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WSPOMNIENIE

o Profesorze Wladystawie J.H. Kunickim-Goldfingerze
(1916-1995)

13 lutego 2016 roku minela setna rocznica urodzin
Profesora dr hab. Wladystawa J.H. Kunickiego-Goldfin-
gera — wybitnego mikrobiologa, genetyka, humanisty
i spotecznika. Profesor byt absolwentem Uniwersytetu
Jagiellonskiego, gdzie jeszcze jako student podjat prace
w Zakladzie Bakteriologii Wydzialu Rolniczego.

Witadystaw J.H. Kunicki-Goldfinger rozpoczat studia
biologiczne w roku 1934 w Krakowie na Wydziale Filo-
zoficznym Uniwersytetu Jagielloniskiego. Prac¢ magi-
sterska z zakresu mikrobiologii weterynaryjnej wykonat
pod kierunkiem doc. Stanistawa Snieszki, kierownika
Samodzielnego Zakladu Mikrobiologii przy Wydziale
Filozoficznym UJ. Po ukonczonych studiach otrzymat
stopien magistra filozofii w dziedzinie biologii, co zna-
lazto odzwierciedlenie w Jego pozniejszych zaintereso-
waniach naukowych. Jego prace naukowa w Katedrze
Mikrobiologii Rolniczej przerwal wybuch II wojny
$wiatowej. Zostal aresztowany we Lwowie i zestany
do Guberni Archangielskiej, gdzie najpierw pracowat
fizycznie, a potem zostal bakteriologiem w tagrowym

szpitalu. Po wydostaniu si¢ z tagru zaciagnal sie do
tworzonej przez gen. Wladystawa Andersa Armii Pol-
skiej i, stuzgc w kompanii sanitarnej, przemierzyt z nia
caly szlak bojowy. Do Polski wrdcit w roku 1947. Pro-
fesor Jozef Parnas zatrudnit go wowczas na Wydziale
Weterynaryjnym Uniwersytetu M. Curie-Sklodowskiej
w Lublinie, gdzie uzyskal stopien doktora (1948), a dwa
lata pdzniej doktora habilitowanego.

W roku 1950 zorganizowal na UMCS samodzielng
Katedre Mikrobiologii Ogodlnej, a rok pozniej zostal
profesorem nadzwyczajnym. W roku 1955 przekazal
kierownictwo Katedry prof. Zbigniewowi Lorkiewi-
czowi, a sam wraz z kilkoma swoimi wspotpracow-
nikami przeniost si¢ do Wroclawia, gdzie na Uni-
wersytecie Wroctawskim przejal po prof. Helenie
Krzemieniewskiej nauczanie mikrobiologii w Katedrze
Fizjologii Roslin. W roku 1957 stworzyl w Instytucie
Botaniki UWr Katedre Mikrobiologii Ogdlnej, ktora
kierowal w latach 1957-1961. Byl tez organizatorem
i kierownikiem Pracowni Genetyki Bakterii Instytutu
Immunologii i Terapii Eksperymentalnej im. L. Hirsz-
felda PAN, pierwszej placowki tej specjalnosci w Polsce.

W roku 1960 W.J.H. Kunicki-Goldfiger, wraz z kil-
koma uczniami i wspotpracownikami, przeniost sie
z Wroclawia do Warszawy. Rok pdzniej stworzyl pierw-
sza na Uniwersytecie Warszawskim Katedre Mikro-
biologii Ogdlnej, przeksztalcong nastepnie w Instytut
Mikrobiologii. W kierowanym przez Niego Instytu-
cie powstawaly grupy specjalizujace si¢ w badaniach
podstawowych z zakresu genetyki mikroorganizmow,
wirusologii, fizjologii bakterii, immunologii, a takze
mikrobiologii stosowanej. Niektore z nich daly nastep-
nie poczgtek samodzielnym pracowniom i zaktadom.

Prof. W.J.H. Kunicki-Goldfinger jest autorem lub
wspolautorem okofo 200 publikacji z dziedziny sze-
roko pojetej mikrobiologii, biologii ogdlnej, historii
nauki i filozofii przyrody. Na szczegdlng uwage zastu-
guje cykl 23 publikacji dotyczacych genetyki bakterii,
ktére ukazaly sie pod wspolnym tytutem ,,Mechanisms
of bacterial conjugation and recombination’.

Profesor byl réwniez autorem dwunastu ksigzek,
w tym doskonatego podrecznika akademickiego
»Zycie bakterii’, ktéry doczekat si¢ az siedmiu wyda.
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Napisany btyskotliwym jezykiem i ilustrowany $wiet-
nymi, dowcipnymi rycinami Szymona Kobylinskiego,
stuzyl wielu pokoleniom studentéw.

Nie mniej wazne sa ksiazki Profesora dotyczace filo-
zofii przyrody. Do najbardziej znanych naleza: ,,Dzie-
dzictwo i przysztos¢ — rozwazania nad biologig moleku-
larng, ewolucjg i cztowiekiem”, ,,Szukanie mozliwosci”
i ostatnia — ,,Znikgd donikgd’”, w ktérych Autor przekazat
trudne tresci w przystepnej dla czytelnika formie. Swoje
glebokie zainteresowania filozofig przyrody realizowal
w latach 70. i 80. ub. wieku, organizujac w Instytucie
Mikrobiologii UW seminaria Konwersatorium Biologii
Ewolucyjnej i Teoretycznej, umozliwiajagce wymiane
mysli uczestnikom o réznych pogladach. Byt takze
aktywnym czlonkiem Sekcji Filozofii Nauki Polskiego
Towarzystwa Filozoficznego oraz Komitetu Biologii
Ewolucyjnej i Teoretycznej Polskiej Akademii Nauk.
W 1965 roku Profesor zostat cztonkiem koresponden-
tem PAN, a w 1980 jej czlonkiem rzeczywistym.

Prof. W.J.H. Kunicki-Goldfinger byl, wraz z prof.
Jadwiga Marszewska-Ziemiecka, zalozycielem (w 1952)
pierwszego polskiego czasopisma naukowego o profilu
stricte mikrobiologicznym — Acta Microbiologica Polo-
nica - i dtugo pelnit funkcje jego redaktora naczelnego.
Czasopismo to istnieje do dzi$ pod nazwa Polish Journal
of Microbiology.

Obok pracy naukowej i dydaktycznej, Profesor po-
$wiecat wiele czasu dziatalnosci spolecznej. Brat udziat
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w dziataniach tzw. Latajacego Uniwersytetu, przeksztal-
conego w Towarzystwo Kurséw Naukowych. W 1979
TKN powotato Kase Pomocy Naukowej, kierowana
przez Profesora, ktdrej celem byta pomoc dla represjo-
nowanych naukowcdw i studentéw, umozliwiajgca im
kontynuowanie prac badawczych lub studiéw. Profesor
byt tez jednym z organizatoréw Towarzystwa Popierania
i Krzewienia Nauki, a takze wspdtpracowal z Komite-
tem Obrony Robotnikéw. Za te dziatalno$¢ i aktywnos¢
w podziemiu ,,solidarnosciowym” zostal internowany
13 grudnia 1981 roku, jako jedyny cztonek rzeczywisty
Polskiej Akademii Nauk. W pdzniejszym okresie Profe-
sor byt takze cztonkiem Komitetu Obywatelskiego przy
Lechu Walesie, a w 1989 roku uczestniczyt w obradach
»okraglego stotu” w zespole ds. nauki i o§wiaty.

W dowdd uznania, za stworzenie preznie rozwija-
jacych sie mikrobiologicznych jednostek akademickich
w réznych miastach Polski, Profesor W.J.H. Kunicki-
-Goldfinger zostal uhonorowany doktoratami honoris
causa Uniwersytetu Wroclawskiego i Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie. My, najstarsi wycho-
wankowie Profesora z Uniwersytetu Warszawskiego,
mamy wcigz w pamieci naszego Nauczyciela i Mistrza
- wzor uprawiania dobrej nauki i wzér godnego zycia.

Uczniowie Profesora
z Instytutu Mikrobiologii na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego
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MODEL PATOGENEZY ENTEROPATOGENNYCH
SZCZEPOW ESCHERICHIA COLI
- KLUCZOWA ROLA ADHEZJI

Barbara Katarzyna Pawlowska'*, Beata Magdalena Sobieszczanska'

!Katedra i Zaktad Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu
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1. Wprowadzenie. 2. Wyspa patogennosci LEE. 2.1. Adhezja EPEC. 2.1.1. Fimbrie BFP. 2.1.2. Fimbrie typu 1. 2.1.3. Fimbrie powszechne
E. coli. 2.1.4. Rzeski. 3. System sekrecji typu III. 3.1. Bialka efektorowe EPEC. 3.2. Intimina. 3.3. Tir. 3.4. Destrukcja polaczen miedzy-
komorkowych. 3.5. Zdolnos¢ inwazji i unikanie fagocytozy. 4. Wplyw EPEC na apoptoze komorek gospodarza. 5. Inne systemy sekrecji.
6. Typowe i atypowe EPEC. 7. Podsumowanie

Model of enteropathogenic Escherichia coli pathogenesis - a key role of adherence

Abstract: Escherichia coli is a highly diverse and one of the best characterized bacterial genus. The species comprises many commensal
strains, colonizing human and animal intestines, as well as pathogenic strains, which can cause gastrointestinal infections. Enteropathogenic
E. coli (EPEC) group strains is the pathotype of diarrheagenic E. coli, which is associated with infant diarrhea. The hallmark of EPEC
infections is their ability to produce attaching and effacing (A/E) lesions as a result of intimate bacterial adherence to enterocytes and the
translocation of bacterial proteins through type III secretion system. The multifunctional and interdependent properties of the effectors
contribute to the host cell disruption. The consequences of EPEC infection are: the reorganization of the host cell cytoskeleton underneath
adherent bacteria, inhibition of nutrient and water transport, mitochondrial dysfunctions, weak intestinal inflammation, epithelial barrier
function disruption and severe watery diarrhea. Despite the recent knowledge development, the mechanism of EPEC diarrhea is still
ambiguous. Due to the absence of a proper animal model, further studies should be conducted in volunteers or at least in primates to
determine the underlying mechanisms.

1. Introduction. 2. Pathogenicity island LEE. 2.1. Adherence. 2.1.1. BFP pili. 2.1.2. Type 1 pili. 2.1.3. E. coli common pili. 2.1.4. Flagella.
3. Type I1I system of secretion. 3.1. Effector proteins of EPEC. 3.2. Intimin. 3.3. Tir. 3.4. Disruption of tight junctions. 3.5. Invasion ability and
avoidance of phagocytosis. 4. Impact of EPEC on host cell apoptosis. 5. Other secretion systems. 6. Typical and atypical EPEC. 7. Summary

Stowa kluczowe: typowe, atypowe EPEC, systemy sekrecji, adhezja

Key words:

typical, atypical EPEC, secretion systems, adherence

1. Wprowadzenie

Escherichia coli (E. coli) jest jednym z najlepiej po-
znanych gatunkow bakterii. Nalezaca do rodziny Ente-
robacteriaceae paleczka okreznicy zalicza si¢ do drob-
noustrojow Gram-ujemnych, wzglednie beztlenowych,
fermentujacych i oksydazo-ujemnych. Gatunek E. coli
obejmuje szczepy niepatogenne, ktore stanowig sktad-
nik fizjologicznej flory jelit ludzi i zwierzat oraz szereg
zroznicowanych pod wzgledem potencjatu chorobo-
tworczego szczepdw patogennych. Dotychczas opi-
sano 6 grup chorobotwdrczych odpowiedzialnych za
zakazenia jelitowe: enterotoksynogenne E. coli (ETEC),
enteropatogenne E. coli (EPEC), enteroinwazyjne E. coli
(EIEC), enteroagregacyjne E. coli (EAEC), enterokrwo-
toczne E. coli (EHEC) lub shigatoksyczne E. coli (STEC)
oraz E. coli o rozsianym typie adhezji (DAEC) [40].

W ramach niniejszego opracowania oméwione zo-
staly szczepy EPEC, ktdre stanowig wazny czynnik etio-
logiczny biegunek u dzieci na calym $wiecie, cho¢ w kra-

jach rozwinietych zakazenia te wystepuja rzadziej niz
w krajach rozwijajacych si¢. Zakazenia szczepami EPEC
dotycza zaréwno $rodowiska szpitalnego jak i pozaszpi-
talnego i charakteryzuja si¢ wodnistg biegunka, ktorej
towarzyszy¢ moze wysoka goraczka oraz wymioty.
Szczepy EPEC indukujg w enterocytach jelita roz-
woj charakterystycznych zmian histopatologicznych
okreslanych akronimem A/E (attaching and effacing),
polegajacych na zacieraniu struktury mikrokosm-
kéw poprzez reorganizacje aktynowego cytoszkieletu
(Rys. 1). Poza EPEC zdolnos¢ wywotywania w nablonku
jelita zmian typu A/E posiadaja m.in.: EHEC, E. alber-
tii oraz patogeny zwierzece takie jak Citrobacter roden-
tium, czy enteropatogenne E.coli chorobotworcze
dla krolikow (REPEC) [93]. Szczepy EHEC réznig si¢
od EPEC zdolnoscia produkcji toksyny Shiga odpo-
wiedzialnej za uszkodzenie nerek i rozwdj zespolu
hemolityczno-mocznicowego (HUS). E. albertii zostata
opisana w 2003 roku wérdd szczepéw wykrytych
w probkach katu dzieci z biegunkg zamieszkujacych

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaklad Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, ul. T. Cha-
tubinskiego 4, 50-368 Wroctaw; tel. 71 7841278; e-mail: pawlowska.barba@gmail.com
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Rys. 1. Model patogenezy EPEC: 1-2. Adhezja EPEC do komorek nabfonka dystalnego odcinka jelita cienkiego potaczona z translokacja bia-
tek efektorowych (oznaczonych na schemacie symbolami geometrycznymi wewnatrz komorki) poprzez T3SS. 3. Reorganizacja cytoszkieletu
komorki nablonka pod wplywem $cistej adhezji EPEC. 4. Powstanie aktynowego piedestatu bezposrednio pod przylegajacymi bakteriami.

Bangladesz [41]. REPEC jest przyczyna biegunki o ciez-
kim przebiegu u krolikéw, ale cechy kliniczne typowe
dla zakazenia tg grupa bakterii s3 podobne do zakazen
EPEC u ludzi. C. rodentium powoduje hiperplazje §lu-
z6wki jelita u myszy, a w przypadku ciezkiego przebiegu
zakazenia moze prowadzi¢ do wypadniecia odbytu.
Cecha wspolng wszystkich patogendéw A/E jest obec-
nos$¢ w ich genomie chromosomalnej wyspy patogen-
nosci LEE (the locus of enterocyte effacement), ktora
niesie geny konieczne do indukowania w zakazonych
enterocytach zmian typu A/E.

2. Wyspa patogennosci LEE

LEE wystepujaca u EPEC posiada 35 624 bp, ale jej
wielko§¢ moze si¢ r6zni¢ u szczepéw EPEC i EHEC
w zaleznosci od wielkosci regionéw flankujacych.
W sktad regionéw flankujacych moga wchodzi¢ sekwen-
cje insercyjne IS (insertion sequence), profagi i geny
kodujace bialka efektorowe. Obecny w regionie flanku-
jacym 3’ LEE gen lifA/efa koduje limfostatyne, czyli
biatko odgrywajace wazng role w patogenezie zaka-
zen ze wzgledu na wlasciwosci immunomodulujace.
LEE zawiera w swoim skladzie 38,36% glicyny i cyto-
zyny, czyli mniej niz wynosi odsetek tych aminokwa-
séw w reszcie genomu E. coli (50,8%) oraz w regionie
flankujacym zawierajacym gen lifA/efa (44,4%). Roz-
nica w zawartosci glicyny i cytozyny pomiedzy wyspa
patogennosci, a regionem flankujagcym uniemozliwia
potraktowanie tych elementéw jako jednosci [78]. Zrdz-
nicowanie w zawartosci glicyny i cytozyny pomiedzy
wyspa patogennosci, a resztg genomu jest typowe dla
réznych gatunkéw bakterii, co sugeruje nabycie tego

ruchomego elementu genetycznego od innego gatunku
na drodze horyzontalnego przekazu genéw. W przy-
padku wigkszosci szczepdw EPEC wyspa patogennosci
LEE jest zlokalizowana na chromosomie blisko genow
kodujacych tRNA selenocysteiny (selC) lub fenyloala-
niny (pheU, pheV). Wyspy LEE u réznych gatunkow
bakterii s3 wysoce konserwatywne pod wzgledem wiel-
kosci i organizacji genéw. W skladzie LEE wyroznia sig
41 konserwatywnych, otwartych ramek odczytu ORF
(open reading frame), ktére zawieraja zwykle wiecej
niz 50 nukleotydéw [27]. Wigkszo$¢ gendéw LEE jest
zlokalizowana w obrebie 5 operonéw policistronowych
(LEE 1-5) i koduje m.in.: biatko adhezyjne (intimine),
system sekrecji typu III T3SS (type three secretion sys-
tem) w tym bialka sekrecyjne Sep (secretion of E. coli
proteins) i Esc (Escherichia secretion component), cha-
perony Ces (chaperone of E. coli secretion), transloka-
tory EspA, EspB, EspD i bialka efektorowe EspFE, EspG,
EspH, EspZ (E. coli secretion protein), Map (methionine
aminopeptidase) oraz receptor dla intiminy Tir (translo-
cated intimin receptor). Dodatkowo, LEE zawiera row-
niez geny kodujace regulatory takie jak: Ler (LEE-enco-
ded regulator), GIrR (global regulator of LEE proteins,
repressor) i GIrA (global regulator of LEE proteins,
activator). Regulacja LEE jest zlozonym procesem, na
ktory sklada si¢ wiele czynnikéw regulacyjnych kodo-
wanych przez LEE, ale réwniez czynnikéw srodowisko-
wych i globalnych systeméw regulacji E. coli (H+NS,
IHF, FIS, Quorum sensing, odpowiedz SOS). Ler jest
gtownym regulatorem transkrypcyjnym, ktory dziala
jako represor dla LEE-1 i aktywator LEE2-5, tworzgc
ujemne sprzezenie zwrotne [25, 64]. Ze wzgledu na roz-
norodno$¢ kodowanych bialek, petna sekwencja LEE
jest zwykle dzielona na trzy regiony. Na jednym koncu
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kodowane sg wszystkie biatka zwigzane z T3SS, na dru-
gim bialka sekrecyjne, a gen kodujacy intimine znajduje
sie posrodku i rozdziela oba skrajne regiony [22].

2.1. Adhezja EPEC

Spozyte wraz z pokarmem EPEC kolonizuja dystalny
odcinek jelita cienkiego za posrednictwem adhezyn,
tj. fimbrii, czynnika Efal/LifA oraz intiminy. Wéréd
fimbrii adhezyjnych EPEC wyrdznia sie: fimbrie
typu 1, fimbrie BFP (bundle forming pilus), fimbrie
ECP (E. coli common pilus) oraz obecne u szczepéw
pozbawionych genu ler trzy rodzaje fimbrii: a) dlugie,
cienkie b) sztywne, wygiete oraz c) krotkie, cienkie [5,
26, 34, 35, 73].

2.1.1. Fimbrie BFP

Nalezace do rodziny fimbrii typu IV, fimbrie BFP
przypominaja dlugie, gietkie wypustki, ktére majg
sktonno$¢ do splatania si¢ na ksztalt sznuréw. Do
innych patogenéw wykazujacych ekspresje fimbrii
typu IV zalicza si¢ m.in. Neisseria gonorrhea, Neisseria
meningitidis, Pseudomonas aeruginosa oraz Clostridium
perfringens. Synteza fimbrii BFP kodowana jest przez
14 genéw operonu zlokalizowanego na plazmidzie EAF
(EPEC adherence factor) o masie 50-70 kDa. Produk-
tem genow plazmidu EAF jest rowniez regulator Per
(plasmid encoded regulator), ktéry nalezy do rodziny
biatek AraC. Obecnos$¢ plazmidu EAF jest podstawg
podzialu EPEC na typowe i atypowe szczepy [85].
Regulator Per odpowiada za prawidlowg transkrypcje
genu bfp oraz aktywacje transkrypcji genéw zaréwno
na jak i poza LEE [86]. Analiza sekwencji amino-
kwasow pierwszego genu operonu bfp, tj. genu bfpA,
u réznych szczepéw EPEC wykazala istnienie 9 alleli
tego genu, ktére na podstawie stopnia podobienstwa
sekwencji podzielono na dwie grupy: a lub  [51]. Gen
bfpA koduje biatko prekursorowe, z ktérego po odcieciu
przez peptydaze BfpP hydrofilowego odcinka sygna-
fowego powstaje glowna strukturalna podjednostka
fimbrii BFP (bundlina) o masie 19 kDa. W przestrzeni
periplazmatycznej oksydoreduktaza (DsbA) stabilizuje
gléwna globularng domene poprzez katalizowanie
reakcji, prowadzacych do powstania wysoce konser-
watywnego wigzania dwusiarczkowego w C-konicowym
odcinku biatka budujacego BFP. Obecnos$¢ konserwa-
tywnego wigzania dwusiarczkowego jest charaktery-
styczng cechg fimbrii typu IV. Pozostale geny operonu
bip, tj. bfpB bfpL, bfpP, bfpU odpowiadajg za prawidlowa
biosynteze fimbrii i ich funkcje. Role dostarczajacej
energie ATPazy podczas syntezy fimbrii BFP odgrywa
biatko BfpD [72]. Mutacje w wyzej wymienionych
genach (oprocz bfpH i bfgF) uniemozliwiajg biosyn-
teze fimbrii BFP, a nieprawidlowosci w sekwencji genu
bfpF prowadza do zaburzen ich funkcji. Dodatkowo,

brak fimbrii BFP wigze si¢ z utratg zlokalizowanego
typu adhezji i wlasciwo$ci autoagregacyjnych szczepdw
EPEC. Biatko BfpH prawdopodobnie jest lityczng trans-
glikozylaza, ktéra przypuszczalnie hydrolizuje warstwe
peptydoglikanu umozliwiajagc podjednostkom struk-
turalnym BFP osiagganie blony zewnetrznej. Adhezja
szczepéw EPEC do nablonka jelita jest mozliwa dzigki
obecnosci na powierzchni komdrek gospodarza odpo-
wiednich receptoréw wiazacych adhezyny. Fimbrie BFP
zbudowane z gléwnej podjednostki a wiaza sie z N-ace-
tylolaktozaming (LacNAc). Niewielkie powinowactwo
do LacNAc jest kompensowane obecnoscig co najmnie;j
dwoch miejsc wigzacych na kazdym monomerze biatka
budujacego BFP. Podjednostka gtéwna kodowana przez
allel B genu bfpA wykazuje brak aktywnosci wiazacej
LacNAc, co sugeruje obecnos¢ innych receptoréw wia-
zacych BFP na powierzchni komorek gospodarza [42].

Fimbrie BFP s3 istotnym czynnikiem wirulencji
EPEC. Pelnig one zasadniczg role podczas zakazenia,
gdyz biorac udzial we wstepnej adhezji EPEC do entero-
cytéw, odpowiadaja za zlokalizowany typ adhezji (tzw.
fenotyp LA) oraz przyczyniaja sie do rozwoju biofilmu.
Rola w procesie tworzenia biofilmu przez EPEC polega
na promowaniu interakcji pomiedzy komoérkami bakte-
ryjnymi, co prowadzi do ich autoagregaciji, a nast¢pnie
powstania tréjwymiarowych mikrokolonii. [59] Retrak-
cja fimbrii BFP umozliwia natomiast rozprzestrzenianie
sie komorek bakteryjnych poza strukture biofilmu na
etapie dyspersji [13]. Proces retrakeji, ktéry prowadzi
do degradacji gtéwnej podjednostki biatkowej fimbrii
BFP odgrywa réwniez wazng role w $cislej adhezji
EPEC do komorek nabtonka, a dzigki temu w indu-
kowaniu zmian histopatologicznych A/E poprzez
translokacje bialek efektorowych T3SS. Za degradacje
biatka BfpA budujgcego fimbrie BFP odpowiada pod-
jednostka BfpF bedaca ATPazg dostarczajaca niezbedna
energie podczas dysocjacji fimbrii [96]. Badania prze-
prowadzone na ochotnikach wykazaly, ze fimbrie BFP
pelnia kluczowa role w patogenezie zakazen EPEC.
Szczepy pozbawione genu bfp cho¢ kolonizuja jelito sa
okoto 200 razy mniej wirulentne niz szczepy posiada-
jace bfpi powoduja znacznie fagodniejsza biegunke [7].

2.1.2. Fimbrie typu 1

Na powierzchni komorki bakteryjnej wystepuje od
kilku do kilkuset fimbrii, ktére moga naleze¢ do réz-
nych rodzajow. Wigkszosci bakterii z rodziny Entero-
bacteriacea wykazuje ekspresje fimbrii typu 1, ktére sa
kodowane przez chromosomalne geny operonu fim.
Fimbrie typu 1 sg zbudowane z wielu powtarzajacych
si¢ podjednostek bialka strukturalnego (piliny) sztywne
wypustki w ksztalcie helis. Fimbrie typu 1 majg dlu-
go$¢ ok. 1 um i $rednice ok. 7 nm. Na dystalnym koncu
kazdej wypustki znajduje si¢ bialko adhezyjne (FimH),
ktére wigze sie z glikoproteinowym receptorem na
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powierzchni komorki gospodarza. Bakterie posiada-
jace fimbrie typu 1 sg zdolne do adhezji do komoérek
nablonka oraz hemaglutynacji erytrocytéw. Proces aglu-
tynacji jest hamowany przez mannoze lub jej analogi,
dlatego fimbrie typu 1 sg okres$lane mianem fimbrii
mannozo-wrazliwych MS (mannose-sensitive) [83, 92].
Badania przeprowadzone na grupie ochotnikéw wyka-
zaly, ze fimbrie MS typu 1 sg immunogenne [24, 47].

2.1.3. Fimbrie powszechne E. coli

Odrebnie morfologicznie od fimbrii typu 1 oraz
BFP sa fimbrie powszechne E. coli ECP (E. coli com-
mon pilus), ktére wystepuja zaréwno u komensalnych
jak i patogennych szczepow [71, 73]. Ekspresja ECP jest
indukowana w odpowiednich warunkach hodowli, tj.
w podlozach do hodowli linii komérkowych, w tem-
peraturze 37°C oraz w obecno$ci komoérek nablonka.
Czas, po ktérym szczepy EPEC zaczynaja produkowac
ECP zalezy od rodzaju hodowli: bakterie hodowane
w DMEM wykazuja ekspresje ECP juz po 1,5 godziny
od zakazenia komorek, podczas gdy te hodowane w LB
produkuja tego rodzaju fimbrie dopiero po 4,5 godzi-
nach. Analiza ultrastrukturalna wykazata, ze réwno-
miernie rozmieszczone na powierzchni bakterii, fim-
brie ECP sg cienkie (3 nm $rednicy) oraz polgietkie.
Gléwna podjednostka strukturalna ECP jest kodowana
przez wysoce konserwatywny gen ecpA (yagZ w przy-
padku szczepu K-12, matB u szczepéw zwiazanych
z zapaleniem opon mdzgowych). Badania przeprowa-
dzone przez Saldana i wsp. [76] wykazaly, ze fimbrie
ECP, rozpoznajac receptory na powierzchni komorek
nabtonka, odgrywaja role podczas wstepnej adhezji.
Sugeruje si¢ rowniez, ze ECP s3 konieczne do stabi-
lizacji adherujacych bakterii, co sprzyja ich koloniza-
¢ji. Dodatkowo, wewnatrz mikrokolonii fimbrie ECP
wystepuja tylko wokdt komoérek EPEC, podczas gdy
dluzsze wypustki fimbrialne BFP posiadaja wigkszy
zasieg, wykraczajg poza obszar pojedynczych bakterii
i tworzg strukture podobng do sieci [76].

2.1.4. Rzeski

Oproécz fimbrii udzial w adhezji EPEC biorg rze-
ski. Sa to diugie (ok. 10 um) wypustki biatkowe zbu-
dowane z trzech charakterystycznych czesci: ciatka
podstawowego, haka oraz widkna. Synteza rzgsek
jest zlozonym procesem, wymagajacym obecnosci
okoto 50 roznorodnych bialek, ktére wchodzg w sktad
pojedynczych wypustek lub odpowiadajg za ich pra-
widlowe funkcjonowanie. Ciatko podstawowe jest
odpowiedzialne za ruch rzeski i sklada sie z czterech
pierscieni zakotwiczonych w blonie cytoplazmatycznej
i zewnetrznej. Hak pelni funkeje elastycznego facznika
ciatka podstawowego z wldknem i jest zbudowany
z biatka FIgE. Wi6kno sklada si¢ z lekko spiralnych

rzedow osiowo utozonych monomeréw flageliny, czyli
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biatka FliC. Dystalny koniec widkna jest oplaszczony
czapeczky z biatka FliD [54, 79]. Obecno$¢ rzesek na
powierzchni bakterii umozliwia jej ruch, ktdry jest
niezbedny do rozprzestrzeniania sie wielu patogenow
wewnatrz organizmu gospodarza. Rzeski sg kluczowym
czynnikiem wirulencji m.in. Vibrio cholerae, Salmonella
enterica, Campylobacter jejuni, i Helicobacter pylori.
Wiasciwosci adhezyjne rzesek zostaly potwierdzone
na podstawie wynikoéw badan przeprowadzonych na
szczepach nalezacych do gatunkow Pseudomonas aeru-
ginosa i Clostridium difficile, ktére adheruja do sluzu
poprzez wigzanie mucyn. Rzeski biorg réwniez udziat
w tworzeniu biofilmu przez Stenotrophomonas malto-
philia, E. coli i Aeromonas spp. [28]. Dodatkowo, Zhou
i wsp. [98] wykazali, ze rzeski pelnig funkcje immu-
nomodulujacy, poniewaz indukujg syntez¢ interleu-
kiny 8 (IL-8) w komdrkach nabtonka jelita. Bardziej
szczegolowe badania przeprowadzili Khan i wsp. [50],
ktorzy dowiedli, Ze rzeski silnie aktywuja receptory
TLRS5 (toll-like receptor 5). FliC jest prawdopodobnie
pierwszym i dominujacym bodzcem prozapalnym pod-
czas zakazenia E. coli.

Z badan Giron i wsp. [35] nad zdolnoscig adhezji
szczepéw EPEC wynika, ze kontakt z powierzchnia
nabtonka gospodarza oraz wydzielane przez komorki
eukariotyczne czasteczki sygnalowe prowadzg do induk-
cji syntezy rzesek. Na podstawie przeprowadzonych
doswiadczen badacze sugeruja, ze rzeski sa u EPEC
waznym czynnikiem adhezji do komorek linii HeLa.
Czasteczki pobudzajace ekspresje rzesek, ktore sg pro-
dukowane przez komorki eukariotyczne pozostajg jak
do tej pory nieznane. Podobne wyniki otrzymali Erdem
i wsp. [28], ktorzy wykazali zdolnos$¢ wigzania szcze-
péw EPEC do mucyn, czyli glikoprotein wchodzacych
w sktad $§luzu. Komorki nablonka jelita wytwarzaja sluz,
ktory stanowi pierwsza lini¢ obrony przed bakteriami
chorobotwdrczymi poprzez ograniczanie ich ruchli-
wosci, wigzanie i usuwanie z przewodu pokarmowego
wraz z ruchami perystaltycznymi. W zwigzku z powyz-
szym istnieje poglad, ze mucyny ograniczaja adhezje
szczepow EPEC do komorek nablonka. Antagoni-
styczng hipoteze stawiaja Erdem i wsp. [28], ktoérych
doswiadczenia przeprowadzone na tkankach bydlecych
wykazaly, ze obecnos$¢ rzgsek jest kluczowa podczas
adhezji do komoérek. Mutacje w genie fliC powodowaty
znaczacy spadek adhezji badanych szczepéw, co pod-
kresla istotno$¢ wigzania rze¢sek z mucynami. Na tej
podstawie Erdem i wsp. [28] sugeruja, ze wigzanie §luzu
jest dla szczepow EPEC korzystne. Inni badacze, Cleary
i wsp. [13], cho¢ potwierdzili obecnos¢ rzgsek u adhe-
rentnych szczepéw EPEC, nie stwierdzili ich wptywu na
zdolnos¢ adhezji: pomimo, ze badane szczepy UMD883
(bfpA~ espA~ eae*) i UMD888 (bfpA~ espA~ eae”) byly
urzesione, nie posiadaty zdolnosci adhezji do komérek
linii Caco-2.
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3. System sekrecji typu III

Bezposrednia adhezja do komorek gospodarza
umozliwia patogenom translokacje réznorodnych cza-
steczek efektorowych. Odpowiedzialny za wydzielanie
bialek efektorowych, aparat sekrecji typu III, wystepuje
u EPEC oraz u Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia
spp., Pseudomonas spp., Chlamydia spp. oraz Vibrio
spp. Ze wzgledu na budowe T3SS poréwnywany jest
do ,,molekularnej strzykawki” Kompleks ten posiada
mas¢ ~3,5 MDa i sklada si¢ z zakotwiczonej w $cianie
komdrkowej podstawy oraz struktury podobnej do igly,
ktora rozciaga si¢ do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej
bakterii. ,ITTok strzykawki” przechodzi przez blone
wewnetrzng, przestrzen periplazmatyczng oraz blone
zewnetrzng bakterii. W przypadku EPEC w obrebie
podstawy wyrdznia si¢ pierscien wewnetrzny (Esc],
EscD) i zewnetrzny (EscC) oraz cylindryczny kanat
(Escl), ktory taczy oba pierscienie [65]. Dodatko-
wym elementem systemu sekrecji na poziomie czesci
podstawnej jest aparat eksportu. Jest to wysoce kon-
serwatywna grupa bialek blony wewnetrznej (EscR,
EscS, EscT, EscU, EscV), ktora nadzoruje transport
czasteczek efektorowych poprzez kontrole swoistosci
substratow [1]. W sklad kompleksu ,,igty” wchodzi
wiele kopii bialka EscF, tworzacych cienka rurke,
ktora na dystalnym koncu przechodzi w ostone zbu-
dowang z bialka EspA [91]. Dlugos¢ ,,igly” zalezy od
ilo$ci widkien EspA. Zadaniem tego elementu systemu
sekrecji jest polaczenie bakterii z komdrka gospodarza,
czyli utworzenie mostu, przez ktéry transportowane sg
czasteczki efektorowe [65, 81]. Koncowka ,,igly” stuzy
jako platforma, na ktdérej mocuje si¢ translokon, czyli
struktura odpowiedzialna za przenoszenie czgsteczek
efektorowych przez membrane. Translokon jest zbu-
dowany z biatek przezblonowych (EspB, EspD) two-
rzacych kanat wewnatrz btony komoérki nablonka jelita
[53]. W celu unikniecia przedwczesnych interakcji
pomiedzy transportowanymi czasteczkami a czynni-
kami degradujacymi, powstaja kompleksy efektorow
z biatkami opiekuniczymi. Sg to znajdujace si¢ w bakte-
ryjnej cytoplazmie proteiny o matej masie molekularnej
(<15kDa) i kwasnym odczynie, ktére chronig i stabili-
zuja czasteczki efektorowe oraz regulujg ich wydzielanie
[15]. Na podstawie homologii w sekwencji aminokwa-
sow oraz pelnionej funkcji wewnatrz rodziny biatek
opiekunczych T3SS wyrdzniono 4 klasy (IA, IB, II, III)
[67]. Efektywny transport czasteczek bezposrednio do
komorki gospodarza jest mozliwy dzigki obecnosci
wysoce konserwatywnej ATPazy, ktéra hydrolizuje
ATP. Ze wzgledu na dynamiczne interakcje z wieloma
biatkami (np. EscL i EscQ), Tir oraz ze sktadnikami bto-
nowymi aparatu sekrecji typu III proces hydrolizy ATP
przebiega jednoczesnie z wydzielaniem biatek efekto-
rowych. Szczepy EPEC pozyskujg energie za pomoca

wykazujgcego homologie z F F ATP-azg bialka EscN.
Efektywnos¢ hydrolizy ATP zalezy od obecnosci jonow
Mg** oraz stezenia i struktury oligometrycznej EscN
[3]. Pozyskiwanie energii jest gtdwnym zadaniem EscN,
ale ATP-aza jest rowniez odpowiedzialna za uwalnia-
nie czastek efektorowych z wigzan z biatkami opiekun-
czymi przed wejsciem do ,,igly”. Po rozpadzie komplek-
sow, biatka opiekuncze wracajg do cytoplazmy komorki
bakteryjnej i ulegaja ponownemu wigzaniu z kolejnymi
wydzielanymi czgsteczkami [90].

3.1. Bialka efektorowe EPEC

T3SS transportuje wiele bakteryjnych czynnikéw
wirulencji wprost do cytozolu komérki gospodarza,
co umozliwia bakterii skuteczne zakt6canie procesow
tizjologicznych przebiegajacych w atakowanej komorce
[17]. Geny kodujace bialka efektorowe znajduja sig
zaréwno w obrebie jak i poza LEE. Rodzina czasteczek
efektorowych jest zroznicowana i wykazuje wielokie-
runkowe dziatanie nakierowane na wiekszos¢ struktur
w komorce gospodarza. Dodatkowo, czasteczki efekto-
rowe s3 wielofunkcyjnymi biatkami, ktére mogg ze soba
wspolpracowa¢ w sposob synergiczny lub osiagajac
redundancje [18]. System sekrecji typu III rozpoznaje
efektory na podstawie sekwencji sktadajgcej si¢ z okoto
15-20 reszt aminokwasowych znajdujacych si¢ w obre-
bie regionu N-koncowego. W tym regionie znajduje
sie rowniez sekwencja (miedzy 50 a 150 resztg amino-
kwasowa), ktéra rozpoznaja swoiste biatka opiekuncze.
W przypadku niektorych czasteczek efektorowych (np.
Tir) duze znaczenie w przebiegu prawidlowej sekrecji
i translokacji ma dodatkowo region C-koncowy [17].
W celu osiggniecia zamierzonego efektu hierarchia
transportowanych czasteczek jest $cisle zdefiniowana.
Geny kodujace czasteczki efektorowe ulegaja ekspre-
sji w okreslonym czasie i z odpowiednim nasileniem,
ale na efektywng translokacje czasteczek majg rowniez
wplyw czynniki takie jak: stezenie biatka efektorowego
wewnatrz komorki bakteryjnej, prawidtowe pofaczenie
z biatkiem opiekunczym oraz trwata i wlasciwa adhezja
bakterii do komoérki gospodarza [57].

Pelen zestaw czasteczek efektorowych EPEC jest
prawdopodobnie kodowany przez 21 gendéw oraz co
najmniej 5 pseudogendw (zawierajacych btedy w obsza-
rze kodujagcym). Do bialek efektorowych kodowanych
na LEE zalicza si¢ biatka: Tir, Map, EspB, EspE, EspG,
EspH, oraz EspZ. Wszystkie odkryte tzw. LEE-efektory
posiadaja destrukcyjne dziatanie, ktére w znacznym
stopniu zmienia prawidlowa budowe i funkcje komarek
nablonka jelita cztowieka [18]. W sklad drugiej grupy
czasteczek efektorowych T3SS wchodzg biatka kodo-
wane poza obszarem LEE (tzw. non-LEE effectors),
a ich geny znajduja si¢ na rozproszonych wewnatrz
genomu sze$ciu wyspach patogennosci. Niski odsetek
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glicyny i cytozyny w sekwencji aminokwaséw tych frag-
mentéw DNA oraz sasiedztwo genéw pochodzacych
od profagéw swiadcza o pozyskaniu wysp kodujacych
biatka efektorowe na drodze horyzontalnego przekazu
genow. Czasteczki efektorowe pochodzace spoza LEE
sa bardziej konserwatywne wsrod patogenéw A/E
w poréwnaniu z czasteczkami kodowanymi na LEE,
ktére wykazujg duzg zmiennos¢ [43]. Wiekszos¢ biatek
efektorowych kodowanych poza LEE ma niewyjasniony
mechanizm dzialania wewnatrz komorki gospodarza,
ale sugeruje sig, ze s3 one wymagane do osiagnigcia pet-
nej zjadliwosci EPEC. Dotychczas poznano role m.in.
biatka NleA, hamujacego transport czasteczek pomie-
dzy retikulum endoplazmatycznym a aparatem Gol-
giego w komorce gospodarza, czasteczek efektorowych
NIeE i NleH, ktore aktywuja wrodzona odpowiedz
immunologiczng oraz biatka Esp] odpowiedzialnego
za hamowanie fagocytozy. Podczas zakazenia szczepy
EPEC hamujg aktywnos$¢ uktadu immunologicznego
jelita, co kontrastuje z niedawno poznang rolg NleE
oraz NleH. Poznane czastki efektorowe T3SS dzialaja
przeciwzapalnie, natomiast NleE oraz NleH indukuja
reakcje prozapalne. Ze wzgledu na przeciwstawny efekt
dzialania czgsteczek efektorowych na uktad odpornos-
ciowy gospodarza istnieje hipoteza, ze szczepy EPEC
przejsciowo wzbudzajg, a nastepnie hamujg odpowiedz
prozapalng przed destrukeja ciasnych polaczen miedzy-
komoérkowych [18].

3.2. Intimina

Rozwdj zmian w cytoszkielecie gospodarza jest
poprzedzony $cisla adhezja EPEC do biony enterocytéw.
Za przyleganie bakterii do komoérek gospodarza odpo-
wiada intimina, czyli obecne u wszystkich wirulentnych
szczepow EPEC powierzchowne biatko adhezyjne. Inti-
mina ma mas¢ 94kDa i jest kodowana przez gen eae,
ktéry wchodzi w sktad LEE. Produkt genu eae sklada
sie ze Scisle konserwatywnego regionu zawierajacego
okofo 700 aminokwaséw, wewnatrz ktorego znajduje
sie domena w ksztalcie beta cylindra o wlasciwo$ciach
autotransportera oraz z karboksykoncowego regionu
ztozonego z 280 aminokwasow (Int,, ). Wewnatrz Int,
cysteina w potozeniu 937 (Cys,, ) posiada wlasciwosci
wigzace receptor [31]. Region Int,, sktada si¢ z dwoch
domen immunoglobulinopodobnych oraz z latwo
dostepnej domeny przypominajacej lektyne typu C
[52]. Dotychczas opisano 27 typdw intiminy, poniewaz
domena Int,,  wykazuje wysoki stopien zr6znicowania.
Najczesciej wystepujace typy intiminy to: a, 3, y, d oraz &
[30, 94]. Intimina o jest charakterystyczna dla szczepow
nalezacych do klonu 1 (posiadajacych antygen rzgskowy
Hé6), intimina  wystepuje u szczepéw klonu 2 (posiada-
jacych antygen rzeskowy H2), intimina y ulega ekspresji
u szczepow serotypu O55:H7. Dodatkowo przypuszcza
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sie, ze rézne warianty intiminy s3 odpowiedzialne za
zroznicowany tropizm tkankowy prezentujgcych je
szczepow E. coli [32,69, 97]. Co wigcej istnieja dowody
na to, ze intimina wiaze réwniez receptory inne niz Tir,
obecne na powierzchni komoérek gospodarza, w tym
B,-integryny oraz nukleoling [36, 82].

3.3. Tir

Receptor Tir dla intiminy (niefimbrialnej adhe-
zyjny blony zewnetrznej EPEC) jest biatkiem o masie
78 kDa kodowanym na LEE przez gen tir. Byl to pierw-
szy odkryty receptor bakteryjny, ktory jest wbudowany
w btong plazmatyczng komoérki eukariotycznej na sku-
tek ,wstrzykniecia” przez T3SS. Przed wlasciwg translo-
kacja dochodzi do powstania przejsciowego kompleksu
Tir z jego bialkiem opiekunczym CesT, ktory nastepnie
rozpada si¢ i umozliwia wbudowanie receptora w blone
komoérkowa gospodarza. Tir zawiera dwie domeny
transblonowe oraz centralng domene¢ wystajacg poza
komorke i tworzy tzw. ,spinke do wltoséw”. Domeny
amino- i karboksykoncowe Tir sg zakotwiczone w cyto-
plazmie i ulegaja interakcji z biatkami gospodarza.
Odcinek C-koncowy zawiera wiele reszt tyrozyno-
wych, treoninowych i serynowych, ktére potencjal-
nie moga ulega¢ fosforylacji. Po fosforylacji treoniny
i seryny dochodzi do zwigkszenia masy czgsteczkowe;j
Tir do 90kDa [49]. Intimina wigze si¢ z wysoce kon-
serwatywng czescig centralng Tir, czyli z pozakomor-
kowa petla ,,spinki” [16, 38, 87]. Przylaczenie intiminy
indukuje oligomeryzacje Tir w blonie plazmatyczne;j
komorki gospodarza bezposrednio pod przylegajaca
bakterig, co jest sygnalem do fosforylacji tyrozyny
w domenie C-koncowej. Za proces fosforylacji tyro-
zyny w potozeniu 474 (Y474) oraz 454 (Y454) odpowie-
dzialna jest kinaza c-Fyn z rodziny Src oraz kinazy nale-
zace do rodziny Abl, ktore przejsciowo wigza sie z Tir
[70]. Fosforylacja tyrozyny jest sygnalem do rekrutacji
bialek adaptorowych Nckl i Nck2, ktdre pelnig role
aktywatorow procesu polimeryzacji aktyny. Proces ten
zalezy od biatka N-WASP, nalezacego do rodziny biatek
syndromu Wiskott-Aldrich (Wiskott-Aldrich syndrome
protein, WASP) [10]. Czynnik N-WASP jest odpowie-
dzialny za aktywacje bialek Arp2/3 spokrewnionych
z aktyna (actin related proteins 2/3), ktére sg niezwykle
istotne w nukleacji de novo monomerdéw F-aktyny [11].
Opisana powyzej kaskada reakcji prowadzi ostatecznie
do powstania struktur podobnych do piedestatu, czyli
nagromadzenia si¢, tuz pod przylegajacymi bakteriami,
widkien spolimeryzowanej F-aktyny, a-aktyniny, taliny,
ezryny, waliny oraz lekkich tancuchéw miozynowych
[22]. Nasilenie procesu tworzenia piedestatu zalezy od
warunkoéw, w jakich znajdujg sie zakazone komorki
nablonka. Badania in vivo i ex vivo wykazuja mniejsza
zdolnos¢ EPEC do tworzenia tych struktur w poréw-
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naniu z komoérkami hodowanymi in vitro [29]. Dodat-
kowo, badania ex vivo dowiodly, ze fosforylacja Tir
jest nieistotna podczas kolonizacji ludzkiego nablonka
jelita, a aktywacja kompleksu N-WASP jest niezalezna
od Nck. Powstawanie zmian A/E ex vivo wydaje si¢ by¢
bardziej zlozone niz w przypadku badan prowadzonych
na liniach komérkowych, poniewaz w komorkach jelita
wystepuje wiecej roznorodnych biatek, ktore przypusz-
czalnie moga uczestniczy¢ w tym procesie [80].

Intimina i Tir sg kluczowymi czynnikami wirulen-
cji EPEC, poniewaz biorg aktywny udzial w procesie
kolonizacji i rozwoju zakazenia, cho¢ rola polimeryzacji
aktyny nie zostala do konca wyjasniona. Kaskady reak-
¢ji prowadzace do polimeryzacji aktyny sa nieistotne
podczas tworzenia zmian A/E, tym nie mniej znacz-
nie wplywaja na dopasowanie si¢ patogenu i skuteczng
kolonizacj¢. Bakterie wykorzystujg ruchliwos¢ piede-
staléow aktynowych (wydluzanie si¢ i skracanie) do
poruszania sie po powierzchni nabtonka oraz rozprze-
strzeniania komorek potomnych [77]. Wspolpraca Tir
z innymi bialkami efektorowymi moze mie¢ dodatkowy
wplyw m.in. na pofaczenia miedzykomoérkowe oraz na
zdolno$¢ inwazji EPEC.

3.4. Destrukcja potaczen miedzykomorkowych

Komorki nabtonka potgczone s3 za pomocy cias-
nych polaczen, ktdre sktadaja sie z kilku rodzajow biatek
(gtéwnie klaudyny i okludyny). Polgczenia miedzyko-
morkowe zapewniajg integralnos¢ nablonka i zapobie-
gaja przypadkowym odksztalceniom lub rozluznieniu
sie przestrzeni pomiedzy pojedynczymi komoérkami.
Tkanka nablonkowa stanowi przede wszystkim bariere
ochronna, w ktdrej ciasne polaczenia blokujg przeptyw
molekul przez przestrzen pomiedzy sgsiadujacymi ze
sobg komorkami. Zaburzenia w tym obszarze nablonka
prowadza do zmian przepuszczalnosci i prawdopodob-
nie przyczyniaja do rozwoju biegunki [19, 52]. Klu-
czowa w procesie destrukgji ciasnych potaczen jest inti-
mina oraz dwa bialka efektorowe: EspF i Map. Wplyw
intiminy polega na kontrolowaniu efektoréow i efekt ten
jest niezalezny od Tir, co sugeruje jej zdolno$¢ wigza-
nia z receptorami komorek gospodarza. Sugeruje sie, ze
bakterie mogg regulowa¢ dziatanie czasteczek efektoro-
wych wewnatrz komorek gospodarza w sposob zalezny
i niezalezny od Tir. EspF oraz Map dzialaja zdecydowa-
nie skuteczniej jesli dziatajg synergicznie, cho¢ domi-
nujaca role odgrywa Map [19].

3.5. Zdolno$¢ inwazji i unikanie fagocytozy

Szczepy EPEC, ktore wykazuja ekspresje EspT indu-
kujg przebudowe powierzchni nablonka i wykazujg
zdolno$¢ inwazji [8]. Tworzenie charakterystycznych
marszczen blony cytoplazmatycznej komorek nabtonka
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i lamellipodiow jest procesem wykorzystywanym przy
inwazji takich patogennych bakterii jak Salmonella
spp. czy Shigella spp. [66, 68]. Biatko EspT nalezy do
grupy efektorow WxxxE, czyli do biatek wykazujacych
funkcje GTPaz. Modulowanie cytoszkieletu komorki
gospodarza przez EspT jest mozliwe dzigki aktywacji
bialek Racl, Cdn42 (nalezacych do rodziny biatek Rho)
oraz Wawe?2 (z rodziny WASP). Gtéwng rolg biatek Rho
jest regulowanie organizacji specyficznych filamentéw
F-aktyny, a Wawe2 posiada zdolnos¢ aktywacji Arp2/3.
Szereg reakgji przebiegajacych na skutek dziatania EspT
prowadzi ostatecznie do powstania w bfonie plazma-
tycznej komorki gospodarza pecherzykéw makropi-
nocytarnych, ktére umozliwiajg patogenom inwazje.
Bakterie, ktore wnikaja do wnetrza komoérek gospo-
darza lokalizujg si¢ wewnatrz wakuoli ECV (E. coli
- containing vacuoles). Na tym etapie rola Tir polega na
polimeryzacji aktyny i tworzeniu piedestatéw dookota
wakuoli, co jest wymagane do wewnatrzkomoérkowego
przezycia (unikniecia fagocytozy) i replikacji bakterii
[8]. Zatem, w przypadku szczepdw posiadajacych zdol-
no$¢ inwazji, polimeryzacja aktyny zalezna od Tir jest
niezbedna do rozwoju zakazenia. Szczepy EPEC, ktére
nie posiadaja wyzej wymienionych determinant inwa-
zji pozostaja poza komoérka gospodarza. Wewnatrzko-
morkowa degradacja patogenu jest skuteczna metoda
walki z patogenami i stuzy, jako pierwsza linia obrony
organizmu gospodarza. Dzialanie biatka EspH obniza
skuteczno$¢ fagocytozy przez makrofagi podczas
zakazenia EPEC, poniewaz biatko to zakl6ca dziatanie
bialek Rho, hamujac ich czynnik regulatorowy GEF
(guanine nucleotide exchange factor). Hamowanie
GEF zapobiega aktywacji GTPazy oraz istotnej podczas
fagocytozy polimeryzacji aktyny. Badania przeprowa-
dzone na linii komoérkowej HeLa wykazaly, ze EspH
powoduje zaokraglenie komorek na skutek znacznych
zniszczen wewnatrz struktury cytoszkieletu aktyno-
wego 1 prowadzi do ich odrywania od powierzchni
naczynia hodowlanego [22]. Inne dzialanie wykazuje
biatko przezblonowe wchodzace w sktad translokonu
(EspB), ktore zapobiega interakcji miozyny z aktyna.
Zaburzenia w budowie aktomiozyny réwniez prowadza
do zahamowania fagocytozy [44]. Dodatkowo, komorki
bakteryjne, ktore nie uleglty wczesniejszej opsonizacji
moga przy pomocy EspF broni¢ si¢ przed makropino-
cytozg oraz transcytoza przez komoérki M w nablonku
jelita. Jest to mozliwe, poniewaz EspF hamuje kinaze
fosfoinozytydu (PI3K) w komorce gospodarza, co
skutkuje defosforylacja wielu bialek i reorganizacja
F aktyny [12, 56]. W przypadku immunofagocytozy
(opsonofagocytozy) w pierwszym etapie dochodzi do
opsonizacji bakterii przez IgG lub skfadnik dopelniacza
C3b. Wykorzystanie Esp] umozliwia szczepom EPEC
blokowanie receptoréw (FcyR i CR3), czyli elemen-
tow wiazacych opsoniny [55]. Ten szeroki wachlarz
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wykorzystywanych strategii umozliwia bakteriom za-
réwno unikanie pochlaniania przez komorki zerne, jak
i skuteczne rozwijanie zakazenia poza lub wewnatrz
komorek gospodarza.

4. Wplyw EPEC na apoptoze komérek gospodarza

Zdolnos¢ dynamicznego modulowania przezywa-
nia zakazonych enterocytéw jest unikalng cechg EPEC.
Jest to mozliwe dzigki aktywnosci réznych czasteczek
efektorowych na poszczegolnych, postepujacych po
sobie etapach zakazenia [74]. W poczatkowej fazie
zakazenia EPEC hamujg apoptoze komorek nabtonka,
zapobiegajac w ten sposob zluszczaniu komorek na
szczycie kosmkow, a tym samym usunigcie przyle-
gajacych do nich bakterii. [89]. EspZ jest bialkiem
zfozonym z 98-100 aminokwasow, ktore jest wydzie-
lane przez T3SS we wczesnym etapie zakazenia. Jego
dzialanie polega na hamowaniu wewnetrznej drogi
apoptotycznej komorek nablonka jelita, co umozliwia
pateczkom E. coli adhezje do powierzchni komorki
gospodarza i wstrzykiwanie czastek efektorowych
[74]. Innym biatkiem efektorowym odpowiedzialnym
za hamowanie §mierci komdrek gospodarza jest NleH,
biatko nalezace do grupy efektoréw kodowanych poza
LEE. Bialko NleH jest homologiem OspG Shigella
spp. i blokuje apoptoze stymulowang przez staurospo-
ryne, brefeldyne A i tunikamycyne. Smieré komérek
gospodarza jest jednak pozadana w p6éznym stadium
zakazenia EPEC, gdyz prowadzi do zaburzenia funk-
cji bariery jelita i zwigkszenia jej przepuszczalnosci na
skutek uszkodzenia ciasnych potaczen miedzykomor-
kowych. Jednym z czynnikéw indukujacych apoptoze
jest biatko EspF zlozone z 206 aminokwaséw, ktore
w swoim skladzie zawiera trzy, prawie identyczne
sekwencje bogate w proline. Dzialanie EspF dotyczy
gltéwnie mitochondrialnej drogi apotozy, czyli prowa-
dzi do zmiany ksztaltu i zaburzenia przepuszczalnosci
blony mitochondrialnej, uruchomienia kaspazy 9 oraz
3, a nastgpnie uwolnienia cytochromu ¢ z mitochon-
driéw [62]. EspF jest typowa wielofunkcyjng czasteczka
efektorowg aparatu sekrecji typu III, co oznacza, ze
poza wplywem na mitochondria wykazuje réwniez
aktywnos$¢ wobec innych struktur komérkowych. Inter-
akcje EspF z réznymi biatkami gospodarza powoduja
m.in.: zacieranie mikrokosmkoéw, rozluznienie ciasnych
polaczen miedzykomdrkowych oraz zahamowanie
transportu jonoéw przez blone [19, 20, 37]. Poza EspF
za indukowanie apoptozy jest odpowiedzialny rowniez
czynnik Cif (cycle inhibiting factor), kodowany przez
profaga A, a nastepnie wbudowywany do DNA bak-
terii w poblizu operonu Bio i wstrzykiwany do komoérki
gospodarza za posrednictwem T3SS. Cif hamuje cykl
komoérkowy, poniewaz pod wplywem indukcji nieod-
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wracalnego efektu cytopatycznego w komorce eukario-
tycznej gromadzi si¢ nieaktywna forma kinazy zaleznej
od cykliny 1 (Cyclin-dependent kinase 1, Cdk1), ktéra
uniemozliwia postep cyklu komoérkowego [45].

5. Inne systemy sekrecji EPEC

Bakterie Gram-ujemne, w tym E. coli, wykorzystuja
tzw. systemy sekrecji do translokacji réznorodnych bia-
tek z cytoplazmy mikroorganizmu do wnetrza komorki
gospodarza. Wiedza na temat wykorzystywania syste-
mow sekrecji typu II (T2SS) oraz V (T5SS) przez szczepy
EPEC jest jak dotychczas ograniczona w poréwnaniu do
najlepiej poznanego systemu wydzielania T3SS.

T2SS sktada si¢ z co najmniej 12 biatkowych pod-
jednostek budujacych aparat sekrecji, ktory na
powierzchni blony zewnetrznej bakterii tworzy struk-
ture podobng do pseudofimbrii. Mechanizm dzia-
tania tego typu sekrecji zalezy od bialek Sec lub Tat,
bioragcych aktywny udzial w transporcie wydzielanego
biatka efektorowego do przestrzeni periplazmatycznej.
W nastepnym etapie kompleksy biatka z czgsteczkami
Sec lub Tat rozpadaja si¢ i bialko efektorowe w for-
mie pofaldowanej transportowane jest przez T2SS do
wnetrza komorki gospodarza. Szczepy EPEC wyka-
zujg ekspresje T2SS . -, ktory jest wysoce konserwa-
tywny i wystepuje rowniez u innych patogrup E. coli
tj.. EAEC, ETEC, EIEC oraz EHEC. Badania Baldi
i wsp. [6] wykazaly, ze T2SS jest istotnym czynnikiem
wirulencji zaangazowanym w proces dojrzewania bio-
filmu EPEC, poniewaz mutanty pozbawione T2SS
w przeciwienstwie do szczepow dzikich rozwijaja bio-
film tylko do etapu zwiazanego z powstaniem mikro-
kolonii. Gléwnym substratem T2SS jest lipoproteina
SsIE (secreted and surface-associated lipoprotein from
E. coli), ktéra w wyniku sekrecji zostaje zakotwiczona
w blonie gospodarza. SsIE prawdopodobnie wptywa na
tworzenie biofilmu, gdyz moduluje interakcje pomie-
dzy komodrkami oraz komoérkami a powierzchnig, na
ktdrej powstaje biofim. Dodatkowo, Baldi i wsp. [6]
udowodnili, ze wplyw T2SS oraz SsIE na patogeneze
zakazen wywolywanych przez szczepy EPEC jest nie-
zalezny od obecnosci LEE.

Inny mechanizm dziatania, w odréznieniu od T2SS,
jest wykorzystywany w przypadku systemu autotrans-
porterowego T5SS. Bialka efektorowe T5SS s3 nazy-
wane autotransporterami, poniewaz wydzielane biatka
nie wymagaja dodatkowego aparatu wspomagajacego
ich sekrecje do peryplazmy przez blone zewnetrzng.
Czasteczka bedaca autotransporterem jest syntezowana
jako biatko prekursorowe, w ktérym domena C-termi-
nalna tworzy w blonie zewnetrznej kanatl stuzacy do
transportu domeny wewnetrznej, czyli ,,pasazerskiej”
W kolejnym etapie na powierzchni komarki dochodzi
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do uwolnienia przetransportowanej domeny N-kon-
cowej do $rodowiska zewnatrzkomdrkowego na dro-
dze proteolizy [39]. Szczepy EPEC wykorzystuja T5SS
do translokacji cytotoksyny EspC, ktdra jest biatkiem
o masie 110 kDa kodowanym przez druga wyspe pato-
gennosci EPEC. Regulacja ekspresji genu espC kodu-
jacego toksyne EspC zalezy od regulatora Ler, ktory
kontroluje ekspresje czasteczek efektorowych T3SS.
Dodatkowo, Vidal i Navarro-Garcia [88] zaobserwo-
wali kooperacje systemow wydzielania. T5SS uczestni-
czy w sekrecji EspC do $rodowiska zewnatrzkomorko-
wego, a jej translokacja do wnetrza komoérki gospodarza
zachodzi przy pomocy T3SS. Reasumujac, mechanizmy
sekrecji biatek odgrywajg kluczows role w patogenezie
EPEC, gdyz umozliwiajg licznym biatkom efektorowym
czesciowe uszkodzenie komorki gospodarza lub prowa-
dzenie do ich apoptozy.

6. Typowe i atypowe EPEC

W 1995 roku szczepy EPEC zostaly podzielone na
dwie grupy: typowe (tEPEC) i atypowe (aEPEC). Podzial
ten opiera sie na obecnosci plazmidu EAF u tEPEC oraz
jego braku w przypadku aEPEC [46]. Bardziej szcze-
gotowa definicja aEPEC okresla, ze szczepy nalezace
do tej grupy nie posiadajg fimbrii BFP oraz nie pro-
dukuja toksyny Shiga, ale powoduja charakterystyczne
zmiany histopatologiczne A/E i naleza do klasycznych
lub innych serotypéw nietypowych dla EPEC. Ekspresja
fimbrii BFP u tEPEC wigze si¢ ze zlokalizowanym typem
adhezji LA (localised adherence), ktory charakteryzuje
sie obecnoscig skupisk mikrokolonii bakterii przy jed-
nym lub obu biegunach komérki. Obecno$¢ mannozy
nie hamuje autoagregacji oraz fenotypu LA, co jedno-
czesnie wyklucza udziat fimbrii typu 1 w procesie adhe-
zji. Fenotyp LA mozna obserwowac zaréwno in vitro
w tescie adhezji do komorek linii HEp-2 lub HeLa jak
i in vivo w bioptatach blony sluzowej jelita osob zakazo-
nych EPEC (Rys. 2). Ze wzgledu na duza heterogennoé¢
aEPEC ich typy adhezji mogg by¢ rézne w zaleznosci od
szczepu, tj.: zlokalizowany, podobny do zlokalizowanego
LAL (localised adherence like), rozsiany DA (diffuse
adherence), agregacyjny AA (aggregative adherence)
lub szczepy te moga nie wykazywa¢ mannozo-opornej
adhezji do komérek NA (non adherent) [83]. Fenotyp
LAL wystepuje najczesciej wsrod aEPEC i jest rozpozna-
wany na podstawie obecnosci nielicznych mikrokolo-
nii bakteryjnych o luznej strukturze, ktore powstaja po
wydluzonej inkubacji aEPEC z komoérkami nablonka
(Rys. 2). Sugeruje sie, ze szczepy prezentujace LAL moga
wywolywac biegunke. Zréznicowanie szczepéw aEPEC
dotyczy réwniez profilu genetycznego, obejmujacego
odmienne kombinacje genéw kodujacych czynniki
chorobotworczosci. Biorgc pod uwage wystepowanie
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Rys. 2. Typy adhezji enteropatogennych szczepdw Escherichia coli
do komorek linii HEp-2: a) zlokalizowany (AA), b) podobny do
zlokalizowanego (LAL)

wielu genéw wirulencji na ruchomych elementach
genetycznych, w tym plazmidach, wyspach patogen-
nosci i transpozonach, obecnos¢ w genomie aEPEC
genow pochodzacych od innych patogendow jelitowych
prawdopodobnie nastgpita w wyniku horyzontalnego
transportu gendw. Co wigcej, czes$¢ szczepéw aEPEC
moze powstawac na skutek utraty gendw, np. rodziciel-
ski szczep tEPEC po utracie plazmidu EAF lub EHEC,
ktory zgubit geny odpowiedzialne za kodowanie toksyny
Shiga staje si¢ szczepem aEPEC [40]. Podsumowanie
charakterystycznych cech typowych i atypowych szcze-
péw EPEC przedstawiono w tabeli I.
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Tabela I
Roéznicowanie typowych i atypowych szczepéw EPEC

Cecha

Typowe EPEC

Atypowe EPEC

Najczesciej izolowane serotypy

0O55:H6, O55:NH, 086:H34, O119:H6,
127:H6, O127:H40, O142:H6, O14:H34

026:H11, O55:H7, O55:H34, O86:H8,
O111:H25, O119:H2

Zmiany A/E +
Plazmid EAF -
Toksyna Shiga - -
Wyspa patogenno$ci LEE + +
Typ adhezji (do komoérek Hep-2/ HeLa) LA LA/LAL/DA/AA/NA

Regulacja ekspresji genow

Per, Ler, Quorum sensing

Ler, Quorum sensing

Rezerwuar

ludzie

ludzie, zwierzeta

Legenda: A/E - attaching and effacing tj. przyleganie i zacieranie struktury mikrokosmkéw; EAF — EPEC adherence factor tj. plazmid, ktory niesie geny
kodujace fimbrie BFP i regulator Per; LEE - the locus of enterocyte effacement tj. wyspa patogennosci kodujaca czynniki niezbedne w indukowaniu zmian
A/E; LA - zlokalizowany typ adhezji (localized adherence), LAL - adhezja podobna do zlokalizowanej (localised adherence like), DA - rozsiany typ adhezji
(diffuse adherence); AA - agregacyjny typ adhezji (aggregative adherence); NA - brak zdolno$ci mannozo-opornej adhezji (non adherent); Per — Plasmid
encoded regulator tj. regulator transkrypcyjny kodowany na plazmidzie EAF; Ler - LEE-encoded regulator tj. gtéwny regulator transkrypcyjny LEE

Przez wiele lat, tEPEC uwazano za gtéwny patogen
niemowlat w krajach rozwijajacych sig, ale badania
epidemiologiczne przeprowadzane w ostatnim czasie
sugerujg wzrost liczby izolowanych szczepéw aEPEC
zaréwno w krajach rozwijajacych sig jak i rozwinietych
[63]. Udzial aEPEC w biegunce jest nierozstrzygniety,
gdyz niektore badania wykazuja jednakowa czestosé
izolacji aEPEC od 0s6b zdrowych jak i chorych [84, 95].
Badania, ktore ujawniajg zwigzek aEPEC z wystepowa-
niem biegunki réznig sie pod wzgledem sugerowanego
przebiegu zakazenia, ktory okreslany jest jako ostry lub
przewlekly [2, 4, 33, 61]. Rozw6j przewleklej biegunki
po zakazeniu aEPEC jest przypuszczalnie spowodo-
wany hamowaniem apoptozy enterocytéw i zdolnoscia
tych szczepéw do dlugotrwalej kolonizacji nablonka
jelita. Przewlekta biegunka u dzieci moze prowadzié
do zaburzen w prawidlowym rozwoju, co szczegélnie
dotyczy niemowlat w krajach rozwijajacych si¢ [61].

Czlowiek jest jedynym rezerwuarem dla szczepow
tEPEC, natomiast aEPEC wystepuja rowniez u zwierzat
dzikich oraz domowych. Patogenne szczepy izolowane
od zwierzat moga naleze¢ do serotypéw (m.in. O26,
0103, 0119, 0128, 0142), ktdre charakteryzuja szczepy
chorobotwoércze dla ludzi. Dodatkowo, przy pomocy
nowoczesnych metod molekularnych (MLST, PFGE)
wykazano bliskie pokrewienstwo szczepéw aEPEC izo-
lowanych od ludzi i zwierzat, co sugeruje, ze zwierzeta
mogg stanowi¢ zrodlo zakazenia dla ludzi [14, 60].

7. Podsumowanie

Najwieksza przeszkoda w kompleksowym zrozu-
mieniu patomechanizméw dziatania szczepéw EPEC
jest brak odpowiedniego modelu zwierzecego. Badania
przeprowadzone w ostatnich latach znacznie pogle-
bity nasza wiedz¢ na temat interakcji pomiedzy EPEC

a komorkami gospodarza. Niemniej jednak, zakaze-
nia te nie ograniczaja sie¢ do jednego typu komorek
i powinny by¢ rozwazane bardziej kompleksowo, tzn.
w odniesieniu do catego organizmu gospodarza. Dodat-
kowym ograniczeniem jest brak zdolnosci wywotywa-
nia biegunki przez szczepy EPEC patogenne dla ludzi
u zwierzat laboratoryjnych (z wyjatkiem noworodkow
makakéw) [48]. Stad, nierzadko w badaniach pato-
genezy zakazen szczepami EPEC wykorzystywane sa
inne, chorobotwdrcze patogeny indukujace w nablonku
jelita zmiany typu A/E. Citrobacter rodentium (pato-
gen mysi) wywoluje zmiany A/E i wykazuje wiele cech
wspdlnych ze szczepami EPEC, ale istnieje zbyt duza
réznica pomiedzy organizmem czlowieka oraz myszy,
by moéc uznaé ten model za wlasciwy. Dodatkowo,
C. rodentium kolonizuje jelito grube, podczas gdy
EPEC jelito cienkie, a skutkiem zakazenia zdecydowa-
nie czedciej jest przerost nablonka jelita niz biegunka
[23]. Szczepy REPEC wywolujg u krélikéw zakazenie
obejmujace jelito cienkie, podczas ktérego wystepuje
biegunka. W tym przypadku réznica pomiedzy oboma
patogenami dotyczy gtéwnie charakterystycznego typu
adhezji, gdyz szczepy tEPEC posiadaja zlokalizowany,
natomiast REPEC rozsiany typ adhezji [58]. Szczepy
aEPEC sg izolowane od réznych gatunkéw zwierzecych,
ale w przypadku tEPEC liczba organizméw, ktéra moze
by¢ potencjalnym Zrédlem izolatéw jest ograniczona.
W zwigzku z tym, badania na ochotnikach lub ssa-
kach naczelnych powinny by¢ prowadzone na szersza
skale w celu dokladnego poznania patogenezy zakazen
EPEC. Metodologia badann powinna skupia¢ si¢ na
szczegotowym poznaniu odpowiedzi immunogicznej
organizmu cztowieka na antygeny EPEC, co w przy-
szto$ci umozliwi stworzenie odpowiedniej szczepionki,
ktéra mogloby zminimalizowa¢ wysoka $miertelno$¢
wsrdd dzieci spowodowang zakazeniami EPEC [23].
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Microbial cellulose utilization

Abstract: Lignocellulosic biomass, consisting of lignin, cellulose and hemicellulose, can be utilized as a substrate in the production of
biofuels. Before application, lignocellulosic material requires preliminary treatment. Biological pretreatment, which can be an alternative
to the physical and chemical methods, is based on the activity of microorganisms, mainly bacteria and fungi. They produce cellulolytic
enzymes, cellulases, which can effectively degrade lignocellulosic biomass and other materials containing cellulose. At least three major
groups of cellulases are involved in the hydrolysis process: endoglucanases, exoglucanases and p-glucosidases. Various types of cellulases
exist in a free form or as complexes, known as cellulosomes. In order to increase the activity, cellulolytic enzymes can be modified by
means of genetic engineering. The final results are intended to increase the efficiency of hydrolysis of lignocellulosic biomass and thus the
process of biochemical changes in the context of biofuel production.

1. Introduction. 2. Characteristics of cellulose. 3. Cellulolytic microorganisms. 4. Cellulolytic enzymes. 4.1. Classification of cellulolytic
enzymes. 4.2. Operating principles of free and complexed cellulolytic enzymes. 4.3. Molecular biology and genetic engineering of cellulases.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach zaobserwowano wzrost zainte-
resowania pozyskiwaniem przyjaznej dla $rodowiska
energii otrzymywanej z biopaliw uzyskanych z biode-
gradowalnych materiatéw. Uwzgledniajac aspekty eko-
nomiczne, substraty takie maja by¢ przede wszystkim
tanie i przyjazne dla srodowiska a uzyskane biopaliwa
takie jak biogaz czy bioetanol, zapobiega¢ rozwojowi
problemoéw zwigzanych z ochrona $rodowiska [78].

Jednym z najwazniejszych substratow wykorzysty-
wanych do produkcji biopaliw jest biomasa ,,lignino-
celulozowa’, ktora jest szeroko rozpowszechniona
i fatwo dostepna. Ligninoceluloza jest gtéwnym sktad-
nikiem $ciany komorkowej roslin i sklada sie z trzech
polimeréw: celulozy, hemicelulozy i ligniny, powia-
zanych ze sobg za pomocyg wigzan kowalencyjnych
i innych [8]. W roslinach masa ligninocelulozowa
wystepuje gtéwnie w lisciach, fodygach i pedach. Zr6d-
fem ligninocelulozy w procesie produkeji biopaliw sa
nie tylko roéliny energetyczne takie jak: kukurydza, ryz,
rzepak, sorgo, trawy, ale takze réznego rodzaju odpady
przemystowe i rolnicze [27]. Przyktadowe zawartosci
celulozy, hemicelulozy i lignin w réznych odpadach
i zrédlach biomasy przedstawione sg w tabeli I [85].

Wysoka wartos¢ ligninocelulozy, jako substratu
w procesach pozyskiwania biopaliw zwigzana jest z jej
powszechnym wystepowaniem wsrdd roélin, niska ceng
uzyskiwania energii, kosztem pozyskiwania substratu,
niewielkg toksycznoscig oraz mozliwosci uzycia surow-
cow odpadowych [34].

Wykorzystujac szerokie i réznorodne grupy mikro-
organizméw majace zdolnosci do rozkladu ligninocelu-
lozy w procesach m.in. fermentacji alkoholowej, meta-
nowej oraz procesach kompostowania nastapit znaczacy
postep badan, oraz rozwoj gospodarki, zwigzany z pozy-
skiwaniem biopaliw na drodze degradacji, a doktadnie
na etapie hydrolizy, biomasy ligniocelulozowe;j.

Celuloza, jako gléwne zrédio wegla stanowi blisko
50% wartosci substancji, wytworzonej w procesie foto-
syntezy [3]. Dla mikroorganizméw wykorzystujacych
biomase ligninocelulozowsy, celuloza jest sktadnikiem
odzywczym, natomiast dla czlowieka mikroorganizmy
celulolityczne moga stanowi¢ istotny $rodek do pozy-
skiwania biopaliw i w nastepstwie energii, na drodze
przemian biochemicznych.

W niniejszej pracy dokonano przegladu dotychcza-
sowej wiedzy na temat rozkladu celulozy przez mikro-
organizmy celulolityczne, umozliwiajace degradacje
biomasy ligninocelulozowej. W pracy opisano aspekty

* Autor korespondencyjny: Pracownia Analizy Skazeri Srodowiska, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1,
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Tabela I
Przyktadowe procentowe zawartoéci celulozy, hemicelulozy i ligniny w réznych odpadach
i zrédtach biomasy

Procentowa zawarto$¢ weglowodanéw w suchej masie
Materiat ligninocelulozowy ; .
Celuloza Hemiceluloza Lignina

Lisciaste todygi 45-50 25-35 25-35
Drewniane todygi 40-55 24-40 18-25
Liscie 15-20 80-85 0
Trawy 25-40 35-50 10-30
Rzepak 27,30 20,50 14,20
Kolby kukurydzy 32,3-45,6 39,8 6,7-13,9
Stoma kukurydziana 35,1-39 20,7-24,6 11-19,1
Stoma pszenna 35-39 22-30 12-16
Stoma jeczmienna 36-43 24-33 6,3-9,8
Stoma sorgo 32-35 24-27 15-21
Stoma ryzowa 29,2-34,7 23-259 17-19
Stoma owsiana 31-35 20-26 10-15
Bambus 49-50 18-20 23
Lupiny orzechéow 25-30 25-30 30-40
Wilosy nasion bawelny 80-95 5-20 0
Odpady z hodowli trzody chlewnej 6 28 0
Obornik bydlecy 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7
Pierwotne odpady $ciekowe 8-15 0 24-29
Papier celulozowy 85-99 0 0-15
Gazeta 40-55 24-39 18-30

taksonomii drobnoustrojéw celulolitycznych, enzy-
matyki (w tym biologii molekularnej oraz inzynierii
genetycznej enzymow celulolitycznych), mikrobiologii
przemystowej oraz biotechnologii procesu hydrolizy
materiatu roslinnego.

2. Charakterystyka celulozy

Gléwnym skladnikiem biomasy ligninocelulozo-
wej jest celuloza, w mniejszym stopniu hemiceluloza
oraz lignina [3]. Hemiceluloza to heteropolimer skfa-
dajacy si¢ gtownie z pentoz (D-ksylozy, D-arabinozy)
oraz heksoz (D-mannozy, D-glukozy, D-galaktozy).
Lignina, to polimer, ktérego monomerami sg zwigzki
organiczne bedace pochodnymi alkoholi fenolowych
(alkohol koniferylowy, synapinowy i kumarylowy).
Ligniny, ze wzgledu na ich strukture, cechuje wysoka
oporno$¢ na rozklad, tym samym stanowig bariere
fizycznochemiczng dla degradacji celulozy.

Celuloza jest nierozgalezionym polisacharydem,
ktorego tancuchy zawieraja od 3000 do 14000 reszt
D-glukozy polfaczonych wigzaniami f-1,4 glikozydo-
wymi [3]. Czasteczki celulozy (ok. 30 fragmentow)
montowane s3 w duze jednostki — wtokna elementarne
(protofibryle), ktdre sg pakowane w wigksze struktury

zwane mikrofibrylami, te z kolei sg sktadane do znanych
powszechnie wtokien celulozowych. Utozone réwnole-
gle widkna celulozowe stabilizowane sg poprzez liczne
wigzania wodorowe wystepujace pomiedzy sasiednimi
grupami hydroksylowymi, co prowadzi do powstania
obszaréw krystalicznej struktury celulozy. Ponadto
wplyw na tak solidng konstrukcje widkien celulozy
maja odzialywania Van der Waalsa, ktére wynikaja
ze specyfiki geometrii krétkich wigzann wodorowych
wegiel-wodor. Ze wzgledu na faczny efekt wspomnia-
nych wigzan, umozliwiaja odpowiednig konformacje
i duza stabilnos¢ czgsteczkom polimeru. Liczba wigzan
zmniejsza si¢ podczas hydrolizy celulozy prowadzone;j
przez mikroorganizmy celulolityczne, co powoduje
zwigkszenie si¢ odstepéw miedzy jej czasteczkami,
zmiany konformacji i tworzenie amorficznych regionéw
czasteczki celulozy. Poszczegdlne skladowe mikrofibryl
krystalicznej formy celulozy, pakowane s3 wystarczajaco
$cisle, aby zapobiec penetracji nie tylko przez rézno-
rodne enzymy, ale nawet mate czasteczki, takie jak woda
[68]. Oprocz regiondw krystalicznych i amorficznych,
wiokna celulozowe zawieraja rézne nieprawidlowosci
np. zalamania, skrety mikrofibryl lub puste przestrze-
nie, czyli mikropory. Catkowita powierzchnia wiékna
celulozy jest znacznie wigksza, niz powierzchnia idealnie
gladkiego widkna o takich samych wymiarach [17].
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W badaniach nad hydrolizg celulozy oraz mikroor-
ganizmami celulolitycznymi, wykorzystuje sie oczysz-
czone celulozy, roznigce si¢ pewnymi cechami struktu-
ralnymi od celulozy naturalnej. Komercyjnie dostepna
holoceluloza Solka Floc, wytwarzana jest w procesie
delignifikacji z drewna lub innych materialéw biomasy
ligninocelulozowej i charakteryzuje si¢ podwyzszong
zawarto$cig hemicelulozy. Celuloza mikrokrystaliczna
(np. Aviceli Sigmacell) jest prawie czysta celuloza. Ze
wzgledu na trudnosci zwigzane ze zmiennoscia struk-
tury czystej celulozy oraz problemami rozpuszczal-
nosci tych substratéw, doszlo do szerokiego stosowania
wysoce rozpuszczalnej karboksymetylocelulozy — eteru
stosowanego w badaniach nad produkejg i aktywnoscia
endoglukanaz [20].

Wykorzystanie biomasy roslinnej jest bardziej
skomplikowane niz uzycie czystej celulozy, nie tylko
z powodu kompozycji (np. obecnosci hemicelulozy
i ligniny), ale przede wszystkim ze wzgledu na roz-
norodno$¢ struktury, rozmiaru i organizacji komorek
oraz tkanek roélinnych. Oprdcz ograniczen zwigzanych
z wystepowaniem roznych struktur celulozy, dodatko-
wym problemem moze by¢ dyfuzja i transport enzy-
mow celulolitycznych do miejsca ich dzialania [53].

3. Mikroorganizmy celulolityczne

Taksonomia drobnoustrojow celulolitycznych opie-
ra si¢ na filogenetyce, a pokrewienstwa poszczegélnych
grup mikroorganizméw klasyfikowane sg na podstawie
sekwencji genéw kodujacych rRNA (u prokariotéw 16S
rRNA i 18S rRNA u eukariotow).

Przykltadowe drzewo filogenetyczne dla bakterii
celulolitycznych zostalo przedstawione na Rys. 1.

U bakterii, najszersza grupa zdolna do degradacji
celulozy sg tlenowe Actinobacteria oraz beztlenowe Fir-
micutes, glownie Clostridia. Na podstawie cech fizjolo-
gicznych mikroorganizméw celulolitycznych, wyréznié
mozna nastepujace grupy, zréznicowane pod wzgledem
prowadzonego metabolizmu:

(i) fermentacyjne beztlenowce - zazwyczaj bakterie
Gram-dodatnie takie jak Clostridium, Ruminococcus
i Caldicellulosiruptor, a takze przedstawiciele bakterii
gramujemnych, z ktérych wigkszos¢ spokrewniona jest
z Clostridium np. Butyvibrio i Acetovibrio

(ii) tlenowe bakterie gramdodatnie — najwazniejsi
przedstawiciele to Cellulomonas i Thermobifida

(iii) tlenowe bakterie sluzowe takie jak Cytophaga
i Sporocytophaga.

Powszechnie wystepujaca celuloza moze by¢, degra-
dowana przez bakterie w réznych warunkach $rodo-
wiska, uwzgledniajac m.in. zapotrzebowanie na tlen,
szeroki zakres tolerancji na temperature i zasolenie
[53]. Poszczegdlne grupy bakterii tlenowych i beztle-
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nowych maja odmienne strategie rozkladu celulozy.
Beztlenowce degradujg celuloz¢ przez system skom-
pleksowanych enzyméw wystepujacy w celulosomach,
dobrze scharakteryzowanych u termofilnych: Clostri-
dium thermocellum [80]. Natomiast w przypadku bak-
terii tlenowych enzymy wystepuja najczesciej w formie
wolnych enzyméw wytwarzanych zewnatrzkomorkowo,
ktére mozna tatwo odzyska¢ z hodowli. Czasem moga
wystepowa¢ w réznych kompleksach na powierzchni
komorek. Poszczegolne enzymy czesto wykazujg syner-
gistyczne dzialanie podczas hydrolizy celulozy. W trak-
cie rozkladu celulozy przez bakterie tlenowe kontakt
komorek z celulozg nie jest konieczny, mimo to wiek-
szo$¢ mikroorganizmoéw przylega do degradowanego
materiatlu [53].

Czes¢ z tlenowych bakterii celulolitycznych to ty-
powe gatunki glebowe, znane przede wszystkim z pro-
dukcji wtornych metabolitow (Streptomyces, Bacillus
i Micromonospora) lub tworzenia odrebnych form prze-
trwalnych np. endospor i egzospor (Bacillus, Micromo-
nospora, Thermobifida) [53].

Istnieja takze bakterie zawierajgce w genomie
sekwencje kodujace enzymy celulolityczne, ktdére nie
ulegaja ekspresji z powodu niesprawnej sekwencji genu
promotora. Przykladem jest bakteria Clostridium aceto-
butylicum [80].

W przypadku grzyboéw, wykorzystanie celulozy
jest powszechne w catym krélestwie — od prymityw-
nych protista, jak Chytridomycetes — do zaawansowa-
nych podstawczakéw [53]. Grzyby charakteryzujace
sie zdolnoscig hydrolizy celulozy zostaly wymienione
w tabeli II.

Systematyka grzybow opiera si¢ gléwnie na mor-
fologii grzybni i struktur rozrodczych podczas roz-
nych etapow grzybiczego cyklu zycia. Wyrdzni¢ mozna
grzyby brazowej, bialej i migkkiej zgnilizny. Grzyby
brazowej zgnilizny atakuja glownie celuloze, a bialej
i migkkiej, degraduja zaréwno celuloze jak i ligniny.
Grzyby bialej zgnilizny, do ktérej naleza Basidiomyce-
tes, to najskuteczniejsza grupa hydrolizujaca material
ligninocelulozowy [18, 79].

Zaréwno grzyby jak i bakterie s intensywnie eks-
ploatowane w procesach rozkladu biomasy ligniono-
celulozowej. Grzyby majg zdolno$¢ do przenikania
w materiale ligninocelulozowym dzigki wystepowaniu
nitkowatych filamentéw grzybni (strzepek). Bakte-
rie natomiast cz¢sto majg szybsze tempo wzrostu, co
umozliwia uzyskanie wigkszej ilosci enzyméw. Dodat-
kowo, bakteryjne hydrolazy czesto wystepuja w formie
enzymatycznych kompleksow, zapewniajac wyzsza
skuteczno$¢ hydrolizy. Izolacja drobnoustrojow celu-
lolitycznych z réznorodnych $rodowisk (w tym eks-
tremalnych) umozliwia selekcje mikroorganizméw
wyjatkowo opornych na stresy srodowiskowe, produ-
kujacych stabilne enzymy w trudnych warunkach jakie
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Micromonospora viridifaciens
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85 Thermomonospora curvata
80 Thermobifida cellulolytica
Bl Thermobifida alba
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Anaerocellum thermophilum
Caldicellulosiruptor kristjanssonii
Caldicellulosiruptor lactoaceticus
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Clostridium thermocopriae

Clostridium chartatabidum
4‘@@ Clostridium cellulovorans
Clostridium acetobutylicum

56

50

Clostridium thermocellum
Clostridium aldrichii
Acetivibrio cellulolyticus
Bacteroides cellulosolvens

Clostridium cellobioparum
Clostridium josui

Clostridium cellulolyticum
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L 151 —E Clostridium papyrosolvens
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Clostridium stercorarium

Clostridium cellulosi
4@@ Ruminococcus albus

Ruminococcus flavefaciens

{ Butyrivibrio fibrisolvens

Eubacterium cellulosolvens
Bacillus circulans
Bacillus pumilus
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Rhodothermus marinus
” Flavobacterium johnsoniae
% 50 Cytophaga hutchinsonii
L 22 Sporocytophaga myxococcoides

Bacteroidetes

100

56

Achromobacter piechaudii
Erwinia carotovora
Xanthomonas axonopodis

Pseudomonas cellulosa
et 100 Cellvibrio fulvus
97 % & Cellvibrio mixtus

Cellvibrio vulgaris
Pseudomonas mendocina

Proteobacteria

Rys. 1. Drzewo filogenetyczne bakterii celulolitycznych.
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Tabela II
Systematyka grzybow posiadajacych wlasciwosci celulolityczne

Pod-
Nazwa gatunku grzyba , T Klasa Rzad Rodzina

& sy krolestwo P 2
Trichoderma reesei
(Hypocrea jecorina)
Trichoderma viride Hypocreales ypocreaceae
Acremonium cellulolyticus Sordariomycetes
Fusarium oxysporum Nectriaceae
Neurospora crassa . Sordariaceae

Ascomycota Sordariales
Chaetomium globosum Chaetomiaceae
Aspergillus japonicus Aspergillaceae
Penicillium verruculosum
Penicillium funiculosum Eurotiomycetes Eurotiales .
Trichocomaceae
Penicillium janthinellum Dikarya
Penicillium occitanis
Phanerochaete chrysosporium
Ceriporia lacerata Phanerochaetaceae
Ceriporiopsis subvermispora Polyporales
POTIop P Basidiomycota | Agaricomycetes P
Pycnoporus sp. Polyporaceae
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Neocallimastix patriciarum . .
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Orpinomyces sp. gomycota Neocallimastigomycetes | Neocallimastigales | Neocallimastigaceae
Piromyces sp.

moga wystapi¢ podczas biokonwersji materiatu lignino-
celulozowego. Obecnie prowadzonych jest wiele badan
dotyczacych wykorzystywania, poprawy wydajnosci
i aktywnosci enzymoéw oraz mikroorganizméw celu-
lolitycznych znajdujacych zastosowanie w przemysle
(m.in. produkgcji biopaliw) [55].

4. Enzymy celulolityczne

Celulazy to klasa enzymow celulolitycznych warun-
kujacych hydrolize wigzan B-1,4 glikozydowych we
wldknach celulozy. Mimo, iz rozklad celulozy wymaga
rozszczepienia jednego typu wigzania, to w praktyce
mikroorganizmy celulolityczne wytwarzaja wiele roz-
norodnych i komplementarnych enzymow [3].

Celulazy zbudowane s3 z niezaleznie powstatych,
sktadanych i funkcjonalnie odrebnych jednostek zwa-
nych domenami lub modutami. Typowe bakteryjne
wolne celulazy sktadaja si¢ z domeny wigzacej weglo-
wodany (CBM, Cellulose Binding Module) zlokalizo-
wanej na C-termialnej czesci enzymu, polaczonej za
pomoca krétkiego facznika z domeng katalityczng na
N-terminalnym koncu [55]. Domena CBM warunkuje
wigzanie z powierzchnig celulozy, w celu ulatwienia

hydrolizy poprzez domeng katalityczng polozong w bli-
skim sgsiedztwie. Wigzanie domeny CBM z celuloza
jest bardzo stabilne, lecz mimo to pozwala dyfundowa¢
enzymowi w poprzek powierzchni celulozy. Obecnos¢
CBM jest szczegolnie istotna w przypadku rozpoczecia
hydrolizy przez egzoglukanazy [53].

Zbadane sa dwa sposoby przeprowadzania hydro-
lizy celulozy przez enzymy. Pierwszy z nich polega na
inwersji lub utrzymaniu konfiguracji atomu wegla (C1)
na koncu redukujacym celulozy. Drugi oparty na typo-
wej reakeji katalizy kwasowo-zasadowej [55].

4.1. Podzial systemow celulolitycznych

Uwzgledniajgc strukture celulaz oraz ich aktywnos¢
enzymatyczng mozna wyrdznic [53]:

(i) Endoglukanazy, endo-1,4-B-D-glukanzy (EC
3.2.1.4). Dzialajg w wewnetrznej, amorficznej czesci
celulozy rozkladajgc dlugie tanicuchy celulozy i generu-
jac nowe tancuchy oligosacharydéw o réznej dtugosci.

(ii) Egzoglukanazy, glukan-1,4-3-glukozydazy (EC
3.2.1.74) oraz egzo-1,4-B-celobiozydazy (celobiohydro-
lazy) (EC 3.2.1.91). Dzialajg na zewnetrznych czesciach
czasteczki celulozy krystalicznej. Moga odczepiac poje-
dyncze jednostki glukozy lub celobioze (podwdjne
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jednostki glukozy potaczone wigzaniem 1,4-p gliko-
zydowym). Wyrdznia si¢ dwa rodzaje celobiohydrolaz.
Celobiohydrolaza I (CBI) dziala na nieredukujacym
koncu, natomiast celobiohydrolaza II (CBII) na redu-
kujgcym koncu tancucha.

(ili) B-glukozydazy, 3-glukozydowe glukohydrolazy
(EC 3.2.1.21). Degraduja jednostki celobiozy oraz oli-
godekstryn do glukozy.

Miedzy enzymami endo- i egzo- obserwuje si¢ roz-
nice pod katem architektury i budowy miejsca aktyw-
nego enzymu. Endoglukanazy charakteryzujg si¢ gle-
boka szczeling, zdolng do pomieszczenia lancucha
celulozy w dowolnym jej punkcie. Natomiast miejsce
aktywne egzoglukanaz ma postaé rozszerzonej petli,
ktora stanowi rodzaj tunelu dla jednego z hydrolizo-
wanych koncéw celulozy [3, 12].

System enzymow celulolitycznych dziala w $cisle
skoordynowany sposéb. Endoglukanazy hydrolizuja
dhugie tancuchy celulozy a wolne konce krotszych tan-
cuchow polisacharyddw sg trawione przez egzogluka-
nazy na redukujacym i nieredukujacym koncu oligo-
sacharydu. W efekcie powstaje coraz krotszy lancuch
celulozy oraz pojedyncze jednostki celobiozy i glukozy.
W wyniku dzialalnosci p-glukozydazy, nastepuje roz-
szczepienie jednostki celobiozy. Czesto B-glukozydazy
zwigzane z powierzchnig komdrek mikroorganizméw
celulolitycznych hydrolizuja celobioz¢ do glukozy,
przed lub w trakcie transportu do wnetrza komorki.
Efektem koncowym zlozonego procesu degradacji
czasteczki celulozy jest powstanie jednostek glukozy,
wykorzystywanej w dalszych procesach biochemicz-
nych [13, 87].

Mimo, iz podzial celulaz na podstawie rodzaju
aktywnosci enzymatycznej jest dosy¢ czytelny to coraz
cze$ciej okazuje si¢ niewystarczajacy. Niektore enzymy
zdolne s3 do dzialania zaréwno, jako endo- i egzoglu-
kanazy, co wskazuje, ze sposéb degradacji moze by¢
niezalezny od homologii sekwencji i struktury [3, 75].

Systematyka enzymow celulolitycznych jest dos¢
problematyczna. Poczatkowo podstawowym kryterium
klasyfikacji enzymow celulolitycznych, przyjetym przez
Komisje Enzymatyczng (EC) i Komitet Nazewnictwa
Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Moleku-
larnej (IUB), byt typ substratu i sposob, w jaki dany
enzym oddzialuje z podiozem. Enzymy te pogrupo-
wano zgodnie z reakcjami, jakie one katalizowaty np.
celulazy, ksylanazy, chitynazy. Klasyfikacja taka byta
niewystarczajaca [3]. Innym, sposobem na uporzadko-
wanie celulaz, jest podzial na podstawie podobienstwa
sekwencji aminokwasowej. Zazwyczaj istnieje zaleznos¢
miedzy sekwencja aminokwasows, pofaldowaniem
enzymu i strukturg trzeciorzedowg biatka. Klasyfika-
cja ta jest aktualizowana, jednak ze wzgledu na duza
liczbe badanych i odkrywanych hydrolaz sa problemy
z biezaca aktualizacja [11, 32]. W biezacej aktualizacji
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z 2001 roku hydrolazy glikozydowe s3 pogrupowane
w 86 rodzin. Taki system klasyfikacji zapewnia cenne
informacje i uzupelnia dane zgromadzone przez IUB.
Henrissat i wsp. w 1998 opracowali i zaproponowali
inna systematyke dla hydrolaz, w ktérym pierwsze
trzy litery oznaczaja pozadany i najbardziej korzystny
substrat, kolejne cyfry maja wyznacza¢ rodzine hydro-
laz i kolejne litery oznaczajg kolejnos¢, w ktorej celu-
lazy po raz pierwszy opisano [33]. Przykladem moga
by¢ enzymy wystepujace u Trichoderma reesei: CBHI,
CBHII i EGI, ktére sg odpowiednio oznaczone Cel7A
(CBHI), Cel6A (CBHII) i Cel6B (EGI). W przypadku,
gdy wystepuje wigcej niz jedna domena katalityczna w
enzymie, to rowniez przeklada si¢ na nazwy, takie jak
Cel9A - Cel48A dla dwoch domen katalitycznych celu-
lazy CelA z Caldocellulosiruptor saccharolyticus. System
ten jednak zawiera pewne wady np: brak stabilnosci
i wahania, co do zaproponowanej nomenklatury oraz
brak specyficznosci substratowej dla egzo- i endoglu-
kanaz, w zwigzku, z czym system ten nie jest jeszcze
w pelni akceptowany [53].

4.2. Zasady funkcjonowania wolnych i skomplekso-
wanych enzymow celulolitycznych

Pierwszg strategia hydrolizy celulozy jest produkcja
réznorodnych wolnych enzymoéw, ktére nie tworza sta-
bilnych komplekséw o wysokiej masie czasteczkowej.
Ten sposob wykorzystuja najczesciej grzyby nitkowate
oraz promieniowce. Strzgpki i komoérki drobnoustro-
jow przenikaja przez kapilary i pory materialu celulo-
zowego, penetrujac podloze udostepniajgc czasteczke
celulozy, bezposrednio produkowanym i dostarczanym
enzymom [15].

Przyktadem produkgji systemu wolnych enzymodw
jest T. reesei (forma telomorficzna: Hypocrea jecorina),
ktora byta przedmiotem badan przez okolo 50 lat [71,
56]. Grzyb ten wytwarza, co najmniej pie¢ endogluka-
naz, dwie egzoglukanazy (celobiohydrolazy) oraz dwie
B-glukozydazy. Wytwarzane celobiohydrolazy stanowia
80% catkowitej ilosci bialek systemu enzymoéw celulo-
litycznych [98]. Niektore endoglukanazy maja szeroka
specyficzno$¢ substratowa np. aktywnos¢ dla ksylanazy
[44]. W przypadku endoglukanaz, w odréznieniu od
egzoglukanaz, obecnos¢ CBM nie jest niezbedna dla
aktywnosci tych enzymoéw. Istotnym czynnikiem doty-
czacym zasady dzialania wszystkich wolnych enzy-
mow jest obecnos¢ celobiozy, ktéra hamuje dzialanie
endoglukanaz i egzoglukanaz [35]. Dlatego tak wazna
jest obecnos¢, co najmniej dwoch -glukozydaz, ktore
warunkuja rozklad celobiozy oraz innych krétkich oli-
gosacharydow do glukozy. Cze$¢ B-glukozydaz, ktora
zostala wyizolowana z hodowli T. reesei pozostawala
zwigzana ze $ciang komorkowa grzyba, co prawdo-
podobnie ograniczala straty w transporcie glukozy do
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wnetrza komorki [58, 90]. -glukozydazy sa produ-
kowane przez T. reesei na stosunkowo niskim pozio-
mie w poréwnaniu do innego grzyba Aspergillus sp.
Dziatalno$¢ ich jest hamowana przez glukoze, podczas
gdy te z gatunku Aspergillus sa bardziej tolerancyjne
na obecnos¢ monocukru [72, 95]. Celulazy z T. ressei
oraz z Aspergillus s3 najczesciej stosowanymi prepa-
ratami uzywanymi do rozkladu i utylizacji celulozy
[72]. U innego przedstawiciela grzybow — Phanerocha-
ete chrysosporium zaobserwowano, ze oprocz produkcji
wielu wolnych enzymow, ktére mogg by¢ wzajemnymi
homologami badz homologami biatek pochodzacych
z innych gatunkéw, produkuje on dehydrogenaze
celobiozy. Enzym ten redukuje chinony w obecnosci
celobiozy lub laktozy, ale nie wykazuje tej zdolnosci
w obecnosci glukozy [31, 91]. Biologiczna funkcja
tego enzymu nie zostala wyjasniona, lecz jego wigza-
nie do celulozy krystalicznej oraz zdolno$¢ enzymu do
wytwarzania wolnych rodnikéw, zwieksza proces jej
degradacji. Ponadto moze pomdc w depolimeryzacji
celulozy i ligniny [31].

W przypadku celulolitycznych bakterii tlenowych
produkujacych wolne enzymy, najbardziej poznanymi
sg Cellulomonas i Thermobifida. Cellulomonas wytwa-
rza, co najmniej sze$¢ endoglukanaz oraz jedna egzo-
glukanaze [9]. Natomiast z cieplolubnej nitkowatej bak-
terii Thermobifida wystepujacej w glebie, wyizolowano
sze$¢ celulaz: trzy endoglukanazy, dwie egzoglukanazy
oraz nietypowg celulaz¢ majaca wlasciwosci zaréwno
endoglukanazy i egzoglukanazy [39].

Drugim sposobem rozkladu celulozy, wykorzysty-
wanym najczesciej przez bakterie beztlenowe, jest
budowa kompleksu enzyméw tzw. celulosomow.
Prawdoodobnie spowodowane jest to brakiem zdol-
nosci przenikania bakterii do materiatu celulozowego,
wysoka konkurencyjnoscig ze strony innych mikro-
organizmow oraz ograniczong dostepnoscig energii
w postaci ATP. Zaletg tej strategii jest silny synergizm
pomiedzy celulazami zawartymi w celulosomach oraz
kontakt komorki bakteryjnej z degradowang czasteczka
celulozy, a w konsekwencji utatwiony transport produk-
tow hydrolizy do wnetrza komorki [3, 53, 80].

Wielkos$¢ celulosoméw moze waha¢ si¢ od 2 do
16 MDa. Wysoka zawarto$¢ grup glikozylowych na
powierzchni celulosoméw (od 6 do 13% zawartosci
weglowodanoéw), chroni przed szkodliwym dziataniem
innych enzymow takich jak proteazy, a takze ma wplyw
na wigzania kohezyny-dokeryny [53].

Dzigki pofaczeniom technik biochemicznych, immu-
nochemicznych, badan ultrastrukturalnych i gene-
tycznych mozliwym stalo si¢ poznanie ich struktury.
Wykazano, ze struktura celulosomu przypomina pigs¢,
ktéra otwiera sie¢ w kontakcie z celulozg. Celulosomy
tworza wypuklosci $ciany bakteryjnej. Sq one stosun-
kowo silnie z nig zwigzane, ale na tyle elastycznie, aby
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rownie silnie przylega¢ do celulozy mikrokrystalicznej
[53]. Pomigdzy celulosomem, a $ciang komdrkowsq jest
przestrzen zapewniajaca kontakt z wnetrzem komorki.
Dzieki temu mozliwy jest transport powstatych pro-
duktéw do wnetrza komorki ograniczajgc tym samym
dyfuzje do $rodowiska zewnetrznego [3, 80]. Struktura
celulosomow jest podobna u wigkszosci bakterii, cho¢
w zaleznosci od gatunku mogg wystepowac drobne réz-
nice. Po raz pierwszy budowa tych komplekséw zostata
opisana w 1983 roku u beztlenowca C. thermocellum
[46]. Celulosomy wystepuja takze u innych laseczek
z rodzaju Clostridium (np. C. cellulolyticum, C. cellulovo-
rans, C. perfringens, C. josui) oraz bytujacych w zwaczu
bydta — Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes.
Termofilne Thermotoga i Caldicellulosiruptor, produ-
kuja termostabilne kompleksy enzyméw hydrolitycz-
nych o budowie domenowej i charakterze multika-
talitycznym. Tak zwane , megazymy” moga zawieraé
réznorodne celulazy i hemiceluazy, réznigce si¢ roz-
mieszczeniem i budowa domen katalitycznych [14, 53].
Ponadto, wystepowanie celulosoméw zaobserwowano
réwniez u niektorych gatunkow grzybow beztlenowych:
Neocallimastix i Piromyces [19, 48].

Przykladowa budowa celulosomu zostala opisana na
podstawie kompleksoéw wyizolowanych z C. thermocel-
lum. Celulosomy skladajg si¢ z duzego niekatalitycz-
nego biatka (197 kDa) - skafoldyny (CipA), ktdre jest
zbudowane z wielu domen i obejmuje dziewie¢ kohe-
zyn, cztery moduly hydrofilowe oraz modul wigzacy
weglowodany (CBM). Skafoldyna jest przymocowana
do $ciany komodrkowej przy pomocy domeny kohe-
zyny typu II. Kompleksy enzymatyczne moga zawie-
ra¢ nawet 22 rodzaje enzymow z czego co najmniej
dziewie¢ wykazuje aktywnos¢ endoglukanazy (CelA,
CelB, CelD, CelE, CelF, CelG, CelH, CelN i CelP),
cztery aktywnos¢ egzoglukanazy (CbhA, CelK, Celo,
CelS), 5 aktywnos$¢ hemicelulaz (XynA, XynB, XynV,
XynY, XynZ ), jeden aktywnos¢ chitynaz (ManA), oraz
jeden o aktywnosci lichenazy (LicB). Wszystkie moduly
zawieraja dokeryny umozliwiajace wigzanie si¢ z kohe-
zyna bialka skafoldyny tworzac w ten sposdb jednolita
strukture celulosomu. Schemat organizacji celulosomu
przedstawiono na Rys. 2.

Uktad moduléw katalitycznych w skafoldynie, ich
sklad, synergiczne dzialanie sg wciaz stabo poznane.
Zaklada sie, ze skfad celulosomu moze si¢ zmienia¢,
a domeny katalityczne nie wigzg si¢ ze specyficznymi
kohezynami. Mozna jedynie domniemywa¢ o ich
korzystnych relacjach zblizeniowych [53, 4]. Gtéwna
endoglukanazg w celulosomie jest CelA, natomiast
gléwna egzoglukanaza zawsze wystepujaca w celuloso-
mie jest CelS. Bialko CelS jest aktywne wobec mikro-
krystalicznej i amorficznej celulozy z wykluczeniem
karboksymetylocelulozy. Produktem funkcjonowania
CelS jest celobioza, ktéra na zasadzie sprzezenia zwrot-
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Rys. 2. Schemat struktury celulosomu (opis w tekécie)

nego dziala hamujaco na jej aktywnos¢ [43]. Wyjatko-
wos¢ i efektywnos¢ celulosomu wynika miedzy innymi:
(i) ze zdolnosci jednoczesnego dziatania endoglukanaz
wewnatrz tancucha celulozy, (ii) aktywnosci egzo-
glukanaz dziatajacych w przeciwnych kierunkach na
ich koncach, przymocowanych do biatka skafoldyny,
(iii) odpowiednim stosunku pomiedzy katalitycznymi
domenami, ktére optymalizujg synergizm miedzy nimi,
(iv) odpowiednimi odstepami miedzy poszczegdlnymi
sktadnikami celulosomu, oraz (v) obecnosci wielu roz-
nych enzyméw w tym chitynaz i hemicelulaz, ktére
umozliwiaja rozktad innych skladnikow $cian komor-
kowych roslin [53].

Niektdre elementy i wlasciwosci celulosomoéw, po-
szczegolnych gatunkéw bakterii sa zadziwiajaco podob-
ne, co moze $wiadczy¢, ze geny kodujace te kompleksy
moga by¢ przenoszone za pomocg horyzontalnego
transferu genéw i moga pochodzi¢ od wspdlnego
przodka. Wykazano, ze niecelulolityczny C. acetobuty-
licum zawiera geny kodujace sktadniki celulosomu i ich
odpowiednia aktywacja umozliwia hydrolize karboksy-
metylocelulozy [86].

4.3. Biologia molekularna oraz inzynieria
genetyczna celulaz

Dotychczasowe badania molekularne nad enzy-
mami celulolitycznymi mikroorganizméw pozwolily na
ustalenie pewnych informacji dotyczacych organizacji
genow, regulacji produkcji oraz duplikacji i horyzon-
talnego transferu genow.

Zaréwno w przypadku grzybow jak i bakterii geny
kodujgce celulazy znajduja si¢ na chromosomie [88].
Geny te sa rozlozone losowo jak w przypadku np.
C. thermocellum lub skupione w genomie (np. u C. cello-
lyticum, C. cellulovorans, C. acetobutylicum) [6, 28].

Duza liczba homologicznych genéw kodujacych celu-
lazy, u mikroorganizmoéw celulolitycznych, powiazanych
ze soba lub wystepujacych w tym samym $rodowisku (np.
zwacz), sugeruje, ze rearanzacje genéw chromosomo-
wych oraz horyzontalny transfer genéw, przyczynit sie
do obecnego bogatego spektrum systemow celulaz [53].
Przykladem moga by¢ geny kodujace celobiohydrolazy
(Cel7D) w genomie P. chrysosporium oraz wysoce homo-
logiczne geny kodujace celulazy CelK i CbhA w genomie



140

C. thermocellum [10, 101]. Ponadto wykazano, ze po-
wstawanie celulaz z tej samej rodziny w obrebie gatunku,
lecz o réznej aktywnosci, takich jak endoglukanaza
— Cel6B i celobiohydrolaza — Cel6A w genomie T. reesei,
moze by¢ spowodowane duplikacjg genéw i nastepczym
réznicowaniu ich specyficznosci w zaleznosci od pod-
toza, na ktérym wystepowat gatunek [53].

Na podstawie badan genomoéw stwierdzono, ze
grzyby beztlenowe nabyly geny kodujace enzymy celu-
lolityczne od bakterii. Potwierdza to brak intronéw
w genach hydrolaz glikozydowych grzybéw beztle-
nowych oraz bakterii. Zjawisko to ttumaczy sie wyso-
kim zageszczeniem komorek oraz bliskoscia miedzy
komorkami bakterii i grzybow wystepujacych w zwaczu.
Grzyby tlenowe w sekwencjach kodujacych geny hydro-
laz glikozydowych zawieraja juz takie introny [24, 63].

Regulacja ekspresji genéw oraz produkeja celulaz
zalezy od podloza, na jakim wystepuja drobnoustroje.
Enzymy celulolityczne produkowane sg tylko w obec-
nosci substratu (celuloza), a hamowane, gdy dostepne
sa monosacharydy latwo nadajace si¢ do wykorzysta-
nia np. glukoza [81]. Celobioza, §-celobiozo-1,5-lakton
i inne utlenione produkty hydrolizy celulozy (nawet
ksylobioza w wyniku hydrolizy ksylanu) nie zostaly
wykluczone, jako naturalne induktory. Celobioza moze
funkcjonowac zaréwno, jako induktor jak i inhibitor
przy jej wysokim stezeniu [44]. Ekspresja gendw celu-
laz T. fusca regulowane sa na poziomie transkrypcji
i ulegaja indukecji w obecnosci celobiozy oraz represji
katabolicznej w obecnosci glukozy. Represorem jest
biatko CelR, ktére hamuje produkeje celulaz w przy-
padku braku celulozy lub celobiozy. Celobioza dziala,
jako induktor, a takze unieszkodliwia CelR, co uta-
twia jego oddysocjowanie od promotora, pozwalajac
na transkrypcje genéw enzymoéw z tych promotorow.
W przypadku braku celobiozy i obecnosci w podlozu
glukozy, biatko CelR blokuje promotor, co uniemozli-
wia transkrypcje tych gendw [84].

Rozwoj badan genetycznych oraz postep technik
molekularnych, sktonit naukowcéw do modyfikacji
istniejagcych enzymoéw, wykorzystujgc narzedzia inzy-
nierii genetycznej. Gtéwnym celem i zalozeniem, byta
poprawa efektywnosci, wydajnosci i aktywnosci ist-
niejacych enzymoéw. Pomimo szerokiego spektrum
izolowanych celulaz badz mikroorgazniméw celulo-
litycznych, dotychczas zadne nie spelniaja wszystkich
wymagan procesu przemyslowego. Jednakze enzymy
te, sa dobrym punktem wyjscia do poprawy ich aktyw-
nosci oraz zastosowaniu w mikrobiologii przemystowe;.
Istniejg dwie gtéwne metody umozliwiajace modyfika-
cje enzymow: (i) $wiadome i ukierunkowane projekto-
wanie enzymoéw dzieki mutagenezie oraz (ii) ukierun-
kowana ewolucja celulaz.

Racjonalne projektowanie enzymoéw oparte jest
na odpowiednim wyborze modyfikowanego enzymu,
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wskazania miejsc aminokwasow, ktére majg podle-
ga¢ zmianom oraz charakterystyce mutantéow. Uzycie
tej metody wymaga doktadnej znajomosci sekwencji
aminokwasow w miejscu aktywnym biatka oraz zalez-
nosci struktury biatka od funkcji. Wiedza ta pozwala
na zmiany w sekwencji genéw kodujacych amino-
kwasy, bedace czescig miejsca aktywnego i ostatecznie
na zmiane struktury bialka, a nawet wymianeg catych
domen takiego biatka [69]. Zmiany w sekwencji mozna
uzyskac¢ poprzez ukierunkowana mutageneze typu non-
sens, insercje, badz obcinanie fragmentéw gendw.

W przeciwienstwie do ukierunkowanego projekto-
wania i konstrukeji enzymow, drugi sposob oparty jest
na ewolucji enzymow, selekcji naturalnych biatek i roz-
woju pozadanych cech celulaz. Najczg$ciej stosowanymi
technikami sg podatne na btedy epPCR (Error-prone
Polymerase Chain Reaction) i tasowanie fragmentow
DNA (DNA shuflling). Metody te powoduja powstanie
réznych mutacji punktowych, w losowych miejscach
(epPCR), generowanie duzej biblioteki wariantow wielu
kopii genéw kodujacych jedno biatko, ale nieznacznie
réznigcych sie pomiedzy sobg. Metoda wykorzystu-
jaca ,ukierunkowang ewolucj¢” ma tg przewage, ze
jest niezalezna od struktury enzymow i interakcji mie-
dzy enzymem i substratem. Gléwnym wyzwaniem jest
jednak opracowanie technik do oznaczania wydajno-
$cii selekeji mutantéw. Przyktady niektérych enzymow
celulolitycznych poddanych modyfikacjom zostaly
przedstawione w tabeli III.

5. Ekologiczny i praktyczny aspekt utylizacji celulozy

Réznorodne srodowiska, w ktorych celuloza jest
powszechnie dostepna, sprzyjaly rozwojowi wielu
sposobow utylizacji celulozy przez mikroorganizmy.
Dostepnos¢ wody, tlenu, potencjal redoks, zmiany tem-
peratury i skfadnikéw odzywczych to gtéwne czynniki,
ktore wptywaly na zréznicowanie oraz istotng ewolucje
tych strategii [53].

W glebach, celuloza jest dostepna przede wszyst-
kim w postaci $ciolki, ktdra jest stosunkowo oporna na
rozklad, ze wzgledu na wysoki stopien polimeryzacji
lignin. Braki azotu w postaci dostepnych aminokwasow,
biatek i innych skladnikéw odzywczych stymulujacych
wzrost mikroorganizméw, pozwolily na dominacje
grzybow w tych $rodowiskach [52]. Grzyby opraco-
waly strategie degradacji materialu ligninocelulozo-
wego oparta na wytwarzaniu zewnatrzkomorkowych
enzymow celulolitycznych i ligninowych produkowa-
nych w obecnosci aktywnych czasteczek tlenu. Podobna
strategie odnotowuje si¢ rowniez u niektorych bakterii
z rodzaju Cytophyga, Bacillus i Cellulomonas [92].

W $rodowisku wodnym, dominujaca grupg mikro-
organizmodw celulolitycznych sg bakterie. W warstwach
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Tabela III
Przyktady modyfikacji genetycznych niektorych enzymow celulolitycznych
Gatunek bakterii Modyfikowany enzym Zmiany wiasciwosci Metoda Literatura
Ukierunkowana mutanogeneza
Acidothermus cellulolyticus | Endoglukanaza rodzaj uwolninego produktu | ukierunkowana mutacja [73]
Acidothermus cellulolyticus Endoglukanaza redukcja inhibicji enzymu ukierunkowana mutacja [2]
przez produkt
Pectobacterium chrysanthami | Endoglukanaza aktywnos¢ mutacja nonsens [51]
Pectobacterium chrysanthami | Endoglukanaza aktywnos¢ obciecie insercji [67]
Thermobifida fusca Procesualna endoglukanaza |aktywno$¢ ukierunkowana mutacja [16]
Thermotoga maritima Endoglukanaza aktywnos¢ ukierunkowana mutacja, [54]
inzynieria CBD
Ukierunkowana ewolucja
Agrobacterium sp. zmutowana a-glukozydaza |aktywno$¢ epPCR [42]
Bacillus subtilis Endoglukanaza aktywnos¢ tasowanie DNA [41]
Clostridium cellulovorans Endoglukanaza termiczna stabilno$¢ tasowanie rodzin [64]
Paenibacillus polymyxa a-D-glukozydaza termiczna stabilno$¢ epPCR [26]
Paenibacillus polymyxa a-D-glukozydaza termiczna stabilno$§¢ epPCR + tasowanie rodzin [1]
Pyrococcus furiousus a-glukozydaza aktywnos¢ tasowanie rodzin [40]
Termotoga neapolitana a-D-glukozydaza aktywnos¢ epPCR [57]

osadu detrytusu panuja gléwnie warunki z ograni-
czonym dostepem tlenu, dlatego bakterie beztlenowe
wyksztalcily ekonomiczng strategie wychwytywania
produktéw hydrolizy celulozy a ich enzymy celuloli-
tyczne wystepuja w formie kompleksow (celulosomow)
[53]. Podobnym s$rodowiskiem jest przewod pokar-
mowy zwierzat roslinozernych, gdzie panuja trudne
warunki beztlenowe z wysoka konkurencja innych
mikroorganizmdw oraz enzymow gospodarza. Dodat-
kowym ograniczeniem jest czas przej$cia materiatu
przez uklad pokarmowy zywiciela. Mikroorganizmy
musialy, wiec zoptymalizowaé swoj czas regeneracji
oraz wyspecjalizowa¢ czynniki ochronne przed enzy-
mami gospodarza.

Przeprowadza si¢ wiele badan oraz izolacji drobno-
ustrojow celulolitycznych i ich enzymoéw, ze Srodowisk
ekstremalnych (temperatura, zasolenie itp.). Przy-
kladem moze by¢ Paenibacillus campinasensis BL11,
szczep o wlasciwosciach celulolitycznych, wyizolowany
w 2006 roku z czarnego tugu w procesie roztwarzania
Krafta. Warunki tam panujace sg silnie alkaliczne, wigc
zdecydowanie niekorzystne dla wzrostu bakterii. Izo-
lacja mikroorganizméw celulolitycznych o szerokim
zakresie tolerancji na pH moze by¢ dodatkowym atry-
butem podczas zaburzonych warunkéw wzrostowych
dla mikroorganizméw w trakcie wstepnej obrobki
ligninocelulozy [26]. Z goracych zrddet termalnych
wyizolowano, termostabilny szczep Bacillus subtilis
DR wykazujacy 70% swojej aktywnosci celulolitycznej
nawet w 75°C [49]. Inny termofilny gatunek Brevibacil-
lus sp. JXL wyizolowany z rolniczych odpadéw hodowli

trzody chlewnej, charakteryzuje si¢ wysokim spektrum
substratow takich jak krystaliczna celuloza, CMC, ksy-
lan, celobioza, glukoza i ksyloza. Enzymy tego szczepu
byly aktywne przezl godzing nawet w 100°C [50].

W przyrodzie utylizacja i wykorzystanie celulozy
prowadzone sa gtéwnie przez wiele celulolitycznych
oraz niecelulolitycznych drobnoustrojéw. Mikroorga-
nizmy w takich konsorcjach czgsto konkuruja o zwiazki
odzywcze, ale wiele z nich réwniez wspolpracuje na
zasadzie komensalizmu, protokooperacji lub syntrofii.
Komensalizm, czyli wspoélzaleznos¢, w wyniku, ktorej
jeden z gatunkéw czerpie wyrazne korzysci, polega
gltéwnie na przeprowadzeniu przez mikroorganizmy
celulolityczne substratéw, nieprzyswajalnych przez
partnera (ligninocelluloza), w produkty, ktére juz
moze wykorzystac, jako skladniki odzywcze (glukoza).
W przypadku protokooperacji interakcja miedzyga-
tunkowa charakteryzuje si¢ czerpaniem obustronnych
korzysci przez organizmy, lecz nie jest wymagana do
egzystencji monokultur tych drobnoustrojéw. Polega
gltéwnie na wzajemnym dostarczaniu zwigzkéw odzyw-
czych, w tym metabolitéw wtérnych (np. witamin),
przetwarzaniu bialek oraz rozkladzie ztozonych weglo-
wodanow.

Syntrofia w procesie metanogenezy opiera si¢ na
$cistej wspolpracy réznych grup mikroorganizméw
w procesie katabolizmu beztlenowego. Metan jest pro-
dukowany przez archeony metanogenne w procesie
redukeji dwutlenku wegla lub octanu wodorem powsta-
tym w fermentacji zwigzkéw organicznych (takich jak
maélan, propionian, mréwczan, etanol). Praktycznie
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Tabela IV

Przyktady interakcji mikroorganizméw celulolitycznych i niecelulolitycznych

Mikroorganizym itera-
gy Substrat Warunki hodowli Efekt kooperacji Litera
celulolityczne niecelulolityczne tura
Clostridium Methanobacterium Mikrokrystaliczna | Hodowla wsadowa, | Zwiekszona szybko$¢ degradacji | [96]
thermocellum thermaautotropium celuloza/celobioza | 60°C celulozy; zmiany produktu
koncowego z etanolu na metan
C. thermosaccharolyticum | Solka Floc Hodowla wsadowa, | 3-krotny wzrost wydajnosci [65]
produke;ji etanolu
C. thermohydrosulfuricum | Celuloza Hodowla wsadowa, | Zwiekszona szybko$¢ degradacji | [62]
60°C celulozy
C. thermohydrosulfuricum | Wytloki z Osiki Hodowla wsadowa, | Zwigkszona produkcja etanolu [94]
60°C
Fibrobacter Selenomonas ruminantium | Celuloza Hodowla wsadowa, | Zwigkszona degradacja celulozy, | [77]
succinogenes 60°C konwersja bursztynianu do
propionianu
Ruminococcus albus | Methanobrevibacter smithii | Mikrokrystaliczna | Hodowla ciagla, Metanogeneza dzieki miedzy- [68]
celuloza 37°C gatunkowym interreakcjom
mikroorganizmom wodorowym
E succinogenes lub | Prevotella ruminicola Trawa kupkéwka | Hodowla wsadowa, | Zwiekszony stopien [23]
Ruminococcus pospolita 38°C rozkladu celulozy
flavefaciens lub lucerna
FE succinogenes/ Treponema bryantii Stoma jeczmienna | Hodowla wsadowa, | Zwigkszenie szybkosci trawienia | [45]
Buytrivibrio 39°C stomy jeczmiennej,
fibrisolvens ale nie czystej celulozy
Trichoderma Clostridium butyricum Celuloza Hodowla Produkty hydrolizy tlenowej [93]
harzianum celulozy wykorzystywane przez
beztlenowe Clostridium sp.
wigzace N2
Cellulomonas Azospirillum brasilense Filtr papierowy, Hodowla wsadowa, | Fizyczne oddzialywania bakterii | [30]
flavigena stoma pszenicy 30°C degradujacych celuloze
z wigzacym azot Azospirillum
Cellulomonas Xanthomonas sp. Wrytloki z trzciny | Hodowla ciagta, Wydajniejszy wzrost w wspot- [70]
flavigena cukrowej 30-40°C hodowli niz w monokulturze

wszystkie zwigzki organiczne moga by¢ ostatecznie
przekonwertowane w metan, w wyniku syntrofii bak-
terii fermentacyjnych i metanogenéw. Konsumentami
produkowanego wodoru moga by¢ wspomniane meta-
nogeny, ale takze, obecne bakterie homoacetogenne
i bakterie redukujace siarczany. Procesy fermentacyjne
i produkcja metanu muszg pozostawaé w rownowadze
gdyz nadmierne gromadzenie w hodowli produktéow
fermentacji, w tym wodoru moze by¢ toksyczne dla
roznych grup mikroorganizméw przeprowadzajacych
proces fermentacji metanowej [22, 60]. Przyktadowe
wyniki prowadzonych badan nad interakcjami mikro-
organizmow celulolitycznych oraz niecelulolitycznych
przedstawione sg w tabeli I'V.

W hodowli mikroorganizméw, stosowanej w pro-
cesie utylizacji ligninocelulozy na ogét otrzymuje sie
mieszanine produktéw, ktére moga zawiera¢ glukoze,
kwas octowy, dwutlenek wegla. W obecnosci innych
grup drobnoustrojéw ich réznorodnos¢, moze zostaé
zredukowana do ostatecznych produktéw. W zaleznosci

od grupy fizjologicznej prokariontéw wchodzacych
w skiad zespotu mikroorganizméw (beztlenowe bak-
terie fermentacyjne, archeony metanogenne) ostatecz-
nymi produktami mogg by¢: etanol i metan wchodzacy
w sktad warto$ciowego biogazu. Proces metanogenzy
jest powszechnie stosowany w oczyszczalniach $ciekow,
w celu wytworzenia biogazu, aby zréwnowazy¢ koszt
pracy oczyszczalni [36, 59, 89].

Zastosowanie enzymow oraz drobnoustrojow celu-
lolitycznych (réwniez tych modyfikowanych genetycz-
nie) moze mie¢ ogromny wplyw na poprawe efektyw-
nosci hydrolizy, co za tym idzie zoptymalizowaniu oraz
obnizeniu kosztéw produkeji biopaliw.

Biopaliwa, w obecnej chwili moga by¢ najwazniej-
szymi alternatywnymi zrédlami energii. W biotech-
nologii wyrdznia sie dwie mozliwosci otrzymywania
paliw z biomasy ligninocelulozowej. Pierwszy proces
SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation), oparty
jest na oddzielnych etapach hydrolizy oraz fermen-
tacji. Substraty sa degradowane przez enzymy celuloli-
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tyczne, hemicellulolityczne, ligninolityczne w wyniku
hydrolizy, a nastepnie produkty te ulegajg przemianom
biochemicznym do ostatecznych produktéw np. do
metanu. Drugi proces tzw. ,,skonsolidowany bioproce-
sing” (CBP, Consolidated Bioprocessing), oparty jest
na polaczeniu dwoch wymienionych etapéw, w jeden
nieroztgczny proces przeprowadzany w jednym bio-
reaktorze. Obecnie wcigz poszukuje si¢ takich bak-
terii, ktore efektywnie radzityby sobie zaréwno z pro-
cesem hydrolizy jak i fermentacji. W tym celu prébuje
sie stosowa¢ metody inzynierii genetycznej. Proces
»skonsolidowanego bioprocesingu” boryka sie zdwoma
gléwnymi problemami. Pierwszy z nich to optymalna
temperatura dla hydrolizy biomasy ligninocelulozo-
wej (ok. 30°C) oraz fermentacji (w przypadku fermen-
tacji metanowej — 37°C). Drugi problem polega na
utrzymaniu stabilnej struktury mikroorganizmoéw tle-
nowych i beztlenowych, umozliwiajaca kontrole prze-
biegu proceséw biochemicznych przeprowadzanych
przez dane grupy mikroorganizmoéw i prowadzacych
do powstawania wartosciowych biopaliw w procesie
przemystowym.

6. Podsumowanie

Istnieje ogromna ilo$¢ odpadéw o niskiej war-
tosci lub tez materialow lignocelulozowych, ktore sa
zwyczajowo marnowane. Wykorzystanie materialow
lignocelulozowych, takich jak pozostalosci rolniczych,
przemystowych, traw, odpadéw lesnych, jak réwniez
roélin energetycznych, moze znacznie przyczyni¢ sie
do poprawy bioenergetyki w skali swiatowej. Dzigki
mikroorganizmom celulolitycznym mozliwe jest wyko-
rzystanie zgromadzonych zapaséw energii i ich biokon-
wersja w uzyteczne zrodla energii [97].

Procesem kluczowym, czesto limitujagcym szyb-
kos¢ biokonwersji, jest wlasnie reakcja hydrolizy mate-
riatu ligninocelulozowego. W celu ulatwienia szybkiej
i skutecznej degradacji ligninocelulozy wymagana jest
wstepne przygotowanie biomasy. Alternatywa dla zna-
nych metod fizycznych i chemicznych, s3 metody bio-
logiczne wykorzystujace aktywnos¢ mikroorganizmow,
gltéwnie grzybow i bakterii, produkujacych enzymy
celulolityczne.

Izolowane drobnoustroje celulolityczne réznig sie
m.in budowg i postacig wystepowania enzymoéw, szyb-
koscig i zakresem aktywnosci celulolitycznej, aktyw-
noscig pomocniczych enzymoéw oraz losami produktow
powstatych podczas hydrolizy materiatu ligninocelu-
lozowego. Wspomniane wyzej mutualistyczne inte-
rakcje mikroorganizméw celulolitycznych z niecelulo-
litycznymi majg znaczace konsekwencje w srodowisku
naturalnym oraz w procesach wykorzystywanych przez
czlowieka.

Réwnoczesny proces utylizacji celulozy oraz meta-
nogenezy badz fermentacji alkoholowej prowadzony
przez liczne drobnoustroje, prowadzi do otrzymania
biogazu i bioetanolu.

Wiedza na temat utylizacji celulozy, enzymoéw
i mikroorganizméw celulolitycznych a takze znajomo$¢
zachodzacych proceséw biochemicznych, stwarza sze-
rokie mozliwosci dotyczace rozwoju oraz optymalizacji
proceséw pozyskiwania ekologicznej energii.
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5. Podsumowanie

Microorganisms in bioaugmentation of polluted environments

Abstract: Bioaugmentation is defined as a technique for improving the degradative capacity of contaminated soil and water by adding
selected strains or consortia of microorganisms. In the treatment of environmental pollution by microorganisms, three approaches can
be distinguished: autochthonous bioaugmentation, in which microorganisms isolated from contaminated site as an enriched culture
are reinjected to the original environment; allochthonous bioaugmentation (bioenrichment), in which seeding material is isolated from
another place and gene bioaugmentation, in which genetically engineered microorganisms equipped with genes encoding proteins
related to some desired function are introduced into polluted site. In the selection of proper culture for biougmentation, the following
features of microorganism should be taken into consideration: fast growth, ease of culivation, capacity to withstand high concentration of
contaminants and the ability to survive in a wide range of environmental conditions. The enhancement of bioaugmentation may be also
achieved by delivering microorganisms on various carriers or by the use of activated soil. The efficiency of bioaugmentation is determined
by abiotic and biotic factors. The first include chemical structure of contaminants, their concentration and bioavailability as well as
fluctuations or extremes in temperature, pH and nutrients level. Among biotic factors, the most important are the interactions between
autochthonous and added microorganisms such a competition, predation and bacteriophages. Numerous studies have demonstrated that
bioaugmentation is a promising technology in remediation of soil, water and sediments polluted with polycyclic aromatic hydrocarbons,
nitrophenols, polychlorinated biphenyls, chlorophenols, crude oil, diesel oil and several pesticides.

Introduction. 2. Microorganisms in bioaugmentation. 2.1. Single strains. 2.2. Consortia of microorganisms. 2.3. Genetically engineered

microorganisms. 3. Methods for delivering microorganisms into environment. 4. Factors limiting bioaugmentation. 5. Summary

Stowa kluczowe: bioaugmentacja, mikroorganizmy, zanieczyszczenia

Key words: bioaugmentation, microorganisms, pollutants

1. Wprowadzenie

Wzrost zanieczyszczenia $rodowiska zwigzkami
ropopochodnymi, polichlorowanymi bifenylami (PCB),
wielopierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi
(WWA), nitro- i chlorofenolami, pestycydami, farma-
ceutykami oraz metalami cigzkimi stwarza konieczno$¢
stosowania skutecznych metod ich detoksykacji i/lub
eliminacji. Aby ograniczy¢ ilo$¢ zwigzkow toksycznych
w roznych ekosystemach nalezy wdraza¢ przyjazne $ro-
dowisku technologie, tafisze od metod fizykochemicz-
nych i bardziej efektywne w przywracaniu $rodowiska
do stanu wiasciwego.

Obiecujaca technologia wspomagajaca usuwanie
zanieczyszczen z gleby, wody, osadow dennych czy cie-
koéw jest bioaugmentacja. Polega ona na wprowadzeniu
do skazonych miejsc wyselekcjonowanych mikroorga-
nizméw w celu wzmocnienia naturalnej aktywnosci
degradacyjnej rodzimej mikroflory [19, 30, 45, 68]. Sto-
sowanie bioaugmentacji zaleca si¢ wtedy, gdy liczba

mikroorganizméw autochtonicznych degradujacych
okreslone zanieczyszczenie jest zbyt mala do ich elimi-
nacji oraz w miejscach skazonych mieszaninami roz-
nych toksycznych zwiazkéw, wymagajacych dtuzszego
czasu aklimatyzacji i adaptacji inokulantéw do rozktadu
poszczegolnych zanieczyszczen [22]. Powinno si¢ ja
réwniez stosowac na obszarach, na ktérych koszty usu-
wania zanieczyszczen metodami fizykochemicznymi
znacznie przewyzszajg koszty bioaugmentacji. Mikro-
organizmy mozna wykorzystywac w charakterze inoku-
lum zaréwno w miejscu skazenia (in situ), jak i w spe-
cjalnie wyznaczonym do tego celu miejscu (ex situ).
Dodatkowo bioaugmentacj¢ coraz czesciej laczy sie
z innymi metodami bioremediacji inzynieryjnej w celu
intensyfikacji rozkladu zanieczyszczen, na przyklad
z biostymulacja czy biowentylacja [1, 28, 48, 51, 66].
Bioaugmentacja nie jest nowg metoda. Od wielu lat
jest praktykowana w rolnictwie, lesnictwie i oczyszcza-
niu $ciekéw. Pierwsze proby inokulacji gleby przez zasie-
dlajagce korzenie roslin straczkowych bakterie z rodzaju

* Autor korespondencyjny: Katedra Biochemii, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach, ul. Jagiel-
lonska 28, 40-032 Katowice; tel. 32 2009555; e-mail: agnieszka.mrozik@us.edu.pl
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Rhizobium przeprowadzono w XIX wieku. W pozniej-
szym czasie podejmowano réwniez proby bioaugmen-
tacji gleby z uzyciem bakterii Azotobacter i Azospiril-
lum spp. w celu zwiekszenia plonéw roélin uprawnych
[43]. Innym sposobem intensyfikacji zbioréw bylo
takze zaszczepianie nasion roélin uprawnych mikro-
organizmami promujgcymi wzrost roélin (plant-growth-
-promoting microorganisms) lub mikroorganizmami
chronigcymi rosliny przed atakiem patogendéw (plant-
-protecting microorganisms) [6, 27]. Pierwsza natomiast
zakonczong sukcesem eksperymentalng bioaugmentacije
wod podziemnych skazonych trichloroetylenem z uzy-
ciem bakterii Ralstonia eutropha KT-2 przeprowadzili
w 2000 roku w Japonii Nakamura i wsp. [47].

2. Mikroorganizmy w bioaugmentacji

Mikroorganizmy w poréwnaniu z innymi orga-
nizmami charakteryzuja si¢ wyjatkowa zdolnosciag
adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow s$rodowi-
skowych i wykorzystywania zwigzkéw toksycznych
jako substratow energetycznych i budulcowych. Dzieki
tym zdolnosciom zaangazowane sg w procesy transfor-
magji i/lub eliminacji tych zwiazkow z zanieczyszczo-
nych $rodowisk.

Dobér odpowiednich szczepéw do bioaugmentacji
nie jest zadaniem tatwym. Praktyczne ich wykorzysta-
nie poprzedza zmudny etap ich izolacji, identyfikacji
i oceny aktywnosci degradacyjnej komoérek w stosunku
do konkretnego zanieczyszczenia. Idealne mikroorga-
nizmy do bioaugmentacji powinny charakteryzowac sie
niezbyt dlugim czasem generacji, odpowiednia szyb-
koscig dziatania, mobilnoscia, zdolnoscig do adhezji
i chemotaksji dodatniej w kierunku atraktanta, odpor-
noscig na zmiany czynnikéw srodowiskowych oraz nie-
wielkim kosztem ich uzyskania [45, 60, 65].

Znanych jest kilka sposobdw selekeji mikroorganiz-
mow do bioaugmentacji. Jednym z nich jest izolacja
mikroorganizméw o pozadanych wlasciwosciach z za-
nieczyszczonego $rodowiska, namnozenie w warun-
kach laboratoryjnych i ponowne wprowadzenie do
miejsca, z ktérego naturalnie pochodzily. Zabieg ten
nosi nazwe bioaugmentacji autochtonicznej lub reino-
kulacji mikroorganizmami autochtonicznymi (auto-
chthonous bioaugmentation; re-inoculation) [21, 25,
39]. Mozna réwniez wprowadzaé wyselekcjonowane
mikroorganizmy do miejsc, w ktérych zwiazek stano-
wigcy skazenie ma podobne wiasciwosci chemiczne do
tego, jaki zanieczyszczal pierwotne zrédlo ich pocho-
dzenia. Metoda ta znana jest pod nazwa bioaugmenta-
cji allochtonicznej lub biowzbogacenia (allochthonous
bioaugmentation; bioenrichment) [3, 55]. Kolejna stra-
tegi jest introdukcja do srodowiska mikroorganizmow
zmodyfikowanych genetycznie (GEM) o wzmozonej
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Rys. 1. Rodzaje bioaugmentacji jako jednej z metod bioremediacji
inzynieryjnej (opracowanie wasne)

aktywnosci degradacyjnej, czy wprowadzanie wektordw
niosacych geny kodujgce enzymy szlakow katabolicz-
nych réznych zwigzkéw, co nosi nazwe bioaugmentacji
genetycznej (gene bioaugmentation) [16, 25, 32, 50].
Istnieje takze mozliwos$¢ stosowania gotowych prepara-
téw handlowych (np. B8, B10 i Devoroil), zawierajacych
mikroorganizmy i/lub biosurfaktanty [23, 58]. Opisane
rodzaje bioaugmentacji ilustruje Rys. 1.

W bioaugmentacji stosuje si¢ gloéwnie bakterie
Gram-ujemne z rodzajow: Pseudomonas [29, 69],
Sphingobium [12], Novosphingobium [11], Burkholde-
ria [36], Alcaligenes [26] czy Achromobacter [54]. Poza
nimi coraz powszechniej stosowane sg bakterie Gram-
-dodatnie, reprezentowane przez rodzaje: Rhodococ-
cus [32, 72], Bacillus [14] czy Paracoccus [64]. Mozna
réwniez introdukowa¢ do skazonych srodowisk grzyby
mikroskopowe z rodzajow: Achremonium [57], Asper-
gillus [15], Penicillium [40] i Mucor [62]. Zaden z tych
mikroorganizméw nie jest uniwersalnym dla potrzeb
bioaugmentacji, cho¢ wiele z nich przejawia rézno-
rodne cechy metaboliczne i jest zdolnych do degradacji
szeregu roznych zanieczyszczen.

2.1. Pojedyncze szczepy

W ciagu ostatnich kilku lat przeprowadzono wiele
badan dotyczacych intensyfikacji rozkladu WWA,
PCB, BTEX, pestycydoéw, herbicydow, zwiazkéw ropo-
pochodnych i skladnikéw oleju napedowego z wyko-
rzystaniem pojedynczych szczepow bakterii (Tabela I).
Teng i wsp. [64] po inokulacji gleby silnie skazonej
WWA szczepem Paracoccus sp. HPD-2 uzyskali po
28 dniach eksperymentu spadek ogodlnej zawartosci
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Tabela I
Pojedyncze szczepy bakterii i grzybéw w bioaugmentacji skazonych srodowisk
Mikroorganizm Zanieczyszczenie Lokalizacja Zrodlo
Pseudomonas sp. WBC-3 paration gleba, Chiny [69]
Sphingobium sp. 22B fenantren gleba, Argentyna [39]
Burkholderia xenovorans LB400 | PCB gleba, USA [36]
Bacillus sp. PS11 fenol gleba, Serbia [14]
Amycolatopsis tucumanensis Cu gleba, Argentyna (2]
Paracoccus sp. HPD-2 WWA gleba, Chiny [64]
Novosphingobium DY4 2,4-D gleba, Chiny [11]
Pseudomonas sp. JS150 fenol gleba, Polska [46]
Aspergillus niger ARIFCC 1053 | endosulfan gleba, Turcja (7]
Lentinus crinitus CCIBt2611 PCP gleba, Brazylia (4]
Phanerochaete velutina FBCC941 | WWA gleba, Finlandia [70]
Pseudomonas monteilli SB3078 | BTEX osad czynny, Dania [17]
Rhodococcus sp. YYL tetrahydrofuran osad czynny, Chiny [72]
Sphingomonas sp. TrD23 triklosan osad czynny, USA [74]
Sphingobium sp. BiD32 bisfenol A osad czynny, USA [74]
Alcanivorax borkumensis SK2* ropa naftowa woda morska, Wlochy [28]

Objasnienia: PCB - polichlorowane bifenyle; WWA - wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne;
2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy; PCP - pentachlorofenol;
BTEX - mieszanina benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenow

wszystkich WWA o 23,2% w stosunku do ich steze-
nia wyjsciowego, w tym zwigzkow 3-, 4- i 5-pierscie-
niowych odpowiednio o 35,1; 20,7 i 24,3%. W innych
badaniach Dai i wsp. [11] bioaugmentowali glebe
skazong herbicydem - kwasem 2,4-dichlorofenoksy-
octowym (2,4-D) z uzyciem nowo odkrytego szczepu
bakterii Novosphingobium DY-4. Po inokulacji gleby
tymi bakteriami stwierdzili 95% ubytek 2,4-D apliko-
wanego do gleby w stezeniu 200 mg/kg gleby w ciggu
5-7 dni. Zakonczong sukcesem bioaugmentacje gleby
skazonej pestycydem parationem metylu z uzyciem
szczepu Pseudomonas sp. WBC3 przeprowadzili Wang
iwsp. [69]. W ciagu 15 dni uzyskali catkowity rozklad
tego zwigzku w stezeniu 0,536 mg/s.m gleby w glebie
inokulowanej bakteriami, podczas gdy w glebie kon-
trolnej rozklad zachodzil wolniej i towarzyszyt mu
systematyczny wzrost stezenia p-nitrofenolu, glow-
nego intermediatu posredniego rozkladu parationu.
Pomyslnie zakoniczong bioaugmentacje gleby skazonej
pentachlorofenolem (PCP) w stezeniu 100 ug/g gleby
z uzyciem szczepu Sphingobium chlorophenolicum
przeprowadzili Dams i wsp. [12]. Wykazali, ze w glebie
bioaugmentowanej tymi bakteriami w ciagu 2 tygodni
ubyto okoto 80% wprowadzonej dawki PCP, podczas
gdy w glebie niebioaugmentowanej — okoto 40%. Bio-
augmentacje gleby skazonej fenantrenem (2 g/kg s.m.
gleby) z uzyciem autochtonicznego, wysoce odpornego
na susz¢ szczepu Sphingobium sp. 22B oraz tej samej
gleby dodatkowo poddanej biostymulacji przeprowa-

dzili Madueno i wsp. [39]. Z badan tych wynika, ze
rozklad fenantrenu w glebie inokulowanej bakteriami
i poddanej biostymulacji (BB) oraz w glebie biostymu-
lowanej, niebioaugmentowanej (BN) zalezal od zawar-
tosci w nich wody. Przy wilgotnosci gleby 10% w ciagu
150 dni nie obserwowano rozkladu tego zwigzku w obu
glebach, natomiast po jej zwiekszeniu w dniu 150 z 10
do 15% w glebie BB w ciggu 11 dni ubylo okolo 50%
wprowadzonej dawki fenantrenu, a w dniu 200-95%.
W glebie BN w tym samym czasie ubyto 5 i 95% wyjs-
ciowego stezenia tego zwigzku. Wyniki te wskazuja, ze
skuteczniejszym od biostymulacji rozwigzaniem w eli-
minacji fenantrenu z gleby byla bioaugmentacja potg-
czona z biostymulacja.

2.2. Konsorcja mikroorganizméw

Inng strategia bioaugmentacji jest wprowadzanie
do zanieczyszczonych $rodowisk mieszanych konsor-
cjow mikroorganizméw (Tabela II). Wedtug Heinaru
i wsp. [29] konsorcja efektywniej degradujg zanieczysz-
czenia, gdyz zdolnosci degradacyjne poszczegdlnych
szczepOw moga sie uzupetniaé. Oznacza to, ze pro-
dukty posrednie rozkladu poszczegolnych zwigzkow
przez jedne szczepy moga by¢ dalej metabolizowane
przez inne szczepy. Chi i wsp. [9] wprowadzili konsor-
cjum trzech szczepoéw: Pseudomonas sp. WBC-3 roz-
ktadajacego p-nitrofenol, Cupriavidus necator JMP134
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Tabela II
Konsorcja mikroorganizméw w bioaugmentacji skazonych $rodowisk

Konsorcjum Zanieczyszczenie Lokalizacja Zrédto
Cupriavidus necator JMP134, Pseudomonas sp. WBC-3 i Alcaligenes sp. NyZ215 | p-nitrofenol, gleba, Chiny [9]
m-nitrofenol
o-nitrofenol
B. subtilis, P. fluorescens, Streptococcus faecalis i Candida tropicalis ropa naftowa gleba, Chiny [51]
Aeromonas hydrophila, Alcaligenes xylosoxidans, Gordonia sp., olej napedowy | gleba, Polska [63]
P fluorescens, P. putida, Rhodococcus equi, Stenotrophomonas maltophilia
i Xantomonas sp.
P, aeruginosa, Achromobacter xylosoxidans i Ochrobactrum intermedium diesel biodisel gleba, Brazylia [10]
Rhodococcus ruber P25 i Microbacterium sp. B51 PCB gleba, Rosja [18]
Konsorcjum ASP fenantren gleba, Indie (49]
Rhizopus sp., Penicillium funiculosum i Aspergillus sydowii ropa naftowa gleba, Meksyk [40]
Bacillus B1E, B5A i B3G, Chromobacterium sp. 4015 WWA gleba, Brazylia [57]
Enterobacter aglomerans B1A, Achremonium sp., Aspergillus sp. i Verticillum sp.
B. subtilis DM-4 i P. aeruginosa M i NM ropa naftowa gleba, Indie [13]
P fluorescens T1, P. diminuta T2, P. fluorescens T3, Burkholderia pseudomalleii T4, | HCH gleba, Indie (8]
P, putida T5, Flavobacterium sp. T6, Vibrio alginolyticus T7, P. aeruginosa T8,
P stutzeri T9 i P, fluorescens T10
Konsorcjum ENEA-LAMOSS (12 szczepow allochtonicznych) olej napedowy, | gleba, Wlochy [61]
Pb, Zn
Rhodococcus sp. YYL, B. cereus MLY1 i B. aquimaris MLY2 tetrahydrofuran | osad czynny, Chiny (72]
A. borkumensis SK2" i Thalassolituus oleivorans MIL-17 ropa naftowa woda morska, Wlochy | [28]

Objasnienia: PCB - polichlorowane bifenyle; WWA - wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne; HCH - heksachlorocykloheksan

degradujacego m-nitrofenol i Alcaligenes sp. NyZ215
metabolizujacego o-nitrofenol do gleby skazonej mie-
szaning wszystkich izomeréw nitrofenolu w stezeniu
40 pg/g gleby kazdy. Uzyskali w ten sposob catkowity
ich rozklad w ciagu 8 dni, podczas gdy w glebie kon-
trolnej w 30 dniu oznaczyli 29% wyjs$ciowego stezenia
kazdego z tych izomeréw. W innych badaniach Szulc
i wsp. [63] przeprowadzili w warunkach polowych
bioaugmentacje¢ gleby skazonej olejem napedowym
w stezeniu 8500 mg/kg gleby z uzyciem konsorcjum
bakterii: Aeromonas hydrophila, Alcaligenes xylosoxi-
dans, Gordonia sp., Pseudomonas fluorescens, P. putida,
Rhodococcus equi, Stenotrophomonas maltophilia oraz
Xantomonas fluorescens. Po 365 dniach eksperymentu
stwierdzili 95% ubytek zanieczyszczen w glebie inoku-
lowanej bakteriami, podczas gdy w glebie nieinoku-
lowanej ubylo w tym czasie okoto 50%. Dodatkowo
wykazali w osobnym eksperymencie, ze dodatek do
gleby bioaugmentowanej biosurfaktantéw (ramnolipi-
dow) nie miat znaczacego wplywu na tempo rozktadu
oleju napedowego. Synergistyczny efekt 3 gatunkow
bakterii: Bacillus subtilis, P. fluorescens i Streptococcus
faecalis oraz grzyba Candida tropicalis w degradacji
16 réznych WWA (skladnikéw ropy naftowej) w gle-
bie poddanej bioaugmentacji i biostymulacji obserwo-
wali Qiao i wsp. [51]. Biostymulacja polegata na doda-
niu do skazonej gleby komercyjnego nawozu (NPK),

wegla brunatnego w postaci popiotu lub organicznych
$ciekéw przemystowych (NovoGro) oraz wszystkich
tych materialéw réwnocze$nie. Najwyzsza wydajnos¢
rozkladu 2-, 3- i 4- oraz 5- i 6-pierScienowych WWA,
wynoszaca odpowiednio 35, 70 i 45%, uzyskali w glebie
poddanej bioaugmentacji oraz biostymulacji z uzyciem
wszystkich 3 preparatéw. Znane sg rowniez przyktady
inokulacji osaddéw czynnych wybranymi szczepami bak-
terii. Yao i wsp. [72] introdukowali szczepy Rhodococ-
cus sp. YYL, Bacillus cereus MLY1 i B. aquimaris MLY2
do osadu czynnego zanieczyszczonego syntetycznymi
$ciekami zawierajacymi tetrahydrofuran (THF) w ste-
zeniu 20 mM. Stwierdzili, ze szczep YYL dominowatl
w osadzie i kolonizowal powierzchni¢ klaczkéw jedynie
w obecnosci dwdch pozostatych szczepéw, natomiast
gdy introdukowano go indywidualnie nie wykazywat
takiej zdolnosci. Wynikiem kolonizacji i dominacji tego
szczepu byla efektywna eliminacja zastosowanej dawki
THF (95%) w ciagu 20 dni. Z kolei Hassanshahian
i wsp. [28] przeprowadzili bioaugmentacje i biostymu-
lacje naturalnej wody morskiej zanieczyszczonej ropa
naftowg (1000 ppm) z uzyciem odpowiednio 2-sktadni-
kowego konsorcjum bakterii Alcanivorax borkumensis
SK2" i Thalassolituus oleivorans MIL-1" oraz sktadnikow
nieorganicznych (KH,PO, NH Cl i NaNO,). Z badan
tych wynika, ze biostymulacja okazala si¢ skutecz-
niejszym zabiegiem w redukcji zanieczyszczen niz bio-
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Tabela III
Genetycznie modyfikowane mikroorganizmy w bioaugmentacji skazonych $rodowisk
Mikroorganizmy/wektory Wektory/geny kataboliczne Zanieczyszczenia Lokalizacja Zrédto
E. coli HB101 (pJP4) plazmid pJP4 2,4-D gleba, Japonia [33]
P putida BBC443 plazmid TOL, gfp mut3b toluen gleba, USA [32]
P. putida PAW 340/pDH5 | plazmid pDH5 4-CBA gleba, Wlochy [41]
P, fluorescens MP megaplazmid pJS1 2,4-DNT gleba, Argentyna [44]
P. fluorescens RE geny dntABDEG 2,4-DNT gleba, Argentyna [44]
P. putida KT2442 plazmid pNF142::TnMod-OTc | naftalen gleba, Rosja [20]
B. xenovorans LB400 (ohb) | ohb operon w wektorze pRT1 | Aroclor 1242 osad denny, USA [53]
pDOC plazmid pDOC, gfp* chlorpyrifos gleba, Chiny (73]

Objasénienia: 2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy; 4-CBA - kwas 4-chlorobenzoesowy; 2,4-DNT - 2,4-dinitrotoluen

augmentacja. W glebie poddanej biostymulacji roz-
kfad weglowodoréw ropopochodnych nastgpit w 80%,
a w glebie bioaugmentowanej w 70%. Dla poréwnania
inokulacja wody pojedynczym szczepem A. borkumen-
sis SK2" okazala si¢ najskuteczniejszym sposobem eli-
minacji zanieczyszczen (90%).

2.3. Mikroorganizmy modyfikowane genetycznie

W bioaugmentacji zanieczyszczonych $rodowisk
mozna réwniez stosowa¢ mikroorganizmy modyfi-
kowane genetycznie (GEM) o wzmozonej aktywnosci
degradacyjnej (Tabela III). Takie szczepy pozyskuje
sie droga mutagenezy losowej i indukowanej oraz
konstruuje metodami inzynierii genetycznej. Lipthay
i wsp. [37] inokulowali glebe szczepem E. coli HB101,
bedacej gospodarzem plazmidu pRO103, zawierajacego
gen dioksygenazy kwasu 2,4-D-dichlorofenoksyoctow-
wgo/2-oksoglutarowego. W wyniku transferu tego plaz-
midu do szczepu R. eutropha uzyskali transkoniuganty
R. eutropha (pRO103), ktdre lepiej przezywaly w glebie
i przeprowadzaly szybciej rozklad wprowadzonego do
niej kwasu 2,4-D niz komoérki bezplazmidowe. Wydaj-
niejsza mineralizacje kwasu 4-chlorobenzoesowego
(4-CBA) w glebie inokulowanej dzikim szczepem
Arthrobacter sp. FG1 i modyfikowanym genetycznie
P putida PaW340 (pDH5) obserwowali takze Massa
i wsp. [41]. Uzyskane rekombinanty Arthrobacter sp.
FG1 (pDH5) z genem dehalogenazy efektywniej roz-
kiadaly 4-PCB niz w glebie inokulowanej pre-adapto-
wanym, dzikim szczepem. W innych badaniach Inoue
i wsp. [33] wprowadzili do gleby skazonej 2,4-D szczepy
E. coli z plazmidem pJP4 i Pseudomonas sp. KT2440.
Plazmid ten zawieral geny kodujgce enzymy rozkladu
2,4-D do 2-chloromaleilooctanu oraz geny opornosci
na rte¢. Mimo, ze liczebnos$¢ inokulantéw drastycznie
malala po wprowadzeniu do gleby, stwierdzono wzrost
tempa rozktadu 2,4-D, bedacy wynikiem transferu plaz-

midu do szczepéw naturalnie zasiedlajacych glebe.
Wisrdd biorcow plazmidu znalazly sie szczepy auto-
chtoniczne z rodzaju Burkholderia oraz allochtoniczny
szczep Pseudomonas sp. KT2440. Podobne zjawisko
w wyniku bioaugmentacji sterylnej gleby skazonej
toluenem (4 mg/1) z uzyciem szczepu P, putida BBC443
niosacego plazmid TOLgfpmut3b oraz 4 dzikich szcze-
pow bakterii E. coli, Enterobacter cloacae, Seratia mar-
cescens i P. fluorescens jako potencjalnych biorcow tego
plazmidu obserwowali Tkuma i Gunsch [32]. Pomimo,
ze szczep dawcy zamieral po kilku dniach po introduk-
cji do gleby, tempo rozkladu toluenu systematycznie si¢
zwigkszalo i w 24 dniu wynosito 0,079 mg/g/h. Bylo
to wynikiem wysokiej efektywnosci transferu i eks-
presji genéw odpowiedzialnych za rozklad toluenu
w komorkach biorcéw i wzrostu ich liczebnosci nie-
zaleznie od przezywalnosci dawcy. Szczepy modyfiko-
wane genetycznie znalazly takze zastosowanie w utle-
nianiu As(III) do As(V) w wodach kopalnianych [16].
Arsen (IIT) jest bardziej trujgcy od As(V), trudniejszy
do usunigcia z wody oraz bardziej rozpowszechniony.
Szczepy wyposazone w plazmid pA101 oraz réwnoczes-
nie w dwa plazmidy pA101 i pARS byly zdolne do
wzrostu w tych wodach i calkowicie eliminowaty z nich
As(III) (0,25 mg/1) w ciagu 24 godzin.

Innym rodzajem bioaugmentacji genetycznej ogra-
niczajacej trudnosci zwigzane ze staba przezywalnoscia
inokulantéw i niska ich aktywnoscig jest bezposrednie
wprowadzanie do zanieczyszczonego srodowiska wek-
torow. Strategie taka zastosowali Zhang i wsp. [73],
ktorzy do gleby skazonej chlorpyrifosem (200 mg/kg
s.m gleby) wprowadzili plazmid pDOC, pochodzacy
z bakterii Bacillus laterosporus, niosacy geny odpo-
wiedzialne za rozklad tego insektycydu. Wynikiem
tego byl transfer plazmidu do szczepdéw rodzimych,
reprezentujacych rodzaje Pseudomonas i Staphylo-
coccus, ktdre uzyskaly zdolno$¢ rozkladu chlorpyri-
fosu w ciggu 5 dni od momentu jego aplikacji do gle-
by. Czestotliwos¢ transferu plazmidu byta najwyzsza
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w temperaturze 30°C i przy pojemnosci wodnej gleby
60%. Jednoczesnie stwierdzono, ze liczebnos¢ poten-
cjalnych biorcéw plazmidu pDOC systematycznie si¢
zwigkszala z 29 jtk/g gleby w dniu rozpoczecia ekspe-
rymentu do 130 jtk/g gleby w dniu 14.

Uzycie GEM w oczyszczaniu zanieczyszczonych $ro-
dowisk budzi wielki entuzjazm naukowcéw, jednakze ze
wzgledu na obawy i watpliwosci zwigzane z wprowadza-
niem takich mikroorganizméw do gleby czy wod bada-
nia w tym zakresie nie s3 prowadzone na szeroka skalg.

3. Sposoby dostarczania mikroorganizmow
do srodowiska

Istnieje kilka sposobéw dostarczania mikroorga-
nizméw do zanieczyszczonych srodowisk. Do gleby
najczesciej wprowadza si¢ je poprzez réwnomierne
rozpylanie zawiesiny komoérek na powierzchni ska-
zonego obszaru lub dostarcza bezposrednio w gtab
gleby poprzez systemy otworéw lub odwierty. Zadna
z tych metod nie gwarantuje jednak wiasciwego roz-
mieszczenia i przezywalnosci introdukowanych szcze-
pow. Rozpylanie zawiesiny na powierzchni gleby
ogranicza dostep mikroorganizméw do jej glebszych
warstw, a dostarczanie poprzez otwory czy odwierty
nie zapewnia réwnomiernego rozmieszczenia komo-
rek i moze prowadzi¢ do zablokowania przez mikro-
organizmy migzszosci warstwy wodonosnej. Do wod
podziemnych mozna wprowadza¢ mikroorganizmy
poprzez bezposrednie iniekcje przez studnie pionowe,
szyby czy dreny, ale nie s to rdwniez metody w pelni
efektywne. Skuteczniejszym sposobem dostarczania
mikroorganizméw do gleby czy wod wydaje sie uzycie
komoérek immobilizowanych w/na réznych nosnikach.
Unieruchamianie komdrek ma wiele zalet. Przedtuza
czas ich zycia w poréwnaniu do wolnozyjacych komo-
rek, zwigksza ich stabilno$¢ oraz ogranicza wplyw
czynnikéw zewnetrznych [25, 30]. Kuyukina i wsp. [34]
wykorzystali komorki Rhodococcus erytropholis IEGM
2751 R. ruber IEGM 231 unieruchomione w granulach
kriozelu alkoholu poliwinylowego do bioaugmentacji
gleby skazonej ropa naftows (50 g/kg gleby). Stwierdzili,
ze w glebie z dodatkiem immobilizowanych bakterii
w ciggu 14 miesiecy ubylo okolo 5% wigcej zanie-
czyszczen niz w glebie z dodatkiem zawiesiny wolnych
komorek i o okoto 27% wiecej niz w glebie kontrolnej,
nieinokulowanej bakteriami. Jednoczesnie wykazali,
ze aktywnos$¢ oddechowa gleby z dodatkiem immo-
bilizowanych komorek oraz ich przezywalno$¢ byly
wyzsze niz w glebie z wolnymi komdrkami oraz w gle-
bie kontrolnej. W innych badaniach Xin i wsp. [71]
poréwnywali efekt bioaugmentacji wod podziemnych
skazonych BTEX (100 mg/1) z uzyciem immobilizowa-
nego w alkoholu poliwinylowym z dodatkiem alginianu
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sodu szczepu Mycobacterium sp. CHXY119 oraz jego
mieszaniny z Pseudomonas sp. YATO411. Wykazali,
ze w wodzie z dodatkiem konsorcjum obu szczepow
degradacja wszystkich sktadnikéw BTEX zachodzita
w 100% i w krétszym czasie niz w wodzie inokulowanej
pojedynczym szczepem. Bioaugmentacje wody mor-
skiej zanieczyszczonej olejem napedowym z uzyciem
2-sktadnikowego konsorcjum bakterii: Rhodococcus
pyridinivorans CC-HCCHI11, Gordonia alcanivorans
CC-JG39 i Alcaligenes piechaudii CC-ESB2 (w roz-
nych kombinacjach), unieruchomionych w kulkach
alginianu wapnia oraz wolnych komoérek przeprowa-
dzili Liu i wsp. [38]. Najwyzsza wydajnos¢ eliminacji
zanieczyszczen (78%) uzyskali w wodzie z dodatkiem
immobilizowanego szczepu CC-HCCHI11 i CC-JG39
w stosunku 5:1. Dla poréwnania wydajnos¢ rozkladu
oleju w wodzie z wolnymi bakteriami w identycznym
stosunku wynosila okoto 50%. Shi i wsp. [56] badali
zdolnos¢ degradacji karbazolu, dibenzo(f)fenolu oraz
dibenzofuranu przez szczep Arthrobacter sp. W1 immo-
bilizowany w réznych nosnikach: agarze, k-karagenie
oraz gumie gellan i inokulowany do $ciekéw koksow-
niczych. Z badan tych wynika, ze najwyzsza efektyw-
nos¢ eliminacji tych zwigzkéw (90%) uzyskano w ciagu
4 godzin z zastosowaniem bakterii unieruchomionych
z uzyciem gumy gellan. W tym samym czasie w $ciekach
z dodatkiem komoérek immobilizowanych w agarze
i k-karagenie ubytek wyjsciowego stezenia zanieczysz-
czen miescit si¢ w zakresie 25-50%. Bioaugmentacja
gleby czy wod z wykorzystaniem immobilizowanych
mikroorganizmdéw o wysokim potencjale degradacji
konkretnego zanieczyszczenia nie zawsze odnosi jednak
oczekiwany skutek. Na przyktad Magbool i wsp. [42]
nie obserwowali pozytywnego wplywu bioaugmentacji
ryzosfery Sesbania cannabina z uzyciem konsorcjum
immobilizowanych bakterii Microbacterium foliorum,
G. alkanivorans i Mesorhizobium na rozklad weglowo-
dordéw ropy naftowej. W tym przypadku biodegradacja
ryzosferyczna zanieczyszczen z udzialem allochtonicz-
nych mikroorganizméw okazala si¢ skuteczniejsza od
bioaugmentacji gleby z uzyciem immobilizownych bak-
terii. Przyklady mikroorganizméw immobilizowanych
w/na réznych nosnikach w bioaugmentacji réznych
$rodowisk ilustruje Tabela IV.

Innym sposobem dostarczania do gleby mikroorga-
nizméw o wysokim potencjale degradacji konkretnych
zanieczyszczen jest mieszanie jej z tzw. ,,aktywna glebg’,
zawierajaca populacje eksponowane przed dlugi okres
czasu na obecno$¢ okreslonych zwigzkow i zaadapto-
wane do ich rozktadu [25]. Taki sposdéb wspomagania
rozkladu PCP w glebie, w ktorej rozklad tego zwiazku
nie zachodzit zastosowali Barbeau i wsp. [5]. Po zmie-
szaniu tej gleby z ,aktywna glebg’, zasiedlang przez
mikroorganizmy rozktadajace PCP, w ciggu 130 dni
nastapil rozktad tego zwigzku w 98%.
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Tabela IV
Mikroorganizmy immobilizowane w bioaugmentacji skazonych srodowisk
Mikroorganizmy Nosnik Zanlecz.ysz— Lokalizacja Zrédlo
czenie
Rhodococcus pyridinivorans CC-HCCH11,
Gordonia alcanivorans CC-JG39 alginian wapnia olej napedowy | woda morska, Meksyk [32]
i Alcaligenes piechaudii CC-ESB2
P. mendocina, Planomicrobium alkanoclasticum
’ ’ le matzy, bryki tokn
Bacillus sp., Arthrobacter pascens muszle matzy, brykiety z wiokna olej napedowy | woda morska, Australia [59]
. ) . . kokosowego, muszle + agar
i A. nitrogujacolicus
Rhodococcus corynebacterioides chityna, chitozan ropa naftowa | woda morska, Argentyna | [24]
Mycobacterium sp. CHXY119 alginian sodu,
BTEX d towe, USA 71
i Pseudomonas sp. YATO411 alkohol poliwinylowy wocy grantowe (71]
konsorcjum bakterii zeolity, wegiel aktywny ropa naftowa | gleba, Chiny [35]
Rhodococcus erythropolis i R. ruber kriozel alkoholu poliwinylowego |ropa naftowa | gleba, Rosja [34]
Microbacterium foliorum, alginian sodu z dodatkiem .
G. alkanivorax i Messorhizobium sp. ziemi okrzemkowej ropa naftowa | gleba, Chiny [42]
Sphingobium indicum B90OA proszek z kolby kukurydzy HCH gleba, Indie [52]

Objasnienia: BTEX - mieszanina benzenu, toluenu, etylobenzenu i ksylenéw; HCH - heksachlorocykloheksan

4. Czynniki ograniczajace bioaugmentacje

Jednym z gtéwnych czynnikéw ograniczajacych
pomyslny przebieg bioaugmentacji jest staba przezy-
walno$¢ wprowadzonych do $rodowiska mikroorga-
nizmoéw. Ich liczebnos$¢ zazwyczaj drastycznie maleje
w krotkim czasie po aplikacji do skazonych miejsc.
Przyczyna $mierci inokulantéw moze by¢ brak zdol-
no$ci konkurowania z rodzimg mikroflorg o zwigzki
odzywcze, produkcja antybiotykéw czy bakteriocyn
przez autochtoniczne mikroorganizmy, obecno$¢ inhi-
bitoréw, drapieznictwo czy infekcja bakteriofagami
[25]. Sposobami zwiekszania przezywalnosci introdu-
kowanych mikroorganizméw jest wprowadzanie duzej
ich biomasy w zakresie 10°-~10°/g lub1[11, 28, 51, 69],
kilkukrotna aplikacja mikroorganizméw (succesive
bioaugmentation) w zaleznosci od tempa rozkladu
toksycznych zwigzkéw [10], biostymulacja poprzez
dostarczenie dodatkowych sktadnikéw organicznych
i nieorganicznych [48], czy unieruchamianie komoérek
w roznych nosnikach [34]. Do monitorowania prze-
zywalno$ci i aktywnosci introdukowanych do $rodo-
wiska mikroorganizméw stuza zaawansowane metody
genetyczne [17].

Niemniej wazne od doboru odpowiednich szczepdw
do inokulacji, sposobu ich dostarczenia do $rodowi-
ska oraz wzajemnych interakcji z rodzima mikroflorg
sg czynniki abiotyczne, jak: temperatura, pH, dostep
tlenu, zawarto$¢ materii organicznej, poziom substra-
tow odzywczych i kofaktoréow czy wilgotnosé. Z licz-
nych prac wynika, zZe optymalna temperatura dla wzro-
stu i rozkladu wielu zwigzkéw przez mikroorganizmy
ksztaltuje si¢ w zakresie 15-45°C. Patel i wsp. [49]

w badaniach wplywu temperatury w zakresie 30-50°C
na rozklad fenantrenu w bioaugmentowanym osadzie
z uzyciem konsorcjum ASP wykazali, ze najefektywniej
rozklad tego zwigzku (80%) przebiegal w temperaturze
37°C, a najmniej wydajnie (10%) w temperaturze 45°C.
Dodatkowo stwierdzili, ze optymalne pH dla rozkladu
fenantrenu wynosilo 8,0. W innych badaniach Hong
i wsp. [31] ustalili, ze rozklad fenitrotionu w glebie
inokulowanej szczepem Burkholderia sp. FDS-1 zacho-
dzil najintensywniej w temperaturze 30°C i pH7,5.
Innym czynnikiem limitujacym rozktad zanieczyszczen
w glebie jest zawarto$¢ w niej wody. Madueno i wsp.
[39] wykazali, ze tempo rozkladu fenantrenu w glebie
o pojemnosci wodnej (WHC) réwnej 20%, poddane;j
bioaugmentacji autochtonicznej, drastycznie w niej
zmalalo w poréwnaniu do tempa rozkladu tego zwigzku
w glebie 0 WHC - 15% . Podobnie Vinas i wsp. [67]
obserwowali znaczniej wydajniejszg biodegradacje kre-
zoli w glebie o WHC na poziomie 40-60% niz w glebie
o WHC - 20%. Nie bez znaczenia w skutecznej elimi-
nacji toksycznych zwiazkéw z gleby jest takze zawar-
to$¢ w niej materii organicznej. Zazwyczaj proces bio-
degradacji zanieczyszczen zachodzi szybciej w glebach
o wiekszej zawartosci materii organicznej, co moze by¢
zwigzanie ze zmniejszeniem ich toksycznego dziatania
na komoérki mikroorganizméw w wyniku wigzania sie
z frakcjami humusowymi oraz mineralnymi gleby [26].
Kompleksowe badania loséw wprowadzonych do $ro-
dowiska inokulantéw oraz wzajemnych interakcji mig-
dzy introdukowanymi i rodzimymi mikroorganizmami
z jednoczesnym uwzglednieniem zmieniajacych sie
warunkoéw srodowiskowych jest niezwykle trudne, ale
niezbedne do pomyslnego przebiegu bioaugmentacji.
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5. Podsumowanie

Z dokonanego przegladu literatury wynika, ze bio-
augmentacja jest obiecujaca technologia w eliminacji
szkodliwych zwigzkéw z réznych srodowisk. Jej zale-
tami sg tatwo$¢ przeprowadzenia, stosunkowo niskie
koszty oraz duza skuteczno$¢, natomiast ogranicze-
niami - slaba przezywalnos$¢ inokulantéw lub zanik
ich aktywnosci degradacyjnej po introdukcji do $ro-
dowiska oraz obnizenie tempa rozkladu substancji
zanieczyszczajacej przez wzrost toksycznosci produk-
tow posrednich biodegradacji. Duze nadzieje wigze si¢
z rozwojem nowych strategii selekcji mikroorganizméw
i zachowania ich aktywnosci w kontakcie z mikroflorg
autochtoniczng, opracowaniem innych metod dostar-
czania komorek do skazonych srodowisk (np. z uzyciem
nanomaterialéw) oraz zastosowaniem nowoczesnych
technik molekularnych do monitorowania liczebnosci
i aktywnosci inokulantéw (np. qPCR, (RT)-qPCR, SIP
czy eGFP-tagging). Konieczne sg réwniez dokladne
badania interakcji miedzy inokulowanymi szczepami
a zespolami mikroorganizméw rodzimych na pozio-
mie komorka-komoérka w rzeczywistych warunkach
oczyszczania konkretnych $rodowisk, gdyz wiedza
w tym zakresie jest ciagle ograniczona.
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we have summarized the most important information about structure and properties of bacteriocins from Gram-negative bacteria, their
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1. Wprowadzenie W 1925 roku udokumentowano pierwsze odkrycie
wskazujgce na to, ze bakterie s3 producentami czaste-

Allelopatia to szeroko rozpowszechnione w natu- czek antydrobnoustrojowych [42]. Wtedy to belgijski
rze zjawisko, wprowadzone do literatury naukowej mikrobiolog André Gratia opisat obecnos¢ wrazliwych
juz w 1937 roku przez austriackiego badacza Hansa ~1ha podwyzszong temperature substancji o znacznej
Molischa [66]. W $wiecie bakterii pojecie to czesto ~ specyficznosci antymikrobiologicznej, wytwarzanych
odnoszone jest do antagonistycznego oddzialtywania  PT2€Z Escherichia coli V, kt6rej aktywnos¢ skierowana
pomiedzy populacjami poprzez produkcje substancji byta przeciwko innym szczepom tego samego gatunku,
szkodliwych dla populacji konkurencyjnej [40]. Do - E- coli @ [42]. Substancje te zostaly nazwane kolicy-
takich allelopatycznych zwigzkéw wytwarzanych przez ~ Dami, by wskazac¢ organizm, ktory je wyprodukowat.
mikroorganizmy zaliczane s3 m.in.: metabolity wtérne ~ W 1946 roku Gratia i Fredericq dowiedli, ze kolicyny sg
— amoniak lub nadtlenek wodoru, klasyczne anty- biatkami [41], a ich spektrum dzialania jest ograniczone
biotyki o szerokim spektrum dziatania (bacytracyna, W zaleznosci od obecnodci badz braku specyficznych
polimiksyna B), enzymy bakteriolityczne i, co stanowi ~ receptor 6w na powierzchni komoérek wrazliwych [32].

temat niniejszego artykutu - bakteriocyny, zwykle defi- Bakteriqcyny FWOfZQ_ duzg i niezwykl.e zréznico-
niowane jako biologicznie aktywne peptydy lub biatka ~ Wang funkqonalme rod.zme; toksyn. SPeFYﬁCZﬂf} cechq.,
dziatajace bakteriobdjczo [40, 79]. ktora je taczy to fakt, Ze s3 peptydami lub biatkami

* Autor korespondencyjny: Katedra Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Technicznej, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet
Rolniczy im. Hugona Kolataja w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149 Krakow; tel. 12 6624790; e-mail: ublaszczyk@ar.krakow.pl
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syntetyzowanymi rybosomalnie [18]. Dodatkowo wyka-
zujg aktywnos$¢ antymikrobiologiczng przeciwko szcze-
pom przewaznie blisko spokrewnionym, posiadajac
jednoczesnie specyficzny sprzezony mechanizm immu-
nologiczny, ktéry chroni je przed dzialaniem wlasnej
toksyny. Warto wspomnie¢ o badaniach, ktére wska-
zuja, ze bakteriocyny przyczyniaja si¢ do wzrostu dyna-
miki konkurencji pomiedzy réznymi szczepami bak-
terii, przez co w duzej mierze wplywaja na utrzymanie
réznorodnosci mikrobiologicznej 79, 80]. Prawdopo-
dobnie 99% bakterii wytwarza co najmniej jedna bak-
teriocyne, jednak wigkszos$¢ nie zostala jeszcze ziden-
tyfikowana [53, 82]. Niektdre szczepy syntetyzuja dwie
lub wiecej bakteriocyn [77].

Ze wzgledu na rosnaca opornos¢ bakterii na wiele
klasycznych antybiotykéw zapoczatkowano szereg ba-
dan majacych na celu poznanie potencjalnej roli natu-
ralnie produkowanych oraz modyfikowanych bakte-
riocyn, jako odpowiednikéw tradycyjnie stosowanych
antybiotykow [19, 38]. Bakteriocyny mozna odrézni¢
od klasycznych antybiotykéw ze wzgledu na nastepu-
jace cechy:

o bakteriocyny sg peptydami lub biatkami, ktérych
synteza odbywa sie rybosomalnie, a antybiotyki to
wtorne metabolity niektérych mikroorganizmow,
nie tylko bakterii,
bakteriocyny przewaznie maja waskie spektrum
dziatania, podczas gdy wigkszo$¢ antybiotykow
wykazuje szeroki zakres aktywno$ci,

w odréznieniu od antybiotykéw, do interakgji z ko-
morka wrazliwg bakteriocyny wymagaja niekiedy
czasteczki dokujgcej, ktdra jest niezbedna do bez-
posredniego kontaktu z blong komérki docelowej,
mechanizm dzialania bakteriocyn najczesciej
polega na formowaniu poréw w blonie komor-
kowej, ale niektore bakteriocyny moga réwniez
oddzialywa¢ antagonistycznie wobec wrazliwych
mikroorganizmdéw m.in. poprzez niespecyficzng
degradacje DNA, specyficzng hydrolize RNA,
hamowanie syntezy peptydoglikanu bedacego
sktadnikiem $ciany komorkowej bakterii; anty-
biotyki blokuja synteze $ciany komdrkowej, upo-
sledzaja funkcje blony komorkowej lub dzialajg
wewnatrzkomoérkowo (m.in. zaburzaja replikacje
DNA, synteze RNA i bakteryjnych bialek),
stwierdzono toksycznos¢ i wystepowanie skutkow
ubocznych w przypadku stosowania antybiotykow,
w odréznieniu od nietoksycznych bakteriocyn,
ktore naturalnie wystepuja w niektorych produk-
tach spozywczych i od dawna nieswiadomie byly
spozywane przez ludzi, ponadto sg wrazliwe na
proteazy i podlegaja rozktadowi w przewodzie
pokarmowym,
« antybiotyki stosowane sa w celach klinicznych,
abakteriocyny w przemysle spozywczym [9, 17, 43].

URSZULA BLASZCZYK, JAGODA MOCZARNY

W przeciwienstwie do bakteriocyn, szerokie spek-
trum dzialania antybiotykéw wigze si¢ z efektem
letalnym nie tylko w stosunku do bakterii choro-
botworczych, ale takze przyczynia si¢ do likwidacji
korzystnej dla organizmu cztowieka flory bakteryjnej,
ktora wedtug niektérych badan moze w poézniejszym
czasie nie wrocic¢ juz do swojego pierwotnego skladu,
a niektore grupy bakterii moga zosta¢ zastgpione przez
mikroorganizmy oporne na antybiotyki. Diugotrwata
ekspozycja pozytecznej flory bakteryjnej na antybiotyki
moze odpowiada¢ za zwiekszong podatnos¢ organizmu
na infekcje i choroby takie jak: otyto$¢, cukrzyca typu 1,
nieswoiste zapalenie jelit, alergie, astma [8].

Rodzina bakteriocyn stanowi grupe zwiazkow orga-
nicznych, ktdre rdznig si¢ miedzy sobg m.in. masg cza-
steczkowq, wlasciwodciami biochemicznymi, mecha-
nizmem dzialania, spektrum aktywno$ci lub rodzajem
komorek wrazliwych, na ktéra dziatajg [15, 44].

2. Klasyfikacja bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych

Wiele uwagi poswieca sie bakteriocynom wytwa-
rzanym przez bakterie Gram-dodatnie. Poznawane
sg coraz to nowe czasteczki nalezace do tej niezwykle
licznej i zréznicowanej grupy zwigzkéw antydrobno-
ustrojowych [36, 37, 46, 56, 57, 59, 60, 62, 65, 70, 105,
109]. Bakteriocyny produkowane przez bakterie Gram-
-dodatnie r6znig sie od tych wytwarzanych przez bak-
terie Gram-ujemne w dwoch zasadniczych kwestiach.
Po pierwsze, uwalnianie bakteriocyny do $rodowiska
zewnetrznego w przypadku bakteriocyn bakterii Gram-
-dodatnich niekoniecznie musi si¢ wiazaé sie z liza
komorki, ktora ja wyprodukowatla jak ma to miejsce
w przypadku bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych,
zaliczanych do rodziny kolicyn. Ta znaczjca réznica
powstata w zwigzku z mechanizmem transportu umoz-
liwiajacym wydzielenie bakteriocyny. Zwykle biosyn-
teza bakteriocyn bakterii Gram-dodatnich podlega
samoregulacji dzieki specyficznie wyspecjalizowanym
mechanizmom transportu ulatwiajgcym wydzielanie,
jednak niektére wykorzystuja sec-zalezne drogi eks-
portu. Po drugie, bakterie Gram-dodatnie wyksztalcity
bakteriocyno-specyficzng regulacje, natomiast w przy-
padku wigkszosci bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych
synteza jest regulowana w oparciu o system SOS [79].

Bakterie Gram-ujemne, podobnie jak Gram-dodat-
nie, produkuja szereg bakteriocyn, a ich nazwa pocho-
dzi od rodzaju bakterii, ktdry je wytwarza (np. kle-
bicyna — Klebsiella pneumoniae) lub od gatunku (np.
kolicyna - E. coli, pestycyna — Yersinia pestis, marces-
cyna - Serratia marcescens) [15]. Charakterystyczne
dla bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych jest to, ze
zaréwno producent, jak réwniez szczepy wrazliwe
nalezg do tego samego rodzaju i w wigkszosci tego
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Rys. 1. Struktury wybranych kolicyn
A. Kolicyna A (PDB: 1COL). B. Kolicyna B (PDB: 1RH1). C. Kolicyna Ia (PDB: 1CII). D. Kolicyna N (PDB: 1A87).

PDB ID: 1COL

Parker M.W., Postma J.P, Pattus E, Tucker A.D., Tsernoglou, D.: Refined
structure of the pore-forming domain of colicin A at 2.4 A resolution.
J. Mol. Biol. 224, 639-657 (1992)

PDB ID: 1RH1

Hilsenbeck J.L., Park H., Chen, G., Youn B., Postle K., Kang C.: Crystal
structure of the cytotoxic bacterial protein colicin B at 2.5 A resolution.
Mol. Microbiol. 51, 711-720 (2004)

samego gatunku [95]. Klasyfikuje si¢ je zasadniczo jako
kolicyny i mikrocyny.

Kolicyny to biatka o masie czasteczkowej 25-80 kDa
produkowane przez i aktywne przeciwko E. coli i innym
czlonkom rodziny Enterobacteriaceae [81]. Kolicyna V
jest pierwszg, odkryta prawie 100 lat temu bakteriocyng
[42], do dzisiaj opisano ponad 30 réznych czasteczek
zaliczanych do rodziny kolicyn [77]. Schematyczne
struktury wybranych kolicyn zostaly przedstawiona
na Rysunku 1.

Z historycznego punktu widzenia, jak i mozliwosci
ich potencjalnego zastosowania, kolicyny, obok bakte-
riocyn wytwarzanych przez bakterie fermentacji mleko-
wej, nalezg do najintensywniej badanych bakteriocyn.
W przeciwienstwie do bakteriocyn produkowanych
przez bakterie Gram-dodatnie, ktérych biosynteza
podlega samoregulacji, jesli chodzi o mechanizmy
transportu odpowiedzialne za ich wydzielanie, kolicyny
funkcjonuja w oparciu o system SOS. W warunkach
stresowych, takich jak: redukcja sktadnikéw pokarmo-
wych lub promieniowanie UV, dochodzi do indukcji
czedci bakterii z populacji E. coli zdolnych do wydzie-
lania bakteriocyny. Indukgja ta skutkuje $miercig ko-
morek produkujacych kolicyny (jednoczesnie z koli-

PDB ID: 1CII
Wiener M., Freymann D., Ghosh P, Stroud R.M.: Crystal structure of coli-
cin Ia. Nature, 385, 461-464 (1997)

PDB ID: 1A87

Vetter I.R., Parker M.W.,, Tucker A.D., Lakey J.H., Pattus E, Tsernoglou D.:
Crystal structure of a colicin N fragment suggests a model for toxicity.
Structure, 6, 863-874 (1998)

cyna syntetyzowane jest biatko lityczne), co w rezultacie
prowadzi do uwolnienia z komérek producenta czaste-
czek kolicyny, a przez to réwniez $mierci znajdujacych
sie w poblizu komorek wrazliwych. Wydzielone biatka
wigzg sie ze specyficznymi receptorami na powierzchni
komorek docelowych i przemieszczajg si¢ do ich wne-
trza z pomocy bialek transportowych.

Pomimo réznic w mechanizmach dziatania, wiek-
szo$¢ kolicyn wykazuje podobng organizacje struktu-
ralng z trzema funkcjonalnymi domenami: regionem
N-terminalnym (ok. 25% biatka) odpowiedzialnym za
przemieszczenie si¢ do komorki docelowej, regionem
centralnym (ok. 50% calego biatka) zaangazowanym
w wiazanie kolicyny ze specyficznymi receptorami
w blonie zewnetrznej oraz regionem C-terminalnym
odpowiadajacym za aktywnos¢ antybakteryjna [79].
Domena receptorowa wigze kolicyne z receptorem na
powierzchni bony zewnetrznej komoérki wrazliwej, po
czym bialko to jest translokowane w glab blony badz
cytoplazmy komorki docelowej. W transporcie do
komorki biorg udziat dwie grupy biatek — system Ton
oraz system Tol. Opornos¢ na antybakteryjne dzialanie
kolicyn moze wytworzy¢ sie w wyniku zmian struk-
turalnych w obrebie receptoréw blonowych, dzieki
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ktérym kolicyny wnikaja do wnetrza komorki, badz
modyfikacji w mechanizmie wchlaniania [10, 82].
Duze podobienstwo strukturalne do kolicyn wykazuja
piocyny, bakteriocyny produkowane przez bakterie
z rodzaju Pseudomonas [48].

Mikrocyny to znacznie mniejsze od kolicyn nisko-
czasteczkowe peptydy (< 10 kDa), syntetyzowane przez
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae. Dzialajg anta-
gonistycznie w stosunku do szczepow blisko spokrew-
nionych. Z wyjatkiem K. pneumoniae, wszystkie znane
szczepy wytwarzajace mikrocyny nalezg do gatunku
E. coli [23, 44]. W przeciwienstwie do kolicyn, synteza
mikrocyn nie podlega regulacji przez system SOS i nie
jest $miertelna dla szczepu, ktéry produkuje mikrocyne
[44, 72]. Klaster mikrocynowy jest bardziej zréznico-
wany od kolicynowego i zawiera w sobie geny odpo-
wiedzialne za biosyntez¢ mikrocyn (w niektorych przy-
padkach geny kodujace biatko prekursorowe i enzymy
modyfikacji posttranslacyjnej) oraz te decydujace o ich
sekrecji i odpornosci [4].

Co ciekawe, mikrocyna okazaly si¢ by¢ réwniez
pierwsza opisana bakteriocyna - kolicyna V (ColV)
[77]. W ostatnich latach liczba zidentyfikowanych
mikrocyn powigkszyla si¢ z dziewieciu do czternastu i,
w przeciwienstwie do kolicyn, siedem z nich udato si¢
wyizolowaé oraz opisa¢ na poziomie strukturalnym
i funkcjonalnym. Sg to mikrocyny B17, C51, E492, J25,
L, M oraz V (wcze$niej zanana jako ColV) [28].

3. Produkcja kolicyn przez bakterie kolicynogenne
3.1. Synteza kolicyn

Synteza kolicyn jest kodowana przez plazmidy Col,
rozniace si¢ miedzy soba wielkoscig (np.: plazmid
pColEl - 6,6 kpz, a pColH az 94 kpz) [95]. Odrdznia
je réwniez zdolnos¢ do powielania, liczba kopii przypa-
dajacych na komorke oraz zdolno$¢ do transferu przez
koniugacje [74].

Plazmidy Col, oprécz kolicyn, koduja dodatkowo
jeden, badz cz¢$ciej, dwa dodatkowe typy biatek: biatko
odpornosciowe i bialko lityczne [74]. Przyklad stanowi
operon kolicyny El, ktory zawiera trzy geny. Geny
cea, imm oraz kil odpowiadajg w kolejnosci za struk-
ture bakteriocyny, bialka odpornosciowego oraz litycz-
nego. Rola biatka immunologicznego jest specyficzna
ochrona komorki kolicynogennej (wigze i inaktywuje
toksyczng proteine) przed jej wlasna kolicyna, jak row-
niez przed innymi kolicynami tego samego typu, ktdre
pochodzg ze srodowiska. Biatko lityczne jest natomiast
malg lipoproteing, odpowiedzialng za tatwiejsze uwol-
nienie zsyntetyzowanej kolicyny z komdrki producenta.
Podczas gdy gen imm wystepuje we wszystkich plazmi-
dach Col, gen kil obecny jest jedynie w grupie plazmi-
dow matych - TaiIb [95].

URSZULA BLASZCZYK, JAGODA MOCZARNY

Usytuowanie genéw w plazmidach Col zalezy od
antagonistycznego mechanizmu dziatania kolicyn oraz
od wzajemnej interakcji pomiedzy kolicyna, a jej bial-
kiem odpornos$ciowym. W przypadku kolicyn, ktére
dzialajg na blone¢ plazmatyczna, gen imm jest trans-
krybowany kolejno w kierunku przeciwnym do genu
decydujacego o strukturze kolicyny, jak i genu kil. Dla
kolicyn posiadajgcych aktywnos¢ nukleazy, gen imm
stanowi cze$¢ jednostki transkrypcyjnej i zoriento-
wany jest w tym samym kierunku co dwa pozostale
geny, a dodatkowo intensywnos$¢ jego transkrypciji jest
proporcjonalna do transkrypcji genéw cea i kil. Nawet
w przypadku komorek, w ktorych operon kolicynowy
jest wylaczony, synteza bialka odpornosciowego jest
kontynuowana. Kontrolowana jest przez niezalezny
promotor, ktéry umozliwia komdrce przezycie na
podlozu, w ktérym kolicyny produkowane sg w sposéb
spontaniczny przez pewna czes¢ komorek.

Proces syntezy kolicyn determinowany jest przez
kilka czynnikéw. Podstawowg regulacje, powszechna
wérdd prawie wszystkich kolicyn, zapewnia system
SOS, ktory bierze udzial w kontrolowaniu ekspresji
gendw oraz naprawianiu uszkodzonego DNA. W nor-
malnych warunkach produkcja kolicyn jest wytaczona
u wiekszosci komorek w populacji. Ma ona miejsce
tylko u matej czesci populacji, jako skutek losowej
samorzutnej aktywacji systemu SOS [44]. Synteza koli-
cyn w kulturze producenta wzrasta ponad tysigc raz
dzigki indukcji po fazie lag. W przypadku niektérych
kolicyn istnieja réwniez bardziej tagodne mechanizmy
regulacji uczestniczace w ksztaltowaniu tego procesu
[95]. Kolejno, synteza kolicyn moze by¢ regulowana
poprzez nieswoista represj¢ kataboliczng. Niskie ste-
zenie glukozy w podlozu komérek kolicynogennych
powoduje, ze wzrasta synteza cAMP, ktory wiazac
sie z odpowiednim biatkiem receptorowym tworzy
kompleks stymulujgcy ekspresje genu strukturalnego
kolicyny [85]. Produkcja kolicyny E1 jest rowniez
stymulowana przez brak tlenu. W warunkach beztle-
nowych, transkrypcja genu kolicyny jest aktywowana
przez biatko regulatorowe FNR. Warunki anaerobiozy
dodatkowo znacznie skracajg faze lag, przez co synteza
kolicyny wzrasta 45-krotnie w poréwnaniu z warun-
kami tlenowymi. Bialko FNR jest syntetyzowane stale,
ale aktywne jest tylko w warunkach beztlenowych.
Zwigzanie aktywnej formy bialka FNR blisko promo-
tora inicjuje transkrypcje genu kolicyny [29].

3.2. Eksport kolicyn z komdrek producenta

Zadna z kolicyn nie jest transportowana specy-
ficznie z komorki producenta. Nie wykryto réwniez
w obrebie ich struktury N-koncowej sekwencji sygna-
fowej [10, 50]. Kolicyny s uwalniane z komoérki razem
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z innymi proteinami. Ten proces jest wspomagany przez
tzw. bialko lityczne, ktore powoduje rowniez liz¢ btony
komoérkowej, $ciany komoérkowej i blony zewnetrznej,
w wyniku czego dochodzi do $mierci komorki bak-
teryjnej [14]. Ekspresja genu kil kodujacego biatko
lityczne regulowana jest przez promotor, ktdry jest
wspdlny z genem strukturalnym biatka kolicynowego.
W zwigzku z tym do ekspresji genu kil dochodzi wtedy,
gdy synteza kolicyny w komorce zostanie zainduko-
wana. Niezwykle stabilna sekwencja sygnalowa biatka
litycznego nie jest degradowana przez co wplywa na
efektywny eksport kolicyny z komérki producenta [95].

4. Oddzialywanie kolicyn na komérki bakteryjne

Hamujacy efekt kolicyn na komorki bakteryjne
ograniczony jest do wrazliwych szczepdw z rodziny
Enterobacteriaceae. Efekt inhibicji zalezny jest od
rodzaju interakcji pomiedzy kolicyng, a komodrka bak-
teryjng, przy czym wymagana jest obecno$¢ specyficz-
nego receptora kolicynowego w blonie zewnetrznej
oraz funkcjonalnego mechanizmu translokacji pomie-
dzy blong zewnetrznag i plazmatycznag bakterii. Oddzia-
lywanie kolicyn na komoérki wrazliwe sprowadza sie do
trzech etapow:

« zwigzanie si¢ do zewnetrznej blony bakteryjnej

z udzialem specyficznego receptora,

« translokacja przez blone zewnetrzna, $ciane i blone
komorkowa,

o efekt letalny.

To trzystopniowe dzialanie odzwierciedla organi-
zacja czasteczki kolicynowej, ktora sktada sig z trzech
domen: receptorowej, translokacyjnej i letalnej [13].
Kazda z domen funkcjonalnych w czgsteczce kolicyny
jest wlasciwie niezalezna, w zwigzku z czym, dzigki wza-
jemnej kombinacji fragmentéw gendw poszczegdlnych
domen, mozliwe jest stworzenie nowych typdw kolicyn,
jak rowniez hybryd kolicyn z innymi bakteriocynami.

Stopien wrazliwosci szczepu na kolicyne jest funkcja
$redniej liczby receptoréw przypadajgcych na komorke.
Stad, wrazliwo$¢ na kolicyny ma charakter ilosciowy.

Mozna wyrdzni¢ trzy typy niewrazliwosci na koli-
cyny:

» Opornos¢ z powodu braku funkcjonalnego recep-
tora kolicynowego. Stwierdzono dos$wiadczalnie,
ze kultura wzrastajaca na plytce z agarem w obec-
nosci kolicyny bez wystepujacych widocznych czyn-
nikéw ograniczajacych jest uwazana za oporna.

« Tolerancja z powodu zaburzonego systemu trans-
lokacji. ,, Tolerancyjna” komorka, w przeciwienstwie
do komorki ,,opornej” wyposazona jest w calko-
wicie funkcjonalny receptor. Jednakze, wigze ona
zwykle mniejsza liczbe czasteczek kolicyny niz
komorka wrazliwa.

» Odporno$¢. Komoérka posiada funkcjonalny recep-
tor kolicynowy, jak rowniez sprawny mechanizm
translokacji, jednakze wzmocnienie efektu letal-
nego jest utrudnione przez wzajemne oddziatywa-
nie kolicyny z proteing odpornosciows, ktéra syn-
tetyzowana jest przez komorke razem z kolicyna
[49]. W zwiagzku z tym, odpornos¢ jest rowno-
wazna z niewrazliwoscig komorki producenta [95].

4.1. Translokacja kolicyn

Kolicyny wiaza si¢ ze specyficznymi receptorami
znajdujacymi sie na zewnetrznej blonie, skad zostaja
przemieszczone do wnetrza komorki bakteryjnej.
Translokacja przebiega dzigki systemom Ton oraz Tol.
Grupa kolicyn A wykorzystuje system Tol i potrzebuje
poryn, tj.: OmpF oraz biatek TolA, TolB, TolQ i TolR,
podczas gdy kolicyny grupy B wykorzystuja system
Ton razem ze specyficznymi receptorami oraz biatkami
TonB, ExbB oraz ExbD [50]. TonB i ExbD, jak row-
niez TolA i TolR to bialka zakotwiczone dzigki swoim
N-koncom w blonie plazmatycznej. TolQ i ExbB to
integralne bialka blonowe, natomiast biatko TolB, ktore
nie posiada swojego odpowiednika w systemie Ton, jest
zlokalizowane gléwnie w peryplazmie. Biatko TolA jest
analogiczne do bialka TonB, natomiast nie moga sie
zastegpowac. TolQ funkcjonalnie moze pelnic role odpo-
wiednika ExbB, podobnie jak TolR z ExbD [95].

Kompleks Tol jest niezbedny dla integralnosci
ostony bakteryjnej. Skutkiem mutacji genu fol jest tzw.
tolerancyjny fenotyp - obnizona wrazliwos¢ na koli-
cyny, zwiekszona przepuszczalnosé zewnetrznej btony
komorkowej dla barwnikéw, zwigkszona wrazliwo$¢
na detergenty itd.

Liczba receptorow blonowych przypadajaca na
jedng komorke bakteryjna waha si¢ od 10* (BtuB) do
10° (OmpF) kopii. Jednakze import kolicyn nie jest
ograniczony liczbg czgsteczek receptorowych na
powierzchni blony, a raczej liczba receptoréw zwia-
zanych z kompleksami translokacyjnymi — system Tol
wystepuje w liczbie 400-1000 kopii na komérke [27].
Wynika z tego, ze pomimo znacznej liczby czasteczek
kolicynowych, ktore przytacza si¢ do specyficznych
receptorow na powierzchni blony zewnetrznej, nie
wszystkie zostang translokowane do wewnatrz. Nie-
ktore receptory wspoldzialaja alternatywnie z oby-
dwoma systemami translokacji. W takich przypadkach
transport ,,naturalnych” substratéw odbywa sie tylko
przez system Ton, podczas gdy kolicyny wykorzystuja
obydwa systemy do ich translokacji [95].

Po translokacji czasteczki kolicyny dochodzi do
rearanzacji jej struktury trzeciorzedowej. Kolicyna A
przeksztalca swoja strukture podczas translokacji, a jej
denaturacja zmniejsza czas, ktory jest potrzebny do
wywolania efektu letalnego [6].
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4.2. Efekt letalny kolicyn

Badania dotyczace oddzialywania kolicyn na wraz-
liwe komorki bakteryjne dowodza, ze juz pojedyncza,
badz kilka czasteczek kolicynowych wystarcza do
wywolania efektu letalnego wrazliwej bakterii. Efekt
bakteriobojczy kolicyny poprzedzony jest dziataniem
bakteriostatycznym [91], a czas trwania fazy bakterio-
statycznej jest odwrotng funkcja mnogosci kolicyn.
Kazda komorka, ktora zwigze kolicyne chwilowo prze-
zywa, jednak traci zdolno$¢ do podziatu.

Wysoce skuteczna aktywnos¢ antymikrobiologiczna
kolicyn jest cze$ciowo ograniczona ze wzgledu na to, ze
nie wszystkie czasteczki kolicyn potaczone z recepto-
rem mogg zwigzac sie z kompleksem translokacyjnym,
a dodatkowo wystawione sa na dzialanie proteinaz na
powierzchni komorek bakteryjnych. Kolicyny obydwu
grup A i B utrzymujg kontakt z receptorem podczas
tworzenia kanaléw w blonie plazmatycznej. W zwigzku
z tym, mozna wykluczy¢ ich hamujacy efekt dzieki
trypsynie, ktora degraduje czgsci czasteczek znajduja-
cych si¢ na powierzchni komorki.

Kolicyny eliminuja wrazliwe bakterie na rézne
sposoby. Najczestszym z nich jest formowanie kana-
téw jonowych w blonie plazmatycznej, co prowadzi do
depolaryzacji btony. Inny sposéb wigze si¢ z aktyw-
noscig nukleazowy kolicyn, natomiast najrzadziej do-
chodzi do zahamowania syntezy peptydoglikanu [95].

5. Charakterystyka i podzial mikrocyn

Termin ,mikrocyny” wprowadzono z uwagi na
to, zeby odrdzni¢ klase antybakteryjnych peptyddow,
o masie molekularnej ponizej 10 kDa, od wigkszych od
nich kolicyn [74]. Mikrocyny wykazuja odporno$¢ na
wysoka temperature, krannicowe pH i proteazy. Produ-
kowane pod wplywem stresu (np. niedobor sktadnikdw
odzywczych), wykazuja silng aktywnos¢ antybakteryjna
w stosunku do szczepow blisko spokrewnionych wia-
czajac rodzaje: Escherichia, Salmonella, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter oraz Shigella, przy minimalnym
stezeniu hamujacym (MIC - Minimal Inhibitory Con-
centration) w skali nanomolarne;j.

Podobnie do bakteriocyn produkowanych przez
bakterie Gram-dodatnie, mikrocyny wydzielane sg
zwykle jako syntetyzowane rybosomalnie prekursory.
Sa kodowane przez geny znajdujace si¢ w plazmidach
albo, w niektérych przypadkach, w chromosomach.
Operony, ktore zawierajg geny kodujace prekursory
mikrocyn, koduja réwniez czynniki odpowiedzialne
za odporno$¢ na mikrocyny, biatka sekrecyjne oraz
enzymy modyfikacyjne, co wplywa na ogromng rézno-
rodno$¢ mikrocyn, zaréwno pod wzgledem ich struk-
tury, jak i mechanizméw dzialania [28].

URSZULA BLASZCZYK, JAGODA MOCZARNY

Mikrocyny dzieli si¢ na dwie klasy w zaleznosci
od ich masy czasteczkowej, obecnosci badz tez braku
mostkow disiarczkowych oraz ze wzgledu na modyfi-
kacje posttranslacyjne. Klasa I mikrocyn (B17, C7-C51,
J25) to kodowane w plazmidach peptydy o masie cza-
steczkowej ponizej 5 kDa, ktére podlegaja modyfika-
cjom posttranslacyjnym i dzialajg na cele zlokalizo-
wane wewnatrzkomoérkowo [34, 72]. Hamujg funkcje
zyciowe tych szczepow bakteryjnych, ktére wykazuja
podobng morfologie i fizjologie. Do klasy II naleza
peptydy o wyzszej masie molekularnej w zakresie
5-10kDa, wykazujace aktywnos$¢ antybakteryjna
gltéwnie poprzez oddzialywanie na blony komoérkowe.
Wisréd mikrocyn zaliczanych do klasy II wyrdznia
sie dwie podklasy. Klasa ITa obejmuje trzy kodowane
plazmidowo peptydy, ktdre nie ulegaja modyfikacjom
posttranslacyjnym, a w swej budowie prawdopodobnie
posiadaja mostki dwusiarczkowe (mikrocyny L, V oraz
24). Natomiast kodowane w chromosomach liniowe
mikrocyny E492, M i H47, ktére moga ulega¢ lub nie
C-koncowym modyfikacjom zaliczane sg do klasy IIb.
Sa to tzw. mikrocyny sideroforowe. Wysoce konserwa-
tywna C-koncowa sekwencja 10 aminokwasow jest ich
znakiem rozpoznawczym [100].

Pomimo wysokiej heterogenicznosci mikrocyn pod
wzgledem budowy strukturalnej, organizacja ich kla-
stru genowego jest konserwatywna i sktada sie z przy-
najmniej czterech zespolonych genéw, zgrupowanych
w jednym lub kilku operonach. Mowa tu o genach
strukturalnych kodujacych prekursor mikrocynowy,
sasiadujacych z nimi genach odpowiadajacych za
odpornos$¢ szczepu wytwarzajacego dang mikrocyne
na jej dzialanie antymikrobiologiczne i genach kodu-
jacych wiasciwy system eksportu mikrocyny, ktory
umozliwia jej prawidltowa sekrecje. Dodatkowo wyste-
puja geny kodujace enzymy niezbedne do prawidlo-
wego przebiegu modyfikacji posttranslacyjnych [28].
Niektore prekursory mikrocyn ulegaja modyfikacjom
posttranslacyjnym w trakcie procesu dojrzewania do
mikrocyny aktywnej. Modyfikacje, ktorym ulegaja
mikrocyny aktywne moga przebiega¢ drogami rybo-
somalng i nierybosomalng. Dojrzale mikrocyny sa
wowczas eksportowane przy uzyciu systemu transpor-
tujacego ABC (ATP-Binding Cassette Transporter) [78].

Warto zwrdci¢ uwage na trzy wybrane mikrocyny:
E492,J25 i C7-C51 (Rys. 2) oraz strategie wykorzysty-
wane przez enterobakterie, ktore dzigki tym biatkom
wykazuja aktywno$¢ antymikrobiologiczng w obecnosci
bakterii. Wspomniane mikrocyny oddziatuja na inne
komorki przy uzyciu strategii tzw. konia trojanskiego
(Trojan Horse). Mikrocyna moze nasladowa¢ potrzebny
komorce skladnik odzywczy, np. kompleks siderofor-
-zelazo, co umozliwia jej translokacje do peryplazmy
dzieki wezesniejszemu rozpoznaniu mikrocyny przez
specyficzne receptory w zewnetrznej blonie komérko-



BAKTERIOCYNY BAKTERII GRAM-UJEMNYCH - STRUKTURA, MECHANIZM DZIALANIA 1 ZASTOSOWANIE

163

NH,
A
> y >
1 :
f-M-R-T-G-N-A-D-NH — P OH,c O %\Q
0 \ L \,\
| 7\ S
(C||-|2)3 \ S 4
NH, OH OH \
1
G-G-A-G-H-V-P-E-Y-F-V-G-I-G-T-P-I-S-F-Y-G
C OH
O: o) OH
N OH
H
©on Nor™ N
G-E-T-D-P-N-T-Q-L-L-N-D-L-G-N-N-M-A-W-G-
A-A-L-G-A-P-G-G-L-G-S-A-A-L-G-A-A-G-G-A-L- o)\/\o 0O
Q-T-V-G-Q-G-L-I-D-H-G-P-V-N-V-P-I-P-V-L-I-G- O HN o
P-S-W-N-G-S-G-S-G-Y-N-S-A-T-S-S-5-G-S-G-S —k
o OH
HO Q
HO OH
OH

Rys. 2. Struktury wybranych mikrocyn

A. Mikrocyna C7-C51 - peptyd z modyfikowanym AMP. B. Mikrocyna J25 - peptyd w ksztalcie lasso; struktura tréjwymiarowa (gorna, PDB: 1Q71)
i pierwszorzedowa (dolna), klamra oznacza pierécien laktamowy utworzony pomiedzy grupg a-aminowa Gly' a grupa y-karboksylowa Glu®. C. Mikro-
cyna E492 - peptyd sideroforowy.

PDB ID: 1Q71

Rosengren K.J., Clark R.J., Daly N.L., Goransson U.,, Jones A., Craik D.]J.: Microcin J25 has a threaded sidechain-to-backbone ring structure and not
a head-to-tail cyclized backbone. J. Am. Chem. Soc. 125, 12464-12474 (2003)

wej atakowanej bakterii. Moze by¢ roéwniez wydzielana
w formie nieaktywnej molekuty, by po wniknieciu do
wrazliwej bakterii i zwigzaniu si¢ z wewnetrzng blong
sta¢ sie czasteczky toksyczng [78].

5.1. Struktura i genetyka wybranych mikrocyn

5.1.1. MccE492

Najlepiej scharakteryzowana mikrocyng nalezacg
do klasy IIb jest mikrocyna E492 (w skrdcie Mcc492),
ktéra produkowana jest przez szczep K. pneumoniae
RYC492 [23]. Pézniejsze klonowanie 13 kpz fragmentu
DNA w E. coli [106] pozwolilo na oczyszczenie i okre-
$lenie struktury wyzej wymienionej mikrocyny. Dzie-
sie¢ gendéw uporzadkowanych w pie¢ jednostek trans-
krypcyjnych jest niezbednych do biosyntezy MccE492
[54]. Gen mceA koduje 99-aminokwasowy prekursor
MccE492, a mceB bialko odpornosciowe (chronigce
producenta przed dzialaniem wlasnej bakteriocyny).
Inne geny zaangazowane s3 w modyfikacje posttransla-
cyjne. S to mceC, mceD i mcel, kodujace odpowiednio
peptydy homologiczne do glikozylotransferazy, esterazy
iacylotransferazy [68, 101], jak rowniez gen mce], ktory
nie ma ewidentnych homologii ze znanymi genami

[68]. Dwa kolejne geny mceG i mceH sg niezbedne do
eksportu MccE492. Koduja odpowiednio transporter
ABC oraz bialko pomocnicze. Gen mceF jest rowniez
zaangazowany w eksport mikrocyny, natomiast funkcja
mceE pozostaje nieokreslona [54].

W oparciu o wyniki spektrometrii masowej stwier-
dzono, ze MccE492 to niemodyfikowany, 84-amino-
kwasowy peptyd o charakterze anionowym. Co wiecej,
aminokwasy wchodzace w sklad wspomnianej mikro-
cyny w wiekszo$ci nie posiadaja tadunku i majg cha-
rakter hydrofobowy z wylaczeniem histydyny, trzech
reszt asparaginianu i jednej glutaminianu [78]. Odcinek
C-koncowy bogaty jest w czasteczki seryny (sekwen-
cja aminokwasowa SGSGYNSATSSSGSGS, Rys.2).
Zmieniajac sktad podioza hodowlanego wyizolowano
oraz zidentyfikowano posttranslacyjnie zmodyfiko-
wang mikrocyne E492 nazwang MccE492m, ktdra jest
produkowana zaréwno przez typ dziki K. pneumoniae,
jak i przez rekombinowany szczep E. coli VCS257 [98].
Zmodyfikowana mikrocyna E492 posiada w swo-
jej budowie C-glikozylowany, liniowy trimer DHBS
(N-(2,3-dihydroksybenzoilo)-L-seryn¢) zwigzany do
grupy karboksylowej seryny w pozycji 84 dzigki wia-
zaniu O-glikozydowemu. Razem z enterobaktyng (cyk-
liczny trimer DHBS) i salmocheling (C-glikozylowany
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odpowiednik enterobaktyny), DHBS jest jednym
z gtéwnych sideroforéow katecholowych, dzigki ktérym
bakterie Gram-ujemne wigza zelazo i importuja do
wnetrza komoérek. Zmodyfikowana mikrocyna wybidr-
czo wigze zelazo do fragmentu katecholowego nasla-
dujac prawdziwy siderofor. Poniewaz MccE492m wy-
kazuje szersze spektrum aktywnosci przeciwbakteryj-
nej oraz dziala znacznie silniej na mikroorganizmy
wrazliwe (nizszy zakres wartosci MIC) w poréwnaniu
do MccE492, Thomas i wsp. [98] wysnuli wniosek, ze
modyfikacja prowadzi do lepszego rozpoznawania oraz
wigkszej aktywnosci przeciwbakteryjnej mikrocyny.
Mikrocyna E492m zawierajaca siderofor salmocheli-
nowy jest pierwszym czlonkiem z nowej klasy pepty-
déw przeciwdrobnoustrojowych okreslanych jest jako
peptydy sideroforowe. Postranslacyjna modyfikacja
(ugrupowanie sideroforowe) wzmacnia aktywno$¢
przeciwbakteryjng MccE492, ktdra jest skierowana
gléwnie przeciwko niektdrym enterobakteriom za
posrednictwem receptoréw sideroforéw typu katecho-
lowego [98]. Co wiecej, wyizolowano oraz scharakte-
ryzowano dwie kolejne mikorcyny sideroforowe — M
oraz H47 i tym samym dowiedziono istnienia rodziny
peptydéw antybakteryjnych, produkowanych przez
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae i zwigzanych ze
sobg strukturalnie — mikorcyn sideroforowych [100].

5.1.2. MccJ25

Mikrocyna J25 (Mcc]J25, Rys.2) odkryta u kalo-
wego szczepu E. coli AY25 jest kodowana w plazmidzie
pTUCI100. Fragment DNA o diugosci 4,8 kpz, zawiera-
jacy geny odpowiedzialne za produkcje Mcc]25, eksport
z komorki i odpornos¢ na wspomniang mikrocyne,
zostal sklonowany i zsekwencjonowany. Gen mcjA
koduje prekursor MccJ25, podczas gdy mcjB i mcjC
koduja peptydy odpowiedzialne prawdopodobnie
za modyfikacje posttranslacyjne McjA. Ostatni gen
mcjD odpowiedzialny jest zaréwno za wydzielanie, jak
i odpornos¢ na mikrocyne J25 [28].

Mikrocyna J25 jest pierwowzorem peptydow
o ksztalcie lasso, ktore tworzg rosngcg klase bioaktyw-
nych peptydoéw, syntetyzowanych w wiekszosci przez
proteobakterie i aktinobakterie. Skladaja si¢ z pier-
$cienia makrolaktamowego zamknietego pomiedzy
N-koncowa grupa aminows i boczna grupa karboksy-
lows asparaginianu lub glutaminianu w pozycji 8 lub 9,
gdzie zakleszczony jest C-koncowy fragment peptydu
w formie luznego tancucha tworzac ksztalt lasso.

Ta szczegdlna, niefaworyzowana entropowo budowa
jest stabilizowana m.in. przez mostki disiarczkowe,
ktére wiagza luzny tancuch z pierscieniem. Mcc]25
jest 21-aminokwasowym peptydem w ksztalcie lasso:
grupa aminowa Gly' pofaczona jest z boczng grupa
karboksylowa Glu® wigzaniem laktamowym formujac
N-koncowy pierscien zwiazany z C-koncowym tancu-
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chem. Zagiecie lassa jest utrzymywane dzieki bocznym
fanicuchom dwoch aromatycznych aminokwaséw, Phe'
i Tyr®, ktore zapobiegaja jego wysunieciu sie z pierscie-
nia. C-koncowy fancuch jest trwale uwieziony w pier-
$cieniu dzieki oddziatywaniom sterycznym [83]. Taka
struktura nadaje mikrocynie J25, jak réwniez innym
peptydom w ksztalcie lasso, niezwykle wysoka stabil-
no$¢ w momencie oddziatywania wigkszosci proteaz
oraz wysokich temperatur w polaczeniu z duza kon-
centracjg czynnikéw chaotropowych [83]. W bardzo
kwasnym srodowisku lub poprzez dziatanie endopepty-
daz dochodzi do przerwania petli i powstania dwutan-
cuchowego biatka, podczas gdy C-koncowy fragment
pozostaje $cisle zakotwiczony w pierscieniu [78].

5.1.3. MccC7-C51

Mikrocyna C7-C51 (w skrocie MccC7-C51, MccC,
Rys. 2) jest najmniejsza wyizolowana dotad mikrocyna,
a dodatkowo jedyna znang, ktéra przytacza nukleotyd
podczas modyfikacji posttranslacyjnych. MccC7-C51
to N-formylowany heptapeptyd ze zwigzanym kowa-
lencyjnie do C-koncowego asparaginianu zmodyfiko-
wanym adenozynomonofosforanem (AMP) [78].

Mikrocyna C7 zostala wyizolowana przez Novoa
i wsp. [69], ktorzy stwierdzili, ze jest kodowana w plaz-
midzie pMccC7 o wielkos$ci 43 kpz. Nastepnie mikro-
cyna nazwana C51, produkowana przez inny szczep
E. coli, zostala wyodrebniona przez Khmela i wsp. [52],
a wyizolowany plazmid pMccC51 miat wielkos¢ 38 kpz.
W dalszym etapie badan fragmenty DNA o wielkosci
6,2 kpz 15,7 kpz, pochodzace odpowiednio z plazmidu
pC7 oraz pC51, zawierajgce klastry genéw odpowie-
dzialnych za synteze wyzej wspomnianych mikrocyn,
a takze ich sekrecja oraz odpornos¢ zostaty zsekwen-
cjonowane, a geny scharakteryzowane [31, 39]. Okazalo
sie, ze sekwencje nukleotydowe gendéw pochodzacych
z pC7 oraz pC51 sg bardzo zblizone do siebie. Wcho-
dzace w skfad klastrow geny mccA, mccB, mccD i mccE
odpowiedzialne sg za produkcje MccC7 i MccC51, pod-
czas gdy mccC i mecE sg niezbedne do warunkowania
odpornosci. Ostatni, szosty gen z klastra — mccF, jest
transkrybowany od przeciwlegtego konca i w malym
stopniu odpowiada za odpornos¢ wobec MccC7, nato-
miast nie spetnia tej roli w przypadku MccC51. Zatem
jedyna rdéznica pomiedzy klastrami genéw pocho-
dzacych z pC7 oraz pC51 ma zwigzek z kodowaniem
odpornosci. Okazalo sie¢ ponadto, ze microcyny C7
i C51, chociaz kodowane przez dwa rézne klastry genow
maja identyczna strukture czasteczkowsa [78].

5.2. Mechanizmy dzialania mikrocyn
5.2.1. MccE492

MccE492 selektywnie hamuje wzrost Gram-ujem-
nych enterobakterii takich jak: E. coli, Salmonella ente-
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rica, Enterobacter cloacae i K. pneumoniae. Wartosci MIC
wynosza 40-160 nM przeciwko E. coli i S. enterica [28].

Mikrocyny E492, M i H47 nie s3 zdolne do zahamo-
wania wzrostu szczepéw niosacych mutacje w genach
fepA, ciri fiu (produktami gendw sg biatka receptorowe
FepA, Cir i Fiu), gdyz dla uzyskania aktywnosci wyma-
gaja receptorow zelazowo-katecholowych. Przylaczenie
MccE492 poprzez FepA, Fiu i Cir dziala na zasadzie
kooperacji, jednak gtéwnym receptorem jest FepA
[97]. Sa to trzy sideroforowe receptory typu katecholo-
wego, ktore zwigzane sg z systemem TonB. Aktywnos¢
mikrocyny E492 jest TonB-zalezna [98], co znaczy,
ze wymagany jest wystepujacy w blonie wewnetrznej
kompleks TonB-ExbB-ExbD, ktory wykorzystuje site
protonomotoryczng z blony plazmatycznej w celu
transdukeji energii do blony zewnetrznej i zapew-
nienie energii do transportu. Bogaty w seryny region
C-konicowy nie jest wymagany do funkcjonowania
mikrocyny wewnatrz komorki wrazliwej, totez uwaza
sie, ze stuzy on rozpoznaniu mikrocyny przez receptory
katecholowo-sideroforowe FepA, Fiu i Cir. Po wnik-
nieciu do przestrzeni peryplazmatycznej, mikrocyna
E492 oddzialuje z komponentami blony wewnetrz-
nej — ManY/ManZ i indukuje formowanie poréw oraz
depolaryzacje blony wewnetrznej powodujac $mier¢
komorki [7]. Nie wiadomo jednak, czy receptory zela-
zowo-sideroforowe koncza swoje dziatanie na destabili-
zacji blony, czy tez stuzg dodatkowo do translokowania
mikrocyny [25].

5.2.2. MccJ25

Mikrocyna ta wykazuje silng aktywno$¢ bakteriobdj-
cza przeciwko wielu bakteriom nalezacym do rodziny
Enterobacteriaceae z MIC w granicach 5-500 nM, m.in.
szczepom z rodzajow Salmonella, Escherichia oraz Shi-
gella [73]. Mikrocyna J25 do swojej aktywnosci wymaga
transportera zelaza FhuA znajdujacego si¢ w blonie
zewnetrznej [86]. Przeprowadzono eksperyment,
w ktérym zbadano in vitro i in vivo wzajemne inter-
akcje pomiedzy mikrocyng, a FhuA. W tym celu uzyto
aktywnej mikrocyny J25 i jej zmodyfikowanej formy
uzyskanej dzigki trawieniu termolizyna. Ta modyfikacja
sprawia, ze mikrocyna traci prawie catkowicie swoja
antybakteryjng aktywno$¢. Badania in vivo wykazaly,
ze dla prawidlowej aktywnosci mikrocyny niezbedne
s3 zardwno zewnetrzny receptor blonowy FhuA, jak
i kompleks TonB-ExbB-ExbD znajdujacy si¢ w blonie
wewnetrznej. W przypadku, gdy u szczepu wrazliwego
dojdzie do mutacji w genach kodujacych FhuA, TonB
i ExbB-ExbD, staje si¢ on oporny na mikrocyne [24].
Dodatkowo MccJ25 nie pozwala na zainfekowanie
E. coli przez faga T5 hamujac jego adhezje¢, co wskazuje
na to, ze mikrocyna powstrzymuje interakcje pomiedzy
fagiem, a receptorem FhuA. Badania in vitro potwier-
dzaja te wyniki [78].
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Znajdujac si¢ w przestrzeni peryplazmatycznej,
Mcc]25 wchodzi w interakcje z biatkiem SbmA [86].
Nie okreslono precyzyjnie roli wspomnianego bialka,
ale prawdopodobnie pozwala mikrocynie J25 przekro-
czy¢ wewnetrzng blong bakteryjng. Wewnatrzkomorko-
wym celem MccJ25 jest polimeraza RNA (RNAP, RNA
Polymerase). Mikrocyna hamuje proces transkrypcji
w komorce bakteryjnej poprzez zablokowanie drugiego
kanalu doprowadzajacego substraty NTP (trifosforany
rybonukleozydéw) do centrum aktywnego polimerazy
RNA [2, 67].

Mikrocyna J25 jest podzielona na dwa regiony:
pierscien i tancuch oraz fragment Val''-Pro'® tworzacy
motyw 3-szpilki do wlosow, a kazdy z wspomnianych
regionéw odgrywa szczegdlng role w odniesieniu do
aktywnosci antybakteryjnej bakteriocyny. Beta zakret
odpowiada za rozpoznanie przez receptor FhuA, nato-
miast region pierscien — fancuch odpowiedzialny jest za
inhibicje RNAP [24, 89]. Trwaja badania nad krystali-
zacja kompleksu FhuA - MccJ25 i okresleniem sposobu
w jaki mikrocyna jest translokowana do przestrzeni
peryplazmatycznej [78].

5.2.3. MccC7-C51

Mikrocyna C7-C51 wykazuje bakteriostatyczna
aktywnos¢ przeciwko kilku gatunkom sposrod naste-
pujacych rodzajow enterobakterii: Escherichia, Kleb-
siella, Salmonella, Shigella, Yersinia oraz Proteus [39,
52]. Hamuje wzrost szczepdw E. coli w zakresie MIC
100-500 nM [28].

Mikrocyna ta wnika do wnetrza komoérki wrazliwej
dzigki porynom OmpF i jest aktywnie przemieszczana
przez blone wewnetrzng jedynie dzieki transporterowi
ABC - YejABEE W rzeczywistosci mikrocyna ta wyko-
rzystuje N-formylowany heptapeptyd jako kamuflaz, by
wnikna¢ w glab komorki bakteryjnej i tam sie akty-
wowac [63]. Zanim to nastapi, podlega dwustopnio-
wej modyfikacji. Pierwszy etap zapewnia deformylaza
peptydowa, ktéra usuwa N-koncowa grupe formylowa,
drugi nastepuje dzigki kilku aminopeptydazom o sze-
rokim spektrum dziatania, ktérych celem jest wigzanie
peptydowe Ala®-Asp’i rozszczepienie czgsci biatkowej
bakteriocyny. W rezultacie, zmodyfikowany zwigzek
zostaje uwolniony i pelni role potencjalnego inhibitora
syntetazy aspartylo-tRNA, co skutkuje zatrzymaniem
syntezy bialek [64].

Unikalny sposoéb dziatania mikrocyny C7-C51,
ktora dopiero wewnatrz komorki docelowej wykazuje
swoja aktywnos¢ antymikrobiologiczna, czyni z niej
bardzo atrakcyjny przedmiot dalszych badan. Szereg
analogow MccC7-C51, ktdre wykorzystuja mechanizm
tzw. konia trojanskiego nasladujac naturalng mikro-
cyne juz zostalo zsyntetyzowanych chemicznie [103].
Zwiazki te zamiast asparaginianu w pozycji 7 maja
wbudowane inne aminokwasy i dlatego moga dziata¢
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na inne syntetazy aminoacylo-tRNA. Rozwaza si¢ moz-
liwos¢ tworzenia kolejnych, nowych peptydéw antybak-
teryjnych wywodzacych si¢ z mikrocyny C7-C51, cha-
rakteryzujacych si¢ wieksza biodostepnoscia, silniejsza
aktywnoscig antymikrobiologiczng i dzialajacych na
inne cele wewngtrzkomorkowe [103].

6. Potencjalne zastosowanie kolicyn i mikrocyn

W zwigzku ze wzrostem $wiadomosci konsumentow
dotyczacej artykutéw spozywczych, producenci zyw-
nosci stoja przed duzym wyzwaniem, aby produkty
przez nich otrzymywane byly jak najmniej przetwo-
rzone, bez chemicznych dodatkéw konserwujacych,
a przy tym mialy dlugi okres przydatnosci do spozy-
cia. Bakteriocyny stanowig bardzo atrakcyjng opcje,
aby cho¢ czes¢ tych wymagan byla w przysztosci zaspo-
kojona. Stanowig naturalne dodatki do zywnosci, bo
wytwarzane sg przez bakterie, ktore wystepuja w wielu
produktach (np. otrzymywanych na drodze fermentacji
mlekowej) i byly spozywane przez ludzi nieswiadomie
od dawna [18]. By zastosowac¢ bakteriocyng jako poten-
cjalny konserwant zywnosci, niezbednym jest by spet-
nifa kilka kryteriéw. Po pierwsze, szczep wytwarzajacy
bakteriocyne musi posiadac status GRAS (Generally
Recognized As Safe). Po drugie, wytwarzana bakterio-
cyna powinna by¢ termostabilna, odporna na zmiany
pH oraz wykazywaé szerokie spektrum dzialania,
badz tez aktywnos¢ przeciwbakteryjna w stosunku do
konkretnego patogenu. Bakteriocyna nie moze stano-
wi¢ ryzyka dla zdrowia konsumenta, a jej dodatek do
zywnos$ci powinien wptywa¢ na polepszenie bezpie-
czenstwa, jako$ci oraz smaku produktu [47]. Dodatek
bakteriocyny jako biokonserwanta moze by¢ korzystny
ze wzgledu na zmniejszenie ryzyka skazenia zywnosci,
redukcje zakazen krzyzowych w fancuchu zywnoscio-
wym, wydluzenie czasu przydatnosci produktu do spo-
zycia oraz zmniejszenie ilosci innych chemicznych kon-
serwantow, ktore potencjalnie moglyby by¢ uzyte [35].

Obecnie stosowanymi jako biokonserwanty bak-
teriocynami s3 te wytwarzane przez bakterie kwasu
mlekowego (LAB). Jednak bakteriocyny bakterii
Gram-dodatnich nie hamujg lub hamuja jedynie w nie-
wielkim stopniu rozwdj Gram-ujemnych patogenow.
Bakteriocyna stosowang na skale przemystowa jest
nizyna (E234) wytwarzana przez L. lactis i opisana po
raz pierwszy w 1928 roku. Zostata zatwierdzona jako
biokonserwant w 1988 roku przez FDA (Food and Drug
Agency) i jest powszechnie uzywana w ponad 45 kra-
jach, zgodnie z prawnie obowigzujacymi regulacjami
[35, 79]. Nizyna wykazuje dzialanie antagonistyczne
w stosunku do szczepdéw bakterii z rodzajow Clostri-
dium, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Lactococcus
i Lactobacillus, jednakze nie hamuje rozwoju bakterii
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Gram-ujemnych, tj. Salmonella, Escherichia, Yersi-
nia 1 Pseudomonas, chyba ze zostana one dodatkowo
potraktowane substancja chelatujaca, np. EDTA [21,
96]. Aby poszerzy¢ spektrum dzialania podjeto bada-
nia nad ekspresjg mikrocyny V w komoérkach LAB [61].
Stworzono réwniez rekombinantowg bakteriocyne,
hybryde enterocyny CRL35 i mikrocyny V, nazwana
Ent35-MccV, ktéra wykazuje aktywnos¢ antymikrobio-
logiczng przeciwko E. coli i L. monocytogenes [1].

Sable i wsp. [86] badajac ekstrakty mleka i migsa
wykazali, ze mikrocyna J25 hamuje wzrost szczepdw
E.coli O157:H7 wywolujacych biegunki, natomiast
Lyon i wsp. [58] zasugerowali rozpylanie kolicyn na
produktach zywnosciowych i maszynach uzywanych
w przetworstwie Zywnosci.

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
probiotyki to zywe drobnoustroje, ktére podane czto-
wiekowi i zwierzetom w odpowiedniej ilo$ci maja
korzystny wplyw na organizm gospodarza [26, 90].
Oczyszczone bakteriocyny albo produkujace je kul-
tury bakterii uwazane za probiotyczne moga reduko-
wac liczbe patogendw lub korzystnie wptywac na sktad
mikroflory jelitowej. Zdecydowana wigkszo$¢ bakterii
probiotycznych nalezy do bakterii Gram-dodatnich,
jednak wyjatkiem od tej reguly jest np. niepatogenny
szczep E. coli Nissle 1917 wchodzacy w sklad prepara-
tow probiotycznych, np. Mutaflor® [110]. Cursino i wsp.
[20] wykazali, ze szczep E. coli H22, produkujacy kilka
zwigzkow o dzialaniu antybakteryjnym (m.in. kolicyny
El, Ib, mikrocyne¢ C7), hamuje rozwdj patogennych
i potencjalnie patogennych enterobakterii (Entero-
bacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Salmonella,
Shigella, Yersinia) i moglby znalez¢ zastosowanie jako
szczep probiotyczny.

W zwigzku z rosnaca opornoscig bakterii na kla-
syczne antybiotyki poszukuje si¢ nowych zwigzkow
o dzialaniu antybakteryjnym i bakteriocyny sa roz-
wazane jako jedno z alternatywnych rozwigzan wspo-
mnianego problemu. Ponadto ze wzgledu na rézny
mechanizm dzialania, polaczenie bakteriocyn z nie-
ktérymi antybiotykami moze pozwoli¢ na uzyskanie
synergistycznego efektu [3]. W wyniku fuzji domeny
kolicyny Ia, odpowiedzialnej za tworzenie kanalow
jonowych, i feromondéw Gram-dodatnich bakterii
(AgrD1, cCF10), otrzymano nowa grupe peptydéw
antybakteryjnych, ktore s skuteczne i specyficzne
wobec Gram-dodatnich szczepéw patogennych, bez
toksycznosci w stosunku do komérek ssakéw [75, 76].
Zihler i wsp. [110] wykazali, ze szczep E. coli L1000,
produkujacy mikrocyne B17, moze by¢ uzyteczny
w zwalczaniu infekcji wywotanych przez Salmonella.
Natomiast Brown i wsp. [11] udowodnili, Ze niektore
kolicyny charakteryzuja sie aktywnoscig antybakteryjng
skierowang przeciwko adherentno-inwazyjnym szcze-
pom E. coli (AIEC) wyizolowanym z przewodu pokar-
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mowego pacjentdw z choroba Lesniowskiego-Crohna
i moga by¢ rozwazane jako potencjalne terapeutyki.
Odrebng grupg badan nad bakteriocynami bakterii
Gram-ujemnych jest sprawdzenie mozliwosci zastoso-
wania ich w terapii antynowotworowej. Doswiadczenia
te zapoczatkowano ponad 30 lat temu, kiedy zaobserwo-
wano, ze kolicyna E3 dziata cytotoksycznie na komorki
HeLa [93]. Od tamtego czasu wiadomo, ze niektdre
kolicyny wywieraja efekt letalny na komérki nowotwo-
rowe, chociaz nie jest jasne czy mechanizm dziatania
jest identyczny jak w przypadku wrazliwych komorek
bakteryjnych. Wykazano, ze proliferacja komoérek bia-
taczki mysiej linii P388 jest zahamowana przez kolicyne
E3 [33]. Wspomniana linia komérkowa zostata rowniez
poddana dziataniu kolicyn D, E2 oraz A. Stwierdzono,
ze zywotno$¢ komorek ulegata obnizeniu w przypadku
wszystkich zastosowanych bakteriocyn, przy czym
najsilniejszy efekt byt widoczny po zastosowaniu koli-
cyny A [94]. Badano réwniez wplyw kolicyn E11iE3 na
transformowane v-myb monoblasty. W tym przypadku
takze zaobserwowano spadek zywotnosci testowanych
komorek [92]. W innych badaniach wykazano, ze
kolicyny A i E1 charakteryzuja si¢ aktywnoscig cyto-
toksyczng wobec 11 ludzkich nowotworowych linii
komorkowych [16]. Pozostale testowane w doswiadcze-
niu kolicyny (E3 i U) nie wplywaly istotnie na badane
linie komoérkowe. Aktywnos¢ cytotoksyczna byla sil-
nie zréznicowana w zaleznosci od rodzaju kolicyny, jak
i linii komodrek nowotworowych. Kolicyna A charak-
teryzowala si¢ najwigksza aktywnoscia cytotoksyczna,
ale rowniez hamowata wzrost normalnych fibroblastow
linii MRC5. Kolicyna E1 dzialala stabiej, zaréwno na
komoérki nowotworowe, jak i normalne fibroblasty.
Farkas-Himsley i Cheung [30] badali oddzialywa-
nie bakteriocyn, w tym kolicyn na rozmaite komorki
bakteryjne i eukariotyczne. Dowiedziono, ze kolicyny
wywieraja silniejszy wptyw na komoérki nowotworowe
niz normalne, przy czym zwierzece komorki nowotwo-
rowe byty bardziej wrazliwe na dzialanie bakteriocyn
niz ludzkie. Wiadomo réwniez, ze niektére mikrocyny
(np. E492) moga indukowac¢ apoptoze w pewnych ludz-
kich liniach komdrkowych [45]. Wyniki innych badan
sugeruja, ze obecnos¢ kolicyn, produkowanych przez
szczepy bakterii wystepujace w przewodzie pokarmo-
wym, moze by¢ jednym z czynnikéw ograniczajacych
rozwoj raka jelita grubego [12]. W przypadku oséb
zdrowych stwierdzono, ze 63,8% badanych posiadalo
w przewodzie pokarmowym szczepy E. coli wytwarza-
jace bakteriocyny, podczas gdy u chorych na raka jelita
grubego szczepy te wykryto jedynie u 41,6% badanych.
Wydaje si¢ zatem, ze potencjalnym sposobem zapo-
biegania tego typu nowotworom mogtaby by¢ suple-
mentacja probiotykami produkujacymi bakteriocyny.
Kolicyny moglyby by¢ rozwazane jako leki antynowo-
tworowe o umiarkowanym potencjale [55, 108].
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Intensywnie bada si¢ réwniez mozliwo$¢ zastoso-
wania bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych w hodowli
zwierzat. Zywy inwentarz moze zosta¢ zainfekowany
przez niezliczone patogenne mikroorganizmy, wérod
ktérych znajduja sie i takie, ktore moga zakazi¢ orga-
nizm ludzki. Zjadliwe szczepy E. coli (np. O157:H7)
oraz Salmonella enteritidis wywoluja infekcje jelitowe
zaréwno u ludzi, jak i zwierzat, i s3 mikroorganizmami
w zwalczaniu ktérych wymagana jest terapia przeciw-
bakteryjna [5]. Salmonella i Campylobacter s przy-
czyng ponad 90% wszystkich przypadkéw zakazenia
zywnosci na $wiecie [99].

Hodowcy zajmujacy sie Zzywym inwentarzem sto-
suja szereg antybiotykow, np.: penicyline, fluorochino-
lony lub tetracykling w celu zwalczenia powszechnych
infekeji bakteryjnych. Co wigcej, specyfiki te czgsto
stosowane sg profilaktycznie i wspomagajaco, przez
co dzialajg nie tylko na szczepy zjadliwe, ale takze na
komensale zyjace w jelitach zwierzat [5]. Bardzo wazng
kwestia jest ograniczenie stosowanie tradycyjnych anty-
biotykéw, aby szczepy nie zyskiwaly na nie opornosci.
W tym celu pracuje si¢ nad wieloma strategiami, ktore
maja polepszy¢ zdrowie zwierzat oraz wydajnos¢ i bez-
pieczenstwo mikrobiologiczne zywnosci bez zastoso-
wania antybiotykdow.

Istnieje wiele obaw zaréwno o zdrowie publiczne, jak
i ze wzgledow ekonomicznych o wybuch choréb spo-
wodowanych przez mikrobiologiczne zakazenie drobiu
i jaj przez szczepy S. enterica, ktore sg czestym konta-
minantem i powszechnym patogenem wywolujacym
niezyt zoladka i jelit [22, 99]. W celu zahamowania roz-
przestrzeniania sie, jak rowniez eliminacji bakterii Sal-
monella z drobiu, do paszy pisklat dodaje si¢ naturalng
flore bakteryjng wystepujaca w jelitach kur, a dodat-
kowo podaje sie niezjadliwe mutanty tej bakterii, ktore
konkurencyjnie zapobiegaja kolonizacji przez szczepy
wirulentne. Préby in vitro wskazuja, ze mikrocyny pro-
dukowane przez szczepy E. coli hamujg wzrost patogen-
nych szczepow Salmonella. Nawet na podtozu ubogim
w sktadniki pokarmowe, w warunkach zakwaszenia oraz
w obecnosci zdkci i enzymdw proteolitycznych szczepy
E. coli moga produkowa¢ mikrocyny [73, 107].

U bydla, zwacz jest gléownym rezerwuarem Gram-
-ujemnego szczepu E.coli O157:H7, ktory wytwa-
rza toksyne Shiga wywolujaca u ludzi ostre biegunki
i bardzo grozny, szczegélnie u niemowlat, zespol
hemolityczno-mocznicowy [71]. Zakazenie czlowieka
bakteriami STEC (Shiga toxin-producing E. coli) naste-
puje gléwnie na skutek spozycia zanieczyszczonej
zywnosci (mleka, sera, niedogotowanego miesa) lub
wody, a takze poprzez bezposredni kontakt z nosicie-
lami. Zastosowanie terapii antybiotykowej powoduje,
ze bakterie produkujg nadmierne iloéci tej toksyny, co
zwigksza zjadliwos¢ szczepu producenta [104]. Nie-
ktére kolicynogenne szczepy E. coli wykazuja zdolnos¢
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hamowania rozwoju enterokrwotocznych szczepow
E. coli [87]. Odkryto, ze zaaplikowanie bakterii wytwa-
rzajacych kolicyny do zwacza znacznie redukuje po-
ziom patogenow jelitowych u bydta [38]. Bakterie E. coli
wytwarzajace kolicyne E7 hamuja kolonizacje przez
patogenny szczep E. coli O157:H7 po podaniu go cie-
letom w formie szczepienia [88]. W innych badaniach
Jordi i wsp. [51] testowali wptyw 20 kolicynogennych
szczepow E. coli na rozwdj 5 szczepow E. coli wytwa-
rzajacych toksyne Shiga (026, O111, 0128, 0145
i0157:H7). W symulowanym $rodowisku zwacza, koli-
cyny E1, E4, E8-], K i S$4 znaczaco ograniczaly wzrost
szczepOw wytwarzajacych toksyne Shiga. Kolejnym
obiecujgcym szczepem jest produkujaca mikrocyne
B17 E. coli Nissle 1917, ktorej obecno$¢ prowadzi do
zmniejszenia o polowe czgstosci wystepowania biegu-
nek u bydta [102].

7. Podsumowanie

Od ostatnich niemalze stu lat trwaja intensywne
badania nad bakteriocynami wykazujacymi dziala-
nie przeciwdrobnoustrojowe, produkowanymi przez
Gram-ujemne bakterie z rodziny Enterobacteriaceae.
Wisréd nich wyrdzni¢ mozna duze biatka o masie
25-80kDa, nazwane kolicynami oraz mikrocyny
- peptydy o niskiej masie , wahajacej si¢ od 1-10 kDa.
Informacja genetyczna zawarta w klastrach genowych
kolicyn, jak i mikrocyn determinuje ich produkgje, eks-
port oraz odpornos¢. Wszystkie do dzi$ odkryte koli-
cyny kodowane sg w plazmidach, w przeciwienstwie
do mikrocyn, wérdd ktorych te nalezace do klasy IIb
kodowana sg chromosomalnie.

Inaczej niz w przypadku mikrocyn, gléwnym
mechanizmem indukujacym produkcje kolicyn jest
system SOS, ktory stanowi cze$¢ systemu kontroli eks-
presji genow, naprawiajgcego uszkodzenia DNA. Moze
by¢ aktywowany pod wptywem stresu srodowiskowego,
np. promieniowania UV lub ekspozycji na inne czyn-
niki uszkadzajgce DNA. Z kolei synteza mikrocyn prze-
waznie indukowana jest w wyniku redukcji sktadnikow
odzywczych.

Jedng z wazniejszych roznic pomiedzy mikrocynami
i kolicynami, pomijajac oczywista rozbieznos¢ w przy-
padku mas czasteczkowych obu grup zwigzkow, jest
ich struktura. W przeciwienstwie do kolicyn, mikro-
cyny moga podlega¢ modyfikacjom posttranslacyjnym.
Klaster genowy kolicyn jest wysoce konserwatywny,
aw obrebie ich struktury mozna wyr6znic trzy domeny
odpowiedzialne za zwigzanie kolicyny z odpowied-
nim receptorem, translokacje do wnetrza komorki
wrazliwej 1 aktywno$¢ antybakteryjng. Zaréwno koli-
cyny, jak i mikrocyny maja waskie spektrum dziatania
i wykazujg aktywnos¢ antymikrobiologiczng przeciwko

szczepom filogenetycznie spokrewnionym ze szczepem
producenta.

Opisane w artykule mikrocyny (E492, J25, C7-C51)
wykorzystuja niezwykle ztozone mechanizmy dzialania
typu tzw. konia trojanskiego. Lacza si¢ z receptorami,
dzieki ktérym komorka wrazliwa pobiera ze $rodo-
wiska niezbedne substancje (receptory zelazowo-
-sideroforowe), albo uzywaja pewnego rodzaju kamu-
flazu w celu swobodnego wnikniecia w gtab komorki
docelowej, ktdra rozpoznaje je, jako substancje nieszko-
dliwe. Dopiero po wniknieciu wnetrza komoérki docelo-
wej, staja sie substancjami szkodliwymi dla komoérek
wrazliwych. Powyzsze strategie roznig sie od tych wy-
korzystywanych przez bakteriocyny bakterii Gram-
-dodatnich [28, 78].

Trwajace od wielu lat badania nad bakteriocynami
bakterii Gram-ujemnych pozwolily odkry¢ zasady ich
syntezy, budowe molekularng, stabilno$¢, jak row-
niez mechanizmy, za pomoca ktorych oddzialuja na
komorki bakteryjne. Od pewnego czasu wielka uwage
poswieca sie na badanie ich potencjalnego zastosowa-
nia antymikrobiologicznego w przetworstwie Zywnos-
ciowym, ale takze w medycynie i hodowli zwierzat.
Jedno jest natomiast pewne, im wiecej dowiadujemy
o tej fascynujacej rodzinie toksyn, tym wigkszy zdaje
sie by¢ ich potencjal, ktdry w przysztosci pozwolitby
stawi¢ czota wielu ludzkim wyzwaniom zwigzanym ze
zdrowiem, rolnictwem i przemystem Zywieniowym.
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1. Wstep

Pojecie plazmy, rozumianej jako stan rozproszenia
materii (czwarty stan skupienia) wprowadzit w 1928 roku
amerykanski fizykochemik Irving Langmuir, noblista
z 1932 roku [31]. Stanowi ona materie, ktora jest zlozona
z czasteczek obojetnych, mieszaniny zjonizowanych
i niezjonizowanych atoméw w stanie podstawowym
i wzbudzonych, wolnych rodnikéw oraz elektronow.
Podziatu plazmy dokonuje sie przede wszystkim z uwagi
na ci$nienie, temperature i gaz, w ktérym jest ona gene-
rowana. Ze szczegélowym opisem jej rodzajow mozemy
sie zapozna¢ w wielu publikacjach [2, 11, 50, 53, 60].

W przypadku plazmy termicznej wysokotempe-
raturowej, elektrony oraz inne czasteczki wchodzace
w jej sklad maja taka samg temperature. Do jej powsta-
nia niezbedne jest wytworzenie wysokiego cisnienia
i utrzymanie réwnowagi termodynamicznej miedzy
ciezszymi czasteczkami chemicznymi a elektronami.
W przypadku zimnej plazmy, niskotemperaturowej
(CAP - cold atmospheric plasma), generowanej w cis-
nieniu atmosferycznym badz w warunkach préznio-
wych, energia zewnetrzna wykorzystana jest do wytwa-
rzania wysokoenergetycznych elektronéw. Elektrony te
majg wyzsza temperature niz inne czgsteczki wchodzace
w sklad zimnej plazmy w zwigzku z czym temperatura
catego procesu podnosi si¢ nieznacznie.

Charakterystyczna dla CAP, niska temperatura pro-
cesu wraz z wygenerowanymi wlasciwosciami: biomo-
dulujgcymi, stymulujgcymi, dezynfekcyjnymi i steryli-
zacyjnymi; umozliwia jej wykorzystanie w medycynie
[17, 26, 22], technologii Zywnosci [3, 14, 16, 18, 24, 42,
45, 60] i ochronie $rodowiska [50]. Jej wykorzystanie
w nowych obszarach badawczych wymusza dostosowa-
nie technologii wytwarzania CAP. Schematy podstawo-
wych urzgdzen wykorzystywanych w procesach stoso-
wanych do generowania niskotemperaturowej plazmy
przy ci$nieniu atmosferycznym przedstawiono narys. 1.

Oddzialywanie zimnej plazmy na zywe organizmy
jest procesem zlozonym. Polega ono na dzialaniu:

a. wysokoenergetycznych elektrondw nabywajacych

energie w polu elektrycznym,

b. zjonizowanych atomow i czasteczek, ktdre ulegaja
jonizacji wskutek uderzen wysokoenergetycznych
elektronow,

c. dzialaniu wolnych rodnikéw w tym tlenu, azotu
— RONS (reactive oxygen nitrogen species), czy
rodnikéw hydroksylowych,

d. promieniowania UV,

e. nadtlenku wodoru,

f. ozonu [17].

Skuteczno$¢ procesu zalezy przede wszystkim od

takich elementow jak: moc i budowa urzadzenia, czgsto-
tliwo$¢ pradu, dlugo$¢ trwania pojedynczego impulsu

* Autor korespondencyjny: Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii
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Rys. 1. Podstawowe schematy konstrukcyjne stosowane do generowania niskotemperaturowej plazmy przy ci$nieniu atmosferycznym

a — wyladowanie dielektryczne barierowe DBD; b — wytadowanie koronowe; ¢ — wyladowanie w uktadzie Plazma JET

wzbudzajacego, czasu oddziatywania plazmy na ko-
morki i tkanki oraz rodzaju uzytego gazu [21]. Bada-
nia przeprowadzone nad eliminacjg Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans oraz
Microsporium canis, wykazaly iz krétkie impulsy (30 ns)
generujace plazme przy wyzszym napieciu (14,1 kV) sa
bardziej skuteczne niz impulsy diuzsze (2 ps) ale o niz-
szym napieciu (10,3 kV). Helmke i wsp. sugeruja, ze
wyzsze napiecia generujg bardziej energetyczne elek-
trony, ktore w efekcie daja wiecej wysoko reaktywnych
czasteczek [21], i to wlasnie im, najczesciej przypisuje sie
efekt dziatania na zywe komoérki. W znacznie mniejszym
stopniu uwzglednia si¢ oddzialywanie pola elektromag-
netycznego szczegdlnie w przypadku plazmy generowa-
nej promieniowaniem mikrofalowym czy radiowym.
W ocenie efektywnosci dzialania CAP, nalezy row-
niez uwzgledni¢ modyfikacje wtasciwosci fizyko-
-chemicznych i fizyko-mechanicznych prowadzacych
do zmian strukturalnych plazmowanego $rodowiska.
Sugestie naukowcow dotycza przede wszystkim cie-
czy, w tym wody [12, 23, 39]. W przeprowadzonych
bowiem badaniach wykazano, ze w wodzie poddanej
promieniowaniu koronowemu dochodzi do znacznego
obnizenia pH, pojawiajg si¢ nadtlenek wodoru, ozon
oraz reaktywne formy tlenu i azotu - RONS [17]. Efek-
tem plazmowania jest wigc powstanie wody o wiasci-
wosciach przeciwdrobnoustrojowych [29, 47]. Cechy
dekontaminacyjne, wzgledem Staphylococcus epider-
midis, Escherichia coli oraz C. albicans, woda utrzymuje
nawet przez czas l-miesiecznego przechowywania,
pomimo zanikania nadtlenku wodoru i ozonu [23].

2. Mechanizm dzialania zimnej plazmy
na drobnoustroje

Zasadnicze wykorzystanie zimnej plazmy w nau-
kach przyrodniczych i medycynie koncentruje si¢ na
jej wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Bada-

nia te prowadzone sa dwu kierunkowo: dzialanie ste-
rylizacyjne, np. w leczeniu zakazen u ludzi oraz mozli-
wo$¢ dekontaminacji mikrobiologicznej Zywnosci oraz
nasion i cebulek roslin.

Pierwsze badania wskazujgce na aktywnos$¢ steryli-
zujacy plazmy pod cisnieniem atmosferycznym zostaly
opublikowane w 1996 roku przez Laroussi i wsp. z Uni-
wersytetu w Tennessee. Plazma generowana byla przez
zrédlo fal radiowych - RF (radio frequency) przy napie-
ciu (od 1kV do 5kV). Zakres czestotliwosci, w ktérym
otrzymano stabilne wytadowanie w calej przestrzeni
pomiedzy elektrodami wynosit od 300 Hz do 4 KHz.
Efektem tych badan byla eliminacja drobnoustrojow
zachodzaca w ciggu kilku minut plazmowania [33].
Dalsze badania wykazaly skutecznos$¢ sterylizujaca
dzialania zimnej plazmy na komorki wegetatywne bak-
terii i ich spory oraz drozdze, plesnie i wirusy [47, 54,
28, 56]. Wielu autoréw zwraca uwage na istotng role
gazéw w srodowisku ktorego dochodzi do wygenerowa-
nia zimnej plazmy [34, 37]. Zastosowanie znalazty: O,,
N,, powietrze, halogeny, H,0, CO,, SO, oraz Ar, Ne, He.
W przypadku gazéw szlachetnych ich dziatanie steryli-
zacyjne zwieksza si¢ po dodaniu 2-5% O,. Proces stery-
lizacji jest zwykle prowadzony bezposrednio w miejscu
wygenerowania zimnej plazmy. Dzialaja wtedy pro-
mieniowanie UV, elektrony, RONS oraz zjonizowane
atomy i czasteczki. Metoda ta najczesciej stosowana jest
w przypadku generowania plazmy promieniowaniem
RF (1-100 MHz) oraz mikrofalami (> 300 MHz), ponie-
waz wysokie czestotliwosci powoduja znaczny wzrost
temperatury napromieniowywanego $rodowiska [37].

Niszczgce dziatanie zimnej plazmy w stosunku do
drobnoustrojow, ttumaczone jest mechanizmami zacho-
dzacymi w réznych obszarach komoérki — uszkodzenie
$ciany komorkowej, blony cytoplazmatycznej, DNA
i aparatu enzymatycznego. Z przeprowadzonych badan
na sporach Bacillus sp. wynika, ze w procesie plazmo-
wania kinetyka zabijania drobnoustrojow zachodzi
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dwu lub trzy etapowo. Poczatkowo sugerowano, ze
podstawowym procesem jest zniszczenie DNA poprzez
promieniowanie UV. Mechanizm dzialania promie-
niowania ultrafioletowego jest dobrze znany. Jego
destrukcyjne dzialanie na kwasy nukleinowe wynika
z wysokiej warto$ci energetycznej i duzego stopnia
absorbancji tego rodzaju promieniowania przez czg-
steczki DNA i RNA. Najczesciej zachodzace zmiany
prowadza do powstania dimeréw tyminy i fragmentacji
nukleoidu. Znaczace i gwaltowne zmiany w struktu-
rze DNA majace miejsce jedynie pod wplywem UV
nie daja zawsze skutecznego efektu letalnego wsku-
tek ograniczonej penetracji fotonéw promieniowania
przez struktury spor [38]. Dlatego tez, destrukcji DNA
drobnoustroju muszg towarzyszy¢ zmiany wynikajace
z aktywnosci rodnikéw utleniajacych i energii elektro-
néw. Na przykladzie mechanizméw zmian zachodzg-
cych w strukturze DNA Citrobacter freundii, Surowsky
i wsp. ustalili, ze zwigzki generowane w plazmie takie
jak np. H O, oraz rodniki wodorotlenowe réwniez przy-
czyniajg si¢ do uszkadzania DNA, co moze by¢ jedna
z przyczyn $mierci bakterii [52]. Obecnie sugeruje sie,
ze w procesie sterylizacji plazmowej promieniowanie
UV odgrywa minimalng role [32].

Obserwacje w mikroskopie elektronowym i skanin-
gowym wykazujg, ze proces plazmowania uszkadza
zewnetrzne struktury bakterii. Zachodzi to wskutek
dezintegracji struktur powierzchniowych - $ciany
komorkowej i btony komorkowej. Charakteryzuje sie
ona najwolniejsza kinetyka, w zwigzku z tym jest to
faza, ktéra determinuje szybko$¢ catego procesu steryli-
zacji. Dezintegracja powierzchni drobnoustrojow przez
wytrawianie i fotodesorpcje jest procesem niszczenia
ich ,,atom po atomie”. Reaktywne skladniki plazmy
zderzajac si¢ z drobnoustrojami, powodujg powazne
i trudne do naprawienia uszkodzenia btony komdrko-
wej. W konsekwencji moga prowadzi¢ do przerwania
jej ciaglosci. Efekt ten jest rowniez nastepstwem gro-
madzenia si¢ fadunku elektrycznego na zewnetrznej
powierzchni blony komérkowej. W tym procesie naj-
wieksze dziatanie letalne wykazujg tlen atomowy oraz
rodniki hydroksylowe [38]. Podobny efekt uzyskuje
sie w wyniku zajscia elektroporacji, inaczej okresla-
nej elektropermeabilizacjg. Proces ten polega na elek-
trycznie indukowanym powstaniu nowych mikrospor
w blonie komdrkowej oraz na wzroscie juz istniejacych.
Destrukeyjne dzialanie tego mechanizmu, opisane na
przykladzie Salmonella enterica subsp. enterica sero-
war Typhimurium i Listeria monocytogenes, polega na
zwiekszeniu przepuszczalno$ci membrany cytoplazma-
tycznej komorki. Bezposrednio wplywa to na poten-
cjal transblonowy komorek i ich zdolnosci do regulacji
wewnatrzkomorkowej pH [46]. W przypadku fotode-
sorpcji, w $cianie i blonie komdrkowej drobnoustrojow
ulegaja zerwaniu wigzania chemiczne zwigzkéw budu-
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jacych te struktury. W dalszym etapie, z uszkodzonych
biatek, cukrow i tluszczéw powstaja lotne zwigzki
wegla, ktore stopniowo ,wyparowujg” z powierzchni
bakterii. Wykazano, ze tworzenie sie¢ dwutlenku wegla
i innych lotnych zwigzkéw, wzrasta wraz z tempera-
turg powierzchni. Oznacza to, ze wyzsza temperatura
powierzchni znacznie zmniejsza czas zabicia drobno-
ustrojow [37]. W mechanizmie wytrawiania docho-
dzi takze do zmian natury oksydacyjnej w lipidach
i biatkach budujacych drobnoustroje. Moreau i wsp.
uwazajg, ze ma to ogromny wplyw na procesy enzy-
matyczne, a zwiazku z tym i na procesy metaboliczne
zachodzace w komorce [38]. Ginigcie drobnoustrojow
tlumaczy si¢ takze zmianami pH $rodowiska. Liu i wsp.
poddali ekspozycji plazmowej w ukladzie mikroJET
wode z zawiesing bakteryjna S. aureus. Bezposrednia
obrdbka plazmowa, podczas ktdrego zmianie uleglo
pH srodowiska, skutecznie inaktywowala S.aureus
w ciggu 20 minut. Przy czym najlepszy efekt steryliza-
cyjny uzyskano przy pH 4,5. Wedtug autoréw, zabicie
bakterii wynikalo ze zmiany kwasowosci ptynu oraz
interakcji reaktywnych zwiazkéw generowanych przez
plazme, w gléwnej mierze rodnika hydroksylowego
(HOO) z komorka. Rodnik ten jest odpowiedzialny
za peroksydacje kwasow ttuszczowych wystepujacych
w komorce bakteryjnej [35].

Szczegdlowa analiza obrazéw w mikroskopii fluo-
rescencyjnej daje podstawy do wnioskowania, ze przy-
czyna destrukeji komorki na poziomie blony komorko-
wej jest utrata jej integralno$ci. W przypadku B. subtilis,
jest to mechanizm oparty na reakcji blony komorko-
wej ze zwigzkami reaktywnymi wydzielanymi przez
plazme. Obserwacji dokonali Lackmann i Bandow, sto-
sujac dysze plazmowe JET [30]. W tym typie, plazma
wystepuje poza ukladem elektrod a otaczajgce powietrze
pozwala wysokoenergetycznym fotonom na glebokie
dotarcie w glab drobnoustroju. Warto podkresli¢, role
genow oxyR lub soxS w reakcji komorki na dzialanie
zimnej plazmy. Mutanty pozbawione tych gendw sa bar-
dziej podatne na dziatanie zimnej plazmy z wykorzysta-
niem mieszanki helu z tlenem. Bialko SoxS jest regu-
latorem kontrolujacym geny gléwnie odpowiedzialne
za detoksykacje nadtlenkéw i tlenkéw azotu, natomiast
gen oxyR jest regulatorem proceséw transkrypcyjnych
zachodzacych podczas aktywacji gendw w odpowiedzi
na stres oksydacyjny. Dlatego tez mutanty z brakuja-
cym regulatorem SoxS sg wrazliwe na zabicie przez
nadtlenki i tlenki azotu, natomiast bakterie z brakuja-
cym genem oxyR s3 wrazliwe na reaktywne formy tlenu.
Btona komoérkowa bakterii nie jest jedynym uszkadza-
nym miejscem, poniewaz zostaje rowniez uruchomio-
nych az 18 genéw nalezacych do odpowiedzi SOS, ktory
obejmuje rozne systemy naprawcze DNA [30]. Sharma
i wsp. zaobserwowali zwigkszong ekspresje genow
odpowiedzi SOS i genéw w odpowiedzi na stres oksy-
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Rys. 2. Wewnatrzkomdrkowy efekt dziatania reaktywnych form tlenu wytwarzanych podczas obrébki plazmowej

dacyjny (oxyS, katG, sodA) u E. coli po dzialaniu zimnej
plazmy. Taka odpowiedz komdrkowa moze sugerowac
znaczne uszkodzenia DNA u tego drobnoustroju. Auto-
rzy réwniez postuluja, ze skuteczno$¢ obrobki zimnag
plazma drobnoustrojéow ma zwigzek z synergicznym
dziataniem fotonéw UV oraz rodnikéw tlenowych
[49]. Odpowiedz komodrkowg po zastosowaniu zimnej
plazmy zauwazyli réwniez Cooper i wsp. Analizowali
oni biologiczna odpowiedz bakterii Bacillus stratosphe-
ricus na obrobke plazmowg z uzyciem wyladowania
dielektrycznego (DBD - dielectric barrier discharge).
Autorzy zaobserwowali przejscie komorek bakteryjnych
w stadium zyjacych ale nie dajacych si¢ hodowac (sta-
dium VBNC - viable but nonculturable) juz 2 godziny
po procesie obrdébki plazmowej [9]. Prawdopodobnie
jest to reakcja na stres oksydacyjny jakiemu poddane
s3 komorki. Na Rys. 2 przedstawiono schemat steryli-
zacyjnego dzialania reaktywnych form tlenu.

Kluczowg rol¢ rodnikéw tlenowych oraz hydroksy-
lowych w eliminacji drobnoustrojow podkreslajg réw-
niez Weiyuan i wsp. Badali oni wplyw obrébki plazmo-
wej pod ci$nieniem atmosferycznym na E. coli. Uzyto
do tego celu specjalnie zaprojektowanego przenosnego
urzadzenia wytwarzajacego plazme w wielodyszowym
ukladzie JET. Urzadzenie to sktada sie z wolframowych
elektrod przechodzacych przez otwory w dielektryku
z ALO,. Jednocze$nie przez otwory te wylatuje zjoni-
zowany gaz. Autorzy podkreslaja, ze plazma o tak spe-
cyficznej budowie byla skuteczna w zabiciu bakterii
znajdujacych sie na plytce z pozywka. Za przyczyne
tego efektu, uznano zwigzki reaktywne zawierajace
tlen, ktore byly w stanie zniszczy¢ wigzania C-C lub
C-H wystepujace w komorce, a nastepnie powodowac
rozklad zwigzkow organicznych [59].

Wykorzystanie mikroskopii sit atomowych jedno-
znacznie wskazuje, ze jednym kryteriéw destrukeji
$ciany komorkowej i blony cytoplazmatycznej jest

rodzaj gazu lub jego mieszanina. Zespdt naukowcow
pod kierunkiem Galvin ustalil, ze 5-minutowa eks-
pozycja z zastosowaniem helu powoduje powstanie
w $cianie komorkowej S.aureus wglebien znacznie
mniejszych niz ma to miejsce w srodowisku mieszaniny
helu i powietrza. Tym niemniej wyniki te wykazuja, ze
dzialanie sterylizacyjne plazmy zwigzane jest nie tylko
z dzialaniem wolnych rodnikéw, poniewaz zachodzi
ono takze w srodowisku zjonizowanych gazow szlachet-
nych. W procesie tym nie bez znaczenia jest rowniez
budowa $ciany komérkowej, w ktorej réznice w budo-
wie peptydoglikanu i stopien jego acetylacji wptywaja
na efekt sterylizujacy [15]. W przypadku E. coli i B. sub-
tilis zastosowanie zimnej plazmy DBD doprowadzito
do znacznego zniszczenia blony komorkowej i uwolnie-
nia cytoplazmy do otaczajacego medium jedynie u bak-
terii Gram-ujemnej. W przypadku B. subtilis, w obrazie
mikroskopowym nie stwierdzono znaczacych zmian
morfologicznych. Zaobserwowano jedynie redukcje
zywotnosci komorek [32].

W opinii wielu autoréw publikacji naukowych,
procesy zachodzace w komorce sg wynikiem synergi-
stycznego dzialania czynnikéw powstajacych podczas
generowania plazmy, peroksydacji lipidow w blonie
komorkowej, uszkodzenie genomowego DNA i dena-
turacji biatek [15, 32, 37, 38, 52]. Laroussi i wsp. suge-
rujg rowniez, ze poza liza komorek, ktéra powoduje
zimna plazma ma miejsce proces dyfuzji reaktywnych
zwigzkow do wnetrza komorki bakteryjnej. Moga one
powodowa¢ $mier¢ komorki lub tez wprowadzi¢ ja
w stan zyjacej ale nie dajacej sie hodowac [32].

2.1. Efektywnos¢ dzialania sterylizujacego
Metoda sterylizacji z zastosowaniem zimnej plaz-

my, generowanej w warunkach ci$nienia atmosferycz-
nego jest coraz czesciej badana w aspekcie eliminacji
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drobnoustrojéw i ich produktéw metabolicznych z zyw-
nosci. W przeciwienstwie do obecnie uzywanych metod
termicznych proces ten nie powoduje znaczgcych
zmian sensorycznych, koloru lub tez utraty wartosci
odzywczych produktu.

Poddanie zywnosci procesowi plazmowania wpro-
wadza koniecznos$¢ uwzglednienia dodatkowych czyn-
nikéw ograniczajacych jej efektywnos$¢. Testy prze-
prowadzone przez Fernandez i wsp., jednoznacznie
wskazujg, ze skuteczno$¢ zimnej plazmy moze zaleze¢
od poziomu zréznicowania struktury powierzchni
badanych produktéw zywnosciowych. W badaniu
wykorzystano salate, truskawki oraz ziemniaki, ktdre
zaszczepiono Salmonella ser. Typhimurium. W wyniku
15-minutowej obrobki plazmowej liczebnos¢ bakterii
obnizyla si¢ o 2,72log na salacie, na truskawkach
o0 1,76 log. Najmniejsza za$ redukcje uzyskano na ziem-
niakach - 0,94log. Za przyczyne takich rozbieznosci
autorzy podaja zréznicowanie budowy powierzchni. Na
podstawie analizy obrazéw uzyskanych w mikroskopie
skaningowym stwierdzili, ze aparaty szparkowe w sala-
cie, pofaldowania powierzchni truskawek czy ziem-
niaka moga przyczyniac si¢ do ,chowania” komoérek
bakteryjnych przez co zmniejsza si¢ ich ekspozycja na
czynniki sterylizujace plazmy [14]. Podobne wnioski
wynikajg z badan Ziuzina i wsp., ktérzy dziataniu CAP
poddali pomidory i truskawki. Poziom niewykrywal-
nosci drobnoustrojéw na pomidorach uzyskano juz
po 10 sekundach plazmowania szczepdéw Salmonella,
60 sekundach E. coli i po 120 sekundach L. monocy-
togenes. W przypadku truskawek (bardziej ztozona
struktura powierzchni), znaczng redukeje liczebnosci
mikroflory patogennej uzyskano dopiero po 300 sekun-
dach plazmowania. Z powierzchni produktu izolowano
0 3,5log mniej E. coli, 3,8 log Salmonella ser. Typhimu-
rium oraz 4,2 log L. monocytogenes [63].

W tym miejscu nalezalo by réwniez wspomnie¢
o znaczeniu budowy $ciany komodrkowej i zwiazanej
z tym skutecznosci dzialania zimnej plazmy. W litera-
turze bowiem nie ma jednoznacznej opinii dotyczacej
tych zalezno$ci. Wedlug Ermolaeva i wsp., stosujacych
plazme nietermiczng w leczeniu zakazen ran u ludzi,
skuteczno$¢ jej dzialania jest uzalezniona od gatunku
i pochodzenia szczepu. W przeprowadzonych przez
autorow badaniach wykorzystano izolaty kliniczne
oraz pochodzace z kolekcji szczepy bakterii Gram-
-ujemnych: P, areuginosa, Burkholderia cenocepacia,
E. coli oraz bakterii Gram-dodatnich: S. epidermidis,
S. aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecium.
Wszystkie testowane szczepy bakterii Gram-ujemnych
wykazywaly podobng podatnos¢ na obrobke plazmowa.
Po 5 minutach plazmowania stwierdzono ich catkowita
eliminacje. W przypadku szczepéw Gram-dodatnich,
autorzy wyrdznili poziomy wrazliwosci drobnoustrojow
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na wygenerowang plazme. Do $rednio wrazliwych zali-
czono S. epidermidis i E. faecium, natomiast kliniczne
izolaty S.pyogenes i pochodzacy z kolekeji szczep
S.aureus do najmniej podatnych [13]. Odmienne
wyniki badan w swojej pracy przedstawili Daeschlein
i wsp. Wykazali oni bowiem, ze bakterie Gram-dodatnie
sa znacznie bardziej wrazliwe niz Gram-ujemne. Jedno-
cze$nie wykazali, brak zwigzku efektywno$ci dziatania
wygenerowanej plazmy z opornoscig na okreslone anty-
biotyki [10]. Nieco inne efekty badan uzyskali Galvin
i wsp. Oceniali oni wpltyw zimnej plazmy z zastoso-
waniem helu oraz mieszaniny helu z powietrzem na
szczepy odporne na metycyling (MRSA — methicyllin-
-resistant S. aureus) 1 wrazliwe na metycyling (MSSA
- methicillin-sensitive S. aureus) oraz spory Clostridium
difficile. Autorzy zaobserwowali brak wplywu rodzaju
uzytego gazu na skutecznos¢ bakteriobojcza wobec kli-
nicznego szczepu S. aureus MRSA, ktdrego liczebno$é
zmniejszala si¢ od 5 do 1log w tych samych warunkach
sterylizujacych, wyzsza przezywalno$¢ zaobserwowano
natomiast dla szczepow S. aureus MSSA i brak istotnych
zmian w liczebnosci dla C. difficile [15].

Kolejnym bardzo istotnym zagadnieniem jest wplyw
plazmy na biofilm bakteryjny. Analiza mikroskopowa
wykazala bowiem, ze w wielowarstwowej strukturze
drobnoustrojéw zmniejszenie ich liczebnosci naste-
puje w ograniczonym stopniu. Wynika to z bariery
ochronnej, powstajacej z gornej warstwy obumieraja-
cych komorek, ktore ograniczajg dzialanie plazmy [14].
W zwigzku z tym pojawiaja si¢ sugestie, Ze metoda ste-
rylizacji zimng plazma moze by¢ jedynie zastosowana
w przypadku niskiego poziomu kontaminacji [27].
Innych obserwacji dokonali Alkawareek i wsp., wedlug
ktorych skuteczno$¢ dzialania omawianej techniki zalezy
od rodzaju drobnoustrojéw tworzacych biofilm oraz
mechanicznej stabilno$ci macierzy zewnatrzkomoérko-
wej. Badania przeprowadzone na 48 godzinnej hodowli
Vibrio alginolyticus oraz Vibrio proteolyticus wskazuja
na mozliwo$¢ catkowitego zniszczenia biofilméw bak-
teryjnych, co uzyskano w czasie 60-120 sekundowego
procesu plazmowania. Na uwage zastuguje réwniez fakt,
iz stopien wrazliwosci V. alginolyticus byt znacznie wiek-
szy niz w przypadku biofilmu V. proteolyticus. Sugeruja
réwniez, ze zimna plazma pod ci$nieniem atmosferycz-
nym moze by¢ obiecujgcym narzedziem w usuwaniu
biofilmu morskiego jak réwniez biofilmu tworzacego
sie na powierzchni bedacej w bezposrednim kontakcie
ze srodowiskiem wodnym [1].

Eliminacja drobnoustrojow zazwyczaj powigzana
jest z miejscem ich namnazania. Wykorzystanie zimnej
plazmy w dekontaminacji mikrobiologicznej produktéw
zywnosciowych pozwala jednoczesnie na zachowanie
podstawowych atrybutéw produktu. Bardzo interesujace
prace dotycza dziatania plazmy na przyprawy. Wedlug



SKUTECZNOSC WYKORZYSTANIA NISKOTEMPERATUROWE] PLAZMY W MIKROBIOLOGII I MEDYCYNIE

danych amerykanskich 5% importowanych z krajow
afrykanskich probek pieprzu jest zanieczyszczonych
bakteriami Salmonella [8], co wymusza na producentach
wprowadzenie sterylizacji. Jednakze, wysoka tempera-
tura znaczaco zmienia ich teksture oraz wlasnosci sen-
soryczne. Zastosowanie w tym procesie zimnej plazmy
minimalizuje pojawianie si¢ nieporzadkach cech i ogra-
nicza znaczgco liczebnos¢ np. zarodnikéw grzybow ple-
$niowych. Przeprowadzone przez Kim i wsp. badania
dotyczace redukeji zarodnikéw A. flavus i spor B. cereus
jednoznacznie wskazujg iz dzialanie zimnej plazmy
spowodowalo obnizenie ich liczebnosci, odpowiednio
02,5log i 3,4log [25]. Na podkreslenie zastuguje row-
niez fakt, Ze proces plazmowania nie wplynat istotnie
na wartosci smakowe i zapachowe dekontaminowanych
przypraw [16]. Podobne wnioski technologiczne uzy-
skano w eksperymencie przeprowadzonym przez Kim
i wsp. W tym przypadku, sterylizacji poddano bekon,
a inaktywowanymi bakteriami byly: L. monocytogenes,
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Salmonella ser. Typhimurium oraz E. coli. Zastosowanie
mieszaniny gazow helu z tlenem zredukowalo liczeb-
nos¢ drobnoustrojéw o 2-3 cykle logarytmiczne [24].
Zastosowanie plazmy nietermicznej ma réwniez
miejsce w przemysle mleczarskim tym bardziej, ze
coraz czg$ciej pojawia si¢ na rynku ,,mleko prosto od
krowy” - nie poddane obdrce termicznej. Odkazanie
mleka, ze wzgledu na jego specyficzng strukture jest
procesem bardzo trudnym. Krétki czas oraz uzyski-
wane temperatury podczas procesu plazmowania nie
wplywaja w znaczacy sposob na wlasnosci tego pro-
duktu przy jednoczesnej redukeji drobnoustrojow [18].
Przeprowadzone przez Gurol i wsp. badania wskazuja,
ze liczebno$¢ E. coli w mleku (3,0% ttuszczu) zostala
obnizona z poczatkowej wartosci 7,78 log CFU/ml do
3,63 log CFU/ml w czasie 20 minutowej obrobki. Nieco
mniejszg skutecznos$¢ czynnikow sterylizujacych ozna-
czono w mleku o mniejszej zawartosci ttuszczu i mleku
odtluszczonym [18]. Zestawienie danych dotyczacych

Tabela I
Przyktadowe publikacje dotyczace zastosowania zimnej plazmy do zabijania drobnoustrojéw w Zywnosci
Drobnoustréj Sposéb generowania plazmy Srodowisko Stopier redu'k,c] ! Pls.mlen—
drobnoustrojéow nictwo
Citrobacter freundii Plasmajet Ar+0,1%0, Sok jabtkowy 5 log [52]
Escherichia coli Wyladowanie koronowe, powietrze | Salata, marchew, pomidory | 1,6 log (4]
Escherichia coli Wytadowanie koronowe, powietrze | Mleko 5log [18]
Listeria innocua Wytadowanie koronowe He+5%O, | Migso, skora drobiowa 1 log skora, 3 log migso [42]
Ogolna liczba psychotrofow, |Reaktor plazmy pulsacyjnej He,  |Mieso wieprzowe 2-3log [57]
grzybow i plesni N, Ar
Spory Aspergillus flavus, Reaktor mikrofalowy Mielona czerwona papryka | A. flavus 2,5+ 0,3 log [25]
Bacillus cereus N,,N,+0,, He, N +O,, He+O, B. cereus 3,4+0,7 log
Salmonella Enteridis, Wytadowanie DBD Powierzchnia skorup jaj  |S. Enteritidis 4,5 log [44]
Salmonella ser. Typhimurium kurzych S. Typhimurium 2,5 log
Listeria innocua Wyladowanie DBD, Breasola-plasterkowane 0,8-1,6 log [45]
Ar 70%+30% O, migso
Aspergillus spp., Reaktor niskoci$nieniowy, Nasiona pomidoréw, 3 log [48]
Penicillum spp. powietrze, SF6 pszenicy, fasoli, grochu,
so0i, jeczmienia, owsa, zyta,
soczewicy, kukurydzy
Aspergillus parasiticus Reaktor niskoci$nieniowy;, Orzechy laskowe, ziemne, |1 log [3]
powietrze, SF6 pistacje
Escherichia coli, Wyladowanie DBD, powietrze Pomidory, truskawki Pomidor - Salmonella [63]
Salmonella ser. Typhimurium, -3,1log, E. coli - 6,3 log
Listeria monocytogenes L. monocytogenes - 6,7 log,
Truskawki - E. coli - 3,5 log,
Salmonella - 3,8 log,
L. monocytogenes - 4,2 log
Salmonella ser. Typhimurium | Reaktor mikrofalowy, 0, Szpinak, safata, pomidory, |Szpinak - 3,0 log [62]
ziemniaki Safata - 2,7 log
Pomidor - 2,3 log
Ziemniaki - 2,2 log
Listeria monocytogenes, Wytadowanie DBD, He, He+O, Plasterkowany bekon Hel - 1-2 log, [24]
Escherichia coli, Mix hel i tlen - 2-3 log
Salmonella ser. Typhimurium
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dziatania plazmy na drobnoustroje wystepujace w zyw-
nosci przedstawiono w tabeli I.

Wykorzystanie zimnej plazmy w technologii zyw-
nosci nie powinno ograniczac si¢ jedynie do procesow
niszczenia zywych drobnoustrojow w $rodowisku.
Basaran i wsp., w swoich badaniach zwracaja uwagg,
ze poza faktem eliminacji Aspergillus parasiticus, wyni-
kiem procesu plazmowania jest rowniez redukcja ich
produktéw metabolicznych. Stwierdzili oni zmniej-
szenie o 50% iloéci aflatoksyn: B1, B2, G1 i G wyste-
pujacych w orzechach [3]. Surowsky i wsp., natomiast
wykazali redukcje aktywnosci oksydazy polifenolowej
i peroksydazy - enzyméw odpowiedzialnych za enzy-
matyczne brazowienie owocow i warzyw oraz wyrabia-
nych z nich $wiezych sokéw [51].

3. Zastosowanie zimnej plazmy w medycynie

W efekcie dzialania plazmy na zywe organizmy pod-
kresla sie gtéwnie ich wpltyw na biopolimery wystepu-
jace w komorkach. Obrébka plazmowa moze doprowa-
dzi¢ do: sieciowania, czyli tworzenia nowych wigzan,
wytrawiania — usuniecia z polimeru pewnych sktado-
wych badz wstawiania — dotaczania sie zjonizowanych
czastek do makromolekut [55].

Bardzo intensywnie prowadzone sa prace nad
zastosowaniem zimnej plazmy w medycynie. Dowo-
dem zainteresowania tg problematyka jest pojawienie
sie terminu ,,plazma oncology”. Badania te ogniskuja
sie na okre$laniu bezposredniego dzialania plazmy na
stan fizjologiczny komorek prawidlowych i nowotwo-
rowych, hamowaniem rozwoju nowotwordw i przyspie-
szeniem gojenia si¢ ran. W tym ostatnim przypadku
dodatkowym elementem jest dziatanie plazmy na bak-
terie rozwijajace si¢ w zranionej tkance [17].

Mai-Prochnow i wsp. podzielili dziatanie plazmy na
komorki organizméw wyzszych w zaleznosci od mocy
dawki. Przy niskich dawkach, dochodzi do zabicia bak-
terii lecz nie ma to wptywu na komorki ssakéw. Przy
$rednich, zachodzi proces przyspieszenia gojenia ran,
zwigkszenia proliferacji komoérek, zwigkszenia wydzie-
lania czynnika wzrostu oraz apoptozy komorek nowo-
tworowych. Wysokie dawki plazmy powodujg $mier¢
komorek ssakow i nekroze tkanek. Szczegdlnie wazng
role przeciwnowotworowa przypisuje si¢ aktywnej for-
mie tlenku azotu NO-, ktéra ma hamowac angiogeneze,
metastazy, zwiekszac apoptoze, cytotoksycznos¢ i che-
miowrazliwo$¢ [36].

Ze wzgledu na duze zainteresowanie plazmg przez
chirurgéw i dermatologéw podjeto badania nad jej
wplywem na ludzkie keratynocyty. Stwierdzono, ze
plazma generowana przez 1-5min technikg DBD nie
wplywata na apoptoze komoérek HaCaT, natomiast
poddawanie dzialaniu zimnej plazmy przez 10 do
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20 min powodowalo wzrost apoptozy, zmienialo mor-
fologie tych komorek i ich zywotnos¢. Interesujace
przy tym jest to, ze wymiana podloza po dzialaniu
plazmy znacznie obnizala destrukcyjne dziatanie pro-
cesu co jest dowodem na wpltyw plazmy na Srodowi-
sko wodne. Autorzy wykazali, ze w podlozu tworzone
sa reaktywne formy tlenu, ktére odpowiedzialne sg za
efekt destrukcyjny [5].

Haertel i wsp. badali wplyw DBD z uzyciem argonu
i tlenu na apoptoz¢ komdrek HaCaT oraz na koncen-
tracje integryn na ich powierzchni. Stwierdzili, ze
tlen wzmaga apoptoze komorek i zwigksza koncen-
tracje wyzej wymienionych bialek adhezyjnych na
ich powierzchni [19]. Grupa tego samego badacza
analizowala takze dzialanie plazmy DBD na szczurze
mononuklearne komorki sledzionowe. Autorzy zano-
towali rozng wrazliwo$¢ tych komdrek na plazme.
W 24 godziny po naswietleniu najmniejsza zywotno$¢
wykazywaly limfocyty T helper w przeciwienstwie do
limfocytéw B [20]. W dalszych badaniach prowadzo-
nych na ludzkich komérkach CD4+ oraz monocytach
linii THP-1 wykazano, ze plazma zwigksza ilos¢ ko-
morek ulegajacych apoptozie wskutek aktywacji pro-
-apoptotycznych biatek sygnalowych. Intrygujacym
byto to, ze dochodzilo takze do aktywacji pro-proli-
feracyjnych czastek sygnalowych co moze ttumaczy¢
pozytywne dzialanie plazmy w gojeniu si¢ ran [7].
Analizujac dziatanie mikrodysz plazmowych z zasto-
sowaniem helu na mysie komoérki nowotworowe TC-1
i fibroblasty CL.7 wykazano, ze komérki nowotworowe
s3 znacznie bardziej wrazliwe nizeli fibroblasty. Istot-
nym jest, ze plazma indukowata apoptoze komorek nie
dzialala natomiast bezposrednio nekrotycznie [26].
Plazmowanie moze takze przyspiesza¢ rozmnazanie
i migracyjnos¢ fibroblastow wskutek stymulacji wydzie-
lania FGF 1 (czynnik wzrostu fibroblastow — fibroblast
growth factor) [41]. Walk i wsp. badali wplyw zimnej
plazmy na mysig neuroblastome¢. W warunkach in vitro
zanotowali zmniejszenie metabolicznej aktywnosci
komoérek nowotworowych i wzrost apoptozy. In vivo
zanotowano zmniejszenie wielko$ci rozwijajacego sie
guza oraz ponad dwukrotne przedluzenie zycia zwie-
rzat [58]. Zachecajace wyniki uzyskali réwniez Brulle
i wsp. zajmujgcy si¢ nowotworem trzustki. Plazmowa-
nie powodowalo zahamowanie namnazania komoérek
nowotworowych trzustki MIA PaCaz2 in vitro za$ in vivo
efekt byl wzmacniany poprzez zastosowanie gemcita-
biny-antynowotworowego chemioterapeutyku [6]. Inte-
resujace badania z uzyciem nanosekundowej plazmy
w ukladzie JET przeprowadzili Xiong i wsp. Materia-
tem badawczym byly mysie komérki nerwowe, ktére
poddane ekspozycji na plazme¢ wykorzystujaca wyta-
dowania impulsowe, wykazywaly szybka proliferacje
- ulegaly réznicowaniu z powstaniem dluzszych neu-
rytoéw a takze powstaniem komorek formujacych sieci
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neuronowe. Autorzy podajg, Ze zastosowana plazma
nanosekundowa w uktadzie JET byla w stanie rézni-
cowac okolo 75 % komoérek nerwowych w neurony, co
wazne, z wigksza skuteczno$cig niz przy zastosowaniu
czynnika wzrostu nerwu [61].

Interesujace wyniki badan in vitro oraz in vivo na
zwierzetach zaowocowaly probami wprowadzenia tech-
nologii zimnej plazmy do kliniki. Obecnie najwieksze
zainteresowanie wykazujg dermatolodzy, chirurdzy,
kosmetolodzy oraz stomatolodzy. Prébuje sig¢ ja stoso-
wac do leczenia przewleklych ran w tym odlezyn oraz
dezynfekcji kanatow korzeni zebowych [22]. Niewat-
pliwym zacheceniem wprowadzania techniki zimnej
plazmy do klinik jest taka praca Ngo i wsp., ktérzy
wykazali znaczne zwiekszenie angiogenezy i odtwarza-
nie nablonka w ranach oparzeniowych u myszy [40].
W celu ograniczenia zakazen wewnatrzszpitalnych,
sugeruje sie takze zastosowanie technologii plazmy
nietermicznej do mikrobiologicznej dekontaminacji
$rodowisk szpitalnych [43].

Plazma niskotemperaturowa znajduje juz prak-
tyczne zastosowanie w sterylizacji narzedzi medycz-
nych. W urzadzeniach tego typu wstepnie wytwarza
sie prozni¢ po czym nastepuje wypelnienie stery-
lizatora gazowym nadtlenkiem wodoru. Nastep-
nym etapem jest generowanie plazmy wskutek czego
powstaje wysoka koncentracja aktywnych rodnikéw.
Do gléwnych zalet tego procesu nalezy zaliczy¢ bar-
dzo niskie koszty eksploatacji, bezpieczenstwo procesu
sterylizacji oraz ograniczenie korozji i uszkodzen ste-
rylizowanych przedmiotéw.

4. Podsumowanie

Zimna plazma generuje w $rodowisku gazowym
i wodnym powstawanie wolnych rodnikéw tlenu, azotu
oraz wysokoenergetycznych elektronow. Wywiera przez
to dzialanie na komorki prokariotyczne jak i eukario-
tyczne. Uzyskiwane efekty zaleza od zrodla zimnej
plazmy, mocy urzadzenia, czestotliwosci pradu, dhu-
gosci trwania pojedynczego impulsu wzbudzajacego,
czasu oddziatywania plazmy na komorki i tkanki oraz
rodzaju uzytego gazu. W przypadku prokariontow
dochodzi do uszkodzenia struktur zewnetrznych jak
$ciany i blony komoérkowej, DNA oraz aparatu enzy-
matycznego. W zwigzku z tym wigkszo$¢ badan skupia
sie na efektywnosci procesu sterylizacji. W medycynie
badana jest mozliwos¢ eliminacji drobnoustrojow
z zakazonych ran, kanaléw zebowych oraz srodowiska
szpitalnego. W technologii Zywnosci dekontaminacja
patogenow i mikroflory zepsucia ma na celu zwiek-
szenie trwalosci i bezpieczenstwa zywnosci. Dziala-
nie plazmy na komorki eukariotyczne daje wielorakie
efekty. W przypadku nowotwordéw zmniejsza angioge-

neze¢ i metastazy oraz zwieksza apoptoze, cytotoksycz-
no$¢ i chemiowrazliwo$¢ komorek nowotworowych.
W przypadku komoérek nienowotworowych wplywa
na ich réznicowanie, tempo podziatéw oraz produkeje
cytokin. Z tego wzgledu uznaje si¢ ta technike za nowe
narzedzie w medycynie a w szczegdlnosci w onkologii.
Technologia ta jednak wymaga wielu dalszych badan
i optymalizacji przed wdrozeniem jej do rutynowego
zastosowania w medycynie, przemysle spozywczym jak
i wielu innych dziedzinach nauki.
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1. Wprowadzenie. 1.1. Promieniowanie oraz jego wplyw na organizmy zywe. 1.2. Drobnoustroje radiotolerancyjne - definicja, teorie
na temat pochodzenia, opornoé¢ na promieniowanie. 2. Charakterystyka wybranych organizméw radiotolerancyjnych. 2.1. Bakterie.
2.2. Archeony. 2.3. Grzyby mikroskopowe. 3. Podsumowanie

Radiotolerant microorganisms - characterization of selected species and their potential usage

Abstract: Tonizing radiation damages DNA, proteins and lipids in cells in a direct (10-20% DNA damage) and indirect manner (80-90%)
- causing water radiolysis and a redox potential increase (oxido-reductive stress). For instance, hydrogen peroxide and ozone are
generated. Hydroxyl radical (OH') is the most reactive and harmful reactive oxygen species (ROS). Radiotolerant microorganisms are
extremophilic microbiota, sustaining high doses of radiation in a vegetative state. One of the most resistant and extensively studied species
is Deinococcus radiodurans. This bacterium can reconstitute its genome shattered to dozens of fragments (double strand breaks) as a result
of the exposure to radiation or dessication. Other examples include: bacteria: Acinetobacter radioresistens, Rubrobacter radiotolerans,
Kineococcus radiotolerans, Ralstonia sp. and Burkholderia sp. (living in biofilm communities from spent fuel pools); archaea: Thermococcus
gammatolerans; diverse microscopic, often melanized, presumably radiotropic fungi, e.g. Cladosporium spp., from the surrounding of the
destroyed Chernobyl power plant. Many of such organisms can be found in desert areas as they are dehydratation-tolerant. Radioresistant
species can be potentially utilized for bioremediation of radioactive environment contamination and for nuclear waste management
(e.g. bioprecipitation, biosorption, bioaccumulation of uranium or other radioisotopes). For example, diverse molds isolated from the
Chernobyl region can be used for mycoremediation due to their ability to decompose contaminated organic matter, adsorb, converse into
a soluble form and accumulate radionuclides (e.g. caesium 137).

1. Introduction. 1.1. Radiation and its effect on organisms. 1.2. Radiotolerant microorganism — definition, theories about their origin,

radioresistance. 2. Description of selected radiotolerant species 2.1. Bacteria. 2.2. Archaea. 2.3. Microfungi. 3. Summary

Stowa kluczowe: Deinococcus radiodurans, drobnoustroje radiooporne / radiotolerancyjne

Key words:

Deinococcus radiodurans, radioresistant / radiotolerant microorganisms

1. Wprowadzenie

1.1. Promieniowanie oraz jego wplyw
na organizmy zywe

Promieniowanie mozna zdefiniowac¢ jako strumien
czastek lub fal elektromagnetycznych emitowanych
przez cialo fizyczne. Jest forma przekazywania energii.
Najbardziej szkodliwe dla organizmdw jest promie-
niowanie jonizujace i UV (ultrafioletowe). Promienio-
wanie jonizujace powoduje jonizacje materii poprzez
wybicie elektronéw lub zjawisko Comptona. Wyrdz-
niamy np. wysoce przenikliwe promieniowanie X (rtg
- rentgenowskie) i y oraz stabo przenikliwe promienio-
wanie a (strumien jader helu) i B (strumien elektrondw
lub pozytondéw) [13, 46].

Promieniowanie wykazuje wlasciwosci mutagenne.
Uszkadza DNA, bialka i lipidy w komérkach na drodze
bezposredniego oddzialywania (teoria tarczy) oraz na
drodze stresu oksydacyjnego — w tym poprzez radiolize

wody. Bezposredniemu oddzialywaniu przypisuje sie
zaledwie ok. 10-20% uszkodzenn DNA [7, 12, 18, 46,
54]. Za stres oksydacyjny - nadmierny wzrost poten-
cjalu oksydoredukcyjnego — odpowiadajg (wolne) rod-
niki i reaktywne formy tlenu (ROS - reactive oxygen
species). Wolne rodniki to silnie reaktywne atomy lub
czasteczki zawierajace niesparowane elektrony. Nato-
miast do ROS, powstajacych m.in. na skutek radiolizy
wody, zalicza si¢ rodniki, jak np. aniorodnik ponad-
tlenkowy (O,-), rodnik hydroksylowy (HO-, silnie
reaktywny), rowniez niebedace rodnikami nadtlenki
(np. nadtlenek wodoru - H,0,), tlen singletowy ('O,)
i ozon (O,, tritlen).

Nadtlenek wodoru latwo ulega rozpadowi na
wode oraz na silnie reaktywny tlen atomowy (in statu
nascendi — w trakcie tworzenia). Ponadto z jonami
Fe** w reakcji Fentona tworzy rodnik hydroksylowy:
H,0,+Fe**>OH +OH'+ Fe’*. ROS s3 naturalnym
produktem metabolizmu w komoérkach, np. oddycha-
nia tlenowego [4, 12, 18, 38, 39, 55, 59].

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Ogélnej, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki, ul. Bana-
cha 12/16, 90-231 L4dz; tel. 42 6354469; e-mail: matusiak@acer.biol.uni.lodz.pl
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Ekspozycja organizmu na promieniowanie jonizu-
jace skutkuje m.in. modyfikacja zasad azotowych oraz
blednym podstawianiem zasad w DNA, depurynacja
DNA, pekaniem wigzan fosfodiestrowych w DNA
(SSBs — single-strand breaks i DSBs - double-strand
breaks, odpowiednio jedno- i dwuniciowe peknigcia);
ponadto: delecja (utratg) fragmentéw kwasow nukle-
inowych, tworzeniem wigzan krzyzowych w DNA oraz
miedzy DNA a biatkami [16, 33, 58]. Dwuniciowe pek-
niecia DNA, z uwagi na brak matrycy do naprawy, sa
trudno-odwracalne i silnie letalne. Moga powsta¢ np.
gdy wystapia obok siebie, na przeciwleglych niciach
DNA, dwa SSBs i zajdzie proces wyciecia zasad (BER
— base excision repair) [12, 20, 33, 37, 40, 49]. Za dawke
sterylizujaca promieniowania jonizujacego przyjmuje
sie 10-30kGy (8 lub 9 Gy $miertelne dla czltowieka)
[4, 6, 46]. Grej (Gy) jest jednostkg dawki pochlonigtej
w uklfadzie SI réwna 1 J/kg.

Efekt biologiczny oraz wrazliwos¢ mikroorganizmu
na radiacje¢ zaleza m.in. od rodzaju promieniowania,
jego natezenia, czasu ekspozycji, gatunku czy szczepu
drobnoustroju, jego fazy wzrostu, stanu metabolicz-
nego; takze od podioza hodowlanego, warunkéw $ro-
dowiskowych (np. czy te warunki s3 optymalne dla
organizmu). W fazie stacjonarnej wzrostu drobno-
ustroje sg zwykle bardziej oporne na radiacje - z wyjat-
kiem Halobacterium sp. [20, 33].

1.2. Drobnoustroje radiotolerancyjne - definicja,
teorie na temat pochodzenia, opornosc na
promieniowanie

Drobnoustroje radiotolerancyjne mozna zdefinio-
wad, jako organizmy prokariotyczne - niebedace w for-
mie przetrwalnej (spoczynkowej) — zdolne do prze-
trwania wysokiej dawki promieniowania jonizujacego,
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w praktyce przyjetej, jako wiekszej niz 1 kGy [50]. Defi-
nicja ta nie obejmuje grzybow, ktore sg organizmami
eukariotycznymi. W pismiennictwie polskim rzadko
stosuje si¢ stosuje pojecia ,,drobnoustro6j radiooporny”
lub ,radiofilny” Ceche radioopornosci przypisano
wielu poznanym mikroorganizmom, ktdre zaklasyfi-
kowano do domen Bacteria (bakterie), Archaea (arche-
ony) i Eukarya (eukarionty). Przykltadowo dawka D10
promieniowania, czyli redukujaca o 90% liczbe zywych
komorek (LD, - lethal dose 90%) dla $redniowrazli-
wych szczepdw Escherichia coli wynosi 0,25 kGy [33].
Generalnie uwaza sie, ze bakterie Gram-dodatnie (np.
Bacillus sp.) sa mniej wrazliwe na radiacje niz Gram-
-ujemne; takze spory (przetrwalniki) bakterii wykazuja
wysoka opornos$¢ (dawka D10 3-4kGy) [9]. Poréw-
nywanie dostepnych danych odnos$nie do radioopor-
noséci drobnoustrojéw stwarza problemy, ze wzgledu
na odmienne warunki przeprowadzania dos§wiadczen
przez roznych badaczy, np. uzyty typ promieniowania,
zrodlo, natezenie, czas ekspozycji, medium hodow-
lane, gestos¢ hodowli, a takze ze wzgledu na postugi-
wanie si¢ roznymi jednostkami pomiaru. Organizmy
radiooporne mozna zaliczy¢ do ekstremofili - toleru-
jacych lub wymagajacych skrajnych warunkéw srodo-
wiskowych do zycia. Przykladami poliekstremofili sa
Deinococcus radiodurans (oporny na promieniowanie
i wysuszenie), Thermococcus gammatolerans (oporny na
radiacje i wysoka temperature), Chroococcidiopsis spp.
(oporny na promieniowanie, dehydratacje, niska tem-
perature i rozmrazanie) [5, 8, 30, 54]. Drobnoustroje
zyjace w skrajnych warunkach $rodowiskowych, w tym
organizmy tolerancyjne wzgledem promieniowania,
znajduja si¢ w polu zainteresowan zwolennikéw teorii
panspermii, ktora glosi, ze zycie na Ziemi ma pocho-
dzenie kosmiczne [5, 42]. Interdyscyplinarng nauka
zajmujaca sie¢ wplywem promieniowania na organizmy
jest radiobiologia.

Zastosowane skroty:

BER - base excision repair, naprawa przez wycinanie zasad,
BIR - break-induced replication, replikacja indukowana
peknieciem,

DPS - DNA-binding protein from starved cells, biatko wigzace
DNA pochodzace od glodzonych komorek,

DSBs - double-strand breaks, dwuniciowe pekniecia,

DSM - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, niemiecka
kolekcja mikroorganizmow,

ECM - extracellular matrix, macierz zewnatrzkomorkowa,

EPS - extracellular polymeric substances, zewnatrzkomoérkowe
polimery,

ESDSA - extended synthesis-dependent strand annealing, taczenie
nici zalezne od rozszerzonej syntezy,

HGT - horyzontal gene transfer, horyzontalny transfer genow,

IS — insertion sequence, sekwencja insercyjna,

ISS - international space station, miedzynarodowa stacja
kosmiczna,

NER - nucleotide excision repair, naprawa przez wycinanie
nukleotydow,

NHEJ] - non-homologous end joining, taczenie niehomologicznych
koncow,

LD — lethal dose 90%, dawka $miertelna 90%,

phoK - alkaline phosphatase, fosfataza alkaliczna,
phoN - non-specific acid phosphatase, niespecyficzna fosfataza

kwasna,
pz - para zasad,
ROS - reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu,
R, rtg - rentgen,
SOD - superoxide dismutase, dysmutaza ponadtlenkowa,
SSA - single-strand annealing, jednoniciowe parowanie,
SSBs - single-strand breaks, jednoniciowe peknigcia,

ssDNA - single-strand DNA, jednoniciowe DNA,

TCA - tricarboxylic acid cycle, cykl kwaséw trikarboksylowych,
cykl Krebsa,

uv — ultraviolet, ultrafiolet,

VBNC - viable but not culturable, zywe ale nie hodowalne.
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Opornos¢ na promieniowanie moze by¢ cechg ty-
powa dla danego gatunku (np. jak w przypadku
D. radiodurans) lub moze dotyczy¢ niektorych szcze-
poéw w obrebie gatunku. Organizmy w $rodowisku
pochfaniajg rocznie zazwyczaj nieduzg dawke pro-
mieniowania réwna ok. 2,4 mSv/rok [4]. Ekspozycja
na 2-10Sv w krotkim czasie u cztowieka powoduje
powazng chorobe lub $mier¢ [64]. Radiacja moze mie¢
zrédlo naturalne - kosmiczne (korpuskularne i elek-
tromagnetyczne), takze jest emitowana od zt6z pro-
mieniotwdrczych, np. uranu. Promieniowanie moze
mie¢ tez pochodzenie antropogeniczne, np. od broni
i energetyki jadrowej, przemystu, odpadéw medycz-
nych. Przypuszcza sig, ze fenotyp z cechg opornosci na
promieniowanie maogl pojawic si¢ w ewolucji posred-
nio, jako efekt uboczny mechanizméw komérkowych
chronigcych przed innymi typami stresu srodowisko-
wego. Przyktadowo odwodnienie komorki, podobnie
jak promieniowanie, powoduje dwuniciowe pekniecia
w kwasie deoksyrybonukleinowym. Bakteria D. radio-
durans cechuje si¢ bardzo wysoka opornoscig na pro-
mieniowanie jak i na dehydratacje (wystepuje np. w gle-
bach pustynnych). Szczepy tego gatunku wrazliwe na
desykacje traca rowniez opornos¢ na radiacje [19, 23,
28, 33, 37,42, 44, 47, 50, 60]. Podobnie cyjanobakterie
Chroococcidiopsis spp. toleruja wysokie dawki promie-
niowania i dehydratacje [5, 8]. Jednakze teoria faczaca
opornos¢ na radiacje z malg wrazliwoscig na odwod-
nienie poddawana jest w watpliwo$¢ przez czes¢ bada-
czy, jako niedostatecznie potwierdzona. Przykladowo
zaobserwowano, Ze tolerancja na radiacje u badanych
termofilnych archeondw, byla zblizona u szczepéw
opornych jak i wrazliwych na desykacje [50]. Podobnie
jak dehydratacja, wysoka temperatura uszkadza DNA.
Powoduje hydrolityczng depurynacje DNA, deaminacje
aminokwasow, SSBs i DSBs. Niektére hipertermofile
jak np. T. gammatolerans, cechuja sie¢ opornoscig na
promieniowanie. Przypuszcza si¢ wiec, ze tolerancja
na radiacje moze by¢ efektem ubocznym adaptacji do
wysokich temperatur, aczkolwiek ta teza réwniez jest
kwestionowana [12, 20, 58]. Roéliny w odpowiedzi na
infekcje grzybicze wytwarzaja ROS, ktére dzialaja prze-
ciwdrobnoustrojowo [29]. Wywiera to prawdopodobnie
presje selekcyjna, faworyzujaca szczepy lepiej znoszace
stres oksydacyjny i po$rednio bardziej oporne na pro-
mieniowanie. Przypuszczalnie fenotyp z cecha opor-
nosci na promieniowanie powstal na drodze ewolucji
niezaleznie u réznych grup drobnoustrojow (zjawisko
konwergencji), ale niewykluczone réwniez, ze pochodzi
od wspolnych przodkéw z dawnych epok geologicznych
[13, 50]. Bakterie nabywaja réwniez geny opornosci
na czynniki stresu $rodowiskowego na drodze hory-
zontalnego transferu genéw (HGT - horyzontal gene
transfer). Przyktadowo D. radiodurans tatwo ulega natu-
ralnej (w srodowisku) jak i sztucznej (w laboratorium)
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transformacji genetycznej oraz charakteryzuje sie chi-
merycznym genomemn, tj. zawierajacym wiele sekwencji
pochodzacych od innych organizméw (np. kodujacych
opornos¢ na desykacje) [37]. Ekspozycja organizmu na
promieniowanie moze indukowa¢ tolerancje u drob-
noustrojow oraz selekcjonowac szczepy radiooporne
- czesto wytwarzajace barwniki o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, np. melanine. Taka sytuacja miala
miejsce np. w regionie uszkodzonej elektrowni jadrowej
w Czarnobylu na Ukrainie (po awarii w 1986r.) [7].
Metodami laboratoryjnymi udalo si¢ wyselekcjono-
wac szczepy E. coli o nadzwyczajnie duzej opornosci
na promieniowanie. Takie szczepy uzyskano na drodze
wielokrotnych ekspozycji na wzrastajace dawki promie-
niowania jonizujgcego [12, 42].

Rozrdznia sie cztery podstawowe strategie prze-
trwania drobnoustrojéw w odpowiedzi na niekorzystne
czynniki §rodowiskowe: 1) dzialania majace na celu
kompensowanie szkodliwego wplywu srodowiska na
komorke - np. modyfikacja metabolizmu, wykorzy-
stywanie alternatywnych szlakéw metabolicznych,
2) wytwarzanie form przetrwalnikowych (egzo- i endo-
spor), 3) dzialania majace na celu ochrone komoérek
przed stresem $rodowiskowym - np. formowanie oto-
czek czy biofilmu, 4) naprawa powstalych uszkodzen
w komorce — np. naprawa DNA, hydroliza zdegrado-
wanych bialek [28].

U kazdego mikroorganizmu wystepuje, co naj-
mniej kilka podstawowych mechanizmoéw, srodkéw
zaradczych, chronigcych komérki przed stresem oksy-
dacyjnym, przed uszkodzeniem DNA i biatek oraz
usuwajacych juz powstate defekty w DNA czy elimi-
nujace uszkodzone bialka. Sg to np.: aktywacja biatek
szoku na dany czynnik stresogenny (w tym odpowiedz
SOS u prokariontéw na powazne uszkodzenie DNA
- jak powstanie ssDNA), katalaza (oksydoreduktaza
rozktadajaca nadtlenek wodoru: 2H,0,-2H,0+0,),
peroksydaza (oksydoreduktaza rozkladajagca nad-
tlenek wodoru jednoczesnie utleniajac inny sub-
strat), dysmutaza ponadtlenkowa (SOD - superoxide
dismutase, unieczynnia aniorodnik ponadtlenkowy:
20,-+2H">H,0,+0,); ponadto: wycinanie uszko-
dzonych zasad w DNA (BER), wycinanie uszkodzonych
nukleotydéw (NER - nucleotide excision repair); row-
niez: naprawa rekombinacyjna, taczenie niehomolo-
gicznych zakonczen w DNA (NHE] - non-homologous
end joining). Rekombinacja homologiczna oraz NHE]
biorg udzial w usuwaniu DSBs u Prokaryota i Eukary-
ota. Pierwszy mechanizm wymaga dwoch kopii DNA
do naprawy, jednakze jest mniej podatny na bledy niz
NHE] (12, 16, 23, 25, 37, 38, 46, 51, 60, 65]. Wiekszos¢
gatunkéw drobnoustrojow (prokariotycznych i euka-
riotycznych) jest w stanie naprawic¢ najwyzej kilka, kil-
kanascie DSBs DNA. Dla poréwnania D. radiodurans
przywraca integralnos¢ DNA, w ktérym miafo miejsce
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ok. 200 lub wg innych zrédet ok. 100 dwuniciowych
peknie¢ DNA na chromosom (i jeszcze wiecej SSBs)
[12, 37, 40, 49]. Przed wolnymi rodnikami chronig
komorki takze takie przeciwutleniacze, jak np. barw-
niki karotenoidowe, melanina, flawonoidy, kwas askor-
binowy (witamina C), tokoferole (witamina E), retino-
idy (witamina A). Wydaja sie by¢ zgodne z powyzszym
obserwacje, ze wiele grzybow wyizolowanych z okolic
uszkodzonej elektrowni w Czarnobylu wytwarza mela-
ning (np. Cladosporium sphaerospermum), a D. radio-
durans produkuje czerwony barwnik karotenoidowy.
Ponadto zaréwno w przypadku grzybéw jak i D. radio-
durans szczepy bezbarwne sg bardziej wrazliwe na pro-
mieniowanie [7, 15, 16, 38, 54, 55]. Przypuszcza sig,
ze male stezenie jonéw zelaza, a wysokie jonéw man-
ganu, chroni komdrke przed stresem oksydacyjnym.
Mn** w kompleksach z réznymi zwigzkami inakty-
wuje rozne typy ROS. Czesto drobnoustroje radioto-
lerancyjne maja w komorkach wyzszy stosunek stezen
Mn?** do Fe**, w poréwnaniu z gatunkami wrazliwymi
na radiacje. Wyjatkiem sg sztucznie wyselekcjonowane
szczepy E. coli oporne na promieniowanie, u ktérych
wspomniany stosunek stezen jondéw przyjmuje prze-
cietne wartosci. D. radiodurans przy ograniczonym
stezeniu manganu w medium hodowlanym wykazuje
obnizong tolerancje na promieniowanie. Pyrococcus
furiosus po ekspozycji na radiacje intensyfikuje eks-
presje ferrytynowego biatka DPS-podobnego (DNA-
-binding protein from starved cells). Biatko to chelatuje
(wiaze) jony zelaza, aby ograniczy¢ powstawanie rod-
nika hydroksylowego w reakcji Fentona [3, 12, 13, 18,
21, 29, 38, 41, 55]. Nie tylko uszkodzenie DNA powo-
duje powazne skutki dla komoérki. Wazne znaczenie ma
réwniez uszkodzenie biatek, odpowiedzialnych m.in.
za replikacje kwasu deoksyrybonukleinowego i jego
naprawe, transkrypcje, translacje oraz inne procesy
metaboliczne komorki [18, 31].

2. Opis wybranych organizmoéw radiotolerancyjnych
2.1. Bakterie

Bakterie z rodzaju Deinococcus to glebowe ziarniaki
lub pateczki, zwykle barwigce si¢ Gram-dodatnio (jed-
nakze $ciana komorkowa jest o atypowej budowie).
Optymalna temperatura do wzrostu poszczegdlnych
gatunkow miesci si¢ w zakresie 9-50°C [1]. Wiele bak-
terii z rodzaju Deinococcus charakteryzuje si¢ wysoka
opornoscig na promieniowanie jonizujace. Przykladowo
sa to gatunki: D. radiodurans, D. radiophilus, D. desertii,
D. grandis, D. geothermalis, D. murrayi, D. proteolyticus
[17, 56, 59]; czes¢ wystepuje w glebach pustynnych i
jest oporna na dehydratacje, np.: D. desertii, D. gobien-
sis, D. xinjiangensis, D. radiodurans [28, 56]. D. geother-

malis i D. murrayi to gatunki termofilne [13, 17, 37, 41].
Gatunki wrazliwe na promieniowanie to np.: D. altitu-
dinis, D. claudonis, D. radiomollis [12].

Deinococcus radiodurans to jedna z najbardziej opor-
nych (z poznanych) na promieniowanie bakterii; réw-
niez najlepiej zbadana pod wzgledem radioopornosci.
Drobnoustroj ten przezywa ekspozycj¢ na dawke pro-
mieniowania 10-15 kGy [2]; wedtug niektorych Zrodet
nawet 25 kGy - podobnie jak Rubrobacter radiotolerans
[4]. Do dawki 5kGy nie obserwuje si¢ u wigkszosci
komorek w populacji utraty zywotnosci [13]. Dawke
D10 (LD,,) promieniowania jonizujacego oszacowano
na 10kGy [33]. D.radiodurans to kosmopolityczna
- wystepuje np. w glebie, mezofilna, nieprzetrwalni-
kujaca, nieruchliwa, niepatogenna oraz bezwzglednie
tlenowa bakteria; wytwarza czerwony barwnik karo-
tenoidowy — deinoksantyne. Po raz pierwszy zostala
wyizolowana w 1956 r. w USA z puszkowanego migsa
poddanego sterylizacji radiacyjnej. D. radiodurans
cechuje sie réwniez opornoscig na wysuszenie, stres
oksydacyjny i chemiczne czynniki mutagenne. Opor-
no$¢ na radiacje by¢ moze jest posrednim skutkiem
tolerancji na odwodnienie, ktore réwniez powoduje
uszkodzenia DNA. Komorki sa morfologii kulistej, uto-
zone w tetrady. Szesciowarstwowa $ciana komdrkowa
przypomina budowe bakterii Gram-ujemnych. W bto-
nie komoérkowej obecne sg nietypowe wzgledem innych
bakterii fosfolipidy oraz kwasy tluszczowe. Bakteria ta
wytwarza otoczke obejmujacg grupe kilku komorek [13,
17,37, 39, 40, 41, 47, 49, 57, 60].

Toroidalny (w ksztalcie pierscienia), silnie skonden-
sowany oraz podatny na manipulacje genetyczne genom
D. radiodurans (szczep R1) - obejmuje dwa koliste
chromosomy (2,65Mpz i 0,412 Mpz), kolisty mega-
plazmid (0,177 Mpz) oraz kolisty plazmid (46 kpz).
Prawdopodobnie wiele genéw, kodujacych np. czyn-
niki opornosci na stres srodowiskowy — w tym na dehy-
dratacje, bakteria ta nabyla na drodze horyzontalnego
transferu genéw od réznych grup organizméw — np.
archeonoéw, bakterii, roslin. W genomie wystepuje duzo
sekwencji insercyjnych (IS - insertion sequence). Pro-
centowa zawarto$¢ par GC w DNA wynosi 66,6% [12,
13,23, 37, 40, 47, 49, 50, 57, 60].

Mechanizmy opornosci D. radiodurans na promie-
niowanie nie sg jeszcze w pelni poznane. U bakterii tej
wystepuja: silnie skondensowany genom w od 4 (faza
stacjonarna) do 10 (faza logarytmicznego wzrostu)
kopiach (by¢ moze zapobiega to dyfuzji uszkodzonych
fragmentéw DNA oraz utrudnia dostep czynnikow
uszkadzajacych do DNA), wysoki wspolczynnik Fe?*/
Mn?*, bialko DPS-podobne (wiaze Fe** oraz odgrywa
role w kondensacji DNA); ponadto: ztozona, wielo-
warstwowa §$ciana komorkowa (prawdopodobnie
wlasciwosci ochronne), katalaza, SOD, peroksydazy,
deinoksantyna (przeciwutleniacz), liczne glikozydazy
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i hydrolazy Nudix (usuwajace oksydacyjne uszkodzenia
DNA), odpowiedz SOS. Réwniez role w opornosci na
promieniowanie mogg odgrywac: liczne proteazy (roz-
kfadajace uszkodzone bialka), szybka resynteza biatek
chaperonowych (opiekuniczych) oraz biatek cyklu TCA
(tricarboxylic acid cycle) po napromieniowaniu, mecha-
nizm usuwania uszkodzonych nukleotydéw z komorki
(zapobiega ponownemu wlaczeniu do DNA). Obecno$é
wielu kopii genomu niekoniecznie nadaje oporno$¢ na
promieniowanie. Przyktadowo u E. coli oraz Azotobac-
ter vinelandii moze wystepowac odpowiednio 5-18 oraz
ponad 100 kopii genomu w komorce, co nie czyni tych
bakterii tolerancyjnymi na radiacje. Jednakze mecha-
nizm rekombinacji homologicznej do naprawy DSBs
wymaga wiecej niz jednej kopii genomu. Odnosnie
ochronnego dzialania barwnikéw w komoérce — zaob-
serwowano, ze deinoksantyna D. radiodurans wydaj-
niej inaktywuje ROS (rodnik hydroksylowy, tlen sin-
gletowy, H O,) niz likopen i B-karoten - karoteny czy
zeaksantyna i luteina — ksantofile. Bezbarwne szczepy
D. radiodurans cechuja sie¢ wieksza wrazliwoscia na pro-
mieniowanie. Zmniejszenie ilosci manganu w pozywce
zwieksza ok. 1000-krotnie wrazliwo$¢ D. radiodurans
na promieniowanie. Jony manganu by¢ moze ulatwiaja
kondensacje DNA, neutralizujac ujemnie natadowane
grupy fosforanowe w nukleotydach, co pozwala na zbli-
zenie helis. Znaczenie systemu SOS nie jest do konca
poznane. Nie wykryto polimeraz SOS podatnych na
bledy. U D. radiodurans nie zaobserwowano nowych,
nieznanych wcze$niej nauce mechanizméw naprawy
DNA. Omawiana bakteria prawdopodobnie dyspo-
nuje podobnymi, lecz moze o wyzszej skutecznosci,
mechanizmami naprawy kwasu deoksyrybonukleino-
wego, ktore wystepuja u innych mikroorganizméw.
D. radiodurans jest w stanie w ciagu kilku, kilkunastu
godzin przywréci¢ (bez utrwalenia mutacji) integral-
nos¢ genomu, w ktérym powstato ok. 200 lub 100 dwu-
niciowych peknie¢ DNA na chromosom i jeszcze wigcej
jedno-niciowych peknieé. Wiekszo$¢ drobnoustrojow
jest w stanie naprawi¢ najwyzej kilka-kilkanascie DSBs.
Gléwng przyczyna duzej opornosci D. radiodurans na
radiacje zdaje si¢ by¢ nie tyle zapobieganie degrada-
cji DNA, ale szybka i skuteczna zdolnos¢ usuwania
powaznych uszkodzen w genomie. Zaproponowano
kilka mechanizméw, ktére moga przywracac integral-
nos$¢ genomu D. radiodurans po ekspozycji na radiacje
i wystapieniu DSBs. S3 to:

« rekombinacja homologiczna: wg modelu Holli-
daya, ESDSA (extended synthesis-dependent strand
annealing), SSA (single-strand annealing, moze
prowadzi¢ do mutacji), BIR (break-induced repli-
cation), copy choice,

o NHE] (moze prowadzi¢ do mutacji).

Zdaniem badaczy najbardziej prawdopodobny jest

mechanizm ESDSA. Istotnym biatkiem biorgcym udzial
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w naprawie DNA - rekombinacji homologicznej, jest
RecA. Mutanty D. radiodurans pozbawione tego biatka
cechujg sie bardzo duzg wrazliwo$cig na promieniowa-
nie. Poza ESDSA role w naprawie chromosomu bak-
teryjnego (genoforu) moga odgrywa¢ inne mechani-
zmy, np. BIR, NHE]. Zaobserwowano, ze RecA-zalezna
naprawa genomu dominuje u omawianej bakterii
dopiero kilka godzin po ekspozycji na promieniowanie
(13, 14, 18, 23, 31, 37, 40, 47, 49, 51, 54-56, 60].

D. radiodurans moze by¢ wykorzystany np. do biore-
mediacji (usuwania) odpadéw radioaktywnych z wod.
Zrekombinowane genetycznie szczepy omawianej
bakterii, wyposazone w phoK (fosfataza alkaliczna)
lub phoN (niespecyficzna fosfataza kwasna), precy-
pituja za pomoca jonéw fosforanowych uran (adsor-
bowany réwniez na powierzchni komdrek). Opornosé
D. radiodurans na promieniowanie nie oznacza pelnej
tolerancji wzgledem radioizotopéw. Istotna jest réw-
niez toksyczno$¢ chemiczna metali cigzkich, na ktdre
wrazliwy jest omawiany drobnoustroj (staba tolerancja
wzgledem [UO,]**). Inna, potencjalna mozliwo$¢ zasto-
sowania D. radiodurans obejmuje kontrole skutecznosci
sterylizacji radiacyjnej — np. preparatéw medycznych,
odpadéw biologicznych (2, 34, 35, 52].

Rubrobacter radiotolerans to Gram-dodatni, nieurze-
siony, nieprzetrwalnikujacy, tlenowy, halotolerancyjny,
umiarkowanie termofilny gatunek promieniowca (Acti-
nobacteria). Starsza nazwa tej bakterii to Arthrobacter
radiotolerans. Komorki przyjmuja ksztalt pleomorficz-
nych pateczek. Kolonie na podlozu staltym cechuja si¢
rézowa barwg ze wzgledu na karotenoidowy barwnik
(bakterioruberyna). R. radiotolerans charakteryzuje si¢
bardzo duza opornoscia na radiacje (zblizony poziom
do D. radiodurans). Mechanizmy opornos$ci na promie-
niowanie sg stabo poznane. Ochronnie dzialajg m.in.
karotenoidowy barwnik, SOD, katalaza. U gatunku
tego wystepuje kolisty chromosom (2,88 Mpz) oraz trzy
koliste plazmidy (190,9 kpz, 149,8 kpz, 51 kpz). Procen-
towa zawartos$¢ par GC w DNA wynosi 66,91% — szczep
RSPS-4 [21, 42, 53]. Innym radiotolerancyjnym gatun-
kiem z rodzaju Rubrobacter jest R. xylanophilus [42, 50]

Chroococcidopsis spp. sg to szeroko-rozpowszech-
nione (kosmopolityczne), jednokomorkowe, ekstremo-
tilne, fotosyntetyzujace sinice (Cyanobacteria). Wyste-
puja np. na goracych i zimnych pustyniach w tym
na pustyni Atakama w Chile, w Suchych Dolinach
McMurdo na Antarktydzie, na pustyni Negew w Izra-
elu, na pustynnych obszarach Australii czy Pétwyspu
Synaj w Egipcie. Ten drobnoustréj izolowano réwniez
ze stonych i stodkich wdd (tez gorgce zrodta), skal,
porostow (jako symbiont). Komorki s3a zazwyczaj
o morfologii ziarniakéw, koloru ciemno niebiesko-
-zielonego. Chroococcidopsis spp. nie tworzg heterocyst.
Sa w stanie wigza¢ azot czasteczkowy w warunkach
beztlenowych. Podobnie jak D.radiodurans toleruja
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wysuszenie i ekspozycje na promieniowanie jonizu-
jace — przezywaja dawke 15kGy. Jednakze mecha-
nizmy opornosci na radiacje¢ sa stabo poznane. Sinice
te wytwarzajg grube, wielowarstwowe otoczki bogate
w polisacharydy. Otoczkom tym przypisywana jest
rola ochronna przed odwodnieniem. Chroococcidop-
sis spp. tworzg formy przetrwalne. S3 w stanie prze-
zy¢ wysokie i niskie temperatury, skrajne wartosci pH,
duze zasolenie. Produkujg neurotoksyczny aminokwas
B-N-metylo-amino-L-alaning oraz hepatotoksyczng
mikrocystyne [5, 8, 22, 36].

Methylobacterium, w tym M. radiotolerans, to Gram-
-ujemne (lecz barwig si¢ Gram-zmiennie), urzg¢sione
monotrychalnie, $cisle tlenowe paleczki. Wystepuja
np. w glebie, kurzu, wodzie, sciekach, na powierzchni
lisci, powietrzu; takze w srodowisku szpitalnym oraz
jako zanieczyszczenie farmaceutykow. Sg fakultatywnie
metylotroficzne, tj. wykorzystuja organiczne zwigzki
jednoweglowe jako zrédla wegla i energii. Charakte-
ryzujg si¢ powolnym wzrostem; optymalna tempera-
tura do wzrostu to 25-30°C. Bakterie te wytwarzaja
rézowy, karotenoidowy barwnik, ureaze oraz katalaze.
Jako patogeny oportunistyczne sg izolowane np. z przy-
padkéw bakteriemii zwigzanej z cewnikowaniem drég
moczowych, infekcji ukladu nerwowego, skory. Cechuja
sie czesto opornoscig na rézne antybiotyki. M. radioto-
lerans jest 10-40 razy bardziej oporny na radiacje, niz
przecigtne bakterie Gram-ujemne, jednakze dostgpne
informacje na ten temat s skape. Opornos¢ na promie-
niowanie tej bakterii jest zblizona do D. radiodurans.
M. radiotolerans przezywa ekspozycje na promieniowa-
nie rdwng dawce 25 kGy. Postulowane jest zastosowanie
tej bakterii do kontroli sterylizacji radiacyjnej zywnosci
(11,13, 26].

Kocuria jest rodzajem Gram-dodatnich, tlenowych,
nieurzesionych i nieprzetrwalnikujacych ziarniakéw,
nalezacych do typu Actinobacteria (promieniowce).
Psychrotolerancyjny szczep Kocuria ASB 107, wyizo-
lowany z naturalnie promieniotworczego zrodla Ab-
-e-Siah w Ramsar w Iraku, charakteryzuje sie 40 razy
wieksza opornoscia na promieniowanie jonizujgce
w poréwnaniu do paleczki okreznicy. W wodach
zrodta Ab-e-Siah zaobserwowano wystepowanie m.in.
izotopdéw radu 226 oraz produktéow jego rozpadu.
Szczep Kocuria ASB 107 jest blisko spokrewniony
z Kocuria rosea DSM 20447T (99,7% podobienstwa
sekwencji 16 STDNA). Rosnie w przedziale temperatur
0-37°C (optimum 29°C+ 1), w stezeniu chlorku sodu
0-10% (jest halotolerancyjny). Komorki uktadajg sie
w dwoinki, tetrady albo sze$cienne pakiety. Bakteria
ta wytwarza katalaz¢ oraz pomaranczowy barwnik.
Mechanizm opornoéci tego drobnoustroju na pro-
mieniowanie nie jest poznany. Bakterie tg potencjal-
nie mozna by wykorzysta¢ do bioremediacji odpadow
radioaktywnych [4].
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Serratia marcescens, zwana inaczej paleczka krwawa,
to fakultatywnie beztlenowa, urz¢siona, nieprzetrwal-
nikujgca, Gram-ujemna bakteria; zaliczana jest do
rodziny Enterobacteriaceae i wchodzi w sklad flory bak-
teryjnej uktadu pokarmowego czlowieka. Komorki tej
bakterii wytwarzaja czerwony barwnik - prodigiozyne.
Drobnoustrdj ten jest oportunistycznie chorobotwor-
czy, powoduje m.in. zakazenia szpitalne. Duzg opor-
noscig na radiacje charakteryzuje si¢ szczep S. marce-
scens ZF03 wyizolowany z goracych zrédet w Ramsar
w Iranie. Region miasta Ramsar jest jednym z miejsc
na Ziemi o najwyzszym poziomie naturalnego promie-
niowania - z uwagi na zloza uranu oraz toru. Ze ztéz
tych, na drodze przemian izotopowych, powstajg silnie
karcynogenne izotopy radu 226 (ok. 10 razy bardziej
radioaktywny niz uran) oraz *?Ra. W odpowiedzi na
ekspozycje na promieniowanie u tej bakterii dochodzi
do réznych zmian metabolicznych. Na przyklad zwiek-
szonej ekspresji podlegaja biatka odpowiedzi na stres,
bialka chaperonowe (stabilizujace inne biatka), proteiny
naprawiajace i chronigce DNA. Szczegdtowe mechani-
zmy opornosci tego drobnoustroju na promieniowanie
wymagaja poznania. Szczep S. marcescens ZF03 charak-
teryzuje si¢ zdolnoscia do bioadsorpcji izotopéw ***Ra,
przez co potencjalnie moze by¢ wykorzystywany do
bioremediacji wod skazonych promieniotwdrczo [61].

Acinetobacter sa to szeroko rozpowszechnione,
Gram-ujemne, nieurzesione, nieprzetrwalnikujace,
krotkie, pekate pateczko-ziarniaki. Charakteryzuja sie
malymi wymaganiami odzywczymi. S bezwzglednie
tlenowe, jednakze w komorce nie wystepuje oksydaza
cytochromowa. Powoduja oportunistyczne zakazenia
szpitalne, w tym np. ran pooperacyjnych, uktadu ner-
wowego. Wytwarzaja lotne substancje o nieprzyjem-
nym zapachu. Ich kolonie sg bezbarwne i nie zawieszaja
sie w wodzie ze wzgledu na obecnos¢ na komorece silnie
adhezyjnych fimbrii. Jak wiele organizméw tlenowych
wytwarzajg katalaze. A. radioresistens zaliczany jest do
umiarkowanie radiotolerancyjnych drobnoustrojow,
aczkolwiek informacje dostepne na temat tej bakterii
sg skape [13, 45, 50].

Kineococcus radiotolerans jest nowo opisang (2002),
Gram-dodatnig, tlenowa (lecz w komorce nie wyste-
puje oksydaza cytochromowa), urzesiong polarnie
bakteria, oporng na promieniowanie i dehydratacje.
Zaliczana jest do typu Actinobacteria (promieniowce).
Komérki majg morfologie ziarniakéw. Ich $rednica
wynosi 1-1,5um. W bogatym podlozu hodowlanym
tworza kubiczne pakiety, otoczone ECM (extracel-
lular matrix). Gatunek ten wykazuje dimorficzny
cykl zyciowy; w fazie stacjonarnej wzrostu wytwarza
ruchliwe zoospory. K. radiotolerans syntetyzuje poma-
ranczowy barwnik — prawdopodobnie karotenoidowy.
Na podlozu stalym tworzy okragte kolonie o szorstkich
brzegach. Rosnie w temperaturze 11-41°C i toleruje
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stezenie chlorku sodu do 5% (jest halotolerancyjny).
Ro$nie réowniez w warunkach wysokiego stezenia
metali i kationéw alkalicznych. Bakteria ta przezywa
dawke promieniowania 20 kGy. Genom K. radiotolerans
obejmuje liniowy chromosomom (4,76 Mpz), liniowy
plazmid (0,18 Mpz) oraz kolisty plazmid (12,92 kpz).
Zawartos¢ par GC w DNA wynosi 74,2%. Mecha-
nizmy oporno$ci na promieniowanie i inne czynniki
stresu srodowiskowego tej bakterii s3 mato poznane.
Wiadomo, ze w komdrce wystepuje wyzsze stezenie
manganu w stosunku do stezenia zelaza. Takie zjawi-
sko obserwuje si¢ réwniez u innych mikroorganizmow
radiotolerancyjnych. W genomie omawianej bakterii
wystepuje duzo kopii gendéw kodujacych enzymy
chronigce przed ROS (np. katalaze, peroksydazy) oraz
kodujacych system naprawy NER. W genomie prawdo-
podobnie nie wystepuje typowy mechanizmu naprawy
zle sparowanych zasad w DNA. Przypuszczalnie rekom-
pensuje to obecnos$¢ polimerazy DNA o zwigkszonej
wiernoéci replikacji DNA i zdolno$ci do naprawy wta-
snych bledéw. Szczep SRS30216" tego gatunku wyizo-
lowano z wysoce radioaktywnych odpadéw w Savan-
nah River Site w USA (Poludniowa Karolina). Jest to
obszar skazony radioaktywnie na skutek dzialalno-
$ci czlowieka, zwiazanej z produkcja broni jadrowe;j.
Sugeruje si¢, ze K. radiotolerans mogltby by¢ potencjal-
nie wykorzystany do bioremediacji odpadéw nuklear-
nych [3, 6, 43].

Trupera radiovictrix jest nowo opisang (2005),
Gram-nieokre$long, umiarkowanie termofilng (opty-
malna temperatura do wzrostu wynosi 50°C), nie-
ruchliwg, nieprzetrwalnikujgcg bakteriag tlenowa,
wyizolowang z goracych zrédel na wyspie Sao Miguel
(Archipelag Azoréw). Nie rosnie w temperaturze 20°C
ani 60°C. Sklasyfikowana zostata do typu Deinococ-
cus-Thermus. Co dla omawianego typu niezwykle
- bakteria ta fermentuje laktoze bez wytworzenia gazu.
T. radiovictrix jest drobnoustrojem halotolerancyjnym
(optimum 1% NaCl, maksimum 6%). Nie rosnie poni-
zej pH 6,5 ani powyzej pH 11,2; optymalne pH jest
nieco alkaliczne - 7,5-9,5. Wody, z ktérych pochodza
izolaty, mialy pH obojetne i niskie zasolenie. W tréj-
warstwowej $cianie komdrkowej tego drobnoustroju nie
wykryto peptydoglikanu. Komorki majg ksztalt kuli-
sty o $rednicy 1,25-2 um; ukladaja si¢ czgsto w pary
albo tetrady. Kolonie sg barwy pomaranczowej lub
czerwonej. T. radiovictrix jak wiele bakterii tlenowych
wytwarza katalaze. Cechuje si¢ bardzo duza opornoscia
na promieniowanie (60% komorek przezywa 5kGy).
Zawarto$¢ par GC w DNA wynosi 67,6-67,8% [1].
Mechanizmy opornosci na radiacje tego drobnoustroju
nie sg jeszcze odkryte.

Hymenobacter xinjiangensis to gatunek nowo opi-
sanej (2007), Gram-ujemnej, tlenowej, nieptrzetrwal-
nikujacej oraz nieruchliwej paleczki wyizolowanej
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z piaskow Pustyni Xinjiang w Chinach. Komorki tej
bakterii wytwarzaja rézowy barwnik; majg 0,7 um $red-
nicy oraz 1-1,5 um dlugosci. Jak wiele drobnoustrojow
tlenowych bakteria ta wytwarza katalaze. H. xinjiangen-
sis charakteryzuje si¢ bardzo duza opornoscia radia-
cyjna — przezywa ekspozycje na promieniowanie réwna
dawce 9 kGy. Optymalna temperatura do wzrostu dla
tej bakterii wynosi 28°C. Zawarto$¢ par GC w genomie
wynosi 54%. Przyczyny duzej opornosci tego gatunku
na promieniowanie wymagajg zbadania [27].

Jednym z istotnych Zrddet wysoce radioaktywnych
odpadow sa elektrownie jadrowe. Zuzyte paliwo prze-
chowuje si¢ wiele lat w duzych, wykonanych z wyso-
kiej jakosci stali, zbiornikach wypetnionych ultraczy-
sta woda, celem ostudzenia zgromadzonego materiatu.
Na $cianie takiego zbiornika w Hiszpanii zaobserwo-
wano wystepowanie biofilmu, w ktérym dominowaly
bakterie Gram-ujemne - najczesciej z rodzaju Ralsto-
nia, np. R. picketii. Zaobserwowano réwniez obecno$¢
bakterii sklasyfikowanych do nastepujacych gatunkow:
Gram-ujemne: Afipia sp., Bradyrhizobium sp., Burkhol-
deria cepacia, Cellulomonas sp., Chryseobacterium sp.,
Methylobacterium sp., Pseudomonas saccharophila,
Rhizobium sp., Sphingomonas sp., Stenotrophomonas
maltophila, Xylophilus sp.; Gram-dodatnie: Bacillus
sp., Cordona terrae, Microbacterium sp., Nocardia
seriolae, Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus,
S. saccharolyticus, Streptococcus sp. Wyizolowano row-
niez grzyby np. Aspergillus fumigatus. Zidentyfikowane
oraz hodowalne drobnoustroje stanowity tylko ok. 1%
mikroorganizmdéw wystepujacych w tym srodowisku
(pozostate VNBC - viable but not culturable). Bio-
film na $cianach zbiornika absorbowal wystepujace
w wodzie radioizotopy (np. kobalt 60, cynk 65,
chrom 51, cez 137), co potencjalnie moze by¢ wykorzy-
stane do ich bioremediacji. Proces ten prawdopodob-
nie zachodzil z udziatem EPS (extracellular polymeric
substances) oraz $cian komodrkowych. Drobnoustroje
pokrywajace $ciany zbiornikéw powoduja biokorozje
powierzchni [9, 10, 48]. Inni badacze w podobnym
zbiorniku zlokalizowanym we Francji réwniez odno-
towali wystepowanie biofilmu, z ktérego wyizolowano
bakterie: Gram-ujemne: Ralstonia sp. oraz Burkholderia
sp. (najwiecej), Acinetobacter sp., Delftia sp., Pseudomo-
nas sp., Gram-dodatnie: Bacillus sp., Micrococcus sp.,
Staphyloccoccus sp. Badacze zaobserwowali wystepo-
wanie autotrofizmu (samozywnosci) u wigkszosci Ral-
stonia sp. i Burkholderia sp., polegajacego na wykorzy-
stywaniu energii z utleniania wodoru czasteczkowego
(H,), powstajacego podczas radiolizy wody. Akcepto-
rem elektronow byt tlen, a jako zrédlo wegla drobno-
ustroje wykorzystywaly dwutlenek wegla. Zjawisko to
zachodzilo w nietypowych warunkach - przy duzym
natlenieniu $rodowiska, w ktérym normalnie woddr
czasteczkowy nie wystepuje [24].
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3.2. Archeony

Archaea (archeony), nazywane dawniej archeobak-
teriami, s3 to drobnoustroje prokariotyczne, wykazujace
wspolne cechy zaréwno z bakteriami jak i eukariontami
[12]. Czesto wystepuja w skrajnych srodowiskach, jak
np. w goracych, zasolonych czy gtebokich wodach.

Thermococcus gammatolerans to bezwzglednie bez-
tlenowy, hipertermofilny, polarnie urzgsiony archeon,
ktory charakteryzuje si¢ bardzo duza opornoscig na
promieniowanie jonizujace. Mikroorganizm ten jest
szeroko rozpowszechniony w glebokich, zasolonych
wodach; mozna go wyizolowaé z goracych kominéw
hydrotermalnych, gdzie wystepuje duze stezenie metali
cigzkich i wysoki poziom naturalnej promieniotwor-
czo$ci. Rosnie w temperaturze 55-95°C (optimum
88°C). T. gammatolerans przezywa ekspozycje na pro-
mieniowanie o dawce réwnej 5kGy. Komorki tego
drobnoustroju maja $rednice 0,6-1,4 um, ukladaja si¢
pojedynczo lub w pary. Genom obejmuje kolisty chro-
mosom o wielkosci 2,045 Mpz; stosunek par GC do AT
wynosi 53,6%. W genomie wystepuja dwa prowirusy
jako jedyne ruchome elementy genetyczne. U tego
drobnoustroju wystepuje typowy zestaw mechaniz-
mow naprawy uszkodzen DNA. Przyczyny wysokiej
opornosci T. gammatolerans na radiacj¢ nie sg znane.
Przypuszcza si¢, ze opornos¢ ta posrednio wynika
z ewolucyjnego przystosowania do zycia w wysokich
temperaturach, ktdre — podobnie jak promieniowanie
- uszkadzaja DNA i biatka [12, 30, 65].

Pyrococcus furiosus to hipertermofilny (optymalna
temperatura do wzrostu wynosi 100°C), beztlenowy,
urzesiony lofotrychalnie archeon. Wystepuje w $rodo-
wisku gtebokich, oceanicznych kominéw hydrotermal-
nych. Gatunek ten charakteryzuje si¢ znaczng oporno-
$cig na promieniowanie, by¢ moze zwigzang z adaptacja
do zycia w wysokich temperaturach; 75% komorek prze-
zywa ekspozycje na dawke 2,5 kGy. Przyczyny toleran-
cji P, furiosus na promieniowanie wymagaja poznania,
jednakze przypuszcza sig, ze dziatanie ochronne wyka-
zujg: rézne enzymy oksydoredukcyjne chronigce przed
ROS, czes¢ wytwarzana konstytutywnie (np. reduktaza
ponadtlenkowa, eliminujace H,O, peroksyredoksyna
i tioredoksyna), biatko DPS-podobne chelatujace zelazo.
Po ekspozycji na radiacje zwiekszonej ekspresji podle-
gaja np. biatko RadA (homolog RecA), odgrywajace role
w naprawie DNA oraz wspomniane DPS. Przypuszcza
sie, ze istotnym mechanizmem naprawy DNA u P, furio-
sus jest rekombinacja homologiczna. Genom omawia-
nego archeona obejmuje chromosom o wielkosci ok.
2 Mpz. Nie wykryto w nim mechanizmu odpowiedzi
SOS [20, 58]. P, furiosus — podobnie jak D. radiodurans
- skutecznie naprawia DSBs [33].

Halobacterium spp. to mezofilne, obligatoryjnie tle-
nowe, halofilne oraz nieptrzetrwalnikujace archeony.
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Komorki barwig sie Gram-ujemnie i co typowe dla
Archaea - nie zawierajg peptydoglikanu. Na zewnatrz
komorek obecna jest ochronna warstwa S zbudowana
z glikoprotein. Drobnoustroj ten wytwarza blone pur-
purowg, w sklad ktorej wchodzi bakteriorodopsyna.
Zwiazek ten przetwarza energie swietlna do chemicz-
nej, ktéra jest wykorzystywana przez drobnoustrdj
w procesach metabolicznych. Przyktadowe gatunki
rodzaju Halobacterium to H. halobium, H. salinarum,
H. trypanicum. Szczep Halobacterium sp. NRC-1 cha-
rakteryzuje sie opornoscig na dehydratacje, promie-
niowanie jonizujace oraz na dziatanie ultrafioletu; do
wzrostu wymaga zasolenia dziesie¢ razy wyzszego niz
w wodzie stonej (tj. 250 g/1). 80% lub wg innego zrédta
85% komorek tego szczepu przezywa ekspozycje na
dawke radiacji réwng 2,5 kGy. Szczep ten jest dziesie¢
razy bardziej oporny na promieniowanie jonizujace niz
H. salinarium. Ochronne dzialanie przed promienio-
waniem przypisuje sie: wysokiemu stezeniu chlorku
potasu w komorce, duzemu stezeniu bromku sodu
(jony bromu wigza rodniki hydroksylowe), wysokiemu
stosunkowi stezenn manganu do zelaza; ponadto: bak-
terioruberynie w blonie (czerwony karotenoid, anty-
oksydant), SOD, tioredoksynie (biatko inaktywujace
wolne rodniki). Uwaza sie, ze chlorek potasu tagodzi
efekty oksydacyjne wolnych rodnikéw powstajacych
w czasie radiolizy wody, gdyz jony chlorkowe reaguja
z rodnikami hydroksylowymi, generujac duzo mniej
reaktywne rodniki chlorkowe (CI'). Protekcyjny wptyw
produkowanych barwnikéw potwierdza obserwacja,
ze mutanty H.salinarum nie wytwarzajace pigmen-
tow, cechuja si¢ wiekszg wrazliwoscig na promienio-
wanie. Do innych cech omawianego mikroorganizmu
nalezy zdolno$¢ naprawy duzej liczby DSBs na drodze
rekombinacji homologicznej. Natomiast w genomie
nie wykryto SOS-podobnego mechanizmu naprawy
DNA. Komoérki omawianego drobnoustroju w fazie
stacjonarnej cechujg si¢ wieksza wrazliwo$cig na pro-
mieniowanie niz w okresie logarytmicznego wzrostu
- to jest nietypowe. Ttumaczy sie to zjawisko tym, ze
by¢ moze w fazie intensywnego wzrostu wydajniej usu-
wane sg reaktywne formy tlenu. Genom Halobacterium
sp. NRC-1 obejmuje jeden chromosom o wielkosci
2,57 Mpz, ponadto dwa megaplazmidy. Procentowa
zawarto$¢ par GC wynosi 65,9%. Przyczyny ponad-
przecietnej opornosci na promieniowanie omawianego
szczepu wymagajg odkrycia [12, 33, 46, 53].

3.3. Grzyby mikroskopowe

Glownia kukurydzy (Ustilago maydis) jest fitopa-
togenem roslinnym powodujacym chorobe guzowata
kukurydzy - $nie¢ zbozowa. Nalezy do typu Basidio-
mycota (podstawczaki). Charakteryzuje si¢ wysoka
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opornosciag na promieniowanie jonizujace, jednakze
mechanizm tej opornosci nie jest poznany. Jest to grzyb
dimorficzny, rosnacy saprofitycznie w postaci drozdzo-
idalnej; po infekgji tkanek roslinnych ro$nie w postaci
mycelialnej — strzepkow grzybni. Genom tego pasozyta
obejmuje ok. 20 Mpz (23 chromosomy). Okoto 70%
gendw nie zawiera sekwencji intronowych [29].

26 kwietnia 1986 r. miala miejsca jedna z najwiek-
szych katastrof energetyki jadrowej — w Czarnobylu
na Ukrainie. Tamtego dnia na skutek eksplozji zostal
zniszczony czwarty blok elektrowni jadrowej; doszlo
do uwolnienia materialu promieniotworczego i ska-
zenia $rodowiska. Na skutek tego zdarzenia powstata
sztuczna nisza ekologiczna o podwyzszonym znacznie
poziomie promieniowania — ponad 10° razy wigcej
niz naturalna dawka promieniowania (ok. 2,4 mSv/
rok [4]). W regionie zniszczonej elektrowni, w tym
z uszkodzonych budynkow, gleby, nawet z grafitu
stanowigcego element reaktora, wyizolowano ok.
200 gatunkow radiotolerancyjnych grzybow strzep-
kowych (mycelialnych), wsrod ktérych czesto wyste-
powaly grzyby wytwarzajace melanine. Wg réznych
danych grzyby wytwarzajace ten barwnik stanowity
30-100% izolatow. Najczesciej izolowane gatunki to:
Cladosporium sphaerospermum (takze C. cladosporio-
ides), Penicillium hirsutum; ponadto czesto izolowano:
Acremonium strictum, Alternaria alternata, Aspergillus
versicolor (kropidlak réznobarwny), Aureobasidium
pullulans (drozdzak), Cladosporium herbarum. Inne
przykladowe gatunki to: Aspergillus niger (kropidlak
czarny), Botritis cinerea (gronowiec szary), Chryspospo-
rium pannorum, Fusarium oxysporum, E. solani, Mucor
plumbeus, Paecilomyces lilacinus, Penicillium aurantio-
griseum, P. lanosum, P. roseopurpureum, P. spinulosum,
P stecki, P, westlingii, Scopulariopsis sp., Stachybotrys
chartarum. W miejscach najsilniej skazonych promie-
niotwdrczo (ok. 0,373-2,053 mSv/h, w artykule zrédto-
wym postugiwano sie jednostka mR/h) czesto izolo-
wano: Aspergillus flavus (kropidlak zotty), A. ochraceus
(kropidlak pomaranczowy), Beauveria bassiana, Geo-
trichum candidum, Paecilomyces variotii, Penicillium
citrinum, Phialophora melinii. Wsr6d wymienionych
gatunkow dominowaly drobnoustroje saprofityczne,
fitopatogeny (np. B. cinerea, F. oxysporum, E solani),
sporadycznie gatunki chorobotwdrcze dla czlowieka
(np. A. niger, Geotrichum candidum). Wiele izolatow
z obszaru uszkodzonej elektrowni sklasyfikowano tylko
do rodzaju (facznie ok. 92), nalezacych do gromady
Ascomycota (workowce), Basidiomycota (podstaw-
czaki), Zygomycota (sprzezniowce, np. Mucor). Uwaza
sie, ze promieniowanie w tym regionie ograniczyto
roznorodnos$¢ gatunkowy grzyboéw mikroskopowych
oraz przyczynialo si¢ do selekcji szczepow radiotole-
rancyjnych, czesto wytwarzajacych pigmenty. Zaob-
serwowano, ze najwiecej ,zmelanizowanych” grzybow
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wyizolowano z pozostalo$ci pomieszczen elektrowni,
gdzie wystepowato najwicksze skazenie radioaktywne.
Przyczyny oporno$ci omawianych grzybéw na wysokie
dawki promieniowania sg stabo poznane. Przypuszcza
sie, ze melanina chroni komérki przed wolnymi rod-
nikami - szczepy bezbarwne s3 bardziej wrazliwe na
radiacje. Melanina jest wysokoczasteczkowyn barw-
nikiem o budowie aromatycznej. Sktada si¢ z ciemno-
brazowej do czarnej eumelaniny oraz z czerwonobra-
zowej fotomelaniny. Ponadto rozmnazanie bezplciowe
oraz wytwarzanie form przetrwalnych - sklerocjow,
zdaniem badaczy sg korzystne z punktu widzenia
srodowiska, w ktérym wystepuja omawiane drobno-
ustroje. Grzyby poddane ekspozycji na promienio-
wanie czgsto wykazywaly réwniez wieksza tendencje
do formowania konidiéw (zarodnikéw konidialnych)
[7, 15, 16, 19, 32, 62-64].

Ciekawym zjawiskiem, ktére zaobserwowano u cze-
$ci Fungi (cecha szczepowa) wyizolowanych z okolic
uszkodzonej elektrowni w Czarnobylu, jest (pozytywny)
radiotropizm, inaczej méwigc (intensywniejszy) wzrost
strzepki grzybow w kierunku zrédta promieniowania.
Zjawisko to wystepowalo wg réznych autoréw u 86%
[19], 66,7% [16] badz 19% [32] badanych szczepow.
Wyizolowane grzyby, wykazujace kierunkowy wzrost
ku 7Zrédle promieniowania, nalezaly np. do gatun-
kow: C. cladosporioides, C. sphaerospermum, P. lilacinus,
P, hirsutum, P. lanosum, P. roseopurpureum, P. westingii.
Radiotropizm najcz¢sciej obserwowano na etapie wzro-
stu mlodej strzepki. Grzyby radiotropowe przypusz-
czalnie wykorzystywaly energie z radiacji do wzrostu,
do proceséw metabolicznych. Mechanizm sensorowy
promieniowania nie jest znany, ale cze¢$¢ badaczy przy-
pisuje takie wlasciwo$ci melaninie, ktéra réwniez by¢
moze pelni funkcje przekaznika energii - na podo-
bienstwo chlorofilu. ,Zmelanizowane” grzyby C. spha-
erospermum, Cryptococcus neoformans oraz Wangiella
dermatitidis (drozdzak) wykazywaly intensywniejszy,
szybszy wzrost (wigksze CFU i biomasa) po ekspozy-
cji na radiacje niz kontrola ujemna (drobnoustroje nie
poddane napromieniowaniu lub napromieniowane
szczepy albinotyczne). Istniejg alternatywne hipotezy
wyjasniajace zaobserwowane zjawisko, np. ze nie bez-
posrednio radiacja, a ciepto wydzielane do otoczenia,
bedace nastgpstwem oddzialywania promieniowania
z materig, stymuluje do wzrostu grzyby [7, 15, 16, 19,
32, 62, 64].

Wystepowanie radioopornych, ,,zmelanizowanych”
grzybéw mikroskopowych np. A. versicolor, Cladospo-
rium sp., Penicillium expansum, Saccharomyces sp.,
udalo si¢ réwniez zaobserwowac na stacjach kosmicz-
nych Mir i ISS (international space station), gdzie brak
ochronnego dzialania atmosfery ziemskiej, a takze
w wodzie chlodzacej reaktor w czynnych elektrowniach
jadrowych. Grzyby wyizolowane z obiektéw w kosmo-
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Tabela I
Poréwnanie wrazliwo$ci na radiacj¢ roznych drobnoustrojow

Mikroorganizm [zrédlo] Dawka D10 (LD,) [kGy]

D. radiodurans [33] 10

L >5
L radiovictrix [1] (60% komorek przezywa 5KkGy)
T. gammatolerans [33] 4-6
Halobacterium sp. NR28 [33] 5
H. xinjiangensis [27] 4,8
Przetrwalniki bakterii [9] 3-4
P, furiosus [33] 3
Kocuria sp. ASB107 [4] 2
E. coli [33] 0,25

sie charakteryzowaly si¢ intensywniejsza produkcja
barwnikéw, obecnos$cig grubszej otoczki polisacha-
rydowej oraz wystepowaniem wigkszej liczby wakuol
i mitochondriéw w komdrkach [16]. Réwniez po
probach broni atomowej na atolu Bikini, w archipelagu
wysp Marshalla, zaobserwowano wystepowanie grzy-
béw wytwarzajagcych ciemne pigmenty [64].
Saprofityczne, radiotolerancyjne grzyby mikro-
skopowe, szczegolnie te wykazujace pozytywny radio-
tropizm, moga by¢ wykorzystane do bioremediacji
(mykoremediacji) srodowiska skazonego pierwiastkami
promieniotworczymi. Zaobserwowano, bowiem zdol-
nos¢ grzybow (cecha szczepowa) do rozkladu materii
organicznej skazonej pylem radioaktywnym, adsorpcji
izotopow promieniotworczych na $cianie komoérkowej
(takze zabita biomasa z mniejsza wydajnoscig), kon-
wersji do formy rozpuszczalnej oraz inkorporacji do
komérki. Przykladowo *’Cs jest akumulowany, immo-
bilizowany w komorce przez niektére szczepy A. alter-
nata, C. cladosporioides, Fusarium solani, P. roseopur-
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pureum, Trichoderma viridae (szczegdtowe informacje
w tabeli IT) [7, 19, 62].

Radiotolerancyjne grzyby moga by¢ réwniez wyko-
rzystane jako biomarkery (biowskazniki) stopnia skaze-
nia promieniotwdrczego gleb srodowisk lesnych:

« wysoki poziom zanieczyszczen (3,7 x 10°-3,7 x 10°
Bq/kg) - czgste wystepowanie gatunkow: Chaeto-
mium aureum, P, liliacinus,

« $redni poziom (3,7 x 10°-3,7 x 10° Bq/kg) - czgste
wystepowanie gatunkow: A. strictum, Arthrinium
phaeospermum,

« niski poziom (< 3,7 x 10* Bq/kg) - czeste wystepo-
wanie gatunkow: Myrothecium roridum, Metarhi-
zium anisioplia [19].

W tabeli I, na podstawie dostgpnych informacji,

uszeregowano cz¢$¢ omawianych drobnoustrojéw pod
wzgledem ich wrazliwosci na radiacje.

4. Podsumowanie

Dyscypling naukowg zajmujaca si¢ wplywem pro-
mieniowania na organizmy jest radiobiologia. Pro-
mieniowanie jonizujace uszkadza DNA, biatka, lipidy
w komorkach na drodze bezposredniego oddzialywania
oraz na drodze posredniej — wolnych rodnikéw, ROS.
Ekspozycja na promieniowanie moze skutkowa¢ np.
uszkodzeniem zasad azotowych oraz pekaniem wigzan
fosfodiestrowych w DNA, delecjg fragmentéow kwa-
séw nukleinowych, czego efektem moga by¢ mutacje
lub $mier¢ komorki. Organizmy na drodze ewolucji
wyksztalcity rézne mechanizmy zapobiegajace uszko-
dzeniom komdrek oraz usuwajace powstajace defekty,
np. enzymy inaktywujace wolne rodniki i ROS - w tym
katalaza, wytwarzanie antyoksydantéw, rézne mecha-
nizmy naprawy DNA (np. BER).

Tabela II
Akumulowanie przez komdrki niektérych omawianych organizméw izotopoéw promieniotwdrczych

Gatunek [Zrédto]

Pierwiastek akumulowany w komorce

A. alternata [19] B7Cs, ©Co

Arthrobacter sp. [52] za Sakaguchi U (ok. 600 mg/1 g s.m.)

A. niger [62] Th

Bacillus subtilis [52] za Sakaguchi U (ok. 600 mg/1 g s.m.)

Candida utilis [19] Rb

C. cladosporioides, C. sphaerospermum [19, 62] | '¥’Cs, '**Eu (w mniejszym stopniu niz cez)
E solani [19] 137Cs, Rb

P, lilacinus [62]

¥Cs, ?Eu (w mniejszym stopniu niz cez)

P roseopurpureum [19, 62]

¥Cs, ?Eu (w mniejszym stopniu niz cez)

Resinicium bicolor [19] Sr
Rhizopus sp. [19] 14C, 2P, Th (R. arrhizus)
Stemphylium sp. [19] 1C, 2P

Trichoderma sp. [19]

1¥7Cs (T. viridae), *C, *P
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Poznano wiele drobnoustrojoéw radiotolerancyjnych,
ktére sklasyfikowano do domen: Bacteria, Archaea
i Eukarya. Przykladowo odkryto grzyby mikrosko-
powe, wystepujace w rejonach uszkodzonej elektrowni
w Czarnobylu na Ukrainie (np. Cladosporium spp.)
czy bakterie rosngce w postaci biofilmu na $cianach
zbiornikéw, w ktorych przechowuje si¢ zuzyte paliwo
z elektrowni jadrowych (np. Ralstonia sp., Burkhol-
deria sp.). Organizmy na Ziemi pochlaniajg rocznie
niewielka dawke promieniowania réwng ok. 2,4 mSv.
Stad przypuszcza sig, ze fenotyp z cechg opornosci na
promieniowanie powstal w ewolucji posrednio, jako
efekt uboczny mechanizméw komorkowych chronia-
cych przed innymi typami stresu srodowiskowego (np.
dehydratacjg, wysoka temperaturg).

Najlepiej poznanym oraz jednym z najbardziej
opornych na promieniowanie drobnoustrojow znanych
nauce jest D. radiodurans, ktory przezywa ekspozycje
na promieniowanie réwng dawce 10-15kGy. Ta tle-
nowa, kulista, Gram-dodatnia, niewytwarzajaca spor,
nieruchliwa oraz tatwo ulegajaca transformacji gene-
tycznej (naturalnej i sztucznej) bakteria od lat budzi
zainteresowanie roznych badaczy. Rowniez duzg opor-
nos¢ na promieniowanie wykazuja np. R. radiotolerans,
M. radiotolerans czy Chroococcidiopsis spp.

W dostepnych pracach naukowych zwigzanych
z radiobiologia czgsto pomijana jest kwestia definicji
drobnoustrojow radiotolerancyjnych. Podana we wste-
pie definicja jest niepelna i wymaga uszczegdtowienia.
Zdaniem autora godne rozwazenia jest uscislenie defi-
nicji mikroorganizméw radiotolerancyjnych (radio-
opornych) jako np.: drobnoustroje (eukariotyczne
i prokariotyczne) nieprzetrwalnikujace, zdolne do
przetrwania (minimum 10% CFU z wyjsciowej gestosci
zawiesiny 0,5 w skali McFarlanda po 24-72 h inkubacji
w optymalnych dla drobnoustroju warunkach) dawki
promieniowania y lub X réwnej 1,5 kGy, pochlonietej
w ciggu godziny; dla drobnoustrojow wytwarzajacych
spory — dawka np. 4,5kGy. W przypadku badania wraz-
liwosci organizméw anaerobowych (beztlenowych) na
radiacje podtoze hodowlane nie powinno zawiera¢ sub-
stancji obnizajacych potencjal redoks (np. kwas askor-
binowy, tioglikolan sodu, siarczyn sodu, cysteina), aby
nie zawyza¢ otrzymanego wyniku. W takim przypadku
mozna zastosowac np. aerostat.

Mikroorganizmy radiotolerancyjne potencjalnie
moga by¢ wykorzystane do bioremediacji odpadéw
radioaktywnych, m.in. na drodze bioadsorpcji, bio-
akumulacji radioizotopéw przez komorki (np. *’Cs
z udzialem C. cladosporioides, Ralstonia sp.) lub bio-
precypitacji np. uranu za pomoca zmodyfikowanych
genetycznie szczepow D. radiodurans. Jednakze opor-
no$¢ na promieniowanie nie oznacza pelnej niewrazli-
wosci na radioizotopy. Istotna jest réwniez toksycznos¢
chemiczna metali ciezkich, na ktdre wrazliwe jest wiele

organizméw, w tym D. radiodurans. Drobnoustroje
oporne na promieniowanie mogg by¢ réwniez wyko-
rzystane do kontroli skutecznosci sterylizacji radiacyj-
nej np. sprzetéw medycznych.
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The efect of acid and osmotic stress onmetabolite production by microorganisms

Abstract: The efficiency of the overall biotechnological processes is strongly dependent on the interaction between the microbial biocatalyst
and the stressful environment. Microorganisms have evolved to survive constant fluctuation in their external surroundings by special
adaptation systems, including the reorganization of genomic expression by activation of transcriptional factors under stress conditions
and the production of suitable metabolites. There is some evidence that more active microbial cells may be obtained by using abiotic
stresses, such as osmotic and acidic stress, before or during the process. Also, changes in the conditions of stress application, for example
its duration or simultaneous increase in temperature, may improve the yield, probably as a result of changes in the metabolic pathway
of the microorganisms used. In this review, we have summarized the most important information from available literature on the effect

of acid and osmotic stress on the production of useful metabolites by microorganisms.
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1. Wstep

Reakcje komorek na nagle zmiany w $rodowisku
i mechanizmy ochrony ich przed uszkodzeniami powo-
dowanymi przez warunki stresowe, przezywaja praw-
dziwy rozkwit zainteresowania. Pojawia si¢ coraz wiecej
doniesien naukowych poswieconych tym zjawiskom.
Wzrost zainteresowania zwigzany jest z poglebieniem
wiedzy na temat wplywu stresu na metabolizm drob-
noustrojow wykorzystywanych w wielu gateziach prze-
mystu, miedzy innymi: w przemysle fermentacyjnym,
mleczarskim, farmaceutycznym, biotechnologicznym,
chemicznym, tekstylnym i wielu innych. W przypadku
organizméw jednokomorkowych warunki stresowe
moga by¢ okreslane jako czynniki $rodowiska, ktdre
powoduja hamowanie tempa wzrostu drobnoustrojow
(30, 52, 66].

Odpowiedz organizmu na zmieniajace si¢ warunki
srodowiska zewnetrznego jest zfozona i wymaga sko-
ordynowanych mechanizmoéw percepcji, przekazywania
oraz amplifikacji sygnatu. Prowadzi to do zahamowa-
nia, badz stymulacji ekspresji odpowiednich gendw,
zmian metabolizmu komdérkowego oraz innych aspek-
tow fizjologii. Drobnoustroje posiadajg wiele mechaniz-
moéw umozliwiajacych przetrwanie w warunkach stre-
sow srodowiskowych [22]. Sa one zalezne od rodzaju

organizmu, na ktory stres oddzialuje, rodzaju dziata-
jacego stresu, od jego intensywnosci, a takze od tego
czy dany stres wystepuje pojedynczo, czy synergistycz-
nie z innym czynnikiem stresowym. Czesto wystepuje
stres wieloczynnikowy, w ktérym nakladajg si¢ na sie-
bie stresy jednoczynnikowe, mogace mie¢ negatywny
wplyw na warunki fermentacji np. podczas produkeji
bioetanolu [30]. Znaczacg role w odpowiedzi bakterii
na stresy sSrodowiskowe odgrywaja system SOS, reakcja
chemotaksyjna i odpowiedz $cista (stringent responce),
polegajaca na adaptacyjnej reakcji organizmu na zmiany
w dostepie pozywienia (np. gtéd aminokwasowy) i inne
stresy srodowiskowe [18, 50].

W ochrone komoérek przed dzialaniem streséw $ro-
dowiskowych zaangazowany jest mechanizm gene-
tyczny. U drozdzy okreslono ok. 499 genéw CER (com-
mon enviromental response) - 216 indukowanych
i 283 represjonowanych. Grupa genéw indukowanych
stresem dotyczy: metabolizmu weglowodandw, gene-
rowania energii, metabolizmu kwasow tluszczowych,
faldowania i degradacji bialek a takze stresu komorko-
wego (biatka szoku cieplnego, detoksyfikacja reaktyw-
nych form tlenu, naprawa uszkodzen DNA), podczas
gdy geny represjonowane stresem powigzane sg z pro-
cesami wzrostu, metabolizmem RNA, metabolizmem
nukleotydéw i biatkami rybosomalnymi [30, 42].

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Przemystowej, Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii, Uniwersytet M. Curie-Skto-
dowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin; tel. 81 5375933; e-mail: janek@poczta.umes.lublin.pl
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Potencjalne korzysci wynikajace ze wspdlnej natury
mechanizméw odpowiedzialnych za adaptacje komorki
do réznorodnych zmian zachodzacych w otoczeniu (np.
ekspozycja komoérki na warunki podwyzszonego cisnie-
nia osmotycznego) moze przygotowac ja rowniez do
przetrwania w warunkach podwyzszonej temperatury
i odwrotnie. Wiele danych wskazuje, ze mechanizm
ten ma o wiele szerszy wymiar praktyczny, a tego typu
zabieg adaptacyjny moze pozwoli¢ na zabezpieczenie
komorki przed szerokim spektrum warunkoéw streso-
wych [1, 48, 60]. Znajomos¢ mechanizméw adaptacyj-
nych do okreslonych streséw moze zminimalizowac¢
ich negatywne skutki, przez co zwiekszy¢ wydajnos¢
okreslonych metabolitow. Ponadto poznanie genéw ule-
gajacych aktywacji pod wptywem okreslonego bodzca
stresowego moze pozwoli¢ na modytfikacje genetyczne
bakterii, pod katem ich zastosowan aplikacyjnych.
Z pewnoscig wiedza dotyczaca odpowiedzi komérko-
wej na poziomie genomu pozwoli usprawni¢ selekcje
szczepow pod wzgledem cech wrazliwosci lub odpor-
nosci na dany stres. W zwigzku z tym coraz czgsciej
mowi si¢ o stosowaniu zabiegéw adaptacji stresowej
stajacej si¢ nowym, atrakcyjnym narzedziem w rekach
biotechnologéw [30].

Znajomos¢ czynnikow warunkujacych odpowiedzi
drobnoustrojow chorobotwoérczych na stres moze mie¢
znaczenie w zapobieganiu lekoopornosci. Szlaki odpo-
wiedzi komoérek na warunki stresowe moga by¢ odpo-
wiednimi celami dla interwencji terapeutycznej [52].

Wiele gatezi przemystu spozywczego wykorzystuje
dzialalnos$¢ wyselekcjonowanych drobnoustrojow. Sze-
rokie zastosowanie, zwlaszcza w produkcji zywnosci
fermentowanej, znajduja bakterie fermentacji mleko-
wej, ktdre uznaje sie za niezmiernie wazne dla zdrowia
czlowieka. Rozszerzenie zakresu badan odpowiedzi
LAB na stres pozwala przeprowadzi¢ kompleksowsa
analize wrazliwo$ci bakterii na czynniki niekorzystne,
wynikajgce z kryteriow stawianym bakteriom prze-
znaczonym do zastosowania przemystowego i pro-
biotycznego [46, 57].

Istnieje wiele badan dotyczacych wplywu stresow
abiotycznych na wydajnos$¢ metabolitow syntetyzowa-
nych przez mikroorganizmy (tab. II i III). Dotyczy to
zaréwno biosyntezy metabolitéw pierwszorzedowych,
takich jak aminokwasy [32, 67], drugorzedowych, np.
enzymy [24-27, 43, 29, 31, 49, 60], drobnoustrojowe
toksyny [19, 21, 63] i innych substancji np. karnityna
[7], erytrytol [72], kwas a-ketoglutarowy [44], kwas
poli-y-glutaminowy [68]. Czasami lepszy efekt mozna
uzyskac¢ stosujac dwa lub wiecej czynnikéw stresowych
réwnoczesnie, np. w wyniku zastosowania szoku tem-
peraturowego, osmotycznego i alkalicznego w hodowli
Bacillus licheniformis zwiekszono wydajno$¢ biosyntezy
kwasu poli-y-glutaminowego o ok. 185% [68].

JAN FIEDUREK, MARIUSZ TRYTEK

2. Stresy abiotyczne

Stresem abiotycznym nazywamy wszelkie czyn-
niki nieozywione, ktére moga powodowa¢ szkodliwe
skutki dla mikroorganizméw. Do stresu abiotycznego
mozemy zaliczy¢: stres temperaturowy (podwyzszenie
lub obnizenie temperatury), stres osmotyczny, stres
oksydacyjny, stres pH (zasadowos$¢ lub kwasowosé¢
$rodowiska), stres mechaniczny, stres ci$nieniowy, stres
pokarmowy, stres wynikajacy z akumulacji toksycznych
metabolitéw (np. stres etanolowy), stres synergistyczny
(wieloczynnikowy).

2.1. Stres kwasowy

Bardzo istotnym czynnikiem $rodowiska warun-
kujacym wzrost drobnoustrojow jest wartos¢ steze-
nia jonéw wodorowych wyrazona wartoscia pH. Nie
moze by¢ ona, ani za niska, ani za wysoka. Optymalna
warto$¢ pH do wzrostu mikroorganizméw oscyluje
wokot odezynu obojetnego. Do najbardziej opornych
drobnoustrojow na ten rodzaj stresu naleza termofilne
archeony z rodzaju Picrophilus, ktére znosza spadek
pH nawet do zera. Z kolei za najbardziej wytrzymate
z poérdd alkalofili uwaza sie bakterie Clostridium para-
doxum, ktorej gérna granica tolerownego pH wynosi
11 i alkalofilng sinice Leptolyngbya nostocorum rosnaca
nawet przy pH 13. Niezaleznie od tego, czy organizm
wystepuje w $rodowisku silnie kwasnym, czy silnie
zasadowym, pH wewnatrz jego komorki zblizone jest
do obojetnego. Utrzymanie oboje¢tnego odczynu cyto-
plazmy mozliwe jest dzigki nieprzepuszczaniu jondw
wodorowych do wnetrza komorki, a gdy istnieje taka
potrzeba, jony wodorowe sg natychmiast z niej wyda-
lane. Jony wodorowe jak i wodorotlenowe, wystepujace
w nadmiarze mogg doprowadzi¢ do wielu zaburzen
metabolicznych. Nadmiar jonéw wodorowych pro-
wadzi do zaburzen dzialania pomp protonowych, jak
cho¢by syntazy ATP, ktora jest jednym z kluczowych
enzymow dla prawidtowego funkcjonowania komorki.
Z kolei wysokie stezenie jonéw wodorotlenowych moze
skutkowa¢ zahamowaniem syntezy bialek i aktywnosci
oddechowej. Powyzsze przyklady dotycza bezposred-
niego wplywu odczynu $rodowiska na metabolizm
drobnoustrojow, ale wartos¢ pH $rodowiska moze
takze posrednio wplywac na zywotnos$¢ organizmow.
Warto$¢ pH srodowiska wplywa na stopien dysocja-
cji stabych zasad i stabych kwaséw, ktore znajduja sie
w tym $rodowisku. Forma niezdysocjowana moze
tatwiej przenika¢ do wnetrza komoérek i powodowaé
silne dziatanie toksyczne. Znajomo$¢ wptywu wartosci
pH na metabolizm i wzrost drobnoustrojow jest bardzo
wazna w wielu galeziach przemystu, a w szczegoélnosci
podczas procesu utrwalania zywnosci. Obnizenie pH
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niektdrych produktéw moze zmniejszy¢ mozliwos¢ ich
zakazenia bakteryjng mikroflorg bez znaczacych zmian
w smaku tych produktow [40].

Stres kwasowy definiuje si¢ jako faczny biologiczny
efekt niskiego pH i stabych organicznych kwaséw obec-
nych w §rodowisku. Stabe kwasy obejmuja lotne kwasy
ttuszczowe (VFAs) jak mastowy, propionowy i octowy
wytworzone w nastgpstwie fermentacji. Stabe kwasy
w formie czasteczkowej moga dyfundowac przez btone
komoérkowsg i dysocjowaé wewnatrz komorki, obni-
zajac wewnetrzng warto$¢ pH (pHi). Przy obnizeniu
zewnetrznej wartosci pH (pHo), niezdysocjowany staby
kwas bedzie dyfundowaé przez membrane (oparty na
warto$ci pKa) i wplywa¢ na pHi. To oznacza, zZe wystar-
czy mniej kwasu organicznego do zabicia komorek
przy pHo 3,5 niz przy pHo 4,4. Uwaza si¢ réwniez,
ze wewnatrzkomoérkowe nagromadzenie si¢ stabych
kwasow, oprocz zakwaszania, ma takze negatywny
wplyw na komorki [4].

W procesie fermentacji przy uzyciu drozdzy cze-
sto ustalana warto$¢ pH rézni si¢ od optymalnego dla
wzrostu organizmu gospodarza. Wynika to z faktu
wigkszej ich stabilnosci i produktywnosci [58], albo
zmniejszonej proteolizy [12]. Proces fermentacji przy
niskich wartosciach pH czesto jest stosowany przy pro-
dukgji biatek rekombinowanych. Shi i wsp. [58] okreslili
optimum pH dla biosyntezy przeciwcial w zakresie pH
7,5-8,0, ktory nie jest skorelowany z inhibicja prote-
azy ani z optimum wzrostu. W przeciwienstwie do tego
kilku autoréw stwierdzilo znaczacg poprawe sekrecji
produktu w pH ok. 3,0, ktéra wynikala z zahamowa-
nia aktywnosci proteaz komoérek gospodarza [15, 16,
36]. Efekt ten ma znaczenie jedynie w przypadku, gdy
produkt jest wrazliwy na rozklad w wyniku hydrolizy.
Dla produkeji heterologicznych bialek przy uzyciu
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drozdzy Pichia pastoris wielu badaczy sugeruje uzycie
niskich wartosci pH (okoto 3,0) [12, 16, 36]. W typo-
wych hodowlach z zasilaniem pozywki, drozdze row-
nie dobrze rosng w pH okoto 5,0. Jednakze, Hohen-
blum i inni [34] wykazali, ze przezywalno$¢ komorek
zmniejsza si¢ drastycznie z chwilg, gdy wartos¢ pH
pozywki spada do pH 3,0 i wzrasta w dalszym etapie
podczas przedluzajacej si¢ fermentacji, zaleznie od
czasu trwania stresu kwasowego. W tych warunkach
obserwowano zmniejszong produktywno$¢ i wydaj-
no$¢ biatka rekombinowanego, jako efekt znacznego
i stalego przyrostu nieaktywnej metabolicznie biomasy.
Z tego wynika, Ze optymalna warto$¢ pH jest zalezna
od rodzaju wytwarzanego metabolitu, warunkujac
zardwno proces biosyntezy jak tez jego stabilno$c,
czesto zalezng od proteolitycznej hydrolizy produktu.
Jednakze, proba zapobiezenia proteolizie przy niskich
wartos$ciach pH jest kontrowersyjna, z uwagi na fakt
zwigkszonej §mierci komdrek w srodowisku kwasnym
i w konsekwencji wzrostu w plynie pohodowlanym
uwolnionych proteaz w wyniku lizy komoérek. Interesu-
jace podejscie dla unikniecia tego problemu proponuja
Branduardi i wsp. [6], ktére polega na uzyciu toleran-
cyjnych na stres kwasowy drozdzy Zygosaccharomyces
bailii posiadajacych system ekspresji bialek aktywny
przy niskich wartosciach pH.

Drozdze wyksztalcily rozne strategie umozliwiajace
im tolerancje stresu kwasowego [38, 39 51] (tab.I).
Podczas gdy wiedza o molekularnym mechanizmie
opornosci na stres kwasowy (tolerancja pH) pozostaje
fragmentaryczna, to jest oczywiste, ze niektdre gatunki
drozdzy, jak te z rodzaju Zygosaccharomyces sg bar-
dziej tolerancyjne od innych [61]. Causton i wsp. [8]
zidentyfikowali pie¢ genow u Saccharomyces cerevisiae,
ktore sa specyficznie regulowane zaleznie od pH. Gen

Tabela I
Wplyw warunkéw stresowych na odpowiedz metaboliczng drobnoustrojow
Rodzaj stresu Czynnik wywolujacy stres Skutek dzialania stresu Mechanizm ochrony komoérki Literatura
Stres osmotyczny |- Podwyzszone stezenie - Zaburzenie réwnowagi |- Osmotaksja [1,11,13,
soli w srodowisku jonowej - Transport lub wyplyw jonéw 14, 30, 33,
- Wysokie stezenie cukru - Spadek turgoru komoérki |- Synteza i transport osmoprotektantéw | 35, 41, 50,
lub etanolu - Zageszczenie cytoplazmy |- Zmiana superskrecenia DNA 53, 69]
- Osmotyczna regulacja ekspresji genow
- Synteza tzw. zwigzkow zgodnych
i osmogennych, np. glicerolu
- Synteza trehalozy
- Synteza bialek Hsp
- Obkurczenie komorki, zmniejszajace
powierzchnie, na ktdrg dziata stres
Stres pH - Spadek lub wzrost - Zaburzenia dzialania - Nieprzepuszczanie jonéw wodoro- [38 - 40,
wartoéci pH poza zakres pomp protonowych wych do wnetrza komarki 51]
tolerancji mikroorganizmu |- Zahamowanie syntezy |- Usuwanie nadmiaru jonéw wodoro-
biatek i aktywnosci wych na zewnatrz komorki
oddechowej
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Tabela II
Wplyw warunkéw stresu pH (kwasowego/alkalicznego) na wydajno$¢ uzytecznych metabolitow wytwarzanych przez drobnoustroje

Mikroorganizm Czynnik stresu kwasowego Produkt Skutek dzialania stresu Literatura
P, pastoris Obnizenie pH podloza z 5,5 Rekombinowany Zahamowanie aktywno$ci proteaz [15]
do 3,0 chymotrypsynogen B komorek gospodarza i wzrost produk-
tywnosci biatka z 2,1 na 5,3 mg/L/h
P. pastoris Obnizenie pH podloza z 5,0 Biatko heterologiczne Wzrost stezenia biatka w podtozu [36]
do 4,0-3,0 CBM-CALB z 40 do 90%;
Obnizenie pH z 5.0 na 4.0 3,3-Krotny wzrost stezenia biatka
itemp. z 30 na 22°C
A. niger Inkubacja konidiéow wpH 21 3 Katalaza 1,51 1,8-krotny wzrost wydajnosci [26]
biosyntezy enzymu
C. pannorum | 1-h inkubacja grzybni w pH 2 i 10 | Werbenol i werbenon 1,41 1,5-krotny przyrost wydajnosci [64]
terpenoidéw w przeliczeniu na 1 g bio-
masy w procesie biokonwersji a-pinenu
B. licheniformis | Stres alkaliczny; pH pozywki Kwas poli-y-glutaminowy | Wyzsza o 133% wydajno$¢ produktu [68]
hodowlanej - 8,5 (23,63 g/L), w stosunku do kontroli
o pH 7; 5,4-Krotny wzrost ekspresji genu
syntetazy PgsC
Y. lipolytica 212 | Obnizenie pH z 4.5 na 3,5 Kwas a-ketoglutarowy 1,7-Krotny wzrost wydajnosci produkeji [44]
- na poczatku fazy produkeji
kwasu, miedzy 72 a 144 h
(po koncowej fazie wzrostu)

PDR12, kodujacy transporter blonowy zalezny ATP, jest
indukowany przy niskich i hamowany przy wysokich
wartosciach pH. Istniejg réznice w fizjologicznej odpo-
wiedzi drozdzy na staby stres kwasowy miedzy réznymi
gatunkami drozdzy, np. S. cerevisiae gromadzi w tych
warunkach trehaloze, co wigze si¢ faktem ich dodatko-
wej opornosci na stres osmotyczny. Tego typu zjawisko
nie wystepuje jednak u drozdzy Z. bailii [9].

Chociaz istnieje wiele danych na temat mechanizméw
regulacji w odpowiedzi na stres pH, niewiele z nich jed-
nak dotyczy wytwarzania waznych metabolitow w wa-
runkach stresu kwasowego [37] (tab.I, II). Wymierne
efekty w tym wzgledzie obserwowano w procesie bio-
syntezy enzymow. W procesie fermentacji glukonowej
przy uzyciu Aspergillus niger w warunkach stabilizacji
odczynu srodowiska hodowlanego przy uzyciu weglanu
wapnia na poziomie pH 5-6,5 fermentacja przebiega
w kierunku wytwarzania kwasu glukonowego z uwagi na
stabilno$¢ oksydazy glukozowej przy tych wartosciach
pH. Brak neutralizacji podioza powoduje wzrost jego
kwasowosci, ktéra moze osiaggna¢ poziom ok. pH=2,0,
co jest przyczyna inaktywacji oksydazy glukozowej [3,
27, 31]. Czesto stosowane podloza do biosyntezy tego
enzymu sg stabo zbuforowane. W podlozu o koncowej
wartosci pH 5,7, aktywnos¢ oksydazy glukozowej byla
18-krotnie wyzsza w poréwnaniu z jej warto$cia w pH
3,7 [27]. Niska warto$¢ pH podtoza powoduje zahamo-
wanie wytwarzania kwasu glukonowego i zwigkszenie
wydajnosci kwasu cytrynowego [23].

W podobnych badaniach konidia A. niger AM-11
inkubowano w warunkach stresu kwasowego (pH 21 3,

oraz pH7 i 8 w ciagu 12 godzin). Najwyzsza aktyw-
no$¢ katalazy uzyskano w hodowli tego grzyba,
ktorego konidia poddano stresowi kwasowemu w pH 2
i 3, co umozliwito uzyskanie przyrostu aktywnosci
tego enzymu odpowiednio, 1,8 i 1,5-krotnie w poréw-
naniu z hodowla kontrolng bez czynnika stresowego
[26]. W tych warunkach przyczyng wzrostu aktyw-
nosci katalazy prawdopodobnie byl nieznaczny spadek
wewnatrzkomoérkowego pH, ktéry pociagal za soba
aktywacje cyklazy adenylowej i w konsekwencji wzrost
poziomu cAMP [20].

Yanez i wsp. [71] wykazali zahamowanie rozwoju
Lactobacillus rhamnosus i produkeji mleczanu przez
komorki poddane stresowi kwasowemu [71]. Obnize-
nie wydajnoséci mleczanu w wyniku toksycznego stresu
kwasowego jest wynikiem spadku zywotnosci ko-
morek, a nie posrednim efektem wptywu na metabo-
lizmu mleczanu [71].

Aktywniejsza forme biokatalizatora w postaci
grzybni Chrysosporium pannorum dla procesu biotrans-
formacji a-pinenu uzyskano przez poddanie jej dziata-
niu stresu kwasowego. W tym celu trzydniowa hodowle
tego grzyba inkubowano w $rodowisku o pH 2,01 10,0
w ciagu 1 godziny. Wykorzystanie takiej grzybni w pro-
cesie biotransformacji umozliwilo znaczacy przyrost
wydajnosci gléwnych produktéw. Po stresie w pH 2,0
i pH10,0 aktywnos¢ grzybni C.pannorum wzrosta
odpowiednio 1,4 oraz 1,5-krotnie, w poréwnaniu do
grzybni kontrolnej (pH 5,6) nie poddanej stresowi.
Podobna wydajnos$¢ (1,5-krotny przyrost w przelicze-
niu na 1 g biomasy) otrzymano dla gléwnych produk-
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tow biotransformaciji tj. trans-werbenolu i werbenonu.
Na uwage zastuguje fakt, ze stresy abiotyczne moga
zwigkszy¢ zarowno wydajno$¢ powstajacych produktow
biotransformacji, jak tez stwarzaja mozliwos¢ otrzymy-
wania nowych. Moze §wiadczy¢ o tym fakt znacznego
wzrostu koncentracji trans-pinokarweolu osiagniety
z wykorzystaniem jednego z rozpuszczalnikéw orga-
nicznych np. dioksanu, etanolu lub chloroformu jako
czynnika stresowego, ktéremu towarzyszyl réwnocze-
sny spadek stezenia gléwnych produktow reakcji [64].

Singh i wsp., [59] badajac wplyw zmian w kwaso-
wosci $rodowiska na drozdze S. cerevisiae stwierdzili
wzrost stopnia nasycenia kwasow ttuszczowych we frak-
cji fosfolipidowej, ktéry spowodowal obnizenie ptyn-
nosci dwuwarstwy lipidowej. Turk i wsp. [65] sugeruja,
ze zahamowanie szybkosci podzialu komarek Debary-
omyces hansenii moze by¢ efektem zwiekszenia sztyw-
nosci blony komoérkowej. Autorzy wykazali, ze podczas
adaptacji drozdzy do zmian kwasowosci srodowiska
w czasie ich inkubacji w pH alkalicznym lub kwaso-
wym, wydtuzal sie czas generacji komoérek. Jednakze
znacznie wiekszy skutek wystepowal w warunkach
stresu kwasowego [65].

2.2. Stres osmotyczny

Drobnoustroje w réznym stopniu adoptowaly si¢ do
zmian $rodowiska osmotycznego. Maksymalne, tolero-
wane przez wiekszos$¢ bakterii stezenie NaCl w §rodo-
wisku wynosi ok. 0.7 M. Wyzsze stezenia tolerujg tylko
gatunki halofilne.

Stres osmotyczny moze by¢ generowany przez:

a) cukry - szczegdlnie wtedy, gdy mamy do czynie-
nia z duza gestoscia zacieru. VHG (very high gra-
vity) to technologia, w ktorej stosuje si¢ zaciery
zawierajace nawet do 40% suchej substancji;

b) etanol - gdy stezenie cukrow utrzymywane jest
na niskim poziomie etanol jest gtéwnym czynni-
kiem generujacym stres osmotyczny w zacierze.
Silniej zwigksza ci$nienie osmotyczne od cukrow,
poniewaz ma mniejszg mase czasteczkows;

¢) sole mineralne — akumulowane sole mineralne
w wyniku recyrkulacji frakeji cieklej w zacierach
stanowia powazne zagrozenie dla komoérek droz-
dzowych [30].

Drobnoustroje, aby mogly rosna¢, musza by¢ spel-
nione dwa warunki. Po pierwsze musi by¢ zapewniony
turgor w komorce, po drugie, cytoplazma (jej gestos¢
i sklad jonoéw) musi stwarza¢ okreslone mikrosrodo-
wisko, pozwalajace na stabilizacje aktywnosci bialek
- w tym enzymow. Stres osmotyczny s3 to warunki,
w ktérych nastepuje zwigkszenie lub zmniejszenie
ci$nienia osmotycznego w $rodowisku w stosunku do
tizjologicznego ci$nienia komorki. Wywoluje on wiele
réznych odpowiedzi komoérki, miedzy innymi:
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« osmotaksje — bakterie na zmiany osmotyczne $ro-
dowiska reagujg ruchem. Wzrost osmolarnosci
podtoza oraz podwyzszona temperatura powoduja
odwracalne zahamowania syntezy flagelin;

o transport lub wyplyw jondw;

« transport osmoprotektantow;

« zmiang superskrecenia DNA;

« osmotyczng regulacje ekspresji genow.

Mechanizmy odpowiedzi bakterii na dzialanie stresu
osmotycznego przedstawiono w pracach przeglado-
wych: [35, 411 50] (tab. I).

Dzialanie stresu hyperosmotycznego powoduje aku-
mulowanie jonéw potasu, ktore zapewniaja odpowied-
nie ci$nienie turgoru. Stezenie K* we wnetrzu komérek
jest proporcjonalne do osmolarnosci srodowiska.
Aktywno$¢ osmotyczna jonéw Kt jest bardzo duza,
poréwnywalna z aktywnoscig K+ w wolnym roztwo-
rze. Dotyczy to tylko jondéw potasu, ktdre sg zwigzane
z niskoczasteczkowymi anionami. Jony potasu zwigzane
z biatkami albo DNA cechuja sie stabg aktywnoscig.
Poziom K* w komérkach Escherichia coli utrzymy-
wany jest dzieki dwom systemom transportu: trk oraz
kdp. System trk cechuje umiarkowane powinowactwo
do K*, natomiast system kdp posiada duze powino-
wactwo i dziala tylko wtedy, gdy system trk nie jest
w stanie zapewni¢ komodrce odpowiedniego stezenia
jonéw potasowych. ATP-zalezny system trk odgrywa
szczegolnag role w przeciwdzialaniu skutkom stresu
osmotycznego [35].

W badaniach drozdzy S. cerevisiae wykazano, ze
nadekspresja genu HAL1 zwigksza tolerancje na NaCl
poprzez wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia jondw
potasu i zmniejszenie wewnatrzkomoérkowego stezenia
jonow sodu [55]. Odpowiedz drozdzy na stres osmo-
tyczny jest $cisle zalezna od temperatury wzrostu.
W warunkach szoku cieplnego, czas aktywacji szlaku
HOG (high osmolarity glicerol), aktywowanego w stre-
sie hiperosmotycznym, jest krotki. Konsekwentnie,
w podwyzszonej temperaturze, w stresie hiperosmo-
tycznym, drozdze akumulujg znacznie mniej glice-
rolu. Stwierdzono ponadto dodatkowe funkcje glice-
rolu w adaptacji drozdzy na stres osmotyczny. Zmiany
w jego stezeniu moga warunkowac aktywacje szlakow
przekazywania sygnaléw komodrkowych w warunkach
stresowych. Istnieje zalezno$¢ migdzy metabolizmem
glicerolu w komorece, a prawidlowym funkcjonowaniem
$ciany komorkowej drozdzy [2, 70].

Drobnoustroje syntetyzuja réwniez tzw. zwiazki
zgodne - niektore z nich sg akumulowane w procesie
adaptacji do stresu osmotycznego, jaki wywiera $ro-
dowisko. Nie powoduja znacznej zmiany w szybkosci
wzrostu bakterii, naleza do nich: jony potasu, gluta-
minian, y-aminomaslan i trehaloza. Trehaloza uwal-
niana podczas stresu osmotycznego akumulowana
jest w cytoplazmie i ma za zadanie ochron¢ komodrek
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przed jego zgubnym wplywem. W warunkach stresu
zewnetrzna trehaloza moze stanowi¢ dodatkowe zro-
dlo wegla dla bakterii E. coli. Jest ona rozkladana przez
trehalaze do glukozy, ktdra jest nastepnie transporto-
wana do komorki bakteryjnej. Trehalaza moze takze
indukowa¢ wiasny system transportu. Trehaloza w tym
wypadku pelni funkcje osmoprotektanta. Zwigzki
zgodne, ktdre moga stymulowaé wzrost nazywamy
osmoprotektantami, naleza do nich prolina, betaina
glicynowa oraz cholina [14, 35].

Stres osmotyczny moze zmienia¢ stopien superskre-
cenia DNA, ktéry wplywa na transkrypcje wielu gendw.
Czynnikiem majacym wplyw na superskrecenie DNA
moze by¢ nagla zmiana stosunku ATP do ADP [35].
Ilo$¢ dostepnej wody w $rodowisku mikroorganizmow
wplywa na wzrost, oddychanie, syntez¢ enzymu, spo-
rulacje i inne fizjologiczne funkcje [63]. Odpowiedzi
komorek na $rodowiska o zmniejszonej aktywnosci
wody (a,) zostal opisany w pracach wielu autoréw [11,
13, 14, 33, 35, 41, 53, 69].

Zmiany energetyczne w komorce sg bardzo wazne
i wplywaja na wiele proceséw metabolicznych. Komorki
drozdzy S. cerevisiae traktowano 0,7 M NaCl. W tych
warunkach ponad 150 bialek wykazalo przejsciowe
zmiany w modelu ekspresji. Sposrod tej znacznej liczby
bialek, 18 wykazalo 8-krotny wzrost tempa syntezy. Jed-
nym z nich bylo biatko Hsp104p. Badania te sugeruja,
ze w wyniku dzialania stresu osmotycznego naste-
puje wzmozona synteza bialek szoku cieplnego — Hsp.
Swiadczy to o prawdopodobnym powigzaniu szlakéw
odpowiedzi komorek na oba rodzaje stresow. Niektore
z tych biatek majg za zadanie np. usztywnia¢ $ciane
komoérkows [1]. Istnienie relacji pomiedzy obydwoma
rodzajami streséw potwierdzaja réwniez inne badania.
W doswiadczeniach japonskich naukowcoéw wykorzy-
stano nowa metode skriningu szczepéw produkujacych
duze ilosci glicerolu, w tym celu poddawano drozdze
szokowi cieplnemu. W ten sposdb otrzymano mutanty
produkujace duzo wigksze ilosci glicerolu niz komorki
rodzicielskie [48]. Drozdze oprdcz zageszczenia cyto-
plazmy syntetyzuja zwigzki osmogenne np. glicerol,
ktérego zadaniem jest zwiekszenie turgoru komorki.
Wykazano, ze stezenie glicerolu i trehalozy w komor-
kach jest najwyzsze w 0,75 M NaCl i temperaturze 44°C
[30]. Strategie gromadzenia glicerolu w odpowiedzi
na szok osmotyczny réznig si¢ w znacznym stopniu
od gatunku drozdzy. Najwazniejsza droga akumulacji
glicerolu przez S. cerevisiae w warunkach stresu osmo-
tycznego jest wzrost tempa jego produkgji. Za stymula-
cje syntezy glicerolu podczas stresu osmotycznego jest
odpowiedzialny szlak HOG [48]. Komdrki inkubowane
w pozywce zawierajacej 0,7 M NaCl przez 40 min.
produkowaly trzy razy wiecej glicerolu, w poréwna-
niu z komérkami pozbawionymi oddziatywania szoku
osmotycznego. Kluczowym enzymem biorgcym udzial
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w tworzeniu glicerolu jest NAD-zalezna dehydrogenaza
3-fosfoglicerolu (ctGPD). Aktywno$¢ tego enzymu
wzrasta ok. 6-krotnie w warunkach inkubowania
komorek w 0,7 M NaCl przez 60 min. [45].

Nasilenie stresu osmotycznego zalezy réwniez od ro-
dzaju substancji osmoaktywnej. Hiszpanscy naukowcy
poréwnali tolerancje drozdzy Candida tropicalis i S. cere-
visige na szok osmotyczny wywolany przez Na*i Li*.
C. tropicalis wykazaly lepsza do nich adaptacje i utrzy-
mywaly wyzszy wewnatrzkomoérkowy stosunek jonow
K+ do Na+ i Li+ niz S. cerevisiae, w podlozu z glukoza.
Jednakze C. tropicalis charakteryzowaly sie stabsza ada-
ptacja na stres osmotyczny (wywotany przez KCl i sor-
bitol) i wytwarzaly mniejsza ilo$¢ glicerolu w porow-
naniu do S. cerevisiae. W podlozach z galaktoza, ktora
nie powoduje represji jako zroédlo wegla, S. cerevisiae
syntetyzowaly obnizong zawarto$¢ glicerolu i wykazaty
zwigkszong wrazliwos$¢ na stres osmotyczny. W tych
warunkach drozdze te wykorzystywaly trehaloze jako
istotniejszy czynnik osmoregulacyjny (osmolit) niz gli-
cerol. Wyniki tych badan sugeruja, ze tolerancja droz-
dzy na szok osmotyczny i toksyczno$¢ jondw oraz zwia-
zana z nimi synteza osmolitow i transport kationow
modulowane sg przez kontrole kataboliczng wywotang
przez glukoze [28].

Stres osmotyczny nie musi by¢ kojarzony tylko
z ujemnymi skutkami. Okazuje si¢, ze moze by¢ on
przydatny do syntezy wielu uzytecznych metabolitow
(tab. III), w tym lekéw. Meksykanscy naukowcy wyko-
rzystali szok osmotyczny do ekstrakcji aminohydrolazy
penicyliny - PA (EC: 3.5.1.11) z komoérek E. coli. PA jest
uzywana do produkcji kwasu 6-aminopenicylinowego
(6-APA), waznego intermediatu w produkgji potsyn-
tetycznej penicyliny. Komorki E. coli byty wystawiane
na wysokie stezenie sacharozy, przez co nastepowatl
wzrost ci$nienia osmotycznego, nastgpnie wirowano
je i zatrzymywano dzialanie stresu osmotycznego
poprzez dodanie do wody. Stres osmotyczny indukowat
uwalnianie materiatu cytoplazmatycznego. Uwolnione
cytoplazmatyczne biatka odseparowano przez wirowa-
nie zdezintegrowanych komérek. W tych do$wiadcze-
niach stres osmotyczny zostal uzyty do czesciowego
oczyszczenia PA, ktora nastepnie zostala wykorzystana
w przemystowej produkcji 6-APA [56].

Wiele podlozy dla hodowli drobnoustrojowych ma
a_powyzej 0,90. Ocena wptywu a  na wzrost mikro-
organizmow wykazala, ze maksymalny jego poziom
i nadprodukcja metabolitéw czgsto obserwowano przy
a_ w granicach od 0,9 do 1,0. Bakterie kwasu mleko-
wego wykazaty 10-krotny przyrost biosyntezy diacetylu,
kiedy obnizono a do poziomu 0,95 [62]. W fermenta-
cji etanolowej prowadzonej przy uzyciu S. cerevisiae,
zuzycie substratu i biosynteza glicerolu sa wyzsze przy
a_ 0,971 niz przy 0,994. Obnizenie a  ponizej 0,990,
zazwyczaj zmniejsza tempo wzrostu i koncentracji
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Tabela III
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Mlkr.o— Czynnik stresu osmotycznego Produkt Skutek dzialania stresu Litera-
organizm tura
E. coli Wysokie (22,1%) stezenie sacharozy | Aminohydrolaza | Indukcja wzmozonego uwalniania biatek [56]
+1,47% EDTA, odwirowanie penicyliny cytoplazmatycznych;
i przeniesienie komérek do r-ru H,0 85,6% wydajnos¢ ekstrakeji enzymu z komoérek
E. coli 10-min wytrzgsanie komorek w r-rze | Rekombinowany | Zwigkszenie uwalniania bialka peryplazmatycz- [54]
hipertonicznym (18% sacharoza) ludzki nego z 452,9x 10 (dla 2,5% sacharozy)
i nastepnie w r-rze hipotonicznym interferon-a2b do 2472,5x 10° mg/g (dla 25% sacharozy)
(zimna H,0, 4°C)
P. notatum Podwyzszone do 0,4 M stezenie NaCl | f-Galaktozydaza | 1,6-Krotny wzrost aktywnosci enzymu [25]
w podtozu hodowlanym; w stosunku do podloza bez NaCl;
1-h inkubacja wyhodowanej grzybni 1,9-Krotny wzrost sekrecji enzymu do podioza
w 0,4 M roztworze NaCl w pH 6
S. cerevisiae | 40 min inkubacja komérek Glicerol 3-Krotny wzrost biosyntezy glicerolu (48]
w pozywce z 0,7 M NaCl
A. niger Dodanie 1,2 M NaCl do 6-h hodowli | Katalaza 2,8-Krotny przyrost aktywnosci enzymu [26]
konidiéw grzyba w poréwnaniu z hodowla kontrolna bez czynnika
stresowego
A. niger Zawieszenie 72-h grzybni Oksydaza Zwiekszenie sekrecji enzymu do podloza [24]
w $rodowisku 1,2 M NaCl glukozowa i 2,1-krotny przyrost aktywnoéci w poréwnaniu
w pH 6,0 (przez 2 h) z kontrolg
E. coli Jonowy 0,6 M NaCl (1,2 Osm) oraz | B-galaktozydaza | 3,6-Krotny wzrost aktywnosci enzymu w poréw- [10]
BW25993 niejonowy — 1,2 M sacharoza, naniu z podtozem bez NaCl.
2-h stres wobec komorek w fazie 1,2-Krotny wzrost produkeji enzymu po zwigk-
wzrostu logarytmicznego szeniu osmolarnosci z 0,6 na 1,2 Osm
Yarrowia Wozrost ci$nienia osmotycznego Erytrytol 25-Krotny wzrost wydajnoéci erytrytolu oraz [72]
lipolytica 2 0,68 do 3,21 osmol/kg wraz wzrost stosunku erytrytol/mannitol (z 0,14
ze wzrostem stezenia glicerolu do 1,11) w procesie biokonwersji glicerolu;
z 5 do 20%;
Dalszy wzrost ci$nienia osmotycz- Dalszy, 10-krotny wzrost wspolczynnika wydaj-
nego do 4,92 osmol/kg w wyniku nosci erytrytol/mannitol (do 11,0);
dodatku NaCl w stezeniu 50 g/L wzrost wydajnoéci erytrytolu o 57,5%
(przy 20% stezeniu glicerolu)
E. coli Dodatek 0,5 M NaCl do 50 mM L-karnityna 1,7-Krotny wzrost wydajnoéci produkcji [7]
044 K74 buforu fosforanowego o pH=7,5, (osmoprotektant) | (z 40 na 68,5 %) karnityny w procesie biotran-
- komorki zawierajacego zawieszone spoczyn- sformacji krotonobetainy w poréwnaniu
spoczynkowe | kowe komorki i krotonobetaing jako z kontrola bez NaCl; spadek wspdlczynnika
substrat. Inkubacja w bioreaktorze dehydrogenaza/liaza izocytrynianowa z 8 do 2,5
przez 72 h w temp. 37°C i wzrost wspolczynnika fosfotransferaza/
syntetaza acetylo-CoA z 2,1 na 5,2

biomasy [47]. Dane dotyczace wplywu stresu osmo-
tycznego na synteze i sekrecje enzymow nie sg jed-
noznaczne [5, 17, 29, 43]. Szczep grzyba Penicillium
notatum hodowany w warunkach stresu osmotycznego
(0,4 M NaCl) charakteryzowal si¢ zwigkszona aktyw-
noscig B-galaktozydazy, ktora znacznie wzrosta (okoto
1,6-krotnie) wraz ze zwiekszaniem stezenia NaCl.
W tych warunkach wzrost biomasy byt hamowany.
W celu zwiekszenia sekrecji P-galaktozydazy zloka-
lizowanej w przestrzeni peryplazmatycznej, 72-godz.
grzybnie zawieszono w roztworze NaCl (0,2-1,6 M)
w $rodowisku o pH 3,0-7,0. Najwyzszg aktywnos¢
B-galaktozydazy uzyskano w srodowisku 0,4 M NaCl
w pH 6,0, co umozliwito uzyskanie 1,9-krotnego przyro-

stu aktywno$ci tego enzymu w poréwnaniu z hodowla
kontrolng bez czynnika stresowego [25]. W podobnych
badaniach konidia A. niger hodowano w warunkach
stresu osmotycznego. Najwyzsza aktywnos¢ katalazy
uzyskano po dodaniu do 6-godz. hodowli tego grzyba
1,2 M NaCl, co umozliwilo uzyskanie 2,8-krotny przy-
rost aktywnosci tego enzymu w poréwnaniu z ho-
dowla kontrolna bez czynnika stresowego. Aktywnos¢
oddechowa grzybni A. niger wykazata istotne zahamo-
wanie wraz ze wzrostem stresu osmotycznego [26].
Cheung i wsp. [10] badali, wplyw stresu osmotycznego
zaréwno jonowego i niejonowego (przy uzyciu sacha-
rozy) na wytwarzanie -galaktozydazy. Znaczacy, ponad
3,6-krotny przyrost aktywnosci enzymu w poréwnaniu
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z kontrolg uzyskali w warunkach stresu NaCl. Byt to
3-krotnie wyzszy wzrost produkeji p-galaktozydazy,
niz w przypadku stresu niejonowego. Zwigkszona bio-
synteza tego enzymu byla prawdopodobnie efektem
wzmozonej syntezy cAMP.

Zdecydowana wiekszos¢ oksydazy glukozowej wy-
twarzanej przez A. niger zwigzana jest ze strukturami
wewngtrzkomdrkowymi komorki, dlatego tez istotnym
zagadnieniem z biotechnologicznego punktu widze-
nia jest opracowanie efektywnej metody ekstrakeji
tego enzymu. W celu zwigkszenia sekrecji oksydazy
glukozowej zlokalizowanej w przestrzeni peryplazma-
tycznej, 72-godz. grzybnie zawieszano w srodowisku
NaCl (0,4-2,8 M). Najwyzszg aktywnos¢ oksydazy glu-
kozowej uzyskano w srodowisku 1,2 M NaCl w pH 6,0,
dzigki czemu uzyskano 2,1-krotny przyrost aktywnosci
tego enzymu w poréwnaniu z hodowlg kontrolng bez
czynnika stresowego [24].

3. Podsumowanie

Drobnoustroje wyksztalcily wiele mechanizméw
opornosci na stres i wszystkie te przystosowania maja
okreslone cechy wspélne. Zatem mozna przypuszczac,
ze niektdre z nich ewoluowaly z jednego mechanizmu
opornosci, ktory wraz z pojawianiem si¢ nowych czyn-
nikéw stresowych ulegal drobnym zmianom. Mozliwe,
ze z tego powodu, synteza trehalozy lub biatek Hsp jest
indukowana przez kilka réznych rodzajow stresow.
Podobna natura mechanizmoéw odpowiedzialnych za
adaptacje drobnoustrojéw do okreslonych streséw cze-
sto moze pozwoli¢ na zabezpieczenie komorki przed
szerokim spektrum warunkéw stresowych. Poznanie
mechanizméw adaptacyjnych do okreslonych stresow
moze zminimalizowa¢ ich negatywne skutki, a nawet
przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia wydajnosci syntetyzo-
wanych przez drobnoustroje waznych metabolitow.
Z pewnoscig znajomo$¢ odpowiedzi komorkowej na
poziomie genomu umozliwi usprawnienie selekcji
szczepow pod wzgledem cech wrazliwosci lub odpor-
nosci na dany stres. Moze tez mie¢ znaczenie w za-
pobieganiu lekoopornosci, gdy szlaki odpowiedzi
komoérek na warunki stresowe bedg odpowiednimi
celami dla interwencji terapeutyczne;j.
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1. Rys historyczny i charakterystyka. 2. Struktura i zmiennos¢ EBOV. 3. Rezerwuar zwierzecy filowirusow. 4. Podstawowe etapy cyklu
zyciowego wirusa Ebola w komorce. 5. Wybrane mechanizmy patogennosci wirusa Ebola. 6. Paleowirusologia. 7. Podsumowanie

Filoviruses - viruses existing for millions of years - why do we have such a big outbreak now?

Abstract: Ebola virus, discovered in 1976, caused the largest epidemic among humans in 2014. In this paper, we have discussed the
systematic position of Ebolavirus, the ecology of these viruses, the essential elements of pathogenesis of infections as well as comparative
characteristics of Filoviruses infectious biology. According to the paleovirological data, these features were developed during millions of
years of the co-evolution process and co-existence of pathogens and hosts. It is likely that changes of Ebola virus biology are not the reason
for such substantial changes in the epidemiology of Ebola virus infections. Analysis of factors associated with the characteristics of the
present epidemic (size, region) indicate that the main reason for such big epidemic may be the changes related to both humans activity,
mainly transformation of the environment, and the ability of bats (natural hosts of Filoviruses) to adapt to the new ecological conditions.
These processes may cause more outbreaks in the future, also on a large scale, and require taking appropriate actions to reduce the risks.

1. History and characteristics of filoviruses. 2. The structure and variability of EBOV. 3. Animal reservoir of Filoviruses. 4. Basics of the
Ebola virus life cycle in the cell. 5. Selected mechanisms of pathogenicity of Ebola virus. 6. Filovirus paleovirology. 7. Summary
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1. Rys historyczny i charakterystyka

W 1967 1. opisano pierwsze ognisko goraczki krwo-
tocznej wywolanej przez filowirusy, w tym przypadku
przez wirus Marburg [10]. Ognisko goraczki Marburg
(MVD) wystgpito w 3 miastach w Niemczech (Frank-
furt, Hamburg, Marburg) oraz w Belgradzie (obecnie
Serbia), a zrodtem byly zakazone malpy (Chlorocebus
aethiops) przywiezione z Ugandy. Kolejne zachorowa-
nia/ogniska MVD obserwowane byly gléwnie w Afryce,
szczegblnie w Ugandzie oraz Demokratycznej Repu-
blice Konga [10, 49]. Najczeéciej w ogniskach MVD
odnotowywano niewielka liczbe chorych. Wyjatek sta-
nowi ognisko w Angoli w 2005 r., w ktérym u 374 cho-
rych potwierdzono MDYV, a umieralno$¢ wynosita az
88% [10].

Pierwsze ognisko zachorowan wywotanych przez
wirus Ebola (EVD) opisano w 1976 1. w Zairze (obec-
nie Demokratyczna Republika Konga; DRC); czyn-
nik etiologiczny nazwano Zaire ebolavirus (ZEBOV).
Kolejne ognisko EVD stwierdzono w tym samym roku
w Sudanie wywotane przez Sudan ebolavirus (SEBOV/
SUDV'). W 1989 r. opisano kolejny gatunek nalezacy
do rodzaju Ebola — Reston ebolavirus (REBOV/RSTV),

ktory wywolywal zachorowania u $win i malp, ale nie
u ludzi [10]. Kolejnym gatunkiem byt Ivory Coast
ebolavirus (CIEBOV), obecnie zwany Tai Forest ebo-
lavirus (TEBOV/TAFV), ktéry spowodowal zachoro-
wania wsrod szympansoéw w rezerwacie Tai Forest na
Wybrzezu Kosci Stoniowej w 1994 r., oraz pojedyncze
zachorowania u ludzi [30, 49]. Ostatnim opisanym
gatunkiem rodzaju Ebola jest Bundibugyo ebolavirus
(BEBOV/BDBV), ktéry w 2007 r. byl przyczyna zacho-
rowan w Ugandzie [42]. Lacznie, do 2013 r. WHO zano-
towalo 23 ogniska EVD, a sposrdéd 2329 zgloszonych
zachorowan 1562 zakonczyly sie zgonem pacjenta czyli
$rednia umieralno$¢ wynosita 67% [31, 49].

W Europie, w XX wieku, wystapily nieliczne i wy-
facznie importowane zakazenia filowirusami. Jednak
w 2002 r. stwierdzono, ze w Poludniowej Europie wy-
stepuje wirus zaliczany do filowiruséw, Lloviu cuevavi-
rus (LLUV), ktéry w Potudniowej Francji wywotat za-
chorowania u nietoperzy Miniopterus schreibersii [34].
Do tej pory nie stwierdzono u ludzi zakazen wywota-
nych tym wirusem.

Aktualnie do rodziny Filoviridae zaliczanych jest
7 gatunkow wirusoéw. Aktualna systematyka filowiru-
sOw przedstawia si¢ nastepujaco:

! Obecnie brak jest ujednoliconych skrotéw nazw gatunkowych filowiruséw. W pracy przedstawiono 2 najczesciej stosowane przez

naukowcéw z oérodkéw referencyjnych.

* Autor korespondencyjny: Laboratorium BSL3 oraz Zaklad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy
Zaklad Higieny, Chocimska 24, 00-791 Warszawa; tel. 22 5421308; e-mail: kpancer@pzh.gov.pl
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2. Struktura i zmiennos¢ EBOV

W mikroskopie elektronowym filowirusy widoczne
sa jako charakterystyczne, nitkowate formy. Dlu-
go$¢ czastki wirusa moze by¢ rézna (od 900 nm do
14000 nm), ale $rednica jest stala: ok. 80 nm dla Ebo-
lavirus oraz 100 nm - dla Marburgvirus. Filowirusy sg
to wirusy ostonkowe, a ich genom stanowi pojedyncza,
niesegmentowana, ujemnie spolaryzowana ni¢ RNA
o diugosci ok. 19000 nukleotydéw. W genomie filo-
wirusow zawarta jest informacja dla 7 biatek struktu-
ralnych: nukleoproteiny (NP), bialek matriksu (VP40
i VP24), kofaktora polimerazy (VP35), aktywatora
transkrypcji (VP30), glikoproteiny (GP1 i GP2) oraz na
koncu 5’ - duzy gen kodujacy RNA-zalezng polimeraze

GP — cieta
w Aparacie Goldiego
na GP1i GP2

GP

VP
35

+1A

sGP — 30

NP prekursor GP

\l/+2A

ssGP

VP
40

,obrobka” mRNA:
poliadenylacja

VP
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RNA (L). Geny VP35 i VP40 naktadaja sie na siebie.
Ponadto wyrdznia sie dwie sekwencje miedzygenowe
(IR): dluga, 144 nukleotydowa pomiedzy VP30/VP24
oraz kroétka (4-5 nukleotydéw) pomiedzy genami NP/
VP35. Skrécenie dlugiego odcinka sekwencji IR nie
wplywa na transkrypcje wirusa, ale znaczaco redukuje
liczbe powstatych czastek potomnych. Ponadto, kodo-
wana jest informacja dla biatka niestrukturalnego, tzw.
wolnej (rozpuszczalnej) glikoproteiny (sGP oraz ssGP)
[9, 31] (Rys. 1).

Badania sekwencji nukleotydowej wiruséw wyizo-
lowanych podczas epidemii EBOV w 2014 r. w Afryce
Zachodniej wykazaly, Ze wirus ten jest najbardziej
zblizony do wirusa, ktory wywotal zachorowania
w 2004 r. w Demokratycznej Republice Konga (DRC)
[7]. W czasie ostatniej epidemii wykazano réwniez,
ze wystepuja roznice w sekwencjach nukleotydowych
wiruséw pochodzacych od réznych chorych, jak réw-
niez pochodzacych z réznych tkanek od tego samego
pacjenta, co obrazuje zmienno$¢ wirusa. Ta cecha wiru-
séw, zaobserwowana w 2014 r., odbiega od uprzednio
opisywanych i moze by¢ wynikiem zadziatania kilku
czynnikow. Jako jeden z nich rozwazana jest zmiana
charakteru epidemii z ,,lesnej” na ,,miejskaq’, czyli wyste-
powanie zakazen w populacji ludzi znacznie bardziej
zroznicowanych pod wzgledem genetycznym w pordw-
naniu do oséb zyjacych w malych osadach [18]. Innym
powodem obserwacji wzrostu zmienno$ci wirusa pod-
czas epidemii w 2014 r. moze by¢ izolowanie kwasu
nukleinowego wirusa i badanie sekwencji nukleotydo-

VP
24

Polimeraza L 5

Rys. 1. Schemat genomu wirusa Ebola; biatka strukturalne i niestrukturalne (opracowanie wlasne)

Objasnienia: biatka strukturalne: NP - nukleoproteina; VP 35 — kofaktor polimerazy; VP 40 - biatko matriks; GP - transblonowa glikoproteina;
VP 30 - kofaktor transkrypcji; VP 24 - biatko matriks; L - polimeraza RNA zalezna od RNA. Biatka niestrukturalne: sGP - rozpuszczalna glikoproteina,
ssGP - bardzo mata glikoproteina. IR - sekwencje miedzygenowe.
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wej bezposrednio z probek materiatu klinicznego, a nie
z zastosowaniem etapu preselekcji jakim jest izolacja
wirusa w liniach komérkowych.

Ze wzgledu na biologie RNA wiruséw, charaktery-
zujg sie one bardzo wysokg zmienno$cig genetyczng,
jednak nie wszystkie zmiany maja istotne znaczenie
dla przezycia wirusa. Ze wzgledu na wtasciwosci kodu
genetycznego, niektére zmiany w sekwencji nukleoty-
dow nie prowadzg do zmiany aminokwasu w sekwencji
powstajacego w procesie translacji biatka — sa to muta-
cje synonimiczne. Ponadto, takze po$réd zmian amino-
kwasu w syntezowanej czasteczce biatka (mutacje nie-
synonimiczne), mozliwe s zmiany nie majace wpltywu
na wlasciwosci tego biatka (np. zamiana leucyny na izo-
leucyne w obszarze hydrofobowym). Analiza sekwencji
wykazala, Ze w stosunku do szczepow wirusa Ebola Zair
izolowanych podczas poprzednich epidemii, wystepuje
341 mutacji punktowych, w tym 35 majacych wplyw
na kodowany aminokwas (tzw. niesynonimicznych),
173 nie majacych wplywu (tzw. synonimiczne) oraz 133
w sekwencjach niekodujacych. Ponadto wéréd izolatow
wirusa Ebola uzyskanych od tego samego pacjenta, ale
w réznym okresie choroby, stwierdzono wystepowanie
polimorfizmu dotyczacego 55 nukleotydéw (15 nie-
synonimicznych, 25 synonimicznych i 15 w obszarach
niekodujgcych). Dokladna analiza zmian pozwolita
na ustalenie, ze liczba dozwolonych zmian, ktére nie
maja znaczenia dla przezycia wirusa, wynosi 263 w tym
73 niesynonimiczne, 108 synonimiczne, 70 w obszarach
niekodujacych i 12 zmian ramki odczytu. Zaobserwo-
wano takze kumulacje zmian w przebiegu zakazenia
w obrebie genu glikoproteiny (GP). Szybkos¢ mutacji
obliczona dla EBOV wynosi 0,8 x 10~ na nukleotyd/
na rok [18].

Niejednoznaczno$¢ kodu genetycznego, w ktorym
wigkszo$¢ aminokwaséw moze by¢ zwigzana z wigcej
niz jednym kodonem, oferuje ewolucyjng mozliwos¢
dostrojenia wydajnosci i dokladnosci wytworze-
nia biatka, przy jednoczesnym zachowaniu tej samej
sekwencji aminokwaséw. Rézne kodony odpowia-
dajace tym samym aminokwasom sg czg¢sto uwazane
za ,synonimiczne” (analogicznie do pojecia mutacji
synonimicznych). Nalezy zauwazy¢. ze odpowiadajace
»synonimicznym kodonom” tRNA moga wystepowac
w danej komorce w réznych stezeniach, a zatem wply-
wa¢ na dynamike syntezy biatka. Wykorzystanie przez
wirusa kodonéw nie zmieniajacych wlasciwosci biatka
czesto odzwierciedla wynik doboru naturalnego, stuza-
cego gtownie do dostrajania wydajnosci i dokladnosci
translacji. W badaniach wykazano istnienie réznych
preferencji kodonéw w genach EBOV i genach czlo-
wieka. Stwierdzono, ze ZEBOV nie wykorzystuje tRNA
wystepujacego w ludzkich komoérkach w najwyzszych
stezeniach, co sugeruje unikniecie konkurencji o tRNA
podczas syntezy aminokwasow wirusa [12].
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3. Rezerwuar zwierzecy filowirusow

Poszukiwania rezerwuaru zwierzecego dla filowiru-
sOw ciagle trwaja. Prowadzone sa badania serologiczne
w celu wykazania kontaktu badanych zwierzat z filo-
wirusami, badania metoda RT-PCR (PCR z etapem
odwrotnej transkrypcji) w celu poszukiwania genomu
wirusa (RNA) w tkankach zywych lub padlych zwierzat,
a takze poszukuje si¢ wirusa w tkankach zakazonych
zwierzat (izolacja wirusa). Za najbardziej wiarygodne
uznaje sie wyniki poszukiwania genomu filowirusow
metoda RT-PCR oraz izolacje aktywnego wirusa. Obec-
nie uwaza si¢, ze obecnos¢ przeciwcial w surowicy zwie-
rzat wskazuje na kontakt z filowirusami [35, 37, 41],
ale z uwagi na mozliwo$¢ wystepowania reakeji krzy-
zowych, konieczne sg dalsze oznaczenia umozliwiajace
potwierdzenie i/lub réznicowanie zakazenia wywota-
nego przez poszczegdlne filowirusy. Krzyzowe reakcje
s3 czesto obserwowane gdy stosuje sie testy do poszu-
kiwania przeciwcial przeciw VP40 oraz nukleoproteinie
(NP) [26]. Stosujac te antygeny mozna uzyskac infor-
macje o zakazeniu filowirusem, ale nie mozna okregli¢
ktérym. Prawdopodobnie zjawisko to jest takze przy-
czyng wykrycia przeciwcial IgG skierowanych przeciw
nukleoproteinie EBOV w surowicy niektorych nietope-
rzy owocozernych (Rousettus leschenaultii) w Bangla-
deszu, z jednoczesnym brakiem izolacji genomu wirusa
Ebola lub samego wirusa [35].

Dane epidemiologiczne, wyniki badann molekular-
nych oraz serologicznych wskazuja na nietoperze owo-
cozerne, jako najbardziej prawdopodobnego gospoda-
rza filowirusow [33, 36, 43]. W tabeli I przedstawiono
gatunki nietoperzy owocozernych najczesciej wska-
zywane jako rezerwuar tych wiruséw. Nalezy zwrdci¢
uwage, ze osobniki nalezgce do jednego gatunku moga
by¢ rezerwuarem dla wiecej niz jednego gatunku filowi-
ruséw. Ponadto, zasieg wystepowania poszczegolnych
gatunkow nietoperzy jest bardzo rézny, poczawszy od
niewielkiego obszaru dla Rhinolophus eloquens, az do
bardzo szerokiego, obejmujacego kilka kontynentow,
dla Rousettus aegyptiacus. Niektore gatunki nietoperzy
wystepuja w $cidle okreslonych warunkach terenowych
np. Epomos franqueti wystepuje w niewielkich grupach
w nizinnych i wilgotnych lasach tropikalnych oraz
terenach trawiastych niedaleko zbiornikéw wodnych,
a inne zamieszkuja bardzo réznorodne $rodowiska
- np.: Hypsignathus monstrosus wystepujacy poczawszy
od nizinnych, wilgotnych laséw tropikalnych, poprzez
tegi, lasy bagienne namorzynowe czy palmowe do wil-
gotnej sawanny, az do wysokosci terenu 1800 m npm.
Innym waznym czynnikiem ryzyka jest ekologia tych
zwierzat. Niektore wystepuja w matych grupach, inne,
jak np. Eidolon helvum, w ogromnych koloniach licza-
cych co najmniej 100 tys. osobnikéw. Ponadto, nie-
ktére nietoperze wedruja w poszukiwaniu pozywienia
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Tabela I
Nietoperze owocozerne jako rezerwuar filowiruséw [3, 26, 33, 35, 37, 40, 50]

Gatunek nietoperza Rezerwuar Wystepowanie nietoperz
p wirusa ystep perzy
Hypsignathus monstrosus*,** | EBOV +++ | Szeroko rozpowszechniony w Zachodniej i Centralnej Afryce
MARV ++
Epomops franqueti** EBOV +++ | Szeroko rozpowszechniony w Afryce Zach. i Centr. z nielicznymi stanowiskami
MARYV ++ w Afryce Wschodniej
Rousettus aegyptiacus*,# EBOV +++ | Bardzo szeroki zasieg wystepowania: Afryka, (z wyj. Sahary), Bliski Wschéd, az po
(Rudawka nilowa) MARV +++ | Pakistan i Pin. Indie. Cypr, Srédziemn. Turcja, Liban, Izrael; Ptw. Arabski
REBOV+
Mpyonycteris torquata™* EBOV +++ | Rozpowszechniony w Zach. Afryce oraz w Afryce Srodkowej. Takze Angola,
PIn. Zambia, Rwanda
Epomorphorus gambianus EBOV + Afryka: pas poczawszy od Senegalu na zachodzie poprzez obszary Afryki Centralnej
az do Etiopii na wschodzie
Eidolon helvum EBOV+ Znaczne obszary Afryki od sub-saharyjskiej oraz Zach i Centr. az po Pd-Wschodnia.
Takze Ptw. Arabski i Madagaskar
Rhinolophus eloquens* MARV++ niewielki obszar Centr. i Wsch.Afryki
Miniopterus inflatus* MARV++ Afryka sub-saharyjska oraz Zach., Centr. Wsch. i Poludniowa (Namibia, Zimbabwe
i Mozambik)
Miniopterus schreibersii*** LLUV++ Poczawszy od Pd-Zach. Europy, poprzez Pln. i Zach. Afryke az po Bliski Wschod
REBOV+ i Kaukaz

* wykrycie genomu MARV; ** wykrycie genomu EBOV; *** wykrycie genomu LLUV; # izolacja wirusa MARV

pokonujac duze odleglosci (np. Epomorphorus gam-
bianus), a u innych charakterystyczng cechg jest
migracja mlodych samcéw (np. Myonycteris torquata).
Wiekszos¢ sposrdéd badanych gatunkéw nietoperzy
owocozernych wykazuje znaczne zdolnosci adapta-
cyjne i spotykane sg takze na terenach rolniczych lub
w parkach miejskich (np. H. monstrosus, E. franqueti,
R. aegyptiacus, M. torquata, E. gambianus oraz Minio-
pterus schreibersii w Europie) [33, 34]. Oznacza to, ze
mozna spodziewa¢ si¢ zwiekszonej liczby kontaktow
miedzy tymi zwierz¢tami a czlowiekiem, a tym samym
wzrostu ryzyka zakazen. Niektorzy autorzy szacuja,
ze ok. 2,5% osobnikéw danej kolonii nietoperzy moze
by¢ zakazonych filowirusami, a najbardziej narazone
na zakazenie s3 mlode osobniki, ktére nie posiadaja
odpornosci na infekcje wywotane tymi wirusami.
Zaobserwowano zwigzek miedzy cyklem rozwojowym
nietoperzy a wystepowaniem zakazen wirusem Mar-
burg u ludzi. Ogniska u ludzi byly zwigzane w czasie
z pojawianiem si¢ na danym terenie mtodych nieto-
perzy (26, 34, 36, 40, 41, 50].

Obecnie uwaza si¢, ze do pierwotnego zakazenia
wirusem Ebola dochodzi przede wszystkim poprzez
kontakt z wydalinami zakazonego nietoperza. Zaka-
zeniu mogg ulec zar6wno malpy naczelne, jak i afry-
kanskie antylopy lesne (dujkery) zywiace si¢ owo-
cami. Istotnym problemem, na ktéry wielu autoréow
zwraca uwagg jest fakt, ze wiele zwierzat, w tym szym-
pansy i goryle sg nieraz dziesigtkowane w wyniku
zakazenia wirusem Ebola [23, 37, 40]. W przeglado-

wej pracy, ktéra ukazala sie¢ w 2012r. autorzy prze-
prowadzili staranng analiz¢ danych dotyczacych zaka-
zen filowirusami u zwierzat [37]. W analizie uwzgled-
niano nie tylko metode badania, wykrycie wirusa czy
badanie obecnosci przeciwcial, ale réwniez brano pod
uwage czy material do badan pochodzil od odlowio-
nych zywych zwierzat czy tez byly to znalezione zwloki.
Lacznie przeanalizowano informacje o 13440 zwie-
rzetach nalezacych do 158 gatunkéw. W grupie
zywych zwierzat najczesciej badano nietoperze i gry-
zonie i u 0,2% badanych (13/5309) stwierdzono genom
wirusa EBOV. Przeciwciala dla tego wirusa wykryto
u 2,2% badanych zwierzat (u 180/8050 badanych),
przy czym byty to przede wszystkim zwierzeta domowe,
a gatunkiem u ktérego najczesciej wykrywano obec-
nos$¢ przeciwcial byly psy. W przypadku badan mar-
twych zwierzat wiekszo$¢ stanowily zwloki naczel-
nych, a w okresach epidemii u ludzi obecno$¢ wirusa
Ebola stwierdzono u ponad 32% badanych zwierzat
[37]. Zaréwno analiza epidemiologiczna jak i bada-
nia genomu wiruséw wykazaty istotng role nietoperzy
jako gléwnego zrédla pierwotnych zakazen cztowieka
[17, 43], chociaz do zakazenia czlowieka dochodzi
prawdopodobnie rzadziej i dos¢ przypadkowo np.
poprzez kontakt ze skazonymi owocami, zakazonymi
zwierzetami lub padling [3, 33, 36, 40]. Wykazano,
ze po przekroczeniu bariery miedzygatunkowej, cho-
roba rozprzestrzenia si¢ miedzy ludZmi na drodze
bezposredniego kontaktu z osobg zakazong. Jednak
juz w 1976 roku zauwazano, ze w trakcie epidemii les-



FILOWIRUSY - WIRUSY OBECNE OD MILIONOW LAT -~ DLACZEGO TERAZ WYBUCHLA TAK WIELKA EPIDEMIA?

nych w Sudanie ok. 5% chorych nie mialo bezpo-
$redniego kontaktu fizycznego z chorym na EVD ani
z cialami zakazonych zwierzat. Podobnie, w trakcie
epidemii ,,miejskiej” w Kikwicie w 1995 roku (Demo-
kratyczna Republika Kongo, dawniej Zair) zaobser-
wowano, ze odsetek takich przypadkow siegat 17,4%.
Te obserwacje sugerowaly mozliwos¢ innej, niz bez-
posredni kontakt, drogi transmisji wirusa. Zaczeto ana-
lizowa¢ mozliwos¢ transmisji zakazenia droga kro-
pelkowa lub poprzez kontakt z zakazonym zwierze-
ciem z innych gatunkdw niz naczelne i antylopy lesne.
W badaniach eksperymentalnych udato si¢ w pewnych,
okreslonych warunkach uzyska¢ transmisje zakaze-
nia drogg kropelkowa, ale nie potwierdzono jej nigdy
wérdd ludzi [33, 38, 49].

Analizujac mozliwo$¢ przeniesienie zakazenia przez
inne zwierzeta zwrdcono uwage na psy, ktore towarzy-
sz ludziom a zywig si¢ czesto resztkami i padling. Do
tej pory u psow nie udokumentowano zachorowan
wywotanych przez wirusa Ebola, natomiast badania
serologiczne wskazuja na mozliwo$¢ zakazenia psow
filowirusami oraz sugeruja, ze psy moglyby by¢ wskaz-
nikiem zagrozenia. Oznaczono obecno$¢ przeciwciat
klasy IgG dla EBOV u pséw w Afryce na terenach, na
ktorych sporadycznie wystepowaly zakazenia u ludzi
oraz tam gdzie odnotowano ogniska EVD oraz
u 100 pséw we Francji. Stwierdzono wysoce znamienng
zalezno$¢ miedzy obecnoscia IgG swoistych dla filo-
wiruséw u pséw oraz czestoscig zakazen u ludzi. Naj-
wyzszy odsetek wynikéw dodatnich u pséw stwier-
dzono na terenach, na ktérych odnotowano epidemie
EVD (0k.25%), nastepnie wérdd pséw na terenie gdzie
wystepowaly pojedyncze zachorowania u ludzi (15%)
oraz u 9% pséw z miast gdzie nie odnotowano zacho-
rowan. U pséw badanych we Francji, gdzie spodzie-
wano sie uzyska¢ wynik bliski 0% - u 2% zwierzat
wykryto przeciwciata dla EBOV [2]. Wynik ten mozna
wytlumaczy¢ odkryciem w 2002 r. Lloviu cuevavirus
na potudniu Francji i wystepowaniem reakcji krzyzo-
wych pomiedzy przeciwcialami skierowanymi przeciw
réznym filowirusom [34].

Zespot Pigott i wsp. przeanalizowal zgloszone przy-
padki zakazen wirusem Ebola wérod ludzi i zwierzat
(naczelne i nietoperze) w okresie 1976-2014 w Afryce
w celu okreslenia niszy zoonotycznej dla EVD - czyli
obszaru na ktérym moze wystapi¢ ryzyko zakazen/
zachorowan [40]. Wykazali oni, ze zachorowania wsrod
ludzi czesto poprzedzone byly przypadkami zachoro-
wan wérdd zwierzat lub wystepowaly one réwnocze$nie
na tym samym obszarze. Analiza zasiegu wystepowa-
nia gatunkow zwierzat, ktére podatne s3 na zakaze-
nie (np. goryle czy szympansy) oraz gatunkow nie-
toperzy uwazanych za rezerwuar wirusa pozwolila
autorom na stwierdzenie, ze w obszarze istotnego
ryzyka zamieszkuje obecnie 22 miliony ludzi. Obszar
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ryzyka obejmuje przede wszystkim Afryke Srodkows
oraz Zachodnig. Do tej pory ogniska EVD u ludzi zgla-
szano w Sudanie, DRC, Kongu, Gabonie, Ugandzie
oraz na Wybrzezu Kosci Stoniowej, Liberii, Gwinei
i Sierra Leone. Zgodnie z analizg Pigotta i wsp. do kra-
jow ryzyka nalezy takze zaliczy¢: Etiopie, Tanzanie,
Mozambik, Angole, Rep. Srodkowej Afryki, Kamerun,
Nigerie, Togo i Ghane oraz Madagaskar [40]. Z tej per-
spektywy epidemia w Zachodniej Afryce jest zaledwie
poczatkiem problemoéw [33].

4. Podstawowe etapy cyklu zyciowego wirusa Ebola
w komorce

Podobnie jak w przypadku innych wiruséw w pro-
cesie replikacji wirusa Ebola mozna wyrdzni¢ szereg
etapow. Pierwszym z nich jest adsorpcja EBOV do
receptorow komorki poprzez wirusowa glikoproteine
GP1. Receptory komorkowe mogg by¢ rézne w zalezno-
$ci od typu komorek, ale istotng role w procesie wnika-
nia wirusa do komorki odgrywaja lektyny oraz mucyny.
Uwaza sig, ze na szerzenie sie wirusa w zakazonym
organizmie ma wplyw ekspresja lektyn wiazacych
wirusowg GP [14, 22]. Obecnos¢ lektyn jest zalezna od
typu komorek. Ich obecnos¢ zostata potwierdzona na
makrofagach i komdrkach dendrytycznych (DC-SIGN,
hMGL), hepatocytach (ASGPR-1) oraz komoérkach
endotelium watroby i weztéw chtonnych (DC-SIGNR,
LSECtin). Czasteczki TIM-1 (T cell Ig mucin 1), czyli
trans-membranowej glikoproteiny zawierajacej domeny
IgV i mucyno-podobne, wchodza w reakcje z gliko-
proteing wirusa Ebola w procesie wnikania wirusa do
komorki [22, 24, 28, 48]. Zaobserwowano, Ze stezenie
TIM-1 na powierzchni réznych komorek jest wyraznie
skorelowane z podatnoscia tych komorek na zakazenie
filowirusami [28].

Kolejnym etapem replikacji EBOV jest internali-
zacja wirusa na drodze mikropinocytozy. Proces ten
jest zalezny od katepsyny L i B oraz wymaga niskiego
pH [13], GP1 ulega w nim ci¢ciu do matych, 19-kDa
fragmentéw co z kolei pozwala na wigzanie GP1 do
NPCI (biatko Niemann-Picka typu C, zwigzane z trans-
portem cholesterolu). Jest to szczeg6lnie istotne w przy-
padku namnazania EBOV w komoérkach dendrytycz-
nych [22, 45, 49].

Nastepnie, w warunkach niskiego pH oraz po zwig-
zaniu GP1 z NCP1, dochodzi do fuzji blony komor-
kowej endosomu z ostonka wirusa. Powoduje to
zmiang konformacyjng GP2, co prowadzi do uwolnie-
nia genomu wirusa oraz zwigzanych z nim bialek do
cytoplazmy komorki gospodarza. Od tego momentu
obserwuje si¢ supresorowe dzialanie VP35 i VP24 na
system odpornosciowy gospodarza, polegajace przede
wszystkim na hamowaniu syntezy IFN [16, 22].
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Uwolniony kompleks rybonukleoproteinowy (poli-
meraza L, nukleoproteina, VP35 i VP30) wirusa roz-
poczyna transkrypcje mRNA na bazie wirusowego
RNA [47]. Wirusowa polimeraza RNA zalezna od RNA
przeprowadza proces poliadenylacji wirusowego
mRNA. Przylaczenie przy kodonach stop fragmen-
tow poliA umozliwia tworzenie na tej samej sekwen-
¢ji genomu réznych bialek wirusowych. Insercja +2A
prowadzi do powstania z sGP bardzo matej tzw. ssGP
(super small secreted glycoprotein), insercja +1A - do
utworzenia transblonowej glikoproteiny (GP) o pelnej
dlugosci, natomiast brak insercji adeniny powoduje
powstanie sGP czyli malej rozpuszczalnej glikopro-
teiny (small secreted glycoprotein). Obie glikoproteiny,
ssGP oraz sGP, ogrywaja istotng role w patogenezie
zakazen EBOV [16].

Regulacja poziomu procesu transkrypcji i replika-
cji nastepuje poprzez fosforylacje VP30. W utrzymaniu
réwnowagi miedzy transkrypcja a replikacja biorg takze
udziat biatka matriksu: VP24 i VP40. Replikacja roz-
poczyna sie w momencie gdy jest odpowiednia liczba
czasteczek nukleoproteiny i innych biatek chronigcych
nowo syntezowany kwas rybonukleinowy [25].

W kolejnym etapie z nukleoproteiny, VP40, VP24
oraz VP35 formowany jest nukleokapsyd w postaci
ciasno zwinietej spirali, o stalej $rednicy ok. 80 nm
(Ebolavirus) lub 100 nm (Marburgvirus) [1, 32]. Po
utworzeniu nukleokapsydow potomne czgstki wirusa sa
uwalnianie z komorki na drodze paczkowania. W tym
procesie istotng role petnig biatka matriksu, szczegol-
nie bialko VP40, ktére na drodze mechanizmu ESCRT
(endosomal sorting complex required for transport)
wchodzi w reakcje z blong plazmatyczng [1]. Mecha-
nizm ESCRT w niezakazonej komorce jest wykorzy-
stywany do pelnienia takich funkgji biologicznych jak:
odtwarzanie blon komérkowych, tworzenie pecherzy-
kéw, procesdw fagocytozy oraz dojrzewania cytokin.

5. Wybrane mechanizmy patogennosci
wirusa Ebola

Proces patogenezy u osob zakazonych wirusem
Ebola stanowi doskonaty przyktad wykorzystywania
przez wirusa wzajemnych relacji gospodarz — patogen.
W czasie cyklu replikacyjnego wirusa wybrane pro-
cesy obrony organizmu przed zakazeniem sg modulo-
wane w taki sposob aby maksymalnie ,,0szuka¢” uktad
immunologiczny gospodarza. Ich celem jest wypra-
cowanie warunkoéw ulatwiajacych wirusowi zakazanie
kolejnych komorek, tkanek i narzadéw, zanim urucho-
mione beda skuteczne mechanizmy swoistej obrony [6,
13, 14, 16, 25].

Jednym z bardzo istotnych czynnikéw, ktory ulat-
wia rozprzestrzenianie si¢ wirusa w zakazonym orga-
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nizmie, jest zdolnos¢ wirusowego biatka VP35 do
hamowania syntezy i dziatania interferonu IFN typu I
(beta/alfa). Zjawisko to pozwala na intensywne namna-
zanie wirusa Ebola. Oddzialywanie biatka VP35 doty-
czy przede wszystkim mechanizmu zaleznego od
RIG-1 zwigzanego z produkcja IFN typu I oraz cyto-
kin. RIG-1 wykazuje aktywno$¢ helikazy i nalezy do
grupy cytoplazmatycznych receptoréw (m.in. Mda-
5, LGP-2) wykrywajacych RNA wirusowe [6, 16, 45,
46]. Po zwigzaniu dwuniciowego RNA przez RIG-1
nastepuje transkrypcja IFN typu I oraz IL-6 i IL-12.
Poprzez wigzanie z kompleksem replikacyjnym wirusa
biatko VP35 maskuje obecno$¢ dwuniciowego RNA,
a tym samym nie dopuszcza do degradacji genomu
przez RNAazy rozpoznajace dsRNA. Ponadto VP35
ogranicza ekspresje gendw zwigzanych z produkcja
malych interferujgcych czastek RNA bedacych kolej-
nym mechanizmem obronnym komorki eukariotycz-
nej przed wirusowym RNA. Biatko VP35 blokujac
aktywnos¢ kinazy PKR (aktywowanej przez dsRNA)
o przeciwwirusowej aktywnosci, oddzialuje ujemnie
takze na systemy fosforylacji np. na IRF-3, IRF-7 (inter-
feron regulatory factor) stanowigce jeden z mecha-
nizmoéw obrony komoérki po aktywacji interferonem.
Natomiast zjawisko supresji IFN typu I oraz II wywo-
tane jest oddzialywaniem bialka VP24, ktére hamuje
akumulacje fosforylowanego STAT 1 (aktywator trans-
krypcji) w jadrze zakazonej komdrki. W ten sposob
dochodzi do ogélnego zablokowania powstawania in-
terferonu alfa/beta oraz gamma. W przypadku Mar-
burgvirusa zdolno§¢ do supresji interferonéow wyka-
zuje VP40 [25].

Roéwnolegle do zablokowania produkgji interferonu
typu I oraz II przez oddzialywania biatek VP35 1 VP24,
dochodzi do akumulacji GP1 i GP2 w retikulum endo-
plazmatycznym. To z kolei prowadzi do aktywacji
NFkappaB oraz ROS. W koncowych etapach zakazenia
wirusem Ebola, wysokie stezenia GP1 i GP2 sg czynni-
kiem obnizajacym stezenie wielu bialek na powierzchni
komorek gospodarza, istotnych dla odpowiedzi immu-
nologicznej i adhezji komdrek. Proces ten dotyczy sze-
regu integryn w tym ITGAL, ITGA2, ITGA3, ITGA4,
ITGAS, ITGA6, ITGAV i ITGBI. Szczegélnie istotne
jest oddziatywanie GP1,2 na integryny a3, (receptora
dla wironektyny), ktére pelnig wazna role jako recep-
tory przy fagocytozie przez komorki makrofagowe
i dendrytyczne [6].

W wyniku namnazania si¢ wirusa w makrofagach
i monocytach dochodzi do wysokiej produkeji pro-
zapalnych cytokin i chemokin oraz ROS, co z kolei,
prowadzi do dysfunkcji komoérek srodblonka, wykrze-
piania wewngtrznaczyniowego i zapasci krazenio-
wej. ROS s3 to czastki zawierajace w swoim skladzie
atomy tlenu z niesparowanym elektronem (rodniki)
lub wigzania O-O, ktdre biorg udzial w reakcjach che-
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micznych odgrywajacych znaczaca role w metaboli-
zmie i tarzeniu si¢ organizméw zywych. Namnazanie
wirusa w komoérkach dendrytycznych prezentujacych
antygen oraz apoptoza limfocytéw w wyniku aktywacji
(tzw. trans infection) powoduje natomiast zaburzenia
odpornosci, szczegdlnie przy wytwarzaniu EBOV-spe-
cyficznych CD8+ i CD4+ limfocytow T [4].

Niezwykle interesujaca role w procesach patogenezy
zwigzanej z zakazeniem wirusem Ebola pelni biatko
sGP [4, 14] Biatko to powstaje jako dodatkowy produkt
genu kodujacego wirusowa glikoproteine. U wszystkich
gatunkow Ebola sGP powstaje w formie prekursora
przeksztatcanego w forme dojrzalg poprzez potransla-
cyjne modyfikacje w systemie Golgiego.

W rezultacie tych proceséw z zakazonych komorek
uwalniana jest glikoproteina w postaci wolnego i nie-
zwigzanego z wirionem homodimeru. W poréwnaniu
do innych bialek powstajacych w wyniku ekspresji
genu glikoproteiny (GP , i ssGP) biatko to powstaje
w niezwykle duzych ilo$ciach. W warunkach replika-
cji w hodowli Vero proporcja powstajacego sGP do
GP , i ssGP wynosi odpowiednio 74 do 24 do 5. Pod
wzgledem antygenowosci biatko indukuje powstawanie
i reaguje z wigkszoscig przeciwcial dla GP ,z wyjatkiem
przeciwcial neutralizujacych wirusa Ebola [14, 16].
Mozna wigc powiedzie¢, ze biatko sGP stanowi swego
rodzaju ,cel pozorny” przekierowujac odpowiedz
humoralng zakazonego w kierunku przeciwcial nie-
efektywnych dla procesu eliminacji wirusa i zdrowie-
nia. Inne funkcje przypisywane biatku sGP to dzialanie
na funkcjonalno$¢ systemu naczyniowego, aktywacja
limfocytéw niezakazonych, indukcja apoptozy limfo-
cytow, czy blokowanie aktywnosci neutrofili. Zwigzana
z receptorami dla wirusa Ebola na powierzchni wrazli-
wych komorek sGP, poprzez blokowanie wnikania cza-
stek wirusowych, moze by¢ czynnikiem regulujacym
szybko$¢ rozprzestrzeniania si¢ wirusa w zakazonym
organizmie. Wigkszos¢ z tych oddzialywan pozostaje
w sferze hipotez wymagajac szczegdtowego rozpraco-
wania mechanizméw tych zjawisk [4, 6, 44].

W wyniku wszystkich przedstawionych w tym roz-
dziale dziatan wirusa dochodzi do hamowania proce-
sow fagocytozy i zablokowania wytwarzania cytokin
stanowigcych wazny element nieswoistej odpowiedzi
przeciwwirusowej. Cytokiny te (gtéwnie IFN typu I
iII, IL-6, IL-12) biorg udzial zar6wno w indukgji swo-
istej odpowiedzi przeciwwirusowej poprzez aktywacje
limfocytéw B oraz T jak réwniez w stymulacji nie-
swoistych czynnikow przeciwwirusowych. W wyniku
rozregulowania systemu wytwarzania cytokin docho-
dzi do nadmiernej produkcji prozapalnych cytokin,
co prowadzi do uszkodzenia naczyn i wykrzepiania
wewngtrznaczyniowego, a tym samym do uszkodzenia
narzadow i zapasci krazeniowej, czgsto prowadzacych
do $mierci chorego [4].
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6. Paleowirusologia

Paleowirusologia jest to nauka, ktéra w historii
ewolucji zycia zajmuje si¢ badaniem relacji $wiata
wiruséw i ich gospodarzy. Wykorzystuje ona miedzy
innymi informacje zawarte w endogennych wiruso-
wych elementach (EVE), dziedziczonych przez genom
gospodarza powstalych w wyniku transferu fragmen-
tow genow wirusowych (HGT-horizontal gene trans-
fer). Dzigki zsekwencjonowaniu licznych genomoéw
gospodarzy oraz technikom bioinformatycznym, EVE
mozna obecnie identyfikowa¢ i przypisywa¢ do odpo-
wiednich grup taksonomicznych gospodarzy i wiru-
sow. Najnowsze badania pokazuja, ze niektére EVE
zostaly dokooptowane jako geny komoérkowe, ktérych
produkty dzialajg czesto jako inhibitory namnazania
sie wirusow. Stanowig one pozostalo$¢ historycznych
»bitew” pomiedzy patogenem a gospodarzem, ktérych
strategia doprowadzita do mozliwosci wykorzysty-
wania w przysztosci informacji genetycznej wirusa
w walce przeciwko spokrewnionemu wirusowi [11,
15,21, 22, 27, 39].

Szczegodlnie interesujacym kierunkiem badan jest
poszukiwanie odpowiedzi na pytanie jakie sa korzy-
$ci dla gospodarzy wynikajace z obecnosci EVE i jakie
s mechanizmy, ktére pozwalaja na uzyskanie tych
korzysci. Dowodem na ich istnienie jest fakt, ze w nie-
ktorych przypadkach, dlugie otwarte ramki odczytu
dla genéw wirusowych zostaly zachowane w genomie
gospodarza przez miliony lat, a ich obecno$¢ koreluje
z bezobjawowym przebiegiem zakazenia wywolanego
przez dany gatunek/rodzaj wirusa u gospodarza posia-
dajacego konkretny gen wirusowy. Przyktad moze
stanowi¢ zakazenie nietoperzy wywolane przez filowi-
rusy. W przyszlosci dalsze badania pozwola nie tylko
na wyjasnienie dlaczego niektére gatunki nietoperzy
wydaja sie by¢ ,,odporne na zakazenie”, ale mogg réw-
niez pozwoli¢ na identyfikacje nowych, nieznanych
jeszcze filowirusow [8].

Znaczenie EVE dla proceséw ewolucyjnych zostato
niezwykle interesujgco przedstawione w pracy Aswada
i Katzorakis’a, ktorzy z punktu widzenia patogenezy
zakazenia wirusowego, przedstawili udziat EVE pocho-
dzacych z filowiruséw w tym procesie [5]. Wskazali
oni, ze prawie wszystkie EVE wskazujace homologie
z genomem RNA wiruséw o jednoniciowym genomie
odpowiadaja wirusowemu genowi nukleoproteiny,
a wiec genowi odpowiadajacemu za synteze bialka
zabezpieczajacego genom wirusa przed degradacja.

W popularnej literaturze homologi genéw wirusa
zawarte w genomach gospodarzy okresla sie jako
wirusowe skamienialosci [21]. Najbardziej zaskaku-
jace skamienialo$ci wirusowe nie dotycza DNA wiru-
séw czy retrowirusowego RNA, ale RNA wirusow,
ktére w swoim cyklu replikacyjnym nie s3 zdolne do
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przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji. W genomie
gospodarzy stwierdzono odcinki cDNA odpowiadajace
genom RNA wiruséw zakwalifikowanych do réznych
rodzin takich jak: Bornaviridae (8, 15], Flaviviridae
(8], Orthomyxoviridae [8], Bunyaviridae (Phlebovi-
ruses) [7] oraz Rhabdoviridae [8]. Dotyczy to réwniez
filowiruséw, dla ktérych naturalnymi gospodarzami
sg nietoperze. Zakazenie u tych zwierzat ma tagodny
lub bezobjawowy charakter. Cechg charakterystyczna
nietoperzy jest posiadanie wbudowanego w genom
fragmentu cDNA przepisanego z RNA genomu filovi-
ruséw. Obserwacja ta nie tylko potwierdzila hipoteze
o roli nietoperzy w przenoszeniu zakazen wywolywa-
nych przez rézne gatunki Mononegavirales, ale otwo-
rzyla dwa niezwykle ciekawe kierunki badan. Pierw-
szy z nich to analiza udzialu czasteczek mikro-RNA
w obronie gospodarza przed patogenem [5]. Drugi
nowy kierunek badan to analiza naturalnej historii
wirusow i ich relacji z gospodarzami [39].

W badaniach prowadzonych na ukladzie nietope-
rze - filowirusy okazalo sig, ze relacja ta oparta jest na
wbudowaniu do genomu nietoperzy fragmentu cDNA
homologicznego do fragmentu genomu filowiruséw.
Wbudowany fragment cDNA odpowiada genowi biatka
nukleoproteiny (NP) lub biatka VP35. Sg to wiec frag-
menty cDNA homologiczne do cz¢séci genomu filo-
wiruséw kodujacej biatka zwigzane z hamowaniem
odpowiedzi immunologicznej gospodarza na zaka-
zenie. W przypadku cDNA wbudowanego w genom
gospodarza komplementarnego do wirusowego genu
VP35, transkrypt tego genu jest antagonistg wiruso-
wego genu biatka VP35, ktore odpowiedzialne jest za
hamowanie produkcji interferonu u gospodarza we
wczesnym okresie zakazenia. Zablokowanie syntezy
biatka VP35 powoduje, zZe wirus nie moze hamowa¢
syntezy interferonu, a wysoki poziom interferonu we
wczesnym okresie zakazenia powoduje, Ze w znacznym
stopniu hamowana jest replikacja wirusa. Wydaje sie,
ze dzigki temu zakazenie nietoperzy filowirusami jest
znacznie ograniczone i ztagodzone do postaci bezobja-
wowej ale potaczonej z wydalaniem zakaznego wirusa.
Uwaza sie, Ze istotng role odgrywaja tu czasteczki
mikroRNA interferujace z produktami genomu wirusa
[25, 34, 45].

Wyjatkowe EVE wystepuje u torbaczy i odpowiada
fragmentowi kodujagcemu polimeraze RNA zalezng
od RNA (L). Niezaleznie od mechanizmu dziatania
taki dobor EVE wskazuje na tendencje do opdzniania
procesé6w namnazania wirusa az do momentu uru-
chomienia swoistych mechanizméw obrony pozwala-
jacych na uzyskanie przez gospodarza ochrony przed
powtdérnymi zakazeniami. Odbiega to w istotny sposdb
od strategii uzycia interferujagcych RNA zastosowanej
w leczeniu zakazen wirusem Ebola, gdzie lekiem jest
homolog wirusowej glikoproteiny [52].
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7. Podsumowanie

Podsumowujac, wypracowany poprzez miliony lat
system wspolistnienia filowiruséw i ich gospodarzy
opiera sie na hamowaniu tempa replikacji patogenu
poprzez antagonistyczne oddziatywanie zintegro-
wanych z genomem gospodarza homologéw gendw
wirusa, szczegllnie istotnych dla procesu replikacji
wirusa w zakazonych komoérkach gospodarza. Taki
uklad daje czas gospodarzowi na wytworzenie swoistej
odpowiedzi immunologicznej przeciwko okreslonemu
wirusowi, ktéra nie tylko eliminuje biezace zakazenie,
ale rowniez zabezpiecza przed konsekwencjami przy-
szlych kontaktéw z danym patogenem.

W przypadku cztowieka oraz malp naczelnych, nie
stwierdzono w ich genomach obszaréw homologicz-
nych dla genéw filowiruséw. Powoduje to, ze wymie-
nione patogeny mogg bez przeszkdd namnazac si¢ we
wrazliwych komoérkach gospodarza. Taka intensywna
replikacja wirusa, poprzedzajaca wytworzenie sku-
tecznej, swoistej odpowiedzi na zakazenie prowadzi,
w wielu przypadkach, do zgonu gospodarza. Przykla-
dem tego jest wyjatkowych rozmiaréw epidemia EVD
w Afryce Zachodniej, ktéra rozpoczeta sie najprawdo-
podobniej w grudniu 2013 roku i do konca 2015 r. nie
zostala wygaszona [20, 44, 51]. Na tak duzy rozmiar
epidemii niewatpliwie wplynelo wiele czynnikow, ale
gltéwnych przyczyn mozna dopatrywac si¢ w polacze-
niu kulturowych i spotecznych zachowan, nie pomi-
jajac uwarunkowan gospodarczych. Przeprowadzona
przez Grotto i Ricci metaanaliza wskazuje, ze glownymi
czynnikami wplywajacymi na powstanie aktualnej epi-
demii s3 zaréwno zmiany populacyjne wsrod zwierzat,
jak i wyniki takich dzialalnosci czlowieka jak defore-
stacja, lowiectwo oraz formy sprawiania i wykorzysta-
nia pozyskanej zwierzyny do celéw spozywczych [19].
Obserwowane przeksztalcenia ekosystemu wplywaja
na wigksze prawdopodobienstwo kontaktu czlowieka
z wirusem, a nakladajace si¢ na te zmiany stabos¢
stuzby zdrowia i czynniki kulturowe [31] powoduja nie
tylko rozleglo$¢ aktualnej epidemii EVD, ale wskazuja
na zwiekszanie si¢ ryzyka powstawania nowych ognisk.
Sygnatem ostrzegawczym byla epidemia zakazen wiru-
sem Marburg w Angoli, ktéra wielko$cig odpowiadala
epidemiom goraczki Ebola [49]. Zasieg epidemii EVD
w Afryce Zachodniej wskazuje na konieczno$¢ uru-
chomienia czutych systeméw umozliwiajacych iden-
tyfikacje i przerwanie szerzenia si¢ choroby w bardzo
krotkim okresie od momentu zakazenia przypadku ,,0%,
niezaleznie od charakteru zrédla tego zakazenia.

Pismiennictwo

1. Adu-Gyamfi E., Soni S.P, Jee C.S., Digman M.A., Gratton E.,
Stahelin R.V.: A loop region in the N-terminal domain of Ebola



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

FILOWIRUSY - WIRUSY OBECNE OD MILIONOW LAT -~ DLACZEGO TERAZ WYBUCHLA TAK WIELKA EPIDEMIA?

virus VP40 is important in viral assembly, budding, and egress.
Viruses, 6, 3837-3854 (2014)

. Allela L., Bourry O., Pouillot R., Délicat A., Yaba P, Rouquet

B.K.P, J-P. Gonzalez, Leroy E.M.: Ebola virus antibody prevalence
in dogs and human risk. Emerg. Infect. Dis. 11, 385-390 (2005)

. Amman B.R., Towner J.S. i wsp.: Seasonal pulses of Marburg

virus circulation in juvenile Rousettus aegyptiacus bats coincide
with periods of increased risk of human infection. PLoS Pathog.
8: 1002877 (2012)

. Ansari A.A.: Clinical features and pathobiology of Ebolavirus

infection. J. Autoimmun. 55, 1-9 (2014)

. Aswad A., Katzourakis A.: Paleovirology and virally derived

immunity. Trends Ecol. Evol. 27, 627-636 (2012)

. Basler C.E.:: Innate immune evasion by filoviruses. Virology,

DOI: 10.1016/j.virol.2015.03.030 (2015)

. Ballinger M.J., Bruenn J.A., Kotov A.A., Taylor D.J.: Selecti-

vely maintained paleoviruses in Holarctic water fleas reveal an
ancient origin for phleboviruses. Virology, 446, 276-282 (2013)

. Belyi V.A,, Levine A.],, Skalka A.M.: Unexpected Inheritance:

Multiple integrations of ancient bornavirus and Ebolavirus/
Marburgvirus sequences in vertebrate genomes. PLoS Pathog.
6, 1001030 (2010)

. Brauburger K., Boehmann Y., Tsuda Y., Hoenen T., Olejnik J.,

Schiimann M., Ebihara H., Miihlberger E.: Analysis of the highly
diverse gene borders in Ebola virus reveals a distinct mechanism
of transcriptional regulation. J. Virol. 88, 12558-12571 (2014)
Brauburger K., Hume A.J., Mithlberger E., Olejnik J.: Forty-five
years of Marburg virus research. Viruses, 4, 1878-1927 (2012)
Chiba S., Kondo H., Tani A., Saisho D., Sakamoto W., Kane-
matsu S., Suzuki N.: Widespread endogenization of genome
sequences of non-retroviral RNA viruses into plant genomes.
PLoS Pathog. 7, €1002146 (2011)

Cristinaa J., Morenoa P., Moratorio G., Mustoc H.: Genome-
-wide analysis of codon usage bias in Ebolavirus. Virus Res. 196,
87-93 (2015)

Dahlmann E, Hofmann-Winkler H. i wsp.: Analysis of Ebola
virus entry into macrophages. J. Infect. Dis. DOI: 10.1093/infdis/
jiv140 (2015)

de la Vega M.-R., Wong G., Kobinger G.P., Xiangguo Qiu: The
multiple roles of sGP in Ebola pathogenesis. Viral. Immunol. 28,
3-9(2015)

Emerman M., Malik H.S.: Paleovirology - modern consequen-
ces of ancient viruses. PLoS Biol. 8, €1000301 (2010)
Feldmann H., Geisbert T.W.: Ebola haemorrhagic fever. Lancet,
377, 849-862 (2011)

Formenty P, Boesch C., Wyers M., Steiner C., Donati E, Dind D.,
Walker E, Le Guenno B.: Ebola virus outbreak among wild
chimpanzees living in a rain forest of Cote d’Ivoire. J. Infect.
Dis. 179 Suppl 1, 120-126 (1999)

Gire S.K., Sabeti P.C. i wsp.: Genomic surveillance elucidates
Ebola virus origin and transmission during the 2014 outbreak.
Science, 345, 1369 (2014)

Grotto E and Ricci D: Identification and analysis of the main dri-
vers for Ebola virus.spillover. SciencesPo MediaLab. 1-40 (2015)
Gut W.,, Pancer K.: Filowirusy - wybrane problemy na tle epi-
demii wywotanej wirusem Ebola. Przegl. Epidemiol. 69, 15-22
(2015)

Harmon K.: Ancient “Fossil” virus shows infection to be mil-
lions of years old. Scientific American, http://www.scientifica-
merican.com/article/fossil-virus-bird-genome (31.12.2015)
Hofmann-Winkler H., Kaup E, Péhlmann S.: Host cell factors
in filovirus entry: novel players, new insights. Viruses, 4, 3336
3362 (2012)

Huijbregts B., De Wachter P, Ndong Obiang S., Akou Ella M.
Ebola and the decline of gorilla Gorilla gorilla and chimpanzee

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

213

Pan troglodytes populations in Minkebe forest, northeastern
Gabon. Oryx, 37,437-443 (2003)

Hunt C.L., Lennemann N.J, Maury W. Filovirus Entry:
A novelty in the viral fusion world. Viruses, 4, 258-275 (2012)
Ilinykh P.A., Lubaki N.M., Widen S.G., Renn L.A., Theisen T.C.,
Rabin R.L., Wood T.G., Bukreyev A.: Different temporal effects
of Ebola virus VP35 and VP24 proteins on the global gene
expression in human dendritic cells. J. Virol. 89, 7567-7583
(2015)

Kamata T., Natesan M., Warfield K., Aman M.]., Ulrich R.G.:
Determination of specific antibody responses to the six species
of Ebola and Marburg viruses by multiplexed protein micro-
arrays. Clin. Vaccine Immunol. 21, 605-612. (2014)
Katzourakis A., Gifford R.J.: Endogenous viral elements in ani-
mal genomes. PLoS Genet. 6, 1001191 (2010)

Kondratowicz A.S., Maury W. i wsp.: T-cell immunoglobulin
and mucin domain 1 (TIM-1) is a receptor for Zaire Ebolavirus
and Lake Victoria Marburgvirus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
108, 8426-8431 (2011)

Kuroda M., Takada A. i wsp.: The interaction between TIM-1
and NPC1 is important for the cellular entry of Ebola virus.
J. Virol. 89, 6481-6493 (2015)

Le Guenno B., Formenty P., Wyers M., Gounon P, Walker E,
Boesch C.: Isolation and partial characterization virus. Lancet,
345, 1271-1274 (1995)

Leroy E.M., Gonzalez J-P, Baize S.: Ebola and Marburg haemor-
rhagic fever viruses: major scientific advances, but a relatively
minor public health threat for Africa. Clin. Microbiol. Infect. 17,
964-976 (2011)

Mehedi M., Falzarano D., Seebach J., Hu X., Carpenter M.S.,
Schnittler H.J., Feldmann H.: A new Ebola virus nonstructu-
ral glycoprotein expressed through RNA editing. J. Virol. 85,
5406-5414 (2011)

Moratelli R., Calisher C.H.: Bats and zoonotic viruses: can we
confidently link bats with emerging deadly viruses? Mem. Inst.
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 110, 1-22 (2015)

Negredo A., Tenorio A. i wsp.: Discovery of an ebolavirus-like
filovirus in Europe. PLoS Pathog. 7, 1002304 (2011)

Olival K.J., Daszak P. i wsp.:. Ebola virus antibodies in fruit bats,
Bangladesh. Emerg. Infect. Dis. 19, 270-273 (2013)

Olival K.J., Hayman D.T.: Filoviruses in bats: current knowledge
and future directions. Viruses, 6, 1759-1788 (2014)

Olson S.H., Reed P,, Cameron K.N., Ssebide B.J., Johnson C.K.,
Morse S.S., Karesh W.B., Mazet J.A.K,, Joly D.O.: Dead or alive:
animal sampling during Ebola hemorrhagic fever outbreaks in
humans. Emerg. Health Threats J. 5, 9134 (2012)

Osterholm M.T., Kobinger G.P. wsp.: Transmission of Ebola
viruses: what we know and what we do not know. mBio, 6,
€00137-15 (2015)

Patel M.R., Emerman M., Malik H.S.: Paleovirology - ghosts
and gifts of viruses past. Curr. Opin. Virol. 1, 304-309 (2011)
Pigott D.M., Hay S.I. i wsp.: Mapping the zoonotic niche of
Ebola virus disease in Africa. Elife, 3, €04395 (2014)

Pourrut X., Souris M., Towner J.S., Rollin PE., Nichol S.T,,
Gonzalez ].P, Leroy E.: Large serological survey showing cocir-
culation of Ebola and Marburg viruses in Gabonese bat popu-
lations, and a high seroprevalence of both viruses in Rousettus
aegyptiacus. BMC Infect. Dis. 9, 159 (2009)

Roddy P, Borchert M, i wsp.: Clinical manifestations and case
management of Ebola haemorrhagic fever caused by a newly
identified virus strain, Bundibugyo, Uganda, 2007-2008. PLoS
One, 7, €52986 (2012)

Saéz A.M., Leendertz EH. i wsp..: Investigating the zoonotic
origin of the West African Ebola epidemic. EMBO Mol. Med.
7,17-23 (2015)



214

44,

45.

46.

47.

48.

Stahelin R.V.: The Ebolavirus: from basic research to a global
crisis. PLoS Pathog. 11, €1005093 (2015)

Tang Y., Leao I.C., Coleman E.M., Broughton R.S., Hildreth J.E.:
Deficiency of Niemann-Pick type C-1 protein impairs release
of human immunodeficiency virus type 1 and results in Gag
accumulation in late endosomal/lysosomal compartments.
J. Virol. 83, 7982-7995 (2009)

Taro Kawai and Shizuo Akira: “Toll-like receptor and RIG-1-like
receptor signaling” Ann. N.Y. Acad. Sci. 1143, 1-20 (2008)
Trunschke M., Conrad D., Enterlein S., Olejnik J., Braubur-
ger K, Mithlberger E.: The L-VP35 and L-L interaction domains
reside in the amino terminus of the Ebola virus L protein and are
potential targets for antivirals. Virology, 44,1135-1145 (2013)
White .M., Schornberg K.L.: A new player in the puzzle of filo-
virus entry. Nat. Rev. Microbiol. 10, 317-322(2012)

49.

50.

51.

52.

KATARZYNA PANCER, WEODZIMIERZ GUT, BOGUMILA LITWINSKA

World Health Organization: EBOLA STRATEGY. Ebola and
Marburg virus disease epidemics: preparedness, alert, control,
and evaluation, 10.2014, http://apps.who.int/iris/bitstream/
10665/130160/1/WHO_HSE_PED_CED_2014.05_eng.pdf?ua
=1&ua=1 (31.12.2015)

World Health Organization: What we know about transmission
of the Ebola virus among humans. Ebola situation assessment,
06.10.2014, http://www.who.int/mediacentre/news/ebola/06-
-october-2014 (31.12.2015)

Wréblewska M., Pancer K.: Zakazenia wirusem Ebola - epide-
miologia, postepowanie z pacjentem i diagnostyka laboratoryjne
zakazen, Zakazenia, 4, 19-29 (2014)

Yan J., Gao G.E: MicroRNAs: the novel targets for Ebola drugs.
China Life Sci. 57, 985-986 (2014)



POST. MIKROBIOL,,
2016, 55, 2, 215-223
http://www.pm.microbiology.pl

KONCEPCJA CHROMIDU I JEJ ZNACZENIE DLA KLASYFIKAC]I
POZACHROMOSOMOWYCH REPLIKONOW BAKTERII

Jakub Czarnecki!, Dariusz Bartosik*

! Zakltad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski

Wplyneto w grudniu 20157.
Zaakceptowano w styczniu 2016 .

1. Wprowadzenie. 2. Nazewnictwo replikonéw niezbednych. 3. Koncepcja chromidu. 4. Identyfikacja i klasyfikacja chromidéw. 5. Chromidy
w genomach bakterii. 6. Ewolucyjne korzysci wynikajace z obecnosci chromidéw. 7. Podsumowanie

The concept of chromid and its influence on the classification of bacterial extrachromosomal replicons

Abstract: Extrachromosomal replicons are common components of bacterial genomes. While the genetic information essential for growth
and division of bacterial cells is located within the chromosome, the extrachromosomal replicons, usually classified as plasmids, can
provide functions which are critical for the survival of a bacterium in a specific environment; however, they are not indispensable for
the viability of the host cells. Comparative genomic studies revealed that in many bacterial genomes some chromosomal genes had been
transferred into the co-occurring plasmids. This phenomenon has led to the generation of essential extrachromosomal replicons, called
chromids, sharing features of both chromosomes and plasmids. The prevalence of chromids in bacteria and their conserved character
within certain taxonomic groups suggest an important role for these replicons in the evolution of bacteria.

1. Introduction. 2. Nomenclature of essential replicons. 3. The concept of chromid. 4. Identification and classification of chromids.
5. Chromids in bacterial genomes. 6. Evolutionary significance of chromids. 7. Summary

Stowa kluczowe: chromid, chromosom, genomy bakterii, plazmid
Key words: chromid, chromosome, bacterial genomes, plasmid

1. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwoj genomiki, szczegélnie zintensy-
fikowany w ostatnich latach dzieki opracowaniu i upo-
wszechnieniu wysokoprzepustowych technik sekwen-
cjonowania DNA, przynosi coraz wiecej danych na
temat struktury genomoéw bakteryjnych. Okazalo sie, ze
genomy bakterii s3 bardzo zréznicowane, zaréwno pod
wzgledem wielko$ci, organizacji, jak i rodzaju niesio-
nej informacji genetycznej [10]. Wiele z nich ma struk-
ture wieloreplikonowa, bowiem, oprécz chromosomu,
zawiera plazmidy, a takze niekiedy profagi, ktdre, dzieki
obecnosci typowo plazmidowych systemdw replikacyj-
nych, wystepuja w komoérce w formie autonomicznych
replikonéw (np. P1iN15).

Plazmidy, w przeciwienstwie do chromosomdw, nie
sg niezbedne dla swoich gospodarzy, nie zawieraja bo-
wiem kluczowych dla bakterii genéw odpowiedzialnych
za podstawowe procesy zyciowe (housekeeping genes).
Odgrywaja one jednak wazng role w ewolucji bakterii,
umozliwiajac wprowadzanie do komdrek egzogennego
DNA w drodze horyzontalnego transferu gendw. Repli-
kony te determinujg czesto réznorodne cechy fenoty-
powe, umozliwiajace bakteriom szybka adaptacje do
zmiennych warunkéw srodowiska oraz zapewniajace
im przewage w konkurencji z innymi mikroorgani-
zmami zasiedlajacymi t¢ sama nisze ekologiczng [10].

Bardzo wazne dla zrozumienia struktury genoméw
bakterii jest wlasciwe zdefiniowanie chromosomu. To
na pozor proste zadanie w praktyce bywa trudne, co wy-
nika z duzej plastycznosci genomoéw i czestej transloka-
cji informacji genetycznej miedzy réznymi, wspotwy-
stepujacymi w komorce replikonami.

Badania nad architektura genomoéw zapoczatkowano
juz w latach 50. XX wieku, niedtugo po opisaniu struk-
tury podwdjnej helisy DNA. Poczatkowo prowadzono
je wylacznie na modelu Gram-ujemnej pateczki Esche-
richia coli (typ Proteobacteria; klasa Gammaproteobacte-
ria). Wykorzystujac dostgpne wowczas metody ustalono,
ze podstawowa informacja genetyczna, determinujaca
funkcje i wlasciwosci komorek tej bakterii, skupiona jest
w pojedynczym, kolistym chromosomie [3, 16]. Ana-
logiczne obserwacje poczyniono réwniez dla innych
gatunkow bakterii reprezentujacych rézne grupy takso-
nomiczne (m.in. Bacillus subtilis; typ Firmicutes). Wyda-
walo sie wowczas, ze obecno$¢ pojedynczego chromo-
somu jest cecha charakterystyczng wszystkich bakterii.

Poglad ten utrzymywat si¢ dos¢ dtugo, az do mo-
mentu identyfikacji w genomie Rhodobacter sphaero-
ides 2.4.1. (Alphaproteobacteria) dwdch replikonéw
wykazujacych wlasciwosci chromosomoéw [32]. Jesz-
cze przed zapoczatkowaniem ery genomiki zdano sobie
sprawe, ze wystepowanie w komorce kilku niezbednych
replikondw nie jest zjawiskiem unikatowym. W kilku

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecz-
nikowa 1, 02-096 Warszawa; tel. 22 5541318; e-mail: bartosik@biol.uw.edu.pl
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kolejnych analizowanych wowczas szczepach zidentyfi-
kowano dwa (np. w Leptospira interrogans, Brucella spp.,
Pseudoalteromonas haloplanktonis, Vibrio spp.), a nawet
trzy tego typu replikony (w Burkholderia spp.) 20, 22,
36]. Obecnie wiadomo, ze genomy zlozone (composite
genomes), w ktorych geny metabolizmu podstawowego
usytuowane sg w roznych replikonach, wystepuja w ok.
10% bakterii (ktérych genomy zsekwencjonowano),
reprezentujacych rézne grupy filogenetyczne, czgsto
odlegte ewolucyjnie [15].

2. Nazewnictwo replikonow niezbednych

Analizy z zakresu genomiki poréwnawczej dowodza,
ze replikony niezbedne wchodzace w sklad poszczegol-
nych genomoéw zlozonych nie sa rownocenne. Najwiek-
szy w komorce replikon jest konserwowany ewolucyjnie
i zawiera wigkszo$¢ genéw metabolizmu podstawo-
wego. Jego replikacja rozpoczyna si¢ w miejscu origin,
dzigki dziataniu biatka inicjatorowego DnaA [15, 21].
Pozostate replikony niezbedne podlegaja szybszym
zmianom ewolucyjnym. Cechuje je mniejsze zageszcze-
nie niezbednej informacji genetycznej oraz obecnosé
réznorodnych systeméw replikacyjnych [6, 29].

Brak zunifikowanych kryteriéw pomocnych w iden-
tyfikacji i klasyfikacji replikonéw niezbednych znajduje
odzwierciedlenie w niejednolitym nazewnictwie tych
elementow. Replikony takie najczesciej okreslane sa
mianem ,,chromosoméw”. Najwiekszy tego typu repli-
kon w genomie, ze wzgledu na znaczenie, nazywany jest
~chromosomem pierwszorzedowym’, natomiast mniej-
szy ,chromosomem drugorzedowym” W ten sposob
sklasyfikowano niezbedne replikony wielu bakterii,
m.in. Rhodobacter sphaeroides 2.4.1. (chromosom I
- 3,2 Mpz, chromosom II - 0,94 Mpz), Vibrio cholerae
(chromosom I - 3,0 Mpz, chromosom II - 1,0 Mpz)
czy Agrobacterium tumefaciens C58 (chromosom I
- 2,8 Mpz, chromosom II - 2,1 Mpz). Gdy w bakterii
wystepuja trzy replikony niezbedne, najmniejszy z nich
przyjmuje nazwe ,chromosomu trzeciorzedowego”
(w przypadku Burkholderia xenovorans LB400 jest to
replikon o wielkosci 1,9 Mpz [4]).

Niektore replikony niezbedne zaliczono do grupy
plazmidéw, a wiec pozachromosomowych ruchomych
elementéw genetycznych. Wiekszos¢ z nich, ze wzgledu
na znaczne rozmiary, nazywano ,megaplazmidami”
Znane s3 jednak réwniez niewielkie ,,niezbedne plaz-
midy”, wystepujace np. w Borrelia burgdorferi B31 (cp26;
26 kpz) oraz w Buchnera sp. (pLEU; 9kpz i pTRP;
7,2kpz). W pierwszym z wymienionych znajduje si¢
gen resolwazy telomeréw (resT), bialka niezbednego
do rozdzialu powstalych po replikacji kopii chromo-
somow liniowych tej bakterii [2]. Dwa pozostale niosa
jedyne w genomie kopie genéw, odpowiednio, leu-
ABCD - kodujacych enzymy zaangazowane w biosyn-
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teze leucyny i trpEG warunkujace synteze trypotofanu
[28]. Plazmidy tego typu, zawierajace pojedyncze geny
metabolizmu podstawowego, sa niekiedy nazywane
w literaturze ,,niezbednymi elementami genetycznymi”
(essential genetic elements), czyli ,niezbednikami” [10].

Niejednolite nazewnictwo powoduje, ze pokrewne
replikony niezbedne, wystepujace w réznych szczepach
tego samego gatunku bakterii, s niekiedy zaliczane do
odmiennych grup - plazmidéw badz chromosomow.
Na przyktad replikon niezbedny pSymB (1,7 Mpz)
i plazmid pSymA (1,4 Mpz) Sinorhizobium meliloti 1021
zdefiniowano w bazie danych GenBank (NCBI) jako
megaplazmidy [9], a homologiczne replikony wystepu-
jace w szczepie S. meliloti AK83 nazwano, odpowiednio,
chromosomem drugo- i trzeciorzedowym.

Inny przyklad stanowia dwa pokrewne replikony
wystepujace w roznych szczepach Rhodobacter sphae-
roides. Jeden z nich zostat zdefiniowany jako chromo-
som drugorzedowy (943 kpz; szczep 2.4.1.), a drugi jako
plazmid pRSPAO1 (877,9 kpz; szczep ATCC 17029).

Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku trzech
pokrewnych replikonéw Agrobacterium tumefaciens.
Dwa z nich (pochodzace ze szczepdéw C58 i S4) zaliczo-
no do grupy chromosomoéw drugorzedowych, a trzeci
(ze szczepu K84) do plazmidéw, mimo iz wszystkie
one zawierajg potencjalne geny metabolizmu pod-
stawowego. ,,Chromosomy drugorzedowe” szczepow
C58 i S4 zawierajg operony rRNA, ktérych obecnos¢,
zdaniem niektérych badaczy, powinna stanowi¢ pod-
stawowe kryterium pozwalajace na zaliczenie danego
replikonu do grupy chromosoméw [28]. Nalezy jednak
podkresli¢, ze pelen zestaw operondéw rRNA wystepuje
zwykle w obrebie najwigkszego niezbednego replikonu
danego szczepu, tj. chromosomu. Operony usytuowane
w mniejszych replikonach stanowia czesto jedynie
dodatkowe kopie, ktérych obecno$¢ nie jest niezbedna
dla komorki. Potwierdzaja to m.in. analizy przeprowa-
dzone z udzialem plazmidu pAMI1 (118 kpz) Para-
coccus aminophilus JCM 7685, ktory, mimo iz zawiera
geny rRNA, moze by¢ z fatwoscia usuniety z komorek
macierzystego szczepu [12].

Podane wyzej przyklady wskazuja na potrzebe
opracowania nowych, spdjnych zasad pozwalajacych
na identyfikacje i jednoznaczne zdefiniowanie nie-
zbednych replikonéw bakterii. Powigzanie cech meta-
bolicznych komérek gospodarzy z informacja gene-
tyczng poszczegolnych replikondw nie jest jednak tatwe
i wymaga przeprowadzenia ztozonych i czasochfonnych
analiz eksperymentalnych, czesto o wymiarze ,,-omicz-
nym’”. Nie ulega watpliwosci, ze przy lawinowo rosna-
cej liczbie poznawanych genomoéw, replikony takie
powinny by¢ identyfikowane z wykorzystaniem analiz
in silico. Pozwoliloby to na wprowadzenie ich zunifi-
kowanego nazewnictwa juz na etapie deponowania
sekwencji nukleotydowych genoméw w bazach danych.
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3. Koncepcja chromidu

Impulsu do szerszej dyskusji na temat struktury bak-
teryjnych genomoéw wieloreplikonowych dostarczyly
wyniki szeroko zakrojonych analiz z zakresu genomiki
poréwnawczej przeprowadzonych w 2010 roku przez
Harrisona i wspotpracownikéw z University of York
(Wielka Brytania) [15].

Badacze ci przeanalizowali wszystkie dostepne wow-
czas kompletne sekwencje 897 genomow, zwracajac
uwage, ze az w 82 wystepuja duze replikony, ktdre cho¢
zawieraja typowo plazmidowe systemy replikacyjne
oraz geny adaptacyjne, niosg réwniez informacje gene-
tyczng pochodzenia chromosomowego (w tym geny
niezbedne do przeprowadzania podstawowych pro-
cesow zyciowych). Mimo taczacych je cech, replikony
te zostaly sklasyfikowane w bazach danych w obrebie
réznych kategorii — jako chromosomy drugorzedowe,
megaplazmidy badz plazmidy.

Nie ulega watpliwosci, ze replikony tego typu pow-
staly w wyniku przeniesienia cze$ci informacji gene-
tycznej z chromosomoéw do wspdtwystepujacych w ko-
morkach plazmidéw. Ze wzgledu na dualistyczne
wlasciwosci, zaproponowano zaklasyfikowanie ich do
odrebnej, nowoutworzonej grupy replikonéw - chro-
midéw (chromids) (Rys. 1). Nazwa ta, wywodzgca sie od
stow CHROmosom i plazMID, doskonale odzwiercie-
dla natur¢ i pochodzenie tych replikonéw [15].

Z badan Harrisona i wsp. [15] wynika, ze chromidy
to duze replikony, zwykle drugie pod wzgledem wiel-
kosci w komorce. Sekwencje nukleotydowe chromidow
i chromosomoéw wykazujg wiele cech wspdlnych, np.
maja zblizong zawartos¢ par G+C i podobne wyko-
rzystanie kodondéw w sekwencjach kodujacych (codon
usage), co wskazuje na dlugotrwalg koewolucje obu
typow replikondw.

Zaobserwowano, ze chromidy sg replikonami bar-
dziej konserwowanymi niz plazmidy. Homologiczne
chromidy wystepuja niejednokrotnie u wszystkich
przedstawicieli danego rodzaju taksonomicznego, co
odréznia je od plazmiddw, ktorych duze zrdznicowanie
widoczne jest w szczepach nalezacych do tego samego
gatunku [15]. Wiele chromidéw zawiera informacje
genetyczng, ktora jest charakterystyczna dla danego
rodzaju [15, 24] i umozliwia bakteriom zajecie wlas-
ciwej im niszy ekologicznej. Chromidy wystepujace
w réznych rodzajach bakterii majg odmienne typy
systemow replikacyjnych, co sugeruje, ze replikony te
powstaly kilkukrotnie w toku ewolucji, zas$ ich prekur-
sorami byly plazmidy charakterystyczne dla poszcze-
golnych rodzajéw taksonomicznych gospodarzy.

Ze wzgledu na polifiletyczne pochodzenie, chro-
midy nie zawieraja konserwowanego zestawu genow,
ktéry moglyby stanowi¢ marker pomocny w ich iden-
tyfikacji. Harrison i wsp. [24] zaproponowali trzy kry-
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teria definiujace te replikony, ktdre tacznie pomagaja
odrézni¢ je od plazmidéw i chromosoméw. Sa to:
(i) obecnos¢ plazmidowych systemoéw replikacyjnych,
(ii) sktad nukleotydowy sekwencji zblizony do chro-
mosomu i (iii) wystepowanie gendéw rdzenia genomu,
konserwowanych w chromosomach pokrewnych bak-
terii. Ostatnie z wymienionych kryteriow wskazuje na
niezbedno$¢ chromidéw - ich usuniecie z komorki
powinno wywotywac efekt letalny. Niektore chromidy
niosg tylko pojedyncze geny niezbedne (na przykiad
w pSymB Sinorhizobium meliloti - dwa geny [9]), nato-
miast inne zawierajg duze segmenty DNA pochodzenia
chromosomowego, o wielko$ci nawet kilkudziesieciu
tysiecy par zasad (np. tzw. chromosom 2 Paracoccus
denitrificans PD 1222).

Nalezy podkresli¢, ze przyjecie koncepcji chromidu
zasadniczo zmienia sposob postrzegania przez nas
struktury genomow bakteryjnych. W jej $wietle, mikro-
organizmy te maja tylko jeden chromosom z silnie
konserwowanym systemem replikacyjnym typu dnaA
[21]. Natomiast replikony definiowane jako chromidy,
ze wzgledu na ich ,,plazmidowe korzenie”, powinny by¢
zaliczane wraz z plazmidami do grupy elementéw poza-
chromosomowych (Rys. 1).

4. Identyfikacja i klasyfikacja chromidow

Propozycja nowej klasyfikacji replikonéw bakte-
ryjnych zostala zaakceptowana przez wiele zespotow,
prowadzacych badania z zakresu genomiki. W kolej-
nych poznawanych genomach zlozonych wyrdzniane
sa nowe chromidy, jednak ich identyfikacja czesto bywa
problematyczna.

Najbardziej dyskusyjne jest kryterium ,niezbed-
noéci’ chromidéw. Niektére geny uwazane za nie-
zbedne u jednych bakterii, u innych moga petni¢ mniej
istotne funkcje, i odwrotnie, geny uwazane za nieistotne
u jednych gospodarzy moga odgrywac kluczowa role
w procesach metabolicznych innych gatunkéw [17].
Co wigcej, niektore bakterie niosg unikatowe geny
niezbedne, np. wspomniany gen resolwazy telomeréw
w Borrelia spp. [2], ktére mozna zidentyfikowa¢ i zde-
finiowa¢ wyltacznie w toku analiz eksperymentalnych.

Niektore replikony pozachromosomowe moga nie
spelnia¢ kryterium ,,niezbednosci”, chociaz wystepuja
w nich homologi genéw kluczowych dla bakterii. Moze
to wynika¢ np. z obecnosci w komdrce kilku kopii
takich genéw, usytuowanych w réznych replikonach.
Nie ulega zatem watpliwosci, ze analizy tadunku gene-
tycznego chromidéw nie powinny by¢ prowadzone
w oderwaniu od kompletnych sekwencji genomoéw
szczepow gospodarzy.

Dyskusyjne wydaje si¢ réwniez samo pojecie ,,niezbed-
nosci” genéw. Proba identyfikacji in silico informacji
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najwiekszy replikon w komoérce bakteryjnej

u wiekszosci bakterii wystepuje jako jedyny replikon w genomie

zawiera chromosomowy system replikacyjny (dnaA)

niesie wiekszos¢ genéw metabolizmu podstawowego

geny i ich uktad (syntenia) sg konserwowane w réznych rodzajach bakterii
replikacja jest zsynchronizowana z cyklem komérkowym

chromosom

replikony niezbedne

zwykle drugi co do wielkosci replikon w komorce

zawiera plazmidowy system replikacyjny (roznego typu)

zawiera pewne geny metabolizmu podstawowego

jest konserwowany w obrebie rodzaju taksonomicznego bakterii

czesto niesie geny umozliwiajgce zajmowanie specyficznej niszy ekologicznej
replikacja moze by¢ zsynchronizowana z cyklem komérkowym

chromid

replikony pozachromosomowe

e bardzo rozne, czesto niewielkie, rozmiary

e zawiera plazmidowy system replikacyjny (réznego typu)
e moze zawiera¢ geny o charakterze adaptacyjnym

e niekonserwowany w obrebie gatunku/rodzaju

e bardzo duza zmiennos¢ sekwencji

e moze by¢ zdolny do transferu koniugacyjnego

e replikacja niezalezna od cyklu komérkowego

plazmid

A — geny metabolizmu podstawowego

(O - geny adaptacyjne
m — system replikacyjny typu plazmidowego

m — system replikacyjny typu chromosomowego

Rys. 1. Charakterystyka gléwnych typow replikonéw wystepujacych w genomach bakterii

genetycznej niezbednej dla komorki nie znajduje cze-
sto poparcia w wynikach analiz eksperymentalnych.
Niektoérych genéw nie mozna zmutowaé w okreslo-
nych warunkach laboratoryjnych (wydaja sie wiec
niezbedne) jednak z tatwoscig udaje si¢ je usunac
z komorek po zmianie warunkéw hodowli [8]. Szczepy
pozbawione tych genéw bywajg jednak uposledzone
pod wzgledem niektérych cech metabolicznych, co
zmniejsza ich szanse w konkurencji z innymi organiz-
mami, a tym samym uniemozliwia im przetrwanie
w naturalnym srodowisku.

Ze wzgledu na przedstawione wyzej watpliwosci,
niektorzy badacze stosujg bardziej liberalng definicje
chromidéw, proponujac, aby o przynaleznosci do tej
grupy replikonéw decydowaly tylko dwa kryteria, tj.
obecnos¢ plazmidowych systemdw replikacyjnych oraz
zblizony do chromosomu skfad nukleotydowy sekwencji
[24]. Na tej podstawie typowane sg replikony o dlugiej
historii ewolucyjnej w danej bakterii, na co wskazuje
»dopasowanie” ich sekwencji do genomoéw gospodarzy.

Zrezygnowanie z kryterium ,,niezbednos$ci” pozwala
na zaliczenie do grupy chromidéw znacznie wigkszej
liczby replikonéw pozachromosomowych. Na przyktad
w genomach kilku szczepdw bakterii morskich z kladu
Roseobacter (Alphaproteobacteria), mianem chromidow
okreslono: (i) dwa z pieciu replikonéw pozachromo-
somowych Dinoroseobacter shibae DSM16493 [24],
(ii) wszystkie trzy replikony pozachromosomowe Pheo-
bacter inhibens DSM17395 [24] oraz (iii) osiem z jede-
nastu replikonéw pozachromosomowych Marinovum
algicola D898 [14].

Niektore z wyréznionych w ten sposéb chromidéw
mozna usung¢ z komorek bakterii. Powiodlo sie to
m.in. w przypadku chromidéw P. inhibens DSM17395
(262 kpz) i D. shibae DSM 16493 (72 kpz), ktérych utrata
nie spowodowala widocznych zmian w tempie wzro-
stu bakterii w warunkach laboratoryjnych. Replikony
te sg jednak ewolucyjnie zachowane w obu gatunkach
i wystepuja w szczepach izolowanych nawet z odlegtych
regionéw geograficznych. Determinuja one cechy, ktére
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sa wazne (by¢ moze ,,niezbedne”) do przezycia gospo-
darzy w $rodowisku naturalnym, takie jak produkcja
antybiotykow [24] czy adaptacja do warunkéw glodu
i stresu oksydacyjnego [30].

Obserwacje te sklonity badaczy do wyrdznienia
dwoch grup chromidéw, tj. chromidéw sensu stricto
i sensu lato [24], nazwanych réwniez alternatywnie,
odpowiednio, chromidami pierwszo- i drugorzedo-
wymi [12]. Pierwsze sg obligatoryjnie niezbedne swoim
gospodarzom, bowiem zawieraja przynajmniej jeden
kluczowy gen, wystepujacy w jednej kopii w genomie,
niezbedny do przeprowadzania podstawowych pro-
cesow zyciowych. Drugie sg fakultatywnie niezbedne,
mogg wiec by¢ usuniete z komorki w warunkach labora-
toryjnych, lecz prawdopodobnie odgrywaja istotna role,
gdy bakteria wystepuje w srodowisku naturalnym [24].

Najbardziej wiarygodnych informacji na temat roli
i znaczenia replikonéw pozachromosomowych przyno-
sza analizy eksperymentalne, umozliwiajace okreslenie
ich rzeczywistej funkgeji. Z tego powodu, w badaniach
nad genomami bakterii z rodzaju Paracoccus (Alpha-
proteobacteria), prowadzonych z udziatem autoréw tej
pracy, dwa wymienione wczesniej kryteria bioinfor-
matyczne stosowano jedynie do wstepnego typowania
chromidéw, a nie przy ostatecznej klasyfikacji [12].

Analizy in silico sekwencji genomu Paracoccus ami-
nophilus JCM 7686 wskazywaly, ze az sze$¢ z osmiu
replikondéw pozachromosomowych tego szczepu po-
winno by¢ zaliczonych do grupy chromidéw. Jednak
analiza funkcji poszczegélnych replikonéw wykazata,
ze tylko dwa z nich odgrywaja wazna role, warunkujac
przezycie lub wplywajgc na tempo wzrostu komdrek
gospodarza w réznych testowanych warunkach. Na
tej podstawie wyrozniono chromid pierwszo- (pAMI5)
i drugorzedowy (pAMI6) [11, 12] (Rys. 2). Nie oznacza
to, ze informacja genetyczna zawarta w obrebie pozo-
stalych replikon6éw nie odgrywa istotnej roli w warun-
kach naturalnych. Kodowane przez nie wlasciwosci
odpowiadaja jednak bardziej cechom plazmidéw,
ktorych geny adaptacyjne sg istotne jedynie w szczegol-
nych warunkach bytowania.

Analogiczne badania przeprowadzone z udzialem
bakterii z rodzaju Rhizobium réwniez wskazujg na ist-
nienie dwoch grup chromidéw. W Rhizobium legumi-
nosarum bv. trifolii TA1 wystepuja cztery pozachromo-
somowe replikony, zaréwno nieusuwalne, jak i takie,
ktérych utrata prowadzi do znacznego upos$ledzenia
wzrostu komorek gospodarza. Wszystkie one spetniaja
wiec kryteria chromidéw (pierwszo- lub drugorzedo-
wych), niosgc jednoczes$nie geny adaptacyjne, odpo-
wiedzialne za nawigzanie stosunkéw symbiotycznych
z roslinami [31].

Inny ciekawy przyktad stanowig dwa replikony po-
zachromosomowe (p42e i p42f) Rhizobium etli CFN42.
Wystepuja w nich liczne typowe dla chromosoméw
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chromosom

3,6 Mpz
(63,2%)

chromidy

chromid I-rzedowy
(obligatoryjnie niezbedny)

chromid Il-rzedowy
(fakultatywnie niezbedny)

pAMI5
294 kpz

(62,8%)

plazmidy

pAMI4
438 kpz

pAMI8
202 kpz
(62,3%)

PAMIA
118 kpz
(63,3%),

(64,2%)

pAMI7 pAMI2 pAMI3
20 kpz 19 kpz 6 kpz
(57,4%) (62,0%) (60,8%)

O o)

Rys. 2. Replikony wchodzace w sklad genomu Paracoccus amino-
philus JCM 7686 (Alphaproteobacteria) [12]

W nawiasach podano procentowa zawarto$¢ par GC w sekwencjach nukle-
otydowych poszczegdlnych replikonow

geny, m.in. cobFGHIJKLM odpowiedzialne za synteze
kobalaminy, panBC zaangazowane w synteze kwasu
pantotenowego, nadABC odpowiedzialne za synteze
NAD czy minCDE zaangazowane w podzialy komor-
kowe. Chociaz nie s3 to geny ,niezbedne” (mozna je
zmutowa¢ w warunkach laboratoryjnych; [19, 34]),
badacze uwazaja, ze szczepy ich pozbawione nie
bylyby w stanie przetrwa¢ w $rodowisku naturalnym.
Oba replikony nalezy wiec uzna¢ za chromidy drugo-
rzedowe. Na ich przynaleznos¢ do grupy chromidow
wskazywaly takze wczesniejsze przewidywania Harri-
sona i wsp. [15].

5. Chromidy w genomach bakterii

Chromidy s3 skladowa genomoéw wielu bakterii
reprezentujacych rozne grupy taksonomiczne [15].
Analizy danych dostepnych w 2014 roku w bazie Gen-
Bank (NCBI) wskazuja, ze replikony te sg szczegdlnie
powszechne w Proteobacteria [25]. Zidentyfikowano
je w licznych gatunkach z 19 rodzajow (sposrod 231)
zaliczanych do klas: (i) Alpha- (Agrobacterium spp.,
Asticcacaulis spp., Brucella spp., Ochrobactrum spp.,
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Paracoccus spp., Rhizobium spp., Rhodobacter spp.,
Sinorhizobium spp., Sphingobium spp.), (ii) Beta- (Bur-
kholderia spp., Cupriavidus spp., Ralstonia spp., Vario-
vorax spp.) i (iii) Gammaproteobacteria (Aliivibrio spp.,
Listonella spp., Photobacterium spp., Pseudoalteromonas
spp., Vibrio spp.) [25].

Dla poréwnania, w typie Firmicutes, liczacym
90 rodzajow, zidentyfikowano jedynie dwa szczepy
niosagce chromidy (Butyrivibrio proteoclasticus B316,
Clostridium difficile BI1). Obecnos¢ tego typu repliko-
néw stwierdzono takze w bakteriach z typow: (i) Acti-
nobacteria (Nocardiopsis dassonvillei subsp. dasson-
villei DSM 43 111), (ii) Bacteroidetes (Prevotella spp.),
(iii) Cyanobacteria (Anabaena sp. 90, Cyanothece sp.
ATCC 51142), (iv) ,,Deinococcus-Thermus” (Deinococcus
radiodurans R1) i (v) Spirochaetes (Leptospira spp.) [25].

Wigkszos¢ wyrdznionych dotad chromidéw pod-
dano jedynie pobieznym analizom sekwencji nukle-
otydowych. Bardziej szczegdlowe badania, majace na
celu poznanie podstaw funkcjonowania genomadw zto-
zonych, prowadzono gltéwnie z wykorzystaniem kilku
modelowych mikroorganizméw. Bakterie te wybrano ze
wzgledu na interesujgce badaczy wlasciwosci szczepow
gospodarzy badz unikatowg strukture ich genomoéw.
Sa to m.in.: (i) Vibrio cholerae — czynnik etiologiczny
cholery [26, 33, 35], (ii) Agrobacterium tumefaciens
- fitopatogen, zawierajacy w genomie dwa chromidy,
w tym jeden o strukturze liniowej [29], (iii) Sinorhi-
zobium meliloti - bakteria brodawkowa [9] oraz
(iv) szczepy Burkholderia spp., w ktérych wspotwyste-
puja dwa chromidy [4, 23].

6. Ewolucyjne korzysci wynikajace z obecnosci
chromidow
Chromidy powstawaly przypadkowo w wyniku loso-

wych zdarzen rekombinacyjnych, ktére doprowadzity
do miedzyreplikonowej translokacji informacji gene-

inicjacja replikacji

chromosom

chromid
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tycznej. Dopasowanie sekwencji chromidéw do genomu
danego gospodarza sugeruje, ze do zdarzen tych doszlo
dos¢ dawno z ewolucyjnego punktu widzenia. Ze
wzgledu na obecnos¢ pokrewnych chromidéw w réz-
nych gatunkach jednego rodzaju taksonomicznego,
wydaje si¢ prawdopodobne, ze wiele tego typu repli-
kondéw powstato w szczepach, ktore byly protoplastami
wyrdznianych wspodlczesnie rodzajow taksonomicznych.

Na diugotrwala koewolucje chromidéw i chromo-
somow wskazujg réwniez wyniki badan prowadzonych
na modelu V. cholerae. W bakterii tej, replikony obu
typow podlegaja wspdlnej globalnej regulacji, na co
wskazuje synchronizacja ich replikacji (na etapie ter-
minacji) w cyklu komérkowym [26] (Rys. 3). Odrdznia
to chromid V. cholerae od plazmidéw, ktére powielaja
swoje genomy niezaleznie od replikacji chromosomu.
By¢ moze synchronizacja replikacji niezbednych repli-
konow jest cechg charakterystyczng wszystkich geno-
mow zlozonych; potwierdzenie tej tezy wymaga jednak
eksperymentalnej weryfikacji.

Chromidy powstaly niezaleznie w réznych grupach
taksonomicznych bakterii. Nie zostaly one wyelimi-
nowane w toku ewolucji, co sugeruje, ze rozdziat nie-
zbednej informacji genetycznej migdzy kilka repliko-
néw moze by¢ korzystny dla bakterii. Utrzymywanie
dodatkowych duzych replikonéw oraz powigzanie ich
podstawowych funkgji z cyklem komoérkowym i glo-
balnym systemem regulacji ekspresji genéw wymaga
znacznych ,,kosztéw ewolucyjnych”, ktorych wydatko-
wanie powinno by¢ odpowiednio kompensowane [25].

Jedna z hipotez zaklada, ze genomy zlozone za-
pewniajg komorce mozliwo$¢ utrzymywana wigkszej
iloéci informacji genetycznej. W istocie, genomy takie
(5,73 Mpz + 1,66 Mpz) sa zwykle wigksze od genomoéw
o strukturze jednoreplikonowej, zawierajacych jedy-
nie chromosom (3,38 Mpz+ 1,81 Mpz) [15]. Powsta-
wanie genomow ztozonych nie jest jednak warunkiem
koniecznym do rozbudowy genomu. Bardzo duzg ilos¢
informacji genetycznej jest w stanie utrzymac réwniez

terminacja replikacji
inicjacja replikacji

O

Rys. 3. Synchronizacja terminacji replikacji chromosomu i chromidu

ori — origin, miejsce inicjacji replikacji, ter - terminus, miejsce zakonczenia rundy replikacyjnej.
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pojedynczy replikon, czego przyktadem sg m.in. chro-
mosomy Sorangium cellulosum (Deltaproteobacteria)
i Ktedonobacter racemifer (Chloroflexi), o wielkosci
przekraczajacej 13 Mpz [5, 27].

Nalezy zauwazy¢, ze replikacja genomow ztozo-
nych zostaje zainicjowana w kilku miejscach origin,
usytuowanych w réznych replikonach. Moze to skroci¢
czas powielania calego genomu i doprowadzi¢ do
wzrostu tempa podziatéw komdrkowych. Znane s3
przykiady blisko spokrewnionych bakterii (majacych
genomy o podobnej wielkosci, lecz réznej strukturze),
ktore charakteryzuje odmienna dynamika wzrostu.
Widoczne jest to m.in. w bakteriach brodawkowych
(Alphaproteobacteria), do ktdrych zalicza sie zaréwno
szybko rosnace bakterie o genomach wieloreplikono-
wych (rodzaje Rhizobium i Sinorhizobium), jak i wolno
rosngce szczepy majace genomy jednoreplikonowe
(rodzaje Mesorhizobium i Bradyrhizobium) [15].

Analogiczne réznice zaobserwowano takze u dwoch
stosunkowo blisko spokrewnionych gatunkdéw - V. cho-
lerae i E. coli. Poréwnujac tempo ich wzrostu w warun-
kach laboratoryjnych stwierdzono, ze czas generacji
V. cholerae (genom zlozony) jest o potowe krdtszy niz
E. coli (genom jednoreplikonowy odpowiadajacy wiel-
koscig genomowi V. cholerae); czasy te wynosza, odpo-
wiednio, 15 i 30 min [13].

Przytoczone wyzej przyktady sugeruja Scista kore-
lacje miedzy strukturg genomu a tempem podzialow
komoérkowych. Podjete proby eksperymentalnej wery-
fikacji tych zaleznodci, przeprowadzone na modelu
V. cholerae, nie pozwolily jednak na wyciagniecie jed-
noznacznych wnioskéw. Zgodnie z oczekiwaniami,
zmodyfikowany szczep, w ktérym potaczono chromo-
som i chromid w jeden replikon, rést nieco wolniej niz
szczep dziki. Jednak spowolnione tempo wzrostu obser-
wowano réowniez w przypadku szczepu, ktérego chro-
mid powiekszono, wprowadzajac do niego dodatkowy
segment chromosomowego DNA (podobnej wielkosci
chromid i chromosom) [33].

Interpretujgc wyniki tego typu analiz, nalezy mie¢
$wiadomos¢, ze rozlegle zmiany w architekturze geno-
mu mogg zaburzy¢ funkcjonowanie wielu gendw, w tym
genéw niezbednych do przeprowadzania podstawo-
wych procesow zyciowych. Badajac spontaniczng trans-
lokacje segmentu chromosomowego DNA w genomie
Burkholderia cepacia [23], zaobserwowano, ze transfer
informacji genetycznej z chromosomu do chromidu
moze spowodowac zmiane¢ poziomu ekspresji przenie-
sionych genow.

Inne badania potwierdzily, ze poziom transkryptéw
genéw chromidowych jest nizszy niz genéw chromo-
somowych [35]. Przyczyng tego jest mniejsza liczba
kopii gendw chromidowych w genomie (gene dosage),
co wynika ze wspomnianej wczesniej synchronizacji
terminacji replikacji chromidu i chromosomu (Rys. 3).
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Poniewaz chromidy s3 mniejsze od chromosomoéw, ich
replikacja rozpoczyna si¢ pdzniej, dlatego geny znaj-
dujace sie w ich obrebie maja przez dtuzszy czas cyklu
komorkowego mniejsza liczbe kopii niz geny znajdujace
sie w chromosomie, zwlaszcza w poblizu origin repli-
kacji (oriC) [23].

Translokacja informacji genetycznej do chromidéw
moze stanowi¢ wiec dodatkowy czynnik pozwalajacy
na optymalizacje poziomu ekspresji wielu genéw. Geny
rzadziej transkrybowane w mniejszym stopniu podle-
gaja dzialaniu oczyszczajacego doboru selekcyjnego
(purifying selection), ktéry eliminuje z populacji bak-
terii ich zmutowane warianty. W rezultacie informacja
genetyczna chromidéw moze ulega¢ szybszym zmia-
nom ewolucyjnym [7].

Nalezy takze podkresli¢, ze genomy chromidéw,
dzigki niewielkiemu zageszczeniu genéw niezbednych
do przeprowadzania podstawowych proceséw zycio-
wych, sg bardziej plastyczne niz chromosomy. Swiad-
czy o tym m.in. nagromadzenie w nich duzej ilosci
egzogennej informacji genetycznej, w tym genéw adap-
tacyjnych, ktérych obecnos¢ umozliwia bakteriom
zajmowanie okre$lonych nisz ekologicznych. Obec-
no$¢ tego typu informacji genetycznej w niezbednych
replikonach jest zapewne korzystna dla bakterii, moze
bowiem prowadzi¢ do powstania wysoce wyspecjali-
zowanych szczepdw, znacznie lepiej dostosowanych do
specyficznych warunkéw danego $rodowiska.

Nie ulega watpliwosci, ze chromidy wywieraja isto-
tny wplyw na funkcjonowanie i ewolucje genomoéw
bakteryjnych. Mozaikowa struktura chromidéw oraz
wystepowanie w nich réznych kombinacji gendw
chromosomowych i plazmidowych powoduja, ze repli-
kony te sg czesto postrzegane jako swoiste ,,poligony
doswiadczalne”, w ktorych ,testowane” sg rozne uklady
genetyczne, mogace stanowi¢ nowe, korzystne warianty
ewolucyjne [1].

7. Podsumowanie

Bakteryjne replikony pozachromosomowe postrze-
gano dotad jedynie przez pryzmat plazmiddw, uwa-
zajac, ze stanowig one wylacznie zrédio dodatkowej
informacji genetycznej, ktéra nie jest niezbedna do
prawidtowego funkcjonowania komoérek bakteryj-
nych. Liczne replikony wymykajg si¢ jednak defini-
¢ji plazmidu, bowiem - podobnie jak chromosomy
- determinujg podstawowe procesy zyciowe bakterii.
Wskazuje to na potrzebe zmiany definicji plazmidu
badz wprowadzenia nowej klasyfikacji replikonow
pozachromosomowych.

Koncepcja chromidu, zaproponowana przez Har-
risona i wspdtpracownikéw [15] przynosi rozwigzanie
tego problemu. Utworzenie nowej klasy replikonéw
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pozwala na wlaczenie do niej licznych elementow
o dualistycznych wlasciwosciach, ktérych tozsamosé
budzila wczesniej watpliwosci.

Nalezy podkresli¢, ze nie jest to jedynie propozy-
cja zmiany nomenklaturowej, ale rowniez zasadnicza
zmiana obrazu struktury wielu genomoéw bakteryj-
nych. Powraca koncepcja pojedynczego chromosomu
i dodatkowych replikonéw pozachromosomowych,
cechujacych sie duza réznorodnoscia, ktére dopiero po
szczegdtowych analizach in silico i in vivo powinny by¢
zaliczone do grupy chromidoéw lub plazmidéw (Rys. 1).

Postawienie ostrej granicy miedzy plazmidami
a chromidami czgsto bywa jednak trudne, a niekiedy
wrecz niemozliwe. Istniejg liczne replikony o wiasciwos-
ciach posrednich, ktérych wkiad do ogélnego metaboli-
zmu komorki jest trudny do oszacowania. Dodatkowe
problemy wynikajg z trudnosci jednoznacznego zde-
finiowania niezbednej informacji genetycznej, ktorej
obecno$¢ stanowi podstawe wyrdznienia chromidow
pierwszorzedowych [8]. Duze nadzieje nalezy wigza¢
z mozliwo$cig zastosowania w badaniach wysokoprze-
pustowych technik mutagenezy transpozonowej (Tn-
-Seq), ktore, poprzez analiz¢ nawet setek tysiecy mutan-
tow, umozliwiaja wskazanie genéw, ktérych mutacja
jest w danych warunkach letalna dla komorki [1, 18].

Podziekowania

Praca ta powstala w trakcie realizacji projektu badawczego,
majacego na celu analize struktury i funkcji chromidéw bakterii
z rodzaju Paracoccus (Alphaproteobacteria). Projekt ten jest finan-
sowany ze srodkoéw Narodowego Centrum Nauki, przyznanych na
podstawie decyzji nr DEC-2013/09/B/NZ1/00133.

Pismiennictwo

1. Barquist L., Boinett C.J., Cain A.K.: Approaches to querying
bacterial genomes with transposon-insertion sequencing. RNA
Biol. 10, 1161-1169 (2013)

2. Byram R,, Stewart PE., Rosa P.: The essential nature of the ubi-
quitous 26-kilobase circular replicon of Borrelia burgdorferi.
J. Bacteriol. 186, 3561-3569 (2004)

3. Cairns J.: The bacterial chromosome and its manner of repli-
cation as seen by autoradiography. J. Mol. Biol. 6, 208-213
(1963)

4. Chain PS., Denef VJ., Konstantinidis K.T., Vergez L.M.,
Agullo L., Reyes V.L., Hauser L., Cordova M., Gomez L., Gon-
zalez M. et al.: Burkholderia xenovorans LB400 harbors a multi-
-replicon, 9.73-Mbp genome shaped for versatility. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 103, 15280-15287 (2006)

5. Chang Y.J., Land M., Hauser L., Chertkov O., Del Rio T.G,,
Nolan M., Copeland A., Tice H., Cheng J.F, Lucas S. et al.: Non-
-contiguous finished genome sequence and contextual data of
the filamentous soil bacterium Ktedonobacter racemifer type
strain (SOSP1-21). Stand. Genomic Sci. 5,97-111 (2011)

6. Choudhary M., Zanhua X., Fu Y.X,, Kaplan S.: Genome analy-
ses of three strains of Rhodobacter sphaeroides: evidence of
rapid evolution of chromosome II. J. Bacteriol. 189, 1914-1921
(2007)

JAKUB CZARNECKI, DARIUSZ BARTOSIK

7. Cooper V.S., Vohr S.H., Wrocklage S.C., Hatcher PJ.: Why genes
evolve faster on secondary chromosomes in bacteria. PLoS Com-
put. Biol. 6, 1000732 (2010)

8. D’Elia M.A., Pereira M.P, Brown E.D.: Are essential genes really
essential? Trends Microbiol. 17, 433-438 (2009)

9. diCenzo G., Milunovic B., Cheng J., Finan T.M.: The tRNAarg
gene and engA are essential genes on the 1.7-Mb pSymB mega-
plasmid of Sinorhizobium meliloti and were translocated toge-
ther from the chromosome in an ancestral strain. J. Bacteriol.
195, 202-212 (2013)

10. Dziewit L., Bartosik D.: Genomy prokariotyczne w $wietle analiz
genomicznych. Post. Mikrobiol. 50, 87-96 (2011)

11. Dziewit L., Czarnecki J., Prochwicz E., Wibberg D., Schluter A.,
Puhler A., Bartosik D.: Genome-guided insight into the methy-
lotrophy of Paracoccus aminophilus JCM 7686. Front. Microbiol.
6, 852 (2015)

12. Dziewit L., Czarnecki J., Wibberg D., Radlinska M., Mrozek
P, Szymczak M., Schluter A., Puhler A., Bartosik D.: Architec-
ture and functions of a multipartite genome of the methylo-
trophic bacterium Paracoccus aminophilus JCM 7686, conta-
ining primary and secondary chromids. BMC Genomics, 15,
124 (2014)

13. Egan E.S., Fogel M.A., Waldor M.K.: Divided genomes: negotia-
ting the cell cycle in prokaryotes with multiple chromosomes.
Mol. Microbiol. 56, 1129-1138 (2005)

14. Frank O., Goker M., Pradella S., Petersen J.: Oceans Twelve:
flagellar and biofilm chromids in the multipartite genome of
Marinovum algicola DG898 exemplify functional compartmen-
talization. Environ. Microbiol. 17, 4019-4034 (2015)

15. Harrison PW.,, Lower R.P, Kim N.K., Young J.P:: Introducing the
bacterial ‘chromid’: not a chromosome, not a plasmid. Trends
Microbiol. 18, 141-148 (2010)

16. Jacob E, Brenner S.: On the regulation of DNA synthesis in
bacteria: the hypothesis of the replicon. CR Hebd. Seances Acad.
Sci. 256, 298-300 (1963)

17. Juhas M., Reuss D.R., Zhu B., Commichau EM.: Bacillus subtilis
and Escherichia coli essential genes and minimal cell factories
after one decade of genome engineering. Microbiology, 160,
2341-2351 (2014)

18. Kwon Y.M,, Ricke S.C., Mandal R.K.: Transposon sequencing:
methods and expanding applications. Appl. Microbiol. Biotech-
nol. (2015)

19. Landeta C., Davalos A., Cevallos M.A., Geiger O., Brom S,
Romero D.: Plasmids with a chromosome-like role in rhizobia.
J. Bacteriol. 193, 1317-1326 (2011)

20. Lanoil B.D., Ciuffetti L.M., Giovannoni S.J.: The marine bacte-
rium Pseudoalteromonas haloplanktis has a complex genome
structure composed of two separate genetic units. Genome Res.
6, 1160-1169 (1996)

21. Mackiewicz P., Zakrzewska-Czerwinska J., Zawilak A., Dudek
M.R., Cebrat S.: Where does bacterial replication start? Rules
for predicting the oriC region. Nucleic Acids Res. 32, 3781-3791
(2004)

22. Michaux S., Paillisson J., Carles-Nurit M.J., Bourg G., Allardet-
-Servent A., Ramuz M.: Presence of two independent chromo-
somes in the Brucella melitensis 16M genome. J. Bacteriol. 175,
701-705 (1993)

23. Morrow J.D., Cooper V.S.: Evolutionary effects of transloca-
tions in bacterial genomes. Genome Biol. Evol. 4, 1256-1262
(2012)

24. Petersen J., Frank O., Goker M., Pradella S.: Extrachromosomal,
extraordinary and essential — the plasmids of the Roseobacter
clade. Appl. Microbiol. Biotechnol. 97, 2805-2815 (2013)

25. Poirion O.: Discrimination analytique des génomes bactériens.
Rozprawa doktorska. Ecole Centrale de Lyon (2015)



26.

27.

28.

29.

30.

31.

KONCEPCJA CHROMIDU 1 JE] ZNACZENIE DLA KLASYFIKACJI POZACHROMOSOMOWYCH REPLIKONOW BAKTERII

Rasmussen T, Jensen R.B., Skovgaard O.: The two chromosomes
of Vibrio cholerae are initiated at different time points in the cell
cycle. EMBO J. 26, 3124-3131 (2007)

Schneiker S., Perlova O., Kaiser O., Gerth K., Alici A., Altmeyer
M.O., Bartels D., Bekel T., Beyer S., Bode E. etal.: Complete
genome sequence of the myxobacterium Sorangium cellulosum.
Nat. Biotechnol. 25, 1281-1289 (2007)

Shigenobu S., Watanabe H., Hattori M., Sakaki Y., Ishikawa H.:
Genome sequence of the endocellular bacterial symbiont of
aphids Buchnera sp. APS. Nature, 407, 81-86 (2000)

Slater S.C., Goldman B.S., Goodner B., Setubal ].C., Farrand S.K.,
Nester E.-W,, Burr T.J., Banta L., Dickerman A.W., Paulsen I. et al.:
Genome sequences of three agrobacterium biovars help eluci-
date the evolution of multichromosome genomes in bacteria.
J. Bacteriol. 191, 2501-2511 (2009)

Soora M., Tomasch J., Wang H., Michael V., Petersen J., Enge-
len B., Wagner-Dobler I., Cypionka H.: Oxidative stress and
starvation in Dinoroseobacter shibae: the role of extrachromo-
somal elements. Front. Microbiol. 6, 233 (2015)

Stasiak G., Mazur A., Wielbo J., Marczak M., Zebracki K.,
Koper P, Skorupska A.: Functional relationships between plas-

32.

33.

34.

35.

36.

223

mids and their significance for metabolism and symbiotic
performance of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. J. Appl.
Genet. 55, 515-527 (2014)

Suwanto A., Kaplan S.: Physical and genetic mapping of the
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 genome: presence of two unique
circular chromosomes. J. Bacteriol. 171, 5850-5859 (1989)

Val M.E,, Skovgaard O., Ducos-Galand M., Bland M.]., Mazel D.:
Genome engineering in Vibrio cholerae: a feasible approach to
address biological issues. PLoS Genet. 8, €1002472 (2012)
Villasenor T., Brom S., Davalos A., Lozano L., Romero D., Los
Santos A.G.: Housekeeping genes essential for pantothenate bio-
synthesis are plasmid-encoded in Rhizobium etli and Rhizobium
leguminosarum. BMC Microbiol. 11, 66 (2011)

Xu Q., Dziejman M., Mekalanos J.J.: Determination of the trans-
criptome of Vibrio cholerae during intraintestinal growth and
midexponential phase in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100,
1286-1291 (2003)

Zuerner R.L., Herrmann J.L., Saint Girons I.: Comparison of
genetic maps for two Leptospira interrogans serovars provides
evidence for two chromosomes and intraspecies heterogeneity.
J. Bacteriol. 175, 5445-5451 (1993)






PUBLIKACIJE METODYCZNE | STANDARDY

POST. MIKROBIOL,,
2016, 55, 2, 225-231
http://www.pm.microbiology.pl

MIKROBIOSENSORY BELECZKOWE W MIKROBIOLOGII

Aleksandra Wanczyk', Bogdan Labedz', Zenon Rajfur'*

'"Wydziat Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej, Uniwersytet Jagiellonski

Wplyneto w lipcu 2015 1.
Zaakceptowano w paZdzierniku 20151.

1. Wstep. 2. Przystosowanie ukladu do precyzyjnych pomiaréw biologiczno-chemicznych. 3. Zastosowanie mikrobiosensoréwbeleczkowych
w pomiarach biologicznych. 3.1. Mikrobiologia. 3.1.1. Wykrywanie mikroorganizméw. 3.1.2. Okreélanie masy mikroorganizméw.
3.1.3.Badanie wzrostu mikroorganizméw. 3.2. Proteomika. 3.3. Inne zastosowania mikrobiosensoréw beleczkowych. 4. Podsumowanie

Application of cantilever-based microbiosensors in microbiology

Abstract: This paper presents applications of cantilever-based microbiosensors in microbiology and other biological fields. These devices
can be employed in a wide range of experiments due to their high sensitivity and capability of performing label-free and real-time
measurements. Cantilever-based microbiosensors are employed in a variety of measurements, such as single cell mass, concentration of
specific substances, their density and viscosity, fluid flow velocity, heat of reaction or detection of trace amounts of specified substances.
All these applications ares possible, because cantilever surface can be specifically functionalized. In the last few years, the cantilever-based
microbiosensors have been significantly improved to obtain even higher precision of measurement which allows for their new, unique
applications with live biological systems.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach w naukach biologicznych obser-
wuje sie dynamiczny rozwoj nowych metod i urzadzen
badawczych, ktére umozliwiaja znaczne poszerzenie
dostepnego obszaru badan. Jednym z atrakcyjnych
i bardzo obiecujgcych kierunkéw jest rozwdj przy-
rzadow i materialéw ogélnie zwanych biosensorami.
Nazwa ta obejmuje szerokie spektrum narzedzi i metod
takich jak: biosensory typu FRET (Fluorescence/Forster
Resonance Energy Transfer), sensory chemiczne, elek-
tryczne, czy nawet mechaniczne, ktorych celem jest
przeksztalcanie sygnalu biologicznego w informacje
elektroniczna, ktéra pozniej moze by¢ opracowywana
klasycznymi metodami. W pracy tej chcieliby$my
przedstawi¢ zasady dziatania i zastosowania w bada-
niach biologicznych biosensoréw nalezacych do grupy
urzadzen optomechanicznych - mikrobiosensoréow
beleczkowych. Sg to urzadzenia, w ktorych sensorem
przeksztalcajacym sygnal biologiczny w informacje
elektroniczng jest elastyczna beleczka o mikrome-
trowych wymiarach. Wysoka czulo$¢ i precyzja tego

detektora umozliwia rejestrowanie sygnatu na poziomie
molekularnym [3, 5]. Pomiary wykorzystujace mikro-
biosensory beleczkowe charakteryzujg si¢ mozliwos-
cig wykonywania ich w czasie rzeczywistym, detekcja
badanej substancji w bardzo matej koncentracji oraz
mozliwoscig pracy zaréwno w srodowisku cieklym,
gazowym, jak i w prozni [34, 35]. Wazng ich zaleta jest
brak koniecznosci stosowania znacznikéw fluorescen-
cyjnych i radioaktywnych (label-free measurements)
w badanych substancjach.

Pierwsze prace opisujace zastosowanie mikrobiosen-
soréw beleczkowych do pomiaréw adsorpcji molekut
powstaly juz przed 1970 r. [45], jednak dopiero w ostat-
nich kilkunastu latach wykorzystanie potencjatu tej me-
tody stalo si¢ mozliwe dzigki postepom w miniatury-
zacji sensoréw oraz rozwojowi elektroniki pomiarowe;j.
Podstawowym elementem mikrobiosensoréw beleczko-
wych (Rys. 1) jest beleczka o wymiarach mikrometro-
wych, zazwyczaj unieruchomiona na jednym jej koncu
poprzez wspornik. Wspdlczesnie w pomiarach stosuje
sie zestawy beleczek zawierajace od 2 do 8 osobnych
beleczek. Dziatanie mikrobiosensoréw beleczkowych

* Autor korespondencyjny: Wydzial Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej, Uniwersytet Jagiellonski, ul. prof. Stanistawa Loja-
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Rys. 1. Zdjecie zestawu beleczek. W sklad sensora wchodzi osiem
beleczek (A) opartych na wspornikach (B). Caly sensor jest wyko-
nany z krzemu

opiera si¢ na wykorzystaniu efektu wygiecia beleczki
(statyczny tryb pracy sensora) badz na zmianie czestotli-
wosci jej drgan wiasnych (tryb dynamiczny) w odpowie-
dzi na dziatanie zewnetrznego bodzca [3] (Rysunek 2).
Waznym elementem przygotowania probki do pomia-
réw w modzie statycznym jest chemiczne rozréznienie
stron beleczki. Takiego rozréznienia dokonuje sie dzigki
odpowiedniej procedurze funkcjonalizacji chemicznej
powierzchni beleczki z obu jej stron. W wyniku interak-
¢ji réznie sfunkcjonalizowanych stron beleczki z bodz-
cem chemicznym lub biologicznym powstajg rozrdz-
nialne naprezenia powierzchniowe. Rdznica pomiedzy
tymi naprezeniami powoduje wygiecie beleczki (Rysu-
nek 2) [3]. Amplituda wygiecia jest proporcjonalna do
wielko$ci dzialajacego bodzca (Réwnanie 1). Zmiana
naprezenia na powierzchni beleczki moze nastapic

Rys. 2. Schemat mikrobiosensoréw beleczkowych. Zestaw oémiu
beleczek (C) jest osadzony na wspornikach (D). Wiazka $wiatla
laserowego (A) odbija si¢ od powierzchni beleczki, a odbite $wia-
tlo (B) jest rejestrowane na detektorze pozycyjnym. Powierzchnia
beleczki jest sfunkcjonalizowana - pokryta receptorami zaznaczo-
nymi schematycznie jako niskie walce (E) wigzace specyficznie
substancje zaznaczong tutaj jako wysokie walce (F) danego koloru.
W zaleznoéci od stgzenia badanej substancji nastepuje proporcjo-
nalne wygiecie beleczek, co zostalo pokazane na rysunku.
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wskutek zjawiska adsorpcji molekul (np. adsorpcja
DNA) lub wskutek zmian oddzialywan w zaadsorbo-
wanych juz molekutach (np. hybrydyzacja DNA, zmiany
konformacyjne biatka) [19].

_ 31-v)I? Ao (1)

Az
Et?

A jest wychyleniem konca beleczki z potozenia réwno-
wagi; Ao jest powstalg réznicg naprezen powierzchnio-
wych migdzy obiema stronami beleczki; v i E to odpo-
wiednio wspolczynnik Poissona oraz modul Younga
charakteryzujace material z ktérego wykonana jest
beleczka; L it oznaczajg dlugos¢ i grubos¢ beleczki [50].

Przeprowadzanie pomiaréw w trybie dynamicz-
nym wymaga wzbudzenia drgan w beleczce. Mierzac
amplitude drgan beleczki okresla si¢ ksztalt i polozenie
krzywej rezonansowej w domenie czgstotliwosci cha-
rakterystycznej dla beleczki. Parametry te zaleza od
wiasciwosci beleczki (takich jak masa i modut Younga
[18, 22]) oraz od wlasciwosci osrodka otaczajacego
beleczki (jak gestos¢ i lepkos¢ [40]). Jesli dokonuje sie
pomiaréw w stabilnym $rodowisku, to obserwowana
zmiana czestotliwosci rezonansowej drgan beleczki
wynika ze zmiany jej masy efektywnej nastepujacej
wskutek adsorpcji molekul o znaczacej masie (np.
adsorpcja komorki) lub zmian masy zaadsorbowanej
substancji na jej powierzchni (np. wzrost komorki)
(Réwnanie 2). Tryb dynamiczny wykorzystywany jest
gtownie w pomiarach masy [18, 22], ale takze w wy-
znaczaniu gestosci i lepkosci osrodka [40], predkosci
przeptywu [10, 11], czy analizie krzywych adsorpcji
i desorpcji [13, 32].

4
m:ink 1 1 2)

a2
A, jest stalg charakterystyczng dla danego modu drgan;
k to stala sprezystosci beleczki zalezna od wymiaréw
beleczki oraz materiatu z ktérego jest wykonana; f and
f to odpowiednio czestotliwo$¢ rezonansowa drgan
beleczki przed i po adsorpcji molekut [24].

2. Przystosowanie ukladu do precyzyjnych
pomiaréw biologiczno-chemicznych

Dazenie do uzyskania duzej czutosci sensorow wy-
wotato rozwdj metod detekcji oraz sposobéw wzbudze-
nia drgan beleczki. Oprocz tego pojawily sie takze prace
opisujace modyfikacje warunkéw pomiaru zwigksza-
jace czulos¢ ukladu sensoréw beleczkowych.

Podstawowa metoda odczytu zmiany wychylenia
konca beleczki, zaczerpnietg z mikroskopii sit atomo-
wych (Atomic Force Microscopy), jest metoda optyczna.
Swiatlo lasera pada na koniec beleczki i po odbiciu od
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beleczki pada na detektor pozycyjny [6]. Elektronicznie
przetworzony sygnal z detektora jest miarg wielkosci
wygiecia beleczki lub czestotliwosci jej drgan. Kolejna
metodg odczytu stosowang w sensorach mikrobelecz-
kowych jest uzycie beleczek jako czujnikéw piezorezy-
stancyjnych, gdzie wykorzystywany jest efekt zmiany
rezystancji materialu pod wplywem jego ugiecia [21,
43]. Na podobnym efekcie oparte jest wykorzystanie
analizatora impedancji do pomiaru wygiecia beleczki
[23, 37]. Taki system detekcji sygnalu jest tanszy
i prostszy niz optyczny, jednak piezorezystor zajmuje
zmaczng cze$¢ beleczki. Alternatywnym rozwigzaniem
sg beleczki oparte na transduktorze MOS (Metal-Oxide-
-Semiconductor), ktory zajmuje miejsce tylko przy
wsporniku beleczki [43].

W pomiarach w trybie dynamicznym wykorzystuje
sie element wzbudzajacy beleczke do drgan. Powszech-
nie stosowany jest material piezoelektryczny - pod
wplywem doprowadzonego do niego pradu zmien-
nego nastepuje jego okresowe odksztalcanie [23, 37].
Powstate wibracje sa przekazywane na beleczke wzbu-
dzajac ja do drgan. Mozliwe jest takze wzbudzanie
drgan beleczki poprzez elektrotermiczne dostarczanie
ciepta do beleczki [48] albo przez o$wietlanie laserem
(fototermicznie) [41].

Najwigkszg trudno$¢ w badaniach biologicznych
z wykorzystaniem mikrobiosensoréw beleczkowych
stanowi znaczace tlumienie oscylacji beleczki przez
osrodek jg otaczajacy (zazwyczaj ciecz). W pracy [41]
zaprezentowano modyfikacje, ktéra pozwala znacznie
zwigkszy¢ czulos¢ tej metody. W metodzie tej beleczki
wzbudzane s3 do drgan w plaszczyznie poziomej, przez
co zmniejsza si¢ ttumienie — podczas drgan beleczka
zamiast $ciska¢ osrodek, raczej ,przecina” go. Takze
nowy typ beleczek tzw. SMR (Suspended Micro-channel
Resonator) moze znalez¢ szerokie zastosowanie w bio-
logii komorki [4, 15]. Innym sposobem jest umieszcze-
nie beleczki w prozni, co zapewnia bardzo wysoka
czuto$¢ metody. W tym przypadku w beleczce jest
utworzony kanal, przez ktéry przeplywa ciecz zawie-
rajgca badane obiekty. Ciggly w czasie pomiar czestotli-
wosci rezonansowej beleczki pozwala na bardzo szybkie
zmierzenie masy calej populacji komdrek lub pomiar
masy pojedynczej komorki w czasie wraz ze Sledzeniem
tazy cyklu komoérkowego, w ktdrej sie ona znajduje.

3. Zastosowanie mikrobiosensoréw beleczkowych
w pomiarach biologicznych

3.1. Mikrobiologia
Niski prog detekcyjny, kontrola pomiaru w czasie

rzeczywistym i wysoka specyficznos$¢ odpowiedzi [34,
35] stanowia o duzym potencjale mikrobiosensorow
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beleczkowych w badaniach mikrobiologicznych. Mikro-
biosensory beleczkowe mogg by¢ stosowane zardwno
do samej detekeji [7, 8, 25, 26, 28, 33, 46], jak i do okre-
$lania parametrow biologicznych takich jak masa [18,
22], tempo wzrostu [30, 34-35] czy dynamika meta-
bolizmu badanych drobnoustrojéw. Obiektem badan
s glownie organizmy modelowe takie jak Escherichia
coli, Aspergillus niger czy Saccharomyces cerevisiae. Co
wigcej, w niektérych pracach pokazano, ze czuto$¢
mikrobiosensoréw beleczkowych umozliwia detekcje
na poziomie wiruséw czy prionéw [8, 46].

Wykrywanie drobnoustrojow

Wysoka czulo$¢ mikrobiosensora beleczkowego
umozliwia mierzenie niskiej koncentracji patogendw,
a w zwiazku z tym - wczesne ich wykrycie. Z kolei
odpowiednia funkcjonalizacja zapewnia specyficznosé¢
detekeji sensora.

W pracy [7] wykazano mozliwo$¢ detekeji komorek
E. coli w bardzo niskiej koncentracji za pomocg mikro-
biosensora. Beleczke sfunkcjonalizowano przeciwcia-
tami monoklonalnymi anty-E. coli O157:H7 i zanurzono
w zawiesinie patogenu (od 70 do 70 milionéw komorek
na mililitr w kolejnych prébach). Wykazano, ze moz-
liwa jest detekcja E. coli nawet w ilosci 700 komérek/ml.
Dla poréwnania we wcze$niejszych pracach z wykorzy-
staniem mikrobiosensora beleczkowego E. coli wykry-
wano w liczbie od 100 tysiecy do 10 milionéw CFU/ml
(Colony Forming Unit per milliliter) [49].

Detekcje wirionow WSSV (Whitespot Syndrome
Baculovirus) za pomocg mikrobiosensora beleczko-
wego opisano w pracy [8]. Beleczki sfunkcjonalizowane
przeciwciatami anty- VP28 umieszczano w zawiesinie
od 50 do 100 tysiecy wirionéw/ml. Najnizsza wykry-
walng koncentracje okreslono jako 100 wirionéw/ml.
Analogicznie przeprowadzono detekcje nukleokapsy-
dow wirusa WSSV, otrzymujac podobna czutos¢ sen-
sora. Stwierdzono, ze ta metoda doréwnuje czuloscia
metodzie reakcji tanncuchowej polimerazy (polymerase
chain reaction) i zapewnia wykonanie réwnie szybkich
pomiaréw (ponizej 30 minut) in situ [8].

W pracy [46] wykazano, ze mozliwa jest rowniez
detekcja bialka prionowego. Aby zwigkszy¢ czulosé
sensora, pomiar w trybie dynamicznym wykonano
w prézni. W tym celu unieruchomiono biatko prio-
nowe metoda ,kanapki” (sandwich assay) miedzy
dwiema warstwami przeciwcial monoklonalnych.
Czestotliwos¢ rezonansowa ukladu wyznaczano po
kazdym kroku pomiaru, tj. po ekspozycji na warstwe
przeciwcial pierwszorzedowych, nastepnie na biatka
prionowe oraz na zawiesine przeciwcial drugorzedo-
wych. Wykazano, ze czestotliwo$¢ rezonansowa maleje
z kazdym krokiem, co oznacza skuteczng adsorpcje
kolejnych warstw. W ten sposéb wykazano mozliwo$¢
detekeji bialek prionowych w iloéci 2 ug/ml. Nastepnie



228

przez adsorpcj¢ znacznika o wigkszej masie — nano-
czastek silikonowych — wykazano, ze czutos¢ detekcji
bialek prionowych za pomocg mikrobiosensora belecz-
kowego moze osiggna¢ nawet warto$¢ 2 ng/ml.

Mozliwa jest rdwniez posrednia metoda wykrywa-
nia patogenoéw, jak na przyklad detekcja glikoprote-
iny ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci (HIV-1)
[28], czy wykrywanie wirusa Vibrio cholerae O1 [26]
oraz sinic Microcystis aeruginosa [25] poprzez detekcje
DNA. Polska grupa badawcza wykazala mozliwo$¢ spe-
cyficznej detekcji endotoksyn bakterii gram ujemnych
Hafnia alvei PCM 1185 oraz PCM 1186 za pomoca
beleczki sfunkcjonalizowanej odpowiednimi przeciw-
ciatami [33].

Okreslanie masy drobnoustrojow

Masa jest jednym z istotnych parametrow charak-
teryzujacym stan i wlasciwosci komorek. Mikrobio-
sensor beleczkowy pracujacy w trybie dynamicznym
pozwala na precyzyjne okreslenie zmian masy efek-
tywnej beleczki po adsorpcji molekut, co zostato wyko-
rzystane w wyznaczaniu masy drobnoustrojow, w tym
takze pojedynczych komorek.

W 2001 roku Ilic i wsp. [22] za pomocg mikrobio-
sensora beleczkowego okreslili, ze sucha masa komorki
E. coli wynosi 665 fg. Pomiar wykonano w trybie dyna-
micznym, unieruchamiajac na beleczce - za pomoca
funkcjonalizacji przeciwciatami anty-E. coli O157:H7-
inaktywowane termicznie komorki. W kolejnych po-
miarach wykazano liniowg zalezno$¢ zmiany czesto-
tliwosci rezonansowej beleczki w funkgji liczby zaad-
sorbowanych komérek — w tym takze pojedynczej
komorki. Natomiast w pracy [32] wyznaczono $red-
nig mase wirusa ospy jako 9,5fg. Wyznaczono takze
liniowg zalezno$¢ zmiany czestotliwosci rezonansowej
drgan beleczki w funkgji liczby zaadsorbowanych wiru-
sow. Podobnie jak w pracy [22] potwierdzono zmiang
czestotliwosci rezonansowej drgan beleczki w wyniku
adsorpcji pojedynczego wirusa.

Badanie wzrostu drobnoustrojow

Ocena zywotnoéci drobnoustrojéow jest jednym
z zadan zaré6wno diagnostyki medycznej oraz rolniczej,
jak i monitorowania jako$ci Zywnosci i wody. W ponizej
przedstawionych pracach pokazano, ze mikrobiosensory
beleczkowe s3 doskonalym narzedziem do okreslania
zywotnosci oraz dynamiki wzrostu organizmodw.

W 2004 roku Gfeller, Nugaeva i Hegner [13] zapre-
zentowali mozliwos¢ szybkiej detekcji wzrostu E. coli
XL1-Blue za pomocg mikrobiosensora beleczkowego.
Sensor umozliwia detekcje aktywnego wzrostu komo-
rek E. coli w czasie 1 godziny oraz selektywnej detek-
¢ji wzrostu antybiotyko-opornych komérek w czasie
2 godzin. Komoérki umieszczono na beleczce z agarem
(grupa 1), agarem i antybiotykiem - 10 ug/ml kanamy-
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cyny — hamujacym wzrost E. coli XLI-Blue (grupa 2)
oraz agarem i antybiotykiem — 10 ug/ ml tetracyklina
- wobec ktérego E. coli XLI-Blue wykazuje opornos¢
(grupa 3). Pomiary wykonywano w $rodowisku gazo-
wym (powietrze, 37°C, 93% RH). Zaobserwowane
zmiany czestotliwosci rezonansowej drgan beleczki
dla grupy 1i 3 - a tym samym zmiany masy kolonii
- zostaly przyblizone modelem Gompertza. Zaobserwo-
wano: okres adaptacyjny, okres wzrostu eksponencjal-
nego — obserwowany juz po 1 lub 2 godzinach pomiaru
odpowiednio dla grupy pierwszej i trzeciej oraz faze
stacjonarng. Wspomagajac pomiar obserwacja ko-
morek na beleczce za pomocy elektronowego mikro-
skopu skaningowego oceniono wzrost liczby komoérek
2 1000 do 8000. Dla grupy 2 nie zaobserwowano zmiany
czgstotliwosci rezonansowej ani liczby komérek.

Drozdze A. niger i S. cerevisiae s tatwe w hodowli
i odpowiadaja ludzkim patogenom Candida Albicans
i Aspergillus fumigatus [34]. Za pomoca mikrobiosen-
sora beleczkowego dokonano pomiaru wzrostu komérek
A.niger i S. cerevisiae w trakcie 4 godzin (96-97%
RH, 27°C) [35], co daje dziesi¢¢ razy szybsza detekcje
wzrostu niz w standardowych metodach [34]. W pracy
[34] wykorzystujac tryb dynamiczny sensora zaobser-
wowano paczkowanie drozdzy oraz rozwdj grzybni
A. niger, co nastepnie potwierdzono za pomocg zdjeé
mikroskopowych. Wyznaczono takze mase¢ poje-
dynczej komorki S. cerevisiae jako 69 pg i pojedyn-
czego zarodnika A. niger jako 47 pg. Poréwnano takze
immobilizacje na beleczkach tych drobnoustrojow za
posrednictwem bialek konkanawaliny, fibronektyny
i immunoglobuliny G. Wykazano, ze immunoglobu-
lina G zapewnia maksymalng immobilizacj¢ zarodni-
kéw, rozwdj i wzrost grzybni. W pracy [30] potwier-
dzono mozliwos¢ szybkiej detekcji wzrostu A. niger
(4 godziny). Wykazano takze, ze podczas gdy masa
pojedynczego zarodnika na poczatku pomiaru wynosi
ok. 34 pg, tuz przed podzialem osiaga 270 pg. Wyzna-
czono predkos¢ wzrostu grzybni jako 9 um/h.

3.2. Proteomika

Wisrod najwazniejszych makromolekul wystepu-
jacych w zywych komérkach wyrézniamy biatka oraz
kwasy nukleinowe [20]. Kontrola aktywnosci biatek
jest jednym z najwazniejszych zagadnien dotyczacych
wielu dziedzin biologii (np. proteomika) czy medycyny
(np. stosowanie lekow). Aktywnos¢ bialek zalezy od ich
konformacji, ktéra moze ulega¢ zmianie pod wply-
wem zmian $rodowiska, takich jak pH, temperatura,
czy pojawienie si¢ wiazacego ligandu. Mikrosensory
beleczkowe umozliwiaja obserwacje zmian konfor-
macyjnych biatka w czasie rzeczywistym [1]. W pracy
Grubera i wsp. [17] zbadano za pomocg sensoréw
beleczkowych odpowiedz enzymu ludzkiego topoizo-
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merazy II na rézne ligandy. Stwierdzono korelacje mie-
dzy iloscig ATP a szybko$cig zmian konformacyjnych
badanego enzymu. Na podstawie otrzymanych wynikéw
stworzono model opisujacy ten proces oraz pokazano
dzialanie aklarubicyny - leku przeciwrakowego jako
inhibitora zmian konformacyjnych w topoizomerazie II.

Sensory mikrobeleczkowe ze wzgledu na swojg wy-
sokg czulo$¢ znajduja takze szerokie zastosowanie
w medycynie, gtéwnie do wykrywania markeréow
danej choroby. W tym celu wazne jest wlasciwe sfunk-
cjonalizowanie beleczki, aby specyficznie wykrywata
poszukiwane markery. Najczesciej stosuje si¢ wigzania
antygen-przeciwcialo [16]. Miedzy innymi mozliwe
jest wykrycie swoistych antygendw prostaty oraz biatek
C-reaktywnych, ktore sa specyficznymi markerami raka
prostaty oraz choroby serca [44], czy przeciwcial wigza-
cych specyficznie antygen tuberkulozy w celu wykrycia
tej choroby [39].

Sensory beleczkowe moga by¢ takze wykorzystane
do badania weglowodandw i ich oddzialywan z bial-
kami. Przykladem jest stosowanie tychze sensoréw do
wykrycia wigzan pomiedzy mannozydaza a biatkiem
Cyanovirin-N, ktére wigze i blokuje ludzki wirus nie-
doboru odpornosci (HIV) [17]. Stwierdzono takze
mozliwos¢ wykrycia biatek wigzacych weglowodany
w stezeniach rzedu pikomoli.

Wazng zalet3 mikrobiosensoréw beleczkowych
z punktu widzenia biologii jest mozliwos¢ badania
interakcji pomiedzy biatkami a kwasami nukleinowymi.
Wiele proceséw metabolicznych takich jak naprawa
DNA, replikacja, transkrypcja czy translacja jest od tego
zalezna. Giéwnym bialkiem biorgcym udzial w tych
procesach jest biatko wigzace jednoniciowe DNA (sin-
gle-stranded DNA-binding protein). Mikrobiosensory
beleczkowe pozwalaja na wykrycie §ladowych ilosci
tego biatka bez znakowania fluorescencyjnego badanej
substancji [20].

W wielu badaniach wykorzystuje si¢ sensory
mikrobeleczkowe do rozpoznawania sekwencji DNA
ze wzgledu na ich wysoka czulos¢ [6]. W pracy [50]
analizie poddano konformacje jednoniciowego DNA
(ssDNA), a tym samym powinowactwo do sfunkcjo-
nalizowanej beleczki ze wzgledu na rézne warunki,
takie jak gesto§¢ pokrycia powierzchni czy zmienne
pH. Pomiary pojedynczych nici DNA wigaza sie jednak
z niepozadanymi reakcjami krzyzowymi z biatkami lub
fragmentami nie docelowych nici DNA. Wykrywanie
stabilniejszej podwojnej nici DNA daje dokfadniejsze
rezultaty. Obecnie istniejace metody polegaja na pomia-
rze masy poszczeg6lnych fragmentéw nici DNA, jednak
wymagane jest porownanie ich do wzorca. W ostatnich
latach wykorzystano sensor beleczkowy do tego typu
pomiaréw [49]. Wykorzystano tryb dynamiczny do
pomiaru masy cafej nici DNA, a nast¢pnie wprowa-
dzono enzym, ktory przecina ni¢ DNA w okreslonym
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stosunku dlugosci (a takze masy fragmentéw). Proces
ten jest mierzony w czasie rzeczywistym i mozliwe jest
obliczenie zmiany masy, dzigki czemu nie jest koniecz-
nie poréwnywanie wynikéw do wzorca.

3.3. Inne zastosowania mikrobiosensorow
beleczkowych

Gloéwnga zaletg sensoréw mikrobeleczkowych w za-
stosowaniach fizycznych jest mozliwos¢ wykrycia obec-
noséci poszukiwanej substancji w bardzo malych ste-
zeniach. Wykorzystywane jest to w wielu dziedzinach
nauki takich jak meteorologia, kontrola $rodowiska,
a takze w dzialaniach antyterrorystycznych [36]. W celu
wykrycia obecnosci substancji stosowane s3 gtéwnie
metody chromatografii, spektroskopii masowej czy
tez spektroskopii ruchliwosci jondéw. Metody te jednak
wigzg si¢ z duzymi kosztami, skomplikowanym przy-
gotowaniem probki lub dlugim czasem pomiaru [39].
Sensory mikrobeleczkowe pozwalaja na szybki i czuly
pomiar w czasie rzeczywistym, wolny od znacznikéw
prébek [50, 20].

Zastosowanie wysokiej czulosci sensoréw mikro-
beleczkowych pokazano w pomiarach w srodowisku
cieklym. Jak przedstawiono w pracy [42], beleczka
pokryta sfunkcjonalizowang wigzaniami tiolowymi
mezoporowata krzemionka wykrywa jony Hg+ z czu-
toscia 100 ppb. Natomiast w pracy [9] wykorzystano
biatko AgNt84-6 wigzace specyficznie jony metali do
detekcji Ni**, Zn**, Co**, Cu®* oraz Cd**. Zademonstro-
wano takze mozliwo$¢ wykrywania innych zwiazkow
chemicznych z wykorzystaniem tej metody [2].

Potwierdzono takze zdolno$¢ do wykrywania ma-
tych stezen przez sensory beleczkowe w gazach. W pracy
[37] rozrozniono stosunek skfadnikéw mieszaniny
helu, argonu i azotu za pomocg sensora mikrobelecz-
kowego. Idea pomiaru opiera si¢ na zmianie czgstosci
rezonansowej drgajacej beleczki miedzy srodowiskami
o roznej gestoéci. Mozliwe jest wykrycie roznicy ges-
tosci osrodka gazowego z dokladnoscia do 88 mg/l
(czulo$¢ 49 mg/Hz). Podczas analizy sSrodowiska gazo-
wego za pomoca sensora mozliwe jest takze okreslenie
wilgotnosci lokalnej [2].

Ponadto sensory mikrobeleczkowe sg wykorzysty-
wane do wykrywania oparéw substancji chemicznych.
W pracy [43] zaobserwowano powstawanie wygie-
cia beleczki w wyniku chemisorpcji oparéw acetonu,
etanolu, nitroetanolu oraz wody do beleczki sensora.
Analizujac wygiecie beleczki w czasie rozrézniano
adsorbowane substancje. Pomiary tego typu moga
przyczynic sie do zrozumienia mechanizméw chemi-
sorpcji réznych substancji. Sensory beleczkowe maja
takze zastosowanie do wykrywania niebezpiecznych
substancji oraz materialéw wybuchowych [39]. Aby
zwigkszy¢ czutos$¢ wykrycia oparéw badanej substancji,
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czesto stosuje si¢ pokrycia beleczek powlokami poli-
merowymi lub warstwami samoorganizujgcymi (self-
-assembled monolayers — SAMs) [31].

Sensory mikrobeleczkowe znalazly takze zasto-
sowania w kalorymetrii ze wzgledu na duza czulos¢
temperaturowa (efekt bimetaliczny). Dzigki temu zja-
wisku w pracy [27] badano przebieg reakcji chemicz-
nych zachodzacych na ich powierzchni i wyznaczono
cieplo tej reakcji z doktadnoscig do 15f]. Mozliwe
jest takze wyznaczenie temperatury lokalnej z doklad-
noscig do 10 p°C dla temperatury 27°C [14]. We wspot-
czesnych badaniach rozwinieto t¢ metode poprzez
wykorzystanie struktur Janusa jako nanostudni na
powierzchni beleczki. Taka konstrukcja pozwala na
pomiar kalorymetryczny bez wykorzystywania efektu
bimetalicznego [29].

Oprocz tego opisano takze wykorzystanie sensoréw
mikrobeleczkowych do pomiaréw przeptywu i kie-
runku wiatru [10], gdzie otrzymano wysoka czulo$¢
(60 uV/(m/s)) dla wysokiej szybkosci wiatru (18 m/s),
czy tez do pomiaréw zmian gestosci osrodka z doktad-
noscig do 2mg/l [11].

Sensory mikrobeleczkowe w pomiarach fizycznych
oraz chemicznych zyskaly tak szerokie zastosowanie
glownie dzieki mozliwosci szybkiego i taniego wykrycia
bardzo malych stezen substancji. Mikrometrowe roz-
miary beleczek pozwalajg na zmniejszenie wymiaréow
i wagi aparatury, co w przyszlosci moze pozwoli¢ na
zbudowanie przenosnych sensoréw o wysokiej czulosci.

4. Podsumowanie

Sensory mikrobeleczkowe majg zastosowanie w wie-
lu dziedzinach nauki ze wzgledu na wysoka czulos¢, brak
koniecznosci znakowania badanej substancji znaczni-
kami radioaktywnymi czy fluorescencyjnymi, a takze
mozliwo$¢ pomiaru w czasie rzeczywistym. Stuza do
pomiar6w takich wielkosci jak masa obiektow, stezenie
badanej substancji, predkos¢ przeptywu plynu, gestos¢,
lepko$¢ i sktad os$rodka, w ktérym znajduje si¢ sensor,
a takze pomiaru ciepla reakeji czy wykrywania $lado-
wych ilosci substancji. Dzieki funkcjonalizacji beleczek
mozliwa jest takze wysoka specyficzno$¢ odpowiedzi
przy jednoczesnej réznorodnosci zastosowar.

Z powodu powyzszych zalet sensory mikrobelecz-
kowe zyskaly szczegdlne miejsce w badaniach biolo-
gicznych, gtéwnie w mikrobiologii. Dzigki nim moz-
liwy stal sie pomiar w czasie rzeczywistym zmian masy
zywych uktadéw biologicznych na poziomie pojedyn-
czej komorki. Metoda ta moze by¢ wykorzystana nie
tylko do analizy dynamiki wzrostu ukladéw biolo-
gicznych, ale réwniez ich odpowiedzi biologicznej na
czynniki zewnetrze, takie jak podawane leki czy zmiany
$rodowiskowe. Dodatkowo mozliwos¢ detekcji §lado-
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wych ilo$ci patogendéw w niekosztowny i szybki sposéb
moze by¢ wykorzystywana w diagnostyce medycznej
we wezesnym diagnozowaniu choréb.

W ostatnich latach pojawily sie prace rozwijajace
uklad pomiarowy w kierunku uzyskania lepszej pre-
cyzji pomiaru oraz uzyskania przez sensor nowych,
unikalnych zastosowan. Swiadczy to o jeszcze nie
odkrytych mozliwosciach tego typu sensora, szczeg6l-
nie w pomiarach biologicznych. W ciagu kolejnych lat
mozna sie spodziewac takze dalszej miniaturyzacji sen-
sora — mozliwo$¢ wykrycia §ladowych ilo$ci substancji
w czasie rzeczywistym za pomocg kompaktowego sen-
sora staje si¢ coraz bardziej realna.
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