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Miroslaw Kantoch

1928-2007

profesor zwyczajny
w Panstwowym Zakladzie Higieny w Warszawie,
wirusolog

W dniu 5 maja 2007, zmart prof. zw. dr hab. med.
Mirostaw Kantoch, czltonek rzeczywisty Polskiej
Akademii Nauk, wybitny wirusolog, tworca wspotczes-
nej wirusologii polskiej, ekspert WHO ds. wirusologii
lekarskiej, inicjator i gtbwny wykonawca programow
naukowych wspolnie z Center for Disease Control
w Atlancie, poswigconych zakazeniom wirusowym
o spotecznym znaczeniu w Polsce.

Mirostaw K antoch urodzit si¢ 13.01.1928 roku
w Sosnowcu, studiowat na Wydziale Lekarskim Aka-
demii Medycznej we Wroctawiu, gdzie w 1951 roku
uzyskat dyplom lekarza medycyny. Byt uczniem,
a nastgpnie asystentem prof. Ludwika Hirszfelda. Pra-
c¢ doktorska, ktorej promotorem byt prof. Henryk
Makower, obronit na AM we Wroctawiu w 1956 roku
i uzyskal stanowisko adiunkta rownolegle w Zaktadzie
Mikrobiologii Lekarskiej AM i w Zaktadzie Wiruso-
logii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne;j
PAN. W 1956 roku zorganizowal Pracowni¢ Mikro-
skopii Elektronowej, ktorej byt kierownikiem przez
blisko 10 lat. W 1961 roku, w wieku 33 lat, przedsta-
wil pracg habilitacyjna oraz zdal kolokwium, a nastgp-
nie wyjechat na stypendium z Fundacji Rockefellera do
Baltimore, gdzie pracowatl pod kierownictwem prof.
F.B. Banga. W swoich opowiadaniach prof. Kantoch
zawsze wymieniat nazwiska profesorow L. Hirszfelda,
H. Makowera i F.B. Banga jako swoich nauczycieli,
a zdjecia tych trzech profesorow zawsze wisiaty w jego
gabinecie.

Trzy lata po powrocie z USA, w 1965 roku, prof.
M. Kantoch zostat przeniesiony stuzbowo przez
Ministra Zdrowia do Warszawy, na stanowisko kie-

rownika Zaktadu Wirusologii w Panstwowym Zakta-
dzie Higieny, ktore zajmowatl do 2000 roku.

Tytut profesora nadzwyczajnego uzyskat w 1970 ro-
ku, profesora zwyczajnego w 1978 roku, za§ w 1986
zostat kolejno czlonkiem korespondentem PAN oraz
w 1994 na cztonkiem rzeczywistym PAN.

Prof. M. Kantoch brat udzial w pracach sze-
regu Komitetow w PAN, migdzy innymi Komitetu
Mikrobiologii, Komitetu Immunologii, Komitetu Eko-
logii Czltowieka, Komitetu Etiopatogenezy, Komitetu
Immunologii i Etiopatogenezy Zakazen Czlowieka.
Byt cztonkiem honorowym Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw, Towarzystwa Epidemiologéw, Mikro-
biologow i Lekarzy Chordb Zakaznych im. LI. Miecz-
nikowa w Rosji, cztonkiem zagranicznym New York
Academy of Science, cztonkiem zwyczajnym Towa-
rzystwa Naukowego Warszawskiego, Polskiego Towa-
rzystwa Epidemiologéw i Lekarzy Chor6b Zakaznych,
cztonkiem zespohu ekspertow Swiatowej Organizacji
Zdrowia.

Prof. M. Kantoch zasiadal w Radach Nauko-
wych wielu instytutéw naukowych, m.in. Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN, Instytytu Hematologii i Transfu-
zjologii, Panstwowego Zaktadu Higieny, Wojskowe-
go Instytutu Higieny i Epidemiologii. Byt cztonkiem
komitetéw redakcyjnych szeregu czasopism nauko-
wych m.in.: Przeglqdu Epidemiologicznego, Postepow
Mikrobiologii, Medycyny Doswiadczalnej i Mikrobio-
logii, Postepow Higieny i Medycyny Doswiadczalnej,
Polish Journal of Microbiology oraz cztonkiem migdzy-
narodowego komitetu redakcyjnego Acta Virologica.
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Prof. M. Kantoch wlozyl wielki wkiad w roz-
woj badan naukowych dotyczacych etiopatogenezy,
immunologii i immunoprofilaktyki zakazen wiruso-
wych. Na szczegdlna uwage zastuguje Jego wktad
w badania nad bezpieczenstwem, skutecznos$cig i roz-
powszechnieniem szczepien przeciwko wirusowi polio,
odry i rézyczki oraz badania, w tym czasie pionierskie,
nad teratogennym dzialaniem wirusa r6zyczki jak row-
niez wystgpowaniem wad wrodzonych spowodowanych
zakazeniem matek w okresie cigzy innymi wirusami ta-
kimi jak wirus cytomegalii, herpes simplex (opryszczki
wargowej) i varicella zoster (ospy wietrznej i potpas-
ca). Kontynuujac dzieto prof. Feliksa Przesmyckiego,
prof. M. Kantoch stat si¢ wspottworca polskiej wi-
rusologii lekarskiej.

Wspomniane powyzej badania znajduja udoku-
mentowanie w ponad dwustu pracach do§wiadczalnych,
kilkudziesieciu doniesieniach zjazdowych, ktorych
Prof. M. Kantoch jest autorem lub wspoéltautorem.

MIROSEAW KANTOCH (1928-2007)

Profesor jest rowniez autorem szeregu monografii
oraz kilku wydan podregcznika ,,Wirusologia Lekar-
ska” przeznaczonego gtéwnie dla studentdéw i lekarzy
medycyny.

Wspominajac prof. M. Kantocha, nie mozna
pomina¢ jego dziatalno$ci dydaktycznej. My, pracow-
nicy Zaktadu Wirusologii PZH, pamigtamy Profesora
przede wszystkim jako opiekuna, promotora prac dok-
torskich oraz Osobg, ktora nas inspirowata i wyma-
gata przygotowania prac habilitacyjnych. Profesor byt
promotorem 20 prac doktorskich, z ktorych 17 wyszlo
z Zaktadu Wirusologii PZH, a 3 doktoraty pochodza
z okresu Jego pracy we Wroctawiu. Pamigtamy Pro-
fesora jako Osobg bardzo wymagajaca, wiedzielismy
jednak, ze w kazdym przypadku mozemy liczy¢é na
jego pomoc, opieke i obrong.

Pracownicy Zaktadu Wirusologii
Panstwowego Zaktadu Higieny
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Ebola haemorrhagic fever. Immunological and molecular mechanisms of pathogenesis,
diagnostics, experimental methods of therapy and vaccination

Abstract: Two outbreaks of unknown haemorrhagic fever occured in 1976 in central Africa. Mortality rate was very high, reaching
90%. Isolated virus was classified as a new member of the Filoviridae family and called Ebola. In the following years several new
outbreaks occured. The possibility of occurrence of this disease in developed countries and the threat of bioterrorism motivate many
scientific centers to carry on the research on the mechanisms of pathogenesis trying to find effective treatment and vaccines. Experi-
mental models using Ebola virus proteins (which do not require biosafety level 4 laboratories) have simplified investigations of viral
protein functions. This review presents up-to-date knowledge about mechanisms of pathogenesis, molecular structure and function
of viral proteins, rapid detection of Ebola hemorrhagic fever cases and experimental treatment as well as vaccination against this
extremely dangerous disease.

1. Discovery of Ebola virus. Known Ebola haemorrhagic fever outbreaks. 2. Clinical symptoms of Ebola haemorrhagic fever.
3. Course of infection. 4. Structure and functions of viral proteins. 5. Diagnostics of Ebola haemorrhagic fever. 6. Treatment.

7. Experimental vaccines. 8. Summary

Stowa kluczowe: Ebola, Filoviridae, glikoproteina, krwotoki, Marburg

Key words:

Ebola, Filoviridae, glycoprotein, haemorrhage, Marburg

1. Historia odkrycia wirusa.
Epidemie goraczki krwotocznej Ebola

W czerwcu 1976 roku w poludniowym Sudanie
w miejscowosciach Nzara i Maridi wybuchta epide-
mia nieznanej dotad goraczki krwotocznej (284 przy-
padki). We wrzesniu 1976 r. podobna epidemia poja-
wita si¢ w pétnocnym Zairze w miejscowosci Yambuku
(318 przypadkow). Wyizolowany czynnik chorobo-
tworczy byt wirusem bardzo podobnym do jedynego
znanego dotad przedstawiciela rodziny Filoviridae
— wirusa Marburg, jednak z powodu ro6znic antygeno-
wych sklasyfikowano go jako nowy typ i nazwano
Ebola (Ebolavirus — EBOV) — od nazwy rzeki w Zai-
rze, nad ktora wybuchta epidemia [91, 96, 97]. Ponie-
waz wykazano réznice pomigdzy wirusami wyizolo-
wanymi w Sudanie i Zairze, wyrdézniono dwa podtypy:
Ebola-Zaire (EBO-Z) i Ebola-Sudan (EBO-S) [9, 18,
65, 96, 97]. EBO-Z (wskaznik $miertelno$ci 88%) byt
bardziej zjadliwy od EBO-S (wskaznik $miertelnosci
53%). Pojedynczy przypadek zakazenia EBO-Z zano-
towano w 1977 w Tandala w Zairze. Analiza wykazata,
ze w tym rejonie wystapity juz w 1972 r. 2 przypadki

choroby. U 7% okolicznych mieszkancow stwierdzono
w surowicy krwi przeciwciata [28]. W 1979 w Nzara
wybuchlta kolejna, znacznie mniejsza (34 przypadki)
epidemia wywotana przez EBO-S; $miertelno$¢ sigg-
neta 65%. W roku 1989 w laboratorium w Reston
w USA wybuchta epidemia goraczki krwotocznej wsrod
malp z gatunku Macacca fascicularis. Matpy zabito
i spalono, laboratorium zamknigto i odkazono. Wyizo-
lowanego wirusa zaklasyfikowano jako nowy podtyp
Ebola-Reston (EBO-R) [16, 96, 97]. Przypadki zacho-
rowan wsrod zwierzat do§wiadczalnych wywotane
przez EBO-R zdarzaly si¢ jeszcze kilkukrotnie w USA
i we Wtoszech; dotyczyty matp przywiezionych z Fili-
pin. EBO-R okazal si¢ niepatogenny dla Iudzi, mimo
ze wykrywano u nich przeciwciata. Jako jedyny z pod-
typéw Ebola przenosit si¢ na drodze kropelkowe;.
W 1994 na Wybrzezu Kosci Stoniowej zanotowano
pojedynczy przypadek goraczki krwotocznej; osoba za-
kazong byt naukowiec, ktory dokonywat sekcji zwlok
szympansdéw. Wyizolowanego wirusa zaklasyfikowano
jako kolejny podtyp: Ebola-Cote d’Ivorie (EBO-CI)
[96, 97]. Przypadki choroby wywotanej przez ten pod-
typ obserwowano rowniez u réznych gatunkéw malp.



190

EBO-Z pojawit sig znow w 1995 w Kikwit w Zairze
(315 przypadkow, smiertelnos¢ 81%) [38, 96, 97] oraz
w 1996, 1997 1 2002 w Gabonie (mniejsze epidemie).
W latach 2001-2003 wywotat rowniez trzy epidemie
w Kongo (dawnym Zairze), potwierdzajac po raz ko-
lejny swoja bardzo wysoka zjadliwos¢ ($miertelnos¢
powyzej 75%). EBO-S wywotat najwigksza ze zna-
nych epidemii wirusa Ebola — w latach 2000—-2001
w Ugandzie (425 przypadkow, w tym 224 $§miertelne)
[11, 96, 97]. Od czasu odkrycia wirusa Ebola notowano
réwniez kilka sporadycznych zachorowan na terenach
endemicznych oraz przypadki zakazen w laboratoriach.
Zestawienie wszystkich dotychczasowych przypad-
kéw goraczki krwotocznej Ebola przedstawia tabela 1.

Wirus Ebola nalezy do rodziny Filoviridae (wirusy
o nitkowatym ksztalcie wirionu, otoczone ostonka z po-
dwadjnej btony lipidowej), zaliczanej do Mononega-
virales (zwierz¢cych wirusow, ktorych genomem jest
pojedyncza czasteczka RNA o ujemnej polarnosci) [99].
Wyrdzniono si¢ 4 podtypy (EBO-Z, EBO-S, EBO-R,
EBO-CI), rézniace si¢ w niewielkim stopniu $rednia
dhugoscia i morfologia wirionu; w ramach kazdego pod-
typu wystgpuje polimorfizm wirionéw. Podtypy znacz-
nie r6znia si¢ miedzy soba na poziomie antygenowym.
Znane szczepy EBO-Z (Mayinga-76, Zaire-76, Eckron-
76, Tandala-77, Kikwit-95 i Gabon-94) wykazywaly
najwyzsza zjadliwos¢ ($miertelno$¢ w czasie wigkszych
epidemii siggata ok. 90%). Szczepy EBO-S (Boniface-

MACIEJ LUCZKIEWICZ, MAGDALENA JOANNA FLAGA

76, Maleo-79) byly réwniez bardzo zjadliwe, ale tu
$miertelno$¢ byta nieco nizsza i wynosita do ok. 65%.
Zanotowano pojedyncze przypadki EBO-CI (Tai
Forest-94), zakonczone wyzdrowieniem. EBO-R
(Reston-89, Philippines-89, Siena-92, Texas-96), mimo
ze infekowal ludzi, nie wywotywat objawoéw chorobo-
wych (jedyne epidemie wywotane przez EBO-R wysta-
pity wsrod matp). W czasie trzydziestu lat od wyizolo-
wania i zidentyfikowania wirusa Ebola, zanotowano
tacznie 1851 przypadkoéw u ludzi, z czego 1288 $mier-
telnych; ogdlny wskaznik $miertelnosci wynosi 69,5%
(nalezy jednak pamigtaé, ze poszczegédlne podtypy
znacznie 16znia si¢ zjadliwoscia) [9, 96-98].

Do dnia dzisiejszego nie jest znany rezerwuar wiru-
sa. Przypuszczalnie moga by¢ to owocozerne nietope-
rze, u ktorych stwierdzano wysoki poziom przeciwciat,
natomiast nie zaobserwowano objawow chorobowych
[44]. Wirus Ebola wywoluje chorobg u réznych gatun-
kéw matp, na ludzi przenosi sig sporadycznie. Do zaka-
zenia dochodzi przez bezposredni kontakt ze zwierze-
ciem lub osoba chora. Szczegoblnie niebezpieczne sa:
krew, $lina, wydaliny; dochodzi réwniez do zakazen
na drodze pitciowej i w czasie kontaktu ze zwtokami.
Z tego powodu najbardziej narazony jest personel me-
dyczny i rodziny chorych. W epidemiach afrykanskich
powaznym zrodtem zakazenia byly réwniez niewy-
starczajaco sterylizowane igly, strzykawki i inny sprzgt
medyczny wielokrotnego uzytku [11, 38, 91, 96, 97].

Tabela I
Znane przypadki goraczki krwotocznej Ebola [96, 97]
Rok Kraj qutyp Liczba’ Licz'ba. przypadkow Smiertelnosé
wirusa | przypadkow $miertelnych

1976 Sudan EBO-S 284 151 53%
1976 Zair EBO-Z 318 280 88%
1976 WIk. Brytania | EBO-S 1 0 0%
1977 Zair EBO-Z 1 1 100%
1979 Sudan EBO-S 34 22 65%
1994 Gabon EBO-Z 52 31 60%
1994 Wybz. Koséci St. | EBO-CI 1 0 0%
1995 Liberia EBO-CI 1 0 0%
1995 Zair EBO-Z 315 250 81%
1996 Gabon EBO-Z 37 21 57%
1996 RPA EBO-Z 1 1 100%
1996-1997 | Gabon EBO-Z 60 45 74%
2000-2001 | Uganda EBO-S 425 224 53%
2001-2002 | Gabon EBO-Z 65 53 82%
2001-2002 | Kongo EBO-Z 59 44 75%
2002-2003 | Kongo EBO-Z 143 128 89%
2003 Kongo EBO-Z 35 29 83%
2004 Sudan EBO-S 17 7 41%
2004 USA EBO-Z 1 0 0%
2004 Rosja EBO-Z 1 1 100%
Lacznie 1851 1288
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2. Obraz Kkliniczny goraczki krwotocznej Ebola

Poczatkowe objawy sa niecharakterystyczne: uczu-
cie zmgczenia, bole brzucha, migsni, stawow, gardla,
nudno$ci, wymioty, biegunka. W drugiej fazie cho-
roby wystepuje skaza krwotoczna: krwawe wymioty
1 biegunki, wybroczyny (tac. petechiae), krwawienia
1 krwo-toki wewngtrzne i zewngtrzne, nawet przez nie-
uszkodzong skorg i btony §luzowe. Pojawia si¢ zespot
rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC
— disseminated intravascular coagulation). Utrata krwi
1 powstawanie ognisk martwiczych w narzadach pro-
wadza do wstrzasu i §mierci. W przebiegu choroby
charakterystyczne sa rowniez: leukopenia, matoptytko-
wos$¢, objawy uszkodzenia watroby i masywna wiremia.
Nie jest znane leczenie przyczynowe; pomoc udzielana
chorym polega na tagodzeniu objawdw i wyréwny-
waniu strat ptynow, elektrolitow, krwi i osoczowych
czynnikow krzepnigcia [5, 11, 38, 91, 96, 97].

3. Przebieg infekcji

Na podstawie badan wsrdd ludzi zakazonych wiru-
sem Ebola, jak rowniez do$wiadczen prowadzonych
na matpach, opracowano model przebiegu infekcji.
EBOV infekuje w pierwszej kolejno$ci monocyty i ko-
morki dendrytyczne [2, 19, 75, 87]. We wnikaniu wiru-
sa istotna rolg odgrywa komorkowe biatko DC-SIGN
(Dendritic Cell — Specific ICAM-3 Grabbing Non-
ntegrin, CD209) i jego homolog L-SIGN. Sa to biatka
btonowe typu 2, z pozakomérkowa domena C-lecyty-
ny. Ekspresja DC-SIGN zachodzi w niedojrzatych ko-
morkach dendrytycznych, natomiast L-SIGN w komor-
kach $rodblonka w watrobie i w wgztach chtonnych.
DC-SIGN bierze udziat w migracji komoérek dendry-
tycznych oraz we wezesnych etapach odpowiedzi im-
munologicznej — w interakcjach pomigdzy komorkami
dendrytycznymi i komorkami $rdédbtonka z limfocyta-
mi T. Obydwa biatka sa prawdopodobnie receptorem
cis dla wirusa Ebola, ale moga réwniez funkcjonowac
jako receptor trans, umozliwiajac czastkom wiruso-
wym wnikanie do innych komorek [2]. Koreceptorem
jest prawdopodobnie FR-a (folate receptor alpha)
— biatko btonowe, wiazace czasteczki kwasu foliowego
i transportujace je do komorki [12]. Szereg prac pod-
kresla rolg wirusowego biatka GP, , w specyficznym
rozpoznaniu receptora [1, 13, 48, 49, 67]. Po sfagocy-
towaniu wirus znajduje si¢ w pecherzyku endosomal-
nym, gdzie w wyniku dziatania obnizonego pH naste-
puje zmiana konformacji biatka powierzchniowego
GP, co z kolei indukuje fuzjg blony komorki z otoczka
wirusa [1, 49, 67]. EBOV rozprzestrzenia si¢ z pier-
wotnego miejsca zakazenia za posrednictwem mono-
cytow 1 komorek dendrytycznych do regionalnych
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weztow chlonnych (gldwnie przez naczynia limfatycz-
ne) oraz do watroby i $ledziony (przez naczynia
krwiono$ne). Na wczesnym etapie infekcji wirus ak-
tywuje monocyty i makrofagi. Poczatkowa aktywacja
jest niezalezna od replikacji wirusa wewnatrz zainfe-
kowanych komorek; natomiast podtrzymanie aktywa-
cji wymaga replikacji wirusa badz dtuzszego kontaktu
z wirusem inaktywowanym. Sadzono, ze moze to
swiadczy¢ o pewnej roli niestrukturalnych biatek wi-
rusowych w zapoczatkowaniu aktywacji [75], jednak
nowsze prace wykazaly, ze bialkiem aktywujacym jest
GP, , w formie zwiazanej z otoczka wirionu [87]. Zad-
ne z biatek niestrukturalnych nie aktywowato mono-
cytoéw, by¢ moze biatko obecne na wirionach ma inna
konformacje, niezbedna do aktywacji. Rola biatek nie-
strukturalnych jest nadal dyskusyjna; przypuszcza sig,
7e moga one dziata¢ w tkankach bgdacych pozniejszy-
mi celami infekcji, adsorbowac przeciwciata lub bloko-
wacé aktywacje neutrofili [93]. Aktywacja monocytow
1 makrofagdw powoduje zwigkszenie ekspresji genow
kodujacych wiele czynnikow wydzielanych przez te
komorki: cytokiny i chemokiny prozapalne. W watro-
bie i wgzlach chlonnych EBOV infekuje makrofagi
tkankowe (w tym komorki Kupffera w watrobie) i ko-
morki dendrytyczne. We wezesnej fazie infekcji EBOV
aktywuje komorki dendrytyczne przez zwigkszenie
ekspresji INF-a i TRAIL (TNF-related apoptosis in-
cluding ligand). Nadekspresja TRAIL indukuje apop-
toze limfocytéw T, co skutkuje supresja odpowiedzi
immunologicznej [21, 27]. Makrofagi nie ulegaja
apoptozie pod wptywem TRAIL z powodu obnizonej
ekspresji TRAIL-receptora 2 [21]. Wsrdd czynnikow
wydzielanych przez zainfekowane komorki wymienié
nalezy: IL-1B, TNF-«, IL-6, IL-8, GRO-«, MIP-1¢,
MIP-2Ba i MCP-1. Przyciagaja one kolejne makrofagi
do miejsc infekcji, utatwiajac w ten sposdb wirusowi
zakazanie nowych komoérek [3, 21, 27, 43, 75]. Do-
datkowo po ok. 6 dniach od infekcji nastgpuje zaha-
mowanie ekspresji MHC II [27]. W wyniku dziatania
biatka VP35 zahamowana zostaje rowniez produkcja
interferonow typu I (« i ) w zainfekowanych komor-
kach [6, 7]. W miarg postgpu choroby wzrasta poziom
wolnych rodnikéw tlenowych uwalnianych przez zaka-
zone makrofagi, co wyzwala apoptoz¢ komorek NK,
dodatkowo uposledzajac odpowiedz immunologiczna
gospodarza. Niekontrolowane, masywne namnazanie
wirusa prowadzi do dalszego podwyzszenia poziomu
cytokin prozapalnych; powoduje to m.in. zwigkszenie
adhezyjnosci komorek i zlepianie sig monocytow, co
moze zaburzaé przeptyw krwi w matych naczyniach
i wyzwoli¢ kaskade krzepnigcia [75]. TNF-a wraz
z wolnymi rodnikami uwalnianymi z zainfekowanych
komorek zmniejszaja adhezj¢ plakoglobiny do komorek
srodblonka naczyn. Plakoglobina jest biatkiem spaja-
jacym $rédblonek i jej utrata powoduje rozluznienie
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potaczen pomiedzy komoérkami, a w efekcie utrate
szczelno$ci $rodbtonka (permeabilization) [19]. Su-
presja odpowiedzi immunologicznej utatwia wirusowi
kolonizacje komorek srodbtonka, hepatocytow i in-
nych tkanek. Niszczenie §rodbtonka przez wirusa oraz
przez cytokiny i wolne rodniki wydzielane z aktywo-
wanych 1 lizowanych komorek jednojadrzastych krwi
sprzyja wyzwoleniu kaskady krzepnigcia. Nastgpuje
aktywacja fibrynogennych i fibrynolitycznych szla-
kéw, co prowadzi do zespotu rozsianego wykrzepia-
nia wewnatrznaczyniowego (DIC) [19, 21, 75]. Maso-
wos¢ powstajacych zakrzepdw prowadzi do szybkiego
wyczerpania czynnikoOw krzepnigcia i ich inhibitorows;
jednoczesénie uszkadzanie komorek watroby przez wi-
rusy w bardzo znaczacym stopniu uposledza ich pro-
dukcje. Kombinacja uszkodzenia srodbtonka, licznych
zakrzepow 1 wyczerpania czynnikow krzepnigcia pro-
wadzi do masywnych krwotokow i do wstrzasu krwo-
tocznego oraz MOF (multiple organ failure — niewy-
dolnos¢ wielonarzadowa) i ostatecznie do $mierci [21].

Na podstawie badan ludzi zakazonych wirusem
Ebola, jak réwniez do$§wiadczen prowadzonych na
malpach, stworzono profile odpowiedzi immunologicz-
nej dla przypadkéw o przebiegu tagodnym i $Smiertel-
nym [3, 21, 27, 43, 75, 80].

Lagodny przebieg choroby charakteryzuje si¢ wy-
stapieniem w fazie objawowej silnej odpowiedzi im-
munologicznej. Miano przeciwcial IgG anty-EBOV
wyraznie narasta w trakcie trwania fazy objawowej
i fazy zdrowienia (po ustapieniu objawow). Faza obja-
wowa charakteryzuje si¢ od poczatku wysokimi steze-
niami cytokin prozapalnych: IL-1f3, TNF-c, IL-6, IL-8,
GRO-«a, MIP-1ac i MIP-2f (czynniki mobilizujace
uktad immunologiczny); st¢zenia te obnizaja si¢ w trak-
cie zdrowienia do poziomu wystgpujacego u ludzi zdro-
wych. W koncowym stadium fazy objawowej w pew-
nym stopniu wzrastaja, a nast¢pnie w fazie zdrowienia
obnizaja si¢ stezenia IL-1RA, sIL-6R, sTNF-RI,
sTNF-RII (cytokiny odpowiedzialne za kontrolg i ogra-
niczanie reakcji zapalnej), jak rowniez kortyzolu, NO,-
i neopteryny. Narasta rowniez poziom INF-y i INF-a.
Zatrzymanie narastania, a nast¢pnie obnizenie st¢zenia
tych czynnikow $wiadczy o skutecznej walce uktadu
immunologicznego z wirusem. Dowodem jej skutecz-
nosci jest rowniez ciaglty wzrost miana przeciwciat IgG
anty-EBOYV, i spadek poziomu antygenow wirusowych.

Za dobre wskazniki rokownicze choroby mozna
uznaé: wyjsciowo wysoki poziom IL-1f, IL-6 i TNF-c,
ktéry obniza sig¢ w trakcie trwania choroby; narastajace
miano przeciwciat IgG; niski i nie narastajacy poziom
IL-10 i neopteryny [3].

Smiertelny przebieg choroby charakteryzuje prak-
tycznie brak odpowiedzi immunologicznej. Miano prze-
ciwcial IgG anty-EBOV jest bardzo niskie przez caly
czas trwania choroby. W konsekwencji wirus zakaza
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bez przeszkod kolejne komorki jednojadrzaste krwi,
indukujac wydzielanie duzych ilosci cytokin: TNF-c,
IL-6, IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII, IL-10. Stezenia
tych cytokin wyraznie narastaja w trakcie trwania cho-
roby, natomiast stezenia IL-1f, MIP-1ac i MIP-2[3
praktycznie w ogole nie rdznia si¢ od tych wystepuja-
cych ludzi zdrowych. Przed $miercia narastaja takze
znaczaco stezenia NO,_ineopteryny. Charakterystycz-
ny jest rowniez staly wzrost wiremii. Uszkadzanie
$rodbtonka naczyn przez TNF-a i uwalniane wolne
rodniki tlenowe oraz blokowanie reakcji zapalnej
przez IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII i IL-10 ufatwia
wirusowi kolonizacj¢ komorek $roédblonka i ich nisz-
czenie. Uszkodzenie srodbtonka spowodowane przez
namnazaniem si¢ wirusa i dziataniem cytokin jest
jedna z przyczyn wystapienia DIC i masywnych krwa-
wien. Narastajaca wiremia i rozpad zajgtych przez
wirusa tkanek (komorki watroby, nerek, §ledziony,
gonad) w potaczeniu ze wstrzasem krwotocznym pro-
wadza do $mierci.

Za zte wskazniki rokownicze choroby mozna uzna¢:
utrzymujace si¢ niskie miano przeciwcial IgG; nara-
stajace stezenia IL-10, IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII
1 neopteryny.

W badaniach prowadzonych po epidemii w Kikwit
w 1995 r. wyizolowano od ozdrowiencow przeciwciata
skierowane przeciwko biatkom wirusowym: anty-NP,
anty-GP, anty-sGP. Przeciwciata wiazace silnie sGP
i NP nie neutralizowaty wirusa, natomiast przeciwciata
anty-GP neutralizowaly go skutecznie [50]. W po6z-
niejszych badaniach na myszach zaobserwowano, ze
infekcyjnos$¢ wirusa VSV (Vesicular Stomatitis Virus)
zrekombinowanego biatkiem GP EBOV wzrasta pod
wptywem monoklonalnych przeciwciat anty-EBOV
uzyskanych z immunizowanych myszy. Sugeruje to,
ze przeciwciata moga zwigksza¢ infekcyjnos¢ wirusa,
prawdopodobnie utatwiajac wnikanie do wngtrza ko-
morek jednojadrzastych krwi. Dodanie biatka sGP
zmniejszylo efekt wzmocnienia — prawdopodobnie
cze$¢ przeciwciat zostata zwigzana przez sGP [78].

4. Budowa i funkcje bialek wirusa

Genom wirusa Ebola tworzy jednoniciowa czas-
teczka (—)RNA dlugosci ok. 19 kpz. Zawiera ona
7 otwartych ramek odczytu, kodujacych 7 biatek
strukturalnych wirionu: L (180 kDa), GP (125 kDa),
NP (104 kDa), VP40 (40 kDa), VP35 (35 kDa), VP30
(30 kDa), VP24 (24 kDa) [17]. Uktad genow jest na-
stepujacy: 3'-np-vp35-vp40-gp-vp30-vp24-1-5°. Biatko
GP jest drugim produktem genu gp, powstajacym
w wyniku edycji ramki odczytu; podstawowym pro-
duktem genu gp jest niestrukturalne biatko sGP [71,
72]. Miejsca terminacji transkrypcji sa konserwowa-
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Rys. 1. Schemat organizacji genomu wirusa Ebola

Zaznaczono potozenie poszczegolnych gendw, a takze kolorem szarym obszary niekodujace i zachodzenia genéw na siebie

ne; wszystkie zawieraja sekwencj¢ 3'-UAAUU-5". Po-
migdzy genami wystgpuja 3 fragmenty niekodujace:
migdzy np a vp35 (3'-GAU-5"), migdzy vp40 a gp
(3'-AGC-5) oraz miedzy vp30 a vp24 (142-nukleoty-
dowy obszar). Genom wirusa zawiera trzy 18-20 nu-
kleotydowe obszary zachodzenia gendéw na siebie:
miedzy vp35 a vp40, migdzy gp a vp30 oraz migdzy
vp24 a l. Odcinek liderowy RNA i 5’-koniec kazdego
z mRNA zawiera obszar tworzacy wype¢tlona struktu-
r¢ drugorzedowa [71]. Rysunek 1 przedstawia schemat
genomu wirusa Ebola.

Glikoproteinami nazywamy biatka zawierajace
dotaczony kowalencyjnie do okreslonego aminokwa-
su fancuch cukrowy, jako cz¢$¢ ich struktury czastecz-
kowej. Przytaczenie oligomerow cukrowych moze za-
chodzi¢ przez wiazanie z reszta amidowa asparaginy
(N-glikozylacja) lub grupa hydroksylowa seryny lub
treoniny (O-glikozylacja). Wszystkie N-glikany za-
wieraja charakterystyczny rdzen: Manal-6(Manal-3)
Manb1-4GIcNAcb1-4GIcNAcbAsn; asparagina po-
chodzi z fragmentu biatka o $cisle konserwatywnej
sekwencji (Asn-X-Ser/Thr). Mimo wspdlnej sekwen-
cji rdzeniowej N-glikany cechuje duza zmiennos¢ oli-
gosacharydéw przylaczonych do rdzenia. O-glikany,
w przeciwienstwie do N-glikanow, nie posiadaja
wspolnego rdzenia i charakteryzuja si¢ wigksza zmien-
noscia konca redukujacego. N-glikozylacja zachodzi
w szorstkim ER 1 aparacie Golgiego; O-glikozylacja
tylko w aparacie Golgiego [57].

Glikoproteina (GP) jest najlepiej poznanym biat-
kiem wirusa. Szereg prac podkresla role tego biatka:
W rozpoznawaniu receptorow na powierzchni ko-
morek docelowych [1, 13, 48, 49, 67]; w indukcji fu-
zji blony cytoplazmatycznej z otoczka wirionu 1 wni-
kaniu wirusa [1, 13, 49, 67, 82]; takze jako glownego
determinantu cytotoksycznosci [84, 94] oraz roli za-
réowno powierzchniowego GP, jak i jego form i frag-
mentoéw wolnych (sGP, ssGP, D-peptyd, GP11DGP, ,)
w indukcji i hamowaniu odpowiedzi immunologicz-
nej [14, 72, 85, 86]. Biatko to wydaje si¢ by¢ najistot-
niejszym czynnikiem patogenezy i potencjalnie gtow-
nym celem dzialania lekow.

Gen gp koduje jako gldowny produkt biatko sGPer
(364-367 aminokwaséw, w zaleznos$ci od szczepu
wirusa) [72, 73, 86]. Gen gp zawiera po 295 kodonie
miejsce edycyjne sktadajace si¢ z 7 uracyli [72, 81].
W wyniku kotranskrypcyjnej edycji w powstajacym
mRNA wirusowa polimeraza RNA moze doda¢ jedna
lub dwie adenozyny badz tez usuna¢ jedna adeno-
zyng. W przypadku dodania jednej adenozyny ramka
odczytu dalszej czgsci genu ulega przesunigeiu i eks-
presji ulega drugi produkt genu gp — GPer (676 ami-
nokwasow). W przypadku dodania dwdch adenozyn
lub usunigcia jednej nastgpuje przedwczesna termi-
nacja transkrypcji i ekspresji ulega skrécona forma
sGP — ssGP (297 aminokwaséw) [85]. Edycji tej mo-
ze rowniez dokonaé¢ polimeraza faga T7 lub wirusa
krowianki [81].

Biatko sGP. Bialko sGP (364-367 aminokwa-
sow) nie posiada domeny transbtonowej na C-koncu,
natomiast na N-koncu ma sekwencj¢ sygnalng (32—33
aminokwasy), ktora jest odcinana podczas translokacji
przez blong komorkowa. Biatko zawiera miejsce cigcia
przez furyng (Arg-X/Lys-Arg-Arg), ok. 325 amino-
kwasu. Sekwencja sGP jest silnie konserwowana we
wszystkich podtypach wirusa; zawiera aminokwasy
zaangazowane w rozpoznawanie receptora. Bezpo-
sredni produkt ekspresji genu gp to biatko sGPer.
Powstaje ono w rybosomach ER, gdzie dotaczane
sa przez N-glikozylacj¢ tancuchy oligomannzowe;
w aparacie Golgiego biatko jest w petni N-glikozylo-
wane (czg$¢ N-koncowa — sGP) i O-glikozylowane
(czes¢ C-koncowa — D-peptyd) do formy pre-sGP
(41,8 kDa) oraz rozcinane przez furyng na sGP i D-pep-
tyd i nastgpnie wydzielane na zewnatrz komorki. Gliko-
zylowane sGP ma mas¢ 5070 kDa, w zaleznosci od
stopnia glikozylacji [72, 82].

Biatko sGP wystepuje w nastgpujacych formach
[82, 85, 86]:

1. sGP — homodimer; podjednostki utozone anty-
réownolegle, potaczone dwoma mostkami dwu-
siarczkowymi (pomigdzy Cys53 pierwszej pod-
jednostki i Cys306 drugiej, i drugi pomigdzy
Cys306 pierwszej i Cys53 drugiej)
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2. ssGP — monomer; mostki dwusiarczkowe miedzy
podjednostkami nie moga powsta¢, gdyz forma
skrécona nie posiada Cys306

3. D-peptyd — w formie O-glikozylowanej masa
ok. 10-14 kDa; zawiera reszty kwasu sjalowego

Biatko GP. Bialko GP (676 aminokwasow) po-

wstaje w wyniku kotranskrypcyjnej edycji genu gp
[72, 81]. N-koncowe 295 aminokwasow jest identycz-
nych z sGP, dalsza sekwencja biatka jest juz oczywis-
cie inna. Biatko posiada N-koncowa sekwencje¢ syg-
nalna (32-33 aminokwasy), ktora jest odcinana podczas
translokacji przez bton¢ komodrkowa [82]. Domena
N-koncowa zawiera ok. 150 aminokwasow, odgrywa-
jacych role w rozpoznawaniu receptora i wnikaniu
wirusa do komorki; 6 aminokwaséw jest bardzo istot-
nych w pierwszych etapach wnikania, ale nie sg one
zaangazowane w tworzenie calej struktury biatka;
3 nich sa w obszarze 10 aminokwasoéw najprawdopo-
dobniej tworzacych kieszonkg katalityczna, odpowie-
dzialng za rozpoznanie receptora. Zidentyfikowano
réwniez ok. 30 aminokwasow istotnych w utrzymaniu
wlasciwej konformacji biatka [49]. Za cze$cia iden-
tyczna z biatkiem sGP znajduje sig rejon zmienny, tzw.
mucynopodobny (mucin-like domain), bogaty w Thr
i Ser, zawierajacy miejsca O-glikozylacji i cze$¢ miejsc
N-glikozylacji [34, 94]. Rejon ten si¢ga do aminokwa-
sow 498-501, ktore tworza kanoniczna sekwencje
Arg-X/Lys-Arg-Arg, bedaca miejscem cigcia dla furyny
(ciecie po Arg501). Podtyp EBO-R ma w tym miegjscu
sekwencj¢ Arg-Lys-Gln-Lys-Arg, ktéra jest stabiej
rozpoznawana przez furyng. Cigcie biatka przez fury-
n¢ powoduje powstawanie dwoch podjednostek — GP1
(140 kDa) i GP2 (26 kDa) [73, 82]. Cigcie to niejako
,»odstania” domen¢ mucynopodobna, odpowiedzialna
za cytotoksycznos$¢ [82, 94]. W podtypie EBO-R zmia-
na w miejscu ciecia przez furyn¢ skutkuje brakiem
cytotoksycznosci dla ludzkich komoérek $rodbtonka.
Za miejscem cigcia furyny (czyli na N-koncu GP2)
znajduje si¢ 16 aminokwasow hydrofobowych, stano-
wiacych tzw. fusion peptide (FP), odpowiedzialny za
wnikanie w btong infekowanej komorki i — po pH-za-
leznej zmianie konformacyjnej — destabilizacj¢ blony
w kierunku fuzji z otoczka wirusa (wykazano, ze
najwazniejszy jest obszar pomig¢dzy 25 a 35 amino-
kwasem GP2) [1, 49, 67]. Za FP zlokalizowana jest
a-helisa z obszarem superskreconym, ktora zawiera
jon chloru (przy Asn586). Ostatnie 3 skrety «-helisy
oraz fragment znajdujacej si¢ dalej pe¢tli (aminokwasy
584-610) stanowia rejon odpowiedzialny za immuno-
supresje (homologiczny do rejondw immunosupre-
syjnych u wiruséw onkogennych). Wewnatrz tej petli
jest rowniez krotki mostek dwusiarczkowy pomigdzy
Cys601 i Cys608, natomiast Cys609 taczy si¢ mostkiem
dwusiarczkowym z Cys53 z podjednostki GP1. Dalej
jest kolejny, krétszy obszar a-helisy, ktéra z poprzed-
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nig a-helisa tworzy strukture ,,szpilki do wloséw”. Na
C-koficu (aminokwasy 651-676) zlokalizowana jest
23-aminokwasowa domena transbtonowa, kotwiczaca
biatko w blonie cytoplazmatycznej. Prawdopodobnie
od strony cytoplazmy pozostaje wolny 4-aminokwa-
sowy C-koniec [48].

Niektore prace donosza, ze w proteolityczna obrob-
ke GP zaangazowana jest nie tylko furyna, Iub ze taka
obrobka w ogoble nie jest konieczna, a proces ten tylko
w okreslonych typach komorek jest niezbedny do
namnazania wirusa. Jednak silna konserwacja tego
miejsca we wszystkich podtypach EBOV sugeruje, ze
na ktéoryms z etapow cyklu zyciowego wirusa cigcie
to jest niezbedne [32, 90].

Jako bezposredni produkt ekspresji edytowanego
genu gp w rybosomach ER powstaje biatko GPer, do
ktorego przez N-glikozylacje dotaczane sa tancuchy
oligomannzowe (110 kDa); nastgpnie w aparacie Gol-
giego biatko jest w petni N-glikozylowane (czgs¢ GP1
i GP2) i O-glikozylowane (tylko GP1) do formy preGP
(160 kDa) i po cigeiu przez furyng powstaje GP, ,. Fu-
ryna wystgpuje w czgsci trans aparatu Golgiego, ale
jest rowniez wydzielana z komorki [32, 34, 73, 82].

Bialko GP wystgpuje w nastgpujacych formach
[14, 34]:

1. GP, , - biatko zakotwiczone w bfonie komorko-
wej (otoczce wirusa), zbudowane z podjedno-
stek GP1 i GP2 potaczonych mostkiem dwu-
siarczkowym; odpowiedzialne za rozpoznawanie
receptora (obszar N-koncowy GP1), a takze fu-
zj¢ bton wirusa i komdrki (N-koncowy obszar
GP2); dodatkowo zawiera motyw immunosupre-
syjny (petla 1 obszar pierwszej o-helisy GP2)
1 domeng kotwiczaca w btonie (C-koniec GP2);
na powierzchni blony tworzy trimery (C-kon-
cowe helisy GP2 na zewnatrz, N-koncowe we-
whnatrz tej struktury), FPs wystepujace na N-kon-
cach GP2 polozone sa wewnatrz trimerow, nie-
daleko blony.

2. DGP | , - biatko GP| , odcigte z powierzchni bto-
ny komoérkowej przez metaloproteinazg TACE
z rodziny ADAM; nie zawiera domeny trans-
blonowej, wystepuje w formie uwolnionej, poza
tym jest identyczne z GP, ,; prawdopodobnie to
ono adsorbuje powstajace przeciwciata, nato-
miast nie jest w stanie wywotac silnej aktywacji
monocytow.

3. GP1 — uwolnione przez rozerwanie mostka dwu-
siarczkowego migdzy podjednostkami GP1 1 GP2.

Rysunek 2 przedstawia schematycznie organizacje
biatek GP i sGP.

Biatka matriksowe: VP40 1 VP24
Gléwne bialko matriksowe VP40 (326 amino-
kwasow) jest do§¢ dobrze poznane: bierze udziat



GORACZKA KRWOTOCZNA EBOLA. IMMUNOLOGICZNE I MOLEKULARNE MECHANIZMY PATOGENEZY

195

S S
I 1
GP NH, |N ID ML FP| cc | T |cooH
GP1 ‘ GP2
sGP NH, [N s ID DP | COOH
I I
s s ‘

Rys. 2. Schemat organizacji biatek GP 1 sGP
N — N-koncowa sekwencja sygnalna; ID — cz¢$¢ identyczna biatek GP i sGP; ML — domena mucin-like; FP — fusion peptide;
CC - rejon zawierajacy superskrgcony obszar z fragmentem immunosupresyjnym; T — domena transbtonowa;
DP — D-peptyd; zaznaczono mostek dwusiarczkowy taczacy CysS53 i Cys609 w biatku GP, a takze Cys53 i Cys306,
tworzace mostki dwusiarczkowe z druga podjednostka sGP; strzatkami zaznaczono miejsce cigcia przez furyng

w formowaniu wirionow potomnych i ich uwalnianiu
z zakazonej komorki, laczy otoczke wirionu z jego
rdzeniem, ma roéwniez zdolnos¢ indukowania btony
komorki do formowania VLP (virus-like particles)
— czastek podobnych morfologicznie do wirionow,
natomiast nie zawierajacych genomowego RNA ani
pozostalych bialek wirusa; formowanie VLP jest bar-
dziej wydajne, jesli dodatkowo w komdrce wytwarzane
jest biatko GP lub NP [26, 45, 60].

Biatko VP40 ma charakterystyczna strukture, za-
wierajaca dwie wyraznie wyodrebnione domeny, kazda
w formie ,,kanapki” zbudowanej z p-kartek, pomiedzy
ktorymi znajduja si¢ a-helisy. Obie domeny potaczone
sa dhugim odcinkiem nie posiadajacym wyraznej
struktury drugorzedowej [23]. N-koniec biatka tzw.
L-domain (late budding domain), oddziatuje z biatkami
komoérkowymi formujac VLP i wiriony potomne [26,
45, 60]. L-domain zawiera charakterystyczne motywy:
Pro-Thr-Ala-Pro i Pro-Pro-Glu-Tyr, ktére oddziatuja
z ligaza ubikwityny Nedd4 i biatkiem Tsgl01 (czgsé
systemu wydzielniczego komorki); obecnos¢ biatka
Tsg101 wykryto w VLP powstatych w wyniku dzia-
tania VP40 [45]. Motywy te sa homologiczne do
motywow w biatkach Gag retrowiruséw i biatkach M
rabdowiruséw, co moze $wiadczy¢ o podobienstwie
mechanizméw uwalniania czastek wirusowych z ko-
morki [26]. Jednak najnowsze badania z uzyciem wi-
rusa Ebola, z mutacja w obrgbie VP40 wykazaty, ze
L-domain nie jest niezbedna w cyklu zyciowym [58].

Domena N-koncowa (aminokwasy 55-194) odpo-
wiedzialna jest za oligomeryzacj¢; natomiast domena
C-koncowa, a szczegodlnie ostatnie 18 aminokwasow,
zaangazowana jest w taczenie biatka z btona cytoplaz-
matyczna [60, 66, 74]; taczenie zachodzi w okreslonych
obszarach, bogatych w cholesterol, tworzacych tzw.
Htratwy” (rafts). Gromadzenie sig VP40 i GP w tych
rejonach poprzedza formowanie wirionow lub VLP [60].

W monomerycznej formie biatka VP40 domena
N-koncowa jest potozona blisko C-koncowej. Oligo-
meryzacjg biatka poprzedzaja dwie zmiany konforma-
cyjne: odsunigcie N-konca, zawierajacego L-domain,
oraz domeny C-koncowej od domeny odpowiedzial-
nej za oligomeryzacje. W trakcie oligomeryzacji po-
wstaja oktamery, majace forme pierScieni [23, 66];
kazdy oktamer zbudowany jest z 4 homodimerdw,
ktoérych podjednostki utozone sa antyrownolegle.
Potaczenia pomiedzy poszczegodlnymi homodimerami
w pierscieniowej strukturze oktameru stabilizowane sg
przez krotkie odcinki RNA, ktore niejako dopasowuja
si¢ do przestrzennego utozenia aminokwasow sasiadu-
jacych homodimerow. Wiazanie z RNA jest specyficz-
ne; rozpoznawana jest sekwencja 5’UGA3’, a szcze-
gblnie zaangazowane sa Phel25 i Argl34 [23, 29].
Domeny C-koncowe, jak rowniez sam N-koniec
(L-domain) lokuja si¢ najprawdopodobniej powyzej
1 ponizej plaszczyzny pier§cienia utworzonego przez
domeny N-koncowe [23].

Poniewaz oligomeryzacja wydaje si¢ niezbgdna do
sktadania i uwalniania wiruséw, ewentualny lek mogt-
by wiaza¢ ze soba domeny C- i N-koncowe formy mo-
nomerycznej, uniemozliwiajac ich rozejscie sig, a — co
za tym idzie — takze oligomeryzacjg [74]. Co ciekawe
w formowaniu VLP nie jest konieczna obecnos¢ RNA,
natomiast utworzenie w petni aktywnych czastek wi-
rusowych wymaga obecnos$ci Phel25 i Argl34 i zwia-
zania RNA, co prawdopodobnie $wiadczy o dodat-
kowej, nieznanej jeszcze roli biatka VP40 w cyklu
zyciowym wirusa [29].

Pomocnicze bialko matriksowe VP24 (251 ami-
nokwasow) jest stabo poznane; petni funkcje struktu-
ralna, taczac otoczke wirionu z nukleokapsydem; jest
zdolne do oligomeryzacji i silnego wiazania sig z bto-
na komorkowa; jest takze w stanie indukowac powsta-
wanie VLP, cho¢ z mniejsza wydajnoscia niz VP40,
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przypisuje mu si¢ wigc rolg przy sktadaniu i uwalnia-
niu wirus6w potomnych [25, 46].

Badania wykazaly, ze bialko VP24 nie jest gliko-
zylowane, mimo ze zawiera 3 potencjalne miejsca
N-glikozylacji (aminokwasy 84, 185 i 246). W czasie
eksperymentow w komorkach ssakéw VP24 samoist-
nie tworzylo tetramery; nie mozna wykluczy¢ moz-
liwosci powstawania innych form oligomerycznych.
W tworzenie oligomerdow szczegdlnie zaangazowana
jest N-koncowa czg$¢ biatka. W obrgbie aminokwa-
sow 172—-175 znajduje si¢ motyw Tyr-X-X-Leu, homo-
logiczny do L-domain biatka VP40 [25].

Biatka nukleokapsydu: VP30, VP35 NPiL

Bialko VP30 (288 aminokwasow) jest jednym
z 4 biatek tworzacych nukleokapsyd. Pelni role akty-
watora transkrypcji genow wirusa; jest zaangazowane
we wczesne etapy cyklu zyciowego [52, 53, 88];
w pozniejszych etapach przytacza si¢ do kompleksow
budowanych przez NP [52].

W N-koncowej czgsci biatka znajdujq si¢ miejsca
fosforylacji (Ser 29-31, 42, 44, 46 i Thr 52); od stop-
nia fosforylacji zalezy rodzaj wykazywanej przez biat-
ko aktywnosci. Stabo ufosforylowane silnie aktywuje
transkrypcjg, natomiast nie wiaze si¢ z kompleksami
NP.; czesciowo ufosforylowane zdolne jest zaréwno
do aktywacji transkrypcji, jak i do wiazania si¢ z kom-
pleksami NP; w petni ufosforylowane wiaze si¢ z NP,
ale nie jest w stanie aktywowac transkrypcji. Stopien
fosforylacji zalezy od aktywnosci komorkowych fos-
fataz PP1 i PP2A [52].

VP30 ma zdolno$¢ wiazania jondw cynku. W pro-
ces ten zaangazowany jest rejon pomigdzy aminokwa-
sami 68-95, zawierajacy 3 Cys i 1 His. Wiazanie cyn-
ku jest niezbgdne do aktywacji transkrypcji, nie ma
natomiast znaczenia przy taczeniu z kompleksami NP
i sktadaniu wirionoéw [53].

W aktywacji transkrypcji przez VP30 bierze udziat
specyficzna struktura petli w miejscu ,,start” pierwsze-
go z gendw wirusa, hamujaca prawdopodobnie prze-
suwanie si¢ wirusowej polimerazy RNA po nici geno-
mowego RNA; obecno$¢ biatka VP30 znosi ten efekt
i umozliwia transkrypcje [88].

Bialko VP35 (340 aminokwasow) jest sktadnikiem
nukleokapsydu; blokuje rowniez wydzielanie interfe-
ronéw typu I przez zainfekowane komorki — prawdo-
podobnie przez zablokowanie indukcji promotora
IFN-f spowodowanej obecnoscia dwuniciowego RNA
oraz przez zablokowanie fosforylacji IRF-3 (IFN regu-
latory factor 3), odpowiedzialnego za aktywacjg pro-
motora IFN-o w trakcie infekcji wirusowej — a w efek-
cie hamuje odpowiedZz immunologiczna [6, 7].

Biatko VP35 tworzy takze w polaczeniu z bial-
kami L i NP funkcjonalng RNA-zalezna polimerazg
RNA [55]. Do zajscia transkrypcji, replikacji i two-
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rzenia nukleokapsydu konieczna jest obecnos¢ biatek
VP35, NP i L. VP35 jest odpowiednikiem biatka P
u innych (-)RNA wiruséw [36, 54]

Bialko L (2212 aminokwas6éw) wraz z biatkami
VP35 i NP tworzy kompleks aktywny transkrypcyjnie
— RNA-zalezna polimeraz¢ RNA, stanowiac jego
czes¢ katalityczna [55]. Analiza sekwencji genu ko-
dujacego biatko L, wykazata duze podobienstwa do
biatek Paramyxoviridae i innych (—)RNA wiruséw.
Ma ono wysoka zawarto$¢ leucyny i izoleucyny
(17,9%) i wysoki tadunek catosciowy w obojetnym pH
(+57). Zawiera 3 charakterystyczne dla polimeraz
RNA z wiruséw (—)RNA motywy aminokwasowe:
motyw A, wiazacy RNA (aminokwasy 553—571), mo-
tyw B, rozpoznajacy sekwencj¢ RNA i/lub tworzacy
wiazania fosfodiestrowe (aminokwasy 738—744) oraz
motyw C, wiazacy ATP (aminokwasy 1815-1841).
Posiada réwniez 2 Cys (1351-1352), stabilizujace
przestrzenna strukture biatka, wysoce konserwowane
w wszystkich wirusowych polimerazach RNA [83].

Bialko NP (739 aminokwasow) jest gldéwnym
sktadnikiem nukleokapsydu. Jego N-koncowa cze$é
jest hydrofobowa, natomiast cze$¢ C-koncowa ma
wiasciwosci hydrofilowe i kwasowe [70].

Biatko NP wirusa Marburg, blisko spokrewnione-
go z Ebola, wykazuje samoistng zdolnos¢ do agrega-
cji w zakazonych komorkach, bez udziatu innych bia-
tek wirusowych, tworzac TLS (tubule-like structures),
widoczne w mikroskopie elektronowym, zlokalizowa-
ne w poblizu bton szorstkiego ER. TLS maja w prze-
kroju symetri¢ heksagonalng i morfologicznie sa
bardzo zblizone do nukleokapsydow, powstajacych
w komorkach zainfekowanych wirusem Marburg.
Zdolnos$¢ biatek strukturalnych nukleokapsydu do sa-
moistnego formowania struktur morfologicznie podob-
nych do nukleokapsydu wystgpuje rowniez w rodzinach
Rhabdoviridae 1 Paramyxoviridae [36].

5. Diagnostyka goraczki krwotocznej Ebola

Znanych jest kilka metod wykrywania wirusa Ebola
u 0s6b zakazonych oraz u zmarlych z powodu goraczki
krwotoczne;.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM
— Transmission Electron Microscopy) — metoda pozwa-
lajaca na wykrycie czastek wirusa we krwi i ptynach
ustrojowych pacjenta oraz nukleokapsydow powstaja-
cych w wyniku namnazania si¢ wirusa w cytoplazmie
zainfekowanych komoérek. Wada tej metody jest ko-
niecznos$¢ posiadania bardzo dobrze wyposazonego la-
boratorium, co czyni ja wlasciwie niedostgpna w kra-
jach afrykanskich, miejscu wystepowania wirusa [38].

Izolacja wirusa z tkanek 0sob chorych i zmartych,
a nastgpnie jego hodowla i serotypowanie — nie jest
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szeroko stosowana, gdyz jest niebezpieczna i wymaga
laboratoriow 4 stopnia bezpieczenstwa [37, 38].

Immunohistochemiczny test skory (IHC — Immu-
nohistochemical Assay) — wykrywanie antygendw
wirusa w skorze 0sob zmartych przy uzyciu monoklo-
nalnych przeciwcial; skora do badan jest konserwo-
wana w formalinie. Metoda czula, specyficzna i bez-
pieczna [95].

Testy immunosorbceyjne (ELISA — Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) — tatwe w stosowaniu, czute
testami wykrywajace antygeny wirusowe lub przeciw-
ciata anty-EBOV we krwi oséb zakazonych i ozdro-
wiencow (rowniez w przypadkach bezobjawowych)
[24, 37-39, 47, 59, 61, 68]. Stosuje si¢ 3 typy testow
ELISA:

— ELISA wykrywajace antygeny wirusa — wykry-
wa antygeny wirusa Ebola przez wiazanie ze
specyficznymi przeciwciatami monoklonalnymi.
Produkcja przeciwcial wymaga uzyskania biatek
wirusa, co mozliwe jest jedynie w laboratoriach
4 stopnia bezpieczenstwa. Najczgsciej sa to biat-
ka NP Iub GP [37, 47, 59, 68].

— ELISA wykrywajace 1gG — wykrywa przeciw-
ciata anty-EBOV klasy IgG przy uzyciu rekom-
binowanych biatek wirusa Ebola. Tu réwniez
uzywa si¢ najczesciej biatek NP lub GP [61, 68].
Zaleta tej metody jest uzycie bialek rekombino-
wanych, co nie wymaga laboratoriow 4 stopnia
bezpieczenstwa. Jej ograniczeniem jest czeste
zjawisko braku wystarczajacej produkcji prze-
ciwcial IgG (w cigzkich przypadkach), jak row-
niez to, ze przeciwciala pojawiaja si¢ dopiero
w 8-10 dniu od zakazenia. Wszyscy ozdrowiency
i osoby, ktore przeszly infekcje bezobjawowe,
posiadaja przeciwciata IgG anty-EBOV, metoda
jest wigc skuteczna przy analizie seropozytyw-
nos$ci populacji i w poszukiwaniach rezerwuaru
wirusa [38, 39, 61].

— ELISA wykrywajace IgM — metoda zblizona do
opisanej powyzej; wykrywa przeciwciata anty-
EBOV klasy IgM. Pojawiaja si¢ one ok. 6 dnia
od infekcji i sa wykrywalne znacznie krocej niz
IgG. Metoda do$¢ skuteczna w szybkiej diagno-
styce; ograniczeniem moze by¢ brak przeciwciat
przy niedostatecznej odpowiedzi immunologicz-
nej ze strony organizmu [38, 39, 61].

Posredni immunofluorescencyjny test wykrywa-
jacy przeciwciala (IFAT — Indirect Immunofluores-
cence Antibody Test) — metoda mniej czula niz ELISA;
przeciwciata IgG anty-EBOV obecne w probee krwi
chorego wiazane sa przez komorki linii HeLa i Vero
eksprymujace rekombinowane antygeny wirusa Ebola
(biatko NP). Do zwiazanych przeciwcial anty-EBOV
przytaczane sa w kolejnym etapie drugorzgedowe prze-
ciwciala anty-IgG, wyznakowane fluorescencyjnie;
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nastgpnie hodowla komoérkowa badana jest w mikro-
skopie fluorescencyjnym. Brak odpowiedzi immuno-
logicznej w przypadku cig¢zkiego przebiegu choroby
obniza czutos¢ tej metody [31, 35, 69].

RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) — metoda
najbardziej czula; wykrywa RNA wirusa w komor-
kach jednojadrzastych krwi, takze w przypadkach bez-
objawowych. Potwierdza 100% dodatnich wynikow
metody ELISA wykrywajacej antygeny i 91% ELISA
wykrywajacej IgM. Kombinacja tych 3 metod daje
97% czutosci w wykrywaniu wirusa. Dodatnie wyniki
RT-PCR udaje si¢ w 83% potwierdzi¢ przy uzyciu
metody ELISA wykrywajacej antygeny i w 67% przy
uzyciu ELISA wykrywajacej IgM [42].

Modyfikacja metody RT-PCR jest okreslenie pod-
typu wirusa z zastosowaniem jako sondy oligonukleo-
tydow znakowanych fluorochromami na 5’-koncu.
Stosuje si¢ mieszaning 2 réznych oligonukleotydow,
z ktorych jeden jest komplementarny do EBO-Z, na-
tomiast drugi do EBO-S. Kazdy z oligonukleotydow
ma na 5’ikoncu kowalencyjnie dolaczony zwiazek
blokujacy fluoryzacj¢ barwnika reporterowego, tzw.
wygaszacz (ang. quencher) TAMRA, natomiast na
3’-koncu fluorochrom reporterowy: FAM (oligonukleo-
tyd dla EBO-Z) lub VIC (oligonukleotyd dla EBO-S).
Fluorochromy FAM i VIC ro6znia si¢ dtugoscia emito-
wanej fali §wietlnej. Gdy sonda jest w postaci wolnej,
wygaszacz jest blisko do fluorochromu, hamujac emi-
sje Swiatla. W czasie reakcji PCR sondy tacza si¢ spe-
cyficznie z cDNA (matryca); hybrydyzacji ulega tylko
sonda specyficzna dla danego podtypu. Termostabilna
polimeraza DNA (wykorzystujac swoja aktywnosc¢
nukleolityczng) degraduje zhybrydyzowany oligonu-
kleotyd, dzigki czemu fluorochrom moze oddali¢ sig
od wygaszacza i wyemitowa¢ sygnal swietlny. Tym
samym mozna okresli¢ podtyp wirusa juz w trakcie
reakcji PCR (real-time PCR). Zaleta tej metody jest
czulos¢ i szybkos¢ [15, 22].

Western Blot — uzywana jako potwierdzenie in-
nych metod; wykrywa antygeny wirusa oraz przeciw-
ciata IgG i IgM anty-EBOV [8, 24, 41].

Test radioimmunoprecypitacyjny (RIPA — Radio-
immunoprecipitation Assay) — do wykrycia przeciwcial
anty-EBOV wykorzystuje znakowany radioaktywnie
antygen wirusowy. Kompleksy przeciwciata-antygeny
sa stracane przy uzyciu biatka A Staphylococcus, a na-
stgpnie analizowane przez elektroforezg i autoradio-
grafig [65].

6. Leczenie
Do dzi§ nie jest znana zadna skuteczna metoda

leczenia przyczynowego goraczki krwotocznej Ebola.
W leczeniu objawowym i wyrownawczym stosuje si¢
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srodki przeciwbdlowe, rézne metody obnizenia go-
raczki, a przy wystapieniu skazy krwotocznej uzupet-
nianie strat ptynéw, elektrolitow, krwi i osoczowych
czynnikéw krzepnigcia. W przypadkach o cigzkim
przebiegu nie jest to skuteczne, moze jedynie o kilka
dni op6zni¢ $mier¢ chorego [5, 11, 38, 91, 96, 97].
W kilku przypadkach podejmowano proby zastosowa-
nia metod eksperymentalnych stosowano:

— Osocze ozdrowiencéw (zawiera przeciwciala
anty-EBOV) — w 1995 r. w czasie epidemii
w Kikwit w Zairze przetoczono osocze 8 cho-
rym z ktorych 7 przezyto. Biorac pod uwagg
81% $miertelno§¢ w czasie tej epidemii, wynik
byt bardzo obiecujacy [56].

— Ludzki interferon a-2b w polaczeniu z IgG
z osocza hiperimmunizowanych Kkoni, k6z lub
owiec — podane 4 rosyjskim pracownikom labo-
ratoryjnym, narazonym na ekspozycj¢ na wirusa
Ebola. Wszyscy przezyli, co moze $§wiadczy¢
o wysokiej skutecznosci. Podobnie jednak jak
w poprzednim przypadku, trudno méwi¢ o sku-
teczno$ci metody, gdy rezultaty uzyskano na tak
niewielkiej liczbie chorych. Metodg t¢ testowano
réwniez na §winkach morskich, myszach i mat-
pach; okazata si¢ skuteczna jedynie wobec $wi-
nek morskich i myszy [33, 40].

Prowadzone sa rowniez badania nad zastosowa-

niem lekow:

— Cyjanowiryna-N (CV-N) — biatko izolowane
z sinic, odkryte w ramach programu poszuki-
wania naturalnych lekow przeciwko wiruso-
wi HIV; blokuje przytaczone do biatka GP,,
przez N-glikozylacjg oligosacharydy, uniemozli-
wiajac fuzjg ostonki wirusa z blona cytoplazma-
tyczna [4].

— Analogi nukleozydowe hamujace aktywnos$¢ hy-
drolazy S-adenozylo-L-homocysteiny (AdoHcy),
blokujace w sposéb posredni metylacje struktury
cap na koncu 5* wirusowych czasteczek mRNA
— préby przeprowadzone na myszach daty obie-
cujace wyniki [10, 30].

7. Eksperymentalne metody uodparniania czynnego

W chwili obecnej nie jest dostgpna zadna skutecz-
na szczepionka dla ludzi, jednak szereg eksperymen-
tow na zwierzgtach pozwala przypuszczaé, ze jej wy-
produkowanie i dopuszczenie do uzytku to kwestia
najblizszych lat. W badaniach testowano kilka typow
szczepionek:

— Szczepionki DNA - nagie DNA zawierajace
geny kodujace biatka wirusa: NP, GP, sGP (sklo-
nowane w plazmidach). DNA byt podawany do-
mig$niowo lub przy uzyciu strzelby genowe;.
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Obiecujace wyniki otrzymano na réznych mode-
lach zwierzecych [20, 62, 76, 77, 79, 92].

— Rodzne wirusy zawierajace geny kodujace bialka
EBOYV - stosowano m.in. adenowirusy, atenuo-
wany wirus konskiego zapalenia mdzgu, wirus
krowianki. Dla uzyskania wysokiej skutecznosci
laczono t¢ metode z uodparnianiem przez poda-
nie szczepionki DNA [20, 76, 77].

— Szczepionki podjednostkowe — zawierajace wy-
izolowane biatka wirusa Ebola. Odpowiedz im-
munologiczng wywolywaly biatka VP24, VP30,
VP35 i VP40 [89].

— Inaktywowany wirus Ebola — inaktywacja for-
malina; w nowszych pracach podawano liposomy
zawierajace wirusy inaktywowane przez napro-
mieniowanie. Duze znaczenie w powstaniu trwa-
fej odpornosci miata obecnos¢ lipidu A w lipo-
somach [51, 63, 64].

Najbardziej obiecujace efekty osiagnigto przy za-
stosowaniu kilku metod uodparniania jednocze$nie.
Podanie matpom lub myszom szczepionki DNA za-
wierajacej geny kodujace biatko NP i trzy rodzaje GP
w kilku powtorzeniach i dodatkowa immunizacja ade-
nowirusem zawierajacym gen kodujacy biatko GP dato
bardzo dobre wyniki. Jest to prawdopodobnie droga
do skonstruowania szczepionki skutecznej i bezpiecz-
nej dla ludzi. Zaleta szczepionek DNA jest ich bezpie-
czenstwo, a takze tatwos¢ przechowywania i trwatose,
co ma szczegdlne znaczenie w panstwach afrykan-
skich, miejscu wystegpowania wirusa Ebola [76, 77].

8. Podsumowanie

W 1976 1. w srodkowej Afryce wystapity dwie epi-
demie nieznanej goraczki krwotocznej. Charakteryzo-
wala je ogromna $miertelno$¢, siggajaca 90%. Wyizo-
lowany wirus nazwano Ebola i zaklasyfikowano jako
nowego przedstawiciela rodziny Filoviridae. W latach
pozniejszych zanotowano jeszcze kilka duzych epi-
demii. Niebezpieczenstwo wynikajace z mozliwosci
przypadkowego zawleczenia wirusa do krajow rozwi-
nigtych lub uzycia go jako narzedzia ataku biologicz-
nego sprawia, ze w wielu osrodkach na $wiecie pro-
wadzone sa badania nad mechanizmami patogenezy.

Prace te przyblizyly budowg i funkcje biatek wiru-
sa; szczegoblnie dobrze poznano biatka GP i VP40. Ich
istotna rola w procesie patogenezy i w cyklu zycio-
wym wirusa czyni je pierwszoplanowymi celami dzia-
tania potencjalnych lekdéw. Poszerzono réwniez wie-
dzg¢ o immunologicznym podtozu choroby, cho¢ nadal
wiele aspektow pozostaje niewyjasnionych. Pozwolito
to na opracowanie skutecznych metod diagnostycz-
nych, a takze na stworzenie lekow i szczepionek, be-
dacych na razie w fazie prob na zwierzetach.
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Niniejsza praca stanowi probg podsumowania aktu-

alnej wiedzy dotyczacej immunologicznego i moleku-
larnego podtoza goraczki krwotocznej Ebola, diagno-
styki oraz prob leczenia i uodparniania.
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Infections with human parvovirus B19

Abstract: Human parvovirus B19 belonging to the genus Erythrovirus is the only parvovirus known to be a human pathogen.
Parvovirus B19 has extreme tropism for human erythroid progenitor cells and causes a variety of diseases in humans with outcomes
ranging from symptomatic to severe, such as chronic anemia in immunocompromised patients. The virus may be transmitted to
susceptible individuals via respiratory secretions, plasma-derived products and also transplacentally from the infected mother to the
fetus during pregnancy which may result in hydrops fetalis, abortion or stillbirth. It is also presumable that B19-induced immune
dysfunction can predispose to infection with other pathogens, although little is known about the effects and consequences of mixed
infections of B19 and other infectious agents. The aim of this paper is the presentation of current knowledge about parvovirus B19
infections and also commonly used diagnostic procedures.

1. Introduction. 2. Erythema infectiosum. 3. ,,Gloves and socks” syndrome. 4. Parvovirus B19 infections in pregnancy. 5. Haematological
consequences of parvovirus B19 infection. 5.1. Transient aplastic crisis. 5.2. Pure red cell aplasia. 5.3. Neutropenia, thrombocytopenia

and pancytopenia in B19 infections. 6. Diagnostics of B19 infections. 7. Summary

Stowa kluczowe: parwowirus B19, rumien zakazny, przetom aplastyczny, nieimmunologiczny obrzek ptodu
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parvovirus B19, erythema infectiosum, aplastic crisis, non-immune hydrops fetalis

1. Wstep

Parwowirus B19 zostal odkryty przypadkowo w
1974 r. przez Yvonne Cossart podczas prac nad
testami do wykrywania antygenow powierzchniowych
wirusa zapalenia watroby typu B. Okreslenie nazwy
wywodzi si¢ z oznaczenia badanej probki surowicy
(ptytka B, numer 19), w ktorej wykryto nieprawidlowo
wysokie wyniki testow serologicznych. W mikroskopii
elektronowej wykazano obecnos$¢ pojedynczych czas-
tek o $rednicy 23 nm przypominajacych parwowirusy
zwierzece [10]. Kilka lat pozniej parwowirus B19 zo-
stal niezaleznie opisany przez badaczy japonskich jako
wirus Nakatani, jednak kolejne badania wykazaty, ze
oba wirusy to ten sam czynnik zakazny [29]. Pierwotna
nazwe ,,surowicze czasteczki parwowiruso-podobne”
oficjalnie zmieniono w 1985 r. na parwowirus B19, zas
wirus zostat zakwalifikowany do rodziny Parvoviridae
[36]. Do chwili obecnej jest on jedynym przedstawicie-
lem parwowiruséw bezsprzecznie powiazanym z pato-
gennym dzialaniem na organizm cztowieka. Zakazenia
nim sa powszechne na catym $wiecie i daja szeroki
zakres objawow klinicznych w zalezno$ci od statusu
immunologicznego i hematologicznego pacjenta. Wigk-
szos$¢ ludzi zostaje zakazona tym wirusem juz w dzie-

cinstwie, bowiem u ponad 50% ludzi do 20 roku zycia
stwierdza si¢ dodatni poziom przeciwcial anty-B19
klasy IgG, a wraz z wiekiem odsetek ten wzrasta do
90-100% [4, 13].

Genom parwowirusa B19 sktada sig¢ z jednoniciowe-
go DNA i liczy okoto 5,6 tys. zasad [3]. Podobnie jak
u innych parwowiruséw, zawiera on dwie duze otwarte
ramki odczytu (Open Reading Frames, ORF), kodujace
dwa biatka kapsydu — VP1 i VP2 oraz pojedyncze bial-
ko niestrukturalne NS1. Caty genom otoczony jest bez-
otoczkowym, dwudziestosciennym kapsydem, ztozo-
nym z 60 kapsomeréw [3]. Brak otoczki powoduje duza
odporno$¢ wirusa na inaktywacj¢ za pomoca czynni-
kow fizycznych i chemicznych. Wirus jest niewrazliwy
na dziatanie temperatury 56°C przez 60 minut oraz na
dziatanie rozpuszczalnikow hydrofobowych [35].

W potowie lat 90-tych we Francji od pacjenta z nie-
dokrwistoscia aplastyczna zostata wyizolowana probka
parwowirusa, okres$lona jako V9, jednak analiza jego
sekwencji DNA wykazata roznicg powyzej 10% w po-
réwnaniu z innymi szczepami tego patogenu [28].
Owczesne testy serologiczne nie potwierdzaly ostrej
infekcji B19, stad tez sugerowano, iz zaobserwowa-
ny przetom aplastyczny zwiazany byl z zakazeniem
V9, jako nowym typem wirusa, ktory nie wykazywat
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Rys. 1. Schemat budowy genomu parwowirusa B19

Na wykresie zaznaczono miejsca kodowania biatka niestrukturalnego NS1 o masie czast. 77 kDa oraz biatek kapsydu VP1 i VP2
o masach czast. odpowiednio — 84 i1 58 kDa [3].

krzyzowej reakcji z testami specyficznymi dla B19.
Standardowe startery PCR dla wirusa B19 nie ampli-
fikowaty sekwencji wariantu V9 [28], wskazujac na
konieczno$¢ zastosowania nowych metod do badania
probek podejrzanych o obecno$é tego szczepu i po-
tencjalnych nowych wirusow. Wystepowanie typu V9
1 jego zwiazek z objawami chorobowymi pozostaje
wciaz niewyjasnione, a wspolczesnie zmodyfikowane
testy serologiczne wykazuja 100% reakcji krzyzowej
pomigdzy biatkami kapsydu VP2 B19 i V9.

2. Rumien zakazny (erythema infectiosum)

Zakazenie parwowirusem B19 u dzieci najczgsciej
wystepuje pod postacia rumienia zakaznego, ktory
takze okreslany jest jako ,,.choroba piata”, gdyz pod
koniec XIX wieku bylo sklasyfikowane jako piata
choroba wieku dziecigcego przebiegajaca z wysypka.
Inne cz¢sto spotykane w literaturze okreslenie to ,,ze-
spot spoliczkowanego dziecka”.

Choroba przebiega dwufazowo: po okresie inku-
bacji, trwajacym okoto 7 dni (4—14 dni) u czg$ci dzie-
ci pojawiaja si¢ niespecyficzne objawy grypopodobne
zwiazane z wiremia, takie jak: bol glowy, zte samo-
poczucie, umiarkowana goraczka, objawy zotadkowo-
jelitowe, niezyt drog oddechowych czy tez powigksze-
nie szyjnych weztow chlonnych. W tym czasie wirus
obecny jest w wydzielinach gérnych drog oddecho-
wych, ktore sa zrodtem zakazenia [9]. W fazie drugiej
w 80% przypadkoéw obserwowane sg zmiany na skorze
W postaci siateczkowatej wysypki umiejscowionej sy-
metrycznie na policzkach i ksztaltem przypomina-
jacej motyla lub $lad po wymierzeniu policzka [9, 16].
Po 1-4 dniach wysypka moze obejmowaé rowniez
tutéw, konczyny goérne i dolne. W patogenezie tej fazy
prawdopodobnie znaczaca rolg odgrywaja tworzace
si¢ kompleksy immunologiczne [15].

Zakazenie moze przebiega¢ rowniez bez jakich-
kolwiek objawow. Przechorowanie uodparnia na cate

zycie, a reinfekcje notowane sa bardzo rzadko. Obraz
kliniczny zakazenia wirusem B19 u cze$ci dzieci moze
objawami przypomina¢ rozyczke, co utrudnia prawi-
dlowe rozpoznanie choroby.

U os6b dorostych parwowiroza moze przebiegac¢
odmiennie niz u dzieci. Gléwnymi dolegliwo$ciami
sa wowczas bole stawow na tle zapalenia stawoOw.
Artropati¢ powiazana z B19 opisano po raz pierwszy
w 1985 roku. Wystgpuje ona u 60% mtodych ludzi
zakazonych wirusem i u okoto 5-8% dzieci z rumie-
niem zakaznym. U dorostych stwierdza si¢ syme-
tryczne zapalenie wielu stawow np. $rddrecza (75%),
stawow kolanowych (65%), nadgarstka (55%), tok-
ciowych (40%) i1 proksymalnych stawoéw migdzy-
paliczkowych [37]. Podobnie jak u dzieci symptomy
te poprzedzone sa czgsto objawami grypopodobny-
mi. Nalezy zauwazy¢, ze rumien zakazny wystgpuje
z réwna czgstoscia u dzieci ptci meskiej, jak i zenskiej,
lecz dolegliwosci stawowe sa bardziej nasilone u ko-
biet niz m¢zczyzn. Objawom stawowym towarzyszy¢
moze charakterystyczna wysypka. W potowie przy-
padkow artropatii dorostych po 1-2 tygodniach cho-
roby dochodzi do ustapienia zmian zapalnych w sta-
wach. Rzadko zdarza si¢ by objawy utrzymywaly si¢
dhuzej, cho¢ takie przypadki tez sa notowane. Pacjenci
wymagaja ciaglego monitorowania, poniewaz artro-
patia moze wystapi¢ ponownie po dtugim okresie bez-
objawowym [15, 16]. W przypadkach, gdy dolegli-
wosci stawowe utrzymuja si¢ kilka miesigcy lub lat,
chorzy spetniaja kryteria diagnostyczne American
Rheumatism Association dla reumatoidalnego zapale-
nia stawdw 1 mtodzienczego idiopatycznego zapalenia
stawow. Obecnie trwaja dyskusje dotyczace zwiazku
przyczynowego wirusa B19 z tymi jednostkami cho-
robowymi. Gdyby te dane zostaty potwierdzone, moz-
na byloby wyjasnic¢ rolg infekcji wirusowej w patoge-
nezie choréb autoimmunologicznych, przez wptyw na
odpowiedz immunologiczna humoralna i komorkowa,
badz krzyzowa reakcje pomigdzy wirusem, a ludzkimi
epitopami [16].
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Rys. 2. Korelacja objawoéw klinicznych ze statusem serologicznym w przebiegu zakazenia parwowirusem B19 [2, 16, 37]

Odpowiedz immunologiczna w postaci przeciwciat klasy IgM pojawia si¢ okolo 5-8 dnia od wystapienia pierwszych objawdéw chorobowy ch.
Przeciwciata w klasie IgG wykrywane sa w surowicy krwi w drugim tygodniu od chwili zakazenia a ich poziom moze utrzymywac si¢ przez wiele lat.

3. Zespol ,,rekawiczek i skarpetek”

Zespot ,,rekawiczek i skarpetek™ (gloves and socks
syndrome) po raz pierwszy opisano w 1990 roku [34].
Dotychczas opublikowano kilkadziesiat potwierdzo-
nych laboratoryjnie przypadkdéw. Objawami charak-
terystycznymi sa ograniczone zmiany pojawiajace sig
w obrebie stop i1 dtoni. Choroba rozpoczyna sig obrze-
kiem i rumieniem, nastgpnie pojawia si¢ krwotoczna
wysypka grudkowa i $wiad. Czasem zmiany skorne
obecne sa w innych miejscach np. na twarzy, poslad-
kach, tokciach czy kolanach [7, 30, 34].

Objawom miejscowym czesto towarzysza bole gho-
wy, ogolne ostabienie, bole stawowe i podwyzszona
cieptota ciata. W wielu przypadkach zaobserwowano
zmiany na blonie Sluzowej jamy ustnej, takie jak: za-
czerwienienie gardla, wybroczyny, zmiany o charakte-
rze pgcherzykowo-grudkowym na podniebieniu twar-
dym i migkkim jak rowniez typowe dla zakazenia
wirusem odry plamki Koplika. Zajgta moze by¢ row-
niez btona $luzowa narzadéw plciowych, zaréwno
u kobiet jak i mezczyzn, co objawia si¢ obrzgkiem,
rumieniem a nawet plytkimi owrzodzeniami. W nie-

licznych przypadkach laboratoryjnie stwierdza sig leu-
kopenig, neutropeni¢, monocytoze, eozynofilig, trom-
bocytopenig i nieznacznie podwyzszony poziom trans-
aminaz [7, 11, 30]. Podobne zmiany miejscowe moga
wystgpowacé w przebiegu innych chor6b infekcyjnych
zardwno bakteryjnych jak i wirusowych, dlatego w
rozpoznaniu klinicznym nalezy uwzgledni¢ mozli-
wos¢ kity drugorzedowej, riketsjozy (Rickettsia cono-
ri), erlichiozy, gonokokowego zapalenia opon mdzgo-
wo-rdzeniowych czy zapalenia gardla o etiologii
Arcanobacterium haemolyticum. Choroby wirusowe
przebiegajace z podobnym obrazem klinicznym to za-
kazenia HHV-4, HHV-5, HBV, wirusami Coxackie
typu A i B, wirusem ECHO oraz wirusem odry [11].

4. Zakazenia u kobiet cigzarnych

Do zakazenia kobiety cigzarnej dochodzi droga
kropelkowa, przez bezposredni kontakt z zakazonymi
wydzielinami dréog oddechowych osoby, najczesciej
dziecka. Okoto 40—50% kobiet cigzarnych jest wraz-
liwych na zakazenie wirusem. Ryzyko infekcji kobiet



206

podczas ciazy jest tym wigksze, im wigkszy kontakt
z dzie¢mi w wieku wczesnoszkolnym w domu, szkole
czy domach opieki dziennej. Druga mozliwa droga za-
kazenia jest przetoczenie zakazonej krwi, szczeg6lnie
preparatow zawierajacych czynnik VII i IX. Szacuje
sig, ze w wyniku infekcji u matki seronegatywnej lub
0 nieznanym statusie immunologicznym dochodzi do
1 przypadku wewnatrzmacicznej infekcji ptodu na
400 ciaz [14, 16]. Do zakazenia ptodu dochodzi przez
fozysko u okoto 30% kobiet pierwotnie zakazonych
parwowirusem. Skutkiem infekcji wrodzonej moze by¢
spontaniczne poronienie lub nieimmunologiczny uogél-
niony obrzek ptodu [8, 25]. Znacznie rzadziej obserwu-
je si¢ zapalenie migénia sercowego, kardiomiopatie,
uszkodzenie watroby oraz zapalenie opon mézgowo-
rdzeniowych [8, 22, 39]. U kobiet majacych kontakt
z wirusem wewnatrzmaciczne obumarcie ptodu wyste-
puje w 4-30% przypadkow. Ma to miejsce najczesciej
na poczatku drugiego trymestru (1217 tydzien), po-
niewaz w tym czasie nasilaja si¢ procesy erytropoezy.
W czasie 1 trymestru utrata ciazy wystepuje w 10%
przypadkoéw. Prawdopodobienstwo utraty ciazy zmniej-
sza si¢ znacznie w przypadku pierwotnej infekcji wi-
rusowej nabytej w drugiej potowie ciazy i jest bardzo
rzadkie, gdy kontakt z wirusem nastapi w ostatnich
2 miesiacach ciazy [ 14, 39]. Zakazenie w kolejnym try-
mestrze moze powodowaé oprocz $mierci takze nieim-
munologiczny obrzgk ptodu (7% przypadkow), poja-
wiajacy si¢ najczesciej 2—4 tygodni po zakazeniu matki.
Uwaza sig, ze wirus ten odpowiada za blisko 18—27%
wszystkich przypadkéw obrzegku ptodu [12, 16, 39].

W chwili stwierdzenia zakazenia pierwotnego u ko-
biety cigzarnej zaleca si¢ cotygodniowe ultrasonogra-
ficzne monitorowanie plodu w kierunku symptomow
uogolnionego obrzeku plodu [25]. Kiedy obrzgk zo-
staje rozpoznany w pierwszej polowie ciazy, kontro-
luje si¢ rozwdj ptodu w badaniu USG; w tym okresie
czesto dochodzi do samoistnego cofnigcia sig obrzgku
i rozw0j ptodu przebiega prawidtowo [12].

Istnieje mozliwos¢ okreslenia swoistych przeciwciat
we krwi pgpowinowej, jednak wynik ujemny ma ogra-
niczona warto$§¢ dowodowa, gdyz przeciwciata klasy
IgM u ptodu nie sa wykrywalne przed 22 tygodniem po
zakazeniu. Powodem tego moze by¢ niedojrzatosé pto-
dowego uktadu immunologicznego oraz mozliwosci
wystapienia dlugiego przedziatu czasowego od zaka-
zenia do wystapienia objawow obrzeku u ptodu [12].

W czasie rozwoju uogdlnionego obrzgku ptodu na-
lezy rozwazy¢ wykonanie transfuzji doptodowe;j krwi.
Zabieg taki zmniejsza znaczaco ryzyko $mierci ptodu
z tego powodu. Smiertelno$¢ bez wykonania transfuzji
wynosi 30%, natomiast przezycie po niej obserwuje
si¢ w okoto 84% przypadkow [12, 22].

Nieprawidlowosci zauwazalne w drugiej potowie
ciazy moga stanowi¢ wskazanie do wczesniejszego
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urodzenia dziecka po ustaleniu stopnia dojrzatosci
phuc. W monitorowaniu ptodu i wyborze sposobu po-
stgpowania terapeutycznego nalezy uwzgledni¢ oceng
stopnia niedokrwistosci ptodu [14, 16].

5. Hematologiczne nastgpstwa zakazenia
parwowirusem B19

Postacie zakazenia parwowirusem B19 u ludzi moga
si¢ r6zni¢ nawet u dotychczas zdrowych os6b — od zu-
petie bezobjawowego przebiegu do petnoobjawowe;j
dwufazowej choroby [4, 13]. Wirus przenosi si¢ glow-
nie droga kropelkowa, mozliwe jest takze zakazenie
przez krew lub jej sktadniki, np. preparaty czynnikow
krzepnigcia. Parwowirus B19 wykorzystuje antygen
grupowy krwi P (globozyd — Gb4) jako swoj gléwny
receptor komorkowy [4, 9, 13]. Uktad grupowy P skta-
da sie z 3 antygenow: P, P oraz P,. Prawie 100% popu-
lacji posiada fenotyp krwinek P1 (obecny antygen P
i P, jednocze$nie) lub P2 (obecny tylko antygen P).
Z czgstoscia okoto 1:200000 zdarza sig brak ekspre-
sji wszystkich 3 antygenow lub fenotyp krwinek PX,
(z jednoczesna ekspresja antygenow P, i P¥) — osoby te
wykazuja naturalna oporno$¢ na zakazenie parwowi-
roza [4, 13]. Antygen P jest przede wszystkim obecny
na btonie komorkowej krwinek czerwonych i ich pre-
kursoréw w szpiku kostnym, ale wystgpuje takze na
ptytkach krwi, megakarioblastach i megakariocytach,
a takze na komodrkach mig$nia sercowego, srodblon-
ka, watroby, ptuc, nerek, btonie maziowej stawdw,
migéniach gtadkich przewodu pokarmowego [4, 13].
To oczywiscie nie oznacza, ze replikacja wirusa wy-
stepuje we wszystkich wymienionych wyzej rodzajach
komdrek. Do replikacji B19 potrzebuje bardzo inten-
sywnie dzielacych si¢ komorek — w praktyce naleza
do nich przede wszystkim prekursory uktadu czerwono-
krwinkowego w szpiku kostnym, zwlaszcza w sytua-
cjach nasilonej hematopoezy, np. w przewleklej he-
molizie, po masywnych krwotokach, co powoduje
okreslone nastgpstwa hematologiczne [4, 9, 13].

Do najczesciej wystepujacych hematologicznych
powiklan zakazenia parwowirusem B19 naleza: przemi-
jajace przetomy aplastyczne (TAC — transient aplastic
crisis) 1 aplazja czystoczerwonokrwinkowa (PRCA
— pure red cell aplasia) [4, 13].

5.1. Przemijajace przelomy aplastyczne (TAC)

Przemijajace przelomy aplastyczne spowodowane
zakazeniem parwowirusem B19 sa uwazane za jedno
z gtownych powiktan u pacjentéw z wrodzonymi ze-
spotami hemolitycznymi najczesciej o przewleklym
przebiegu. TAC opisywano w prawie wszystkich ro-
dzajach wrodzonych niedokrwistosci hemolitycznych:
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membranopatiach (np. sferocytozie wrodzonej), hemo-
globinopatiach (np. niedokrwisto$ci sierpowatokrwin-
kowej, talasemiach) oraz enzymopatiach [4, 13].
Przetom aplastyczny moze by¢ pierwszym objawem
w przypadku dobrze skompensowanej hemolizy. Poza
niedokrwisto§ciami wrodzonymi TAC byt opisywany
réwniez w niedokrwisto§ciach autoimmunohemolitycz-
nych, po masywnym krwotoku, po przeszczepieniu
nerki, czy po przeszczepieniu komoérek krwiotwor-
czych [4, 9, 13]. Zawsze wyj$ciowo u tych pacjen-
tow wystgpowal stan bardzo nasilonej hematopoezy,
a zwlaszcza erytropoezy [40].

Charakterystyczna cecha przetomu aplastycznego
jest bardzo cigzka, czgsto zagrazajaca zyciu niedokrwis-
to$¢ lub pancytopenia z catkowitym brakiem retikulo-
cytow, co pozwala zréznicowaé przetom aplastyczny
i hemolityczny (w tym ostatnim typowa jest wysoka
retikulocytoza) [4, 13, 27]. W badaniu szpiku stwierdza
si¢ znaczne upos$ledzenie lub catkowity brak prekur-
sorow erytropoezy, charakterystyczna, (ale nie pato-
gnomoniczna) jest obecnos$¢ olbrzymich pronormo-
blastow [4, 13].

Postgpowanie terapeutyczne, ze wzgledu na samo-
ograniczajacy si¢ przebieg tego powiklania, jest gtow-
nie objawowe. Przede wszystkim dazy si¢ do wyrowna-
nia niedokrwisto$ci poprzez przetoczenia koncentratow
krwinek czerwonych. Na ogdt objawy ustepuja po ok.
1-2 tygodniach. W przypadkach przewlektego (prze-
trwatego) zakazenia B19 zaleca si¢ stosowanie dozyl-
nych preparatow immunoglobulin (IVIG) najczgsciej
w dawce 0,4 g/’kg m.c./24 h przez 5 dni [4, 9, 13].

5.2. Aplazja czystoczerwonokrwinkowa (PRCA)

Powiktanie zakazenia parwowirusem tego typu
zdarza si¢ przede wszystkim u pacjentdw z ré6znego
rodzaju niedoborami odpornos$ci — we wrodzonych ze-
spotach niedoboru odporno$ci, w nabytych — np. za-
kazenie HIV, w przebiegu chorob limfoproliferacyj-
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nych, po przeszczepieniu narzadow i tkanek podczas
przewleklego leczenia immunosupresyjnego [18].
Typowym objawem jest przewlekle utrzymujaca si¢
niedokrwisto$¢ (czgsto bardzo gleboka, zagrazajaca
zyciu) z retikulocytopenig lub brakiem retikulocytow.
W badaniu szpiku podobnie jak w TAC stwierdza si¢
obecnos$¢ olbrzymich pronormoblastéw i zahamowa-
nie erytropoezy [33]. W surowicy pacjentow przeciw-
ciala anty-B19 sa nieobecne lub wystepuja w bardzo
niskich mianach, stwierdza si¢ natomiast przetrwalta
lub nawracajaca wiremi¢. W leczeniu stosuje si¢ IVIG
1 postepowanie objawowe [13].

5.3. Neutropenia, maloplytkowos$¢ i pancytopenia
po zakaZeniu parwowirusem B19

Ostrej parwowirozie moze towarzyszy¢ maloptyt-
kowos¢, neutropenia lub rzadziej pancytopenia [19].
Patomechanizm tych nieprawidlowosci nie zostat do-
tychczas doktadnie wyjasniony. NajczgSciej maja one
przemijajacy charakter. Opisano takze skojarzenie zaka-
zenia B19 i cytopeniami o podtozu autoimmunizacyj-
nym, jak matoptytkowos$¢ o cechach matoptytkowosci
samoistnej, neutropeni¢ autoimmunizacyjna, niedo-
krwisto$¢ autoimmunohemolityczna [23, 26]. Ponadto
uwaza sig, ze zakazenie parwowirusem B19 moze by¢
przyczyna przynajmniej czg$ci przypadkéw nabytej
niedokrwisto$ci aplastycznej zwlaszcza w sytuacjach
przebiegajacych z zapaleniem watroby o nieustalonej
etiologii [4, 9, 13, 41]. Sa to jednak doniesienia na
podstawie badan matych grup pacjentdéw wymagajace
potwierdzenia w kontrolowanych badaniach.

6. Diagnostyka zakazen B19
Na zakazenie B19 moze wskazywaé obecnos¢ ol-

brzymich pronormoblastow w szpiku kostnym badz
we krwi obwodowej, jednak metoda ta nie moze by¢

Tabela I
Kliniczne objawy zakazenia parwowirusem B19 w réznych grupach pacjentow [4, 9, 13]
Zespo6t chorobowy Grupa pacjentow
Zespoty hematologiczne
« Przemijajacy przelom aplastyczny (TAC) « Pacjenci z nasilong erytropoeza (np. hemoliza)
« Przewlekta niedokrwisto$¢, w tym aplazja « Pacjenci z niedoborami odpornosci/leczeni
czystoczerwonokrwinkowa (PRCA) immunosupresyjnie
« Obrzegk ptodu/wrodzona niedokrwisto$§¢ « Ptod (<20 tygodnia ciazy)
« Matoptytkowosé/neutropenia « Rzadko
o Zesp6t hemofagocytozy « Rzadko
Inne zespoly
« Rumien zakazny (,,piata choroba”) o Dotychczas zdrowe dzieci
o Uszkodzenie stawow o Dotychczas zdrowi dorosli
o Zapalenie migsnia sercowego « Rzadko
o Zapalenie watroby « Rzadko
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Tabela II

Interpretacja badan serologicznych w przebiegu zakazenia wirusem B19 u kobiet cigzarnych i zalecane postgpowanie [14, 16]

Przeciwciata
Status serologiczny 1M 12G Postgpowania
Wrazliwoé¢ na zakazenie - - Powtdrzy¢ badanie za 2 tygodnie
Infekcja przebyta - + Brak wrazliwosci na zakazenie plodu
Zakazenie w ciagu ostatnich 7 dni + — Ostra faza zakazenia | konieczna konsultacja i ultrasonograficzne
Zakazenie w ciagu ostatnich 7-120 dni + + Zakazenie monitorowanie ptodu

stosowana do rutynowej diagnostyki parwowirozy, po-
niewaz komorki takie sa rOwniez czesto obserwowane
u pacjentow z HIV lub innymi przewleklymi zaka-
zeniami [4, 13].

Diagnostyka zakazen B19 u immunokompetent-
nych pacjentdow opiera si¢ gtownie na wykrywaniu
specyficznych przeciwciat anty-VP2 [32]. Testy spe-
cyficzne dla przeciwciat klasy IgM pozwalaja na sku-
teczne wykrycie aktualnego lub §wiezo przebytego za-
kazenia u oséb z prawidtowa odpornoscia [5]. Ponad
85% pacjentéw z rumieniem zakaznym lub przetomem
aplastycznym zwiazanym z B19 wytwarza swoiste
przeciwciata w klasie IgM, ktore sa wykrywalne w su-
rowicy przez 2 do 3 miesigcy [2]. Po dwoch tygo-
dniach od chwili zakazenia, przeciwciata klasy IgG sa
wykrywalne i utrzymuja si¢ do konca zycia, lecz kolej-
ne probki osocza moga wykazywaé zmniejszanie si¢
ich poziomu. Z tego tez powodu wykrywanie przeciw-

ciat klasy IgG nie jest przydatne dla diagnostyki ostrych
zakazen, z wyjatkiem badania serokonwersji u pacjen-
tow z uposledzona odpornoscia, ktérzy moga nie wy-
twarza¢ przeciwciat klasy 1gM [24]. Do badania po-
biera si¢ surowice parzyste, co 2—4 tygodnie, co daje
mozliwo$¢ ustalenia fazy zakazenia. Tego rodzaju diag-
nostyka jest szczegdlnie istotna w przypadku infekcji
rozpoznawalnych podczas ciazy, gdyz ryzyko wysta-
pienia patologii u ptodu jest zmienne w zaleznosci od
trymestru ciazy, w ktorym doszto do zakazenia matki.

Znaczenie diagnostyki przeciwcial anty-NS1 jest
podwazane od czasu stwierdzenia zwigzku biatka NS1
z zapaleniem stawow lub przewleklym zakazeniem B19
[17]. Wickszo$¢ badan wskazuje jednak, ze niezaleznie
od objawow chorobowych przeciwciala klasy IgG anty-
NS1 pojawiaja si¢ po 6 tygodniach od zakazenia, stad
tez ich obecno$¢ pozwala wykluczy¢ ostre zakazenie
u pacjentéw z niejasnym obrazem serologicznym [17].
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0.8
0,75
0,7
0,65
0.6
0,55
05
045
04
0,35

0.3

natgzenie fluorescenciji

025
02
0,15

01 K1/ K2
0,05

K3 K4 K5

0

12 3 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

numer cyklu reakgji

Rys. 3. Wynik reakcji real-time PCR do wykrywania parwowirozy B19

Krzywe na wykresie oznaczone K1-K5 stanowia poszczegdlne kalibratory poziomu wiremii w przedziale od 6x 10! do 10° kopii/ml.
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Obecnie zakazenie parwowirusem B19 jest naj-
czesciej diagnozowane poprzez wykrycie DNA za po-
moca hybrydyzacji [1] lub PCR [21, 32]. Hybrydy-
zacja ma wystarczajaca czutos¢ do identyfikacji B19,
wlaczajac wariant V9, w przypadku przetomu apla-
stycznego i aplazji szpiku u pacjentéw z obnizona od-
porno$cia, jednak wiremia nizsza niz 10*kopii/ml
moze pozosta¢ nie wykryta. Zastosowanie PCR zna-
czaco zwigkszylto mozliwosci badania obecnosci DNA
wirusa w surowicy i probkach tkanek [31]. Wiruso-
wy DNA moze by¢ wykrywany w réznych okresach
w surowicy, btonach maziowych, szpiku kostnym na-
wet u zdrowych oséb [31], stad tez sama obecnosé
DNA B19 nie powinna by¢ kryterium rozpoznania
ostrej fazy zakazenia. Tradycyjne badania PCR miaty
stosunkowo niewielka czuto$¢ i w wigkszosci nie
wykrywaty wariantu V9, dlatego tez zostaty zastapio-
ne przez nowsze metody, jak nested-PCR [31] oraz
real-time PCR [6, 38]. Komercyjnie dostgpne testy
real-time PCR pozwalaja na wykrycie w roéznych
probkach klinicznych wirusa na poziomie kilkudzie-
sigciu kopii/ml, co znaczaco ulatwia szybka identyfi-
kacje patogenu [38].

7. Podsumowanie

Rozwoj transplantologii, zarbwno w dziedzinie
przeszczepdéw narzadéw unaczynionych i komodrek
krwiotworczych powoduje, ze w zwiazku z wytwo-
rzona gleboka immunosupresja zakazenia parwowi-
rusem B19 moga przebiegaé czgsciej i z nasilonymi
objawami. Dodatkowo w grupie pacjentéw z obnizo-
na wydolnoscia uktadu immunologicznego powaznym
problemem staja si¢ zakazenia mieszane, towarzyszace
obecnos$ci parwowirusa. W zwiazku z tym sugerowa-
ne sa badania przesiewowe w kierunku B19 u dzieci
z chorobami nowotworowymi oraz badanie dawcow
przed przeszczepem szpiku.

Cho¢ w wigszo$ci przypadkow zakazen u osob
z prawidlowa czynnoS$cia uktadu odporno$ciowego par-
wowiroza nie wymaga leczenia, brak jest skutecznych
form terapii przeciwwirusowej dla pacjentdéw hema-
tologicznych. Stosowane leczenie objawowe jest sku-
teczne, lecz nie zapobiega mozliwosci reaktywacji
wirusa. Prowadzone sa obecnie prace nad rekombino-
wang szczepionka zawierajaca geny kodujace biatka
kapsydu parwowirusa, ktore ulegaja ekspresji w wek-
torze bakulowirusowym [20]. Otrzymane biatko VP1
indukuje w modelu zwierzgcym powstanie specyficz-
nych przeciwcial. Badania prowadzone na ochotni-
kach immunizowanych tak wytworzonymi rekom-
binantami wykazaty, Ze miano przeciwcial jest row-
ne lub czasem wyzsze niz w przypadku naturalnego
zakazenia.
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1. Wstep. 2. Pierwsze preparaty przeciwherpeswirusowe. 3. Acyklowir (ACV). 4. Gancyklowir (GCV). 5. Pencyklowir. 6. Pochodne
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Drugs used in antiherpesviral therapy in humans

Abstract: This paper reviews current knowledge about drugs and agents used in modern antiviral therapy and prophylaxis in
humans. Described compounds possess an antiviral activity against Herpesviridae tamily, which contains large, enveloped DNA
viruses. The study presents methods of treatment of different diseases caused by herpesviruses and dosage recommendations. The
problem of viral resistance to available chemotherapeutics used in routine therapy is also shown. Although herpesviruses infect
healthy children and adults, the diseases they cause are more severe and extensive in immunocompromised patients, in whom
reactivation from latency appears more often. Therefore, further investigation of novel groups of compounds and their derivatives is
highly justified, since they may constitute a base for future antiviral chemotherapeutics.

1. Introduction. 2. First anti-herpesviral agents. 3. Aciclovir (ACV). 4. Ganciclovir (GCV). 5. Penciclovir. 6. Ester derivatives of

nucleoside analogues. 7. Nucleotide analogues. 8. Foscarnet. 9. Novel antiherpesviral agents. 10. Summary
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1. Wstep

Herpeswirusy naleza do najbardziej rozpowszechnio-
nych DNA-wirusow w $wiecie krggowcow. Wszystkie
z nich rozwingly réznorodne mechanizmy utatwiajace
ich ucieczke spod kontroli uktadu immunologicznego
gospodarza, jednakze gléwna strategia przetrwania
w $rodowisku pozostaje zdolnos¢ do ustalania zakaze-
nia latentnego [3]. Reaktywacja herpeswirusow ze sta-
nu latencji prowadzi do zakazen wtornych, ktore moga
mie¢ rozmaity charakter, poczawszy od samoograni-
czajacych si¢ infekcji, do zakazef narzadowych i ukta-
dowych o réznym stopniu nasilenia [3, 50].

Szerokim zakresem gospodarzy i krétkim czasem
replikacji charakteryzuja si¢ przedstawiciele o-herpes-
virinae; efekt cytopatyczny pojawia sig in vitro w cza-
sie krotszym niz 48 h [42, 50] — przykladem jest tu
wirus opryszczki (human herpesvirus 1; HHV-1).
Przedstawiciele tej podrodziny po wstgpnym namnoze-
niu w komorkach nabtonka ustalaja stan latencji w ko-
morkach uktadu nerwowego i/lub w limfocytach [50].

Wirusy nalezace do f-herpesvirinae (np. human
herpesvirus 5; HHV-5 — znany jako CMV) maja waski
zakres gospodarzy, zarowno w warunkach in vitro, jak
i in vivo [42, 50]. Ich cykl replikac;ji jest dtugi, zakazo-
ne komorki ulegaja czgsto powigkszeniu (cytomegalia),

czemu towarzyszy pojawianie si¢ jadrowych i cytoplaz-
matycznych ciatek wtrgtowych. Charakterystyczna ce-
cha jest silne zwiazanie wirionéw potomnych ze struk-
turami blonowymi komoérek gospodarza, powoduje to
miedzy innymi powolne zakazanie sasiednich komorek.
Wirusy z tej podrodziny powoduja zakazenie latentne
w makrofagach oraz prawdopodobnie w komodrkach
gruczotéw wydzielania wewngtrznego [50].
Przedstawiciele y-herpesvirinae wykazuja podobnie
ograniczony zakres gospodarzy oraz niezwykle wyraz-
nie zaznaczony limfotropizm. Ta ostatnia wlasciwos¢
pomaga im w ustaleniu latencji wewnatrz limfocytow B
i/lub T [42, 50]. Zmieniaja one ich metabolizm, nie pro-
dukujac przy tym wiriondw potomnych. /n vivo y-her-
peswirusy powoduja zaburzenia w proliferacji limfocy-
tow, lub jak wirus Epsteina-Barr (HHV-4) wiazane sa
z transformacja nowotworowa komorek gospodarza [50].
Dostgpnych jest wiele lekow wykazujacych aktyw-
nos¢ wobec herpeswirusow. Pierwsze zsyntetyzowane
byly w poczatkach lat 60, lecz do tej pory trwaja prace
nad poszukiwaniem nowych preparatow, o wigkszej
aktywnosci przeciwwirusowej i lepszej biodostgpnosci,
a jednocze$nie mniejszej toksycznosci. Opracowywa-
ne sg rowniez nowe formy recepturowe juz znanych
preparatow. Przyktadem moga by¢: walacyklowir
1 walgancyklowir, ktore powstaly w wyniku polaczenia
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czasteczek macierzystych lekow (acyklowiru i gancy-
klowiru) z walina, co znacznie poprawito lipofilnos¢
tych zwiazkéw i poprawito biodostgpnos$¢ po podaniu
doustnym. Przewlekle stosowanie lekow przeciwwi-
rusowych, zwlaszcza w monoterapii, moze prowadzié
do obnizenia wrazliwosci klinicznych szczepow wiru-
sOw na chemioterapeutyki. Stanowi to kolejny powod
do poszukiwania nowych lekow o odmiennych mecha-
nizmach dziatania [13, 64].

2. Pierwsze preparaty przeciwherpeswirusowe

Jednym z pierwszych wirusow, przeciwko ktore-
mu rozpoczgto opracowywanie chemioterapeutykow
jest wirus opryszczki pospolitej. Pierwsze preparaty
przeciwwirusowe posiadaly pierwotnie aktywno$¢
przeciwnowotworowa. Zsyntetyzowana w 1959 roku
idoxurydyna jest syntetycznym analogiem pirymidy-
nowym i wykazuje aktywno$¢ wobec wielu wirusow
DNA, a szczegodlnie nalezacych do podrodziny a-her-
pesvirinae, oraz wobec wirusa mig¢saka Rousa. W 1968

zaobserwowano nagle zmiany w odpowiedzi klinicz-
nej na lek 1 wyizolowano pierwsze szczepy HHV-1
oporne na idoxurydyng. Oporno$¢ t¢ wygenerowano
rowniez w warunkach in vitro, jednak wykazano, ze
nie ma ona zwiazku z krzyzowa oporno$cia na inne
analogi nukleotydoéw [23]. Obecnie idoxurydyna sto-
sowana jest miejscowo do leczenia opryszczkowego
zapalenia rogéwki lub rogoéwki i spojowek [17, 62].

Zsyntetyzowana we wczesnych latach 60 triflury-
dyna, jest inhibitorem polimerazy DNA. Nie wymaga
kinazy tymidynowej do przeprowadzenia warunkujacej
aktywnos¢ fosforylacji i z tego powodu charakteryzuje
si¢ mniejsza selektywnoscia oraz wigksza toksycznos-
cia w poréwnaniu do innych analogdéw nukleozydow.
Jej zastosowanie — w postaci 1% roztworu — ograni-
czone jest do leczenia zakazen narzadu wzroku spo-
wodowanych przez HHV-1.

W tym samym okresie opracowano widarabing.
Spektrum dziatania leku obejmuje niektore poxwirusy,
polyomawirusy, adenowirusy, herpeswirusy, a sposrod
wirusow RNA wirusy migsaka Rousa i M-MLV. Jest
réwniez inhibitorem polimerazy DNA wirusa hepati-
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Rys. 1. Wzory strukturalne lekow o dziataniu przeciwko herpeswirusom
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Tabela I

Przyktady procedur stosowanych w leczeniu roznych postaci zakazen wirusami HHV-1 1 HHV-2 [17, 60]

Postaé¢ zakazenia Leczenie

Opryszczka jamy ustnej Acyklowir 200 mg, 5 razy dziennie 5-10 dni (p.o)
lub 5% Acyklowir co 3 godziny 7 dni (s.c)
Walacyklowir 500 mg, 2 razy dziennie 5-10 dni (p.o)
Pencyklowir co 2 godziny 4 dni (s.c)

Opryszczka narzadéw plciowych Acyklowir 200 mg, 5 razy dziennie, lub 400 mg, 3 razy dziennie 7-10 dni (p.o)

— pierwszy epizod kliniczny Iub 5 mg/kg, co 8 godzin 27 dni (i.v)
Walacyklowir 1000 g, 2 razy dziennie 7-10 dni (p.o)
Famcyklowir 250 mg, 3 razy dziennie

Opryszczka narzadow plciowych Acyklowir 200 mg, 5 razy dziennie, lub 400 mg, 3 razy dziennie .

. L 5 dni (p.o)

— posta¢ nawrotowa lub 800 mg, 2 razy dziennie
Walacyklowir 500 g, 2 razy dziennie 3-5 dni (p.o)
lub 1000 mg, 1 raz dziennie, 5 dni (p.o)
Famcyklowir 125 mg, 2 razy dziennie, 5 dni (p.o)

Opryszcezka narzadéw plciowych Acyklowir 400 mg, 2 razy dziennie lub Walacyklowir 1000 mg 6-12 miesigcy

— zapobieganie nawrotom 1 raz dziennie lub Famcyklowir 250 mg 2 razy dziennie (p.o)

Zapalenie mo6zgu (dorosli) Acyklowir 15 mg, co 8 h 14 dni (i.v)

Profi!aktyka z.akazen . Acyklowir 200—400 mg, 4 razy dziennie p.o

u pacjentow z immunosupresja

tis B (HBV). Widarabina stosowana byta w przesztosci
miejscowo w leczeniu zakazen oka oraz podawana
droga dozylna. Obecnie dostgpna jest wytacznie w po-
staci masci, a jej stosowanie ze wzgledu na silng tok-
syczno$¢ ograniczone zostato do leczenia zapalen ro-
gowki 1 spojowek [17, 39, 62].

3. Acyklowir (ACYV)

Acyklowir nalezy do kolejnej generacji analogow
nukleozyddéw. Jest pochodna deoksyguanozyny o zmo-
dyfikowanej reszcie cukrowej, gdzie w miegjsce cy-
klicznej deoksyrybozy wprowadzono niecykliczny
tancuch boczny. Powstaty w ten sposob analog okazat
si¢ mato toksyczny dla cztowieka, chociaz zaliczany
jest do kategorii C pod wzgledem stosowania w okre-
sie ciazy i przeciwwskazany jest w okresie karmienia
piersia. Jest inhibitorem replikacji wiruséw opryszcz-
ki oraz wirusa ospy wietrznej i potpasca [19]. Zdecy-
dowanie mniejsza skutecznos$¢ acyklowiru obserwuje
si¢ w zwalczaniu zakazen wywotanych przez inne wi-
rusy z rodziny Herpesviridae: cytomegalowirusa czy
wirusa Epsteina-Barr [12, 54].

Acyklowir wprowadzany jest do komorki za po-
moca biatka transportujacego nukleozydy, w tym deok-
syguanozyny [52, 38]. Poczatkowo wewnatrz komorki
zakazonej wirusem acyklowir ulega przeksztalceniu
w biologicznie aktywna pochodna fosforanowa. Proces
ten jest mozliwy tylko przy udziale swoistej dla wirusa

kinazy tymidynowej [20, 46]. Acyklowir nie jest odpo-
wiednim substratem dla kinaz komorkowych, dlatego
lek aktywowany jest gléwnie w komorkach zakazo-
nych, co z kolei zwiazane jest z jego selektywnos$cia
[20]. Nastepnie monofosforan przeksztatcany jest
przez kinazy komoérkowe w difosforan (ACVDP) i da-
lej trifosforan. Powstaly trifosforan acykloguanozyny
(ACVTP) jest substratem dla wirusowej polimerazy
DNA. Po wprowadzeniu przez polimerazg wirusowa
zmodyfikowanego nukleozydu do tancucha DNA, dal-
sze jego wydtuzanie staje si¢ niemozliwe. Przyczyna
tego jest wspolzawodnictwo ACVTP z trifosforanem
deoksyguanozyny (dGTP) w trakcie replikacji geno-
mu wirusowego [18]. W konsekwencji synteza DNA
zostaje zakonczona. Trifosforan acyklowiru blokuje
aktywno$¢ polimerazy DNA wiruséw 20 razy skutecz-
niej niz polimerazy DNA komorek gospodarza. Z tego
powodu posta¢ czynna acyklowiru znacznie rzadziej
jest wprowadzana do genomu gospodarza niz do ma-
terialu genetycznego wirusa [22, 24].

Acyklowir stosowany jest terapeutycznie do le-
czenia ci¢zkich zakazen opon moézgowo-rdzeniowych
1 mozgu wywotanych przez o-herpeswirusy, opryszcz-
ki noworodkéw, a takze w zakazeniach narzadu wzro-
ku, skory i bton §luzowych. Rowniez w terapii pier-
wotnej 1 nawrotowej infekcji narzadéw plciowych
o etiologii HHV-1 i HHV-2, a takze do leczenia zaka-
zen narzadowych i uktadowych. Podawany jest rowniez
profilaktycznie w celu zmniejszenia czgstosci nawro-
tow oraz zlagodzenia przebiegu klinicznego zakazen
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Rys. 2. Mechanizm dziatania analogéw nukleozydow (acyklovir, gancyklovir, pencyklovir)

Wymienione zwiazki musza ulec fosforylacji przy udziale wirusowych enzymow: kinazy tymidynowej — TK: HHV-1 (produkt genu UL 23),
HHV-3 (ORF 36) lub kinazy proteinowej — PK: HHV-5 (UL 97) do swych aktywnych form [wg 15].

wywotanych przez wirusy opryszczki pospolitej i inne
ludzkie herpeswirusy. Acyklowir dostgpny jest w roz-
nych postaciach: doustnej, kremow, masci do oczu
oraz proszku do sporzadzania roztworu do wlewow
dozylnych; w zwiazku z tym moze by¢ stosowany za-
réwno w leczeniu zakazen miejscowych jak i uogolnio-
nych, u osob z prawidlowa jak i uposledzona funkcja
uktadu immunologicznego. Podstawowym warunkiem
skutecznosci terapii jest wezesne podanie leku, najko-
rzystniej w pierwszej lub drugiej dobie od pojawienia
sig¢ pierwszych objawow, a takze zastosowanie odpo-
wiednio wysokiej dawki terapeutycznej [52].
Acyklowir wchlania sig¢ z przewodu pokarmowego
w 15-30%, co jest warto$cia wystarczajaca aby uzy-

ska¢ stgzenie terapeutyczne w surowicy krwi. Duza
zaleta leku jest zdolno$¢ penetracji do tkanek i ptynu
moézgowo-rdzeniowego. Po podaniu miejscowym do
spojowki oka osiaga stgzenie hamujace w ptynie §rod-
gatkowym. Acyklowir uznawany jest za najbezpiecz-
niejszy sposrod dotychczas poznanych lekow przeciw-
wirusowych, lecz zdarzaja si¢ powiklania w wyniku
jego stosowania. Do najci¢zszych, cho¢ bardzo rzad-
kich, naleza zaburzenia w pracy nerek. Wysokie daw-
ki leku podawane dozylnie chorym odwodnionym lub
z cechami niewydolno$ci nerek moga by¢ przyczy-
na krystalizacji acyklowiru w cewkach nerkowych,
prowadzac do odwracalnego podwyzszenia poziomu
kreatyniny w surowicy [62]. Udokumentowano row-
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Rys. 3. Mechanizm dziatania przeciwwirusowego cidofoviru. Zwiazek jest fosforylowany
przez kinazy komoérkowe — KK [15].

niez pojedyncze przypadki zaburzen osrodkowego
uktadu nerwowego o charakterze drgawek lub utraty
przytomnosci [22].

Prawdopodobienstwo wystapienia infekcji wywo-
tanej opornym szczepem wirusa opryszczki powin-no
by¢ brane pod uwagg, jesli po 5—7 dniach terapii brak
jest pozytywnych efektéw leczenia lub po 3—4 dniach
powstaja nowe, satelitarne ogniska zakazenia [1].
Szczepy wirusa oporne na acyklowir moga wykazy-
waé rowniez brak wrazliwosci na inne leki o podobne;j
budowie takie jak: walacyklowir, famcyklowir i pen-
cyklowir [7, 39]. Mechanizm opornos$ci na acyklowir
po raz pierwszy opisano w 1980 roku. Wiaze si¢ on
najczesciej z obecnoscia punktowej mutacji w obrgbie

genu kinazy tymidynowej w nastgpstwie delecji, iner-
cji lub substytucji, czgsto w obszarach haplomerycz-
nych DNA. Taki rodzaj zmiany w genie kodujacym
kinazg tymidynowa obserwowany jest u 95% szcze-
poéw opornych na acyklowir [58]. Szczepy te produ-
kuja niedostateczna ilos¢ enzymu lub w efekcie sub-
stytucji enzym ten ma obnizong swoisto$¢ substratowa
i nie jest zdolny do fosforylacji acyklowiru. Wyniki
badan sugeruja, ze takie mutanty sa znacznie mniej
patogenne dla zwierzat laboratoryjnych [28], chociaz
kilka szczepow opornych izolowanych klinicznie od
zwierzat posiadato normalna zjadliwo$é, co pozwala
przypuszczaé, iz moga indukowaé wytwarzanie duzej
ilosci komérkowego enzymu [5, 23, 41, 44, 53].
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Tabela II
Czgsto$¢ wystepowania szczepow opornych wirusa HHV-1 na
acyklowir w zaleznosci od przyczyny immunosupresji [45]

Odsetek

Przyczyna immun resji ,
yczyna unosupres szczepow opornych

Przeszczep narzadow unaczynionych 3%
Zakazenie wirusem HIV 3,5%
Alloprzeszczep szpiku kostnego 14%
Autoprzeszczep szpiku kostnego 30%
Tabela III
Rodzaje podstawnikow w stosowanych analogach nukleozy-
dow [27]

Zwiazek Podstawnik R1 Podstawnik R2
Acyklowir* H (0]
Gancyklowir** CH,OH (6}
Pencyklowir** CH,OH CH,

* brak grupy 3 hydroksylowej, niezbgdnej do wydtuzania tancucha
DNA powoduje natychmiastowa terminacjg tego procesu.
** obecnos$¢ grupy 3-hydroksylowej powoduje spowolnienie lub usta-
nie wydtuzania tancucha DNA

Rzadziej przyczyna zmiany w profilu wrazliwosci jest
mutacja w obregbie genu kodujacego polimeraz¢ DNA
[31]. Moze ona wywola¢ krzyzowa oporno$¢ na fos-
karnet, gancyklowir i cidofowir — leki uzywane alter-
natywnie w leczeniu zakazen herpeswirusowych [7].
U pacjentow immunokompetentnych oporno$¢ na
acyklowir nie stanowi obecnie problemu terapeutycz-
nego, poniewaz szczepy oporne w tej grupie stanowia
niespelna 1% izolatéw. Brak réwniez doniesien méwia-
cych, ze ich ilo§¢ zwigksza si¢ w efekcie ekspozycji
na lek [23, 66]. U pacjentéw z obnizona wydolno$cia
uktadu immunologicznego okoto 3—30% (w zaleznosci
od przyczyny immunosupresji) izolowanych szczepow
wirusa wykazuje odporno$¢ na acyklowir [7, 41].

4. Gancyklowir (GCV)

Przetomem w chemioterapii zakazen wirusem
HHV-5 bylo wprowadzenie pod koniec lat 80-tych
gancyklowiru, kolejnego acyklicznego analogu guano-
zyny. Od acyklowiru r6zni si¢ dodatkowym podstawni-
kiem hydroksylowym, ktéry odpowiada grupie 3°’OH
wystgpujacej w deoksyrybonukleozydach [55].

Gancyklowir jest od 1994 roku lekiem z wyboru
w leczeniu zakazenia wirusem cytomegalii. Wykazuje
rowniez wysoka aktywno$¢ w stosunku do wirusa
Epsteina-Barra, wirusa zapalenia watroby typu B
i ludzkiego herpeswirusa typu 6 oraz przeciw zmuto-
wanym szczepom wirusa opryszczki, wobec ktorych
acyklowir jest nieaktywny. Gancyklowir strukturalnie
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podobny jest do acyklowiru, lecz wykazuje 100 razy
wyzsza aktywno$¢ przeciwko wirusowi cytomegalii.
Wada gancyklowiru jest zdecydowanie wigksza cyto-
toksyczno$¢, z silnie zaznaczonym dzialaniem mielo-
supresyjnym. Podobnie jak acyklowir nalezy do lekow
kategorii C i z tego powodu stosowanie podczas ciazy
jest dopuszczalne wytacznie wowczas, gdy potencjalne
korzysci przewyzszaja ryzyko dla ptodu. W okresie
leczenia gancyklowirem kobiety w wieku rozrodczym
powinny stosowac skuteczne metody antykoncepcji,
a mezczyzni barierowe $rodki antykoncepcyjne w cza-
sie terapii i do 90 dni po jej zakonczeniu. Podczas
przyjmowania gancyklowu karmienie naturalne jest
przeciwwskazane. Lek dostgpny jest w postaci do-
ustnej oraz wlewow dozylnych. Po podaniu dozylnym
w 90% wydalany jest z moczem droga przesaczania
kigbkowego i sekrecji kanalikowej w niezmienione;j
postaci [40].

Tylko jedna z dwoch grup hydroksylowych gan-
cyklowiru fosforyzowana jest w sposob selektywny
przez wirusowa kinaze¢. Nastepnie przez kinazy ko-
morkowe fosforyzowany jest tylko jeden enancjomer
fosforanu gancyklowiru. (S)-enancjomer odpowied-
niego trojfosforanu jest w stanie hamowacé replikacje
herpeswirusoéw, podczas gdy (R)-enancjomer pozostaje
nieaktywny [2]. Mechanizm dziatania acyklowiru
1 gancyklowiru jest zblizony — gancyklowir jest row-
niez substratem dla wirusowej kinazy deoksytymidyno-
wej, ponadto tatwiej niz acyklowir ulega fosforylacji.
Gancyklowir w komdrce zakazonej] HHV-5, poddany
dziataniu komérkowych kinaz ulega fosforylacji do di-
i trifosforanu, w takiej postaci wbudowywany jest do
nici DNA komorki. Nastepuje spowolnienie, a nastep-
nie catkowita blokada syntezy kwasu nukleinowego, co
z kolei prowadzi do zahamowania replikacji wirusa [5].

Gancyklowir podany doustnie wchtania si¢ jedy-
nie w 5—-10%. Podany w dawce 1000 mg umozliwia
osiagnigcie w surowicy st¢zenia hamujacego replika-
cje¢ wirusa HHV-5. Lek nie moze by¢ podawany pod-
skoérnie i domigsniowo gdyz powoduje powstawanie
odczynow miejscowych. Maksymalne stgzenie w su-
rowicy osiagane jest po 5 h od momentu podania i.v.
Gancyklowir dobrze penetruje do tkanek i o$rodko-
wego uktadu nerwowego, niestety wykazuje interak-
cje z wiecloma lekami. Poniewaz zidowudyna i gancy-
klowir powoduja uszkodzenie szpiku, kojarzenie tych
lekéw moze spowodowac u pacjentow neutropenie
i niedokrwisto$¢. Obnizenie klirensu nerkowego wyste-
puje po kojarzeniu gancyklowiru z probenecidem [35].

Dziatanie niepozadane zwiazane jest gtownie z nie-
korzystnym wptywem na szybko dzielace si¢ komorki.
Najpowazniejszym skutkiem ubocznym stosowania
gancyklowiru jest neutropenia i trombocytopenia, ktora
dotyczy okoto 20% chorych poddawanych leczeniu.
U okoto 20—30% leczonych dochodzi do hamowania
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czynnosci szpiku kostnego, zaburzen czynnosci nerek
z krwiomoczem, a takze zaburzen funkcji watroby.
Moga pojawia¢ si¢ rowniez objawy ze strony osrod-
kowego ukladu nerwowego: parestezje, zaburzenia
psychiczne, $piaczka i drgawki. Opisano rowniez za-
burzenia rytmu serca, wzrost lub spadek ci$nienia tet-
niczego oraz objawy ze strony uktadu oddechowego,
migéni szkieletowych i skory [5].

Pierwsze proby stosowania gancyklowiru prowa-
dzone byly u chorych na AIDS z wirusowym zapale-
niem siatkowki oka. Poprawe stanu klinicznego zaob-
serwowano w 80% przypadkow w tej grupie pacjentow.
Natomiast dozylne podawanie gancyklowiru chorym
na AIDS z objawami wirusowego zapalenia ptuc dato
poprawe u 60—80% chorych. Bardzo podobnie sytua-
cja przedstawia si¢ wérdd chorych na AIDS z objawa-
mi zotadkowo-jelitowymi [40].

Lek ten stanowi obecnie czg$¢ protokotu chemio-
terapii u biorcéw szpiku kostnego i narzadéw una-
czynionych [29, 37]. Zastosowanie gancyklowiru we
wczesnych etapach zakazenia, podwyzsza jego sku-
tecznos$¢ [29]. Gancyklowir podobnie jak i inne leki
przeciwwirusowe nie dziala na latentna posta¢ wirusa.
W konsekwencji u okoto 20-30% pacjentow po za-
konczeniu terapii wystgpuja nawroty choroby [34].

Coraz czeSciej spotyka si¢ zjawisko opornosci
szczepébw HHV-5 na gancyklowir. Pojawienie si¢ opor-
nych szczepdéw wirusa sprzyja dtugotrwate leczenie
[48]. Szczepy oporne wyizolowano z moczu od pa-
cjentow leczonych dluzej niz 3 miesiace oraz z ptynu
mozgowo-rdzeniowego chorych na AIDS leczonych
przez okres od 3 do 30 miesigcy [23]. Opornos¢ ta
zwiazana jest z mutacja w obrebie genu UL97, ktory
koduje informacje o syntezie swoistego bialka, kinazy,
kontrolujacego fosforylacje gancyklowiru w zakazo-
nych komorkach [34, 48]. Czasem brak wrazliwosci na
gancyklowir moze mie¢ zwiazek ze zmiana w genie
ULS54, kodujacym DNA polimerazg HHV-5. Polime-
raza stanowi punkt uchwytu zaréwno dla gancyklowi-
ru, jak i lekow uzywanych alternatywnie tj. foskarnetu
i cidofowiru. Patogeneza zakazen szczepami wirusa
HHV-5 opornymi na gancyklowir do tej pory nie jest
dobrze poznana. Wyniki badan sugeruja, ze szczepy
takie czesciej powoduja wiremig, czegsciej 1 wezesniej
od momentu transplantacji chorobg cytomegalowiru-
sowa oraz skracaja czas przezycia pacjenta po prze-
szczepie [48].

5. Pencyklowir

Pencyklowir wprowadzono do leczenia w 1994 ro-
ku. Budowa zblizony jest do acyklowiru i posiada mo-
stek metylenowy przy acyklicznym fragmencie rybozy
[6]. W zwiazku z podobna budowa mechanizmy dzia-
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fania acyklowiru i pencyklowiru sa do siebie zblizo-
ne [51]. Pencyklowir, podobnie jak acyklowir ulega
poczatkowej wewnatrzkomoérkowej fosforylacji do
monofosforanu pencyklowiru pod wplywem wirusowe;j
kinazy tymidynowej, a nastgpnie kolejnym dwom
fosforylacjom przeprowadzanym przez kinazy komor-
kowe. Badania kliniczne wykazaty, ze w leczeniu za-
kazen wirusem ospy wietrznej i potpasca jego sku-
teczno$¢ jest porownywalna z acyklowirem [43, 61].
Wigkszo$¢ szczepdw nalezacych do a-herpesvirinae
opornych na acyklowir (z powodu braku kinazy tymi-
dynowej) jest rowniez krzyzowo oporna na dzialanie
pencyklowiru [35].

Po podaniu doustnym lek jest stosunkowo stabo re-
sorbowany, a jego biodost¢pnos¢ wynosi okoto 5%.
Stosowany miejscowo nie przedostaje si¢ do surowi-
cy, a podany we wlewie dozylnym jest szybko elimi-
nowany (94%) w postaci niezmienionej droga nerek.
Stosowany miejscowo w stezeniu 5% powoduje u 50%
leczonych powiktania w postaci rumienia [56].

6. Pochodne estrowe analogéw nukleozydow

Jedna z metod poprawiania dostgpnos$ci biologicz-
nej chemioterapeutykoéw jest opracowanie tzw. pro-
lekéw (prekursordéw). Sa to preparaty, ktére podane
doustnie badz dozylnie w krotkim czasie, prawie cal-
kowicie sa metabolizowane w organizmie i posiadaja
odpowiednie stezenia zapewniajac dzialtanie przeciw-
wirusowe. Staba biodostgpnos¢ acyklowiru po poda-
niu doustnym przyczynita si¢ do rozpoczecia poszu-
kiwan nowych, pochodnych, ktére wykazywatyby si¢
wigksza skutecznoS$cia i tatwoscia aplikacji. Zsyntety-
zowano wiele pochodnych acyklowiru, wérdd ktorych
najkorzystniejsze wlasciwosci terapeutyczne wykazat
walacyklowir, bedacy L-walininowym estrem acyklo-
wiru. Podawany doustnie szybko wchlania si¢ z prze-
wodu pokarmowego i prawie catkowicie metabolizo-
wany jest do acyklowiru i L-waliny. Mechanizm tej
przemiany jest wynikiem metabolizowania do acyklo-
wiru w watrobie przez swoiste hydrolazy watrobowe.
Acyklowir z kolei ulega dalszym przemianom do
mono-, di- i trifosforanu acyklowiru, hamujac wybior-
czo syntez¢ DNA, a co za tym idzie — replikacj¢ her-
peswirusow [56].

Przyswajalnos¢ acyklowiru po dodaniu jego L-wa-
linowego estru wynosi 54% i jest okoto 4 razy wyzsza
niz po doustnym podaniu acyklowiru, co umozliwia
osiagnigcie stezenia leku we krwi porownywalnego ze
stezeniem osiggalnym w wyniku aplikacji dozylnej
[44]. Walacyklowir rekomendowany jest obecnie do
leczenia opryszczki narzadéw plciowych zaréwno
pierwszych epizodow jak i zakazen wtdrnych [8, 11].
Jest takze lekiem alternatywnym w terapii opryszczki



218

jamy ustnej, w profilaktyce zakazen wirusem cytome-
galii u pacjentdOw po przeszczepieniu oraz u pacjentow
zakazonych wirusem HIV [46]. Efekty uboczne lecze-
nia sa podobne do obserwowanych w trakcie podawa-
nia acyklowiru. Mozliwe jest pojawianie si¢ zaburzen
zotadkowo-jelitowych, odwracalnych zaburzen neuro-
logicznych np. pobudzenia, drzen, czy sennosci [56].
Chemiczna modyfikacja pencyklowiru, polegajaca
na modyfikacji w ester diacetyloksylowy, doprowa-
dzita do powstania proleku — famcyklowiru, ktory jest
dobrze wchtaniany po dodaniu doustnym i szybko me-
tabolizowany do pencyklowiru na drodze deacetylacji
w przewodzie pokarmowym, krwi i watrobie. Nastgp-
nie — juz tylko w watrobie — jest utleniany w pozycji 6
pierscienia purynowego [46]. Biodostepnos¢ famcy-
klowiru po podaniu doustnym sigga 77%. Jego elimi-
nacja odbywa si¢ gtownie przez nerki w mechanizmie
przesaczania i czynnego wydzielania kanalikowego
[44]. Aktywno$¢ przeciwwirusowa wykazuje w odnie-
sieniu do wirusa ospy wietrznej-potpasca oraz jest
skuteczny w leczeniu i profilaktyce opryszczki narza-
doéw plciowych zwlaszcza u chorych z niedoborami
immunologicznymi [63]. Dziatanie niepozadane fam-
cyklowiru czgsto dotyczy osrodkowego uktadu nerwo-
wego. Bole gtowy wystepuja u prawie 10% leczonych.
Rownie czgsto pojawiaja sig¢ zawroty glowy (12%),
nudnosci (12,5%) i biegunki (7,7%) [56].
Walgancyklowir — bedacy estrem L-waliny i gan-
cyklowiru podawany doustnie przypuszczalnie zastapi
podawany dozylnie gancyklowir zard6wno w profilak-
tyce jak i leczeniu zakazen HHV-5 [14, 47], ktore
wystepuja powszechnie u biorcow narzadow unaczy-
nionych i szpiku kostnego. Profilaktyczna aplikacja
acyklowiru zmniejsza wprawdzie czgstos¢ reaktywa-
cji wirusa lub tagodzi skutki infekcji, przyczyniajac
si¢ jednak do zwigkszenia ryzyka wystapienia bakte-
ryjnych zakazen odcewnikowych. Biodost¢pnos¢ gan-
cyklowiru podawanego doustnie jest bardzo niska
(okoto 6%), natomiast walgancyklowiru wynosi 60%.
Prolek ulega przemianom do gancyklowiru przy
udziale esteraz jelitowych i watrobowych [14, 65].

7. Analogi nukleotydow

Sa nowymi lekami przeciwwirusowymi. Do grupy
tej nalezy adefovir, tenofovir i wykazujacy wtasciwos-
ci przeciwherpeswirusowe cidofovir — analog mono-
fosforanu nukleozydu [16]. Nie wymaga on pierwsze-
go etapu fosforylacji wewnatrzkomorkowej, hamuje
wigc replikacje wirusow nie posiadajacych kinezy
tymidynowej, a aktywny metabolit — difosforan, jest
konkurencyjnym inhibitorem wirusowych polimeraz
DNA [64]. Lek obecnie stosowny jest w leczeniu za-
palenia siatkowki o etiologii HHV-5 oraz w leczeniu
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zakazen wywotanych przez szczepy wirusow opryszcz-
ki opornych na acyklowir i foskarnet [4, 57] oraz
szczepéw HHV-5 opornych na gancyklowir oraz fos-
karnet [4, 9]. Jest skuteczny przeciwko szczepom wi-
rusa ospy wietrznej i potpasca [11], wirusa Epsteina-
Barr oraz ma ograniczone dziatanie przeciw ludzkim
papillomawirusom [44]. NajczgSciej jest stosowany
w dawce 5 mg/kg masy ciala, raz w tygodniu przez
pierwsze 2 tyg., a nastgpnie co drugi tydzien. Z uwagi
na nefrotoksycznos¢ jest stosowany w ostonie probe-
necidu i wymaga odpowiedniego nawodnienia pacjen-
ta. Nie powinien by¢ podawany wraz z innymi lekami
wykazujacymi dzialanie toksyczne wobec nerek, taki-
mi jak: amfoterycyna B, aminogliokozydy czy niestero-
idowe leki przeciwzapalne [15]. Ze wzgledu na mala
biodostgpnos¢ cidofowiru, najbardziej odpowiednia
droga podania jest aplikacja miejscowa i dozylna.
Cidofowir dostepny jest w postaci zelu i kremu (1-3%)
oraz proszku do sporzadzania roztworow do infuzji
[30]. Lipidowym prolekiem cidofowiru podawanym
droga doustna jest HDP-CIDOFOWIR (HPMPC),
ktory by¢ moze w przyszlosci okaze si¢ skuteczny
w doustnym leczeniu zakazen herpeswirusowych [64].

8. Foskarnet

Foskarnet, bedacy pochodna kwasu fosfonomréw-
kowego, jest organicznym analogiem nieorganicz-
nego pirofosforanu. Nie ma budowy nukleozydowej,
a w zakazonych komorkach chelatuje cynk i zelazo-
metale odpowiedzialne za dzialanie duzej grupy poli-
meraz i nukleaz wirusowych [5]. Odmiennie od pozo-
statych inhibitorow DNA polimerazy, nie potrzebuje
do aktywacji dziatania kinaz. Mechanizm jego aktyw-
nos$ci polega na bezposrednim oddziatywaniu z poli-
meraza DNA herpeswiruséw. Lek wiaze si¢ z recepto-
rem pirofosforanu polimerazy DNA, uniemozliwiajac
W ten sposob odlaczenie pirofosforanu z trojfosforanu
nukleotydu, jednocze$nie blokujac wydtuzenie tan-
cucha dezoksyrybonukleinowego [59]. Wykazano, ze
dzialanie foskarnetu na polimerazg DNA wirusow
opryszczki jest prawie 30-krotnie silniejsze niz na ko-
morkowa polimerazg DNA [5]. Lek nie jest metaboli-
zowany 1 w ponad 80% wydalany z moczem w postaci
niezmienionej. Dobre przenikanie przez barierg krew
— ptyn mézgowo-rdzeniowy stwarza mozliwos¢ zasto-
sowania go w zakazeniach osrodkowego uktadu ner-
wowego. Wykorzystywany jest w leczeniu chorych
zakazonych wirusem HIV z objawami zapalenia siat-
kéwki o etiologii HHV-5, w takich przypadkach po-
dawany jest doszklistkowo. Nie zaleca si¢ natomiast
podawania foskarnetu do ciatka szklistego, z uwagi na
mozliwo$¢ zmniejszenia ci$nienia §rodgatkowego, ta-
godnego zapalenia teczowki oraz niebezpieczenstwa
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odklejania siatkowki. Foskarnet stosowany jest rowniez
w terapii zakazen wirusem HHV-5 opornym na gan-
cyklowir oraz wirusami z podrodziny o-herpesvirinae
opornymi na acyklowir [49, 57]. S6l sodowa foskar-
netu podaje si¢ rowniez w postaci wlewdw dozylnych.
Wsrdd reakcji niepozadanych najcze$ciej wymienia
si¢ zaburzenia czynno$ci watroby, nerek, zaburzenia
czynno$ci przewodu pokarmowego (mdtosci, wymio-
ty) oraz zaburzenia rownowagi elektrolitowej, gtdwnie
wapnia, fosforu, magnezu, potasu [5, 30, 59].

9. Nowe preparaty przeciwherpeswirusowe

Fomivirsen jest trojfosforanowym antysensowym
analogiem oligonukleotydu komplementarnym do re-
gionu natychmiastowego wczesnego (IE2) mRNA
HHV-5. Dwuniciowy DNA sktada si¢ z nici sensownej
1 komplementarnej do niej nici antysensownej. W cza-
sie transkrypcji ta druga ni¢ jest wykorzystywana jako
wzor dla powstajacego mRNA, ktory przemieszcza sig¢
z jadra komorki do rybosoméw i stanowi matryce dla
dalszej produkcji bialek. Leki antysensowne sa wigc
fragmentami RNA komplementarnymi do powstajace-
go w kazdej zakazonej komodrce wirusowego mRNA.
Po ich polaczeniu — hybrydyzacji — mRNA ulega de-
gradacji, co blokuje proces translacji wirusa. Fomivir-
sen jest jedynym ze stosowanych lekow wykazujacych
aktywnos$¢ przeciwko HHV-5, ktéry nie ingeruje
w proces replikacji [ 14]. Znalazt zastosowanie w lecze-
niu zapalenia siatkowki o etiologii HHV-5 w postaci
bezposrednich iniekcji do gatki ocznej w sytuacjach,
gdy brak jest odpowiedzi klinicznej lub w przypadku
wystapienia powaznych dzialan ubocznych zwiaza-
nych z aplikacja lekéw pierwszego rzutu [32, 68]. Wy-
kazuje wigksza selektywno$¢ i skutecznosé niz inne
leki przeciwcytomegalowirusowe. Moze by¢ uzywa-
ny w skojarzeniu z gancyklowirem i foskarnetem [33].
Fomivirsen powoduje przejSciowy spadek ci$nienia
srodgatkowego i/lub stan zapalny, ktory ustepuje po
zastosowaniu kortykosteroidow [64, 67]. Nalezy do-
da¢, ze pierwsza chemiczna synteza tiofosforanowych
analogébw oligonukleotydéw zostata opisana przez
Polaka prof. Wojciecha J. Steca w roku 1983 r. Po
15 latach badan okazalo sig, ze zwiazki tej klasy zo-
staly zatwierdzone przez amerykanska agende rzado-
wa FDA (Food and Drug Administration) jako leki
przeciwwirusowe. Poniewaz pierwsza metoda synte-
zy tiofosforanowych analogdéw oligonukleotydow byta
niestereospecyficzna, Stec wraz z zespotem naukowym
t6dzkiego Centrum Badan Molekularnych i Makro-
molekularnych PAN opracowali w latach 1987—1989
nowa, stereospecyficzna metode, ktora zostata opaten-
towana w USA, Japonii oraz w Europejskim Urzedzie
Patentowym [70].
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Maribavir, bedacy nowa pochodna benzimidazolu
o dziataniu przeciwwirusowym, wykazuje aktywno$é
wobec wigkszosci laboratoryjnych i klinicznych szcze-
poéw wirusOw cytomegalii, w tym rowniez opornych
na gancyklowir. Dobrze wchtania si¢ po podaniu do-
ustnym, a maksymalne st¢zenie w surowicy krwi osia-
ga po 1-3 godzinach [14]. Niestety, podobnie jak
w przypadku gancyklowiru, mutacja w obregbie jedne-
go genu (UL27) powoduje znaczacy wzrost opornosci
cytomegalowirusa na dzialanie tego leku [10]. Donie-
sienia z ostatnich lat wskazuja takze na potencjalne
dziatanie terapeutyczne maribaviru w stosunku do wi-
rusa Epsteina-Barra [25, 26].

Tomeglovir jest nienukleotydowym inhibitorem p6z-
nej fazy replikacji HHV-5, ktéry hamuje dojrzewanie
czastek wirusowych. W warunkach in vitro tomeglovir
okazal si¢ podobnie jak maribavir czynny wobec la-
boratoryjnych i klinicznych szczepow HHV-5, w tym
rowniez opornych na gancyklowir [21, 64, 69].

10. Podsumowanie

Ze wzgledu na czgstos¢é wystepowania przedsatwi-
cieli Herpesviridae w populacji, analogi nukleozydow
sa z pewnoscia taka klasa zwiazkéw chemicznych,
ktora obecnie posiada najistotniejsze znaczenie w te-
rapii zakazen o etiologii herpeswirusowej. Wspolna
ich cecha jest bardzo duza aktywnos$¢ terapeutyczna
oraz wysoka selektywnos$¢ dziatania. Zwiazki te jako
srodki przeciwwirusowe obciazone sa takze pewnymi
wadami. Mimo do$¢ wysokiej selektywnosci przy sto-
sowaniu klinicznym, moga czasami wywolywac¢ efek-
ty uboczne, ktore jak wiadomo w mniejszym lub wigk-
szym stopniu, posiadaja wszystkie chemioterapeutyki.

Prowadzone obecnie badania, ktore maja na celu
syntez¢ nowych potencjalnych zwiazkow wykazuja-
cych aktywno$¢ przeciwwirusowa postepuja dwu-
kierunkowo. Na szeroka skalg syntetyzuje si¢ nowe
pochodne juz istniejacych lekow o potwierdzonej sku-
tecznosci, drugi za$§ kierunek ma zwiazek z poszu-
kiwaniem lekéw pochodzenia naturalnego, uzyskiwa-
nych przewaznie z roslin, grzybow czy gabek [36].
Mimo syntetyzowania coraz wigkszej ilosci czasem
bardzo skomplikowanych strukturalnie zwiazkow, tyl-
ko niewielka ich czg$¢ okazuje sig rzeczywiscie przy-
datna w terapii przeciwwirusowej [36].

Postgp w rozwoju mozliwosci terapeutycznych oraz
korzystanie z takich metod jak przeszczepianie narza-
doéw unaczynionych oraz szpiku kostnego, powoduje
ze w zwiazku z gleboka immunosupresja zakazenia
herpeswirusowe moga mie¢ cigzki przebieg i czgsto
prowadzi¢ do zgonu. Dodatkowo w grupie pacjentow
z obnizona wydolnos$cia uktadu immunologicznego
powaznym problemem staje si¢ selekcja szczepow
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opornych na dostgpne preparaty przeciwwirusowe.
Uwzgledniajac jednak czgstos¢ reaktywacji herpeswi-
rusd6w w populacji oraz potencjalne koszty leczenia,
zwlaszcza u chorych z immunosupresja, wskazana jest
intensyfikacja prac nad opracowaniem skutecznych
i powtarzalnych metod biologii molekularnej do wy-
krywania tych mutacji, ktére warunkuja oporno$¢ na
stosowane obecnie analogi nukleozyddw.
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— DsbC, DsbD i DsbG. 2.3. Dodatkowe elementy szlaku redukcji/izomeryzacji — CemG (DsbE) i DsbF. 3. Wprowadzanie mostkow
dwusiarczkowych do biatek bakterii gramdodatnich. 3.1. Bacillus subtilis i Bacillus brevis. 3.2. Staphylococcus aureus. 3.3. Myco-
bacterium tuberculosis. 4. Podsumowanie

Characterization of prokaryotic Dsb proteins

Abstract: Many periplasmic proteins of Gram-negative pathogens which contain two or more cysteine residues gain their proper
structure as a result of an insertion of disulfide bridges. The process is facilitated by a Dsb (disulfide bond) family of the redox
proteins. In eukaryotes, disulfide bond formation and isomerization is catalyzed in the endoplasmic reticulum by protein disulphide
isomerase (PDI) and related proteins, whereas in Gram-negative prokaryotes the process takes place in the bacterial periplasm.
Among the disulfide oxidoreductases the most extensively studied are those of E. coli which generate two separate, non-interacting
pathways functioning in the periplasmic space: oxidative pathway (DsbA, DsbB) and isomerization pathway (DsbC, DsbD, DsbE,
DsbG). They have been characterized through a combination of genetic and biochemical approaches. This review focuses on the
pathways of disulfide bond formation and isomerization in bacteria, taking Escherichia coli as a general model. It also describes
recent findings concerning disulfide bond formation in Gram-positive bacteria, which do not have a periplasm.

1. Introduction. 2. Characterization of E. coli Dsb proteins. 2.1. Oxidation pathway — DsbA and DsbB. 2.2. Reduction/isomerization
pathway — DsbC, DsbD and DsbG. 2.3. Additional elements of the reduction/isomerization pathways — CcmG (DsbE) and DsbF.
3. Disulfide bond formation in Gram-positive bacteria. 3.1. Bacillus subtilis and Bacillus brevis. 3.2. Staphylococcus aureus.

3.3. Mycobacterium tuberculosis. 4. Summary

Stowa kluczowe: dsb, fatdowanie bialek, mostki dwusiarczkowe, szlaki utleniania i redukcji/izomeryzacji

Key words:

dsb, protein folding, disulfide bonds, oxidation and reduction/isomerization pathways

1. Wstep

Biatka, powstajace jako liniowy tancuch polipep-
tydowy, aby osiagna¢ swoja docelowa funkcjonalnag
strukture przestrzenng musza ulec licznym przeksztal-
ceniom konformacyjnym. Bardzo czgsto dochodzi do
dalszych modyfikacji potranslacyjnych, polegajacych
na dotaczaniu do tancucha biatkowego dodatkowych
elementow takich jak grupy weglowodanowe, fosfo-
ranowe czy reszty kwasow tluszczowych. Procesy te
musza odbywac si¢ w stosownym czasie oraz odpo-
wiednich przedziatach komoérkowych, dlatego tez nie-
raz warunkowane sa obecno$cia biatek opiekunczych
odpowiedzialnych za ochrong protein przed zbyt
wczesnym nieswoistym zwijaniem lub nieprawidtowy-
mi interakcjami z innymi czasteczkami. Dodatkowo
molekularne chaperoniny zar6wno cyto- jak i pery-
plazmatyczne, zdolne do hydrofobowych oddziatywan
z bialkami sekrecyjnymi, utrzymuja je w formie struktu-
ralnej odpowiedniej do transportu. Struktury przestrzen-
ne biatek sg $cisle zalezne od ich sktadu aminokwa-
sowego. Poprzez wytworzenie wigzan wodorowych
pomigdzy grupami NH i CO w szkielecie peptydowym
biatka zwijaja si¢ w charakterystyczne uktady: o-heli-
sy, B-harmonijki, zwrotu B lub petli Q, uzyskujac tzw.

struktur¢ drugorzedowa. Kolejnymi etapami na dro-
dze do uzyskania przez biatka konformacji natywnej
sa struktury trzeciorzgdowe (przestrzenne utozenie
fancucha biatkowego) — powstajace poprzez oddzialy-
wania tancuchéw bocznych aminokwasow, wiazanie
jondéw metali lub specyficznych jednostek niebiatko-
wych (grup prostetycznych) oraz czwartorzedowe,
wytwarzane jako skutek oddziatywan pomigdzy bial-
kowymi podjednostkami [6].

Najrzadziej wystgpujacym aminokwasem w biat-
kach wigkszosci przebadanych organizmow jest cystei-
na [59], ktora jesli pozostaje konserwowana w obrebie
sekwencji aminokwasowej homologicznych biatek,
petni kluczowa role w ich strukturze i funkcji. Cysteina
zawiera w tancuchu bocznym grupe tiolowa (hydro-
sulfidowa) SH uwazang za najbardziej reaktywna gru-
pe istniejaca w biatkach. Moze ona podlega¢ r6znym
odwracalnym modyfikacjom takim jak: S-nitrozylacja
(S-NO) [24], S-glutationylacja (S-SG) [25], S-hydro-
ksylacja (S-OH, tworzenie kwasu sulfenowego) [67]
oraz tworzenie mostkow dwusiarczkowych (disulfi-
dowych, S-S) [6]. Przyktadem biatka podlegajacego
wszystkim wymienionym modyfikacjom jest biatko
OxyR (rodzina LysR czynnikéw transkrypcyjnych)
E. coli [46]. Reszty cysteinowe sa rowniez istotnymi
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sktadnikami kompleksow biatkowych tancucha odde-
chowego, gdzie biora udzial w tworzeniu centrow
zelazo-siarkowych (Fe-S).

Uzyskiwanie struktury trzecio- i czwartorzedowej
przez biatka zawierajace wigcej niz jedna cysteing wy-
maga czgsto wprowadzania poprzecznych mostkow
dwusiarczkowych. Proces ten przebiega w srodowisku
utleniajacym. W komorkach eukariotycznych zachodzi
w retikulum endoplazmatycznym 1 katalizowany jest
przez izomerazg PDI (protein disulfide isomerase) oraz
biatko Erol (ER oxidoreductin 1) [71, 76], a w ko-
morkach prokariotycznych przeprowadzany jest poza
cytoplazma — u bakterii Gram-ujemnych na terenie
przestrzeni peryplazmatycznej. Poczatkowo sadzono,
ze w komorkach drobnoustrojow przebiega on samo-
istnie (pod wplywem utleniajacego potencjatu srodo-
wiska), jednak w 1991 roku w komorkach E. coli od-
kryto pierwsze z siedmiu bialek odpowiedzialnych za
katalizg wigzan dwusiarczkowych i nazwano je DsbA
[5]- W nastgpnych latach zidentyfikowano i scharak-
teryzowano przy uzyciu réznorodnych metod gene-
tycznych i biochemicznych kolejne proteiny oznaczone
literami od B do G, tworzac rodzing oksydoreduktaz
Dsb (disulfide bond formation). Wszystkie biatka Dsb
zawierajq $cisle konserwowany motyw aktywnych cy-
stein CXXC znajdujacy si¢ w domenie o trzeciorze¢do-
wej strukturze typowej dla biatek nadrodziny tioredo-
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ksyny 1 (thioredoxin-like fold). Fragment ten zbudo-
wany jest z czterech B-harmonijek otoczonych trzema
helisami typu « [3]. Wyjatek stanowi biatko DsbB,
w ktorym brak jest uktadu przestrzennego charaktery-
stycznego dla tioredoksyny.

Biatka Dsb uczestnicza w dwodch odrgbnych szla-
kach metabolicznych: w szlaku utleniania (DsbA
1 DsbB) (Rys. 1) oraz izomeryzacji/redukcji (DsbC-G)
(Rys. 2) [61]. Gléwnym biatkiem E. coli wprowadzaja-
cym wiazania dwusiarczkowe jest peryplazmatyczne
bialko DsbA. Za jego reoksydacjg (regeneracj¢ aktyw-
nej utlenionej formy) odpowiedzialne jest biatko DsbB,
bedace integralnym skladnikiem btony cytoplazma-
tycznej a elektrony przekazywane sa na ostateczne ak-
ceptory przez kompleksy biatkowe wchodzace w sktad
tancucha oddechowego. DsbC i DsbD odgrywaja role
W izomeryzacji nieprawidlowych mostkow dwusiarcz-
kowych. Zrodlem elektronow w szlaku redukujacym
jest cytoplazmatyczny szlak tioredoksyny. Rola trzech
pozostalych bialek szlaku izomeryzacji (DsbE-G) nie
jest do konca wyjasniona, przypuszcza sig, ze rOwniez
biora udziat w naprawie ,,btednie” utworzonych most-
kéw dwusiarczkowych oraz uczestnicza w wytwarza-
niu aktywnej, zredukowanej formy apocytochromu ¢
zdolnej do wiazania grupy prostetyczne;.

Uszkodzenie systemu Dsb wywotuje w komorkach
E. coli efekt plejotropowy i ma wptyw na stabilnos¢

ksydaza 111F
o

akceptory bertienowe

Rys. 1. Wprowadzanie mostkow dwusiarczkowych w komorkach E. coli — szlak

utleniania (reprodukowano z Int. J. Biochem. Cell Biol. 38, Pathways of disulfide

bond formation in E. coli. Messens J., Collet J.F. 1052 y 2006 za zgoda wydawcy
— Elsevier [54]).

CH - chinon; MCH — menachinon, pozostale objasnienia w tekscie.
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i aktywnos¢ w komorce wielu pozacytoplazmatycz-
nych biatek. Mutanty E. coli w genach dsb wyrdznia-
ja si¢ akumulacja niewtasciwie sfaldowanych biatek,
z ktorych cze$¢ jest degradowana (np. OmpA czy
alkaliczna fosfataza), obnizonym tempem wzrostu na
podtozach minimalnych, zwigkszona wrazliwos$cia na
benzylpenicyling, zwiazki redukujace (np. DTT) i jony
Cd*" i Hg?", a takze utrata zdoIlnoéci do wytwarzania
funkcjonalnych rzgsek, fimbrii adhezyjnych oraz pili
ptciowych [5, 56, 73]. Mutanty wielu gatunkéw bak-
terii patogennych z uszkodzonym systemem Dsb np.
Bordetella pertussis, Shigella flexnerii czy Vibrio cho-
lerae, charakteryzuja si¢ obnizona zjadliwoscia.

Jak wspomniano wyzej, zjawisko uzyskiwania pra-
widtowej konformacji bialek poprzez wprowadzanie
wiazan dwusiarczkowych znane jest rowniez w komor-
kach eukariotycznych (izomeraza PDI). W 1998 roku
Joly iwsp. udowodnili, ze nadekspresja genow dsbA
1 dsbC zwigksza dwukrotnie poziom wytwarzanego
w komorkach E. coli insulionopodobnego czynnika
wzrostu | (IGF-1, insulin-like growth factor-I) [38].
Odkrycie to zainicjowato szerokie zastosowanie biatek
Dsb w biotechnologii do nadprodukcji biatek eukario-
tycznych w ekspresyjnych uktadach prokariotycznych.

2. Charakterystyka elementow systemu Dsb E. coli
2.1. Szlak utleniania — DsbA i DsbB

Peryplazmatyczne biatko DsbA, bedace gtéwnym
katalizatorem reakcji formowania wiazan dwusiarczko-
wych (disiarczkdéw) zostato zidentyfikowane niezalez-
nie w dwoch laboratoriach. Bardwell 1 wsp. do
badan wykorzystali sztucznie skonstruowana fuzje
[B-galaktozydazy z biatkiem btony wewnetrznej MalF.
W szczepie dzikim E. coli B-galaktozydaza, sktadnik
fuzji, czgsciowo wintegrowana w btong wewngtrzna
ulegata nieprawidlowemu zwinigciu skutkiem wpro-
wadzenia mostkow dwusiarczkowych do fragmentu
biatka znajdujacego si¢ na terenie peryplazmy, co po-
wodowato utrate aktywnos$ci enzymatycznej. W szcze-
pie dsbA~ mostki disulfidowe nie byly tworzone i cy-
toplazmatyczny fragment biatka fuzyjnego wykazywat
zdolno$¢ do hydrolizy wiazania [-1,4-glikozydowego
[5]. Druga grupa badawcza poddata analizie mutanty
defektywne w prawidtowym fatdowaniu alkalicznej
fosfatazy, bialka zawierajacego dwa mostki dwu-
siarczkowe [42].

DsbA to biatko o masie czast. 21 kDa, obecne na
terenie peryplazmy in vivo w formie utlenionej, za-
wiera charakterystyczny motyw CXXC oraz domeng
tioredoksynowa [47]. Prolina 151 w konfiguracji cis
zlokalizowana w natywnym biatku blisko centrum
katalitycznego odgrywa kluczowa rolg¢ w tworzeniu
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przejsciowych, mieszanych komplekséw pomigdzy
DsbA E. coli a biatkami substratowymi jak rowniez
DsbA i DsbB [41]. Wysoki potencjal redox wynoszacy
—120 mV sprawia, ze DsbA jest niezwykle reaktywne
i wiagzania disulfidowe wprowadzane sa do substratow
bardzo szybko po ich przetransportowaniu na teren pe-
ryplazmy [78]. Krystalograficzna analiza rentgenow-
ska biatka DsbA w obu stanach redox oraz analiza jego
oddziatywan z substratem (spektroskopia magnetyczne-
go rezonansu jadrowego — NMR) wykazaty, ze DsbA
specyficznie wigze niezwinigte biatka w zawierajacym
hydrofobowe aminokwasy zagl¢bieniu (groove) za po-
moca wiazan niekowalencyjnych [14, 29]. W poczat-
kowej fazie reakcji dochodzi do utworzenia przejécio-
wego kompleksu pomigdzy substratem a pierwsza
cysteing motywu CXXC DsbA (Cys30) a nastepnie
do przeniesienia calego wiazania dwusiarczkowego na
substrat i uwolnienia zredukowanego DsbA [78]. Za
przywrocenie mu aktywnej formy (utlenienie cystein
centrum katalicznego) odpowiada blonowe biatko
DsbB, co potwierdzity liczne analizy biochemiczne
i genetyczne. Doswiadczenia te wykazaty m.in. ist-
nienie przejSciowych kompleksow DsbA-DsbB, aku-
mulacje¢ DsbA w zredukowanej formie w komorkach
mutanta dshB~ oraz niezdolno§¢ mutantéw dsbB~ do
wytwarzania funkcjonalnych rzg¢sek i wzrostu w obec-
nosci DTT. Plejotropowy efekt mutacji dshB~ pokry-
wa si¢ z fenotypem mutacji w genie dsbA 1 moze by¢
komplementowany przez obecnos¢ cystyny w podtozu
hodowlanym [4, 15, 30, 49, 56].

Biatko DsbB o masie czast. 20 kDa zbudowane jest
z czterech helis transbtonowych (TM) wbudowanych
w btong wewngetrzna. W kazdej z dwoch petli pery-
plazmatycznych znajduje si¢ para aktywnych cystein,
z ktorych pierwsza (Cys41-Cys44) tworzy charakte-
rystyczny motyw CXXC. Mutacja punktowa tripletu
nukleotydowego kodujacego ktorakolwiek z cystein
prowadzi do utraty aktywnosci enzymu. W przeciwien-
stwie do pozostalych elementow systemu biatko DsbB
nie posiada domeny tioredoksynowe;j [30, 37, 48].

Mechanizm utrzymujacy elementy szlaku utleniania
w aktywnej formie ma charakter kaskadowy i dziata
w powiazaniu z przekaznikami elektrondow tancucha
oddechowego. Tiolowe oksydoreduktazy E. coli nale-
zace do nadrodziny tioredoksyny charakteryzuja si¢
réznymi potencjalami redox: od —270 mV (tioredo-
ksyna) do —122 mV (DsbA). Po wprowadzeniu wiagza-
nia dwusiarczkowego do biatka substratowego DsbA
ulega redukcji. Jego reoksydacja nastepuje poprzez
interakcje pomigdzy Cys30 DsbA i Cys104 DsbB znaj-
dujaca si¢ w drugiej petli peryplazmatycznej. Poczatko-
wo, proponowany uktad przeptywu elektronéw z DsbA
na DsbB budzit kontrowersje ze wzglgdu na zbyt ni-
ski potencjal redox pary Cys104-Cys130 (-186 mV)
biatka DsbB w stosunku do pary Cys30-Cys33 DsbA
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(=120 mV). Jednak obecno$¢ drugiej pary reszt cystei-
nowych (Cys41-Cys44) w biatku DsbB o potencjale
—69 mV powoduje, Ze jest ono najsilniejszym utlenia-
czem w komorce bakteryjnej. W efekcie, po uwolnie-
niu utlenionego DsbA z przejsciowego kompleksu gru-
py tiolowe z drugiej petli DsbB sa utleniane przez par¢
reszt cysteinowych z petli pierwszej (Cys41-Cys44),
a elektrony przekazywane sa na chinon (ubichinon
w warunkach tlenowych lub menachinon w warunkach
beztlenowych). Nastgpnie pompy protonowe tancucha
oddechowego katalizuja przeniesienie elektronow do
koncowych akceptoréw [28]. Czasteczka chinonu od-
dziatuje bezposrednio z regionem NH,-HTMLQLY
biatka DsbB znajdujacym si¢ na poczatku drugiej petli
peryplazmatycznej (pozycje 91-97) [77]. Do wyjasnie-
nia pozostaje oznaczenie liczby czasteczek wiazanego
chinonu (pojedyncza lub dwie, z ktérych jedna jest
wymienna) [35, 62]. Dodatkowo do prawidlowego
funkcjonowania uktadu chinon-DsbB niezbgdna jest
rowniez obecno$¢ reszty argininowej w pozycji 48
(ostatnia reszta aminokwasowa pierwszej petli pery-
plazmatycznej) konserwowanej we wszystkich biatkach
DsbB [40]. Ostatecznymi akceptorami elektronéw sa:
tlen (warunki tlenowe), fumaran (z wykorzystaniem
FAD) lub azotan (warunki beztlenowe) [2]. Reakcje te
katalizowane sa odpowiednio przez oksydaze cytochro-
mowa, reduktaze fumaranu lub reduktaze azotanowa.
Schemat szlaku utleniania przedstawiono na rysunku 1.

2.2. Szlak redukcji/izomeryzacji — DsbC, DsbD
i DsbG

DsbA wprowadza mostki dwusiarczkowe niezwykle
szybko, co dla biatek zawierajacych wigcej niz jedna
par¢ cystein czgsto oznacza uzyskanie niewlasciwej
konformacji poprzez utworzenie nieprawidtowych di-
siarczkow. Najczesciej dotyczy to biatek, ktorych
cysteiny w strukturze pierwszorzedowej sa potozone
blisko siebie (consecutive disulfide bonds). Bialkiem,
ktore posiada aktywnos$¢ umozliwiajaca naprawe bted-
nie wstawionych mostkéw dwusiarczkowych jest
DsbC. W wyniku jego dziatania nieprawidlowe pary
cystein moga ulec reorganizacji do pozadanego natyw-
nego uktadu. W procesie tym nazwanym izomeryza-
cja, DsbC bedace w aktywnej zredukowanej formie,
tworzy przejsciowy kompleks ze zle zwinigtym biat-
kiem substratowym, a nastgpnie dokonuje rearanzacji
par cysteinowych uwalniajac prawidlowo zwinigte
biatko jednocze$nie samo pozostajac w formie zredu-
kowanej [63]. Bader i wsp. udowodnili, ze DsbA
catkowicie utlenia RNaze A (4 mostki disulfidowe),
ale pozostaje ona nieaktywna i dopiero izomeryzacja
wigzan dwusiarczkowych przez DsbC prowadzi do
uzyskania aktywnego enzymu [2]. E. coli posiada
homolog DsbC — biatko DsbG (24% podobienstwo
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sekwencji aminokwasowej [51]), ktorego funkcja nie
jest do konca poznana. Wiadomo, ze nadprodukcja tej
proteiny moze komplementowa¢ brak DsbC w procesie
zwijania niektorych biatek np. bydlgcego inhibitora
trypsyny trzustkowej (BPTI) [7]. Jak dotad jednak nie
odnaleziono zadnych naturalnych substratow DsbG.
RNaza A czy biatko MepA — substraty DsbC in vivo
nie podlegaja izomeryzacji przez DsbG [34].

DsbC jest homodimerycznym (2 x 23 kDa) biatkiem
peryplazmatycznym zawierajacym dwie pary cystein,
z ktorych pierwsza (Cys98 i Cys101) tworzy aktywny
motyw centrum Katalitycznego CXXC, a druga (Cys141
1 Cys163) petni rolg strukturalna i nie jest $ci§le kon-
serwowana wérdd DsbC innych gatunkow bakterii, jak
rowniez w homodimerze DsbG (2%25 kDa). Analiza
krystalograficzna wykazata, ze DsbC posiada strukture
przestrzenna w ksztalcie litery V. Podjednostki tacza
si¢ N-terminalnymi domenami ulegajacymi dimeryza-
cji (aminokwasy 1-61), podczas gdy skierowane do
wewnatrz katalityczne domeny C-terminalne (amino-
kwasy 78-216), o strukturze tioredoksynowej i zawie-
rajace grupy tiolowe, tworza centrum Kkatalityczne
o charakterze hydrofobowym [51]. Cho¢ ogdlny sche-
mat budowy przestrzennej biatlek DsbC i DsbG jest
podobny to krystalograficzna analiza DsbG wykazata
kilka r6znic w ich strukturze. Gtéwna z nich jest bu-
dowa kieszeni wigzacej substrat zawierajacej centrum
aktywne, ktora jest znacznie wigksza niz w DsbC oraz
zawiera regiony negatywnie naladowane, co moze
wyjasnia¢ rozbieznos$¢ substratowa obu biatek i uza-
sadnia¢ obecno$¢ dwoéch izomeraz siarczkowych na
terenie komorki [32]. DsbC i DsbG, oprocz aktyw-
nosci izomerazy, posiadaja rowniez cechy bialek opie-
kunczych (chaperon-like activity), gdyz aby zapewnié
dostep centrum katalitycznego do mostkow dwu-
siarczkowych zwinigtego juz biatka substratowego
musza dokona¢ lokalnej lub nawet catosciowej relak-
sacji jego struktury trzeciorzgdowej. Fakt ten potwier-
dzily do$wiadczenia in vitro, w ktérych udokumento-
wano, ze DsbG op6znia agregacj¢ zdenaturowanych
i zredukowanych czasteczek lucyferazy i syntazy cytry-
nianowej [72], a DsbC dehydrogenazy aldehydu 3-fos-
foglicerynowego (GAPDH) i lizozymu, nawet z wigk-
sza wydajnoscia niz jego eukariotyczny odpowiednik
— izomeraza PDI [10].

Rezultatem aktywnosci DsbC/DsbG, obok izome-
ryzacji wigzan disulfidowych, moze by¢ réwniez zre-
dukowanie btgdnie wprowadzonych mostkow 1 przy-
wrocenie biatka substratowego do szlaku utleniania,
w wyniku czego substrat zostaje zredukowany a DsbC/
DsbG utlenione. Ponadto utleniajacy charakter pery-
plazmy rowniez nie sprzyja utrzymaniu DsbC/DsbG
w formie zredukowanej. Za utrzymanie obu izomeraz
w ich aktywnych zredukowanych formach odpowie-
dzialne jest duze biatko blonowe DsbD (DipZ).
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Rys. 2. Wprowadzanie mostkow dwusiarczkowych w komoérkach E. coli — szlak

redukcji/izomeryzacji (zmodyfikowany), (reprodukowano z Int. J. Biochem. Cell

Biol. 38, Pathways of disulfide bond formation in E. coli. Messens J., Collet J.F.

1056 y 2006 za zgoda wydawcy — Elsevier [54, 75]) RT — reduktaza tioredoksyny.
Pozostale objasnienia w tekscie

Biatko DsbD o masie czast. ok. 59 kDa zbudowane
jest z 3 domen: N-terminalnej — o strukturze immuno-
globuliny, zawierajacej nietypowy motyw aktywnych
cystein CX,C (o; nDsbD), srodkowej — z oSmioma heli-
sami transbtonowymi i dwoma cysteinami ([3; tDsbD)
oraz C-terminalnej zawierajacej klasyczny motyw
CXXC oraz strukture tioredoksynowa (y; cDsbD). Do-
meny o i Y potozone sa na terenie peryplazmy, a p wbu-
dowana jest w btong cytoplazmatyczna. Mutacja punk-
towa w genie kodujacym DsbD doprowadzajaca do
substytucji ktorejkolwiek cysteiny na inny aminokwas
prowadzi do utraty aktywnoS$ci enzymu [11, 57, 74].
Substratami DsbD sa trzy peryplazmatyczne biatka na-
lezace do nadrodziny tioredoksynowej: DsbC, DsbG
1 Ccm@G. To ostatnie bierze udzial w procesie dojrze-
wania cytochromu ¢ (patrz nizej, podrozdziat 2.3).
DsbD jest jedynym biatkiem systemu Dsb E. coli dla
ktorego znane sa struktury krysztatdow zard6wno w sta-
nie wolnym jak i zwiazanym z trzema ligandami [75].

Mechanizm przekazywania elektronéw z cytoplaz-
my do peryplazmy w celu utrzymania zredukowanych

form biatek DsbC, DsbD i DsbG byt szczegotowo ana-
lizowany w badaniach in vitro i in vivo. W przeprowa-
dzonych do$wiadczeniach zmutowanie genu dsbD do-
prowadzajace do zmian sekwencji aminokwasowych
poszczego6lnych domen biatka lub zamiany cystein na
inny aminokwas doprowadzalo do przerwania prze-
ptywu elektronow na konkretnych etapach szlaku co
skutkowato obecnos$cia utlenionej formy DsbC lub
utlenionych konkretnych domen DsbD. Izolowano
rowniez przejsciowe kompleksy pomigdzy biatkami
szlaku redukcyjnego, co potwierdzato bezposredni
kontakt konkretnych domen DsbD i jego substratow.
Okreslono takze potencjat redox wszystkich biatek
i poszczegbdlnych domen DsbD, wyznaczajac termody-
namiczny kierunek reakcji. Ustalono wowczas, ze sita
redukcyjna czerpana jest z NADPH i tioredoksyny 1
(trxA) (z udziatem reduktazy tioredoksyny TrxB) znaj-
dujacych si¢ na terenie cytoplazmy. W drugim eta-
pie redukowane sa kolejno domeny biatka DsbD:
B - v - a, nastgpnie domena « przekazuje elektrony
na DsbC, DsbG lub CemG, w wyniku czego redukcji
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lub izomeryzacji ulegaja ostatecznie biatka substrato-
we [13, 44, 50, 64, 65]. Schemat szlaku redukcji przed-
stawiono na rysunku 2.

Najwigcej kontrowersji wzbudza etap transportu elek-
tronow z cytoplazmy poprzez btong wewngtrzna ko-
morki. Cysteiny w domenie a biatka DsbD niezbgdne
do zaj$cia tego procesu sa znacznie od siebie oddalone
a ponadto zlokalizowane sa w innych helisach trans-
btonowych (Cys163 TM1 i Cys285 TM4) [60]. A wigc
pierwszym problemem do wyjasnienia bylo zbadanie,
czy cysteiny te moga tworzy¢ mostek dwusiarczkowy,
co ostatecznie zostato potwierdzone przez Katzen’a
i Beckwith’a [43]. Kolejnym problemem byto
rozstrzygnigcie w jaki sposob powstaty disiarczek jest
dostepny dla cytoplazmatycznej tioredoksyny, a pdzniej
zredukowane juz grupy tiolowe dla domeny 7y biatka
DsbD, gdyz taka kolejnos¢ przeptywu elektrondw zo-
stata udowodniona w poprzednich badaniach. Jak do-
tad kwestia ta nie zostala rozstrzygnigta, przypuszcza
si¢, ze DsbD musi przechodzi¢ wiele rearanzacji kon-
formacyjnych podczas zmian stanu redox [60].

W komoérkach wielu gatunkow bakterii Gram-ujem-
nych i gramdodatnich wstgpuje tez skrocona forma
DsbD — biatko CedA. Najprostsza jego wersja zbudo-
wana jest tylko z membranowej domeny [, sktadaja-
cej si¢ z roznej liczby TM (6-8). CcdA to najprawdopo-
dobniej starsza ewolucyjnie forma DsbD wystepujaca
takze u Archebacteria, podczas gdy obecnos$¢ ,,petne-
g0” DsbD ogranicza si¢ do proteomdéw Beta- i Gam-
maproteobacteria, z wyjatkiem C. jejuni (cj0603c),
drobnoustroju ktéry jest przedstawicielem klasy Epsi-
lonproteobacteria. Ewolucja przebiegata w kierunku
modyfikacji zarowno N- jak i C-konca biatka, charak-
teryzujacych si¢ roézna dhugoscia i struktura prze-
strzenna, az do osiagnigcia struktury tioredoksynowe;j
(domena vy) oraz zwinigcia charakterystycznego dla
immunoglobulin (domena «). Obie te struktury prze-
strzenne wystepuja razem tylko w biatkach DsbD.
Doswiadczenia wykonane z wykorzystaniem DsbD
E. coli i CcdA Rhodobacter capsulatus wykazaty, ze
biatka te moga si¢ funkcjonalnie zastgpowac, ale tylko
w procesie biosyntezy cytochromu ¢, czerpiac silg re-
dukcyjna z tych samych donorow elektronow (NADPH,
TrxA/B). Druga funkcja DsbD, polegajaca na reduko-
waniu izomerazy DsbC nie byla komplementowana
przez CcdA. Fakt ten sugeruje, iz nabycie dodatko-
wych domen przez DsbD skutkuje rozszerzeniem jego
specyficznosci substratowej [45].

2.3. Dodatkowe elementy szlaku
redukcji/izomeryzacji — CemG (DsbE) i DsbF

DsbD E. coli posiada jeszcze jeden (oprocz DsbC
i DsbG) zidentyfikowany substrat, rowniez zaliczany do
systemu Dsb, a mianowicie biatko CemG/DsbE [75].
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Jest ono jedna z odmiu protein kodowanych przez ope-
ronu ccmA-H, bioracych udziat w syntezie cytochromu
typu ¢ w warunkach beztlenowych w obecnoSci azota-
néw jako ostatecznych akceptorow elektrondw [22].

DsbE o masie czast. 18 kDa jest biatkiem blonowym
(IM) z C-terminalnym fragmentem zlokalizowanym
na terenie peryplazmy. W odréznieniu od pozostatych
peryplazmatycznych reduktaz Dsb (DsbC i DsbQG),
DsbE jest monomerem. Podobnie jak inne tiolowe
oksydoreduktazy zawiera domeng¢ tioredoksynowa
z charakterystycznym motywem CXXC. Bezposrednim
substratem DsbE jest liaza hemowa CcmH (biatko
wbudowane w bton¢ wewngtrzna komorki) réwniez
zawierajaca motyw CXXC. Utrzymuje ona cysteiny
W miejscu wigzania hemu w cytochromach typu c
w stanie zredukowanym. Cytochromy ¢ bezposrednio
po transporcie przez btong cytoplazmatyczna ulegaja
utlenieniu przez DsbA. Do stanu zredukowanego, ko-
niecznego do wytworzenia wiazan tioeterowych po-
migdzy grupami sulfhydrylowymi reszt cysteinowych
a grupami winylowymi hemu, przywraca je aktywnos$¢
uktadu CemG/CemH. Przejscie tych zmian konfor-
macyjnych jest konieczne do wytworzenia aktywnych
czasteczek cytochromu ¢ [22, 23].

Dodatkowych informacji o strukturze DsbE dostar-
czyta praca dotyczaca systemu Dsb Bradyrhizobium
Jjaponicum. Analiza krystalograficzna wykazata, ze
centrum aktywne DsbE tego drobnoustroju posiada
strukturg zaglebienia (groove), ktore oprocz cystein
charakterystycznych dla wszystkich biatek Dsb zawie-
ra nietypowa dla domen tioredoksynowych insercje
24 aminokwasow. Rowniez na N-koncu biatka wyste-
puje dodatkowe 30 aminokwasow. Ta nietypowa bu-
dowa oraz konserwowane kwasne aminokwasy w cen-
trum katalitycznym enzymu odpowiadaja za jego duza
specyficzno$¢ substratowa oraz powinowactwo do
DsbD (prawdopodobnie wykluczajac tym samym nie-
pozadane interakcje z DsbA) [18].

Najmniej poznanym ze wszystkich biatek rodziny
Dsb jest DsbF. Gen dsbF zidentyfikowano w ekspery-
mentach globalnej transpozonowej (Tn10) mutagenezy
E. coli analizujac zmiany w genomie mutantow o pod-
wyzszonej wrazliwosci na DTT [56]. Metherin-
gham 1 wsp. analizowali fenotyp mutanta dsbF~
1 wykazali, ze badany szczep nie jest wrazliwy na pod-
wyzszone stezenie jonéw Cu?" oraz, ze DsbF nie ma
wplywu na aktywnos¢ reduktazy azotynowej Nrf ani
na proces biosyntezy cytochromu c [55].

Analiza mechanizmoéw dziatania obu przedstawio-
nych szlakéw stawia pytanie, jak przeciwstawne szla-
ki utleniania oraz redukcji/izomeryzacji przebiegaja
jednoczesnie w tym samym przedziale komorkowym?
Czy nie zakldcaja one nawzajem swoich funkcji po-
przez bezposrednie interakcje miedzy biatkami stano-
wiacymi ich skladniki np. czy DsbA/DsbB nie utle-
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Rys. 3. Schematyczny uktad oksydoreduktaz tiolowych oraz ich funkcje w komoérkach B. subtilis [58]
(zmodyfikowany)

Strzatki przerywane oznaczaja dodatkowa aktywnos$¢. Na rysunku nie uwzgledniono lokalizacji bialek substratowych, niektore
z nich zakotwiczone sa w blonie cytoplazmatycznej. (—) — wewngtrzna strona btony cytoplazmatycznej;
(+) — zewngtrzna strona btony cytoplazmatycznej

niaja DsbC/DsbD lub same nie ulegaja redukcji? Wy-
kazano, ze za separacj¢ szlakow odpowiada m.in. ba-
riera kinetyczna. Domena a DsbD nie moze przekazaé
elektronow na DsbA in vitro [13] a DsbA/DsbB utle-
niaja DsbC in vitro z tak niska wydajnoscia, ze in vivo
taka reakcja nie zachodzi [2, 79]. Bader i wsp. wy-
kazali, ze dodatkowym elementem chroniacym DsbC
przed interakcjami z DsbA/DsbB jest jego dimeryzacja.
Wprowadzenie kilku mutacji w genie dsbC doprowa-
dzajacych do wytwarzania DsbC w formie monomeru
udokumentowato, ze DsbB wydajnie utlenia tylko mo-
nomer DsbC oraz, ze monomeryczna proteina DsbC
moze komplementowaé delecyjna mutacjg w genie
dsbA [1]. Segatori i wsp. zidentyfikowali amino-
kwasy odpowiedzialne za blokade¢ interakcji DsbC
z DsbB. Sa one zlokalizowane w strukturze «-helisy
taczacej N-terminalng domeng dimeryzacyjna z C-ter-
minalna domena tioredoksynowa [70].

3. Wprowadzanie mostkow dwusiarczkowych
do bialek bakterii Gram-dodatnich

Wprowadzanie mostkow dwusiarczkowych w ko-
morkach bakterii Gram-ujemnych zwiazane jest Scisle
z przestrzenia peryplazmatyczna, gdzie utleniajacy
potencjat srodowiska zapewnia dogodne warunki do
tworzenia i trwatego utrzymania wiazan disulfido-
wych. Wiadomo jednak, ze takze w proteomach bak-
terii Gram-dodatnich, pozbawionych typowej prze-
strzeni peryplazmatycznej, obecne sa biatka ktore do

powstania aktywnej, natywnej konformacji wymagaja
wytworzenia poprzecznych wiazan dwusiarczkowych.
W komorkach bakterii Gram-dodatnich przedziat ko-
morkowy o warunkach podobnych do tych panujacych
na terenie peryplazmy ogranicza si¢ do obszaru zlokali-
zowanego pomigdzy btona cytoplazmatyczna a gruba
Sciang komorkowa [53].

W ostatnich latach podjeto proby identyfikacji sys-
temow Dsb w komorkach bakterii Gram-dodatnich.

3.1. Bacillus subtilis i Bacillus brevis

Bacillus jest najdoktadniej scharakteryzowanym
rodzajem spos$rdd bakterii Gram-dodatnich pod wzgle-
dem funkcjonowania systemu Dsb. Pierwsza zidenty-
fikowana tiolowa oksydoreduktaza rodzaju Bacillus
pochodzita z gatunku B. brevis [36]. Dalsze prace prze-
prowadzone byly z wykorzystaniem komorek B. subti-
lis, gatunku stosunkowo szczegotowo rozpracowanego
pod wzgledem genetycznym. W genomie tego drobno-
ustroju odnaleziono jak dotad osiem genéw koduja-
cych oksydoreduktazy Dsb, w skrocie nazwane TDOR
(membrane-bound thiol-disulfide oxidoreductases)
(Rys. 3). Wszystkie zawieraja charakterystyczny motyw
aktywnych cystein CXXC i zwiazane sa z btong cyto-
plazmatyczna — za pomoca N-konca po odcigciu se-
kwencji sygnalnej (BdbA, BdbD, ResA, StoA i YneN)
lub wbudowane w blone kilkoma helisami transbtono-
wymi podobnie do DsbD E. coli (BdbB, BdbC i CedA).
Podobnie jak w komorkach E. coli biatka Dsb B. subti-
lis funkcjonuja w dwu szlakach: utleniania (dwie pary



230

biatek: BdbA/BdbB i BdbC/BdbD) i redukeji (CcdA,
ResA, StoA i YneN). W kolejnych akapitach zostana
omoéwione: budowa i funkcje poszczegolnych biatek
TDOR B. subtilis oraz biatka Bdb B. brevis.

B db B. brevis o masie czast. 10 kDa (po odcigciu
sekwencji sygnalnej) to proteina pozacytoplazmatycz-
na o nieokreslonej doktadnie lokalizacji. Badania in
vitro oczyszczonego biatka nie okre$lity czy Bdb jest
utleniaczem czy reduktantem, gdyz biatko katalizowato
zardwno proces fatldowania RNazy A jak i do redukcji
wigzan disulfidowych insuliny. Ostatecznie utleniajacy
charakter Bdb B. brevis potwierdzono w testach kom-
plementacji mutacji w genie dsbA E. coli. Dostarcze-
nie in trans genu bdb skutkowalo przywrdceniem
szczepowi mutanta ruchliwos$ci oraz aktywnosci alka-
licznej fosfatazy. Proby unieczynnienia genu bdb
B. brevis zakonczyly si¢ niepowodzeniem, tak wigc
rola biatka w komorkach naturalnego gospodarza po-
zostaje niewyjasniona [36].

BdbA i BdbB biatka o masie czast. ok. 16 kDa,
zostaty zidentyfikowane in silico jako homologi Bdb
B. brevis (BdbA) oraz DsbB E. coli (BdbB). Mutacja
w bdbB, w przeciwienstwie do unieczynnienia bdbA
prowadzi do destabilizacji alkalicznej fosfatazy i B-lak-
tamazy [8]. Analiza genomu B. subtilis 168 wykazala,
ze geny bdbA/B sa fragmentem DNA profagowego
i razem z genami sunA/sunT tworza jednostke trans-
krypcyjna. SunA to sublancyna 168 — antybiotyk pep-
tydowy nalezacy podobnie jak subtilina do klasy
lantybiotykdw, natomiast SunT to biatko wiazace ATP
biorace udzial w transporcie sublancyny 168 [33].
Skoordynowana ekspresja genéw kodujacych biatka
odpowiadajace za wprowadzanie mostkéw dwusiarcz-
kowych oraz SunA wymagajacego do osiagnigcia
aktywnej konformacji obecnosci dwoch wiazan dis-
ulfidowych zasugerowato potencjalng role¢ BdbA/B
w procesie dojrzewania antybiotyku. Jednak tylko BdbB
oraz w niewielkim stopniu BdbC (patrz opis BdbC
nizej) wymagane sa do wytworzenia aktywnej sublan-
cyny 168. Rola i substraty BdbA w komorkach B. sub-
tilis pozostaja nieokreslone [16].

BdbC/D biatka o masach czast. ok. 15125 kDa
zostaty zidentyfikowane in silico jako homologi odpo-
wiednio DsbB oraz DsbA E. coli. Geny bdbC/D tworza
dwucistronowy operon i koduja biatka stanowiace
funkcjonalna par¢ utleniajaca grupy tiolowe (BdbD
utlenia substrat a regenerowane jest przez BdbC).
Meima i wsp. wykazali, ze aktywnos$¢ obu protein
jest niezbgdna do wytworzenia stanu naturalnej kompe-
tencji komorek B. subtilis, poprzez modyfikacjg pseu-
dopiliny ComGC, biatka wykazujacego podobienstwo
do pilin typu IV 1 pseudopiliny budujacej aparat se-
krecyjny typu II. Do powstania funkcjonalnego pilusa
zapewniajacego kontakt DNA z odpowiednim recep-
torem (ComEA) konieczne jest wytworzenie wiazan
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dwusiarczkowych [9]. Mutacja w genie bdbC nie jest
komplementowana przez paralogiczne biatko BdbB,
cho¢ odwrotna zaleznos$¢ byla czgsciowo obserwowa-
na w analizach aktywnosci alkalicznej fosfatazy (patrz
opis BdbB wyzej) [52].

Res A o masie czast. ok. 20 kDa, to biatko zako-
twiczone w btonie cytoplazmatycznej, a jego C-koniec
zawiera domeng tioredoksynowa,i motyw aktywnych
cystein w formie zredukowanej (-340 mV) [12]. Gen
resA jest jednym z genow duzego operonu resABCDE
odpowiedzialnego za syntezg cytochromu typu c. ResA
utrzymuje cysteiny apocytochromu w formie tiolowe;j,
aby mogtly one uczestniczy¢ w wigzaniu grupy hemo-
wej. Redukcyjna aktywno$¢ ResA jest niezbedna,
gdyz apocytochrom c jest substratem BdbD. Udowod-
niono, ze mutacja w genie res4 moze podlega¢ supresji
poprzez mutacje w genach bdbD/C [19]. ResA, protei-
na uznawana za funkcjonalny odpowiednik domeny y
DsbD E. coli, utrzymywana jest w aktywnej zreduko-
wanej formie przez biatko CcdA, funkcjonalny odpo-
wiednik domeny B DsbD (patrz opis CcdA nizej) [19].

Sto A o masie czast. ok. 18 kDa, to kolejny z re-
duktantéw zakotwiczony w blonie z C-koncem, posia-
dajacym tioredoksynowa struktur¢ przestrzenna Gen
stoA tworzy dwucistronowy operon z genem ykvU
o nieznanej funkcji. Sekwencja aminokwasowa YkvU
jest podobna do sekwencji aminokwasowej SpoVB,
biatka bioracego udziat w biosyntezie spor B. subtilis
(synteza korteksu). Wspolna transkrypcja gendw zasu-
gerowata udzial StoA w procesie sporulacji. Przebieg
procesu formowania endospor jest regulowany przez
kolejno uwalniane czynniki sigma. Operon ykvU-stoA
jest takze transkrybowany z dwoch promotorow za-
leznych od réznych czynnikéw sigma, co umozliwia
prawidtowa lokalizacje StoA, w zaleznosci od stanu
fizjologicznego komoérki. W komorkach macierzystych
jest on transkrybowany przez RNAP z czynnikiem sig-
ma E, a w przetrwalnikach przez RNAP z czynnikiem
sigma G. Mutacja w genie sto4 prowadzi do zaburzen
w formowaniu korteksu, co powoduje wzrost wraz-
liwosci spor na podwyzszona temperature, lizozym
i chloroform. Bezposrednie substraty tej tiolowej oksy-
doreduktazy nie zostaty zidentyfikowane. StoA, po-
dobnie jak ResA utrzymywane jest w aktywnej zredu-
kowanej formie przez biatko CcdA [21, 58].

CcdA o masie czast. 26 kDa, to biatko wykazu-
jace podobienstwo do domen P biatek DsbD E. coli
czy M. tuberculosis oraz do protein CcdA obecnych w
proteomach innych gatunkéw drobnoustrojow. Zbudo-
wane jest z 6 helis transbtonowych, ktore zawieraja
par¢ niezbednych cystein, ale podobnie do innych bia-
fek typu B-DsbD/CcdA nie tworza one motywu CXXC.
Gen ccdA lezy w operonie z dwoma innymi genami
o niepowiazanych z ccdA funkcjach. Analiza muta-
cyjna wykazata, ze aktywnos¢ CcdA jest niezbgdna
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w koncowej pozacytoplazmatycznej fazie dojrzewania
cytochromu c i stad nazwa genu — ccd (cytochrome c
defective). Cytochrom typu b nie podlega dziataniu
CcdA [68, 69]. Dodatkowo udokumentowano, ze biat-
ko to bierze udziat rowniez w procesie sporulacji [21].
CcdA jest membranowym reduktantem, podobnie do
homologicznego DsbD ale pozbawione jest jego do-
men o i7y. Przypuszczano zatem, ze jego udziat w szla-
ku redukcji przebiega przy udziale dodatkowych bia-
tek, zawierajacych brakujaca domeng tioredoksynowa
a w niej motyw aktywnych cystein CXXC. Odnaleziono
3 bialka substratowe wspoétpracujace z CcdA — dwa
o udokumentowanej eksperymentalnie aktywnosci
(ResA 1 StoA; patrz wyzej) oraz jedno hipotetyczne
(YneN; patrz nizej). Razem tworza one szlaki o charak-
terze redukcyjnym. Mutacja w genie ccd4 moze podle-
gac supresji poprzez mutacje w genach szlaku utlenia-
nia bdbD/C [20], podobnie do mutacji w genie resA.

Y neN o masie czast. 19 kDa, to biatko najstabie;j
poznane wérdd wszystkich TDOR. Podobnie do kilku
innych biatek B. subtilis zakotwiczone jest w blonie
cytoplazmatycznej, a N-koniec ma strukturg prze-
strzenna domeny tioredoksynowej. YneN nie bierze
udzialu w procesie sporulacji cho¢ najprawdopodob-
niej podobnie do ResA i StoA tworzy bifunkcjonalny
uktad z CcdA o nicokre$lonym szczegdtowo mecha-
nizmie dziatania [20, 21].

Podsumowujac, wszystkie oksydoreduktazy tiolo-
we B. subtilis charakteryzuja si¢ nietypowa w porow-
naniu z biatkami Dsb E. coli specyficznos$cia substra-
towa. W szczegolnych przypadkach ich funkcje moga
si¢ pokrywa¢, ale tylko czgSciowo. Wynika to naj-
prawdopodobniej z faktu, ze B. subtilis posiada sto-
sunkowo nieduza liczbg biatek, ktére wymagaja do
osiagnigcia natywnej konformacji wprowadzenia
mostkéw dwusiarczkowych. Mutanty bdb nie sa wraz-
liwe na podwyzszone st¢zenie zwiazkoéw redukuja-
cych obecnych w podtozu [8]. Takze analiza subpro-
teomow sekrecyjnych nie wykazata roznic w profilach
biatek izolowanych z komoérek mutantow (pojedyn-
czych bdbA-D~ oraz mutanta pozbawionego wszyst-
kich tych genéw) w stosunku do szczepu dzikiego
B. subtilis 168 [66].

3.2. Staphylococcus aureus

Przeszukanie genomoéw kilku szczepoéw S. aureus
wykazato obecno$¢ zaledwie jednego biatka homo-
logicznego do biatek Dsb E. coli i Bdb B. subtilis.
Bialko to charakteryzuje sig¢ 41% podobienstwem
sekwencji aminokwasowej do sekwencji aminokwa-
sowej BdbD (homolog DsbA E. coli), dlatego tez na-
zwano ja SaDsbA.

SaDsbA to lipoptoteina o masie czast. ok. 20 kDa
zakotwiczona w blonie cytoplazmatycznej i zawiera-
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jaca motyw aktywnych cystein CXXC oraz konser-
wowana cis-proling w pozycji 154, odpowiednik pro-
liny 151, kluczowej dla aktywno$ci DsbA E. coli
(patrz pkt 1.1. Wstepu). Gen dsbA S. aureus kotranskry-
bowany jest z poprzedzajaca go otwarta ramka odczytu
SA2198, potencjalnie kodujaca 120 aminokwasowa
lipoproteing. Analogiczny uktad tych dwoch genow
zachowany jest we wszystkich zsekwencjonowanych,
jak dotad, genomach S. aureus oraz w materiale gene-
tycznym spokrewnionego gatunku S. epidermidis.
Funkcjonalna charakterystyka SaDsbA wykazata,
iz biatko to czgéciowo przywraca zdolno$¢ ruchu ko-
morkom E. coli dsbA~, a wigc pelni rolg oksydoreduk-
tazy. Aktywno$¢ ta wymagajaca obecno$ci cystyny
w podtozu hodowlanym, nie jest jednak zalezna od
biatka DsbB, co koreluje z brakiem w komorkach
S. aureus pozostatych protein systemu Dsb. W proteo-
mie S. aureus wystepuje wiele biatek pozacytoplazma-
tycznych zawierajacych mostki dwusiarczkowe, nie-
ktére z nich jak np. enterotoksyna czy hemolizyna
pelnia istotng rolg w procesie patogenezy. Pomimo
przeanalizowania wielu cech fizjologicznych mutanta
S. aureus dsbA™ nie udato si¢ ustali¢ roli in vivo biatka
SaDsbA. Przeanalizowano wigkszo$¢ typowych cech
fenotypowych mutanta dsbA~ E. coli, takich jak: wrazli-
wo$¢ na zwiazki redukujace (DTT), benzylpenicyling
i inne antybiotyki blokujace r6zne szlaki metaboliczne
komorki. Sprawdzono przebieg procesu faldowania
substratow wymagajacych do swej aktywnos$ci obec-
nosci ugrupowan dwusiarczkowych na przykladzie
B-hemolizyny. Dodatkowo zbadano wplyw mutacji
w genie dsbA na patogenezg (infekcja Caenorhabditis
elegans 1 myszy). We wszystkich eksperymentach
szczep mutanta ,,zachowywal si¢” identycznie jak
szczep dziki, dlatego tez przebieg procesu wprowadza-
nia wiazan disulfidowych na terenie komoérek S. aureus
pozostaje nadal stabo scharakteryzowany. Przypusz-
cza sig, ze istnieja inne elementy badanego szlaku nie-
wystepujace w komorkach innych gatunkéow drobno-
ustrojow lub tez, alternatywnie, S. aureus jako ludzki
patogen majacy czesty kontakt z osoczem krwi czerpie
potencjat utleniajacy dla SaDsbA z cystyn, znajduja-
cych si¢ w osoczu. Rola produktu genu SA2198 (ko-
transkrybowany z dsbA) w analizowanym procesie
réwniez pozostaje do wyjasnienia. Biatko to nie posia-
dajace w sekwencji aminokwasowej cystein nie moze
bra¢ bezposredniego udzialu w reakcjach redox [17].

3.3. Mycobacterium tuberculosis

Genom Mycobacterium tuberculosis koduje 161
potencjalnie sekrecyjnych biatek. Ponad potowa z nich
zawiera w swojej sekwencji co najmniej dwie cysteiny,
a wiec moze wymagac utworzenia mostkow dwusiarcz-
kowych do osiagnigcia funkcjonalnej konformacji.
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Eksperymentalnie scharakteryzowane zostaly dwie pro-
teiny Dsb tego gatunku, a mianowicie Mth DsbE (ina-
czej Rv2878c lub MPT53) oraz Mth DsbD (Rv2874
lub DipZ). Przeszukanie genomu szczepu H37Rv
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/M_tuberculosis)
wykazalo réwniez obecnos¢ trzech innych genéw kodu-
jacych biatka prawdopodobnie nalezace do rodziny oksy-
doreduktaz tiolowych. Sa to: dsbF (Rv1677), ktérego
produkt jest lipoproteina o sekwencji aminokwasowe;j
wykazujacej podobienstwo do sekwencji aminokwa-
sowej Mtb DsbE i DsbE E. coli, ccdA (Rv0527 lub
ccsA), ktorego produkt jest biatkiem blonowym wy-
kazujacym podobienstwo do CcdA B. subtilis i Mtb
DsbD oraz Rv2877¢ (znajdujacy si¢ w operonie z Mtb
dsbE), ktorego produkt jest biatkiem btonowym zawie-
rajacym domeng z aktywnymi cysteinami podobna do
CcdA. Produkty dwoch ostatnich genow prawdopodob-
nie biora udziat w biogenezie cytochromu typu c.

Mtb DsbE jest zewnatrzkomoérkowym, wydziela-
nym do $rodowiska bialkiem o masie ok. 15 kDa (po
odcigciu sekwencji sygnalnej 1-29 aminokwasow).
Gen Rv2878c tworzy bicistronowy operon z genem
Rv2877¢, ktorego sekwencja promotorowa rozpozna-
wana jest przez czynnik sigma — Sigl. RNAP. RNAP
z tym czynnikiem sigma inicjuje migdzy innymi trans-
krypcje genow kodujacych biatka warunkujace po-
translacyjne modyfikacje protein [31]. Analiza krysta-
lograficzna Mtb DsbE wykazata obecno$¢ domeny
tioredoksynowej zawierajacej charakterystyczny mo-
tyw cysteinowy CXXC. Poroéwnanie struktury prze-
strzennej Mtb DsbE z innymi dostgpnymi w bazach
danych wykazato najwigksze podobienstwo do biatek
CemG/DsbE i TIpA gramujemnej bakterii Bradyrhi-
zobium japonicum (patrz pkt. 2.3 Wstgpu), cho¢ brak
w N-regionie biatka Mtb DsbE charakterystycznego
dla DsbE B. japonicum zaglgbienia bioracego uddziat
w oddziatywaniach biatko-biatko sugeruje roznice
w substratach obu protein. Pomigdzy Mtb DsbE a ho-
mologicznymi do niego biatkami (réwniez DsbE
E. coli) istnieje zasadnicza rdznica co do ich potencjatu
redox. Podczas, gdy typowe DsbE sa stabymi reduk-
tazami, Mtb DsbE jest silnym utleniaczem (—128 mV)
o potencjale redox zblizonym do DsbA E. coli
(=120 mV). Cysteiny obu biatek stabilniejsze sa w for-
mie zredukowanej, a wigc ,,aktywnie” uczestnicza
W tworzeniu wiazania dwusiarczkowego w biatkach
substratowych. Pordwnanie pierwszych 50 aminokwa-
sow dojrzatej proteiny M. tuberculosis z DsbA E. coli
wykazato obecnos¢ kilku konserwowanych regionow.
Aktywnosc¢ utleniajaca Mtb DsbE zostata potwierdzo-
na eksperymentalnie in vitro w te$cie zwijania hiru-
dyny Hirudo medicinalis (inhibitor trombiny), biatka,
zawierajacego trzy mostki dwusiarczkowe. Natomiast
istnienia aktywnosci izomeryzacyjnej badanego biatka
(brak jest odpowiednika DsbC w genomie M. tubercu-
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losis) jak dotad nie udalo si¢ potwierdzi¢ i jesli ona
istnieje, to prawdopodobnie wobec waskiej puli sub-
stratow [27].

Mtb DsbD to biatko o masie czast. ok. 74 kDa skta-
dajace si¢ z 3 domen: N-terminalnej (115 aminokwa-
sOw), centralnej (232 aminokwasy) silnie hydrofobowe;j
domeny tworzacej 8 helis transblonowych i zawiera-
jacej dwie konserwowane cysteiny oraz C-terminalne;j
(348 aminokwasoéw) domeny hydrofilowej, zawie-
rajacej parg aktywnych cystein CXXC wchodzacych
w sktad przestrzennej struktury tioredoksynowej. W do-
menie tej wystepuje w porownaniu i innymi biatkami
DsbD 150 dodatkowych aminokwaséw. Gen Rv2874
wchodzi w sktad pigciogenowego operonu (Rv2871-
Rv2875/mpt70). Transkrybowany jest z dwu promo-
torow: pierwszy z nich znajduje si¢ przed 5’ koncem
pierwszego genu operonu (Rv2871), drugi — promotor
genu Rv2874, rozpoznawany jest przez RNAP z czyn-
nikiem sigma E. RNAP zawierajaca czynnik sigma E
transkrybuje geny odpowiedzialne za odpowiedz na
stres oksydacyjny i temperaturowy. Funkcja Mtb DsbD
nie byla eksperymentalnie potwierdzana [26, 39].

4. Podsumowanie

W przedstawionej pracy przegladowej skoncentro-
wano si¢ glownie na charakterystyce mechanizmu
wprowadzania mostkow dwusiarczkowych do biatek
peryplazmatycznych w najdoktadniej pod tym wzgle-
dem scharakteryzowanych komorkach E. coli. Prze-
prowadzone w ostatnich latach sekwencjonowania ge-
noméw prokariotycznych zapoczatkowaly badania
procesdw wprowadzania mostkow dwusiarczkowych
do biatek w komorkach innych gatunkéw drobno-
ustrojow. Wykazaly one, ze procesy te sa czgsto bar-
dzo ztozone. Wiele gatunkéw drobnoustrojow zawie-
ra kilka paralogéw genow dsbhA lub dsbB. Poznanie
sieci ich wzajemnych powiazan wymaga jeszcze wielu
badan. Przeprowadzane analizy in silico oraz analizy
proteomiczne pozwalaja na identyfikacje substratow
biatek Dsb. Poniewaz uszkodzenie systemoéw Dsb
wplywa na wirulencj¢ drobnoustrojow chorobotwor-
czych a nadekspresja genow dsb umozliwia prawi-
diowe fatdowanie niektoérych biatek eukariotycznych
w komorkach bakterii badania te maja aspekt zarowno
poznawczy jak i aplikacyjny.
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1. Wstgp. 2. Budowa dwusktadnikowych systemow regulacyjnych u bakterii. 3. Dwusktadnikowe systemy regulacyjne u bakterii
Gram-dodatnich. 3.1. System AgrC/AgrA u Staphylococcus sp. 3.2. System BacR/BacS u Bacillus sp. 3.3. System VanS/VanR
u Enterococcus faecalis. 3.4. System Kin/SpoOA u Bacillus subtilis 4. Dwusktadnikowe systemy regulacyjne u bakterii Gram-
ujemnych. 4.1. Systemy AlgB/KinB i AlgR/AlgZ u Pseudomonas aeruginosa. 4.2. System BvgS/BvgA u Bordetella pertussis.
4.3. System EnvZ/OmpR u Escherichia coli 5. Dwuskladnikowe systemy regulacyjne u bakterii jako nowe potencjalne miejsca
dziatania lekoéw przeciwdrobnoustrojowych. 5.1. Naturalne inhibitory dwusktadnikowych systemow regulacyjnych. 5.2. Syntetycz-
ne inhibitory dwusktadnikowych systemow regulacyjnych. 6. Podsumowanie

Significance of two-component regulatory systems in pathogenicity and drug resistance of bacteria

Abstract: Two-component regulatory systems are central elements of bacterial cell metabolism which recognize and respond to
a variety of environmental stimuli like temperature, pH, osmolarity, Fe** concentration. This is accompanied by expression of genes
including those encoding virulence factors and antibiotic resistance. These systems are composed of two basic elements — a histidine
kinase and a response regulator. Histidine kinase, the integral membrane protein which recognizes environmental signals, catalyzes
an ATP-dependent autophosphorylation of histidine residue (His). Subsequently the phosphoryl group is transferred to asparagine
residue (Asp) of the cognate response regulator being a cytoplasmic protein. This is followed by activation or repression of genes
being under the control of a given two-component regulatory system. Moreover, some of these systems are composed of additional
proteins sequentially phosphorylated (His — Asp — His — Asp) between histidine kinase and response regulator. The integral role
of two-component regulatory systems in bacterial cells suggests that these systems may be novel, promising targets for antibacterial
agents. Two steps — the autophosphorylation of histidine kinase and the interaction between histidine kinase and response regulator
can be considered as targets for action of chemical compounds. The conserved domains of the response regulator may represent the
best target for inhibition. In recent years, various chemical compounds showing potential ability to inhibit two-component regula-
tory systems have been described.

1. Introduction. 2. Structure of two-component regulatory systems in bacteria. 3. Two-component regulatory systems in Gram-
positive bacteria. 3.1. AgrC/AgrA system in Staphylococcus sp. 3.2. BacR/BacS system in Bacillus sp. 3.3. VanS/VanR system
in Enterococcus faecalis. 3.4. Kin/SpoOA system in Bacillus subtilis 4. Two-component regulatory systems in Gram-negative
bacteria. 4.1. AglB/KinB and AlgR/AlgZ systems in Pseudomonas aeruginosa. 4.2. BvgS/BvgA system in Bordetella pertussis.
4.3. EnvZ/OmpR system in Escherichia coli. 5. Two-component regulatory systems as new, potential targets for antimicrobial agents.
5.1. Natural inhibitors of two-component regulatory systems. 5.2. Synthetic inhibitors of two-component regulatory systems.
6. Summary

Stowa kluczowe: dwusktadnikowy system regulacyjny, kinaza histydynowa, regulator odpowiedzi, regulacja ekspresji genow

Key words:

two-component regulatory systems, histidine kinase, response regulator, regulation of gene expression

1. Wstep

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne wystepuja
powszechnie w komorkach bakterii 1 odgrywaja bar-
dzo wazna rol¢ w regulacji proceséw zyciowych,
takich jak: kompetencja, koniugacja, sporulacja, bio-
luminescencja, synteza antybiotykoéw, ruchliwos$e,
tworzenie biofilmu oraz synteza czynnikéw chorobo-
tworczos$ci; uczestnicza roéwniez w regulacji szlakéw
metabolicznych oraz transportu substancji odzyw-
czych i jonoéw [27]. Systemy te umozliwiaja adaptacje
komorek do zmieniajacych si¢ warunkoéw srodowisko-
wych (temperatura, pH, ciSnienie osmotyczne, stgze-

nie jonoéw Fe3"), regulujac ekspresje okreslonych ge-
néw [8, 30]. Dotychczas opisano kilkaset tego typu
systemow, przy czym funkcja wielu z nich nie zostata
jeszcze poznana [21].

Badania ostatnich lat wykazaty, ze dwusktadniko-
we systemy regulacyjne moga stanowi¢ nowe poten-
cjalne miejsca dzielenia lekéw przeciwdrobnoustrojo-
wych, co potwierdzity pierwsze proby ingerencji w ich
funkcje [2, 10, 55, 56, 59]. Ma to szczeg6lne znacze-
nie w erze narastajacej lekoopornosci drobnoustrojow
i pojawiania si¢ szczepéw wielolekoopornych, nie-
wrazliwych na wszystkie obecnie znane antybiotyki
i chemioterapeutyki.
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2. Budowa dwuskladnikowych
systemow regulacyjnych

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne tworza duza
rodzing spokrewnionych biatek. Systemy te sktadaja
si¢ z dwoch elementoéw: kinazy histydynowej i regu-
latora odpowiedzi. Ogélny schemat budowy dwu-
sktadnikowych systemow regulacyjnych w komoérkach
bakterii przedstawia si¢ podobnie (Rys. 1). Kinaza hi-
stydynowa jest biatkiem wbudowanym w btong cyto-
plazmatyczna bakterii, natomiast regulator odpowie-
dzi jest biatkiem znajdujacym si¢ w cytoplazmie
komorki. W budowie kinazy histydynowej wyrdznia
si¢ domen¢ N-koncowa, zwana sensorem i domeng
C-koncowa o aktywnosci kinazy, zwana przekaznikiem
[8, 16, 24, 47]. Sygnaty ze srodowiska zewngtrznego sa
odbierane bezposrednio przez czg$¢ sensorowa kKinazy
histydynowej, co powoduje autofosforylacje pierscie-
nia imidazolowego reszty histydyny (His) w obrgbie
domeny przekaznika przy udziale ATP z wytworze-
niem wysokoenergetycznego wiazania fosforoamido-
wego. Nalezy dodaé, ze domena przekaznika moze
mie¢ rowniez aktywnos¢ fosfatazy, a wigc odpowiadac
za defosforylacje His [8, 16, 24].

Doktadna analiza budowy kinaz histydynowych
pozwolita na wyodrebnienie dwoch klas tych biatek
W oparciu o organizacj¢ przestrzenna poszczegolnych
elementow, takich jak: H-box (akceptor reszty fosfora-
nowej) i region wiazania ATP — CA (catalytic ATP-bin-
ding domain) [12, 16]. Nalezy zaznaczy¢, ze sekwencje
aminokwasowe w obrebie regionu H-box sa wysoce
konserwatywne, charakterystyczne dla calej rodziny
kinaz histydynowych. Pierwsza grupe tworza kinazy
typu EnvZ, najbardziej rozpowszechnione wérod dwu-
sktadnikowych systemow regulacyjnych [12, 16, 24,
47, 55]. Region H-box znajduje si¢ w bardzo bliskim
sasiedztwie regionu CA. Bardzo czgsto domena prze-
kaznikowa moze by¢ zwiazana z dodatkowa podjed-
nostka, tzw. Hpt (histidine phosphotransfer). Stanowi
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ona donor grupy fosforanowej dla reszty asparagino-
wej regulatora odpowiedzi [12, 16]. W niektorych ki-
nazach podjednostka Hpt moze funkcjonowaé jako
osobne biatko posredniczace w przekazywaniu reszty
fosforanowej [16].

W kinazach typu CheA, stanowiacych druga klase
enzymow, regiony H-box oraz CA znajduja si¢ w wigk-
szej odleglosci od siebie i s3 oddzielone dodatkowymi
domenami, a podjednostka Hpt zlokalizowana jest
w bezposrednim sasiedztwie H-box. Kinaza histydy-
nowa zbudowana z wielu takich domen nosi nazwe
kinazy hybrydowej [12].

W nastgpnym etapie przeptywu informacji w obrg-
bie dwusktadnikowego systemu regulacyjnego docho-
dzi do przeniesienia grupy fosforanowej z reszty His
z domeny przekaznikowej kinazy histydynowej na resz-
tg asparaginowa (Asp) regulatora odpowiedzi z wytwo-
rzeniem wysokoenergetycznego wiazania acylofosfora-
nowego. To ufosforylowane biatko funkcjonujac jako
regulator transkrypcji, decyduje o ekspresji gendw,
a tym samym o stopniu nasilenia produkcji biatek za-
rowno strukturalnych jak i enzymatycznych [8, 16, 24].
W budowie regulatora odpowiedzi mozna wyroznié
cze$¢ N-koncowa i C-koncowa. Czes$¢ N-koncowa,
zwana réwniez domena regulatorowa lub odbiorni-
kiem zawiera reszte Asp ulegajaca fosforylacji. Do-
mena efektorowa zlokalizowana w czgsci C-koncowej
posiada zdolno$¢ wiazania si¢ z sekwencjami promo-
torowymi fancucha DNA odpowiednich genéw wply-
wajac na poziom ich ekspresji. Przyktadem takiej pod-
jednostki jest sekwencja HTH (helix-turn-helix) [18].
Nalezy zaznaczy¢, ze po utworzeniu kompleksu po-
migdzy regulatorem odpowiedzi a miejscem jego do-
celowego dzialania dochodzi do defosforylacji tego
biatka [16]. Rézne regulatory odpowiedzi w swojej
strukturze zawieraja domeng¢ akceptorowa dla reszty
fosforanowej typu CheY [18]. Podobnie jak w przy-
padku kinaz histydynowych réwniez w obrgbie regu-
latora odpowiedzi mozemy wyodrebni¢ rézne klasy

Sygnat Kinaza histydynowa Regulator odpowiedzi
I | [ |
Sensor — Przekaznik Regu|ator Efektor
I I
His Asp
ATP_——Pl
I Aktywacja
PO; PO, lub represja genu

\/

Rys 1. Schemat przedstawiajacy ogdélny mechanizm dziatania dwusktadnikowych systemow regulacyjnych

Sygnaty ze srodowiska odbierane przez cz¢$¢ N-koncowa kinazy histydynowe;j (sensor), przekazywane sa na cz¢$¢ C-koncowa (przekaznik), powo-

dujac autofosforylacjg reszty histydyny w domenie przekaznikowej. Nastgpnie reszta fosforanowa przenoszona jest na resztg asparaginy w czgsci

N-koncowej regulatora odpowiedzi, co powoduje taczenie sig¢ czgsci C-koncowej, czyli efektora z sekwencjami promotorowymi odpowiednich
gendow wplywajac na poziom ich transkrypcji (szczegdly w tekscie).
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I

“ Efektor
Asp
I

Aktywacja

lub represja gen
PO, u presja genu

\/\/\/

A
Sygnat
Sensor | P
I
His Asp
ATP —ﬂ |
PO3 PO,
B
Sygnat
Sensor — P
His ASp His
ATP —»l | |

PO, PO

5 PO, POs PO
N N N ~—_—7

ASp His ASp

3 PO;

Aktywacja
lub represja genu

Rys. 2. Schemat dziatania dwusktadnikowych systemow regulacyjnych dziatajacych w tzw. systemie sztafetowym

A) przyktad dwusktadnikowego systemu regulacyjnego, w sktad ktorego wchodza dodatkowe, oddzielne biatka przenoszace resztg¢ fosforanowa

z kinazy histydynowej na regulator odpowiedzi,

B) przyktad dwusktadnikowego systemu regulacyjnego zbudowanego z kinazy histydynowej oraz kompleksu biatek przenoszacych resztg fosfora-

nowa z kinazy na regulator odpowiedzi (szczegdty w tekscie).

P — przekaznik, R — regulator, B4 — kolejne biatka stanowiace dodatkowe elementy dwusktadnikowych systemow regulacyjnych.

bialek, rozniacych si¢ budowa regionu odpowiedzial-
nego za wiazanie z DNA [55]. Najczg¢Sciej wystepuja
regulatory odpowiedzi nalezace do klasy OmpR, NarL
i NtrC, obejmujace prawie 60% wszystkich opisanych
regulatorow [18].

Niektore dwusktadnikowe systemy regulacyjne wy-
kazuja nieco bardziej ztozona budowe. Charakteryzuje
je obecno$¢ wielu biatek przekazujacych sobie kolejno
grupe fosforanowa. Poszczegolne elementy tego ciagu
moga stanowi¢ indywidualne biatka (Rys. 2A) lub by¢
potaczone w wielodomenowe uktady (Rys. 2B) [16].
Przenoszenie grup fosforanowych przebiega w po-
rzadku: His - Asp — His — Asp. Biatka przenoszace
grupy fosforanowe petnia funkcj¢ jedynie posredni-
czaca, a wlasciwym regulatorem odpowiedzi w tym
systemie jest ostatnie bialko tego szeregu. Taki wie-
lobialkowy uktad nosi nazwg ,sztafety” i reguluje
ekspresje gendw biatek uczestniczacych w bardziej
skomplikowanych szlakach metabolicznych [18]. Zi-
dentyfikowano je m.in. w komoérkach Bacillus subti-
lis, gdzie reguluja ekspresj¢ gendéw, odpowiedzialnych
za wytwarzanie form przetrwalnych. Ponadto decy-
duja o ekspresji gené6w kodujacych czynniki chorobo-
tworczosci u wielu drobnoustrojow, jak np. u Bor-
detella pertussis, Candida albicans czy Aspergillus
fumigatus [53].

Zaré6wno w przypadku prostych dwusktadniko-
wych systemdw regulacyjnych, jak i tzw. ,,sztafet”, re-
gulator odpowiedzi jest czynnikiem regulujacym
transkrypcje, bezposrednio kontrolujac ekspresje ge-
néw pojedynczych lub zorganizowanych w operony.
Pobudzenie dwusktadnikowego systemu regulacyjne-
go prowadzi do ,,wlaczenia” lub ,,wylaczenia” trans-
krypcji odpowiednich gendw. Istotny jest fakt, ze efekt
kontroli pobudzonego systemu prowadzi zawsze do
optymalnej modyfikacji metabolizmu bakterii w okres-
lonym $rodowisku, np. w organizmie gospodarza [53].
Nalezy doda¢, ze regulator odpowiedzi moze réwniez
bezposrednio uczestniczy¢é w regulacji innych pro-
cesow zyciowych komorek bakterii. Przyktadem jest
regulator odpowiedzi CheY, ktéry w potaczeniu z ki-
naza CheA oraz fosfatazg CheZ, reguluje proces che-
motaksji u Escherichia coli oraz Salmonella enterica,
uwarunkowany ukierunkowanym ruchem bakterii; naj-
prawdopodobniej biatko CheY wchodzi w interakcje
z ,,motorami” rzgsek [18, 50].

Dwuskladnikowe systemy regulacyjne wykryto u
licznych gatunkow bakterii chorobotworczych, zarow-
no Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych oraz prat-
koéw. Dotychezas nie wykazano wystgpowania tych
systemow u mykoplazm [17, 18]. Lista kinaz histydy-
nowych i regulatorow odpowiedzi dostgpna w bazie
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danych National Center for Biotechnology Information
(NCBI) jest prezentowana na stronie internetowej
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Complete Genomes [22].

3. Dwuskladnikowe systemy regulacyjne
u bakterii Gram-dodatnich

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne wykryto
m.in. u Staphylococcus sp. (systemy ArlS/ArlR, AgrC/
AgrB), Streptococcus pneumoniae (systemy ComD/
ComE i CiaH/CiaR), Enterococcus faecalis (system
kodowany przez operon fsrABC), Lactococcus lactis
(system NisK/NisR), Streptomyces lividans (system
CutS/CutR) czy Bacillus subtilis (system Kin/SpoOA)
[15, 35, 43]. Nalezy wspomnie¢, ze B. subtilis jest
obiektem intensywnych badan nad tego typu systema-
mi. Mozliwe jest to dzigki poznaniu sekwencji calego
genomu tego drobnoustroju [13].

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne w komor-
kach bakterii Gram-dodatnich biora udzial w tzw. sys-
temie quorum sensing, regulujacym ekspresj¢ genow
w populacji bakterii w odpowiedzi na zmiany liczby
komorek (ggstosci populacji) zyjacych w okreslonej ni-
szy. Komorki bakterii wytwarzaja specyficzne czastecz-
ki sygnatowe wydzielane do §rodowiska, ktore wiaza
si¢ ze specyficznymi sensorami w blonie cytoplazma-
tycznej, co powoduje transmisj¢ sygnatu na odpowied-
nie biatko efektorowe i w konsekwencji skoordyno-
wana zmiang ekspresji genéw kontrolujacych wazne
procesy zyciowe w calej populacji komorek. W przy-
padku bakterii Gram-dodatnich funkcje¢ takich czaste-
czek sygnatowych pehia oligopeptydy, np. peptyd AIP
(autoinducing peptide), zwiazany z dwusktadnikowym
systemem regulacyjnym AgrC/AgrA u S. aureus [27].

Ponizej opisane sa przyktady dwusktadnikowych
systemow regulacyjnych bioracych udzial w regulacji
ekspresji genow warunkujacych chorobotwoérczos¢ oraz
lekoopornos¢ wybranych gatunkow bakterii Gram-do-
datnich, jak rowniez system Kin/SpoOA u B. subtilis.

3.1. System AgrC/AgrA u Staphylococcus sp.

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne zostaty opi-
sane u S. aureus, a ostatnio réwniez u S. epidermidis
[41, 57, 63]. Jednym z pierwszych opisanych jest sys-
tem AgrC/AgrA, ktory wptywa na ekspresje genow
warunkujacych synteze egzotoksyn m. in. takich jak:
hemolizyny a, b, d i g, czy toksyna wstrzasu toksycz-
nego TSST-1 (toxic shock syndrome toxin-1); ktore
stanowia wazne czynniki chorobotworczosci S. aureus
[26, 31, 41, 60, 63]. Jest to, jak wspomniano, przyktad
systemu zaangazowanego W proces quorum sensing
[63]. Region agr sktada si¢ z dwoch operondw, P2 i P3.
Operon P2 koduje dwusktadnikowy system regulacyj-
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ny ijednoczesnie stanowi jednostke tzw. autoindukc;ji,
a operon P3 odpowiada za syntezg transkryptu RNA
III. W sktad operonu P2 wchodza cztery geny, kolejno
oznaczane jako agrB, agrD, agrC i agr4. Gen agrD
koduje peptyd sygnatowy AIP w postaci propeptydu
pro-AlP, agrB — biatko odpowiedzialne za przetwarza-
nie pro-AIP i jego sekrecj¢ na zewnatrz komorki bak-
teryjnej w postaci o pelnej aktywnosci (AIP), agrC
— transbtonowa kinazg histydynowa, stanowiaca jedno-
czesnie receptor dla peptydu AIP, agrd — regulator od-
powiedzi. Peptyd AIP, wydzielany na zewnatrz komorki
bakteryjnej, taczy si¢ z kinaza sensora AgrC, co prowa-
dzi do autofosforylacji tego biatka [26, 31, 41, 57, 63].
Prawdopodobnie mozliwa jest rowniez fosforylacja
regulatora odpowiedzi bez udzialu potaczenia recep-
tor/AIP. W nastgpnym etapie dochodzi do fosforylacji
regulatora odpowiedzi AgrA. Biatko to wraz z biatkiem
SarA (staphylococcal accessory regulator) aktywuje
promotory operonéw P2 i P3 [60, 63]. W momencie
aktywacji dwuskladnikowego systemu regulacji AgrC/
AgrA, obok wzrostu ekspresji i w konsekwencji bio-
syntezy biatek operonu P2, dochodzi rowniez do wzros-
tu poziomu wewnatrzkomorkowego efektora RNAIII
— produktu transkrypcji operonu P3, ktory dziata jako
efektor aktywujacy transkrypcje wielu genéw determi-
nujacych czynniki chorobotwdrczo$ci, w tym genu hld
kodujacego 0-hemolizyne oraz genow odpowiedzial-
nych za synteze¢ TSST-1 [26, 27, 38, 41, 50, 52, 63].
Rys. 3 przedstawia regulacj¢ operondow P2 i P3 przez
system AgrC/AgrA u bakterii Staphylococcus aureus.
System AgrC/AgrA u S. epidermidis wplywa na
zdolno$¢ tworzenia biofilmu, jednego z bardzo waz-
nych czynnikow chorobotworczosci tego drobnoustro-
ju, ,,ubogiego” w produkcje zewnatrzkomoérkowych
enzymow. Okazalo si¢, ze mutanty w regionie agr maja
znacznie wigksza zdolno$¢ do tworzenia tej struktury
niz szczepy z prawidlowa funkcja tych genow [41, 60,
63]. Jednoczes$nie stwierdzono, iz izolaty S. epidermi-
dis O-47 (drobnoustrdj wzorcowy w badaniu zdolnosci
tworzenia struktury biofilmu), posiadaja zmutowane
i tym samym nieaktywne geny agr. Vuong i wsp.
[41, 60] wykazali, ze system AgrC/AgrA nie wptywa
na zdolno$¢ do szybkosci podzialow komorkowych
oraz ksztatt komorek bakteryjnych, a jedynie moze mie¢
znaczenie we wczesnym etapie tworzenia struktury
biofilmu, jakim jest adhezja drobnoustrojéw do po-
wierzchni biomaterialow. Dalsze badania wykazaly, iz
ekspresja genow agr nie ma zadnego wplyw na ekspre-
sj¢ regionu icaADBC warunkujacego syntez¢ komor-
kowego antygenu PIA (polysaccharide intracellular
antygen) — waznego czynnika chorobotwoérczosci
gronkowcoéw koagulazo-ujemnych, bioracego udziat
w tworzeniu struktury biofilmu na etapie oddzialy-
wan swoistych drobnoustroj/biomateriat. Jednoczes$nie
stwierdzono, ze nawet wysoki poziom biatka PIA nie
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RNA I

P2 P3

. RNA I
— AgrA Agr C AgrD Agr B
gen regulatora  gen sensora- gen
odpowiedzi receptora peptydu AIP
peptydu AIP

Rys. 3. Schemat regulacji operondéw P2 i P3 przez system AgrC/AgrA u bakterii Staphylococcus aureus

Aktywacja systemu AgrC/AgrA powoduje zwigkszenie syntezy peptydu AIP (produkt genu agrD, modyfikowany przez biatko genu agrB);
AIP po sekrecji na zewnatrz komorki bakteryjnej taczy sig z sensorem, co prowadzi aktywacji kinazy histydynowej AgrC i w konsekwencji
regulatora odpowiedzi AgrA. Biatko AgrA wraz z biatkiem SarA aktywuje promotory operonéw P3 i P2 (szczegoty w tekscie).

jest wystarczajacy do tworzenia struktury biofilmu
w przypadku braku mutacji w regionie agr [41, 60].
Uzyskane wyniki wskazuja, ze mutacje w obrgbie ge-
now agr 1 ekspresja regionu ica moze doprowadzi¢ do
utworzenia szczepow o silnych wilasciwosciach two-
rzenia struktury biofilmu [41, 60, 61, 63].

3.2. System BacR/BacS u Bacillus sp.

Bacytracyna nalezaca do grupy antybiotykéw poli-
peptydowych jest wytwarzana przez szczepy Bacillus
subtillis 1 Bacillus licheniformis, a operonem odpowie-
dzialnym za syntez¢ tego antybiotyku jest bacABC
[29, 39]. Jednocze$nie komorki syntetyzujace ten lek
wykazuja na niego oporno$é. Zwiazane jest to m.in.
z obecno$cia operonu bcrABC, ktory koduje biatka
transportowe BcrABC odpowiedzialne za aktywny
transport antybiotyku poza komorke macierzysta.
W obrebie genomu B. licheniformis, pomi¢dzy opero-
nem bacABC i berABC, zidentyfikowano dodatkowe
geny bacRS, ktore koduja typowy dwusktadnikowy
system regulujacy ekspresje gendw bcrABC. System ten
sktada si¢ z regulatora odpowiedzi BacR (gen bacR)
1 kinazy histydynowej BacS (gen bacS) [39].

Badania poparte analizami Western-blott wykazaty,
ze produkcja jednego z biatek transportujacych (BacA)
jest regulowana w dodatnim sprzgzeniu zwrotnym
w stosunku do ilo$ci wytwarzanej bacytracyny [39, 44].
Szczepy posiadajace zmutowane geny bacRS wykazy-
waly produkcje¢ tego biatka transportowego na statym,
wysokim poziomie, niezaleznie od st¢zenia antybioty-
ku w srodowisku, ale byly wrazliwe na bacytracyne

P P
I auto- regulacja
fosforylacja pozytywna

operonu van

[39, 44, 45]. Sugeruje to, iz ekspresja biatek BcrABC
moze pozostawaé pod $cista kontrola gendw bacRS,
a prawidlowo dziatajacy system BacRS jest niezbed-
nym czynnikiem w autooporno$ci bakterii z rodzaju
Bacillus na wytwarzana bacytracyng [39].

3.3. System VanS/VanR u Enterococcus faecalis

Pierwsze szczepy wykazujace niewrazliwo$¢ na
wankomycyng pojawity si¢ wsrdd drobnoustrojow z ro-
dzaju Enterococcus [46]. Wyrdznia si¢ kilka typow
opornos$ci na antybiotyki glikopeptydowe wsrod tej
grupy bakterii. Jednym z nich jest fenotyp VanA charak-
teryzujacy si¢ wysoka opornoscia enterokokoéw zarow-
no na wankomycyng jak i teikoplaning [9, 36, 46]. Geny
vanR, vanS, vanH, vanA i vanX tworza operon vanA
[8]. Zlokalizowany on jest na plazmidach lub transpo-
zonach [9, 46]. Oporno$¢ na antybiotyki glikopeptydo-
we zwiazana jest z zamiang jednego z koncowych ele-
mentéw mostkow pentapeptydowych peptydoglikanu,
D-ala-D-ala (miejsce wigzania antybiotykow glikopep-
tydowych poprzez utworzenie pigciu wiazan wodoro-
wych), na D-ala-D-lactate i tym samym zmniejszenia
powinowactwa antybiotyku do petydoglikanu okoto
1000-krotnie [9, 36, 48]. Za utratg wrazliwosci ko-
morek enterokokéw na antybiotyki glikopeptydowe
odpowiada kilka enzymow:
o ligaza (gen vanA), ktéra odpowiada za synteze
D-yr-peptydow z prekursoréw D-ala-D-lac,

o dehydrogenaza (gen vanH), ktéra redukuje piro-
gronian, w wyniku czego dochodzi do utworze-
nia D-mleczanu,

vanH vanA vanX

Rys. 4. Schemat regulacji operonu van u Enterococcus sp.

Sygnat srodowiskowy (wankomycyna) powoduje autofosforylacje kinazy histydynowej (VanS), a w dalszej kolejnosci regulatora
odpowiedzi (VanR). W konsekwencji prowadzi to do aktywacji genow dla biatek odpowiedzialnych za fenotyp opornosci typu VanA,
takich jak: ligaza (vanA), dehydrogenaza (vanH), dipeptydaza (vanX) (szczegdty w tekscie).
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« dipeptydaza (gen vanX), odpowiadajaca za hy-
drolizg wiazan amidowych D-ala-D-ala,

« karboksypeptydaza (gen vanY), ktéra odczepia C-
koncowe reszty D-alaniny (D-ala) od p6zniejszych
prekursorow peptydoglikanu [1, 9, 36, 48, 49].

W dalszych badaniach prowadzonych gtownie

u E. faecalis, udowodniono, iz za ekspresj¢ fenotypu
opornosci VanA odpowiada dwusktadnikowy system
regulacyjny, kodowany przez geny vanR i vans, réw-
niez zlokalizowane w operonie van. Kinaza histydy-
nowa VanS w odpowiedzi na obecno$¢ antybiotyku
w $rodowisku ulega autofosforylacji, co w nastgpnym
etapie prowadzi do fosforylacji regulatora odpowiedzi
VanR [9]. W konsekwencji powoduje to aktywacje
ekspresji genow vanHAX oraz syntez¢ wyzej opisa-
nych enzymoéw, warunkujacych opornosé typu VanA
szczepow E. faecalis na antybiotyki glikopeptydowe
[36]. Schemat regulacji operonu van u Enterococcus sp.
przedstawia Rys. 4.

3.4. System Kin/SpoOA u Bacillus subtilis

W niekorzystnych warunkach srodowiska laseczki
z rodzaju Bacillus sa zdolne do tworzenia przetrwal-
nikow (endospor). Badania nad mechanizmem tworze-
nia endospor u Bacillus subtilis wykazaty, jak bardzo
zlozony jest to proces. W tym procesie istotna rolg od-
grywa m.in. dwusktadnikowy system regulacyjny Kin/
SpoOA, kontrolujacy ekspresje gendw odpowiedzial-
nych za proces sporulacji oraz synteze tzw. czynnikow
sigma — biatek, bedacych podjednostkami polimerazy
RNA, ktére po polaczeniu si¢ z rdzeniem enzymu
umozliwiaja prawidlowe rozpoznanie sekwencji pro-
motorowej [13, 28].

W sktad dwusktadnikowego systemu regulacyjnego
wchodza cztery kinazy histydynowe: KinA (gen kinA),
KinB (gen kinB), KinC (gen kinC) i ComP (gen comP).
Aktywacja odpowiedniej kinazy powoduje proces fos-
forylacji reszty Asp kolejno trzech regulatorow od-
powiedzi: SpoOF, SpoOB i SpoOA. Jest to przyktad
wielobiatkowego dwusktadnikowego systemu regula-
cyjnego — ,,sztafety”. Poziom ufosforylowanej formy
biatka SpoOA jest istotnym czynnikiem regulujacym
wzrost form wegetatywnych lub tez inicjacj¢ procesu
sporulacji, a tym samym warunkujacym ,,decyzj¢” ko-
morki, czy ma zaczaé sporulacje. To ufosforylowane
biatko hamuje ekspresje genu abrB, kluczowego
W procesie inicjacji sporulacji, ktérego produkt — biat-
ko AbrB jest represorem genéw odpowiedzialnych za
sporulacjg. Zatem zahamowanie ekspresji genu abr4
powoduje aktywacje transkrypcji gendw zaangazowa-
nych w proces sporulacji [23, 54]. Nalezy doda¢, ze
ufosforylowane biatko SpoOA odpowiada rowniez za
aktywacje genéw zaangazowanych w pozniejsze fazy
procesu sporulacji, takich jak: spoll4, spollE, spollG.
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Produktami ekspresji tych gendéw sa odpowiednio
czynniki sigma: sF, s¥ i s9. Te alternatywne czynniki sa
syntetyzowane tylko wtedy, gdy istnieje zapotrzebowa-
nie na produkty bedace pod ich kontrola [13, 24, 28].

4. Dwuskladnikowe systemy regulacyjne
u bakterii Gram-ujemnych

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne sa rowniez
rozpowszechnione ws$rod bakterii Gram-ujemnych.
Wykazano ich obecno$¢ m.in. u: Neisseria meningitidis
(system MisS/MisR), Salmonella enterica (system
BarA/SirA), Pseudomonas aeruginosa (systemy CbrA/
CbrA, PhoP/PhoQ), E. coli (system EnvZ/OmpR) czy
Agrobacterium tumefaciens (system VirA/VirS).

Najlepiej poznanym dwusktadnikowym systemem
regulacyjnym wsrod bakterii Gram-ujemnych jest sys-
tem EnvZ/OmpR u E. coli, warunkujacy synteze biatek
porynowych w odpowiedzi na zmieniajace si¢ ciSnienie
osmotyczne $rodowiska zewngtrznego (omoéwienie
w rozdz. 4.3). Budowa kinazy sensora (EnvZ) oraz re-
gulatora odpowiedzi (OmpR) staly si¢ jednoczesnie
,»wzorcowymi” modelami do wyodrgbnienia réznych
klas w obrebie tych bialek (rozdz. 2). Stwierdzono ho-
mologi¢ pomigdzy regulatorami odpowiedzi klasy
OmpR wérdd takich drobnoustrojow jak, np. B. subtilis
(SpoOF), S. pneumoniae (Spy), E. faecalis (Efa), Myco-
bacterium tuberculosis (Mtu) i Salmonella Typhimu-
rium (Sty) [55]. Podobna homologi¢ mozemy odnalez¢
wsrdd kinaz sensora typu EnvZ u Enterococcus sp.
(VanA), B. subtilis (KinA), E coli (ArcB) [47].

Ponizej opisane sa przyklady dwusktadnikowych
systemow regulacyjnych warunkujacych chorobotwor-
czo$¢ wybranych gatunkow bakterii Gram-ujemnych
oraz system EnvZ/OmpR u E. coli.

4.1. System AlgB/KinB i AlgR/AlgZ
u Pseudomonas aeruginosa

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne u P. aerugi-
nosa naleza do jednych z najlepiej poznanych. Do dnia
dzisiejszego opisano okoto 60 takich systemow u tego
drobnoustroju, m.in. system CbrA/CbrB, zaangazowa-
ny w regulacj¢ ekspresji genow kodujacych szlaki me-
taboliczne wykorzystujace argining, histydyng, proli-
n¢ jako zrodla wegla i azotu (podobnie jak system
NtrB/NtrC); system PprB/PprA, regulujacy przepusz-
czalno$¢ btony komoérkowej 1 wrazliwo$¢ na antybio-
tyki jak rowniez wytwarzanie laktonu N-acylohomo-
seryny, bioracego udzial w systemie quorum sensing
u bakterii Gram-ujemnych; system PhoP/PhoQ, zaanga-
zowany w regulacj¢ opornosci na polimyksyng w odpo-
wiedzi na stezenie jondw Mg?* w $rodowisku zewngtrz-
nym [11, 34, 37, 40].
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P. aeruginosa jest jednym z czynnikow etiologicz-
nych przewleklych zakazen ptuc, przede wszystkim
u chorych z mukowiscydoza (CF — cystis fibrosis) [32,
33, 62]. Wigkszos¢ szczepow P. aeruginosa izolowa-
nych od pacjentdow z CF sa to izolaty posiadajace zdol-
no$¢ wytwarzania egzopolisacharydu, zwanego algi-
nianem, sprzyjajacego tworzeniu biofilmu [32, 33].
Wysoki poziom syntezy alginianu zwiazany jest z syn-
teza alternatywnego czynnika sigma (0%?) kodowanego
przez gen algT (algU). Czynnik ten indukuje ekspre-
sj¢ co najmniej 4 genéw lub operondéw niezbgdnych
w syntezie alginianu, m.in. takich jak: gen algD, wa-
runkujacy synteze¢ kluczowego enzymu — dehydro-
genazy GDP-mleczanowej, czy tez operonow algB
i algR, kodujacych dwusktadnikowe systemy regula-
cyjne [32, 33, 62, 64].

W systemach tych rolg kinaz histydynowych spet-
niaja biatka KinB i AlgZ, a regulatorow odpowiedzi
biatka AlgB (dla kinazy KinB) i AlgR (dla kinazy
AlgZ). Oba te systemy kontroluja syntezg alginianu,
poprzez aktywacje procesu transkrypcji genu algD
[32, 33, 62, 64]. Okazuje si¢ jednak, iz w przypadku
tych systemow kontrola ekspresji genow odpowie-
dzialnych za syntezg¢ egzopolisacharydu nie moze by¢
rozpatrywana jako klasyczny proces zalezny od reak-
cji fosforylacji poszczegdlnych domen [32]. Badania
przeprowadzone przez M a i wsp. [32] wskazuja, ze
w warunkach in vitro defekt w fosforylacji regulatora
odpowiedzi AlgB nie wplywa na syntez¢ alginianu
i komorki te nadal produkuja ten zwiazek. W przy-
padku systemu AlgZ/AlgR wysunigto hipotezg, iz nie-
ufosforylowana forma regulatora odpowiedzi AlgR
moze odgrywac¢ rol¢ w nasileniu syntezy alginianu,
natomiast postac¢ ufosforylowana moze mie¢ wplyw na
inne funkcje komorki [32]. Przypuszcza sig, ze proces
autofosforylacji kinaz histydynowych KinB i AlgZ
moze by¢ uzalezniony od obecnosci pewnych czynni-
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kéw in vivo, jakie wystgpuja m.in. u pacjentow z CF,
np.: odwodnienie, wysoka osmolalno$¢, zmniejszona
zawarto$¢ zwiazkow odzywczych czy tez obecno$é
antybiotykow [33]. W konsekwencji moze to pobu-
dza¢ komorki do syntezy alginianu. Dlatego tez zaha-
mowanie proceséw fosforylacji zachodzacych w tych
systemach moze zapobiega¢ syntezie egzopolisacha-
rydu w komoérkach P. aeruginosa inicjujac proces za-
siedlania organizmu gospodarza [32].

4.2. System BvgS/BvgA u Bordetella pertussis

B. pertussis jest czynnikiem etiologicznym krztus-
ca. Chorobotworczos¢ tego drobnoustroju jest uwarun-
kowana synteza toksyn (toksyna krztuscowa, cyklaza
adenylowa, cytotoksyna tchawicza, endotoksyna) oraz
adhezyn (fimbrie otoczkowe). Synteza tych czynnikow,
kontrolowana jest przez dwuskladnikowy system regu-
lacyjny BvgS/BvgA. Bialko BvgS (gen bvgS) spetnia
role kinazy histydynowej, a biatko BvgA (gen bvgA)
— regulatora odpowiedzi. Kinaza BvgS stanowi przy-
ktad kinazy hybrydowej. Zbudowana jest z czterech
podjednostek: sensora, przekaznika, odbiornika zwane-
go regulatorem kinazy oraz czesci C-koncowej o nie-
znanej funkcji, oddzielonych krotkim i fragmentami
bogatymi w reszty alanina/prolina. Czg$¢ C-koncowa
nie wykazuje homologii do innych znanych kinaz [58].
W przypadku kinazy BvgS dochodzi do autofosfory-
lacji reszty His w domenie przekaZnika, a nastgpnie
reszty Asp w domenie odbiornika. Kazda z tych ufos-
forylowanych reszt aminokwasowych moze by¢ do-
norem grup fosforanowych dla biatka BvgA [58].
Biatko to powoduje aktywacje genu ptx kodujacego
toksyne krztuScowa oraz genow vir, takich jak: gen
cyaAd — kodujacy cyklaze adenylanowa, czy geny fim-1,
fim-2, fimX, kodujace fimbrie [6]. Nalezy doda¢, iz
w przypadku Bordetella bronchoseptica w odrdznieniu
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Aktywacja genow
czynnikéw chorobotwdrczosci

Rys. 5. Schemat dziatania systemu BvgS/BvgA u Bordetella pertussis
Sygnat srodowiskowy powoduje autofosforylacj¢ hybrydowej kinazy histydynowej (BvgS), a w dalszej kolejnosci regulatora odpowied zi (BvgA).
W konsekwencji prowadzi to do aktywacji genoéw dla biatek warunkujacych chorobotworczo$¢ tego drobnoustroju (szczegoty w tekscie).
D, — domena przekaznika, D, — domena odbiornika (regulatora kinazy), D; — czg$¢ C-koncowa, R — regulator.
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od B. pertussis, proces fosforylacji systemu BvgS/
BvgA prowadzi do zahamowania wydzielania toksyn
[55]. Rys. 5 przedstawia dzialanie systemu BvgS/
BvgA u B. pertussis.

4.3. System EnvZ/OmpR u Escherichia coli

Jednym z najlepiej zbadanych dwusktadnikowych
systemOw regulatorowych jest wspomniany system
EnvZ/OmpR u E. coli, odpowiedzialny za regulacje
syntezy biatek porynowych w blonie zewngtrznej
w odpowiedzi na zmieniajace si¢ ciSnienie osmotyczne
srodowiska zewngtrznego. Biatko EnvZ (gen envZ)
w systemie tym spetnia rol¢ kinazy histydynowej,
a biatko OmpR (gen ompR) — regulatora odpowiedzi.
Ufosforylowana forma biatka OmpR odpowiada za
poziom ekspresji genow ompC i ompF, warunkujacych
syntezg bialek porynowych w blonie zewngtrznej [5,
7, 20]. Biatka te odpowiedzialne sa za dyfuzj¢ matych
czastek o masie czasteczkowej mniejszej niz 650 Da
i posiadajacych charakter hydrofilny. Regulacja od-
powiednich bialek porynowych uzalezniona jest od
wartos$ci ci$nienia osmotycznego w $rodowisku zycia
bakterii. Stwierdzono, ze niska osmoralno$¢ lub wy-
sokie pH powoduj¢ fosforylacja tylko ok. 3,5% biatka
OmpR w stosunku do calej jego zawartosci w komorce
bakteryjnej, a w konsekwencji powoduje to aktywacje
genu biatka porynowego OmpF. W przypadku wyso-
kich warto$ci ci$nienia osmotycznego lub niskiego
pH, dochodzi do procesu fosforylacji ponad 10% cat-
kowitego poziomu regulatora odpowiedzi i aktywacji
syntezy biatka porynowego OmpC oraz represji syn-
tezy poryny OmpF [5, 7, 20].

5. Dwuskladnikowe systemy regulacyjne
u bakterii jako nowe potencjalne miejsca
dzialania dla lekéw przeciwdrobnoustrojowych

Sprawne funkcjonowanie dwusktadnikowych sys-
temow regulacyjnych w komorkach bakterii pozwala
im odpowiednio reagowa¢ na czynniki §rodowiska
zewngtrznego. Rowniez w sytuacji zasiedlania tka-
nek organizmu gospodarza, drobnoustroje sa podda-
wane dzialaniu szeregu jego mechanizmow obronnych
[57]. Obecnos¢ w komorkach bakterii dwusktadniko-
wych systeméw regulacyjnych, umozliwia patogenom
pokona¢ te bariery, sprzyja podzialom komorkowym
w tkankach gospodarza, prowadzac w ten sposob do
rozwoju infekcji, obejmujacych czasem caly orga-
nizm. Badania dwusktadnikowych systemow potwier-
dzity ich integralna rolg w patogenezie chorob infek-
cyjnych. Od kilku lat trwaja wigc w laboratoriach
proby syntezy zwiazkéw hamujacych ich aktywno$é
[2, 3, 56].
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Skuteczny i bezpieczny s$rodek przeciwdrobno-
ustrojowy powinien ingerowac specyficznie w procesy
zyciowe bakterii, tzn. powinien wykazywa¢ mozliwie
niska toksyczno$¢ w stosunku do komorek czlowieka
(gospodarza), a tym samym maksymalng wybiorczos¢
dziatania. Powinien niszczy¢ komorke bakteryjna i nie
by¢ toksyczny dla komoérek gospodarza. Niektore ce-
chy dwusktadnikowych systemoéw czynia z nich god-
ne uwagi potencjalne miejsca dziatania lekow prze-
ciwdrobnoustrojowych [56]. Waznymi cechami tych
systemow sa:

» powszechne wystgpowanie, czasami nawet w du-
zych iloSciach, w komorkach patogenow, jak to
ma miejsce w komorkach bakterii, na przyktad
P. aeruginosa gdzie zidentyfikowano ich ok. 60,

« funkcjonowanie jako integralna cz¢$¢ mechaniz-
mow odpowiedzialnych za metabolizm komorki
drobnoustroju,

 nieobecnos¢ podobnych systemow w komorkach
organizmoéw nalezacych do krdlestwa zwierzat,
a wiec rowniez i cztowieka,

o wysoka konserwatywnos$¢ kinaz sensora i regu-
latora odpowiedzi, zwlaszcza w obrgbie miegjsc
aktywnych, co nasuwa wniosek, ze srodek prze-
ciwdrobnoustojowy ingerujacy w dwusktadni-
kowe systemy regulacyjne decydujace o zjadli-
wosci, wykazywaé bedzie szerokie spektrum
dziatania przeciwdrobnoustrojowego [56].

Mechanizm dziatania dwusktadnikowego systemu
regulacyjnego wskazuje na kilka potencjalnych punk-
tow dla ingerencji inhibitora: etap odbioru sygnatu,
autofosforylacja sensora, interakcja pomigdzy senso-
rem a regulatorem oraz wiazanie regulatora do pro-
motora regulowanego genu [2, 56].

Ponadto, jesli okre§lone dwusktadnikowe systemy
regulacyjne odpowiadaja za antybiotykoopornos¢, to
ingerencja w ich dziatanie pozwoli zwigkszy¢ wraz-
liwos$¢ szczepow na antybiotyki. Jesli systemy te wa-
runkuja wlasciwosci chorobotwodrcze bakterii, to za-
hamowanie ich aktywnoS$ci moze przeciwdziataé
kolonizacji organizmu gospodarza i rozwojowi choro-
by infekcyjne;.

5.1. Naturalne inhibitory dwuskladnikowych
systemow regulacyjnych

Drobnoustroje z rodzaju Streptomyces maja zdol-
no$¢ produkeji wtérnych metabolitéw o duzej aktyw-
nos$ci przeciwbakteryjnej. W procesie fermentacji prze-
biegajacej z udziatem Streptomyces rimosus otrzymano
seri¢ halogenowanych pirolo-benzoksazyn, tzw. strep-
topiroli [56]. Charakteryzuja si¢ szerokim zakresem
dziatania przeciwbakteryjnego i przeciwgrzybiczego,
a co istotne wykazuja aktywno$¢ przeciwko wielo-
opornym szczepom S. aureus i E. coli. Mechanizm ich
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dziatania polega na hamowaniu procesu autofosfory-
lacji kinazy histydynowej. Jednoczes$nie sugeruje si¢,
ze obserwowana aktywno$¢ streptopiroli moze by¢
skutkiem réwniez innych niespecyficznych efektow,
takich jak proces agregacji [55, 56].

Wsréd naturalnych inhibitorow dwusktadnikowych
systemow regulacyjnych znane sa nienasycone kwasy
thuszczowe, ktore sa inhibitorami zaleznej od ATP
autofosforylacji kinazy histydynowej, bioracej udziat
w tworzeniu form przetrwalnych przez B. subtilis.
Znana jest tez zdolno$¢ bromowych pochodnych
zwiazkow fenolowych do hamowania aktywnosci sys-
temu dwusktadnikowego u 4. tumefaciens pozwalaja-
cego na infekowanie rosliny w miejscach zranienia [2].

5.2. Syntetyczne inhibitory dwuskladnikowych
systemow regulacyjnych

Do syntetycznych inhibitorow dwusktadnikowych
systemow regulacyjnych mozemy zaliczy¢ takie zwiaz-
ki jak: salicylanilidy, sole imidazolu, bis-fenole, halo-
fenyloizotiazolony, trityl czy benzimidazole i diarylo-
triazole [56].

Badania mechanizmu dziatania wykazaty, ze nie-
ktore sposrod najsilniej dziatajacych inhibitorow, jak na
przyktad salicylanilid czy benzimidazol, powoduja he-
moliz¢ erytrocytow, nie naruszajac jednoczesnie blon
komorkowych S. aureus. Fakt, iz wptywaja destrukcyj-
nie na komorki zaréwno prokariotyczne, jak i eukario-
tyczne, Swiadczy o tym, ze obserwowana inhibicja
wzrostu niektorych szczepow bakterii nie jest skutkiem
wybidrczego hamowania systemow regulatorowych,
ale réwniez zaburzen o innym charakterze [56]. Nie
eliminuje to jednak znanych juz syntetycznych inhibi-
torow jako potencjalnych skutecznych lekéw hamuja-
cych dwusktadnikowe systemy regulacyjne. Bis-fenole
wykazuja dziatanie hamujace kinazg histydynowa VanS
u enterokokow i metycylinoopornych szczepow gron-
kowca ztocistego. Podobne wlasciwosci wykazuja izo-
tiazolony, hamujac system VanS/VanR [3, 56, 59].

Otrzymano réwniez syntetyczne inhibitory systemu
AgIR/AlgZ w komorkach P. aeruginosa kontrolujacych
synteze alginianu. Substancje te nie dziataja bakterio-
bdjczo, ale hamuja wytwarzanie alginianu przez muko-
idalne szczepy P. aeruginosa, zwigkszajac tym samym
wrazliwos$¢ tej bakterii na dzialanie antybiotykow i ak-
tywno$¢ systemu immunologicznego gospodarza [2].

Przegladanie bibliotek zwiazkéw chemicznych
umozliwia odnalezienie inhibitoréw dwusktadniko-
wych systeméw regulacyjnych ale o niskiej selek-
tywnosci 1 r6znych mechanizmach dziatania. W po-
szukiwaniu skutecznych inhibitoréw tych systemow
korzystniejsze jest projektowanie nowych zwiazkow
z uwzglednieniem struktury kinaz sensora i regulatora
odpowiedzi jako punktu uchwytu [56].

245

6. Podsumowanie

Badania prowadzone w celu poznania dziatania
dwuskladnikowych systemow regulacyjnych, potwier-
dzily ich integralna rol¢ w adaptacji bakterii do zmie-
niajacych si¢ czynnikdw srodowiskowych, w tym row-
niez skutecznej kolonizacji organizmu czltowieka.
Systemy te sa tez zaangazowane w regulacje produkcji
czynnikow chorobotworczosci bakterii oraz ekspresj¢
oporno$ci na antybiotyki i chemioterapeutyki. Ten
wiasnie fakt czyni je godnymi zainteresowania elemen-
tami w komorkach bakterii z punktu widzenia medycz-
nego i farmakologicznego.

W dobie narastajacej lekoopornosci drobnoustro-
jOw 1 pojawiania si¢ szczepow wielolekoopornych,
wykazujacych oporno$¢ na obecnie dostgpne antybio-
tyki 1 chemioterapeutyki, waznym staje si¢ zagadnienie
poszukiwania nowych lekéw przeciwdrobnoustrojo-
wych. Poznanie dziatania dwuskladnikowych syste-
moéw regulacyjnych, ich funkcji dla zycia komorki
bakteryjnej oraz pierwsze badania nad zwiazkami ha-
mujacymi ich dziatanie, stwarza nowe mozliwosci
w poszukiwaniu nowych i skutecznych lekow prze-
ciwdrobnoustrojowych.
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1. Charakterystyka biochemiczna i genetyczna MBL. 2. Udziat MBL w aktywacji dopelniacza. 3. Wiazanie si¢ MBL do mikro-
organizmow. 4. Znaczenie wystgpowania niedoborow MBL w réznych chorobach. 5. Inne funkcje MBL. 6. Podsumowanie

Anti-infectious activity of human mannose-binding lectin (MBL)

Abstract: Mannose-binding lectin (MBL) is an important constituent of the innate immune system. It belongs to the collectin family
of proteins which are characterized by the presence of both a collagenous region and a carbohydrate recognition domain. In humans
the proteins of this family are encoded by a cluster of genes located on the long arm of the chromosome 10. Low levels of MBL are
caused by single nucleotide polymorphisms within exon 1 or in the promoter region of the MBL-2 gene. Such mutations have been
shown to be associated with an increased susceptibility to many infections. Absence or extremely low concentration of serum MBL
seems to be a risk factor for occurrence of some disorders, in particular autoimmune diseases.

MBL can bind through multiple sites to a range of sugars including mannose, N-acetylglucosamine and interact with a wide
spectrum of bacteria, viruses, yeasts, fungi, and protozoa decorated with such sugars. MBL bound to microbial surfaces is able to
activate complement system via the lectin pathway. This protein may also interact directly with cell surface receptors and thereby
promote opsonophagocytosis by a complement-independent pathway. There have been a number reports that MBL can modulate the
inflammatory response, but it is likely that the nature of the response is different for various organisms or group of organisms.

1. Biochemistry and genetics of MBL. 2. MBL as a complement activator. 3. MBL binding to microorganisms. 4. MBL deficiency
and associated diseases. 5. Other functions of MBL. 6. Summary

Stowa kluczowe: dopelniacz, biatko wiazace mannozg, niedobory MBL, opsonofagocytoza

Key words:

complement, mannose-binding lectin, MBL deficiency, opsonophagocytosis

1. Charakterystyka biochemiczna i genetyczna MBL

Biatko wiazace mannoze (MBL, mannose-binding
lectin) jest kolektyna nalezaca do lektyn zwierzgcych
typu C [63, 86]. Oprocz MBL do grupy kolektyn zali-
czane sa rowniez: bialka surfaktantu plucnego A i D
(SP-A i SP-D), kolektyna watroby 1 (CL-L1), kolek-
tyna tozyska 1 (CL-P1), konglutynina, kolektyna 43
(CL-43) 1 kolektyna 46 (CL-46) [86]. Biatka te, bedac
elementami wrodzonej odpornosci, odgrywaja klu-
czowa role jako pierwsza linia obrony organizmu wyz-
szego przed zakazeniem. Wazna cecha tej grupy biatek
jest zdolno$¢ rozpoznawania patogenow, co wymaga
odroznienia weglowodanowych struktur powierzch-
niowych komorek wlasnych i obcych.

MBL nalezy do biatek ostrej fazy i jego produkcja
w organizmie stymulowana jest przez czynniki zapa-
lenia. MBL jest glikoproteina osocza, produkowana
gtoéwnie w watrobie. Stwierdzono takze jej obecno$é
na powierzchni blon §luzowych np. uktadu pokarmo-
wego [86, 88]. MBL wystgpuje w osoczu w postaci
oligomerow sktadajacych si¢ z 3 do 6 jednostek. Naj-
czesciej sa to heksamery o strukturze podobnej do bu-
kietu kwiatow. Kazda z tych jednostek jest tripletem

32 kDa tancuchéw polipeptydowych. Pojedynczy tan-
cuch, sktadajacy si¢ z 228 aminokwasow, zawiera
cztery domeny: N-koncowa sekwencj¢ bogata w resz-
ty cysteinowe, region kolagenowy, region ,,szyjny”
i C-koncowa domeng wiazaca weglowodany (CRD,
carbohydrate-recognition domain) (Rys. 1) [63, 83].
Region N-koncowy zbudowany jest z 21 amino-
kwasow 1 zawiera czasteczki cysteiny, dzigki ktérym
tworza si¢ mostki disiarczkowe (SS) pomigdzy poje-
dynczymi tancuchami peptydowymi i tripletami MBL
[63, 83, 86]. Mostki SS oraz oddziatywania hydrofobo-
we stabilizuja strukturg tripletu. Domena kolagenowa
(59 reszt aminokwasowych) zawiera 19 powtarzaja-
cych sig¢ sekwencji Gly-X-Y, gdzie X 1Y sa dowolnymi
aminokwasami, ale czgsto sa to O-glikozylowane
prolina lub hydroksyprolina [63]. Region ten tworzy
w triplecie MBL strukturg heliksu, ktora jest stosunko-
wo oporna na dziatanie proteaz [86]. Domena kolage-
nowa jest odpowiedzialna za wiazanie si¢ MBL z pro-
teazami serynowymi MASP-1 1 MASP-2, co prowadzi
do aktywacji uktadu dopetniacza. Laczy si¢ ona takze
z receptorem dla sktadowej C1q dopelniacza (kalreti-
kulina, cC1qR) [58]. Hydrofobowy region ,,szyjny”
(30 aminokwas6éw — aa) ma strukturg¢ o-helisy, ktora
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Rys. 1. Budowa MBL

A. pojedynczy faficuch MBL: 1 — domena bogata w reszty cysteinowe,

2 —region kolagenowy, 3 — ,;szyjka”, 4 — domena CRD. B. trimer MBL.

C. Struktura biatka MBL obecnego w surowicy (za zgoda Wydawcy,
wg [83]; zmodyfikowany)

najprawdopodobniej wymusza tworzenie tripletow
MBL. Rekombinanty biatkowe zawierajace tylko re-
gion CRD i ,,szyjny” sa zdolne do tworzenia trimerow,
natomiast pozbawione regionu ,,szyjnego” ulegaja jedy-
nie dimeryzacji. Region CRD (118 aa) zawiera 22-ami-
nokwasowe konserwatywne sekwencje, posiadajace
cztery cysteiny. Reszty cysteinowe zdolne sa do two-
rzenia wewnatrztancuchowych mostkéw SS, niezbed-
nych do prawidlowego faldowania domeny CRD.
Domeny CRD maja zdolno$¢ taczenia si¢ z weglowo-
danami. Oligomeryzacja powoduje zwielokrotnienie
ilo$ci domen CRD w jednej czasteczce MBL, co zwigk-
sza zdolno$¢ wiazania si¢ tego biatka do ligandow
weglowodanowych. Czasteczki MBL z mniejsza iloscia
tripletéw lacza si¢ mniej efektywnie ze strukturami
cukrowymi i stabiej aktywuja uktad dopelniacza [7].

Region
, |
> i
550 -221
G C / \\
lub lub
C G +223 +230 +239
kodon 52 kodon 54 kodon 57
H/L XY Arg/Cys Gly/Asp Gly/Glu
A/D A/B A/C

I - regiony nie podlegajace translacji I - regiony kodujace

AGNIESZKA CISOWSKA, DOROTA TICHACZEK-GOSKA, WALDEMAR GOSKA

Domeny CRD posiadaja takze miejsca wigzania jonow
wapnia. Jony Ca™ sa bezposrednio zaangazowane
w interakcj¢ czasteczki MBL z ligandami cukrowymi
poprzez tworzenie wiazan koordynacyjnych z ekwa-
torialnie potozonymi grupami hydroksylowymi trze-
ciego i czwartego wegla danego cukru. Takie utozenie
grup -OH jest wymuszone obecnoscia wigzan wodo-
rowych pomigdzy aminokwasami w polipeptydzie
1 zawgza wiazanie si¢ MBL do okres$lonych cukrow,
takich jak: N-acetylo-D-glukozamina, mannoza, N-ace-
tylomannozamina, L-fukoza i glukoza [28, 89]. Jony
Ca*? moga ponadto wptywaé na tworzenie prawidto-
wej struktury przestrzennej CRD [56].

Gen kodujacy biatko MBL (MBL-2) zlokalizowany
jest u cztowieka na dlugim ramieniu chromosomu 10
(10q11.2-g21) i zawiera cztery egzony [69]. Egzon 1
koduje region N-terminalny bogaty w cysteing oraz
czes¢ regionu kolagenowego. Egzon 3 koduje hydro-
fobowy region ,,szyjny”, natomiast C-terminalna do-
mena CRD kodowana jest przez egzon 4. Promotor
zlokalizowany jest powyzej egzonu 1 genu MBL-2
(Rys. 2) [44]. W egzonie 1 genu MBL-2 opisano poli-
morfizm pojedynczych nukleotydow (SNP — single
nucleotide polymorphism) 1 w zwiazku z tym wyroz-
niono: dziki allel A genu oraz trzy jego warianty ozna-
czone jako allele B, C i D. Pierwsza opisana mutacja
punktowa (allel B) dotyczy nukleotydu 230 w kodo-
nie 54 [79]. Polega ona na substytucji GGC na GAC,
czego skutkiem jest zamiana glicyny na kwas aspara-
ginowy w polipeptydzie. Tranzycja guaniny na ade-
ning w 239 pozycji kodonu 57, czego wynikiem jest
zamiana glicyny na kwas glutaminowy, jest okreslana
jako wariant C [41]. Allele B i C zaburzaja ilo$¢ po-
wtorzen sekwencji Gly-X-Y w regionie kolagenowym,
czego efektem jest nieprawidlowe formowanie struktu-
ry helisy w triplecie tej domeny. Trzecia opisana mu-
tacja w egzonie 1 (allel D) jest podstawienie cytozyny
przez tyming w pozycji 223 kodonu 52, czego skut-
kiem jest zamiana argininy na cysteing [43]. Zwigk-

EGZON 3 EGZON 4

e o P

Rys. 2. Struktura genu MBL-2
(za zgoda Wydawcy, wg [83]; zmodyfikowany)
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szona ilo$¢ czasteczek cysteiny moze zaburza¢ formo-
wanie oligomeru poprzez tworzenie dodatkowych
mostkéw disiarczkowych. Mutacje w egzonie 1 wyste-
puja z niejednakowa czestoscia w réznych grupach
etnicznych. Wariant B spotykany jest u 22—28% Euro-
azjatow. Wariant C jest charakterystyczny dla Murzy-
néw subsaharyjskich i moze wystgpowaé w tej popu-
lacji u 50-60% ludzi. Mutacja D spotykana jest u 14%
Europejczykow, natomiast w innych populacjach jest
znacznie rzadsza [84].

SNPs wykryto takze w regionie promotorowym ge-
nu MBL-2 w pozycjach —550 (wariant H/L), —221
(wariant X/Y) oraz pozycji +4 (wariant P/Q). Maja one
wplyw na ekspresj¢ tego genu. Najczeéciej wystepujace
haplotypy, wynikajace z r6znych kombinacji opisanych
polimorfizmoéow, to: HYPA, LYPA, LYQA, LXPA,
LYPB, LYQC i HYPD [45, 85]. Wystgpowanie dzi-
kiego allelu A oraz haplotypow HY i LY zwiazane jest
z wysokim poziomem MBL w osoczu, podczas gdy
LX z niskim [44, 45].

Stezenie MBL w osoczu zalezy od wieku. U no-
worodkéow wynosi ono okoto 2/3 poziomu osoby do-
rostej i w ciagu kilku tygodni po porodzie osiaga ilo$¢
obserwowana u dorostych [1]. Stezenie tej lektyny w
osoczu jest bardzo zréznicowane w populacji ludzkiej
i wynosi od <10 ng/ml do 10 pg/ml. Determinowane
jest to gtownie przez polimorfizm genu MBL. Nie-
dobor MBL jest obserwowany u okoto 5% populacji
i jest zwiazany z ostrymi i nawracajacymi infekcjami
udzieci. Kakkanaiah iwsp.[32] znacznie czgsciej
obserwowali bardzo niskie stgzenie MBL (<5 ng/ml)
u dzieci i dorostych z nawracajacymi infekcjami niz
u 0s6b zdrowych, czego wynikiem byta staba zdolno$¢
opsonizacyjna surowicy tych pacjentow.

2. Udzial MBL w aktywacji dopekiacza

MBL jest jedynym biatkiem z grupy kolektyn, ktore
aktywuje uktad dopeiniacza. Sktada si¢ on z okoto
25 biatek, z ktorych czg$¢ ma charakter enzymatyczny,
produkowanych gtéwnie przez komorki watroby oraz
monocyty/makrofagi [15, 74]. Dziatanie biatek dopel-
niacza kontrolowane jest przez ponad 10 czynnikéw
m.in. C1-INH (inhibitor C1), fI i fH (czynniki I oraz
H), DAF (CD55), MCP (CD46) i inne [52, 73]. Wigk-
szo$¢ biatek dopetniacza krazy we krwi oraz r6znych
ptynach ustrojowych w formie nieaktywnej. Podczas
aktywacji, majacej charakter kaskadowy, nieaktywne
proenzymy ulegaja przeksztalceniu w proteazy, dla
ktorych substratami sa kolejne biatka uktadu dopetnia-
cza. Aktywacja tego uktadu odbywa si¢ na drodze lek-
tynowej, klasycznej i alternatywnej (Ryc. 3).

Lektynowa droga aktywacji dopelniacza jest nie-
zalezna od przeciwcial. Polega ona na wiazaniu si¢
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(w obecnosci jonéw Ca*?) biatkka MBL z cukrami
obecnymi na powierzchni réznych patogenow, takich
jak bakterie, wirusy, grzyby i pierwotniaki [73, 84].
Sita tego wiazania zalezy od rodzaju cukru i w przy-
padku ludzkiego MBL jest nast¢pujaca: N-acetyloglu-
kozamina > mannoza, N-acetylomannozamina, fukoza
> maltoza > glukoza > galaktoza, N-acetylogalakto-
zamina [28]. Biatko MBL krazy w surowicy w kom-
pleksie z proteazami serynowymi MASP-1, MASP-2,
MASP-3 oraz nieproteazowa pochodng MASP-2
— sMAP (small MBL-associated protein, Mapl9),
ktoérych budowa przypomina strukturg sktadowych Clr
i Cls dopeliacza. Zwiazanie si¢ MBL z czasteczka
cukru powoduje przeksztatcenie proenzymow proteaz
serynowych, zawierajacych jeden polipeptyd, w ich
aktywne formy zbudowane z dwoch tancuchow po-
lipeptydowych (H-high i L-light). Stwierdzono, ze
MASP-1 rozszczepia sktadowe C3 i C2 dopetniacza,
a MASP-2 rozbija sktadowe C4 i C2. Wynikiem tych
oddziatywan jest utworzenie konwertazy C3 (C4b2a)
[13, 15]. MASP-3 jest alternatywnym produktem ob-
robki potranskrypcyjnej genu MASP-1. Funkcja tej
proteazy polega na blokowaniu aktywnosci MASP-2,
natomiast znaczenie SMAP pozostaje niewyjasnione
[15, 49, 73]. Dahl i wsp. [10] stwierdzili, ze rézne
oligomery MBL kraza w surowicy w potaczeniu z okres-
lonymi proteazami serynowymi. MASP-1 i sSMAP wia-
73 si¢ z mniejszymi oligomerami MBL, podczas gdy
MASP-2 i MASP-3 z wigkszymi. Znaczenie biolo-
giczne takiego specyficznego wiazania si¢ MBL nie
zostato jeszcze wyjasnione.

Droga lektynowa moze by¢ aktywowana takze przez
grupe biatek zwanych fikolinami, ktére podobnie jak
MBL maja zdolno$¢ wiazania si¢ z proteazami sery-
nowymi. U ludzi zidentyfikowano trzy rodzaje fikolin
nazwanych: L, H i M. Zaobserwowano, ze fikoliny L
i H aktywuja dopehiacz na drodze lektynowej w po-
wiazaniu z biatkami MASP. Nie dowiedziono, czy
podobna aktywno$¢ posiada rowniez fikolina M. Wy-
kazano natomiast, ze moze ona dziala¢ jako receptor
fagocytarny dla patogenéw, obecny na powierzchni
krazacych we krwi monocytow oraz makrofagow
w phucach i §ledzionie. Ludzkie fikoliny wiaza si¢
z N-acetyloglukozamina, ale nie z czasteczkami man-
nozy. Ponadto fikolina H ma zdolno$¢ taczenia si¢
z N-acetylogalaktozamina [15, 49, 73].

Droga klasyczna rozpoczyna si¢ przylaczeniem
sktadnika C1q do kompleksu ztozonego z antygenu
i jednej czasteczki przeciwciata klasy IgM lub antyge-
nu i dwoch czasteczek przeciwciat klasy IgG (kompleks
immunologiczny), co stanowi sygnal do aktywacji
podjednostek Clri Cls [73, 74]. Aktywna podjednost-
ka Cls powoduje proteolityczny rozktad C4 oraz C2
na podjednostki a i b. Podjednostki C4b i C2a tworza
enzym — konwertazg C3 (C4b2a).
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Rys. 3. Drogi aktywacji dopetniacza

Aktywacja dopelniacza na drodze alternatywnej
odbywa sig spontanicznie i nie wymaga udziatu prze-
ciwciat. Do aktywatorow tej drogi zalicza si¢ bakterie
Gram-dodatnie i Gram-ujemne (szczeg6lnie polisa-
charydy $cian bakteryjnych), wirusy i zarazone przez
nie komorki, grzyby, pierwotniaki, niektore robaki pa-
sozytnicze oraz komorki nowotworowe. W poczatko-
wej fazie aktywacji pobudzona forma czynnika C3,
C3(H,0), wiaze si¢ w obecnosci jonow Mg*? z czyn-
nikiem B. Powstaty kompleks C3(H,0)B oddziatuje
z biatkiem D, ktére powoduje oddysocjowanie pod-
jednostki Ba. Nastepuje hydroliza C3 do C3a i C3b.
Utworzona w ten sposob konwertaza C3, (C3bBbP),
stabilizowana jest properdyna (P) [73, 74].

Powstate konwertazy wszystkich trzech drog akty-
wuja czynnik C3, w wyniku czego powstaja: podjed-
nostka C3a o charakterze anafilatoksyny, C3b — majaca
zdolno$¢ wiazania si¢ do btony docelowej oraz iC3b
— zdefektowane bialtko biorace udziat w opsonizacji,
lecz nie aktywujace koncowych biatek uktadu dopet-
niacza. Czasteczki C3b stanowig réwniez sktadowa
konwertaz C5 drogi klasycznej i lektynowej (C4b2a3b)
oraz drogi alternatywnej (C3bBbP). Powoduja one
proteolize czynnika C5 na C5a i C5b. Fragment C5b
przytacza kolejno pozostate sktadniki dopetniacza (C6,
C7, C8 1 C9) tworzac w blonie komoérki docelowej
kompleks atakujacy btong C5b-9 (membrane attacs
complex — MAC). MAC uszkadza btong poprzez two-
rzenie w niej kanatdéw, prowadzac do zaburzen gospo-
darki jonowej, nieodwracalnych zmian w metaboliz-
mie komorki, a w rezultacie do jej Smierci [73, 74].

Wykazano, ze oprocz organizmu cztowieka, w pelni
rozwinigty system dopelniacza, ze wszystkimi trzema
drogami aktywacji, wystepuje w réznych grupach sys-
tematycznych zwierzat (zardwno u ryb chrzgstnoszkie-
letowych, jak i wyzszych krggowcoéw). Jednakze nie
wszystkie komponenty tego systemu zostaty do tej pory
zidentyfikowane. Réwniez u niektérych bezkrggowcow
wykryto obecno$¢ kilku waznych skladnikow kom-
plementu, takich jak: C3 i sekwencje C2/B-podobne
(jezowce), czy GBL (glucose binding lectin), lektyng
homologiczna z MBL i fikolinami, proteazy serynowe
MASP, a takze czynnik C3 (zachwy) [15, 74].

3. Wiazanie si¢ MBL do mikroorganizméw

Interakcja MBL z powierzchnia komorek docelo-
wych zostala potwierdzona badaniami nad zdolno$cia
taczenia sig tej kolektyny do cukréw obecnych w struk-
turach powierzchniowych (np. LPS) okre§lonych mi-
kroorganizmow (Tab. 1) [31]. Wykazano réwniez,
ze zmiany w kompozycji cukréw moga mie¢ istotny
wplyw na obnizenie wiazania si¢ MBL z powierzchnia
komorki, co moze by¢ waznym mechanizmem wirulen-
cji bakterii. Nie jeste§my jednak w stanie jednoznacznie
przewidzie¢, jaka bedzie interakcja MBL z konkret-
nym organizmem, mimo iz niejednokrotnie bardzo
dobrze znamy sekwencje czasteczek cukrow w struk-
turach powierzchniowych okreslonego patogenu.

Wiele badan koncentruje si¢ na patogennych Neis-
seria meningitidis i N. gonorrhoeae, poniewaz do pet-
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Tabela I

Wiazanie MBL do réznych mikroorganizméw (za zgoda Wydawcy, wg [31]; zmodyfikowana)

Organizmy, dla ktorych okreslono ilosciowo zdolno§¢ wiazania MBL do powierzchni®

Organizmy

I3

Badano pojedyncze szczepy lub nie wykazano
rbéznic pomig

dzy pokrewnymi szczepami

Enterococcus faecalis

Staphylococcus epidermidis

-hemolityczne paciorkowce grupy B

Streptococcus suis

Clostridium sp.

Listeria monocytogenes

Nie
wykrywalna

Niska

Srednia

Wysoka

Neisseria mucosa

Neisseria subflava

Neisseria cinerea

Pseudomonas aeruginosa

Proprionibacterium acnes

Bifidobacterium bifidum

Burkholderia cepacia

Actinomyces israelii

Cryptosporidium parvum (Sporozoity)

Notowano bardzo duza zmiennos$é¢
pomigdzy szczepami

Streptococcus pneumoniae

-hemolityczne paciorkowce grupy A

Staphylococcus aureus

Klebsiella sp.

Eschericia coli

Haemophilus influenzae

Eubacterium sp.

Fusobacterium sp.

Veillonella sp.

Bacteroides sp.

Candida albicans

Aspergillus fumigatus

Duze réznice
w zaleznoS$ci

od struktury
powierzchniowej

danego szczepu

Salmonella enterica sv. Typhimurium

S. enterica serowar Montevideo

Neisseria gonorrhoeae

Neisseria meningitidis

Cryptococcus neoformans
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Wykrywalna zdolno$¢ przytaczania si¢ MBL do organizmow®

Schistosoma mansoni, Mycobacterium avium, Chlamydia trachomatis, HIV, wirus grypy typ A

Prawdopodobne przytaczanie si¢ MBL do organizméw*

Leishmania chagasi

2 — organizmy, dla ktorych zdolnos$¢ wigzania si¢ MBL zostala zestawiona z licznymi innymi organizmami lub ze standar-
dem. Grupa zawiera glownie organizmy opisane w [39, 54, 82, 87], ktore zostaty podzielone na 3 grupy.
b — organizmy, do ktdrych przytaczanie si¢ MBL potwierdzaja jedynie pojedyncze doniesienia, ale bez mozliwosci okre$-

lenia ilo$ciowej zalezno$ci z innymi organizmami.
¢ — organizmy, do ktorych MBL prawdopodobnie sig wiaze.

nej obrony organizmu gospodarza przed zakazeniem
tymi bakteriami niezbgdna jest aktywacja dopetniacza
na wszystkich trzech drogach. Dla wigkszo$ci mikro-
organizméw opsonizacja komorki patogenu przez
sktadowe C3b/iC3b dopetniacza stymuluje fagocyto-

z¢, co jest wystarczajace w ochronie przed rozwojem
zakazenia. Takiej sytuacji nie obserwuje si¢ w przy-
padku patogennych Neisseria, ktore sa stabo fago-
cytowane przez neutrofile nawet po opsonizacji skta-
dowa C3 dopetniacza [66]. Lipooligosacharyd (LOS)
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szczepow z rodzaju Neisseria czgsto zawiera kwas sja-
lowy jako terminalna czasteczke wystepujaca zamiast
lancucha O-swoistego [84]. Badania z wykorzysta-
niem izogennych mutantow N. meningitidis, wykaza-
ly, ze organizmy sjalylowane sa oporne na atak MBL
i przez to niewrazliwe na bakteriobdjcze dziatanie su-
rowicy, podczas gdy desjalylowane sa wrazliwe [84].
Zdolnos$¢ wiazania si¢ MBL do tych szczepow byla
takze obnizona dzigki obecno$ci otoczki zbudowanej
z homopolimeru kwasu sjalowego. Mialo to jednak
o wiele mniejsze znaczenie niz sjalylacja struktury
LOS. Gulati i wsp. [23] wykazali, ze dodawanie
MBL do surowicy 0s6b z niedoborem tego bialka, nie
powoduje redukcji przezywalnosci szczepdw N. go-
norrhoeae, co bylo spowodowane inaktywacja proteaz
serynowych przez regulatory aktywnosci biatek uktadu
dopetiacza: Cl-inhibitor i «,-makroglobuling. Bada-
nia te wskazuja, ze MBL najprawdopodobniej nie
odgrywa znaczacej roli w bakteriobdjczej aktywnosci
surowicy wobec tych szczepéw. Autorzy ci stwierdzili
takze, ze catkowita sjalylacja LOS znosi wiazanie sig
MBL oraz sktadowych C4 i C3b dopetniacza, co na-
daje tym bakteriom 100%-owa oporno$¢ na surowicg.

Znaczenie MBL w aktywowaniu uktadu dopehia-
cza przez szczepy Staphylococcus aureus pozostaje
nadal nie do konca wyjasnione. Neth i wsp. [55] ob-
serwowali wzrost depozycji sktadowych C4 i C3 do-
petniacza na powierzchni tych bakterii w obecnosci
MBL, podczas gdy Cunnion i wsp. [9] nie zauwazyli
wptywu MBL na aktywacja dopetniacza przez gron-
kowce S. aureus. Te kontrowersyjne doniesienia naj-
prawdopodobniej wynikaja z zastosowania réznych
surowic przez autordw. Pierwsi wykorzystali surowice
dorostych o0sob z genetycznie uwarunkowanym niedo-
borem MBL, ale zawierajaca immunoglobuliny, pod-
czas gdy drudzy uzyli surowice pacjenta z hypo-y-glo-
bulinemia, z ktorej usungli MBL.

Wazna biologiczna rola biatka MBL, oprocz akty-
wacji dopelniacza na drodze lektynowe;j jest takze jego
udzial w opsonofagocytozie. Fagocytoza moze by¢
pobudzana przez MBL w dwojaki sposob [84]. Biatko
to stymuluje fagocyty do wychwytywania patogenow
poprzez aktywacje drogi lektynowej uktadu dopehnia-
cza oraz opsonizacj¢ mikroorganizmow przez sktado-
we C3b oraz iC3b dopehiacza. Biatko C3b jest rozpo-
znawane przez receptor CR1 (CD35), natomiast iC3b
przez receptor CR3 obecne na fagocytach. MBL moze
rowniez dziala¢ bezposrednio jako opsonina wiazac
si¢ do weglowodanow na powierzchni mikroorganiz-
mow, a nastgpnie oddziatujac z receptorami MBL na
komorkach fagocytujacych.

Neth i wsp. [55] dodawali kompleksy MBL/
MASP do surowic pacjentéw z wrodzonym niedobo-
rem MBL i obserwowali depozycjg C3b/iC3b na ko-
morkach S. aureus, co bylo jednoczesnie zwiazane ze
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znaczacym wzrostem wychwytywania tych bakterii
przez neutrofile. Rowniez w przypadku Saccharomy-
ces cerevisiae obserwowano zalezna od dopetniacza
opsonizacj¢ komorek tych mikroorganizmow, ktora ule-
ga zahamowaniu w przy braku MBL w surowicy [80].

Wiele prac opisuje bezposrednie zaangazowanie
MBL w fagocytoze [26, 38, 62, 70]. Stwierdzono, ze
wiazanie si¢ MBL do bogatego w mannoz¢ LPS szcze-
pu Salmonella enterica serowar Montevideo wzmaga
aktywacje¢ uktadu dopetniacza, czego rezultatem jest
opsonizacja i zabicie bakterii przez komorki fagocy-
tujace. Uwarunkowane jest to wigzaniem si¢ O-anty-
genu do MBL oraz aktywacji dopelniacza na drodze
lektynowej [70]. Kuhlman i wsp. [38] wykazali,
ze przytaczenie si¢ MBL do czasteczek mannozy
w O-antygenie LPS komorek tych pateczek, jest wy-
starczajace do wychwytywania i zabijania ich przez
neutrofile i monocyty. Jednakze inni autorzy obserwo-
wali fagocytoze takich szczepow dopiero po wczes-
niejszej stymulacji neutrofili przez fibronektyneg [21].
MBL, wiazac si¢ do receptora CR1 na powierzchni
neutrofili, byto zdolne do pobudzenia fagocytozy pa-
teczek S. enterica serowar Montevideo, jesli bakterie
byly optaszczone przez IgG. Podobna sytuacje obser-
wowano w przypadku Cryptococcus neoformans, kie-
dy MBL wzmagat fagocytoze¢ dopiero po opsonizacji
komorek tych mikroorganizméw immunoglobulinami
[40]. Dodatkowy czynnik opsonizujacy nie zawsze
wydaje si¢ by¢ niezbgdny do inicjacji fagocytozy
przez MBL. Wykazano, ze samo MBL wzmaga wy-
chwytywanie czasteczek wirusa grypy typu A przez
neutrofile [26]. MBL moze takze zapobiega¢ induko-
wanemu przez tego wirusa hamowaniu produkcji nad-
tlenkéw i wzmagac¢ tworzenie H,O, przez neutrofile.
Rowniez w przypadku Mycobacterium avium zaobser-
wowano, ze samo MBL zwigksza aktywnos¢ fagocy-
tarna makrofagow [62]. Bonar i wsp. [3] zauwazyli,
ze w obecnosci MBL M. bovis aktywuje dopetniacz,
a ponadto wzrasta skuteczno$¢ wychwytywania tych
bakterii przez neutrofile.

Strapagiel 1 wsp. [78] badali intensywnos$¢
fagocytozy komorek Helicobacter pylori przez ludzkie
granulocyty w podtozach zawierajacych cztery rdzne
surowice ludzkie: nMBL — petna, nie inaktywowana
surowica zawierajaca naturalne MBL; (-)MBL — suro-
wica pozbawiona MBL; rtMBL — surowica pozbawiona
MBL, do ktérej dodano rekombinowanego MBL;
nMBL + anty-rMBL — petna surowica zawierajaca na-
turalne MBL z dodatkiem przeciwcial anty-rMBL.
Autorzy obserwowali lepsze pochtanianie komorek
H. pylori przez ludzkie granulocyty, jesli podtoze za-
wierato surowicg (—)MBL lub surowice nMBL + anty-
rMBL, niz w przypadku podtoza z nMBL. W procesie
tym najprawdopodobniej zaangazowany byt uktad do-
petiacza. Podczas fagocytozy, w obecnosci surowicy
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nMBL, biatko MBL oddziatujac z H. pylori aktywowa-
o dopetniacz na drodze lektynowej, w wyniku czego
powstawaty kompleksy MAC. Na skutek zaleznej od
dopehiacza lizy bakterii, ilos¢ komoérek H. pylori,
ktora pozostawala w podtozu i mogta ulec fagocytozie
byta obnizona. Droga lektynowa mogta by¢ takze akty-
wowana w surowicy nMBL i (-)MBL przez fikoliny.
H. pylori w swoich strukturach powierzchniowych za-
wiera N-acetyloglukozaming i mannozg. Fikoliny maja
zdolno$¢ taczenia si¢ z N-acetyloglukozaming ale nie
z mannoza [73]. Dlatego tez w surowicy (—)MBL,
mozliwe bylo tworzenie kompleksow MAC, jednak
W znacznie mniejszym stopniu. Liza komorek, spowo-
dowana aktywacja dopeliacza, byta w tym przypadku
stabsza i w podtozu pozostawato wigcej bakterii ulega-
jacych fagocytozie. Innym wyjasnieniem obnizenia ak-
tywnosci fagocytarnej granulocytow wobec H. pylori
w $rodowisku zawierajacym nMBL, moze by¢ inten-
sywne oplaszczanie bakterii przez MBL. W ten sposob
biatko to moze zastania¢ powierzchniowe adhezyny
H. pylori, wazne dla rozpoznania i pochlonigcia tych
mikroorganizméw przez fagocyty. Staba fagocytoza
H. pylori w surowicy tMBL potwierdza t¢ sugestig.
Strapagiel iwsp. [78], poréwnujac fagocytozg ko-
morek H. pylori oraz st¢zenie MBL w surowicach otrzy-
manych od pacjentéw zainfekowanych H. pylori i zdro-
wych ochotnikdéw nie zaobserwowali istotnych roznic.
MBL wiaze si¢ takze z licznymi formami rozwojo-
wymi pierwotniakow wystepujacych we krwi, takimi
jak: Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi czy
liczne gatunki Leishmania. Pasozyty z rodzaju Leish-
mania sa wewnatrzkomorkowymi patogenami, infeku-
jacymi gtownie makrofagi. Dostanie si¢ pierwotniaka
do fagocytu wymaga optaszczenia jego powierzchni
sktadowymi dopelniacza aktywowanymi na drodze
lektynowej. Stymuluje to wychwytywanie patogenu
dzigki powierzchniowym receptorom dla C3b/iC3b na
powierzchni komorek zernych [53]. W okreslonych
warunkach $rodowiska deficyt tego biatka moze by¢
korzystny dla makroorganizmu. Hipotezg ta potwier-
dzaja obserwacje wystepowania korelacji pomigdzy
stezeniem MBL w osoczu, a podatno$cia na leiszma-
nioz¢ trzewna [68]. Pacjenci z ta choroba mieli zna-
czaco podniesiony $redni poziom MBL w surowicy
i czgSciej wystgpowaty u nich warianty genu MBL-2
W poréwnaniu z grupa kontrolna. Peters iwsp. [61]
wykazali, ze wewnatrzkomorkowe formy amastigota
L. mexicana wydzielaja substancj¢ zwana proteofos-
foglikanem, ktora jest wiazana przez MBL, co skutkuje
aktywacja kaskady biatek dopetniacza i uwolnieniem
bialek stanu zapalnego. Pasozyty uzywaja tego mecha-
nizmu do zwabiania monocytéw w miejsce infekcji.
MBL wiaze si¢ takze z licznymi stadiami rozwojo-
wymi przywry krwi Schistosoma mansoni i akty-
wuje dopetniacz in vitro [35]. Autorzy ci nie stwier-
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dzili r6znic w stezeniu MBL w surowicach osob zdro-
wych i zarazonych Schistosoma sp.

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze ludzie z nie-
doborami MBL w surowicy, sa bardziej podatni na
zakazenie wirusem HIV [16], co potwierdzaja doswiad-
czenia in vitro wykazujace, ze MBL wiaze si¢ z gliko-
proteinami gp120 wirusa HIV-1 i gp110 HIV-2. Obie
glikoproteiny zawieraja oligosacharydowe tancuchy po-
siadajace 7, 8 Iub 9 czasteczek mannozy [24, 25]. Pota-
czenie si¢ gpl120 z MBL powoduje brak mozliwos$ci
jego zwiazania z receptorem CD4 na limfocytach T.
Konsekwencje wigzania si¢ MBL do HIV nie sa do
konca ustalone. By¢ moze prowadzi to do neutralizacji
wirusa poprzez aktywacje dopetniacza albo zwigksza
wychwytywanie czastek wirusa przez komorki fago-
cytujace. W zaleznosci od tego, czy fagocyty sa zdolne
do zabicia wirusa, czy tez nie, prowadzi to do zahamo-
wania lub rozwoju infekcji. Ostatnie badania Ying
i wsp. [90] wykazuja, ze MBL moze opsonizowaé
wirusa HIV. Cho¢ nie powoduje to jego neutralizacji
w przecigtnych stezeniach tego biatka w surowicy
ludzkiej, zmienia jednak prezentacj¢ antygenow wiru-
sowych podczas infekcji HIV. MBL moze zmieniac¢
takze zdolno$¢ wychwytywania wirusa przez komorki
dendrytyczne (DC). Komoérki DC, wytwarzajace po-
wierzchniowa lektyne DC-SIGN (dendritic cell-speci-
fic intracellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)-grab-
bing non-integrin) zdolna do laczenia si¢ z limfocyta-
mi T, powoduja infekcje tych komorek wirusem [90].
Preinkubacja HIV z MBL hamuje wychwytywanie
wirusa przez komorki DC i infekcje limfocytow T,
a tym samym rozprzestrzenianie si¢ HIV w organizmie.
Badania epidemiologiczne skupiaja si¢ nad znalezie-
niem odpowiedzi na dwa pytania: czy niedob6r MBL
podnosi ryzyko zakazenia wirusem HIV, oraz czy ist-
nieje jaka$ korelacja pomigdzy przebiegiem infekcji
a posiadaniem okreslonych alleli genu MBL-2. Czgsé
autorow twierdzi, ze niedobory MBL zwigkszaja nawet
osmiokrotnie ryzyko zakazenia HIV [16, 57, 64] oraz
podnosza ryzyko transmisji wirusa przez lozysko [4].
Sa jednak badania, ktore zaprzeczaja roli MBL w tych
zakazeniach [48]. Istnieja takze niejasnos$ci w odniesie-
niu do roli MBL w przebiegu AIDS. Garred i wsp.
[16] zaobserwowali, ze pacjenci z wariantami alleli
genu MBL-2, wykazuja znacznie krotszy czas przezy-
cia od momentu wystapienia AIDS, niz pacjenci z alle-
lem dzikim. Jednakze badania Maas i wsp. [42]
wskazuja, ze posiadanie wariantow alleli genu MBL-2
wydluza czas rozwoju petlnoobjawowego AIDS, ale
potem nie ma znaczacego wplywu na dtugos¢ zycia
chorych. Ponadto, posiadanie jednego z wariantow tego
genu chroni przed rozwojem migsaka Kaposiego. By¢
moze obserwowane w badaniach Garred iwsp.[16]
szybsze zejscia Smiertelne pacjentow z AIDS byly zwia-
zane z wigksza podatnos$cia tych oséb na zakazenia
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oportunistyczne. Potwierdzalyby to takze badania pa-
cjentow chorych na AIDS prowadzone przez Kelly
i wsp. [33]. Chorzy, ktérzy byli homozygotami pod
wzgledem wariantéw alleli genu MBL-2, wykazywali
podwyzszone ryzyko wystapienia kryptosporidiozy.
Autorzy stwierdzili w tresci jelita cienkiego obecnosé
biatka MBL oraz jego zdolno$¢ do wiazania ze sporo-
zoitami Cryptosporidium parvum 1 aktywacji uktadu
dopetniacza. Wykazano roéwniez, ze obecnos$¢ reszt
kwasu sjalowego w czgéci weglowodanowej gpl120
obniza zdolno$¢ wiazania si¢ MBL do wirusa. Taka
modyfikacja bogatych w mannoz¢ oligosacharydow
w moze prowadzi¢ do zaburzenia kolektyno-zaleznej
obrony przeciwwirusowej [24, 25].

Rowniez w przypadku wirusa grypy typu A obser-
wuje si¢ przylaczanie biatka MBL, co powoduje akty-
wacj¢ dopelniacza i prowadzi do lizy komorek zaka-
zonych tym patogenem [65].

4. Znaczenie wystegpowania niedoboréw MBL
w réznych chorobach

Niedobory MBL byly poczatkowo rozpoznawane
jako defekty opsonizacji u dzieci z infekcjami o nie-
wyjasnionej etiologii oraz zaburzeniami wzrostu i roz-
woju [80]. Sugeruje to, ze lektyna ta odgrywa gtdwna
rolg w nieswoistej odpornosci przeciwzakaznej migdzy
6—18 miesiacem zycia, kiedy nie sa jeszcze w pelni
wyksztatcone mechanizmy odpornosci swoiste;j.

Stwierdzono, ze braki MBL sa waznym czynnikiem
ryzyka predysponujacym, gtéwnie male dzieci, do na-
bycia réznych infekcji, szczegdlnie chorob uktadu od-
dechowego [37]. Wieloletnie obserwacje prowadzone
przez Klein [36] grupy hospitalizowanych dzieci,
cierpiacych na nawracajace infekcje, pomogly zidenty-
fikowa¢ pacjentow, wsrod ktorych wystepujace scho-
rzenia byly najprawdopodobniej skutkiem niedoborow
biatka MBL. Typowa historia choroby obejmowata in-
fekcje gornych lub dolnych drog oddechowych, rozpo-
czynajace si¢ pomigdzy 3 a 6 miesiacem zZycia, powta-
rzajace si¢ 1-2 razy w miesiacu az do wyksztalcenia si¢
swoistej odpornosci immunologicznej. Czynnik etiolo-
giczny tych chordb czgsto pozostawal nieokreslony.
Wielu autorow podkresla rowniez, ze MBL, a tym sa-
mym aktywacja dopelniacza na drodze lektynowej, ma
ogromne znaczenie w poczatkowym stadium infekcji
jako pierwsza linia obrony organizmu wyzszego przed
czynnikami zakazenia [31, 84]. Rozwaza sig istnienie
wspotzaleznosci pomigdzy niskim poziomem MBL
W surowicy, a wystgpowaniem okre§lonych chorob.

Carlsson i wsp. [5] okreslali kliniczne zna-
czenie biatka MBL w mukowiscydozie (CF). Autorzy
zaobserwowali, ze koncentracja MBL w surowicy
chorych byla wyzsza, niz w grupie zdrowych osob.
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Nie znaleziono jednak korelacji pomigdzy niedoborem
MBL a spadkiem funkcji ptuc u ludzi z CF, okre$lanej
na podstawie wartosci parametru FEV, (ilos¢ po-
wietrza wydmuchiwana w pierwszej sekundzie przy
nasilonym wydechu). Poziom FEV, u pacjentow z CF
byt podobny, niezaleznie od wystepujacych u nich
alleli genu MBL-2. U pacjentéw okreslono takze za-
lezno$¢ migdzy poziomem MBL w surowicy, a czgs-
toscia zasiedlania ich drog oddechowych przez okres-
lony drobnoustrdj. U 50% chorych z normalnym
poziomem biatka MBL obserwowano kolonizacje
drég oddechowych przez pateczki Pseudomonas aeru-
ginosa. Natomiast w grupie 0sob z niedoborami MBL
taka kolonizacj¢ odnotowywano znacznie rzadziej
(22%). Najczesciej izolowanym od tych ludzi pato-
genem byt S. aureus. Poniewaz S. aureus, w przeci-
wienstwie do P. aeruginosa ma zdolno$¢ wiazania si¢
z MBL, to u chorych z normalnym poziomem tego
biatka komorki gronkowca ztocistego sa eliminowa-
ne. Natomiast obnizenie poziomu MBL w surowicy
sprzyja kolonizacji tym patogenem.

Badano takze, czy niedoborami biatka MBL, ktére
bardzo dobrze wiaze si¢ do komoérek grzybow Asper-
gillus sp., mozna ttumaczy¢ wystgpowanie przewlektej
nekrotyzujacej aspergilozy ptucnej (CNPA). Wsrod
pacjentow z CNPA, az 70% posiadato haplotypy
charakterystyczne dla obnizonego poziomu MBL w su-
rowicy. Szczegdlnie czgsto u tych pacjentow obserwo-
wano mutacj¢ w kodonie 52 genu MBL-2 [8].

Istnieja takze pewne doniesienia o niedoborach
MBL u pacjentdw z zapaleniem watroby, ktore wska-
zuja, ze kolektyna ta moze mie¢ modulujaca role
w przebiegu tej choroby. Wsrdd japonskich pacjentow
z chronicznym zapaleniem watroby typu C, stabo od-
powiadajacych na terapig interferonem, z bardzo duza
czesto$cia odnotowywano obecno$¢ allelu B genu
MBL-2 w uktadzie homozygotycznym [51]. Ponadto
u pacjentéw opornych na terapig interferonem autorzy
z wigksza czgstoscia obserwowali haplotypy LYPB
i LXPA [50]. Yuen iwsp.[91] badali poziomy MBL
1 wystgpowanie mutacji genu MBL-2 w grupie pacjen-
tow z Chin, ktorzy cierpieli na chroniczne zapalenie
watroby typu B lub C. Autorzy zaobserwowali, ze allel
B genu wystepowat z wigksza czgstoscia u pacjentow
z objawowa marskoscia watroby w przebiegu hepatitis B
lub spontanicznym bakteryjnym zapaleniem otrzewne;j.

Rozwaza si¢ takze powiazanie nieprawidtowej ak-
tywacji drogi lektynowej uktadu dopetiacza z roz-
nymi chorobami nerek. Stwierdzono, ze depozycja
MBL przyczynia si¢ do niszczenia kigbuszkow nerko-
wych u pacjentow z nefropatia IgA [11], zespotem
Schonleina-Henocha [12] oraz popaciorkowcowym
zapaleniem kigbuszkow nerkowych [60].

Genetycznie uwarunkowane niedobory biatka MBL
u ludzi maja tez znaczenie w wystgpowaniu miazdzycy
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tetnic [46] i chorob naczyn wiencowych [2]. Stwier-
dzono takze silny zwiazek pomigdzy wystgpowaniem
okreslonego genotypu MBL-2 a zakrzepica tetnic u cho-
rych na uktadowy toczen trzewny (SLE) [59]. Autorzy
obserwowali wystapienie zakrzepicy tetnic u ponad
85% pacjentdow posiadajacych warianty alleli genu
MBL-2 w uktadzie homozygotycznym. Osoby z alle-
lem dzikim w ukfadzie homo- lub heterozygotycznym
bardzo rzadko zapadatly na to schorzenie (21,4%). Silna
korelacja pomigdzy posiadaniem alleli B, C lub D moze
by¢ zwiazana z niszczeniem tgtnic na skutek cigzsze-
go przebiegu SLE. Pacjenci z niskim st¢zeniem MBL
W surowicy sa bardziej podatni na infekcje mikroorga-
nizmami np. Chlamydia pneumoniae, ktorych obecnos¢
sprzyja rozwojowi chorob naczyn [67].

Niski poziom MBL w surowicy, wywolany przez
SNPs, moze by¢ zwiazany z wystgpowaniem chorob
autoimmunologicznych, takich jak np. SLE. Wykaza-
no, ze posiadanie alleli B, C lub D genu MBL-2 zwigk-
sza 1,6 razy ryzyko nabycia SLE [19]. Proponowane
sa dwa mozliwe wyjasnienia zwiazku pomigdzy nie-
doborem MBL, a wystgpowaniem SLE. Po pierwsze,
MBL ma zdolno$¢ wiazania si¢ i inicjacji wychwy-
tywania ciat apoptycznych przez makrofagi. Dlatego
tez u 0so6b z bardzo niskim poziomem MBL naste-
puje intensywna akumulacja ztogow martwych ko-
morek, ktore stanowia zrodto autoantygenow. Badania
Seelen iwsp. [71] wykazaly, ze u pacjentow z tocz-
niem, posiadajacych allele B, C lub D, znacznie cz¢s-
ciej obserwuje si¢ wystgpowanie przeciwciat przeciw-
ko kardiolipinie i sktadowej C1q, niz u chorych na SLE
z allelem dzikim. Obecno$¢ tych przeciwciat jest zwia-
zana z obnizeniem stezenia MBL w surowicy. Po dru-
gie, cho¢ hipoteza ta nie jest jeszcze potwierdzona,
przypuszcza sig, ze pacjenci z toczniem oraz niedo-
borem MBL, moga by¢ bardziej narazeni na infekcje
mikroorganizmami, prawdopodobnie odgrywajacymi
rolg w patogenezie SLE [83]. Niezaleznie od tego jaka
jest patogeneza SLE, niedobor MBL sam w sobie nie
jest czynnikiem odpowiedzialnym za wystapienie tocz-
nia. Wigkszos¢ osoéb wykazujacych niedobory MBL,
nie zapada na SLE ani inne choroby autoimmunolo-
giczne. U ludzi tych musza wystapi¢ jakie$ inne, nie
poznane jeszcze do konca, czynniki wywotujace SLE.
Zwiazek pomigdzy brakami MBL a toczniem, sugeruje
ochronna rolg tej kolektyny w chorobach autoimmuno-
logicznych. Stwierdzono jednak odktadanie si¢ MBL
w nerkach pacjentéw ze SLE [27], czy w gruczotach
slinowych pacjentow z zespotem Sjogrena [77]. Ponie-
waz biatko MBL moze wigzaé si¢ z czesciami cukro-
wymi roéznych glikoprotein i aktywowac¢ dopetniacz na
drodze lektynowej, dlatego tez prawdopodobnie ma
ono znaczenie w niszczeniu tkanek w schorzeniach
autoimmunologicznych. Nie zostalo do konca wyjas-
nione, jaki efekt na obraz kliniczny SLE wywiera MBL
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oraz aktywacja drogi lektynowej uktadu dopetniacza.
Wydaje si¢ jednak, ze poziom MBL w surowicy jest
zwiazany z przebiegiem tej choroby. U pacjentow ze
SLE o genotypie A/A, st¢zenie tego biatka w surowicy
wahalo si¢ podczas trwania choroby, ale obraz tych
zmian byt rézny. U jednych, po rozpoczgciu leczenia
immunosupresyjnego, stezenie to obnizato si¢, podczas
gdy u innych podwyzszato sig. Wytwarzanie MBL
wzrasta u chorych podczas ostrego stanu zapalnego,
ale jednoczesnie depozycja tej lektyny w réznych
tkankach, moze obniza¢ jej poziom w surowicy [81].
Zauwazono rowniez zwiazek pomigdzy poziomem
MBL w surowicy a zapadalnos$cia na reumatoidalne
zapalenie stawoéw (RZS) [47, 72]. Biatko MBL wiaze
si¢ z czasteczkami IgG o zmienionej glikozylacji (po-
siadajacymi wigcej czasteczek N-acetyloglukozaminy,
a mniej terminalnych reszt galaktozy w tafcuchu Fc),
aktywujac dopetniacz na drodze lektynowej. Aktywa-
cja dopelniacza u pacjentdow z RZS moze przyspieszaé
niszczenie stawow. Ponadto zwigkszone ryzyko infek-
cji z powodu niedoboréw MBL moze mie¢ takze udziat
W rozwoju tego schorzenia. Przeprowadzone badania
sugeruja, ze wystgpowanie u pacjentOw wariantow
alleli genu MBL-2 ma wplyw zarbwno na wczesny po-
czatek choroby, jak i ostrzejsze objawy [17, 22, 29].
Jednakze u 0s6b o genotypie A/A, u ktorych choroba
rozpoczynala si¢ w pdézniejszym wieku, obserwowano
przewlekly stan zapalny [17]. U chorych z wariantami
alleli genu MBL-2 w uktadzie homozygotycznym od-
notowuje si¢ znacznie szybsza destrukcj¢ stawow [22].

5. Inne funkcje MBL

Liczne doniesienia opisuja modyfikowanie odpo-
wiedzi zapalnej przez MBL. Wykazano, ze biatko to
laczy si¢ z ramnozowo-glukozowymi polimerami strep-
tokokkdéw czy blonowymi mannoproteinami C. neofor-
mans, aktywujac monocyty do fagocytozy, jednakze
hamujac wydzielanie przez nie czynnika martwicy
nowotworow (TNF-«) [6, 75]. Odwrotna sytuacj¢ za-
obserwowano w przypadku Candida albicans [20, 34].
Podobnie wzrost stgzenia MBL powodowat wzmozone
wydzielanie TNF-a i interleukiny 6 (IL-6) przez mono-
cyty aktywowane formami promastigota Leishmania
chagasi [68]. Badano takze wydzielanie cytokin przez
monocyty w odpowiedzi na N. meningitidis w zalez-
nosci od stgzenia MBL. Bakterie inkubowano z rézny-
mi stezeniami MBL, a nastgpnie dodawano do pelnej
krwi pochodzacej od dawcy z niedoborem tej lektyny
[30]. Jesli stezenie MBL bylo nizsze niz 4 pg/ml, ob-
serwowano wzrost produkcji TNF-¢, IL-13 i IL-6,
lecz jesli stezenia MBL byly wyzsze, wydzielanie tych
cytokin bylo zahamowane. Inhibicja wydzielania pro-
zapalnych cytokin spowodowana byta stymulacja przez
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MBL produkcji IL-10 [76]. Doniesienia te moga suge-
rowac, ze biatko MBL jest zdolne do modyfikowania
reakcji zapalnej organizmu, lecz najprawdopodobnie;j
mechanizm jego dziatania jest odmienny dla réznych
organizméw lub calych grup organizmow.

W ostatnich latach opisano silny zwigzek pomigdzy
posiadanym genotypem MBL-2 a rozwojem zespotu
ogodlnoustrojowej reakcji zapalnej (systemic inflamma-
tory reaction syndrome — SIRS) lub sepsy [14, 18].
Zaobserwowano, ze posiadanie przez dzieci wariantow
genu MBL-2, siedmiokrotnie podwyzszato ryzyko roz-
woju SIRS [14]. Byto to niezalezne od stanu ogoélnego
pacjenta, ptci, wieku, pochodzenia etnicznego i nie
ograniczato si¢ jedynie do dzieci z infekcja. Posiadanie
allelu A bylo zwiazane z 50%-owa redukcja ryzyka
rozwoju SIRS. U wszystkich pacjentdw z wariantami
alleli genu MBL-2 w uktadzie homo- lub heterozygo-
tycznym, zaréwno w regionie strukturalnym jak i pro-
motorowym, zwiazanymi z niska ekspresja biatka
MBL, wystapit SIRS. Ponadto, u dzieci z ogélnoustro-
jowa infekcja obecno$¢ wariantow genu MBL-2 wply-
watla na zaostrzenie objawow sepsy [14]. U dorostych
pacjentéw z SIRS, genetycznie uwarunkowany niski
poziom MBL, byt zwigzany z rozwojem sepsy, cigzkiej
sepsy lub wstrzasu septycznego [18]. Podobnie jak
u dzieci, w grupie dorostych pacjentow posiadanie wa-
riantow alleli genu MBL-2 wiazalo si¢ z ostrzejszym
przebiegiem sepsy, a ponadto wigkszym ryzykiem
$mierci w wyniku SIRS. Mechanizm dziatania MBL
nie jest do konca ustalony. Niedobory tego biatka
moga zmienia¢ odpowiedz zapalng ustroju gospoda-
rza na mikroorganizmy lub ich produkty, potencjalnie
zaostrzajac objawy chorobowe, a takze wplywaé na
rozwo6j SIRS powodowany innymi czynnikami [36].

Ogden iwsp. [58] wykazali, z¢ MBL moze row-
niez wiazaé si¢ do ciat apoptycznych i inicjowac ich
wychwytywanie przez makrofagi. W procesie tym
zaangazowany jest obecny na powierzchni komorek
receptor cC1qR, ktory wiaze sig do regionu kolageno-
wego MBL. Pomimo braku wewnatrzblonowej dome-
ny, cC1qR wspoétdziata z receptorem CD91 (receptor
o,-makroglobuliny) makrofagéw i w ten sposob ini-
cjuje pochtanianie komorek ulegajacych apoptozie na
drodze makropinocytozy.

6. Podsumowanie

Bialko wiazace mannoz¢ (MBL) jest wazna skta-
dowa wrodzonego systemu odpornosci. Nalezy ono do
rodziny kolektyn, ktore charakteryzuja si¢ obecno$cia
regionu kolagenowego i domeny wiazacej weglowoda-
ny. U ludzi bialka zaliczane do tej rodziny sa kodowane
przez grupe gendw zlokalizowanych na dtugim ramie-
niu chromosomu 10. Niskie stezenia MBL w surowicy
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sa spowodowane polimorfizmem pojedynczych nukleo-
tydow w egzonie 1 lub mutacjami w regionie promo-
torowym genu MBL-2. Wykazano, ze te mutacje maja
zwiazek ze zwigkszona podatno$cia na wiele choréb
infekcyjnych. Brak lub bardzo niskie stgzenie biatka
MBL w surowicy wydaje si¢ by¢ czynnikiem ryzyka
wystapienia niektérych schorzen, w szczegodlnos$ci
chordb autoimmunologicznych.

MBL moze wiaza¢ si¢ z szerokim spektrum cu-
krow, takich jak mannoza czy N-acetyloglukozamina
1 oddzialywa¢ z roznorodnymi bakteriami, wirusami,
drozdzami, grzybami i pierwotniakami, na powierzchni
ktorych wystepuja te cukry. Biatko MBL, zwiazane
z mikroorganizmami jest zdolne aktywowac¢ system do-
petniacza na drodze lektynowej. Moze ono takze od-
dzialywa¢ bezposrednio z receptorami na komoérkach
zernych i dzigki temu pobudzac¢ opsonofagocytoze na
drodze niezaleznej od uktadu dopetniacza. Istnieje
wiele doniesien potwierdzajacych rol¢ MBL w mody-
fikowaniu odpowiedzi zapalnej, ale najprawdopodob-
niej mechanizm dziatania tej lektyny jest odmienny dla
réznych organizmow lub catych grup organizmow.
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Mechanisms of resistance to f-lactams in Acinetobacter spp.

Abstract: Acinetobacter spp. has emerged as a serious nosocomial pathogen in many countries mainly due to its resistance to
B-lactams, which are the most frequently used antibiotics. These bacteria appears to have a propensity for developing antibiotic
resistance extremely fast. Many mechanisms of resistance to 3-lactams have been identified in this species.

Acinetobacter spp. is responsible for the production of all classes of PB-lactamases. The most important 3-lactamases are
cefalosporinases, which are C class B-lactamases, A class B-lactamases, OXA enzymes, which are D class B-lactamases and B class
[B-lactamases also known as metallo-B-lactamases. ESBL, related to the narrow spectrum TEM and SHV type P-laktamases, have
not yet been detected in Acinetobacter spp. The only type of ESBL identified in this agent were non-TEM and non-SHV type ESBL:
PER, VEB and CTX-M. Acinetobacter spp. all produce OXA-type B-lactamases that hydrolyze carbapenems OXA-23, OXA-24,
OXA-25, 0XA-26, 0XA-27, OXA-40, OXA-51 and OXA-58, which have already been identified and described.

Other mechanisms include alteration of PBPs and the reduction of penetration rate across the outer membrane. Combination
of these two mechanisms with the production of OXA-type B-lactamases or with class C cephalosporinases can lead to resistance
to carbapenems. The reduced expression of PBPs or loss of some outer membrane proteins are related to the increased MIC of
carbapenems. Efflux pump system does not appear to influence the resistance to B-lactams. The most active agents against
Acinetobacter spp. in this group are imipenem, meropenem, ampicillin or cefaperazon with sulbactam and colistin. Combination
therapy can be effective in patients with severe infections caused by multidrug resistant strains of Acinetobacter spp.

1. Introduction. 2. The most active agents against Acinetobacter spp. 3. Combination therapy in treating infections caused
by Acinetobacter spp. 4. B-lactamases in Acinetobacter spp. 4.1. Class A B-lactamases. 4.2. Class B B-lactamases. 4.3. Class C
B-lactamases. 4.4. Class D PB-lactamases. 5. Alterations of penicillin-binding proteins. 6. Efflux pump system. 7. Loss of outer

membrane proteins. 8. Summary

Stowa kluczowe: Acinetobacter, B-laktamowe antybiotyki, 3-laktamazy, PBP

Key words:
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1. Wprowadzenie

W ostatnim trzydziestoleciu zaobserwowano znacz-
ny wzrost udzialu pateczek Acinetobacter spp. w za-
kazeniach szpitalnych. Zwiazane jest to ze spadkiem
odpornosci populacji ludzkiej oraz wzrostem opor-
nosci tych bakterii na antybiotyki [6, 18, 30, 63], co
wynika z szerokiego stosowania antybiotykow zwy-
kle w sposdb niekontrolowany w prewencji i leczeniu
zakazen, jak réwniez z rozwoju medycyny, wykorzy-
stujacej coraz cz¢sciej inwazyjne metody diagnostycz-
ne i lecznicze. Wzrost znaczenia pateczek Acineto-
bacter spp. w zakazeniach szpitalnych ma zwiazek
z szybka zdolnoscia tych bakterii do wytwarzania
opornosci pod wptywem presji antybiotykowej. Zdol-
no$¢ ta uzyskaty na drodze ewolucji w $rodowisku
naturalnym w wyniku wspoétzawodnictwa z innymi
gatunkami bakterii, wytwarzajacymi roézne substancje

przeciwdrobnoustojowe. Pateczki Acinetobacter spp.
maja takze mozliwos$¢ przezycia w réoznorodnych $ro-
dowiskach, czgsto ubogich w zwiazki odzywcze wy-
kazujac stosunkowo mala wrazliwo$¢ na niekorzystne
warunki fizyko-chemiczne [29].

Bakterie najczesciej nabywaja oporno$¢ na antybio-
tyki w wyniku mutacji w genach chromosomalnych lub
plazmidowych oraz przekazywania genéw warunku-
jacych opornos$¢. Przekazywanie to moze przebiegad
zardbwno poziomo jak i pionowo. Po pojawieniu sig¢
mutacji dochodzi do selekcji szczepow posiadajacych
nowe czynniki opornosci. Ostatni mechanizm ma naj-
wigkszy wplyw na rozprzestrzenienie si¢ bakterii wy-
kazujacych lekoopornos¢. U paleczek Acinetobacter
spp. opisano wszystkie znane sposoby przekazywania
genow opornosci na antybiotyki, jednak najwazniej-
szym sposobem ich przekazywania migdzy szczepami
tego rodzaju prawdopodobnie jest koniugacja [6].
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Uwaza sig, ze potencjal antybiotykoopornosci ist-
niat od dawna. Jest on obecny wsrod szczepow dziko
zyjacych, ulega ekspresji i licznym modyfikacjom
w warunkach selektywnej presji wywotywanej przez
stosowane $rodki przeciwbakteryjne [6]. Taka presja
spotggowana jest niewatpliwie w srodowisku szpital-
nym. Sprzyja to promocji gatunkéw wykazujacych
fatwo$¢ nabywania nowych mechanizméw opornosci,
czyli szybko przystosowujacych si¢ do zmieniajacych
si¢ warunkow. Do takich bakterii naleza niewatpliwie
pateczki Acinetobacter spp.

Antybiotykami najpowszechniej stosowanymi w prak-
tyce klinicznej, do leczenia zakazen wywotanych przez
pateczki Acinetobacter spp. i jednocze$nie wywoluja-
cymi najmniej objawéw ubocznych, sa P-laktamy.
Opornos$¢ na te antybiotyki wérdd szczepdw Acineto-
bacter spp. zwiazana jest z czterema mechanizmami:

o wytwarzaniem [-laktamaz,

« zmianami w biatkach wiazacych penicyliny (pe-
nicillin binding proteins, PBP),

o zmiang przepuszczalnosci oston komorkowych
poprzez wytwarzanie zmniejszonej liczby biatek
porynowych (outer membrane proteins, OMP),
oraz

o wyplywem (,,efflux”) antybiotykow z wnetrza
komorki.

Najwazniejszym mechanizmem opornosci na anty-
biotyki B-laktamowe u paleczek Acinetobacter spp.
jest wytwarzanie P-laktamaz [6]. Geny warunkujace
wytwarzanie tych enzymoéw moga by¢ kodowane na
plazmidach (enzymy IMP, VIM) lub chromosomach
(enzymy OXA). Zmiany w PBP i zmiana przepusz-
czalnosci oslon komoérkowych kodowana jest przez
geny zlokalizowane na chromosomie [63].

2. Antybiotyki aktywne wobec paleczek
Acinetobacter spp.

Najczesciej izolowanym i wykazujacym najwigksza
opornos$¢ na antybiotyki sposrod gatunkéw pateczek
Acinetobacter spp. jest Acinetobacter baumannii. Po-
zostate gatunki, do ktorych zalicza sig, A. haemolyticus,
A. calcoaceticus, A. johnsonii, A. junii, A. radioresis-
tens 1 inne opisane dotychczas grupy DNA, wykazuja
wigksza wrazliwo$¢ na stosowane w leczeniu antybio-
tyki [34, 67]. Jest ona zréznicowana zaleznie od po-
chodzenia szczepow, tj. kraju, z ktérego dany szczep
zostat wyizolowany, osrodka leczniczego, a nawet od-
dzialu tego samego szpitala. Te roznice sa odbiciem
sytuacji epidemiologicznej i polityki antybiotykowe;j
prowadzonej w danym osrodku [6, 29]. Houang
i wsp. [34] wykazali znaczace réznice w wrazliwosci
na antybiotyki wsrdd szczepow pateczek nalezacych
do kompleksu 4. calcoaceticus — A. baumannii, izolo-
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wanych z tych samych oddziatéw szpitalnych, a na-
wet od pacjentow, czy personelu jednego oddziatu.

Wedhug badan przeprowadzonych przez Visalli
i wsp. [67], dotyczacych opornosci Acinetobacter spp.
na antybiotyki P-laktamowe, najwyzsza aktywnos$é
wobec tych pateczek wykazuje imipenem (99,2%
wrazliwych szczepdéw). Badali oni takze skutecznosé
potaczen penicylin z inhibitorami [3-laktamaz. Najsku-
teczniejszym potaczeniem okazata si¢ ampicylina
z sulbactamem (86,9%). Nieco mniejsza skuteczno$¢
stwierdzono dla potaczenia tikarcyliny z kwasem kla-
wulanowym i piperacyliny z tazobaktamem, odpo-
wiednio u 85,7% i 84,8% szczepow badanych. Zdecy-
dowanie najmniejsza aktywno$¢, wynoszaca 54,4%,
stwierdzono dla amoksycyliny z kwasem klawulano-
wym. Wysoka skuteczno$¢ wobec pateczek Acineto-
bacter spp. wykazuja potaczenia sulbaktamu nie tylko
z ampicylina, ale takze z cefaperazonem [38, 69]. Sul-
baktam hamuje katalityczne dziatanie enzymow [3-lak-
tamowych wiazac si¢ niecodwracalnie z ich miejscem
aktywnym [38]. W poréwnaniu do tazobaktamu i kwa-
su klawulanowego, wykazuje on najwigksza aktyw-
no$¢ w stosunku do Acinetobacter spp. [38, 52]. Sul-
baktam oprocz wptywu inhibicyjnego w stosunku do
B-laktamaz, posiada rowniez aktywno$¢ przeciw tym
pateczkom po zwiazaniu si¢ z biatkiem PBP2.

Badania nad opornoscia paleczek Acinetobacter
spp. przeprowadzono réwniez w Polsce [29, 30]. Wy-
niki wskazuja, ze najbardziej aktywnymi antybiotyka-
mi wobec szczepow izolowanych z polskich szpitali
sa imipenem, nitroksolina, netilmicyna i ampicylina
z sulbaktamem.

Antybiotykiem ostatniej szansy w leczeniu ci¢zkich
zakazen wywotanych szczepami rodzaju Acinetobac-
ter wykazujacymi oporno$¢ na [-laktamy, w tym na
karbapenemy, jest kolistyna. Ma ona jednak toksyczne
dziatanie na organizm cztowieka i nie daje mozliwosci
stosowania terapii sekwencyjnej, poniewaz musi by¢
podawana paraenteralnie [37, 46, 58].

3. Antybiotykoterapia zlozona
w leczeniu zakazen wywolanych
przez paleczki Acinetobacter spp.

Ostatnie doniesienia sugeruja duza skutecznosé an-
tybiotykoterapii ztozonej [6, 25, 43]. Znaczacy udziat
maja w niej antybiotyki B-laktamowe. Takie leczenie
zmniejsza ryzyko wytwarzania opornosci, tak jak ma to
miejsce w monoterapii, zmniejsza toksyczno$¢ stoso-
wanych antybiotykow oraz podnosi skutecznos¢ lecze-
nia antybakteryjnego. Ma to istotne znaczenie wobec
faktu szybkiego wytwarzania przez szczepy paleczek
Acinetobacter spp. nowych mechanizméw opornosci
na antybiotyki.
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B-laktamy, z uwagi na ich mechanizm dziatania,
stosuje sig¢ w skojarzeniu z wieloma antybiotykami nie
B-laktamowymi. Opisano skuteczno$¢ potaczen anty-
biotykéw P-laktamowych z migdzy innymi aminogli-
kozydami, fluorochinolonami [6, 25, 45]. Stwierdzono
zwigkszona aktywnos¢ lewofloksacyny i ciprofloksa-
cyny w polaczeniu z cefalosporynami III i IV generacji
takimi, jak ceftazidim i cefepim, a takze wymienionych
fluorochinolondw z piperacyling z tazobaktamem oraz
imipenemem [25]. Opisano réwniez synergizm mig¢dzy
potaczeniami B-laktamow (imipenemu, ampicyliny
z sulbaktamem i tikarcyliny z kwasem klawulanowym)
z aminoglikozydami (tobramycyna i amikacyna) [43].
W stosowaniu antybiotykoterapii ztozonej wobec za-
kazen wywolanych przez pateczki Acinetobacter spp.
rekomendowanymi przez wigkszo$¢ badaczy antybio-
tykami sa penicyliny i cefaloporyny o szerokim zakre-
sie dziatania, a takze karbapenemy w skojarzeniu
gléwnie z aminoglikozydami i fluorochinolonami. Te-
rapia ztozona wydaje si¢ by¢ postgpowaniem z wybo-
ru w leczeniu cigzkich zakazen wywolanych przez
wielolekooporne szczepy Acinetobacter spp.

4. B-laktamazy paleczek Acinetobacter spp.

U pateczek Acinetobacter spp. opisano P-laktama-
zy o zréznicowanym zakresie dzialania, wystepowa-
niu i oporno$ci na inhibitory B-laktamaz. Wszystkie
powoduja hydrolize wiazania amidowego w pierscie-
niu B-laktamowym [31]. Podobne enzymy sa identy-
fikowane wsrod innych Gram-ujemnych pateczek,
np. Pseudomonas spp. Nasuwa to przypuszczenie, co
do ich wspolnego pochodzenia. B-laktamazy pateczek
Acinetobacter spp. naleza generalnie do enzymoéw
wytwarzanych konstytutywnie. Rzadziej sa to enzy-
my indukowane. Wiaze si¢ to z mozliwos$cia natych-
miastowej reakcji na obecnos¢ antybiotyku w $rodo-
wisku i jego szybka inaktywacja.

Obecnie najczesciej uzywane sa dwie klasyfikacje
[B-laktamaz: wg Bush i Amblera [4, 14, 16]. Kla-
syfikacja Bush to podzial funkcjonalny uwzgledniajacy
hydrolityczne wlasciwosci roznych enzymoéw w sto-
sunku do -laktamow. Natomiast klasyfikacja Amblera
jest podziatem strukturalnym, opierajacym si¢ na se-
kwencjach aminokwasowych enzymoéw hydrolizuja-
cych B-laktamy. Oba systemy klasyfikacji w duzej
mierze pokrywaja si¢. Podziat B-laktamaz wytwarza-
nych przez pateczki Acinetobacter spp. w niniejszej
pracy zostat oparty na klasyfikacji Amblera.

4.1. Klasa A [(-laktamaz
Do klasy A B-laktamaz wg Amblera zalicza sig

enzymy zwane [-laktamazami o szerokim zakresie
dziatania (broad spectrum P-lactamases), np. SHYV,
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TEM. Wystgpuja one powszechnie wsrod pateczek ro-
dziny Enterobacteriaceae i to z nich najczgsciej po-
wstaja [-laktamazy o rozszerzonym zakresie dziatania
(extended spectrum B-lactamases, ESBL) [11, 28, 61].
U pateczek Acinetobacter spp. dotychczas nie opisano
tego typu enzymoéw. Wykryto jednak ESBL inne niz
TEM i SHYV, zaliczane do PER, VEB, a w ostatnim cza-
sie CTX-M [11, 48, 61]. Sa to jedyne B-laktamazy typu
ESBL opisane dotychczas u rodzaju Acinetobacter.

PER-1 to B-laktamaza typu ESBL kodowana plaz-
midowo. Gen odpowiedzialny za syntezg tego enzymu
zidentyfikowano rowniez na chromosomie [64, 70].
PER-1 hydrolizuje penicyliny i cefalosporyny, w tym
takze IV generacji. Pierwotnie enzym ten opisano
u Pseudomonas aeruginosa we Francji, a nastgpnie
takze wsrod szczepow A. baumannii w Turcji 1 we
Witoszech [11, 64]. Do niedawna uwazano, ze wystg-
puje on jedynie u pateczek Acinetobacter spp. izo-
lowanych w Europie. W 2003 roku opisano jednak
w Korei szczepy posiadajace gen blay,, ;, a odsetek
ich wystgpowania oceniono na 54,6% [70]. Dla po-
rownania w Turcji odsetek ten byl rowniez bardzo
wysoki i wynosit 46% [64]. Sugeruje to powszechne
wystepowanie wsrod pateczek rodzaju Acinetobacter
tego enzymu takze w innych cze¢sciach swiata.

Szczepy posiadajace gen bla,,, , naleza do roz-
nych klonoéw paleczek Acinetobacter spp., jednak nie
wyklucza to jednocze$nie klonalnego rozprzestrzenia-
nia si¢ bakterii posiadajacych ten mechanizm opor-
nosci. Gen ten wykazuje zdolno$¢ do wbudowywania
si¢ w rdzne struktury genomu. Jego ekspresja fenoty-
powa wymaga odpowiedniej sekwencji promotorowe;j,
ktéra nie wystgpuje u pateczek Escherichia coli. Ko-
niugacja tego genu do pateczek E. coli nie spowoduje
wigc wytworzenia opornosci na cefalosporyny IV ge-
neracji, ktére nie sa generalnie objgte zakresem dzia-
tania ESBL typu TEM i SHV.

Wytwarzanie B-laktamazy PER-1, oprdcz oporno$ci
na cefalosporyny powoduje takze brak skutecznos$ci
potaczen B-laktamow z sulbaktamem [64]. Dotyczy to
nie tylko kombinacji sulbaktamu z ampicylina, ale tak-
ze jego polaczenia z cefoperazonem, wprowadzonego
ostatnio na rynek polski.

W 2003 roku Poirel iwsp. [56] opisali we Fran-
c¢ji B-laktamazg¢ VEB-1, kolejny enzym typu ESBL
u pateczek Acinetobacter spp. Jest on kodowany na
integronie wbudowywanym w strukturg chromosomu
bakteryjnego. Wczesniej wykazywano go u pateczek
Enterobacteriaceae i Pseudomonas spp. w potudniowo-
wschodniej Azji [27]. Acinetobacter spp. jest pierw-
sza Gram-ujemna pateczka izolowana w Europie wy-
twarzajaca ten enzym poza poludniowo-wschodnia
Azja [56]. Sekwencja genowa integronu zawierajacego
gen bla,, , u paleczek Acinetobacter spp. jest iden-
tyczna, jak analogicznych integrondow, wystgpujacych
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u innych gatunkéw. Swiadczy to o horyzontalnym
przekazywaniu tego mechanizmu opornosci.

W 2004 roku [48] u trzech pacjentéw oddziatu
neurochirurgicznego opisano szczepy pateczek Acineto-
bacter spp. wykazujace opornos¢ na cefotaksym, cef-
triakson, cefpodoksym, aztreonam, ale byty one wraz-
liwe na ceftazidim i imipenem. Bakterie te wytwarzaty
B-laktamazg o rozszerzonym spektrum wrazliwa na
kwas klawulanowy sklasyfikowana jako CTX-M-2.
Gen bla .y ,, , kodujacy ten enzym zlokalizowany jest
na plazmidzie, ktory wystgpuje takze u innych bakterii,
np. u Proteus mirabilis. Jego ekspresja fenotypowa ma
charakter indukcyjny.

Wytwarzanie enzymow ESBL u pateczek Acineto-
bacter spp. wiaze si¢ ze wzrostem MIC cefalosporyn
(w tym rowniez IV generacji). Wiaze si¢ to z trudnos-
ciami w wykrywaniu -laktamaz typu ESBL za pomoca
powszechnie stosowanego w diagnostyce mikrobiolo-
gicznej testu dwoch krazkéw. Uzycie ceftazidimu, cefo-
taksymu i aztreonamu w odlegto$ci 10 mm od $rodka
krazka z inhibitorem P-laktamaz pozwala na wykrycie
tylko czeg$ci szczepéw posiadajacych gen bla ,pp ;.
Dopiero uzycie cefepimu i zmniejszenie odlegtosci
miedzy krazkami do 5 mm zwigksza znacznie czuto$é
testu. Dowodza tego badania przeprowadzone przez
Yong iwsp. [70]. W pierwszym etapie doswiadczen,
za pomoca testu dwoch krazkow wykryto 17 z 53 szcze-
pow z genem bla ,,, ,. W drugim etapie, po wprowa-
dzeniu opisanej modyfikacji, liczba wykrytych szcze-
pow wzrosta do 52 z 53. Wada opisanej metody sa
jednak, wedtug autoréw, niewielkie rozmiary stref za-
hamowania wzrostu, co utrudnia interpretacj¢ wyni-
kéw. Moze by¢ to przyczyna zanizenia wykrywalno-
sci enzymow typu ESBL u paleczek Acinetobacter
spp. Poirel i wsp. [56] uwazaja, ze wiarygodno$¢
testu dwoch krazkow w wykrywaniu ESBL u tych pa-
leczek mozna zwigkszy¢ przez dodanie do podtoza
kloksacyliny, ktora jest inhibitorem cefalosporynaz,
wytwarzanych czesto jednoczesnie z ESBL. Metoda
ta, zdaniem autorow, powinna by¢ stosowana po-
wszechnie w diagnostyce mikrobiologiczne;j.

Enzymami nalezacymi do klasy A B-laktamaz, opi-
sanymi u pateczek Acinetobacter spp., ktore nie naleza
do ESBL, sa CARB-5, TEM-1, TEM-2 oraz [-lakta-
mazy podobne do SHV [6, 23, 53, 65]. Sa to najczes-
ciej, obok cefalosporynaz, wystgpujace P-laktamazy
u tych bakterii. CARB-5 (pl 6,3) kodowana jest na plaz-
midzie, hydrolizuje ampicyling, karbenicyling i cefa-
losporyny I generacji. Nie hydrolizuje natomiast meti-
cyliny. Jest ona wrazliwa na kwas klawulanowy,
sulbaktam, pCMB (p-chloromerkuribenoat) oraz klo-
ksacyling [53]. Wysoka aktywno$¢ wobec karbenicy-
liny pozwala zakwalifikowa¢ ten enzym jako karbeni-
cylinaze. TEM-1 (pl 5,4) oraz pozostate wymienione
enzymy takze kodowane sa plazmidowo i wykazuja
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wrazliwo$¢ na dziatanie kwasu klawulanowego [6].
Ich gtdwnym substratem jest penicylina.

Biorac pod uwage roznorodnos$¢ B-laktamaz klasy
A nalezy przypuszczac, ze geny kodujace te enzymy
beda ulegaty dalszym mutacjom, prowadzacym do po-
wstania kolejnych szczepéw opornych. Taka wiasci-
wos¢ wykazuja szczegdlnie enzymy typu TEM i SHYV,
co uwarunkowane jest trzema gtéwnymi ich wiasci-
wosciami: znacznym rozpowszechnieniem wsréd pa-
leczek Gram-ujemnych, powstawaniem ich w bardzo
duzych ilo$ciach oraz mozliwos$cia mutacji w kierun-
ku enzymow o coraz szerszym zakresie substratowym
[28]. Enzymy tego typu opisano juz wsérdd niefermen-
tujacych pateczek P. aeruginosa [47, 49]. Pojawienie
si¢ wérod pateczek Acinetobacter spp. ESBL typu
TEM i SHV jest wysoce prawdopodobne i1 wydaje si¢
by¢ tylko kwestig czasu.

Dotychczas u pateczek rodzaju Acinetobacter nie
opisano [-laktamaz hydrolizujacych karbapenemy,
ktore nalezatyby do klasy A wedlug Amblera.

4.2. Klasa B [(-laktamaz

Klasa B to metalo-fB-laktamazy, w skrocie nazywa-
ne MBL, do ktorych zalicza si¢ IMP i VIM. W odréz-
nieniu od B-laktamaz serynowych, do ktorych naleza
wszystkie pozostate klasy B-laktamaz, zawieraja one
w miejscu aktywnym dwuwarto§ciowy jon cynku
i dlatego sa hamowane przez EDTA. Sa one jedno-
cze$nie oporne na dziatanie inhibitoréow [-laktamaz
[15, 35]. Hydrolizuja penicyliny, cefalosporyny i kar-
bapenemy. Mimo tak szerokiego zakresu dzialania nie
rozktadaja aztreonamu.

Pierwszy enzym typu IMP wykryto i opisano na po-
czatku lat 90. XX wieku w Japonii u pateczek P. aeru-
ginosa i Serratia marcescens [51, 68]. Zostat on nazwa-
ny IMP-1. Wkrotce potem opisano ten enzym u wielu
gatunkow bakterii w innych krajach, w tym takze
w 1999 roku we Wtoszech u Acinetobacter spp. [20].
Nalezy podkresli¢, ze w tym czasie na Dalekim Wscho-
dzie, podczas gdy opisywano IMP-1 u wielu gatun-
kéw bakterii, nie wykazywano go jeszcze w Europie.
Acinetobacter spp. okazatl si¢ bakteria, u ktorej po raz
pierwszy na tym kontynencie zidentyfikowano enzy-
my typu IMP [20]. IMP-2, kolejna karbapenemaze
wystepujaca u paleczek Acinetobacter spp., opisano
takze we Wtoszech w 2000 roku [60]. 4. baumannii
jest pierwsza na $wiecie bakteria, u ktorej zidentyfiko-
wano ten enzym. Kolejng metalo-B-laktamaza typu IMP
wykryta u rodzaju Acinetobacter byt enzym IMP-4 opi-
sany w Hong Kongu w Chinach [17]. W Portugalii na-
tomiast w 2002 roku zidentyfikowano po raz pierwszy
na $wiecie enzym IMP-5. Bakteria, u ktorej go wykryto
byl, podobnie jak w przypadku IMP-2, 4. baumannii
[22]. Swiadczy to o ogromnych mozliwos$ciach pate-



MECHANIZMY OPORNOSCI PALECZEK ACINETOBACTER SPP. NA ANTYBIOTYKI B-LAKTAMOWE

czek rodzaju Acinetobacter do wytwarzania nowych
mechanizmoéw opornosci obejmujacych swoim zakre-
sem nawet karbapenemy, powszechnie uwazane za
najskuteczniejsze antybiotyki B-laktamowe.

Do metalo-p-laktamaz klasy B wystepujacych u pa-
teczek Acinetobacter spp. naleza takze enzymy typu
VIM. VIM-1 opisany zostat w tej grupie drobnoustro-
jow we Wthoszech, a VIM-2 w Korei [71].

Latwo$¢ rozprzestrzeniania MBL wiaze si¢ z ho-
ryzontalnym przekazywaniem genow bla,,,,, bla,,,
wérdod bakterii roznych gatunkow [8, 35, 59]. Geny te
pierwotnie znajdowaly si¢ w chromosomach. Obecnie
wiadomo, ze wchodza w sktad integronow, ktére moga
wbudowywac si¢ w plazmidy i chromosomy. Maja one
tez zdolno$¢ wlaczania i wytaczania sekwencji DNA
w obrebie, tzw. kasety zawierajacej duze fragmenty
z genami opornosci na roézne klasy antybiotykow, co
warunkuje wielolekoopornosé.

Rozprzestrzenienie MBL w$rod paleczek Acineto-
bacter spp. wykazuje zroéznicowanie geograficzne
[1, 35, 60, 62, 71]. Szczepy wytwarzajace te enzymy
izolowano gtéownie na Dalekim Wschodzie, ale takze
i w Europie. Opisywanie ich w tak odlegltych od siebie
rejonach pozwala przypuszczaé, ze wystepuja one na
calym $wiecie. Odsetek szczepow pateczek Acineto-
bacter spp. opornych na karbapenemy jest nizszy niz
wsrod szczepdw Pseudomonas spp., ale ciagle wzrasta.
Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze odsetek szczepow
posiadajacych MBL wsrod szczepow niewrazliwych
na karbapenemy moze by¢ wyzszy dla Acinetobacter
spp., niz dla Pseudomonas spp. [36]. Niewatpliwie
wzrost wystepowania MBL wiaze si¢ ze wzrostem sto-
sowania karbapenemoéw w leczeniu zakazen. Szczepy
oporne na imipenem wystepuja na catym §wiecie. Jed-
nak izolaty wytwarzajace MBL wystgpuja rzadziej, niz
te, ktore wytwarzaja inne mechanizmy opornos$ci na
karbapenemy, na przyktad opisane nizej enzymy typu
OXA [14-16, 35]. Biorac jednakze pod uwagg ogrom-
ny potencjat genéw kodujacych MBL zdolnych do roz-
przestrzeniana si¢ wsrdd pateczek niefermentujacych,
jak rowniez innych drobnoustrojow, karbapenemy
moga stac si¢ wkrotce nieskutecznymi lekami w terapii
zakazen wywolanych przez pateczki Acinetobacter spp.

4.3. Klasa C p-laktamaz

Do klasy C naleza kodowane chromosomalnie ce-
falosporynazy, zaliczane do grupy 1 wedtug klasyfi-
kacji Bush [14, 16]. Wykazuja one bardzo duza r6z-
norodno$¢, co utrudnia ich oceng i identyfikacje.
Wiele badan sugeruje jednak, iz sa to najwazniejsze
B-laktamazy wytwarzane przez pateczki Acinetobac-
ter spp. Wystepuja one u 75 do 98% szczepow tego
rodzaju. Sa hamowane przez kloksacyling. Izolacja
tych enzymow jest trudna ze wzgledu na duza mase
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czasteczkowa 1 staba rozpuszczalnosé. Z tych powo-
dow wiedza na ich temat jest jeszcze niepelna i wyma-
ga on uzupelnienia dalszymi badaniami.

Pierwsza chromosomalng cefalosporynazg (pl 8,6)
u paleczek Acinetobacter spp. opisali w 1976 roku
Matthew i Harris [wg 6]. W nastgpnych latach
opisano kolejne enzymy tej grupy. Cefalosporynaze
hamowana przez kloksacyling, aztreonam, karbenicy-
ling i sulbaktam opisal w 1977 roku Morohoshi
(pI 7,25-7,5 CEP-N)i Bluschmitd (pl 9,9) [wg 6].
Jest ona oporna na dziatanie kwasu klawulanowego.

Hood i Ameyes [33] w 1991 roku podzielili
znane wowczas cefalosporynazy kodowane chromo-
somalnie, na 4 grupy: ACE-1, ACE-2, ACE-3 i ACE-4
(Acinetobacter chromosomal enzymes). Enzymy te
zréznicowano dzigki chromatografii FPLC (Fast-Pro-
tein LiQuid Chromatography). Najmniejsza czasteczke
ma ACE-3 (M, 35000) i ACE-2 (M, 60500). Z kolei
ACE-11 ACE 4 to duze enzymy o masie czast. powy-
zej 500000, a nawet 1000000, co sugeruje, ze sa one
ztozone z wielu tancuchoéw polipeptydowych lub ta-
cza si¢ z innymi komponentami komdérkowymi, w tym
prawdopodobnie sktadnikami $ciany komoérkowe;.
Moga wigc one stanowié formg¢ posrednia migdzy
PBP, a p-laktamazami [44]. ACE wykazuja aktywnos¢
wobec cefalosporyn i penicylin. Najwyzsza efektyw-
no$¢ ich dziatania stwierdza si¢ w stosunku do cefalo-
sporyn I generacji, takich jak cefalorydyna i cefra-
dyna. Zaden z enzyméw tej grupy nie hydrolizuje
aztreonamu i cefalosporyn III generacji. Trzy z nich
(ACE-1, ACE-2, ACE-3) wiaza jednak aztreonam, co
z jednej strony warunkuje czg§ciowa oporno$¢ na ten
antybiotyk, z drugiej natomiast inaktywuje te enzymy.
Najsilniejsza cefalosporynaza opisanej grupy jest
ACE-1. Obecnie cefalosporynazy dzieli si¢ na dwie
grupy: pierwsza o pl >8,5 oraz druga o pl 8—8,5 [40].

W 1996 roku [54] scharakteryzowano nowe cefa-
losporynazy pod wzgledem wlasciwosci biochemicz-
nych, a w 2000 roku [9] opisano sekwencje nukleoty-
dowa pierwszego genu kodujacego cefalosporynaze
AmpC, wytwarzang przez pateczki Acinetobacter spp.
Gen ampC cefalosporynazy wystepujacej u pateczek
Acinetobacter spp. wykazuje najwicksze podobien-
stwo w stosunku do genu ampC u Aeromonas sobria.
Siega ono jednak tylko 42,3% budowy nukleotydowe;.
Poréwnujac sekwencje nukleotydowe genow ampC
pateczek Acinetobacter spp. i innych gatunkéw bak-
terii wykazano kolejne roznice, co $wiadczy o jeszcze
mniejszym pokrewienstwie mi¢dzy nimi. Obecnie po-
jawiaja sig prace opisujace sekwencje nukleotydowe
kolejnych cefalosporynaz wystgpujacych u pateczek
Acinetobacter spp. [5].

Pateczki 4. baumannii wytwarzajace enzym AmpC
wykazuja r6zna oporno$é na -laktamy. Poziom wy-
twarzania tego enzymu i tym samym oporno$ci na
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ceftazidim, zalezy od obecnosci sekwencji promoto-
rowej [21]. System regulacji ekspresji tych B-laktamaz
jest tu bardziej ztozony niz u pateczek z rodziny Entero-
bacteriaceae. Stwierdzono, ze szczepy A. baumannii
posiadajace $rednia i wysoka oporno$¢ na ceftazidim
dysponuja sekwencja insercyjng zawierajaca silny pro-
motor, umieszczong przed genem ampC [21]. Sekwen-
cja ta jest ruchoma i zbudowana z 1200 par zasad. Jest
to pierwszy znany ruchomy element genomu, ktory
moze regulowaé rozne geny oporno$ci u pateczek
Acinetobacter spp. Wykazuje on mozliwos¢ regulacji
wytwarzania oksacylinaz, nalezacych do klasy D B-lak-
tamaz oraz genu aac(3)Illa, odpowiedzialnego za po-
wstanie enzymu modyfikujacego aminoglikozydy. Ce-
falosporynazy pateczek Acinetobacter spp. wydaja si¢
nie podlega¢ indukcji w sposob taki jak ma to miejsce
u pateczek z rodziny Enterobacteriaceae [5]. Uzycie
cefoksytyny jako induktora w do§wiadczeniu przepro-
wadzonym przez Beceiro i wsp. [5] nie spowo-
dowato zwigkszenia wytwarzania AmpC P-laktamaz.
Podobne wyniki uzyskiwali inni badacze [wg 6].

Jak juz wspomniano cefalosporynazy pateczek Aci-
netobacter spp. moga inaktywowac penicyliny oraz
cefalosporyny. Sa one jednak hamowane przez sulbak-
tam, co jest cecha obserwowana tylko u pateczek
Acinetobacter spp. i Citrobacter freundii. Wyraza si¢
to duza aktywnos$cia penicylin w polaczeniu z tym
inhibitorem B-laktamaz w warunkach in vitro. Steze-
nie sulbaktamu musi by¢ jednak wysokie, co sprawia,
ze w warunkach in vivo skuteczno$¢ takiego potacze-
nia jest wyraznie mniejsza.

Wysoki poziom ekspresji genow cefalosporynaz wy-
kryto u szczepow opornych na karbapenemy, u ktérych
mechanizm opornos$ci na tg¢ grupg antybiotykow jest
dodatkowo zwiazany ze zmniejszeniem przepuszczal-
no$ci oston komdrkowych [57]. Oba te mechanizmy
zdaja si¢ by¢ odpowiedzialne za wzrost MIC dla kar-
bapenemow, co zmniejsza ich skutecznosé terapeu-
tyczna. Dowodem na to przypuszczenie jest fakt, ze
nie stwierdzono innych istotnych réznic w mechaniz-
mie opornoséci na [-laktamy u badanych szczepoéw
A. baumannii, zarowno wrazliwych, jak i opornych
na karbapenemy. Potwierdza to udziat cefalosporynaz
W opornosci na te¢ grup¢ antybiotykow. Podobna za-
lezno$¢ stwierdzono w przypadku opornosci na pipe-
racyling, cefotaksym, cefpirom i aztreonam.

4.4. Klasa D p-laktamaz

Klasa D to [-laktamazy typu OXA (pI 6,65)
— oksacylinazy inaktywujace penicyliny i cyfalospo-
ryny. Wigkszo$¢ z nich hydrolizuje rowniez karbape-
nemy, nie sa one jednak metaloenzymami. Kodowane
sa chromosomalnie. Trudno$ci w ich wykrywaniu wy-
nikaja z roznej aktywnosci wobec cefalosporyn III ge-
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neracji. Moga dla przyktadu hydrolizowa¢ cefepim,
nie hydrolizujac ceftazidimu. Hamowane sa przez
kwas klawulanowy (oprécz OXA-23), tazobaktam
1 sulbaktam, wykazuja z wyjatkiem enzymoéw OXA-24,
OXA-27 i OXA-40, duza aktywno$¢ wobec kloksa-
cyliny i oksacyliny [3]. Wedtug klasyfikacji Bush
zaliczane sa one wszystkie do klasy 2d [14, 16].

Pierwszym sklasyfikowanym i opisanym enzymem
tej klasy u pateczek Acinetobacter spp. byt OXA-21
[66]. Zakres jego dzialania nie zostat ostatecznie wyjas-
niony, poniewaz badany szczep wytwarzal dodatkowo
dwie inne B-laktamazy, niemniej jednak nie obejmuje
on karbapenemow [11, 66]. OXA-23, nastgpny en-
zym wystepujacy u rodzaju Acinetobacter, poczat-
kowo zakwalifikowano jako karbapenemazg klasy A
wg Amblera inazwano ARI-1 (Acinetobacter en-
zyme resistant to imipenem) [12]. P6zniej, na podsta-
wie badan nad struktura genetyczna, zaliczono ja do
oksacylinaz [2, 24]. Kolejna opisana oksacylinaza
byta OXA-24 izolowana ze szczepu pochodzacego
z Hiszpanii [10] oraz OXA-25, OXA-26, OXA-27 [3].
W 2003 roku opisano OXA-40 [32], a ostatnio w 2005 r.
w Argentynie [13] i we Francji [55] wyizolowano
dwie nowe karbapenemazy u pateczek Acinetobacter
spp. nazwane odpowiednio OXA-51 i OXA-58.

Paleczki Acinetobacter spp. wytwarzaja wszystkie
opisane dotychczas PB-laktamazy OXA hydrolizujace
imipenem, tj. OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26,
OXA-27, OXA-40 oraz OXA-51 i OXA-58 [35, 55].
Badania genetyczne zaowocowaty ich podziatem na trzy
grupy. Do jednej z nich zaliczono OXA-24, OXA-25,
OXA-26, OXA-40, do drugiej OXA-23 i OXA-27,
a do trzeciej OXA-51 i OXA-58 [13, 32, 55]. Porow-
nujac sekwencje nukleotydowa poszczegdlnych grup
enzymow OXA wykazano 60% podobienstwa w bu-
dowie czasteczkowej. Z kolei podobienstwo enzymow
nalezacych do tej samej grupy jest bardzo wysokie
i osiaga nawet 99%. Dla przyktadu, OXA-40 r6zni si¢
od pozostatych enzymow ze swojej grupy, jednym lub
dwoma aminokwasami. Jednak jego wiasciwosci bio-
chemiczne znacznie réznia si¢ od pozostatych, gdyz
jest on stabo hamowany przez inhibitory [3-laktamaz:
kwas klawulanowy, tazobaktam, sulbaktam oraz wy-
kazuje wzglednie waski zakres dziatania, obejmujacy
jednak ceftazidim i imipenem.

Ostatnio opisane karbapenemazy OXA-51 i OXA-58
z uwagi na mate podobienstwo (okoto 60%) do po-
zostatych OXA karbapenemaz pateczek Acinetobac-
ter spp. zostaly zaliczone do nowoutworzonej trzeciej
grupy [13, 55]. Gléwnym substratem tych enzymow
jest imipenem. Hydrolizuja one takze penicyliny,
w tym oksacyling. OXA-58 nie wykazuje aktywnosci
wobec cefalosporyn. Sa to enzymy kodowane przez
geny znajdujacy si¢ na plazmidzie, w przeciwienstwie
do wigkszos$ci enzymow tej klasy wystepujacych u pa-
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teczek Acinetobacter spp., ktore kodowane sa chro-
mosomalnie.

Oksacylinazy maja zdecydowanie stabsza aktyw-
no$¢ wobec karbapeneméw niz metaloenzymy nale-
zace do klasy B. Wytwarzanie tych enzymow nie
warunkuje catkowitej opornosci na karbapenemy. Ko-
nieczne jest wspolistnienie zmniejszonej przepusz-
czalno$ci blony zewngtrznej, zwigzanej z brakiem bia-
tek porynowych. Dopiero potaczenie tych dwdch
mechanizméw powoduje pojawienie si¢ opornosci kli-
nicznej na imipenem.

Karbapenemazy typu OXA moga rozprzestrzenia¢
si¢ takze wsrod innych gatunkéw bakterii. Enzym
OXA-23 opisano u P. mirabilis [7]. Paleczki Acine-
tobacter spp. sa wigc rezerwuarem, z ktorego geny
bla,, kodujace karbapenemazy moga rozprzestrze-
nia¢ si¢ w przyszlosci na inne bakterie. Liczba enzy-
moéw typu OXA u rodzaju Acinetobacter bedzie si¢
niewatpliwie powigksza¢ coraz bardzie;.

5. Zmiany w bialkach wiazacych penicyliny

Zmiana PBP jest czgsto zwigzana z oporno$cia na
B-laktamy. PBP u pateczek Acinetobacter spp. wyka-
zuja podobienstwo do analogicznych biatek szczepow
Bacteroides spp. Obara i Nakle [50] opisaliu pa-
teczek Acinetobacter spp. 6 biatek PBP: 1a (94 kDa),
1b (92 kDa), 1c (86 kDa), 2 (74 kDa), 3 (59 kDa),
4 (42 kDa). Kombinacje tych biatek warunkuja rézny
stopien wiazania si¢ antybiotykow [-laktamowych
z komorka bakteryjna. Fernandez-Cuenca i wsp.
[26] obserwowali 12 ré6znych wzoréw PBP u bada-
nych przez siebie szczepdw. Stwierdzili oni, ze brak
PBP2 (73,2 kDa) wraz z wytwarzaniem oksacylinaz
lub MBL warunkuje oporno$¢ na imipenem.

6. Zmiana przepuszczalnos$ci oston komérkowych
poprzez redukcje¢ bialek porynowych

Istotnym mechanizmem opornosci na antybiotyki
[-laktamowe pateczek Acinetobacter spp. jest zmniej-
szenie przepuszczalno$ci $ciany bakteryjnej. Bakterie
te wykazuja 3% przepuszczalnos$ci $ciany komorko-
wej E. coli i taka sama lub nawet mniejsza przepusz-
czalno$¢ niz P. aeruginosa [57]. Przepuszczalno$é
$ciany komdrkowej rodzaju Acinetobacter dla penicy-
lin i cefalosporyn stanowi 1% przepuszczalnosci jaka
wystepuje u szczepow E. coli. Dla karbapenemow jest
to ponizej 2%. Pozwala to tym bakteriom na osiag-
nigcie wysokiego poziomu oporno$ci na antybiotyki
[-laktamowe juz przy nizszym poziomie wytwarzania
enzymow hydrolizujacych te antybiotyki. Mechanizm
zmniejszenia przepuszczalnosci oston komorkowych
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jest powszechny wérod dzikich szczepow wystepuja-
cych w $rodowisku naturalnym [6] i jest zwiazany
z wytwarzaniem biatek porynowych OMP (outer
membrane proteins). Jest to obok wytwarzania B-lak-
tamaz najwazniejszy sposob uzyskania opornosci na
antybiotyki B-laktamowe wsrod pateczek Acinetobac-
ter spp. Wynika on z redukcji liczby poryn lub z two-
rzenia kanatéw o mniejszych §rednicach, nieprzepusz-
czajacych zwiazkow o duzej masie czasteczkowej lub
o znacznej hydrofobowosci.

Za przepuszczalno$é antybiotykow przez btong ze-
wnetrzna u pateczek Acinetobacter spp. odpowiedzial-
ne sa migdzy innymi biatka porynowe o masie cza-
steczkowej 22 kDa, 22,5 kDa, 33-36 kDa, 46,5 kDa
[8, 19, 26, 50]. Utrata tych biatek warunkuje opornos¢
na [-laktamy. Zmniejszone wytwarzanie poryn o ma-
sie czasteczkowej 46,5 kDa jest zwigzane ze spadkiem
przepuszczalnosci dla matych hydrofilnych czasteczek
0 40% do 80% [50]. Pateczki Acinetobacter spp. po-
siadaja wiele biatek porynowych, ktére moga tworzy¢
rozne wzory PBP.

Ostatnio pojawilo si¢ szereg badan, ktorych autorzy
opisuja niewatpliwy udziat OMP i PBP w budzacej
coraz wigcej obaw opornosci szczepodw Acinetobacter
spp. na karbapenemy [1, 60]. Oporno$¢ ta wykazuja
zardwno szczepy wytwarzajace karbapenemazy, jak
1 nie posiadajace takiej cechy. Potwierdza to udziat
sciany komorkowej w wytworzeniu tej opornosci,
albo wspotistnienie kilku mechanizmoéw jednocze$nie.
Przypuszcza sig, ze jest to uwarunkowane utrata OMP
lub ich uszkodzeniem na skutek mutacji. Stwierdzono,
ze szczepy oporne na karbapenemy w poréwnaniu ze
szczepami wrazliwymi wykazuja zmniejszona eks-
presj¢ biatek oston zewnatrzkomodrkowych 47 kDa,
44 kDa, 37 kDa [wg 6]. Bou i wsp. [8] odkryli, ze
zmniejszona ekspresja biatek 22 kDa, 33 kDa powo-
duje podwyzszenie MIC karbapenemow wsrdd szcze-
pow wytwarzajacych OXA-24. W innych badaniach
zauwazono, ze juz sama redukcja ekspresji biatek
33-36 kDa, bez udzialu innych mechanizméw opornos-
ci moze powodowac oporno$¢ na karbapenemy [19].
Podobnie utrata biatka 29 kDa zwiazana jest z poja-
wieniem si¢ opornosci na imipenem u szczepoOw nie
wytwarzajacych karbapenemaz [39]. Podobny efekt
wywoluje brak biatka porynowego 22,5 kDa [26].

Udziat OMP i PBP w ksztaltowaniu opornosci na
imipenem jest bezsporny, ale wymaga jeszcze kolej-
nych, wnikliwych badan. Nalezy jednak zauwazy¢ ro-
snacy udzial tych mechanizméw opornosci w stosun-
ku do wytwarzania -laktamaz. Znamienny jest fakt,
iz moga one bez udzialu enzymoéw hydrolizujacych
B-laktamy warunkowa¢ oporno$¢ na najbardziej sku-
teczna dzi$ grupe antybiotykdw wobec pateczek Acine-
tobacter spp. jaka sa karbapenemy. Opornos¢ pateczek
Acinetobacter spp. na antybiotyki B-laktamowe jest
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jednak w rzeczywisto$ci najczesciej wynikiem dziata-
nia kilku mechanizméw jednoczes$nie. Poteguje to efekt
obronny danego szczepu przed antybiotykami. Zmniej-
szenie powinowactwa [-laktaméw do PBP, z jedno-
czesnym spadkiem przepuszczalnosci oston komorko-
wych, daje zdecydowanie wigksze szanse na to, ze
B-laktamazy wytwarzane nawet w mniejszej ilosci
zhydrolizuja lek przeciwbakteryjny. Naturalnie zmniej-
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szona przepuszczalnos$¢ §ciany komorkowej u bakterii
jest znaczacym czynnikiem selekcyjnym. Powoduje
tez tatwiejsze uzyskiwanie wysokiego poziomu opor-
nosci na antybiotyki w stosunku do innych pateczek
Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae. Wyda-
je sig, ze to wlasnie w $cianie komoérkowej tkwi naj-
wigksza tajemnica opornosci pateczek Acinetobacter
spp. na antybiotyki.

Tabela I
Mechanizmy opornosci na antybiotyki 3-laktamowe u pateczek Acinetobacter spp.
Rodz.aj mifaslfiz- . . . Rok
mecham%rr.lu Nazwa oW Zakres dziatania Kodowanie odkrycia
opornosci laktamazy

B-laktamaza |TEM-1 A Penicyliny Plazmidowo 1980
B-laktamaza |TEM-2 A Penicyliny Plazmidowo 1982
B-laktamaza |CARB-5 A Karbenicylina Plazmidowo 1988
B-laktamaza |SHV-like A Penicyliny Plazmidowo 1993
B-laktamaza |PER-1 A Cefalosporyny, penicyliny Plazmidowo/Chromosomalnie | 1997
B-laktamaza |VEB-1 A Cefalosporyny, peniceliny Plazmidowo/Chromosomalnie | 2003
B-laktamaza |CTX-M-2 A Cefalosporyny, peniceliny Plazmidowo 2004
B-laktamaza |IMP-1 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Plazmidowo 1999
B-laktamaza |IMP-2 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Plazmidowo 2000
B-laktamaza |IMP-4 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Plazmidowo 2001
B-laktamaza |IMP-5 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Plazmidowo 2002
B-laktamaza |VIM-1 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Plazmidowo 1999
B-laktamaza | VIM-2 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Plazmidowo 2002
B-laktamaza |ACE-1 C Cefalosporyny I i II generacji Chromosomalnie 1987
B-laktamaza |ACE-2 C Cefalosporyny I i II generacji Chromosomalnie 1987
B-laktamaza |ACE-3 C Cefalosporyny I i II generacji Chromosomalnie 1987
B-laktamaza |ACE-4 C Cefalosporyny I i II generacji Chromosomalnie 1987
B-laktamaza |AMP-C C Penicyliny, cefalosporyny Chromosomalnie od 1996
B-laktamaza |[OXA-21 D Penicyliny, cefalosporyny Chromosomalnie/Plazmidowo | 1997
B-laktamaza |OXA-23 (ARI-1) D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Chromosomalnie/Plazmidowo | 1985/99
B-laktamaza |OXA-24 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Chromosomalnie 1993
B-laktamaza |OXA-25 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Chromosomalnie 2000
B-laktamaza |OXA-26 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Chromosomalnie 2000
B-laktamaza |[OXA-27 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Chromosomalnie 2000
B-laktamaza |OXA-40 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Chromosomalnie 2002
B-laktamaza |OXA-51 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy | Plazmidowo 2005
B-laktamaza |OXA-58 D Penicyliny, karbapemy Plazmidowo 2005
Zmiana PBP: |1a (94 kDa),

1b (92 kDa),

;C(§i6k]]<)2i ) - B-laktamy z karbapenemami Chromosomalnie 1991

3 (59 kDa),

4 (42 kDa)
Przepuszczal- | Spadek liczby
Eglsqfé?]i}(;)vtych glzai(e]];ar’n;; 5 kDa, - B-laktamy z karbapenemami Chromosomalnie 1996

33-36 kDa, 46 kDa
Przepuszczal-
no$¢ oston Brak 29 kDa - Karbapenemy Chromosomalnie 2002
komorkowych
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7. Wyplyw (,,efflux”) antybiotykéw
z wnetrza komorki

Kolejnym mechanizmem opornosci na B-laktamy
jest wyptyw (,,efflux) antybiotyku z komorki bak-
teryjnej. Jest to najstabiej poznany mechanizm opor-
no$ci na antybiotyki u paleczek Acinetobacter spp.
Dotyczy on wielu antybiotykéw, a zwlaszcza cefo-
taksymu, chloramfenikolu, trimetoprimu, tetracyklin,
fluorochinolonéw i aminoglikozydow [41, 42, 57].
Pompa odpowiedzialna z ten rodzaj opornosci nalezy
do superrodziny RND (resistance-nodulation-division)
i jest kodowana przez gen adeABC, ktorego ekspresja
jest regulowana przez dwusktadnikowy system regu-
lacji, zbudowany z gendéw adeR 1 adeS. Mechanizm
ten ma jednak, jak si¢ okazuje, niewielkie znaczenie
w opornoSci na B-laktamy.

8. Podsumowanie

Podsumowujac przytoczone mechanizmy opornosci
na B-laktamy (tab. I) wystepujace u pateczek Acineto-
bacter spp. mozna stwierdzi¢, ze bakterie te maja po-
tencjalng zdolnos¢ wytwarzania opornosci na wszyst-
kie znane dzi$ antybiotyki B-laktamowe. Jeden szczep
moze wytwarza¢ kilka $-laktamaz z jednoczesna reduk-
cja lub zmiang OMP, czy PBP, co powoduje opornosc¢
na wiele antybiotykdw tej grupy. Udowodniono, ze kaz-
dy z tych mechanizmow niezaleznie moze powodowacé
oporno$¢ w stosunku do nawet najbardziej skutecznych
-laktamow. Niewatpliwie jednak najwigksze znacze-
nie ma wspodtdziatanie wielu z nich jednoczes$nie.

Ze wzgledu na ztozonos$¢ problemu oporno$ci na an-
tybiotyki B-laktamowe, nalezy stosowac¢ je z duza roz-
waga, aby nie dopusci¢ do selekcji szczepow opornych.
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The role of bacteria in biogeochemical cycle of arsenic

Abstract: Arsenic is widely distributed in the Earth’s crust and is one of the most toxic elements. It is found in soil and natural
minerals and it, therefore, may enter the atmosphere and water. Arsenic can exist in four valence states (-3, 0, +3, +5) and
in a number of organic and inorganic forms. Organic forms are less harmful than the inorganic ones and arsenite [As(III)] is more
toxic then arsenate [As(V)]. Some prokaryotes may use arsenic compounds for energy generation (either as electron donors
or acceptors), whereas other are only resistant to arsenic. These microbes play an important role in speciation and mobilization
of arsenic in nature. The review of microbial arsenic metabolism and the potential role of microbes in the biogeochemical cycle
of arsenic are presented in this paper.

1. Introduction. 2. Arsenic in the environment. 3. Microbial transformation of arsenic. 3.1. Biomethylation of organic arsenic com-
pounds. 3.2 Reduction of arsenate-resistance mechanism. 4. Redox reaction — aerobic (oxidation) and anaerobic (reduction) respira-

tion. 4.1 Dissimilatory reduction of arsenate. 4.2 Microbial arsenite oxidation. 5. Biogeochemical cycle of arsenic. 6. Summary
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1. Wstep

Mikroorganizmy sa stale narazone na dziatanie
jonow metali wystepujacych w srodowisku. Niektore
z tych jonow (magnez, potas, miedz czy cynk) sa po-
bierane jako istotne sktadniki odzywcze, podczas gdy
inne sa zwiazkami toksycznymi (. rt¢¢, otow, kadm,
arsen czy srebro) [59].

Jednym z najbardziej toksycznych pierwiastkow,
wystepujacych naturalnie w §rodowisku, jest arsen. Na
dziatanie toksycznych zwiazkéw arsenu sa narazone
zard6wno organizmy prokariotyczne jak i eukariotycz-
ne. U ludzi arsen dziala teratogennie, kancerogennie
i mutagennie. Dziata on na skor¢ oraz roézne organy,
w tym: watrobe, uktad krwiono$ny, nerki, ptuca, gru-
czot krokowy. Moze powodowaé cukrzyce, chorobe
wiencowa, hiperpigmentacj¢ i zapalenie skory, zmia-
ny hematologiczne, obwodowe neuropatie i wiele
innych schorzen [22].

Toksyczno$¢ zwiazkoéw arsenu jest uzalezniona od
wartosciowosci tego pierwiastka oraz od postaci, w ja-
kiej on wystgpuje. Najbardziej grozne i toksyczne sa
nieorganiczne zwiazki arsenu, przy czym zwiazki
As(III) sa bardziej toksyczne niz zwiazki As(V) [41].
Zywe komorki (bakteryjne, rolinne, zwierzece, w tym

ludzkie) sa narazone gléwnie na dziatanie arsenu
w postaci arseniandw i arseninow. Arseniany (HAsO,*
i H,AsO,"), sa molekularnymi analogami fosfora-
néw 1 hamuja fosforylacje oksydacyjna, tym samym
blokujac tancuch oddechowy. Arseniny [(As(OH),
i H,AsO,7] sa bardziej toksyczne, poniewaz wiaza sig
z grupami tiolowymi, uposledzajac funkcje wielu bia-
fek. Zwiazki As(I1l) powoduja takze zaburzenia w utle-
nianiu, np. pirogronianu, alfa-ketoglutaranu i gluta-
minianu [40].

Mikroorganizmy wyksztalcily rézne mechanizmy
usuwania arsenu z komoérki. Moga one: (i) zmniejszy¢
pobieranie arseniandw przez systemy transportu fosfo-
randéw [14], (ii) przeprowadzi¢ transformacje chemiczne
toksycznych zwiazkéw arsenu (metylacja, demetylacja,
redukcja, utlenianie) oraz (iii) wykorzysta¢ specjalne
systemy detoksykacji arsenu, tzw. systemy ArsC [60].

W niniejszej pracy dokonano przegladu bakterii
odgrywajacych kluczowa rol¢ w biogeochemicznym
obiegu arsenu. Opisano: (i) bakterie oporne na zwiaz-
ki arsenu, (ii) bakterie wykorzystujace arseniany jako
koncowe akceptory elektronéw w procesie oddycha-
nia beztlenowego, a takze (iii) bakterie chemolito-
autotroficzne uzyskujace energi¢ z procesu utleniania
arseninow.
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2. Rozpowszechnienie arsenu w Srodowisku

Arsen jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnio-
nym w skorupie ziemskiej, ale wystgpuje w niej w ilos-
ciach §ladowych (okoto 3,4 ppm) [74]. Wystepuje
w glebie i w mineratach, i moze by¢ rowniez uwalniany
do wody i powietrza. Mineraly arsenowe wchodza
w sktad hydrotermalnych lub metasomatycznych z16z
rud metali, a wérdd ponad 150 istniejacych mineratow
najbardziej rozpowszechnionymi sa: realgar (As,S,),
aurypigment (As,S,), arsenit (As,0,), lelingit (FeAs,)
1 arsenopiryt (FeAsS) [10, 11]. W Polsce najwazniej-
sze zloze mineraldw arsenowych znajduje si¢ w Zto-
tym Stoku (Dolny Slask), a niewielkie ich ilosci
stwierdzono rowniez w Miedziance i Czarnowie kolo
Kamiennej Gory (Dolny Slask).

Arsen jest uwalniany do Srodowiska pod wpltywem:
(1) wietrzenia skat, (ii) erupcji i emisji wulkanéw, oraz
(iii) innych naturalnych proceséw (np. pod wpltywem
dziatania mikroorganizméw). Na obecno$¢ zwiazkoéw
arsenu w glebie, wodzie i powietrzu ma takze wptyw
dziatalno$¢ cztowieka. Do antropogenicznych zrodet
arsenu mozna zaliczy¢: (i) wydobywanie i wytapianie
rud metali niezelaznych, (ii) spalanie drewna i wegla
brunatnego, (iii) stosowanie pestycydow, defoliantow
i herbicydow [6], (iv) stosowanie zwiazkéw arsenu
jako dodatku do pasz dla zwierzat [Roxarsone (kwas
4-hydroksy-3-nitrofenyloarsenowy) i kwas p-arsanilo-
wy (kwas 4-aminofenyloarsenowy)] [54]. Skazeniu
ulega przede wszystkim gleba oraz srodowisko wodne,
a ilosci uwolnionych zwiazkéw prawie czterokrotnie
przewyzszaja te pochodzace z naturalnych zrodet [19].

Arsen jest powszechnym zagrozeniem zdrowia
w wielu czgéciach §wiata. Skazenie wod gruntowych
tym pierwiastkiem stwierdzono w: Bangladeszu [8],
Zachodnim Bengalu w Indiach [21], Tajwanie [16],
Chile [9], P6nocnym Meksyku [13], Argentynie [3, 23,
44] oraz w USA (W Stanach: Kalifornia, Utah, Newa-
da, Washington i Alaska) [72]. W Polsce najwicksze
iloéci arsenu znajduja si¢ w: (i) Bieszczadach, co zwia-
zane jest z wystgpowaniem mineraldow arsenowych
w okolicy Baligrodu, (ii) na Gornym Slasku, co wiaze
si¢ z rozwojem i dzialalno$cia hutnictwa i gornictwa
rud metali, oraz (iii) na Dolnym Slasku w dolinie po-
toku Trujaca i w okolicach Ztotego Stoku, gdzie wy-
stepuja ztoza arsenowe lelingitu i arsenopirytu [36].

3. Mikrobiologiczne transformacje arsenu

Arsen nalezy do pierwiastkow bardzo mobilnych
i w $rodowisku ulega réznorodnym transformacjom
wlaczajac: przemiany chemiczne (procesy redukcji/
utleniania, metylacji/demetylacji) oraz zmiany postaci
fizycznej (ciato stale — ciecz — gaz). Glownym zrédiem
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transformacji arsenu w srodowisku sa organizmy zywe,
a przede wszystkim mikroorganizmy.

Przemiany arsenu przeprowadzane przez drobno-
ustroje prokariotyczne i eukariotyczne stanowia kluczo-
we etapy biogeochemicznego obiegu tego pierwiastka.
Mozemy wyrdzni¢ trzy podstawowe typy biotransfor-
macji:

(i) procesy redukcji, metylacji i demetylacji zwiaz-
kéw arsenu (przeprowadzane przez grzyby, glo-
ny i bakterie),

(i) biosynteza organicznych zwiazkoéw arsenu
(przeprowadzane przez grzyby, glony, bakterie
i archeony),

(iii) przemiany redoks pomigdzy arseninami a arse-
nianami (przeprowadzane przez prokarionty).

Procesy redoks ,,katalizowane” przez bakterie i ar-
cheony sa najwazniejszym elementem biogeochemicz-
nego obiegu arsenu i dlatego zostaly one omdwione
szerzej w rozdz. 4.

3.1. Biometylacja organicznych zwiazkow arsenu

Proces biometylacji pierwszy raz opisano w 1945
roku, gdy wykazano, ze grzyb Scopulariopsis brevi-
caulis jest zdolny do metylacji arsenowodoru [15]. Od
tego czasu opisano wiele gatunkéw grzybow metylu-
jacych zwiazki arsenu. Interesujacym przykladem jest
Candida humicola. Gatunek ten wykazuje zdolnos$¢
do metylacji arsenindw, metyloarsenianéw, oraz dime-
tyloarsenku (DMA) do trimetyloarsenku (TMA) [18].
Z kolei szczep Penicillium sp., wyizolowany przez
Huysmans i Frankerberga w 1991 [30] jest
zdolny nie tylko do metylacji arsenu, ale rowniez do
utleniania powstatego produktu.

Metylacja zwiazkow arsenu zostata wykryta tak-
ze u wielu gatunkéw prokariontdow. W 1971 roku
McBride i Wolfe po raz pierwszy opisali ten
proces u archeona Methanobacterium bryantii [37].
Kilka lat pdzniej wyizolowano Aeromonas sp. i Flavo-
bacterium sp., ktore sa zdolne do metylacji zwiazkow
arsenu [75]. Obecnie wiadomo, ze metylowe pochodne
arsenu produkuja tez: Corynebacterium sp., E. coli,
Proteus sp., Pseudomonas sp., Achromobacter sp.,
Alcaligenes sp., Nocardia sp. [7].

Co ciekawe, mikrobiologiczna metylacja zwiazkow
arsenu wykazuje duze podobienstwo do proceséw
przeprowadzanych w tkankach zwierzat [60]. W tkan-
kach zwierzgcych oraz u grzybow donorem grupy me-
tylowej jest S-adenozylometionina, a produktem me-
tylacji arsenindéw jest kwas dimetyloarsenowy. Z kolei
u bakterii donorem grupy metylowej jest metylo-
kobalamina. We wszystkich przypadkach w procesie
metylacji niezbedne jest takze cytoplazmatyczne biat-
ko, metylotransferaza, ktora wykorzystuje tioredoksy-
n¢ (Trx) jako reduktor [60].
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Warto zaznaczy¢, ze metylacja zwiazkow arsenu nie
jest uniwersalnym mechanizmem opornosci na arsen,
a dla niektorych mikroorganizméw metylowane formy
arsenu moga by¢ bardziej toksyczne niz formy nieme-
tylowane [64]. Z kolei niewiele wiadomo na temat od-
wrotnego procesu, a mianowicie demetylacji organicz-
nych pochodnych arsenu. Nie zidentyfikowano dotad
zadnych enzymoéw (ani gen6w) odpowiedzialnych za
proces demetylacji organicznych pochodnych arsenu.

3.2. Redukcja arsenianéw — mechanizm opornosci

W celu ochrony przed toksycznym dziataniem arse-
nu mikroorganizmy wyksztatcily rdzne strategie deto-
ksykacji. Najbardziej powszechnym i najlepiej pozna-
nym mikrobiologicznym mechanizmem oporno$ci na
arsen sa tzw. systemy ars. Mechanizm dziatania po-
lega na redukcji arsenianow [As(V)], a nastgpnie usu-
waniu powstatych arsenindw [As(IIl)] poza komorke.
Systemy ars wystepuja zaré6wno u bakterii Gram-
dodatnich, gramujemnych jak i u archeonow. Proces
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redukcji As(V) do As(IIl) wykryto takze u Saccharo-
myces cerevisiae.

Determinanty genetyczne odpowiedzialne za me-
chanizm redukcji arseniand6w moga znajdowaé si¢ na
chromosomach lub plazmidach i moga wystepowac
razem z genami opornosci na inne metale cig¢zkie, np.
na antymon Sb(III) [12]. Systemy ars tworza operony
sktadajace si¢ z minimum trzech gendéw podlegajacych
wspolnej transkrypcji: arsR, arsB i arsC [61]. Gen arsR
koduje biatko regulatorowe odpowiedzialne za ekspre-
sj¢ operonu ars, gen arsB — specyficzny transporter
As(III), a arsC — cytoplazmatyczna reduktazg arsenia-
nowa. W operonach ars moga wystgpowac dodatko-
we geny: arsA i arsD. Bialko ArsA jest rozpuszczalna
podjednostka ATPazy aktywowana poprzez obecnos¢
metalu cigzkiego. ArsA tworzy kompleks z btonowym
biatkiem ArsB, i posrednio (jako kompleks ArsAB)
uczestniczy w usuwaniu As(III) poza komorke [70].
Biatko ArsD petni funkcje drugiego, poza ArsR, re-
gulatora operonu ars. Jak si¢ wydaje, biatko ArsD
jest regulatorem dzialajacym in trans, niezaleznym od

Rys. 1. Schemat organizacji operonu ars [A] oraz mechanizm dziatania systemu ars [B]

Gen arsR koduje biatko regulatorowe (ArsR) odpowiedzialne za ekspresjg¢ operonu ars, gen arsD koduje drugi regulator — biatko ArsD.
Gen arsB koduje specyficzny transporter As(III) (biatko ArsB), arsC cytoplazmatyczna reduktazg arsenianowa (biatko ArsC), z kolei ars4 koduje
ATPazg (biatko ArsA), ktora tworzy kompleks z ArsB, i posrednio (jako kompleks ArsAB) uczestniczy w usuwaniu As(III) poza komorke.
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czynnikoéw indukujacych [27]. Schemat organizacji
operonu ars oraz mechanizm dziatania systemu ars
przedstawiono na rys. 1.

Podstawowym enzymem w systemach arsC jest
cytoplazmatyczna reduktaza arsenianowa ArsC. Na
podstawie przeprowadzonych analiz filogenetycznych
sekwencji biatkowych wykazano, ze istniejq trzy od-
dzielne grupy cytoplazmatycznych reduktaz arsenia-
nowych, ktére maja taka sama funkcje biochemiczna,
ale r6zne pochodzenie ewolucyjne [38]. Archetypem
pierwszej grupy reduktaz arsenianowych jest reduktaza
kodowana przez plazmid R773 E. coli, ktora wyko-
rzystuje glutaredoksyne (Grx) i glutation (GSH) jako
reduktor. Reprezentantem drugiej rodziny jest reduk-
taza ArsC kodowana przez plazmid pl258 Staphylo-
coccus aureus, ktora wykorzystuje tioredoksyng (Trx)
jako reduktor i jest spokrewniona z rodzing LmwPTPaz
(Low-molecular-weight protein tyrosine phosphatase).
Trzecia rodzing reprezentuje reduktaza Acr2p z S. cere-
visiae, jedyna do tej pory zidentyfikowana eukariotycz-
na reduktaza arsenianowa. Nalezy ona do super-rodzi-
ny PTPaz (protein tyrosine phosphatase), w sktad ktorej
wchodza fosfatazy cyklu komoérkowego Cdc25a.

4. Procesy redoks

Zrodlem energii dla organizméw chemotroficz-
nych sa reakcje utleniania i redukcji (reakcje redoks),
w ktorych elektrony sg przenoszone z jednego pier-
wiastka lub zwiazku na inny zwiazek lub pierwiastek.
Reakcje redoks powoduja zmiany konfiguracji elek-
tronowej danego pierwiastka (zwiazku), co bardzo
czgsto zmienia jego wlasciwosci oraz reaktywnos$¢.
Abiotyczne procesy redoks zachodza bardzo powoli,
za$ reakcje katalizowane przez mikroorganizmy sa
duzo szybsze i bardziej rozpowszechnione w $rodo-
wisku naturalnym.

Reakcje utleniania i redukcji przeprowadzane przez
mikroorganizmy sa zazwyczaj wykorzystywane w pro-
cesach oddechowych do uzyskiwania energii. Utlenianie
zwiazkow organicznych lub nieorganicznych (donory
elektrondw) sprzezone z redukcja tlenu czasteczkowe-
go (O,) jest procesem oddychania tlenowego i wiaze
sig¢ z powstawaniem wody. Z kolei w oddychaniu bez-
tlenowym utlenianie donorow elektrondéw jest potaczo-
ne z redukcja innych niz tlen akceptorow elektronow,
w wyniku czego powstaja inne produkty koncowe.

Zaréwno mikrobiologiczne utlenianie arseninow
jak i beztlenowe procesy oddychanie arsenianowe zna-
czaco wpltywaja na obieg biogeochemiczny arsenu.
W pierwszej czgsci tego rozdzialu zostaly uméwione
mikroorganizmy, ktore wykorzystuja arseniany jako
ostateczne akceptory elektrondow, za§ w drugiej omowio-
no bakterie 1 archeony utleniajace arseniny.
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4.1. Dysymilacyjna redukcja arsenianéow

Bakteryjny proces redukcji arsenianéw do arseni-
néw moze towarzyszy¢ utlenianiu substratow orga-
nicznych lub wodoru, a wynikiem tego sprzgzenia jest
synteza ATP. Caly proces utleniania zwiazkow orga-
nicznych, w polaczeniu z redukcja As(V) do As(Ill),
jest korzystny energetycznie ze wzgledu na powstajacy
potencjat redoks As(V)/As(III), ktory wynosi + 135 mV.

Obecnie znanych jest okoto 30 organizmoéw proka-
riotycznych zdolnych do dysymilacyjnej redukcji ar-
senianow. Wsrdd nich sa beztlenowce z réznych grup
Bacteria 1 Archaea. Ponad 20 gatunkéw mikroorga-
nizméw oddychajacych arsenianami (redukujacych
arseniany) zostato wyizolowanych w postaci czystych
kultur i sklasyfikowanych do nastepujacych typow
prokariontow: Proteobacteria (y, 0 i¢€), Firmicutes,
,,Deinococcus-Thermus”, Chrysiogenetes oraz do Cre-
narchaeota [48). Zrdznicowanie filogenetyczne mikro-
organizméw prokariotycznych zdolnych do dysymila-
cyjnej redukcji arseniandw przedstawia rys. 2.

Mikroorganizmy zdolne do oddychania arsenia-
nowego byly izolowane z réznych $rodowisk w tym:
z osadow stodkowodnych, uj$¢ rzek, jezior, goracych
zrodel, kopalni ztota [47], z podpowierzchniowych
formacji wodonosnych [55], z otwordéw termicznych
w skorupie ziemskiej na dnie oceanu [68] oraz prze-
wodu pokarmowego zwierzat [28]. Wérod mikroorga-
nizmow wykorzystujacych arseniany jako koncowe
akceptory elektronow znajduja si¢ takze ekstremofile
przystosowane do wysokich temperatur, pH czy zaso-
lenia [26, 29, 67].

Pierwszymi opisanymi bakteriami zdolnymi do od-
dychania arsenianowego byty dwa blisko spokrewnio-
ne gatunki nalezace do e-Proteobacteria: Sulfurospi-
rillum arsenophilum MIT-13 1 S. barnesii SES-3 [1, 35,
65]. Szczep S. arsenophilum MIT-13 zostal wyizolo-
wany z zanieczyszczonych arsenem osadow zlewiska
Aberjona w USA [1]. Bakteria ta utlenia mleczan do
CO,, jednoczesnie redukujac As(V) do As(IlI), dzigki
czemu uzyskuje energig potrzebna do wzrostu. S. arse-
nophilum moze roéwniez wykorzystywac¢: H, i octan,
lub pirogronian jako alternatywne donory elektronéw,
oraz azotany i fumaran jako akceptory elektronow.
Z kolei szczep S. barnesii SES-3 zostal wyizolowany
z bogatych w zwiazki selenu bagien we wschodniej
Newadzie (USA). Szczep SES-3 moze wykorzystywaé
octan, pirogronian, mleczan i wodor jako donor elek-
tronow, a jako akceptor elektronéw oprocz arseniandow
moze wykorzystywaé: fumaran, Fe(Ill), tiosiarczan,
siarke elementarna, azotany, DMSO i inne [66]. Bar-
dzo interesujacym przyktadem jest takze szczep Gram-
dodatniej bakterii, Desulfotomaculum auripigmentum
OREX-4, wyizolowanej ze stodkowodnych osadéw
jeziora Upper Mystic w Winchester, w USA [43]. Utle-
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Rys. 2. Drzewo filogenetyczne mikroorganizméw prokariotycznych zdolnych do dysymilacyjnej redukcji arsenianow

Pokrewienstwo filogenetyczne pomigdzy genami 16S rRNA wyznaczono metoda najwigkszej parsymonii z metoda nieparametryczng bootstrap.

nia on: Hz, H, i octan, ma$lan, pirogronian, mleczan,
jabtczan, glicerol i etanol, wykorzystujac: siarczany,
siarczyny, tiosiarczany, fumaran i przede wszystkim
arseniany jako akceptory elektronow.

Pierwsza oczyszczona i scharakteryzowana reduk-
taza odpowiedzialna za dysymilacyjna redukcje As(V)
byl enzym wyizolowany z Chrysiogenes arsenatis
[35]. Reduktaza tej bakterii jest peryplazmatycznym
molibdoenzymem nalezacym do rodziny reduktaz
DMSO. Sktada si¢ z dwoch podjednostek: wigkszej
ArrA (87 kD) zawierajacej centrum zelazo-siarkowe
[4Fe-4S], oraz mniejszej ArrB (29 kD) zawierajacej
zgrupowanie zelazo-siarkowe [Fe-S] [33]. Rownie

dobrze zostata scharakteryzowana reduktaza arsenia-
nowa gramdodatniej, haloalkalofilnej bakterii Bacillus
selenitireducens. Wykazuje ona duze podobienstwo,
na poziomie sekwencji nukleotydowej (50% podo-
bienstwa) oraz na poziomie aminokwasowym (obie
podjednostki ArrA i ArrB wykazuja 85% podobien-
stwa), do reduktazy C. arsenatis. Niezwykle interesuja-
ca jest takze Gram-ujemna bakteria z rodzaju Shewa-
nella. Na podstawie przeprowadzonej analizy in silico

wykazano, ze szczep Shewanella ANA-3 posiada
w swoim genomie operon ars (kodujacy reduktaze
cytoplazmatyczna) oraz geny arrd i arrB, kodujace
dysymilacyjna reduktaze arsenianowg (zlokalizowana
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w btonie komoérkowej). Geny te koduja odpowiednio:
(i) potencjalne biatko ArrA, zawierajace motyw zela-
zo-siarkowy 1 molibdenowy kofaktor piranopteryno-
wy oraz (ii) potencjalne biatko ArrB, zawierajace trzy
[4Fe-4s] oraz jedno [3Fe-4S] zgrupowania zelazo-siar-
kowe [56]. Homologi operonu arr zostaty takze ziden-
tyfikowane w genomach Desulfofitobacterium haf-
niense [45], Wolinella succinogenes [28], Desulfospo-
rosinus sp. Y5 [51].

4.2. Mikrobiologiczne utlenianie arseninéw

Chemiczne utlenianie As(I1I) do As(V) w obecnos-
ci samego tlenu jest procesem bardzo powolnym [17].
Aby zwigkszy¢ szybkos§¢ reakcji utleniania, nalezy za-
stosowac¢ odpowiedni katalizator [33]. Skutecznymi
utleniaczami chemicznymi sa: wolny chlor (Cl,), pod-
chloryn, ozon czy nadmanganian. Ze wzgledu na wy-
stgpowanie skutkow ubocznych (utlenianie innych
zwiazkow w Srodowisku, powstawanie produktow
ubocznych oraz pozostatosci po utleniaczach), wymie-
nione wyzej chemiczne utleniacze nie sa w zasadzie
stosowane w Srodowisku naturalnym. Alternatywa do
chemicznego utleniania As(III) w $rodowisku jest za-
stosowanie naturalnych katalizatoréw biologicznych.

Wigkszos$¢ arseninéw wystepujacych w Srodowi-
sku jest utleniana z udzialem mikroorganizméw [69].
Pierwsze doniesienia o mikrobiologicznym utlenianiu
arsenu pochodza z roku 1918, kiedy to Green wy-
izolowat i1 opisat szczep Achromobacter zdolny do
utleniania arsenindéw do arsenianoéw [25]. Od tego cza-
su wyizolowano i scharakteryzowano wiele gatunkéw
z roznych grup Bacteria i Archaea zdolnych do utlenia-
nia As(IIT) [42]. W$rod bakterii zdolnych do utleniania
arseninéw wigkszo$¢ stanowia chemoorganoheterotro-
fy, ktéore do wzrostu wymagaja organicznego zrddla
wegla. Naleza do nich: o, B i vy Proteobakterie, bakterie
z grupy ,,Deinococcus-Thermus oraz archeony z typu
Crenarchaeota. Znane sa rowniez bakterie utleniajace
arseniny zdolne do wzrostu chemolitoautotroficznego.
Do chemolitoautotroficznych bakterii arsenowych mo-
zemy zaliczy¢ sze$¢ szczepow nalezacych do «-Proteo-
bacteria: Ben-5, NT-2, NT-3, NT-4, Nt-25 i NT-26
[57], dwa do y-proteobacteria — szczep MHLE-1 [46]
oraz Pseudomonas arsenitoxidans [31], oraz dwa
szczepy zaliczone do B-Proteobacteria: Herminiimonas
arsenicoxydans ULPAs] [39] oraz Thiomonas arseni-
vorans b6" [5]. Zroznicowanie filogenetyczne bakterii
utleniajacych arseniny przedstawia rys. 3.

W przypadku bakterii heterotroficznych utlenianie
arseninéw jest gtdéwnie mechanizmem detoksykacji,
polegajacym na transformacji As(III) do mniej tok-
sycznej formy As(V). Przedstawiona nizej reakcja
utleniania arseninéw przez bakterie heterotroficzne,
pomimo ze jest reakcja egzoergiczna, nie jest wyko-
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rzystywana do zdobywania energii potrzebnej do
wzrostu komorek:

2 H;AsO, + O, -~ HAsO,> + HAsO, +

+3 H" (AGY = - 256 kj/Rx)

Zupehie inaczej przedstawia si¢ sytuacja w przy-
padku bakterii chemolitoautotroficznych. Utlenianie
arseninow, peliacych funkcj¢ donora elektronow, jest
sprzgzone z tancuchem transportu elektrondow i z re-
dukcja tlenu lub azotandéw oraz wiaze si¢ z pozyski-
waniem energii do wigzania CO, i wzrostu komorek.

Ze wszystkich bakterii utleniajacych arseniny do
arsenianOw najlepiej poznana jest heterotroficzna bak-
teria Alcaligenes faecalis [50]. Oksydaza arseninowa
A. faecalis jest czgScia skladowa peryplazmatycznego
tancucha transportu elektronow, w ktorego sktad wcho-
dza takze: azuryn, cytochrom ¢ i oksydaza cytochro-
mu c¢. Oksydaza arseninowa tej bakterii jest jedno-
rdzeniowym molibdoenzymem, nalezacym do rodziny
reduktaz DMSO podobnych do reduktaz arseniano-
wych (Arr) [2]. Jest ona heterodimerem, z duza pod-
jednostka katalityczna AsoA (~85 kD), zawierajaca
atom molibdenu polaczony z dwiema pterynami i zgru-
powaniem [3Fe-4S], oraz z mniejsza podjednostka
AsoB (~14 kD) (najprawdopodobniej petniaca funkcje
przenosénika elektron6w), zawierajaca motyw Rieske’go
[2Fe-2S] [2], ktory jest typowy dla molibdoenzymow.

Scharakteryzowana zostata rowniez oksydaza arse-
ninowa chemolitoautotroficznego szczepu Rhizobium
sp. NT-26 [58] oraz heterotroficznego szczepu Hydro-
genophaga sp. NT-14 [73]. Podobnie jak w przypadku
A. faecalis sa to enzymy peryplazmatyczne sktadajace
si¢ z dwoch heterologicznych podjednostek. Wigksza
podjednostka AroA (98 kD) wykazuje duze podo-
bienstwo do molibdenowych podjednostek reduktaz
DMSO, za$ mniejsza podjednostka AroB (14 kD) za-
wiera motyw zelazowo-siarkowy Rieske’go [58].

Utlenianie As(III) z udziatlem ,,mikrobiologicznych
katalizatorow” staje si¢ podstawa powstajacych obec-
nie systemow bioremediacyjnych usuwajacych arse-
niny. W 2002 roku zespdt badawczy Battaglia-
Brunet opisal proces utleniania arsenindw przez
populacjg bakterii nazwanych CASO1, a nastgpnie im-
mobilizacje powstatych arseniandéw [As (V)] na silnych
adsorbentach [4]. Bardzo skutecznym mikrobiologicz-
nym utleniaczem okazatl si¢ takze szczep Herminiimo-
nas arsenicoxidans ULPAs] wyizolowany ze $ciekdw
przemystowych zanieczyszczonych arsenem [62]. Za-
interesowanie tematem bioremediacji arsenu ze srodo-
wiska 1 poszukiwania mikroorganizméw uzytecznych
w procesach detoksykacji sSrodowisk skazonych As(III)
doprowadzito do wyizolowania kilku nowych ga-
tunkow bakterii utleniajacych As(III). W 2001 roku
Gihring 1 Banfield wyizolowali z goracych
zrodel Growler Hot Spring w poinocnej Kalifornii
w USA bardzo interesujacy, termofilny szczep Thermus
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Rys. 3. Drzewo filogenetyczne mikroorganizméow prokariotycznych utleniajacych arseniny

Pokrewienstwo filogenetyczne pomigdzy genami 16S rRNA wyznaczono metoda najwigkszej parsymonii z metoda nieparametryczng bootstrap.
O - zaznaczono bakterie heterotroficzne, natomiast ® — zaznaczono bakterie chemolitoautotroficzne.

HR13 [26]. W warunkach tlenowych utlenia on As(III)
w celach detoksykacji, nie wykorzystujac powstatej
energii. Natomiast w warunkach beztlenowych w obec-
nosci mleczanu wykorzystuje As(V) jako koncowy ak-
ceptor elektronow. Réwnie ciekawy jest chemolitoauto-
troficzny szczep MHLE-1, wyizolowany z Mono Lake
w Kalifornii (USA) [46]. Moze on wykorzystywac
oprécz arsenindw inne donory elektronow: siarczki
lub gazowy wodor (H,). Jest takze zdolny do wzrostu
heterotroficznego oraz potrafi wykorzystywac azota-
ny jako koncowy akceptory elektronow [46].

5. Biogeochemiczny obieg arsenu

Mikroorganizmy petnia istotna role w wielu reak-
cjach geochemicznych, ktére maja posredni lub bez-
posredni wplyw na specjacje arsenu w $rodowisku.
Nieorganiczne formy arsenu, arseniny [As(III)] i arse-

niany [As(V)], moga by¢ odpowiednio utleniane badz
redukowane w zaleznosci od aktywnosci mikroorga-
nizmoéw. Arsen nieorganiczny ulega takze metylacji
1 wowczas moga powstawac: kwas monometyloarse-
nowy (MMAA — monomethylarsonic acid), kwas di-
metyloarsenawy (DMAA — dimethylarsinic acid) oraz
tlenek trojmetyloarsenku (TMAO — trimethyl arsine
oxide) [71]. Niektére mikroorganizmy sa takze zdolne
do demetylacji organicznych form arsenu do zwiaz-
koéw nieorganicznych [63]. Rozpuszczalne zwiazki
arsenu moga by¢ przeksztalcone przez mikroorganizmy
w gazowe arsenki. As(V) i As(III) moga by¢ reduko-
wane do arsenowodoru [AsH,], MMAA do monome-
tyloarsenku [MMA — monmethyl arsine], DMAA do
dimetyloarsenku [DMA, dimethyl arsine] oraz TMAO
do trojmetyloarsenku [TMA — trimethyl arsine] [19].
W zalezno$ci od typu Srodowiska oraz od mikroor-
ganizmow w nim wystgpujacych mozemy wyr6znié
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Rys. 4. Schemat gazowego obiegu arsenu (wg Trupeinen i wsp., 2002 za zgoda wydawcy)
MMAA - kwas monometyloarsenowy (monomethylarsonic acid), DMAA — kwas dimetyloarsenawy (dimethylarsinic acid),
TMAO - tlenek trojmetyloarsenku (trimethyl arsine oxide), MMA — monometylo arsenek (monmethyl arsine),
DMA - dimetylo arsenek (dimethylarsine), TMA — trimetylo arsenek (trimethylarsine).

gazowy i sedymentacyjny obieg biogeochemiczny ar-
senu. O gazowym (globalnym) cyklu méwimy w przy-
padku, gdy arsen przechodzi w posta¢ gazowa i moze
przemieszczaé¢ sig¢ na wigksze odleglosci. Natomiast
obieg sedymentacyjny ma miejsce, gdy arsen nie prze-
chodzi w posta¢ gazowa, a jest jedynie osadzany
w glebie lub na dnie oceanéw lub zbiornikéw wod-
nych na skutek ciazenia, jest to wigc cykl lokalny.

W 1977 roku Woolson [76] opisal ,,gazowe”
przemiany arsenu wystepujacego w glebie. As(V) jest
redukowany do As(Ill), a nastgpnie w wyniku kolej-
nych reakcji metylacji As(Ill) pojawia si¢ trojmetylo-

arsenck (TMA). Powstate arsenki moga by¢ przeno-
szone wraz z wiatrem na duze odleglosci lub w zalez-
nosci od warunkéw srodowiskowych moga by¢ od razu
utleniane. Z kolei utlenianie metylowych pochodnych
arsenu przywraca formy nieorganiczne, ktoére wraz
z deszczem lub jako pyly powracaja do gleby [52].
Schemat gazowego obiegu arsenu przedstawia rys. 4.

Szlaki lokalnego (sedymentacyjnego) obiegu arse-
nu sa bardziej ztozone i Scisle zaleza od warunkow
srodowiska. W ostatnich latach zostato przedstawio-
nych kilka teorii wyjasniajacych mikrobiologiczna
mobilizacje arsenu w zbiornikach wodnych, osadach

AsS CH,0
FeAsA ferrihydryt [FesO3(OH)g] + As(V)
! errihydryt [FesO3 ol + AS
A2S co, As(V) ..... Fe (lll) skorodyt (FeAsO, x 2H,0)
As(V) ..... AL G1umina (AI,03) + As(V)
Ve
@6\)
As(l11)

Rys. 5. Schemat lokalnego obiegu arsenu wg Oremland i Stolz (2003)

Arsen pierwotnie wystgpuje w zredukowanych mineratach takich jak: realgar (AsS), aurypigment (As,S;), czy arsenopiryt (FeAsS). Chemolitoauto-

troficzne bakterie zdolne do utleniania zwiazkow arsenu i asymilacji CO, do zwiazkoéw organicznych, ,,atakuja” te mineraty i uwalniaja As(V)

do srodowiska. As(V) moze by¢ nastgpnie adsorbowany na powierzchni utlenionych mineratow takich jak: ferrihydryt, skorodyt czy alumina. Jezeli

zostang dostarczone zwiazki organiczne (np. z poktadéw torfu), to w warunkach beztlenowych As(V) moze zosta¢ zredukowany przez chemoorgano-
heterotrofy, a powstaty As(IIl) jest uwolniany do srodowiska, w zwiazku z czym nie jest to obieg zamknigty
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i glebie [49]. Wszystkie one opisuja zaleznosci biogeo-
chemiczne pomigdzy mikroorganizmami, zwiazkami
arsenu, oraz innymi zwiazkami nieorganicznymi (gtow-
nie zelaza, manganu oraz siarki). Ogdlny schemat
lokalnego obiegu arsenu przedstawiono na rys. 5.
W srodowiskach bogatych w zwiazki zelaza nastepuje
silna adsorpcja As(V) na Fe(Ill). Jezeli w takich wa-
runkach znajdzie si¢ bakteria zdolna do redukcji
Fe(II) do rozpuszczalnego Fe(Il), nastgpuje wowczas
uwalnianie As(V) do $rodowiska. Taki mechanizm
mobilizacji arsenu zostat opisany na przyktadzie bak-
terii Shewanella alga. Jest ona zdolna do redukcji ze-
laza wystepujacego w skorodycie (FeAsO,x2H,0)
[20]. Zupehnie inaczej jest w przypadku bakterii zdol-
nych do redukcji As(V). Wéowcezas do srodowiska sa
uwalnianie przede wszystkim jony As(III). W 1997 r.
Ahmann i wsp. opisali proces uwalniania As(III)
ze stalego arsenianu zelaza (FeAsO,) za posrednic-
twem Sulfurospirillum arsenophilum [1]. Bakterie
zdolne do redukcji As(V) i Fe (III) uwalniaja do $ro-
dowiska As(III) oraz Fe(Il). Nalezy do nich wspomina-
ny wczesniej szczep Sulfurospirillum barnesii SES-3.
Szczep SES-3, podobnie jak i inne bakterie zdolne do
dysymilacyjnej redukcji arsenianéw, moze wykorzy-
stywac rozne akceptory elektronéw. Moze on uwal-
nia¢ As(III) oraz Fe(Il) z ferryhydrytu [Fe;,O5(OH),],
na ktérym poczatkowo byt wytracony As(V).

6. Podsumowanie

W prawie wszystkich zsekwencjonowanych geno-
mach bakterii i archeonow wystgpuja geny ars kodu-
jace oporno$¢ na As(V) i/lub As(Ill). W bazie danych
Entrez Nucleotide [76] obecnie znajduje si¢ ponad
1000 sekwencji genu arsC (koduje cytoplazmatyczng
reduktaze arsenianowa) oraz prawie 300 sekwencji
genu arsB [koduje specyficzny transporter As(III)].
Ilo$¢ sekwencji gendw ars zdeponowanych w bazach
danych $§wiadczy o ich rozpowszechnieniu u pro-
kariotow oraz posrednio o silnej toksyczno$ci arsenu
w $Srodowisku.

W wigkszos$ci przypadkéw mikroorganizmy wy-
ksztatcily tylko mechanizmy usuwajace arsen poza ko-
morke. Mikroorganizmy redukujace As(V) uwalniaja
do srodowiska bardziej toksyczne formy As(III), tym
samym zwigkszajac stopien jego zanieczyszczenia.
Z kolei bakterie utleniajace arseniny moga by¢ wy-
korzystane w procesach bioremediacji wod pitnych
skazonych arsenem. Mikrobiologiczne utlenianie arse-
ninow [As(II1)], a nastepnie adsorpcja powstatych arse-
nianow [As(V)] na silnych adsorbentach [np. Fe(III)]
moze w przysztosci sta¢ si¢ wydajnym sposobem usu-
wania arsenu. Oprocz bakterii w systemach bioreme-
diacyjnych prébuje si¢ takze wykorzysta¢ ro$liny.
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Bakteryjny gen arsC kodujacy cytoplazmatyczna re-
duktaze arsenianowa oraz gen kodujacy enzym odpo-
wiedzialny za nadprodukcjg glutationu u roslin, zostaty
sklonowane w Arabidopsis thaliana [24]. Taka ro§lina
transgeniczna jest oporna na bardzo duze stezenia
As(V) i ma zdolnos$c do odktadania przeksztalconego
arsenu w przestrzeniach migdzykomoérkowych.

Obecnie prowadzone sg takze badania srodowisko-
we niezwiazane z technikami hodowli mikroorganiz-
moéw (z dziedziny tzw. metagenomiki), ktoére maja na
celu poznanie gendéw oraz bialek zwiazanych z meta-
bolizmem arsenu. Jej najwigkszym osiagnigciem jest
zidentyfikowanie ponad 160 roznych genow aroA, ko-
dujacych oksydazg arseninows. Ze skazonych arsenem
gleb, osadow oraz goracych zrodet w USA 1 Australii
wyizolowano DNA, na matrycy, ktorego zamplifiko-
wano bakteryjne geny aroA. Zamplifikowane geny
sklonowano i zsekwencjonowano. Z pobranych probek
wyizolowano ponadto RNA, a nast¢pnie przeprowa-
dzono odwrotna transkrypcje¢ (RT-PCR). Okazalo sig,
ze ekspresja gendw aroAd zachodzi podczas utleniania
arseninow bezposrednio w srodowisku oraz w warun-
kach laboratoryjnych [32]. Uzyskane wyniki (160 r6z-
nych gendéw aroA) sugeruja, ze geny oksydazy arseni-
nowej sa rozpowszechnione wsérod bakterii 1 ogrywaja
istotna rolg w biogeochemicznym cyklu arsenu.

Podsumowujac warto podkresli¢ role badan nad
mikrobiologicznym metabolizmem arsenu. Poznanie
i zrozumienie mikrobiologicznych mechanizméow
transformacji arsenu by¢ moze pozwoli na skonstru-
owanie odpowiednich narzedzi biotechnologicznych
umozliwiajacych efektywne oczyszczanie $rodowisk
skazonych arsenem.
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