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Wspomnienie

Doc. dr hab. Gustaw Kerszman
1932-2014

W latach 1956-1959 bylem studentem Wydzialu
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu bLodzkiego,
tutaj w Katedrze Mikrobiologii kierowanej przez prof.
dr hab. Bernarda Zablockiego po raz pierwszy spotkatem
dr Gustawa Kerszmana. Byl on wtedy jednym z wielu
pracownikéw naukowych katedry. W roku 1959 uzyska-
tem dyplom magistra biologii w zakresie mikrobiologii.
Dr Kerszman faktycznie kierowal moja pracg magister-
ska, petnil formalnie wraz z dr Leonem Sedlaczkiem
funkcje opiekuna tej pracy. Niewiele wiedzialem wtedy
o Nim, tyle tylko, ze byt uczniem prof. Zabtockiego i od
utworzenia Katedry Mikrobiologii w Lodzi stale z nim
wspolpracowal. W czasie prowadzonych przez niego
»mini wykladow”, poprzedzajacych ¢wiczenia zadziwiat
umiejetnosci przekazywania nie tylko waznych mery-
torycznie faktow, ale logika wykladow oraz atrakcyjna
ich forma. Zajmowatl sie juz wtedy biologig oraz gene-
tyka bakteriofagéw. We wspomnieniu napisanym przez
Niego po $mierci prof. Bernarda Zablockiego napisal,
iz osobg ktéra natchnela go do podjecia tego tematu
oraz zachecata do jej kontynuowania byl zmarty Pro-
fesor. Owocem badan nad bakteriofagami byla jedna
z pierwszych jego publikacji pt. Restrykcja bakteriofaga
lambda w szczepie Escherichia coli (Ksiazka, Wydawnic-
two Uniwersytet L.odzki, 1967).

Gdy dzi$ poréwnuje moich éwczesnych mentoréow
tj. dr Kerszmana i dr Sedlaczka widze, ze roznili sig
do$é¢ znacznie zainteresowaniami naukowymi a przede
wszystkim usposobieniem — dr Kerszman mniej uwagi
poswiecal pracy eksperymentalnej, natomiast wigcej
intelektualnej ich interpretacji. Interesowala go w znacz-
nej mierze filozofia. Owocem tych rozwazan by¢ moze,
byta wspoélnie z innymi autorami napisana ksigzka
pt. Wstep do filozofii (autorzy Stefan Amsterdamski,
Gustaw Kerszman, Zdzistaw Augustynek, Zdzistaw
Kochanski). Mysle, ze osobowos¢ dr Kerszmana ksztal-
towana byla przez doswiadczenia IT Wojny Swiatowej
tj. doswiadczenia mlodego Polaka walczacego o prze-
zycie. Dowiedzialem si¢ tego wszystkiego niedawno
z Jego wspomnien umieszczanych na réznych forach
witryn internetowych.

Naglowki hasta internetowego pt. ,.gustaw kersz-
man” wyjasniaja: polski mikrobiolog i genetyk zZydow-

skiego pochodzenia. Dr Gustaw Kerszman urodzil sie
w 1930 roku w Warszawie, faktycznie w rodzinie oby-
wateli polskich zydowskiego pochodzenia. Ojciec Jego
byl okulistg, specjalizujacym si¢ w chirurgii ocznej,
matka ukonczyla romanistyke. Kerszmanowie miesz-
kali w Bialymstoku. Nalezeli do tego odlamu narodu
zydowskiego, ktory swa przysztos¢ widziat w $cislej-
szej w integracji z polskim spoteczenstwem. Rodzice
cho¢ znali swoje korzenie, jako ludzie wyksztalceni
i $wiatli, w imi¢ ,,nowoczesnos$ci” jak sadzg, nie chodzili
juz do synagogi oraz nie uczestniczyli zyciu religijnym
spolecznosci zydowskiej biatostocku. Jednakze, jeszcze
przed wybuchem wojny ich stosunek do tradycji wspot-
plemiencéw nieco ulegl zmianie, a to wskutek niesmia-
tej jeszcze propagandy antysemickiej w Bialymstoku.
W 1941 roku cala rodzina zostala zamknieta przez
Niemcow w getcie. Koszmar tych dni i dni nastepu-
jacych po wyzwoleniu Polski opisal dr Kerszman
w ksiazce pt. ,, Jak gingc to razem” (Ksiazka i Wiedza,
2006). Czesto w Jego wspomnieniach z przesztosci
powracal obraz Jego zydowskich kolegéw z Bialego-
stoku, ktorzy zgineli — pozostal przy zyciu tylko On.
Podobnie traumatyczne do$wiadczenia z Warszawy
staly sie Jego wlasnoscia, gdy Kerszmanowie po opusz-
czeniu w 1943 r. getta bialostockiego przedostali si¢ do
Warszawy. Ukrywali si¢ na ,falszywych papierach”
po aryjskiej stronie, byli $wiadkami masowej zagtady
zydoéw w getcie warszawskim oraz w czasie powstania
w getcie. W Warszawie zginal jego Ojciec zadenun-
cjowany na gestapo przez tamtejszego szmalcownika.
Powstanie Warszawskie przezyt wraz z Matkg wérod
polskich przyjaciol. Po upadku powstania przebywat
w Skierniewicach.

W 1945 przyjechal do Lodzi i zaczal pracowaé na
Uniwersytecie Lodzkim, gdzie w 1967 roku uzyskal
tytul doktora habilitowanego. Rok pdzniej ukazala si¢
kolejna Jego ksigzka napisana z Bohdanem Rodkie-
wiczem pt. Wyktady z genetyki (Uniwersytet Lodzki,
PWN). Przezycia wojenne oraz propaganda nowych
wladz Polski, ktore obiecywaly lepszy $wiat, zdecydo-
waly - jak sadze — o opowiedzeniu si¢ dr Kerszmana
za nowym porzadkiem ustrojowym w Polsce. Zapisal
sie do Partii, jak zreszta wielu w tym czasie pragnacych
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dziata¢ dla dobra Kraju Polakéw. Jednak ,, pickne” teo-
rie gtoszone przez parti¢ w sposob zasadniczy rozmijaja
sie z praktyka. W kierownictwie 16dzkiej organizacji
przy UL zaczat uchodzi¢ za rewizjoniste. Z partii go
nie wyrzucono mimo, ze podstawowa komorka par-
tyjna Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi, starata si¢ bez
powodzenia to uczynic.

Tymczasem od 1967 roku zaczety w Polsce narasta¢
nastroje antysemickie, poczatkiem ich stala si¢ wojna
szeSciodniowa izraelsko-arabska, wtadze w Polsce
uznaly Izrael za agresora i rozpetaty akcje antysemicka.
Znaczenia nabrata w partii frakcja nacjonalistyczna tzw.
partyzantow. Nastroje antysemickie wzrosty w nastep-
nym roku, gdy po wystawieniu w Warszawie przez
Kazimierza Dejmka Dziadéw Adama Mickiewicza,
odpowiedni przedstawiciele PZPR uznali przedsta-
wienie za antyrosyjskie. Wtadze wstrzymaly wystawia-
nia tego spektaklu, co z kolei wywolato antyrzadowe
demonstracje studenckie, oraz protesty intelektualistow.
Wiadystaw Gomutka, 6wczesny I sekretarz partii, obar-
czyt wing za niepokoje w kraju syjonistow, ktérzy stano-
wi¢ mieli w Polsce .,V kolumne”. Zaczeto wiec zwalniaé
z pracy osoby pochodzenia zydowskiego nawet z nie
bardzo eksponowanych stanowisk — do zwalnianych
nalezeli gtéwnie profesorowie akademiccy, naukowcy,
literaci, artysci itp. W ciggu roku w atmosferze zastra-
szania wyjechala z ,,paszportami tylko w jedng strone”
wiekszo$¢ ocalatych z Holokaustu polskich inteligentow
zydowskiego pochodzenia. Dr Kerszman opuscil Polske
dos¢ pézno bo w roku 1969. O decyzji emigracji tak
mowil w jednym z wywiadow:

Zdecydowalismy z matkg, zZe wyjedziemy do Danii
albo do Szwecji. Izrael nie wchodzit w gre. Jestem
Polakiem, zawsze si¢ czutem Polakiem. Owszem,
bardzo lubig zydowskie poczucie humoru, ale Zydow-
ska kultura nie jest moja. Polska kultura jest moja.
Byta tez kulturg moich rodzicow. A to, co mnie tgczy
z zydostwem, to tylko Holocaust i solidarnos¢ z ofia-
rami antysemityzmu.

Zatrzymal si¢ z Matka w Kopenhadze, poczatkowo
pracowal na Uniwersytecie Kopenhaskim, a w latach
1972-2002 wyktadal biologi¢ molekularng i genetyke
na Uniwersytecie w Roskilde (Dania). Jak méwili mi
znajomi bardzo tesknil za Polska, wielokrotnie sktadat
prosby o pozwolenie powrotu a przynajmniej odwie-
dzenia kraju, zawsze spotykat si¢ z odmowa. Iskierka
nadziei pojawila si¢ w trakcie kolejnej odwilzy w Polsce,
po dojsciu do wladzy Edwarda Gierka. Tak o tym mowit
dr Kerszman:

Chciatem wrécié¢ dwa lata pézniej, w 1971 roku.
Po dojsciu Gierka do wtadzy. Do powrotu nama-
wial mnie moj przyjaciel Karol Taylor, profesor bio-
logii. Oferowat mi zaktad genetyki na uniwersytecie
w Gdarisku. Bytem zdecydowany. Ale okazalo sie, ze
musiatbym w szacie pokutnej prosi¢ wladze o zgode
na przywrocenie mi obywatelstwa i prawo przyjazdu
do Polski. Ta forma mi nie odpowiadata. Karol odpi-
sat, ze doskonale mnie rozumie.

W spisie publikacji, przedstawionych na witrynie
internetowej Uniwersytetu w Roskilde, ktéry widnieje
pod nazwiskiem dr Gustawa Kerszmana znalaztem
nastepujace pozycje: Lecture Notes for Genetic Spring
2008; Manual for Introductory Laboratory Course in
Molecular Biology — Bachelormodul in Molecular Bio-
logy; Lecture Notes for Biochemistry and Genetics. Sg to
gtéwnie podreczniki akademickie, jednakze dr Kersz-
man prowadzil réwniez badania o charakterze podsta-
wowym - pewnie z mysla o wykorzystaniu ich przy
opracowywaniu przysztych biotechnologii. Intereso-
wal si¢ efektami dziatania toksycznego platyny(II) na
drobnoustroje oraz uklady tkankowe. W toku 1997
wyglosit na tamtejszym Uniwersytecie wyklad pt.
Inactivation of T7 phage as an indicator of anticancer
of platinum complexes. Problemy ktérymi zajmowat
si¢ s tez zestawione na stronie internetowej Uniwer-
sytetu w Roskilde w formie hasel, moga to wiec by¢
tytuly nie opublikowanych artykutéw lub tytuly mono-
grafii na temat platyny(II). Dla przyktadu podaje tylko
dwie pozycje z tej listy: Bufor fosforanowy i stezenie soli
w podlozu wpltywajq na inaktywacje faga T4 przez kom-
pleksy platyny(Il) i Platyna(1I) blokuje wejscie DNA faga
T4 do komérek gospodarza itp. Nalezy w tym miejscu
nadmieni¢, iz platyna (II) i platyna (IV) sg wykorzy-
stywane obecnie w réznych dziedzinach biotechnologii
a szczegblnie w medycynie, na przykiad: ukierunko-
wane niszczenie komorek nowotworowych przy lecze-
niu niektdérych rodzajéw raka.

Spotkatem dr Kerszmana w trakcie jednego z pierw-
szych jego przyjazdéw do kraju. Na prosbe wspdlnych
znajomych odebralem Go na lotnisku Chopina w War-
szawie i zawiozlem na spotkanie z prof. Amsterdam-
skim w palacu Staszica. Potem kilka razy z okazji swiat,
wymieniali$my sie pocztéwkami, a potem i to zamarto.
Czuje ogromny smutek, gdy mysle ze dr Kerszmana
juz nie ma wsrdd nas, czuje wielki smutek, gdy mysle
o tym jak w mojej ojczyznie niszczeni byli najlepsi
z najlepszych.

Jerzy Hrebenda
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REGULACJA BAKTERYJNYCH SYSTEMOW
RESTRYKCYJNO-MODYFIKACYJNYCH (R-M) TYPU II

Martyna Wesserling™*

'Gdanski Uniwersytet Medyczny, Katedra Biochemii Klinicznej, Zaklad Medycyny Molekularnej

Wplyneto w maju 2014 r.

1. Wistep. 2. Sposoby regulacji ekspresji gendw systeméw R-M typu II. 2.1. Kontrola ekspresji gendw systemu R-M poprzez metylotransferaze.
2.2. Gen endonukleazy restrykcyjnej polozony za genem metylotransferazy. 2.3. Regulacja ekspresji genéw poprzez antysensowne RNA.
3. Biatka kontrolujace C. 4. Struktura miejsc DNA do ktdrych wiaze si¢ biatko C (operator). 5. Mechanizm regulacji transkrypcji przez
biatko C. 6. Podsumowanie

Regulation of bacterial type II restriction-modification (R-M) systems

Abstract: Type 1I restriction-modification (R-M) systems encode two separate enzymes: a restriction endonuclease (R) and a DNA
methyltransferase (M). The action of the DNA sequence-specific methyltransferase protects the host DNA from cleavage by an associated
restriction enzyme. The function of type II restriction-modification system regulation is generally assumed to be prevention of bacterial
cell auto-restriction. The R and M genes must be regulated in such a way that the cell's own DNA is fully protected before restriction
endonuclease activity appears. There a variety of control mechanisms that ensure the correct temporal expression of R-M genes.
Unfortunately, the regulation mechanisms have not been well explored thus far. The understanding of the expression regulation of R-M
genes is important and may influence the direction of research on new therapeutic methods.

1. Introduction. 2. Regulation of type II R-M gene expression systems. 2.1. Control of R-M gene expression by methyltransferase.
2.2. Restriction endonuclease gene located downstream of the methyltransferase gene. 2.3. Regulation of gene expression by antisense
RNA. 3. Controller proteins. 4. The structure of C protein binding sites. 5. The mechanism of transcription regulation by C protein.

6. Summary

Stowa kluczowe: biatko C, regulacja ekspresji, systemy restrykcyjno-modyfikacyjne

Key words:

C protein, restriction-modification systems, regulation of expression

1. Wstep

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M) typu II
skladajg sie z enzymow, ktdre oddzialuja ze specyficz-
nymi sekwencjami DNA. Systemy te obejmuja dwie
aktywnosci enzymatyczne: endonukleolityczng i mody-
tikacyjng (metylujaca).

Endonukleazy restrykcyjne klasy II hydrolizujg
dwuniciowy DNA w obrebie rozpoznawanej przez nie
sekwencji lub w jej poblizu. Sekwencja ta zazwyczaj ma
posta¢ palindromu i liczy od 4 do 8 par zasad. Metylo-
transferazy sa kodowane przez odrebne geny systemu
R-M, katalizujg reakcje kowalencyjnego przytaczania
grup metylowych do zasad azotowych nukleotydow.
Oba enzymy rozpoznaja i modyfikuja te same sekwencje
DNA. DNA metylowany w takiej sekwencji jest oporny
na dzialanie pokrewnej endonukleazy, co w warunkach
in vivo chroni genom bakterii przed endogennym enzy-
mem restrykcyjnym. Systemy R-M czesto poréwnuje sie
do systemow toksyna — antytoksyna. W systemach tych
toksyna jest endonukleaza restrykcyjna, ktérej wysoki
poziom ekspresji zapewnia komorce bakterii ochrone
przed wirusami poprzez specyficzne ciecie obcego DNA.
Jednakze zbyt duze stezenie tego enzymu prowadzi do
uszkodzen materiatu genetycznego bakterii i moze skut-

kowa¢ $miercig gospodarza, jesli poziom metylotransfe-
razy — antytoksyny, zapewniajacej ochronng metylacje
genomu nie jest wystarczajacy.

Geny niektorych systeméw R-M niesione sg na
ruchomych elementach genetycznych takich jak plaz-
midy, transpozony. Bardzo czesto podlegaja wymianie
pomiedzy gatunkami na drodze horyzontalnego trans-
feru gendw [13, 26, 36].

2. Sposoby regulacji ekspresji genow
systemow R-M typu II

Analizy poréwnawcze wykazaly rdznice w organi-
zacji genow systemow R-M typu II, a takze odmienne
mechanizmy molekularne, ktére kontrolujg ekspresje
genow metylotransferazy i endonukleazy w tych sys-
temach.

2.1. Kontrola ekspresji genow systemu R-M
poprzez metylotransferaze

Dzialanie systeméw R-M opiera si¢ na zalozeniu,
ze ekspresja genu endonukleazy restrykcyjnej powinna
by¢ w pewien sposdb zalezna od aktywnosci lub

* Autor korespondencyjny: Gdanski Uniwersytet Medyczny, Katedra Biochemii Klinicznej, Zaklad Medycyny Molekularnej, ul. Debinki 7,

80-211 Gdansk; tel. 784 517 548; e-mail: m.wesserling@gumed.edu.pl
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stezenia metylotransferazy w komorce gospodarza
(biofeed-back). Kontrola ekspresji genow systemu R-M
poprzez metylaze zwigzana jest z aktywnoscig enzymu,
jak i z jego powinowactwem do sekwencji operatoro-
wych niezwigzanych z miejscami metylacji DNA. Kiedy
metylotransferaza zwiaze si¢ z operatorem, stanowi
przeszkode dla polimerazy RNA i uniemozliwia jej
przytaczenie si¢ do promotora. W obydwu przypadkach
obnizony poziom transkrypcji enzymu modyfikujacego
prowadzi do wydajnej transkrypcji genu kodujacego
endonukleaze restrykcyjng [25].

W niektérych poznanych systemach R-M metylaza
pelni role regulatora transkrypcji swojego genu oraz
aktywacji promotora dla endonukleazy. Przykladem
moze by¢ system R-M CfrBI z Citrobacter freundi [5].
Geny tego systemu s3 utozone w odwrotnej orientacji
wobec siebie (Rys. 1). Kodony startu transkrypcji dla
¢frBIR i cfrBIM oddzielone s3 odcinkiem o dtugosci
76 p.z. W systemie tym promotor ¢frBIM jest znacznie
silniejszy niz cfrBIR. Dzigki temu po przejsciu systemu
do nowego gospodarza najpierw syntetyzowana jest
metylaza. Wzrost stezenia metylazy w komorce obniza
poziom transkrypcji ¢frBIM i jednocze$nie wplywa na
podwyzszenie ekspresji cfrBIR. Efekt ten zalezny jest
od metylacji sekwencji w regionie promotorowym
CfrBI [5]. Kontrola transkrypcji zalezna jest od kowa-
lencyjnych modyfikacji grup metylowych w specy-
ficznej sekwencji DNA w obrebie silnego promotora
cfrBIM, wprowadzanych poprzez metylotransferaze,
ktéra transkrybowana jest z tego promotora.

Podobne mechanizmy kontrolujace zostaly poznane
w systemie R-M LlaDII z Lactococcus lactis, ktory po-

siada geny zorganizowane w tandem, llaDIIM i llaDIIR,
ktére posiadaja swoje wlasne, odrebne promotory
(Rys. 1). Pomiedzy tymi genami znajduje si¢ termina-
tor transkrypcji. Eksperymenty z uzyciem plazmidu,
w ktérym gen reporterowy pozostawal pod kontrola
promotora llaDIIM pokazaly, ze aktywnos¢ tego pro-
motora byta obnizona w przypadku stale produkowa-
nej metylotransferazy [7]. Wydaje si¢, Ze metylacja
w obrebie miejsca —35 promotora obniza efektywnosé
transkrypcji z promotora llaDIIM podobnie jak w przy-
padku systemu CfrBI.

2.2. Gen endonukleazy restrykcyjnej potozony
za genem metylotransferazy

W systemie R-M Cfr91 geny zorganizowane s3 w ten
sposob, ze ostatni kodon dla metylotransferazy naklada
sie z kodonem startu dla genu ednonukleazy (ATGA)
(translational coupling), (Rys. 1). Ponadto sekwencja
nukleotydowa komplementarna do przypuszczalnej
sekwencji Shine-Delgarno poprzedza cfr9IR i lezy
wewnatrz cfr9IM.

Takie ulozenie genéw systemu restrykcyjno-mody-
fikacyjnego moze wpltywa¢ na wydajnos¢ transkrypcji
genu endonukleazy [13, 14].

2.3. Regulacja ekspresji genow poprzez
antysensowne RNA

Sposdb regulacji ekspresji genéw poprzez antysen-
sowne RNA zostal opisany na przykladzie systemow
EcoRI, Sall i Eco29kl.

CfrBi
R M
LiaDII 4E-9—|_’:F

R

CFrol
M

EcoRi/ Sall

J@‘

T M

R

rﬁ»@—

Eco29kI %: >~
R M
Pvull -
C R M

Rys. 1. Schemat organizacji i regulacji genéw systeméw R-M

Gen endonukleazy restrykcyjnej (R) oznaczono kolorem czarnym, metylotransferazy (M) oznaczono kolorem biatym.
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W systemie R-M EcoRI, gdzie gen endonukleazy
polozony jest powyzej genu metylotransferazy, a oba
geny znajduja sie w tej samej orientacji, zidentyfikowano
promotory na dolnej nici, ktére wptywaja na poziom
ekspresji obu gendw [21], (Rys. 1). Mechanizm regulacji
przez antysensowne RNA jest biologicznie istotny dla
bakterii w kontrolowaniu ekspresji genu ecoRIR.

Po wniknieciu systemu R-M do nowego gospoda-
rza dominuje transkrypcja z promotora genu metylo-
transferazy. Akumulacja odpowiedniej ilosci M.EcoRI
w komoérce powoduje rozpoczecie transkrypcji z od-
wrotnego promotora i zahamowanie aktywnosci genu
ecoRIM [21]. Analogiczny sposob regulacji zaobser-
wowano w systemie R-M Eco29KkI (Rys. 1). Oba geny
tworzga jeden operon, w ktérym eco29kIR poprzedza
eco29kIM. Wykazano, ze odrebny promotor znajdu-
jacy sie w genie dla endonukleazy wystarcza aby syn-
tetyzowac tyle enzymu modyfikujacego, by catkowicie
ochroni¢ DNA gospodarza. Ponadto w systemie tym
poziom transkryptu eco29kIR §cisle zalezy od dwdch
antysensownych promotoréw lezacych w obrebie tego
genu [22]. Te antysensowne transkrypty uniemozliwiaja
inicjacje translacji bicistronowego eco29kIR-eco29kIM
mRNA poprzez jego degradacje. Zaréwno eco29kIM,
jak i antysensowne promotory s3 niezbedne do tego,
aby system mogl si¢ stabilnie utrzymaé w komorce
bakteryjnej [22]. W operonie Sall, gen kodujacy enzym
odpowiedzialny za restrykcje¢ znajduje si¢ powyzej genu
kodujacego enzym metylujacy (Rys. 1). Oba geny sg
gléwnie transkrybowane z promotora zlokalizowanego
bezposrednio powyzej sallR.

W operonie tym znajduje si¢ rdwniez inny promotor
w obrebie 3’ konca kodujacego sallR, co pozwala na
ekspresje genu salIM w przypadku braku aktywnosci
promotora pierwszego. Drugi promotor moze by¢
zaangazowany we wczesniejsza ekspresje genu mety-
lujacego, chronigcego DNA przed dziataniem endonu-
kleazy restrykcyjnej, po tym jak system R-M zostanie
przekazany do nowego gospodarza [2].

3. Bialka kontrolujace C

Szczegbdlowe prace nad analizg sekwencji nukleo-
tydowych systemoéw restrykcyjno-modyfikacyjnych
BamHI oraz Pvull wykazaly obecnos¢ dodatkowej
ramki odczytu genu (ORF), znajdujacej si¢ najczesciej
tuz przed genem endonukleazy restrykcyjnej, poza
genem metylotransferazy [1, 31, 21]. Zaobserwowano,
ze mutacje w obrebie tej dodatkowej ramki odczytu
skutkuja brakiem wtasciwosci restrykcyjnych systemu,
nawet jesli gen endonukleazy pozostaje niezmutowany.

Efekt ten zostaje zniesiony w ukladzie in trans
przez dodanie do bakterii plazmidu niosacego kopie
OREF typu dzikiego. Biatka kodowane przez te dodat-

kowe ramki odczytu zostaly nazwane biatkami C
(controller). Regulacja systemow restrykcyjno-mody-
tikacyjnych poprzez bialko C po raz pierwszy zostata
opisana w systemie Pvull [32]. Zaobserwowano, ze
gen kodujacy biatko regulatorowe i gen endonukleazy
pvullR nakladaja si¢ na siebie i majg t¢ samg orientacje
(Rys. 1). Okazalo sig, ze ekspresja genu endonukleazy
zachodzi efektywnie dopiero po nagromadzeniu sie
odpowiedniej ilosci biatka C w komorce, ktére dziata
jak pozytywny regulator ekspresji, opdzniajac jedno-
cze$nie pojawienie si¢ aktywnosci toksycznej endo-
nukleazy. Natomiast drugi enzym metylotransferaza
produkowana jest niezaleznie od syntezy biatka C. Jest
to dodatkowy mechanizm, ktory chroni bakterie przed
zbyt wczesnym pojawieniem si¢ aktywnosci endonu-
kleazy restrykcyjnej [20, 32]. Stwierdzono réwniez, ze
biatka C majg zdolno$¢ ograniczenia ekspresji genu
metylotransferazy, w przypadku gdy caty DNA komor-
kowy zostal zmodyfikowany [17, 33, 34].

Ustalono struktury krystaliczne biatek C, C.AdhI
[16], C.BcII [26], a takze C.Csp231 [30]. Biatka te maja
forme dimeru, a struktura kazdego z monomerdw jest
analogiczna do domeny wigzacej DNA represora faga .
Zazwyczaj gen kodujacy bialko C znajduje si¢ powyzej
genu endonukleazy i czesciowo si¢ z nim pokrywa [23].

4. Struktura miejsc DNA do ktorych wiaze si¢
bialko C (operator)

Geny kodujace bialka C znajdujq si¢ zazwyczaj przed
genem endonukleazy, badz czesciowo pokrywaja sie
z tym genem tworzac jeden operon. W obrebie sekwen-
cji promotorowej mozna wyodrebni¢ dwa miejsca wig-
zania si¢ dla bialka C. Kiedy dimer bialkowy zwiaze
sie ze specyficzng sekwencja w obrebie promotora roz-
poczyna si¢ transkrypcja, wzrasta wydajnos¢ ekspresji
genu endonukleazy. Aktywacja zalezna od biatka kon-
trolujacego C moze obejmowac oddzialywanie biatko-
-biatko migdzy C a podjednostka o polimerazy RNA,
ktdra rozpoznaje sekwencje —35 i —10 promotora.

Na podstawie analizy sekwencji tych biatek wyka-
zano obecno$¢ wysoce konserwowanego regionu
przypominajacego strukture helisa-skret-helisa (helix-
-turn-helix), charakterystycznego dla licznych bialek
regulatorowych wiazacych DNA.

Duza réznorodno$¢ wérdd systemdw restrykcyjno-
-modyfikacyjnych wskazuje na przypuszczalne réznice
w budowie sekwencji miejsc DNA wigzacych biatka C.

Na podstawie badan bioinformatycznych miejsca
wigzania si¢ tych bialek z DNA wyodrebniono 9 grup
[28]. Wszystkie operatory maja podobng dlugos¢:
35 par zasad, podobng budowe, na ktéra skladajg sie
trzy pierwsze zasady na zewnatrz danego motywu. Te
trzy zasady nukleotydowe sg z reguly komplementarne.
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Typowe miejsce C (C-box) sklada si¢ z dwoch kopii
takiej samej, palindromowej sekwencji.

Sa one oddzielone $cisle konserwowana, niesyme-
tryczna sekwencja GTG. Na podstawie podobienstwa
sekwencji i specyficznoéci wystepowania nukleoty-
dow, miejsca wigzania zostaly sklasyfikowane w grupy,
ktore nazwano: C.Pvull, C.EcoRV i C.EcoO1091 [20,
18, 12]. Miejsca C.Pvull maja strukture dwdch krot-
kich palindroméw, przedzielonych $cisle konserwo-
wang cztero-nukleotydowg sekwencjg. Dwa ramiona
palindromowe stanowig miejsce wigzania dla mono-
mer6w biatka C. W przeciwienstwie do C.Pvull, miej-
sca wigzania C.EcoRV i C.EcoO109I s3 pojedynczymi
palindromami.

Wyrdznia sie réwniez motywy wsrdéd sekwencji
nukleotydowych, do ktérych przylacza si¢ biatko C.
Typowa budowe takiego motywu mozna przedsta-
wi¢ jako Z-X-N-X*-GTG-x-n-x*-Z*, gdzie X oznacza
wewnetrzne palindromy, N wewnetrzne nie palindro-
mowe sekwencje w operatorach, Z wskazuje zewnetrzne
tréjnukleotydowe obszary, gwiazdki oznaczajg miejsca
komplementarne. Duze litery oznaczaja wysoko kon-
serwowane nukleotydy lub sekwencje wigzace biatko C,
a male, te o nizszej powtarzalnosci wsréd badanych
systemow [28].

5. Mechanizm regulacji transkrypcji przez biatko C

Bialka C przylaczaja si¢ do DNA w postaci dime-
réw [29], dlatego poznane miejsca wigzania majg struk-
ture palindromu. W systemie EcoRV wykazano obec-
nos¢ dwdch miejsc wigzania sie tych bialek w obrebie
sekwencji regulatorowej genu kodujacego biatko C.
Region znajdujacy si¢ przed miejscem startu trans-
krypcji ma wyzsze powinowactwo do wigzania si¢
dimeréw C, co wplywa efektywnie na wzrost stezenia
biatka w komorce. Natomiast zwigzanie sie biatka C
z obszarem ponizej miejsca startu transkrypcji skut-
kuje obnizeniem poziomu transkrypcji genu [27, 33].
W systemach R-M, ktore posiadaja gen C czesto nie
obserwuje si¢ wlasnego promotora dla genu enzymu
restrykcyjnego. Otwarte ramki odczytu dla obydwu
genow zachodzg na siebie i transkrypcja genu toksycz-
nej dla komorki endonukleazy zalezna jest od regula-
torowego biatka C [36]. Po przejsciu systemu R-M do
komorki bakteryjnej istotna rola biatka C polega wigc
na opoznieniu transkrypcji genu endonukleazy po
to, aby umozliwi¢ metylotransferazie ochrone DNA
nowego gospodarza [19].

Réwniez ekspresja genu metylazy podlega kon-
troli poprzez biatko C. W systemie EcoRV, gdzie geny
metylazy i biatka C oraz endonukleazy restrykcyjnej
polozone sa w przeciwnej orientacji, zwigzanie si¢
biatka C z jedna z sekwencji palindormowych urucha-

mia transkrypcje genu enzymu endonukleolitycznego,
ale hamuje produkcje metylotransferazy, poniewaz
istnieje wspolzawodnictwo pomiedzy zwigzaniem si¢
biatka C z typowym miejscem C i aktywacja promotora
dla endonukleazy, a pokrywajacym sie¢ z tym regionem
promotorem dla metylazy [27].

W przypadku systemu Esp13961, gen metylotrans-
ferazy zlokalizowany jest w znacznej odlegtosci od
operonu biatka C i endonukleazy [4, 6]. Jednak miej-
sce promotorowe genu enzymu metylujacego zawiera
sekwencje wigzace biatko C. Wiazac sie do tego miejsca,
biatko C uniemozliwia polimerazie RNA rozpoczecie
transkrypcji. W ten sposob biatko C wplywa na poziom
ekspresji genow enzyméw. W systemie Kpn2I gen
metylazy i biatka C sg zorganizowane w przeciwnych
kierunkach, biatko C stymuluje transkrypcje wlasnego
genu i jednoczesnie redukuje stezenie enzymu metylu-
jacego w komorce [15]. W obu przypadkach kontrola
transkrypcji gendw umozliwia obnizenie poczatkowo
wysokiego stezenia w komorce metylotransferazy i wia-
czenie aktywnosci endonukleolitycznej systemu.

6. Podsumowanie

Lokalizacja systemow restrykcyjno-modyfikacyj-
nych na ruchomych elementach genetycznych i ich
powszechnos¢ w komoérkach bakteryjnych wskazuje,
ze odgrywaja one wazng role w przeplywie informa-
cji genetycznej miedzy bakteriami a takze w regulacji
genoéw kodujacych czynniki wirulencji patogenéw
[9-11]. Obecnos¢ systemow R-M w komorce zwigzana
jest rowniez ze stopniem adaptacji bakterii do Zycia
w srodowisku. W przypadku gatunkéw jak Helicobac-
ter pylori geny kodujace systemy R-M wplywaja na
mozliwo$¢ bytowania bakterii w kwasnym srodowisku
zoladka [3]. Wykazano takze wazng role endonukle-
azy restrykcyjnej w procesie horyzontalnego przeptywu
gendéw wérdd metycylinoopornych szczepow Staphylo-
coccus aureus [8]. Szczepy z ograniczong aktywnoscia
tego enzymu byly szczegdlnie podatne na przepltyw
informacji genetycznej od innych gatunkéw takich jak
Escherichia coli i z tatwoscig nabywaly gen opornosci
na wankomycyne od enterokokow [8].

Regulacja ekspresji gendw systeméw R-M nie jest
jeszcze dobrze poznana, cho¢ pewne elementy kontroli
zostaly zidentyfikowane i podlegaja intensywnym bada-
niom. Pojawianie si¢ kolejnych szczepéw opornych na
wigkszos¢ dostepnych antybiotykdéw stanowi obecnie
powazny problem epidemiologiczny na calym $wiecie.
Szczegblowa analiza bakteryjnych systeméw R-M zaan-
gazowanych w horyzontalny przeptyw genéw i pozna-
nie sposobu ich regulacji moze wyznaczy¢ nowe trendy
w poszukiwaniu terapii choréb wywolywanych przez
szczepy wielooporne.
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Successor of polio virus - enterovirus 71

Abstract: Enterovirus 71 (EV71) is one of the most important causes of hand, foot, and mouth disease. It can also cause severe complications
of the central nervous system. Brain stem encephalitis with pulmonary edema is a severe complication that can lead to death. EV71 was
first isolated in California in 1969. Since the late 1990s, EV71 has seriously affected the Asia-Pacific region. In recent years, there have
been an increasing number of reports of HFMD outbreaks with fatal cases due to EV71 in Asian countries. Generally, EV-71 is divided
into three broad genotypes: A, B and C, based on analysis of complete genome sequences of many strains. Recent studies suggest that
recombination has played a crucial role in EV71 evolution. Poliovirus, another enterovirus, is nearly completely eradicated as a result of
global immunization efforts. EV71 may become an important pathogen, replacing poliovirus, with increasing health threat to humans.
Prevention of EV71 epidemics is likely to require the development of an effective vaccine. This is an important public health problem
causing serious clinical illness and, potentially, death in young children.
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1. Wstep

Wirus polio towarzyszy cztowiekowi juz od czasow
starozytnych, o czym moze $wiadczy¢ staroegipska
stela, czyli pomnik nagrobny, przedstawiajacy mez-
czyzne ze stopa znieksztalcong charakterystycznie dla
postaci porazennej poliomyelitis. Przez tysiace lat byla
to choroba rzadka, wigkszo$¢ przypadkéw zachorowan
dotyczyla dzieci do 4 roku zycia. Pierwsze mate lokalne
epidemie mialy miejsce okoto 1900 roku w Stanach
Zjednoczonych Ameryki (USA) i w Europie. W pierw-
szej polowie XX wieku wybuchta juz wielka pandemia
poliomyelitis, chorowaly gléwnie dzieci w wieku od 5 do
9 lat, jedna trzecia przypadkéw dotyczyta osob powyzej
15 roku zycia, co spowodowalo, ze trwalych porazen
po zachorowaniu byto duzo wiecej niz gdy chorowaty
mate dzieci i niemowleta. W 1952 w USA zachoro-
walo 58 000 0sdb, z czego ponad 3 000 zmarto, a 20 000
doznato trwalych porazen [79]. Obecnie program era-
dykacji poliomyelitis zmierza ku koncowi, w 2013 roku
na calym $wiecie wystapilo 416 przypadkéw zachoro-
wan wywotlanych dzikim poliowirusem. Ostatni odno-
towany przypadek zachorowania wywolanego dzikim
polio typu 2 mial miejsce w Indiach w 1999, wydaje
sie ze dziki wirus polio typu 3 takze zostal wyeradyko-
wany, ostatni opisany przypadek mial miejsce w Nigerii
w 2012 roku [67].

W latach 70 w Europie pojawily sie dwie duze epide-
mie, ktore poczatkowo przypisywano wirusowi polio, ze
wzgledu na duze podobienstwo obrazu klinicznego cho-
roby. Jednak okazalo sie, ze czynnikiem etiologicznym
licznych zachorowan byt po raz pierwszy wyizolowany
w 1969 roku w USA enterowirus 71 (EV71). Od lat 90,
w regionie Azji i Pacyfiku majg miejsce liczne epidemie
zudzialem EV71. W 2009 roku w Chinach zachorowalo
1,2 miliona os6b, odnotowano 353 przypadki $mier-
telne, byta to, jak dotad najwigksza z odnotowanych
epidemii [3]. Trzy lata pdzniej (2012) w Kambodzy
media informowaly o ,,tajemniczej chorobie”, na ktora
dzieci umieraja tuz po przyjeciu do szpitala. Dokfadne
badania laboratoryjne wykazaly obecnos¢ EV71 [71].
Historia EV71 jest bardzo podobna do historii wirusa
polio. Czy enterowirus 71 ma szanse zostac ,,najgroz-
niejszym” enterowirusem w sukeesji po ,,odchodzacym”
poliowirusie?

2. Budowa i klasyfikacja

Enterowirus 71 (EV71), podobnie jak inne wirusy
z rodziny Picornaviridae, to maty, bezostonkowy wirus,
o ikosahedralnym ksztalcie kapsydu, ktérego materia-
fem genetycznym jest jednoniciowe RNA o dodat-
niej polarnosci (+ssRNA). EV71 zaliczany jest do

* Autor korespondencyjny: Zaktad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Pafistwowy Zaklad Higieny, Chocimska 24,
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gatunku A enterowiruséw (EV-A), razem z wirusami
Coxsackie A (CV-A2-8, CV-A10, CV-A12, CV-Al4,
CV-A16) oraz z innymi enterowirusami (EV68, EV89,
EV90, EV91, EV92). Jest on najblizej spokrewniony
z wirusem Coxsackie A16 (CV-A16) [68], homologia
pomiedzy tymi dwoma typami na poziomie genomu
wynosi 77%, natomiast na poziomie sekwencji amino-
kwasowej 89%. Przypuszcza sie ze EV71 wyewoluowat
z CV-A16 okolo roku 1940 [76].

Monocistronowy genom EV71 zbudowany jest
z 7,4 tysiecy nukleotydéw. Na obu koncach nici znaj-
duja si¢ regiony niekodujace (UTR) stanowigce az
10% genomu wirusa. Koniec 5" nici RNA zwigzany jest
kowalencyjnie z bialkiem VPg, uczestniczgcym w pro-
cesie inicjacji replikacji, natomiast niekodujacy region
3} takze odpowiadajacy za inicjacje replikacji, zakon-
czony jest sekwencja poli(A) [65]. Pojedyncza otwarta
ramka odczytu koduje 11 biatek: 4 biatka strukturalne
(region P1) i 7 bialek niestrukturalnych (regiony P2
i P3). W wyniku translacji powstaje pojedyncza poli-
proteina o masie 250 kDa podlegajaca obrdbce proteoli-
tycznej. W wyniku proteolitycznego cigcia poliproteiny
powstajg trzy prekursorowe peptydy: P1, P2 i P3. Pep-
tyd P1 jest ciety na trzy biatka: VPO, VP1 i VP3, ktore
tacza si¢ ze sobg tworzac protomer, pie¢ protomeréw
formuje pentamer, a 12 pentamerdéw buduje prokap-
syd. Dopiero w trakcie dojrzewania kapsydu biatko VPO
ulega cieciu na VP2 i VP4. VP1, VP2 i VP3 sa bial-
kami powierzchniowymi kapsydu, natomiast biatko VP4
jest bialkiem wewnetrznym. Biatka kapsydu odpowia-
daja za wiazanie receptora na powierzchni wrazliwych
komorek. Peptydy P2 i P3 ciete s na 7 bialek pelnig-
cych funkcje niestrukturalne; jest wsréd nich RNA
zalezna polimeraza RNA 3Dpol [6, 37].

Ikosahedralny kapsyd jest pozbawiony ostonki, co
wplywa na stabilnos¢ wirusa w $rodowisku gospoda-
rza, czastki wirusa sg oporne na kwasy zoladkowe i bez
trudu przedostaja si¢ do jelita. EV71 jest oporny takze
na rozpuszczalniki organiczne (70% etanol, eter, chloro-
form), wirusa mozna inaktywowa¢ promieniowaniem
ultrafioletowym oraz stosujac $rodki dezynfekujace
zawierajace formaldehyd i chlor. Temperatura powy-
zej 56°C inaktywuje czastki EV71, natomiast w tempe-
raturze pokojowej wirus moze przetrwa¢ i zachowac
zakazno$¢ nawet kilka dni [16, 74]. Wirus ten znajdo-
wany byl w wodach powierzchniowych i podziemnych,
w $ciekach, a takze w goracych zrédlach [21, 34].

3. Receptory komdrkowe i replikacja

Gospodarzem dla enterowirusa 71 jest czlowiek.
Wirus wnika do komorki gospodarza poprzez polacze-
nie si¢ z receptorem znajdujacym si¢ na powierzchni
komorki wrazliwej. Jak dotad odkryto siedem recepto-

réw komorkowych wykorzystywanych przez enterowi-
rusy: 3 integryny, receptor dla wirusa polio (CD155),
czynnik DAF (CD55), ICAM-1 (CD54) i receptor dla
coxsackie i adenowiruséw (CAR) [63, 65]. Natomiast
enterowirus 71 wykorzystuje jeszcze cztery inne recep-
tory. W 2009 roku opisano dwa receptory dla EV71:
blonowe biatko wystepujace na leukocytach ludzkich
- glikoproteinowy ligand 1 P-selektyny (PSGL-1;
CD162) [57] oraz bialo transmembranowe zlokalizo-
wane na lizosomach i endosomach - SCARB2 [94].
SCARB?2 jest wszechobecny w organizmie czlowieka,
wykorzystywanie tego bialka jako receptora przez EV71
moze by¢ powodem rozwoju ogdlnoustrojowych zaka-
zenia. Z receptorem SCARB wigzg si¢ wszystkie geno-
typy EV71 oraz CV-A16. EV71 moze laczyc¢ sie takze
z wystepujacym w przewodzie pokarmowym i odde-
chowym glikanem powigzanym z kwasem sialowym
[93] oraz z receptorem DC-SIGN (CD209) [49] obec-
nym na komoérkach dendrytycznych i makrofagach,
odgrywajacym takze istotng role w rozwoju zakazenia
wywolanego wirusem HIV.

Przylaczenie czastki wirusowej do receptora pro-
wadzi zaréwno do zmian strukturalnych kapsydu
jak i blony komdrkowej, co skutkuje uwolnieniem
materialu genetycznego wirusa do cytoplazmy [90].
W komdrce gospodarza wirusowe RNA podlega trans-
lacji, powstajg biatka wirusowe, material genetyczny
podlega powieleniu, powstaja czastki potomne, osta-
tecznie dochodzi do lizy komorki i uwolnienia czgstek
potomnych [72, 75, 78, 91].

4. Przebieg zakazenia

Wirus szerzy si¢ gtéwnie na drodze fekalno-oralnej,
w mniejszym stopniu réwniez droga kropelkows [14,
77]. Wrotami zakazenia jest jama ustna, po wniknie-
ciu do organizmu wirus replikuje w migdatkach i jeli-
cie cienkim, nastepnie przenika do okolicznych weztow
chlonnych. Na tym etapie zakazenia choroba ma cha-
rakter bezobjawowy co ma miejsce u 70% przypadkow
os6b zakazonych. U czesci oséb zakazonych docho-
dzi jednak do zajecia przez wirusa watroby, $ledziony,
szpiku kostnego i kolejnych weztéw chlonnych. Wirus
moze przedostac sie takze do serca, ptuc, trzustki, bton
$luzowych, skory i do uktadu nerwowego.

Gléwne objawy zakazenia enterowirusem 71 to:
goraczka, pecherze w jamie ustnej, obnizona swiado-
mo$¢, nerwowosé, wymioty, kaszel i przezigbienie [82].
Najtagodniejsze w przebiegu sa postacie dermatolo-
giczne zakazenia: herpangina i choroba dloni, stop i ust
(HFMD), o wiele ostrzejsze w przebiegu sa choroby
ukladu nerwowego: zapalenie mézgu, zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych, czy ostre porazenie wiotkie
(AFP) [51, 85]. W przebiegu zakazenia EV71 zdarzaja
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sie takze: zapalenie mozdzku, zapalenie pnia moézgu,
encefalopatia miokloniczna Kinsobournea, Zespdt
Guillaina-Barrégo i poprzeczne zapalenie rdzenia kre-
gowego [82]. Wirus do o$rodkowego ukladu nerwo-
wego przedostaje si¢ za pomocg wstecznego transportu
aksonalnego, nerwem czaszkowym lub peryferyjnym.
Niewykluczone jest takze, ze wirus przekracza bariere
krew-mozg [22]. Zmiany powstale w o$rodkowym
ukladzie nerwowym pod wplywem zakazenia EV71
dotycza gléwnie istoty szarej rdzenia kregowego
i rdzenia przediuzonego, spotyka sie¢ je takze w pod-
wzgorzu, mozdzku i korze ruchowej, przypominaja one
obrzek, neuronofagie i guzki mikrogleju wystepujace
takze w zapaleniu mézgu powodowanym zakazeniami
innymi wirusami [74].

Jednak najczesciej wystepujace zakazenia osrodko-
wego ukladu nerwowego wywotane EV71 to zapalenie
mozgu i ostre porazenie wiotkie. Najcze$ciej obserwo-
wanymi objawami towarzyszacymi zapaleniu mézgu sa
mioklonie czyli gwaltowne i nagte skurcze poszczegél-
nych grup mig$niowych, wymioty i ataksja [61]. U nie-
ktorych pacjentéw z zapaleniem moézgu dochodzi do
obrzeku ptuc, zapasci sercowo-plucnej i krwotoku. Po
epidemii na Tajwanie 1998 roku opisano trzy stadia kli-
niczne choroby: 1) nieskomplikowane zapalenie mézgu
konczace si¢ w 100% wyzdrowieniem; 2) rozregulowa-
nie autonomicznego ukladu nerwowego konczace sig
w 100% wyzdrowieniem; 3) neurogenny obrzek ptuc
o $miertelnosci 80% [16, 46].

Po ustgpieniu ostrych objawéw zakazenia wirus caty
czas namnaza si¢ w organizmie gospodarza. Wirus izo-
lowany jest z gardla jeszcze 4 tygodnie po wystgpieniu
pierwszych objawdw, a z katu do 11 tygodni [14, 30,
61]. Tak dlugi okres wydzielania warunkuje szeroka
transmisje wirusa, najwi¢kszy wspdtczynnik transmi-
sji (52%) wystapil pomiedzy dzie¢mi do lat 6, rodzen-
stwem lub kuzynostwem. Dzieci s3 w wigkszym stopniu
zdolne do przekazywania wirusa niz dorosli [91].

5. EV71 na swiecie

Po raz pierwszy obraz choroby po zakazeniu
wirusem EV71 opisal Schmidt i wspoétracownicy
w 1974 roku. Opisali 20 przypadkéw zakazen cen-
tralnego ukladu nerwowego, w tym jeden przypadek
$miertelny, ktore mialy miejsce w Stanach Zjednoczo-
nych w latach 1969-1972 [70]. EV71 po raz pierwszy
zostal wyizolowany w 1969 roku w USA, w Kalifornii,
z kalu 9 miesiecznego dziecka chorego na zapalenie
mozgu. W latach 1969-1977 opisano dwie male epi-
demie wywolane przez EV71 w Kalifornii (23 przy-
padki) [54] i Nowym Jorku (28 przypadkow) [27],
chorzy rozwineli gléwnie objawy neurologiczne (31,
41, 51]. W tym samym czasie na §wiecie miaty miejsce

epidemie o szerokim spektrum choréb od HFMD
poprzez zapalenie mozgu, zapalenie opon mozgowo-
-rdzeniowych, porazenia, silne zakazenia ukladu
oddechowego i zapalenia mig¢$nia sercowego. Epide-
mie te mialy miejsce w: Australii (1972-1973 i 1986)
[28, 40]; Szwecji (1973); Japonii (1973 i 1978) [29,
38]; Bulgarii (1975) [26]; na Wegrzech (1978) [56]; we
Francji (1979), w Hong Kongu (1985) i w Filadelfii,
w USA (1987) [9, 31, 51]. Epidemie opisane od 1974 do
potowy lat 90 mialy charakter od tagodnych po ciezkie.
W Japonii w 1973 i 1978 roku zachorowato odpowied-
nio 3296 i 36 301 oséb [3]. Wiekszos¢ pacjentéw roz-
wineta typowa chorobe dloni, stop i ust, podobnie jak
w Australii w 1986 roku. W czasie epidemii w Bulgarii
w 1975 roku, zachorowalo 705 osob, wiekszo$¢ z nich
(77%) rozwinglo zapalenie opon moézgowo-rdzenio-
wych, okoto 21% mialo ostre porazenia wiotkie, odno-
towano 44 przypadki §miertelne [51, 74]. Na Wegrzech
w 1978 roku, zachorowalo 323 osoby, wigkszosci zacho-
rowan towarzyszyly objawy neurologiczne w postaci
zapalenia moézgu, zapalenia opon mézgowo-rdzenio-
wych i ostrych porazen wiotkich, obserwowano takze
pojedyncze przypadki HEMD, zmarto 47 oséb [56].

W drugiej potowie lat 90 wystapily dwie duze epi-
demie zwigzane z zakazeniami EV71. Pierwsza miala
miejsce w Malezji, w Sarawak, w 1997 roku, a druga
na Tajwanie w 1998 roku. W Malezji zachorowalo
2628 osob, w wiekszosci byly to przypadki HFMD
i herpanginy. W 30% przypadkéw dochodzito do zaka-
zenia osrodkowego uktadu nerwowego (zomr; AFP;
zapalenie mdzgu i pnia mdzgu; zapalenie rdzenia oraz
ataksje). U okoto polowy osob z objawami neurolo-
gicznymi (52%) mialy miejsce takze objawy skérne
w postaci HFMD. Po raz pierwszy obserwowano takze
przypadki ostrego zapalenia moézgu z obrzekiem pluc
i krwotokiem, szybko konczace si¢ $miercig. W czasie
tej epidemii zmarto 40 oséb [1, 10, 12]. Epidemia na Taj-
wanie byta spowodowana koinfekcjg EV71 i CV-A1l6.
Zachorowalo 129 106 o0s6b, wigkszo$¢ 0s6b rozwineta
objawy skérne: HFMD i herpanging (79%); zakazenia
osrodkowego ukladu nerwowego (zomr, zapalenie
mozgu i pnia, AFP) dotyczylo tylko 35% przypadkéow.
Wisrod zakazen osrodkowego ukladu nerwowego 41%
przypadkéw stanowily nieskomplikowane zapalenia
mozgu, w 44% zapaleniu mézgu towarzyszylo rozre-
gulowanie uktadu autonomicznego, a u 15% przypad-
kow dochodzito do obrzeku ptuc. Ciezkim zakazeniom
towarzyszyly krwotoki i zapalenie migé$nia sercowego.
Smiertelno$¢ w przypadkach z obrzekiem ptuc wyno-
sifa 90%, podczas gdy w przypadkach z objawami tylko
ze strony ukladu nerwowego wynosita 20%. Zarejestro-
wano 78 przypadkow $miertelnych [23, 32, 48].

XXTI wiek przynidst liczne i duze epidemie HFMD
w regionie Azji i Pacyfiku. W Australii, w 2000-2001,
do szpitali trafifo okoto 200 dzieci, w tym 9 miato
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objawy ze strony osrodkowego ukladu nerwowego,
a 5 0s6b rozwineto obrzek ptuc [3, 53]. W 2013 roku
zanotowano 30 przypadkéw zakazen EV71 z objawami
neurologicznymi.

W Brunei, w 2006 roku, zachorowalo 1681 dzieci,
u wigkszosci z nich zdiagnozowano HFMD lub herpan-
gine, trojka z nich zmarla w wyniku ciezkich choréb
neurologicznych [2].

W Chinach, w 2007 roku, epidemia HFMD wy-
buchta w prowincji Shandong [3], odnotowano 1 149 za-
chorowan, gléwnie wsrod dzieci ponizej 5 roku zycia
(84,4%). 11 przypadkéw HEMD (0,9%) zostata zakwali-
fikowana jako ciezkie, z towarzyszacymi komplikacjami
ze strony ukladu nerwowego. W czasie epidemii zmarlo
troje dzieci (0,3%; wiek < 3). W nastepnym roku (2008)
zarejestrowano 61 459 przypadkéw HFMD, prawie we
wszystkich prowincjach chinskich. Gtéwnie chorowaly
dzieci ponizej 5 roku zycia (92%), zmarlo 36 dzieci
[100]. W 2009 roku liczba zanotowanych przypadkow
HFMD na terenie Chin siegneta 1 155 525, ci¢zkie przy-
padki stanowity 1,2% (13 810), odnotowano 353 zgo-
néw (0,03%). Wigkszos¢ zachorowan dotyczyta dzieci
w wieku ponizej 6 lat (93%); dzieci ponizej 4 lat stano-
wity 75% wszystkich przypadkéw. Chorowalo 2 razy
wiecej chfopcow niz dziewczynek (1,8: 1) [3].

Po duzej epidemii na Tajwanie w 1998, w nastep-
nych latach mialy miejsce mniejsze epidemie w 2000
i 2001 roku, odnotowano 291 i 389 ciezkich przypad-
kéw oraz odpowiednio 41 i 55 przypadkdw $miertel-
nych [48]. Pomiedzy rokiem 1998 i 2005, liczba cigzkich
przypadkéw HEMD wystepujacych w ciagu roku wzro-
sta z 35 do 405 [23]. W tym 8-letnim okresie zanoto-
wano 1548 zachorowan o cigzkim przebiegu, w tym
93% dotyczylo dzieci ponizej 5 lat, a 75% dotyczylo
dzieci ponizej 3 roku zycia, w sumie zmarto 245 oséb.
Po 2005 roku liczba cigzkich przypadkéw i zgonow
wygladala nastepujaco: w 2006 roku 11 i 0; 2007: 12
i2;2008 — 3731 14; 2009 291 2 [3].

Od 1999 do 2005 w Japonii $rednio raportowano
42,7 przypadku HEMD na rok. Dwie epidemie mialy
miejsce w 2000 i 2003 roku, zachorowalo 205365
i 172659 oséb. Okolo 90% pacjentéw z HFMD byta
w wieku ponizej 6 lat [3].

W Malezji, od 2000 roku, miaty miejsce 4 epidemie:
w 2000 (konfekcja EV71 z E7), 2003, 2006, 2008 i 2009
[14, 25, 59, 66].

W Mongolii zglaszanie przypadkéw HFEMD roz-
poczeto w 2008 roku, w danym roku zarejestrowano
3210 przypadkow [3].

Zakazenia EV71 z rozwinieciem HFMD miaty miej-
sce takze w Korei (2008-2009; 719 przypadkow) [42],
w Indiach w 2007 [69] i na Tajlandii (2006, 2008-2009)
3, 20].

W Singapurze, w 2000 roku, miata miejsce duza epi-
demia HFMD, zachorowato 3 790 osdb, odnotowano

3 przypadki $miertelne. Kolejne epidemie mialy miej-
sce w latach: 2001 (5 187 przypadkéow); 2006 (15282)
12008 (15030) [3, 4].

W Wietnamie, w 2003 roku odnotowano liczne ostre
zapalenia mdzgu polgczone z HFMD. W 2005 roku
u 764 dzieci zdiagnozowano HFMD [80]. Kolejne epi-
demie zanotowano w latach 2007-2009 (2007 - 5717
(+23); 2008 — 10958 (+25); 2009 — 10632 (+23)) [3].
W 2011, odnotowano 77895 przypadkéw HFMD,
zmarlo ponad 137 oséb.

Poza duzymi epidemiami w rejonie Azji i Pacyfiku
zachorowania w wyniku zakazenia EV71 odnotowy-
wano na calym $wiecie: w USA [64], Holandii [83],
Norwegii [3], Austrii [62], Wielkiej Brytanii [7], Niem-
czech [3], Finlandii [33] i Francji [39].

6. Genotypy EV71 i zmiennos¢ wirusa

Na podstawie analizy dwoch genéw kodujacych
biatka strukturalne VP-1 i VP-4, opisano trzy geno-
typy EV71: A, B, C. Genotypy B i C podzielono na sub-
genotypy: C1-C5; B1-B5 [11, 84]. Na podstawie analizy
sekwencji VP-113D polimerazy RNA zaproponowano
utworzenie nowego genotypu D z genotypu C4 oraz
wlaczenie subgenotypu B5 do B4 [14]. Inna grupa
naukowcow zaproponowala takze utworzenie sub-
genotypu B0 dla szczepu, ktéry krazyl w Holandii
w latach 1963-1967, oraz CO0 dla szczepu, ktory krazyt
w Japonii w 1978 roku [15, 83]. Prototypowy szczep
BrCr EV-71 zidentyfikowany w Kalifornii w 1969 nale-
zal do genotypu A, genotyp ten nie byl opisywany do
2008 roku, kiedy to pojawit si¢ w czasie epidemii w Chi-
nach (Tabela I). Genotyp A wydaje si¢ by¢ stabilnym
genetycznie, poniewaz izolaty z 1969 i 2008 roku nie-
wiele sie roznia sekwencja nukleotydowa [96].

Subgenogrupy od Bl do B5 oraz C1, C2 i C4 s3
kosmopolityczne i wystepuja na calym $wiecie [55],
natomiast wystepowanie subgenogrup C3 i C5 ograni-
cza si¢ do Korei, Wietnamu, Tajlandii i Tajwanu [15].
Wspotkrazenie kilku subgenogrup jest obserwowane
w wielu krajach np.: w Malezji, w Stanach Zjednoczo-
nych Ameryki Péinocnej, na Tajwanie, w Japonii [8].
Subgenogrupy B1 i B2, powodujace gtéwnie epidemie
HFMD w latach 70 i 80 [51], zostaly zastgpione przez
nowe subgenogrupy (B3, B4, i B5), ktdre staly sie gru-
pami dominujacymi i wystepuja endemicznie w rejonie
Azji i Pacytiku, powodujac duze epidemie HFMD [52],
takze te z licznymi przypadkami $miertelnymi w Male-
zji i Tajwanie [24, 36, 43].

Subgenogrupa Cl1, ktéra po raz pierwszy zostata
opisana w Australii i USA w latach 80, od jej pierw-
szego opisania jest stale wykrywana w réznych krajach.
W latach 90 genogrupa C ulegla duzemu zrdznico-
waniu, pojawily si¢ nowe subgenogrupy w rejonie Azji
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Tabela I
Wystepowanie genotypéw EV71 na $wiecie [8, 10, 37, 45, 74]

1960-1969 1970-1979 1980-1989 1990-1999 2000-2009 2010-
Brunei B5
Chiny C4 A, C4 C4
Japonia B1, CO B1, B2, C1 B2, B3, B4, C2 B4, B5, C2, C4
Korea C3,C4
Malezja B3, B4, C1, C2 B4, B5, C1
Singapur B3, B4, C1 B4, B5, C1
Tajlandia B5, C1, C2, C4, C5
Tajwan Bl B4, C2,C4 B4, B5, C4, C5 C4
Wietnam Cl1,C4,C5 C4
Australia B2,Cl1 B3,C1,C2 B3, B4, Cl1,C4
Nowa Zelandia C1,C2 C2
Austria Cl1,C4
Bulgaria B1
Holandia BO BI1, B2 B2,C1 C1,C2 C1,C2
Norwegia Cl
Wegry B1 C4
Wielka Brytania Cl C1,C2 C1,C2
USA | A | Bl | B2, Cl | C1,C2 | C2 |

i Pacyfiku, m.in. C2, C4, i C5 zwigzane z $miertelnymi
przypadkami HFMD na Tajwanie (1998), w Chinach
(2008) i w Wietnamie (2005) [84].

W czasie syntezy pojedynczej kopii genomu EV71
RNA zalezna polimeraza RNA wstawia 1-2 bledne
zasady. Brak mechanizméw naprawczych skutkuje
duzym tempem mutacji podobnym to tego jaki wyste-
puje u poliowiruséw. Tempo mutacji EV71 szacuje sie
na 1,35 x 102 substytucji na nukleotyd/rok [9]. Tempo
mutacji w regionie kodujagcym powierzchniowe biatko
VP1 jest jeszcze wigksze i wynosi 4,5 x 10~ [76], wynika
to z wysokiej presji selekcyjnej ukladu immunolo-
gicznego gospodarza. Genom EV71 podlega cigglym
zmianom, o wysokiej zmiennosci genetycznej $wiadcza
liczne genotypy wirusa. Zrédlem zmiennoéci sg liczne
mutacje, wplyw ukladu immunologicznego gospo-
darza, ale takze czeste rekombinacje [65, 73]. Rekombi-
nacja przyczynia si¢ do wytworzenia nowych wariantéw
wirusa i zwiekszenia zmiennosci genetycznej, prowadzi
do zwigkszenia tempa ewolucji i mozliwo$ci napraw
uszkodzen RNA. Jest to najszybsza droga do nabywania
zmian genetycznych warunkujacych zmiany w wiru-
lencji wirusa. Do rekombinacji dochodzi gdy komérke
gospodarza zakazg jednoczesnie 2 typy wiruséw [37].
W czasie replikacji moze dojs¢ do cz¢sciowej wymiany
materialu genetycznego, w wyniku zmiany matrycy.
Moze dojs¢ do rekombinacji pomiedzy réznymi geno-
typami EV71 (rekombinacja intratypowa) oraz pomie-
dzy EV71 i innymi wirusami z grupy A enterowirusow
(rekombinacja intertypowa) [36, 95, 98]. Wigkszos¢
genotypow krazacych w rejonie Azji po 1997 roku to
rekombinanty [13]. Zaobserwowano, ze genotypy star-

sze, od dawna krazace w populacji, wywolujg 1zejsze
w przebiegu choroby niz nowopowstate genotypy cze-
sto wywolujace duze epidemie [84]. Wybuch epidemii
jest poprzedzony zmiang genotypu dominujacego [11,
74, 80], ktory pojawia sie w puli krazacych genotypow
od 2 do 5 lat przed staniem si¢ genotypem dominu-
jacym. Obserwacja ta potwierdza wyniki uzyskane
metoda zegara molekularnego, ktdre szacuja czas od
pojawienia si¢ nowego genotypu do spowodowania
przez niego epidemii na 2-5 lat dla genotypu Bi 1-5 lat
dla genotypu C [11, 37, 51, 76]. Znany jest przypadek
zmiany dominujacego genotypu w ciagu kilku miesigcy
(Japonia B5) [8].

7. Patogeneza

Najwigkszym czynnikiem ryzyka rozwoju ciezkiej
postaci choroby po zakazeniu EV71 jest wiek. Wraz
z wiekiem liczba 0s6b posiadajace odpornos¢ przeciw
EV71 jest coraz wieksza. Szacuje sig, ze 50% popula-
¢ji po 5 roku zycia posiada przeciwciala anty-EV71.
U malych dzieci do 6 miesigca zycia duzg role w odpor-
nos$ci na zakazenie odgrywajg przeciwciala matczyne
[18, 31]. Najbardziej narazone na zakazenia o ostrym
przebiegu, czesto konczacym sie zgonem, s3 dzieci
w wieku od 6 miesigca do 4 roku zycia. W czasie epi-
demii w 1998 roku na Tajwanie dzieci do lat 5 stanowily
89% 0s6b chorujacych [85].

Brak podatnos¢ gospodarza na rozwdj cigzkiej
postaci zakazenia zwigzana jest ze wcze$niej nabyta
odpornoscig krzyzows, co ttumaczy mlody wiek jako
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czynnik ryzyka rozwiniecia cigzkiego stadium choroby.
Odpornos¢ krzyzowa nabywana jest po wczesniejszym
zetknieciu si¢ z innym genotypem tego samego gatunku
wirusa lub wirusem blisko spokrewnionym. Badania
potwierdzily odpornos¢ krzyzowa pomiedzy genoty-
pami Bi C [74, 91].

Badania genetyczne przeprowadzone na Tajwanie
wykazaly, ze obecno$¢ antygenu zgodnosci tkankowej
HLA-A33 jest zwigzana ze zwiekszong wrazliwoscig na
zakazenia E71. W populacji azjatyckiej wystepowanie
HLA-A33 jest czgstsze niz wérod rasy bialej, czym thu-
maczy si¢ liczne epidemie EV71 w rejonie Azji. Suge-
ruje sie takze role HLA-A2 w rozwoju niewydolnosci
krazeniowej w pacjentow zakazonych EV71 [17].

Kolejny czynnikiem mogacym mie¢ wplyw na prze-
bieg zakazenia EV71 jest wystepowanie wspolzakazen.
W Malezji podczas epidemii w latach 1997, 2000 i 2003,
z materialéw pobranych od pacjentéw, oprocz EV71,
izolowano takze adenowirusy [10, 58]. Epidemie na
Tajwanie z 1998 roku i w Australii z 1999 roku byty
wywolane wspoéltzakazeniem EV-71 z CV-A16 (wirus
Coxsackie A 16). W czasie epidemii w Kambodzy
w 2012 roku, jako gléwng przyczyne $mierci dzieci
podano zakazenie mieszane EV71, wirusem dengi
i Streptococcus suis oraz bledne leczenie (uzycie stero-
idéw) [71]. Prawdopodobnie obecno$¢ dodatkowego
wirusa sprzyja replikacji EV71, lecz nie zawsze obec-
no$¢ dodatkowego czynnika wplywala na nasilenie
objawow klinicznych [10, 31, 58].

Obecnie w Azji gléwna przyczyna $mierci po zakaze-
niu EV71 jest zapalenie mézgu powigzane z dysfunkcja
sercowo-plucng [92], jeszcze w latach 80 glowna przy-
czyng bylo zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych.
Przyczyny obrzeku pluc, wystepujacego w najciezszych
przypadkach, nie sg znane. Do jego wystapienia moze
sie przyczyni¢: zwigkszona przepuszczalnos¢ naczyn,
zaburzenie czynnodci serca, takze obecno$¢ cytokin
prozapalnych. Obrzekowi pluc przypisuje si¢ pocho-
dzenie neurogenne, gdyz jest poprzedzony zakazeniem
os$rodkowego ukladu nerwowego. Badania po$miertne
pacjentdw, u ktorych wystapil obrzek ptuc, wykazaty
zmiany w o$rodkach oddechowych i wazomotorycznych
pnia moézgu. Wezesniejsze badania wykazaly, ze zmiany
patologiczne w OUN moga powodowac wzrost ci$nie-
nia (w tym plucnego) i wystapienie obrzgku ptuc [63,
74, 88]. Bardzo podobny obraz choroby z obrzgkiem
pluc po zajeciu przez wirusa osrodkéw rdzenie prze-
dluzonego mial miejsce w przypadkach postaci opusz-
kowej poliomyelitis. Obrzekowi ptuc towarzysza zabu-
rzenia pracy serca, nie obserwuje si¢ zmian zapalnych,
jedynie zmiany patologiczne podobne do tych, ktére
powstaja pod wpltywem katecholamin. Przypuszcza sie,
ze zapalenie mdzgu powoduje wzrost poziomu katecho-
lamin, ktére maja bezposredni wplyw na wywotywanie
zmian patologicznych serca oraz indukuja obrzek ptuc

poprzez wzrost ci$nienia [88]. Dodatkowo cytokiny
i chemokiny, ktorych stezenie wzrasta po zakazeniu
EV71, przyczyniaja si¢ do wzrostu przepuszczalnosci
naczyn [47, 89]. Obserwacje kliniczne wykazaly, ze
przy dajacym podobne zmiany w pniu mézgu japon-
skim zapaleniu mézgu nie dochodzi do obrzeku pluc,
chociaz moze wystapi¢ zespdt poliopodobny.

Zakazenia objawowe EV71 po epidemii na Tajwanie
w 1998 roku zostaly podzielone na cztery stadia [16,
46], dla kazdego stadium choroby opracowano odpo-
wiednie leczenie. Do stadium 1 zalicza si¢ objawy der-
matologiczne czyli HFMD (80%) i herpangine (10%)
oraz zapalenie gardla, niespecyficzne choroby goracz-
kowe (>39°C), wysypke i niezyt zZoladkowo-jelitowy.
Poza EV71, HFMD moga powodowa¢ inne enterowi-
rusy; CV-A4-6, CV-A9-10, CV-A16, CV-B2 i CV-B5,
ale tylko EV71 wywoluje ostrg posta¢ tej choroby
z licznymi powiktaniami [45]. HFMD moze przebiega¢
z owrzodzeniem jezyka i policzkéw, z wysypka rumie-
niowatg na dloniach, kolanach, stopach i posladkach,
ale takze zmiany moga by¢ niepozorne i zostaé prze-
oczone przez lekarza. Herpangina ma posta¢ owrzodze-
nia fuku podniebienia, sluzéwki policzkowej i jezyczka
[61]. Pacjenci z objawami stadium 1 nie wymagaja
hospitalizacji oraz leczenia.

Stadium 2 zakazenia EV71 dotyczy objawdw ze
strony uktadu nerwowego. Od 1 do 5 dni po wystapieniu
objawdw dermatologicznych moze pojawic sie: zapale-
nie mozgu, jalowe zapalenie opon moézgowo-rdzenio-
wych, zapalenie mézgu i rdzenia oraz ostre porazenie
wiotkie (AFP) [60]. Zapaleniu mézgu towarzysza mio-
klonie w czasie snu, letarg, $pigczka, sennos¢, drgawki,
ataksja, porazenie nerwu czaszkowego, niedroznos¢ jelit,
trudnosci w potykaniu, oczoplas, potliwos¢. Dla zapale-
nia opon mozgowo-rdzeniowych charakterystyczne sg:
wymioty, mioklonie, sztywnos¢ karku, bl glowy i draz-
liwo$¢ oraz placz. Objawy zapalenia opon moézgowo-
-rdzeniowych najczesciej ustepuja po 7 dniach. Ostre
porazenie wiotkie po zakazeniu EV71 jest zazwyczaj
tagodniejsze w przebiegu i czestej dochodzi do wyzdro-
wien niz po zakazeniu wirusem polio, objawia si¢ sta-
boscig konczyn i obnizonym refleksem. Sugeruje sie,
ze mechanizm powstawania AFP w przypadku zaka-
zenia EV71 jest odmienny od mechanizmu powstawa-
nia porazen po zakazeniu wirusem polio. Porazennie
ustepuje najczesciej po 10 dniach od pierwszych obja-
wow, ale polowa przypadkéw skutkuje dlugotrwalymi
nastepstwami, takimi jak atrofia i trudnosci w poru-
szaniu si¢. Zapalenie mozgu i rdzenia charakteryzuje
sie objawami wspolnymi z AFP. W stadium 2 choroby
zawsze wymagana jest hospitalizacja [16].

W 3 stadium choroby takze wystepuja objawy
neurologiczne, maja one posta¢ dysfunkeji autono-
micznego ukladu nerwowego, niewydolnosci sercowo-
-plucnej i obrzgku pluc. Objawy stadium 3 pojawiaja
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sie drugiego dnia po wystapieniu pierwszych objawéw
neurologicznych i sg to: tachykardia, przys$pieszony
oddech, cyjanoza i nadci$nienie, ktérym towarzyszy
goraczka i potliwo$¢. Moze dojs¢ do utraty $wiado-
mosci, niedoci$nienia, skapomoczu lub bezmoczu.
Jednocze$nie stadium 3 wigze sie ze wzmozong odpo-
wiedzig komorkowsq i postepujaca immunopatogeneza.
Obserwuje si¢ leukocytoze, hiperglikemie, niski poziom
komorek NK i limfocytow CD4+ i CD8+, wysoki
poziom cytokin porozapalnych: IL-6, IL-8, IL-10, IL-13,
IL-1f oraz y-interferonu, a takze czynnika TNF-a [86].
W Tajwanie w 1998 roku 80% chorych dzieci umie-
ralo w ciagu 12 godzin od pojawienia si¢ pierwszych
objawow stadium 3 choroby, w przypadku wystgpienia
niewydolnosci sercowo-plucnej $miertelno$¢ wynosita
90%. Wprowadzenie odpowiedniego leczenia dla 3 sta-
dium (intensywna opieka medyczna, intubacje, podanie
inotropéw) obniza $miertelno$¢ do 30%.

Stadium 4 choroby dotyczy zdrowienia oraz dlu-
gotrwalych nastepstw zakazenia w postaci atrofii i sta-
bosci konczyn, a takze obnizenia sprawnosci umystowej
[35]. Moze zaistnie¢ potrzeba podtrzymywania funkeji
zyciowych np. oddychania oraz karmienia.

Pacjenci w stadium 1 leczeni sa objawowo, sta-
dium 2 wymaga juz hospitalizacji i monitorowania pod-
stawowych czynnosci zyciowych. Podawane s3 diure-
tyki, furosemid, dozylna immunoglobulina (IVIG) oraz
milrinon. Wystepujaca przy ostrym zakazeniu EV71
uogoélniona odpowiedz zapalna moze by¢ regulowana
przez ludzka immunoglobuline, ktéra poprzez wpltyw
na sie¢ cytokin reguluje proces zapalny. Immunoglobu-
line podaje si¢ z pozytywnym skutkiem w przypadku
zakazen enterowirusowych u noworodkéw oraz w przy-
padkach miokarditéw, gdzie po podaniu dochodzi do
poprawy czynnosci serca i wyleczenia. Dozylna immu-
noglobulina stosowana byla z sukcesem takze w czasie
epidemii w Malezji i na Tajwanie [61]. Powszechnie
stosowany w chorobach serca milrinon - syntetyczny
inhibitor fosfodiestrazy o dzialaniu wazodylacyjnym
(rozszerza naczynia) i inotropowym (reguluje sile
skurczu serca), w przypadku ciezkich stadiow zaka-
zenia EV71 zmniejsza stezenie cytokin, a tym samym
redukuje stan zapalny, a takze zmniejsza opdr naczy-
niowy, zwieksza wydajnos¢ serca i znacznie redukuje
$miertelnos¢ [87]. Uzycie w terapii preparatéw inter-
feronéw, ktére hamuja replikacje wirusa, skutkowalo
wzrostem przezywalnoéci po zakazeniu EV71 [88].
Pacjenci w stadium 3 s3 poddawani intensywnej opiece
medycznej, wymagaja wspomagania oddychania oraz
podawania $rodkéw inotropowych. W przypadkach
niezytow zotadkowo-jelitowych dochodzi do odwod-
nienia i zmniejszenia objetosci krwi, stad niezbedne
jest kontrolowane podawanie ptynéw [61]. Stadium 4
to okres rekonwalescencji, wymagana jest rehabilitacja,
niekiedy takze monitorowanie czynnosci serca i ptuc.

8. Prace nad szczepionka

Wydaje sie, ze szczepienie, podobnie jak w przy-
padku wirusa polio, bedzie najefektywniejszym spo-
sobem kontroli epidemii spowodowanych EV71. Na
dzien dzisiejszy nie ma gotowej szczepionki przeciw
EV71, cho¢ w maju 2013 roku doniesiono o pomysl-
nym zakonczeniu 3 fazy badan klinicznych potencjalnej
szczepionki zawierajacej wirusa inaktywowanego [99].
Szczepionka powinna spelniac wiele kryteriow, przede
wszystkim powinna by¢ bezpieczna, szeroko dostepna,
a wiec fatwa w produkeji i tania. Populacje docelowa
stanowig dzieci do 3 roku zycia, gdyz sa one najwraz-
liwsze na zakazenie EV71.

Po epidemii w Bulgarii w 1975 roku, w Moskwie
stworzono szczepionke inaktywowana, ktdra miala
dziala¢ na tej samej zasadzie co inaktywowana szcze-
pionka Salka przeciw polio. Szczepionka zostala podana
dzieciom do 4 roku zycia w Bulgarii w 1976 roku byta
skuteczna i dobrze tolerowana, jednak nie zastosowano
jej na szeroka skale [45]. Produkcja tego typu szcze-
pionki wymaga inaktywacji szczepéw wirusowych
formaling lub wysoka temperaturg. Uzycie formaliny
zachowuje strukture czastek wirusowych i ich antyge-
nowos¢, tego typu preparat charakteryzuje si¢ wysoka
immunogennoscia. Inaktywacja wysoka temperatura
skutkuje nizsza immunogennoscig i potrzeba zastoso-
wania wigkszej dawki wirusa [90]. Poddawane probom
szczepionki wykorzystujg rozne genotypy wirusa jak B4
czy C2 [50]. Szczepionka inaktywowana wydaje si¢ by¢
obecnie najlepszym kandydatem ze wzgledu na usta-
lone i sprawdzone warunki przygotowania [16]. Jedna
z potencjalnych szczepionek przeszia pomyslnie trzecia
faze badan klinicznych [99].

Prace nad szczepionkg atenuowang skupily sie nad
konstrukejg wirusa szczepu prototypowego genotypu A,
genetycznie zmodyfikowanego, dziatajacego na tej samej
zasadzie co atenuowana szczepionka Sabina przeciw
polio [5]. Wprowadzono zmiany w rejonie 5UTR, 3’UTR
oraz w genie kodujacym polimeraze 3D, co spowodo-
walo obnizenie wirulencji i ograniczyto mozliwo$¢ trans-
misji wirusa. Skonstruowana szczepionka byta immu-
nogenna, dawata odporno$¢ krzyzowa przeciw wielu
genotypom EV71, ale podanie tej szczepionki powo-
dowato takze wystapienie fagodnych objawéw neuro-
logicznych, co wymaga dalszych badan. Ten typ szcze-
pionki wymaga badan stabilnosci wirusa, by wykluczy¢
ryzyko powrotu do formy wysoce zjadliwej [97].

Kolejna alternatywa jest zastosowanie pustych cza-
stek wirusowych skladajacych si¢ wylacznie z biatek
VP1 - VP4 [97]. Tego typu szczepionka wywoluje silng
odpowiedz immunologiczng humoralng i komdrkowa
i jej zastosowanie nie niesie ryzyka powrotu do formy
wirulentnej. Mozliwa jest doustna droga podania szcze-
pionki np. w formie transgenicznych roélin.
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Rozwaza si¢ takze mozliwo$¢ uzycia szczepionki
DNA [81], szczepionki zawierajgcej peptydy synte-
tyczne czy szczepionki podjednostkowej [44, 97].
Wszystkie te typy szczepionek nie niosa ryzyka powrotu
do neurowirulencji.

9. Zakonczenie

Enterowirus 71 to bardzo zmienny wirus, zdolny do
szybkiej ewolucji i powstawania nowych genotypow. Jest
wymieniamy wsrdd patogendw wywolujacych nowopo-
jawiajace si¢ zakazenia, ktérych znaczenie moze znacz-
nie wzrosng¢ w najblizszych latach. W bardzo krétkim
czasie enterowirus 71 z bycia rzadka przyczyng HFMD
stat sie powodem regularnych i duzych epidemii w rejo-
nie Azji i Pacyfiku, z wieloma ciezkimi komplikacjami
neurologicznymi czesto konczacymi sie $miercia.
W wielu krajach regionu azjatyckiego choroba ta jest
pod stalym nadzorem epidemiologicznym. Prowadzenie
tego typu programow zbierajacych dane kliniczne i epi-
demicznych, $ledzenie ewolucji i transmisji genotypow
jest bardzo istotne do czasu kiedy nie zostanie stwo-
rzona skuteczna szczepionka przeciw EV71 dostepna
do powszechnego uzycia. Fenomen duzych epidemii
w regionie Azji i Pacyfiku oraz jednoczesne krazenie
wirusa w pozostatych regionach $wiata bez wywotywa-
nia licznych zachorowan, budzi niepokoéj. Czy jest to
zapowiedz zblizajacej sie pandemii, ktdra ogarnie §wiat
podobnie jak pandemia poliomyelitis nagle wybuchia
w pierwszej potowie XX wieku? Czy w przededniu era-
dykacji dzikiego wirusa polio pojawil si¢ godny nastepca
w postaci enterowirusa 71? Odpowiedzi na te pytania
przyniesie czas, ale miejmy nadzieje, ze doswiadczenia,
ktore ludzko$¢ nabyta w walce z wirusem polio, pozwolg
na skuteczng walke z enterowirusem 71.
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1. Wprowadzenie. 2. Modelowy system szlaku utleniania Dsb Escherichia coli. 2.1. Charakterystyka bialek EcDsbA i EcDsbB. 2.2. Szlaki
utleniania i izomeryzacji/redukcji E. coli. 2.3. Rola motywu CXXC i petli cis-Pro151 biatka EcDsbA. 3. R6znorodnos¢ bakteryjnych szlakow
oksydacji biatek. 3.1. Zwielokrotniona liczba bialek DsbA. 3.2. Réznorodnos¢ strukturalna monomerycznych biatek DsbA. 3.3. Dimeryczne
oksydoreduktazy DsbA. 3.4. Obecnos¢ lub brak biatka pelniacego funkcje EcDsbB. 4. Specyficzno$¢ substratowa oksydoreduktaz DsbA.
4.1. Metody poszukiwania i lokalizacja substratow. 4.2. Czynniki wirulencji. 5. Inne systemy Dsb. 6. Podsumowanie

Diversity of the Dsb (disulfide bond) oxidative protein folding pathways in microbial world

Abstract: The introduction of structural disulfide bonds is crucial to the stability and activity of many extra-cytoplasmic proteins. The
disulfide bond formation is a rate-limiting step in the folding process of a protein. However, most microorganisms encode a machinery
to catalyse this oxidative protein folding step. In prototypic Escherichia coli oxidative pathway, the introduction of disulfide bridges into
folding proteins is mediated by the thioredoxin family members — Dsb system proteins. Correct oxidative protein folding in the E. coli
envelope depends on both EcDsbA and EcDsbB. Periplasmic oxidoreductase EcDsbA is a key disulfide bond formation catalyst, which
is maintained in its active form by membrane-bound protein EcDsbB. To date, over 300 EcDsbA homologues from different bacterial
organisms have been identified. Nevertheless, the structure, function and interactions of EcDsbA still remain the best studied. The rapidly
expanding number of sequenced bacterial genomes has revealed dramatic differences between the model E. coli oxidative pathway and the
pathway in other microorganisms. In this article, we review current knowledge about EcDsbA and focus on the diversity of the disulfide
bond generation pathways functioning in the microbial world.

1. Introduction. 2. The classical Escherichia coli thiol oxidizing pathway. 2.1. Characteristics of EcDsbA and EcDsbB proteins. 2.2. E. coli
oxidative and isomerization/reduction pathways. 2.3. The role of EcDsbA CXXC motif and cis-Pro151 loop. 3. Variety of bacterial oxidative
pathways. 3.1. Multiplied number of DsbAs. 3.2. Structural diversity of monomeric DsbA proteins. 3.3. Dimeric DsbA oxidoreductases.
3.4. The presence or absence of a protein acting as EcDsbB. 4. Substrate specificity of DsbA oxidoreductases. 4.1. Procedures for DsbA
substrates identification and methods of location analysis. 4.2. Virulence associated with DsbA substrates. 5. Other Dsb systems.
6. Conclusions

Slowa kluczowe: bakteryjny szlak utleniania, biatka Dsb, EcDsbA, mostki disiarczkowe
Keywords: Dsb proteins, EcDsbA, disulfide bonds, bacterial oxidative pathway

1. Wprowadzenie W komorkach bakterii Gram-ujemnych proces two-

rzenia wigzan disiarczkowych zachodzi w utleniajgcych

Potranslacyjna modyfikacja bialek jest istotnym
procesem biologicznym decydujacym o strukturze,
stabilno$ci i funkcjonalnosci wielu bialek. Jedna z naj-
czgsciej wystepujacych modyfikacji jest generowanie
mostkow disiarczkowych, polegajace na utlenianiu wol-
nych grup tiolowych cystein, z jednoczesnym uwolnie-
niem dwu elektronéw. Wigzania disiarczkowe obnizaja
entropi¢ konformacyjna, stabilizuja strukture trzecio-
rzedowgq i czwartorzedows bialek, podnoszg ich tempe-
rature topnienia, chronig biatka przed degradacja przez
proteazy, a takze, poprzez zmiane fadunku powierzch-
niowego i specyficznosci substratowej, pelnia funkcje
regulatorowe. Co wigcej, odwracalny charakter wpro-
wadzania mostkéw disiarczkowych stanowi mechanizm
sygnalizacyjny potencjatu redoks [4].

warunkach panujacych w przestrzeni peryplazmatycz-
nej. Generowanie mostkéw disiarczkowych jest etapem
ograniczajacym szybko$¢ faldowania bialek. Proces
ten in vivo jest katalizowany przez zespot biatek Dsb
(disulfide bond), dzigki czemu odbywa si¢ on nawet
w kilka sekund po syntezie biatka i transporcie poza
redukujgce srodowisko cytoplazmy [52, 63]. Pierwszym
opisanym i jak dotad najlepiej poznanym katalizatorem
reakcji w komoérkach bakteryjnych jest zidentyfikowana
we wezesnych latach 90-tych w komoérkach Escherichia
coli K-12 oksydoreduktaza EcDsbA. Analiza wielu aktu-
alnie dostepnych sekwencji nukleotydowych genomow
bakteryjnych, udokumentowata ogromna réznorod-
no$¢ systemoéw Dsb funkcjonujacych w komoérkach
innych niz E. coli mikroorganizmoéw [34].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Mieczni-

kowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: kjkryn@biol.uw.edu.pl
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2. Modelowy system szlaku utleniania Dsb
Escherichia coli

Z wyjatkiem kilku bezwzglednych beztlenowcow
preferujacych srodowisko redukujace, wiele bakterii
wyksztalcilo szlaki katalityczne umozliwiajace im
wprowadzanie wigzan -S-S- do struktury biatek poza-
cytoplazmatycznych. System oksydacyjny, funkcjonu-
jacy na terenie peryplazmy, znany powszechnie jako
system Dsb (disulfide bond formation system) zostal
najlepiej poznany i scharakteryzowany u E. coli K-12.
Oksydoreduktaza EcDsbA, wraz z kilkoma innymi
biatkami (DsbA-G) zaliczanymi do tego systemu,
zostala zaklasyfikowana do podrodziny tioredoksyn I.
Wszystkie zaliczane do niej biatka charakteryzuja sie
wystepowaniem umiejscowionego w domenie tiore-
doksynowej (TRX) $cisle konserwowanego, aktywnego
motywu CXXC (X oznacza dowolny aminokwas) oraz
charakterystyczna budowa przestrzenna. Lancuch tio-
redoksyny sktada sie z pieciu p-kartek otoczonych czte-
rema a-helisami, podzielonymi ze wzgledu na umiejs-
cowienie — na N-koncu struktury: flalf2a2p3, a na
C-koncu: 4B5a4. Konce polaczone sg a3-helisa [9, 61].

2.1. Charakterystyka bialek EcDsbA i EcDsbB

Charakterystyka strukturalna monomerycznego
bialka DsbA E.coli K-12 o masie 21kDa wykazata
zasadnicze rdznice pomiedzy strukturg EcDsbA,
a klasycznej tioredoksyny. Analiza krystalograficzna
ujawnita, ze w sktad EcDsbA wchodzi pie¢ skreco-
nych p-kartek umiejscowionych pomiedzy siedmioma
a-helisami. Wykazano réwniez, ze petla pomiedzy
a-helisg, a B,-kartka w zwoju tioredoksynowym jest
kluczowa do zachowania prawidlowej funkgji i sta-
bilnosci biatka, a umiejscowiona w jej obrebie Pro151
w konformacji cis, odleglta w strukturze pierwszorze-
dowej, znajduje si¢ blisko aktywnego motywu Cys30-
-Pro31-His32-Cys33 (CPHC) w sfaldowanym biatku.
Powyzej motywu katalitycznego zlokalizowano wsta-
wiona a-helikalng domene, ktéra najprawdopodobniej
zaangazowana jest w proces wigzania i rozpoznawania
substratow. Ponad to na powierzchni EcDsbA, poni-
zej aktywnego motywu CPHC, biegnie hydrofobowy
rowek zlozony z szeregu aminokwaséw aromatycznych
i alifatycznych, pelniacy istotng role w cyklu katalitycz-
nym oksydoreduktazy - jej wigzaniu i reoksydacji przez
partnera redoks — btonowe biatko EcDsbB [63].

Bialko EcDsbA jest jednym z najsilniejszych oksy-
dantow tiolowych, o potencjale redoks E” =-120mV,
wprowadzajagcym mostki disiarczkowe w  biatkach
substratowych szybko, zaréwno in vivo jak i in vitro.
Aktywno$¢ EcDsbA zalezy nie tylko od jego wiasci-
wosci biofizycznych, ale takze od aminokwasow
oddzielajacych zlokalizowane w N-koncowej czesci
pierwszej a -helisy zwoju tioredoksynowego cysteiny

(Cys30 i Cys33) motywu katalitycznego. Wyekspono-
wana na powierzchni biatka Cys30 posiada niskg war-
to$¢ pKa ~3,3 (standardowe pKa dla cysteiny wynosi
~9) i pozostaje w formie anionu tiolowego w pH fizjo-
logicznym. Anion ten jest stabilizowany poprzez wig-
zanie wodorowe powstajace pomiedzy His32 a Cys30
motywu aktywnego, wowczas gdy EcDsbA jest w stanie
zredukowanym, co skutkuje mniejszg stabilnoscia tego
biatka w formie utlenionej. Réznica pomiedzy stabil-
noscig form zredukowanej i utlenionej, ktéra czgsto
preferowana jest przez substraty EcDsbA generuje sile
termodynamiczng, ktéra pozwala na transfer mostkow
disiarczkowych z EcDsbA na biatka substratowe [34].

Za utrzymanie oksydoreduktazy EcDsbA w aktyw-
nej, utlenionej formie odpowiedzialne jest blonowe
biatko EcDsbB o masie ok. 20 kDa, czerpigce site oksy-
dacyjng ze wspolpracy z tancuchem oddechowym.
EcDsbB wykorzystuje jako akceptor elektronéw za-
réwno ubichinon w warunkach tlenowych jak i mena-
chinon w warunkach anaerobowych, co pozwala na
sprawne funkcjonowanie systemu EcDsbAB niezaleznie
od obecnosci tlenu [28].

Bialko EcDsbB nie posiada charakterystycznego
dla tioredoksyny uktadu przestrzennego. W strukturze
trzeciorzedowej EcDsbB wyrdzniono cztery helisy trans-
membranowe (TM1-TM4) oraz dwie petle peryplazma-
tyczne krotsza P11 dluzsza P2 w obrebie ktorych wyste-
puja dwie aktywne pary cystein: Cys41-Cys44 w petli
P1 oraz Cys104-Cys130 w petli P2 [31]. Dodatkowo
w C-koncowym fragmencie petli P2 nastepuje wypetle-
nie aminokwaséw w pozycjach od 116 do 120, co gene-
ruje powstanie dwdch krotszych petli: P2 zawierajacej
Cys104 oraz P2" w ktorej umiejscowiona jest Cys130.
Zapewnia to skuteczniejsze zakotwiczenie biatka
EcDsbB w blonie wewnetrznej komorek bakteryjnych
oraz dzieki odseparowaniu aktywnych cystein, szybsza
reoksydacj¢ EcDsbA [29]. Petla P1 jest nieznacznie
wygieta, przez co dochodzi do powstania pomiedzy
petlami TM1 a TM4 rowka akceptorowego dla ubichi-
nonu. Rowek, ten umiejscowiony w bliskim sasiedztwie
Cys41-Cys44 zapewnia ich utlenienie, a znajdujgca sie
roéwniez w jego poblizu Arg48 jest kluczowa przy trans-
porcie elektronéw z EcDsbB na chinon [16].

2.2. Szlaki utleniania i izomeryzacji/redukcji E. coli

W komorkach E. coli procesy wprowadzania i reduk-
cji mostkow disiarczkowych zachodza w jednym prze-
dziale komorkowym. Dzigki barierze kinetycznej,
niekorzystne interakcje pomiedzy poszczegdlnymi ele-
mentami obydwu szlakéw, prowadzace do zbyt duzego
zuzycia energii metabolicznej s3 zminimalizowane [2].
Dwuetapowa reakcja wprowadzania mostkow disiarcz-
kowych do struktury bialek transportowanych do pery-
plazmy (rys. 1) rozpoczyna sie nukleofilowym atakiem
cysteiny biatka substratowego na N-terminalng cysteine
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CPH

Rys. 1. Proces wprowadzania mostkéw disiarczkowych do struktury

bialek substratowych w komorkach E. coli przez oksydoreduktaze

EcDsbA (objasnienia w tekscie). Uzyte oznaczenia: S — substrat;

utl - bialko w stanie utlenionym; red - bialko w stanie zredukowa-
nym; int — kompleks EcDsbA-substrat.

(Cys30) motywu CPHC EcDsbA, co skutkuje utworze-
niem przejsciowej struktury - polaczonego EcDsbA,
z bialkiem docelowym (zredukowanym substratem).
W nastepnym etapie kolejna deprotonowana cysteina
substratu przeprowadza atak na cysteing polaczong
z DsbA, w wyniku czego nastepuje jego utlenienie
i redukcja EcDsbA [13].

Za reutlenienie EcDsbA do jego aktywnej formy
odpowiada blonowe biatko EcDsbB, bedace jego part-
nerem redoks. N-koncowa czes¢ petli peryplazmatycz-
nej P2 EcDsbB wigze si¢ do biegnacego ponizej motywu
katalitycznego DsbA powierzchniowego, hydrofobo-
wego rowka. Reakcja inicjowana jest poprzez nukleo-
tilowy atak Cys30 motywu katalitycznego EcDsbA na
Cys104-Cys130, co skutkuje utworzeniem przejsciowego
mostka disiarczkowego pomiedzy Cys30(EcDsbA)-
-Cys104(EcDsbB). Opublikowane struktury trzeciorze-
dowe komplekséw EcDsbA-EcDsbB wykazaly takze,
ze za powstanie mieszanego wigzania pomiedzy enzy-
mami s3 odpowiedzialne réwniez inne (oprocz aktyw-
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nych cystein) aminokwasy. Zidentyfikowano 26 miejsc
wigzania EcDsbA do EcDsbB (po 13 na kazde biatko).
Migdzy Argl48 EcDsbA, a Phel06 EcDsbB two-
rzone jest wigzanie wodorowe. Reszta oddzialywan
ma charakter hydrofobowy [28, 30, 63]. Po reutlenie-
niu EcDsbA i jego uwolnieniu z przejéciowego kom-
pleksu, zredukowane w efekcie reakcji grupy tiolowe
cystein 104 i 130 EcDsbB sg utleniane przez pare¢ reszt
cysteinowych z petli pierwszej (Cys41-Cys44), a elek-
trony transferowane sg najpierw na chinon, a nastgpnie
na ich ostateczny akceptor (tlen w warunkach aerobo-
wych lub fumaran/azotan w warunkach beztlenowych)
[47]. Reakcja reutleniania bialka EcDsbA przez EcDsbB
zostala przedstawiona na rys. 2.

W przypadku bialek zawierajacych wiecej niz jedna
pare cystein w czasteczce polozonych blisko siebie
w strukturze pierwszorzedowej, EcDsbA dziatajace
szybko, czesto katalizuje wprowadzenie niewlasciwych
wigzan disiarczkowych. Za ich usuwanie badz rearanza-
cje odpowiadajg biatka dzialajgce w szlaku izomeryza-
cji/redukeji. Gléwng izomeraza szlaku jest peryplazma-
tyczne, homodimeryczne (2 x23 kDa) biatko EcDsbC
o ksztalcie litery V, ktore pozostaje aktywne w formie
zredukowanej. Kazdy z monomeréw biatka zawiera
w swojej N-koncowej czgsci domeng dimeryzacyjna,
a w C-koncowej zwdj tioredoksynowy z motywem
CXXC, (Cys98 i Cys101) o wlasciwosciach katalitycz-
nych. Dwie inne cysteiny obecne w EcDsbC (Cys141
i Cys163) pelnia funkcje strukturalng. Po zwigzaniu
substratu do powstajacej po polaczeniu N-koncowych
domen EcDsbC hydrofobowej kieszeni, Cys98 prze-
prowadza atak nukleofilowy na nieprawidlowo utwo-
rzone wigzanie disiarczkowe. W rezultacie powstaje
kompleks przejsciowy katalizatora z biatkiem substra-
towym. Nastepnie, w zaleznosci od pelnionej przez
EcDsbC funkgji, przejsciowe wigzanie jest rozrywane
przez kolejng cysteing substratu, przy czym w jego cza-
steczce tworzy si¢ stabilniejszy mostek disiarczkowy,
a EcDsbC pozostaje w formie zredukowanej (EcDsbC

30 33 Etap |
104S Sl30
41S_T44 104S|_S130 41S_S44 ’|04S S;30 m 41S_|S44 104S|_S130

Rys. 2. Reakcja reutleniania EcDsbA przez

EcDsbB EcDsbB @ EcDsbB EcDsbB (obja$nienia w tekscie). Uzyte
oznaczenia: Q — chinon; utl — biatko w sta-

nie utlenionym; red - biatko w stanie zredu-

Cytoplazma kowanym; int — kompleks EcDsbA-EcDsbB.
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dziata jak izomeraza). Alternatywnie, Cys104 aktyw-
nego motywu EcDsbC usuwa blednie wprowadzone
wigzanie disiarczkowe w substracie pozostawiajac go
w formie zredukowanej. W tym przypadku EcDsbC
ulega utlenieniu (dziala jak reduktaza) [13].

Za przywrocenie biatka EcDsbC do jego aktyw-
nej, zredukowanej formy odpowiada 59 kDa, mono-
meryczne bialko EcDsbD umiejscowione w blonie
wewnetrznej, zlozone z trzech odlegtych struktural-
nie domen DsbDa, DsbDf i DsbDy, przy czym kazda
z nich zawiera pare cystein niezbedng do funkcjonowa-
nia biatka. EcDsbD czerpie sile redukcyjng niezbedna
do utrzymania substratéw w aktywnej formie z NADPH
i tioredoksyny 1 (TrxA) przy udziale reduktazy tio-
redoksyny TrxB. Substratami dla EcDsbD, oprdcz
EcDsbC, sg réwniez CcmG (DsbE) — oksydoreduktaza
zaangazowana w proces dojrzewania cytochromu c oraz
homologiczne do EcDsbC biatko EcDsbG (24% podo-
bienstwo sekwencji aminokwasowej). Pomimo podo-
bienstwa struktur trzeciorzedowych homodimerycz-
nego biatka EcDsbG (2x27kDa) do biatka EcDsbC,
EcDsbG wykazuje wezsza w poréwnaniu do EcDsbC
specyficzno$¢ substratowg. Gtéwna rolg petniong przez
EcDsbG jest kontrolowanie zawarto$ci kwasu sulfeno-
wego w peryplazmie, a co za tym idzie ochrona biatek
posiadajacych w swojej czasteczce jedng cysteine przed
sulfenylacja w czasie ekspozycji na reaktywne formy
tlenu (ROS). Udokumentowano, ze EcDsbG wspot-
dziala z trzema transpeptydazami, odpowiadajacymi
za sieciowanie peptydoglikanu [13, 15, 47].

2.3. Rola motywu CXXC i petli cis-Prol51
bialka EcDsbA

Konserwowany motyw CXXC obecny w sekwencji
aminokwasowej tiolowych oksydoreduktaz odpowiada
za funkcjonalne wiasciwosci biatka oraz determinuje
jego potencjal redoks. Prawidlowe funkcjonowa-
nie tego centrum katalitycznego uwarunkowane jest
zardwno przez aktywne cysteiny, jak i aminokwasy
je oddzielajace. Wiele grup badawczych skupilo sie
na wyjasnieniu roli poszczegdlnych elementéw tego
motywu w przypadku EcDsbA (motyw katalityczny:
Cys30-Pro31-His32-Cys33). Poddane analizie mutanty
C30A i C33A w biatku EcDsbA, gdzie aktywne cyste-
iny sekwencji CXXC zastgpiono alaning, wykazaly, ze
zaréwno mutant podwdjny jak i mutant EcDsbA C30A
nie posiadajg aktywnosci katalitycznej. W przypadku
mutanta EcDsbA C33A udokumentowano, Ze jest on
zdolny do wprowadzania mostkéw disiarczkowych do
zredukowanej formy inhibitora trombiny - hirudyny,
z wydajnoscia bliskg bialku natywnemu oraz tworzy
stabilny kompleks z EcDsbB [70]. Rozwigzanie struk-
tury krysztatéw zmutowanego EcDsbA C33A przynio-
sto interesujace rezultaty. Wykazano, ze monomeryczne
EcDsbA C33A sg zdolne do Iaczenia si¢ w dimery

poprzez tworzenie mostkow disiarczkowych pomie-
dzy wolnymi cysteinami C30. Zaobserwowano takze
zmiane izomeryzacji trans/cis P31 motywu katalitycz-
nego oraz konformacyjne rearanzacje hydrofobowego
rowka odpowiedzialnego za wigzanie substratéw [53].

Bioinformatyczne analizy dipeptydu oddzielajacego
aktywne cysteiny motywu CXXC wykazaly wysoki
poziom konserwacji P31 (85% scharakteryzowanych
struktur bialek DsbA) i preferencje aminokwasu zasa-
dowego lub aromatycznego w pozycji X32. Najprawdo-
podobniej P31 jest istotna ze wzgledu na generowanie
odpowiedniej geometrii w poblizu aktywnego motywu
CXXC - odpowiada za tamanie al-helisy i tworze-
nie dipolu na jej koncu, co ma wptyw na site oksy-
dacyjng EcDsbA [57]. P31, w przeciwienstwie do
H32, nie jest bezposrednio zaangazowana w utrzyma-
nie niskiego pKa C30 i wigkszej stabilnosci EcDsbA
w zredukowanej formie. Wykazano, ze histydyna ze
wzgledow sterycznych (dlugos¢ tancucha, konforma-
cja) jest najskuteczniejszym z badanych aminokwasow
mogacym tworzy¢ dlugotrwate wigzanie wodorowe
z anionem tiolowym C30 [37].

Kluczowg role w prawidlowym funkcjonowaniu
biatka EcDsbA pelni réwniez petla cis-Pro151, odpo-
wiedzialna za jego stabilno$¢, wlasciwosci redoks oraz
zaangazowana w rozpoznawanie substratow. Analizy
mutantéw EcDsbA P151A (proling w pozycji 151 tan-
cucha polipeptydowego zastapiono alaning) wykazaty,
ze substytucja ta skutkuje zmiang orientacji przestrzen-
nej petli oddziatujacej z ligandami oraz zmniejszeniem
sily oksydacyjnej EcDsbA w poréwnaniu z biatkiem
natywnym. Zaréwno w przypadku mutantéw EcDsbA
P151A, jak i innych aminokwaséw w tej pozycji, zaob-
serwowano akumulacje przejsciowych, potaczonych
mieszanym wigzaniem disiarczkowym, kompleksow
EcDsbA-EcDsbB. Co wiecej, mutacja EcDsbA P151T
skutkowala nagromadzeniem si¢ intermediatéw DsbA-
-substrat [5, 35]. W obrebie podrodzin tioredoksyn
stwierdzono réwniez konserwacje pozycji aminokwa-
sowej Pro-minusl, kontrolujacej i modyfikujacej whasci-
wosci katalityczne aktywnych cystein motywu CXXC.
W przypadku EcDsbA zamiana waliny (V150) na wyste-
Ppujaca zazwyczaj w tym miejscu w sekwencji aminokwa-
sowej izomeraz DsbC i DsbG treonine (mutant EcDsbA
V150T), zwigkszata wlasciwosci utleniajace tego biatka.
Sugeruje to role V150 w petli VcP w utrzymaniu réw-
nowagi pomiedzy zdolnoscia EcDsbA do utleniania
substratow i reoksydacji przez EcDsbB [58].

3. Roznorodnosc bakteryjnych szlakow
oksydacji biatek

Poréwnanie sekwencji genomoéw 421 organizméw
bakteryjnych pozwolito na identyfikacje 330 homolo-
gow biatka EcDsbA [63]. Rozpuszczalne biatka DsbA
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bakterii Gram-ujemnych zazwyczaj lokalizuja si¢ w pe-
ryplazmie, podczas gdy ich homologi u bakterii Gram-
-dodatnich majg czesto postac lipoprotein i s3 zwigzane
z blong komorkowsq [38]. Analizy bioinformatyczne wy-
kazaly rowniez, ze niektdre bakterie (szczegdlnie Gram-
-ujemne patogeny) posiadaja w swoim proteomie wigcej
niz jeden homolog DsbA, a kazdy z nich spelnia specy-
ficzng role w procesie oksydacyjnego zwijania biatek.

3.1. Zwielokrotniona liczba bialek DsbA

W genomie Neisseria meningitidis, bedacej czynni-
kiem etiologicznym meningokokowego zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych, zidentyfikowano trzy geny
kodujace biatka DsbA przy obecnosci jednego biatka
DsbB: dwie lipoproteiny - NmDsbA1 i NmDsbA2 oraz
peryplazmatyczne NmDsbA3. NmDsbA1l i NmDsbA2
s3 podobnych rozmiaréw, wykazuja wzgledem sie-
bie duze podobienstwo w sekwencji aminokwasowej
(73%), co sugeruje, ze geny je kodujace mogty ulec
w toku ewolucji duplikacji. Podobnie jak EcDsbA,
posiadajg katalityczny motyw CPHC. NmDsbA3 jest
mniejsze, wykazuje wzgledem NmDsbA1 i NmDsbA2
50%-owe podobienstwo sekwencji aminokwaso-
wej i charakteryzuje si¢ innym centrum aktywnym
- CVHC [64, 65]. Wszystkie trzy biatka posiadaja
motyw TcP, w przeciwienstwie do wystepujacego
w EcDsbA VcP. Treonina obecna w motywie TcP
odpowiada za wyjatkowe wlasciwosci redoks biatek
DsbA N. meningitidis. NmDsbA s3 enzymami o naj-
wyzszym potencjale oksydacyjnym wsrod podrodziny
tioredoksyn (E* =-80 mV), stabilnymi w formie zre-
dukowanej. Rozwigzane droga krystalografii struktury
bialek NmDsbA1 i NmDsbA3 okazaly si¢ by¢ podobne,
a gléwna réznice stanowi orientacja helis w domenie
TRX. Krysztat bialka NmDsbA2 nie zostat jak dotad
otrzymany, jednak najprawdopodobniej, ze wzgledu na
obserwowane fizyko-chemiczne podobienstwa biatek,
jego wlasciwosci sg zblizone do NmDsbA[ [42, 68, 69].
Substratem dla NmDsbA1 i NmDsbA2 jest sekretyna
PilQ, zaangazowana w biogeneze pili typu IV oraz
odpowiedzialna za wigzanie DNA i jego transport do
komorki Neisseria. Szczep N. meningitidis pozbawiony
genow dsbA1l i dsbA2 wykazuje obnizong zdolno$¢ do
adhezji. NmDsbA1 czesciowo komplementuje brak
zdolnosci do ruchu mutanta AdsbA E. coli,a NmDsbA2
catkowicie komplementuje brak EcDsbA w tescie
pomiaru aktywno$ci alkalicznej fosfatazy. Substraty dla
NmDsbA3 nie zostaly jak dotad poznane [64].

Kolejnym mikrorganizmem posiadajgcym trzy para-
logi bialka DsbA jest Salmonella enterica sv. Typhimu-
rium (Se). Biatka nazwane SeDsbA, SeDsbL i SeSrgA
charakteryzuja sie niskg identycznoscig sekwencji ami-
nokwasowe]j wzgledem siebie (18-36%), co jest powo-
dem ich unikalnych wtasciwosci i odmiennej roli w pro-
cesie patogenezy. Wszystkie trzy biatka majg budowe

dwudomenowg i posiadajg strukture homologiczng do
EcDsbA, réznig si¢ natomiast wlasciwosciami redoks,
aminokwasami oddzielajagcymi cysteiny motywu kata-
litycznego oraz polozeniem i aminokwasami w pozycji
Pro-minusl. Sg to odpowiednio dla SeDsbA: CPHC
i VcP, dla SeDsbL: CPFC i V¢P, dla SeSrgA: CPPCi TcP.
SeDsbA charakteryzuje si¢ najszersza specyficznoscia
substratowa (mie¢dzy innymi biatko rzeski FlgI) i two-
rzy funkcjonalng pare redoks z SeDsbB, podczas gdy
jedynym ligandem dla SeDsbL (tworzy pare z SeDsbI)
jest ASST (sulfotransferaza arylosulfatu). Dla kodowa-
nego na plazmidzie wirulencji SeSrgA substrat stanowi
gltéwna podjednostka fimbrii adhezyjnych Pef [25].
Mikroorganizmem, charakteryzujacym si¢ obecno-
$cig unikalnej $ciezki utleniania bialek jest takze Pseudo-
monas aeruginosa (Pa) — oportunistyczny patogen czesto
infekujacy chorych na mukowiscydoze oraz pacjentéow
z zaburzeniami w funkcjonowaniu ukfadu immunolo-
gicznego. W proteomie tej bakterii zidentyfikowano dwie
peryplazmatyczne oksydoreduktazy DsbA — PaDsbAl
i PaDsbA2 oraz dwa homologi biatlek DsbB - PaDsbB1
i PaDsbB2. PaDsbA1 jest gléwnym donorem mostkow
disiarczkowych, pelnigcym istotng role w faldowaniu
wielu biatkowych czynnikéw wirulencji P. aeruginosa,
utrzymywanym w aktywnej, utlenionej formie zaréwno
przez PaDsbB1 jak i PaDsbB2. Funkcja in vivo PaDsbA2
pozostaje nieznana [1]. W poréwnaniu do EcDsbA,
zaréwno PaDsbA1 (27%-owe podobienstwo sekwencji
aminokwasowej) jak PadsbA2 (14%-owe podobienstwo
sekwencji aminokwasowej) charakteryzuja sie skroce-
niem hydrofobowego rowka wiazacego substraty i bar-
dziej zasadowg powierzchnig biatka [1, 62].
Wielokrotna liczbe biatek homologicznych do EcDsbA,
ktore scharakteryzowano strukturalnie i funkcjonalnie,
posiadaja takze bakteria Xylella fastidiosa (XfDsbA
i XfDsbA2), ktora jest patogenem roélin, wywolujacym
duze straty w uprawach winogron, cytruséw, lucerny
migdaléw i kawy, pasozytniczy mikroorganizm Wol-
bachia pipientis (WpDsbA1 i WpDsbA2) oraz uropato-
genny szczep E. coli (UPEC DsbA i DsbL), ktory zosta-
nie dokladniej scharakteryzowany w rozdziale 4 [63].

3.2. Réznorodnos¢ strukturalna monomerycznych
bialek DsbA

Do tej pory scharakteryzowano strukturalnie i funk-
cjonalnie jedynie 13 monomerycznych bialek DsbA.
Dziesie¢ z nich pochodzi z komoérek bakterii Gram-
-ujemnych, a trzy z Gram-dodatnich [51]. Biatka homo-
logiczne do EcDsbA charakteryzujg sie duzym zrézni-
cowaniem i stosunkowo niskg identycznoscia sekwencji
aminokwasowej, oscylujaca w granicach 15-40%. Cat-
kowicie konserwowanymi pozycjami aminokwasowymi
okazaly sie jedynie aktywne cysteiny, wchodzace w sktad
motywu CXXC. W 85 procentach takze, w pierwszej
pozycji dipeptydu oddzielajacego cysteiny motywu,
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znajduje si¢ prolina. Pomimo tak duzych rozbieznosci
w strukturze pierwszorzedowej tych biatek, ich ogélna
architektura jest podobna. We wszystkich scharaktery-
zowanych strukturalnie i funkcjonalnie biatkach DsbA
wystepuje zwoj tioredoksynowy z insercyjna a-helikalng
domeng oraz petla cis-Pro. Roznice w sekwencji ami-
nokwasowej determinuja jednak unikalne cechy struk-
turalne tych biatek, takie jak wtasciwosci powierzch-
niowe i potencjal redoks [63]. Najbardziej podobnym
strukturalnie homologiem EcDsbA (40-to procenowe
podobienstwo sekwencji aminokwasowej) jest biatko
DsbA (TcpG) Vibrio cholerae. Dwoma zasadniczymi
aspektami réznigcymi obydwa biatka jest krotszy
w poréwnaniu z EcDsbA rowek wigzacy substraty
i mniej wygieta a -helisa biatka DsbA V. cholerae [27].

Szeroka konserwacja genoéw kodujacych biatka DsbA
w $wiecie mikroorganizmoéw oraz ich udzial w pra-
widlowym zwijaniu wielu czynnikéw wirulencji bakterii
patogennych (patrz: podrozdzial 4.2.) pozwala na rozpa-
trywanie tych protein jako potencjalnych nowych celéw
dla lekéw antybakteryjnych [12]. McMahon iwsp.
dokonali poréwnania bialek DsbA pochodzacych z réz-
nych mikroorganizméw, majgcego na celu wykazanie
podobienstw strukturalnych pomiedzy nimi, ktére
moglyby nastepnie postuzy¢ jako platforma do projekto-
wania substancji terapeutycznych. Ze wzgledu na aran-
zacje B-kartek, ktora zasadniczo odréznia DsbA bakterii
Gram-dodatnich od Gram-ujemnych (poza nielicznymi
wyjatkami), dokonano podzialu tych protein na dwie
klasy. Nastepnie kazda z klas podzielono na dwie sub-
klasy, biorgc pod uwage wlasciwosci powierzchniowe
bialek: otoczenie motywu katalitycznego oraz miejsce
oddzialywania z partnerem redoks i substratami. Do
klasy Ia zaliczono bialka DsbA E. coli K-12, S. enterica,
K. pneumoniae i V. cholerae, a do klasy Ib DsbA P. aeru-
ginosa, N. meningitidis, X. fastidiosa i B. pseudomallei.
Podklasa Ia skupia DsbA o mniejszym potencjale oksy-
dacyjnym niz Ib, lecz o wiekszym rowku substratowym,
ktory potencjalnie mégltby wigza¢ male peptydy tera-
peutyczne. Do podklasy Ila przypisano DsbA M. tuber-
culosis, S. aureus i B. subtilis, a do podklasy IIb jedynie
biatko DsbA1 W. pipientis (w analizach bioinformatycz-
nych podklasa ta nie zostata wyodrebniona) [51].

W ostatnim czasie rozwigzano strukture biatka
DsbA Proteus mirabilis (Pm), ktéra pozwala przypusz-
czaé, ze jest ono podobne strukturalnie do EcDsbA.
Zbadano takze miejsce, w ktérym PmDsbA wigze
sie niekowalencyjnie ze swoim ligandem. Obszar ten
moglby sta¢ sie celem inhibitora blokujacego maszyne-
rie Dsb tego patogenu [40]. Nowe spojrzenie na poten-
cjalne miejsce dzialania peptydéw antybakteryjnych
przyniosta takze charakterystyka strukturalna DsbA
Acinetobacter baumanii (Ab). Wykazano, ze biatko
AbDsbA oddzialuje z czynnikiem elongacyjnym
EF-Tu i wigze si¢ z nim w innym miejscu niz partner
redoks. Sugeruje to, ze takze niekatalityczny obszar

powierzchni bialka AbDsbA moze pelni¢ role w inter-
akcji z substratami [56]. Jak dotad zadne leki, bedace
inhibitorami bazujacymi na strukturze bialek DsbA,
nie zostaly wprowadzone do obiegu klinicznego [51].

3.3. Dimeryczne oksydoreduktazy DsbA

Zdecydowana wigkszos¢ dotychczas poznanych
oksydoreduktaz homologicznych do EcDsbA, dziala-
jacych w szlaku utleniania, ma budowe monomeryczna.
Wyijatek stanowig biatka HP0231 Helicobacter pylori,
DsbA2 Legionella pneumophila (Lp), oraz enzymy
DsbA-like Corynebacterium glutamicum.

Mikroaerofilna pateczka H. pylori jest czynnikiem
etiologicznym raka zoladka oraz stanéw zapalnych
i wrzodéw goérnego odcinka przewodu pokarmo-
wego [19]. W przeciwienstwie do E. coli, system Dsb
H. pylori jest stabo poznany. Przeprowadzone analizy
bioinformatyczne pozwolity na identyfikacje jedynie
trzech bialek potencjalnie dziatajacych w tym systemie:
HP0231, HP0377 i HP0595. Sekwencje aminokwasowe
tych biatek przyréwnano liniowo do sekwencji amino-
kwasowych biatek Dsb E. coli. Na tej podstawie biatka
te opisano jako homologi EcDsbB (HP0595), EcDsbG
(HP0231) i EcDsbC (HP0377). Nie rozpoznano nato-
miast genu kodujgcego biatko homologiczne do oksy-
doreduktazy EcDsbA [33].

Biatko HP0231, opisywane w literaturze jako
HpDsbG, jest dimerem ztozonym z dwdch identycz-
nych monomeréw polaczonych domenami dimery-
zacyjnymi znajdujacymi sie na ich N-koncach. Kazda
z domen sktada si¢ z jednej al-helisy i czterech ulo-
zonych antyréwnolegle -kartek (f1-p4). Na C-termi-
nalnych domenach kazdego z monomeréw, odbiegaja-
cych budowg od klasycznych domen TRX (obecnosé¢
dwdch insercyjnych a4.1 i a4.2-helis oraz dodatkowej
B5-kartki), umiejscowione sa motywy Kkatalityczne
CXXC na a3-helisie i petla cis-Pro w jego bliskiej odle-
glosci. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowej biatek
HP0231 i dimerycznej reduktazy EcDsbG wykazalo, ze
sa one podobne jedynie w 6%-ach, a budowa monome-
réw obydwu bialek jest r6zna. Pomimo podobienstwa
rozmiaréw obydwu krysztatéw, analiza superimpozy-
¢ji (natozenia modeli struktur bialkowych) wykazata,
ze roznig si¢ one zasadniczo dlugoscig linkera tacza-
cego monomery, a takze ksztaltem i ladunkiem na
powierzchni V-ksztaltnej kieszeni wigzacej substraty
(dodatni tadunek u HP0231, a ujemny u EcDsbG).
Dodatkowo petla cis-Pro biatka HP0231 jest dluzsza
niz ta EcDsbG, a motywy katalityczne HP0231 (CPHC
i VcP) sa takie same jak EcDsbA, a nie EcDsbG (CPYC
i TcP) [71]. Badania funkcji HP0231 wykazaly, ze bialko
HP0231 tak jak EcDsbA pelni funkcje oksydazy i suge-
ruja zmiane jego nazwy na HpDsbA. Oprocz takich
samych jak u EcDsbA motywoéw aktywnych, HP0231
ma zblizony do EcDsbA potencjal redoks, w duzym



26 ANETA DOBOSZ, KATARZYNA M. BOCIAN-OSTRZYCKA, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

stopniu komplementuje mutacje AdsbA E. coli, wyste-
puje tak jak oksydazy in vivo w formie utlenionej
i wspotdziata z HP0595, homologiem EcDsbB. Ponad
to, mutanty izogeniczne w genie hp0231 sa wydtuzone,
nieruchliwe i bardziej wrazliwe na DT'T, co réwniez jest
podobne do fenotypu mutantéw dsbA- E. coli [59].

W genomie L. pneumophila zidentyfikowano dwa
geny kodujace oksydoreduktazy tiolowe DsbA1 i DsbA2.
Biatko LpDsbA1 komplementuje mutacj¢ AdsbA E. coli,
a jego brak w komorkach L. pneumophila nie skutkuje
obserwowalng zmiang fenotypu mutanta, w przeciwien-
stwie do LpDsbA2, ktdre jest niezbedne do przezycia
tej bakterii. Spokrewnione z biatkiem Com1 Coxiella
burnetii LpDsbA2 o masie 27 kDa jest odlegle filogene-
tycznie od EcDsbA i poza kilkoma wyjatkami konser-
wowane w proteomach bakterii posiadajacych system
sekrecji typu IV (T4SS). Transportowane na teren peryz-
plazmy LpDsbA2 w komoérkach natywnego gospodarza
wystepuje w 60%-ach w formie zredukowanej, a w 40%-
ach w formie utlenionej, co jest zblizone ze stanem
obserwowanym w przypadku EcDsbA. Dodatkowo
zamiana Pro198 na treonine w petli cis-Pro (P198T) tego
biatka skutkuje tak jak w przypadku EcDsbA nagroma-
dzeniem stabilnych komplekséw z biatkami substrato-
wymi. Na N-koncu biatka LpDsbA2 zidentyfikowano
domene dimeryzacyjna, dzieki ktdrej oksydoreduktaza
ta wystepuje na terenie komorki w postaci homodime-
réw. LpDsbA2 komplementuje mutacje AdsbC E. coli
i tak jak izomeraza wystepuje w komorkach E. coli
wylacznie w formie zredukowanej. Ponadto LpDsbA2N
(monomeryczne bialko pochodne LpDsbA2, pozba-
wione domeny dimeryzacyjnej), w przeciwienstwie
do natywnego DsbA2 Legionella, komplementuje brak
EcDsbA w komorkach E. coli. Powyzej opisane wlasci-
wosci pozwalajg wnioskowad, ze LpDsbA2 jest enzy-
mem bifunkcyjnym, posiadajacym zaréwno aktywnos¢
oksydazy jak i izomerazy [32, 39].

Stabilizacje struktur biatkowych poprzez wprowa-
dzanie mostkow disiarczkowych zaobserwowano takze
w przypadku Gram-dodatnich, tlenowych bakterii
z rodzaju Actinobacteria. U przedstawiciela tej klasy
C. glutamicum zidentyfikowano dwa homodimeryczne
biatka DsbA-like, ktére posiadaja motyw katalityczny
CXXC. Obydwa biatka, nazwane CG26 i CG2799,
podobnie jak EcDsbA wykazujg in vitro stabe wlasci-
wosci redukujace (redukujg insuling in vitro) i oksyda-
cyjne (wydajnie utleniajg zredukowang RNaze A). CG26
jest konserwowane u réznych gatunkow Actinobacteria,
podczas gdy CG2799 ma jedynie dwa homologi, co
sugeruje specyficzng dla Corynebacteria funkcje. Part-
ner redoks tych bialek nadal nie zostal poznany. W pro-
teomie badanych gatunkow nie zidentyfikowano biatka
homologicznego do EcDsbB, z tego wzgledu sugeruje sie
udzial biatka VKOR (patrz: podrozdzial 3.4) w reoksy-
dacji biatek DsbA-like C. glutamicum [11].

3.4. Obecnos¢ lub brak biatka pelniacego
funkcje EcDsbB

W przypadku bakterii nalezacych do klas a, B
i y-Proteobacteria, mostki disiarczkowe do struktury
biatek wprowadzane s3 na podobnej drodze jak u E. coli
(system DsbAB), w przeciwienstwie do wielu bakterii
z klas Actinobacteria, Cyanobacteria oraz bakterii bez-
tlenowych, gdzie nie funkcjonuje standardowy szlak
utleniania. Tworzenie wigzan -S-S- jest katalizowane
przez DsbA, a za jego reoksydacje odpowiedzialne jest
biatko bedace homologiem eukariotycznej reduktazy
epoksydowej VKOR [17].

Bakteryjne bialko VKOR ewoluowalo niezaleznie
od DsbB, jednakze wykazuje podobienstwa do DsbB
w budowie strukturalnej i mechanizmie dzialania [34].
Strukture biatka VKOR w kompleksie z naturalnym
substratem (bialkiem posiadajgcym domeng¢ TRX)
rozwigzano w Synechcoccus sp. We wszystkich biatkach
VKOR rdzen katalityczny tworzg cztery helisy trans-
membranowe (TM1-4) otaczajace chinon [45]. Biatko
VKOR Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mtb) funk-
cjonalnie zastepuje brak biatka DsbB w mutancie E. coli
AdsbB. Ponad to, podobnie jak w przypadku biatka
eukariotycznego, aktywno$¢ MtbVKOR jest hamowana
przez warfaryne (antykoagulant stosowany w leczeniu
przeciwzakrzepowym, hamujacy powstawanie aktyw-
nej formy witaminy K). Dodatkowo wykazano, ze te
same mutacje punktowe sg odpowiedzialne za zwiek-
szong opornos$¢ na ten lek w obydwu biatkach. Bak-
teryjne bialko VKOR moze by¢ zatem potencjalnym
celem dla antybiotykoterapii i modelem badawczym dla
homologa ludzkiego [18].

W ostatnim czasie jako partnera redoks dla
MtbVKOR zidentyfikowano bialko nazwane MtbDsbA-
-like, bedace produktem genu Rv2969c. MtbDsbA jest
monomerem zlozonym z dwéch domen - tioredo-
ksynowej (TRX), w obrebie ktorej umiejscowiony jest
klasyczny motyw CXXC oraz a-helikalnej zbudowa-
nej z czterech helis a2-5, ktdra jest stabilizowana przez
strukturalne wiazanie disiarczkowe pomiedzy a2
a a5-helisg. Pomimo wielu podobienstw do EcDsbA,
unikalna dla MtbDsbA jest obecno$¢ w domenie TRX
a8-helisy (EcDsbA zbudowane jest z siedmiu a-helis).
Dodatkowo, w przeciwienstwie do EcDsbA, MtbDsbA
nie wykazuje wlasciwosci redukujacych w tescie reduk-
¢ji insuliny oraz posiada ptytki powierzchniowy rowek
hydrofobowy, co moze swiadczy¢ o jego waskiej specy-
ficznosci substratowej [6, 55].

Jednym z najbardziej podobnych strukturalnie do
MtbDsbA biatek jest DsbA Stapchylococcus aureus (Sa).
S. aureus wraz z Listeria monocytogenes i Enterococcus
faecalis s3 organizmami, u ktérych zidentyfikowano
jedynie bialko DsbA, bez obecnosci jego partnerdéw
redoks — biatek DsbB i VKOR.
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Pomimo wielu podobienstw SaDsbA do EcDsbA
(potencjal redoks, ogdlna struktura), w przeciwien-
stwie do EcDsbA, lipoproteina SaDsbA o masie 23 kDa
posiada taka samg stabilno$¢ w stanie utlenionym jak
i zredukowanym. Umozliwia to efektywne utlenienie
SaDsbA, zapewniajace jego aktywno$¢ po wprowadze-
niu mostka disiarczkowego, przez zewnatrzkomorkowe
czynniki utleniajgce, bez udzialu DsbB i VKOR. Ponad
to SaDsbA nie posiada cech charakterystycznych dla
funkcjonowania bialek DsbA bakterii Gram-ujemnych
takich jak obecnos¢ His w sekwencji CXXC oraz Val
poprzedzajacej petle cis-Pro (VcP). SaDsbA czes$ciowo
komplementuje AdsbA E. coli (niezaleznie od EcDsbB),
pomimo, ze motywy CXYC i TcP SaDsbA sg bardziej
typowe dla izomeraz EcDsbC i EcDsbG [23].

4. Specyficzno$¢ substratowa oksydoreduktaz DsbA

Kolejnymi zasadniczymi réznicami pomiedzy oksy-
daza DsbA E. coli K-12, a jej homologami wystepuja-
cymi u innych gatunkéw bakterii jest specyficznos¢
substratowa oraz rozmieszczenie gendw dsbAB w geno-
mie (w przypadku E. coli i wielu innych bakterii Gram-
-ujemnych sa one umiejscowione w odleglych wzgle-
dem siebie miejscach genomu). W proteomie E. coli
zidentyfikowano okoto 300 bialek transportowanych
do peryplazmy, zawierajacych w sekwencji aminokwa-
sowej kilka cystein, ktore moga by¢ potencjalnymi sub-
stratami dla utlenionego EcDsbA. Ligandem dla zre-
dukowanego EcDsbA jest za to jedynie EcDsbB [52].
Mutanty E. coli dsbA- wykazuja fenotyp plejotropowy,
s3 nieruchliwe oraz bardziej wrazliwe na DTT oraz jony
metali ciezkich [46]. Udokumentowano, ze EcDsbA
uczestniczy w zwijaniu kluczowych dla funkcjono-
wania komorki E. coli bialek takich jak FlgI (buduje
pierscien P rzeski), LivK (prekursor biatka wiazacego
leucyne), YodA (wiaze jony metali), RcsF (biatko regu-
latorowe), MepA (endopeptydaza mureiny), alkaliczna
fosfataza, p-laktamaza, OmpA i rybonukleaza I [26, 36].

Wiele bakterii posiada bialka homologiczne do
EcDsbAB o waskiej specyficznosci substratowej. Geny
kodujace te homologi bialek DsbA i DsbB, nazwane
DsbLl, zlokalizowane sg przewaznie w trojcistronowym
operonie, zawierajacym takze gen kodujacy sulfotrans-
feraze aryloslulfatu (ASST), ktora jest ich jedynym sub-
stratem [34]. W przypadku S. enterica sv. Typihimurium,
omowionej uprzednio w podrozdziale 3.1, geny dsbL
i dsbl transkrybowane sg niezalezne od genu assT [25].

ASST jest enzymem katalizujgcym detoksykacje
zwigzkow fenolowych, wystepujacym u bakterii z ro-
dzajow Salmonella, Shewanella, Campylobacter, Geobac-
ter i E. coli. W komorkach uropatogennej (UPEC) E. coli
CFT073, posiadajacej dwie funkcjonalne pary enzymow
zdolnych do wprowadzania mostkéw disiarczkowych

- DsbAB (podobnych do DsbAB E. coli K-12) i DsbLlI,
ASST jest jedynym substratem in vivo dla biatka DsbL.
DsbL jest silniejszym od EcDsbA oksydantem tiolowym
posiadajacym motyw katalityczny CPFC i potencjat
redoks E® = -95 mV, wykazujacym wzgledem EcDsbA
24%-owe podobienstwo sekwencji aminokwasowe;j
i duze roznice strukturalne. Bialko to posiada takze
dodatnio naladowany rowek wigzacy substrat, a z kolei
w sekwencji aminokwasowej ASST w sasiedztwie cystein
dominujg tadunki ujemne [21, 48]. Udokumentowano,
ze nie wlasciwosci oksydacyjne lecz aktywnos¢ chape-
ronowa biatka DsbL odgrywa kluczowa role w procesie
wprowadzania wigzania -S-S- do struktury ASST [49].
Bioinformatyczne analizy wykazaly obecno$¢ genéw
kodujacych biatka DsbL w 17 genomach bakteryjnych,
co jest skorelowane z wystepowaniem w ich sasiedztwie
genu assT i czesto tez dsbl [66].

Klasyfikacja bialek DsbB i Dsbl jest nieprecyzyjna,
a nomenklatura mylaca. Bialka DsbIl wystepujace
w proteomach bakterii z rodzaju e-Proteobacteria (np.
C. jejuni, H. pylori) nie s3 pokrewne biatkom funkcjo-
nujacym w parze redoks DsbLI w komoérkach UPEC
E.coli, czy S.enterica. Nazwa ,Dsbl” powinna by¢
zarezerwowana dla homologéw EcDsbB posiadajacych
5 helis transmembranowych w domenie katalitycznej,
motyw CXXC umiejscowiony w petli peryplazmatycz-
nej i strukture f-$migta na C-koncu biatka. Proteiny
Dsbl obecne u E. coli i S. enterica powinny by¢ raczej
okreslane mianem DsbB2 lub DsbI(DsbB2) [20, 54].

4.1. Metody poszukiwania i lokalizacja substratow

Identyfikacja ligandow bialek dziatajacych w szlaku
utleniania jest stosunkowo trudna, ze wzgledu na szyb-
kie przejscie pomiedzy kompleksem DsbA-substrat,
a calkowicie utlenionym substratem (etap II reakeji
wprowadzania mostkéw disiarczkowych; patrz: podroz-
dzial 2.2) [63]. W ich rozpoznaniu wykorzystywanych
jest kilka metod bioinformatycznych, niemniej jednak
wymagane jest potwierdzenie interakcji w warunkach
in vivo. W poszukiwaniu bialek in silico, ktore potencjal-
nie moga wymaga¢ wprowadzania wigzan disiarczko-
wych wyroznia si¢ kilka podejs¢. Dobrym indykatorem
sa badania strukturalne pozwalajace na pomiar odle-
glosci pomiedzy dwoma cysteinami w biatku (powinna
by¢ ona mniejsza niz 2,5A). Reaktywne, parzyste cyste-
iny, ktore potencjalnie moga uczestniczy¢ w tworze-
niu wigzania -S-S- s3 zazwyczaj konserwowane ewolu-
cyjnie w sekwencji aminokwasowej biatka, co pozwala
na wykluczenie cystein nie zaangazowanych w ten
proces. Obecnos¢ ortologéw biatek EcDsbA i EcDsbB
réwniez w oczywisty sposob sugeruje wystepowanie
ich substratow [22].

Strategia wykorzystywana do wychwytywania kom-
plekséw DsbA-substrat w warunkach laboratoryjnych
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jest wprowadzanie mutacji punktowych w obrebie petli
cisPro. W przypadku EcDsbA (V¢P) poddano badaniu
19 réznych mutantéw, lecz jedynie trzy z wprowadzo-
nych zmian przyniosly oczekiwane rezultaty. Zastapie-
nie Pro151 treonig skutkowato spowolnieniem drugiego
etapu reakcji wprowadzania mostkéw disiarczkowych
i akumulacja intermediatéw DsbA-substrat. Z kolei
mutacje P151S i V150G pozwalaly na wychwycenie
komplekséw EcDsbA z jego partnerem redoks EcDsbB
[35]. Innymi wykorzystywanymi w tym celu metodami
sg elektroforeza dwukierunkowa w polaczeniu ze spek-
trometrig mas [26]. Domniemane ligandy sa réwniez
identyfikowane poprzez badanie ich stanu stanu redoks
w komoérkach mutantéw E. coli dsbA~ przy uzyciu czyn-
nikow alkilujacych [43]. Zastosowanie moglaby takze
znalez¢ metoda wykorzystywana przy identyfikacji
substratow tioredoksyny. Zmutowanie drugiej cyste-
iny motywu katalitycznego CXXC biatka DsbA na ala-
ning mogloby zapobiegaé dysocjacji jego kompleksu
z substratem [9, 63].

W przypadku E. coli jak i innych bakterii Gram-
-ujemnych wprowadzanie mostkéw disiarczkowych
przez biatka Dsb odbywa si¢ w warunkach utleniajg-
cych w peryplazmie - przedziale komérkowym oto-
czonym dwoma blonami komérkowymi: wewnetrzna/
cytoplazmatyczng (IM/CM) i zewnetrzng (OM). Udo-
kumentowano, ze wigzania -S-S- sa obecne nie tylko
w strukturze rozpuszczalnych bialek peryplazmatycz-
nych, ale takze w przypadku protein transportowanych
po syntezie na zewnatrz komoérki bakteryjnej. Jak dotad
niewiele wiadomo o charakterze uczestnictwa biatek
Dsb w procesie ich formowania [60]. W ostatnich
latach wykazano, ze w komérkach E. coli oksydoreduk-
taza EcDsbA we wspotpracy z EcDsbC i SurA (biatko
chaperonowe) bierze udzial w faldowaniu wbudowa-
nej w OM lipoproteiny LptD. Dwa obecne w strukturze
tego biatka mostki disiarczkowe pomiedzy cysteinami
Cys31-Cys137 i Cys724-Cys725 tacza domeng N-ter-
minalng z C-terminalng, zapewniajac jego prawidltowe
funkcjonowanie [8]. Lipoproteina LptD o strukturze
B-barytki w kompleksie z LptE jest kluczowa do translo-
kacji lipopolisacharydu przez zewnetrzng blong¢ komor-
kowa, co stabilizuje bariere ochronng bakterii przeciw
substancjom toksycznym, z wiaczeniem antybiotykow
[14]. Udzial systemu Dsb w formowaniu wigzan -S-S-
zbadano réwniez w przypadku malej (14 kDa), zako-
twiczonej w OM liopoproteiny ResE. Biatko ResF jest
czedcig Sciezki sygnalowej Res indukowanej w warun-
kach stresowych i w odpowiedzi na warunki srodowi-
ska kontrolujacej transkrypcje wielu genéw — odpowie-
dzialnych za podzialy komoérkowe (ftsZ), formowanie
biofilmu, ruchliwo$¢ i produkeje czynnikéw wirulencji
[44]. W sekwencji aminokwasowej RcsF znajdujg sie
cztery konserwowane cysteiny. Poczatkowo okreslono,
ze co najmniej dwie z nich polaczone sa wigzaniem

disiarczkowym 1 zidentyfikowano to biatko jako sub-
strat oksydoreduktazy DsbA [36]. Zalozenia te potwier-
dzilo rozwigzanie struktury ResE dzieki ktéremu ziden-
tyfikowano obecnos¢ dwdch nieréwnocennych wiazan
-S-S- pomigdzy Cys74-Cys118 i Cys109-Cys124 (wia-
zanie niezbedne do zachowania aktywnosci biatka).
Co wiecej udokumentowano, Ze w proces tworzenia
mostkow disiarczkowych jest zaangazowana reduk-
taza EcDsbC: ,wychwycono” kompleksy biatek RcsF-
-EcDsbC i udokumentowano zahamowanie $ciezki Rcs
w mutancie E. coli dsbC- [44].

W komorkach bakterii Gram-dodatnich brak jest
klasycznej peryplazmy, a obszar w ktérym mozliwe
jest wprowadzanie mostkow disiarczkowych, ograni-
cza sie jedynie do przestrzeni pomigdzy blona cyto-
plazmatyczna, a Sciang komorkowa [50]. Bakterie
Gram-dodatnie w poréwnaniu do Gram-ujemnych
produkuja mniej protein posiadajacych strukturalne
wiazania -S-S- i alternatywnie zastepuja je wigzaniami
amidowymi [12]. Ciekawy mechanizm zaobserwowano
u tlenowych bakterii z rodzaju Firmicutes, ktére maja
zdolno$¢ do usuwania cystein z sekwencji aminokwa-
sowej protein sekrecyjnych [11]. Chociaz w proteomach
bakterii Gram-dodatnich zidentyfikowano i zcharakte-
ryzowano biatka homologiczne do DsbA, jednak proces
generowania mostkow disiarczkowych w komoérkach
tych mikroorganizméw nadal pozostaje stabo poznany.
Przykladami protein w przypadku ktérych udokumen-
towano obecnos¢ wigzan -S-S- sg toksyny Corynebacte-
rium diphtheriae i Clostridium tetani, neurotoksyna A
Clostridium botulinum oraz egzotoksyna Streptococcus
pyogenes, lecz maszyneria odpowiedzialna za ich for-
mowanie jak do tej pory nie zostala rozpoznana [12].
Substratami biatek TDORs (thiol-disulfide oxidoreducta-
ses) bakterii Gram-dodatnich sg czesto biatka btonowe,
wbudowane w $ciang komérkowa lub wydzielane na
zewnatrz komorki. TDORs s3 zazwyczaj lipoprote-
inami wbudowanymi w blon¢ komérkows i posiadaja-
cymi wyspecjalizowang funkcje. W proteomie Bacillus
subtilis, wystepuja dwie pary homologéw bialek DsbAB
(znanych jako biatka Bdb), przy czym udokumento-
wano, ze kazda z nich oddzialuje docelowo wylacz-
nie z jednym biatkiem. Substratem dla pary BdbCD
jest bakteriocyna sublancyna 168, a dla pary BdbCD
pseudopilina ComGC, niezbedna do osiagnigcia przez
komorki B. subtilis stanu kompetencji [38]. Rowniez w
przypadku S. aureus, SaDsbA jest odpowiedzialne za sta-
bilnos¢ biatka ComGC, przy czym jak dotad nie rozpo-
znano innych ligandéw tego biatka [12, 67]. W ostatnim
czasie, przeprowadzono badania w komorkach Strep-
tococcus gordonii majace na celu identyfikacje TDORs
tego gatunku. Wykazano, ze naturalnym substratem dla
oksydoreduktazy SdbA jest autolizyna AtlS, a mutanty
S. gordonii w genie sdbA charakteryzujg si¢ fenotypem
plejotropowym. Ponad to, sekwencja aminokwasowa
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bialka SdbA cechuje si¢ matym podobienstwem wobec
dotychczas poznanych sekwencji oksydoreduktaz bak-
terii Gram-dodatnich i moze reprezentowa¢ nowy typ
tych enzymoéw w ich komdrkach [12].

4.2. Czynniki wirulencji

Substraty homologéw biatek DsbA to czgsto czyn-
niki warunkujace wirulencje bakterii patogennych takie
jak: adhezyny, pili, toksyny czy elementy systemow
sekrecyjnych.

W przypadku UPEC E. coli aktywnos¢ biatka DsbA
jest konieczna do osiagniecia prawidlowej konforma-
cji PapD, biatka opiekunczego wigzacego transporto-
wane do peryplazmy podjednostki fimbrii typu P, ktére
odgrywaja istotna role w kolonizacji drég moczowych
[24]. Ponad to, wprowadzanie mostkow disiarczkowych
przez system Dsb do struktury biatka FimA (gltéwnej
podjednostki pili typu I, warunkujacych przyleganie
patogenu do komorek gospodarza) jest niezbedne do
jego rozpoznania i utworzenia kompleksu z biatkiem
chaperonowym FimC, co inicjuje proces formowania
pili [10]. Aktywnos$¢ DsbA jest réwniez wymagana
do powstawania pili typu IV (dlugich filamentow
warunkujacych adhezje i ruch drgajacy komorek bak-
teryjnych) u enteropatogennej E. coli, N. meningitidis,
Vibrio cholerae i Pseudomonas aeruginosa. Mostki
disiarczkowe sg takze wprowadzane w obrebie C-kon-
cowej domeny zewnatrzblonowej adhezyny (intiminy)
jelitowych patogendéw E. coli. Ponad to w komorkach
E.coli jak réwniez u S.enterica, P. mirabilis, Ervinia
carotovora, Burkholderia cepacia i Campylobacter jejuni
potwierdzono role DsbA w powstawaniu funkcjonal-
nej rzeski, warunkujacej zdolnos¢ do ruchu. Niektore
bakterie produkuja toksyny i enzymy takie jak prote-
azy, ktore warunkujg uszkodzenie komoérek gospoda-
rza i rozprzestrzenianie si¢ patogenu. Udzial systemu
Dsb w powstawaniu tych czynnikdéw wirulencji zostat
dobrze scharakteryzowany w przypadku toksyn AB,
V. cholerae. Substratami dla oksydoreduktazy DsbA
P aeruginosa sa takze enzymy sekrecyjne wydzielane
przez system sekrecji typu II (T2SS) takie jak proteoli-
tyczna elastaza i lipaza, a w komorkach Yersinia pestis
czy Shigella flexneri prawidlowemu zwijaniu z udzia-
tem systemoéw Dsb ulegaja takze sktadniki niezbedne do
prawidtowego dziatania systemu T3SS. W przypadku
Gram-dodatnich organizméw takich jak B.subtilis
czy Streptococcus thermophilus DsbA jest wymagane
do produkcji antybakteryjnych peptydéw (m.in. bak-
teriocyn), ktére negatywnie dzialaja na organizmy
pokrewne. Ulatwia to przetrwanie bakterii je wytwa-
rzajacych w srodowisku poprzez wyeliminowanie kon-
kurencji o skladniki pokarmowe [24, 46, 63].

Brak prawidtowego wprowadzenia mostkéw disiar-
czkowych do struktur czynnikéw wirulencji warunkuje

obnizenie poziomu kolonizacji organizmu gospodarza
oraz zatrzymanie namnazania i rozprzestrzeniania
komorek bakteryjnych w jego obrebie [24]. Z tego
wzgledu biatka DsbA sg rozpatrywane jako potencjalne
cele dla antybiotykoterapii. W przypadku patogenéw
z rodziny Enterobacteriaceae takich jak E. coli, S. ente-
rica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Citro-
bacter koseri, Shigella flexneri i Cronobacter sakazakii,
bedacych przyczyna trudnych do zwalczenia i wymaga-
jacych nowych srodkow terapeutycznych infekcji szpi-
talnych, sekwencja aminokwasowa, wlasciwosci redoks,
struktura i miejsce wigzania substratéw homologow
DsbA s3 wysoce konserwowane [41].

Na rys. 3 zobrazowano réznorodne, omawiane dotad
w niniejszej pracy systemy wprowadzania mostkow
disiarczkowych do struktury biatek.

5. Inne systemy Dsb

Chociaz obecnos¢ biatka DsbA jest konieczna, aby
proces wprowadzania mostkow disiarczkowych zacho-
dzil efektywnie, wykazano, ze w szczepach pozbawio-
nych genéw dsbA (lub dsbB) ich formowanie réwniez
ma miejsce lecz jest ono mniej wydajne w poréwnaniu
ze szlakiem utleniania Dsb. Zjawisko to okreslono jako
aktywnos¢ tla. Jest ono najprawdopodobniej spowodo-
wane obecnoscig tlenu w peryplazmie. Podjeto probe
zidentyfikowania enzyméw odpowiedzialnych za ten
proces. W przeprowadzonych badaniach potwierdzono,
ze nadekspresja zaleznego od DsbC peryplazmatycz-
nego biatka PspE, ktére zawiera w sekwencji amino-
kwasowej tylko jedna cysteine, zwigksza efektywnos¢
wprowadzania mostkow disiarczkowych do struktury
bialek w mutancie AdsbA. Co wiecej system PspE/DsbC
nie jest zrodtem aktywnosci tla, co sugeruje, Ze moze
by¢ on wykorzystywany przez komorki bakteryjne
w ktérych nie funkcjonuje standardowy szlak utleniania
zalezny od obecnosci bialek DsbA i DsbB [7].

W genomach prokariotycznych zidentyfikowano
takze bialka zawierajace w swojej sekwencji aminokwa-
sowej selenocysteing (SeCys), okreslane jako nowa klasa
bialek DsbA. Udokumentowano, ze proste diselenidy
w stezeniu katalitycznym funkcjonalnie zastepuja brak
biatka DsbA w mutantach dsbA". Produkty genéw SeCys
DsbA-like nie zostaly jak dotad dobrze poznane [3].

Alternatywne szlaki wprowadzania mostkow disiar-
czkowych do struktury bialek w komérkach E. coli
zostaly takze stworzone w warunkach laboratoryjnych.
Dotaczenie sekwencji sygnalnej do cytoplazmatycznej
tioredoksyny skutkowalo jej transportem do perypla-
zmy, gdzie byla utleniana przez DsbB i w niewielkim
stopniu katalizowala tworzenie wigzan -S-S-. Zasta-
pienie motywu katalitycznego CXXC tioredoksyny na
CXCC, przyczynialo si¢ do tworzenia dimeréw tego
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Rys. 3. Schemat obrazujacy zrdznicowanie bakteryjnych szlakow utleniania biatek. Szczeg6ly i objasnienia w tekécie. A) modelowy szlak
utleniania E. coli DsbAB; B) obecno$¢ w komorce dwoch biatek DsbA i dwdch biatek DsbB (np. P. aeruginosa); C) wystepowanie réwno-
legle dwdch par enzymow katalizujacych wprowadzanie mostkéw disiarczkowych DsbAB i DsbLI(B2) (np. uropatogennej E. coli CFT073);
D) wystepowanie zwielokrotnionej liczby homologéw DsbA, z ktérych niektore zakotwiczone sg w blonie komérkowej (np. N. meningiti-
dis); E) obecno$¢ biatka DsbA w parze z biatkiem VKOR, ktore jest jego partnerem redoks (np. M. tuberculosis H37Rv); F) wystepowanie
dimerycznego DsbA (np. H. pylori), ? — §ciezka utleniania nadal stabo poznana; G) wystgpowanie w komorce bakteryjnej jedynie homo-
loga DsbA (np. S. aureus); H) obecnoé¢ szlakow DsbAB i DsbLI(B2) oraz dodatkowej, kodowanej plazmidowo oksydoreduktazy SrgA
(np. S. enterica sv. Typhimurium).

biatka zdolnych do efektywnego wprowadzania most-
koéw disiarczkowych niezaleznie od obecnosci DsbA
i DsbB [34].

6. Podsumowanie

W komorkach E. coli mostki disiarczkowe wprowa-
dzane sg do struktury bialek w szlaku utleniania przez
system EcDsbA/EcDsbB. Monomeryczne, peryplazma-
tyczne EcDsbA jest gléwng oksydoreduktazg katali-
zujaca proces, a zakotwiczone w blonie komoérkowej
EcDsbB odpowiada za utrzymanie EcDsbA w aktywnej,
utlenionej formie. Prowadzone na przestrzeni ponad
dwudziestu lat badania pozwolity na szczegdtowe
poznanie funkcji, struktury i substratéw EcDsbA,
a $ciezka utleniania biatek funkcjonujaca w komorkach
E. coli przez dlugi czas uznawana byla za modelowa.
Wraz ze wzrostem liczby zsekwencjonowanych geno-
mow bakteryjnych zidentyfikowano ponad 300 bialek
homologicznych do EcDsbA, pochodzacych z réznych
mikroorganizméw. Analiza pordwnawcza dostepnych
struktur i funkcji tych bialek wykazata ogélne podo-
bienstwa pomiedzy nimi (obecnos¢ domeny TRX
z insercyjna a-helis3, motywu aktywnego CXXC
i petli cis-Pro), ale takze podkreslita zasadnicze réznice

(odmienny potencjal redoks, wlasciwosci powierzch-
niowe oraz rézna sekwencja aminokwasowa i specy-
ficznos¢ substratowa). Wykazano takze ogromng roz-
norodnos¢ szlakow utleniania bialek funkcjonujacych
w komorkach bakteryjnych. Udokumentowano: zwielo-
krotnienie liczby bialek DsbA; samodzielne funkcjono-
wanie DsbA, bez obecnosci partnera redoks; zastgpienie
dzialania DsbB przez homolog eukariotycznej reduktazy
epoksydowej VKOR; umiejscowienie genu kodujacego
DsbA na plazmidzie wirulencji; obecno$¢ dwoch par
enzymoéw dziatajacych w szlaku utleniania oraz odno-
towano przypadki dimerycznej budowy biatek DsbA.

Praca finansowana z funduszy grantu NCN nr 2012/05/B/
NZ1/00039
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Yarrowia lipolytica - non-conventional yeast in biotechnology

Abstract: Yarrowia lipolytica is one of the most extensively studied “non-conventional” yeast. It is considered as nonpathogenic and several
processes based on this organism were generally recognized as safe (GRAS) by the Food and Drug Administration (FDA, USA). Numerous
unique physiological as well as biochemical properties exhibited by these microorganisms allow their wide use in biotechnology of food. High
secretory capacity contributes to the production of a number of important metabolites, including organic acids, polyalcohols, carotenoids,
aroma compounds, single cell oil or microbial surfactants. The sequenced genome and fairly well studied metabolism of this yeast species
allows also for its usage as a model in numerous basic research in the field, including secretory protein, biogenesis of peroxisomes or lipid
homeostasis. In this review, we have summarizedthe potential applications of the yeast Y. lipolytica, including the commercialization of some
processes. The article provides also a synthetic description of the systematics, morphology and physiology of the species.

1. Introduction. 2. Taxonomy and biodiversity of species of Yarrowia lipolytica. 3. The morphology and physiology of the yeast Yarrowia
lipolytica 4. Genetic characteristics of Yarrowia lipolytica. 5. Biotechnological importance of yeast Yarrowia lipolytica. 5.1. The role of the
yeast Yarrowia lipolytica in the biotechnology of food. 5.2. Yarrowia lipolytica in environmental protection. 5.3. Synthesis of enzymes by

yeast Yarrowia lipolytica. 6. Summary
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1. Wprowadzenie

Yarrowia lipolytica jest jednym z najpowszechniej
badanych w ostatnich latach gatunkéw niekonwen-
cjonalnych drozdzy. Mikroorganizmy te s3 wybit-
nie tlenowe, produkuja wiele waznych metabolitow
i posiadaja wysoka zdolno$¢ sekrecyjna. Powyzsze
cechy rzutuja na coraz wigksze biotechnologiczne zna-
czenie tego gatunku. Aktualnie Y.lipolytica znajduje
zastosowanie m.in. w syntezie kwaséw organicznych,
w tym kwasow dikarboksylowych, w syntezie substancji
stodzacych, karotenoidéw, oleju mikrobiologicznego
czy zwigzkéw zapachowych. Za jej posrednictwem
produkowane s3 rdéwniez wysokobiatkowe pasze
(Skotan S.A.). Y. lipolytica nalezy do drozdzy niepa-
togennych i wielu procesom prowadzonym na komer-
cyjng skale przy jej udziale Amerykanska Agencja
Rzadowa Zywnosci i Lekéw Food and Drug Admini-
stration — FDA) przyznala status GRAS (Generally Reco-
gnized As Safe).

Nalezy wspomnie¢, iz z uwagi na wysoka produk-
cje szeregu enzymow, w tym lipaz, drozdze Y. lipoly-
tica stanowig cenne narzedzie w ochronie $rodowiska.

Z ich udzialem mozliwa jest bowiem bioremediacja
gleb i wdd skazonych olejami, detoksykacja zwigzkow
aromatycznych czy utylizacja ucigzliwych $ciekéw prze-
mystu rybnego, olejowego badz spozywczego.

Majac na wzgledzie coraz wieksze biotechnolo-
giczne znaczenie tego gatunku, starano si¢ w niniejszym
artykule dokonac syntetycznego zestawienia informacji
na temat systematyki gatunku, jego morfologii, fizjo-
logii i przede wszystkim mozliwosci aplikacyjnych.
Wskazano, poprzez staranny dobor literatury ostatnich
kilkunastu lat, na liczne, aktualnie prowadzone bada-
nia nad wykorzystaniem drozdzy Yarrowia. W artykule
wspomniano takze o poczatkach prac badawczych
i pierwszych komercjalizacjach proceséw z udzialem
tego gatunku.

2. Taksonomia i bioréznorodnos¢
gatunku Yarrowia lipolytica

Nazwa rodzajowa Yarrowia zostala zapropono-
wana w 1980 roku przez van der Walt i von Arx. Bylo
to nastepstwem identyfikacji w 1972 roku przez Davida

* Autor korespondencyjny: Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydzial Nauk o Zywnosci, Katedra Chemii,
ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa; tel. (0-22) 59 37 618, e-mail: jolanta_krzyczkowska@sggw.pl
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Yarrow z Delft Microbiology Laboratory rodzaju wy-
rozniajacego sie charakterystycznym ksztattem akso-
spor oraz obecnoscia koeznymu Q-9 [51, 86, 88].
Nazwa gatunkowa ,,lipolytica” pochodzi z kolei od zdol-
nosci tych drozdzy do hydrolizowania lipidéow. Yarro-
wia nalezy do klasy Saccharomycetes i wcze$niej znana
byta pod nazwa Candida, Endomycopsis lub Saccharo-
mycopsis lipolytica [12, 44]. Nieformalnie Y. lipolytica
zaliczana jest do grupy drozdzy niekonwencjonalnych
(ang. non-conventional yeast), obok takich gatunkéow
jak Pichia pastoris, Pichia guilliermondii czy Kluyvero-
myces lactis, za$§ w odrdznieniu od drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae czy Schizosaccharomyces pombe [81].

Szczepy Y. lipolytica powszechnie wystepuja w przy-
rodzie i sg czesto izolowane z produktéw mlecznych,
takich jak sery (Camembert, Livarot, Rokpol) czy
jogurty; produktow miesnych, np. kietbas, ze srodo-
wisk bogatych w tluszcze. Spotyka si¢ rowniez szczepy
izolowane ze $ciekow, gleby oraz srodowisk morskich
o duzym zasoleniu [12, 28, 51].

W 2014 roku, w bazie CBS [www.cbs.knaw.nl/col-
lections] znanych i zatwierdzonych po genetycznych
badaniach bylo juz 38 szczepow Y. lipolytica. W przy-
padku 22 szczepéw znany jest geograficzny region ich
pochodzenia, w wigkszosci sg to kraje europejskie:
Holandia (4 szczepy); Wlochy (3 szczepy); Niemcy
(3 szczepy); Norwegia (3 szczepy); Wielka Bryta-
nia (1 szczep) i Francja (1 szczep), ale takze Rosja
(2 szczepy), USA (3 szczepy) i Argentyna (2 szczepy).
Izolowano je np. z gleby (n=7); weglowodorow (np.
n-parafin, nafty) (n=4); oliwek (n=2); odpadéw z prze-
robu kukurydzy (n=2); zjelczalych margaryn i majo-
nezéw (n=4); soku jablkowego (n=1) badz produktow
mlecznych (n=1) [34].

3. Morfologia i fizjologia drozdzy Yarrowia lipolytica

Komorki drozdzy z gatunku Y. lipolytica cechujq sie
ksztaltem kulistym, elipsoidalnym lub wydluzonym,
a ich wielko$¢ waha sie w granicach 3,0-5,0%3,3-
15,0 um. Sciana komérkowa tych drozdzy zbudowana
jest z galaktomannanéw. Komorki wystepuja pojedyn-
czo lub w niewielkich skupiskach. Kolonie drozdzy,
rosngce na zestalonym ekstrakcie stodowym, przy-
bieraja posta¢ gladka, blyszczacy i charakteryzuja sie
barwg od bialej do opalizujaco-bialej. Nalezy mie¢
jednak na wzgledzie to, iz morfologie komorek deter-
minuja zaréwno warunki srodowiskowe, jak i genotyp
danego szczepu [44].

Drozdze Y. lipolytica zaliczane s3 do gatunkow
dimorficznych, co oznacza, ze komdrki moga przybie-
ra¢ forme od typowych komorek o sferycznym ksztat-
cie, przez pseudogrzybnie (pseudohyphae), az po septo-
wana grzybnie (hyphae) charakterystyczng dla grzybow
strzepkowych (Rys. 1) [12, 86].

Szerokos¢ pojedynczej strzepki moze wynosi¢
3,0-5,0um, a jej dlugos¢ nawet kilka milimetréw.
W kazdym segmencie strzepki znajduje si¢ jedno
jadro komoérkowe, a septa posiada centralnie polozone
zaglebienie/por, przez ktdre rozciagaja si¢, od jednego
do drugiego segmentu, btony retikulum endoplazma-
tycznego [40].

Y. lipolytica stanowi modelowy organizm do badan
nad dimorfizmem drozdzy [51]. Do dnia dzisiejszego
mechanizm tego zjawiska nie jest bowiem w pelni
poznany. Wielu autoréw podaje, ze dimorfizm jest
zalezny szczepowo oraz silnie kontrolowany przez
warunki §rodowiska [71]. Aktualnie najintensywniej
badane sa dwa szlaki sygnalowe zwigzane z dimor-

Rys. 1. Formy morfologiczne szczepu drozdzy Yarrowia lipolytica KKP 379 (fot. wlasna).

Zdjecia komorek drozdzy Yarrowia lipolytica KKP 379 wykonano technika skaningowej mikroskopii elektronowej w Centrum Analitycznym SGGW
w Warszawie przy uzyciu Elektronowego Mikroskopu Skaningowego Quanta FEI Electron Optics.
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fizmem drozdzy - szlak kinazy MAP (mitogen acti-
vated protein) i kinazy biatkowej A (PKA) [21]. Udo-
wodniono, iz zmiany w morfologii komérek drozdzy
Y. lipolytica zwigzane s3 z jednobiegunowym wzrostem,
asymetrycznym podzialem, obecnoscig duzych polarnie
zlokalizowanych wakuol oraz zahamowaniem separacji
komorek po podziale. Tworzenie strzgpek obserwuje
sie zazwyczaj w warunkach ograniczonej dostepnosci
azotu, a takze w warunkach stresu termicznego i tleno-
wego. Badania naukowe dowodzg, iz obecnos¢ wielu
form morfologicznych jednego mikroorganizmu nie
jest korzystne. Wywiera to bowiem negatywny wptyw
na przebieg proceséw fermentacyjnych, utrudnia ich
optymalizacje, gdyz wraz ze zmiang form morfologicz-
nych drozdzy zmieniaja si¢ wlasciwosdci reologiczne
oraz zaburzeniu ulega transfer ciepla i masy w bio-
reaktorze [25, 37, 52].

Drozdze Y. lipolytica zaliczamy do gatunkéw hetero-
tallicznych, u ktérych istniejg zarodniki o réznym typie
koniugacyjnym, determinowanym przez dwa allele
MATA i MATB. Czestotliwos¢ koniugacji u natural-
nych izolatéw jest bardzo niska (ponizej 1% wszystkich
zywych komorek). Sporulacja u tego gatunku drozdzy
zachodzi nawet w warunkach duzej dostepnosci zrédta
azotu, w przeciwienstwie do takich drozdzy jak Saccha-
romyces cerevisiae. Szczepy diploidalne tworza zarod-
niki w momencie, kiedy w podlozu zostanie wyczer-
pane zrédlo wegla, np. glukoza. Najwyzsza czestotliwosé
komorek koniugujacych obserwuje si¢ w pdznej fazie
wzrostu logarytmicznego, a za optymalng tempera-
ture, w ktorej zachodzi koniugacja uznaje sie 20-28°C
[81]. W kazdym worku moze powstac od 1 do 4 asko-
spor, ktérych ksztalt jest réznorodny, w duzej mierze
determinowany koniugujacymi ze sobg typami. Wsrod
szczepOw izolowanych naturalnie ze $srodowiska spo-
tyka sie najczesciej komorki haploidalne [12, 44].

Drozdze Y. lipolytica sa organizmami tlenowymi
i nie prowadza proceséw fermentacji. Optymalna tem-
peratura ich wzrostu zawiera si¢ w przedziale 20-28°C,
cho¢ obserwuje si¢ réwniez namnazanie tych organi-
zmow w szerszym zakresie temperaturowym: 5-37°C.
Y. lipolytica rosnie w przedziale pH od 2 do 8, przy
aktywnosci wody rzedu 0,85-0,89. Mikroorganizmy te
toleruja do$¢ wysokie zasolenie — do 10-12% w/v NaCl
oraz duze stgzenie sacharozy w srodowisku — nawet ok.
50% wi/v [12, 34, 44].

Mikroorganizmy, o ktérych mowa w niniejszym
przegladzie posiadaja zdolno$¢ do wykorzystywania
jako zrodla wegla szerokiej gamy substratow. Wsrod
nich znajduja si¢ m.in.: weglowodany, alkohole, kwasy
organiczne oraz zwiazki hydrofobowe (np. alkany,
kwasy tluszczowe oraz triglicerydy) [24].

Sposrod weglowodanow Y. lipolytica asymiluje hek-
sozy, przede wszystkim glukoze, fruktoze i mannoze.
Transport cukréw prostych przez blon¢ odbywa sie

zazwyczaj za posrednictwem specyficznych przenos-
nikéw/bialek transportowych zwanych permeazami
[30]. W przypadku di- badz tri- sacharydéw konieczna
jest wezesniejsza hydroliza tych zwigzkow, przeprowa-
dzana na zewnatrz komorki. Nie wszystkie szczepy
Y. lipolytica te zdolno$¢ jednak posiadaja. Udowod-
niono to na przykladzie sacharozy, ktora nie jest wyko-
rzystywana przez dzikie szczepy Yarrowia, z uwagi na
brak zdolnosci tych mikroorganizméw do syntezy
inwertazy — enzymu hydrolizujacego wigzania frukto-
furanozydowe [61].

Obok weglowodanéw, Y. lipolytica wykorzystuje
réwniez kwasy organiczne. Badania Rodrigues
i Pais [67] potwierdzily mozliwo$¢ wykorzystywania
przez te drozdze, jako zrodla wegla i energii, kwasow:
octowego, mlekowego, propionowego, bursztynowego,
jabtkowego czy cytrynowego. Niektore kwasy karbok-
sylowe moga mie¢ jednak inhibitujace dzialanie. Takie
cechy w stosunku do komoérek Yarrowia przejawiaja
m.in. kwas mastowy i sorbowy. Spowolniony wzrost
komoérek drozdzy moze by¢ obserwowany réwniez
w przypadku przyswajalnego kwasu octowego, po prze-
kroczeniu 1% stezenia w podlozu [24].

Z uwagi na obecno$¢ w komérkach drozdzy Y. lipo-
Iytica enzymow z klasy oksydoreduktaz, Zrédtem wegla
dla tych mikroorganizméw mogg by¢ takze alkohole.
Drozdze, syntetyzujac dehydrogenaze alkoholows,
moga wykorzystywac etanol [11]. Maksymalne stezenie
alkoholu w podtozu nie powinno przekracza¢ jednak
3%, gdyz w wyzszych stezeniach dziata on na komorki
toksycznie [12, 24]. Liczne badania z zakresu meta-
bolizmu drozdzy potwierdzajg, iz Y. lipolytica posiada
takze zdolnos¢ do asymilacji glicerolu [5, 75]. W $wie-
cie Procaryota odkryto dwa gléwne szlaki przemian
biochemicznych tego alkoholu. Pierwszy z nich polega
na fosforylacji glicerolu przy pomocy kinazy glicerolo-
wej do 3-fosfoglicerolu. Nastepnie zwigzek ten poprzez
dzialanie dehydrogenazy 3-fosfoglicerolowej zostaje
przeksztalcany w fosfodihydroksyaceton. Fosfodi-
hydroksyaceton moze powstawac takze w odmiennym
szlaku metabolicznym drozdzy, w ktérym poczatkowo
nastepuje utlenianie glicerolu do dihydroksyacetonu,
a dopiero w nastepnym etapie jego fosforylacja [39].
Wykorzystywanie przez drozdze Y. lipolytica glicerolu
jako zrodla wegla moze prowadzi¢ do otrzymywania
szeregu cennych metabolitéw, w tym m.in. kwasu
cytrynowego [74], erytrytolu [72, 73], mannitolu [84]
badz lipidéw, z duza zawartosciag nienasyconych kwa-
soéw thuszczowych [58].

Komoérki drozdzy Y. lipolytica moga asymilowaé
takze substraty hydrofobowe. Do najistotniejszych
etapow ich asymilacji naleza: pobranie i transport
czasteczek do wnetrza komorki, wstepne terminalne
utlenianie czasteczek alkanéw do odpowiednich kwa-
sow ttuszczowych w retikulum endoplazmatycznym
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(ER) oraz peroksysomach, aktywacja wolnych kwasow
ttuszczowych do odpowiednich estrow acetylo-CoA na
drodze B-oksydacji w peroksysomach (na tym etapie
moze takze zachodzi¢ ich akumulacja w postaci lipidow
komoérkowych) oraz synteza substratow posrednich
cyklu kwasow trikarboksylowych [28].

Triglicerydy sa najpierw hydrolizowane do wolnych
kwasow ttuszczowych za posrednictwem syntetyzowa-
nych przez drozdze enzymow lipolitycznych, a nastep-
nie pobierane do wnetrza komorek. Alkany wnikajg
do komorki bezposrednio, bez wstepnych mody-
fikacji enzymatycznych. Istnieja dwie hipotezy doty-
czace transportu czasteczek hydrofobowych do
wnetrza komorki. Pierwszym etapem asymilacji alka-
noéw jest prawdopodobnie ich emulgacja, ktérg umoz-
liwia m.in. liposan - glikoproteina o masie 27 kDa,
syntetyzowana przez drozdze Y. lipolytica. Drugi me-
chanizm dotyczy zdolnosci adhezyjnych struktury
$ciany komorkowej drozdzy (Rys.2) oraz transportu
pasywnego droga dyfuzji.

Drozdze Y. lipolytica posiadajg zdolnos$¢ do modyfi-
kacji hydrofobowych wlasciwosci powierzchni komorki
i sg one w stanie modyfikowa¢ zaréwno grubos¢ $ciany
komorkowej, jak i przestrzeni periplazmatycznej oraz
tworzy¢ system wpuklen blony komorkowej, ktore
taczg kanaly w $cianie komorkowej, z systemem bton
wewnetrznych ER [28].

Asymilacja kwasow tluszczowych przez drozdze
Y. lipolytica odbywa si¢ dzieki obecnosci kilku spe-
cyficznych bialek transportowych FABP (fatty acid
binding proteins) oraz syntetaz acylo-CoA (I i II),
a czasteczki alkanow ulegaja hydroksylacji przez mono-
oksygenazy cytochromu P-450 [12, 23, 28]. Jak dotad
w komorkach Y. lipolytica zidentyfikowano 40 kom-
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Rys. 2. Adsorbcja kuleczek ttuszczowych na powierzchni komérek
drozdzy Yarrowia lipolytica MTLY40-2p namnazanych na podiozu
z olejem rycynowym (fot. wltasna).

Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Carl Zeiss
Axioplan 2.

pleksow biatkowych, ktore biora udziat w metabolizmie
substratow hydrofobowych [45].

W zaleznoéci od warunkéw srodowiska drozdze
potrafia kumulowa¢ kwasy thuszczowe w postaci trigli-
ceryddw lub estréw steroli, tworzac tzw. ciala lipidowe
LB (lipid bodies). Ciata lipidowe sktadaja si¢ z hydro-
fobowego rdzenia zbudowanego glownie z triacylogli-
ceroli, otoczonego pojedyncza warstwa fosfolipidow
i zwigzanych z nimi czasteczek bialek [28]. Biosynteza
lipidéw odbywa si¢ dwiema drogami - de novo z pre-
kursoréw acetylo- i malonylo-CoA oraz ex novo czyli
z substratow obecnych w podlozu [13].

4. Charakterystyka genetyczna Yarrowia lipolytica

Kompletny genom jadrowy szczepu Y. lipolytica E150
(CLIB99) opublikowany zostal w 2004 roku przez kon-
sorcjum Génolevures, kierowane przez Bernarda
Dujon [27,44].

Zawarto$¢ par zasad GC (guanina i cytozyna)
w genomie Y. lipolytica wynosi 49,6% [44]. Wielkos¢
genomu tych drozdzy nie jest stata dla wszystkich szcze-
pow dzikich oraz laboratoryjnych i waha si¢ w zakresie
od 12,7 Mb (milionéw par zasad) do 22,1 Mb. Genom
Y. lipolytica koduje 6448 genodw, z czego 957 z nich
posiada co najmniej jeden intron. Liczba chromoso-
mow wynosi od czterech do szesciu [12, 27].

Drozdze Y. lipolytica rdznig si¢ znacznie od pozo-
stalych workowcéw m.in. pod wzgledem zawartosci
par zasad GC, brakiem polimerazy RNA I, wiekszym
rozmiarem snRNA (maly jadrowy RNA, small nuc-
lear RNA) i 7S RNA [12]. Kod genetyczny uzywany
w komorkach Y. lipolytica wykazuje podobienstwo
do tego wykorzystywanego przez komorki A. niger,
a rozni sie od kodu genetycznego drozdzy S. cerevisiae
[32]. Drzewo filogenetyczne, zbudowane na podsta-
wie poréwnania sekwencji genow najbardziej znanych
gatunkéw drozdzy, kodujacych dobrze zakonserwo-
wane funkcjonalnosci (jak geny rRNA), umiejscawia
gatunek Y. lipolytica na oddzielnej w stosunku do pozo-
stalych workowcow gatezi [10, 55].

Geny rDNA drozdzy z rodzaju Yarrowia cechuje
duzy polimorfizm oraz rozproszona lokalizacja
w genomie [12]. Komorki Y. lipolytica nie posiadaja
plazmidéw DNA, natomiast odkryto u nich linearne
czasteczki dsRNA o dlugosci 4,9 oraz 6 kb, podobnie
jak w komorkach S. cerevisiae. Dodatkowo czasteczki
dsRNA zamkniete s3 wewnatrz biatkowej otoczki przy-
pominajacej kapsyd wirusowy. Mimo to nie znaleziono
zadnego dowodu na wystgpowanie u tego gatunku
fenotypu killerowego [12]. W genomie Y. lipolytica
odkryto retrotranspozon Yltl o diugosci 9,4 kb, nale-
zacy do grupy retrotraspozonéw Ty3/gypsy i posiada-
jacy dlugie powtdrzone sekwencje nukleotydéw tzw.
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LTR (long terminal repeats) oraz retrotranspozon YlIi,
nalezacy do rodziny L1 i nie posiadajacy sekwencji tego
typu. Elementy transpozonowe biora udziat w rekombi-
nacji homologicznej oraz rearanzacji genomu i szeroko
spotyka si¢ je u eukariontow [12, 19, 49, 78].

Genom mitochondrialny szczepu drozdzy Y. lipoly-
tica W29 opublikowany zostal w 2001 roku przez zespot
naukowcow z Niemiec i Francji. Jest to kolista dwuni-
ciowa czgsteczka DNA wielko$ci 47,9 kb. Zawartos¢ par
zasad GC wynosi 22,7%. Na tej samej nici znajduja si¢
geny: oksydoreduktazy NADH-ubichinon (kompleks I),
oksydoreduktazy ubichinon-cytochrom oraz apocyto-
chromu b (kompleks IIT), oksydazy cytochromowej
(kompleks IV), 3 podjednostek syntazy ATP, duzej
i matej podjednostki rybosomu i zestaw 27 tRNA. Co
ciekawe, kod genetyczny mitochondrialnego genomu
Y. lipolytica jest typowy dla plesni, a wérod kodowanych
czasteczek tRNA brakuje tRNA dla argininy rozpozna-
jacej kodon CGN [38].

5. Biotechnologiczne znaczenie drozdzy
Yarrowia lipolytica

Zainteresowanie przemystowe gatunkiem Y. lipo-
Iytica rosnie nieustajaco od ponad poét wieku, kiedy
w latach 60-tych drozdze te badano pod katem wyko-
rzystania jako Zrédla biatka SCP (single-cell protein).
Pionierskg firma w tym zakresie byto British Petroleum
(BP), ktore rozpoczelo swa dziatalnosé¢ w 1957 roku,
tworzac z francuska spdtka konsorcjum Societé
Francaise des Petroles BP. BP opracowalo wowczas
mikrobiologiczng metode produkeji biatka opartg na
wykorzystaniu n-parafin. Uruchomiono dwie linie
produkcyjne: we Francji, gdzie produkowano biatko
pod handlowa nazwa Toprina L przy zastosowaniu
drozdzy Candida tropicalis oraz w Szkocji, gdzie do
produkcji SCP pod nazwa Tropina G wykorzystywano
drozdze Y. lipolytica [34].

Obecnie komercyjng produkcje biomasy drozdzy
Y. lipolytica wznowita polska firma Skotan S.A. z sie-
dzibag w Katowicach [http://www.skotansa.pl/]. Od
2009 roku spotka produkuje ok. 1200 ton biomasy
rocznie. Komorki drozdzy namnazane sg na podlozu
zawierajagcym w formie zrédta wegla odpadowy glice-
rol i produkty po od$luzowywaniu olejéw roslinnych
uzywanych przy produkcji biodiesla. Firma deklaruje,
iz zawartos¢ bialka w produkowanych drozdzach paszo-
wych siega poziomu 41-45%, a w jego sklad wchodza
istotne z zywieniowego punktu widzenia aminokwasy,
w ilosci wyzszej niz rekomenduje to FAO/WHO [76].
Aktualnie, przy wspoélpracy z grupa naukowcéw z Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, Skotan S.A.
prowadzi badania nad zdolno$ciami probiotycznymi
i prebiotycznymi drozdzy Y. lipolytica.

Wrhasciwosci fizjologiczne i biochemiczne, w tym
wysoka zdolno$¢ sekrecyjna przejawiana przez droz-
dze Y. lipolytica staly si¢ podstawa szerokiego biotech-
nologicznego wykorzystania tych mikroorganizmow,
zaréwno w procesach biosyntezy, biotransformacji jak

i biodegradacji.

5.1. Rola drozdzy Yarrowia lipolytica
w biotechnologii Zywnosci

Na skale przemystowgy, z udziatem drozdzy Y. lipo-
Iytica produkowane s kwasy organiczne, w tym kwasy
bedace produktami posrednimi cyklu trikarboksylo-
wego: kwas cytrynowy, izocytrynowy, a-ketoglutarowy
i pirogronowy. Synteza kwasu cytrynowego (CA) przez
drozdze Y. lipolytica stanowi alternatywna technologie
w stosunku do proceséw prowadzonych z udzialem
grzybow strzepkowych Aspergillus niger. Wiele natu-
ralnych szczepéw tych drozdzy odznacza si¢ dobra
wydajnoscig i produktywnoscig tego kwasu [72]. Pro-
blemem jest jednak réwnoczesna produkcja znacznych
ilosci kwasu izocytrynowego (ICA) (obserwowana
szczegllnie u dzikich szczepdw Yarrowia, niezaleznie
od zastosowanego rodzaju zrédta wegla i azotu w pod-
fozu hodowlanym oraz ich wzajemnych proporcji),
a takze ograniczona zdolno$¢ asymilacji cukréw. Dla-
tego tez prowadzone sg szerokie badania w kierunku
ulepszania cech technologicznych tych mikroorgani-
zmow. Celem uzyskania szczepow o wyzszej wydajnosci
produkeji i czysto$ci proceséw oraz poszerzenia moz-
liwosci wykorzystywania alternatywnych zrodet wegla
prowadzone sg dzialania w kierunku mutagenizacji czy
hybrydyzacji na drodze fuzji protoplastow. Szczegol-
nie szerokie badania w tym zakresie wykonane byly
dotychczas m.in. w Katedrze Biotechnologii i Mikro-
biologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu. Stosujac réznorodne techniki genetyczne
szukano m.in. mutantéw z defektami metabolicz-
nymi minimalizujacymi uboczng produkcje ICA oraz
rekombinantéw o poszerzonej zdolnosci asymilacji
cukréw. Przy zastosowaniu klasycznej mutagenizacji
z udzialem réznych mutagenéw, w tym: promienio-
wania UV, NTG (nitrozoguanidyny) oraz EMS (meta-
nosulfonianu etylu) otrzymano mutanty oct-: A-101;
1.311K-1 produkujace kwas cytrynowy przy znaczaco
zmniejszonej produkeji kwasu izocytrynowego (stosu-
nek CA:ICA - 42:1) [66]. Stosunek kwasu cytrynowego
do jego izoformy na poziomie 95:5 udalo si¢ uzyska¢
w hodowli Yarrowia réwniez zespotowi Kruse iwsp.
[41], dzieki amplifikacji w komorkach drozdzy genu
ICL (liazy izocytrynianowej). Forster i wsp. [31]
wskazali z kolei na mozliwos$¢ obnizenia iloéci synte-
tyzowanego kwasu izocytrynowego nawet ponizej 5%
poprzez catkowite pozbawienie szczepu aktywnosci
liazy izocytrynianowe;j.
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Liczne badania naukowe [35, 57, 92, 94] wskazuja
takze na potencjal drozdzy Yarrowia w biosyntezie keto-
kwaséw: kwasu a-ketoglutarowego i pirogronowego.
Pierwsze wzmianki o zastosowaniu drozdzy Y. lipo-
Iytica do produkcji KGA pojawily sie w 1969 roku,
kiedy Tsugawa i wsp. opracowali proces biosyn-
tezy KGA, uzywajac jako zrédia wegla podloza z 8%
dodatkiem n-parafin. Zastosowany szczep — Candida
lipolytica AJ5004 pozwalal woéwczas na otrzymanie
46 ¢ KGA/dm® w czasie 72 godzin hodowli [26]. Na
poczatku lat siedemdziesigtych Maldonado iwsp.
[48] opatentowali syntez¢ kwasu KGA przez diploidalny
szczep Y. lipolytica. Aktualne badania z tego zakresu
dotycza m.in. optymalizacji warunkéw hodowli w kie-
runku nadprodukeji KGA z glicerolu (szczep Y. lipo-
Iytica WSH-Z06) [95]; nadekspresji genu kodujacego
karboksylaze pirogronianowa ScPYC1 z Saccharomy-
ces cerevisiae i RoPYC2 z Rhizopus oryzae w komor-
kach szczepu Y.lipolytica WSH-Z06 [91]; regulacji
metabolizmu acetylo-CoA poprzez ekspresje genu
ACS1, kodujacego syntetaze acetylo-CoA z S. cerevisiae
oraz genu ACL, kodujgcego ATP-zalezng liaze cytry-
nianowg z Mus musculus w komdrkach ww. szczepu
Y. lipolytica [94].

Réwniez kwasy dikarboksylowe (DCA), takie jak
dodekanodiowy (C,)) czy brasylowy (C,,) moga by¢
syntetyzowane z udziatem drozdzy Yarrowia. Wymie-
nione DCA stanowig istotne potprodukty dla prze-
mystu chemicznego. Zaréwno same kwasy, jak i ich
pochodne znajdujg bowiem zastosowanie m.in. przy
produkgji topliwych zywic, klejow proszkowych, inhi-
bitoréw korozji, smaréw i plastyfikatorow (srodkéw
zmiekczajacych). Produkcja DCA na drodze syntezy
chemicznej przebiega wydajnie, jedynie dla kwasow
o taricuchu weglowym ponizej 12 atoméw wegla. Dla-
tego tez prowadzone sg badania nad biotechnologiczna
synteza dtugotanicuchowych DCA, oparta o biokonwer-
sje kwasow tluszczowych. Dotychczas podejmowano
liczne préby bioprodukeji kwaséw dikarboksylowych
przez drozdze Candida cloacae, Candida tropicalis
i Y. lipolytica, w oparciu o rozklad alkandw. Pilotazowe
badania w tym zakresie prowadzita m.in. japonska
firma Ajinomoto Company (1971r). Szereg badan
nad syntezg DCA przez drozdze C. cloacae uwidocznit
konieczno$¢ modyfikacji genetycznych mikroorganiz-
mow, z uwagi na degradacje syntetyzowanych DCA
i kwasow ttuszczowych w szlaku B-oksydacji. Dodat-
kowo, w przypadku drozdzy Y.lipolytica wskazano
na kumulacje triglicerydow w komoérce w postaci cial
lipidowych (lipid bodies), co rzutowalo na wydajnos¢
biokonwersji z uwagi na ograniczong hydrolize kumu-
lowanych zwiazkow [83].

Athenstaedt i wsp. [6] na podstawie licznych
badan biochemicznych i proteomicznych zidentyfiko-
wali u drozdzy Y. lipolytica bialka odpowiedzialne za

magazynowanie triglicerydéw. Odkryto gen DGALl
(YALIOE32769g) kodujacy aktywno$¢ acylotrans-
ferazy diglicerolowej acyl-CoA oraz gen LRO1
(YALIOE16797g) odpowiedzialny za synteze bialka
o domniemanej aktywnosci acylotransferazy lecyty-
nowo-cholesterolowej. Usuniecie tych dwoch genow
przyczynilo si¢ do znacznej poprawy wydajnosci bio-
syntezy DCA przez drozdze Y. lipolytica.

Nicaud i wsp. [50], w badaniach nad synteza
dtugotancuchowych DCA przez wyzej wymienione
drozdze, udalo si¢ zidentyfikowaé dodatkowe geny:
G3P (dehydrogenaza 3-fosfoglicerolowa), SCP2 (pra-
wdopodobny przenosnik specyficzny steroli, putative
sterol carrier), oraz IFP 621 IPE IPF 905 i IPF 2569
(reduktaza NADH-ubichinon). Modyfikacja ich ak-
tywno$ci (poprzez zakldcenia, badz nadekspresje)
pozwolifa na zmniejszenie poziomu kumulacji sub-
stratow biokonwersji w obrebie komoérek Y. lipolytica
i umozliwila synteze DCA na poziomie ok. 23 g/l
w ciggu 130-godzinnej hodowli.

Wspomniana wczesniej zdolnos¢ Y. lipolytica do
kumulacji lipidéw przyczynita si¢ do wlaczenia tych
drozdzy do grupy mikroorganizméw oleogennych
(czyli zdolnych do kumulacji lipidéw w ilosci powyzej
20% suchej masy komorki). O ile w przypadku biosyn-
tezy DCA cecha ta nie jest pozadana, o tyle stala sie
cenna w opracowywaniu technologii otrzymania oleju
mikrobiologicznego, czyli tzw. SCO (single cell oil). SCO
przyciagnat uwage naukowcow, ze wzgledu na mozli-
wos¢ jego stosowania w formie suplementéw diety,
badz wykorzystywania przy produkeji biopaliw ptyn-
nych. Badania naukowe potwierdzily zdolno$¢ wybra-
nych szczepéw Yarrowia do syntezy ttuszczy, w ilosci do
50% suchej masy komorki, z czego ponad 90% stanowig
triglicerydy, w skfad ktérych wchodzg m.in.: kwas lino-
lowy (ok. 50%), kwas oleinowy (ok. 30%) oraz kwas
palmitynowy (ok. 10%) [14]. Tai i Stephano-
poulos [82], przeprowadzajac modyfikacje komdrek
Yarrowia byli w stanie uzyska¢ nawet 61,7% tluszczu
w suchej masie komoérek, po 120 h hodowli.

O praktycznym aspekcie zdolnosci drozdzy oleo-
gennych wspomina Papanikolaou i Aggelis
[59] wskazujac na mozliwos¢ stosowania lipidow syn-
tetyzowanych przez Yarrowia w formie substytutéw
masta kakaowego. Aktualnie komercyjnie, ze zdol-
nosci kumulowania lipidéw przez Y. lipolytica korzy-
sta amerykanska firma DuPont, sprzedajaca w formie
suplementéw diety mikrobiologiczny olej wzbogacony
w kwas eikozapentaenowy (EPA), dostepny na rynku
pod handlowa nazwg New Harvest™ [34].

Inna firma ze Stanéw Zjednoczonych - Microba
(koncern DSM) podjeta z kolei probe wykorzystania
drozdzy Yarrowia w syntezie karotenoidéw. Donie-
sienia naukowe [89] i patenty dotyczace syntezy tych
zwigzkow przez drozdze oleogenne [7, 8, 79] sklonily
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firme do badan pilotazowych, ktore zaowocowaly
wystgpieniem do FDA o status GRAS dla procesu syn-
tezy B-karotenu przez drozdze Y. lipolytica [34].

Biotechnologiczne zastosowanie drozdzy Yarrowia
jest szerokie i dotyczy takze m.in. syntezy alkoholu
cukrowego z grupy polioli — erytrytolu. Zwigzek ten
stosowany jest jako dodatek do zywnosci, pelniacy
funkcje stodzacg, wzmacniajacg smak, utrzymujaca wil-
go¢ w produkcie, ale takze jako stabilizator, zagestnik
i substancja teksturujaca. Od 2003 roku chinska firma
Baolingbao Biology Co. z siedziba w Shandong pro-
dukuje erytrytol przy zastosowaniu drozdzy Yarrowia.
Produkt byt dotychczas dystrybuowany byt w Chinach,
Japonii, Korei i Norwegii [34]. Od maja 2011 roku pro-
ces produkcji erytrytolu stosowany przez Baolingbao
Biologu Co. zyskal status GRAS (http://www.accessdata.
tda.gov/scripts/fcn/gras_notices/ GRN000382.pdf).

Liczne badania w zakresie syntezy erytrytolu przez
drozdze Yarrowia prowadzone s na Uniwersytecie
Przyrodniczym we Wroctawiu. Przy okazji prac nad
synteza kwasu cytrynowego odkryto i wyloniono
szczep Y. lipolytica Wratislavia K1 zdolny do biosyntezy
ok. 100 g erytrytolu na dm”® podloza, przy wzroécie na
podlozu z dodatkiem odpadowego glicerolu 76, 84].

Obok polioli, Y. lipolytica jest w stanie syntetyzo-
waé réwniez inne alkohole, np. 2-fenyloetanol. Alko-
hol ten jest cennym komponentem aromatéw, cechuje
sie bowiem przyjemnym, rézanym zapachem. Szczep
Y. lipolytica zdolny do syntezy 2 - fenyloetanolu,
w ilosci ok. 0,6 g/l przy wzroscie na pozywce plynnej,
zawierajacej jako zrodlo wegla glukoze lub glicerol oraz
organiczne zrédlo azotu w formie m.in. L-fenyloala-
niny, wyizolowal zespdét naukowcow z Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu [20].

Od dawna prowadzone sg takze liczne badania nad
synteza przez Yarrowia skladnikéw aromatotworczych
typu laktonow. Mozliwo$¢ produkgji cyklicznych estrow
na drodze biotransformacji kwasow thuszczowych przez
drozdze (Candida tropicalis) odkryto juz w 1963 roku
[56]. Od momentu tego odkrycia nieustannie podejmo-
wane s3 proby wykorzystani roznych gatunkéw mikro-
organizméw w wydajnej syntezie laktonéw. Y. lipolytica
okazala si¢ w tym zakresie wdziecznym mikroorganiz-
mem. Komorki tych drozdzy sa aktywne w procesie
B-oksydacji kwasu rycylowego [(R)-12-hydroksy-
-9-oktadeka-enowego], z ktérego finalnie, po cyklizacji
otrzymuje si¢ y-dekalakton — zwigzek charakteryzujacy
sie brzoskwiniowym, morelowym zapachem. Dane
literaturowe podaja mozliwos¢ syntezy przez Yarrowia
nawet ok. 12,3 g y-dekalaktonu na dm?® podloza [1, 87].

Do estréw syntetyzowanych z udzialem drozdzy
Y. lipolytica nalezy takze m.in. octan 2-fenyloetylu.
Zwigzek ten syntetyzowano z udzialem biomasy droz-
dzy Y. lipolytica KKP 379 w zespole prof. Biateckiej-
-Florjanczyk z SGGW w Warszawie [16].

Kolejng grupg zwigzkéw zapachowych, mozliwych
do otrzymania na drodze biotechnologicznej z udzia-
tem komorek Yarrowia sg lotne C ~C, aldehydy, kreu-
jace zielona nute zapachowy (green note aroma compo-
unds). Modyfikacja genetyczna drozdzy, polegajaca na
ekspresji systemu liazy wodoronadtlenkowej i lipooksy-
genazy roslinnej w ich komoérkach pozwala na produk-
cje heksanalu w ilosci nawet ok. 0,6 g/1 [18, 77].

Zdolnos¢ drozdzy Y. lipolytica do syntezy szeregu
zwigzkow zapachowych, determinowana m.in. wiasci-
wosciami lipolitycznymi i proteolitycznymi ma istotne
znaczenie w ksztaltowaniu tekstury, smaku i aromatu
produktéw miesnych i mleczarskich, tj. suszonych
kietbas oraz seréw roznych typéw, w tym m.in. Ched-
dar, Gouda, Brie czy Camembert. Niektore szczepy sa
zdolne do syntezy amin biogennych oraz lotnych zwiaz-
kow siarki. Obecnie prowadzone sg liczne prace nad
zastosowaniem drozdzy z rodzaju Yarrowia w produk-
cji nowych kultur starterowych o pozadanych wiasci-
wosciach przemystowych i zywieniowych [97].

Do dlugiej listy substancji syntetyzowanych z udzia-
tem Yarrowia naleza takze bioemulgatory, ktére sta-
nowig dobrg alternatywe dla surfaktantéow syntetycz-
nych, m.in. z uwagi na naturalne pochodzenie, nizsza
toksycznos$¢, wyzsza biodegradowalnos¢ oraz czesto
wyzsza aktywno$¢ w ekstremalnych temperaturach,
warunkach pH i zasoleniu [85]. Aktualnie znane s3
cztery biosurfaktanty produkowane przez Y. lipolytica:
»Liposan” izolowany z hodowli na heksadekanie [23]
»Yansan” syntetyzowany przy namnazaniu komorek na
podlozu z glukoza [4] surfaktant ,BS-I” otrzymywany
z podloza serwatkowego [90] oraz ,Rufisan” produ-
kowany podczas wzrostu mikroorganizméw na oleju
sojowym, stanowiacym odpad rafineryjny [70].

5.2. Yarrowia lipolytica w ochronie srodowiska

Uwaza sie, iz synteza Yansanu moze by¢ przysztos-
ciowo obiecujaca przy zastosowaniu drozdzy Yarrowia
w oczyszczaniu tankéw przemystu olejowego oraz
w procesach bioremediacji [85]. Z punktu widze-
nia ochrony $rodowiska Y. lipolytica moze odgrywac
bowiem istotng role zaréwno w bioremediacji gleb,
jak i wod skazonych olejami, detoksykacji zwigzkow
aromatycznych (w tym bifenyli, fenolu, dibenzofu-
ranu), biosorpcji metali cigzkich oraz utylizacji $cie-
kéw z przemystu rybnego, olejowego czy spozywczego
[9]. Obecnie znane s3 udane proby stosowania drozdzy
w dos$wiadczeniach majacych na celu bioremediacje
$rodowisk zanieczyszczonych odpadami przemystu
tluszczowego i paliwowego. Szczepy Yarrowia W29,
CBS 2073 oraz IMUFR] 50682 wykorzystywano m.in.
w utylizacji odpaddw pochodzacych z procesu ttoczenia
oliwy z oliwek i produkcji oleju palmowego [24]. Na
aktywnosci lipolitycznej Y. lipolytica bazowano takze
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podczas usuwaniu biofilméw olejowych na powierzchni
wody, gdzie immobilizowane w piankach poliuretano-
wych komérki drozdzy byly w stanie wykorzystac ok.
7-9 g oleju/g pianki [54]. Réwniez immobilizowane
komorki drozdzy Yarrowia wykorzystano w modelo-
wych badaniach konstrukcji biosensora wykrywajacego
alkany o sredniej diugosci tanicuchach, w tym dodekan
z limitem detekeji 3 mM [2].

Ciekawe rozwigzanie z punktu widzenia ochrony
$rodowiska przedstawila belgijska spotka Artechno SA,
produkujaca liofilizowang kulture drozdzy i lipaz zew-
natrzkomorkowych, pozyskang z namnazania komorek
Yarrowia na olejowych substratach odpadowych [28].

Aktywno$¢ Yarrowia w detoksykacji zwigzkow
aromatycznych potwierdzil z kolei zesp6t Romero
i wsp. [69], izolujac szczep Y. lipolytica LPS 605 zdolny
do biotransformacji bifenylu do 4-hydroksybifenylu
i 3,4-dihydroksybifenylu oraz hydroksylacji dibenzo-
furanu [68]. U szczepu Y. lipolytica Y103 obserwowano
z kolei zdolnos¢ do hydroksylacji fenolu [46]. Udowod-
niono takze zdolnos¢ niektorych szczepow Y. lipolytica
do detoksykacji 2,4,6-trinitrotoluenu (TNT) poprzez
redukeje pierscienia aromatycznego oraz bezposrednia
redukcje grup nitrowych [36, 96].

5.3. Synteza bialek enzymatycznych przez drozdze
Yarrowia lipolytica

Nie bez znaczenia dla przyszlych komercyjnych
zastosowan drozdzy Y. lipolytica jest ich zdolno$¢ do
syntezy zewnatrzkomorkowych enzymow, w tym m.in.
proteaz: alkalicznej (AEP, EC 3.4.21 - alkaline extra-
cellular protease) oraz kwasnej (AXP, EC 3.4.23 - acid
extracellular protease). Ich sekrecja regulowana jest
w znacznej mierze przez pH srodowiska, a wydajnos¢
produkeji AEP moze wynosi¢ nawet 2 g/dm’ [12, 53,
81]. Istotne znaczenie odgrywa takze synteza zewnatrz-

komoérkowej RNazy [22], zewnatrzkomorkowej fosfa-
tazy [47], esteraz oraz kilku lipaz.

Aktywno$¢ lipolityczna drozdzy Y. lipolytica zostala
opisana po raz pierwszy przez Petersa i Nelsona
[62, 63], za$ geny kodujace bialka o aktywnosci lipaz
odkryto w ostatnim dziesigcioleciu. Wyrdznia si¢ dwie
frakcje lipaz Y.lipolytica: zewnatrzkomorkowa oraz
wewnatrzkomorkows (enzymy znajdujace sie w cyto-
zolu oraz zwigzane ze strukturami $ciany komdrkowe;j).
Lipazy i esterazy gatunku Y.lipolytica kodowane sa
przez rodzine genéw LIP (Tab. 1) [28, 29, 60].

Za gléwna zewnatrzkomodrkowa aktywnos¢ lipoli-
tyczna drozdzy Y. lipolytica odpowiada gen LIP2 kodu-
jacy proenzym lipazy Lip2p, skfadajacy si¢ z 334 ami-
nokwasow. Jego aktywacja nastepuje przez odciecie
odcinka 12 aminokwaséw przez endoproteaze kodo-
wang przez gen XP R6. Lipaza Lip2p nalezy do rodziny
lipaz ,GX”. To enzym sn-1,3-regiselektywny, a produk-
tami reakcji hydrolizy przez nig katalizowanej sg gtow-
nie 2-monoglicerydy. Podobnie jak lipazy ssakow, nie
jest hamowana przez sole zdlciowe, wykazuje stabilnos¢
przy niskich wartosciach pH oraz optimum dziatania
w zakresie pH 6,0-7,5 i w temperaturze 37°C [3, 29,
80]. Fickers iwsp. [28] potwierdzili znaczaca role
Lip2p w aktywnosci lipolitycznej gatunku Y. lipolytica.
Nokaut genu LIP2 spowodowal spadek aktywnosci
lipolitycznej modyfikowanego szczepu o ponad 97%
w stosunku do szczepu dzikiego. Co ciekawe, biatko
enzymatyczne Lip2p nie potrzebuje pelnej glikozy-
lacji, aby zachowa¢ znaczng czg§¢ swojej aktywnosci
[33],a Bordes iwsp. [17] sugerujg, Ze mechanizm
otwierania ,wieczka” lipazy Lip2 jest dwuetapowy.
Lipaze Lip2p charakteryzuje wysokie powinowactwo
do estrow kwasu oleinowego, za$ lipazy Lip7p oraz
Lip8p odpowiednio do estréw kwasu kapronowego
(C6) oraz kwasu kaprynowego (C10). Drugg zasadnicza
réznicg pomiedzy lipazg Lip2p a lipazami Lip7p i Lip8p
jest lokalizacja ich aktywnosci. Pierwsze biatko pod-

Tabela I
Geny kodujace biatka o aktywnosci lipaz i esteraz u gatunku Y. lipolytica
1\;? kodowljiz;vj biatka Aktywnosc enzymu Zrodto
LIP1 - karboksyesteraza (EC 3.1.1.1) [28]
LIP2 Lip2p lipaza zewnatrzkomorkowa (EC 3.1.1.3) [64, 65]
LIP3 - karboksyesteraza (EC 3.1.1.1) [28]
LIP6 - karboksyesteraza (EC 3.1.1.1) [28]
LIP7 Lip7p lipaza zwigzana ze $ciang komoérkowq (EC 3.1.1.3) [29]
LIPS Lip8p lipaza zwigzana ze $ciang komoérkowg (EC 3.1.1.3) [28]
LIP9 Lip9 lipaza (EC 3.1.1.3) [93]
LIP11 Lipl1l regioselektywna lipaza (EC 3.1.1.3) [43]
LIPI2 Lip12 niespecyficzna lipaza (EC 3.1.1.3) [43]
LIP14 Lip14 termostabilna lipaza (EC 3.1.1.3) [42]
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lega intensywnej sekrecji, podczas gdy dwa pozostale
W znacznej mierze pozostajg zwigzane ze strukturami
$ciany komorkowej [28, 64, 65].

Inne lipazy Y. lipolytica (Tab. 1) zostaly sklonowane
i scharakteryzowane, cho¢ wiedza na ich temat jest
nadal niewielka. Niewiele wiadomo takze na temat lipaz
wewnatrzkomorkowych tego gatunku znajdujacych
sie w cytozolu. W ciatach lipidowych zidentyfikowano
biatko Tgl3, ktére scharakteryzowano wcze$niej jako
lipaze wewnatrzkomorkowa u drozdzy S. cerevisiae, ale
jego funkgcja nie zostalta potwierdzona [6, 15].

6. Podsumowanie

Liczne badania laboratoryjne nad gatunkiem Yar-
rowia lipolytica prowadzone na calym $wiecie pozwo-
lity uzyska¢ duzy zaséb wiedzy na temat tych mikro-
organizmoéw. Zsekwencjonowany genom i dos¢ dobrze
poznany metabolizm drozdzy sprawia, ze Y. lipolytica
jest obecnie gatunkiem modelowym w licznych bada-
niach podstawowych z zakresu: sekrecji bialek, bio-
genezy peroksysomow, badan nad kompleksem I tan-
cucha oddechowego, dimorfizmem, wykorzystaniem
substratéw hydrofobowych czy homeostazy lipidowe;j.

Przytoczone w niniejszym artykule przyktady uka-
zUjg, Ze potencjal zastosowan szczepdw drozdzy Y. lipo-
Iytica w réznych galeziach przemystu jest ogromny.
Opisane technologie, na chwile obecng w wigkszosci
ograniczajg si¢ jednak do skali laboratoryjnej. Aby
nabraty wlasciwego znaczenia nalezy podja¢ dziatania
w kierunku zwiekszenia skali proceséw i komercyjnej
dostepnosci.
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Fungi of the genus Scopulariopsis - ill-defined human pathogens

Abstract: The genus Scopulariopsis accommodates more than 30 species of mitosporic moulds. Their natural habitat is the soil, where they
live as saprophytes and are involved in the decomposition of organic matter. However, some members of the Scopulariopsis genus may
cause opportunistic infections in humans. Superficial skin lesions and onychomycosis in particular are the most predominant clinical
manifestations. Much rarer are subcutaneous, deep tissue and disseminated infections, most of which occur in immunocompromised
individuals and are associated with high mortality. Treatment of Scopulariopsis infections is difficult and usually empirically-based, one
reason for this being resistance of Scopulariopsis spp. to a broad spectrum of antifungal agents. Identification of pathogenic Scopulariopsis
spp. still largely relies on the phenotype-based methods, employing both morphological and biochemical criteria. These methods require
highly qualified personnel and are usually considered as slow and laborious, often leading to misidentification. Therefore, molecular
diagnostic methods are preferred, since they provide rapid, high-throughout, unambiguous and highly specific identification of fungal
pathogens. Earlier attempts to develop assays for detecting Scopulariopsis spp. resulted in limited success. These assays, almost exclusively
based on the hypervariable regions of the large subunit (LSU) rRNA, often produce inconclusive results and, more importantly, lack
specificity, being unable to discriminate between different Scopulariopsis spp. Hence, currently available molecular methods do not allow
inter- and intra-species differentiation of Scopulariopsis fungi.

1. Introduction. 2. Taxonomic position. 3. Morphology. 4. Distribution. 5. Significance in human medicine. 5.1. Skin and nail mycoses.
5.2. Other forms of infections. 6. Diagnosis of infections. 7. Antifungal susceptibility. 8. Treatment. 9. Summary. 10. References

Stowa kluczowe: chorobotworczo$é, identyfikacja, Scopulariopsis, Scopulariopsis brevicaulis, wrazliwos$¢ na leki

Key words:
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost
czestosci zakazen grzybami w populacji ludzkiej. Doty-
czy to przede wszystkim grzybic oportunistycznych,
tzn. wywolywanych przez grzyby, ktére wspoltworza
tizjologiczna mikrobiote czlowieka lub bytuja w $rodo-
wisku naturalnym jako saprotrofy, a ktore w pewnych
warunkach (gl. depresji ukladu immunologicznego)
nabierajg cech patogennych i wywoluja objawowe zaka-
zenia. Przyczyn rosnacej liczby grzybic oportunistycz-
nych nalezy szuka¢ m.in. w powigkszajacej si¢ grupie
chorych z uposledzong, w réznym stopniu, odpornos-
cig komorkows lub humoralna. To z kolei ma zwigzek
z coraz czg$ciej notowanymi chorobami nowotwo-
rowymi, zakazeniami bakteryjnymi i wirusowymi, ale
takze coraz czgstszym wykonywaniem inwazyjnych
zabiegdw medycznych, czy stosowaniem agresywnych
metod terapii.

Patogeny oportunistyczne z rodzajow Candida,
Cryptococcus i Aspergillus s3 najczestszymi czynnikami
etiologicznymi zakazen grzybiczych u ludzi. Coraz cz¢$-
ciej opisuje si¢ jednak przypadki grzybic wywotane
przez grzyby uwazane jeszcze do niedawna za nie-
patogenne. Mikroorganizmy te okreslane sg obecnie
angielskim terminem ,,emerging pathogens”. Do grupy
tej naleza grzyby z rodzaju Scopulariopsis, ktérego cha-
rakterystyka jest tematem niniejszego artykutu.

2. Pozycja taksonomiczna

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis naleza do grzybow
strzepkowych, wytwarzajacych strzepki przejrzyste
(hyaline moulds) lub ciemnopigmentowe (dematia-
ceous moulds). Tradycyjna systematyka zalicza rodzaj
Scopulariopsis do rodziny Microascaceae, rz¢du Micro-
ascales, podklasy Hypocreomycetidae, klasy Sordario-

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski;
ul. I. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; tel. 22 55 41 312; fax: 22 55 41 402; e-mail: t.jagielski@biol.uw.edu.pl



GRZYBY Z RODZAJU SCOPULARIOPSIS - MALO ZNANE PATOGENY CZLOWIEKA 45

mycetes, podtypu Pezizomycotina, typu Ascomycota
w krolestwie Fungi [58].

Rodzaj Scopulariopsis liczy kilkadziesiat gatunkow'.
Jednym z pierwszych wykrytych gatunkéw byl Scopu-
lariopsis brevicaulis (Sacc.) Bainier (gatunek typowy
dla rodzaju), opisany przez Saccardo w 1882 roku jako
Penicillium brevicaule. Nazwa P, brevicaule Sacc. (1882),
a takze nazwy Monilia penicillioides Delacr. (1897),
P, brevicaule var. hominis Brumpt & Langeron (1910),
Acaulium insectivorum Sopp (1912) sa synonimami
nazwy S. brevicaulis [58].

Nazwa rodzajowa Scopulariopsis okresla postaé
grzyba rozmnazajaca sie bezplciowo (posta¢ anamor-
ficzna) za pomoca jednokomorkowych zarodnikow
(amerokonidia) wytwarzanych przez wyspecjalizowane
komorki zwane annelidami. Dla niektorych gatunkéw,
tj. S. brevicaulis, S. candida, S. cinerea, S. paisii®, S. soppii,
S. trigonospora opisano formy rozmnazajace si¢ plciowo
(formy teleomorficzne), wytwarzajace zarodniki wor-
kowe (askospory). Postacie te zaklasyfikowano do
rodzaju Microascus, tj. kolejno: Microascus brevicaulis,
M. manginii, M. cinereus, M. cirrosus, M. soppii, M. tri-
gonosporus var. trigonosporus [58].

W dostepnej literaturze niewiele jest informa-
cji dotyczacych filogenetyki i ewolucji tych grzybow.
Badaniom filogenetycznym grzybow z rodzaju Scopu-
lariopsis poswiecono jak dotad tylko jedno wnikliwe
opracowanie. Issakainen i wsp. [37] podjeli
probe ustalenia pokrewienstw genetycznych w obre-
bie rodzaju Scopulariopsis (9 gatunkéw Scopulario-
psis 1 14 gatunkdéw Microascus), w oparciu o analizg
sekwencji (350 pz) w obrebie duzej podjednostki rDNA.
Wykazano wowczas, ze wigkszo$¢ patogennych gatun-
kéw (m.in. S.asperula, S.flava, S.fusca, S.koningii,
S. brevicaulis) tworzy wspolng grupe (klad), arbitralnie
nazwang MmC (Microascus manginii Clade).

3. Morfologia

Kolonie Scopulariopsis w zaleznosci od gatunku
moga miec¢ barwe biala, ptows, brazowa lub czarna. Sa
puszyste, aksamitne, nieco sznurowate. Nie wytwarzaja
synnemata. Konidiofory (struktury zarodnikotworcze)
sa proste, krotkie, czesto rozgalezione, jasne. Komorki
zarodnikotworcze (annelidy) majg ksztalt amputkowaty

! Rézne zrédla podaja rézng liczbe gatunkéw opisanych
w rodzaju Scopulariopsis. W bazie Mycobank [58] nazwie Scopu-
lariopsis przypisano 93 powigzane rekordy, ktérym odpowiadaja
93 rozne nazwy gatunkowe, z czego czg$¢ oznaczonych jest jako
niewazna. Sandoval-Denis iwsp.[70] przywoluja natomiast
liczbe okoto 40 zatwierdzonych gatunkéw.

2 Wedtug bazy Mycobank [58] obecna nazwa to Torula paisii
(teleomorfa: Microascus cirrosus), ale nazwa S. paisii jest dla niej
synonimem.

do cylindrycznego i wydltuzaja si¢ z pierscieniowatymi
strefami, na ktorych wytwarzane s zarodniki. Moga
wystepowac¢ pojedynczo lub w skupiskach, na szczy-
cie konidioforu, a takze na niewyspecjalizowanych
strzepkach. Zarodniki sg kuliste, jajowate, maczugo-
wate, w ksztalcie pocisku, $cigte u podstawy, gtadko-
$cienne, kropkowane lub brodawkowate, przejrzyste
lub jasnobrazowe. Ukladajg si¢ w suche, bazypetalne
tancuchy [3, 21, 47].

Gatunek typowy - S. brevicaulis, bedacy réwno-
cze$nie najczestszg przyczyng zakazen u ludzi, tworzy
poczatkowo kolonie bialawe, ktére szybko przybieraja
barwe orzechows, rézowobrazowg lub zéttawobra-
zowg. W $rodku kolonii moze powstawac kepka bia-
tych strzepek. Sg puszyste lub filcowate (rys. 1A). Spod
kolonii moze by¢ plowy, kremowy lub brazowawy
(rys. 1B). Annelidy wystepujg na szczycie odgalezien
konidioforu lub na niewyspecjalizowanych strzep-
kach, pojedynczo lub w skupiskach przypominaja-
cych szczotke. Sa cylindryczne, z lekko nadeta pod-
stawa. Zarodniki sg potprzejrzyste, kuliste, owalne lub
w ksztalcie pocisku. Maja $cieta podstawe i zwykle sa
szorstkoscienne. Tworzg lancuchy (rys.2). U teleo-
morfy (M. brevicaulis) mozna zaobserwowac¢ owocniki
workowe o typie perytecjum, ktore sg kuliste, z krotka
szyja, porowate, czarne. Wewnatrz owocnikow znajduja
sie okraglawe worki zawierajace po 8 askospor. Zarod-
niki workowe sg szerokie, nerkowate, gladkoscienne,
w skupiskach pomaranczowe [3, 21, 47]°.

4. Wystepowanie

Grzyby nalezace do rodzaju Scopulariopsis izo-
lowano m.in. z gleby [64, 83], powietrza (zardwno
wewnatrz budynkéw jak i na zewnatrz) [1, 53], wody
(4], a takze z réznych produktéw spozywczych, jak
ziarno [68] czy orzechy [25]. Grzyby Scopulariopsis
kolonizujg réwniez zwierzeta i ludzi, zwlaszcza tkanki
zawierajgce keratyne - pidra, rogi, kopyta, skore,
paznokcie, wlosy [7, 45, 52].

Gatunki Scopulariopsis wystepuja kosmopolitycznie.
Izolowano je m. in. w réznych krajach europejskich,
w Afryce, Azji, Ameryce Poltudniowej [7, 25, 60, 65].

5. Znaczenie w medycynie czlowieka

Do niedawna grzyby z rodzaju Scopulariopsis trak-
towano jedynie jako potencjalny czynnik etiologiczny
dermato- i onychomykoz. Obecnie grzyb ten zaliczany

* Morfologia poszczegdlnych gatunkéw Scopulariopsis, zwlasz-
cza wyglad makroskopowy kolonii, zalezy w duzej mierze od zasto-
sowanego podtoza hodowlanego.
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Rys. 1. Kolonie Scopulariopsis brevicaulis na podtozu CYA (Czapek Yeast Agar) widziane od géry (A) i spodu (B).
Fot. Magdalena Skoéra

Rys. 2. Konidiofory Scopulariopsis brevicaulis z szorstko$ciennymi,
$cigtymi u podstawy zarodnikami. Fot. Magdalena Skora

jest do tzw. ,,emerging pathogens” — nowo wylaniajacych
sie patogenow, zdolnych do wywolania takze powaz-
nych zakazen podskornych i glebokich.

Grzyby Scopulariopsis s3 organizmami oportuni-
stycznymi, powodujacymi zakazenia przede wszystkim
u 0s6b, u ktérych wystapi czynnik sprzyjajacy okreslo-
nej postaci grzybicy. Wiekszos¢ gatunkow Scopula-
riopsis zaliczana jest do I. klasy bezpieczenstwa pracy
z mikroorganizmami (BSL-1), niektdre natomiast,
w tym S. brevicaulis, do klasy II. (BSL-2) [21].

Opisano przypadki zakazen wywolane przez S. acre-
monium, S. americana, S. brevicaulis, S. brumptii, S. can-
dida, S. flava, S. fusca, S. hominis, a takze przez teleo-
morfy gatunkéw S. cinerea, S. paisii i S. trigonospora
czyli M. cinereus, M. cirrosus i M. trigonosporus [36, 59,
70]. Gatunkiem Scopulariopsis najczesciej identytiko-
wanym jako przyczyna zakazen u ludzi jest S. brevicau-
lis. Grzybice wywolane przez inne gatunki Scopulariop-

sis opisywane sg kazuistycznie. W jednej z nielicznych
prac dotyczacych epidemiologii zakazen Scopulario-
psis, autorstwa Issakainen iwsp. [36], poswieconej
wystepowaniu Scopulariopsis i Scedosporium w préb-
kach paznokci i skdry, autorzy na podstawie danych
uzyskanych z dwéch wiodacych finskich laboratoriow
wykazali, ze za 80% przypadkow zakazen Scopulario-
psis odpowiedzialny byl gatunek S. brevicaulis, za 10%
S. candida, a za 5% S. fusca. Pozostate 5% przypadkow
zakazen spowodowane bylo m. in. przez S. acremonium,
S. brumptii i teleomorfy z rodzaju Microascus.

5.1. Grzybice skory i paznokci

Zakazenia wywolane przez przedstawicieli Scopula-
riopsis zazwyczaj dodytcza tkanek bogatych w kreatyne.
Grzybice skdrne majg r6zng lokalizacje (m.in. konczyny
gorne i dolne, tulow [36]), ale wystepuja sporadycznie,
natomiast onychomykozy o etiologii Scopulariopsis sa
jednymi z najczestszych postaci plesnic paznokei [8,
10, 27, 56, 57]. Grzyby Scopulariopsis odpowiadajg za
okoto 1-5% wszystkich grzybic paznokci [36] i okoto
1-10% onychomykoz wywotanych przez grzyby ple-
$niowe [48]. Opisuje si¢ zaréwno dalsza i boczna ony-
chomykoze podpaznokciowg (DLSO - distal and lateral
subungual onychomycosis), jak i blizszg onychomykoze
podpaznokciowg (PSO - proximal subungual onycho-
mycosis) [36, 48, 82]. Zmiany chorobowe zwykle doty-
czg paznokci stop i najczesciej ograniczone sg jedynie
do paznokcia palucha. Zakazenia paznokci rak opisy-
wane sg bardzo rzadko [36, 57].

Zakazenia skory i paznokci grzybami z rodzaju Sco-
pulariopsis moga dotyczy¢ zaréwno oséb w immunosu-
presji, jak i immunokompetentnych. Immunosupresja
jest wymieniana jako czynnik predysponujgcy do grzy-
bicy paznokci spowodowanej przez Scopulariopsis 36,
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56], ale brak badan ktére wskazywalyby, ze zakazenia
te rzeczywiscie czesciej wystepuja u 0sdb z uposledzona
odpornoscia niz u pacjentéw ze sprawnym systemem
immunologicznym. Czynnikami sprzyjajacymi zaka-
zeniom powierzchniowym Scopulariopsis sa takze:
uszkodzenie plytki paznokciowej i skory, inne scho-
rzenia dermatologiczne (np. luszczyca), a takze cho-
roby ogoélnoustrojowe jak cukrzyca [36, 56]. Ponadto
grzybice paznokci o etiologii Scopulariopsis wystepuja
cze$ciej u 0s6b w wieku $rednim i podesztym, a takze
u 0sob z zaburzeniami krazenia, zwlaszcza w konczy-

nach dolnych [80].
5.2. Inne postacie zakazen

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis, kiedy$ uwazane
jedynie za nieszkodliwe saprotrofy lub czynniki etio-
logiczne wylacznie grzybic paznokci, dzisiaj moga sta-
nowic realne zagrozenie dla zdrowia i Zycia cztowieka.
W literaturze medycznej mozna znalez¢ opisy przypad-
kow zakazen Scopulariopsis dotyczace m.in. nastepuja-
cych lokalizacji: rogowki [51], wnetrza gatki ocznej [5],
siatkowki i naczyniowki [79], ucha [9], zatok [28], jamy
szczgkowej [67], przegrody nosowej [39], mdzgu [33],
pluc [72], oskrzeli [89], wsierdzia [42], a takze grzybic
rozsianych [85].

Grzybice tkanek nieskeratynizowanych spowodo-
wane przez Scopulariopsis spp. wystepuja zazwyczaj
u o0sob z istotnym czynnikiem predysponujacym do
tego typu zakazen, czyli gléwnie z zaburzeniami immu-
nologicznymi lub po inwazyjnych zabiegach leczni-
czych. Odnotowywano je m.in. u pacjentéw z biatacz-
kami [89], chloniakami [46], chorych na AIDS [73],
po transplantacjach [87], chemioterapii [28], wszcze-
pieniu sztucznych zastawek serca [42], a takze u 0s6b
z cukrzycy [38].

6. Diagnostyka zakazen

W Kklasycznej diagnostyce mykologicznej, opartej
na analizie cech fenotypowych, identyfikacja grzybow
Scopulariopsis opiera si¢ przede wszystkim na ocenie
wygladu kolonii wyrostych na okreslonych podlozach
hodowlanych oraz szczegétéw morfologicznych koni-
dioforéw, komoérek zarodnikotworczych i zarodnikéow,
obserwowanych w obrazie mikroskopowym. Klucze do
oznaczania wazniejszych gatunkow Scopulariopsis na
podstawie ich morfologii dostepne sa w atlasach grzy-
béw o znaczeniu klinicznym [3, 21, 47]. Nalezy mie¢
jednak na uwadze, ze metody te, z powodu podobien-
stwa morfologii réznych grzybéw, moga dawa¢ nie-
jednoznaczne wyniki. Co wigcej, wymagaja pozyskania
kultury drobnoustroju i przez to sa wydtuzone o czas
trwania hodowli (od kilku dni do nawet kilku tygo-

dni). Dlatego coraz czesciej zwraca si¢ ku metodom
molekularnym, ktore pozwalaja na znaczne skrdcenie
procedury diagnostycznej i umozliwiaja wiarygodna
identyfikacje czynnika zakaznego juz na wczesnym
etapie choroby.

Metody molekularne stosowane w diagnostyce i epi-
demiologii zakazen grzybiczych oparte sa, w ogromne;j
wigkszosci, na analizie polimorfizmu wybranych marke-
réw genetycznych, tj. unikalnych sekwencji DNA, specy-
ficznych dla rodziny, rodzaju, gatunku, a nawet szczepu.
Regionami skupiajacymi najwiecej sekwencji wykorzy-
stywanych w funkcji markeréw genetycznych w diagno-
styce i taksonomii grzybow, w tym takze grzybow ples-
niowych, sg operony rDNA. Zlokalizowane s3 tu geny
kodujace elementy strukturalne (rRNA) malej (SSU
- small subunit) i duzej (LSU - large subunit) podjed-
nostki rybosomu oraz rozdzielajace je tzw. wewnetrzne
sekwencje niekodujace (ITS - internal transcribed spa-
cer) (rys. 3). Najwigksze znaczenie dla diagnostyki mole-
kularnej grzybic majg regiony ITS, gdyz charakteryzuja
sie duza zmiennos$cig miedzygatunkowa. W identyfi-
kacji gatunkowej oceniana jest tez nierzadko warian-
tywnos¢ regionu blizszego koncowi 5” genu kodujgcego
rRNA (28S) duzej podjednostki, w ktérym zawierajq si¢
trzy zmienne domeny (D1, D2, D3).
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Rys. 3. Schemat organizacji operonu rDNA

Wiekszos¢ metod molekularnych stosowanych
w diagnostyce grzybow chorobotworczych, opartych
o analize operonu rDNA, faczy uzycie fancuchowe;j
reakcji polimeryzacji (PCR). Technika PCR umozliwia,
przy odpowiednio zaprojektowanych starterach, ampli-
fikacje dowolnych sekwencji DNA, specyticznych dla
okreslonych taksondw grzybéw. Poszczegolne metody
diagnostyki molekularnej réznig si¢ przede wszystkim
sposobem analizy otrzymanego produktu PCR. Polega
ona zwykle na ustaleniu jego wzoréw restrykcyjnych
(technika PCR-RFLP - restriction fragment length poly-
morphism), hybrydyzacji ze specyficznymi sondami
i ostatnio, coraz czesciej, oznaczeniu jego sekwencji
nukleotydowej (PCR-sequencing). Metody te, w rozny
sposob modyfikowane, s3 z powodzeniem stosowane,
nierzadko w formie komercyjnych zestawéw diagno-
stycznych, do wykrywania i identyfikacji drozdzy
i grzybéw drozdzopodobnych [50, 66, 71, 23], grzybow
dimorficznych [49], dermatofitow [40, 88] oraz nie-
ktorych grzybow plesniowych, gléwnie z rodzajow Asper-
gillus i Penicillium [14, 22, 32, 35]. Co wiecej, znane s3
metody pozwalajace na réwnolegty detekcje grzybow
reprezentujacych niekiedy bardzo odlegle grupy takso-
nomiczne. Przy tym oznaczenie do gatunku mozliwe
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jest dzigki analizie sekwencyjnej lub zastosowaniu
technologii mikromacierzy DNA [6, 76, 86]. Ogromna
zaletg wielu sposréd przywolanych wyzej metod jest
mozliwos¢ ich stosowania bezposrednio w materiale
klinicznym, co w istotny sposdb skraca czas trwania
postepowania diagnostycznego [6, 23, 76, 86, 88].

W literaturze przedmiotu, dane dotyczace diagno-
styki molekularnej grzybow z rodzaju Scopulariopsis
sa niezwykle skape. Jednoczesnie brak jakichkolwiek
informacji na temat technik genetycznych umozliwia-
jacych réznicowanie poszczegolnych gatunkéw w obre-
bie rodzaju, a tym bardziej réznicowanie wewnatrzga-
tunkowe (na poziomie szczepow). Wérdd nielicznych
prac z zakresu molekularnej diagnostyki réznicowej
zakazen grzybiczych, w ktérych wymieniane sg grzyby
z rodzaju Scopulariopsis, jedng z najwczesniejszych jest
opracowanie Sandhu iwsp. [69], gdzie przy uzyciu
uniwersalnych starteréw wykrywano zmienny region
genu 285 rDNA w genomie réznych gatunkoéw grzy-
béw chorobotwoérczych. Analiza sekwencyjna ampli-
fikowanego regionu byla podstawg réznicowania
gatunkowego. W ten sposéb oznaczono pojedyncze
szczepy reprezentujace dwa gatunki Scopulariopsis,
tj. S. brevicaulis i S. brumptii. Nie udalo si¢ natomiast
zaprojektowac sond DNA specyficznych dla obu gatun-
kéw. Konstrukeje sondy specyficznej dla S. brevicau-
lis podali Hsiao i wsp. [35], cho¢ jej uzyteczno$¢
oceniano w oparciu jedynie o 4 szczepy referencyjne
S. brevicaulis. W innej pracy, Hall i wsp. [32] wery-
tikowali oznaczenie metoda konwencjonalng wybra-
nych grzybéw chorobotworczych, reprezentujacych
rézne rodzaje, przy pomocy komercyjnego zestawu
MicroSeq D2 LSU rDNA (Applied Biosystems), ktore-
go zasada opiera si¢ na analizie sekwencyjnej domeny
D2 w obrebie genu 28S rDNA, a nastepnie poréwnaniu
wynikéw z baza danych zdeponowanych w bibliotece
MicroSeq D2. Dla 4 sposréd 5 badanych szczepow
Scopulariopsis sp., wynik identyfikacji obu metodami
byt zbiezny (S. koningii). Jeden szczep wcze$niej ozna-
czony jako S. brumptii zostal metoda genetyczng skla-
syfikowany jako Penicillium rubrum [32]. W 2006 roku
Kardjeva i wsp. [44] przy uzyciu odpowiednio
zaprojektowanych starteréw, zaproponowali protokot
PCR wykrywajacy fragment (336 pz) genu kodujacego
28SrRNA, specyficzny dla rodzaju Scopulariopsis.
W istocie, specyficznos¢ PCR byla szersza, obejmujac
wiekszos¢ grzybow sytuujacych sie w klasie Sordario-
mycetes. Wszystkie (13) badane szczepy Scopulario-
psis sp. daly pozytywny wynik PCR. Ponadto, reakcja
byla dodatnia dla 6 prébek klinicznych (dla 4 z nich
hodowla na obecnos¢ Scopulariopsis sp. byla ujemna).
Jednak uzyta metoda nie pozwalata na réznicowanie
gatunkowe. Identyczng sekwencje amplifikowanego
fragmentu, jak te otrzymang we wszystkich 19 reak-
cjach, wykrywa sie w 3 réznych gatunkach Scopulario-

psis: S. brevicaulis, S. koningii i M. manginii (anamorfa:
S. candida). Ponownie fragmentu genu kodujacego LSU
rRNA jako markera molekularnego w PCR dla wykry-
wania grzybéw powiazanych etiologicznie z grzybicami
paznokei (i to bezposrednio w materiale klinicznym)
uzyli Monod i wsp. [55], a nastepnie Bontems
i wsp. [11]. Zaproponowany algorytm identyfikacji
zakladatl amplifikacje fragmentu genu 28S rDNA przy
pomocy 3 par starteréw, specyficznych dla grzybow
z rodzajow Candida (1), Fusarium (II), a takze der-
matofitow i grzybow strzepkowych nie nalezacych do
dermatofitoéw, wlaczajac grzyby z rodzajow Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, Acremonium, Mucor oraz Sco-
pulariopsis (I1I), a nastepnie analize restrykcyjng otrzy-
manego amplikonu przy uzyciu 2 enzymow restrykcyj-
nych, tj. Rsal i Hinfl. Jednak wyniki uzyskane ta metoda
(PCR-RFLP) nie zawsze pokrywaly sie z wynikami
identyfikacji metoda konwencjonalng (hodowla). Czyli
na przyklad, sposrdd 17 szczepdw oznaczonych jako
Scopulariopsis sp. w hodowli, 12 (71%) zostalo podob-
nie oznaczonych metoda PCR-RFLP [24]. W takich
rozbieznych przypadkach, rozstrzygajace byly wyniki
analizy sekwencyjnej. Nowy protokoét PCR (tzw. nested
PCR) pozwalajacy wykrywaé w materiale pobranym od
pacjentow sekwencje (168 pz) specyficzng dla S. brevi-
caulis opisali Ebihara iwsp. [24]. Jednak stosujac te
metode zidentyfikowano tylko jeden szczep S. brevicau-
lis, co oznacza, ze dla oceny jej skutecznosci potrzeba
znacznie wiekszej liczby probek klinicznych, wzglednie
kultur tego grzyba z probek klinicznych [24]. Technike
»hested PCR’, ktdrej molekularnym celem byty regiony
ITS, wykorzystano do identyfikacji grzybow, w tym
szczepodw  S. brevicaulis, w probkach pochodzacych
z naturalnych ciekéw wodnych [63].

Stosunkowo niedawno opisano nowa technike
umozliwiajaca réznicowanie najwazniejszych grzybow
odpowiedzialnych za zakazenia paznokci, wiaczajac
grzyby z rodzaju Scopulariopsis. Technika ta, zwana
analiza polimorfizmu diugosci terminalnych frag-
mentdw restrykcyjnych (T-RFLP) polega na amplifi-
kacji LSU rDNA przez PCR, restrykcji otrzymanych
amplikonéw przy pomocy odpowiednio dobranych
enzymow restrykcyjnych, a nastepnie detekcji wyzna-
kowanych (dzieki wyznakowaniu jednego ze starteréw
barwnikiem fluorescencyjnym) terminalnych fragmen-
tow restrykcyjnych. Charakterystyczny wzér prazkow
(fingerprint) oraz intensywnos¢ ich §wiecenia pozwala
zdefiniowac czynnik etiologiczny. Metoda ta ma szcze-
golne znaczenie w identyfikacji zakazen heterogennych
(mieszanych) [84].

Jak wida¢ z powyzszego przegladu, tylko analiza
sekwencyjna regionéw z operonu rDNA, umozliwiata,
cho¢ w ograniczonym stopniu, identyfikacje¢ grzybow
Scopulariopsis. Technika ,,PCR sequencing” uwazana
jest za najbardziej wiarygodng metode diagnostyczna.
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Niemniej posiada swoje ograniczenia; wynik identyfi-
kacji zalezy tutaj od obranego markera genetycznego
(stopnia jego polimorfizmu, stabilnoéci genetyczne;j)
oraz dostepnosci i zasobnosci baz danych, w ktérych
zdeponowane sekwencje stuzg jako material poréw-
nawczy dla sekwencji ustalanych w badaniu wlasnym.
W przypadku Scopulariopsis spp., analizy sekwencyjne
koncentrowaly si¢ niemal wytacznie na réznych regio-
nach operonu rDNA. Jednak jak wskazuja wyniki przy-
toczonych prac, analiza sekwencji rDNA nie pozwala na
roznicowanie miedzygatunkowe. Potwierdzaja to bada-
nia przeprowadzone przez Jagielskiego iwsp. [41,
dane niepublikowane], oparte o analiz¢ sekwencyjna
regionow ITS (11 2) dla 78 szczepdw reprezentujacych
30 réznych gatunkéw Scopulariopsis i Microascus.
Pewne rozwigzanie moze stanowi¢ polaczona analiza
sekwencyjna dla dwdch lub wigcej genetycznych loci.
Rozwazane sg tu przede wszystkim tzw. geny metabo-
lizmu podstawowego (house-keeping genes), ktdre,
z r6znym powodzeniem, stosowane byly jako markery
genetyczne w identyfikacji grzybow, w ich réznych ran-
gach taksonomicznych; sg to geny EFla, TUB, CHS-1,
RPBI iRPB2, kodujace, odpowiednio, czynnik elonga-
cji translacji 1a, p-tubuline, syntaze chitynowa 1, oraz
podjednostki (1 i 2) polimerazy RNA II [54]. Badania
nad zastosowaniem kombinowanej analizy sekwencyj-
nej genéw metabolizmu podstawowego dla opracowa-
nia nowego algorytmu identyfikacji gatunkowej grzy-
bow Scopulariopsis prowadzi zespét dr. T. Jagielskiego
z Uniwersytetu Warszawskiego.

W ostatnim czasie coraz wiekszg popularnos¢ w dia-
gnostyce mikrobiologicznej, w tym takze mykologicz-
nej, zyskuja techniki oparte na spektrometrii mas. Pod-
stawowq zasadg jest tutaj wytworzenie, rozdziat i detek-
cja zjonizowanych skladnikéw chemicznych komorki
(biomolekul, gt. biatek), w funkgji stosunku ich masy
do tadunku. Taka nowa technika analityczng wykorzy-
stujacag spektrometri¢ mas jest technika MALDI-TOF
MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-
-of-flight mass spectrometry) umozliwiajaca szybka
i precyzyjna analize profiléw biatkowych réznych drob-
noustrojow. Identyfikacja metoda MALDI-TOF polega
na poréwnaniu widma masowego biatek szczepu bada-
nego z widmami wzorcowymi drobnoustrojow, zdepo-
nowanymi w bazie danych. Optymalizacje parametréow
techniki MALDI-TOF dla celéw rutynowej identyfikacji
grzybow podjeli Normand iwsp. [61]. W opracowa-
nych przez nich bibliotekach widm biatkowych szcze-
pow referencyjnych znalazly sie takze widma 3 szczepow
S. brevicaulis. Obecnie, badania nad ustaleniem profi-
16w biatkowych, metodg MALDI-TOF MS, dla réznych
gatunkow Scopulariopsis prowadzi, we wspotpracy z Wol-
nym Uniwersytetem Berlina, zespdt dr. T. Jagielskiego.

Rozpoznawanie powierzchniowych zakazen wywo-
tanych przez grzyby nalezace do rodzaju Scopulariopsis

dokonywane jest na podstawie wstepnego rozpozna-
nia klinicznego grzybicy, potwierdzonego nastepnie
w badaniu mikrobiologicznym, obejmujacym tra-
dycyjne metody mikroskopowe i hodowlane, a takze
techniki molekularne. Nalezy pamigtac, ze jednokrotne
stwierdzenie Scopulariopsis spp. w probkach pobranych
ze zmienionej chorobowo skoéry lub paznokci nie jest
réwnoznaczne z zakazeniem, poniewaz grzyb ten moze
kolonizowa¢ skoére i paznokcie nie wywolujac zmian
chorobowych lub moze by¢ zanieczyszczeniem mate-
rialu klinicznego lub hodowli. W przypadku stwier-
dzenia w materiatach klinicznych obok Scopulariopsis
innych grzybow, uchodzacych za niekwestionowane
czynniki etiologiczne grzybic powierzchniowych, tj.
dermatofitéw i grzybéw z rodzaju Candida, plesn ta
traktowana jest zazwyczaj jako wtorny saprotrof [36].

Inwazyjne zakazenia wywolane przez grzyby Sco-
pulariopsis, podobnie jak inne inwazyjne grzybice,
nie dajg charakterystycznych objawdéw Kklinicznych,
w zwiazku z czym do potwierdzenia zakazenia nie-
zbedne jest wykonanie badan laboratoryjnych. W bada-
niach wykorzystuje sie zaréwno metody mikroskopowe
i hodowlane, metody immunologiczne (w celu wyklu-
czenia zakazenia przez inny niz Scopulariopsis patogen,
dla ktdrego dostepny jest test komercyjny, np. Candida,
Aspergillus), badania histopatologiczne, a takze metody
biologii molekularne;j.

6. Wrazliwos¢ na leki przeciwgrzybicze

Dotychczas niewiele uwagi po$wigcono wrazliwosci
grzybow Scopulariopsis na antymykotyki. Zdecydowana
wiekszo$¢ dostepnych w literaturze medycznej informa-
cji dotyczy gatunku S. brevicaulis, ktdry, jak wskazuja
przeprowadzone badania, jest oporny in vitro na amfo-
terycyne B, 5-fluorocytozyne, flukonazol, itrakonazol,
ketokonazol, worykonazol, gdyz wiekszo$¢ szczepdw
wykazuje wysokie wartosci MIC (minimal inhibitory
concentration) dla tych lekéw [2, 13, 16-19, 78]. Naj-
lepsze dzialanie przeciwgrzybicze w stosunku do S. bre-
vicaulis wykazuja amorolfina, cyklopiroks i terbinafina;
warto$ci MIC dla tych lekéw wynosily odpowiednio
0,01-0,5mg/L [15, 43, 77], 0,125-10 mg/L [29, 43, 62,
77] 1 0,01->16 mg/L [12, 16, 17, 26]. Informacje te
potwierdzaja badania przeprowadzone przez Skore
i Macure [75] oraz Skore iwsp. [74].

7. Leczenie

W terapii grzybic paznokci najczesciej stosuje sie
ogolnie terbinafing i itrakonazol [20, 30, 31, 34, 81],
a takze miejscowo natamycyne [81]. Przypadki zaka-
zen inwazyjnych najczesciej leczone sa amfoterycyna B,
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a takze kaspofunging, itrakonazolem i worykonazolem,
w polaczeniu z chirurgicznym oczyszczeniem zmienio-
nej chorobowo tkanki.

Leczenie zakazen spowodowanych przez grzyby Sco-
pulariopsis moze by¢ malo skuteczne z powodu niskiej
wrazliwosci in vitro tych grzybéw na wigkszos¢ dostep-
nych antymykotykéw. Grzybice inwazyjne, pomimo
wdrazania niejednokrotnie réznych opcji terapeutycz-
nych czesto konczg si¢ zgonem.

Dotychczas nie opracowano optymalnych algo-
rytmoéw leczenia zakazen wywolanych przez grzyby
nalezace do rodzaju Scopulariopsis. Europejskie Towa-
rzystwo Mikrobiologii Klinicznej i Choréb Zakaznych
(European Society for Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases, ESCMID) i Europejska Konfederacja
Mykologii Medycznej (European Confederation of
Medical Mycology, ECMM) w wytycznych dotycza-
cych leczenia hialohyfomykoz [81], w przypadku zaka-
zen wywolanych przez Scopulariopsis spp. wymieniaja
jedynie terapig itrakonazolem (sita zalecenia C - w nie-
wielkim stopniu), terapie liposomalng postacig amfo-
terycyny B (sita zalecenia C — w niewielkim stopniu),
a takze zastosowanie kazdego leku przeciwgrzybiczego
w polaczeniu z opracowaniem chirurgicznym (sita zale-
cenia A - zdecydowanie).

8. Podsumowanie

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis s malo pozna-
nymi mikroorganizmami. Najwiecej uwagi poswigca
sie im w odniesieniu do grzybic paznokci. Zagadnienia
dotyczace determinantéw patogennosci tych grzybow,
mechanizmdw lekoopornosci, czy w koncu diagnostyki
zakazen, w tym rdéznicowania miedzy- i wewnatrz-
gatunkowego, poruszane s3 sporadycznie. Nalezy
jednak pamietaé, ze postep nauk medycznych, ktory
przyni6st nowe mozliwosci leczenia réznych choréb,
przyczynil sie takze do wzrostu zapadalnosci na grzy-
bice. Ponadto zmienil spektrum gatunkéw odpowie-
dzialnych za te zakazenia. Obecnie, obok wiodacych
patogenéw grzybiczych z rodzajow Candida, Cryp-
tococcus 1 Aspergillus, przyczyng zakazen mogg by¢
grzyby o potencjalnie niskiej patogennosci, uchodzace
powszechnie za saprotrofy. Grzyby z rodzaju Scopula-
riopsis idealnie wpisujg si¢ w ten obraz. Wzrastajaca
liczba odnotowywanych przypadkéw inwazyjnych
zakazen wywolanych przez Scopulariopsis spp. i zwia-
zane z nimi trudno$ci terapeutyczne pokazuja, ze grzy-
boéw tych nie wolno lekcewazy¢. Przeciwnie, nalezy
je lepiej poznad, aby skuteczniej diagnozowac, leczy¢
i zapobiega¢ wywolywanym przez nie zakazeniom.

Artykut powstat w ramach projektu badawczego «Iuventus Plus»
realizowanego ze srodkéw przyznanych przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (Nr: IP12013 023672).
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the animal and plant host immune response and plays a role in the adherence of this organism to epithelial cells. One of the sources of
epidemic outbreaks is water from the municipal water supply and other reservoirs. Survival of 0157 bacteria in water environments has
been recorded. The comparative analysis of nucleotide sequences within the rfb O antigen gene cluster and of other genes in the genome
among STEC strains will elucidate the genetic basis of the evolution and virulence of these enteric pathogens.
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1. Wstep

Escherichia coli O157 nalezy do patotypu EHEC
(Enterohemorragic E. coli) enterokrwotocznych E. coli,
ktore moga powodowac biegunki. Infekcje czgsto maja
charakter bezobjawowy, co sprzyja rozprzestrzenianiu
patogenow [95].

Grupa szczepow EHEC okreslana terminem STEC
(Shiga Toxin-producing E. coli, Shigatoksyczne E. coli)
obejmuje szczepy wytwarzajace toksyny Shiga tzw. wero-
toksyny, biatka dzialajace cytotoksycznie na komorki
linii Vero nerek malpy zielonej. Najlepiej poznano
szczepy STEC nalezace do grupy serologicznej O157.
Na podstawie charakterystyki antygendéw somatycz-
nych O, rzeskowych H i otoczkowych K zidentyfiko-
wano dotychczas ~400 serotypow, w tym ok. 100 zwig-
zanych z infekcjami ludzi i ponad 200 serotypow

(~70 serogrup) innych niz O157 tzw. nie-O157 STEC
(non-0O157 STEC) [18, 59].

Gléwng silg napedowa ewolucji szczepow EHEC
jest horyzontalny przeplyw genéw, ktérego wkiad
w dywersyfikacje genomu jest nieporéwnanie wigkszy
niz zmienno$¢ genomu. Roézne pochodzenie szcze-
pow nalezacych do tego samego patotypu nadal nie
jest wyjasnione na poziomie molekularnym. Szczepy
EHEC sg znakomitym przykladem ewolucji réwnole-
glej, przebiegajacej roznymi drogami i prowadzacej do
wytworzenia zlozonych systeméw wirulencji, takich jak
system sekrecji 3 typu T3SS (Type 3 Secretion System)
[66]. Najwazniejszymi czynnikami wirulencji w szcze-
pach EHEC sa: toksyny Shiga (Stx1 i Stx2), wyspa
patogennosci LEE (Locus of Enterocyte Effacement
- zluszczanie komoérek nablonka jelitowego) i duzy
plazmid wirulencji. Wyspa LEE, ktdra wystepuje takze

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki i Mikrobiologii, Wydzial Biologii i Biotechnologii, UMCS, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin;
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w szczepach patotypu EPEC (Enteropathogenic E. coli,
enteropatogenne E. coli) i Citrobacter rodentium, koduje
zespot biatek systemu T3SS i kilkanascie innych zwia-
zanych z tym systemem.

Wielko$¢ genomu szczepu referencyjnego O157
STEC; Sakai (RIMD 0509952) przewyzsza o 1,5 Mpz
wielko$¢ genomu szczepu laboratoryjnego E. coli K-12.
Znakomita wigkszo$¢ gendw zwigzanych z patogenno-
$cig szczepow EHEC jest zlokalizowana w tej ,,dodatko-
wej” czesci genomu. Skladaja si¢ na nig trzy elementy:
(i) 18 profagow lambdoidalnych (PPs; Sp-1 do Sp-18),
(ii) 6 elementow integracyjnych (IEs; SpLE1 do SpLE6),
definiowanych jako elementy genetyczne zawierajace
spokrewnione integrazy ale nie posiadajace gendw
fagowych ani elementéw transferu koniugacyjnego oraz
(iii) 2 plazmidy. Wigkszos¢ genéw zwigzanych z wiru-
lencja jest zlokalizowana na SpLE4, odpowiedniku locus
LEE oraz w genomach profagéw (PPs), ktore koduja tok-
syny Stx1 i Stx2 oraz bialka efektorowe systemu T3SS
(tzw. efektory non-LEE). Inne nie-O157 serotypy EHEC
maja bardzo podobny potencjal chorobotworczy, ponie-
waz cze$¢ gendw wirulencji szczepdw nie-0157 i 0157
jest wspolna. Poroéwnanie calych genomdw szczepow
EHEC O157 i nie-O157 (np. 026, 0111, 0103) potwier-
dza, ze niezalezne nabywanie mobilnych elementéw
(PPs, IEs i plazmidéw) bylo przyczyng réznych drog
ewolugji szczepéw EHEC. Szczegolny przebieg miato
wytworzenie systemu T3SS, ktory u EHEC powstal
z gendw nabywanych wraz z trzema typami elementéw
mobilnych: IE jako odpowiednikiem LEE, kodujacym
zasadnicza cze$¢ systemu T3SS, SpLE3, IE-podobnym
elementem oraz fagami lambdoidalnymi [59].

Bakterie EHEC (STEC) s3 egzogennym skfadnikiem
flory jelitowej czlowieka [83]. Obecnos¢ E. coli 0157
w odchodach zwierzat (bydto, owce, kozy) mimo krot-
kiego okresu nosicielstwa (do 30 dni) stanowi ryzyko
dla zdrowia ludzi ze wzgledu na mozliwo$¢ zakazenia
zywnoéci i wody oraz dlugi okres pozostawania tych
bakterii w $srodowisku [27].

W tym artykule zwrdcono szczegdlng uwage na
heterogenno$¢ antygenoéw somatycznych O i rzesko-
wych H jako markeréw determinujacych wlasciwosci
chorobotworcze bakterii STEC oraz znaczenie wody
jako zrédta infekeji E. coli O157.

2. Wystepowanie w $rodowisku i Zrodla zakazenia
bakteriami EHEC E. coli 0157

Gléwnym rezerwuarem, bioragc pod uwage mozli-
wos¢ zakazenia jest zdrowe bydlo, w ktérego przewo-
dzie pokarmowym te bakterie wystepuja najliczniej
w odcinku rekto-analnym. Najwiekszg i udokumen-
towang role w nosicielstwie E. coli O157 odgrywaja
przezuwacze [7, 20], rezerwuarem shigatoksycznych

pateczek E. coli moga by¢ takze konie, psy oraz jelenie,
zyraty, i ptaki [24, 49].

Bakterie E. coli 0157, ktére wraz z zanieczyszczong
woda lub kompostem dostajg si¢ do gruntu przezywaja
w zaleznosci od typu gleby i stopnia jej nawodnienia do
47 dni, a w rizosferze ponad 200 dni [28, 69]. Bakterie
E. coli O157:H7 wyizolowane z mleka przezywaty bar-
dzo dlugo w wodzie pobranej ze strefy przybrzeznej;
73 do 100 dni w niskiej temperaturze (6°C) i 30-60 dni
w temperaturze 24°C. Wraz z deszczami bakterie sg
splukiwane do jezior, rzek i kapielisk, gdzie wchodza
w sklad flory allochtonicznej [22].

Badania dzialania $wiatla stonecznego na przezy-
walno$¢ w warstwach powierzchniowych stawow bak-
terii wskaznikowych; enterokoki i komensalne E. coli
w poréwnaniu do E. coli O157:H7 wykazaly, ze bakterie
tego serotypu przezywaja dtuzej niz bakterie wskazni-
kowe, szczegélnie w wyzszej temperaturze i duzym ste-
zeniu zwigzkow organicznych [35]. W wodzie biezacej
do picia chlorowanej standardowo podchlorynem sodu
(NaOCl) bakterie E. coli O157:H7 nie przezywaja, ale
w takiej samej wodzie pozbawionej chloru E. coli 0157
przezywaly po tygodniu inkubacji w 15°C. Niewtasciwe
chlorowanie wody bylo przyczyna jednej z najwiegk-
szych epidemii w Walkerton, Kanada [32]. Szczegdlne
niebezpieczenstwo stwarza niska temperatura sprzyja-
jaca przejsciu bakterii w stan ,,niehodowalnosci” VBNC
(viable but non-culturable) [18].

W innym doswiadczeniu, zastosowanie cytometrii
przeptywowej dowiodlo, ze szczep E. coli O157 (nie pro-
dukujacy toksyn Stx) nie tylko byt zdolny do namnaza-
nia w podlozach ubogich w organiczne zrodla wegla,
ale wykazywat wieksza konkurencyjnos¢ w stosunku do
oligotroficznej mikroflory autochtonicznej wyizolowa-
nej z wody do picia (biezacej i butelkowanej) [92].

Najliczniejsze przypadki infekcji wywolanych u ludzi
pateczkami E. coli O157 dotycza zachorowan zotad-
kowo-jelitowych spowodowanych spozyciem Zywnosci
- najczesciej nieodpowiednio przetworzonego termicz-
nie migsa wolowego, niepasteryzowanego mleka i jego
przetworéw, warzyw i owocow. Ze wzgledu na wysoka
tolerancje E. coli O157:H7 na niskie pH oraz wysusze-
nie, bakterie te stanowig zagrozenie w Zywnosci uwa-
zanej dotad za bezpieczng, np. suszonej lub liofilizo-
wanej [47]. Uprawy nawozone niewystarczajaco dtugo
skladowanymi nawozami naturalnymi s3 zagrozeniem
dla zdrowia ludzi. Stwierdzono, ze w oborniku bakterie
E. coli O157 mogg przezywac kilkanascie miesigcy [60].

3. Patogeneza
Chorobotworczos¢ pateczek E. coli O157 jest deter-

minowana przez produkty genéw w wigkszosci zgrupo-
wanych na wyspach patogennosci PAI (pathogenicity
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island, wyspy patogennosci) zlokalizowanych w chro-
mosomie i na plazmidach [36].

Do najwazniejszych czynnikéw patogennosci
nalezy toksyna Shiga (Stx, Shiga toxin lub SLT, Shiga-
-like toxin) kodowana przez allele genu stx. W przeci-
wienstwie do genéw stx Shigella dysenteriae, ktore zaj-
muja w genomie stabilng pozycje w poblizu sekwencji
pozostalych po genomach fagowych, (w pi$miennic-
twie anglojezycznym — remnant prophages), warianty
genow stx szczepow STEC sg zlokalizowane w obrebie
kompletnych genomoéw fagéw lambdoidalnych w wiek-
szosci nalezacych do rodziny Podoviridae. Artykul
przegladowy wyjasniajacy mechanizmy genetyczne
ekspresji gendw toksyn Shiga i fagéw lambdoidalnych
w enterokrwotocznych szczepach E. coli opublikowali
Lo$§ i Wegrzyn (2011) [44]. Zidentyfikowano
dwa gtéwne typy takich profagow: kodujace stxI np.
fag H-19B, podobne do gendw stx S. dysenteriae typu 1
(99% podobienstwa na poziomie DNA) oraz kodujace
stx2, o mniejszym podobienstwie (tylko 56% podo-
bienistwa na poziomie sekwencji aminokwasowej) np.
fag 933W. W szczepach STEC E. coli O157:H7 wyizo-
lowanych z przypadkéw zakazen o cigzkim przebiegu
stwierdzano nadekspresje genu stx2 [68]. Ta bardziej
toksyczna forma toksyny jest wytwarzana w wielu
wariantach Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, i Stx2g w przeci-
wienstwie do homogennego biatka Stx1 [97, 100].

Ekspresja stx1 i stx2 jest sprz¢zona z transkrypcja
genow poznych cyklu litycznego i moze by¢ induko-
wana niskim poziomem zwiagzkow zelaza. Ma to istotne
konsekwencje, gdyz zdolnos¢ produkeji toksyn Stx
moze by¢ przekazywana miedzy szczepami w nastep-
stwie indukeji cyklu litycznego w odpowiedzi typu
SOS uruchomianej po dziataniu niektérych chemio-
terapeutykow (trimetoprim, 4-chinolony). Stosowanie
tych lekow w terapii biegunek u ludzi i zwierzat moze
powodowac rozprzestrzenianie sie szczepéw STEC
w $rodowisku [74, 82].

Toksyny Stx naleza do toksyn typu AB5 [56]. Aktyw-
nos$¢ N-glikozydazowa podjednostki A toksyny powo-
duje usuwanie adenin z 28S rRNA podjednostki 60S
rybosomu i zatrzymanie biosyntezy biatka w wyniku
interferencji z czynnikiem elongacyjnym EEF1 w ko-
morkach wytwarzajacych receptory glikosfingolipidowe
GbO3Cer/CD77 oraz w mniejszym stopniu GbO4Cer
np. w komoérkach $rédblonka [6, 26]. Ponadto, pod
wplywem dzialania toksyny Shiga na szlaki transduk-
cji sygnatu moze by¢ indukowana apoptoza [46] lub
hamowana infekcja limfocytéw B przez wirusa BLV
(Bovine Leukemia Virus, wirus biataczki bydlecej), co
moze znalez¢ zastosowanie w terapiach antynowotwo-
rowych [25]. Najnowsze metody detekeji toksyn Shiga
opisano w publikacji Clotilde i wsp. [19].

Waznym czynnikiem patogennosci szczepéw EHEC
w tym STEC sg adhezyny odpowiedzialne za przyle-

ganie bakterii i powstawanie zmian typu A-E (Atta-
ching-Effacing, przyleganie i $cieranie) oraz systemy
ich transportu kodowane w locus LEE. W réznych
serotypach locus LEE jest wbudowany w loci kodujace
rozne tRNA np. selC tRNA selenocysteiny w O157:H7
i O127:H7, pheU tRNA fenyloalaniny w serotypach
0111 i O126 lub pheV inny gen tRNA fenyloalaniny.
W sklad systemu sekrecji T3SS wchodza: biatka chape-
ronowe, bialka translokatorowe (skladniki kompleksu
translokacyjnego); EspA, EspD, EspB i bialka efekto-
rowe wprowadzane do cytoplazmy komorki gospo-
darza; Map, EspE, EspG, EspH, EspZ oraz receptor
intyminy Tir (Translocated Intimin Receptor) [53].
Czynniki regulatorowe (Ler, GrlR i GrlA) determi-
nujace ekspresje genéw locus LEE sg kodowane przez
geny polozone w tym locus oraz polozone w innych
loci (PchA, PchB, PchCi LrhA) [3, 36]. Wigkszos¢ tych
bialek dziala wielotorowo, jak np. LrhA, ktére wptywa
pozytywnie na ekspresje gendéw hemolizyny ehxCABD,
a negatywnie na ekspresje genéw rzeskowych H [31].

Najwazniejszym bialkiem adhezyjnym transporto-
wanym do blony zewnetrznej przez system T3SS jest
intymina (EaeA) [10]. Zaobserwowano zalezno$¢ typu
kolonizacji nablonka jelitowego od odmiany intymny
(a, B, y lub §), rézniacej sie sekwencja aminokwasowa
C-konca. W szczepach serogrupy O157 dominuje inty-
mina typu y. Okreslenie wariantéw genéw wirulencji
oraz identyfikacja serotypu moze ulatwi¢ przewidy-
wanie stopnia chorobotwdrczosci szczepdw [65, 83].
Fenotyp A-E charakteryzuje niezwykle stabilna adhezja
bakterii do $luzéwki jelitowej, zanikanie mikrokosm-
kow rabka szczoteczkowego oraz rearanzacja cytoszkie-
letu enterocytéw przybierajacych ksztalt przypomina-
jacy piedestal (pedestal). Wyizolowano szczepy STEC
pozbawione locus LEE i dajace obraz zmian nabtonka
jelitowego, jak szczepy O157 LEE dodatnie. Okazalo sie,
ze w szczepach LEE ujemnych (posiadajacych plazmid
wirulencji pO113) za zmiany histopatologiczne odpo-
wiada nowa toksyna (toksyna subAB), ktérej dziala-
nie zabdjcze na komorki polega na degradacji chape-
ronu (BiP/GRP78) reticulum endoplazmatycznego.
Analiza alleli plazmidowych i genéw chromosomal-
nych potwierdzita niezalezng (réwnolegla) ewolucje
szczepow STEC [55].

Czynnikiem wyrézniajacym szczepy EHEC jest
biatko efektorowe TccP (Tir cytoskeleton coupling
protein), ktdre po translokacji do cytoplazmy komorki
docelowej wiaze si¢ i aktywuje biatko zespotu Wiskott-
-Aldricha (N-WASP), a to z kolei aktywuje kompleks
Arp 2/3 (actin-related protein 2/3 complex) inicjujacy
lokalng polimeryzacje widkien aktyny. W przeciwien-
stwie do szczepéw EPEC, w ktorych reszty tyrozyny
receptora Tir ulegaja fosforylacji, biatko Tir szczepow
EHEC O157 nie jest fosforylowane i wigze si¢ do biatka
TccP w miejsce Nck, biatka adaptorowego komorki
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gospodarza. Gen tccP znajduje si¢ w genomie faga lizo-
gennego CP-933U/Sp14 (TccP). Typowe izolaty EHEC
O157:H7 maja pseudogen tccP kodowany przez profaga
CP-933 M/Sp4 (tccP2). W odroéznieniu od nich atypowe
(gus-ujemne, fermentujace sorbitol, SF) szczepy EHEC
0157 maja obydwa warianty genu, tccP i tccP2 [58].

3.1. Objawy kliniczne zakazenia E. coli EHEC

Objawy kliniczne zakazen wywotywanych przez
EHEC, w tym E. coli O157, zalezg od cech osobni-
czych oraz czynnikéw bakteryjnych i manifestuja sie
w postaci tagodnych do krwotocznych biegunek prze-
chodzacych w krwotoczne zapalenie okreznicy (HC,
Hemorrhagic Colitis), badz groznych dla zycia zespo-
téw: hemolityczno-mocznicowego (HUS, Hemolytic-
-Uremic Syndrome) i matoptytkowej plamicy zakrze-
powej (TTP, thrombotic thrompocytopenic purpura).
Bezposredniag przyczyng ogdlnonarzadowych zmian
chorobowych HC i HUS sa toksyny Shiga [38]. Zespo6t
HUS jest definiowany jako niewydolnos¢ nerek i towa-
rzyszace jej objawy; trombocytopenia i anemia hemo-
lityczna. Do krwawych biegunek, przy ktorych istnieje
ryzyko komplikacji pozajelitowych dochodzi w okoto
70-90% przypadkow. Decydujaca role w rozwoju obja-
wow odgrywa powinowactwo toksyn Stx do komdrek
nablonkoéw, ktore zalezy nie tylko od wariantu toksyny,
ale w znacznym stopniu od oddziatywania receptoréow
GbO3Cer (globotriaozyl ceramidu) i GbO4Cer (globo-
tetraozyl ceramidu) z innymi sktadnikami bton, glow-
nie fosfatydylocholing i cholesterolem [26].

Szczepy E. coli 0157 powodujace biegunki charak-
teryzuja si¢ niska dawka zakazng, ktéra wynosi okoto
10 do 100 komorek bakterii. W leczeniu infekeji nie
nalezy stosowac antybiotykow, ktére interferuja z bio-
syntezg $ciany komorkowej bakterii i powoduje ich lize,
gdyz moze to uwalnia¢ dodatkowe ilosci toksyn Stx
i zwigksza¢ ryzyko wystapienia zespotu HUS. Podjeto
probe zastosowania w terapii HUS preparatu eculizu-
mab (Soliris®, Alexion, Inc.) zawierajacego przeciwciata
monoklonalne, wigzace si¢ z biatkiem dopelniacza C5,
inicjujacego proces niszczenia erytrocytow [81].

4. Czynniki wirulencji kodowane na plazmidach

Dwie grupy szczepow E. coli O157 izolowane od
chorych z zespotem HUS; niefermentujace sorbitolu
(nSF) O157:H7 i fermentujace sorbitol (SF) O157 H-
maja rézne plazmidy wirulencji. Szczepy nalezace do
pierwszej grupy posiadaja plazmid pO157 o masie
~60,5MDa (92 kpz), do drugiej majg plazmid pSFO157
o masie ~79,7MDa (121kpz) [14, 88, 93]. Plazmid
wirulencji pO157 jest wykrywany w niemal wszystkich
izolatach klinicznych STEC eae-dodatnich i zawiera

ponad 100 ORF (Open Reading Frames, otwartych
ramek odczytu) w tym: katP - katalaza/peroksydaza
KatP (niezalezna od katalaz KatG i KatE kodowanych
chromosomalnie); toxB - biatko podobne do toksyny B
Clostridium difficile o wtasciwo$ciach adhezyny lub
wzmacniajgce ekspresje adhezyn; etpC-etpO — system
sekrecyjny 2 typu; stcE - inhibitor fosfolipazy C1; espP
- kodujagcy zewnatrzkomoérkows proteaze serynowa
oraz operon ehxCABD kontrolujacy synteze enterohe-
molizyny Ehx, homologicznej do a-hemolizyny (Hly)
szczepow E. coli innych niz STEC i powodujacej typ
hemolizy. Hemolizyna Ehx poza zdolnoscig do tworze-
nia por w bfonie erytrocytdw wzmacnia dziatanie toksyn
Shiga a jej synteza jest kontrolowana przez aktywatory
Ler, GIrA i LrhA zlokalizowane w locus LEE [29, 34, 41].
Funkcjonowanie genéw jednego z operonéw plaz-
midu pO157; ecf (E. coli Attaching and Effacing [eae]
Gene-positive Conserved Fragments) jest regulowane
temperaturg i wplywa na ekspresje gendw bialek zwia-
zanych ze skladnikami powierzchniowymi bakterii.
Geny ecfl i ecf2 koduja odpowiednio; deacetylaze
polisacharydu i biatko WabB - transferaze a-1,7-N-
acetyloglukozaminy w LPS. Biatko Ecf4 produkt homo-
logu chromosomalnego genu IpxM koduje dodatkowa
kopie mirystoylo transferazy przylaczajacej kwas miry-
stynowy (14:0) do lipidu A. Analiza efektéw mutacji
w tym genie wskazuje, ze produkt ecf2 jest wymagany do
przezywania bakterii w skrajnie réznych srodowiskach
tj. przewodzie pokarmowym i w $rodowisku wodnym,
co wigze sie z odpowiednig modyfikacja lipidu A oraz
lipidéw blonowych. Obnizenie temperatury do 24°C
powodowalo, ze spadata ilo$¢ kwasdw nasyconych (12:0,
14:0 i cyklopropanowego 17:0) a rosta ilos¢ kwasu okta-
decenowego (18:1) w lipidach blonowych [98].
Réznica miedzy plazmidami pO157 i pSFO157
polega na braku genéw katP, espP i homologu genu toxB
w plazmidzie pSFO157. Wigkszos¢ genéw obecnych
tylko w pSFO157 znajduje si¢ na fragmencie plazmidu
F zawierajagcym geny warunkujgce transfer na drodze
koniugacji oraz klaster genéw sfp dla fimbrii Sfp [14].
Szczepy SF O157:H- nie produkujg hemolizyny mi-
mo, ze maja operon hly. Poréwnanie sekwencji nukleo-
tydowych chromosomowych i obu plazmidéw po-
twierdza, ze szczepy SF O157:H~ i szczepy nSF O157:H7
wywodza si¢ od wspolnego przodka, w ktérym plazmid
pSFO157 byl prekursorem plazmidu pO157 [88].

5. Antygen O; struktura, biosynteza, znaczenie
w chorobotworczosci i jako markera
w diagnostyce

Antygeny O swoiste sg sktadnikami lipopolisa-
charydéw (LPS) i jednymi z wazniejszych markeréw
wykorzystywanych w diagnostyce szczepow STEC. Ich
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Rys. 1. Sekwencja cukréw biologicznej powtarzajacej si¢ jednostki
antygenu O157 E. coli A) i organizacja genéw operonu biosyntezy
antygenu O zlokalizowanego miedzy genami metabolizmu podsta-
wowego galF (pirofosforylaza UDP-glukozy) i gnd (dehydrogenaza
6-fosfoglukonianu) B) opracowane na podstawie [1, 63, 73, 91].

Objasnienia; a-Rhap4NAc lub Per; 4-acetamido-4,6-dideoksy-a-D-
mannopiranoza, (perozamina), a-L-Fucp; a-L-fukoza (6-deoksy-a-L-
galaktopiranoza), B-D-Glcp; B-D-glukopiranoza; a-D-GalpNAc; a-D-N-
acetylogalatopiranozamina.

Produkty gendéw (wbpN, wbpO, i wbpP), oznaczonych literami: N, O,
P pelnig funkcje glikozylotransferaz, funkcje pozostalych genéw opisano
w tekscie.

identyfikacje wykonuje sie na podstawie reakeji sero-
logicznych lub analizy genéw biosyntezy [48]. S one
sktadowa LPS eksponowang na powierzchni komorki
bakteryjnej i rozpoznawang przez czynniki ukladu
immunologicznego oraz bakteriofagi. Pierwszorzedowa
funkcja anygenéw O jest ochrona komorki bakteryj-
nej przed sktadnikami dopetniacza i innymi biatkami
obronnymi, jak BPI (bactericidal permeability-incre-
asing protein) lub peptydy obronne. Swoistos¢ anty-
genu O jest zwigzana z adaptacjg do srodowiska a jego
zmienno$¢ z mechanizmami unikania odpowiedzi ze
strony ukladu immunologicznego [64]. Okreslanie
serotypow jest stosowane w ustalaniu zrédla epidemii
i chorobotworczosci szczepu. Polisacharyd O swoisty
E. coli O157:H7 jest zbudowany z powtarzajacych sie
tetrasacharydowych jednostek. Sekwencja cukrow anty-
genu 0157 i organizacja gendw jego biosyntezy zostata
pokazana na rysunku 1.

Wystepowanie wspdlnych determinantdéw antygeno-
wych powoduje, ze serologiczne metody detekcji anty-
genu O157 np. odczyn lateksowy, moga dawac reakcje
pozytywne ze szczepami innymi niz E. coli. Identyczna
struktura antygenu O, jak w LPS E. coli 0157 (Rys. 1)
wystepuje w rodzajach: Salmonella: S. enterica O30
(grupa N) i Citrobacter: C. freundii F90, C. sedlakii. Ele-
menty strukturalne wspélne z antygenem O157 maja
tancuchy O w LPS E. coli O111, S. enterica O35 oraz
E. coli O551 S. enterica O50, a takze LPS E. hermannii,
Brucella abortus i Vibrio cholerae O1 Inaba [2, 72, 91].

Przykladem wystepowania reakcji krzyzowych
mimo réznic w budowie antygendéw O jest reakcja
przeciwcial monoklonalnych anty O157 a LPS ze
szczepu NRCC 6052 C. freundii, ktérego trojcukrowa
podjednostka jest zbudowana z dwu reszt D-ramnozy
ijednej czasteczki D-glukozy. W tym przypadku wysta-
pienie reakcji mimo braku 2-podstawionej perozaminy
wchodzacej w sklad wspdlnego epitopu mozna wyttu-

maczy¢ mimikrg antygenowa [54, 91]. Epitop zawie-
rajacy N-acylowang (formylo pochodna) perozamine
wystepuje ponadto w LPS Pseudomonas maltophilia 555,
Yersinia entercolitica O9 i Brucella melitensis [94]. Pro-
wadzone s3 badania w celu zastosowania szczepow nie-
patogennych syntetyzujacych antygeny identyczne lub
zblizone do struktury O157 jako zywe szczepionki [5].

Nalezy zaznaczy¢, ze cze$¢ reakeji krzyzowych moze
by¢ wynikiem obecnosci w surowicach przeciwcial skie-
rowanych przeciw rdzeniowej cz¢sci LPS, poniewaz we
wszystkich szczepach E. coli O157:H7 i O157H" wyste-
puje chemotyp R3 rdzenia LPS, obecny takze w nie-
ktorych szczepach S. flexneri i S. dysenteriae [16].

Operon (wb*) rfb kontrolujacy biosynteze anty-
genu O E.coli O157 ma wielkos¢ 14kpz i zawiera
12 genow transkrybowanych w tym samym kierunku,
kontrolujacych synteze prekursoréw cukréw w tym:
guanozynodifosforanu-perozaminy (GDP-D-Per) i gua-
nozynodifosforanu-fukozy (GDP-L-Fuc), odpowiednio
geny manB, manC, gmd, per i fcl (Rys. 1). W operonach
biosyntezy antygenéw O E. coli i S. enterica zawiera-
jacych gen gnd zawsze wystepuje gen gmm (wbdQ),
ktérego produkt mannozylohydrolaza GDP-mannozy
katalizuje hydrolize mannozy z GDP-mannozy lub glu-
kozy z GDP-glukozy i reguluje poziom GDP-cukréw.
Kolejne geny kodujg specyficzne glikozylotransferazy
przenoszace reszty cukrowe na undekaprenylowy
nosnik lipidowy Und-P (Undecaprenyl Phosphate)
oraz flipaze (wzx), enzym przenoszacy podjednostki
oligocukrowe zwigzane wigzaniem pirofosforanowym
z Und-P-P na zewnetrzng stron¢ blony cytoplazma-
tycznej i polimeraze (wzy) laczaca powtarzajace sie
podjednostki [73]. Na koncu 3’ operonu rfb znajduje
sie gen wbdR oznaczony R na rys. 1, kodujacy produkt
o aktywnoéci N-acetylotransferazy konwertujgcej GDP-
-D-Per do GDP-D-Per4NAc. Jego lokalizacja w poblizu
miejsc sprzyjajacych rekombinacji (powtdrzenia Hinc)
i polimorficznos$¢ genu gnd flankujacego operon rfb sa
potwierdzeniem, ze geny tego operonu zostaly nabyte
w drodze poziomego transferu. Zaproponowano hipo-
teze, powstania enterokrwotocznych szczepdw E. coli
0157, wedlug ktorej jedna z istotnych zmian byt trans-
fer genéw antygenu O157 do genomu E. coli O55. Na
podstawie organizacji operonu rfb i sekwencji nukle-
otydowej genéw flankujacych ten operon w szczepach
E.coli O55 i O157 stwierdzono, ze jedno z miejsc
rekombinacji jest zlokalizowane w genie galF a drugie
miedzy genami his i amn oddalonym o ok. 35kpz [94].

Delecja w ktérymkolwiek z operonéw biosyntezy
LPS daje fenotyp szorstki LPS, pozbawiony antygenu O
(70, 72].

Analiza sekwencji genéw kodujacych nukleotydowe
prekursory cukréow podjednostek O antygenu wskazuje,
ze pochodza od wspdlnego przodka lecz trudno jest
wyjasni¢ znacznie wieksze zrdéznicowanie wérdd genow
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kodujacych glikozyklotransferazy. Przypuszczalnie obie
grupy genéw wywodzg sie z dwu klastréw wystepuja-
cych u wspolnego przodka charakteryzujacego si¢ niska
zawarto$cig G+C [72, 86].

Poréwnawcza analiza sekwencji par odpowied-
nich genéw operonu rfb i genéw rdzeniowych (house-
keeping) w S. enterica i E. coli dowodzi, Ze ewolucja
tych pierwszych, nastepowala znacznie szybciej m.in.
na skutek selektywnego dziatania srodowiska [42, 72].
Obecnie obserwowane zréznicowanie antygenow O jest
wynikiem rekombinacji miedzy blisko spokrewnionymi
szczepami, np. E. coli O157:H7 i E. coli O55:H7 [86].
Poréwnanie sekwencji klastrow kodujacych synteze
antygenow O E. coli O118 i E. coli O151 wykazalo, ze
te serotypy roznig sie tylko dwoma (na 13 283) nukleo-
tydami, co wskazuje na ich klonalno$¢. Prowadzone s
dalsze badania w celu wyjasnienia podstaw molekular-
nych zréznicowania strukturalnego i immunologicz-
nego antygenow somatycznych szczepéw EHEC [43].

Zroznicowanie genomow enterokrwotocznych E. coli
okreslone przy pomocy techniki ALP (ALP, Ampli-
con Length Polymorphism) szczepoéw izolowanych ze
$rodowiska i referencyjnych ATCC 35218 (serotyp O
niekreslony), ATCC 25922 (serotyp O6), ATCC 35150
(serotyp O niekreslony) potwierdza, ze rearanzacje
genomu s3 spowodowane poziomym transferem genow
badz utratg plazmidu/(6w) [67].

Wyjsciowym substratem w biosyntezie perozaminy
jest fruktozo-6-fosforanu. Ostatni etap syntezy prze-
biega z udzialem aminotransferazy (syntetazy) RfbE
(Per), przeksztalcajacej GDP-4-keto-6-deoksymann-
noze do GDP-D-perozaminy [2]. Wysoki procent
podobienstwa (54% na poziomie sekwencji aminokwa-
sowej) genu rfbE_ . (syntetaza D-perozaminy) i rfbE
Vibrio cholerae wskazuje, ze gen rfbE w szczepach E. coli
O157:H7 zostal nabyty od gatunkéw innych niz E. coli
[8]. Produkt genu rfbE ulega ekspresji w szczepach
E. coli O157, ktore nie wytwarzajg toksyn i majg anty-
geny rzeskowe inne niz H7. Natomiast szczepy E. coli
O157:H7, wytwarzajace toksyny sg blisko spokrewnione
z serotypem E. coli O55:H7. Dlatego w watpliwych przy-
padkach wyniki testow serologicznych nalezy potwier-
dzac¢ identyfikacja produktu genu rfbE_ . . [72].

Innym markerem genetycznym locus rfb, ktéry poza
genem rfbE_ _ . moze by¢ wykorzystany w diagnostyce
szczepdw O157 jest gen epimerazy gne. Skladanie pod-
jednostek antygenu O E. coli O157 nie rozpoczyna sie od
reakeji katalizowanej przez inicjujaca transferaze WecA,
ktora przenosi GalNAc-P z UDP-GalNAc (difosfoury-
dynogalaktozamina) z utworzeniem GalNAc-P-P-Und
(nosnik  galaktozaminylo-difosfo-undekaprenylowy,
C55) lecz odbywa sie w innym szlaku. Szlak ten roz-
poczyna si¢ od przeprowadzanej przez biatko WecA
syntezy Und-P-P-GIcNAc, ktory zostaje przeksztatcony
do GalNAc-P-P-Und przez swoistg epimeraze, kodo-

wang przez gen gnel (Z3206). Homologia na pozio-
mie sekwencji aminokwasowej epimeraz réznigcych
sie funkcja dowodzi, ze enzym z E. coli O157 tworzy
klaster z genami gne tych bakterii, w ktorych cukrem
inicjujacym biologicznej powtarzajacej si¢ jednostki jest
GalNAc, np. wigkszos¢ serotypow Y. pseudotuberculo-
sis. Dla genu o funkcji Und-P-P-GlcNAc C4 epimerazy
zaproponowano nazwe gnu. Rozwazane jest wykorzysta-
nie genu gnu lub jego produktu jako potencjalne miej-
sce docelowe dla lekdw blokujacych biosyntez¢ antyge-
néw O szczepow, takich jak serogrupa O157, w ktorych
GalNac jest cukrem redukujacym podjednostki [21, 71].

Analiza filogenetyczna szczepéw E. coli O157 pocho-
dzacych z réznych srodowisk wskazuje, ze cechy deter-
minujace chorobotworczos$¢ sg zwigzane z okreslonym
serotypem [8] oraz ze $rodowiskiem. W przypadku
serotypu O157, ktéry powszechnie wystepuje w prze-
wodzie pokarmowym bydla, owiec, jeleni, zyraf i innych
zwierzat chorobotworczo$¢ dotyczy prawie wylacznie
ludzi. Inne przyktady to szczepy nalezace do serotypow
021078, chorobotworcze dla ptactwa ale nie dla ludzi,
ktérych markerami wirulencji s3 plazmidowe i chro-
mosomalne allele genu iss (Increased Serum Survival)
oraz gen tsh (Temperature-sensitive Hemagglutinin)
kodujacy temperaturowrazliwg hemaglutynine, a takze
szczepy nalezace do serogrupy 0147, izolowane wytacz-
nie od $win, w ktérych geny wirulencji (fedA) koduja
fimbrie F18 [24, 75].

Badania czynnikéw wirulencji ujawnily, ze szczep
dzikiego typu O157 wykazywal znacznie stabszg adhe-
rencje do komoérek HeLa i komdrek nabtonka jelito-
wego w poréwnaniu do mutanta w genie rfbE | |
[8]. W przypadku mutanta rfbE E. coli O157:H7 obni-
zona byla natomiast przezywalnos¢ w jelitach myszy
i bydta [79].

Uzyskano dowody wskazujace na zwigzek metabo-
lizmu D-sorbitolu z biosyntezg LPS w E. coli K-12 i nie
jest wykluczone, ze réznica zdolnosci fermentacji tego
alkoholu cukrowego ma zwiazek z ekspresja antygenow
0157 LPS [51].

W ostatnim czasie w badaniach efektow biologicz-
nych wykorzystywane sg bezkregowce ze wzgledu na
problemy etyczne i koszt badan na zwierzetach gnoto-
biotycznych. Mimo braku mechanizméw odpornosci
adaptacyjnej maja one analogiczny do kregowcow sys-
tem odpornosci wrodzonej, w ktérym podstawowa role
pelnig biatka odpornosciowe [40]. Owady produkuja
biatka podobne do cytokin, ktére aktywuja ekspresje
bialek i peptydéw dziatajacych przeciw bakteriom,
grzybom, pasozytom i wirusom [87].

Udzial antygenu O157 w wirulencji zostal w sposob
jednoznaczny udokumentowany na modelu nicienia,
Caenorhabditis elegans. Mutanty delecyjne (AperA),
niezdolne do syntezy perozaminy a tym samym anty-
genu O nie kolonizowaly jelit i nie zabijaty C. elegans.
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W podobny sposéb zachowywaly sie szczepy pozba-
wione plazmidu wirulencji pO157 [99]. Na modelu larw
jedwabnika morwowego oraz na myszach wykazano, ze
aktywno$¢ letalna mutantéw delecyjnych w genie rfbE
lub w waalL, (kodujacym ligaze antygenu O, przylacza-
jaca tancuch O do rdzenia polaczonego z lipidem A)
jest znacznie zredukowana. Ponadto, szczepy szorstkie
okazaly sie bardziej wrazliwe na morycyne - defenzyne
hemolimfy jedwabnika oraz na normalng surowice
kregowca ($§wini). Rekombinanty in trans mialy fenotyp
jak szczep wyjsciowy. Model jedwabnika morwowego
ma te przewage nad modelem nicienia, ze moze by¢
hodowany i zakazany przez EHEC O157:H7 w tempe-
raturze 37°C, wlasciwej dla ssakow [52].

Mutant E. coli O157 w genach galETKM kodujacych
synteze¢ N-acetylo-D-galaktozaminy, niezdolny do syn-
tezy galaktozy i niemal catkowicie pozbawiony tancu-
cha O swoistego, nie kolonizowal nablonka jelitowego
krolika i byt wrazliwy na bialko BPI [30].

Znaczacy spadek przezywalnosci w uktadzie moczo-
wym myszy wykazywaly mutanty w genie wecA [4]
i genie waalL uropatogennych szczepow E. coli [9].

Bezposredni udzial LPS szczepéw EHEC wyizo-
lowanych od dzieci z zespolem HUS udowodniono
badajac aktywacje plytek via kompleks TLR4 i CD62.
Sadzi sie, ze ta droga aktywacji odpowiada za niszczenie
plytek w tym zespole [84].

Sktadniki powierzchniowe chorobotwdrczych wa-
riantow E. coli pelnig wazne funkcje takze w interakcji
z roSlinami. Badano korelacje wystepujace miedzy
strukturami rozpoznawanymi jako markery bakterii
patogennych PAMPs (Pathogen-associated Molecular
Patterns) takimi jak, curli, rzeski, LPS i egzopolisacha-
rydy a systemowa (SAR; Systemic Acquired Resistance)
i indukowang (ISR; Induced Systemic Resistance)
odpornoscia roslin w zwigzku z preferencyjng kolo-
nizacja tkanek owocéw i warzyw przez chorobotwor-
cze patotypy E. coli, w szczegolnosci serotyp O157. Ze
strony rosliny w odpowiedzi uczestniczg receptory PRRs
(Pattern Recognition Receptors), ktérych rozpoznanie
inicjuje pierwszorzedowa reakcje obronna, jak odkla-
danie kalozy, produkcja reaktywnych form tlenu i bia-
tek obronnych powodujacych hamowanie kolonizacji
tkanki roglinnej. Wobec patogenéw zdolnych do sekrecji
bialek efektorowych, rosliny wytworzyty drugorzedowa
odpowiedz obronng (SDR, Secondary Defense Respon-
ses), wlacznie z aktywacja bialek odpornosciowych (RPs;
Resistance Proteins) hamujacych efektory i wiaczajacych
odpowiedz obronng z udziatem bialek RP.

Mutanty delecyjne w genach rzesek, curli oraz
w genie waal (kodujacym biatko hyperadherencji) oraz
mutanty syntetyzujace skrocong forme antygenu O LPS
kolonizowaly rosliny bardziej efektywnie, a znacznie
stabiej przezywaty na roslinach, co bylo zwigzane z ich
obnizong zdolnoscig indukeji ekspresji gendéw biatek

PR. Otrzymane wyniki potwierdzaja pierwszorzedna
role struktur rozpoznawanych przez receptory orga-
nizmu gospodarza w zdolnosci bakterii do przezywa-
nia i kolonizacji tkanek zwierzecych i rodlinnych [76].

6. Antygeny H serotypu O157

Innym markerem wykorzystywanym w identyfikacji
szczepow 0157 jest polimorfizm genu fliC kodujacego
biatko strukturalne rzesek. Do tego celu stosowana jest
technika RFLP-PCR (Restriction Fragments Length
Polymorphism, polimorfizm dlugosci fragmentow
restrykcyjnych) i sekwencjonowanie produktow zwlasz-
cza, ze do$¢ czesto antygeny H nie ulegaja ekspresji w wa-
runkach in vitro. Zréznicowanie genu dotyczy czesci
wewnetrznej miedzy konserwatywnymi sekwencjami C
i N koncéw flageliny. Badano sekwencje genu fliC, .
w szczepach O157:H7 i O157:H". Szczepy izolowane
z kalu bydla, $win i owiec chorych na biegunke repre-
zentowaly tzw. atypowy serotyp antygenu H. DNA czesci
szczepow nie dawata produktu ze starterami fliC a ich
rzeski byty kodowane prawdopodobnie przez inne geny
flagelarne np. flnA, flkA i flmA. Pozostalta cze$¢ szcze-
pow miata inne, dotad nieopisane geny rzeskowe [23].

W surowicy dorostych osobnikéw bydla przed
szczepieniem bakteriami E. coli O157:H7 zidentyfiko-
wano przeciwciala przeciw: LPS O157, intyminie, Tir,
biatlkom EspA i EspB (E. coli-secreted proteins). Po
szczepieniu rost poziom tylko dwu: anty-EspB i anty-
-LPS [12]. Zaobserwowano wzglednie szybki spadek
poziomu przeciwcial anty-E. coli O157; 10-11 tygodni
dla przeciwcial IgG i 4 tygodnie dla przeciwcial klasy
IgA, co ma znaczenie w czulosci detekeji, podatnosci na
powtdrne zakazenie oraz produkgji szczepionek [45].

Ekspresja genow regulatorowych rzesek (geny flhDC)
i potozonych ponizej gendéw zwigzanych z wirulencja;
adhezja i system T3SS jest kontrolowana przez biatko
regulatorowe Lrp (Leucine-responsive Regulatory Pro-
tein) w odpowiedzi na podwyzszony poziom kroétko-
tancuchowych kwaséw tluszczowych (gléwnie kwasu
mastowego) wystepujacych w jelitach [89].

7. Identyfikacja E. coli 0157

Enterokrwotoczne E. coli O157 wykazuja typowe
cechy fizjologiczne i biochemiczne komensalnych
E. coli z trzema wyjatkami, wykorzystywanymi w ich
identyfikacji. Wigkszos¢ szczepdw serotypu O157:H7
w przeciwienstwie do komensalnych szczepow E. coli
nie ro$nie wcale lub ro$nie bardzo stabo w temperatu-
rze 44,5°C, przy czym optymalna temperatura wzrostu
E. coli 0157 wynosi 36 +2°C a minimalna 8-10°C. Dwie
pozostate cechy odrézniajace E. coli O157 od szczepow
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komensalnych to brak wytwarzania B-glukuronidazy
kodowanej przez gen uidA (gusA) oraz brak zdolnosci
fermentacji D-sorbitolu (D-glucitolu) w ciagu doby.
Bakterie te toleruja niskie pH; moga przezy¢ do 2 mie-
siecy w temperaturze 4°C w zywnosci o pH 4,5 [17].

Identyfikacja szczepéw E.coli O157:H7 metoda
hodowlang polega na wysiewaniu badanego materialu
na podloze z D-sorbitolem - SMAC (sorbitol Mac-Con-
key). Selektywno$¢ i czulos¢ tej metody mozna zwigk-
szy¢ stosujac czynniki selekcyjne: cefeksim i telluryt
potasu (agar SMAC-CT), preinkubacja w ciaggu 2 godz.
w pH 2,0 w bulionie EEB (Enterohemorrhagic E. coli
Enrichment Broth) czy separacja immunomagnetyczna
z pomocg kulek paramagnetycznych pokrytych prze-
ciwciatami monoklonalnymi anty-E. coli O157. Metoda,
ktora daje powtarzalne wyniki, kompatybilne z uzyska-
nymi sposobem wzbogaconej selekcji i dajgce si¢ sto-
sowa¢ w badaniach przesiewowych jest PCR z sonda
fluorogenng najczesciej dla genu eaeA [57]. W celu
potwierdzenia identyfikacji izolatow niefermentujacych
sorbitolu przeprowadza si¢ reakcje Real Time PCR ze
starterami dla genéw eae_ ., rfbE .. i fliC [78].

Obok elektroforezy pulsacyjnej (PFGE, Pulsed Field
Gel Electrophoresis) jedng z metod réznicowania blisko
spokrewnionych szczepdw jest niedawno opracowana
technika analizy polimorfizmu wielkosci amplikonu
(ALP), oparta na zastosowaniu precyzyjnie wybranych
starterow w oparciu o tzw. wskaznik genomowy (“gene-
tic index”) ustalany dla kompletnie zsekwencjonowa-
nych szczepdw. W przypadku E. coli O157 do ustalenia
indeksu wybrano genomy dwu referencyjnych szczepow
0157: 0O157:H7 EDL933 i O157:H7B Sakai oraz od-
nosny szczep laboratoryjny E. coli K-12 MG1655 [67].

Jednym z probleméw réznicowania szczepow E. coli
0157:H7 jest ich bliskie pokrewienstwo ze szczepami
E.coli O157:NM, (NM, Non-motile) nie wykazuja-
cymi ruchu, fermentujacymi sorbitol i wytwarzajacymi
B-glukuronidaze. Sg one izolowane prawie wylgcznie
od dzieci (ok. 20% przypadkow zespolu HUS) i nie sa
wykrywane na podlozu (SMAC). Markerem wykorzy-

stywanym do ich identyfikacji jest klaster genow sfp,
kodujacy fimbrie Sfp, obecne wyltacznie w szczepach
E. coli 0157 fermentujacych sorbitol (SF) [96]. Szczepy
fermentujace sorbitol O157:NM sa szczegdlnym zagro-
zeniem ze wzgledu na wysoka czgsto$¢ nabywania genu
stx2 w wyniku lizogenizacji fagami (np. ¢297) ulegaja-
cymi integracji w genie yecE (,,hot spot”) [50].

Szczepy O157:NM s3 blizej spokrewnione z O157:H7
anizeli szczepy O157 wykazujace ruch i wytwarzajace
antygeny flagelarne inne niz H7. Dodatkowymi cechami
szczepow E. coli 0157 z antygenami rzeskowymi innymi
niz H7 jest polimorfizm dotyczacy ponad 20 enzymow,
a takze brak toksyn Stx1 i Stx2 oraz intymny.

8. Epidemie EHEC E. coli przenoszace si¢
droga wodnag

W ostatnich latach przypadki zakazen EHEC czg-
sto majg charakter epidemii. Centrum Kontroli Choréb
i Prewencji (CDC) podaje liczbe 75000 przypadkow
rocznie w Europie. Najczestszym zrodtem zakazen jest
zywnos¢é; w USA stanowig one 66% przypadkow. Okoto
12% to infekcje zwigzane ze spozyciem wody pitnej [18]
lub jako efekt przypadkowego potkniecia wody w trak-
cie kapieli w jeziorach lub basenach [13].

Dane literaturowe potwierdzajg rosngcg liczbe
przypadkéw zachorowan, wywotywanych przez E. coli
0157, przenoszacych sie drogg wodng (Tab. I). Zréd-
fem zakazenia jednej z najwczesniej odnotowanych
epidemii (na przelomie 1989/1990 roku) w USA (Mis-
souri) byla niedezynfekowana woda przeznaczona do
spozycia [85]. Kolejne epidemie, mialy miejsce w USA
(Wyoming) zrédlem zakazenia byla woda do picia
z uje¢ powierzchniowych [61]. W roku 1999 w Nowym
Jorku zrédlem zakazenia byla woda do picia z ujeé
podziemnych [11] oraz podczas jednej z najwiekszych
epidemii w roku 2000 w Kanadzie (Walkerton) kiedy
zachorowalo az 2300 oséb [32]. Pierwsza epidemie,
ktorej zrodlem byla woda z kapielisk odnotowano
w USA (Oregon) w roku 1991 [39].

Tabela I
Epidemie E. coli O157:H7 przenoszace si¢ droga wodna
Miejsce i rok zaclili;:(l))jvaﬂ Zrodlo P;S;rcriijg-
Cabool, Missouri, USA, 1989/1990 243 woda do picia [85]
Portland, Oregon, USA, 1991 21 jezioro [39]
Szkocja, Wielka Brytania, 1993 6 basen [13]
Alavus, Finlandia, 1997 14 jezioro [62]
Alpine, Wyoming, USA, 1998 157 woda do picia [61]
Nowy Jork, USA, 1999 775 woda do picia [11]
Walkerton, Ontario, Kanada, 2000 2300 woda do picia [32]
Kornwalia, Wielka Brytania, 2004 7 plaza [33]
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W Europie infekcje spowodowane enterokrwo-
toczng E. coli 0157 sg rzadziej rejestrowane. W corocz-
nym raporcie Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci (EFSA) stwierdza sie, ze liczba przypadkéw
zakazen Shigatoksycznymi szczepami E. coli jest na
czwartym miejscu po zakazeniu Campylobacter, Sal-
monella i Yersinia. W 24 panstwach Unii Europej-
skiej (z wyjatkiem Czech, Grecji oraz Portugalii) oraz
w krajach spoza UE: Norwegii, Szwajcarii, Islandii
- wykazano ponad 3500 przypadkéw zakazen ludzi
szczepami EHEC/STEC, najwigcej w Wielkiej Bry-
tanii, Niemczech, Holandii i Irlandii. Szeroko opi-
sywang w mediach epidemi¢ odnotowano w 2011
w Niemczech, w ktdrej czynnikiem etiologicznym
byt szczep E.coli O104:H4 wykazujacy cechy E. coli
EHEC i EAEC (Enteroaggregative E. coli). Zachoro-
walo wéwczas ponad 4 tys. 0séb. Zrédlem epidemii
byty nasiona kozieradki [90].

9. Zapobieganie

Waznym dzialaniem prewencyjnym jest eliminacja
chorobotworczych bakterii E. coli 0157 z przewodu
pokarmowego zwierzat nosicieli. Dodatek do pasz np.
siarczanu neomycyny lub nizyny w potaczeniu z sorbi-
nianem sodu lub z polimleczanem powoduje zmniej-
szenie wydzielania katowego E. coli O157:H7 [15, 37].

Udowodniono, ze podanie bakterii probiotycz-
nych do hodowli komérkowych nablonka jelitowego
linii HEp-2 i T84 hamuje adhezj¢ oraz zmiany cytosz-
kieletu indukowane przez szczepy E.coli O157:H7
i O127:H6 [80].

Zastosowanie jako szczepionki mutantéw E. coli
0157 w genach hha (biatko regulujace ekspresje hemo-
lizyny) i sepB (ATP-aza kontrolujaca ekspresje¢ LLE-
-kodowanych biatek) powodowalo wyrazng reduk-
cje kolonizacji jelit bydla i wydzielania z odchodami
szczepu dzikiego typu [77].

Podstawowg role w zapobieganiu epidemiom od-
grywa nadzdr sanitarno-epidemiologiczny wody do
picia i celéow rekreacyjnych. Ze wzgledu na istotne
zagrozenie zdrowia i Zycia ludzi w przypadku zaka-
zen STEC ustanowiono dyrektywa 2003/99/WE Par-
lamentu Europejskiego nakazujaca wprowadzenie
dziatan monitoringowych Shigatoksycznych szczepow
E. coli. Ustawa o zapobieganiu oraz zwalczaniu zakazen
i choréb zakaznych u ludzi (Dz.U. 2008 nr 234) okresla
zgtaszanie kazdego przypadku wykrycia Shigatoksycz-
nych pateczek E. coli O157 w materiale klinicznym.
Jakos¢ wody w kapieliskach i przeznaczonej do spozycia
jest w Polsce systematycznie kontrolowana zgodnie
z harmonogramem pobierania probek (dla kapielisk
zgodnie z zapisami ustawy - Prawo wodne Dz.U.
72005 1. Nr239).

10. Podsumowanie

Liczba publikacji na temat chorobotwdrczosdci
i epidemii wywolywanych przez enterokrwotoczne,
Shigatoksyczne szczepy E. coli (STEC) z dominujagcym
serotypem O157:H7 $wiadczy o rosngcym znaczeniu
tych patogenow. W Polsce notuje si¢ stosunkowo matg
liczbe epidemii spowodowanych przez E.coli O157.
Dane eksperymentalne potwierdzaja, ze bakterie E. coli
0157 maja zdolnos¢ przezywania w srodowiskach ubo-
gich w organiczne zrodla wegla i w niskiej tempera-
turze nawet do kilku miesi¢cy. Infekcje spowodowane
przez serotyp O157:H7 moga by¢ przyczyng zacho-
rowan zwigzanych z ukladem pokarmowym (perfora-
cja i krwawienia z okreznicy) i choréb pozajelitowych,
jak zespo6l hemolityczno-mocznicowy - HUS.

Wigkszo$¢ czynnikéw determinujgcych wirulencje
szczepow STEC jest kodowana przez geny zlokalizo-
wane w wyspach patogennosci na chromosomie (locus
LEE) i na plazmidach wirulencji (plazmid pO157). Naj-
wazniejszym czynnikiem odpowiedzialnym za zmiany
histopatologiczne w jelitach i ukladzie moczowym
jest toksyna Shiga i jej warianty kodowane przez geny
fagowe. Pozostale czynniki s3 kodowane przez locus
LEE a ich ekspresja, podobnie jak genéw toksyn moze
by¢ regulowana przez czynniki zewnetrzne. Udoku-
mentowano regulacje ekspresji genéw operonu ecf na
plazmidzie pO157 przez temperaturg, ktéra wplywa na
pojawianie sie okreslonych bialek zwigzanych z innymi
skladnikami powierzchniowymi bakterii, co ma zwia-
zek z adaptacja do réznych srodowisk.

Okreslenie serotypu E. coli jest jednym z najwaz-
niejszych kryteriéow w badaniach epidemiologicznych.
Analiza genetyczna operonu rfb biosyntezy antygenu
somatycznego i immunochemiczna LPS szczepow
serogrup O157 i nie-O157 ujawnila zréznicowanie na
poziomie nukleotydowym i strukturalnym. Sekwencjo-
nowanie genu rfbE kodujgcego syntetaze perozaminy,
cukru wchodzacego w sklad determinanty antygenowej
wskazuje na nabycie tego genu w drodze poziomego
transferu z bakterii innych niz E. coli. Podobienstwo
sekwencji aminokwasowych epimerazy Gnu obecnej
w szczepach zawierajacych jako cukier redukujacy
N-acetylogalaktozamine, jak LPS E. coli 0157 wska-
zuje na rozne drogi ewolucji szlakow biosyntezy anty-
genow O szczepow STEC. Wyjasnienie zwigzku migdzy
czynnikami wirulencji a ekspresja okreslonego anty-
genu somatycznego wymaga dalszych badan. Poréw-
nanie struktury antygenéw O i korelacji z ekspresja
antygenow H w polaczeniu z analizg genetyczng przy-
blizy wyjasnienie mechanizméw dopasowania struktur
bakterii do gospodarza i srodowiska. Wyniki analizy
sekwencji gendéw rdzeniowych i nabytych w drodze
poziomego transferu w szczepach patotypu EHEC
wskazujg na wielo$¢ drog ewolucji tych patogendw.
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1. Wprowadzenie. 2. Bakteriofagi a bakterie w §rodowisku. 3. Bakterie drapiezne z grupy BALO a bakterie w $rodowisku. 4. Pierwotniaki
a bakterie w $rodowisku. 5. Drapiezniki bakterii a biofilm. 6. Mechanizmy obronne bakterii oraz ich interakcje z drapieznikami.
7. Praktyczne wykorzystanie drapieznikoéw bakterii. 8. Podsumowanie

Bacteriophages and bacterial predators as agents limiting the amount of bacteria in the environment

Abstract: Bacterial predators, such as Bdellovibrio and Bdellovibrio like organisms (BALOs), protozoa and bacteriophages, are the major
cause of bacterial mortality. Howeverthe correlations between these microorganisms enable their coexistance in the same ecological niche.
This review presents the interactions between bacterial prey and their predators, and bacteriophages. In addition, it describes bacterial
adaptations helping bacteria to prevent the attack. Taking into account current problems with increasing antibiotic resistance of pathogenic
microorganisms, this observations can lead us to the discovery of novel antimicrobial compounds, which are common in nature, and
could be used in the future against animal and human pathogens. Moreover, these microorganisms might be also a potentialsource of
novel biocatalysts, which could be applied in biotechnological processes.

1. Introduction. 2. Bacteriophages and bacteria in the environment. 3. Bacterial predators from BALO and bacteria in the environment.
4. Protozoa and bacteria in the environment. 5. Bacterial predators and biofilm. 6. Defense mechanisms of bacteria and their interactions

with predators. 7. Practical use of bacterial predators. 8. Summary

Stowa kluczowe: bakteriofagi, Bdellovibrio spp., biofilm, drapiezniki bakterii, pierwotniaki

Key words:

bacteriophages, Bdellovibrio spp., biofilm, bacterial predators, protozoa

1. Wprowadzenie

Wirod zaleznosci kooperacyjnych miedzy organiz-
mami, w tym mikroorganizmami, wyrdznia si¢ m.in.
neutralizm, komensalizm, wspdlzawodnictwo, antago-
nizm, syntropizm oraz drapieznictwo i pasozytnictwo.
Interakcje miedzy réznymi gatunkami mikroorgani-
zmow promuja silny wzrost i/lub dominacje specyficz-
nych ich grup, jednoczesnie stanowigc wazny element
taczacy rézne grupy organizmoéw ze wzgledu na mozli-
wos¢ ich wspétwystepowania na tym samym obszarze,
dzieki czemu mogg koegzystowaé w danym $rodowisku.
Ma to wplyw na réznorodnosé¢ organizméw na danym
obszarze oraz sprzyja obiegowi pierwiastkow w przy-
rodzie [4, 19, 25]. W przedstawionej pracy przyblizono
odzialywanie bakteriofagéw, bakterii drapieznych
z grupy BALO obejmujacej bakterie Bdellovibrio i orga-
nizmy do nich podobne (Bdellovibrio and like organi-
sms) oraz pierwotniakow na populacje bakterii w srodo-
wisku, ktdre wptywajac posrednio lub bezposrednio na
siebie nawzajem, w znacznym stopniu przyczyniaja sie
do kontrolowania populacji bakterii w srodowisku [7,
19, 39, 41, 50, 51]. Poznajac te relacje przyblizamy si¢ do
poznania mechanizméw regulujacych liczebnos¢ bak-
terii, w tym patogennych, co jest m.in. istotne w dobie

walki z mikroorganizmami opornymi na stosowane
obecnie antybiotyki i chemioterapeutyki.
Mikroorganizmy drapiezne wraz z bakteriami bedg-
cymi celem ich ataku, odgrywaja w srodowisku bardzo
wazna role w tzw. petli mikrobiologicznej, ktora stanowi
zespol procesow odpowiedzialnych za transfer i udo-
stepnianie rozpuszczonej w wodzie materii organicz-
nej (dissolved organic matter - DOM) réznym mikro-
i makroorganizmom heterotroficznym, tworzacym
sieci troficzne w danym ekosystemie. Bakterie poprzez
asymilacje i biokonwersje DOM tworzg upostaciowang
tzw. czasteczkowa materi¢ organiczng (particulate orga-
nic matter POM), ktora z kolei moze by¢ wykorzystana
przez organizmy na innych poziomach troficznych,
w tym m.in. bakterie z grupy BALO czy pierwotniaki
(4, 25, 26, 33, 57]. Naturalna zlozonos$¢ populacji
mikroorganizméw charakteryzuje si¢ ogromnym zrdz-
nicowaniem, zaréwno pod wzgledem filogenetycznym,
ale rowniez pod wzgledem ich stanu fizjologicznego
i przystosowan fenotypowych komorek [26]. Z badan
wynika, ze najwieksza $miertelno$¢ bakterii w sSrodowi-
sku obserwuje sie na skutek Zerowania pierwotniakow,
ktore s3 znacznie wigksze od swojej ofiary, dzigki czemu
wykorzystujg gtéwnie mechanizm endocytozy umoz-
liwiajacy pochlanianie w calosci komorki bakteryjnej
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[19, 25, 26, 27]. Jednakze wykorzystanie tego zjawiska
wsrod mikroorganizmow jest ograniczone wielkoscig
ofiary, ktéra musi by¢ mniejsza od drapieznika [5, 51].
Roéwniez bakteriofagi oraz bakterie drapiezne z grupy
BALO sg zaliczane do bardzo skutecznych czynnikéw
biologicznych limitujacymi ilo$¢ bakterii w srodowisku,
cho¢ mechanizm ich ataku jest odmienny ze wzgledu na
to, ze sg one mniejsze od komorki ofiary. Stad w pierw-
szym etapie zachodzi przyleganie do powierzchni bak-
terii, a nastepnie wnikniecie czynnika infekujacego do
jej wnetrza, przy czym czas od wnikniecia do $mierci
komorki bakteryjnej moze by¢ rézny [11, 26, 27].

2. Bakteriofagi a bakterie w srodowisku

Bakteriofagi (fagi) wystepuja we wszystkich $rodo-
wiskach. Szacuje sig, ze ich populacja wynosi ok. 10!
i stanowi najbardziej zréznicowana grupe jednostek
biologicznych na $wiecie, przez co w bardzo istotny
sposob wplywaja i warunkuja liczebnos¢ bakterii w roz-
nych ekosystemach [31, 50, 57]. W $rodowisku wod-
nym ilo$¢ bakteriofagéw waha si¢ miedzy 10*a 10° ml™,
czyli wystepuja 310 razy liczniej od bakterii [59]. Fagi
atakujac bakterie wykorzystuja swoiste receptory na
powierzchni komarki docelowej, wykazujac specyticz-
nos¢ w stosunku do gospodarza. Przylaczenie sie faga
do komorki bakteryjnej przebiega w dwodch etapach.
Pierwszy etap — dyfuzyjny transport faga — jest odwra-
calny i zalezy od stezenia czastek fagowych, tempera-
tury otoczenia oraz od ilosci komoérek bakteryjnych
w §rodowisku. Drugim etapem jest zwigzanie sie faga
ze specyficznym receptorem na powierzchni komorki
ofiary i enzymatyczne uszkodzenie $ciany komorko-
wej, a nastepnie wprowadzenie do jej wnetrza mate-
rialu genetycznego faga i jest to proces nieodwracalny
[57, 59]. Mimo, ze bakteriofagi w wiekszosci przypad-
kow wykazuja specyficznos¢ w stosunku do gatunku,
a nawet szczepu gospodarza, to opisano réwniez fagi
o szerokim spektrum gospodarza np. wérdd cyjano-
fagéw infekujacych morskie Synechococcus spp. [26].
Jednoczesnie bakteriofagi sa niekiedy rozpatrywane
dwojako jako pasozyty lub drapiezniki [7, 11, 25, 26,
57], w zaleznosci od strategii wykorzystywanej przez
nie do ich replikacji. U bakteriofagéw opisane zostaly
strategie tj. lizogenna, pseudolizogenna, chroniczna
oraz lityczna. Genomy bakteriofagéw bedacych w trak-
cie cyklu lizogennego pozostaja w komoérce gospoda-
rza w formie utajonej - w postaci profaga — replikujac
razem z gospodarzem, az do momentu przejscia w cykl
lityczny, ktéry moze zosta¢ zaindukowany réznymi
czynnikami $rodowiskowymi, np. zmiang tempera-
tury czy promieniowaniem UV [26, 57, 59, 60]. Jedno-
cze$nie geny profaga wbudowane w genom komorki
gospodarza moga wptywac na jego fenotyp w procesie

tzw. konwersji lizogennej, przez co nadaja komorce
bakteryjnej nowych cech [2]. W stanie chronicznym
czastki fagowe s tworzone i uwalniane w sposob ciagly
z zainfekowanej komorki gospodarza, nie prowadzac
do jego lizy. W przypadku stanu pseudolizogennego
materiat genetyczny bakteriofaga wystepuje w komorce
niezintegrowany z genomem gospodarza, a jednoczes-
nie w wyniku niekorzystnych warunkéw wzrostu bak-
terii, nie ma systemu utrzymywania swojego genomu
w komorce bakteryjnej. Wykazano, ze duza czes$¢ bak-
teriofagow w populacji bakterii ma charakter lizogenny
i stad sa one opisywane jako ,,pasozyty’, ze wzgledu na
swoje uzaleznienie od aktywnego aparatu metabolicz-
nego gospodarza oraz wystepowanie z nim w formie
zintegrowanej [2, 26, 60]. W cyklu litycznym, mimo
konieczno$ci wykorzystania maszynerii metabolicznej
komorki atakowanej, metabolizm gospodarza jest prze-
kierowywany na produkcje potomnych czastek bak-
teriofagowych i cykl faga konczy sie uwolnieniem ich ze
zlizowanej w wyniku dziatalnosci enzymdw fagowych
komorki bakteryjnej. Dlatego tez charakter tej relacj,
okreslany jest niekiedy jako drapieznictwo [7, 26, 57].
Fagi s3 wiec czynnikami atakujagcymi biernie, cho¢
swoiscie. Co wigcej liza komoérek bakteryjnych wyni-
kajaca z aktywnosci faga jest drugim (po aktywnosci
pierwotniakéw) najwazniejszym czynnikiem powodu-
jacym $miertelno$¢ wérdd bakterii [26, 59]. Stad uwaza
sie, ze bakteriofagi maja duzy wplyw na sklad popula-
cji bakterii, na produkcj¢ DOM i obieg zwigzkdw od-
zywczych pochodzenia bakteryjnego. Nalezy réwniez
zwroéci¢ uwage na fakt, iz $miertelnos$¢ bakterii w srodo-
wisku wodnym wywotana fagami zmienia si¢ sezonowo
(ze zmiang temperatury otoczenia i nastonecznienia)
oraz wraz z glebokoscig, na ktérej wystepuja [26, 57].
Badania w tym zakresie dotyczace innych srodowisk
s3 ograniczone, jednak duze ilosci wiruséw odnotowa-
nych w osadach oraz glebach sugeruja ich zasadnicza
role w regulacji liczebnosci bakterii rowniez w tych
srodowiskach [6, 26, 57]. Przyjmuje si¢, ze mimo opi-
sanej duzej ilosci fagéw wykazujacych duze zréznico-
wanie, nadal ogromna ich cz¢$¢ nie zostala ,,odkryta”
ze wzgledu na to, ze wigkszos¢ mikroorganizmow sro-
dowiskowych jest niehodowalna, w tym gospodarze
fagdw. Jednocze$nie analiza réznorodnosci wirusow
bakteryjnych w oparciu o sam material genetyczny jest
trudna, z uwagi na brak wspélnych markeréw genetycz-
nych dla wszystkich bakteriofagéw [50, 57].

3. Bakterie drapiezne z grupy BALO a bakterie
w Srodowisku

Bakterie z grupy BALO zostaly opisane po raz
pierwszy w latach 60 i s3 one najlepiej scharakteryzo-
wang grupg bakterii drapieznych, cho¢ obecnie opi-
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sanych jest juz wiele innych grup organizméw proka-
riotycznych, prowadzacych takze drapiezny tryb zycia
[26]. Sg one bardzo rozpowszechnione w wielu $rodo-
wiskach, rowniez ekstremalnych, oraz bardzo zrézni-
cowane pod wzgledem filogenetycznym. Mikroorga-
nizmy te poczatkowo zaliczane byly do jednej rodziny
Bdellovibrionaceae, jednakze dzigki zastosowaniu do
identyfikacji nowoczesnych metod biologii moleku-
larnej, opisano inne grupy, co przyczynito si¢ do ich
reklasyfikacji [27]. Poczatkowo do grupy tych mikro-
organizmdéw BALO zaliczano bakterie nalezace do czte-
rech rodzajow to jest Bdellovibrio, Bacterovorax, Mica-
vibrio oraz Vampirovibrio, ktére zaklasyfikowano do
rodziny Bdellovibrionaceae, klasy 8-proteobacteria [18].
Analizy ostatnich lat wskazujg jednak na ich wieksze
zréznicowanie [15, 16, 56] . Na chwile obecng do klasy
O-proteobacteria zalicza si¢ rodzaj Bdellovibrio i Vam-
pirovibrio z rodziny Bdellovibrionaceae oraz rodzaj Bac-
teriovorax i nowo opisany rodzaj Peredibacter z rodziny
Bacteriovoracacea, za$ do klasy a-proteobacteria nalezy
rodzaj Micavibrio, ktdry jest najbardziej spokrewniony
z rzedem Rhodospirialles [14, 15, 56]. Doda¢ nalezy, ze
rodzaj Vampirovibrio, jako jedyny z rodziny Bdello-
vibrionaceae, zeruje nie na bakteriach, a na eukario-
tycznych komorkach alg z rodzaju Chlorella [18].

Bakterie z grupy BALO izolowane byty z wielu $ro-
dowisk m.in. wéd powierzchniowych, $ciekéw, osadow
morskich i oceanicznych, z gleby, ale takze z przewo-
déw pokarmowych zwierzat i czlowieka. Szacuje si¢ ze,
liczba bakterii z grupy BALO w $rodowisku wodnym
waha si¢ miedzy 10' a 10* pfu/ml, przy czym w wodach
powierzchniowych moze by¢ ich do 10° pfu/ml, nato-
miast w 1g gleby ilos¢ BALO waha si¢ $rednio miedzy
10% a 10* pfu [58]. Wykazano nadto, ze w srodowisku
wodnym najwieksze ilosci bakterii z grupy BALO
wystepuja w biofilmach tworzacych si¢ na powierzchni
obiektow oraz zwierzat wystepujacych w tym srodowi-
sku, cho¢ takze w warstwach powierzchniowych wody,
jednak ich iloé¢ zalezy w duzej mierze od ilo$ci bak-
terii wystepujacych tam. Bakterie z grupy BALO odgry-
wajg istotna role w kontrolowaniu sktadu bakteryjnych
populacji w biofilmie. Dane te zostaly przedstawione na
podstawie eksperymentéw w laboratorium w oparciu
o hodowalne szczepy referencyjne, jednakze nie wyklu-
cza sig, ze ilos¢ BALO w naturalnych ekosystemach
moze by¢ duzo wicksza [14, 21, 23, 28, 58].

Bakterie z grupy BALO to mate, bardzo ruchliwe
Gram-ujemne bakterie o ksztalcie pateczek lub prze-
cinkéw, ktdre obligatoryjnie Zerujg na innych Gram-
-ujemnych bakteriach, a spektrum ich ofiar obejmuje
zaréwno bakterie niepatogenne, jak i patogenne dla
ludzi, zwierzat i roslin [14]. Sa one wyposazone w wici
i rzeski, umozliwiajagce im szybki ukierunkowany
ruch w strone ofiary oraz przyleganie do niej [5, 40,
48]. Bakterie z rodzaju Bdellovibrio wykorzystuja wi¢

w celu przemieszczania sie w kierunku ofiary, za$ pile
w celu przylegania i przedostania si¢ do wnetrza ata-
kowanej komorki. Bakterie te podczas przemieszcza-
nia si¢ na powierzchni biofilmu i na podlozach statych
oraz podczas wydostawania sie ze zlizowanej komorki
ofiary, wykazuja ruch slizgowy [4, 36, 37, 40]. Po ich
przylaczeniu sie do $ciany komorkowej bakterii i prze-
dostaniu sie do jej wnetrza, przeprowadzajg atak i wyla-
czaja metabolizm ofiary, w wyniku czego zaatakowane
komorki ging w ciggu 15 minut [4]. W zaleznosci od
zageszczenia komorek ofiary oraz rodzaju srodowiska,
cykl zyciowy BALO moze trwac¢ 3—-4 h [23]. Jednoczes-
nie, w odroznieniu od bakteriofagéw, bakterie te sa
zdolne do Zerowania na komorkach bakteryjnych beda-
cych w réznym stadium rozwojowym, réwniez mar-
twych, przy czym cykl rozwojowy drapieznika w tym
przypadku jest wydluzony [55]. Bakterie drapiezne
z grupy BALO moga wystepowaé w réznych fenoty-
pach: wewnatrz komorki atakowanej (fenotyp periplaz-
matyczny - rozwijajacy sie miedzy blona zewnetrzna
a wewnetrzng bakterii Gram-ujemnej, fenotyp cyto-
plazmatyczny - rozwijajacy si¢ w cytoplazmie ofiary) lub
na jej powierzchni (fenotyp epibiotyczy — wzrastajacy
sie na powierzchni komorki ofiary) [4, 17]. Najcze$ciej
mikroorganizmy te charakteryzuja sie podwojnym
cyklem zyciowym, na ktory sklada si¢ faza zycia poza
komorka ofiary, tzw. faza ataku oraz faza ich wewnatrz-
periplazmatycznego wzrostu, majaca miejsce w peri-
plazmie bakterii zaatakowanej, gdzie formowana jest
struktura zwana bdelloplastem. Bakterie te po wnik-
nieciu do komorki ofiary uruchamiajg mechanizmy
prowadzace do ,,roztozenia” zawartoéci swojej ofiary,
w celu pozyskania zwigzkow odzywczych niezbednych
do swojego wzrostu i rozmnazania [23, 37, 41]. Wyka-
zano takze, w oparciu o analizy genetyczne, mozliwy
udzial bakterii z rodzaju Bdellovibrio w horyzontal-
nym transferze genéw [46]. Czesto spotykang strate-
gig jest rdwniez bezposrednie przylaczenie sie bakterii
drapieznej do zewnetrznej $ciany komdrkowej ofiary,
a nastepnie degradacja komorki gospodarza i asymi-
lacja uzyskanych skladnikéw odzywczych poprzez
specjalistyczne struktury, jak si¢ dzieje w przypadku
np. Vampirococcus spp., czy wytwarzanie czynnikow
litycznych, co zarejestrowano w przypadku Ensifer spp.
[26]. W obrebie prokariotycznych mikroorganizmoéow
drapieznych moga by¢ wykorzystywane réwniez inne
strategie polowania, przy ktérych nie jest wymagany
bezposredni ich kontakt z ofiarg. Na przyklad specy-
ficzna dla bakterii z rodzaju Myxococcus i Lysobacteria
tzw. strategia stadna (wolfpack strategy), polegajaca na
produkeji przez drapieznika zewngtrzkomdrkowych
enzymow hydrolitycznych, powodujacych uszkodze-
nie komoérek bakteryjnych znajdujacych si¢ w bez-
posrednim ich otoczeniu, bez konieczno$ci wnikania
do wnetrza ofiary [5, 26].
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4. Pierwotniaki a bakterie w srodowisku

Badania wykazuja, ze zerowanie pierwotniakéw
w $rodowisku ma bardzo istotny wplyw na ksztal-
towanie liczebnosci bakterii i skladu ich populacji,
a takze na obieg materii organicznej w danym ekosys-
temie [2, 26, 33, 34, 51, 53]. Interakcje miedzy pier-
wotniakami a bakteriami w réznych srodowiskach sg
bardzo podobne, przy czym srodowisko gleby jest tym,
w ktérym dyfuzja i przemieszczanie si¢ mikroorga-
nizméw sg bardziej ograniczone w pordéwnaniu ze
$rodowiskiem wodnym, co sprawia, Ze wystepowa-
nie pierwotniakéw ogranicza si¢ do filméw wodnych
i porow wypelnionych woda, za$§ mikropory wystepu-
jace w macierzy glebowej moga by¢ nawet schronie-
niem dla bakterii przed tymi drapieznikami [51].

Do pierwotniakéw odzywiajacych si¢ innymi
mikroorganizmami, w tym bakteriami, naleza orzeski,
wiciowce i ameby, przy czym najwigksza grupe bak-
teriozercow stanowig pierwotniaki heterotroficzne
lub miksotroficzne tj. heterotroficzne nanowiciowce
(heterotrphic nanoflagellata, HNF) i mikrowiciowce,
a w mniejszym stopniu orzeski oraz ameby [26, 33, 34,
51, 53]. Srednia ilo§¢ komérek HNF w srodowisku wod-
nym waha si¢ miedzy 10° a 10° ml™', mikrowiciowcow
ok. 10> ml™, natomiast ilo§¢ bakteriozernych orzeskow
wynosi od 1 do 10° ml™, przy czym ilosé¢ tych pierwot-
niakow zalezy od ilosci bakterii, stanu eutroficznego
$rodowiska, a takze od iloéci drapieznikéw zerujacych
na pierwotniakach (26, 33, 53]. Jednocze$nie liczebno$¢
eliminowanych przez pierwotniaki bakterii w $rodo-
wisku wodnym w ciggu godziny wynosi od 10' do
10°ml™, cho¢ ilos¢ ta zwigzana jest z warunkami $ro-
dowiska, dlatego tez zerowanie pierwotniakow w okre-
sie zimowym (ze wzgledu na spadek ich liczebnosci
i aktywnosci) ma duzo mniejsze znaczeniu w regulacji
liczebno$ci bakterii [19, 33, 34].

Pod wzgledem odzywiania wyrdznia si¢ trzy pod-
stawowe mechanizmy wykorzystywane przez komorki
pierwotniakdéw do pobierania zwigzkéw odzywcezych:
wchtanianie proste, pinocytoze oraz fagocytoze [30, 53].
Wchtanianie proste umozliwia pobieranie ze srodowi-
ska wody oraz prostych zwigzkéw np. aminokwasow,
bezposrednio przez blon¢ komodrkows. Pinocytoza
u pierwotniakéw ma miejsce w okreslonych miejscach
na blonie komoérkowej, gdzie tworza sie¢ wpuklenia,
a nastepnie powstaja pecherzyki zawierajace wielko-
czasteczkowe zwiazki, ktére sg rozkladane po dola-
czeniu lizosoméw. Ostatnim i najbardziej zlozonym
mechanizmem pobierania pokarmu przez pierwotniaki
jest fagocytoza, ktéra umozliwia pobieranie calych
komorek matych mikroorganizméw. Podczas tego pro-
cesu pokarm zostaje wchloniety w §cisle okreslonym
miejscu na powierzchni komorki, czyli w tzw. cytosto-
mie. Po utworzeniu wodniczki pokarmowej dotgczane

s do niej lizosomy i zawartos¢ jej jest trawiona, przy
czym niestrawione resztki usuwane s3 na zewnatrz
komorki w $cisle okreslonym miejscu - tzw. cytopyge.
W przypadku ameb i niektérych wiciowcow wodniczka
pokarmowa powstaje poprzez otoczenie pozeranego
mikroorganizmu lub czastki za pomoca tzw. pseudo-
podiéow w dowolnym miejscu komorki [26, 30, 53]. Nie-
ktére pierwotniaki poluja na mniejsze mikroorganizmy
za pomoca tzw. ekstrusomow, ktére umozliwiajg im
chwytanie i unieruchomienie ofiary, a nastepnie wysy-
sanie jej zawartosci. Z kolei mlode orzeski przyczepiaja
sie do powierzchni stalych, tracac swoje rzeski i w tej
formie odzywiaja si¢ réwniez poprzez czulki przypo-
minajace ekstrusomy [47, 53]. Generalnie pierwotniaki
zeruja na mikroorganizmach mniejszych (komorki
o objetosci <0,1 um™) lub podiuznych [43]. Zazwy-
czaj preferowana przez nie wielko$¢ komorki, ktora
pochlaniaja, bakterie osiagaja tuz przed podzialem
i to one s3 najefektywniej eliminowane ze $rodowiska
przez pierwotniaki. Ponadto drapiezniki te wykazuja
duzo wieksza preferencje konsumpcji bakterii aktyw-
nych metabolicznie w stosunku do form martwych lub
»uspionych’, przez co regulujg one zaréwno liczbe bak-
terii wystepujacych w srodowisku, jak i stosunek liczby
komorek aktywnych metabolicznie do liczby komérek
nieaktywnych oraz ilo§¢ komorek matych i duzych,
ale takze obecnos¢ roznych morfotypéw w populacji
bakterii mniejszych [33].

5. Drapiezniki bakterii a biofilm

Mikroorganizmy w srodowisku naturalnym moga
wystepowac w postaci wolnej jako tzw. plankton, cho¢
czesto wykazuja tendencje do adsorpcji na granicy faz
cialo stale - ciecz, ciecz - gaz czy ciecz - ciecz. Two-
rzac skupiska w postaci biofilmu moga one przylega¢
zarébwno do stalych powierzchni abiotycznych lub
biotycznych — komérek innych organizmoéw. Biofilm
jest tworem wielokomdrkowym, przy czym mikro-
organizmy wchodzace w jego sklad moga naleze¢ do
jednej, badz wielu réznych grup systematycznych
- bakterii, archeonéw, grzybéw czy pierwotniakow,
i moga to by¢ zaréwno organizmy niechorobotworcze,
jak i patogenne [13, 32, 45]. Biofilm tworzy swojego
rodzaju wysoce zorganizowany uklad biologiczny,
w ktéorym mikroorganizmy tworzg skoordynowana
dynamiczng strukture, a ich komoérki komunikuja
sie ze sobg i kooperuja w procesie rozkladu substan-
cji oraz pozyskiwania energii. Zdolnos$¢ kolonizacji
powierzchni stalych mikroorganizmy zawdzigczaja
wlasciwosciom adhezyjnym, natomiast caly biofilm
stabilizowany jest dzigki polimerycznym substancjom
wchodzacym w sktad sciany komoérkowej lub wydzie-
lanym pozakomorkowo, jako tzw. EPS (extracellular
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polymeric substances). Jednocze$nie komorki drobno-
ustrojow wchodzacych w sklad biofilmu wykazuja spe-
cjalizacje do pelnienia réznych funkcji oraz wykazuja
inne cechy niz te same komarki wystepujace w postaci
wolnej. Konsorcja komorek mikroorganizméw zgru-
powane w biofilm s3 dzigki temu chronione przed
niekorzystnymi czynnikami §rodowiskowymi, w tym
przed drapieznikami, ale réwniez forma taka stwarza
zdecydowanie latwiejszy dostep do zwiazkow odzyw-
czych. Ponadto prawidtowe funkcjonowanie biofilmu
jest mozliwe miedzy innymi dzieki zjawisku quorum
sensing. Mechanizm ten oparty jest na produkcji czastek
sygnalnych przez komorki wystepujace w biofilmie i ich
swobodnej dyfuzji do innych komdrek w jego obrebie,
ktore dzieki odpowiednim receptorom sa w stanie
reagowa¢ na dany bodziec. Sposéb, w jaki mikroor-
ganizmy grupuja sie i funkcjonujg w postaci biofilmu,
moze wiec przypominaé prymitywny organizm, jed-
nak to zapewnia im czesto mozliwo$¢ funkcjonowania
w warunkach, w ktérych jako pojedyncze komorki nie
mialyby mozliwosci przezy¢ [13, 32]. W srodowisku
biofilm jest powszechny i co wigcej, bierze aktywny
udzial w wielu procesach mikrobiologicznych tj. samo-
oczyszczanie sie wod powierzchniowych, podziemnych
czy gruntowych, dzieki obecnosci wielu mikroorgani-
zmoéw zapewniajgcych prawidlowe procesy rozkladu.
Z drugiej jednak strony mikroorganizmy tworzace
biofilm mogg by¢ takze Zrédlem rozprzestrzeniania si¢
patogenodw, a takze strat w gospodarce, poprzez koloni-
zacj¢ powierzchni roboczych i urzadzen medycznych
oraz przemystowych, a nawet produktéw spozywczych.
Mikroorganizmy chorobotworcze zdolne do tworzenia
biofilmu s3 czesto przyczyna groznych choréb ludzi,
zwierzat oraz roélin i takie skupiska drobnoustrojow
w postaci biofilmoéw sg bardziej oporne na dzialanie
zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych czy czynnikow
tizykochemicznych, co sprawia, ze walka z nimi jest
duzo trudniejsza [32, 45].

Badania wykazaly, ze Bdellovibrio bacteriovorus
réwniez wplywa na tworzenie biofilmu bakterii, jako
ze jego obecno$¢ nie tylko istotnie wplywa na jego
formowanie, ale fizycznie zaburza strukture biofilmu
i przesuwa réwnowage populacji mikroorganizmow
z formy osiadlej, prowadzac do uwolnienia pojedyn-
czych komoérek do $rodowiska. Wykazano réwniez
zdolnos¢ wnikania tych drapieznikéw w glab biofilmu
i niszczenia bakterii w nim wystepujacych, co odréznia
bakterie z grupy BALO od bakteriofagdéw czy pierwot-
niakow. Bakterie te s3 zdolne do produkcji i wydziela-
nia olbrzymiej ilosci enzymoéw hydrolitycznych, w tym
proteolitycznych i nukleolitycznych, wykorzystywanych
do wydajnego niszczenia struktur komdrkowych ofiary.
Ze wzgledu na to, ze bakterie te Zywig sie bakteriami
Gram-ujemnymi, oddziatujac na biofilm w znacznym
stopniu wplywaja na skfad calej populacji mikroorga-

nizméw tworzacych te strukture, cho¢ moga réwniez
doprowadzi¢ do jego catkowitego niszczenia [17, 44,
45]. Co wigcej bakterie z grupy BALO s3 w stanie zywi¢
sie martwymi i nieaktywnymi komdrkami bakterii,
co sprawia, ze bakterie uspione w biofilmie, s3 nadal
celem ataku, mimo iz moga by¢ niewrazliwe na infekcje
fagowe czy antybiotyki, ktorych efekt dzialania zalezny
jest od mozliwo$ci wzrostu i rozmnazania sie komorki
bakteryjnej [17, 45].

6. Mechanizmy obronne bakterii oraz ich interakcje
z drapieznikami

Jak wykazano, komorki bakteryjne nie sa catko-
wicie bezbronne w walce z drapieznikami, jako ze
powszechne jest pojawianie si¢ w $srodowisku mutan-
tow bakteryjnych opornych na obecne w srodowisku
drapiezniki, a nadto bakterie wyksztalcily rézne mecha-
nizmy umozliwiajagce im unikniecie ataku [26, 41].
W warunkach naturalnych konsorcja bakterii tworzace
biofilm z jednej strony maja utatwiony dostep do sub-
stancji odzywczych oraz sg chronione przed niekorzyst-
nymi warunkami zewnetrznymi, w tym przed dziala-
niem S$rodkéw przeciwdrobnoustrojowych, a takze
struktura ta chroni je przed atakami drapieznikow [32,
42,45, 57]. W przypadku obrony bakterii przed fagami
i bakteriami z grupy BALO, gléwnie wykorzystywany
jest mechanizm ,, maskowania’, polegajacy na zmien-
nosci czasteczek LPS oraz bialek na powierzchni $ciany
komorkowej bakterii, co zapobiega ich rozpoznaniu
przez drapiezniki [5, 7, 20].

W przypadku fagéw przyjmuje sig, ze obrona bak-
terii przed nimi obejmuje cztery mechanizmy, a miano-
wicie: (1) blokowanie przylegania faga do powierzchni
komorki poprzez zmiany w eksponowanych na po-
wierzchni receptorach i tworzenie biofilmu, (2) bloko-
wanie wprowadzania materialu genetycznego faga do
komorki poprzez zmiany w budowie $ciany i nabycie
opornosci na lizyny fagowe, (3) wystepowanie sys-
temu restrykcji-modyfikacji, ktory degraduje mate-
riat faga po wniknigciu do komoérki gospodarza oraz
(4) infekcja poronna polegajaca na samobojczej $mierci
komorki uniemozliwiajagc w ten sposob replikacje
faga [3, 57]. Znany jest rowniez system CRISPR-Cas,
ktory w komorkach bakteryjnych pelni role swo-
jego rodzaju ,adaptacyjnego ukladu odpornoscio-
wego komorek prokariotycznych” na poziomie kwa-
séw nukleinowych. W jego sktad wchodza sekwencje
CRISPR (clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats) oraz geny kodujace enzymy z grupy
Cas, potozone w poblizu CRISPR (CRIPSR associated
sequences). Enzymy z grupy Cas odpowiedzialne sg za
mechanizm regulacji opornosci i dzieki nim podczas
infekeji fagowej obce DNA jest trawione, a nastepnie
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uzyskane fragmenty wbudowane s3 do sekwencji
CRISPR, jako nowe sekwencje tacznikowe. System ten
funkcjonuje analogicznie do systemu interferencyj-
nego RNA w komérkach organizméw eukariotycznych,
przez co wprowadzone do genomu bakterii sekwencje
DNA fagowego nadajg im trwalg opornos¢ na koleja
infekcje tym fagiem (3, 24].

Wykazano, ze bakteriofagi i bakterie z grupy BALO
wystepujace w tym samym $rodowisku, moga atako-
wac bakterie z tego samego gatunku, a nawet te same
komorki (koinfekeja) [11, 54]. Nie ma jednak dowodow
na to, jakoby wnikanie jednego z tych dwoch czynni-
kéw warunkowane bylo obecnoscig drugiego. Hipo-
tetyczny przebieg koinfekcji przedstawiono w oparciu
o znajomos$¢ cyklu zyciowego bakterii z grupy BALO
oraz stwierdzong obecnos¢ czastek fagowowych wyste-
pujacych w bdelloplascie. Przypuszcza sig, ze w pierw-
szej kolejnosci komorka bakteryjna jest atakowana
przez bakteriofaga, ktory zaczyna replikowac i two-
rzy¢ potomne czastki fagowe wykorzystujac aparat
metaboliczny gospodarza, przy czym obecnos¢ tego
faga w komorce bakteryjnej nie wyklucza jej z puli
komorek, ktére moga zosta¢ zaatakowane przez bak-
terie z grupy BALO. Kiedy do komorki bakteryjnej
wnika komédrka BALO, dochodzi do wylaczenia meta-
bolizmu komorki atakowanej, a nastepnie drapieznik
pozywia si¢ jej zawartoscig. Stan taki powoduje ogra-
niczenie, a nawet zatrzymanie replikacji faga w zainfe-
kowanej komorce, przy czym bakteria z grupy BALO
moze kontynuowa¢ wzrost i rozmnazanie, nie bedac
wrazliwa na obecnego w bakterii faga, co konczy si¢
lizg komorki ofiary i uwolnieniem zaréwno komdrek
BALO, ale takze powstatych czastek fagowych. Doda¢
nalezy, ze fagi wydajniej replikuja w komdrkach bakte-
ryjnych bedacych w fazie szybkiego wzrostu, natomiast
bakterie z grupy BALO lepiej rosng na hodowli bakte-
ryjnej w fazie stacjonarnej [11, 54]. Stwierdzono réw-
niez, ze wzrost liczby komoérek BALO wzrasta z liczbg
komorek bakterii [26], przy czym podczas rywalizacji
o pozywienie, bakterie z grupy BALO maja przewage
w stosunku do komorek ofiary, ktdéra ma ograniczony
dostep do zwigzkéw odzywczych i rosnie wolniej.
W przypadku koinfekeji bakterii przez faga i komorke
BALO stan ten moze by¢ korzystny dla obu stron, ale
ma tez swoje konsekwencje. Bdelloplasty, powstate po
wniknigciu drapieznika z grupy BALO do komorki
bakteryjnej, stanowig ochrone przed niekorzystnymi
warunkami zaréwno dla bakterii z grupy BALO, jak
i dla faga, cho¢ drapiezcy rywalizujg o tego samego
gospodarza. Takg rywalizacje mozna by okresli¢ jako
»konkurencyjny sojusz” [11]. Jednoczesnie wykazano,
ze bakterie z grupy BALO tj. Bdellovibrio bacteriovorus
[1, 22, 29] sg wrazliwe na pewna grupe bakteriofagdw
(bdellofagéw), przy czym niektére bdellofagi sa w stanie
namnazac si¢ jedynie w tzw. ukladzie potréjnym (three-

-membered system) sktadajacym si¢ z faga, bakterii dra-
pieznej i jej ofiary [29, 49]. Bdellofagi te przylaczajg sie
do $ciany komoérkowej swojego gospodarza, przy czym
po wprowadzeniu swojego materiatu genetycznego do
jego wnetrza, komorka Bdellovibrio spp. traci zdolno$¢
ruchu, co sprawia, ze po kilku minutach od infekeji
uniemozliwione jest jej przylaczanie do swojej ofiary.
Jednocze$nie zauwazono, ze po wniknieciu bdellofaga
do komorki Bdellovibrio spp. przylaczonej juz do swojej
ofiary, nadal moze dochodzi¢ do penetracji komorki
drapieznej. Wykazano [29], ze bdellofagi przylaczaja
sie do powierzchni bakterii drapieznej w momencie jej
wnikania do zaatakowanej komorki, a po wprowadze-
niu swojego materialu genetycznego puste kapsydy sa
usuwane podczas przenikania Bdellovibrio spp. przez
$ciang komodrkowg bakterii. Po wniknieciu do wnetrza
zainfekowana komorka Bdellovibrio spp. nie wydluza
sie i nie dzieli tak, jak komorka niezainfekowana bdello-
fagiem, przy czym w obu przypadkach komorka ofiary
w efekcie koncowym jest lizowana, co pozwala na uwol-
nienie nowopowstalych czastek bdellofaga.
Rozwazajac zaleznos¢ miedzy bakteriami a bak-
teriofagami warto zauwazy¢, ze niekiedy wchodzg one
w korelacje oparte na lizogenii, odnoszac tym samym
obopolne korzysci. Wykazano, ze infekcje fagowe
moga wzmagaé metabolizm komorki bakteryjnej, jej
oporno$¢, rozprzestrzenianie sie, co moze ksztattowaé
w pozytywnym aspekcie proces ewolucji [50]. Bakte-
riofagi integrujac si¢ z genomem gospodarza mogg nie
tylko rozprzestrzeniac sie, ale takze nabywa¢ nowych
cech genetycznych, przez co uczestnicza w horyzontal-
nym transferze gendw, niosac niekiedy korzystne geny
dla komorki bakteryjnej, a to z kolei w duzym stopniu
moze wplywaé na zmiennos¢ i tym samym réznorod-
no$¢ bakterii [2, 7, 39, 50]. Wiele bakteriofagdéw niesie
geny kodujace enterotoksyny, ktore w zaleznosci od
typu faga moga by¢ produkowane podczas cyklu lizo-
gennego, litycznego po indukgji profaga lub w obu przy-
padkach [2]. Stan taki powoduje, ze bakterie wykorzy-
stujac profagi jako bron przeciwko Zerujacym na nich
pierwotniakom, stanowig nowg forme obrony przed
drapieznikami [2, 7, 39]. Mechanizm ten zostal opisany
na przykladzie komorek Escherichia coli i Corynebacte-
rium diphtheriae, produkujacych odpowiednio toksyne
Shiga (Stx) i toksyne blonicza (Dtx), ktére kodowane
s3 przez geny wystepujace w genomie profaga. Podczas
ataku na bakterie, drapiezne pierwotniaki z rodzaju
Tetrahymena wydzielaja nadtlenek wodoru uszka-
dzajacy komorki bakteryjne, jednocze$nie powodujac
indukgcje profaga w komorkach bakteryjnych bedacych
w otoczeniu drapieznika. W przypadku pierwotniakow
z rodzaju Tetrahymena obie toksyny tj. Stx i Dtx, po
uwolnieniu do $rodowiska sg zdolne do wigzania si¢
z odpowiednimi receptorami na powierzchni komorki
drapieznika, a wnikajac do jego wnetrza prowadza do
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$mierci, tym samym chronigc pozostala czes$¢ populacji
zaatakowanych bakterii [2, 39, 35]. Jednak, co ciekawe,
w przypadku pierwotniakéw z rodzaju Acanthamoeba,
na powierzchni ich komoérek nie wykryto receptorow
dla toksyn Stx i Dtx. Toksyny te powoduja $mieré
drapieznika wylacznie po pochlonigciu przez niego
bakterii niosacych geny tych toksyn, co powoduje, ze
bakterie te zachowuja si¢ jak ,,kon trojanski’, niszczac
drapieznika od wewnatrz. Dzieki takiej strategii moz-
liwe jest wykorzystanie profaga do walki z drapieznymi
pierwotniakami nawet, jezeli nie sg one wrazliwe na
obecno$¢ produkowanych przez bakterie toksyn w $ro-
dowisku. Co wiecej, badania wykazaty, ze pochloniete
bakterie niezdolne do produkcji toksyn sg w stanie
przezy¢ wewnatrz Acanthamoeba, co z kolei sugeruje,
ze pierwotniak ten moze réwniez pelnic role ochronng
dla bakterii, a jednoczesnie by¢ ich wektorem [2, 39].

W przypadku pierwotniakéw, jednym z wyko-
rzystywanych mechanizméw obrony przez komorki
bakterii przed ich atakiem jest formowanie struktur
wielokomoérkowych i biofilmu, badz zmiany morfo-
logii komorki poprzez jej zwigkszanie, co w znacz-
nym stopniu utrudnia pochloniecie ofiary [4, 5, 7,
20, 33, 43, 51]. Dlatego tez gatunki bakterii wykazu-
jace tzw. polimorfizm komodrkowy, czyli genetyczne
mozliwosci tworzenia ekstremalnie duzych lub ma-
tych komorek, sg lepiej przystosowane do srodowisk,
w ktorych obserwuje si¢ silng presje pokarmowa ze
strony pierwotniakow [33]. Innym sposobem ochrony
bakterii przed drapieznymi pierwotniakami jest ten-
dencja do zwiekszania ruchliwo$ci komorki potencjal-
nej ofiary w pofaczeniu ze zmniejszeniem jej rozmia-
réw, co takze utrudnia jej schwytanie. Obserwuje sig
takze uwalnianie toksyn przez zaatakowane komorki
bakteryjne, co powoduje lize komorki pierwotniaka
i uwolnienie jej zawartosci, w rezultacie stanowiac
dodatkowe zrédlo zwigzkéw odzywczych dla bakterii
[4,5,7,20,43,51]. Wykazano réwniez, ze niektdre bak-
terie wytwarzajg zwigzki barwne takie jak wiolaceina,
ktora znacznie obniza liczbe pierwotniakéw zerujacych
na populacji tych bakterii. Produkowana wiolaceina
indukuje u pierwotniakéw proces podobny do apop-
tozy wystepujacej w komorkach organizméw wielo-
komoérkowych, co potwierdzono na liniach komdrek
ssaczych, w ktorych zwigzek ten aktywowal apoptoze
badanych komdrek, co moze mie¢ w przysztosci duze
znaczenie terapeutyczne [43].

7. Praktyczne wykorzystanie drapieznikow bakterii

Drapiezne bakterie, ktdre zeruja na innych bakte-
riach oraz produkuja zwigzki przeciwbakteryjne moga
by¢ doskonalym zrédlem nowych antybiotykéw [8,
10, 12]. Badania nad mozliwo$cig wykorzystania bak-

terii z grupy BALO wskazuja na ich wysoki potencjat
w walce z mikroorganizmami patogennymi (w tym
antybiotykoopornymi) dla ludzi oraz zwierzat. Wyka-
zano, ze opracowywanie nowych strategii do walki
z patogenami z wykorzystaniem bakterii drapieznych,
analogicznie jak stosowanie bakteriofagéw, moze by¢
naturalng bronig przeciwko tym mikroorganizmom.
Ponadto, podobnie jak fagi, bakterie z grupy BALO nie
majy negatywnego wplywu na komorki eukariotyczne
(9,12, 17, 21, 23, 38, 44, 57]. Badania prowadzone nad
wplywem Bdellovibrio bacteriovorus na infekcje oka
wywolang przez Shigella flexneri u krélika wykazaty,
ze bakterie drapiezne sa w stanie w znacznym stopniu
ograniczy¢, a nawet cofng¢ zakazenie wywotane tym
patogenem. Réwniez analizujac odchody zwierzat
domowych wykazano zalezno$¢ miedzy ich stanem
zdrowia a iloécig izolowanych bakterii z grupy BALO.
Wykazano, ze w probach pochodzacych od zwierzat
z infekcjami jelitowymi lub plucnymi wystepuje znacz-
nie nizsza ilo$¢ bakterii drapieznych, co wskazuje na
istotny wplyw tych bakterii na ,,kondycje” przewodu
pokarmowego oraz ich znaczenie w kontroli patogen-
nych enterobakterii tj. Pseudomonas spp., Pasteurella
spp. czy Campylobacter spp. [52, 58]. Ponadto dowie-
dziono, ze mikroorganizmy z grupy BALO Zerujg row-
niez na bakteriach patogennych dla cztowieka. Badania
wykazaly, ze Bdellovibrio bacteriovorus atakuje bakterie
patogenne z rodzajow Acinetobacter spp., Aeromonas
spp., Bordetella spp., Burkholderia spp., Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Listonella spp., Morga-
nella spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., Salmonella
spp., Serratia spp., Shigella spp., Spirillum spp., Vibrio
spp.czy Yersinia spp. [17]. Slabsza strong wykorzysta-
nia bakterii z grupy BALO jest fakt, ze nie wykazuja
one zdolnosci atakowania i zZerowania na bakteriach
Gram-dodatnich, ktére stanowia duza grupe bakterii
patogennych dla cztowieka. Jednak udowodniono [44],
ze bakterie z grupy BALO wydzielajac zewnatrzkomor-
kowe enzymy tj. proteazy/peptydazy i inne hydrolazy
niezbedne w procesie niszczenia makromolekul swojej
ofiary, sa jednoczesnie zdolne do hamowania formo-
wania sie biofilmu bakterii Gram-dodatnich takich
jak Staphylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis.
Co wiecej, wydzielane enzymy moga obniza¢ rowniez
wirulencje patogennych bakterii S. aureus czy Listeria
monocytogenes [44] poprzez hydrolize bialek wyste-
pujacych na ich powierzchni, bedacych czynnikami
wirulencji. Inne badania prowadzone w kierunku
wykorzystania bakterii drapieznych sprawiaja, ze roz-
waza si¢ rOwniez opcje zastosowania ich nie tylko jako
alternatywe dla antybiotykow, ale réwniez jako ewen-
tualne probiotyki, ktére moglyby chroni¢ makroorga-
nizm m.in. przed mikroorganizmami patogennymi
[17, 45]. Jednoczesnie warte zastanowienia si¢ jest
stosowanie podejscia dwubiegunowego, gdzie bakterie
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z grupy BALO moglyby by¢ stosowane w polaczeniu
np. z antybiotykami, zwigzkami chemicznymi, czynni-
kami fizycznymi, a nawet innymi drapieznikami bak-
terii, gtéwnie w celu zwiekszenia wydajnosci usuwania
biofilmoéw, czy zwalczania patogendw [45]. Wykazano
takze, ze bakterie drapiezne np. Bdellovibrio bacterio-
vorus moglyby znalez¢ zastosowanie przy kontrolowa-
niu i usuwaniu biofilmdéw wystepujacych w srodowisku,
dzieki czemu moglyby by¢ z powodzeniem wykorzy-
stane przy niwelowaniu niepozadanych bakterii z natu-
ralnych zbiornikéw wodnych, zbiornikéw do hodowli
ryb, a nawet $ciekow [17, 44, 45, 58, 59]. Zaktada sig, ze
dzieki mikroorganizmom drapieznym oraz bakteriofa-
gom mozemy w znacznym stopniu usprawni¢ niektére
procesy technologiczne oraz ograniczy¢ ilo§¢ patogen-
nych bakterii, ktore moga zagraza¢ cztowiekowi, zwie-
rzetom czy roslinom [25].

8. Podsumowanie

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze drapieznictwo
wsrod mikroorganizmdéw, mimo iz jest stosunkowo
stabo poznane, to nie ma watpliwosci, Ze ma znaczacy
wplyw na mikroorganizmy wystepujace w srodowisku
[5, 7, 11]. Obecnie coraz wigcej bakterii patogennych
jest opornych na stosowane antybiotyki, co wiaze si¢
z koniecznoscig poszukiwania nowych zwiazkow prze-
ciwdrobnoustrojowych i metod walki z tymi mikro-
organizmami, a takze poszukiwania alternatywy dla
antybiotykow i chemioterapeutykow. Stad uwaza sig,
ze bardzo waznym elementem w tej walce jest natura,
jako zrédto nowych lekéw i zwigzkéw przeciwdrob-
noustrojowych. Przykladem mogg by¢ drapiezniki
bakterii, ktére Zeruja na nich oraz naturalnie pro-
dukuja zwiazki przeciwbakteryjne, a wigc moga by¢
doskonalym Zrédlem nowych antybiotykéw [8, 10].
Co wiecej, ze wzgledu na rézny zakres atakowanych
komorek bakteryjnych, rodzaj usuwanych bakterii
przez drapiezniki moze by¢ bardzo specyficzny lub
polegajacy na ograniczeniu ogélnej ich liczby. Stosujac
bakteriofagi i wykorzystujac ich wysoka specyficznos¢
w stosunku do gospodarza, mozna eliminowac bakterie
nalezace do konkretnej grupy taksonomicznej. Bakte-
rie drapiezne z kolei atakuja przede wszystkim bakte-
rie Gram-ujemne niekoniecznie nalezace do tej samej
grupy systematycznej. Wykorzystanie pierwotniakow
natomiast prowadzi do usuwania ogolnej liczby bakterii
w $rodowisku. Réwniez o wyborze drapieznika moga
decydowa¢ warunki $srodowiska oraz stadium rozwo-
jowe eliminowanych bakterii [25].

Badania nad mozliwosciag wykorzystania bakte-
rii z grupy BALO wskazuja na ich wysoki potencjat
w walce z patogenami u zwierzat, a w przyszlosci
réwniez u ludzi [9]. Dlatego tez sugeruje si¢ opraco-

wywanie nowych strategii przeciwdrobnoustojowych,
wykorzystujacych do walki z patogenami, w tym anty-
biotykoopornymi, bakterii drapieznych oraz bakte-
riofagéw bedacych naturalng bronig przeciwko tym
mikroorganizmom, a jednocze$nie nieuszkadzajacych
komorek eukariotycznych [12]. Stad zaklada sig, ze wie-
dza o zaleznosciach miedzy organizmami w srodowisku
naturalnym moze by¢ nieocenionym zrédlem zaréwno
informacji na temat ich koegzystencji, jak réwniez
zrodlem mikroorganizmoéw i zwigzkow przez nie pro-
dukowanych, ktére moglyby w przysztosci by¢ wyko-
rzystane w walce z drobnoustrojami zaréwno patogen-
nymi, jak i zakazajacymi hodowle mikroorganizmoéw
wykorzystywanych w procesach biotechnologicznych.
Ponadto waznym elementem moze by¢ takze pozyski-
wanie enzymow i biokatalizatoréw dla biotechnologii
pochodzacych z mikroorganizméw drapieznych, bakte-
riofagéw czy pierwotniakow [17, 41]. Zauwazy¢ nalezy,
ze coraz cze¢sciej podejmowane sg proby wykorzystania
drapieznikow bakterii w roznych galeziach przemystu,
poczynajac od wspomnianej alternatywy dla antybio-
tykéw, przez utrzymanie czystos$ci hodowli przemy-
stowych, do oczyszczania zbiornikéw wodnych oraz
sciekow [9, 17, 23, 59]. Duzy udziat drapieznikéw bak-
terii w regulacji liczby i sktadu populacji mikroorganiz-
mow moze miec istotne znaczenie juz teraz w ochronie
srodowiska, w tym przy oczyszczaniu $ciekow [19, 25,
59]. Stad badania prowadzone w tym kierunku wydaja
sie mie¢ ogromny potencjal zaréwno poznawczy, jak
i biotechnologiczny.
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Application of real-time PCR in virology
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1. Wstep

Lancuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain
reaction; PCR) pozwala na amplifikacje oraz detekcje
okreslonego fragmentu kwasu nukleinowego, co znala-
zlo zastosowanie w wielu dziedzinach nauki. Technika
ta zostala opracowana w latach 80. XX wieku przez
Karyego Mullisa [29], ktory w 1993 r. otrzy-
mal za jej odkrycie Nagrode Nobla. W roku 1992
Higuchi i wsp. stworzyli system pozwalajacy na
wykrywanie produktéw w czasie ich akumulacji, gdzie
do mieszaniny reakcyjnej dodano bromek etydyny,
ktory interkalowal miedzy powielone fragmenty dwu-
niciowego DNA. Probki naswietlane byly promienio-
waniem UV, a poziom otrzymanej fluorescencji wykry-
wano po kazdym cyklu reakcji za pomoca kamery
CCD potaczonej z komputerem [15]. W ten sposdb po
raz pierwszy przeprowadzono PCR z analizg w czasie
rzeczywistym (real-time PCR; qPCR). Real-time PCR
pozwala na szybkie wykrywanie oraz powielanie kwa-
sow nukleinowych, a takze obserwacje przebiegu reakcji
w czasie jej trwania. Technika ta w oparciu o dane krzy-
wej wzorcowej fluorescencji, pozwala takze na ozna-
czenie liczby kopii wirusa w mieszaninie na poczatku

reakcji (ilosciowy real-time PCR) [47]. Mozliwo$¢ prze-
prowadzenia oznaczen ilosciowych znalazla szerokie
zastosowanie w naukach przyrodniczych, w tym takze
w wirusologii. Dzigki temu qPCR jest cennym narze-
dziem diagnostycznym dajacym mozliwo$¢ przewidy-
wania stanu zakazenia, identyfikacje réznych etapdw
wirusowego zakazenia czy monitorowanie skutecznosci
zastosowanej terapii przeciwwirusowej [24, 27, 37, 46].

2. Sposoby detekcji wykorzystywane w real-time PCR

Analiza przyrostu produktu w czasie rzeczywistym
mozliwa jest dzigki zastosowaniu odpowiednich barw-
nikéw lub sond fluorescencyjnych. Aparat, w ktorym
przeprowadzana jest reakcja mierzy zmiany we fluores-
cencji badanej probki podczas kazdego cyklu amplifika-
¢ji. Emisja sygnatu fluorescencji jest proporcjonalna do
ilosci produktu powstalego w kazdym cyklu reakeji, a tym
samym do ilo$ci matrycy. Na poczatkowa ilos¢ DNA
wskazuje pierwszy znaczacy wzrost emisji fluorescencji
przekraczajacy zdefiniowany prog (threshold cycle; Ct).
Im wigksza wyjsciowa liczba kopii amplifikowanego
DNA, tym nizsza warto$¢ progowa cyklu [45, 47].

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Chalubinskiego 5,

02-004 Warszawa; tel: 22 599 17 74; e-mail: dzieciatkowski@wp.pl
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Ryc. 1. Wzrost fluorescencji probki podczas amplifikacji w czasie
rzeczywistym (obserwacje wlasne)

W powszechnym uzyciu sg zaréwno swoiste sondy
oraz nieswoiste barwniki fluorescencyjne. Do tych
ostatnich nalezg zwiazki, ktére po wniknigeciu miedzy
dwuniciowe fragmenty DNA emitujg fluorescencje.
Poczatkowo stosowany barwnik nieswoisty - bro-
mek etydyny - zostal zastapiony przez bezpieczniej-
szg w uzyciu pierwszg generacje barwnikow takich,
jak: jodek propidyny, SYBR Green I° czy tez BEBO,
z ktorych najczesciej wykorzystywany jest wcigz SYBR
Green I°. Barwnikami nieswoistymi drugiej genera-
cji sa fluorochromy umozliwiajace analiz¢ krzywych
topnienia o wysokiej rozdzielczoéci (high resolution
melting; HRM), do ktérych nalezg zwigzki znane
pod handlowymi nazwami EvaGreen®, ResoLight, LC
Green® czy SYTO 9. W przeciwienstwie do wcze$niej-
szych barwnikow niespecyficznych, zwigzki te wysycaja
niemal w 100% dsDNA bez wplywu na efektywnos$¢
amplifikacji, a co za tym idzie umozliwiaja wykrycie
nawet pojedynczo nukleotydowych mutacji w obrebie
amplifikowanej sekwencji [41, 47].

Test real-time PCR z uzyciem barwnikéw nieswo-
istych jest tani i fatwy do modyfikacji z konwencjo-
nalnej techniki PCR, za$ wynik reakcji nie jest uzalez-
niony od sekwencji kwasu nukleinowego, natomiast
w zalezno$ci od dtugosci amplifikowanego produktu
otrzymuje si¢ mniej lub bardziej intensywny sygnat
fluorescencji [46]. Wada opisywanych zwigzkow,
zwlaszcza pierwszej generacji, jest jednak mozliwosé
wnikania miedzy produkty niespecyficzne lub dimery
starterow, w wyniku czego mozliwe jest uzyskanie
wynikow falszywie dodatnich, zwlaszcza przy malych
ilosciach matrycowego DNA [2, 10]. Po zakonczeniu
reakcji z uzyciem barwnikéw nieswoistych nalezy prze-
prowadzi¢ analize krzywej topnienia produktu reakeji.
Podczas tej analizy probki sa podgrzewane przy jed-
noczesnym pomiarze fluorescencji. Gwaltowny spadek
fluorescencji nastepuje przy denaturacji dwuniciowego
DNA, a temperatura topnienia jest uwarunkowana dtu-
goscig kwasu nukleinowego oraz zawartoscig par zasad.
Sekwencje niespecyficzne beda ulegaly denaturacji
w innej temperaturze niz docelowy produkt reakeji.

Zwazywszy na niska specyficznos¢, ten wariant real-
-time PCR nie powinien by¢ wykorzystywany w ruty-
nowej diagnostyce chordb zakaznych [10, 25].

Sondy swoiste s3g wyznakowanymi fluorescencyjnie
oligonukleotydami komplementarnymi do amplifiko-
wanych fragmentéw DNA, wobec czego emisja fluo-
rescenji mozliwa jest wylacznie w obecnosci swoistej
matrycy [47]. Dostepne sg rézne rodzaje sond oligo-
nukleotydowych, w zaleznosci od uzytego systemu
ich znakowania. Najczesciej stosowane sondy hydro-
lizujace typu TagMan® wyznakowane s na koncu 5’
fluorochromem (reporterem; R), natomiast na koncu
3’ wygaszaczem (quencher; Q). Bliska obecnos¢ wyga-
szacza w natywnej formie sondy pochatania energie
fluorescencji barwnika reporterowego. Jezeli w mie-
szaninie reakcyjnej znajduje si¢ swoisty produkt PCR,
nastepuje hybrydyzacja sondy do komplementarnej
nici DNA. Podczas wydluzania produktu reakcji sonda
ulega degradacji przez zmodyfikowang polimeraze Taq
o wlasnosciach 5’-egzonukleazy, w wyniku czego fluo-
rochrom zostaje oddzielony od wygaszacza. Proces ten
powoduje emisje fluorescencji, ktorej natezenie mie-
rzone jest po kazdym cyklu reakcji [10, 26, 47].

Sondy hybrydyzujace (HybProbes®) stanowia uktad
dwoch oligonukleotydéw komplementranych do tej
samej nici DNA. Sondy te hybrydyzujg w bliskiej odle-
glosci od siebie, gdyz dzieli je okoto 10 nukleotydow
[26, 47]. Pierwsza z sond znakowana jest na koncu 3’
fluoresceing (FITC), za$ druga na koncu 5 jednym
z barwnikéw z serii LightCycler Red. Sondy te sa tak
zaprojektowane, by podczas etapu wydluzania wiazaty
sie z produktem PCR w niewielkiej odleglosci od sie-
bie, dzigki czemu po wzbudzeniu FITC na koncu 3’
pierwszej sondy energia fluorescencji jest przekazywana
na fluorochrom konca 5" drugiej sondy. Zjawisko to,
okresdlane jako transfer energii fluorescencji (FRET),
powoduje wzbudzenie barwnika LightCycler Red
i emisje¢ Swiatla o innej diugosci fali, ktéra nastepnie
jest wykrywana przez detektor termocyklera. Sondy
typu HybProbes® pozwalaja na wyznaczenie krzywej
topnienia amplifikowanego produktu i okreslenie jego
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Ryc. 2. Schemat dziatania barwnikéw nieswoistych
[wg 26, 45 — zmienione]
hV - promieniowanie UV
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Ryc. 3. Schemat dzialania swoistych sond fluorescencyjnycj
a) hydrolizujacych, b) hybrydyzujacych, c) sond o ksztalcie szpilki
do wloséw [wg 25, 26, 45 — zmienione]
A - akceptor, D - donor, hV - $wiatlo, Q - wygaszacz, P - polimeraza,
R - reporter

temperatury topnienia, jednak ze wzgledu na klopo-
tliwy proces optymalizacji warunkow reakeji oraz ogra-
niczenia patentowe sg stosunkowo rzadko wykorzysty-
wane w testach komercyjnych [10, 26, 47].

Sondy o ksztalcie szpilki do wloséw (Molecu-
lar Beacons®) posiadaja odpowiednio wyznakowane
reporterem i wygaszaczem komplementarne do siebie
konce 3’15} a komplementarny do produktu PCR frag-
ment $rodkowy tworzy jednoniciowa petle. W obec-
nosci swoistej matrycy sonda ulega hybrydyzacji do
fragmentu docelowego, co powoduje jej linearyzacje
oraz rozdzielenie czasteczek reportera i wygaszacza
w wyniku czego po wzbudzeniu obserwuje si¢ emisje
fluorescenciji [26, 47].

Sondami specyficznymi sa takze rzadziej uzywany
uklad starteréw/sond typu SCORPIONS™, kwasy
peptydonukleinowe (Peptide Nucleic Acid; PNA) czy
tez zmodyfikowane sondy typu TagMan wigzace sig¢
z mniejsza bruzdg DNA (Minor Groove Binding; MGB)
[46, 47].

3. Zalety i wady techniki real-time PCR

Cho¢ istnieja inne metody biologii molekularnej
umozliwiajace przeprowadzenie oznaczen ilosciowych,
wigkszo$¢ z nich posiada pewne ograniczenia. Sg one
czasochlonne i pracochlonne, wykazuja tez niedosta-
teczng czulo$¢, wymagaja uzycia radioaktywnych izoto-
pow lub s3 wrazliwe kontaminacje produktu. Przykla-
dami takich technik sa hybrydyzacja typu Northern czy
tez Southern, PCR-hybrydyzacja-ELISA (PCR-ELHA),

hybrydyzacja in situ oraz systemy wykorzystujace kla-
syczny PCR z rozdziatem DNA w zelu agarozowym
[18, 45]. Metoda teal-time PCR ma nad nimi przewage
z roznych powoddw; przede wszystkim umozliwia prze-
prowadzenie analizy ilo§ciowej kwaséw nukleinowych
w bardzo szerokim zakresie - minimum 7-8 jednostek
logarytmicznych, co przedkfada si¢ na wysoka czutos¢,
pozwalajacg na wykrycie nawet kilkunastu kopii bada-
nej sekwencji. Dzieki temu mozliwa jest tez analiza
probek o niewielkiej objetosci. Przeprowadzenie reakeji
w systemie zamknietym utrudnia kontaminacje pro-
duktu, co minimalizuje ryzyko otrzymania wynikéw
falszywie pozytywnych. Szybkos¢ oraz powtarzalno$é
metody s jej kolejnymi zaletami. Wszystko to sprawia,
ze real-time PCR jest metodg coraz czesciej wykorzy-
stywang zar6wno w rutynowej diagnostyce, jak i bada-
niach naukowych. [22, 25]

Real-time PCR posiada jednak pewne ograniczenia:
jej przebieg moze by¢ zakldcony obecnoscig inhibito-
réw w materiale klinicznym [40]. Przy ocenie ekspresji
gendw bardzo wazna jest jakos¢ wykorzystanej matrycy.
Nieprawidlowa izolacja wplywa na jakos¢ RNA, co
warunkuje wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Bar-
dzo wazny jest tez dobdér odpowiedniego enzymu do
przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji, gdyz jako$¢
otrzymanego cDNA bedzie wazna dla prawidtowej
oceny ekspresji [6]. Najwazniejszym ograniczeniem
s3 jednak btedy ludzkie przy projektowaniu metody.
Wybér odpowiednich sekwencji sondy i starterow,
doboér warunkéw reakcji oraz okredlenie jej specy-
ficznosci powinny by¢ powtdrzone wielokrotnie oraz
zwalidowane. Nieprawidtowosci na ktorymkolwiek eta-
pie projektowania testu moga powodowac otrzymanie
zafalszowanych wynikow [45].

4. Zastosowanie real-time PCR
w diagnostyce wirusologicznej

Przez wiele lat diagnostyka wirusologiczna byta
utrudniona ze wzgledu na koszty, pracochfonno$¢ oraz
brak umiejetnosci personelu w prowadzeniu hodowli

Tabela I
Zalety i ograniczenia techniki real-time PCR [wg 25, 26, 36, 45, 47]
Zalety Ograniczenia
Szeroki zakres oznaczanych | Eksponencjalny przyrost ilosci
stezen produktu
Wysoka czulos¢ Mozliwo$¢ naktadania sie widm
Precyzyjnos¢ emisji
Powtarzalnos¢ Ryzyko zahamowania reakcji
Minimalne ryzyko kontami- | przez inhibitory PCR
nacji Bledy przy zaprojektowaniu
Wysoka przepustowo$é metody
Szybkos¢
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komoérkowych, ktorych wykorzystanie bylo ,,ztotym
standardem” w wykrywaniu zakazen wirusowych.
Hodowle komoérkowe charakteryzowaly si¢ stosun-
kowo niska czuloscia; dodatkowo izolacja niektorych
wiruséw nie byta, lub tez wcigz nie jest, mozliwa. Wyko-
rzystywane do dzisiaj badania serologiczne, wykrywa-
jace wirusowe antygeny czy tez swoiste przeciwciala
w klasach IgM i IgG, sa nieprzydatne we wczesnej
fazie choroby oraz w detekcji zakazen u oséb z zabu-
rzeniami odpornosci. Dlatego tez wprowadzenie metod
biologii molekularnej, w tym real-time PCR, przy-
czynilo si¢ do znacznej poprawy diagnostyki wiruso-
logicznej [36].

Technika real-time PCR jest czesto wykorzystywana
do diagnostyki wirusowych zakazen uktadu oddecho-
wego, o$rdkowego ukladu nerwowego, zakazen prze-
noszonych droga krwi czy tez zakazen u oséb podda-
nych immunosupresji [9]. Przy wielu zakazeniach wiru-
sowych nalezy przeprowadzi¢ oznaczenia ilosciowe,
ktére pozwalajg na monitorowanie przebiegu zakaze-
nia oraz skutecznosci wdrozonej terapii przeciwwi-
rusowej [14, 16, 19].

Badanie poziomu wiremii przy zakazeniu ludzkim
wirusem niedoboru odporosci (human immunode-
ficiency virus; HIV) jest waznym elementem kontro-
lujagcym przebieg terapii. Wzrost wiremii w trakcie
stosowania lekdw antyretrowirusowych moze $wiad-
czy¢ o nabyciu opornosci HIV na dany lek oraz pro-
gresji zakazenia, natomiast przy skutecznym dzialaniu
lekéw wiremia jest zazwyczaj niewykrywalna [28].
Wedtug rekomendacji Polskiego Towarzystwa Nauko-
wego AIDS, po rozpoczeciu leczenia antyretrowiruso-
wego, badanie HIV RNA powinno by¢ wykonane po
2-8 tygodniach, po 3 miesigcach, a nast¢pnie raz na
3-6 miesiecy. Uzyskanie wiremii ponizej 400 kopii/ml
po 3 miesigcach, oraz <50 kopii/ml po 6 miesigcach
leczenia uznawane jest za osiagniecie supresji wiru-
sologicznej. Pojawienie si¢ wykrywalnej wiremii HIV
w trakcie trwania leczenia jest wskazaniem do przepro-

wadzenia badania lekoopornosci oraz zmiany terapii
antyretrowirusowej [16].

Terapi¢ wirusowego zapalenia watroby typu B
mozna rozpoczag¢ m.in. jezeli poziom DNA wirusa
zapalenia watroby typu B (hepatitis B virus; HBV)
wynosi powyzej 2 000 IU/ml dla os6b HBe(-) i powy-
zej 20000 IU/mL dla osé6b HBe(+) [19]. W trakcie
trwania terapii wymagane jest takze monitorowanie
jej skuteczno$ci poprzez oznaczenia ilosciowe HBV
DNA. Jezeli po 12 tygodniach od rozpoczecia lecze-
nia nie dojdzie do zmniejszenia wiremii o minimum
2logl0 wzgledem wartosci wyjsciowej nalezy przer-
waé podawanie lekdw. Jezeli nastgpi spadek poziomu
wiremii terapia jest kontynuowana, a oznaczenie HBV
DNA nalezy przeprowadzi¢ réwniez w 24 i 48 tygo-
dniu jej trwania. Obnizenie wartosci HBV DNA poni-
zej 2000 IU/ml bezposrednio po zakonczeniu terapii
mozna uzna¢ za dobrg prognoze, zwazywszy na praw-
dopodobne odlegle skutki leczenia interferonem. Osta-
tecznie skutecznos¢ terapii uznaje si¢ przy osiggnieciu
wartosci HBV DNA ponizej progu wykrywalnosci
w surowicy (< 151U/ml) [19]. Technika multiplex real-
-time PCR wykorzystywana jest rowniez do genoty-
powania HBV [36].

Przy wirusowym zapaleniu watroby typu C
(WZW C) oznaczenia ilo$ciowe poziomu RNA wirusa
zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus, HCV)
pozwalaja na identyfikacje pacjentéw wymagajacych
leczenia, monitorowanie jego przebiegu oraz doku-
mentacje niepowodzen terapii [3, 14]. Technika real-
-time PCR pozwala takze na genotypowanie HCV,
ktére nalezy wykona¢ obowiazkowo przed rozpocze-
ciem terapii [13]. Oznaczenie ilo$ciowe nalezy wykona¢
koniecznie w 12 tygodniu terapii zakazen genotypem
1,4, 5 oraz 6. Brak wykrycia RNA HCV w 12 tygodniu
leczenia daje 75% szansy na uzyskanie trwatej odpowie-
dzi immunologicznej, natomiast jezeli nie stwierdza si¢
spadku wiremii o minimum 2 log, wzgledem wartosci
wyjsciowej nalezy wowczas przerwac leczenie. W dal-

Tabela II
Zastosowanie real-time PCR w diagnostyce zakazen wirusowych [wg 3, 9, 10, 22, 36, 37, 46]

Uklad/narzady docelowe

Material kliniczny

Czynnik etiologiczny

Osrodkowy uktad nerwowy

Plyn mézgowo-rdzeniowy

CMYV, EBYV, enterowirusy, HHV-6, HHV-7,
HSV, HTLYV, wirus wscieklizny

Gorne i dolne drogi oddechowe

Wymaz z nosa lub gardta, poptuczyny
pecherzykowo-oskrzelowe, aspirat tchawiczy

wirusy grypy, PIV, RSV, HAdV

Spojowki Wymaz z rogdéwki lub worka spojowkowego | HSV, HAdV
Zmiany na narzadach plciowych Wymaz ze zmian bezposrednich HSV, HPV
Zmiany pecherzykowe na skorze Plyn z pecherzykow HSV, VZV
Zapalenie watroby Surowica krwi HBV, HCV

Zakazenia u 0s6b poddanych Surowica krwi

immunosupresji

BKYV, CMV, HAdV, HIV, HTLV, HHV-6
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szych tygodniach terapii mozliwe jest przeprowadzenie
oznaczen ilosciowych, jak i jakosciowych [11, 14].
Oznaczanie poziomu wiremii jest takze powszech-
nym standardem w monitorowaniu zakazen wiru-
sem cytomegalii (cytomegalovirus; CMV), zwlaszcza
u pacjentéw poddanych przeszczepieniu macierzystych
komorek krwiotworczych (haematpoietic stem cell
transplantation; HSCT). CMV jest jedng z gtéwnych
przychyn zachorowan oraz zgonéw u oséb poddanych
immunosupresji, w tym biorcoéw HSCT [24]. W moni-
torowaniu reaktywacji tego wirusa przez wiele lat jako
»zloty standard” stosowano ozaczenie antygenu wcze-
snego CMV - fosfoproteiny pp65 (produkt genu UL83
CMYV). Ze wzgledu na pewe ograniczenia tej metody,
od kilku lat z powodzeniem wykorzystywana jest w tym
celu technika real-time PCR [12, 24]. Wedlug Zalecen
Europejskiej Grupy Przeszczepiania Komodrek Hema-
topoetycznych (European Society for Blood and Bone
Marrow Transplantation; EBMT) u biorcéw komorek
krwiotworczych zalecane jest monitorowanie DNAemii
dwa razy w tygodniu, co najmniej do setnego dnia po
zabiegu przeszczepienia [40]. Wykrycie DNA CMV
W surowicy pacjenta oraz obserwowanie narastania
wiremii umozliwia zastosowanie terapii wyprzedzajacej
przed pojawieniem si¢ objawow klinicznych zakazenia.
Oznaczenia ilo$ciowe umozliwiajg takze ocene skutecz-
nosci zastosowanej terapii przeciwwirusowej [8, 35].
Technika real-time PCR znalazla réwniez zastoso-
wanie w wykrywaniu oraz genotypowaniu wirusa bro-
dawczaka ludzkiego (human papillomavirus; HPV).
Ze wzgledu na wage problemu dostepnych jest obecnie
wiele testow komercyjnych pozwalajacych na detekcje
oraz réznicowanie poszczegolnych typow HPV [1].
Wykrycie wysokoonkogennych typow wirusa umozli-
wia wczesna identyfikacje ryzyka rozwoju raka szyjki
macicy lub tez nowotworéw glowy i szyi oraz wczesne
podjecie leczenia rozpoznanych zmian [21, 31].

4. Wykorzystanie real-time PCR w wirusologicznych
badaniach naukowych

W badaniach naukowych technika real-time PCR
wykorzystywana jest do wykrywania i oznaczania ilo$ci
genomow wirusow, nie objetych rutynowymi procedu-
rami diagnostycznymi, badania ekspresji wirusowych
genow czy tez do wykrywania mutacji punktowych
w obrebie genomu wirusow.

Poniewaz wigkszo$¢ firm skupia si¢ przede wszyst-
kim na projektowaniu zestawdéw wykrywajacych naj-
popularniejsze patogeny wirusowe, jest wciaz duza
grupa wiruséw w odniesieniu do ktérych brak jest na
rynku stosownych testow diagnostycznych. Istnieje
wowczas mozliwo$¢ zaprojektowania, optymalizacji
czy tez walidacji wlasnej metody opartej na technice

real-time PCR, wykrywajacej sekwencje genetyczna
konkretnego wirusa. Przykladem moze by¢ badanie
obecnosci i poziomu wiremii ludzkich adenowirusow
(HAdV) u pacjentéw z zaburzeniami odpornosci [4,
33]. Cho¢ kliniczne znaczenie zakazen HAdV wsréd
0s6b poddanych immunosupresji zostalo wielokrotnie
opisane, procedury monitorowania DNA adenowiru-
sOw nie zostaly dotychczas ujete w schemat postepowa-
nia potransplantacyjnego [34]. Wykorzystanie techniki
qPCR umozliwia poznanie zmian liczby kopii wirusa na
mililitr materiatu badanego w czasie trwania potencjal-
nego leczenia, na podstawie czego mozna wnioskowac
o skuteczno$ci zastosowanej terapii [33, 44]. Biorac
pod uwage ilosciowy wynik badania tatwiej jest pod-
ja¢ decyzje o zmniejszeniu dawek lekéw przeciwwiru-
sowych przy pojawieniu si¢ skutkéw ubocznych lub
o zmianie leczenia na skuteczniejsze [27, 44].
Podobna zalezno$¢ istnieje takze w przypadku pro-
wadzenia molekularnego nadzoru epidemiologicznego
nad wirusami grypy, ktérych duza zmienno$¢ sprawia,
ze opracowywanie nowych reakcji PCR z nowymi zesta-
wami starterdw i sond pozostaje stale aktualng potrzeba
[37, 39]. Wiekszos¢ dostepnych testow komercyjnych
skupia sie¢ jedynie na rozréznianiu typéw wirusa A i B,
ewentualnie wlaczeniu do tego schematu wykrywania
wylacznie jednego podtypu wirusa, zwykle A(H5N1)
lub A(HIN1)pdmo09 [30, 38]. Z epidemiologicznego
punktu widzenia niezbedne jest réwniez wykrywa-
nie pozostalych wariantéw wirusa grypy krazacych
w populacji na danym terenie, przy czym testy opra-
cowane samodzielnie w laboratoriach referencyjnych
moga mie¢ zastosowanie zarowno do bezposredniego
badania prébek klinicznych, jak i do wstepnej identyfi-
kacji izolowanych szczepow wirusa grypy [17, 39].
Analize ekspresji genu za pomocg metody real-
-time PCR mozna przeprowadzi¢ na dwa sposoby.
Sposéb bezwzgledny pozwala okresli¢ poczatkows ilos¢
matrycy np. liczbe kopii badanego genu w komorce.
Amplifikacja matrycy uzyskanej w trakcie odwrotnej
transkrypcji pozwala okresli¢ ilos¢ cDNA w badanej
probie. Jezeli jednak badamy zmiane ekspresji w obec-
nosci réznych czynnikéw lub wprowadzonych genéw
nalezy przeprowadzi¢ analize wzgledna, ktorej wynik
poréwnywany jest do proby kontrolnej [6]. Docelowy
gen zostaje powielany w mieszaninie reakcyjnej zawie-
rajacej cDNA oraz gen referencyjny (tzw. ,,housekeeping
gene”), ktérgo poziom ekspresji jest staly we wszystkich
komorkach. Najczesciej wykorzystywanymi genami
referencyjnymi sg ulegajace konstytutywnej ekspresji
geny metabolizmu podstawowego m.in. gen dehydroge-
nazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego, gen -aktyny, gen
B2-mikroglobuliny oraz geny 18S i 28S rybosomalnego
RNA [7]. Otrzymany wynik, podawany jako procent
zmiany eksresji badanego genu w danej probce w sto-
sunku do przyjetej 100% ekspresji genu referencyjnego
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w probee kontrolnej, pokazuje pewien obraz rzeczywi-
stego poziomu transkrypcji w komoérce. W wirusologii,
analiza ekspresji genow jest wykorzystywana do bada-
nia patogenezy zakazen wirusowych oraz odpowiedzi
immunologicznej gospodarza na zakazenie [45].

Real-time PCR pozwala takze na analize polimor-
fizmu pojedynczych nukleotydéw (Single Nucleotide
Polymorphism; SNP). Do wykrywania pojedynczych
zmian wykorzystuje sie analize HRM, ktéra polega na
monitorowaniu zachowania wczesniej zamplifikowa-
nych fragmentéw DNA w trakacie denaturacji. Poréw-
nanie profili topnienia poszczegdlnych fragmentow
kwasow nukleinowych pozwala na selekcje fragmen-
tow wykazujacych roznice w przebiegu denaturacji, co
odzwierciedla zmiany w sekwencji DNA [32, 41]. Tech-
nika HRM wykorzystywana jest do badania zmiennosci
genetycznej m.in. wirusow grypy czy tez HIV [5, 20].
Wirusy grypy wykazuja znaczng zmienno$¢ gene-
tyczna na skutek zmian atygenowych. W nastepstwie
mutacji punktowych okreslanych jako przesuniecie
(dryf antygenowy) lub reasortacji genetycznej (skok
antygenowy) powstaja nowe warianty antygenowe.
Powoduje to utrudnienia w diagnostyce oraz jest przy-
czyna powstania nowych, wysoce zakaznych podtypow
wirusa. Real-time PCR wykorzystujacy technike HRM
pozwala na szybkie roznicowanie istniejacych wiruséw
grypy oraz wykrywanie nowo pojawiajacych si¢ warian-
tow klinicznych [23]. Wysoka zmienno$¢ genetyczng
spowodowang m.in. szybkim tempem replikacji oraz
spontanicznymi i licznymi mutacjami punktowymi
wykazuje takze HIV. Zmiany w sekwencji genomu tego
wirusa mogg powodowa¢ nieskutecznos¢ stosowanej
terapii antyretrowirusowej; sa tez przyczyna ciaglych
niepowodzen w opracowaniu skutecznej szczepionki
przeciwko HIV. Wykrywanie zmienno$ci genetycznej
HIV przy uzyciu techniki HRM jest stosowane coraz
czedciej, zwlaszcza iz metoda ta jest tansza niz sekwen-
cjonowanie [42].

Przy korzystaniu z testow real-time PCR opraco-
wywanych samodzielnie w laboratoriach nalezy jed-
nak pamiegta¢, ze zgodnie z zalgcznikiem II do Roz-
porzadzenia Ministra Zdrowia z dn. 12.01.2011 (Dz.U.
nr 16 poz.75), czg$¢ wirusow nalezy do patogendw
zwykazu A (HIV, HTLV, HBV, HCV) lub tez wykazu B
(CMYV, wirus rézyczki), a wigc wszystkie testy stoso-
wane do diagnostyki zakazen nimi u czlowieka musza
posiada¢ znak CE/IVD [48]. Obostrzenie to nie doty-
czy oczywiscie zestawow wykorzystywanych wytacznie
w celach naukowych.

5. Podsumowanie
Metoda qPCR umozliwia obserwacj¢ przebiegu

reakeji w trakcie jej trwania oraz pozwala okresli¢ liczbe
kopii DNA w probce, co znalazlo szerokie zastosowanie

w wirusologii; zaréowno w diagnostyce, jak i w bada-
niach naukowych. Real-time PCR pozwala nie tylko na
wykrywanie wirusow, ale réwniez oznaczenia poziomu
wiremii w réznych materiatach klinicznych. Oznacze-
nie liczby kopii wirusa jest wazne przy monitorowaniu
terpii zakazen HIV, HBV, HCV czy tez CMV, a obser-
wowany spadek wiremii §$wiadczy o skutecznosci wdro-
zonego leczenia. W badaniach naukowych real-time
PCR wykorzystywany jest do analizy ekspresji genow
oraz analizy polimorfizmu pojedynczych nukleotyddow.
Uzycie techniki qPCR polaczonej z analiza HRM ze
wzgledu na swa czulos¢ oraz niezbyt wysokie koszty jest
coraz powszechniej stosowane do badania zmiennosci
genetycznej m.in. wiruséw grypy oraz HIV.
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Postepy Mikrobiologii zamieszczajg artykuly przegladowe ze
wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych cza-
sopismach, prace przegladowe metodyczne oraz w dziale Nowosci
Wydawniczych recenzje nowych ksigzek z zakresu mikrobiologii
i nauk pokrewnych, ktére ukazuja sie w Polsce. Artykuly i ilustracje
drukowane w Postgpach Mikrobiologii nie moga by¢ bez zgody
Redakgji publikowane w innych periodykach.

1. Sposéb przygotowania manuskryptu
1.1. Tekst

Prace nalezy przysyta¢ do Redakcji w postaci elektronicznego
zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word dowolnej edycji w wer-
sji PL jako zalacznik poczty elektronicznej. Objetos¢ pracy nie
powinna przekracza¢ wraz z pismiennictwem i ilustracjami 30
stron (wielkos¢ czcionki 12, odstep pomiedzy wierszami 1,5). Po
tytulach wydzielonych nie nalezy stawia¢ kropek. Na oddzielnej
stronie (strona tytulowa) nalezy podac¢ tytut pracy, pod nim w pet-
nym brzmieniu imiona i nazwiska autoréw, adresy autoréw i afi-
liacje, telefony oraz e-mail z zaznaczeniem autora koresponden-
cyjnego, spis tresci (tytuly poszczegdlnych rozdziatéw) oraz kilka
(nie wigcej jak pigc¢) stéw kluczowych (keywords). Tytul pracy,
spis tresci i stowa kluczowe nalezy powtorzy¢ w jezyku angiel-
skim. Stowa kluczowe moga badz nie pojawiac¢ sie w tytule pracy
- nalezy je poda¢ w porzadku alfabetycznym. Na oddzielnej stro-
nie za strona tytulowa nalezy dolaczy¢ krotkie streszczenie pracy
w jezyku angielskim (maksymalnie 250 stéw). Tekst pracy powinien
by¢ zgodny z zaleceniami szczegétowymi Redakeji. Praca powinna
konczy¢ sie krotkim podsumowaniem, zawierajagcym najistotniej-
sze elementy tresci.

W przypadku prac kierowanych do dziatu ,,Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przygotowane wg. wyzej wymienionych
wytycznych nalezy przesta¢ na adres Redaktora Dzialu. Przestane
do redakeji prace winny by¢ napisane poprawna polszczyzng.
Redakcja rekomenduje P.T. Autorom Slownik Poprawnej Polsz-
czyzny (Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa) jako pomoc
w redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postgpy Mikrobiologii sa pol-
skojezyczne, nie wyklucza sie druku prac napisanych po angielsku.

1.2. Ilustracje i tabele

Tabele i rysunki powinny by¢ dostarczone jako osobne pliki.
Maksymalne rozmiary rysunkoéw i tabel planowanych w artykule
w jednej szpalcie nie powinny przekraczaé szerokosci 82 mm,
a zaplanowanych w obszarze dwoch szpalt — 169 mm. Dozwolona
wysoko$¢ grafik wynosi 246,6 mm.

W manuskrypcie nie nalezy pozostawia¢ wolnych miejsc na
tabele, rysunki i zdjecia, a tylko w tekscie zaznaczy¢ miejsce,
w ktérym powinny by¢ umieszczone, np. tab. I, rys. 1. Liczbe rysun-
koéw i tabel nalezy ograniczy¢ do istotnie niezbednej iloéci. Te same
wskazowki odnosza si¢ do pojedynczych wzoréw chemicznych.
Kazda tabela powinna by¢ oznaczona kolejnym numerem rzym-
skim oraz mie¢ nagtéwek opisujacy jej tres¢. Na osobnej kartce
nalezy zalaczy¢ spis z objasnieniami jakie powinny si¢ znalez¢ pod
rysunkami lub z uwaga “obja$nienia w tekscie”. Podpisy pod wykre-
sami, rysunkami, zdjgciami nalezy umiesci¢ na osobnej stronie.

Pliki cyfrowe zawierajace ilustracje akceptowane do druku
nalezy przygotowac zgodnie z zaleceniami Redakgji. Ilustracje we
wstepnej wersji artykulu przeznaczonej dla recenzentéw moga by¢
dostarczone jako dowolne pliki graficzne lub tekstowe, ale w wer-
sji ostatecznej do druku powinny by¢ dostarczone jako pliki TIFF
albo EPS. Grafiki nalezy przesyta¢ w ich naturalnym planowanym
formacie, aby nie istniala konieczno$¢ ich powigkszania lub zmniej-
szania w Wydawnictwie. Minimalna rozdzielczo$¢ stosowana w ilu-
stracjach powinna wynosi¢ 300 dpi dla zdje¢ szarych i kolorowych,
600 dpi dla liter i 1200 dpi dla linii w wykresach. Kolorowe ilustra-
cje musza pozostawac takze w systemie CMYK jako obrazy CMYK
TIFF o rozdzielczo$ci 300 dpi. Wydawca pobiera oplate za wydruk
kolorowych ilustracji. Pliki pochodzace z programu Microsoft
Office (Power Point, Word) akceptowane sa jedynie w wersji ilu-
stracji czarno bialej. Wszystkie rysunki (oprocz czarno biatych z MS
Office) wyeksportowane do formatu bitmapy musza by¢ zachowane
w skali szarosci albo w systemie CMYK (Cyan, Magenta, Yellow,
blacK). Nie nalezy stosowa¢ zapisu w systemie RGB (Red, Green,
Blue). Obrazy stonowane (zréznicowanie gestosci lub cienie) musza
by¢ sporzadzone w skali szaroéci (nie uzywa¢ bitmapy). Redakcja
nie akceptuje kolorowych ilustracji wykonanych w Microsoft Office
poniewaz s3 one zapisane w systemie RGB.

Wszystkie ostateczne napisy, oznaczenia czy tez klucze ozna-
czen musza by¢ wprowadzone do rysunkéw. Kazdy rysunek musi
by¢ dotaczony jako osobny plik, a rysunki wielo panelowe musza
by¢ podane w jednym pliku. Aby unikna¢ problemu z réznymi fon-
tami Redakcja zaleca stosowanie nastepujacych czcionek: Times
New Roman, Times New Roman Pl, Arial, Arial Pl oraz Symbol.
W celu szczegotowej informacji prosze wysyla¢ zapytanie przez
e-mail na adres sekretarza redakeji.

1.3. PiSmiennictwo

Cytowana literature (Pismiennictwo) nalezy wpisa¢ oddzielnie
jako ostatnie strony manuskryptu, wymieniajac pozycje w kolej-
nosci alfabetycznej. W wykazie powinny by¢ podane kolejno: liczba
porzadkowa, nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska
wspolautoréw pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejnosci poda-
nej w cytowanej pracy), pelny tytul cytowanej pracy, skrécony tytut
czasopisma, tom, strona, i rok wydania (w nawiasie), np.:

1. Adams G.M., Blumenthal R.M.: Gene pvulIlW: a possible

modulator of Pvull endonuclease subunit association. Gene,
157, 193-199 (1999)

2. Beld J., Woycechowsky K.J., Hilvert D.: Diselenides as uni-
versal oxidative folding catalysts of diverse proteins. J. Bio-
technol. 150, 481-489 (2010)

Lista stosowanych nazw i skrotow czasopism znajduje sig

w bazie Journal Title Abbreviations — Web of Science. W przypadku
gdy liczba wspotautoréw pracy przekracza 10 (przytoczona ponizej
praca jest dzielem 42 autoréw), nalezy poda¢ nazwiska i inicjaly
pierwszego oraz ostatniego wspolautora a nastepnie doda¢ uwage
iwsp., np.:

1. Tomb J.E, Venter J.C. i wsp.: The complete genome sequence
of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature, 338,
539-543 (1997)

Cytacje prac z czasopism ukazujacych si¢ tylko w sieci inter-

netowej powinny zawiera¢ nastepujace dane: liczba porzadkowa,
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nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska wspotautorow

pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejno$ci podanej w cytowa-

nej pracy), pelny tytul cytowanej pracy, skrocony tytut czasopisma,
tom, strona (lub jej odpowiednik), i rok wydania (w nawiasie).

W przypadku, gdy wydawnictwo nie stosuje numeracji stron,

nalezy poda¢ numer DOI, np.:

1. Esberg A., Muller L.A., McCusker J.H.: Genomic structure of
and genome-wide recombination in the Saccharomyces cerevisiae
$288C progenitor isolate EM93. PloS one, 6, €25211 (2011)

2. Stachowiak R., Lyzniak M., Budziszewska B.K., Roeske K.,
Bielecki J., Hoser G., Kawiak J.: Cytotoxicity of bacterial meta-
bolic products, including Listeriolysin O, on leukocyte targets.
J. Biomed. Biotechnol. DOI:10.1155/2012/954375 (2012)

Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych nalezy poda¢
kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora lub wspotautoréw,
tytut dziela, wydawnictwo, miejsce i rok wydania. W przypadku
odwolywania sie do artykulu w pracy zbiorowej nalezy dodatkowo
podac tytul tej pracy oraz nazwisko jej redaktora, wydawnictwo,
miejsce wydania, rok, tom oraz na koncu strone, np.:

1. Boulton R.B., Singleton V.L, Bisson L.E, Kunkee R.E. Principles
and practices of winemaking. Chapman Hall, New York, 1996

2. Portnoy D.A., Sun A.N,, Bielecki J.E. Escape from the phagosome
and cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes (w) Microbial
Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L. Switalski, Springer,
New York, 1992, s. 85-94

Powolywanie sie w tekscie na pozycje cytowanej literatury naste-
puje przez wymienienie liczby porzadkowej w nawiasach np. [10].
Liczba cytowan w pi$miennictwie nie moze przekracza¢ 100 pozycji.

1.4. Pismiennictwo danych cytowanych z sieci internetowej

Preferowane jest cytowanie informacji pochodzacych z prac
oryginalnych wydawanych przez uznane w srodowisku naukowym
oraz recenzowane czasopisma. Redakcja bedzie rowniez uznawaé
cytacje informacji ze zrodel autoryzowanych przez uznane w $ro-
dowisku autorytety z dziedziny nauk przyrodniczych. Warunkiem
koniecznym przy uzyciu informacji ze strony internetowej jest
sprawdzenie i aktualizacja zapisu informacyjnego na stronie WEB
w dniu wysylania pliku. W przypadku niewtasciwego adresu i nie-
mozliwosci odtworzenia informacji z sieci komputerowej, prace
beda zwracane autorom. Cytowanie informacji publikowanej na
stronach sieci internetowej powinno wyglada¢ nastepujaco: autorzy
(jesli sa znani), tytul artykulu, strona, adres www, (data ostatniego
sprawdzenia adresu) np.:

1. Poliomyelitis. World Health Organization, http://www.who.int/
mediacentre/factsheets/fs114/en (06 marca 2014 roku)

2. Prawo autorskie

W polskim prawodawstwie autorskie prawo osobiste intere-
sujace szczegolnie autoréw Postepéw Mikrobiologii oraz autorskie
prawo majgtkowe reguluje Ustawa z dn. 4-tego lutego 1994 1. (Dz.U.
Nr 90, poz. 631 ze zm.).

Autorskie prawo osobiste, zwane dalej w Informacji dla Auto-
réw prawem autorskim dotyczy niemajatkowych intereséw tworcy
zwigzanych z danym utworem oraz okresla zasady ochrony wiezi
tworcy z utworem. Do praw tych miedzy innymi nalezy:

e prawo do autorstwa utworu — wyrazajace m.in. zakaz ,,przy-
wlaszczania” utworu przez inne niz twdrca osoby (zakaz
dokonywania plagiatow)

e prawo do oznaczenia utworu swoim nazwiskiem albo udo-
stepnienia utworu anonimowo

e prawo do nienaruszalnosci treéci i formy utworu oraz jego
rzetelnego wykorzystania.

Koniecznoé¢ ochrony Autorskich praw osobistych innych
Autoréw przez Redakcje Postgpéw Mikrobiologii obliguje nas do
przyjecia nastepujacej procedury:

(a) Reprodukcja utworéw wytworzonych przez innych Autoréw
w pracy wlasnej, przestane do opublikowania w PM. tj. cudzych
rysunkéw lub tabel - pochodzacych z oryginalnej, pierwot-
nej pracy innego Autora/twércy — badz cytowanie fragmen-
tow cudzego tekstu, wymaga od Autoréw PM. wczesniejszego
uzyskania przez nich pisemnej zgody od Autoréw pierwot-
nej pracy lub Wydawnictwa (z ktérej materialy te pochodza)
na ich reprodukcje. Zgode te w formie oryginalnego zaswiad-
czenia nalezy przysta¢ wraz z materialami reprodukowanymi
do Redakgji PM.

e Pod cytowanym rysunkiem nalezy w opisie poda¢ nazwi-
sko pierwotnego Autora, pelng bibliografie pracy z ktorej
pochodzi rysunek oraz informacje o zgodzie Wydawnictwa
lub Autora na jego reprodukeje.

e Cytowany tekst powinien by¢ wyraznie oznaczony w odpo-
wiednim miejscu manuskryptu, za$ u dotu strony powinna
by¢ zamieszczona informacja dotyczaca pochodzenia cytatu
oraz uzyskanej zgody na przedruk.

(b) Dozwolone jest wprowadzanie zmian w cytowanych rysunkach
innych Autoréw/twércow pod warunkiem kazdorazowego
uzyskania ich zgody (lub oséb upowaznionych przez nich) na
dokonanie takich zmian. Zmiany w oryginalnych rysunkach
moga wynika¢ z checi Autoréw PM. do dokonania nowego
opracowania lub nowego przedstawienia omawianego przez
siebie zagadnienia. W tych przypadkach wskazane jest, aby
zgoda tworcy wskazywala na zakres dokonywanych zmian,
gdyz pozwoli to unikna¢ watpliwoéci odnosnie zakresu wyra-
zonej tak zgody. Wreszcie konieczno$¢ uzyskania zgody pier-
wotnego Autora/tworcy na dokonanie zmian w reprodukowa-
nym rysunku wynika z mozliwosci ingerencji Autoréw PM.
w autorskie prawo osobiste w postaci nienaruszalnosci formy
i tredci utworu oraz jego rzetelnego wykorzystania.

(c) Warunkiem przyjecia przez Redakcje PM. manuskryptu pracy
oraz poddania jej dalszej procedurze wydawniczej jest zloze-
nie wraz z manuskryptem O$wiadczenia dotyczacego praw
autorskich.

3. Zalecenia szczegotowe*
3.1. Nazewnictwo drobnoustrojow

Nalezy stosowa¢ dwuczlonowe nazwy zawierajace nazwe rodza-
jowa oraz gatunkowa (np. Escherichia coli). Nazwy rodzajowe moga
by¢ uzyte same tj. bez nazwy gatunkowej, natomiast nie mozna uzy¢
samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy podaje si¢ pierw-
szy raz nazwe gatunku, musi ona sktada¢ sie z pelnych wyrazow,
przy ponownym uzyciu tej nazwy, podaje sie tylko pierwsza litere
nazwy rodzajowej (zawsze duzga) oraz nazwe gatunkowa w pelnym
brzmieniu np. E. coli. Nazwy gatunku, rodziny, rzedu, klasy, dzialu
oraz krolestwa nalezy pisa¢ kursywa. Informacje szczegdlowe
dotyczace pisowni oraz prawidlowego nazewnictwa (zgodnego
z wymogami wspolczesnej systematyki ) - przyjete przez Redak-
cje Postepow Mikrobiologii, za instrukcja ASM - mozna znalezé
w Instructions to Authors, J. Bacteriol.

Zgodnie z propozycjami WHO - Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella (“Antigenic Formulas of
the Salmonella Serovars” (M.Y. Popoff i L.Le Minor, WHO Colla-

* Fragmenty instrukeji dla autoréw czasopism wydawanych przez
American Society for Microbiology — wykorzystywanie w PM. za zgoda
Journals Departments ASM.)
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borating Centre for Reference and Research on Salmonella, Institut
Pasteur, Paris, France, 1997) and “Identification and Serotyping
of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White Scheme”
(A. C. McWhorter-Murlin and F. W. Hickman-Brenner, Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.)) do rodzaju Salmo-
nella nalezg tylko dwa gatunki tj. S. enterica i S. bongori — pierwszy
z nich podzielony zostat na 6 podgatunkéw. Stosowane dotychczas
Zwyczajowe nazwy, nie posiadajace statusu taksonomicznego, takie
jak serotyp, typ serologiczny, zostaly zastapione nazwa serowaru
(w oryginale serovar, sv.). Nazwe serowaru nalezy pisa¢ duzg litera
oraz prostym pismem (np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.).
Zgodnie z powyzszym, nazwe pierwszego podgatunku rodzaju
Salmonella mozna zapisa¢: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimu-
rium lub Salmonella subsp. 1. sv. Typhimurium, badz po prostu,
Salmonella Typhimurium.

3.2. Nomenklatura genetyczna

Wladciwosci genetyczne szczepu opisywane s w terminach
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane wlasci-
wosci organizmu. Genotyp okresla genetyczng strukture organi-
zmu, zwykle odnosi si¢ do szczepu dzikiego. Ww. okreslenia sa
blizej objasnione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61: 76, 1966.
(a) Fenotypowe okreélenie wladciwosci organizmu stosuje sie gdy

zmutowane loci nie zostaly zidentyfikowane oraz zmapowane.
Moze by¢ takze uzyte w przypadku, gdy identyfikuje sie pro-
dukt genu np. biatko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo sktada
sie z trzech liter, nie mozna ich pisa¢ kursywa, pierwsza litera
powinna by¢ zawsze duza litera. Preferuje sie uzycie liczb rzym-
skich lub arabskich dla oznaczania blizniaczych fenotypow
np. Poll, Pol2, Pol3 itd. Typ dziki mozna zapisa¢ dodatkowym
oznaczeniem plus (Pol*); w odréznieniu do tego oznaczenie
minus okresla¢ bedzie fenotyp mutanta (Pol"). Czasami pewne
charakterystyczne wlasciwosci organizmu mozna zapisaé uzy-
wajac liter np. (Str’).

(b) Genotypowe oznaczenia s3 podobne do fenotypowych — w obu
przypadkach stosuje sie zestaw trzech liter; genotyp pisze si¢
zawsze malymi literami oraz kursywa (np. ara, his, rps.). Pro-
motor, terminator oraz operator oznacza sie literami p, t oraz o
(np. lacZp, lacZt, lacZo;. Bachman i Low; Microbiol. Rev. 44,
1-56, 1980).

(c) Typ dziki alleli mozna zaznaczy¢ wpisujac dodatkowe oznacze-
nie plus nad oznaczeniem genu np. ara*, his*, nie oznacza sie
natomiast zmutowaych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza si¢ poprzez wstawiania liczby kolej-
nych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus (np.
araAl, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie locus
istnieje, lub gdy nie wiadomo w ktorym kolejnym locus mutacja
powstala - po oznaczeniu genu wstawia sie my$lnik w miejscu
duzej litery oznaczajacej locus , za$ dalej podaje sie liczbe izo-
lacji ( np. ara-23).
Zapis genotypu moze by¢ wzbogacony innymi oznaczeniami,
jak plus dla typu dzikiego - mozna wprowadzi¢ oznaczenia
okreélajace mutacje jak np. mutacja Amber (Am), mutant
termowrazliwy (Ts), mutant konstytutywny (Con), mutant
wrazliwy na niskie temperatury (Cs), biatko hybrydowe (Hyb)
np. araA230(Am), his D21(Ts). Wprowadzanie innych wzboga-
cent powinno by¢ poprzedzone w tekécie odpowiednim wyjas-
nieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia moga tez by¢ uzyte w przypadku
koniecznosci rozroznienia tego samego genu znajdujacego si¢
w réznych organizmach lub szczepach tego samego gatunku np.
his, . lub his_, . Dodatkowe oznaczenia stosuje si¢ rowniez dla
rozréznienia pomiedzy genetycznymi elementami o tej samej
nazwie np. promotory operonu gln; glnA i glnA,.

(e

~

(g) Delecje oznacza sie symbolem ,A usytuowanym przed zde-
lecjonowanym genem lub regionem np. A trpA432, A (aroP-
-aceE)419, lub A his(dhuA his] hisQ)1256. Fuzje gendéw ara i lac
mozna przedstawi¢ w ten sam spos6b - F (ara-lac)1256. Podob-
nie F (araB’-lacZ*)(Hyb) oznacza, ze fuzja nastapita pomiedzy
genami araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana nastepujaco IN
(rrnD-rrnE)1. Insercje genu his E. coli do plazmidu pSC101
w pozycji 0 zasad (0kb) zapisuje sie¢ nastepujaco pSC101 W
(Okb:K-12hisB)4. Oznaczenie obecnosci episomu polega na
podaniu jego symboli w nawiasie po nazwie szczepu rodziciel-
skiego np. W3110/F 8(gal").

3.3. Skroty nazw chemicznych

Nie wymagaja dodatkowych wyja$nien skréty nazw, takich jak:

- nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme International
dc Unites (SI), ogolnie akcetowane jednostki takie jak bp, kb,
Da, masa czgst., m. czast.

- skroty nazw chemicznych takich jak: DNA, cDNA, RNA,
cRNA, RNaza, DNaza, rRNA, mRNA, tRNA; AMP, ADP,
ATP, dATP, ddATP, GTP itp.,

- ATPaza, dGTPaza itp. NAD*, NADH, NADPH, NADP-,
poly(A), poly(dT) itp.,

- nazwy powszechnie stosowanych technik biologii moleku-
larnej np. PCR, SDS-PAGE, nazwy ogolnie znanych linii
komoérkowych np. HeLa, ]774

- nazwy jednostek biologicznych; PFU ( jednostka formowania
tysinek), CFU (jednostka formowania kolonii), MIC (mini-
malne stezenia hamujace wzrost), itp.

Zasady ksztaltowania nomenklatury endonukleaz restrykcyj-
nych oraz metylotransferaz zostaly opublikowane w Nucleic Acids
Research 2003, 31: 1805-1812. Przy pisaniu prac prosimy o korzy-
stanie z zawartych tam informacji.

3.4. Pisownia danych numerycznych

Standardowe jednostki metryczne sg stosowane dla okreslania
diugodci, wagi i objetosci. W przypadku przedstawiania tych war-
toéci oraz molarnosci nalezy stosowa¢ przedrostki m, y, n oraz p
dla wartoéci 107, 10, 10~ oraz 107'2. Temperature nalezy przed-
stawia¢ tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

Jesli wyznakowana jest pojedyncza czasteczka w zwiazku che-
micznym nalezy nazwe tego zwiazku zapisa¢ w nastepujacy sposéb
“CO,,’H,0, H,*SO,. Taki sam sposob zapisu stosuje sie gdy radio-
aktywna czasteczka nie wystepuje w naturalnej formie wyznako-
wanego zwigzku np. *2S-ATP lub gdy symbol izotopu zwigzany jest
z niespecyficzng nazwa zwiazku np. “C aminokwasy, *H-liganty
itp. W przypadku niektérych specyficznych zwiazkéw chemicz-
nych mozna stosowaé nawiasy kwadratowe obejmujace symbole
radioaktywnej czasteczki przed nazwa chemiczng zwiazku np. [C]
mocznik, L-[metylo-'*C] metionina, [g**P] ATP.

4. Proces recenzowania

Prace przysylane do Redakeji w celu ich opublikowania w Poste-
pach Mikrobiologii podlegaja podwdjnej ocenie tj. ich wartosci
merytorycznej (Recenzje) oraz poprawnosci pod wzgledem redak-
cyjnym (uklad pracy, jezyk, zalaczniki ilustrujace tekst, o$wiad-
czenia autorow).

o Kazda praca przestana do Redakgji jest oceniana przez jednego
ze stalych Recenzentéw PM. (lista Recenzentdw, patrz Rada
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Redakceyjna jest réwniez publikowana w kazdym zeszycie PM.
oraz na stronie internetowej http:www.pm.microbiology.pl).
W przypadku braku w Radzie Redakcyjnej PM. Recenzenta
o odpowiedniej specjalnosci lub jego braku z innych waznych
przyczyn, Redaktor naczelny powoluje Recenzenta spoza Rady
Redakeyjnej.
e Recenzje s anonimowe oraz dokonywane na specjalnie do tego
przygotowanych arkuszach
Recenzenci nie otrzymuja zaptaty od PTM za wykonang prace.
Nazwiska Recenzentéw z poza Rady Redakeyjnej sa wraz z po-
dziekowaniami publikowane w kazdym 4-tym zeszycie PM.
odpowiedniego roku.
W przypadku ujemnej oceny pracy przez Recenzenta oraz jego
sugestii skierowanej do Redaktora naczelnego odrzucenia recen-
zowanej pracy, badz jej znacznego przeredagowania, Autor PM.
ma prawo odwotania sie od tej sugestii do Redaktora naczelnego.
W opisywanym przypadku decyzja Redaktora powolywany jest
dodatkowy Recenzent z poza Rady Redakcyjnej PM.

5. Uwagi dodatkowe

Redakgcja zastrzega sobie mozliwo$¢ dokonywania skrotow
i poprawek nie wptywajacych na tre$¢ pracy. W przypadku koniecz-
nosci wprowadzenia zmian w tresci odsyta si¢ autorowi manuskrypt
pracy w celu dokonania poprawek. Adresy instytucji, w ktorych
pracuja autorzy (adres pocztowy oraz e-mail) nalezy podawac
w pracy na dole strony tytulowej. Prace nie odpowiadajace wyma-
ganiom Redakeji beda odsylane autorom bez rozpatrzenia mery-
torycznego. Za date wplywu przyjmuje si¢ dzien otrzymania pracy
w formie zgodnej z instrukcja dla autoréw. Za prace opublikowane
w Postgpach Mikrobiologii nie przewiduje si¢ honorariéw autor-
skich. Zgodnie z decyzjg Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzy-

stwa Mikrobiologéw pobierane sa oplaty za prace przyjmowane
do druku w naszym pi$mie. Przestanie podpisanego zobowiazania
do zaplaty za artykut zakwalifikowany do wydania jest warunkiem
uruchomienia procedury wydawniczej.

Prace nalezy przesyla¢ na adres poczty elektronicznej Sekreta-
rza naukowego Redakgji:

Dr Radostaw Stachowiak
e-mail: radeks@biol.uw.edu.pl

W przypadku prac kierowanych do dziatu ,,Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przegladowe przygotowane zgodnie
z og6lng instrukcja dla Autoréw oraz zasadami wymienionymi
w informacjach dotyczacych prac kierowanych do dziatu ,,PMiS”
nalezy przesta¢ w wersji elektronicznej na adres Redaktora Dziatu:

Prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba
e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@pum.edu.pl

Przed wystaniem pracy do Redakgji prosimy o sprawdzenie
kompletnosci wysylanych plikéw przy pomocy ponizszej listy:

1. Strona tytulowa (ze streszczeniem)

2. Manuskrypt (opcjonalnie)

3. Rysunki

4. Opis do rysunkow

5. Tabele

Wymagane dokumenty:
1. Deklaracja oryginalnosci pracy.
. Oswiadczenie dotyczace praw autorskich.
. Os$wiadczenie dotyczace konfliktu interesow.
. Zobowiazanie do zaplaty w przypadku przyjecia pracy
do druku.

= W N
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INFORMACJE DOTYCZACE PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

W dziale zatytulowanym PUBLIKACJE METODYCZNE
I STANDARDY publikowane sg artykuly przegladowe o charak-
terze metodycznym, reprezentujace dowolna dziedzine mikro-
biologii. Redakcja Postepéw Mikrobiologii (PM), w porozumieniu
z Zarzagdem Gléwnym PTM ustalila, iz drukowanych bedzie rocz-
nie nie wigcej niz cztery artykuly tej kategorii.

Redaktorem odpowiedzialnym za warto$¢ merytoryczng,
redakcje tekstu oraz ostateczne przyjecie pracy do druku jest
prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba (adres: ul. Malinowa 11,
72-003 Wolczkowo, tel. 605 031 324, fax: (91) 311 31 86, e-mail:
kalemba@mp.pl lub kalemba@pum.edu.pl)

Prace metodyczne przeznaczone do druku podlegaja ocenie
dokonywanej przez stalych Recenzentéw lub Ekspertéw powoty-
wanych kazdorazowo przez Redaktora dziatu.

Lista stalych Recenzentdw, patrz Zalecenia dla Autoréw, pkt. 5.

Strona tytutowa kazdego artykutu zaopatrzona bedzie w infor-
magcje, iz praca nalezy do PUBLIKACJI METODYCZNYCH
I STANDARDOW oraz kazdorazowo podana bedzie data otrzy-
mania od Autoréw manuskryptu jak i data zaakceptowania godo
druku.

Zalecenia dla Autoréw:

1. Przesylanie publikacji:

® Manuskrypt (w dwu egzemplarzach w formie papierowej
oraz jednym egzemplarzu na noéniku elektronicznym wraz
z rysunkami, tabelami itp.) prosze przesyla¢ bezposrednio
do Redaktora PUBLIKACJI METODYCZNYCH I STAN-
DARDOW.

® Podajac adres/y Autoréw publikacji nalezy zaznaczy¢ Autora
korespondencyjnego - précz adresu pocztowego, numeru
telefonu i ew. faxu nalezy obligatoryjnie poda¢ adres e-mail
Autora korespondencyjnego.

2. Sposob przygotowania manuskryptu — Prace nalezy opracowaé
zgodnie z ogdlnymi zaleceniami zawartymi w INFORMAC]I
DLA AUTOROW aktualnie wydanego Tomu Postepéw Mikro-
biologii (Zeszyt 1) z uwzglednieniem nastepujacych zmian:
® Objetos¢ pracy nie moze przekraczaé wraz z piSmiennictwem

i ilustracjami 20 stron.
o [lo$¢ cytowan w rozdziale Piémiennictwo nie powinna prze-
kraczaé 50 pozycji.

® W spisie cytowanego pismiennictwa nalezy umieszczaé wy-
tacznie prace drukowane w czasopismach naukowych, nie-
dopuszczalne jest zamieszczanie danych bibliograficznych
prospektow reklamowych lub promocyjnych firm farmaceu-
tycznych.

3. Prawa autorskie — do kazdej przygotowanej do druku publika-
cji zalgczy¢ O$wiadczenie dotyczace praw autorskich. Wzor
o$wiadczenia mozna pobrac ze strony internetowej PM.

4. Zalecenia i uwagi dodatkowe:

W celu unikniecia kryptoreklamy, prosze o zwrdcenie szcze-
gblnej uwagi na sposdb przedstawienia czytelnikom produktéw
komercyjnych lub metod opracowanych przez producentéw.
Autorzy sg rowniez zobowigzani do ujawnienia (jezeli takie
istniejg) wszelkich powigzan (honoraria, granty, platne eks-
pertyzy lub inne formy uzyskiwania korzysci osobistych) mie-
dzy Autorami a firmg, ktérej produkt ma istotne znaczenie
w nadestanej pracy. W tym celu kazdy z Autoréw proszony jest
o zlozenie O$wiadczenia o oryginalnoéci pracy, Oswiadczenia
dotyczacego praw autorskich oraz O$wiadczenia dotyczacego
»konfliktu intereséw”. Konflikt intereséw wystepuje, kiedy Autor
lub zaklad pracy Autora ma finansowe lub osobiste zwigzki
z innymi osobami lub instytucjami, ktére moga wplywac na jego
dziatania i decyzje. Wzor deklaracji mozna pobraé ze strony
internetowej M.

e Redakcja PM zastrzega sobie prawo ostatecznej decyzji
o akceptacji pracy przeznaczonej do druku w dziale PUBLI-
KACJE METODYCZNE I STANDARDY.

e Wszelkie proponowane zmiany w INFORMACJI DLA
AUTOROW P.M. zostang przedstawione PT Czytelnikom
Postgpéw Mikrobiologii przed ich wprowadzeniem.

5. Stali recenzenci dzialu
PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY:

Jerzy Dlugonski (Uniwersytet Lodzki)

Waleria Hryniewicz (Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego)
Jozef Kur (Politechnika Gdaniska)

Anna Przondo-Mordarska (Akademia Medyczna we Wroclawiu)
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[Wzor]

Oswiadczenie o oryginalnosci pracy

Data ztozenia pracy w Redakcji Postgpdw Mikrobiologii

Oswiadczam, ze zlozona przeze mnie praca, zatytulowana jak wyzej, jest moim oryginalnym utworem i stanowi przedmiot prawa
autorskiego w mysl Ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dn. 4 lutego 1994 r.

Os$wiadczam réwniez, Ze praca ta ani w catoéci, ani we fragmentach nie zostala opublikowana wczesniej w zadnym innym czasopi$mie
lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, iz ww. pracy nie wystano réwnolegle do opublikowania w innym czasopi$mie
naukowym lub wydawnictwie.

Warszawa, dnia.................. o
- podpis Autora korespondencyjnego —
[Wzbr]
Oswiadczenie dotyczace praw Autorskich
L e
(nazwisko/a i imi¢/ona autora/éw — prosze podkresli¢ autora korespondencyjnego)
AIes AULOTOW: ... ..ttt et ettt e et e e e e e e
Tyt PraCy: . oot

2. O$wiadczenie (prosze wypelnic a lub b)

(a) Oswiadczam, iz w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, sa dzielem mojej/naszej oryginalnej
tworczodci (tzn. zostaly wymyslone i zaprojektowane przez autoréw przedktadanego Redakeji manuskryptu), nie sg obcigzone jakimi-
kolwiek prawami osob trzecich, ani nie naruszajg jakichkolwiek przepiséw prawa i intereséw débr oséb trzecich. W pracy nie ma
cytatow z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy czym wszystkie
zamieszczone cytaty zostaly nalezycie oznaczone wraz z wymienieniem tworcy i zrodla cytatu.

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

(b) Oswiadczam, iz uzyskatem/liémy wymagana prawem zgode uprawnionych autorsko podmiotéw na reprodukeje rysunkéw

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)
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[Wzor]

Oséwiadczenie dotyczace ,,konfliktu interesow”™

3. Os$wiadczenie (prosz¢ wypelni¢ a lub b, niepotrzebne skresli¢)

(a) Oswiadczam, ze ,,konflikt interesow” nie wystepuje

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

! Konflikt intereséw wystepuje, kiedy autor lub zaktad pracy autora ma finansowe lub osobiste zwigzki z innymi osobami lub instytucjami, ktére moga
wplywac na jego dziatania i decyzje.

INFORMACJA DLA AUTOROW
o oplatach za prace publikowane w Postepach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autoréw PM, ze zgodnie z decyzja Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw z dnia
6 lutego 2007 roku oraz z dnia 2 marca 2011 r. wprowadzono zasady platnosci za prace przyjmowane do druku w naszym pismie. Autorzy
manuskryptéw proszeni s o0 wnoszenie optat w wysokosci 250 PLN + VAT 23% - razem 307,50 PLN za kazdy artykut na konto Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologow:

BGZ SA 57 2030 0045 1110 0000 0261 2550

Oplate mozna wnosi¢ indywidualnie. W imieniu Autoréw optate moze wnosi¢ sponsorujgca instytucja, fundacja itp. W takim przy-
padku prosze przesta¢ do Zarzadu Gtéwnego PTM informacje potrzebne do wystawienia faktury na adres: kizmikrob@cm.umk.pl. Oplate
nalezy wnie$¢ po uzyskaniu od Redakcji informacji, ze praca zostala przyjeta do druku. Dodatkowo, Wydawca pobiera oplaty za wydruk
kolorowych ilustracji w wysokosci 300 PLN + VAT 23% (369 PLN) za strong.

Otrzymanie przez Redakcje pracy wraz z zobowiazaniem zaplaty jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej. Do
zobowigzania zaplaty nalezy dolacza¢ informacje zawierajace tytul pracy i nazwisko Autora korespondencyjnego.
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INSTRUKCJA DLA AUTOROW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTEPY MIKROBIOLOGII

W celu ulatwienia publikowania w jednym miejscu artykuléw o podobnej problematyce, Postepy Mikrobiologii wydawa¢ beda w formie
suplementéw, nastepujace prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdéw naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjéw organizowanych staraniem Zarzadu
Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego
referatu nie powinien przekracza¢ 25-ciu stron i powinien by¢ przygotowany wg Informacji dla Autoréw Postgpdw Mikrobiologii.
Calo$¢ materiatéw przygotowanych do jednego suplementu nie moze przekraczaé 150 stron.

2. Streszczenia przyjetych przez organizatoréw referatow oraz doniesien prezentowanych na ww. Zjazdach naukowych, Konferen-
cjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekracza¢ jednej strony tekstu i konczy¢ si¢ nie wigcej jak trzema pozycjami
cytowanego pismiennictwa.

W suplemencie nie beda publikowane oryginalne prace do$wiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych. Prace te po odpo-
wiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcja dla autoréw, mozna przesytaé do Redakeji Polish Journal of Microbiology (Acta Microbiologica
Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiajacy suplement ponosza pelny koszt jego opracowania oraz wydania. Mozliwy jest druk czterech suplementéw
rocznie. Poniewaz materialy przeznaczone do suplementu nie s3 opracowywane oraz nie podlegaja ocenie Zespolu Redakcyjnego Postgpow
Mikrobiologii, zamawiajacy suplement, tj. osoba upowazniona przez Zarzad Gléwny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw lub Komitet
Mikrobiologii PAN, bierze catkowita odpowiedzialno$¢ za redakeje oraz warto$¢ merytoryczng suplementu. Wydanie suplementu powinno
by¢ poprzedzone jego akceptacja przez Zespdt Redakeyjny Postepéw Mikrobiologii.

Oferta Reklamy

Postepy Mikrobiologii udostepnia w kazdym numerze kilka stron (lacznie z wewnetrznymi stronami okladek) reklamie.

Pismo nasze dociera co kwartat do kilku tysiecy odbiorcow. Sa wérdd nich specjalidci réznych dziedzin mikrobiologii, pracujacy jako
nauczyciele wyzszych uczelni, szkél $rednich oraz pracownicy naukowi instytutéw badawczych, biotechnolodzy oraz lekarze. Duzg grupe
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