanie wydzie-
lania IL1p, IL6 i TNFa przez jednojadrzaste leukocyty
krwi obwodowej (PBMNC) w hodowli z komdrkami
Malassezia sp. wykazal Kesavan w 1998 roku [44].
Réwniez w tym badaniu zaobserwowano, ze supre-
sja produkcji cytokin prozapalnych zalezata od IL10.
Immunosupresyjny wpltyw grzybow z rodzaju Malasse-
zia na keratynocyty w warunkach in vitro potwierdzono
w kolejnym badaniu przeprowadzonym w 2004 roku
[29]. Donnarumma i wsp. po inkubacji komoérek
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Ryc. 3. Interakcje grzybow Malassezia sp. z komorkami skory gospodarza

M. furfur z keratynocytami w proporcji 30:1 zaobser-
wowali zwiekszong ekspresje genow dla IL10, TGFP1
oraz genu ludzkiej f defensyny (HBD2) w keratynocy-
tach. Obecnie sugeruje sig, Ze immunosupresyjny wpltyw
Malassezia sp. na keratynocyty tlumaczy ich wystepo-
wanie na skorze jako komensali oraz moze stanowi¢
przyczyne niewielkiego odczynu zapalnego w przebiegu
tupiezu pstrego, mimo masywnej kolonizacji skory przez
Malassezia sp. [66]. Inmunosupresyjny efekt wywoly-
wany przez Malassezia sp. na PBMNC udato si¢ odwro-
ci¢ pozbawiajac komorki grzyba lipidowej otoczki, stad
wydaje sig, ze to wlasnie lipidy odpowiadajg za immu-
nomodulujacy wpltyw Malassezia sp. [3].

W badaniu przeprowadzonym w 2004 roku Baroni
i wsp. oceniali wplyw Malassezia sp. na keratynocyty
u pacjentéw z tuszczyca zwyczajng [7]. Badacze zaob-
serwowali znaczacy wzrost ekspresji czasteczek zaan-
gazowanych w hyperproliferacje i migracje komoérek
(HSP 70, integryna, TGFP1) w keratynocytach pobra-
nych z wycinkéw skornych ze zmian tuszczycowych po
inkubacji z komérkami Malassezia sp. w poréwnaniu
z keratynocytami ze skory oséb zdrowych. W przy-
padku, gdy zmiany tuszczycowe byly dodatkowo skolo-
nizowane przez Malassezia sp. ekspresja badanych biatek
byta wigksza. Nasilenie hyperproliferacji keratynocytow
przez Malassezia sp. u pacjentow z tuszczyca moze przy-
czynia¢ sie do zaostrzenia choroby podstawowej i powo-
dowac¢ utrzymywanie si¢ zmian skérnych [3, 7].

Interakcje pomiedzy grzybami z rodzaju Malassezia
i komodrkami dendrytycznymi byly przedmiotem licz-
nych badan od 2000 roku. Wiekszoé¢ badaczy oceniata
wplyw Malassezia sp. na komorki Langerhansa w zmia-
nach skornych u pacjentéw z atopowym zapaleniem
skory. Buentke iwsp. wbadaniu przeprowadzonym
w 2000 roku badali zdolnos¢ komoérek dendrytycznych
CD 1a (+) izolowanych z krwi obwodowej do wychwytu
catych komorek M. furfur, réznych fragmentéw komo-
rek grzyba oraz rekombinowanego antygenu Mala {5
[16]. W badaniu wykazano, ze niedojrzale komorki
dendrytyczne znaczgco efektywniej niz komorki doj-
rzale wychwytywaly komorki Malassezia sp., gléwnie
na drodze endocytozy zaleznej od receptora manno-
zowego. Endocytoza antygenéw grzybiczych induko-
wala dojrzewanie komoérek dendrytycznych skutkujac
réwniez wzmozong produkcja TNFa, IL1P oraz IL18.
Dojrzate komorki dendrytyczne stymulowaly nastepnie
proliferacje autologicznych limfocytéw T. W kolejnym
badaniu, ci sami autorzy oceniali interakcje pomiedzy
komoérkami dendrytycznymi i komérkami NK (natu-
ral killer) w obecnosci grzybow z rodzaju Malassezia
[15]. Buentke i wsp. zaobserwowali, ze w wycin-
kach pobranych ze zmian skérnych u pacjentéw z AZS
liczba komorek NK jest znacznie wigksza, niz w skorze
pacjentow zdrowych. Badacze inkubowali komorki den-
drytyczne z grzybami Malassezia sp. przez 46 godzin,
a nastepnie oceniali stopien lizy komdrek dendrytycz-
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nych zaleznej od komérek NK. Badanie wykazalo, ze
inkubacja komorek dendrytycznych z komorkami
Malassezia sp. ma dzialanie protekcyjne znaczaco
zmniejszajac podatno$¢ na lize komoérek dendrytycz-
nych i dodatkowo stymuluje produkcje IL8, IL6 czy
IFNYy. Autorzy sugeruja, ze dojrzate komorki dendry-
tyczne prezentujace antygeny Malassezia sp. limfocytom
T, oporne na liz¢ przez komoérki NK moga przyczyniaé
sie do podtrzymania reakcji zapalnej w zmianach skor-
nych pacjentdéw z AZS, co dodatkowo jest jeszcze nasi-
lane przez produkowane przez komoérki dendrytyczne
cytokiny prozapalne [15]. Gabrielsson i wsp.
wykazali, ze komorki dendrytyczne pobrane od pacjen-
tow z AZS reaguja odmiennie na inkubacje z komérkami
Malassezia sp. niz komorki dendrytyczne pacjentow
zdrowych [32]. W badaniu zaobserwowano piecio-
krotny wzrost ekspresji genow dla IL8, CD54, CD83,
receptora IL1, BTG1 (B-cell translocation gene 1) i MDC
(monocyte derived chemokine) w komoérkach dendry-
tycznych pacjentéw z AZS po inkubacji z M. sympodialis
w poréwnaniu z ekspresjg gendéw w komorkach dendry-
tycznych osob z grupy kontrolnej, co moze ttumaczy¢
odmienng role Malassezia sp. w tych grupach [32].

6. Podsumowanie

Dokladne poznanie mechanizméw immunomodu-
lacyjnych grzybéw z rodzaju Malssezia wymaga jeszcze
wielu badan. Dane dostepne obecnie sugeruja, ze u 0s6b
ze zdrowg skorg (z prawidtowa barierg skorno-naskor-
kowa) grzyby Malassezia sp. wywieraja efekt immuno-
supresyjny, co pozwala im przetrwa¢ w roli rganizméw
komensalnych, natomiast w przypadku pacjentow
z luszczyca lub atopowym zapaleniem skdry grzyby sty-
muluja odpowiedz zapalng, ktdra nasila przebieg cho-
roby podstawowej i przyczynia si¢ do podtrzymywania
zmian skoérnych [3].
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Characterization of fungi of the Malassezia genus. II. Clinical aspects

Pismiennictwo: Lipophilic yeasts of the genus Malassezia have been associated with a number of diseases affecting human skin. Clinically,
pityriasis versicolor is the most important, ranking the first among all cutaneous mycoses in human population worldwide. Malassezia
fungi may also aggravate the symptoms of other skin disorders, such as seborrheic dermatitis or exacerbate the course of psoriasis and
atopic dermatitis. This review briefly outlines the epidemiology, risk factors, pathogenesis, clinical manifestations, and treatment of
various skin diseases related to the Malassezia species.

Content: 1. Prevalence and pathogenicity of Malassezia fungi. 1.1. Distribution of Malassezia fungi. 1.2. Pathogenicity of Malassezia sp.
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1. Wystepowanie i chorobotworczosé¢ grzybow
z rodzaju Malassezia

1.1. Dystrybucja grzybow z rodzaju Malassezia

Grzyby z rodzaju Malassezia moga by¢ izolowane
z calej skdry ludzkiej. Miejsca, w ktorych wystepuja
najczesciej to okolice bogate w gruczoly tojowe takie
jak: okolica mostkowa, okolica miedzytopatkowa (tzw.
rynny lojotokowe przednia i tylna), skéra owlosiona
glowy, czolo, policzki oraz malzowiny uszne. Najwigk-
sze nasilenie kolonizacji Malassezia sp. obserwuje si¢ po
okresie dojrzewania u mtodych dorostych. Wraz z wie-
kiem, prawdopodobnie w zwigzku ze zmniejszajacg sie
aktywnoscia gruczotéw fojowych i zawartoscig lipidow
w skodrze, spada czgsto$¢ izolacji Malassezia sp. Pewne
réznice w wystepowaniu tych grzybow na skorze zaob-
serwowano u kobiet i mezczyzn - u mezczyzn czesciej
izolowano je z dolnych czesci tutowia i gérnych czesci
ud w poréwnaniu z kobietami [13, 31].

Wyniki badan dotyczacych kolonizacji skory dzie-
ciecej przez grzyby Malassezia sp. s3 bardzo rozbiezne.
Roéznice w ocenie czestosci wystepowania tych grzy-
boéw u dzieci wydaja si¢ wynikaé gtéwnie z zastosowa-
nej metody badawczej. Abraham iwsp. wbadaniu

przeprowadzonym w 1987 roku w grupie 60 zdrowych
dzieci w wieku od 2 miesigcy do 14 lat nie stwierdzili
kolonizacji skory dzieci przez szczepy Malassezia sp. [1].
Odkrycie nowych gatunkow grzybéw z rodzaju Malas-
sezia i zastosowanie metod molekularnych w ocenie
ich wystepowania znacznie zwigkszyto czulos¢ metod
badawczych, stad w badaniach przeprowadzonych
w kolejnych latach szczepy Malassezia sp. izolowano ze
skory nawet u 98% badanych dzieci [5, 10, 12]. Czestos¢
kolonizacji skory przez Malassezia sp. u zdrowych dzieci
wzrasta wraz z wiekiem. Opisywane przypadki funge-
mii wywolanej przez Malassezia sp. u cewnikowanych
weczesniakow spowodowaly wzrost badan dotyczacych
czgstosci wystepowania tych grzybdéw u noworodkéow.
Szczepy Malassezia sp. izolowano ze skory 34-100%
hospitalizowanych noworodkéw, w zaleznosci od cyto-
wanego badania. Do czynnikéw utatwiajacych koloni-
zacje nalezaly: wcze$niactwo, niska masa urodzeniowa
oraz wydluzajacy sie okres hospitalizacji i Zywienia
pozajelitowego [30, 40, 62].

Badania dotyczace dystrybucji grzyboéw z rodzaju
Malassezia na skorze ludzkiej opisuja gldwnie wyste-
powanie poszczegolnych gatunkéw Malassezia. W oko-
licy miedzylopatkowej stwierdzono gtéwnie gatunki
M. globosa i M. sympodialis, na skorze klatki piersiowej
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- M. globosa, M. sympodialis oraz M. restricta. Skore
owlosiong glowy kolonizuje najwigcej réznych gatun-
kéw: M. globosa, M. sympodialis, M. restricta oraz M. slo-
offiae i M. furfur, natomiast na twarzy i przedramionach
najczesciej stwierdza si¢ obecno$¢ M. globosa, M. sym-
podialis i M. furfur. Réwniez szczepy typowo zoofilne
M. pachydermatis okazjonalnie s izolowane od ludzi,
cho¢ nie uznaje si¢ ich za skfadnik normalnej ludzkiej
flory [13, 31].

W wielu badaniach klinicznych prébowano wyod-
rebni¢ poszczegélne gatunki Malassezia zwiazane
z roznymi chorobami dermatologicznymi. Wyniki tych
badan nie przyniosly jednak konsensusu [3, 13, 31].

1.2. Chorobotworczos¢ grzybow Malassezia sp.

Grzyby z rodzaju Malassezia zwiazane s3 z wystepo-
waniem wielu schorzen dermatologicznych zaréwno jako
czynnik etiologiczny infekeji grzybiczej, jak i patogen
nasilajacy zmiany skérne powstate na drodze réznych
mechanizméw. Do pierwszej grupy zalicza sie¢ tupiez
pstry oraz zapalenie mieszkow wlosowych, w ktérych
zmiany skorne s3 bezposrednio zwigzane ze wzrostem
grzyba, natomiast do drugiej: lojotokowe zapalenie
skory, atopowe zapalenie skory oraz luszczyce [58].
U pacjentéw z immunosupresja lub w przypadku zaist-
nienia szczegolnych okolicznosci (zywienie pozajelitowe
u weze$niakéw) grzyby z rodzaju Malassezia moga by¢
tez przyczyng zakazen ogolnoustrojowych [13, 31].

1.2.1. Lupiez pstry (Pityriasis versicolor, PV)

Lupiez pstry jest przewlekly, powierzchowng grzy-
bica charakteryzujaca si¢ wystepowaniem okragtych
i owalnych plam ze ztuszczaniem naskoérka zlokalizowa-
nych gléwnie na skdrze tulowia, szyi i ramion, Rys. 1, 2.
Zmiany skorne mogg by¢ odbarwione, przebarwione,
Czasem nieznacznie zaczerwienione, a w zaawanso-
wanych przypadkach wykazujg tendencje do zlewania
sie. Rozpoznanie ulatwia zdltawo-zlota fluorescencja
w $wietle lampy Wooda, obserwowana w okolo 30%
przypadkoéw PV. Wyniki ostatnich badan sugeruja, ze
jedynie M. furfur, sposrod wszystkich odkrytych gatun-
kow Malassezia, wytwarza zwigzki indolowe, pochodne
tryptofanu, odpowiedzialne za fluorescencje w lampie
Wooda, stad dodatni wynik badania fluorescencji jedy-
nie w niewielkim odsetku pacjentéw. Wspomniane
zwigzki indolowe (w grupie tej m.in. pityriarubiny,
pityrialakton, malassezyna) wigze si¢ z patogeneza PV,
w szczegdlnosci zas z powstawaniem charakterystycz-
nych zmian zabarwienia skory. Na przyktad malasse-
zyna, reprezentujaca nowa klas¢ agonistow receptora
weglowodoréw arylowych (AhR) indukuje apoptoze
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Rys. 1, 2. Lupiez pstry

w ludzkich melanocytach, prowadzac do depigmentacji
skory [39]. Efekt depigmentujacy przypisuje si¢ rowniez
dziataniu kwasu azelainowego (C9 kwas dwukarbok-
sylowy), ktory, jak wykazano, odpowiada za inhibicje
kompetencyjna tyrozynazy, kluczowego enzymu w pro-
cesie melanogenezy [52].

W bezposrednim badaniu mikroskopowym uwi-
daczniaja sie zarodniki i strzepki Malassezia sp. Obecnie
postuluje sig, ze do rozwoju PV dochodzi w chwili, gdy
posta¢ drozdzowa Malassezia sp. przechodzi w postaé
mycelialng zajmujaca warstwe rogowa naskdrka. Stad
w badaniu mikroskopowym materialéw pobranych ze
zmian skérnych w PV widoczne sa wlasnie strzepki
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grzybni. Choroba ma charakter nawrotowy. Wigkszos$¢
pacjentéw z PV nie zglasza dolegliwo$ci subiektywnych,
rzadko zmianom skérnym moze towarzyszy¢ $wiad [31].

Lupiez pstry wystepuje u ludzi na calym $wiecie.
Czesciej spotykany jest na obszarach charakteryzujacych
sie wysoka temperaturg i duza wilgotnoscia powietrza
(choruje tam nawet do 40% populacji). W klimacie
umiarkowanym wystepuje rzadziej; w Szwecji dotyka
1,1% ludnosci, a we Wloszech - 3,7%. Dermatoza ta
dotyczy gléwnie miodych oséb dorostych po okresie
dojrzewania, u ktérych aktywno$¢ gruczotdéw fojowych
jest najwieksza. Opisywano réwniez pojedyncze przy-
padki PV u dzieci i noworodkéw [31]. Do czynnikow
endogennych zwiekszajacych ryzyko PV nalezg: niedo-
zywienie [53], stosowanie doustnej hormonalnej anty-
koncepcji [14], systemowe stosowanie glikokortykoste-
roidéw i lekéw immunosupresyjnych oraz zwigkszona
potliwos¢ [17, 21].

Ze skory pacjentow z PV najczesciej izolowano
szczepy M. globosa [20, 45] i M. sympodialis [32, 33],
rzadziej szczepy M. slooffiae i M. furfur. Roéznice w czg-
stosci izolowanych gatunkéw moga wynikaé z uwa-
runkowan geograficznych, konieczne sg jednak dalsze
badania, aby potwierdzi¢ t¢ hipoteze [31].

1.2.2. Zapalenie mieszkéw wlosowych
(Malassezia folliculitis)

Podobnie jak w tupiezu pstrym, w przebiegu zapa-
lenia mieszkéw wlosowych zmiany skérne zwigzane
sa bezposrednio ze wzrostem grzybéw Malassezia sp.
w tkance skdrnej. Zajecie struktur mieszkéw wlosowych
przez drozdzowa posta¢ Malassezia sp. skutkuje powsta-
niem rumieniowych grudek i krost gléwnie na skdrze
tulowia i proksymalnych czesci ramion. W rejonach
geograficznych o goracym i wilgotnym klimacie choroba
moze mie¢ duze nasilenie i przebiega¢ z zajeciem twa-
rzy. Zmianom skérnym moze towarzyszy¢ §wiad. Obok
komorek Malassezia sp., niektorzy badacze stwierdzali
w obrebie mieszkdéw wlosowych réwniez gronkowce
oraz Propionibacterium acne, jednak w bezposrednim
badaniu mikroskopowym najczesciej obserwowano
jedynie Malassezia sp. [31].

Do czynnikéw predysponujacych do wystapie-
nia Malassezia folliculitis zalicza si¢ immunosupresje,
cukrzyce oraz stosowanie antybiotykéw o szerokim
spektrum. W badaniach przeprowadzonych w grupie
pacjentow z eozynofilowym zapaleniem mieszkéw wlo-
sowych w przebiegu zakazenia HIV i AIDS zaobserwo-
wano réwniez wysoki odsetek kolonizacji mieszkow
wlosowych przez grzyby Malassezia sp. 25, 26].

W pi$miennictwie brak jest badan dotyczacych
wystepowania poszczegdlnych gatunkéw Malassezia
u pacjentow z Malassezia folliculitis [31].
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1.2.3. Lojotokowe zapalenie skory i lupiez
(Seborrhoeic dermatitis/ Dandruff; SD/D)

Lojotokowe zapalenie skory jest powszechnie wyste-
pujaca dermatoza. Szacuje sig, ze choroba dotyczy 1-3%
populacji ogolnej, a w grupie oséb mtodych choruje na
nig nawet do 5% populacji [41, 51]. Czesto$¢ wystepo-
wania SD/D jest znacznie wyzsza u pacjentow z immu-
nosupresja, szczegdlnie z AIDS (30-33% pacjentow)
[24, 26]. Choroba ma charakterystyczny obraz kliniczny.
Najczesciej rozpoczyna sie w okresie dojrzewania,
a zmiany o najwiekszym nasileniu obserwuje si¢ u mto-
dych o0s6b dorostych. Ogniska rumieniowe pokryte ttu-
stymi tuskami wystepujg na owlosionej skorze glowy,
w faldach nosowo-wargowych, na policzkach, powie-
kach, w obrebie brwi, rzadziej zajmuja matzowiny uszne,
skore klatki piersiowej i okolice miedzylopatkows.
W przypadkach o duzym nasileniu moze dojs¢ do zaje-
cia skory calego ciala. Choroba ma przewlekty przebieg
z okresowymi zaostrzeniami, gléwnie w porze jesienno-
-zimowej. Wielu badaczy uwaza, ze tupiez tlusty gtowy
to tagodna odmiana lojotokowego zapalenia skory.
Rola grzybéw z rodzaju Malassezia w rozwoju SD/D
jest badana od wielu lat. Juz w1975 roku McGinley
i wsp. zaobserwowali wigkszg kolonizacje skory przez
Malassezia sp. u pacjentéw z SD/D w poréwnaniu
z osobami zdrowymi [44]. W wielu badaniach wyka-
zano dodatnig korelacje pomiedzy stopniem koloniza-
cji skory przez gryzby Malassezia sp. i nasileniem obja-
wow klinicznych w przebiegu SD/D [46] oraz znaczna
poprawe stanu klinicznego po zastosowaniu lekow prze-
ciwgrzybiczych u pacjentéw z SD/D. Obecnie sugeruje
sie, ze zmiany w przebiegu SD/D s3 zwigzane nie tyle
z nadmierng kolonizacjg skory przez grzyby Malassezia
sp., ile z nieprawidtowg odpowiedzig immunologiczng
komorek gospodarza na obecno$¢ komorek grzyba [11].

Podobnie jak w przypadku PV, prowadzone obecnie
badania dotycza gléwnie wystepowania poszczegolnych
gatunkow Malassezia u pacjentéw z SD/D. Wyniki nie-
ktérych badan sg bardzo rozbiezne, jednak z dostep-
nych obecnie danych wydaje sie, ze gatunki najbardziej
zwigzane z SD/D to M. globosa i M. restricta. Rzadziej
izolowano ze zmian skornych szczepy M. furfur, M. sym-
podialis, M. obtusa i M. slooffiae [3, 31].

1.2.4. Atopowe zapalenie skory

Atopowe zapalenie skory (atopic dermatitis, AD, AZS)
jest przewlekla, zapalng dermatoza $wigdowa dotyczaca
gléwnie wieku dzieciecego. AZS moze przebiegac jako
izolowane schorzenie lub stanowi¢ manifestacje ogdl-
noustrojowych zaburzen o podlozu alergicznym wraz
z zapaleniem blony $luzowej nosa i spojowek, astma
oskrzelowa czy alergiami pokarmowymi. Czestos§¢
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Tabela I

Odkrycia potwierdzajace udziat Malassezia sp. w patogenezie AZS

Whioski z badan klinicznych

Pis$miennictwo

ze zmianami na skorze glowy i szyi.

1. Leczenie przeciwgrzybicze przyczynia si¢ do poprawy klinicznej u pacjentéw z AZS,

Clemmensen i Hjorth, 1983 [19]

u pacjentow z AZS.

2. Zwigkszona czesto$¢ wystgpowania nadwrazliwosci typu I na antygeny Malassezia sp.

Young i wsp., 1989 [64]

3. Pacjenci z AZS maja dodatnie testy ptatkowe z ekstraktem Malassezia sp.

Rokugo i wsp., 1990 [49]

ze zmianami na skorze catego ciata.

4. Leczenie przeciwgrzybicze przyczynia si¢ do poprawy klinicznej u pacjentéw z AZS,

Back i wsp., 1995 [6]

5. Pacjenci z AZS, ze zmianami na skorze glowy i szyi majg znaczaco czgéciej IgE swoiste
dla Malassezia sp. w poréwnaiu z IgE swoistymi dla antygendw innych grzybow.

Lindgren i wsp., 1995 [41]

6. Pacjenci z AZS maja limfocyty Th2 swoiste dla antygenéw Malassezia sp.

Tengvall Linder i wsp., 1996 [57]

Malassezia sp.

7. W surowicy pacjentow z AZS wystepuja IgE swoiste dla antygendw réznych gatunkow

Zargari i wsp., 2003 [65]

wystepowania AZS znaczaco wzrosta w ostatnich deka-
dach. Obecnie szacuje sie, ze AZS dotyczy okolo 10-20%
populacji pediatrycznej. U ponad polowy pacjentow
pierwsze objawy choroby wystepuja w okresie niemow-
lecym, a u 90% przed ukonczeniem 5. r.z. Wséréd oséb
dorostych AZS obserwuje si¢ u 1-3% populacji [38,
61]. Przyczyny powstania AZS s nadal niejasne. Kla-
syczne badania genetyczne wykazaty zwiazek pomiedzy
AZS iinnymi chorobami atopowymi. Odsetek chorych
z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku ato-
pii wynosi 60-70%. Badania kliniczne w grupie bliz-
niat dowiodly, ze w przypadku blizniat jednojajowych
zgodnos¢ zachorowania na AZS jest znaczaco wyzsza
niz u dwujajowych (85% versus 30%). Istotna role czyn-
nikéw genetycznych potwierdzaja réwniez obserwacje
rodzinne - stwierdzono, ze ryzyko wystapienia AZS
u dziecka w przypadku, gdy oboje rodzice s chorzy
wynosi 60-80%. Obecnie uwaza sie, ze AZS jest dzie-
dziczone wielogenowo, stwierdzono réwniez wyste-
powanie zjawiska pietnowania genetycznego, gdzie
wplyw gendéw matczynych przewyzsza wplyw genow
ojcowskich. W 2006 roku odkryto, ze mutacja w obre-
bie genu filagryny, jednego z biatek odpowiadajacych
za tworzenie bariery naskorkowej, znaczaco zwigksza
ryzyko zachorowania na AZS, zwlaszcza na postaé
o weczesnym poczatku i trwalej nadwrazliwosci. Odkry-
cie to potwierdza istotna role bariery skornej, jako czyn-
nika zapobiegajacego odpowiedzi alergicznej. Obecnie
uwaza sie, ze jednym z gtéwnych defektow u pacjentow
z AZS jest uposledzone funkcjonowanie bariery skornej,
co prowadzi do nieprawidlowej, zwiekszonej prezentacji
antygenow komoérkom uktadu immunologicznego [15].

Grzyby z rodzaju Malassezia wydaja si¢ stanowic
istotny czynnik w patogenezie AZS u os6b dorostych,
zwlaszcza ze zmianami skérnymi zlokalizowanymi na
glowie i szyi. Juz w latach 80. ub. w. zaobserwowano
ustepowanie zmian skérnych u pacjentow z AZS po
zastosowaniu miejscowych i systemowych lekdw prze-

ciwgrzybiczych [19]. Istotne odkrycia potwierdzajace
udzial gryzbéw Malassezia sp. w patogenezie AZS
zestawiono w tabeli I. Czesto$¢ wystepowania grzybow
z rodzaju Malassezia na skorze dorostych pacjentéw
z AZS oraz w populacji zdrowej jest podobna i wynosi
miedzy 50% a 80%, w zaleznosci od zastosowanej
metody badawczej. Natomiast w przypadku pacjentow
z AZS znaczaco czg$ciej obserwuje si¢ wysokie miana
swoistych przeciwcial w klasie IgE przeciwko antyge-
nom Malassezia sp. w surowicy oraz pozytywne wyniki
punktowych i platkowych testow skornych z antyge-
nami Malassezia sp. w poréwnaniu do grup kontrolnych
[6, 41, 49, 51, 64]. Stad, obecnie uwaza sig, ze grzyby
Malassezia sp. stanowig raczej czynnik alergizujacy niz
infekcyjny w przypadku pacjentéw z AZS. Zwiekszona
wrazliwo$¢ na antygeny Malassezia sp. u pacjentow
z AZS jest mediowana zaréwno na drodze humoral-
nej jak i komoérkowej. Odpowiedz komdrkowa wydaje
sie by¢ gtéwnie typu Th2 [57]. W surowicy pacjentéw
z AZS stwierdzono znaczaco wyzsze poziomy IL4 i IL5
w poréwnaniu do grup kontrolnych [56]. Cytokiny te s3
zwigzane z reakcjami immunologicznymi mediowanymi
przez IgE i ich wysoki poziom moze stymulowa¢ nad-
mierng produkcje IgE [63]. Jak dotad nie stwierdzono
korelacji pomigdzy objawami klinicznymi u pacjentow
z AZS a poziomem swoistych przeciwcial IgE przeciwko
antygenom Malassezia sp. w surowicy. Sugeruje sig, ze
obecnos¢ swoistych przeciwcial IgE na mastocytach,
poprzez uwalnianie histaminy nasila §wigd skory, ktéry
prowokuje draznienie mechaniczne, doprowadzajac
w ten sposob do dalszego uszkodzenia bariery skornej
i zwigkszonej ekspozycji na alergeny [3].

Przedmiotem licznych badan u pacjentéw z AZS sa
réwniez interakcje pomiedzy komérkami Malassezia sp.
i komorkami dendrytycznymi w skorze. Autorzy badan
sugeruja, ze dojrzale komoérki dendrytyczne prezen-
tujace antygeny Malssezia sp. limfocytom T, oporne
na lize przez komorki NK, moga przyczynia¢ si¢ do
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podtrzymania reakcji zapalnej w zmianach skérnych
pacjentow z AZS, co dodatkowo jest jeszcze nasilane
przez produkowane przez komorki dendrytyczne cyto-
kiny prozapalne, takie jak: IL8, IL6 czy IFNy [16, 28].
Nasilenie zmian skornych u pacjentéow z AZS moze
nastgpi¢ réwniez na drodze aktywacji procesow zapal-
nych poprzez uwalniane przez Malassezia sp. enzymy
hydrolityczne [13, 31].

Liczne badania dotyczace wystepowania poszczegol-
nych gatunkéw Malassezia u pacjentéw z AZS nie przy-
niosty konsensusu. Ze zmian skornych izolowano rézne
gatunki Malassezia, najczesciej: M. globosa, M. restricta
[55], M. sympodialis [22, 33] i M. furfur [45].

1.2.5. Luszczyca

Luszczyca (psoriasis) jest jedna z najczesciej wyste-
pujacych przewleklych zapalnych choréb skory. Sza-
cuje sie, ze okolo 1-5% populacji europejskiej choruje
z powodu luszczycy. Patogeneza tuszczycy nie jest do
konica poznana. Istnieje wiele czynnikéw predysponu-
jacych do wystgpienia choroby. Zalicza si¢ do nich czyn-
niki genetyczne (antygeny ukladu HLA: HLA-A2, -B13,
-B17, -B27, -Bw57, -Cw2, -Cw6, DR7), immunologiczne
oraz $rodowiskowe (uraz, $wiatlo, infekcje) [15, 37].
Zakazenia zaréwno systemowe jak i miejscowe wywo-
tane przez paciorkowce beta-hemolizujace, czy grzyby
z rodzaju Candida stanowig znany czynnik inicjujacy
epizod tuszczycy wysiewnej czy zaostrzajacy przebieg
tuszczycy plackowatej. W wielu badaniach wykazano, ze
stymulacja leukocytow jednojadrzastych krwi obwodo-
wej pacjentoéw z tuszczyca przez superantygeny pacior-
kowcéw grupy A wigzala si¢ ze znacznie zwigkszong
odpowiedzig proliferacyjng oraz uwalnianiem cytokin
prozapalnych przez leukocyty [7].

Wiele badan klinicznych i przedklinicznych potwier-
dza udzial grzybéw z rodzaju Malassezia w rozwoju
zmian tuszczycowych, zwlaszcza w przypadku tuszczycy
owlosionej skory glowy oraz okolicy narzadéw plcio-
wych [43, 60]. Wysiew grudek tuszczycowych w miejs-
cach aplikacji ekstraktow zawierajacych komoérki Malas-
sezia sp. obserwowano zaréwno w przypadku ludzi
jak i w badaniach przeprowadzonych na zwierzetach
[42, 50]. W badaniach klinicznych wykazano réwniez
zmniejszenie nasilenia tuszczycy po zastosowaniu doust-
nych i miejscowych lekéw przeciwgrzybiczych (bifona-
zol, ketokonazol) [2, 23]. Obecnie uwaza sig, ze grzyby
z rodzaju Malassezia mogg zaostrzaé przebieg tuszczycy
poprzez uwalnianie cytokin prozapalnych, zwlaszcza
interleukiny 8, dzigki aktywacji tzw. receptorow zeto-
nowych (Toll-like receptors) typu II [8]. W nastepstwie
inkubacji keratynocytow z grzybami z rodzaju Malasse-
zia obserwowano rowniez zwigkszong ekspresje TGF-p1
oraz bialek szoku cieplnego - HSP70 w keratynocytach

311

[9]. Do innych mechanizmdéw, mogacych uczestniczy¢
w indukcji zmian skérnych nalezg: aktywacja ukladu
dopelniacza, chemotaksja neutrofiléw oraz zwigkszona
migracja innych komérek immunologicznych do skory
pod wplywem kolonizacji przez grzyby Malassezia sp.
[3, 4, 31]. Wysoka aktywnos$¢ enzymatyczna grzybow
z rodzaju Malassezia, a w szczegdlnosci produkcja lipaz
moze stanowi¢ mechanizm spustowy inicjujacy proces
zapalny w skorze pod wplywem aktywacji kaskady
kwasu arachidonowego. Do innych istotnych w akty-
wacji stanu zapalnego enzymdw produkowanych przez
Malassezia sp. naleza lipooksygenaza oraz lipoperoksy-
daza. Utlenianie wolnych i zestryfikowanych kwasow
tluszczowych blon komérkowych przez wymienione
enzymy powoduje uszkodzenie komoérek i rozwoj pro-
cesu zapalnego [3, 4, 31].

Czestos¢ kolonizacji skory przez grzyby Malassezia
sp. u pacjentéw z tuszczycg waha sie miedzy 50-90%.
Najczesciej izolowanym gatunkiem jest M. globosa, rza-
dziej izoluje si¢ szczepy M. slooffiae i M. restricta [33, 47].

2. Wrazliwos¢ na leki grzyboéw z rodzaju Malassezia

W leczeniu zakazen wywolanych przez grzyby
z rodzaju Malassezia najczedciej wykorzystywane sg
pochodne imidazolowe (ketokonazol, mikonazol, eko-
nazol), triazole (flukonazol, itrakonazol) oraz cyklo-
piroksolamina. Azole (pochodne imidazolowe oraz
triazole) stanowig obecnie najwieksza grupe chemiote-
rapeutykow przeciwgrzybiczych. Giéwny mechanizm
dzialania tej grupy lekdéw polega na blokowaniu syntezy
ergosterolu, koniecznego do budowy $ciany komoérko-
wej grzyba poprzez hamowanie demetylacji wegla C14
w czgsteczce lanosterolu, prekursora ergosterolu. Azole
wigzg si¢ z cytochromem P-450, wypierajac z wigzania
tlen, co hamuje proces demetylacji C14 [29, 34, 35].
Azole sg obecnie szeroko stosowane w leczeniu zaréwno
grzybic powierzchownych jak i systemowych.

Innym chemioterapeutykiem przeznaczonym do
stosowania miejscowego jest cyklopiroksolamina. Jest
to hydroksylowa pochodna pirydynonu o szerokim
dziataniu przeciwgrzybiczym (grzybobojcze i grzybo-
statyczne w odniesieniu do licznych gatunkow grzybow
chorobotworczych), przeciwbakteryjnym i przeciwza-
palnym. Mechanizm dziatania przeciwgrzybiczego leku
polega na chelatowaniu jonow zelaza i glinu (Fe** 1 AI**),
co zmniejsza aktywnos¢ enzymoéw metalowrazliwych,
gléwnie cytochromow, katalaz i peroksydaz i w nastep-
stwie prowadzi do utrudnienia transportu jonéw przez
blony cytoplazmatyczne drobnoustrojéw oraz dezorga-
nizacji ich struktur wewnatrzkomorkowych. Cyklopi-
roksolamina hamuje réwniez cykl komérkowy w fazie
G1/S. Przeciwzapalne dzialanie cyklopiroksolaminy
polega na blokowaniu syntezy prostaglandyn (PGE,)
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i leukotrienéw (LTB,) w granulocytach wielojadrza-

stych (sita dzialania przeciwzapalnego cyklopirokso-

laminy przewyzsza sile dzialania hydrokortyzonu).

Oprocz efektu przeciwgrzybiczego i przeciwzapalnego

cyklopiroksolamina wykazuje dzialanie przeciwbak-

teryjne zarowno wzgledem bakterii Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych, w tym Proteus sp. i Pseudomonas

aeruginosa [36].

Mechanizmy opornosci na leki grzybéw z rodzaju
Malassezia nie zostaly dotychczas doktadnie poznane.
Jedynie Uchida i wsp, w pracy opublikowanej
w 1994 roku opisali mozliwe mechanizmy oporno-
$ci M. pachydermatis na antybiotyki polienowe [59].
W dostepnym obecnie pisSmiennictwie brak jest danych
dotyczacych mechanizméw opornosci na leki przeciw-
grzybicze z innych grup a takze innych gatunkéw Malas-
sezia. Wielu autoréw opisywalo natomiast mechanizmy
lekoopornosci innych drozdzy, np. grzybéw z rodzaju
Candida. Wydaje sie, ze mechanizmy te w przypadku
grzybow z rodzaju Malassezia beda podobne [48].

Badania dotyczace opornosci na leki przeciwgrzybi-
cze z grupy pochodnych azolowych wykazaly, ze naby-
wanie opornoéci odbywa si¢ stopniowo, najczgsciej
w wyniku ekspozycji na subterapeutyczne dawki lekow.
Autorzy badan sugeruja, ze wiele réznych mechanizmoéw
réwnoczesnie przyczynia si¢ do powstania ostatecznego
lekoopornego fenotypu, szczegélnie w przypadku szcze-
pow o wysokiej opornosci na leki azolowe. W jednym
z badan dotyczacych opornosci C. albicans wykazano,
ze az w przypadku 75% badanych szczepéw opornos¢
na leki azolowe byla uwarunkowana wieloczynnikowo
[18]. Do mozliwych opisywanych mechanizméw opor-
nosci naleza:

« zmniejszenie wewnatrzkomoérkowego stezenia leku,
zwigzane ze zwigkszong ekspresja gendéw dla wielole-
kowych transporteréw blonowych (upregulation mul-
tidrugs efflux transporter genes) [29],

« zmniejszenie powinowactwa do docelowego substratu:
enzymu 14-a-demetylazy lanosterolu w nastepstwie
mutacji kodujacego go genu ERG11 [27],

» zmiana skladu steroli w blonie komoérkowej grzyba
i w nastepstwie zmniejszenie stezenia toksycznych
zwigzkow powstatych w wyniku zahamowania aktyw-
nosci 14-a-demetylazy lanosterolu [27],

« zmniejszenie przepuszczalnosci blony komodrkowej
grzyba dla leku w nastepstwie zmniejszenia st¢zenia
ergosterolu oraz zmniejszenia stosunku fosfatydylo-
choliny do fosfatydyloetanolaminy w blonie komor-
kowej [27],

« zwigkszenie ekspresji genu dla 14-a-demetylazy lano-
sterolu [29].

Opornos¢ grzybow z rodzaju Malassezia oraz innych
drozdzy i dermatofitow na cyklopiroks wystepuje nie-
zmiernie rzadko pomimo czgstego stosowania cyklo-
piroksolaminy w leczeniu grzybic powierzchniowych.
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W dostepnym pismiennictwie brak jest badan opisu-
jacych mozliwe mechanizmy opornosci na cyklopiro-
ksolamine [54].

3. Przyszlos¢ badan nad grzybami
z rodzaju Malassezia

Zakazenia grzybami z rodzaju Malassezia s3 proble-
mem klinicznym na catym $wiecie. Duze zréznicowanie
gatunkoéw Malassezia pozwala przypuszczad, ze prawdo-
podobnie istniejg takze indywidualne réznice w pato-
mechanizmie choréb wywolywanych przez poszcze-
golne genotypy tych grzybdéw. W przebiegu infekcji
grzybami z rodzaju Malassezia istotng role odgrywaja
réwniez predyspozycje samego gospodarza.

W 2007 roku na kongresie w Turynie, miedzynaro-
dowa grupa badaczy okreslita nadrzedne cele w dalszych
badaniach nad Malassezia sp. Nalezg do nich:

« standaryzacja metod pobierania materialu do badan,
hodowli i identyfikacji gatunkowej Malassezia sp.,
oceniania lekowrazliwosci oraz potencjalnego ryzyka
zakazenia szczepami zoofilnymi M. pachydermatis,

« stworzenie internetowej bazy szczepéw referencyjnych,

« kontynuacja badan dotyczacych epidemiologii zaka-
zen Malassezia sp., z uwzglednieniem identyfikacji
gatunkowej grzybow oraz ocena wystepowania zaka-
zen mieszanych na skorze oséb zdrowych i chorych,

o okreslenie czynnikow warunkujacych swoistos¢ dys-
trybucji szczepdw Malassezia sp. w zaleznosci od
gatunku gospodarza zwierzecego, a takze czynnikow
wplywajacych na indywidualne predyspozycje do
zakazen u ludzi i zwierzat.
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Characterization of CDT (cytolethal distending toxin) genotoxins

Abstract: The cytolethal distending toxins (CDTs) comprise a family of intracellulary acting bacterial protein genotoxins, produced
by a variety of Gram-negative pathogenic bacteria, which cause DNA damage in the target cells. The DNA damage-response in the
initiated cell results in the characteristic and irreversible cell cycle arrest and apoptosis in a broad range of mammalian cell cultures.
Most of CDTs are AB, toxins composed of three different subunits: CdtA and CdtC, both exhibiting a lectin-type fold, and CdtB, which
is the active component of the complex, with DNase I and phosphatase activity. Although it is generally accepted that CdtA and CdtC,
required for full activity of the CdtB, mediate its delivery into host cells, their precise role in the process remains poorly understood.
Also the mechanism of toxin secretion and the mechanisms of cell surface binding, uptake and trafficking require further investigation.
Some bacteria utilize OMVs to secrete CDTs. After internalization by dynamin-dependent endocytosis which requires the intact lipid
rafts, toxin is retrograde transported through Golgi complex and the endoplasmic reticulum into the cell nuclear compartment, where
CdtB exerts its toxic activity. CDTs are virulence determinants playing an important role in the pathogenesis of several bacterial diseases
associated, for example, with human infections by Campylobacter jejuni, Escherichia coli and Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

This review encompasses recent work on CDTs and focuses on the CDTs structure as well as on the molecular mechanisms of toxin
uptake and cell’s intoxication. We also discuss some controversial issues and indicate questions which still remain unanswered.

Contents: 1. Introduction. 2. General characterization of CDT - cdt operon. 3. Role of CDT toxin subunits. 4. Mechanisms of mature
toxin assembly, CDT tertiary structure. 5. CDT uptake into host cells. 6. Mechanism of CDT cellular intoxication. 7. Untypical CDT toxin

producting by Salmonella enterica sv. Typhimurium. 8. Summary

Slowa kluczowe: genotoksyna, CDT, aktywnos¢ DNazy, aktywnos¢ fosfatazy, apoptoza

Key words:

genotoxin, CDT, DNase activity, phosphatase activity, apoptosis

1. Wstep

Patogenne mikroorganizmy podczas koewolucji
z organizmem gospodarza wyksztalcily réznorodne
strategie inwazji i przezycia. Jednym z tych mechaniz-
mow jest wydzielanie zwigzkéw, gtéwnie bialek zwanych
egzotoksynami, ktére modyfikuja funkcje komérkowe.
Najczesciej ich aktywno$¢ jest letalna dla komorek
gospodarza. Egzotoksyny wytwarzane sg zar6wno przez
bakterie Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne, zaréwno
przez bakterie tlenowe jak i beztlenowe. R6znig sie one
mechanizmami dzialania oraz docelowymi komdrkami
wobec ktdrych ujawniajg swoja aktywnos¢, a ich nomen-
klatura nie jest jednoznacznie usystematyzowana. Nazwy
moga pochodzi¢ od rodzaju atakowanych komoérek
(neurotoksyny, leukotoksyny), od szczepow, przez ktore
sa produkowane (Shigella sp. - toksyna Shiga), wywoly-
wanych choréb (Clostridium tetani — toksyna tezca) czy
tez posiadanej aktywnosci (Bordetella pertussis — cyklaza
adenylowa). Zdarza si¢, ze nadawane jest im malo
informacyjne oznaczenie literowe, tak jak w przypadku

toksyny A wydzielanej przez Pseudomonas aeruginosa.
Niektore toksyny posiadajg kilka wymiennie stosowa-
nych nazw i tak np. toksyna E. coli podobna do toksyny
czerwonki zwana jest tez werotoksyna, od nazwy linii
malpich komérek (Vero) wrazliwych na jej dzialanie.
Egzotoksyny wydzielane sa przez blong zewnetrzng
bakterii gramujemnych za pomocg réznych systemow
sekrecji (I, I, V, OMVs - outer membrane vesicles) [13,
33]. Do grupy toksyn zaliczane sg takze przez niektérych
badaczy tzw. biatka efektorowe przekazywane z cyto-
zolu bakterii do docelowej komorki za pomocg systemu
sekrecji typu III (T'TSS - type three secretion system) lub
IV (TESS - type four secretion system). Bialka te mody-
tikujg procesy fizjologiczne komoérek eukariotycznych,
tak by stworzy¢ dogodne dla mikroorganizmu warunki
do zycia i replikacji [12, 70].

Przyjmujac za kryterium podzialu egzotoksyn
mechanizm ich dzialania mozna wyrdzni¢ trzy gtéwne
ich typy: a) toksyny internalizowane przez komorki
gospodarza i wplywajace na ich strukture/metabolizm,
b) toksyny oddzialujace z receptorami na powierzchni

* Autor korespondencyjny: Zaktad Genetyki Bakterii, Wydzial Biologii, UW; ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: kjkryn@

biol.uw.edu.pl
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komorek ssaczych i wywolujace wielopoziomowa odpo-
wiedz tzw. superantygeny oraz c) toksyny uszkadzajace
blong cytoplazmatyczng, poprzez tworzenie w niej
pordéw lub aktywnos¢ enzymatyczng [65].

Przedstawiony nizej artykut przegladowy ma na celu
zapoznanie czytelnika z danymi eksperymentalnymi
opisujacymi strukture oraz mechanizm dziatania tok-
syny CDT (cytolethal distending toxin). Jest to pierw-
sza opisana genotoksyna, ktéra wywoluje uszkodzenie
materialu genetycznego wrazliwych komérek eukario-
tycznych, co skutkuje zatrzymaniem ich cyklu komorko-
wego i w efekcie §mier¢ komorek. Z tego powodu zwana
jest takze cyklomoduling. Toksyna CDT jest produko-
wana przez wiele gatunkéw Gram-ujemnych bakterii
patogennych dla ludzi i/lub zwierzat, kolonizujacych
rézne nisze ekologiczne, nalezacych do klas Gamma-
i Epsilonproteobacteria. Aktualnie w bazach danych
znajduje si¢ ponad 500 sekwencji aminokwasowych
bialek adnotowanych jako sekwencje aminokwasowe
odpowiednich podjednostek toksyn CDT [21]. Najdo-
ktadniej pod wzgledem biochemicznym, strukturalnym
oraz fizjologicznym przebadane zostaly toksyny CDT
produkowane przez: Escherichia coli (EcCDT), Haemo-
philus ducreyi (HACDT), Shigella dysenteriae (SdACDT),
Salmonella enterica sv. Typhi (SeCDT), Helicobacter
hepaticus (HhCDT), Aggregatibacter (dawniej Actino-
bacillus) actinomycetemcomitans (AaCDT) i Campylo-
bacter spp (CjCDT) [3, 14, 23, 25, 40, 53, 64].

Najczesciej zalecana nomenklatura toksyn CDT pro-
dukowanych przez rézne gatunki mikroorganizmow,
podana wyzej, zaklada poprzedzenie skrétu CDT duza
literg odpowiadajaca pierwszej literze nazwy rodzajo-
wej i malq literg odpowiadajaca pierwszej literze nazwy
gatunkowej produkujacego toksyn¢ mikroorganizmu.
Wraz z szybkim wzrostem liczby mikroorganizmoéw
o zsekwencjonowanych genomach ten system juz nie-
dtugo moze okazac¢ si¢ niejednoznaczny. Ostatnio zapro-
ponowano wiec zastgpienie jednej litery nazwy gatunko-
wej jej trzema pierwszymi literami. I tak zamiast GGCDT
niektérzy autorzy proponuja stosowanie oznaczenia
CjejCDT [30].

2. Ogolna charakterystyka CDT - operon cdt

Toksyna CDT zostala po raz pierwszy opisana
w 1987 roku, kiedy to Johnson i Lior wykazali,
ze supernatant znad hodowli komérek E. coli powoduje
charakterystyczne postepujace, powolne pecznienie
komorek eukariotycznych (2-5 dni) prowadzac osta-
tecznie do ich $mierci [7, 32]. W 1988 roku udokumen-
towano, ze niektdre kliniczne izolaty C. jejuni powoduja
podobne zmiany [7, 31]. Wrazliwa na dzialanie tem-
peratury i trypsyny toksyna wykazuje cytotoksycznos¢
w stosunku do komérek wigkszosci linii komdrkowych,
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m.in. CHO (chinese hamster ovary), HeLa (human cervi-
cal adenocarcinoma epithelial cells) [15] i Hep-2 (human
epithelial type 2) [51]. Na jej dzialanie nie s3 natomiast
wrazliwe fibroblasty 3T3 (mouse embroynic fibroblasts
cell line) [8], jak rowniez komorki linii Caco-2 (human
colonic carcinoma cell line) [15] i ludzkie limfocyty [62].

Locus CDT sklada si¢ z trzech zlokalizowanych
przewaznie na chromosomie, wspdlnie, konstytutyw-
nie transkrybowanych otwartych ramek odczytu (ORF):
cdtA, cdtB i cdtC [40, 51, 68]. Unikalny locus cdt, sktada-
jacy sie z pieciu ORFs: orfl, orf2, cdtA, cdtB, cdtC, wyste-
puje w genomie A. actinomycetemcomitans. Dwie krot-
kie otwarte ramki odczytu (orfl i orf2) zlokalizowane sa
powyzej genu cdtA i prawdopodobnie transkrybowane
razem z trzema genami cdt. Nie wiadomo jednak czy
mRNA orfl i orf2 ulegaja translacji in vivo, a delecja tego
fragmentu DNA nie wplywa na aktywnos¢ toksyny [61].
Patogenne szczepy E. coli nietypowo wytwarzaja piec
typow toksyn CDT (oznaczane EcCDT I-V zgodnie z
chronologia ich opisania), z ktorych jedynie EcCDT-
-IIT kodowana jest przez geny zlokalizowane na plazmi-
dzie Vir [1, 52, 68, 69]. Chromosomowe geny kodujace
pozostale typy toksyn E. coli otoczone sg przez nukle-
otydowe sekwencje lambdoidalnych fagéw wskazujace
na ich przeniesienie na drodze transdukeji, co suge-
ruje, ze operon cdt zostal nabyty na drodze horyzon-
talnego transferu genéw i stanowi wyspe patogennosci
nieduzych rozmiaréw [37]. Z trzech gendw, ktérych
produkty tworzg toksyne CDT, najwyzszy poziom kon-
serwacji wykazuje sekwencja nukleotydowa genu cdtB
[71]. Poziom identyczno$ci sekwencji aminokwasowych
CdtB zalezy od poréwnywanych gatunkow bakterii. Tak
np. sekwencja aminokwasowa HdCdtB jest identyczna
w 95,8% z AaCdtB, podczas gdy z EcCdtB-I wykazuje
jedynie 51,1% identycznosci [7, 62]. Niezaleznie jednak
od stopnia identyczno$ci sekwencji aminokwasowych
podjednostek CdtB zachowuja one elementy struktu-
ralne warunkujace podobny mechanizm ich dzialania.

CDT nalezy do grupy toksyn AB, ktére wnikajac
do wnetrza komoérek gospodarza moduluja w rézno-
rodny sposob ich strukture i/lub metabolizm. General-
nie toksyny AB sktadaja si¢ z podjednostki A (activity)
posiadajacej aktywno$¢ enzymatyczna i z podjed-
nostki/ek B (binding), ktére poprzez wigzanie si¢ do
swoistych receptoréw na powierzchni komoérki doce-
lowej posredniczy/a w transporcie podjednostki A do
miejsca dziatania. Wyrdznianych jest kilka podklas tok-
syn AB w zaleznosci od budowy i mechanizmu skla-
dania dojrzalej toksyny. Toksyna A P aeruginosa lub
toksyna dyfterytu skladaja si¢ z jednej podjednostki A
i jednej podjednostki B syntetyzowanych jako poje-
dynczy tancuch bialkowy, ktéry przechodzi nastepnie
potranslacyjne modyfikacje. Toksyna cholery oraz tok-
syna LT enterotoksycznych szczepdw E. coli to przyktady
toksyn podklasy AB.. Toksyna waglika nalezy do trzeciej
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podklasy, poniewaz jej podjednostki transportowane
sg niezaleznie na zewnatrz komorki bakteryjnej i skla-
dane do dojrzalej holotoksyny dopiero na powierzchni
komorki eukariotycznej. CDT nalezy do nowej pod-
klasy toksyn AB - podtyp AB,. Sposrdd trzech budu-
jacych ja podjednostek: CdtA, CdtB i CdtC aktywnos¢
enzymatyczng posiada CdtB, natomiast CdtA i CdtC
odpowiadajg raczej za rozpoznanie docelowej komorki
i posrednicza w transporcie podjednostki B do jej wne-
trza, cho¢ ich dokladna rola w procesie intoksykacji
komoérek docelowych nie jest do konca wyjasniona.
Masy czasteczkowe poszczegdlnych podjednostek w
zalezno$ci od gatunku wytwarzajacego je mikroorgani-
zmu wynoszg odpowiednio: 23-30, 28-29, i 19-21 kDa
dla CdtA, CdtB i CdtC [27; 58; 61]. Trzy podjednostki
toksyny sa syntetyzowane konstytutywnie, skladane w
kompleks na terenie peryplazmy po usunieciu sekwencji
sygnalnych i translokowane na zewnatrz komoérki bak-
teryjnej. Przypisanie funkcji okreslonej podjednostce
mozliwe bylo dopiero po sklonowaniu kodujacych je
genow w komorkach E. coli i oczyszczeniu rekombino-
wanych biatek. Wczesniej uzyskiwano niespdjne wyniki
badan, co prawdopodobnie bylo wynikiem zanieczysz-
czenia preparatu badanej podjednostki pozostalymi
sktadnikami kompleksu. Ostatnio uzyskane dane ekspe-
rymentalne sugeruja, ze obecnos¢ trzech podjednostek
jest konieczna dla zachowania pelnej aktywnosci przez
toksyne CDT wydzielana przez H. ducrei, Aggregatibac-
ter actinomycetemcomitans oraz Camylobacter jejuni
[5, 36, 46, 47, 54, 55, 58, 71], cho¢ kontrowersje nadal
dotycza roli podjednostki CdtA. Jej obecno$¢ w kom-
pleksie nie wydaje si¢ by¢ absolutnie wymagana, cho¢
podwyzsza poziom indukowanych zmian w komoérkach
eukariotycznych [4, 5, 38]. Nietypowa strukture posiada
toksyna CDT produkowana przez komorki Salmonella
enterica sv. Typhi, co opisano w dalszej czesci tej pracy
przegladowe;j.

3. Funkcje podjednostek toksyny

Podjednostka CdtB wykazuje strukturalne podobien-
stwo do nukleaz eukariotycznych. Charakterystyczne dla
ssaczej DNazy I reszty aminokwasowe zaangazowane
w hydrolize wigzan fosfodiestrowych (His134 i His252),
reszty aminokwasowe biorgce udzial w tworzeniu wig-
zan wodorowych (Glu78 i Asp212), jak réwniez wysoko
konserwowane reszty aminokwasowe oddzialujace
zDNA (Arglll, Asn170, Arg41) maja swoje odpowied-
niki w sekwencji aminokwasowej CdtB. Podjednostka
CdtB zawiera takze odnajdywany we wszystkich DNa-
zach pentapeptydowy motyw (Ser-Asp-His-Tyr-Pro),
w ktdrym dwie reszty aminokwasowe (Asp251 i His252)
sa kluczowe w przebiegu procesu enzymatycznego
[15, 51]. Przewidywana na podstawie analizy in silico
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funkcje nukleolityczng potwierdzono doswiadczalnie.
Stwierdzono, ze preparat zawierajagce EcCDT, AaCDT
badz HACDT w warunkach in vitro, wykazuje aktyw-
no$¢ DNazy wobec plazmidowego DNA [5, 14, 15, 48].
Takze wprowadzenie oczyszczonej podjednostki CdtB
na drodze elektroporacji lub bezposredniej iniekcji do
komorek eukariotycznych stymuluje zmiany w chro-
matynie transfekowanych komorek [18, 36]. Zmiana
aminokwasow uwiklanych w proces katalityczny badz
wigzanie Mg** wykazala, ze zmutowane biatka nie posia-
daja aktywnosci nukleazy w warunkach in vitro i nie
wywoluja w komoérkach typowych dla dziatania opisy-
wanej toksyny zmian [15, 24, 26, 35].

CdtB, w zaleznosci od pochodzenia, moze wykazy-
wac rozny poziom aktywnosci nukleolitycznej. Elwell
i Dreyfus za pomocg reakeji ,nacinania plazmi-
dowego DNA”, umozliwiajacej ilosciowe oszacowanie
superzwinietej (supercoiled) formy DNA, udokumen-
towali, ze EcCdtII-B posiada tylko 0,01% aktywnosci
ludzkiej lub bydlecej DNazy I [14]. Jednoczesnie wyka-
zano, ze zageszczony supernatant znad komorek E. coli
zawierajacych HdCdtB wykazuje aktywno$¢ na poziomie
podobnym do trzustkowej DNazy I [20]. Niska nukle-
azowa aktywno$¢ CdtB obserwowana in vitro moze
sugerowac, ze bialko to wymaga do osiggniecia pelnej
aktywnosci obecnosci komoérkowego kofaktora lub spe-
cyficznej struktury chromatyny. Jednakze wiadomo, ze
jedno dwuniciowe pekniecie nici DNA jest wystarczajace
do zatrzymania cyklu komdrkowego. Mozliwe jest zatem,
ze nawet niska aktywno$¢ nukleazy in vivo jest wystar-
czajaca do wywolania efektu cytotoksycznego [37].

Kontrowersyjne wnioski z przeprowadzonych ekspe-
rymentéw wysnuli Shenker iwsp, ktorzy sugeruja,
ze zmiany wywolywane przez CDT zwigzane sa raczej
z aktywnos$cia fosfatazowg biatka [60]. Wykazali oni, ze
podjednostka AaCdtB oprdcz aktywnosci nukleolitycz-
nej przeprowadza hydrolize 3,4,5-trifosforanu fosfaty-
dyloinozytolu (PI-3-4-5-P3; PIP3) do 3,4-difosforanu
fostatydyloinozytolu (PI-3,4-P2). Poréwnanie sekwencji
aminokwasowych AaCdtB, i 5-fosfatazy inozytolopoli-
fostatydylowej pozwolito wskaza¢ konserwowane regiony
odpowiedzialne za aktywnos¢ fosfatazowa biatka. W
celu dokladniejszego zbadania powigzan pomiedzy
strukturg i funkcjg biatka stworzono kilka punktowych
mutantéw CdtB, w ktérych zmieniono aminokwasy pel-
niace funkgje katalityczne (CdtB H160Q, CdtB H274Q,
CdtB D199S, CdtB R117A). We wszystkich przypad-
kach zaobserwowano zredukowang aktywnos¢ fosfatazy
w poréwnaniu do aktywnosci CdtB dzikiego typu. Zmu-
towane biatka wykazywaly réwniez obnizong aktywno$¢
DNazy I, cho¢ w przypadku CdtB H274Q aktywnos¢
nukleazowa nie ulegta zmianie. Wedlug autorow glow-
nym celem dzialania CdtB jest PI-3,4,5-P3. Badania
Shenkera iwsp. nie wykluczaja jednak mozliwosci,
ze CdtB pelni podwdjng funkcje. Aktywno$¢ DNazy
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warunkuje toksyczno$¢ CdtB w niektérych typach
komorek, podczas gdy aktywno$¢ fosfatazy istotna jest
dla oddziatywania z innymi rodzajami komoérek [60].
Podobne doswiadczenie wykonali Rabin iwsp. row-
niez udowadniajac, ze CdtB posiada dwie aktywnosci,
DNazy i fosfatazy PIP3, oraz, ze aktywnosci te mozna
od siebie odrdzni¢ stosujac mutacje specyficzne co do
miejsca [53]. AaCdtB, do ktdrej sekwencji aminokwaso-
wej wprowadzono specyficzne wobec miejsca mutacje
hamujace aktywnos¢ fosfatazowg a nie wplywajace na
aktywnos¢ nukleolityczng, indukuje zatrzymanie cyklu
komarkowego i proces apoptozy proliferujacych mono-
cytéw U937 [53]. Mechanizm dziatania AaCDT anali-
zowano roéwniez z wykorzystaniem komorek Saccharo-
myces cerevisiae, ktore nie syntetyzuja 3,4,5-trifosforanu
fosfatydyloinozytolu. W tych eksperymentach aktyw-
no$¢ nukleolityczna byla wystarczajaca do wywotania
przez bialko CdtB efektu cytotoksycznego [41]. Obser-
wowane roznice w aktywnos$ciach enzymatycznych ro6z-
nych zmutowanych form CdtB moga wynikaé miedzy
innymi z odmiennej wrazliwosci stosowanych w bada-
niach komorek eukariotycznych.

Gléwng funkcjg podjednostek B toksyn AB jest
rozpoznanie odpowiednich receptoréw i zapewnie-
nie transportu podjednostki A do cytozolu komorki
docelowej. Roznorodnos¢ uzyskanych wynikow eks-
perymentéw, ktérych celem bylo ustalenie receptora
dla CDT sugeruje, ze toksyny CDT, w zaleznosci od
pochodzenia, mogg wykazywaé rozing specyficz-
no$¢ receptorowy. Udokumentowano, ze EcCdtA-II,
podobnie jak podjednostka C, wigze na docelowych
komorkach N-glikoproteiny zawierajace fukoze [43],
a toksyna AaCDT wiaze si¢ z powierzchniowymi gli-
kosfingolipidami (GM1, GM2, GM3 i Gb4 w przy-
padku CdtA; GM1 i GM2 w przypadku CdtC) [44].
Prezentowane wyzej dane zgodne sg ze strukturalnymi
analizami CtdA i CtdC. Wystepowanie w podjednost-
kach CdtA i CdtC domen lektynowych, podobnych do
siebie nawzajem i do domeny roslinnej toksyny rycy-
nowej, sugeruje ich powinowactwo do weglowodano-
wych receptordw [29, 46]. Odmienne dane zaprezento-
wali Eshraghi i wsp. Udokumentowali, ze komorki
linii CHO niezdolne do produkeji N-glikoprotein
oraz glikosfingolipidow badz niezdolne do biosyntezy
fukozy s3 réwnie wrazliwe na dzialanie toksyn CDT
pochodzacych z H. ducreyi, A. actinomycetemcomitans,
E.coli i C. jejuni jak komoérki CHO o niezmienionym
fenotypie [16]. Dodatkowo dane przedstawione przez
Boesze-Battaglia i wsp. sugeruja, ze AaCDT
oddzialuje z mikrodomenami blonowymi bogatymi
w cholesterol. MBCD (methyl beta-cyclodextrin), zwia-
zek powodujacy obnizenie poziomu cholesterolu, redu-
kuje zdolnos¢ AaCDT i HACDT do wigzania si¢ odpo-
wiednio z komoérkami linii Jurkat i HeLa oraz chroni
te komorki przed toksyczng aktywnoscia CDT [3].
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Z badan Eshraghi i wsp. wynika, ze roéwniez wia-
zanie AaCDT, HACDT oraz EcCDT-III, ale nie CjCDT
zalezy od obecnosci cholesterolu w blonie komoérek
docelowych [16]. Ostatnio zidentyfikowano dwa geny
(SGMS1i TMEM181), ktérych unieczynnienie sprawia,
ze komorki eukariotyczne stajg si¢ oporne na dziata-
nie EcCDT. Mutacje w genie SGMSI obnizaja poziom
stingomieliny, kluczowego sktadnika mikrodomen bto-
nowych, przez co prawdopodobnie obnizaja poziom
oddziatywania toksyny z powierzchnig komoérek euka-
riotycznych. Zlokalizowany na powierzchni komoérek
produkt drugiego genu, TMEM181, moze takze pelni¢
funkcje receptora. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze
biatko to uwiklane jest jedynie w transport kompleksu
toksyna-receptor przez blone komoérkows [6]. Pozna-
nie receptora toksyny wymaga dalszych badan. Ostat-
nio opublikowane dane eksperymentéw, w ktérych
z wykorzystaniem fluorescencji analizowano lokaliza-
cje poszczegolnych podjednostek AaCDT w komorkach
linii CHO-K1. CdtA odnajdywana byla na powierzchni
komorek docelowych niezaleznie od obecnosci w ich
blonach cholesterolu, podczas gdy CdtC byla obecna
w cytozolu komoérek docelowych. Pozwolifo to autorom
na postawienie hipotezy, ze podjednostka CdtC pelni
role biatka opiekunczego dla CdtB i jego rola w procesie
rozpoznania receptorow jest tylko pomocnicza [11].

4. Mechanizm skladania dojrzalej toksyny,
struktura CDT

Sktadanie dojrzalej toksyny, bedacej heterotrime-
rowym biatkiem, ma miejsce na terenie peryplazmy.
Sekwencje sygnalowe podjednostek sa odcinane przez
specyficzne proteazy podczas transportu przez blong
wewnetrzng komorki. Podjednostki CdtB i CdtC zaopa-
trzone s3 w klasyczne sekwencje sygnalowe, podczas gdy
CdtA ma charakterystyczng dla lipoprotein sekwencje
sygnalng rozpoznawang przez sygnalng peptydaze II
[27]. CdtA unikalne procesowanie podczas sktada-
nia calego kompleksu i prawdopodobnie jest odpo-
wiedzialna za transport dojrzalej toksyny przez btone
zewngtrzng komorki bakteryjnej [58]. Plazmid pUCA-
acdtA zawierajacy gen cdtA warunkuje wytwarzanie
dwdch immunopozytywnych bialek o masie 25kDa
i 18 kDa [58]. Tylko CdtA o masie czasteczkowej 18 kDa
wchodzi w sklad dojrzatej toksyny. Podobne procesowa-
nie HACdAtA w E. coli zaobserwowali Frisk iwsp. [20].

Rozwigzanie struktur HICDT, AaCDT oraz EcCdtB-
-II potwierdzito weze$niejsze dane otrzymane na drodze
modelowania strukturalnego w oparciu o podobienstwo
tych bialek do eukariotycznej DNazyl oraz pozwolito
na cze$ciowe wyjasnienie mechanizmu skladania kom-
pleksu [28, 46, 72]. Wykazano m.in., ze konice CdtA oraz
CdtC o strukturze nieglobularnej stabilizujg ostateczny
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kompleks. Nesic i Stebbins skonstruowali trzy
mutanty wytwarzajace toksyne z CdtA z jedng z delecji
na N-koncu (A18-56, A18-67 lub A18-75). Skutkiem
tych zmian nie bylo obnizenie aktywnosci enzymatycz-
nej, ale destabilizacja toksyny. Usuniecie wigkszej liczby
niz 75 aminokwas6w z N-konca dawalo podobny efekt.
Tak wigc ten fragment bialka nie ma istotnego znacze-
nia dla aktywno$ci ostatecznego kompleksu. Natomiast
C koniec CdtA oddziatuje z CdtC. W wyniku usunie-
cia 8 aminokwaséw CdtA (A215-223) odnotowano
brak zdolnosci do prawidlowego zwiniecia kompleksu.
Dodatkowo analiza mutantéw delecyjnych w genie cdtC
wykazala, ze oddzialywanie CdtC z innymi podjed-
nostkami jest bardzo istotne w montazu, stabilnosci
i aktywno$ci kompleksu. Delecja aminokwaséw od
21 do 35 z N-konca CdtC nie wplywata na stabilno$¢
kompleksu, ale juz brak 4 dodatkowych aminokwaséw
(A21-39) prowadzit do znaczacej destabilizacji holo-
toksyny i spadku jej aktywnosci. Aminokwasy pod-
jednostki CdtC w pozycji od 169 do 178 uwiklane sg
w proces oddzialywania zaréwno z CdtB jak i z CdtA.
Struktura czwartorzedowa kompleksu wykazuje, ze
CdtA i CdtC uczestniczg w formowaniu dwdch istot-
nych powierzchniowych elementéw dojrzatej toksyny:
grupy wysoko konserwowanych aromatycznych reszt
aminokwasowych i gtebokiego rowka w miejscu styku
tych podjednostek. Stosujac mutageneze specyticzng co
do miejsca, udokumentowano istotny udzial tych ele-
mentow strukturalnych w wigzaniu CDT do komoérek
docelowych i ich role w aktywno$ci enzymatycznej osta-
tecznego kompleksu [47].

5. Losy CDT w komérkach docelowych

Wyjasnienie mechanizmu wnikania CDT do ko-
morek eukariotycznych wymaga dalszych badan ponie-
waz wyniki ostatnio wykonanych eksperymentow wska-
Zuja, ze jest ona wydzielana do srodowiska zewnetrznego
za pomocg pecherzykéw blony zewnetrznej (OMVs
— outer membrane vesicles), a nasza wiedza o uwalnianiu
zawartosci OMV do cytozolu komoérek eukariotycznych
jest jak dotad bardzo ograniczona [40]. Dane dotyczace
procesu wnikania CDT do komdrek eukariotycznych
pochodza gltéwnie z eksperymentéw wykonanych in
vitro z wykorzystaniem oczyszczonych biatek. Po zwig-
zaniu do odpowiednich receptoréw, toksyna CDT jest
pobierana na drodze endocytozy zaleznej od dynaminy
[9]. Nastepnie jest transportowana poprzez aparat Gol-
giego do retikulum endoplazmatycznego (ER) na drodze
tzw. wtdrnego transportu. Uszkodzenie aparatu Golgiego
przez traktowane komorek brefeldyng A lub zablokowa-
nie endocytozy hamuje ich intoksykacje [9]. Translokacja
podjednostki enzymatycznej toksyn z grupy AB z reti-
kulum endoplazmatycznego do cytozolu zwykle odbywa
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sie za pomocg szlaku ERAD (ER associated degradation).
Jednak w przypadku HACDT transport zachodzi nieza-
leznie od ERAD lub znacznie si¢ rézni od mechanizmu
uzywanego przez inne znane toksyny [23]. Wielu zwo-
lennikéw ma teoria wskazujgca na bezposredni transport
HdCdtB z ER do jadra komérkowego [37], tym bardziej,
ze metodami biochemicznymi nie udalo sie stwierdzi¢
wystepowania omawianej toksyny w cytozolu zainfe-
kowanych komorek eukariotycznych. Trzeba jednak
zwrdci¢ uwage, ze wyniki eksperymentéw nie sg jedno-
znaczne i zalezg od uzytej strategii doswiadczalnej [11].
Dotychczas dwie grupy badawcze wskazaly na istnienie
w obrebie AaCdtB i EcCdtB-II specyficznych sekwencji
aminokwasowych NLS warunkujgcych kierowanie biatka
do jadra komdrkowego. NLS w biatku AaCdtB znajduje
sie na N-koncu i obejmuje aminokwasy 48-124. Delecja
zaledwie 11 aminokwasow (A114-124 aa) wystarczy do
zaburzenia transportu AaCdtB do jadra komorki doce-
lowej/zniesienia cytotoksycznosci CDT [49]. W biatku
EcCdtB-II zidentyfikowano dwie sekwencje aminokwa-
sowe decydujace o jego lokalizacji jadrowej nazwane:
NLS1 i NLS2. Interesujace jest to, ze delecja kazdej z tych
sekwencji aminokwasowych powoduje odmienng lokali-
zacje podjednostki toksyny [42]. Przeprowadzone bada-
nia sugerujg, ze NLS2 moze dziala¢ jako sygnal uniemoz-
liwiajgcy ,,ucieczke” CdtB do cytozolu, natomiast NLS1
odpowiadalaby za translokacje z ER do jadra komérko-
wego. Interesujacy aspekt biologii toksyny CDT stanowi
kwestia obecnosci podjednostek A i C na ktérymkol-
wiek z etapow transportu. Model zaproponowany przez
Damek-Poprawa iwsp.zaklada, Ze podjednostka
CdtC wzmacniajgca wigzanie z tratwami lipidowymi
poprzez odpowiedni motyw wigzacy cholesterol (CRAC
domena) jest takze transportowana w formie dimeru
z CdtB do wnetrza komorki i przechodzi droge trans-
portu wtérnego. Zgodnie z tym modelem oddysocjowuje
ona od dimeru w ER i podlega degradacji a uwolniona
podjednostka B jest dostarczana do jadra [11].

6. Mechanizm intoksykacji komarki
przez toksyny CDT

Uszkodzenia materialu genetycznego przez czynniki
endogenne lub egzogenne indukuje aktywnos$¢ mecha-
nizméw zwanych odpowiedzig na uszkodzenia DNA
(DDR - DNA damage response), ktorych celem jest zmi-
nimalizowanie niekorzystnych efektéw. Mechanizmy te
obejmujg szlaki naprawy DNA i modulacje aktywno-
$ci punktow kontrolnych cyklu komérkowego gltéwnie
przez dwa szlaki sygnalizacyjne: zalezny od kinazy ATM
(Ataxia telangiectasia mutated) i zalezny od czynnika
ATR (ATM and Rad3 related). Aktywno$¢ odpowied-
nich bialek gwarantuje zachowanie prawidlowej repli-
kacji DNA i rozdzielenia chromosomoéw.
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CdtB majaca aktywnos¢ DNazy I indukuje powsta-
wanie dwuniciowych peknie¢ w DNA (DSB - double
strand breaks), czego konsekwencjg jest uruchomienia
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Komérki sg nieod-
wracalnie zatrzymane w fazie G1 lub G2 i nie prze-
chodza mitozy [7]. Faza, w ktérej zatrzyma sie cykl
komorkowy zalezy od typu komorek. I tak np. HHICDT
blokuje cykl podziatowy nabtonkowych linii komérko-
wych (HeLa, Hep-2) i keratynocytow w fazie G2 [7, 74]
a ludzkie fibroblasty blokowane sa w fazie G1 oraz G2
[10, 62]. Limfocyty T majace kontakt z lizatem Campy-
lobacter upsaliensis, blokowane sg w fazie G2 i ostatecz-
nie przechodzg apoptoze [45]. Mechanizm zatrzymania
cyklu komoérkowego indukowany w wyniku dziatania
CDT jest podobny do tego indukowanego przez promie-
niowanie jonizujace [37]. W blokowanie cyklu komor-
kowego zaangazowana jest kinaza ATM, ktéra ulega
autofosforylacji w odpowiedzi na powstanie DSB [7].
Li i wsp. sugeruja, Ze w ten proces zaangazowany jest
takze czynnik ATR [39]. Natomiast Shiloh uwaza,
ze dwuniciowe peknigcia w DNA prowadza do akty-
wacji ATM, podczas gdy ATR jest aktywowany przez
uszkodzenia DNA pojawiajgce sie w wyniku dziala-
nia promieniowania jonizujacego [63]. Autofosfory-
lacja ATM prowadzi do fosforylacji Chk2 (checkpoint
kinase 2), ktora przeprowadza fosforylacje CDC25C
(fosfataza) w pozycji 216, co skutkuje utratg aktywno-
$ci tego bialka [7]. W niezaburzonym cyklu komoérko-
wym ufosforylowane w pozycji treoniny 14 i tyrozyny 15
biatko Cdc2 (cell division cycle 2) jest nieaktywne. Roz-
poczecie przez komorke mitozy jest wynikiem aktywa-
cji cykliny B/Cdc2, ktéra zachodzi wskutek dzialania
fosfatazy CDC25C. Konsekwencja utraty aktywnosci
przez CDC25C jest brak defosforylacji cykliny B/Cdc2,
co prowadzi do zatrzymania cyklu w G2/M lub przej-
$cia komorek w stan starzenia [2, 7, 10, 57]. ATM akty-
wuje takze czynnik transkrypcyjny p53. P53, ktorego
poziom reguluje onkoproteina MDM2 (mourine double
minute 2), bezposrednio aktywuje p21 (inhibitor kinaz
zaleznych od cyklin). W fibroblastach lub keratynocy-
tach zainfekowanych CDT fosforylacja p53 przez kinaze
Chk2 prowadzi do oddysocjowania MDM2 i w efekcie
do zwiekszonej liczby czasteczek p21 i wzrostu poziomu
p27. Kompleks cdk2/cyklina E jest inaktywowany przez
p21, czego konsekwencja jest zatrzymanie cyklu komor-
kowego w fazie G1. Mozliwe, ze przewaga wstrzymania
cyklu w G2/M obserwowana w wiekszosci doswiadczen
moze by¢ zwigzana z nieobecnoscia p53 w stosowanych
do badan liniach komérkowych. ATM fosforyluje takze
histon H2AX prowadzac do aktywacji Mrel1, kompleksu
biatek Rad50/NBS1/Mrell zwigzanych z naprawg DNA
[39]. Fosforylacja H2AX wykrywana jest juz godzine
po traktowaniu komoérek DC (dendritic cells) HICDT,
a 2-3 godziny podzniej nastepuje relokalizacja Mrell.
Relokalizacja ta nie ma miejsca w przypadku traktowa-
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nia komorek UV, co sugeruje, ze aktywacja kompleksu
zwigzana jest z DSB [39]. W wigkszosci komorek (linie
komoérkowe CHO, Hep-2, HeLa) zainfekowanych CDT
obserwuje si¢ takze montaz wldkien stresowych aktyny
[18; 74] odpowiedzialnych sa za ksztalt komorki oraz
zaangazowanych w jej mobilno$¢. Przebudowa szkie-
letu aktynowego po dodaniu CDT wymaga aktywacji
GTPazy RhoA zaleznej od defosforylacji regulujacego
jej aktywnos¢ czynnika Netl [22]. Bialko RhoA wplywa
na formowanie ognisk adhezji, co promuje przyczepia-
nie si¢ komdrek do podloza, reguluje ekspresje genow
kodujacych czynniki transkrypcji oraz stymuluje proces
proliferacji komoérek [50]. Opisane zmiany cytoszkieletu
aktynowego zachodzace w odpowiedzi na stres geno-
toksyczny s prawdopodobnie niezbedne do przezycia
komorki [18, 22, 56, 73]. W przedstawionym wyzej
mechanizmie dziatania CDT zmiany indukowane
przez DSB skutkujg zatrzymaniem cyklu komorko-
wego i apoptoza komorek. Niektorzy autorzy sugeruja
odwrotny mechanizm, w ktorym fragmentacja DNA jest
konsekwencja zatrzymania cyklu komérkowego i induk-
cji apoptozy oraz podkreslaja role jednoniciowych pek-
nie¢ DNA w tym procesie. Obserwowane réznice moga
by¢ zalezne od rodzaju komoérek oraz dawki toksyny
uzytych w eksperymentach [17, 19, 59]. Shenker
i wsp. udokumentowali, jak wspomniano wyzej, ze
AaCDT wykazuje aktywnos¢ fosfatazy 3,4,5-trifosforanu
fosfatydyloinozytolu (PIP3). Autorzy uwazaja, ze bloko-
wanie cyklu komoérkowego przez toksyne gtéwnie spo-
wodowane jest aktywnoscig fosfatazy, a tylko czasami
jej aktywnoscig DNazy [60], co zgodne jest to z wczes-
niejsza sugestia Serta i wsp., ze zablokowanie cyklu
w punkcie kontrolnym G2/M nie zalezy od powstawania
DSB [57]. Dane eksperymentalne przedstawione przez
Rabin i wsp., ktorzy stworzyli serie mutantow AaCdtB,
zaprzeczajg jednak tej hipotezie. Warianty CdtB H160G
(zredukowana aktywno$¢ DNazy, a utrzymana aktyw-
no$¢ fosfatazy PIP3) i CdtB D199G (obnizona aktyw-
nos¢ DNazy i fosfatazy PIP3) nie powoduja zablokowa-
nia cyklu komérkowego i apoptozy w proliferujacych
komoérkach. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze indukcja
apoptozy w proliferujacych komoérkach U937 przez
CDT wymaga aktywnosci zaréwno DNazy jak i fosfatazy
[53]. W przeciwienstwie do proliferujacych komorek,
apoptoza w nieproliferujacych komoérkach U937 nie
wymaga aktywacji kaskady kaspaz i mobilizacji AIF
(apoptosis-inducing factor). W dodatku w tych komor-
kach apoptoza wystepuje w wyniku dzialania CdtB
D199G, CdtB H160G, niezmutowanej czasteczki CdtB,
oraz w obecnos$ci CdtB dzikiego typu z dodatkiem inhi-
bitora fosfatazy PIP3 — bpV (pic) (bisperoxo (picolinato)
oxo-vanadate). Sugeruje to, Ze apoptoza w nieproliferu-
jacych komorkach wystepuje niezaleznie od aktywnosci
fosfatazy PIP3 lub od aktywnosci DNazy [53]. Czy CDT
petni dwojaka funkcje i czy hydroliza PI-3,4,5-P3 do
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PI-3,4-P2 prowadzi do zatrzymania cyklu komoérkowego
wymaga dalszego wyjasnienia. Istniejg takze inne bardzo
kontrowersyjne hipotezy dotyczace mechanizmu dzia-
tania CDT. Schenker i wsp. w 2004 zasugerowali,
ze zatrucie komorki moze by¢ spowodowane kaskada
sygnalow pochodzaca z blony komoérkowej docelowej
komorki [58]. Jednak Guerra i wsp. udowodnili,
ze ingerencja w prawdopodobng droge transportu tej
toksyny, miedzy innymi w funkcjonowanie aparatu
Golgiego, chroni komorke przed zablokowaniem cyklu
komoérkowego, jak réwniez przed powstawaniem DSB
w DNA komorek HeLa [23].

7. Nietypowa toksyna CDT wytwarzana
przez Salmonella enterica serovar Typhi

Toksyne CDT produkuje réwniez wewnatrzkomor-
kowy patogen Salmonella enterica sv. Typhi. W genomie
tego mikroorganizmu nie odnaleziono genéw koduja-
cych bialka wykazujace podobienstwo do sekwencji
aminokwasowych podjednostek CdtA i CdtC, co bylo
dos$¢ zaskakujgce, bowiem wyniki przeprowadzonych
wczesniej analiz wskazuja, ze obecnos¢ tych bialek jest
niezbedna do budowy aktywnego kompleksu toksyny.
Sktadnik toksyny o aktywno$ci enzymatycznej, homolog
podjednostki CdtB, kodowany jest przez jeden z genéw
malej wyspy genomowej Salmonella. Bialko to posiada
Sec-zalezny sygnal sekrecji i wszystkie reszty aminokwa-
sowe istotne dla katalitycznej aktywnosci CdtB. Zaob-
serwowano, ze ekstrakt zawierajacy jedynie SeCdtB,
podobnie do CdtB produkowanych przez inne gatunki
bakterii, nie wykazuje aktywnosci cytotoksycznej wobec
komorek eukariotycznych. Natomiast aktywno$¢ kom-
pleksu zlozonego z CdtB S. Typhi oraz z podjednostek
CdtA i CdtC pochodzacych z komoérek C. jejuni byla
poréwnywalna z aktywnoscig toksyny CDT wydzielanej
przez pateczki Campylobacter. Ponadto stwierdzono, ze
pomimo braku homologéw podjednostek CdtA i CdtC
w proteomie S. Typhi, w komdrkach nablonka jelita
zainfekowanych przez ten mikroorganizm dochodzi do
zatrzymania cyklu komoérkowego i charakterystycznych
zmian powodowanych obecnoscig toksyny CDT [25].
Oznacza to, ze w komorkach S. enterica sv. Typhi pod-
jednostka CdtB jest transportowana bez udziatu bialek
CdtC i CdtA. Kolejne obserwacje wykazaly, ze produk-
cja toksyny jest $cisle uzalezniona od procesu interna-
lizacji bakterii. Biatko to powstaje jedynie wtedy, gdy
patogen znajduje si¢ wewnatrz zainfekowanej komorki.
CdtB musi wiec mie¢ mozliwo$¢ przedostawania si¢
przez blone wakuoli, w ktérej Salmonella przebywa na
pierwszym etapie infekcji (SCV, Salmonella-containing
vacuole). Genom Salmonella koduje dwa systemy sekre-
cji typu trzeciego (TTSS SPI-1 oraz TTSS SPI-2), zaden
z nich nie uczestniczy jednak w transporcie CdtB do
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cytozolu komorek eukariotycznych [25]. Spano iwsp.
wykazali, ze w komorkach Salmonella aktywna tok-
syng CDT tworzg oprécz CdtB, dwa biatka, PItA i PItB,
kodowane przez ta sama wyspe genomowa co CdtB i
podobnie jak CdtB produkowane jedynie wewngtrz
zainfekowanej przez patogen komorki. PItA (pertussis-
-like toxin A) jest ortologiem ADP-rybozylujacej pod-
jednostki A toksyny Bordetella pertussis, podczas gdy
PItB (pertussis-like toxin B) wykazuje podobienstwo
sekwencji aminokwasowej do jednego z pieciu sklad-
nikoéw podjednostki B tej toksyny. Transport CdtB na
zewnatrz komorek eukariotycznych zainfekowanych
przez Salmonella, odbywa si¢ wiec prawdopodobnie z
udziatem bialek PItA i PItB. Kompleks CdtB/PItA/PltB
wydzielany jest na zewnatrz komorek eukariotycz-
nych, po czym wykazuje toksyczne dzialanie zaré6wno
w odniesieniu do komdrek wczesniej zainfekowanych
(droga autokrynna) jak i niezainfekowanych (droga
parakrynna), cho¢ efekt cytotoksyczny jest szybciej
widoczny w tym drugim przypadku. Dodanie do $ro-
dowiska przeciwcial rozpoznajacych CdtB zapobiega
intoksykacji komorek eukariotycznych, zaréwno zain-
fekowanych jak i niezainfekowanych [66, 67]. Zapropo-
nowano o hipoteze, wedtug ktérej komorki nie posia-
dajace receptora dla toksyny CDT, a wigc oporne na
autokrynna $ciezke transporu toksyny, mogg stanowi¢
»bezpieczne schronienie” dla komorek Salmonella i jed-
nocze$nie stanowi¢ zrodlo toksyny CDT oddziatujacej
na komorki posiadajgce na swej powierzchni wias-
ciwe receptory. Powyzszy stan mogtby odpowiada¢ za
powstawanie chronicznej infekgji, typowej dla serowaru
Typhi. Ocena wiarygodnosci tego modelu wymaga prze-
prowadzenia jeszcze wielu badan.

8. Podsumowanie

CDT jest powszechnie wystepujaca genotoksyng
bakterii gramujemnych skladajaca si¢ z trzech jedno-
stek: CdtA, CdtB i CdtC. Podjednostka CdtB wykazuje
aktywno$¢ DNazy oraz fosfatazy podczas gdy CdtA
i CdtC oddziatuja z blong komérkowa komoérek docelo-
wych i dostarczajg podjednostke katalityczng do wnetrza
komorki. Doktadna rola CdtA i CdtC w procesie intok-
sykacji komorek, podobnie jak rola aktywnosci CdtB
(nukleaza vs fosfataza) w modulacji cyklu komérkowego
nadal wymagaja wyjasnienia. Translokacja CdtB do jadra
powoduje uszkodzenie materialu genetycznego gospo-
darza, uruchamiajac kaskade sygnaléw prowadzaca mie-
dzy innymi do aktywacji mechanizméw naprawy mate-
rialu genetycznego, zatrzymania cyklu komoérkowego
na poziomie G1/S lub G2/M oraz indukcji proceséw
starzenia lub apoptozy komorek. Mechanizm dzialania
CDT sugeruje, ze tworzenie DSB moze by¢ strategia
bakterii pozwalajaca na modulowanie funkeji zyciowych
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gospodarza. Dotychczasowe badania skupialy sie szcze-
gélnie na analizach aktywnosci CDT in vitro, badaniach
biochemicznych a ostatnio strukturalnych. Stosunkowo
malo jest dostepnych danych na temat roli toksyn CDT
w procesach wirulencji in vivo. Potencjalnym mecha-
nizmem dziataniem tej genotoksyny jest inhibicja pro-
liferacji komdrek nabtonka i indukcja ich apoptozy, co
umozliwia inwazje bakterii oraz zahamowanie prolifera-
cji komorek odpowiedzi immunologicznej, czego efek-
tem jest lokalna immunosupresja. Wywolywane objawy
chorobowe uwarunkowane aktywnoscig CDT sg rdzne
i zalezne od gatunku patogenu i kolonizowanej niszy
ekologicznej. I tak np. CDT A. actinomycetemcomitans
przyczynia si¢ do zapalenia oz¢bnej powodujac zanik
tkanki kostnej, podczas gdy CDT H. ducreyi opdznia
gojenie sie ran po przez wplyw na poziom indukowa-
nej odpowiedzi immunologicznej. Coraz wigcej danych
eksperymentalnych wskazuje na fakt, ze w wypadku
chronicznych infekcji powodowanych np. przez H. hepa-
ticus czy C. jejuni wytwarzanie CDT przez patogenne
mikroorganizmy moze by¢ przyczyna indukeji procesu
nowotworzenia [34].
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