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Profesor dr hab. n. farm.
Wanda Wozniak-Parnowska
1928-2007

Wanda Wozniak urodzita si¢ 23.06.1928 r. w War-
szawie-Goledzinowie. W latach 1935-1941 uczesz-
czala do Publicznej Szkoty Powszechnej, a nastgpnie
przez 3 lata do Panstwowego Gimnazjum im. Hoffma-
nowej w Warszawie, ktoére w okresie wojny bylo tajna
szkola, wystepujaca pod nazwa szkoly gospodarcze;j.
Powstanie Warszawskie zastalo ja w Otwocku. Po
roku samodzielnej nauki, w 1945 zdata, konczacy gim-
nazjum, egzamin z matej matury w Otwocku. Réwniez
w Otwocku, po nauce w liceum, zdata matur¢ w 1947 r.
1 w tym samym roku rozpoczg¢la studia na Wydziale
Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Warsza-
wie, uzyskujac 31.12.1952 dyplom magistra farmacji.

Cztery lata pdzniej rozpoczeta studia humanistycz-
ne na Wydziale Filologicznym Uniwersytetu Warszaw-
skiego, uzyskujac w 1962 absolutorium na Wydziale
Filologii Polskiej.

W 1974 r. w Warszawie poslubita Tadeusza Jozefa
Parnowskiego.

Pracg w Instytucie Lekow, z ktorym zwiazana byta
przez 50 lat, zaczynala jeszcze w okresie studiow
—07.04.1952 r. Przebyta kolejne etapy kariery pracow-
nika naukowego, od asystenta (1952-1954), st. asy-
stenta (1954—-1960), przez adiunkta (1960-1973), do-
centa (1973-1984), az do profesora (1984—2002). Prace
w Instytucie Lekdéw rozpoczeta w Pracowni Mikrobio-
logicznego Badania Witamin Zaktadu Badania Orga-
nopreparatow 1 Witamin, przeksztatlconego nast¢pnie
w Zaktad Biochemii. W okresie 1962—1967 zatrudnio-
na byla w Zaktadzie Farmakologii, gdzie od poczatku
1963 r. kierowala Pracownia Badan Mikrobiologicz-
nych, a od 01.12.64 byta kierownikiem Pracowni Che-
mioterapii Mikrobiologicznej. W 1967 r. zostala kie-
rownikiem Samodzielnej Pracowni Kontroli Jatlowosci
Pltynéw Iniekcyjnych i Infuzyjnych, zajmujacej si¢
kontrola jatowosci lekow 1 materiatdw medycznych.
W zwiazku z narastajaca liczba badan mikrobiologicz-
nych oraz ich réznorodnoscia, w Instytucie Lekow
utworzono Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej,
ktorego kierownikiem byta od 01.10.1975 do konca
1996 r. Jednoczes$nie w okresie 01.02.1984—11.04.1990
petnita funkcje Zastgpcy Dyrektora Instytutu Lekow
ds. kontroli jakosci lekéw. Po odejsciu na emeryture
z koncem 1999r, nadal zatrudniona byta na pelnym
etacie w Instytucie Lekow, do 28.09.2002 r.

W swojej pracy zawodowej najpierw zajmowata
si¢ mikrobiologicznymi metodami oznaczania witamin
i aminokwasow w lekach i materiale biologicznym.

Uzyskane wyniki staly si¢ przedmiotem rozprawy dok-
torskiej pt: ,,Mikrobiologiczne badanie zawarto$ci
podstawowych aminokwasow w hydrolizatach ludz-
kiego osocza”, wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Edmunda Mikulaszka. Po zdaniu egzaminu z mikro-
biologii i po obronie doktoratu, na Wydziale Farma-
ceutycznym Akademii Medycznej w Warszawie, dnia
02.07.1962 otrzymata stopien doktora farmacji.

W Zaktadzie Farmakologii Instytutu Lekéw zajmo-
wala si¢ pracami dotyczacymi badan jatowosci. W roku
1966, kiedy Pracownia Mikrobiologii zostata prze-
ksztatcona w Samodzielna Pracowni¢ Mikrobiologii,
zakres pracy zwiazany z mikrobiologiczna analiza le-
kéw rozszerzyt sig o oceng dziatania przeciwbakteryj-
nego zwiazkow o dziataniu tuberkulostatycznym. Pani
Profesor opracowala takze metody mikrobiologiczne
oznaczania aminokwasow, co pozwolilo na zastosowa-
nie nowych metod w badaniach biatek krwi w stanach
fizjologicznych i patologicznych. Metody te wykorzy-
stala w badaniu spektrum biatek w przebiegu gruzlicy
eksperymentalnej. Przez osiem miesigcy, w latach
1967—68, pracowata w Instytucie Pasteura, gdzie pro-
wadzita badania sktadu aminokwasowego biatek BCG.
Prace te staly si¢ podstawa rozprawy habilitacyjne;j.
Dnia 20.06.1969, na podstawie rozprawy pt: ,,Badania
nad zmianami ilo§ciowymi i jako§ciowymi biatek oso-
cza w gruzlicy doswiadczalnej $winek morskich” i po
kolokwium habilitacyjnym na Wydziale Farmaceu-
tycznym Akademii Medycznej w Krakowie uzyskata
stopien doktora habilitowanego nauk mikrobiologicz-
nych, ktory zostat zatwierdzony w 1972 r.

Rownolegle do badan naukowych, po powrocie ze
stypendium we Francji, w 1968 r. rozpoczgta prace
nad nowym w Polsce zagadnieniem — ocena czystosci
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mikrobiologicznej lekéw nieparenteralnych. Uzyskane
wyniki byly przedmiotem konferencji naukowej zorga-
nizowanej w pazdzierniku 1969 r. w Instytucie Lekow.
W tym roku rowniez rozpoczela prace nad opracowa-
niem norm dotyczacych badan mikrobiologicznych
lekow 1 materiatow medycznych dla ,,Compendium Me-
dicamentorum” przygotowywanego w ramach RWPG.

Rozwinigciem tych zainteresowan byla redakcja
ksiazki ,,Mikrobiologiczne metody badan lekéw i mate-
rialow biologicznych” wydanej przez PZWL w 1973 1.,
w ktorej byta autorem wielu rozdzialow.

Zainteresowanie problemami mikrobiologii farma-
ceutycznej kontynuowane az do konca pracy w Insty-
tucie spowodowato, ze Pani Profesor byla bardzo
cenionym fachowcem w tej dziedzinie.

Opublikowata ponad 100 prac naukowych zwiaza-
nych gltéwnie z kontrola mikrobiologicznej jakosSci
produktoéw leczniczych i wyrobéw medycznych, asep-
tycznym wytwarzaniem lekow, badaniem aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zwiazkéw chemicznych, pre-
paratow antyseptycznych i dezynfekcyjnych, badaniem
skuteczno$ci srodkéw konserwujacych a takze wali-
dacja procesow sterylizacji. Wielokrotnie brata udziat
w zjazdach krajowych i zagranicznych, wyglaszata
referaty i prezentowata wyniki badan w postaci plaka-
tow. Wygtaszata wyktady we Wszechnicy PAN oraz
byta autorka dwoch filméw edukacyjnych, brata kil-
kakrotnie udziat w imprezach organizowanych przez
Uniwersytet Warszawski i PAN w ramach Festiwalu
Nauki. Byla promotorem 2 prac doktorskich wykona-
nych w Instytucie Lekow.

Brata udzial w opracowaniu szeregu monografii
mikrobiologicznych do V wydania Farmakopei Pol-
skiej. Przez kilka lat byta przewodniczaca podkomisji
mikrobiologii w Komisji Farmakopei Polskiej. Ponad-
to, w ramach dziatalnosci dydaktycznej prowadzonej
w Instytucie Lekow oraz w Katedrze Farmacji Cen-
trum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego, pro-
wadzila szkolenia dotyczace metod mikrobiologicz-
nych analizy lekow oraz higieny procesu wytwarzania
produktow leczniczych, dla pracownikéw przemyshu,
laboratoriow kontrolnych i1 placéwek naukowych.
Wielokrotnie wizytowata zaktady przemyshu farma-
ceutycznego, uczestniczac w rozwiazywaniu aktual-
nych probleméw mikrobiologicznych.

Biegla znajomos$¢ jezykéw francuskiego i angiel-
skiego, a takze niemieckiego oraz studia filologiczne
pomagaty jej w pracy naukowej i dydaktyczne;.

Uchwatla Rady Panstwa z 27.10.1983 nadano doc.
Wandzie Wozniak-Parnowskiej tytul naukowy profe-
sora nadzwyczajnego nauk farmaceutycznych, Mini-
ster Zdrowia i Opieki Spotecznej Tadeusz Szelachow-
ski powotat Ja w dniu 01.02.1984 na stanowisko
profesora nadzwyczajnego w Instytucie Lekow.

Ponadto uzyskata specjalizacjg 11° w zakresie mi-
krobiologii i serologii. Z poczatkiem 1983 r. powotana

zostata na stanowisko zastepcy, a po roku na stano-
wisko przewodniczacego Zespotu Specjalistycznego
w dziedzinie farmacja na okres 3 lat.

0d 1970 roku byta cztonkiem Zespotu Mikrobiolo-
gicznego Migdzynarodowej Federacji Farmaceutycznej
— FIP (Federation International of Pharmacy) i aktyw-
nie uczestniczyla w jej pracach (w latach 90-tych jedno
ze spotkan tego Zespotu FIP zorganizowala w Warsza-
wie pod opieka Instytutu Lekow). Wspotpraca nauko-
wa i teoretyczna z FIP pozwolita na szybkie docieranie
do naszego kraju migdzynarodowych opinii i osiagnig¢
naukowych dotyczacych badan jatowosci i czystosci
mikrobiologicznej lekow oraz zwiazanych z ograni-
czaniem niebezpieczenstwa tzw. zakazen odlekowych.
Waga istniejacego problemu spowodowata, ze Rada
Naukowa przy Ministrze Zdrowia zlecita Pani Profesor
opracowanie odpowiedniej monografii. Praca pt: ,,Mi-
krobiologiczne skazenie lekow” zostata opublikowana
w 1975 r. W tym samym roku Pani prof. W. Wozniak-
Parnowska napisata ksiazke pt: ,,Konserwacja lekow”.

Byta podporucznikiem pomocniczej stuzby wojsko-
wej kobiet i prowadzita sprawy wojskowo-obronne
w Instytucie Lekow. Brata udziat w obradach komisji
RWPG w kraju i za granica.

Zostala odznaczona Srebrnym Krzyzem Zastugi
(1976), odznaka ,,Za wzorowa Prace w Stuzbie Zdro-
wia” (1982), nagroda specjalng II stopnia MZiOS ,,Za
szczegdlne osiagnigcia w pracy na rzecz ochrony zdro-
wia 1 pomocy spotecznej” oraz honorowym medalem
im. Lukasiewicza, nadawanym osobom ze srodowiska
farmaceutycznego.

Pani prof. dr hab. Wanda Wozniak-Parnowska byta
aktywnym cztonkiem towarzystw naukowych: Pol-
skiego Towarzystwa Badan Radiacyjnych, Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologow (przez dwie kadencje
byta Przewodniczaca Oddziatu Warszawskiego PTM
i w roku 1983 organizowata XX Zjazd PTM), Polskie-
go Towarzystwa Farmaceutycznego (w latach 1996—
1999 byta Prezesem Oddziatu Warszawskiego PTF).

Pod koniec swojej pracy w Instytucie Lekow,
w zwiazku z jubileuszem 50-lecia Instytutu napisata
ciekawa, bogato ilustrowana ksiazke: ,,Instytut Lekow
1951-2001 Dzieje — ludzie — dokonania”, wydang
w 2001 roku przez Instytut Lekdéw. Réwnolegle przygo-
towata rozprawe: ,,Charakterystyka naukowego dorobku
Instytutu Lekow (1951-2002)”, opublikowana w perio-
dyku Instytutu Historii Nauki PAN Analecta w 2002 r.

Pani prof. dr hab. Wanda Wozniak-Parnowska za-
konczyta prace w Instytucie Lekow tuz przed jego
przeksztalceniem w Narodowy Instytut Zdrowia Pu-
blicznego (01.10 2002). Zmarta 26.12.2007 r. i zostata
pochowana na Cmentarzu Komunalnym d. Wojsko-
wym na Powazkach.

Stefan Tyski
Zaktad Mikrobiologii i Antybiotykow
Narodowy Instytut Lekoéw
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ROLA WIRUSA JC W PATOGENEZIE
CHOROB NOWOTWOROWYCH I ZABURZEN
ZWIAZANYCH Z OSLABIENIEM ODPORNOSCI

Dariusz Kmieciak, Szymon Debicki

Katedra Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego
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Wptyneto w styczniu 2008

1. Wstep. 2. Budowa wirusa JC. 2.1. Kapsyd. 2.2. Genom. 2.3. Cykl replikacyjny. 3. Sposéb zakazenia i zmiennos$¢ JCV. 4. Rola JCV
jako czynnika etiologicznego w schorzeniach osrodkowego uktadu nerwowego i przewodu pokarmowego. 4.1. Udziat JCV w postg-
pujacej wieloogniskowej leukoencefalopatii. 4.2. Mechanizm molekularny wptywu JCV na rozwdj nowotwordw. 4.2.1. Nowotwory
przewodu pokarmowego. 4.2.2. Guzy mozgu. 5. Podsumowanie

Role of the JC virus in the pathogenesis of cancer diseases and disorders associated with compromised immunity

Abstract: JC virus is a common human virus, found by PCR analysis in the urine of about 40% of tested individuals. In case of
serious immune deficiency, like AIDS, some cancers or after organ transplantation, JCV can infect and proliferate in neural tissue. It
results in a demyelinating disease of the brain, progressive multifocal leukoencephalopathy (PML). Recent reports have also pointed
to a role of JCV in cancerogenesis, in which viral proteins, particularly large antigen T, are involved. It applies to different brain
tumors and cancers of gastrointestinal tract, especially esophageal carcinomas, gastric cancers and colon rectal carcinomas. The aim
of this article is to describe molecular mechanisms of the JCV-mediated oncogenesis.

1. Introduction. 2. JC virion structure. 2.1. Capsid. 2.2. Genome. 2.3. Replication cycle. 3. Infection mode and heterogeneity of JCV.
4. JCV as an etiological agent in diseases of central nervous system and gastrointestinal tract. 4.1. Role of JCV in progressive
multifocal leucoencephalopathy. 4.2. Molecular mechanism of JCV influence on tumor development. 4.2.1. Cancers of gastrointestinal

tract. 4.2.2. Brain tumors. 5. Conclusion

Stowa kluczowe: wirus JC, duzy antygen T, guzy mozgu, nowotwory przewodu pokarmowego

Key words:

JC virus, large antigen T, brain tumors, cancers of gastrointestinal tract

1. Wstep

Wirus JC (JC virus, JCV) nalezy do rodzaju Polyo-
mavirus znajdujacego si¢ w obrebie rodziny Polyoma-
viridae (wcze$niej byt klasyfikowany w rodzinie
Papovaviridae). Material genetyczny czasteczki wi-
rusa stanowi dwuniciowy kolisty DNA wielkosci ok.
5130 pz (par zasad) [30]. Jego naturalnym i jedynym
gospodarzem jest cztowiek [21]. JCV jest malo znanym
wirusem, cho¢ bardzo powszechnie wystgpujacym
w populacji swiatowej. Obecnosc¢ przeciwciat anty-JCV
stwierdza sig¢ u ok. 90% os6b na $wiecie [11]. Nato-
miast, wedlug szacunkow ekspertow ok. 40% ludzi to
osoby zakazone nim, co oznacza, ze w ich moczu znaj-
duje sig¢ wirusowe DNA, wykrywalne metoda PCR [2].
Wirusa JC po raz pierwszy wyizolowano w 1970 r.,
od osoby chorej na postgpujaca wieloogniskowa leuko-
encefalopati¢ (progressive multifocal leucoencephalo-
pathy — PML), chorobg polegajaca na demielinizacji
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) [12]. W jad-
rach zakazonych komorek mikrogleju wykryto wiriony
o budowie typowej dla poliomawirusa, ktérego nazwa-
no od inicjatow pacjenta wirusem JC [12]. Okazalo si¢
po6zniej, ze JCV jest czynnikiem etiologicznym PML
[38]. Cho¢ JCV jest szeroko rozpowszechniony wsrod

ludzi, to nie jest patogenny dla wigkszosci z nich, wy-
wotujac jedynie przelotne zaburzenia uktadu moczo-
wego u nielicznych oso6b. Wirus ten uaktywnia si¢ do-
piero w wyniku ostabienia uktadu immunologicznego,
np. na skutek podawania lekéw immunosupresyjnych
po przeszczepach organdéw [38]. U osdéb bez zaburzen
immunologicznych PML prawie si¢ nie spotyka.

Celem tego artykuhu jest ogolne przedstawienie
wiedzy dotyczacej wirusa JC oraz jego zwiazku z nie-
ktorymi schorzeniami, zwiazanymi z ostabieniem ukta-
du immunologicznego oraz nowotworami przewodu
pokarmowego i mozgu.

2. Budowa wirusa JC
2.1. Kapsyd

Wirion JCV zawiera ikozaedralny kapsyd o $red-
nicy 45-50 nm [34]. Kapsyd liczy 72 kapsomery zbu-
dowane z trzech biatek kodowanych przez genom
wirusa: VP1, o dlugosci 360 reszt aminokwasowych
(360 czasteczek tego biatka przypada na wirion), VP2
o dtugosci 350 reszt aminokwasowych (30—60 czaste-
czek) i VP3 o dlugosci ok. 230 reszt aminokwasowych
(30-60 czasteczek) [34].
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2.2. Genom

Genom JCV stanowi dwuniciowy, superhelikalnie
zwinigty, kolisty DNA o dtugosci 5130 pz [30] (Rys. 1).
Organizacja genomu wirusa JC jest bardzo konserwa-
tywna i podobna do genoméw innych poliomawiru-
sow: SV40 i BK [30]. Homologia migdzy SV40 1 JCV
wynosi 69%, a pomigdzy genomami BK i JCV sigga
75% [30]. W genomie JCV mozna wyrdzni¢ trzy
regiony: tzw. wczesny i poézny region kodujacy oraz
region regulatorowy (transcriptional control region
—TCR) [30] (Rys. 1). Region TCR zawiera liczne, za-
chodzace na siebie sekwencje regulatorowe, a takze
miejsce poczatku replikacji (ori), wzmacniacze oraz
wczesne 1 pozne promotory, z ktorych bezposrednio
zachodzi transkrypcja odpowiednich genéw wezesnych
i p6znych [30]. W obrgbie TCR znajduja si¢ sekwen-
cje, rozpoznawane przez niektore komorkowe czynniki
transkrypcyjne takie jak: c-Jun i c-Fos tworzace ro-
dzing AP-1 (activating protein I family) oraz czynnik
NF-1X (Nuclear factor 1X) [56]. Bliskie sasiedztwo
miejsc wigzania obu czynnikéw w promotorze JCV
wskazuje na mozliwos¢ ich interakcji migdzy soba.
Badania in vitro wykazaty, ze czynnik NF-1X wpltywa
na zwigkszenie produkcji bialek wirusowych [56].
Na wiazanie NF-1X oddziatywuje negatywnie c-Jun,
ktory w ten sposob obniza produkcje biatek wiruso-
wych, a co zatem idzie, moze regulowac poziom ak-
tywnosci wirusa JC [56].

Produkty wczesnego regionu kodujacego, tzw. an-
tygeny T, pojawiaja si¢ jako pierwsze w procesie trans-
krypcji zaraz po wniknigciu wirusa do jadra i jego od-

WPEL WP

Rys. 1. Schemat genomu wirusa JC

Kolisty dwuniciowy DNA, o dlugosci ok. 5130 pz, podzielony jest na
dwa regiony. Wczesny region kodujacy, obejmuje geny dla matego anty-
genu t (t-ag) oraz duzego antygenu T (T-Ag), wraz z jego formami
powstajacymi w wyniku alternatywnego skladania: T’(165), T’(136)
i T°(135). P6zny region kodujacy zawiera gen biatka pomocniczego agno-
proteiny (LP1) oraz geny biatek kapsydu VP1-3. Pomigdzy nimi znajduje
si¢ region regulatorowy (TCR), w ktérym znajduje si¢ miejsce startu repli-
kacji (ori), a takze sekwencje promotorowe i regulatorowe dla wczesnego
i pdznego regionu kodujacego. Numeracja zasad (podana w kpz) rozpo-
czyna si¢ od miejsca ori i biegnie zgodnie z ruchem wskazoéwek zegara.

plaszczeniu, i biora udziat w stymulacji komorki go-
spodarza do wytwarzania enzymow potrzebnych do
replikacji DNA komoérkowego, przygotowujac tym sa-
mym komorke do replikacji wirusowego DNA [63].
Biatka poznego regionu kodujacego czyli biatka kap-
sydu (viral proteins 1-3; VP1, VP2 i VP3) oraz agno-
proteina powstaja dopiero po replikacji wirusowego
genomu i nie biora bezposredniego udziatu w ekspre-
sji informacji genetycznej wirusa [34].

Wecezesny prekursorowy mRNA wirusa JC podlega
alternatywnemu skladaniu (splicing) do pigciu dojrza-
tych transkryptow, kodujacych biatka: duzy antygen T
(T-Ag), maly antygen t (t-ag), T°(165), T°(136) oraz
T°(135) [51]. Wszystkie te biatka posiadaja jednakowe
konce aminowe (N-konce) ztozone z 81 reszt amino-
kwasowych. Poza tym kazde biatko charakteryzuje sig
wlasnym unikalnym koncem karboksylowym (C-ko-
niec), z wyjatkiem T-Ag i T’(165), u ktorych C-konce
pokrywaja si¢ [51]. Obecnos¢ podobnych sekwencji
migdzy biatkami wezesnymi wirusa JC sugeruje, ze an-
tygeny te wchodza w interakcje miedzy soba, a funk-
cjonalna domena, ktéra odpowiada za te oddziatywania
jest domena N-koncowa [51]. Najlepiej zbadanym biat-
kiem wczesnym wirusa JC jest duzy antygen T (T-Ag)
[34]. Okoto 95% T-Ag jest zlokalizowane w jadrze
komorki gospodarza [34]. Wystgpuje tam w nukleoplaz-
mie w formie wolnej lub zasocjowanej z chromatyna
i macierza jadrowa [34]. Antygen T jest wiecloczynno$-
ciowym biatkiem, ktore poprzez bezposrednie interak-
cje z czynnikami komérkowymi bierze udzial w regu-
lacji cyklu komoérkowego i przetrwaniu komorki [66].
Wykazano, ze czynniki c-Jun oraz c-Fos potrafia zna-
czaco zmniejszy¢ replikacje i transkrypcje genow JCV
[41]. Wynika to m.in. z fizycznej interakcji pomigdzy
c-Jun, a biatkiem regulatorowym wirusa T-Ag [41].
Jak si¢ wydaje, jest to jeden ze sposobow w jaki duzy
antygen T-Ag powoduje transregulacj¢ promotoréw
zardwno wirusowych, jak i komoérkowych, ktorej skut-
kiem sa zmiany w ekspresji genow [66]. Wreszcie,
T-Ag jest jedynym biatkiem wirusowym wymaganym
do replikacji wlasnego DNA, wiazac si¢ z nim i wyka-
zujac aktywno$¢ helikazy [3, 66]. Antygen T ulega
modyfikacjom potranslacyjnym gldwnie przez fosfo-
rylacje reszt seryny i treoniny, ale rowniez przez o-gli-
kozylacje, acylacje, adenylacje, ADP-rybozylacjg [66].
Maty antygen t (t-ag) jest biatkiem bogatym w cyste-
ing, zlokalizowanym gléwnie w jadrze komorkowym
gospodarza, rzadziej w cytoplazmie. Posiada zdolnos¢
wiazania si¢ z niektérymi biatkami komorkowymi,
czego efektem moze by¢ stymulacja wzrostu komorki
[34]. Biatka T°(135), T’(136), T’(165) sa izoformami
duzego antygenu T, ktore powstaja w wyniku alterna-
tywnego sktadania prekursorowego wczesnego mRNA.
Podobnie jak duzy antygen T, moga wiaza¢ sig¢ z nie-
ktoérymi biatkami regulacyjnymi komorki, takimi jak:
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p1071p130, nalezacymi do rodziny pRB (wigcej w dal-
szej czesci tekstu), uposledzajac ich funkcje, i w kon-
sekwencji doprowadzajac do nowotworzenia [8].

Po6zny rejon kodujacy wirusa JC zawiera geny agno-
proteiny (inaczej biatko LP1 — leader protein 1) oraz
trzech biatek kapsydu: VP1, VP2, VP3. Agnoproteina
jest 71-aminokwasowym biatkiem o masie czasteczko-
wej 8 kD, produkowanym w pdznej fazie cyklu repli-
kacyjnego wirusa, jednakze nie stwierdza si¢ jej wy-
stgpowania w wirionie [15, 26]. W komdrkach mozna
ja znalez¢ gtéwnie w cytoplazmie, szczegdlnie w rejo-
nach okotojadrowych, podczas gdy w jadrze wystepuje
w matych ilosciach [15]. Podobna lokalizacje obser-
wowano w komorkach transfekowanych plazmidami
zawierajacymi gen agnoproteiny [15]. Przypuszczalnie
biatko to petni role regulatorowa w replikacji i ekspre-
sji genow wirusa, jak rowniez w sktadaniu wirionow
i ich rozprzestrzenianiu [15, 40]. Liczne badania poka-
zaly rdwniez, ze agnoproteina ma mozliwo$¢ wigzania
si¢ do innych biatek wirusowych (np. T-Ag), jak row-
niez do czynnikow komorkowych takich jak: p53 oraz
Ku70 i Ku80, deregulujac cykl komorkowy [14, 15].
Obecnos¢ samej agnoproteiny, bez innych biatek wiru-
sa JC, wptywa hamujaco na wzrost komorek poprzez
zatrzymanie ich gléwnie w fazie G2/M [14]. Obserwu-
je sig¢ wtedy rowniez zmniejszona aktywnos$¢ cyklin A
i B [14]. Dodatkowo, agnoproteina wywiera toksyczny
wplyw na komorke poprzez hamowanie i uniemozli-
wianie naprawy uszkodzonego DNA [15]. Pod jej wply-
wem zwigksza si¢ w komorce liczba pofragmentowa-
nych chromosomoéw oraz pojawiaja si¢ zgrupowania
fragmentow jadra [15]. Rola agnoproteiny w hamowa-
niu procesu naprawy DNA polega na jej wiazaniu si¢
do dwoch czynnikow, Ku70 i Ku80, bioracych udziat
w tym procesie i inaktywacji ich [15]. Modulacja dzia-
tania bialek Ku70 i Ku80 moze by¢ jednym z waznych
czynnikoéw sterujacych cyklem zyciowym wirusa JC,
a takze przyczyna nowotworzenia [15]. W przypadku
koinfekcji astrocytow ludzkich wirusami JCV i HIV-1,
zaobserwowano spadek poziomu replikacji HIV-1,
z rownoczesnym niewielkim podniesieniem poziomu
replikacji JCV [37]. Za efekt ten moze by¢ odpowie-
dzialna agnoproteina, gdyz eksperymenty wykazaty, ze
wiaze si¢ ona z biatkiem Tat HIV-1 [37]. W ten sposob
hamuje ona jego interakcj¢ z sekwencja docelowa RNA
HIV-1, TAR, a takze z cykling T1, biatkiem bgdacym
podjednostka tzw. pozytywnego czynnika b elongacji
transkrypcji (positive transcription elongation factor
b, P-TEFb), z podjednostka p65 czynnika NF-kappaB
oraz z czynnikiem Spl [37, 55]. W przypadku zabu-
rzonej funkcji Tat, polimeraza RNA II nie przeprowa-
dza wydajnej transkrypcji genéw HIV-1 z miejsca
startutj. z LTR (Long Terminal Repeat) wirusa, sekwen-
cji zawierajacej miejsca wigzania ré6znych komorko-
wych czynnikow transkrypcyjnych [37, 55].

2.3. CyKl replikacyjny

W cyklu replikacyjnym JCV mozna wyr6zni¢ dwie
fazy: wezesna i p6zna. Faza wezesna obejmuje adsorp-
cje wirusow do komorki i trwa do rozpoczgcia repli-
kacji wirusowego DNA [34]. W tym czasie czasteczki
wirusa lacza si¢ z powierzchnia komorki, wykorzystu-
jac do tego celu reszty kwasu sjalowego obecne w re-
ceptorach glikoproteinowych [22, 31, 32]. Na podsta-
wie badan z uzyciem czasteczek wirusopodobnych,
tzw. VLP (virus-like particles), zawierajacych na swo-
jej powierzchni tylko gléwne biatko kapsydu VPI,
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Rys. 2. Wejscie wirusa JC do komorki

Jadro

W adsorpcji JCV do komorki uczestnicza reszty kwasu sjalowego, beda-
cego sktadnikiem glikoprotein powierzchniowych. Nastgpnie dochodzi
do potaczenia z receptorem. Doniesiono, ze taka rolg peini receptor
serotoninowy. W wyniku endocytozy zaleznej od klatryny, biatka, ktore
uczestniczy w uformowaniu si¢ pgcherzyka endosomalnego, wirus wcho-
dzi do $rodka komorki. Jak sig sadzi, JCV, podobnie jak i inne ligandy,
przechodzi typowa drogg, polegajaca na skierowaniu do wezesnych endo-
somow, a potem podlega sortowaniu, decydujacemu o tym, czy znajdzie
si¢ w endosomie powracajacym na powierzchni¢ komorki czy tez w endo-
somie poznym i/lub lizosomie. W przypadku wirusa JC, etapy te sa nadal
w trakcie badan. Po dotarciu w poblize jadra wirion opuszcza endosom
i zostaje zwiazany z importyna o, ktora rozpoznaje sygnat lokalizacji
jadrowej (NLS) obecny na powierzchni biatka kapsydu VP1. Importyna
o tworzy heterodimer z importyna P, ktora z kolei rozpoznaje kompleks
porowy jadra (nuclear pore complex, NPC). W rezultacie wirion wnika
przez ten kompleks do jadra, gdzie ulega odptaszczeniu i dochodzi do
transkrypcji genéw wirusowych.
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skonstruowano prawdopodobny mechanizm penetracji
wirusa JC [52, 53] (Rys. 2). Po wnikni¢ciu do komorki
droga endocytozy zaleznej od biatka komodrkowego
klatryny, czasteczki wirusa zamknigte w endosomach
ulegaja przemieszczaniu w kierunku jadra komorko-
wego. Opuszczenie endosomow przez wiriony naste-
puje dopiero przy zewngtrznej stronie blony jadrowe;j
[52, 53]. Samo wejscie wirusa JC do jadra nastepuje
przez kompleks porowy jadra (nuclear pore complex
— NPC) przy udziale importyn « i B [52, 53]. Jest to
mozliwe gdyz importyna o rozpoznaje sygnal lokali-
zacji jadrowej (nuclear localization signal — NLS)
obecny w biatku kapsydowym VP1 [52, 53] (Rys. 2).
W jadrze komérkowym genom wirusowy ulega od-
ptaszczeniu i zachodzi jego transkrypcja z uzyciem
polimerazy RNA II gospodarza, prowadzaca do po-
wstania mRNA wczesnych [63]. Na tych mRNA syn-
tetyzowane sa wirusowe bialka wczesne — antygeny T,
ktore stymuluja komorke gospodarza do wytwarzania
enzymo6w potrzebnych do replikacji DNA komorko-
wego, przygotowujac tym samym komorke do repli-
kacji DNA wirusowego [63]. Proces ten zachodzi
dzigki zdolno$ci antygenu T do aktywacji ekspresji
gendéw komorkowych oraz wlasnych [63]. Geny wiru-
sowe sa aktywowane po zwiazaniu si¢ T-Ag z rejo-
nem wzmacniacza transkrypcji promotora wiruso-
wego. Antygen T wiaze sig takze z polimeraza DNA «
oraz z innymi biatkami odpowiedzialnymi za regula-
cje wzrostu komorki [62, 63].

Faza pdzna cyklu replikacyjnego wirusa JC roz-
poczyna si¢ wraz z inicjacja replikacji DNA wiru-
sowego [34]. Jednakze trzeba zaznaczy¢, ze sam pro-
ces replikacji nie jest do konca poznany w przypadku
wirusa JC, a przedstawiana wiedza w tym zakresie
opiera si¢ na badaniach nad innym, blisko spokrew-
nionym wirusem SV40. Replikacja zachodzi w jadrze
komorki gospodarza i bierze w niej udziat antygen T
(T-Ag) oraz enzymy komorkowe [63]. Sze$¢ czaste-
czek antygenu T, dzigki jego zdolnosci do wigzania
DNA i aktywnosci helikazowej, przytacza sig do DNA
wirusa w miejscu startu replikacji i katalizuje roz-
platanie nici DNA [3]. Po rozpleceniu nici DNA biat-
ko to tworzy kompleks z biatkiem replikacyjnym A
(RPA), tworzac kompleks preinicjujacy replikacje, do
ktorego przylacza si¢ nastepnie o-prymaza polimera-
zy DNA, przeksztalcajac go w kompleks inicjacyjny
[62]. Synteza DNA zachodzi w dwodch kierunkach
wokot kolistego DNA wirusa. Przesuwanie si¢ wide-
ek replikacyjnych utatwione jest dzigki aktywnoS$ci
helikazowej antygenu T [3]. W fazie p6znej zachodzi
réowniez ekspresja genow poéznych kodujacych biatka
kapsydu wirusa, sktadanie czasteczek wirusa w jadrze
zakazonej komorki oraz uwolnienie wirusa z komorki
[34]. Proces uwolnienia wirusa JC prowadzi do lizy
komorek [20].

3. Sposéb zakazenia i zmienno§¢ JCV

Dane serologiczne wskazuja, ze bezobjawowe infek-
cje JCV czgsto zdarzaja si¢ u matych dzieci [65]. Po
zakazeniu JCV utrzymuje si¢ w komoérkach gospoda-
rza z reguly przez cale jego zycie. Prawdopodobnie
wirus JC dostaje si¢ do organizmu czlowieka droga
pokarmowa (gdzie stwierdza si¢ jego obecno$c¢) wraz
z zanieczyszczong woda i zywnoscia [5]. Czesto wy-
krywany jest w migdalkach co sugeruje, ze moze to
by¢ poczatkowe miejsce jego infekcji [44]. Po wnik-
nigciu do organizmu wirus JC pozostaje w tkance ner-
kowej, replikujac si¢ na relatywnie niskim poziomie
1 moze by¢ izolowany z moczu [7]. W nerkach JCV
pozostaje w fazie utajonej, nie przechodzac petnego
cyklu replikacyjnego i tym samym nie doprowadza do
lizy komorek [65]. Wirus JC moze réwniez uaktyw-
nia¢ si¢ (tzw. aktywna infekcja) in vivo w stanach
znacznego oslabienia ukladu immunologicznego go-
spodarza [19, 65]. Woéwczas wnika do neuronow wy-
korzystujac, jak si¢ wydaje, ich receptory serotonino-
we [23]. Poza tkanka nerkowa i mozgowa wirus JC
moze by¢ wykrywany, jak wspomniano, w migdat-
kach, a takze w okreznicy, weztach chtonnych, szpiku
kostnym, §ledzionie i watrobie, oraz innych tkankach
wliczajac osocze krwi i limfocyty [44, 24]. Te ostatnie
prawdopodobnie shuza wirusowi do przemieszcza-
nia si¢ migdzy nerkami (a takze innymi tkankami),
a o§rodkowym uktadem nerwowym [17].

Forma wirusa zwykle wykrywana w moczu nazy-
wana jest JCV archetypowym (archetype) i zawiera
pojedyncza kopig sekwencji wirusowego promotora
1 wzmacniacza w rejonie regulatorowym (TCR) [27,
48]. Drugi wariant wirusa JC, nazywany przestawionym
(rearranged), jest kojarzony z aktywna infekcja wirusa
w mozgu, spowodowana immunosupresja gospodarza,
np. w wyniku zakazenia wirusem HIV-1 [27, 28, 48].
Ta forma posiada delecje i/lub duplikacje niektorych se-
kwencji regulatorowych, co w konsekwencji prowadzi
do zmiany tropizmu tkankowego oraz potencjatu pa-
togennego wirusa JC, przyczyniajac si¢ do powstania
takich chorob jak post¢pujaca wieloogniskowa leuko-
encefalopatia (PML) i niektore nowotwory [27, 28, 48].

Epidemiologicznie wirusy JC mozna podzieli¢ na
przynajmniej siedem typow wystgpujacych w réznych
obszarach geograficznych [2]. Klasyfikacja wirusow
oparta jest o jego rozne sekwencje w rejonie koduja-
cym biatko kapsydu VP1 oraz w rejonie regulatorowym
(TCR) [2]. Roznice w sekwencjach migdzy poszczegol-
nymi typami wynosza od 1-3% [1]. Typ 1 wystepuje
gléwnie w Europie, typy 2 i 7 sa charakterystyczne dla
Azji, a typy 3 1 6 dla Afryki. Kazdy typ moze mie¢ kil-
ka podtypow, rozniacych si¢ nieznacznie genotypami
(0,5-1%) [35]. Charakterystycznymi typami dla krajow
rozwini¢tych Europy oraz USA sa: 1A, 1B oraz 2 [1, 2].
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4. Rola JCV jako czynnika etiologicznego
w schorzeniach osrodkowego ukladu
nerwowego i przewodu pokarmowego

4.1. Udzial JCV w postepujacej wieloogniskowej
leukoencefalopatii

JCV jest gtownie kojarzony jako czynnik etiologicz-
ny zespotu klinicznego o nazwie postgpujaca wieloog-
niskowa leukoencefalopatia (PML) [38, 39]. W 1958 1.
ukazat si¢ pierwszy opis tego zespotu, charakteryzuja-
cego si¢ niedowtadem potowicznym, zaburzeniami mo-
wy 1 widzenia, otgpieniem oraz nieuchronnym zgonem
chorego w ciagu kilku miesigcy [12]. Nalezy podkres-
li¢, ze PML, rzadko opisywana, wystepuje najczesciej
u starszych o0sob, u ktorych juz wczeséniej stwierdzono
schorzenie uktadu siateczkowo-srodbtonkowego [39].
Pierwsze trzy przypadki opisano u pacjentow chorych
na bialaczke limfatyczna badz na chorobg¢ Hodgkina
[12]. Uszkodzenia mozgu polegaja na pojawianiu si¢
licznych ognisk demielinizacji tkanki nerwowej oraz
oligodendrocytow o nieprawidlowej budowie, ktore
sa gléwnym miejscem aktywnej infekcji JCV [12]. Te
cechy kliniczne i patologiczne odzwierciedla nazwa
zespotlu chorobowego — postepujaca wieloogniskowa
leukoencefalopatia (PML). W leczeniu PML stosowa-
no i wykazano niewielka skuteczno$¢ cytarabiny, ale
w praktyce rokowanie w przypadku tej choroby jest
zawsze niepomysine [12]. PML az do niedawna byta
stosunkowo rzadka choroba. Wigkszego znaczenia na-
brala ostatnio, jako objaw lub powiklanie AIDS, co nie
jest zaskakujace u tych chorych, majacych tak bardzo
uposledzona odpornos¢. PML powoduje $mier¢ okoto
5% chorych na AIDS [4]. Zasugerowano, ze po-
wiazanie pomiedzy zakazeniem HIV-1, a rozwojem
PML wynika przynajmniej czgsciowo z produkcji licz-
nych cytokin w centralnym uktadzie nerwowym w od-
powiedzi na infekcj¢ HIV-1 [43]. Zwiazek przeciw-
zapalny, cyklosporyna A, zapobiegajac aktywacji
czynnika transkrypcyjnego zwanego jadrowym czyn-
nikiem aktywowanych komorek T 4 (nuclear factor
of activated T cells 4, NFAT4), hamowat zakazenie
komorek gleju wirusem JC [43]. Z kolei sam NFAT4,
jak wykazano, wiazat si¢ do sekwencji promotoro-
wych wirusa JC, aktywujac w ten sposob transkryp-
cje zarowno genow wcezesnych, jak i péznych, a pro-
dukty genéw wczesnych dodatkowo wzmacnialy efekt
NFAT4 [43]. Udzial NFAT4 w zakazeniu centralnego
uktadu nerwowego przez JCV sugeruje zaangazowa-
nie §ciezki sygnatowej z uzyciem jonow wapnia w celu
aktywacji tego czynnika [43].

Badania wykazaly obecno$¢ genow wirusa JC
w leukocytach 40,3% pacjentow chorych na AIDS [20].
Dla poréwnania u zdrowych ludzi procent ten wynosi
tylko 8 [20]. W wyniku analizy probek mézgu pobra-

nych od 0s6b z PML, zarowno HIV-pozytywnych, jak
1 HIV-negatywnych, stwierdzono obecno$¢ naciekow
zapalnych (inflammatory infiltrates) wewnatrz i wokot
zmienionej chorobowo tkanki [71]. Nacieki te zawie-
raty gtownie limfocyty T CD8+, prawdopodobnie roz-
poznajace antygeny wirusowe [71].

4.2. Mechanizm molekularny wplywu JCV
na rozwoj nowotworow

Druga wazna grupa schorzen, w ktorych postuluje
si¢ udzial wirusa JC jako czynnika etiologicznego, sa
nowotwory [69]. Zaburzajac cykl komérkowy JCV
wptywa na komorke gospodarza powodujac jej prze;js-
cie z fazy G1 do fazy S, co w efekcie prowadzi do
nieograniczonej i niekontrolowanej proliferacji komor-
kowej [66]. GIownym elementem wirusa JC, ktory od-
powiada za rozwdj nowotworu jest jedno z bialek
wcezesnych wirusa, duzy antygen T (T-Ag) [58, 69].
Molekularny mechanizm dziatania antygenu T polega
na wiazaniu si¢ do dwoch glownych czynnikéw kon-
trolujacych cykl komoérkowy, tj. bialek nalezacych do
rodziny pRB (retinoblastoma protein family): p107
i p130 oraz p53, powodujac ich inaktywacje i zaburze-
nia w przebiegu cyklu komoérkowego [9, 42] (Rys. 3).
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Rys. 3. Udziat wirusa JC w nowotworzeniu

W cyklu komérkowym biatka pRB i p53 zapobiegaja zbyt wczesnemu
podziatowi komoérki (pRB) oraz nagromadzeniu si¢ szkodliwych muta-
cji (p53). Zwiazanie pRb z czynnikiem transkrypcyjnym E2F powoduje,
ze nie ulegaja ekspresji kluczowe biatka odpowiedzialne za przejscie
komorki z fazy G(G) do fazy S cyklu. Duzy antygen T (T-Ag) wirusa JC
wiaze si¢ z pRB, przez co czynnik E2F zostaje uwolniony i aktywuje
transkrypcjg gendw odpowiedzialnych za proliferacjg materiatu gene-
tycznego i podzial komorki. Dodatkowo, T-Ag wiaze biatko p53, ktore
pehi rolg w utrzymaniu integralno$ci genomu poprzez wptyw na eks-
presje czynnikow bioracych udziat w naprawie DNA w przypadku jego
uszkodzenia, a gdy uszkodzenia sa zbyt duze, w zahamowaniu podziatu
komorki i wyindukowaniu apoptozy. Procesy te prowadza do akumulo-
wania si¢ zmian w materiale genetycznym i niekontrolowanego podziatu
komorki, ktora przez to moze przeksztatcié¢ si¢ w komorkg nowotworowa.
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Biatka pRb reguluja przejscie komorki z fazy G1(GO)
do fazy S cyklu komérkowego, natomiast p53 w przy-
padku uszkodzenia genomu komorki zatrzymuje cykl
w fazie G1, umozliwiajac naprawe materialu genetycz-
nego. Gdy uszkodzenia sa zbyt duze, kieruje ono ko-
morke na droge apoptozy [9, 42].

Antygen T wiaze si¢ z pRB potaczonym w kom-
pleksie z czynnikiem transkrypcyjnym E2F (E2F/pRB),
co prowadzi do rozbicia kompleksu E2F/pRB. Uwol-
niony w ten sposob czynnik transkrypcyjny E2F akty-
wuje liczne geny komoérkowe, odpowiedzialne za wejs-
cie komorki w fazg S cyklu komdrkowego [9, 70]
(Rys. 3). Formy alternatywne duzego antygenu T,
T°(135), T°(136) 1 T°(165) rowniez wiaza biatka z ro-
dziny pRB oraz wzmacniaja replikacje wirusowego
DNA [29]. Prawdopodobnie, mimo ze posiadaja taka
sama sekwencje poczynajac od konca aminowego,
formy alternatywne T°(135), T°(136) i T’(165) wiaza
czynniki p107 oraz p130 i zmieniaja poziom ich fos-
forylacji w réznym stopniu, ale dziatajac wspdlnie,
inaktywuja biatka regulatorowe cyklu komorkowego,
w koncu prowadzac do transformacji komoérkowe;j [8].
Aktywnos$¢ samego antygenu T-Ag, jak rowniez jego
form alternatywnych, takze zalezy od fosforylacji kon-
serwatywnej reszty treoniny w miejscu 125 (T125)
[66]. Mutacja tego miejsca polegajaca na zamianie tre-
oniny na alaning powoduje powstanie niestabilnej for-
my T-Ag, ale trzy bialka alternatywne T’ zachowuja
swoje wlasciwosci i wiazaty, chociaz ze stabszym po-
winowactwem, biatka rodziny pRB, jednakze nie byty
zdolne do uwolnienia czynnika transkrypcyjnego E2F
z kompleksow RB-E2F [66]. Co ciekawe, zardwno an-
tygen T-Ag, jak i jego formy alternatywne T°, z muta-
cja polegajaca na zamianie T125 na asparaginian, wia-
zalty bialka pRB, p107 i p130, silniej niz biatka typu
dzikiego, a dodatkowo formy T’ wydajnie uwalniaty
czynnik E2F z komplekséw RB-E2F [66]. Jak sig¢ wy-
daje, w fosforylacji treoniny 125 bierze udziat kinaza
zalezna od cykliny, w kompleksie z nia (cyclin-cyclin-
dependent kinase), co wskazywaloby na to, ze te
funkcje T-Ag i trzech form T°, ktore odpowiadaja za
replikacje wirusa i transformacj¢ onkogenna, sa regulo-
wane w sposob zalezny od cyklu komoérkowego [66].

W przypadku p53 antygen T wiaze si¢ z odpowied-
nig domena tego bialka (odpowiedzialna za oddziaty-
wania z DNA), przez co blokuje dostep p53, jako
czynnika transkrypcyjnego, do odpowiednich sekwen-
cji w DNA (kodujacych czynniki biorace udziat w na-
prawie DNA lub w apoptozie komorki) i tym samym
hamuje ich transkrypcjg [34, 42] (Rys. 3).

Wskazano réwniez na wptyw duzego antygenu T
na $ciezke sygnatowa aktywowana przez substrat dla
receptora insulinowego 1 (insulin receptor substrate 1,
IRS-1), gtéwna czasteczke sygnalowa receptora insu-
linopodobnego czynnika wzrostu I (insulin-like growth

factor I receptor, IGF-IR) [57]. Po translokacji IRS-1

do jadra, w czym uczestniczy T-Ag, IRS-1 wiaze biat-
ko Rad51 na miejscu uszkodzonego DNA powodujac
hamowanie jego naprawy na zasadzie rekombinacji
homologicznej (homologous recombination directed
DNA repair, HRR) [57]. W efekcie dochodzi do aku-
mulacji mutacji w komoérce, a wraz z nimi do nie-
stabilno$ci genetycznej, naruszajacej integralnosé
materialu genetycznego. Zaréwno wadliwa naprawa
uszkodzonego DNA, czy tez defekty w zachowaniu
telomeréw, rozdzialu chromosoméw, moga z kolei
przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowotworow [57]. Ponie-
waz wiadomo, ze duzy antygen T JCV posiada zdol-
nos$¢ transformacji komorek in vitro, jak i przyczynia
si¢ do powstawania nowotwordw u zwierzat doswiad-
czalnych, opisany powyzej mechanizm jego wptly-
wania na napraw¢ DNA moze odgrywaé wazna rolg
W powstawaniu nowotworéw u cztowieka [57].

4.2.1. Nowotwory przewodu pokarmowego

Liczne doswiadczenia potwierdzily wysoka czgs-
totliwo$¢ wystepowania sekwencji genu T-Ag, a takze
wydajna syntez¢ T-Ag w nowotworach przewodu po-
karmowego, np. w raku przetyku, zoladka, jelita oraz
okreznicy, co ma, jak si¢ wydaje, zwiazek z postulo-
wanym sposobem zakazenia tym wirusem, tj. poprzez
zanieczyszczong wodg i zywnos$¢ [10, 19, 46, 61]. Na
przyktad w tkankach nowotworowych okreznicy (co-
lon rectal carcinoma) sekwencje DNA wirusa JC, jak
rowniez blisko spokrewnionego wirusa BK, zostaty
zidentyfikowane u 16 z 18 badanych pacjentoéw co sta-
nowi 88,9% [10]. Natomiast badania przeprowadzone
w Japonii wykazaly, ze duzy antygen T zostal ziden-
tyfikowany w 6 z 23 probek tkanek raka okrgznicy, co
stanowi 26,1%. [36]. Jednoczesénie nie wykryto w nich
sekwencji swoistych dla biatka otoczki VP1 i agno-
proteiny [36]. W doniesieniu z USA wykazano meto-
da PCR obecnos¢ wczesnych sekwencji wirusowych
w 22 z 27 prébek raka okreznicy [25]. W ponad 50%
pozytywnych przypadkéw stwierdzono ekspresje bia-
tek T-Ag oraz agnoproteiny, ale nie biatek otoczki
[25]. Nieobecnos¢ tych ostatnich sugeruje, ze w ko-
morkach zmienionych nowotworowo nie dochodzi do
replikacji wirusa zakonczonej pojawieniem si¢ wi-
rionéw potomnych [25, 36]. W komorkach rakach
okreznicy antygen T moze wchodzi¢ w interakcje
z beta-katenina (beta-catenin), biatkiem, ktorego ilo$é
w cytozolu, a nastepnie w jadrze zwigksza si¢ w wyni-
ku aktywacji Sciezki sygnalowej Wnt [25]. W jadrze
B-katenina wchodzi w interakcje ze swoistymi czyn-
nikami transkrypcyjnymi, stymulujac w ten sposob
ekspresj¢ genow, m.in. c-myc, ktorego produkt akty-
wuje cykl komérkowy i proliferacje [25]. W przypadku
rownoczesnej produkceji i obecnosci tych dwoch biatek,
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tj. T-Ag oraz beta-kateniny, dochodzi do wzmocnienia
transkrypcji z promotora genu c-myc [25, 58]. Ponadto,
w nowotworach okreznicy antygen T wirusa JC pro-
wadzi, jak si¢ wydaje, komorki do niestabilnosci ge-
netycznej 1 epigenetycznej, wlasnie poprzez interakcje
m.in. z beta-katening i p53, co przejawia si¢ w postaci
zmienionych chromosomoéw [33, 47, 58]. Powdd nie-
stabilno$ci chromosomalnej polegajacej na delecjach,
duplikacjach i rearanzacjach w komorkach raka okrez-
nicy jest ciagle kwestia w duzej mierze do wyjasnienia.
W przypadku infekcji poliomawirusami postulowany
mechanizm transformacji nowotworowej polega na
tym, ze JCV obecny w przewodzie pokarmowym uak-
tywnia si¢ w przypadku zmian nowotworowych, lub
wywoluje je, i poprzez swoje biatko duzy antygen T
prowadzi do wyzej wymienionych procesow uszkadza-
jacych materiat genetyczny [47]. Kiedy w ich wyniku
w komorkach nowotworowych dojdzie do inaktywacji
wystarczajacej liczby tkankowo swoistych gendéw ha-
mujacych proces nowotworzenia, co zapewnia rozwoj
nowotworu, dalsze transformacje materiatu genetycz-
nego spowodowane dziataniem wirusa JC moga by¢
potencjalnie niebezpieczne dla komodrek nowotworo-
wych i w jaki$ sposob, metoda selekcji pozbywaja si¢
one wirusa [47]. Inne doniesienia wskazuja, ze obec-
no$¢ antygenu T-Ag w komoérkach raka okrgznicy
wplywa na wzdr metylacji materialu genetycznego
[33, 64]. W stu przebadanych probkach tego nowo-
tworu ze stwierdzonymi niestabilno$ciami mikrosateli-
tarnymi i chromosomalnymi sekwencje DNA wlasciwe
dla T-Ag JCV wykryto metoda PCR w 77% przypad-
kéw [33]. Nastgpnie metoda immunohistochemiczna
w 56% tych pozytywnych przypadkéw potwierdzono
obecno$¢ duzego antygenu T [33]. Ponadto sprawdzo-
no wzor metylacji regiond6w promotorowych dziewig-
ciu gendw supresorowych, ktorych zmieniona ekspre-
sja ma, jak si¢ sadzi, znaczenie w powstawaniu raka
okreznicy i stwierdzono znaczaca korelacje (P =0,01)
pomiedzy obecnoscia T-Ag, a stopniem metylacji pro-
motorow tych gendéw, w porownaniu z probkami,
w ktorych nie wykryto T-Ag [33].

W badaniach dotyczacych nowotwordéw przetyku
(esophageal carcinomas) duzy antygen T wirusa JC
wykryto w 10 z 19 analizowanych probek (53%),
a agnoproteing w 8 probkach (42%) [19]. W zadnej
z 51 probek z przetyku, z normalna tkanka czy tez ze
zmianami tagodnymi i przedrakowymi, nie stwierdzo-
no obecnosci tych bialek wirusowych [19]. Natomiast
w wyniku analizy sekwencji DNA wirusa JC w wybra-
nych 5 probkach pochodzacych z raka przetyku usta-
lono, ze DNA JCV wystgpuje we wszystkich probkach
(100%), a w badanych 13 probkach kontrolnych w 11
znich (85%) [19]. Tak duza czgsto$¢ wystepowania wiru-
sa JC w tkankach przelyku moze potwierdza¢ hipotez¢
jego wnikania do organizmu droga pokarmowsa [5, 19].

Podobnie jak w nowotworach przetyku, w nowo-
tworach zotadka (gastric cancers) rowniez stwier-
dzono nastgpujaca prawidtowos¢: obecnos¢ sekwencji
DNA wirusa JC swoistych dla genu T-Ag w tkance
nowotworowej i w otaczajacej nowotwor tkance nor-
malnej, ale tylko w tkance nowotworowej wykazano
ekspresj¢ T-Ag [61]. Z 37 analizowanych prébek no-
wotworu zotadka, sekwencje DNA swoiste dla duzego
antygenu T JCV znaleziono w 21 (57%), a w bada-
niach 23 préobek, dotyczacych obecnosci biatka T-Ag,
w 9 uzyskano pozytywny wynik (39%) [61]. Ponadto,
doniesienie na temat wykrycia sekwencji DNA wirusa
JC w nabtonku gruczolowym prostaty (prostatic glan-
dular epithelium) stwarza mozliwo$¢ udziatu JCV
w kancerogenezie tego gruczotu [72].

4.2.2. Guzy mézgu

Duza grupa nowotwordéw majacych zwiazek z wi-
rusem JC saq guzy moézgu (brain tumors) [68]. Ekspe-
rymenty na zwierze¢tach dowiodly potencjalnie waznej
roli JCV w etiologii tych nowotworow [68]. Kluczowa
role w tej onkogenezie maja, wspomniane wczesniej,
trzy bialka wirusa: T-Ag, t-ag i agnoproteina [68].
Przeprowadzone badania wykazaty podwyzszona czg-
stotliwos¢ wystepowania sekwencji genu VP1 oraz se-
kwencji TCR wirusa JC w guzach mézgu, co rowniez
wskazywaloby na JCV jako czynnik etiologiczny no-
wotworow mozgu [6, 13, 50]. Dla przyktadu 69%
pacjentéw z réoznymi nowotworami mozgu wykazuje
obecnos¢ sekwencji gendéw wezesnych JCV w tych
tkankach [18]. W innym badaniu stwierdzono wystg-
powanie sekwencji DNA charakterystycznych dla po-
liomawirusow w 50% badanych probek réznych gu-
z6w mozgu, z czego 40,6% bylo swoistych dla JCV,
a pozostate dla wirusa BK [16]. Sekwencje te wyizo-
lowano z takich guzow moézgu jak: rdzeniak (medullo-
blastoma), wysciotczak (ependymoma), glejak wielo-
postaciowy (glioblastoma), gwiazdziak (astrocytoma),
skapodrzewiak (oligodendroglioma) oraz innych no-
wotworow pochodzenia glejowego [6, 13, 50]. O skali
oddziatywania JCV na ekspresj¢ gendw w astrocytach
$wiadcza eksperymenty in vitro, z uzyciem techniki
mikromacierzy (oligonucleotide-based microarray),
pozwalajacej zmierzy¢ zmiany w wielkosci transkryp-
cji 12600 genoéw [54]. Zauwazono, ze pod wplywem
JCV nastapito wzmocnienie transkrypcji prawie 355
gendw, a zmniejszenie w przypadku 130 genow [54].
Wiele z tych genéw, ktorych ekspresja wzrosta, koduje
biatka, ktore, jak si¢ sadzi, pelnia rolg¢ w proliferacji
komorki [54]. Podobne badania, przeprowadzone z uzy-
ciem ludzkich komorek zarodkowych gleju (primary
human fetal glial cells) potwierdzity powyzsze donie-
sienie [67]. Stwierdzono w nich zmiany w ekspresji
w ponad 400 genach [67]. Podobnie, produkty wielu
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z nich wptywaja na wzrost komorki i oddziatywania
migdzykomodrkowe [67]. Ponadto, zauwazono zwigk-
szenie ekspresji genow zaleznych od interferonu:
STAT1 (signal transducer and activator of transcrip-
tion 1), ISG56 (interferon stimulating gene 56), MxA
(myxovirus resistance 1), syntetaza 2°5’-oligoade-
nylowa (2’5 -oligoadenylate synthetase) i cig5 [67].
Wskazuje to na silna odpowiedz przeciwwirusowa,
jaka wzbudza JCV, co prawdopodobnie przyczynia si¢
do jego kontroli u 0s6b bez zaburzen uktadu immuno-
logicznego [67].

Sekwencje wirusa JC mozna wykry¢ w tkance no-
wotworowej, jak i w plynie mézgowo-rdzeniowym,
cho¢ badanie plynu wydaje si¢ obniza¢ liczbg wykry-
tych pozytywnych przypadkow. Na przyktad 9 spo-
srod 22 probek nowotworéow mozgu zawierato se-
kwencje wirusa JC (40,9%), ale sposrod 15 probek
ptynu mézgowo-rdzeniowego pobranych od chorych
na raka moézgu, tylko 2 byly pozytywne (13,3%) [6].

Na zakonczenie warto doda¢, ze kwestia powia-
zania wirusa JC z guzami mozgu i jego rola w proce-
sie nowotworzenia pozostaje nadal kontrowersyjna.
Badania z uzyciem 60 proébek nowotworéw mozgu
(w preparatach parafinowych), z ktérych 55 byto po-
chodzenia glejowego (gliomas), 5 rdzeniakami (medul-
loblastomas) oraz 15 probek pochodzacych z mozgow
z przerostem astrocytow (gliosis) ujawnity obecnosé
DNA JCV swoistego dla regionu VP3 lub T-Ag tylko
w 5 przypadkach (3 nowotwory i 2 przerosty), a zadna
probka nie byla pozytywna w przypadku zastosowa-
nia przeciwciat swoistych dla antygenu T [45]. Dla
kontrastu wszystkie 4 probki kontrolne uzyskane w wy-
niku biopsji post mortem od pacjentow HIV-pozytyw-
nych ze zdiagnozowanym PML zawieraty sekwencje
DNA JCV oraz antygen T [45]. Inne badania przepro-
wadzone w dwoch roznych laboratoriach z uzyciem
tych samych 225 probek guzéw mozgu wykazaty
obecnos¢ sekwencji poliomawirusow odpowiednio:
w 9 (4%) przypadkach, z czego 3 byly swoiste dla
JCV, 3 dla wirusa BK i 3 dla wirusa SV40 (w jednym
laboratorium); i w 1 przypadku, sekwencji swoistej dla
wirusa SV40 (w drugim laboratorium) [59]. Z tych
badan wynika, ze DNA JCV, jak rowniez innych po-
liomawirusow, jest jednak stosunkowo rzadko wykry-
walny w probkach nowotworéw moézgu.

5. Podsumowanie

Wirus JC jest mato znanym, ale powszechnie wy-
stgpujacym wirusem w populacji §wiatowej. Jest on
jednym z najbardziej powszechnych wiruséw DNA na
$wiecie. Poniewaz zasigg JCV obejmuje caty glob, fakt
ten jest wykorzystywany do konstruowania filogenezy
tego wirusa oraz map migracji populacji ludzkiej [49,

60]. W ostatnich latach notuje si¢ wzrost zainteresowa-
nia wirusem JC jako czynnikiem etiologicznym PML
1jego zwiazkiem z AIDS [4]. Szereg doniesien wska-
zuje takze na posredni i/lub bezposredni udziat JCV
W procesie nowotworzenia [69]. Potwierdzeniem tego
taktu moga by¢ oddzialywania jednego z biatek wirusa
— T-Ag z biatkami supresorowymi nowotworow, co
w konsekwencji zmienia ich dzialanie [9, 42]. Drugim
argumentem jest stosunkowo wysoka czestotliwosé
wystgpowania sekwencji wirusowych w tkankach no-
wotworowych jelita i mozgu [10, 61, 68]. Istotnym
czynnikiem w cyklu rozwojowym JCV, majacym zna-
czenie dla jego patogennosci, jest zmiana statusu im-
munologicznego gospodarza [65]. Znaczne oslabienie
uktadu siateczkowo-§rodblonkowego wptywa na uak-
tywnienie wirusa w mézgu i nieuchronny zgon chore-
go w ciagu kilku miesigcy [65]. Doktadne poznanie
tego wirusa oraz jego cyklu zyciowego i miejsc wyste-
powania w zakazonych organizmie, sposobu transfor-
macji do formy wirulentnej, przyczyni si¢ do opraco-
wania lepszych metod leczenia zakazenia tym wirusem.
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Adenoviral infections in humans

Abstract: Human adenoviruses (HAdV) are a group of nonenveloped, double-stranded DNA viruses, which are endemic in the
pediatric population. Adenoviruses cause a variety of infectious diseases in humans, such as respiratory disease, hemorrhagic cystitis,
epidemic keratoconjunctivitis, encephalopathy and gastroenteritis. Fifty-one different serotypes of HAdVs have been identified
on the basis of neutralization with type specific animal antisera, and these serotypes can be classified into six subgroups (Ato F) on
the basis of their ability to agglutinate red blood cells. Adenoviruses are now also recognized as important pathogens causing severe
morbidity and mortality in immunocompromised patients, especially in transplant recipients. The aim of this paper is the presenta-
tion of current knowledge about infections caused by human adenoviruses as well as commonly used diagnostic procedures.

1. Introduction. 2. Adenovirus morphology. 3. Upper respiratory tract infections and pneumonia. 4. Ophthalmologic consequences
of adenoviral infection. 5. Enteric infections with adenoviruses. 6. Hemorrhagic cystitis. 7. Neuroinfections caused by adenoviruses.
8. Diagnostics of adenoviral infections. 9. Chemotherapy. 10. Prevention and prophylaxis. 11. Summary

Stowa kluczowe: adenowirusy, zapalenie rogowki, biegunki wirusowe, krwotoczne zapalenie pgcherza, neuroinfekcja, diagnostyka
Key words: adenoviruses, keratoconjunctivitis, viral diarrhea, hemorrhagic cystitis, neuroinfections, diagnosis

1. Wstep

Adenowirusy (AdV) sa szeroko rozpowszechniony-
mi w przyrodzie patogenami, wywolujacymi glownie
zakazenia gornych drog oddechowych, przewodu po-
karmowego i oczu [3]. Pierwsze doniesienia o zakaze-
niach adenowirusami pochodza z XIX wieku z Nie-
miec, gdzie u robotnikow fabrycznych zanotowano
liczne przypadki wystgpowania chordb oczu charak-
teryzujacych si¢ zapaleniami rogéwki. W roku 1953
R owe iwsp. prowadzili prace nad wyprowadzeniem
linii komoérkowych z usunigtych dzieciom migdatkéw
w celu uzycia ich do namnazania wirusa polio [47].
Niestety w az 33 sposrod 53 przypadkéw, w hodow-
lach w krétkim czasie doszto do wolno postegpujacego
procesu cytopatycznego. Czynnik odpowiedzialny za
ten efekt nazwany zostat od tkanki, w ktorej wyste-
powal (ang. adenoid), co dalo poczatek nazwie catej
rodzinie wirusow.

Rodzina Adenoviridae dzieli si¢ na dwie podrodzi-
ny: Mastadenovirus i Aviadenovirus, ktorych natural-
nymi gospodarzami sa odpowiednio ssaki i ptaki [3].
Ludzkie adenowirusy podzielono na szes¢ podrodzajow
oznaczonych literami od A do F, w obrgbie ktdorych
znajduje sig¢ 51 serotypow znacznie rdzniacych si¢ pod
wzgledem patogennosci [3, 51]. Ze wzgledu na zréoz-

nicowany tropizm tkankowy moga one wywotywac
rozmaite objawy chorobowe. Zakazenia adenowirusa-
mi stanowia az 13% wszystkich infekcji wirusowych
u cztowieka, stad pod wzgledem czgstoSci wystepo-
wania stawia je na drugim miejscu po rodzinie Herpes-
viridae. Szerza si¢ gtéwnie droga kropelkowa oraz
fekalno-oralna; sporadycznie zrodtem zakazenia moze
by¢ zanieczyszczona woda. Adenowirusy nalezace do
podrodzaju A sa odpowiedzialne glownie za biegunki
u dzieci. Podrodzaj B wywotuje gtéwnie stany zapalne
drég oddechowych wsrdd dzieci oraz mtodych rekru-
tow. Najbardziej patogenny jest typ AdV7, powodujacy
infekcje drég oddechowych. Z kolei podrodzaj C odpo-
wiada za endemicznie wystepujace przewlekte zapale-
nia gardia u pacjentdow pediatrycznych. Stwierdzono,
ze co najmniej 50% dzieci w wieku do 4 lat przeszio
infekcjg wywotana przez wirusy AdV1 lub AdV2. Wi-
rusy nalezace do tego podrodzaju sa odpowiedzialne
za 50% wszystkich zakazen adenowirusowych zglasza-
nych do WHO. Wsrdd 28 serotypow z podrodzaju D
typ AdV8 odpowiedzialny jest za ostre stany zapalne
spojowki, powodujac epidemiczne zakazenia wsrod
ludzi zyjacych w gesto zaludnionych rejonach o suchym
klimacie [3, 51]. Prowadzone w ostatnich latach bada-
nia nad nalezacymi do tego podrodzaju adenowiru-
sami typu 36 i 37 wykazaty ich przypuszczalny udziat
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Tabela I

Klasyfikacja ludzkich adenowirusow [3, 48]

Serotypy wystgpujace . Zdolno$¢ do potencjalnej
Podgrupa w obrebie podgrupy Choroby wywotywane u cztowieka onkogenezy u zwierzat
A 12, 18, 31 zaburzenia jelitowe wysoka
B 3,7,11, 14, 16, 21, 34, 35, 50 zakazenia gornych droég oddechowych,
zapalenia phluc, krwotoczne zapalenie pgcherza staba
C 1,2,5,6 zakazenia gornych drég oddechowych u dzieci niska
D 8,9,10,13, 15,17, 19, 20, 22-30, | zapalenia rogoéwki, zaburzenia jelitowe niska
32-33,36-39, 42-49, 51
E 4 zakazenia gornych drog oddechowych, niska
zapalenia phuc
F 40, 41 biegunki niska

w wywotywaniu otylo$ci u ludzi — doniesienia te sa
jednak nieliczne i temat wymaga dalszych prac [2, 27].
Wirusy z podrodzaju E, wywotuja natomiast glownie
zakazenia drog oddechowych, a w Europie oraz USA
wystepuja bardzo rzadko. W roku 1980 stwierdzono,
ze adenowirus wywolujacy biegunke wsrod niemow-
lat nalezy do odrgbnego podrodzaju okreslanego od-
tad jako podrodzaj F, do ktérego zaliczono tylko dwa
adenowirusy AdV40 i AdV41 wywolujace zakazenia
przez catly rok [3, 51].

2. Budowa adenowirusow

Kompletny wirion adenowirusow czgsto opisywany
jest jako zblizony wygladem do sztucznego satelity.
Jest on zbudowany z pojedynczej dwuniciowej cza-
steczki kwasu dezoksyrybonukleinowego o wielkosci
ok. 33-40 tysiecy par zasad, zamknigtej w kapsydzie
tworzacym swoisty ptaszcz biatkowy. Ikoseadralny

Eta E1B

S

kapsyd sktada si¢ z 252 jednostek strukturalnych,
z ktorych 12 jest pentametrami a pozostate heksamera-
mi [54]. Na zakonczeniu kazdego z pentondw wystepu-
je wychodzace na zewnatrz czastki wirusowej trimero-
we biatko, tzw. wtokno [51]. Natomiast 240 heksonow
tworzy boczne $ciany i krawedzie czastki wirusowe;j
majacej od 70 do 100 nm $rednicy. Obserwacje w mi-
kroskopie elektronowym oraz krystalografia rentge-
nowska wykazaty, iz genom adenowiruséw przybiera
posta¢ o$miu domen o charakterze formy superzwinig-
tej skondensowanej wokot bialek. Czesto obrazuje si¢
ja jako rozete, na zewnatrz ktorej wystepuje osiem petli
potaczonych w centralnej cze$ci z biatkami [51, 54].
Zastosowanie roznorodnych metod genetycznych,
jak rowniez hybrydyzacji mRNA do fragmentéw DNA
wirusowego umozliwito stworzenie mapy genomu ade-
nowirusow. Biatka wczesne odpowiedzialne za funkcje
regulatorowe kodowane sa przez ORF: E1A, EIB,
E2A, E2B, E3 i E4. W genomie znajduja si¢ rowniez
geny oznaczane od L1 do L35, ktére koduja 1-5 biatek

L1 L2 L3 L4 E3 L3
B EET CEET > B I

3 iy
L& 5 Doty
EZB E2A Ed
| | | l |
i 10 i Aan a6
tys, par zasag
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Rys. 1. Mapa genomu adenowiruséw na przyktadzie AdV2.

Strzatki szare oznaczaja geny z grupy wczesnych (E — early), ktorych produkty petnia dziatanie regulatorowe.
Strzatki cieniowane oznaczaja geny poézne (L — late), kodujace biatka strukturalne wirusa [25, 51, 55].
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Rys. 2. Schemat cyklu zyciowego adenowiruséw na przyktadzie linii komérkowej HeLa zakazonej AdV2 [48, 51].

Widoczne szybkie tempo replikacji wirusa oraz jego negatywny wptyw na syntez¢ DNA i bialek komorki zakazonej (za zgoda Wydawcy).

p6znych petiacych funkcje strukturalne [25]. Szcze-
g6lna uwage poswigca si¢ biatkom E1A i E1B, ktore
ze wzgledu na mozliwos¢ aczenia sig z biatkami re-
gulujacymi cykl komoérkowy gospodarza moga odgry-
waé potencjalng rolg¢ w powstawaniu nowotworow
[51, 55]. Do chwili obecnej nie potwierdzono onko-
gennego wptywu adenowirusow na komorki ludzkie,
za$ wszystkie obserwacje opieraja si¢ wytacznie na
pracach na modelach zwierzecych [51].

Transkrypcja genomu adenowiruséw przebiega w ob-
rebie jadra zakazonej komorki w dwoch oddzielonych
od siebie przedziatach czasowych, okreslanych jako
fazy wczesne i pozne. Fazy te rozdzielone sa wyrazna
przerwa, w ktorej zachodzi replikacja wirusowego
DNA. W fazie wczesnej z najwigksza wydajnoscia wy-
razane sa geny dla E1A, E1B i E4, podczas gdy eks-
presja péznych genow kierowana jest przez promotor
(MLP) przebiega na minimalnym poziomie [57].

Po rozpoczgceiu replikacji DNA wirusowego roz-
poczyna si¢ transkrypcja péznych genow. W wyniku
tego procesu powstaje pie¢ kaset transkryptow ozna-
czonych od L1 do L5 syntetyzowanych w wyniku
skomplikowanej obrobki pierwotnego transkryptu prze-
biegajacej na drodze splicingu. Po rozpoczeciu replika-
cji DNA dochodzi do wysokiej ekspresji genow Va2
i pIX, a promotor MLP ulega odblokowaniu i aktywacji
oraz nastgpuje zahamowanie ekspresji wezesnych ge-
now. Ogdlnie przyjmuje sig, ze rozpoczgcie procesu
replikacji DNA wyznacza granicg pomigdzy trans-
krypcja dwoch klas mRNA — wczesnych i poznych.
Powstajace czasteczki mRNA shuza jako matryca do

wytworzenia biatek strukturalnych oraz biatek biora-
cych udziat w procesie pakowania DNA i dojrzewania
czastek wirusowych w jadrze komorkowym [57].

3. Zakazenia gérnych drég oddechowych
i zapalenia pluc

Typowe adenowirusowe zapalenia gardta i gébrnych
drog oddechowych dotycza gltéwnie dzieci pomigdzy
6 miesiacem a 5 rokiem zycia i powoduja zazwyczaj
tagodne, samoograniczajace si¢ schorzenia, czg¢sto
jednak przebiegajace z wysoka goraczka [5, 20]. Kli-
nicznie nie sg one odréznialne od podobnych infekcji
o etiologii wirusowej [5]. W badaniach laboratoryj-
nych wykry¢ mozna natomiast: leukocytoz¢ powyzej
15 000 komorek/ml, OB > 30 mm/godz. oraz podwyz-
szony poziom bialka C-reaktywnego w surowicy.
Wszystkie te parametry sa atypowe dla zakazen orto-
i paramyksowirusami [48].

Kolejnym schorzeniem powszechnie wywotywa-
nym przez AdV (19% wszystkich przypadkow) jest
zapalenie migdatkow podniebiennych. W tym przy-
padku rutynowe badania laboratoryjne sa zwodnicze,
gdyz podobne wyniki obserwuje si¢ przy zakazeniach
streptokokami [48]. Podstawowa rdznica jest wiek
pacjenta — infekcje adenowirusowe najczgsciej obser-
wuje si¢ u dzieci ponizej 3 roku zycia, za§ zapalenia
o etiologii bakteryjnej spotyka si¢ zwlaszcza u oséb
pomigdzy 5 a 17 rokiem. Zakazenia adenowirusowe
powoduja takze powstawanie na btonach §luzowych
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gardta i migdatkow charakterystycznych delikatnych
nalotéw o biatawej barwie [44, 48].

Okoto 20% zapalen phluc u pacjentdow pediatrycz-
nych wiazanych jest z zakazeniem adenowirusami.
Najczesciej izolowanymi z tych przypadkow seroty-
pami sa typy: 7, 21 oraz 3 [40]. Adenowirusowe zapa-
lenie phuc jest klinicznie nierozrdznialne od chorob
ptuc wywotanych przez inne rodziny wiruséw. W ob-
razie rentgenowskim widoczne sa rozproszone obszary
przejasnien oraz cechy niedodmy phuc [21], podobne
do obserwowanych przy zakazeniach powodowanych
przez Mycoplasma pneumoniae. Smiertelno$é u dzieci
moze by¢ wysoka i dochodzi¢ do 30%. Szczego6lnie
niebezpieczne nastgpstwa moze mie¢ zakazenie AdV7,
bowiem 27 do 65% pacjentow wykazuje objawy trwa-
lego uszkodzenia ptuc [23, 53]. Czynnikami predys-
ponujacymi sa mtody wiek oraz wspotistniejace zaka-
zenie wirusem odry, ktorego przejSciowe dzialanie
supresyjne na odpowiedz typu komodrkowego utatwia
namnazanie adenowirusow [48].

Grupa, w ktoérej adenowirusowe zakazenia drog
oddechowych niosa szczegodlne zagrozenie zycia sa
pacjenci po zabiegach transplantacyjnych, zwlaszcza
po przeszczepach szpiku [10]. Infekcje adenowiruso-
we u dorostych obserwuje si¢ czgs$ciej w péznym okre-
sie pooperacyjnym (>90 dnia) i wykrywa u okoto 14%
pacjentow [34]. Istotnym czynnikiem ryzyka jest ostra
posta¢ choroby przeszczep przeciw gospodarzowi
(Graft versus Host Disease — GvHD), wspdtistniejace
zakazenia herpeswirusami (zwlaszcza wirusem cyto-
megalii) oraz izolowanie adenowirus6w z rozmaitych
materiatéw klinicznych [17]. Mimo préb stosowania
terapii przeciwwirusowej czgstotliwo$¢ zgonow jest
wysoka i moze sigga¢ 50% [17, 24]

Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia przy zapa-
leniu ptuc o etiologii adenowirusowej objawdw suge-
rujacych zakazenie bakteryjne, powszechne jest sto-
sowanie antybiotykow. Dziatanie takie jest zbedne i nie
przynosi zadnych korzysci terapeutycznych — o jego
czestosci moze za$ §wiadczy¢, ze w czterech przepro-
wadzanych badaniach do 86% pacjentow z infekcja
wywotana przez adenowirusy poczatkowo poddanych
bylo antybiotykoterapii [48, 58].

4. Okulistyczne nastgpstwa
zakazenia adenowirusami

Jednym z najwczesniej opisanych skutkow zaka-
zenia wywolanego przecz przedstawicieli rodziny
Adenoviridae jest adenowirusowe zapalenie rogowki.
Choroba dotyczy gtownie dorostych i jest wywolywa-
na przez typy 8, 19 oraz 37, nalezace do podgrupy D
[18]. Epidemie sa stwierdzane zazwyczaj na terenie
fabryk, szpitali, baz wojskowych i innych duzych, od-

izolowanych skupisk ludzkich [15, 50]. Wirus przenosi
si¢ przez dotyk nieumytych rak personelu medycznego
lub niedostatecznie odkazone ptyny i instrumenty oku-
listyczne [28]. Sporadycznie zrodtem zakazenia moze
by¢ kontakt z recznikami, gdzie wirus w formie ak-
tywnej potrafi przetrwac do kilku tygodni [18].
Pierwotnymi objawami choroby sa bol, tzawienie,
swiatlowstret i zapalenie spojowek. Po 3—4 dniach po-
jawiaja si¢ na rogowce pierwsze punktowe zmiany,
ktore zazwyczaj zanikaja samoistnie po uptywie na-
stegpnych 2 tygodni [8]. Przypadki dtuzej trwajacych
zakazen, ktore prowadza do trwatych zmian w oku sa
sporadyczne i dotycza gtéwnie pacjentow z nieprawi-
dtowo funkcjonujacym uktadem immunologicznym.

5. Zakazenia ukladu pokarmowego

Adenowirusy wykrywane sa w od 4 do 15% probek
katu pobranych od dzieci z zaburzeniami zotadkowo-
jelitowymi [6] i sg drugim w kolejnosci, po rotawiru-
sach, czynnikiem etiologicznym biegunek u pacjentow
pediatrycznych. Najczesciej wykrywanymi sg serotypy
40 1 41 [30, 56], nalezace do podgrupy F, cho¢ udaje
si¢ izolowa¢ z probek katu takze AdV1, 3, 7131 [30].

Biegunki adenowirusowe dotycza gléwnie dzieci do
2 lat, bowiem u wigkszosci pacjentow w wieku lat 4
wykrywane sa przeciwciala skierowane przeciwko
AdV40 i 41 [29]. Stolce sa zazwyczaj wodniste, bez
krwawych podbiegnig¢. Pasma §luzu wykrywa sig
w 19-57% przypadkow. Ilos¢ dziennych wyproznien
moze siggaé¢ 15, cho¢ zazwyczaj jest mniejsza. Bie-
gunka o wywolania przez Adenoviridae trwa najczes-
ciej do 11 dni, zauwazalnie dtuzej od choroby wywo-
tanej przez rotawirusy [29]. Typowa dla jej przebiegu
jest takze zauwazalna goraczka oraz wymioty. W prze-
ciwienstwie do zakazen rotawirusami rzadkie sa in-
fekcje w obrebie jednej rodziny.

Zakazenia uktadu pokarmowego wywotane przez
enterotropowe szczepy adenowirusOw sa zazwyczaj
tagodne, z tendencjami do samoograniczenia. Mozliwe
sa jednak przypadki cigzkie, ktore prowadza do zejs$¢
$miertelnych — dotycza one glownie pacjentow podda-
nych immunosupresji [19, 26] i 0s6b z AIDS [14, 43].

6. Krwotoczne zapalenia pecherza

Adenowirusy, zwlaszcza typ 11, sa podstawowym
czynnikiem etiologicznym krwotocznych zapalen pe-
cherza dzieci [52]. Choroba ta wystgpuje czgsciej
u chlopcoéw niz u dziewczynek i manifestuje si¢ krwio-
i czestomoczem, ze wspolistniejaca goraczka. U pacjen-
tow tych nie ma podwyzszonego poziomu kreatyniny
w surowicy, a w wirusologicznym badaniu moczu ob-
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serwuje si¢ ztuszczone komorki nablonka, w ktoérych
metodami immunofluorescencyjnymi wykry¢é mozna
antygeny adenowirusoéw [48]. Wirusa tatwo takze wy-
izolowaé¢ z moczu w hodowlach komoérkowych.

Znacznie cig¢zszy przebieg maja adenowirusowe
zapalenia pgcherza u pacjentdw po przeszczepie ko-
morek krwiotworczych oraz transplantacjach narza-
déw unaczynionych. Zakazenia te wystgpuja do$¢
rzadko — wykrywa sig je zaledwie u 0,3—1% osob pod-
danych przeszczepowi szpiku [17] oraz u 4-10% pa-
cjentdOw po przeszczepie watroby [38]. Czynnikami
ryzyka sa w tym przypadku ple¢ zenska, dodatni po-
ziom przeciwciat antyadenowirusowych oraz ostra cho-
roba przeszczep przeciw gospodarzowi. Szczyt czgsto-
tliwosci jej wystgpowania pojawia si¢ w 3—4 tygodniu
po operacji. Choroba trwa okoto 2—4 tygodni i prze-
biega podobnie do opisywanej u dzieci, jednak u wigk-
szo$ci chorych obserwuje si¢ podwyzszony poziom
kreatyniny. Pozytywne wyniki daje leczenie pulsem
sterydowym (do 3 tygodni) [22], dozylne podawanie
cidofowiru oraz obnizenie stosowanych dawek lekéw
immunosupresyjnych [41].

7. Neuroinfekcje powodowane przez adenowirusy

Neurologiczne powiktania zakazen adenowirusami
sa rzadkie; niosa jednak ze soba wysokie ryzyko zgo-
nu. Adenowirusy byly izolowane zarowno z ptynu
mozgowo-rdzeniowego, jak i bioptatow tkanek moz-
gowych, gtownie od pacjentéw z meningoencephalitis
[11]. Choroba czgsciej dotyczy noworodkow [46] oraz
0s6b z niewydolnoscia uktadu immunologicznego
[16]. W diagnostyce wazne jest zastosowanie testow
biologii molekularnej, gdyz ze wzgledu na niskie mia-
na wirusa w badanych materialach metody konwen-
cjonalne czg¢sto dysponuja zbyt niska czutoscia.

8. Diagnostyka zakazen ludzkimi adenowirusami

Ze wzgledu na dobre namnazanie si¢ adenowiru-
sow w warunkach hodowli komérkowych przez dtu-
gie lata stanowila ona ,,zloty standard” w diagnostyce
zakazen AdV. Do namnazania adenowiruséw uzywa
si¢ gtownie ustalonych linii HEp-2, HelLa oraz A549
lub pierwotnych hodowli nerki matpiej. Specyficzny
efekt cytopatyczny pojawia si¢ najczesciej w ciagu od
5 do 14 dni [31]. Wyjatek stanowia wirusy nalezace
do podgrupy F, ktoérych namnazanie in vitro stanowi
wciaz powazny problem. Najlepszy ich wzrost osiaga
si¢ w linii Graham 239, ktoéra jest wyprowadzona
z embrionalnych komorek ludzkiej nerki transformo-
wanych DNA adenowirusa typu 5. Materialem stoso-
wanym do zakazania linii komdérkowych moga by¢

Rys. 3. Typowy rozproszony efekt cytopatyczny wywotany przez
adenowirusa typu 5 (AdVS5) w hodowli komorkowe;j linii A549.

Strzatki wskazuja komorki zniszczone dziataniem wirusa. Powigkszenie
mikroskopu x400.

rozmaite probki kliniczne, jak mocz, ptyn mézgowo-
rdzeniowy, surowica krwi oraz probki tkanek [48].

Z metod serologicznych najpowszechniej stosowa-
ne sa testy aglutynacji lateksowej do wykrywania ade-
nowirusoOw biegunkowych [56], metody immunoflu-
oresencyjnej detekcji antygenow [13, 32] oraz testy
ELISA do okreslania miana przeciwcial w surowicy
i ptynie mézgowo-rdzeniowym [37]. Stwierdzenie wy-
stgpowania przeciwcial klasy IgM (markerow §wiezo
przebytego zakazenia) ma wysoka wartos¢ diagnostycz-
na, bowiem przeciwciata klasy IgG ze wzgledu na roz-
powszechnienie adenowirusow w populacji ludzkiej sa
mniej istotne i sa gtownie uzywane do okreslania sta-
tusu immunologicznego pacjentdéw oraz do monitoro-
wania przebiegu zakazenia i terapii.

Ze wzgledu na coraz czestsze stwierdzanie zakazen
adenowirusami wsrdd oséb poddanych immunosupre-
sji, niezbedne stato si¢ wprowadzenie do diagnostyki
metod biologii molekularnej. Historycznie pierwszy-
mi byly testy oparte na hybrydyzacji kwaséw nukle-
inowych [45], lecz ze wzgledu na czaso- i materiato-
chtonno$¢ nie zyskaly one szerokiej popularnosci.
Zdecydowanie wigksze zastosowanie diagnostyczne
w wykrywaniu adenowirusé6w ma reakcja tancucho-
wej polimeryzacji (PCR) [1]. Konwencjonalne testy
PCR maja jednak ograniczong czuto$¢, ktora utrudnia
detekcjg wirusa w tych materiatach klinicznych, gdzie
poziom wirusa osiaga niskie miana — zwlaszcza w pty-
nie mézgowo-rdzeniowym. Metody te stuza gtéwnie do
stwierdzania obecno$ci wirusa w hodowli komorkowej
przed wystapieniem specyficznego efektu cytopatycz-
nego i stopniowo sa zastgpowane przez czulszy wariant,
jakim jest real-time PCR [32]. Technika ta stata si¢
obecnie najlepszym testem w diagnostyce zakazen
adenowirusami, zwlaszcza w przypadkach neurologicz-
nych oraz u pacjentéw poddanych immunosupresji [12].
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Jej szybko$¢ wykonania i wysoka czuto$¢ umozliwiaja
wykrycie wirusa na niskim poziomie i wdrozenie od-
powiedniego leczenia [35].

9. Leczenie choréb o etiologii adenowirusowej

W chwili obecnej nie ma skutecznej terapii, ktora
bylaby specyficzna dla zakazen wywotywanych przez
adenowirusy — na szczg¢$cie koniecznos¢ jej stosowa-
nia dotyczy niemal wylacznie pacjentow z dysfunk-
cjami uktadu odpornosciowego [35, 59]. Cidofowir
i rybawiryna wykazuja wprawdzie dziatanie przeciw-
wirusowe w warunkach in vitro. Brak jest przeprowa-
dzonych pelnych badan klinicznych, ktére udowodni-
lyby ich przydatno§¢ w leczeniu in vivo. Nieliczne
dostepne dane literaturowe podaja informacje o sku-
tecznym wyniku dozylnego leczenia rybawiryna adeno-
wirusowego zapalenia ptuc u pacjentdw pediatrycznych
[7], podobnie jak krwotocznego zapalenia pgcherza
u biorcow przeszczepow [9]. Inni autorzy uwazaja jed-
nak rybawiryng za preparat nieskuteczny w leczeniu
pacjentéw po zabiegach transplantacyjnych [33, 39].
W grupie tej sugerowana jest raczej kuracja cidofowi-
rem, jako lekiem o wigkszej skutecznosci przeciw ade-
nowirusom ex vivo [4, 35, 42]. Brak jest jednak danych
0 poziomie kopijnos$ci wirusa w czasie i po zakon-
czeniu terapii, co mogloby jednoznacznie potwierdzié
efektywnos¢ prowadzonego leczenia.

10. Zapobieganie i profilaktyka

Ze wzgledu na typowe dla adenowirus6w przeno-
szenie droga fekalno-oralna, jedna z najskuteczniej-
szych metod zapobiegania ich transmisji jest czgste
mycie rak i przedmiotow po kontakcie z chorym. Do
odkazania nalezy stosowac¢ 60% etanol, ktory wykazuje
wysoka skutecznos¢ dziatania wobec AdV [49], w prze-
ciwienstwie do izopropanolu czy chlorheksydyny [18].

W przypadku zakazen szpitalnych sugerowane jest
odizolowanie zakazonych pacjentow, jak rowniez nosze-
nie pelnego ubioru ochronnego przez personel medycz-
ny. Nalezy ponadto bezwzglednie przestrzega¢ nakazu
noszenia jednorazowych rekawiczek oraz okularow,
w celu zapobiezenia przypadkom zapalen rogowki
spowodowanych przez adenowirusy. Do dezynfekcji
powierzchni zalecany jest roztwor chloraminy T [18].

W 1971 roku zostata wprowadzona na rynek amery-
kanski szczepionka doustna zawierajaca zywego, nie-
atenuowanego wirusa, serotypow 4 i 7. Niespecyficzne
namnazenie wirusow w komorkach nabtonka jelita
cienkiego nie powodowato objawow chorobowych,
a skutkowato wytworzeniem specyficznej odpowiedzi
humoralnej [48]. Program szczepien wdrozono w USA

poczatkowo dla dzieci i mtodych mgzczyzn w duzych
zbiorowiskach. Jego zastosowanie obnizyto wsrdd zot-
nierzy armii amerykanskiej czgstotliwo$¢ zakazen ade-
nowirusami o 95-99%, a ogdlna ilo§¢ infekcji drog
oddechowych o 50-60% [36]. Ze wzgledu na liczne
dziatania niepozadane oraz brak mozliwosci jej stoso-
wania u 0séb z niedoborami immunologicznymi,
zostata ona wycofana z uzycia. Do chwili obecnej brak
jest nowoczesnych i bezpiecznych u uzyciu szczepio-
nek podjednostkowych, zwlaszcza skierowanym prze-
ciwko wariantom biegunkowym AdV40 i 41, niezwyk-
le istotnym z pediatrycznego punktu widzenia [48].

11. Podsumowanie

Rozwoj transplantologii, zar6wno w dziedzinie
przeszczepdw narzadéw unaczynionych i komorek
krwiotworczych powoduje, ze w zwiazku z wytworzo-
na glgboka immunosupresja zakazenia ludzkimi ade-
nowirusami moga przebiegac¢ czesciej 1 z nasilonymi
objawami. Dodatkowo w grupie pacjentéw z obnizo-
na wydolnoscia uktadu immunologicznego powaznym
problemem staja si¢ infekcje mieszane, spowodowane
przez nadkazenia bakteryjne.

Cho¢ w wigkszosci przypadkéw zakazen u osdb
z prawidtowa czynno$cia uktadu odpornosciowego
zakazenia adenowirusowe nie wymagaja leczenia, brak
jest niestety zweryfikowanych skutecznych form terapii
przeciwwirusowej. Dostgpna do 2001 roku szczepion-
ka zapobiegata wylaczne zakazeniom adenowirusami
wywolujacymi infekcje oddechowe i zawierala zywe
wiriony — z tego tez powodu nie bylo mozliwe stoso-
wanie jej u pacjentow poddanych immunosupresji. Nie
eliminowata takze zagrozenia ze strony adenowirusow
biegunkowych nalezacych do podgrupy F, ktére sa
najwigkszym zagrozeniem dla dzieci. Tym bardziej
konieczne jest zastosowanie najczulszych metod dia-
gnostycznych w celu ograniczenia ryzyka rozprze-
strzeniania si¢ chorob o etiologii adenowirusowe;j.
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Bacterial antiapoptotic properties

Abstract: Apoptosis or programmed cell death is an active, genetically controlled process. It is an integral part of life that maintains
homeostasis in multicellular organisms. In contrast to necrosis, apoptosis allows the organism to eliminate unnecessary or damaged
cells without an inflammatory reaction.

Programmed cell death also plays an important role in the pathogenesis of various infectious diseases. There is much evidence, that
bacteria have the ability to induce and/or block apoptosis. Bacteria can inhibit programmed cell death in a direct or indirect way. In the
first case, bacteria directly interact with the apoptotic pathway. Indirect effect on apoptosis is mediated through signal transduction
pathways inside the host cell such as the nuclear factor kappa B (NF-kB) and phosphatidylinositol-3-kinase/Akt (PI3K/Akt) pathways.

Many mechanisms by which bacterial pathogens inhibit the host cell apoptotic pathways are not fully understood. Further
studies are necessary for a better understanding of the host-pathogen relationship.

1. Introduction. 2. Course of apoptosis. 3. Inhibition of apoptosis by bacteria. 3.1. Direct interaction with the elements of an apoptotic
pathway. 3.2.1. Contribution of nuclear factor NF-xB. 3.2.2. Contribution of PI3K/Akt pathway. 4. Summary

Stowa kluczowe: apoptoza, czynnik jadrowy NF-kB, szlak PI3K/Akt

Key words:

apoptosis, nuclear factor NF-xB, PI3K/Akt pathway

1. Wstep

Apoptoza, czyli zaprogramowana $mieré komorki
jest procesem umozliwiajacym utrzymanie homeos-
tazy w organizmach wielokomoérkowych. Uczestniczy
w wielu procesach: w usuwaniu komorek z nicodwra-
calnie uszkodzonym DNA, ontogenezie, odnowie tkan-
kowej czy odpowiedzi immunologicznej. W odroz-
nieniu od martwicy, nie wywotuje odczynu zapalnego
w trakcie usuwania komorek [6].

Apoptoza wptywa takze na patogenezg chorob za-
kaznych. Bakterie wyksztalcity wiele mechanizmow
indukujacych zaprogramowana $mier¢ zakazonych ko-
morek [69, 76]. W ostatnich latach pojawily si¢ liczne
dowody wskazujace na to, ze drobnoustroje wykazuja
wlasciwosci antyapoptotyczne. Konsekwencja tego
moze by¢ nabywanie przez zakazone komorki cech
nowotworowych, co obserwuje si¢ w przypadku zaka-
zen z udziatem Helicobacter pylori [67] lub Chlamydia
trachomatis [33]. Prawdopodobnie dziatanie antyapop-
totyczne Neisseria meningitidis jest jednym z mecha-
nizméw modyfikujacych odpowiedz immunologiczna
zakazonego organizmu. Umozliwia tym bakteriom
adaptacj¢ do warunkoéw panujacych w komoérkach go-
spodarza i dalszy rozwdj zakazenia [46]. Podobne zna-
czenie maja wlasciwosci antyapoptotyczne Salmonella
Typhimurium [32]. Wykazano, ze hamowanie apoptozy

monocytow przez bakterie Bartonella henselae prowa-
dzi do przedluzonego wytwarzania czynnika wzrostu
VEGF (vascular endothelial cell growth factor), maja-
cego znaczenie w patogenezie takich chorob jak naczy-
niakowatos$¢ bakteryjna czy plamica watrobowa [30].

2. Przebieg apoptozy

Apoptoza jest ztozonym procesem, ktoremu moze
podlega¢ wiasciwie kazda komorka organizmu. Jest
niezbgdna do prawidtowego funkcjonowania kazdego
organizmu. Podlega szeregowi regulacji, réwniez ze
strony bakterii lub ich metabolitéw.

Do zapoczatkowania apoptozy niezbgdna jest ini-
cjacja, ktora moze przebiegac jedna z dwoch glow-
nych drog: zewnatrzpochodna, do ktorych zaliczana
jest $ciezka receptorowa i szlak zalezny od perforyn
i granzymow oraz wewnatrzpochodna, zalezna od
mitochondrium lub siateczki §rodplazmatycznej [25].

Droga zewnatrzpochodna wymaga potaczenia ligan-
du z odpowiednim receptorem na powierzchni komorki
docelowej. Z tego powodu okreslana jest mianem
receptorowej. Do receptorow, ktore biora udziat w tej
drodze inicjacji apoptozy, naleza: Fas, TRIAL (TNF
related apoptosis inducing ligand), TNFR (tumor
necrosis factor receptor). Ich charakterystyczna cecha
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jest obecnos¢ domeny $mierci (death domain, DD).
W wyniku potaczenia receptora z ligandem dochodzi
do jego oligomeryzacji i rekrutacji biatek adaptorowych
zwiazanych z DD Fas (adaptor protein Fas-associated
death domain, FADD), ktore razem z prokaspaza-8
tworza kompleks DISC (death-inducing signaling
complex). DISC ma zdolno$¢ proteolizy zymogenu
kaspazy-8 do jej aktywnej formy, co uruchamia kas-
kadg kaspaz [25].

W drodze wewnatrzpochodnej w inicjacji apoptozy
biora udzial czasteczki, ktére znajduja si¢ w obrgbie
mitochondrium, a od cytoplazmy komdérkowej oddziela
je podwdjna btona mitochondrialna. Zaburzenia w po-
laryzacji tej btony wywoluja zmiany przepuszczal-
nosci, m.in. dla czasteczek cytochromu c, biatka Smac/
DIABLO (second mitochondria derived activator
of caspaseldirect IAP binding protein with low PI,
Smac/DIABLO).

Zautrzymanie wtasciwej polaryzacji bton mitochon-
drialnych odpowiadaja bialtka z rodziny Bcl-2 (B cell
leukemiallymphoma-2, Bcl-2). Jedna grupa tych bialek,
do ktorych naleza Bcl-y;, Bel-2, A1/Bfl-1, Mcl-1,
zwigksza integralnos$¢ blon mitochondrium. Biatka Bak,
Bok/Mtd, Bax, Bcl-yq, Bid, Bim/Bod, Bad, MAP-1,
Bmf zaliczane sa do drugiej grupy, ktora okresla si¢ jako
proapoptotyczne [41].

Po uwolnieniu czasteczek cytochromu ¢ do cyto-
plazmy, tacza si¢ one z czynnikiem aktywujacym pro-
teazy apoptozy (apoptosis protease-activating factor 1,
Apaf-1), ATP i prokaspaza-9. Dochodzi do aktywacji
kaspazy-9, ktdra zapoczatkowuje kaskadg kaspaz [25].

Trzecia Sciezka aktywacji apoptozy przebiega z
udziatem perforyn, ktére sa zlokalizowane w blonie
komorkowej. Perforyny wiaza wybidrczo granzym B,
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czego konsekwencja jest uszkodzenie blony komorko-
wej 1 uaktywnienie bezposrednio kaspazy-3.

Czwarta $ciezka, zalezna od siateczki Srodplazma-
tycznej i zalezna od aktywacji kaspazy-12 pozostaje
nadal stabo poznana.

Bez wzgledu na rodzaj drogi inicjacji, kolejne etapy
apoptozy przebiegaja jednakowo. Obejmuja one akty-
wacj¢ kaspaz wykonawczych, do ktorych zaliczane sa
kaspazy-3, -6, -7. W wyniku ich dziatania dochodzi
do uaktywnienia bialek odpowiedzialnych za konden-
sacje¢ 1 fragmentacje DNA, zaggszczenie cytoplazmy
i wytworzenie charakterystycznych dla apoptozy ciatek
apoptotycznych, ktore zawieraja elementy cytoplazmy,
organelli komorkowych i1 chromatyny [25]. Schemat
przebiegu apoptozy przedstawia rys. 1.

3. Hamowanie apoptozy przez bakterie

Bakterie wyksztalcilty wiele mechanizméw hamu-
jacych apoptozg. Moga wywiera¢ bezposredni lub po-
$redni wplyw na zaprogramowana $mier¢ komorek.
Pierwsza mozliwo$¢ jest zwiazana z bezposrednim
niszczeniem lub blokowaniem czynnikdéw uczestni-
czacych w apoptozie. Natomiast dziatanie posrednie
jest zalezne od szlakéw przekaznikowych zlokali-
zowanych wewnatrz zakazonej komorki takich, jak
NF-xB czy PI3K/Akt. Sa one aktywowane przez
struktury bakteryjne wiazace si¢ z receptorem na po-
wierzchni komorki gospodarza lub przez substancje
wytwarzane przez drobnoustroje i transportowane do
ich wnetrza. Nie wszystkie mechanizmy sa w pelni
poznane, a wiele z nich opartych jest w duzym stopniu
na hipotezach (tab. I).

Granzymy

Perforyny

[ —
prokaspaza-3

Mitochondrium

prokaspaza-8

kaspaza-3
® —
cyte @ ATP® @
kaspaza-9
™ Apaf-] ——
kaspazy @2‘8
prokaspaza-9 kaspaza-12 efektorowe
<= prokaspaza-12
S——
Siateczka
$rédplazmatyczna
APOPTOZA

Rys. 1. Przebieg apoptozy



WELASCIWOSCI ANTYAPOPTOTYCZNE BAKTERII

Hamowanie apoptozy przez bakterie

Tabela 1

Bezposrednie oddzialywanie bakterii
z elementami szlaku apoptozy

Posredni wptyw na apoptoze

Udziat czynnika jadrowego NF-xB

Udziat szlaku PI3K/Akt

Chlamydia trachomatis [59, 70]
Neisseria gonorrhoeae [3]
Mycobacterium tuberculosis [1]
Neisseria meningitidis [45, 46]
Escherichia coli 0103 [20]
Escherichia coli K1 [68]

Rickettsia rickettsii [9]

Ehrlichia chaffeensis [84]
Helicobacter pylori [42, 56, 81]
Escherichia coli [16]
Staphylococcus epidermidis [48]
Staphylococcus aureus [40]
Bartonella henselae[30]
Neisseria gonorrhoeae [4]
Chlamydophila pneumoniae [75]

Chlamydia trachomatis [74]
Salmonella Typhimurium [32]
Porphyromonas gingivalis [82]
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3.1. BezpoSrednie oddzialywanie
z elementami szlaku apoptozy

Do bakterii wywierajacych bezposredni wpltyw na
zaprogramowana $mieré komorki naleza Chlamydia
spp., ktéore hamuja apoptoz¢ poprzez proteolityczna
degradacje biatek BH3-only (Bcl-2 homology domain
3 only) takich, jak: Bim, Puma, Bad [15], Bmf, Noxa,
tBid [83] 1 Bik [12]. Biatka BH3-only sa czynnikami
proapoptotycznymi. Aktywuja biatka Bax i Bak, po-
wodujace uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondrium
[29]. Jak wynika z badan Pirbhai i wsp. [59] za
proteolityczna degradacj¢ biatek BH3-only w komor-
kach zakazonych przez C. trachomatis jest odpowie-
dzialna wydzielana do cytozolu proteaza CPAF (Chla-
mydial protease/proteasome-like activity factor).

Mechanizm antyapoptotycznego dziatania bakterii
z rodzaju Chlamydia moze by¢ takze zwiazany z se-
kwestracja kinazy biatkowej CO (protein kinase C9,
PKCd) na wodniczkach lub ich bezpo$redniej blisko$ci
[70]. Enzym PKCd jest czynnikiem proapoptotycz-
nym. Aktywowana kinaza przemieszcza si¢ do mito-
chondrium [35, 44], gdzie wplywa na uwolnienie
cytochromu c [44]. Zdaniem badaczy czynnikiem od-
powiedzialnym za odizolowanie kinazy biatkowej Co
od miejsca docelowego dziatania, jest obecny w wod-
niczkach DAG (diacyloglicerol), wiazacy si¢ z dome-
na C1 enzymu [70].

Drobnoustroje moga niszczy¢ receptory niezbedne
do indukcji apoptozy. Jak wynika z badan B eck iwsp.
[3] bakterie Neisseria gonorrhoeae wytwarzaja pro-
teazg IgA1, ktora powoduje proteolityczna degradacije
receptora TNF-RII (tumor necrosis factor receptor II)
znajdujacego si¢ na powierzchni komdrek monocytar-
nych U937 i zapobiega apoptozie wywolywanej przez
TNFa (tumor necrosis factor o).

Pratki Mycobacterium tuberculosis sa zdolne do
hamowania apoptozy ludzkich makrofagdéw réwniez
przez mechanizm zalezny od TNF-« [1]. W wyniku
zakazenia makrofagow szczepami M. tuberculosis do-
chodzi do wzrostu syntezy IL-10, ktora ma zdolnos¢

wywotywania akumulacji rozpuszczalnych recepto-
row dla TNFa (soluble TNFo receptor 2, sSTNFR2).
sTNFR2 wiaza TNF«, tworzac nieaktywny biologicz-
nie kompleks ligand-receptor. Zablokowany TNF« nie
posiada zdolnosci indukowania apoptozy, przez co
makrofag zachowuje zdolno$¢ proliferacji.

Bezposredni wplyw bakterii na zaprogramowana
$mier¢ komorek jest zwigzany hamowaniem aktywnos-
ci kaspaz, kluczowych enzymow apoptozy. Z badan
Heczki i wsp. [20] wynika, ze enteropatogenne
szczepy Escherichia coli O103 (enteropathogenic
E. coli 0130, EPEC O130) moga hamowac¢ apoptoze
kroéliczych komorek jelita i kepek Peyera. Mechanizm
tego dziatania nie zostat jeszcze w pelni wyjasniony,
ale prawdopodobnie zalezy od wydzielania przez pa-
leczki EPEC wirulentnego biatka, ktore bezposrednio
hamuje aktywnos¢ kaspazy-3.

W inny sposo6b hamuje apoptozg makrofagdéw linii
THP-1 (human monocytic leukemia cell line) wywo-
lywana czynnikami chemicznymi Orientia tsutsuga-
mushi [31]. Mechanizm ten jest niezalezny od NF-kB
i obejmuje zahamowanie uwalniania wewnatrzko-
morkowego wapnia. Czynnikiem odpowiedzialnym za
zablokowanie apoptozy jest przypuszczalnie termosta-
bilne biatko syntetyzowane przez O. tsutsugamushi,
ale nieznany jest szlak przekazywania sygnatu do ko-
morki gospodarza.

Drobnoustroje moga bezposrednio oddziatywaé z
btona mitochondrium zapobiegajac uwolnieniu cyto-
chromu c. Wedlug M assari i wsp. [45, 46] zlokali-
zowana na btonie zewngtrznej Neisseria meningitidis
poryna PorB, w zakazonej komoérce wiaze si¢ z mito-
chondrium. Biatko PorB oddziatuje z biatkowym sktad-
nikiem por mitochondrialnych, poryna VDAC (voltage-
dependent anion channel, zalezny od napigcia kanat
anionowy) stabilizujac elektrycznie blony mitochon-
drialne i zapobiegajac uwolnieniu cytochromu ¢ do cy-
tozolu [45]. Jak wynika z badan Vander Heiden
i wsp. [71] zamknigcie VDAC zapobiega wymianie
ATP i ADP pomigdzy cytozolem i macierza mitochon-
drium, co prowadzi do nagromadzenia fosfokreatyny
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w przestrzeni mi¢dzybtonowej. Zaburzenia mitochon-
drialnej wymiany ATP/ADP sa uwazane za jeden
z czynnikow mogacych bra¢ udziat w inicjacji apop-
tozy [72]. By¢ moze poryna PorB wptywa na kanat
anionowy zalezny od napigcia w sposob podobny do
antyapoptotycznej proteiny Bel-x, , ktéra hamuje zam-
knigcie VDAC i utrzymuje przepuszczalno$¢ zewngtrz-
nej btony mitochondrium dla ATP i ADP [73].

Blokowanie depolaryzacji blon mitochondrium ma-
krofagéw zaobserwowano u pateczek E. coli [68].
Szczepy E. coli K1, ktore wytwarzaja zewngtrzne biatl-
ko btonowe A (outer membrane protein A, OmpA)
aktywuja transkrypcje¢ Bcl-,, — antyapoptotycznych
gendw, ktorych produkty zapobiegaja przemieszczeniu
czasteczek cytochromu ¢ z mitochondrium do cytoplaz-
my. Ponadto, w makrofagach zakazonych E. coli K1
dochodzi do spadku aktywnos$ci kaspazy-3, -6 i -9.
Obecnos¢ biatka OmpA jest niezbegdna dla replikacji
i przezycia E. coli K1 wewnatrz makrofagéw. Sam me-
chanizm antyapoptotyczny nie jest jasny, ale prawdo-
podobnie jest zwiazany z receptorami dla OmpA obec-
nymi na makrofagach [68].

3.2.1. Udzial czynnika jadrowego NF-xB

Jadrowy czynnik-kB (nuclear factor-xB, NF-xB)
peini wazna role jako regulator transkrypcji. Aktywuje
ekspresj¢ szeregu genéw, m. in., zwiazanych z dziata-
niem antyapoptotycznym. Posrednio wplywa na apop-
tozg przez biatka cFLIP, ktore jest inhibitorem kas-
pazy 8 [18].

Rodzing biatek tworzacych czynnik transkrypcji
jadrowej NF-kB ssakow tworzy 5 czasteczek Rel,
do ktorych naleza: NF-kB1 (p105/p50), NF-xB2
(p100/p52), RelA (p65), c-Rel, RelB. Biatka NF-xB1
i NF-xB2 powstaja w komoérce w postaci nieaktyw-
nych czasteczek prekursorowych p105 i p100, ktore
w trakcie modyfikacji potranslacyjnej zostaja prze-
ksztatcone w aktywne biatka p50 i p52 [5].

Wszystkie bialka Rel posiadaja na N-koncu kon-
serwatywna domen¢ homologiczna Rel (rel homology
domain, RHD), ktorej sekwencja wiaze biatka hamu-
jace (inhibitor — kB, 1xB) i sekwencje docelowe w ob-
rebie tanicucha DNA. Waznym elementem RHD jest
sekwencja lokalizacji jadrowej (nuclear localisation
signal, TLS), ktora jest odpowiedzialna za przemiesz-
czenie NF-xB do jadra komorkowego [62].

Czasteczki Rel tworza formy zlozone, bedace homo-
lub heterodimerami. Najczgstsza postacia jest hetero-
dimer zbudowany z podjednostek RelA (p65) i NFkB1
(p50) [18].

Fizjologicznie NF-kB znajduje si¢ w cytoplazmie
w nieaktywnej postaci. NF-kB jest zwiazany ze swoim
inhibitorem — IxB (IxkBa, IxB, IkBy/p105, IxB6/p100,
IxB(, IkBe i Bcl-3). Aktywacja NF-kB w komorce

moze nastapi¢ dwiema drogami. Pierwsza z nich okres-
lana jest mianem klasycznej i obejmuje przede wszyst-
kim dziatanie kinaz IxB (/xB — kinases, IKK). Aktywa-
cja IKK prowadzi do fosforylacji dwoch specyficznych
reszt serynowych IkB, czego efektem jest przyltacze-
nie do IxB czasteczek ubikwityny i proteoliza z udzia-
tem podjednostki 26S proteasomu. W wyniku degrada-
cji IkB zostaja odstonigte sekwencje TLS, uwolnione
czasteczki dimeru NF-kB zostaja przemieszczone do
jadra komoérkowego, gdzie reguluja ekspresj¢ okres-
lonych genow.

Bodzce stymulujace moga poprowadzi¢ do aktywa-
cji innych kinaz, fosforylujacych biatka inhibitorowe
IxB. Naleza do nich: kinazy biatkowe aktywowane
mitogenami (mitogen activated protein kinase, MAPK),
kinazy MEKK 1, 2, 3 (MAPK/ERK kinase), kinaza
biatkowa Akt (Akt/Protein kinase), kinaza biatkowa
C ( (protein kinase CC, PKC () [62].

Druga z drog aktywacji NF-kB — alternatywna, do-
tyczy NF-kB, ktore jest dimerem RelB i p52. Czynni-
kami aktywujacymi ten szlak, sa przede wszystkim
cytokiny. Wymaga on dzialania IKK« oraz kinaz in-
dukujacych NF-xB (NF-xB inducing kinases, NIK).
NIK katalizuje fosforylacje IKK e, ktore w tej postaci
powoduje przeksztatcenie nieaktywnego p100 do jego
czynnej formy — p52. Kompleks RelB/p52 zostaje
przemieszczony do jadra komérkowego [62].

Aktywacja NF-kB przez bakterie lub ich produkty
zachodzi za po$rednictwem receptoréw TLR (7oll-like
receptor, TLR) klasyczna droga [5, 61]. TLR sa kon-
serwatywnymi receptorami rozpoznajacymi wzorzec
(pattern recognition receptor, PRR), prezentowany
przez roézne drobnoustroje (pathogen-associated mi-
crobial pattern, PAMP) [19].

Receptory TLR2 wiaza si¢ z peptydoglikanem
i lipoproteinami bakterii Gram-dodatnich, TLR4 z lipo-
polisacharydem (LPS) bakterii Gram-ujemnych, TLRS
rozpoznaja rzgski bakteryjne, a TLR9 — niezmetylo-
wany bakteryjny DNA [19, 43]. Niezaleznie od typu
receptora TLR dochodzi do ekspresji genow zaleznych
od NF-xB.

Niezbedna dla aktywacji TLR jest obecno$¢ biatka
adaptorowego (myleoid-differentiation marker, MyD88).
MyD88 posiada rowniez dwie domeny: TIR i domeng
$mierci (death domain, DD). Interakcje pomigdzy do-
menami MyD88 i TLR prowadza do aktywacji kinaz
serynowo-treoninowych zwiazanych z receptorem dla
IL-1 (IL-1 RI associated protein kinases, IRAK).
W wyniku szeregu procesow dochodzi do aktywacji
kinazy aktywujacej NF-xB (NF-xB inducing kinase,
NIK), ktora fosforyluje i aktywuje trzy podjednostki
IKK (IKKe, IKKf i IKKY). IKK uwalniaja NF-kB z
jego nieaktywnego kompleksu z IkB [19].

Krappmann i wsp. [34] udowodnili, ze LPS
poprzez wiazanie si¢ z TLR4 wywotuje aktywacje
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NF-xB, ktory z kolei reguluje aktywnos$¢ transkryp-
cyjna AP-1 (activating protein-1, AP-1).

NF-xB jest czynnikiem, ktory reguluje ekspresje
okoto 150 gendéw. Wykazano jego anty- i proapopto-
tyczne dziatanie [37]. NF-kB ma zdolno$¢ hamowania
apoptozy, w ktorej uczestniczy TNF-o w pierwotnych
fibroblastach ludzkich i szczurzych, komorkach T Jur-
kat 1 komorkach T24 linii ludzkiego raka pgcherza. Od-
grywa rowniez rol¢ w apoptozie zrdznicowanych ma-
krofagdw, w ktdra zaangazowane sa PPARa i PPARY.

Zidentyfikowano szereg produktow genoéw anty-
apoptotycznych regulowanych przez NF-xB. Naleza
do nich m.in. inhibitory apoptozy (irnhibtors of apop-
tosis, 1APs), biatkowe inhibitory kaspazy-8 (FADD-
like interleukin-1f-converting enzyme-like protease,
cFLIP), A1 okre$lanego tez jako Bfll, czynniki zwia-
zane z TNFR (TNFR-associated factor, TRAF) [28].

W grupie IAP wyrdznia sig kilka rodzajow bialek,
do ktorych naleza, m. in., komdrkowe inhibitory apop-
tozy (cellular inhibitor of apoptosis, cIAP), inhibitory
zwiazane z chromosomem X (X-linked inhibitor of
apoptosis protein, XIAP) [28]. cIAP dziataja anty-
apoptotycznie poprzez bezposrednie wiazanie sig
z kaspazami efektorowymi: kaspaza-3 i -7, zapobie-
gajac aktywacji proteolitycznej prokaspazy-6 i -9.
Antyapoptotyczne dzialanie XIAP polega rowniez na
blokowaniu kaspaz-3 i -7, co uniemozliwia aktywacje
prokaspazy-9.

W inny sposéb antyapoptotycznie dzialaja biatka
cFLIP [28]. Zawieraja dwie efektorowe domeny
$mierci (death efector domains, DEDs) i katalitycznie
nieaktywna domeng podobna do kaspaz. cFLIP hamu-
je apoptoze poprzez dziatanie na prokaspaze-8. Do-
datkowo cFLIP oddziatuje z TRAF2 i biatkami dzia-
tajacymi z receptorami (receptor-interacting protein,
RIP), ktére sa odpowiedzialne za aktywacje JNK i
IKK przez kompleks TNFR1. Aktywne biatko cFLIP
powoduje nasilone uwalnianie NF-xB [28].

NF-kB moze wpltywa¢ na drogg apoptozy zalezna
od mitochondriéw [28]. Poprzez oddziatlywania z bial-
kami rodziny Bcl-2: Al i Bely, stabilizuje blony mito-
chondrialne i zapobiega uwalnianiu czasteczek cytochro-
mu c. Bialko Al hamuje takze aktywacjg¢ kaspazy-9.

Z badan Clifton i wsp. [9] wynika, ze anty-
apoptotyczny mechanizm zalezny od aktywacji NF-xB
wykorzystuja bakterie z rodzaju Rickettsia. Szczepy
R. rickettsii sa obligatoryjnymi patogenami wewnatrz-
komoérkowym, ktore sa odpowiedzialne za szereg za-
kazen $rodbtonka naczyniowego.

Badania przeprowadzono na komorkach ludzkiego
srodbtonka (endothelial cells, ECs). Po zakazeniu ECs
R. rickettsii dochodzito do wzrostu aktywnosci NF-kB
w jadrze komorkowym [9]. Zmiana aktywnosci NF-xB
miata charakterystyczny — dwufazowy przebieg. Pierw-
szy szczyt wzrostu aktywnosci obserwowano po trzech
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godzinach od zakazenia ECs, a drugi — pomig¢dzy 18
a 24 godzina. Zaobserwowano, ze wzrost NF-kB jest
poprzedzony zwiekszeniem aktywnosci IKK o i IKKf3,
ktore prowadza do fosforylacji IkBa, a w konsekwen-
cji do jego proteolizy i uwolnienia aktywnej formy
NF-xB [9]. Wyniki pomiaru poziomu mRNA dla IxkBa
w grupie komorek zakazonych byly siedmiokrotnie
wyzsze niz w grupie kontrolnej. Nieznany jest czyn-
nik, ktory aktywuje IKK.

Konsekwencja aktywacji NF-xB jest zablokowanie
przeksztatcania prokaspazy-8 i -9, co hamuje kaskade
kaspaz. Badania Joshi i wsp. [27] dowodza, ze
w czasie zakazenia R. rickettsii dochodzi do stabiliza-
cji blon mitochondrialnych. Odpowiedzialne za to sa
biatka z rodziny Bcl-2 [26].

Mechanizm zwiazany z aktywacja NF-kB zaobser-
wowano takze u Ehrlichia chaffeensis [84]. Jest to obli-
gatoryjny patogen wewnatrzkomorkowy, ktory przeby-
wa w endosomach monocytow. Zhang i wsp. [84]
przeprowadzili badania na ludzkich monocytach linii
TPHI1. Zaobserwowali, ze zakazenie TPH1 E. chaf-
feensis powoduje aktywacj¢ NF-kB oraz BCL2AI,
BIRC3, IER3 i MCC1, ktoére naleza do grupy biatko-
wych inhibitoréw apoptozy. W pierwszych 7 godzi-
nach od zakazenia hodowli dochodzito do represji
antagonistow Bcl-2: BIK i BNIP3L. Prowadzito to do
ustabilizowania blon mitochondrialnych i zatrzymania
czasteczek cytochromu ¢ w obrgbie mitochondrium.
Powoduje to zatrzymanie wewnatrzkomorkowego szla-
ku apoptozy. Szczepy E. chaffeensis hamuja takze dro-
ge kinaz Janusowych (Janus kinase, JAK) i bialka
przekazujacego sygnaty i aktywatora transkrypcji (sig-
nal transducers and activators of transcription, STAT)
[84]. JAK1-STAT1 sa hamowane we wczesnej fazie
zakazenia E. chaffeensis.

JAK-STAT pelni kluczowa role w sygnalizacji cy-
tokinowej. JAK uczestniczy w przenoszeniu aktywa-
cyjnych grup fosforowych na biatka STAT. Aktywny
STAT jest natychmiast transportowany z cytoplazmy
do jadra komoérkowego i angazowany w wiazanie
DNA, co powoduje aktywno$¢ transkrypcyjng odpo-
wiednich gendw, w zalezno$ci od czynnika stymulu-
jacego JAK. Ligandy dla receptoréow wiazacych JAK
to: IFN-«, -B, -y, IL-2, IL-7, IL-10, IL13, IL-15, ery-
tropoetyna, hormon wzrostu, prolaktyna, trombopo-
etyna i inne polipeptydy. Konsekwencja aktywacji
JAK-STAT przekazywanie sygnatow z zewnatrz ko-
morki do jej jadra. Zaburzenia w sygnalizacji komor-
kowej powoduja, ze staje si¢ ona mniej wrazliwa na
bodzce apoptotyczne [84].

E. chaffeensis powoduje obnizenie syntezy kinaz 2
fosforyzujacych N-koniec biatka Jun (c-Jun amino-
terminal kinase, INK2) podczas wczesnej fazy zaka-
zenia [84]. Brak JNK2 stabilizuje btony mitochon-
drialne, co zapobiega przedostawaniu si¢ czasteczek
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cytochromu ¢ do cytoplazmy komorkowej. Innym
dziataniem JNK2 jest fosforylacja biatka Jun, zwigk-
szajaca jego aktywno$¢ transkrypcyjna. c-Jun razem
z c-Fos, jest sktadnikiem biatek apoptotycznych AP-1.
Zahamowanie syntezy JNK2 wywotuje wigc, poprzez
spadek fosforylacji Jun, spadek poziomu czynnika
transkrypcyjnego AP-1 [84].

Podczas zakazenia E. chaffeensis dochodzi dodat-
kowo do zmiany aktywnosci niektorych cyklin i kinaz
biatkowych zaleznych od cyklin (cyclin-dependent pro-
tein kinases, CDKs) [84]. We wczesnej fazie zakaze-
nia nastgpuje obnizenie syntezy CDC2, CDKS5, CDKS
i cykliny G1, ktére zatrzymuja cykl komorkowy w fa-
zie G1. W poznym etapie zakazenia wzrasta poziom
cykliny E 1 CDC25, ktore odpowiadaja za wejscie ko-
morki w faze replikacji DNA. Dochodzi do intensyw-
nej proliferacji komorki.

Dziatanie antyapoptotyczne przez NF-kB zaobser-
wowali Maeda i wsp. [42]. Szczepy Helicobacter
pylori, wydzielajace biatka cagA kodowane przez geny
zwiazane z wyspa patogennosci cag (cagA pathoge-
nicity island, cagPAl), sa zdolne do aktywacji cykliny
D1, Elk-1 i biatka c-Fos, ktore sa zaangazowane
w proliferacj¢ komodrkowa i moga odgrywac pewna
role w karcinogenezie przez aktywacje ERK/MAPK.
Biatka cagA sa wydzielane przez IV system sekrecji
biatek (type 4 secretion system, T4SS) [17].

Badania Yanai iwsp. [81] dowodza, ze szczepy
H. pylori cagPAl aktywuja NF-kB, ktore jest odpo-
wiedzialne za indukcje¢ cIAP2. Zaobserwowano, ze w
komorkach ludzkiego gruczolakoraka zotadka z linii
MKN45 dochodzi do wzrostu transkrypcji mRNA dla
clAP2. cIAP2 powoduje nasilong ubikwitynacj¢ ka-
spazy-3 i-7, co hamuje szlak apoptozy. Podanie inhibi-
torow NF-kB w tych komodrkach wywotywato spadek
ekspresji clIAP2, co jednoznacznie $wiadczy o udziale
NF-kB w szlaku antyapoptotycznym indukowanym
H. pylori cagPAL

Hirata iwsp.[21] wykazali, ze szczepy H. pylori
cagPAI powoduja aktywacje¢ w komorkach raka zotad-
ka linii AGS obu podjednostek IKK: « i 3. IKKf od-
powiada za aktywacj¢ NF-kB, dzialajac jak kinaza
IkBo, natomiast IKKa — zostaje przemieszczone do
jadra komoérkowego i jest konieczne do wywotania
wlasciwej odpowiedzi zapalnej. Znamiennag role przy-
pisuje si¢ aktywacji kinazy serynowo-treoninowe;j
TAK1 (TGF-beta-activated kinase), ktéra odpowiada
bezposrednio za fosforylacje IKK.

Z badan prowadzonych przez Ohmae i wsp. [56]
wynika, Ze supresja apoptozy ludzkich limfocytow B
i fibroblastow zachodzi z udziatem aktywacji alterna-
tywnej drogi NF-kB. Odpowiada za to LPS H. pylori,
natomiast nie jest zalezne od obecno$ci genu cag.

Udziat klasycznej drogi aktywacji NF-kB zaobser-
wowano w przypadku zahamowania $mierci makrofa-

gow linii RAW 264.7 1 wywodzacych si¢ ze szpiku
kostnego zakazonego E. coli [16]. Komorki gospoda-
rza po fagocytozie E. coli wykazywaty wzrost ekspre-
sji Bcel-2, co stabilizuje potencjat blonowy mitochon-
drium, wzmozona syntez¢ cIAP-2 oraz blokowanie
kaskady kaspaz efektorowych.

Liu iwsp.[38] zaobserwowali, ze pateczki E. coli,
ktore wytwarzaja werotoksyne 2 (Verotoxin-2, VT-2),
sa w stanie hamowac spontaniczna apoptozg neutrofili.
W badaniach in vitro podanie inhibitora PKC powo-
dowato zniesienie antyapoptotycznego dziatania VT-2,
co sugeruje mechanizm zalezny od PKC. Aktywacja
PKC moze prowadzi¢ do uwalniania NF-kB w komor-
ce gospodarza, ktory moze by¢ bezposrednio zaanga-
zowany w proces regulacji apoptozy komorek zaka-
zonych E. coli VT-2 [7].

Hamowanie spontanicznej apoptozy zostalo udo-
wodniono w przypadku Staphylococcus epidermidis
[36]. Liles i wsp. [36] wyizolowali moduling roz-
puszczalng w fenolu (phenol-soluble modulin, PSM).
Jest to zwiazek syntetyzowany przez drobnoustroje
o whasciwos$ciach stymulacji wytwarzania cytokin po-
zapalnych. In vitro PSM hamuje spontaniczna apopto-
z¢ neutrofili i monocytow. W przypadku monocytow
linii THP-1 mechanizm tego zjawiska obejmuje akty-
wacj¢ NF-kB [48].

Kwas lipoteicholowy S. aureus wykazuje aktyw-
no$¢ antyapoptotyczna w stosunku do neutrofili [65].
Z badan Lotz iwsp. [40] wynika, Ze w mechanizm
indukcji gendéw antyapoptotycznych zaangazowane sa
obecne na komorce neutrofili receptory CD14 i TLR2,
ktorych aktywacja wywotuje uwalnianie NF-xB z pota-
czenia z inhibitorem. Moreilhon iwsp.[50] wyka-
zali, ze aktywacja gendow antyapoptotycznych (BIRC3,
SGK, PIM, BCL2A1) zachodzi gtéwnie w przypadku
zakazenia komorek nabtonka oddechowego bezkomor-
kowym supernatantem S. aureus, za§ w mniejszym
stopniu — zywymi komoérkami. Czynnikiem, odpowie-
dzialnym za wzmozenie transkrypcji gendw hamuja-
cych apoptoze, jest prawdopodobnie biatko zwigzane
ze $ciang komorkowa, rozpuszczalne w wodzie.

Zdaniem Kempf i wsp. [30] antyapoptotyczne
dziatanie Bartonella henselae wobec komoérek mono-
cytarnych linii Mono Mac 6 jest zwiazane z aktywacja
czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz ze wzrostem
poziomu komoérkowych inhibitoréw apoptozy cIAP-1
1 -2 zaleznych od NF-kB. Inhibitory apoptozy (inhi-
bitor of apoptosis proteins, 1APs), do ktorych naleza
cIAP-1 i -2 hamuja kaspaze-3, -7, -9 [11].

Stwierdzono, ze hamowanie apoptozy komorek
srodbtonka naczyniowego przez bakterie B. henselae
1 B. quintana jest zalezne od IV systemu sekrecji VirB/
VirD, [63, 64]. Czynnikiem antyapoptotycznym jest
biatko efektorowe BepA dostarczane do wnetrza ko-
morki przez T4SS. W komorkach $rodbtonka naczy-
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niowego biatko BepA wiaze si¢ z blong plazmatyczna
i powoduje wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu
cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP). Zda-
niem Schmid i wsp. [63] zwigkszenie zawartosci
cAMP wewnatrz komoérki moze wynikaé z bezposred-
niego wptywu biatka BepA na cyklazg¢ adenylowa.
Moze by¢ takze efektem oddziatywania z biatkami G
zwigzanymi z blong plazmatyczna lub tez z receptora-
mi sprzgzonymi z biatkiem G regulujacymi aktywno$é
cyklazy. Nie wiadomo, w jaki sposob cAMP zapobie-
ga apoptozie komorek srodbtonka naczyniowego. By¢
moze powoduje indukcje komoérkowego inhibitora
apoptozy 2 cIAP-2 [53]. Wedlug badaczy dzialanie
biatka BepA jest niezalezne od czynnika jadrowego
NF-xB [63]. By¢ moze odmienne wyniki w stosunku
do badan Kemp f i wsp. [30] wynikaja z zastosowa-
nia r6znych linii komérkowych.

Jak wynika z badan Binnicker i wsp. [4] anty-
apoptotyczny wptyw N. gonorrhoeae na komorki na-
btonkowe cewki moczowej jest zwiazany z udziatem
czynnika transkrypcyjnego NF-xB. Stwierdzono, ze
sktadnik blony zewngtrznej, biatko Por IB, powoduje
aktywacje czynnika NF-xB i1 wzrost ekspresji zalez-
nych od niego gendw bfl-1, cox-2 i c-IAP2, ktorych
biatkowe produkty moga hamowaé zaprogramowana
$mier¢ komorki na drodze réznych mechanizmow.
Bialko Bfl-1 oddziatuje z czynnikami proapoptotycz-
nymi i zapobiega uwolnieniu cytochromu ¢ z mitochon-
drium [77, 85]. Nadekspresja biatka COX-2 powoduje
zalezny od aktywacji szlaku PI3K/Akt wzrost poziomu
biatka Mcl-1 [39] hamujacego proapoptotyczny czyn-
nik Bok [24]. Wykazano réwniez, ze biatko Mcl-1 moze
hamowac¢ apoptoz¢ powodowana nadekspresja c-Myc
[60] oraz wiazac si¢ z biatkiem Bax, powodujac jego
sekwestracje [78]. Doktadny mechanizm dzialania po-
ryny Por IB N. gonorrohoeae nie jest w petni znany.

Hamujacy wptyw bakterii z rodzajow Chlamydia
i Chlamydophila na zaprogramowang $mier¢ roznych
typoéw komorek moze by¢ zwigzany z czynnikiem
transkrypcyjnym NF-kB, chociaz istnieja sprzeczne
doniesienia na ten temat [14, 75, 79].

Wedlug Wahl i wsp. [75] Ch. pneumoniae indu-
kuje zalezna od NF-kB ekspresje inhibitora apoptozy
c-1AP2 (cellular inhibitor of apoptosis 2) w zakazonych
komorkach monocytarnych Mono Mac 6. Odmienne
wynikiuzyskali Fischer iwsp. [14]. Zdaniem bada-
czy antyapoptotyczne dziatanie Ch. pneumoniae wobec
komoérek HelLa zwiazane z zablokowaniem uwolnie-
nia cytochromu c i zaleznej od niego aktywacji kaspaz
nie wymaga udziatu NF-xB. Rowniez Xiao 1 wsp.
[79] zauwazyli, ze bakterie C. trachomatis zapobiega-
ja apoptozie zakazonych komoérek HeLa niezaleznie
od czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Zaréwno che-
miczne zablokowanie aktywacji NF-kB, jak usunigcie
genu p65 kodujacego ten czynnik, nie wptyngto na ha-

mowanie zaprogramowanej $mierci komorek HeLa.
By¢ moze odmienne wyniki badan sa spowodowane
uzyciem roznych linii komoérkowych lub szczepow
bakteryjnych.

3.2.2. Udzial szlaku PI3K/Akt

Z antyapoptotycznym dziataniem bakterii jest zwia-
zany takze szlak przekaznikowy obejmujacy 3-kina-
z¢ fosfatydylinozytolu (phosphatidylinositol-3-kinase,
PI3K) oraz kinazg¢ Akt. 3-kinaza fosfatydylinozytolu
jest enzymem sktadajacym si¢ z podjednostki katali-
tycznej (P110) oraz podjednostki adaptorowej/regula-
torowej (P85), aktywowanej przez receptory o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej (receptors tyrosine kinase,
RTK) i receptory sprzgzone z biatkiem G (G protein-
coupled receptor, GPCR). Aktywny enzym PI3K prze-
ksztatca 4,5-difosforan fosfatydylinozytolu w 3,4,5-tri-
fosforan fosfatydylinozytolu [57].

Enzym Akt jest kinaza serynowo-treoninowa na-
zywana takze kinaza biatkowa B (protein kinase B,
PKB). Wystepuje u ssakow w postaci trzech izoform:
Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) i Akt3 (PKBY), z ktorych
kazda posiada N-koncowa domeng PH (pleckstrin ho-
mology domain), domeng srodkowa kinazy oraz C-kon-
cowa domeng regulatorowa. Kinaza Akt ulega prze-
mieszczeniu do blony plazmatycznej i poprzez domeng
PH oddziatuje z 3,4,5-trifosforanem fosfatydylinozy-
tolu, czego efektem jest zmiana konformacji enzymu,
umozliwiajaca aktywacj¢ kinazy. Aktywacja enzymu
Akt wynika z fosforylacji dwu reszt aminokwasow.
Dla kinazy Aktl jest to Thr308 zlokalizowana w do-
menie §rodkowej kinazy, fosforylowana przez kinaze
PDKI1 (phosphoinositide-dependent kinase 1, kinaza 1
zalezna od fosfoinozyny) oraz Ser473 w C-koncowej
domenie regulatorowej, ktéra moze ulega¢ autofosfo-
rylacji lub by¢ fosforylowana przez inna kinazg sery-
nowa, np. kinaz¢ zwiazana z integryna (integrin-linked
kinase, 1LK), badz PDK2 [57].

Aktywny enzym Akt wpltywa na wiele procesow
zachodzacych w komorce, m.in., na proliferacj¢, meta-
bolizm i apoptozg [57]. Kinaza Akt moze zapobiegac
zaprogramowanej $mierci komorek dziatajac bezpo-
srednio na czynniki proapoptotyczne. Wykazano, ze
hamuje zmiang konformacji biatka Bax i jego prze-
mieszczenie do mitochondrium, co uniemozliwia uwol-
nienie cytochromu c i aktywacjg kaskady kaspaz [80].
Kinaza Akt inaktywuje proapoptotyczne biatko Bad
[57]. Ponadto, jak wynika z badan Cardone i wsp.
[8] fosforyluje kaspaze¢-9, co skutkuje ostabieniem jej
aktywnosci.

Antyapoptotyczne dzialanie kinazy Akt zwiazane
jest takze z regulacja czynnikow transkrypcyjnych kon-
trolujacych pro- i antyapoptotyczne geny. Fosforylacja
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czynnikéw transkrypeyjnych AFX, nazywany takze
FOXO04 (forkhead box protein O4), FKHR (forkhead
homolog 1 rhabdomyosarcoma) i FKHRL1 (forkhead
homolog rhabdomyosarcoma like 1), nalezacych do
rodziny Forkhead zapobiega transkrypcji proapopto-
tycznych genow kodujacych biatka FasL, IGFBP-1 oraz
Bim. Z kolei fosforylacja i aktywacja czynnika trans-
krypcyjnego CREB (cAMP-response element binding
protein) skutkuje wzrostem ekspresji antyapoptotycz-
nych genoéw bcl-2 i mcl-1. Kinaza Akt moze takze
fosforylowaé i aktywowaé kinaz¢ IxB, indukujaca
degradacj¢ IxB, inhibitora czynnika trasnskrypcyjne-
go NF-kB. Prowadzi to do aktywacji NF-xB i trans-
krypcji zaleznych od czynnika jadrowego genow ko-
dujacych biatka Bcel-x;, inhibitory kaspaz oraz biatko
c-Myb [57]. Jak wynika z badan Basu i wsp. [2] en-
zym Akt fosforyluje biatko Yap (Yes-associated prote-
in) bedace koaktywatorem czynnika transkrypcyjnego
p73. Ufosforylowanie proteiny Yap powoduje supresje
posredniczonej przez p73 transkrypcji genow koduja-
cych biatka proapoptotyczne, np. Bax w odpowiedzi
na czynniki uszkadzajace DNA. Kinaza Akt fosfory-
luje takze biatko Mdm?2 (murine double minute-2) [47],
bedace ligaza ubikwityny E3 [23]. Proteina Mdm2 po-
woduje obnizenie komoérkowego poziomu biatka p53
oraz zmniejszenie jego aktywnosci transkrypcyjnej
[47]. Proteina p53 jest odpowiedzialna za ekspresje
biatek proapoptotycznych, m.in.: Bax [49], Noxa
[55]1 Puma [52].

Kinaza Akt moze zapobiegaé apoptozie poprzez
regulacj¢ metabolizmu komorki. Fosforylacja kinazy 3
syntazy glikogenu (glycogen synthase kinase 3, GSK3),
enzymu zwiazanego z synteza glikogenu w odpowiedzi
na wysoki poziom insuliny [10] hamuje zaprogramo-
wang $mier¢ komorki [58].

Bakterie C. trachomatis zapobiegaja zaprogramo-
wanej $mierci komorek réwniez za posrednictwem Kki-
nazy fosfatydyloinozytolu PI3K. Jak wynika z badan
Verbeke iwsp. [74] w zakazonych komoérkach na-
stepuje aktywacja kinazy PI3K, ktéra z kolei wplywa
na aktywacj¢ kinazy biatkowej Akt. Aktywny enzym
Akt fosforyluje proapoptotyczne biatko Bad wiazace
sie poprzez biatko adaptorowe 14-3-3B z biatkiem
IncG znajdujacym si¢ w blonie ciatka wtrgtowego.
Odizolowanie biatka Bad od mitochondrium zapobie-
ga stymulacji uwalniania cytochromu c. Nie wiadomo,
w jaki sposob dochodzi do aktywacji kinezy PI3K
w komorkach zakazonych przez C. trachomatis. Zda-
niem badaczy proces ten moze by¢ spowodowany anty-
apoptotycznym czynnikiem wytwarzanym przez bakte-
rie i wydzielanym do cytozolu przez III system sekrecji
(type three secretion system, TTSS) [74].

Czynnikiem odpowiedzialnym za zahamowanie
apoptozy komorek nabtonkowych zakazonych przez
Salmonella Typhimurium jest biatko efektorowe SopB

[32], dostarczane do wnetrza komorki przez II1 system
sekrecji (TTSS) [13]. Biatko SopB posiadajace aktyw-
no$¢ fosfatazy fosfatydylinozytolu [54] powoduje
ciagla fosforylacjg 1 aktywacj¢ serynowo-teroninowej
kinazy Akt. Ponadto, jak wynika z badan Knodler
1 wsp. [32] biatko SopB zapobiega aktywacji kaspazy-3.

Dziatanie antyapoptotyczne pateczek Porphyromo-
nas gingivalis jest zwiazane z fosforylacja biatka Akt
przez 3-kinaze fosfatydylinozytolu (phosphatidylino-
sitol 3-kinase, PI3K) [82]. Nie jest znany czynnik ak-
tywujacy kinaze PI3K w zakazonych komorkach. By¢
moze jest nim LPS P. gingivalis wykazujacy dziatanie
antyapoptotyczne wobec neutrofili [51]. LPS tych bak-
terii wiaze si¢ z receptorem TLR2 [22]. Strassheim
1 wsp. [66] opisali aktywacj¢ PI3K za posrednictwem
receptora TLR2 u neutrofili.

4. Podsumowanie

Prowadzone w ostatnich latach do§wiadczenia przy-
czynity si¢ do lepszego poznania wplywu bakterii na
zakazone komorki. Wykazano, ze drobnoustroje moga
zarowno indukowac, jak i hamowac apoptoze. Bakterie
moga zapobiegaé zaprogramowanej Smierci komorek
dziatajac bezposrednio na struktury i enzymy uczest-
niczace w apoptozie takie, jak: receptory, kaspazy czy
mitochondria. Antyapoptotyczny wplyw drobnoustro-
jow moze mie¢ takze charakter posredni i by¢ zwiazany
z aktywacja szlakow przekaznikowych zlokalizowa-
nych wewnatrz zakazonych komorek.

Apoptoza jest procesem majacym istotne znacze-
nie w patogenezie choréb wywotanych przez bakterie.
Jak wynika z przeprowadzonych badan, hamowanie
apoptozy umozliwia drobnoustrojom rozmnazanie si¢
w zakazonych komorkach chroniac je przed dziata-
niem uktadu odporno$ciowego.

Mimo znacznego postgpu w badaniach nad zapro-
gramowana $miercig komoérek wiele mechanizméw
antypoptotycznego dzialania bakterii nie zostato do
konca wyjasnionych, a wiele z nich opiera si¢ w du-
zym stopniu na hipotezach. Konieczne sa dalsze prace
badawcze, ktore umozliwia doktadne poznanie wplywu
drobnoustrojow na zakazone komorki oraz pozwola na
opracowanie nowych metod zapobiegania i leczenia
choréb wywotanych przez bakterie.
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Periplasmic (-glucans of Gram-negative bacteria

Abstract: Osmoregulated Periplasmic Glucans (OPGs) are intrinsic components of the bacterial envelope of many Proteobacteria.
These oligosaccharides share several common structural characteristics: D-glucose is the sole component sugar, B-glycosidic
bonds are the main type of linkages, glucans synthesis and accumulation are inversely proportional to the osmotic strength of
the environment.

Four families of periplasmic B-glucans have been described so far: 1) linear oligosaccharides, which are branched and contain
B-(1,2) and B-(1,6) linkages; 2) cyclic B-(1,2) glucans; 3) cyclic B-(1,2) glucans with one «-(1,6) linkage; 4) cyclic p-(1,3); B-(1,6)
glucans. OPGs may be substituted by one or several residues such as: sn-1-phosphoglycerol, phosphoethanolamine or
phosphocholine, which originate from the membrane phospholipids. Also some intermediary metabolites can serve as glucan
substituents (i.e.: acetic, methylmalonic and succinic acid O-ester). Periplasmic B-glucans may be neutral or anionic in character.
Except for the role in osmoprotection, OPGs are important in virulence, symbiosis, biofilm formation and resistance to antibiotics.

1. Introduction. 2. The structure of periplasmic glucans. 2.1. Linear B-(1,2)-glucans. 2.2. Cyclic B-(1,2)-glucans (cyclosophorans).
2.3. Cyclic B-(1,2)-glucans with one a-(1,6)-linkage in the ring. 2.4. Cyclic B-(1,3);(1,6)-glucans. 3. Synthesis of periplasmic glucans.
3.1. Biosynthesis of sugar backbone. 3.2. Modification of oligosaccharides. 3.3. Regulation of OPG biosynthesis. 4. The role of

periplasmic glucans. 5. Summary

Stowa kluczowe: osmoregulacja, OPG, peryplazmatyczny B-glukan
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1. Wprowadzenie

Wroku 1942 MclIntire i wspotpracownicy opi-
sali cykliczne oligomery glukozy wyizolowane z po-
zywki, w ktorej hodowano bakterie z gatunku Agrobac-
terium tumefaciens (obecnie: Rhizobium radiobacter)
[32]. Sadzono, ze stanowia one nowa podklas¢ egzo-
polisacharydéw. Nieco p6zniej podczas badan nad me-
tabolizmem fosfolipidéw u E. coli wykazano obecno$¢
podobnych zwiazkéw w peryplazmie tych bakterii.
Wykazano wtedy, ze przemiany fosfatydyloglicerolu
sa zwiazane z transferem reszty sn-1-fosfoglicerolu
na czasteczkg peryplazmatycznego glukanu. W lite-
raturze przyjat si¢ skrot MDO (membrane derived
oligosaccharides) dla okreslenia tych oligosachary-
dow. Okazato sig, ze zarowno glukany wyizolowane
z komorek A. tumefaciens, jak i MDO z peryplazmy
E. coli podlegaja regulacji osmotycznej. Stad wywo-
dzi si¢ ich wspolna nazwa: osmoregulowalne pery-
plazmatyczne glukany (esmoregulated periplasmic
glucans — OPG) [27, 34].

Obecnie przyjmuje sig, ze OPG sa powszechne
u bakterii Gram-ujemnych i mieszcza si¢ w przestrzeni

peryplazmatycznej. Przestrzen ta jest wypetniona ma-
cierza majaca posta¢ zelu, w ktorej oprocz glukandw
i woreczka mureinowego obecne sa liczne biatka: mig-
dzy innymi enzymy, biatka opiekuncze, przeno$niki
substancji drobnoczasteczkowych, takich jak: amino-
kwasy, peptydy, cukry, witaminy, koenzymy, nukleo-
tydy i jony zwiazkow nieorganicznych. W poszcze-
gblnych grupach bakterii glukany maja r6zna budowg,
jednak mozna dopatrzy¢ si¢ pewnych cech wspdlnych.
Sa to polimery D-glukozy, ktéra moze by¢ dodatkowo
podstawiona sktadnikami niecukrowymi. Z reguly resz-
ty glukozy sa ze soba potaczone wigzaniami B-gliko-
zydowymi, a wiazania «-glikozydowe spotyka sig spo-
radycznie. Glukany moga stanowi¢ od 5 do 20%
catkowitej suchej masy komorki. Ich ilos¢ zalezy od
gatunku bakterii, warunkow hodowli, a takze od fazy
wzrostu komorek. Najwigcej tych oligocukrow pow-
staje w logarytmicznej fazie wzrostu hodowli. W prze-
strzeni peryplazmatycznej moga osiagac stezenie od 10
do 100 mM. Cze$¢ glukandw jest wydzielana do pod-
loza. Tutaj ich ilo$¢ rozni si¢ znacznie i zalezy od ga-
tunku bakterii, a takze jest silnie uwarunkowana przez
faz¢ wzrostu oraz czynniki otoczenia. Wydzielanie
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peryplazmatycznych glukanéw na zewnatrz komorki
wzmaga wysoka temperatura oraz osmotycznie czyn-
ne skladniki pozywek. Duze ich stgzenie w podtozu
stwierdza si¢ w stacjonarnej fazie hodowli.

2. Struktura peryplazmatycznych glukanéw

Na podstawie budowy czasteczek mozna oligocukry
te zaklasyfikowac do czterech grup:
1. liniowe B-(1,2)-glukany;
2. cykliczne B-(1,2)-glukany;
3. cykliczne B-(1,2)-glukany z jednym wiazaniem
typu a-(1,6);
4. cykliczne B-(1,3);(1,6)-glukany.

2.1. Liniowe [(-(1,2)-glukany

Do tej grupy naleza peryplazmatyczne oligocukry
pochodzace z komorek E. coli oraz innych enterobak-
terii. Szkielet czasteczki najczg$ciej jest utworzony
z 8-9 reszt glukozy, cho¢ spotyka si¢ rowniez czas-
teczki zbudowane z 5 a nawet 12 reszt (rys. 1A). Czas-
teczki glukozy w gtéwnym tancuchu sa ze soba pota-
czone wigzaniami typu B-(1,2). Stwierdzono obecno$é
licznych odgatezien przytaczonych wiazaniami $-(1,6)
glikozydowymi. Charakterystyczna cecha tej klasy
peryplazmatycznych glukanéw jest obecno$¢ pod-
stawnikow niecukrowych. Najczesciej sa to reszty fos-
foglicerolu, fosfoetanolaminy, kwasu bursztynowego
1 octowego. W zwiazku z tym wigkszo$¢ czasteczek
glukandéw znajdujacych sig¢ w przestrzeni peryplazma-
tycznej komorek E. coli ma charakter anionowy [27].
Podobna budowe posiadaja liniowe oligocukry izo-
lowane z innych bakterii nalezacych do y-Proteobac-
teria, jak np. Erwinia chrysanthemi (u ktérej wystepu-
ja glukany zbudowane z 5—12 reszt glukozy) [13] oraz
Pseudomonas syringae (6—13 reszt glukozy w czas-
teczce glukanu) [43].

2.2. Cykliczne (-(1,2)-glukany (cyklosoforany)

Sa to oligosacharydy syntetyzowane przez bakte-
rie nalezace do Rhizobiales, z rodzajow: Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Agrobacterium oraz
Brucella [10, 12, 22, 23]. Czasteczki tych oligosacha-
rydow sa cykliczne, a monomery glukozy tacza sie
wylacznie wigzaniami B-(1,2). Stopien polimeryzacji
reszt glukozy (DP) jest do§¢ zréznicowany [9]. U Rhi-
zobium leguminosarum wynosi od 17 do 25, u Me-
sorhizobium huakuii DP = 17-28, natomiast u Sino-
rhizobium meliloti moze sigga¢ nawet 40 reszt glukozy
w pierscieniu. Nie udato si¢ stwierdzi¢ B-(1,2)-gluka-
néw o liczbie podjednostek mniejszej niz 17. Prawdo-
podobnie mniejsze pierScienie przy tym typie wiazan

S
§ §
BGlc-(1-2)-pGlc-(1>2)-BGlc-(+2)-BGlc-(+2)-BGlc
A ?
1
BGlc
2)-BGle-(1+2)-Gle-(1
° Q )
n
aGlc
1

y
6
2)-BGlc-(1-2)-pGle-(1
n

[3)-BG|C-(1—>3)-BGIC-(1]—>[6)-BGIC-(1—>6)-BGIC-(1]
X

y

D

Rys. 1. Struktury wybranych peryplazmatycznych glukanow:

A) E. coli [26];

B) Mesorhizobium huakuii [12];

C) Ralstonia solanacearum [29];

D) Azorhizobium caulinodans [27].

n — liczba reszt glukozy w pier§cieniu
X, y — liczba reszt glukozy potaczonej odpowiednio

wiazaniem B-(1,3) i B-(1,6)

n

nie sa energetycznie uprzywilejowane [46]. Strukturg
cyklicznego B-(1,2)-glukanu przedstawiono na rys. 1B.

Poczatkowo sugerowano, ze cykliczne B-(1,2)-glu-
kany to oligocukry niemodyfikowane, a wigc o cha-
rakterze obojetnym [33]. Okazato si¢ jednak, ze moga
one ulega¢ przemianom polegajacym na dotaczeniu
anionowych podstawnikow takich, jak sn-1-fosfogli-
cerol, bursztynian, czy metylomalonian [9, 23, 35].
Dominujacym podstawnikiem cyklicznych glukanow
u Sinorhizobium 1 Agrobacterium tumefaciens jest
sn-1-fosfoglicerol, pochodzacy z czgéci polarnej fosfa-
tydyloglicerolu, bgdacego budulcem blon lipidowych.
Podstawnik ten jest zwiazany z czasteczka glukozy
w pozycji C-6 poprzez wiazanie fosfodiestrowe. Stwier-
dzono, ze podczas logarytmicznej fazy wzrostu bakterii,
liczne czasteczki cyklicznych oligomerow sa podsta-
wiane jedna do czterech reszt sn-1-fosfoglicerolu, na-
tomiast w fazie stacjonarnej obserwuje si¢ gtownie
syntez¢ glukanoéw obojetnych [35].
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2.3. Cykliczne (-(1,2)-glukany
z jednym wigzaniem typu o-(1,6) w pierScieniu

Do tej grupy zaliczane sa cykliczne oligosacharydy
wyizolowane z komorek Ralstonia solanacearum, Xan-
thomonas campestris 1 Rhodobacter sphaeroides [42,
45]. Czasteczki glukanu Ralstonia zawieraja 13 reszt
glukozy w pierScieniu, Xanthomonas wytwarza glu-
kany zbudowane z 16 reszt, za§ Rhodobacter z 18.
W pierscieniu oligocukrowym jedno wiazanie jest typu
a-(1,6), a pozostate reszty glukozy potaczone sa wigza-
niami typu -(1,2) (rys. 1C). Prawdopodobnie obecnosé
wiazania «-(1,6) powoduje wigksze usztywnienie czas-
teczki polimeru w porownaniu z bardziej elastyczny-
mi strukturami cyklicznych glukanéw posiadajacych
w szkielecie wylacznie wiazania typu B-(1,2) [30].

2.4. Cykliczne (-(1,3);(1,6)-glukany

Ta grupa obejmuje polimery, w ktérych reszty glu-
kozy sa ze soba potaczone wiazaniami -(1,3) i B-
(1,6)-glikozydowymi. Obecnos¢ takich oligosachary-
dow stwierdzono u bakterii z rodzaju Bradyrhizobium,
u gatunkdw: Azospirillum brasilense oraz Azorhizobium
caulinodans [1, 28, 41].

Bradyrizobia syntetyzuja cykliczne B-glukany za-
wierajace od 10 do 13 reszt glukozy w pierScieniu.
W czasteczce zbudowanej z 13 reszt, dwanascie tworzy
szkielet gtowny, natomiast trzynasta reszta jest rozgate-
zieniem taczacym sig¢ z pier§cieniem poprzez grupg OH
przy weglu C-6 glukozy tworzacej wiazanie [-(1,3)-
glikozydowe. W takim oligomerze reszty glukozy po-
taczone wiazaniami B-(1,3) moga by¢ zgrupowane
w uktady tripletowe, ktére sa oddzielone resztami glu-
kozy potaczonej wiazaniami B-(1,6). Sekwencje zawie-
rajace wiazania typu B-(1,6), moga wystepowaé w gru-
pach: po dwie, cztery lub pig¢ reszt glukozy. Czasteczki
glukozy tworzace wiazanie P-(1,3) sa podstawione
fosfocholina, przytaczona do C-6 reszty glukozy. Fosfo-
cholina bgdac podwojnym jonem (zwitter ion) powo-
duje, ze tadunek elektryczny glukanu zalezy od wtas-
nosci roztworu, w ktorym sa one rozpuszczone [9, 41].

Opisane niedawno peryplazmatyczne glukany 4zo-
rhizobium caulinodans maja budowe podobna do oligo-
cukrow bradyrizobiowych (rys. 1D). Stopien polime-
ryzacji tych cyklicznych molekut wynosi od 10 do 13.
Zdecydowana wigkszos¢ (97%) stanowia czasteczki
jedenastomerowe. Stwierdzono, ze w tych oligocukrach
wiazania typu B-(1,3) moga wystgpowaé w grupach
zawierajacych od dwoch do siedmiu reszt glukozy,
z widoczng przewaga fragmentéw ztozonych z trzech
i czterech monomerow. W przeciwienstwie do gluka-
now Bradyrhizobium, u Azorhizobium brak jest odgatg-
zien, a czasteczki maja charakter obojetny, nie stwierdzo-
no bowiem u nich jakichkolwiek podstawnikow [27].

Peryplazmatyczne glukany wyizolowane z komorek
Azospirillum brasilense sa mieszaning trzech typow
oligomerdw. Podstawowy typ zbudowany jest z 12 reszt
glukozy, potaczonych trzema wiazaniami typu -(1,3),
o$mioma [3-(1,6) i jednym wiazaniem typu [3-(1,4).
Drugi typ glukanu powstaje przez przylaczenie wia-
zaniem «-(1,3) jednej reszty glukozy do wspomnia-
nej struktury podstawowej. Trzeci typ to modyfikacja
glukanu typu drugiego. Polega ona na metylowaniu
a-(1,3)-zwiazanej reszty glukozy w pozycji C-2 [1].

3. Synteza peryplazmatycznych glukanéw
3.1. Biosynteza szkieletu cukrowego

Na podstawie analizy fenotypéw mutantdw nie-
zdolnych do syntezy glukandw wyodrgbniono i scha-
rakteryzowano szereg genow niezb¢dnych w biosyn-
tezie OPG.

U E. coli wykryto dwa geny tworzace operon
opgGH (lub mdoGH). Znajduje si¢ on w bezposrednim
sasiedztwie genu pyrC, ktorego produkt bierze udziat
w syntezie uracylu [8, 27]. Produktem genu opgH jest
biatko blonowe o masie czast. 97 kDa. Osiem segmen-
tow transmembranowych potaczonych trzema dhugimi
regionami cytoplazmatycznymi tworzy kanat, stuzacy
do translokacji OPG do przestrzeni peryplazmatyczne;.
Proces translokacji odbywa si¢ rownolegle z biosynte-
za tancucha cukrowego [14]. Biatko OpgH (MdoH) jest
niezb¢dne do wyrazenia aktywnosci glukozylotrans-
ferazy, katalizujacej in vitro powstawanie liniowego
tancucha [3-(1,2)-oligosacharydowego z UDP-glukozy
jako prekursora [27]. Gléwna domena OpgH wykazuje
pewne podobienstwa strukturalne z rodzina 2-gliko-
zylotransferaz [7].

OpgG (MdoQ) jest biatkiem peryplazmatycznym
0 masie czast. 56 kDa, zawiera ono dwie domeny
o strukturze . Miejsce aktywne tego biatka enzyma-
tycznego zbudowane jest z aminokwaséw kwasnych
1 aromatycznych, wykazujac podobienstwo struktural-
ne do takich enzymow jak mutarotaza galaktozowa
i glukodekstranaza. OpgG wspodtpracuje z OpgH, ka-
talizujac proces tworzenia odgatgzien od gtownego
szkieletu glukanu. Poniewaz prekursor do tej reakcji
(UDP-glukoza) znajduje si¢ wylacznie w cytoplazmie,
to najbardziej prawdopodobne jest, ze rozgatgzienia
moga powstawacé poprzez rearanzacj¢ podjednostek
glukozowych pierwotnie przytaczonych do liniowego
szkieletu wiazaniem B-(1,2)-glikozydowym. Przypusz-
cza sig, ze po peryplazmatycznej stronie btony cyto-
plazmatycznej OpgG wycina i przenosi reszty glukozy
na t¢ sama lub inna czasteczke glukanu, tworzac roz-
gatezienia przylaczone wigzaniem B-(1,6)-glikozydo-
wym. Podobny proces zachodzi podczas powstawania
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rozgatezien w czasteczkach glikogenu [21]. Udowod-
niono, ze operon opgGH (mdoGH) podlega kontroli
osmotycznej [7, 27].

Geny homologiczne do opgGH wyizolowano z ko-
morek Pseudomonas syringae 1 Erwinia chrysan-
themi [7, 27]. Obecno$¢ konserwatywnych sekwencji
wykazujacych podobienstwo do sekwencji opgGH
stwierdzono réwniez u innych bakterii nalezacych do
y-Proteobacteria. U B-Proteobacteria takie sekwencje
stwierdzono w genomie Nitrosomonas europeae [27].

Bakterie Sinorhizobium meliloti posiadaja dwa
sprzezone geny: ndvB 1 ndvA (nodule development)
[9]. Gen ndvB koduje duze biatko btonowe o masie
czast. okoto 319 kDa. Aktywnos¢ enzymatyczna NdvB
badano in vitro. Wykazano, ze jedynie 60 % czasteczki
tego biatka, liczac od konca aminowego, jest niezbgdne
do syntezy glukanu. Produktem genu ndvA jest biatko
cytoplazmatyczne o masie czast. 67 kDa. Sekwencja
aminokwasowa tego biatka wykazuje podobienstwo do
sktadnikéw systemu sekrecyjnego typu I (ABC-trans-
porter), a zwlaszcza do biatka HlyB. Prawdopodobnie
biatko NdvA bierze udziat w translokacji glukanu do
przestrzeni peryplazmatycznej oraz do §rodowiska ze-
wnetrznego [44].

U Agrobacterium tumefaciens (R. radiobacter) zi-
dentyfikowano podobne geny. Nazwano je chvB i chvA
(chromosomal virulence). U Sinorhizobium fredii
stwierdzono obecnos$¢ genu ndvB za$ u Brucella abor-
tus genu cgs [26]. Wykazano, ze geny te moga kom-
plementowaé wadliwe szlaki biosyntezy OPG u mu-
tantow ndvB~ S. meliloti [44]. Prawdopodobnie biatka
NdvB i ChvB uczestnicza we wszystkich etapach bio-
syntezy szkieletu rozpoczynajac od UDP-glukozy jako
substratu. Do ich aktywacji wymagana jest obecnos¢
jonow Mg?* i Mn?",

Dwa sprzgzone geny ndvB i ndvC zidentyfikowano
u Bradyrhizobium japonicum. Produktem genu ndvB
jest bialko o masie czast. 102 kDa, za$ genu ndvC
— biatko o masie czast. 62 kDa. Prawdopodobnie oba
sa biatkami blonowymi. Inaktywacja genu ndvB pro-
wadzi do zahamowania syntezy OPG, natomiast gdy
inaktywacji ulega gen ndvC, produkowana jest nor-
malna ilo$¢ OPG lecz w szkielecie reszty glukozy po-
taczone sa wytacznie wiazaniami typu [-(1,3). Nalezy
wnosi¢, ze biatko NdvB jest niezbgdne do zainicjowa-
nia polimeryzacji B-(1,3) zwiazanych reszt glukozy.
Z kolei NdvC jest odpowiedzialne za powstawanie
wigzan typu B-(1,6). Ostateczna forma glukanu moze
powstawac¢ na drodze przytaczenia kolejnej podjed-
nostki glukozowej wiazaniem B-(1,6), albo tez po-
przez rearanzacje wiazan -(1,3) pierwotnej molekuty
[6]. Biatko NdvB B. japonicum nie wykazuje znacza-
cych podobienstw z sekwencja aminokwasowa analo-
gicznego biatka S. meliloti. Nalezy ono do tej samej kla-
sy glikozylotransferaz co OpgH. Natomiast gen ndvC

ma podobna sekwencje do niektorych genéw drozdzo-
wych, bioracych udzial w metabolizmie glukanow
u tych mikroorganizmow [6].

3.2. Modyfikacja oligosacharydow

Szkielet OPG jest modyfikowany poprzez przyla-
czenie r6znych podstawnikéw. Podstawniki te moga
pochodzi¢ od fosfolipidow btonowych, jak np.: fosfa-
tydyloglicerol, fosfatydyloetanolamina czy fosfatydy-
locholina. Moga to by¢ rowniez metabolity posrednie,
np.: acetyl, bursztynian, metylomalonian, ktérych do-
norem jest odpowiedni acylo-CoA.

Stwierdzono, ze zarowno u E. coli jak iu S. meliloti,
przenoszenie reszt fosfoglicerolu nastepuje w prze-
strzeni peryplazmatycznej [27, 33, 44]. I tak, u E. coli,
wykryto gen opgB (mdoB), ktory koduje biatko bto-
nowe. Wykazano, ze przenosi ono resztg¢ fosfoglice-
rolu z zewnegtrznej powierzchni blony komoérkowej na
sztuczny akceptor, jakim byla arbutyna, ale nie katali-
zuje tego procesu w obecnosci rozpuszczalnych czaste-
czek peryplazmatycznych glukanéw. W zwiazku z tym
wydaje sig, ze reszty fosfoglicerolu moga by¢ przyla-
czane jedynie do czasteczek glukandéw pozostajacych
jeszcze w blonie cytoplazmatycznej. U S. meliloti zi-
dentyfikowano gen cgmB, ktérego produkt wykazuje
pewne podobienstwo do OpgB [44]. Przypisuje si¢ mu
funkcj¢ przenosnika reszt fosfoglicerolu.

Stwierdzono, ze w komorkach S. meliloti proces
przylaczania reszt bursztynianowych do OPG zachodzi
w przestrzeni peryplazmatycznej. W przypadku E. coli
nie zlokalizowano jak dotad miejsca, w ktorym zacho-
dzi bursztynylacja OPG. Wykazano jedynie, ze niezbed-
ny do tego procesu gen opgC (mdoC) koduje biatko
zawierajace 10 transblonowych segmentow. Wydaje
si¢, ze biatko to katalizuje transfer reszt bursztynianu
z warstwy cytoplazmatycznej btony komoérkowej do
szkieletu glukanowego znajdujacego si¢ po stronie pe-
ryplazmatycznej btony [29].

3.3. Regulacja biosyntezy OPG

Biosynteza peryplazmatycznych B-glukanow jest
regulowana przez bakterie dwiema drogami. Pierwsza
z nich to regulacja osmotyczna. OPG sa syntetyzo-
wane obficie gdy osmolarnos$¢ srodowiska jest bardzo
niska (mniejsza niz 100 mOsm). Gdy wzrasta powyzej
600 mOsm, to ilo$¢ OPG zmniejsza si¢ nawet 10-krot-
nie [29]. Taki mechanizm regulacji zaobserwowano
u wigkszos$ci przebadanych dotad gatunkéw bakterii,
np. u R. sphaeroides, R. solanacearum, E. chrysan-
themi, E. coli. Zarowno w komorkach FE. coli jaki
1 8. meliloti obserwowano opdznienie pomig¢dzy zmia-
na warunkéw osmotycznych srodowiska, a odpowie-
dzia komorki na stres osmotyczny, ktora objawia si¢
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zmiana st¢zenia OPG w przestrzeni peryplazmatycz-
nej [15]. Przy gwaltownym obnizeniu osmolarnosci
srodowiska obserwuje si¢ stopniowy wzrost syntezy
OPG, przy czym musi uptyna¢ czas potrzebny do po-
wstania kolejnej generacji, aby to st¢zenie osiagneto
wielko$¢ charakterystyczna dla gatunku. Przy gwal-
townym wzro$cie osmolarno$ci podltoza synteza OPG
nagle ustaje, lecz nie obserwuje si¢ degradacji ist-
niejacych oligosacharydow. Rozcienczenie nastgpuje
wylacznie poprzez rozdzielenie wyj$ciowej puli glu-
kanéw do komorek potomnych [29]. Wydaje sig, ze
regulacja biosyntezy OPG, w zalezno$ci od gatunku
bakterii, moze mie¢ miejsce na poziomie transkryp-
cyjnym i/lub posttranskrypcyjnym — czyli albo poprzez
regulacje ekspresji genow albo aktywnos$ci biatek.
Stwierdzono, ze w odpowiedzi na zmiang¢ osmolar-
nosci srodowiska w komorkach bakteryjnych zmienia
si¢ stezenie niektorych substancji. I tak w komoérkach
E. coli nast¢puje akumulacja jonow K i glutaminianu.
Pozwala to na adaptacj¢ do srodowiska o umiarkowa-
nie wysokiej osmolarno$ci. Natomiast przy wysokiej
osmolarnosci, bakterie te zastgpuja jony potasu pod-
wyzszonym stgzeniem innych zwiazkow. Moga to by¢
poliole, np. trehaloza, aminokwasy, np. prolina, lub tez
metyloaminy, np. betaina glicynowa [31]. Zjawisko
nagromadzenia w cytoplazmie takich substancji jak
jony potasu czy jony glutaminianowe obserwowano
rowniez u rizobiow oraz u Agrobacterium [36]. Rola
tych zwiazkow jest utrzymanie turgoru komorki. Do-
wiedziono, ze u tych bakterii syntetaza (-(1,2)-glu-
kanow jest wrazliwa na obecno$¢ jondéw potasu i glu-
taminianu [24].

Stezenie OPG w przestrzeni peryplazmatycznej
moze by¢ monitorowane przez jedno lub kilka biatek
sensorowych [17, 18]. Sugeruje si¢, ze wchodza one
w sktad systemu bgdacego wewngtrznym licznikiem
liczby podziatdéw komorkowych i posrednio kontrole-
rem ggstosci populacji (,,quorum sensing”).

U bakterii nalezacych do rodzaju Brucella i mutan-
ta S. meliloti GR4 nie stwierdzono zaleznosci ilosci
B-glukanow w peryplazmie od warunkdéw $rodowiska
zewngetrznego [10, 36, 47]. U tych mikroorganizméw
syntetaza (-(1,2)-glukanow nie jest wrazliwa na obec-
no$¢ jondw K* i glutaminianu [24]. W warunkach pod-
wyzszonej osmolarnosci $rodowiska obserwowano
u S. meliloti zahamowanie procesu podstawiania czas-
teczek glukanu resztami anionowymi. Nalezy wigc sa-
dzi¢, ze synteza OPG i modyfikowanie gotowych czas-
teczek to procesy niezalezne [24]. Prawdopodobnie
odpowiedz komorek na stres osmotyczny przebiega
tutaj poprzez nagromadzenie innych zwiazkow osmo-
tycznie czynnych takich jak betaina glicynowa [10].

Drugim mechanizmem regulacji syntezy OPG, jak
dotad stabo zbadanym, jest kontrola metaboliczna,
oparta na zjawisku sprzgzenia zwrotnego (tzw. ,,feed-

back control”). Ten mechanizm zostat odkryty podczas
badan nad szczepami E. coli niezdolnymi do syntezy
OPG przy braku glukozy w pozywce. Po dodaniu glu-
kozy do podtoza nastgpowata szybka akumulacja glu-
kanoéw w komorkach [27, 28]. Prawdopodobnie ten
mechanizm regulacji wystepuje rowniez w komodrkach
Azorhizobium caulinodans. U tych bakterii produkcja
glukanu nie podlega regulacji osmotycznej. Zaobser-
wowano jednoczes$nie znaczny przyrost ilosci peryplaz-
matycznych glukanow w komorkach podczas wzrostu
w warunkach stresu osmotycznego spowodowanego
dodatkiem glukozy do podtoza [28].

4. Rola peryplazmatycznych glukanow

Badania fenotypow mutantéw bakteryjnych defek-
tywnych w procesie syntezy glukanéw dostarczyly in-
formacji pozwalajacych na okre$lenie ich znaczenia
biologicznego. Mutanty hrpM Pseudomonas syringae
oraz mutanty chv Agrobacterium tumefaciens (R. radio-
bacter) sa niezdolne do wywotania reakcji nadwrazli-
wosci (HR) u roslin [11], za§ mutanty ndv S. meliloti
tworza defektywne brodawki na korzeniach lucerny
[19]. Mutacje w genie ndvB u B. japonicum powoduja
catkowity brak OPG, natomiast zmiany w genie ndvC
objawiaja si¢ powstawaniem strukturalnie odmien-
nych glukanéw zawierajacych jedynie wiazania typu
B-(1,3), o czym wspomniano w rozdziale 3.1. Mutanty
ndvB maja uposledzona zdolno$¢ do ruchu i do wzrostu
na podtozu hipoosmotycznym, a takze tworza nieefek-
tywne, ale wyraznie zré6znicowane brodawki na ko-
rzeniach soi, ro§linnym gospodarzu B. japonicum [5].
Z kolei zaobserwowano, ze mutanty w genie ndvC
produkujace cykliczne glukany zawierajace wylacznie
wigzania typu B-(1,3) (tzw. cyklodekakis-(1,3)-p-glu-
kany), wykazuja zdolnos¢ do ruchu i wzrostu w wa-
runkach obnizonego ci$nienia osmotycznego na po-
ziomie szczepu rodzicielskiego, ale nie sg zdolne do
nawiazania efektywnej symbiozy [4]. Proces bro-
dawkowania jest wydatnie opozniony, a pozbawione
bakterii pseudobrodawki, zawieraja komorki o pogru-
bionej $cianie, zaggszczonej cytoplazmie i licznych
wakuolach [6]. Na podstawie tych obserwacji wysu-
nigto wniosek, ze odpowiednia struktura cyklicznego
B-glukanu jest wazna dla prawidlowego przebiegu
interakcji symbiotycznych oraz, ze glukany bakterii
symbiotycznych, oprocz swej roli osmoregulacyjne;j,
prawdopodobnie petnia rowniez inne, jeszcze blizej
nieokreslone funkcje.

Wykazano, ze OPG wytwarzane przez bakterie B. ja-
ponicum zawierajace w swej strukturze wigzania typu
B-(1,3);(1,6) sa podobne strukturalnie do frakcji nie-
cyklicznych B-(1,3);(1,6)-heptaglukozowych oligocuk-
réw, pochodzacych ze $ciany komorkowej grzybowych
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patogendéw soi. Oligocukry te sa poteznymi aktywa-
torami fitoaleksyn (glownie gliceoliny sojowej) [2].
W przeciwienstwie do glukanow grzybowych, cyklicz-
ne P-glukany bradyrizobiéw sa stabymi aktywatorami
produkcji gliceoliny. Jednocze$nie stwierdzono, ze
B-(1,3);(1,6)-glukany B. japonicum USDA 110 wstrzy-
muja odpowiedz obronng indukowana obecno$cia
oligocukréw grzybowych [37]. Nalezy wigc mniemac,
ze czasteczki te funkcjonuja réwniez jako supresory
odpowiedzi obronnej gospodarza podczas inwazji ko-
morek korzenia soi przez bradyrizobia [6].

Podczas, gdy cykliczne B-(1,3);(1,6)-glukany B. ja-
ponicum wydaja si¢ by¢ niezbedne do prawidlowego
przebiegu procesu brodawkowania, takiej zaleznos$ci
nie obserwuje si¢ w przypadku glukanow S. fredii [25].
Bakterie te produkuja cykliczne B-(1,2)-glukany, ktore
posiadaja tadunek ujemny uwarunkowany obecnoscia
reszt fosfoglicerolu. Mutanty w genie ndvB mimo,
ze nie byly zdolne do wytwarzania glukanu, to jednak
indukowaty aktywne, wiazace azot brodawki na ko-
rzeniach dwoéch réznych odmian soi.

Z kolei badania przeprowadzone przez Dylan’a
i wsp. [16] na mutantach S. meliloti, defektywnych
w syntezie B-(1,2)-glukanu, pozwolity stwierdzi¢, ze
mutanty te nie sa zdolne do tworzenia efektywnych
brodawek. Powstajace pseudobrodawki sa mate, biate
i niezasiedlone. Mutanty ndvA i1 ndvB S. meliloti cha-
rakteryzuja si¢ utrata ruchliwosci, podwyzszona od-
porno$cia na bakteriofagi i wzrostem wrazliwosci na
niektore antybiotyki. Mutanty ndv sa defektywne
zarowno w zdolnosci do przylegania do powierzchni
komorek roslinnych jak réwniez maja ograniczona
zdolno$¢ do inicjacji nici infekcyjnych na korzeniach
lucerny. Pseudorewertanty tych mutantéw, mimo braku
zdolnosci do syntezy peryplazmatycznego glukanu,
zdolne byly do wzrostu w warunkach obnizonej osmo-
larno$ci $rodowiska. Zaobserwowano rowniez istotna
poprawg zdolnosci do przylegania lecz jednoczes$nie
niewielki wzrost zdolnosci do tworzenia nici infekcyj-
nych. Wysunigto tezg, ze cykliczne B-(1,2)-glukany
wytwarzane przez sinorizobia moga funkcjonowac
jako czastki sygnalne i osmoprotektanty wspierajace
nodulacje, lecz nie sa one kluczowe dla samego pro-
cesu brodawkowania [16].

Mutacje w genach opgGH E. chrysanthemi powo-
duja plejotropowe zmiany w fenotypie bakterii, obej-
mujace: nadprodukcje egzopolisacharydow (co spra-
wia, ze kolonie sa Sluzowe), osltabiona ruchliwos¢,
wzmozong wrazliwo$¢ na sole zolciowe, obnizong
produkcje enzyméw celulolitycznych, proteolitycz-
nych oraz pektynolitycznych, co w konsekwencji pro-
wadzi do utraty wirulencji [13, 38]. Posrod réznych
efektow obserwowanych u mutantéw opg™ E. chrysan-
themi najwazniejsza wydaje si¢ by¢ redukcja wytwa-
rzania i sekrecji liazy pektynowej, petniacej kluczowa

role w wirulencji. Wydaje si¢, ze OPG obecne w prze-
strzeni peryplazmatycznej tych bakterii sa niezbedne
dla wzrostu na gospodarzu ro§linnym, nie tylko pod-
czas samej kolonizacji ro$liny, lecz rowniez podczas
namnazania si¢ bakterii w zmacerowanej tkance [38].

Opornos$¢ E. coli na detergenty typu SDS jest zwia-
zana z obecno$cia OPG. Brak lub zahamowanie syn-
tezy OPG w obecnosci SDS prowadzi do lizy komorek.
Stwierdzono, ze nadwrazliwo$¢ na SDS wystgpuje za-
rowno u mutantow w genie opgG jak i opgH. Odnoto-
wano réwniez wzrost wrazliwos$ci na szok wywotany
obecnoscia SDS w komorkach szczepow rodzicielskich
E. coli rosnacych w warunkach indukujacych obnize-
nie ilosci OPG w przestrzeni peryplazmatycznej [40].

Mutanty niezdolne do syntezy OPG wykazuja plejo-
tropowe zmiany w fenotypie, wynikajace z uposledze-
nia funkcji oston komérkowych. Mutanty A. tumefa-
ciens i S meliloti o fenotypie Opg~ wyraznie stabiej
rosng na podtozu hipoosmotycznym [9], podczas gdy
wzrost podobnych mutantéw E. coli czy E. chrysan-
themi jest tylko lekko uposledzony [27]. Obserwuje
si¢ rowniez zmiany w chemotaksji i ruchliwosci, co
moze by¢ konsekwencja zmniejszonego poziomu syn-
tezy flagelliny. Mutanty opg™ E. coli maja inny sktad
poryn, tzn. blona tych bakterii zawiera podwyzszona
ilos¢ OmpC. Ponadto te bakterie sa odporne na lizujace
biatko faga MS2 i wytwarzaja zwigkszona ilos¢ kap-
sularnego polisacharydu (CPS), zwanego kwasem ko-
lanowym [17, 27]. Wydaje si¢, ze aktywacja genow
odpowiedzialnych za proces biosyntezy CPS moze po-
lega¢ na wzajemnym oddziatywaniu pomig¢dzy OPG
1 biatkiem ResC (sensorem) oraz biatkiem ResB (po-
zytywnym regulatorem).

Peryplazmatyczne glukany sa zaangazowane w me-
chanizmy osmoprotekcji, wirulencji oraz oporno$ci na
antybiotyki. Odgrywaja one réwniez rolg w regulacji
syntezy EPS, ktory jest niezbedny w rozwoju archi-
tektury biofilmu [39]. Mikroorganizmy uorganizowa-
ne w postaci biofilmu sg oporne na dziatania obronne
gospodarza i terapi¢ antybiotykowa. Przyktadem niech
beda biofilmy uropatogennych szczepéw E. coli two-
rzace si¢ w drogach moczowych i na powierzchni cew-
nikow. W obregbie powstajacych ognisk infekcji obser-
wuje si¢ wzrost opornosci na rutynowo stosowane
antybiotyki. Nalezy nadmieni¢, ze zakazenia drog mo-
czowych stanowia najbardziej pospolite zakazenia bak-
teryjne wystepujace u ludzi [20].

Peryplazmatyczne glukany to wazny, integralny
sktadnik oston zewngtrznych bakterii Gram-ujemnych.
Odgrywaja one istotna role w przezywalnos$ci bakterii
w ekstremalnych warunkach $§rodowiska oraz podczas
interakcji bakterii z organizmami eukariotycznymi.
Peryplazmatyczne glukany niosace tadunek ujemny
biora udzial w utrzymaniu potencjatu Donnana w po-
przek blony zewnetrznej bakterii [27]. Ponadto, wcho-
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dzac w interakcj¢ z innymi sktadnikami, takimi jak np.
fosfolipidy, czy peptydoglikan, pelnia réwniez role
strukturalna w organizacji oston komérkowych [3,7].
OPG moga funkcjonowac jako czastki informacyjne,
wrazliwe na obecno$¢ specyficznych bialek w prze-
strzeni peryplazmatycznej [15]. Duze czasteczki cy-
klicznych B-(1,2)-glukanow moga tworzy¢ kompleksy
inkluzyjne z substancjami hydrofobowymi. Ich kon-
formacja przestrzenna umozliwia powstanie miejsc,
w ktorych mieszcza sig czasteczki hydrofobowe. Te
cykliczne oligocukry nie sa degradowane przez enzy-
my obecne w organizmach zwierzegcych [7, 9].

5. Podsumowanie

Osmoregulowane peryplazmatyczne glukany (OPG)
sa istotnym sktadnikiem oston zewngtrznych bakterii
Gram-ujemnych. Mimo swej réznorodnos$ci posiadaja
one pewne cechy wspoélne: jedynym sktadnikiem cu-
krowym jest D-glukoza, potaczona gtownie wiazania-
mi typu [-glikozydowego, a ich synteza i nagroma-
dzenie w peryplazmie jest odwrotnie proporcjonalne
do sily osmotycznej srodowiska. Dotychczas opisano
cztery rodziny peryplazmatycznych glukanow.

Oprocz roli w osmoprotekcji, peryplazmatyczne
glukany sa istotne w wirulencji, w symbiozie, w trak-
cie tworzenia biofilmu oraz w opornosci szczepoéw na
antybiotyki.

Wiasciwosci cyklicznych B-glukanow wskazuja
drogi do ich potencjalnego zastosowania w przemysle
farmaceutycznym i spozywczym.

PiSmiennictwo

1. Altabe S.G., Talaga P., Wieruszeski J.-M., Lippens G., Ugal-
de R., Bohin J.-P.: Periplasmic glucans of Azospirillum bra-
silense (w:) Biological nitrogen fixation for the 21 century,
red. C. Elmerich, A. Kondorosi, W. E. Newton, Kluwer
Acad. Publ., Dordrecht, 1998, s. 390.

2. Ayers A.R., Ebel J., Finelli F., Berger N., Albersheim P.:
Host-patogen interactions. IX. Quantitative assays of elicitor
activity and characterization of the elicitor present in the
extracellular medium of cultures of Phytophtora megasperma
var. sojae. Plant Physiol. 57, 751-759 (1976)

3. Banta L.M., Bohne J., Lovejoy S.D., Dostal K.: Stability of
the Agrobacterium tumefaciens VirB10 protein is modulated
by growth temperature and periplasmic osmoadaptation.
J. Bacteriol. 180, 6597-6606 (1998)

4. Bhagwat A.A., Gross K.C., Tully R.E., Keister D.L.: B-glu-
can synthesis in Bradyrhizobium japonicum: characterization
of a new locus (ndvC) influencing B-(1 - 6)-likages. J. Bac-
teriol. 178, 4635-4642 (1996)

5. Bhagwat A.A., Keister D.L.: Site-directed mutagenesis of the
cyclic B-(1 - 3)(1 - 6)-glucan synthesis locus of Bradyrhi-
zobium japonicum. Mol. Plant Microbe Interact. 8, 366—370
(1995)

6. Bhagwat A.A., Mithofer A., Pfeffer Ph.E., Kraus C., Spic-
kers N., Hotchkiss A., Ebel J., Keister D.L.: Further studies
of the role of cyclic B-glucans in symbiosis. An ndvC mutant
of Bradyrhizobium japonicum synthesises cyclodecakis-
(1 - 3)-B-glucosyl. Plant Physiol. 119, 1057-1064 (1999)

7. Bohin J.-P.: Osmoregulated periplasmic glucans in Proteo-
bacteria. FEMS Microbiol. Lett. 186, 11-19 (2000)

8. Bohin J.-P.,, Kennedy E.P.: Mapping of a locus (mdoA) that
affects the biosynthesis of membrane-derived oligosacchari-
des in Escherichia coli. J. Bacteriol. 157, 956957 (1984)

9. Breedveld M.W., Miller K.J.: Cyclic B-glucans of members of
the family Rhizobiaceae. Microbiol. Rev. 58, 145-161 (1994)

10. Briones G., Inén de Iannino N., Steinberg M., Ugalde R.A.:
Periplasmic cyclic 1,2-B-glucan in Brucella spp. is not osmo-
regulated. Microbiology, 143, 1115-1124 (1997)

11. Cangelosi G.A., Martinetti G., Nester E.W.: Osmosensitivity
phenotypes of Agrobacterium tumefaciens mutants that lack
periplasmic B-1,2-glucan. J. Bacteriol. 172, 2172-2174 (1990)

12. Choma A., Komaniecka I.: Characterisation of Mesorhi-
zobium huakuii cyclic B-glucan. Acta Biochim. Polon. 50,
1273-1281 (2003)

13. Cogez V., Talaga P., Lemoine J, Bohin J.-P.: Osmoregulated
periplasmic glucans of Erwinia chrysanthemi. J. Bacteriol.
183, 3127-3133 (2001)

14. Debarbieux L., Bohin A., Bohin J.-P.: Topological analysis
of the membrane-bound glucosytransferase, MdoH, required
for osmoregulated periplasmic glucan synthesis in Escheri-
chia coli. J. Bacteriol. 179, 6692—6698 (1997)

15. Dylan T., Helinski D.R., Ditta G.S.: Hypoosmotic adapta-
tion in Rhizobium meliloti requires B-(1 - 2)-glucan. J. Bac-
teriol. 172, 1400-1408 (1990)

16. Dylan T., Nagpal P., Helinski D.R., Ditta G.S.: Symbiotic
pseudorevertants of Rhizobium meliloti ndv mutants. J. Bac-
teriol. 172, 1409-1417 (1990)

17. Ebel W., Vaughn G.J., Peters Il H.K. Trempy J.E.: Inactiva-
tion of mdoH leads to increased expression of colanic acid
capsular polysaccharide in Escherichia coli. J. Bacteriol.
179, 6858-6861 (1997)

18. Fiedler W., Rotering H.: Properties of Escherichia coli mu-
tants lacking membrane-derived oligosaccharides. J. Biol.
Chem. 263, 14684-14689 (1988)

19. Geremia R.A., Cavaignac S., Zorreguieta A., Toro N., Oliva-
res J., Ugalde R.A.: A Rhizobium meliloti mutant that forms
ineffective pseuonodules in alfalfa produces exopolysaccha-
rides but fails to form B (1-2) glucan. J. Bacteriol. 169,
880-884 (1987)

20. Hanna A., Berg M., Stout V., Razatos A.: Role of capsular
colanic acid in adhesion of uropathogenic Escherichia coli.
Appl. Environ. Microbiol. 69, 4474—4481 (2003)

21. Hanoulle X., Rollet E., Clantin B., Landrieu 1., Odberg-Fer-
ragut C., Lippens G., Bohin J.-P., Villeret V.: Structural ana-
lysis of Escherichia coli OpgG, a protein required for the
biosynthesis of osmoregulated periplasmic glucans. J. Mol.
Biol. 342, 195-205 (2004)

22. Hisamatsu M.: Cyclic (1 - 2)-B-D-glucans (cyclosophorans)
produced by Agrobacterium and Rhizobium species. Carbo-
hydr. Res. 231, 137-146 (1992)

23. Hisamatsu M., Yamada T., Higashiura T., Ikeda M.: The
production of acidic, O-acetylated cyclosophorans (cyclic
B-(1,2)-D-glucans) by Agrobacterium and Rhizobium spe-
cies. Carbohydr. Res. 163, 115-122 (1987)

24. Inon de Iannino N., Briones G., lannino F., Ugalde R.A.:
Osmotic regulation of cyclic 1,2-B-glucan synthesis. Micro-
biology, 146, 1735-1742 (2000)



42

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

IWONA KOMANIECKA, ADAM CHOMA

Ifion de Iannino N., Briones G., Kreiman G., Ugalde R.: Cha-
racterization of the biosynthesis of B(1-2) cyclic glucan in
R. fredii. B(1-2) glucan has no apparent role in nodule inva-
sion of Mc Call and Peking soybean cultivars. Cell. Mol.
Biol. 42, 617-629 (1996)

Inon de lannino N., Briones G., Tolmasky M., Ugalde R.A.:
Molecular cloning and characterisation of cgs, the Brucella
abortus cyclic B-(1,2) glucan synthetase gene: genetic com-
plementation of Rhizobium meliloti ndvB and Agrobacterium
tumefaciens chvB mutants. J. Bacteriol. 180, 4392—-4400
(1998)

Kennedy E.P., Membrane-derived oligosaccharides (periplas-
mic B-D-glucans) of Escherichia coli (W) Escherichia coli and
Salmonella, Cellular and Molecular Biology, red. F.C. Neid-
hardt, R. Curtiss III, J.L. Ingraham, E.C.C. Lin, K.B. Low,
B. Maganasik, W.S. Reznikoff, M. Riley, M. Schaetcher,
H.E. Umbarger, Wyd. II. A.S.M., Washington DC. 1996,
s. 1064-1074.

Komaniecka I., Choma A.: Isolation and characterization of
periplasmic cyclic B-glucans of Azorhizobium caulinodans.
FEMS Microbiol. Lett. 227, 263-269 (2003)

Lacroix J.-M., Lanfroy E., Cogez V., Lequette Y., Bohin A.,
Bohin J.-P.: The mdoC gene of Escherichia coli encodes
a membrane protein that is required for succinylation of osmo-
regulated periplasmic glucans. J. Bacteriol. 181, 3626-3631
(1999)

Lippens G., Wieruszeski J.M., Hotvath D., Talaga P., Bohin
J.-P.: Slow dynamics of the cyclic osmoregulated periplasmic
glucan of Ralstonia solanacearum as revealed by hetero-
nuclear relaxation studies. J. Am. Chem. Soc. 120, 170-177
(1998)

Lucht J., Bremer E.: Adaptation of Escherichia coli to high
osmolarity environments: osmoregulation of the high-affinity
glycine betaine transport system proU. FEMS Microbiol. Rev.
14, 3-30 (1994)

Mclntire F.C., Peterson W.H., Riker A.J.: A polysaccharide
produced by the crown-gall organism. J. Biol. Chem. 143,
491496 (1942).

Miller K.J., Gore R.S., Benesi A.J.: Phosphoglycerol substi-
tuents present on the cyclic -1,2-glucans of Rhizobium meli-
loti 1021 are derived from phosphatidylglycerol. J. Bacteriol.
170, 45694575 (1988)

Miller K.J., Kennedy E.P., Reinhold V.N. Osmotic adapta-
tion in Gram-negative bacteria: possible role for periplasmic
oligosaccharides. Science, 231, 48-51 (1986)

Miller K.J., Reinhold V.N., Weissborn A.C., Kennedy E.P.:
Cyclic glucans produced by Agrobacterium tumefaciens are

36.

37

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

substituted with sn-1-phosphoglycerol residues. Biochim.
Biophys. Acta, 901, 112-118 (1987)

Miller K.J., Wood J.M.: Osmoadaptation by rhizosphere bac-
teria. Annu. Rev. Microbiol. 50, 101-136 (1996)

. Mithofer A., Bhagwat A.A., Feger M., Ebel J.: Suppression

of fungal B-glucan-induced plant defence in soybean (Glycine
max L.) by cyclic 1,3-1,6-B-glucans from the symbiont Bra-
dyrhizobium japonicum. Planta, 199, 270-275 (1996)

Page F., Altabe S., Hugouvicux-Cotte-Pattat N., Lacroix
J.-M., Robert-Baudouy J., Bohin J.-P.: Osmoregulated peri-
plasmic glucan synthesis is required for Erwinia chrysan-
themi pathogenicity. J. Bacteriol. 183, 3134-3141 (2001)
Parsek M.R., Singh P.K.: Bacterial biofilms: an emerging link
to disease pathogenesis. Annu. Rev. Microbiol. 57, 677-701
(2003)

Rajagopal S., Eis N., Bhattacharya M., Nickerson K.W.:
Membrane-derived oligosaccharides (MDOs) are essential
for sodium dodecyl sulfate resistance in Escherichia coli.
FEMS Microbiol. Lett. 223, 25-31 (2003)

Rolin D.B., Pfeffer P.E., Osman S.F., Szwergold R.B., Kap-
pler F., Benesi A.J.: Structural studies of a phosphocholine
substituted B-(1,3);(1,6) macrocyclic glucan from Bradyrhi-
zobium japonicum USDA 110. Biochim. Biophys. Acta, 1116,
215-225 (1992)

Talaga P., Cogez V., Wieruszeski J.M., Stahl B., Lemoine J.,
Lippens G., Bohin J.-P.: Osmoregulated periplasmic glucans
of the free-living photosynthetic bacterium Rhodobacter
sphaeroides. Eur. J. Biochem. 269, 2464-2472 (2002)
Talaga P., Fournet B., Bohin J.P.: Periplasmic glucans of
Pseudomonas syringae. J. Bacteriol. 176, 6538—6544 (1994)
Wang P., Ingram-Smith C., Hadley J.A., Miller K.J.: Cloning,
sequencing, and characterization of the cgmB gene of Sino-
rhizobium meliloti involved in cyclic B-glucan biosynthesis.
J. Bacteriol. 181, 4576-4583 (1999)

York W.S.: A conformational model for cyclic B-(1 - 2)-lin-
ked glucans based on NMR analysis of the B-glucans pro-
duced by Xanthomonas campestris. Carbohydr. Res. 278,
205-225 (1995)

Zevenhuizen L.P.T.M., van Veldhuizen A. and Fokkens R.H.:
Re-examination of cellular cyclic B-1,2-glucans of Rhizo-
biaceae: distribution of ring sizes and degrees of glycerol-
-phosphate substitution. Antonie Leeuwenhoek, 57, 173—178
(1990)

Zorreguieta, A., Cavaignac S., Geremia R. A., Ugalde R.A.:
Osmotic regulation of B-(1-2)-glucan synthesis in members
of the family Rhizobiaceae. J. Bacteriol. 172, 4701-4704
(1990)



POST. MIKROBIOL.,
2008, 47, 1, 43-50
http://www.pm.microbiology.pl

MICROBIAL LIPASES AND THEIR SIGNIFICANCE
IN THE PROTECTION OF THE ENVIRONMENT

Agnieszka Mrozik, Katarzyna Hupert-Kocurek, Bozena Nowak, Sylwia Labuzek

Katedra Biochemii Uniwersytetu Slaskiego ul. Jagiellonska 28, 40-032 Katowice, e-mail: amrozik@us.edu.pl

Wplyneto w lipcu 2007

1. Introduction. 2. Characteristics of lipases. 3. Applications of lipases 3.1. Leather industry 3.2. Paper and pulp manufacture. 3.3. De-
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Abstract: Microbial lipases represent an extremely versatile group of enzymes that are capable of performing a variety of important
reactions. They belong to the class of serine hydrolases and act at the interface generated by a hydrophobic lipid substrate in
a hydrophilic medium. Their synthesis and secretion by microorganisms is influenced by many factors like temperature, pH, ions,
carbon and nitrogen sources and dissolved oxygen concentration. Microbial lipases are used in leather, detergent, pulp and paper
industry, sewage treatment, biodiesel and biodegradable polymers production and bioremediation. Due to various properties lipases
are helpful tools in biotechnology and environment protection fields.

Lipazy pochodzenia mikrobiologicznego i ich znaczenie w ochronie §rodowiska

Streszczenie: Lipazy bakterii 1 grzybow stanowia réznorodna grupg enzymow przeprowadzajacych reakcje: hydrolizy, trans-estryfi-
kacji triacylogliceroli, enancjoselektywna syntez¢ i hydrolizg¢ réznych estrow. Pod wzglgdem budowy naleza do klasy hydrolaz
serynowych i charakteryzuja si¢ zdolnoscia katalizy migdzyfazowej, czyli przeprowadzania reakcji w uktadach typu lipid-woda.
Roéznorodne zdolnosci katalityczne lipaz umozliwiaja zastosowanie ich w wielu procesach biotechnologicznych i ochronie srodowi-
ska. Enzymy te coraz czg$ciej wykorzystuje si¢ we wstgpnej obrobee skor, przemysle papierniczym, w produkcji detergentow
i surfaktantow, w syntezie biodegradowalnych materiatéw opakowaniowych, produkcji biopaliw jako alternatywnego zrodta energii
oraz oczyszczaniu Sciekow.

1. Wstep. 2. Charakterystyka lipaz. 3. Zastosowanie lipaz. 3.1. Przemyst skorzany. 3.2. Produkcja papieru. 3.3. Produkcja detergentow.

3.4. Biopaliwa. 3.5. Synteza in vitro biodegradowalnych poliestrow. 3.6. Oczyszczanie $ciekow. 4. Podsumowanie
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1. Introduction

Lipases occur widely in nature but only microbial
lipases constitute an important group of biotechno-
logically valuable enzymes, which have become very
attractive for industrial and environmental applications.
Because of a great variety of catalytic activities, ease
of genetic manipulations, rapid growth of microorgan-
isms on inexpensive media as well as more convenient
and safer production, they are more useful than en-
zymes derived from plants or animals. Moreover, most
of them can be produced in large quantities and are
quite stable under non-natural conditions such as high
temperature and nonaqueous organic solvents em-
ployed in many applications [54]. Microbial lipases
can be produced by fermentation of biobased materials
but most of the commercially used lipases are pro-
duced in synthetic media by recombinant strains of
bacteria, yeast and fungi [21, 56]. Particularly, bacte-
ria from the genera Pseudomonas, Staphylococcus,
Burkholderia, Bacillus, Micrococcus, Acinetobacter,
Chromobacterium and Streptomyces have been ex-
ploited for the production of these enzymes [14, 35,
45, 49, 57]. The main producers of fungal lipases are
species of filamentous fungi Aspergillus, Rhizopus,

Penicillium, Mucor, Geotrichum, Humicola and Fusa-
rium. Lipases from Candida, Yarrowia and Pichia
have also been reported [4, 23, 47, 50, 56].

Microbial lipases find promising applications in
organic chemical processing, detergent formulations,
synthesis of biosurfactants, the oleochemical, dairy
and agrochemical industries, paper manufacture, nutri-
tion, cosmetics, perfumery and biocatalytic resolution
of pharmaceuticals [21, 53]. Furthermore, novel lipase
applications have been successfully established as a in
solution to many environmental problems. For exam-
ple, technologies of in vitro synthesis of biopolymers
instead of biostable and nonbiodegradable polyolefins
used as packaging materials and the synthesis of
biofuels as an alternative source of energy have been
implemented. Microbial lipases are also helpful in the
breakdown of fats in domestic sewage and anaerobic
digesters [24, 64].

2. Characteristics of lipases
Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3)

catalyze the hydrolysis and transesterification of trigly-
cerides, enantioselective synthesis, and the hydrolysis
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of a variety of esters. They belong to the class of ser-
ine hydrolases and contain the consensus sequence
G-X,-5-X,-G as the catalytic moiety, where G=glycine,
S = serine, X, = histidine and X, = glutamic or aspartic
acid. All known lipases span a molecular weight range
of 19 to 60 kDa and exhibit a characteristic folding
pattern a/B-hydrolase fold. The core of enzymes is
composed of a central B-pleated sheet consisting of up
to eight different b strands (f1-p8) connected by up to
six o helices (A-F). Distinctive feature of the lipases
is covering of their active site by a lid-like structure
composed of one or two a helices. The lid moves al-
lowing the active site to become accessible for the
substrate [3, 41, 59].

The majority of the microbial lipases is secreted
extracellularly and does not require any cofactors.
Lipases isolated from bacteria and fungi posses a wide
range of properties depending on their sources with
respect to positional and fatty acid specificity, thermo-
stability and pH optimum. Most of lipases attack the
fatty acids at 1 or 3 carbon position of glycerol or both
the positions but not the fatty acid at the 2 position of
the glycerol molecule. However, through random acyl
migration, the 2-fatty acid monoglyceride undergoes
rearrangement pushing the fatty acid to the 1 or 3 po-
sition of the glycerol molecule [53].

Interestingly, under natural conditions lipases cata-
lyse the hydrolysis of ester bonds at the interface be-
tween an insoluble substrate phase and the aqueous
phase in which the enzyme is dissolved. Kinetics of
lipases cannot be described with the Michaelis-Menten
model since this model is valid only in the case of one
homogenous phase. The interfacial catalysis proceeds
in two stages. Firstly, the physical adsorption of the
enzyme at the lipid interface connected with the en-
zyme activation through opening of the lid blocking
the active site takes place. Upon opening, the exposed
substrate-binding site and the inside of the lid form
a large hydrophobic patch, which is supposed to inter-
act with the hydrophobic substrate interface. Secondly,
the formation of the enzyme/substrate complex fol-
lowed by substrate hydrolysis regenerates and releases
the adsorbed enzyme. However, some of the lipases
do not show interfacial activation because of shorter
aminoacid sequence of the lid oligopeptide as ob-
served for Burkholderia glumae or lack of this struc-
ture in Bacillus subtilis lipase [5, 62, 63].

3. Applications of lipases

Enzymes are major contributors to clean industrial
products and processes. Various industries have re-
placed old processes using chemicals that have detri-
mental effects on the environment and equipment with

new processes that use enzymes under less corrosive
conditions. The applications in which enzymes, among
them lipases, are used are many and diverse.

Since most of the industrial processes in which
lipases are employed function at temperatures exceed-
ing 45°C, thermal stability of lipases related to their
structure is the most desirable characteristic. Among
features stabilising enzyme structure are: low fre-
quency of valine, isoleucine and threonine, many di-
sulphide bonds, hydrophobic and aromatic interac-
tions, ion-pair networks, increase core hydrophobicity,
low level of surface amino acids prone to deamidation
(Gln, Asn) and oxidation (Cys, Met) [61]. Thermosta-
ble lipases stable at 55-75°C have been isolated from
many sources, including Pseudomonas fluorescens,
Geobacillus sp., Kurtzmanomyces sp. 1-11 [1, 26, 32,
56]. Although few lipases, for example of Burkhol-
deria cepacia and Pyrococcus horikoshii, are able to
operate at 90-100°C, their half-lives are reported
to be short [48, 65]. Cold-adapted lipases are largely
distributed in microorganisms existing at low tempera-
tures in Antarctic, Polar and Alpine regions, deep see
and frozen food. Such enzymes probably are structur-
ally modified by an increasing flexibility of the poly-
peptide chain enabling an easier accomodation of
substrates at low temperature. A very low proportion
of arginine residues as compared to lysine, a low con-
tent in proline residues, a small hydrophobic core,
a very small number of salt bridges and of aromatic-
aromatic interactions, as well as a large proportion
of arginine on protein surface make lipases active at
low temperature [25]. Cold-active enzymes exibit
higher catalytic activities at low temperatures than do
their mesophilic and thermophilic counterparts, for
example Acinetobacter sp. strain no. 6 lipase with op-
timum at 20°C [58].

3.1. Leather industry

Leather industry contributes to one of the major in-
dustrial pollution problems. The pollution causing
chemicals are: lime, sodium sulphide, salts, solvents
(trichloroethylene, white spirit, marlophen 89) and
surfactants (nonyl phenol ethoxylate, alkyl alcohol
ethoxylate). The formation of pollution is significantly
higher in the pre-tanning than the post-tanning opera-
tions. In order to overcome the hazards caused by the
tannery effluents the use of enzymes as an alternative
tool has been applied in pre-tanning operations such
as soaking, dehairing, bating, degreasing and offal
treatment [27].

Lipases are enzymes that specifically degrade fat
and so cannot damage the leather itself. They hydro-
lyse not only the fat on the outside of the hides and
skins but also the fat inside the skin structure. Alka-
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line lipases are applied during soaking and/or liming
preferably in combination with the relevant protease.
The combination of alkaline lipases and proteases ap-
plied in enzyme-assisted liming process speeds up the
reaction led with the standard chemicals. The role
of protease is opening up the membranes surrounding
the fat cell, making the fat accessible to the lipase. It
makes fat more mobile and the breakdown products
emulsify the intact fat, so that in many cases proper
degreasing with surfactants is not necessary. The com-
position of enzymes breaks down fat and proteinaceous
matter such as dermatan sulphate, thus facilitating the
opening up of the structure and removal of hair [21].

Degreasing is the next step in the leather treatment.
This process is generally carried out using aqueous
emulsification with detergents or by solvent extraction.
It is well known that organic solvents like kerosene,
petrol, perchloroethylene, trichloroethylene and sur-
factants such as nonyl phenol ethoxylate are highly
unsafe and hazardous to the workers and heavily pol-
lute the environment. When using lipases the original
surfactant dosage can be reduced by at least 50% in
the case of both sheepskins and pigskins. For bovine
hides lipases allow tensides to be replaced completely.
Furthermore, the application of lipases, which are
projected as alternatives for solvents and detergents,
allow the recovery of valuable by-products [42].

The additional advantage of using lipases is more
uniform colour and a cleaner appearance of the leather
manufactures. Moreover, good opening of the fibre
structure by lipases improves the subsequent uptake
of the waterproofing chemicals during the produc-
tion of hydrophobic and waterproof and low-fogging
leathers. Lipases can also be applied in an acid proc-
ess, for example for pickled skin or wool-on and fur,
or semiacid for wetblue.

In the last decade, the leather industry has success-
fully applied commercial bioproducts containing micro-
bial lipases. Among them are Forenzym SK and LM
(bacterial lipases and proteases) for soaking and
dehairing, Novolime (microbial lipase and protease
blend) for liming, Forenzym BT (pancreatic tripsin
and bacterial lipase and protease) for bating, Foren-
zym WG-L (bacterial acid lipase), Forenzym DG (bac-
terial lipase), Greasex (microbial alkaline lipase) and
NovoCor A (microbial acid lipase) for degreasing [60].

3.2. Paper and pulp manufacture

Certain types of wood, especially from pines, con-
tain lipophilic extractives in which resin acids,
triglycerides, steryl esters, terpenes, terpenoids and
waxes constitute the major part. These compounds
cause production problems in pulp and paper manu-
facturing when released together with carbohydrates

and lignin into the process waters during mechanical
pulping [51]. Dispersed as colloidal droplets, ranging
in size from 0,15 to 0,4 pm, and sterically stabilised
by polysaccharides, these substances cause numerous
problems in pulp and paper manufacture, including
deposits in and on equipment, adverse effect on water
absorption by the pulps, holes and tearing, discolora-
tion and hydrophobic spots on the paper. As individual
compounds the most troublesome components of
resins are triglycerides, fatty acid esters of glycerol,
because of the greatest negative effect on paper tensile
strength [33]. The presence of extractives can also
result in odour and taste problems in food packaging
materials. Some of wood extractives together with
organic solvents may also be detrimental to the envi-
ronment when released into the wastewaters. Current
methods for controlling pitch include traditional me-
thods such as debarking and wood seasoning before
pulping, which allow pitch to deteriorate by the action
of indigenous microorganisms, and adding talc or
other chemicals to the pulp to coat the resin and deac-
tivate its surface [36]. Seasoning takes a long time and
often leads to discoloration and the chemical pulping
leaves a large proportion of free sterols, fatty acids and
their derivatives [28]. Alternatively, biological pitch
control by microbial pre-treatment i.e. spraying se-
lected microorganisms onto wood chips or logs has
been developed. The drawbacks of this method are
rather long treatment time and the necessary adjust-
ment of conditions, as well as decreased pulp yield and
paper optical quality [6, 20].

Microbial enzymes are potential tools for pitch
control due to their specifity enabling new techno-
logies for processing pulps and fibers. Lipases can re-
duce pitch problems by lowering the triglycerides con-
tent of groundwood pulp. An enzyme obtained from
Candida cylindrica, when added to the groundwood
stock chest reduced pitch problems and talc consump-
tion considerably. The dosage of chemicals was re-
duced, the time of seasoning of the wood was greatly
shortened, resulting in lowered bleach consumption.
Additionally lipase improved pulp properties and
speeded water absorption, increased the strength and
the specific volume of the resulting paper [28].

Because enzymes adsorb rapidly on pulp fiber it is
not possible to recycle or reuse it. On the other hand,
its adsorptive properties enable application at low pulp
constistencies and the enzymes remain active and at-
tached during various treatments and washing stages
[15]. The lipase process has been scaled-up in a 12-ton
per day pulp trial and has been shown to remove 90%
of the triglycerides in 3 h with stirring at 37°C. At
industrial scale, commercial recombinant lipase ex-
pressed in Aspergillus oryzae, known as Resinase
(Novozymes), is used [9].
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3.3. Detergent industry

Nowadays, there is a tendency to use lipases in the
detergent industry for removal of fatty residues in
laundry, dishwashers and for cleaning of clogged drains
[48]. Enzymes break down soils into simpler forms that
can easily be removed by the cleaner. The importance
of lipases in washing agents results not only from their
high efficiency, but also their role in environmental
protection. Enzymes can reduce the environmental load
of detergents, are biodegradable, leave no harmful
residues, have no negative impact on sewage treatment
processes and, what is more important, do not present
arisk to aquatic life. An ideal detergent enzyme should
be stable at high pH and temperature, effective at low
enzyme level and have broad substrate specificity.
Moreover, it should withstand oxidising and chalating
agents and resist degradation caused by other enzymes
present in detergent washing formula [22].

Good candidates for detergent applications are lipa-
ses produced both by bacteria and fungi. For example,
bacterial lipase from Ralstonia pickettii improved the
removal of oil from cotton fabric by 24-27% as an
additive to detergent, at 40°C as washing temperature,
20 min as washing time and 0.6% as detergent concen-
tration. The high efficiency in olive oil removal from
cotton fabric exhibited also fungal lipases from Can-
dida cylindracea and Aspergillus niger [22]. Recently
Rathi etal. [48] found a novel alkaline lipase syn-
thesized by Burkholderia cepacia RGP-10 with pH
optimum of 11 and activity in the range of 25-100°C.
The isolated lipase was highly stable towards oxidis-
ing agents, alkaline proteases, both ionic and non-ionic
surfactants as well as commercial detergents which
makes this enzyme a potential additive for detergent
formulation.

The first commercial lipase introduced in 1994 by
Novo Nordisk into detergent industry was Lipolase
originated from the fungus Thermomyces lanuginosus
and expressed in Aspergillus oryzae. Lipolase TM,
active and stable under alkaline conditions and over
a broad temperature range, has a remarkable resistance
to proteolytic activity of commonly used detergent
proteases. It has been reported that significant benefit
of using Lipolase™ was not revealed during a single
wash system but only after repeated wash and dry cy-
cles. It resulted from the low adsorption level of the
enzyme caused by the presence of surfactant molecules
required for dissolution of hydrolysis products in
the water phase. Additionally, application of calcium
chelators keeping low calcium concentration during
the wash cycle decreases activity of this calcium-de-
pendent enzyme. The free calcium concentration can-
not be increased since it decreases general detergency.
Moreover, in the presence of calcium, calcium soaps

are formed that are poorly water soluble and hard to
remove from the fabric. Due to this inconvenience
cutinases seem to be more practical in fatty soil removal.
Contrary to lipases, cutinases are able to hydrolyze in
the absence of calcium, although at a low adsorption
rate of lipolytic enzymes are also hampered by the
presence of surfactants [17].

3.4. Biodiesel production

Biodiesel has become more attractive recently be-
cause of its environmental benefits and the fact that it
is made from renewable resources [38]. It can be pro-
duced from many vegatable oils (soybean, canola, co-
conut and sunflower oils), animal fats (tallow, grease),
recycled greases and used vegetable oils or algae [24].
Chemically, it is a mix of monoalkyl esters of long
chain fatty acids, non-flammable, non-explosive with
a flash point of 150°C. Unlike petrodiesel, it is biode-
gradable and significantly reduces tailpipe emissions,
visible smoke, noxious fumes and odors [11].

Biodiesel is obtained during a reaction between tri-
acyloglicerols in vegatable oils or fat and a monohydric
alcohol such as methanol (transesterification) in the
presence of basic catalyst (NaOH or KOH) to give the
corresponding mono-alkyl esters. After the reaction,
free glycerol and the residual catalyst are removed dur-
ing the water washing process. Principally, methanol is
used as the efficient and cheapest alcohol for trans-
esterification. The same reaction using ethanol is more
complicated, because water-free alcohol and oil with
low water content are required in order to obtain gly-
cerol separation. On the other hand, ethanol derived
from agricultural products, is renewable and biologi-
cally less objectionable in the environment [11, 55]. So
far, all commercial biodiesel producers used alkali-cata-
lyzed process for the transesterification but acid and
enzyme catalysis has been also proposed lately [8, 46].

Although, the enzyme-catalyzed transesterification
processes are not yet commercially developed many
laboratory results have been reported. For example,
Salis etal [52] tested three different immobilized
lipases from Candida antarctica B, Rhizomucor miehei
and Burkholderia cepacia towards the reaction between
triolein and short chain alcohols to produce oleic acid
alkyl esters (biodiesel) in solvent free conditions. They
observed that secondary alcohols usually are less re-
active than primary alcohols, conversely, linear and
branched primary alcohols with short alkyl chains
C2-C4 showed high reaction and conversion rate.
Moreover, the mixture of linear and branched short
chain alcohols was successfully used for oleic acid es-
ter synthesis. In other studies, Deng et al. [12] used
immobilized lipase from Candida sp. 99—125 for the
production of biodiesel through enzymatic reaction be-
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tween long-chain fatty acids and methanol in a solvent
system. Biofuel was also produced from two Nigerian
lauric oils: palm kernel oil and coconut oils by
transesterification with different alcohols using PS30
lipase as a catalyst. In the conversion of palm kernel
oil to alkyl esters, ethanol gave the highest conversion
of 72%, whereas methanol only 15%. With coconut
oil, 1-butanol and iso-butanol achieved the highest
conversion of 40% while only traces of methyl esters
were observed using methanol [2].

Environmental benefits of using biodiesel in com-
parison to petroleum based fuels are significant.
Biodiesel reduces emission of carbon monoxide by
approximately 50% and carbon dioxide by 78.5% on
a net basis. It contains less aromatic hydrocarbons than
common fuels, eliminates sulfur emissions and reduces
by as much as 65% the emission of particulates (small
particles of solid combustion products). Biodiesel
causes more NOx emissions than petrodiesel but these
contaminants can be reduced through the use of cata-
lytic converters. Moreover, it has a higher catane rating
then petrodiesel and therefore ignites more rapidly
when injected into the engine. The limitations include
the relatively high production cost, moderate reaction
yields, difficulties found during purification of the un-
reacted substrates and inaccessibility of feedstocks [53].

3.5. In vitro synthesis of biodegradable polyesters

Various and relatively easily adjustable properties
of plastics make them ideal material for a variety of
products and applications. However, significant amount
of nonbiodegradable polymers used for packaging,
sanitary and agricultural uses causes serious problem
of plastic waste accumulation. One way to solve the
problem of waste management is by replacing bio-
resistant synthetic polymers with biodegradable ones.
Presently polyesters constitute the most attractive class
of artificial polymers which, after use, can be degraded
under environmental conditions [16].

It is known that the ability of various types of
hydrolases to degrade polyesters accompany their abil-
ity to synthetize polyesters, because enzymes, like other
catalysts, affect rates of reversible reactions in both
directions. To displace the equilibrium in favor of syn-
thesis rather than hydrolysis, these reactions are per-
formed in non-aqueous or micro aqueous media.
Moreover, the lack of sensitive cofactors, which have
to be recycled, makes hydrolases such as lipases par-
ticularly attractive for organic synthesis. New strategy
for enzymatic in vitro synthesis of polyesters via no-
metabolic pathways also offers a great opportunity for
using non-petrochemical renewable resources as start-
ing substrates of functional polymeric materials and

thus contributes to global sustainability without deple-
tion of scarce resources [31].

Taking into consideration catalytic specificity of
lipases, polyester synthesis could proceed via various
polymerization modes so called ring-opening poly-
merization (ROP) of lactones or lactides, polyconden-
sation of dicarboxylic acids with glycols or polycon-
densation of oxyacids and their esters [30].

Ring-opening polymerization is an addition poly-
merization in which an end of growing polymer chain
can react with additional cyclic monomers to propa-
gate the chain. Because catalytic site of lipase is a ser-
ine residue the first step is the cleavage of the lactone
ring to give an acyl-enzyme intermediate. Then nucleo-
philic attack of water, included partly in the enzyme,
onto the acyl carbon of the intermediate produce
w-hydroxycarboxylic acid. In the propagation stage, the
intermediate is nucleophilically attacked by the termi-
nal hydroxyl group of a propagating polymer. The poly-
merization of lactones is carried out mostly in bulk or
in solution. The type of organic solvent seemed to be
an important factor affecting polyester synthesis [30].

Among the most widely used lactones or lactides in
ROP are 4 to 17-membered lactones such as B-propio-
lactones polymerized by Pseudomonas family lipases
and Candida cylindracea lipase [39, 43], d-valerolac-
tone and e-caprolactone polymerized by commercially
available lipases originated from Candida antarctica,
Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia and
porcine pancreas lipase [29, 44] as well as 12-17
membered macrolides, for which polymerization reac-
tion proceeded even in aqueous medium [30].

High molecular weight poly(e-caprolactone) is a com-
mercially available biodegradable plastic. Caprolactone
was the first monomer which was reported to be sub-
ject to lipase catalyzed ring-opening polymerization.
In the case of crude industrial lipases such as porcine
pancreas lipase, Burkholderia cepacia and Pseudo-
monas fluorescens lipase, often more than 40 wt.% of
the enzymes was required for the efficient production
of the poly(e-caprolactone), when less than 1 wt.% of
Candida antarctica lipase was enough to induce the
polymerization. Furthermore, the catalytic activity re-
mained unchanged over five cycles indicating the pos-
sibility of reusing this enzyme for the polymerization.
Additionally, the linear polymer was obtained when
polymerization proceeded in bulk, whereas the main
product obtained in organic solvents, among which tolu-
ene was the most appropriate, had cyclic structure [10].

Polycondensation is a reaction leading to the propa-
gation of the polymer chain by a repeated condensa-
tion process proceeding with simultaneous releasing
of simple molecules. The chemical catalytic processes
normally require high temperature that makes the in-
corporation of thermally unstable moieties into the
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products impossible. Also the preparation of linear
polymers when using monomers having multiple func-
tional groups could be problematic if the protection-
deprotection protocols were be applied. Owing to the
enzymes, it is possible to overcome some or all of
these difficulties due to some unique features of lipases
like enantio-, chemo-, and regioselectivity [34].

The scale-up experiment on polymer synthesis with
Candida antarctica lipase revealed that it is possible to
obtain polyester from adipic acid and 1,6-hexanediol in
more than 200 kg yield. Moreover, this solvent-free
system displayed potential as an environmentally clean
process owing to mild conditions and no use of organic
solvents and toxic catalysts [30].

Limiting factors for a broader use of synthetic
aliphatic polyesters derived from diols and diacids are
their poor mechanical properties and low melting tem-
perature. It has been proven that the incorporation of
rigid aromatic structures into aliphatic copolyesters
was helpful for the synthesis of polymers with im-
proved mechanical and thermal properties. In this
process there were many critical factors affecting mo-
lar mass of growing polyester such as relative position
of the two functional groups on a benzene ring, the type
of diol and reduced pressure. Additionally, Linko
et al. [37] demonstrated the inability of commercially
available crude lipase of Rhizomucor miehei to propa-
gate polyester chain when terephtalic acid (1,4-ben-
zene dicarboxylic acid) instead of isophtalic acid
(1,3-benzene dicarboxylic acid) was used as substrate.
In this case, only immobilized Novozyme-435 lipase
(Candida antarctica lipase) was found to be an effi-
cient biocatalyst. Also the influence of different fac-
tors on various multi-component copolyesters synthesis
using Novozyme-435 lipase was investigated [19]. The
results indicated that the flexibility in the methodology
permits the enzymatic introduction of various func-
tionalities in the polymeric system for any specific ap-
plication for example in plant therapy for controlled
delivery of pesticides or insecticides in agriculture.

As mentioned above, the important feature of enzyme
catalysis is its reversible nature depending on reaction
conditions. Studies conducted with aliphatic polyesters
subjected to hydrolytic degradation by various lipases
have shown that, under certain conditions, previously
synthesized polymer could be decomposed to give
oligomers with fixed molecular weight. Contrary to
enzymatic degradation, acid-catalyzed degradation leads
to random bond cleavage of polymer. Moreover, after
removal of the solvent, mixture of the oligomers could
be easily polymerized again in the presence of the same
lipase. These data indicate that the lipase-dependent
polymerization and degradation processes could be
controlled by the presence or absence of the solvent,
providing a new methodology of plastics recycling [30].

3.6. Wastewater treatment

Domestic and restaurant wastewaters as well as
wastewater from dairies are rich in biodegradable
organic molecules and usually contain high levels of
lipids and proteins. Excessive amount of oil and grease
can form oil films on water surfaces preventing the
diffusion of oxygen from air into water causing prob-
lems in the aeration system and leading to the devel-
opment of undesirable filamentous microorganisms as
Thiothrix, Beggiatoa and Nocardia. Aggregates formed
by oil and other particles present in wastewater can
cause blockage of water drainage lines. Moreover, these
substances reduce the cell-aqueous phase transport rate
through the formation of a lipid coat around biological
flock. They also hinder flocculation and sedimentation,
the reason of microbial biomass decrease. To overcome
these difficulties it is necessary to reduce the concentra-
tion of fat and oils or to eliminate these materials from
wastewaters. Commonly used mechanical and physico-
chemical methods of oil and grease removal are ex-
pensive and low efficient while the addition of micro-
bial lipases to lipid-rich wastewater before its released
into the environment may significantly accelerate the
biodegradation processes in wastewaters [7, 13].

Reports on the production of lipases by microorgan-
isms and their potential future application for waste-
water treatment have been published. Among many
described fungal strains producing the hydrolytic en-
zymes, Penicillium restrictum is the most promising. It
was identified as a not only lipase but also glucoamylase
and protease producer both in submerged and solid
state fermentation. Lipase activity of this strain de-
pended on C/N ratio and the highest (30.3 U/g initial
dry weight) was observed after 24 h of culturing in the
presence of 2% olive oil [18]. From bacterial lipolytic
enzymes particularly useful is lipase of Pseudomonas
aeruginosa LP602. This enzyme added to lipid-rich
restaurant wastewater reduced the lipid concentration
to less than 10 mg/ml and the lipid fraction was de-
graded by 70% during the first 24 h [13]. The studies
on biodegradation of lipid-rich wastewater were also
conducted using mixed bacterial consortium composed
of lipase producing strains Pseudomonas aeruginosa
and Acinetobacter calcoaceticus LP0O09LP602, and
protease and amylase producer Bacillus sp. B304. The
mixed culture was very effective in lipid degradation.
Whithin 12 days under aerobic conditions, lipid content
was reduced from 20,000 mg/1 to less than 20 mg/1 [40].

4. Summary
Microbial lipases are currently attracting attention

because of their application in environmental protec-
tion. Factors posing limitations include relatively high
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cost of lipases production and lack of individual en-
zymes with the catalytic specifities and properties re-
quired in a wide variety of processes. The decreasing
cost of their mass production, persistent screening for
new microorganisms and characterization of their lipo-
lytic enzymes will open new ways to solve many ur-
gent environmental problems.
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1. Wstep

Rodzaj Bacillus liczy aktualnie 215 gatunkéw [38]
z czego szesc¢ blisko ze soba spokrewnionych, tj. B. ce-
reus sensu stricto, B. thuringiensis, B. mycoides, B. an-
thracis, B. weihenstephanensis [75] 1 B. pseudomyco-
ides [90] tworzy wydzielona grupe Bacillus cereus [59].

Z obecnoscia laseczek z grupy B. cereus w $rodo-
wisku zywnosci, wiaze si¢ okreslone zagrozenie dla
zdrowia konsumenta. Srodkami spozywczymi najczes-
ciej wskazywanymi jako no$nik B. cereus, w odnoto-
wanych przypadkach zachorowan wywotanych ta bak-
teria, byly produkty zbozowe, makarony, ryz, platki
[46, 76, 91, 104, 109]. Z przypadkami zatru¢ pokar-
mowych na tle B. cereus taczono takze migso, mleko,
sosy 1 desery [47, 73, 77, 92, 97]. Suszone produkty
mleczne sa czgsto zanieczyszczone sporami B. cereus,
a pokarmy zawierajace zarowno sktadniki mleczne jak
i zbozowe, takie jak pokarmy dla niemowlat, niosa
wigksze ryzyko zatrucia tymi bakteriami [20].

1.1. Charakterystyka grupy Bacillus cereus
Bakteriami z grupy B. cereus, podobnie jak i przed-

stawicielami rodzaju Bacillus, sa Gram-dodatnie, ru-
chliwe, tlenowe lub wzglednie beztlenowe laseczki,

zdolne do wytwarzania form przetrwanych, naturalnie
bytujace w ziemi. Z tego zrddia, jako zanieczyszcze-
nie pierwotne lub wtorne, trafia¢ moga np. na surowce
roslinne i zwierzece, do srodowiska produkcji zywnos-
ci, na gotowe produkty, zarowno pochodzenia roslin-
nego jak i zwierzgcego.

Spory bakterii z grupy B. cereus sa cieptooporne
a ich decymalny czas redukcji w 100°C okre§lono na
2,2-5,4 min. Formy wegetatywne niektorych przedsta-
wicieli grupy maja zdolnos¢ wzrostu w 4-5°C [30, 35].
W okreslonych warunkach delikatna obrobka cieplna
moze stanowi¢ bodziec aktywujacy spory do kietko-
wania, zwigkszajac ryzyko zatru¢ pokarmowych na
tym tle [68].

Szes¢ gatunkow zaliczanych obecnie do grupy
B. cereus cechuje znaczne podobienstwo fenotypowe
[59] i genotypowe. Zdaniem Carlson i wsp. [29]
podobienstwo sekwencji 16S rRNA gatunkow B. ce-
reus, B. thuringiensis, B. anthracis i1 B. mycoides prze-
kracza 99%. Roznice w sekwencji rybosomalnego
RNA (16S rRNA) szczepdw B. cereus, B. anthracis,
B. mycoides i B. thuringiensis dotycza jedynie 9 nu-
kleotydow [15, 83, 84].

Podobienstwo fenotypowe i genotypowe B. cereus,
B. anthracis i B. thuringiensis, jest przyczyna roz-
bieznosci w opiniach bakteriologéw co do ich pozycji
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systematycznej. Na pytanie, czy sa to odrgbne gatunki
(opcja aktualnie obowiazujaca) czy tylko odmiany
B. cereus sensu lato nie uzyskano, jak dotad, jedno-
znacznej odpowiedzi [100].

Jednymi z lepiej poznanych gatunkéow grupy Ba-
cillus sa B. anthracis 1 B. thuringiensis. Roznia si¢
zjadliwoécia, rodzajem produkowanych toksyn i do-
celowym organizmem.

B. anthracis (laseczka waglika) jest czynnikiem
sprawczym $miertelnej w skutkach choroby zwanej
waglikiem. Poza przezuwaczami — pierwszymi zwie-
rzgtami u ktérych rozpoznano ta chorobg — podobna
wrazliwos$¢ na B. anthracis charakteryzuje wszystkie
ssaki [100]. U ludzi B. anthracis wywotywaé moze
skorna odmiang waglika (bolesna zmiana na skorze
z czarnym S$rodkiem) albo powazna infekcje ptuc.
Skutkiem wdychania spor B. anthracis sa, poczat-
kowo, objawy przypominajace grype, prowadzace do
powaznej infekceji pluc ktora, nie leczona, konczy si¢
zwykle $miercia.

Cechy odpowiedzialne za zjadliwo$¢ szczepow
B. anthracis sa kodowane plazmidowo. Wirulentne
szczepy B. anthracis sa nos$nikiem 2 duzych plazmi-
dow pXO1(181 kb) i pXO2 (96 kb), w ktorych zakodo-
wana jest informacja dotyczaca zdolnosci do produkcji
dwoch toksyn oraz otoczki zbudowanej z kwasu poli-
y-D-glutaminowego [26, 100]. Egzotoksyny B. an-
thracis zbudowane sg z 3 biatek: antygenu ochronnego
(PA = protective antygen), czynnika letalnego LF =
= lethal factor) oraz czynnika obrze¢ku (EF =edema
factor). Toksyna letalna (PA + LF) prowadzi do wstrza-
su anafilaktycznego, prowadzacego do $mierci chorych
w wyniku ogoélnoustrojowej odmiany waglika [108].

Toksyna obrzeku (PA + EF), wprowadzona podskor-
nie, powoduje obrzek.

B. thuringiensis r6zni od B. cereus, towarzyszace
sporulacji, wytwarzanie krysztatow protoksyny (krysta-
liczne biatko Cry) — prekursora 0-endotoksyn o dzia-
taniu owadobojczym. Spory B. thuringiensis to znany
biopestycyd. Przez dtugi czas B. thuringiensis uwazany
byt wytacznie za patogena owadow. Dzialanie owado-
bojcze potwierdzone zostato w przypadku 82 seroty-
pOwW B. thuringiensis. Skuteczno$¢ bdjcza dotyczy
gtownie owadow z rzedu Lepidoptera, Diptera i Ko-
leoptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera i Mal-
lophaga [70, 100]. Niektore szczepy B. thuringiensis
okazaty si¢ takze skuteczne w zwalczaniu komarow
przenoszacych malarig i z6tta febre, nicieni, roztoczy
1 pierwotniakow [100].

Praktycznie identyczne geny 16S i 23SrRNA
u B. thuringiensis i B. cereus umozliwiajg réznicowa-
nie obu gatunkéw na podstawie identyfikacji genow
kodujacych 6-endotoksyny [15, 16, 84, 85].

Rizoidalne kolonie na podtozach agarowych to ce-
cha odrdézniajaca Bacillus mycoides od innych przed-
stawicieli grupy.

Bacillus weihenstephanensis jest bakteria psychro-
tolerancyjna zdolna do wzrostu w temp. <7°C. Bakte-
ria ta dominowata w pasteryzowanym mleku przecho-
wywanym w 7°C. Nieliczne szczepy produkowaty
znaczne ilosci toksyny NheA, wskazywanej jako jeden
z glownych czynnikdéw toksycznosci B.cereus [118].
Za podstawe do wydzielenia B. weihenstephanensis
z grupy B. cereus uznano roznice w sekwencjach 16S
rRNA, 23S rRNA, regionu pomi¢dzy 16S rRNA i 23S
rRNA, oraz obecnos¢ genéw kodujacych biatka szoku

Tabela 1

Cechy réznicujace w grupie B. cereus

Cecha B. cereus | B. thuringiensis| B. mycoides | B. anthracis
Morfologia kolonii Biate Biale / szare | Rizoidalne Biale
Hemoliza + + ) -
Ruchliwos$¢ + + - -
Opornos¢ na penicyling - - - +
Inkluzje krysztatowe - + - -
Barwienie Gramem + (a) + + +
Katalaza + + + +
Ruchliwosé +/- (b) +/- -(¢) -
Redukcja azotanow + +/- + +
Rozktad tyrozyny + + +/- -(d)
Odporno$¢ na lizozym + + + +
Reakcja egg-yolk + + + +
Beztlenowy rozktad glukozy + + + +
Reakcja VP + + + +

a — 90— 100% szczepow daje reakcjg dodatnia
b — 50% szczepow daje reakcj¢ dodatnia

¢ — 90— 100% szczepdéw daje reakcjg ujemna
d — wigkszo$¢ szczepow daje reakcjg ujemna
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zimna (homolog cspA). B. weihenstephanensis moze
wzrasta¢ w temp. +4 do +7°C, lecz nie ro$nie w +43°C
— temp. typowej dla B. cereus [75]. Okreslenie czy
szczep nalezy do B. weihenstephanensis nie zawsze
jest mozliwe wg Lechner i wsp. [75], raz z uwagi
na obecno$¢ zimnolubnych szczepow B. cereus a dwa
zdolno$¢ wytwarzania toksyn identycznych z typowy-
mi dla B. cereus [117].

B. pseudomycoides jest bakteria wyrdzniajaca sig
odmienna budowa kwasoéw thuszczowych od pozosta-
tych przedstawicieli grupy B. cereus [117].

W tabeli I zestawiono cechy pozwalajace na wstgp-
ne roznicowanie gatunkéw w grupie B. cereus. Ze
wzgledu na brak kompletnych danych uwzgledniono
cztery z szeSciu gatunkow nalezacych do tej grupy.

Spokrewnione ze soba bakterie grupy B. cereus
roznia si¢ w duzej mierze nie tyle DNA chromosomo-
wym, co DNA episomalnym. Kodowane plazmidowo
czynniki wirulencji B. anthracis czy produkcja 6-en-
dotoksyn u B. thuringiensis, moga by¢ utracone lub tez
przekazywane innym szczepom B. cereus podczas np.
koniugacji [65, 86, 120].

2. Chorobotworczos¢ B. cereus

Chorobotworczos¢ bakterii grupy B. cereus jest de-
terminowana produkcja toksyn i enzymow o charakte-
rze toksyn. Gtowne z nich to cztery typy hemolizyn,
trzy typy fosfolipazy C, toksyna emetyczna i dwa
kompleksy enterotoksyn [50, 71, 79, 113].

Aktywnos$¢ hemolityczna, cytotoksyczna i martwi-
cza, wzrost przepuszczalno$ci naczyn i sekrecji ptynow
do $wiatla jelita cienkiego taczone sa z dziatalno$cia
enterotoksyn B. cereus [2, 22, 78]. Inwazyjno$¢ B. ce-
reus wiazana jest z zewngtrznymi strukturami komorek
tych bakterii, ich hydrofobowoscia lub hydrofilnos$cia,
oraz zdolnos$cia do adhezji i namnazania si¢ w organi-
zmie cztowieka.

2.1. Inwazyjno$¢ B. cereus

Poza btona cytoplazmatycznag i $§ciang komdérkowa
u niektorych szczepow grupy B. cereus wystepuje po-
nadto krystaliczna biatkowa, potaczona ze struktura-
mi $ciany komorkowej, warstwa powierzchniowa, tzw.
warstwa S [71]. Komorki wegetatywne wydzielaja
biatka warstwy S w duzych ilo$ciach i czasami odry-
waja si¢ one od $ciany komorkowej. Ruchliwe szcze-
py grupy B. cereus posiadaja utozone perytrichalnie
rzgski, jednakze nie wszystkie szczepy wykazuja zdol-
nos$¢ poruszania si¢ (B. anthracis).

W normalnych warunkach B. cereus szybko wytwa-
rza subterminalne endospory o wydtuzonym ksztatcie
1 szczatkowej aktywno$ci metabolicznej, oporne na eks-

tremalne warunki srodowiskowe (ogrzewanie, zamra-
Zanie, suszenie, promieniowanie). Poza rola w roz-
przestrzenianiu si¢ B. cereus w $rodowisku, u nie-
ktorych szczepow spory stanowia dodatkowy czynnik
wirulencji [71]. Hydrofobowa powierzchnia spory uta-
twia im przytwierdzanie si¢ do komorek nabtonko-
wych jelita [6] czy powierzchni roboczych stanowiac,
m.in. powazny problem w §rodowisku przetworstwa
zywnos$ci, np. w przemysle mleczarskim. Szczepy
z grupy B. cereus wytwarzaja spory o wyjatkowych
wlasciwos$ciach adhezyjnych i silnej, takze w porow-
naniu ze sporami innych Bacillus spp., hydrofobowos-
ci [6]. Przypuszcza sig, ze ma to zwiazek z wigksza
zjadliwoscia szczepow.

Szczepy charakteryzujace si¢ duza adhezyjnoscia,
mimo dawki infekcyjnej nie przekraczajacej 5 x 10*
spor (200 spor g! spozytego pokarmu) byly powo-
dem dtuzej trwajacych i cigzszych przypadkéw zacho-
rowan wymagajacych hospitalizacji [6]. Przytwier-
dzone spory, kietkujac w srodowisku jelita cienkiego,
tworza formy wegetatywne produkujace enterotoksy-
n¢ bezposrednio w miejscu docelowym. Hydrofobo-
wos¢ uwazana jest za istotny czynnik warunkujacy
adhezjg, jednak w niektorych przypadkach nie mozna
przewidzie¢ zdolno$ci adhezyjnych bakterii na pod-
stawie wlasno$ci hydrofobowych, gdyz zaleza one
rowniez od takich czynnikéw jak sktad pozywki czy
faza wzrostu [102].

Uwaza si¢ takze, ze biatkowa warstwa S jest waz-
nym determinantem hydrofobowosci powierzchni ko-
morek bakteryjnych. W zaleznosci od gatunku bakte-
rie posiadajace warstwg S sa albo hydrofobowe albo
hydrofilne. W przypadku niektorych szczepow B. ce-
reus opisanych przez Kotiranta i wsp. [71], war-
stwa S zwigkszata ich hydrofobowo$¢, co powodowato
lepsza adhezj¢ komorek do kolagenu typu I, lamininy,
fibronektyny i fibrynogenu w poréwnaniu z komorka-
mi nie posiadajacymi tej warstwy. Obecnos¢ warstwy
S jest konieczna dla efektywnej adhezji komorek bak-
teryjnych do Iudzkich biatek strukturalnych. Prawdo-
podobnie warstwa S zwicksza takze oporno$¢ ko-
morek wegetatywnych na napromieniowanie [71].

2.2. Toksyny B. cereus i mechanizm wywolywania
objawow chorobowych

Bacillus cereus jest zdolny do wytwarzania dwoch
glownych typow toksyn odpowiedzialnych za zatru-
cia pokarmowe, tj. enterotoksyn i toksyny emetycznej
(wymiotnej).

Poza wymienionymi wyzej bakterie z grupy B. ce-
reus moga produkowaé rdézne zewnatrzkomorkowe
hemolizyny oraz uwazane za potencjalny czynnik
zjadliwo$ci enzymy o charakterze toksyn, tj. fosfoli-
pazy C, cereolizyng, sfingomielinazg, cereolizyng AB,
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hemolizyng 11, hemolizyng BL, hemolizyng 111 [17] czy
hemolizyng podobna do cereolizyny [63].

Cereolizyna jest cieplolabilng hemolizyna aktywo-
wana przez grupy tiolowe, wykazujaca podobienstwo
do streptolizyny O [52]. Jest inaktywowana przez cho-
lesterol, domniemany receptor blonowy.

Takze cieptostabilna hemolizyna II (Hlyll), niszczy
komorki docelowe i wywotuje ich lizg poprzez dziata-
nie na ich btong. Nie inaktywowana przez cholesterol
jest rozpowszechniona wérod bakterii grupy B. cereus,
w tym B. thuringiensis [27]. Nalezy do tzw. toksyn
porotworczych B-PFT (pore forming toxins), typowych
dla bakterii Gram-dodatnich. Dziala cytolityczne, jed-
nak jej rola w wirulencji mikroorganizmu pozostaje
sprawa otwarta [8]. Przyktadem tej samej grupy toksyn
jest hemolizyna III (Hly-III). Atakuje blong erytrocy-
tow w formie monomeru i dopiero wiele monomeroéw
zgromadzonych na powierzchni erytrocyta warunkuje
jego lizeg. Jest to tzw. mechanizm wielouderzeniowy,
typowy dla streptolizyny O i theta-toksyny Clostridium
perfringens [17]. Inng toksyna nalezaca do tej samej
grupy toksyn jest cytotoksyna K (CytK) [81].

Sfingomielinaza, biatko o masie czast. 34 kDa,
przyczepia si¢ do sfingomieliny erytrocytow. Sfingo-
mielinaza, wg Granum i Nissen [50], jest czgs-
cia kompleksu wchodzacego w sktad enterotoksyn
B. cereus.

Fosfolipaza C uznawana jest za czynnik zjadliwosci
wielu bakterii. Sadzi sie, ze bierze udzial w niszczeniu
tkanki poprzez pobudzanie degranulacji ludzkich neu-
trofili [123]. B. cereus produkuje trzy rodzaje fosfoli-
pazy C, z ktorych kazda wykazuje inny mechanizm
dziatania. Naleza do nich hydrolaza fosfatydyloino-
zytolu, hydrolaza fosfatydylocholiny i hemolityczna
sfingomielinaza [52]. Hydrolaza fosfatydylo-inozytolu
rozszczepia fosfatydyloinozytol i pochodne glikozy-
dowe fosfatydyloinozytolu, ktére zakotwiczaja wiele
biatek do powierzchni blony cytoplazmatycznej [60].
Hydrolaza fosfatydylocholiny hydrolizuje fosfatydylo-
choling, fosfatydoloetanoloaming i fosfatydyloseryng,
podczas gdy sfingomielinaza wykazuje aktywnos$c
przeciwko sfingomielinie [52]. Wykazano, ze fosfoli-
paza C B. cereus indukuje produkcje strukturalnej me-
taloproteinazy (MMP) w ludzkich komoérkach nabton-
kowych, szczegoblnie zelatynazy o masie czasteczkowej
92 kDa [42] wspomagajac proces leczenia poprzez
degradacje¢ nabtonka zainfekowanych komorek.

2.2.1. Enterotoksyny Bacillus cereus

Biegunkowy typ zatrucia pokarmowego wywotany
B. cereus moze by¢ spowodowany dwoma réznymi
biatkowymi enterotoksynami, tj. hemolizyna BL (HBL)
[21] i niehemolityczng enterotoksyna (NHE) [78].
Obie enterotoksyny sktadaja sig z trzech komponentow

bialkowych. Wegetatywne komorki B. cereus wytwa-
rzaja enterotoksyny w jelicie cienkim cztowieka, w fa-
zie wzrostu logarytmicznego bakterii. Optymalna tem-
peratura dla produkcji enterotoksyn to 37°C [40].
Wyzsza aktywno$¢ enterotoksyczna charakteryzuje
szczepy zdolne do fermentacji laktozy — wykorzystu-
jace ja jako zrodlo wegla [47].

Termostabilna trojsktadnikowa enterotoksyna HBL
sktada sig¢ z trzech komponentow biatkowych: B, L,
i L, [22-24]. o masie czasteczkowej, odpowiednio,
37 kDa, 38 kDa i 46 kDa. Obecnos¢ wszystkich kom-
ponentow jest konieczna do wywotania objawow
chorobowych [23]. Nie wszystkie szczepy sa zdolne
do produkcji trzech komponentow tej enterotoksyny
[121]. Kazda z czgsci biatkowych hemolizyny BL
jest kodowana genomowo, a jednemu komponen-
towi odpowiada jedna sekwencja DNA. Wszystkie
komponenty HBL ulegaja transkrypcji z jednego ope-
ronu hb! [105] zlozonego z hbIC — kodujacego biatko
L,, hblD — kodujacego biatko L,, hbl4 — kodujacego
biatko B i #bIB — kodujacego biatko B’ (prawdopo-
dobnie substytut biatka B), podobnego w 73% do
biatka B [53]. Nie wszystkie szczepy posiadajace ope-
ron hbl posiadaja sekwencje hbIB, szczegblnie ze
operon hbl znajduje si¢ w niestabilnej czgsci chromo-
somu B. cereus [53].

Enterotoksyna HBL wykazuje dziatanie dermone-
krotyczne, wptywa na przepuszczalno$¢ naczyn wloso-
watych i aktywuje jelitowa cyklaze adenylanowa, co
powoduje sekrecje plynow w jelitach (biegunke).
Jeden z modeli opisujacych dzialanie HBL sugeruje,
ze komponent B jest tym, ktory wiaze enterotoksyng
do powierzchni komorki, zas komponenty L, i L, maja
dziatanie lityczne [21]. Kazdy komponent hemolizy-
ny BL g. Beecher i Wong [24] taczy si¢ z komorka
niezaleznie, a nastgpnie tworzy kompleks atakujacy
btong komoérkowa co prowadzi do lizy komorki.

Niehemolityczna toksyna NHE sktada si¢ z trzech
komponentow biatkowych réznych od tych typowych
dla HBL. Tymi komponentami sa NheA o masie czast.
41 kDa, NheB o masie czast. 39 kDa i prawdopodob-
nie NheC o masie czast. 105 kDa [80]. Komponent
NheA nie jest konieczny do wywotywania objawow
chorobowych, a kombinacja dwdch z trzech kompo-
nentéw toksyny ma dziatanie biologiczne. Najsilniej-
sze dziatanie wykazuja jednak wszystkie trzy kompo-
nenty obecne jednocze$nie [78]. Pierwotnie sadzono,
ze NheA regulowany jest przez plcR [53], jednakze
poOzniejsze badania wykazaty, ze operon nhe u B. ce-
reus zawiera trzy otwarte ramki odczytu nheA, nheB
i nheC. Pierwsze dwie z nich koduja dwie czesci tok-
syny nichemolitycznej — NheA i NheB, funkcja nheC
jest nieznana. PIcR jest natomiast regulatorem trans-
krypcji zarowno toksyny NHE jak i HBL u B. cereus
jak i B. thuringiensis [54].



CZYNNIKI PATOGENNOSCI BAKTERII Z GRUPY BACILLUS CEREUS 55

Badania nad interakcja migdzy NHE i komdrkami
Vero pokazaty, ze komponent NheC moze by¢ bial-
kiem taczacym si¢ z komorka, a pozostate dwa kom-
ponenty prawdopodobnie nie sa w stanie same wiazac
si¢ z powierzchnia komorki [79]. Nadal nie jest jasne
czy kompleksy HBL i NHE tylko niszcza btong plaz-
matyczng komorki, czy tez jakie§ komponenty tych
toksyn dostaja si¢ do cytozolu i wywoluja liz¢ komor-
ki [53]. Jednak wykazano juz, ze komponent o masie
czast. 105 kDa (NheC) wykazuje dziatalno$¢ kolage-
nazy i zelatynazy, co moze stanowi¢ czynnik zwigk-
szajacy zjadliwos$¢ szczepu [80].

Cytotoksyna K (CytK) wyizolowana z przypadkow
zatrucia pokarmowego na tle B. cereus, byla przy-
czyna zgonu trzech osob z rozpoznaniem martwicze-
go zapalenie zotadka [81]. CytK jest biatkiem wy-
kazujacym toksyczno$¢ w stosunku do komoérek Vero
i posiadajacym wlasciwosci hemolityczne. Sekwencja
DNA kodujaca cytotoksyng K wykazuje duze podo-
bienstwo do P-barytkowych toksyn, w tym do o-tok-
syny Staphylococcus aureus i P-toksyny typu C Clo-
stridium perfringens [49, 81]. Wykryto dwa rodzaje
cytotoksyny K, o budowie aminokwasowej podobnej
w 89%. Pierwsza z nich, nazwana CytK-1 charakte-
ryzuje wyzsza toksyczno$¢ w stosunku do komoérek
ssakow niz CytK-2 [39]. Dane zrodlowe sugeruja,
ze geny cytotoksyny K sa bardzo rozpowszechnione
wsrod réznych szczepoéw nalezacych do grupy B. ce-
reus [56, 103 116].

Pierwotnie uwazano, ze jest jeszcze enterotoksyna
T (BcET) [3], brak jednak potwierdzonego przypadku
zatrucia pokarmowego wywotanego ta toksyna. Co
wigcej, enterotoksyna T (41 kDa), w odrdznieniu do
innych toksyn B. cereus, nie posiada peptydu sygnato-
wego 1 z tego wzgledu pozostaje w peryplazmie. Gen
bceT jest szeroko rozpowszechniony wsrod szczepow
B. cereus [52], jednakze wg Choma i Granum
[31] toksyna ta nie jest enterotoksyna, gdyz nie dziata
toksycznie na komorki nabtonka jelita i nie stymuluje
cyklazy adenylowej do konwersji ATP do cAMP.

Podstawowymi testami diagnostycznymi uzywany-
mi przy wykrywaniu enterotoksyn sa: BCET-RPLA
(Bacillus cereus Enterotoxin Reverse Passive Agglu-
tination Test), Tecra BDE-VIA (Bacillus Diarrhoeal
Enterotoxin Visual Immuno Assay), oraz techniki ge-
netyczne (PCR, sondy molekularne).

2.2.2. Toksyna emetyczna

Toksyna emetyczna (wymiotna), zwana cereulidem,
ma formg pierscienia zbudowanego z trzech powtorzen
czterech amino i/lub oksykwasow: [D-O-Leu-D-Ala-
L-O-Val-L-Val],. Ta struktura pierScieniowa (dode-
kadepsipeptyd) posiada mas¢ czasteczkowa rowna
1,2 kDa i jest zblizona do jonoforu potasowego walino-

mycyny [1]. Toksyna emetyczna produkowana jest
podczas stacjonarnej fazy wzrostu B. cereus i wydzie-
lana do $rodowiska wzrostowego.

Podobnie jak w przypadku innych antybiotykdéw
peptydowych 1 biologicznie czynnych peptydow wy-
dzielanych przez B. cereus, takich jak gramicydyna
czy sulfactin, iturin, bitracyna, lichenizyna, polimyk-
syna i tyrocydyna, cereulid jest produkowany przez
system NRPS (non-ribosomal peptide synthetases)
syntetaz peptydowych [64]. Ten ogromny komp-
leks enzymatyczny syntetaz peptydowych, wystgpuja-
cy u wszystkich szczepow B. cereus, jest kodowany
genomowo 1 wykazuje nieznaczne roznice w sekwen-
cji nukleotydowej u szczepow emetycznych, w porow-
naniu do szczepdéw nie emetycznych. Toksyna eme-
tyczna nie jest bezposrednio kodowana genowo, ale
system enzymow niezbedny do jej syntezy zakodowa-
ny jest w genomie szczepow emetycznych.

Toksyna emetyczna jest ciepto- i kwasoodporna i nie
wykazuje dziatania antygenowego. Nie posiada punk-
tu izoelektrycznego i jest stabilna w temperaturze
121°C przez 90 minut i w pH od 2 do 11, a takze nie
ulega proteolizie (oporna na dziatanie pepsyny i tryp-
syny) [4, 6, 107]. Stad duze prawdopodobienstwo, ze
dostaje si¢ do dolnych partii przewodu pokarmowego
w formie toksycznej. Wykazuje dziatanie hamujace na
ludzkie biate krwinki o dzialaniu cytotoksycznym
(tzw. killer cells) i tym samym moze wplywac na dzia-
lanie uktadu immunologicznego. Wymioty sa wyni-
kiem potaczenia toksyny emetycznej z receptorem
5-HT3 i stymulacji dosrodkowego nerwu bitednego
[2]. Cereulid jest takze odpowiedzialny za hamowanie
oksydacji kwasow tluszczowych w mitochondriach
hepatytow watrobowych, prowadzace do uszkodzenia
watroby [82, 107].

Toksyna emetyczna produkowana jest przez szcze-
py B. cereus nalezace gtdownie do serowaru H-1 (urzg-
sionego), a takze przez nieliczne szczepy nalezace do
serowarow H-3, H-5 1 H-12. Szczepy tzw. biegunkowe,
nie produkujace cereulidu, to najczgsciej przedsta-
wiciele serotypow H-2, H-6, H-8, H-9 i H-10 [4, 87].

Szczepy emetyczne, wg Carlin i wsp. [28], nie
wykazuja wzrostu w temperaturach ponizej 10°C (co
wyklucza szczepy B. weihenstephanensis), za to wszyst-
kie sa w stanie rosna¢ w 48°C. Co wigcej, spory szcze-
poéw emetycznych wykazywaly wyzsza opornos¢ na
dziatanie temperatury 90°C i kietkowaty wolniej w 7°C.
Szczepy emetyczne, na ogdt, odrdznia od szczepow
wywolujacych biegunke, nieznaczna aktywno$¢ he-
molityczna i brak zdolno$ci do hydrolizy skrobi [97].

Jak wynika z badan Rajkovic [99]ilo$¢ produ-
kowanej toksyny emetycznej zalezy od szczepu B. ce-
reus, sktadu srodowiska wzrostowego, pH §rodowiska,
temperatury i dostgpu tlenu. W hodowlach wstrza-
sanych, w przeciwienstwie do hodowli statycznych,
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toksyna emetyczna nie byta wytwarzana. W hodow-
lach statycznych produkcja toksyny miata miejsce
w 22°C 1 30°C nie za§ w 12°C po 24 godz. Nie obser-
wowano produkcji cereulidu w pH 6.0 i duzo szybsza
produkcje tej toksyny w pH 7.4 niz, w mniej korzyst-
nym dla B. cereus, pH 6.4. Najwyzsza zdolnos$¢ pro-
dukcji toksyny emetycznej posiadaly szczepy rosnace
na podtozu TSA, przy czym wzrost kolonii i produkcja
toksyny wykazywaly wyrazna zalezno$¢ od zawartosci
tlenu. Zawartos¢ O, <1,6%, zdaniem Rajkovic
i wsp. [99], hamuje produkcjg toksyny emetycznej. Zda-
niem innych autoréw, cytowanych przez Rajkovic
i wsp. [99], nie jest to tak oczywiste i wiaze si¢ raczej
z wyczuwaniem liczebnosci przez bakterie (QS).

Finlay i wsp. [41] za optymalna dla produkcja
cereulidu przez B. cereus uznali temperature pomig-
dzy 15 a 30°C, dowodzac, ze w temperaturze 37°C
produkcja ta jest znikoma lub Zzadna. Na tej podstawie
autorzy ci uznali mozliwos¢ produkcji cereulide w orga-
nizmie cztowieka za mato prawdopodobna, sugerujac,
ze jedynym powodem wystapienia objawow wymiot-
nych jest spozycie toksyny juz obecnej w pokarmie.

Ilo$¢ toksyny emetycznej w zywnosci, ktora wy-
wolywata wymioty, wahata si¢ od 0.02 do 1,28 ug ce-
reulidu g! [4]. Ryz i produkty ryzowe sa $rodowi-
skiem sprzyjajacym wytwarzaniu cereulidu przez
B. cereus. Jednocze$nie typ emetyczny zatru¢ pokar-
mowych, gtdéwnie po spozyciu dan z udziatem ryzu,
notowano najcze¢sciej w Japonii [79, 91, 104].

Toksyna emetyczna dziata jak jonofor transportu-
jacy jony K* do mitochondriow zgodnie z gradientem
stezen i gradientem elektrycznym. Mechanizm ten
przypomina dziatanie walinomycyny. Dziatanie cereu-
lidu unieczynnia mitochondria, ktére przestaja prze-
prowadza¢ procesy oksydoredukcyjne, co objawia sig
np. zmiang ruchliwo$ci plemnikéw w obrazie mikro-
skopowym [99]. Stad tez do wykrywania obecnosci
cereulidu stosuje si¢ powszechnie testy na aktywnos¢
wakuolityczna, np. testy oparte na badaniu ruchliwosci
plemnikow (sperm based biosassay-boar spermato-
zan motility test), metody chromatograficzne (LC-ion-
trap-MS, HPLC-MS), czy techniki genetyczne oparte
gtéwnie na PCR [36] w tym RT PCR [45].

Szczepy emetyczne B. cereus rdéznia od pozo-
statych niektére cechy biochemiczne (brak amylazy,
staba aktywno$¢ hemolityczna), inne wymagania tem-
peraturowe i niewielkie r6znice w opornosci cieplne;.
Szczepy emetyczne wykazuja nieznacznie wyzsza
oporno$¢ na ogrzewanie, lecz mniejsza aktywnosé
w niskich temperaturach [28] stad stanowia potencjal-
ne zagrozenie w zywno$ci podgrzewanej i przetrzy-
mywanej w temperaturze pokojowej (restauracje,
bary). zywno$¢ przechowywana chtodniczo nie po-
winna w przypadku tych szczepow stanowi¢ zagroze-
nia zdrowotnego.

2.2.3. Toksyny innych przedstawicieli
grupy B. cereus

W grupie B. cereus szczepy B. cereus sensu stricto
sa producentami biegunkowej enterotoksyny w okoto
50%. Analiza przeprowadzona przy uzyciu odwrotnej
biernej aglutynacji lateksowej (RPLA — reverse passi-
ve latex agglutination) wykazata takze, ze i B. thurin-
giensis 1 B. mycoides sa zdolne do produkcji entero-
toksyn [19]. Takze w przypadku B. weihenstephanensis
udowodniono obecno$¢ gendow kodujacych przynaj-
mniej jeden z komponentéw toksyn biegunowych
(HBL, NHE lub CytK) [116, 118]

Badania genomu przy uzyciu PCR i testy na cyto-
toksyczno$¢ dowiodly, ze geny kodujace kompleksy
toksyn HBL i NHE sa szeroko rozpowszechnione nie
tylko u B. cereus, ale takze u B. thuringiensis i B. my-
coides [43, 58,98, 101]. Fletcher i Logan [43]
prowadzac badania nad cytotoksycznos$cia enterotok-
syny znalezli jeden szczep B. anthracis wykazujacy
staba dziatalno$¢ cytotoksyczna, za§ Mendelson
i wsp. [86] wykryli u B. anthracis geny homologiczne
do tych kodujacych komponent NheA toksyny NHE
B. cereus. Zdaniem autorow B. anthracis jest zdolny
produkowac¢ biatkowy komponent toksyny i ze nie jest
to rownoznaczne ze zjadliwos$cia szczepu producenta.
Co ciekawsze, istnieje udokumentowany przypadek
infekcji przypominajacej waglika wziewnego z ktore-
go wyizolowano szczep B. cereus posiadajacy geny
toksyny waglikowej [61].

Wykazano réwniez, ze szczepy B. licheniformis,
B. megaterium, B. firmus i B. simplex produkuja cie-
ptooporne toksyny, ktore przypominaja toksyne eme-
tyczna B. cereus [119]. Czeéciowe oczyszczenie tok-
syn uzyskanych ze szczepow B. megaterium, B. simplex
i B. firmus pokazalo, ze dziatanie tych toksyn jest
podobne do cereulidu, tj. wykazuje aktywnos$¢ wakuo-
lityczna. Wszystkie nowe cieptostate toksyny wykazy-
waty duza hydrofobowos$¢, rozpuszczalno$¢ w metano-
lu, lecz zadna z nich nie byta identyczna z cereulidem
(brak reakcji ze specyficznymi primerami w PCR)
[119]. Sugeruje to, ze nie tylko B. cereus jest czynni-
kiem etiologicznym zatru¢ pokarmowych. Co wigcej
zwraca uwage na potrzebe prawidlowej identyfikacji
izolowanych szczepow.

Bacillus thuringiensis produkuje endotoksyny — biat-
ka Cry, ktore dzialaja specyficznie na niektore owady
[112], a takze niebiatkowe egzotoksyny owadobojcze,
z ktorych najbardziej znana jest B-egzotoksyna I, sta-
ocieplny i rozpuszczalny w wodzie zwiazek o masie
czasteczkowej rownej 701 Da, wydzielany przez oko-
to 50% szczepdw B. thuringiensis [37]. Cry 1, wydzie-
lana np. przez szczepy B. thuringiensis subsp. kurstaki,
jest toksyczna w stosunku do rodzaju Lepidoptera
(¢my i motyle), Cry 11, produkowana przez B. thurin-
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giensis subsp. israelensis, jest toksyczna w stosunku do
insektow z rodzaju Diptera (muchy i komary), a Cry 3,
wydzielana przez B. thuringiensis sbpsp. tenebronis,
wykazuje dziatanie przeciwko Coleoptera (zuki) [62].
Scharakteryzowano ponad 100 &-endotoksyn, z ktérych
wickszo$¢ wykazuje aktywno$¢ insektobodjcza. Inne
toksyny wytwarzane przez B. thuringiensis stanowig
biatka cytolityczne (Cyt) 1 nie sg one specyficzne prze-
ciwko okre§lonym owadom, lecz wykazuja takze dzia-
tanie hemolityczne i cytolityczne w stosunku do ko-
morek ssaczych [33]. Perchat iwsp. [95] stwierdzili,
ze B. cereus takze zdolny jest do wytwarzania niebial-
kowych toksyn, obok cereulidu, roznych od [B-egzo-
toksyny I. Niektore szczepy B. cereus produkuja tak-
ze biatkowe toksyny owadobdjcze nazwane Vip [122].

Niebezpieczenstwo stanowi intensywne spryskiwa-
nie roslin uprawnych i warzyw dziatajacymi owado-
bdjczo preparatami B. thuringiensis. W sktad tych pre-
paratow wchodzi mieszanina endospor i krysztalow
biatkowych toksyn, a produkty zawierajace B. thurin-
giensis stanowia 90% preparatow owadobdjczych do-
stepnych na rynku [57]. W zwiazku z mozliwa obec-
noscia B. thuringiensis na surowcach roslinnych [32,
102, 104], wazne jest by taka zywnos$¢ przechowywacé
w sposoOb zapobiegajacy kietkowaniu spor i wzrosto-
wi tych bakterii.

Najbardziej patogennym dla ludzi przedstawicie-
lem grupy B. cereus jest laseczka waglika — Bacillus
anthracis. Letalno$¢ tej bakterii zwiazana jest z dwoma
czynnikami zjadliwos$ci — polisacharydowa otoczka,
ktéra przeciwdziala fagocytozie, oraz wydzielaniem
toksyny waglikowej, ktora jest cytotoksyczna gtownie
w stosunku do makrofagéw. Na toksyng waglikowa
sktadaja si¢ trzy biatka — antygen ochronny (PA — pro-
tective antigen), czynnik obrz¢ku (EF — endema factor)
i czynnik letalny (LF — lethal factor). Bialka te funkcjo-
nuja razem doprowadzajac do apoptozy zainfekowanej
komorki. Dwa zjadliwe enzymy — EF i LF, zaleza od
antygenu ochronnego (PA), ktéry przenosi je do wng-
trza komorki. Kazde z tych biatek samo w sobie nie jest
toksyczne dla komorek, a kombinacja wszystkich trzech
prowadzi do $miertelnych objawdéw waglika. Synergi-
styczne dziatanie trzech bialek prowadzi do zniszcze-
nia komunikacji komorkowej i pozwala bakterii na
uniknigcie dziatania systemu obronnego gospodarza.

Czynnik obrzeku (EF) inaktywuje neutrofile, co
zapobiega fagocytozie bakterii, nadaje komorce wlas-
ciwosci cyklazy adenylanowej, prowadzi do zwigksze-
nia w niej CAMP co skutkuje rozregulowaniem pro-
cesow wewnatrzkomorkowych (zaburzenie transportu
jondw w szczegdlnoscei), wydzielaniem na zewnatrz
komorki elektrolitow i utrata wody.

Czynnik LF takze posiada aktywno$¢ enzymatyczna
i blokuje w komorce szlak transdukcji sygnatow ko-
nieczny do prawidtowej odpowiedzi immunologicz-
nej. Obok aktywacji makrofagéw pobudza je do pro-

dukcji TNF-« i interleukiny 1-B, co powoduje reakcje
zapalna i szok septyczny. Atakuje rowniez komorki
srodbtonka, powodujac wyciek naczyniowy i wstrzas
hipowolemiczny spowodowany utrata krwi. Zjadli-
wosC szczepu B. anthracis jest zalezna od wystgpowa-
nia otoczki zbudowanej z kwasu poli-D-glutaminowe-
go, ktora jest wytwarzana w organizmie gospodarza,
oraz od obecnosci toksyn. Do zakazenia moze dojs$¢
droga pokarmowa, oddechowa lub poprzez skore,
a zrodlem zakazenia sa gtéwnie zwierzeta i ich odcho-
dy. Obecno$¢ toksyn waglikowych jest kodowana plaz-
midowo [55]. Zdolnos¢ bakterii do wytwarzania otocz-
ki jest zdeterminowana genetycznie i jest kodowana
na plazmidzie pX02. Do jej wytwarzania konieczna
jest ekspresja trzech gendéw: capB, capC i capA kodu-
jacych enzymy zwiazane z btona komorkowa bakterii.
Ekspresja tych genow regulowana jest przez oddzialy-
wanie biatka kodowanego na plazmidzie pX02 z pro-
duktem genu atx4 znajdujacego si¢ na drugim plazmi-
dzie pXO01. Plazmid ten determinuje syntez¢ toksyny.
Jak widaé synteza otoczki jest czgsciowo sprzgzona
z wytwarzaniem toksyn.

Udokumentowany przypadek izolacji szczepu B. ce-
reus posiadajacego toksyng waglikowa, z przypadku
infekcji przypominajacej waglika wziewnego [61] moze
sugerowa¢ mozliwos¢ przenoszenia plazmidéw mig-
dzy szczepami nalezacymi do grupy B. cereus.

2.2.4. Enzymy

B-laktamazy stanowia przyczyne opornosci bakte-
rii na antybiotyki B-laktamowe. U réznych szczepow
B. cereus zauwazono trzy réozne formy [(-laktamaz.
B-laktamaza I nalezy do klasy A B-laktamaz i jest ze-
wnatrzkomérkowa penicylinaza posiadajaca seryne
w miejscu aktywnym. B-laktamaza II, nalezaca do kla-
sy B B-laktamaz, jest aktywowana przez przylaczenie
jondéw Zn (I1) i Co(IT) [94]. B-laktamaza IIT nalezy do
klasy A lipoprotein blonowych. Szczepy B. cereus izo-
lowane z roznych infekcji byly zazwyczaj oporne na
antybiotyki B-laktamowe, w tym cefalosporyny trzeciej
generacji, ale byty wrazliwe na chloramfenikol, klin-
damycyne, wankomycyng, ciprofloksacyne, erytromy-
cyng, gentamycyng i streptomycyne [5, 33, 104,115].

Niektore szczepy B. cereus sa producentami ko-
lagenozy. Jej produkcja zalezy od szczepu i podloza
i jest wicksza w warunkach beztlenowych niz tleno-
wych [72]. Kolagenaza degraduje rozpuszczalne i nie-
rozpuszczalne formy kolagenu, zelatyng i bradykining
do matych peptydow.

Proteazy B. cereus pelnia prawdopodobnie role
w infekcjach pozajelitowych. Neutralna proteaza uzy-
skana ze zjadliwego szczepu B. cereus posiadata zdol-
nosci hydrolizy hemoglobiny, albuminy i kazeiny [114].
Izolowano takze inne proteazy, w tym rozktadajace ka-
zeing i insuling zawarte w btonie komorkowej [44].
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2.3. Objawy chorobowe wywolywane
przez Bacillus cereus

B. cereus jest najlepiej poznanych patogenem grupy
B. cereus. Pierwsze ognisko zatrucia pokarmowego na
tym tle opisane zostatlo w 1906 1. przez Lubenau
[69]. Hospitalizowano ogdtem 300 osob. Nosnikiem
duzej liczby bakterii zidentyfikowanej wowczas jako
B. peptonificans (p6zniej zaklasyfikowanej jako B. ce-
reus) byty pulpety migsne. B. cereus odpowiada za
dwa rodzaje zatru¢ pokarmowych objawiajacych si¢
biegunka lub wymiotami. Mozliwe jest tez taczne wy-
stapienie obu typow objawow.

Tzw. typ biegunkowy zatrucia, spowodowany jest
wprowadzeniem do organizmu, wraz z pokarmem,
okreslonej liczby zywych komorek B. cereus (najczes-
ciej spor). Dawka infekcyjna to 10°~107 cfu (colony
forming units — jednostek tworzacych kolonie). Cha-
rakteryzuje si¢ zazwyczaj wodnista biegunka oraz
bolami brzucha (objawy przypominajace zatrucie na
tle Clostridium perfringens) pojawiajacymi sig¢ po
8-16 godz. od spozycia zanieczyszczonej tymi bakteria-
mi zywnoS$ci. Objawy utrzymuja si¢ przewaznie od 12
do 24 godz. Do rzadko$ci naleza przypadki biegunek
na tym tle trwajacych kilka dni. Objawy sa skutkiem
dziatania enterotoksyny uwalnianej, przez zakotwiczo-
ne w jelicie cienkim gospodarza komorki B. cereus.
Uwalniana przyzyciowo cieptolabilna enterotoksyna,
aktywuje jelitowa cyklaze adenylanowa powodujac
zwigkszonag sekrecj¢ ptynow w jelicie gospodarza.

Produktami taczonymi najczg$ciej z przypadkami
zakazen pokarmowych na tym tle sa gtownie produkty
migsne, zupy, warzywne, puddingi (budynie) i sosy,
mleko i produkty mleczne.

Typ wymiotny zatru¢ pokarmowych to efekt wpro-
wadzenia do organizmu, wraz z pokarmem, wyprodu-
kowanej w nim przez szczepy B. cereus toksyny eme-
tycznej — cyklicznego peptydu zwanego cereulidem.
Ten typ zatrucia pokarmowego charakteryzuje si¢ nud-
no$ciami i wymiotami pojawiajacymi si¢ po 0,56 godz.
od spozycia zanieczyszczonej cerculidem zywnosci
[93] 1 utrzymujacymi si¢ przez 6—24 godz. Symptomy
towarzyszace zatruciu na tym tle przypominaja zatru-
cie enterotoksyna gronkowcowa. Liczba komorek
B. cereus zdolna wyprodukowac¢ ilo$¢ toksyny koniecz-
na do wywotlania objawow okre$lana jest na 10° do
108 cfux g™!. Z uwagi na duze réznice w ilosci entero-
toksyny produkowanej przez rozne szczepy B. cereus,
nawet zywno$¢ zawierajaca 103 cfu B. cereus g-1 moze
okaza¢ si¢ niebezpieczna dla zdrowia konsumenta [53].

Produktami spozywczymi odpowiedzialnymi za
ten typ zatrucia pokarmowego sa najczesciej smazony
i gotowany ryz, makaron, ciastka i kluski [1, 53].

Blisko spokrewniony z B. cereus B. thuringiensis,
wg Jackson iwsp. [66], takze jest w stanie wytwa-

rza¢ enterotoksyny i powodowa¢é zatrucia typu biegun-
kowego. Rosenquist i wsp. [103] wskazali na
znaczaca liczebnie obecnos¢ B. thuringiensis gtownie
w gotowanych pokarmach skrobiowych oraz surowych
warzywach. Zdaniem tych autorow szczepy B. thurin-
giensis maja co najmniej jeden komponent enterotok-
syny (HBL lub NHE lub tez obu), lecz nie sa zdolne
do wytwarzania toksyny emetycznej.

B. cereus, oprocz zatru¢ pokarmowych, moze wy-
wotywac i inne schorzenia, szczeg6lnie u oséb z obni-
zong odpornoscia, starszych, niemowlat, alkoholikow
i narkomanow itp. Bakteriemie na tym tle naleza do
rzadkosci i sa, w wigkszosci przypadkow, krotkotrwa-
fe i niegrozne.

B. cereus jest natomiast jednym z najwazniejszych
czynnikow wywotujacych zakazenia oczu takie jak za-
palenie rogéwki, wewnetrzne zapalenie oka i zapale-
nie calej galki ocznej. Drobniewski [33] wylicza
35 przypadkéw powaznych infekcji oka, a Pinna
i wsp. [96] opisuja przypadek zapalenia rogéwki spo-
wodowany kontaktem oka z zanieczyszczonymi B. ce-
reus szktami kontaktowymi.

Zakazenia przyranne i infekcje ran powypadko-
wych i1 pooperacyjnych sa powiazane z produkcja
przez B. cereus czynnika HBL, czynnika przenikal-
nosci naczyniowej martwiczego zapalenia skory [67].
B. cereus jest tez dos¢ czesta przyczyna infekceji ran
otwartych [34]. W literaturze opisane zostaly pojedyn-
cze przypadki perforacji jelit z infekcjami spowo-
dowanymi B. cereus u wczesniaka [48], bakteriemia
z bakteryjnym zapaleniem wsierdzia spowodowana
infekcja rany przez B. cereus [125], martwicza infek-
cja opon moézgowych wywotana B. cereus u pacjenta
z leukemig [88], pooperacyjne zapalenie opon mozgo-
wych u dwoch pacjentow wywolane zanieczyszcze-
niem szpitalnej poscieli [18], zapalenie opon mozgo-
wych u pacjenta z przetoka komorowa [25], trzy
przypadki szoku septycznego i $piaczki u pacjentow
z leukemia [89], nagle uszkodzenie watroby spowo-
dowane emetycznym szczepem B. cereus [92], zapa-
lenie ptuc u pacjenta z uposledzong odpornoscia [33],
infekcje przewodu moczowego [110], czy wreszcie
martwicze zapalenie zotadka u pacjenta z obnizona
odpornoscia [74].

2.4. Epidemiologia infekcji i zatru¢ pokarmowych
na tle B. cereus

Wedhug danych CDC (Centre for Disease Control
and Prevention) B. cereus odpowiada za mniej niz 1%
ogniskowych zatru¢ pokarmowych w USA [9] a licz-
ba odnotowywanych przypadkéw, rocznie, waha si¢
od 6 do 50. Jednak, zdaniem znawcow problemu, fak-
tyczna liczba przypadkow zatru¢ pokarmowych na
tym tle moze by¢ znacznie wigksza.
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Poréwnanie skali tego zjawiska w r6znych krajach
jest utrudnione z uwagi na dobrowolny charakter takiej
ewidencji. Dostgpne dane dotyczace Europy (Tab. II)
wskazuja na przewage 1-2 ognisk zachorowan spo-
wodowanych infekcja B. cereus rocznie w wigkszos$ci
porownywanych krajow w latach 1999-2000 [124].
Zdecydowanie wigcej przypadkéw zachorowan na tym
tle odnotowano w Holandii, Norwegii czy na Wegrzech.
Na Wegrzech np. liczba przypadkéw w ognisku za-
chorowan na tle B. cereus w 2000 r. przekraczata 40.
Dane Zrodtowe potwierdzaly, ze do zachorowan na tym
tle dochodzito przewaznie w miejscach zbiorowego
zywienia, takich jak. restauracje, stotowki, hotele, itp.

W Polsce, w latach 1998-2001, 37 do 313 przy-
padkow bakteryjnych zatru¢ pokarmowych ($rednio
88 rocznie) zaklasyfikowano jako spowodowane przez
,inne bakterie, w tym B. cereus i V. parahaemolyti-
cus”. W kolejnych latach (2002 i 2003) liczba zacho-
rowah wywotanych przez ,,inne bakterie” dotyczyla,
odpowiednio, 317 i 110 przypadkow [106].
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Nieliczne dostgpne dane dotyczace B. cereus jako
czynnika sprawczego zatru¢ pokarmowych (z wyta-
czeniem infekcji wirusowych) dowodza, ze bakterie te
odpowiadaty np. za 8.5% przypadkow zachorowan
w Holandii w 1991r. i 5% w Danii w latach 1990-1992
[106]. Duzo nizsza zapadalno$¢ na tym tle notowano,
np. w Anglii i Walii (0,7%), Japonii (0,8%), USA
(1,3%) czy Kanadzie (2,2%) [53]. W Holandii, Anglii
1 Walii w latach 1993-2000 B. cereus byt przyczyna ok.
2% tacznej liczby ognisk zatru¢ pokarmowych o znanej
etiologii [124]. We Francji czgstos¢ zatru¢ pokarmo-
wych na tle B. cereus okresla si¢ na 4-5%, a w Stanach
Zjednoczonych 1-2% ogdtu odnotowanych [103].

Dane dotyczace liczby ognisk/przypadkéw zatrué
pokarmowych na tle B. cereus zgtoszonych w USA,
Australii i Nowej Zelandii w latach 2001-2005, po-
twierdzaja niewielka skalg tego zjawiska (Tab. III).
Przy jednocyfrowej liczbie ognisk zachorowan na tym
tle, liczba przypadkow w ognisku, w badanym okresie,
rzadko przekraczata 20. Jednocze$nie z odnotowanych

Tabela II
Liczba zgloszonych zatru¢ pokarmowych na tle Bacillus cereus w latach 1998—2000 [124]
1998 1999 2000
Kraj - - - - - .
Ogniska Przypadki Ogniska Przypadki Ogniska Przypadki

Anglia i Walia 0 0 1 - 0 0
Finlandia 3 29 1 5 2 12
Francja 7 — 2 - 13 —
Holandia - - 10 31%* 14 165%*
Islandia 1 2 2 10 0 0
Niemcy - - 2 16 2 26
Norwegia 5 - 7 145 7 104
Polska — — 0 0 1 36
Portugalia - 3 1 7 1 6
Rosja - - 1 53 0 0
Stowenia - - 1 68 0 0
Szkocja 1 - 1 - 0 0
Szwecja 2 5 1 2 1 2
Wegry 5 177 4 139 2 88
Wiochy 1 - 2 10 1 8

* 1 przypadek choroby poza zgloszonymi ogniskami

** 3 przypadki choroby poza zgloszonymi ogniskami choroby

— brak danych

Tabela III

Liczba zgloszonych zatru¢ pokarmowych na tle Bacillus cereus w latach 2001-2005 w Australii, Nowej Zelandii i USA

[9, 11-13]

. 2001 2002 2003 2004 2005 srodto

Kraj 0 P ) p p ) p 0 P | informacji
USA 5 61 7 D 2 50 6 | 103 3 37 [9]
Australia - - 1 37 - - 1 6 - - [11-13]
Nowa Zelandia 21 4 16 6 25 0 1 5* 10%*

* Bacillus spp.; — brak danych
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przypadkéw zachorowan oprocz B. cereus izolowano
innych przedstawicieli rodzaju Bacillus (Tab. I11).

Typ zatru¢ pokarmowych na tle B. cereus rozni si¢
zaleznie od kraju. W Japonii np. dominuje typ eme-
tyczny, natomiast w Europie i USA sa to najczesciej
infekcje pokarmowe typu biegunkowego.

3. Podsumowanie

Wazrastajace zainteresowanie grupa Bacillus cereus
zwiazane jest z coraz czgstszym izolowaniem tych
bakterii ze zdiagnozowanych przypadkéw zachoro-
wan na tym tle.

Grupa B. cereus stanowig drobnoustroje wszgdo-
bylskie, sporotworcze, a co za tym idzie, obecne w $ro-
dowisku zwiazanym z produkcja, przetworstwem zyw-
nosci i zywnoscia jako taka.

Grupe B. cereus reprezentuje aktualnie sze$¢ gatun-
kéw: B. cereus sensu stricto, B. thuringiensis, B. mycoi-
des, B. anthracis, B. weihenstephanensis, B. pseudomy-
coides. Niewielkie roznice w fenotypie przedstawicieli
grupy sprawiaja, ze rozroznienie ich za pomoca kla-
sycznych metod diagnostycznych nie jest mozliwe. Co
wigcej, duze podobienstwo dotyczy takze rodzaju toksyn
produkowanych zaréwno przez przedstawicieli grupy
B. cereus jak i rodzaju Bacillus takich jak np. B. liche-
niformis, B. megaterium, B. simplex czy B. firmus.

To, ze rodzaj i ilo§¢ wytwarzanych przez B. cereus
toksyn zalezy od warunkow srodowiskowych (tempe-
ratury, pH, dostepnosci tlenu, sktadnikow dostepnych
w $rodowisku) oraz szczepu producenta sprawia, ze
produktem spozywczym zagrazajacym zdrowiu kon-
sumenta moze by¢ juz produkt zawierajacy 10° ko-
morek lub spor w 1 g.

Zdolnos$¢ do produkcji niektorych toksyn kodowa-
na plazmidowo, sprawia, ze odpowiedzialne za taka
zdolnos$¢ geny moga by¢ utracone w ciagu kilku po-
kolen (B. anthracis, B. thuringiensis) lub przeniesione
na inne blisko spokrewnione gatunki grupy B. cereus.
Bliskie pokrewienstwo B. cereus do B. anthracis stwa-
rza mozliwo$¢ wystgpowania szczepow B. cereus po-
siadajacych toksyny waglika. Bliskie pokrewienstwo
B. thuringiensis i B. cereus niesie ze soba realne ry-
zyko zatru¢ pokarmowych przez B. thuringiensis.
Powszechnie stosowany jako preparat owadobodjczy
w hodowli roélin, B. thuringiensis, podobnie jak inni
przedstawiciele grupy B. cereus byl juz izolowany
z przypadkow zatru¢ pokarmowych.
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Microbiological contamination of raw materials and cosmetic products

Abstract: Cosmetics and hygienical products are used world-wide to improve human hygiene, skin condition and body appearance.
Their quality is influenced by their chemical composition, active components and the presence of bacteria, protozoa and fungi.
To avoid microbiological contamination, strict norms and procedures have been elaborated including Good Manual Practise (GMP)
and Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP). In spite of them, contamination takes place both, during production and the
use of cosmetic products. Bacteria and fungi in cosmetics come from raw materials like water, milk, essential oils and plant tissues or
originate from biofilms formed in production lines as re-contamination. The most frequently found microbes are enterobacteria,
staphylococci, Pseudomonas aeruginosa, and sporeforms of Clostridium spp. and Bacillus spp. These contaminants in high number,
noted in mascara, eye-shadows, shampoos or body lotions, could be the reason of corneal ulcer, toxic syndromes and skin infections.
Moreover, proliferation of microbes leads to spoilage problems and to the shortening of the ‘best before’ period. The best way
to avoid most of the problems connected with microbiological contamination is proper selection of good-quality raw materials,
efficient disinfection and biofilm elimination as well as and applying the GMP procedures and HACCP rules in the factories.
Education of consumers and proper storage and use of cosmetic and hygienical products are also very important.

1. Introduction. 2. Microbiological contamination during the production of cosmetics. 3. Microbiological contamination connected
with the use of cosmetics products. 4. Microbiological consequences of microbial contamination in cosmetic products. 5. Priorities

of cosmetics production in relation to microbiological norms

Stowa kluczowe: mikrobiologia kosmetykow, skazenia mikrobiologiczne

Key words:

cosmetics microbiology, microbiological contamination

1. Wstep

Kosmetyki i srodki higieniczne pozwalaja na utrzy-
manie czystosci, przyjemnego zapachu oraz odpowied-
niego wygladu ludzkiego ciata. Powszechnos$¢ stoso-
wania tych $rodkow sprawia, ze ich jako$¢ ma bardzo
duze znaczenie dla zdrowia konsumentéw. O jakoS$ci
kosmetykéw decyduje w rownym stopniu bezposred-
ni efekt ich stosowania, jak i potencjalna obecnos¢
czynnikéw niepozadanych, gldwnie zanieczyszczen
mikrobiologicznych i chemicznych. Szczegolnie nie-
bezpieczne sa skazenia mikrobiologiczne, ktore moga
by¢ powodem wielu problemow zwiazanych gléwnie
z ich negatywnym wplywem na zdrowie ludzi.

Generalnie, produkty kosmetyczne mozna podzie-
li¢ na kilka grup. Pierwsza stanowia codzienne $rodki
higieniczne, jak: mydta, szampony, zele do kapieli,

pasty do zebow czy plyny do ptlukania jamy ustne;j.
Mimo, ze zazwyczaj nie sa one produkowane w ste-
rylnych warunkach, z uwagi na wysoka zawarto$¢
srodkow aktywnych wystepujace w nich mikroorga-
nizmy maja niewielka szans¢ na namnazanie si¢ oraz
syntezg toksycznych metabolitéw. W sklad drugiej
grupy wchodza produkty dziatajace tagodzaco, nawil-
zajaco, nadajace elastyczno$¢ oraz regenerujace po-
wierzchnig skory i bton §luzowych, jak balsamy i kre-
my do ciata oraz oliwki dla dzieci i niemowlat. Srodki
te zawieraja substancje odzywcze, co w potaczeniu
z beztlenowymi warunkami sprzyjaé moze prolifera-
cji potencjalnie niebezpiecznych beztlenowcow. Trze-
cia grupa to szeroko rozumiane kosmetyki kolorowe
stosowane w celu poprawy estetyki oraz ukryciu nie-
wielkich defektow skornych. Zaliczy¢ tu mozemy pro-
dukty o ogromnej réznorodnosci, takie jak: tusze do
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rzgs, pomadki do ust, podktady, cienie do powiek,
korektory, pudry itp. Ich charakter chemiczny, konsy-
stencja i czgsto nikla zawarto§¢ wody sprawia, ze sa
nieodpowiednim medium do rozwoju bakterii i grzy-
bow. Niemniej mozna oczekiwaé wystgpowania w nich
przetrwalnikéw tlenowych laseczek z rodzaju Bacil-
lus oraz zarodnikow grzybow. Z uwagi na ogromna
réznorodno$¢ warunkéw produkeji i stosowania ko-
smetykoéw oraz $srodkdéw higienicznych, ich producen-
ci napotykaja na liczne problemy dotyczace zapewnie-
nia odpowiedniej jakosci tych wyrobow. W ostatnim
dziesigcioleciu obserwuje si¢ wzrost srodkéw finan-
sowych przeznaczonych na badania naukowe w tym
zakresie, bowiem presja ze strony konsumentéw oraz
coraz ostrzejszych wymogoéw prawnych zmusza wy-
tworcow do nieustannego doskonalenia procesu pro-
dukcji i podnoszenia jakosci wyrobow.

Skazenie mikrobiologiczne, wynikajace z obecnos-
ci mikroorganizméw w surowcach oraz urzadzeniach
produkcyjnych, a takze z kontaktu gotowego juz pro-
duktu z drobnoustrojami moze prowadzi¢ do powaz-
nych i niebezpiecznych dla zdrowia cztowieka konse-
kwencji. Nadmierna proliferacja komoérek bakteryjnych
moze skutkowaé obnizeniem jako$ci produktu, co
przejawia si¢ np. zmianami konsystencji, barwy czy
nieprzyjemnym zapachem [25]. Dodatkowo, metabo-
lity bakteryjne oraz przetworzone substancje aktywne
w kosmetykach oddzialywujac na wrazliwa skorg pro-
wadza czesto do reakcji alergicznych badz lokalnych
stanéw zapalnych. Wreszcie kontakt potencjalnie cho-
robotworczych bakterii ze skora czy btonami $luzo-
wymi moze skutkowac rozwojem typowych stanow
chorobowych [3, 4]. Znane s3 przypadki powaznych
powiklan zdrowotnych zwiazanych z zastosowaniem
kosmetykéw skazonych bakteriologicznie. Najbardziej
drastycznymi przyktadami sa: uszkodzenie wzroku
bedace konsekwencja zastosowania tuszu do rzgs za-
wierajacego Pseudomonas sp., owrzodzenie rogowki
po dotknigciu powierzchni oka szczoteczka do rozpro-
wadzania tuszu, miejscowe zapalenie skory wywotane
przez Klebsiella pneumoniae obecne w kremie do rak.
Konieczno$¢ zabezpieczenia si¢ przed podobnymi
zagrozeniami doprowadzita do ustalenia norm postg-
powania w czasie produkcji kosmetykéw. Zalecono
uzywanie bezpiecznych dla konsumenta srodkéw kon-
serwujacych oraz odpowiednich opakowan utrudnia-
jacych dostep mikroorganizmoéw do kosmetykow [26].
Jednoczesnie okreslono szereg czynnikéw sprzyjaja-
cych przedostawaniu si¢ mikroorganizméw do kosme-
tykow w czasie ich produkcji. Obecnie w przemysle
kosmetycznym obowiazuja zasady dobrej praktyki
wytworczej, w skrocie — GMP (ang. — Good Manufac-
turing Practice). Aktualne wytyczne GMP zawarte
w dyrektywie UE 2003/15/CE maja sprawi¢, ze pro-
dukty kosmetyczne odpowiedniej jakosci sa wytwa-

rzane i testowane zgodnie z normami wspolnymi dla
wszystkich krajow Unii Europejskiej [6]. Polska row-
niez posiada krajowe normy standaryzujace jako$¢ wy-
twarzanych kosmetykow i $rodkéw higienicznych. Sa
one okreslone dla poszczegolnych grup produktow, np.:
mydta, szampony i odplatnie dostgpne w Internecie
[http://pin.atr.bydgoszcz.pl/index.aspx?plik=i_kata-
log_seg]. Dzigki odpowiedniemu pozyskiwaniu i dobo-
rowi surowcow, ich przetwarzaniu oraz przechowy-
waniu, gotowe kosmetyki powinny by¢ wolne m.in.
od drobnoustrojow takich jak: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus sp., Clostridium
perfringens, C. tetani, Pseudomonas aeruginosa, przed-
stawicieli rodziny Enterobacteriaceae oraz grzybow
z rodzaju Candida, Aspergillus czy Trichophyton [16].

Aktualne zalecenia nakazuja, aby wszelkie normy
zwiazane z produkcja, pakowaniem, dystrybucja i hand-
lem kosmetykami w catej UE byly identyczne. Kon-
sumentom za$ nalezy u§wiadamiac, ze poprzez swoje
niektére dziatania moga mie¢ niekorzystny wpltyw na
jakosc¢ zakupionego produktu.

2. Skazenia mikrobiologiczne zwigzane
z produkcjg kosmetykow

Kazdy etap wytwarzania produktéw, poczawszy od
pozyskiwania surowcow, przez ich przetwarzanie,
pakowanie i dystrybucj¢ obarczony jest potencjalnym
ryzykiem kontaminacji mikrobiologicznej. R6znorod-
ne substancje, w zaleznosci od ich sktadu chemicznego
oraz zasobnosci w wodg stwarzaja odmienne warunki
do wzrostu drobnoustrojéw. Zazwyczaj bezwodne,
syntetyczne substancje chemiczne (sztuczne oleje,
woski 1 thuszeze oraz zwiazki powierzchniowo czynne)
sa wolne od zanieczyszczen, badz zawieraja tylko nie-
liczne mikroorganizmy, ktore z uwagi na warunki nie
sa w stanie rozmnaza¢ si¢. Takie surowce moga by¢
bezpiecznie przechowywane przez stosunkowo dtugi
okres w fabrykach bez obaw zwiazanych z pogorsze-
niem ich jakosci. Jednak ich przetwarzanie, wzboga-
canie w sktadniki pochodzenia naturalnego i wodg po-
woduje, ze sytuacja zmienia si¢ gwattownie. Sktadniki
pochodzenia naturalnego czgsto zawieraja réznorod-
ne mikroorganizmy, zazwyczaj charakterystyczne dla
zrédet pozyskiwanych materialow. Efektem tego jest
zroéznicowana jako§¢ mikrobiologiczna kosmetykow
w zalezno$ci od mikroflory surowcdéw naturalnych.

Do najczesciej stosowanych w produktach kosme-
tycznych 1 higienicznych skladnikéw nalezy woda.
Moze ona m.in. zawiera¢ potencjalnie niebezpieczne
pateczki z rodziny Enterobacteriaceae. Istnieja wytycz-
ne okreslajace jakos¢ wody. Przyktadowo, wedlug dy-
rektywy Unii Europejskiej nr 98/83/EC [14] w wodzie
konsumpcyjnej nie moga wystgpowac takie patogeny,
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jak Enterococcus sp., E. coli czy C. perfringens zarow-
no w formie wegetatywne;j jak i przetrwalnikowej [35].
Woda technologiczna, stosowana do proceséw produk-
cyjnych czy tez czyszczenia instalacji niejednokrotnie
zawiera liczne bakterie i zarodniki grzybow. W ostat-
nich latach pojawily si¢ doniesienia wskazujace na
wystgpowanie w wodzie spozywczej niebezpiecznych
organizmow jak pierwotniaki: Cryptosporidium par-
vum, Giardia sp., oraz bakterie: Aeromonas sp., Helico-
bacter pylori, Legionella pneumophila, Pseudomonas
aeruginosa i Mycobacterium sp. [20, 31, 33, 38].
Zgodnie z nowoczesnymi trendami w kosmetologii,
coraz wigkszego znaczenia nabiera woda pochodzaca
ze specyficznych miejsc, na przyktad bagien, lodow-
cOw czy goracych zrodet. Moze ona zawiera¢ liczne
sktadniki odzywcze oraz regulatory wzrostu [15]. Jej
zastosowanie niesie ze soba ryzyko wprowadzenia
bakterii o unikalnych wlasciwosciach, jak skrajna
cieptooporno$¢ czy zdolno$¢ do proliferacji na bardzo
ubogich mediach [22].

W produkeji kosmetykdéw czgsto wykorzystywane
sa surowce roslinne i zwierzece. Do produkcji peelin-
goéw stosuje si¢ rozdrobnione tupiny kokoséw czy
orzecha wioskiego, krysztaly cukru i soli. Jako sub-
stancje tagodzace, zapachowe, nawilzajace i regene-
rujace w ptynach do kapieli, zelach pod prysznic czy
szamponach do wlosdéw zastosowanie znajduja soki
lub wyciagi roslinne (na przyktad rumianek, szalwia,
pokrzywa, nagietek) oraz mleko. Zadna z tych sub-
stancji nie jest wolna od bakterii. Szczegolnie tatwo
mozemy spotka¢ przedstawicieli tlenowych sporulu-
jacych laseczek z rodzaju Bacillus. Udowodniono, ze
w mleku powszechnie wystepuje Bacillus cereus sensu
lato, grupa sze$ciu szeroko rozpowszechnionych
w przyrodzie gatunkow, ktore moga m.in. wywotywac
u ludzi zatrucia pokarmowe oraz okazjonalnie owrzo-
dzenia skory, zakazenia ran, zapalenia przyzgbia [2,
11, 30]. Zagrozenie staje si¢ tym bardziej realne, ze
wszystkie laseczki sa, dzigki wytwarzaniu endospor,
bardzo oporne na wysoka temperaturg. Bacillus spo-
rothermodurans wytrzymuje ogrzewanie w tempera-
turze 100°C przez 30 minut [28]. Wiele szczepoéw Ba-
cillus sp. zachowuje takze zdolno$¢ do namnazania w
temperaturach nizszych niz 10°C wytwarzajac w tych
warunkach liczne enzymy powodujace rozktad sub-
stancji organicznych, na przyklad lecytynazy i inne.
Roéwniez wystgpowanie Gram-ujemnych bakterii psy-
chrotroficznych, takich jak: pateczki jelitowe, przedsta-
wiciele rodzaju Pseudomonas czy Aeromonas stanowi
potencjalne niebezpieczenstwo. Moga one prowadzi¢
do probleméw w przechowywaniu i wykorzystywaniu
poszczegolnych sktadnikow [12].

Ogromny wplyw na jako$¢ substancji wykorzysty-
wanych w produkcji §rodkéw kosmetycznych i higie-
nicznych maja warunki i sposob ich pozyskiwania. Nie-

wlasciwe zbieranie surowcow, ich suszenie, tfoczenie
soku komdrkowego czy przygotowywanie ekstraktow
moga prowadzi¢ do nadmiernego nagromadzenia mi-
kroorganizméw. Fragmenty roslinne moga ulegac ples-
nieniu podczas przechowywania. Staja si¢ pdzniej zrod-
fem zarodnikow grzybow plesniowych, zawieraja rézne
toksyny. Jest to przedmiotem kolejnego istotnego prob-
lemu zwiazanego z ochrona mikrobiologiczna kosme-
tykow, a mianowicie wykrywaniem i eliminacja zrodet
kontaminacji w samym zaktadzie przemystowym.
Zgodnie z raportem Agencji Ochrony Srodowis-
ka Stanow Zjednoczonych (2002) sama instalacja do
oczyszczania wody, gdzie swobodnie namnazaja si¢
zasiedlajace ja bakterie, moze by¢ zrédlem skazenia
wody. Réwniez inne urzadzenia, szczegélnie rury,
zbiorniki, filtry i odstojniki tworza dobre warunki do
formowania biofilmow przez niektore bakterie. Dzigki
specyficznej budowie $cian i otoczek komoérkowych,
liczne gatunki Bacillus sp. tatwo przylegaja do stalo-
wych i szklanych powierzchni pokrywajac je cienka,
trudna do usunigcia btona [8, 23, 24]. Takze wszelkie
punkty bezodpltywowe, gdzie dochodzi do gromadze-
nia si¢ roznych substancji stanowia doskonate miejsce
do namnazania si¢ drobnoustrojéw i formowania przez
nie bton biologicznych. Przyktadem tego moze by¢
produkcja zywnosci, gdzie wykazano, ze pasteryzator
stuzacy do obrobki cieplnej plynéw oraz urzadzenia
do napetniania byly zrodtem skazenia mikrobiologicz-
nego [7, 30]. Dlatego tez odpowiednie procedury de-
zynfekcji, wlasciwa konstrukcja urzadzen produkcyj-
nych oraz stosowanie zasad dobrej praktyki wytworczej
jest niezwykle wazne dla dobrej jakosci produktu kon-
cowego. Brak elementoéw, w ktorych dochodzitoby do
akumulacji materii, instalowanie odplywow pozwalaja-
cych usunaé pozostate resztki cieczy, elementy tatwe
w demontazu i czyszczeniu pozwalaja minimalizowac
opisane ryzyko. Producenci winni zwroci¢ szczegolna
uwagg na przestrzeganie zasad higieny nie tylko w za-
ktadach produkujacych ostateczny produkt, a rowniez
przy obrobce poszczegolnych komponentéw oraz przy
pakowaniu produktéw kosmetycznych. Nalezy doto-
zy¢ wszelkich staran, aby zminimalizowaé mozliwos¢
zanieczyszczenia koncowego produktu mikroorganiz-
mami. Moze to zagrozi¢ zdrowiu konsumenta, a takze
znacznie obnizy¢ jako$¢ i trwalo$¢ kosmetyku.

3. Skazenia mikrobiologiczne zwiazane
z uzywaniem kosmetykow

W momencie otwarcia opakowania produkty ko-
smetyczne narazone sa na nowe zrodta potencjalnie
patogennych mikroorganizmow, ktore dla uproszcze-
nia i lepszego zrozumienia nazywamy $rodowiskiem
konsumenckim. Pojgcie to okresla bardzo r6znorodne
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warunki, w jakich kosmetyki i §rodki higieniczne sa
powszechnie uzytkowane. Aby w pelni u§wiadomic
zagrozenie, nalezy przeanalizowa¢ warunkami domo-
wego przechowywania i stosowania kosmetykow.

Liczne $rodki do pielegnacji ciata przetrzymywane
sa w tazience. Panujace tam warunki, z uwagi na wil-
go¢ 1 wysoka temperaturg stwarzaja dogodne warunki
do rozwoju bakterii i grzybow plesniowych. Moga
one z kolei tatwo penetrowaé do produktéw kosme-
tycznych, szczegdlnie tych, ktérych opakowanie nie
ogranicza calkowicie kontaktu produktu ze $rodo-
wiskiem zewngtrznym. Taka sytuacja stawia przed
producentami liczne wyzwania i zmusza do stosowa-
nia szeregu konserwantow, $rodkéw grzybo- i bak-
teriobojczych ograniczajacych wzrost niepozadanych
drobnoustrojow [21].

Srodki do pielegnacii ciata stosujemy rowniez w in-
nych miejscach. W czasie wakacji nieodlacznym atry-
butem plazowicza jest olejek, krem badZz emulsja do
opalania, zazwyczaj z filtrem promieni UV. To kolejny
przyklad sytuacji, w ktorej czgsto dochodzi do konta-
minacji ro6znych kosmetykow. Bardzo fatwo do nasze-
go produktu dostaja si¢ wtedy mikroskopijne ilosci
piasku i kurzu unoszacego si¢ w powietrzu. Wykazano,
ze w czasie dwutygodniowych wakacji emulsja do opa-
lania, pomimo stosowania zgodnie z zaleceniami produ-
centa, ulega znacznemu skazeniu mikrobiologicznemu.
Kolejne badania, wykonane po rocznym przechowywa-
niu i ponownym stosowaniu w okresie urlopu wykaza-
ly, ze ilos¢ drobnoustrojow w takim produkcie zblizata
si¢ do poziomu 1000 cfu/g produktu, co moze skutko-
wac niebezpiecznymi dla zdrowia konsekwencjami [26].

Czynnikiem, ktéry dodatkowo sprzyja skazeniu ko-
smetykow jest flora fizjologiczna skory konsumentow,
szczeg6lnie dloni. Dazy si¢ wigc do maksymalnego
ograniczenia kontaktu rak z kosmetykiem w opako-
waniu. Wygodnym i skutecznym sposobem jest stoso-
wanie opakowan posiadajacych odpowiednia pompke
lub dozownik, jaki znamy na przyktad z mydet w pty-
nie oraz niektérych markowych kremow i balsamow.
Skora ma wowczas kontakt wylacznie z pobierang
porcja kosmetyku, nie ma natomiast mozliwos$ci ska-
zenia pozostalej czg$ci produktu [5]. Inng wazna spra-
wa, na ktora nalezy zwroci¢ uwagg, jest wielkos¢ opa-
kowania. Im wigksza porcja specyfiku, tym dluzszy
czas jego stosowania, a tym samym okres, w ktorym
mikroorganizmy moga si¢ w nim namnazac [26]. Takze
stosowanie tego samego opakowania produktu kosme-
tycznego przez kilka osob jednoczesnie moze negatyw-
nie wplywac na jego jako$¢. Wiaze si¢ to z ogromna
roéznorodnoscig flory fizjologicznej ludzi oraz natural-
nych populacji drobnoustrojow, nawet blisko ze soba
spokrewnionych.

Biorac pod uwagg wyzej analizowane uwarunko-
wania uwaza si¢, ze najbardziej narazone na skazenie

zwiazane ze stosowaniem sa kosmetyki zawierajace
wodne emulsje olejow, bogate w tluszcze, witaminy
1 sole mineralne, w duzych opakowaniach i stosowane
rownoczesnie przez kilka osob. Niestety, wsrod kon-
sumentow panuje niska §wiadomo$¢ tego zagadnienia.
Producenci kosmetykow powinni skupi¢ wigksza uwa-
g¢ na propagowanie wsrod klientow zasad wlasciwego
stosowania i przechowywania kosmetykow. Wszyscy
powinnismy mie¢ $wiadomos¢, ze niewlasciwie prze-
chowywane i uzywane kosmetyki, podobnie jak arty-
kuly spozywcze, ulegaja zepsuciu i moga by¢ przy-
czyna roznych chordb. Z uwagi na powyzsze zjawiska
Unia Europejska w marcu 2005 roku wydata odpo-
wiednie przepisy dotyczace migdzy innymi okresu, jaki
moze mina¢ od chwili otwarcia danego produktu do
uplywu terminu jego przydatnosci do uzycia [6, 25].

4. Konsekwencje skazenia mikrobiologicznego
produktéw kosmetycznych

Wystepowanie drobnoustrojow w produktach kos-
metycznych jest rzecza powszechna. Chociaz przyjmu-
je sig, ze kosmetyki nie musza by¢ sterylne, to jednak
obecno$¢ bakterii i grzybow jest w nich niewskazana,
szczegodlnie mikroflory potencjalnie chorobotworczej.
Pierwszym efektem namnazania si¢ bakterii i wzrostu
ich aktywnos$ci metabolicznej jest zmiana wtasciwosci
skazonego produktu. Moze ona przejawiac si¢ w zmia-
nach konsystencji, zapachu, struktury, koloru i skta-
du chemicznego [25]. Egzokomoérkowe wydzielanie
lipaz, proteaz czy lecytynaz, spotykane migdzy innymi
w przypadku B. cereus powoduje rozktad sktadnikow
odzywczych dodawanych do kremow, balsaméw oraz
odzywek. Jak wykazali Behravan i wsp. [47] do
gatunkow licznie zasiedlajacych kosmetyki naleza,
oprocz Bacillus sp. takze inne Gram-dodatnie bakterie.
Najwigksze zagrozenie stwarza S. aureus. Gatunek
ten, nalezacy do naturalnej flory bakteryjnej skory
i bton $luzowych czlowieka, spotykany jest czgsto
w balsamach i kremach do ciala [29]. Z uwagi na zr6z-
nicowang patogenez¢ zwiazana z wydzielaniem tok-
syn o charakterze superantygenow oraz szeregu enzy-
mow moze stanowi¢ powazne zagrozenie zdrowotne.
Potencjalne niebezpieczenstwo wiaze si¢ przede
wszystkim z wnikaniem bakterii do uszkodzonej mi-
krourazami skory lub na powierzchni¢ oka, na przy-
ktad przy aplikacji tuszu do rzgs. Zakazenie S. aureus
moze doprowadzi¢ do przypadkow zespotu wstrzasu
toksycznego (ang. TSS — toxic shock syndrome) lub
zespolu oparzonej skory noworodkéw (ang. staphylo-
coccal skalded skin syndrome — dermatitis exfoliativa
neonatorum Ritter) zwiazanych ze stosowaniem ska-
zonego gronkowcem zlocistym kremu do ciata. Cho-
roba objawia sig rozlegtymi pgcherzami, intensywnym
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zhuszczaniem si¢ naskorka i odstanianiem skory wias-
ciwej na duzych przestrzeniach (tzw. zespot Rittera)
lub powstawaniem mniej rozlegtych zmian pod posta-
cia liszajca pecherzykowego czy wysypki rumienio-
wej [1]. Obecnos¢ innych gronkowcow: Staphylo-
coccus warneri, S. epidermidis opisano w mydtach,
szamponach 1 ptynach do kapieli [6]. Wystgpowanie
S. epidermidis w kosmetykach i $rodkach higienicz-
nych moze by¢ zwigzane z wtdrnym zanieczyszcze-
niem produktu w zaktadzie wytworczym. Bakterie te
posiadaja duza zdolno$¢ tworzenia biofilmu, trudnego
do usunigcia w trakcie produkcji [10].

Dzieci oraz osoby z obnizona odpornoscia sa
szczegblnie podatne na skutki uboczne zwiazane ze
skazeniem kosmetykow i produktow kosmetycznych.
Wyjatkowo drastyczny przypadek S$mierci czworga
dzieci wskutek infekcji bgdacej efektem stosowania
talku dla niemowlat zawierajacego endospory beztle-
nowych bakterii Clostridium tetani opisal w 1946 roku
Tremewan [32]. Rowniez dzieci byty ofiarami po-
waznej infekcji P. aeruginosa na oddziale noworod-
kowym. Dochodzenie epidemiologiczne wykazato, ze
zroédtem zakazenia byt zanieczyszczony bakteriami
krem do rak stosowany przez personel oddziatu [3].
P. aeruginosa, niekiedy tacznie z K. pneumoniae izo-
lowany jest czgsto z kosmetykow kolorowych, takich
jak tusze do rzes czy cienie do powiek [9, 17, 27].
Czesto P. aeruginosa sa odpowiedzialne za grozne
infekcje oka, jak owrzodzenie rogowki i glgbokie
zakazenie rogoéwki [27, 37]. Wystgpowanie innego
gatunku z tego rodzaju, Pseudomonas putida wykryto
w $rodkach stosowanych do kapieli [6]. Doktadne
badania testerow cieni do powiek ré6znych marek wy-
kazaty obecno$¢ Micrococcus sp., Corynebacterium
sp., Actinetobacter oraz Moraxella sp., Neisseria sp.
oraz gronkowcow [9]. Szampon do wloséw moze by¢
natomiast zrodtem chorobotwodrczych bakterii Serra-
tia marcescens, Citrobacter freundii, Enterobacter sp.
czy Klebsiella sp. [5]. Powyzsze przyktady obecnosci
w kosmetykach bakterii Gram-ujemnych, uwazanych
za rzadziej wywotujace infekcje skorne powinny bu-
dzi¢ uzasadniony niepokdj [29, 36]. Obserwacje
Behravana iwsp. z 2000 r., wskazuja, ze wpraw-
dzie znaczna czgs¢ fabrycznie nowych, nieotwieranych
kosmetykoéw zawiera E. coli oraz P. aeruginosa, to
wraz z uzywaniem tych produktow odsetek skazonych
opakowan, podobnie jak i ilo$¢ bakterii na jednostke
masy produktu drastycznie wzrasta. Niezwykle wazny
jest wigc rodzaj opakowania. Dowiedziono, Ze pro-
dukty w opakowaniach z dozownikami, ktore wyklu-
czaja kontakt substancji ze Srodowiskiem zewngtrz-
nym sa znacznie bezpieczniejsze i mniej podatne na
skazenia w trakcie stosowania [5].

Grzyby do$¢ powszechnie wystepuja w catej gamie
opisywanych produktow kosmetycznych. Wystepowa-

nie Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus
funigatus oraz Penicillum sp. stwierdzono w kremie do
rak [18, 21] natomiast w cieniach do powiek obecnos¢
drozdzy [9]. Grzyby, szczegodlnie plesniowe, generalnie
odpowiadaja za obnizanie jakos$ci produktow, w wyjat-
kowych przypadkach moga stawac¢ sig przyczyna scho-
rzen. U pacjenta poddanego immunosupresji opisano
przypadek grzybicy skornej wywolanej przez Paecilo-
myces lilacinus pochodzacy z balsamu do ciata [19].

Powyzsze przyktady niebezpieczenstw zwigzanych
z obecnoscia drobnoustrojow w srodkach pielegnacyj-
nych i upigkszajacych podkreslaja celowos$¢ odpo-
wiedniego ksztattowania §wiadomos$ci konsumentow
oraz stale dbanie o jako$¢ wytwarzanych produktow.
Wiasciwe przechowywanie i stosowanie powinno wte-
dy uchroni¢ nas zaré6wno przed zepsuciem si¢ kosme-
tykow jak i przykrymi konsekwencjami uzycia pro-
duktéw skazonych.

5. Priorytety w produkcji kosmetykow
oraz normy mikrobiologiczne

W produkcji kosmetykéw do zadan priorytetowych,
oprocz zapewnienia odpowiedniego dziatania produk-
tu, nalezy dbato$¢ o czysto$¢ chemiczna i mikrobiolo-
giczna. Aby utatwi¢ wytworcom osiagnigcie wiasci-
wej jakosci, opracowano system kontroli krytycznych
punktéw produkcji oznaczany skrotem HACCP (ang.
Hazard Analysis Critical Control Points). Procedura
ta, obowigzujaca migdzy innymi w przemysle spozyw-
czym, farmaceutycznym i kosmetycznym sktada si¢
z siedmiu podstawowych zasad, ktorych przestrzeganie
minimalizuje ryzyko wyprodukowania i wprowadzenia
do obiegu wadliwego lub zanieczyszczonego srodka.
Kluczowym warunkiem wdrozenia tego systemu jest
przeprowadzenie analizy wszystkich potencjalnych za-
grozen dla calego szlaku produkcji i dystrybucji oraz
okreslenie krytycznych punktow kontroli, czyli miejsc,
w ktorych nalezy podja¢ szczegolne srodki ostroznosci
z uwagi na najwyzsze ryzyko skazenia surowcow lub
gotowego produktu. Nastepnie opracowuje si¢ odpo-
wiednie normy i zlozony system kontroli jakos$ci
uwzgledniajacy CCP, a takze okres§la postgpowanie
w przypadku stwierdzenia przekroczenia dopuszczal-
nych zakreséw skazenia w poszczegodlnych punktach
kontroli. Aby system dziatal poprawnie, konieczna
jest rowniez odpowiednia metodyka weryfikujaca jego
funkcjonowanie.

W USA stosowne normy, dotyczace w szczegol-
nosci gatunkow wskaznikowych, przede wszystkim
E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp. 1 S. aureus, sa
zawarte w odpowiedniku naszej Farmakopei — United
States Pharmacopeia [34]. W Wielkiej Brytanii The Co-
smetics, Toiletery & Perfumery Association okreslito
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maksymalne dopuszczalne ilosci bakterii w produk-
tach kosmetycznych przeznaczonych do stosowania
na skorze wrazliwej (skora dzieci, okolice oczu) na
poziomie 100 cfu/g produktu, podczas gdy w pozosta-
tych kosmetykach poziom skazenia mikrobiologicz-
nego nie moze przekracza¢ 1000 cfu/g produktu [26].
Europejska Farmakopea zawiera szczegolowe wytycz-
ne, dotyczace gtownie rodziny Enterobacteriaceae
[13]. Odpowiednie przepisy, zawarte w dyrektywie
UE 2003/15/CE wydata tez Unia Europejska. Ich skut-
kiem jest, migdzy innymi okres$lenie wskaznika PAO
(ang. Period After Opening) czyli czasu od otwarcia
kosmetyku do momentu, kiedy jego skazenie mikro-
biologiczne osiagnie poziom stwarzajacy zagrozenie
dla konsumentdéw. Okres ten wyrazany jest w miesia-
cach (,,M”) i umieszczany na opakowaniu. Jesli wigc
okres PAO dla danego produktu wynosi 1 rok to na
opakowaniu bedzie widnie¢ napis 12 M. [25].

Wszystkie powyzsze zalecenia, podobnie jak wy-
tyczne Dobrej Praktyki Produkcyjnej (ang. Good Ma-
nufacture Practice — GMP) oraz Dobrej Praktyki Higie-
nicznej (ang. Good Higiene Practice — GHP) maja
na celu niedopuszczenie do obrotu towardw, ktorych
jako$¢ stwarzataby realne zagrozenie dla konsumen-
tow. Jednak pomimo wprowadzenia licznych §rod-
koéw zapobiegawcezych czy stosowania konserwantow
oraz §rodkow bakterio- i grzybobojczych nie mamy,
jako konsumenci pelnej gwarancji, ze kosmetyki,
ktore nabywamy sa pod wzgledem mikrobiologicznym
zupelnie bezpieczne. Swiadomosé¢ klientéw w tym
zakresie odgrywa niebagatelng role, gdyz nawet naj-
lepsze normy i zasady produkcji nie chronig przed
skutkami rekontaminacji produktow w trakcie ich
stosowania. Tak wigc, z uwagi na potencjalne zagro-
zenia zwiazane z wykorzystywaniem skazonych pro-
duktéw zaréwno wytworcy jak i uzytkownicy musza
zachowaé czujnos¢ i rozsadek. Takie postgpowanie
sprawi, ze kosmetyki beda zawsze kojarzy¢ si¢ tylko
z pozytywnymi odczuciami.
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INFORMACJE, KOMUNIKATY, RECENZJE

Od Redakcji

Uprzejmie informujg, iz znaczna cz¢s$¢ 2-go zeszytu Postgpow Mikrobiologii w roku 2008 zostata oddana do
dyspozycji Komitetu Naukowego XX VI Zjazdu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow. W zeszycie tym dru-
kowane beda streszczenia zjazdowe planowanych referatow plenarnych.

Redakcja PM przeprasza za mozliwo$¢ opdznienia druku zakwalifikowanych juz do publikacji prac przysta-
nych wczeséniej do Redakji.

Jerzy Hrebenda
Redaktor Naczelny

INFORMACJA DLA AUTOROW PRAC DRUKOWANYCH
w ,,Postepach Mikrobiologii”

Uprzejmie informujemy PT Autoréw PM, iz zgodnie z decyzja Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw z dnia 6 lutego 2007 roku zmianie ulegng zasady przyjmowania prac do druku w naszym pismie.
Autorzy manuskryptow proszeni sa od zeszytu numer 1/2008 o wnoszenie optat za kazdy artykut (250 PLN) na
konto Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw:

Bank BPH S.A. 53 1060 0076 0000 3200 0105 5596

Dotychczasowa instrukcja opisana w INFORMACJI DLA AUTOROW (Post. Mikrobiol., 2007, 46,
73-75 1 79-80) pozostaje bez zmian.

Optate mozna wnosi¢ indywidualnie, wtedy dowdd wplaty jest warunkiem uruchomienia procedury wy-
dawniczej. W przypadku oplaty przelewem (instytucja, fundacja itp.) Autorzy korzystajacy z tej formy platnosci
sa zobowiazani do zltozenia u Sekretarza Redakcji wraz z manuskryptem pisemnego zobowiazania si¢ do
bezzwtocznej oplaty za publikacjg po otrzymaniu faktury VAT.

Na adres siedziby Zarzadu PTM: 00-725 Warszawa ul. Chetmska 30/34 nalezy przesyla¢ zgloszenia przygo-
towanych do publikacji artykutéw wraz z danymi do wystawienia faktury VAT (NIP, nazwa i adres instytucji
lub osoby fizycznej) faksem (022) 841-29 49 lub droga pocztowa. Do zgloszenia nalezy dolgczaé informacje
zawierajace tytul pracy i nazwisko autora korespondencyjnego oraz ewentualnie kopi¢ dowodu wplaty.

Otrzymanie przez Redakcje pracy wraz z kopia potwierdzenia wptaty lub zobowiazaniem zaptaty jest wa-
runkiem uruchomienia procedury wydawniczej.

W przypadku nie przyjecia przez Redakcje do druku pracy zwrot oplaty wraz z korekta faktury dokonany
bedzie przez ksiggowosé PTM.




INSTRUKCJA DLA AUTOROW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTEPY MIKROBIOLOGII

W celu utatwienia publikowania w jednym miejscu artykutéw o podobnej problematyce, Postepy Mikrobiologii
wydawa¢ beda w formie suplementow, nastgpujace prace naukowe:

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

2. Streszczenia przyjgtych przez organizatoréw referatow oraz doniesien prezentowanych na ww. Zjazdach nauko-
wych, Konferencjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczaé jednej strony maszynopisu i kon-
czy¢ si¢ nie wigcej jak trzema pozycjami cytowanego pismiennictwa.

W suplemencie nie beda publikowane oryginalne prace doswiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych.
Prace te po odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcja dla autoréw, mozna przesyta¢ do Redakcji Polish
Journal of Microbiology (Acta Microbiologica Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiajacy suplement ponosza peitny koszt jego opracowania oraz wydania. Mozliwy jest druk
czterech suplementow rocznie. Poniewaz materiaty przeznaczone do suplementu nie sa opracowywane oraz nie podle-
gaja ocenie Zespolu Redakcyjnego Postepow Mikrobiologii, zamawiajacy suplement, tj. osoba upowazniona przez
Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw lub Komitet Mikrobiologii PAN, bierze catkowita odpowie-
dzialno$¢ za redakcje oraz warto$¢ merytoryczna suplementu. Wydanie suplementu powinno by¢ poprzedzone jego
akceptacja przez Zespot Redakcyjny Postepow Mikrobiologii.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialnos$ci za tres¢ reklam i ogloszen

Oferta Reklamy

Postepy Mikrobiologii udostgpnia w kazdym numerze kilka stron (lacznie z wewngtrznymi stronami oktadek)
reklamie.

Pismo nasze dociera co kwartat do kilku tysigcy odbiorcow. Sa wsrdd nich specjalisci réznych dziedzin mikrobio-
logii, pracujacy jako nauczyciele wyzszych uczelni, szkot Srednich oraz pracownicy naukowi instytutow badawczych,
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szawa, ul. Oczki 3, tel. 628 08 22.
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Postepy Mikrobiologii zamieszczaja artykuty przegladowe
ze wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych
czasopismach oraz w dziale Nowosci Wydawniczych recenzje
nowych ksiazek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrewnych,
ktére ukazuja si¢ w Polsce. Artykuly drukowane w Postepach
Mikrobiologii nie moga by¢ bez zgody Redakcji publikowane
w innych periodykach.

1. Sposé6b przygotowania manuskryptu.

1.1. Tekst

Prace nalezy przysyta¢ do Sekretariatu Redakcji w postaci
elektronicznego zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word do-
wolnej edycji w wersji PL na dyskietkach komputerowych (3,5”
1,44 MB), na ptytach CD lub DVD. Do dyskietki powinny by¢
dotaczone 2 egz. tekstu artykutu catkowicie zgodnego z zapi-
sem elektronicznym. Objgtos¢ pracy nie powinna przekraczaé
wraz z piSmiennictwem i ilustracjami 30 stron maszynopisu.
Maszynopis powinien by¢ jednostronny (wielkos¢ czcionki 12,
odstgp pomigdzy wierszami 1,5), z numeracja stron. Po tytutach
wydzielonych nie nalezy stawia¢ kropek. Na oddzielnej stronie
(strona tytutowa) nalezy podaé tytut pracy, pod nim w pelnym
brzmieniu imiona i nazwiska autoréw, spis tresci (tytuty po-
szczegodlnych rozdzialow) oraz kilka (nie wigcej jak pigc) stow
kluczowych (keywords). Tytut pracy i spis tresci nalezy pow-
torzy¢ w jezyku angielskim. Stowa kluczowe moga badz nie po-
jawia¢ si¢ w tytule pracy — nalezy je poda¢ w porzadku alfabe-
tycznym. Praca powinna konczy¢ si¢ krotkim podsumowaniem,
zawierajacym najistotniejsze elementy tresci. Na oddzielnej stro-
nie nalezy dotaczy¢ krotkie streszczenie pracy w jezyku angiel-
skim (maksymalnie 250 stow). Tekst pracy powinien by¢ zgodny
z zaleceniami szczegdtowymi Redakcji.

Przestane do redakcji prace winny by¢ napisane poprawna
polszczyzna. Redakcja rekomenduje P.T. Autorom Stownik Po-
prawnej Polszczyzny (red. Witold Doroszewski, Halina Kurkow-
ska, Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa,1998) jako po-
moc w redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postepy Mikrobiologii
sa polskojgzyczne, nie wyklucza sig¢ druku prac, napisanych po
angielsku.

1.2. Tlustracje

Tabele i rysunki (po dwa egz., o rozmiarze nie przekraczaja-
cym 26,5 cm X 18 cm) winny by¢ wykonane starannie (doktadne
krycie) czarnym tuszem na kalce technicznej lub w formie wy-
druku z drukarki laserowej Iub atramentowej. Fotografie (po dwa
egz.) nalezy sporzadza¢ na btyszczacym papierze, najlepiej w for-
macie 13 cmx 18 cm. Materiaty te nalezy zalaczy¢ oddzielnie. Nie
nalezy pozostawia¢ w maszynopisach wolnych miejsc na rysunki
i zdjgcia, a tylko na kopii zaznaczy¢ miejsce, w ktorym powinny
by¢ umieszczone, np. tab. 1, rys. 1. Liczbg rysunkow i tabel nale-
zy ograniczy¢ do istotnie niezbgdnej ilosci. Te same wskazowki
odnosza si¢ do pojedynczych wzoréw chemicznych. Kazda tabe-
la powinna by¢ oznaczona kolejnym numerem rzymskim oraz
mie¢ nagtowek opisujacy jej tres¢. Na osobnej kartce nalezy zata-
czy¢ spis z objasnieniami jakie powinny si¢ znalez¢ pod rysunka-
mi lub z uwaga ,,objasnienia w tekscie”. Podpisy pod wykresami,
rysunkami, zdjgciami nalezy umiesci¢ na osobnej stronie.

1.3. PiSmiennictwo

Cytowana literaturg (PiSmiennictwo) nalezy wpisa¢ oddziel-
nie jako ostatnie strony maszynopisu, wymieniajac pozycje
w kolejnosci alfabetycznej. W wykazie powinny by¢ podane ko-
lejno: liczba porzadkowa, nazwisko autora, pierwsze litery
imion, nazwiska wspotautorow pracy i pierwsze litery ich imion
(w kolejnosci podanej w cytowanej pracy), petny tytut cytowa-
nej pracy, skrocony tytut czasopisma, tom, strona, i rok wydania
(w nawiasach).

Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych nalezy po-
dac¢ kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora, lub wspot-
autorow, tytul dziela, wydawnictwo, miejsce i rok wydania.
W przypadku odwotywania si¢ do artykutu w pracy zbiorowej
nalezy dodatkowo podaé tytul tej pracy oraz nazwisko jej re-
daktora, wydawnictwo, miejsce wydania, rok, tom oraz na koncu
strong, np.

Portnoy D. A., Sun A. N., Bielecki J. E., Escape from the

phagosome and cell-to-cell spread of Listeria monocytoge-

nes (w) Microbial Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L.

Switalski, Springer Verlag, New York, 1991, s. 86.

W przypadku gdy liczba wspotautorow pracy przekracza 10,
nalezy poda¢ nazwiska i inicjaly pierwszego oraz ostatniego
wspotautora a nastgpnie doda¢ uwage i wsp. np.

Tomb J.F., J.C. Venter i wsp.: The complete genome sequence

of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature 338,

539-543 (1997)

(wyzej cytowana praca jest dzietem 42 autoréw)

Powotywanie si¢ w tekscie na pozycje cytowanej literatury
nastgpuje przez wymienienie liczby porzadkowej w nawiasach
np. (10). [lo$¢ cytowan w piSmiennictwie nie moze przekraczaé
100 pozycji.

1.3.1. PiSmiennictwo danych cytowanych
z sieci internetowej

Cytowanie danych z sieci internetowej moze jedynie doty-
czy¢ informacji pochodzacych z prac oryginalnych zamieszcza-
nych w sieci przez uznane w $srodowisku naukowym oraz recen-
zowane czasopisma. Redakcja bedzie rowniez uznawac cytacje
informacji ze zrodet autoryzowanych przez uznane w $rodowi-
sku autorytety z dziedziny nauk przyrodniczych. Warunkiem
koniecznym przy uzyciu informacji ze strony internetowej jest
sprawdzenie i aktualizacja zapisu informacyjnego na stronie
WEB w dniu wysytania maszynopisu. W przypadku niewtasci-
wego adresu i niemozliwos$ci odtworzenia informacji z sieci
komputerowej, prace beda zwracane autorom. Cytowanie infor-
macji publikowanej na stronach sieci internetowej powinno wy-
glada¢ nastepujaco:

14. XYZ Website 14 listopada 2004 roku (online), nazwisko
wydawcy, jesli jest znane, http://cbx.iou.pgr. (10 Pazdziernika
2004 roku, data ostatniego sprawdzenia adresu). Cytowanie
ksiazek powinno zawiera¢ szczegdtowe dane o wydawnictwie.
Cytacje prac oryginalnych przesytanych poprzez sie¢ kompute-
rowa powinna zawiera¢ nastgpujace dane:

Nazwisko autora, inicjaty imion, data przyjgcia pracy, tytut
pracy. Nazwa czasopisma, numer: strony (jesli sa dostgpne) (on-
line), adres internetowy, data potwierdzenia waznos$ci adresu.
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1.3.2. Elektroniczne wersje ilustracji

Redakcja Postepow Mikrobiologii akceptuje ilustracje za-
chowane w formatach: TIFF, JPG lub EPS. Wszystkie grafiki
nalezy przesyta¢ w 100% wymiarze bez koniecznosci skalowa-
nia. Minimalna rozdzielczo$¢ stosowana w ilustracjach powinna
wynosi¢ 300 dpi dla zdje¢ szarych i kolorowych, 600 dpi dla
liter i 1200 dpi dla linii w wykresach. Grafiki kolorowe nalezy
zachowywa¢ w formacie CMYK. Dane sa przyjmowane na stan-
dardowych mediach takich jak dyskietki (3,5 cala), ptyty CD
lub DVD. Przestane dyski lub dyskietki nie beda zwracane auto-
rom. Zalecana przez redakcj¢ kompresja informacji to ZIP lub
RAR. W celu szczegétowej informacji proszg wysylaé zapyta-
nie przez e-mail na adres jbielecki@biol.uw.edu.pl.

2. Prawo autorskie

W przypadku reprodukcji w pracy cudzych rysunkow lub tabel
—nawet w formie zmodyfikowanej — badz cytowania fragmentow
cudzego tekstu, Autorzy Postgpow Mikrobiologii przed przysta-
niem tych materiatlow do Redakcji sa zobowiazani do uzyskania
pisemnej zgody od Autoréw oryginalnych prac i Wydawnictwa
(z ktérej materiaty te pochodza) na ich reprodukcjg. Cytowany
tekst powinien by¢ wyraznie oznaczony w odpowiednim miejscu
manuskryptu, za§ u dotu strony powinna by¢ zamieszczona infor-
macja dotyczaca pochodzenia cytatu oraz uzyskanej zgody na
przedruk. Zaswiadczenia wraz z informacja ktérego rysunku,
tabeli lub cytatu dotycza, nalezy przesta¢ wraz z manuskryptem
przeznaczonej do publikacji pracy. Uprzejmie zawiadamiamy,
iz Autorow PM obowiazuje skladanie wraz z manuskryptem
,»Oswiadczenia dotyczacego praw Autorskich” oraz ,,O$wiadcze-
nia dotyczacego konfliktow interesow”. Zalaczenie ww. doku-
mentéw jest warunkiem uruchomienia procedury wydawnicze;.

3. Zalecenia szczegétowe*

3.1. Nazewnictwo drobnoustrojéw

Nalezy stosowa¢ dwucztonowe nazwy zawierajace nazwe
rodzajowa oraz gatunkowa (np. Escherichia coli). Nazwy ro-
dzajowe moga by¢ uzyte same tj. bez nazwy gatunkowej, nato-
miast nie mozna uzy¢ samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w
pracy podaje si¢ pierwszy raz nazwe¢ gatunku, musi ona sktadaé
si¢ z pelnych wyrazow, przy ponownym uzyciu tej nazwy, po-
daje si¢ tylko pierwsza liter¢ nazwy rodzajowej (zawsze duza )
oraz nazwg¢ gatunkowa w pelnym brzmieniu np. E. coli. Nazwy
gatunku, rodziny, rzgdu, klasy, dziatu oraz krolestwa nalezy pisaé
kursywa. Informacje szczegdtowe dotyczace pisowni oraz pra-
widlowego nazewnictwa (zgodnego z wymogami wspotczesnej
systematyki ) — przyjete przez Redakcje Postepow Mikrobiologii,
za instrukcja ASM — mozna znalez¢ w Instructions to Authors,
J. Bacteriol. Jan. 1999.

Zgodnie z propozycjami WHO — Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella (,,Antigenic Formulas of
the Salmonella Serovars” (M.Y. Popoff and L. Le Minor, WHO
Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella,
Institut Pasteur, Paris, France, 1997) and ,,Identification and Sero-
typing of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White
Scheme” (A.C. McWhorter-Murlin and F.W. Hickman-Brenner,
Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.) do
rodzaju Salmonella naleza tylko dwa gatunki tj. S. enterica
i S. bongori — pierwszy z nich podzielony zostat na 6 podgatun-
kow. Stosowane dotychczas zwyczajowe nazwy, nie posiadajace
statusu taksonomicznego, takie jak serotyp, typ serologiczny,
zostaly zastapione nazwa serowaru (w oryginale serovar, sv.).
Nazwg serowaru nalezy pisa¢ duza litera oraz prostym pismem

* fragmenty instrukcji dla autoréw czasopism wydawanych
przez American Society for Microbiology — wykorzystywanie
w P.M. za zgoda Journals Departments ASM.

(np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.). Zgodnie z po-
wyzszym, nazw¢ pierwszego podgatunku rodzaju Salmonella
mozna zapisaé: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium lub
Salmonella subsp. 1. sv. Typhimurium, badz po prostu, Salmo-
nella Typhimurium.

3.2. Nomenklatura genetyczna

Wtasciwos$ci genetyczne szczepu opisywane sa w terminach
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane wtasci-
wosci organizmu. Genotyp okresla genetyczng strukturg organiz-
mu, zwykle odnosi si¢ do szczepu dzikiego. Ww. okre$lenia sg bli-

zej objasnione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61: 76, 1966.

(a) Fenotypowe okreslenie witasciwosci organizmu stosuje sig
gdy zmutowane loci nie zostaly zidentyfikowane oraz zmapo-
wane. Moze by¢ takze uzyte w przypadku, gdy identyfikuje
si¢ produkt genu np. biatko OmpA. Zapis fenotypu zasadni-
czo sktada si¢ z trzech liter, nie mozna ich pisaé¢ kursywa,
pierwsza litera powinna by¢ zawsze duza litera. Preferuje
sig uzycie liczb rzymskich lub arabskich dla oznaczania bliz-
niaczych fenotypdw np. Poll, Pol2, Pol3 itd. Typ dziki mozna
zapisa¢ dodatkowym oznaczeniem plus (Pol™); w odro6znieniu
do tego oznaczenie minus okres$la¢ bedzie fenotyp mutanta
(Pol"). Czasami pewne charakterystyczne wlasciwosci orga-
nizmu mozna zapisa¢ uzywajac liter np. (StrS).

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

(c) Typ dziki alleli mozna zaznaczy¢ wpisujac dodatkowe ozna-
czenie plus nad oznaczeniem genu np. ara”, his*, nie ozna-
cza si¢ natomiast zmutowaych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza si¢ poprzez wstawiania liczby
kolejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego
locus (np. aradl, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno
takie locus istnieje, lub gdy nie wiadomo w ktoérym kolej-
nym locus mutacja powstata — po oznaczeniu genu wstawia
si¢ mys$lnik w miejscu duzej litery oznaczajacej locus, za$
dalej podaje sig liczbg izolacji (np. ara-23).

(e) Zapis genotypu moze by¢ wzbogacony innymi oznaczeniami
jak plus, dla typu dzikiego czy minus dla mutanta — mozna
wprowadzi¢ oznaczenia okreslajace mutacje jak np. mutacja
Amber (Am), mutant termowrazliwy (Ts), mutant konstytu-
tywny (Con), mutant wrazliwy na niskie temperatury (Cs),
biatko hybrydowe (Hyb) np. ara4A230(Am), his D21(Ts).
Wprowadzanie innych wzbogacen powinno by¢ poprzedzo-
ne w tekscie odpowiednim wyjasnieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia moga tez by¢ uzyte w przypadku
konieczno$ci rozroznienia tego samego genu znajdujacego si¢
w réznych organizmach lub szczepach tego samego gatunku
np. hisg . lub his, ,,. Dodatkowe oznaczenia stosuje sig
rowniez dla rozroznienia pomigdzy genetycznymi elemen-
tami o tej samej nazwie np. promotory operonu gin; ginA,
igind,.

(g) Delecjg oznacza si¢ symbolem, D usytuowanym przed zde-
lecjonowanym genem lub regionem np. D trpA432, D (aroP-
aceE)419, lub D his(dhuA hisJ hisQ)1256. Fuzjg gendw ara
i lac mozna przedstawi¢ w ten sam sposob — F (ara-lac)1256.
Podobnie F (araB’ -lacZ")(Hyb) oznacza, ze fuzja nastapita
pomigdzy genami araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana na-
stepujaco IN (rrnD-rrnE) 1. Insercj¢ genu his E. coli do plaz-
midu pSC101 w pozycji 0 zasad (0kb) zapisuje si¢ nastgpu-
jaco pSC101 W (Okb::K-12hisB)4.

Oznaczenie obecnosci episomu polega na podaniu jego sym-
boli w nawiasie po nazwie szczepu rodzicielskiego np. W3110/F’

8(gal™).
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3.3. Skroty nazw chemicznych
Nie wymagaja dodatkowych wyjasnien skroty nazw, takich jak:

— nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme Interna-
tional dc Unites (S1), og6lnie akcetowane jednostki takie
jak bp, kb, Da, masa czast., m. czast.

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

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

— nazwy powszechnie stosowanych technik biologii mole-
kularnej np. PCR, SDS-PAGE, nazwy ogélnie znanych
linii komorkowych np. HelLa, J774

— nazwy jednostek biologicznych; PFU ( jednostka formo-
wania tysinek), CFU (jednostka formowania kolonii),
MIC ( minimalne stgzenia hamujace wzrost), itp.

Nowe zasady ksztattowania nomenklatury endonukleaz re-
strykcyjnych oraz metylotransferaz zostaty opublikowane w
Nucleic Acids Research 2003, 31: 1805—1812. Przy pisaniu prac
prosimy o korzystanie z zawartych tam informacji.

3.4. Pisownia danych numerycznych

Standardowe jednostki metryczne sa stosowane dla okresla-
nia dtugosci, wagi i objgtosci. W przypadku przedstawiania tych
wartosci oraz molarno$ci nalezy stosowac przedrostki m, p, n
oraz p dla warto$ci 1073, 107°, 10-° oraz 10~!2. Temperaturg na-
lezy przedstawia¢ tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

Jesli wyznakowana jest pojedyncza czasteczka w zwiazku
chemicznym nalezy nazwg tego zwiazku zapisa¢ w nastgpujacy
sposob 1*CO,, *H,0, H,**SO,. Taki sam sposob zapisu stosuje

2. Oswiadczenie (prosz¢ wypetnic¢ a lub b)

si¢ gdy radioaktywna czasteczka nie wystgpuje w naturalnej
formie wyznakowanego zwiazku np. 32S-ATP lub gdy symbol
izotopu zwiazany jest z niespecyficzna nazwa zwiazku np. “C
aminokwasy, *H-liganty itp. W przypadku niektérych specyficz-
nych zwiazkéw chemicznych mozna stosowaé nawiasy kwa-
dratowe obejmujace symbole radioaktywnej czasteczki przed
nazwa chemiczna zwiazku np. ['“C] mocznik, L-[metylo-'4C]
metionina, [g3?P] ATP.

4. Uwagi dodatkowe

Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ dokonywania skrotow
i poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy. W przypadku
konieczno$ci wprowadzenia zmian w tresci odsyla si¢ autorowi
jeden egzemplarz pracy oraz dyskietke¢ w celu dokonania popra-
wek. Adresy instytucji, w ktorych pracuja autorzy (adres pocz-
towy oraz e-mail) nalezy podawaé w maszynopisie pracy po pis-
miennictwie. Prace nie odpowiadajace wymaganiom Redakcji
beda odsytane autorom bez rozpatrzenia merytorycznego. W ra-
zie nie przyjecia pracy do druku Redakcja zwraca dyskietkg oraz
jeden egzemplarz wydruku, drugi zatrzymuje u siebie. Za datg
wplywu przyjmuje si¢ dzien otrzymania pracy w formie zgodnej
z instrukcja dla autorow. Autorzy otrzymuja bezplatnie 15 odbi-
tek pracy. Za prace opublikowane w Postepach Mikrobiologii
nie przewiduje si¢ honorariéw autorskich. Prace nalezy nadsytac
na adres sekretarza naukowego redakcji:

Dr Bohdan Jerzy Staro$ciak

Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej
Akademia Medyczna

ul. Oczki 3

02 - 007 Warszawa

tel. (22) 628-08-22 lub 621-13-51

(a) Oswiadczam. iz w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, sa oryginalne tzn. zostalty wymyslo-
ne i zaprojektowane przez autorow przedkladanego Redakcji manuskryptu. W pracy nie ma cytatow z obcej publikacji.

(miejsce i data)

(podpis korespondencyjnego autora)

(b) Oswiadczam, iz uzyskatem/liSmy zgode Autoréw na reprodukcje rysunkow nr:

zamieszczonych w*

Oswiadczam, iz uzyskatem/lismy zgodg Autorow na reprodukcjg tabel nr: ... ... .. ,

zamieszezonych W* ... ... ... . .
Oswiadczam, iz uzyskatem/lismy zgod¢ Wydawnictwa na reprodukcj¢ rysunkow nr:
zamieszczonych W*: ... .

Oswiadczam, iz uzyskatem/lismy zgod¢ Wydawnictwa na reprodukcj¢ tabel nr: ... .... s

zamieszczonych w*: ... .

(* podac¢ bibliografie prac oryginalnych, z ktorych reprodukowane beda rysunki lub tabele)

tabel: cytowanego tekstu:

(miejsce i data)

(podpis korespondencyjnego autora)
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