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Prof. dr hab. Konrad Malicki - (1929-2011)

Konrad Malicki - Wspomnienie

Prof. dr hab. Konrad Malicki urodzit si¢ 25 lutego
1929 roku w Grudzigdzu. Lata dzieciece i mlodziencze
spedzit w réznych miastach, co wynikalo z czgstych prze-
niesien stuzbowych ojca, Walentego Malickiego, ktory
w latach 1928-1935, w randze kapitana, pelnil obo-
wigzki kierownika Ambulatorium Weterynaryjnego
w Centrum Wyszkolenia Kawalerii w Grudziadzu,
nastepnie w latach 1935-1938 stuzyt w 2 Pulku Artylerii
cigzkiej (PAC) w Chelmie Lubelskim.

Od pazdziernika 1939 do konca wojny przebywat
w Kielcach, gdzie ukonczyl szkole podstawows, a nastep-
nie kontynuowal nauke na kompletach tajnego naucza-
nia. W tym samym czasie uczestniczyl w dzialalnosci
konspiracyjnej - ZWZ i AK. W latach 1945-1947 ukon-
czyt Gimnazjum i Liceum im. Stefana Zeromskiego
i uzyskal $wiadectwo dojrzalosci. W okresie szkolnym
Profesor Malicki uprawiatl kilka dyscyplin lekkiej atle-
tyki, gry zespolowe oraz ukonczyl kursy pilotazu szy-
bowcowego i kurs spadochronowy.

Idac w $lady ojca podjat studia wyzsze w zakresie me-
dycyny weterynaryjnej, ktére odbyt w latach 1947-1951
na Uniwersytecie Warszawskim. Dyplom i tytul zawo-
dowy lekarza weterynarii uzyskal w roku 1952, juz po
przytaczeniu warszawskiego wydzialu weterynaryjnego
do SGGW. Jeszcze podczas studiéw zatrudniony byt jako
asystent na Wydziale Weterynaryjnym SGGW, w Ka-
tedrze Mikrobiologii. W latach 1947-1949 byt czlonkiem

czlonkiem Bratniej Pomocy Uniwersytetu Warszaw-
skiego i uczestniczyt w dziatalnosci sekcji wydawnicze;.
Na podstawie wykladéw Profesora Kazimierza Krysiaka,
wraz z kolegami opracowal pierwszy powojenny skrypt
z anatomii prawidlowej, odbity w 127 egzemplarzach
na powielaczu spirytusowym. W roku 1949 rozpoczal
prace w Kole Naukowym Medykéw Weterynaryjnych,
aw marcu 1950 roku, bedgc studentem III roku studiow,
podjal obowiazki wolontariusza w Zakladzie Bakterio-
logii Wydzialu Weterynaryjnego UW, pdzniejszej Ka-
tedry Mikrobiologii. Uczestniczyl w tym czasie w bada-
niach prowadzonych przez prof. dr hab. Juliusza Brilla
i 6wczesng adiunkt dr Stanistawe Woyciechowska, nad
wirusowym ronieniem klaczy. Z dniem 1 pazdziernika
1950 roku, uzyskat pierwsze zatrudnienie etatowe, na sta-
nowisku zastepcy asystenta w wymienionym Zakladzie.

Profesor Konrad Malicki przeszedt wszystkie etapy
kariery naukowej nauczyciela akademickiego, uzysku-
jac w macierzystej placowce stopnie naukowe: doktora
nauk weterynaryjnych w 1964 roku, doktora habili-
towanego nauk weterynaryjnych w zakresie wiruso-
logii w 1967 roku, a takze tytuly i stanowiska: docenta
w 1968 roku, profesora nadzwyczajnego w 1979 roku
i profesora zwyczajnego SGGW w 1992 roku. W latach
1970-1975 petnil przez dwie kadencje obowiazki za-
stepcy dyrektora Instytutu Chorob Zakaznych i Inwa-
zyjnych, a w latach 1976-1981 byl dyrektorem tego
Instytutu. W roku 1976 zrealizowal plany swoich
poprzednikow i stworzyl Zaklad Wirusologii, ktérym
kierowat do czasu przejscia na emeryture w 1999 roku.

W latach 1964/65 Profesor Malicki uzyskat roczne sty-
pendium habilitacyjne Fundacji im. A. von Humboldta
(1964/65) i w Instytucie Mikrobiologii i Choréb Za-
kaznych Zwierzat Uniwersytetu Ludwika Maksymiliana
w Monachium kontynuowal rozpoczete w Polsce prace
doswiadczalne dotyczace wirusa ospy.

W roku 1972 zainicjowal i przez kilka lat wraz z ze-
spotem prowadzit kompleksowe badania doswiadczalne
dotyczace wirusa choroby pecherzykowej swin, objete
kryptonimem P-3. Ich efektem bylo uzyskanie na skale
laboratoryjng dwdch swoistych szczepionek profilak-
tycznych (zywej atenuowanej oraz inaktywowanej).

W tym samym okresie przez kilka kolejnych kaden-
cji powolywany byl na cztonka Komitetu Mikrobiologii
IT Wydzialu PAN, a w Polskim Towarzystwie Mikro-
biologéw, pelnil funkcje przewodniczacego Krajowego
Zarzadu Sekeji Wirusologiczne;.
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U schytku lat 70., wraz z zespotem badawczym Zaktadu
Wirusologii i Katedry patologii Wydzialu Weterynaryj-
nego SGGW, Profesor Malicki podjat eksperymentalna
tematyke badawczg dotyczacy enterotropwych i entero-
patogennych wirusow prosiat i cielgt (rotawirusy, korona-
wirusy, kaliciwirusy i inne), zjawisk wirusowej patoge-
nezy na poziomie ultrastruktury komoérek oraz wirusowej
morfogenezy, z zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej i immunoelektronomikroskopii (EM, IEM).

Procz nowej tematyki, Profesor przez wiele lat kon-
tynuowal w Zakladzie Wirusologii tradycyjne tematy
badawcze jego poprzednikéw, dotyczace diagnostyki
i profilaktyki zakaznego wirusowego ronienia klaczy, diag-
nostyki grypy koni, oraz osobiste zainteresowania zagad-
nieniami taksonomii i nomenklatury wirusologicznej.

W latach 1988-1989, przez 15 miesig¢cy uczestniczyt
w realizacji programu UNDP-FAO (United Nations Deve-
lopment Program FAO - MOZ/86-028), dotyczacym
rozwoju obszaru mikrobiologii weterynaryjnej w Uniwer-
sytecie im. Eduardo Mondlane w Maputo (Mozambik).

Dorobek naukowy Jego ponad 50-letniej dziatalnosci
badawczej i wyraza si¢ liczba okoto 120 réznych opra-
cowan naukowych, w tym okoto 50 prac badawczych,
ktore ukazaly sie w czasopismach krajowych i zagranicz-
nych, 12 opracowan mnograficznych i dydaktycznych
(skrypty, przewodniki do ¢wiczen, rozdziaty ksigzek,
i podrecznikéw), w tym wspoétautorstwo i wspotredakeja
podrecznikéw ,,Zarys klinicznej bakteriologii wetery-
naryjnej” tom I i tom II. Ponadto Pan Profesor Konrad
Malicki byl promotorem 8 rozpraw doktorskich.

Z Panem Profesorem Konradem Malickim zetkna-
tem si¢ w roku akademickim 1975/76, kiedy przysze-

dfem na pierwsze zajecia z mikrobiologii weterynaryj-
nej. Pan Profesor potrafit méwi¢ bardzo ciekawie i od
samego poczatku poczulem, ze ,to jest to”. Prawdziwe
jednak zainteresowanie przyszto po pierwszym wykla-
dzie z wirusologii i wtedy juz bez wahania, pod koniec
drugiego roku studiéw, podjalem, pod okiem Pana
Profesora, prace w Kole Naukowym. I tak zostalo - po
uzyskaniu dyplomu - dlugie lata wspotpracy w Zakla-
dzie Wirusologii. Pierwsze sukcesy i porazki, dlugie
godziny spedzone na dogladaniu zwierzat doswiadczal-
nych i pracy przy stole laboratoryjnym. Spotkania calego
Zespolu podczas przerwy $niadaniowej wypelnione byly
rozmowami, a Pan Profesor czesto opowiadat o czasach
studenckich i zainteresowniu anatomig, o poczatkach
swojej pracy w Katedrze Mikrobiologii i r6znych wyda-
rzeniach z jej dzialalnosci. Te rozmowy, nawigzujace
do historii, wyrobily w nas poczucie ciggtosci Zaktadu
Wirusologii juz od czaséw Rudolfa Weigla, ktorego por-
tret, wraz z portretami Pani Profesor Woyciechowskiej
i Pana Profesora Brilla, do dzi§ wisi na $cianie labo-
ratorium. To dzigki Panu Profesorowi pieczolowicie
przechowujemy cenne pamiatki po naszych poprzed-
nikach, zaréwno te materialne, jak muzealny zestaw do
hodowli wszy, jak i te ulotne, przekazywane w postaci
opowiadan i anegdot.

To dzieki Panu Profesorowi przezylem wielka przy-
gode z wirusologig i chcialbym Mu za to ostatni raz
podziekowal.

Warszawa, 28 kwietnia 2011 r.

Marcin Baribura

Z gtebokim smutkiem przyjelismy wiadomo$¢ o $mierci prof. dr hab. nauk weterynaryjnych Konrada Malickiego.
Prof. Konrad Malicki byt w latach 1991-2005 cztonkiem Rady Redakcyjnej Postgpow Mikrobiologii, recenzentem
wielu nadsytanych do naszego czsopisma prac z zakresu wirusologii oraz jednym z naszych Autoréw.

Redakcja
Postepéw Mikrobiologii
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mgr Jarostaw Marek Wisniewski (1964 - 2011)

Jarostaw Marek Wisniewski
- Wspomnienie

W dniu 20 kwietnia 2011 r. zmarl Jarostaw Marek
Wisniewski, mikrobiolog, dla wielu z nas — po prostu
Jarek. Odszedl zdecydowanie za wcze$nie, w pelni sit
zawodowych, wspotprowadzac wiele rozpoczetych pro-
jektow i planujac kolejne.

Jarek urodzit sie w 1964 roku we Wioctawku. Tam
sie wychowal i tam zdal mature aby nastepnie podja¢
studia na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszaw-
skiego. Swoje zamilowanie do biologii rozwinal juz
w okresie szkolnym, czego wyrazem byl Jego udzial
w ogolnopolskich zawodach IIT Olimpiady Biologicz-
nej, na ktérych zdobyt srebrna odznake. Studia ukonczyt
w 1989 roku obrong pracy magisterskiej pt. ,Identyfi-
kacja bialek blony zewnetrznej w kilku gatunkach Yersi-
nia”. Wkrétce potem, Jarek, jako mtody magister, zostal
pracownikiem Zakladu Mikrobiologii Stosowanej Insty-
tutu Mikrobiologii UW. Z ogromna pasja wykonywat
zadania badawcze Zaktadu, koncentrujace si¢ glownie
na analizie mechanizméw patogenezy bakterii z rodzaju
Listeria oraz Yersinia. Od 1993 roku, po powrocie ze
stazu naukowego w USA (School of Medicine, Univer-
sity of Pennsylvania, Philadelphia), podjat intensywne
badania nad patogenami bakteryjnymi pod katem ich

zastosowania w opracowaniu szczepionek najnowszej
generacji. W ramach tej pracy stal si¢ naszym zakfa-
dowym ,,ekspertem” od hodowli tkankowych i technik
mikroskopowania.

Jarek byt tez $wietnym dydaktykiem. Kazdego roku
ksztalcit liczne grupy studenckie sprawowal opieke
naukows nad dyplomantami. Jego dynamiczny, nowo-
czesny, pozbawiony akademickiej sztywnosci styl pro-
wadzenia zaje¢ zjednal mu sympatie wielu studentow.
W swojej pracy ze studentami, a takze kolegami ,,po
fachu” byt zawsze otwarty i zyczliwy. Kazdemu stuzyt
radg i pomocng dlonia.

Entuzjazm i zaangazowanie w pracy naukowej do-
skonale faczyt z popularyzacja nauki. Na drzwiach Jego
pokoju w Zakladzie pojawit si¢ sporzadzony przez stu-
dentdw, zartobliwy napis ,,Gwiazda TV I rzeczywiscie
Jarek byl ,,gwiazda” Telewizji Akademickiej, jako popu-
laryzator nauki. Zrealizowany przez niego cykl wykfa-
déw i seminariéw poswieconych mikrobiologii cieszyt
sie wielkim zainteresowaniem wséréd studentéw. Mikro-
biologie Jarek popularyzowat takze poprzez aktywnosé¢
publikacyjng, bedac autorem licznych artykuléw prze-
gladowych i monografii. Ostatnia praca Jarka, ktora na-
pisal, poswigcona byta sylwetce Roberta Kocha, w setng
rocznice urodzin odkrywcy pratka gruzlicy. Artykut
ten, ktory ukazal si¢ w czasopismie Kosmos w maju
ub. r. stal sie jednym z najlepszych polskojezycznych
opracowan monograficznych na temat tego wielkiego
mikrobiologa, jakie kiedykolwiek o nim napisano. Semi-
naria, ktoére prowadzit w réznych osrodkach nauko-
wych w calym kraju byly zawsze staranie przygotowane
i byly dla ich stuchaczy prawdziwg przyjemnoscia, uczta
wiedzy i humoru.

Jarek byl ogromnie oddany pracy zawodowej i spo-
tecznej. Uniwersytet Warszawski byt dla Niego jak drugi
dom; byt wyjatkowo wierny swojej Alma Mater. To co
Jego wyrdznialo to pewien rodzaj pozytywnego uporu,
konsekwencji w dazeniu do obranego przez siebie celu.
Pamigtam jak na znalezienie zdjecia, przedstawiajacego
proces wnikania bakterii do komorki eukariotycznej
(ostatnia praca Jarka, ktéra zdobi okladke naszego
pisma) Jarek poswiecil kilka miesiecy. Wykonat i obej-
rzal pare tysiecy zdjec, aby wybra¢ to jedno wlasnie,
ktore najbardziej Go satysfakcjonuje.
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Pasja i ogromny talent Jarka do robienia wspaniatych
fotografii nie ograniczala si¢ do zdje¢ mikroskopowych,
ale réwniez $wiata zauwazalnego golym okiem. Fotogra-
fia zawsze byta jego hobby, ktére doprowadzit do profe-
sjonalnej perfekcji. Zamilowanie Jarka do robienia ory-
ginalnych zdjec $cisle wspolgralo z ciekawoscig swiata
i podrézami. Obie te pasje zaprowadzily Go w najod-
leglejsze zakatki swiata i podmorskie glebiny, dlatego
na Jego zdjeciach mozna podziwia¢ wiele niezwyklych
okazow flory i fauny.

Jarek byt tez instytutowym ,,guru” w zakresie wiedzy
informatycznej. To On uczyt nas podstaw pracy z kom-
puterami. Czuwal jak dobry duch nad naszymi ,taczami
ze $wiatem”. Jego zaangazowanie na polu informatyki
miafo i nadal ma dla nas wymierne korzysci. To wlasnie
Jarek organizowat i prowadzit jako ,webmaster” strony

internetowe na Wydziale Biologii i w Polskim Towarzys-
twie Mikrobiologow (ktdrego byt wieloletnim czfonkiem).

Jarek kochal swoja prace, w niej potrafit rozwiazy-
wa¢ najtrudniejsze problemy. Zawsze pelen pomystow,
niespozytej energii, nigdy si¢ nie poddawal. Dlatego
tym bardziej nie mozemy zrozumie¢ co si¢ stalo. Jak
to mozliwe, Ze juz nigdy nie przyjdzie usémiechniety do
naszego Zakladu i nie opowie o najswiezszych technicz-
nych nowinkach?

Jarku, cho¢ Cie z nami juz nie ma, zostaniesz na zawsze
na kartach naszych wspdlnych artykuléw, w autor-
skich stopkach pigeknych mikrofotografii, ale przede

wszystkim w naszej wdzigcznej, kolezenskiej pamieci.

Jacek Bielecki
oraz cztonkowie ,,Listeria Team”

Z gtebokim smutkiem donosimy, iz 20 kwietnia 2011 roku zmarl niespodziewanie nasz najblizszy wspdtpra-

cownik i przyjaciel mgr Jarostaw Marek Wisniewski.

Sp. .M. Wisniewski byt projektantem oraz wspéttwérca strony internetowej Postgpéw Mikrobiologii, jak réwniez
witryny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéow. Od wielu lat sprawowal opieke nad elektronicznymi wydawnic-
twami PTM. Byt autorem zdj¢¢ reprodukowanych na okladkach Postepéw Mikrobiologii — pozegnal si¢ z nami
oddajac do ostatniego zeszytu, chyba najlepsza swoja prace. Zawsze zywo interesowal sie nowosciami w takich
dziedzinach jak mikrobiologia, biotechnologia oraz informatyka.

Jarku brak nam bedzie Twoich madrych rad i Twojego optymizmu.

Jerzy Hrebenda i Koledzy z Redakcji
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GENOMY PROKARIOTYCZNE
SWIETLE ANALIZ GENOMICZNYCH

Lukasz Dziewit*!, Dariusz Bartosik®

Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii Uniwersytetu Warszawskiego
ul. Miecznikowa 1, 02-096, Warszawa, Polska

Wplyneto w styczniu 2011 r.

1. Wstep. 2. Wielkos¢ genoméw prokariotycznych. 3. Organizacja strukturalna genomoéw prokariotycznych. 3.1. Genomy zawierajace
plazmidy. 3.2. Genomy wielochromosomowe. 4. Informacja genetyczna w genomach prokariotycznych. 4.1. Sekwencje kodujace biatka.
4.2. Sekwencje kodujace RNA. 4.3. Pseudogeny. 4.4. Sekwencje repetytywne. 4.5. Ruchome elementy genetyczne zintegrowane
z genomowym DNA. 5. Minimalny genom i pangenomy. 6. Ewolucja genomoéw prokariotycznych. 7. Podsumowanie

Prokaryotic genomes in the light of genomic analyses

Abstract: Genomic analyses revealed that prokaryotic genomes are very diverse. They differ in size, architecture and genetic information
which they encode. The plasticity of the genomes is the result of several factors, including (i) horizontal gene transfer (responsible for
the acquisition of exogenous DNA), (ii) genetic rearrangements (resulting from diverse recombinational events), and (iii) genome
reduction, which leads to the loss of genetic information of a low adaptative value. The insertions and deletions of DNA permanently
alter the genomes and result in adaptation of the microorganisms to their specific environments by genome optimization. For this reason
we observe a straight correlation between metabolic versatility of prokaryotes and the size of their genomes.

1. Introduction. 2. Size of prokaryotic genomes. 3. Structural organization of prokaryotic genomes. 3.1. Genomes containing plasmids.
3.2. Multichromosomal genomes. 4. Genetic information within prokaryotic genomes. 4.1. Protein encoding sequences. 4.2. RNA
encoding sequences. 4.3. Pseudogenes. 4.4. Repeated sequences. 4.5. Mobile genetic elements integrated in genomic DNA. 5. Minimal

genome and pangenomes. 6. Evolution of prokaryotic genomes. 7. Summary

Slowa kluczowe: genom, horyzontalny transfer genéw, pangenom, plazmid

Key words:

genome, horizontal gene transfer, pangenome, plasmid

1. Wstep

Odczytanie sekwencji nukleotydowej genomu bak-
terii Haemophilus influenzae Rd KW20, zapoczatkowalo
w 1995 roku [14] ere genomiki prokariotow. Od tego
czasu obserwuje sie coraz bardziej dynamiczny rozwoj tej
dziedziny badan, szczegolnie zintensyfikowany w ostat-
nich latach dzi¢ki opracowaniu i wprowadzaniu nowych
technik sekwencjonowania DNA. Wedlug informacji
zawartych w bazie National Center for Biotechnology
Information (NCBI), odczytano dotychczas kompletne
sekwencje nukleotydowe genomdw 1279 szczepow bak-
terii oraz 93 przedstawicieli Archaea. Co wigcej, kolej-
nych 3 531 projektow genomicznych bakterii i 83 arche-
ondw jest obecnie w trakcie realizacji (dane z 13.12.2010).
Najwiecej danych zgromadzono dotad o genomach
szczepow bakterii zaliczanych do typow: Proteobacteria
(607 zsekwencjonowanych genomoéw), Firmicutes (317),
Actinobacteria (123) oraz Cyanobacteria (41).

Oprocz kompleksowych badan kompletnych geno-
mow prokariotycznych realizowane sa réwniez projekty,
ktorych celem jest poznanie sekwencji jedynie mniej-
szych replikonéw, tj. bakteriofagéow i plazmidéw. Do
momentu zakonczenia przygotowywania manuskryptu

tej pracy poznano kompletne sekwencje 2 155 plazmi-
dow bakteryjnych, 100 plazmidéw archeonéw oraz
595 bakteriofagow (NCBI).

Analiza tak olbrzymiej puli danych u$wiadomita
badaczom, ze genomy sg bardzo zréznicowane, zaréwno
pod wzgledem (i) wielko$ci, (ii) organizacji struktural-
nej, jak i (iii) rodzaju niesionej informacji genetycznej.
Zmienno$¢ ta jest wypadkowa wielu proceséw, m.in.
wprowadzania do komorki nowej, egzogennej infor-
magcji genetycznej w wyniku horyzontalnego transferu
genéw (HGT - horizontal gene transfer), jak i réznego
typu rekombinacji, ktére moga powodowa¢ rozlegle
zmiany w strukturze DNA (np. delecje, translokacje,
inwersje badz duplikacje).

2. Wielko$¢ genomow prokariotycznych

Wielkos¢ genoméw prokariotycznych jest bardzo
zroznicowana. Genomy archeonéw majg dos¢ kompak-
towg strukture. Ich rozmiary zawieraja sie w przedziale
od 0,49 Mpz do 5,75 Mpz, przy czym ponad polowa
z nich liczy okolo 2 Mpz. Rozpietos¢ wielkosci genomow
bakteryjnych jest znacznie wigksza. Znamy bakterie,

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego,
ul. Miecznikowa 1, 02-096, Warszawa; tel: (22) 554 13 44; fax: (22) 554 14 02; e-mail: ldziewit@biol.uw.edu.pl
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ktérych genomy nie przekraczaja 0,2 Mpz, jak réwniez
prawdziwego ,giganta® $wiata bakteryjnego, ktorego
genom (13 Mpz) jest ponad 65 razy wiekszy. Jednak wiel-
ko$¢ genomoéw zdecydowanej wiekszosci bakterii (70%)
plasuje si¢ w zakresie od 2 do 5 Mpz ( rys. 1).

Najmniejsze genomy wéréd mikroorganizmoéw pro-
kariotycznych maja obligatoryjne symbionty i pasozyty.
Przyczyna tego jest stopniowa redukcja ich genomow,
ktora jest wynikiem: (i) generowania wiekszej liczby
delecji niz insercji (co jest spowodowane m.in. ogra-
niczeniem zakresu wprowadzania egzogennego DNA
w wyniku horyzontalnego transferu genéw) oraz
(ii) utraty genéw warunkujacych biosynteze zwigzkow,
ktdre sa dostarczone przez gospodarza. W konsekwen-
¢ji, z genomow symbiontow i pasozytéw eliminowane
s3 geny umozliwiajace im przezycie poza organizmem
gospodarza, co jednoczesnie czyni stan symbiozy lub
pasozytnictwa, obligatoryjnym [29].

Najmniejszy genom wsrdd archeonéw ma Nanoar-
chaeum equitans Kin4-M, obligatoryjny symbiont innego
archeona - Ignicoccus hospitalis KIN4/1, ktory jest hiper-
termofilnym chemolitoautotrofem [33]. Pojedynczy,
kolisty chromosom N. equitans, o wielkosci 490 885 pz,
koduje jedynie 540 bialek. Archeon ten nie posiada wiek-
szo$ci gendw umozliwiajacych synteze de novo: amino-
kwasow, lipidow, kofaktoréw i nukleotydow (ktore sa
dostarczane przez gospodarza), moze on jednak prze-
prowadza¢ proteolize bialek i deaminacje aminokwasow
z uwolnieniem amoniaku. Stwierdzono, ze N. equitans,
po osiagnieciu odpowiedniej liczebnosci hamuje wzrost
I hospitalis, co moze sugerowac, ze archeon ten nie jest
symbiontem, lecz pasozytem swego gospodarza [45].

Najmniejszy z poznanych do tej pory genomoéw
bakteryjnych (143795 pz) wystepuje u ,,Candidatus
Hodgkinia cicadicola” Dsem (Alphaproteobacteria).
Bakteria ta jest obligatoryjnym endosymbiontem
cykady Diceroprocta semicincta. Jej genom koduje za-
ledwie 169 biatek oraz 19 strukturalnych RNA, a w prze-
ciwienstwie do innych symbiontéw prokariotycznych,
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charakteryzuje si¢ dos¢ duza zawartoscia par GC w se-
kwencji nukleotydowej (58,4%).

Z kolei, najmniejsze genomy wéréd wolno zyjg-
cych mikroorganizméw prokariotycznych maja odpo-
wiednio: (i) wspomniany wyzej archeon - Ignicoccus
hospitalis KIN4/I — 1297538 pz [33] oraz (ii) bakteria
nalezaca do klasy Alphaproteobacteria - ,,Candidatus
Pelagibacter ubique” HTCC 1062 - 1308759 pz [19].
Na drugim koncu skali znajduje si¢ bakteria glebowa
Sorangium cellulosum ‘So ce 56’ (Deltaproteobacteria),
ktorej genom (13033799 pz) jest o okoto 10% wigk-
szy od chromosomu Saccharomyces cerevisiae S288c
(12 Mpz). Genom tej bakterii sktada si¢ z pojedynczego,
kolistego chromosomu, w obrebie ktérego zidentyfi-
kowano 9381 gendéw kodujacych m.in. biatka zaanga-
zowane w syntez¢ wielu metabolitéw wtérnych, np.
barwnikéw karotenoidowych oraz réznorodnych sub-
stancji cytotoksycznych [36].

3. Organizacja strukturalna genomow prokariotycznych

Poniewaz pierwsze poznane genomy bakteryjne
(H. influenzae, E. coli) zawieraly pojedynczy, Kkolisty
chromosom, do$¢ diugo blednie uwazano, ze jest to
typowe dla chromosomoéw wszystkich bakterii. Okazato
sie jednak, ze w wielu przypadkach genomy maja struk-
ture wieloreplikonows, skladaja si¢ bowiem z dwdch,
badz trzech réznych chromosomoéw, wsrod ktérych
spotyka si¢ tez replikony o strukturze liniowej (rys. 2).
Wazng czgscig wielu genomoéw sg réwniez plazmidy,
ktorych wielko$¢ moze niekiedy przekraczaé rozmiary
pewnych chromosomdw.

3.1. Genomy zawierajace plazmidy
Plazmidy s3 to pozachromosomowe, koliste lub

liniowe czgsteczki DNA zdolne do autonomicznej re-
plikacji. Wystepuja one powszechnie w bardzo wielu

[ - Alphaproteobacteria
[] - Betaproteobacteria
[[] - Gammaproteobacteria
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Rys. 2. Wystepowanie genomoéw wielochromosomowych u bakterii
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organizmach prokariotycznych, a takze u niektérych
eukariotéw. Analiza poznanych dotad genoméw wska-
zuje, ze ok. 20% archeonéw i 36% bakterii niesie co
najmniej jeden plazmid.

Plazmidy, cho¢ zwykle nie sg niezbedne dla swo-
ich gospodarzy (nie niosg kluczowych genéw metabo-
lizmu podstawowego — house keeping genes), odgry-
wajg wazng role w ewolucji prokariotéw, umozliwiaja
bowiem wprowadzanie do komorki puli egzogennego
DNA, w drodze horyzontalnego transferu genéw. Wiele
z nich niesie informacje genetyczng warunkujaca rézno-
rodne cechy fenotypowe (np. opornos¢ na antybiotyki
badz jony metali ciezkich, czy tez zdolnos¢ do wyko-
rzystywania trudno przyswajalnych zrodet wegla), ktore
w okreslonych warunkach $rodowiska moga zapewni¢
przewage gospodarzowi w konkurencji z innymi mikro-
organizmami zasiedlajagcymi te samg nisze ekologiczng.

Wiréd archeonéw najwiecej plazmidow, bo az sie-
dem, zidentyfikowano w genomie Haloarcula maris-
mortui ATCC 43049 [1], zaliczanego do rodziny Halo-
bacteriaceae. W halofilnych archeonach z tej rodziny
wystepuje niemal polowa wszystkich poznanych dotad
plazmidow Archaea. Wykryto tam réwniez najmniejszy
oraz najwiekszy zidentyfikowany dotad plazmid arche-
onéw, odpowiednio: (i) pZMX201 (1668 pz) z Natri-
nema sp. CX2021, ktory zawiera tylko jeden gen oraz
(ii) pHLACO1 (413 338 bp) z Halorubrum lacusprofundi
ATCC 49239 niosacy az 402 geny.

W przypadku bakterii, prawdziwym rekordzista
pod wzgledem liczby niesionych plazmidéw, jest znany
patogen Borrelia burgdorferi B31, wywolujacy bore-
lioze. W bakterii tej wystepuje az dwadzie$cia jeden
plazmidéw, z ktérych dwanascie ma strukture liniowa.
Laczna wielkos¢ tych replikondw wynosi okoto 533 kpz,
podczas gdy liniowy chromosom szczepu B31 ma za-
ledwie 911 kpz. Plazmidy te niosg niemal 50% wszyst-
kich genéw B. burgdorferi B31 (rys.3). Przypuszcza

Borrelia burgdorferi

Escherichia coli

sie, ze wiele z tych genéw moze kodowa¢ bialka odpo-
wiedzialne za wirulencje, w tym za zmienno$¢ anty-
gendéw powierzchniowych [15]. Co ciekawe, w jednym
z plazmidéw tego szczepu (cp26; 26,5 kpz) zidenty-
fikowano gen kodujacy resolwaze telomeréw - enzym
zaangazowany w proces replikacji liniowego chromo-
somu [6]. Plazmidy tego typu, zawierajace pojedyn-
cze, niezbedne dla bakterii geny metabolizmu pod-
stawowego pochodzenia chromosomowego, okresla
sie jako essential genetic elements, a wigc mozna je
nazwac ,,niezbednikami”

Najwigkszym poznanym dotad plazmidem jest
pNGR234b (2430033 pz) pochodzacy z Rhizobium sp.
NGR234 (Alphaproteobacteria). Chociaz plazmid ten
niesie ponad 35% gendw szczepu NGR234, to jednak nie
jest on ,,niezbednikiem”, gdyz nie zawiera unikalnych
gendéw metabolizmu podstawowego. Niemniej jednak
koduje on wiele systemdw transportu (ponad 50% trans-
porterow tego szczepu, gléwnie typu ABC) oraz poten-
cjalne elementy transpozycyjne (ok. 40% calkowitej puli
transpozondw zidentyfikowanych w szczepie NGR234),
co sugeruje zar6wno obecno$¢ gendéw o charakterze
adaptacyjnym, jak i duzy potencjal rekombinogenny
tego replikonu [35].

U bakterii przewazajg jednak znacznie mniejsze
plazmidy. Najmniejsze z nich to pRKU1 i pRQ7 (oba
o wielkosci 846 pz), ktore zidentyfikowano, odpowiednio,
w Thermotoga petrophila RKU-1 oraz Thermotoga sp.
RQ7. Sg one niemal identyczne i zawieraja tylko jeden
gen — kodujacy biatko replikacyjne.

3.2. Genomy wielochromosomowe
Jak wynika z danych zamieszczonych w bazie NCBI,
poznano dotad 70 genoméw bakteryjnych, w skiad

ktorych wechodza dwa lub trzy chromosomy. W wigkszosci
(ponad 80%) genomy takie wystepuja u przedstawicieli

Rhodobacter sphaeroides
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typu Proteobacteria, gléwnie z klasy Betaproteobacteria
(rys. 2). Z kolei wsrod Archaea, jedynie Haloarcula
marismortui ATCC 43049 (halofilny archeon wyizolo-
wany z Morza Martwego) oraz (ii) Halorubrum lacuspro-
fundi ATCC 49239 (psychrofilny halofil wyizolowany na
Antarktydzie) posiadaja dwa chromosomy [1].

Analiza informacji genetycznej zawartej w geno-
mach wielochromosomowych wskazuje, ze chromo-
somy nie s3 réwnocenne, mozna bowiem wyrdzni¢
wsrdd nich: (i) chromosom gléwny (oznaczany jako
chromosom 1), ktory zawiera zasadnicza cz¢s¢ gendow
metabolizmu podstawowego, rozmieszczonych réwno-
miernie w catym replikonie oraz (ii) chromosom (badz
chromosomy) dodatkowy (secondary chromosomes),
niosacy zazwyczaj mniejsza pule genéw metabolizmu
podstawowego, skupionych w obrebie stosunkowo
niewielkich segmentéw DNA. W chromosomach tych
spotyka si¢ charakterystyczne dla plazmidéw systemy
replikacyjne (np. replikony typu repABC wystepujace
czesto w bakteriach z klasy Alphaproteobacteria) oraz
geny o charakterze adaptacyjnym, ktére zazwyczaj
sprzezone sa z plazmidami. Obserwacje te sugeruja,
ze drugi i kolejne chromosomy powstaja prawdopodob-
nie z protoplasty plazmidowego, na skutek wewnatrz-
komorkowego transferu genéw z pierwszego chromo-
somu [38]. Wyniki analiz bioinformatycznych sekwencji
genomoéw bakterii nalezacych do rzedu Rhizobiales
potwierdzajg t¢ hipoteze, wskazujac jednoczesnie, ze
plazmidy (protoplasci chromosomoéw) ulegaly wielu
zmianom w wyniku kolejnych duplikacji, delecji, a takze
insercji segmentéw DNA wprowadzanych w horyzon-
talnym transferze genéw [3].

Istnieja takze inne mozliwosci pojawiania si¢ dodat-
kowych chromosomoéw, takie jak (i) defektywny rozdzial
chromosomoéw po replikacji, (ii) defektywny rozdziat
kointegratéow chromosoméw utworzonych w wyniku
réznego typu rekombinacji — homologicznej, specyficz-
nej wobec miejsca badz transpozycji oraz (iii) kumula-
¢ji mutacji punktowych w chromosomie wystepujgcym
w komorce w wielu kopiach.

Sugeruje sie, ze wspolny przodek wielu wspolczes-
nych bakterii posiadal zapewne pojedynczy chromosom,
za$ stopniowe zmiany, zachodzace na zasadzie przy-
padkowych rekombinacji, doprowadzily do obserwowa-
nej obecnie réznorodno$ci w architekturze genomow
bakteryjnych [42].

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze bakterie posiada-
jace zlozone genomy charakteryzuje bardzo plastyczny
metabolizm. Doskonale radzg sobie one w $rodowis-
kach otwartych, a takze moga wchodzi¢ w interakcje
z innymi organizmami. Przykladowo, bakterie z rodza-
jow Agrobacterium oraz Brucella s3 patogenami (odpo-
wiednio roélin i zwierzat), a z rodzaju Rhizobium — sym-
biontami roslin motylkowych. Wystepowanie ztozonego
genomu moze by¢ korzystne dla organizméw zyjacych

w zmiennych warunkach $rodowiska, bowiem genom
taki szybciej ulega replikacji (co skraca czas generacji),
ponadto latwiej ulega rozmaitym rearanzacjom struk-
turalnym, co z kolei moze pociaga¢ za soba pojawie-
nie sie nowych cech o charakterze adaptacyjnym [13].
Przyjmuje si¢ réwniez, ze kolejne chromosomy staja
sie miejscem akumulacji nowej informacji genetycznej
wowczas, gdy pojemnos¢ kodujaca pierwszego chromo-
somu osiggneta maksimum [38].

4. Informacja genetyczna w genomach
prokariotycznych

Podstawowy etap projektéw genomicznych zaklada
przeprowadzenie szczegétowych analiz sekwencji nukleo-
tydowych w celu zdefiniowania wystepujacej w nich
informacji genetycznej. Konieczna jest zatem (i) iden-
tytikacja i charakterystyka sekwencji kodujacych biatka
i czasteczki RNA, (ii) wyroznienie pseudogendw oraz
(iii) sekwencji repetytywnych, a takze (iv) zdefinio-
wanie innych skladowych, w tym ruchomych elemen-
tow genetycznych, z ktérych wiele wystepuje w formie
zintegrowanej z genomowym DNA.

4.1. Sekwencje kodujace biatka

Genomy bakterii i archeonéw maja kompaktowa
strukture, bowiem koduja maksymalng ilo$¢ informacji
genetycznej w obrebie jak najmniejszego regionu DNA.
Zageszczenie sekwencji kodujacych (w przeliczeniu na
1 kpz genomowego DNA) wynosi od 0,8 do 1,2 genu,
przy $redniej dlugosci pojedynczego genu wynoszacej
okoto 1 kpz [21].

Na podstawie analizy sekwencji nukleotydowych
573 szczepdw bakterii stwierdzono, Ze przecigtny genom
sktada sie¢ z 3053 gendéw, wérod ktorych mozna wyrdz-
ni¢: (i) geny stanowiace konserwowany rdzen genomow,
(ii) geny nadajace cechy charakterystyczne danemu ga-
tunkowi oraz (iii) geny dodatkowe. Geny konserwo-
wanego rdzenia naleza do prawie 250 rodzin genoéw
i stanowig okolo 8% kazdego genomu bakteryjnego,
niezaleznie od gatunku. Kodujg one bialka zaangazo-
wane w translacje, replikacje i zachowanie réwnowagi
energetycznej — s3 to zatem geny metabolizmu podsta-
wowego. Znajduja si¢ one stale pod wplywem presji
selekcyjnej, bowiem ich inaktywacja wywoluje efekt
letalny. Geny nadajace cechy charakterystyczne danemu
gatunkowi stanowia okolo 64% przecietnego genomu
bakteryjnego i zalicza si¢ je do prawie 7900 rodzin.
Z kolei geny zaliczane do ostatniej kategorii (zajmuja
okolo 28% genomu) stanowig niezwykle réznorodna
pule, w ktorej spotyka si¢ reprezentantéw az okoto
140000 rodzin. Postuluje si¢, ze stanowig one swoisty
rezerwuar sekwencji kodujacych biatka o nieznanej
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funkgiji, z ktorych wiele moze petni¢ wazng role w spe-
cyficznych warunkach §rodowiska [2, 22].

Kompleksowe analizy z zakresu genomiki poréwnaw-
czej pozwolily wyrézni¢ grupy gendéw ortologicznych
(COG - cluster of ortholog genes), pochodzacych od
wspdlnego przodka [20]. Obecnos¢ ortologéw w geno-
mach réoznych gatunkéw prokariotéw nie jest jednak
jednoznaczna z filogenetycznym pokrewienstwem
tych organizméw, geny te moga by¢ bowiem wpro-
wadzane do réznych gospodarzy w drodze horyzon-
talnego transferu genow. Okazalo sie, Ze przecietnie
okolo 80% genéw w danym genomie nalezy do znanych
grup ortologéw, a tym samym wykazuje pokrewienstwo
z innymi genami [21].

W obrebie genomow bakterii i archeonéw ziden-
tyfikowano réwniez wiele potencjalnych gendw, ktore
koduja bialka niewykazujace znaczacego podobien-
stwa sekwencji aminokwasowej do poznanych dotad
bialek. Biatka te okreslane sa w bazach danych jako
»hipotetyczne biatka o nieznanej funkgji’, a ich poten-
cjalne geny nosza angielskie nazwy ORFans lub ELFs
(evil little fellows). Te ,hipotetyczne geny” stanowia
nawet do 15% calkowitej puli genowej organizméw
prokariotycznych i zaliczane s3 do puli genéw rzadko
spotykanych, ktdre nie zostaly dotad zaklasyfikowane
do zadnej z grup ortologéw. Niekiedy postuluje si¢
ich fagowe pochodzenie, co w $wietle wcigz dos¢ stabo
rozwinietej genomiki bakteriofagéw, mogtoby ttu-
maczy¢ brak zidentyfikowanych homologéw [21]. Nie
mozna tez wykluczy¢, ze przynajmniej czes¢ z nich
jest wynikiem btedéw popelnianych podczas adnotacji
sekwencji nukleotydowych [31].

4.2. Sekwencje kodujace RNA

Analizujac dlugos¢ regiondw miedzygenowych u Ar-
chaea i Bacteria, uzyskujemy wartosci bimodalne, osia-
gajace maksima dla: (i) okoto 0 pz (gléwnie w przy-
padku operondéw, gdzie poszczegolne geny zachodzg na
siebie) oraz (ii) okofo 100 pz (dla regionéw polozonych
miedzy operonami) [21]. Duze regiony miedzygenowe,
o wielko$ci przekraczajacej 1000 pz, koduja tzw. funk-
cjonalny RNA lub mogg zawiera¢ pseudogeny.

Do funkcjonalnego RNA zaliczamy: (i) transpor-
tujacy RNA (tRNA), ktéry odpowiada za przytaczanie
aminokwasow i ich transport do rybosoméw (gdzie
zostajg one wlaczane do powstajacego, w trakcie transla-
¢ji, fancucha polipeptydowego) oraz (ii) maty, regulato-
rowy RNA (sRNA - small RNA), nazywany takze nieko-
dujacym RNA (ncRNA - non-coding RNA). Bakteryjne
ncRNA majg zwykle od 50 do 400 nukleotyddw. Sg one
kluczowymi regulatorami ekspresji genow zaangazowa-
nych w rézne procesy komorkowe, m.in. w adaptacje¢ do
warunkow stresowych, wirulencje, transdukcje sygna-
téw komodrkowych oraz szeroko pojety metabolizm.

Dziatajg one na réznych etapach ekspresji genéw, m.in.
poprzez kontrole procesu: (i) transkrypcji, (ii) stabiliza-
cjiiprocesowania RNA, (iii) translacji oraz (iv) translo-
kacji i degradacji biatek [8, 25].

Sekwencje, ktdére sa transkrybowane w niekodu-
jace, regulatorowe RNA stanowig $rednio 10-15% ge-
nomu [46]. W ciaggu ostatnich 10 lat, dzigki rozwojowi
genomiki poréwnawczej oraz technik bioinformatycz-
nych, udalo si¢ ponad dziesigciokrotnie zwiekszy¢
liczbe identyfikowanych ncRNA. Sa to jednak, w wigk-
szosci, czasteczki wyrdznione jedynie in silico, ktérych
obecnos$¢ nie zostala dotad zweryfikowana ekspery-
mentalnie. Nie wiadomo réwniez, jaka specyficzng
role moga one odgrywaé¢ w komorkach. Dobry przy-
kfad stanowig genomy szczepow E. coli gdzie, stosujac
metody bioinformatyczne, wykryto ponad 100 czaste-
czek ncRNA, z ktérych jedynie dwudziestu udalo si¢
przypisa¢ funkcje biologiczne [4].

4.3. Pseudogeny

Pseudogeny to niekodujace regiony DNA powstate
z defektywnych gendw, ktére utracily swg pierwotng
funkcje. Poczatkowo uwazano, ze wystepuja one spo-
radycznie u prokariotéw, jednak kompleksowa ana-
liza 64 wybranych genoméw bakteryjnych, wykazata
obecno$¢ ponad 7000 pseudogenéw. W niektoérych
szczepach moga one stanowi¢ nawet do 5% wszystkich
sekwencji o charakterze gendw [26].

Pseudogeny identyfikuje si¢ zaréwno w chromo-
somach, jak i w plazmidach bakterii oraz archeonéw.
Analizujac ich dystrybucje w genomach, nie dostrzega
sie zadnych prawidtowosci. Sytuacja ta wynika z loso-
wego generowania pseudogenoéw, ktére moga powsta-
waé¢ w wyniku (i) powolnej i stopniowej akumulacji
mutacji w obrebie poszczegdlnych gendw badz (ii) szyb-
kiej inaktywacji genow, spowodowanej insercjg egzo-
gennego DNA, np. w wyniku transpozycji elementu
transpozycyjnego [16].

Szczegdlne duzo pseudogenoéw zawieraja genomy
niektérych wewnatrzkomoérkowych patogendw, glow-
nie z rodzajéow Mycobacterium i Rickettsia. Na przy-
ktad w Mycobacterium leprae TN zidentyfikowano az
1115 pseudogendw, stanowiacych prawie 30% catego
genomu. Jest wielce prawdopodobne, Ze nagromadzenie
pseudogenéw w genomach patogenéw wewnatrzkomor-
kowych wynika ze specyficznego $rodowiska zycia tych
mikroorganizméw. Bogactwo substancji odzywczych
wewnatrz komorek gospodarza oraz ograniczona presja
selekcyjna srodowiska zewnetrznego sprzyjaja akumula-
¢ji mutacji w obrebie gendéw kodujgcych zbedna, w tych
warunkach, informacje genetyczna. Zmiany te sg szybko
utrwalane w toku ewolucji, a z czasem DNA zawiera-
jacy zmutowane geny zostaje usuniety, co prowadzi do
redukeji genomu [16, 26].
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4.4. Sekwencje repetytywne

W genomach prokariotycznych wystepuje wiele
sekwencji repetytywnych. Analizy bioinformatyczne
wykazaly, ze stanowig one $rednio 6,9% genomu, nie-
kiedy jednak przekraczaja nawet 40%. Rekordzista
(42,2%) jest bakteria Orientia tsutsugamushi str. Ikeda,
w genomie ktorej wystepuje okoto 1000 kopii sekwencji
o wielkosci 770 pz [44].

Wigkszo$¢ powtorzen w DNA to tzw. sekwencje
rozproszone (interspaced repeats), ktore wystepuja
powszechnie. Uwaza sig, ze moga odgrywac¢ waznag role
w organizacji i ewolucji genoméw prokariotycznych.
Wykazano, ze w obrebie takich sekwencji dochodzi
dos¢ czesto do roznego typu zdarzen rekombinacyjnych,
ktore prowadza do mniej badz bardziej rozleglych zmian
w strukturze DNA [44].

Sekwencje repetytywne sg zwykle zlokalizowane w re-
gionach miedzygenowych, dzigki czemu moga by¢
transkrybowane wraz z przyleglymi genami. Ich obec-
nos¢ niejednokrotnie umozliwia wytworzenie struktur
drugorzedowych mRNA, ktére determinujg stabilnos¢
powstalych transkryptéw. Sekwencje te moga zatem
pelni¢ réwniez wazne funkcje regulacyjne [9, 32].

Jedna z najlepiej scharakteryzowanych klas sekwen-
cji repetytywnych sg MITE (miniature inverted-repeat
transposable element), ktore zaliczane sg do grupy nie-
autonomicznych elementéw transpozycyjnych. Ich wiel-
kos¢ zawiera sie w przedziale od 70 do 300 pz. MITE to
prawdopodobnie zredukowane formy sekwencji inser-
cyjnych, ktérych mobilnos¢ jest determinowana przez
dostarczone in trans transpozazy, kodowane przez inne,
funkcjonalne elementy transpozycyjne. Wystepuja one
powszechnie u wielu prokariotéw, w liczbie od kilku-
dziesigciu do kilkuset kopii, za$ w niektorych przypad-
kach mogga stanowi¢ nawet okoto 2% genomu gospoda-
rza [10]. Elementy typu MITE oprocz petnienia funkeji
regulacyjnych moga takze ogrywac istotng role w ewo-
lucji bialek oraz regulacyjnego RNA [11].

Powtorzone sekwencje sg takze elementem sklado-
wym systemow CRISPR (clustered, regulary inter-
spaced short palindromic repeats), zawierajacych regu-
larnie rozmieszczone, krétkie sekwencje palindromowe.
Systemy te to najwieksze zgrupowania sekwencji repe-
tytywnych, jakie poznano dotagd w genomach proka-
riotycznych. Wystepuja one az w okoto 90% genomoéw
Archaea oraz w ponad 40% genomoéw bakteryjnych.
Regiony te moga zawierac od 2 do 249 powtorzen pros-
tych, o dlugosci w zakresie od 24 do 47 pz, ktére sg roz-
dzielone regionami facznikowymi (26 pz - 72 pz). Wraz
z przyleglymi obszarami kodujacymi CAS (CRISPR
associated sequences) oraz tzw. sekwencjami lidero-
wymi, tworzg one systemy CRISPR-CAS, ktore pelnia
funkcje analogiczna do systemu interferencyjnego RNA
(siRNA) Eucaryota [27, 39].

Za sekwencje repetytywne mozna takze uznaé
ruchome elementy genetyczne oraz genomy profagéw,
ktére wystepujg w wigkszosci genomoéw prokariotycz-
nych, niekiedy w wielu kopiach.

4.5. Ruchome elementy genetyczne zintegrowane
z genomowym DNA

Ruchome elementy genetyczne (MGE - mobile
genetic elements) sa waznym sktadnikiem genomow
prokariotycznych. Wystepuja one powszechne zaréwno
u bakterii jak i archeonéw. Niekiedy mogg one stanowié¢
nawet 40% ogdlnej puli informacji genetycznej zawartej
w danym szczepie.

Do grona ruchomych elementéw genetycznych
zalicza si¢, oprocz plazmidéw i genomoéw bakteriofa-
gow: (i) elementy transpozycyjne (sekwencje insercyjne
i ranspozony), (ii) elementy integrujgce z DNA (w tym
elementy koniugacyjne i mobilizowalne, odpowiednio,
ICE - integrative and conjugative elements i IME - inte-
grative and mobilizable elments) oraz (iii) introny i in-
teiny. Elementy te (z wyjatkiem plazmidow) wystepuja
w formie zintegrowanej z genomowym DNA.

Niektore z nich (plazmidy, ICE, IME) moga by¢ prze-
kazywane drogg koniugacji nawet do odleglych filogene-
tycznie gatunkéw — s to zatem naturalne wektory gene-
tyczne odgrywajace zasadnicza role w horyzontalnym
transferze genow. Nalezy rowniez podkresli¢, ze niemal
wszystkie typy MGE koduja réznego typu rekombinazy,
ktoérych aktywnos¢ moze prowadzi¢ do licznych zmian
w strukturze materiatu genetycznego gospodarza. Z tej
przyczyny uwazane s one za jeden z najbardziej rekom-
binogennych czynnikéw, ktéry decyduje, w duzej mie-
rze, o architekturze genomu oraz odgrywa role istot-
nego czynnika zwiekszajacego zmiennos¢, a tym samym
tempo ewolucji swoich gospodarzy [37].

5. Minimalny genom i pangenomy

Wyniki doglebnych analiz genomicznych sklaniaja
do przypuszczen, ze minimalny genom bakteryjny moze
sktadac¢ sie, teoretycznie, z zaledwie 206 genow, ktérych
produkty umozliwiaja zachowanie podstawowych funk-
cji zyciowych mikroorganizmu, takich jak: (i) replikacja
DNA, (ii) naprawa DNA, (iii) transkrypcja i translacja,
(iv) obrobka potranslacyjna, (v) sekrecja i procesowanie
biatek, (vi) podzial komérki, (vii) transport substratow,
(viii) pozyskiwanie energii, (ix) odpowiedz na stresowe
warunki $rodowiska oraz (x) synteza aminokwasow,
lipidéw, nukleotydéw i niektorych kofaktorow [18].

W 1999 roku stworzono komputerowy model
komorki (projekt E-CELL; http://www.e-cell.org/ecell/),
ktorej minimalny genom zawieral jedynie 127 gendw.
Teoretycznie jest to wystarczajaca ilos¢ informacji
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genetycznej, ktora powinna zapewni¢ takiej wirtualnej
komorce zdolno$¢ do samodzielnego funkcjonowania.
Chociaz komorka taka, jak zakladano, mogtaby osiagna¢
metaboliczng homeostaze, nie bytaby ona jednak zdolna
do reprodukgji i ewolucji. Wiekszo$¢ genow wyko rzy-
stanych w tym projekcie pochodzita z Mycoplasma geni-
talium, ktorej chromosom, o wielkosci 580 kpz, koduje
482 bialka [43].

Dla poréwnania — w obrebie jednego z najmniej-
szych, poznanych dotychczas genomoéw, nalezgcego
do bakterii ,,Candidatus Carsonella ruddii” PV, kodo-
wane s3 zaledwie 182 bialka, a catkowita liczba genow
wynosi 213. Nalezy jednak pamietac, ze bakteria ta jest
obligatoryjnym symbiontem, ktory nie jest zdolny do
przezycia poza organizmem swojego gospodarza — wyko-
rzystuje zatem jego informacje genetyczng, kompensu-
jac wlasne ,,braki” [30]. Z kolei ,,Candidatus Pelagibacter
ubique” HTCC 1062, ktdéry posiada najmniejszy genom
wsrod bakterii swobodnie zyjacych (1389 gendw),
koduje az 1354 bialka. Zestawienie tych danych uswia-
damia, Ze chociaz minimalny, uniwersalny rdzen geno-
mu prokariotycznego moze by¢ rzeczywiscie niewielki,
to jednak mikroorganizmy swobodnie zyjace, ze wzgledu
na zmienne warunki $rodowiska oraz konieczno$¢
przeprowadzania zfozonych proceséw metabolicznych
muszg kodowa¢, co najmniej, kilkaset biatek [7].

W ostatnich latach rozpocze¢to réwniez bardziej
kompleksowe analizy, ktérych celem bylo zdefinio-
wanie pangenomu (nazywanego réwniez suprageno-
mem), stanowigcego calkowita pule genéw obecnych
w genomach bakterii zaliczanych do danej grupy
taksonomicznej (zwykle gatunku) [22, 40]. Analizy te
wykazaly, ze pangenomy wigkszosci analizowanych
bakterii sg ,,otwarte”. Oznacza to, ze kolejne poznawane
szczepy niosg zestawy unikatowych gendw, ktore wzbo-
gacaja pangenom danego gatunku [2]. Sugeruje sig, ze
pangenomy nielicznych bakterii sg ,,zamkniete”, a wiec
zidentyfikowano ich calkowita pule genowa. Wykazano,
na przyklad, ze dla zdefiniowania pelnego pangenomu
Bacillus anthracis wystarczy wiedza o informacji gene-
tycznej niesionej przez zaledwie cztery szczepy tej bak-
teril. Przypuszcza si¢ jednak, ze B. anthracis stanowi
odmiane klonalng Bacillus cereus. Gdyby to stwierdze-
nie bylo prawdziwe, pula genéw tego gatunku zostataby
znacznie zwiekszona. Z ,zamknietymi” pangenomami
prawdopodobnie mamy réwniez do czynienia w przy-
padku: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
oraz Ureoplasma ureolyticum [28, 41]. Wprowadzenie
pojecia ,,zamknietego” pangenomu budzi jednak pewne
watpliwosci, zaklada bowiem wystepowanie w geno-
mach ograniczonego zestawu gendw, co nie jest zgodne
z obserwacjami wskazujacymi na powszechno$¢ i zakres
horyzontalnego transferu genéw.

Analizy pangenoméw umozliwily réwniez zdefinio-
wanie zestawu genéw stanowiagcych konserwowany

rdzen genomu, ktory jest specyficzny dla danego ga-
tunku. Wykazano, na przyklad, ze dla o$miu analizo-
wanych szczepow Streptococcus agalactiae rdzen taki
sklada sie z 1806 gendw, co stanowi okoto 80% kazdego
z badanych genomoéw [40]. Analizujgc z kolei genomy
17 szczepow E. coli stwierdzono obecno$¢ 2 344 gendw
wspdlnych, co stanowi $rednio mniej niz 50% poje-
dynczego genomu i, co ciekawe, jedynie okolo 17%
pangenomu tego gatunku [34]. Przytoczone dane dowo-
dzg ogromnej zmiennosci genetycznej szczepdw w obre-
bie jednego gatunku bakterii i wskazuja na role HGT
w tym procesie.

6. Ewolucja genomoéw prokariotycznych

Przytoczone w tej pracy przyklady wskazuja, ze
genomy prokariotyczne nie sg statycznymi, monoli-
tycznymi strukturami, lecz podlegaja licznym rearan-
zacjom genetycznym. Plastyczno$¢ i ewolucja genomow
jest przede wszystkim wypadkowa trzech procesow:
(i) horyzontalnego transferu gendéw, (ii) rekombinacji
prowadzacych do réznego typu rearanzacji genetycz-
nych oraz (iii) redukcji, ktéra prowadzi do zmniejszenia
rozmiaru genomow.

Powszechnie przyjmuje sie, ze horyzontalny transfer
gendw jest sila napedowy ewolucji bakterii. Kompensuje
on bakteriom brak mozliwosci rozmnazania piciowego,
ktére u innych organizméw warunkuje zmiennos¢ gene-
tyczng. Istnieje wiele drog wprowadzania egzogennego
DNA do komorek bakteryjnych, takich jak koniugacja,
transdukcja, transformacja, naturalna elektroporacja
(indukowana wyladowaniami atmosferycznymi) czy tez
transfer za posrednictwem czgstek GTA (gene transfer
agents) [12, 24]. W wyniku tych proceséw, teoretycz-
nie dowolny segment genomowego DNA moze zostaé
przeniesiony nawet do odleglych filogenetycznie gatun-
kow bakterii, co pozwala zdefiniowa¢ informacje gene-
tyczng tych mikroorganizmoéw jako ogromna, wspdlna
pule réznorodnych genéw. Wprowadzony do komorki
DNA zawiera niekiedy kompletne operony badz wigk-
sze zgrupowania genéw chromosomowych o wyspecja-
lizowanych funkcjach. Czesto s to geny metabolizmu
podstawowego, badz geny o charakterze adaptacyj-
nym, ktorych obecnos¢ moze zmieni¢ profil metabo-
liczny nowego gospodarza. Tego typu egzogenng infor-
macje okresla si¢ czesto jako wyspy genomowe (GI lub
GEI - genomic islands).

W wyniku HGT mozliwe jest zatem uzyskanie
en bloc duzej ilo$¢ informacji genetycznej. Takie sko-
kowe zmiany sa niewatpliwie waznym czynnikiem
przyspieszajacym znacznie tempo ewolucji bakterii.
Alternatywnym, lecz bardzo dlugotrwatym procesem
prowadzacym do pojawienia si¢ w komorce nowej
informacji genetycznej jest duplikacja segmentéw DNA,
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Rys. 4. Procesy wplywajace na strukture i ewolucj¢ genomow prokariotycznych, wg [29] (zmodyfikowany)

a nastepnie ich dywergentna ewolucja, ktéra moze
doprowadzi¢ do powstania genéw, kodujacych biatka
o nowych wlasciwosciach (rys. 4).

Poczynione obserwacje wskazuja, ze wielkos¢ ge-
nomu jest bardzo czesto skorelowana ze $srodowiskiem
bytowania mikroorganizmu. Duze znaczenie odgrywa
tu m.in. dostepnos$¢ zwigzkéw odzywezych oraz stabil-
nos$¢ warunkow w danej niszy ekologicznej. Zasiedlanie
zmiennych srodowisk, w ktorych bakteria narazona jest
na wptyw czynnikéw stresowych i musi wspoélzawodni-
czy¢ z innymi mikroorganizmami, promuje utrzymanie
duzej réznorodnosci metabolicznej. Konieczne jest tym
samym zachowanie duzej puli informacji genetycznej.
W warunkach bardziej stabilnych ta informacja moze
stac si¢ zbedna — ulega wiec redukcji, co pociaga za soba
zmniejszenie wielko$ci genomu.

Redukcji podlegaja genomy wszystkich organizméw
prokariotycznych. Wedlug hipotezy zaktadajacej ,,opty-
malizacj¢ genomu” (streamlining hypothesis), zjawisko
to polega na eliminacji informacji genetycznej o malej
wartosci adaptacyjnej do danych warunkéw srodowiska,
w celu ograniczenia obcigzenia metabolicznego wyni-
kajgcego z utrzymywania i replikacji ,,mato wartoscio-
wego” DNA. Tego typu selekeja ,,oczyszczajaca” odgrywa
bardzo waznag role i jest szczegolnie widoczna w przy-
padku genoméw prokariotycznych endosymbiontow
i pasozytow wewnatrzkomorkowych. Wzrastajaca liczba
pseudogendw jest pierwszym symptomem wskazujacym
na mozliwo$¢ utraty czesci informacji genetycznej, co
w konsekwencji prowadzi do redukeji genomu.

Nalezy tez pamigta¢, Ze informacja genetyczna utra-
cona w wyniku delecji, potencjalnie moze by¢ ponownie
odzyskana za sprawg HGT (z tej przyczyny niektorzy
przyréwnuja genomy do palimpsestéw — sredniowiecz-
nych manuskryptéow, w ktérych pozornie usuniete
teksty, z czasem pojawialy si¢ ponownie i stawaly sie¢
w pelni czytelne). Przykladem jest transpozon wyste-
pujacy w obrebie wyspy genomowej PAIII E. coli 536,
ktéry niesie homologi gendéw wystepujacych w ope-
ronie pdu Salmonella enterica sv. Typhimurium (ope-
ron warunkuje rozklad 1,2-propanodiolu). W $wietle

przeprowadzonych analiz wydaje sie, ze operon ten
zostal utracony przez protoplaste rodzajow Salmonella
i Escherichia, a nastepnie odzyskany przez bakterie
z rodzaju Salmonella oraz szczep E. coli 536 na dro-
dze niezaleznych zdarzen HGT [5, 23]. Obserwacje te
potwierdzajg zalozenie, ze zadna informacja genetyczna
nie musi by¢ tracona bezpowrotnie.

7. Podsumowanie

Wyniki analiz genomicznych przyniosty wiele cen-
nych danych $wiadczacych o ogromnej zmienno$ci
genomow prokariotycznych. Tempo ewolucji proka-
riotow jest bardzo wysokie, co wynika, w duzej mierze,
z szerokiego zakresu horyzontalnego transferu genéw
oraz czestych mutacji i reanzaracji genetycznych, ktore
prowadza do dywersyfikacji pierwotnie homogennej
informacji genetycznej. Proces ksztaltowania i ewo-
lucji genomoéw jest zatem wypadkowy cigglych zmian,
spowodowanych kolejnymi insercjami, rearanzacjami
i delecjami w obrgbie DNA (rys. 4). Poziom tych zmian
jest do$¢ zbalansowany, co powoduje, ze genomy nie roz-
rastajg si¢ do monstrualnych rozmiardéw, a ich wielkos¢,
w obrebie danego gatunku, nie jest zbyt zréznicowana.

Szczegotowe analizy sekwencji nukleotydowych geno-
méw przynosza wiele informacji na temat potencjatu
metabolicznego danego mikroorganizmu, jak réwniez
umozliwiaja wyciagni¢cie bardziej ogdlnych wnios-
kéw na temat plastyczno$ci genomu, jego ewolucji oraz
zakresu zdarzen horyzontalnego transferu genéw. Ze
wzgledu na ogromne zréznicowanie bakterii, nie jestes-
my jednak w stanie stworzy¢ uniwersalnego modelu
typowego genomu prokariotycznego. Mozliwe jest jed-
nak okreslenie, ktore z jego elementéw sg absolutnie
niezbedne do prawidlowego funkcjonowania komorki.
Analizy takie sa doskonalym punktem wyjscia dla bio-
logii syntetycznej, ktorej najwigkszym osiagnieciem jest,
jak dotad, stworzenie ,,sztucznej” bakterii — Mycoplasma
mycoides JCVI-synl.0, ktorej genom zostal w calosci
zsyntetyzowany chemicznie w laboratorium [17].
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Zmienno$¢ genomow jest rowniez waznym przy-
czynkiem do dyskusji na temat taksonomii prokariotow,
a w szczegolnosci kryteriow stosowanych przy definio-
waniu gatunkow tych organizmoéw. Nie ulega watpli-
wosci, ze klasyfikacja taka powinna by¢ oparta wy-
acznie na wynikach kompleksowych analiz z zakresu
genomiki poréwnawczej. Dynamiczny rozwdj wysoko-
przepustowych technik sekwencjonowania DNA, po-
zwala przypuszczaé, ze moze to nastapic juz w bardzo
niedalekiej przyszlosci.
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Helicobacter pylori CagA protein - the first identified bacterial oncoprotein

Abstract: Helicobacter pylori is a gramnegative spiral-shaped e-Proteobacterium, which colonizes the gastric mucosa of humans.
Infections caused by H. pylori are associated with different symptoms ranging from mild gastritis to ulcers. CagA is a highly immunogenic,
polymorphic protein and the main H. pylorivirulence factor. Infection with cagA-positive H. pyloriis associated with the risk of development
of gastric adenocarcinoma. CagA injected into eukaryotic cells by the type IV transport system apparatus interacts with various host
proteins influencing many signal-transduction pathways in a phosphorylation-dependent and phosphorylation-independent manner.
These interactions result in the perturbations of cell morphology, proliferation, differention and spreading. All these interactions influence
the process of carcinogenesis. Recently conducted experiments on transgenic mice producing CagA documented that CagA is a bacterial
oncoprotein. The presented review summarizes the recent achievements concerning the details of CagA interaction with host proteins.
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with cellular kinases. 4. CagA phosphorylation-independent activity. 4.1. Disturbances of cellular tight junctions and cell polarity.
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1. Wstep
1.1. Historia odkrycia Helicobacter pylori

Helicobacter pylori to Gram-ujemna, mikroaero-
filna pateczka nalezaca do klasy Epsilonproteobacteria,
z rzgdu Campylobacteriales o helikalnym ksztalcie
i dlugosci okoto 3 um. Mikroorganizmy kolonizujg
powierzchnie komorek nablonka zoladka. Pierszym
naukowcem ktdéry opisal ten mikroorganizm byt
Wrtoch Giulio Bizzozero. Zidentyfikowal on bak-
terie o helikalnym ksztalcie obecne w zoladku psa
(1893 rok). W 1899 roku bakterie zostaty ponownie zauwa-
zone przez Walerego Jaworskiego z Uniwersytetu
Jagielloniskiego, ktory jako pierwszy zasugerowat, ze moga
one powodowac schorzenia gérnego odcinka przewodu
pokarmowego. Poczatkowo bakteria otrzymala nazwe

Campylobacter pylori, ze wzgledu na bardzo duze po-
dobienstwo morfologiczne do przedstawicieli rzedu
Campylobacteriales, ale po zsekwencjonowaniu 16 sSRNA
w 1989 roku okazalo sig¢, Ze nie nalezy do tego rzedu
i otrzymala nazwe Helicobac ter pylori [48].

H. pylori zostal dokladnie scharakteryzowany przez
australijskich naukowcéw: B.J. Marshalla i JR.
Warrena w 1982 roku, ktérzy wykazali bezposredni
zwigzek miedzy infekcja H. pylori, a rozwojem stanu
zapalnego blony $luzowej zofadka. Za to odkrycie zo-
stali uhonorowani nagrodg Nobla w 2005 roku w dzie-
dzinie medycyny.

Zakazenie H. pylori jest powszechne na calym $wie-
cie. Wedlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO - World Health Organization) 80% populacji
ludzkiej w krajach rozwijajacych sie i 20-50% w kra-
jach rozwinietych jest zakazona tg bakterig. Rozbiezno$¢

* Adres korespondencyjny: Zaklad Genetyki Bakterii, Wydzial Biologii, UW; ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, e-mail:

kjkryn@biol.uw.edu.pl
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miedzy krajami rozwijajacymi si¢, a rozwinigtymi jest
prawdopodobnie spowodowana gorszymi warun-
kami sanitarnymi w krajach rozwijajacych si¢. Wedtug
Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii w Polsce
zakazone jest 70% spoleczenstwa [16]. Zakazenie naste-
puje zazwyczaj na drodze pokarmowej: oralno-oralnej
lub fekalno-oralnej. Do infekcji dochodzi najczesciej
u dzieci przed 10 rokiem zycia, zrodtem zakazenia s3
przewaznie cztonkowie najblizszej rodziny. Bakteria jest
czgsto obecna w ukladzie pokarmowym do konca zycia
czlowieka, jednak opisano przypadki, w ktorych u dzieci
doszlo o samoistnego wyleczenia [23].

1.2. Infekcje H. pylori — epidemiologia,
objawy chorobowe

Zakazenia H. pylori najczgsciej przebiegaja bez-
objawowo. Tylko u 10-20% zakazonych os6b dochodzi
do rozwinigcia objawéw chorobowych. Objawem kli-
nicznym infekgji jest zapalenie blony $luzowej. Znane
sa trzy fenotypy stanéw zapalnych jelit: fenotyp
fagodnego zapalenia blony $luzowej zoladka, fenotyp
wrzodowy i fenotyp raka. Zmianom zapalnym moze
towarzyszy¢ atrofia i metaplazja jelitowa oraz spadek
wydzielania soku zoladkowego, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do choroby wrzodowej zotadka i nowo-
tworu tkanki nablonkowej zotadka. Rozwdj chloniaka
MALT (mucosa associated lymphatic tissue) nowotworu
tkanki limfatycznej zwigzanej z uktadem pokarmowym
moze by¢ zaindukowany diugotrwalg stymulacjg uktadu
immunologicznego przez ten mikroorganizm. Infekcja
H. pylori moze takze skutkowa¢ rozwojem choroby
wrzodowej dwunastnicy. Ciekawe jest to, ze fenotyp
wrzodowy i rak zoladka nawzajem sie wykluczaja,
rak zoladka nigdy nie wystepuje u pacjentéw z obja-
wami choroby wrzodowej dwunastnicy. Wystepowanie
wymienionych wyzej objawéw chorobowych w popula-
cji jest silnie skorelowane z obecnos$cia H. pylori w orga-
nizmie. 95% przypadkéw choroby wrzodowej dwunast-
nicy i 85% choroby wrzodowej zoladka jest zwigzane
z zakazeniem. Z drugiej strony tylko 10-12% pacjentéw
zainfekowanych H. pylori cierpi na chorobe wrzodowa
zoladka, a u 1-2% dochodzi do rozwoju choroby nowo-
tworowej, reszta przypadkow infekeji przebiega fagod-
nie badZ asymptomatycznie. Swiatowa Organizacja
Zdrowia zaliczyla H. pylori do klasy 1 karcynogenow.
Réznorodnos¢ objawdéw chorobowych bedacych skut-
kiem infekcji H. pylori zalezy zaréwno od genotypu
patogenu jak i genotypu organizmu gospodarza, ktore
warunkuja przebieg oddzialtywan pomiedzy dwoma
organizmami [41].

Eradykacja H. pylori skutkuje znaczacym obnize-
niem ryzyka rozwoju raka zoladka, lecz terapia moze by¢
stosowana tylko w uzasadnionych przypadkach. Polskie
Towarzystwo Gastroenterologiczne podaje dokladne

wskazania do leczenie infekcji. W wytycznych PTG
znalazlo si¢ stwierdzenie, ze u 0sob bez objawow kli-
nicznych (i bez czynnikéw ryzyka raka zoladka) nie ma
wskazan do leczenia przeciwbakteryjnego [16].

1.3. Gléwne czynniki wirulencji H. pylori

H. pylori produkuje wiele czynnikéw wirulencji — bia-
tek umozliwiajacych bakterii przetrwanie w kwasnym
srodowisku zoladka, adhezje do komoérek gospoda-
rza, modulowanie przemian metabolicznych komdrek
gospodarza oraz przezwyci¢zenie obronnych mecha-
nizméw ukladu immunologicznego. Ich dziatanie
umozliwia ustanowienie chronicznej, trwajacej cale
zycie czlowieka infekcji. Istotnym czynnikiem wiru-
lencji H. pylori jest wakuolizujaca cytotoksyna VacA.
Aktywnos¢ tego biatka hamuje proliferacje komoérek
epitelium, indukuje zmiany w cytoszkielecie komoérek
oraz indukuje proces apoptozy poprzez stymulacje
uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriéw. Dodatkowo
biatko wptywa na poziom odpowiedzi immunologicz-
nej: hamuje proliferacje limfocytéw T, blokuje proces
fagocytozy, blokuje prezentacje antygenéw limfocytom
T oraz obniza efektywno$¢ dzialania limfocytéw Th
co skutkuje niezbyt wysokim poziomem odpowiedzi
immunologicznej organizmu. VacA wplywa takze na
rozluznienie $cistych polaczenia miedzykomorkowych
komorek nabtonkowych zotgdka [12]. Innym czynni-
kiem wirulencji jest ureaza, ktéra rozkladajac mocznik
do amoniaku i dwutlenku wegla powoduje alkalizacje
kwasowego srodowiska zotgdka. Rozmieszczone bie-
gunowo rzeski umozliwiaja ruch i przemieszczanie
komorek patogenu do warstwy podsluzowej w zoladku.
Wytwarzane enzymy bedace antyoksydantami takie jak
katalaza, czy dysmutaza ponadtlenkowa neutralizujace
wolne rodniki pozwalajac mikroorganizmowi przezwy-
ciezy¢ antybakteryjne dziatanie neutrofili [46, 73].

W genomie H. pylori wystepuje obszar DNA nabyty
droga horyzontalnego transferu — wyspa patogennos¢i
cag-PAI dlugosci okoto 40 kbp. Cag-PAI zawiera okoto
40 gendéw i podzielona jest na dwa segmenty: I i IL.
Pomiedzy dwoma segmentami wystepuje nukleotydowa
sekwencja insercyjna IS605 [7]. Analiza transkryptomu
komorek gospodarza (linia komérkowa T84) po infekeji
H. pylori udokumentowata zmiane poziomu ekspresji
670 gendéw zainfekowanych komdrek nabtonka, z czego
92% bylo uzaleznione od aktywnos$ci gendéw wyspy
cag-PAI [16]. Do najwazniejszych produktéw gendw
wyspy patogennosci zaliczamy: bialka budujace uklad
sekrecji typu IV TESS (type four secretion system)
odpowiedzialny za przekazywanie czynnikéw efektoro-
wych do wnetrza komdrek gospodarza oraz biatko CagA
- produkt genu cagA (cytotoxin associated gene) [47].

Praca przegladowa dotyczy charakterystyki biatka
CagA i opisuje skomplikowany mechanizm jego oddzia-
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tywan na procesy fizjologiczne komorki gospodarza.
Jego aktywno$¢ jest bezposrednio zwigzana z proce-
sem nowotworzenia. Na modelach mysich udokumen-
towano, ze CagA jest onkoproteing [55].

2. CagA - jako czynnik wirulencji
2.1. Charakterystyka CagA

CagA (cytotoxin associated protein A), jest to duze
120-145 kDa silnie immunogenne biatko, kodowane
przez gen cagA znajdujacy si¢ w obrebie wyspy pato-
gennosci cag PAIL. Gen kodujacy to biatko jest obecny
w genomach okoto 60% szczepéw H. pylori izolowanych
od pacjentow [73].

Biatko CagA zostalo odkryte w latach dziewiecdzie-
sigtych poprzedniego wieku réwnoczesnie przez trzy
zespoly naukowe. Eksperymenty koncentrowaly sie
na identyfikacji genu odpowiedzialnego za produkcje
tego silnie immunogennego biatka o aktywnosci cyto-
toksycznej, oznaczeniu jego sekwencji nukleotydowej
oraz analizie polimorfizméw w obrebie nukleotydowej
sekwencji kodujacej [10, 13, 73]. Te pionierskie badania
umozliwity dalszg analize funkcji CagA. Silna immu-
nogennos¢ biatka CagA sugerowala, Ze moze by¢ ono
uzyteczne do produkeji szczepionek przeciw H. pylori
Wytwarzanie przeciwcial przeciwko CagA przez orga-
nizm gospodarza jest silnie skorelowane z wystepo-
waniem choroby wrzodowej zoladka u pacjentéw, co
sugeruje, ze CagA jest istotnym czynnikiem wirulen-
cji [11]. CagA w komorkach gospodarza oddzialuje
z wieloma bialkami, zaangazowanymi w rézne szlaki
sygnalowe regulujace proliferacje, ruchliwos¢ i polar-
no$¢ komorek, co skutkuje zmiang fenotypu komoérek
eukariotycznych. Biatko moze oddzialywa¢ z innymi
biatkami na dwa rézne sposoby: sposob zalezny od
fosforylacji co doprowadza do zmian w cytoszkielecie
oraz adhezji miedzy komoérkami epitelium i deregulacji
ekspresji genow kodujacych czynniki transkrypcyjne.
Nieufosforylowane CagA wplywa na osfabienia $cis-
tych potaczen miedzy komdrkowych, utrate polarnosci
komorek jak réwniez poziom czynnikéw transkrypcyj-
nych [24]. Szczegélowo mechanizmy tych oddzialywan
opisano w dalszych fragmentach pracy.

2.2. Polimorfizm bialka CagA

Motywy EPIYA Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala sa zlokalizo-
wane na C-terminalnym koncu biatka CagA i wyste-
pujag w roznej liczbie powtorzen. Po przekazaniu do
komorek eukariotycznych przez aparat sekrecji typu IV
biatko lokalizuje si¢ w blonie komérki eukariotycznej
a tyrozyna motywow EPIYA jest fosforylowana przez
kinazy komorkowe. Funkcja motywéw EPIYA jest

interakcja z bialkami komorki gospodarza zawieraja-
cymi domeny fosfataz tyrozynowych (SHP-2 protein
tyrosine phosphatase). Segmenty zawierajace motywy
EPIYA réznig si¢ dlugoscig i sktadem aminokwasow
otaczajacych poszczegolne motywy EPIYA. Wykazano
wystepowanie w biatkach CagA czterech réznych
rodzaje segmentéw z motywami: EPIYA: -A, -B, -C,
-D. W szczepach izolowanych od pacjentéw w Europie,
Ameryce, Australii i Afryce wystepuje odmiana zachod-
nia bialka CagA z segmentami typu EPIYA-A-B, po nich
wystepuje od 0 do 3 powtoérzen segmentu EPIYA-C.
W szczepach izolowanych od pacjentdéw krajow azjatyc-
kich (Korea, Japonia, Chiny) po segmencie EPIYA-A-B
wystepuje segment EPIYA-D. W rzadkich przypad-
kach wystepuja nietypowe kombinacje rodzajow seg-
mentéw [22]. Takze liczba motywéw aminokwaso-
wych odpowiedzialnych za proces multimeryazcji CagA
(CM) réwniez moze by¢ rézna w réznych szczepach,
co wplywa na poziom zmian fenotypowych komorek
poprzez deregulacje f-kanteniny oraz zmiane oddzia-
tywania CagA z SHP-2. Wsrdd szczepdw izolowanych
od pacjentéw z Japonii wykazano wystepowanie poli-
morfizmu genu PTPN11 kodujacego SHP-2 (w obrebie
domeny SH) co réwniez wplywa na sile wigzania SHP-2
z CagA, a tym samym warunkuje ryzyko wystapienia
zmian atroficznych i w konsekwencji rozwoéj choroby
nowotworowej [52].

2.3. IV typ sekrecji H. pylori

CagA jest przekazywane do komorek epitelialnych
poprzez jednoetapowy system transportu T4SS (czwarty
system transportu), kodowany przez geny wyspy pato-
gennosci cag-PAL Wprowadza on czgsteczki efektorowe,
w wypadku H. pylori bialko CagA i produkty rozpadu
peptydoglikanu, bezposrednio z cytozolu komorki
bakteryjnej do komorek gospodarza z pominigciem
przestrzeni peryplazmatycznej [41]. Przeprowadzono
badania polegajace na systematycznej mutagenezie
genow wyspy cag-PAI, udokumentowaly, ze aktywno$¢
17 z 27 genéw wyspy patogennosci jest niezbedna
do translokacji CagA do komorek eukariotycznych.
Architektura T4SS jest morfologicznie podobna do
bioracych udzial w procesie koniugacji pili). Typowy
aparat sekrecyjny typu czwartego T4SS jest zbudowany
z 11 biatek VirB i bialka VirD4. Bialka budujace apa-
rat sekrecyjny mozna podzieli¢ na 3 grupy: (i) biatka
budujace rdzeniowe czesci kanatu (CagT, CagX, CagY
homologiczne bialkom VirB-7, VirB-9 i VirB-10),
(ii) bialka ,energetyczne” (VirB4-CagkE, VirB11) (iii) bial-
ka budujace elementy zewngtrzne aparatu transportu
- pili (VirB2, VirB3, VirB5). Kotwiczenie aparatu
sekrecyjnego w $cianie komdrkowej bakterii zachodzi
dzieki aktywnosci biatka homologicznego do VirB1:
transglikozylazie, ktora warunkuje proces lizy mureiny.
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Wyspa patogennosci cag-PAI zawiera prawie wszyst-
kie geny kodujace bialka homologiczne do biatek VirB
i VirD4 [19]. W transporcie typu IV biorg tez udzial
bialka opiekuncze, w przekazywaniu CagA taka funkcje
spelnia CagF taczace si¢ z C-terminalnym fragmentem
jego substratu (ztozony z 20 aminokwaséw odcinek nie-
zbedny do zajscia translokacji) i transportujace CagA
do T4SS [56]. Badania z wykorzystaniem mikroskopu
elektronowego wykazaty, ze w sktad T4SS wychodza pili
wystajace z powierzchni bakterii. Na ich koncu odnaj-
dywana jest mata ilo$¢ bialka CagA, ktére oddziatuje
za pomoca N-terminalnego konca z podjednostka 1
integryny obecnej na powierzchni zainfekowanych
komorek. Interakcja ta doprowadza do przemian
w cytoszkielecie aktynowym komorek eukariotycznych
i odgrywa kluczowsa role w translokacji CagA [36]. Na
koncu pili lokuje si¢ réwniez adhezyjne biatko CagL
oraz Cagy, ktdre takze oddzialuja z integrynami obec-
nymi na powierzchni komdrek gospodarza. Laczg si¢
one z integrynami alf1 (receptor dla kolagenu i lami-
niny) oraz integrynami a5B1 (receptor dla fibronek-
tyny) za pomocg motywu arginina-glicyna-asparagina
(RGD). Oba rodzaje oddzialywan warunkuja adhezje
obu komorek pro- i eukariotycznej, przetransportowa-
nie CagA do komorek oraz aktywacje kinaz FAK (focal
adhesion kinase) i Src [36, 42]. Dodatkowo IV aparat
sekrecyjny aktywuje wydzielanie interleukiny 8 przez
komorki nablonkowe. Proces ten nie jest zwigzany
z aktywno$cia biatka CagA lecz z czgsteczkami peptydo-
glikanu, ktore s3 wprowadzane do komoérek gospodarza
takze za pomoca tego samego transportera.

2.4. Fosforylacja CagA

CagA po wprowadzeniu do komoérek gospoda-
rza jest fosforylowane przez dwa rodzaje wspoldzia-
tajacych ze sobg kinaz komdrkowych: kinazy SFKs
(Src-family protein tyrosine kinases) oraz kinazy Abl
(Abelson tyrosine kinase). Fosforylacji ulega tyrozyna
motywu EPIYA, ktéry, jak wspomniano wyzej, jest
powtarzany wielokrotnie w C-koncowym fragmen-
cie CagA. Polimorfizm sekwencji aminokwasowych
tych odcinkéw bialka determinuje sile fosforylacji,
poniewaz rézne rodzaje segmentéw EPIYA wykazuja
rézne powinowactwo do kinaz fosforylujacych CagA
[25]. ,Wschodnio-azjatyckie” typy CagA zawierajace
na C-terminalnym koncu sekwencj¢ aminokwasowa
EPIYA-D charakteryzujg si¢ wyzszym powinowactwem
do kinazy Src, co powoduje indukcje bardziej znacza-
cych zmiany fenotypowych zainfekowanych komoérek
w poréwnaniu do tych indukowanych przez CagA ze
szczepOw typu ,zachodniego” Badania dowiodly, ze
100% os6b zbadanych w Korei Potudniowej, u ktérych
wystapita choroba nowotworowa zotadka byla zainfeko-
wana H. pylori produkujacym biatko CagA zawierajace
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motyw EPIYA-A-B-D. Jednakze infekcja ,szczepem
wschodnim” nie jest réwnoznaczna z zachorowaniem
na nowotwor, poniewaz wystgpienie objawoéw choro-
bowych zalezy réwniez od srodowiska zycia, diety oraz
genotypu organizmu pacjenta. Infekcja tymi szczepami
jest jednak powigzana z wysokim prawdopodobien-
stwem zachorowania na chorobe wrzodowa zoladka
(90% pacjentéw zainfekowanych ,wschodnim szcze-
pem”) i dwunastnicy (82% pacjentéw zainfekowanych
swschodnim szczepem”) [37]. W ,,szczepach zachod-
nich” zaobserwowano korelacje pomiedzy poziomem
fosforylacji CagA a liczba powtdrzen sekwencji amino-
kwasowej EPIYA-C. Szczepy izolowane od pacjentow
z rakiem zoladka zawierajg przewaznie kilka takich
powtdrzen [28, 45]. Kinazy, ktére odpowiadajg za fos-
forylacje CagA sa powszechnie znane jako biatka onko-
genne kontrolujace przemiany cytoszkieletu, prolifera-
cj¢ 1 roznicowanie sie¢ komorek [41]. Aktywno$¢ obu
kinaz wobec CagA jest zalezna od czasu infekcji [68].
Fosforylacja CagA odgrywa istotna role w modulacji
szlakoéw przekazywania sygnatéow wewnatrzkomorko-
wych. Ufosforylowane segmenty EPIYA-C s3 motywem
dokujacym dla domeny SH w fosfatazy SHP-2, dlatego
ich liczba determinuje sile i czas oddzialywania SHP-2
CagA, co w dalszej konsekwencji moduluje aktyw-
no$¢ fosfatazy [27]. Ufosforylowane CagA oddziatuje
takze z kinazami Csk (C terminal Src kinase) i Crk
(Adapter molecule crk) [24].

2.5. Multimeryzacja CagA3

W komorkach gospodarza biatko CagA ulega multi-
meryzacji (homodimeryzacja) w procesie niezaleznym
od jego fosforylacji. Bierze w nim udzial silnie kon-
serwowana 16-aminokwasowa sekwencja (CM), ktdra
znajduje sie w obrebie segmentu EPIYA-C lub w poblizu
segmentow EPYIA-C i EPIYA-D na C-terminalnym
koncu biatka. Multimeryzacja CagA warunkuje interak-
cje miedzy ufosforylowanym CagA i SHP-2. tak wiec
jego zahamowanie potencjalnie powinno uniemozliwi¢
patofizjologiczng aktywno$¢ CagA [57]. Motyw CM jest
dodatkowo niezbedny do zainicjowania oddzialywania
CagA z kinazami PAR1b/MARK2 (partitioning-defec-
tive-1/microtubule-aftinity-regulating-kinases), co skut-
kuje rozluznieniem polaczen miedzykomoérkowych
ale tez dodatkowo wzmacnia aktywnos¢ kompleksu
CagA-SHP-2 co wplywa na zmiang ksztaltu komorek
tzw. fenotyp kolibra. Dodatkowo multimeryzacji CagA
jest zaangazowana w deregulacje aktywnosci B-kanteniny
[40].W tzw. ,szczepach zachodnich” H. pylori CagA
moze mie¢ kilka powtoérzen sekwencji aminokwasowej
EPIYA-C w obrebie, ktérego znajduje si¢ sekwencja
CM co powoduje, ze biatko to stosunkowo tatwo ulega
multimeryzacji. Motyw bioracy udziat w multimeryzacji
CagA (CM) réwniez charakteryzuje si¢ polimorfizmem.
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CagA obecne w wigkszosci tzw. szczepach azjatyckich
silniej wigze si¢ z PARIb/MARK niz biatko obecne
w ,szczepach zachodnich”. Z drugiej strony w CagA ze
»szczepow zachodnich” motyw multimerizacji moze by¢
wielokrotnie powtarzany, poniewaz znajduje si¢ w obre-
bie segmentu EPIYA-C, co réwniez zwigksza powino-
wactwo biatka do odpowiednich kinaz [44]. Dodatkowo
multimeryzacji CagA jest zaangazowana w deregulacje
aktywnosci -kanteniny [40]. Szczegoly tych proceséw
opisano w dalszych fragmentach pracy przegladowe;.

3. Dzialanie CagA - droga fosforylacyjno-zalezna
3.1. Interakcja z SHP-2

Po fosforylacji tyrozyny motywu EPIYA biatka
CagA przez kinazy SFKs uzyskuje ono zdolnos$¢ do
wigzania si¢ z cytoplazmatyczng fosfatazg SHP-2 posia-
dajacg dwie tandemowo powtdrzone domeny SH2
(Src Homology 2) [28]. SH2 1aczy si¢ z CagA poprzez ufo-
forylowany motyw EPIYA [27]. W naturalnych warun-
kach poziom aktywnosci fosfatazy SHP-2 w komor-
kach jest niski. Interakcja domen SH2 z CagA skutkuje
zmiang jego konformacji, podwyzszeniem aktywno-
$ci domeny PTP (protein tyrosine phosphatase) zlo-
kalizowanej w N-terminalnym koncu biatka [27, 31].
Fosfataza SHP-2 bierze udzial w transdukcji sygnatow
szlakéw regulacji proliferacji i réznicowania si¢ ko-
morek, wplywa réwniez na receptory cytokin znajdujace
sie na komorkach nablonka oraz na poziom odpowiedzi
ukladu immunologicznego [53]. Interakcja CagA-SHP-2
pelni kluczowa role w zmianach fenotypu komoérek
nablonka a rozregulowanie jej aktywnos$ci potencjal-
nie moze indukowa¢ powstawanie zmian nowotworo-
wych [60]. Patofizjologiczna aktywno$¢ SHP-2 zwigzana
jest z aktywacja kinaz Erk/MAP (Extracellular signal-
-regulated protein kinases) na drodze zaleznej lub
niezaleznej od biatek Ras (Rat Sarcoma) [53]. Wzmo-
zona aktywno$¢ Erk wplywa na fazy G1, G2, S cyklu
komorkowego co skutkuje rozregulowaniem wzrostu
komorek nabltonka. Za pomocg analizy mikroskopo-
wej wykazano, ze kinaza Erk ma wplyw réwniez na
ksztalt (wydluzanie si¢ — fenotyp kolibra) i ruchli-
wos$¢ komorek (wzrost rozproszony — cell scattering)
[29]. Nadmierna aktywnos¢ fosfatazy SHP-2 powo-
duje takze defosforylacje kinazy FAK (Focal Adhesion
Kinase) bedacej takze regulatorem ruchliwosci i ksztattu
komérki. Dodatkowo C-terminalny koniec (FAT) biatka
poprzez oddzialywanie z biatkiem odpowiedzialnym
za adhezje komorek, paksyling, wplywa na procesy
adhezji komoérek nablonka do siebie oraz rearanzacje
cytoszkieletu aktynowego. Spadek poziomu aktywnego
(ufosforylowanego) biatka FAK dodatkowo wzmacnia
zmiany w fenotypie komoérek nablonka [72].

3.2. Interakcje z kinazami obecnymi
w komdrce gospodarza

Biatko Crk pelni istotne funkcje w procesach pro-
liferacji, adhezji i migracji komoérek. Wptywa na szlaki
apoptotyczne, regulacyjne, fagocytarne i endocytarne
jak réwniez na regulacje ekspresji genow [12]. Crk
podobnie jak SHP-2 aktywuje kinazy Erk/MAP znane
aktywatory czynnikéw transkrypcji genow, miedzy
innymi czynnika transkrypcyjnego ELK1 (E-26 like
protein 1) odpowiedzialnego za ekspresje gendw pro-
mujacych wzrost komorki. Ufosforylowane biatko CagA
oddziatujac z Crk zaburza proliferacje komorek co moze
skutkowa¢ zmianami nowotworowymi. Rozluznianie
$cistych potaczen miedzykomérkowych indukowane
przez receptor dla HGF/c-Met (hepatocyte growth
factor) wymaga aktywacji biatka Racl (Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1) oraz aktywacji biatka
WAVE (WASP family Verprolin-homologous protein).
Biatko Crk oddzialujac z Racl i WAVE powoduje
rozluznienie polaczen miedzy komdrkami nablonka
a regulacja poziomu Racl poprzez kompleks CagA/Crk
moze petni¢ kluczowa role w reorganizacji cytoszkieletu
aktynowego w komorkach nabtonka. Infekcje H. pylori
powoduja réwniez uwolnienie PB-kanteniny z kom-
plekséw Ajs (adherence junctions) tworzacych $ciste
polfaczenia miedzykomorkowe i przetransportowanie
jej do jadra komoérkowego gdzie aktywuje transkrypcje
genéw powodujacych postepy zmian nowotworowych.
Uwolnienie B-kanteniny z kompleksdw Ajs rowniez jest
kontrolowane poprzez kompleks CagA/Crk [67].

Aktywnos¢ CagA podczas infekcji H. pylori prowadzi
tez do apoptozy komorek nablonka zoladka i choroby
wrzodowej zotadka, co ,,z punktu widzenia” H. pylori jest
niekorzystne, poniewaz pozadana jest dlugotrwata kolo-
nizacja tej niszy ekologicznej. Aby op6zni¢ te procesy
patogen wypracowal system regulujacy ilo$¢ ufosforylo-
wanego CagA. Kinaza Csk dziala na zasadzie ujemnego
sprzezenia zwrotnego. Inaktywuje ona kinazy Src fosfo-
rylujace biatko CagA uniemozliwiajac przytaczanie si¢
SHP-2 do ufosforylowanych motywéw EPIYA co opdz-
nia zmiany fenotypowe komorek i ich apoptoze. Csk
jest aktywowana poprzez malg czes¢ CagA wprowadzo-
nego do komorki, co wskazuje, ze kinaza Csk konkuruje
z fosfatazg SHP-2 o laczenie si¢ z CagA. Biatka CagA
zawierajgce duzg liczbg powtdrzen odmian segmentow
EPIYA-A-B powoduja inhibicje wigzania si¢ kompleksu
CagA-SHP-2 tym samym zmniejszajac zmiany fenoty-
powe zainfekowanych komorek nabtonka zotgdka [37].

Zaobserwowano tez drugi proces regulujacy poziom
ufosforylowanego CagA w komorce. Kinaza Src powo-
duje fosforylacje CagA, z kolei ufosforylowane CagA
reguluje fosforylacje i defosforylacje kinazy Src. Oba
procesy to klasyczny przypadek sprzezenia zwrotne-
go ujemnego. Ufosforylowane bialko CagA powoduje
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zmiane konformacji kinazy Src co uniemozliwia dalsza
fosforylacje CagA [63].

Kortaktyna to biatko oddzialujace z aktyna odgry-
wajace role w, polimeryzacji i przebudowie szkieletu
aktynowego. Defosforylacja kortaktyny powoduje
istotne zmiany w szkielecie aktynowym komorki co
doprowadza do rozluznienia $cistych polaczen miedzy-
komoérkowych i rozproszenia si¢ komorek [58]. Kinaza
Src o prawidlowej konformacji odpowiedzialna jest za
fosforylacje kortaktyny lecz zmiana konformacje Src
przez ufosforylowane CagA skutkuje defosforylacja
kortaktyny. H. pylori jest jedynym znanym patogenem
indukujacym proces defosforylacje kortaktyny [63].

4. Dzialanie CagA - droga fosforylacyjno-niezalezna

4.1. Zaburzenia $cistych powiazan
miedzykomorkowych oraz ich polarnosci

Badania z wykorzystaniem komérek MDCK (Madin-
-Darby canine kidney) wykazaly, ze po infekcji H. pylori
komorki te tracg polarnos¢ oraz zaburzone sg pofaczenia
miedzy nimi [47]. Kinazy PAR1b/MARK2, warunkuja
powstawanie $cistych polaczen miedzykomodrkowych
oraz wplywajg na polarnos$¢ komorek, co umozliwia
powstawanie zwartego, jednowarstwowego nablonka,
ktorego komorki sa spolaryzowane [43]. Polaczenie
tych dwdch faktow sugerowalo istnienia interakeji CagA
z kinazami serynowo-treoninowymi PAR1b podczas
infekcji H. pylori [78]. Udokumentowano, ze rzeczy-
wiscie CagA w formie homodimeru taczy si¢ z kinazg
PAR1b za pomoca motywu CM [44]. Na powierzchni
szczytowej komorki znajduje sie kompleks aPKC (aty-
pical protein kinase C) pelnigcy kluczowg role w pola-
ryzacji, podczas gdy kinaza PARIb bedaca regulato-
rem aktywnosci kompleksu aPKC, zlokalizowana jest
w czedci lateralnej komorek. PAR1b zapobiega aktyw-
noséci kompleksu aPKC w lateralnej czesci komorki,
z kolei kompleks aPKC posredniczy w fosforylacji
PAR1b powodujac aktywacje tego biatka, co w efekcie
uniemozliwia przemieszczanie si¢ PAR1D z cz¢éci late-
ralnej komoérki zachowujac jej polarnosé [33]. Sciste
polaczenia miedzykomorkowe tworza sie na granicy
wystepowania kompleksu aPCK (cze$¢ szczytowa)
i kinazy PAR1b (czes$¢ lateralna). Biatko CagA powo-
duje zaburzenia w funkcjonowaniu tego mechanizmu
poprzez interakcje z PAR1b i przetransportowanie go
spod bocznej blony komoérkowej do czeéci szczytowej,
powodujac zaburzenia powigzan miedzykomoérkowych
oraz polarno$ci komorek, zahamowanie biogenezy
mikrotubul oraz zmiany w réznicowaniu si¢ komoérek
[78]. Przypuszcza si¢ rowniez, ze interakcja CagA
z kinazg PAR1b powoduje deregulacje aktywnosci
B-kanteniny [40], cho¢ nie jest to jedyny mechanizm
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rozregulowujacy szlak sygnalizacyjny Wnt/{ kantenina
indukowany przez CagA (patrz nizej). CagA na drodze
niezaleznej od fosforylacji oddzialuje rowniez z bial-
kiem Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2).
Biatko to powoduje aktywacje szlaku kinaz Ras/MAP,
ktérych dzialanie warunkuje zmiany w proliferacji
komorek oraz ich ruchliwosci, gtéwnie poprzez akty-
wacje czynnika transkrypcyjnego NFAT (nuclear factor
of activated T-cells) [49].

Dodatkowo CagA doprowadza do rozluznienia $cis-
tych polaczen migdzykomorkowych nabtonka na drodze
niezaleznej od kinaz PAR1b/MARK2, oddziatujac z bial-
kami tworzacymi $cisle polaczenia miedzykomorkowe:
ZO1 (zonula occludens) i JAM (junctional adhesion
molecule) znajdujacymi si¢ pod powierzchnig btony
komorkowej gospodarza [47].

CagA oddzialuje réwniez z fosfolipazag C-gamma
(PLCy), ktora jest kluczowym czynnikiem powoduja-
cym aktywacje kinaz Erk powodujacych zmiany w poli-
meryzacji aktyny skutkujgce rozpraszanie sie¢ Scisle
powigzanych ze soba komorek. Inhibicja fosfolipazy
C-gamma moze zapobiega¢ rozpraszaniu si¢ komorek,
co potencjalnie moze zosta¢ wykorzystane w strategii
zapobiegania rozwojowi nowotworu [20].

Kontrowersyjne sg dane dotyczace oddzialywania
CagA z receptorem C-met dla HGF (hepatocyte growth
factor) stymulujacym mitozg, ruchliwos¢ komorek oraz
ich morfogeneze. Poczatkowe badania wskazywaty, ze
CagA powoduje aktywacje tego receptora, poprzez
posrednig indukeje jego fosforylacji [8]. Jednakze bada-
nia z 2009 roku, prowadzone na komoérkach z unieczyn-
nionym genem C-met nie potwierdzily tych obserwa-
cji. Autorzy sugeruja, ze infekcja H. pylori wptywa na
sygnalizacje zwigzana z c-met indukujgcg ruchliwo$¢
komorek ale w sposéb niezalezny od biatka CagA [65].

4.2. Destabilizacja kompleksu
E-kadheryna/p-kantenina

Deregulacja poziomu 3-kantenina moze takze odby-
wac si¢ na drodze niezaleznej od kinaz PAR1b. Multimer
CagA bezposrednio oddzialuje E-kadheryng powo-
dujac obnizenie stabilno$ci kompleksu E-kadheryna/
B-kantenina w blonie komorkowej [66]. Proces ten
skutkuje translokacja f-kanteniny z blony komoérkowej
do cytoplazmy oraz jadra komodrkowego i aktywacja
transkrypcji niektérych gendw, kodujacych czynniki
transkrypcyjne odpowiedzialne za ekspresje genéw
warunkujgcych réznicowanie si¢ komorek [40]. W kon-
sekwencji ten rodzaj oddzialywan moze doprowadzac¢
do rozwoju metaplazji oraz zmian przednowotwo-
rowych. Zmiany w aktywnosci i lokalizacji B-kante-
niny mogg by¢ takze indukowane poprzez interakcje
CagA-Crk, o czym wspomniano w podrozdziale 3.2, co
dowodzi, Ze zmiany te moga by¢ powodowane zaré6wno
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poprzez mechanizmy fosforylacyjno-zalezne jak row-
niez fosforylacyjno-niezalezne [67, 40, 50]. Aktywno$¢
B-kanteniny jest istotnym czynnikiem w procesie nowo-
tworzenia. Dowiodly tego badania przeprowadzone
na modelu mysim, u ktérych unieczynniono gen kodu-
jacy B-kantenine, co skutkowalo wzrostem czestosci
wystepowania zmian nowotworowych watroby, trzustki
oraz odbytu. Dodatkowo translokacja B-kanteniny do
jadra komoérkowego doprowadza do podwyzszenia
poziomu czynnika transkrypcyjnego Lef/TCF (T-cell
factor) stymulujgcego proliferacje komorek, co wptywa
na proces onkogenezy [22].

4.3. Deregulacja czynnikow transkrypcyjnych

Aktywacja wielu szlakéw sygnalizacyjnych przez
CagA zaréwno na drodze zaleznej jak i niezaleznej od
fosforylacji prowadzi do indukgji ekspresji genéw kodu-
jacych kilku czynnikéw transkrypcyjnych takich jak:
ELK, NF-«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhan-
cer of activated B cells), NFAT, czy TCEF. Ekspresja genu
kodujacego czynnik ELKI jest aktywowana poprzez
interakcje CagA z fosfatazg SHP-2 oraz z biatkiem Grb2.
Zatem zmiany w poziomie ELK1 s3 skutkiem dziata-
nia CagA zaréwno na drodze zaleznej jak i niezalez-
nej od fosforylacji [30]. NF-«B jest aktywowany glow-
nie poprzez szlaki kinaz Ras/MAP i dodatkowo przez
mechanizm niezalezny od CagA, poprzez wprowadzenie
przez IV system sekrecji fragmentéw rozpadu peptydo-
glikanu oddzialujacych na receptory NOD1 (nucleotide-
-binding oligomerization domain-containing protein 1).
NF-kB indukuje ekspresje gendéw odpowiedzialnych
za wytwarzanie interleukiny 8 (cytokiny prozapalnej),
metaloproteaz oraz genéw anty-apoptotycznych [46, 74].
Infekcja H. pylori poprzez interakcje CagA z fosfoli-
paza gamma, powodujaca gromadzenie si¢ w komorce
jonéw wapniowych doprowadza takze do podwyzszenia
poziomu kalcyneuryny - fosfatazy serynowo-teronino-
wej, wplywajacej na poziom czynnika transkrypcyjnego
NFAT, aktywujacego limfocyty T. NFAT doprowadza do
zahamowania proliferacji komorek, co jest procesem
antagonistycznym do procesu aktywacji proliferacji
poprzez kinazy Ras/MAP [8, 77]. Cytotoksyna VacA
réwniez powoduje aktywacje tego czynnika transkryp-
cyjnego, sekrecja VacA jest zsynchronizowana z wpro-
wadzeniem CagA do komoérek nablonka co dowodzi,
ze obie cytotoksyny wzajemnie ze sobg oddzialujg [3].

5. CagA jest onkoproteing - doswiadczenia
z wykorzystaniem transgenicznych myszy

Wyzej przedstawiono skomplikowane przemiany
szlakéw metabolicznych indukowane przez biatko CagA
H. pylori dostarczane do komdrek gospodarza przez

103

IV system sekrecji. Wiele z nich, co wykazano w ekspe-
rymentach prowadzonych z wykorzystaniem réznych
linii komoérkowych moze odgrywaé¢ kluczowg role
w procesach nowotworzenia. Doswiadczenia na modelu
zwierzecym (mongolskich myszoskoczkach) zakazo-
nych H. pylori) wykazaly korelacje pomiedzy inter-
akcja komorek nablonkowych z CagA, a rozwojem
nowotworu przewodu pokarmowego, co potwierdza hipo-
teze o onkogennym dziataniu tego biatka [59, 64]. Dalsze
eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem trans-
genicznych myszy wytwarzajacych dwa rodzaje CagA:
typ dziki oraz bialko zmutowane - nieulegajace proce-
sowi fosforylacji. U myszy produkujacych dzikg forme
CagA powstawaly zmiany fenotypu tkanek nabtonko-
wych przewodu pokarmowego prowadzace do rozwoju
hiperplazji oraz nowotworu zofadka i jelita cienkiego
oraz nowotwory ukladu odpornosciowego. U myszy,
ktére produkowaly CagA nieulegajace fosforylacji nie
zaobserwowano takich zmian. Badania te bezsprzecznie
potwierdzity, ze CagA jest onkoproteing oraz dowiodly
jak wazna role w zmianach fenotypowych komorek
odgrywa proces fosforylacji [55].

Na bezposredni wpltyw biatka CagA na procesy
nowotworzenia wskazuje takze wyniki eksperymentow
in vitro (co-immunoprecypitacja oraz eksperymenty
typu ,,pull-down”) w ktérych wykazano bezposrednie
oddzialywanie CagA z bialkiem RUNX3, obecnym
w wielu tkankach supresorem nowotwordw, czgsto nie-
aktywnym w komorkach raka zotadka. Oddziatywanie
pomiedzy domeng WW CagA a motywem PY RUNX3
indukuje ubikwitynacje biatka supresorowego i kieruje
go na droge degradacji [70].

Poznawanie podstaw rozwoju choroby nowotwo-
rowej zaindukowanej aktywnoscia CagA moze by¢
podstawa do zrozumienia generalnych mechanizmoéw
warunkujacych procesy nowotworzenia zwigzane z in-
fekcjami lub reakcjami zapalnymi organizmu [21, 75].
Doswiadczenia badajace stabilnos¢ CagA w komoérkach
nablonkowych Zoladka dowiodty, ze CagA jest biatkiem
»krétko zyjacym’, a jego degradacja jest procesem nie-
zaleznym od proteosomu 26S. Oprdcz tego udokumen-
towano, ze zablokowanie oddzialywania CagA z kinaza
PARI1b skutkuje kierowaniem CagA na droge degra-
dacji. Fakt ten moze by¢ wykorzystany w opracowaniu
nowych metod profilaktycznych - zapobieganiu powsta-
waniu nowotworu, polegajacym na hamowaniu oddzia-
tywania biatka CagA z kinaza PAR1D [34].

6. Podsumowanie

Rozwdj nowotworu jest to proces wieloetapowy
wymagajacy zmian w ekspresji onkogendw oraz genow
supresorow nowotworowych komorek gospodarza.
Wprowadzone CagA oddzialuje z biatkami gospodarza
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na drodze zaleznej i niezaleznej od fosforylacji powo-
dujgc zmiany w ruchliwosci, proliferacji komorek oraz
ostabiajac polaczenia miedzy nimi, tym samym powo-
dujac zmiany w architekturze nabtonka zotadka. Dobrze
udokumentowano, ze aktywno$¢ CagA powoduje roz-
woj metaplazji, dysplazji, a w efekcie nowotworu tkanki
nablonkowej zoladka. Gléwng role w tym procesie
odgrywa interakcja CagA z SHP-2 - wewnatrzkomor-
kowym onkogenem, cho¢ zdumienie budza mozliwosci
interakeji z wieloma biatkami komoérek nablonkowych
prowadzace w konsekwencji do kilku proceséw - usta-
nowienia chronicznego stanu infekcji i powolnych
zmian w ruchliwosci, proliferacji i polarnosci komoérek
nabtonka. Rozwdj procesu nowotworzenia bez watpie-
nia zwigzany jest z polimorfizmem dwu podstawowych
czynnikéw wirulencji biatek VacA i CagA. Analizujac
polimorfizm tych genéw patogenu bedziemy mogli cho¢
w przyblizeniu okresli¢ poziom ryzyka rozwoju choroby
nowotworowej u konkretnego pacjenta.

Eradykacja H. pylori obniza prawdopodobienstwa
wystapienia nowotworu zotadka, aczkolwiek moze ona
prowadzi¢ do powstawania choroby refluksowej prze-
tykowej zoladka, ktdra rowniez stwarza ryzyko powsta-
wania nowotworu (w tym przypadku nowotworu prze-
tyku). Poznawanie podloza molekularnego dzialania
CagA moze doprowadzi¢ do opracowania rewolucyj-
nych metod zapobiegania rozwojowi choroby nowotwo-
rowej nawet bez koniecznosci usuwania infekgji.

PiSmiennictwo

1. Amieva M.R., Vogelmann R., Covacci A., Tompkins L.S.,
Nelson WJ., Falkow S.: Disruption of the epithelial apical-
-junctional complex by Helicobacter pylori CagA. Science, 300,
14301434 (2003)

2. Andrzejewska J., Lee S.K. Olbermann P, Lotzing N,
Katzowitsch E., Linz B., Achtman M., Kado C.I., Suerbaum S.,
Josenhans C.: Characterization of the pilin ortholog of the
Helicobacter pylori type IV cag pathogenicity apparatus, a sur-
face-associated protein expressed during infection. J. Bacteriol.
188, 5865-5877 (2006)

3. Atherton J.C., Cao P, Peek RM.,, Jr, Tummuru M.K,
Blaser M.J., Cover T.L.: Mosaicism in vacuolating cytotoxin
alleles of Helicobacter pylori. Association of specific vacA types
with cytotoxin production and peptic ulceration. J. Biol. Chem.
270, 17771-17777 (1995)

4. Backert S., Selbach M.: Role of type IV secretion in Helicobacter
pylori pathogenesis. Cell Microbiol. 10, 1573-1581 (2008)

5. Birge R.B., Kalodimos C., Inagaki F, Tanaka S.: Crk and CrkL
adaptor proteins: networks for physiological and pathological
signaling. Cell Commun. Signal. 7, 13 (2009)

6. Brandt S., Kwok T., Hartig R., Konig W., Backert S.: NF-kappa
B activation and potentiation of proinflammatory responses
by the Helicobacter pylori CagA protein. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 102, 9300-9305 (2005)

7. Censini S., Lange C., Xiang Z., Crabtree J.E., Ghiara P,
Borodovsky M., Rappuoli R., Covacci A.: Cag, a pathogeni-
city island of Helicobacter pylori, encodes type I-specific and

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

URSZULA KUKLINSKA, ANNA MARIA LASICA, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

disease-associated virulence factors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
93, 14648-14653 (1996)

. Churin Y., Al-Ghoul L., Kepp O., Meyer T.E, Birchmeier W,,

Naumann M.: Helicobacter pylori CagA protein targets the
c-Met receptor and enhances the motogenic response. J. Cell.
Biol. 161, 249-255 (2003)

. Correa P: Human gastric carcinogenesis: a multistep and

multifactorial process — First American Cancer Society Award
Lecture on Cancer Epidemiology and Prevention. Cancer. Res.
52, 6735-6740 (1992)

Covacci A., Censini S., Bugnoli M., Petracca R., Burroni D,,
Macchia G., Massone A., Papini E., Xiang Z., Figura N. i wsp.:
Molecular characterization of the 128-kDa immunodominant
antigen of Helicobacter pylori associated with cytotoxicity and
duodenal ulcer. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 5791-5795 (1993)
Cover T.L., Dooley C.P.,, Blaser M.J.: Characterization of and
human serologic response to proteins in Helicobacter pylori
broth culture supernatants with vacuolizing cytotoxin activity.
Infect. Immun. 58, 603-610 (1990)

Cover T.L., Blanke S.R.: Helicobacter pylori VacA, a paradigm
for toxin multifunctionality. Nat. Rev. Microbiol. 3, 320-332
(2005)

Crabtree J.E., Taylor ].D., Wyatt J.I, Heatley R.V., Shall-
cross T.M., Tompkins D.S., Rathbone B.J.: Mucosal IgA recogni-
tion of Helicobacter pylori 120 kDa protein, peptic ulceration,
and gastric pathology. Lancet, 338, 332-335 (1991)

Ding S.Z., Fischer W., Kaparakis-Liaskos M., Liechti G.,
Merrell D.S., Grant PA., Ferrero R.L., Crowe S.E., Haas R,,
Hatakeyama M. i wsp.: Helicobacter pylori-induced histone
modification, associated gene expression in gastric epithe-
lial cells, and its implication in pathogenesis. PLoS One, 5,
€9875(2010)

Dzieniszewski J.J.M.P.: Postepowanie w zakazeniu Helicobacter
pylori. Wytyczne opracowane przez Grupe Robocza Polskiego
Towarzystwa gastroenterologicznego ds. zakazenia Helicobacter
pylori. Gastroenterologia Polska, 5, 323-331 (2008)

El-Etr S.H., Mueller A., Tompkins L.S., Falkow S., Merrell D.S.:
Phosphorylation-independent effects of CagA during inter-
action between Helicobacter pylori and T84 polarized mono-
layers. J. Infect. Dis. 190, 1516-1523 (2004)

Ferrasi A.C., Pinheiro N.A., Rabenhorst S.H., Caballero O.L.,
Rodrigues M.A., de Carvalho E, Leite C.V., Ferreira M.V,
Barros M.A., Pardini M.L: Helicobacter pylori and EBV in
gastric carcinomas: methylation status and microsatellite
instability. World J. Gastroenterol. 16, 312-319 (2010)
Fincham VJ., Frame M.C.: The catalytic activity of Src is
dispensable for translocation to focal adhesions but controls
the turnover of these structures during cell motility. EMBO
J. 17, 81-92 (1998)

Fischer W,, Puls J., Buhrdorf R., Gebert B., Odenbreit S.,
Haas R.: Systematic mutagenesis of the Helicobacter pylori cag
pathogenicity island: essential genes for CagA translocation in
host cells and induction of interleukin-8. Mol. Microbiol. 42,
1337-1348 (2001)

Franke R., Muller M., Wundrack N., Gilles E.D., Klamt S.,
Kahne T., Naumann M.: Host-pathogen systems biology:
logical modelling of hepatocyte growth factor and Helico-
bacter pylori induced c-Met signal transduction. BMC Syst. Biol.
2,4 (2008)

Fukase K., Kato M., Kikuchi S., Inoue K., Uemura N,
Okamoto S., Terao S., Amagai K., Hayashi S., Asaka M.:
Effect of eradication of Helicobacter pylori on incidence of meta-
chronous gastric carcinoma after endoscopic resection of early
gastric cancer: an open-label, randomised controlled trial.
Lancet, 372, 392-397 (2008)



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

BIALKO CAGA HELICOBACTER PYLORI - PIERWSZA ZIDENTYFIKOWANA BAKTERYJNA ONKOPROTEINA

Giles R.H., van Es J.H., Clevers H.: Caught up in a Wnt storm:
Wnt signaling in cancer. Biochim. Biophys. Acta, 1653, 1-24
(2003)

Granstrom M., Tindberg Y., Blennow M.: Seroepidemiology of
Helicobacter pylori infection in a cohort of children monitored
from 6 months to 11 years of age. J. Clin. Microbiol. 35, 468-470
(1997)

Hatakeyama M., Higashi H.: Helicobacter pylori CagA: a new
paradigm for bacterial carcinogenesis. Cancer Sci. 96, 835-843
(2005)

Hatakeyama M. SagA of CagA in Helicobacter pylori patho-
genesis. Curr. Opin. Microbiol. 11, 30-37 (2008)

Hatakeyama M.: Linking epithelial polarity and carcinogenesis
by multitasking Helicobacter pylori virulence factor CagA.
Oncogene, 27, 7047-7054 (2008)

Higashi H., Tsutsumi R., Fujita A., Yamazaki S., Asaka M.,
Azuma T., Hatakeyama M.: Biological activity of the Helico-
bacter pylori virulence factor CagA is determined by variation
in the tyrosine phosphorylation sites. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
99, 14428-14433 (2002)

Higashi H., Tsutsumi R., Muto S., Sugiyama T., Azuma T,
Asaka M., Hatakeyama M.: SHP-2 tyrosine phosphatase as
an intracellular target of Helicobacter pylori CagA protein.
Science, 295, 683-686 (2002)

Higashi H., Nakaya A., Tsutsumi R., K., Fujii Y., Ishikawa S.,
Higuchi M., Takahashi A., Kurashima Y., Teishikata Y. i wsp.:
Helicobacter pylori CagA induces Ras-independent morpho-
genetic response through SHP-2 recruitment and activation.
J. Biol. Chem. 279, 17205-17216 (2004)

Hirata Y., Maeda S., Mitsuno Y., Tateishi K., Yanai A,
Akanuma M., Yoshida H., Kawabe T., Shiratori Y., Omata M.
Helicobacter pylori CagA protein activates serum response
element-driven transcription independently of tyrosine pho-
sphorylation. Gastroenterology, 123, 1962-1971(2002)

Hof P, Pluskey S., Dhe-Paganon S., Eck M.]., Shoelson S.E.:
Crystal structure of the tyrosine phosphatase SHP-2. Cell, 92,
441-450 (1998)

Houghton J., Stoicov C., Nomura S., Rogers A.B., Carlson J.,
Li H,, Cai X,, Fox J.G., Goldenring J.R., Wang T.C.: Gastric
cancer originating from bone marrow-derived cells. Science,
306, 1568-1571 (2004)

Hurov J.B., Watkins J.L., Piwnica-Worms H.: Atypical PKC
phosphorylates PAR-1 kinases to regulate localization and
activity. Curr. Biol. 14, 736-741 (2004)

Ishikawa S., Ohta T., Hatakeyama M.: Stability of Helicobacter
pylori CagA oncoprotein in human gastric epithelial cells. FEBS
Lett. 583, 2414-2418 (2009)

Jagusztyn-Krynicka E.K., Godlewska R.: New approaches for
Helicobacter vaccine development-difficulties and progress. Pol.
J. Microbiol. 57, 3-9 (2008)

Jimenez-Soto L.E, Kutter S., Sewald X., Ertl C., Weiss E.,
Kapp U., Rohde M., Pirch T., Jung K., Retta S.E. i wsp.: Helico-
bacter pylori type IV secretion apparatus exploits betal integrin
in a novel RGD-independent manner. PLoS Pathog. 5, 1000684
(2009)

Jones K.R., Joo Y.M,, Jang S., Yoo Y.J., Lee H.S., Chung LS,
Olsen C.H., Whitmire J.M., Merrell D.S., Cha J.H.: Polymor-
phism in the CagA EPIYA motif impacts development of gastric
cancer. J. Clin. Microbiol. 47, 959-968 (2009)

Kaise M., Yamasaki T., Yonezawa J., Miwa J., Ohta Y., Tajiri H.:
CpG island hypermethylation of tumor-suppressor genes in
H. pylori-infected non-neoplastic gastric mucosa is linked with
gastric cancer risk. Helicobacter, 13, 35-41 (2008)

Kang G.H., Lee H.J., Hwang K.S., Lee S., Kim J.H., Kim J.S.:
Aberrant CpG island hypermethylation of chronic gastritis,

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

105

in relation to aging, gender, intestinal metaplasia, and chronic
inflammation. Am. J. Pathol. 163, 1551-1556 (2003)
Kurashima Y., Murata-Kamiya N., Kikuchi K., Higashi H.,
Azuma T., Kondo S., Hatakeyama M.: Deregulation of beta-
-catenin signal by Helicobacter pylori CagA requires the CagA-
multimerization sequence. Int. . Cancer. 122, 823-831 (2008)
Kusters J.G., van Vliet A.H., Kuipers E.J.: Pathogenesis of
Helicobacter pylori infection. Clin. Microbiol. Rev. 19, 449-490
(2006)

Kwok T., Zabler D., Urman S., Rohde M., Hartig R., Wessler S.,
Misselwitz R., Berger J., Sewald N., Konig W. i wsp.: Helicobacter
exploits integrin for type IV secretion and kinase activation.
Nature, 449, 862-866 (2007)

Li CX., Poznansky M.].: Characterization of the ZO-1 pro-
tein in endothelial and other cell lines. J. Cell. Sci. 97 (Pt 2),
231-237 (1990)

Lu H.S,, Saito Y., Umeda M., Murata-Kamiya N., Zhang H.M.,
Higashi H., Hatakeyama M.: Structural and functional diver-
sity in the PARIb/MARK2-binding region of Helicobacter
pylori CagA. Cancer Sci. 99, 2004-2011 (2008)

Maekita T., Nakazawa K., Mihara M., Nakajima T., Yanaoka K.,
Iguchi M., Arii K., Kaneda A., Tsukamoto T., Tatematsu M.
i wsp.: High levels of aberrant DNA methylation in Helicobacter
pylori-infected gastric mucosae and its possible association with
gastric cancer risk. Clin. Cancer Res. 12, 989-995 (2006)
Malfertheiner P, Bornschein J., Selgrad M.: Role of Helicobacter
pylori infection in gastric cancer pathogenesis: a chance for
prevention. J. Dig. Dis. 11, 2-11 (2010)

Marshall B.: Helicobacter pylori: past, present and future. Keio
J. Med. 52, 80-85 (2003)

Matsumoto Y., Marusawa H., Kinoshita K., Endo Y., Kou T,,
Morisawa T., Azuma T., Okazaki .M., Honjo T., Chiba T.
Helicobacter pylori infection triggers aberrant expression of
activation-induced cytidine deaminase in gastric epithelium.
Nat. Med. 13, 470-476 (2007)

Mimuro H., Suzuki T., Tanaka J., Asahi M., Haas R., Sasa-
kawa C.: Grb2 is a key mediator of Helicobacter pylori CagA
protein activities. Mol. Cell, 10, 745-755 (2002)
Murata-Kamiya N., Kurashima Y., Teishikata Y., Yamahashi Y.,
Saito Y., Higashi H., Aburatani H., Akiyama T., Peek R M., Jr.,
Azuma T. i wsp.: Helicobacter pylori CagA interacts with
E-cadherin and deregulates the beta-catenin signal that
promotes intestinal transdifferentiation in gastric epithelial
cells. Oncogene, 26, 4617-4626 (2007)

Nakajima T., Enomoto S., Yamashita S., Ando T., Nakanishi Y.,
Nakazawa K., Oda I, Gotoda T., Ushijima T.: Persistence
of a component of DNA methylation in gastric mucosae after
Helicobacter pylori eradication. J. Gastroenterol. 45, 37-44
(2010)

Narumi Y., Isomoto H., Shiota M., Sato K., Kondo S., Machida H.,
Yanagihara K., Mizuta Y., Kohno S., Tsukamoto K.: Poly-
morphisms of PTPN11 coding SHP-2 as biomarkers for
ulcerative colitis susceptibility in the Japanese population.
J. Clin. Immunol. 29, 303-310 (2009)

Neel B.G., Gu H., Pao L. The ,Shpiing news: SH2 domain-
-containing tyrosine phosphatases in cell signaling. Trends
Biochem. Sci. 28, 284-293 (2003)

Nguyen L.T., Uchida T., Murakami K., Fujioka T., Moriyama M.:
Helicobacter pylori virulence and the diversity of gastric cancer
in Asia. J. Med. Microbiol. 57, 1445-1453 (2008)

Ohnishi N., Yuasa H., Tanaka S., Sawa H., Miura M.,
Matsuhi A., Higashi H., Musashi M., Iwabuchi K., Suzuki M.
i wsp.: Transgenic expression of Helicobacter pylori CagA
induces gastrointestinal and hematopoietic neoplasms in
mouse. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105, 1003-1008 (2008)



106

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Pattis 1., Weiss E., Laugks R., Haas R., Fischer W.: The
Helicobacter pylori CagF protein is a type IV secretion chape-
rone-like molecule that binds close to the C-terminal secre-
tion signal of the CagA effector protein. Microbiology, 153,
2896-2909 (2007)

Ren S., Higashi H., Lu H., Azuma T., Hatakeyama M.: Structural
basis and functional consequence of Helicobacter pylori CagA
multimerization in cells. J. Biol. Chem. 281, 32344-32352 (2006)
Ren G., Crampton M.S., Yap A.S.: Cortactin: Coordinating
adhesion and the actin cytoskeleton at cellular protrusions. Cell
Motil. Cytoskeleton, 66, 865-873 (2009)

Rieder G., Merchant J.L., Haas R.: Helicobacter pylori cag-
-type IV secretion system facilitates corpus colonization to
induce precancerous conditions in Mongolian gerbils. Gastro-
enterology, 128, 1229-1242 (2005)

Roovers K., Assoian R.K.: Integrating the MAP kinase signal into
the G1 phase cell cycle machinery. Bioessays, 22, 818-826 (2000)
Saadat I, Higashi H., Obuse C., Umeda M., Murata-Kamiya N.,
Saito Y., Lu H., Ohnishi N., Azuma T., Suzuki A. i wsp.: Helico-
bacter pylori CagA targets PARI/MARK kinase to disrupt
epithelial cell polarity. Nature, 447, 330-333 (2007)

Schneider B.G., Peng D.E, Camargo M.C., Piazuelo M.B,,
Sicinschi L.A., Mera R., Romero-Gallo J., Delgado A.G.,
Bravo L.E., Wilson K.T. i wsp.: Promoter DNA hypermethyla-
tion in gastric biopsies from subjects at high and low risk for
gastric cancer. Int. J. Cancer. 127, 2588-2597 (2010)

Selbach M., Moese S., Hurwitz R., Hauck C.R., Meyer T.E,
Backert S.: The Helicobacter pylori CagA protein induces
cortactin dephosphorylation and actin rearrangement by
c-Src inactivation. EMBO J. 22, 515-528 (2003)

Shibata W, Hirata Y., Maeda S., Ogura K., Ohmae T., Yanai A.,
Mitsuno Y., Yamaji Y., Okamoto M., Yoshida H. i wsp.: CagA
protein secreted by the intact type IV secretion system leads to
gastric epithelial inflammation in the Mongolian gerbil model.
J. Pathol. 210, 306-314(2006)

Snider J.L., Cardelli J.A.: Helicobacter pylori induces cancer cell
motility independent of the c-Met receptor. J. Carcinog. 8, 7
(2009)

Sokolova O., Bozko PM., Naumann M.: Helicobacter pylori sup-
presses glycogen synthase kinase 3beta to promote beta-catenin
activity. J. Biol. Chem. 283, 29367-29374 (2008)

Suzuki M., Mimuro H., Suzuki T., Park M., Yamamoto T.,
Sasakawa C.: Interaction of CagA with Crk plays an important
role in Helicobacter pylori-induced loss of gastric epithelial cell
adhesion. J .Exp. Med. 202, 1235-1247 (2005)

Tammer L, Brandt S., Hartig R., Konig W., Backert S.: Activation
of Abl by Helicobacter pylori: a novel kinase for CagA and

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

URSZULA KUKLINSKA, ANNA MARIA LASICA, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

crucial mediator of host cell scattering. Gastroenterology, 132,
1309-1319(2007)

Tanaka J., Suzuki T., Mimuro H., Sasakawa C.: Structural defi-
nition on the surface of Helicobacter pylori type IV secretion
apparatus. Cell. Microbiol. 5, 395-404 (2003)

Tsang Y.H., Lamb A., Romero-Gallo J., Huang B., Ito K,
Peek R.M., Jr., Ito K., Chen L.E: Helicobacter pylori CagA
targets gastric tumor suppressor RUNX3 for proteasome-
mediated degradation. Oncogene, 29, 5643-5650 (2010)
Tsutsumi R., Higashi H., Higuchi M., Okada M., Hatakeyama M.:
Attenuation of Helicobacter pylori CagA x SHP-2 signaling by
interaction between CagA and C-terminal Src kinase. J. Biol.
Chem. 278, 3664-3670 (2003)

Tsutsumi R., Takahashi A., Azuma T., Higashi H., Hata-
keyama M.: Focal adhesion kinase is a substrate and down-
stream effector of SHP-2 complexed with Helicobacter pylori
CagA. Mol. Cell Biol. 26, 261-276(2006)

Tummuru M.K., Cover T.L., Blaser M.].: Cloning and expres-
sion of a high-molecular-mass major antigen of Helicobacter
pylori: evidence of linkage to cytotoxin production. Infect.
Immun. 61, 1799-1809 (1993)

Viala J., Chaput C., Boneca 1.G., Cardona A., Girardin S.E.,
Moran A.P, Athman R., Memet S., Huerre M.R., Coyle A.].
i wsp.: Nodl responds to peptidoglycan delivered by the
Helicobacter pylori cag pathogenicity island. Nat. Immunol. 5,
1166-1174 (2004)

Wong B.C., Lam S.K., Wong W.M., Chen J.S., Zheng T.T,,
Feng R.E., Lai K.C,, Hu WH.,, Yuen S.T,, Leung S.Y. i wsp.:
Helicobacter pylori eradication to prevent gastric cancer in
a high-risk region of China: a randomized controlled trial.
JAMA, 291, 187-194 (2004)

Yamaoka Y., El-Zimaity H.M., Gutierrez O., Figura N,
Kim J.G., Kodama T., Kashima K., Graham D.Y.: Relationship
between the cagA 3’ repeat region of Helicobacter pylori,
gastric histology, and susceptibility to low pH. Gastroenterology,
117, 342-349 (1999)

Yokoyama K., Higashi H., Ishikawa S., Fujii Y., Kondo S,
Kato H., Azuma T, Wada A., Hirayama T., Aburatani H.
iwsp.: Functional antagonism between Helicobacter pylori CagA
and vacuolating toxin VacA in control of the NFAT signaling
pathway in gastric epithelial cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
102, 9661-9666 (2005)

Zeaiter Z., Cohen D., Musch A., Bagnoli F, Covacci A,
Stein M.: Analysis of detergent-resistant membranes of Helico-
bacter pylori infected gastric adenocarcinoma cells reveals
a role for MARK2/Parlb in CagA-mediated disruption of
cellular polarity. Cell Microbiol. 10, 781-794(2008)



POST. MIKROBIOL.,
2011, 50, 2, 107-119
http://www.pm.microbiology.pl

DROZDZE JAKO CZYNNIKI
OCHRONY BIOLOGICZNEJ ROSLIN

Monika Kordowska-Wiater*

'Katedra Biotechnologii, Zywienia Czlowieka i Towaroznawstwa Zywnosci,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Skromna 8, 20-704 Lublin

Wplynelo w styczniu 2011 .

1. Wstep. 2. Drozdze w ochronie owocéw i warzyw przed chorobami pochodzenia grzybowego. 3. Zastosowanie drozdzy do hamowania
fitopatogendw grzybowych pochodzenia glebowego. 4. Mechanizmy antagonistycznego dziatania drozdzy. 4.1. Konkurencja o sktadniki
odzywcze i przestrzen. 4.2. Produkcja czynnikéw antybiotycznych. 4.3. Produkcja enzyméw litycznych. 4.4. Indukcja odpornosci
roélin. 5. Poprawa skutecznosci czynnikéw biokontroli. 6. Preparaty ochronne oparte o drozdze. 7. Perspektywy stosowania drozdzy
antagonistycznych. 8. Podsumowanie

Yeasts as biological control agents for plants

Abstract: Yeasts can be used for biocontrol of fungal phytopathogens of plants. Antagonistic strains have been selected from different plant
niches. The most effective are Cryptococcus laurentii, Candida sake, C. oleophila, Metschnikowia spp. and yeast-like fungus Aureobasidium
pullulans, which are able to reduce or inhibit the growth of fungi such as e.g. Botrytis, Penicillium and Rhizopus causing rots of fruit and
vegetables or act on other field phytopathogens. Some yeasts from rhizosphere are able to promote plant growth. Different modes of
yeast action have been suggested to be responsible for biological control: competition for nutrients and space on plant organ surfaces,
antibiotic production, lytic enzyme (mainly glucanases and chitinases) excretion and induction of plant resistance by specific enzymes
and phytohormone production. Since the effectiveness of investigated yeasts is sometimes insufficient, different kinds of biocontrol
improvement have been investigated and antagonist mixture, addition of adjuvants, natural substances, mild fungicides or modification
of physical agents have been suggested. Formulas of effective biocontrol preparations based on yeasts have been under investigation.
Freezing, freeze-drying and vacuum-drying have been proposed to be the best methods of yeasts stabilization. High viability, stability,
efficiency of cells and safety during the storage of products have been the goal of investigations. Some commercial preparations have
been registrated e.g. “Shemer” based on Metschnikowia fructicola action, “Candifruit” based on Candida sake which can be used
for protection of fruit and vegetables. Nowadays, the importance of this kind of protective products is restricted but in the future there is
a chance for propagation of biocontrol yeast formulas.

1. Introduction. 2. Yeasts in fruit and vegetable protection against diseases of fungal origin. 3. Application of yeasts for inhibition
of fungal phytopathogens of soil origin. 4. Mechanisms of antagonistic action of yeasts. 4.1. Competition for nutrients and space.
4.2. Antibiotic agent production. 4.3. Lytic enzyme production. 4.4 Induction of plant resistance. 5. Improvement of biocontrol agent]
efficiency. 6. Protective products based on yeasts. 7. Perspectives of antagonistic yeast application. 8. Summary
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1. Wstep

Roéliny uprawne, w tym owoce i warzywa w cza-
sie wzrostu, jak i po zbiorze narazone sa na choroby
wywolywane mikroorganizmami. Oczywistym efektem
wystepowania chordb jest obnizenie zbioréw i pogorsze-
nie ich jakosci. Sumaryczne straty w produkcji roslinnej
wywotlane przez choroby i szkodniki roslin szacowane
s przez Swiatowa Organizacje Wyzywienia i Rolnictwa
na okoto 30% rocznie w skali calego $wiata. Wystepo-
wanie chorob roélin podnosi rowniez koszty produkcji
roélinnej oraz ma skutki estetyczne poprzez obnizanie
waloréw zdobniczych [48].

Mykozy roslin, choroby powodowane przez grzyby,
stanowig najliczniejszg i najistotniejszg z gospodarczego
punktu widzenia grupe choréb. Jak wiadomo, do walki
z nimi stosuje si¢ fungicydy, ktére mimo skutecznosci
i prostoty uzycia, nie cieszg si¢ uznaniem ze wzgledu

na zagrozenie bezpieczenstwa zdrowotnego konsumen-
tow spowodowane pozostatosciami fungicydéw w rosli-
nach, uodparnianie si¢ patogenéw na $rodki chemiczne,
redukcje organizméw pozytecznych, a takze trudnosci
i duze koszty wynalezienia nowych, bezpiecznych pre-
paratow. Te zastrzezenia do stosowania fungicydow
spowodowaly wzrost zainteresowania biologicznymi
metodami ochrony roélin [80]. Klasyczna definicja glosi,
ze biologiczna metoda ochrony polega na ograniczaniu
rozwoju organizmoéw szkodliwych dla roglin za pomoca
czynnikow biologicznych — innych organizméw lub pro-
duktéw ich metabolizmu [47]. Badania nad czynnikami
biologicznymi, stuzacymi do zwalczania flory patogen-
nej koncentrujg si¢ na poszukiwaniu mikroorganizméw
antagonistycznych dla patogendw ran, gdyz do infekcji
przez zarodniki grzybéw dochodzi najczesciej poprzez
miejsce zranienia tkanki roslinnej. Dlatego tez szybka
kolonizacja i wzrost antagonisty w miejscu zranienia
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decyduja o jego skutecznosci. Proces infekcji owocow
i warzyw odpowiedzialny za ich gnicie moze nastgpié
w okresie pomiedzy kwitnieniem, a uzyskaniem dojrza-
tosci lub w czasie zbioréw. Uzycie mikroorganizmoéw do
kontroli chordb roslin wymaga zakl6cenia jakiegos$ etapu
choroby lub cyklu zycia patogenu, zwykle ich dziatanie
dotyczy prewencji infekcji, redukeji kolonizacji tkanek
gospodarza lub sporulacji i przezycia patogenu [71]. Aby
skutecznie zapobiega¢ infekcjom surowcéw roslinnych
przez grzyby fitopatogenne, antagonista powinien by¢
obecny na ich powierzchni przed wystgpieniem infek-
cji. Powinien charakteryzowac si¢ wysoka zdolnoscia
do kolonizacji powierzchni ran, szybkim wzrostem,
zdolno$cig do wykorzystania sktadnikéw odzywczych
wystepujacych w malych ilo$ciach w miejscach zranie-
nia oraz wigksza zdolnos$cia do przezycia i rozwoju niz
patogen w szerokim zakresie temperatur, pH i ci$nienia
osmotycznego. Powinien by¢ skuteczny nawet w niskich
stezeniach oraz mie¢ szerokie spektrum dzialania.
Powinien by¢ stabilny genetycznie, mie¢ umiarkowane
wymagania odzywcze i nie powinien produkowac¢ meta-
bolitéw szkodliwych dla zdrowia ludzi oraz nie wywiera¢
szkodliwego dzialania na surowiec. Powinien réwniez
charakteryzowac si¢ odpornoscia na pestycydy [21].

Wiele czynnikéw biokontroli egzystuje naturalnie
na liSciach roélin, korzeniach i innych strukturach jako
epifity lub saprofity wykorzystujace skladniki odzyw-
cze w danej niszy ekologicznej. Intensywne badania
nad takimi mikroorganizmami trwaja od okoto 25 lat
i doprowadzily do komercyjnego uzycia zarejestrowa-
nych czynnikéw biologicznych do kontroli choréb roslin.
Do grupy drobnoustrojéw antagonistycznych zalicza
sie pozyteczne bakterie, drozdze i grzyby strzepkowe.
Duzo uwagi poswiecono tez bakteriom antagonistycz-
nym, czego wynikiem sg dostepne na rynku preparaty
bakteryjne oparte o wykorzystanie aktywnych szczepdw
[80]. Grzyby strzepkowe sa rowniez przedmiotem badan
nad wykorzystaniem ich w biokontroli kilka gatunkdw,
zwlaszcza grzybow z rodzaju Trichoderma, postuzylo
do sporzadzenia komercyjnych preparatéw do ochrony
roznych upraw - patrz publikacje na ten temat [47,
61, 62, 70, 71, 99]. Niniejsza praca koncentruje si¢ na
wykorzystaniu drozdzy jako czynnikéw ochrony bio-
logicznej, nad ktérymi prowadzi si¢ w ostatnich latach
badania zaréwno laboratoryjne, jak i polowe, ale takze
pojawiaja si¢ na rynku srodkéw ochrony roslin preparaty
oparte o ich dzialanie.

2. Drozdze w ochronie owocow i warzyw
przed chorobami pochodzenia grzybowego

Pierwsze badania dotyczace zastosowania drozdzy
antagonistycznych w stosunku do grzybow patogennych,
atakujacych po zbiorze owoce i warzywa koncentrowaly
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sie na zaplikowaniu ich po zbiorze w stabilnym i kontro-
lowanym $rodowisku przechowywania, ocenie ich aktyw-
nosci przeciwgrzybiczej, gdy czynniki biologiczne tatwo
stosowa¢ na zgromadzone plony [97]. Wedlug innej hipo-
tezy uzycie czynnikow biokontroli przed zbiorem moze
by¢ bardziej korzystne niz po zbiorze, chociaz wymaga
dobrego zrozumienia epidemiologii choroby, biologii,
ekologii i dynamiki populacji antagonistéw [5, 41].
Stosowanie drozdzy po zbiorze owocow przedsta-
wiono w licznych publikacjach, szczegélnie z przefomu
XX i XXIw. (Tab.I). Filonow i wsp. [31] przeba-
dali 28 izolatéw drozdzy z rodzaju Cryptococcus, Deba-
ryomyces, Filobasidium, Rhodosporidium, Rhodotorula,
Sirobasidium, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Tilletiopsis,
Tremella, Trichosporon i Yarrowia pod katem ich ochron-
nego dzialania na jabtka zakazane konidiami Botrytis
cinerea po zbiorze i stwierdzili najlepsza przydatnos¢
drozdzy Cryptococcus humicola Y1266, Filobasidium flo-
riforme Y7454 i Rhodosporidium toruloides Y1091 do
ograniczania wielkosci i stopnia zaawansowania zgni-
lizny na jabtkach przechowywanych zaréwno w tem-
peraturze pokojowej, jak i chtodniczej. Drozdze szybko
kolonizowaly miejsca zranienn owocdw, namnazaly si¢
i ograniczaty kietkowanie i wzrost patogenu [31].
Wagner iwsp. [93] przebadali 18 szczepow drozdzy
i wylonili 4 szczepy skutecznie hamujgce wzrost B. cine-
rea na jabtkach podczas przechowywania. W doswiad-
czeniu infekcyjnym najwyzszy stopien hamowania
wzrostu patogenu uzyskano dzialajac drozdzami Pichia
stipitis CBS 5773 (98,5% po 5 dniach po inokulacji, 52%
po 14 dniach), Candida melibiosica 2515 (odpowiednio
75% i 25%) oraz Candida butyri JCM 1501 i Candida
parapsilosis DSM 70125 (odpowiednio 70% i 10-13%)
[93]. Skuteczne dzialanie antagonistyczne wobec B. cine-
rea oraz Penicillium expansum na jabtkach drozdzy
Rhodotorula glutinis LS11, Cryptococcus laurentii LS28
i Aureobasidium pullulans LS30 wykazali Lima iwsp.
[51] podczas badan przechowalniczych w temp. 3°C
i 20°C. Uzyskali oni redukcje zgnilizny o 89-91% sto-
sujac szczep LS30, LS28 ograniczyl zmiany chorobowe
na jabtkach 0 86-91% w temp. pokojowej, za$ izolat LS11
byl najskuteczniejszy w temp. 3°C dajac redukcj¢ zmian
0 63-72% [51]. Z kolei Qin i wsp. [72] zastosowali
drozdze: Trichosporon pullulans, C. laurentii, R. glutinis
i Pichia membranefaciens do pozbiorowej ochrony cze-
re$ni przed Alternaria alternata, P. expansum, B. cinerea
i Rhizopus stolonifer i stwierdzili skuteczng ochrone owo-
c6w (zmiany gnilne mniejsze niz w kontroli o 73-94%)
przez T. pullulans w temp. 25°C, za$ przez R.glutinis
w 0°C. W badaniach laboratoryjnych Schena iwsp.
[79] przebadali wlasciwos$ci antagonistyczne izolatow
drozdzy z gatunkow: Debaryomyces hansenii, Pichia
guilliermondii, Candida oleophila, Metschnikowia spp.
wobec B. cinerea, Penicillium digitatum, Aspergillus niger
i R. stolonifer na owocach winogron, grejpfrutach i pomi-
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Tabela I
Drozdze wykorzystywane w ochronie biologicznej roslin
Drozdze - skuteczni antagoni$ci Grzyby fitopatogenne | Roéliny (plony) Pié.rr;ien-
nictwo
Aplikacja po zbiorze
Cryptococcus humicola, Filobasidium floriforme, Rhodosporidium toruloides | Botrytis cinerea Jabtka [31]
Pichia stipitis, Candida melibiosica, C. butyri, C. parapsilosis Botrytis cinerea Jabtka [93]
Rhodotorula glutinis, Cryptococcus laurentii, Aureobasidium pullulans Botrytis cinerea, Jabtka [51]
Penicillium expansum
Trichosporon pullulans, Rhodotorula glutinis Alternaria alternata, Czereénie [72]
Penicillium expamsum,
Botrytis cinerea,
Rhizopus stolonifer
Debaryomyces hansenii, Pichia guilliermondii, Candida oleophila, Botrytis cinerea, Winogrona, [79]
Metschnikowia sp. Penicillium digitatum, | grapefruity,
Aspergillus niger, pomidory
Rhizopus stolonifer
Pseudozyma fusiformata, Metschnikowia sp., Aureobasidium pullulans Monilinia laxa Brzoskwinie [102]
Metschnikowia fructicola Monilinia fructigena Brzoskwinie [30]
nektaryny
Metschnikowia pulcherrima Monilinia fructigena Morele [36]
Metschnikowia pulcherrima Penicillium expansum Jabtka [44]
Aplikacja przed zbiorem
Aureobasidium pullulans, Rhodotorula glutinis Penicillium expansum, | Jabtka [49]
Botrytis cinerea, and
Pezicula malicorticis
Aureobasidium pullulans, Candida oleophila Botrytis cinerea Truskawki [52]
Aureobasidium pullulans, Epicoccum purpurascens Monilinia laxa Czeresnie [98]
Candida sake Penicillium expansum Jabtka [87]
Pichia guilliermondii Botrytis cinerea Winogrona [41]
Metschnikowia sp. Botrytis cinerea Winogrona [79]
Candida infirmominatus Botrytis cinerea, Gruszki [9]
Penicillium expansum
Cadida valida, Rhodotorula glutinis, Trichosporon asahii Rhizoctonia solani Buraki cukrowe [28]
Candida glabrata, Candida maltosa, Candida slooffiae, Cephalosporium maydis | Kukurydza [25]
Rhodotorula rubra, Trichosporon cutaneum
Saccharomyces unispora, Candida steatolytica Fusarium oxysporum Fasola [26]

dorach. Uzyskali bardzo wysoki poziom redukcji zgni-
lizn, uzalezniony od gestosci zawiesin drozdzy, siegajacy
nawet blisko 100% w przypadku Botrytis i Rhizopus,
a najefektywniejszym szczepem okazal si¢ izolat Met-
schnikowia LS15 [79]. Zhang i wsp. [102] wyizolo-
wali sposrod 210 izolatéw drozdzy i grzybow drozdzopo-
dobnych 3 izolaty zidentyfikowane jako Pseudozyma
fusiformata, Metschnikowia sp. i A.pullulans, ktére
dobrze chronity owoce brzoskwini przed Monilinia laxa
po zbiorze ograniczajac wystepowanie zmian gnilnych
odpowiednio do 29,3%, 21,3% i 29,3% (stosujac gestos¢
komorek 1 x 10%/ml). Badacze wykazali, ze zywe komorki
antagonistow w znacznym stopniu hamowaly kietko-
wanie zarodnikéw i wydluzanie strzepek kietkowych
[102]. O dziataniu ochronnym Metschnikowia fructicola

na owocach brzoskwini i nektaryny przeciw rozwojowi
Monilinia fructigena po zbiorze doniesli Ferrari iwsp.
[30], a o zastosowaniu Metschnikowia pulcherrima prze-
ciw brunatnej zgniliznie moreli pisali Grebenisan
i wsp. [36]. Z kolei Janisiewicz iwsp. [44] badali
zdolno$ci réznych szczepdw wyzej wymienionego
gatunku drozdzy do hamowania zgnilizny powodowa-
nej przez P.expansum na jablkach i uzyskali zadowala-
jace rezultaty, chociaz zréznicowanie miedzy szczepami
w potencjale biokontrolnym bylo widoczne.

Druga koncepcja stosowania drozdzy do pozbioro-
wej ochrony owocow i warzyw dotyczy aplikacji tych
drobnoustrojow przed zbiorem, jeszcze podczas uprawy.
Wiele patogenow wlasnie wtedy dostaje sie do rosliny
(infekcje ukryte i spokojne), a powodowane przez nie
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zgnilizny pojawiaja si¢ dopiero na dojrzatych owocach
[41]. Uzycie drozdzy na polu, szczegdlnie przed infek-
cja patogenem, moze wowczas by¢ bardziej efektywne.
Oczywiscie antagonista wykorzystywany do aplikacji
polowej powinien by¢ bardziej odporny niz antagoni-
sta stosowany po zbiorze na niskie stezenia skladnikéw
odzywczych, promieniowanie UV, susze, gwaltowne
zmiany klimatu czy obecno$¢ srodkéw chemicznych [41,
49]. Powinien réwniez wykaza¢ sie szybka i skuteczng
zdolnoscig kolonizacji powierzchni roélin, zwlaszcza
organéw docelowych [41]. Drozdze aplikowane przed
zbiorem przedstawiono w Tab. I. Gatunki A. pullulans
oraz R. glutinis w badaniach Leibingera iwsp. [49]
po zaaplikowaniu na jablonie wykazaly wysoka adapta-
cje do warunkow polowych i przechowywania w chtodni
przez okres 6 miesiecy. Stwierdzono, ze ochrona kwiatoéw
truskawki, ktore stanowig wrota infekgji, jest kluczowsa
strategia zapobiegania rozwojowi B.cinerea zaréwno
przez srodki biologiczne, jak i chemiczne. Stwierdzono,
ze grzyby drozdzopodobne A.pullulans oraz drozdze
C. oleophila byly bardziej efektywne wobec zgnilizny
przechowalniczej B. cinerea na truskawkach, gdy byly
stosowane na polu w poréwnaniu z uzyciem bezposred-
nio po zbiorze. Oba drobnoustroje kolonizowaty kwiaty
i nie dopuszczaly do infekcji przez B. cinerea [52]. Apli-
kacja A. pullulans i Epicoccum purpurascens na kwiaty
czere$ni redukowata liczbe ukrytych infekcji przez Moni-
linia laxa w zielonych owocach [98]. Dobre rezultaty
moze da¢ zastosowanie drozdzy tuz przed zbiorem, aby
przeciwdziata¢ rozwojowi patogenéw w rankach powsta-
tych podczas uszkodzen w trakcie zbioru lub po nim.
Candida sake zaaplikowane 2 dni przed zbiorem skutecz-
nie przeciwdziataly rozwojowi niebieskiej zgnilizny na
jabtkach przez 4 miesiace przechowywania [87]. A. pul-
lulans zastosowany na truskawki bezposrednio przed
zbiorem redukowal zgnilizne Rhizopus o 72%, natomiast
stabo dziafal na Botrytis [52]. Innym wskazaniem dla
aplikacji preparatéw drozdzowych przed zbiorem jest
specyfika owocdw, ktdre posiadaja woskowe naloty
(winogrona) lub niekorzystny jest ich kontakt z woda
podczas przechowywania (truskawki). Ben-Arie
i wsp. [41] badali dzialanie drozdzy P.guilliermondii
na hamowanie zgnilizny pozbiorowej na winogronach
aplikujac antagoniste przed i po zbiorze owocow. Stwier-
dzili skuteczny efekt hamujacy w obu przypadkach, lecz
preparat aplikowany po zbiorze usunat powierzchniowy
nalot, co nie byto korzystne dla owocow [41]. Schena
i wsp. [79] zastosowali szczep Metschnikowia LS15 na
owoce winogron przed zbiorem i przy pigciokrotnych
opryskach zawiesing antagonisty uzyskali redukcje
zmian chorobowych wywolanych B. cinerea o 38,2%, jed-
nak populacja drozdzy w warunkach polowych szybko
zmniejszala sie. Drozdze Cryptococcus infirmominatus,
C. laurentii i R. glutinis zastosowano 1 dzien lub 3 tygo-
dnie przed zbiorem do hamowania szarej i niebieskiej
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zgnilizny na gruszkach. Obiecujace wyniki uzyskano dla
C. infirmonimatus, ktére po aplikacji przez 3 tygodnie
utrzymywaly liczebno$¢ na wysokim poziomie i kilku-
krotnie zmniejszaly ogoélny stan zmian chorobowych
w trakcie przechowywania owocow [9].

3. Zastosowanie drozdzy do hamowania fitopato-
genow grzybowych pochodzenia glebowego

El-Tarabily [28] donidst o zastosowaniu trzech
gatunkow drozdzy: Candida valida, R. glutinis i Tricho-
sporon asahii z ryzosfery buraka cukrowego, ktore indy-
widualnie lub w kombinacji redukowaly zgorzel siewek
i zgnilizne korzeni buraka cukrowego powodowang
przez Rhizoctonia solani AG-2-2. Wykazano, ze za aktyw
nos¢ przeciwgrzybowa C. valida odpowiedzialne sg rézne
mechanizmy: produkcja B-1,3-glukanazy, zwigzkow
lotnych, metabolitéw przeciwgrzybowych, obecnos¢ lot-
nych zwigzkow inhibujacych stwierdzono u R. glutinis
a u T asahii wydzielanie metabolitow przeciwgrzybo-
wych. Badane drozdze stosowano réwniez w kombinacji
do wzmocnienia dzialania protekcyjnego buraka cukro-
wego przed chorobami [28]. E1-Mehalawy iwsp.
[25] doniesli o zastosowaniu drozdzy Candida glabrata,
Candida maltosa, Candida slooffiae, Rhodotorula rubra
i Trichosporon cutaneum indywidualnie lub lacznie do
znacznej redukeji Cephalosporium maydis, grzyba powo-
dujacego chorobe kukurydzy. Drozdze produkowaly
dyfuzyjne metabolity antygrzybowe i enzymy degradu-
jace $ciane komorkowg [25]. Natomiast drozdze z ryzo-
sfery Saccharomyces unispora i Candida steatolytica znacz-
nie ograniczaly wzrost Fusarium oxysporum, przyczyne
fuzariozy fasoli, produkujac zwigzki antybiotyczne [26]
(Tab. I). Sugeruje sie, ze wydzieliny korzeni odgrywaja
znaczna role w efektywnosci drozdzy w biokontroli [27].

Waznym zjawiskiem odpowiadajacym za skutecz-
no$¢ czynnikéw biokontroli wobec grzybow patogen-
nych pochodzenia glebowego jest zdolno$¢ do ochrony
nasion i korzeni roslin przejawiajaca si¢ szybka kolo-
nizacja powierzchni korzeni przez antagoniste. Zja-
wisko to nazwano kompetencja ryzosfery [3]. W pracy
El-Tarabily [28] stwierdzono, ze drozdze C. valida
oraz T. asahii skolonizowaty 95% korzeni po 6 dniach od
pojawienia sie korzeni buraka cukrowego, za$ R. glutinis
skolonizowata 90% korzeni po 8 dniach. Stwierdzono,
ze gesto$¢ populacji poszczegélnych drozdzy zmieniata
sie w zaleznosci od glebokosci w glebie i byla najwigksza
w pierwszych 4 cm systemu korzeniowego. Jednak bada-
nia tego zjawiska u drozdzy sa nieliczne [26, 28], a warto
bytoby wziag¢ je pod uwage jako warunek wstepny do
skutecznej kontroli biologicznej choréb korzeni. Obser-
wowany w badaniach brak niezawodnej kontroli moze
by¢ zwigzany z niepowodzeniami w kolonizacji korzeni
przez badane drobnoustroje [27].
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Wykazano, ze niektore drozdze pochodzace z ryzo-
sfery lub gleby moga wykazywa¢ wilasciwosci stymu-
lujace wzrost roslin, a wigc mozna je zaliczy¢ do grupy
drobnoustrojow PGP (Plant Growth Promoting), do
ktdrej naleza rhizobakterie oraz grzyby strzgpkowe np.
z rodzaju Trichoderma. Drobnoustroje zaliczane do tej
grupy moga wspomagac wzrost roélin poprzez produkeje
fitohormonoéw (gibereliny, auksyny, cytokininy), wita-
min, zwiekszenie dostepnosci niektérych pierwiastkow
biogennych (azot, fosfor), uruchamianie sktadnikow
pokarmowych z gleby i materii organicznej (np. produk-
cja sideroforéw), zwiekszenie intensywnosci pobierania
i przemieszczania sktadnikéw mineralnych oraz obniza-
nie aktywnosci patogenéw glebowych [27, 99]. W lite-
raturze mozna znalez¢ kilka doniesien sugerujacych, ze
drozdze wywieraja efekt stymulacyjny na wzrost roslin.
Perondii i wsp. [67] zastosowali Sporobolomyces
roseus do zwigkszenia wydajnosci pszenicy o 16-30%,
za$ Abd El-Hafez iShehata [2] uzyli drozdzy
z rodzaju Rhodotorula do zwigkszenia wzrostu i owo-
cowania pomidoréw. Inokulacja gleby wspomnianymi
wczesniej drozdzami C.valida, R.glutinis i T.asahii
korzystnie wplywata na wzrost buraka cukrowego za-
réwno w obecnosci, jak i przy braku patogenu R. solanii
w probach szklarniowych. Wykazano, ze inokulacja droz-
dzami spowodowala wzmocniony wzrost korzenia i pedu
na skutek aktywnosci kwasu indolo-3-octowego (IAA),
giberelin (GA3) i prawdopodobnie innych regulatorow
wzrostu [28]. EI-Mehalawy iwsp. [25] zauwazyli,
ze zastosowanie drozdzy C. glabrata, C. maltoza, C. sloof-
fiae, R.rubra i T. cutaneum pojedynczo lub w kombi-
nacji sprzyjato wzrostowi kukurydzy przy nieobecnosci
C.maydiis. E1-Mehalawy [26] zauwazyt pozytywne
dziatanie drozdzy S. unispora i C. steatolytica na wzrost
fasoli wtedy, gdy grzyb E oxysporum byl nieobecny.

Obecnie duze nadzieje sa pokladane w dzialaniu
drobnoustrojow endofitycznych, czyli bytujacych natu-
ralnie w tkankach rogdlinnych w okreslonej fazie cyklu
zyciowego i nie powodujagcych w nich zadnych uszko-
dzen [68, 84]. Oprodcz bakterii i grzybow strzgpkowych,
réwniez niektdre drozdze endofityczne byty badane pod
katem aktywno$ci stymulujgcej wzrost roslin. Nassar
i wsp. [64] wykazali, ze izolat drozdzy Wiliopsis satur-
nus byt zdolny do produkeji IAA i kwasu indolo-3-piro-
gronowego (IPYA) in vitro, na podlozu wzbogaconym
w L-tryptofan jako prekursor auksyn. Wprowadzenie
tych drozdzy do sadzonek kukurydzy poprzez zanu-
rzanie przycietych korzeni w ich zawiesinie znacznie
wzmacniato ich wzrost w warunkach szklarniowych
w glebie wzbogaconej tryptofanem lub bez tryptofanu.
Uzyskano wzrost suchej masy roslin, wydluzenie korzeni
i pedéw oraz oznaczono wyzsze stezenia IAA i IPYA
w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi z tym, ze dziala-
nie drozdzy byto wzmocnione obecnoscig L-tryptofanu
w glebie [64]. Oprocz wyzej wspomnianych substancji

IAA i IPYA, stwierdzono zdolno$¢ drozdzy do wytwa-
rzania takich regulatoréw wzrostu jak etylen [54] i GA3
[28]. Istniejg rowniez dowody, Ze poliaminy: putrescyna,
spermidyna i spermina odgrywaja pozytywna role jako
modulatory wzrostu roslin wyzszych [33]. Ze wzgledu na
obfitos¢ wystepowania w srodowisku nie s3 one uwazane
za hormony, lecz tylko za regulatory wzrostu roslin.

4. Mechanizmy antagonistycznego dzialania
drozdzy na wzrost grzybow fitopatogennych

Mechanizmy odgrywajace znaczng role w aktywnosci
biokontrolnej antagonistycznych drozdzy wobec grzy-
béw patogennych roslin obejmujg: wspoélzawodnictwo
o sktadniki odzywcze i przestrzen, produkcje enzymow
degradujacych $ciane komérkows, produkcje metabo-
litéw przeciwgrzybowych i zwigzkéw lotnych, indukeje
odpornosci gospodarza oraz mykopasozytnictwo [27].
Badania dotyczace mechanizméw oddziatywania droz-
dzy na grzyby patogenne prowadzono na przedstawicie-
lach réznych rodzajow: Debaryomyces [77], Kloeckera
[57], Sporothrix [37], Saccharomyces, Zygosaccharomyces
[87], Sporobolomyces [31, 32, 43], Metschnikowia [46,
102], Tilletiopsis [65], Rhodotorula [50, 74], Cryptococcus
[4, 31, 50], Aureobasidium [12, 42, 102], Pichia [55, 76],
Candida [34, 57, 73], Pseudozyma [71, 102]. Skuteczne
dzialanie czynnika biokontroli moze by¢ efektem wyste-
powania kilku mechanizméw jednocze$nie [22]. Wedlug
El-Tarabily i Sivasithamparam [27] zro-
zumienie sposobow dzialania antagonistycznego droz-
dzy pomoze nie tylko w udoskonaleniu ich aktywnosci
i efektywnosci jako czynnikéw biokontroli, ale umoz-
liwi réwniez rozwdj kryteriow do szybkiego skriningu
czynnikéw ochrony biologicznej.

4.1. Konkurencja o skladniki odzywcze i przestrzen

Grzyby fitopatogenne dostajg si¢ do tkanek rosliny
poprzez bezposrednia penetracje strzepek przez kuti-
kule i epiderme rosliny (pasozyty obligatoryjne) lub
poprzez ranki, uszkodzone tkanki czy naturalne otwory:
aparaty szparkowe i przetchlinki (pasozyty wzgledne).
W obszarach tych znajduje si¢ wiele skladnikow odzyw-
czych. Czynniki biologicznej ochrony moga skutecz-
nie wspotzawodniczy¢ z patogenem o zajecie miejsca
infekeji i wykorzystujgc skfadniki, wypiera¢ patogen
poprzez zapobieganie kielkowaniu lub infekcji [32].
W niektérych badaniach obejmujacych obserwacje
mikroskopowe autorzy wykazali, ze komorki drozdzy
wystepuja w bliskim zwigzku ze strzepkami lub agre-
gatami grzybni, gdzie pojawiaja si¢ wydzieliny grzyba
i nie oznacza to tylko istnienia chemoatrakeji komorek
drozdzowych w kierunku strzepek znajdujacych si¢
na powierzchni liSci, korzeni, owocow, ale réwniez
jest dowodem na wystepowanie zjawiska konkurencji
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o pokarm i przestrzen [6, 13]. Stwierdzono, ze wczes-
niejsze (poprzedzajace) zajecie przez drozdze P, guillier-
mondii i C. oleophila miejsc infekcji grzyba i wyklucze-
nie w ten sposdb patogenu jest jednym z mechanizmoéw
skutecznej ochrony jablek przed szarg plesnia [60, 96].
Wspdtzawodnictwo o pokarm bylo bardzo intensyw-
nie badane réwniez w innych uktadach drozdze - grzyb
patogenny m.in.: R. glutinis i C. laurentii - B. cinerea lub
P.expansum [13], D. hansenii - P. digitatum [19], C. lau-
rentii i S.roseus — B.cinerea [31, 32], P.guilliermondii
- Pitalicum (6], C. oleophila - P. digitatum [10], M. pul-
cherrima - B. cinerea [69, 83], A. pullulans - B. cinerea,
P expansum, R.stolonifer, A.niger [12], P.fusiformata,
Metschnikowia sp. AP47 i A. pullulans — M. laxa [102].
Ten rodzaj oddziatywania pomig¢dzy drobnoustrojami
wystepuje zwlaszcza na owocach zawierajacych cukry na
zranionych powierzchniach. Szybkie rozmnazanie droz-
dzy pomaga im w eliminacji patogenéw grzybowych, np.
kietkowanie zarodnikéw B. cinerea byto calkowicie zaha-
mowane w czasie wspolnej hodowli in vitro z komoérka-
mi M. pulcherima, natomiast nie stwierdzono dzialania
hamujacego wzrost plesni podczas uzycia komérek auto-
klawowanych lub filtratéw komdrkowych [83]. Podobne
obserwacje zachowania zarodnikéw M. laxa w obecno-
$ci zywych i inaktywowanych komorek oraz filtratow
pohodowlanych poczynili Zhang iwsp. [102].

4.2. Produkcja czynnikéw antybiotycznych

Jest to zjawisko charakterystyczne dla wielu drobno-
ustrojow efektywnie oddziatujacych na inne mikroorga-
nizmy. U drozdzy nie jest obserwowane powszechnie.
Istnieje kilka doniesien w literaturze wskazujacych na ich
zdolno$¢ do produkgji tego typu metabolitow wtornych.
Drozdze Pseudozyma, wytwarzaja metabolity o aktyw-
nosci antymikrobiologicznej. Pseudozyma flocculosa wy-
twarza antybiotyki zawierajace kwasy tluszczowe, ktore
dzialaja na przepuszczalno$¢ blony komoérkowej orga-
nizmu docelowego, hamujgc jego wzrost [8]. Wykazano,
ze mutanty Pseudozyma nie produkujace glikolipidu
flokulozyny dziataty stabiej na maczniaka [71]. Stwier-
dzono, ze niektore szczepy P fusiformata wydzielaja
kwas ustilaginowy, glikolipid aktywny wobec réznych
gatunkow drozdzy i grzybow strzgpkowych [102]. Grzyb
drozdzopodobny Sporothrix flocculosa wytwarza dwa
antybiotyki — kwas heptadekanoinowy oraz metylohepta-
dekanoinowy, ktore skutecznie redukowaly kietkowanie
zarodnikow oraz wzrost B. cinerea i E. oxysporum [38].
Urquhart i Punja [92] oczyscili ester kwasu ttuszczo-
wego o aktywnosci przeciwgrzybowej z Tilletiopsis pal-
lescens, ktory skutecznie ograniczat rozwoj maczniaka
Podosphaera xanthii. Byl réwniez aktywny wobec pato-
genow roslinnych pochodzenia glebowego takich jak:
E oxysporum, Phoma sp., Pythium aphanidermatum [92].
Naturalne drozdze winiarskie z rodzaju Saccharomyces
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i Zygosaccharomyces réwniez in vitro hamowaly wzrost
Rhizoctonia fragariae, Sclerotinia sclerotiorum, Macro-
phomina phaseolina [85]. Natomiast stwierdzono, ze
A. pullulans produkuje aureobazydyne A, przeciwgrzy-
bowy cykliczny depsipeptyd, ktory hamuje kietkowanie
zarodnikéw, wydluzanie strzgpek kietkowych i wzrost
grzybni Monilinia fructicola [100].

Badania nad zjawiskiem antybiozy obejmuja wspolne
hodowle kolonii obu drobnoustrojéw na plytkach Petriego
na podlozach stalych i pomiary stref inhibicji [83, 85, 94],
hamujace dzialanie filtratéw pohodowlanych na wzrost
i kietkowanie zarodnikéw fitopatogenu in vitro, wyko+
rzystanie sztucznie zranionych owocéw lub lisci, zakazo-
nych antagonista i patogenem [56, 83]. Masih i wsp.
[56] wykazali bojcze dzialanie P membranefaciens wobec
B. cinerea w dos§wiadczeniach ptytkowych (strefy zaha-
mowania wzrostu) oraz w probéwkach, w bulionie, gdzie
stwierdzono utrate zdolnosci do kietkowania i nastepnie
tworzenia kolonii. Obserwacje mikroskopowe wykazaty
koagulacje protoplazmy komorek grzyba w obecnosci
P.membranefaciens i utrate jej zawartosci [56]. Z kolei
Payne iwsp. [66] zauwazyli, Ze S. cerevisiae i Deba-
ryomyces sp. znacznie redukowaly wzrost wybranych
plesni na skutek dzialania zwigzkéw lotnych.

Wykazano, ze drozdze z rodzaju Candida i Rhodo-
torula wytwarzaja siderofory, chelatory zelaza ze srodo-
wiska ubogiego w ten pierwiastek. Kwas rodotorulowy
wytwarzany przez Rhodotorula miat zdolno$¢ hamo-
wania kietkowania zarodnikéw réznych patogenow
m.in. B. cinerea [11].

Niektore doniesienia sugerujg, ze drozdze wytwarza-
jace tzw. toksyne killerowa moga znalez¢ zastosowanie
w biologicznej kontroli choréb pochodzenia grzybo-
wego. Toksyny killerowe sg biatkami lub glikoproteinami
wigzacymi struktury polisacharydowe $cian komérko-
wych drozdzy np. (1-6)-B-D-glukanu [39]. Zjawisko
produkowania toksyny przez drozdze jest przedmio-
tem badan naukowcéw od wielu lat, szczegdlnie pod
katem ich wykorzystania w przemysle spozywczym
i fermentacyjnym [75, 76]. Walker iwsp. [94] wska-
zali na zdolnos¢ drozdzy killerowych (m.in. P. anomala
NCYC 435, S. cerevisiae 28, P. membranifaciens 333) do
hamowania grzyboéw patogennych z gatunkéw Hete-
robasidion annosum, R.solani, F equiseti, B.cinerea.
Santos i Marquina [76]1 Santos iwsp. [77]
prowadzili badania nad toksyng killerowa P. membra-
nifaciens CYC 1106, ktora posiada aktywnos¢ przeciw-
grzybowa i przeciwdrozdzows, i wykazali wlasciwosci
hamujgce wzrost B. cinerea CYC 20003 in vitro i in vivo
na sztucznie zakazonych grzybem jablkach podczas
przechowywania. Okre$lili réwniez mechanizm dziata-
nia toksyny killerowej poprzez wywolywanie zakl6cen
gradientow elektrochemicznych blony plazmatycznej, co
powodowalo wyciek jonéw przez nieregulowane kanaty
jonowe w blonie i $mier¢ komoérek [75].
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4.3. Produkcja enzymow litycznych

Wydzielanie enzymoéw hydrolitycznych, zwlaszcza
chitynaz i glukanaz jest cecha powszechng u wielu
efektywnych czynnikéw kontroli biologicznej. Cecha
ta zostala bardzo dobrze poznana u grzybow strzepko-
wych Trichoderma [71, 99], ale stwierdzono ja réwniez
u niektdrych drozdzy. Zdolnos¢ do produkeji B-1,3-
glukanazy stwierdzono u Pichia anomala, P. membrane-
faciens, R. glutinis, C. laurentii, A. pullulans, Tilletiopsis
albescens i T. pallescens, Candida guilliermondiii C. oleo-
phila. Drozdze hamowaly wzrost takich patogenow jak:
B. cinerea, P.expansum, R.stolonifer, A. niger, Sphaero-
theca fuliginea, P. xanthii na owocach lub lisciach [12,
13, 45, 55, 73, 92]. Natomiast zdolnos¢ do produkcji
chitynazy stwierdzono u drozdzy Candida saitoana,
C. guilliermondii, C.oleophila, T.albescens i T.palles-
cens oraz A.pullulans podczas interakcji odpowied-
nio z B.cinerea [24, 73], P.xanthii [92] i P. expansum
[12], a takze u drozdzy Metschnikowia [78]. Jijakli
i Lepoivre [45] badali uzdolnienia drozdzy P. ano-
mala do wydzielania [B-1,3-glukanazy w obecnosci
induktorow takich jak laminaryna i fragmenty $ciany
komoérkowej B. cinerea i stwierdzili wyzsza produkcje
enzymu w obecnosci fragmentéw $ciany komorkowej
grzyba jako substratu. Oczyszczony enzym z filtratow
hodowlanych P. anomala wykazal in vitro silniejszy efekt
inhibujacy na strzepki kietkowe niz na kietkowanie
konidiéw i powodowal wyciek cytoplazmy i pecznienie
komorek. Obecno$¢ enzymu byta réwniez wykrywana
na jablkach traktowanych drozdzami P. anomala hodo-
wanymi w obecnosci fragmentdéw grzybni patogenu, co
réwniez potwierdzalo stuszno$¢ hipotezy o roli f-1,3-glu-
kanazy w biokontroli wzrostu fitopatogennych grzybow
[45]. Podobne obserwacje poczynili Castoria iwsp.
[13]oraz Masih i Paul [55] podczashodowli drozdzy
w obecnodci $cian komdrkowych B. cinerea i P. expan-
sum. Natomiast Saligkarias iwsp.[73] wbadaniach
drozdzy C. guilliermondii i C. oleophila stwierdzili wyzsze
aktywnosci dwoch powyzszych enzyméw w podiozu
hodowlanym zawierajagcym glukoze, za$ nizsze, gdy
zrédlami wegla byta laminaryna lub §ciany komodrkowe
grzybni B.cinerea. Wielu badaczy obserwowalo wraz
z produkcja enzymow litycznych silng adhezje i potacze-
nie zywych komdrek drozdzy do zarodnikow i strzepek,
wskazujac na bezposrednie rozpoznawanie i interakcje
pomiedzy antagonistycznymi drozdzami, a patogenami
[6, 13, 17, 83, 94]. Arras i wsp. [6] zaobserwowali
przylaczanie si¢ komorek P guilliermondii do grzybni
P, italicum, a nastepnie degradacje $ciany komdrkowej
w bezposredniej bliskosci. Podobnie E1 Ghaouth
i wsp. [24] zauwazyli powazne uszkodzenia strze-
pek B.cinerea w miejscach bezposredniego kontaktu
z C.saitoana. Enzymy degradujgce $ciane komorkowg
patogenu, umozliwiajg inwazje hiperpasozytow [27].
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4.4. Indukcja odpornosci roslin

Roéliny wyzsze zdolne s3 do samodzielnej obrony
przed patogenami i szkodnikami poprzez wydziela-
nie w tkankach réznorodnych zwigzkéw chemicznych
oraz enzymow np. amoniakoliazy fenyloalaniny [18],
titoaleksyn (skoparonu, skopoletyny, umbeliferonu) [7,
18], peroksydaz [29] i etylenu [18]. Wojtkowiak-
-Gebarowska [99] opisala role grzybow z rodzaju
Trichoderma w uruchamianiu mechanizméw odpor-
nosci roélin w odpowiedzi na atak grzybéw patogennych.
Droby i wsp. [18] stwierdzili, ze takie wlasciwosci
posiadajg drozdze Candida oleophila, a Ippolito
i wsp. [40] wskazali na drozdzaka A. pullulans. Natomiast
Ghaouth iwsp.[35] zaobserwowali po traktowaniu
jabtek drozdzami C. saitoana pojawienie sie specyticz-
nych struktur obronnych, takich jak brodawki i zgru-
bienia w miejscu zranionej tkanki owocow i stwierdzili
zbiezno$¢ tego zjawiska z produkeja chitynazy i -1,3-
glukanazy. Zaobserwowano rowniez wzrost aktywnosci
B-1,3-glukanazy w owocach glozyny (jujuby) po aplika-
cji drozdzy C. laurentii i indukcje ekspresji genu Glu-1
w tkance owocow, ktorego produkt moze odgrywac role
w odpowiedzi rosliny na atak A. alternata (Fr.) Keissler
i P expansum Link [88, 89]. Owoce pomidora inokulo-
wane P, guilliermondii CNM 2.1801 wykazaly zachowanie
obronne poprzez produkcje peroksydazy, polifenolooksy-
dazy, dysmutazy nadtlenkowej, katalazy, amoniakoliazy
fenyloalaniny, chitynazy i p-1,3-glukanazy [103]. Analiza
proteomiczna owocow brzoskwini i czeresni wykazala
z kolei, ze P. membranefaciens Hansen wzmacniata ich
odpornos¢ przeciwko P. expansum Link poprzez induk-
cj¢ produkeji enzymow antyoksydacyjnych i biatek zwia-
zanych z patogenezg [14, 15]. Badania Nantawanit
i wsp. [63] na owocach chili inokulowanych drozdzami
P. guilliermondii R13 i patogenem Colletotrichum capsici
réwniez potwierdzily indukcje mechanizméw obron-
nych owocoéw poprzez wydzielanie fitoaleksyny, kap-
sidiolu oraz enzymdéw: amoniakoliazy fenyloalaniny,
chitynazy i glukanazy przez zranione tkanki. Badacze
zaobserwowali réwniez zmiany morfologiczne grzyba
[63]. Aktywacja odpowiedzi gospodarza roslinnego na
atak patogenow na lisciach i owocach jest podobna do
aktywacji zachodzacej podczas ataku patogenow infe-
kujacych korzenie roélin. Zjawisko to wcigz jest badane,
a rola drozdzy jest stabo poznana.

5. Poprawa skutecznosci czynnikow biokontroli

Czynniki biologiczne posiadaja wiele ograniczen i nie
jest zadaniem prostym znalez¢, rozwing¢ i wprowadzi¢
w zycie praktyczne w zastosowaniu preparaty ochrony
biologicznej. Niemniej jednak jest wiele mozliwosci
faczenia réznych czynnikéw biokontroli ze sobg, badz
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z metodami agronomicznymi, fizycznymi lub chemicz-
nymi, co daje efekt synergistyczny [82]. W przypadku
stosowania drozdzy glebowych, z ryzosfery, skuteczne
moze by¢ wzbogacanie gleby w skladniki odzywcze
lub stosowanie specjalnych powlok na nasiona, ktdre
powinny pomoéc czynnikom biokontroli w przezyciu
i rozmnazaniu w spermosferze i ryzosferze oraz w ich
aktywnosci biologicznej [27]. Juz Fokkema i wsp.
[27] zaobserwowali, ze sacharoza i ekstrakt drozdzowy
zwiekszaly gesto$¢ wystepujacych naturalnie lub sztucz-
nie wprowadzanych drozdzy na lisciach pszenicy prze-
dluzajac supresje chordb lisci. E1-Tarabily [28]
zastosowal w swojej pracy otr¢gby sojowe jako baze
odzywczg, zapewniajacg dobry wzrost wegetatywny,
namnazanie i przezywalno$¢ wprowadzonych drozdzy.
Natomiast Medina iwsp. [58] wzbogacili glebe w dwa
rodzaje odpaddéw rolniczych zawierajacych Yarrowia
lipolytica: suche wytloki z oliwek i wyttoki buraczane,
i stwierdzili znacznie wyzsza efektywnos¢ inokulum
drozdzowego tylko w glebie wzbogaconej skladnikami
odzywczymi. Szeroko stosowanym w badaniach adiu-
wantem jest chlorek wapnia dzialajacy pozytywnie na
Candida sp. i P. guilliermondii w kontroli wzrostu B. cine-
rea [57], a takze na P. guillermondii i P. membranefaciens
przeciwko R. stolonifer [90]. Dziatanie chlorku wapnia
i dwuweglanu sodu tacznie z A. pullulans na ogranicze-
nie wzrostu B. cinerea na czere$niach badali Ippolito
i wsp. [42] i stwierdzili ograniczenie zgnilizny owocow
0 62-75% podczas stosowania po zbiorze. Dwuweglan
sodu byl stosowany réwniez w badaniach Spadaro
i wsp. [81] nad uzyciem M. pulcherrima przeciwko nie-
bieskiej zgniliznie na jabtkach oraz C. oleophila przeciwko
antraknozie papai wywolanej przez Colletotrichum gloeo-
sporioides [34]. E1-Ghaouth iwsp. [23] stosowali
drozdze C. saitoana z 0,2% roztworem 2-deoksy-D-glu-
kozy o udowodnionych wlasciwosciach przeciwgrzybo-
wych i stwierdzili wyzsza skuteczno$¢ uzytej mieszaniny
niz samych drozdzy na zgnilizng B. cinerea i P. expansum
podczas stosowania na jabtkach i owocach cytrusowych
w przechowalni. Poziom zgnilizny na jabtkach byt nizszy
0 85-95% w poréwnaniu z kontrolg, zas uzycie samych
drozdzy ograniczalo zgnilizne o 45-85%. Natomiast na
owocach cytrusowych obserwowano ograniczenie zgni-
lizny o 63-75%. Efekt dzialania mieszaniny drozdzy
z analogiem glukozy byl zblizony do stosowanych
komercyjnie fungicydéw [23]. Yu i wsp. [101] zasto-
sowali mieszanine drozdzy C. laurentii i chitozanu w ste-
zeniu 0,1% i uzyskali efekt synergistyczny w hamowaniu
niebieskiej zgnilizny jablek. Redukcja wystapienia zmian
chorobowych siegala ok. 63-86% w zaleznosci od lep-
kosci roztworéw chitozanu, natomiast same drozdze ogra-
niczaly rozwdj plesni o 52%. Stwierdzono, ze chitozan
w powyzszym stezeniu skutecznie hamowat lub spowal-
niat kielkowanie zarodnikéw grzyba P expansum i tym
samym wspomagal hamujace dziatanie drozdzy [101].
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Podjeto réwniez probe zastosowania liofilizowanego fil-
tratu grzyba Lentinula edodes w mieszaninie z C. laurentii
LS28 do hamowania wzrostu P. expansum na jabtkach
i wydzielania patuliny. Stwierdzono, ze filtrat L. edodes
hamowat kietkowanie konidiéw plesni i stymulowat roz-
wdj drozdzy w miejscach zranien jablek. Podczas uzycia
2% wi/v roztworu filtratu z zawiesing drozdzy o gestosci
10° komorek/ml uzyskano catkowitg inhibicje wzrostu
Penicillium na zranionych jabtkach w warunkach labora-
toryjnych oraz nie stwierdzono obecnosci patuliny [91].

Inng metodg poprawy skutecznosci drozdzy antago-
nistycznych jest stosowanie mieszaniny gatunkéw, ktore
moze rozszerzy¢ spektrum aktywnosci, moze wzmocnié
efektywnos¢ pozwalajac na redukcje czestosci aplikaciji
oraz moze pozwoli¢ na kombinacj¢ réznych sposobdw
biokontroli bez uciekania si¢ do inzynierii genetycz-
nej, co potwierdzili Leibinger i wsp. [49] kompo-
nujac mieszanine z 2 szczepdw A. pullulans i 1 szczepu
R. glutinis. Z kolei mieszanina saprofitycznych drozdzy
C.laurentii i C.infimo-miniatus izolowanych z owo-
cow gruszy skutecznie ograniczata wzrost P. expansum
Link na gruszkach i jabtkach (odpowiednio o0 91 i 84%)
w przechowalni [16].

Niektore drozdze wykazujg oporno$¢ na stosowane
w uprawach pestycydy i takie szczepy mogltyby by¢ wla-
czone w zintegrowane programy kontroli choréb roslin
prowadzace do supresji patogenu przy stosowaniu mniej-
szej ilosci fungicydow zaréwno podczas uprawy jak i po
zbiorze. Zredukowane ilo$ci fungicydu moga stresowaé
i ostabia¢ patogen, czynigc go bardziej podatnym na atak
antagonistow. Integracja czynnikéw biologicznych z fun-
gicydami oferuje mozliwo$¢ redukc;ji ilosci wprowadza-
nych na produkty roslinne, w tym owoce i warzywa sub-
stancji chemicznych [41, 82]. Takie wlasciwosci wykryto
u A.pullulans i C.oleophila [52]. Drozdze C.infimo-
-miniatus w potaczeniu z dwukrotnie nizszg niz komer-
cyjna, dawka tiabendazolu hamowaty w 91% wzrost
niebieskiej zgnilizny na jabtkach w przechowalni [16].
Rowniez A. pullulans LS30, C. laurentii LS28 i R. glutinis
LS11 mogty by¢ stosowane w pofaczeniu z niska dawka
benomylu dajac dobry efekt ochronny jablek (redukcja
zmian o 25-59%) przed B. cinerea i P. expansum [51].

Badano réwniez mozliwos¢ taczenia drozdzy ochron-
nych z warunkami przechowalniczymi owocow np. tem-
peratura lub kontrolowana atmosferg. W swoich bada-
niach Qin iwsp. [72] zaobserwowali, ze kombinacja
kontrolowanej atmosfery zawierajacej 10% O, i 10%
CO, i drozdzy z gatunkéw C. laurentii i R. glutinis byla
bardziej efektywna od dziatania samych drozdzy anta-
gonistycznych w hamowaniu P. expansum i A. alternata
na owocach czere$ni. Mechanizm aktywno$ci antagonis-
tycznych drozdzy w warunkach kontrolowanej atmo-
sfery nie zostal dokladnie poznany. Zwigkszony poziom
CO, ma nie tylko wplyw na aktywnos¢ patogenu, dziala
tez na tkanki roélinne, utrzymujac naturalng odpornosé
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na organizmy chorobotworcze. Niektore drozdze row-
niez wykazujg zdolno$¢ do utrzymania normalnego
wzrostu w warunkach podwyzszonego stezenia CO,,
np. C. laurentii lub R. glutinis i one moga by¢ stosowane
w polaczeniu z kontrolowang atmosferg. Rola drozdzy
jest réwniez bardzo istotna przy zmianie warunkow
przechowywania owocow [72].

6. Preparaty ochronne oparte o drozdze

Krytycznym czynnikiem rozwazanym podczas selek-
cji antagonistow do zastosowania komercyjnego jest
mozliwos¢ technologii produkeji i stabilizacji komorek,
dajaca optymalnie skuteczng forme preparatu. Wcigz ist-
nieje potrzeba licznych badan dotyczacych praktycznych
aspektéw produkcji biomasy i odpowiedniej formuty,
aby otrzymac produkt stabilny, skuteczny i bezpieczny.
Gléwne wymagania rynku biofungicydéw sa nastepu-
jace: oplacalna i wydajna produkcja biomasy mikro-
organizmow, ich zdolnos¢ do przezycia proceséw dalszej
obrobki, stabilnos¢ w trakcie przechowywania i odpo-
wiedni okres trwalosci produktu koncowego nawet
w podwyzszonych temperaturach, tolerancja na rézne
czynniki srodowiskowe i stata skutecznos¢ w warunkach
aplikacji w komercyjnie ustalonych dawkach [59, 82].
Istotne jest, aby preparat pomimo produkcji biomasy
na duzg skale, zachowywal wlasciwosci kultur laborato-
ryjnych, odpowiednig czysto$¢, stabilnos¢ genetyczna,
zywotnos¢, zdolno$¢ kolonizacji powierzchni rodlinnych
oraz mechanizmy dzialania [22]. Procesy produkgji bio-
masy drozdzy sg dobrze poznane i szeroko opisywane
w literaturze. Aby byly one oplacalne nalezy wyko-
rzystywa¢ surowce odpadowe jako skladniki podtozy
hodowlanych, a czas trwania hodowli bioreaktorowych
nie powinien przekracza¢ 24-30 godz. [22]. Natomiast
przygotowanie odpowiedniej formuly preparatu handlo-
wego wcigz stanowi problem. Wybor metody utrwalenia
komorek, dodatek materiatéw objetosciowych, emulga-
torow, adiuwantéw i innych niezbednych substancji sg

wciaz przedmiotem badan. Rozwaza si¢ wykorzystanie
plynnej zawiesiny komorek, jak i ich utrwalenie réznymi
metodami zamrazania badz suszenia w obecnosci sub-
stancji ochronnych. Melin iwsp. [59] stwierdzili, ze
skutecznymi metodami przygotowania komdrek P. ano-
mala jest liofilizacja i suszenie prozniowe, gdyz plynna
formuta preparatu drozdzowego niesie ze sobg ograni-
czenia praktyczne zwigzane z transportem i przecho-
wywaniem, za$ suszenie fluidyzacyjne prowadzi do
niszczenia zbyt duzej liczby komorek. Przezywalnos¢
P.anomala bezposrednio po procesie liofilizacji wyno-
sifa ok. 60-75% bez wzgledu na stezenie protektantéw
(trehalozy, sacharozy) i spadata nieznacznie przez 6 mie-
siecy przechowywania w temperaturze pokojowej, a po
roku drozdze liofilizowane w medium z dodatkiem
trehalozy utrzymywaly przezywalnos$¢ na poziomie ok.
50%. Drobnoustroje zachowaly réwniez swoje wlasci-
wosci antagonistyczne wobec ple$ni na ziarnie zbdz.
Autorzy takze dos¢ wysoko ocenili przydatnos¢ susze-
nia prézniowego do sporzadzenia formuly wysuszonych
drozdzy [59]. Zkolei Abadias iwsp.[1] prowadzili
zamrazanie drozdzy C.sake w réznych temperaturach
i ich liofilizacje oraz okreslali przydatnos¢ substancji
ochronnych takich jak cukry, poliole, zwigzki azoto-
we i mleko odttuszczone. Wysokie przezywalnosci ko-
morek (85-89%) uzyskali podczas zamrazania drozdzy
w mleku w temperaturach —-12°C i —-20°C. Natomiast po
liofilizacji w mleku jako substancji ochronnej przezywal-
nos$¢ komorek wyniosta ok. 29%, a w mieszaninie mleka
i laktozy oraz mleka i sacharozy (po 10% w/v) wzrosta
do 36-40%. Sposréd badanych protektantéw najsku-
teczniejsze dziatanie oprocz mleka wywieraly dwu-
cukry podnoszac przezywalnos¢ o ok. 12% [1]. Nato-
miast Liu i wsp. [53] dowodzili, ze ptynna formula
preparatow drozdzowych moze by¢ alternatywa dla form
mrozonych lub suszonych ze wzgledu na nizsze koszty
produkgji. Stwierdzili oni, ze drozdze C. laurentii wykazy-
waly przezywalnos¢ siegajaca powyzej 50% w zawiesinie
z dodatkiem trehalozy wzbogaconej kwasem L-askorbi-
nowym, za$ komorki P. membranefaciens przezywaly na

Tabela IT
Wykaz preparatéw drozdzowych do stosowania w ochronie owocow i warzyw
Preparat Drozdze Fitopatogen Producent Pismiennictwo
Aspire™ Candida oleophila Penicillium, Botrytis, Geotrichum |Ecogen Inc. (USA) [18, 20, 95]
YieldPlus Cryptococcus albidus Botrytis, Penicillium Anchor Yeast (Afryka Pd.) [18, 20, 95]
Shemer Metschnikowia fructicola | Botrytis, Penicillium, Rhizopus, | AgroGreen (Izrael) [22,95]
Aspergillus
Nex0101 Candida oleophila Penicillium, Botrytis Bionext (Belgia) [22]
Inovacoat, Inovacure | Candida saitoana Botrytis Nova Technologies (Kanada) [22]
Candifruit Candida sake Roézne grzyby patogenne Sipcam-Inagra S.A.(Hiszpania) [22, 86]
BoniProtect Aureobasidium pullulans | Pezicula, Nectria, Botrytis, BioProtect (Niemcy) [95]
Penicillium, Monilinia
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poziomie 75-82% w zawiesinie zawierajacej galaktoze
i dodatek kwasu askorbinowego podczas trzymiesiecz-
nego przechowywania w temperaturze 4°C. Niestety
przechowywanie w temperaturze pokojowej prowadzito
do szybszego wymierania komorek. Drozdze zachowaly
swoje wlasciwosci antagonistyczne wobec P. expansum
i w miare szybko kolonizowaly miejsca zranien owo-
cow [53]. Utrzymanie zywotno$ci komorek na wysokim
poziomie i ich zdolnosci do rozmnazania po rehydratacji
jest jednym z najwazniejszych wymagan podczas two-
rzenia formut preparatéw komercyjnych [22].

Ze wzgledu na liczne ograniczenia i trudnosci zwia-
zane zZ opracowaniem nowego preparatu i jego komercja-
lizacja, mozna podac niewiele przyktadéw dostepnych
na rynku $rodkéw biokontroli pozbiorowej owocéw
iwarzyw, opartych o drozdze, co prezentuje Tab. II. Pierw-
szymi takimi produktami byly: Aspire™ wytwarzany
w USA i YieldPlus produkowany w Afryce Potudniowe;j.
Aspire™ zawierajacy C. oleophila byl przeznaczony do
pozbiorowej ochrony owocow cytrusowych przed zgni-
lizng powodowang przez Penicillium oraz Geotrichum.
Po dokladnym przebadaniu preparatu stwierdzono, ze
drozdze aplikowane w dawce ok. 10® komodrek/ml samo-
dzielnie dawaly efekt ochronny, ale niewystarczajacy
w poréwnaniu z komercyjnie stosowanymi fungicydami.
Skuteczne dzialanie, szczegdlnie wobec Geotrichum can-
didum, zaobserwowano natomiast podczas laczenia
Aspire™ z fungicydem tiabendazolem w 10-krotnie niz-
szym stezeniu niz uzywane komercyjnie. Uzyskiwane
wyniki byly zachecajace do stosowania preparatu na
skale przemystowa [20]. Obecnie powyzsze preparaty
zostaly wycofane, za$ dostepny na rynku jest preparat
»Shemer” oparty o dzialanie Metschnikowia fructicola
i stosowany do kontroli choréb przechowalniczych
stodkich ziemniakéw, marchwi, truskawek, winogron
i cytruséw, aplikowany w warunkach polowych. Z kolei
firmy BioNext (Belgia) i Leasaffre International (Fran-
cja) opracowuja nowy preparat oparty na C. oleophila,
natomiast Nova Technologies (Kanada) wdraza produkt
oparty o C.saitoana zawierajacy dodatek chitozanu
(»InovaCoat”) lub lizozymu (,,InovaCure”). W Hiszpanii
zostal zarejestrowany komercyjny preparat o nazwie
»Candifruit” bazujacy na drozdzach C.sake do uzycia
w ochronie owocdw granatu przed réznymi patogenami
[22, 86], za$ w Niemczech dostepny jest ,,BoniProtect”
oparty o aktywnos¢ A. pullulans [95] (Tab. II).

7. Perspektywy stosowania drozdzy antagonistycznych

Pomimo wielu trudnosci we wprowadzeniu na rynek
i szerszym stosowaniu biopreparatéw opartych o dzia-
tanie drozdzy antagonistycznych istnieje duza szansa
upowszechnienia si¢ tego typu srodkéw ochrony roslin.
Podczas procedury rejestracyjnej nowego preparatu
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istotng zaleta jest jego bezpieczenstwo dla cztowieka
oraz srodowiska. Wigkszo$¢ drobnoustrojéw byla pier-
wotnie izolowana z produktéw rolniczych, spozywanych
w codziennej diecie ludzi. Wprowadzenie antagonistow
na powierzchni¢ organdéw roslinnych nawet w duzej
liczbie nie powinno by¢ szkodliwe, gdyz mikroorga-
nizmy te zwykle rozwijaja si¢ w specyficznych miejs-
cach (zranieniach), a na nienaruszonej powierzchni
ich populacja spada do poziomu naturalnej mikroflory
[22]. Z tego samego wzgledu brak doniesien o probach
modyfikacji genetycznych potencjalnych czynnikow
antagonistycznych.

Inng wazng kwestig jest skuteczno$¢ biopreparatdow,
ktéra musi by¢ potwierdzona w testach pothandlowych
i handlowych, ewentualnie polowych, na duzej ilo$ci
rodlin lub produktéw rolnych, ktéra do tej pory nie
zawsze byla stabilna w trakcie przechowywania prepa-
ratu. Moze to wynikac¢ z wciaz jeszcze stabo poznanych
interakeji pomigdzy mikroorganizmem antagonistycz-
nym, patogenem i roélina. Potrzebna jest szersza wie-
dza o fizjologii, genetyce i molekularnych podstawach
kolonizacji, przezywalnosci i réznicowaniu czynni-
kow biokontroli na tkance roslinnej, a takze o wplywie
fizjologii gospodarza na aktywno$¢ drozdzy antago-
nistycznych. Stabo poznana jest problematyka adhezji
drobnoustrojow do powierzchni i tworzenia biofilméow
na zranionych tkankach roslinnych, ktére moga mie¢
znaczenie w skutecznej biokontroli wzrostu patogendw
grzybowych i na ten temat zaczynajg pojawiac si¢ do-
niesienia w literaturze [22].

Kolejna kwestig jest poszukiwanie odpowiedniej for-
muly preparatu, ktéra spelnitaby wszystkie stawiane
przed nig wymagania, poprawilaby kolonizacj¢ mikro-
organizméw na skorce, przezywalnos¢ w warunkach
praktycznych i wzmacniata mechanizmy dziatania. Bio-
preparat o wysokiej skutecznosci miatby szanse konkuro-
wac z komercyjnymi fungicydami dostepnymi na rynku.

8. Podsumowanie

Wisrod stosowanych metod biologicznej kontroli
rozwoju choréb pochodzenia grzybowego na uwage
zastuguje wykorzystanie drozdzy. Prowadzone badania
dotycza poszukiwania skutecznych antagonistycznych
szczepow, pochodzacych z rodlinnych nisz ekologicznych.
Okreslono kilka mechanizmdéw dzialania antagonistow
m.in. konkurencje o sktadniki pokarmowe i przestrzen,
wydzielanie zwigzkéw antybiotycznych, produkcje enzy-
mow litycznych lub indukowanie odpornosci w tkankach
roéliny zaatakowanej przez fitopatogeny. Badano wptyw
drozdzy na hamowanie choréb przechowalniczych owo-
cow i warzyw, a takze ich dzialanie polowe w ochronie
roslin uprawnych. Wyselekcjonowano efektywne szczepy
drozdzy m.in. C. laurentii, C. sake, C. oleophila, Metschni-
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kowia spp. lub drozdzopodobnych grzybéw - A. pullu-
lans, ktore wcigz sg przedmiotem intensywnych badan
nad ochrong przechowalniczg jabtek, winogron i innych
owocow przed takimi patogenami jak m.in. Botrytis,
Penicillium, Rhizopus, powodujacymi duze straty eko-
nomiczne w czasie ich przechowywania. Trwaja inten-
sywne badania nad opracowaniem odpowiedniej formuly
skutecznego biopreparatu drozdzowego, ktory spetniatby
wszystkie wymagania stawiane tego typu produktom.
Sposobem poprawy efektywnos$ci wyselekcjonowanych
drozdzy jest laczenie gatunkow ze sobg, ze skladnikami
naturalnymi np. chitozanem lub z chemicznymi fungi-
cydami niskiego ryzyka, ale w zmniejszonych dawkach,
bezpieczniejszych dla potencjalnych konsumentéw lub
z czynnikami fizycznymi. Rozwéj wiedzy biotechnolo-
gicznej i metod molekularnych z pewnoscig pozwola na
skuteczng identyfikacje wyselekcjonowanych organi-
zmow antagonistycznych, wyjasnienie mechanizméw
ich dziatania, monitorowania rozwoju i efektywnosci po
aplikacji, co z kolei moze przyczyni¢ si¢ do przyspieszenia
procedur rejestracyjnych biopreparatow. Przy odpowied-
niej akceptacji konsumentéw oraz uwarunkowaniach
prawnych istniejg szanse na zastosowanie w przyszlosci
organizmoéw modyfikowanych genetycznie jako czynni-
kéw biokontroli udoskonalonych pod wzgledem skutecz-
nosci lub spektrum aktywnosci [22].
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1. Wprowadzenie do budowy cytoszkieletu
komorkowego

Wirusy jako bezwzgledne pasozyty komorkowe, nie
wykazujace cech organizmu zywego poza komorka
gospodarza, wyksztalcily wiele mechanizmdéw ulatwia-
jacych im korzystanie ze struktur komorki gospodarza,
miedzy innymi cytoszkieletu komoérkowego.

Cytoszkielet jest siecia trudno rozpuszczalnych bia-
tek, stanowigca zasadniczg czes¢ cytozolu. Jako struktura
niezwykle dynamiczna, ulegajaca ciaglej przebudowie
z monomerdéw w filamenty i odwrotnie, cytoszkielet
bierze udzial w ruchu komorki, w transporcie wewnatrz-
komorkowym, a takze przemieszczaniu sie organelli.
Pelni funkcje ochronng przed urazami mechanicznymi
oraz stanowi rusztowanie dla organelli komdrkowych
i odpowiada za sprezysto$¢ cytoplazmy [1, 47]. Umoz-
liwia takze jej rozdzial, a co za tym idzie odpowiada za
uporzadkowane rozmieszczenie enzyméw wewnatrz-
komorkowych i utrzymanie réznic w lokalnych steze-
niach ATP i ADP. Struktura ta wazna jest takze pod-
czas podziatéw komoérkowych — w trakcie wedrowki
chromosoméw do bieguna wrzeciona kariokinetycz-
nego [1, 47, 58, 62, 68].

Cytoszkielet zbudowany jest z trzech gléwnych ele-
mentow, do ktérych nalezg mikrotubule (MT), mikro-
filamenty (filamenty aktynowe, MF) oraz filamenty
posérednie (IF) [1].

Mikrofilamenty wystepuja w niemal wszystkich
komorkach eukariotycznych. Zbudowane sg z aktyny,
ktora tworzy gesta sie¢ zlokalizowang tuz pod blong
komorkows, w tak zwanej warstwie korowej cytoplazmy.
W komorce aktyna wystepuje w dwoch postaciach
- fibrylarnej F (filamenty) oraz globularnej G. Poje-
dyncza czasteczka aktyny jest polipeptydem o masie
czasteczkowej 43 kDa. Ma ona sferyczny, globularny
ksztalt, stad tez monomery aktyny nazywane sg inaczej
G-aktyng. Liniowe przylaczanie monomerdw (polime-
ryzacja) prowadzi do powstania dlugich filamentéw
aktynowych okreslanych mianem F-aktyny. W komor-
kach zwierzecych obie formy pozostaja miedzy soba
w réwnowadze, co oznacza, ze 50% aktyny wystepuje
w formie monomer6w, zas pozostale 50% stanowia
filamenty. Przechodzenie aktyny z formy G do formy F
i odwrotnie zalezy od sity jonowej, stezenia ADP i ATP
oraz pH roztworu [1].

Pojedynczy filament aktyny ma $rednice okoto 7 nm
i podobnie jak mikrotubule, jest strukturg spolaryzowana.
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Przy koncu o fadunku dodatnim dochodzi do przyla-
czania monomerow aktyny, podczas gdy na koncu
ujemnym nastepuje proces ich odlaczania. W procesie
tworzenia filamentow aktynowych niezbedne jest utwo-
rzenie tzw. miejsca nukleacji F-aktyny. Jest to kompleks
zlozony z trzech monomeréw G-aktyny, do ktérego
przylaczone jest bialko profilina. Jej odfaczenie zapo-
czatkowuje proces polimeryzacji i tym samym pozwala
na powstanie dlugich filamenéw aktyny, ktérych dtu-
gos$¢ moze dochodzi¢ do kilkudziesigciu um [1].

F-aktyna ma zdolnos¢ do tworzenia ztozonych wia-
zek filamentéw tzw. fibryl naprezeniowych (stress
fibers). Wigzki te ulozone sg wzdluz linii naprezen
cytoplazmy i zakotwiczone dodatnimi konicami w blo-
nie komoérkowej [1].

Struktura, a tym samym funkcja filamentéw aktyno-
wych moze by¢ zakldcona przez inhibitory aktyny, do
ktorych zaliczane sg toksyny wytwarzane przez grzyby
i bakterie. Wsrdd nich sg takie, ktore hamuja polime-
ryzacje aktyny (cytochalazyny) oraz takie, ktore stabili-
zuja filamenty aktyny zapobiegajac ich depolimeryzacji
(falloidyna, latrunkulina) [8, 66].

Kolejnym elementem cytoszkieletu niezbednym do
prawidlowego funkcjonowania komdrki sa miktotubule.
Decyduja one o utrzymaniu ksztaltu komorki, biorg
udziat w ruchu rozmaitych struktur w jej obrebie, od-
powiadajgc za transport wewngtrzkomoérkowy i roz-
mieszczenie organelli. Odgrywaja takze istotng role
podczas podzialu komérki, budujac wrzeciono kario-
kinetyczne. Ponadto tworzg szkielet struktur takich jak
wici i rzeski [1, 75].
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Mikrotubule zbudowane s3 z czgsteczek globular-
nego biatka tubuliny, wystepujacego w dwoch formach,
alfa- i beta-tubuliny, ktére tworza dimery w ksztalcie
hantli o dtugosci 8 nm [1]. Czasteczki tubuliny polime-
ryzujg w obecnosci GTP (niezbedne do odksztalcenia
czasteczek tubuliny) i jonéw magnezowych tworzac pro-
tofilamenty, bedace podstawowa jednostka budulcowa
mikrotubul [1]. Na ogét 13 protofilamentow tgczy sie
wzdluz osi dlugiej tworzac $ciang mikrotubuli, ktdra
jest rurka o $rednicy 18-25 nm, grubosci $ciany 5 nm
i pustym $rodku o $rednicy 20 nm [1, 47].

Tubulina wolna i tworzaca mikrotubule pozostaja
w komorce w stanie dynamicznej rownowagi. Co prawda
procesy wydtuzania i skracania mikrotubul zachodza
na obu ich koncach, lecz z r6zng intensywnoscia, dlatego
mowimy, ze s3 to struktury polarne. Koniec mikro-
tubuli, na ktérym dochodzi do jej wydtuzania okreslany
jest jako dodatni, a przeciwny jako ujemny. Mikro-
tubule zakotwiczone sg koncem ujemnym w okolicy
jadra komoérkowego w centrum organizacji mikrotubul
(MTOC - Microtubule Organizing Centre). Umozliwia
to ukierunkowany transport w strong jadra komorko-
wego (retrograde transport) oraz w kierunku przeciw-
nym (anterograde transport) [1].

Mikrotubulom towarzysza biatka okreslane jako
MAPs (Microtubule-associated proteins), ktére moga
kontrolowac¢ polimeryzacje mikrotubul, oraz decydowac
o ich stabilnosci [1]. Naleza do nich kinezyny odpo-
wiedzialne za transport w kierunku blony komoérkowej,
dyneiny i dynaktyny, biorace udzial w transporcie w kie-
runku jadra komoérkowego, oraz biatko tau powodujace

Wykaz skrotow uzywanych w pracy:

AcMNPV (Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus) — bakulowirus Autographa californica,

CPV (canine parvovirus) — psi parwowirus,

EHV-1 (equine herpesvirus type 1) — konski herpeswirus typu 1; wirus zakaznego ronienia klaczy,

FV3 (frog virus 3) - iridowirus zab typu 3,
HBV (hepatitis B virus) — wirus zapalenia watroby typu B,

HHV-1; HSV-1 (human herpesvirus type 1; herpes simplex virus 1) — ludzki herpeswirus typu 1; wirus opryszczki typu 1,
HHV-2; HSV-2 (human herpesvirus type 2; herpes simplex virus 2) — ludzki herpeswirus typu 2; wirus opryszczki typu 2,
HHV-3; VZV (human herpesvirus type 3; varicella-zoster virus) — ludzki herpeswirus typu 2; wirus ospy wietrznej/po6ipasca,
HHV-4; EBV (human herpesvirus type 4; Epstein-Barr virus) — ludzki herpeswirus typu 4; wirus Epsteina-Barr,

HHV-5; CMV (human herpesvirus type 5; cytomegalovirus) — ludzki herpeswirus typu 5; wirus cytomegalii,

HHV-8; KSHV (human herpesvirus type 8; Kaposi sarcoma herpesvirus) — ludzki herpeswirus typu 8; wirus migsaka Kaposiego,
HIV (human immuodeficiency virus) — ludzki wirus niedoboru odpornoéci,

HPIV-3 (human parainfluenza virus type 3) — ludzki wirus paragrypy typu 3,

HTLV (human T-cell leukaemia virus) — ludzki wirus bialaczki T-komérkowej,

IF (intermediate filaments) - wlékna posrednie,

MAPs (microtubule-associated proteins) - biatka zwigzane z mikrotubulami,

MF (microfilaments) — mikrofilamenty,

MT (microtubules) — mikrotubule,

MTOC (microtubule organizing centre) — centrum organizacji mikrotubul,

MV (measles virus) — wirus odry,

NDV (Newcastle disease virus) — wirus choroby Newcastle,

VACV (vaccinia virus) — wirus krowianki,

SuHV-1; PRV (suid herpesvirus type 1; pseudorabies virus) — $winski herpeswirus typu 1; wirus wscieklizny rzekomej,
SV (Sendai virus) — wirus Sendai.
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helikalne skrecenie protofilamentéw w mikrotubulach
[2, 15, 35, 38].

Podobnie, jak w przypadku filamentéw aktynowych,
struktura mikrotubul moze zosta¢ zaburzona przez nie-
ktore alkaloidy roslinne np.: kolchicyne, winblastyne,
winkrystyne, czy nokodazol. Wiaza si¢ one z wolng
tubuling, co sprawia, ze proces rozpadu mikrotubul
dominuje nad ich wydluzaniem. Przeciwne dzialanie
wykazuje taksol, ktory stabilizuje mikrotubule [1, 35].

2. Rola cytoszkieletu w zakazeniach wirusowych

Badanie uszkodzen cytoszkieletu w kontekscie zaka-
zenia wirusowego jest stosunkowo nowym kierunkiem
badawczym, stad skapa ilos¢ danych literaturowych na
ten temat. Dowiedziono jednak, ze odgrywa on szcze-
g0lna role podczas zakazenia biorac np. udziat w wewnatrz-
komorkowym transporcie wirionéw lub ich czgsci
sktadowych. Ponadto, pod wplywem zakazenia wiruso-
wego moze dochodzi¢ do polimeryzacji, badz odwrot-
nie, fragmentacji wtokien aktynowych. Mozliwa jest
réwniez ich rearanzacja, uszkodzenie a nawet catko-
wite zniszczenie [13]. Cytoszkielet odgrywa wazna role
podczas zakazenia wirusowego. Wiadomo, Ze jest on
wykorzystywany przez wirusy na réznych etapach cyklu
replikacyjnego, miedzy innymi do transportu wirio-
néw potomnych lub ich czesci sktadowych. W wielu
przypadkach w procesie tym uczestnicza mikrotubule,
przy czym czastki wirusowe mogg by¢ transportowane
wzdluz mikrotubul zaréwno z obrzezy komorki do jadra
komorkowego, po polaczeniu z dyneing lub dynaktyna,
jak i w kierunku przeciwnym, prawdopodobnie z wyko-
rzystaniem kinezyny-1 [28, 36, 46, 63, 85]. Stwierdza
sie, ze w komorkach zakazonych niektérymi wirusami
mikrotubule wykazuja wigkszg stabilnos¢, niz w komor-
kach niezakazonych, a procesy ich wydluzania domi-
nuja nad procesami skracania [86]. Ponadto wiadomo,
ze wirusy moga powodowac zaréwno polimeryzacje lub
fragmentacje wtokien aktynowych, jak réwniez rearan-
zacje, uszkodzenie lub calkowite zniszczenie cytoszkie-
letu aktynowego [3]. W ciggu ostatnich kilku lat wzro-
sfo zainteresowanie tym zagadnieniem i powstalo wiele
prac, ktorych celem bylo zbadanie roli cytoszkieletu
w kontekscie zakazenia wirusowego.

3. Oddzialywanie wirusow
na mikrofilamenty aktynowe

Najwiecej informacji o interakcji miedzy wirusem
a cytoszkieletem aktynowym dostarczyly badania nad
wirusem krowianki (VACV; vaccinia virus), nalezacym
do rodziny Poxviridae. Pierwsze doniesienia o oddzia-
tywaniu wirusa krowianki z cytoszkielem pochodza

z 1976 roku. Wykazano wéwczas obecno$¢ w zakazo-
nej komorce mikrokosmkow, znacznie wigkszych niz
te normalnie wystepujace w komorce, ktore miaty na
swoich zakonczeniach czgsteczki wirusa [67]. Dalsze
badania potwierdzily, ze mikrokosmki te zawieraly
aktyne, jak réwniez biatka uczestniczace w jej wigza-
niu - aktynine, filamine i fimbryne [33, 34]. Natomiast
zahamowanie procesu skladania wirionéw zapobiegto
tworzeniu mikrokosmkdow co dowodzi, Ze powstawanie
tych struktur jest indukowane przez wirusa [40].

W wyniku zakazenia wirusem krowianki docho-
dzi do zmian w organizacji cytoszkieletu aktynowego,
ktory wykorzystywany jest zaréwno do transportu
wewnatrz- jak i zewnatrzkomoérkowego. Wirus powo-
duje zniszczenie aktynowych wldkien naprezeniowych,
jak réwniez indukuje tworzenie ogonéw aktyny (actin
tails) w cytoplazmie zakazonej komorki. Powstawanie
ogonoéw wynika ze zdolnosci do inicjowania polimery-
zacji aktyny tuz za wirionem. Struktury te umozliwiaja
poruszanie si¢ wirusa wewnatrz cytoplazmy z pred-
koscig 2,8 um/min oraz ufatwiaja przedostawanie si¢
do sasiednich komorek [11, 12].

Do wiruséw powodujacych uszkodzenie cytoszkie-
letu aktynowego nalezg takze wirusy z rodziny Herpes-
viridae [25, 76]. Przykladem jest wirus zakaznego ronie-
nia klaczy (EHV-1; equine herpesvirus type 1), ktory jest
waznym czynnikiem zakaznym powodujacym zakaze-
nia goérnych drég oddechowych, poronienia u klaczy
oraz zaburzenia neurologiczne. Dotychczas prowadzone
badania dotyczyly okreslenia wplywu wirusa na cyto-
szkielet komorek linii Vero (nerki malpy) i komorek linii
ED (skory konia). Zmiany w cytoszkielecie aktynowym
znacznie roznia si¢ w zaleznosci od linii komdrkowe;.
W przypadku komorek linii ED EHV-1 wywoluje depo-
limeryzacje wldkien aktynowych, za§ w komoérkach
linii Vero wirus powoduje ich wzmozong kondensacje.
Odmienne wyniki moga by¢ spowodowane faktem,
ze linia komodrkowa ED to komérki wywodzace si¢ od
naturalnego gospodarza, zas hodowla Vero jest hetero-
logiczna linig komoérkowg [71]. Zastosowanie inhibitora
cytoszkieletu — latrunkuliny, doprowadzito do zaha-
mowania replikacji wirusa, co moze sugerowac, ze cyto-
szkielet aktynowy jest niezbedny dla prawidlowego
namnazania EHV-1 [71, 72, 83].

Cytoszkielet odgrywa znaczacg role rowniez dla
wirusa wicieklizny rzekomej (SuHV-1; PRV), szczegol-
nie w procesie wnikania do wnetrza komorek [25, 77].
W linii komoérkowej nerki $wini wykryto, ze wirus
powoduje tymczasowy zanik aktynowych wtokien na-
prezeniowych. Proces zaniku rozpoczyna si¢ w 4 godzi-
nie po zakazeniu, za$ aktyna kumulowana jest pod
blong komoérkowa. W 10 godzinie nastepuje odbudowa
struktury widkien aktynowych, za co odpowiedzial-
ne s3 biatka wirusowe [79]. W przypadku innej linii
komorkowej — szczurzych neurondéw, zaobserwowano
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tworzenie dlugich filamendéw aktyny wewnatrz jadra, na
zakonczeniach ktérych znajdowaly sie nukleokapsydy.
Dodatkowo stwierdzono kolokalizacje biatka kapsydu
wirusa VP26 z bialkiem motorycznym aktyny - mio-
zyna V. Dowodzi to, ze obecno$¢ filamentow aktyno-
wych w jadrze jest niezbedna do uformowania nukleo-
kapsydow, zas mikrofilamenty wykorzystywane sg do
ich transportu [26]. W przypadku zakazenia SuHV-1
zaobserwowano réwniez tworzenie si¢ dtugich wtokien
komorkowych, rozciagajacych si¢ na sasiednie komorki,
ktérych powstanie indukuje wirusowe biatko US3.
Wiékna te umozliwiajg rozprzestrzenianie sie wirusa
miedzy komdrkami [24, 25].

Odmienny wptyw na cytoszkielet ma ludzki herpes-
wirus typu 5 (HHV-5; CMV). Badania prowadzone na
hodowli fibroblastow wykazaty, ze zakazenie HHV-5
doprowadzito do skrdcenia i zniszczenia filamentow
aktynowych. Dodatkowo oznaczenia poziomu ekspresji
za pomocg techniki RT-PCR wykazaly zmniejszenie ilosci
mRNA kodujacego aktyne w fibroblastach zakazonych
wirusem, w poréwnaniu z hodowlg niezakazong [43].

Rearanzacje cytoszkieletu powoduja réwniez ludzkie
y-herpeswirusy, takie jak herpeswirus typu 4 (HHV-4;
EBV) oraz herpeswirus typu 8 (HHV-8, KSHV) [31,
61]. Pierwszy z nich ustala stan zakazenia latentnego
w limfocytach B. W hodowli in vitro limfocyty B szybko
ging bez podzialéw, natomiast dodanie do ich hodowli
HHV-4 powoduje transformacje w komorki blastyczne,
zdolne do dzielenia si¢ w nieskonczonos¢. Dokladny
jej mechanizm nie zostal dotad poznany, wiadomo
jednak, ze szczepy HHV-4 zdolne do transformaciji,
maja réwniez zdolno$¢ do szybkiej konwersji G-aktyny
w F-aktyne. Polimeryzacja aktyny jest mozliwa dzigki
wirusowemu biatku p55, ktére wigze si¢ z G-aktyng
i indukuje tworzenie filmentéw aktynowych. Dodanie
do hodowli inhibitora aktyny - cytochalazyny powoduje
zahamowanie indukowanej przez ludzkiego herpes-
wirusa typu 4 proliferacji limfocytow B [49, 51].

Kolejng rodzing wiruséw wykorzystujacg cytoszkie-
let aktynowy sa patogeny owadéw z rodziny Baculo-
viridae. W wyniku zakazenia AcMNPV (Autographa
californica multicapsid nucleopolyhedrovirus) owadziej
hodowli komoérkowej Spodoptera frugiperda dochodzi
do reorganizacji cytoszkieletu aktynowego [14, 70]. Pod-
czas replikacji wirus wykorzystuje biatka komdrkowe
gospodarza: w pierwszych etapach zakazenia w komorce
powstaja dlugie, cienkie wtdkna aktynowe, taczace blone
komoérkowa z jadrem. Znajdujaca si¢ w cytoplazmie
G-aktyna zaczyna polimeryzowaé zaraz po uwolnie-
niu do cytoplazmy nukleokapsydow. Powstate widkna
F-aktyny najprawdopodobniej ulatwiaja penetracje
nukleokapsydéw do wnetrza jadra komorki. Proces for-
mowania wldkien rozpoczyna sie po 30 minutach od
momentu zakazenia i jest niezalezny od syntezy biatek
wirusowych [10]. Po 6 godzinach od zakazenia komoérka
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zaczyna si¢ zaokraglac¢ i nastepuje synteza wirusowego
DNA [10, 57]. Réwnoczesnie w komorce pojawiajg si¢
wewnetrzne agregaty F-aktyny. Sg to nietrwale struk-
tury, wystepujace u 10-20% zakazonych komorek [9].
W koncowym etapie dochodzi do gromadzenia sig
G-aktyny w jadrze. Proces ten indukowany jest przez
wczesne geny wirusowe (IE-1, PE38, HE65, Ac004,
Acl02, Acl52) [30, 57]. W bezposrednim wigzaniu
aktyny biorg udzial dwa wirusowe biatka - p391p78/83
[42]. Ponadto, p78/83 zawiera regiony homologiczne
do biatek z rodziny WASP, majace zdolno$¢ do wigza-
nia sie¢ z monomerami aktyny oraz biatkowy kompleks
ARP2/3, indukujacy proces jej polimeryzacji w jadrze
zakazonej komorki. Prowadzi do to powstania nuklear-
nych widkien F-aktyny, ktore sg niezbedne w skladaniu
i morfogenezie nukleokapsydéw [30, 56, 80]. Oznacza
to, ze polimeryzacja aktyny zalezna jest od nagroma-
dzenia si¢ w jadrze trzech elementéw: G-aktyny, biatka
p78-98 oraz biatkowego kompleksu 2/3 (ARP2/3).
Do tej pory nie poznano mechanizmu wyjasniajacego
w jaki sposob bialka te sg transportowane do wnetrza
jadra w czasie zakazenia bakulowirusem. W badaniach
z zastosowaniem inhibitora aktyny - cytochalazyny D,
ktéra hamowatla formowanie si¢ widkien aktynowych
w jadrze potwierdzono, ze wirus ten wykorzystuje cyto-
szkielet komorki w trakcie swojej replikacji. Zastoso-
wanie cytochalazyny D spowodowalo zahamowanie
produkcji czgstek zakaznych wirusa 80, 81].
Odmienne zmiany w cytoszkielecie wywotuje nale-
zacy do rodziny Iridoviridae zabi wirus 3 (FV3; frog
virus 3). W poczatkowej fazie zakazenia FV3 cytoszkie-
let aktynowy zostaje zniszczony, wiékna naprezeniowe
zanikajg, pozostaja jedynie cienkie filamenty aktyny [53,
54]. W poézniejszych stadiach zakazenia, w komorce
pojawiaja sie struktury (pecherzyki, mikrokosmki)
zawierajace aktyne pochodzacg ze zniszczonych widkien
naprezeniowych. Powstaja one de novo na powierzchni
komorki w odpowiedzi na dojrzewanie wirusa i wyko-
rzystywane sa do uwalniania wirionéw potomnych [54].
Potwierdzily to badaniach z zastosowaniem inhibitora
polimeryzacji aktyny - cytochalazyny D, w ktérych
stwierdzono nagromadzenie si¢ dojrzalych wirionéw
tuz pod powierzchnig btony komoérkowej [53, 54].
Kolejnymi wirusami, ktére wykorzystuja biatka cyto-
szkieletu w trakcie swojej replikacji sa wirusy paramykso-
wirusy: odry (MV; measles virus) i Sendai (SV; Sendai
virus). Podczas zakazenia dochodzi do polimeryzacji
aktyny, ktéra nastepnie jest wykorzystywana w proce-
sie transportu bialek otoczki na powierzchnie komoérki,
w komunikacji pomig¢dzy biatkami otoczki a nukleo-
kapsydem, jak rowniez bierze udzial w uwalnianiu
wirionéw z komorki [23, 65, 74]. Ciekawy w przy-
padku Paramyxoviridae jest fakt, ze elementy aktynowe
pochodzace z komoérki znajdujg sie rowniez wewnatrz
uwolnionych wiriondw [73, 84]. Badania biochemiczne
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Rys. 1. A — wldkna F-aktynowe w kontrolnej niezakazonej linii

Vero (kolor czerwony). B - komorki linii Vero zakazone izolatem

klinicznym HHV-1 w 24 godziny po zakazeniu. Widoczne silne

zmiany morfologiczne komérek, ktore traca kontakt z sasiednimi

komérkami, za wyjatkiem cienkich tworéw aktynowych (kolor

czerwony) z obecnymi antygenami HHV-1 (kolor zielony)
[Zdjgcie: Magdalena Solarska].

wirusa Sendai i wirusa choroby Newcastle (NDV; New-
castle disease virus;) wykazaly, ze aktyna specyficznie
zwigzana jest z biatkiem M [29]. Sugeruje to udzial
wldkien aktyny w transporcie nukleokapsydéw z cyto-
plazmy na powierzchni¢ komorki, gdzie dochodzi do
uwalniania dojrzatych wirionéw oraz zwigzania aktyny
z nukleokapsydami SV i MV in vitro [7, 52, 64, 65]. Depo-
limeryzacja aktyny w wyniku zastosowania cytochala-
zyny B doprowadzila do zahamowania procesu uwalnia-
nia nowych wirionéw, a tym samym do nagromadzenia
nukleokapsydow wewnatrz zakazonej komorki. Oznacza
to, Ze nienaruszone elementy cytoszkieletu sg niezbedne
do prawidlowego namnazania wirusa [64].
Dodatkowo aktyna moze wplywa¢ na transkrypcje
genomow niektérych paramyksowirusow, w tym ludz-

Rys. 2. A - kontrolna niezakazona hodowla pierwotna neuronéw

mysich z gesta siecig mikrotubul (kolor czerwony) i jadrami komor-

kowymi (kolor niebieski). B - hodowla neuronéw mysich zakazona

szczepem Jan-E EHV-1 w 48 godzin po zakazeniu. Widoczna reorga-

nizacja sieci mikrotubul i ich kondensacja w miejscach nagromadze-

nia sie antygenu wirusowego, najczeéciej wokot jadra komorkowego.
[Zdjecie: Anna Stoniska].

kiego wirusa paragrypy typu 3 (HPIV-3; Human Para-
influenza Virus Type 3). Obie formy aktyny wiaza sie
z rybonukleoproteinowym (ribonucleoprotein; RNP)
kompleksem wirusa i wplywaja na synteze mRNA.
Obecnos¢ cytochalazyny powoduje zahamowanie syn-
tezy wirusowego RNA, nagromadzenie rybonukleopro-
tein oraz ograniczenie transkrypcji wirusa [32].

4. Relacje pomiedzy zakazeniem wirusowym
a strukturg i funkcjonowaniem mikrotubul

Z badan nad interakcjami pomiedzy wirusami, a cyto-
szkieletem wynika, ze cykle replikacyjne wigkszosci
wiruséw przebiegaja prawidlowo tylko w przypadku,
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gdy nienaruszona jest struktura mikrotubul. Dowodzi
to, iz odgrywaja one znaczgcg role w przebiegu zaka-
zen wywolywanych przez przedstawicieli wielu réznych
rodzin, wsrod ktorych jako pierwsza mozna wymienié
rodzine Herpesviridae.

W przypadku konskiego herpeswirusa typu 1 (EHV-1)
zaobserwowano, ze w hodowli komoérek ED, powodo-
wal on kondensacje mikrotubul w miejscach nagroma-
dzenia antygenu wirusowego. Efektu tego nie stwier-
dzono w zakazonych komoérkach linii Vero, natomiast
trudno byto w nich ustali¢ lokalizacje MTOC, co moze
sugerowad, ze jego struktura w przebiegu zakazenia
ulegta rearanzacji lub zniszczeniu [72]. Wiadomo, ze
do uszkodzenia MTOC moze dochodzi¢ takze w przy-
padku zakazenia innymi herpeswirusami m.in. HHV-1
oraz HHV-5. Niekiedy sytuacja bywa jednak odwrotna
i wirus stymuluje powstanie wielu MTOC, czego przy-
ktadem moze by¢ HBV (hepatitis B virus) [27].

Ponadto po zablokowaniu funkcji mikrotubul poprzez
zastosowanie nokodazolu zaobserwowano gromadze-
nie sie antygenu wirusowego w okolicy jader komoérko-
wych. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze zaréwno transport
w kierunku jadra komdrkowego jak i replikacja wirusa
nie zostaly zahamowane, jednak transport wirionéw

w kierunku bfony cytoplazmatycznej zostal znacznie
ograniczony. Ponadto w badaniach ilo§ciowych technika
RT-PCR stwierdzono, ze po zastosowaniu nokodazolu
ilo$¢ wirusa w komérkach spadta [72].

Istnieje rowniez wiele danych $wiadczacych o
kluczowej roli mikrotubul w transporcie wewnatrz-
komérkowym ludzkiego herpeswirusa typu 1 [60]. Po
wniknigciu do komorki, wiriony transportowane sg
w kierunku jadra komoérkowego wzdluz mikrotubul
przy udziale kompleksu bialek transportowych w sklad
ktérego wchodzg dyneina i dynaktyna. Dotyczy to
zaréwno komorek nabltonkowych jak i nerwowych [20].
W badaniach potwierdzono, ze do przemieszczania
wirionéw w kierunku jadra komodrkowego konieczna
jest nienaruszona struktura mikrotubul. Zaobserwo-
wano, ze po zastosowaniu nokodazolu efektywno$¢
replikacji byta zredukowana o ok. 90% [45]. Ponadto
w badaniach z wykorzystaniem mikroskopii fluores-
cencyjnej stwierdzono kolokalizacje kapsydow wiru-
sowych z cytoplazmatyczng dyneing i dynaktyna.
Obecnie wiadomo, ze z lekkimi tancuchami dyneiny
taczy sig bialko kapsydu VP26 [18]. Wykazano jednak,
ze nawet w przypadku jego braku transport wirionow
nie jest zaburzony, co sugeruje wystepowanie innych
receptoréw dla dyneiny i dynaktyny [21]. Natomiast
zablokowanie funkcji dyneiny powoduje zmniejszenie
ilosci kapsydéw wirusowych transportowanych do jadra
komoérkowego. Zahamowana zostaje takze synteza bia-
tek wirusowych [19]. Nie ma to jednak wptywu na przy-
laczanie wirusa do btony cytoplazmatycznej, ani jego
wnikanie do komdrki. W przypadku HHV-1 réwniez
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proces uwalniania wirionéw potomnych z komérki nie
jest uzalezniony od struktury mikrotul [4].

Podobna sytuacja wystepuje w przypadku ludzkiego
herpeswirusa typu 3 (HHV-3; VZV), ktéry powoduje
zmiang architektury mikrotubul, natomiast po zastosowa-
niu inhibitora wydajnos¢ replikacji ulega obnizeniu. Przy-
puszcza si¢ rowniez, ze mikrotubule odgrywaja znaczaca
role w wewnatrzkomorkowym transporcie wiriondw [41].

Wecigz jednak niewiele wiadomo na temat mecha-
nizméw transportu neurotropowych a-herpeswiruséw
w komoérkach nerwowych z ciata komorki, gdzie ustalaja
stan latencji, do zakonczen aksonéw w trakcie reakty-
wacji. W przypadku HHV-1 zaobserwowano kolokaliza-
cje nukleokapsydoéw z bialkiem motorycznym kinezyna
[22]. Ustalono, ze wigze si¢ ona z bialkiem tegumentu
wirusa — US11. U innych neurotropowych herpeswiru-
sOw nie wystepuja jednak biatka homologiczne do US11.
Tym niemniej, w obrebie rodziny Herpesviridae znane
sa przypadki, gdy réozne biatka, u réznych gatunkéw
pelnia ta sama funkcje [16].

Réwniez inne bialka tegumentu moga bra¢ udziat
w transporcie taczac sie biatkami motorycznymi, na przy-
ktad US3, UL36 i UL37 wystepujace u wirusa wéciek-
lizny rzekomej, VP51 UL9 u HHV-1, czy UL56 u HHV-2
[39, 44]. Zaobserwowano takze, ze SuHV-1 podobnie
jak wirusy opryszczki, adenowirusy, HIV oraz wirus
grypy w trakcie transportu wzdiuz mikrotubul moga
sie zatrzymywac, rusza¢ ponownie, zmienia¢ kierunek,
a nawet przemieszcza¢ si¢ pomiedzy réznymi widknami
mikrotubul. Pozwala to wirusowi na dotarcie w dowolny
rejon komorki, jak rdwniez na skorygowanie ewentual-
nych bledéw w trakcie transportu [21].

Poniewaz poznanie mechanizmoéw transportu czg-
stek wirusowych wewnatrz komorki gospodarza, moze
prowadzi¢ do stworzenia nowych lekdw przeciwwiru-
sowych, zainteresowanie badaczy skupito sie na takich
rodzinach wiruséw jak Retroviridae, ktérej przedsta-
wicielem jest HIV-1 (human immunodeficiency virus,
ludzki wirus niedoboru odpornosci). Uwaza sie, ze po
wniknieciu do komorki wirus ten wykorzystuje mikro-
filamenty aktynowe, aby przedosta¢ si¢ do mikrotubul,
wzdluz ktérych transportowany jest w kierunku jadra
komorkowego [55]. Natomiast w dalszych etapach
cyklu replikacyjnego czastki wirusowe transporto-
wane s3 z cytozolu w kierunku blony komoérkowej [21].
Ponadto udowodniono, ze jednoczesne uzycie inhibi-
toréw polimeryzacji aktyny i mikrotubul prowadzi do
catkowitego zablokowania transportu wewnatrzkomor-
kowego wirusa [48]. Wirusy te mogg wykorzystywaé
mikrotubule réwniez do przemieszczania si¢ z komorki
do komorki. Przykladem jest ludzki wirus biataczki
z komorek T (HTLV; human T-cell leukaemia virus),
ktory stymuluje wytworzenie pomiedzy limfocytami T
(zakazonym i niezakazonym) tak zwanej synapsy wiru-
sologicznej. W komorce zakazonej MTOC znajduje si¢
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w poblizu blony cytoplazmatycznej w miejscu adhezji
obu komorek [21].

Mikrotubule wykorzystywane sa rowniez przez
adenowirusy. Dzieki receptorowi znajdujgcemu sig
na kapsydzie wirusy te majg zdolno$¢ do laczenia sie
z dyneing lub dynaktyna, co z kolei pozwala na trans-
port czastek wirusowych w kierunku jadra komorko-
wego (koniec ujemny mikrotubul), jak réwniez ulatwia
ich ucieczke z endosomu. Zaobserwowano, ze przy
nadekspresji dynamityny (zaburzenie funkcji kom-
pleksu dyneina - dynaktyna) lub po zastosowaniu
przeciwcial blokujacych funkcje dyneiny, zakres oraz
czestotliwo$¢ transportu wirionéw w kierunku jadra
s3 ograniczone, czesciej natomiast wystepuje transport
w kierunku przeciwnym [20, 21]. Ponadto, w komor-
kach zakazonych adenowirusem powstaja charakterys-
tyczne, diugie mikrotubule, siegajace od MTOC do
peryferii komoérki. Dzieje sie tak, poniewaz dominujg
tu procesy wydluzania mikrotubul, ktére wykazuja takze
wiekszg stabilnos¢ [86].

Udowodniono réwniez, ze mikrotubule maja istotny
wplyw na replikacje wirusa odry (Paramyxoviridae).
Zaobserwowano, ze zahamowanie polimeryzacji mikro-
tubul w komoérkach Vero hamowalo uwalnianie nowych
czastek wirusowych. Jednak pomimo to, proces repli-
kacji wirusa zachodzit na poziomie poréwnywalnym
z kontrolg 5, 6].

Nie zawsze jednak dochodzi do bezposredniej inter-
akcji pomiedzy mikrotubulami, a czgstkami wiruso-
wymi. W przypadku parwowirusa psiego (CPV; canine
parvovirus) wykazano, ze mikrotubule odpowiadajg za
transport pecherzykéw endosomalnych zawierajgcych
czastki CPV w kierunku jadra komdrkowego [2, 3, 69,
82]. Zablokowanie funkcji mikrotubul za pomocg noko-
dazolu prowadzi do zaburzen w przebiegu zakazenia.
Zaburzenia te polegaja na braku uwalniania czastek
CPV z endosoméw oraz na ich eliminacji z jadra komor-
kowego, ktore stanowi miejsce replikacji [69].

Interakcje wirusow z cytoszkieletem, nie musza by¢
zwigzane tylko i wylacznie z transportem. Przykfad
moze stanowi¢ wirus krowianki, w przypadku ktérego
do prawidtowej ekspresji genéw wirusowych niezbedne
sa nienaruszone mikrotubule [59]. Ponadto wirus kro-
wianki wykorzystuje mikrotubule do transportu czg-
stek wirusowych z tzw. fabryk wirusowych w kierunku
MTOC, gdzie zyskuja one otoczke, a nastepnie na pery-
ferie komorki z predkoscig ok. 1-2 pum/s, prawdopodob-
nie z wykorzystaniem kinezyny-1 [21]. Zaobserwowano
réwniez, ze wiriony mogg przemieszcza¢ si¢ pomiedzy
mikrotubulami [28, 36, 46, 63, 85].

Zupelnie inaczej wyglada sytuacja w przypadku
przedstawicieli rodziny Baculoviridae. Zahamowanie
polimeryzacji mikrotubul, na przyklad poprzez podanie
nokodazolu, prowadzi tu do wzmozonej ekspresji genéw
wirusowych. Przypuszczalnie dzieje si¢ tak, poniewaz
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bakulowirusy wykorzystuja do transportu w kierunku
jadra cytoszkielet aktynowy, a mikrotubule, stanowia
wowczas jedynie przeszkode [21, 78].

Udowodniono réwniez, ze wirusy moga wykorzy-
stywa¢ mikrotubule nie tylko do przemieszczania si¢
w obrebie zakazonej komorki. Ostatnie badania ujaw-
nily, ze biatko P wirusa wscieklizny (Rhabdoviridae),
wplywa na transport bialek STAT (czynnikéw trans-
krypcyjnch aktywowanych przez interferon). Przy czym
wirusowe biatko P moze zaréwno ufatwia¢ jak i hamo-
wac zwigzany z mikrotubulami transport biatek komor-
kowych. W ten sposéb wirus blokuje szlaki sygnatowe
interferonu odgrywajace kluczowa role we wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej [50].

5. Podsumowanie

Poznanie wspdlzalezno$ci pomiedzy réznorodnymi
formami transportu wewnatrzkomoérkowego, w kto-
rych czynny udzial biora bialka motoryczne: miozyna,
dynaktyna, kinezyny, wzmocnito nasza wiedz¢ o patoge-
nezie zakazen wirusowych [37, 59]. Dane literaturowe,
poswiecone zmianom zachodzacym w cytoszkielecie
zakazonych komorek, opisujg réznorodne zmiany doty-
czace, zarowno w ukladzie mikrotubul, jak i wtokien
F-aktynowych [17, 25]. W licznych badaniach udowod-
niono, ze podczas zakazenia litycznego wirusy przebu-
dowuja poszczegolne elementy komorki w zaleznosci
od swoich potrzeb. Mechanizmem przemieszczenia i/lub
zakazenia sgsiednich komorek, w ktorym cytoszkielet
odgrywa kluczowa rolg, jest transport z komorki do
komorki [37, 59]. Jest on najbezpieczniejszy z punktu
widzenia wirusa, poniewaz odbywa si¢ bez narazenia
wirionéw potomnych na kontakt z przeciwcialami ne-
utralizujgcymi znajdujacymi sie zewnatrzkomorkowo.

Znajomos¢ transportu i zasad, na ktdrym sie opiera,
moze by¢ nowym punktem uchwytu, ktéry zostanie
wykorzystany w terapii przeciwwirusowej, gdzie mecha-
nizm dzialania lekéw nie bedzie opieral sie na hamowa-
niu wirusowych enzymoéw, lecz na hamowaniu specy-
ficznych interakcji pomiedzy wirusem a gospodarzem.
Coraz powszechniejsza oporno$¢ wiruséw na dotych-
czas stosowane leki, wymusza opracowanie nowych
metod terapeutycznych nieopartych na syntetycznych
zwigzkach chemicznych. By¢ moze, zahamowanie cyklu
replikacyjnego poprzez inhibicje lub aktywacje biatka
bioracego udziat w transporcie wirusa do miejsca jego
namnazania czy tez proteiny umozliwiajgcej mu zaka-
zenie sasiednich zdrowych komorek znajdzie zasto-
sowanie kliniczne. Jest to szczegdlnie istotne w dobie
narastajacych opornosci patogendéw na stosowane leki
w terapii farmakologicznej, jak i wzrost odsetka popula-
cji charakteryzujacej si¢ zaburzeniami ze strony ukladu
immunologicznego jak np. nosiciele HIV, pacjenci po
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transplantacji narzagdéw. Cytoszkielet i biatka na niego
oddzialywujace, zaréwno pochodzenia komoérkowego,
jak i wirusowego, potencjalnie stanowia cenne narzedzie
umozliwiajace dostarczenie genéw, kwaséw nukleino-
wych lub bialek aktywnych do miejsc ich dziafania.
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1. Wstep. 2. Zmienno$¢ wirusa zapalenia watroby typu C. 3. Zastosowanie interferonu alfa (IFN-a) i rybawiryny w leczeniu przewleklego
wirusowego zapalenia watroby typu C (pwzw C). 4. Czynniki wplywajace na skuteczno$¢ leczenia. 4.1. Czynniki osobnicze. 4.2. Czynniki
wirusowe. 5. Znaczenie kliniczne analizy regionu E2 HVR1 HCV. 6. Zmienno$¢ E2 HVRI1 a prognozowanie skutecznosci leczenia.
7. Podsumowanie

The influence of hepatitis C virus (HCV) genetic varability on the outcome of antiviral therapy

Abstract: Hepatitis C virus is an important risk factor of liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The commonly used treatment
strategies, based on pegylated interferon alfa and ribavirin, do not provide a fully satisfactory clinical effect. The reasons for treatment
failure are multifactorial and are attributed to both host and viral factors. Some of them are already employed in clinical practice to
adjust the treatment strategy (i. e. pretreatment viral load, viral load kinetics, HCV genotype), but the knowledge in this field is still
unsatisfactory. The present review summarizes the causes of therapy failure, with emphasis on the high viral genetic variability and
assesses the potential of this unique viral feature to be used as a treatment prognostic marker.

1. Introduction. 2. Genetic variability of hepatitis C virus. 3. Use of interferon alfa (IFN-a) and ribavirin in treatment of chronic hepatitis
C. 4. Factors influencing the outcome of hepatitis C treatment. 4.1. Host factors. 4.2. Viral factors. 5. Clinical relevance of E2 HVR1 HCV

analysis. 6. Genetic variability of E2 HVR1 as a treatment prognostic marker. 7. Summary

Slowa kluczowe: HCYV, interferon alfa, leczenie przeciwwirusowe, quasispecies, rybawiryna
Key words: alpha interferon, antiviral treatment, HCV, quasispecies, ribavirin
1. Wstep zawierajacej regiony niekodujace na koncach 5”1 3" oraz

Ponad 20 lat od odkrycia wirusa zapalenia watroby
typu C (HCV), waznego czynnika etiologicznego
marskosci watroby oraz pierwotnego raka watroby
(HCC), wiele aspektow zwigzanych z patogenezg zaka-
zenia oraz ograniczong skutecznoscig leczenia wcigz
wymaga wyjasnienia. Aktualne schematy terapii sg sku-
teczne $rednio u ok. 50% zakazonych, ponadto istnieje
prawdopodobienstwo reaktywacji zakazenia w pdzniej-
szym okresie po zakonczeniu leczenia. Zasadniczym
celem pracy bylo przedstawienie danych dotyczacych
zmiennosci HCV jako mozliwej przyczyny nieskutecz-
nosci leczenia przewleklego zapalenia watroby typu C.
Uwzgledniono jednak réwniez inne czynniki progno-
styczne skutecznosci leczenia, przede wszystkim poli-
morfizm genu kodujacego IL-28.

2. Zmiennos¢ wirusa zapalenia watroby typu C
HCV zaliczany jest do rodziny Flaviviridae. Genom

wirusa sklada si¢ z pojedynczej, dodatnio spolaryzo-
wanej nici RNA o diugosci ok. 9 600 nukleotydow

region kodujacy bialka strukturalne i niestrukturalne.
Biatka tworzace wirion (strukturalne) to biatka otoczki
(E1, E2) oraz biatko rdzenia (C), natomiast bialka nie-
strukturalne (NS) biorg udzial w namnazaniu wirusa
w organizmie gospodarza. Bialko NS5b pelni funkcje
RNA-zaleznej polimerazy RNA - enzymu replikuja-
cego wirusowy material genetyczny, pozbawionego
aktywnosci ,naprawczej” 3’-5 egzonukleazy. Czes-
to$¢ pojawiania sie mutacji w genomie HCV wynosi
107*-10"° substytucji/zasade [64]. Biorac pod uwage
$rednig produkcje kopii wirusa w fazie przewleklej
zakazenia (ok. 10'*kopii/doba) oraz wielko$¢ genomu
HCV (ok. 10* nukleotydéw), mozna szacowac, ze liczba
nowych mutacji w populacji wirusa u pacjenta wy-
nosi ok. 10°~10'> na dobe [24, 64]. Wysoki potencjat
mutacyjny polimerazy RNA HCV jest powodem wyste-
powania wirusa w organizmie jako heterogennej gene-
tycznie populacji [46].

Innym mechanizmem zmiennosci jest rekombinacja,
zaréwno homologiczna, jak i niehomologiczna. Dodat-
kowo, rekombinacja moze by¢ zalezna od replikacji
(rekombinacja replikacyjna) lub zachodzi¢ niezaleznie od
tego procesu. Udowodniono wystepowanie rekombinacji
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HCV u pacjentow cierpiacych na hemofilie, jak rowniez
u narkomanéw zakazonych HCV, u ktérych dochodzi do
nadkazer innymi genotypami [42, 60]. Srednio rekom-
binacja obserwowana jest u okoto 18% zakazonych [78].

Na podstawie analizy filogenetycznej regionu NS5
lub 5’UTR HCV podzielono na 6 gtéwnych genotypdw,
mogacych réznic sie miedzy sobg nawet 35% sekwencji.
W kazdym genotypie wyodrebniono subtypy (réznice
genetyczne moga wynosi¢ do 25%), a subtypie — izolaty
(10-15% zmiennosci). Poszczegdlne warianty wirusa
okresla si¢ mianem quasispecies lub pseudotypow (do
5% zmiennosci); [64]. Pseudotypy HCV zostaty odkryte
w 1992 r. i wkrotce okazalo sie, ze sg swoistg cechg HCV,
niezalezng od rodzaju zakazenia (ostre czy przewlekle),
rodzaju tkanki (surowica, komorki PBMC czy tkanka
watrobowa), itp. [55].

Zmienno$¢ genetyczna HCV ma duze znaczenie
w patogenezie zakazenia. Kazda mutacja jest szansg na
nabycie zdolnosci przetrwania wirusa w warunkach presji
srodowiska. W nastepstwie, selekcjonowane sg warianty
unikajace odpowiedzi immunologicznej (tzw. immune
escape mutants), warianty lekooporne lub warianty o zmo-
dyfikowanej zjadliwoséci. Z drugiej strony, mutacje wa-
runkujace lekoopornos¢ czy tez unikanie odpowiedzi
immunologicznej moga réwnoczesnie obnizy¢ poziom
replikacji, zjadliwos¢ lub zakazno$¢ wirusa [19, 44].

3. Zastosowanie interferonu alfa (IFN-a)
i rybawiryny w leczeniu przewleklego
wirusowego zapalenia watroby typu C (pwzw C)

3.1. Interferon alfa w leczeniu pwzw C

Interferon alfa (IFN-a) jest cytoking immunomo-
dulujaca, wydzielang przez komoérki w odpowiedzi na
zakazenia wirusowe. Produkcja IFN-a jest zalezna od
obecnosci w srodowisku produktéw charakterystycz-
nych dla czastek wiruséw, takich jak np. dwuniciowy
oraz jednoniciowy RNA, ktdre taczg si¢ z receptorami
(gtéwnie z grupy TLR - Toll-like receptor). W nastep-
stwie dochodzi do aktywacji transkrypcji gendéw dla
IFN-q, jego syntezy i sekrecji. Wydzielony IFN faczy
sie z receptorami powierzchniowymi (Typ I receptora
dla IFN-a, IFNP, IFNe, IFNk oraz IFNw) komorki
zakazonej oraz sasiadujacych komorek, prowadzac do
ekspresji wielu genow efektorowych (ISG, interferon-sti-
mulated genes), ktérych produkty maja dzialanie prze-
ciwwirusowe [23]. Dzialanie przeciwwirusowe IFN-a
polega m.in. na: aktywacji 2’-5" syntetazy oligoadeny-
lowej (2’-5°0AS), bialek Mx oraz RNA-zaleznej kinazy
biatkowej R (PKR, protein kinase R) powodujacych
zahamowanie replikacji patogenu, oraz immunomo-
dulacji (ekspresji czasteczek MHC kl. I na powierzchni
komorek, aktywacji makrofagéw, komoérek NK oraz
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cytotoksycznych limfocytéw T) stuzacej wzmocnieniu
odpowiedzi przeciwwirusowej [68].

3.2. Rybawiryna w leczeniu pwzw C

Rybawiryna jest syntetycznym analogiem guanozyny
stosowanym poczatkowo w leczeniu zakazen syncytial-
nym wirusem oddechowym (RSV) u dzieci. Wkrétce
po odkryciu HCV zwigzek ten zostal wykorzystany
w monoterapii do leczenia pwzw C, jednak bez zna-
czacego wplywu na poziom wiremii [18]. Rybawiryna
hamuje dzialanie polimeraz wirusowych w warunkach
in vitro, jednakze mechanizmy dotyczace jej dzialania
in vivo s3 nadal stabo poznane. Sugeruje sie, ze zwig-
zek ten moze dziala¢ jak mutagen, zwiekszajac poziom
wprowadzania mutacji przez RNA-zalezng polimeraze
RNA, co skutkuje wytworzeniem defektywnych wa-
riantéw wirusa, o obnizonych zdolnosciach zakaznych
oraz replikacyjnych [15].

Terapia skojarzona IFN-a oraz rybawiryna znacz-
nie zwigkszyla skutecznos¢ leczenia pwzw C ($red-
nio 35-40%) w pordéwnaniu do IFN-a w monoterapii
(16-20%), jak réwniez zmniejszyta ryzyko nawrotu
replikacji wirusa po leczeniu [10, 67]. Zastosowanie
pegylowanego interferonu alfa (PEG-IFN-a), posiadaja-
cego lepsze parametry farmakokinetyczne [31] skojarzo-
nego z rybawiryna pozwala osiggnac efekt terapeutyczny
u ok. 54-56% pacjentéw [26, 53].

Parametrem wyznaczajacym skutecznos¢ terapii prze-
wleklego zapalenia watroby typu C jest trwala odpo-
wiedz wirusologiczna SVR (sustained virological res-
ponse), definiowana jako brak obecnosci HCV RNA
we krwi pacjenta 6 miesiecy po zakonczeniu leczenia
przy uzyciu testu molekularnego o czulosci <100 kopii
wirusa/ml. Osiagnigcie SVR oznacza eliminacje zakaze-
nia oraz rokuje poprawe obrazu histologicznego watroby
[57]. Pacjenci nie odpowiadajacy na leczenie w pierw-
szej probie maja mniejszg szanse na osiggniecie SVR
po kolejnym cyklu leczenia [76]. Problem oséb ,,nie-
odpowiadajacych” jest obecnie jednym z wazniejszych
wyzwan terapii pwzw C.

Ze wzgledu na fakt, ze SVR jest stosunkowo péznym
parametrem skuteczno$ci wdrozonej terapii, opraco-
wano markery, ktére pozwolityby na wcze$niejsze roko-
wanie co do wyniku leczenia. Udowodniono, Ze poziom
wiremii w pierwszych tygodniach leczenia jest dobrym
prognostykiem SVR. RVR (rapid virological response)
jest okreslany brakiem materialu genetycznego wirusa
we krwi pacjenta w 4 tygodniu od rozpoczecia lecze-
nia. RVR jest silnym prognostykiem SVR, o ile leczenie
nie zostanie przedwczesnie przerwane [27, 52]. EVR
(early virological response) jest definiowany jako brak
wiremii badz spadek wiremii o warto$¢ co najmniej
2 log, w 12 tygodniu leczenia. Wykazano, ze u pacjen-
tow zakazonych genotypem 1 leczonych PEG-IFN-a
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oraz rybawiryna nie spelniajacych kryteriow EVR,
trwala odpowiedZ przeciwwirusowa nie zostanie osig-
gnieta u 98% tej grupy [16]. Podjecie decyzji o przerwa-
niu leczenia w 12 tygodniu pozwala na oszcz¢dnosci
oraz unikniecie obcigzajacego skutkami ubocznymi
nieskutecznego leczenia.

4. Czynniki wplywajace na skutecznos¢ leczenia

Za brak skutecznosci leczenia odpowiedzialne s3
m.in. czynniki osobnicze oraz czynniki wirusowe.

4.1. Czynniki osobnicze

Zaawansowany wiek, ple¢ meska, rasa maja wpltyw
na skutecznos¢ leczenia pwzw C. I tak, wykazano ze
przedstawiciele rasy kaukaskiej lub azjatyckiej lepiej
odpowiadaja na leczenie, anizeli osoby pochodzenia
afrykanskiego lub latynoskiego [50]. Nadmierna masa
ciala moze obnizy¢ efekt leczenia poprzez zmniejszenie
stezenia leku w organizmie oraz jego dostepnosci dla
receptorow [43]. Gorszy efekt leczenia uzyskano réwniez
u chorych naduzywajacych alkoholu, 0oséb insulinoopor-
nych, narkomandéw oraz niestosujacych si¢ do zalecanego
schematu leczenia [17, 77]. Réwniez zaawansowane
postaci choroby watroby, takie jak znaczne zwidknie-
nie lub marsko$¢ oraz tzw. pozawgtrobowe manifesta-
cje zakazenia, takie jak krioglobulinemia mieszana lub
bloniasto-rozplemowe zapalenie kfebuszkow nerkowych
wiazg sie z nizszg skutecznoscia leczenia [6, 49].

Sekwencjonowanie ludzkiego genomu, wraz z bada-
niem jego funkcji, stworzyly nowe mozliwosci dla okres-
lania czynnikéw skutecznosci leczenia. Badania majace
na celu identyfikacje wariantéw genetycznych, wigzacych
si¢ z czynnikami ryzyka dla wielu choréb (GWAS, genome-
-wide association study) zyskuja coraz wigksza popular-
no$¢. Polegaja one na poszukiwaniu alleli w genomie,
ktore wykazujg jednonukleotydowy polimorfizm (single
nucleotide polymorphism, SNP) a efekt fenotypowy
tego polimorfizmu statystycznie rézni si¢ w grupie kon-
trolnej i grupie badanej. Podje¢to proby wykorzystania
tego narzedzia w okresleniu czynnikéw osobniczych
zwigzanych ze skutecznoscig leczenia zakazen HCV.

Wyniki tych badan dowiodly, ze czynniki nawet
w obrebie tej samej populacji moga wystapi¢ polimorfiz-
my w genach efektorowych dla IFN (np. ADAR, CASP5,
ISCBPI, IFI44, PIK3CG oraz TAP2), powodujace zna-
czne rdznice w poziomie odpowiedzi na IFN [47]. Réw-
niez poziom ekspresji ISG (interferon-stimulated genes)
ma znaczenie w odpowiedzi na leczenie pwzw C. Osoby
zakazone przewlekle wykazuja wysoki poziom ISG
w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej [38].
Podobnie, pacjenci zidentyfikowani jako nieodpowiada-
jacy naleczenie PEG-IFN oraz rybawiryna wykazywali

wyzszy poziom ekspresji ISG w watrobie przed jego roz-
poczeciem, niz odpowiadajacy na leczenie. Wykazano
réwniez, ze SVR moze by¢ prognozowany na podsta-
wie stopnia ekspresji genu czynnika transkrypcyjnego
STAT6 w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowe;j
wyizolowanych przed leczeniem lub nawet 24 godziny
od jego rozpoczecia [88]. Dane te wskazuja, ze osoby
niewrazliwe na leczenie moga wykazywaé zaburzong
odpowiedZ na endogenny oraz podawany w trakcie
leczenia IFN-a [13].

W genie kodujacym IFN takze dowiedziono ist-
nienia polimorfizmoéw, ktérych wystepowanie badano
w kontekscie odpowiedzi na leczenie. Wykazano, ze
mutacja punktowa 764C>G, wystepujaca w poblizu
genu kodujacego IFN-y byla istotnie zwigzana z SVR.
Analiza dowiodla, Ze substytucja ta determinuje wyzsza
site wigzania czynnika transkrypcyjnego HSF1 do genu
kodujgcego IFN-y [37].

Interferony A-1, 2 oraz 3 (znane réwniez jako IL-29,
IL-28A oraz IL-28B) s3 stosunkowo niedawno odkryta
grupg cytokin o dzialaniu przeciwwirusowym i cechach
podobnych do interferonéw typu I (m.in. IFN-a i IEN-f),
aczkolwiek o nizszej aktywnosci in vitro [79]. Udowod-
niono znaczenie interferonéw A w kontroli zakazen
wirusowych, wlaczajac zakazenia HIV, HBV oraz HCV
[36, 54]. Wstepne badania kliniczne potwierdzity ich
skuteczno$¢ w eliminacji zakazenia HCV przy niskiej
toksycznosci leku [62].

W 2009 roku, kilka niezaleznych grup badawczych
doniosto o wystepowaniu jednonukleotydowych poli-
morfizméw w poblizu genu kodujacego IL-28B (IFN-A3)
w chromosomie 19, ktére korelowaly z efektem leczenia
PEG-IFN-a oraz rybawiryng [30, 81, 82, 85]. Pacjenci
wlaczeni do badania byli przedstawicielami réznych
grup etnicznych (Europejczycy, Afro-Amerykanie,
Australijczycy oraz Japonczycy), zakazeni genotypem 1.
Co najmniej 3 loci determinujace efekt leczenia zostaly
zidentyfikowane. Byly to pozycje rs12979860, rs8099917
oraz rs12980275, ktorych genotypy C/C, T/T oraz A/A
odpowiednio, byty zwigzane z duzym prawdopodobien-
stwem eliminacji wirusa w trakcie leczenia [81, 82, 85].
Wystepowanie okres$lonych rodzajéw polimorfizmoéow
w tych pozycjach u réznych populacji etnicznych moze
tlumaczy¢ obserwowana u nich rézng efektywnosc
leczenia. Cho¢ wszystkie zidentyfikowane warianty ge-
netyczne w tych badaniach znajdujg si¢ w poblizu lub
obrebie genu IL-28B, zaden z nich nie byt bezposrednio
zwigzany z jego funkcja [5].

Po odkryciu znaczenia polimorfizmu genu IL-28B
w odpowiedzi na leczenie przeciwwirusowe dla genoty-
pu 1, pojawily si¢ badania dotyczace innych genotypdw,
w szczegolnosci 2 oraz 3 [40, 59, 75]. Badano w nich zna-
czenie polimorfizméw pozycji rs12979860, rs8099917
oraz rs12980275 w osiaganiu SVR Wykazano, ze ge-
notyp C/C w pozycji rs12979860 wiaze si¢ z wysokim
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prawdopodobienstwem uzyskania SVR (84,7%) u pacjen-
tow zakazonych genotypem 2 lub 3 leczonych PEG-IFN-a
i rybawiryng, podczas gdy dla polimorfizméw pozycji
1rs8099917 oraz rs12980275 nie wykazano Zadnej korela-
¢ji [75]. Inne badanie wykazalo zwigzek miedzy polimor-
fizmem rs8099917 a SVR u zakazonych genotypem 2b
(ale nie 2a) leczonych PEG IFN oraz rybawiryna [40].

Powyzsze dane wskazujg, Ze zmienno$¢ genetyczna
genu IL-28B jest jak dotychczas najsilniejszym ziden-
tyfikowanym czynnikiem determinujacym kontrole
zakazenia HCV [71]. Prawdopodobnym jest, ze zosta-
nie on wykorzystany w praktyce klinicznej w celu in-
dywidualizacji leczenia. Na przyklad, osoby zakazone
genotypem 1 niosgce allel ryzyka nieskutecznego lecze-
nia beda miaty bardzo malg szans¢ na uzyskanie odpo-
wiedzi wirusologicznej po terapii standardowej, stad
powinny w pierwszej kolejno$ci mie¢ dostep do nowych
strategii leczenia.

4.2. Czynniki wirusowe

Wazng role w ksztaltowaniu si¢ odpowiedzi na lecze-
nie przypisuje sie czynnikom wirusowym. I tak, geno-
typ HCV jest silnym niezaleznym czynnikiem prognos-
tycznym skutecznosci leczenia, zardwno prowadzonego
w monoterapii, jak i w skojarzeniu z rybawiryng. Wyka-
zano, ze zakazenie genotypem 1 lub 4 wiaze si¢ z gor-
szg skutecznoscig terapii, anizeli zakazenie genotypem
213 [51, 56]. Dlatego tez genotyp HCV jest gléwnym
parametrem branym pod uwage przy ustalaniu czasu
trwania leczenia. Standardowo, w przypadku zakazenia
genotypem 1 lub 4 leczenie trwa 48 tygodni. W przy-
padku zakazenia genotypem 2 lub 3-24 tygodnie.

Udowodniono, ze niektére regiony genomu HCV
moga determinowa¢ wrazliwos¢ wirusa na IFN. Region
HVRI1 HCV (hypervariable region 1) jest zlokalizowany
na koncu 5’ genu kodujacego biatko otoczki E2. Biatko
E2 zawiera antygeny dla przeciwcial neutralizujacych,
jak réwniez dla cytotoksycznych limfocytéw T (CTL);
[12, 32, 39]. Wysoka zmiennos$¢ genetyczna HVRI1
wplywa na duzg zmienno$¢ antygenowsg wirusa, co
sprzyja unikaniu odpowiedzi immunologicznej gospo-
darza a tym samym przetrwaniu wirusa oraz niewraz-
liwosci na leczenie [19]. U duzego odsetka pacjentdw,
ktérzy nie osiggneli SVR, zastosowanie lekéw oraz ich
odstawienie powodowalo zmiany jakos$ciowe w kompo-
zycji quasispecies w obrebie HVR1 [69, 80].

Region PePHD (PKR/eIF2a phosphorylation ho-
mology domain) jest réwniez zlokalizowany w obrebie
biatka E2. Zawiera sekwencje homologiczng do sekwen-
cji omeny fosforylacji czynnika translacyjnego eIF-2a
PKR [45]. Wykazano, ze przylaczanie PePHD do PKR
hamuje jej aktywno$¢ fosforylacyjng in vitro, a w efekcie
powoduje niewrazliwo$¢ na IFN-a. Zjawisko to dotyczy
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jednak tylko subtypéw lai 1b wirusa, prawdopodobnie
z powodu najwickszej homologii sekwencji amino-
kwasowej PePHD u tych subtypow do sekwencji do-
meny wigzacej elF-2a bialka PKR. Uwaza sie, ze zdol-
no$¢ hamowania aktywnosci PKR przez genotyp 1
HCV przyczynia si¢ do jego wysokiej lekoopornosci
[84]. Mimo znaczenia PePHD w unikaniu odpowiedzi
przeciwwirusowej, zwigzek miedzy zmiennoscia sekwen-
cji kodujacej PePHD a opornoscig na leczenie w przy-
padku badanych genotypow (1, 2 i 3) HCV pozostaje
niejasny [29, 33].

W poblizu karboksylowego konca biatka NS5a znaj-
duje si¢ region ztozony z 40 aminokwaséw uznawany za
region determinujgcy wrazliwos¢ HCV na IFN-a (ISDR,
interferon sensitivity determining region). W bada-
niu grupy japonskiej mutacje w obrebie ISDR korelo-
waly z wynikiem leczenia dla genotypu 1b. Wykrycie
co najmniej 4 mutacji w obr¢bie ISDR w poréwnaniu
z sekwencja referencyjng HCV wigzalo si¢ ze skutecz-
nym leczeniem [20, 65]. Analogiczng zalezno$¢ wykryto
dla genotypow 2a, ale nie 2b i 3a [8, 63]. Molekularng
role NS5a odkryl Gale i wsp. Biatko to pelni funk-
cje inhibitora PKR inaktywujac enzym in vitro a tym
samym hamujac dziatanie IFN-a. Co wiecej, hamowanie
aktywnosci PKR mozna znie$¢ poprzez wprowadzenie
mutacji w obrebie ISDR [28]. Sg réwniez badania dowo-
dzace, ze NS5a moze indukowad synteze prozapalnej
IL-8, dzialajacej antagonistycznie do IFN-a [70]. U pa-
cjentow zakazonych przewlekle wykazano wyzsze stezenie
tej chemokiny w surowicy, niz u zdrowych kontroli [70].
Podobnie, wyzszy poziom IL-8 w surowicy byt notowany
u pacjentéw nieodpowiadajacych na leczenie zakazo-
nych genotypem 1, niz u pacjentéw wyleczonych [58].

Najnowsze badania wskazujg, ze bialko NS5a moze
inaktywowac 2’-5’0OAS. W efekcie, 2’-5’OAS nie moze po-
$redniczy¢ w trawieniu wirusowego RNA przez RNaze L,
co wplywa na kontynuacje translacji bialek (réwniez
wirusowych) w komorce. Réznice w czgstosci wyste-
powania dwunukleotydéw UU oraz UA (rozpoznawa-
nych przez RNaze L jako miejsca ciecia) miedzy genoty-
pami 1 a2i3 HCV mogg tlumaczy¢ ich rézng wrazliwo$¢
na IFN-a [34].

Niedawno, w obrebie genu NS5a zidentyfikowano
region V3 (variable region 3), wykazujacy znaczng zmien-
no$¢ mutacyjna [11]. Poziom zmiennosci tego regionu
u subtypéw 1a/1b mial wptyw na skutecznos$¢ leczenia
IFN-a (szczepy oporne przed leczeniem wykazywaly
niska a wrazliwe — wysoka zmiennos¢); [87].

NS3/4a jest wirusowym bialkiem niestrukturalnym
posiadajacym aktywnos¢ proteazy. Foy i wsp. wyka-
zali, ze NS3/4a interferuje ze szlakiem aktywacji syntezy
IEN in vitro blokujac IRF-3, kluczowy czynnik trans-
krypcyjny regulujacy ekspresje IFN. Aktywnos¢ IRF-3
byta przywrécona poprzez dodatek inhibitora pro-
teazy serynowej wskazujac, ze wirusowa proteaza trawi
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aktywne domeny IRF-3 [25]. Analiza sekwencji IRF-3
dla subtypu la w kontekscie skutecznosci leczenia nie
wykazata korelacji [74].

Przedstawione obserwacje moga wskazywac na zna-
czenie polimorfizmu regionéw HVR1 E2 oraz NS5a we
wrazliwosci na IFN-a a zatem skutecznosci leczenia.
Poziom zmiennosci innych badanych regionéw wiru-
sowych (5UTR, HVR2, gen kodujacy biatko rdzenia C)
nie byl zwigzany ze skutecznoscia leczenia [4, 35].

Cho¢ udowodniono, ze liczne czynniki (osobnicze
i wirusowe) sa odpowiedzialne za skuteczno$¢ leczenia
u chorych zakazonych genotypem 1, ich wplyw najczes-
ciej nie byl oceniany u chorych zakazonych innymi
genotypami. Niewiele wiadomo na temat mechanizmow
odpowiadajacych za wysoka lekowrazliwo$¢ genoty-
pow 21 3, gtéwnie ze wzgledu na ich szybka eliminacje
w trakcie leczenia. Niemniej jednak, wykazano istnienie
lekoopornych wariantéw genotypu 2a [3].

Uwaza si¢, ze populacja HCV przed leczeniem
zawiera lekooporne warianty genetyczne, ktdre nastep-
nie ulegaja selekcji w warunkach presji narzuconej przez
leczenie. Przemawiajg za tym nastepujace obserwacje:

1) w pierwszych godzinach od zastosowania lekdw
dokonuje si¢ gwaltowny spadek poziomu replika-
cji HCV [89].

2) terapia interferonem jest w duzej mierze terapia
immunomodulujaca potegujaca odpowiedz prze-
ciwwirusows, ktora wywiera presje selekcyjna
na niektdre regiony genomu wirusa, biatka oraz
epitopy. Oznacza to, ze wirus prawdopodobnie
unika odpowiedzi immunologicznej stymulowa-
nej przez interferon.

3) u leczonych, u ktérych nie zanotowano trwalej
odpowiedzi wirusologicznej, genom wirusa zawie-
ral liczne mutacje, szczegdlnie w regionach deter-
minujgcych wrazliwo$¢ na leczenie [66].

5. Znaczenie kliniczne analizy regionu E2 HVR1 HCV

Ze wzgledu na negatywny wynik leczenia u ok. 50%
pacjentow, podjeto proby okreslenia bardzo wezesnych
czynnikéw prognostycznych efektywnosci leczenia
przeciwwirusowego, pozwalajacych wytypowa¢ osoby
z najwiekszym ryzykiem nieskutecznej terapii. Moga to
by¢ czynniki o charakterze osobniczym (np. wrazliwo$¢
na IFN-a) lub wirusowym (np. genotyp, poziom wi-
remii, zjawisko quasispecies).

Identyfikacja wczesnego markera z wysokim prawdo-
podobienstwem przewidujacego SVR mialoby duza
warto$¢ kliniczng. Dysponowanie takim narzedziem
umozliwitoby unikniecie skutkéw ubocznych oraz kosz-
tow leczenia u pacjentow, ktérzy na nie nie odpowiedza
oraz dodatkowo motywowatoby pacjentéw z pozytywna
prognoza do ukonczenia leczenia.

Postepy w biologii molekularnej umozliwily doktadna
analize quasispecies. Wsrdd potencjalnych markerow
prognostycznych duzg uwage zwraca si¢ na zmiennosé
genetyczng regionu HVR1 E2. Uwaza sie, ze analiza
molekularna tego regionu moze mie¢ zastosowanie
prognostyczne, poniewaz:

1) region ten jest wysoko zmienny, w duzej mierze

z powodu tolerancji na substytucje; jego analiza
pozwala na wykrycie licznych wariantéw gene-
tycznych;

2) region ten koduje epitopy dla przeciwcial neutra-
lizujacych oraz dla komoérek cytotoksycznych, pod-
legajac silnej presji selekcyjnej ukladu immuno-
logicznego [14, 32];

3) uwaza sig, ze w czasie zakazenia stymulowana jest
silna, lecz nieskuteczna odpowiedZ humoralna
skierowana przeciwko epitopom kodowanym przez
E2, co skutkuje brakiem kontroli wirusa [72].

Jak dotad, analize zmienno$ci HVR1 wykorzystano
w celu rokowania przebiegu zakazenia HCV. Wyka-
zano, ze ewolucja genetyczna tego regionu w fazie ostrej
zakazenia prowadzi zwykle do rozwoju zakazenia prze-
wleklego [41, 83]. Zjawisko to jest zwigzane z pojawia-
niem si¢ nowych wariantéw wirusa niewrazliwych na
dzialanie przeciwcial neutralizujacych oraz cytotok-
sycznych limfocytéw T [21]. Zgodnie z ta hipoteza,
stabilnos¢ genetyczna quasispecies w regionie HVR1
zdaje si¢ by¢ warunkiem eliminacji wirusa w fazie ostrej
[72]. Zaobserwowano réwniez, ze duze zrdznicowa-
nie sktadu quasispecies byto obecne u pacjentdéw zaka-
zonych przewlekle lecz bezobjawowo, wykazujgcych
normalne wartosci aktywnosci AIAT oraz znikome
uszkodzenie watroby [9].

6. Zmiennos¢ E2 HVRI1 a prognozowanie
skutecznosci leczenia

Nieskuteczne leczenie zwigzane jest z pojawianiem
sie zmian w populacji quasispecies [69, 80]. Zmiany te
moga mie¢ charakter ewolucji genetycznej (pojawianie
sie zupelnie nowych wariantéw), badz réznic w zto-
zonosci (liczba wariantéw genetycznych okreslonego
regionu). Wydaje sie, ze zmiany o charakterze ewolucji
s3 konsekwencja niemoznosci eliminacji wirusa przez
uktad immunologiczny.

Szczegolne znaczenie dla skutecznosci leczenia maja
zmiany mutacyjne wystgpujace w genach wirusa, ktorych
produkty bialkowe determinuja wrazliwo$¢ na IFN lub
uczestnicza w unikaniu odpowiedzi immunologiczne;j
[23]. Wykazano, ze zmiany o charakterze ewolucji w obre-
bie sekwencji HVR1 dotyczg ok. 70% pacjentéw leczo-
nych IFN-a, zakazonych genotypami 1a, 1b, 2a, 2¢, 3a
oraz 4a [66]. Podobny efekt wywiera terapia skojarzona
IFN-a oraz rybawiryng [7]. Brak zmian genetycznych
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w obrebie regionu HVRI wykazuje populacja wirusa
u co czwartego pacjenta, co oznacza, ze warianty obecne
u tych chorych przed leczeniem przechodza selekcje
pozytywng w czasie leczenia [66]. Pacjenci wykazu-
jacy niska zlozonos¢ genetyczng regionu HVR1 HCV
przed rozpoczeciem terapii IFN-a zwykle naleza do
grupy odpowiadajacych na leczenie [66]. Na tej pod-
stawie mozna wnioskowac, ze ztozono$¢ populacji HCV
w regionie HVR1 E2 jest niezaleznym prognostykiem
skuteczno$ci leczenia [66].

Wykazano, ze wsrod pacjentéw leczonych IFN-a
lub PEG-IFN-a oraz rybawiryna, zlozono$¢ popula-
cji wirusa przed leczeniem byla nizsza u osiagajacych
wczesng (12 tygodni od rozpoczecia leczenia), ale
nie trwalg odpowiedz wirusologiczng [1, 2]. W pracy
Torres-Puente i wsp., gdzie analizie poddanych
zostalo 67 pacjentow stwierdzono, ze u 0sob nieodpowia-
dajacych na leczenie réznorodnos¢ genetyczna regionu
HVRI1 E2 byla wyzsza, niz u pacjentéw odpowiadaja-
cych. Co ciekawe, réznorodnos¢ sktadu aminokwaso-
wego tego regionu nie byla jednak znamiennie wyzsza
w grupie pacjentéw nieodpowiadajacych [86]. Analo-
giczng zalezno$¢ miedzy wysoka ztozonoscig poczatko-
wego sktadu quasispecies przed leczeniem a negatyw-
nym wynikiem terapii zaobserwowano u pacjentéw po
weczesniejszym nieudanym kursie leczenia oraz wykazu-
jacych zaawansowane zwtoknienie watroby [61].

W grupie pacjentéw zakazonych réznymi genoty-
pami HCV, leczonych IFN-a, wysoka zfozono$¢ regionu
HVRI1 nie korelowata z osiggnieciem trwalej odpowie-
dzi wirusologicznej wskazujac, ze czynniki osobnicze
a nie wirusowe majg znaczenie dla wyniku leczenia [22].
Inne badania nie wykazaly zadnej korelacji miedzy zto-
zonoscia populacji HCV a wynikiem leczenia [48, 73].

Nowsze analizy, przeprowadzone na duzej grupie
pacjentow, potwierdzily korelacje miedzy niskg ztozo-
noscia populacji przed i we wczesnej fazie terapii a pozy-
tywnym skutkiem leczenia [52]. Nizsza zlozono$¢ quasi-
species moze $wiadczy¢ o skutecznej kontroli wirusa
przez ukfad immunologiczny przed i w trakcie leczenia.

Jak mozna zauwazy¢, dostepne w literaturze badania
podaja niejednokrotnie sprzeczne wyniki analiz zmien-
nosci wariantéw molekularnych HCV w kontekscie efektu
leczenia. Rozbieznosci te mozna wyttumaczy¢:

1. rézna liczbg pacjentéw badanych w poszczegol-
nych prébach (czgsto ponizej 10) oraz odmien-
no$ciami etnicznymi grup badanych;

2. roéznicami genotypéw HCV w badanych grupach;

3. zastosowaniem réznych technik badawczych i me-
tod oceny quasispecies;

4. artefaktami bedgcymi skutkiem zastosowania poli-
meraz o niskiej wiernosci kopiowania materialu
genetycznego oraz zbyt wysokiej liczby cykli
amplifikacji, ktora zwigksza ryzyko powielania

»falszywych” mutacji;
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5. w przypadku analizy dokonanej za pomocg klo-
nowania oraz sekwencjonowania, wiarygodne
wyniki mozna otrzymaé tylko wowczas, gdy
przeanalizowana jest duza liczba klonéw pocho-
dzacych z populacji wirusa (co najmniej 10, opty-
malnie powyzej 20), co da odzwierciedlenie jej
rzeczywistego skladu [46].

7. Podsumowanie

Wysoka zmienno$¢ genetyczna HCV stwarza warunki
unikania odpowiedzi immunologicznej a w nastepstwie
sprzyja rozwojowi przewleklego zakazenia. Jest takze
odpowiedzialna za wystepowanie zjawiska lekoopor-
nodci, ktore jest przyczyna nieskutecznego leczenia
u znacznego odsetka pacjentéw. Jak dotad, trudnosci
w zdefiniowaniu markeréw molekularnych nieskutecz-
nej terapii uniemozliwiajg opracowanie testow diagnos-
tycznych, ktére pozwolityby na stwierdzenie lekoopor-
nosci (tak jak ma to miejsce w przypadku oznaczen na
lekoopornos¢ HIV). Aktualny stan wiedzy o czynnikach
wirusowych wplywajacych na skutecznos¢ leczenia
(genotyp, wiremia przed leczeniem), pozwalajacych na
dobér odpowiedniego schematu terapeutycznego, jest
niewystarczajacy. Dlatego badania wyjasniajace zwiazek
miedzy ztozono$cig populacji quasispecies a efektem
leczenia jako potencjalnego parametru skutecznosci
terapii s intensywnie prowadzone.
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Involvement of receptors recognizing pathogen-associated molecular patterns - TLRs in modulation
of regulatory T cell CD4*CD25*FoxP3"* activity

Abstract: Immune response is controlled by a complex system of direct cell-to-cell contact and interactions with secreted factors
know as cytokines. CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells are the best known population of cells with suppressive functions and act
to control the immune responses. The Toll-like receptor (TLR) family is capable of recognizing many different microbes by detecting
a variety of conserved pathogen associated molecular patterns (PAMPs). Each class of microbe and ligand is recognized by a different
type of TLR to influence the character and course of the developing immune response.

TLRs are expressed on the surface of CD4+CD25+FoxP3+ T cells (Treg). Triggering of TLR2, TLR8 and TLR9 abrogates Treg
suppressive activity. Flagellin, a ligand of TLR 5 alternates Treg activity depending on the activation status of the immune system in
alocal environment. Without the presence of inflammation, activation of TLR 5 with flagellin, present also in commensal bacteria, aides
the development of tolerance, whereas during inflammation it leads to the suppression of immunity. However, TLR7 triggering increases
suppressive functions of Tregs both in vitro and in vivo . While the impact of the ligand for TLR4 - lipopolysaccharide (LPS) - on Tregs
is controversial, further experiments are needed to elucidate this effect. This is crucial because of the common appearance of LPS in
both commensal and pathogenic microorganisms. Similarly, the impact of TLR10 triggering on Treg activation requires further studies.

1. Introduction. 2. Regulatory T cells. 2.1. Phenotypic characteristics. 2.2. Activation. 2.3. Mechanisms of suppression. 2.4. Regulation
of Treg activity. 3. TLR receptors. 3.1. Discovery of TLR. 3.2. Signaling. 3.3. Role of TLR in innate and adaptive immune responses.
4. Regulation of Treg activity by TLR. 4.1. Role of exogenous lipid ligands. 4.1.1. TLR2. 4.1.2 TLR4. 4.2. Role of exogenous protein ligands.
4.2.1. TLR5. 4.2.2. TLRI10. 4.3. Role of exogenous nucleic acids ligands. 4.3.1 TLR7. 4.3.2. TLR8. 4.3.3. TLR9. 4.4. Role of endogenous
ligands. 5. Summary

Stowa kluczowe: regulatorowe limfocyty T , Treg, receptory TLR, PRR, wzorce molekularne patogenow
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1. Wstep

Uklad odpornosciowy ssakéw chroni organizm przed
patogenami, takimi jak wirusy, bakterie i pasozyty.
Posiada przy tym zdolno$¢ do zahamowania nadmier-
nej odpowiedzi immunologicznej zanim spowoduje ona
uszkodzenia tkanek wlasnego organizmu. Wykazuje
tolerancje na antygeny wlasne oraz antygeny mikro-
organizméw komensalnych np. naturalnej flory prze-
wodu pokarmowego. Nadmierna supresja odpowiedzi
immunologicznej moze zwigkszaé wrazliwo$¢ na infek-
cje mikroorganizmami i ulatwia¢ rozw6j choréb nowo-
tworowych, niewystarczajaca moze by¢ przyczyna cho-
réb autoimmunizacyjnych i alergii. Przebieg reakcji
immunologicznych jest kontrolowany przez zlozony

ukfad oddzialywan, zaréwno w drodze bezposredniego
kontaktu komorek jak i za posrednictwem cytokin.
W utrzymaniu tolerancji zaangazowanych jest wiele roz-
nych komoérek ukladu odpornosciowego: regulatorowe
limfocyty T CD4+CD25+FoxP3+, limfocyty Ty$, limfo-
cyty T CD8+CD28- oraz limfocyty NKT. Jak dotad naj-
lepiej poznano regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+
FoxP3+ (Treg). Wsrod regulatorowych limfocytéw T CD4+
CD25+FoxP3+ mozna wyrdzni¢ powstajace w grasicy
naturalne regulatorowe limfocyty T (nTreg) oraz powsta-
jace w obwodowych narzadach limfatycznych z naiw-
nych limfocytéw T pod wplywem aktywacji antygenowej
- indukowane regulatorowe limfocyty T (iTreg). Jak dotad
nie odkryto specyficznych markeréw umozliwiajacych
odrdznienie, w obwodowych narzadach limfatycznych,

* Autor korespondencyjny: Zaklad Immunologii, Instytut Zoologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski; ul. Miecznikowa 1,

00-096 Warszawa; ekozlowska@biol.uw.edu.pl
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limfocytéw nTreg od iTreg. Do badan Treg in vitro naj-
czesciej uzywane sg izolowane z krwi lub obwodowych
narzadow limfatycznych limfocyty T CD4+CD25+,
poniewaz czynnik transkrypcyjny FoxP3 nie moze by¢
wyznakowany przyzyciowo. Wiekszos¢ badan ktérych
wyniki cytowane sg w tym opracowaniu uzyskano pra-
cujac na limfocytach T CD4+CD25+ z obwodowych
narzgdow limfatycznych, a wigc populacji zawierajgcej
zaréwno nTreg jak i iTreg [27].

Uklad odpornosciowy rozpoznaje antygeny mikro-
organizméw za posrednictwem receptordw w tym
receptoréw z rodziny TLR. Receptory TLR naleza do
grupy receptorow rozpoznajacych wzorce molekularne
(PRR). Rozpoznaja one czasteczki mikroorganizmdw
patogennych o konserwowanej ewolucyjnie budowie
(PAMPs). Podczas infekeji u kregowcow odpowiadaja
za indukcj¢ wrodzonej i nabytej odpowiedzi immuno-
logicznej [19]. Rodzaj receptoréw TLR zaangazowanych
w rozpoznanie mikroorganizmu, a takze ligandu wia-
z3cego sie z TLR decyduje o rodzaju i przebiegu roz-
wijajacej si¢ odpowiedzi immunologicznej. Receptory
TLR ulegaja ekspresji przede wszystkim na powierzchni
komoérek prezentujgcych antygen (APC) - glownie
komorek dendrytycznych, makrofagéw i limfocytéw B,
ale takze na powierzchni regulatorowych limfocytéow T
CD4+CD25+FoxP3+. Rola receptoréw TLR w modu-
lacji odpowiedzi immunologicznej, w tym aktywnosci
Treg jest przedmiotem intensywnych badan, ktérych
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wyniki moga dostarczy¢ informacji potrzebnych do
powstania bardziej skutecznych szczepionek i nowych
rodzajow terapii choréb zwigzanych z nieprawidlowym
funkcjonowaniem uktadu odpornosciowego.

2. Regulatorowe limfocyty T

Naturalne regulatorowe limfocyty T stanowig 5-10%
limfocytéw CD4" w krwi obwodowej myszy [2] i okoto
6% w krwi obwodowej czlowieka [27]. Ich podstawowa
funkcjg jest utrzymanie stanu tolerancji na wiasne
antygeny, ponadto utrzymuja homeostaze w ukladzie
odpornosciowym hamujgc zaréwno fizjologiczng jak
i patologiczng odpowiedz immunologiczng. Sa zaangazo-
wane w regulacje odpowiedzi immunologicznej skierowa-
nej przeciwko komoérkom nowotworowym, alergenom,
patogennym i komensalnym mikroorganizmom oraz prze-
szczepom, a takze biorg udzial w utrzymaniu tolerancji
na antygeny plodu. Udzial nTreg w rozwoju tolerancji
na antygeny wlasne wykazano w badaniach, w ktérych
tymekotomii poddano 2-4 dniowe myszy. Zaobserwo-
wano u nich brak limfocytéow CD4+CD25+ oraz roz-
woj wielonarzagdowych choréb autoimmunizacyjnych,
ktorym mozna byto zapobiec poprzez adoptywny trans-
fer limfocytéw T CD4+CD25+ z myszy zdrowej [27].

Uwaza sie, ze indukowane regulatorowe limfocyty T
pelnia podobne funkgje jak nTreg, z tym ze utrzymanie

- fragmenty DNA zawierajace duzg liczbe dinukleotydéw zbudowanych z niemetylowanych cytozyn oraz guanin,
- CpG single stranded oligodeoxynucleotides — jednoniciowe oligonukleotydy zawierajace wyspy CpG,
- cytotoxic T lymphocyte-associated protein-4 - antygen 4 zwigzany z limfocytami T cytotoksycznymi,

- forkhead/winged-helix family transcriptional represor p3 - represor transkrypcji 3 z rodziny forkhead/winged-helix,

- glucocortycoid-induced TNF-family receptor — receptor z rodziny TNF indukowany przez glukokortykoidy,

Wykaz skrétow

AP-1 - activation protein 1 - biatko aktywacji 1,

APC - antigen presenting cell - komoérka prezentujaca antygen,
cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan,

CpG DNA

CpG-ODN

CTLA-4

DC — dendritic cell - komoérka dendrytyczna,

FoxP3

GDF5 - growth differentiation factor 5 - czynnik wzrostu i réznicowania 5,
GITR

gp96 - glikoproteina o masie czasteczkowej 96 kDa,

Hsp60, Hsp70 - heat shock protein — bialko szoku cieplnego o masie czasteczkowej 60, 70 kDa,

IFN — interferon - interferon,
IxkB - inhibitor of kB - inhibitor czynnika kB,

IKK — IxB kinase - kinaza IxB,

IPEX - immune dysregulation, polyendocrinopathy, and enreropathy X-linked syndrome - zesp6t uposledzenia odpornosci,
poliendokrynopatii i enteropatii zwigzany z chromosomem X,

IRAK - interleukin-1 receptor-associated kinase — kinaza zwigzana z receptorem dla interleukiny 1,

IRF3 - interferon regulatory factor 3,

LAG3 - lymphocyte activation gene 3 - 3 gen aktywacji limfocytow,

LBP - LPS binding protein - biatko wiazace LPS,

LPS - lipopolysaccharide - lipopolisacharyd,

- lipoteichoic acid from Staphylococcus aureus kwas lipotejchowy Staphylococcus aureus,

LRR — leucine rich region - region bogaty w leucyny,

LTA-SA

MAP lub . . o . .

MAPK - mitogen activated protein kinase - kinaza aktywowana przez mitogen,
MD-2 - myeloid differentiation 2,

MHC - major histocompatibility complex - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej,
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tolerancji na antygeny wlasnego organizmu przypisy-
wane jest jedynie nTreg.

W utrzymanie tolerancji obwodowej zaangazowane
sg takze inne komorki ukladu odpornosciowego: lim-
focyty Ty9, limfocyty T CD8+CD28- oraz limfocyty
NKT [27].

2.1. Charakterystyka fenotypowa

Jak dotad nie udalo si¢ znalez¢ unikalnych markeréw
powierzchniowych charakterystycznych dla Treg. Czas-
teczki CD4, CD25, CD28, czasteczki adhezyjne CD62L
i CD103 oraz CTLA-4, GITR, LAG3 i mTGF-f obecne
na powierzchni Treg sg takze obecne na innych komor-
kach uktadu odpornosciowego [23, 27].

Powszechnie uwaza sie, ze jedynym charakterystycz-
nym markerem regulatorowych limfocytéw T (zaréwno
iTreg jak i nTreg) jest czynnik transkrypcyjny FoxP3.
Odgrywa on znaczaca role w rozwoju Treg. Myszy
z mutacja w genie FOXP3 rozwijaja wielonarzadowe
choroby autoimmunizacyjne i majg zmniejszong liczeb-
nos¢ Treg. Ludzie ze zmutowanym genem FOXP3 cier-
pia na syndrom IPEX i majg zmniejszong liczbe regula-
torowych limfocytéw T. Bialko FoxP3 jest represorem
transkrypcji IL-2, IL-4 i IFN-y dzialajacym poprzez bez-
posrednie oddzialywanie z NF-kB i NF-AT. Kompleks
NF-AT/FoxP3 wzmacnia natomiast ekspresje CD25
i CTLA-4 [2, 27, 48].

2.3. Mechanizmy supresji

Regulatorowe limfocyty T dziataja w weztach chton-
nych oraz w miejscu gdzie rozwija si¢ stan zapalny. Treg
maja nizsze powinowactwo do chemokin niz efektorowe
limfocyty T (Tef), dlatego ich chemotaksja do miejsca
rozwijajacego si¢ stanu zapalnego przebiega wolniej.
Postuluje si¢ kilka hipotetycznych mechanizméw dzia-
tania regulatorowych limfocytéw T, wiekszos¢ z nich
wymaga fizycznego zblizenia limfocytéw regulatoro-
wych i komérek docelowych (limfocytéw CD4+,CD8+,
B, NK, NKT) najczesciej przy udziale komoérek APC
in vivo regulatorowe limfocyty T sg zdolne do hamo-
wania aktywnosci limfocytow efektorowych [2, 27].

In vitro Treg sa zdolne do hamowania aktywacji
i proliferacji oraz produkgji cytokin przez limfocyty T
CD4+ i CD8+, nawet przy braku obecnosci komoérek
prezentujacych antygen. Wykazujg takze zdolnos¢ hamo-
wania proliferacji limfocytéw B oraz produkji i przela-
czania klas immunoglobulin. Ponadto hamuja cytotok-
syczno$¢ komorek NK i NKT oraz funkeje i dojrzewanie
komorek dendrytycznych (DC). W mniejszym stop-
niu hamujg takze czynnosci aktywowanych wczesniej
limfocytéw CD4+ oraz limfocytow pamieci [2, 27].

Pierwszy postulowany mechanizm (rys. la) oparty
jest na dzialaniu czgsteczek CTLA-4 i LAG3. Treg
wykazujg konstytutywna ekspresje CTLA-4. Stymula-
cja limfocytéw Treg przy udziale receptoréow CTLA-4

- membraine-bound transforming growth factor p - transformujacy czynnik wzrostu  zwigzany z biong,

- mieloid differentiation primary response gene 88 — gen 88 pierwotnej odpowiedzi roznicowania szpiku,

Wykaz skrotéw c.d.

mTGF-f

MALP2 - macrophage-activating lipopeptide-2, - lipopeptyd 2 aktywujacy makrofagi,
MyD88

NEF-xB - nuclear factor kB - jadrowy czynnik kB,

NK — natural killer cell - limfocyt NK,

NKT
nTreg

— natural killer T cell - limfocyt NKT,
- naturalne regulatorowe limfocyty T,

Pam3CysSK4 - triacylated synthetic lipoprotein — syntetyczna triacylowana lipoproteina,

PAMPs - pathogen-associated molecular patterns — wzorce molekularne zwigzane z patogenami,
PRR — pattern recognition receptors — receptory rozpoznajace wzorce molekularne,

SARM — Sterile-alpha and TIR motif-containing protein - bialko zawierajace motywy sterile-a i TIR,
TAK — TGF-B-activated kinase 1 - kinaza 1 aktywowana przez TGF-f,

TAB - TAK-binding protein - biatko wigzace TAK,

TCR — T cell receptor - receptor limfocytow T,

Tef - limfocyt T efektorowy,

Thl - T helper 1 cell - limfocyt T pomocniczy typu 1,

Th2 — T helper 2 cell - limfocyt T pomocniczy typu 2,

Treg - CD4TCD25%FoxP3 regulatory T cell - regulatorowy limfocyt T CD4+CD25 7 FoxP3™,
iTreg - induced regulatory T cell - indukowany regulatorowy limfocyt T,

TGF-B — transforming growth factor p - transformujacy czynnik wzrostu B,

TIR - Toll/interleukin-1 receptor — motyw zwigzany z Toll i receptorem dla interleukiny 1,

TIRAP - TIR domain-containing adaptor protein — biatko adaptorowe zawierajace domeng TIR,
TLR — Toll-like receptor - receptor podobny do biatka Toll,

TNF-a - tumor necrosis factor a — czynnik martwicy nowotworéw a,

TRAF6 — TNF recepor-associated factor 6 — czynnik 6 zwigzany z receptorem dla TNF,

TRAM — TRIF-related adaptor molecule - biatko adaprotowe zwigzane z TRIF,

TRIF - TIR domain-containing adaptor inducing IFN-P - biatko adaprorowe zawierajace domeng¢ TIR

i indukujace ekspresje interferonu p.
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i TCR prowadzi do indukcji funkcji supresyjnych. Eks-
perymentalne zablokowanie CTLA-4 u myszy prowadzi
do rozwoju choréb autoimmunizacyjnych. Mechanizm
dziatania czasteczki LAG3 nie jest znany, wiadomo jed-
nak ze komorki Treg pochodzace z myszy z wyciszonym
genem LAG3 wykazuja obnizong zdolnos¢ do hamowa-
nia proliferacji Tef, oraz ze nadekspresja LAG3 w blo-
nie naiwnych limfocytéw CD4" zmienia je w komorki
o wlasciwosciach supresyjnych [27].

Drugi mechanizm dziatania (rys. 1b) polega na zmia+
nie srodowiska cytokinowego w miejscu stanu zapalnego.
Treg produkuja cytokiny supresyjne: TGF-$ i IL-10.
TGF-B zmniejsza sekrecje cytokin przez limfocyty
CD4+, cho¢ réwnoczesnie nie hamuje ich proliferacji
i nie indukuje apoptozy. Pobudza limfocyty Thl do
produkgji IL-10, ktéra indukuje w limfocytach efek-
torowych ekspresje receptora dla TGF-f, co zwigksza
ich podatnos$¢ na supresj¢. Ponadto, IL-10 zmniejsza
produkcje IL-12 przez komoérki APC. Hamuje to auto+
krynowe pobudzenie aktywnosci APC przez IL-12 oraz
réznicowanie limfocytéw naiwnych w kierunku limfocy-
tow Thl [2]. TGF-p, zwicksza w docelowych komérkach
stezenie cCAMP, co powoduje zmniejszenie ekspresji IL-2
i zahamowanie ich proliferacji [38].

Uwaza sie, ze czasteczka CTLA-4 obecna na po-
wierzchni Treg moze powodowal indukcje ekspresji
2,3-dioksygenazy indoloaminy (IDO) w komérkach den-
drytycznych (rys. 1c). IDO to enzym w szlaku kataboli-
zmu tryptofanu. Zwiekszenie stezenia IDO powoduje, ze
lokalnie powstaje srodowisko immunosupresyjne [12].

Wydzielanie perforyn i grazyméw przez Treg powo-
duje $mier¢ komorki docelowej (rys. 1d) [2, 12].

Kolejnym mechanizmem dziatania Treg jest inhi-
bicja proliferacji i/lub produkcji cytokin przez efekto-
rowe limfocyty T (rys. 1f). Treg hamujg produkcje IL-2
na poziomie mRNA we wczesnych fazach aktywacji
efektorowych limfocytow T (CD4+ i CD8+), co pro-
wadzi do ich anergii. Ponadto Treg moga zmniejszy¢
stezenie IL-2, poprzez zuzycie tej cytokiny w miejscu
swojego dzialania, co skutkuje ostabiong proliferacja
i produkcja cytokin przez aktywowane efektorowe lim-
focyty T [2, 12, 27].

Jak dotad, mimo licznych badan in vivo i in vitro nie
ustalono jednoznacznie w jaki sposdb dzialajg regula-
torowe limfocyty T.

2.4. Regulacja aktywnosci Treg

Aktywno$¢ Treg podlega $cistej kontroli, jest modu-
lowana miedzy innymi przez hormony i cytokiny.
Wsrod hormonoéw najlepiej poznano wplyw glukokor-
tykoidow. Okreslono takze wptyw niektérych cytokin
na aktywnos$¢ regulatorowych limfocytéw T. Wysokie
stezenia IL-2, z jednoczesna stymulacjg antygenowg
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powoduja proliferacje antygenowo specyficznych Treg,
ktére wykazujg pdzniej silniejsze wlasciwosci supre-
syjne. IL-15 w pewnym stopniu zastepuje dzialanie IL-2.
IL-4 dziafa jako czynnik wzrostowy dla Treg i wzmacnia
ich wlasciwosci supresyjne, natomiast IL-7 jest czynni-
kiem podtrzymujacym przezycie Treg w obwodowych
narzadach limfatycznych [27, 40]. Od szeregu lat badany
jest efekt jaki na aktywnos¢ Treg wywieraja czasteczki
kostymulacyjne, ostatnio w kregu zainteresowan wielu
grup badawczych na $wiecie pozostaje rola modula-
cyjna receptorow TLR.

Efekt supresyjny jaki wywieraja Treg zalezy nie tylko
od ich stanu funkcjonalnego, ale takze od wrazliwosci
docelowych limfocytéw efektorowych oraz wplywu
komoérek APC na limfocyty regulatorowe. I tak, zwiek-
szona ekspresja czasteczek CD80 i CD86 na komoérkach
APC powoduje, ze efektorowe limfocyty T stajg sie
niewrazliwe na supresje. W tych warunkach Treg pro-
liferuja i traca wlasciwosci supresyjne. Zwiekszenie
ekspresji CD134 (OX40) i receptora dla TNF-a na APC
oraz stymulacja GITR na komoérkach regulatorowych
powoduje czesciowe zablokowanie supresji. Ponadto
silna aktywacja limfocytéw efektorowych wywotana
przez stymulacje TCR i GITR powoduje, ze wykazuja
one brak wrazliwosci na dzialanie Treg. Podobne efekty
daja wysokie stezenia IL-2, TNF-a, IL-6 i IL-12. TGF-p
aktywuje Treg, co prowadzi do ich ekspansji oraz zwiek-
szenia ekspresji FoxP3, to z kolei wzmaga aktywnos¢
supresyjna Treg. W wielu przypadkach nie udalo sie¢
jednoznacznie stwierdzi¢ czy dany czynnik dziala na
limfocyty efektorowe, blokuje funkcje Treg czy dziala
na oba rodzaje komorek jednoczesnie [12, 27, 38, 40].

W regulacje aktywnosci Treg zaangazowane sg takze
receptory TLR. Receptory te wystepuja przede wszyst-
kim na APC. Zaobserwowano takze obecnos¢ TLR
w Treg oraz Tef, przy czym poziom ekspresji TLR (na
poziomie mRNA) byt znacznie wyzszy w Treg niz w Tef,
co sugeruje ze TLR moga wplywa¢ na funkcjonowanie
limfocytéw regulatorowych zaréwno bezposrednio jak
i w sposob posredni [40].

3. Receptory TLR

U ssakow receptory TLR wystepuja gltéwnie na
komorkach prezentujacych antygen. Ich aktywacja
indukuje produkeje cytokin prozapalnych, chemokin,
interferonéw (IFN) i zwiekszenie ekspresji czaste-
czek kostymulacyjnych (CD28, CTLA-4) na komor-
kach APC [15, 19].

TLR nalezg do bialek transbtonowych typu I. Zew-
netrzna cze$¢ receptora, ktora wigze PAMPs zawiera
motywy bogate w leucyny. Za przekazywanie sygnatu do
wnetrza komorki odpowiada cze$¢ cytoplazmatyczna,
w ktorej znajduje sie domena TIR (rys. 2) [15].
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U ssakow receptory TLR (Toll-like) to najlepiej
poznana grupa receptorow z rodziny PRR. Pomiedzy
poszczegolnymi gatunkami wystepuja roznice w liczbie
genow dla TLR. Wigkszo$¢ ssakow posiada ich od dzie-
sieciu do pietnastu [14]. U ludzi zidentyfikowano jede-
nascie receptoréw TLR, a u myszy trzynascie [15]. Czlo-
wiek posiada funkcjonalny TLR10, natomiast u myszy
gen ten zawiera mutacje powodujacg, ze produkt jest
niefunkcjonalny. Podobnie, mysi TLR11 jest funkcjo-
nalny, a u ludzi produkt genu TLR11 nie powstaje [41].

3.1. Odkrycie receptoréw TLR

Pierwsze bialko z rodziny Toll (Toll1) zostato zidenty-
tikowane w 1985 roku jako czynnik odpowiedzialny za usta-
lenie grzbietobrzusznej polarnosci wezesnego zarodka
Drosophila melanogaster. Nastepne badania wykazaly, ze
Tolll i Toll2 odgrywaja role w embriogenezie i pdzniej-
szym rozwoju np. podczas powstawania mig¢sni i moto-
neurondéw. W dalszej kolejnosci odkryto, ze biatko Tolll u
D. melanogaster bierze udziat w zapoczatkowaniu reakcji
odpornosciowych przeciwko grzybom i bakteriom Gram-
-dodatnim. W procesie tym posredniczg czynniki trans-
krypcyjne z rodziny NF-kB. Bialko Tolll nie rozpoznaje
wzorcéw molekularnych bezposrednio, a jest aktywo-
wane przez endogenny ligand - bialko Spitzle. Udziat
receptoréw TLR w procesach rozwoju i obrony organiz-
mu jest rézny zaréwno na poziomie bialek aktywujacych
TLR jak i odmiennego udzialu czynnikéw z rodziny
NEF-«B [19]. Fakt iz tylko biatko Tolll u D. melanogaster
posredniczy w odpowiedzi immunologicznej, a biatka
od Toll2 do Toll9 nie pelnig takiej roli wskazuje, ze pier-
wotng ich funkcja nie byta regulacja odpornosci [19, 41] .

W roku 1998 odkryto, ze za brak wrazliwo$ci myszy
szczepow C3H/He] i C57BL/10ScCr na skladnik $cian
komorkowych bakterii Gram-ujemnych - lipopolisacha-
ryd (LPS) odpowiada mutacja unieczynniajaca ssaczy
homolog biatka Tolll - TLR4. Ponadto okazalo sig, ze
u myszy, TLR4 wplywa na indukcje ekspresji genow
stanu zapalnego. [43] Dalsze badania wykazaly, ze biatka
z tej rodziny nie odgrywaja zadnej roli we wczesnym
rozwoju ssakow. Biorg natomiast udzial w bezposrednim
rozpoznawaniu czgsteczek patogenéw i indukowaniu,
poprzez czynnik transkrypcyjny NF-xB, wrodzonej
i nabytej odpowiedzi odpornosciowej. Co ciekawe, nie-
dawno wykazano, ze u myszy receptory TLR obecne
sa w neuronach i komdrkach progenitorowych neuro-
néw i prawdopodobnie biorg udzial w regulacji wzrostu
aksonow i tworzeniu polaczen nerwowych [19].

3.2. Szlaki przekazywania sygnalu
Motyw LRR znajdujacy si¢ w zewnatrzkomorkowej

cze$ci receptora TLR posiada strukture umozliwiajaca
oddzialywanie bialko-biatko. Domena ta moze takze
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wigza¢ lipidy, weglowodany i kwasy nukleinowe [19].
Rozpoznanie PAMPs prowadzi do dimeryzacji lub
nawet oligomeryzacji receptoréw TLR oraz rekrutacji
wewnatrzkomorkowych czasteczek posredniczacych takze
posiadajacych domene TIR, w tym MyD88, TIRAP,
TRIF, TRAM i SARM [47]. Biatka te gczg sie z TLR
dzieki oddziatywaniom pomig¢dzy dwiema domenami
TIR, z ktorych jedna jest czgscia receptora TLR, a druga
biatka posredniczgcego.

Szlak transdukcji sygnatu prowadzacy od recepto-
réw TLR jest przedstawiony na rysunku 3. MyD88 jest
uniwersalng czasteczka adaptorowq szlakow aktywu-
jacych stan zapalny prowadzacych od wszystkich TLR
z wyjatkiem TLR3. Potaczenie MyD88 z TLR prowadzi
do aktywacji kinaz MAP i czynnika transkrypcyjnego
NF-xB, ktory kontroluje ekspresje gendéw dla cytokin
prozapalnych, takich jak TNF-a i IL-2 [15, 41].

TIRAP posredniczy w przekazywaniu sygnalu z TLR2
oraz TLR4 i aktywuje droge zalezng od MyD88. TRIF
natomiast przylacza si¢ do TLR3 i TLR4 aktywujac
alternatywna $ciezke (TRIF-zalezng), ktora prowadzi
do aktywacji NF-«xB, kinaz MAP i czynnika trans-
krypcyjnego IRF3 (interferon regulatory factor 3), ktory
reguluje ekspresje interferonéw typu I (I IFN), glow-
nie IFN-p [15].

Oddzialywanie TLR i MyD88 poprzez domeny TIR
stymuluje rekrutacje bialek z rodziny IRAK. IRAK-4
faczy sie z MyD88 dzieki oddziatywaniom domen $mierci,
co umozliwia pojedyncza fosforylacje czasteczki IRAK-1,
ktora oddysocjowuje od MyD88 i oddziatuje z TRAF6.
Prowadzi to do uruchomienia dwdch $ciezek sygnato-
wych. Jedna z nich skutkuje aktywacja czynnika trans-
krypcyjnego AP-1. Druga $ciezka aktywuje kompleks
TAK z TAB, ktory aktywuje kompleks kinazy IkB (IKK).
Po aktywacji IKK fosforyluje ona inhibitor czynnika
NF-kB i kieruje te czasteczke na droge degradacji, co
prowadzi do przemieszczenia NF-kB do jadra komoérko-
wego [41]. Zaréwno NF-«xB i AP-1 odpowiadaja za eks-
presje cytokin prozapalnych [15].

W $ciezce niezaleznej od MyD88 czynnik TRIF
powoduje aktywacje nietypowych IKK - IKKi/IKKe
i TBK1. Prowadzi to do fosforylacji i przemieszczenia
czynnika IRF-3 do jadra komdrkowego, ktory aktywuje
produkcje IFN-B oraz aktywuje czynnik NF-kB. TRAM
natomiast jest czasteczka posredniczaca w wigzaniu si¢
TRIF do TLR4 [41].

Istnieje wiele mechanizméw negatywnej regulacji
szlakoéw sygnatowych z TLR, co zapobiega nadmiernej
odpowiedzi immunologicznej na patogeny. Na przy-
kfad stymulacja TLR4 przez LPS powoduje zmniejsze-
nie ekspresji TLR4 na powierzchni komorki, a ligandy
TLR2, TLR4 i TLR7 powoduja zmniejszenie ekspresji
IRAK-1 [41]. Negatywnym regulatorem jest takze czas-
teczka SARM, ktéra oddziatuje z TRIF i blokuje akty-
wacje NF-«B [47].
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3.3. Ligandy receptorow TLR

Receptory TLR mozna podzieli¢ na dwie grupy ze
wzgledu na ich lokalizacje w komorce. TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 i TLR6 znajduja sie na powierzchni btony komor-
kowej, natomiast TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 wystepuja
wewnatrzkomoérkowo w endosomach. Receptory TLR
wigzg ligandy egzogenne (tab. I) i endogenne [14, 15].

TLR4 w kompleksie z MD-2 i CD14 rozpoznaje
LPS bakterii Gram-ujemnych [15], a takze biatka szoku
cieplnego Hsp60 i Hsp70. W przeciwienstwie do LPS
inne ligandy TLR4 musza osiaggna¢ stosunkowo wysokie
stezenie, aby aktywowa¢ odpowiedZ immunologiczng
[41]. TLR2 tworzy heterodimery z TLR1 i TLR6 lub
z czgsteczkami innymi niz TLR np. z CD36 rozpoznajac
peptydoglikan, lipopeptydy i lipoproteiny bakterii Gram-
-dodatnich, lipopeptydy Mycoplasma sp. oraz zymozan
grzybéw. Kompleks TLR1/2 rozpoznaje triacylolipopep-
tydy, a heterodimer TLR2/6 diacylolipopeptydy [15].
TLR2 moze takze rozpoznawaé LPS (bakterii innych
szczepOw niz enteropatogennych), ktéry rézni si¢ od
lipopolisacharydu rozpoznawanego przez TLR4 liczba
tancuchow kwasow ttuszczowych w czasteczce lipidu A
[41]. U ludzi, TLR10 tworzy heterodimery z TLR1 lub
TLR2, ligandy tych komplekséw nie sg znane. Ligan-
dami TLR5 jest 11 biatek [15], z ktérych najwigksze
znaczenie ma flagellina. TLR5 jako jedyny rozpoznaje
wylacznie ligandy biatkowe i wydaje sie pelni¢ wazna
role w rozpoznaniu patogenéw w blonach sluzowych
[41]. Mysi TLR11 rozpoznaje nieznany ligand pocho-
dzacy z bakterii wywolujacych infekcje uktadu moczo-
wego i czasteczke podobng do profiliny pochodzaca
z organizmu pasozytniczego Toxoplasma gondii [15, 21].

Receptory TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 wystepuja
w przedzialach wewnatrzkomérkowych i swoje ligandy
wigza w dojrzalym endosomie polaczonym z lizoso-
mem, gdzie w normalnych warunkach nie wystepuja
kwasy nukleinowe gospodarza. Rozpoznaja kwasy
nukleinowe patogendw (wiruséw i w mniejszym stopniu
bakterii), dzigki réznicom w ich budowie w poréwnaniu
do kwaséw nukleinowych gospodarza a takze odmien-
nym miejscu wystepowania [14]. Jako adaptordéw uzy-
waja MyD88 lub TRIE. TLR3 rozpoznaje dwuniciowe
RNA, ktére jest produkowane podczas replikacji wielu
wirusow. Ludzkie TLR7 i TLR8 s3 bardzo podobne
strukturalnie i rozpoznajg wirusowe, jednoniciowe RNA
bogate w guaniny lub uracyl, mafe interferujgce RNA
oraz syntetyczne pochodne imidazochinolonéw i ana-
logi guanozyny. TLRY jest receptorem dla CpG DNA
obecnego w genomach bakterii i wiruséw. Receptor ten
wigze takze inne ligandy, np. hemozoine produkowana
przez pasozyty Plasmodium sp. z hemoglobiny pocho-
dzacej z erytrocytéw gospodarza [15] (tab. I).

3.4. Rola w generowaniu odpornosci nabytej

Rozpoznanie wzorcéw molekularnych patogenow
przez receptory TLR inicjuje migracje¢ i gromadzenie
sie leukocytéw w miejscu inwazji mikroorganizmow,
co prowadzi do rozwoju stanu zapalnego. Migracja za-
chodzi dzigki zwigkszeniu ekspresji czasteczek (selektyn,
chemokin i receptoréw dla chemokin), ktére odpowia-
dajg za adhezj¢ leukocytéw do $cian nablonka naczyn
wlosowatych, wynaczynienie oraz przemieszczanie si¢
komorek do miejsca stanu zapalnego [14].

Tabela I
Ligandy receptoréw TLR
TLR Ligandy endogenne Ligandy egzogenne

TLR1 Nieznany Bakteryjne triacylowane lipopeptydy, biatka pasozytéw (TLR1/2)

TLR2 | Hsp70, gp96, komorki nekrotyczne Kwas lipotejchojowy bakterii Gram-dodatnich, zymozan $ciany
komorkowej drozdzy

TLR3 mRNA Dwuniciowe RNA wiruséw

TLR4 Hsp60, Hsp70, hialuronian, fibronektyna, | LPS bakterii Gram-ujemnych

fibrynogen, heparan, -defensyna 2

TLR5 | Nieznany Flagellina

TLR6 | Nieznany Bakteryjne diacylowane lipopeptydy (TLR2/6)

TLR7 Nieznany Jednoniciowe RNA wiruséw

TLR8 Nieznany Jednoniciowe RNA wiruséw

TLR9 | Kompleksy przeciwciata-chromatyna CpG DNA wiruséw i bakterii

TLR10 | Nieznany Nieznany

TLRI11 | Nieznany Profilina pierwotniaka Toxsoplasma gondii, komponenty bakterii
powodujacych infekcje drog moczowych

TLR12 | Nieznany Nieznany

TLR13 | Nieznany Nieznany
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Rys. 1. Mechanizmy supresji — obja$nienia w tekscie

Stymulacja receptoréw TLR wystepujacych na komor-
kach dendrytycznych prowadzi do przesuniecia odpowie-
dzi immunologicznej w kierunku odpowiedzi typu Th1,
Th2 lub supresji (rys. 4). Indukcja odpowiedzi nabytej
rozpoczyna si¢ wraz z wchlonieciem antygenu przez
niedojrzatg komoérke dendrytyczna, wykazujaca niska
ekspresje MHC I1 i czgsteczek kostymulacyjnych (z ro-
dziny B7). Jednoczesnie, po rozpoznaniu patogenu przez
receptory PRR, w tym TLR, komdrki dendrytyczne doj-
rzewaja — zwigkszaja ekspresje czasteczek MHC oraz
czasteczek z rodziny B7 (CD80/86) [31]. Nastepnie ko-
morki DC migruja do najblizszego wezta chlonnego [14,
24]. W wezle chfonnym DC prezentujg antygeny naiw-
nym limfocytom Th. Kierunek réznicowania naiwnych
limfocytéw Th (Th1, Th2 lub Treg) zalezy od stanu funk-
cjonalnego komorek APC, a ten jest determinowany
przez rodzaj PAMPs, ktore zwigzaly si¢ z PRR (rys. 4c¢).
I tak, zwigzanie ligandu z receptorem TLR prowadzi do
indukcji dojrzewania DC, produkeji IL-12 oraz IL-2
i réznicowania naiwnych limfocytéw Th w kierunku Th1
(rys. 4a). Powstawanie Th2 i Treg jest zwigzane z akty-
wacja innych PRR wystepujacych na APC. Jednym
z takich PRR jest CD11b/CD18, ktéry wigze np. toksyny
cholery (CT) lub czasteczki wystepujace u pasozytow
(rys. 4b, 4c). Kolejne badania wykazaly, ze za indukcje
Treg odpowiadajg takze filamentarna hemaglutynina
(FHA), toksyna cyklazy adenylowej Bordetella pertussis
(CyaA) oraz niestrukturalne biatko 4 (NS4) wirusa zapa-
lenia watroby typu C. By¢ moze na ten kierunek rézni-
cowania ma réwniez wplyw jednoczesne rozpoznanie
ligandow réznych receptoréw TLR [24].

Dojrzate DC, wykazujace wysoka ekspresj¢ MHC II,
CD80, CD86, CD40, ICAM-1 oraz produkujace IL-12
indukuja powstanie limfocytéw Th1. Réznicowanie Treg
jest indukowane przez niedojrzate DC, ktére wykazuja
ekspresje MHC II, CD80 oraz CD86 na $rednim, a CD40
i ICAM-1 na niskim poziomie oraz wydzielaja duze
ilosci IL-10. Podobny fenotyp, potaczony dodatkowo
z wysoka ekspresja OX40 charakteryzuje DC induku-
jace réznicowanie limfocytéw T w kierunku Th2 [24].

Aktywacja receptorow PRR, w tym TLR, na makro-
fagach i komorkach dendrytycznych odgrywa znaczaca
role w kierowaniu limfocytéw Th na rézne $ciezki réz-
nicowania. Obecnos¢ ligandéw receptoréw TLR indu-
kuje powstawanie gtéwnie odpowiedzi typu Thl, ale
moze tez prowadzi¢ do pojawienia si¢ indukowanych
regulatorowych limfocytéw T, ktére hamuja dziatanie
limfocytéw Thl.

4. Modulacja aktywnosci Treg przez stymulacje TLR
Regulatorowe limfocyty T wykazuja ekspresje sze-

rokiego wachlarza receptoréw TLR, co sugeruje udzial
receptoréw TLR w regulacji aktywnosci Treg [31].
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Rys. 2. Dimer receptoréw TLR. (A) cze$¢ zewnatrzkomoérkowa
zawierajaca motywy LRR, (B) czes¢ wewnatrzkomérkowa zawie-
rajagca domeny TIR

4.1. Wplyw egzogennych ligandéw lipidowych

4.1.1. TLR2

TLR2 jest obecny w cytoplazmie spoczynkowych
limfocytéw efektorowych CD4+ i Treg, po aktywacji
zaleznej od TCR pojawia si¢ na powierzchni blony
komorkowej. Zapobiega to nadmiernej aktywacji lim-
focytow przez wystepujace powszechnie u mikroorga-
nizmow czasteczki bedace ligandami TLR2 [22].

Wydaje si¢, ze TLR2 odpowiada za utrzymanie odpo-
wiedniej liczby Treg u myszy. Dowodza tego doswiad-
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czenia, w ktérych po podaniu antygenu u myszy knock-
-out TLR27/~ obserwowano znacznie nizsza liczbe
limfocytéw CD4+CD25+FoxP3+ niz u myszy szczepu
dzikiego (WT). Takich réznic nie zaobserwowano przy
braku stymulacji antygenem [18]. Inni badacze zaobser-
wowali jednak zmniejszong liczbe Treg takze u myszy
knock-out TLR27/~, ktére nie mialy kontaktu z anty-
genem. Zauwazono takze mniejsza podatnos¢ myszy
TLR2/~ na ogdlnoustrojows infekcje Candida albicans
(skfadniki $ciany komorkowej tych grzybéw sa ligan-
dami dla TLR2 i TLR4). Jednocze$nie u tych samych
myszy obserwowano znacznie ci¢zszy przebieg infekeji
pasozytem Schistosoma mansoni (fosfatydyloseryna jaj
S. mansoni jest ligandem dla TLR2). Przebieg obu infek-
cji moze by¢ zwigzany z obnizong zdolno$cia do supresji
rozwijajacej sie odpowiedzi immunologicznej, co moze
by¢ zwigzane ze zmniejszona liczbg Treg. Przy czym
w przypadku C. albicans dochodzi w tych warunkach
do szybszej eliminacji patogenu, podczas gdy infekcja
S. mansoni wywoluje, przy braku supresji, dlugotrwata
i nadmierna odpowiedz immunologiczna, ktdra uszka-
dza tkanki gospodarza. Podobnie reagowaly myszy
knockout MyD88~/~ (MyD8S$ jest czasteczka adaptorows
dla wielu TLR, w tym TLR2). Podobny efekt zaobserwo-
wano u myszy po usunieciu Treg za pomoca przeciwcial
anty-CD25 [18, 28, 39].

Odmienne efekty obserwowano, gdy do aktywacji
TLR2 uzyto innych ligandéw, np. syntetycznej bakte-
ryjnej lipoproteiny, Pam3CysSK4 (ligand heterodimeru
TLR1/2). Dziatanie Pam3CysSK4 bezposrednio na akty-
wowane Treg w warunkach in vitro powoduje ich pro-
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liferacje, podwyzsza poziom ekspresji CD25 oraz obniza
ich wlasciwosci supresyjne [22, 39]. Obserwowany
w tych warunkach u Treg zanik zdolnosci do hamowania
proliferacji limfocytow efektorowych wynikatl zaréwno
z utraty wlasciwosci supresyjnych Treg, jak i z wzmo-
zonej produkcji IL-2 przez Tef. Wysokie stezenie IL-2
skutkuje utratg wrazliwoséci Tef na dzialanie Treg oraz
proliferacjg limfocytéw Treg, podczas ktorej tracg one
wlasciwosci supresyjne [22]. Po usunigciu ligandu TLR2
aktywnos¢ supresyjna Treg zostaje przywrdcona [22,
39]. U podloza zahamowania wlasciwosci supresyj-
nych obserwowanego w tym eksperymencie lezat spa-
dek poziomu ekspresji FoxP3. Podobnie, w hodowlach
in vitro Treg z APC, obecnos¢ Pam3CysSK4 powoduje
proliferacje Treg. Podobny efekt obserwowano w obec-
no$ci MALP2 - syntetycznego ligandu heterodimeru
TLR2/6 oraz naturalnych ligandéw tego heterodimeru
- peptydoglikanu, zanieczyszczonego LPS i termicznie
zabitych C. albicans [28, 39].

Limfocyty Treg pobrane od transgenicznych myszy
FoxP3-GFP stymulowane w hodowlach in vitro przeciw-
cialami anty-CD3, IL-2 oraz Pam3CysSK4 proliferujg
zaréwno w obecnosci jak i braku APC, ekspresja FoxP3
i aktywnos¢ supresyjna Treg pozostaly nie zmienione.
W tych warunkach obecno$¢ Pam3CysSK4 przediuza
zywotnos¢ Treg poprzez indukcje czynnika antyapapop-
totycznego Bcl-xL oraz wzmacnia proliferacje swoistych
antygenowo Treg. Komorki Treg hodowane w obecnosci
Pam3CysSK4 nie tracg zdolnosci do hamowania roz-
woju chordb autoimmunizacyjnych in vivo [5].

Odmienne wyniki uzyskala grupa badaczy pracujaca
na szczurzych Treg. Ustalili oni, ze ligandy dla hetero-
dimeru TLR2/6 (peptydoglikan) oraz TLR2 - HKLM

O

IL-10/TGF-B IL-4

(zabite termicznie komorki Listeria monocytogenes) nie
powoduja wzmozonej proliferacji Treg i nie obnizaja
ich aktywnosci supresyjnej [6]. Przyczyna moze by¢
takze bark aktywnosci receptora TLR2 w Treg szczurow
lub rodzaj uzytego ligandu. Proliferacje Treg najsilniej
indukuje aktywacja heretodimeru TLR1/TLR2 (ligan-
dem Pam3CysSK4), stabiej aktywacja homodimeru
TLR2/TLR2 (ligandem LTA-SA) oraz heterodimeru
TLR2/TLR6 (ligandem Pam2CysSK4) [5].

4.1.2. TLR4

U myszy wykazano obecnos¢ mRNA dla TLR4 w lim+
focytach Treg. In vitro ligand TLR4 - LPS indukowat pro-
liferacje¢ Treg oraz wzmagal ich wlasciwosci supresyjne.
Efekt ten nie byt widoczny gdy uzyto komorek Treg izo-
lowanych od myszy C3H/He]J lub C57BL/10ScCr [4].

W pézniejszych badaniach nie udato si¢ potwierdzi¢
obecnosci TLR4 na powierzchni mysich Treg, ponadto
LPS dziatajac bezposrednio na Treg nie indukowat ich
proliferacji ani wydzielania cytokin [22]. W warunkach
in vitro nie mial takze wplywu na ich aktywnos¢ supre-
syjna oraz nie powodowal wzrostu ekspresji CD25 na
powierzchni Treg [9].

In vitro, Treg traktowane LPS i hodowane z APC izo-
lowanymi ze §ledziony oraz Tef, proliferowaly i wykazy-
waly wzrost ekspresji CD25 [39]. Obserwowano takze
zalezny od IL-6 brak wrazliwo$ci Tef na dzialanie Treg
traktowanych LPS [30]. Inne doswiadczenia pokazaly
jednak, iz zablokowanie aktywnosci supresyjnej Treg
przez mieloidalne DC réznicowane in vitro (z komoérek
szpiku kostnego) i stymulowane LPS nie jest zalezne
od IL-6 i IL-1, polega na zwiekszeniu wrazliwos¢ Treg
naIL-2 [16].
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Izolowane z ludzkiej krwi obwodowej Treg poddane
dziataniu LPS hamuja wydzielanie cytokin i reaktyw-
nych zwigzkéw tlenu przez neutrofile oraz stymulujg
ich apoptozg, dzialanie to zalezy cze¢$ciowo od wydziela-
nia przez Treg IL-10 i TGF-f. Do badan uzyto limfocy-
tow CD4+*CD25" izolowanych z krwi obwodowej, wéréd
ktorych oprocz Treg moga znajdowac si¢ majace podobny
fenotyp aktywowane efektorowe limfocyty T. [19, 20].

Jednoczesnie LPS nie powoduje proliferacji i nie ma
wplywu na aktywno$¢ supresyjng Treg szczurdw [6]. Nie
powoduje takze proliferacji ludzkich Treg i nie wptywa
na ekspresje FoxP3, natomiast nieznacznie hamuje pro-
liferacje Tef. Po aktywacji ludzkich Treg obserwowano
niewielkie ilosci mRNA w cytoplazmie i biatka TLR4
na powierzchni Treg [7]. Jednak nie potwierdzono
wplywu LPS na aktywno$¢ ludzkich Treg, ani w obec-
no$ci komorek APC, ani Tef [32, 49].

Wystepujacy na komoérkach odpowiedzi wrodzonej
(makrofagach i DCs) kompleks receptorowy rozpozna-
jacy LPS sklada si¢ z dwoch tancuchow TLR4 z ktérych
kazdy jest zwigzany z biatkiem MD-2. Obecnos¢ MD-2
zwigzanego z zewnatrzkomorkowa czeécig TLR4 jest nie-
zbedna do agregacji TLR4, zwigzania ligandu i przekazania
sygnalu do wnetrza komoérki. Biatko MD-2 jest takze
wydzielane w formie rozpuszczalnej, w tym takze przez
komorki dendrytyczne podczas rozwijajacego sie stanu
zapalnego. Kolejne czasteczki istotne dla rozpoznania
LPS to glikoproteina CD14 - wigzaca LPS i przekazujaca
go kompleksowi TLR4/MD-2 oraz biatko LBP znajdu-

Rozwoj odpowiedzi immunologiczne;j
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jace si¢ w osoczu krwi badz na powierzchni komorek,
ktore utatwia wigzanie LPS z CD14. Wykazano, ze wia-
zanie LPS do kompleksu TLR4/MD-2 bez udziatu biatek
pomocniczych powoduje uruchomienie jedynie $ciezki
zaleznej od MyD88 skutkujacej aktywacjg NF-xB i pro-
dukcja TNF-a. Natomiast udziat tych biatek uruchamia
takze $ciezke zalezng od TRAM prowadzaca do aktywa-
cji czynnika IRF3 i produkcji IFN-f [25, 26]. Brak LBP
czy CD14 skutkuje zatem znacznie obnizonym sifg wig-
zania LPS do kompleksu TLR4/MD-2 [26]. Sugeruje sie,
ze w skiad kompleksu rozpoznajgcego LPS moze wcho-
dzi¢ wiecej biatek m.in. Hsp70, Hsp90, CXCR4 (recep-
tor dla chemokin) i GDF5 [44]. Jak dotad nie udalo sie
potwierdzi¢ ekspresji czasteczek wchodzacych w sklad
kompleksu wiazacego LPS takich jak CD14, MD-2
i innych na powierzchni Treg.

Obserwowane zmiany w aktywnosci Treg zachodzace
pod wplywem LPS moga by¢ pochodng wielu czynni-
kow w tym sktadu podtoza hodowlanego (z surowica
lub bez) w jakim prowadzono eksperymenty in vitro,
a w szczegdlnosci rodzaju surowicy (inaktywowana ter-
micznie lub nie), ktéra jest Zrédlem LPB i innych biatek
[4,6,9,22,49]. Obecnos¢ innych biatek w tym cytokin
moze zmienia¢ odpowiedz komdrek na LPS np. makro-
fagi w obecnosci IFN-y wykazujg zwiekszong ekspresje
TLR4 pod wplywem LPS [13].

Myszy transgeniczne 96-tmT (z nadekspresja gp96-
-czaperonem TLR1, 2 i 4) wykazuja zalezng od TLR4
nadwrazliwos$¢ na LPS i rozwijaja objawy podobne do
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Rys. 5. Wplyw ligandéw TLR na aktywno$¢ regulatorowych limfocytéw T

Przed infekcja komoérki APC znajduja si¢ w tkankach a naiwne limfocyty T i Treg w weztach chtonnych, (a) napotkanie patogenu przez APC powoduje

ich migracje do weztéw chionnych, prezentacje antygenu limfocytom T i pobudzenie ich proliferacji, (b) ligandy TLR moga takze dosta¢ si¢ do weztow

chlonnych, gdzie razem z stymulacja poprzez TCR pochodzacg od APC stymuluja proliferacje Treg i zablokowanie ich funkcji supresyjnych, nie jest znany

wplyw ligandéw TLR na naiwne limfocyty T. (c) TLR wspomagaja proliferacje Tef i niewrazliwo$¢ na hamowanie przez Treg, dzieki wzrostowi produkcji

IL-2, dalej wstrzymuja funkcje supresyjne Treg. (d) po eliminacji patogenéw i usunieciu ligandéw TLR zwigkszona pula Treg odzyskuje zdolno$¢ hamo-
wania Tef, co zapobiega uszkodzeniu tkanek i przywraca rownowage w ukladzie immunologicznym.
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tocznia rumieniowatego. U myszy 96mT aktywno$¢ Treg
w obecnosci APC jest zwigkszona w poréwnaniu do
myszy dzikich w badaniach prowadzonych zaréwno
in vitro jak i in vivo. Stwierdzono takze, ze aktywno$¢
ta zalezy od obecnoséci TLR4 [8].

4.2. Wplyw egzogennych ligandéw bialkowych

4.2.1. TLR5

Ludzkie Treg wykazujg ekspresje mRNA dla TLR5
na wyzszym poziomie niz Tef (CD4*CD25"), ale na po-
wierzchni komorek biatko TLR5 wystepuje w podobnej
ilosci w obu tych populacjach [3, 7]. In vitro w hodow-
lach Treg z Tef i APC réwnoczesna stymulacja TCR oraz
TLR5 (flageling) nie powoduje przelamania anergii Treg,
natomiast limfocyty efektorowe produkujg IL-2 i proli-
feruja. Przy braku APC pod wplywem flageliny zwigk-
sza si¢ ekspresja FoxP3 i wlasciwosci supresyjne Treg.
Natomiast w sytuacji, gdy APC s3 obecne w hodowli,
wlasciwosci supresyjne Treg zostaja zahamowane [7].

Podanie myszom flageliny jednoczes$nie z przeszcze-
pieniem komoérek immunogennego nowotworu powo-
duje szybszy wzrost guza oraz zwigkszenie liczebnosci
populacji limfocytow Treg. Natomiast podanie flageliny
po 8-10 dniach od wszczepienia komdrek nowotworo-
wych skutkuje zahamowaniem wzrostu guza i zmniej-
szeniem liczebnosci populacji Treg na obwodzie. Suge-
ruje to, ze Treg w obecnosci aktywowanych, dojrzatych
APC pod wplywem flageliny traca wlasciwosci supre-
syjne, a w obecnosci niedojrzatych APC indukujg tole-
rancje [36]. Inna grupa zaobserwowala natomiast, ze
traktowanie flageling aktywowanych szczurzych Treg
nie powoduje ich proliferacji i nie zmienia ich wtasci-
wosci supresyjnych [6].

4.2.2. TLR10

U ludzi, potwierdzono obecno$¢ mRNA w cytoplaz-
mie oraz biatka TLR10 na powierzchni blony komérko-
wej Treg. Wydaje sie, ze w regulacje ekspresji genu TLR10
zaangazowany jest czynnik transkrypcyjny FoxP3.
Jak dotad nie opisano wptywu TLR10 na funkcjono-
wanie Treg [3].

4.3. Wplyw egzogennych kwaséw nukleinowych

4.3.1. TLR7

W poréwnaniu do limfocytow T CD4+CD25-,
mysie regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+ wyka-
zujg wyzszg ekspresje mRNA dla TLR7 [4]. Inne bada-
nia nie potwierdzily takich réznic w poziomie mRNA,
cho¢ wykazaly, ze poziom biatka TLR7 jest trzykrotnie
wyzszy w endosomach mysich limfocytéw T regula-
torowych w poréwnaniu do naiwnych limfocytow T

efektorowych. W badaniach in vitro, ligand receptora
TLR7- imikwimod, zwigkszal wlasciwosci supresyjne
Treg rownocze$nie nie indukujac proliferacji ani Treg
ani Tef. Podobne wyniki uzyskano przy uzyciu innych
ligandéw TLR7 - gardikwimodu i jednoniciowego RNA
poli(U). Komoérki Treg pochodzace z myszy knockout
MyD88-/- stymulowane in vitro ligandami TLR7 zacho-
wywaly niezmienione wlasciwosci supresyjne, co potwier-
dza, Ze obserwowane zmiany wlasciwosci supresyjnych
byly zalezne od stymulacji TLR. W warunkach in vitro,
Treg stymulowane ligandami TLR7 hamuja wydzielanie
IL-2 i IFN-y przez Tef, wykazuja podwyzszong ekspresje
CD25 i wigksza wrazliwos$¢ na IL-2 oraz wyzsza ekspre-
sje FoxP3 w obecnosci IL-2. W eksperymentach in vivo,
Treg izolowane z myszy, ktérym podano gardikwimod
wykazywaly zwigkszong aktywnos¢ supresyjng wobec
Tef. Dzialanie liganéw TLR7 moze mie¢ modulujacy
wplyw na przebieg infekcji wirusami RNA, zapewnia-
jac rownowage miedzy rozwojem odpowiedzi komor-
kowej skierowanej przeciw zakazonym komorkom, a jej
wyciszeniem przez Treg. [10]

4.3.2. TLRS8

TLR 8 zostal wykryty w ludzkich Treg zaréwno na
poziomie mRNA jak i w postaci biatka powierzchnio-
wego [3]. In vitro, ligandy TLRS takie jak oligonukle-
otydy kwaséw nukleinowych, dwuniciowe DNA oraz
jednoniciowe RNA zawierajace fragment poliguani-
nowy powoduja zahamowanie wlasciwosci supresyjnych
ludzkich Treg zaréwno w obecnosci jak i przy braku
DC. Proces ten zalezy od czasteczek MyD88 i IRAK4.
Podanie myszom z przeszczepionym nowotworem sty-
mulowanych ligandem TLR8 limfocytéw Treg intensy-
fikuje odpowiedz przeciwnowotworows, efekt ten nie
byl obserwowany po transferze niestymulowanych Treg
[32]. Swiadczy to o obnizeniu tolerogennej aktywnosci
Treg wywotanej stymulacja TLRS.

4.3.3. TLR9

U szczuréw wykazano obecnos¢ mRNA dla TLR9
zaréwno w regulatorowych limfocytach T jak i limfo-
cytach efektorowych CD4*. Podanie ligandu dla tego
receptora — CpG-ODN z jednoczesng stymulacja TCR
powoduje wzmozong proliferacje obu tych populacji.
CpG-ODN hamuje supresyjne dzialanie nTreg w sto-
sunku do Tef. Przyczyng obserwowanych zmian bylo
zniesienie wrazliwosci Tef na supresje oraz prolifera-
cja Treg, podczas ktorej ich aktywnos¢ supresyjna jest
zahamowana [17]. Nie potwierdzono wplywu stymulacji
TLRY na ekspresje czynnika FoxP3 w Treg [6].

Zmiana aktywnos$ci Treg w wyniku bezpos$redniej
stymulacji ligandem TLRY jest dyskusyjna, w innych
badaniach wykazano, ze proliferacja Treg oraz wzrost
ekspresji CD25 moga by¢ indukowane przez ligand
TLRO tylko w obecnosci APC [30, 39].
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4.4. Wplyw ligandow endogennych

W ostatnich latach wykazano, ze receptory z rodziny
TLR oproécz liganddéw egzogennych rozpoznajg ligandy
endogenne. Skutki aktywacji receptoréw TLR ligandami
endogennymi s3 czgsto odmienne niz w przypadku
ligandéw egzogennych.

Odmienny wptyw na aktywno$¢ Treg niz ligandy
bakteryjne ma endogenny ligand TLR2 - ludzkie biatko
Hsp60, nie ustalono skladu kompleksu receptorowego
z ktérym sie ono faczy [45]. Niezaleznie od obecnosci
APC, Treg podane dziataniu Hsp60 zmniejszaja produk-
cje cytokin pozapalnych (IFN-y i TNF-a) oraz zwigk-
szajg wydzielanie IL-10 przez limfocyty efektorowe. Treg
aktywowane w obecnosci Hsp60 maja takze hamujacy
wplyw na limfocyty CD8% .Wykazano takze, ze efekt
supresyjny zalezy od bezposredniego kontaktu Treg
z komorka docelowa przy udziale CTLA-4, oraz czyn-
nikow rozpuszczalnych takich jak IL-10 i TGF-{. Hsp60
taczac sie z TLR2 pobudza aktywno$¢ Treg na drodze
zaleznej od kinaz MAP, a Treg dzialajac na Tef powo-
dujg hamowanie przemieszczenia si¢ czynnika NF-«kB
do jadra komorkowego, co skutkuje zahamowaniem
produkeji IFN-y [49].

W doswiadczeniach in vitro na transfekowanych
TLR4 ludzkich komorkach nerki HEK-293, ktére nie
wykazuja ekspresji receptoréw TLR oraz CD14 wyka-
zano, ze fibronektyna wigze si¢ z TLR4/MD2, co powo-
duje aktywacje czynnika NF-«B, obecno$¢ CD14 nie
wplywa na wigzanie fibronektyny [29]. Podobnie, roz-
poznanie hialuronianu przez TLR4 wymaga obecnosci
MD-2, ale nie CD14. W procesie tym bierze udziat czas-
teczka CD44, ktdéra oddzialuje z TLR4 w trakcie roz-
poznania ligandu [42]. Czasteczka CD14 jest natomiast
wymagana przy rozpoznaniu Hsp70 przez TLR4 oraz
TLR2. W obu przypadkach dochodzi do aktywacji czyn-
nika NF-kB. Hsp70 silniej stymuluje komorki wykazu-
jace ekspresje rownoczesnie: TLR2, TLR4 i CD14, co
sugeruje, ze receptory te moga tworzy¢ kompleksy roz-
poznajace Hsp70 [1]. W komoérkach CHO-K1 pochodza-
cych z jajnika chomika chinskiego CD14 jest wymagane
do rozpoznania przez TLR4 wystepujacego w plucach
biatka powierzchniowego A [11]. Endogenne ligandy
TLR4 powodujg takze aktywacje i dojrzewanie ko-
morek uktadu odpornosciowego np. fibrynogen stymu-
luje sekrecje chemokin przez makrofagi [37], a Hsp22
powoduje dojrzewanie komorek dendrytycznych [33].

5. Podsumowanie

Receptory TLR sa waznym elementem regulacji odpo-
wiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko pato-
genom, decydujacym o rozpoczeciu usuwania mikro-
organizmoéw badz indukji tolerancji. Wigzanie ligandow
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przez receptory TLR limfocytéw, moze zmienia¢ aktyw-
nos$¢ Treg, badz tez sprawia¢, ze limfocyty T efektorowe
nie wykazuja wrazliwosci na supresje (rys. 5). Ligandy
tych receptoréw moga blokowac aktywnos¢ supresyjna
Treg, jak w przypadku TLR2, TLR8 i TLR9, co pozwala
na skuteczng eliminacje patogendw przez aktywowane
limfocyty T i B. Flagelina, ligand TLR5, zmienia aktyw-
no$¢ Treg zaleznie od stanu aktywacji uktadu odpor-
no$ciowego w lokalnym srodowisku. Przy braku rozwi-
jajacego sie stanu zapalnego aktywacja TLR5 flageling,
biatkiem wystepujacym takze u bakterii komensalnych,
promuje tolerancje natomiast podczas infekcji pro-
wadzi do zahamowania supresji i rozwoju odpowiedzi
immunologicznej. Z kolei, stymulacja TLR7 wzmaga
aktywno$¢ supresyjna Treg zaréwno in vitro jak i in
vivo. Nierozstrzygniety pozostaje wplyw ligandu TLR4
- lipopolisacharydu na regulatorowe limfocyty T, a wyjas-
nienie tej kwestii wydaje si¢ by¢ istotne ze wzgledu
na powszechno$¢ wystepowania tej substancji wsrod

bakterii komensalnych i patogennych. Podobnie nie
okreslono wptywu aktywacji TLR10 na aktywno$¢ Treg.
Dalszych badan wymaga ekspresja receptoréw TLR na
limfocytach regulatorowych, szczegélnie u ludzi, oraz
poznanie szlakdw przekazywania sygnatu, ktore tacza
sygnal wiodacy od receptora TLR z ekspresja czynni-
kow odpowiedzialnych za indukcje lub zahamowanie
aktywnosci supresyjnej tych komorek.

Oddzielnym zagadnieniem, ktérego szczegdtowe
omowienie przekracza ramy tego opracowania jest rola
endogennych ligandéw receptoréw TLR i zwigzana
z nim teoria ,,sygnatu o niebezpieczenstwie”

Zrozumienie ztozonych mechanizméw kontrolu-
jacych odpowiedZz immunologiczng poszerzy wiedze
na temat sposobu w jaki receptory TLR wplywaja na
przebieg odpowiedzi immunologicznej. Wiedza ta moze
postuzy¢ do opracowania terapii pozwalajacych na
wykorzystanie Treg do modulowania aktywnosci uktadu
odporno$ciowego w przebiegu chordb przebiegajacych
z zaburzeniem jego funkgji [34, 46].
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1. Wprowadzenie

Ostatnie, trzecie wydanie podrecznika Bergeys Manual
of Systematic Bacteriology oparto na wynikajacym z teorii
Woesego filogenetycznym podejsciu do taksonomii
(62, 88]. System filogenetyczny, uwzgledniajacy wspdlne
ewolucyjne dziedzictwo stanowi obecnie podstawe wy-
odrebniania nowych taksonéw i czesto, nowego umiejs-
cawiania juz istniejacych. W praktyce, budowa tworzo-
nego drzewa rodowego bakterii wynika z sekwencji
nukleotydéw zawartych w matej podjednostce 16S
bakteryjnego rybosomu (SSU - small subunit). W spe-
cjalnie skonstruowanych bazach Ribosomal Database
Project (RDP) i SILVA deponowane sg dobrze udo-
kumentowane i sprawdzone dane dotyczace budowy
odcinkéw RNA pochodzacych od szczepow bakterii,
w tym od uznanych za typowe (wzorcowe: type strains)
[17, 64]. W bazie SILVA wzbogacono te dane o sekwen-
cje duzej podjednostki 23S rRNA (LSU - large subu-
nit). Wielokierunkowa analiza sekwencji dokonywana
jest etapami przy uzyciu kolejnych narzedzi z pakietu
ARB [56]. Kazda jednostka taksonomiczna jest tez
dodatkowo analizowana w kontekscie 1000 sekwencji

pochodzacych od drobnoustrojéw nalezacych do innych
typow lub domen. Od 2000 roku do chwili obecnej uka-
zaly sie dopiero trzy z pieciu zapowiadanych toméw klu-
cza Bergeya, a prace nad kolejnymi postepuja wolno.
Nadal oczekujemy na tom, ktéry roboczo nosi tytut ,,The
Actinobacteria”, w ktérym zawarta bedzie systematyka
i opis maczugowcow. Postep prac i opracowany dotad
ksztalt drzewa logenetycznego tego typu jest jednak
dostepny w postaci publikowanego w internecie zarysu
(outline) [57]. Nowe gatunki maczugowcdw sa opisy-
wane w publikacjach ukazujacych si¢ w International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology.
Przyjeto, ze jest to jedyne czasopismo, gdzie publiko-
wane s3 wiarygodne dane o tym, ze opisany gatunek jest
nowy. Naklada to na rade wydawnicza trudny obowig-
zek weryfikowania poprawnosci przedstawianych przez
autoréw argumentéw w $wietle najnowszych ustalen.
Publikacja taka wymaga wypelnienia odpowiedniego
protokotu i zastosowania si¢ do szeregu $cisle okres-
lonych zasad [79]. Materialy te, oraz najnowsza edy-
cja LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature) [27] staly si¢ zrodlem informacji doty-
czacych taksonomii przedstawianej w tym artykule.

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej, Katedry Biologii i Biotechnologii Farmaceutycznej Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, 90-235 £6dz ul. Pomorska 137; 90-235 £6dz ul. Pomorska 137; tel./fax 42 677 93 00;

e-mail: anna.kwaszewska@umed.lodz.pl
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2. Postepy taksonomii rodzaju Corynebacterium

Rodzaj Corynebacterium zalicza si¢ do rodziny Coryne-
bacteriaceae, nalezacej do typu Actinobacteriae oprocz
kilku innych rodzin, w tym Mycobacteriaceae i Nocar-
diaceae. Rodzina Corynebacteriaceae obejmowala nie-
gdys$ rodzaje Corynebacterium, Listeria i Erysipelothrix
[60]. Nastepnie, wedtug propozycji zarysu z 2004 roku
dla nowego wydania Bergeys Mannual of Systema-
tic Bacteriology [41] miescil si¢ w niej jedynie rodzaj
Corynebacterium, a obecnie wedltug aktualizacji z grud-
nia 2010 roku List of Prokaryotic Names with Standing
in Nomenclature [27] rodzina Corynebacteriaceae obej-
muje cztery rodzaje: Bacterionema, Caseobacter, Turi-
cella i Corynebacterium.

Rodzaj Corynebacterium utworzony zostal przez
LehmanaiNeumanna w1896rokuiwdwczasobej-
mowal Corynebacterium diphtheriae, odpowiedzialne za
ciezka i czesto wystepujaca wtedy chorobe blonice oraz
gatunki bedace patogenami zwierzecymi [27, 41, 57].

Poczatkowo znaczenie kliniczne przypisywano jedy-
nie bezwzglednie chorobotwdrczemu gatunkowi C. diph-
theriae, ktdry zostal scharakteryzowany w latach 80.
XIX wieku. W tym okresie opisano réwniez gatunek
C. pseudodiphtheriticum, a w koncu lat 90. C. xerosis.
W latach 70. ubieglego stulecia coraz wigksze zainte-
resowanie zaczety budzi¢ gatunki wchodzace w skiad
tizjologicznej mikroflory cztowieka, gdyz okazalo sie, ze
moga one wywolywa¢ zakazenia oportunistyczne.

Aktualnie, baza J.P. Euzéby: List of Prokaryotic
Names with Standing in Nomenclature [27] obejmuje
108 gatunkow Corynebacterium, z ktorych 19 zostato
przeklasyfikowanych do innych rodzajéw. Baza Taxono-
mic Outline, opracowana przez zespo6t Bergey’s Mannual
of Systematic Bacteriology z 2007 roku [42], wymienia
73 gatunki Corynebacterium oraz 14, gtéwnie stanowia-
cych patogeny roélinne, ktore zostaly obecnie zaliczone
do innych rodzajow (Rhodococcus, Curtobacterium,
Clavibacter, Arthrobacter, Rathayibacter, Tsukamurella,
Arcanobacterium). Sposrod gatunkéw maczugowcow
ujetych w tej bazie, 25 zostalo opisanych lub zreklasy-
tikowanych w latach 90. ubiegtego wieku, a 22 — w tym
stuleciu. Od 2007 roku w Int. J. Syst. Evoll Microbiol.
opisano kolejne 19 nowych gatunkow. Ogétem, w ostat-
nich 20 latach, w obrebie rodzaju Corynebacterium
umieszczono 66 nowych gatunkéow. W tabeli I zesta-
wiono gatunki opisane w obecnym stuleciu.

3. Metody wykorzystywane w identyfikacji,
taksonomii i typowaniu paleczek z rodzaju
Corynebacterium

3.1. Metody genotypowe
Identyfikacja maczugowcéw stanowi dla bakterio-

logéw klinicznych jedno z najtrudniejszych zadan. Wyko-
rzystanie biologii molekularnej dla badania DNA tych

Tabela I

Gatunki Corynebacterium opisane po 2000 roku

Gatunki izolowane od ludzi

Gatunki izolowane od zwierzat

Gatunki izolowane ze $Srodowiska

C. simulans, 2000 [86]

C. freneyi, 2001 [66]

C. appendices, 2002 [96]

C. aurimucosum, 2002 [95]

C. atypicum, 2003 [47]

C. tuberculostearicum, 2004 [31]
C. resistens, 2005 [63]

C. tuscaniense, 2006 [69]

C. hansenii, 2007 [67]

C. ureicelerivorans, 2007 [91]
C. sputi, 2008 [94]

C. canis, 2009 [33]

C. freiburgense, 2009 [36]

C. massiliense, 2009 [59]

C. timonense, 2009 [59]

C. pilbarense, 2010 [2]

C. pyruviciproducens, 2010 [80]

C. stationis, 2010 [7]

C. auriscanis, 2000 [21]
C. capitovis, 2001 [19]
C. felinum, 2001 [20]

C. testudinoris, 2001 [20]
C. aquilae, 2003 [29]

C. sphenisci, 2003 [46]
C. spheniscorum, 2003 [45]
C. suicordis, 2003 [83]

C. caspium, 2004 [18]

C. ciconiae, 2004 [30]

C. ulceribovis, 2009 [92]
C. mustelae, 2010 [35]

C. casei, 2001 [10]

C. mooreparkense**,2001 [10]
C. efficiens, 2002 [32]

C. glaucum, 2003 [93]

C. halotolerans, 2004 [15]
C. doosanense, 2009 [54]
C. lubricantis, 2009 [49]

C. maris, 2009 [4]

C. humireducens, 2010 [89]
C. nuruki, 2010 [72]

C. marinom, 2010 [24]

* synonim C. aurimucosum — C. nigricans [23]
** nazwa C. mooreparkense zostata w 2005 roku uznana za synonim C. variable, w zwigzku z czym nie zostata
ujeta w bazie z 2007 roku dla IT wydania Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology [43]
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bakterii okazalo si¢ nie tak pomocne jak zaktadano.
Analiza genetyczna podjednostki 16S rRNA lub genu
ja kodujacego w przypadku drobnoustrojéw naleza-
cych do rodzaju Corynebacterium nie daje wynikow
poréwnywalnych z innymi rodzajami bakterii. Wyka-
zuje bowiem stosunkowo niski polimorfizm. W ramach
1500 nukleotydowej sekwencji wykryto fragmenty sta-
nowiace narzedzie dla identyfikacji, jednak nie jedno-
znacznej dla wszystkich gatunkéw w jednakowym stop-
niu. Tang i wsp. [75] zaproponowali identyfikacje
wewnatrz rodzaju Corynebacterium i rodzajow pokrew-
nych na podstawie zestawu MicroSeq 500 16S (Perkin-
-Elmer Biosystems), ktory daje mozliwos¢ sekwencjo-
nowania pierwszych 527 par zasad genu kodujacego
podjednostke 16S rRNA. Autorzy otrzymali satysfak-
cjonujace wyniki w przypadku 27 sposrdéd 42 badanych
izolatow klinicznych maczugowcow. Prawidiowo ziden-
tyfikowano wszystkie izolaty Corynebacterium jeikeium
i C. diphtheriae, ale dla innych gatunkéw tego rodzaju
skuteczno$¢ metody wynosita tylko 50%. W obrebie
innych rodzajow: Arthrobacter, Brevibacterium i Micro-
bacterium wyniki byty bardzo dobre. Osiagnieto iden-
tyfikacje do gatunku, co nie byto mozliwe metodami
fenotypowymi. Sekwencjonowanie wskazanego przez
Tanga iwsp. [75] fragmentu, cho¢ kosztowne, pozwo-
lito na wykonanie badania w czasie 18 godzin. Problem
identyfikacji gatunkéw w obrebie rodzaju Corynebac-
terium okazal si¢ jednak nadal nie rozwiazany. Podjeto
zatem proby poszukiwania innych konserwatywnych
sekwencji w genomie jego przedstawicieli.

W 2004 roku Khamis iwsp. [50] zaproponowali
uzycie, jako markera filogenetycznego i identyfikacyj-
nego dla Corynebacterium, genu rpoB kodujacego pod-
jednostke beta polimerazy RNA. Analiza sekwencji genu
rpoB byta przydatna w badaniach nad innymi takso-
nami: Bartonella, Staphylococcus, Enterobacteriaceae,
Mycobacterium, Legionella i dobrze si¢ sprawdzala przy
réznicowaniu drobnoustrojéw wykazujacych wysoki sto-
pient podobienstwa genetycznego. Liczaca okoto 3500 par
zasad sekwencja rpoB maczugowcow byla silniej zroz-
nicowana niz sekwencja 16S rRNA, a mimo to drzewa
pokrewienstwa filogenetycznego zbudowane na posta-
wie obu sekwencji dla dobrze scharakteryzowanych
gatunkow okazaly niemal identyczne [51]. Pozwolilo to
na wykorzystywanie analizy genu rpoB w identyfikacji
i opisywaniu nowych gatunkéw Corynebacterium.

Poszukiwanie fragmentéw sekwencji pozwalajacych
na roznicowanie wewnatrz rodzaju Corynebacterium
doprowadzito do odkrycia ich, podobnie jak u innych
bakterii, w DNA przestrzeni miedzygenowej genéw kodu-
jacych podjednostki 16S i 23S rybosoméw (16S-23S
rRNA intergenic spacer) [66]. Obszary te badane sg
przy wykorzystaniu ITS-PCR (Internally Transcribed
Spacer PCR) lub RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Funke i Frodl [34] analizujac prze-

strzen miedzygenowa 16S i 23S rRNA z zastosowaniem
RFLP odroznili szczepy nalezace do gatunkow C. xerosis
i C. freneyi, ktdre na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA
zaliczono by do jednego gatunku.

Opisywanie nowych gatunkéw maczugowcodw czy
ich pdzniejsza identyfikacja oparte s takze na bardzo
czulej metodzie, jaka jest hybrydyzacja DNA-DNA.
Analiza sekwencji pelnych genoméw wskazuje, ze okres-
lony jako minimum 70% dla szczep6w jednego gatunku
stopien hybrydyzacji odpowiada 95% homologii nukleo-
tydow (ANI - Average Nucleotide Identity) ich DNA.
Metoda ta jest bardziej czuta niz opisane wczesniej ana-
lizy genéw o wysokiej konserwatywnoséci. W przypadku
nowo opisanego gatunku C. hansenii metody takie, jak
analiza sekwencji 16S rRNA, rpoB czy badanie profilu
przestrzeni miedzygenowej 16S-23S rRNA nie pozwolily
na wydzielenie tego odmiennego fenotypowo gatunku od
gatunkow blisko spokrewnionych. Osiggnieto to dopiero
stosujgc hybrydyzacje DNA-DNA [67]. Podobnym przy-
ktadem moze by¢ réwniez, opisany w 2010 roku gatu-
nek C. pilbarense nieodréznialny na podstawie analizy
sekwencji genu 16S rRNA od scharakteryzowanych
gatunkoéw, a na podstawie hybrydyzacji DNA-DNA
uznany za odrebny [2]. Wewnatrz rodzaju Corynebac-
terium, pomiedzy blisko spokrewnionymi gatunkami
maczugowcow stopien hybrydyzacji DNA-DNA moze
wskazywac na ich podobienstwo. Wynik ten nie zawsze
pokrywa sie z badaniami konserwatywnych fragmentéw
genomu, np. pomiedzy C. hansenii a C. xerosis, C. fre-
neyi i C. amycolatum wynik hybrydyzacji DNA-DNA
to odpowiednio 47%, 40% i 15%. Tymczasem wedlug
analizy genu rpoB, C. hansenii najblizej spokrewniony
jest z C. freneyi a nie C. xerosis [67]. Genom C. resistens
z genomem najblizej spokrewnionego gatunku C. auris-
canis wykazuje tylko 23,1% homologii [63].

Zaréwno sekwencjonowanie gendw, jak i hybrydy-
zacja DNA to metody bardzo przydatne do charakterys-
tyki nowych gatunkoéw i identyfikacji w laboratoriach
referencyjnych. Ciagle jednak poszukuje si¢ nowych
markerdw genetycznych, ktdre bytyby specyficzne gatun-
kowo i pozwalatyby na konstrukcje sond genetycznych
umozliwiajacych wiarygodna identyfikacje gatunkow
Corynebacterium w laboratoriach mikrobiologicznych.
Letek iwsp. [55] zaproponowali identyfikacje C. amy-
colatum na podstawie amplifikacji genu divIVA odpowie-
dzialnego za podziat komorki, z uzyciem PCR w czasie
rzeczywistym (RT-PCR). Metoda ta pozwala na odréz-
nienie tego gatunku od innych blisko spokrewnionych:
C. striatum, C. minutissimum i C. xerosis. [55]. Metody
oparte na biologii molekularnej, np. typowanie RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) okazaly sie
w przypadku maczugowcow przydatne w dochodzeniach
epidemiologicznych. Brandenburg iwsp. [9] poszu-
kiwali dowodu przenoszenia C. striatum miedzy pa-
cjentami na oddzialach intensywnej opieki medyczne;j.
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RAPD i profil antybiotykowrazliwosci pozwolily potwier-
dzi¢, ze izolaty wywotlujace ciezkie zakazenia byly tym
samym szczepem i byly identyczne z tymi izolowanymi
od personelu i ze srodowiska szpitalnego.

Dla typowania wewnatrzgatunkowego bakterii wy-
korzystuje si¢ réwniez MLST (Multi Locus Sequence
Typing), metode polegajaca na analizie fragmentow
kilku (5-7) wybranych genéw waznych dla ich meta-
bolizmu bakterii. W typowaniu maczugowcéw po raz
pierwszy metoda ta zostata wykorzystana w 2008 roku
przez Eguchi i wsp. [26] w analizie pokrewienstwa
w obrebie C. macginleyi. Autorzy, opierajac si¢ na wy-
nikach otrzymanych na podstawie sekwencjonowa-
nia genomoéw C. glutamicum, C. diphtheriae, C. efficiens
i C. jeikeium wybrali 7 konserwatywnych genéw. Byly to
geny kodujace kinaze adenylowa (adk), biatko inicju-
jace replikacje (dnaA), hydrataze fumaranowy (fumC),
syntaze cytrynianowa typ II (gltA), podjednostke beta
gyrazy DNA (gyrB), dehydrogenaze izocytrynianowa
(icd) 1 syntetaze adenylobursztynianowg (purA). Dys-
kryminacyjno$¢ otrzymanych wynikéw byta poréw-
nywalna z otrzymanymi przy zastosowaniu RAPD.
Dostepne handlowo zestawy do typowania C. diph-
theriae metodg MLST oparte s3 na analizie: sekwencji
pochodzacych z genéw kodujacych lancuch alfa syn-
tazy ATP (atpA), podjednostke alfa polimerazy III DNA
(dnaE), biatka opiekuncze (dnaK), czynnik elongacji G
(fusA), syntaze 2-isopropylojablczanows (leuA), dehydro-
genaze 2-ketoglutaranowg E1 i E2 (odhA), oraz pro-
ponowang wczesniej przez Khamis iwsp. [50] pod-
jednostke beta polimerazy RNA (rpoB) [65].

Podobnie jak inne drobnoustroje, maczugowce staly
sie takze obiektem badania pelnej sekwencji ich mate-
riatu genetycznego. Uzyskano w ten sposob dane, ktore
w znacznym stopniu poszerzyly wiedze na temat tych
bakterii, chociaz nie rozwigzaly probleméw taksono-
micznych [13, 77, 78]. Baza danych PubMed zawiera
informacje o 13 ukonczonych projektach sekwencjono-
wania genomu szczepow Corynebacterium spp. Doty-
cza one gléwnie gatunkéw waznych z punktu widze-
nia biotechnologicznego: C. glutamicum ATCC 13032
(3,3 Mpz), C. glutamicum R (3,35 Mpz) i C. efficiens
YS-314 (3,22 Mpz). Zsekwencjonowano takze DNA
gatunkow najwazniejszych klinicznie: C. diphtheriae
NCTC 13129 (2,49 Mpz), C. jeikeium K411 (2,51 Mpz)
i C. urealyticum DSM7109 (2,4 Mpz), C. aurimucosum
ATCC 700975 (2.83 Mpz), C. kroppenstedtii DSM 44385
(2.4 Mpz). Znane sg takze pelne sekwencje odzwierze-
cych gatunkéw C. pseudotuberculosis 1002 (2.3 Mpz),
C. seudotuberculosis C231 (2.3 Mpz), C. pseudotuber-
culosis 119 (2.3 Mpz) i C. pseudotuberculosis FRC41
(2.3 Mpz). Prowadzone s3 badania nad sekwencjono-
waniem materialu genetycznego gatunkéw: C. acco-
lens, C. ammoniagenes, C.amycolatum, C. aurimuco-
sum, C. coyleae, . glucuronolyticum, C. lipophiloflavum,
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C. atruchotii, C. resistens, C. striatum, C. tuberculosteari-
cum, a takze C. genitalium i C. pseudogenitalium niema-
jacych statusu gatunku oraz gatunkéw izolowanych od
zwierzat C. variabile, C. bovis.

Tworzona na markerach genetycznych taksono-
mia maczugowcow ulega cigglym zmianom i mozna
spodziewac sig, ze zebranie pelnego zestawu sekwen-
cji szczepdw typowych (wzorcowych), na podstawie,
ktorych opisano poszczegdlne gatunki, stworzy szanse
na konstrukeje bardziej jednoznacznych i uniwersalnych
genetycznych testow identyfikacyjnych.

3.2. Metody fenotypowe: morfologia,
chemotaksonomia, wlasciwo$ci biochemiczne

W przypadku maczugowcow, zaréwno przy two-
rzeniu taksonomii, jak i przy ich identyfikacji, bardzo
szeroko korzysta sie z metod fenotypowych. W przy-
padku ustalania przynaleznosci do rodzaju zwraca sig
uwage na chemotyp $ciany komodrkowej i obecnosé
krétkotancuchowych kwaséw mikolowych. Diagnostyka
do poziomu gatunku wymaga wykonania duzej liczby
reakcji biochemicznych, a takze uzycia dodatkowych
technik chemotaksonomicznych. Jednak niekwestiono-
wane autorytety w dziedzinie badan nad Corynebac-
terium spp., np. zespol Funkego, zwracaja uwage na
ogromne znaczenie identyfikacji tych bakterii opartej na
tych wlasnie metodach. Istotna jest morfologia kolonii
bakteryjnych (barwa, wielkos¢, ksztalt, konsystencja,
zapach, otoczenie wokdt kolonii), a takze morfologia
komorek. Barwienie metoda Grama pozwala, miedzy
innymi, na odréznienie ich od szybkorosnacych bakterii
kwasoopornych [37]. Oprdcz typowych dla maczugowcow
ukladéw popodziatowych, komoérki niektorych gatun-
kéw moga mie¢ ksztalt ,,bicza’, np. C. matruchotii, lub
wykazywa¢ charakterystyczny uklad popodziatowy ko-
morek, jak kola ze szprychami (spoke-wheel), np. C. frei-
burgense [36]. Odpowiednie barwienie, np. metoda
Neissera, pozwala na wykrycie obecnych w komorkach,
typowych dla tego rodzaju ziarnistosci metachromatycz-
nych. W opisie nowych gatunkoéw, a takze w identyfikacji
Corynebacterium spp. brane sa pod uwage liczne cechy.
Sprawdza si¢ wymagania atmosferyczne hodowli, typ
metabolizmu (tlenowy czy fermentacja), a takze wiele
cech biochemicznych, ktore przedstawiono w tabeli II.
W identyfikacji niektdrych gatunkéw istotny jest row-
niez wynik testu synergistycznej hemolizy - CAMP
(Christie, Atkins, Munch-Petersen).

Gotowe zestawy do identyfikacji, np. Api Coryne,
API ZYM, Biotype 100 (test asymilacji zrodel wegla)
(bioMérieux) czy RapID CB Plus System (Remel Inc.)
pozwalaja na skrocenie czasu oczekiwania na wynik. Ich
bazy danych nie sg jednak wystarczajaco szybko uaktual-
niane i nie uwzgledniajg zmian w taksonomii, w tym
danych nowo opisanych gatunkow.
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Tabela II

Cechy metaboliczne brane pod uwage w identyfikacji i opisie nowych gatunkéw Corynebacterium spp. [31, 37, 63, 86, 91]

ZAPOTRZEBOWANIE NA: lipidy

PODSTAWOWA AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA: Katalaza, oksydaza, ureaza, nitroreduktaza,

AKTYWNOSC SACHAROLITYCZNA — wytwarzanie kwasu z: glukozy, rybozy, ksylozy, arabinozy, glicerolu, glikogenu, inuliny,
laktozy, maltozy, mannitolu, sorbitolu, sacharozy, trehalozy, i rafinozy wytwarzanie acetoiny

Hyproriza: Tween 80, hipuranu, eskuliny i zelatyny,

AKTYWNOSC INNYCH ENZYMOW: fosfataza alkaliczna i kwasna, arylamidaza leucyny, waliny, cystyny, leucyny i pirolidonylu,
pirazynamidaza, dihydrolaza argininy, esterazy C4 i C8, glukozydaza, galaktozydaza,
N-acetylo-b-glukozaminidaza, mannozydaza, a-fukozydaza.

W latach 2001-2003 Bohner i wsp. [8] opra-
cowali metode polegajaca na wszechstronnej analizie
fenotypu badanego drobnoustroju, ktérg nazwali Phe-
notype Micro Arrays (PM) (Biolog Inc.). Ten zautoma-
tyzowany system pozwala na wykrycie 1920 cech feno-
typowych. Sa to: zdolno$¢ wykorzystywania 190 zrodet
wegla, 380 Zrodet azotu i 95 zrédel fosforu i siarki. Proby
obejmuja réwniez badanie metabolicznych szlakow bio-
syntezy, wplyw pH, ci$nienia osmotycznego i réznych
jonéw na metabolizm komorki (kazde badanie w okoto
100 testach) oraz ocene wrazliwo$ci na 240 zwigzkdéw
chemicznych (kazdy w czterech stgzeniach). Ocena
metabolizmu komorki opiera si¢ na pomiarze jej aktyw-
nosci oddechowej w okreslonych warunkach wyrazonej
zdolnoscia redukcji barwnika tetrazoliowego. Wedlug
autoréw przy zastosowaniu systemu PM mozliwa jest
identyfikacja bakterii oraz drozdzy i grzybow nitko-
watych. System ten uwzglednia réwniez identyfika-
cje bakterii z rodzaju Corynebacterium. Baza danych
obejmuje 57 gatunkéw Corynebacterium - gtéwnie
patogenow ludzi i zwierzat, wéréd ktérych 9 opisanych
w obecnym stuleciu. Autorzy proponuja ulatwione
podejscie do opisu nowych gatunkéw: od fenotypu do
genotypu. Wstepem do odkrycia nowego gatunku jest
izolacja szczepu roznego od znanych w systemie PM.
Rodzaje réznic fenotypowych wskazuja miejsce poszu-
kiwan réznic w genomie. Kolejnym etapem sg badania
chemotaksonomiczne i analiza poréwnawcza materiatu
genetycznego, ktéra moze potwierdzi¢ pojawienie si¢ no-
wego gatunku. Analiza aktywnosci zyciowej komorek
w zréznicowanych warunkach stanowi¢ moze zatem istot-
ne narze¢dzie w identyfikacji drobnoustrojow, czy w docho-
dzeniach epidemiologicznych, ale réwniez w pracach nad
opisywaniem nowych gatunkéw. By¢ moze, ten nowy szyb-
ko rozwijajacy si¢ automatyczny system stanowi szanse
na poprawe mozliwosci identytikacji maczugowcow.

Badania chemotaksonomiczne odgrywaja wazna role
w identyfikacji maczugowcow. Wsrdd nich najwazniej-
sze to: profil komdrkowych kwasdw ttuszczowych, ultra-
struktura i chemiczny skfad $ciany komérkowej. Jeden
z podstawowych elementéw przy opisie nowych gatun-
kow wszystkich bakterii, jakim jest udzial procentowy
zasad G+C mol% w DNA, w przypadku maczugowcow

nie daje mozliwosci przestrzegania kryteriéw przyjetych
dla innych rodzajéow. U bakterii nalezacych do jednego
rodzaju, G+C mol% powinien r6znic si¢ nie wigcej niz
0 10%, a u szczepow nalezacych do jednego gatunku
- 0 3%. Rodzaj Corynebacterium ma wysoka zawarto$¢
G+C, mieszczacy si¢ w szerszych granicach od 51 do
prawie 66 mol%. U gatunkow C. afermentans i C. auris
warto$¢ ta jest wyzsza niz 65 mol% [50], a u nowo opi-
sanego — C. appendicis wynosi 65,8 mol% [96]. Dlatego
kryterium to nie jest warto$ciowa cecha przy ustalaniu
przynaleznoéci do rodzaju. W zaklasyfikowaniu nowego
izolatu do rodzaju Corynebacterium istotne znaczenie
ma sklad $ciany komorkowej. Rodzaj ten ma bowiem
specyficzng budowe tej struktury. Zawiera ona cukry —
arabinoze i galaktoze (arabinogalaktan), kwas mezo-dia-
minopimelinowy (meso-DAP), unikatowe niskoczgs-
teczkowe alfa-alkilo-beta-hydroksy-dlugotancuchowe
kwasy ttuszczowe: kwasy korynemikolowe oraz dwu-
wodorowe menachinony z 8 lub 9 jednostkami izoprenu:
MK-8 (H2), MK-9 (H2) a takze fostatydyloinozytol [22,
37, 60]. Wysokorozdzielcza chromatografia cieczowa
(HPLC - High Performance Liquid Chromatography)
kwaséw mikolowych w $cianie komdrkowej ma istotne
znaczenie w odréznianiu Corynebacterium spp. od innych
rodzajow (Corynebacterium - C,-C,, Rhodococcus
-C,,-C., Nocardia - C,-C, Mycobacterium - C60—C90)
[11]. Przy zastosowaniu tej metody wsrod przedsta-
wicieli rodzaju sa jednak takze odstepstwa, ktore nalezy
bra¢ pod uwage. Niektore gatunki maczugowcdw nie
zawieraja w $cianie kwaséw korynemikolowych. Sg to:
C. kroppenstedtii, C. amycolatum czy C. atypicum [47].
Przy analizie obecnosci charakterystycznych dla rodzaju
cukrow $ciany komoérkowej: arabinozy i galaktozy opi-
sano gatunki zawierajace tych cukréw znacznie mniej
niz to przyjeto dla calego rodzaju, np. C. simulans [86].
W przypadku szczepow lipofilnych skladniki podtoza,
konieczne wobec braku u nich syntazy kwasow ttusz-
czowych, moga wplywa¢ na obecno$¢ i budowe kwasow
korynemikolowych [77].

Maczugowce od innych spokrewnionych rodzajow
bakterii mozna odrézni¢ w oparciu o analiz¢ komor-
kowych kwaséw tluszczowych (CFA - Cellular Fatty
Acid) za pomocg chromatografii gazowo-cieczowej [5].
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Komorkowe kwasy ttuszczowe w przypadku wiekszosci
gatunkéw maczugowcdw sg nasycone lub jednonienasy-
cone i nierozgalezione. Pozwala to odrézni¢ je od ro-
dzajow zawierajacych rozgalezione kwasy ttuszczowe
takich jak Brevibacterium, Rothia czy Listeria. Takze i tu
sa wyjatki. Dotycza one C. bovis i C. urealyticum [90].
Metoda ta jest stosowana gtéwnie w laboratoriach refe-
rencyjnych i stanowi narzedzie pomocnicze [5]. Zawar-
tos¢ kwasow ttuszczowych w komdrkach gatunkéw
Corynebacterium spp. zalezy od warunkéw hodowli (np.
dodatek zwigzkdéw ttuszczowych niezbednych do wzros-
tu gatunkow lipofilnych), a wiele z nich ma podobny
profil tych kwasow. Metoda ta jest mato przydatna w od-
roznianiu gatunkow [74]. Van der Velde iwsp.
[84] twierdza jednak, ze mala uzytecznos$¢ analizy ko-
morkowych kwasow ttuszczowych w réznicowaniu ga-
tunkowym w obrebie rodzaju Corynebacterium wynika
z nieaktualnych baz danych. Autorzy zaproponowali
wlasng baze¢ danych, na podstawie ktérej udato sie im
przypisa¢ do gatunku 29 spoérdd 34 badanych izola-
tow. Niektore gatunki jak C. pseudotuberculosis cechuje
heterogenno$¢ profilu komoérkowych kwasow ttuszczo-
wych. Cechg charakterystyczng niektérych gatunkow jest
wystepowanie kwasu tuberkulostearynowego. Poczatko-
wo jego obecnos¢ przypisywana byla jedynie szczepom
nalezagcym do ,,C. tuberculostearicum”. Z czasem jednak
opisano zdolnos¢ wytwarzania tego kwasu przez inne
gatunki, jak C. urealyticum, C. mucifaciens, C. minutissi-
mum, C. singulare, C. confusum, a takze przez niedawno
opisane C. aurimucosum, C. appendicis, C. ureicelerivo-
rans, co pozwala odrdznic je od pozostalych [84, 91, 96].

Niektore gatunki rodzaju Corynebacterium mozna
zidentyfikowa¢ okreslajac sklad fosfolipidow metoda
chromatografii cienkowarstwowej [61] lub stosujac
zaawansowane techniki analizy chemotaksonomicz-
nej jak na przyktad FAB-MS (Fast-Atom Bombard-
ment) i ESI-MS (Electrospray Ionization). Zastoso-
wanie FAB-MS pozwala na odrdznienie gatunkéw na
podstawie acylowanych podstawnikéw dolgczonych
do kwasow tluszczowych [90]. Precyzyjna metoda jest
badanie skladu chemicznego catej komoérki poddanej
pirolizie metodami spektrometrii i chromatografii.
Voisin iwsp. [85] zaproponowali opartg na pirolizie
chromatografie gazowa (Pyrolysis-Gas Chromatogra-
phy), a nastepnie za pomocg emisji atomowej (Atomic
Emission Detection — AED) dokonali identyfikacji
C. amycolatum i spokrewnionych gatunkoéw: C. stria-
tum, C. minutissimum, C. xerosis i C. freneyi. Metody te
nie sa wprawdzie stosowane rutynowo w diagnostyce,
ale stanowig precyzyjne narzedzie poznawcze.

W przypadku maczugowcéw podobienstwo fenoty-
powe czesto nie daje si¢ potwierdzi¢ podobienstwem
genotypowym, a czasem i odwrotnie. Riegel i wsp.
[70] poréwnujac i grupujac szczepy kliniczne maczu-
gowcow tworzyli ,genomogatunki”. Cechy fenotypowe
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(biotypy) szczepéw wchodzacych w ich sklad, czesto
nie potwierdzaly wynikéw tych grupowan. Badacze ci
nawet wsrod wzorcowych szczepow zaklasyfikowanych
na podstawie wlasciwosci fenotypowych do gatunku
C. jeikeium notowali takie zréznicowanie genetyczne,
ktore mogloby te przynaleznos¢ poddawaé w watpliwosé
[68]. W obrebie rodzaju Corynebacterium wystepuja
jeszcze z pewnoscig nowe gatunki, albo podgatunki,
ktére wraz z postgpem wiedzy znajda swoje wlasciwe
miejsce w taksonomii. Wyzwaniem sg tu, miedzy inny-
mi, szczepy klasyfikowane obecnie do tzw. ,,grup CDC”.
W 1981 roku w Centrum Kontroli i Zapobiegania Choréb
w Atlancie (Center for Disease Control and Prevention
USA) zajeto sie opisywaniem i systematyzowaniem szcze-
pow bakterii o cechach nieformalnej grupy ,,coryneform”
(Maczugowate). Grupa ta obejmuje szereg rodzajow
bakterii o podobnej morfologii mikroskopowej i nie-
ktorych cechach fizjologicznych. Zaliczano do niej rézne
rodzaje, oprocz Corynebacterium rdéwniez Brevibac-
terium, Turicella, Rothia i kilka innych rodzajow [37].
Obecnie odchodzi si¢ juz od wyrdzniania tej grupy. Jed-
nak zgromadzona w laboratorium w Atlancie kolekcja
szczepow typowych dla poszczegdlnych grup CDC ozna-
czanych literami i czasem cyframi (np. CDC Coryne-
form group?), nadal jest w uzyciu. Wiele szczepow tej
kolekgji stalo si¢ podstawa opisu nowych gatunkéw, cza-
sem odlegtych rodzajow, np. wsréd maczugowcow Coryne-
bacterium grupa CDC JK to obecnie C. jeikeium. Wiele
szczepow okreslanych jako ,,grupa CDC” mimo scharak-
teryzowania nie moze jeszcze uzyskac statusu gatunku,
a czasem nawet przypisania do okreslonego rodzaju.
Pomocne z pewnoscia okaza sie najnowsze bazy danych
i narzedzia do ich porzagdkowania (np. SILVA i ARB)
po wprowadzeniu do nich sekwencji ich genomodw.

4. Konsekwencje trudnosci w identyfikacji pateczek
z rodzaju Corynebacterium

Problemy w identyfikacji maczugowcéw nakazuja
z ostroznoscig podchodzi¢ do cech klinicznych i zdol-
nosci wywolywania okreslonych zakazen przypisywanych
poszczegdlnym ich gatunkom, szczegdlnie jesli ich opis
i charakterystyka kliniczna pojawily si¢ dawno. Przykta-
dem moze by¢ C. xerosis, jednen z najwczesniej, bo
w 1899 roku, opisanych gatunkéw [27]. Przypisywano
mu udzial w obejmujacych wiele narzagdéw zakazeniach
u chorych z zaburzeniami funkcji uktadu immunologicz-
nego [53]. Tymczasem Funke iwsp. [37,38] twierdza,
ze zakazenia tym gatunkiem sg niezwykle rzadkie, a szczepy
C. xerosis byly i sa mylone podczas identyfikacji bio-
chemicznej z blisko spokrewnionymi C. amycolatum
i C. striatum. Wraz z rozwojem metod stosowanych
w dochodzeniach taksonomicznych opisano liczne
nowe gatunki, ktére bedac spokrewnione z gatunkami
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opisanymi wcze$niej, mogly by¢ przyczyna blednych
wnioskéw dotyczacych ich chorobotwdrczosci. Tym
samym obecnie trudno z calg stanowczos$cia twierdzié,
ze niektére gatunki sg bardziej chorobotworcze niz
inne. Dysponujemy bowiem ograniczonymi lub nie-
pewnymi danymi z laboratoriéw prowadzacych diag-
nostyke mikrobiologiczna.

5. Nowe gatunki Corynebacterium izolowane od ludzi

W rozdziale tym zamieszczono opis nowo opisanych
gatunkow, ktore izolowano z materiatu od ludzi i scha-
rakteryzowano w ostatnich 10 latach, a ktore moga
okaza¢ si¢ wazne ze wzgledéw klinicznych. W wielu
przypadkach opublikowany opis nie dostarcza wystarcza-

jacych danych, ktore pozwalalyby na ich fenotypowa
identyfikacje. Wszystkie wymienione tu gatunki uw-
zglednione sg w spisie gatunkéw wedtug Euzébyego
[27], ale jeszcze nie wszystkie znalazly sie w szkicu
- filogenetycznym drzewie skonstruowanym dla potrzeb
piatego tomu II wydania Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology [42, 57]. Wlasciwosci biochemiczne tych
szczepOw przedstawiono w tabeli II1.

W 2001 roku opisano nowy gatunek spokrewniony
z C. xerosis i C. amycolatum - C. freneyi. Szczepy dla
niego typowe wyizolowano z trzech probek materiatu
klinicznego: ropy pobranej z palca stopy, z owrzo-
dzenia zylaka i z przetoki podskdérnego ropnia [66].
Poczatkowo, te nielipofilne maczugowce, na podsta-
wie cech biochemicznych, zostaly zidentyfikowane
jako C. xerosis. Jednak badania oparte na poréwnaniu

Tabela III
Podstawowe wiasciwosci gatunkéw maczugowcéw opisanych w ciggu ostatnich dziesigciu lat
(2,7, 14, 31, 33, 36, 47, 59, 63, 66, 67, 69, 80, 86, 91, 94-96]
S 2
8 2 S
g S S 3
Cecha RN s s ly st
] S| 8| 8|=R| | §|=|T S| S|l 2] 2|&]%
S| || 3|33 8|1R|T|=8 |3 | S |85 |¢
S| 3| sS|E|&8|3|8|8|s|®|. S = - I N
3 N SIS &l S| 8 S 21| = 2 S a S) S S | S
SIS &S| 2| S|3|2|S|S |5 |s|3|8|8|2|8]8
-3 IR RSl IR T~ T T S T > 0 ST S A~ SO Vil B
C|C U0 |00 |00 |0 |C|C|C [T |0 |0 |0 |0 |0
Liczba szczepéw typowych w CCUG 3j0of1 |6 |1 {251 |1 (1|61 |11 |4 |2]|1|7]1
Lipofilno$¢ -/-1+/-/+|+|+|-|-|+|bd|-|-|bd|bd| - |bd| -
Redukgja azotanéw + | + - | - [ I D T
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* - opisane jeszcze jako Brevibacterium stations — przeklasyfikowane do Corynebacterium spp. w 2010 roku

CCUG - kolekcja Culture Collection, University of G6teborg, Sweden [14]
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przestrzeni miedzygenowej 165-23S, sekwencjonowaniu
rRNA (rDNA) oraz hybrydyzacji DNA-DNA pozwo-
lity na zaliczenie wyizolowanych szczepéw do innego,
nowego gatunku. Samo badanie homologii 16S rRNA
nie pozwolito na odroéznienie C. freneyi od C. xerosis,
a umozliwilo to dopiero badanie homologii sekwencji
genu rpoB. C. reneyi jest blisko spokrewniony z C. xero-
sis, a w dalszej kolejnosci z C. amycolatum. Gatunki te
sa czesto mylone wtedy, gdy identyfikacja oparta jest
tylko na cechach biochemicznych [37, 38]. Drobno-
ustrdj izolowano podzniej z licznych materiatéw kli-
nicznych. Auzias iwsp. [3] wyhodowano go z krwi
pacjenta poddanego zabiegowi chirurgii naczynio-
wej. Opisany szczep byl wrazliwy na amoksycyling.
W 2008 roku Funke i wsp. [34] scharakteryzowali
18 nnych, izolowanych od ludzi szczepéw nalezacych
do C. freneyi. Wyodrebniono je z ropy, owrzodzenia
zylakéw, z pochwy, szyjki macicy, jadra, ucha zewnetrz-
nego, bioptatu dwunastnicy oraz moczu. Szczepy te byty
wrazliwe na antybiotyki beta-laktamowe, czesto jednak
oporne na erytromycyne. Aalbak iwsp. [1] wyizo-
lowali réwniez patogenne szczepy C. freneyi od zwierzat
- z zakazen ucha zewnetrznego u psow.

Gatunkiem blisko spokrewnionym z C. xerosis,
a takze C. freneyi jest C. hansenii. Zostal on opisany
w 2007 roku przez Renauda iwsp. [67]. Sekwencje
16S rRNA, a takze rpoB oraz profil przestrzeni mie-
dzygenowej 16S-23S nie odrézniaja go od tych dwoch
gatunkow. O jego wyodrebnieniu zadecydowaty wyniki
hybrydyzacji DNA-DNA. Szczep, ktdry stal si¢ wzorcem
tego gatunku wyizolowano z ttuszczako-migsaka. Wyka-
zywal wrazliwo$¢ na wiekszos¢ antybiotykéw w tym
beta-laktamy, aminoglikozydy, makrolidy, glikopeptydy.
Byl oporny na fosfomycyne, pefloksacyne i tetracykline.

Kolejny blisko spokrewniony z C. freneyi, C. hanseni,
C. xerosiss, C. amycolatum i odzwierzecym C. sphenisci
gatunek zostal opisany w roku 2008 przez Yassin
i Siering [94]. Zostal nazwany C. sputi, poniewaz
byl wyizolowany po raz pierwszy z plwociny chorego
z zapaleniem pluc. Szczep rdzni si¢ biochemicznie od
innych gatunkow i tworzy osobng lini¢ w klastrze obej-
mujgcym wymienione gatunki pokrewne.

W 2002 roku Yassin i wsp. [95] opisali nowy
gatunek C. aurimucosum (syn. C. nigricans) charakte-
ryzujgc dwa takie same genetycznie szczepy, z ktérych
jeden pochodzil z krwi pacjenta z zapaleniem oskrzeli.
Okreslono, ze filogenetycznie gatunek ten najblizej jest
spokrewniony z C. minutissimum. Historia wyodrebnie-
nia tego gatunku wskazuje, jak bardzo skomplikowany
bywa proces ustalania taksonomii maczugowcow i jak
duze znaczenie majg badania poréwnawcze za posred-
nictwem baz sekwencji DNA. W tym samym bowiem
czasie, w 2001 i 2003 roku, Shukla i wsp. [73, 74]
na podstawie cech 6 nielipofilnych szczepéw Coryne-
bacterium spp. wytwarzajacych czarny barwnik, opi-
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sali nowy gatunek - C. nigricans. Szczepy pochodzily
z ukfadu moczowo-plciowego kobiet, u ktérych wysta-
pily powazne komplikacje w cigzy. Analiza 16S rRNA
i poréwnanie z baza danych GenBank wykazaly podo-
bienstwo opisanego przez nich gatunku ze szczepami
opisanymi juz w 1999 roku przez innych badaczy [76].
Jeden z tych szczepdéw réwniez wytwarzal czarny barw-
nik i zostat wprowadzony do kolekeji CDC i zaliczony
do grupy CDC 4. Réwnolegle, w 2002 roku Bernard
iwsp. [6] w pracy charakteryzujacej 73 szczepy Coryne-
bacterium spp. izolowane z materiatu klinicznego poza
Europa, opisali dwa szczepy nazwane przez nich Cory-
nebacterium-like, podobne do opisanych w 2001 roku
przez Shukle iwsp. [74]. Wyodrebniono je z narza-
doéw plciowych - z owrzodzenia sromu oraz materiatu
z pochwy [6]. Szczepy te réznily sie pod wzgledem
cech biochemicznych. W latach 1969-2004 laborato-
rium referencyjne CDC zgromadzito 63 szczepy, ktore
wytwarzaly nierozpuszczalny w wodzie, czarny barw-
nik. Izolowane byty one gtéwnie z materiatu pochodza-
cego z zenskich drég moczowo-piciowych (82%), ale
réwniez z sutka, gardla, plwociny, oskrzeli oraz krwi
i plynu mézgowo-rdzeniowego noworodkéw. Wszyst-
kie te szczepy zostaly zaliczone do grupy CDC 4 - fer-
mentujacych paleczek Maczugowatych (grupa CDC
FCG4) [23]. Dopiero badania oparte na hybrydyzacji
DNA-DNA pozwolily na zaliczenie czgsci szczepow
do wariantu wytwarzajgcego czarny barwnik - Rothia
dentocariosa, a pozostale, na podstawie sekwencjono-
wania 16S rRNA, do wariantu wytwarzajacego czarny
barwnik - C. aurimucosum. Okazalo si¢ wiec, ze C.
aurimucosum i C. nigricans to jeden gatunek, dla kto-
rego pozostawiono wczesniej nadang nazwe C. auri-
mucosum. Badania oparte na sekwencjonowaniu genu
rpoB potwierdzity, ze C. aurimucosum i C. nigricans s3
tym samym gatunkiem a ich nazwy synonimami [50,
51]. Opisano réwniez szczepy C. aurimucosum niewy-
twarzajgce czarnego barwnika. Gatunek jest zatem nie-
jednorodny pod tym wzgledem. Nie wytwarzajace barw-
nika szczepy izolowane byly z ostrych i przewlektych
zakazen kosci i stawow [71], ze stopy cukrzycowej [44].
Stwierdzono réwniez obecno$¢ tych drobnoustrojow
w $rodowisku [25]. W 2010 roku Trost i wsp. [81]
zsekwencjonowali genom szczepu C. aurimucosum izo-
lowanego z wymazu z pochwy kobiety, u ktorej nastapito
poronienie. Badania te pozwolily na scharakteryzowanie
tego gatunku jako patogenu oportunistycznego o szcze-
gélnym powinowactwie do drég rodnych. Wykazano, ze
za zdolno$¢ kolonizacji i zakazania srodowiska pochwy
odpowiedzialne sg fimbrie adhezyjne podobne struk-
turalnie do fimbrii SpaH u C. diphtheriae. Wykryto
réwniez gen aap kodujacy biatko, ktére moze miec
znaczenie dla zdolno$ci tworzenia biofilmoéw przez te
bakterie (Bap), a takze unikania odpowiedzi immuno-
logicznej gospodarza. Okazalo si¢ takze, ze istotna role
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w kolonizacji srodowiska pochwy odgrywa wydzielany
przez te bakterie charakterystyczny, nierozpuszczalny
w wodzie czarny barwnik. Jego synteza kodowana jest
na plazmidzie pET44827. Zwigzek ten ulatwia koloni-
zacje i chroni komorki przed niekorzystnym dziataniem
nadtlenku wodoru wytwarzanego przez bakterie kwasu
mlekowego bytujace w pochwie jako mikroflora fizjo-
logiczna [81]. Zrédlem zakazenia jest prawdopodobnie
przewod pokarmowy lub skéra [40, 58].

Wigkszo$¢ nowych gatunkdéw maczugowcow to ga-
tunki nielipofilne. Jednak wedlug ogdlnie przyjetej
opinii, szczego6lna zdolno$¢ kumulowania genéw opor-
nosci na antybiotyki dotyczy przede wszystkim maczu-
gowcow lipofilnych. Szczegdlnie czesto izolowane s3
C. jeikeium i C. urealyticum, ktore stanowia zagroze-
nie jako potencjalne patogeny alarmowe w szpitalach.
W 2005 roku O tsuka iwsp. [63] opisali nowy gatunek
lipofilny C. resistens. Pie¢ izolatow, ktore byty podstawa
opisu gatunku wyizolowano z materiatu klinicznego
od ludzi: z krwi, aspiratu oskrzelowego oraz ropni od
chorych z nowotworami. Okazaly si¢ one oporne na
wigkszo$¢ grup antybiotykéw w tym beta-laktamy,
aminoglikozydy, makrolidy, chinolony i tetracykliny,
a wrazliwe jedynie na glikopeptydy. Badania poréwnaw-
cze oparte na sekwencjonowaniu 16S rRNA i hybrydy-
zacji DNA-DNA wskazaly, ze nowy gatunek jest najblizej
spokrewniony z C. auriscanis i C. falsenii. Jednak te s3
gatunkami nie wymagajacymi do wzrostu substancji
tluszczowych i na ogodt nie charakteryzowaly si¢ opor-
noscig na leki przeciwbakteryjne. W dalszej kolejnosci
nowy gatunek wykazywat wysokie pokrewienstwo z lipo-
filnymi C. jeikeium i C. urealyticum.

W przypadku niektérych nowo opisanych gatun-
kow maczugowcow badanie ograniczona tylko do se-
kwencji 16S rRNA okazalo si¢ dobrym, wystarczajacym
narzedziem identyfikacyjnym. Wsrdd nich znalazt sie
nielipofilny gatunek C. simulans, scharakteryzowany
w 2000 roku [86]. Jego opis, oparto na cechach trzech
szczepow, ktdre izolowano z ropnia stopy, z bioptatu
wezla chlonnego pachowego i czyraka. Ich kolonie przy-
pominaly C. minutissimum i C. striatum. Drobnoustroje
te byly oporne na antybiotyki. Badania chemotaksono-
miczne wykazaly skfad $ciany komdrkowej typowy dla
innych gatunkow Corynebacterium spp., przy czym ilo§¢
galaktozy byfa mniejsza niz u innych wcze$niej opisa-
nych gatunkéw. Analiza 16S rRNA odréznita izolowane
szczepy od podobnych fenotypowo, co dato podstawe do
opisu nowego gatunku. W 2002 roku Bernard iwsp.
[6] opisali kolejne dwa szczepy C. simulans, pochodzace
z 76kci i z krwi. Okazalo sie, iz drugi ze szczepdw opisa-
nych przez Bernarda iwsp. nie wytwarzal katalazy.
Nie spowodowalo to jednak jego reklasyfikacji. Obec-
nosci tego gatunku zostata stwierdzona wsréd mikro-
flory towarzyszacej zmianom zapalnym przyzebia [39].
Kolejny gatunek wyrézniony na podstawie sekwencji

16Sr RNA - C. appendicis [96] to lipofilny, wytwarza-
jacy ureaze maczugowiec pochodzacy z jamy otrzewnej
pacjenta z ropnym zapaleniem wyrostka robaczkowego.
W 2003 roku Hall i wsp. [47] opisali C. atypicum.
Opis oparli na cechach 5 nielipofilnych szczepdw izo-
lowanych z rany, nasienia, ropy i owrzodzenia zylaka.
Przeprowadzane przy identyfikacji maczugowcow ba-
dania chemotaksonomiczne nie wykazaly obecnosci
w ich komdrkach typowych dla rodzaju Corynebacte-
rium kwaséw korynemikolowych. Analiza 16S rRNA
wykazala jednak, ze bakterie te naleza do rodzaju Cory-
nebacterium. Mimo znacznych réznic fenotypowych,
opisany gatunek spokrewniony jest z C. kroppenstedtii,
réwniez nie zawierajagcym kwasow korynemikolowych.

ZYozona historia opisu nowego gatunku C. tuberculo-
stearicum rozpoczela sie 20 lat przed jego ogloszeniem.
W 2004 roku Feurer iwsp. [31] opublikowali infor-
macje o nowym gatunku opisanym na podstawie cech
9 szczepow, ktore pochodzily z réznega materiatu
klinicznego i zywnosci. Byly one podobne do szcze-
pow referencyjnych nie posiadajacych statusu gatunku
»C. tuberculostearicum” i ,,C. pseudogenitalium”. Pierwszy
zostal scharakteryzowany w 1984 roku przez Browna
i wsp. [12] jako wymagajacy lipidow maczugowiec
pochodzacy ze zmian leprotycznych (LDC - Leprosy-
-Derived Corynebacteria). Zawieral on kwas tuberkulo-
stearynowy (10-metylooktadekanowy). Nie traktowano
go jako prawdziwego gatunku, wiec nazwe opatrzono
cudzystowem. Nie byt on réwniez uwzgledniany w Ber-
gey’s Mannual of Systematic Bacteriology do 2004 roku.
Analiza poréwnawcza sekwencji 16S rRNA wykazata, ze
wszystkie izolaty, takze ,,C. pseudogenitalium’, sa ze soba
blisko spokrewnione i autorzy zaproponowali, aby nada¢
im range nowego gatunku C. tuberculostearicum. Gatu-
nek ten jest lipofilny, najblizej spokrewniony z innymi
lipofilnymi gatunkami C. accolens i C. macginleyi. Ana-
liza oparta na sekwencji genu rpoB [51] wskazuje na naj-
blizsze podobienistwo nowo opisanego gatunku C. tuber-
culostearicum do Corynebacterium grupa CDC G.

Kolejny nowy gatunek lipofilny - C. ureicelerivorans
zostal opisany w 2007 roku [91]. Szczep tego gatunku
zostal wyizolowany z krwi pacjenta z objawami sepsy.
Analiza genu 16S rRNA pozwolita okresli¢ najblizsze
pokrewienstwo z C. mucifaciens, a w dalszej kolejnosci
z obu podgatunkami C. afermentans.

Nowy nielipofilny gatunek - C. tuscaniense zostat
scharakteryzowany w 2006 roku przez Riegela iwsp.
[28, 69]. Jego szczep wzorcowy, poczatkowo opisany
jako C. tuscaniae zostal wyosobniony z krwi chorego
na zapalenie wsierdzia. Pod wzgledem wlasciwosci bio-
chemicznych gatunek wykazywal podobienstwo do
C. amycolatum, jednak analiza chemotaksonomiczna
wykazala obecnos¢ kwasow ttuszczowych, ktérych
C. amycolatum w $cianie komérkowej nie zawiera. Ana-
liza genu kodujgcego podjednostke 16S rRNA pozwolita
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na stworzenie nowej galezi w drzewie rodzaju Coryne-
bacterium. Nowo opisany gatunek wykazuje najwigksze
podobienstwo do C. appendicis, a takze C. mucifaciens,
C. riegelii i C. coyleae.

W 2009 roku wyodrebniono i zaakceptowano, opi-
sem w Int. J. Syst. Evol. Microbiol. cztery nowe gatunki,
ktére pochodzily z materiatu od ludzi. Byly to C. canis,
C. freiburgense, C. massliense i C. timonense. C. canis
oraz C. freiburgense zostaly opisane przez Funkego
i wsp. [33, 36]. Oba izolaty, ktore staly si¢ szczepami
wzorcowymi dla tych gatunkéw pochodzity z ran po
pogryzieniu przez psa. Analiza sekwencji genu 16S
rRNA oraz fragmentu genu rpoB wskazala na duze
pokrewienstwo filogenetyczne tych dwdch gatunkow.
Oba gatunki sg nielipofilne i fenotypowo rdznia si¢ od
innych gatunkéw Corynebacterium spp. C. canis ma
nitkowate komorki o diugosci wigkszej 15 pm, mogace
sie rozgatezia¢ na koncach. Na podiozu stalym tworzy
wypukte kolonie silnie zwiazane z podlozem. Kolonie
C. freiburgense rowniez bardzo silnie przylegaja do
podtoza, a obraz mikroskopowy ze starszych hodowli
przypomina kofa ze szprychami.

Merhej i wsp. [59] podczas badania dwoch,
réznigcych sie od dotychczas poznanych szczepow
maczugowcow, opisali kolejne gatunki: C. massliense
i C.timonense. Zostaly one scharakteryzowane na
bazie taksonomii polifazowej uwzgledniajacej morfo-
logie mikro- i makroskopowa, cechy biochemiczne,
budowe $ciany komorkowej, analiz¢ sekwencji genu
16S rRNA oraz genu rpoB. Szczep wyizolowany z krwi
pacjenta z zapaleniem wsierdzia stal si¢ wzorcem
gatunku C. timonense. Gatunek ten okazal si¢ najblizej
spokrewniony z C. auris, C. capitovis, C. lipophiloflavum
i C. mycetoides. Drugi szczep, izolowany z ptynu stawu
biodrowego pobranego od chorego z infekcjg protezy
ortopedycznej opisano jako C. massiliense. Genetycznie
gatunek ten okazal sie najblizej spokrewniony z C. mac-
ginleyi, C. accolens, C. tuberculostearicum, a w dalszej
kolejnosci z C. confusum, C. mastitidis i C. renale.

Rok 2010 przyniodst opisy trzech nowych gatun-
kow wyizolowanych od ludzi: C. pilbarense, C. stationis
i C. pyruviciproducens. C. pilbarense zostal opisany przez
Aravena-Roman iwsp.[2] napodstawie cech jed-
nego szczepu pochodzacego z aspiratu z kostki. Drob-
noustrdj ten zostal wyhodowany na podtozu dla bakterii
beztlenowych, ale analiza chemotaksonomiczna wyka-
zala obecno$¢ krotkotancuchowych kwaséw ttuszezo-
wych typowych dla rodzaju Corynebacterium. Homo-
logia sekwencji genu 16S rRNA (99%) wskazywala na
bardzo bliskie pokrewienstwo z opisanym C. ureicele-
rivorans, ale drobnoustroje te znacznie réznily sie pod
wzgledem wlasciwosci metabolicznych. Hybrydyzacja
DNA-DNA pozwolita na wykazanie istotnych réznic
genetycznych (tylko 39,5% pokrewienstwo), co przesa-
dzilo o wydzieleniu nowego gatunku. Z kolei gatunek
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C. stationis zostal zaproponowany przez Bernarda
i wsp. [7]. Opis zostal stworzony na bazie dwdch szcze-
pow izolowanych z katu niemowlecia oraz reklasyfikacji
dwoch szczepdw nalezacych do Brevibacterium stationis
i C. ammoniagenes. Jest to pierwszy gatunek w obrebie
rodzaju Corynebacterium, ktéry ma zdolno$¢ rozktadu
cytrynianu i alkalizowania podloza.

C. pyruviciproducens opisali Tong i wsp. [80].
Szczep, ktory stal sie wzorcowym dla tego gatunku zostat
wyizolowany z ropnia pachwiny. Analiza sekwencji 16S
rRNA oraz czeéci sekwencji genu rpoB wskazata na naj-
blizsze pokrewienstwo z C. glucuronolyticum. Metoda
hybrydyzacji DNA-DNA wykazano jednak niskie pokre-
wienstwo genetyczne z tym gatunkiem. Nowy gatunek
réznil sie takze szeregiem cech fenotypowych, w tym
zdolnoscig tworzenia kwasu pirogronowego, ktéra to
cecha dafa podstawe nadania mu nazwy.

6. Podsumowanie

Wydzielanie nowych taksonéw maczugowcow oparte
jest, w najwigkszym stopniu na wykazywaniu réznic
w sekwencjach genomu. Podejscie filogenetyczne ma
niezaprzeczalne uzasadnienie. Porzadkuje dotychcza-
sowe wyniki i wyklucza niepotrzebne powtdrzenia,
gdyz niektore gatunki, jak si¢ okazalo, byty opisane pod
réznymi nazwami, nalezacymi czasem do odleglych
taksonow. Klasyfikacja genetyczna okazuje sie jednak
nie w pelni doskonala. Ciagle prowadzone sa dyskusje
na temat definicji gatunku. W kontekscie taksonomii
maczugowcow s3 one szczegolnie wazne. Sugeruje sie
bowiem, Ze podstawowe kryterium zaproponowane
przez Wayne iwsp. [87] czyli tozsamos¢ 70% sekwen-
cji mierzonej hybrydyzacja DNA-DNA, jest zbyt mata,
aby szczepy zaliczone do tego samego gatunku przed-
stawialy mozliwe do przewidzenia podobienstwo cech
fenotypowych. Postugujac sie przykladem Escherichia
coli autorzy pokazuja, ze oznacza¢ to moze roznice
w budowie az 1000 genéw funkcjonalnych, co pociaga
powazne konsekwencje w ekologii szczepow, a odreb-
no$¢ ekologiczna jest jednym z elementéw definicji
gatunku [16, 52]. Znaczne genetyczne podobienstwo
moze dotyczy¢ drobnoustrojéw wyraznie odmiennych
fenotypowo, szczegdlnie pod wzgledem chorobotwor-
czosci, np. E. coli i Shigella spp. [48] . Dlatego z nadzieja
nalezy spojrze¢ na nowe techniki oceny fenotypowej, jak
te zaproponowane przez Bochnera i wsp. [8]. Juz
w 1996 roku Vandamme i wsp. [82] glosili teorig
taksonomii polifazowej, ktéra szczegoélnie w przypadku
maczugowcow okazala sie przydatna. Sekwencje przy-
jete w tworzeniu drzewa filogenetycznego tych bakterii
okazaly sie zbyt podobne i trzeba bylo siegna¢ po inne
sekwencje gendw konserwatywnych, a takze po metody
chemotaksonomiczne i biochemiczne. System fenetyczny
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wykorzystywany jest w identyfikacyjnych systemach
numerycznych, gdzie wspdlczynniki podobienstwa wy-
liczane s3 na podstawie wielu cech. Mimo znacznego
postepu identyfikacja maczugowcéw nadal stanowi
ogromne wyzwanie, z ktérym wobec narastajacego zna-
czenia klinicznego tych bakterii musimy si¢ zmierzy¢.
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