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Profesor Piotr Slonimski
(9 XTI 1922 — 251V 2009)

Doktor honoris causa Uniwersytetu Wroctawskiego,
uhonorowany Ztotym Medalem uczelni. Emerytowa-
ny profesor paryskiego Uniwersytetu Pierre et Marie
Curie. Swiatowej stawy biolog, wybitny genetyk,
tworca genetyki mitochondrialnej. Absolwent Gimna-
zjum Stefana Batorego, student medycyny na tajnych
kompletach. Zomierz Armii Krajowej i uczestnik po-
wstania warszawskiego. Doktorat z medycyny uzyskat
w 1947 r. na UJ, a doktorat z nauk przyrodniczych
na Sorbonie w 1952 r. Pracowatl naukowo we Francji
od 1947 r. Kierownikiem Zaktadu w CNRS zostat
w 1954 r. Stworzyt w 1971 r. Centrum Genetyki Mole-
kularnej CNRS w Gif-sur-yvette pod Paryzem, ktorym
kierowat ponad 20 lat, a od 1992 r. byl jego dyrektorem
honorowym. Dyrektor francuskich zespotéw badan nad
genomami. Pasjonowat si¢ mitochondriami, w tej dzie-
dzinie byl wielkim autorytetem. Jego zespo6t odkryt
niezalezny od jadra zestaw gen6w mitochondrialnych
1 zasady rzadzace ich dziedziczeniem. W ostatnich la-
tach poswigcit si¢ genomice teoretycznej i formalne;j
analizie jezyka genomow, publikujac nowatorskie pra-
ce z matematykami UW. Byt cztonkiem Francuskiej
Akademii Nauk i Academii Europea, cztonkiem za-
granicznym Krolewskiej Belgijskiej Akademii Nauk,
Niemieckiej Akademii Nauk, Polskiej Akademii Nauk
oraz Amerykanskiej Akademii Sztuk i Nauk, a i in-
nych. Uhonorowany doktoratem hc takze przez Uni-
wersytet Warszawski i w Bratyslawie oraz Uniwersy-
tet w Louvain. W 1984 r. otrzymal Legi¢ Honorowa,
rok pdzniej najwyzsze odznaczenie naukowe we Fran-

cji — Ztoty Medal CNRS. W czasie stanu wojennego
w Polsce wspomagatl opozycje. Wspotzatozyciel sto-
warzyszenia Solidarno$¢ Francja Polska. W latach 90.
byl wspolorganizatorem i patronem polsko-francus-
kiego programu studiow doktoranckich w biologii mo-
lekularnej. Pogrzeb Profesora odbyl si¢ 5 maja na
cmentarzu w Gif-sur-yvette pod Paryzem.

WSPOMNIENIE

25 kwietnia 2009 roku o godzinie 17:00 zmarl Profesor paryskiej Sorbony Piotr P. SLONIMSKI,
wielki przyjaciel Instytutu Genetyki i Mikrobiologii i Uniwersytetu Wroclawskiego.

Profesor Piotr P. Stonimski urodzit si¢ 9 listopada
1922 roku w Warszawie w rodzinie o tradycjach
patriotycznych i legionowych. W czasie okupacji nie-
mieckiej — poczatkowo jako zolnierz Szarych Szere-
g6w a nastgpnie jako podchorazy zwiazany z ,,Agry-
kola” — nalezat do grup specjalnych Kedywu Okregu
Warszawskiego Armii Krajowej. Brat udziat w Po-

wstaniu Warszawskim w ,,Zgrupowaniu Baszta” na
Mokotowie. Odznaczony zostal Krzyzem Walecz-
nych. W latach 1945-1947 pracowal jako asystent
w Zaktadzie Embriologii Uniwersytetu Jagielonskie-
go, gdzie ukonczyt studia i otrzymatl dyplom doktora
nauk medycznych. W tym okresie byt tez w Krakowie
wigzniem politycznym sowieckich stuzb specjalnych.
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W roku 1947 dzigki pomocy stryja, poety Antoniego
Stonimskiego, wyjechat na state do Francji i rozpo-
czal pracg naukowa, poczatkowo w Instytucie Biologii
Fizyko-Chemicznej w Paryzu, a potem w Laborato-
rium Genetyki Fizjologicznej CNRS w Gif-sur-Yvette
pod Paryzem i na Uniwersytecie Piotra i Marii Curie
w Paryzu. W o$rodkach tych przeszedt wszystkie
szczeble kariery naukowej i w roku 1952 otrzymat
stopien doktora nauk przyrodniczych, a w 1966 tytut
profesora Sorbony. W 1971 roku zostat dyrektorem
Centrum Genetyki Molekularnej CNRS w Gif-sur-
Yvette, a od 1992 roku peit funkcj¢ honorowego dy-
rektora tego Instytutu. Od 1972 roku byt wiceprezy-
dentem, a od 1984 roku petit funkcje prezydenta
Migdzynarodowych Konferencji Genetyki i Biologii
Molekularnej Drozdzy. W latach 1992-1997 petnit
funkcje prezydenta i dyrektora generalnego Komitetu
Naukowego Badan Genoméw Ministerstwa Nauki
i Przestrzeni we Francji. Od 1983 roku byl korespon-
dentem, a od 1985 roku czlonkiem Francuskiej Aka-
demii Nauk. Ponadto Piotr Stonimski byt réwniez
czlonkiem zagranicznym Belgijskiej Krolewskiej Aka-
demii Nauk i Sztuk Pigknych, cztonkiem Niemieckiej
Akademii Nauk, cztonkiem zagranicznym Polskiej
Akademii Nauk, cztonkiem Polskiej Akademii Umie-
jetnosci, cztonkiem zagranicznym Amerykanskiej Aka-
demii Nauk i Umiej¢tnosci, cztonkiem Akademii Euro-
pejskiej, a takze cztonkiem licznych rad i komitetow,
takich jak Rada EMBO, Komitet Biologii Molekular-
nej i Delegatury Generalnej Badan Naukowych i Tech-
niki, Rada Naukowa Instytutu Narodowego Zdrowia
i Badah Medycznych, Rada Naukowa Ligi Narodowej
Przeciwko Rakowi, Rada Naukowa Uniwersytetu
Piotra i Marii Curie, Rada Naukowa Instytutu Pasteura,
Rada Naukowa Centrum Narodowego Badan Nauko-
wych CNRS, Migdzynarodowa Rada Baz Danych
Sekwencji Genomow. Petnit rowniez etatowa funkcje
eksperta naukowego Komitetu Biotechnologicznego
przy Unii Europejskiej w Brukseli.

Swoje zainteresowania naukowe Piotr Stonimski
wiazat Scisle z genetyka mitochondrialng i biochemia
drozdzy. W dorobku naukowym miat ponad 300 pu-
blikacji w renomowanych czasopismach naukowych,
takich jak Cell, Nature i EMBO Journal. Jako jeden
z gtéwnych naukowych ekspertow Unii Europejskiej
kierowal programami badawczymi finansowanymi
przez UE. Obok profesora A. Goffeau z Belgii byt jed-
nym z glownych organizatoréw Projektu Systematycz-
nego Sekwencjonowania Genomu Drozdzy. Byt tez
koordynatorem Migdzynarodowego Programu Unii
Europejskiej EUROFAN dotyczacego analizy funk-
cjonalnej genomu komorki drozdzowej. Profesor Piotr
Stonimski pracowat w komitetach redakcyjnych kilku
czasopism naukowych: Molecular and General Ge-
netics, Methods in Molecular and Cellular Biology,

European Journal of Biochemistry, Biology of the Cell,
Biochimie oraz Current Genetics. Byl organizatorem
licznych Migdzynarodowych Konferencji i Kongre-
sow Naukowych. Od 1962 do 2008 roku przeprowa-
dzil ponad 200 wyktadéw i seminariéw w osrodkach
naukowych na catym §wiecie. Za swoje wybitne osiag-
nigcia naukowe Kkilkakrotnie byt nominowany do
nagrody Nobla. Za zastugi dla Francji w 1984 roku
zostal kawalerem Francuskiej Legii Honorowej,
w 1992 roku oficerem Francuskiego Orderu Zashugi,
a w 1993 roku odznaczono Go Krzyzem Komandor-
skim z Gwiazda Orderu Zastugi Rzeczpospolitej Pol-
skiej. Otrzymat tez medal ztoty CNRS-u oraz medal
zloty 1 prestizowa nagrod¢ Hansena Dunskiej Aka-
demii Nauk, nagrod¢ Charlesa Leopolda Mayera
Akademii Nauk, nagrod¢ Marie Guido Triossi Aka-
demii Nauk, nagrode Fundacji Luis Rapkine, medal
Grzegorza Mendla Towarzystwa Genetycznego Wiel-
kiej Brytanii, nagrode ,,Jurzykowskich Fundation”.
Ponadto, byl laureatem nagrod im. Andrzeja Drawicza
i Premiera Rzeczpospolitej Polskiej. Otrzymat tytut
doktora honoris causa Uniwersytetu Louvain-la-Neuve
w Belgii, Uniwersytetu Bratystawskiego i Uniwersy-
tetu Warszawskiego (w 1992 roku). PoSmiertnie od-
znaczony zostal Krzyzem Komandorskim z Gwiazda
Polonia Restituta przez Prezydenta Rzeczpospolitej
Polskiej Lecha Kaczynskiego.

Nalezy podkresli¢ fakt, ze na wniosek prof. T.M.
Lachowicza, pierwszego Dyrektora Instytutu Mikro-
biologii Wydziatu Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet
Wroctawski jako pierwszy nadat Piotrowi Stonimskie-
mu, Profesorowi Sorbony, godno$¢ doktora honoris
causa za jego zastugi na polu genetyki i wspolpracy
naukowej pomigdzy Francja i Polska. Niestety, z przy-
czyn politycznych zwiazanych z dziatalnoscia Jego
stryja Antoniego Stonimskiego, ktory w tym czasie
protestowat przeciwko zmianom w konstytucji PRL,
cala uroczysto§¢ wrgezenia tego zaszczytnego tytutu
naszego Uniwersytetu zostata wyciszona i odbyla si¢
28 lutego 1976 roku bardzo skromnie, za zamknigtymi
drzwiami w Instytucie Antropologii (zdjgcie z Archi-
wum Uniwersytetu w zalaczeniu). Na wniosek mlod-
szego juz pokolenia pracownikdéw Instytutu Genetyki
i Mikrobiologii, tych ktorzy przebywali na stazach
naukowych w Gif-sur-Yvette we Francji lub wspot-
pracowali z Profesorem, podjgto starania, aby nagtos-
ni¢ ten honorowy doktorat i okaza¢ szacunek oraz
wdzigczno$¢ Profesorowi. 1 pazdziernika 1998 roku
w Auli Leopoldynskiej Uniwersytetu Wroctawskiego,
podczas uroczystego Gaudeamus 1998/1999 z udzia-
tem Premiera RP Jerzego Buzka, Profesor Piotr Stonim-
ski zostal uhonorowany Ztotym Medalem za Zashugi
dla Uniwersytetu Wroctawskiego.

Wspdlpraca Profesora Piotra Stonimskiego z Ka-
tedra Mikrobiologii, a p6zniej z Instytutem Genetyki
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i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego, datuje
si¢ od 1960 roku. Dzigki niej Profesor wprowadzit
3 pokolenia pracownikéw naszego Instytutu w tema-
tyke badan in vitro i in silico w zakresie genetyki
drozdzy. Wielokrotnie zapraszal do swojego osrodka
naukowego w Gif-sur-Yvette pracownikéw nauko-
wych i doktorantéw Instytutu Mikrobiologii na krotkie
1 dlugoterminowe staze naukowe. Ponadto, aktywnie
popieral uczestnictwo naszych pracownikéw i1 dok-
torantow w migdzynarodowych kursach, szkoleniach
1 konferencjach naukowych. Ta bezposrednia i bardzo
owocna wspotpraca pomigdzy obydwoma osrodkami
naukowymi trwala bardzo dtugo, czego dowodem sa
liczne wspolne publikacje.

Na szczego6lng uwage zashuguje Jego Swiatowy
autorytet naukowy, gleboka wiedza i cheé niesienia
pomocy innym. Po ogloszeniu w Polsce stanu wojen-
nego, Profesor Stonimski byl organizatorem i prze-
wodniczacym francuskiego towarzystwa Solidarite
France — Pologne wspomagajacego nauke¢ polska
1 niepodleglosciowy ruch zwiazkowy w Polsce. W cza-
sie stanu wojennego i trudnych finansowo dla kraju
latach, Profesor za posrednictwem Komitetu Stypen-
dialnego fundowat liczne stypendia naukowe dla mto-
dych pracownikéw naukowych, przewaznie dokto-
rantoOw. Przekazywatl aparaturg¢ i finansowal zakup
literatury naukowej oraz odczynnikow chemicznych,
zaréwno do badan, jak i do celow dydaktycznych.

Profesor Piotr Stonimski byl goracym patriota.
Zawsze wykazywat bardzo zywe zainteresowanie spra-
wami naszego kraju, Uniwersytetu, Instytutu, pracow-
nikow i1 studentow. W minionych latach kilkakrotnie
przyjezdzat do Wroctawia, wygtaszat wyktady i brat
udzial w seminariach oraz w konferencjach nauko-
wych organizowanych przez Instytut Mikrobiologii
i Polskie Towarzystwo Genetyczne. Dzigki Niemu,
Zaktad Genetyki Instytutu Mikrobiologii, obok Instytu-

tu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, brat czyn-
ny udziat w migdzynarodowym programie EUROFAN,
zwigzanym z analiza funkcjonalna genow komorki
drozdzowej. Obok wymiernych korzysci materialnych
wynikajacych z tej wspotpracy, pracownicy Instytutu
Genetyki i Mikrobiologii osiagngli roéwniez niewy-
mierne korzysci nawiazujac nowe kontakty migdzy-
narodowe i zdobywajac cenne do§wiadczenie w pracy
naukowej. Jego osoba przyczynila si¢ rowniez do na-
wiazania trwajacej po dzien dzisiejszy $cislej oraz
owocnej wspotpracy naukowej pomigdzy IBB PAN
w Warszawie a naszym Instytutem. Profesor, pomimo
licznych obowiazkoéw i1 bardzo napigtego programu,
podczas kazdej wizyty zawsze znajdowat czas na bez-
posrednie dyskusje i oméwienie wynikow naszych ba-
dan. Na moje zaproszenie i propozycj¢ przyjazdu do
Wroctawia w styczniu lub w lutym biezacego roku od-
powiedziat, ze ze wzgledu na wiek nie lubi podrézowac
w zimie. Niestety, zaplanowana wstgpnie na czerwiec
Jego wizyta w naszym Instytucie i wyktad w zakresie
genomiki teoretycznej juz si¢ nie odbgda. Ale przeciez
mieliSmy ogromne szczgscie i zaszczyt, ze dane nam
bylto spotka¢ Go na swojej drodze zycia.

Drogi Profesorze, smutny to obowigzek pisaé
o Tobie w czasie przeszlym, ale zapewniam, Ze be-
dzie nam bardzo brakowalo Twojej Zyczliwosci,
znakomitego humoru, cennych rad i wspélnych
dyskusji na réznorodne tematy oraz zainteresowa-
nia naszymi sprawami. Dzi¢kuje, Ze przekazale§
nam pasje¢ naukowa odkrywania tajemnicy Zycia
prostej komorki eukariotycznej.

Bedziemy o Tobie pamigtac.

Stanistaw Ulaszewski

Za zgodq Przeglqdu Uniwersyteckiego (Uniwersytet
Wroctawski) Nr 5, 31-39, maj 2009.
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NOWE STRATEGIE POSZUKIWANIA
LEKOW PRZECIW-BAKTERYJNYCH
— LEKI PRZECIW-TOKSYNOWE

Elzbieta Katarzyna Jagusztyn-Krynicka*, Jakub Rybacki, Anna Maria Lasica

Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii Uniwersytetu Warszawskiego
02-096 Warszawa, ul. Miecznikowa 1

Wplyneto w lutym 2009 r.

1. Wstep. 2. Bacillus anthracis. 2.1. Charakterystyka patogenu. 2.2. Toksyna waglika — budowa oraz mechanizm dziatania.
2.3. Terapie przeciw-toksynowe dla toksyn waglika. 2.3.1. Terapie blokujace wnikanie toksyny 2.3.1.1. Bierna immunizacja.
2.3.1.2. Zastosowanie ,,wabikow” (Decoy Based Technology). 2.3.1.3. Cisplastyna — terapia blokujaca proces endocytozy.
2.3.2. Terapie hamujace zdarzenia wewnatrzkomorkowe. 2.3.2.1 B-cyklodekstryny i ich pochodne — strategia zablokowania procesu
translokacji czynnikow LF i EF do cytozolu. 2.3.2.2. Inhibitory aktywno$ci enzymatycznej podjednostki LF. 2.3.2.3. Celasterol
— zahamowanie lizy komorek. 3. Clostridium botulinum. 3.1. Charakterystyka patogenu. 3.2. Budowa i mechanizm dzialania toksyny.
3.3. Terapie. 3.3.1. Immunoterapia. 3.3.2. Nowe leki przeciw-botulinowe. 3.3.2.1. Potencjalne strategie blokujace wiazanie toksyny
BoNT do komérek docelowych. 3.3.2.2. Blokowanie aktywnos$ci metaloproteazowej. 4. Podsumowanie

Novel strategies for antibacterial drug discovery — antitoxin drugs

Abstract: Botulinum toxin and B. anthracis are classified by CDC and NIAD as “Category A selected agents and toxin”. So far, the
only used medical treatment against botulism and anthrax are antibiotics and immunotherapy. The development of effective BONT
and antrax toxin inhibitors must be based on the understanding of their action: interaction between specific receptors and toxins,
protein translocation into eukaryotic cytosol, substrate binding and enzymatic specificities. This article presents data about anthrax
toxin and botulinum neurotoxin structure and mechanisms of their action. Moreover recent accomplishments in antitoxin drugs
design, focusing mainly on drugs inhibiting toxin binding to target cells and drugs inhibiting toxin enzymatic activities are reviewed.

1. Introduction. 2. Bacillus anthracis. 2.1 Pathogen description. 2.2. Anthrax toxin — structure and mechanism of action. 2.3. Antitoxin
therapies. 2.3.1. Antagonists of toxin binding to target cells. 2.3.1.1. Passive immunization. 2.3.1.2. Decoy Based Technology.
2.3.1.3. Cisplastin — inhibition of endocytosis. 2.3.2. Inhibition of intracellular action of the anthrax toxin. 2.3.2.1 B-cyclodekstrins
and their derivatives — inhibition of LE and EF translocation process. 2.3.2.2. Inhibition of the LF anthrax toxin enzymatic acivity.
2.3.2.3. Celasterol — inhibition of intoxicated cell lysis. 3. Clostridium botulinum. 3.1. Pathogen description. 3.2. Botulinum
neurotoxin-structure and mechanism of action. 3.3 Therapies. 3.3.1 Immunotherapy. 3.3.2. Novel anti-botulinum neurotoxin drugs.
3.3.2.1. Potential antagonists of BoNT in the process of binding to target cells. 3.3.2.2. Inhibition of the BoNT metalloprotease
activity. 4. Summary

Stowa kluczowe: Bacillus anthracis, Clostridium botulinum, inhibitory, toksyna botulinowa, toksyna waglikowa

Key words:

anthrax toxin, Bacillus anthracis, botulinum neurotoxin, Clostridium botulinum, inhibitors

1. Wstep

Egzotoksyny sa wytwarzane przez wiele drobno-
ustrojow patogennych, zaréwno bakterie Gram-dodatnie
jak i Gram-ujemne i stanowig istotne czynniki wirulen-
cji. Zarowno nomenklatura jak i klasyfikacja egzotok-
syn jest bardzo zagmatwana i czgsto niejednoznaczna.

Ogolnie akceptowalny podziat toksyn klasyfikuje
je do trzech grup przyjmujac jako kryterium mecha-
nizm ich dziatania. Typ I to toksyny wiazace si¢ do
powierzchni komorek uktadu immunologicznego. Nie
sa one internalizowane i wywoluja nadmierna aktywa-
cje¢ produkcji cytokin. Do tego typu toksyn zaliczamy
biatka o charakterze superantygenow. Typ II to toksyny
modyfikujace struktur¢ oston komorek eukariotycz-
nych (fosfolipazy, toksyny wbudowujace si¢ w ostony

* Autor korespondencyjny: e-mail: kjkryn@biol.uw.edu.pl; tel.

komorek), co powoduje ich destabilizacjg. Typ III to
toksyny AB sktadajace si¢ z podjednostki wiazacej si¢
z receptorem komorkowym (B) oraz podjednostki
o aktywnoS$ci enzymatycznej (A) wnikajace do ko-
morek eukariotycznych (gtéwnie na drodze endocyto-
zy) 1 wptywajace na wiele szlakow sygnalizacyjnych.

Lawinowo narastajaca liczba szczepow bakteryj-
nych opornych na antybiotyki stosowane aktualnie
w leczeniu ludzkich chordb zakaznych wymusza poszu-
kiwania nowych strategii terapeutycznych. Stalo si¢ to
mozliwe dzigki poznaniu szczegdéldw mechanizmu
dzialania wielu toksyn, rozpoznawanych przez nie
receptorow i ich celéw dziatania oraz wyznaczeniu
struktur trzeciorzedowych wielu toksyn. Prezentowana
praca przedstawia nowe opracowywane strategie tera-
peutyczne, ktore prawdopodobnie w niedlugim czasie
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znajda zastosowanie w leczeniu waglika i zatru¢ tok-
syna botulinowa wydzielana przez Clostridium botu-
linum. Zainteresowanie tymi toksynami wynika z fak-
tu mozliwosci ich uzycia w terapiach wielu choréb,
w tym choréb nowotworowych. Jednocze$nie istnieje
potencjalna mozliwos¢ uzycia przetrwalnikow Bacillus
anthracis oraz toksyny botulinowej w atakach bio-
terorystycznych. B. anthracis oraz toksyna botulinowa
zostaty zaliczone do kategorii A czynnikdéw broni bio-
logicznej — dane CDC (Center for Disease Control and
Prevention) and NIAD (National Institue of Allergy
and Infectious Diseases).

2. Bacillus anthracis
2.1. Charakterystyka patogenu

Bacillus anthracis jest Gram-dodatnia, wytwarza-
jaca przetrwalniki wzglednie tlenowa bakterig wyste-
pujaca w $srodowisku naturalnym do$¢ powszechnie.
Spory sa bardzo oporne na dziatanie czynnikow $ro-
dowiska a takze uptyw czasu. Moga w glebie prze-
trwac przez lata. B. anthracis jest przede wszystkim
patogenem zwierzat, gldwnie bydla i owiec. Do natu-
ralnych infekeji Iudzi dochodzi stosunkowo rzadko.
Na zakazenie narazeni sa gltéwnie ludzie z grup pod-
wyzszonego ryzyka, w tym wypadku weterynarze oraz
rolnicy. Dosy¢ czesto do zakazen dochodzi np. u 0s6b
strzygacych owce, poniewaz spory waglika utrzymuja
sig¢ dlugo w sier$ci zwierzat. U ludzi B. anthracis wy-
wotuje trzy rodzaje objawdéw chorobowych w zalez-
nosci od drogi zakazenia: posta¢ skorna, ptucna i gas-
tryczna. W kazdym przypadku do zakazenia dochodzi
poprzez wniknigcie przetrwalnikéw do ludzkiego orga-
nizmu, infekcja formami wegetatywnymi patogenu nie
wywoluje objawow chorobowych [35]. Ponad 90%
odnotowywanych naturalnie wywolanych przypad-
kéw chorobowych to postaci skorne waglika, ktore sa
uleczalne w wypadku szybkiego rozpoznania i zasto-
sowania terapii antybiotykowej. Posta¢ ptucna charak-
teryzuje si¢ wysoka $miertelnoscia. Po inhalacji prze-
trwalniki wnikaja do makrofagow komorek ptucnych,
ktére stanowia ,,wehikul” roznoszacy je po organiz-
mie. Spory przezywaja proces fagocytozy. Wewnatrz
makrofagéw, gtownie w weztach chlonnych, dochodzi
do kietkowania przetrwalnikoéw, wytwarzania duzej
liczby wegetatywnych komorek, produkujacych czyn-
niki wirulencji. Pierwsze objawy zakazenia, podobne
do objawow grypy, nie sa tatwo rozpoznawalne,
co utrudnia szybkie postawienie wlasciwej diagnozy.
W stosunkowo niedlugim czasie od zakazenia docho-
dzi do wystapienia objawow posocznicy, uszkodzenia
wielu organdw i $mierci. Nawet przy zastosowaniu in-
tensywnej opieki lekarskiej i terapii antybiotykowej

$miertelnos¢ w wypadku formy inhalacyjnej waglika
sigga ponad 50%. B. anthracis jest uznawany za naj-
grozniejsza aktualnie bron biologiczna z mozliwoscia
uzycia w ataku bioterorystycznym. Bakteria ta zostata
zaklasyfikowana przez CDC i1 NIAD do kategorii A
broni biologicznej, do ktorej zaliczane sa patogeny
wywolujace $miertelne, tatwo rozprzestrzeniajace si¢
choroby. Kryteria brane pod uwage przy klasyfikacji
drobnoustrojow i ich produktow jako broni biologicz-
nej oraz ocenie ich potencjalnego zastosowania sa
roznorodne np. niska dawka infekcyjna, mozliwo$¢
produkcji w formie aerozolu, niskie koszty produk-
cji i magazynowania, stabilnos¢ w Srodowisku, brak
skutecznej szczepionki i/lub leku, brak przeszkolone-
go personelu medycznego. Po ataku terrorystycznym
z 11 wrzesénia 2001 roku odnotowano w USA 11 przy-
padkoéw zachorowan (5 $miertelnych) [36].

2.2. Toksyna waglika — budowa
oraz mechanizm dzialania

Bacillus anthracis zawiera dwa plazmidy pOXI1
oraz pOX2 o wielkosci odpowiednio 182 oraz 96 kpz.
Pierwszy z nich zawiera wyspg patogennosci, ktora
niesie informacjg genetyczna dotyczaca syntezy tok-
syny, drugi koduje biatka warunkujace synteze otoczki
zbudowanej z poly-y-D-glutaminianu. Otoczka chroni
patogen przed dziataniem czynnikow komplementu
surowicy krwi oraz przed fagocytoza. W testach labo-
ratoryjnych wykazano, ze szczepy waglika pozbawione
obu plazmidéw, pOX1 oraz pOX2, traca wirulencje.
Najwazniejszym czynnikiem wirulencji waglika sa
toksyny nalezace do grupy toksyn AB. B. anthracis
wytwarza dwie toksyny zawierajace ta sama podjed-
nostke odpowiedzialna za rozpoznanie receptoroOw
(podjednostka B), ale rozne podjednostki A. Sa to:
toksyna letalna LeTx (zawierajaca czynnik LF — Lethal
Factor) oraz toksyna obrzgku EdTx (zawierajaca czyn-
nik EF — Edema Factor) [35]. Podjednostka B, ktora
ma za zadanie rozpozna¢ receptor na powierzchni ko-
morki, jest polipeptyd PA zwany antygenem protek-
cyjnym PA (Protective Antigen) [35]. Trzy podjed-
nostki toksyn, zaopatrzone w sekwencje sygnatowe sa
niezaleznie transportowane przez ostony komorki bak-
teryjnej do srodowiska a proces sktadania dojrzatej
toksyny waglika ma miejsce na powierzchni komorki
eukariotycznej (Rys. 1). Podjednostka PA ma masg
czasteczkowa 83 kDa i w tej nieaktywnej formie taczy
si¢ z receptorami komorkowymi: TEMS8 (Tumor Endo-
thelial Marker 8) inaczej okreslanym jako ANTRAX1
oraz CMQG2 (Capillary Morphogenesis Protein 2) na-
zywany tez ANTRAX2. Obydwa eksprymowane sa na
powierzchni wielu typow komorek w tym komorek
uktadu odpornosciowego [23]. Cho¢ obydwa recepto-
ry wiaza PA poprzez 200 aminokwasowy, zewnatrz-
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Rys. 1. Mechanizm procesowania i dziatania toksyny Bacillus anthracis (szczegblowe objasnienia w tekscie).

MAPKK - kinaza kinaz aktywowanych przez miogeny, ATR — receptor dla antygenu ochronnego (antrax toxin receptor),
EF — czynnik obrzgku (edema factor), LF — czynnik letalny (lethal factor), PA — antygen ochronny (protective antigen).
Za zgoda Wydawnictwa Naukowego PWN na wykorzystanie rysunku

komoérkowy odcinek biatka — domeng VWA (van Wil-
lebrand factor A) to domena VWA ANTRAX?2 wyka-
zuje 1000-krotnie wyzsze powinowactwo do PA niz
domena ANTRAXI1. Prawdopodobnie receptor ten
peti gtowna rolg in vivo [48]. PA (83 kDa) potaczony
z receptorem podlega modyfikacji przez komorkowa
proteazg o aktywnos$ci furyny do czasteczki o masie
63 kDa, poprzez odcigcie 20 kDa N-koncowego frag-
mentu biatka [37]. Tak zaktywowana forma PA
pozostajaca zwiazana z receptorem jest zdolna do
oligomeryzacji. Asocjacja monomerow PA ., przebiega
spontanicznie. Podczas tego procesu dochodzi do od-
dzialywan pomigdzy domenami 1 i 2 jednego mono-
meru a domenami 2 i 3 przylegajacego monomeru. Na
powierzchni komoérki docelowej tworzone sa hepta-
mery PA (PA, ) tzw. prepory. Struktura utworzonej
przez heptamer prepory przypomina struktury budo-
wane w ostonach bakterii gramujemnych przez biatka
nalezace do rodziny autotransporteréow [22]. Do tej
struktury przytaczaja si¢ podjednostki A — EF i/lub LF.
EF i LF wspotzawodnicza o miejsca wigzania. PA,
oddziatywuje z N-koncowym (255 aminokwasow),
homologicznym fragmentem obu biatek. Kazda pod-
jednostka A taczy sig z dimerem PA;, co w rezultacie
daje 3 podjednostki toksyny na prepor¢ [35]. Dojrzata
toksyna podlega procesowi endocytozy w pecherzy-
kach okrytych klatryna. W procesie internalizacji tok-
syny biora udziat blonowe tratwy lipidowe bton komor-
kowych. W pecherzyku endosomalnym pod wptywem
niskiego pH nastgpuje zmiana konformacji podjed-

nostek PA, ktore wbudowane w btone endosomu, two-
rza dojrzala pore. Nastepny etap intoksykacji komorki
to translokacja LF i/lub EF do cytozolu. Uwolnione
podjednostki EF oraz LF przejawiaja swoja aktywnos¢
enzymatyczna, co prowadzi do $mierci komorki. Czyn-
nik EF (89 kDa), bedacy zalezna od kalmoduliny
cyklaza adenylanowa, powoduje podniesienie poziomu
cAMP w komorce, co doprowadza do rozregulowania
gospodarki wodnej w komoérce. Dodatkowo ma miejsce
usunigcie kalmoduliny dostgpnej w komorce, waznego
wtornego przekaznika informacji. Czynnik LF (90 kDa)
jest zalezna od cynku metaloproteaza, ktorej celem
dziatania sa kinazy MAPK (MAPKK) odpowiedzialne
za przekazywanie sygnatow w komorce (Rys. 1) [2].

2.3. Terapie przeciw-toksynowe
dla toksyny waglikowej

Poznanie w ostatnich latach szczegotow dotycza-
cych mechanizmu skladania dojrzatej toksyny, mecha-
nizmoéw dzialania podjednostek A, w szczegodlnosci
ustalenie struktur trzeciorzedowych wszystkich trzech
podjednostek [18, 38, 39] oraz zidentyfikowanie re-
ceptorow toksyny [9, 46] zintensyfikowato badania
majace na celu opracowanie nowych metod zwalczania
zakazen waglikiem. Skuteczne metody leczenia beda
z duzym prawdopodobienstwem strategiami blokujacy-
mi proces sktadania dojrzatej toksyny, proces wnikania
toksyny do komorek eukariotycznych, proces trans-
lokacji podjednostek A do cytozolu lub blokujacymi
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ich aktywnosci enzymatyczne. Badania skuteczno$ci
nowych terapii prowadzone sa z wykorzystaniem roz-
nych linii komérkowych lub na modelach zwierze-
cych. Stosowane do badan linie komoérkowe to przede
wszystkim makrofagopodobne linie mysie RAW 264.7
oraz J774A.1. Toksyna dodawana jest do podloza
hodowlanego. Czgsto stosowanym biatkiem jest zmo-
dyfikowana toksyna LeTx, ktorej N-koniec jest po-
faczony z katalityczna domena taficucha A toksyny
btoniczej (PA/LF\-DTA). Chimeryczne biatko jest tok-
syczne dla komorek linii CHO-K1 (linia epitelialnych
komorek jajnika chomika chinskiego) a jego mecha-
nizm wnikania jest zalezny od aktywnosci podjednost-
ki PA toksyny waglika [47]. Przy analizie blokowania
aktywnosci enzymatycznej czynnika LF czesto uzy-
wana strategia jest dodawanie do hodowli linii komor-
kowych rekombinowanych, oczyszczonych bialek PA
i LE w odpowiedniej proporcji. Najczesciej stosowa-
ne w badaniach in vivo zwierzgta to szczury F344,
myszy BALB/c jak rowniez kroliki. W przypadku mo-
deli zwierzgcych do badan in vivo toksyna lub endo-
spory wstrzykiwane sg podskornie lub dozylnie.

Bialtko PA jest bardzo silnym immunogenem, prze-
ciwciata przeciw-PA wykazuja efekt ochronny. Jedyna
dopuszczona do uzycia szczepionka przeciwko wagli-
kowi jest szczepionka AVA (BioThrax), zawierajaca
antygen protekcyjny otrzymany z nadsaczu hodowli.
Jest to szczepionka bezpieczna i skuteczna, zarejestro-
wana w Stanach Zjednoczonych oraz niektérych kra-
jach Unii Europejskiej. Jednak wymaga ona bardzo
skomplikowanego kalendarza szczepien (sze$¢ dawek
w okresie 18 miesigcy).

2.3.1. Terapie blokujace wnikanie toksyny

2.3.1.1. Bierna immunizacja

Bierna immunizacja polega gtownie na podaniu
surowicy (najczesciej zwierzecej, w rzadszych przy-
padkach ludzkiej) zawierajacej specyficzne skiero-
wane przeciwko toksynie j immunoglobuliny gléwnie
przeciwciala przeciw-PA. Najpowazniejszym efektem
ubocznym tego typu terapii z zastosowaniem surowic
zwierzecych jest indukcja uktadu immunologicznego
pacjenta rozpoznajacego przeciwciata specyficzne wo-
bec toksyny jako biatka obcego organizmu. Tym reak-
cjom ubocznym mozna zapobiega¢ podajac surowiceg
krwi osoby wczesniej zaszczepionej, badz stosujac
monoklonalne ludzkie przeciwciala o zwigkszonym
powinowactwie wobec podjednostki LF oraz PA13.
Glownym celem tego typu terapii jest odpowiedz na
atak bioterrorystyczny, podczas ktorego dochodzi do
zakazenia duzej liczby osob. Wobec ciagle niedosko-
natych systeméw wykrywania zagrozenia materiatem
biologicznym, istnieje realna potrzeba doraznej maso-
wej terapii dla osob zakazonych waglikiem. W bada-

niach przeprowadzonych przez Alberecht i wsp.
analizowano dwa klony limfocytow B wykazujace
najsilniejsze wlasciwosci neutralizujace podjednostki
toksyny: jeden przeciw-PA nazwany IQNPA oraz
drugi przeciw-LF nazwany IQNLF. Wstepne badania
in vitro na linii komorkowej J774A.1 udokumentowaty,
ze dzialaja one niezaleznie a ich wlasciwosci neutrali-
zacyjne sumuja si¢. Eksperymenty in vivo wykonano
na myszach A/J. Zwierzgtom przed podaniem dawki
24 krotnie wyzszej od LDy, (4,8x10° CFU), apliko-
wano dootrzewnowo IQNPA lub IQNLF w dawce
180 pg. Wszystkie zwierzgta byty w 100% chronione
przed dziataniem toksyny. W celu sprawdzenia jak
dhugo przeciwciata utrzymuja si¢ w organizmie zwie-
rzecym, myszy zostaty poddane kolejnej iniekcji prze-
trwalnikami waglika (dawka 41 krotnie wyzsza od
LD, - 8,3 10° CFU), 20 dni po pierwszym ekspery-
mencie bez ponownej aplikacji przeciwcial. Wyniki
byly identyczne jak w poprzednim eksperymencie.
U zwierzat z grupy badanej zaobserwowano 100%
przezywalno$¢ a po zakonczeniu eksperymentu, pod-
czas autopsji nie wykryto spor Bacillus anthracis w ich
organizmie (serce). W grupie kontrolnej sredni czas
do $mierci wynosit 69+/—18 godzin [4].

2.3.1.2. Uzywanie ,,wabikow”
(Decoy Based Technology)

Jednym ze skutecznych sposoboéw neutralizacji tok-
syny jest uzycie ,,wabika” — zwiazku usuwajacego tok-
syn¢ z krwioobiegu. Takim ,,wabikiem” okazata si¢
rozpuszczalna domena receptora komoérkowego dla PA
— ANTHRX?2 [47]. W badaniach stosowana jest do-
mena VWA receptora. Ta strategia wydaje si¢ jedna
z najskuteczniejszych metod walki z bioterrorystycz-
nymi atakami z uzyciem waglika, poniewaz aby zni-
welowac¢ dziatanie SATR (soluble antrax toxin recep-
tor) nalezatoby zmodyfikowac toksyne waglika przy
zachowaniu jej powinowactwa do receptora na komor-
kach, co jest raczej niemozliwe. Rozpuszczalne frag-
menty receptorow — sATR otrzymywane sa z super-
natantu ssaczych komorek linii FreeStyle 293. Badania
przeprowadzone in vitro wykazaly, ze czynnik PA cha-
rakteryzuje si¢ wyzszym powinowactwem do recepto-
ra sSCMG?2 (soluble capillary morphogenesis protein 2)
niz do TEM8 (tumor endothelial marker 8), co sktoni-
o do prowadzenia dalszych badan z uzyciem sCMG?2.
Badania in vivo przeprowadzono na szczurach F344.
Podawano im dozylnie LeTx razem z sCMG2 lub
bez sSCMG?2 (kontrola) w roznych proporcjach. Podob-
ny test przeprowadzono dla SATR/TEMS. Otrzymane
wyniki udokumentowaty, ze do catkowitej ochrony
przed letalnym dziataniem toksyny konieczne jest uzy-
cie nadmiaru sCMG2 w stosunku do dawki toksyny
(stosunek 2:1). Zaden ze szczuréw w grupie trakto-
wanej LeTx oraz sATR/TEMS nie przezytl pomimo
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wyzszej proporcji ,,wabika” do toksyny niz w ekspe-
rymencie z uzyciem sCMQG2 [47].

Podobna strategic zastosowano w badaniach maja-
cych na celu spotggowanie efektu SATR. W tym celu
wykorzystano wirus owadzi i jego zdolnos¢ do pre-
zentacji obcych polipeptydow na powierzchni kapsy-
du. Jako platforma do tych eksperymentow postuzyt
wirus FHV (Flock House Virus) nalezacy do rodziny
Nodaviridae. W jego kapsyd mozna wbudowa¢ dome-
n¢ VWA CMG2 wiazaca PA, nie powodujac przy tym
znacznych zmian strukturalnych czastek wirusowych.
Zmodyfikowane biatko powierzchniowe wirusa, z
wbudowana domena VWA w pozycjach 207-208 lub
265-267, bylo nadprodukowane w komorkach owa-
dzich z uzyciem zmodyfikowanego wirusa FHV jako
wektora. Utworzono w ten sposob chimeryczne czast-
ki wirusopodobne (VLP — Viruse-Like Particles) [31].
Testy in vitro wykonane z uzyciem linii komorkowe;j
CHO-K1 pozwolily stwierdzi¢, ze skutecznos¢ dziata-
nia VLP jest poréwnywalna do skutecznosci rekombi-
nowanych sCMG2. Postanowiono, zatem przejs¢ do
fazy badan in vivo. Jako modelu zwierzgcego uzyto
szczurow F344, ktérym podawano dozylnie 5-krot-
no$¢ minimalnej dawki letalnej LeTx, a nastgpnie
sCMG?2, VLP lub wt FHV (niezmodyfikowany wirus)
dla grupy kontrolnej. Wykazano, ze podaniec sCMG2
oraz VLP skutkuje 100% ochrona przed intoksykacja
oraz brakiem objawow chorobowych, przy st¢zeniach
w stosunku 2:1 (potencjalny lek:LeTx). Co wigcej
nizsze o rzad wielko$ci dawki (0.2:1) znacznie wy-
dluzaty czas przezycia zwierzat — byl on dluzszy przy
zastosowaniu VLP niz sCMG2. Oznacza to, ze poli-
walentne platformy prezentujace domeny receptora
wiazace PA moga mie¢ wyzsza warto$¢ terapeutyczna
niz monomery sCMG2 [31]. Jedna czasteczka VLP
moze przytacza¢ nawet do 120 jednostek/czasteczek
heptameréw czy monomerdéw PA.

2.3.1.3. Cisplastyna — terapia blokujaca wiazanie
do komorek docelowych

Inna eksperymentalna strategia zastosowana w celu
ochrony przed skutkami infekcji endosporami waglika
jest zablokowanie oligomeryzacji podjednostek PA®.
Takie dzialanie wykazuje cisplastin, lek przeciw-
nowotworowy. Jest on zwiazkiem alkilujacym. Dziata
on na zasadzie niekowalencyjnej modyfikacji czaste-
czek PA i powoduje glownie zablokowanie tworzenia
heptameru PA7™e", co zapobiega przylaczaniu sig czas-
teczek LF [32]. Badania przeprowadzono na myszach
BALB/c, na szczurach F344 a wcze$niej na linii ko-
morkowej RAW 264.7 (makrofagopodobna mysia linia
(myszy BALB/c) wyprowadzona z komorek ptynu
wodobrzusza myszy zainfekowanych wirusem leukemii
A-MuLV — Abselon leukemia wirus). W testach in vitro
wykazano, ze podanie cisplastinu chroni komorki przed

dziataniem toksyny. W tych eksperymentach makro-
fagi traktowano réznymi st¢zeniami cisplastinu przez
10 minut a nastgpnie poddawano je dziataniu LF. Przy
wyzszych stezeniach cisplastin, cho¢ zachowywal
wlasciwos$ci ochronne wobec toksyny waglika, to wy-
wotywat efekt letalny w stosunku do komorek eukario-
tycznych. Testy in vivo na zwierzgtach pokazaty, ze
podskoérna iniekcja cisplastinu 2 godziny przed oraz
2 godziny po podaniu toksyny sa nieskuteczne. W gru-
pie zwierzat, ktorym zaaplikowano toksyng po wczes-
niejszej jej preinkubacji z cisplastinem zaobserwowano
100% efekt ochronny. Autorzy sugeruja, ze obserwo-
wane wyniki do§wiadczen — brak efektu ochronnego
in vivo — jest zwiazane z wilasciwos$cia cisplastinu,
ktory silnie reaguje z grupami tiolowymi biatek [32].
W rezultacie ilo$¢ leku jest zbyt mata, aby wywotaé
skuteczne blokowanie tworzenia heptameru PA.

2.3.2. Terapie hamujace
zdarzenia wewnatrzkomorkowe

2.3.2.1. B-cyklodekstryny i ich pochodne — strategia
zablokowania procesu translokacji
czynnikoéw LF i EF do cytozolu

Jednym ze sposobow neutralizacji toksyny Bacillus
anthracis jest zastosowanie B-cyklodekstryn — natural-
nie wystepujacych cyklicznych zwiazkéw sktadajacych
si¢ z 7 jednostek glukozy potaczonych wiazaniem
a-1,4-acetalowym. Pochodne tych zwiazkéw swoja bu-
dowa przestrzenna ,,pasuja” do struktury przestrzennej
tworzonego przez PA kanalu. Metoda polega na zablo-
kowaniu kanalu jonowego tworzonego przez antygen
ochronny i w rezultacie zablokowaniu wniknigcia pod-
jednostek enzymatycznych toksyny do cytozolu po-
przez dojrzata porg¢ uformowana w btonie endosomu.

Pierwsze badania opieraty si¢ na wykorzystaniu
aminoalkilowych pochodnych B-cyklodekstryn. Prze-
prowadzono eksperymenty najpierw na stworzonych
sztucznie btonach lipidowych, nastgpnie na linii komor-
kowej RAW 264.7 — mysich komérek makrofagopo-
dobnych oraz ostatecznie na szczurach laboratoryjnych
Fischer F344. Wyniki eksperymentu na dwuwarstwo-
wych btonach lipidowych z odtworzonymi porami PA
pokazaly, ze juz przy stezeniach rzedu 80 nM — 1,8 uM
bardzo czgsto nastgpuje calkowite zablokowanie trans-
portu podjednostek toksyny. Tak wysoka skutecznosé
dziatania badanych zwiazkéw jest spowodowana naj-
prawdopodobniej Scistym oddziatywaniem pomigdzy
dodatnio natadowanymi resztami aminowymi pochod-
nej B-cyklodekstryny oraz ujemnie natadowanymi gru-
pami lancuchow bocznych (wewnatrz kanatu jonowe-
go). Co wigcej, eksperyment ten dowiodt rowniez, ze
pochodna ta dziata zaré6wno po dodaniu do komorki
od strony wewngetrznej kanatu jonowego (cis — do endo-
somu), po drugiej stronie btony (trans — do cytozolu)
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jak i dodana jednocze$nie do endosomu i cytozolu po
obydwu stronach blony. Eksperyment przeprowadzo-
ny na linii komoérkowej RAW 264.7 wykazal, iz przy
stezeniu proporcjonalnym do stgzenia PA aminoalki-
lowa pochodna B-cyklodekstryny (AmPrBCD) jest
skuteczna ochrona przeciwko toksycznemu efektowi
LeTx B. anthracis. Ostatecznym dowodem byl test
na szczurach. W przypadku podania toksyny razem
z badana pochodng przezywalnos$¢ zwierzat wynosita
100% oraz brak byto objawoéw klinicznych zatrucia.
Jednoczesnie drugiej grupie szczuréw pochodna cy-
klodekstryny podano na 30 minut przed podaniem tok-
syny. W tym przypadku jednak, pomimo 100% prze-
zywalnoéci byly zauwazalne objawy intoksykacji [26].

Ta sama grupa badawcza rozpoczeta rowniez prace
nad dopracowaniem struktury pochodnej B-cyklodek-
stryny. Wykorzystano szereg zmodyfikowanych amino
alkilowych B-cyklodekstryn rdzniacych sie dlugo$cia
fancuchow bocznych oraz aminoalkilowa a-cyklodek-
stryng, oraz guanidynoalkilowe jak i arylowe oraz
alkiloarylowe pochodne by sprawdzi¢ jak bardzo istot-
ne jest ,,dopasowanie geometryczne” struktur leku
i oligomeru PA. Oprocz zdolno$ci do inhibicji przeba-
dano takze cytotoksyczno$¢ tych zwiazkow. Podobnie
jak w poprzednich do$wiadczeniach do badan in vitro
uzyto linii komoérkowej RAW 264.7. Wyniki tych eks-
perymentéw wykazatly, ze hamowanie translokacji
podjednostek toksyny jest Sci§le zwigzane z doktad-
nym ,,dopasowaniem” leku do struktury pory — po-
chodne o-dekstryny wykazaty niewielka zdolnosé¢
do blokowania omawianego procesu, natomiast bardzo
dobra zdolnos¢ do blokowania pory wykazata pochod-
na aminoalkilowa z trojweglowym tancuchem bocz-
nym. Dodatkowo pochodna ta charakteryzowata si¢
wysoka efektywnoscia oraz niska cytotoksycznoscia.
Sprawdzono réwniez specyficznos¢ zmodyfikowanych
B-cyklodekstryn odnosnie LeTx oraz EdTx. Wyniki
przeprowadzonych badan in vitro pokazaty, ze wybra-
na we wezesniejszych eksperymentach najskuteczniej-
sza pochodna [-cyklodekstryn, poprzez swoje dzia-
lanie polegajace na blokowaniu kanalu tworzonego
przez PA, chroni komorki przed letalnym dzialaniem
obydwu tych toksyn, co rodzi nadzieje na wprowa-
dzenie do uzycia skutecznego leku neutralizujacego
toksyng waglika [27].

2.3.2.2. Inhibitory aktywnos$ci
enzymatycznej podjednostki LF

Jedna z najskuteczniejszych metod inaktywacji
toksyny moze okazaé si¢ zastosowanie inhibitora LF,
leku zaplanowanego w oparciu o poznana strukturg
trzeciorzedowq LF. Inhibitorem LF (LFI) jest (2R)-2-
[(4-fluoro-3-metylofenylo)-sulfonyloamino]-N-hydro-
ksy-2-(tetrahydro-2H-4-piranylo) acetamid. Skutecz-
no$¢ tego zwiazku przebadano z uzyciem linii makro-

fagdw mysich J774A.1 i1 rekombinowanych biatek LF
oraz na modelach zwierzgcych (myszy 1 kroliki),
ktérym dozylnie podawano komorki szczepu B. an-
thracis (Sterne) nie wytwarzajace otoczek oraz LFIL
LFI wiaze si¢ w miejscu centrum aktywnego enzymu
blokujac jego aktywno$¢ enzymatyczna, co wykazano
w oparciu o analizy krystalograficzne [50]. Dodatkowo
przeanalizowano skuteczno$¢ LFI w terapii taczonej
z ciprofloksacyna. Badania dotyczace skutecznosci
dziatania LFI jako jedynego $rodka terapeutycznego
sktadato si¢ z dwoch typow eksperymentow. Pierwszy
z nich miat na celu udokumentowanie skutecznos$ci
LFI przy jednoczesnym zainfekowaniu krélikow endo-
sporami, drugi zanalizowanie czy LFI jest skuteczny
po 24 godzinach po zainfekowaniu sporami. Pierwszy
typ eksperymentow wykazat, ze terapia LFI wydtuzata
niemal dwukrotnie czas zycia krolikow oraz skutko-
wala 66% przezywalnoscia zwierzat do§wiadczalnych
(w porownaniu do 17% w grupie kontrolnej). Wyniki
drugiego eksperymentu wykazaty, ze nawet po podaniu
inhibitora 24 godzin po infekcji czas zycia jest wydtu-
zony dwukrotnie, jednakze przezywalno$¢ zwierzat
wyniosta tylko 20% (0% w grupie kontrolnej) [50].

Kolejnym krokiem bylo wykorzystanie terapii ta-
czonej: antybiotyku (ciprofloksacyna) wraz z LFI.
Zwierzeta podzielono na grupeg kontrolna, grupe leczo-
na tylko antybiotykiem oraz grupg leczona terapia LFI
oraz ciprofloksacyna. Podanie antybiotyku 66 godzin
po infekcji skutkowato 50% przezywalnos$cia krolikow.
W grupie terapii laczonej stosowano taki sam schemat
podawania antybiotyku jak w grupie monoterapii oraz
dodatkowo podawano 4 razy dziennie podskornie LFI.
Zwierzeta nieleczone umieraty po 96 godzinach od
momentu infekcji, w grupie leczonej antybiotykiem
zaobserwowano 50% przezywalnos¢, a zgon pozosta-
tych miat miejsce $rednio po 144 godzinach. Grupeg
poddana terapii LFI oraz ciprofloksacyna cechowata
100% przezywalno$¢ oraz niewielkie badz brak obja-
wow chorobowych [50]. Warto nadmieni¢, ze w grupie
leczonej tylko antybiotykiem, podobnie jak w grupie
zwierzat poddanej terapii taczonej, po zakonczeniu
terapii nie wykryto spor B. anthracis, ktore byty obec-
ne w organizmach zwierzat z grupy kontrolnej. Bada-
nia te udokumentowaly, ze terapia antybiotykowa
w polaczeniu z inhibitorem LF pozwala na zapobieg-
nigcie $miertelnym skutkom intoksykacji nawet w poz-
nych stadiach zarazenia.

2.3.2.3. Celasterol — zahamowanie lizy komorek
Celasterol, ktory we wezesniejszych badaniach wy-
kazywat zdolnos¢ do blokowania aktywnosci protea-
somu w linii komorek nowotworowych prostaty, zostat
przebadany z wykorzystaniem linii komorkowej RAW
264.7 jako zwiazek hamujacy cytoliz¢ komorek wywo-
tywana dziataniem LF (komorki poddawano dziataniu
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rekombinowanych bialek PA i LF). Celasterol dodany
do hodowli komoérek 5 godz. przed intoksykacja pra-
wie calkowicie hamowat ich lize. Mechanizm dziata-
nia tego zwiazku nie zostal catkowicie wyjasniony,
cho¢ prawdopodobnie dziata na p6éznych etapach in-
toksykacji. Udokumentowano brak zahamowania ak-
tywnos$ci enzymatycznej toksyny [12]. Podobnie jak
w komorkach nowotworowych prostaty w komorkach
makrofagdéw mysich lek ten blokuje aktywnos¢ protea-
somu, doprowadzajac do obnizenia jego aktywnosci
degradacyjnej i interferujac z procesem degradacji
ubikwitynowanych biatek. Jednoczes$nie jest on inhi-
bitorem biatka chaperonowego — HSP90. Dodatkowo
celasterol hamuje procesowanie I1-1p przez inflam-
masomy (kompleks biatkowy obecny w makrofagach
i neutrofilach aktywujacy prozapalna cytokine II-1[).
I1-1P jest biatkiem syntetyzowanym w formie nieak-
tywnej a forme¢ aktywna uzyskuje w wyniku cigcia
proteolitycznego przez kaspaze¢-1 bedaca sktadnikiem
inflammasomoéw. Niestety lek ten pomimo mozliwych
zastosowan w terapii przeciw-nowotworowej lub cho-
rob neurodegradacyjnych nie ma jak dotychczas real-
nego zastosowania w neutralizacji toksyny LeTx, gdyz
mechanizm jego dziatania jest nie do konca poznany.

3. Clostridium botulinum
3.1. Charakterystyka patogenu

Clostridium botulinum to beztlenowa, wytwarza-
jaca przetwalniki, gramdodatnia laseczka wystepujaca
naturalnie w naszym otoczeniu, gtdéwnie w ziemi oraz
w osadach zbiornikow wodnych. Bakteria ta wytwa-
rza siedem serotypow toksyn (Botulinum Neurotoxin
— BoNT), oznaczonych literami od A do G rézniacych
si¢ immunogennoS$cia, rozpoznawanymi receptorami
oraz celem dziatania. Przypadki zatru¢ ludzi sa gtow-
nie wywotywane przez BoNT/A, B, E [1] i sa stosun-
kowo rzadkie (w Polsce odnotowywanych jest rocz-
nie kilkadziesiat przypadkéw, w USA okoto 200).
Botulizm nie jest zwiazany w wigkszos$ci przypadkow
z wniknigciem patogenu do naszego organizmu. Do
zatru¢ ludzi dochodzi najcz¢$ciej poprzez spozycie
niewlasciwie przygotowanego jedzenia (konserwy
migsne lub warzywne) zawierajacego BoNT. Objawy
chorobowe wystepuja 12—72 godz. od spozycia pozy-
wienia zawierajacego toksyng. Odnotowywane sa tez
przypadki tzw. dziecigcego, gastrycznego botulizmu,
gdy dochodzi do kolonizacji przewodu pokarmowego
przez laseczki C. botulinum. U matych dzieci fizjo-
logiczna flora bakteryjna nie jest jeszcze catkowicie
wyksztatcona, co umozliwia kolonizacjg tej niszy eko-
logicznej przez patogenne drobnoustroje i wystapie-
nie objawow chorobowych. Zrodtem przetrwalnikow

w wypadku botulizmu dziecieciggo/niemowlgcego jest
najczesciej miod. C. botulinum moze takze koloni-
zowac tkanki w glebokich zranieniach, gdzie panuja
warunki beztlenowe (botulizm przyranny). Toksyny
botulinowe sa jednymi z najbardziej niebezpiecznych
zwiazkow dla cztowieka. Szacuje sig, ze wystarcza
okoto 0,15 pg czystej toksyny A podanej dozylnie
mezczyznie wazacemu 70 kg aby wywota¢ skutek
$miertelny. Dawka ta wzrasta, gdy toksyna podawana
jest doustnie (70 pg) czy tez na drodze inhalacji, po-
przez uktad oddechowy (0,80-0,90 pg).

Zainteresowanie mechanizmem dziatania toksyny
botulinowej wynika gléwnie z faktu jej potencjalnego
zastosowania w terapiach wielu choréb w celu ate-
nuacji przekaznictwa sygnatéw zardwno w centralnym
jak i obwodowym uktadzie nerwowym [33] oraz moz-
liwo$cia uzycia jako broni biologicznej w ataku bio-
terorystycznym. Jeden gram rozpylonej krystalicznej
toksyny botulinowej (botulizm inhalacyjny) moze spo-
wodowac $mier¢ ponad miliona 0sob.

3.2. Budowa i mechanizm dzialania toksyny

Toksyny botulinowe (~150 kDa) sa syntetyzowane
w postaci jednolancuchowego polipeptydu, ktéry na-
stepnie ulega proteolitycznemu cigciu na dwa polipep-
tydy: tancuch cigzki (HC — heavy chain) o masie cza-
steczkowej okoto 100 kDa i tancuch lekki (LC — light
chain) o masie czasteczkowej okoto 50 kDa. Oba tan-
cuchy potaczone sa wiazaniem disiarczkowym pomig-
dzy C-koncem tancucha lekkiego i C-koncem tancu-
cha cigzkiego. W obrgbie wszystkich serotypoéw BoNT
wyrdzniamy trzy domeny: domeng wiazaca odpowie-
dzialna za rozpoznanie receptoréw, domeng translo-
kacyjna warunkujaca transport domeny o aktywnosci
enzymatycznej przez btong endosomu do cytozolu ko-
morki eukariotycznej, oraz domeng o aktywnos$ci endo-
peptydazy, metaloproteazy cynko-zaleznej. Domena
wiazaca oraz translokacyjna zlokalizowane sa w obrg-
bie biatkowego tancucha cigzkiego, domena o aktyw-
nosci enzymatycznej w obrebie tancucha lekkiego.
Struktury trzeciorzgdowe BoNT/A i BoNT/B zostaty
opracowane metoda krystalografii juz 10 lat temu [28,
52]. Proces intoksykacji komérek nerwowych przebie-
ga w czterech etapach. W pierwszym etapie nastgpuje
rozpoznanie specyficznych receptoréw na powierzchni
komorek nerwow obwodowych, co skutkuje internali-
zacja toksyny na drodze endocytozy. Niskie pH w endo-
somie powoduje penetracj¢ btony endosomu przez
domeng translokacyjna oraz ustawienie domeny enzy-
matycznej na zewnatrz endosomu — w cytozolu. Od-
dzielenie tancucha lekkiego o aktywno$ci enzyma-
tycznej od domeny translokacyjnej nastepuje w skutek
redukcji mostka disiarczkowego. Na terenie cytozolu
ujawnia si¢ aktywno$¢ proteolityczna LC BoNT.
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Dopiero stosunkowo niedawno zidentyfikowano
receptory dla kilku serotypéw BoNT. Proces wiazania
toksyny do komoérek nerwowych nie jest catkowicie
wyjasniony. Zgodnie z dostgpnymi danymi ekspery-
mentalnymi przebiega on w dwu etapach i wymaga
obecnosci ko-receptora, ktorym sa gangliozydy (gli-
kofosfolipidy) GT1b. Gangliozydy obecne w duzej
ilosci na powierzchni komoérek nerwowych 1 wykazu-
jace stosunkowo niskie powinowactwo do BoNT stuza
raczej jako ,,putapka” wytapujaca czasteczki toksyny
1 dostarczajaca je do odpowiednich, charakterystycz-
nych dla réznych serotypdéw receptorow biatkowych.
Wszystkie serotypy z wyjatkiem BoNT/D wymagaja
obecnosci GT1b dla zajscia procesu internalizacji,
w wypadku zahamowania syntezy tych zwiazkow tok-
syna jest nieaktywna i pozostaje na zewnatrz komorek
[42, 54]. Stenmark i wsp. otrzymali krysztaty
BoNT/A w powiazaniu z ko-receptorem, co pozwolito
na dokfadne okreslenie oddziatywan pomigdzy tymi
czasteczkami [51]. Synaptotagming I i II zidentyfiko-
wano jako biatkowy receptor dla BoNT/B i BoNT/G
a biatko SV2 jako receptor dla BoNT/A [11, 16, 17, 25].
Nie jest wykluczone, ze nastgpne biatkowe receptory
BoNT zostang jeszcze zidentyfikowane. Szczegoty pro-
cesu tanslokcji LC przez btong endosomu wymagaja
nadal wyjasnienia. W §wietle danych przedstawionych
w tym roku przez Galloux i wsp. przebiega on
odmiennie od proceséw opisanych dla innch toksyn
np. toksyny btoniczej [21].

BoNT powoduje znaczne uposledzenie przewod-
nictwa sygnatow nerwowych do komoérek migénio-
wych. Celem dziatania BoNT sa specyficznie biatka
SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor) — odpowiedzialne za
wytwarzanie pgcherzykow synaptycznych, ich fuzje
z blong komodrkowa oraz wydzielanie neuroprze-
kaznikéw. Toksyny B,D,F oraz G tna biatko VAMP
(vesicle-associated membrane protein — synaptobre-
wing) jednakze kazda z nich w innym miejscu tancu-
cha biatkowego [43, 44]. Celem dzialania BoTN/A
oraz BoTN/E jest biatko SNAP-25 (25 kDa synapto-
somal associated protein) [13]. Typ BoNT/C powoduje
proteolize zardwno SNAP-25 jak i syntoksyny [20].

3.3. Terapie

Skuteczna terapig przeciw-botulinowa komplikuje
fakt braku szybkiego testu diagnostycznego zdolne-
go do wykrycia toksyny w materiale pobranym od
pacjenta. Jak dotad diagnostyka botulizmu opiera si¢
na obserwacji objawow chorobowych i potwierdza-
na jest testem na modelu zwierzgcym (myszy). Jed-
nakze, w ostatnich latach opracowano kilka szybkich
i wiarygodnych nowych testow diagnostycznych,
ktére prawdopodobnie w niedlugim czasie trafia do
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klinik [7]. Omawianie tego zagadnienia wykracza poza
ramy tego artykutu.

Aktualnie nie ma dostepnej na rynku szczepionki
przeciw-botulinowej. Dopuszczalne sa szczepienia 0sob
z grup podwyzszonego ryzyka pigciowazna szcze-
pionka przeciw-C. botulinum (toksoid), bedaca mie-
szaning pigciu serotypow BoNT unieczynnionych
przy uzyciu 0,6% formaldehydu, zaadsorbowanej na
solach aluminium [5]. Wykazano, ze HCR BoNT (do-
mena receptorowa lancucha cigzkiego) charakteryzu-
je si¢ silng immunogenno$cia. Uodparnianie myszy
rekombinowanymi biatkami otrzymanymi w komor-
kach E. coli lub drozdzy indukuje odpowiedz hu-
moralng oraz wywiera efekt ochronny [8]. Inna eks-
perymentalna strategia polega na wykorzystaniu ge-
netycznie zmodyfikowanej holotoksyny (mutageneza
specyficzna co do miejsca) pozbawionej aktywnos$ci
enzymatycznej [40].

3.3.1. Immunoterapia

Bierna immunizacja jest jedyna aktualnie dostgpna
terapia przeciw-botulinowa. Stosowane sa dwa rodza-
je surowic zawierajace specyficzne immunoglobuliny
neutralizujace toksyng: surowica konska oraz surowica
ludzka BIG (botulism immune globulin intravenous).
Pierwsza otrzymywana jest przez uodparnianie zwie-
rzat przy uzyciu toksoidu. Surowica BIG, stosowana
jedynie w wypadkach dziecigcego botulizmu, otrzy-
mana jest od ochotnikow — 0s6b wczesniej zaszcze-
pionych toksoidem (personel medyczny, Zotnierze,
oraz osoby pracujace z toksyna w laboratorium). Bar-
dzo istotne jest szybkie zastosowanie tej terapii: w cia-
gu 24 godzin od wystapienia objawoéw chorobowych.
Po tym czasie toksyna, ktora ulegla internalizacji staje
si¢ niedostgpna dla antytoksyny. Wymaga to sprawne-
go dziatania stuzb medycznych i epidemiologicznych,
co w wielu krajach jest niemozliwe do osiagnigcia.
W USA pewne ilo$ci antytoksyny przechowywane sa
w odpowiednich warunkach na kilku lotniskach tak,
aby nie dhuzej niz po 12 godz. po przekazaniu do CDC
informacji o podejrzeniu botulizmu lek mégt by¢ za-
aplikowany pacjentowi. Konska antytoksyna produko-
wana jest przez zaledwie kilka firm a cykl produkcji
jest bardzo dtugi (2 lata) [49]. Podanie surowicy kon-
skiej wywotluje u 15-25% leczonych o0s6b powazne
skutki uboczne jak np. choroba posurowicza (ogélno-
ustrojowy odczyn alergiczny — serum sickness).

Niewskazane jest stosowanie surowic zwierzg¢cych
w przypadku intoksykacji dzieci, gdyz istnieje spore
ryzyko zagrozenia zycia matych pacjentéw. Jak podano
wyzej w terapiach dziecigcych przypadkow botulizmu
wykorzystuje si¢ surowic¢ BIG. BIG to liofilizat suro-
wicy, zawierajacy o co najmniej 5% ludzkich im-
munoglublin w tym 15 UI przeciwciat specyficznych
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wobec toksyny BoNT/A oraz 4 Ul specyficznych wo-
bec toksyny BoNT/B w 50 mg proszku. Antytoksyna
jest podawana jednorazowo, dozylnie. Badania jej
skutecznos$ci byly prowadzone przez 5 lat w USA na
grupie dzieci z podejrzeniem zatrucia toksyna botuli-
nowga [6]. Grupa kontrolna otrzymywata placebo, su-
rowicg¢ niezawierajaca przeciwciat przeciw-BoTN.
Przydzial pacjentow do grup byt losowy. Wyniki badan
wykazaty wysoka skutecznos¢ terapii. Srednia dhugo$é
hospitalizacji zostata zmniejszona z 5.7 tygodnia do
2.6. Rowniez czas pobytu pacjentow na oddzialach
intensywne;j terapii ulegt skroceniu. Nie zaobserwo-
wano zadnych powaznych skutkéw ubocznych (brak
choroby posurowiczej). Badania te dowiodly skutecz-
nosci terapii z uzyciem BIG, jej bezpieczenstwa dla
pacjenta oraz z ekonomicznego punktu widzenia, jej
oplacalnosci dla stuzby zdrowia.

3.3.2. Nowe leki przeciw-botulinowe

Teoretycznie nowe leki moga hamowac aktywno$¢
toksyny na kazdym etapie jej dziatania: blokowa¢ wia-
zanie z receptorami, proces internalizacji, translokacji
lub aktywnos$¢ enzymatyczna. Ich opracowywanie sta-
to si¢ mozliwe dzigki poznaniu sposobow dziatania
toksyn oraz ich struktur trzeciorzedowych i kom-
plekséw z odpowiednimi receptorami. Bezsprzecznie
o wiele tatwiejsze jest zaplanowanie strategii neutrali-
zacji toksyny zewnatrzkomorkowej niz metod neutra-
lizacji biatka wewnatrz komorki eukariotycznej. W tym
drugim przypadku konieczne jest takze opracowanie
1 przetestowanie strategii dostarczania leku do cytozolu
komorek, ktore ulegly intoksykacji.

3.3.2.1. Potencjalne strategie blokujace wiazanie
toksyny BoNT do komérek docelowych
Badania koncentruja si¢ na poszukiwaniu czaste-
czek, ktore optaszczatyby czasteczki toksyny bloku-
jac ich interakcje z receptorami lub na identyfikacji
czasteczek wysycajacych receptory wspotzawodniczac
z toksyna w procesie wigzania do docelowych ko-
morek. Wykazano, ze immunoterapia (surowica BIG)
jest skuteczna metoda neutralizacji zewnatrzkomorko-
wej toksyny. Z drugiej strony dostepnos¢ tej surowicy
jest ograniczona. Oba te fakty zainspirowaty badania
majace na celu opracowanie strategii produkcji ludz-
kich mAb (monoclonal antibodies) skutecznie neutra-
lizujacych toksyneg. Najskuteczniejsza w neutralizacji
BoNT okazata si¢ mieszanina trzech rodzajow prze-
ciwciat rozpoznajacych rézne epitopy w obrgbie tancu-
cha cigzkiego (HC). Prowadzone sa tez eksperymenty
analizujace skuteczno$¢ mAb rozpoznajacych epitopy
w obrgbie tancucha lekkiego BoNT. Potencjalnie
po opracowaniu strategii dostarczania ich do wngtrza
neurondw tego typu preparat moze znalez¢ zastoso-
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wanie jako lek dziatajacy w pdzniejszych etapach in-
toksykacji komorek [3]. Kompetencyjnymi antagonis-
tami wszystkich serotypow BoNT sa dwa typy lektyn
pochodzenia zwierzgcego i roslinnego wykazujace po-
winowactwo do kwasow sialowych [15]. Jednak ich
zastosowanie w terapiach wydaje si¢ problematyczne
ze wzgledu na powszechno$¢ wystegpowania kwasow
sialowych na powierzchni komorek eukariotycznych.
Zidentyfikowanie nowych receptoréw rozpoznawanych
przez toksyng BoNT i poznanie mechanizmu jej wiaza-
nia si¢ z receptorami bezsprzecznie przyspieszy bada-
nia nad blokowaniem tego procesu. Cel moze zostaé
takze osiagnigty przez wytworzenie rozpuszczalnych
analogow receptorow oraz zwiazkow blokujacych re-
ceptory. Udokumentowano, ze fragmenty synaptotag-
miny II blokuja aktywno$¢ BoNT/A i B oraz wykazuja
efekt ochronny na modelu mysim [10].

3.3.2.2. Blokowanie aktywnos$ci metaloproteazowe;j

Poznanie struktury LC BoNT oraz ich celow dzia-
fania umozliwilo poszukiwanie lekow blokujacych
aktywno$¢ kilku serotypow toksyn. Wigkszos¢ badan
dotyczy dwu serotypow BoNT/A i B jako tych najczes-
ciej wywolujacych zatrucia u ludzi i potencjalnie sta-
nowiacych czynnik ataku bioterorystycznego. Jedna ze
strategii polega na syntetyzowaniu kroétkich peptydow
o sekwencji aminokwasowej odpowiadajacej sekwen-
cji aminokwasowej rozpoznawanej przez endopepty-
daze lub sekwencji aminokwasowych konserwowanych
wsrod biatek SNARE [41, 44, 45]. Do poszukiwania
peptydow hamujacych aktywnos$¢ enzymatyczna LC
BoNT wykorzystywane sa tez biblioteki peptydowe,
technika ,,phage display” lub ,,mRNA display” [29, 34,
53]. Jednym z ograniczen tego typu terapii moze by¢
krotki okres dziatania peptydow, stosunkowo szybko
podlegaja one procesowi degradacji.

Firmy biotechnologiczne oraz laboratoria naukowe
prowadzace eksperymenty majace na celu wprowa-
dzenie do klinik nowych lekéw dysponuja biblioteka-
mi réznych zwiazkow chemicznych (zwiazki o niskim
cigzarze czasteczkowym, tatwo przenikajace przez osto-
ny komoérkowe i nietoksyczne dla cztowieka), wsrod
ktorych poszukiwane sa potencjalne inhibitory enzy-
mow. Badania te wspomagane sa analizami prowa-
dzonymi in silico, co jest mozliwe w wypadku biatek
o znanych strukturach trzeciorzgdowych. W celu za-
hamowania aktywno$ci LC bedacej zalezna od cyn-
ku metaloproteaza poszukiwano zwiazku — chelatora
cynku. Jednym z pierwszych badanych zwiazkow byt
TPEN (N,N,N’,N’-Tetrakis(2-pirydylometylo)etyleno-
diamina). Jego inhibitorowe dziatanie nie jest jednak
ograniczone wylacznie do toksyny botulinowej, co
uniemozliwia jego uzycie w terapiach. Ostatnio prze-
prowadzono analizy in silico kilku milionéw zwiazkow
chemicznych w poszukiwaniu zwiazku blokujacego
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aktywno$¢ endopeptydazowa LC BoNT/A. Jednymi ze
skutecznych inhibitorow okazaty si¢ pochodne kwasow
hydroksamowych [15]. Wiele zwiazkow jest aktualnie
analizowanych w testach in vitro oraz in vivo na mo-
delach zwierzecych [19].

Dynamicznie rozwijajaca si¢ technologia majaca
zastosowanie w wielu gat¢ziach medycyny, zar6wno
w terapii jak 1 diagnostyce sa badania dotyczace apta-
mer6w. Nazwa tych czasteczek pochodzi od tacinskie-
go stowa ,,aptus”, co oznacza pasowac. Opisane po raz
pierwszy w ostatnim dziesi¢cioleciu poprzedniego
wieku niektore juz sa licencjonowanymi lekami. Ap-
tamery to krotkie oligonukleotydy (RNA lub DNA)
wykazujace wysokie powinowactwo do czasteczek
docelowych, gldwnie bialek. Niektorzy autorzy stosuja
tez okreslenie aptamery peptydowe w odniesieniu do
kroétkich peptydow. Zarowno w diagnostyce jak i tera-
piach aptamery moga zastapi¢ w najblizszym czasie
przeciwciata. Charakteryzuja si¢ bowiem wieloma
cechami takimi jak brak immunogennosci i toksycz-
nos$ci, brak wywotywania efektow ubocznych, niskie
koszty produkcji czy tez mozliwo§¢ wprowadzania
modyfikacji chemicznych dajacymi im aplikacyjna
»przewage” nad przeciwciatami. Ostatnio znalazty tez
one zastosowanie w medycynie jako nanobiosensory.
Jedna ze strategii poszukiwania odpowiedniego dla
danej terapii czy diagnostyki aptameru nosi nazwe
SELEX (systemtic evolution of ligand by exponetial
enrichment). Polega ona na przeszukiwaniu biblioteki
chemicznie syntetyzowanych krotkich RNA Iub DNA
o roznej sekwencji nukleotydowej i roznorodnej kon-
formacji (10'#-10'3 czasteczek) przy uzyciu docelowej
czasteczki. Wyszukane aptamery sa powielane przy
uzyciu PCR lub z zastosowaniem odwrotne;j transkryp-
tazy a cykl ,,przeszukiwania” powtarzany jest kilkakrot-
nie. Okoto dziesigciu cykli wystarcza przewaznie do
»Wylowienia” aptameru o wysokim powinowactwie do
celu dziatania. Opracowanie leku aptamerowego jest
stosunkowo szybkie, przecigtnie proces ten zajmuje
okoto 3—4 lat od momentu wyselekcjonowania odpo-
wiedniego aptameru do wprowadzenia leku do klinik.
W odniesieniu do BoNT leki aptamerowe moga poten-
cjalnie blokowa¢ trzy domeny toksyny i dziata¢ na
wszystkich etapach intoksykacji neuronow [14, 24, 30].

4. Podsumowanie

Jednym z gléwnych czynnikow zintensyfikowania
pracy nad terapiami przeciw-toksynowymi byly zda-
rzenia z 11 wrzesnia 2001 r. oraz zagrozenie, jakie sta-
nowi bron biologiczna w regkach terrorystow. Jedyna
stosowana strategi¢ zapobiegania chorobom wywoty-
wanym przez B. anthracis i C. botulinum jest aktual-
nie bierna immunizacja — podanie zwierzg¢cej lub ludz-
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kiej surowicy zawierajacej specyficzne przeciwciala
neutralizujace toksyne. Poznanie struktur trzeciorzeg-
dowych zaréwno toksyn jak i toksyn potaczonych
z ich receptorami pozwolito na zaplanowanie wielu
nowych potencjalnych lekow, dziatajacych zewnatrz-
jak i wewnatrzkomoérkowo. Odpowiednich zwiazkoéw
poszukuje si¢ metodami przeszukiwania bibliotek pep-
tydowych, bibliotek aptamerowych lub bibliotek ,,ma-
tych zwiazkéw chemicznych”. Wprowadzenie tych
eksperymentalnych lekéw do powszechnego stosowa-
nia wymaga jeszcze wielu badan — udowodnienia ich
bezwzglednej skutecznosci i braku wywotywania
efektow ubocznych. Jak dotad wigkszos¢ jest badana
dopiero in vitro z wykorzystaniem linii komoérkowych
lub na modelach zwierzgcych. Staty rozwdj biologii
molekularnej, udoskonalanie istniejacych oraz opra-
cowywanie nowych technologii pozwoli z duzym
prawdopodobienstwem na znaczace przy$pieszenie
proceséw wprowadzenia nowych lekéw przeciw-tok-
synowych na rynek.

Dodatkowo toksyna botulinowa znalazta juz za-
stosowanie w leczeniu wielu chorob cztowieka oraz
kosmetologii, a postgp w zrozumieniu mechanizmow
dzialania toksyny waglika pozwoli prawdopodobnie
w niedlugim czasie na zastosowanie jej w leczeniu
chorob nowotworowych. Ten fakt inspiruje wiele labo-
ratoriow do prowadzenia badan dotyczacych wyjas-
niania molekularnych mechanizmoéw oddziatywan obu
toksyn z komorkami eukariotycznymi.
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Fe(III)-reducing prokaryotes:
classification, distribution, mechanisms of Fe(I1I) reduction, ecological role and biotechnological significance

Abstract: FRM, ferric ion-respiring microorganisms, are a group of prokaryotes that use iron (III) and other metals as terminal
electron acceptors in the process of anaerobic respiration. The list of culturable species of FRM is relatively short and the species
belong to different phylogenetic groups. The article presents a physiological and biochemical characteristics of FRM, their eco-
logical role and contribution to the circulation of elements in nature. Special attention is paid to the biotechnological significance
of FRM, because of their potential role in (i) bioremediation of anaerobic environments contaminated by organic compounds and
toxic heavy metals or radionuclides; (ii) electricity production in microbial fuel cells (MFC). The mechanisms of Fe(IIl) reduction
are also described.
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Tabela I
Mineraty (rudy) zelaza wystgpujace w skorupie ziemskiej
[20, 61, 62]

1. Wprowadzenie

Zelazo (Fe) jest dominujacym pierwiastkiem naszej

Planety, uwaza SIQ, ze StanOWi 45%]6] masy. Jest gl(’)w- Ruda zelaza Wzor Chemiczny
nym skladnl.klem (Qk. 90%) ]a[drg Ziemii, gd21§ wystq— Magnetyt Fe,0, lub FeOx Fe,0,
puje w stanie rodzimym. Natomiast w skorupie ziem- Hematyt Fe.O
. . , . ,y . , . 273
skiej, ktorrrej'grubosc wynosi -5—70 km (sredn'10.45 km), Limonit Fo,0. x nH,0 lub FeOOH
zawarto$¢ zelaza szacuje si¢ na ok. 5% 1 jest ono Syderyt FeCO
czwartym z kolei pierwiastkiem, po tlenie (O), krze- :
. A . . N Getyt Fe, 0, xH,0
mie (Si) i1 glinie (Al). W skorupie ziemskiej zelazo - -
. . . .. [lmenit FeO x TiO
wystepuje glownie na +2 lub +3 stopniu utlenienia — 2
s . ., . Wiwianit [Fe,(PO,) x 8H,0]
w postaci réznych mineralow (rud zelaza) przedsta- d ” 4 2
wionych w Tabeli 1. Zelazo wystgpuje rowniez w nie- P?ryt (markasyt) Fes,
wielkich ilo§ciach na stopniu utlenienia 0, w stanie ro- [ X700 : FeS,, (1=5-6)
dzimym w skatach magmowych oraz meteorytach [ /Arsenopiryt FeAsS

zelaznych. Zelazo jest bardzo reaktywne i jego forma
Fe(Il) — jon zelazawy w $rodowisku neutralnym i wa-
runkach tlenowych tatwo ulega utlenieniu do formy
Fe(IIl) — jon zelazowy [20]. Zelazo (I1T) moze ulegaé
mikrobiologicznej redukcji do formy dwuwartoscio-
wej w wyniku dwoch procesow: (i) redukcji asymila-
cyjnej zwiazanej z przyswajaniem zelaza i wbudowy-
waniem go w enzymy, kofaktory [20] oraz (ii) redukcji

dysymilacyjnej zwiazanej z wykorzystaniem zelaza
Fe(IlI) jako ostatecznego akceptora elektronéw w pro-
cesie oddychania w warunkach beztlenowych. Taki
typ oddychania nazywany oddychaniem zelazowym
lub oddychaniem Fe(Ill) (ferric ion respiration lub
Fe(lll) respiration) co oznacza, ze caly proces zwia-
zany jest z produkcja energii (61). Nie kazdy proces

* Autor do korespondencji: tel. (22) 592 3337, e-mail:annaw@ibb.waw.pl
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Tabela II
Lista mikroorganizméw redukujacych zelazo (III) z domeny Bacteria zdolnych do oddychania zelazowego [5, 8, 9, 13, 15, 16, 20,

24,3, 34, 35, 37, 38, 45, 48, 61, 62, 66, 67, 82, 83, 91, 95, 98, 100]

Typ/klasa Gatunki przyktadowe Rodzaj

Acidobacteria Geothrix G. fermentans

Actinobacteria Acidimicrobium Am. ferrooxidans

Aquificae Sulfurihydrogenibium S. azorense, S. subterraneum

Deferribacteres Deferribacter D. abyssi, D. thermophilus
Geovibrio G. ferrireducens

Deinococcus-Thermus Deinococcus D. geothermalis
Thermus T. scotoductus
Alkaliphilus A. metalliredigens
Anaerobranca A. californensis, A. gottschalkii, A. horicoshi
Bacillus B. infernus, B. subterraneus
Carboxydothermus C. ferrireducens

Firmicutes Sulfobacillus S. acidophilus, S. thermosulfidooxidans
Thermoanaerobacter T. acetoethylicus, T. brokii, T. siderophilus, T. sulfurophilus, T. wiegelii
Thermolithobacter T. ferrireducens, T. carboxydivorans
Termoterrabacterium T. ferrireducens
Thermosinus T. carboxydovorans
Thermovenabulum T. ferrioganovorum

Nitrospira Magnetobacterium M. magnetitacticum

a-Proteobacteria Acidophilium A. cryptum
Ferribacter F limneticum, F. thermoautotrophicum
B-Proteobacteria Ferribacterium F. limneticum
Rhodoferax R. ferrireducens
Acidithiobacillus A. ferrooxidans
Aeromonas A. hydrophila
y-Proteobacteria Ferrimonas E balearica
Pantoea P agglomerans
Shewanella S. alga, S. baltica, S. frigidimarina, S. oneidensis, S. olleyana,
S. paeleana, S. potomacii, S. putrefaciens, S. saccharophila
Anaeromyxobacter A. dehalogenans
Desulfobulbus D. propionicus
Desulfotomaculum D. reducens
Desulfitobacterium D. frappieri, D. hafniense, D. metallireducens
Desulfuromonas D. acetexigenes, D. acetoxidans, D. chloroethenica, D. michiganensis,
D. palmitatis, D. thiophila, D. svalbardensis
Desulfuromusa D. bakii, D. kysingii, D. ferrireducens, D. succinoxidans
Geoalkalibacter G. ferrihydriticus
d-Proteobacteria Geobacter G. bemidjiensis, G. bremensis, G. chapelleii, G. grbiciae,
G. humireducens, G. hydrogenophilus, G. metallireducens,
G. pelophilus, G. psychrophilus, G. pickeringii, G. sulfurreducens,
G. thiogenes, G. uraniireducens
Geopsychrobacter G. electrodiphilus, G. multivorans
Geothermobacter G. ehrlichii
Malonomonas M. rubra
Pelobacter P acetylenicus, P. acidigalici, P. carbinolicus, P. massiliensis,
P. propionicus, P. venetianus
&-Proteobacteria Sulfurispirillum S. barnessi
Geothermobacterium G. ferrireducens

Thermodesulfobacteria

Thermodesulfobacterium

T commune

Thermotoga

Thermotoga

T. lettingae, T. maritima, T. subterranea
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dysymilacyjnej redukcji zelaza zwiazany jest z wytwa-
rzaniem energii. Ma to miejsce wtedy, gdy redukcja
zelaza towarzyszy innym typom oddychania np. fer-
mentacji, czy redukcji siarczandéw a zelazo Fe(IlI) sta-
nowi dodatkowy akceptor elektronéw. Uwaza sig, ze
jest to sposéb na pozbycie si¢ nadmiaru elektronow
1 protonow z komorki (sita redukcyjna), przy niedo-
statku zasadniczego akceptora [20, 62].

2. Charakterystyka fizjologiczno-biochemiczna
grup mikroorganizméw redukujacych Fe(IlI)

Dla okreslenia prokariotow wykorzystujacych Fe(III)
jako ostateczny akceptor elektronéw w oddychaniu
beztlenowym stosuje si¢ skrot FRM (Fe(lll)-respiring
microorganisms). Oprocz Fe(I1I) redukuja one Mn(I'V)
do Mn(1II) oraz kwasy humusowe a takze inne metale,
pierwiastki promieniotworcze, np. U(VI) i zwiazki jak
azotany, fumaran czy siarke S°. FRM zdolne do oddy-
chania Fe(III) nie tworza specyficznej filogenetycznej
grupy. Naleza one do obu domen prokariotow: Bacte-
ria 1 Archaea. Obecnie znanych jest znacznie ponad
100 gatunkoéw FRM. Ponad potowa gatunkow stale re-
zyduje w srodowiskach psychro-mezofilnych (cho¢ nie
sa psychrofilami, ale moga by¢ psychrotolerantami),
reszta zajmuje Srodowiska termofilne i hypertermofil-
ne (zrédta gorace, wody geotermalne, kominy hydro-
termalne). Jedna grupa FRM calkowicie utleniania
materi¢ organiczna do dwutlenku wegla, druga nie-
kompletnie, zwykle do octanu. Liczne FRM, zwlasz-
cza hypertermofilne, wykorzystuja wodor jako Zrodio
elektronow do redukcji Fe(Ill). W naturalnych $rodo-
wiskach prokarioty FRM w warunkach beztlenowych
utleniaja produkty rozktadu materii organicznej, gtow-
nie produkty fermentacji glikolitycznych i nieglikoli-
tycznych. W zwiazku z tym, ze wodor i octan sa dwo-
ma gléwnymi posrednimi produktami fermentacji
materii organicznej to uwaza si¢, ze w naturalnych sro-
dowiskach o pH oboj¢tnym bogatych w zwiazki Fe(I1I)
czy Mn(IV) stanowia one istotne zrodto elektronow
w procesach redukcji metali. Dlatego przy charakterys-
tyce FRM w badaniach laboratoryjnych zawsze okresla
si¢ ich zdolno$¢ do utleniania octanu i wodoru. Octan
stosuje si¢ jako zrodto wegla i energii do selekcji pro-
kariotow redukujacych Fe(III). Utlenianie octanu prze-
biega zgodnie z reakcja 1, a wodoru zgodnie z reak-
cja2[61, 62, 67,95]:

CH,COO" (octan) + 8Fe(IlI) +
+4H,0 - 2HCO, + 8Fe(Il) + 9H"
H, + 2Fe(Ill) — 2H" + 2Fe(1I)

(reakcja 1)
(reakcja 2)

Tabela II pokazuje liste prokariotéw FRM z dome-
ny Bacteria a tabela 11l z domeny Archaea zdolnych
do dysymilacyjnej redukcji zelaza, z wytworzeniem
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Tabela III
Lista mikroorganizméw redukujacych zelazo (III) z domeny
Archaea zdolnych do oddychania zelazowego [5, 39, 40, 95]

Typ Rodzaj Gatunki przyktadowe
Archeoglobus |A. fulgidus
F indicus, F. placidus,
Euryarchaeota Ferroglobus F pacificus P
Geoglobus G. ahangari
Pyrococcus P. furiosus
Thermococcus |T. celer, T. sibiricus
Geogemma G. barosi, G. indica,
G. pacifica
Crenarchaeota | Hyperthermus |H. butylicus
Pyrobaculum |P. aerophilum, P. islandicum
Pyrodictium  |P. abyssi, P. occultum
Sulfolobus S. acidocaldarius, S. shibatae

energii w procesie oddychania zelazowego. Najlepiej
znanymi i zbadanymi z FRM [5, 20, 34, 35, 38, 48,
61, 62, 66, 67, 91, 98] jest rodzina Geobacteraceae
oraz rodzina Desulfuromonadaceae, obie z klasy J-Pro-
teobacteria, typu Proteobacteria. Wg Bergey Manual
[5] do Geobacteraceae nalezy rodzaj Geobacter, ktory
jest jak dotychczas stosunkowo dobrze zbadany. Pierw-
sza odkryta bakteria z rodzaju Geobacter byt G. metalli-
reducens (poczatkowo oznaczony jako szczep GS-15),
wyizolowany z osadu rzeki Potomac w USA w 1987 ro-
ku. Do Geobacteraceae naleza gatunki bakterii mezo-
filnych, rosnace w zakresie temperatur 25-40°C a takze
psychrotolerancyjny Geopsychrobacter electrodiphilus,
rosnacy w zakresie temperatur 4-30°C oraz termofilny
Geothermobacter ehrlichii, wyizolowany z hydroter-
malnego zrdédta, rosnacy w temperaturach 35-65°C
przy optimum 55°C. Wsrod Geobacteraceae sa tez
inne bakterie ekstremofilne, np. Geoalkalibacter ferri-
hydriticus, bakteria alkalofilna o optymalnym pH = 8,6.
Bakterie z rodziny Geobacteraceae wystepuja w po-
wierzchniowych warstwach osadéow dennych rézno-
rodnych zbiornikow wodnych plytkich i glebokich,
zwlaszcza piaszczystych, bogatych w zwiazki Fe(IIl).
Bakterie te wystgpuja szczeg6lnie licznie w miejscach
skazonych ropa naftowa. Izolacja chromosomalnego
DNA i amplifikacja na jego matrycy genow koduja-
cych 16SrRNA wykazata, ze w wymienionych $rodo-
wiskach jest to dominujaca grupa bakterii. Wg Bergey
Manual [5] do nastepnej do$¢ dobrze poznanej rodziny
Desulfuromonadaceae naleza gatunki z rodzaju Desul-
furomonas, Desulfuromusa, Malonomonas 1 Pelo-
bacter, wystepujace w osadach morskich. Psychrofilny
Desulfuromonas svalbardensis i psychrotolerancyjny
Desulfuromusa ferrireducens byly izolowane z mor-
skich osadow dennych Arktyki, z optymalna tempera-
tura wzrostu odpowiednio 14°C i 14-17°C i maksy-
malng 20°C 1 23°C.



108

Oprocz rodzaju Pelobacter, pozostate bakterie nale-
zace do dwoch powyzszych rodzin sa zdolne do catko-
witego utleniania octanu do dwutlenku wegla z jedno-
czesng redukcja Fe(Ill). Wigkszos$¢ z nich catkowicie
utlenia kwasy organiczne, zwiazki aromatyczne (np.
toluen, benzoesan, fenol, krezol), niektore etanol, dhu-
gotancuchowe kwasy tluszczowe, cukry oraz amino-
kwasy. Duza czg¢$¢ wykorzystuje wodor jako dawce
elektronow do procesoéw redukeji. Reakcje 3—6 przed-
stawiaja kolejno utlenianie benzoesanu, toluenu, fenolu
1 krezolu z jednoczesna redukcja Fe(I1I):

C,H,COO~ (benzoesan) + 30Fe(1III) +

+19H,0 - 7HCO; + 30Fe(Il) +36H" (reakcja 3)
C¢H,CH, (toluen) + 36Fe(IlI) +

+21H,0 - 7THCO; +36Fe(Il) +43H" (reakcja 4)
C HOH (fenol) + 28Fe(IlI) +

+17H,0 - 6HCO, + 28Fe(Il) + 34H" (reakcja 5)
C H,O (krezol) + 34Fe(Ill) +

+20H,0 - 7HCO, +34Fe(Il) +41H" (reakcja 6)

Przed odkryciem zdolnosci do redukcji Fe(I1l) uwa-
zano, ze bakterie z rodzaju Pelobacter uzyskuja energi¢
wylacznie w wyniku procesow fermentacji. Fermentuja
one 2,3-butanediol, acetoing, glikol etylenowy i poli-
etylenowy, acetylen oraz kwas galusowy. Rodzaj
Desulfuromusa oraz Malonomonas rubra prowadza
fermentacjg jablczanu i fumaranu. Czg§¢ gatunkow De-
sulfuromonas, Desulfuromusa, Geoalkalibacter ferri-
hydriticus, Pelobacter jest $ciSle beztlenowa, inne sa
zdolne takze do oddychania tlenowego (Geobacter).
Odkrycie, ze G. sulfurreducens przezywa w warunkach
atmosferycznych oraz jest zdolny do wzrostu przy
obnizonym stgzeniu tlenu w stosunku do powietrza
thumaczy fakt, ze rodzaj Geobacter dominuje w $ro-
dowiskach beztlenowych, ktére czasami moga ulegac
natlenieniu. Rodzaje Desulfuromonas, Desulfuromusa,
Malonomonas, Pelobacter oraz G. sulfurreducens moga
redukowa¢ takze S°.

Kolejne FRM, ktore sa intensywnie badane i dos¢
dobrze poznane to gatunki z rodzaju Shewanella, z ro-
dziny Shewanellaceae, klasy 0-Proteobacteria, typu
Proteobacteria wyizolowane z osadow dennych 1 warstw
podpowierzchniowych réznorodnych zbiornikéw wod-
nych oraz gleb. Naleza tu bakterie stodkowodne i mor-
skie. Sa rowniez szczepy patogenne. W srodowiskach
beztlenowych, gdzie redukowane jest zelazo, stanowia
one zaledwie do 2% ogo6lnej ilosSci bakterii, a nawet
nie wykrywa si¢ ich tam wcale. Prawdopodobna przy-
czyna niewielkiej ilo$ci bakterii z rodzaju Shewanella
w ogolnej puli FRM jest prawdopodobnie niewielka
ilo$¢ dostgpnych substratéw w $srodowisku oraz fakt,
ze prowadza one niepelne utlenianie bardziej ztozo-
nych substratow. Jako zrodto elektronow do redukcji
Fe(Ill) bakterie te wykorzystuja wodor oraz zwiazki
organiczne jak kwasy organiczne (mleczan, pirogro-

ANNA SIKORA I MIECZYSLAW K. BLASZCZYK

nian, mrowczan) i weglowodany (glukoza). Sa to fakul-
tatywne beztlenowce; ruchliwe Gram-ujemne pateczki,
ktore posiadaja wici [5, 61, 62, 67]. Utlenianie mlecza-
nu, pirogronianu i mréwczanu z jednoczesna redukcja
Fe(III) przebiega odpowiednio wedtug reakcji 7-9.

C,H,OHCOO™ (mleczan) + 4Fe(IlI) +
+2H,0 - CH,;COO (octan) + HCO,~
+ 4Fe(Il) + 5H*

CH,COCOO" (pirogronian)

+ 2Fe(IlI) + 2H,0 —» CH,COO™ (octan)

(reakcja 7)

+HCO, + 2Fe(Il) + 3H" (reakcja 8)
HCOO™ (mréwczan) + 2Fe(I1)
+H,0 - HCO, + 2Fe(Il) + 2H" (reakcja 9)

Fakultatywne beztlenowce z rodzaju Ferrimonas
i Aeromonas to kolejne bakterie z klasy y-Proteobac-
teria redukujace Fe(Ill) z jednoczesnym utlenianiem
zwiazkow organicznych [20, 83].

Wsrod FRM zidentyfikowano pojedyncze gatunki,
filogenetycznie odlegle od siebie oraz od pozostatych
znanych redukujacych Fe(Ill). Geothrix fermentans
to Gram-ujemna nieruchliwa pateczka, wyizolowana
ze zbiornika wodnego zaneczyszczonego ropa naf-
towa. Jest to Scisly beztlenowiec zdolny do redukcji
Fe(III) z jednoczesnym utlenianiem propionianu, mle-
czanu, fumaranu, bursztynianu oraz dlugotancucho-
wych kwasoéw thuszczowych jak kwas palmitynowy.
Energi¢ moze uzyskiwac takze w wyniku fermentacji
cytrynianu czy fumaranu. Jest gatunkiem nalezacym
do typu Acidobacteria [8].

Geovibrio ferrireducens zostat wyizolowany z te-
rendw skazonych wegglowodorami. Jest to ruchli-
wy Gram-ujemny przecinkowiec, bakteria mezofilna,
scisle beztlenowa, niefermentujaca. Elektrony do re-
dukcji Fe(Ill) uzyskuje w wyniku utleniania octanu,
wodoru, mleczanu, propionianu, bursztynianu, fumara-
nu, pirogronianu oraz, co jest rzadkie, aminokwasow.
Reakcja utleniania proliny w polaczeniu z redukcja
zelaza przebiega zgodnie z reakcja 10:

C,H,O,N (prolina) + 8H,O + 22 [Fe**]
- 5CO, + NH* +21H" + 22 [Fe**] (reakcja 10)

G. ferrireducens potrafi tez redukowaé siarke S°.
Najwigksze podobienstwo wykazuje do halofilnej,
beztlenowej, heterotroficznej pateczki Flexistipes sinus-
arabici, z ktéra tworzy odrgbna grupe filogenetyczna
w obrebie domeny Bacteria [13].

Ferribacterium limneticum jest ruchliwa palecz-
ka nalezaca do klasy B-Proteobacteria, wyizolowana
z osadow dennych jeziora zanieczyszczonego odpada-
mi kopalnianymi. Jest to bakteria Scisle beztlenowa,
redukuje Fe(IIl) utleniajac octan i inne kwasy orga-
niczne, niezdolna do fermentacji. Najbardziej spo-
krewniona jest z bakteria fotosyntetyzujaca Rhodocyc-
lus tenuis, ktora nie jest heterotrofem i nie jest zdolna
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do redukcji Fe(Ill), ale F. limneticum nie jest bakteria
fotosyntetyzujaca [16].

Rhodoferax ferrireducens jest krotka ruchliwa
Gram-ujemna pateczka z pojedyncza wicia, z klasy
B-Proteobacteria, wyizolowana z osadoéw dennych
zatoki Oyster Bay w stanie Wirginia w USA, rosnaca
w temperaturze 4-30°C. Jest fakultatywnym beztle-
nowcem wykazujacym unikalng zdolno$¢ catkowitego
utleniania glukozy do dwutlenku wegla z jednoczesna
redukcja Fe(Ill) zgodnie z reakcja 11:

C¢H,,0, (glukoza) + 6 H,0 +
+ 24 Fe(Ill) - 6 CO, + 24 Fe(II) +

+24 H* (reakcja 11)

Rosnie tez na podlozu zawierajacym octan, mle-
czan, jablczan, propionian, pirogronian, bursztynian,
benzoesan. Mimo ze bakteria ta jest najbardziej spo-
krewniona z rodzajem Rhodoferax to nie jest ani bak-
teria fotosyntetyzujaca ani fermentujaca jak inni znani
przedstawiciele tego rodzaju. Podobnie nie wykryto
zadnej innej bakterii z rodzaju Rhodoferax zdolnej do
pozyskiwania energii z utleniania zwiagzkow organicz-
nych w potaczeniu z redukcja Fe(III) [15].

Procesy redukcji Fe(Ill) zachodza rowniez w $ro-
dowiskach kwasnych. Wyizolowano bakteri¢ Acido-
philium cryptum, z klasy a-Proteobacteria, z osadow
kwasnego jeziora pokopalnianego. Jest to Gram-ujem-
na pateczka, bezwzgledny beztlenowiec zdolny do
utleniania cukrow, kwasow organicznych i wodoru
w potaczeniu z redukcja zelaza [45]. Ze $rodowisk
kwasnych izoluje si¢ takze bakterie uwazane za neutro-
file. Jedna z nich to Desulfitobacterium metallireducens
jedyny przedstawiciel rodzaju Desulfitobacterium,
Gram-dodatni beztlenowiec zdolny do redukcji Fe(I1l),
Mn(1V), U(VI), Co(Ill) oraz kwasow humusowych.
Redukuje tez siarke S i chlorozwiazki a utlenia kwa-
sy organiczne i alkohole. Inna to Anaeromyxobacter
dehalogenans z rzedu Myxococcales z 0-Proteobac-
teria, Gram-ujemny fakultatywny beztlenowiec utle-
niajacy octan i redukujacy Fe(Ill), azotany, fumaran
i zwigzki chlorofenolowe [82]. Bakterie autotroficzne
jak Acidithiobacillus thiooxidans, A. ferrooxidans czy
Sulfolobus acidocaldarius tez moga redukowac Fe(I1I)
do Fe(Il) w kwasnym pH utleniajac siarke, co opisuje
reakcja 12. Proces ten zachodzi w warunkach tleno-
wych lub beztlenowych i uwaza sig, ze nie stuzy on
produkcji energii [62].

S+ 6Fe(Ill) + 4H,0 — HSO, +

+ 6Fe(1l) + 7TH* (reakcja 12)

Oproécz alkalofilnych przedstawicieli rodziny Geo-
bacteraceae znane sa takze inne gatunki FRM izo-
lowane ze srodowisk o odczynie zasadowym. Naleza
tu Gram-dodatnie bezwzgledne beztlenowce Alkali-
philus metalliredigens, ktorego optymalne pH wzrostu
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wynosi 9,5, redukujacy Fe(Ill), Co(IlI), Cr(VI) oraz
kwasy humusowe czy Tindallia magadiensis, bakteria
fermentujaca aminokwasy o optymalnym pH wzros-
tu 8,5 [100].

Kolejna grupa FRM, cho¢ stabo poznana, sa hyper-
termofilne archeony zyjace w §rodowiskach gdzie pa-
nuja temperatury 80-110°C i gdzie znajduje si¢ duzo
zwiazkéw Fe(Ill). Utleniaja one wodér, octan, dtugo-
faficuchowe kwasy tluszczowe oraz zwiazki aromatycz-
ne do dwutlenku wegla. Redukuja rowniez inne metale,
Mn(1V), Au(IIl), Cr(VI), Co(Ill), U(VI), Tc(VII). Nale-
7a tu przedstawiciele nast¢pujacych gatunkow Archaea:
Pyrobaculum aerophilum, P. islandicum, Pyrodictium
abyssi, Methanopyrus kandleri, Ferroglobus placidus,
Geoglobus ahangari, Archeoglobus fulgidus, Pyrococ-
cus furiosus, Geogemma barosii (szczep 121) rosnacy
w temperaturze 121°C oraz bakterii: Thermotoga ma-
ritima, Geothermobacterium ferrireducens, Thermo-
anaerobacter siderophilus, Thermus sp., [5, 39, 40, 95].

Redukcje zelaza jako proces uboczny towarzyszacy
procesowi fermentacji obserwowano dla nastepujacych
gatunkdw i rodzajow bakterii: Paenibacillus polymyxa,
Bacillus circulans, B. megaterium, Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Clostridium beijerinckii, C. pas-
teurianum, C. sporogenes, Lactobacillus lactis, Pseudo-
monas spp., Vibrio sp., Citrobacter freundii [20, 62].
Wisrod bakterii fermentujacych wykrywa si¢ tez takie,
ktére rowniez moga pozyskiwac energi¢ w wyniku od-
dychania zelazowego. Przyktadem moze by¢ Pantonea
agglomerans nalezaca do rodziny Enterobacteriaceae,
ktora wystepuje gtownie w glebie oraz w zbiornikach
wodnych. Jak wszystkie bakterie nalezace do tej ro-
dziny jest fakultatywnym beztlenowcem i prowadzi
procesy fermentacji. Ale wykazano, ze takze oddycha
beztlenowo redukujac Fe(Ill) oraz Mn(IV), Cr(VI)
i kwasy humusowe utleniajac octan i wodor [24].

Redukcja rozpuszczalnych zwiazkow Fe(Ill) oraz
kwasow humusowych i Cr(VI) jest tez procesem ubocz-
nym towarzyszacym fermentacji, jako podstawowej
formie zdobywania energii u $cistego beztlenowca
Deinococcus radiodurans. Bakteria ta jest najbardziej
opornym organizmem na promieniowanie jonizujace
sposrod dotychczas odkrytych. Przezywa dawki pro-
mieniowania o wartosci do 1500 Gy (grej) [25].

Niektore gatunki rodzaju Bacillus réwniez moga
pozyskiwaé energie w wyniku oddychania zelazo-
wego. Naleza do nich B. infernus czy B. subterraneus.
B. infernus zostal wyizolowany z niecki triasowej
z glebokosci 2.7 km. Jest to scisle beztlenowa, termo-
filna, halotolerancyjna, lekko alkalofilna bakteria,
ktora fermentuje glukozg a takze redukuje Fe(IlD),
Mn(IV), azotany utleniajac mrowczan i mleczan [9].
B. subterraneus wyizolowano z odwiertu giebokich
wod geotermalnych w basenie artezyjskim w Australii,
jest to mezofilny fakultatywny beztlenowiec. Redukuje
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Fe(Ill), Mn(IV), fumaran, azotany i azotyny utlenia-
jac cukry, glicerol, etanol i mleczan [37].

Redukcja Fe(I1I) moze towarzyszy¢ utlenianiu siar-
czandw przez bakterie redukujace siarczany. Jest to
proces uboczny nie stuzacy produkcji energii obser-
wowany u np. rodzaju Desulfovibrio, Desulfobac-
terium autotrophicum czy Desulfobacter postgatei
[61, 62]. Ale niektdrzy przedstawiciele bakterii redu-
kujacych siarczany tez moga oddycha¢ przez reduk-
cje Fe(Ill), Mn(IV) czy kwasdéw humusowych. Naleza
tu Desulfobulbus propionicus z rodziny Desulfobul-
baceae wystepujacej w morskich osadach dennych czy
Desulfotomaculum reducens [33, 34].

3. Mechanizmy redukcji Fe(I1I)

Rozwazajac mechanizmy transferu elektrondw mig-
dzy komorka bakterii a zwiazkiem Fe(II) w srodowis-
ku zewngtrznym nalezy wzia¢ pod uwage nastgpujace
zagadnienia: bezposredni kontakt mikroorganizmu
z nierozpuszczalnym zwigzkiem Fe(Ill); udziat prze-
no$nikow elektrondw, zwlaszcza kwaséw humusowych
znajdujacych si¢ w §rodowisku; produkcje przenos-
nikdéw elektronéw oraz substancji rozpuszczajacych
nierozpuszczalne zwiazki Fe(lll) przez komorke;
bezposredni kontakt mikroorganizmu z rozpuszczal-
nym zwiazkiem Fe(Ill). W wigkszos$ci naturalnych
srodowisk Fe(Ill) wystepuje najczgSciej w postaci
nierozpuszczalnych tlenkéw. Filogenetycznie odlegle
bakterie z grupy FRM wyksztatcity rézne sposoby
przenoszenia elektrondw na nierozpuszczalne zwiazki
zelaza Fe(IID) [79].

Naturalnie w $rodowisku wystgpuja przenosniki
elektronow oraz zwiazki chelatujace, ktore utatwiaja
procesy mikrobiologicznej redukcji zwlaszcza nieroz-
puszczalnych zwiazkéw Fe(III). Przeno$nik elektronow
wychwytuje elektrony produkowane przez komorke,
w wyniku czego sam ulega redukcji, a nastgpnie abio-
tycznie redukuje Fe(Ill). W efekcie reakcji utlenienia
nastgpuje regeneracja przenosnika (Rys. 1). Najlepiej
poznanymi przeno$nikami elektronéw sa kwasy hu-
musowe, ktore wchodza w sktad prochnicy glebowe;j
a takze naturalnych wod. Zawieraja one chinony, zwiaz-
ki o wtasciwos$ciach aromatycznych zawierajace dwie
grupy ketonowe (C =0), ktorych atomy wegla wcho-
dza w sklad pier$cienia aromatycznego. Pobranie przez
nie elektrondw powoduje powstanie wolnych rodnikow
chinonowych. Kwasy humusowe moga by¢ koncowym
akceptorem elektronéw w oddychaniu FRM tak samo
jak zwiazki Fe(III). W srodowiskach bogatych w kwa-
sy humusowe oraz zwiazki Fe(Ill) dochodzi do abio-
tycznej redukcji tego ostatniego. Mikrobiologicznie
zredukowane kwasy humusowe moga abiotycznie redu-
kowac¢ zwiazki Fe(Ill) do Fe(II) i same ulegaé utlenie-
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Rys. 1. Mechanizm dziatania przeno$nikow elektronow
w procesie redukcji zwiazkow zelaza (III) przez mikroorganizmy
redukujace zelazo

niu w wyniku czego nastgpuje ich regeneracja. W ten
sposob te same kwasy moga wielokrotnie ulega¢ pro-
cesom redukcji i utleniania. Obecnos$¢ kwasow humu-
sowych przyspiesza redukcj¢ zelaza a takze utlenianie
materii organicznej [61, 69]. Oprécz kwaséw humu-
sowych takze inne zwiazki maja zdolno$¢ przenosze-
nia elektrondw. Naleza do nich zwiazki fenolowe znaj-
dujace si¢ w lisciach drzew np. klonu, debu, orzecha
wloskiego. Uwaza sig, ze substancje humusowe wy-
stgpujace w naturalnych srodowiskach posiadaja tez
wiasciwosci chelatujace (chelacyjne), czyli odznacza-
ja si¢ zdolnoscia do chemicznego wigzania z metalami
i mineralami, przez co zwigkszaja ich rozpuszczal-
nos¢. Pewne Srodowiska obftuja w naturalne przenos-
niki elektronéw oraz zwiazki chelatujace, w innych
jest ich deficyt [79]. W badaniach laboratoryjnych do
badania mechanizméw redukcji Fe(Ill) przy udziale
przeno$nikow elektronow jako analogow kwaséw hu-
musowych stosuje si¢ chinony, najczgsciej dwusiar-
czan 2,6-antrachinonu (AQDS) [69].

Mechanizmy transferu elektronéw z komorki bak-
terii na zewnatrzkomoérkowe akceptory jakimi sa
zwiazki Fe(Ill) zostaly dos¢ dobrze poznane u G. sul-
furreducens, poniewaz jego genom zostat calkowicie
zsekwencjonowany. Ciekawa cecha tej bakterii jest
obecno$¢ 111 genow kodujacych biatka uwazane za
cytochromy typu ¢ na podstawie posiadanej charakte-
rystycznej sekwencji CXXCH wiazacej hem. Szacuje
si¢, ze 31 tych bialek zlokalizowanych jest w zew-
netrznej btonie komorkowej [75]. Mechanizmy reduk-
cji nierozpuszczalnych i rozpuszczalnych zwiazkow
zelaza czeSciowo roznig si¢. Schemat mechanizmu re-



PROKARIOTY REDUKUJACE FE(III): KLASYFIKACJA, WYSTEPOWANIE, MECHANIZMY REDUKCIJI FE(III)... 111

: o
Srpdowizko E'_El_l m} L
TeATIENG

Frzesiaen
N AETA NI

Ochrona bialek przed
ﬂ!ﬂrllllﬂﬂ. ngp, OmcB

Blona
Cyipaamalaing

MADH MAD*

mm.}

CirmeF |— aktywatcr tranelrypaji ganadw, np. ool

regulacja translacji, np. biatka OmcE

Homdrkowa

" ’@J :-Ill:lll:l sacaaloy Imhﬂ

i przan o niki -y @
grczaln =
AroaowseD Eaqlil} ﬁl’"‘; s wlnkbrnn fa e ® - L
FERTRArITE Struktra
I | fimbricpodobna
« @
"e L
Zewngtrzng . | B @
bl FerE Py L__| fmpas]|
RAmOaTNOwE
Sakorecin Biabek, pwigzhdw i (paryma
chelatyjacych, I
przencsnikow eloktronaw - . 1
P — @
L N ] I
Hrzsstrzed i
(=l P e erd B I
|
I
I
I —
S¥ona i
Lt (2w b a1 R ] —
KADH hsD
Craplazms

Rys. 2. Schemat mechanizmu redukcji Fe(Ill) przez G. sulfurreducens (A) i S. oneidensis MR-1 (B)

dukcji Fe(Ill) u G. sulfurreducens pokazuje rysunek 2A.
Dawca elektrondw w komorce jest NADH. Dehydro-
genaza NADH przekazuje elektrony na chinony w we-
wnetrznej btonie komorkowej. Kluczowa rolg w prze-
noszeniu elektronéw migdzy wewngtrzng a zewngtrzng

btona komoérkowa odgrywaja peryplazmatyczne cyto-
chromy typu ¢, MacA i PpcA. MacA jest bialkiem
o masie czast. 36 kDa wiazacym dwie grupy hemo-
we. Biatko to odbiera elektrony ze zredukowanych
chinonéw i przekazuje je biatku PpcA. Mutant macA~
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wykazuje znaczne nizsza aktywnos¢ redukcji Fe(IIl),
gdy dostarczone jest ono w postaci rozpuszczalnego
cytrynianu Fe(III) [12]. PpcA jest biatkiem o masie
czast. 9,6 kDa wiazacym trzy grupy hemowe. Mutacja
ppcA obniza redukcje cytrynianu Fe(III) o 60% w po-
rownaniu ze szczepem dzikim, gdy dawca elektronow
jest octan. Biatko to nie ma znaczenia, gdy zrdédlo
elektronéow stanowi wodor, bo utlenianie wodoru ka-
talizowane jest przez peryplazmatyczna hydrogenazg.
PpcA jest niezbgdne do proceséow redukcji uranu (VI)
oraz kwasow humusowych [50]. PpcA przenosi elek-
trony na biatko OmcB, ktére jest cytochromem typu ¢
wystepujacym w zewngetrznej blonie komorkowe;.
Wiaze ono wiele grup hemowych i petni bardzo istotna
role w transporcie elektronow do zewnetrznej btony
komoérkowej, do biatek OmcE i OmcS. Mutant omcB~
G. sulfurreducens jest niezdolny do wzrostu na podto-
zu zawierajacym Fe(Ill) w postaci rozpuszczalnego
cytrynianu. Biatko OmcB konieczne jest tez do reduk-
cji nierozpuszczalnych tlenkéw Fe(IIl) oraz wymaga-
ne jest, gdy dawca elektronow jest zarowno octan jak
i wodor. W komorce G. sulfurreducens wystepuje jesz-
cze biatko OmcC wykazujace az 79% identycznosci
do OmcB, ale w mutancie omcC~ proces redukcji ze-
laza w postaci cytrynianu zelazowego przebiega po-
dobnie jak w szczepie dzikim. Funkcja biatka OmC
nie jest znana [46].

OmcS, biatko o masie czgst. 50 kDa wigzace szes¢
grup hemowych, i OmcE, biatko o masie czast. 30 kDa
wiazace cztery grupy hemowe, to cytochromy typu ¢
zlokalizowane na powierzchni zewngtrznej blony ko-
morkowej, ktére sa konieczne do wzrostu na podtozu
zawierajacym nierozpuszczalny tlenek Fe(III) jako je-
dyny akceptor elektronow. Zaobserwowano, ze mutant
omcE~ wykazywatl niewielka zdolnos$¢ do redukcji
tlenkéw Fe(Ill) i Mn(IV), natomiast omcS™ nie, co
wskazuje na wazniejsza rolg biatkka OmcS w proce-
sach redukcji nierozpuszczalnych zwiazkow Fe(Ill) czy
Mn(IV). Mutanty omcE~ i omcS™ rosna na podtozu
z cytrynianem Fe(IIl) jak szczep dziki. Uwaza sig, ze
rola biatek OmcS i OmcE jest przekazywanie elektro-
néw na geofimbrie (opis nizej). Gen omcS prawdopo-
dobnie tworzy operon z genem omcT kodujacym bial-
ko OmcT, ktére wykazuje 62.6% homologii do biatka
OmcS. Jego funkcja jest nieznana [74].

Badania pokazuja, ze redukcja Fe(Ill) wymaga
wspotdziatania wielu cytochroméw typu c. Rola jed-
nych jest transfer elektronow, inne petnia funkcje re-
gulatorowe. Do tej drugiej grupy naleza biatka OmcF,
OmcG i OmcH. Biatko OmcF wiazace tylko jedna gru-
pe hemowa jest najmniejszym z cytochroméw typu ¢
G. sulfurreducens, jego masa czast. wynosi 9.4 kDa.
Mutacja omcF powoduje znaczna utrate¢ zdolnosci re-
dukcji rozpuszczalnego cytrynianu Fe(Ill). W mutan-
tach omcF~ nie wykrywa si¢ mRNA dla bialek OmcB
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1 OmcC oraz obserwuje si¢ zmiany ilosciowe innych
cytochromow typu c. Biatko OmcF jest uwazane za
aktywator transkrypcji genow, gtownie omcB, a takze
omcC 1 prawdopodobnie innych. Ciekawym zjawis-
kiem jest fakt, ze mutacji omcF towarzyszy nadekspre-
sja biatka OmcS, co umozliwia bakterii spowolniony
wzrost na podlozu z cytrynianem Zelaza. Biatko OmcF
wykrywa si¢ tez w zewngtrznej btonie komorkowe;j
bakterii [42].

OmcG, bialko o masie czast. 78.7 kDa, 1 OmcH,
biatko o masie czast. 103 kDa, to dwa homologiczne
cytochromy typu ¢ wiazace wiele grup hemowych.
Wykazuja 84.4% identycznos$ci. Nie okreslano ich lo-
kalizacji w komorce. W mutantach omcG™ 1 omcH™ nie
wykrywa sig biatka OmcB, chociaz transkrypcja genu
omcB zachodzi bez zaktocen. Ekspresja tylko jednego
z dwoch biatek OmcG lub OmcH z plazmidu znosi
efekty podwojnej mutacji omcG omcH. Przypuszczal-
na rola biatek OmcG i OmcH jest regulacja translacji
lub/i stabilizacja biatka OmcB oraz ochrona przed de-
gradacja w przestrzeni peryplazmatycznej [41].

Ponadto przy deficycie ostatecznych akceptorow
elektrondw w podtozu, ich rolg moga przej$ciowo pet-
ni¢ cytochromy typu ¢, znajdujace si¢ w periplazmie
i zewngetrznej blonie komorkowe;j. Szacuje sig, ze taki
mechanizm dostarcza komorce G. sulfurreducens ener-
gii wystarczajacej do przetrwania przez 8 minut lub
zapewnia ruch wici na pokonanie odlegltosci kilkuset
dtugosci komorki, aby przemiescic si¢ do miejsca gdzie
wystepuja akceptory elektronow [22].

Do prawidtowego przebiegu procesow redukcji
Fe(Ill) niezbgdnie konieczne sa réwniez biatka zew-
netrznej blony komoérkowej nie bedace przeno$nikami
elektrondw. Naleza do nich biatka: OmpJ, OxpG, OmpB.
Pelnig one rolg posrednia w procesie transferu elektro-
néw. OmpJ jest najobficiej wystepujacym biatkiem
w zewngetrznej blonie komorkowe;. Jest to biatko spe-
cyficzne dla rodziny Geobacteraceae. Nalezy ono do
poryn, grupy biatek blonowych budujacych kanaty
dyfuzyjne (pory) w zewngetrznej btonie komorkowe;.
Poryny maja strukture B-harmonijki. Pory umozliwiaja
bierna dyfuzje roznych roztworéw wodnych. Obecnosé
bialka OmpJ wymagana jest do redukcji rozpuszczalne-
go cytrynianu Fe(III) oraz nierozpuszczalnych tlenkow
Fe(IIl) i Mn(IV), poniewaz odgrywa ono wazng rol¢
w utrzymaniu fizycznej integralnosci btony komorko-
wej, zapewniajac jednoczesnie jej prawidlowe funkcjo-
nowanie. Integralno$¢ btony komoérkowej jest prawdo-
podobnie niezbednym czynnikiem dojrzewania biatek
przenoszacych elektrony i calego procesu przenoszenia
elektronow. W mutancie ompJ~ G. sulfurreducens na-
stepuje ok. 50% obnizenie ilosci biatek cytochroméw
typu ¢ w przestrzeni peryplazmatycznej oraz w ze-
wngtrznej blonie komorkowej. Obserwuje si¢ rowniez
powigkszenie przestrzeni peryplazmatycznej [1].
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OmpB, biatko o masie czast. 139.6 kDa, jest praw-
dopodobnie oksydaza miedziowa, gdyz posiada cztery
miejsca wiazania jonéw miedzi, dwa przy N-terminal-
nym i dwa przy C-terminalnym koncu. Wykazuje naj-
wigksze podobienstwo do oksydazy manganowej MofA
Leptothrix discophora, bakterii utleniajacej zwiazki
Mn(II). Biatko OmpB ulega ekspresji na tym samym
poziomie zar6wno przy rozpuszczalnych jak i nieroz-
puszczalnych zwiazkach Fe(Ill) jako ostatecznych ak-
ceptorach elektronow. Jest to biatko wystgpujace na
powierzchni zewngtrznej btony komorkowej, wykry-
wa si¢ go rowniez w ptynach zewnatrzkomodrkowych.
Mutant ompB™ G. sulfurreducens redukuje rozpusz-
czalny cytrynian zelaza oraz fumaran jak szczep dziki,
natomiast wykazuje znacznie obnizona redukcj¢ nie-
rozpuszczalnych tlenkéow Fe(Ill) oraz Mn(IV). Nie
wiadomo czy biatko OmpB jest zaangazowane w re-
dukcje Fe(Ill) i Mn(IV) czy ja posrednio utatwia pet-
niac funkcj¢ pomocnicza. Mimo Ze biatko to jest uwa-
zane za oksydaz¢ miedziowa, to posiada tez domeng
odpowiedzialng za wiazanie fibronektyny, charaktery-
styczna dla bakteryjnych hydrolaz, zwtaszcza celulaz
1 chitynaz, odpowiedzialng za adhezj¢ biatka do poli-
sacharydu i za zachowanie prawidtowej konformacji
centrum aktywnego enzymu. W biatku OmpB wykry-
to réwniez sekwencje, ktora moze by¢ potencjalnym
miejscem wiazania zelaza. Uwaza sig, ze domeny od-
powiedzialne za wiazanie zelaza i fibronektyny odgry-
waja rol¢ w odziatywaniu migdzy biatkiem OmpB
a tlenkami Fe(Ill) oraz Mn(IV). Za sekrecje biatka
OmpB odpowiada biatko OxpG, ktore jest pseudo-
pilina, nalezaca do biatek ogdlnego systemu sekrecji
typu II. Pseudopiliny tworza fimbriopodobne struktury
peryplazmatyczne, umozliwiajace sekrecje biatek przez
tworzenie kanatu dla wydzielanego biatka lub wy-
pychanie go na zewnatrz blony. Przypuszcza sig, ze
rola biatka OxpG jest takze sekrecja innych biatek
odpowiedzialnych za redukcje nierozpuszczalnych
tlenkéw Fe(III) i Mn(IV). Mutant oxpG™ nie jest zdol-
ny do redukcji nierozpuszczalnych tlenkow Fe(III)
oraz Mn(IV). Natomiast redukcja rozpuszczalnego
cytrynianu zelazowego zachodzi bez zmian, tak jak
u szczepu dzikiego [73].

Poczatkowo uwazano, ze w redukcji Fe(Ill) biora
udziat tylko cytochromy typu c. I tak jest, gdy akcep-
torem elektronow sa rozpuszczalne zwiazki zelaza,
ktore odbieraja elektrony bezposrednio od biatek w ze-
wngtrznej btonie komérkowej lub w przestrzeni pery-
plazmatycznej. Jako ciekawostke nalezy tu poda¢, ze
u bakterii z rodzaju Pelobacter nie wykryto cytochro-
moéw typu ¢ [66]. Ostatnio u G. sulfurreducens wykryto
fimbrie, nazwane geofimbriamii, ktoére maja zdolnos¢
przenoszenia elektronéw. Zbadano przewodnictwo
elektryczne bialek fimbrii i innych biatek zewnatrzko-
morkowych i wykazano, ze biatka geofimbrii s do-
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brymi przewodnikami elektronéw i nazwano je ,,na-
noprzewodami” (microbial nanowires). Geofimbrie
tworza si¢, gdy bakterie rosna na podtozu zawieraja-
cym nierozpuszczalne lub stabo rozpuszczalne zwiazki
trojwartosciowego zelaza, np. tlenki zelaza a takze
przy innym niz Fe(IIl) akceptorze elektronow, np.
fumaranie w warunkach suboptymalnych. Przy roz-
puszczalnym cytrynianie zelazowym nie stwierdzono
ich obecnos$ci. Przypomnijmy, ze w wigkszo$ci $rodo-
wisk dominuja nierozpuszczalne tlenki Fe(III). Biatko,
z ktorego zbudowane sa geofimbrie to produkt genu
pild [84]. PilA jest biatkiem strukturalnym fimbrii
typu IV. Fimbrie typu IV odpowiedzialne sa za poru-
szanie si¢ komorki niezalezne od wici, kolonizacje
i tworzenie biofilméw, zapewniaja kontakt bakterii
z podtozem. Najlepiej poznane sa one u bakterii pato-
gennych, np. z rodzaju Neisseria czy Pseudomonas
[72]. W przypadku G. sulfurreducens biatko PilA jest
krétsze niz u innych bakterii, ale zawiera silnie kon-
serwowang N-terminalng domeng fimbrii typu IV.
Mutant pilA~ Geobacter sulfurreducens nie rost na
podtozu, gdzie jedynym akceptorem elektronéw byty
nierozpuszczalne tlenki Fe(III). Natomiast, gdy do
podtoza dodano inny akceptor elektronow, np. fuma-
ran, to zarowno szczep dziki jak i mutant pilA~ wyka-
zywaty normalny wzrost. Na zdjeciach spod mikro-
skopu elektronowego widaé byto, ze krysztaty tlenku
zelaza otaczaly geofimbrie w przypadku dzikiego
szczepu a w mutancie pilA~ tworzyly skupiska przy
komorkach. To wskazuje, ze funkcja fimbrii nie jest
zapewnienie fizycznego kontaktu z krysztatami zwiaz-
ku zelaza, ale bezposredni udziat w przenoszeniu elek-
tronéw. Doktadny mechanizm tego zjawiska nie jest
jeszcze poznany. Wprowadzenie plazmidu z dzikim
genem pilA na plazmidzie do mutanta pil4~ powodo-
wato zniesienie efektow mutacji i powstanie funkcjo-
nalnych geofimbrii. Uwaza sig, ze geofimbrie odgry-
waja wazna role w Srodowiskach, gdzie przewazaja
nierozpuszczalne zwiazki zelaza tréjwartoSciowego
[84]. Pokazano, ze fimbrie G. sulfurreducens sa ko-
nieczne zaro6wno do tworzenia biofilmu jak i przeno-
szenia elektroné6w na anod¢ w mikrobiologicznych
ogniwach paliwowych [85, 86].

Procesy redukcji Fe(Ill) zostaty tez do$¢ dobrze po-
znane dla Shewanella oneidensis szczep MR-1 (daw-
niej S. putrefaciens szczep MR-1) (rys. 2B), ktorej
genom rowniez zostat zsekwencjonowany. Genom
S. oneidensis zawiera 42 geny kodujace biatka cyto-
chromy typu ¢, 15 z nich zwiazanych jest z blonami,
w tym 5 z blona zewnetrzna [31]. Podobnie jak
u G. sulfurreducens bialkowe przenoséniki elektronow
odbieraja je ze zredukowanych chinonow w wewngtrz-
nej btonie komorkowej. Pierwszym jest CymA, biatko
btony cytoplazmatycznej o masie czast. 20,8 kDa,
ktére jest cytochromem typu ¢, wiazacym cztery grupy
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hemowe. Mutant cymA~ jest defektywny w redukcji
zwiazkow Fe(Ill) i Mn(IV) a takze azotandéw i fuma-
ranu [77]. Bialko Cym A przenosi elektrony na biatko
MtrA o masie czast. 36 kDa, ktdre jest cytochromem
typu ¢ wigzacym 10 grup hemowych zlokalizowanym
w peryplazmie. Mutant mtrA- wykazuje brak zdol-
nosci redukcji Fe (II1). Rola biatka MtrA jest przeka-
zanie elektronow cytochromom typu ¢ zewngtrznej
btony komorkowej, biatkom MtrC (OmcB) i OmcA.
By¢ moze fancuszek bialek przenoszacych elektrony
jest dtuzszy, ale nie zostaty one jeszcze poznane. Masa
czast. biatka MtrC wynosi 75 kDa, a bialka OmcA
83 kDa, oba wiaza 10 grup hemowych, sa lipopro-
teinami i pelnia funkcj¢ reduktaz Fe(Ill). Tworza sta-
bilny kompleks biatkowy, heterotrimer zbudowany
z dwoch czasteczek biatka OmcA i jednej czasteczki
MtrC. Pojedyncze mutanty mtrC- i omcA~ zachowuja
czg$ciowa zdolnos¢ redukeji rozpuszczalnych i nieroz-
puszczalnych zwiazkow Fe (III) [3, 92].

Podobnie jak u G. sulfurreducens w komorkach
S. oneidensis inne biatka niz tylko cytochromy typu ¢
uczestnicza w procesie redukcji zelaza. W zewngtrznej
btonie komoérkowej znajduje si¢ biatko MtrB o masie
czast. 75 kDa, ktore posiada charakterystyczng se-
kwencjg CXXC wiazaca metale. Prawdopodobna rola
biatka MtrB jest wigzanie bakterii z jonem metalu
w trakcie procesu redukcji zwiazkow Fe(I1I) i Mn(1V).
Bialko MtrB moze tez odpowiadac za wlasciwa loka-
lizacj¢ biatek MtrC i OmcA w btonie zewngtrzne;.
Mutant mtrB~ jest niezdolny do redukcji Fe(III)
i Mn(IV) [4, 93]. Innymi biatkami sa biatka zewngtrz-
nej btony komdrkowej nalezace do ogdlnego systemu
sekrecji typu II: produkty genoéw ferE (gspE) oraz
gspD odpowiedzialne za translokacjg bialek MtrC
1 OmcA do i przez zewngtrzng btong komérkowa. Mu-
tanty ferE 1 gspD sa niezdolne do wzrostu na podtozu
zawierajacym zwiazki Fe(Ill) i Mn(IV). Istnieje hipo-
teza, ze ten system sekrecji bierze tez udzial w uwal-
nianiu na zewnatrz komorki substancji bedacych prze-
nos$nikami elektronéw oraz zwiazkow chelatujacych
(patrz nizej) [19, 93]. Kolejnym biatkiem wplywajacym
na proces redukcji Fe (III) jest bialko z grupy poryn,
Omp35, o masie czast. 35 kDa wystgpujace w zewngtrz-
nej btonie komorkowej. Mutanty omp35~ wykazuja
zaburzenia w procesie redukcji fumaranu, azotanow
i zwiazkéw Fe(Ill) oraz Mn(1V), ale doktadny mecha-
nizm tego zjawiska nie zostat poznany [71].

U S. oneidensis wykryto tez fimbriopodobne, jak
to okreslili autorzy, struktury petniace funkcje nano-
drutow, ale nie okreslono z jakich biatek sa one zbu-
dowane. Stwierdzono, ze tworzg sie one w warunkach
beztlenowych lub przy ograniczonej ilosci tlenu w $ro-
dowisku. Wykazano rowniez, ze przewodzenie elek-
tronow przez nanodruty u S. oneidensis wymaga funk-
cjonalnych cytochroméw typu ¢ MtrC i OmcA [28].
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We wngetrzu komorek S. oneidensis wykryto gra-
nule zawierajace tlenki Fe(II) i Fe(Ill) oraz tlenki
Mn(IV). Uwaza sig, ze bakterie te przechowuja mine-
raty zawierajace Fe(IIl) lub Mn(IV) w komorce jako
zapas ostatecznych akceptorow elektronow, ktore sa
wykorzystywane w warunkach beztlenowych przy
braku tych zwiazkéw w §rodowisku [26, 27].

U gatunkéw z rodzaju Shewanella oraz u Geothrix
fermentans opisano strategi¢ umozliwiajaca redukcje
nierozpuszczalnych zwiazkow Fe(Ill), bez bezposred-
niego kontaktu migdzy komorka bakterii a akcepto-
rem elektronéw. Polega ona na uwalnianiu zwiazkow
petiacych funkcjg przenosnika elektronow (flawiny
i chinony) oraz zwiazkow chelatujacych (np. chinony).
U rodzaju Shewanella zidentyfikowano przenosniki
elektrondw, ktorymi sa flawiny, ryboflawina oraz mo-
nonukleotyd flawinowy (FMN) [14]. Uwaza sig, ze
przenosnikiem elektronow u G. fermentans jest roz-
puszczalny w wodzie zwiazek z grupy chinondw o ma-
sie czast. mniejszej niz 12 kDa, chociaz nie zostat on
zidentyfikowany. Produkcja przenos$nikow elektronow
jest wydatkiem energetycznym dla komorki i optaca
si¢, gdy bakterie zyja w populacjach o duzych ggs-
tosciach, przede wszystkim, gdy tworza biofilm [79].
W badaniach nad mechanizmami redukcji nierozpusz-
czalnych zwiazkéw Fe(Ill) u S. oneidensis stwierdzo-
no, ze substancje petniace funkcje przenosnikow elek-
tronow wydzielane sa tylko do matriks biofilmu
utworzonego przez te bakterie [47].

W obecnosci azotanéw czy fumaranu jako akcep-
toréw elektronow w podtozu bakterie redukujace ze-
lazo (G. metalireducens, G. sulfurreducens, G. fermen-
tans 1 S. alga) redukuja je, wykorzystujac jako zrodto
elektroné6w zredukowane kwasy humusowe a takze
zredukowane zwiazki Fe(Il). Zjawisko wykorzystan-
nia zredukowanych kwaséw humusowych jako zrédta
elektronoéw do redukcji azotanéw obserwuje sig tez dla
bakterii denitryfikacyjnych [23, 68].

Redukcja Fe(Ill), ktora nie stuzy produkcji energii,
u bakterii fermentujacych jest wynikiem dziatania
hydrogenaz. Dawca elektronow do proceséw redukcji
jest wodor. Pokazano, ze w warunkach beztlenowych
E. coli moze redukowac rozpuszczalne zwiazki tech-
netu Tc(VII) do nierozpuszczalnych form ulegajacych
wytracaniu. Reakcja ta jest katalizowana przez hydro-
genaze Hyc, ktéra wehodzi w sktad kompleksu FHL,
odpowiedzialng za produkcj¢ wodoru z mréwczanu
w fermentacji kwaso6w mieszanych (fermentacji kwasu
mrowkowego). Dawce elektronéw do redukcji Te(VII)
stanowi mrowczan lub woddr [52]. Okazuje sig¢ réw-
niez, ze hydrogenaza | Clostridium pasteurianum posia-
da aktywno$¢ reduktazy selenianu (IV) SeO;*> — S°
a takze zwiazkéw telluru (IV) TeO32’. Elektrony po-
chodza z utleniania czasteczek wodoru, a posrednikiem
w ich przenoszeniu jest ferredoksyna [99]. Z kolei
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u prokariotow redukujacych siarczany role reduktazy
metali pelni cytochrom ¢, [65].

Fe(IIT) moze by¢ tez redukowane do Fe(II) abiotycz-
nie, np. w reakcji z siarkowodorem produkowanym
przez prokarioty redukujace siarczany zgodnie z reak-
cjami 13—15 [20]:

2Fe*" + H,S - 2Fe?" +2H" + 8°
Fe?* + H,S - FeS +2H" (reakcja 14)
2Fe** +2H,S - FeS, + Fe?* +4H"  (reakcja 15)

Podobna redukcjg Fe(Ill) do Fe(Il) obserwuje sig
w reakcji z innym metabolitem jakim jest kwas mrow-
kowy zgodnie z reakcja 16 [62]:

CH,COO" + 8Fe(Ill) + 4H,0 V 2HCO, +
+ 8Fe(Il) + 9H* (reakcja 16)

(reakcja 13)

4. Rola ekologiczna prokariotow
redukujacych Fe(IIl) w Srodowisku

Redukcja Fe(Ill) uwazana jest za jedna z pierwot-
nych, obok redukcji S°, a nawet wrecz najbardziej
pierwotna forma oddychania mikroorganizmoéow. Uwa-
Za sig, ze pierwsze organizmy zywe to przedstawiciele
FRM. Prawdopodobnie utlenianie wodoru polaczone
z redukcja Fe(Ill) byto prametabolizmem, ktory dat
poczatek ewolucji zycia na Ziemi. Warunki §rodowi-
skowe wczesnego okresu poczatkdow zycia na Ziemi,
3-5 miliardéw lat temu, czyli wysoka temperatura,
duza ilos¢ wodoru oraz zwiazkow zelaza pocho-
dzacych z wnetrza Ziemi a wystgpujacych na jej
powierzchni w formie utlenionej Fe(Ill), gtownie na
skutek intensywnego dziatania promieniowania UV,
sprzyjata produkcji energii w wyniku utleniania wo-
doru i redukcji zwiazkow Fe(I1I). Istnieje wiele dowo-
déw na to, ze ztoza magnetytu z okresu wczesnego
prekambru sa pochodzenia mikrobiologicznego a do-
ktadnie wynikiem aktywno$ci zyjacych owczes$nie
hypertermofilnych FRM. Metoda badania stosunku
zawartoéci dwoch izotopow wegla >C do 13C stwier-
dzono, ze wiek materii organicznej towarzyszacej
prekambryjskim zlozom magnetytu jest $cisle sko-
relowany z wiekiem utlenionej materii organicznej
z tamtego okresu. Jak dotychczas nie zostat poznany
zaden abiotyczny proces zwigzany z jednoczesnym
utlenianiem materii organicznej i redukcja Fe(III) do
magnetytu [61, 62].

Uwaza sig, ze analogiczne procesy mikrobiologicz-
nej redukcji Fe(Ill) w potaczeniu z utlenianiem wo-
doru jakie mialy miejsce w okresie poczatkow zy-
cia na Ziemi obecnie odbywaja si¢ w $§rodowiskach,
w ktérych panuja wysokie temperatury (80-110°C),
np. w goracych zrodtach. Gorace zrodta obfituja w duze
ilosci Fe(Il), ktore ulega utlenieniu do formy Fe(III)
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w zetknigciu si¢ z powietrzem. Wokodt zrodel gro-
madza si¢ osady bogate w zwiazki Fe(Ill). Z gora-
cych zrédet wydobywaja si¢ tez duze ilo§ci wodoru.
Wszystko to sprawia, ze tworza si¢ idealne warunki
do rozwoju termofilnych i hypertermofilnych beztle-
nowych mikroorganizmow redukujacych Fe(Ill), dla
ktérych zrédlem elektronow jest utlenianie wodoru.
Oproécz wodoru wspolczesne termofilne i hypertermo-
filne FRM prawdopodobnie utleniaja réwniez zwiazki
organiczne jak octan, zwiazki aromatyczne czy dtugo-
lancuchowe kwasy tluszczowe. Dowodem na aktyw-
nos$¢ tych mikroorganizmoéw w goracych srodowiskach
jest wykrywany tam magnetyt w postaci ziarnistych
struktur [39, 61, 62, 95]. Rowniez meteoryty pocho-
dzace z Marsa zawieraja ziarniste struktury magnety-
tu. Istnieje przypuszczenie, ze powstaty one w wyniku
aktywoséci FRM na Marsie [61]. Jak wiadomo badania
nad magnetytem pozwolily na odkrycie zasad mag-
netyzmu i elektrycznosci. Jako ciekawostke warto tu
doda¢, ze padio nawet stwierdzenie, ze gdyby nie
G. metallireducens (GS-15) i inne FRM nie mieli-
by$my dzi$ radia i telewizji [61].

Innymi mineratami powstatymi w wyniku aktyw-
nos$ci bakterii redukujacych Fe(Ill) i Mn(IV) sa syde-
ryt (FeCO,), wiwianit [Fe,(PO,) x 8H,0] czy rodo-
chrosyt (MnCO;). FRM moga tez redukowa¢ zwiazki
uranu U(VI), w wyniku czego powstaja ztoza U(IV)
w postaci uraninitu (UO,) [61].

Analogiczne procesy mikrobiologicznej redukcji
U(VI) do tych zachodzacych w warunkach mezo-
filnych maja tez miejsce w $rodowiskach termo-
i hypertermofilnych. Pokazano, ze hypertermofilny
archeon Pyrobaculum islandicum jest zdolny do re-
dukcji U(VI) do U(IV) w temperaturze 100°C, w wy-
niku czego powstaje nierozpuszczalny uraninit. Re-
dukcja U(VI) wymaga obecno$ci wodoru jako dawcy
elektronow [40].

Z mikrobiologiczna redukcja Fe(Ill) w glebach
zwiazane jest zjawisko powstawania gleb glejowych.
Polega ono na tym, ze gleba staje si¢ kleista i przyj-
muje szara lub zielonkawo-niebieska barwe. Jest to
wynik powstania zwiazku Fe,(OH), zawierajacego
zelazo na stopniu utlenienia +2 i +3 w wyniku reakcji
17118 [20]:

Fe(OH), + 3H" + e » Fe** + 3H,0
2 Fe(OH), + Fe?" +
+20H - Fe,(OH),

(reakcja 17)

(reakcja 18)

Innym zjawiskiem jest lateryzacja gleby w wilgot-
nych i goracych klimatach. W wyniku intensywne;j
aktywnosci prokariotow redukujacych Fe(Ill) czastki
organiczne ulegaja prawie catkowitej mineralizacji
i jednoczesnie tworza si¢ duze ilosci tlenkow Fe(Il),
ktore ulegaja wytracaniu i powoduja jakby cemento-
wanie czasteczek gleby. W efekcie tworzy si¢ twardy
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Tabela 1V

Wartos$ci termodynamiczne redukcji nieorganicznych akceptoréw elektronow
w obecnosci materii organicznej [89]

Reakeja Wartosci Eh AG
V) (kcal/mol)

Redukcja tlenu: O, +4H"'+4e - 2H,0 0,812 -29.9
Redukcja jonéw azotanowych: NO, + 6H" + 6e-— N, + 3H,0 0,747 -28.4
Redukcja jonéw Mn™ do Mn*":  MnO, + 4H" + 2e” — Mn*" + 2H O 0,526 -233
Redukcja jonow Fe** do Fe*: Fe(OH), + 3H" + ¢ — Fe’* + 3H,0 -0,047 -10,1
Redukcja jonéw SO,* do H,S: SO* + 10H" + 8¢ — H,S + 4H O -0,221 -5,9
Redukeja CO, do CH,;: CO,+8H"+ 8¢ —CH, +2H,0 —0,244 -5,6

czerwony lub ciemnobrazowy lateryt. Jego sktadnikiem
sa takze tlenki glinu [20].

Redukcja Fe(Ill) oraz Mn(IV) przez bakterie wpty-
wa na stan wod, gléwnie wod gruntowych. W wyni-
ku reakcji redukcji niektére nierozpuszczalne tlenki
Fe(Ill) i Mn(IV) ulegaja przeksztatceniu do rozpusz-
czalnych zwiazkow Fe(Il) i Mn(Il). W takiej formie
dostaja si¢ do wod gruntowych, gdzie w wyniku ze-
tknigcia si¢ z powietrzem ulegaja utlenieniu do nie-
rozpuszczalnych tlenkéw Fe(Ill) i Mn(IV). Powoduje
to zla jako$¢ wody pitnej, jej nieodpowiedni smak
i kolor, problemy typu zatykanie si¢ rur wodno-kana-
lizacyjnych, itp. Ponadto wraz z rozpuszczalnymi zre-
dukowanymi zwiazkami Fe(II) i Mn(II) do wod grun-
towych moga przedostac si¢ fosforany i $sladowe ilo$ci
toksycznych metali, ktore zwykle adsorbuja si¢ na nie-
rozpuszczalnych tlenkach Fe(Ill) i Mn(IV). W efekcie
tych procesow nastgpuje wzrost sity jonowej, wzrost
stezenia kationow, takze wzrost pH i skazenie wod
metalami toksycznymi. To wszystko z kolei ma nie-
korzystny wplyw na wzrost roslin [61, 62].

Jak juz wspomniano przy omawianiu mechaniz-
moéw redukeji Fe(IlI) koncowym akceptorem elektro-
né6w w oddychaniu FRM moga by¢ kwasy humusowe.
Zredukowane kwasy humusowe w $rodowisku mo-
ga stanowi¢ zrodto elektronéw do innych proceséw
mikrobiologicznej redukcji np. azotandw, selenianow,
arsenianow [61].

Utlenianie materii organicznej z jednoczesna re-
dukcja Fe(IlI) lub Mn(IV) stanowi wazny element
w obiegu wegla w beztlenowych osadach dennych
stodkowodnych zbiornikow wodnych, w osadach mor-
skich, na terenach podmoktych, w podmoktych glebach,
np. pola ryzowe, w plytkich zbiornikach wodnych za-
nieczyszczonych zwiazkami organicznymi. Niezbed-
nym warunkiem jest dostgpnos¢ zwiazkow Fe(Ill) oraz
Mn(IV) i tatwos¢ utleniania ich form zredukowanych
[61]. Oddychanie przez redukcje Fe(Ill) oraz Mn(1V)
odgrywa istotna rol¢ w srodowiskach ubogich w azota-
ny i siarczany, gdzie nie zachodzi metanogeneza [20].

Jednoczesnie mikrobiologiczna redukcja siarczanow
jak 1 procesy metanogenezy sa zahamowane w §rodo-
wiskach bogatych w Fe(Ill). Dodanie tlenkow Fe(III)
lub Mn(IV) do srodowisk, gdzie intensywnie zachodza
procesy redukcji siarczanéw oraz procesy metanoge-
nezy, powoduje ich wyrazne spowolnienie. Nie wynika
to z toksycznosci zwiazkow zelaza, tylko ze zmiany
sktadu mikroflory i zdominowania jej przez organizmy
FRM. Podobny efekt obserwuje si¢ po wprowadzeniu
do podtoza wodoru i/lub octandéw. Zjawisko to jest
wynikiem wspodtzawodnictwa migdzy poszczegolnymi
grupami mikroorganizméw o substraty organiczne bg-
dace donorami elektronow. Decyduje o tym potencjat
oksydoredukcyjny reakcji redukcji zwiazkow nieor-
ganicznych i utleniania materii organicznej [89]. Jak
wida¢ z danych w Tabeli IV prokarioty redukujace
Fe(I1I) i Mn(IV) zyja na pograniczu dodatniego i ujem-
nego potencjatu oksydoredukcyjnego, uzyskujac przy
tym dwukrotnie wigcej energii przy utlenieniu mola
substratu organicznego niz prokarioty redukujace siar-
czany (PRS) oraz archeony metanogenne. FRM sg wigc
bardziej istotne ekologicznie.

Ogromne znaczenie dla srodowiska ma usuwanie
zanieczyszczen organicznych z terenéw skazonych ropa
naftowa czy wysypisk $mieci przez FRM (rozdz. 5.2).

Mikrobiologiczna transformacja form zelaza Fe(II)
i Fe(Ill) petni wazna rolg¢ w obiegu zelaza w przyro-
dzie. Do procesow mikrobiologicznych wptywajacych
na krazenie zelaza oprdcz oddychania Fe(Ill) i innych
form dysymilacyjnej redukcji zelaza naleza oddziaty-
wanie koncowych produktow metabolizmu bakterii na
mineraly zawierajace zelazo oraz procesy mikrobiolo-
gicznego utleniania jonu zelazawego do jonu zelazo-
wego [20]. FRM maja tez istotne znaczenie w kraze-
niu manganu w przyrodzie. Uwaza si¢, ze ilo$¢
zwiazkéw manganu w Srodowisku stanowi 10% ilosci
zwiazkow zelaza, ale za to Mn(IV) jest chetniej wyko-
rzystwany jako akceptor elektrondw niz Fe(IIl), co
rowniez spowodowane jest potecjalem redoks reakcji
redukcji Fe(Ill) i Mn(IV) (Tabela IV) [61, 89].
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5. Znaczenie prokariotéw redukujacych Fe(II1I)
w biotechnologii

Biotechnologi¢ okresla si¢ jako integracje nauk
przyrodniczych i inzynieryjnych w celu zastosowania
czynnikow biologicznych (organizméw, komorek, en-
zymoéw) do pozyskania dobr i ustug. Wsrod czynni-
kow biologicznych wykorzystywanych w biotechno-
logii dominujaca rolg odgrywaja bakterie. Prokarioty
redukujace Fe(Ill) oraz inne metale stanowia bardzo
cickawa grupe drobnoustrojow z punktu widzenia
biotechnologii. Wyizolowane i zidentyfikowane nie-
dawno, w przysztosci moga odegra¢ duza role w pro-
cesach bioremediacji oraz znalez¢ zastosowanie w mi-
krobiologicznych ogniwach paliwowych do produkcji
pradu z jednoczesnym usuwaniem roznorodnych od-
padow organicznych.

5.1. Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC, micro-
bial fuel cell) to uktady w ktoérych wykorzystuje sig
mikroorganizmy beztlenowe do produkcji energii
elektrycznej. W wyniku oddychania komoérkowego
nastgpuje przeksztatcenie energii chemicznej ukrytej
w wiazaniach chemicznych w zwiazkach organicznych

117

w energig elektryczna. MFC dziataja na zasadzie che-
micznych ogniw paliwowych. W tych ostatnich pro-
dukcja energii elektrycznej nastgpuje w wyniku elek-
trochemicznej reakcji spalania paliwa (wodoru lub
prostego zwiazku chemicznego bogatego w wodor, jak
np. metanol czy lekkie weglowodory) doprowadza-
nego do anody w utleniaczu, np. tlenie z powietrza
doprowadzanym do katody. Mikrobiologiczne ogniwo
paliwowe sktada si¢ z przedzialéw anodowego i kato-
dowego oddzielonych od siebie membrana jonoselek-
tywna przepuszczajaca jony, zwykle protony. W prze-
dziale anodowym maja miejsce reakcje utleniania.
Protony przenoszone sa z przedzialu anodowego do
przedziatu katodowego przez membrang. Elektrony
przenoszone sa na katod¢ przez zewngtrzny obwod
elektryczny, w ktorym wydziela sig energia elektrycz-
na. W przedziale katodowym nastgpuja reakcje reduk-
cji. Jak do tej pory zaproponowano kilka typow MFC
[11, 55, 94]. Jedna z koncepcji zaklada, ze w przedziale
anodowym MFC hodowane sa bakterie redukujace
Fe(Ill), ktore tworza biofilm na anodzie. W wyniku
utleniania przez te bakterie zwiazkéw organicznych
w procesie oddychania powstaja elektrony, ktore prze-
noszone s3 bezposrednio na anod¢ MFC zamiast na
naturalne akceptory znajdujace si¢ w $rodowisku
zewnatrzkomoérkowym. W efekcie tego procesu pro-
dukowana jest energia elektryczna (rys. 3). Bakterie
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Rys. 3. Schemat mikrobiologicznego ogni-
wa paliwowego z udzialem bakterii redu-
kujacych zelazo (III).

Na zdjgciach pokazano anod¢ MFC w po-
staci tkaniny weglowej poro$nigtej bakte-
riami z hodowli selekcjonujacej bakterie h.,:!‘ .
redukujace Zelazo (badania wiasne). -
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zdolne do produkcji energii w wyniku bezposredniego
transferu elektrondow pochodzacych z utleniania materii
organicznej na anod¢ mikrobiologicznego ogniwa pa-
liwowego zostaly nazwane przez jednych autorow
elektricigenami (electricigens) [57—60] a przez innych
egzoelektrogenami (exoelectrogens) [55]. Do tej pory
opisano dzialanie MFC z udziatem czystych kultur
nastgpujacych gatunkow bakterii: Rhodoferax ferrire-
ducens [15], Geothrix fermentans (8], Desulfobulbus
propionicus [33], Aeromonas hydrophila [83], Clostri-
dium butyricum szczep EG3 [81], Geopsychrobacter
electrodiphilus [35], Geobacter sulfurreducens [6],
G. metallireducens, Desulfuromonas acetoxidans [7],
S. putrefaciens szczep MR-1 [43]. NajczesSciej stoso-
wanym materiatem, z ktéorego wykonuje si¢ anody
w tego typu ogniwach jest grafit. W eksperymentach
z Geobacter sulfurreducens pokazano, ze bardzo
dobrym materiatem anodowym moze by¢ zloto. To
odkrycie jest wazne dla zastosowan MFC z udziatem
bakterii redukujacych zelazo na mikroskale [88].

Buduje si¢ réwniez osadowe mikrobiologiczne
ogniwa paliwowe (SMFC, sediment MFC). Anoda tego
typu ogniwa umieszczana jest bezposrednio w beztle-
nowych osadach dennych zbiornikéw wodnych a ka-
toda w miejscach, do ktorych dociera tlen. Osiagana
gestos¢ mocy produkowanego pradu wynosi od kilku
do kilkudziesieciu mW/m?. Takie uktady zwane tez
BUGs (Benthic Unattened Generators) moga mie¢ za-
stosowanie jako systemy przeznaczone do zasilania
urzadzen elektrycznych w odleglych miejscach jak
glebiny oceanu, gdzie wymiana baterii jest technicz-
nie trudna i kosztowna. Osadowe MFC mozna tez zbu-
dowa¢ w warunkach laboratoryjnych umieszczajac
anodg ogniwa w probkach osadéw dennych. Analizy
biofilméw pokrywajacych anody osadowych MFC
pokazaly, ze ich dominujacym sktadnikiem sa bakte-
rie z rodziny Geobacteraceae, rodzaj Desulfuromonas
w przypadku slonych osadéw morskich i rodzaj
Geobacter w przypadku osadow stodkowodnych.
W réznych warunkach znaczacy udzial maja tez inne
bakterie, np. z rodziny Desulfobulbaceace czy rodzaj
Geothrix 7, 17, 33, 55, 56, 57, 97]. Osadowe mikro-
biologiczne ogniwa paliwowe pozwalaja na odkrywa-
nie i izolacjg nowych elektrochemicznie aktywnych
gatunkow i szczepow bakterii [35, 81, 83].

Obecnie rozwaza sig trzy kierunki rozwoju i zasto-
sowan MFC z udzialem elektricigenow. Pierwszy to
usuwanie odpadéw organicznych z jednoczesna pro-
dukcja energii elektrycznej. Substratami miatyby tu
by¢ $cieki pochodzace z gospodarstw domowych czy
odpady z produkcji rolnej. Rozwaza si¢ stworze-
nie uktadow, odpowiednikow systemoéw BUGs, ktore
pokrywatyby czg$ciowo zapotrzebowanie na energie,
zwlaszcza na duzych obszarach rolnych oraz w krajach
rozwijajacych si¢. Drugi kierunek to samowystarczalne
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roboty pobierajace substraty organiczne z otoczenia.
Trzeci kierunek to zastosowania na wspomniang juz
mikroskalg, gtownie biosensory, czyli systemy, ktore
wykorzystuja reakcje biologiczne do wykrywania roz-
nych zwiazkow. Obecnos¢ danego zwiazku w prze-
dziale anodowym uruchamia przeptyw pradu, co re-
jestrowane jest metodami elektronicznymi [6, 44]. Te
potencjalne zastosowania wymagaja zwigkszenia wy-
dajnosci i optymalizacji MFC. Konieczne jest wigc
doglebne poznanie mechanizméw transferu elektronow
na anodg bioogniwa przez znane juz mikroorganizmy
zwane elektricigenami, ich fizjologii, ekologii oraz
poszukiwanie nowych gatunkow. Narzedzi ku temu
dostarcza obecny burzliwy rozwoj genomiki i rézno-
rodnych metod biologii molekularnej. Szuka si¢ spo-
sobu zwigkszenia aktywnosci oddechowej bakterii
pokrywajacych anodg. Rozwazana jest koncepcja mo-
dyfikacji genetycznych bakterii w kierunku konstruk-
¢ji mutantéw np. nadprodukujacych biatka, odpowie-
dzialnych za kontakt z powierzchnia anody [56—59].

Wydaje sig, ze nie bylo i nie istnieje zadna presja
ewolucyjna w kierunku produkcji energii przez elek-
tricigeny w naturalnych srodowiskach. Nie wiadomo
czy biatka odpowiedzialne za przenoszenie elektro-
néw na akceptory znajdujace si¢ na zewnatrz komorki
w naturalnym $rodowisku i w warunkach laboratoryj-
nych dzialaja rownie wydajnie, gdy bakteria ro$nie na
materiale, z ktérego zbudowana jest anoda MFC [59].
Stosujac technike mikroczipéw DNA oraz hybrydy-
zacjg northern poréwnywano ekspresj¢ genéw G. sul-
furreducens rosnacych na poditozu z cytrynianem Zze-
laza oraz na anodzie grafitowej w mikrobiologicznym
ogniwie paliwowym. Stwierdzono zmieniona ekspre-
sj¢ 474 genow, gdy elektroda byta jedynym akcepto-
rem elektronéw. 197 genoéw bylo transkrybowanych
silniej a 277 stabiej. Najwieksza réznicg, bo az 19-krot-
ny wzrost ekspresji, obserwowano dla genu koduja-
cego biatko OmcS, cytochrom typu ¢ w zewngtrznej
btonie komoérkowej. Co wigcej, mutant z delecja omcS
nie byt zdolny do produkcji energii. Podwyzszonej
ekspresji podlegaty tez geny omcE i omcT. Przypom-
nijmy, ze biatka OmcS i OmcE sa odpowiedzialne za
redukcje nierozpuszczalnego tlenku zelazowego. Zad-
nych réznic nie obserwowano natomiast dla transkryp-
tow omceB, ompB, ompJ oraz piliny budujacej nanodru-
ty. Ponadto mutacje w genach omcB i pilA nie zmienily
produkcji energii elektrycznej. Cytochromy typu ¢ zlo-
kalizowane w zewngtrznej btonie komorkowej prawdo-
podobnie odgrywaja istotna rol¢ w kontaktach komorki
bakterii z elektroda [36].

Wyniki innych badan sugeruja, ze réwniez inne
biatka moga by¢ istotne w transferze elektron6w na
naturalne akceptory w $rodowisku niz na anodg
mikrobiologicznego ogniwa paliwowego. Otrzyma-
no mutanty S. oneidensis MR-1, ktore produkowaty
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prad w MFC, ale nie byly w stanie redukowac tlenku
Fe(III) [10]. Z kolei inna bakteria z rodziny Geobac-
teraceae, Pelobacter carbinolicus jest zdolna do re-
dukcji zelaza (I1I), ale w MFC z jej udzialem nie byt
produkowany prad [87].

5.2. Bioremediacja

Terminem bioremediacja okresla si¢ technologi¢
leczenia $rodowiska naturalnego ze skazen, gtéwnie
powodowanych przez metale cigzkie, produkty ropy
naftowej i pierwiastki radioaktywne, za pomoca Zy-
wych mikroorganizméw w celu ich rozktadu Iub prze-
prowadzenia w formy mniej szkodliwe. Bioremediacja
in situ wlacza procesy degradacji, detoksyfikacji oraz
immobilizacji zanieczyszczen przez mikroorganizmy,
ktore naturalnie zyja w strefach skazonych [60].

FRM moga znalez¢ zastosowanie w procesach bio-
remediacji na dwa sposoby. Pierwszy to utlenianie do
dwutlenku wegla w warunkach beztlenowych zwiaz-
kéw organicznych, jak np. weglowodory aromatyczne
w miejscach skazonych ropa naftowa, polaczone z re-
dukcja zelaza. Tereny skazone przez ropg naftowa obfi-
tuja w FRM, gltéwnie rodzaj Geobacter. Istnieje pomyst
zastosowania uktadéow opartych na mikrobiologicz-
nych ogniwach paliwowych do oczyszczania terenow
skazonych ropopochodnymi zwiazkami organicznymi.
W wyniku utleniania tych zwiazkow przez bakterie
z grupy FRM produkowana bytaby energia elektryczna
[76]. Dodanie substancji chelatujacych nierozpuszczal-
ne tlenki Fe(III) do probek osadéw zanieczyszczonych
ropa naftowa powodowalto przyspieszenie procesu
utleniania ropopochodnych zwiazkéw aromatycznych
i proceséw redukcji Fe(IIT). Moze to by¢ strategia sto-
sowana w bioremediacji terendw skazonych ropa naf-
towa przy udziale bakterii z grupy FRM [70].

Drugi sposob zastosowania bakterii redukujacych
zelazo w procesach bioremediacji to wykorzystanie
ich zdolnosci do redukcji innych metali niz Fe(III) czy
Mn (IV), zwlaszcza tych, ktore sa toksyczne i nie-
bezpieczne dla cztowieka i srodowiska. Wigkszosc
pierwiastkow moze wystgpowaé na réoznym stopniu
utlenienia w r6znych zwiazkach chemicznych. Stopien
utlenienia, na ktorym znajduje si¢ dany pierwiastek
wplywa na wlasnosci fizyko-chemiczne (np. rozpusz-
czalno$¢ w wodzie) zwiazkow, ktore tworzy. Szcze-
gblne znaczenie z punktu widzenia bioremediacji maja
procesy (czgsto sa to procesy redukcji) przeprowadza-
nia form toksycznych pierwiastkow rozpuszczalnych
w wodzie w formy nierozpuszczalne, ktére ulegaja
wytracaniu 1 w ten sposob latwo je usuna¢ z miejsc
skazonych.

FRM moga by¢ skutecznym narzedziem do bio-
remediacji terenéw skazonych uranem pochodzacym
z odpadow radioaktywnych. Okres pottrwania uranu
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w zalezno$ci od izotopu wynosi od 247 tysigecy do
4.5 miliardow lat. Zwiazki uranu (VI) sa rozpuszczal-
ne w wodzie, stad bardzo trudne do usuniecia ze Sro-
dowiska. Natomiast uran (IV) tworzy nierozpuszczal-
ne tlenki — uraninit, ktére tatwo ulegaja wytraceniu.
Zatem mikrobiologiczna redukcja U (VI) do U (IV)
moze przyczyni¢ si¢ do usuwania uranu ze $rodo-
wiska, zwlaszcza ze skazonych wod [2, 63, 64, 96].
Czyste kultury bakterii z grupy FRM (rodzaj Geobac-
ter, Shewanella) redukuja U(VI) do U(IV) i w ten spo-
sob pozyskuja energi¢ niezbgdna do procesow zycio-
wych. Reakcje 19 i 20 opisuja redukcje U(VI) do
U(IV) przy udziale elektronéw pochodzacych z utle-
niania odpowiednio octanu i wodoru.

CH,COO™ (octan) +4U(VI) +
+4H,0 - 2HCO, +4U(IV) +9H" + (reakcja 19)
H, +U(VI) - 2H" + U(1V) (reakcja 20)

Do redukeji uranu (VI) zdolne tez sa prokarioty
redukujace siarczany, jednak proces ten nie shuzy po-
zyskiwaniu energii. Dotychczas stwierdzono, ze zdol-
no$¢ redukcji uranu (VI) do uranu (IV) posiadaja bak-
terie z rodziny Desufovibrionaceae, np. Desulfovibrio
desulfuricans, a takze nieliczni przedstawiciele z ro-
dziny Peptococcaceae, np. rodzaj Desulfotomaculum.
Filogenetyczna analiza populacji bakterii w probkach
pobranych z osadéow skazonych uranem pokazuje, ze
dominuja tam przedstawiciele rodzin Geobacteraceae
i Desufovibrionaceae [96].

W badaniach laboratoryjnych pokazano, ze prosta
metoda zwigkszania procesow redukcji uranu (VI)
w skazonych probkach pobranych z naturalnych $ro-
dowisk wodnych jest dodanie octanu jako dawcy elek-
tronow. W takich warunkach nastgpuje silny rozwoj
FRM, gtéownie z rodziny Geobacteraceae, ktore sta-
nowia nawet do 40% catego zespolu mikroorgani-
zmow (microbial community) [32]. Taka sama strate-
gi¢ (wzbogacanie w octan) zastosowano w badaniach
in situ w zbiorniku wodnym zanieczyszczonym zwiaz-
kami uranu. Doswiadczenie trwato 3 miesiagce. Poczat-
kowo rowniez obserwowano rozwoj bakterii z rodzi-
ny Geobacteraceae i wzmozone wytracanie uraninitu.
Stwierdzono 70% obnizenie zawartos$ci U(VI). Jednak
po pewnym czasie dominujacg grupa staly si¢ bakterie
redukujace siarczany, ktére utleniaty octan. Spowo-
dowane to bylto glownie wyczerpaniem si¢ zwiazkoéw
zelaza Fe(Ill). W efekcie nastapil wzrost ilosci uranu
(VD) w badanym S$rodowisku. Bakterie redukujace
siarczany rowniez redukowaly uran (VI) do U(IV), ale
znacznie mniej efektywnie w porownaniu do stanu, gdy
w badanym $rodowisku dominowata rodzina Geobac-
teraceae [2]. W trzecim miesigcu opisanego ekspery-
mentu pobrano probke osadu dennego i wyizolowano
z niej nowy gatunek nalezacy do rodzaju Geobacter
— Geobacter uraniireducens [91].
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W obecnosci azotandw nie obserwuje si¢ reduk-
cji U(VI) do U(IV) zaréwno w badaniach in situ jak
i w warunkach laboratoryjnych w czystych hodowlach
G. metallireducens oraz w probkach pobranych z roz-
nych miejsc skazonych uranem. We wszystkich tych
uktadach redukowany jest jon azotanowy [21, 23, 90].
Istnieje kilka przyczyn tego zjawiska. Po pierwsze, re-
akcja redukcji jonu azotanowego jest bardziej korzyst-
na termodynamicznie dla bakterii redukujacych zela-
zo zdolnych tez do redukcji NO;™ niz reakcja redukcji
uranu (VI). Po drugie, w naturalnych $rodowiskach
redukcja metali jest energetycznie mniej korzystna for-
ma oddychania beztlenowego w poréwnaniu z reduk-
cja azotanow i konkurencje wygrywaja bakterie deni-
tryfikacyjne. Po trzecie, zredukowane formy U(IV)
podobnie jak Fe(II) moga by¢ utleniane w obecnosci
azotanow przez bakterie denitryfikacyjne, a nawet przez
same FRM. Poza tym utlenianie zarowno U (IV) oraz
zelaza Fe(1l) moze zachodzi¢ abiotycznie [23].

Bardzo waznym odkryciem z punktu widzenia za-
stosowania rodzaju Geobacter do bioremediacji tere-
néw skazonych uranem (VI) bylo wykazanie, ze dawca
elektronow do procesow redukcji prowadzonych przez
te bakterie moze by¢ grafitowa elektroda [29]. Takie
elektrody pokryte biofilmem bakteryjnym umieszczano
w miejscach skazonych uranem (VI). Stanowily one
zrodto elektronéw do mikrobiologicznej reakcji re-
dukcji U(VI) do U(V). Takie rozwiazanie znacznie
ulatwia usuwanie wytraconego uraninitu ze srodowiska,
gdyz osadza si¢ on na powierzchni elektrod [30].

Produktem rozszczepienia uranu jest technet *Tc.
Wystepuje w duzych iloSciach w miejscach testowania
broni jadrowej oraz tam, gdzie sktadowane sa odpady
radioaktywne. Okres pottrwania technetu *Tc jest bar-
dzo dlugi i wynosi 213 tysigcy lat. W srodowisku Tc
wystepuje na +7 stopniu utlenienia w postaci jonu
TcO,, ktory moze by¢ wiaczany w tafncuch pokar-
mowy jako analog siarczandéw. Technet Tc(VII) moze
ulega¢ mikrobiologicznej redukcji, w wyniku czego
powstaje nierozpuszczalny tlenek TcO,, w ktorym tech-
net wystepuje na +4 stopniu utlenienia. W takiej posta-
ci technet moze by¢ stosunkowo tatwo usunigty ze $ro-
dowiska. Pokazano dwa mechanizmy redukcji Tc(VII)
do Tc(IV) dla G. sulfurreducens. W pierwszym technet
redukowany jest enzymatycznie przy jednoczesnym
utlenianiu wodoru. Uwaza sig, ze funkcja reduktazy
Tc(VIID) pelni hydrogenaza. Drugi mechanizm zakta-
da, ze Tc(VII) moze ulegac redukcji do Te(IV) posred-
nio w sposob abiotyczny przez zredukowane kwasy
humusowe oraz magnetyt. Wytracony TcO, osadza sig
na powierzchni krysztalow magnetytu. Do redukcji
technetu oprocz G. sulfurreducens zdolny jest takze
G. metallireducens i inny przedstawiciel grupy FRM,
S. putrefaciens [51], a takze E. coli (mechanizm reduk-
cji opisany w rozdz. 3) [52, 53] czy D. desulfuricans.
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W przypadku tej ostatniej, gdy donorem elektronow
byt wodor lub mrowczan, a akceptorem elektronow
jon TcO,~ zamiast siarczanu w warunkach beztleno-
wych, nastepowato utlenienie wodoru lub mréwczanu
z jednoczesna redukcja TcO,~ do nierozpuszczalnego
siarczku Tc. Wynik ten wskazywat na enzymatyczna
redukcje Tc(VII), ktora przeprowadza peryplazma-
tyczna hydrogenaza. Oprocz tego jon TcO,” moze by¢
redukowany abiotycznie do siarczku technetu w reak-
cji z siarkowodorem, powstalym w wyniku aktywnosci
bakterii redukujacych siarczany [53, 54].

Czlonkowie rodzin Geobacteraceae oraz Shewa-
nellaceae sa modelowymi organizmami w badaniach
nad zastosowaniem bakterii redukujacych zelazo do
bioremediacji terendw skazonych uranem czy metala-
mi ciezkimi. Jak wiadomo bakterie z rodzin Geobac-
teraceae oraz Shewanellacae sa neutrofilami. Podda-
no zatem analizie konsorcja redukujace zelazo i uran,
z podpowierzchniowych osaddéw z terendw skazonych
uranem 1 azotanami, o niskim pH. Metoda analizy
sekwencji genu kodujacego 16S rRNA z DNA po-
chodzacego z pobranych probek osadow wykazano
znaczny udzial fakultatywnych beztlenowcow zdol-
nych do redukc;ji zelaza nalezacych do rodzaju Anaero-
myxobacter [82].

Wykazano réwniez, ze przedstawiciel rodziny Geo-
bacteraceae, G. metallireducens, jest zdolny do pozys-
kania energii w wyniku utleniania materii organicznej
w potaczeniu z redukcja wanadu V(V) do V(IV). Wa-
nad jest naturalnie wystepujacym metalem skorupy
ziemskiej w ilo$ciach podobnych do cynku. Do $rodo-
wiska dostaje si¢ rowniez, w ilo$ciach powodujacych
jego skazenie, wraz z odpadami z przemystu wydobyw-
czego, metalurgicznego, farmaceutycznego oraz nowo-
czesnych technologii. Wanad moze wystgpowac w $ro-
dowisku na +3, +4 i +5 stopniu utlenienia. Najbardziej
toksyczng forma jest V(V). Zwiazki V(V) sa rozpusz-
czalne w wodzie. Wanad na stopniu utlenienie +4 jest
nierozpuszczalny w wodzie. Wystepuje w postaci ka-
tionéw VO?', ktore ulegaja adsorpcji na czasteczkach
kwasow humusowych i tworza z nimi trwate kom-
pleksy. Zatem przeksztatcenie formy V(V) do V(IV)
moze stanowi¢ metodg immobilizacji wanadu a na-
stepnie usuwanie go ze skazonych terendéw [80].

Bakterie z rodzaju Geobacter oraz bakterie ekstre-
mofilne jak Pyrobaculum islandicum moga tez redu-
kowa¢ Hg(II) do Hg(0), Cr(VI) do Cr(III), czy Co(IlI)
do Co(II) [49, 64].

Redukcja metali niezwiazana z pozyskiwaniem
energii niezbe¢dnej do zycia jest dos¢ szeroko roz-
powszechniona wsrdd bakterii i odgrywa duza role
w krazeniu réznych metali w przyrodzie. Procesy te
maja szczegodlnie istotne znaczenie dla $rodowiska
z powodu przeksztatcania réznych toksycznych metali
w formy mniej toksyczne, tatwe do usunigcia. Do
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takich metali naleza: selen [redukcja Se(VI), Se(IV),
Se(0) przez rézne gatunki Clostridium, Citrobacter,
Flavobacterium, Pseudomonas], chrom [redukcja
Cr(VI) do Cr (III) przez rézne gatunki Pseudomonas,
Bacillus oraz Aeromonas dechromatica, Achromobac-
ter eurydice, Micrococcus roseus, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Desulfovibrio desulfuricans],
rte¢ [redukcja Hg(Il) do Hg(0)], technet [redukcja
Te(VID) do Te(IV) przez rodzaj Moraxella i Planococ-
cus], wanad [redukcja V(V) do V(IV) przez gatunki
Pseudomonas], molibden [redukcja Mo(V) do Mo(1V)
przez Pseudomonas guillermondii, Micrococcus sp.,
Acidithiobacillus ferrooxidans, gatunki Sulfolobus],
miedz [redukcja Cu(Il) do Cu(l) przez 4. ferrooxidans],
palad [redukcja Pd(II) do Pd(0) przez Desulfovibrio
desulfuricans] [64].

Zdolno$¢ mikroorganizmoéw do redukcji metali za-
rowno majacej na celu produkcje energii (G. metalli-
reducens) jak i bedacej procesem ubocznym (E. coli,
D. desulfuricans, B. subtilis, P. aeruginosa) mozna
tez wykorzysta¢ do otrzymywania cennych kruszcow
jakimi sa ztoto i srebro. W wyniku redukcji rozpusz-
czalnych form Au(Ill) lub Au(I) powstaje ztoto meta-
liczne, a Ag(l) metaliczne srebro [18, 64].

6. Podsumowanie

Wyniki dotychczasowych badan nad FRM wska-
Zuja, ze energia pozyskiwana do wzrostu i rozwoju
z dysymilacyjnej redukcji Fe(Ill) oraz Mn(IV) i innych
metali wptywa istotnie na cykle biogeochemiczne
w srodowiskach beztlenowych. FRM tworza ,,super-
rodzing”, do ktorej naleza réznorodne taksony z do-
meny Bacteria jak i domeny Archaea. FRM sa takze
waznym czynnikiem w procesie bioremediacji za-
rOwno zanieczyszczen organicznych oraz metalami
cigzkimi i pierwiastkami promieniotworczymi w bez-
tlenowych warstwach srodowisk mezofilnych jak i psy-
chrofilnych, termofilnych i hypertermofilnych. FRM
znalazty rowniez zastosowanie w MFC jako czynnik
produkujacy energi¢ elektryczna. FRM wyksztatcity
szereg mechanizmow umozliwiajacych redukcje roz-
puszczalnych i nierozpuszczalnych zwiazkow Fe(III),
Mn(IV) i innych metali.
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Fungal genus Geotrichum: an opportunistic pathogen of humans

Abstract: Fungi belonging to Getrichum genus are widespread in nature. They have been used in food industry and biotechnological
research for many years. However, a lack of definite answer to the question concerning their position in taxonomy is intriguing, as well
as their role in the pathogenesis of diseases in humans. Even morphology of these fungi is of interest because they are located on the
borderline between typical yeast-like fungi and moulds.

Our overview of literature is focused mainly on the medical aspect because the fungi deserve thorough attention as opportunistic
human pathogens, even though their low pathogenicity has been reported.

Geotrichum sp. is a causative agent of geotrichosis. The foci of infection are localized mainly in lungs and bronchi, however they
also may appear in the skin and gastrointestinal tract. Cases of septicemia and disseminated infections were also reported. G. candidum
is the species most often identified as the cause of geotrichosis. The disease most often develops in immunocompromised persons:
patients with haemopoietic system malignancies under chemotherapy, under long lasting antibiotic and steroid therapy and in dia-
betics. In vitro investigations gave evidence that G. candidum in susceptible to amphotericin B, clotrimazole, 5-fluorocytosine and
miconazole, however, some strains are highly resistant to azoles as well as to amphotericin B and nystatin. Now that there are no
guidelines concerning the treatment of Geotrichum infections, the choice of a proper treatment should be based on the drug suscep-
tibility of the fungal strain isolated and on clinical condition of the patient.

1. Introduction. 2. Taxonomy. 3. Occurrence. 4. Morphology. 5. Physiology and biochemical properties. 6. Pathogenicity. 7. Drugs

susceptibility and treatment. 8. Summary
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1. Wstep

Wirod setek publikacji z ostatnich lat, dotyczacych
grzybow z rodzaju Geotrichum, zdecydowanie domi-
nuje tematyka biotechnologiczna. Informacje na temat
roli tych grzybow jako patogenow cztowieka, sa nie-
liczne. Dodatkowo, po reklasyfikacji takich gatun-
koéw, jak Geotrichum clavatum (obecnie Saprochaete
clavata) i G. capitatum (obecnie Magnusiomyces ca-
pitatus), wydawac by si¢ moglo, ze pozostate gatunki,
w tym najpowszechniej wystepujacy Geotrichum can-
didum, nie odgrywaja w patologii wigkszej roli. Tym-
czasem lekarze praktycy spotykaja si¢ z problemem
interpretacji wynikow badan mykologicznych w wy-
padkach izolacji G. candidum. Czy zawsze uznawaé
ten gatunek za sktadnik flory fizjologicznej, czy za
kontaminacjg, czy jednak za gatunek patogenny? Tres-
cig artykutu jest przedstawienie stanu wiedzy na temat
chorobotworczosci tych grzyboéw oraz zwigzta charak-
terystyka ich wlasciwosci.

2. Taksonomia

Rodzaj Geotrichum znany jest od prawie 200 lat.
W 1809 roku H.F. Link na tamach Magazin der
Gesellschaft Naturforschenden Freunde uzyt nazwy
G. candidum (geo =ziemia 1 trichus = wlosy, candi-
dum = czysto biaty) do opisania izolowanych z ziemi
grzybow, ktére scharakteryzowal: Sporidia magna,
extremitatibus truncatis genus designant (w wolnym
thumaczeniu: wielkie zarodniki, ze Scigtymi koncami sa
charakterystyczne dla rodzaju). Od tego czasu opisano
szereg gatunkéw w wielu rodzajach wykazujacych po-
dobienstwo morfologiczne do Geotrichum. Powstato
w ten sposob okoto setki synonimowych opiséw,
z ktorych najczestszym jest podany przez Fresenius
w 1950 r. Oidium lactis.

Klasyfikacja grzybow drozdzopodobnych wytwa-
rzajacych artrokonidia przez dlugi czas pozostawata
problematyczna. Szczepy paczkujace wytwarzajace
pseudogrzybnig¢ i grzybni¢ z artrokonidiami byty
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wlaczone w rodzaj Trichosporon, a niepaczkujace
i bez pseudogrzybni w rodzaj Geotrichum [11, 28].
W badaniach wykazano pokrewienstwo Trichosporon
z podstawczakami ze wzgledu na sktad $ciany ko-
morkowej grzybow tego rodzaju. Na tej podstawie
Weijman zasugerowatl podzial gatunkéw grzybow
wytwarzajacych artrokonidia na podstawczaki 1 wor-
kowce klasyfikujac je odpowiednio jako Trichosporon
1 Geotrichum [61]. Mimo, ze paczkowanie okazato
si¢ nieistotng taksonomicznie cecha, w 1984 roku
w The Yeast, a taxonomic study workowce 1 podstaw-
czaki pozostaly w rodzaju Trichosporon [21]. Taki stan
rzeczy budzit watpliwosci naukowcow. De Hoog
zaakceptowal zaproponowany przez Weijman po-
dziat 1 dokonal pierwszej rewizji taksonomicznej
wszystkich gatunkéw workowcow wytwarzajacych ar-
trokonidia [8]. Od tego czasu powstato szereg prac
analizujacych relacje filogenetyczne w obrgbie tej
grupy grzybow. Badania oparte byty i sa o cechy mor-
fologiczne, fizjologiczne i ekologiczne grzybdw,
charakterystyke hodowli oraz badania molekularne:
reasocjacji jadrowego DNA, zawarto$ci molowo-pro-
centowej zasad G+C DNA genomowego, krzywa
termicznej denaturacji DNA i krzywa topnienia DNA;
obecnie wykorzystuje si¢ rowniez metody ogolnie zwa-
ne PCR-fingerprinting, czy wieloogniskowa elektro-
forezg enzymow.

W 2000 roku ukazata si¢ praca analizujaca relacje
w obrebie rodzaju Geotrichum w oparciu o poroéwna-
nie sekwencji catego genomu [51].

Stwierdzono jednoznacznie, ze Geotrichum, Ga-
lactomyces 1 Dipodascus sa zwiazane z drozdzami
workowcowymi i powinny by¢ umieszczone w rzedzie
Saccharomycetales. Analiza genow rDNA dla duzej
podjednostki (26S) [24], a takze dla matej podjednostki
18S [56] wykazaty podzial wérdd tych gatunkow na
wyrazne 2 klady, ktére jednak nie znajduja odzwier-
ciedlenia w zroznicowaniu w cechach morfologicznych
i ekologii tych mikroorganizméw. Nie odpowiadaja tez
podziatowi Dipodascus /| Galactomyces.

W 2004 roku de Hoog i Smith w pracy
dokonujacej rewizji rodzaju Geotrichum wymieniali
6 gatunkéw (formy anamorficzne i teleomorficzne
uznano jako jeden gatunek) w kladzie Galactomyces
(dla G. europaneum teleomorf nie jest znany), 9 w kla-
dzie Dipodascus oraz 17 w dotaczonym kladzie
Magnusiomyces (do ktorego nalezy m.in. Blastoschizo-
myces capitatus, wezesniej Geotrichum capitatum, prze-
klasyfikowany jako Magnusiomyces capitatus z forma
anamorficzna Saprochaete capitata) [8]. W tabeli I
przedstawiono relacje anamorf/teleomorf.

Od tego czasu opisano 5 nowych gatunkow Geo-
trichum (gtéwnie z przewodu pokarmowego owadow),
a takze teleomorfy Galactomyces britannicum i Dipo-
dascus tetrasporeus [25, 34, 42, 52, 62].
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Analizujac taksonomig i pokrewiefistwa filogene-
tyczne w rodzaju Geotrichum nalezy mie¢ §wiadomos¢,
ze badania definiujace nowe gatunki oraz porownujace
pokrewienstwo migdzygatunkowe 1 migdzyrodzajowe
oparte sa na ograniczonej liczbie szczepéw oraz publi-
kowanych sekwencji genetycznych. Dlatego tez praw-
dopodobnym jest, ze kolejne odkrycia moga zmienié¢
obecna systematyke nie tylko na poziomie rodzaju, ale
takze rodziny, czy rzedow. Wszak jeszcze 30 lat temu
taczono ze soba w obrebie rodzaju Trichosporon gatun-
ki nalezace obecnie do dwdch typow grzybow (Asco-
mycetes 1 Basidiomycetes), a wigc taksonéw bardzo od-
legtych w kryteriach systematyki organizméw zywych.

3. Wystepowanie

Gatunek G. candidum, najpowszechniejszy z rodza-
ju Geotrichum, jest izolowany z réznych materiatow
i srodowisk. Grzyby te znalez¢ mozna w powietrzu [2]
oraz w glebie, szczegdlnie zanieczyszczonej Sciekami
miejskimi [1], jak réwniez w wodzie rzecznej [50].
W organizmach ludzi stanowia naturalny sktadnik flory
przewodu pokarmowego, cho¢ sa rzadziej izolowane
niz grzyby z rodzajow Candida, Rhodotorula i Tricho-
sporon [58]. Wystepuja tez w organizmach zwierzat
[29], w ro$linach, w paszy kiszonej [38] i artykutach
zywnosciowych [5, 33, 27, 57]. Na przyklad w bada-
niach cytowanych przez Boutrou, grzyby tego ga-
tunku znaleziono w 17-40% probek surowego mleka,
ale w stosunkowo nieduzych ilosciach, bo tylko w 6%
probek byly wykryte w ilosci wigkszej od 102 cfu/ml
(colony forming unit/ml — jednostka tworzaca kolo-
ni¢/ml), niezaleznie od pochodzenia: w krowim, kozim
i owczym mleku [5]. Jesli sa obecne w surowym mleku,
wystepuja tez w surowych twarogach, rzadko w paste-
ryzowanych — wtedy jako kontaminacja, ktorej zrodtem
jest gldwnie powietrze. Jednak w produktach mlecz-
nych wystepuja nie tylko jako naturalny sktadnik. We
Francji na przyktad od okoto 30 lat dodawane sa celo-
wo do mleka przy produkcji serow jako czynnik przys-
pieszajacy dojrzewanie (,,ripening agent”) [32]. Takie
komercyjne szczepy G. candidum znalazty zastosowa-
nie w procesach technologicznych przy produkcji
migkkich seréw, typu Camembert oraz serow pottwar-
dych kozich i owczych. Sa istotnym komponentem ich
mikroflory — przez wydzielanie lipolityczych i proteo-
litycznych enzymow, maja udziat w dojrzewaniu seréw
i tworzeniu ich smaku oraz zapachu [5]. Cho¢ uwaza
si¢, ze w stanach obnizonej odpornosci G. candidum
moze powodowac oportunistyczne zakazenia, co szcze-
gétowo omowiono w czgsci dotyczacej chorobotwor-
czosci, to retrospektywnie nie stwierdzono choréb po-
chodzenia pokarmowego zwiazanych z konsumpcja
produktow zawierajacych G. candidum [44].
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Tabela I
Relacje anamorf/teleomorf (de Hoog 2004) [9]
Klad Lp. Teleomorf Anamorf Wazniejsze synonimy i bazonimy
Galactomyces 1 | Galactomyces geotrichum |nienazwany Geotrichum sp. | Endomyces geotrichum, Dipodascus geotrichum
2 | Galactomyces reessii nienazwany Geotrichum sp. | Endomyces reessii, Galactomces reessii,
Dipodascus reessii
3 | Galactomyces citriaurantii | Geotrichum citri-aurantii |-
4 |n/n Geotrichum europaeum -
5 | Galactomyces Geotrichum
pseudocandidus pseudocandidus -
6 | Galctomyces candidus Geotrichum candidum Geotrichum candidum, Botrytis geotricha,
Oidium lactis, Endomyces lactis
Dipodascus 1 | Dipodascus albidus nienazwany Geotrichum sp. |—
2 | Dipodascus australiensis nienazwany Geotrichum sp. |—
3 | Dipodascus aggregatus nienazwany Geotrichum sp. |—
4 | Dipodascus geniculatus brak -
5 |n/n Geotrichum fermentas Trichosporon fermentas, Fermentotrichon
fermentas
6 | Dipodascus armillariae Geotrichum decipiens -
7 |n/n Geotrichum restrictum -
8 |n/n Geotrichum klebahnii Trichosporon klebahnii, Endomyces lactis,
Trichosporon penicillatum,
Geotrichum pennicilatum
9 | Dipodascus macrosporus | brak -
Magnusiomyces | 1 | Magnusiomyces starmeri nienazwany Saprochaete sp.|—
2 | Magnusiomyces ovetensis | Saprochaete sericea Endomyces ovetensis, Dipodascus ambrosiae,
Trichosporon sericeum, Geotrichum sericeum
3 | Magnusiomyces tetrasperma | brak Endomyces tetrasperma, Dipodascus tetrasperma
4 | Magnusiomyces magnusii | Saprochaete ludwigii Endomyces magnusii, Dipodascus magnusii,
Oidium ludwigii
5 | Magnusiomyces spicifer nienazwany Saprochaete sp.| Dipodascus spicifer
6 | Magnusiomyces capitatus | Saprochaete capitata Dipodascus capitatus, Trichosporon capitatum,
Geotrichum capitatum, Blastoschizomyces
capitatus, Geotrichum linkii
7 |n/n Saprochaete suaveolens Oidium suaveolens, Geotrichum suaveolens,
Endomyces lactis
8 |n/n Saprochaete gigas Oospora gigas, Geotrichum gigas,
G. magnum, G. rectangulatum
9 [n/n Saprochaete chiloensis Schizoblastosporion chiloense
10 |n/n Saprochaete clavata Geotrichum clavatum
11 [n/n Saprochaete saccharophila |—
12 | Magnusiomyces ingens Saprochaete ingens Dipodascus ingens
13 |n/n Saprochaete quercus -
14 |n/n Saprochaete japonica -
15 |n/n Saprochaete fungicola -
16 [n/n Saprochaete psychrophila |-
17 [n/n Saprochaete ingens Candida ingens, Geotrichum ingens,

Pichia humboldtii

n/n — nieznany

Bazonim — nazwa podstawowa (bazowa) — nazwa pod ktora grzyb zostat po raz pierwszy opisany

4. Morfologia

w okresleniach typu: nitkowaty grzyb drozdzopodobny
(filamentous yaest-like fungus) (5, 44]. Opisywane sa

Szczepy G. candidum wykazuja morfologiczny po-  dwa zréznicowane morfotypy. Jeden charakteryzuje sig
limorfizm, stojac na granicy pomigdzy typowymi grzy- tworzeniem kolonii drozdzopodobnych o kremowej
bami drozdzopodobnymi i plesniami, co ma odbicie = barwie, ktore produkujg obficie artrospory i generalnie
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Rys. 1. Obraz mikroskopowy Geotrichum sp. (pow. 1000x).
Widoczne prostokatne artrospory. (Autor: Pawet KrzyS$ciak)

wykazuja staby wzrost i aktywnos¢ proteolityczna,
a optymalna temperatura ich wzrostu to 22-25°C. Po-
nadto te szczepy zakwaszaja podtoze. Drugi morfo-
typ tworzy podobne do plesni biale filcowate kolonie,
w ktorych dominuja wegetatywne strzgpki, z nielicz-
nymi artrosporami. Ta posta¢ ma wysoka aktywnos$¢
proteolityczna, cechuje si¢ szybkim wzrostem w op-
tymalnej temperaturze 25-30°C i alkalizuje podioze.
Pomigdzy opisanymi dwoma granicznymi morfotypami
o cechach form drozdzopodobnych i plesni sa tez
szczepy o cechach posrednich [44].

W opisie morfologicznym G. candidum Kurna-
towska i Kwasniewska wyrdzniaja oprocz
artrospor takze blastospory i endospory. Wg tych
autorek komorki wegetatywne czasem tworza pseudo-
strzepki (pseudomycelium) i blastospory, zawsze wy-
twarzaja strzepki wlasciwe (mycelium) i z ich rozpadu
artrospory, moga tez formowaé w strzepkach zarodniki
wewngtrzne — endospory. Grzybnia zbudowana jest
ze strzgpek ztozonych z dlugich komorek, rozgatezia-
jacych si¢ na koncach dychotomicznie, o wymiarach
812 x 30-100 pm, rozpadajacych sig na artrospory,
ktore sa wielokatne lub cylindryczne, o wymiarach
3—7 x 5-8 pm [23] (rys. 1).

Stadium doskonate, rozmnazajace si¢ ptciowo, wy-
twarza worki o wymiarach 6-9 % 7-9 um. Zarodniki
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workowe sg zoltawo-brazowe, okragle lub elipsoidal-
ne, o wymiarach 6-9 x 7-10 um, z kolczasta Sciana we-
wnetrzng i nieregularng zewnetrzna, czgsto ze szklisty-
mi rownikowymi bruzdami [23].

5. Fizjologiczne i biochemiczne wlasciwoSci

G. candidum cechuje krotki czas generacji (podwo-
jenia biomasy), tj. 1,1 godz. w 30°C w ptynnej pozyw-
ce, natomiast dtuga jest faza spoczynkowa lag, ktora
wynosi okoto 10 godzin [5]. Moze wzrasta¢ w szero-
kim zakresie pH od 3 do 11 wg Garrison i Holder
[14], a optymalne pH to wg Lecocq 6,0-7,0 [5],
awg Wyder 5,0-5,5 [5]. W warunkach hodowli
in vitro wzrasta szybko w temperaturze 25°C 1 stabo
w temp. 37°C, nie rosnie w temp. 40°C [23], natomiast
w procesie technologicznym produkcji serow moze
wzrasta¢ na ich powierzchni w granicach temperatury
5-38°C, z optimum ok. 25°C [5].

G. candidum fermentuje glukoze, asymiluje gluko-
zg, galaktoze, D-ksyloze, glicerol i kwas bursztynowy.
Wigkszos$¢ szczepdw przyswaja tez sorbitol i te same
cukry, ktore fermentuje oraz glicerol i L-arabinoze, nie-
ktore szczepy przyswajaja tez sorbitol. Sciana komor-
kowa tych grzybow nie zawiera ksylozy 1 fruktozy [23].

Porownujac wrazliwos¢ G. candidum na naturalne
srodki grzybobdjcze, Mehrabian i wsp. [30] zba-
dali barwniki ro$linne, uzywane w przemysle tekstyl-
nym i przy produkcji dywanow (jako ze grzyby, ktore
dostaja si¢ do tych materiatow z powietrza, moga miec
potencjalnie dziatanie alergizujace). Okazato sig, ze
w stosunku do G. candidum dzialanie grzybobodjcze
miat wyciag z krokosza barwierskiego Carthamus tinc-
torius, brak takiego dziatania stwierdzono w wypadku
ekstraktow z orzecha wtoskiego Juglands regia 1 ma-
rzanny barwierskiej Rubia tinctorum.

G. candidum, ze wzglgdu na mozliwos¢ wykorzys-
tania w biotechnologii, jest — poza wspomnianym juz
serowowarstwem — przedmiotem zainteresowania w za-
stosowaniach migdzy innymi: w produkcji biomasy
[37], w biodegradacji plam ropy naftowej [3], w roz-
ktadzie celulozy [26, 46], w procesach stodowania
[41], w produkcji mlecznych napojoéw fermentowa-
nych [53], w przemys$le farmaceutycznym [15, 39]
oraz jako zrodto enzymow, np. lipazy [31].

6. Chorobotworczos¢

Grzyby z rodzaju Geotrichum cechuja si¢ niska
chorobotworczoscia. W opisanych przypadkach zaka-
zen, gatunkami najczesciej izolowanymi z materiatow
klinicznych jako czynnik etiologiczny, byty G. candi-
dum oraz G. capitatum (dawniej B. capitatus, obecnie
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Magnusiomyces capitatus | Saprochaete capitata).
W niniejszej pracy, z powodu rewizji i reklasyfikacji
rodzaju Geotrichum w 2004 roku przez zespot
de Hoog, ograniczyliSmy si¢ do przedstawienia
chorobotworczosci wylacznie gatunku G. candidum.

G. candidum nalezy do fizjologicznej mikroflory
skory i przewodu pokarmowego ludzi. Nie zostat wila-
czony w Polsce do wykazu szkodliwych czynnikéw
biologicznych i nie jest uznawany jako potencjalny
patogen spozywczy czy zrddto mikotoksyn w produk-
tach spozywczych [12, 44]. Pomimo, Ze wiele osob,
zwlaszcza pracownikdow przemyshlu mleczarskiego,
jest narazonych na kontakt ze sporami G. candidum,
do dnia dzisiejszego nie odnotowano choroby zawo-
dowej zwiazanej z tym gatunkiem [44]. Zakazenia
G. candidum sa bardzo rzadkie. Pottier i wsp. po-
daja, iz w okresie od 1842 roku do 2006 roku stwier-
dzono mniej niz 100 przypadkow infekcji tym gatun-
kiem [44]. Badacze ci sugeruja, iz liczba opisanych
przypadkéw zakazen G. candidum moze by¢ zawyzo-
na z powodu nieprawidlowej identyfikacji patogenu
(zwlaszcza w starszych publikacjach) oraz problemow
zwiazanych z interpretacja wynikow badan mikro-
biologicznych, gdy zakazeniom G. candidum towa-
rzyszyly inne grzyby, bakterie lub wirusy [44]. Do
potwierdzenia zakazenia gatunkiem G. candidum nie-
zbedna jest kilkukrotna izolacja grzyba z miejsca
zmienionego chorobowo, zwlaszcza w przypadku ma-
teriatlow, w ktorych grzyb ten wystepuje naturalnie.

G. candidum jest mikroorganizmem oportunistycz-
nym. Gléwnym czynnikiem predysponujacym do zaka-
zen jest stan odporno$ci organizmu. Infekcje dotycza
przede wszystkim pacjentow z chorobami nowotwo-
rowymi uktadu krwiotwoérczego, poddawanych che-
mioterapii, zakazonych HIV, stosujacych antybiotyki
o szerokim spektrum dziatania, dlugotrwale przyjmu-
jacych kortykosteroidy oraz chorych na cukrzyce [44,
48]. W obliczu narastajacej liczby osob z defektami
immunologicznymi, rola G. candidum w zakazeniach
grzybiczych moze nabiera¢ coraz wigkszego znacze-
nia, podobnie jak w przypadku innych mikroorganiz-
mow oportunistycznych takich jak: Rhodotorula sp.,
Fusarium sp. czy Scopulariopsis sp. [4, 13, 22].

G. candidum powoduje u ludzi geotrichoze — zaka-
zenie miejscowe, obejmujace rozne tkanki i narzady,
lub zakazenie rozsiane. Do infekcji moze doj$¢ na dro-
dze pokarmowej, a takze poprzez inhalacje zarodni-
kéw oraz urazy tkanek [44, 48].

G. candidum najczgsciej atakuje oskrzela i pluca
[44, 45, 47, 60]. Najwigcej doniesien o przypadkach
geotrichozy oskrzelowo-ptucnej pochodzi z Ameryki
Potudniowej, przy czym zakazenia te odnotowywano
rowniez w Ameryce Péinocnej, Skandynawii, Francji
1 Wielkiej Brytanii [47]. Objawy geotrichozy oskrze-
lowo-plucnej sa niepatognomiczne i moga przypomi-
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na¢ przewlekle zapalenie oskrzeli, gruzlicg ptuc lub
ropien pluc. Odkrztuszanie charakterystycznej, jasno
zabarwionej, $luzowatej plwociny, zawierajacej szara-
we plamy, moze sugerowaé zakazenie G. candidum
[47, 60]. Forma oskrzelowa jest czgstsza i cechuje si¢
statym kaszlem. Ogo6lny stan zdrowia jest dobry,
a temperatura, puls i oddechy rzadko podwyzszone.
W badaniu fizykalnym moga by¢ styszalne rze¢zenia
grubobankowe. Geotrichozie ptucnej z reguly towa-
rzysza goraczka, szybki puls i oddechy oraz leukocyto-
za. Plwocina moze by¢ podbarwiona krwia, natomiast
krwioplucie pojawia si¢ rzadko. Moga wystapi¢: sthu-
mione odgtosy opukowe, zmienione odglosy odde-
chowe oraz §wisty powyzej miejsca objg¢tego zmiana
chorobowa. Rentgenogramy klatki piersiowej w obu
przypadkach nie sa charakterystyczne. Geotrichoze
oskrzelowo-ptucna nalezy réznicowaé z: kandydoza,
kryptokokoza, kokcidioidomykoza, histoplazmoza, no-
kardioza, bakteryjnym zapaleniem phuc, atypowym za-
paleniem phuc, zwloknieniem phlucnym, brucelloza
ptucna i gruzlica [60]. Stwierdzano przypadki zakazen
uktadu oddechowego, w ktorych gatunkowi G. candi-
dum towarzyszyly inne mikroorganizmy m.in. Myco-
bacterium tuberculosis oraz wirusy Herpes simplex
[10,43]. Ross iwsp. opisali ostre zapalenie oskrzeli
i astmg¢ wywotane G. candidum u 46-letniej ogdlnie
zdrowej kobiety [47].

Zmiany patologiczne bgdace wynikiem zakazenia
G. candidum moga dotyczy¢ uktadu pokarmowego
— jamy ustnej, zotadka i jelit [44,48]. Heinic iwsp.
stwierdzili ustna geotrichozg u pacjenta zarazonego
HIV [16], natomiast Vasei i Imanieh opisali
inwazj¢ dwunasticy przez G. candidum u pacjenta
z niskim surowiczym poziomem przeciwciat w klasach
IgA 11gM [58]. G. candidum byl przyczyna izolowane-
go wrzodu przelyku u pacjenta chorego na AIDS [54]
oraz zapalenia jelita cienkiego i okreznicy [35], a takze
koncowego odcinka kretnicy [18]. Stwierdzono przy-
padki ropnia mézgu (brain abscess) [19], zapalenia
rogowki (keratitis) [40] oraz pourazowego zapalenia
stawow na skutek infekcji G. candidum [17]. U pa-
cjentdw z uposledzonym uktadem immunologicznym
gatunek ten powodowal posocznicg i infekcje rozsia-
ne obejmujace wiele narzadow i tkanek: serce, ptuca,
watrobg, $ledziong, okolotrzustkowa tkanke migkka,
wnegkowe i zaotrzewnowe wezly chlonne, szpik kostny,
nerki [20, 48, 49, 60].

Rola G. candidum w zakazeniach powierzchnio-
wych nie jest do konca jasna. Sfakianakis iwsp.
opisali przypadek inwazyjnej infekcji skornej wywo-
lanej przez G. candidum u 80 letniego pacjenta z cu-
krzyca. Zmiany obejmowaty dystalny paliczek palca
srodkowego prawej dtoni i szerzyty si¢ na prawa dton
[48]. Buslau iwsp. zaobserwowali, iz czgstos¢ wy-
stepowania G. candidum w przewodzie pokarmowym
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Tabela II

Minimalne stezenia lekow przeciwgrzybiczych hamujace wzrost G. candidum

MIC poszczegodlnych lekow [png/ml] Piémiennictwo
AMB SFC ITR FLU KTZ vCz CSP
0,2-1,6 - 0,01-6,3 - 0,2-3,1 | 0,1-0,8 - de Hoog iwsp.[7]
1 <0,03 0,03 1 0,03 <0,008 1 Ross iwsp. [47]
- - - 0,252 - - - Nenoff iwsp. [36]
2,5 - - - - - - Vasei i Imanieh [58]

AMB — amfoterycyna B, SFC — 5-fluorocytozyna, ITR — itrakonazol, FLU — flukonazol, KTZ — ketokonazol,

VCZ — worikonazol, CSP — kaspofungina

pacjentdw z luszczyca i pacjentdéw z atopowym zapa-
leniem skory jest wyzsza niz u pacjentow zdrowych.
Badacze izolowali ten gatunek z katu u 22% pacjen-
tow z tuszczyca, 10% z atopowym zapaleniem skory
1u 3% zdrowych oséb [6].

7. Wrazliwo$¢ na leki i leczenie

Dane dotyczace wrazliwosci G. candidum na leki
przeciwgrzybicze sg nieliczne. W badaniach in vitro
wykazano, iz amfoterycyna B, klotrimazol, 5-fluoro-
cytozyna i mikonazol sa aktywne w stosunku do
G. candidum [45]. Niektore szczepy sa wysoce oporne
na leki z grupy azoli, zwtaszcza flukonazol i itrakona-
zol, a takze amfoterycyng B i nystatyng [44]. Dostep-
ne w pracach naukowych dane o minimalnych stgze-
niach lekéw hamujacych wzrost G. candidum (MIC)
przedstawiono w tabeli II.

Nie istnieja schematy leczenia geotrichozy. W za-
kazeniu jamy ustnej grzybami z rodzaju Geotrichum
zalecano miejscowa aplikacje 2% roztworu fioletu gen-
cjany (fioletu goryczkowego), ptukanie jamy ustnej nad-
boranem sodu oraz zazywanie witamin z grupy B [60].

W leczeniu geotrichozy oskrzelowo-phlucnej po-
wszechnie stosowano jodki — dozylnie jodek sodu oraz
doustnie nasycony roztwor jodku potasu, oraz nysta-
tyng — doustnie lub w inhalacjach [44, 60]. Wyko-
rzystywano réwniez radioterapi¢ promieniami X [60].
R oss iwsp. upacjentki z oskrzelowo-ptucna geotri-
choza i astma zastosowali odczulanie serig roztworow
o rosnacym stezeniu ekstraktu G. candidum oraz te-
rapi¢ prednizolonem i kolistyna — domig¢$niowo oraz
w inhalacjach [47].

U pacjenta z inwazyjna infekcja skorna G. candi-
dum zastosowano 4-tygodniowq terapi¢ liposomalng
amfoterycyna B (w ostatnich dwodch tygodniach wia-
czono 5-fluorocytozyng), nastgpnie 6-tygodniowa do-
ustna terapi¢ worikonazolem i drugi cykl liposomal-
nej amfoterycyny B podawanej dozylnie [48].

Parentin iwsp.u3-letniego dziecka cierpiace-
go na zapalenie rogowki w wyniku inwazji Candida
parapsilosis, Candida lusitanieae 1 Geotrichum can-

didum zastosowali skuteczna terapi¢ miejscowa i 0gol-
na flukonazolem [40].

Geotrichoza, w przypadku braku glebokiej im-
munosupresji, nie jest choroba $miertelna, prognoza
jest dobra i choroba moze ustapi¢ nawet bez stoso-
wania terapii przeciwgrzybiczej [60]. G. candidum
z reguly wykazuje wrazliwo$¢ na systemowe leki prze-
ciwgrzybicze, jednakze dobdr odpowiedniego leku
powinien zawsze opierac si¢ na wynikach testow leko-
oporno$ci oraz ocenie stanu klinicznego pacjenta.
Mimo iz terapia amfoterycyna B jest powszechna
w cigzkich zakazeniach grzybiczych, rowniez w geo-
trichozie, stosowanie tego leku jest ograniczone, ze
wzgledu na sposdb podania oraz wysoka nefrotok-
sycznos¢ [48].

8. Podsumowanie

Grzyby z rodzaju Geotrichum znalazty zastosowa-
nie w przemysle spozywczym i sa rowniez czgstym
przedmiotem badan biotechnologéow. Wywoluja u lu-
dzi geotrichoz¢ — zakazenie miejscowe lub rozsiane,
ktérego najczgstszym czynnikiem etiologicznym jest
gatunek G. candidum. Do tej pory nie zbadano deter-
minant patogennosci tego gatunku w testach in vitro
i na modelach zwierzecych, jednakze grzyb ten jest
uznawany jako mato chorobotwoérczy, o czym $wiad-
czy niska czgsto$¢ wystgpowania geotrichozy. Zaka-
zenia dotycza przede wszystkim pacjentow z obni-
zona sprawnoscig uktadu odporno$ciowego. W dobie
powszechnie stosowanej antybiotykoterapii i kortyko-
steroidoterapii, coraz czgsciej wykonywanych zabie-
gbébw chirurgicznych, wczesnej diagnostyki chorob
nowotworowych i ich skutecznego leczenia, a w kon-
sekwencji — zwigkszajacej si¢ populacji ludzi z upo-
sledzona funkcja ukladu immunologicznego — nie
nalezy lekcewazy¢ mikroorganizmow oportunistycz-
nych, w tym rowniez rodzaju Geotrichum. Nalezy pa-
migtac, iz waznym aspektem w epidemiologii zakazen
tym grzybem, podobnie jak w przypadku zakazen in-
nymi drobnoustrojami, stanowi wlasciwa diagnostyka
do poziomu gatunku. Znajomos¢ czynnika etiologicz-
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nego choroby umozliwia opracowanie metod zapobie-
gania zakazeniom w oparciu o wlasciwos$ci danego pa-
togenu oraz utatwia wdrozenie celowanego leczenia.
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1. Wstep. 2. Analiza cech fenotypowych. 2.1 Rosliny-gospodarze i wirulencja E. amylovora. 2.2. Biochemiczne i fizjologiczne wlasci-
wosci E. amylovora. 2.3. Analiza kwasoéw tluszczowych i biatek. 2.4. Opornos$¢ na streptomycyng. 3. Analiza kwaséw nukleinowych.
3.1. Analiza plazmidowego DNA. 3.2. Analiza chromosomalnego DNA. 3.2.1.Analiza sekwencji powtarzalnych — Rep-PCR.
3.2.2. Rybotypowanie. 3.2.3. Analiza restrykcyjna — RFLP. 3.2.4. Losowo wzmocnione polimorficzne DNA — RAPD. 3.2.5. Polimor-
fizm dtugosci amplifikowanych fragmentow — AFLP. 3.2.6. Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym — PFGE. 4. Podsumowanie
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1. Wstep

Bioroznorodno$¢ bakteryjnych patogendéw roslin
jest efektem ich zmienno$ci spowodowanej zaré6wno
warunkami $rodowiskowymi, prowadzacymi do nie-
dziedzicznych zmian fenotypu, jak i zmiennoscia
w materiale genetycznym, przekazywana na kolejne
pokolenia. Zmiany genotypu moga prowadzi¢ do
zmian patogenicznosci bakterii np. zmniejszenia lub
wzrostu ich wirulencji, w tym uzyskania zdolnosci
porazania odmian czy gatunkow ro$lin uprawnych do-
tychczas odpornych na chorobg, ktérej dana bakteria
jest sprawca. Stanowi to gtéwna przeszkode w wyho-
dowaniu odmian odpornych. Zmienno$¢ patogendéw
moze by¢ réwniez przyczyna powstawania opornosci
na $rodki ochrony roslin, zwlaszcza antybiotyki.

Ocena genetycznego zroéznicowania patogenow
jest wazna w badaniach epidemiologicznych, m.in.
nad ich rozprzestrzenianiem si¢, w hodowli odpornos-

ciowej roslin na choroby, ochronie roslin i kwarantan-
nie, w tym selekcji grup patogenéw do oceny efek-
tywnos$ci roznych czynnikdéw biologicznej ochrony
roslin przed chorobami. Dane pochodzace z badan nad
genetycznym zroéznicowaniem moga by¢ wykorzysty-
wane do monitorowania wystgpowania szczepoOw pa-
togenicznych, wykrywania i identyfikacji mozliwych
zrddet infekcji pierwotnej, mapowania gendw bakterii
i roslin, identyfikacji poszczegdlnych szczepdéw w ba-
daniach nad genetyka populacji i studiach filoge-
netycznych czy fizjografia chorob. Techniki uzywane
w badaniach nad genetycznym zroéznicowaniem maja
da¢ informacje pomocne w rozréznianiu szczepow, jak
i 0 ich pokrewienstwie.

Rozwoj technik molekularnych pozwolit na ujaw-
nienie zmienno$ci w materiale genetycznym bakterii
patogenicznych dla ro§lin i to zar6wno w ich chro-
mosomalnym, jak plazmidowym DNA. Prowadzo-
ne sa intensywne prace w tym zakresie nad Erwinia

* Autor korespondencyjny: 1) Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa, ul. Pomologiczna 18, 96-100 Skierniewice; e-mail: jpulaw
@insad.pl; 2) Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, Departament Hodowli i Ochrony Roslin, ul. Wspdlna 30, 00-930 Warszawa
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amylovora, patogenem powodujacym straty o znacze-
niu gospodarczym w wielu rejonach uprawy jabtoni
i grusz oraz innych roslin.

2. Analiza cech fenotypowych
2.1. Rosliny-gospodarze i wirulencja E. amylovora

Bakteria E. amylovora jest patogenem ponad
130 gatunkow roslin, zaliczanych do 40 rodzajow,
glownie z rodziny Rosaceae [75]. W Polsce, poza gru-
sza (Pyrus), jablonia (Malus) i pigwa (Cydonia) cho-
robg stwierdzono dotychczas na gtogu (Crataegus),
jarzabie (Sorbus), irdze (Cotoneaster), $widosliwie
(Amelanchier) oraz ogniku (Pyracantha). Generalnie
uwaza si¢, ze E. amylovora jest gatunkiem jednorod-
nym i nie wykazuje specjalizacji patogenicznej co ozna-
cza, ze potencjalnie kazdy z izolatow tego patogena jest
w stanie zakazi¢ kazda z dotychczas poznanych roslin-
gospodarzy [53]. Jednak De Ley i wsp. [13] na pod-
stawie badan z zastosowaniem sztucznej inokulacji
roslin udowodnili, ze poszczegdlne izolaty moga wy-
kazywa¢ pewne réznice w zakresie porazanych roslin.
Na uwagg zashuguja izolaty wyosobnione z ro§lin ro-
dzaju Rubus, niezdolne do porazania jabtoni i gruszy
[1, 13, 17, 62, 71]. Jednoczes$nie wigkszo$¢ izolatow
pochodzacych z drzew ziarnkowych okazata si¢ nie-
patogeniczna w stosunku do maliny i jezyny [13, 62].
Jedynie Evans [17] donosit o udanej inokulacji pe-
dow malin izolatem E. amylovora z jabtoni. Ze wzglg-
du na wymienione réznice Starr i wsp. [71] postu-
lowali utworzenie dla izolatéow porazajacych krzewy
z rodzaju Rubus, odrgbnego taksonu — Erwinia amy-
lovora f.sp. rubi.

Poszczegolne izolaty E. amylovora moga natomiast
r6zni¢ si¢ znacznie migdzy soba wirulencja w stosunku
do tego samego genotypu rosliny [7, 26, 59, 67]. O pa-
togenicznosci tej bakterii decyduje gldwnie jej zdolnosé
do biosyntezy egzopolisacharydu (EPS) oraz biatek,
zwlaszcza harpiny. EPS jest zwiazkiem kompleksowym
i moze zawiera¢ amyloworan, lewan i glukan [22]. Sta-
nowi on gtowny sktadnik wycieku bakteryjnego, towa-
rzyszacego czesto nekrozom i zgorzelom na porazo-
nych roslinach. Wokot komorki bakteryjnej EPS tworzy
otoczke chroniaca ja przed niekorzystnym wpltywem
otoczenia, a takze przed rozpoznaniem patogena przez
system obronny zaatakowanej rosliny. Utrata tej otocz-
ki wplywa takze na aktywno$¢ harpiny — biatka zbudo-
wanego gtéwnie z glicyny, ktore jest induktorem reak-
cji nadwrazliwosci, a ponadto, co jest najwazniejsze,
dziata jako czasteczka sygnatowa indukujaca zapro-
gramowana $mier¢ komorki rosliny-gospodarza [24].

Badane przez Norellego i wsp. [56] szcze-
py E. amylovora wykazywaly roézne zdolnosci cho-
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robotworcze wobec kilku odmian jabloni. Z kolei
Schwartz i wsp. [68] wykazali, ze tylko niektore
izolaty tej bakterii hamowaty wzrost komorek gruszy
W pozywce agarowej, co wigzato si¢ z ich zdolnoscia
do wytwarzania toksycznej dla roslin dihydrofenylo-
alaniny (DPH). Poszczegolne izolaty moga sig¢ row-
niez r6zni¢ patogenicznoscia na zawiagzkach owocow
gruszy oraz zdolnos$cia indukowania reakcji nadwraz-
liwosci na tytoniu. Jakkolwiek dla wigkszos$ci z nich
otrzymuje si¢ na ogo6t pozytywny wynik obu testow,
w niektorych przypadkach uzyskiwano wynik nega-
tywny jednego lub obu z nich [13, 77].

2.2. Biochemiczne i fizjologiczne wlasciwoS$ci
E. amylovora

Izolaty E. amylovora stanowia do$¢ jednorodna
grupe pod wzgledem wiasciwosci biochemicznych
i fizjologicznych [15, 27, 50, 58]. Pewne rdznice moga
jednak wystepowac¢ migdzy poszczegdlnymi izolata-
mi w zdolno$ci wykorzystania niektérych weglowo-
danow jako zrodta wegla. Analiza numeryczna profili
metabolicznych réznych izolatow E. amylovora wy-
konana w oparciu o system BIOLOG, umozliwiajacy
okreslenie zdolnos$ci utylizacji 95 organicznych zwiaz-
kow wegla, pozwolita na odroznienie, tworzacych
jednorodna grupeg izolatéw wyosobnionych z roslin
nalezacych do podrodziny Pomoideae, od izolatow
pochodzacych z roslin nalezacych do rodzaju Rubus.
Wsréd tych ostatnich wyrézniono dwie podgrupy:
Rubus 11 Rubus 11 [33]. Nasze badania nad opracowa-
niem charakterystyki fenotypowej polskich izolatow
E. amylovora z zastosowaniem zestawow API SOCH,
API ZYM i API 20NE wykazaly, ze na 87 badanych
cech, niektore z testowanych izolatéw roznity si¢ tylko
w zdolnosci utylizacji melibiozy, celobiozy, sorbitolu,
D-glukozy i L-arabinozy [59].

2.3. Analiza kwaséw thuszczowych i bialek

Komorki wigkszosci izolatow E. amylovora, nie-
zaleznie od ich pochodzenia geograficznego i rosliny-
gospodarza, maja podobna procentowa zawarto$¢
kwasow thuszczowych, reprezentujacych poszczegolne
klasy. Jedynie izolaty wyosobnione z ros$lin rodzaju
Rubus posiadaja nieznacznie wigcej kwasow cyklo-
propanowych. Natomiast izolaty oporne na streptomy-
cyn¢ maja mniej tych kwasow, a wigcej kwaséw nasy-
conych, niz izolaty wrazliwe na ten antybiotyk [76].
Zdaniem Zarnowskiego i wsp. [85] rdznice ob-
serwowane w profilach kwasow thluszczowych po-
szczegdlnych izolatow E. amylovora sa wystarczajace
do ich rozrozniania, a Garrett i wsp. [21] stwier-
dzili nawet pewna korelacj¢ migdzy uzyskiwanymi
profilami, a wirulencja badanych izolatow. Szersze
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zastosowanie analizy kwasow thuszczowych w bada-
niach epidemiologicznych i taksonomicznych wymaga
jednak bardzo $cislego przestrzegania procedur, gdyz
na uzyskiwane profile moze mie¢ wplyw migdzy inny-
mi wiek kolonii bakteryjnych oraz sktad pozywki, na
jakiej zostaly wyhodowane [8]. Natomiast profile, uzys-
kane w wyniku rozdziatu biatek bakteryjnych w zelu
poliakrylamidowym, wskazuja na duza jednorodnos$¢
europejskich izolatéw E. amylovora, wyosobnionych
z ro$lin nalezacych do podrodziny Pomoideae. Wrdd
obserwowanych sporadycznie réznic wsrod izolatow
nie stwierdzono korelacji z ich wirulencja, pochodze-
niem geograficznym i ro$ling gospodarzem [13, 77].

2.4. Opornos$¢ na streptomycyneg

Streptomycyna, zaledwie 8 lat po jej odkryciu
przez Schatza i wsp. [65] w 1944 roku, zostala
w USA zarejestrowana jako $rodek ochrony roélin. Jej
skuteczno$§¢ w zwalczaniu zarazy ogniowej potwier-
dzono w szeregu badaniach na réznych kontynentach.
Réwniez w Polsce, w latach 2002-2004, zarejestro-
wany byl $rodek przeciwko zarazie ogniowej $rodek
o nazwie Hortocyna 18 SP, bazujacy na siarczanie
streptomycyny [70]. Szczepy E. amylovora, oporne na
streptomycyne wykryto po raz pierwszy w USA.
Pierwsze doniesienie na ten temat pochodzi z Kaliforni
z roku 1971 [51], niedlugo pdzniej pojawily si¢ podob-
ne informacje ze stanéw Oregon i Waszyngton [12],
a w kolejnych latach z innych rejonow USA, w ktorych
réwniez stosowano streptomycyng, jako srodek prze-
ciw zarazie ogniowej. Ostatnio szczepy E. amylovora
oporne na ten antybiotyk odkryto réwniez poza Ame-
ryka Potnocna m.in. w Egipcie [16], Nowej Zelandii
[73], Izraelu [45], Libanie [64]. W$rod szczepow opor-
nych wyrézniono dwa gtowne fenotypy — o wysokiej
i o $redniej opornosci [11, 12, 47]. Szczepy o niskim
poziomie oporno$ci wystgpuja w naturze bardzo rzad-
ko [69]. Opornos¢ na streptomycyng u bakterii moze
mie¢ dwojakie podtoze: jako wynik punktowej mutacji
w genie rpsL kodujacym rybosomalne biatko S12 lub
tez poprzez nabycie gendw zwiazanych z opornoscia
zlokalizowanych na mobilnych elementach genetycz-
nych, jak np. na plazmidach lub transpozonach. Stwier-
dzono, ze u E. amylovora o wysokiej opornosci na
streptomycyng wystgpuje mutacja chromosomalna
w genie rpsL uniemozliwiajaca przylaczenie sig anty-
biotyku do rybosomu, a co za tym idzie inhibicji synte-
zy bialek. Natomiast u szczepdw $rednio opornych ce-
cha ta jest czgsto zwigzana z nabyciem genow strA-st7B
zlokalizowanych na plazmidach lub transpozonach
umozliwiajacych syntezg¢ enzymdéw modyfikujacych
aminoglikozydy, ktdre tak zmieniaja strukturg strepto-
mycyny, ze nie moze ona blokowa¢ miejsca przyta-
czania antykodonu w tRNA do rybosomu, czyli nie
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moze hamowac syntezy biatek [9]. Geny strA-strB zna-
leziono na plazmidzie RSF1010 wystgpujacym u roz-
nych bakterii, znalezionym w klinicznych szczepach
bakterii Gram-ujemnych. Dalsze badania wykazaly, ze
geny te rowniez znaleziono na transpozonie Tn5393
zlokalizowanym na koniugacyjnym plazmidzie pEA34
wystgpujacym u bakterii £. amylovora [10]. Do ro-
ku 1994, oporno$¢ na streptomycyng zwiagzana z gena-
mi strA-strB byta obserwowana wérdd szczepow izo-
lowanych tylko w stanie Michigan w USA. Pdzniej
znaleziono szczepy E. amylovora zawierajace plazmid
pEa8.7 z tymi genami w Kaliforni [57].

3. Analiza kwaséw nukleinowych
3.1. Analiza plazmidowego DNA

Zastosowanie technik molekularnych w badaniach
nad zmienno$cia E. amylovora pozwolilo m.in. na
wykazanie roéznej wielkosci charakterystycznego dla
gatunku plazmidu pEA29, ktéra waha si¢ od ok. 27,6
do ok. 34,9 kpz [46]. Analiza restrykcyjna tego plaz-
midu ujawnita natomiast do$¢ duza jednorodno$¢ izo-
latow pochodzacych z drzew owocowych, umozliwia-
jac jednoczesnie tatwe ich odroznienie od izolatow
z malin oraz izolatow Erwinia pyrifoliae — gatunku,
do ktorego zaklasyfikowano bakterie powodujace
objawy podobne do zarazy ogniowej na azjatyckich
odmianach gruszy [34]. Bakterie te r6znig si¢ od typo-
wych szczepéw m.in. patogeniczno$cia i zakresem
roslin-gospodarzy. Pierwotnie istniata wsrod badaczy
zgodnos¢, co do tego, ze plazmid pEA29 jest obecny
we wszystkich izolatach E. amylovora [4, 18]. Brak ge-
néw odpowiedzialnych za transfer i mobilizacj¢ w ob-
rgbie sekwencji tego plazmidu w powiazaniu z jego
wysoka stabilno$cia wywotato przekonanie, ze powi-
nien on wystgpowac u wszystkich dzikich szczepow
E. amylovora. W zwiazku z tym pierwsze proby za-
stosowania analizy DNA do identyfikacji i wykrywa-
nia patogena byly oparte na analizie DNA plazmidu
pEA29 [4, 38, 48]. Jednak z czasem zaczglo pojawiac
si¢ przypuszczenie, ze bakterie E. amylovora moga
fatwo zgubi¢ pEA29 nie tracac przy tym patogenicz-
nosci [3]. Brown i wsp. [6] nie otrzymali zadnego
produktu z 5 izolatami wyosobnionymi z maliny, gru-
szy 1 jabtoni po przeprowadzeniu amplifikacji ze star-
terami komplementarnymi do tego plazmidu, co ich
zdaniem, $wiadczyto o jego braku. Co wigcej, jeden
z pozyskanych Gram-dodatnich, niezidentyfikowa-
nych izolatow takze reagowal z tymi starterami, co
moze $wiadczy¢ o wezesniejszym pozyskaniu pEA29
od bakterii E. amylovora. Natomiast w Hiszpanii,
Llop iwsp.[39] wyizolowali z glogu izolat E. amylo-
vora pozbawiony plazmidu pEA29. Stwierdzili takze,
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wystgpowanie u tego izolatu innego plazmidu o wiel-
kosci okoto 70 kpz (pEI70) nie wykazujacego ho-
mologii z pEA29. Na podstawie analizy sktadu
plazmidowego europejskich szczepow E. amylovora
stwierdzono, ze plazmid pEI70 wystepuje dos¢ po-
wszechnie u E. amylovora na naszym kontynencie.
W niektdrych rejonach, np. w Polsce stwierdzono go
u ok. 10% sposréd ponad 100 badanych szczepow,
a w innych np. w Belgii plazmid ten znaleziono we
wszystkich testowanych izolatach. Przypuszcza sig,
ze plazmid pEA29 moze nie$¢ geny istotne dla wiru-
lencji E. amylovora [40].

Sposrod starterow komplementarnych do plazmi-
dowego DNA najpowszechniej stosowane sa startery
A 1 B, zaprojektowane przez Bereswilla i wsp.
[4], pozwalajace na amplifikacje odcinka o dtugosci
0,9 kpz powstatego po trawieniu plazmidu pEA29
restryktaza Pstl lub tez inne startery w obszarze tego
fragmentu DNA [38, 48]. Niektorzy badacze otrzy-
mywali jednak z niektorymi z tych starter6w produk-
ty o innej dlugosci [6, 33, 37]. Poddanie produk-
tow amplifikacji analizie restrykcyjnej wykazato, ze
w omawianym fragmencie pojawia si¢ insercja wiel-
kosci od 30 do 90 pz [37]. Sekwencjonujac amplifi-
kowany fragment, Schnabel i Jones [66] oraz
Kim i Geider [35] opisali rownolegle osmionukle-
otydowa, powtarzajaca si¢ sekwencj¢ (Short Sequence
Repeats — SSR), ktéra moze wystepowaé u rdéznych
izolatéw w liczbie od 4 do 15 kopii. Opisywana cecha
oceniona jednak zostala jako niestabilna, na przyktad
w warunkach stresowych [31]. W zwiazku z tym ana-
liza SSR nie jest polecana w badaniach epidemiolo-
gicznych i diagnostycznych [31, 35, 66]. Odmienne
obserwacje zostaly odnotowane przez Ruppitscha
i wsp. [63]. Analizowali oni 104 austriackie szczepy
E. amylovora pod katem stabilno$ci liczby powtorzen
wczesniej opisanych osmionukleotydowych sekwencji,
w warunkach laboratoryjnych po wielokrotnym pasa-
zowaniu oraz w warunkach stresowych. W zdecydo-
wanej wigkszo$ci badan liczba powtorzen badanych
SSR byta niezmienna. W zaleznosci od rejonu Austrii
izolowano szczepy o réznej liczbie SSR i na podsta-
wie wynikow wyciagnigto wnioski, ze zaraza ognio-
wa nie rozprzestrzenila si¢ z jednego zrdodla, lecz na
przestrzeni kilku lat od pierwszego pojawienia sig tej
choroby w 1993 roku, nastapito wielokrotne wprowa-
dzenie zrdédta infekeji do tego kraju.

Intensywne badania nad genomem E. amylovora
wykazaty obecnos¢ rowniez innych plazmidow w ko-
morkach niektorych izolatéw tego gatunku. Foster
i wsp. [19] okreslili sekwencje¢ nukleotydowa oraz
dystrybucje plazmidow pEU30 wielkos$ci 30,314 kpz
1 pEL60 wielkos$ci 60,145 kpz. Obecno$é¢ plazmidu
pEU30 stwierdzono u izolatow pochodzacych z za-
chodniej czgsci USA, natomiast pEL60 u izolatéw
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z Libanu. Sekwencje plazmidéw i rodzaj gendw w nich
zlokalizowanych sugeruja, ze mniejszy z nich jest po-
dobny do innych plazmidow izolowanych z bakterii
zwiazanych z ro$linami, natomiast wigkszy — do plaz-
midow wystegpujacych u ludzkich bakterii jelitowych.

3.2. Analiza chromosomalnego DNA

3.2.1. Analiza sekwencji powtarzalnych — Rep-PCR

Jedna z pierwszych prob zastosowania analizy ge-
nomowego DNA w badaniach zmiennosci genetycznej
E. amylovora opierala si¢ na amplifikacji obszarow
potozonych migdzy sekwencjami powtarzalnymi typu
REP (ang. Repetitive Extragenic Palindromic sequen-
ces), ERIC — (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) oraz sekwencjami repetetywnymi BOX
[49]. Technika ta jest wykorzystywana obecnie zarow-
no w diagnostyce bakteriologicznej, jak i badaniach
epidemiologicznych [41, 42, 74, 78]. Zastosowanie
metody na bazie sekwencji powtarzalnych pozwolito
McManus i Jones [49] na latwe odroznienie
izolatow pochodzacych z malin i jezyn od izolatow
pochodzacych z roslin nalezacych do podrodziny Po-
moideae. Te ostatnie okazaly si¢ mato zréznicowane.
Amplifikacja DNA ponad 170 izolatow, pochodzacych
gléwnie z kontynentu pdinocnoamerykanskiego, po-
zwolila na uzyskanie jedynie od 2 do 3 profili, w zalez-
nosci od zastosowanych starterow (najwigksze zr6zni-
cowanie uzyskano stosujac startery komplementarne
do sekwencji typu ERIC). Warto przy tym zaznaczyc¢,
ze niezaleznie od zastosowanych starterow, zawsze
jeden z otrzymanych profili byt dominujacy. Dla wigk-
szo$ci izolatow pochodzacych z roslin nalezacych do
rodzaju Rubus otrzymano inne profile niz dla izolatow
pochodzacych z drzew owocowych. Wyjatek stanowit
1 izolat, dla ktorego otrzymano profile typowe dla
izolatéw wyosobnionych z drzew owocowych. Rico
i wsp. [60] réwniez stwierdzili mata uzytecznosc¢ tech-
niki rep-PCR do okre§lenia zwiazkow filogenetycz-
nych migdzy szczepami E. amylovora. Zréznicowanie
uzyskanych produktéw amplifikacji byto niewielkie,
lecz nieliczne obserwowane produkty polimorficzne
pozwolily na opracowanie starterow amplifikujacych
markerowe fragmenty DNA. Moga one postuzy¢ jako
narzgdzie w badaniach epidemiologicznych — np. do
$ledzenia drog rozprzestrzeniania si¢ patogena z okres-
lonego ogniska choroby.

3.2.2. Rybotypowanie

MacManus i Jones [49] amplifikowali réw-
niez obszar DNA lezacy w operonie rnn, pomiedzy
genami kodujacymi 16S rRNA i 23S rRNA (rybotypo-
wanie — ribotyping) [25]. Amplifikacja obszaru mi¢dzy
genami 16S rDNA 1 23S rDNA izolatow E. amylovora
pozwolila na fatwe wyr6znienie tworzacych jednolita
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grupg izolatéw wyosobnionych z roslin nalezacych do
rodzaju Rubus. RoOwniez izolaty pochodzace z drzew
owocowych okazaty si¢ mato zréznicowane — ampli-
fikacja DNA okoto 170 izolatow umozliwita uzyska-
nie jedynie 3 réznych profili [49]. Podobne wyniki
rybotypowania uzyskali Jeng i wsp. [28] — izolaty
wyosobnione z krzewow z rodzaju Rubus, oraz izolaty
pochodzace z roslin podrodziny Pomoideae tworzyty
dwie jednorodne grupy. Momol i wsp. [55] za-
stosowali modyfikacj¢ rybotypowania, polegajaca na
dodatkowym trawieniu otrzymanych produktow za po-
moca enzymow restrykeyjnych — ARDREA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Enzyme Analysis). Umoz-
liwito to jedynie odroznienie izolatow pochodzacych
z malin 1 jezyn od izolatdw wyosobnionych z innych
ro$lin-gospodarzy. Natomiast Garbeva 1 wsp.
[20], stosujac t¢ sama technike, wykazali zréznicowa-
nie rowniez wsrod izolatow z drzew owocowych. Od-
mienne profile uzyskali jednak dla tylko 2 izolatéw,
sposrod 14 badanych.

3.2.3. Analiza restrykcyjna — RFLP

Kim iwsp. [33] trawili genomowy DNA wybra-
nych izolatow E. amylovora wykorzystujac w tym celu
enzym EcoRlI, a nast¢pnie przeprowadzili hybrydyza-
cj¢ otrzymanych produktéw z sonda, obejmujaca gru-
pe gendw Arp. Dla wszystkich izolatow pochodzacych
z drzew owocowych otrzymali jeden profil, podczas
gdy dla izolatow wyosobnionych z krzewow naleza-
cych do rodzaju Rubus otrzymali dwa odmienne pro-
file. Technike RFLP (Restriction Fragment Lenth
Polymorphism) stosowali rowniez Waleron i wsp.
[81], amplifikujac gen recA kodujacy rekombinazg A
dziewigciu izolatow E. amylovora, wyosobnionych
z drzew owocowych w roznych rejonach $wiata. Pro-
dukty amplifikacji poddano naste¢pnie trawieniu cztere-
ma enzymami restrykcyjnymi. Dla wszystkich izolatow
otrzymano jednak jednakowe profile. Podobne wyniki
uzyskano stosujac analiz¢ RFLP rec4 i dodatkowo
2 innych genow: gyr4 i rpoS. Tylko jeden z siedmiu
enzymow restrykcyjnych zastosowanych do trawienia
fragmentu genu recA pozwolil na odrdznienie 5 od
pozostalych 12 testowanych szczepow E. amylovora.
Wszystkie pozostale wzory restrykcyjne byly iden-
tyczne dla E. amylovora, ale umozliwiaty odréznienie
tego gatunku od bakterii Erwinia wyizolowanych z po-
dobnych do zarazy ogniowej symptomow na gruszach
w Japonii [80].

3.2.4. Losowo wzmocnione polimorficzne DNA —RAPD

Do badania zmiennosci genetycznej E. amylovora
Momol i wsp. [54] zastosowali technik¢ RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) [43, 82]. Pro-
file, uzyskane w wyniku amplifikacji DNA 16 izola-
tow E. amylovora pochodzacych z réznych rejonow
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geograficznych, z sze§cioma przypadkowymi startera-
mi pozwolily na odrdznienie kazdego z izolatow. Jed-
noczes$nie izolaty wyosobnione z roslin z rodzaju
Rubus 1 drzew z podrodziny Pomoideae tworzyly dwie
grupy, przy czym podobienstwo migdzy nimi, okres-
lone metoda UPGMA i wyrazone za pomoca wspot-
czynnika Nei-Li wynosito okoto 0,7 [54]. Te same
startery zastosowali Brennan iwsp. [5] do badania
izolatow pochodzacych glownie z Irlandii. Wprawdzie
podobienstwo wigkszosci uzyskanych profili wynosito
powyzej 0,9 (wspdtczynnik Nei-Li, metoda UPGMA),
to jednak niektore z nich znacznie r6éznity si¢ od po-
zostatych. Technika RAPD wykazata takze wysoka
jednorodnos$¢ izolatéw E. amylovora, pochodzacych
z innych rejonéw geograficznych [32, 44, 72].
Technike RAPD zastosowano rowniez do badania
zroéznicowania izolatow E. amylovora pochodzacych
z Polski. Badaniami objgto 64 izolaty, sposrod ktorych
50 izolowano w latach 1983-2002 z odmiennych roslin
gospodarzy (jabton, grusza, pigwa, ognik, gtdg i irga)
z roznych rejonow kraju. Pozostate 12 izolatow po-
chodzito z innych krajow europejskich, w tym 2 z Bli-
skiego Wschodu. We wstepnych badaniach DNA
wzorcowego izolatu 691 amplifikowano w reakcjach
z 87 réznymi starterami RAPD (OPERON). Do dal-
szych badan wybrano 3 startery: U19, W20 i ARO3,
ktore w wyniku reakcji amplifikacji pozwalaty na
uzyskanie najwigkszej liczby produktow. Dodatkowo
wykorzystano 2 startery CUGEA 1 1 CUGEA 5, ktore
zostaly wczesniej opisane przez innych autorow jako
umozliwiajace roznicowanie izolatow E. amylovora.
Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze
réznicowanie izolatow E. amylovora umozliwily jedy-
nie startery AR03, CUGEA 1 i CUGEA 5, podczas
gdy profile uzyskane w reakcji ze starterami W20
1 U19 byly jednakowe dla wszystkich izolatéw. Prze-
prowadzone badania potwierdzily wysoka jednorod-
no$¢ testowanych izolatow E. amylovora, cho¢ czgé¢
z nich wykazywala znaczne rdéznice w wirulencji
badanej zar6wno na liSciach jabloni, jak i na pedach
jabtoni, gruszy i glogu. Nie znaleziono réwniez kore-
lacji migdzy zréznicowaniem genetycznym izolatow
a ich pochodzeniem geograficznym lub roslina, z ktérej
zostaly wyosobnione. Brak zrdznicowania badanych
szczepOéw stwierdzono réwniez na podstawie analizy
restrykcyjnej fragmentu genu amsB (bioracego udzial
w produkcji specyficznego dla E. amylovora polisa-
charydu — amyloworanu) o dhugosci okoto 1600 pz
z uzyciem gesto tnacych enzyméw BsuR1 i Hpall, [59].

3.2.5. Polimorfizm dlugo$ci amplifikowanych
fragmentéw — AFLP
W prowadzonych we Wtoszech badaniach epidemio-
logicznych postuzono si¢ technika AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) [79]. Zastosowanie
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tej techniki pozwolilo na stwierdzenie, ze wystapienie
zarazy ogniowej w prowincjach Modena i Ferrara,
bylo spowodowane jednym szczepem E. amylovora
[52]. Podobnie, analiza austriackich i wegierskich izo-
latow tej bakterii, wykonana w oparciu o technike
AFLP, nie wykazata migdzy nimi zadnych réznic [32].
W Hiszpanii podjgto probg rozroznienia izolatow
E. amylovora pochodzacych z réznych krajow zar6w-
no technikami tzw. odcisku palca (fingerprinting) ze
starterami komplementarnymi do sekwencji powtarzal-
nych (tzw. Rep-PCR): ERIC, BOX, IS50 i starterem
M13 oraz technika AFLP. Sposréd 23 testowanych
izolatéw 18 nie byto rozréznialnych z zastosowaniem
rep-PCR. Na ich rozr6znienie pozwolito natomiast za-
stosowanie AFLP z 6 kombinacjami starter6w posia-
dajacych po 1 nukleotydzie réznicujacym. Dla wszyst-
kich, oprécz 2 szczepdw, otrzymano unikalne kom-
binacje profili AFLP [61]. Poszerzone badania nad
charakterystyka zar6wno fenotypowa, jak i genotypo-
wa 63 szczepdw wyizolowanych w réznych rejonach
Hiszpanii potwierdzity, ze spo$rod wszystkich technik
najwigksze rozroéznienie uzyskano przy zastosowaniu
AFLP. Technika ta pozwolila na rozréznienie bakterii
w zalezno$ci od ich pochodzenia geograficznego.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze nowe ogniska zarazy
ogniowej w Hiszpanii sa efektem wielokrotnego wpro-
wadzenia zakazonego materiatu ro§linnego lub innych
zrodet inokulum z réznych panstw Europy [14].

JOANNA PULAWSKA, KRZYSZTOF KIELAK, PIOTR SOBICZEWSKI

3.2.6. Elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym — PFGE

Obiecujace wyniki uzyskano stosujac technik¢ PFGE
[36] (Pulsed Field Gel Electrophoresis) [2, 29, 83, 84],
Technika ta pozwolita na wyrdznienie wsrod europej-
skich izolatow E. amylovora 6 typdw i przedstawienie
hipotetycznych drég rozprzestrzeniania si¢ choroby:
z Wysp Brytyjskich do Europy Srodkowej; z Wysp
Brytyjskich do Francji i dalej, na Poétwysep Iberyjski
oraz do pétnocnych Wioch, z zachodniej Francji do
pdétnocno-wschodniej Hiszpanii, z Egiptu, przez Bliski
Wschod do Azji Mniejszej i na Batkany [2, 29, 83, 84].

W przeciwienstwie do szczepow europejskich, pro-
file PFGE szczepoéw pochodzacych z Ameryki Pot-
nocnej byly duzo bardziej zréznicowane. Europejskie
izolaty mozna zaklasyfikowa¢ do 6 réznych grup
na podstawie profili restrykcyjnych, natomiast wsrdd
pénocnoamerykanskich izolatow tylko czg¢$¢ miata
profil identyczny, jak izolaty E. amylovora pochodza-
ce z poilnocy Hiszpanii, zachodniej Francji i Anglii.
Inna grupa byta identyczna jak izolaty z Europy
Centralnej, a pozostate charakteryzowaly sig¢ profila-
mi o duzym stopniu zréznicowania, niespotykanymi
w Europie. Ta obserwacja doprowadzita do hipotezy,
Ze zaraza ogniowa rozprzestrzenita si¢ po Swiecie
»uciekajac” z Ameryki Phn. tylko kilka razy [29].
Na jeszcze wigksze rozroznienie bakterii pozwolilo
badanie liczby SSR plazmidu pEA29. Liczba tych

Tabela 1

Zrdznicowanie izolatow E. amylovora na podstawie analizy ich DNA chromosomalnego

Metoda Wynik PiSmiennictwo

Odroéznienie izolatdw z roslin rodzaju Rubus od izolatow z rodziny Pomoidae [49]

Rep-PCR Nlellf:zne_produkty polimorficzne postuzyty do opracowania starterow [60]
amplifikujacych markerowe fragmenty DNA
18 z 23 izolatow z Hiszapnii nie bylo rozréznialnych [61]

. Odréznienie izolatow z roslin rodzaju Rubus od izolatow z rodziny Pomoidae [25, 28, 55]

Rybotypowanie — - - -

Niewielkie zroznicowanie w$rod izolatow z drzew owocowych [20]
" -
RFLP genomu + hybrydyzacja Odroéznienie izolatow z roslin rodzaju Rubus od izolatéw z rodziny Pomoidae.
z sonda komplementarng . .
; Jednorodne izolaty z drzew owocowych, natomiast z Rubus — 2 grupy [33]

do genéw hrp
Wyréznienie wérdd europejskich izolatow E. amylovora 6 typow

RFLP genomu + PFGE i prz’e.dstaw1en1'e’ hipotetycznych drég rozprzestrzeniania si¢ choroby [2, 29, 83, 84]
do réznych krajow
Duze zréznicowanie wsrdd izolatéw z Ameryki Pétnocnej [29]

RFLP recA, gyr, rpoS 5 izolatow sposrdod 12 zostato odroznionych tylko na podstawie genu recA [80]

RFLP amsB Brak zroznicowania wsrod 14 izolatow pochodzacych z Polski [59]
Rozréznienie wszystkich sposrod16 badanych izolatow. Odrdznienie izolatow
z roslin rodzaju Rubus od izolatdw z rodziny P id [54]

RAPD ju Rubus y Pomoidae. —
Duza jednorodnos$¢ wérdd badanych izolatow [5, 32, 44,

59, 72]

Brak rozréznienia wérdd izolatéw pochodzacych z Modeny i Ferrary (Wtochy) [52]

AFLP Brak réznic wérod izolatow pochodzacych z Wegier [32]
Rozréznienie izolatow, zaleznie od ich pochodzenia geograficznego w Hiszapnii [14, 61]
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powtdrzen byta duzo bardziej zréoznicowana niz profi-
le PFGE lecz z nimi nie korelowata. Rowniez analiza
sekwencji genu ArpN kodujacego harping, jak i se-
kwencji aminokwasowej tego biatka wydedukowanej
na podstawie sekwencji nukleotydoéw, potwierdzita
wigksza réznorodnos¢ szczepdw amerykanskich niz
europejskich, ktorych sekwencje tego genu byly pra-
wie identyczne [30]. Badania przeprowadzone przez
Giorgi i Scortichini [23] z izolatami euro-
pejskimi, jak i pochodzacymi spoza Europy, rowniez
potwierdzity wigksze zréznicowanie genu hrpN u bak-
terii wyizolowanych w Ameryce Pdtnocnej, gdzie za-
raza ogniowa byla wykryta i opisana po raz pierwszy
na $wiecie. Zarowno w przypadku analizy genu ArpN,
jak i rejonu gendéw dspA/E kodujacych czynniki wiru-
lencji, obserwowano znaczne roznice w profilach
RFLP oraz sekwencjach migdzy szczepami izolowa-
nymi z ro$lin rodzajow Amelanchier i Rubus, a bak-
teriami pochodzacymi z roélin nalezacych do rodzi-
ny Maloidae [23].

4. Podsumowanie

Szczepy bakterii Erwinia amylovora, chociaz zroz-
nicowane pod wzgledem wirulencji, naleza do jedne-
go z bardziej homogennych pod wzgledem bioche-
micznym i genetycznym gatunkoéw. Wyrazne roznice
zaobserwowano jedynie migdzy izolatami pochodza-
cymi z malin i jezyn, a izolatami wyosobnionymi
z jabtoni i grusz oraz innych roslin-gospodarzy (Ta-
bela I). W rejonach, gdzie stosowano $rodki na bazie
streptomycyny przeciwko zarazie ogniowej, u czgsci
szczepOw zaobserwowano pojawienie si¢ opornosci
na ten antybiotyk. Zaleznie od rodzaju mechanizmu
odpowiedzialnego za oporno$¢, bakterie podzielono
na szczepy o wysokiej i $redniej opornosci. Badania
nad zréznicowaniem genetycznym E. amylovora wy-
kazaty wigksza roznorodnos¢ wsrod szczepow pocho-
dzacych z Ameryki Pélnocnej, gdzie zaraz¢ ogniowa
opisano po raz pierwszy, niz wsrod szczepow euro-
pejskich. Najnowsze badania wykazuja, ze bakterie
E. amylovora moga si¢ r6zni¢ zawartoscia DNA plaz-
midowego. Co wigcej, niektore plazmidy, jak odkryty
w Hiszpanii pEI70, moga nie$¢ ze soba geny istotne
dla patogeniczno$ci bakterii inne niz dotychczas
poznane odpowiedzialne za syntezg: egzopolisachary-
dow, sideroforow, biatek np. harpiny. Pomimo znacz-
nego postgpu w badaniach funkcji poszczegdlnych
gendéw ich calo$ciowe znaczenie nie zostato dotych-
czas rozpoznane. Wykorzystywane coraz powszech-
niej nowoczesne techniki, np. Real-time PCR, po-
winny dostarczy¢ wigcej informacji na temat genoéw
E. amylovora zwiazanych z patogenicznoscia i wi-
rulencja bakterii.
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Reoviruses — structure and pathogenicity for human and animals

Abstract: Avian reoviruses have icosahedral symmetry and a capsid with a diameter of 75-80 nm enclosing segmented double
— stranded RNA and are non-enveloped. The members of the Orthoreovirus genus have been classified into mammalian and avian
origen groups. Both groups have a genome consisting of 10-12 segments encoding eight structural proteins and four non-structural
proteins separated into three size classes: large (1), medium (u), and small (o). Avian reoviruses have failed to replicate in most of
the mammalian cell lines tested.

Four of Reoviridae genera — Orthoreovirus, Coltivirus, Rotavirus, and Orbivirus are cause of human dieseases, in most cases
symptomless. Human rotaviruses cause inflammation, mainly of the upper gastrointestinal tract, which affects usually children of 6
to 24 months of age. Reoviruses carried by thick D. andersoni are frequently responsible for Colorado thick fever in USA.

Reoviruses of types 1 and 3, rotaviruses, and orbiviruses can infect porcine by respiratory or oral route. Most of the infections
are symptomless or manifested by fever and diarrhea.

Avian reoviruses have been isolated from chickens without any clinical signs of disease, but also are associated with poultry
disease conditions such as tenosynovitis, gastrointestinal malabsorption syndrome, growth retardation, and sudden death. They
infect wild and farm-raised birds. Vaccination is most important to control reoviruses.

1. General characteristic of Reoviridae family. 2. Morphology. 2.1. Virion. 2.2. Genome. 2.3. Reowirus proteins (structural and non-
structural proteins). 3. Oncolytic proteins. 4. Infections in humans. 5. Porcine infections. 6. Reoviruses in poultry. 7. Diagnostics of

reovirus infection. 8. Immunoprophylaxis. 9. Summary

Stowa kluczowe: budowa, chorobotworczo$é, Reowirusy
Key words: pathogenicity, Reoviruses, structure

1. Ogdlna charakterystyka rodziny Reoviridae

Wirusy nalezace do rodziny Reoviridae sa szeroko
rozpowszechnione w populacjach wielu gatunkow
zwierzat oraz u cztowieka. Nazwa tej rodziny pochodzi
od angielskiego okreslenia wirusoéw wystepujacych
w uktadzie oddechowym i pokarmowym (Respiratory,
Enteric, Orphan) zwanych réwniez wirusami sierocy-
mi, gdyz poczatkowo nie przypisywano im mozliwosci
wywoltywania chorob. Po raz pierwszy izolowano reo-
wirusy w 1951 roku z wymazu odbytniczego pocho-
dzacego od zdrowego dziecka [8, 32, 37]. W roku 1954
reowirusy wyizolowano od kurczat wykazujacych ob-
jawy ze strony uktadu oddechowego [25]. W nastgp-
nych latach wykryto je u wielu gatunkéw ptakow. Naj-
czesciej wystepowaty one u kur i indykdw, izolowano
je rowniez od gesi, kaczek, perliczek, przepiorek i go-
tebi, a takze od ptakéw dzikich i egzotycznych [38].

Wirusy zaliczone do rodziny Reoviridae, sa wiru-
sami RNA, nie posiadaja otoczki lipidowej, charakte-
ryzuja si¢ sferycznym kapsydem zawierajacym genom
w postaci 10—12 segmentow ds. RNA. W sktad rodziny

wchodzi 12 rodzajow, ktdére mozna podzieli¢ na dwie
gléwne grupy: tworzace ,,wiezyczki” (np. ortoreowi-
rusy, aquareowirusy, Cypowirusy) oraz nie tworzace
»wiezyczek” (np. rotawirusy, orbiwirusy, phytoreowi-
rusy). Wiezyczki sa to wypustki kapsydu tworzone
wzdhuiz dwunastu pigciobocznych osi wirusa. Wiezycz-
ki zbudowane sa z pentamerdéw tworzonych przez wiru-
sowy enzym AC tworzacy ,,czapeczki” oraz biatko oC
odpowiedzialne za wiazanie receptora komorki. Orto-
reowirusy mozna dalej podzieli¢ na pie¢ podgrup:
reowirusy ssakow (MRV), reowirusy ptasie (ARV),
reowirusy pawianow (BRV), wirus Nelson Bay (zaka-
zajacy nietoperze z rodzaju Pteropus) oraz grupa izo-
lowana od gadow [14, 36, 37, 41].

2. Morfologia

Wiriony reowiruséw zawieraja kapsyd, rdzen i kom-
pleks nukleoproteidowy. Podczas cyklu zyciowego
w fazie zewnatrzkomoérkowej wiriony traca wewnatrz-
komorkowa ostonke pochodzaca z retikulum endoplaz-
matycznego. Wiriony moga by¢ oddzielone w kulistych
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cialach wtretowych i najczesciej zawieraja pojedynczy
nukleokapsyd. Wirus inicjujacy zakazenie jest otoczo-
ny przez krystaliczna macierz biatkowa o wieloscien-
nym ksztalcie, zawierajaca najczesciej po kilka wirio-
now [3, 32, 41].

2.1. Wirion

Bezotoczkowy wirion ortoreowirusow ma $rednice
okoto 850 A, posiada podwéiny kapsyd zbudowany
z dwoch koncentrycznych warstw biatkowych ostania-
jacych genom. Na powierzchni wirionu wystgpuje
600 wypustek utozonych heksametrycznie wokot pig-
ciosciennych wierzchotkéw. W ten sposéb pentame-
tryczne wiezyczki rdzenia uczestnicza w tworzeniu
zewngtrznej powierzchni. Wirion pozbawiony zew-
netrznej ostony tworzy czisteczki infekcyjne (ISVP
— Infections SubViral Particle) o $rednicy 800 A. Po
usunigciu zewngtrznego kapsydu zostaje rdzen o guz-
kowatej powierzchni wyr6zniajacy sig¢ wiezyczkami
wystajacymi z 12 pieciobocznych wierzchotkow. Rdzen
sktadajacy si¢ z pigciu bialek i 10 fragmentéw genomu
jest w stanie przeprowadzaé transkrypcj¢ i produkowaé
wirusowe mRNA w trakcie replikacji.

Zewngetrzny kapsyd tworzony jest przez biatko oB.
Jest to biatko o masie 41 kDa tworzace wypustki po-
sredniczace w kontakcie z zakazona komorka. Ponizej
zewngtrznego kapsydu znajduje si¢ 200 trimerow biat-
ka uB o masie 76 kDa, oraz 12 trimeréw biatka oC
(49 kDa), odpowiadajacego za wiazanie z receptorami
komorki gospodarza. W zewngtrznej warstwie wyrdz-
ni¢ mozna takze trzy rodzaje kanatow P1, P2 oraz P3.
Kiedy rdzen jest pozbawiony zewngtrznych oston biat-
ko oC nie blokuje kanatéw P1. 60 kanatéw P2 jest
utworzonych przez 4 jednostki 0B, a 6 takich jednostek
biatka tworzy 60 kanatow P3. Mimo, ze bialka oB
wystepuja w kanatach jako osobne jednostki to przy-
puszcza sig, ze jest mozliwe tworzenie pomigdzy nimi
potaczen. Wigkszos¢ potaczen kapsydu utworzona jest
przez trimery biatka pB, z ktorymi lacza si¢ oB
tworzac heteroheksameryczne struktury. Kanaty P1,
P2 oraz P3 stuza do transportu substratow oraz wydo-
stawania si¢ nowych nici mRNA [3, 13, 32].

Podwdjny biatkowy kapsyd zapewnia reowirusom
oporno$¢ na dzialanie czynnikéw srodowiskowych,
rozpuszczalnikow thuszczowych, kwasnego pH i wielu
srodkéw odkazajacych [31].

Rdzen zbudowany jest z ostony tworzonej przez
120 kopii biatka AA o masie 142 kDa, a takze z 150
monomerdéw biatka oA (47 kDa) oraz 12 pentamerow
AC (144 kDa) biatka tworzacego wypustki. Pozostate
biatka btonowe, AB — zalezna od RNA polimeraza RNA
oraz przypuszczalnie pA sa umieszczone wewnatrz
rdzenia pod wiezyczkami AC. Pentamery biatka AC
wystaja promienis§cie ponad powierzchnia kapsydu na

JOWITA SAMANTA NICZYPORUK, ELZBIETA SAMOREL-SALMONOWICZ, HANNA CZEKAJ

odlegtos¢ okoto 80 A wzdtuz jego osi symetrii. Poje-
dyncze kopie biatka AB (142 kDa) mieszcza si¢ pod
pentametrami AC, jednak nie sa utoZzone w osi wie-
zyczki [3, 30, 36, 48, 44, 41]

2.2. Genom

Reowirusy posiadaja segmentowany genom, ktory
sktada si¢ z 10-12 odcinkéw dsRNA, stanowi on
15-20% masy wirionu. Fragmenty te sa rozrdzniane
na podstawie wielkosci. Podzielono je na 3 segmenty
duze (L1, L2, L3), 3 segmenty $rednie (M1, M2, M3)
oraz 4 segmenty mate (S1, S2, S3, S4). Kazdy genom
zawiera po jednej kopii kazdego z segmentdw, a kazdy
z nich laczy si¢ z osobna polimeraza RNA zalezna
od RNA (biatko AB). Sekwencjonowanie segmentow
dsRNA wykazato, ze wszystkie zawieraja po jednej
otwartej ramce odczytu (ORF) z wyjatkiem segmentu
S1, ktéory ma ich trzy. Dodatnia ni¢ jest identyczna
z kodowanym mRNA, i zawiera czapeczke typu-1
(type-1 cap, 5’-m7GpppAmG-), natomiast ni¢ ujemna
ma w analogicznym miejscu grupg pirofosfatowa.
U wszystkich ptasich reowiruséw ni¢ dodatnia RNA
zawiera na swym koncu 5’ sekwencje GCUUUU na-
tomiast na koncu 3’ sekwencj¢ UCAUC oraz brak
ogona poli-A. Sekwencje te prawdopodobnie zwiazane
sa z procesami transkrypcji, replikacji lub kapsydacji
genomu. Tak jak w przypadku innych wiruséw z ro-
dziny Reoviridae w przypadku zakazenia komorki jed-
noczes$nie przez dwa odmienne szczepy wirusa moze
dochodzi¢ do powstania nowego szczepu zawieraja-
cego segmenty losowo pochodzace od obu zakazaja-
cych szczepow [3, 22, 36, 41].

2.3. Bialka wirusowe

W trakcie ekspresji genomu reowirusow ptasich po-
wstaje 12 glownych produktéw biatkowych, z ktorych
8 to biatka strukturalne, tworzace w pozniejszych eta-
pach wiriony potomne, natomiast pozostate 4 biatka
sa niestrukturalne. Nazwy bialek reowirus6w tworzo-
ne sa przez poltaczenie greckiej litery oznaczajacej
z ktorej klasy segmentéw genomu pochodzi dany trans-
krypt (L-A, M-p, S-0) oraz arabskiej litery oznaczajacej
miejsce w czasie elektroforezy w odwrotnej kolejnosci
do mobilnosci segmentéw (AA, AB itd.), w odroznie-
niu do reowirus6w ssakow gdzie oznaczenia tworzy
si¢ analogicznie przez potaczenie litery greckiej z cyf-
ra. Biatka strukturalne tworzace kapsyd (AA, AB, AC,
LA, uB, oA, 0B, oC) powstaja bezposrednio w czasie
translacji. Biatko uB moze ulega¢ cigciu potranslacyj-
nemu i tworzy¢ dwa kolejne biatka: uBN oraz pBC
[3, 22, 30, 36]. Reowirusy tworza takze kilka biatek
niestrukturalnych (UNS, uNSN, uNSC, p10, p17, oNS).
Biatka pNS oraz oNS kodowane sa przez segmenty
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odpowiednio M3 oraz S4. Komorki ptakow po zakaze-
niu reowirusami produkuja takze biatko uNSC, ktore
jest modyfikowanym biatkiem uNS. Biatko to powstaje
przez hydrolityczny rozktad uNS, a nie przez trans-
krypcje zaczynajaca si¢ od wewnetrznego kodonu AUG
w segmencie M3. Biatka p10 i p17 bedace kolejnymi
biatkami niestrukturalnymi sa kodowane przez dwa
pierwsze cistrony segmentu S1. Wykazano bliskie po-
wiazania pomigdzy rozmiarami wirusowych genow
i rozmiarami kodowanych przez nie protein, za wyjat-
kiem segmentu S1. Gen ten jest najwigkszym genem
z klasy S kodujacym najmniejsza strukturalng proteing
oC. Sekwencja tego genu posiada unikalny uktad cistro-
noéw zawierajacy trzy przesunigte w fazie ORF, a oC
jest kodowane przez cistron najblizszy koncowi 3°.
Zastosowanie specyficznych przeciwcial dla kazdej
z protein kodowanych przez te cistrony dowiodto, ze
gen S1 ptasich reowirusow koduje dwie niestruktu-
ralne proteiny p10 i p17 oraz strukturalna proteing oC
w zakazonych komdrkach, a to §wiadczy, ze S1 funk-
cjonalnie jest genem tricistronowym [12, 22, 36].

Biatka strukturalne. Bialko AA, kodowane
jest przez gen L1, formuje wewngtrzny rdzen ostonki
zamykajacej segmenty wirusowego genomu i wiruso-
wa polimeraz¢ RNA oraz jest podstawa do pdzniej-
szego budowania rdzenia wirusa. Proteina AA bardzo
szybko taczy si¢ z centrami produkujacymi wiriony
w zakazonych komorkach. Jest rozproszona w cyto-
plazmie gdyz tylko ona jest produkowana w komorce.
W przypadku wspolnej ekspresji AA z biatkiem puNS
laczy si¢ w postaci globularnych wtrgtow, co sugeruje
aktywnos$¢ uNS we wprowadzaniu AA do centrow
produkcji wirionow [30].

Kodowane przez segment L2 biatko AB jest mniej
licznym sktadnikiem wirusowego rdzenia. Jest jedyna
reowirusowa proteina, ktorej sekwencja nie jest do
dzisiaj poznana. Mimo Ze nie ma eksperymentalnych
dowodow na aktywno$¢ polimerazy RNA u ktoregos
z reowirusowych polipeptydow, wydaje sig, ze taka
sytuacja zachodzi w przypadku AB, poniewaz jego
wielkosc 1 liczba kopii jest podobna do analogicznych
polimeraz RNA u reowirusow ssaczych [30].

Gen L3 koduje biatko AC bedace wirusowym en-
zymem modyfikujacym mRNA przez dodatnie tzw.
»czapeczki”. Bialko to jest wigc jedyna strukturalna
proteing wirusa, ktora taczy si¢ z GMP przez wiazanie
fosfoamidowe i moze przenosi¢ je na akceptory GDP
lub GTP tworzac czapeczki czyli metyloguanozydowe
zakonczenia ochronne mRNA na ich koncu 5° [3].
Zdolno$¢ ta posiada 42 aminokwasowa domena na
koncu N biatka. Wydaje si¢ takze, ze pozostaty 100 ami-
nokwasowy fragment jest catkowicie zbgdny dla tej
aktywnosci. Jednakze badania porownawcze sekwencji
AC i jego odpowiednikéw u reowirusow ssakow i ryb
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wykazaty, ze fragment 100-aa biatka AC prawdopo-
dobnie posiada aktywno$¢ metylazy tak jak jego od-
powiedniki u innych rodzajéw reowirusow [29, 30].

Biatko pA kodowane przez fragment M1 jest jed-
nym z biatek tworzacych wewngtrzny kapsyd. Nie prze-
prowadzono jednak jak dotad szczegdélowych badan
funkcji i aktywnosci tego polipeptydu. U reowiruséw
ssakow, biatko u2 wchodzi w interakcje z mikrotubula-
mi oraz z biatkiem uNS. Aktywnosci te maja prawdo-
podobnie zwiazek z taczeniem wirusowych ,,fabryk™ do
mikrotubuli, stad wickszo$¢ reowirusow ssakow two-
rzy centra produkujace wiriony w uktadzie liniowym.
Reowirusy ptasie natomiast w uktadzie globularnym nie
sa zwigzane z mikrotubulami, co sugeruje, ze nA nie
wykazuje aktywnosci wiazania mikrotubuli [6, 30, 49].

Biatko uB (segment M2) jest modyfikowane na
koncu N przez dodanie grupy mirystylowej. Wigkszos¢
produkowanych w zakazonej komorce polipeptydow
uB ulega rozpadowi w poblizu konca N tworzac maty
mirystylowany polipeptyd uBN oraz duzy fragment
uBC. Wszystkie trzy biatka (prekursor i produkty) sa
sktadnikami zewngtrznego kapsydu. W procesie roz-
padu puB na dwa produkty prawdopodobnie uczestni-
czy dodatkowo inne biatko wirusowe na co wskazuje
fakt, ze bialko puB jest rozktadane w komorce tylko
w obecnosci pozostatych biatek wirusa. Mimo, ze nie
zidentyfikowano jak dotad, ktore biatko uczestniczy
W tym procesie, najprawdopodobniej jest to 0B, two-
rzace kompleks z uB i uBC w cytoplazmie gospo-
darza. Ponadto uBC uczestniczy we wprowadzeniu
wirionu do wngtrza komorki, ulega ono dwukrotnie
hydrolizie blisko konca C tworzac dwa polipeptydy 0
i 8’. Modyfikacja ta umozliwia przelamanie przez
winion bariery lizosomu i wniknigcie do cytoplazmy
komorki [30, 47, 49].

Wewngtrzna ostona rdzenia jest tworzona przez
biatko oA, kodowane przez gen S2. Wykazuje ono
aktywnos¢ wiazania dsRNA niezaleznie od sekwencji,
natomiast z duzym powinowactwem. cA ma zdolnos¢
rozktadania trdjfosfonukleotydéw do mono- i difosfo-
nukleotydow i reszty fosforanowej. Dzigki zdolnosci
do hamowania aktywacji zaleznej od dsRNA kinazy
biatkowej PKR, 0A jest w stanie ogranicza¢ skuteczno$é
interferonu, a wigc moze gra¢ gtéwna rol¢ w ochronie
reowirusow przed jego dziataniem. Ponadto cA wspo-
maga morfogenezg reowirusOw przez stabilizacjg osto-
ny rdzenia budowanej przez AA [1, 17, 20, 50].

Kodowane przez S3 biatko oB jest gtéwnym sktad-
nikiem zewnetrznego kapsydu. Bardzo szybko ulega
spontanicznej asocjacji z uB i uBC w cytozolu zaka-
zonych komorek tworzac heterooligomeryczny kom-
pleks zawierajacy rowne iloSci poszczegolnych bialek,
ktory wlaczany jest do budowanego kapsydu [30, 50].

Biatko oC, kodowane przez cistron segmentu S1
bliski koncowi 3’, jest odpowiedzialne za przylaczanie
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do zakazanej komorki. Jest to jedyne biatko reowiru-
sow zdolne do wiazania si¢ do blony komoérek [16].
W stanie natywnym wystepuje ono jako homotrimer
i w takiej postaci wykazuje zdolnos¢ do przytaczania
do struktur btony komoérkowej. Koniec C biatka oC
zawiera globularna domen¢ wiazaca receptor komor-
kowy. Fragment ten jest bardzo podobny do swego
odpowiednika u reowirusow ssakow z dodatkowymi
dwoma powtorzeniami potrojnej spirali. Wykazano
takze, ze 0C moze indukowa¢ apoptoze¢ zakazonych
komorek jednak mechanizm tego procesu nie zostal
w petni zbadany [5, 12, 21, 26, 27, 30, 50].

Biatka niestrukturalne. Na matrycy reo-
wirusowego genu M3 powstaje 70 kDa niestrukturalne
biatko uNS. Biatko to jest cigte przez komoérkowa pro-
teazeg na dwa potomne polipeptydy uNSN i uNSC, jed-
nak funkcja tej hydrolizy nie zostata poznana. Sposrod
wszystkich wirusowych biatek tylko uNS jest zdolne
do samodzielnego tworzenia ciat inkluzyjnych, co ozna-
cza prawdopodobnie, ze jest ono niezbgdne we wczes-
nych etapach morfogenezy wirusa. Biatko to wspoma-
ga wlaczanie do ciat inkluzyjnych biatek oNS oraz AA
[1, 30, 33, 49].

Pierwszy cistron fragmentu S1 koduje niestruktural-
ne biatko p10, bedace biatkiem transbtonowym typu 1,
ktorego srodkowa domena transmembranowa oddzie-
la zewngtrzna 1 wewngtrzna domeng. Ekspresja p10
w transfekowanych komodrkach wykazata, ze biatko
to wptywa na fuzj¢ komoérkowa, wywolywana przez
reowirusy ptasie. Domena wewngtrzna jest polaczona
z transmembranowym motywem dwucysteinowym,
ktory jest palmitylowany, co jest niezbedne do aktyw-
nos$ci fuzyjnej. Dla tej zdolnos$ci biatka p10 istotna tez
jest hydrofobowa domena konca N oraz motyw trdj-
glicynowy w domenie transmembranowej. Biatko p10
ma wlasciwosci permeazy bton bakteryjnych i euka-
riotycznych [5, 12, 27, 30, 40, 50].

Druga otwarta ramka odczytu segmentu S1 koduje
biatko p17, ktore nie wykazuje homologii z Zadnym
innym biatkiem wirusowym lub komorkowym. Biatko
to gromadzi si¢ w jadrze komorkowym i tam shuzy jako
posrednik pomigdzy jadrem a cytoplazma. Wykazano
zwiazek pomiedzy obecnoscia pl17 w jadrze a aktyw-
no$cig transkrypcji w komorce, ponadto biatko to
posiada zdolno$¢ wiazania DNA, ciagle jednak nie
wykazano jaka role odgrywa w cyklu zyciowym reo-
wirusow. Prawdopodobnie p17 wptywa na prolifera-
cje komorek przez aktywacje biatka p53 i p21¢ip!/wafl
[5,9,12,27,28, 30, 50].

Fragment genomu S4 koduje niestrukturalne biat-
ko oNS, ktore wiaze jednoniciowe RNA niezaleznie
od sekwencji i wystgpuje w duzych kompleksach
rybonukleinowych w zakazonych komoérkach. Pozba-
wione RNA biatko oNS tworzy homodimery i homo-
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trimery. Minimalna dtugo$¢ wigzanego odcinka RNA
miesci si¢ pomiedzy 10 a 20 nukleotydow. Sekwencja
aminokwasowa odpowiedzialna za wiazanie RNA
jest rozproszona w calej sekwencji biatka oNS, co
wskazuje na zalezno$¢ wiazania od konformacyjnego
uksztattowania biatka. Jako niestrukturalne biatko wia-
zace RNA kumulujace si¢ w wirusowych fabrykach
spelnia ono rolg przy pakowaniu RNA oraz replikacji,
jednak hipoteza ta wymaga dalszych badan [1, 3, 11,
30, 33, 36, 4446, 50].

3. Wilasciwosci onkolityczne reowirusow

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem reowi-
rusow ludzkich jako czynnika antynowotworowego
daty pozytywne rezultaty. Reowirusy bowiem zakazaja
komorki z nadaktywnym szlakiem sygnalizacyjnym,
w ktorym istotng rolg odgrywa biatko c-RAS. Repli-
kacje reowirusow w komorkach fizjologicznie zdro-
wych hamuje kinaza biatkowa [2] aktywowana przez
ds RNA. Natomiast aktywno$¢ PKR jest ostabiona
w komoérkach z nadaktywnym szlakiem sygnalizacyj-
nym c-RAS, dzigki czemu wirus przechodzi petny cykl
lityczny. Istotnym jest fakt, ze u ponad 30% ludzkich
nowotworow, mutacje zachodza w genie c-RAS. Te
specyficzne i unikalne wlasciwosci reowirusow do tego
typu komorek, staty si¢ podstawa dalszych testow nad
wirusem jako czynnikiem onkolitycznym. Doswiad-
czalnie wykazano, ze reowirusy, oprocz szlaku sygna-
lizacyjnego c-RAS potrzebuja do przeprowadzania
replikacji aktywnosci RalGEF i p38. Wykazano zbiez-
nos¢ aktywnosci szlakéw RalGEF i p38 oraz c-RAS
w wielu ludzkich nowotworach. Sadzi si¢, ze wtasnie
one moga bra¢ znaczny udzial w terapii przeciw-
nowotworowej. Proponowane jest zastosowanie reo-
wiruséw w terapii medulloblastomy (MB), nowotworu
trzustki, jelita grubego, jajnika i piersi. Niezbgdne sa
jednak dalsze badania nad mechanizmami wlasciwosci
onkolitycznych tych wirusow [4, 15, 24, 35].

4. Wystepowanie zakazen u ludzi

Sposrod 9 rodzajow rodziny Reoviridae, cztery
z nich — orthoreowirusy, coltiwirusy, rotawirusy oraz
orbiwirusy powoduja zakazenia u ludzi. Wigkszos¢
z nich moze przebiega¢ bezobjawowo, czego wynikiem
jest powszechno$¢ wystepowania przeciwciat prze-
ciwko reowirusom w surowicy u ludzi dorostych.
U dzieci wszystkie serotypy reowirusow stwierdzano
w przebiegu infekcji gornych drog oddechowych, sta-
nach zapalnych jelit, biegunce, stanach goraczkowych,
a takze u dzieci zdrowych. Nie udalo si¢ potwierdzi¢
Scistej relacji pomigdzy wystgpowaniem objawoéw cho-
roby a zakazeniem reowirusami [2, 23]
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Czegstym schorzeniem wywolywanym przez reowi-
rusy jest kleszczowa goraczka Kolorado, najczesciej
notowana na terenie USA. Choroba jest przenoszona
przez kleszcza drzewnego D. andersoni. Replikacja
wirusa przebiega w gruczotach limfoidalnych, sledzio-
nie, sercu i watrobie. Przebieg choroby jest zazwyczaj
tagodny, czgsto nawet nie dochodzi do zdiagnozowa-
nia jej przez lekarza lub jest mylona z innymi jednost-
kami chorobowymi. Przypadki o cigzkim przebiegu sa
niezwykle rzadkie, natomiast do $mierci moze doj$¢
jedynie w wyniku powiktan [2, 23].

Ludzkie rotawirusy powoduja gléwnie zapalenia
zotadka i jelit u dzieci w wieku od 6 do 24 miesigcy
zycia. Wirus rozprzestrzenia si¢ droga doustng prowa-
dzac do infekcji w gornych odcinkach przewodu po-
karmowego. Po krotkim okresie inkubacji dochodzi
do szeregu zmian w fizjologicznym funkcjonowaniu
narzadow. Rotawirusy zakazaja przede wszystkim ko-
morki kosmkéw jelita cienkiego prowadzac do silnych
biegunek, natomiast nie stwierdza si¢ ich w blonie $lu-
zowej. Namnazajac si¢ w enterocytach zaburzaja ich
funkcje transportowe. Wirus wydalany jest w kale
przez okres 2—12 dni. Rekonwalescencja moze trwaé
do 8 tygodni. Smiertelno$¢ w przebiegu zakazen rota-
wirusowych wynosi 10-20%. U os6b dorostych za-
kazenie przebiega bardzo tagodnie lub bezobjawowo.
W celu zabezpieczenia przed zachorowaniem stoso-
wane sa szczepienia profilaktyczne u dzieci w pierw-
szych 24 tygodniach zycia [2, 23].

5. Zakazenia u trzody chlewnej

U $win zidentyfikowano reowirusy typu 1 oraz
typu 3 jak rowniez infekcje wywolane przez rotawirusy
oraz orbiwirusy. Wirusy te byty izolowane od zdrowych
zwierzat jak i z objawami klinicznymi ze strony prze-
wodu pokarmowego. Przeciwciala przeciwko reowiru-
som przekazywane przez matkge swemu potomstwu
chronig je przez okoto 11 tygodni, po czym zwierzgta
staja si¢ wrazliwe na zakazenie. Do zakazenia dochodzi
glownie przez przewod pokarmowy i oddechowy, sa to
gléwne miejsca replikacji tych wirusow. Proby wywo-
tania choroby w warunkach laboratoryjnych przez za-
kazenie donosowe lub dootrzewnowe prosiat szczepa-
mi reowirudw pochodzacymi od $win lub cztowieka
najczesciej powodowaly jedynie krotkotrwata goracz-
ke bez innych objawow klinicznych. Wirusy wydalane
sa z kalem 1 z wydzielina z jamy nosowej od 24 godzi-
ny po zakazeniu. Siewstwo wirusa trwa przez okoto
2 tygodnie. Zakazenie przebiega najczgsciej tagodnie
z objawami goraczki oraz zaburzeniami taknienia po-
woduje miejscowa atrofi¢ kosmkow jelita krgtego
1 czczego. Przy zakazeniu drog oddechowych obserwu-
je sig agregacje limfocytow i makrofagdow w pecherzy-
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kach ptucnych oraz nacieki limfocytow w grudkach
okolooskrzelikowych. Zakazenia reowirusami u §win
nie stanowia znaczacego problemu ekonomicznego, nie
opracowano metod ich leczenia i zapobiegania [42].

6. Reowirusy u drobiu

U ptakow zakazenia wywotywane sa przez wirusy
nalezace do rodzaju Orthoreovirus. ARV posiadaja
cechy morfologiczne i fizykochemiczne zblizone do
reowirusoOw ssakoéw. Roznice pomigdzy nimi polegaja
na braku zdolno$ci aglutynowania krwinek przez reo-
wirusy ptasie oraz typie efektu cytopatycznego indu-
kowanego w hodowlach komoérkowych. ARV w od-
roznieniu od MRV wywohuja fuzje komorek [32, 36,
37, 39]. Brak aktywnoS$ci fuzogenicznej reowiruséw
ssakow wynika z ré6znic w segmencie S1. Reowirusy
ptasie zawieraja w tym segmencie trzy otwarte ramki
odczytu kodujace biatka p10, p17 oraz oC, natomiast
MRYV koduja biatko o1 pelniace podobna funkcje¢ do
oC, nie posiadaja jednak genu dla biatka p10 wywotu-
jacego fuzj¢ komorek gospodarza [39, 40].

Zakazenia reowirusami wystepuja najczesciej u kur.
U kurczat sa przyczyna zapalenia stawdw, zapalenia
osierdzia i mig$nia sercowego, syndromu ztego wchta-
niania, stanéw zapalnych jelit, zapalenia watroby,
atrofii bursy Fabrycjusza i grasicy, ostrych i chronicz-
nych choréb uktadu oddechowego. Sa one immuno-
supresorami. Obecno$¢ reowiruséw stwierdzono takze
w narzadach wewngetrznych ptakéw klinicznie zdro-
wych [19, 25, 31].

Zakazenia ARV moga rozprzestrzenia¢ si¢ na dro-
dze poziomej i pionowej. Transmisja pozioma odbywa
si¢ przez kontakt bezposredni z zakazonymi ptakami
oraz posredni poprzez zakazona $cidtke, wode 1 pasze
[43]. Do przenoszenia zakazen dochodzi rowniez droga
pionowa poprzez jaja wylggowe jezeli nioski zostaty
zakazone przed niesnoscia lub juz w czasie jej trwania.
Odsetek jaj zakazonych wynosi od kilku do kilkunastu
procent, ale wylezone piskleta juz w czasie klucia moga
zakazac piskleta zdrowe droga pozioma. Jest to istotna
droga rozprzestrzeniania wirusa, gdyz najbardziej wraz-
liwe na zakazenie sa pisklgta w pierwszych dniach zy-
cia. Wrazliwos$¢ na zakazenie zmniejsza si¢ wraz z wie-
kiem ptakow i rozwojem uktadu immunologicznego,
podobnie jest w przypadku wielu innych wirusow
[31]. Przebieg zakazenia reowirusami u ptakow zalezy
od wielu czynnikow, do ktorych mozna zaliczy¢: wiek
ptakow i ich wrazliwo$é, patogennosé szczepu zakaza-
jacego, droge zakazenia, obecnos¢ swoistych przeciw-
ciat, wystgpowanie innych zakazen oraz warunki utrzy-
mania. Nablonki jelit cienkich oraz bursy Fabrycjusza
odgrywaja wazna rol¢ w patogenezie zakazen. Sa one
miejscem pierwotnej replikacji reowirusoOw, po czym
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wirus rozprzestrzenia si¢ w ciagu 24-48 godzin do in-
nych tkanek i narzadoéw, zakazenie ma charakter pan-
tropowy [25, 31, 32].

Wirusowe zapalenie stawow i pochewek Scigg-
nowych u kur dotyczy gtownie ptakow ras migsnych
w wieku 4-7 tygodni. Okres wylggania choroby wy-
nosi od kilku do kilkunastu dni, zalezy on od drogi
zakazenia, wieku zainfekowanych ptakow jak rowniez
patogennosci wirusa. W trakcie rozwoju choroby do-
chodzi gtéwnie do zapalenia w obrgbie stawu skoko-
wego, zapalenia bton maziowych manifestujacego si¢
obecnoscig ptynu wysigkowego z domieszka krwi we-
wnatrz torebki stawowej oraz zgrubienia §ciggien ze
zmianami nekrotycznymi. Mikroskopowo widoczne
moga by¢ zmiany w watrobie, §ledzionie, bursie Fabry-
cjusza 1 migsniu sercowym. Glownym objawem jest
jedno- Iub dwustronna kulawizna. Ponadto widoczny
jest obrzek stawow i Sciggien, takze poduszek stop. Nie-
jednokrotnie dochodzi do rozerwania $ciggna lub migs-
nia brzuchatego tydki. U ptakoéw wystepuje wyrazny
brak apetytu, sa kartlowate i apatyczne. Zachorowalno$¢
ptakéw w stadzie moze sigga¢ nawet do 100% przy kil-
kunastoprocentowej $miertelnosci [10]. W diagnostyce
réznicowej nalezy bra¢ pod uwage zapalenia stawow
wywolane przez Mycoplasma synoviae 1 Staphylococ-
cus aureus. Moga to by¢ jednoczesnie patogeny wikta-
jace zakazenie stawow na tle wirusowym [10, 25].

Kolejna jednostka chorobowa zwiazana z zakaze-
niem ARV jest syndrom zlego wchtaniania (zakazne
zahamowanie wzrostu u brojleréw). Choroba dotyczy
kurczat brojleréw w 1-3 tygodniach zycia. Infekcja
uktadu pokarmowego prowadzi do zmian niezytowych,
uszkodzenia kosmkow jelitowych, wypetnienia jelit
niestrawionym pokarmem, a w konsekwencji stabsze
wchlanianie i zmniejszenie przyrostow masy ciata. Ob-
jawami towarzyszacymi sa zapalenie mig$nia sercowe-
g0, atrofia bursy Fabrycjusza i trzustki, a takze zmiany
w gltowcee kosci udowej. U zakazonych ptakéw widocz-
ne sa ubytki w upierzeniu, zahamowanie wzrostu, trud-
no$ci w poruszaniu sig¢, biegunka. We krwi chorych
ptakow stwierdza si¢ wysoki poziom karotenoidow
i wzrost aktywnosci fosfatazy alkalicznej [19, 25, 31].

W Polsce od konca lat 90-tych XX w notowano
w stadach kurczat brojlerow liczne przypadki zaka-
zenia ARV o ostrym przebiegu potaczone ze znaczna
$miertelnos$cia ptakow. Reowiroza ma najczgsciej
przebieg gwattowny u 6—14 dniowych kurczat. Okres
inkubacji choroby wynosi od kilku do kilkunastu dni
1 jest on krotszy u kurczat zakazonych pionowo poprzez
jaja wylegowe. W pierwszym stadium choroby, tzw.
fazie ostrej obserwuje si¢ apatig, obnizone taknienie,
kulawizng. Sekcyjnie stwierdza si¢ zmiany w watro-
bie i $ledzionie, ktore sa powigkszone i przekrwione
z ogniskami nekrotycznymi. Widoczne sa rowniez wy-
broczyny w sercu, atrofia bursy Fabrycjusza i grasicy
oraz przekrwienie pluc i nerek. Faza chroniczna wy-
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stepuje u ptakow, ktore przezyty faze ostra. Notowane
wowczas sa objawy przypominajace wirusowe zapale-
nie stawow jak: obrzeki stawdw, zaburzenia motorycz-
ne oraz zahamowanie wzrostu. Pogrubieniu ulega to-
rebka watroby i worek osierdziowy. Notuje si¢ takze
rozlegla martwice nerek, watroby i Sledziony. W gra-
sicy 1 bursie Fabrycjusza zanikaja komorki limfoidalne.
W przebiegu reowirozy $miertelno$¢ moze wynosic¢
nawet 80% ptakow w stadzie, przy czym ptaki padaja
gtéwnie w ostrej fazie choroby [25, 31, 32, 34].

ARV moga powodowa¢ u zakazonych ptakow
znacznego stopnia immunosupresj¢ komodrkowsa jak
i humoralna. Dziatanie to jest zwiazane z miejscem ich
pierwotnej replikacji odbywajacej si¢ w bursie Fabry-
cjusza. Uposledzeniu ulega produkcja limfocytow B,
obnizeniu ulega rowniez odsetek subpopulacji limfo-
cytow T we krwi obwodowej ptakow. Takie dzialanie
moze by¢ przyczyna obnizenia skutecznos$ci szczepien
profilaktycznych stosowanych u ptakow [10, 38].

7. Diagnostyka zakazen

Obecnos¢ zakazen reowirusami mozna wykazac
bezposrednio poprzez stwierdzenie obecnosci wirusa
w narzadach wewngtrznych oraz ptynach ustrojowych
jak tez posrednio poprzez wykrycie swoistych przeciw-
cial. Izolacj¢ wirusa wykonuje si¢ materialem uzys-
kanym od padtych lub chorych ptakéw w hodowlach
komorkowych badz w zarodkach kurzych. Obecno$é
wirusa w tkankach zmienionych narzadow wewngtrz-
nych mozna stwierdzi¢ takze metoda immunofluores-
cencji (IF). Coraz powszechniej do wykrywania pa-
togenow zarowno wirusowych jak i bakteryjnych sa
stosowane techniki biologii molekularnej pozwalaja-
ce na stwierdzeniu obecnos$ci materialu genetycznego
w tkankach pobranych od ptakéow. Zastosowanie znalazt
test polimerazowej reakcji amplifikacji (RT-PCR) wy-
krywajacy najczgsciej sekwencje segmentow S1 i1 S4.
Biatko oC kodowane jest przez cistron segmentu S1
1 jest odpowiedzialne za przytaczanie do zakazanej ko-
morki natomiast biatko oNS kodowane przez segment
S4 spetnia istotna role w pakowaniu RNA oraz proce-
sie replikacji wirusa. Sa to najlepiej poznane biatka reo-
wirusow pod wzgledem ich sekwencji oraz funkcji [7].

Do wykrywania obecnos$ci przeciwcial przeciwko
reowirusom w surowicy ptakow powszechnie stosuje
si¢ test immunoenzymatyczny ELISA oraz odczyn im-
munodyfuzji w zelu agarowym (AGID) [31].

8. Immunoprofilaktyka
Ze wzgledu na powszechne wystgpowanie, fatwosé

rozprzestrzeniania zakazen poprzez transmisj¢ pionowa
i pozioma reowiruséw nie jest mozliwa petna ochrona
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stad ptakow przed kontaktem z tym patogenem. Jedyna
skuteczna forma ograniczania i zapobiegania skutkom
zakazen reowirusami sa szczepienia profilaktyczne.
Swoista immunoprofilaktyka stad rodzicielskich oraz
kurczat brojleréw stymuluje produkcje swoistych prze-
ciwcial. Wysoki poziom przeciwcial przeciwko reowi-
rusom w stadzie rodzicielskim przekazywany jest z mat-
ki na potomstwo. Na rynku dostgpne sa szczepionki
zywe oparte na szczepach atentowanych jak i inakty-
wowane jedno lub wielo wazne. Program szczepien
profilaktycznych uzalezniony jest od sytuacji epidemio-
logicznej na danym terenie, obejmuje on szczepienie
szczepionka zywa a nastgpnie szczepionka inaktywo-
wana [18, 31].

9. Podsumowanie

Reowirusy po raz pierwszy zostaty wyizolowane
w 1951 roku. Sa one bezotoczkowymi wirusami DNA
charakteryzujace si¢ sferycznym kapsydem o $rednicy
ok. 850 L. Kapsyd jest zbudowany z dwoch koncen-
trycznych warstw co zapewnia znaczng odporno$¢ wi-
rusa na czynniki fizykochemiczne. Genom wystepuje
w postaci 10—12 segmentow dsRNA. Segmenty po-
dzielono na 3 klasy: S, M oraz L w zaleznoéci od ich
wielkoséci. Segmenty te zawieraja po jednej otwartej
ramce odczytu oprocz segmentu S1, ktory zawiera ich
3 lub 2 w zaleznosci od rodzaju reowiruséw. Genom
koduje biatka strukturalne tworzace kapsyd (AA, AB,
AC, uA, uB, oA, 0B, 0C), ktore powstaja bezposrednio
w czasie translacji oraz biatka niestrukturalne: biatka
uNS, oNS, pl0ipl7.

Wykazano powinowactwo reowirusow do komorek
nowotworowych. Sadzi si¢, ze mozliwe jest zastosowa-
nie reowirusOw w terapii nowotworowej medulloblas-
tomy (MB), nowotworu trzustki, jelita grubego, jajnika
i piersi. Niezbedne sa jednak dalsze badania nad mecha-
nizmami wlasciwosci onkolitycznych tych wirusow.

Cztery rodzaje reowiruséw — Orthoreovirusy, Colti-
virusy, Rotavirusy oraz Orbivirusy powoduja zakazenia
u ludzi, z ktorych wigkszo$¢ przebiega bezobjawowo.
Ludzkie rotawirusy powoduja najczesciej zapalenia
zotadka 1 jelit u dzieci od 6 do 24 miesiecy przez in-
fekcje gornych odcinkéw przewodu pokarmowego.

Swinie zakazane sa przez reowirusy typu 1 i 3 oraz
rotawirusy i orbiwirusy. Infekcja przebiega gtéwnie
droga pokarmowa i wziewna. Zakazenia przebiegaja
gtéwnie bezobjawowo lub tagodnie z krotkotrwata go-
raczka i biegunka.

Orthoreowirusy powoduja zakazenia u ptakow.
Najczgsciej zakazenia reowirusami wystepuja u kur
objawiajac si¢ zapaleniem stawow, osierdzia, mig$nia
sercowego, jelit i watroby. Powoduja atrofig¢ bursy
Fabrycjusza i grasicy. Wywoluja syndrom zlego wchia-
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niania, reowiroz¢ kurczat i wirusowe zapalenie sta-
woOw 1 pochewek $ciggnowych.

Diagnostyka zakazen reowirusami oparta jest za-
zwyczaj na izolacji wirusa, stwierdzeniu obecnosci
wirusa metodami immunofluorescencji, stwierdzeniu
obecnosci przeciwcial testem immunoenzymatycznym
ELISA. Ponadto stosuje si¢ reakcje tancuchowej am-
plifikacji (RT-PCR).

Jedynym skutecznym sposobem walki z reowi-
rusami jest immunoprofilaktyka oraz wdrozenie i prze-
strzeganie zasad bioasekuracji, dezynfekcja sprzgtu
1 pomieszczen.
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NAJNOWSZA HISTORIA POLSKIEJ MIKROBIOLOGII

Profesor Ludwik Hirszfeld
(5.08.1884 — 7.03.1954)

Ludwik Hirszfeld urodzit si¢ w Warszawie w spo-
lonizowanej rodzinie zydowskiej, bardzo silnie zwia-
zanej z tradycjami polskiej walki podziemnej. W wieku
18 lat wyjechal do Wiirzburga studiowaé¢ medycyne.
W trakcie tych studiow zdecydowat si¢ poswigcic pra-
cy naukowej. W wieku 19 lat przenidst si¢ do Berlina,
gdzie przez jeden semestr studiowat filozofig. Oprocz
medycyny interesowal si¢ bakteriologia i1 serologia.
Majac 22 lata rozpoczal przygotowanie pracy doktor-
skiej, ktora ukonczyt w 1907 roku z ocena eximia cum
Laude. Po doktoracie zatrudnit si¢ jako asystent w Za-
ktadzie Badan Raka w Heidelbergu. Po pewnym czasie
wraz ze wspotpracownikami rozpoczat pracg z zakresu
serologii i genetyki grup krwi u ludzi i zwierzat.

Po wyjezdzie do Zurichu Hirszfeld habilitowat sig
na podstawie prac o zwiazku zjawisk odpornosciowych
i krzepliwo$ci krwi. W trakcie habilitacji wyglosit pu-
bliczny odczyt zatytulowany ,,Zagadnienia dziedzicz-
no$ci w $wietle nauki o odpornosci”’. Jako mtody
docent prowadzit wyktady o chorobach zakaznych dla
studentow réznych wydziatoéw oraz kurs serologii dla
studentow medycyny.

Na wiadomo$¢ o wybuchu epidemii duru plamiste-
go w czasie I wojny swiatowej, Hirszfeld jako ochotnik
wyjezdza w 1915 roku do Serbii. Organizuje tam pra-
cownig¢ bakteriologiczna, jednoczesnie kieruje akcjami
zwalczania epidemii i prowadzi wyktady o chorobach
zakaznych. Wkrotce do Hirszfelda dotaczyta jego zona
Hanna. ,,Poznawali§my tam choroby, ktérych nie zna
Europa Srodkowa. Widziatem tam po raz pierwszy za-

razki duru powrotnego, zimnicy podzwrotnikowej nie-
znane nam objawy kliniczne” napisze pdzniej Hirszfeld
w ,,Historii jednego zycia”. Wraz z cofajaca si¢ armia
serbska Hirszfeldowie ewakuowani zostali do Albanii,
nastepnie trafili na Korfu, do Wtoch, Szwajcarii i do
Grecji, gdzie nadal pracowali na rzecz Serbii. W tym
czasie Hirszfeld zajmowal si¢ zwalczaniem epidemii
czerwonki oraz dziatal na rzecz stosowania transfuzji
krwi. Za swoja dziatalno$¢ wyrdzniony zostal przez
krola serbskiego honorowym obywatelstwem.

Po latach wojennej stuzby Hirszfeldowie w 1920 roku
powrocili do Polski. L. Hirszfeld wlaczyt si¢ w organi-
zowanie stuzby epidemiologicznej oraz zwalczanie epi-
demii choréb zakaznych na terytorium Polski i w prace
Komisji Przeciwepidemicznej Ligi Narodow. W roku
1918 powstat w Warszawie Zaktad Higieny, ktoérego
pierwszym dyrektorem zostal dr Ludwik Raichman,
a Hirszfeld zostat dyrektorem Dziatu Bakteriologii
i Medycyny Doswiadczalnej, kierownikiem Oddziatu
Kontroli Surowic i zastgpca dyrektora Raichmana (byt
nim do 1933 roku).

Roéwnoczesnie z dziatalno$cia organizacyjna i nau-
kowa 6wczesny docent Hirszfeld prowadzil wyktady
z nauki o odpornosci na Wolnej Wszechnicy Polskiej
(od 1924 roku), w roku 1926 po uzyskaniu docentury
(ponownej habilitacji) na Wydziale Lekarskim UW
prowadzit wyklady z serologii dla lekarzy. W tym sa-
mym roku na zaproszenie Wydziatu Farmaceutycznego
UW L. Hirszfeld rozpoczal prowadzenie zleconych wy-
ktadow z bakteriologii dla studentéw farmacji. Program
tych zajec 1 ilos¢ godzin catkowicie zalezata od wykta-
dowcy, ktory mogt jak pisze ,,wyktadaé catoksztatt bak-
teriologii”. Zajgcia te Hirszfeld prowadzit do 1930 roku.

W okresie pracy Hirszfelda w PZH prowadzono
badania bakteriologiczne potrzebne w akcjach zwalcza-
nia epidemii, ulepszano metody serodiagnostyki, przy-
gotowywano odczynniki dla pracowni diagnostycznych
i kontrolowano przebieg akcji szczepien. Rownolegle
do prac, jak to okreslat Hirszfeld ,,uzytkowych” kon-
tynuowane byly badania nad serologia i genetyka grup
krwi. W 1928 roku ukazata si¢ monografia Hirszfelda
,»Serologia konstytucjonalna”.

Ogromna ilo$¢ szczegdtowych informacji o swojej
i swoich wspotpracownikéw dzialalnosci naukowe;j,
osiagnigciach, uczestnictwie w pracy migdzynarodo-
wych organizacji oraz o wydarzeniach zwiazanych
z udziatem w zjazdach naukowych w bardzo skonden-
sowanej formie przedstawil Hirszfeld w kilku kroétkich
rozdziatach ,,Historii jednego zycia”.

W latach okupacji niemieckiej Hirszfeld zostat po-
zbawiony mozliwoSci pracy w zarzadzanym przez
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Niemcow Panstwowym Zaktadzie Higieny, a w 1941
roku zostat wraz z rodzina przeniesiony do Getta. Tu
wraz ze wspotpracownikami dziatat przy zwalczaniu
epidemii duru plamistego wykorzystujac szczepionke
Wejgla, zorganizowal Rad¢ Zdrowia. W ramach legal-
nego Kursy Przysposobienia Sanitarnego do walki
z epidemiami prowadzit tajne nauczanie akademickie,
w tym dla pierwszych dwoch lat studiow farmaceu-
tycznych. W 1942 roku Hirszfeldowie opuszczaja
Getto i ukrywaja sig¢ na terenie okupowanej Polski
w Kamiennej, Mitosnie, Lipce i Wesotej. Prawdo-
podobnie w tym czasie powstaje tekst waznej ksiazki
Hirszfelda ,,Jmmunologia og6lne”.

Po tragicznym okresie wojny i okupacji Profesor
L. Hirszfeld jest jednym z organizatoréw Uniwersytetu
w Lublinie, ktdrego prze pewien czas jest prorektorem.
Jak sam pisze ,,do Warszawy nie moglem i nie chcialem
wracac”. Mimo tego objat funkcje przewodniczacego
Rady Naukowej PZH. Dyrektorem PZH zostal wte-
dy jeden z kolegdéw i wspdlpracownikow Hirszfelda
prof. F. Przesmycki, p6zniejszy pierwszy kierownik
Katedry i Zaktadu Mikrobiologii i Higieny Wydziatu
Farmaceutycznego AM w Warszawie.

NAJNOWSZA HISTORIA POLSKIEJ MIKROBIOLOGII

W sierpni 1945 roku Ludwik Hirszfeld przyjechat
do Wroctawia gdzie organizowal zycie naukowe,
m.in. byt jednym z zatozycieli Wydzialu Lekarskiego,
ktorego zostal dziekanem. W 1954 roku utworzony
zostal we Wroctawiu Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN noszacy obecnie imi¢ Ludwika
Hirszfelda.

Profesor Ludwik Hirszfeld zmart 7 marce 1954 roku
we Wroctawiu i tam, na Cmentarzu $w. Wawrzynca
zostat pochowany.

PiSmiennictwo

1. Gorski A.: Nec Soli Cedit (artykul po§wigcony pamigci prof.
Ludwika Hirszfelda). http://www.iitd.pan.wroc.pl

2. Hirszfeld L.: Historia jednego zycia, Czytelnik — Warszawa
2000.

3. Pachecka J., Kowalski J. Tomaszewski P. (red.): Dzieje War-
szawskiego Wydzialu Farmaceutycznego 1926-2001, War-
szawa 2001

Bohdan J. Starosciak
Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej
Warszawski Uniwersytet Medyczny

W 55 ROCZNICE SMIERCI PROFESORA LUDWIKA HIRSZFELDA

W biezacym roku mingta 55 rocznica §mierci wybit-
nego polskiego naukowca, lekarza, immunologa i mikro-
biologa, prof. Ludwika Hirszfelda. Redakcja Postepow
Mikrobiologii postanowita z tej okazji opublikowac
wyktad L. Hirszfelda zatytutowany ,,Walka $wiata nie-
widzialnego z pozawidzialnym”. Jest to tekst odczytu
Profesora wygloszonego na I Dorocznym Zebraniu
Publicznym Wroctawskiego Towarzystwa Naukowego
w dniu 7.03.1948 roku. Ukazat si¢ on drukiem w Spra-
wozdaniach Wroctawskiego Towarzystwa Naukowego
(zesz. 3, 3—18, 1948) oraz jako osobna broszura.

L. Hirszfelda w swoim popularyzatorskim odczycie
przedstawia podstawowe informacje o groznych wi-
rusach chorobotwdrczych oraz po§wigca duzo miejsca
bakteriofagom — ,,virusom bakterii”. Pisze o wykorzys-
taniu bakteriofagdw w medycynie np.: o fagotypowa-
niu Salmonella oraz o mozliwo$ciach wykorzystania
bakteriofagow w terapii fagowe;j. Jakze aktualne jest
w tekscie z 1948 stwierdzenie: ,,Odkrycia czystej na-
uki moga by¢ obrocone dla dobra ludzkosci. Z kon-
fliktu migdzy $wiatem niewidzialnym a poza widzial-
nym mozemy ukuc¢ skuteczna bron dla ochrony zdrowia
i zycia cztowieka”.

W tym miejscu nalezy zwrdci¢ uwage na niedoce-
niana na ogoél role L. Hirszfelda we wprowadzeniu
w Polsce badan nad bakteriofagami i terapia fagowa,

ktore trwaja do dnia dzisiejszego. Prace te byly pro-
wadzone w Panstwowym Zaktadzie Higieny w czasie,
gdy Dzialem Bakteriologii i Medycyny Dos$wiad-
czalnej i calym pionem naukowym instytutu kierowat
Hirszfeld. Profesor wspomina: ,,jedna z asystentek
,,oglosita wartoéciowe prace o bakteriofagach, druga
zyskala sobie imig za granica dzigki pigknym pracom
o bakteriofagach”. Takze z osrodka Profesora Hirszfelda
pochodzity gotowe preparaty fagowe uzyte w Klinice
Chirurgii UJ w Krakowie w latach 1926-1927 w pierw-
szym w Polsce udokumentowanym opisie terapii fago-
wej. Bakteriofagi ,,zostaly sprowadzone” przez Profe-
sora Hirszfelda do Wroctawia po II wojnie swiatowe;j
— badania nad nimi i terapia fagowa kontynuowane sa
tam do dzisiaj. W tym czasie Hirszfeld byl jednym
z gtéwnych organizatoréw zycia naukowego oraz nau-
czania medycyny we Wroctawiu.

Redakcja Postepow Mikrobiologii

Przypominajac posta¢ Profesora L. Hirszfelda Od-
dziat Warszawski Polskiego Towarzystwa Immuno-
logii Do$wiadczalnej i Klinicznej zorganizowal w dniu
17.03.2009 konferencj¢ ,,Profesor Ludwik Hirszfeld
—wielki uczony, lekarz humanista i patriota — w 55 rocz-
nic¢ Smierci”.
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Na wstepie musz¢ wytlumaczyé te pozornie tak tajemnicze
okre§lenia: §wiata niewidzialnego i pozawidzialnego. Gdy
w XVII stuleciu Leecuwenhoek zbudowal pierwszy prymi-
tywny mikroskop, otworzyl on okno na nowy $wiat, Swiat nie-
mwidzialny golym okiem, widzialny jedynie za pomoca mikroskopu.
W istocie mikroskopu lezalo, ze rozmiary ponizej 0,2 mikrona
nie mogly by¢ dostrzegane przy pomocy promieni, na ktore jest
wrazliwe oko ludzkie. A zatem, poza $wiatem niewidzialnym
golym okiem, lecz widzialnym za pomoca mikroskopu, kryl sie
jeszeze tajemniczy $roiat pozamwidzialny. Metody stworzone w ciggu
ostatnich lat dwudziestu pozwolily na uchylenie rabka tej tajem-
nicy i otworzyly okno na Swiat pozawidzialny, niedostepny bez-
po$rednio dla oka ludzkiego.

Twory zamieszkujace Swiat niewidzialny golym okiem, ale
widzialny przy pomocy mikroskopu, graja olbrzymia rol¢ w prze-
mianie materii §wiata. One to rozszczepiaja istoty zywe na ich
sktadniki niezywe, one potrafia syntetyzowaé z prostszych skla-
dnikéw zlozone drobiny tworow zywych. W §wiecie niewidzial-
nym znajduja si¢ bakterie, ktore wywoluja wiekszo§é chordb
zakaznych. Walka ze $wiatem tych niewidzialnych wrogow jest
podstawa naszej walki z wieloma chorobami zakaznymi.

W czasie jednak, gdy zdawaé by si¢ moglo, ze uda si¢ roz-
wigzaé zagadke wszystkich choréb zakaznych, zauwazono, ze
liczne choroby nie mialy odpowiednika przyczynowego w okre-
Slonych drobnoustrojach. Czy 0,2 mikrona, stanowigce granicg
rozszczepialno$ci mikroskopu, sg granica zycia? Czy w Swie-
cie, niedostepnym dla spostrzegania przez oko ludzkie, znajduja
si¢ rOwniez zarazki chorobotworcze?

(3]
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Pytania te zadali sobie w koncu XIX stulecia Iwanowski,
Beijerinck (w 1897 r.), wreszecie Loeffler i Frosch (w 1898 r.).
Za pomocy saczkéw o porach tak waskich, ze zatrzymuja bak-
terie, oddzielili oni wszystkie twory wigksze od 0,2 mikrona
i badali czy przesacz, ktéry przeszed! przez pory, ma wlasnoéci
chorobotworcze. Okazalo sie woéwczas, ze 1 przesacz zawiera
czynniki zdolne do wywolywania choréb, zdolne do rozmna-
zania si¢ w zakazonym ustroju zwierzecym lub rodlinnym, ze —
jednym stowem — owe czynniki maja znamiona zycia. Twory
te nazwano zarazkami przesaczalnymi lub virusami, czyli jadami.
Choroby, ktére dziesiatkowaly ludzko$é jak ospa, ktére byly
tak grozne jak wscieklizna lub paraliz dzieciecy, schorzenia roslin
takie, jak choroba mozaikowa tytoniu i wiele innych, sa wywoly-
wane wlasnie przez zarazki przesaczalne. Zarazki te sa na ogél
dostosowane do komorki zwierzecej lub roslinnej tak dalece, ze
poza nig nie potrafia zyé; sa one przeto pasozytami zupelnymi.

Tak wige rozrézniamy makroorganizmy — widzialne golym
okiem, mikroorganizmy — niewidzialne, lecz uchwytne za po-
moca zwyklego mikroskopu, i zarazki przesaczalne czyli virusy —
stanowiace Swiat pozawidzialny.

Czym sa virusy? Czy maja ksztalt, czy tez — jak sadzili
niektérzy uczeni — posiadaja jedynie cechy zywego plynu?

W jaki sposéb stwierdzié wielko$é zarazkéow przesaczalnych,
ktérych nie mozna widzie¢ przy pomocy mikroskopu?

Zadanie to zostalo rozstrzygnigte w latach trzydziestych na-
szego stulecia. Zastosowano wiréwki o 100 000 obrotéw na minute.
Pod wplywem poteznych sit odsrodkowych udalo sie odwirowadé
zarazki przesaczalne, Im mniejszy jest zarazek, tym wigksza jest
jego powierzchnia w stosunku do jego obj¢toSci, tym trudniej
daje si¢ on odwirowaé. Mierzac szybkos¢, z jaka zarazek daje
si¢ odwirowaé, mozna bylo okreslié jego wielko§é. [nna metoda
polegala na saczeniu przez filiry o porach réznej wielkoéci.

Obie te metody uzupelnialy si¢ wzajemnie i umozliwily
stwierdzenie wymiaréw zarazkow pozawidzialnych. Mimo, Ze nie-
dostepne dla wzroku, zarazki przesaczalne staly si¢ wymierne.
W Swiecie pozawidzialnym stwierdzono wszelkie przejécia od vi-
ruséw, nie o wiele mniejszych od bakteryj, jakie w postaci za-
barwionej dostrzegamy nawet przez zwykly mikroskop, az do po-
staci tak drobnych, ze nie réznig si¢ wielko$cia od drobiny he-
moglobiny lub fibroglobuliny.
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Swiat pozawidzialny jest zaludniony przez twory o najrézno-
rodniejszych wymiarach (p. rys. 1).

Zarazcek Srednica
W pu

Ziarenkowce

Rickeitsie
Choroba papuzia
Moluscnm contagiosum

Ospa

Opryszezka

Wicieklizna
Lymphogranuloma inguinale
Tulluenza

Micsak Roussa

Pomor kur

Bakteriofagi

Zélta febra

Choroba pyska i racie

Poliomyelitis .15
Drobina bialka] .10

Rys. 1. Wielko$é zarazkéw przesaczal-
nych wmilimikronach (wg Topley’a).
Niektore zarazki, jak np. virus choroby
papuziej lub ospy, znajduja sie na
granicy widzialnoéci optyeznej, inne
za$, m. in. bakteriofagi, sa niewidzial-
ne nawet przez mikroskop optyczny

Rys. 2. Krysztaly bialek viruso-
wych (wg Stanley’a).

U gory zarazek choroby mozaiko-
we] tytoniu; u dolu zarazek cho-
roby ,,Bushy stunt™.

i leza juz na pograniczu wielkosci Zdjgeia w mikroskopie elekiro-
drobin biaika. nowym.

Dyskusja, dotyczaca poczatkéow zycia, zapoczatkowana przez
Spalanzani’ego, rozsirzygnieta pozornie przez Pasteura,
odzyla na nowo juz nie na pograniczu $wiata niewidzialnego
o wymiarach powyzej 0.2 mikrona, lecz przeniosta si¢ na inne
pogranicze, na to, w ktorym twory pozawidzialne zblizaja sie
swoimi wymiarami do drobin materii martwej. Stanleyowi
udalo si¢ otrzymaé krysztaly wysokodrobinowego biatka, maja-
cego wszelkie cechy zarazka przesaczalnego (p. rys. 2).

Nie jest jednak zadaniem tego odczytu omawianie zagadnie-
nia zaczatkow zycia z punktu widzenia danych o virusach.
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Dalszy postep umozliwito odkrycie mikroskopu elekirono-
wego przez Ruske (w (938 r).
Jesh odkrywea mikroskopu — l.e-
cuwenhock —otworzyl nam okno
na Swiat niewidzialny, to Ruska
uczynit to dla $wiata pozawidzial-
nego. Zasada mikroskopu elekiro-
nowego jesl prosia:  zamiast od-
chylania promieni przez soczewke
szklana, poiczne elekiromagnesy od-
chylaja strumicnice clektronow. Po-
wickszenic moze dochodzié nie do
2000 razy, jak w mikroskopie zwy-

Rys. 3. Virus influcnzy (wedlug ktym, leez do kilkuset tysicey razy.
Taylora i wspélpr.) w porownaniu : -

7 bakteria zapalenia pluc (wedlug Mikroskop elektronowy  uwi-
Mudda i wsp6lpr.). dacznia nie tylko roznice wielkoSel,

7djecia w mikroskopie clekiro-
nowym.

leez 1 ksztatty virusow  (p. rvs. 3).
Moga once byé najrozniejsze: okra-
gle, kanciaste, podluzne — jednym stowem, bogactwo form na-
tury, ktore nas tak uderza w Swiecie widzialnym. istnicje rowniez
w Swiecie pozawidzialuym.

Przejdzmy obecnic do kontlikin mi¢dzy bakteriami a tworami
przesaczalnymi. Pierwsze siwierdzenie tego konflikiu nastapifo
w czasic Wielkicj Wojny. Badacz angiclski Twort zauwazyl
(w 1917 r.) male nadzerki na hodowlach bakteryjnych. Nadzerki te
daty sie przenie$é na hodowle $wieza, co wskazywalo 7z wielkim
prawdopodobicnstwem, ze wywolaly je twory zywe. Najwicksza jed-
nak zasfuga w wy$wietleniu tego zjawiska przypada badaczowi fran-
cuskiemu d’Hérelle’owi. Jego pierwsze doswiadczenie (w 1918 1)
bylo proste: w przesaczach katu osobnikow chorych na czer-
wonke stwierdzif on czynnik, ktéry rozpuszczal bakterie czer-
wonkowe, albo raczej nie dopuszezal do wzrosiu ich hodowli.
Posiane hodowle plynne pozostawaly przezroczyste. Hodowle aga-
rowe wykazywaly pustc miejsca, nazwane przez aulora taches vier-
ges (plamami dziewiczymi), co Szymanowski spolszezyl, nazy-
wajac je lysinkami (p. rys. 4). Czynnik ten, rozpuszezajacy bakterie,
byl od samego poczatku ujmowany przez odkrywce jako zawie-
rajacy zywe twory, nazwanc przez niego bakteriofagami. Zauwa-
zono, ze¢ bakteriofagi rozmnazaja si¢c w ezasie rozpuszezania
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bakterii. Bakterie mariwe lub stare nie zostaja rozpuszczoue.
W poczatkowym okresie rozwoju, gdy bakterie znajduja si¢
w tzw. logarytmicznej fazie wzrostu, wiaza one bakteriofagi
i pod ich wplywem powstaje jak
edyby wewnatrzkomdrkowa eks-
plozja: bakterie rozpadaja si¢ na
czgsteczki tak drobne, ze prze-
chodza one przez saczki. W prze-
sagczu  rozpuszczonych  bakterii
stwierdzamy zatem: utamki bak-
teril 1 Ow rozpuszczajacy je ta-
jemniczy czynnik, wywolujacy cho-
robe 1 $mieré mlodych postaci
bakteryjnych: bakteriofag.

Coz to sa bakteriofagi? D" H ¢-
relle stworzyl wspanialy obraz o i .
walki miedzy bakteriofagiem a bak- fys. 4&33‘]31;1 :j{[ll{zlfglla]i}’la;mkicm
teria, walki, ktére] widownia jest 7 ’ .
nawiedzony przez bakterie makroorganizm. Bakteriofagi dziataty
w tak nieprawdopodobnie matej itloSci, niszezyly bakterie tak
doszezetnie, sila ich tak przewyzszala mozliwosei odpornoéciowe
makroorganizmu, ze twory te wedlug d'Hércelle’a musiaty
gra¢ role w rozgrywce micdzy $wiatem widzialnym a niewi-
dzialnym. T rzeczywiscie, spostrzezenia d’Hérelle’a wska-
zywaly na to, ze przebieg choroby zalezy od wspélobecenosei
bakteriofaga, ze on decyduje o tym, czy woda zakazona zaraz-
kiem cholery wywola grozna epidemie, czy samowygasajace
schorzenie. Wizja walki miedzy Zywymi tworami niewidziai-
nymi a pozawidzialnymi jest zastuga d'Hérclle’a. Ale wladnie
potgga tej wizji 1 jej piekno budzily zastrzezenia. Na czym
opicral sie d’"Hérelle twierdzac, ze bakteriofag jest iworem

zywym?

W latach dwudziestych wysuwano dwa dowody. Pierwszy —
to sam fakt wzrostu w Srodowisku niejednorodnym. Wzrost
w Srodowisku jednorodnym nie dowodzi zycia — krysztaly prze-
ciez rosng w przesyconym danag substancja plynie, wzrost
natomiast w bulionie zawierajacym mtode bakterie byl dla
d’Hérelle’a dowodem istnienia zycia. Drugiego dowodu dopa-
trywal si¢ dHérelle w zjawisku dostosowywania si¢ bakterio-
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fagoéw do bakterii. Bakteriofagi, hodowane na pewnych gatun-
kach bakteryjnych, zmienialy swoje wlasnoSci i przystosowy-
waly si¢ do mnich tak dalece, ze w koficu rozpuszczaly tylko
pewne gatunki drobnoustrojéw. Zjawisko to bylo tak uderzajace,
ze d’Hérelle wyobrazal sobie przez pewien czas istnienie
jakiej§ jednolitej postaci bakteriofaga, ktérego swoisto§é w sto-
sunku do réznych gatunkéw bakteryjnych tlumaczy sie jego
wiorna adaptacja.

Nauka zajela si¢ przede wszystkim pierwszym zagadnieniem:
czy mozna wytlumaczyé wzrost bakteriofaga inaczej niz faktem
zycia?

Wszystkie owczesne teorie probowaly wytlumaczyé fakt
wzrostu bakteriofagow, nie siegajac do fantastycznej hipotezy
zywego Swiata pozawidzialnego. Bail wysunal hipoteze, ze bak-
teriofagi sa to ulamki cial bakteryjnych zdolne do wszczynania
procesow rozpadu, ale niezdolne do inicjowania rekonstrukcji
bakterii. Bordet méwit o dziedzicznym odchyleniu metabolizmu
(czyli przemiany materii) w bakteriach, Hadley dopatrywal sie
w bakteriofagach pewnych form rozwojowych baktcrii.

Moze najradykalniej préobowali usunaé z nauki obraz zyja-
cego §&wiata pozawidzialnego: badacz japofiski Kabashima
i badacz szwajcarski Dorr. Procesy chemiczne moga przecicz
ulec przys$pieszeniu przez katalizatory, je§li wiec katalizatory
same powstaja w przebiegu danej reakcji chemicznej, to szybkosé
tej reakcji musi sie pot¢gowaé. Procesy takie nazywamy aufoka-
taliza 1 w ich przebiegu mozemy otrzymaé wzrost produktow
rozpadu, ktory nie jest zyciem, choé moze na zycie wygladaé.
Rozpuszczanie bakterii przez bakteriofag i rozmnazanie si¢
bakteriofaga w czasie tego rozpadu mogloby byé zatem wyrazem
proceséw autokatalitycznych. Podobnie, jak nie mozemy uwazaé
faktu narastania lawiny za objaw Zycia, tak rozmnazanie si¢
bakteriofagow w przebiegu rozpadu mitodych form moze, ale nie
musi znamionowac zycia.

Na tym poziomie stane¢taby dyskusja nad istota bakteriofaga,
gdyby nie przyszedl z pomoca wspanialy rozwéj badan nad za-
razkami przesgczalnymi. Metody, o ktéorych wspomnialem na po-
czatku, wykazaly réznorodno$é form i wymiaréw tworow Swiata
pozawidzialnego. Gdy jednak do pomocy stanal mikroskop elek-
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tronowy, okres§lono postacie poszezegélnych viruséw. Zauwazono
tez, ze zagadnienia dotyczace zarazkéw przesaczalnych moga
mie¢ zastosowanie rowniez do zycia bakteriofagow.

Nastepujace przyklady niech zilustrujg glebie tych proble-
matow, zwigzanych z powstaniem Zycia w ogdle.

Istnieja nowotwory u kur, wywolane przez zarazek przesa-
czalny o okre§lonej wielkosci (migsak Roussa). Mozemy jednak
wywolaé ten nowotwor u kazdej prawie kury, wsirzykujac domie-
$niowo miazge embrionalng i arsen. Wywolujemy w ten sposéb
nowotwor przeszezepialny, zawierajacy zarazek przesaczalny.

Jak wytlumaczyé to zjawisko? Czy zarazek ten istnial w po-
zornie zdrowej kurze, ale w stanie rownowagi z komoérka —
rownowagi, ktéra naruszyliSmy przez zabieg — czy tez produkty
rozpadu komorki maja zdolno$é wywolywania dalszych proceséw
destrukcyjnych droga autokatalizy?

Inny przyklad: w réznych chorobach wystepuje opryszczka,
mozemy jednak zawarto§é jej przenie$¢ na oko krolika, wywo-
tujac charakterystyczne schorzenie oka i mozgowia. Stajemy przed
tym samym zagadnienicm: czy zarazek opryszczki istnial przed-
tem, ale w réwnowadze z komdrka makroorganizmu, czy tez
rozne czynniki zmienily metabolizm komorki na autokatalityczny?

Za pomoca wirowania roézniczkowego, ultrafiltracji 1 mikro-
skopu elektronowego oznaczono wielko$¢é zarazkéw przesaczal-
nych. Gdy zastosowano te metody do baktcriofagéw, okazalo sie,
ze 1 tutaj mozna stwierdzi¢ postacie o roéznych ksztaltach 1 wiel-
kosciach (p. rys. 5 na str. nast¢pnej).

Okazalo sie tez, ze bakteriofagi zachowuja swdj ksztalt
i swoja wielko§¢, nie zmieniajac si¢ bynajmniej w czasie roznych
procesOw adaptacyjnych.

Probowano juz przedtem mierzyé ilo§é bakteriofagow. Gdy po-
dziataé bakteriofagiem na koloni¢ bakteryjna, wyrosla na podlo-
zach starych, uzyskuje si¢ rézne stopnie rozpuszczenia — od zupel-
nej lizy az do lysinek roznej wielkoéci. Liczba lysinek odpowiada
liczbie bakteriofagéw, a ich ksztalt i wielko$¢ sa charakterystyczne
dla rozmaitych bakteriofagow.

Badania te, wykazujace morfotyczny, a nie ptynny charakter
bakteriofagéw, zostaly potwierdzone przez spostirzezenia w mikro-
skopie elektronowym.
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Rys. 5. Ksztalty bakteriofagéw (wedlug Ruski).
Zdjecia w mikroskopie elektronowym.

Wreszcie mozna bylo odiworzyé sam proces ataku. Rys. 6
ilustruje, jak bakteriofagi zblizajg sie do bakterii, jak zlobia sobie
droge i jak w pewnej chwili wywoluja rozpad, przypominajacy
wewnatrzkomérkowa eksplozje.

Rys. 6. Atak bakteriofaga na bakterie (wedlug Ruski).
Zdjecia w mikroskopie elektronowym.

Wszystkie te badania potwierdzily pierwotna hipoteze d’H é -
relle’a o zywej istocie bakteriofagéw. Blizsza analiza dzialania
bakteriofagéw wskazywala réwniez na procesy biologiczne, w kté-
rych oba twory, bakterie i bakteriofagi, przejawialy nadzwyczajna
zdolnoé§é wzajemnej adaptacji.

Przyjrzyjmy si¢ procesom, jakie odbywaja si¢ w rozpuszczo-
nej hodowli bakterii. Hodowla taka zawiera rozmnozone bakte-
riofagi i szczatki bakterii. Dla pewnoéci przefilirujmy hodowle
tak, ze wszystkie twory wielkos$ci bakterii nienaruszoncj zostana
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odfiltrowane. Ot6z przezroczysta hodowla po pewnym czasie met-
nieje. Polega to na odrodzeniu si¢ bakterii z ich ulamkéw, ktére
widocznie posiadaja wlasno$é regeneracji. Bakterie powstatle z tych
ulamkéw sa jednak niezupelnie identyczne z bakteriami wyjscio-
wymi. Odzyly one w warunkach, gdy dzialal na nie bakteriofag,
mogly przeto powstaé tylko w postaci niewrazliwej na jego dzia-
fanic. Bakterie takie maja na ogol nieco inne znamiona bioche-
miczne. Obserwujemy zatem powstanie nowych ras bakterii
o cechach odmiennych — mozemy to w pewnym stopniu poréw-
naé¢ z mutacja makroorganizmow. Ale mutacje makroorganizméw
mozna wywolywaé takze sztucznie, za pomoca promieni wnika-
jacych w glab plazmy zarodkowej, gdzie wywoluja one zmiany
w genach. Tu mamy jednak do czynienia z wymiarami nie o wiele
wickszymi niz geny, z czasteczkami zdolnymi do regeneracji,
niejako z obnazonymi genami bakteryjnymi. Nic tez dziwnego,
z¢ twory pozawidzialne wywoluja w starciu z bakteriami roztu-
panymi na drobne czasteczki odmiany, ktére musimy uznaé za
nowe rasy.

Na czym polega ta zdolnoéé przeobrazania si¢? Pytanie to
wigze si¢ z zagadnieniem ogélnym: jak powstaja nowe cechy, jak
wytlumaczyé sobie poczatek nowych gatunkow?

Dwie teorie walczyly tu o zwyciestwo: lamarckizm, uznajacy
bezposredni wplyw ksztaltujacy otoczenia, i darwinizm, tluma-
czacy powstawanie gatunkow selekeja cech preegzystujacych,
korzystnych w walce o byt. Wspélezesna biologia wyjasnila
w duzym stopniu t¢ sprzeczno$§é. Mutacje stanowia o wystigpo-
waniu nowych cech, selekcja za§ dba o to, by byly one zycio-
dajne. Jesli zmniejszaja one szanse zyciowe osobnika, dane
odmiany gina.

Tu, w §wiecie mikroorganizméw, spotykamy konflikt podobny.
Istnieja w naturze rasy bakterii niewrazliwych na bakteriofagi.
Takze w hodowlach bakteryjnych spotykamy czesto kolonie wraz-
liwe i niewrazliwe. By¢ moze, ze pod wplywem bakteriofagéw
nastepuje selekcja jedynie ras niewrazliwych. W kazdym razic
nie mozemy wylaczyé takiego ksztaltujacego wplywu zarazkow
pozawidzialnych na cechy bakterii. Réwnoczes$nie z tym spo-
strzegamy wspomniang juz adaptacje bakteriofagéw do bakterii,
adaptacje, ktéra wprowadzila bakteriofagi do metodyki bakterio-
logicznej: mozemy przy pomocy bakteriofagdw rozrézniaé rozne
gatunki bakterii.
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Aby zrozumieé zdolno$é bakteriofagow do adaptacji, omé-
wimy tu na kilku przyktadach zdolno$ci przystosowawcze zaraz-
kow przesaczalnych. Takimi sa zarazki wywolujace ospe, z6lta
febre i wscieklizne.

Pierwsza z tych chorob nalezala do najstraszniejszych plag,
ktére zawazyly na historii. Zauwazono jednak (Jenner), ze za-
razek ospy zmniejsza w ustroju krowy swa zjadliwo$é dla czlo-
wieka, Osobnik zakazony zarazkiem mniej zjadliwym jest odporny
na zarazek bardziej zjadliwy. Stwierdzono potem, ze wstrzykujac
zarazek ospy lub krowianki domézgowo lub podskornie, stwarzamy
odmiany zarazkéw bardziej dostosowanych do drogi wnikania.

Zastanowmy si¢ nad febra 26ita. Wywoluje ja zarazek prze-
saczalny, majacy powinowactwo do watroby i wywolujacy jej
degeneracje. Na tkanke mozgowa zarazek ten dziala w mniejszym
stopniu. Ale wstrzykni¢cie zarazka do mézgu ostabia powino-
wactwo do watroby, poteguje natomiast jego powinowactwo do
moézgu. Zmieniony w ten sposéb virus, tzw. neurotropomy, o ile
go wstrzyknaé podskornie, nie wywoluje wiecej zmian degenera-
cyjnych w watrobie, nie zagraza zdrowiu, natomiast uodpornia.

Podobnie tlumaczymy tez powstawanie szczepionki przeciw
whciekliznie z virusu ulicznego: polega ono na dostosowaniu sie
virusu do centralnego ukladu nerwowego z oslabicniem czy utrata
jego powinowactwa do ukladu nerwowego obwodowego. Nie
wiemy tylko, czy virus ospy, wécieklizny lub z6ttej febry sklada
si¢ z réznych odmian, powstalych kiedy§ w naturze, odmian,
ktére selekcjonujemy przez sztuczne skierowywanie zarazka do
poszczegdlnych narzadow, czy tez zarazki te dopicro w starciu
z komérka makroorganizmu wytwarzaja nowe odmiany. Tak wiec
badania nad virusami moga rzuci¢é pewne §wiatlo réwniez na
procesy, zachodzace w przebiegu starcia miedzy bakteriofagiem
a bakteria. Na podstawie tej analogii mozemy doszukiwaé sie
w ,zakazonych” bakteriach przemian i zjawisk, stwierdzonych
w zakazonym makroorganizmie.

Znane jest zjawisko tzw. zdromwego nosicielstroa, polegajace
na tym, ze zarazek krazy w makroorganiZmie nie wywolujac
choroby. Warunkiem tego wspoélzycia jest odporno$é wrodzona
albo nabyta pod wptywem zakazenia lub uodpornienia sztucznego.
Mamy woéwczas do czynienia z réwnowaga wzgledna miedzy
makro- 1 mikroorganizmem, ktéra mozemy naruszy¢. Takie jest zja-
wisko bezobjawowego nosicielstwa w zakazeniu makroorganizmu.
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Czy podobne zjawiska daja sie stwierdzié réowniez w Swiecie
bakterii?

Niejednokrotnie spotykamy w makroorganizmach réznice osob-
nicze we wrazliwo$ci na zarazki. Otéz istnieja rowniez szczepy
bakterii niewrazliwe na bakteriofagi. Podobnie jak zwierzeta sto-
sunkowo niewrazliwe na dane bakterie chorobotwércze moga byé
bezobjawowymi nosicielami, tak hodowle bakteryjne zawicraja
czesto bakteriofagi, ktéorym pozornie nie podlegaja. Hodowla taka
moze si¢ skladaé z wiekszosci bakterii niewrazliwych i malej iloci
wrazliwych, ktorych rozpuszczanic przez bakteriofagi umozliwia
bakteriofagom zycie. Nie zauwazamy tego jednak, gdyz powstale
drobne lysinki sa przeroénigte przez bakterie odporne. Poddajac
hodowle wrazliwe dzialaniu przesaczéw z takich szczepéw-no-
sicieli, mozemy stwierdzié istnienie nosicielstwa u bakterii. Po-
dobnie jak komérka makroorganizmu staje sie odporna pod wply-
wem zakazenia stabym zarazkiem, tak i w bakteriach zakazonych
slabym bakteriofagiem spostrzegamy zjawisko analogiczne do
uodpornienia. Zjawisko to nazywamy interferencjg.

Widzimy zatem, jak uzasadniony jest poglad, ze bakteriofagi
sa to ,virusy bakterii”.

Najmniejsze postacie bakteriofagéw obserwowane przez Ru-
sk e sa kuliste i maja wielko§é 40 milimikronéw; stwierdzono je
w hodowlach pratkéw okre¢zniey, duru i czerwonki. Wicksze bak-
teriofagi, mierzace okolo 70 milimikronéw, maja cze¢sto wypustke
grubo$ci 15 milimikronow i dlugoéei dochodzacej do 200 milimikro-
néw. W bhodowlach rozpuszczonych bakterii odmiefica, okreznicy,
duru i czerwonki wystepuja jeszeze wieksze postacic bakteriofaga
o glowicy wyraznie dwudzielnej, przypominajacej dwoinke. Wy-
miary glowicy wynosza 60 do 110 milimikronéw, ogonka za$
15 do 100 milimikronéw. Istnieja wreszcie bakteriofagi paleczko-
wate z biegunowo ulozonymi zageszczeniami. Jeden 1 ten sam
szczep faga moze zawieraé jednocze$nie postacie kuliste, maczugo-
wate i pateczkowate. Rozne te postacie nie sg wynikiem przejécia
jednego ksztaltu w drugi, ale Swiadcza o mieszanej naturze faga.

Dzialanie fagow na bakteri¢ rozpoczyna si¢ od ich wiazania
przez powierzchnie bakterii. Mlode fagi moga byé wigzane na-
wet w zimnie, liza natomiast bakierii dochodzi do skutku tylko
w wyzszej cieplocie. Wigzanie moze sie odbywaé nawet wiedy,
gdy bakterie ulegly zabiciu. Jezeli bakterie wiaza sie z fagami,
ktore ich nie rozpuszczaja, to staja sie one odporne na dzialanie
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fagow. Zjawisko odpornoéci, ktére jest podstawa wspolzycia ko-
morki zwierzecej 1 bakterii, spotykamy wiec réwnicz przy ze-
tknieciu si¢ bakterii z bakteriofagiem. IFagi mozna zobojetnié su-
rowicag odpornoSciowa podobnie jak jady bakteryjne.

Wiazanie fagéow z bakteriami moze byé uwidocznione w mi-
kroskopie elektronowym, jak wykazuja rysunki 7 1 8.

Rys. 7. Atak fagéw maczugowa- Rys. 8 Atak bakteriofagéw na
tych na B. dysenteriae. B. coli.

Zdjecia w mikroskopie elekironowym (wedlug Ruski).

Przypuszczalnie fagi posiadaja specjalne narzady, umozli-
wiajace im przytwierdzanie sie do powicrzchni bakterii. Fagi
napadajace na bakterie rozmnazaja sie w czasie lizy i ewentu-
alnie nieco wezesniej; w kazdym razie przedostaja si¢ one w wiek-
szej ilosci do ptynu, w ktérym bakterie i fagi sa zawieszone.
Nie udalo si¢ dotychczas przy pomocy mikroskopu elektrono-
wego stwierdzi¢ dokladnej morfologii proceséw podzialowych
u fagéw. Niektorzy sadza, ze podzial ten jest podiuzny i Ze pro-
cesy podzialu fagéw moga sie odbywaé juz na powierzchni, a nie
w glebi ciat bakteryjnych. Tlumaczyloby to przypadki, kiedy
napotykano zjawisko rozmnazania fagoéw przed nastapieniem lizy.

Badania przy pomocy mikroskopu elcktronowego pozwolily
na ostateczne odrzucenie teorii rozstrzasanych przed erg tego
mikroskopu. Udowodnily omne, zc fagi nic sg wysokomolekular-
nymi cialami chemicznymi, lecz istotami zyjacymi, obdarzonymi
wielkosScia i ksztaltem. Dzieki temu obalono teorie, ktére dopa-
trywaly sie w fagach jedynie zwyklych substancji czynnych, jak
fermenty lub hormony. Odrzucié tez nalezy poglad na fagi, jako
na normalne skladniki komérek bakteryjnych. Nieprawdopodobne
Jjest, by byly one stadiami rozwojowymi bakterii. Badaniom elek-
tronowo-mikroskopowym oparta sie¢ tylko teoria d’Hérelle’a,
wedlug ktérej fagi sa prymitywna postacia tworéw zywych.
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W ten sposob dyskusja mnad istota bakteriofagéw zyskala
szersze podloze. Podobnie jak dla bakterii 1 viruséw, nalezalo
dazyé do ustalenia cech, przy pomocy ktérych mozna by bylo
charaktevyzowaé poszczegolne bakteriofagi. Rozporzadzamy obec-
nie nasi¢pujacymi kryteriami:

1° wiclko$é bakteriofagow, ktora mozemy ustali¢ badz przez
saczenie, badz przez wirowanie rézniczkowe, badz w mikroskopice
elektronowym:

2 wielko$é i charakter tysinek;

3" roznice odpornosci na niektore czynniki chemiczne i fi-
zyczne, jak biekit metylenowy, cytrynian sodu, mocznik, promie-
nie pozafiolkowe;

4 swoista chorobotworczosé dla poszezegolnyceh  gatunkow
bakteryjnych lub ich sktadnikow szczepowych:

5% swoistos¢ scrologiczna: za pomoca surowic odpornoscio-
wych mozemy rozréozniaé poszezegolne gatunki bakieriofagow, tak
Jak rozrézniamy poszezegolne gatunki bakterii.

Nauka o bakteriofagach od samego poczatku zajela si¢ sprawa
ich zmienno$ci. Dziatajac nimi na bakteric i nastepnie saczac roz-
puszczong hodowle, mozemy wzmocenié u bakieriofaga zdolnosé
rozpuszczania, spotggowacd niejako jego zjadliwo$é., Kryteria zas
przed chwila wymienione umozliwiaja $ci$lejsze oznaczenie typu
bakteriofaga. Okazato sie, 7ze baktertofagi moga sie zmieniad, ale
tylko o obrebie okreslonych granic. | tutaj wiec, w zakresie zmien-
nos$ci bakteriofagow, otworzyly si¢ zupelnie nicoczekiwane hory-
zonty i zostaly stworzone metody, kiore przypuszezalnie zrewolu-
cjonizuja nasze metody laboratoryjne w dziedzinic bakteriologii.

Aby blizej wyjasni¢ te badania, musz¢ omoéwié pokrotee
piekny dzial bakteriologii, kitéry mogliby$my nazwaé badaniem
architektoniki komorki bakteryjnej.

Przvjrzyvjmy si¢ zarazkowi duru brzusznego. Mamy tu do
czynienia z pateczka posiadajaca kilkanascie rzesek, dzieki kto-
rym porusza sie. Rzeski te nie sa jednak nieodzownym atrybutem
gatunku. Bez trudu mozemy otrzymaé postacie bezrzeskowe te-
goz zavazka. Badania biochemiczne i serologiczne stwierdzily, ze
rzeski 1 ciata bakteryjne skiadaja sie z odreebnych clementéw.
W rzeskach siwierdzamy sktadniki raczej bialkowe, w ciele bak-
teryjnym natomiast zwiazki zlozone z lipin 1 wielocukréow. Mo-
zemy otrzvmad odrebne przeciwciata dla rzgsek i odrgbne dla

>
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komoérki bakteryjnej. Skladniki obecne w rzeskach oznaczamy
przez H, a skladniki znajdujace si¢ w ciele bakteryjnym —
przez (. Nie wyczerpuje to jednak stwierdzonej dotychczas zlo-
zono§ci komorki bakieryjnej. Istnieje jeszcze trzeci skladnik
otaczajacy bakterie duru brzusznego. Poprzez t¢ otoczke przebi-
jaja sie wlaSnie rzeski. Oté6z otoczka ta wplywa na virulencje
czyli jadowitoéé bakterii; nazywa sie ja antygenem Vi,

Wszystko to gra niepo§lednia role przy starciu bakteriofagow
z bakteriami. Istnieja bowiem bakteriofagi, ktore reaguja z cia-
lem. O, inne za$§ z cialem Vi. Bakteriofag reagujacy z cialem Vi
rozpuszcza drobnoustroje zawierajace Vi. Bakterie duru brzusz-
nego pozbawione antygenu Vi moga byé rozpuszczone przez bak-
teriofagi anty-O, nie moga by¢ natomiast rozpuszczone przez
bakteriofagi anty-Vi. Widzimy zatem rzecz niespodziewans: tak
jak poszczegilne bakterie maja powinowactwo do poszczegél-
nych komérek makroorganizmu i tak jak poszczegolne zarazki
przesaczalne reaguja badz z tkanks moézgowa, badZz z tkanka
watroby, tak tez istnieja bakteriofagi reagujace z poszczegélnymi
sktadnikami bakterii.

Otoz tutaj badania Craigie’ego wykryly nastepujaca cal-
kiem niespodziang swoistos¢: antygeny Vi sa rézne u rozmai-
tych bakterii durowych! Nie mozemy ich rozroéznia¢ za pomoca
metod serologicznych, nie potrafi tez tego biochemik, ale uczyni
to zarazek przesaczalny.

Za pomocg bakteriofagoro anty-Vi mozemy odroziniaé roine
szczepy paleczek duru brzusznego.

Virus febry zo6ltej ma — jak widzielismy — silne powino-
wactwo do watroby, a stabe do mézgu; wstrzykujac go doméz-
gowo, stwarzamy jednak odmiany silniej atakujace moézg niz
watrobe. Tak samo bakteriofagi anty-Vi. Z poczatku rozpuszczaja
jeden szczep, a slabiej — lub wcale — inne szczepy. Jezeli jed-
nak hodujemy bakteriofagi na takim slabo si¢ rozpuszczajacym
szczepie, przeszczepiajac z niego utworzone pojedyncze lysinki,
to bakteriofag adaptuje sie do tego szczepu i w konsekwencji nie
rozpuszcza szczepu pierwotnego, lecz tylko te szczepy, do ktérych
si¢ przyzwyczail. Za pomoca tej metody mozemy nastawiaé bak-
teriofagi na poszczegolne szczepy, mozemy je niejako wytresowaé
tak, ze beda rozpuszczaly jedynie pewne okres§lone szczepy pale-
czek duru brzusznego. Poprzednio znane metody umozliwialy stwier-
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dzenic jednego gatunku bakterii durowych. Badania przy pomocy
zarazkéw przesaczalnych, przystosowanych do poszczegolnych
szczepow, pozwolily na daleko idace zrozniczkowanie tych bak-
terii. Dotychczas, po kilku latach, stwierdzono 26 typow, odmian czy
tez ras palteczki duru brzusznego, nieuchwytnych zadna inng metoda.
Oznacza si¢ je réoznymi literami. Rys. 9 odzwierciadla to zjawisko.

Natrafiamy tu na to samo zagadnie-
nie, na t¢ sama tajemnice istoty nowych
odmian, ktéra stwierdziliSmy w Swiecie
viruséw: czy fagi sa mieszaning réznych
odmian powstalych uprzednio, czy no-
wymi mutacjami jednej odmiany?

Jakie sa praktyczne konsekwencje
opisanego zjawiska?

Pierwsza jest jego zastosowanie w epi-
demiologii. Dur brzuszny zwalczamy, do-
szukujac si¢ nosicieli zarazka. Poszuki- gzs.‘)l;’l‘ypowanie bakierii

" " N R Iu Przusznego za pomocy
wania te nie zawsze daja wyniki z punktu odpowiednich  bakteriofa-
widzenia epidemiologicznego, poniewaz 8% (wedlug Craigie'ego).
st'wiel:dziwszy zar.az_ek u .chore_go 1u Jd- ?ead]‘;;‘;LOfti;’ii) 117" ;Oﬁgﬁfggﬁ
kiego$ obcego nosiciela, nic mozemy mieé¢  fag” F — jedynie typ F.
pewnosci, ze wlaénie ten nosiciel jest przy- W nicktérych koloniach wi-

. . - da¢ malenkie tysinki.

czyna zachorowania lub epidemii.

Moznos$é rozroznienia kilkudziesicciu typow zarazka duru
brzusznego stanowi ogromny postep. Tak np. wéréd 36 chorych,

zbadanych w szpitalach wroclawskich na zarazki duru brzusz-
nego, stwierdzono u 10 typ D, u 6 — typ E, u 6 — typ F,
u2 —typJiu3— typ M. We Wroclawiu zatem przewazaja
pateczki duru brzusznego typow D, E, F 1 M. W Bystrzycy na-
tomiast zbadano 2 chorych, z ktéorych jeden mial typ B, w Ja-
worze za$§ na 2 chorych jeden mial typ C. W Klodzku stwier-
dzono typy A i O, ktorych nie spotkano we Wroclawiu, i t. d.
Jasne jest teraz, ze je$li stwierdzimy w szpitalu wroctawskim
typ A, bedziemy liczyli si¢ z tym, ze chory zakazil sie w miejscu,
gdzie ten typ wystepuje, a zatem — wedlug naszych badan
w Klodzku, Lubaniu lub Trzebnicy. Rozwiniecic tych badan jest
w toku, sa one cz¢$cig badan miedzynarodowych.

Badania te byly prowadzone z poczatku w Kanadzie przez
Craigie’ego 1 Yena (w 1938 r.). Nasicpnie powstal o$rodek na
cale Imperium Brytyjskie w londynie pod kierunkiem IFelixa.

2%
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Wreszcie, na Zjezdzie Migdzynarodowym w Kopenhadze w 1947
roku postanowiono ofrodek londynski zmienié na Centralny
Osrodek Miedzynarodowy pod kierunkiem Craigie’ego i Felixa
oraz stworzy¢ o$rodki narodowe w poszezegélnych panstwach.
Ofrodek polski znajduje sie w Filii Panstwowego Zakladu
Higieny we Wroclawiu, gdzie wlaSnie przeprowadzono wspom-
niane badania nad tvpami pateczki duru brzusznego u chorych
miejscowych.

Mamy tu zatem do czynienia z odkryciem nie tylko o wiel-
kim zasiggu epidemiologicznym, ale i metodyecznym. Moznosé
uzycia zarazkéw przesgczalnyeh do subtelniejszego klasyfiko-
wania poszczegélnych gatunkéw i szezepéw bakteryjnych jest
przypuszczalnie metoda przyszioécei. Dosé powiedzieé, ze ostatnio
stwierdzono 56 odmian czerwonki. I'ilie Panstwowego Zakladu
Higieny zajmuja sie juz tym zagadnieniem, umozliwiajac nakre-
Slenie mapy epidemicznej kraju ).

Drugim zastosowaniem zjawiska zmiennosei bakteriofagow
jest ich uzycie profilaktyczne lub lecznicze. Istnieja dane, ze
bakteriofag dostosowany do typu bakterii, ktéra wywolala za-
chorowanie, dziala leczntczo. Otworzy to byé moze w lecznictwie
duru brzusznego nowe horyzonty.

Tak przedstawia si¢ dzisiaj sprawa walki Swiata niewidzial-
nego z pozawidzialnym. Drobnoustroje czesto dzialaja na siebie
antagonistycznie, ,walcza ze soba“ — jezeli mozna uzyé wyrazu
tak bliskiego niespokojnej psychice czlowieka. Geniusz ludzki
potrafif jednak wyciagnaé z tej walki korzy§é. Antagonizm miedzy
niektérymi grzybkami a bakteriami doprowadzil do odkrycia naj-
wspanialszego Srodka leczniczego, jakim jest penicylina. Dzié
jestesmy Swiadkami odkrycia konfliktéw miedzy zarazkiem prze-
saczalnym a bakterig; potrafimy potegowaé zjadliwosé owego
zarazka przesaczalnego 1 skierowywaé go na poszczegolne typy
bakterii. Wylaniaja sie tutaj nowe mozliwo§el diagnostyczne,
nowy orgz w walce z chorobami zakaznymi. Odkrycia czystej
vnauki moga byé obréocone dla dobra ludzko$ci. 7 konfliktu
micdzy Swiatem niewidzialnym a pozawidzialnym mozemy ukué
skuteczng bron dla ochrony zdrowia i zycia czlowieka.

) Wspolna praca na ten temat z A. Gallis-Malejczykows. Z. Nie-

wiadomska i C. Zwierzem zostala ogloszona w Polskim Tygodniku Le-
karskim (1948, Nr 14).
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. Skurzak Ludwik, Etudes sur lorigine de I'ascétisme indien. Wro-

claw 1948, s. 56.

.Krzyzanowski Juliusz, Shakespearian Modifications — Methodical
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