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Miros³aw Kañtoch

1928�2007

profesor zwyczajny
w Pañstwowym Zak³adzie Higieny w Warszawie,

wirusolog

W dniu 5 maja 2007, zmar³ prof. zw. dr hab. med.
Miros³aw K a ñ t o c h, cz³onek rzeczywisty Polskiej
Akademii Nauk, wybitny wirusolog, twórca wspó³czes-
nej wirusologii polskiej, ekspert WHO ds. wirusologii
lekarskiej, inicjator i g³ówny wykonawca programów
naukowych wspólnie z Center for Disease Control
w Atlancie, po�wiêconych zaka¿eniom wirusowym
o spo³ecznym znaczeniu w Polsce.

Miros³aw K a ñ t o c h  urodzi³ siê 13.01.1928 roku
w Sosnowcu, studiowa³ na Wydziale Lekarskim Aka-
demii Medycznej we Wroc³awiu, gdzie w 1951 roku
uzyska³ dyplom lekarza medycyny. By³ uczniem,
a nastêpnie asystentem prof. Ludwika Hirszfelda. Pra-
cê doktorsk¹, której promotorem by³ prof. Henryk
Makower, obroni³ na AM we Wroc³awiu w 1956 roku
i uzyska³ stanowisko adiunkta równolegle w Zak³adzie
Mikrobiologii Lekarskiej AM i w Zak³adzie Wiruso-
logii Instytutu Immunologii i Terapii Do�wiadczalnej
PAN. W 1956 roku zorganizowa³ Pracowniê Mikro-
skopii Elektronowej, której by³ kierownikiem przez
blisko 10 lat. W 1961 roku, w wieku 33 lat, przedsta-
wi³ pracê habilitacyjn¹ oraz zda³ kolokwium, a nastêp-
nie wyjecha³ na stypendium z Fundacji Rockefellera do
Baltimore, gdzie pracowa³ pod kierownictwem prof.
F.B. Banga. W swoich opowiadaniach prof. Kañtoch
zawsze wymienia³ nazwiska profesorów L. Hirszfelda,
H. Makowera i F.B. Banga jako swoich nauczycieli,
a zdjêcia tych trzech profesorów zawsze wisia³y w jego
gabinecie.

Trzy lata po powrocie z USA, w 1965 roku, prof.
M. K a ñ t o c h  zosta³ przeniesiony s³u¿bowo przez
Ministra Zdrowia do Warszawy, na stanowisko kie-

rownika Zak³adu Wirusologii w Pañstwowym Zak³a-
dzie Higieny, które zajmowa³ do 2000 roku.

Tytu³ profesora nadzwyczajnego uzyska³ w 1970 ro-
ku, profesora zwyczajnego w 1978 roku, za� w 1986
zosta³ kolejno cz³onkiem korespondentem PAN oraz
w 1994 na cz³onkiem rzeczywistym PAN.

Prof. M. K a ñ t o c h  bra³ udzia³ w pracach sze-
regu Komitetów w PAN, miêdzy innymi Komitetu
Mikrobiologii, Komitetu Immunologii, Komitetu Eko-
logii Cz³owieka, Komitetu Etiopatogenezy, Komitetu
Immunologii i Etiopatogenezy Zaka¿eñ Cz³owieka.
By³ cz³onkiem honorowym Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologów, Towarzystwa Epidemiologów, Mikro-
biologów i Lekarzy Chorób Zaka�nych im. I.I. Miecz-
nikowa w Rosji, cz³onkiem zagranicznym New York
Academy of Science, cz³onkiem zwyczajnym Towa-
rzystwa Naukowego Warszawskiego, Polskiego Towa-
rzystwa Epidemiologów i Lekarzy Chorób Zaka�nych,
cz³onkiem zespo³u ekspertów �wiatowej Organizacji
Zdrowia.

Prof. M. K a ñ t o c h  zasiada³ w Radach Nauko-
wych wielu instytutów naukowych, m.in. Instytutu
Immunologii i Terapii Do�wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN, Instytytu Hematologii i Transfu-
zjologii, Pañstwowego Zak³adu Higieny, Wojskowe-
go Instytutu Higieny i Epidemiologii. By³ cz³onkiem
komitetów redakcyjnych szeregu czasopism nauko-
wych m.in.: Przegl¹du Epidemiologicznego, Postêpów
Mikrobiologii, Medycyny Do�wiadczalnej i Mikrobio-
logii, Postêpów Higieny i Medycyny Do�wiadczalnej,
Polish Journal of Microbiology oraz cz³onkiem miêdzy-
narodowego komitetu redakcyjnego Acta Virologica.
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Prof. M. K a ñ t o c h  w³o¿y³ wielki wk³ad w roz-
wój badañ naukowych dotycz¹cych etiopatogenezy,
immunologii i immunoprofilaktyki zaka¿eñ wiruso-
wych. Na szczególn¹ uwagê zas³uguje Jego wk³ad
w badania nad bezpieczeñstwem, skuteczno�ci¹ i roz-
powszechnieniem szczepieñ przeciwko wirusowi polio,
odry i ró¿yczki oraz badania, w tym czasie pionierskie,
nad teratogennym dzia³aniem wirusa ró¿yczki jak rów-
nie¿ wystêpowaniem wad wrodzonych spowodowanych
zaka¿eniem matek w okresie ci¹¿y innymi wirusami ta-
kimi jak wirus cytomegalii, herpes simplex (opryszczki
wargowej) i varicella zoster (ospy wietrznej i pó³pa�-
ca). Kontynuuj¹c dzie³o prof. Feliksa Przesmyckiego,
prof. M. K a ñ t o c h  sta³ siê wspó³twórc¹ polskiej wi-
rusologii lekarskiej.

Wspomniane powy¿ej badania znajduj¹ udoku-
mentowanie w ponad dwustu pracach do�wiadczalnych,
kilkudziesiêciu doniesieniach zjazdowych, których
Prof. M. K a ñ t o c h  jest autorem lub wspó³autorem.

Profesor jest równie¿ autorem szeregu monografii
oraz kilku wydañ podrêcznika �Wirusologia Lekar-
ska� przeznaczonego g³ównie dla studentów i lekarzy
medycyny.

Wspominaj¹c prof. M. K a ñ t o c h a, nie mo¿na
pomin¹æ jego dzia³alno�ci dydaktycznej. My, pracow-
nicy Zak³adu Wirusologii PZH, pamiêtamy Profesora
przede wszystkim jako opiekuna, promotora prac dok-
torskich oraz Osobê, która nas inspirowa³a i wyma-
ga³a przygotowania prac habilitacyjnych. Profesor by³
promotorem 20 prac doktorskich, z których 17 wysz³o
z Zak³adu Wirusologii PZH, a 3 doktoraty pochodz¹
z okresu Jego pracy we Wroc³awiu. Pamiêtamy Pro-
fesora jako Osobê bardzo wymagaj¹c¹, wiedzieli�my
jednak, ¿e w ka¿dym przypadku mo¿emy liczyæ na
jego pomoc, opiekê i obronê.

Pracownicy Zak³adu Wirusologii
Pañstwowego Zak³adu Higieny
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1. Historia odkrycia wirusa.
Epidemie gor¹czki krwotocznej Ebola

W czerwcu 1976 roku w po³udniowym Sudanie
w miejscowo�ciach Nzara i Maridi wybuch³a epide-
mia nieznanej dot¹d gor¹czki krwotocznej (284 przy-
padki). We wrze�niu 1976 r. podobna epidemia poja-
wi³a siê w pó³nocnym Zairze w miejscowo�ci Yambuku
(318 przypadków). Wyizolowany czynnik chorobo-
twórczy by³ wirusem bardzo podobnym do jedynego
znanego dot¹d przedstawiciela rodziny Filoviridae
� wirusa Marburg, jednak z powodu ró¿nic antygeno-
wych sklasyfikowano go jako nowy typ i nazwano
Ebola (Ebolavirus � EBOV) � od nazwy rzeki w Zai-
rze, nad któr¹ wybuch³a epidemia [91, 96, 97]. Ponie-
wa¿ wykazano ró¿nice pomiêdzy wirusami wyizolo-
wanymi w Sudanie i Zairze, wyró¿niono dwa podtypy:
Ebola-Zaire (EBO-Z) i Ebola-Sudan (EBO-S) [9, 18,
65, 96, 97]. EBO-Z (wska�nik �miertelno�ci 88%) by³
bardziej zjadliwy od EBO-S (wska�nik �miertelno�ci
53%). Pojedynczy przypadek zaka¿enia EBO-Z zano-
towano w 1977 w Tandala w Zairze. Analiza wykaza³a,
¿e w tym rejonie wyst¹pi³y ju¿ w 1972 r. 2 przypadki

choroby. U 7% okolicznych mieszkañców stwierdzono
w surowicy krwi przeciwcia³a [28]. W 1979 w Nzara
wybuch³a kolejna, znacznie mniejsza (34 przypadki)
epidemia wywo³ana przez EBO-S; �miertelno�æ siêg-
nê³a 65%. W roku 1989 w laboratorium w Reston
w USA wybuch³a epidemia gor¹czki krwotocznej w�ród
ma³p z gatunku Macacca fascicularis. Ma³py zabito
i spalono, laboratorium zamkniêto i odka¿ono. Wyizo-
lowanego wirusa zaklasyfikowano jako nowy podtyp
Ebola-Reston (EBO-R) [16, 96, 97]. Przypadki zacho-
rowañ w�ród zwierz¹t do�wiadczalnych wywo³ane
przez EBO-R zdarza³y siê jeszcze kilkukrotnie w USA
i we W³oszech; dotyczy³y ma³p przywiezionych z Fili-
pin. EBO-R okaza³ siê niepatogenny dla ludzi, mimo
¿e wykrywano u nich przeciwcia³a. Jako jedyny z pod-
typów Ebola przenosi³ siê na drodze kropelkowej.
W 1994 na Wybrze¿u Ko�ci S³oniowej zanotowano
pojedynczy przypadek gor¹czki krwotocznej; osob¹ za-
ka¿on¹ by³ naukowiec, który dokonywa³ sekcji zw³ok
szympansów. Wyizolowanego wirusa zaklasyfikowano
jako kolejny podtyp: Ebola-Cote d�Ivorie (EBO-CI)
[96, 97]. Przypadki choroby wywo³anej przez ten pod-
typ obserwowano równie¿ u ró¿nych gatunków ma³p.

GOR¥CZKA KRWOTOCZNA EBOLA.
IMMUNOLOGICZNE I MOLEKULARNE

MECHANIZMY PATOGENEZY, DIAGNOSTYKA,
EKSPERYMENTALNE METODY LECZENIA I UODPARNIANIA

Maciej £uczkiewicz1, Magdalena Joanna Flaga2

1 Zak³ad Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Wydzia³ Biologii UW,
ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, tel. (022) 5541421, e-mail: macciej@biol.uw.edu.pl
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1. Historia odkrycia wirusa. Epidemie gor¹czki krwotocznej Ebola. 2. Obraz kliniczny gor¹czki krwotocznej Ebola. 3. Przebieg
infekcji. 4. Budowa i funkcje bia³ek wirusa. 5. Diagnostyka gor¹czki krwotocznej Ebola. 6. Leczenie. 7. Eksperymentalne metody
uodparniania czynnego. 8. Podsumowanie

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

S³owa kluczowe: Ebola, Filoviridae, glikoproteina, krwotoki, Marburg
Key words: Ebola, Filoviridae, glycoprotein, haemorrhage, Marburg
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EBO-Z pojawi³ siê znów w 1995 w Kikwit w Zairze
(315 przypadków, �miertelno�æ 81%) [38, 96, 97] oraz
w 1996, 1997 i 2002 w Gabonie (mniejsze epidemie).
W latach 2001�2003 wywo³a³ równie¿ trzy epidemie
w Kongo (dawnym Zairze), potwierdzaj¹c po raz ko-
lejny swoj¹ bardzo wysok¹ zjadliwo�æ (�miertelno�æ
powy¿ej 75%). EBO-S wywo³a³ najwiêksz¹ ze zna-
nych epidemii wirusa Ebola � w latach 2000�2001
w Ugandzie (425 przypadków, w tym 224 �miertelne)
[11, 96, 97]. Od czasu odkrycia wirusa Ebola notowano
równie¿ kilka sporadycznych zachorowañ na terenach
endemicznych oraz przypadki zaka¿eñ w laboratoriach.
Zestawienie wszystkich dotychczasowych przypad-
ków gor¹czki krwotocznej Ebola przedstawia tabela I.

Wirus Ebola nale¿y do rodziny Filoviridae (wirusy
o nitkowatym kszta³cie wirionu, otoczone os³onk¹ z po-
dwójnej b³ony lipidowej), zaliczanej do Mononega-
virales (zwierzêcych wirusów, których genomem jest
pojedyncza cz¹steczka RNA o ujemnej polarno�ci) [99].
Wyró¿niono siê 4 podtypy (EBO-Z, EBO-S, EBO-R,
EBO-CI), ró¿ni¹ce siê w niewielkim stopniu �redni¹
d³ugo�ci¹ i morfologi¹ wirionu; w ramach ka¿dego pod-
typu wystêpuje polimorfizm wirionów. Podtypy znacz-
nie ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹ na poziomie antygenowym.
Znane szczepy EBO-Z (Mayinga-76, Zaire-76, Eckron-
76, Tandala-77, Kikwit-95 i Gabon-94) wykazywa³y
najwy¿sz¹ zjadliwo�æ (�miertelno�æ w czasie wiêkszych
epidemii siêga³a ok. 90%). Szczepy EBO-S (Boniface-

76, Maleo-79) by³y równie¿ bardzo zjadliwe, ale tu
�miertelno�æ by³a nieco ni¿sza i wynosi³a do ok. 65%.
Zanotowano pojedyncze przypadki EBO-CI (Tai
Forest-94), zakoñczone wyzdrowieniem. EBO-R
(Reston-89, Philippines-89, Siena-92, Texas-96), mimo
¿e infekowa³ ludzi, nie wywo³ywa³ objawów chorobo-
wych (jedyne epidemie wywo³ane przez EBO-R wyst¹-
pi³y w�ród ma³p). W czasie trzydziestu lat od wyizolo-
wania i zidentyfikowania wirusa Ebola, zanotowano
³¹cznie 1851 przypadków u ludzi, z czego 1288 �mier-
telnych; ogólny wska�nik �miertelno�ci wynosi 69,5%
(nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e poszczególne podtypy
znacznie ró¿ni¹ siê zjadliwo�ci¹) [9, 96�98].

Do dnia dzisiejszego nie jest znany rezerwuar wiru-
sa. Przypuszczalnie mog¹ byæ to owoco¿erne nietope-
rze, u których stwierdzano wysoki poziom przeciwcia³,
natomiast nie zaobserwowano objawów chorobowych
[44]. Wirus Ebola wywo³uje chorobê u ró¿nych gatun-
ków ma³p, na ludzi przenosi siê sporadycznie. Do zaka-
¿enia dochodzi przez bezpo�redni kontakt ze zwierzê-
ciem lub osob¹ chor¹. Szczególnie niebezpieczne s¹:
krew, �lina, wydaliny; dochodzi równie¿ do zaka¿eñ
na drodze p³ciowej i w czasie kontaktu ze zw³okami.
Z tego powodu najbardziej nara¿ony jest personel me-
dyczny i rodziny chorych. W epidemiach afrykañskich
powa¿nym �ród³em zaka¿enia by³y równie¿ niewy-
starczaj¹co sterylizowane ig³y, strzykawki i inny sprzêt
medyczny wielokrotnego u¿ytku [11, 38, 91, 96, 97].

1976 Sudan EBO-S 284 151 53%

1976 Zair EBO-Z 318 280 88%

1976 Wlk. 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 Wyb¿. Ko�ci S³. 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%

£¹cznie 1851 1288

T a b e l a  I
Znane przypadki gor¹czki krwotocznej Ebola [96, 97]

Rok Kraj
Podtyp
wirusa

Liczba
przypadków

Liczba przypadków
�miertelnych

�miertelno�æ
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2. Obraz kliniczny gor¹czki krwotocznej Ebola

Pocz¹tkowe objawy s¹ niecharakterystyczne: uczu-
cie zmêczenia, bóle brzucha, miê�ni, stawów, gard³a,
nudno�ci, wymioty, biegunka. W drugiej fazie cho-
roby wystêpuje skaza krwotoczna: krwawe wymioty
i biegunki, wybroczyny (³ac. petechiae), krwawienia
i krwo-toki wewnêtrzne i zewnêtrzne, nawet przez nie-
uszkodzon¹ skórê i b³ony �luzowe. Pojawia siê zespó³
rozsianego wykrzepiania wewn¹trznaczyniowego (DIC
� disseminated intravascular coagulation). Utrata krwi
i powstawanie ognisk martwiczych w narz¹dach pro-
wadz¹ do wstrz¹su i �mierci. W przebiegu choroby
charakterystyczne s¹ równie¿: leukopenia, ma³op³ytko-
wo�æ, objawy uszkodzenia w¹troby i masywna wiremia.
Nie jest znane leczenie przyczynowe; pomoc udzielana
chorym polega na ³agodzeniu objawów i wyrówny-
waniu strat p³ynów, elektrolitów, krwi i osoczowych
czynników krzepniêcia [5, 11, 38, 91, 96, 97].

3. Przebieg infekcji

Na podstawie badañ w�ród ludzi zaka¿onych wiru-
sem Ebola, jak równie¿ do�wiadczeñ prowadzonych
na ma³pach, opracowano model przebiegu infekcji.
EBOV infekuje w pierwszej kolejno�ci monocyty i ko-
mórki dendrytyczne [2, 19, 75, 87]. We wnikaniu wiru-
sa istotn¹ rolê odgrywa komórkowe bia³ko DC-SIGN
(Dendritic Cell � Specific ICAM-3 Grabbing Non-
ntegrin, CD209) i jego homolog L-SIGN. S¹ to bia³ka
b³onowe typu 2, z pozakomórkow¹ domen¹ C-lecyty-
ny. Ekspresja DC-SIGN zachodzi w niedojrza³ych ko-
mórkach dendrytycznych, natomiast L-SIGN w komór-
kach �ródb³onka w w¹trobie i w wêz³ach ch³onnych.
DC-SIGN bierze udzia³ w migracji komórek dendry-
tycznych oraz we wczesnych etapach odpowiedzi im-
munologicznej � w interakcjach pomiêdzy komórkami
dendrytycznymi i komórkami �ródb³onka z limfocyta-
mi T. Obydwa bia³ka s¹ prawdopodobnie receptorem
cis dla wirusa Ebola, ale mog¹ równie¿ funkcjonowaæ
jako receptor trans, umo¿liwiaj¹c cz¹stkom wiruso-
wym wnikanie do innych komórek [2]. Koreceptorem
jest prawdopodobnie FR-" (folate receptor alpha)
� bia³ko b³onowe, wi¹¿¹ce cz¹steczki kwasu foliowego
i transportuj¹ce je do komórki [12]. Szereg prac pod-
kre�la rolê wirusowego bia³ka GP1,2 w specyficznym
rozpoznaniu receptora [1, 13, 48, 49, 67]. Po sfagocy-
towaniu wirus znajduje siê w pêcherzyku endosomal-
nym, gdzie w wyniku dzia³ania obni¿onego pH nastê-
puje zmiana konformacji bia³ka powierzchniowego
GP, co z kolei indukuje fuzjê b³ony komórki z otoczk¹
wirusa [1, 49, 67]. EBOV rozprzestrzenia siê z pier-
wotnego miejsca zaka¿enia za po�rednictwem mono-
cytów i komórek dendrytycznych do regionalnych

wêz³ów ch³onnych (g³ównie przez naczynia limfatycz-
ne) oraz do w¹troby i �ledziony (przez naczynia
krwiono�ne). Na wczesnym etapie infekcji wirus ak-
tywuje monocyty i makrofagi. Pocz¹tkowa aktywacja
jest niezale¿na od replikacji wirusa wewn¹trz zainfe-
kowanych komórek; natomiast podtrzymanie aktywa-
cji wymaga replikacji wirusa b¹d� d³u¿szego kontaktu
z wirusem inaktywowanym. S¹dzono, ¿e mo¿e to
�wiadczyæ o pewnej roli niestrukturalnych bia³ek wi-
rusowych w zapocz¹tkowaniu aktywacji [75], jednak
nowsze prace wykaza³y, ¿e bia³kiem aktywuj¹cym jest
GP1,2 w formie zwi¹zanej z otoczk¹ wirionu [87]. ¯ad-
ne z bia³ek niestrukturalnych nie aktywowa³o mono-
cytów, byæ mo¿e bia³ko obecne na wirionach ma inn¹
konformacjê, niezbêdn¹ do aktywacji. Rola bia³ek nie-
strukturalnych jest nadal dyskusyjna; przypuszcza siê,
¿e mog¹ one dzia³aæ w tkankach bêd¹cych pó�niejszy-
mi celami infekcji, adsorbowaæ przeciwcia³a lub bloko-
waæ aktywacjê neutrofili [93]. Aktywacja monocytów
i makrofagów powoduje zwiêkszenie ekspresji genów
koduj¹cych wiele czynników wydzielanych przez te
komórki: cytokiny i chemokiny prozapalne. W w¹tro-
bie i wêz³ach ch³onnych EBOV infekuje makrofagi
tkankowe (w tym komórki Kupffera w w¹trobie) i ko-
mórki dendrytyczne. We wczesnej fazie infekcji EBOV
aktywuje komórki dendrytyczne przez zwiêkszenie
ekspresji INF-" i TRAIL (TNF-related apoptosis in-
cluding ligand). Nadekspresja TRAIL indukuje apop-
tozê limfocytów T, co skutkuje supresj¹ odpowiedzi
immunologicznej [21, 27]. Makrofagi nie ulegaj¹
apoptozie pod wp³ywem TRAIL z powodu obni¿onej
ekspresji TRAIL-receptora 2 [21]. W�ród czynników
wydzielanych przez zainfekowane komórki wymieniæ
nale¿y: IL-1$, TNF-", IL-6, IL-8, GRO-", MIP-1",
MIP-2$" i MCP-1. Przyci¹gaj¹ one kolejne makrofagi
do miejsc infekcji, u³atwiaj¹c w ten sposób wirusowi
zaka¿anie nowych komórek [3, 21, 27, 43, 75]. Do-
datkowo po ok. 6 dniach od infekcji nastêpuje zaha-
mowanie ekspresji MHC II [27]. W wyniku dzia³ania
bia³ka VP35 zahamowana zostaje równie¿ produkcja
interferonów typu I (" i $) w zainfekowanych komór-
kach [6, 7]. W miarê postêpu choroby wzrasta poziom
wolnych rodników tlenowych uwalnianych przez zaka-
¿one makrofagi, co wyzwala apoptozê komórek NK,
dodatkowo upo�ledzaj¹c odpowied� immunologiczn¹
gospodarza. Niekontrolowane, masywne namna¿anie
wirusa prowadzi do dalszego podwy¿szenia poziomu
cytokin prozapalnych; powoduje to m.in. zwiêkszenie
adhezyjno�ci komórek i zlepianie siê monocytów, co
mo¿e zaburzaæ przep³yw krwi w ma³ych naczyniach
i wyzwoliæ kaskadê krzepniêcia [75]. TNF-" wraz
z wolnymi rodnikami uwalnianymi z zainfekowanych
komórek zmniejszaj¹ adhezjê plakoglobiny do komórek
�ródb³onka naczyñ. Plakoglobina jest bia³kiem spaja-
j¹cym �ródb³onek i jej utrata powoduje rozlu�nienie
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po³¹czeñ pomiêdzy komórkami, a w efekcie utratê
szczelno�ci �ródb³onka (permeabilization) [19]. Su-
presja odpowiedzi immunologicznej u³atwia wirusowi
kolonizacjê komórek �ródb³onka, hepatocytów i in-
nych tkanek. Niszczenie �ródb³onka przez wirusa oraz
przez cytokiny i wolne rodniki wydzielane z aktywo-
wanych i lizowanych komórek jednoj¹drzastych krwi
sprzyja wyzwoleniu kaskady krzepniêcia. Nastêpuje
aktywacja fibrynogennych i fibrynolitycznych szla-
ków, co prowadzi do zespo³u rozsianego wykrzepia-
nia wewn¹trznaczyniowego (DIC) [19, 21, 75]. Maso-
wo�æ powstaj¹cych zakrzepów prowadzi do szybkiego
wyczerpania czynników krzepniêcia i ich inhibitorów;
jednocze�nie uszkadzanie komórek w¹troby przez wi-
rusy w bardzo znacz¹cym stopniu upo�ledza ich pro-
dukcjê. Kombinacja uszkodzenia �ródb³onka, licznych
zakrzepów i wyczerpania czynników krzepniêcia pro-
wadzi do masywnych krwotoków i do wstrz¹su krwo-
tocznego oraz MOF (multiple organ failure � niewy-
dolno�æ wielonarz¹dowa) i ostatecznie do �mierci [21].

Na podstawie badañ ludzi zaka¿onych wirusem
Ebola, jak równie¿ do�wiadczeñ prowadzonych na
ma³pach, stworzono profile odpowiedzi immunologicz-
nej dla przypadków o przebiegu ³agodnym i �miertel-
nym [3, 21, 27, 43, 75, 80].

£agodny przebieg choroby charakteryzuje siê wy-
st¹pieniem w fazie objawowej silnej odpowiedzi im-
munologicznej. Miano przeciwcia³ IgG anty-EBOV
wyra�nie narasta w trakcie trwania fazy objawowej
i fazy zdrowienia (po ust¹pieniu objawów). Faza obja-
wowa charakteryzuje siê od pocz¹tku wysokimi stê¿e-
niami cytokin prozapalnych: IL-1$, TNF-", IL-6, IL-8,
GRO-", MIP-1" i MIP-2$ (czynniki mobilizuj¹ce
uk³ad immunologiczny); stê¿enia te obni¿aj¹ siê w trak-
cie zdrowienia do poziomu wystêpuj¹cego u ludzi zdro-
wych. W koñcowym stadium fazy objawowej w pew-
nym stopniu wzrastaj¹, a nastêpnie w fazie zdrowienia
obni¿aj¹ siê stê¿enia IL-1RA, sIL-6R, sTNF-RI,
sTNF-RII (cytokiny odpowiedzialne za kontrolê i ogra-
niczanie reakcji zapalnej), jak równie¿ kortyzolu, NO2-
i neopteryny. Narasta równie¿ poziom INF-( i INF-".
Zatrzymanie narastania, a nastêpnie obni¿enie stê¿enia
tych czynników �wiadczy o skutecznej walce uk³adu
immunologicznego z wirusem. Dowodem jej skutecz-
no�ci jest równie¿ ci¹g³y wzrost miana przeciwcia³ IgG
anty-EBOV, i spadek poziomu antygenów wirusowych.

Za dobre wska�niki rokownicze choroby mo¿na
uznaæ: wyj�ciowo wysoki poziom IL-1$, IL-6 i TNF-",
który obni¿a siê w trakcie trwania choroby; narastaj¹ce
miano przeciwcia³ IgG; niski i nie narastaj¹cy poziom
IL-10 i neopteryny [3].

�miertelny przebieg choroby charakteryzuje prak-
tycznie brak odpowiedzi immunologicznej. Miano prze-
ciwcia³ IgG anty-EBOV jest bardzo niskie przez ca³y
czas trwania choroby. W konsekwencji wirus zaka¿a

bez przeszkód kolejne komórki jednoj¹drzaste krwi,
indukuj¹c wydzielanie du¿ych ilo�ci cytokin: TNF-",
IL-6, IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII, IL-10. Stê¿enia
tych cytokin wyra�nie narastaj¹ w trakcie trwania cho-
roby, natomiast stê¿enia IL-1$, MIP-1" i MIP-2$
praktycznie w ogóle nie ró¿ni¹ siê od tych wystêpuj¹-
cych ludzi zdrowych. Przed �mierci¹ narastaj¹ tak¿e
znacz¹co stê¿enia NO2- i neopteryny. Charakterystycz-
ny jest równie¿ sta³y wzrost wiremii. Uszkadzanie
�ródb³onka naczyñ przez TNF-" i uwalniane wolne
rodniki tlenowe oraz blokowanie reakcji zapalnej
przez IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII i IL-10 u³atwia
wirusowi kolonizacjê komórek �ródb³onka i ich nisz-
czenie. Uszkodzenie �ródb³onka spowodowane przez
namna¿aniem siê wirusa i dzia³aniem cytokin jest
jedn¹ z przyczyn wyst¹pienia DIC i masywnych krwa-
wieñ. Narastaj¹ca wiremia i rozpad zajêtych przez
wirusa tkanek (komórki w¹troby, nerek, �ledziony,
gonad) w po³¹czeniu ze wstrz¹sem krwotocznym pro-
wadz¹ do �mierci.

Za z³e wska�niki rokownicze choroby mo¿na uznaæ:
utrzymuj¹ce siê niskie miano przeciwcia³ IgG; nara-
staj¹ce stê¿enia IL-10, IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII
i neopteryny.

W badaniach prowadzonych po epidemii w Kikwit
w 1995 r. wyizolowano od ozdrowieñców przeciwcia³a
skierowane przeciwko bia³kom wirusowym: anty-NP,
anty-GP, anty-sGP. Przeciwcia³a wi¹¿¹ce silnie sGP
i NP nie neutralizowa³y wirusa, natomiast przeciwcia³a
anty-GP neutralizowa³y go skutecznie [50]. W pó�-
niejszych badaniach na myszach zaobserwowano, ¿e
infekcyjno�æ wirusa VSV (Vesicular Stomatitis Virus)
zrekombinowanego bia³kiem GP EBOV wzrasta pod
wp³ywem monoklonalnych przeciwcia³ anty-EBOV
uzyskanych z immunizowanych myszy. Sugeruje to,
¿e przeciwcia³a mog¹ zwiêkszaæ infekcyjno�æ wirusa,
prawdopodobnie u³atwiaj¹c wnikanie do wnêtrza ko-
mórek jednoj¹drzastych krwi. Dodanie bia³ka sGP
zmniejszy³o efekt wzmocnienia � prawdopodobnie
cze�æ przeciwcia³ zosta³a zwi¹zana przez sGP [78].

4. Budowa i funkcje bia³ek wirusa

Genom wirusa Ebola tworzy jednoniciowa cz¹s-
teczka (�)RNA d³ugo�ci ok. 19 kpz. Zawiera ona
7 otwartych ramek odczytu, koduj¹cych 7 bia³ek
strukturalnych wirionu: L (180 kDa), GP (125 kDa),
NP (104 kDa), VP40 (40 kDa), VP35 (35 kDa), VP30
(30 kDa), VP24 (24 kDa) [17]. Uk³ad genów jest na-
stêpuj¹cy: 3'-np-vp35-vp40-gp-vp30-vp24-l-5�. Bia³ko
GP jest drugim produktem genu gp, powstaj¹cym
w wyniku edycji ramki odczytu; podstawowym pro-
duktem genu gp jest niestrukturalne bia³ko sGP [71,
72]. Miejsca terminacji transkrypcji s¹ konserwowa-
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ne; wszystkie zawieraj¹ sekwencjê 3'-UAAUU-5�. Po-
miêdzy genami wystêpuj¹ 3 fragmenty niekoduj¹ce:
miêdzy np a vp35 (3'-GAU-5�), miêdzy vp40 a gp
(3'-AGC-5�) oraz miêdzy vp30 a vp24 (142-nukleoty-
dowy obszar). Genom wirusa zawiera trzy 18�20 nu-
kleotydowe obszary zachodzenia genów na siebie:
miêdzy vp35 a vp40, miêdzy gp a vp30 oraz miêdzy
vp24 a l. Odcinek liderowy RNA i 5�-koniec ka¿dego
z mRNA zawiera obszar tworz¹cy wypêtlon¹ struktu-
rê drugorzêdow¹ [71]. Rysunek 1 przedstawia schemat
genomu wirusa Ebola.

Glikoproteinami nazywamy bia³ka zawieraj¹ce
do³¹czony kowalencyjnie do okre�lonego aminokwa-
su ³añcuch cukrowy, jako czê�æ ich struktury cz¹stecz-
kowej. Przy³¹czenie oligomerów cukrowych mo¿e za-
chodziæ przez wi¹zanie z reszt¹ amidow¹ asparaginy
(N-glikozylacja) lub grup¹ hydroksylow¹ seryny lub
treoniny (O-glikozylacja). Wszystkie N-glikany za-
wieraj¹ charakterystyczny rdzeñ: Mana1-6(Mana1-3)
Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAcbAsn; asparagina po-
chodzi z fragmentu bia³ka o �ci�le konserwatywnej
sekwencji (Asn-X-Ser/Thr). Mimo wspólnej sekwen-
cji rdzeniowej N-glikany cechuje du¿a zmienno�æ oli-
gosacharydów przy³¹czonych do rdzenia. O-glikany,
w przeciwieñstwie do N-glikanów, nie posiadaj¹
wspólnego rdzenia i charakteryzuj¹ siê wiêksz¹ zmien-
no�ci¹ koñca redukuj¹cego. N-glikozylacja zachodzi
w szorstkim ER i aparacie Golgiego; O-glikozylacja
tylko w aparacie Golgiego [57].

Glikoproteina (GP) jest najlepiej poznanym bia³-
kiem wirusa. Szereg prac podkre�la rolê tego bia³ka:
w rozpoznawaniu receptorów na powierzchni ko-
mórek docelowych [1, 13, 48, 49, 67]; w indukcji fu-
zji b³ony cytoplazmatycznej z otoczk¹ wirionu i wni-
kaniu wirusa [1, 13, 49, 67, 82]; tak¿e jako g³ównego
determinantu cytotoksyczno�ci [84, 94] oraz roli za-
równo powierzchniowego GP, jak i jego form i frag-
mentów wolnych (sGP, ssGP, D-peptyd, GP1 i DGP1,2)
w indukcji i hamowaniu odpowiedzi immunologicz-
nej [14, 72, 85, 86]. Bia³ko to wydaje siê byæ najistot-
niejszym czynnikiem patogenezy i potencjalnie g³ów-
nym celem dzia³ania leków.

Gen gp koduje jako g³ówny produkt bia³ko sGPer
(364�367 aminokwasów, w zale¿no�ci od szczepu
wirusa) [72, 73, 86]. Gen gp zawiera po 295 kodonie
miejsce edycyjne sk³adaj¹ce siê z 7 uracyli [72, 81].
W wyniku kotranskrypcyjnej edycji w powstaj¹cym
mRNA wirusowa polimeraza RNA mo¿e dodaæ jedn¹
lub dwie adenozyny b¹d� te¿ usun¹æ jedn¹ adeno-
zynê. W przypadku dodania jednej adenozyny ramka
odczytu dalszej czê�ci genu ulega przesuniêciu i eks-
presji ulega drugi produkt genu gp � GPer (676 ami-
nokwasów). W przypadku dodania dwóch adenozyn
lub usuniêcia jednej nastêpuje przedwczesna termi-
nacja transkrypcji i ekspresji ulega skrócona forma
sGP � ssGP (297 aminokwasów) [85]. Edycji tej mo-
¿e równie¿ dokonaæ polimeraza faga T7 lub wirusa
krowianki [81].

B i a ³ k o  s G P. Bia³ko sGP (364�367 aminokwa-
sów) nie posiada domeny transb³onowej na C-koñcu,
natomiast na N-koñcu ma sekwencjê sygnaln¹ (32�33
aminokwasy), która jest odcinana podczas translokacji
przez b³onê komórkow¹. Bia³ko zawiera miejsce ciêcia
przez furynê (Arg-X/Lys-Arg-Arg), ok. 325 amino-
kwasu. Sekwencja sGP jest silnie konserwowana we
wszystkich podtypach wirusa; zawiera aminokwasy
zaanga¿owane w rozpoznawanie receptora. Bezpo-
�redni produkt ekspresji genu gp to bia³ko sGPer.
Powstaje ono w rybosomach ER, gdzie do³¹czane
s¹ przez N-glikozylacjê ³añcuchy oligomannzowe;
w aparacie Golgiego bia³ko jest w pe³ni N-glikozylo-
wane (czê�æ N-koñcowa � sGP) i O-glikozylowane
(czê�æ C-koñcowa � D-peptyd) do formy pre-sGP
(41,8 kDa) oraz rozcinane przez furynê na sGP i D-pep-
tyd i nastêpnie wydzielane na zewn¹trz komórki. Gliko-
zylowane sGP ma masê 50�70 kDa, w zale¿no�ci od
stopnia glikozylacji [72, 82].

Bia³ko sGP wystêpuje w nastêpuj¹cych formach
[82, 85, 86]:

1. sGP � homodimer; podjednostki u³o¿one anty-
równolegle, po³¹czone dwoma mostkami dwu-
siarczkowymi (pomiêdzy Cys53 pierwszej pod-
jednostki i Cys306 drugiej, i drugi pomiêdzy
Cys306 pierwszej i Cys53 drugiej)

Rys. 1. Schemat organizacji genomu wirusa Ebola
Zaznaczono po³o¿enie poszczególnych genów, a tak¿e kolorem szarym obszary niekoduj¹ce i zachodzenia genów na siebie
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2. ssGP � monomer; mostki dwusiarczkowe miêdzy
podjednostkami nie mog¹ powstaæ, gdy¿ forma
skrócona nie posiada Cys306

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

B i a ³ k o  G P. Bia³ko GP (676 aminokwasów) po-
wstaje w wyniku kotranskrypcyjnej edycji genu gp
[72, 81]. N-koñcowe 295 aminokwasów jest identycz-
nych z sGP, dalsza sekwencja bia³ka jest ju¿ oczywi�-
cie inna. Bia³ko posiada N-koñcow¹ sekwencjê syg-
naln¹ (32�33 aminokwasy), która jest odcinana podczas
translokacji przez b³onê komórkow¹ [82]. Domena
N-koñcowa zawiera ok. 150 aminokwasów, odgrywa-
j¹cych rolê w rozpoznawaniu receptora i wnikaniu
wirusa do komórki; 6 aminokwasów jest bardzo istot-
nych w pierwszych etapach wnikania, ale nie s¹ one
zaanga¿owane w tworzenie ca³ej struktury bia³ka;
3 nich s¹ w obszarze 10 aminokwasów najprawdopo-
dobniej tworz¹cych kieszonkê katalityczn¹, odpowie-
dzialn¹ za rozpoznanie receptora. Zidentyfikowano
równie¿ ok. 30 aminokwasów istotnych w utrzymaniu
w³a�ciwej konformacji bia³ka [49]. Za czê�ci¹ iden-
tyczn¹ z bia³kiem sGP znajduje siê rejon zmienny, tzw.
mucynopodobny (mucin-like domain), bogaty w Thr
i Ser, zawieraj¹cy miejsca O-glikozylacji i cze�æ miejsc
N-glikozylacji [34, 94]. Rejon ten siêga do aminokwa-
sów 498�501, które tworz¹ kanoniczn¹ sekwencjê
Arg-X/Lys-Arg-Arg, bêd¹c¹ miejscem ciêcia dla furyny
(ciêcie po Arg501). Podtyp EBO-R ma w tym miejscu
sekwencjê Arg-Lys-Gln-Lys-Arg, która jest s³abiej
rozpoznawana przez furynê. Ciêcie bia³ka przez fury-
nê powoduje powstawanie dwóch podjednostek � GP1
(140 kDa) i GP2 (26 kDa) [73, 82]. Ciêcie to niejako
�ods³ania� domenê mucynopodobn¹, odpowiedzialn¹
za cytotoksyczno�æ [82, 94]. W podtypie EBO-R zmia-
na w miejscu ciêcia przez furynê skutkuje brakiem
cytotoksyczno�ci dla ludzkich komórek �ródb³onka.
Za miejscem ciêcia furyny (czyli na N-koñcu GP2)
znajduje siê 16 aminokwasów hydrofobowych, stano-
wi¹cych tzw. fusion peptide (FP), odpowiedzialny za
wnikanie w b³onê infekowanej komórki i � po pH-za-
le¿nej zmianie konformacyjnej � destabilizacjê b³ony
w kierunku fuzji z otoczk¹ wirusa (wykazano, ¿e
najwa¿niejszy jest obszar pomiêdzy 25 a 35 amino-
kwasem GP2) [1, 49, 67]. Za FP zlokalizowana jest
"-helisa z obszarem superskrêconym, która zawiera
jon chloru (przy Asn586). Ostatnie 3 skrêty "-helisy
oraz fragment znajduj¹cej siê dalej pêtli (aminokwasy
584�610) stanowi¹ rejon odpowiedzialny za immuno-
supresjê (homologiczny do rejonów immunosupre-
syjnych u wirusów onkogennych). Wewn¹trz tej pêtli
jest równie¿ krótki mostek dwusiarczkowy pomiêdzy
Cys601 i Cys608, natomiast Cys609 ³¹czy siê mostkiem
dwusiarczkowym z Cys53 z podjednostki GP1. Dalej
jest kolejny, krótszy obszar "-helisy, która z poprzed-

ni¹ "-helis¹ tworzy strukturê �szpilki do w³osów�. Na
C-koñcu (aminokwasy 651�676) zlokalizowana jest
23-aminokwasowa domena transb³onowa, kotwicz¹ca
bia³ko w b³onie cytoplazmatycznej. Prawdopodobnie
od strony cytoplazmy pozostaje wolny 4-aminokwa-
sowy C-koniec [48].

Niektóre prace donosz¹, ¿e w proteolityczn¹ obrób-
kê GP zaanga¿owana jest nie tylko furyna, lub ¿e taka
obróbka w ogóle nie jest konieczna, a proces ten tylko
w okre�lonych typach komórek jest niezbêdny do
namna¿ania wirusa. Jednak silna konserwacja tego
miejsca we wszystkich podtypach EBOV sugeruje, ¿e
na którym� z etapów cyklu ¿yciowego wirusa ciêcie
to jest niezbêdne [32, 90].

Jako bezpo�redni produkt ekspresji edytowanego
genu gp w rybosomach ER powstaje bia³ko GPer, do
którego przez N-glikozylacjê do³¹czane s¹ ³añcuchy
oligomannzowe (110 kDa); nastêpnie w aparacie Gol-
giego bia³ko jest w pe³ni N-glikozylowane (czê�æ GP1
i GP2) i O-glikozylowane (tylko GP1) do formy preGP
(160 kDa) i po ciêciu przez furynê powstaje GP1,2. Fu-
ryna wystêpuje w czê�ci trans aparatu Golgiego, ale
jest równie¿ wydzielana z komórki [32, 34, 73, 82].

Bia³ko GP wystêpuje w nastêpuj¹cych formach
[14, 34]:

1. GP1,2 � bia³ko zakotwiczone w b³onie komórko-
wej (otoczce wirusa), zbudowane z podjedno-
stek GP1 i GP2 po³¹czonych mostkiem dwu-
siarczkowym; odpowiedzialne za rozpoznawanie
receptora (obszar N-koñcowy GP1), a tak¿e fu-
zjê b³on wirusa i komórki (N-koñcowy obszar
GP2); dodatkowo zawiera motyw immunosupre-
syjny (pêtla i obszar pierwszej "-helisy GP2)
i domenê kotwicz¹c¹ w b³onie (C-koniec GP2);
na powierzchni b³ony tworzy trimery (C-koñ-
cowe helisy GP2 na zewn¹trz, N-koñcowe we-
wn¹trz tej struktury), FPs wystêpuj¹ce na N-koñ-
cach GP2 po³o¿one s¹ wewn¹trz trimerów, nie-
daleko b³ony.

2. DGP1,2 � bia³ko GP1,2 odciête z powierzchni b³o-
ny komórkowej przez metaloproteinazê TACE
z rodziny ADAM; nie zawiera domeny trans-
b³onowej, wystêpuje w formie uwolnionej, poza
tym jest identyczne z GP1,2; prawdopodobnie to
ono adsorbuje powstaj¹ce przeciwcia³a, nato-
miast nie jest w stanie wywo³aæ silnej aktywacji
monocytów.

3. GP1 � uwolnione przez rozerwanie mostka dwu-
siarczkowego miêdzy podjednostkami GP1 i GP2.

Rysunek 2 przedstawia schematycznie organizacjê
bia³ek GP i sGP.

B i a ³ k a  m a t r i k s o w e: VP40 i VP24
G³ówne bia³ko matriksowe VP40 (326 amino-

kwasów) jest do�æ dobrze poznane: bierze udzia³
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w formowaniu wirionów potomnych i ich uwalnianiu
z zaka¿onej komórki, ³¹czy otoczkê wirionu z jego
rdzeniem, ma równie¿ zdolno�æ indukowania b³ony
komórki do formowania VLP (virus-like particles)
� cz¹stek podobnych morfologicznie do wirionów,
natomiast nie zawieraj¹cych genomowego RNA ani
pozosta³ych bia³ek wirusa; formowanie VLP jest bar-
dziej wydajne, je�li dodatkowo w komórce wytwarzane
jest bia³ko GP lub NP [26, 45, 60].

Bia³ko VP40 ma charakterystyczn¹ strukturê, za-
wieraj¹c¹ dwie wyra�nie wyodrêbnione domeny, ka¿da
w formie �kanapki� zbudowanej z $-kartek, pomiêdzy
którymi znajduj¹ siê "-helisy. Obie domeny po³¹czone
s¹ d³ugim odcinkiem nie posiadaj¹cym wyra�nej
struktury drugorzêdowej [23]. N-koniec bia³ka tzw.
L-domain (late budding domain), oddzia³uje z bia³kami
komórkowymi formuj¹c VLP i wiriony potomne [26,
45, 60]. L-domain zawiera charakterystyczne motywy:
Pro-Thr-Ala-Pro i Pro-Pro-Glu-Tyr, które oddzia³uj¹
z ligaz¹ ubikwityny Nedd4 i bia³kiem Tsg101 (czê�æ
systemu wydzielniczego komórki); obecno�æ bia³ka
Tsg101 wykryto w VLP powsta³ych w wyniku dzia-
³ania VP40 [45]. Motywy te s¹ homologiczne do
motywów w bia³kach Gag retrowirusów i bia³kach M
rabdowirusów, co mo¿e �wiadczyæ o podobieñstwie
mechanizmów uwalniania cz¹stek wirusowych z ko-
mórki [26]. Jednak najnowsze badania z u¿yciem wi-
rusa Ebola, z mutacj¹ w obrêbie VP40 wykaza³y, ¿e
L-domain nie jest niezbêdna w cyklu ¿yciowym [58].

Domena N-koñcowa (aminokwasy 55�194) odpo-
wiedzialna jest za oligomeryzacjê; natomiast domena
C-koñcowa, a szczególnie ostatnie 18 aminokwasów,
zaanga¿owana jest w ³¹czenie bia³ka z b³on¹ cytoplaz-
matyczn¹ [60, 66, 74]; ³¹czenie zachodzi w okre�lonych
obszarach, bogatych w cholesterol, tworz¹cych tzw.
�tratwy� (rafts). Gromadzenie siê VP40 i GP w tych
rejonach poprzedza formowanie wirionów lub VLP [60].

W monomerycznej formie bia³ka VP40 domena
N-koñcowa jest po³o¿ona blisko C-koñcowej. Oligo-
meryzacjê bia³ka poprzedzaj¹ dwie zmiany konforma-
cyjne: odsuniêcie N-koñca, zawieraj¹cego L-domain,
oraz domeny C-koñcowej od domeny odpowiedzial-
nej za oligomeryzacjê. W trakcie oligomeryzacji po-
wstaj¹ oktamery, maj¹ce formê pier�cieni [23, 66];
ka¿dy oktamer zbudowany jest z 4 homodimerów,
których podjednostki u³o¿one s¹ antyrównolegle.
Po³¹czenia pomiêdzy poszczególnymi homodimerami
w pier�cieniowej strukturze oktameru stabilizowane s¹
przez krótkie odcinki RNA, które niejako dopasowuj¹
siê do przestrzennego u³o¿enia aminokwasów s¹siadu-
j¹cych homodimerów. Wi¹zanie z RNA jest specyficz-
ne; rozpoznawana jest sekwencja 5�UGA3�, a szcze-
gólnie zaanga¿owane s¹ Phe125 i Arg134 [23, 29].
Domeny C-koñcowe, jak równie¿ sam N-koniec
(L-domain) lokuj¹ siê najprawdopodobniej powy¿ej
i poni¿ej p³aszczyzny pier�cienia utworzonego przez
domeny N-koñcowe [23].

Poniewa¿ oligomeryzacja wydaje siê niezbêdna do
sk³adania i uwalniania wirusów, ewentualny lek móg³-
by wi¹zaæ ze sob¹ domeny C- i N-koñcowe formy mo-
nomerycznej, uniemo¿liwiaj¹c ich rozej�cie siê, a � co
za tym idzie � tak¿e oligomeryzacjê [74]. Co ciekawe
w formowaniu VLP nie jest konieczna obecno�æ RNA,
natomiast utworzenie w pe³ni aktywnych cz¹stek wi-
rusowych wymaga obecno�ci Phe125 i Arg134 i zwi¹-
zania RNA, co prawdopodobnie �wiadczy o dodat-
kowej, nieznanej jeszcze roli bia³ka VP40 w cyklu
¿yciowym wirusa [29].

Pomocnicze bia³ko matriksowe VP24 (251 ami-
nokwasów) jest s³abo poznane; pe³ni funkcjê struktu-
raln¹, ³¹cz¹c otoczkê wirionu z nukleokapsydem; jest
zdolne do oligomeryzacji i silnego wi¹zania siê z b³o-
na komórkow¹; jest tak¿e w stanie indukowaæ powsta-
wanie VLP, choæ z mniejsz¹ wydajno�ci¹ ni¿ VP40;

Rys. 2. Schemat organizacji bia³ek GP i sGP
N � N-koñcowa sekwencja sygnalna; ID � czê�æ identyczna bia³ek GP i sGP; ML � domena mucin-like; FP � fusion peptide;

CC � rejon zawieraj¹cy superskrêcony obszar z fragmentem immunosupresyjnym; T � domena transb³onowa;
DP � D-peptyd; zaznaczono mostek dwusiarczkowy ³¹cz¹cy Cys53 i Cys609 w bia³ku GP, a tak¿e Cys53 i Cys306,

tworz¹ce mostki dwusiarczkowe z drug¹ podjednostk¹ sGP; strza³kami zaznaczono miejsce ciêcia przez furynê
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przypisuje mu siê wiêc rolê przy sk³adaniu i uwalnia-
niu wirusów potomnych [25, 46].

Badania wykaza³y, ¿e bia³ko VP24 nie jest gliko-
zylowane, mimo ¿e zawiera 3 potencjalne miejsca
N-glikozylacji (aminokwasy 84, 185 i 246). W czasie
eksperymentów w komórkach ssaków VP24 samoist-
nie tworzy³o tetramery; nie mo¿na wykluczyæ mo¿-
liwo�ci powstawania innych form oligomerycznych.
W tworzenie oligomerów szczególnie zaanga¿owana
jest N-koñcowa czê�æ bia³ka. W obrêbie aminokwa-
sów 172�175 znajduje siê motyw Tyr-X-X-Leu, homo-
logiczny do L-domain bia³ka VP40 [25].

B i a ³ k a  n u k l e o k a p s y d u: VP30, VP35, NP i L
Bia³ko VP30 (288 aminokwasów) jest jednym

z 4 bia³ek tworz¹cych nukleokapsyd. Pe³ni rolê akty-
watora transkrypcji genów wirusa; jest zaanga¿owane
we wczesne etapy cyklu ¿yciowego [52, 53, 88];
w pó�niejszych etapach przy³¹cza siê do kompleksów
budowanych przez NP [52].

W N-koñcowej czê�ci bia³ka znajduj¹ siê miejsca
fosforylacji (Ser 29�31, 42, 44, 46 i Thr 52); od stop-
nia fosforylacji zale¿y rodzaj wykazywanej przez bia³-
ko aktywno�ci. S³abo ufosforylowane silnie aktywuje
transkrypcjê, natomiast nie wi¹¿e siê z kompleksami
NP.; czê�ciowo ufosforylowane zdolne jest zarówno
do aktywacji transkrypcji, jak i do wi¹zania siê z kom-
pleksami NP; w pe³ni ufosforylowane wi¹¿e siê z NP,
ale nie jest w stanie aktywowaæ transkrypcji. Stopieñ
fosforylacji zale¿y od aktywno�ci komórkowych fos-
fataz PP1 i PP2A [52].

VP30 ma zdolno�æ wi¹zania jonów cynku. W pro-
ces ten zaanga¿owany jest rejon pomiêdzy aminokwa-
sami 68�95, zawieraj¹cy 3 Cys i 1 His. Wi¹zanie cyn-
ku jest niezbêdne do aktywacji transkrypcji, nie ma
natomiast znaczenia przy ³¹czeniu z kompleksami NP
i sk³adaniu wirionów [53].

W aktywacji transkrypcji przez VP30 bierze udzia³
specyficzna struktura pêtli w miejscu �start� pierwsze-
go z genów wirusa, hamuj¹ca prawdopodobnie prze-
suwanie siê wirusowej polimerazy RNA po nici geno-
mowego RNA; obecno�æ bia³ka VP30 znosi ten efekt
i umo¿liwia transkrypcjê [88].

Bia³ko VP35 (340 aminokwasów) jest sk³adnikiem
nukleokapsydu; blokuje równie¿ wydzielanie interfe-
ronów typu I przez zainfekowane komórki � prawdo-
podobnie przez zablokowanie indukcji promotora
IFN-$ spowodowanej obecno�ci¹ dwuniciowego RNA
oraz przez zablokowanie fosforylacji IRF-3 (IFN regu-
latory factor 3), odpowiedzialnego za aktywacjê pro-
motora IFN-" w trakcie infekcji wirusowej � a w efek-
cie hamuje odpowied� immunologiczn¹ [6, 7].

Bia³ko VP35 tworzy tak¿e w po³¹czeniu z bia³-
kami L i NP funkcjonaln¹ RNA-zale¿n¹ polimerazê
RNA [55]. Do zaj�cia transkrypcji, replikacji i two-

rzenia nukleokapsydu konieczna jest obecno�æ bia³ek
VP35, NP i L. VP35 jest odpowiednikiem bia³ka P
u innych (�)RNA wirusów [36, 54]

Bia³ko L (2212 aminokwasów) wraz z bia³kami
VP35 i NP tworzy kompleks aktywny transkrypcyjnie
� RNA-zale¿n¹ polimerazê RNA, stanowi¹c jego
czê�æ katalityczn¹ [55]. Analiza sekwencji genu ko-
duj¹cego bia³ko L, wykaza³a du¿e podobieñstwa do
bia³ek Paramyxoviridae i innych (�)RNA wirusów.
Ma ono wysok¹ zawarto�æ leucyny i izoleucyny
(17,9%) i wysoki ³adunek ca³o�ciowy w obojêtnym pH
(+57). Zawiera 3 charakterystyczne dla polimeraz
RNA z wirusów (�)RNA motywy aminokwasowe:
motyw A, wi¹¿¹cy RNA (aminokwasy 553�571), mo-
tyw B, rozpoznaj¹cy sekwencjê RNA i/lub tworz¹cy
wi¹zania fosfodiestrowe (aminokwasy 738�744) oraz
motyw C, wi¹¿¹cy ATP (aminokwasy 1815�1841).
Posiada równie¿ 2 Cys (1351�1352), stabilizuj¹ce
przestrzenn¹ strukturê bia³ka, wysoce konserwowane
w wszystkich wirusowych polimerazach RNA [83].

Bia³ko NP (739 aminokwasów) jest g³ównym
sk³adnikiem nukleokapsydu. Jego N-koñcowa cze�æ
jest hydrofobowa, natomiast cze�æ C-koñcowa ma
w³a�ciwo�ci hydrofilowe i kwasowe [70].

Bia³ko NP wirusa Marburg, blisko spokrewnione-
go z Ebola, wykazuje samoistn¹ zdolno�æ do agrega-
cji w zaka¿onych komórkach, bez udzia³u innych bia-
³ek wirusowych, tworz¹c TLS (tubule-like structures),
widoczne w mikroskopie elektronowym, zlokalizowa-
ne w pobli¿u b³on szorstkiego ER. TLS maj¹ w prze-
kroju symetriê heksagonaln¹ i morfologicznie s¹
bardzo zbli¿one do nukleokapsydów, powstaj¹cych
w komórkach zainfekowanych wirusem Marburg.
Zdolno�æ bia³ek strukturalnych nukleokapsydu do sa-
moistnego formowania struktur morfologicznie podob-
nych do nukleokapsydu wystêpuje równie¿ w rodzinach
Rhabdoviridae i Paramyxoviridae [36].

5. Diagnostyka gor¹czki krwotocznej Ebola

Znanych jest kilka metod wykrywania wirusa Ebola
u osób zaka¿onych oraz u zmar³ych z powodu gor¹czki
krwotocznej.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM
� Transmission Electron Microscopy) � metoda pozwa-
laj¹c¹ na wykrycie cz¹stek wirusa we krwi i p³ynach
ustrojowych pacjenta oraz nukleokapsydów powstaj¹-
cych w wyniku namna¿ania siê wirusa w cytoplazmie
zainfekowanych komórek. Wad¹ tej metody jest ko-
nieczno�æ posiadania bardzo dobrze wyposa¿onego la-
boratorium, co czyni j¹ w³a�ciwie niedostêpn¹ w kra-
jach afrykañskich, miejscu wystêpowania wirusa [38].

Izolacja wirusa z tkanek osób chorych i zmar³ych,
a nastêpnie jego hodowla i serotypowanie � nie jest
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szeroko stosowana, gdy¿ jest niebezpieczna i wymaga
laboratoriów 4 stopnia bezpieczeñstwa [37, 38].

Immunohistochemiczny test skóry (IHC � Immu-
nohistochemical Assay) � wykrywanie antygenów
wirusa w skórze osób zmar³ych przy u¿yciu monoklo-
nalnych przeciwcia³; skóra do badañ jest konserwo-
wana w formalinie. Metoda czu³a, specyficzna i bez-
pieczna [95].

Testy immunosorbcyjne (ELISA � Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) � ³atwe w stosowaniu, czu³e
testami wykrywaj¹ce antygeny wirusowe lub przeciw-
cia³a anty-EBOV we krwi osób zaka¿onych i ozdro-
wieñców (równie¿ w przypadkach bezobjawowych)
[24, 37�39, 47, 59, 61, 68]. Stosuje siê 3 typy testów
ELISA:

� ELISA wykrywaj¹ce antygeny wirusa � wykry-
wa antygeny wirusa Ebola przez wi¹zanie ze
specyficznymi przeciwcia³ami monoklonalnymi.
Produkcja przeciwcia³ wymaga uzyskania bia³ek
wirusa, co mo¿liwe jest jedynie w laboratoriach
4 stopnia bezpieczeñstwa. Najczê�ciej s¹ to bia³-
ka NP lub GP [37, 47, 59, 68].

� ELISA wykrywaj¹ce IgG � wykrywa przeciw-
cia³a anty-EBOV klasy IgG przy u¿yciu rekom-
binowanych bia³ek wirusa Ebola. Tu równie¿
u¿ywa siê najczê�ciej bia³ek NP lub GP [61, 68].
Zalet¹ tej metody jest u¿ycie bia³ek rekombino-
wanych, co nie wymaga laboratoriów 4 stopnia
bezpieczeñstwa. Jej ograniczeniem jest czêste
zjawisko braku wystarczaj¹cej produkcji prze-
ciwcia³ IgG (w ciê¿kich przypadkach), jak rów-
nie¿ to, ¿e przeciwcia³a pojawiaj¹ siê dopiero
w 8�10 dniu od zaka¿enia. Wszyscy ozdrowieñcy
i osoby, które przesz³y infekcje bezobjawowe,
posiadaj¹ przeciwcia³a IgG anty-EBOV, metoda
jest wiêc skuteczna przy analizie seropozytyw-
no�ci populacji i w poszukiwaniach rezerwuaru
wirusa [38, 39, 61].

� ELISA wykrywaj¹ce IgM � metoda zbli¿ona do
opisanej powy¿ej; wykrywa przeciwcia³a anty-
EBOV klasy IgM. Pojawiaj¹ siê one ok. 6 dnia
od infekcji i s¹ wykrywalne znacznie krócej ni¿
IgG. Metoda do�æ skuteczna w szybkiej diagno-
styce; ograniczeniem mo¿e byæ brak przeciwcia³
przy niedostatecznej odpowiedzi immunologicz-
nej ze strony organizmu [38, 39, 61].

Po�redni immunofluorescencyjny test wykrywa-
j¹cy przeciwcia³a (IFAT � Indirect Immunofluores-
cence Antibody Test) � metoda mniej czu³a ni¿ ELISA;
przeciwcia³a IgG anty-EBOV obecne w próbce krwi
chorego wi¹zane s¹ przez komórki linii HeLa i Vero
eksprymuj¹ce rekombinowane antygeny wirusa Ebola
(bia³ko NP). Do zwi¹zanych przeciwcia³ anty-EBOV
przy³¹czane s¹ w kolejnym etapie drugorzêdowe prze-
ciwcia³a anty-IgG, wyznakowane fluorescencyjnie;

nastêpnie hodowla komórkowa badana jest w mikro-
skopie fluorescencyjnym. Brak odpowiedzi immuno-
logicznej w przypadku ciê¿kiego przebiegu choroby
obni¿a czu³o�æ tej metody [31, 35, 69].

RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) � metoda
najbardziej czu³a; wykrywa RNA wirusa w komór-
kach jednoj¹drzastych krwi, tak¿e w przypadkach bez-
objawowych. Potwierdza 100% dodatnich wyników
metody ELISA wykrywaj¹cej antygeny i 91% ELISA
wykrywaj¹cej IgM. Kombinacja tych 3 metod daje
97% czu³o�ci w wykrywaniu wirusa. Dodatnie wyniki
RT-PCR udaje siê w 83% potwierdziæ przy u¿yciu
metody ELISA wykrywaj¹cej antygeny i w 67% przy
u¿yciu ELISA wykrywaj¹cej IgM [42].

Modyfikacj¹ metody RT-PCR jest okre�lenie pod-
typu wirusa z zastosowaniem jako sondy oligonukleo-
tydów znakowanych fluorochromami na 5�-koñcu.
Stosuje siê mieszaninê 2 ró¿nych oligonukleotydów,
z których jeden jest komplementarny do EBO-Z, na-
tomiast drugi do EBO-S. Ka¿dy z oligonukleotydów
ma na 5�ikoñcu kowalencyjnie do³¹czony zwi¹zek
blokuj¹cy fluoryzacjê barwnika reporterowego, tzw.
wygaszacz (ang. quencher) TAMRA, natomiast na
3�-koñcu fluorochrom reporterowy: FAM (oligonukleo-
tyd dla EBO-Z) lub VIC (oligonukleotyd dla EBO-S).
Fluorochromy FAM i VIC ró¿ni¹ siê d³ugo�ci¹ emito-
wanej fali �wietlnej. Gdy sonda jest w postaci wolnej,
wygaszacz jest blisko do fluorochromu, hamuj¹c emi-
sjê �wiat³a. W czasie reakcji PCR sondy ³¹cz¹ siê spe-
cyficznie z cDNA (matryc¹); hybrydyzacji ulega tylko
sonda specyficzna dla danego podtypu. Termostabilna
polimeraza DNA (wykorzystuj¹c swoj¹ aktywno�æ
nukleolityczn¹) degraduje zhybrydyzowany oligonu-
kleotyd, dziêki czemu fluorochrom mo¿e oddaliæ siê
od wygaszacza i wyemitowaæ sygna³ �wietlny. Tym
samym mo¿na okre�liæ podtyp wirusa ju¿ w trakcie
reakcji PCR (real-time PCR). Zalet¹ tej metody jest
czu³o�æ i szybko�æ [15, 22].

Western Blot � u¿ywana jako potwierdzenie in-
nych metod; wykrywa antygeny wirusa oraz przeciw-
cia³a IgG i IgM anty-EBOV [8, 24, 41].

Test radioimmunoprecypitacyjny (RIPA � Radio-
immunoprecipitation Assay) � do wykrycia przeciwcia³
anty-EBOV wykorzystuje znakowany radioaktywnie
antygen wirusowy. Kompleksy przeciwcia³a-antygeny
s¹ str¹cane przy u¿yciu bia³ka A Staphylococcus, a na-
stêpnie analizowane przez elektroforezê i autoradio-
grafiê [65].

6. Leczenie

Do dzi� nie jest znana ¿adna skuteczna metoda
leczenia przyczynowego gor¹czki krwotocznej Ebola.
W leczeniu objawowym i wyrównawczym stosuje siê
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�rodki przeciwbólowe, ró¿ne metody obni¿enia go-
r¹czki, a przy wyst¹pieniu skazy krwotocznej uzupe³-
nianie strat p³ynów, elektrolitów, krwi i osoczowych
czynników krzepniêcia. W przypadkach o ciê¿kim
przebiegu nie jest to skuteczne, mo¿e jedynie o kilka
dni opó�niæ �mieræ chorego [5, 11, 38, 91, 96, 97].
W kilku przypadkach podejmowano próby zastosowa-
nia metod eksperymentalnych stosowano:

� Osocze ozdrowieñców (zawiera przeciwcia³a
anty-EBOV) � w 1995 r. w czasie epidemii
w Kikwit w Zairze przetoczono osocze 8 cho-
rym z których 7 prze¿y³o. Bior¹c pod uwagê
81% �miertelno�æ w czasie tej epidemii, wynik
by³ bardzo obiecuj¹cy [56].

� Ludzki interferon a-2b w po³¹czeniu z IgG
z osocza hiperimmunizowanych koni, kóz lub
owiec � podane 4 rosyjskim pracownikom labo-
ratoryjnym, nara¿onym na ekspozycjê na wirusa
Ebola. Wszyscy prze¿yli, co mo¿e �wiadczyæ
o wysokiej skuteczno�ci. Podobnie jednak jak
w poprzednim przypadku, trudno mówiæ o sku-
teczno�ci metody, gdy rezultaty uzyskano na tak
niewielkiej liczbie chorych. Metodê tê testowano
równie¿ na �winkach morskich, myszach i ma³-
pach; okaza³a siê skuteczna jedynie wobec �wi-
nek morskich i myszy [33, 40].

Prowadzone s¹ równie¿ badania nad zastosowa-
niem leków:

� Cyjanowiryna-N (CV-N) � bia³ko izolowane
z sinic, odkryte w ramach programu poszuki-
wania naturalnych leków przeciwko wiruso-
wi HIV; blokuje przy³¹czone do bia³ka GP1,2
przez N-glikozylacjê oligosacharydy, uniemo¿li-
wiaj¹c fuzjê os³onki wirusa z b³on¹ cytoplazma-
tyczn¹ [4].

� Analogi nukleozydowe hamuj¹ce aktywno�æ hy-
drolazy S-adenozylo-L-homocysteiny (AdoHcy),
blokuj¹ce w sposób po�redni metylacjê struktury
cap na koñcu 5� wirusowych cz¹steczek mRNA
� próby przeprowadzone na myszach da³y obie-
cuj¹ce wyniki [10, 30].

7. Eksperymentalne metody uodparniania czynnego

W chwili obecnej nie jest dostêpna ¿adna skutecz-
na szczepionka dla ludzi, jednak szereg eksperymen-
tów na zwierzêtach pozwala przypuszczaæ, ¿e jej wy-
produkowanie i dopuszczenie do u¿ytku to kwestia
najbli¿szych lat. W badaniach testowano kilka typów
szczepionek:

� Szczepionki DNA � nagie DNA zawieraj¹ce
geny koduj¹ce bia³ka wirusa: NP, GP, sGP (sklo-
nowane w plazmidach). DNA by³ podawany do-
miê�niowo lub przy u¿yciu strzelby genowej.

Obiecuj¹ce wyniki otrzymano na ró¿nych mode-
lach zwierzêcych [20, 62, 76, 77, 79, 92].

� Ró¿ne wirusy zawieraj¹ce geny koduj¹ce bia³ka
EBOV � stosowano m.in. adenowirusy, atenuo-
wany wirus koñskiego zapalenia mózgu, wirus
krowianki. Dla uzyskania wysokiej skuteczno�ci
³¹czono tê metodê z uodparnianiem przez poda-
nie szczepionki DNA [20, 76, 77].

� Szczepionki podjednostkowe � zawieraj¹ce wy-
izolowane bia³ka wirusa Ebola. Odpowied� im-
munologiczn¹ wywo³ywa³y bia³ka VP24, VP30,
VP35 i VP40 [89].

� Inaktywowany wirus Ebola � inaktywacja for-
malin¹; w nowszych pracach podawano liposomy
zawieraj¹ce wirusy inaktywowane przez napro-
mieniowanie. Du¿e znaczenie w powstaniu trwa-
³ej odporno�ci mia³a obecno�æ lipidu A w lipo-
somach [51, 63, 64].

Najbardziej obiecuj¹ce efekty osi¹gniêto przy za-
stosowaniu kilku metod uodparniania jednocze�nie.
Podanie ma³pom lub myszom szczepionki DNA za-
wieraj¹cej geny koduj¹ce bia³ko NP i trzy rodzaje GP
w kilku powtórzeniach i dodatkowa immunizacja ade-
nowirusem zawieraj¹cym gen koduj¹cy bia³ko GP da³o
bardzo dobre wyniki. Jest to prawdopodobnie droga
do skonstruowania szczepionki skutecznej i bezpiecz-
nej dla ludzi. Zalet¹ szczepionek DNA jest ich bezpie-
czeñstwo, a tak¿e ³atwo�æ przechowywania i trwa³o�æ,
co ma szczególne znaczenie w pañstwach afrykañ-
skich, miejscu wystêpowania wirusa Ebola [76, 77].

8. Podsumowanie

W 1976 r. w �rodkowej Afryce wyst¹pi³y dwie epi-
demie nieznanej gor¹czki krwotocznej. Charakteryzo-
wa³a je ogromna �miertelno�æ, siêgaj¹ca 90%. Wyizo-
lowany wirus nazwano Ebola i zaklasyfikowano jako
nowego przedstawiciela rodziny Filoviridae. W latach
pó�niejszych zanotowano jeszcze kilka du¿ych epi-
demii. Niebezpieczeñstwo wynikaj¹ce z mo¿liwo�ci
przypadkowego zawleczenia wirusa do krajów rozwi-
niêtych lub u¿ycia go jako narzêdzia ataku biologicz-
nego sprawia, ¿e w wielu o�rodkach na �wiecie pro-
wadzone s¹ badania nad mechanizmami patogenezy.

Prace te przybli¿y³y budowê i funkcje bia³ek wiru-
sa; szczególnie dobrze poznano bia³ka GP i VP40. Ich
istotna rola w procesie patogenezy i w cyklu ¿ycio-
wym wirusa czyni je pierwszoplanowymi celami dzia-
³ania potencjalnych leków. Poszerzono równie¿ wie-
dzê o immunologicznym pod³o¿u choroby, choæ nadal
wiele aspektów pozostaje niewyja�nionych. Pozwoli³o
to na opracowanie skutecznych metod diagnostycz-
nych, a tak¿e na stworzenie leków i szczepionek, bê-
d¹cych na razie w fazie prób na zwierzêtach.
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Niniejsza praca stanowi próbê podsumowania aktu-
alnej wiedzy dotycz¹cej immunologicznego i moleku-
larnego pod³o¿a gor¹czki krwotocznej Ebola, diagno-
styki oraz prób leczenia i uodparniania.
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1. Wstêp

Parwowirus B19 zosta³ odkryty przypadkowo w
1974 r. przez Yvonne C o s s a r t  podczas prac nad
testami do wykrywania antygenów powierzchniowych
wirusa zapalenia w¹troby typu B. Okre�lenie nazwy
wywodzi siê z oznaczenia badanej próbki surowicy
(p³ytka B, numer 19), w której wykryto nieprawid³owo
wysokie wyniki testów serologicznych. W mikroskopii
elektronowej wykazano obecno�æ pojedynczych cz¹s-
tek o �rednicy 23 nm przypominaj¹cych parwowirusy
zwierzêce [10]. Kilka lat pó�niej parwowirus B19 zo-
sta³ niezale¿nie opisany przez badaczy japoñskich jako
wirus Nakatani, jednak kolejne badania wykaza³y, ¿e
oba wirusy to ten sam czynnik zaka�ny [29]. Pierwotn¹
nazwê �surowicze cz¹steczki parwowiruso-podobne�
oficjalnie zmieniono w 1985 r. na parwowirus B19, za�
wirus zosta³ zakwalifikowany do rodziny Parvoviridae
[36]. Do chwili obecnej jest on jedynym przedstawicie-
lem parwowirusów bezsprzecznie powi¹zanym z pato-
gennym dzia³aniem na organizm cz³owieka. Zaka¿enia
nim s¹ powszechne na ca³ym �wiecie i daj¹ szeroki
zakres objawów klinicznych w zale¿no�ci od statusu
immunologicznego i hematologicznego pacjenta. Wiêk-
szo�æ ludzi zostaje zaka¿ona tym wirusem ju¿ w dzie-

ciñstwie, bowiem u ponad 50% ludzi do 20 roku ¿ycia
stwierdza siê dodatni poziom przeciwcia³ anty-B19
klasy IgG, a wraz z wiekiem odsetek ten wzrasta do
90�100% [4, 13].

Genom parwowirusa B19 sk³ada siê z jednoniciowe-
go DNA i liczy oko³o 5,6 tys. zasad [3]. Podobnie jak
u innych parwowirusów, zawiera on dwie du¿e otwarte
ramki odczytu (Open Reading Frames, ORF), koduj¹ce
dwa bia³ka kapsydu � VP1 i VP2 oraz pojedyncze bia³-
ko niestrukturalne NS1. Ca³y genom otoczony jest bez-
otoczkowym, dwudziesto�ciennym kapsydem, z³o¿o-
nym z 60 kapsomerów [3]. Brak otoczki powoduje du¿¹
odporno�æ wirusa na inaktywacjê za pomoc¹ czynni-
ków fizycznych i chemicznych. Wirus jest niewra¿liwy
na dzia³anie temperatury 56°C przez 60 minut oraz na
dzia³anie rozpuszczalników hydrofobowych [35].

W po³owie lat 90-tych we Francji od pacjenta z nie-
dokrwisto�ci¹ aplastyczn¹ zosta³a wyizolowana próbka
parwowirusa, okre�lona jako V9, jednak analiza jego
sekwencji DNA wykaza³a ró¿nicê powy¿ej 10% w po-
równaniu z innymi szczepami tego patogenu [28].
Ówczesne testy serologiczne nie potwierdza³y ostrej
infekcji B19, st¹d te¿ sugerowano, i¿ zaobserwowa-
ny prze³om aplastyczny zwi¹zany by³ z zaka¿eniem
V9, jako nowym typem wirusa, który nie wykazywa³

ZAKA¯ENIA LUDZKIM PARWOWIRUSEM B19

Tomasz Dzieci¹tkowski1, Agnieszka Tomaszewska2,
Anna Majewska1, Miros³aw £uczak1

1 Katedra i Zak³ad Mikrobiologii Lekarskiej, Akademia Medyczna w Warszawie
ul. Cha³ubiñskiego 5, 02-004 Warszawa, tel. (22) 622 00 28, e-mail: dzieciatkowski@wp.pl

2 Klinika Transplantacji Komórek Krwiotwórczych, Instytut Hematologii i Transfuzjologii
ul. Gandhi 14, 02-776 Warszawa

Wp³ynê³o w styczniu 2007 r.

1. Wstêp. 2. Rumieñ zaka�ny (erythema infectiosum). 3. Zespó³ �rêkawiczek i skarpetek�. 4. Zaka¿enia u kobiet ciê¿arnych. 5. Hemato-
logiczne nastêpstwa zaka¿enia parwowirusem B19. 5.1. Przemijaj¹ce prze³omy aplastyczne. 5.2. Aplazja czystoczerwonokrwinkowa.
5.3. Neutropenia, ma³op³ytkowo�æ i pancytopenia po zaka¿eniu parwowirusem B19. 6. Diagnostyka zaka¿eñ B19. 7. Podsumowanie

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

S³owa kluczowe: parwowirus B19, rumieñ zaka�ny, prze³om aplastyczny, nieimmunologiczny obrzêk p³odu
Key words: parvovirus B19, erythema infectiosum, aplastic crisis, non-immune hydrops fetalis



204 TOMASZ DZIECI¥TKOWSKI, AGNIESZKA TOMASZEWSKA, ANNA MAJEWSKA, MIROS£AW £UCZAK

krzy¿owej reakcji z testami specyficznymi dla B19.
Standardowe startery PCR dla wirusa B19 nie ampli-
fikowa³y sekwencji wariantu V9 [28], wskazuj¹c na
konieczno�æ zastosowania nowych metod do badania
próbek podejrzanych o obecno�æ tego szczepu i po-
tencjalnych nowych wirusów. Wystêpowanie typu V9
i jego zwi¹zek z objawami chorobowymi pozostaje
wci¹¿ niewyja�nione, a wspó³cze�nie zmodyfikowane
testy serologiczne wykazuj¹ 100% reakcji krzy¿owej
pomiêdzy bia³kami kapsydu VP2 B19 i V9.

2. Rumieñ zaka�ny (erythema infectiosum)

Zaka¿enie parwowirusem B19 u dzieci najczê�ciej
wystêpuje pod postaci¹ rumienia zaka�nego, który
tak¿e okre�lany jest jako �choroba pi¹ta�, gdy¿ pod
koniec XIX wieku by³o sklasyfikowane jako pi¹ta
choroba wieku dzieciêcego przebiegaj¹ca z wysypk¹.
Inne czêsto spotykane w literaturze okre�lenie to �ze-
spó³ spoliczkowanego dziecka�.

Choroba przebiega dwufazowo: po okresie inku-
bacji, trwaj¹cym oko³o 7 dni (4�14 dni) u czê�ci dzie-
ci pojawiaj¹ siê niespecyficzne objawy grypopodobne
zwi¹zane z wiremi¹, takie jak: ból g³owy, z³e samo-
poczucie, umiarkowana gor¹czka, objawy ¿o³¹dkowo-
jelitowe, nie¿yt dróg oddechowych czy te¿ powiêksze-
nie szyjnych wêz³ów ch³onnych. W tym czasie wirus
obecny jest w wydzielinach górnych dróg oddecho-
wych, które s¹ �ród³em zaka¿enia [9]. W fazie drugiej
w 80% przypadków obserwowane s¹ zmiany na skórze
w postaci siateczkowatej wysypki umiejscowionej sy-
metrycznie na policzkach i kszta³tem przypomina-
j¹cej motyla lub �lad po wymierzeniu policzka [9, 16].
Po 1�4 dniach wysypka mo¿e obejmowaæ równie¿
tu³ów, koñczyny górne i dolne. W patogenezie tej fazy
prawdopodobnie znacz¹c¹ rolê odgrywaj¹ tworz¹ce
siê kompleksy immunologiczne [15].

Zaka¿enie mo¿e przebiegaæ równie¿ bez jakich-
kolwiek objawów. Przechorowanie uodparnia na ca³e

¿ycie, a reinfekcje notowane s¹ bardzo rzadko. Obraz
kliniczny zaka¿enia wirusem B19 u czê�ci dzieci mo¿e
objawami przypominaæ ró¿yczkê, co utrudnia prawi-
d³owe rozpoznanie choroby.

U osób doros³ych parwowiroza mo¿e przebiegaæ
odmiennie ni¿ u dzieci. G³ównymi dolegliwo�ciami
s¹ wówczas bóle stawów  na tle zapalenia stawów.
Artropatiê powi¹zan¹ z B19 opisano po raz pierwszy
w 1985 roku. Wystêpuje ona u 60% m³odych ludzi
zaka¿onych wirusem i u oko³o 5�8% dzieci z rumie-
niem zaka�nym. U doros³ych  stwierdza siê syme-
tryczne zapalenie wielu stawów np. �ródrêcza (75%),
stawów kolanowych (65%), nadgarstka (55%), ³ok-
ciowych (40%) i proksymalnych stawów miêdzy-
paliczkowych [37]. Podobnie jak u dzieci symptomy
te poprzedzone s¹ czêsto objawami grypopodobny-
mi. Nale¿y zauwa¿yæ, ¿e rumieñ zaka�ny wystêpuje
z równ¹ czêsto�ci¹ u dzieci p³ci mêskiej, jak i ¿eñskiej,
lecz dolegliwo�ci stawowe s¹ bardziej nasilone u ko-
biet ni¿ mê¿czyzn. Objawom stawowym towarzyszyæ
mo¿e charakterystyczna wysypka. W po³owie przy-
padków artropatii doros³ych po 1�2 tygodniach cho-
roby dochodzi do ust¹pienia zmian zapalnych w sta-
wach. Rzadko zdarza siê by objawy utrzymywa³y siê
d³u¿ej, choæ takie przypadki te¿ s¹ notowane. Pacjenci
wymagaj¹ ci¹g³ego monitorowania, poniewa¿ artro-
patia mo¿e wyst¹piæ ponownie po d³ugim okresie bez-
objawowym [15, 16]. W przypadkach, gdy dolegli-
wo�ci stawowe utrzymuj¹ siê kilka miesiêcy lub lat,
chorzy spe³niaj¹ kryteria diagnostyczne American
Rheumatism Association dla reumatoidalnego zapale-
nia stawów i m³odzieñczego idiopatycznego zapalenia
stawów. Obecnie trwaj¹ dyskusje dotycz¹ce zwi¹zku
przyczynowego wirusa B19 z tymi jednostkami cho-
robowymi. Gdyby te dane zosta³y potwierdzone, mo¿-
na by³oby wyja�niæ rolê infekcji wirusowej w patoge-
nezie chorób autoimmunologicznych, przez wp³yw na
odpowied� immunologiczn¹ humoraln¹ i komórkow¹,
b¹d� krzy¿ow¹ reakcjê pomiêdzy wirusem, a ludzkimi
epitopami [16].

Rys. 1. Schemat budowy genomu parwowirusa B19
Na wykresie zaznaczono miejsca kodowania bia³ka niestrukturalnego NS1 o masie cz¹st. 77 kDa oraz bia³ek kapsydu VP1 i VP2

o masach cz¹st. odpowiednio � 84 i 58 kDa [3].
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3. Zespó³ �rêkawiczek i skarpetek�

Zespó³ �rêkawiczek i skarpetek� (gloves and socks
syndrome) po raz pierwszy opisano w 1990 roku [34].
Dotychczas opublikowano kilkadziesi¹t potwierdzo-
nych laboratoryjnie przypadków. Objawami charak-
terystycznymi s¹ ograniczone zmiany pojawiaj¹ce siê
w obrêbie stóp i d³oni. Choroba rozpoczyna siê obrzê-
kiem i rumieniem,  nastêpnie pojawia siê krwotoczna
wysypka grudkowa i �wi¹d. Czasem zmiany skórne
obecne s¹  w innych miejscach np. na twarzy, po�lad-
kach, ³okciach czy kolanach [7, 30, 34].

Objawom miejscowym czêsto towarzysz¹ bóle g³o-
wy, ogólne os³abienie, bóle stawowe i podwy¿szona
ciep³ota cia³a. W wielu przypadkach zaobserwowano
zmiany na b³onie �luzowej jamy ustnej, takie jak: za-
czerwienienie gard³a, wybroczyny, zmiany o charakte-
rze pêcherzykowo-grudkowym na podniebieniu twar-
dym i miêkkim jak równie¿ typowe dla zaka¿enia
wirusem odry plamki Koplika. Zajêta mo¿e byæ rów-
nie¿ b³ona �luzowa narz¹dów p³ciowych, zarówno
u kobiet jak i mê¿czyzn, co objawia siê obrzêkiem,
rumieniem a nawet p³ytkimi owrzodzeniami. W nie-

licznych przypadkach laboratoryjnie stwierdza siê leu-
kopeniê, neutropeniê, monocytozê, eozynofiliê, trom-
bocytopeniê i nieznacznie podwy¿szony poziom trans-
aminaz [7, 11, 30]. Podobne zmiany miejscowe mog¹
wystêpowaæ w przebiegu innych chorób infekcyjnych
zarówno bakteryjnych jak i wirusowych, dlatego w
rozpoznaniu klinicznym nale¿y uwzglêdniæ mo¿li-
wo�æ ki³y drugorzêdowej, riketsjozy (Rickettsia cono-
ri), erlichiozy, gonokokowego zapalenia opon mózgo-
wo-rdzeniowych czy zapalenia gard³a o etiologii
Arcanobacterium haemolyticum. Choroby wirusowe
przebiegaj¹ce z podobnym obrazem klinicznym to za-
ka¿enia HHV-4, HHV-5, HBV, wirusami Coxackie
typu A i B, wirusem ECHO oraz wirusem odry [11].

4. Zaka¿enia u kobiet ciê¿arnych

Do zaka¿enia kobiety ciê¿arnej dochodzi drog¹
kropelkow¹, przez bezpo�redni kontakt z zaka¿onymi
wydzielinami dróg oddechowych osoby, najczê�ciej
dziecka. Oko³o 40�50% kobiet ciê¿arnych jest wra¿-
liwych na zaka¿enie wirusem. Ryzyko infekcji kobiet

Rys. 2. Korelacja objawów klinicznych ze statusem serologicznym w przebiegu zaka¿enia parwowirusem B19 [2, 16, 37]
Odpowied� immunologiczna w postaci przeciwcia³ klasy IgM pojawia siê oko³o 5�8 dnia od wyst¹pienia pierwszych objawów chorobowy ch.

Przeciwcia³a w klasie IgG wykrywane s¹ w surowicy krwi w drugim tygodniu od chwili zaka¿enia a ich poziom mo¿e utrzymywaæ siê przez wiele lat.
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podczas ci¹¿y jest tym wiêksze, im wiêkszy kontakt
z dzieæmi w wieku wczesnoszkolnym w domu, szkole
czy domach opieki dziennej. Drug¹ mo¿liw¹ drog¹ za-
ka¿enia jest przetoczenie zaka¿onej krwi, szczególnie
preparatów zawieraj¹cych czynnik VII i IX. Szacuje
siê, ¿e w wyniku infekcji u matki seronegatywnej lub
o nieznanym statusie immunologicznym dochodzi do
1 przypadku wewn¹trzmacicznej infekcji p³odu na
400 ci¹¿ [14, 16]. Do zaka¿enia p³odu dochodzi przez
³o¿ysko u oko³o 30% kobiet pierwotnie zaka¿onych
parwowirusem. Skutkiem infekcji wrodzonej mo¿e byæ
spontaniczne poronienie lub nieimmunologiczny uogól-
niony obrzêk p³odu [8, 25]. Znacznie rzadziej obserwu-
je siê zapalenie miê�nia sercowego, kardiomiopatie,
uszkodzenie w¹troby oraz zapalenie opon mózgowo-
rdzeniowych [8, 22, 39]. U kobiet maj¹cych kontakt
z wirusem wewn¹trzmaciczne obumarcie p³odu wystê-
puje w 4�30% przypadków. Ma to miejsce najczê�ciej
na pocz¹tku drugiego trymestru (12�17 tydzieñ), po-
niewa¿ w tym czasie nasilaj¹ siê procesy erytropoezy.
W czasie 1 trymestru utrata ci¹¿y wystêpuje w 10%
przypadków. Prawdopodobieñstwo utraty ci¹¿y zmniej-
sza siê znacznie w przypadku pierwotnej infekcji wi-
rusowej nabytej w drugiej po³owie ci¹¿y i jest bardzo
rzadkie, gdy kontakt z wirusem nast¹pi w ostatnich
2 miesi¹cach ci¹¿y [14, 39]. Zaka¿enie w kolejnym try-
mestrze mo¿e powodowaæ oprócz �mierci tak¿e nieim-
munologiczny obrzêk p³odu (7% przypadków), poja-
wiaj¹cy siê najczê�ciej 2�4 tygodni po zaka¿eniu matki.
Uwa¿a siê, ze wirus ten odpowiada za blisko 18�27%
wszystkich przypadków obrzêku p³odu [12, 16, 39].

W chwili stwierdzenia zaka¿enia pierwotnego u ko-
biety ciê¿arnej zaleca siê cotygodniowe ultrasonogra-
ficzne monitorowanie p³odu w kierunku symptomów
uogólnionego obrzêku p³odu [25]. Kiedy obrzêk zo-
staje rozpoznany w pierwszej po³owie ci¹¿y, kontro-
luje siê rozwój p³odu w badaniu USG; w tym okresie
czêsto dochodzi do samoistnego cofniêcia siê obrzêku
i rozwój p³odu przebiega prawid³owo [12].

Istnieje mo¿liwo�æ okre�lenia swoistych przeciwcia³
we krwi pêpowinowej, jednak wynik ujemny ma ogra-
niczon¹ warto�æ dowodow¹, gdy¿ przeciwcia³a klasy
IgM u p³odu nie s¹ wykrywalne przed 22 tygodniem po
zaka¿eniu. Powodem tego mo¿e byæ niedojrza³o�æ p³o-
dowego uk³adu immunologicznego oraz mo¿liwo�ci
wyst¹pienia d³ugiego przedzia³u czasowego od zaka-
¿enia do wyst¹pienia objawów obrzêku u p³odu [12].

W czasie rozwoju uogólnionego obrzêku p³odu na-
le¿y rozwa¿yæ wykonanie transfuzji dop³odowej krwi.
Zabieg taki zmniejsza znacz¹co ryzyko �mierci p³odu
z tego powodu. �miertelno�æ bez wykonania transfuzji
wynosi 30%, natomiast prze¿ycie po niej obserwuje
siê w oko³o 84% przypadków [12, 22].

Nieprawid³owo�ci zauwa¿alne w drugiej po³owie
ci¹¿y mog¹ stanowiæ wskazanie do wcze�niejszego

urodzenia dziecka po ustaleniu stopnia dojrza³o�ci
p³uc. W monitorowaniu p³odu i wyborze sposobu po-
stêpowania terapeutycznego nale¿y uwzglêdniæ ocenê
stopnia niedokrwisto�ci p³odu [14, 16].

5. Hematologiczne nastêpstwa zaka¿enia
parwowirusem B19

Postacie zaka¿enia parwowirusem B19 u ludzi mog¹
siê ró¿niæ nawet u dotychczas zdrowych osób � od zu-
pe³nie bezobjawowego przebiegu do pe³noobjawowej
dwufazowej choroby [4, 13]. Wirus przenosi siê g³ów-
nie drog¹ kropelkow¹, mo¿liwe jest tak¿e zaka¿enie
przez krew lub jej sk³adniki, np. preparaty czynników
krzepniêcia. Parwowirus B19 wykorzystuje antygen
grupowy krwi P (globozyd � Gb4) jako swój g³ówny
receptor komórkowy [4, 9, 13]. Uk³ad grupowy P sk³a-
da siê z 3 antygenów: P, Pk oraz P1. Prawie 100% popu-
lacji posiada fenotyp krwinek P1 (obecny antygen P
i P1 jednocze�nie) lub P2 (obecny tylko antygen P).
Z czêsto�ci¹ oko³o 1 :200 000 zdarza siê brak ekspre-
sji wszystkich 3 antygenów lub fenotyp krwinek Pk

1
(z jednoczesn¹ ekspresj¹ antygenów P1 i P

k) � osoby te
wykazuj¹ naturaln¹ oporno�æ na zaka¿enie parwowi-
roz¹ [4, 13]. Antygen P jest przede wszystkim obecny
na b³onie komórkowej krwinek czerwonych i ich pre-
kursorów w szpiku kostnym, ale wystêpuje tak¿e na
p³ytkach krwi, megakarioblastach i megakariocytach,
a tak¿e na komórkach miê�nia sercowego, �ródb³on-
ka, w¹troby, p³uc, nerek, b³onie maziowej stawów,
miê�niach g³adkich przewodu pokarmowego [4, 13].
To oczywi�cie nie oznacza, ¿e replikacja wirusa wy-
stêpuje we wszystkich wymienionych wy¿ej rodzajach
komórek. Do replikacji B19 potrzebuje bardzo inten-
sywnie dziel¹cych siê komórek � w praktyce nale¿¹
do nich przede wszystkim prekursory uk³adu czerwono-
krwinkowego w szpiku kostnym, zw³aszcza w sytua-
cjach nasilonej hematopoezy, np. w przewlek³ej he-
molizie, po masywnych krwotokach, co powoduje
okre�lone nastêpstwa hematologiczne [4, 9, 13].

Do najczê�ciej wystêpuj¹cych hematologicznych
powik³añ zaka¿enia parwowirusem B19 nale¿¹: przemi-
jaj¹ce prze³omy aplastyczne (TAC � transient aplastic
crisis) i aplazja czystoczerwonokrwinkowa (PRCA
� pure red cell aplasia) [4, 13].

5.1. Przemijaj¹ce prze³omy aplastyczne (TAC)

Przemijaj¹ce prze³omy aplastyczne spowodowane
zaka¿eniem parwowirusem B19 s¹ uwa¿ane za jedno
z g³ównych powik³añ u pacjentów z wrodzonymi ze-
spo³ami hemolitycznymi najczê�ciej o przewlek³ym
przebiegu. TAC opisywano w prawie wszystkich ro-
dzajach wrodzonych niedokrwisto�ci hemolitycznych:
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membranopatiach (np. sferocytozie wrodzonej), hemo-
globinopatiach (np. niedokrwisto�ci sierpowatokrwin-
kowej, talasemiach) oraz enzymopatiach [4, 13].
Prze³om aplastyczny mo¿e byæ pierwszym objawem
w przypadku dobrze skompensowanej hemolizy. Poza
niedokrwisto�ciami wrodzonymi TAC by³ opisywany
równie¿ w niedokrwisto�ciach autoimmunohemolitycz-
nych, po masywnym krwotoku, po przeszczepieniu
nerki, czy po przeszczepieniu komórek krwiotwór-
czych [4, 9, 13]. Zawsze wyj�ciowo u tych pacjen-
tów wystêpowa³ stan bardzo nasilonej hematopoezy,
a zw³aszcza erytropoezy [40].

Charakterystyczn¹ cech¹ prze³omu aplastycznego
jest bardzo ciê¿ka, czêsto zagra¿aj¹ca ¿yciu niedokrwis-
to�æ lub pancytopenia z ca³kowitym brakiem retikulo-
cytów, co pozwala zró¿nicowaæ prze³om aplastyczny
i hemolityczny (w tym ostatnim typowa jest wysoka
retikulocytoza) [4, 13, 27]. W badaniu szpiku stwierdza
siê znaczne upo�ledzenie lub ca³kowity brak prekur-
sorów erytropoezy, charakterystyczna, (ale nie pato-
gnomoniczna) jest obecno�æ olbrzymich pronormo-
blastów [4, 13].

Postêpowanie terapeutyczne, ze wzglêdu na samo-
ograniczaj¹cy siê przebieg tego powik³ania, jest g³ów-
nie objawowe. Przede wszystkim d¹¿y siê do wyrówna-
nia niedokrwisto�ci poprzez przetoczenia koncentratów
krwinek czerwonych. Na ogó³ objawy ustêpuj¹ po ok.
1�2 tygodniach. W przypadkach przewlek³ego (prze-
trwa³ego) zaka¿enia B19 zaleca siê stosowanie do¿yl-
nych preparatów immunoglobulin (IVIG) najczê�ciej
w dawce 0,4 g/kg m.c./24 h przez 5 dni [4, 9, 13].

5.2. Aplazja czystoczerwonokrwinkowa (PRCA)

Powik³anie zaka¿enia parwowirusem tego typu
zdarza siê przede wszystkim u pacjentów z ró¿nego
rodzaju niedoborami odporno�ci � we wrodzonych ze-
spo³ach niedoboru odporno�ci, w nabytych � np. za-
ka¿enie HIV, w przebiegu chorób limfoproliferacyj-

nych, po przeszczepieniu narz¹dów i tkanek podczas
przewlek³ego leczenia immunosupresyjnego [18].
Typowym objawem jest przewlekle utrzymuj¹ca siê
niedokrwisto�æ (czêsto bardzo g³êboka, zagra¿aj¹ca
¿yciu) z retikulocytopeni¹ lub brakiem retikulocytów.
W badaniu szpiku podobnie jak w TAC stwierdza siê
obecno�æ olbrzymich pronormoblastów i zahamowa-
nie erytropoezy [33]. W surowicy pacjentów przeciw-
cia³a anty-B19 s¹ nieobecne lub wystêpuj¹ w bardzo
niskich mianach, stwierdza siê natomiast przetrwa³¹
lub nawracaj¹ca wiremiê. W leczeniu stosuje siê IVIG
i postêpowanie objawowe [13].

5.3. Neutropenia, ma³op³ytkowo�æ i pancytopenia
po zaka¿eniu parwowirusem B19

Ostrej parwowirozie mo¿e towarzyszyæ ma³op³yt-
kowo�æ, neutropenia lub rzadziej pancytopenia [19].
Patomechanizm tych nieprawid³owo�ci nie zosta³ do-
tychczas dok³adnie wyja�niony. Najczê�ciej maj¹ one
przemijaj¹cy charakter. Opisano tak¿e skojarzenie zaka-
¿enia B19 i cytopeniami o pod³o¿u autoimmunizacyj-
nym, jak ma³op³ytkowo�æ o cechach ma³op³ytkowo�ci
samoistnej, neutropeniê autoimmunizacyjn¹, niedo-
krwisto�æ autoimmunohemolityczn¹ [23, 26]. Ponadto
uwa¿a siê, ¿e zaka¿enie parwowirusem B19 mo¿e byæ
przyczyn¹ przynajmniej czê�ci przypadków nabytej
niedokrwisto�ci aplastycznej zw³aszcza w sytuacjach
przebiegaj¹cych z zapaleniem w¹troby o nieustalonej
etiologii [4, 9, 13, 41]. S¹ to jednak doniesienia na
podstawie badañ ma³ych grup pacjentów wymagaj¹ce
potwierdzenia w kontrolowanych badaniach.

6. Diagnostyka zaka¿eñ B19

Na zaka¿enie B19 mo¿e wskazywaæ obecno�æ ol-
brzymich pronormoblastów w szpiku kostnym b¹d�
we krwi obwodowej, jednak metoda ta nie mo¿e byæ

● Dotychczas zdrowe dzieci
● Dotychczas zdrowi doro�li
● Rzadko
● Rzadko

T a b e l a  I
Kliniczne objawy zaka¿enia parwowirusem B19 w ró¿nych grupach pacjentów [4, 9, 13]

Zespó³ chorobowy
Zespo³y hematologiczne
● Przemijaj¹cy prze³om aplastyczny (TAC)
● Przewlek³a niedokrwisto�æ, w tym aplazja

czystoczerwonokrwinkowa (PRCA)
● Obrzêk p³odu/wrodzona niedokrwisto�æ
● Ma³op³ytkowo�æ/neutropenia
● Zespó³ hemofagocytozy

Grupa pacjentów

● Pacjenci z nasilon¹ erytropoez¹ (np. hemoliza)
● Pacjenci z niedoborami odporno�ci/leczeni

immunosupresyjnie
● P³ód (<20 tygodnia ci¹¿y)
● Rzadko
● Rzadko

Inne zespo³y
● Rumieñ zaka�ny (�pi¹ta choroba�)
● Uszkodzenie stawów
● Zapalenie miê�nia sercowego
● Zapalenie w¹troby
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stosowana do rutynowej diagnostyki parwowirozy, po-
niewa¿ komórki takie s¹ równie¿ czêsto obserwowane
u pacjentów z HIV lub innymi przewlek³ymi zaka-
¿eniami [4, 13].

Diagnostyka zaka¿eñ B19 u immunokompetent-
nych pacjentów opiera siê g³ównie na wykrywaniu
specyficznych przeciwcia³ anty-VP2 [32]. Testy spe-
cyficzne dla przeciwcia³ klasy IgM pozwalaj¹ na sku-
teczne wykrycie aktualnego lub �wie¿o przebytego za-
ka¿enia u osób z prawid³ow¹ odporno�ci¹ [5]. Ponad
85% pacjentów z rumieniem zaka�nym lub prze³omem
aplastycznym zwi¹zanym z B19 wytwarza swoiste
przeciwcia³a w klasie IgM, które s¹ wykrywalne w su-
rowicy przez 2 do 3 miesiêcy [2]. Po dwóch tygo-
dniach od chwili zaka¿enia, przeciwcia³a klasy IgG s¹
wykrywalne i utrzymuj¹ siê do koñca ¿ycia, lecz kolej-
ne próbki osocza mog¹ wykazywaæ zmniejszanie siê
ich poziomu. Z tego te¿ powodu wykrywanie przeciw-

cia³ klasy IgG nie jest przydatne dla diagnostyki ostrych
zaka¿eñ, z wyj¹tkiem badania serokonwersji u pacjen-
tów z upo�ledzon¹ odporno�ci¹, którzy mog¹ nie wy-
twarzaæ przeciwcia³ klasy IgM [24]. Do badania po-
biera siê surowice parzyste, co 2�4 tygodnie, co daje
mo¿liwo�æ ustalenia fazy zaka¿enia. Tego rodzaju diag-
nostyka jest szczególnie istotna w przypadku infekcji
rozpoznawalnych podczas ci¹¿y, gdy¿ ryzyko wyst¹-
pienia patologii u p³odu jest zmienne w zale¿no�ci od
trymestru ci¹¿y, w którym dosz³o do zaka¿enia matki.

Znaczenie diagnostyki przeciwcia³ anty-NS1 jest
podwa¿ane od czasu stwierdzenia zwi¹zku bia³ka NS1
z zapaleniem stawów lub przewlek³ym zaka¿eniem B19
[17]. Wiêkszo�æ badañ wskazuje jednak, ¿e niezale¿nie
od objawów chorobowych przeciwcia³a klasy IgG anty-
NS1 pojawiaj¹ siê po 6 tygodniach od zaka¿enia, st¹d
te¿ ich obecno�æ pozwala wykluczyæ ostre zaka¿enie
u pacjentów z niejasnym obrazem serologicznym [17].

Wra¿liwo�æ na zaka¿enie � � Powtórzyæ badanie za 2 tygodnie

Infekcja przebyta � + Brak wra¿liwo�ci na zaka¿enie p³odu

Zaka¿enie w ci¹gu ostatnich 7 dni + � Ostra faza zaka¿enia konieczna konsultacja i ultrasonograficzne

Zaka¿enie w ci¹gu ostatnich 7�120 dni + +  Zaka¿enie monitorowanie p³odu

T a b e l a  I I
Interpretacja badañ serologicznych w przebiegu zaka¿enia wirusem B19 u kobiet   ciê¿arnych i zalecane postêpowanie [14, 16]

Status serologiczny
Przeciwcia³a

Postêpowania
IgM IgG

Rys. 3. Wynik reakcji real-time PCR do wykrywania parwowirozy B19
Krzywe na wykresie oznaczone K1-K5 stanowi¹ poszczególne kalibratory poziomu wiremii w przedziale od 6× 101 do 106 kopii/ml.
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Obecnie zaka¿enie parwowirusem B19 jest naj-
czê�ciej diagnozowane poprzez wykrycie DNA za po-
moc¹ hybrydyzacji [1] lub PCR [21, 32]. Hybrydy-
zacja ma wystarczaj¹c¹ czu³o�æ do identyfikacji B19,
w³¹czaj¹c wariant V9, w przypadku prze³omu apla-
stycznego i aplazji szpiku u pacjentów z obni¿on¹ od-
porno�ci¹, jednak wiremia ni¿sza ni¿ 104 kopii/ml
mo¿e pozostaæ nie wykryta. Zastosowanie PCR zna-
cz¹co zwiêkszy³o mo¿liwo�ci badania obecno�ci DNA
wirusa w surowicy i próbkach tkanek [31]. Wiruso-
wy DNA mo¿e byæ wykrywany w ró¿nych okresach
w surowicy, b³onach maziowych, szpiku kostnym na-
wet u zdrowych osób [31], st¹d te¿ sama obecno�æ
DNA B19 nie powinna byæ kryterium rozpoznania
ostrej fazy zaka¿enia. Tradycyjne badania PCR mia³y
stosunkowo niewielk¹ czu³o�æ i w wiêkszo�ci nie
wykrywa³y wariantu V9, dlatego te¿ zosta³y zast¹pio-
ne przez nowsze metody, jak nested-PCR [31] oraz
real-time PCR [6, 38]. Komercyjnie dostêpne testy
real-time PCR pozwalaj¹ na wykrycie w ró¿nych
próbkach klinicznych wirusa na poziomie kilkudzie-
siêciu kopii/ml, co znacz¹co u³atwia szybk¹ identyfi-
kacjê patogenu [38].

7. Podsumowanie

Rozwój transplantologii, zarówno w dziedzinie
przeszczepów narz¹dów unaczynionych i komórek
krwiotwórczych powoduje, ¿e w zwi¹zku z wytwo-
rzon¹ g³êbok¹ immunosupresj¹ zaka¿enia parwowi-
rusem B19 mog¹ przebiegaæ czê�ciej i z nasilonymi
objawami. Dodatkowo w grupie pacjentów z obni¿o-
n¹ wydolno�ci¹ uk³adu immunologicznego powa¿nym
problemem staj¹ siê zaka¿enia mieszane, towarzysz¹ce
obecno�ci parwowirusa. W zwi¹zku z tym sugerowa-
ne s¹ badania przesiewowe w kierunku B19 u dzieci
z chorobami nowotworowymi oraz badanie dawców
przed przeszczepem szpiku.

Choæ w wiêszo�ci przypadków zaka¿eñ u osób
z prawid³ow¹ czynno�ci¹ uk³adu odporno�ciowego par-
wowiroza nie wymaga leczenia, brak jest skutecznych
form terapii przeciwwirusowej dla pacjentów hema-
tologicznych. Stosowane leczenie objawowe jest sku-
teczne, lecz nie zapobiega mo¿liwo�ci reaktywacji
wirusa. Prowadzone s¹ obecnie prace nad rekombino-
wan¹ szczepionk¹ zawieraj¹c¹ geny koduj¹ce bia³ka
kapsydu parwowirusa, które ulegaj¹ ekspresji w wek-
torze bakulowirusowym [20]. Otrzymane bia³ko VP1
indukuje w modelu zwierzêcym powstanie specyficz-
nych przeciwcia³. Badania prowadzone na ochotni-
kach immunizowanych tak wytworzonymi rekom-
binantami wykaza³y, ¿e miano przeciwcia³ jest rów-
ne lub czasem wy¿sze ni¿ w przypadku naturalnego
zaka¿enia.
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1. Wstêp

Herpeswirusy nale¿¹ do najbardziej rozpowszechnio-
nych DNA-wirusów w �wiecie krêgowców. Wszystkie
z nich rozwinê³y ró¿norodne mechanizmy u³atwiaj¹ce
ich ucieczkê spod kontroli uk³adu immunologicznego
gospodarza, jednak¿e g³ówn¹ strategi¹ przetrwania
w �rodowisku pozostaje zdolno�æ do ustalania zaka¿e-
nia latentnego [3]. Reaktywacja herpeswirusów ze sta-
nu latencji prowadzi do zaka¿eñ wtórnych, które mog¹
mieæ rozmaity charakter, pocz¹wszy od samoograni-
czaj¹cych siê infekcji, do zaka¿eñ narz¹dowych i uk³a-
dowych o ró¿nym stopniu nasilenia [3, 50].

Szerokim zakresem gospodarzy i krótkim czasem
replikacji charakteryzuj¹ siê przedstawiciele "-herpes-
virinae; efekt cytopatyczny pojawia siê in vitro w cza-
sie krótszym ni¿ 48 h [42, 50] � przyk³adem jest tu
wirus opryszczki (human herpesvirus 1; HHV-1).
Przedstawiciele tej podrodziny po wstêpnym namno¿e-
niu w komórkach nab³onka ustalaj¹ stan latencji w ko-
mórkach uk³adu nerwowego i/lub w limfocytach [50].

Wirusy nale¿¹ce do $-herpesvirinae (np. human
herpesvirus 5; HHV-5 � znany jako CMV) maj¹ w¹ski
zakres gospodarzy, zarówno w warunkach in vitro, jak
i in vivo [42, 50]. Ich cykl replikacji jest d³ugi, zaka¿o-
ne komórki ulegaj¹ czêsto powiêkszeniu (cytomegalia),

czemu towarzyszy pojawianie siê j¹drowych i cytoplaz-
matycznych cia³ek wtrêtowych. Charakterystyczn¹ ce-
ch¹ jest silne zwi¹zanie wirionów potomnych ze struk-
turami b³onowymi komórek gospodarza, powoduje to
miedzy innymi powolne zaka¿anie s¹siednich komórek.
Wirusy z tej podrodziny powoduj¹ zaka¿enie latentne
w makrofagach oraz prawdopodobnie w komórkach
gruczo³ów wydzielania wewnêtrznego [50].

Przedstawiciele (-herpesvirinae wykazuj¹ podobnie
ograniczony zakres gospodarzy oraz niezwykle wyra�-
nie zaznaczony limfotropizm. Ta ostatnia w³a�ciwo�æ
pomaga im w ustaleniu latencji wewn¹trz limfocytów B
i/lub T [42, 50]. Zmieniaj¹ one ich metabolizm, nie pro-
dukuj¹c przy tym wirionów potomnych. In vivo (-her-
peswirusy powoduj¹ zaburzenia w proliferacji limfocy-
tów, lub jak wirus Epsteina-Barr (HHV-4) wi¹zane s¹
z transformacj¹ nowotworow¹ komórek gospodarza [50].

Dostêpnych jest wiele leków wykazuj¹cych aktyw-
no�æ wobec herpeswirusów. Pierwsze zsyntetyzowane
by³y w pocz¹tkach lat 60, lecz do tej pory trwaj¹ prace
nad poszukiwaniem nowych preparatów, o wiêkszej
aktywno�ci przeciwwirusowej i lepszej biodostêpno�ci,
a jednocze�nie mniejszej toksyczno�ci. Opracowywa-
ne s¹ równie¿ nowe formy recepturowe ju¿ znanych
preparatów. Przyk³adem mog¹ byæ: walacyklowir
i walgancyklowir, które powsta³y w wyniku po³¹czenia
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cz¹steczek macierzystych leków (acyklowiru i gancy-
klowiru) z walin¹, co znacznie poprawi³o lipofilno�æ
tych zwi¹zków i poprawi³o biodostêpno�æ po podaniu
doustnym. Przewlek³e stosowanie leków przeciwwi-
rusowych, zw³aszcza w monoterapii, mo¿e prowadziæ
do obni¿enia wra¿liwo�ci klinicznych szczepów wiru-
sów na chemioterapeutyki. Stanowi to kolejny powód
do poszukiwania nowych leków o odmiennych mecha-
nizmach dzia³ania [13, 64].

2. Pierwsze preparaty przeciwherpeswirusowe

Jednym z pierwszych wirusów, przeciwko które-
mu rozpoczêto opracowywanie chemioterapeutyków
jest wirus opryszczki pospolitej. Pierwsze preparaty
przeciwwirusowe posiada³y pierwotnie aktywno�æ
przeciwnowotworow¹. Zsyntetyzowana w 1959 roku
idoxurydyna jest syntetycznym analogiem pirymidy-
nowym i wykazuje aktywno�æ wobec wielu wirusów
DNA, a szczególnie nale¿¹cych do podrodziny "-her-
pesvirinae, oraz wobec wirusa miêsaka Rousa. W 1968

zaobserwowano nag³e zmiany w odpowiedzi klinicz-
nej na lek i wyizolowano pierwsze szczepy HHV-1
oporne na idoxurydynê. Oporno�æ tê wygenerowano
równie¿ w warunkach in vitro, jednak wykazano, ¿e
nie ma ona zwi¹zku z krzy¿ow¹ oporno�ci¹ na inne
analogi nukleotydów [23]. Obecnie idoxurydyna sto-
sowana jest miejscowo do leczenia opryszczkowego
zapalenia rogówki lub rogówki i spojówek [17, 62].

Zsyntetyzowana we wczesnych latach 60 triflury-
dyna, jest inhibitorem polimerazy DNA. Nie wymaga
kinazy tymidynowej do przeprowadzenia warunkuj¹cej
aktywno�æ fosforylacji i z tego powodu charakteryzuje
siê mniejsz¹ selektywno�ci¹ oraz wiêksz¹ toksyczno�-
ci¹ w porównaniu do innych analogów nukleozydów.
Jej zastosowanie � w postaci 1% roztworu � ograni-
czone jest do leczenia zaka¿eñ narz¹du wzroku spo-
wodowanych przez HHV-1.

W tym samym okresie opracowano widarabinê.
Spektrum dzia³ania leku obejmuje niektóre poxwirusy,
polyomawirusy, adenowirusy, herpeswirusy, a spo�ród
wirusów RNA wirusy miêsaka Rousa i M-MLV. Jest
równie¿ inhibitorem polimerazy DNA wirusa hepati-

Rys. 1. Wzory strukturalne leków o dzia³aniu przeciwko herpeswirusom
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tis B (HBV). Widarabina stosowana by³a w przesz³o�ci
miejscowo w leczeniu zaka¿eñ oka oraz podawana
droga do¿yln¹. Obecnie dostêpna jest wy³¹cznie w po-
staci ma�ci, a jej stosowanie ze wzglêdu na siln¹ tok-
syczno�æ ograniczone zosta³o do leczenia zapaleñ ro-
gówki i spojówek [17, 39, 62].

3. Acyklowir (ACV)

Acyklowir nale¿y do kolejnej generacji analogów
nukleozydów. Jest pochodn¹ deoksyguanozyny o zmo-
dyfikowanej reszcie cukrowej, gdzie w miejsce cy-
klicznej deoksyrybozy wprowadzono niecykliczny
³añcuch boczny. Powsta³y w ten sposób analog okaza³
siê ma³o toksyczny dla cz³owieka, chocia¿ zaliczany
jest do kategorii C pod wzglêdem stosowania w okre-
sie ci¹¿y i przeciwwskazany jest w okresie karmienia
piersi¹. Jest inhibitorem replikacji wirusów opryszcz-
ki oraz wirusa ospy wietrznej i pó³pa�ca [19]. Zdecy-
dowanie mniejsz¹ skuteczno�æ acyklowiru obserwuje
siê w zwalczaniu zaka¿eñ wywo³anych przez inne wi-
rusy z rodziny Herpesviridae: cytomegalowirusa czy
wirusa Epsteina-Barr [12, 54].

Acyklowir wprowadzany jest do komórki za po-
moc¹ bia³ka transportuj¹cego nukleozydy, w tym deok-
syguanozyny [52, 38]. Pocz¹tkowo wewn¹trz komórki
zaka¿onej wirusem acyklowir ulega przekszta³ceniu
w biologicznie aktywn¹ pochodn¹ fosforanow¹. Proces
ten jest mo¿liwy tylko przy udziale swoistej dla wirusa

kinazy tymidynowej [20, 46]. Acyklowir nie jest odpo-
wiednim substratem dla kinaz komórkowych, dlatego
lek aktywowany jest g³ównie w komórkach zaka¿o-
nych, co z kolei zwi¹zane jest z jego selektywno�ci¹
[20]. Nastêpnie monofosforan przekszta³cany jest
przez kinazy komórkowe w difosforan (ACVDP) i da-
lej trifosforan. Powsta³y trifosforan acykloguanozyny
(ACVTP) jest substratem dla wirusowej polimerazy
DNA. Po wprowadzeniu przez polimerazê wirusow¹
zmodyfikowanego nukleozydu do ³añcucha DNA, dal-
sze jego wyd³u¿anie staje siê niemo¿liwe. Przyczyn¹
tego jest wspó³zawodnictwo ACVTP z trifosforanem
deoksyguanozyny (dGTP) w trakcie replikacji geno-
mu wirusowego [18]. W konsekwencji synteza DNA
zostaje zakoñczona. Trifosforan acyklowiru blokuje
aktywno�æ polimerazy DNA wirusów 20 razy skutecz-
niej ni¿ polimerazy DNA komórek gospodarza. Z tego
powodu postaæ czynna acyklowiru znacznie rzadziej
jest wprowadzana do genomu gospodarza ni¿ do ma-
teria³u genetycznego wirusa [22, 24].

Acyklowir stosowany jest terapeutycznie do le-
czenia ciê¿kich zaka¿eñ opon mózgowo-rdzeniowych
i mózgu wywo³anych przez "-herpeswirusy, opryszcz-
ki noworodków, a tak¿e w zaka¿eniach narz¹du wzro-
ku, skóry i b³on �luzowych. Równie¿ w terapii pier-
wotnej i nawrotowej infekcji narz¹dów p³ciowych
o etiologii HHV-1 i HHV-2, a tak¿e do leczenia zaka-
¿eñ narz¹dowych i uk³adowych. Podawany jest równie¿
profilaktycznie w celu zmniejszenia czêsto�ci nawro-
tów oraz z³agodzenia przebiegu klinicznego zaka¿eñ

Postaæ zaka¿enia 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 narz¹dów p³ciowych Acyklowir 200 mg, 5 razy dziennie, lub 400 mg, 3 razy dziennie 7�10 dni (p.o)

� pierwszy epizod kliniczny lub 5 mg/kg, co 8 godzin ≥7 dni (i.v)

Walacyklowir 1000 g, 2 razy dziennie
 7�10 dni (p.o)

Famcyklowir 250 mg, 3 razy dziennie

Opryszczka narz¹dów p³ciowych Acyklowir 200 mg, 5 razy dziennie, lub 400 mg, 3 razy dziennie
� postaæ nawrotowa lub 800 mg, 2 razy dziennie

5 dni (p.o)

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)

Opryszczka narz¹dów p³ciowych Acyklowir 400 mg, 2 razy dziennie lub Walacyklowir 1000 mg 6�12 miesiêcy
� zapobieganie nawrotom 1 raz dziennie lub Famcyklowir 250 mg 2 razy dziennie (p.o)

Zapalenie mózgu (doro�li) Acyklowir 15 mg, co 8 h 14 dni (i.v)

Profilaktyka zaka¿eñ
u pacjentów z immunosupresj¹

Acyklowir 200�400 mg, 4 razy dziennie p.o

T a b e l a  I
Przyk³ady procedur stosowanych w leczeniu ró¿nych postaci zaka¿eñ wirusami HHV-1 i HHV-2 [17, 60]
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wywo³anych przez wirusy opryszczki pospolitej i inne
ludzkie herpeswirusy. Acyklowir dostêpny jest w ró¿-
nych postaciach: doustnej, kremów, ma�ci do oczu
oraz proszku do sporz¹dzania roztworu do wlewów
do¿ylnych; w zwi¹zku z tym mo¿e byæ stosowany za-
równo w leczeniu zaka¿eñ miejscowych jak i uogólnio-
nych, u osób z prawid³ow¹ jak i upo�ledzon¹ funkcj¹
uk³adu immunologicznego. Podstawowym warunkiem
skuteczno�ci terapii jest wczesne podanie leku, najko-
rzystniej w pierwszej lub drugiej dobie od pojawienia
siê pierwszych objawów, a tak¿e zastosowanie odpo-
wiednio wysokiej dawki terapeutycznej [52].

Acyklowir wch³ania siê z przewodu pokarmowego
w 15�30%, co jest warto�ci¹ wystarczaj¹c¹ aby uzy-

skaæ stê¿enie terapeutyczne w surowicy krwi. Du¿¹
zalet¹ leku jest zdolno�æ penetracji do tkanek i p³ynu
mózgowo-rdzeniowego. Po podaniu miejscowym do
spojówki oka osi¹ga stê¿enie hamuj¹ce w p³ynie �ród-
ga³kowym. Acyklowir uznawany jest za najbezpiecz-
niejszy spo�ród dotychczas poznanych leków przeciw-
wirusowych, lecz zdarzaj¹ siê powik³ania w wyniku
jego stosowania. Do najciê¿szych, choæ bardzo rzad-
kich, nale¿¹ zaburzenia w pracy nerek. Wysokie daw-
ki leku podawane do¿ylnie chorym odwodnionym lub
z cechami niewydolno�ci nerek mog¹ byæ przyczy-
n¹ krystalizacji acyklowiru w cewkach nerkowych,
prowadz¹c do odwracalnego podwy¿szenia poziomu
kreatyniny w surowicy [62]. Udokumentowano rów-

Rys. 2. Mechanizm dzia³ania analogów nukleozydów (acyklovir, gancyklovir, pencyklovir)
Wymienione zwi¹zki musz¹ ulec fosforylacji przy udziale wirusowych enzymów: 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].
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nie¿ pojedyncze przypadki zaburzeñ o�rodkowego
uk³adu nerwowego o charakterze drgawek lub utraty
przytomno�ci [22].

Prawdopodobieñstwo wyst¹pienia infekcji wywo-
³anej opornym szczepem wirusa opryszczki powin-no
byæ brane pod uwagê, je�li po 5�7 dniach terapii brak
jest pozytywnych efektów leczenia lub po 3�4 dniach
powstaj¹ nowe, satelitarne ogniska zaka¿enia [1].
Szczepy wirusa oporne na acyklowir mog¹ wykazy-
waæ równie¿ brak wra¿liwo�ci na inne leki o podobnej
budowie takie jak: walacyklowir, famcyklowir i pen-
cyklowir [7, 39]. Mechanizm oporno�ci na acyklowir
po raz pierwszy opisano w 1980 roku. Wi¹¿e siê on
najczê�ciej z obecno�ci¹ punktowej mutacji w obrêbie

genu kinazy tymidynowej w nastêpstwie delecji, iner-
cji lub substytucji, czêsto w obszarach haplomerycz-
nych DNA. Taki rodzaj zmiany w genie koduj¹cym
kinazê tymidynow¹ obserwowany jest u 95% szcze-
pów opornych na acyklowir [58]. Szczepy te produ-
kuj¹ niedostateczn¹ ilo�æ enzymu lub w efekcie sub-
stytucji enzym ten ma obni¿on¹ swoisto�æ substratow¹
i nie jest zdolny do fosforylacji acyklowiru. Wyniki
badañ sugeruj¹, ¿e takie mutanty s¹ znacznie mniej
patogenne dla zwierz¹t laboratoryjnych [28], chocia¿
kilka szczepów opornych izolowanych klinicznie od
zwierz¹t posiada³o normaln¹ zjadliwo�æ, co pozwala
przypuszczaæ, i¿ mog¹ indukowaæ wytwarzanie du¿ej
ilo�ci komórkowego enzymu [5, 23, 41, 44, 53].

Rys. 3. Mechanizm dzia³ania przeciwwirusowego cidofoviru. Zwi¹zek jest fosforylowany
przez kinazy komórkowe � KK [15].
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Rzadziej przyczyn¹ zmiany w profilu wra¿liwo�ci jest
mutacja w obrêbie genu koduj¹cego polimerazê DNA
[31]. Mo¿e ona wywo³aæ krzy¿ow¹ oporno�æ na fos-
karnet, gancyklowir i cidofowir � leki u¿ywane alter-
natywnie w leczeniu zaka¿eñ herpeswirusowych [7].

U pacjentów immunokompetentnych oporno�æ na
acyklowir nie stanowi obecnie problemu terapeutycz-
nego, poniewa¿ szczepy oporne w tej grupie stanowi¹
niespe³na 1% izolatów. Brak równie¿ doniesieñ mówi¹-
cych, ¿e ich ilo�æ zwiêksza siê w efekcie ekspozycji
na lek [23, 66]. U pacjentów z obni¿on¹ wydolno�ci¹
uk³adu immunologicznego oko³o 3�30% (w zale¿no�ci
od przyczyny immunosupresji) izolowanych szczepów
wirusa wykazuje odporno�æ na acyklowir [7, 41].

4. Gancyklowir (GCV)

Prze³omem w chemioterapii zaka¿eñ wirusem
HHV-5 by³o wprowadzenie pod koniec lat 80-tych
gancyklowiru, kolejnego acyklicznego analogu guano-
zyny. Od acyklowiru ró¿ni siê dodatkowym podstawni-
kiem hydroksylowym, który odpowiada grupie 3�OH
wystêpuj¹cej w deoksyrybonukleozydach [55].

Gancyklowir jest od 1994 roku lekiem z wyboru
w leczeniu zaka¿enia wirusem cytomegalii. Wykazuje
równie¿ wysok¹ aktywno�æ w stosunku do wirusa
Epsteina-Barra, wirusa zapalenia w¹troby typu B
i ludzkiego herpeswirusa typu 6 oraz przeciw zmuto-
wanym szczepom wirusa opryszczki, wobec których
acyklowir jest nieaktywny. Gancyklowir strukturalnie

podobny jest do acyklowiru, lecz wykazuje 100 razy
wy¿sz¹ aktywno�æ przeciwko wirusowi cytomegalii.
Wad¹ gancyklowiru jest zdecydowanie wiêksza cyto-
toksyczno�æ, z silnie zaznaczonym dzia³aniem mielo-
supresyjnym. Podobnie jak acyklowir nale¿y do leków
kategorii C i z tego powodu stosowanie podczas ci¹¿y
jest dopuszczalne wy³¹cznie wówczas, gdy potencjalne
korzy�ci przewy¿szaj¹ ryzyko dla p³odu. W okresie
leczenia gancyklowirem kobiety w wieku rozrodczym
powinny stosowaæ skuteczne metody antykoncepcji,
a mê¿czy�ni barierowe �rodki antykoncepcyjne w cza-
sie terapii i do 90 dni po jej zakoñczeniu. Podczas
przyjmowania gancyklowu karmienie naturalne jest
przeciwwskazane. Lek dostêpny jest w postaci do-
ustnej oraz wlewów do¿ylnych. Po podaniu do¿ylnym
w 90% wydalany jest z moczem drog¹ przes¹czania
k³êbkowego i sekrecji kanalikowej w niezmienionej
postaci [40].

Tylko jedna z dwóch grup hydroksylowych gan-
cyklowiru fosforyzowana jest w sposób selektywny
przez wirusow¹ kinazê. Nastêpnie przez kinazy ko-
mórkowe fosforyzowany jest tylko jeden enancjomer
fosforanu gancyklowiru. (S)-enancjomer odpowied-
niego trójfosforanu jest w stanie hamowaæ replikacjê
herpeswirusów, podczas gdy (R)-enancjomer pozostaje
nieaktywny [2]. Mechanizm dzia³ania acyklowiru
i gancyklowiru jest zbli¿ony � gancyklowir jest rów-
nie¿ substratem dla wirusowej kinazy deoksytymidyno-
wej, ponadto ³atwiej ni¿ acyklowir ulega fosforylacji.
Gancyklowir w komórce zaka¿onej HHV-5, poddany
dzia³aniu komórkowych kinaz ulega fosforylacji do di-
i trifosforanu, w takiej postaci wbudowywany jest do
nici DNA komórki. Nastêpuje spowolnienie, a nastêp-
nie ca³kowita blokada syntezy kwasu nukleinowego, co
z kolei prowadzi do zahamowania replikacji wirusa [5].

Gancyklowir podany doustnie wch³ania siê jedy-
nie w 5�10%. Podany w dawce 1000 mg umo¿liwia
osi¹gniêcie w surowicy stê¿enia hamuj¹cego replika-
cjê wirusa HHV-5. Lek nie mo¿e byæ podawany pod-
skórnie i domiê�niowo gdy¿ powoduje powstawanie
odczynów miejscowych. Maksymalne stê¿enie w su-
rowicy osi¹gane jest po 5 h od momentu podania i.v.
Gancyklowir dobrze penetruje do tkanek i o�rodko-
wego uk³adu nerwowego, niestety wykazuje interak-
cjê z wieloma lekami. Poniewa¿ zidowudyna i gancy-
klowir powoduj¹ uszkodzenie szpiku, kojarzenie tych
leków mo¿e spowodowaæ u pacjentów neutropeniê
i niedokrwisto�æ. Obni¿enie klirensu nerkowego wystê-
puje po kojarzeniu gancyklowiru z probenecidem [35].

Dzia³anie niepo¿¹dane zwi¹zane jest g³ównie z nie-
korzystnym wp³ywem na szybko dziel¹ce siê komórki.
Najpowa¿niejszym skutkiem ubocznym stosowania
gancyklowiru jest neutropenia i trombocytopenia, która
dotyczy oko³o 20% chorych poddawanych leczeniu.
U oko³o 20�30% leczonych dochodzi do hamowania

Acyklowir* H O

Gancyklowir** CH
2
OH O

Pencyklowir** CH
2
OH CH

2

T a b e l a  III
Rodzaje podstawników w stosowanych analogach nukleozy-

dów [27]

Zwi¹zek Podstawnik R1 Podstawnik R2

* brak grupy 3 hydroksylowej, niezbêdnej do wyd³u¿ania ³añcucha
DNA powoduje natychmiastow¹ terminacjê tego procesu.

** obecno�æ grupy 3-hydroksylowej powoduje spowolnienie lub usta-
nie wyd³u¿ania ³añcucha DNA

Przeszczep narz¹dów unaczynionych 3%

Zaka¿enie wirusem HIV 3,5%

Alloprzeszczep szpiku kostnego 14%

Autoprzeszczep szpiku kostnego 30%

T a b e l a  II
Czêsto�æ wystêpowania szczepów opornych wirusa HHV-1 na

acyklowir w zale¿no�ci od przyczyny immunosupresji [45]

Przyczyna immunosupresji
Odsetek

szczepów opornych
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czynno�ci szpiku kostnego, zaburzeñ czynno�ci nerek
z krwiomoczem, a tak¿e zaburzeñ funkcji w¹troby.
Mog¹ pojawiaæ siê równie¿ objawy ze strony o�rod-
kowego uk³adu nerwowego: parestezje, zaburzenia
psychiczne, �pi¹czka i drgawki. Opisano równie¿ za-
burzenia rytmu serca, wzrost lub spadek ci�nienia têt-
niczego oraz objawy ze strony uk³adu oddechowego,
miê�ni szkieletowych i skóry [5].

Pierwsze próby stosowania gancyklowiru prowa-
dzone by³y u chorych na AIDS z wirusowym zapale-
niem siatkówki oka. Poprawê stanu klinicznego zaob-
serwowano w 80% przypadków w tej grupie pacjentów.
Natomiast do¿ylne podawanie gancyklowiru chorym
na AIDS z objawami wirusowego zapalenia p³uc da³o
poprawê u 60�80% chorych. Bardzo podobnie sytua-
cja przedstawia siê w�ród chorych na AIDS z objawa-
mi ¿o³¹dkowo-jelitowymi [40].

Lek ten stanowi obecnie czê�æ protoko³u chemio-
terapii u biorców szpiku kostnego i narz¹dów una-
czynionych [29, 37]. Zastosowanie gancyklowiru we
wczesnych etapach zaka¿enia, podwy¿sza jego sku-
teczno�æ [29]. Gancyklowir podobnie jak i inne leki
przeciwwirusowe nie dzia³a na latentn¹ postaæ wirusa.
W konsekwencji u oko³o 20�30% pacjentów po za-
koñczeniu terapii wystêpuj¹ nawroty choroby [34].

Coraz czê�ciej spotyka siê zjawisko oporno�ci
szczepów HHV-5 na gancyklowir. Pojawienie siê opor-
nych szczepów wirusa sprzyja d³ugotrwa³e leczenie
[48]. Szczepy oporne wyizolowano z moczu od pa-
cjentów leczonych d³u¿ej ni¿ 3 miesi¹ce oraz z p³ynu
mózgowo-rdzeniowego chorych na AIDS leczonych
przez okres od 3 do 30 miesiêcy [23]. Oporno�æ ta
zwi¹zana jest z mutacj¹ w obrêbie genu UL97, który
koduje informacjê o syntezie swoistego bia³ka, kinazy,
kontroluj¹cego fosforylacjê gancyklowiru w zaka¿o-
nych komórkach [34, 48]. Czasem brak wra¿liwo�ci na
gancyklowir mo¿e mieæ zwi¹zek ze zmian¹ w genie
UL54, koduj¹cym DNA polimerazê HHV-5. Polime-
raza stanowi punkt uchwytu zarówno dla gancyklowi-
ru, jak i leków u¿ywanych alternatywnie tj. foskarnetu
i cidofowiru. Patogeneza zaka¿eñ szczepami wirusa
HHV-5 opornymi na gancyklowir do tej pory nie jest
dobrze poznana. Wyniki badañ sugeruj¹, ¿e szczepy
takie czê�ciej powoduj¹ wiremiê, czê�ciej i wcze�niej
od momentu transplantacji chorobê cytomegalowiru-
sow¹ oraz skracaj¹ czas prze¿ycia pacjenta po prze-
szczepie [48].

5. Pencyklowir

Pencyklowir wprowadzono do leczenia w 1994 ro-
ku. Budow¹ zbli¿ony jest do acyklowiru i posiada mo-
stek metylenowy przy acyklicznym fragmencie rybozy
[6]. W zwi¹zku z podobn¹ budow¹ mechanizmy dzia-

³ania acyklowiru i pencyklowiru s¹ do siebie zbli¿o-
ne [51]. Pencyklowir, podobnie jak acyklowir ulega
pocz¹tkowej wewn¹trzkomórkowej fosforylacji do
monofosforanu pencyklowiru pod wp³ywem wirusowej
kinazy tymidynowej, a nastêpnie kolejnym dwóm
fosforylacjom przeprowadzanym przez kinazy komór-
kowe. Badania kliniczne wykaza³y, ¿e w leczeniu za-
ka¿eñ wirusem ospy wietrznej i pó³pa�ca jego sku-
teczno�æ jest porównywalna z acyklowirem [43, 61].
Wiêkszo�æ szczepów nale¿¹cych do "-herpesvirinae
opornych na acyklowir (z powodu braku kinazy tymi-
dynowej) jest równie¿ krzy¿owo oporna na dzia³anie
pencyklowiru [35].

Po podaniu doustnym lek jest stosunkowo s³abo re-
sorbowany, a jego biodostêpno�æ wynosi oko³o 5%.
Stosowany miejscowo nie przedostaje siê do surowi-
cy, a podany we wlewie do¿ylnym jest szybko elimi-
nowany (94%) w postaci niezmienionej drog¹ nerek.
Stosowany miejscowo w stê¿eniu 5% powoduje u 50%
leczonych powik³ania w postaci rumienia [56].

6. Pochodne estrowe analogów nukleozydów

Jedn¹ z metod poprawiania dostêpno�ci biologicz-
nej chemioterapeutyków jest opracowanie tzw. pro-
leków (prekursorów). S¹ to preparaty, które podane
doustnie b¹d� do¿ylnie w krótkim czasie, prawie ca³-
kowicie s¹ metabolizowane w organizmie i posiadaj¹
odpowiednie stê¿enia zapewniaj¹c dzia³anie przeciw-
wirusowe. S³aba biodostêpno�æ acyklowiru po poda-
niu doustnym przyczyni³a siê do rozpoczêcia poszu-
kiwañ nowych, pochodnych, które wykazywa³yby siê
wiêksz¹ skuteczno�ci¹ i ³atwo�ci¹ aplikacji. Zsyntety-
zowano wiele pochodnych acyklowiru, w�ród których
najkorzystniejsze w³a�ciwo�ci terapeutyczne wykaza³
walacyklowir, bêd¹cy L-walininowym estrem acyklo-
wiru. Podawany doustnie szybko wch³ania siê z prze-
wodu pokarmowego i prawie ca³kowicie metabolizo-
wany jest do acyklowiru i L-waliny. Mechanizm tej
przemiany jest wynikiem metabolizowania do acyklo-
wiru w w¹trobie przez swoiste hydrolazy w¹trobowe.
Acyklowir z kolei ulega dalszym przemianom do
mono-, di- i trifosforanu acyklowiru, hamuj¹c wybiór-
czo syntezê DNA, a co za tym idzie � replikacjê her-
peswirusów [56].

Przyswajalno�æ acyklowiru po dodaniu jego L-wa-
linowego estru wynosi 54% i jest oko³o 4 razy wy¿sza
ni¿ po doustnym podaniu acyklowiru, co umo¿liwia
osi¹gniêcie stê¿enia leku we krwi porównywalnego ze
stê¿eniem osi¹galnym w wyniku aplikacji do¿ylnej
[44]. Walacyklowir rekomendowany jest obecnie do
leczenia opryszczki narz¹dów p³ciowych zarówno
pierwszych epizodów jak i zaka¿eñ wtórnych [8, 11].
Jest tak¿e lekiem alternatywnym w terapii opryszczki
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jamy ustnej, w profilaktyce zaka¿eñ wirusem cytome-
galii u pacjentów po przeszczepieniu oraz u pacjentów
zaka¿onych wirusem HIV [46]. Efekty uboczne lecze-
nia s¹ podobne do obserwowanych w trakcie podawa-
nia acyklowiru. Mo¿liwe jest pojawianie siê zaburzeñ
¿o³¹dkowo-jelitowych, odwracalnych zaburzeñ neuro-
logicznych np. pobudzenia, dr¿eñ, czy senno�ci [56].

Chemiczna modyfikacja pencyklowiru, polegaj¹ca
na modyfikacji w ester diacetyloksylowy, doprowa-
dzi³a do powstania proleku � famcyklowiru, który jest
dobrze wch³aniany po dodaniu doustnym i szybko me-
tabolizowany do pencyklowiru na drodze deacetylacji
w przewodzie pokarmowym, krwi i w¹trobie. Nastêp-
nie � ju¿ tylko w w¹trobie � jest utleniany w pozycji 6
pier�cienia purynowego [46]. Biodostêpno�æ famcy-
klowiru po podaniu doustnym siêga 77%. Jego elimi-
nacja odbywa siê g³ównie przez nerki w mechanizmie
przes¹czania i czynnego wydzielania kanalikowego
[44]. Aktywno�æ przeciwwirusow¹ wykazuje w odnie-
sieniu do wirusa ospy wietrznej-pó³pa�ca oraz jest
skuteczny w leczeniu i profilaktyce opryszczki narz¹-
dów p³ciowych zw³aszcza u chorych z niedoborami
immunologicznymi [63]. Dzia³anie niepo¿¹dane fam-
cyklowiru czêsto dotyczy o�rodkowego uk³adu nerwo-
wego. Bóle g³owy wystêpuj¹ u prawie 10% leczonych.
Równie czêsto pojawiaj¹ siê zawroty g³owy (12%),
nudno�ci (12,5%) i biegunki (7,7%) [56].

Walgancyklowir � bêd¹cy estrem L-waliny i gan-
cyklowiru podawany doustnie przypuszczalnie zast¹pi
podawany do¿ylnie gancyklowir zarówno w profilak-
tyce jak i leczeniu zaka¿eñ HHV-5 [14, 47], które
wystêpuj¹ powszechnie u biorców narz¹dów unaczy-
nionych i szpiku kostnego. Profilaktyczna aplikacja
acyklowiru zmniejsza wprawdzie czêsto�æ reaktywa-
cji wirusa lub ³agodzi skutki infekcji, przyczyniaj¹c
siê jednak do zwiêkszenia ryzyka wyst¹pienia bakte-
ryjnych zaka¿eñ odcewnikowych. Biodostêpno�æ gan-
cyklowiru podawanego doustnie jest bardzo niska
(oko³o 6%), natomiast walgancyklowiru wynosi 60%.
Prolek ulega przemianom do gancyklowiru przy
udziale esteraz jelitowych i w¹trobowych [14, 65].

7. Analogi nukleotydów

S¹ nowymi lekami przeciwwirusowymi. Do grupy
tej nale¿y adefovir, tenofovir i wykazujacy w³a�ciwo�-
ci przeciwherpeswirusowe cidofovir � analog mono-
fosforanu nukleozydu [16]. Nie wymaga on pierwsze-
go etapu fosforylacji wewn¹trzkomórkowej, hamuje
wiêc replikacjê wirusów nie posiadaj¹cych kinezy
tymidynowej, a aktywny metabolit � difosforan, jest
konkurencyjnym inhibitorem wirusowych polimeraz
DNA [64]. Lek obecnie stosowny jest w leczeniu za-
palenia siatkówki o etiologii HHV-5 oraz w leczeniu

zaka¿eñ wywo³anych przez szczepy wirusów opryszcz-
ki opornych na acyklowir i foskarnet [4, 57] oraz
szczepów HHV-5 opornych na gancyklowir oraz fos-
karnet [4, 9]. Jest skuteczny przeciwko szczepom wi-
rusa ospy wietrznej i pó³pa�ca [11], wirusa Epsteina-
Barr oraz ma ograniczone dzia³anie przeciw ludzkim
papillomawirusom [44]. Najczê�ciej jest stosowany
w dawce 5 mg/kg masy cia³a, raz w tygodniu przez
pierwsze 2 tyg., a nastêpnie co drugi tydzieñ. Z uwagi
na nefrotoksyczno�æ jest stosowany w os³onie probe-
necidu i wymaga odpowiedniego nawodnienia pacjen-
ta. Nie powinien byæ podawany wraz z innymi lekami
wykazuj¹cymi dzia³anie toksyczne wobec nerek, taki-
mi jak: amfoterycyna B, aminogliokozydy czy niestero-
idowe leki przeciwzapalne [15]. Ze wzglêdu na ma³¹
biodostêpno�æ cidofowiru, najbardziej odpowiedni¹
drog¹ podania jest aplikacja miejscowa i do¿ylna.
Cidofowir dostepny jest w postaci ¿elu i kremu (1�3%)
oraz proszku do sporz¹dzania roztworów do infuzji
[30]. Lipidowym prolekiem cidofowiru podawanym
droga doustn¹ jest HDP-CIDOFOWIR (HPMPC),
który byæ mo¿e w przysz³o�ci oka¿e siê skuteczny
w doustnym leczeniu zaka¿eñ herpeswirusowych [64].

8. Foskarnet

Foskarnet, bêd¹cy pochodn¹ kwasu fosfonomrów-
kowego, jest organicznym analogiem nieorganicz-
nego pirofosforanu. Nie ma budowy nukleozydowej,
a w zaka¿onych komórkach chelatuje cynk i ¿elazo-
metale odpowiedzialne za dzia³anie du¿ej grupy poli-
meraz i nukleaz wirusowych [5]. Odmiennie od pozo-
sta³ych inhibitorów DNA polimerazy, nie potrzebuje
do aktywacji dzia³ania kinaz. Mechanizm jego aktyw-
no�ci polega na bezpo�rednim oddzia³ywaniu z poli-
meraz¹ DNA herpeswirusów. Lek wi¹¿e siê z recepto-
rem pirofosforanu polimerazy DNA, uniemo¿liwiaj¹c
w ten sposób od³¹czenie pirofosforanu z trójfosforanu
nukleotydu, jednocze�nie blokuj¹c wyd³u¿enie ³añ-
cucha dezoksyrybonukleinowego [59]. Wykazano, ¿e
dzia³anie foskarnetu na polimerazê DNA wirusów
opryszczki jest prawie 30-krotnie silniejsze ni¿ na ko-
mórkow¹ polimerazê DNA [5]. Lek nie jest metaboli-
zowany i w ponad 80% wydalany z moczem w postaci
niezmienionej. Dobre przenikanie przez barierê krew
� p³yn mózgowo-rdzeniowy stwarza mo¿liwo�æ zasto-
sowania go w zaka¿eniach o�rodkowego uk³adu ner-
wowego. Wykorzystywany jest w leczeniu chorych
zaka¿onych wirusem HIV z objawami zapalenia siat-
kówki o etiologii HHV-5, w takich przypadkach po-
dawany jest doszklistkowo. Nie zaleca siê natomiast
podawania foskarnetu do cia³ka szklistego, z uwagi na
mo¿liwo�æ zmniejszenia ci�nienia �ródga³kowego, ³a-
godnego zapalenia têczówki oraz niebezpieczeñstwa
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odklejania siatkówki. Foskarnet stosowany jest równie¿
w terapii zaka¿eñ wirusem HHV-5 opornym na gan-
cyklowir oraz wirusami z podrodziny "-herpesvirinae
opornymi na acyklowir [49, 57]. Sól sodow¹ foskar-
netu podaje siê równie¿ w postaci wlewów do¿ylnych.
W�ród reakcji niepo¿¹danych najczê�ciej wymienia
siê zaburzenia czynno�ci w¹troby, nerek, zaburzenia
czynno�ci przewodu pokarmowego (md³o�ci, wymio-
ty) oraz zaburzenia równowagi elektrolitowej, g³ównie
wapnia, fosforu, magnezu, potasu [5, 30, 59].

9. Nowe preparaty przeciwherpeswirusowe

Fomivirsen jest trójfosforanowym antysensowym
analogiem oligonukleotydu komplementarnym do re-
gionu natychmiastowego wczesnego (IE2) mRNA
HHV-5. Dwuniciowy DNA sk³ada siê z nici sensownej
i komplementarnej do niej nici antysensownej. W cza-
sie transkrypcji ta druga niæ jest wykorzystywana jako
wzór dla powstaj¹cego mRNA, który przemieszcza siê
z j¹dra komórki do rybosomów i stanowi matrycê dla
dalszej produkcji bia³ek. Leki antysensowne s¹ wiêc
fragmentami RNA komplementarnymi do powstaj¹ce-
go w ka¿dej zaka¿onej komórce wirusowego mRNA.
Po ich po³¹czeniu � hybrydyzacji � mRNA ulega de-
gradacji, co blokuje proces translacji wirusa. Fomivir-
sen jest jedynym ze stosowanych leków wykazuj¹cych
aktywno�æ przeciwko HHV-5, który nie ingeruje
w proces replikacji [14]. Znalaz³ zastosowanie w lecze-
niu zapalenia siatkówki o etiologii HHV-5 w postaci
bezpo�rednich iniekcji do ga³ki ocznej w sytuacjach,
gdy brak jest odpowiedzi klinicznej lub w przypadku
wyst¹pienia powa¿nych dzia³añ ubocznych zwi¹za-
nych z aplikacj¹ leków pierwszego rzutu [32, 68]. Wy-
kazuje wiêksz¹ selektywno�æ i skuteczno�æ ni¿ inne
leki przeciwcytomegalowirusowe. Mo¿e byæ u¿ywa-
ny w skojarzeniu z gancyklowirem i foskarnetem [33].
Fomivirsen powoduje przej�ciowy spadek ci�nienia
�ródga³kowego i/lub stan zapalny, który ustêpuje po
zastosowaniu kortykosteroidów [64, 67]. Nale¿y do-
daæ, ¿e pierwsza chemiczna synteza tiofosforanowych
analogów oligonukleotydów zosta³a opisana przez
Polaka prof. Wojciecha J. S t e c a  w roku 1983 r. Po
15 latach badañ okaza³o siê, ¿e zwi¹zki tej klasy zo-
sta³y zatwierdzone przez amerykañsk¹ agendê rz¹do-
w¹ FDA (Food and Drug Administration) jako leki
przeciwwirusowe. Poniewa¿ pierwsza metoda synte-
zy tiofosforanowych analogów oligonukleotydów by³a
niestereospecyficzna, Stec wraz z zespo³em naukowym
³ódzkiego Centrum Badañ Molekularnych i Makro-
molekularnych PAN opracowali w latach 1987�1989
now¹, stereospecyficzn¹ metodê, która zosta³a opaten-
towana w USA, Japonii oraz w Europejskim Urzêdzie
Patentowym [70].

Maribavir, bêd¹cy now¹ pochodn¹ benzimidazolu
o dzia³aniu przeciwwirusowym, wykazuje aktywno�æ
wobec wiêkszo�ci laboratoryjnych i klinicznych szcze-
pów wirusów cytomegalii, w tym równie¿ opornych
na gancyklowir. Dobrze wch³ania siê po podaniu do-
ustnym, a maksymalne stê¿enie w surowicy krwi osi¹-
ga po 1�3 godzinach [14]. Niestety, podobnie jak
w przypadku gancyklowiru, mutacja w obrêbie jedne-
go genu (UL27) powoduje znacz¹cy wzrost oporno�ci
cytomegalowirusa na dzia³anie tego leku [10]. Donie-
sienia z ostatnich lat wskazuj¹ tak¿e na potencjalne
dzia³anie terapeutyczne maribaviru w stosunku do wi-
rusa Epsteina-Barra [25, 26].

Tomeglovir jest nienukleotydowym inhibitorem pó�-
nej fazy replikacji HHV-5, który hamuje dojrzewanie
cz¹stek wirusowych. W warunkach in vitro tomeglovir
okaza³ siê podobnie jak maribavir czynny wobec la-
boratoryjnych i klinicznych szczepów HHV-5, w tym
równie¿ opornych na gancyklowir [21, 64, 69].

10. Podsumowanie

Ze wzglêdu na czêsto�æ wystêpowania przedsatwi-
cieli Herpesviridae w populacji, analogi nukleozydów
s¹ z pewno�ci¹ tak¹ klas¹ zwi¹zków chemicznych,
która obecnie posiada najistotniejsze znaczenie w te-
rapii zaka¿eñ o etiologii herpeswirusowej. Wspóln¹
ich cech¹ jest bardzo du¿a aktywno�æ terapeutyczna
oraz wysoka selektywno�æ dzia³ania. Zwi¹zki te jako
�rodki przeciwwirusowe obci¹¿one s¹ tak¿e pewnymi
wadami. Mimo do�æ wysokiej selektywno�ci przy sto-
sowaniu klinicznym, mog¹ czasami wywo³ywaæ efek-
ty uboczne, które jak wiadomo w mniejszym lub wiêk-
szym stopniu, posiadaj¹ wszystkie chemioterapeutyki.

Prowadzone obecnie badania, które maj¹ na celu
syntezê nowych potencjalnych zwi¹zków wykazuj¹-
cych aktywno�æ przeciwwirusow¹ postêpuj¹ dwu-
kierunkowo. Na szerok¹ skalê syntetyzuje siê nowe
pochodne ju¿ istniej¹cych leków o potwierdzonej sku-
teczno�ci, drugi za� kierunek ma zwi¹zek z poszu-
kiwaniem leków pochodzenia naturalnego, uzyskiwa-
nych przewa¿nie z ro�lin, grzybów czy g¹bek [36].
Mimo syntetyzowania coraz wiêkszej ilo�ci czasem
bardzo skomplikowanych strukturalnie zwi¹zków, tyl-
ko niewielka ich czê�æ okazuje siê rzeczywi�cie przy-
datna w terapii przeciwwirusowej [36].

Postêp w rozwoju mo¿liwo�ci terapeutycznych oraz
korzystanie z takich metod jak przeszczepianie narz¹-
dów unaczynionych oraz szpiku kostnego, powoduje
¿e w zwi¹zku z g³êbok¹ immunosupresj¹ zaka¿enia
herpeswirusowe mog¹ mieæ ciê¿ki przebieg i czêsto
prowadziæ do zgonu. Dodatkowo w grupie pacjentów
z obni¿on¹ wydolno�ci¹ uk³adu immunologicznego
powa¿nym problemem staje siê selekcja szczepów
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opornych na dostêpne preparaty przeciwwirusowe.
Uwzglêdniaj¹c jednak czêsto�æ reaktywacji herpeswi-
rusów w populacji oraz potencjalne koszty leczenia,
zw³aszcza u chorych z immunosupresj¹, wskazana jest
intensyfikacja prac nad opracowaniem skutecznych
i powtarzalnych metod biologii molekularnej do wy-
krywania tych mutacji, które warunkuj¹ oporno�æ na
stosowane obecnie analogi nukleozydów.
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1. Wstêp

Bia³ka, powstaj¹ce jako liniowy ³añcuch polipep-
tydowy, aby osi¹gn¹æ swoj¹ docelow¹ funkcjonaln¹
strukturê przestrzenn¹ musz¹ ulec licznym przekszta³-
ceniom konformacyjnym. Bardzo czêsto dochodzi do
dalszych modyfikacji potranslacyjnych, polegaj¹cych
na do³¹czaniu do ³añcucha bia³kowego dodatkowych
elementów takich jak grupy wêglowodanowe, fosfo-
ranowe czy reszty kwasów t³uszczowych. Procesy te
musz¹ odbywaæ siê w stosownym czasie oraz odpo-
wiednich przedzia³ach komórkowych, dlatego te¿ nie-
raz warunkowane s¹ obecno�ci¹ bia³ek opiekuñczych
odpowiedzialnych za ochronê protein przed zbyt
wczesnym nieswoistym zwijaniem lub nieprawid³owy-
mi interakcjami z innymi cz¹steczkami. Dodatkowo
molekularne chaperoniny zarówno cyto- jak i pery-
plazmatyczne, zdolne do hydrofobowych oddzia³ywañ
z bia³kami sekrecyjnymi, utrzymuj¹ je w formie struktu-
ralnej odpowiedniej do transportu. Struktury przestrzen-
ne bia³ek s¹ �ci�le zale¿ne od ich sk³adu aminokwa-
sowego. Poprzez wytworzenie wi¹zañ wodorowych
pomiêdzy grupami NH i CO w szkielecie peptydowym
bia³ka zwijaj¹ siê w charakterystyczne uk³ady: "-heli-
sy, $-harmonijki, zwrotu $ lub pêtli S, uzyskuj¹c tzw.

strukturê drugorzêdow¹. Kolejnymi etapami na dro-
dze do uzyskania przez bia³ka konformacji natywnej
s¹ struktury trzeciorzêdowe (przestrzenne u³o¿enie
³añcucha bia³kowego) � powstaj¹ce poprzez oddzia³y-
wania ³añcuchów bocznych aminokwasów, wi¹zanie
jonów metali lub specyficznych jednostek niebia³ko-
wych (grup prostetycznych) oraz czwartorzêdowe,
wytwarzane jako skutek oddzia³ywañ pomiêdzy bia³-
kowymi podjednostkami [6].

Najrzadziej wystêpuj¹cym aminokwasem w bia³-
kach wiêkszo�ci przebadanych organizmów jest cystei-
na [59], która je�li pozostaje konserwowana w obrêbie
sekwencji aminokwasowej homologicznych bia³ek,
pe³ni kluczow¹ rolê w ich strukturze i funkcji. Cysteina
zawiera w ³añcuchu bocznym grupê tiolow¹ (hydro-
sulfidow¹) SH uwa¿an¹ za najbardziej reaktywn¹ gru-
pê istniej¹c¹ w bia³kach. Mo¿e ona podlegaæ ró¿nym
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 mostków dwusiarczkowych (disulfi-
dowych, S-S) [6]. Przyk³adem bia³ka podlegaj¹cego
wszystkim wymienionym modyfikacjom jest bia³ko
OxyR (rodzina LysR czynników transkrypcyjnych)
E. coli [46]. Reszty cysteinowe s¹ równie¿ istotnymi
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sk³adnikami kompleksów bia³kowych ³añcucha odde-
chowego, gdzie bior¹ udzia³ w tworzeniu centrów
¿elazo-siarkowych (Fe-S).

Uzyskiwanie struktury trzecio- i czwartorzêdowej
przez bia³ka zawieraj¹ce wiêcej ni¿ jedn¹ cysteinê wy-
maga czêsto wprowadzania poprzecznych mostków
dwusiarczkowych. Proces ten przebiega w �rodowisku
utleniaj¹cym. W komórkach eukariotycznych zachodzi
w retikulum endoplazmatycznym i katalizowany jest
przez izomerazê PDI (protein disulfide isomerase) oraz
bia³ko Ero1 (ER oxidoreductin 1) [71, 76], a w ko-
mórkach prokariotycznych przeprowadzany jest poza
cytoplazm¹ � u bakterii Gram-ujemnych na terenie
przestrzeni peryplazmatycznej. Pocz¹tkowo s¹dzono,
¿e w komórkach drobnoustrojów przebiega on samo-
istnie (pod wp³ywem utleniaj¹cego potencja³u �rodo-
wiska), jednak w 1991 roku w komórkach E. coli od-
kryto pierwsze z siedmiu bia³ek odpowiedzialnych za
katalizê wi¹zañ dwusiarczkowych i nazwano je DsbA
[5]. W nastêpnych latach zidentyfikowano i scharak-
teryzowano przy u¿yciu ró¿norodnych metod gene-
tycznych i biochemicznych kolejne proteiny oznaczone
literami od B do G, tworz¹c rodzinê oksydoreduktaz
Dsb (disulfide bond formation). Wszystkie bia³ka Dsb
zawieraj¹ �ci�le konserwowany motyw aktywnych cy-
stein CXXC znajduj¹cy siê w domenie o trzeciorzêdo-
wej strukturze typowej dla bia³ek nadrodziny tioredo-

ksyny I (thioredoxin-like fold). Fragment ten zbudo-
wany jest z czterech $-harmonijek otoczonych trzema
helisami typu " [3]. Wyj¹tek stanowi bia³ko DsbB,
w którym brak jest uk³adu przestrzennego charaktery-
stycznego dla tioredoksyny.

Bia³ka Dsb uczestnicz¹ w dwóch odrêbnych szla-
kach metabolicznych: w szlaku utleniania (DsbA
i DsbB) (Rys. 1) oraz izomeryzacji/redukcji (DsbC-G)
(Rys. 2) [61]. G³ównym bia³kiem E. coli wprowadzaj¹-
cym wi¹zania dwusiarczkowe jest peryplazmatyczne
bia³ko DsbA. Za jego reoksydacjê (regeneracjê aktyw-
nej utlenionej formy) odpowiedzialne jest bia³ko DsbB,
bêd¹ce integralnym sk³adnikiem b³ony cytoplazma-
tycznej a elektrony przekazywane s¹ na ostateczne ak-
ceptory przez kompleksy bia³kowe wchodz¹ce w sk³ad
³añcucha oddechowego. DsbC i DsbD odgrywaj¹ rolê
w izomeryzacji nieprawid³owych mostków dwusiarcz-
kowych. �ród³em elektronów w szlaku redukuj¹cym
jest cytoplazmatyczny szlak tioredoksyny. Rola trzech
pozosta³ych bia³ek szlaku izomeryzacji (DsbE-G) nie
jest do koñca wyja�niona, przypuszcza siê, ¿e równie¿
bior¹ udzia³ w naprawie �b³êdnie� utworzonych most-
ków dwusiarczkowych oraz uczestnicz¹ w wytwarza-
niu aktywnej, zredukowanej formy apocytochromu c
zdolnej do wi¹zania grupy prostetycznej.

Uszkodzenie systemu Dsb wywo³uje w komórkach
E. coli efekt plejotropowy i ma wp³yw na stabilno�æ

Rys. 1. Wprowadzanie mostków dwusiarczkowych w komórkach 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 ( 2006 za zgod¹ wydawcy

� Elsevier [54]).

CH � chinon; MCH � menachinon, pozosta³e obja�nienia w tek�cie.
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i aktywno�æ w komórce wielu pozacytoplazmatycz-
nych bia³ek. Mutanty E. coli w genach dsb wyró¿nia-
j¹ siê akumulacj¹ niew³a�ciwie sfa³dowanych bia³ek,
z których czê�æ jest degradowana (np. OmpA czy
alkaliczna fosfataza), obni¿onym tempem wzrostu na
pod³o¿ach minimalnych, zwiêkszon¹ wra¿liwo�ci¹ na
benzylpenicylinê, zwi¹zki redukuj¹ce (np. DTT) i jony
Cd2+ i Hg2+, a tak¿e utrat¹ zdolno�ci do wytwarzania
funkcjonalnych rzêsek, fimbrii adhezyjnych oraz pili
p³ciowych [5, 56, 73]. Mutanty wielu gatunków bak-
terii patogennych z uszkodzonym systemem Dsb np.
Bordetella pertussis, Shigella flexnerii czy Vibrio cho-
lerae, charakteryzuj¹ siê obni¿on¹ zjadliwo�ci¹.

Jak wspomniano wy¿ej, zjawisko uzyskiwania pra-
wid³owej konformacji bia³ek poprzez wprowadzanie
wi¹zañ dwusiarczkowych znane jest równie¿ w komór-
kach eukariotycznych (izomeraza PDI). W 1998 roku
J o l y  i wsp. udowodnili, ¿e nadekspresja genów dsbA
i dsbC zwiêksza dwukrotnie poziom wytwarzanego
w komórkach E. coli insulionopodobnego czynnika
wzrostu I (IGF-I, insulin-like growth factor-I) [38].
Odkrycie to zainicjowa³o szerokie zastosowanie bia³ek
Dsb w biotechnologii do nadprodukcji bia³ek eukario-
tycznych w ekspresyjnych uk³adach prokariotycznych.

2. Charakterystyka elementów systemu Dsb E. coli

2.1. Szlak utleniania � DsbA i DsbB

Peryplazmatyczne bia³ko DsbA, bêd¹ce g³ównym
katalizatorem reakcji formowania wi¹zañ dwusiarczko-
wych (disiarczków) zosta³o zidentyfikowane niezale¿-
nie w dwóch laboratoriach. B a r d w e l l  i wsp. do
badañ wykorzystali sztucznie skonstruowan¹ fuzjê
$-galaktozydazy z bia³kiem b³ony wewnêtrznej MalF.
W szczepie dzikim E. coli $-galaktozydaza, sk³adnik
fuzji, czê�ciowo wintegrowana w b³onê wewnêtrzn¹
ulega³a nieprawid³owemu zwiniêciu skutkiem wpro-
wadzenia mostków dwusiarczkowych do fragmentu
bia³ka znajduj¹cego siê na terenie peryplazmy, co po-
wodowa³o utratê aktywno�ci enzymatycznej. W szcze-
pie dsbA� mostki disulfidowe nie by³y tworzone i cy-
toplazmatyczny fragment bia³ka fuzyjnego wykazywa³
zdolno�æ do hydrolizy wi¹zania $-1,4-glikozydowego
[5]. Druga grupa badawcza podda³a analizie mutanty
defektywne w prawid³owym fa³dowaniu alkalicznej
fosfatazy, bia³ka zawieraj¹cego dwa mostki dwu-
siarczkowe [42].

DsbA to bia³ko o masie cz¹st. 21 kDa, obecne na
terenie peryplazmy in vivo w formie utlenionej, za-
wiera charakterystyczny motyw CXXC oraz domenê
tioredoksynow¹ [47]. Prolina 151 w konfiguracji cis
zlokalizowana w natywnym bia³ku blisko centrum
katalitycznego odgrywa kluczow¹ rolê w tworzeniu

przej�ciowych, mieszanych kompleksów pomiêdzy
DsbA E. coli a bia³kami substratowymi jak równie¿
DsbA i DsbB [41]. Wysoki potencja³ redox wynosz¹cy
�120 mV sprawia, ¿e DsbA jest niezwykle reaktywne
i wi¹zania disulfidowe wprowadzane s¹ do substratów
bardzo szybko po ich przetransportowaniu na teren pe-
ryplazmy [78]. Krystalograficzna analiza rentgenow-
ska bia³ka DsbA w obu stanach redox oraz analiza jego
oddzia³ywañ z substratem (spektroskopia magnetyczne-
go rezonansu j¹drowego � NMR) wykaza³y, ¿e DsbA
specyficznie wi¹¿e niezwiniête bia³ka w zawieraj¹cym
hydrofobowe aminokwasy zag³êbieniu (groove) za po-
moc¹ wi¹zañ niekowalencyjnych [14, 29]. W pocz¹t-
kowej fazie reakcji dochodzi do utworzenia przej�cio-
wego kompleksu pomiêdzy substratem a pierwsz¹
cystein¹ motywu CXXC DsbA (Cys30) a nastêpnie
do przeniesienia ca³ego wi¹zania dwusiarczkowego na
substrat i uwolnienia zredukowanego DsbA [78]. Za
przywrócenie mu aktywnej formy (utlenienie cystein
centrum katalicznego) odpowiada b³onowe bia³ko
DsbB, co potwierdzi³y liczne analizy biochemiczne
i genetyczne. Do�wiadczenia te wykaza³y m.in. ist-
nienie przej�ciowych kompleksów DsbA-DsbB, aku-
mulacjê DsbA w zredukowanej formie w komórkach
mutanta dsbB� oraz niezdolno�æ mutantów dsbB� do
wytwarzania funkcjonalnych rzêsek i wzrostu w obec-
no�ci DTT. Plejotropowy efekt mutacji dsbB� pokry-
wa siê z fenotypem mutacji w genie dsbA i mo¿e byæ
komplementowany przez obecno�æ cystyny w pod³o¿u
hodowlanym [4, 15, 30, 49, 56].

Bia³ko DsbB o masie cz¹st. 20 kDa zbudowane jest
z czterech helis transb³onowych (TM) wbudowanych
w b³onê wewnêtrzn¹. W ka¿dej z dwóch pêtli pery-
plazmatycznych znajduje siê para aktywnych cystein,
z których pierwsza (Cys41-Cys44) tworzy charakte-
rystyczny motyw CXXC. Mutacja punktowa tripletu
nukleotydowego koduj¹cego któr¹kolwiek z cystein
prowadzi do utraty aktywno�ci enzymu. W przeciwieñ-
stwie do pozosta³ych elementów systemu bia³ko DsbB
nie posiada domeny tioredoksynowej [30, 37, 48].

Mechanizm utrzymuj¹cy elementy szlaku utleniania
w aktywnej formie ma charakter kaskadowy i dzia³a
w powi¹zaniu z przeka�nikami elektronów ³añcucha
oddechowego. Tiolowe oksydoreduktazy E. coli nale-
¿¹ce do nadrodziny tioredoksyny charakteryzuj¹ siê
ró¿nymi potencja³ami redox: od �270 mV (tioredo-
ksyna) do �122 mV (DsbA). Po wprowadzeniu wi¹za-
nia dwusiarczkowego do bia³ka substratowego DsbA
ulega redukcji. Jego reoksydacja nastêpuje poprzez
interakcjê pomiêdzy Cys30 DsbA i Cys104 DsbB znaj-
duj¹c¹ siê w drugiej pêtli peryplazmatycznej. Pocz¹tko-
wo, proponowany uk³ad przep³ywu elektronów z DsbA
na DsbB budzi³ kontrowersje ze wzglêdu na zbyt ni-
ski potencja³ redox pary Cys104-Cys130 (�186 mV)
bia³ka DsbB w stosunku do pary Cys30-Cys33 DsbA
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(�120 mV). Jednak obecno�æ drugiej pary reszt cystei-
nowych (Cys41-Cys44) w bia³ku DsbB o potencjale
�69 mV powoduje, ¿e jest ono najsilniejszym utlenia-
czem w komórce bakteryjnej. W efekcie, po uwolnie-
niu utlenionego DsbA z przej�ciowego kompleksu gru-
py tiolowe z drugiej pêtli DsbB s¹ utleniane przez parê
reszt cysteinowych z pêtli pierwszej (Cys41-Cys44),
a elektrony przekazywane s¹ na chinon (ubichinon
w warunkach tlenowych lub menachinon w warunkach
beztlenowych). Nastêpnie pompy protonowe ³añcucha
oddechowego katalizuj¹ przeniesienie elektronów do
koñcowych akceptorów [28]. Cz¹steczka chinonu od-
dzia³uje bezpo�rednio z regionem NH2-HTMLQLY
bia³ka DsbB znajduj¹cym siê na pocz¹tku drugiej pêtli
peryplazmatycznej (pozycje 91�97) [77]. Do wyja�nie-
nia pozostaje oznaczenie liczby cz¹steczek wi¹zanego
chinonu (pojedyncza lub dwie, z których jedna jest
wymienna) [35, 62]. Dodatkowo do prawid³owego
funkcjonowania uk³adu chinon-DsbB niezbêdna jest
równie¿ obecno�æ reszty argininowej w pozycji 48
(ostatnia reszta aminokwasowa pierwszej pêtli pery-
plazmatycznej) konserwowanej we wszystkich bia³kach
DsbB [40]. Ostatecznymi akceptorami elektronów s¹:
tlen (warunki tlenowe), fumaran (z wykorzystaniem
FAD) lub azotan (warunki beztlenowe) [2]. Reakcje te
katalizowane s¹ odpowiednio przez oksydazê cytochro-
mow¹, reduktazê fumaranu lub reduktazê azotanow¹.
Schemat szlaku utleniania przedstawiono na rysunku 1.

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

DsbA wprowadza mostki dwusiarczkowe niezwykle
szybko, co dla bia³ek zawieraj¹cych wiêcej ni¿ jedn¹
parê cystein czêsto oznacza uzyskanie niew³a�ciwej
konformacji poprzez utworzenie nieprawid³owych di-
siarczków. Najczê�ciej dotyczy to bia³ek, których
cysteiny w strukturze pierwszorzêdowej s¹ po³o¿one
blisko siebie (consecutive disulfide bonds). Bia³kiem,
które posiada aktywno�æ umo¿liwiaj¹c¹ naprawê b³êd-
nie wstawionych mostków dwusiarczkowych jest
DsbC. W wyniku jego dzia³ania nieprawid³owe pary
cystein mog¹ ulec reorganizacji do po¿¹danego natyw-
nego uk³adu. W procesie tym nazwanym izomeryza-
cj¹, DsbC bêd¹ce w aktywnej zredukowanej formie,
tworzy przej�ciowy kompleks ze �le zwiniêtym bia³-
kiem substratowym, a nastêpnie dokonuje rearan¿acji
par cysteinowych uwalniaj¹c prawid³owo zwiniête
bia³ko jednocze�nie samo pozostaj¹c w formie zredu-
kowanej [63]. B a d e r  i wsp. udowodnili, ¿e DsbA
ca³kowicie utlenia RNazê A (4 mostki disulfidowe),
ale pozostaje ona nieaktywna i dopiero izomeryzacja
wi¹zañ dwusiarczkowych przez DsbC prowadzi do
uzyskania aktywnego enzymu [2]. E. coli posiada
homolog DsbC � bia³ko DsbG (24% podobieñstwo

sekwencji aminokwasowej [51]), którego funkcja nie
jest do koñca poznana. Wiadomo, ¿e nadprodukcja tej
proteiny mo¿e komplementowaæ brak DsbC w procesie
zwijania niektórych bia³ek np. bydlêcego inhibitora
trypsyny trzustkowej (BPTI) [7]. Jak dot¹d jednak nie
odnaleziono ¿adnych naturalnych substratów DsbG.
RNaza A czy bia³ko MepA � substraty DsbC in vivo
nie podlegaj¹ izomeryzacji przez DsbG [34].

DsbC jest homodimerycznym (2×23 kDa) bia³kiem
peryplazmatycznym zawieraj¹cym dwie pary cystein,
z których pierwsza (Cys98 i Cys101) tworzy aktywny
motyw centrum katalitycznego CXXC, a druga (Cys141
i Cys163) pe³ni rolê strukturaln¹ i nie jest �ci�le kon-
serwowana w�ród DsbC innych gatunków bakterii, jak
równie¿ w homodimerze DsbG (2×25 kDa). Analiza
krystalograficzna wykaza³a, ¿e DsbC posiada strukturê
przestrzenn¹ w kszta³cie litery V. Podjednostki ³¹cz¹
siê N-terminalnymi domenami ulegaj¹cymi dimeryza-
cji (aminokwasy 1�61), podczas gdy skierowane do
wewn¹trz katalityczne domeny C-terminalne (amino-
kwasy 78�216), o strukturze tioredoksynowej i zawie-
raj¹ce grupy tiolowe, tworz¹ centrum katalityczne
o charakterze hydrofobowym [51]. Choæ ogólny sche-
mat budowy przestrzennej bia³ek DsbC i DsbG jest
podobny to krystalograficzna analiza DsbG wykaza³a
kilka ró¿nic w ich strukturze. G³ówn¹ z nich jest bu-
dowa kieszeni wi¹¿¹cej substrat zawieraj¹cej centrum
aktywne, która jest znacznie wiêksza ni¿ w DsbC oraz
zawiera regiony negatywnie na³adowane, co mo¿e
wyja�niaæ rozbie¿no�æ substratow¹ obu bia³ek i uza-
sadniaæ obecno�æ dwóch izomeraz siarczkowych na
terenie komórki [32]. DsbC i DsbG, oprócz aktyw-
no�ci izomerazy, posiadaj¹ równie¿ cechy bia³ek opie-
kuñczych (chaperon-like activity), gdy¿ aby zapewniæ
dostêp centrum katalitycznego do mostków dwu-
siarczkowych zwiniêtego ju¿ bia³ka substratowego
musz¹ dokonaæ lokalnej lub nawet ca³o�ciowej relak-
sacji jego struktury trzeciorzêdowej. Fakt ten potwier-
dzi³y do�wiadczenia in vitro, w których udokumento-
wano, ¿e DsbG opó�nia agregacjê zdenaturowanych
i zredukowanych cz¹steczek lucyferazy i syntazy cytry-
nianowej [72], a DsbC dehydrogenazy aldehydu 3-fos-
foglicerynowego (GAPDH) i lizozymu, nawet z wiêk-
sz¹ wydajno�ci¹ ni¿ jego eukariotyczny odpowiednik
� izomeraza PDI [10].

Rezultatem aktywno�ci DsbC/DsbG, obok izome-
ryzacji wi¹zañ disulfidowych, mo¿e byæ równie¿ zre-
dukowanie b³êdnie wprowadzonych mostków i przy-
wrócenie bia³ka substratowego do szlaku utleniania,
w wyniku czego substrat zostaje zredukowany a DsbC/
DsbG utlenione. Ponadto utleniaj¹cy charakter pery-
plazmy równie¿ nie sprzyja utrzymaniu DsbC/DsbG
w formie zredukowanej. Za utrzymanie obu izomeraz
w ich aktywnych zredukowanych formach odpowie-
dzialne jest du¿e bia³ko b³onowe DsbD (DipZ).
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Bia³ko DsbD o masie cz¹st. ok. 59 kDa zbudowane
jest z 3 domen: N-terminalnej � o strukturze immuno-
globuliny, zawieraj¹cej nietypowy motyw aktywnych
cystein CX5C ("; nDsbD), �rodkowej � z o�mioma heli-
sami transb³onowymi i dwoma cysteinami ($; tDsbD)
oraz C-terminalnej zawieraj¹cej klasyczny motyw
CXXC oraz strukturê tioredoksynow¹ ((; cDsbD). Do-
meny " i ( po³o¿one s¹ na terenie peryplazmy, a $ wbu-
dowana jest w b³onê cytoplazmatyczn¹. Mutacja punk-
towa w genie koduj¹cym DsbD doprowadzaj¹ca do
substytucji którejkolwiek cysteiny na inny aminokwas
prowadzi do utraty aktywno�ci enzymu [11, 57, 74].
Substratami DsbD s¹ trzy peryplazmatyczne bia³ka na-
le¿¹ce do nadrodziny tioredoksynowej: DsbC, DsbG
i CcmG. To ostatnie bierze udzia³ w procesie dojrze-
wania cytochromu c (patrz ni¿ej, podrozdzia³ 2.3).
DsbD jest jedynym bia³kiem systemu Dsb E. coli dla
którego znane s¹ struktury kryszta³ów zarówno w sta-
nie wolnym jak i zwi¹zanym z trzema ligandami [75].

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

form bia³ek DsbC, DsbD i DsbG by³ szczegó³owo ana-
lizowany w badaniach in vitro i in vivo. W przeprowa-
dzonych do�wiadczeniach zmutowanie genu dsbD do-
prowadzaj¹ce do zmian sekwencji aminokwasowych
poszczególnych domen bia³ka lub zamiany cystein na
inny aminokwas doprowadza³o do przerwania prze-
p³ywu elektronów na konkretnych etapach szlaku co
skutkowa³o obecno�ci¹ utlenionej formy DsbC lub
utlenionych konkretnych domen DsbD. Izolowano
równie¿ przej�ciowe kompleksy pomiêdzy bia³kami
szlaku redukcyjnego, co potwierdza³o bezpo�redni
kontakt konkretnych domen DsbD i jego substratów.
Okre�lono tak¿e potencja³ redox wszystkich bia³ek
i poszczególnych domen DsbD, wyznaczaj¹c termody-
namiczny kierunek reakcji. Ustalono wówczas, ¿e si³a
redukcyjna czerpana jest z NADPH i tioredoksyny 1
(trxA) (z udzia³em reduktazy tioredoksyny TrxB) znaj-
duj¹cych siê na terenie cytoplazmy. W drugim eta-
pie redukowane s¹ kolejno domeny bia³ka DsbD:
$→(→", nastêpnie domena " przekazuje elektrony
na DsbC, DsbG lub CcmG, w wyniku czego redukcji

Rys. 2. Wprowadzanie mostków dwusiarczkowych w komórkach 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 ( 2006 za zgod¹ wydawcy � Elsevier [54, 75]) RT � reduktaza tioredoksyny.

Pozosta³e obja�nienia w tek�cie
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lub izomeryzacji ulegaj¹ ostatecznie bia³ka substrato-
we [13, 44, 50, 64, 65]. Schemat szlaku redukcji przed-
stawiono na rysunku 2.

Najwiêcej kontrowersji wzbudza etap transportu elek-
tronów z cytoplazmy poprzez b³onê wewnêtrzn¹ ko-
mórki. Cysteiny w domenie â bia³ka DsbD niezbêdne
do zaj�cia tego procesu s¹ znacznie od siebie oddalone
a ponadto zlokalizowane s¹ w innych helisach trans-
b³onowych (Cys163 TM1 i Cys285 TM4) [60]. A wiêc
pierwszym problemem do wyja�nienia by³o zbadanie,
czy cysteiny te mog¹ tworzyæ mostek dwusiarczkowy,
co ostatecznie zosta³o potwierdzone przez K a t z e n� a
i B e c k w i t h� a  [43]. Kolejnym problemem by³o
rozstrzygniêcie w jaki sposób powsta³y disiarczek jest
dostêpny dla cytoplazmatycznej tioredoksyny, a pó�niej
zredukowane ju¿ grupy tiolowe dla domeny ( bia³ka
DsbD, gdy¿ taka kolejno�æ przep³ywu elektronów zo-
sta³a udowodniona w poprzednich badaniach. Jak do-
t¹d kwestia ta nie zosta³a rozstrzygniêta, przypuszcza
siê, ¿e DsbD musi przechodziæ wiele rearan¿acji kon-
formacyjnych podczas zmian stanu redox [60].

W komórkach wielu gatunków bakterii Gram-ujem-
nych i gramdodatnich wstêpuje te¿ skrócona forma
DsbD � bia³ko CcdA. Najprostsza jego wersja zbudo-
wana jest tylko z membranowej domeny $, sk³adaj¹-
cej siê z ró¿nej liczby TM (6�8). CcdA to najprawdopo-
dobniej starsza ewolucyjnie forma DsbD wystêpuj¹ca
tak¿e u Archebacteria, podczas gdy obecno�æ �pe³ne-
go� DsbD ogranicza siê do proteomów Beta- i Gam-
maproteobacteria, z wyj¹tkiem C. jejuni (cj0603c),
drobnoustroju który jest przedstawicielem klasy Epsi-
lonproteobacteria. Ewolucja przebiega³a w kierunku
modyfikacji zarówno N- jak i C-koñca bia³ka, charak-
teryzuj¹cych siê ró¿n¹ d³ugo�ci¹ i struktur¹ prze-
strzenn¹, a¿ do osi¹gniêcia struktury tioredoksynowej
(domena () oraz zwiniêcia charakterystycznego dla
immunoglobulin (domena "). Obie te struktury prze-
strzenne wystêpuj¹ razem tylko w bia³kach DsbD.
Do�wiadczenia wykonane z wykorzystaniem DsbD
E. coli i CcdA Rhodobacter capsulatus wykaza³y, ¿e
bia³ka te mog¹ siê funkcjonalnie zastêpowaæ, ale tylko
w procesie biosyntezy cytochromu c, czerpi¹c si³ê re-
dukcyjn¹ z tych samych donorów elektronów (NADPH,
TrxA/B). Druga funkcja DsbD, polegaj¹ca na reduko-
waniu izomerazy DsbC nie by³a komplementowana
przez CcdA. Fakt ten sugeruje, i¿ nabycie dodatko-
wych domen przez DsbD skutkuje rozszerzeniem jego
specyficzno�ci substratowej [45].

2.3. Dodatkowe elementy szlaku
redukcji/izomeryzacji � CcmG (DsbE) i DsbF

DsbD E. coli posiada jeszcze jeden (oprócz DsbC
i DsbG) zidentyfikowany substrat, równie¿ zaliczany do
systemu Dsb, a mianowicie bia³ko CcmG/DsbE [75].

Jest ono jedn¹ z o�miu protein kodowanych przez ope-
ronu ccmA-H, bior¹cych udzia³ w syntezie cytochromu
typu c w warunkach beztlenowych w obecno�ci azota-
nów jako ostatecznych akceptorów elektronów [22].

DsbE o masie cz¹st. 18 kDa jest bia³kiem b³onowym
(IM) z C-terminalnym fragmentem zlokalizowanym
na terenie peryplazmy. W odró¿nieniu od pozosta³ych
peryplazmatycznych reduktaz Dsb (DsbC i DsbG),
DsbE jest monomerem. Podobnie jak inne tiolowe
oksydoreduktazy zawiera domenê tioredoksynow¹
z charakterystycznym motywem CXXC. Bezpo�rednim
substratem DsbE jest liaza hemowa CcmH (bia³ko
wbudowane w b³onê wewnêtrzn¹ komórki) równie¿
zawieraj¹ca motyw CXXC. Utrzymuje ona cysteiny
w miejscu wi¹zania hemu w cytochromach typu c
w stanie zredukowanym. Cytochromy c bezpo�rednio
po transporcie przez b³onê cytoplazmatyczn¹ ulegaj¹
utlenieniu przez DsbA. Do stanu zredukowanego, ko-
niecznego do wytworzenia wi¹zañ tioeterowych po-
miêdzy grupami sulfhydrylowymi reszt cysteinowych
a grupami winylowymi hemu, przywraca je aktywno�æ
uk³adu CcmG/CcmH. Przej�cie tych zmian konfor-
macyjnych jest konieczne do wytworzenia aktywnych
cz¹steczek cytochromu c [22, 23].

Dodatkowych informacji o strukturze DsbE dostar-
czy³a praca dotycz¹ca systemu Dsb Bradyrhizobium
japonicum. Analiza krystalograficzna wykaza³a, ¿e
centrum aktywne DsbE tego drobnoustroju posiada
strukturê zag³êbienia (groove), które oprócz cystein
charakterystycznych dla wszystkich bia³ek Dsb zawie-
ra nietypow¹ dla domen tioredoksynowych insercjê
24 aminokwasów. Równie¿ na N-koñcu bia³ka wystê-
puje dodatkowe 30 aminokwasów. Ta nietypowa bu-
dowa oraz konserwowane kwa�ne aminokwasy w cen-
trum katalitycznym enzymu odpowiadaj¹ za jego du¿¹
specyficzno�æ substratow¹ oraz powinowactwo do
DsbD (prawdopodobnie wykluczaj¹c tym samym nie-
po¿¹dane interakcje z DsbA) [18].

Najmniej poznanym ze wszystkich bia³ek rodziny
Dsb jest DsbF. Gen dsbF zidentyfikowano w ekspery-
mentach globalnej transpozonowej (Tn10) mutagenezy
E. coli analizuj¹c zmiany w genomie mutantów o pod-
wy¿szonej wra¿liwo�ci na DTT [56]. M e t h e r i n -
g h a m  i wsp. analizowali fenotyp mutanta dsbF�

i wykazali, ¿e badany szczep nie jest wra¿liwy na pod-
wy¿szone stê¿enie jonów Cu2+ oraz, ¿e DsbF nie ma
wp³ywu na aktywno�æ reduktazy azotynowej Nrf ani
na proces biosyntezy cytochromu c [55].

Analiza mechanizmów dzia³ania obu przedstawio-
nych szlaków stawia pytanie, jak przeciwstawne szla-
ki utleniania oraz redukcji/izomeryzacji przebiegaj¹
jednocze�nie w tym samym przedziale komórkowym?
Czy nie zak³ócaj¹ one nawzajem swoich funkcji po-
przez bezpo�rednie interakcje miêdzy bia³kami stano-
wi¹cymi ich sk³adniki np. czy DsbA/DsbB nie utle-
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niaj¹ DsbC/DsbD lub same nie ulegaj¹ redukcji? Wy-
kazano, ¿e za separacjê szlaków odpowiada m.in. ba-
riera kinetyczna. Domena " DsbD nie mo¿e przekazaæ
elektronów na DsbA in vitro [13] a DsbA/DsbB utle-
niaj¹ DsbC in vitro z tak nisk¹ wydajno�ci¹, ¿e in vivo
taka reakcja nie zachodzi [2, 79]. B a d e r  i wsp. wy-
kazali, ¿e dodatkowym elementem chroni¹cym DsbC
przed interakcjami z DsbA/DsbB jest jego dimeryzacja.
Wprowadzenie kilku mutacji w genie dsbC doprowa-
dzaj¹cych do wytwarzania DsbC w formie monomeru
udokumentowa³o, ¿e DsbB wydajnie utlenia tylko mo-
nomer DsbC oraz, ¿e monomeryczna proteina DsbC
mo¿e komplementowaæ delecyjn¹ mutacjê w genie
dsbA [1]. S e g a t o r i  i wsp. zidentyfikowali amino-
kwasy odpowiedzialne za blokadê interakcji DsbC
z DsbB. S¹ one zlokalizowane w strukturze "-helisy
³¹cz¹cej N-terminaln¹ domenê dimeryzacyjn¹ z C-ter-
minaln¹ domen¹ tioredoksynow¹ [70].

3. Wprowadzanie mostków dwusiarczkowych
do bia³ek bakterii Gram-dodatnich

Wprowadzanie mostków dwusiarczkowych w ko-
mórkach bakterii Gram-ujemnych zwi¹zane jest �ci�le
z przestrzeni¹ peryplazmatyczn¹, gdzie utleniaj¹cy
potencja³ �rodowiska zapewnia dogodne warunki do
tworzenia i trwa³ego utrzymania wi¹zañ disulfido-
wych. Wiadomo jednak, ¿e tak¿e w proteomach bak-
terii Gram-dodatnich, pozbawionych typowej prze-
strzeni peryplazmatycznej, obecne s¹ bia³ka które do

powstania aktywnej, natywnej konformacji wymagaj¹
wytworzenia poprzecznych wi¹zañ dwusiarczkowych.
W komórkach bakterii Gram-dodatnich przedzia³ ko-
mórkowy o warunkach podobnych do tych panuj¹cych
na terenie peryplazmy ogranicza siê do obszaru zlokali-
zowanego pomiêdzy b³on¹ cytoplazmatyczn¹ a grub¹
�cian¹ komórkow¹ [53].

W ostatnich latach podjêto próby identyfikacji sys-
temów Dsb w komórkach bakterii Gram-dodatnich.

3.1. Bacillus subtilis i Bacillus brevis

Bacillus jest najdok³adniej scharakteryzowanym
rodzajem spo�ród bakterii Gram-dodatnich pod wzglê-
dem funkcjonowania systemu Dsb. Pierwsza zidenty-
fikowana tiolowa oksydoreduktaza rodzaju Bacillus
pochodzi³a z gatunku B. brevis [36]. Dalsze prace prze-
prowadzone by³y z wykorzystaniem komórek B. subti-
lis, gatunku stosunkowo szczegó³owo rozpracowanego
pod wzglêdem genetycznym. W genomie tego drobno-
ustroju odnaleziono jak dot¹d osiem genów koduj¹-
cych oksydoreduktazy Dsb, w skrócie nazwane TDOR
(membrane-bound thiol-disulfide oxidoreductases)
(Rys. 3). Wszystkie zawieraj¹ charakterystyczny motyw
aktywnych cystein CXXC i zwi¹zane s¹ z b³on¹ cyto-
plazmatyczn¹ � za pomoc¹ N-koñca po odciêciu se-
kwencji sygnalnej (BdbA, BdbD, ResA, StoA i YneN)
lub wbudowane w b³onê kilkoma helisami transb³ono-
wymi podobnie do DsbD E. coli (BdbB, BdbC i CcdA).
Podobnie jak w komórkach E. coli bia³ka Dsb B. subti-
lis funkcjonuj¹ w dwu szlakach: utleniania (dwie pary

Rys. 3. Schematyczny uk³ad oksydoreduktaz tiolowych oraz ich funkcje w komórkach B. subtilis [58]
(zmodyfikowany)

Strza³ki przerywane oznaczaj¹ dodatkow¹ aktywno�æ. Na rysunku nie uwzglêdniono lokalizacji bia³ek substratowych, niektóre
z nich zakotwiczone s¹ w b³onie cytoplazmatycznej. (�) � wewnêtrzna strona b³ony cytoplazmatycznej;

(+) � zewnêtrzna strona b³ony cytoplazmatycznej
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bia³ek: BdbA/BdbB i BdbC/BdbD) i redukcji (CcdA,
ResA, StoA i YneN). W kolejnych akapitach zostan¹
omówione: budowa i funkcje poszczególnych bia³ek
TDOR B. subtilis oraz bia³ka Bdb B. brevis.

B d b  B. brevis o masie cz¹st. 10 kDa (po odciêciu
sekwencji sygnalnej) to proteina pozacytoplazmatycz-
na o nieokre�lonej dok³adnie lokalizacji. Badania in
vitro oczyszczonego bia³ka nie okre�li³y czy Bdb jest
utleniaczem czy reduktantem, gdy¿ bia³ko katalizowa³o
zarówno proces fa³dowania RNazy A jak i do redukcji
wi¹zañ disulfidowych insuliny. Ostatecznie utleniaj¹cy
charakter Bdb B. brevis potwierdzono w testach kom-
plementacji mutacji w genie dsbA E. coli. Dostarcze-
nie in trans genu bdb skutkowa³o przywróceniem
szczepowi mutanta ruchliwo�ci oraz aktywno�ci alka-
licznej fosfatazy. Próby unieczynnienia genu bdb
B. brevis zakoñczy³y siê niepowodzeniem, tak wiêc
rola bia³ka w komórkach naturalnego gospodarza po-
zostaje niewyja�niona [36].

B d b A  i  B d b B  bia³ka o masie cz¹st. ok. 16 kDa,
zosta³y zidentyfikowane in silico jako homologi Bdb
B. brevis (BdbA) oraz DsbB E. coli (BdbB). Mutacja
w bdbB, w przeciwieñstwie do unieczynnienia bdbA
prowadzi do destabilizacji alkalicznej fosfatazy i $-lak-
tamazy [8]. Analiza genomu B. subtilis 168 wykaza³a,
¿e geny bdbA/B s¹ fragmentem DNA profagowego
i razem z genami sunA/sunT tworz¹ jednostkê trans-
krypcyjn¹. SunA to sublancyna 168 � antybiotyk pep-
tydowy nale¿¹cy podobnie jak subtilina do klasy
lantybiotyków, natomiast SunT to bia³ko wi¹¿¹ce ATP
bior¹ce udzia³ w transporcie sublancyny 168 [33].
Skoordynowana ekspresja genów koduj¹cych bia³ka
odpowiadaj¹ce za wprowadzanie mostków dwusiarcz-
kowych oraz SunA wymagaj¹cego do osi¹gniêcia
aktywnej konformacji obecno�ci dwóch wi¹zañ dis-
ulfidowych zasugerowa³o potencjaln¹ rolê BdbA/B
w procesie dojrzewania antybiotyku. Jednak tylko BdbB
oraz w niewielkim stopniu BdbC (patrz opis BdbC
ni¿ej) wymagane s¹ do wytworzenia aktywnej sublan-
cyny 168. Rola i substraty BdbA w komórkach B. sub-
tilis pozostaj¹ nieokre�lone [16].

B d b C / D  bia³ka o masach cz¹st. ok. 15 i 25 kDa
zosta³y zidentyfikowane in silico jako homologi odpo-
wiednio DsbB oraz DsbA E. coli. Geny bdbC/D tworz¹
dwucistronowy operon i koduj¹ bia³ka stanowi¹ce
funkcjonaln¹ parê utleniaj¹c¹ grupy tiolowe (BdbD
utlenia substrat a regenerowane jest przez BdbC).
M e i m a  i wsp. wykazali, ¿e aktywno�æ obu protein
jest niezbêdna do wytworzenia stanu naturalnej kompe-
tencji komórek B. subtilis, poprzez modyfikacjê pseu-
dopiliny ComGC, bia³ka wykazuj¹cego podobieñstwo
do pilin typu IV i pseudopiliny buduj¹cej aparat se-
krecyjny typu II. Do powstania funkcjonalnego pilusa
zapewniaj¹cego kontakt DNA z odpowiednim recep-
torem (ComEA) konieczne jest wytworzenie wi¹zañ

dwusiarczkowych [9]. Mutacja w genie bdbC nie jest
komplementowana przez paralogiczne bia³ko BdbB,
choæ odwrotna zale¿no�æ by³a czê�ciowo obserwowa-
na w analizach aktywno�ci alkalicznej fosfatazy (patrz
opis BdbB wy¿ej) [52].

R e s A  o masie cz¹st. ok. 20 kDa, to bia³ko zako-
twiczone w b³onie cytoplazmatycznej, a jego C-koniec
zawiera domenê tioredoksynow¹,i motyw aktywnych
cystein w formie zredukowanej (�340 mV) [12]. Gen
resA jest jednym z genów du¿ego operonu resABCDE
odpowiedzialnego za syntezê cytochromu typu c. ResA
utrzymuje cysteiny apocytochromu w formie tiolowej,
aby mog³y one uczestniczyæ w wi¹zaniu grupy hemo-
wej. Redukcyjna aktywno�æ ResA jest niezbêdna,
gdy¿ apocytochrom c jest substratem BdbD. Udowod-
niono, ¿e mutacja w genie resA mo¿e podlegaæ supresji
poprzez mutacje w genach bdbD/C [19]. ResA, protei-
na uznawana za funkcjonalny odpowiednik domeny (
DsbD E. coli, utrzymywana jest w aktywnej zreduko-
wanej formie przez bia³ko CcdA, funkcjonalny odpo-
wiednik domeny $ DsbD (patrz opis CcdA ni¿ej) [19].

S t o A  o masie cz¹st. ok. 18 kDa, to kolejny z re-
duktantów zakotwiczony w b³onie z C-koñcem, posia-
daj¹cym tioredoksynow¹ strukturê przestrzenn¹ Gen
stoA tworzy dwucistronowy operon z genem ykvU
o nieznanej funkcji. Sekwencja aminokwasowa YkvU
jest podobna do sekwencji aminokwasowej SpoVB,
bia³ka bior¹cego udzia³ w biosyntezie spor B. subtilis
(synteza korteksu). Wspólna transkrypcja genów zasu-
gerowa³a udzia³ StoA w procesie sporulacji. Przebieg
procesu formowania endospor jest regulowany przez
kolejno uwalniane czynniki sigma. Operon ykvU-stoA
jest tak¿e transkrybowany z dwóch promotorów za-
le¿nych od ró¿nych czynników sigma, co umo¿liwia
prawid³ow¹ lokalizacjê StoA, w zale¿no�ci od stanu
fizjologicznego komórki. W komórkach macierzystych
jest on transkrybowany przez RNAP z czynnikiem sig-
ma E, a w przetrwalnikach przez RNAP z czynnikiem
sigma G. Mutacja w genie stoA prowadzi do zaburzeñ
w formowaniu korteksu, co powoduje wzrost wra¿-
liwo�ci spor na podwy¿szon¹ temperaturê, lizozym
i chloroform. Bezpo�rednie substraty tej tiolowej oksy-
doreduktazy nie zosta³y zidentyfikowane. StoA, po-
dobnie jak ResA utrzymywane jest w aktywnej zredu-
kowanej formie przez bia³ko CcdA [21, 58].

C c d A  o masie cz¹st. 26 kDa, to bia³ko wykazu-
j¹ce podobieñstwo do domen $ bia³ek DsbD E. coli
czy M. tuberculosis oraz do protein CcdA obecnych w
proteomach innych gatunków drobnoustrojów. Zbudo-
wane jest z 6 helis transb³onowych, które zawieraj¹
parê niezbêdnych cystein, ale podobnie do innych bia-
³ek typu $-DsbD/CcdA nie tworz¹ one motywu CXXC.
Gen ccdA le¿y w operonie z dwoma innymi genami
o niepowi¹zanych z ccdA funkcjach. Analiza muta-
cyjna wykaza³a, ¿e aktywno�æ CcdA jest niezbêdna
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w koñcowej pozacytoplazmatycznej fazie dojrzewania
cytochromu c i st¹d nazwa genu � ccd (cytochrome c
defective). Cytochrom typu b nie podlega dzia³aniu
CcdA [68, 69]. Dodatkowo udokumentowano, ¿e bia³-
ko to bierze udzia³ równie¿ w procesie sporulacji [21].
CcdA jest membranowym reduktantem, podobnie do
homologicznego DsbD ale pozbawione jest jego do-
men " i (. Przypuszczano zatem, ¿e jego udzia³ w szla-
ku redukcji przebiega przy udziale dodatkowych bia-
³ek, zawieraj¹cych brakuj¹c¹ domenê tioredoksynow¹
a w niej motyw aktywnych cystein CXXC. Odnaleziono
3 bia³ka substratowe wspó³pracuj¹ce z CcdA � dwa
o udokumentowanej eksperymentalnie aktywno�ci
(ResA i StoA; patrz wy¿ej) oraz jedno hipotetyczne
(YneN; patrz ni¿ej). Razem tworz¹ one szlaki o charak-
terze redukcyjnym. Mutacja w genie ccdA mo¿e podle-
gaæ supresji poprzez mutacje w genach szlaku utlenia-
nia bdbD/C [20], podobnie do mutacji w genie resA.

Y n e N  o masie cz¹st. 19 kDa, to bia³ko najs³abiej
poznane w�ród wszystkich TDOR. Podobnie do kilku
innych bia³ek B. subtilis zakotwiczone jest w b³onie
cytoplazmatycznej, a N-koniec ma strukturê prze-
strzenn¹ domeny tioredoksynowej. YneN nie bierze
udzia³u w procesie sporulacji choæ najprawdopodob-
niej podobnie do ResA i StoA tworzy bifunkcjonalny
uk³ad z CcdA o nieokre�lonym szczegó³owo mecha-
nizmie dzia³ania [20, 21].

Podsumowuj¹c, wszystkie oksydoreduktazy tiolo-
we B. subtilis charakteryzuj¹ siê nietypow¹ w porów-
naniu z bia³kami Dsb E. coli specyficzno�ci¹ substra-
tow¹. W szczególnych przypadkach ich funkcje mog¹
siê pokrywaæ, ale tylko czê�ciowo. Wynika to naj-
prawdopodobniej z faktu, ¿e B. subtilis posiada sto-
sunkowo niedu¿¹ liczbê bia³ek, które wymagaj¹ do
osi¹gniêcia natywnej konformacji wprowadzenia
mostków dwusiarczkowych. Mutanty bdb nie s¹ wra¿-
liwe na podwy¿szone stê¿enie zwi¹zków redukuj¹-
cych obecnych w pod³o¿u [8]. Tak¿e analiza subpro-
teomów sekrecyjnych nie wykaza³a ró¿nic w profilach
bia³ek izolowanych z komórek mutantów (pojedyn-
czych bdbA-D� oraz mutanta pozbawionego wszyst-
kich tych genów) w stosunku do szczepu dzikiego
B. subtilis 168 [66].

3.2. Staphylococcus aureus

Przeszukanie genomów kilku szczepów S. aureus
wykaza³o obecno�æ zaledwie jednego bia³ka homo-
logicznego do bia³ek Dsb E. coli i Bdb B. subtilis.
Bia³ko to charakteryzuje siê 41% podobieñstwem
sekwencji aminokwasowej do sekwencji aminokwa-
sowej BdbD (homolog DsbA E. coli), dlatego te¿ na-
zwano j¹ SaDsbA.

SaDsbA to lipoptoteina o masie cz¹st. ok. 20 kDa
zakotwiczona w b³onie cytoplazmatycznej i zawiera-

j¹ca motyw aktywnych cystein CXXC oraz konser-
wowan¹ cis-prolinê w pozycji 154, odpowiednik pro-
liny 151, kluczowej dla aktywno�ci DsbA E. coli
(patrz pkt 1.1. Wstêpu). Gen dsbA S. aureus kotranskry-
bowany jest z poprzedzaj¹c¹ go otwart¹ ramk¹ odczytu
SA2198, potencjalnie koduj¹c¹ 120 aminokwasow¹
lipoproteinê. Analogiczny uk³ad tych dwóch genów
zachowany jest we wszystkich zsekwencjonowanych,
jak dot¹d, genomach S. aureus oraz w materiale gene-
tycznym spokrewnionego gatunku S. epidermidis.

Funkcjonalna charakterystyka SaDsbA wykaza³a,
i¿ bia³ko to czê�ciowo przywraca zdolno�æ ruchu ko-
mórkom E. coli dsbA�, a wiêc pe³ni rolê oksydoreduk-
tazy. Aktywno�æ ta wymagaj¹ca obecno�ci cystyny
w pod³o¿u hodowlanym, nie jest jednak zale¿na od
bia³ka DsbB, co koreluje z brakiem w komórkach
S. aureus pozosta³ych protein systemu Dsb. W proteo-
mie S. aureus wystêpuje wiele bia³ek pozacytoplazma-
tycznych zawieraj¹cych mostki dwusiarczkowe, nie-
które z nich jak np. enterotoksyna czy hemolizyna
pe³ni¹ istotn¹ rolê w procesie patogenezy. Pomimo
przeanalizowania wielu cech fizjologicznych mutanta
S. aureus dsbA� nie uda³o siê ustaliæ roli in vivo bia³ka
SaDsbA. Przeanalizowano wiêkszo�æ typowych cech
fenotypowych mutanta dsbA� E. coli, takich jak: wra¿li-
wo�æ na zwi¹zki redukuj¹ce (DTT), benzylpenicylinê
i inne antybiotyki blokuj¹ce ró¿ne szlaki metaboliczne
komórki. Sprawdzono przebieg procesu fa³dowania
substratów wymagaj¹cych do swej aktywno�ci obec-
no�ci ugrupowañ dwusiarczkowych na przyk³adzie
$-hemolizyny. Dodatkowo zbadano wp³yw mutacji
w genie dsbA na patogenezê (infekcja Caenorhabditis
elegans i myszy). We wszystkich eksperymentach
szczep mutanta �zachowywa³ siê� identycznie jak
szczep dziki, dlatego te¿ przebieg procesu wprowadza-
nia wi¹zañ disulfidowych na terenie komórek S. aureus
pozostaje nadal s³abo scharakteryzowany. Przypusz-
cza siê, ¿e istniej¹ inne elementy badanego szlaku nie-
wystêpuj¹ce w komórkach innych gatunków drobno-
ustrojów lub te¿, alternatywnie, S. aureus jako ludzki
patogen maj¹cy czêsty kontakt z osoczem krwi czerpie
potencja³ utleniaj¹cy dla SaDsbA z cystyn, znajduj¹-
cych siê w osoczu. Rola produktu genu SA2198 (ko-
transkrybowany z dsbA) w analizowanym procesie
równie¿ pozostaje do wyja�nienia. Bia³ko to nie posia-
daj¹ce w sekwencji aminokwasowej cystein nie mo¿e
braæ bezpo�redniego udzia³u w reakcjach redox [17].

3.3. Mycobacterium tuberculosis

Genom Mycobacterium tuberculosis koduje 161
potencjalnie sekrecyjnych bia³ek. Ponad po³owa z nich
zawiera w swojej sekwencji co najmniej dwie cysteiny,
a wiêc mo¿e wymagaæ utworzenia mostków dwusiarcz-
kowych do osi¹gniêcia funkcjonalnej konformacji.
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Eksperymentalnie scharakteryzowane zosta³y dwie pro-
teiny Dsb tego gatunku, a mianowicie Mtb DsbE (ina-
czej Rv2878c lub MPT53) oraz Mtb DsbD (Rv2874
lub DipZ). Przeszukanie genomu szczepu H37Rv
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/M_tuberculosis)
wykaza³o równie¿ obecno�æ trzech innych genów kodu-
j¹cych bia³ka prawdopodobnie nale¿¹ce do rodziny oksy-
doreduktaz tiolowych. S¹ to: dsbF (Rv1677), którego
produkt jest lipoprotein¹ o sekwencji aminokwasowej
wykazuj¹cej podobieñstwo do sekwencji aminokwa-
sowej Mtb DsbE i DsbE E. coli, ccdA (Rv0527 lub
ccsA), którego produkt jest bia³kiem b³onowym wy-
kazuj¹cym podobieñstwo do CcdA B. subtilis i Mtb
DsbD oraz Rv2877c (znajduj¹cy siê w operonie z Mtb
dsbE), którego produkt jest bia³kiem b³onowym zawie-
raj¹cym domenê z aktywnymi cysteinami podobn¹ do
CcdA. Produkty dwóch ostatnich genów prawdopodob-
nie bior¹ udzia³ w biogenezie cytochromu typu c.

Mtb DsbE jest zewn¹trzkomórkowym, wydziela-
nym do �rodowiska bia³kiem o masie ok. 15 kDa (po
odciêciu sekwencji sygnalnej 1�29 aminokwasów).
Gen Rv2878c tworzy bicistronowy operon z genem
Rv2877c, którego sekwencja promotorowa rozpozna-
wana jest przez czynnik sigma � SigL RNAP. RNAP
z tym czynnikiem sigma inicjuje miêdzy innymi trans-
krypcjê genów koduj¹cych bia³ka warunkuj¹ce po-
translacyjne modyfikacje protein [31]. Analiza krysta-
lograficzna Mtb DsbE wykaza³a obecno�æ domeny
tioredoksynowej zawieraj¹cej charakterystyczny mo-
tyw cysteinowy CXXC. Porównanie struktury prze-
strzennej Mtb DsbE z innymi dostêpnymi w bazach
danych wykaza³o najwiêksze podobieñstwo do bia³ek
CcmG/DsbE i TlpA gramujemnej bakterii Bradyrhi-
zobium japonicum (patrz pkt. 2.3 Wstêpu), choæ brak
w N-regionie bia³ka Mtb DsbE charakterystycznego
dla DsbE B. japonicum zag³êbienia bior¹cego uddzia³
w oddzia³ywaniach bia³ko-bia³ko sugeruje ró¿nice
w substratach obu protein. Pomiêdzy Mtb DsbE a ho-
mologicznymi do niego bia³kami (równie¿ DsbE
E. coli) istnieje zasadnicza ró¿nica co do ich potencja³u
redox. Podczas, gdy typowe DsbE s¹ s³abymi reduk-
tazami, Mtb DsbE jest silnym utleniaczem (�128 mV)
o potencjale redox zbli¿onym do DsbA E. coli
(�120 mV). Cysteiny obu bia³ek stabilniejsze s¹ w for-
mie zredukowanej, a wiêc �aktywnie� uczestnicz¹
w tworzeniu wi¹zania dwusiarczkowego w bia³kach
substratowych. Porównanie pierwszych 50 aminokwa-
sów dojrza³ej proteiny M. tuberculosis z DsbA E. coli
wykaza³o obecno�æ kilku konserwowanych regionów.
Aktywno�æ utleniaj¹ca Mtb DsbE zosta³a potwierdzo-
na eksperymentalnie in vitro w te�cie zwijania hiru-
dyny Hirudo medicinalis (inhibitor trombiny), bia³ka,
zawieraj¹cego trzy mostki dwusiarczkowe. Natomiast
istnienia aktywno�ci izomeryzacyjnej badanego bia³ka
(brak jest odpowiednika DsbC w genomie M. tubercu-

losis) jak dot¹d nie uda³o siê potwierdziæ i je�li ona
istnieje, to prawdopodobnie wobec w¹skiej puli sub-
stratów [27].

Mtb DsbD to bia³ko o masie cz¹st. ok. 74 kDa sk³a-
daj¹ce siê z 3 domen: N-terminalnej (115 aminokwa-
sów), centralnej (232 aminokwasy) silnie hydrofobowej
domeny tworz¹cej 8 helis transb³onowych i zawiera-
j¹cej dwie konserwowane cysteiny oraz C-terminalnej
(348 aminokwasów) domeny hydrofilowej, zawie-
raj¹cej parê aktywnych cystein CXXC wchodz¹cych
w sk³ad przestrzennej struktury tioredoksynowej. W do-
menie tej wystêpuje w porównaniu i innymi bia³kami
DsbD 150 dodatkowych aminokwasów. Gen Rv2874
wchodzi w sk³ad piêciogenowego operonu (Rv2871-
Rv2875/mpt70). Transkrybowany jest z dwu promo-
torów: pierwszy z nich znajduje siê przed 5� koñcem
pierwszego genu operonu (Rv2871), drugi � promotor
genu Rv2874, rozpoznawany jest przez RNAP z czyn-
nikiem sigma E. RNAP zawieraj¹ca czynnik sigma E
transkrybuje geny odpowiedzialne za odpowied� na
stres oksydacyjny i temperaturowy. Funkcja Mtb DsbD
nie by³a eksperymentalnie potwierdzana [26, 39].

4. Podsumowanie

W przedstawionej pracy przegl¹dowej skoncentro-
wano siê g³ównie na charakterystyce mechanizmu
wprowadzania mostków dwusiarczkowych do bia³ek
peryplazmatycznych w najdok³adniej pod tym wzglê-
dem scharakteryzowanych komórkach E. coli. Prze-
prowadzone w ostatnich latach sekwencjonowania ge-
nomów prokariotycznych zapocz¹tkowa³y badania
procesów wprowadzania mostków dwusiarczkowych
do bia³ek w komórkach innych gatunków drobno-
ustrojów. Wykaza³y one, ¿e procesy te s¹ czêsto bar-
dzo z³o¿one. Wiele gatunków drobnoustrojów zawie-
ra kilka paralogów genów dsbA lub dsbB. Poznanie
sieci ich wzajemnych powi¹zañ wymaga jeszcze wielu
badañ. Przeprowadzane analizy in silico oraz analizy
proteomiczne pozwalaj¹ na identyfikacjê substratów
bia³ek Dsb. Poniewa¿ uszkodzenie systemów Dsb
wp³ywa na wirulencjê drobnoustrojów chorobotwór-
czych a nadekspresja genów dsb umo¿liwia prawi-
d³owe fa³dowanie niektórych bia³ek eukariotycznych
w komórkach bakterii badania te maj¹ aspekt zarówno
poznawczy jak i aplikacyjny.
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1. Wstêp

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne wystêpuj¹
powszechnie w komórkach bakterii i odgrywaj¹ bar-
dzo wa¿n¹ rolê w regulacji procesów ¿yciowych,
takich jak: kompetencja, koniugacja, sporulacja, bio-
luminescencja, synteza antybiotyków, ruchliwo�æ,
tworzenie biofilmu oraz synteza czynników chorobo-
twórczo�ci; uczestnicz¹ równie¿ w regulacji szlaków
metabolicznych oraz transportu substancji od¿yw-
czych i jonów [27]. Systemy te umo¿liwiaj¹ adaptacjê
komórek do zmieniaj¹cych siê warunków �rodowisko-
wych (temperatura, pH, ci�nienie osmotyczne, stê¿e-

nie jonów Fe3+), reguluj¹c ekspresjê okre�lonych ge-
nów [8, 30]. Dotychczas opisano kilkaset tego typu
systemów, przy czym funkcja wielu z nich nie zosta³a
jeszcze poznana [21].

Badania ostatnich lat wykaza³y, ¿e dwusk³adniko-
we systemy regulacyjne mog¹ stanowiæ nowe poten-
cjalne miejsca dzielenia leków przeciwdrobnoustrojo-
wych, co potwierdzi³y pierwsze próby ingerencji w ich
funkcje [2, 10, 55, 56, 59]. Ma to szczególne znacze-
nie w erze narastaj¹cej lekooporno�ci drobnoustrojów
i pojawiania siê szczepów wielolekoopornych, nie-
wra¿liwych na wszystkie obecnie znane antybiotyki
i chemioterapeutyki.
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2. Budowa dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne tworz¹ du¿¹
rodzinê spokrewnionych bia³ek. Systemy te sk³adaj¹
siê z dwóch elementów: kinazy histydynowej i regu-
latora odpowiedzi. Ogólny schemat budowy dwu-
sk³adnikowych systemów regulacyjnych w komórkach
bakterii przedstawia siê podobnie (Rys. 1). Kinaza hi-
stydynowa jest bia³kiem wbudowanym w b³onê cyto-
plazmatyczn¹ bakterii, natomiast regulator odpowie-
dzi jest bia³kiem znajduj¹cym siê w cytoplazmie
komórki. W budowie kinazy histydynowej wyró¿nia
siê domenê N-koñcow¹, zwan¹ sensorem i domenê
C-koñcow¹ o aktywno�ci kinazy, zwan¹ przeka�nikiem
[8, 16, 24, 47]. Sygna³y ze �rodowiska zewnêtrznego s¹
odbierane bezpo�rednio przez czê�æ sensorow¹ kinazy
histydynowej, co powoduje autofosforylacjê pier�cie-
nia imidazolowego reszty histydyny (His) w obrêbie
domeny przeka�nika przy udziale ATP z wytworze-
niem wysokoenergetycznego wi¹zania fosforoamido-
wego. Nale¿y dodaæ, ¿e domena przeka�nika mo¿e
mieæ równie¿ aktywno�æ fosfatazy, a wiêc odpowiadaæ
za defosforylacjê His [8, 16, 24].

Dok³adna analiza budowy kinaz histydynowych
pozwoli³a na wyodrêbnienie dwóch klas tych bia³ek
w oparciu o organizacjê przestrzenn¹ poszczególnych
elementów, takich jak: H-box (akceptor reszty fosfora-
nowej) i region wi¹zania ATP � CA (catalytic ATP-bin-
ding domain) [12, 16]. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e sekwencje
aminokwasowe w obrêbie regionu H-box s¹ wysoce
konserwatywne, charakterystyczne dla ca³ej rodziny
kinaz histydynowych. Pierwsz¹ grupê tworz¹ kinazy
typu EnvZ, najbardziej rozpowszechnione w�ród dwu-
sk³adnikowych systemów regulacyjnych [12, 16, 24,
47, 55]. Region H-box znajduje siê w bardzo bliskim
s¹siedztwie regionu CA. Bardzo czêsto domena prze-
ka�nikowa mo¿e byæ zwi¹zana z dodatkow¹ podjed-
nostk¹, tzw. Hpt (histidine phosphotransfer). Stanowi

ona donor grupy fosforanowej dla reszty asparagino-
wej regulatora odpowiedzi [12, 16]. W niektórych ki-
nazach podjednostka Hpt mo¿e funkcjonowaæ jako
osobne bia³ko po�rednicz¹ce w przekazywaniu reszty
fosforanowej [16].

W kinazach typu CheA, stanowi¹cych drug¹ klasê
enzymów, regiony H-box oraz CA znajduj¹ siê w wiêk-
szej odleg³o�ci od siebie i s¹ oddzielone dodatkowymi
domenami, a podjednostka Hpt zlokalizowana jest
w bezpo�rednim s¹siedztwie H-box. Kinaza histydy-
nowa zbudowana z wielu takich domen nosi nazwê
kinazy hybrydowej [12].

W nastêpnym etapie przep³ywu informacji w obrê-
bie dwusk³adnikowego systemu regulacyjnego docho-
dzi do przeniesienia grupy fosforanowej z reszty His
z domeny przeka�nikowej kinazy histydynowej na resz-
tê asparaginow¹ (Asp) regulatora odpowiedzi z wytwo-
rzeniem wysokoenergetycznego wi¹zania acylofosfora-
nowego. To ufosforylowane bia³ko funkcjonuj¹c jako
regulator transkrypcji, decyduje o ekspresji genów,
a tym samym o stopniu nasilenia produkcji bia³ek za-
równo strukturalnych jak i enzymatycznych [8, 16, 24].
W budowie regulatora odpowiedzi mo¿na wyró¿niæ
czê�æ N-koñcow¹ i C-koñcow¹. Czê�æ N-koñcowa,
zwana równie¿ domen¹ regulatorow¹ lub odbiorni-
kiem zawiera resztê Asp ulegaj¹c¹ fosforylacji. Do-
mena efektorowa zlokalizowana w czê�ci C-koñcowej
posiada zdolno�æ wi¹zania siê z sekwencjami promo-
torowymi ³añcucha DNA odpowiednich genów wp³y-
waj¹c na poziom ich ekspresji. Przyk³adem takiej pod-
jednostki jest sekwencja HTH (helix-turn-helix) [18].
Nale¿y zaznaczyæ, ¿e po utworzeniu kompleksu po-
miêdzy regulatorem odpowiedzi a miejscem jego do-
celowego dzia³ania dochodzi do defosforylacji tego
bia³ka [16]. Ró¿ne regulatory odpowiedzi w swojej
strukturze zawieraj¹ domenê akceptorowa dla reszty
fosforanowej typu CheY [18]. Podobnie jak w przy-
padku kinaz histydynowych równie¿ w obrêbie regu-
latora odpowiedzi mo¿emy wyodrêbniæ ró¿ne klasy

Rys 1. Schemat przedstawiaj¹cy ogólny mechanizm dzia³ania dwusk³adnikowych systemów regulacyjnych
Sygna³y ze �rodowiska odbierane przez czê�æ N-koñcow¹ kinazy histydynowej (sensor), przekazywane s¹ na czê�æ C-koñcow¹ (przeka� nik), powo-
duj¹c autofosforylacjê reszty histydyny w domenie przeka�nikowej. Nastêpnie reszta fosforanowa przenoszona jest na resztê asparaginy w czê�ci
N-koñcowej regulatora odpowiedzi, co powoduje ³¹czenie siê czê�ci C-koñcowej, czyli efektora z sekwencjami promotorowymi odpowiednich

genów wp³ywaj¹c na poziom ich transkrypcji (szczegó³y w tek�cie).
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bia³ek, ró¿ni¹cych siê budow¹ regionu odpowiedzial-
nego za wi¹zanie z DNA [55]. Najczê�ciej wystêpuj¹
regulatory odpowiedzi nale¿¹ce do klasy OmpR, NarL
i NtrC, obejmuj¹ce prawie 60% wszystkich opisanych
regulatorów [18].

Niektóre dwusk³adnikowe systemy regulacyjne wy-
kazuj¹ nieco bardziej z³o¿on¹ budowê. Charakteryzuje
je obecno�æ wielu bia³ek przekazuj¹cych sobie kolejno
grupê fosforanow¹. Poszczególne elementy tego ci¹gu
mog¹ stanowiæ indywidualne bia³ka (Rys. 2A) lub byæ
po³¹czone w wielodomenowe uk³ady (Rys. 2B) [16].
Przenoszenie grup fosforanowych przebiega w po-
rz¹dku: His → Asp → His → Asp. Bia³ka przenosz¹ce
grupy fosforanowe pe³ni¹ funkcjê jedynie po�redni-
cz¹c¹, a w³a�ciwym regulatorem odpowiedzi w tym
systemie jest ostatnie bia³ko tego szeregu. Taki wie-
lobia³kowy uk³ad nosi nazwê �sztafety� i reguluje
ekspresjê genów bia³ek uczestnicz¹cych w bardziej
skomplikowanych szlakach metabolicznych [18]. Zi-
dentyfikowano je m.in. w komórkach Bacillus subti-
lis, gdzie reguluj¹ ekspresjê genów, odpowiedzialnych
za wytwarzanie form przetrwalnych. Ponadto decy-
duj¹ o ekspresji genów koduj¹cych czynniki chorobo-
twórczo�ci u wielu drobnoustrojów, jak np. u Bor-
detella pertussis, Candida albicans czy Aspergillus
fumigatus [53].

Zarówno w przypadku prostych dwusk³adniko-
wych systemów regulacyjnych, jak i tzw. �sztafet�, re-
gulator odpowiedzi jest czynnikiem reguluj¹cym
transkrypcjê, bezpo�rednio kontroluj¹c ekspresjê ge-
nów pojedynczych lub zorganizowanych w operony.
Pobudzenie dwusk³adnikowego systemu regulacyjne-
go prowadzi do �w³¹czenia� lub �wy³¹czenia� trans-
krypcji odpowiednich genów. Istotny jest fakt, ¿e efekt
kontroli pobudzonego systemu prowadzi zawsze do
optymalnej modyfikacji metabolizmu bakterii w okre�-
lonym �rodowisku, np. w organizmie gospodarza [53].
Nale¿y dodaæ, ¿e regulator odpowiedzi mo¿e równie¿
bezpo�rednio uczestniczyæ w regulacji innych pro-
cesów ¿yciowych komórek bakterii. Przyk³adem jest
regulator odpowiedzi CheY, który w po³¹czeniu z ki-
naz¹ CheA oraz fosfataz¹ CheZ, reguluje proces che-
motaksji u Escherichia coli oraz Salmonella enterica,
uwarunkowany ukierunkowanym ruchem bakterii; naj-
prawdopodobniej bia³ko CheY wchodzi w interakcjê
z �motorami� rzêsek [18, 50].

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne wykryto u
licznych gatunków bakterii chorobotwórczych, zarów-
no Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych oraz pr¹t-
ków. Dotychczas nie wykazano wystêpowania tych
systemów u mykoplazm [17, 18]. Lista kinaz histydy-
nowych i regulatorów odpowiedzi dostêpna w bazie

Rys. 2. Schemat dzia³ania dwusk³adnikowych systemów regulacyjnych dzia³aj¹cych w tzw. systemie sztafetowym
A) przyk³ad dwusk³adnikowego systemu regulacyjnego, w sk³ad którego wchodz¹ dodatkowe, oddzielne bia³ka przenosz¹ce resztê fosforanow¹

z kinazy histydynowej na regulator odpowiedzi,
B) przyk³ad dwusk³adnikowego systemu regulacyjnego zbudowanego z kinazy histydynowej oraz kompleksu bia³ek przenosz¹cych resztê fosfora-

now¹ z kinazy na regulator odpowiedzi (szczegó³y w tek�cie).
P � przeka�nik, R � regulator, B1-4 � kolejne bia³ka stanowi¹ce dodatkowe elementy dwusk³adnikowych systemów regulacyjnych.
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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. Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne
u bakterii Gram-dodatnich

Dwusk³adnikowe 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]. Nale¿y wspomnieæ, ¿e B. subtilis jest
obiektem intensywnych badañ nad tego typu systema-
mi. Mo¿liwe jest to dziêki poznaniu sekwencji ca³ego
genomu tego drobnoustroju [13].

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne w komór-
kach bakterii Gram-dodatnich bior¹ udzia³ w tzw. sys-
temie quorum sensing, reguluj¹cym ekspresjê genów
w populacji bakterii w odpowiedzi na zmiany liczby
komórek (gêsto�ci populacji) ¿yj¹cych w okre�lonej ni-
szy. Komórki bakterii wytwarzaj¹ specyficzne cz¹stecz-
ki sygna³owe wydzielane do �rodowiska, które wi¹¿¹
siê ze specyficznymi sensorami w b³onie cytoplazma-
tycznej, co powoduje transmisjê sygna³u na odpowied-
nie bia³ko efektorowe i w konsekwencji skoordyno-
wan¹ zmianê ekspresji genów kontroluj¹cych wa¿ne
procesy ¿yciowe w ca³ej populacji komórek. W przy-
padku bakterii Gram-dodatnich funkcjê takich cz¹ste-
czek sygna³owych pe³ni¹ oligopeptydy, np. peptyd AIP
(autoinducing peptide), zwi¹zany z dwusk³adnikowym
systemem regulacyjnym AgrC/AgrA u S. aureus [27].

Poni¿ej opisane s¹ przyk³ady dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych bior¹cych udzia³ w regulacji
ekspresji genów warunkuj¹cych chorobotwórczo�æ oraz
lekooporno�æ wybranych gatunków bakterii Gram-do-
datnich, jak równie¿ system Kin/SpoOA u B. subtilis.

3.1. System AgrC/AgrA u Staphylococcus sp.

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne zosta³y opi-
sane u S. aureus, a ostatnio równie¿ u S. epidermidis
[41, 57, 63]. Jednym z pierwszych opisanych jest sys-
tem AgrC/AgrA, który wp³ywa na ekspresjê genów
warunkuj¹cych syntezê egzotoksyn m. in. takich jak:
hemolizyny a, b, d i g, czy toksyna wstrz¹su toksycz-
nego TSST-1 (toxic shock syndrome toxin-1); które
stanowi¹ wa¿ne czynniki chorobotwórczo�ci S. aureus
[26, 31, 41, 60, 63]. Jest to, jak wspomniano, przyk³ad
systemu zaanga¿owanego w proces quorum sensing
[63]. Region agr sk³ada siê z dwóch operonów, P2 i P3.
Operon P2 koduje dwusk³adnikowy system regulacyj-

ny i jednocze�nie stanowi jednostkê tzw. autoindukcji,
a operon P3 odpowiada za syntezê transkryptu RNA
III. W sk³ad operonu P2 wchodz¹ cztery geny, kolejno
oznaczane jako agrB, agrD, agrC i agrA. Gen agrD
koduje peptyd sygna³owy AIP w postaci propeptydu
pro-AIP, agrB � bia³ko odpowiedzialne za przetwarza-
nie pro-AIP i jego sekrecjê na zewn¹trz komórki bak-
teryjnej w postaci o pe³nej aktywno�ci (AIP), agrC
� transb³onow¹ kinazê histydynow¹, stanowi¹c¹ jedno-
cze�nie receptor dla peptydu AIP, agrA � regulator od-
powiedzi. Peptyd AIP, wydzielany na zewn¹trz komórki
bakteryjnej, ³¹czy siê z kinaz¹ sensora AgrC, co prowa-
dzi do autofosforylacji tego bia³ka [26, 31, 41, 57, 63].
Prawdopodobnie mo¿liwa jest równie¿ fosforylacja
regulatora odpowiedzi bez udzia³u po³¹czenia recep-
tor/AIP. W nastêpnym etapie dochodzi do fosforylacji
regulatora odpowiedzi AgrA. Bia³ko to wraz z bia³kiem
SarA (staphylococcal accessory regulator) aktywuje
promotory operonów P2 i P3 [60, 63]. W momencie
aktywacji dwusk³adnikowego systemu regulacji AgrC/
AgrA, obok wzrostu ekspresji i w konsekwencji bio-
syntezy bia³ek operonu P2, dochodzi równie¿ do wzros-
tu poziomu wewn¹trzkomórkowego efektora RNAIII
� produktu transkrypcji operonu P3, który dzia³a jako
efektor aktywuj¹cy transkrypcjê wielu genów determi-
nuj¹cych czynniki chorobotwórczo�ci, w tym genu hld
koduj¹cego *-hemolizynê oraz genów odpowiedzial-
nych za syntezê TSST-1 [26, 27, 38, 41, 50, 52, 63].
Rys. 3 przedstawia regulacjê operonów P2 i P3 przez
system AgrC/AgrA u bakterii Staphylococcus aureus.

System AgrC/AgrA u S. epidermidis wp³ywa na
zdolno�æ tworzenia biofilmu, jednego z bardzo wa¿-
nych czynników chorobotwórczo�ci tego drobnoustro-
ju, �ubogiego� w produkcjê zewn¹trzkomórkowych
enzymów. Okaza³o siê, ¿e mutanty w regionie agr maj¹
znacznie wiêksz¹ zdolno�æ do tworzenia tej struktury
ni¿ szczepy z prawid³ow¹ funkcj¹ tych genów [41, 60,
63]. Jednocze�nie stwierdzono, i¿ izolaty S. epidermi-
dis O-47 (drobnoustrój wzorcowy w badaniu zdolno�ci
tworzenia struktury biofilmu), posiadaj¹ zmutowane
i tym samym nieaktywne geny agr. V u o n g  i wsp.
[41, 60] wykazali, ¿e system AgrC/AgrA nie wp³ywa
na zdolno�æ do szybko�ci podzia³ów komórkowych
oraz kszta³t komórek bakteryjnych, a jedynie mo¿e mieæ
znaczenie we wczesnym etapie tworzenia struktury
biofilmu, jakim jest adhezja drobnoustrojów do po-
wierzchni biomateria³ów. Dalsze badania wykaza³y, i¿
ekspresja genów agr nie ma ¿adnego wp³yw na ekspre-
sjê regionu icaADBC warunkuj¹cego syntezê komór-
kowego antygenu PIA (polysaccharide intracellular
antygen) � wa¿nego czynnika chorobotwórczo�ci
gronkowców koagulazo-ujemnych, bior¹cego udzia³
w tworzeniu struktury biofilmu na etapie oddzia³y-
wañ swoistych drobnoustrój/biomateria³. Jednocze�nie
stwierdzono, ¿e nawet wysoki poziom bia³ka PIA nie
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jest wystarczaj¹cy do tworzenia struktury biofilmu
w przypadku braku mutacji w regionie agr [41, 60].
Uzyskane wyniki wskazuj¹, ¿e mutacje w obrêbie ge-
nów agr i ekspresja regionu ica mo¿e doprowadziæ do
utworzenia szczepów o silnych w³a�ciwo�ciach two-
rzenia struktury biofilmu [41, 60, 61, 63].

3.2. System BacR/BacS u Bacillus sp.

Bacytracyna nale¿¹ca do grupy antybiotyków poli-
peptydowych jest wytwarzana przez szczepy Bacillus
subtillis i Bacillus licheniformis, a operonem odpowie-
dzialnym za syntezê tego antybiotyku jest bacABC
[29, 39]. Jednocze�nie komórki syntetyzuj¹ce ten lek
wykazuj¹ na niego oporno�æ. Zwi¹zane jest to m.in.
z obecno�ci¹ operonu bcrABC, który koduje bia³ka
transportowe BcrABC odpowiedzialne za aktywny
transport antybiotyku poza komórkê macierzyst¹.
W obrêbie genomu B. licheniformis, pomiêdzy opero-
nem bacABC i bcrABC, zidentyfikowano dodatkowe
geny bacRS, które koduj¹ typowy dwusk³adnikowy
system reguluj¹cy ekspresjê genów bcrABC. System ten
sk³ada siê z regulatora odpowiedzi BacR (gen bacR)
i kinazy histydynowej BacS (gen bacS) [39].

Badania poparte analizami Western-blott wykaza³y,
¿e produkcja jednego z bia³ek transportuj¹cych (BacA)
jest regulowana w dodatnim sprzê¿eniu zwrotnym
w stosunku do ilo�ci wytwarzanej bacytracyny [39, 44].
Szczepy posiadaj¹ce zmutowane geny bacRS wykazy-
wa³y produkcjê tego bia³ka transportowego na sta³ym,
wysokim poziomie, niezale¿nie od stê¿enia antybioty-
ku w �rodowisku, ale by³y wra¿liwe na bacytracynê

[39, 44, 45]. Sugeruje to, i¿ ekspresja bia³ek BcrABC
mo¿e pozostawaæ pod �cis³¹ kontrol¹ genów bacRS,
a prawid³owo dzia³aj¹cy system BacRS jest niezbêd-
nym czynnikiem w autooporno�ci bakterii z rodzaju
Bacillus na wytwarzan¹ bacytracynê [39].

3.3. System VanS/VanR u Enterococcus faecalis

Pierwsze szczepy wykazuj¹ce niewra¿liwo�æ na
wankomycynê pojawi³y siê w�ród drobnoustrojów z ro-
dzaju Enterococcus [46]. Wyró¿nia siê kilka typów
oporno�ci na antybiotyki glikopeptydowe w�ród tej
grupy bakterii. Jednym z nich jest fenotyp VanA charak-
teryzuj¹cy siê wysok¹ oporno�ci¹ enterokoków zarów-
no na wankomycynê jak i teikoplaninê [9, 36, 46]. Geny
vanR, vanS, vanH, vanA i vanX tworz¹ operon vanA
[8]. Zlokalizowany on jest na plazmidach lub transpo-
zonach [9, 46]. Oporno�æ na antybiotyki glikopeptydo-
we zwi¹zana jest z zamian¹ jednego z koñcowych ele-
mentów mostków pentapeptydowych peptydoglikanu,
D-ala-D-ala (miejsce wi¹zania antybiotyków glikopep-
tydowych poprzez utworzenie piêciu wi¹zañ wodoro-
wych), na D-ala-D-lactate i tym samym zmniejszenia
powinowactwa antybiotyku do petydoglikanu oko³o
1000-krotnie [9, 36, 48]. Za utratê wra¿liwo�ci ko-
mórek enterokoków na antybiotyki glikopeptydowe
odpowiada kilka enzymów:

● ligaza (gen vanA), która odpowiada za syntezê
D-R-peptydów z prekursorów D-ala-D-lac,

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

Rys. 3. Schemat regulacji operonów P2 i P3 przez system AgrC/AgrA u bakterii Staphylococcus aureus
Aktywacja systemu AgrC/AgrA powoduje zwiêkszenie syntezy peptydu AIP (produkt genu agrD, modyfikowany przez bia³ko genu agrB);
AIP po sekrecji na zewn¹trz komórki bakteryjnej ³¹czy siê z sensorem, co prowadzi aktywacji kinazy histydynowej AgrC i w konsekwencji

regulatora odpowiedzi AgrA. Bia³ko AgrA wraz z bia³kiem SarA aktywuje promotory operonów P3 i P2 (szczegó³y w tek�cie).

Rys. 4. Schemat regulacji operonu van u Enterococcus sp.
Sygna³ �rodowiskowy (wankomycyna) powoduje autofosforylacjê kinazy histydynowej (VanS), a w dalszej kolejno�ci regulatora

odpowiedzi (VanR). W konsekwencji prowadzi to do aktywacji genów dla bia³ek odpowiedzialnych za fenotyp oporno�ci typu VanA,
takich jak: ligaza (vanA), dehydrogenaza (vanH), dipeptydaza (vanX) (szczegó³y w tek�cie).
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● dipeptydaza (gen vanX), odpowiadaj¹ca za hy-
drolizê wi¹zañ amidowych D-ala-D-ala,

● karboksypeptydaza (gen vanY), która odczepia C-
koñcowe reszty D-alaniny (D-ala) od pó�niejszych
prekursorów peptydoglikanu [1, 9, 36, 48, 49].

W dalszych badaniach prowadzonych g³ównie
u E. faecalis, udowodniono, i¿ za ekspresjê fenotypu
oporno�ci VanA odpowiada dwusk³adnikowy system
regulacyjny, kodowany przez geny vanR i vanS, rów-
nie¿ zlokalizowane w operonie van. Kinaza histydy-
nowa VanS w odpowiedzi na obecno�æ antybiotyku
w �rodowisku ulega autofosforylacji, co w nastêpnym
etapie prowadzi do fosforylacji regulatora odpowiedzi
VanR [9]. W konsekwencji powoduje to aktywacjê
ekspresji genów vanHAX oraz syntezê wy¿ej opisa-
nych enzymów, warunkuj¹cych oporno�æ typu VanA
szczepów 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 �rodowiska laseczki
z rodzaju Bacillus s¹ zdolne do tworzenia przetrwal-
ników (endospor). Badania nad mechanizmem tworze-
nia endospor u Bacillus subtilis wykaza³y, jak bardzo
z³o¿ony jest to proces. W tym procesie istotn¹ rolê od-
grywa m.in. dwusk³adnikowy system regulacyjny Kin/
SpoOA, kontroluj¹cy ekspresjê genów odpowiedzial-
nych za proces sporulacji oraz syntezê tzw. czynników
sigma � bia³ek, bêd¹cych podjednostkami polimerazy
RNA, które po po³¹czeniu siê z rdzeniem enzymu
umo¿liwiaj¹ prawid³owe rozpoznanie sekwencji pro-
motorowej [13, 28].

W sk³ad dwusk³adnikowego systemu regulacyjnego
wchodz¹ 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 regulatorów od-
powiedzi: SpoOF, SpoOB i SpoOA. Jest to przyk³ad
wielobia³kowego dwusk³adnikowego systemu regula-
cyjnego � �sztafety�. Poziom ufosforylowanej formy
bia³ka SpoOA jest istotnym czynnikiem reguluj¹cym
wzrost form wegetatywnych lub te¿ inicjacjê procesu
sporulacji, a tym samym warunkuj¹cym �decyzjê� ko-
mórki, czy ma zacz¹æ sporulacjê. To ufosforylowane
bia³ko hamuje ekspresjê genu abrB, kluczowego
w procesie inicjacji sporulacji, którego produkt � bia³-
ko AbrB jest represorem genów odpowiedzialnych za
sporulacjê. Zatem zahamowanie ekspresji genu abrA
powoduje aktywacjê transkrypcji genów zaanga¿owa-
nych w proces sporulacji [23, 54]. Nale¿y dodaæ, ¿e
ufosforylowane bia³ko SpoOA odpowiada równie¿ za
aktywacjê genów zaanga¿owanych w pó�niejsze fazy
procesu sporulacji, takich jak: spoIIA, spoIIE, spoIIG.

Produktami ekspresji tych genów s¹ odpowiednio
czynniki sigma: sF, sE i sG. Te alternatywne czynniki s¹
syntetyzowane tylko wtedy, gdy istnieje zapotrzebowa-
nie na produkty bêd¹ce pod ich kontrol¹ [13, 24, 28].

4. Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne
u bakterii Gram-ujemnych

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne s¹ równie¿
rozpowszechnione w�ród bakterii Gram-ujemnych.
Wykazano ich obecno�æ 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 dwusk³adnikowym systemem
regulacyjnym w�ród bakterii Gram-ujemnych jest sys-
tem EnvZ/OmpR u E. coli, warunkuj¹cy syntezê bia³ek
porynowych w odpowiedzi na zmieniaj¹ce siê ci�nienie
osmotyczne �rodowiska zewnêtrznego (omówienie
w rozdz. 4.3). Budowa kinazy sensora (EnvZ) oraz re-
gulatora odpowiedzi (OmpR) sta³y siê jednocze�nie
�wzorcowymi� modelami do wyodrêbnienia ró¿nych
klas w obrêbie tych bia³ek (rozdz. 2). Stwierdzono ho-
mologiê pomiêdzy regulatorami odpowiedzi klasy
OmpR w�ród takich drobnoustrojów jak, np. B. subtilis
(SpoOF), S. pneumoniae (Spy), E. faecalis (Efa), Myco-
bacterium tuberculosis (Mtu) i Salmonella Typhimu-
rium (Sty) [55]. Podobn¹ homologiê mo¿emy odnale�æ
w�ród kinaz sensora typu EnvZ u Enterococcus sp.
(VanA), B. subtilis (KinA), E coli (ArcB) [47].

Poni¿ej opisane s¹ przyk³ady dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych warunkuj¹cych chorobotwór-
czo�æ wybranych gatunków bakterii Gram-ujemnych
oraz system EnvZ/OmpR u E. coli.

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

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne u P. aerugi-
nosa nale¿¹ do jednych z najlepiej poznanych. Do dnia
dzisiejszego opisano oko³o 60 takich systemów u tego
drobnoustroju, m.in. system CbrA/CbrB, zaanga¿owa-
ny w regulacjê ekspresji genów koduj¹cych szlaki me-
taboliczne wykorzystuj¹ce argininê, histydynê, proli-
nê jako �ród³a wêgla i azotu (podobnie jak system
NtrB/NtrC); system PprB/PprA, reguluj¹cy przepusz-
czalno�æ b³ony komórkowej i wra¿liwo�æ na antybio-
tyki jak równie¿ wytwarzanie laktonu N-acylohomo-
seryny, bior¹cego udzia³ w systemie quorum sensing
u bakterii Gram-ujemnych; system PhoP/PhoQ, zaanga-
¿owany w regulacjê oporno�ci na polimyksynê w odpo-
wiedzi na stê¿enie jonów Mg2+ w �rodowisku zewnêtrz-
nym [11, 34, 37, 40].
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P. aeruginosa jest jednym z czynników etiologicz-
nych przewlek³ych zaka¿eñ p³uc, przede wszystkim
u chorych z mukowiscydoz¹ (CF � cystis fibrosis) [32,
33, 62]. Wiêkszo�æ szczepów P. aeruginosa izolowa-
nych od pacjentów z CF s¹ to izolaty posiadaj¹ce zdol-
no�æ wytwarzania egzopolisacharydu, zwanego algi-
nianem, sprzyjaj¹cego tworzeniu biofilmu [32, 33].
Wysoki poziom syntezy alginianu zwi¹zany jest z syn-
tez¹ alternatywnego czynnika sigma (F22) kodowanego
przez gen algT (algU). Czynnik ten indukuje ekspre-
sjê co najmniej 4 genów lub operonów niezbêdnych
w syntezie alginianu, m.in. takich jak: gen algD, wa-
runkuj¹cy syntezê kluczowego enzymu � dehydro-
genazy GDP-mleczanowej, czy te¿ operonów algB
i algR, koduj¹cych dwusk³adnikowe systemy regula-
cyjne [32, 33, 62, 64].

W systemach tych rolê kinaz histydynowych spe³-
niaj¹ bia³ka KinB i AlgZ, a regulatorów odpowiedzi
bia³ka AlgB (dla kinazy KinB) i AlgR (dla kinazy
AlgZ). Oba te systemy kontroluj¹ syntezê alginianu,
poprzez aktywacjê procesu transkrypcji genu algD
[32, 33, 62, 64]. Okazuje siê jednak, i¿ w przypadku
tych systemów kontrola ekspresji genów odpowie-
dzialnych za syntezê egzopolisacharydu nie mo¿e byæ
rozpatrywana jako klasyczny proces zale¿ny od reak-
cji fosforylacji poszczególnych domen [32]. Badania
przeprowadzone przez M a  i wsp. [32] wskazuj¹, ¿e
w warunkach in vitro defekt w fosforylacji regulatora
odpowiedzi AlgB nie wp³ywa na syntezê alginianu
i komórki te nadal produkuj¹ ten zwi¹zek. W przy-
padku systemu AlgZ/AlgR wysuniêto hipotezê, i¿ nie-
ufosforylowana forma regulatora odpowiedzi AlgR
mo¿e odgrywaæ rolê w nasileniu syntezy alginianu,
natomiast postaæ ufosforylowana mo¿e mieæ wp³yw na
inne funkcje komórki [32]. Przypuszcza siê, ¿e proces
autofosforylacji kinaz histydynowych KinB i AlgZ
mo¿e byæ uzale¿niony od obecno�ci pewnych czynni-

ków in vivo, jakie wystêpuj¹ m.in. u pacjentów z CF,
np.: odwodnienie, wysoka osmolalno�æ, zmniejszona
zawarto�æ zwi¹zków od¿ywczych czy te¿ obecno�æ
antybiotyków [33]. W konsekwencji mo¿e to pobu-
dzaæ komórki do syntezy alginianu. Dlatego te¿ zaha-
mowanie procesów fosforylacji zachodz¹cych w tych
systemach mo¿e zapobiegaæ syntezie egzopolisacha-
rydu w komórkach P. aeruginosa inicjuj¹c proces za-
siedlania organizmu gospodarza [32].

4.2. System BvgS/BvgA u Bordetella pertussis

B. pertussis jest czynnikiem etiologicznym krztu�-
ca. Chorobotwórczo�æ tego drobnoustroju jest uwarun-
kowana syntez¹ toksyn (toksyna krztu�cowa, cyklaza
adenylowa, cytotoksyna tchawicza, endotoksyna) oraz
adhezyn (fimbrie otoczkowe). Synteza tych czynników,
kontrolowana jest przez dwusk³adnikowy system regu-
lacyjny BvgS/BvgA. Bia³ko BvgS (gen bvgS) spe³nia
rolê kinazy histydynowej, a bia³ko BvgA (gen bvgA)
� regulatora odpowiedzi. Kinaza BvgS stanowi przy-
k³ad kinazy hybrydowej. Zbudowana jest z czterech
podjednostek: sensora, przeka�nika, odbiornika zwane-
go regulatorem kinazy oraz czê�ci C-koñcowej o nie-
znanej funkcji, oddzielonych krótkim i fragmentami
bogatymi w reszty alanina/prolina. Czê�æ C-koñcowa
nie wykazuje homologii do innych znanych kinaz [58].
W przypadku kinazy BvgS dochodzi do autofosfory-
lacji reszty His w domenie przeka�nika, a nastêpnie
reszty Asp w domenie odbiornika. Ka¿da z tych ufos-
forylowanych reszt aminokwasowych mo¿e byæ do-
norem grup fosforanowych dla bia³ka BvgA [58].
Bia³ko to powoduje aktywacjê genu ptx koduj¹cego
toksynê krztu�cow¹ oraz genów vir, takich jak: gen
cyaA � koduj¹cy cyklazê adenylanow¹, czy geny fim-1,
fim-2, fimX, koduj¹ce fimbrie [6]. Nale¿y dodaæ, i¿
w przypadku Bordetella bronchoseptica w odró¿nieniu

Rys. 5. Schemat dzia³ania systemu BvgS/BvgA u Bordetella pertussis
Sygna³ �rodowiskowy powoduje autofosforylacjê hybrydowej kinazy histydynowej (BvgS), a w dalszej kolejno�ci regulatora odpowied zi (BvgA).

W konsekwencji prowadzi to do aktywacji genów dla bia³ek warunkuj¹cych chorobotwórczo�æ tego drobnoustroju (szczegó³y w tek�cie ).
D1 � domena przeka�nika, D2 � domena odbiornika (regulatora kinazy), D3 � czê�æ C-koñcowa, R � regulator.
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od B. pertussis, proces fosforylacji systemu BvgS/
BvgA prowadzi do zahamowania wydzielania toksyn
[55]. Rys. 5 przedstawia dzia³anie systemu BvgS/
BvgA u B. pertussis.

4.3. System EnvZ/OmpR u Escherichia coli

Jednym z najlepiej zbadanych dwusk³adnikowych
systemów regulatorowych jest wspomniany system
EnvZ/OmpR u E. coli, odpowiedzialny za regulacjê
syntezy bia³ek porynowych w b³onie zewnêtrznej
w odpowiedzi na zmieniaj¹ce siê ci�nienie osmotyczne
�rodowiska zewnêtrznego. Bia³ko EnvZ (gen envZ)
w systemie tym spe³nia rolê kinazy histydynowej,
a bia³ko OmpR (gen ompR) � regulatora odpowiedzi.
Ufosforylowana forma bia³ka OmpR odpowiada za
poziom ekspresji genów ompC i ompF, warunkuj¹cych
syntezê bia³ek porynowych w b³onie zewnêtrznej [5,
7, 20]. Bia³ka te odpowiedzialne s¹ za dyfuzjê ma³ych
cz¹stek o masie cz¹steczkowej mniejszej ni¿ 650 Da
i posiadaj¹cych charakter hydrofilny. Regulacja od-
powiednich bia³ek porynowych uzale¿niona jest od
warto�ci ci�nienia osmotycznego w �rodowisku ¿ycia
bakterii. Stwierdzono, ¿e niska osmoralno�æ lub wy-
sokie pH powodujê fosforylacj¹ tylko ok. 3,5% bia³ka
OmpR w stosunku do ca³ej jego zawarto�ci w komórce
bakteryjnej, a w konsekwencji powoduje to aktywacjê
genu bia³ka porynowego OmpF. W przypadku wyso-
kich warto�ci ci�nienia osmotycznego lub niskiego
pH, dochodzi do procesu fosforylacji ponad 10% ca³-
kowitego poziomu regulatora odpowiedzi i aktywacji
syntezy bia³ka porynowego OmpC oraz represji syn-
tezy poryny OmpF [5, 7, 20].

5. Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne
u bakterii jako nowe potencjalne miejsca
dzia³ania dla leków przeciwdrobnoustrojowych

Sprawne funkcjonowanie dwusk³adnikowych sys-
temów regulacyjnych w komórkach bakterii pozwala
im odpowiednio reagowaæ na czynniki �rodowiska
zewnêtrznego. Równie¿ w sytuacji zasiedlania tka-
nek organizmu gospodarza, drobnoustroje s¹ podda-
wane dzia³aniu szeregu jego mechanizmów obronnych
[57]. Obecno�æ w komórkach bakterii dwusk³adniko-
wych systemów regulacyjnych, umo¿liwia patogenom
pokonaæ te bariery, sprzyja podzia³om komórkowym
w tkankach gospodarza, prowadz¹c w ten sposób do
rozwoju infekcji, obejmuj¹cych czasem ca³y orga-
nizm. Badania dwusk³adnikowych systemów potwier-
dzi³y ich integraln¹ rolê w patogenezie chorób infek-
cyjnych. Od kilku lat trwaj¹ wiêc w laboratoriach
próby syntezy zwi¹zków hamuj¹cych ich aktywno�æ
[2, 3, 56].

Skuteczny i bezpieczny �rodek przeciwdrobno-
ustrojowy powinien ingerowaæ specyficznie w procesy
¿yciowe bakterii, tzn. powinien wykazywaæ mo¿liwie
nisk¹ toksyczno�æ w stosunku do komórek cz³owieka
(gospodarza), a tym samym maksymaln¹ wybiórczo�æ
dzia³ania. Powinien niszczyæ komórkê bakteryjn¹ i nie
byæ toksyczny dla komórek gospodarza. Niektóre ce-
chy dwusk³adnikowych systemów czyni¹ z nich god-
ne uwagi potencjalne miejsca dzia³ania leków prze-
ciwdrobnoustrojowych [56]. Wa¿nymi cechami tych
systemów s¹:

● powszechne wystêpowanie, czasami nawet w du-
¿ych ilo�ciach, w komórkach patogenów, jak to
ma miejsce w komórkach bakterii, na przyk³ad
P. aeruginosa gdzie zidentyfikowano ich ok. 60,

● funkcjonowanie jako integralna czê�æ mechaniz-
mów odpowiedzialnych za metabolizm komórki
drobnoustroju,

● nieobecno�æ podobnych systemów w komórkach
organizmów nale¿¹cych do królestwa zwierz¹t,
a wiêc równie¿ i cz³owieka,

● wysoka konserwatywno�æ kinaz sensora i regu-
latora odpowiedzi, zw³aszcza w obrêbie miejsc
aktywnych, co nasuwa wniosek, ¿e �rodek prze-
ciwdrobnoustojowy ingeruj¹cy w dwusk³adni-
kowe systemy regulacyjne decyduj¹ce o zjadli-
wo�ci, wykazywaæ bêdzie szerokie spektrum
dzia³ania przeciwdrobnoustrojowego [56].

Mechanizm dzia³ania dwusk³adnikowego systemu
regulacyjnego wskazuje na kilka potencjalnych punk-
tów dla ingerencji inhibitora: etap odbioru sygna³u,
autofosforylacja sensora, interakcja pomiêdzy senso-
rem a regulatorem oraz wi¹zanie regulatora do pro-
motora regulowanego genu [2, 56].

Ponadto, je�li okre�lone dwusk³adnikowe systemy
regulacyjne odpowiadaj¹ za antybiotykooporno�æ, to
ingerencja w ich dzia³anie pozwoli zwiêkszyæ wra¿-
liwo�æ szczepów na antybiotyki. Je�li systemy te wa-
runkuj¹ w³a�ciwo�ci chorobotwórcze bakterii, to za-
hamowanie ich aktywno�ci mo¿e przeciwdzia³aæ
kolonizacji organizmu gospodarza i rozwojowi choro-
by infekcyjnej.

5.1. Naturalne inhibitory dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych

Drobnoustroje z rodzaju Streptomyces maj¹ zdol-
no�æ produkcji wtórnych metabolitów o du¿ej aktyw-
no�ci przeciwbakteryjnej. W procesie fermentacji prze-
biegaj¹cej z udzia³em Streptomyces rimosus otrzymano
seriê halogenowanych pirolo-benzoksazyn, tzw. strep-
topiroli [56]. Charakteryzuj¹ siê szerokim zakresem
dzia³ania przeciwbakteryjnego i przeciwgrzybiczego,
a co istotne wykazuj¹ aktywno�æ przeciwko wielo-
opornym szczepom S. aureus i E. coli. Mechanizm ich



245ROLA DWUSK£ADNIKOWYCH SYSTEMÓW REGULACYJNYCH W CHOROBOTWÓRCZO�CI I LEKOOPORNO�CI BAKTERII

dzia³ania polega na hamowaniu procesu autofosfory-
lacji kinazy histydynowej. Jednocze�nie sugeruje siê,
¿e obserwowana aktywno�æ streptopiroli mo¿e byæ
skutkiem równie¿ innych niespecyficznych efektów,
takich jak proces agregacji [55, 56].

W�ród naturalnych inhibitorów dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych znane s¹ nienasycone kwasy
t³uszczowe, które s¹ inhibitorami zale¿nej od ATP
autofosforylacji kinazy histydynowej, bior¹cej udzia³
w tworzeniu form przetrwalnych przez B. subtilis.
Znana jest te¿ zdolno�æ bromowych pochodnych
zwi¹zków fenolowych do hamowania aktywno�ci sys-
temu dwusk³adnikowego u A. tumefaciens pozwalaj¹-
cego na infekowanie ro�liny w miejscach zranienia [2].

5.2. Syntetyczne inhibitory dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych

Do syntetycznych inhibitorów dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych mo¿emy zaliczyæ takie zwi¹z-
ki jak: salicylanilidy, sole imidazolu, bis-fenole, halo-
fenyloizotiazolony, trityl czy benzimidazole i diarylo-
triazole [56].

Badania mechanizmu dzia³ania wykaza³y, ¿e nie-
które spo�ród najsilniej dzia³aj¹cych inhibitorów, jak na
przyk³ad salicylanilid czy benzimidazol, powoduj¹ he-
molizê erytrocytów, nie naruszaj¹c jednocze�nie b³on
komórkowych S. aureus. Fakt, i¿ wp³ywaj¹ destrukcyj-
nie na komórki zarówno prokariotyczne, jak i eukario-
tyczne, �wiadczy o tym, ¿e obserwowana inhibicja
wzrostu niektórych szczepów bakterii nie jest skutkiem
wybiórczego hamowania systemów regulatorowych,
ale równie¿ zaburzeñ o innym charakterze [56]. Nie
eliminuje to jednak znanych ju¿ syntetycznych inhibi-
torów jako potencjalnych skutecznych leków hamuj¹-
cych dwusk³adnikowe systemy regulacyjne. Bis-fenole
wykazuj¹ dzia³anie hamuj¹ce kinazê histydynow¹ VanS
u enterokoków i metycylinoopornych szczepów gron-
kowca z³ocistego. Podobne w³a�ciwo�ci wykazuj¹ izo-
tiazolony, hamuj¹c system VanS/VanR [3, 56, 59].

Otrzymano równie¿ syntetyczne inhibitory systemu
AglR/AlgZ w komórkach P. aeruginosa kontroluj¹cych
syntezê alginianu. Substancje te nie dzia³aj¹ bakterio-
bójczo, ale hamuj¹ wytwarzanie alginianu przez muko-
idalne szczepy P. aeruginosa, zwiêkszaj¹c tym samym
wra¿liwo�æ tej bakterii na dzia³anie antybiotyków i ak-
tywno�æ systemu immunologicznego gospodarza [2].

Przegl¹danie bibliotek zwi¹zków chemicznych
umo¿liwia odnalezienie inhibitorów dwusk³adniko-
wych systemów regulacyjnych ale o niskiej selek-
tywno�ci i ró¿nych mechanizmach dzia³ania. W po-
szukiwaniu skutecznych inhibitorów tych systemów
korzystniejsze jest projektowanie nowych zwi¹zków
z uwzglêdnieniem struktury kinaz sensora i regulatora
odpowiedzi jako punktu uchwytu [56].

6. Podsumowanie

Badania prowadzone w celu poznania dzia³ania
dwusk³adnikowych systemów regulacyjnych, potwier-
dzi³y ich integraln¹ rolê w adaptacji bakterii do zmie-
niaj¹cych siê czynników �rodowiskowych, w tym rów-
nie¿ skutecznej kolonizacji organizmu cz³owieka.
Systemy te s¹ te¿ zaanga¿owane w regulacjê produkcji
czynników chorobotwórczo�ci bakterii oraz ekspresjê
oporno�ci na antybiotyki i chemioterapeutyki. Ten
w³a�nie fakt czyni je godnymi zainteresowania elemen-
tami w komórkach bakterii z punktu widzenia medycz-
nego i farmakologicznego.

W dobie narastaj¹cej lekooporno�ci drobnoustro-
jów i pojawiania siê szczepów wielolekoopornych,
wykazuj¹cych oporno�æ na obecnie dostêpne antybio-
tyki i chemioterapeutyki, wa¿nym staje siê zagadnienie
poszukiwania nowych leków przeciwdrobnoustrojo-
wych. Poznanie dzia³ania dwusk³adnikowych syste-
mów regulacyjnych, ich funkcji dla ¿ycia komórki
bakteryjnej oraz pierwsze badania nad zwi¹zkami ha-
muj¹cymi ich dzia³anie, stwarza nowe mo¿liwo�ci
w poszukiwaniu nowych i skutecznych leków prze-
ciwdrobnoustrojowych.
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1. Charakterystyka biochemiczna i genetyczna MBL

Bia³ko wi¹¿¹ce mannozê (MBL, mannose-binding
lectin) jest kolektyn¹ nale¿¹c¹ do lektyn zwierzêcych
typu C [63, 86]. Oprócz MBL do grupy kolektyn zali-
czane s¹ równie¿: bia³ka surfaktantu p³ucnego A i D
(SP-A i SP-D), kolektyna w¹troby 1 (CL-L1), kolek-
tyna ³o¿yska 1 (CL-P1), konglutynina, kolektyna 43
(CL-43) i kolektyna 46 (CL-46) [86]. Bia³ka te, bêd¹c
elementami wrodzonej odporno�ci, odgrywaj¹ klu-
czow¹ rolê jako pierwsza linia obrony organizmu wy¿-
szego przed zaka¿eniem. Wa¿n¹ cech¹ tej grupy bia³ek
jest zdolno�æ rozpoznawania patogenów, co wymaga
odró¿nienia wêglowodanowych struktur powierzch-
niowych komórek w³asnych i obcych.

MBL nale¿y do bia³ek ostrej fazy i jego produkcja
w organizmie stymulowana jest przez czynniki zapa-
lenia. MBL jest glikoprotein¹ osocza, produkowan¹
g³ównie w w¹trobie. Stwierdzono tak¿e jej obecno�æ
na powierzchni b³on �luzowych np. uk³adu pokarmo-
wego [86, 88]. MBL wystêpuje w osoczu w postaci
oligomerów sk³adaj¹cych siê z 3 do 6 jednostek. Naj-
czê�ciej s¹ to heksamery o strukturze podobnej do bu-
kietu kwiatów. Ka¿da z tych jednostek jest tripletem

32 kDa ³añcuchów polipeptydowych. Pojedynczy ³añ-
cuch, sk³adaj¹cy siê z 228 aminokwasów, zawiera
cztery domeny: N-koñcow¹ sekwencjê bogat¹ w resz-
ty cysteinowe, region kolagenowy, region �szyjny�
i C-koñcow¹ domenê wi¹¿¹c¹ wêglowodany (CRD,
carbohydrate-recognition domain) (Rys. 1) [63, 83].

Region N-koñcowy zbudowany jest z 21 amino-
kwasów i zawiera cz¹steczki cysteiny, dziêki którym
tworz¹ siê mostki disiarczkowe (SS) pomiêdzy poje-
dynczymi ³añcuchami peptydowymi i tripletami MBL
[63, 83, 86]. Mostki SS oraz oddzia³ywania hydrofobo-
we stabilizuj¹ strukturê tripletu. Domena kolagenowa
(59 reszt aminokwasowych) zawiera 19 powtarzaj¹-
cych siê sekwencji Gly-X-Y, gdzie X i Y s¹ dowolnymi
aminokwasami, ale czêsto s¹ to O-glikozylowane
prolina lub hydroksyprolina [63]. Region ten tworzy
w triplecie MBL strukturê heliksu, która jest stosunko-
wo oporna na dzia³anie proteaz [86]. Domena kolage-
nowa jest odpowiedzialna za wi¹zanie siê MBL z pro-
teazami serynowymi MASP-1 i MASP-2, co prowadzi
do aktywacji uk³adu dope³niacza. £¹czy siê ona tak¿e
z receptorem dla sk³adowej C1q dope³niacza (kalreti-
kulina, cC1qR) [58]. Hydrofobowy region �szyjny�
(30 aminokwasów � aa) ma strukturê "-helisy, która
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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

S³owa kluczowe: dope³niacz, bia³ko wi¹¿¹ce mannozê, niedobory MBL, opsonofagocytoza
Key words: complement, mannose-binding lectin, MBL deficiency, opsonophagocytosis
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najprawdopodobniej wymusza tworzenie tripletów
MBL. Rekombinanty bia³kowe zawieraj¹ce tylko re-
gion CRD i �szyjny� s¹ zdolne do tworzenia trimerów,
natomiast pozbawione regionu �szyjnego� ulegaj¹ jedy-
nie dimeryzacji. Region CRD (118 aa) zawiera 22-ami-
nokwasowe konserwatywne sekwencje, posiadaj¹ce
cztery cysteiny. Reszty cysteinowe zdolne s¹ do two-
rzenia wewn¹trz³añcuchowych mostków SS, niezbêd-
nych do prawid³owego fa³dowania domeny CRD.
Domeny CRD maj¹ zdolno�æ ³¹czenia siê z wêglowo-
danami. Oligomeryzacja powoduje zwielokrotnienie
ilo�ci domen CRD w jednej cz¹steczce MBL, co zwiêk-
sza zdolno�æ wi¹zania siê tego bia³ka do ligandów
wêglowodanowych. Cz¹steczki MBL z mniejsz¹ ilo�ci¹
tripletów ³¹cz¹ siê mniej efektywnie ze strukturami
cukrowymi i s³abiej aktywuj¹ uk³ad dope³niacza [7].

Domeny CRD posiadaj¹ tak¿e miejsca wi¹zania jonów
wapnia. Jony Ca+2 s¹ bezpo�rednio zaanga¿owane
w interakcjê cz¹steczki MBL z ligandami cukrowymi
poprzez tworzenie wi¹zañ koordynacyjnych z ekwa-
torialnie po³o¿onymi grupami hydroksylowymi trze-
ciego i czwartego wêgla danego cukru. Takie u³o¿enie
grup -OH jest wymuszone obecno�ci¹ wi¹zañ wodo-
rowych pomiêdzy aminokwasami w polipeptydzie
i zawê¿a wi¹zanie siê MBL do okre�lonych cukrów,
takich jak: N-acetylo-D-glukozamina, mannoza, N-ace-
tylomannozamina, L-fukoza i glukoza [28, 89]. Jony
Ca+2 mog¹ ponadto wp³ywaæ na tworzenie prawid³o-
wej struktury przestrzennej CRD [56].

Gen koduj¹cy bia³ko MBL (MBL-2) zlokalizowany
jest u cz³owieka na d³ugim ramieniu chromosomu 10
(10q11.2-q21) i zawiera cztery egzony [69]. Egzon 1
koduje region N-terminalny bogaty w cysteinê oraz
czê�æ regionu kolagenowego. Egzon 3 koduje hydro-
fobowy region �szyjny�, natomiast C-terminalna do-
mena CRD kodowana jest przez egzon 4. Promotor
zlokalizowany jest powy¿ej egzonu 1 genu MBL-2
(Rys. 2) [44]. W egzonie 1 genu MBL-2 opisano poli-
morfizm pojedynczych nukleotydów (SNP � single
nucleotide polymorphism) i w zwi¹zku z tym wyró¿-
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-
ninê w 239 pozycji kodonu 57, czego wynikiem jest
zamiana glicyny na kwas glutaminowy, jest okre�lana
jako wariant C [41]. Allele B i C zaburzaj¹ ilo�æ po-
wtórzeñ sekwencji Gly-X-Y w regionie kolagenowym,
czego efektem jest nieprawid³owe formowanie struktu-
ry helisy w triplecie tej domeny. Trzeci¹ opisan¹ mu-
tacj¹ w egzonie 1 (allel D) jest podstawienie cytozyny
przez tyminê w pozycji 223 kodonu 52, czego skut-
kiem jest zamiana argininy na cysteinê [43]. Zwiêk-
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szona ilo�æ cz¹steczek cysteiny mo¿e zaburzaæ formo-
wanie oligomeru poprzez tworzenie dodatkowych
mostków disiarczkowych. Mutacje w egzonie 1 wystê-
puj¹ z niejednakow¹ czêsto�ci¹ w ró¿nych grupach
etnicznych. Wariant B spotykany jest u 22�28% Euro-
azjatów. Wariant C jest charakterystyczny dla Murzy-
nów subsaharyjskich i mo¿e wystêpowaæ w tej popu-
lacji u 50�60% ludzi. Mutacja D spotykana jest u 14%
Europejczyków, natomiast w innych populacjach jest
znacznie rzadsza [84].

SNPs wykryto tak¿e w regionie promotorowym ge-
nu MBL-2 w pozycjach �550 (wariant H/L), �221
(wariant X/Y) oraz pozycji +4 (wariant P/Q). Maj¹ one
wp³yw na ekspresjê tego genu. Najczê�ciej wystêpuj¹ce
haplotypy, wynikaj¹ce z ró¿nych kombinacji opisanych
polimorfizmów, to: HYPA, LYPA, LYQA, LXPA,
LYPB, LYQC i HYPD [45, 85]. Wystêpowanie dzi-
kiego allelu A oraz haplotypów HY i LY zwi¹zane jest
z wysokim poziomem MBL w osoczu, podczas gdy
LX z niskim [44, 45].

Stê¿enie MBL w osoczu zale¿y od wieku. U no-
worodków wynosi ono oko³o 2/3 poziomu osoby do-
ros³ej i w ci¹gu kilku tygodni po porodzie osi¹ga ilo�æ
obserwowan¹ u doros³ych [1]. Stê¿enie tej lektyny w
osoczu jest bardzo zró¿nicowane w populacji ludzkiej
i wynosi od <10 ng/ml do 10 µg/ml. Determinowane
jest to g³ównie przez polimorfizm genu MBL. Nie-
dobór MBL jest obserwowany u oko³o 5% populacji
i jest zwi¹zany z ostrymi i nawracaj¹cymi infekcjami
u dzieci. K a k k a n a i a h  i wsp. [32] znacznie czê�ciej
obserwowali bardzo niskie stê¿enie MBL (<5 ng/ml)
u dzieci i doros³ych z nawracaj¹cymi infekcjami ni¿
u osób zdrowych, czego wynikiem by³a s³aba zdolno�æ
opsonizacyjna surowicy tych pacjentów.

2. Udzia³ MBL w aktywacji dope³niacza

MBL jest jedynym bia³kiem z grupy kolektyn, które
aktywuje uk³ad dope³niacza. Sk³ada siê on z oko³o
25 bia³ek, z których czê�æ ma charakter enzymatyczny,
produkowanych g³ównie przez komórki w¹troby oraz
monocyty/makrofagi [15, 74]. Dzia³anie bia³ek dope³-
niacza kontrolowane jest przez ponad 10 czynników
m.in. C1-INH (inhibitor C1), fI i fH (czynniki I oraz
H), DAF (CD55), MCP (CD46) i inne [52, 73]. Wiêk-
szo�æ bia³ek dope³niacza kr¹¿y we krwi oraz ró¿nych
p³ynach ustrojowych w formie nieaktywnej. Podczas
aktywacji, maj¹cej charakter kaskadowy, nieaktywne
proenzymy ulegaj¹ przekszta³ceniu w proteazy, dla
których substratami s¹ kolejne bia³ka uk³adu dope³nia-
cza. Aktywacja tego uk³adu odbywa siê na drodze lek-
tynowej, klasycznej i alternatywnej (Ryc. 3).

Lektynowa droga aktywacji dope³niacza jest nie-
zale¿na od przeciwcia³. Polega ona na wi¹zaniu siê

(w obecno�ci jonów Ca+2) bia³ka MBL z cukrami
obecnymi na powierzchni ró¿nych patogenów, takich
jak bakterie, wirusy, grzyby i pierwotniaki [73, 84].
Si³a tego wi¹zania zale¿y od rodzaju cukru i w przy-
padku ludzkiego MBL jest nastêpuj¹ca: N-acetyloglu-
kozamina > mannoza, N-acetylomannozamina, fukoza
> maltoza > glukoza > galaktoza, N-acetylogalakto-
zamina [28]. Bia³ko MBL kr¹¿y w surowicy w kom-
pleksie z proteazami serynowymi MASP-1, MASP-2,
MASP-3 oraz nieproteazow¹ pochodn¹ MASP-2
� sMAP (small MBL-associated protein, Map19),
których budowa przypomina strukturê sk³adowych C1r
i C1s dope³niacza. Zwi¹zanie siê MBL z cz¹steczk¹
cukru powoduje przekszta³cenie proenzymów proteaz
serynowych, zawieraj¹cych jeden polipeptyd, w ich
aktywne formy zbudowane z dwóch ³añcuchów po-
lipeptydowych (H-high i L-light). Stwierdzono, ¿e
MASP-1 rozszczepia sk³adowe C3 i C2 dope³niacza,
a MASP-2 rozbija sk³adowe C4 i C2. Wynikiem tych
oddzia³ywañ jest utworzenie konwertazy C3 (C4b2a)
[13, 15]. MASP-3 jest alternatywnym produktem ob-
róbki potranskrypcyjnej genu MASP-1. Funkcja tej
proteazy polega na blokowaniu aktywno�ci MASP-2,
natomiast znaczenie sMAP pozostaje niewyja�nione
[15, 49, 73]. D a h l  i wsp. [10] stwierdzili, ¿e ró¿ne
oligomery MBL kr¹¿¹ w surowicy w po³¹czeniu z okre�-
lonymi proteazami serynowymi. MASP-1 i sMAP wi¹-
¿¹ siê z mniejszymi oligomerami MBL, podczas gdy
MASP-2 i MASP-3 z wiêkszymi. Znaczenie biolo-
giczne takiego specyficznego wi¹zania siê MBL nie
zosta³o jeszcze wyja�nione.

Droga lektynowa mo¿e byæ aktywowana tak¿e przez
grupê bia³ek zwanych fikolinami, które podobnie jak
MBL maj¹ zdolno�æ wi¹zania siê z proteazami sery-
nowymi. U ludzi zidentyfikowano trzy rodzaje fikolin
nazwanych: L, H i M. Zaobserwowano, ¿e fikoliny L
i H aktywuj¹ dope³niacz na drodze lektynowej w po-
wi¹zaniu z bia³kami MASP. Nie dowiedziono, czy
podobn¹ aktywno�æ posiada równie¿ fikolina M. Wy-
kazano natomiast, ¿e mo¿e ona dzia³aæ jako receptor
fagocytarny dla patogenów, obecny na powierzchni
kr¹¿¹cych we krwi monocytów oraz makrofagów
w p³ucach i �ledzionie. Ludzkie fikoliny wi¹¿¹ siê
z N-acetyloglukozamin¹, ale nie z cz¹steczkami man-
nozy. Ponadto fikolina H ma zdolno�æ ³¹czenia siê
z N-acetylogalaktozamin¹ [15, 49, 73].

Droga klasyczna rozpoczyna siê przy³¹czeniem
sk³adnika C1q do kompleksu z³o¿onego z antygenu
i jednej cz¹steczki przeciwcia³a klasy IgM lub antyge-
nu i dwóch cz¹steczek przeciwcia³ klasy IgG (kompleks
immunologiczny), co stanowi sygna³ do aktywacji
podjednostek C1r i C1s [73, 74]. Aktywna podjednost-
ka C1s powoduje proteolityczny rozk³ad C4 oraz C2
na podjednostki a i b. Podjednostki C4b i C2a tworz¹
enzym � konwertazê C3 (C4b2a).
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Rys. 3. Drogi aktywacji dope³niacza
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Aktywacja dope³niacza na drodze alternatywnej
odbywa siê spontanicznie i nie wymaga udzia³u prze-
ciwcia³. Do aktywatorów tej drogi zalicza siê bakterie
Gram-dodatnie i Gram-ujemne (szczególnie polisa-
charydy �cian bakteryjnych), wirusy i zara¿one przez
nie komórki, grzyby, pierwotniaki, niektóre robaki pa-
so¿ytnicze oraz komórki nowotworowe. W pocz¹tko-
wej fazie aktywacji pobudzona forma czynnika C3,
C3(H2O), wi¹¿e siê w obecno�ci jonów Mg+2 z czyn-
nikiem B. Powsta³y kompleks C3(H2O)B oddzia³uje
z bia³kiem D, które powoduje oddysocjowanie pod-
jednostki Ba. Nastêpuje hydroliza C3 do C3a i C3b.
Utworzona w ten sposób konwertaza C3, (C3bBbP),
stabilizowana jest properdyn¹ (P) [73, 74].

Powsta³e konwertazy wszystkich trzech dróg akty-
wuj¹ czynnik C3, w wyniku czego powstaj¹: podjed-
nostka C3a o charakterze anafilatoksyny, C3b � maj¹ca
zdolno�æ wi¹zania siê do b³ony docelowej oraz iC3b
� zdefektowane bia³ko bior¹ce udzia³ w opsonizacji,
lecz nie aktywuj¹ce koñcowych bia³ek uk³adu dope³-
niacza. Cz¹steczki C3b stanowi¹ równie¿ sk³adow¹
konwertaz C5 drogi klasycznej i lektynowej (C4b2a3b)
oraz drogi alternatywnej (C3bBbP). Powoduj¹ one
proteolizê czynnika C5 na C5a i C5b. Fragment C5b
przy³¹cza kolejno pozosta³e sk³adniki dope³niacza (C6,
C7, C8 i C9) tworz¹c w b³onie komórki docelowej
kompleks atakuj¹cy b³onê C5b-9 (membrane attacs
complex � MAC). MAC uszkadza b³onê poprzez two-
rzenie w niej kana³ów, prowadz¹c do zaburzeñ gospo-
darki jonowej, nieodwracalnych zmian w metaboliz-
mie komórki, a w rezultacie do jej �mierci [73, 74].

Wykazano, ¿e oprócz organizmu cz³owieka, w pe³ni
rozwiniêty system dope³niacza, ze wszystkimi trzema
drogami aktywacji, wystêpuje w ró¿nych grupach sys-
tematycznych zwierz¹t (zarówno u ryb chrzêstnoszkie-
letowych, jak i wy¿szych krêgowców). Jednak¿e nie
wszystkie komponenty tego systemu zosta³y do tej pory
zidentyfikowane. Równie¿ u niektórych bezkrêgowców
wykryto obecno�æ kilku wa¿nych sk³adników kom-
plementu, takich jak: C3 i sekwencje C2/B-podobne
(je¿owce), czy GBL (glucose binding lectin), lektynê
homologiczn¹ z MBL i fikolinami, proteazy serynowe
MASP, a tak¿e czynnik C3 (¿achwy) [15, 74].

3. Wi¹zanie siê MBL do mikroorganizmów

Interakcja MBL z powierzchni¹ komórek docelo-
wych zosta³a potwierdzona badaniami nad zdolno�ci¹
³¹czenia siê tej kolektyny do cukrów obecnych w struk-
turach powierzchniowych (np. LPS) okre�lonych mi-
kroorganizmów (Tab. I) [31]. Wykazano równie¿,
¿e zmiany w kompozycji cukrów mog¹ mieæ istotny
wp³yw na obni¿enie wi¹zania siê MBL z powierzchni¹
komórki, co mo¿e byæ wa¿nym mechanizmem wirulen-
cji bakterii. Nie jeste�my jednak w stanie jednoznacznie
przewidzieæ, jaka bêdzie interakcja MBL z konkret-
nym organizmem, mimo i¿ niejednokrotnie bardzo
dobrze znamy sekwencjê cz¹steczek cukrów w struk-
turach powierzchniowych okre�lonego patogenu.

Wiele badañ koncentruje siê na patogennych Neis-
seria meningitidis i N. gonorrhoeae, poniewa¿ do pe³-
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nej obrony organizmu gospodarza przed zaka¿eniem
tymi bakteriami niezbêdna jest aktywacja dope³niacza
na wszystkich trzech drogach. Dla wiêkszo�ci mikro-
organizmów opsonizacja komórki patogenu przez
sk³adowe C3b/iC3b dope³niacza stymuluje fagocyto-

zê, co jest wystarczaj¹ce w ochronie przed rozwojem
zaka¿enia. Takiej sytuacji nie obserwuje siê w przy-
padku patogennych Neisseria, które s¹ s³abo fago-
cytowane przez neutrofile nawet po opsonizacji sk³a-
dow¹ C3 dope³niacza [66]. Lipooligosacharyd (LOS)

a � organizmy, dla których zdolno�æ wi¹zania siê MBL zosta³a zestawiona z licznymi innymi organizmami lub ze standar-
dem. Grupa zawiera g³ównie organizmy opisane w [39, 54, 82, 87], które zosta³y podzielone na 3 grupy.

b � organizmy, do których przy³¹czanie siê MBL potwierdzaj¹ jedynie pojedyncze doniesienia, ale bez mo¿liwo�ci okre�-
lenia ilo�ciowej zale¿no�ci z innymi organizmami.

c � organizmy, do których MBL prawdopodobnie siê wi¹¿e.

Enterococcus faecalis

Staphylococcus epidermidis

$-hemolityczne paciorkowce grupy B

Streptococcus suis

Clostridium sp.

Listeria monocytogenes

Neisseria mucosa

Neisseria subflava

Neisseria cinerea

Pseudomonas aeruginosa
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Bifidobacterium bifidum
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Prawdopodobne przy³¹czanie siê MBL do organizmówc

Leishmania chagasi

T a b e l a  I
Wi¹zanie MBL do ró¿nych mikroorganizmów (za zgod¹ Wydawcy, wg [31]; zmodyfikowana)
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szczepów z rodzaju Neisseria czêsto zawiera kwas sja-
lowy jako terminaln¹ cz¹steczkê wystêpuj¹c¹ zamiast
³añcucha O-swoistego [84]. Badania z wykorzysta-
niem izogennych mutantów N. meningitidis, wykaza-
³y, ¿e organizmy sjalylowane s¹ oporne na atak MBL
i przez to niewra¿liwe na bakteriobójcze dzia³anie su-
rowicy, podczas gdy desjalylowane s¹ wra¿liwe [84].
Zdolno�æ wi¹zania siê MBL do tych szczepów by³a
tak¿e obni¿ona dziêki obecno�ci otoczki zbudowanej
z homopolimeru kwasu sjalowego. Mia³o to jednak
o wiele mniejsze znaczenie ni¿ sjalylacja struktury
LOS. G u l a t i  i wsp. [23] wykazali, ¿e dodawanie
MBL do surowicy osób z niedoborem tego bia³ka, nie
powoduje redukcji prze¿ywalno�ci szczepów N. go-
norrhoeae, co by³o spowodowane inaktywacj¹ proteaz
serynowych przez regulatory aktywno�ci bia³ek uk³adu
dope³niacza: C1-inhibitor i "2-makroglobulinê. Bada-
nia te wskazuj¹, ¿e MBL najprawdopodobniej nie
odgrywa znacz¹cej roli w bakteriobójczej aktywno�ci
surowicy wobec tych szczepów. Autorzy ci stwierdzili
tak¿e, ¿e ca³kowita sjalylacja LOS znosi wi¹zanie siê
MBL oraz sk³adowych C4 i C3b dope³niacza, co na-
daje tym bakteriom 100%-ow¹ oporno�æ na surowicê.

Znaczenie MBL w aktywowaniu uk³adu dope³nia-
cza przez szczepy Staphylococcus aureus pozostaje
nadal nie do koñca wyja�nione. Neth i wsp. [55] ob-
serwowali wzrost depozycji sk³adowych C4 i C3 do-
pe³niacza na powierzchni tych bakterii w obecno�ci
MBL, podczas gdy Cunnion i wsp. [9] nie zauwa¿yli
wp³ywu MBL na aktywacj¹ dope³niacza przez gron-
kowce S. aureus. Te kontrowersyjne doniesienia naj-
prawdopodobniej wynikaj¹ z zastosowania ró¿nych
surowic przez autorów. Pierwsi wykorzystali surowice
doros³ych osób z genetycznie uwarunkowanym niedo-
borem MBL, ale zawieraj¹c¹ immunoglobuliny, pod-
czas gdy drudzy u¿yli surowicê pacjenta z hypo-(-glo-
bulinemi¹, z której usunêli MBL.

Wa¿n¹ biologiczn¹ rol¹ bia³ka MBL, oprócz akty-
wacji dope³niacza na drodze lektynowej jest tak¿e jego
udzia³ w opsonofagocytozie. Fagocytoza mo¿e byæ
pobudzana przez MBL w dwojaki sposób [84]. Bia³ko
to stymuluje fagocyty do wychwytywania patogenów
poprzez aktywacjê drogi lektynowej uk³adu dope³nia-
cza oraz opsonizacjê mikroorganizmów przez sk³ado-
we C3b oraz iC3b dope³niacza. Bia³ko C3b jest rozpo-
znawane przez receptor CR1 (CD35), natomiast iC3b
przez receptor CR3 obecne na fagocytach. MBL mo¿e
równie¿ dzia³aæ bezpo�rednio jako opsonina wi¹¿¹c
siê do wêglowodanów na powierzchni mikroorganiz-
mów, a nastêpnie oddzia³uj¹c z receptorami MBL na
komórkach fagocytuj¹cych.

N e t h  i wsp. [55] dodawali kompleksy MBL/
MASP do surowic pacjentów z wrodzonym niedobo-
rem MBL i obserwowali depozycjê C3b/iC3b na ko-
mórkach S. aureus, co by³o jednocze�nie zwi¹zane ze

znacz¹cym wzrostem wychwytywania tych bakterii
przez neutrofile. Równie¿ w przypadku Saccharomy-
ces cerevisiae obserwowano zale¿n¹ od dope³niacza
opsonizacjê komórek tych mikroorganizmów, która ule-
ga zahamowaniu w przy braku MBL w surowicy [80].

Wiele prac opisuje bezpo�rednie zaanga¿owanie
MBL w fagocytozê [26, 38, 62, 70]. Stwierdzono, ¿e
wi¹zanie siê MBL do bogatego w mannozê LPS szcze-
pu Salmonella enterica serowar Montevideo wzmaga
aktywacjê uk³adu dope³niacza, czego rezultatem jest
opsonizacja i zabicie bakterii przez komórki fagocy-
tuj¹ce. Uwarunkowane jest to wi¹zaniem siê O-anty-
genu do MBL oraz aktywacji dope³niacza na drodze
lektynowej [70]. K u h l m a n  i wsp. [38] wykazali,
¿e przy³¹czenie siê MBL do cz¹steczek mannozy
w O-antygenie LPS komórek tych pa³eczek, jest wy-
starczaj¹ce do wychwytywania i zabijania ich przez
neutrofile i monocyty. Jednak¿e inni autorzy obserwo-
wali fagocytozê takich szczepów dopiero po wcze�-
niejszej stymulacji neutrofili przez fibronektynê [21].
MBL, wi¹¿¹c siê do receptora CR1 na powierzchni
neutrofili, by³o zdolne do pobudzenia fagocytozy pa-
³eczek S. enterica serowar Montevideo, je�li bakterie
by³y op³aszczone przez IgG. Podobn¹ sytuacjê obser-
wowano w przypadku Cryptococcus neoformans, kie-
dy MBL wzmaga³ fagocytozê dopiero po opsonizacji
komórek tych mikroorganizmów immunoglobulinami
[40]. Dodatkowy czynnik opsonizuj¹cy nie zawsze
wydaje siê byæ niezbêdny do inicjacji fagocytozy
przez MBL. Wykazano, ¿e samo MBL wzmaga wy-
chwytywanie cz¹steczek wirusa grypy typu A przez
neutrofile [26]. MBL mo¿e tak¿e zapobiegaæ induko-
wanemu przez tego wirusa hamowaniu produkcji nad-
tlenków i wzmagaæ tworzenie H2O2 przez neutrofile.
Równie¿ w przypadku Mycobacterium avium zaobser-
wowano, ¿e samo MBL zwiêksza aktywno�æ fagocy-
tarn¹ makrofagów [62]. B o n a r  i wsp. [3] zauwa¿yli,
¿e w obecno�ci MBL M. bovis aktywuje dope³niacz,
a ponadto wzrasta skuteczno�æ wychwytywania tych
bakterii przez neutrofile.

S t r a p a g i e l  i wsp. [78] badali intensywno�æ
fagocytozy komórek Helicobacter pylori przez ludzkie
granulocyty w pod³o¿ach zawieraj¹cych cztery ró¿ne
surowice ludzkie: nMBL � pe³na, nie inaktywowana
surowica zawieraj¹ca naturalne MBL; (�)MBL � suro-
wica pozbawiona MBL; rMBL � surowica pozbawiona
MBL, do której dodano rekombinowanego MBL;
nMBL + anty-rMBL � pe³na surowica zawieraj¹ca na-
turalne MBL z dodatkiem przeciwcia³ anty-rMBL.
Autorzy obserwowali lepsze poch³anianie komórek
H. pylori przez ludzkie granulocyty, je�li pod³o¿e za-
wiera³o surowicê (�)MBL lub surowicê nMBL + anty-
rMBL, ni¿ w przypadku pod³o¿a z nMBL. W procesie
tym najprawdopodobniej zaanga¿owany by³ uk³ad do-
pe³niacza. Podczas fagocytozy, w obecno�ci surowicy
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nMBL, bia³ko MBL oddzia³uj¹c z H. pylori aktywowa-
³o dope³niacz na drodze lektynowej, w wyniku czego
powstawa³y kompleksy MAC. Na skutek zale¿nej od
dope³niacza lizy bakterii, ilo�æ komórek H. pylori,
która pozostawa³a w pod³o¿u i mog³a ulec fagocytozie
by³a obni¿ona. Droga lektynowa mog³a byæ tak¿e akty-
wowana w surowicy nMBL i (�)MBL przez fikoliny.
H. pylori w swoich strukturach powierzchniowych za-
wiera N-acetyloglukozaminê i mannozê. Fikoliny maj¹
zdolno�æ ³¹czenia siê z N-acetyloglukozamin¹ ale nie
z mannoz¹ [73]. Dlatego te¿ w surowicy (�)MBL,
mo¿liwe by³o tworzenie kompleksów MAC, jednak
w znacznie mniejszym stopniu. Liza komórek, spowo-
dowana aktywacj¹ dope³niacza, by³a w tym przypadku
s³absza i w pod³o¿u pozostawa³o wiêcej bakterii ulega-
j¹cych fagocytozie. Innym wyja�nieniem obni¿enia ak-
tywno�ci fagocytarnej granulocytów wobec H. pylori
w �rodowisku zawieraj¹cym nMBL, mo¿e byæ inten-
sywne op³aszczanie bakterii przez MBL. W ten sposób
bia³ko to mo¿e zas³aniaæ powierzchniowe adhezyny
H. pylori, wa¿ne dla rozpoznania i poch³oniêcia tych
mikroorganizmów przez fagocyty. S³aba fagocytoza
H. pylori w surowicy rMBL potwierdza tê sugestiê.
S t r a p a g i e l  i wsp. [78], porównuj¹c fagocytozê ko-
mórek H. pylori oraz stê¿enie MBL w surowicach otrzy-
manych od pacjentów zainfekowanych H. pylori i zdro-
wych ochotników nie zaobserwowali istotnych ró¿nic.

MBL wi¹¿e siê tak¿e z licznymi formami rozwojo-
wymi pierwotniaków wystêpuj¹cych we krwi, takimi
jak: Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi czy
liczne gatunki Leishmania. Paso¿yty z rodzaju Leish-
mania s¹ wewn¹trzkomórkowymi patogenami, infeku-
j¹cymi g³ównie makrofagi. Dostanie siê pierwotniaka
do fagocytu wymaga op³aszczenia jego powierzchni
sk³adowymi dope³niacza aktywowanymi na drodze
lektynowej. Stymuluje to wychwytywanie patogenu
dziêki powierzchniowym receptorom dla C3b/iC3b na
powierzchni komórek ¿ernych [53]. W okre�lonych
warunkach �rodowiska deficyt tego bia³ka mo¿e byæ
korzystny dla makroorganizmu. Hipotezê t¹ potwier-
dzaj¹ obserwacje wystêpowania korelacji pomiêdzy
stê¿eniem MBL w osoczu, a podatno�ci¹ na leiszma-
niozê trzewn¹ [68]. Pacjenci z t¹ chorob¹ mieli zna-
cz¹co podniesiony �redni poziom MBL w surowicy
i czê�ciej wystêpowa³y u nich warianty genu MBL-2
w porównaniu z grup¹ kontroln¹. P e t e r s  i wsp. [61]
wykazali, ¿e wewn¹trzkomórkowe formy amastigota
L. mexicana wydzielaj¹ substancjê zwan¹ proteofos-
foglikanem, która jest wi¹zana przez MBL, co skutkuje
aktywacj¹ kaskady bia³ek dope³niacza i uwolnieniem
bia³ek stanu zapalnego. Paso¿yty u¿ywaj¹ tego mecha-
nizmu do zwabiania monocytów w miejsce infekcji.
MBL wi¹¿e siê tak¿e z licznymi stadiami rozwojo-
wymi przywry krwi Schistosoma mansoni i akty-
wuje dope³niacz in vitro [35]. Autorzy ci nie stwier-

dzili ró¿nic w stê¿eniu MBL w surowicach osób zdro-
wych i zara¿onych Schistosoma sp.

Badania epidemiologiczne wskazuj¹, ¿e ludzie z nie-
doborami MBL w surowicy, s¹ bardziej podatni na
zaka¿enie wirusem HIV [16], co potwierdzaj¹ do�wiad-
czenia in vitro wykazuj¹ce, ¿e MBL wi¹¿e siê z gliko-
proteinami gp120 wirusa HIV-1 i gp110 HIV-2. Obie
glikoproteiny zawieraj¹ oligosacharydowe ³añcuchy po-
siadaj¹ce 7, 8 lub 9 cz¹steczek mannozy [24, 25]. Po³¹-
czenie siê gp120 z MBL powoduje brak mo¿liwo�ci
jego zwi¹zania z receptorem CD4 na limfocytach T.
Konsekwencje wi¹zania siê MBL do HIV nie s¹ do
koñca ustalone. Byæ mo¿e prowadzi to do neutralizacji
wirusa poprzez aktywacjê dope³niacza albo zwiêksza
wychwytywanie cz¹stek wirusa przez komórki fago-
cytuj¹ce. W zale¿no�ci od tego, czy fagocyty s¹ zdolne
do zabicia wirusa, czy te¿ nie, prowadzi to do zahamo-
wania lub rozwoju infekcji. Ostatnie badania Y i n g
i wsp. [90] wykazuj¹, ¿e MBL mo¿e opsonizowaæ
wirusa HIV. Choæ nie powoduje to jego neutralizacji
w przeciêtnych stê¿eniach tego bia³ka w surowicy
ludzkiej, zmienia jednak prezentacjê antygenów wiru-
sowych podczas infekcji HIV. MBL mo¿e zmieniaæ
tak¿e zdolno�æ wychwytywania wirusa przez komórki
dendrytyczne (DC). Komórki DC, wytwarzaj¹ce po-
wierzchniow¹ lektynê DC-SIGN (dendritic cell-speci-
fic intracellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)-grab-
bing non-integrin) zdoln¹ do ³¹czenia siê z limfocyta-
mi T, powoduj¹ infekcjê tych komórek wirusem [90].
Preinkubacja HIV z MBL hamuje wychwytywanie
wirusa przez komórki DC i infekcjê limfocytów T,
a tym samym rozprzestrzenianie siê HIV w organizmie.
Badania epidemiologiczne skupiaj¹ siê nad znalezie-
niem odpowiedzi na dwa pytania: czy niedobór MBL
podnosi ryzyko zaka¿enia wirusem HIV, oraz czy ist-
nieje jaka� korelacja pomiêdzy przebiegiem infekcji
a posiadaniem okre�lonych alleli genu MBL-2. Czê�æ
autorów twierdzi, ¿e niedobory MBL zwiêkszaj¹ nawet
o�miokrotnie ryzyko zaka¿enia HIV [16, 57, 64] oraz
podnosz¹ ryzyko transmisji wirusa przez ³o¿ysko [4].
S¹ jednak badania, które zaprzeczaj¹ roli MBL w tych
zaka¿eniach [48]. Istniej¹ tak¿e niejasno�ci w odniesie-
niu do roli MBL w przebiegu AIDS. G a r r e d  i wsp.
[16] zaobserwowali, ¿e pacjenci z wariantami alleli
genu MBL-2, wykazuj¹ znacznie krótszy czas prze¿y-
cia od momentu wyst¹pienia AIDS, ni¿ pacjenci z alle-
lem dzikim. Jednak¿e badania M a a s  i wsp. [42]
wskazuj¹, ¿e posiadanie wariantów alleli genu MBL-2
wyd³u¿a czas rozwoju pe³noobjawowego AIDS, ale
potem nie ma znacz¹cego wp³ywu na d³ugo�æ ¿ycia
chorych. Ponadto, posiadanie jednego z wariantów tego
genu chroni przed rozwojem miêsaka Kaposiego. Byæ
mo¿e obserwowane w badaniach G a r r e d  i wsp. [16]
szybsze zej�cia �miertelne pacjentów z AIDS by³y zwi¹-
zane z wiêksz¹ podatno�ci¹ tych osób na zaka¿enia
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oportunistyczne. Potwierdza³yby to tak¿e badania pa-
cjentów chorych na AIDS prowadzone przez K e l l y
i wsp. [33]. Chorzy, którzy byli homozygotami pod
wzglêdem wariantów alleli genu MBL-2, wykazywali
podwy¿szone ryzyko wyst¹pienia kryptosporidiozy.
Autorzy stwierdzili w tre�ci jelita cienkiego obecno�æ
bia³ka MBL oraz jego zdolno�æ do wi¹zania ze sporo-
zoitami Cryptosporidium parvum i aktywacji uk³adu
dope³niacza. Wykazano równie¿, ¿e obecno�æ reszt
kwasu sjalowego w czê�ci wêglowodanowej gp120
obni¿a zdolno�æ wi¹zania siê MBL do wirusa. Taka
modyfikacja bogatych w mannozê oligosacharydów
w mo¿e prowadziæ do zaburzenia kolektyno-zale¿nej
obrony przeciwwirusowej [24, 25].

Równie¿ w przypadku wirusa grypy typu A obser-
wuje siê przy³¹czanie bia³ka MBL, co powoduje akty-
wacjê dope³niacza i prowadzi do lizy komórek zaka-
¿onych tym patogenem [65].

4. Znaczenie wystêpowania niedoborów MBL
w ró¿nych chorobach

Niedobory MBL by³y pocz¹tkowo rozpoznawane
jako defekty opsonizacji u dzieci z infekcjami o nie-
wyja�nionej etiologii oraz zaburzeniami wzrostu i roz-
woju [80]. Sugeruje to, ¿e lektyna ta odgrywa g³ówn¹
rolê w nieswoistej odporno�ci przeciwzaka�nej miêdzy
6�18 miesi¹cem ¿ycia, kiedy nie s¹ jeszcze w pe³ni
wykszta³cone mechanizmy odporno�ci swoistej.

Stwierdzono, ¿e braki MBL s¹ wa¿nym czynnikiem
ryzyka predysponuj¹cym, g³ównie ma³e dzieci, do na-
bycia ró¿nych infekcji, szczególnie chorób uk³adu od-
dechowego [37]. Wieloletnie obserwacje prowadzone
przez K l e i n  [36] grupy hospitalizowanych dzieci,
cierpi¹cych na nawracaj¹ce infekcje, pomog³y zidenty-
fikowaæ pacjentów, w�ród których wystêpuj¹ce scho-
rzenia by³y najprawdopodobniej skutkiem niedoborów
bia³ka MBL. Typowa historia choroby obejmowa³a in-
fekcje górnych lub dolnych dróg oddechowych, rozpo-
czynaj¹ce siê pomiêdzy 3 a 6 miesi¹cem ¿ycia, powta-
rzaj¹ce siê 1�2 razy w miesi¹cu a¿ do wykszta³cenia siê
swoistej odporno�ci immunologicznej. Czynnik etiolo-
giczny tych chorób czêsto pozostawa³ nieokre�lony.
Wielu autorów podkre�la równie¿, ¿e MBL, a tym sa-
mym aktywacja dope³niacza na drodze lektynowej, ma
ogromne znaczenie w pocz¹tkowym stadium infekcji
jako pierwsza linia obrony organizmu wy¿szego przed
czynnikami zaka¿enia [31, 84]. Rozwa¿a siê istnienie
wspó³zale¿no�ci pomiêdzy niskim poziomem MBL
w surowicy, a wystêpowaniem okre�lonych chorób.

C a r l s s o n  i wsp. [5] okre�lali kliniczne zna-
czenie bia³ka MBL w mukowiscydozie (CF). Autorzy
zaobserwowali, ¿e koncentracja MBL w surowicy
chorych by³a wy¿sza, ni¿ w grupie zdrowych osób.

Nie znaleziono jednak korelacji pomiêdzy niedoborem
MBL a spadkiem funkcji p³uc u ludzi z CF, okre�lanej
na podstawie warto�ci parametru FEV1 (ilo�æ po-
wietrza wydmuchiwana w pierwszej sekundzie przy
nasilonym wydechu). Poziom FEV1 u pacjentów z CF
by³ podobny, niezale¿nie od wystêpuj¹cych u nich
alleli genu MBL-2. U pacjentów okre�lono tak¿e za-
le¿no�æ miêdzy poziomem MBL w surowicy, a czês-
to�ci¹ zasiedlania ich dróg oddechowych przez okre�-
lony drobnoustrój. U 50% chorych z normalnym
poziomem bia³ka MBL obserwowano kolonizacjê
dróg oddechowych przez pa³eczki Pseudomonas aeru-
ginosa. Natomiast w grupie osób z niedoborami MBL
tak¹ kolonizacjê odnotowywano znacznie rzadziej
(22%). Najczê�ciej izolowanym od tych ludzi pato-
genem by³ S. aureus. Poniewa¿ S. aureus, w przeci-
wieñstwie do P. aeruginosa ma zdolno�æ wi¹zania siê
z MBL, to u chorych z normalnym poziomem tego
bia³ka komórki gronkowca z³ocistego s¹ eliminowa-
ne. Natomiast obni¿enie poziomu MBL w surowicy
sprzyja kolonizacji tym patogenem.

Badano tak¿e, czy niedoborami bia³ka MBL, które
bardzo dobrze wi¹¿e siê do komórek grzybów Asper-
gillus sp., mo¿na t³umaczyæ wystêpowanie przewlek³ej
nekrotyzuj¹cej aspergilozy p³ucnej (CNPA). W�ród
pacjentów z CNPA, a¿ 70% posiada³o haplotypy
charakterystyczne dla obni¿onego poziomu MBL w su-
rowicy. Szczególnie czêsto u tych pacjentów obserwo-
wano mutacjê w kodonie 52 genu MBL-2 [8].

Istniej¹ tak¿e pewne doniesienia o niedoborach
MBL u pacjentów z zapaleniem w¹troby, które wska-
zuj¹, ¿e kolektyna ta mo¿e mieæ moduluj¹c¹ rolê
w przebiegu tej choroby. W�ród japoñskich pacjentów
z chronicznym zapaleniem w¹troby typu C, s³abo od-
powiadaj¹cych na terapiê interferonem, z bardzo du¿¹
czêsto�ci¹ odnotowywano obecno�æ allelu B genu
MBL-2 w uk³adzie homozygotycznym [51]. Ponadto
u pacjentów opornych na terapiê interferonem autorzy
z wiêksz¹ czêsto�ci¹ obserwowali haplotypy LYPB
i LXPA [50]. Yu e n  i wsp. [91] badali poziomy MBL
i wystêpowanie mutacji genu MBL-2 w grupie pacjen-
tów z Chin, którzy cierpieli na chroniczne zapalenie
w¹troby typu B lub C. Autorzy zaobserwowali, ¿e allel
B genu wystêpowa³ z wiêksz¹ czêsto�ci¹ u pacjentów
z objawow¹ marsko�ci¹ w¹troby w przebiegu hepatitis B
lub spontanicznym bakteryjnym zapaleniem otrzewnej.

Rozwa¿a siê tak¿e powi¹zanie nieprawid³owej ak-
tywacji drogi lektynowej uk³adu dope³niacza z ró¿-
nymi chorobami nerek. Stwierdzono, ¿e depozycja
MBL przyczynia siê do niszczenia k³êbuszków nerko-
wych u pacjentów z nefropati¹ IgA [11], zespo³em
Schönleina-Henocha [12] oraz popaciorkowcowym
zapaleniem k³êbuszków nerkowych [60].

Genetycznie uwarunkowane niedobory bia³ka MBL
u ludzi maj¹ te¿ znaczenie w wystêpowaniu mia¿d¿ycy



257AKTYWNO�Æ PRZECIWZAKA�NA LUDZKIEJ LEKTYNY WI¥¯¥CEJ MANNOZÊ (MBL)

têtnic [46] i chorób naczyñ wieñcowych [2]. Stwier-
dzono tak¿e silny zwi¹zek pomiêdzy wystêpowaniem
okre�lonego genotypu MBL-2 a zakrzepic¹ têtnic u cho-
rych na uk³adowy toczeñ trzewny (SLE) [59]. Autorzy
obserwowali wyst¹pienie zakrzepicy têtnic u ponad
85% pacjentów posiadaj¹cych warianty alleli genu
MBL-2 w uk³adzie homozygotycznym. Osoby z alle-
lem dzikim w uk³adzie homo- lub heterozygotycznym
bardzo rzadko zapada³y na to schorzenie (21,4%). Silna
korelacja pomiêdzy posiadaniem alleli B, C lub D mo¿e
byæ zwi¹zana z niszczeniem têtnic na skutek ciê¿sze-
go przebiegu SLE. Pacjenci z niskim stê¿eniem MBL
w surowicy s¹ bardziej podatni na infekcje mikroorga-
nizmami np. Chlamydia pneumoniae, których obecno�æ
sprzyja rozwojowi chorób naczyñ [67].

Niski poziom MBL w surowicy, wywo³any przez
SNPs, mo¿e byæ zwi¹zany z wystêpowaniem chorób
autoimmunologicznych, takich jak np. SLE. Wykaza-
no, ¿e posiadanie alleli B, C lub D genu MBL-2 zwiêk-
sza 1,6 razy ryzyko nabycia SLE [19]. Proponowane
s¹ dwa mo¿liwe wyja�nienia zwi¹zku pomiêdzy nie-
doborem MBL, a wystêpowaniem SLE. Po pierwsze,
MBL ma zdolno�æ wi¹zania siê i inicjacji wychwy-
tywania cia³ apoptycznych przez makrofagi. Dlatego
te¿ u osób z bardzo niskim poziomem MBL nastê-
puje intensywna akumulacja z³ogów martwych ko-
mórek, które stanowi¹ �ród³o autoantygenów. Badania
S e e l e n  i wsp. [71] wykaza³y, ¿e u pacjentów z tocz-
niem, posiadaj¹cych allele B, C lub D, znacznie czê�-
ciej obserwuje siê wystêpowanie przeciwcia³ przeciw-
ko kardiolipinie i sk³adowej C1q, ni¿ u chorych na SLE
z allelem dzikim. Obecno�æ tych przeciwcia³ jest zwi¹-
zana z obni¿eniem stê¿enia MBL w surowicy. Po dru-
gie, choæ hipoteza ta nie jest jeszcze potwierdzona,
przypuszcza siê, ¿e pacjenci z toczniem oraz niedo-
borem MBL, mog¹ byæ bardziej nara¿eni na infekcje
mikroorganizmami, prawdopodobnie odgrywaj¹cymi
rolê w patogenezie SLE [83]. Niezale¿nie od tego jaka
jest patogeneza SLE, niedobór MBL sam w sobie nie
jest czynnikiem odpowiedzialnym za wyst¹pienie tocz-
nia. Wiêkszo�æ osób wykazuj¹cych niedobory MBL,
nie zapada na SLE ani inne choroby autoimmunolo-
giczne. U ludzi tych musz¹ wyst¹piæ jakie� inne, nie
poznane jeszcze do koñca, czynniki wywo³uj¹ce SLE.
Zwi¹zek pomiêdzy brakami MBL a toczniem, sugeruje
ochronn¹ rolê tej kolektyny w chorobach autoimmuno-
logicznych. Stwierdzono jednak odk³adanie siê MBL
w nerkach pacjentów ze SLE [27], czy w gruczo³ach
�linowych pacjentów z zespo³em Sjogrena [77]. Ponie-
wa¿ bia³ko MBL mo¿e wi¹zaæ siê z czê�ciami cukro-
wymi ró¿nych glikoprotein i aktywowaæ dope³niacz na
drodze lektynowej, dlatego te¿ prawdopodobnie ma
ono znaczenie w niszczeniu tkanek w schorzeniach
autoimmunologicznych. Nie zosta³o do koñca wyja�-
nione, jaki efekt na obraz kliniczny SLE wywiera MBL

oraz aktywacja drogi lektynowej uk³adu dope³niacza.
Wydaje siê jednak, ¿e poziom MBL w surowicy jest
zwi¹zany z przebiegiem tej choroby. U pacjentów ze
SLE o genotypie A/A, stê¿enie tego bia³ka w surowicy
waha³o siê podczas trwania choroby, ale obraz tych
zmian by³ ró¿ny. U jednych, po rozpoczêciu leczenia
immunosupresyjnego, stê¿enie to obni¿a³o siê, podczas
gdy u innych podwy¿sza³o siê. Wytwarzanie MBL
wzrasta u chorych podczas ostrego stanu zapalnego,
ale jednocze�nie depozycja tej lektyny w ró¿nych
tkankach, mo¿e obni¿aæ jej poziom w surowicy [81].

Zauwa¿ono równie¿ zwi¹zek pomiêdzy poziomem
MBL w surowicy a zapadalno�ci¹ na reumatoidalne
zapalenie stawów (RZS) [47, 72]. Bia³ko MBL wi¹¿e
siê z cz¹steczkami IgG o zmienionej glikozylacji (po-
siadaj¹cymi wiêcej cz¹steczek N-acetyloglukozaminy,
a mniej terminalnych reszt galaktozy w ³añcuchu Fc),
aktywuj¹c dope³niacz na drodze lektynowej. Aktywa-
cja dope³niacza u pacjentów z RZS mo¿e przyspieszaæ
niszczenie stawów. Ponadto zwiêkszone ryzyko infek-
cji z powodu niedoborów MBL mo¿e mieæ tak¿e udzia³
w rozwoju tego schorzenia. Przeprowadzone badania
sugeruj¹, ¿e wystêpowanie u pacjentów wariantów
alleli genu MBL-2 ma wp³yw zarówno na wczesny po-
cz¹tek choroby, jak i ostrzejsze objawy [17, 22, 29].
Jednak¿e u osób o genotypie A/A, u których choroba
rozpoczyna³a siê w pó�niejszym wieku, obserwowano
przewlek³y stan zapalny [17]. U chorych z wariantami
alleli genu MBL-2 w uk³adzie homozygotycznym od-
notowuje siê znacznie szybsz¹ destrukcjê stawów [22].

5. Inne funkcje MBL

Liczne doniesienia opisuj¹ modyfikowanie odpo-
wiedzi zapalnej przez MBL. Wykazano, ¿e bia³ko to
³¹czy siê z ramnozowo-glukozowymi polimerami strep-
tokokków czy b³onowymi mannoproteinami C. neofor-
mans, aktywuj¹c monocyty do fagocytozy, jednak¿e
hamuj¹c wydzielanie przez nie czynnika martwicy
nowotworów (TNF-") [6, 75]. Odwrotn¹ sytuacjê za-
obserwowano w przypadku Candida albicans [20, 34].
Podobnie wzrost stê¿enia MBL powodowa³ wzmo¿one
wydzielanie TNF-" i interleukiny 6 (IL-6) przez mono-
cyty aktywowane formami promastigota Leishmania
chagasi [68]. Badano tak¿e wydzielanie cytokin przez
monocyty w odpowiedzi na N. meningitidis w zale¿-
no�ci od stê¿enia MBL. Bakterie inkubowano z ró¿ny-
mi stê¿eniami MBL, a nastêpnie dodawano do pe³nej
krwi pochodz¹cej od dawcy z niedoborem tej lektyny
[30]. Je�li stê¿enie MBL by³o ni¿sze ni¿ 4 µg/ml, ob-
serwowano wzrost produkcji TNF-", IL-1$ i IL-6,
lecz je�li stê¿enia MBL by³y wy¿sze, wydzielanie tych
cytokin by³o zahamowane. Inhibicja wydzielania pro-
zapalnych cytokin spowodowana by³a stymulacj¹ przez
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MBL produkcji IL-10 [76]. Doniesienia te mog¹ suge-
rowaæ, ¿e bia³ko MBL jest zdolne do modyfikowania
reakcji zapalnej organizmu, lecz najprawdopodobniej
mechanizm jego dzia³ania jest odmienny dla ró¿nych
organizmów lub ca³ych grup organizmów.

W ostatnich latach opisano silny zwi¹zek pomiêdzy
posiadanym genotypem MBL-2 a rozwojem zespo³u
ogólnoustrojowej reakcji zapalnej (systemic inflamma-
tory reaction syndrome � SIRS) lub sepsy [14, 18].
Zaobserwowano, ¿e posiadanie przez dzieci wariantów
genu MBL-2, siedmiokrotnie podwy¿sza³o ryzyko roz-
woju SIRS [14]. By³o to niezale¿ne od stanu ogólnego
pacjenta, p³ci, wieku, pochodzenia etnicznego i nie
ogranicza³o siê jedynie do dzieci z infekcj¹. Posiadanie
allelu A by³o zwi¹zane z 50%-ow¹ redukcj¹ ryzyka
rozwoju SIRS. U wszystkich pacjentów z wariantami
alleli genu MBL-2 w uk³adzie homo- lub heterozygo-
tycznym, zarówno w regionie strukturalnym jak i pro-
motorowym, zwi¹zanymi z nisk¹ ekspresj¹ bia³ka
MBL, wyst¹pi³ SIRS. Ponadto, u dzieci z ogólnoustro-
jow¹ infekcj¹ obecno�æ wariantów genu MBL-2 wp³y-
wa³a na zaostrzenie objawów sepsy [14]. U doros³ych
pacjentów z SIRS, genetycznie uwarunkowany niski
poziom MBL, by³ zwi¹zany z rozwojem sepsy, ciê¿kiej
sepsy lub wstrz¹su septycznego [18]. Podobnie jak
u dzieci, w grupie doros³ych pacjentów posiadanie wa-
riantów alleli genu MBL-2 wi¹za³o siê z ostrzejszym
przebiegiem sepsy, a ponadto wiêkszym ryzykiem
�mierci w wyniku SIRS. Mechanizm dzia³ania MBL
nie jest do koñca ustalony. Niedobory tego bia³ka
mog¹ zmieniaæ odpowied� zapaln¹ ustroju gospoda-
rza na mikroorganizmy lub ich produkty, potencjalnie
zaostrzaj¹c objawy chorobowe, a tak¿e wp³ywaæ na
rozwój SIRS powodowany innymi czynnikami [36].

O g d e n  i wsp. [58] wykazali, ¿e MBL mo¿e rów-
nie¿ wi¹zaæ siê do cia³ apoptycznych i inicjowaæ ich
wychwytywanie przez makrofagi. W procesie tym
zaanga¿owany jest obecny na powierzchni komórek
receptor cC1qR, który wi¹¿e siê do regionu kolageno-
wego MBL. Pomimo braku wewn¹trzb³onowej dome-
ny, cC1qR wspó³dzia³a z receptorem CD91 (receptor
"2-makroglobuliny) makrofagów i w ten sposób ini-
cjuje poch³anianie komórek ulegaj¹cych apoptozie na
drodze makropinocytozy.

6. Podsumowanie

Bia³ko wi¹¿¹ce mannozê (MBL) jest wa¿n¹ sk³a-
dow¹ wrodzonego systemu odporno�ci. Nale¿y ono do
rodziny kolektyn, które charakteryzuj¹ siê obecno�ci¹
regionu kolagenowego i domeny wi¹¿¹cej wêglowoda-
ny. U ludzi bia³ka zaliczane do tej rodziny s¹ kodowane
przez grupê genów zlokalizowanych na d³ugim ramie-
niu chromosomu 10. Niskie stê¿enia MBL w surowicy

s¹ spowodowane polimorfizmem pojedynczych nukleo-
tydów w egzonie 1 lub mutacjami w regionie promo-
torowym genu MBL-2. Wykazano, ¿e te mutacje maj¹
zwi¹zek ze zwiêkszon¹ podatno�ci¹ na wiele chorób
infekcyjnych. Brak lub bardzo niskie stê¿enie bia³ka
MBL w surowicy wydaje siê byæ czynnikiem ryzyka
wyst¹pienia niektórych schorzeñ, w szczególno�ci
chorób autoimmunologicznych.

MBL mo¿e wi¹zaæ siê z szerokim spektrum cu-
krów, takich jak mannoza czy N-acetyloglukozamina
i oddzia³ywaæ z ró¿norodnymi bakteriami, wirusami,
dro¿d¿ami, grzybami i pierwotniakami, na powierzchni
których wystêpuj¹ te cukry. Bia³ko MBL, zwi¹zane
z mikroorganizmami jest zdolne aktywowaæ system do-
pe³niacza na drodze lektynowej. Mo¿e ono tak¿e od-
dzia³ywaæ bezpo�rednio z receptorami na komórkach
¿ernych i dziêki temu pobudzaæ opsonofagocytozê na
drodze niezale¿nej od uk³adu dope³niacza. Istnieje
wiele doniesieñ potwierdzaj¹cych rolê MBL w mody-
fikowaniu odpowiedzi zapalnej, ale najprawdopodob-
niej mechanizm dzia³ania tej lektyny jest odmienny dla
ró¿nych organizmów lub ca³ych grup organizmów.
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1. Wprowadzenie

W ostatnim trzydziestoleciu zaobserwowano znacz-
ny wzrost udzia³u pa³eczek Acinetobacter spp. w za-
ka¿eniach szpitalnych. Zwi¹zane jest to ze spadkiem
odporno�ci populacji ludzkiej oraz wzrostem opor-
no�ci tych bakterii na antybiotyki [6, 18, 30, 63], co
wynika z szerokiego stosowania antybiotyków zwy-
kle w sposób niekontrolowany w prewencji i leczeniu
zaka¿eñ, jak równie¿ z rozwoju medycyny, wykorzy-
stuj¹cej coraz czê�ciej inwazyjne metody diagnostycz-
ne i lecznicze. Wzrost znaczenia pa³eczek Acineto-
bacter spp. w zaka¿eniach szpitalnych ma zwi¹zek
z szybk¹ zdolno�ci¹ tych bakterii do wytwarzania
oporno�ci pod wp³ywem presji antybiotykowej. Zdol-
no�æ t¹ uzyska³y na drodze ewolucji w �rodowisku
naturalnym w wyniku wspó³zawodnictwa z innymi
gatunkami bakterii, wytwarzaj¹cymi ró¿ne substancje

przeciwdrobnoustojowe. Pa³eczki Acinetobacter spp.
maj¹ tak¿e mo¿liwo�æ prze¿ycia w ró¿norodnych �ro-
dowiskach, czêsto ubogich w zwi¹zki od¿ywcze wy-
kazuj¹c stosunkowo ma³¹ wra¿liwo�æ na niekorzystne
warunki fizyko-chemiczne [29].

Bakterie najczê�ciej nabywaj¹ oporno�æ na antybio-
tyki w wyniku mutacji w genach chromosomalnych lub
plazmidowych oraz przekazywania genów warunku-
j¹cych oporno�æ. Przekazywanie to mo¿e przebiegaæ
zarówno poziomo jak i pionowo. Po pojawieniu siê
mutacji dochodzi do selekcji szczepów posiadaj¹cych
nowe czynniki oporno�ci. Ostatni mechanizm ma naj-
wiêkszy wp³yw na rozprzestrzenienie siê bakterii wy-
kazuj¹cych lekooporno�æ. U pa³eczek Acinetobacter
spp. opisano wszystkie znane sposoby przekazywania
genów oporno�ci na antybiotyki, jednak najwa¿niej-
szym sposobem ich przekazywania miêdzy szczepami
tego rodzaju prawdopodobnie jest koniugacja [6].
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Mechanisms of resistance to $-lactams in Acinetobacter spp.

Abstract: Acinetobacter spp. has emerged as a serious nosocomial pathogen in many countries mainly due to its resistance to
$-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 $-lactams have been identified in this species.

Acinetobacter spp. is responsible for the production of all classes of $-lactamases. The most important $-lactamases are
cefalosporinases, which are C class $-lactamases, A class $-lactamases, OXA enzymes, which are D class $-lactamases and B class
$-lactamases also known as metallo-$-lactamases. ESBL, related to the narrow spectrum TEM and SHV type $-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 $-lactamases that hydrolyze carbapenems OXA-23, OXA-24,
OXA-25, OXA-26, OXA-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 $-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 $-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. $-lactamases in Acinetobacter spp. 4.1. Class A $-lactamases. 4.2. Class B $-lactamases. 4.3. Class C
$-lactamases. 4.4. Class D $-lactamases. 5. Alterations of penicillin-binding proteins. 6. Efflux pump system. 7. Loss of outer
membrane proteins. 8. Summary
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Uwa¿a siê, ¿e potencja³ antybiotykooporno�ci ist-
nia³ od dawna. Jest on obecny w�ród szczepów dziko
¿yj¹cych, ulega ekspresji i licznym modyfikacjom
w warunkach selektywnej presji wywo³ywanej przez
stosowane �rodki przeciwbakteryjne [6]. Taka presja
spotêgowana jest niew¹tpliwie w �rodowisku szpital-
nym. Sprzyja to promocji gatunków wykazuj¹cych
³atwo�æ nabywania nowych mechanizmów oporno�ci,
czyli szybko przystosowuj¹cych siê do zmieniaj¹cych
siê warunków. Do takich bakterii nale¿¹ niew¹tpliwie
pa³eczki Acinetobacter spp.

Antybiotykami najpowszechniej stosowanymi w prak-
tyce klinicznej, do leczenia zaka¿eñ wywo³anych przez
pa³eczki Acinetobacter spp. i jednocze�nie wywo³uj¹-
cymi najmniej objawów ubocznych, s¹ $-laktamy.
Oporno�æ na te antybiotyki w�ród szczepów Acineto-
bacter spp. zwi¹zana jest z czterema mechanizmami:

● wytwarzaniem $-laktamaz,
● zmianami w bia³kach wi¹¿¹cych penicyliny (pe-

nicillin binding proteins, PBP),
● zmian¹ przepuszczalno�ci os³on komórkowych

poprzez wytwarzanie zmniejszonej liczby bia³ek
porynowych (outer membrane proteins, OMP),
oraz

● wyp³ywem (�efflux�) antybiotyków z wnêtrza
komórki.

Najwa¿niejszym mechanizmem oporno�ci na anty-
biotyki $-laktamowe u pa³eczek Acinetobacter spp.
jest wytwarzanie $-laktamaz [6]. Geny warunkuj¹ce
wytwarzanie tych enzymów mog¹ byæ kodowane na
plazmidach (enzymy IMP, VIM) lub chromosomach
(enzymy OXA). Zmiany w PBP i zmiana przepusz-
czalno�ci os³on komórkowych kodowana jest przez
geny zlokalizowane na chromosomie [63].

2. Antybiotyki aktywne wobec pa³eczek
Acinetobacter spp.

Najczê�ciej izolowanym i wykazuj¹cym najwiêksz¹
oporno�æ na antybiotyki spo�ród gatunków pa³eczek
Acinetobacter spp. jest Acinetobacter baumannii. Po-
zosta³e gatunki, do których zalicza siê, A. haemolyticus,
A. calcoaceticus, A. johnsonii, A. junii, A. radioresis-
tens i inne opisane dotychczas grupy DNA, wykazuj¹
wiêksz¹ wra¿liwo�æ na stosowane w leczeniu antybio-
tyki [34, 67]. Jest ona zró¿nicowana zale¿nie od po-
chodzenia szczepów, tj. kraju, z którego dany szczep
zosta³ wyizolowany, o�rodka leczniczego, a nawet od-
dzia³u tego samego szpitala. Te ró¿nice s¹ odbiciem
sytuacji epidemiologicznej i polityki antybiotykowej
prowadzonej w danym o�rodku [6, 29]. H o u a n g
i wsp. [34] wykazali znacz¹ce ró¿nice w wra¿liwo�ci
na antybiotyki w�ród szczepów pa³eczek nale¿¹cych
do kompleksu A. calcoaceticus � A. baumannii, izolo-

wanych z tych samych oddzia³ów szpitalnych, a na-
wet od pacjentów, czy personelu jednego oddzia³u.

Wed³ug badañ przeprowadzonych przez V i s a l l i
i wsp. [67], dotycz¹cych oporno�ci Acinetobacter spp.
na antybiotyki $-laktamowe, najwy¿sz¹ aktywno�æ
wobec tych pa³eczek wykazuje imipenem (99,2%
wra¿liwych szczepów). Badali oni tak¿e skuteczno�æ
po³¹czeñ penicylin z inhibitorami $-laktamaz. Najsku-
teczniejszym po³¹czeniem okaza³a siê ampicylina
z sulbactamem (86,9%). Nieco mniejsz¹ skuteczno�æ
stwierdzono dla po³¹czenia tikarcyliny z kwasem kla-
wulanowym i piperacyliny z tazobaktamem, odpo-
wiednio u 85,7% i 84,8% szczepów badanych. Zdecy-
dowanie najmniejsz¹ aktywno�æ, wynosz¹c¹ 54,4%,
stwierdzono dla amoksycyliny z kwasem klawulano-
wym. Wysok¹ skuteczno�æ wobec pa³eczek Acineto-
bacter spp. wykazuj¹ po³¹czenia sulbaktamu nie tylko
z ampicylin¹, ale tak¿e z cefaperazonem [38, 69]. Sul-
baktam hamuje katalityczne dzia³anie enzymów $-lak-
tamowych wi¹¿¹c siê nieodwracalnie z ich miejscem
aktywnym [38]. W porównaniu do tazobaktamu i kwa-
su klawulanowego, wykazuje on najwiêksz¹ aktyw-
no�æ w stosunku do Acinetobacter spp. [38, 52]. Sul-
baktam oprócz wp³ywu inhibicyjnego w stosunku do
$-laktamaz, posiada równie¿ aktywno�æ przeciw tym
pa³eczkom po zwi¹zaniu siê z bia³kiem PBP2.

Badania nad oporno�ci¹ pa³eczek Acinetobacter
spp. przeprowadzono równie¿ w Polsce [29, 30]. Wy-
niki wskazuj¹, ¿e najbardziej aktywnymi antybiotyka-
mi wobec szczepów izolowanych z polskich szpitali
s¹ imipenem, nitroksolina, netilmicyna i ampicylina
z sulbaktamem.

Antybiotykiem ostatniej szansy w leczeniu ciê¿kich
zaka¿eñ wywo³anych szczepami rodzaju Acinetobac-
ter wykazuj¹cymi oporno�æ na $-laktamy, w tym na
karbapenemy, jest kolistyna. Ma ona jednak toksyczne
dzia³anie na organizm cz³owieka i nie daje mo¿liwo�ci
stosowania terapii sekwencyjnej, poniewa¿ musi byæ
podawana paraenteralnie [37, 46, 58].

3. Antybiotykoterapia z³o¿ona
w leczeniu zaka¿eñ wywo³anych
przez pa³eczki Acinetobacter spp.

Ostatnie doniesienia sugeruj¹ du¿¹ skuteczno�æ an-
tybiotykoterapii z³o¿onej [6, 25, 43]. Znacz¹cy udzia³
maj¹ w niej antybiotyki $-laktamowe. Takie leczenie
zmniejsza ryzyko wytwarzania oporno�ci, tak jak ma to
miejsce w monoterapii, zmniejsza toksyczno�æ stoso-
wanych antybiotyków oraz podnosi skuteczno�æ lecze-
nia antybakteryjnego. Ma to istotne znaczenie wobec
faktu szybkiego wytwarzania przez szczepy pa³eczek
Acinetobacter spp. nowych mechanizmów oporno�ci
na antybiotyki.
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$-laktamy, z uwagi na ich mechanizm dzia³ania,
stosuje siê w skojarzeniu z wieloma antybiotykami nie
$-laktamowymi. Opisano skuteczno�æ po³¹czeñ anty-
biotyków $-laktamowych z miêdzy innymi aminogli-
kozydami, fluorochinolonami [6, 25, 45]. Stwierdzono
zwiêkszon¹ aktywno�æ lewofloksacyny i ciprofloksa-
cyny w po³¹czeniu z cefalosporynami III i IV generacji
takimi, jak ceftazidim i cefepim, a tak¿e wymienionych
fluorochinolonów z piperacylin¹ z tazobaktamem oraz
imipenemem [25]. Opisano równie¿ synergizm miêdzy
po³¹czeniami $-laktamów (imipenemu, ampicyliny
z sulbaktamem i tikarcyliny z kwasem klawulanowym)
z aminoglikozydami (tobramycyn¹ i amikacyn¹) [43].
W stosowaniu antybiotykoterapii z³o¿onej wobec za-
ka¿eñ wywo³anych przez pa³eczki Acinetobacter spp.
rekomendowanymi przez wiêkszo�æ badaczy antybio-
tykami s¹ penicyliny i cefaloporyny o szerokim zakre-
sie dzia³ania, a tak¿e karbapenemy w skojarzeniu
g³ównie z aminoglikozydami i fluorochinolonami. Te-
rapia z³o¿ona wydaje siê byæ postêpowaniem z wybo-
ru w leczeniu ciê¿kich zaka¿eñ wywo³anych przez
wielolekooporne szczepy Acinetobacter spp.

4. $-laktamazy pa³eczek Acinetobacter spp.

U pa³eczek Acinetobacter spp. opisano $-laktama-
zy o zró¿nicowanym zakresie dzia³ania, wystêpowa-
niu i oporno�ci na inhibitory $-laktamaz. Wszystkie
powoduj¹ hydrolizê wi¹zania amidowego w pier�cie-
niu $-laktamowym [31]. Podobne enzymy s¹ identy-
fikowane w�ród innych Gram-ujemnych pa³eczek,
np. Pseudomonas spp. Nasuwa to przypuszczenie, co
do ich wspólnego pochodzenia. $-laktamazy pa³eczek
Acinetobacter spp. nale¿¹ generalnie do enzymów
wytwarzanych konstytutywnie. Rzadziej s¹ to enzy-
my indukowane. Wi¹¿e siê to z mo¿liwo�ci¹ natych-
miastowej reakcji na obecno�æ antybiotyku w �rodo-
wisku i jego szybk¹ inaktywacj¹.

Obecnie najczê�ciej u¿ywane s¹ dwie klasyfikacje
$-laktamaz: wg B u s h  i A m b l e r a  [4, 14, 16]. Kla-
syfikacja Bush to podzia³ funkcjonalny uwzglêdniaj¹cy
hydrolityczne w³a�ciwo�ci ró¿nych enzymów w sto-
sunku do $-laktamów. Natomiast klasyfikacja Amblera
jest podzia³em strukturalnym, opieraj¹cym siê na se-
kwencjach aminokwasowych enzymów hydrolizuj¹-
cych $-laktamy. Oba systemy klasyfikacji w du¿ej
mierze pokrywaj¹ siê. Podzia³ $-laktamaz wytwarza-
nych przez pa³eczki Acinetobacter spp. w niniejszej
pracy zosta³ oparty na klasyfikacji Amblera.

4.1. Klasa A $-laktamaz

Do klasy A $-laktamaz wg A m b l e r a  zalicza siê
enzymy zwane $-laktamazami o szerokim zakresie
dzia³ania (broad spectrum $-lactamases), np. SHV,

TEM. Wystêpuj¹ one powszechnie w�ród pa³eczek ro-
dziny Enterobacteriaceae i to z nich najczê�ciej po-
wstaj¹ $-laktamazy o rozszerzonym zakresie dzia³ania
(extended spectrum $-lactamases, ESBL) [11, 28, 61].
U pa³eczek Acinetobacter spp. dotychczas nie opisano
tego typu enzymów. Wykryto jednak ESBL inne ni¿
TEM i SHV, zaliczane do PER, VEB, a w ostatnim cza-
sie CTX-M [11, 48, 61]. S¹ to jedyne $-laktamazy typu
ESBL opisane dotychczas u rodzaju Acinetobacter.

PER-1 to $-laktamaza typu ESBL kodowana plaz-
midowo. Gen odpowiedzialny za syntezê tego enzymu
zidentyfikowano równie¿ na chromosomie [64, 70].
PER-1 hydrolizuje penicyliny i cefalosporyny, w tym
tak¿e IV generacji. Pierwotnie enzym ten opisano
u Pseudomonas aeruginosa we Francji, a nastêpnie
tak¿e w�ród szczepów A. baumannii w Turcji i we
W³oszech [11, 64]. Do niedawna uwa¿ano, ¿e wystê-
puje on jedynie u pa³eczek Acinetobacter spp. izo-
lowanych w Europie. W 2003 roku opisano jednak
w Korei szczepy posiadaj¹ce gen blaPER-1, a odsetek
ich wystêpowania oceniono na 54,6% [70]. Dla po-
równania w Turcji odsetek ten by³ równie¿ bardzo
wysoki i wynosi³ 46% [64]. Sugeruje to powszechne
wystêpowanie w�ród pa³eczek rodzaju Acinetobacter
tego enzymu tak¿e w innych czê�ciach �wiata.

Szczepy posiadaj¹ce gen blaPER-1 nale¿¹ do ró¿-
nych klonów pa³eczek Acinetobacter spp., jednak nie
wyklucza to jednocze�nie klonalnego rozprzestrzenia-
nia siê bakterii posiadaj¹cych ten mechanizm opor-
no�ci. Gen ten wykazuje zdolno�æ do wbudowywania
siê w ró¿ne struktury genomu. Jego ekspresja fenoty-
powa wymaga odpowiedniej sekwencji promotorowej,
która nie wystêpuje u pa³eczek Escherichia coli. Ko-
niugacja tego genu do pa³eczek E. coli nie spowoduje
wiêc wytworzenia oporno�ci na cefalosporyny IV ge-
neracji, które nie s¹ generalnie objête zakresem dzia-
³ania ESBL typu TEM i SHV.

Wytwarzanie $-laktamazy PER-1, oprócz oporno�ci
na cefalosporyny powoduje tak¿e brak skuteczno�ci
po³¹czeñ $-laktamów z sulbaktamem [64]. Dotyczy to
nie tylko kombinacji sulbaktamu z ampicylin¹, ale tak-
¿e jego po³¹czenia z cefoperazonem, wprowadzonego
ostatnio na rynek polski.

W 2003 roku P o i r e l  i wsp. [56] opisali we Fran-
cji $-laktamazê VEB-1, kolejny enzym typu ESBL
u pa³eczek Acinetobacter spp. Jest on kodowany na
integronie wbudowywanym w strukturê chromosomu
bakteryjnego. Wcze�niej wykazywano go u pa³eczek
Enterobacteriaceae i Pseudomonas spp. w po³udniowo-
wschodniej Azji [27]. Acinetobacter spp. jest pierw-
sz¹ Gram-ujemn¹ pa³eczk¹ izolowan¹ w Europie wy-
twarzaj¹c¹ ten enzym poza po³udniowo-wschodni¹
Azj¹ [56]. Sekwencja genowa integronu zawieraj¹cego
gen blaVEB-1 u pa³eczek Acinetobacter spp. jest iden-
tyczna, jak analogicznych integronów, wystêpuj¹cych
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u innych gatunków. �wiadczy to o horyzontalnym
przekazywaniu tego mechanizmu oporno�ci.

W 2004 roku [48] u trzech pacjentów oddzia³u
neurochirurgicznego opisano szczepy pa³eczek Acineto-
bacter spp. wykazuj¹ce oporno�æ na cefotaksym, cef-
triakson, cefpodoksym, aztreonam, ale by³y one wra¿-
liwe na ceftazidim i imipenem. Bakterie te wytwarza³y
$-laktamazê o rozszerzonym spektrum wra¿liw¹ na
kwas klawulanowy sklasyfikowan¹ jako CTX-M-2.
Gen blaCTX-M-2 koduj¹cy ten enzym zlokalizowany jest
na plazmidzie, który wystêpuje tak¿e u innych bakterii,
np. u Proteus mirabilis. Jego ekspresja fenotypowa ma
charakter indukcyjny.

Wytwarzanie enzymów ESBL u pa³eczek Acineto-
bacter spp. wi¹¿e siê ze wzrostem MIC cefalosporyn
(w tym równie¿ IV generacji). Wi¹¿e siê to z trudno�-
ciami w wykrywaniu $-laktamaz typu ESBL za pomoc¹
powszechnie stosowanego w diagnostyce mikrobiolo-
gicznej testu dwóch kr¹¿ków. U¿ycie ceftazidimu, cefo-
taksymu i aztreonamu w odleg³o�ci 10 mm od �rodka
kr¹¿ka z inhibitorem $-laktamaz pozwala na wykrycie
tylko czê�ci szczepów posiadaj¹cych gen bla PER-1.
Dopiero u¿ycie cefepimu i zmniejszenie odleg³o�ci
miêdzy kr¹¿kami do 5 mm zwiêksza znacznie czu³o�æ
testu. Dowodz¹ tego badania przeprowadzone przez
Yo n g  i wsp. [70]. W pierwszym etapie do�wiadczeñ,
za pomoc¹ testu dwóch kr¹¿ków wykryto 17 z 53 szcze-
pów z genem bla PER-1. W drugim etapie, po wprowa-
dzeniu opisanej modyfikacji, liczba wykrytych szcze-
pów wzros³a do 52 z 53. Wad¹ opisanej metody s¹
jednak, wed³ug autorów, niewielkie rozmiary stref za-
hamowania wzrostu, co utrudnia interpretacjê wyni-
ków. Mo¿e byæ to przyczyn¹ zani¿enia wykrywalno-
�ci enzymów typu ESBL u pa³eczek Acinetobacter
spp. P o i r e l  i wsp. [56] uwa¿aj¹, ¿e wiarygodno�æ
testu dwóch kr¹¿ków w wykrywaniu ESBL u tych pa-
³eczek mo¿na zwiêkszyæ przez dodanie do pod³o¿a
kloksacyliny, która jest inhibitorem cefalosporynaz,
wytwarzanych czêsto jednocze�nie z ESBL. Metoda
ta, zdaniem autorów, powinna byæ stosowana po-
wszechnie w diagnostyce mikrobiologicznej.

Enzymami nale¿¹cymi do klasy A $-laktamaz, opi-
sanymi u pa³eczek Acinetobacter spp., które nie nale¿¹
do ESBL, s¹ CARB-5, TEM-1, TEM-2 oraz $-lakta-
mazy podobne do SHV [6, 23, 53, 65]. S¹ to najczê�-
ciej, obok cefalosporynaz, wystêpuj¹ce $-laktamazy
u tych bakterii. CARB-5 (pI 6,3) kodowana jest na plaz-
midzie, hydrolizuje ampicylinê, karbenicylinê i cefa-
losporyny I generacji. Nie hydrolizuje natomiast meti-
cyliny. Jest ona wra¿liwa na kwas klawulanowy,
sulbaktam, pCMB (p-chloromerkuribenoat) oraz klo-
ksacylinê [53]. Wysoka aktywno�æ wobec karbenicy-
liny pozwala zakwalifikowaæ ten enzym jako karbeni-
cylinazê. TEM-1 (pI 5,4) oraz pozosta³e wymienione
enzymy tak¿e kodowane s¹ plazmidowo i wykazuj¹

wra¿liwo�æ na dzia³anie kwasu klawulanowego [6].
Ich g³ównym substratem jest penicylina.

Bior¹c pod uwagê ró¿norodno�æ $-laktamaz klasy
A nale¿y przypuszczaæ, ¿e geny koduj¹ce te enzymy
bêd¹ ulega³y dalszym mutacjom, prowadz¹cym do po-
wstania kolejnych szczepów opornych. Tak¹ w³a�ci-
wo�æ wykazuj¹ szczególnie enzymy typu TEM i SHV,
co uwarunkowane jest trzema g³ównymi ich w³a�ci-
wo�ciami: znacznym rozpowszechnieniem w�ród pa-
³eczek Gram-ujemnych, powstawaniem ich w bardzo
du¿ych ilo�ciach oraz mo¿liwo�ci¹ mutacji w kierun-
ku enzymów o coraz szerszym zakresie substratowym
[28]. Enzymy tego typu opisano ju¿ w�ród niefermen-
tuj¹cych pa³eczek P. aeruginosa [47, 49]. Pojawienie
siê w�ród pa³eczek Acinetobacter spp. ESBL typu
TEM i SHV jest wysoce prawdopodobne i wydaje siê
byæ tylko kwesti¹ czasu.

Dotychczas u pa³eczek rodzaju Acinetobacter nie
opisano $-laktamaz hydrolizuj¹cych karbapenemy,
które nale¿a³yby do klasy A wed³ug A m b l e r a.

4.2. Klasa B $-laktamaz

Klasa B to metalo-$-laktamazy, w skrócie nazywa-
ne MBL, do których zalicza siê IMP i VIM. W odró¿-
nieniu od $-laktamaz serynowych, do których nale¿¹
wszystkie pozosta³e klasy $-laktamaz, zawieraj¹ one
w miejscu aktywnym dwuwarto�ciowy jon cynku
i dlatego s¹ hamowane przez EDTA. S¹ one jedno-
cze�nie oporne na dzia³anie inhibitorów $-laktamaz
[15, 35]. Hydrolizuj¹ penicyliny, cefalosporyny i kar-
bapenemy. Mimo tak szerokiego zakresu dzia³ania nie
rozk³adaj¹ aztreonamu.

Pierwszy enzym typu IMP wykryto i opisano na po-
cz¹tku lat 90. XX wieku w Japonii u pa³eczek P. aeru-
ginosa i Serratia marcescens [51, 68]. Zosta³ on nazwa-
ny IMP-1. Wkrótce potem opisano ten enzym u wielu
gatunków bakterii w innych krajach, w tym tak¿e
w 1999 roku we W³oszech u Acinetobacter spp. [20].
Nale¿y podkre�liæ, ¿e w tym czasie na Dalekim Wscho-
dzie, podczas gdy opisywano IMP-1 u wielu gatun-
ków bakterii, nie wykazywano go jeszcze w Europie.
Acinetobacter spp. okaza³ siê bakteri¹, u której po raz
pierwszy na tym kontynencie zidentyfikowano enzy-
my typu IMP [20]. IMP-2, kolejn¹ karbapenemazê
wystêpuj¹c¹ u pa³eczek Acinetobacter spp., opisano
tak¿e we W³oszech w 2000 roku [60]. A. baumannii
jest pierwsz¹ na �wiecie bakteri¹, u której zidentyfiko-
wano ten enzym. Kolejn¹ metalo-$-laktamaz¹ typu IMP
wykryt¹ u rodzaju Acinetobacter by³ 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. Bakteri¹, u której go wykryto
by³, podobnie jak w przypadku IMP-2, A. baumannii
[22]. �wiadczy to o ogromnych mo¿liwo�ciach pa³e-
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czek rodzaju Acinetobacter do wytwarzania nowych
mechanizmów oporno�ci obejmuj¹cych swoim zakre-
sem nawet karbapenemy, powszechnie uwa¿ane za
najskuteczniejsze antybiotyki $-laktamowe.

Do metalo-$-laktamaz klasy B wystêpuj¹cych u pa-
³eczek Acinetobacter spp. nale¿¹ tak¿e enzymy typu
VIM. VIM-1 opisany zosta³ w tej grupie drobnoustro-
jów we W³oszech, a VIM-2 w Korei [71].

£atwo�æ rozprzestrzeniania MBL wi¹¿e siê z ho-
ryzontalnym przekazywaniem genów blaIMP, blaVIM
w�ród bakterii ró¿nych gatunków [8, 35, 59]. Geny te
pierwotnie znajdowa³y siê w chromosomach. Obecnie
wiadomo, ¿e wchodz¹ w sk³ad integronów, które mog¹
wbudowywaæ siê w plazmidy i chromosomy. Maj¹ one
te¿ zdolno�æ w³¹czania i wy³¹czania sekwencji DNA
w obrêbie, tzw. kasety zawieraj¹cej du¿e fragmenty
z genami oporno�ci na ró¿ne klasy antybiotyków, co
warunkuje wielolekooporno�æ.

Rozprzestrzenienie MBL w�ród pa³eczek Acineto-
bacter spp. wykazuje zró¿nicowanie geograficzne
[1, 35, 60, 62, 71]. Szczepy wytwarzaj¹ce te enzymy
izolowano g³ównie na Dalekim Wschodzie, ale tak¿e
i w Europie. Opisywanie ich w tak odleg³ych od siebie
rejonach pozwala przypuszczaæ, ¿e wystêpuj¹ one na
ca³ym �wiecie. Odsetek szczepów pa³eczek Acineto-
bacter spp. opornych na karbapenemy jest ni¿szy ni¿
w�ród szczepów Pseudomonas spp., ale ci¹gle wzrasta.
Nale¿y jednak zwróciæ uwagê, ¿e odsetek szczepów
posiadaj¹cych MBL w�ród szczepów niewra¿liwych
na karbapenemy mo¿e byæ wy¿szy dla Acinetobacter
spp., ni¿ dla Pseudomonas spp. [36]. Niew¹tpliwie
wzrost wystêpowania MBL wi¹¿e siê ze wzrostem sto-
sowania karbapenemów w leczeniu zaka¿eñ. Szczepy
oporne na imipenem wystêpuj¹ na ca³ym �wiecie. Jed-
nak izolaty wytwarzaj¹ce MBL wystêpuj¹ rzadziej, ni¿
te, które wytwarzaj¹ inne mechanizmy oporno�ci na
karbapenemy, na przyk³ad opisane ni¿ej enzymy typu
OXA [14�16, 35]. Bior¹c jednak¿e pod uwagê ogrom-
ny potencja³ genów koduj¹cych MBL zdolnych do roz-
przestrzeniana siê w�ród pa³eczek niefermentuj¹cych,
jak równie¿ innych drobnoustrojów, karbapenemy
mog¹ staæ siê wkrótce nieskutecznymi lekami w terapii
zaka¿eñ wywo³anych przez pa³eczki Acinetobacter spp.

4.3. Klasa C $-laktamaz

Do klasy C nale¿¹ kodowane chromosomalnie ce-
falosporynazy, zaliczane do grupy 1 wed³ug klasyfi-
kacji B u s h  [14, 16]. Wykazuj¹ one bardzo du¿¹ ró¿-
norodno�æ, co utrudnia ich ocenê i identyfikacjê.
Wiele badañ sugeruje jednak, i¿ s¹ to najwa¿niejsze
$-laktamazy wytwarzane przez pa³eczki Acinetobac-
ter spp. Wystêpuj¹ one u 75 do 98% szczepów tego
rodzaju. S¹ hamowane przez kloksacylinê. Izolacja
tych enzymów jest trudna ze wzglêdu na du¿¹ masê

cz¹steczkow¹ i s³ab¹ rozpuszczalno�æ. Z tych powo-
dów wiedza na ich temat jest jeszcze niepe³na i wyma-
ga on uzupe³nienia dalszymi badaniami.

Pierwsz¹ chromosomaln¹ cefalosporynazê (pI 8,6)
u pa³eczek Acinetobacter spp. opisali w 1976 roku
M a t t h e w  i H a r r i s  [wg 6]. W nastêpnych latach
opisano kolejne enzymy tej grupy. Cefalosporynazê
hamowan¹ przez kloksacylinê, aztreonam, karbenicy-
linê i sulbaktam opisa³ w 1977 roku M o r o h o s h i
(pI 7,25�7,5 CEP-N) i B l u s c h m i t d  (pI 9,9) [wg 6].
Jest ona oporna na dzia³anie kwasu klawulanowego.

H o o d  i A m e y e s  [33] w 1991 roku podzielili
znane wówczas cefalosporynazy kodowane chromo-
somalnie, na 4 grupy: ACE-1, ACE-2, ACE-3 i ACE-4
(Acinetobacter chromosomal enzymes). Enzymy te
zró¿nicowano dziêki chromatografii FPLC (Fast-Pro-
tein LiQuid Chromatography). Najmniejsz¹ cz¹steczkê
ma ACE-3 (Mr 35000) i ACE-2 (Mr 60500). Z kolei
ACE-1 i ACE 4 to du¿e enzymy o masie cz¹st. powy-
¿ej 500000, a nawet 1000000, co sugeruje, ¿e s¹ one
z³o¿one z wielu ³añcuchów polipeptydowych lub ³¹-
cz¹ siê z innymi komponentami komórkowymi, w tym
prawdopodobnie sk³adnikami �ciany komórkowej.
Mog¹ wiêc one stanowiæ formê po�redni¹ miêdzy
PBP, a $-laktamazami [44]. ACE wykazuj¹ aktywno�æ
wobec cefalosporyn i penicylin. Najwy¿sz¹ efektyw-
no�æ ich dzia³ania stwierdza siê w stosunku do cefalo-
sporyn I generacji, takich jak cefalorydyna i cefra-
dyna. ¯aden z enzymów tej grupy nie hydrolizuje
aztreonamu i cefalosporyn III generacji. Trzy z nich
(ACE-1, ACE-2, ACE-3) wi¹¿¹ jednak aztreonam, co
z jednej strony warunkuje czê�ciow¹ oporno�æ na ten
antybiotyk, z drugiej natomiast inaktywuje te enzymy.
Najsilniejsz¹ cefalosporynaz¹ opisanej grupy jest
ACE-1. Obecnie cefalosporynazy dzieli siê na dwie
grupy: pierwsz¹ o pI >8,5 oraz drug¹ o pI 8�8,5 [40].

W 1996 roku [54] scharakteryzowano nowe cefa-
losporynazy pod wzglêdem w³a�ciwo�ci biochemicz-
nych, a w 2000 roku [9] opisano sekwencjê nukleoty-
dow¹ pierwszego genu koduj¹cego cefalosporynazê
AmpC, wytwarzan¹ przez pa³eczki Acinetobacter spp.
Gen ampC cefalosporynazy wystêpuj¹cej u pa³eczek
Acinetobacter spp. wykazuje najwiêksze podobieñ-
stwo w stosunku do genu ampC u Aeromonas sobria.
Siêga ono jednak tylko 42,3% budowy nukleotydowej.
Porównuj¹c sekwencje nukleotydowe genów ampC
pa³eczek Acinetobacter spp. i innych gatunków bak-
terii wykazano kolejne ró¿nice, co �wiadczy o jeszcze
mniejszym pokrewieñstwie miêdzy nimi. Obecnie po-
jawiaj¹ siê prace opisuj¹ce sekwencje nukleotydowe
kolejnych cefalosporynaz wystêpuj¹cych u pa³eczek
Acinetobacter spp. [5].

Pa³eczki A. baumannii wytwarzaj¹ce enzym AmpC
wykazuj¹ ró¿n¹ oporno�æ na $-laktamy. Poziom wy-
twarzania tego enzymu i tym samym oporno�ci na
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ceftazidim, zale¿y od obecno�ci sekwencji promoto-
rowej [21]. System regulacji ekspresji tych $-laktamaz
jest tu bardziej z³o¿ony ni¿ u pa³eczek z rodziny Entero-
bacteriaceae. Stwierdzono, ¿e szczepy A. baumannii
posiadaj¹ce �redni¹ i wysok¹ oporno�æ na ceftazidim
dysponuj¹ sekwencj¹ insercyjn¹ zawieraj¹c¹ silny pro-
motor, umieszczon¹ przed genem ampC [21]. Sekwen-
cja ta jest ruchoma i zbudowana z 1200 par zasad. Jest
to pierwszy znany ruchomy element genomu, który
mo¿e regulowaæ ró¿ne geny oporno�ci u pa³eczek
Acinetobacter spp. Wykazuje on mo¿liwo�æ regulacji
wytwarzania oksacylinaz, nale¿¹cych do klasy D $-lak-
tamaz oraz genu aac(3)IIa, odpowiedzialnego za po-
wstanie enzymu modyfikuj¹cego aminoglikozydy. Ce-
falosporynazy pa³eczek Acinetobacter spp. wydaj¹ siê
nie podlegaæ indukcji w sposób taki jak ma to miejsce
u pa³eczek z rodziny Enterobacteriaceae [5]. U¿ycie
cefoksytyny jako induktora w do�wiadczeniu przepro-
wadzonym przez B e c e i r o  i wsp. [5] nie spowo-
dowa³o zwiêkszenia wytwarzania AmpC $-laktamaz.
Podobne wyniki uzyskiwali inni badacze [wg 6].

Jak ju¿ wspomniano cefalosporynazy pa³eczek Aci-
netobacter spp. mog¹ inaktywowaæ penicyliny oraz
cefalosporyny. S¹ one jednak hamowane przez sulbak-
tam, co jest cech¹ obserwowan¹ tylko u pa³eczek
Acinetobacter spp. i Citrobacter freundii. Wyra¿a siê
to du¿¹ aktywno�ci¹ penicylin w po³¹czeniu z tym
inhibitorem $-laktamaz w warunkach in vitro. Stê¿e-
nie sulbaktamu musi byæ jednak wysokie, co sprawia,
¿e w warunkach in vivo skuteczno�æ takiego po³¹cze-
nia jest wyra�nie mniejsza.

Wysoki poziom ekspresji genów cefalosporynaz wy-
kryto u szczepów opornych na karbapenemy, u których
mechanizm oporno�ci na tê grupê antybiotyków jest
dodatkowo zwi¹zany ze zmniejszeniem przepuszczal-
no�ci os³on komórkowych [57]. Oba te mechanizmy
zdaj¹ siê byæ odpowiedzialne za wzrost MIC dla kar-
bapenemów, co zmniejsza ich skuteczno�æ terapeu-
tyczn¹. Dowodem na to przypuszczenie jest fakt, ¿e
nie stwierdzono innych istotnych ró¿nic w mechaniz-
mie oporno�ci na $-laktamy u badanych szczepów
A. baumannii, zarówno wra¿liwych, jak i opornych
na karbapenemy. Potwierdza to udzia³ cefalosporynaz
w oporno�ci na tê grupê antybiotyków. Podobn¹ za-
le¿no�æ stwierdzono w przypadku oporno�ci na pipe-
racylinê, cefotaksym, cefpirom i aztreonam.

4.4. Klasa D $-laktamaz

Klasa D to $-laktamazy typu OXA (pI 6,65)
� oksacylinazy inaktywuj¹ce penicyliny i cyfalospo-
ryny. Wiêkszo�æ z nich hydrolizuje równie¿ karbape-
nemy, nie s¹ one jednak metaloenzymami. Kodowane
s¹ chromosomalnie. Trudno�ci w ich wykrywaniu wy-
nikaj¹ z ró¿nej aktywno�ci wobec cefalosporyn III ge-

neracji. Mog¹ dla przyk³adu hydrolizowaæ cefepim,
nie hydrolizuj¹c ceftazidimu. Hamowane s¹ przez
kwas klawulanowy (oprócz OXA-23), tazobaktam
i sulbaktam, wykazuj¹ z wyj¹tkiem enzymów OXA-24,
OXA-27 i OXA-40, du¿¹ aktywno�æ wobec kloksa-
cyliny i oksacyliny [3]. Wed³ug klasyfikacji B u s h
zaliczane s¹ one wszystkie do klasy 2d [14, 16].

Pierwszym sklasyfikowanym i opisanym enzymem
tej klasy u pa³eczek Acinetobacter spp. by³ OXA-21
[66]. Zakres jego dzia³ania nie zosta³ ostatecznie wyja�-
niony, poniewa¿ badany szczep wytwarza³ dodatkowo
dwie inne $-laktamazy, niemniej jednak nie obejmuje
on karbapenemów [11, 66]. OXA-23, nastêpny en-
zym wystêpuj¹cy u rodzaju Acinetobacter, pocz¹t-
kowo zakwalifikowano jako karbapenemazê klasy A
wg A m b l e r a  i nazwano ARI-1 (Acinetobacter en-
zyme resistant to imipenem) [12]. Pó�niej, na podsta-
wie badañ nad struktur¹ genetyczn¹, zaliczono j¹ do
oksacylinaz [2, 24]. Kolejn¹ opisan¹ oksacylinaz¹
by³a OXA-24 izolowana ze szczepu pochodz¹cego
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 pa³eczek Acinetobacter
spp. nazwane odpowiednio OXA-51 i OXA-58.

Pa³eczki Acinetobacter spp. wytwarzaj¹ wszystkie
opisane dotychczas $-laktamazy OXA hydrolizuj¹ce
imipenem, tj. OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26,
OXA-27, OXA-40 oraz OXA-51 i OXA-58 [35, 55].
Badania genetyczne zaowocowa³y ich podzia³em 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]. Porów-
nuj¹c sekwencje nukleotydow¹ poszczególnych grup
enzymów OXA wykazano 60% podobieñstwa w bu-
dowie cz¹steczkowej. Z kolei podobieñstwo enzymów
nale¿¹cych do tej samej grupy jest bardzo wysokie
i osi¹ga nawet 99%. Dla przyk³adu, OXA-40 ró¿ni siê
od pozosta³ych enzymów ze swojej grupy, jednym lub
dwoma aminokwasami. Jednak jego w³a�ciwo�ci bio-
chemiczne znacznie ró¿ni¹ siê od pozosta³ych, gdy¿
jest on s³abo hamowany przez inhibitory $-laktamaz:
kwas klawulanowy, tazobaktam, sulbaktam oraz wy-
kazuje wzglêdnie w¹ski zakres dzia³ania, obejmuj¹cy
jednak ceftazidim i imipenem.

Ostatnio opisane karbapenemazy OXA-51 i OXA-58
z uwagi na ma³e podobieñstwo (oko³o 60%) do po-
zosta³ych OXA karbapenemaz pa³eczek Acinetobac-
ter spp. zosta³y zaliczone do nowoutworzonej trzeciej
grupy [13, 55]. G³ównym substratem tych enzymów
jest imipenem. Hydrolizuj¹ one tak¿e penicyliny,
w tym oksacylinê. OXA-58 nie wykazuje aktywno�ci
wobec cefalosporyn. S¹ to enzymy kodowane przez
geny znajduj¹cy siê na plazmidzie, w przeciwieñstwie
do wiêkszo�ci enzymów tej klasy wystêpuj¹cych u pa-
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³eczek Acinetobacter spp., które kodowane s¹ chro-
mosomalnie.

Oksacylinazy maj¹ zdecydowanie s³absz¹ aktyw-
no�æ wobec karbapenemów ni¿ metaloenzymy nale-
¿¹ce do klasy B. Wytwarzanie tych enzymów nie
warunkuje ca³kowitej oporno�ci na karbapenemy. Ko-
nieczne jest wspó³istnienie zmniejszonej przepusz-
czalno�ci b³ony zewnêtrznej, zwi¹zanej z brakiem bia-
³ek porynowych. Dopiero po³¹czenie tych dwóch
mechanizmów powoduje pojawienie siê oporno�ci kli-
nicznej na imipenem.

Karbapenemazy typu OXA mog¹ rozprzestrzeniaæ
siê tak¿e w�ród innych gatunków bakterii. Enzym
OXA-23 opisano u P. mirabilis [7]. Pa³eczki Acine-
tobacter spp. s¹ wiêc rezerwuarem, z którego geny
blaOXA koduj¹ce karbapenemazy mog¹ rozprzestrze-
niaæ siê w przysz³o�ci na inne bakterie. Liczba enzy-
mów typu OXA u rodzaju Acinetobacter bêdzie siê
niew¹tpliwie powiêkszaæ coraz bardziej.

5. Zmiany w bia³kach wi¹¿¹cych penicyliny

Zmiana PBP jest czêsto zwi¹zana z oporno�ci¹ na
$-laktamy. PBP u pa³eczek Acinetobacter spp. wyka-
zuj¹ podobieñstwo do analogicznych bia³ek szczepów
Bacteroides spp. O b a r a  i N a k l e  [50] opisali u pa-
³eczek Acinetobacter spp. 6 bia³ek PBP: 1a (94 kDa),
1b (92 kDa), 1c (86 kDa), 2 (74 kDa), 3 (59 kDa),
4 (42 kDa). Kombinacje tych bia³ek warunkuj¹ ró¿ny
stopieñ wi¹zania siê antybiotyków $-laktamowych
z komórk¹ bakteryjn¹. F e r n á n d e z - C u e n c a  i wsp.
[26] obserwowali 12 ró¿nych wzorów PBP u bada-
nych przez siebie szczepów. Stwierdzili oni, ¿e brak
PBP2 (73,2 kDa) wraz z wytwarzaniem oksacylinaz
lub MBL warunkuje oporno�æ na imipenem.

6. Zmiana przepuszczalno�ci os³on komórkowych
poprzez redukcjê bia³ek porynowych

Istotnym mechanizmem oporno�ci na antybiotyki
$-laktamowe pa³eczek Acinetobacter spp. jest zmniej-
szenie przepuszczalno�ci �ciany bakteryjnej. Bakterie
te wykazuj¹ 3% przepuszczalno�ci �ciany komórko-
wej E. coli i tak¹ sam¹ lub nawet mniejsz¹ przepusz-
czalno�æ ni¿ P. aeruginosa [57]. Przepuszczalno�æ
�ciany komórkowej rodzaju Acinetobacter dla penicy-
lin i cefalosporyn stanowi 1% przepuszczalno�ci jaka
wystêpuje u szczepów E. coli. Dla karbapenemów jest
to poni¿ej 2%. Pozwala to tym bakteriom na osi¹g-
niêcie wysokiego poziomu oporno�ci na antybiotyki
$-laktamowe ju¿ przy ni¿szym poziomie wytwarzania
enzymów hydrolizuj¹cych te antybiotyki. Mechanizm
zmniejszenia przepuszczalno�ci os³on komórkowych

jest powszechny w�ród dzikich szczepów wystêpuj¹-
cych w �rodowisku naturalnym [6] i jest zwi¹zany
z wytwarzaniem bia³ek porynowych OMP (outer
membrane proteins). Jest to obok wytwarzania $-lak-
tamaz najwa¿niejszy sposób uzyskania oporno�ci na
antybiotyki $-laktamowe w�ród pa³eczek Acinetobac-
ter spp. Wynika on z redukcji liczby poryn lub z two-
rzenia kana³ów o mniejszych �rednicach, nieprzepusz-
czaj¹cych zwi¹zków o du¿ej masie cz¹steczkowej lub
o znacznej hydrofobowo�ci.

Za przepuszczalno�æ antybiotyków przez b³onê ze-
wnêtrzn¹ u pa³eczek Acinetobacter spp. odpowiedzial-
ne s¹ miêdzy innymi bia³ka porynowe o masie cz¹-
steczkowej 22 kDa, 22,5 kDa, 33�36 kDa, 46,5 kDa
[8, 19, 26, 50]. Utrata tych bia³ek warunkuje oporno�æ
na $-laktamy. Zmniejszone wytwarzanie poryn o ma-
sie cz¹steczkowej 46,5 kDa jest zwi¹zane ze spadkiem
przepuszczalno�ci dla ma³ych hydrofilnych cz¹steczek
o 40% do 80% [50]. Pa³eczki Acinetobacter spp. po-
siadaj¹ wiele bia³ek porynowych, które mog¹ tworzyæ
ró¿ne wzory PBP.

Ostatnio pojawi³o siê szereg badañ, których autorzy
opisuj¹ niew¹tpliwy udzia³ OMP i PBP w budz¹cej
coraz wiêcej obaw oporno�ci szczepów Acinetobacter
spp. na karbapenemy [1, 60]. Oporno�æ t¹ wykazuj¹
zarówno szczepy wytwarzaj¹ce karbapenemazy, jak
i nie posiadaj¹ce takiej cechy. Potwierdza to udzia³
�ciany komórkowej w wytworzeniu tej oporno�ci,
albo wspó³istnienie kilku mechanizmów jednocze�nie.
Przypuszcza siê, ¿e jest to uwarunkowane utrat¹ OMP
lub ich uszkodzeniem na skutek mutacji. Stwierdzono,
¿e szczepy oporne na karbapenemy w porównaniu ze
szczepami wra¿liwymi wykazuj¹ zmniejszon¹ eks-
presjê bia³ek os³on zewn¹trzkomórkowych 47 kDa,
44 kDa, 37 kDa [wg 6]. B o u  i wsp. [8] odkryli, ¿e
zmniejszona ekspresja bia³ek 22 kDa, 33 kDa powo-
duje podwy¿szenie MIC karbapenemów w�ród szcze-
pów wytwarzaj¹cych OXA-24. W innych badaniach
zauwa¿ono, ¿e ju¿ sama redukcja ekspresji bia³ek
33�36 kDa, bez udzia³u innych mechanizmów oporno�-
ci mo¿e powodowaæ oporno�æ na karbapenemy [19].
Podobnie utrata bia³ka 29 kDa zwi¹zana jest z poja-
wieniem siê oporno�ci na imipenem u szczepów nie
wytwarzaj¹cych karbapenemaz [39]. Podobny efekt
wywo³uje brak bia³ka porynowego 22,5 kDa [26].

Udzia³ OMP i PBP w kszta³towaniu oporno�ci na
imipenem jest bezsporny, ale wymaga jeszcze kolej-
nych, wnikliwych badañ. Nale¿y jednak zauwa¿yæ ro-
sn¹cy udzia³ tych mechanizmów oporno�ci w stosun-
ku do wytwarzania $-laktamaz. Znamienny jest fakt,
i¿ mog¹ one bez udzia³u enzymów hydrolizuj¹cych
$-laktamy warunkowaæ oporno�æ na najbardziej sku-
teczn¹ dzi� grupê antybiotyków wobec pa³eczek Acine-
tobacter spp. jak¹ s¹ karbapenemy. Oporno�æ pa³eczek
Acinetobacter spp. na antybiotyki $-laktamowe jest
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jednak w rzeczywisto�ci najczê�ciej wynikiem dzia³a-
nia kilku mechanizmów jednocze�nie. Potêguje to efekt
obronny danego szczepu przed antybiotykami. Zmniej-
szenie powinowactwa $-laktamów do PBP, z jedno-
czesnym spadkiem przepuszczalno�ci os³on komórko-
wych, daje zdecydowanie wiêksze szanse na to, ¿e
$-laktamazy wytwarzane nawet w mniejszej ilo�ci
zhydrolizuj¹ lek przeciwbakteryjny. Naturalnie zmniej-

szona przepuszczalno�æ �ciany komórkowej u bakterii
jest znacz¹cym czynnikiem selekcyjnym. Powoduje
te¿ ³atwiejsze uzyskiwanie wysokiego poziomu opor-
no�ci na antybiotyki w stosunku do innych pa³eczek
Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae. Wyda-
je siê, ¿e to w³a�nie w �cianie komórkowej tkwi naj-
wiêksza tajemnica oporno�ci pa³eczek Acinetobacter
spp. na antybiotyki.

$-laktamaza TEM-1 A Penicyliny Plazmidowo 1980

$-laktamaza TEM-2 A Penicyliny Plazmidowo 1982

$-laktamaza CARB-5 A Karbenicylina Plazmidowo 1988

$-laktamaza SHV-like A Penicyliny Plazmidowo 1993

$-laktamaza PER-1 A Cefalosporyny, penicyliny Plazmidowo/Chromosomalnie 1997

$-laktamaza VEB-1 A Cefalosporyny, peniceliny Plazmidowo/Chromosomalnie 2003

$-laktamaza CTX-M-2 A Cefalosporyny, peniceliny Plazmidowo 2004

$-laktamaza IMP-1 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Plazmidowo 1999

$-laktamaza IMP-2 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Plazmidowo 2000

$-laktamaza IMP-4 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Plazmidowo 2001

$-laktamaza IMP-5 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Plazmidowo 2002

$-laktamaza VIM-1 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Plazmidowo 1999

$-laktamaza VIM-2 B Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Plazmidowo 2002

$-laktamaza ACE-1 C Cefalosporyny I i II generacji Chromosomalnie 1987

$-laktamaza ACE-2 C Cefalosporyny I i II generacji Chromosomalnie 1987

$-laktamaza ACE-3 C Cefalosporyny I i II generacji Chromosomalnie 1987

$-laktamaza ACE-4 C Cefalosporyny I i II generacji Chromosomalnie 1987

$-laktamaza AMP-C C Penicyliny, cefalosporyny Chromosomalnie od 1996

$-laktamaza OXA-21 D Penicyliny, cefalosporyny Chromosomalnie/Plazmidowo 1997

$-laktamaza OXA-23 (ARI-1) D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Chromosomalnie/Plazmidowo 1985/99

$-laktamaza OXA-24 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Chromosomalnie 1993

$-laktamaza OXA-25 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Chromosomalnie 2000

$-laktamaza OXA-26 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Chromosomalnie 2000

$-laktamaza OXA-27 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Chromosomalnie 2000

$-laktamaza OXA-40 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Chromosomalnie 2002

$-laktamaza OXA-51 D Penicyliny, cefalosporyny, karbapemy Plazmidowo 2005

$-laktamaza OXA-58 D Penicyliny, karbapemy Plazmidowo 2005

Zmiana PBP: 1a (94 kDa),
1b (92 kDa),
1c (86 kDa),

� $-laktamy z karbapenemami Chromosomalnie 1991
2 (74 kDa),
3 (59 kDa),
4 (42 kDa)

Przepuszczal- Spadek liczby
no�æ os³on bia³ek m.in.

� $-laktamy z karbapenemami Chromosomalnie 1996
komórkowych 22 kDa, 22.5 kDa,

33�36 kDa, 46 kDa

Przepuszczal-
no�æ os³on Brak 29 kDa � Karbapenemy Chromosomalnie 2002
komórkowych

T a b e l a  I
Mechanizmy oporno�ci na antybiotyki $-laktamowe u pa³eczek Acinetobacter spp.

Rodzaj
mechanizmu

oporno�ci
Nazwa

Klasa
mechaniz-

mów
laktamazy

Zakres dzia³ania Kodowanie
Rok

odkrycia
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7. Wyp³yw (�efflux�) antybiotyków
z wnêtrza komórki

Kolejnym mechanizmem oporno�ci na $-laktamy
jest wyp³yw (�efflux�) antybiotyku z komórki bak-
teryjnej. Jest to najs³abiej poznany mechanizm opor-
no�ci na antybiotyki u pa³eczek Acinetobacter spp.
Dotyczy on wielu antybiotyków, a zw³aszcza cefo-
taksymu, chloramfenikolu, trimetoprimu, tetracyklin,
fluorochinolonów i aminoglikozydów [41, 42, 57].
Pompa odpowiedzialna z ten rodzaj oporno�ci nale¿y
do superrodziny RND (resistance-nodulation-division)
i jest kodowana przez gen adeABC, którego ekspresja
jest regulowana przez dwusk³adnikowy system regu-
lacji, zbudowany z genów adeR i adeS. Mechanizm
ten ma jednak, jak siê okazuje, niewielkie znaczenie
w oporno�ci na $-laktamy.

8. Podsumowanie

Podsumowuj¹c przytoczone mechanizmy oporno�ci
na $-laktamy (tab. I) wystêpuj¹ce u pa³eczek Acineto-
bacter spp. mo¿na stwierdziæ, ¿e bakterie te maj¹ po-
tencjaln¹ zdolno�æ wytwarzania oporno�ci na wszyst-
kie znane dzi� antybiotyki $-laktamowe. Jeden szczep
mo¿e wytwarzaæ kilka $-laktamaz z jednoczesn¹ reduk-
cj¹ lub zmian¹ OMP, czy PBP, co powoduje oporno�æ
na wiele antybiotyków tej grupy. Udowodniono, ¿e ka¿-
dy z tych mechanizmów niezale¿nie mo¿e powodowaæ
oporno�æ w stosunku do nawet najbardziej skutecznych
$-laktamów. Niew¹tpliwie jednak najwiêksze znacze-
nie ma wspó³dzia³anie wielu z nich jednocze�nie.

Ze wzglêdu na z³o¿ono�æ problemu oporno�ci na an-
tybiotyki $-laktamowe, nale¿y stosowaæ je z du¿¹ roz-
wag¹, aby nie dopu�ciæ do selekcji szczepów 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. Wstêp

Mikroorganizmy s¹ stale nara¿one na dzia³anie
jonów metali wystêpuj¹cych w �rodowisku. Niektóre
z tych jonów (magnez, potas, mied� czy cynk) s¹ po-
bierane jako istotne sk³adniki od¿ywcze, podczas gdy
inne s¹ zwi¹zkami toksycznymi (tj. rtêæ, o³ów, kadm,
arsen czy srebro) [59].

Jednym z najbardziej toksycznych pierwiastków,
wystêpuj¹cych naturalnie w �rodowisku, jest arsen. Na
dzia³anie toksycznych zwi¹zków arsenu s¹ nara¿one
zarówno organizmy prokariotyczne jak i eukariotycz-
ne. U ludzi arsen dzia³a teratogennie, kancerogennie
i mutagennie. Dzia³a on na skórê oraz ró¿ne organy,
w tym: w¹trobê, uk³ad krwiono�ny, nerki, p³uca, gru-
czo³ krokowy. Mo¿e powodowaæ cukrzycê, chorobê
wieñcow¹, hiperpigmentacjê i zapalenie skóry, zmia-
ny hematologiczne, obwodowe neuropatie i wiele
innych schorzeñ [22].

Toksyczno�æ zwi¹zków arsenu jest uzale¿niona od
warto�ciowo�ci tego pierwiastka oraz od postaci, w ja-
kiej on wystêpuje. Najbardziej gro�ne i toksyczne s¹
nieorganiczne zwi¹zki arsenu, przy czym zwi¹zki
As(III) s¹ bardziej toksyczne ni¿ zwi¹zki As(V) [41].
¯ywe komórki (bakteryjne, ro�linne, zwierzêce, w tym

ludzkie) s¹ nara¿one g³ównie na dzia³anie arsenu
w postaci arsenianów i arseninów. Arseniany (HAsO4

2�

i H2AsO4
�), s¹ molekularnymi analogami fosfora-

nów i hamuj¹ fosforylacjê oksydacyjn¹, tym samym
blokuj¹c ³añcuch oddechowy. Arseniny [(As(OH)3
i H2AsO3

�] s¹ bardziej toksyczne, poniewa¿ wi¹¿¹ siê
z grupami tiolowymi, upo�ledzaj¹c funkcje wielu bia-
³ek. Zwi¹zki As(III) powoduj¹ tak¿e zaburzenia w utle-
nianiu, np. pirogronianu, alfa-ketoglutaranu i gluta-
minianu [40].

Mikroorganizmy wykszta³ci³y ró¿ne mechanizmy
usuwania arsenu z komórki. Mog¹ one: (i) zmniejszyæ
pobieranie arsenianów przez systemy transportu fosfo-
ranów [14], (ii) przeprowadziæ transformacje chemiczne
toksycznych zwi¹zków arsenu (metylacja, demetylacja,
redukcja, utlenianie) oraz (iii) wykorzystaæ specjalne
systemy detoksykacji arsenu, tzw. systemy ArsC [60].

W niniejszej pracy dokonano przegl¹du bakterii
odgrywaj¹cych kluczow¹ rolê w biogeochemicznym
obiegu arsenu. Opisano: (i) bakterie oporne na zwi¹z-
ki arsenu, (ii) bakterie wykorzystuj¹ce arseniany jako
koñcowe akceptory elektronów w procesie oddycha-
nia beztlenowego, a tak¿e (iii) bakterie chemolito-
autotroficzne uzyskuj¹ce energiê z procesu utleniania
arseninów.
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2. Rozpowszechnienie arsenu w �rodowisku

Arsen jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnio-
nym w skorupie ziemskiej, ale wystêpuje w niej w ilo�-
ciach �ladowych (oko³o 3,4 ppm) [74]. Wystêpuje
w glebie i w minera³ach, i mo¿e byæ równie¿ uwalniany
do wody i powietrza. Minera³y arsenowe wchodz¹
w sk³ad hydrotermalnych lub metasomatycznych z³ó¿
rud metali, a w�ród ponad 150 istniej¹cych minera³ów
najbardziej rozpowszechnionymi s¹: realgar (As4S4),
aurypigment (As2S3), arsenit (As2O3), lelingit (FeAs2)
i arsenopiryt (FeAsS) [10, 11]. W Polsce najwa¿niej-
sze z³o¿e minera³ów arsenowych znajduje siê w Z³o-
tym Stoku (Dolny �l¹sk), a niewielkie ich ilo�ci
stwierdzono równie¿ w Miedziance i Czarnowie ko³o
Kamiennej Góry (Dolny �l¹sk).

Arsen jest uwalniany do �rodowiska pod wp³ywem:
(i) wietrzenia ska³, (ii) erupcji i emisji wulkanów, oraz
(iii) innych naturalnych procesów (np. pod wp³ywem
dzia³ania mikroorganizmów). Na obecno�æ zwi¹zków
arsenu w glebie, wodzie i powietrzu ma tak¿e wp³yw
dzia³alno�æ cz³owieka. Do antropogenicznych �róde³
arsenu mo¿na zaliczyæ: (i) wydobywanie i wytapianie
rud metali nie¿elaznych, (ii) spalanie drewna i wêgla
brunatnego, (iii) stosowanie pestycydów, defoliantów
i herbicydów [6], (iv) stosowanie zwi¹zków arsenu
jako dodatku do pasz dla zwierz¹t [Roxarsone (kwas
4-hydroksy-3-nitrofenyloarsenowy) i kwas p-arsanilo-
wy (kwas 4-aminofenyloarsenowy)] [54]. Ska¿eniu
ulega przede wszystkim gleba oraz �rodowisko wodne,
a ilo�ci uwolnionych zwi¹zków prawie czterokrotnie
przewy¿szaj¹ te pochodz¹ce z naturalnych �róde³ [19].

Arsen jest powszechnym zagro¿eniem zdrowia
w wielu czê�ciach �wiata. Ska¿enie wód gruntowych
tym pierwiastkiem stwierdzono w: Bangladeszu [8],
Zachodnim Bengalu w Indiach [21], Tajwanie [16],
Chile [9], Pó³nocnym Meksyku [13], Argentynie [3, 23,
44] oraz w USA (W Stanach: Kalifornia, Utah, Newa-
da, Washington i Alaska) [72]. W Polsce najwiêksze
ilo�ci arsenu znajduj¹ siê w: (i) Bieszczadach, co zwi¹-
zane jest z wystêpowaniem minera³ów arsenowych
w okolicy Baligrodu, (ii) na Górnym �l¹sku, co wi¹¿e
siê z rozwojem i dzia³alno�ci¹ hutnictwa i górnictwa
rud metali, oraz (iii) na Dolnym �l¹sku w dolinie po-
toku Truj¹ca i w okolicach Z³otego Stoku, gdzie wy-
stêpuj¹ z³o¿a arsenowe lelingitu i arsenopirytu [36].

3. Mikrobiologiczne transformacje arsenu

Arsen nale¿y do pierwiastków bardzo mobilnych
i w �rodowisku ulega ró¿norodnym transformacjom
w³¹czaj¹c: przemiany chemiczne (procesy redukcji/
utleniania, metylacji/demetylacji) oraz zmiany postaci
fizycznej (cia³o sta³e � ciecz � gaz). G³ównym �ród³em

transformacji arsenu w �rodowisku s¹ organizmy ¿ywe,
a przede wszystkim mikroorganizmy.

Przemiany arsenu przeprowadzane przez drobno-
ustroje prokariotyczne i eukariotyczne stanowi¹ kluczo-
we etapy biogeochemicznego obiegu tego pierwiastka.
Mo¿emy wyró¿niæ trzy podstawowe typy biotransfor-
macji:

(i) procesy redukcji, metylacji i demetylacji zwi¹z-
ków arsenu (przeprowadzane przez grzyby, glo-
ny i bakterie),

(ii) biosynteza organicznych zwi¹zków arsenu
(przeprowadzane przez grzyby, glony, bakterie
i archeony),

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

Procesy redoks �katalizowane� przez bakterie i ar-
cheony s¹ najwa¿niejszym elementem biogeochemicz-
nego obiegu arsenu i dlatego zosta³y one omówione
szerzej w rozdz. 4.

3.1. Biometylacja organicznych zwi¹zków arsenu

Proces biometylacji pierwszy raz opisano w 1945
roku, gdy wykazano, ¿e grzyb Scopulariopsis brevi-
caulis jest zdolny do metylacji arsenowodoru [15]. Od
tego czasu opisano wiele gatunków grzybów metylu-
j¹cych zwi¹zki arsenu. Interesuj¹cym przyk³adem jest
Candida humicola. Gatunek ten wykazuje zdolno�æ
do metylacji arseninów, metyloarsenianów, oraz dime-
tyloarsenku (DMA) do trimetyloarsenku (TMA) [18].
Z kolei szczep Penicillium sp., wyizolowany przez
H u y s m a n s  i F r a n k e r b e r g a  w 1991 [30] jest
zdolny nie tylko do metylacji arsenu, ale równie¿ do
utleniania powsta³ego produktu.

Metylacja zwi¹zków arsenu zosta³a wykryta tak-
¿e u wielu gatunków prokariontów. W 1971 roku
M c B r i d e  i W o l f e  po raz pierwszy opisali ten
proces u archeona Methanobacterium bryantii [37].
Kilka lat pó�niej wyizolowano Aeromonas sp. i Flavo-
bacterium sp., które s¹ zdolne do metylacji zwi¹zków
arsenu [75]. Obecnie wiadomo, ¿e metylowe pochodne
arsenu produkuj¹ te¿: Corynebacterium sp., E. coli,
Proteus sp., Pseudomonas sp., Achromobacter sp.,
Alcaligenes sp., Nocardia sp. [7].

Co ciekawe, mikrobiologiczna metylacja zwi¹zków
arsenu wykazuje du¿e podobieñstwo do procesów
przeprowadzanych w tkankach zwierz¹t [60]. W tkan-
kach zwierzêcych oraz u grzybów donorem grupy me-
tylowej jest S-adenozylometionina, a produktem me-
tylacji arseninów jest kwas dimetyloarsenowy. Z kolei
u bakterii donorem grupy metylowej jest metylo-
kobalamina. We wszystkich przypadkach w procesie
metylacji niezbêdne jest tak¿e cytoplazmatyczne bia³-
ko, metylotransferaza, która wykorzystuje tioredoksy-
nê (Trx) jako reduktor [60].
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Warto zaznaczyæ, ¿e metylacja zwi¹zków arsenu nie
jest uniwersalnym mechanizmem oporno�ci na arsen,
a dla niektórych mikroorganizmów metylowane formy
arsenu mog¹ byæ bardziej toksyczne ni¿ formy nieme-
tylowane [64]. Z kolei niewiele wiadomo na temat od-
wrotnego procesu, a mianowicie demetylacji organicz-
nych pochodnych arsenu. Nie zidentyfikowano dot¹d
¿adnych enzymów (ani genów) odpowiedzialnych za
proces demetylacji organicznych pochodnych arsenu.

3.2. Redukcja arsenianów � mechanizm oporno�ci

W celu ochrony przed toksycznym dzia³aniem arse-
nu mikroorganizmy wykszta³ci³y ró¿ne strategie deto-
ksykacji. Najbardziej powszechnym i najlepiej pozna-
nym mikrobiologicznym mechanizmem oporno�ci na
arsen s¹ tzw. systemy ars. Mechanizm dzia³ania po-
lega na redukcji arsenianów [As(V)], a nastêpnie usu-
waniu powsta³ych arseninów [As(III)] poza komórkê.
Systemy ars wystêpuj¹ zarówno u bakterii Gram-
dodatnich, gramujemnych jak i u archeonów. Proces

redukcji As(V) do As(III) wykryto tak¿e u Saccharo-
myces cerevisiae.

Determinanty genetyczne odpowiedzialne za me-
chanizm redukcji arsenianów mog¹ znajdowaæ siê na
chromosomach lub plazmidach i mog¹ wystêpowaæ
razem z genami oporno�ci na inne metale ciê¿kie, np.
na antymon Sb(III) [12]. Systemy ars tworz¹ operony
sk³adaj¹ce siê z minimum trzech genów podlegaj¹cych
wspólnej transkrypcji: arsR, arsB i arsC [61]. Gen arsR
koduje bia³ko regulatorowe odpowiedzialne za ekspre-
sjê operonu ars, gen arsB � specyficzny transporter
As(III), a arsC � cytoplazmatyczn¹ reduktazê arsenia-
now¹. W operonach ars mog¹ wystêpowaæ dodatko-
we geny: arsA i arsD. Bia³ko ArsA jest rozpuszczaln¹
podjednostk¹ ATPazy aktywowan¹ poprzez obecno�æ
metalu ciê¿kiego. ArsA tworzy kompleks z b³onowym
bia³kiem ArsB, i po�rednio (jako kompleks ArsAB)
uczestniczy w usuwaniu As(III) poza komórkê [70].
Bia³ko ArsD pe³ni funkcje drugiego, poza ArsR, re-
gulatora operonu ars. Jak siê wydaje, bia³ko ArsD
jest regulatorem dzia³aj¹cym in trans, niezale¿nym od

Rys. 1. Schemat organizacji operonu ars [A] oraz mechanizm dzia³ania systemu ars [B]
Gen arsR koduje bia³ko regulatorowe (ArsR) odpowiedzialne za ekspresjê operonu ars, gen arsD koduje drugi regulator � bia³ko ArsD.

Gen arsB koduje specyficzny transporter As(III) (bia³ko ArsB), arsC cytoplazmatyczn¹ reduktazê arsenianow¹ (bia³ko ArsC), z kolei arsA koduje
ATPazê (bia³ko ArsA), która tworzy kompleks z ArsB, i po�rednio (jako kompleks ArsAB) uczestniczy w usuwaniu As(III) poza komórkê.

A

B
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czynników indukuj¹cych [27]. Schemat organizacji
operonu ars oraz mechanizm dzia³ania systemu ars
przedstawiono na rys. 1.

Podstawowym enzymem w systemach arsC jest
cytoplazmatyczna reduktaza arsenianowa ArsC. Na
podstawie przeprowadzonych analiz filogenetycznych
sekwencji bia³kowych wykazano, ¿e istniej¹ trzy od-
dzielne grupy cytoplazmatycznych reduktaz arsenia-
nowych, które maj¹ tak¹ sam¹ funkcjê biochemiczn¹,
ale ró¿ne pochodzenie ewolucyjne [38]. Archetypem
pierwszej grupy reduktaz arsenianowych jest reduktaza
kodowana przez plazmid R773 E. coli, która wyko-
rzystuje glutaredoksynê (Grx) i glutation (GSH) jako
reduktor. Reprezentantem drugiej rodziny jest reduk-
taza ArsC kodowana przez plazmid pI258 Staphylo-
coccus aureus, która wykorzystuje tioredoksynê (Trx)
jako reduktor i jest spokrewniona z rodzin¹ LmwPTPaz
(Low-molecular-weight protein tyrosine phosphatase).
Trzeci¹ rodzinê reprezentuje reduktaza Acr2p z S. cere-
visiae, jedyna do tej pory zidentyfikowana eukariotycz-
na reduktaza arsenianowa. Nale¿y ona do super-rodzi-
ny PTPaz (protein tyrosine phosphatase), w sk³ad której
wchodz¹ fosfatazy cyklu komórkowego Cdc25a.

4. Procesy redoks

�ród³em energii dla organizmów chemotroficz-
nych s¹ reakcje utleniania i redukcji (reakcje redoks),
w których elektrony s¹ przenoszone z jednego pier-
wiastka lub zwi¹zku na inny zwi¹zek lub pierwiastek.
Reakcje redoks powoduj¹ zmiany konfiguracji elek-
tronowej danego pierwiastka (zwi¹zku), co bardzo
czêsto zmienia jego w³a�ciwo�ci oraz reaktywno�æ.
Abiotyczne procesy redoks zachodz¹ bardzo powoli,
za� reakcje katalizowane przez mikroorganizmy s¹
du¿o szybsze i bardziej rozpowszechnione w �rodo-
wisku naturalnym.

Reakcje utleniania i redukcji przeprowadzane przez
mikroorganizmy s¹ zazwyczaj wykorzystywane w pro-
cesach oddechowych do uzyskiwania energii. Utlenianie
zwi¹zków organicznych lub nieorganicznych (donory
elektronów) sprzê¿one z redukcj¹ tlenu cz¹steczkowe-
go (O2) jest procesem oddychania tlenowego i wi¹¿e
siê z powstawaniem wody. Z kolei w oddychaniu bez-
tlenowym utlenianie donorów elektronów jest po³¹czo-
ne z redukcj¹ innych ni¿ tlen akceptorów elektronów,
w wyniku czego powstaj¹ inne produkty koñcowe.

Zarówno mikrobiologiczne utlenianie arseninów
jak i beztlenowe procesy oddychanie arsenianowe zna-
cz¹co wp³ywaj¹ na obieg biogeochemiczny arsenu.
W pierwszej czê�ci tego rozdzia³u zosta³y umówione
mikroorganizmy, które wykorzystuj¹ arseniany jako
ostateczne akceptory elektronów, za� w drugiej omówio-
no bakterie i archeony utleniaj¹ce arseniny.

4.1. Dysymilacyjna redukcja arsenianów

Bakteryjny proces redukcji arsenianów do arseni-
nów mo¿e towarzyszyæ utlenianiu substratów orga-
nicznych lub wodoru, a wynikiem tego sprzê¿enia jest
synteza ATP. Ca³y proces utleniania zwi¹zków orga-
nicznych, w po³¹czeniu z redukcj¹ As(V) do As(III),
jest korzystny energetycznie ze wzglêdu na powstaj¹cy
potencja³ redoks As(V)/As(III), który wynosi + 135 mV.

Obecnie znanych jest oko³o 30 organizmów proka-
riotycznych zdolnych do dysymilacyjnej redukcji ar-
senianów. W�ród nich s¹ beztlenowce z ró¿nych grup
Bacteria i Archaea. Ponad 20 gatunków mikroorga-
nizmów oddychaj¹cych arsenianami (redukuj¹cych
arseniany) zosta³o wyizolowanych w postaci czystych
kultur i sklasyfikowanych do nastêpuj¹cych typów
prokariontów: Proteobacteria ((, * i g), Firmicutes,
�Deinococcus-Thermus�, Chrysiogenetes oraz do Cre-
narchaeota [48]. Zró¿nicowanie filogenetyczne mikro-
organizmów prokariotycznych zdolnych do dysymila-
cyjnej redukcji arsenianów przedstawia rys. 2.

Mikroorganizmy zdolne do oddychania arsenia-
nowego by³y izolowane z ró¿nych �rodowisk w tym:
z osadów s³odkowodnych, uj�æ rzek, jezior, gor¹cych
�róde³, kopalni z³ota [47], z podpowierzchniowych
formacji wodono�nych [55], z otworów termicznych
w skorupie ziemskiej na dnie oceanu [68] oraz prze-
wodu pokarmowego zwierz¹t [28]. W�ród mikroorga-
nizmów wykorzystuj¹cych arseniany jako koñcowe
akceptory elektronów znajduj¹ siê tak¿e ekstremofile
przystosowane do wysokich temperatur, pH czy zaso-
lenia [26, 29, 67].

Pierwszymi opisanymi bakteriami zdolnymi do od-
dychania arsenianowego by³y dwa blisko spokrewnio-
ne gatunki nale¿¹ce do g-Proteobacteria: Sulfurospi-
rillum arsenophilum MIT-13 i S. barnesii SES-3 [1, 35,
65]. Szczep S. arsenophilum MIT-13 zosta³ wyizolo-
wany z zanieczyszczonych arsenem osadów zlewiska
Aberjona w USA [1]. Bakteria ta utlenia mleczan do
CO2, jednocze�nie redukuj¹c As(V) do As(III), dziêki
czemu uzyskuje energiê potrzebn¹ do wzrostu. S. arse-
nophilum mo¿e równie¿ wykorzystywaæ: H2 i octan,
lub pirogronian jako alternatywne donory elektronów,
oraz azotany i fumaran jako akceptory elektronów.
Z kolei szczep S. barnesii SES-3 zosta³ wyizolowany
z bogatych w zwi¹zki selenu bagien we wschodniej
Newadzie (USA). Szczep SES-3 mo¿e wykorzystywaæ
octan, pirogronian, mleczan i wodór jako donor elek-
tronów, a jako akceptor elektronów oprócz arsenianów
mo¿e wykorzystywaæ: fumaran, Fe(III), tiosiarczan,
siarkê elementarn¹, azotany, DMSO i inne [66]. Bar-
dzo interesuj¹cym przyk³adem jest tak¿e szczep Gram-
dodatniej bakterii, Desulfotomaculum auripigmentum
OREX-4, wyizolowanej ze s³odkowodnych osadów
jeziora Upper Mystic w Winchester, w USA [43]. Utle-
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nia on: H2, H2 i octan, ma�lan, pirogronian, mleczan,
jab³czan, glicerol i etanol, wykorzystuj¹c: siarczany,
siarczyny, tiosiarczany, fumaran i przede wszystkim
arseniany jako akceptory elektronów.

Pierwsz¹ oczyszczon¹ i scharakteryzowan¹ reduk-
taz¹ odpowiedzialn¹ za dysymilacyjn¹ redukcjê As(V)
by³ enzym wyizolowany z Chrysiogenes arsenatis
[35]. Reduktaza tej bakterii jest peryplazmatycznym
molibdoenzymem nale¿¹cym do rodziny reduktaz
DMSO. Sk³ada siê z dwóch podjednostek: wiêkszej
ArrA (87 kD) zawieraj¹cej centrum ¿elazo-siarkowe
[4Fe-4S], oraz mniejszej ArrB (29 kD) zawieraj¹cej
zgrupowanie ¿elazo-siarkowe [Fe-S] [33]. Równie

dobrze zosta³a scharakteryzowana reduktaza arsenia-
nowa gramdodatniej, haloalkalofilnej bakterii Bacillus
selenitireducens. Wykazuje ona du¿e podobieñstwo,
na poziomie sekwencji nukleotydowej (50% podo-
bieñstwa) oraz na poziomie aminokwasowym (obie
podjednostki ArrA i ArrB wykazuj¹ 85% podobieñ-
stwa), do reduktazy C. arsenatis. Niezwykle interesuj¹-
ca jest tak¿e Gram-ujemna bakteria z rodzaju Shewa-
nella. Na podstawie przeprowadzonej analizy in silico
wykazano, ¿e szczep Shewanella ANA-3 posiada
w swoim genomie operon ars (koduj¹cy reduktazê
cytoplazmatyczn¹) oraz geny arrA i arrB, koduj¹ce
dysymilacyjn¹ reduktazê arsenianow¹ (zlokalizowan¹

Rys. 2. Drzewo filogenetyczne mikroorganizmów prokariotycznych zdolnych do dysymilacyjnej redukcji arsenianów

Pokrewieñstwo filogenetyczne pomiêdzy genami 16S rRNA wyznaczono metod¹ najwiêkszej parsymonii z metod¹ nieparametryczn¹ bootst rap.
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w b³onie komórkowej). Geny te koduj¹ odpowiednio:
(i) potencjalne bia³ko ArrA, zawieraj¹ce motyw ¿ela-
zo-siarkowy i molibdenowy kofaktor piranopteryno-
wy oraz (ii) potencjalne bia³ko ArrB, zawieraj¹ce trzy
[4Fe-4s] oraz jedno [3Fe-4S] zgrupowania ¿elazo-siar-
kowe [56]. Homologi operonu arr zosta³y tak¿e ziden-
tyfikowane w genomach Desulfofitobacterium haf-
niense [45], Wolinella succinogenes [28], Desulfospo-
rosinus sp. Y5 [51].

4.2. Mikrobiologiczne utlenianie arseninów

Chemiczne utlenianie As(III) do As(V) w obecno�-
ci samego tlenu jest procesem bardzo powolnym [17].
Aby zwiêkszyæ szybko�æ reakcji utleniania, nale¿y za-
stosowaæ odpowiedni katalizator [33]. Skutecznymi
utleniaczami chemicznymi s¹: wolny chlor (Cl2), pod-
chloryn, ozon czy nadmanganian. Ze wzglêdu na wy-
stêpowanie skutków ubocznych (utlenianie innych
zwi¹zków w �rodowisku, powstawanie produktów
ubocznych oraz pozosta³o�ci po utleniaczach), wymie-
nione wy¿ej chemiczne utleniacze nie s¹ w zasadzie
stosowane w �rodowisku naturalnym. Alternatyw¹ do
chemicznego utleniania As(III) w �rodowisku jest za-
stosowanie naturalnych katalizatorów biologicznych.

Wiêkszo�æ arseninów wystêpuj¹cych w �rodowi-
sku jest utleniana z udzia³em mikroorganizmów [69].
Pierwsze doniesienia o mikrobiologicznym utlenianiu
arsenu pochodz¹ z roku 1918, kiedy to G r e e n  wy-
izolowa³ i opisa³ szczep Achromobacter zdolny do
utleniania arseninów do arsenianów [25]. Od tego cza-
su wyizolowano i scharakteryzowano wiele gatunków
z ró¿nych grup Bacteria i Archaea zdolnych do utlenia-
nia As(III) [42]. W�ród bakterii zdolnych do utleniania
arseninów wiêkszo�æ stanowi¹ chemoorganoheterotro-
fy, które do wzrostu wymagaj¹ organicznego �ród³a
wêgla. Nale¿¹ do nich: ", $ i ( Proteobakterie, bakterie
z grupy �Deinococcus-Thermus oraz archeony z typu
Crenarchaeota. Znane s¹ równie¿ bakterie utleniaj¹ce
arseniny zdolne do wzrostu chemolitoautotroficznego.
Do chemolitoautotroficznych bakterii arsenowych mo-
¿emy zaliczyæ sze�æ szczepów nale¿¹cych do "-Proteo-
bacteria: Ben-5, NT-2, NT-3, NT-4, Nt-25 i NT-26
[57], dwa do (-proteobacteria � szczep MHLE-1 [46]
oraz Pseudomonas arsenitoxidans [31], oraz dwa
szczepy zaliczone do $-Proteobacteria: Herminiimonas
arsenicoxydans ULPAs1 [39] oraz Thiomonas arseni-
vorans b6T [5]. Zró¿nicowanie filogenetyczne bakterii
utleniaj¹cych arseniny przedstawia rys. 3.

W przypadku bakterii heterotroficznych utlenianie
arseninów jest g³ównie mechanizmem detoksykacji,
polegaj¹cym na transformacji As(III) do mniej tok-
sycznej formy As(V). Przedstawiona ni¿ej reakcja
utleniania arseninów przez bakterie heterotroficzne,
pomimo ¿e jest reakcj¹ egzoergiczn¹, nie jest wyko-

rzystywana do zdobywania energii potrzebnej do
wzrostu komórek:

2 H3AsO3 + O2 → HAsO4
2� + HAsO4

� +
+ 3 H+ ()G0� = � 256 kj/Rx)
Zupe³nie inaczej przedstawia siê sytuacja w przy-

padku bakterii chemolitoautotroficznych. Utlenianie
arseninów, pe³ni¹cych funkcjê donora elektronów, jest
sprzê¿one z ³añcuchem transportu elektronów i z re-
dukcj¹ tlenu lub azotanów oraz wi¹¿e siê z pozyski-
waniem energii do wi¹zania CO2 i wzrostu komórek.

Ze wszystkich bakterii utleniaj¹cych arseniny do
arsenianów najlepiej poznana jest heterotroficzna bak-
teria Alcaligenes faecalis [50]. Oksydaza arseninowa
A. faecalis jest czê�ci¹ sk³adow¹ peryplazmatycznego
³añcucha transportu elektronów, w którego sk³ad wcho-
dz¹ tak¿e: azuryn, cytochrom c i oksydaza cytochro-
mu c. Oksydaza arseninowa tej bakterii jest jedno-
rdzeniowym molibdoenzymem, nale¿¹cym do rodziny
reduktaz DMSO podobnych do reduktaz arseniano-
wych (Arr) [2]. Jest ona heterodimerem, z du¿¹ pod-
jednostk¹ katalityczn¹ AsoA (~85 kD), zawieraj¹c¹
atom molibdenu po³¹czony z dwiema pterynami i zgru-
powaniem [3Fe-4S], oraz z mniejsz¹ podjednostk¹
AsoB (~14 kD) (najprawdopodobniej pe³ni¹c¹ funkcjê
przeno�nika elektronów), zawieraj¹c¹ motyw Rieske�go
[2Fe-2S] [2], który jest typowy dla molibdoenzymów.

Scharakteryzowana zosta³a równie¿ 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 s¹ to enzymy peryplazmatyczne sk³adaj¹ce
siê z dwóch heterologicznych podjednostek. Wiêksza
podjednostka AroA (98 kD) wykazuje du¿e podo-
bieñstwo do molibdenowych podjednostek reduktaz
DMSO, za� mniejsza podjednostka AroB (14 kD) za-
wiera motyw ¿elazowo-siarkowy Rieske�go [58].

Utlenianie As(III) z udzia³em �mikrobiologicznych
katalizatorów� staje siê podstaw¹ powstaj¹cych obec-
nie systemów bioremediacyjnych usuwaj¹cych arse-
niny. W 2002 roku zespó³ badawczy B a t t a g l i a -
B r u n e t  opisa³ proces utleniania arseninów przez
populacjê bakterii nazwanych CASO1, a nastêpnie im-
mobilizacjê powsta³ych arsenianów [As (V)] na silnych
adsorbentach [4]. Bardzo skutecznym mikrobiologicz-
nym utleniaczem okaza³ siê tak¿e szczep Herminiimo-
nas arsenicoxidans ULPAs1 wyizolowany ze �cieków
przemys³owych zanieczyszczonych arsenem [62]. Za-
interesowanie tematem bioremediacji arsenu ze �rodo-
wiska i poszukiwania mikroorganizmów u¿ytecznych
w procesach detoksykacji �rodowisk ska¿onych As(III)
doprowadzi³o do wyizolowania kilku nowych ga-
tunków bakterii utleniaj¹cych As(III). W 2001 roku
G i h r i n g  i B a n f i e l d  wyizolowali z goracych
zródel Growler Hot Spring w pó³nocnej Kalifornii
w USA bardzo interesuj¹cy, termofilny szczep Thermus
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HR13 [26]. W warunkach tlenowych utlenia on As(III)
w celach detoksykacji, nie wykorzystuj¹c powsta³ej
energii. Natomiast w warunkach beztlenowych w obec-
no�ci mleczanu wykorzystuje As(V) jako koñcowy ak-
ceptor elektronów. Równie ciekawy jest chemolitoauto-
troficzny szczep MHLE-1, wyizolowany z Mono Lake
w Kalifornii (USA) [46]. Mo¿e on wykorzystywaæ
oprócz arseninów inne donory elektronów: siarczki
lub gazowy wodór (H2). Jest tak¿e zdolny do wzrostu
heterotroficznego oraz potrafi wykorzystywaæ azota-
ny jako koñcowy akceptory elektronów [46].

5. Biogeochemiczny obieg arsenu

Mikroorganizmy pe³ni¹ istotn¹ rolê w wielu reak-
cjach geochemicznych, które maj¹ po�redni lub bez-
po�redni wp³yw na specjacjê arsenu w �rodowisku.
Nieorganiczne formy arsenu, arseniny [As(III)] i arse-

niany [As(V)], mog¹ byæ odpowiednio utleniane b¹d�
redukowane w zale¿no�ci od aktywno�ci mikroorga-
nizmów. Arsen nieorganiczny ulega tak¿e metylacji
i wówczas mog¹ powstawaæ: kwas monometyloarse-
nowy (MMAA � monomethylarsonic acid), kwas di-
metyloarsenawy (DMAA � dimethylarsinic acid) oraz
tlenek trójmetyloarsenku (TMAO � trimethyl arsine
oxide) [71]. Niektóre mikroorganizmy s¹ tak¿e zdolne
do demetylacji organicznych form arsenu do zwi¹z-
ków nieorganicznych [63]. Rozpuszczalne zwi¹zki
arsenu mog¹ byæ przekszta³cone przez mikroorganizmy
w gazowe arsenki. As(V) i As(III) mog¹ byæ reduko-
wane do arsenowodoru [AsH3], MMAA do monome-
tyloarsenku [MMA � monmethyl arsine], DMAA do
dimetyloarsenku [DMA, dimethyl arsine] oraz TMAO
do trójmetyloarsenku [TMA � trimethyl arsine] [19].

W zale¿no�ci od typu �rodowiska oraz od mikroor-
ganizmów w nim wystêpuj¹cych mo¿emy wyró¿niæ

Rys. 3. Drzewo filogenetyczne mikroorganizmów prokariotycznych utleniaj¹cych arseniny
Pokrewieñstwo filogenetyczne pomiêdzy genami 16S rRNA wyznaczono metod¹ najwiêkszej parsymonii z metod¹ nieparametryczn¹ bootstrap.

¢ � zaznaczono bakterie heterotroficzne, natomiast ● � zaznaczono bakterie chemolitoautotroficzne.
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gazowy i sedymentacyjny obieg biogeochemiczny ar-
senu. O gazowym (globalnym) cyklu mówimy w przy-
padku, gdy arsen przechodzi w postaæ gazow¹ i mo¿e
przemieszczaæ siê na wiêksze odleg³o�ci. Natomiast
obieg sedymentacyjny ma miejsce, gdy arsen nie prze-
chodzi w postaæ gazow¹, a jest jedynie osadzany
w glebie lub na dnie oceanów lub zbiorników wod-
nych na skutek ci¹¿enia, jest to wiêc cykl lokalny.

W 1977 roku W o o l s o n  [76] opisa³ �gazowe�
przemiany arsenu wystêpuj¹cego w glebie. As(V) jest
redukowany do As(III), a nastêpnie w wyniku kolej-
nych reakcji metylacji As(III) pojawia siê trójmetylo-

arsenek (TMA). Powsta³e arsenki mog¹ byæ przeno-
szone wraz z wiatrem na du¿e odleg³o�ci lub w zale¿-
no�ci od warunków �rodowiskowych mog¹ byæ od razu
utleniane. Z kolei utlenianie metylowych pochodnych
arsenu przywraca formy nieorganiczne, które wraz
z deszczem lub jako py³y powracaj¹ do gleby [52].
Schemat gazowego obiegu arsenu przedstawia rys. 4.

Szlaki lokalnego (sedymentacyjnego) obiegu arse-
nu s¹ bardziej z³o¿one i �ci�le zale¿¹ od warunków
�rodowiska. W ostatnich latach zosta³o przedstawio-
nych kilka teorii wyja�niaj¹cych mikrobiologiczn¹
mobilizacjê arsenu w zbiornikach wodnych, osadach

Rys. 4. Schemat gazowego obiegu arsenu (wg Trupeinen i wsp., 2002 za zgod¹ wydawcy)

MMAA � kwas monometyloarsenowy (monomethylarsonic acid), DMAA � kwas dimetyloarsenawy (dimethylarsinic acid),
TMAO � tlenek trójmetyloarsenku (trimethyl arsine oxide), MMA � monometylo arsenek (monmethyl arsine),

DMA � dimetylo arsenek (dimethylarsine), TMA � trimetylo arsenek (trimethylarsine).
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Rys. 5. Schemat lokalnego obiegu arsenu wg Oremland i Stolz (2003)
Arsen pierwotnie wystêpuje w zredukowanych minera³ach takich jak: realgar (AsS), aurypigment (As2S3), czy arsenopiryt (FeAsS). Chemolitoauto-
troficzne bakterie zdolne do utleniania zwi¹zków arsenu i asymilacji CO2 do zwi¹zków organicznych, �atakuj¹� te minera³y i uwalniaj¹ As(V)
do �rodowiska. As(V) mo¿e byæ nastêpnie adsorbowany na powierzchni utlenionych minera³ów takich jak: ferrihydryt, skorodyt czy alumina. Je¿eli
zostan¹ dostarczone zwi¹zki organiczne (np. z pok³adów torfu), to w warunkach beztlenowych As(V) mo¿e zostaæ zredukowany przez chemoorgano-

heterotrofy, a powsta³y As(III) jest uwolniany do �rodowiska, w zwi¹zku z czym nie jest to obieg zamkniêty

ferrihydryt [Fe5O3(OH)9] + As(V)
skorodyt (FeAsO4 × 2H2O)
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i glebie [49]. Wszystkie one opisuj¹ zale¿no�ci biogeo-
chemiczne pomiêdzy mikroorganizmami, zwi¹zkami
arsenu, oraz innymi zwi¹zkami nieorganicznymi (g³ów-
nie ¿elaza, manganu oraz siarki). Ogólny schemat
lokalnego obiegu arsenu przedstawiono na rys. 5.
W �rodowiskach bogatych w zwi¹zki ¿elaza nastêpuje
silna adsorpcja As(V) na Fe(III). Je¿eli w takich wa-
runkach znajdzie siê bakteria zdolna do redukcji
Fe(III) do rozpuszczalnego Fe(II), nastêpuje wówczas
uwalnianie As(V) do �rodowiska. Taki mechanizm
mobilizacji arsenu zosta³ opisany na przyk³adzie bak-
terii Shewanella alga. Jest ona zdolna do redukcji ¿e-
laza wystêpuj¹cego w skorodycie (FeAsO4×2H2O)
[20]. Zupe³nie inaczej jest w przypadku bakterii zdol-
nych do redukcji As(V). Wówczas do �rodowiska s¹
uwalnianie przede wszystkim jony As(III). W 1997 r.
A h m a n n  i wsp. opisali proces uwalniania As(III)
ze sta³ego arsenianu ¿elaza (FeAsO4) za po�rednic-
twem Sulfurospirillum arsenophilum [1]. Bakterie
zdolne do redukcji As(V) i Fe (III) uwalniaj¹ do �ro-
dowiska As(III) oraz Fe(II). Nale¿y do nich wspomina-
ny wcze�niej szczep Sulfurospirillum barnesii SES-3.
Szczep SES-3, podobnie jak i inne bakterie zdolne do
dysymilacyjnej redukcji arsenianów, mo¿e wykorzy-
stywaæ ró¿ne akceptory elektronów. Mo¿e on uwal-
niaæ As(III) oraz Fe(II) z ferryhydrytu [Fe5O3(OH)9],
na którym pocz¹tkowo by³ wytr¹cony As(V).

6. Podsumowanie

W prawie wszystkich zsekwencjonowanych geno-
mach bakterii i archeonów wystêpuj¹ geny ars kodu-
j¹ce oporno�æ na As(V) i/lub As(III). W bazie danych
Entrez Nucleotide [76] obecnie znajduje siê ponad
1000 sekwencji genu arsC (koduje cytoplazmatyczn¹
reduktazê arsenianow¹) oraz prawie 300 sekwencji
genu arsB [koduje specyficzny transporter As(III)].
Ilo�æ sekwencji genów ars zdeponowanych w bazach
danych �wiadczy o ich rozpowszechnieniu u pro-
kariotów oraz po�rednio o silnej toksyczno�ci arsenu
w �rodowisku.

W wiêkszo�ci przypadków mikroorganizmy wy-
kszta³ci³y tylko mechanizmy usuwaj¹ce arsen poza ko-
mórkê. Mikroorganizmy redukuj¹ce As(V) uwalniaj¹
do �rodowiska bardziej toksyczne formy As(III), tym
samym zwiêkszaj¹c stopieñ jego zanieczyszczenia.
Z kolei bakterie utleniaj¹ce arseniny mog¹ byæ wy-
korzystane w procesach bioremediacji wód pitnych
ska¿onych arsenem. Mikrobiologiczne utlenianie arse-
ninów [As(III)], a nastêpnie adsorpcja powsta³ych arse-
nianów [As(V)] na silnych adsorbentach [np. Fe(III)]
mo¿e w przysz³o�ci staæ siê wydajnym sposobem usu-
wania arsenu. Oprócz bakterii w systemach bioreme-
diacyjnych próbuje siê tak¿e wykorzystaæ ro�liny.

Bakteryjny gen arsC koduj¹cy cytoplazmatyczn¹ re-
duktazê arsenianow¹ oraz gen koduj¹cy enzym odpo-
wiedzialny za nadprodukcjê glutationu u ro�lin, zosta³y
sklonowane w Arabidopsis thaliana [24]. Taka ro�lina
transgeniczna jest oporna na bardzo du¿e stê¿enia
As(V) i ma zdolno�c do odk³adania przekszta³conego
arsenu w przestrzeniach miêdzykomórkowych.

Obecnie prowadzone s¹ tak¿e badania �rodowisko-
we niezwi¹zane z technikami hodowli mikroorganiz-
mów (z dziedziny tzw. metagenomiki), które maj¹ na
celu poznanie genów oraz bia³ek zwi¹zanych z meta-
bolizmem arsenu. Jej najwiêkszym osi¹gniêciem jest
zidentyfikowanie ponad 160 ró¿nych genów aroA, ko-
duj¹cych oksydazê arseninow¹. Ze ska¿onych arsenem
gleb, osadów oraz gor¹cych �róde³ w USA i Australii
wyizolowano DNA, na matrycy, którego zamplifiko-
wano bakteryjne geny aroA. Zamplifikowane geny
sklonowano i zsekwencjonowano. Z pobranych próbek
wyizolowano ponadto RNA, a nastêpnie przeprowa-
dzono odwrotn¹ transkrypcjê (RT-PCR). Okaza³o siê,
¿e ekspresja genów aroA zachodzi podczas utleniania
arseninów bezpo�rednio w �rodowisku oraz w warun-
kach laboratoryjnych [32]. Uzyskane wyniki (160 ró¿-
nych genów aroA) sugeruj¹, ¿e geny oksydazy arseni-
nowej s¹ rozpowszechnione w�ród bakterii i ogrywaj¹
istotn¹ rolê w biogeochemicznym cyklu arsenu.

Podsumowuj¹c warto podkre�liæ rolê badañ nad
mikrobiologicznym metabolizmem arsenu. Poznanie
i zrozumienie mikrobiologicznych mechanizmów
transformacji arsenu byæ mo¿e pozwoli na skonstru-
owanie odpowiednich narzêdzi biotechnologicznych
umo¿liwiaj¹cych efektywne oczyszczanie �rodowisk
ska¿onych arsenem.
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