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Konrad Malicki – Wspomnienie

Prof. dr hab. Konrad Malicki urodził się 25 lutego 
1929 roku w Grudziądzu. Lata dziecięce i młodzieńcze 
spędził w różnych miastach, co wynikało z częstych prze-
niesień służbowych ojca, Walentego Malickiego, który 
w latach 1928–1935, w  randze kapitana, pełnił obo-
wiązki kierownika Ambulatorium Weterynaryjnego 
w  Centrum Wyszkolenia Kawalerii w Grudziądzu, 
następnie w latach 1935–1938 służył w 2 Pułku Artylerii 
ciężkiej (PAC) w Chełmie Lubelskim. 

Od października 1939 do końca wojny przebywał 
w Kielcach, gdzie ukończył szkołę podstawową, a następ- 
nie kontynuował naukę na kompletach tajnego naucza-
nia. W tym samym czasie uczestniczył w działalności 
konspiracyjnej – ZWZ i AK. W latach 1945–1947 ukoń-
czył Gimnazjum i  Liceum im.  Stefana Żeromskiego 
i uzyskał świadectwo dojrzałości. W okresie szkolnym 
Profesor Malicki uprawiał kilka dyscyplin lekkiej atle-
tyki, gry zespołowe oraz ukończył kursy pilotażu szy
bowcowego i kurs spadochronowy. 

Idąc w ślady ojca podjął studia wyższe w zakresie me- 
dycyny weterynaryjnej, które odbył w latach 1947–1951 
na Uniwersytecie Warszawskim. Dyplom i tytuł zawo-
dowy lekarza weterynarii uzyskał w roku 1952, już po 
przyłączeniu warszawskiego wydziału weterynaryjnego 
do SGGW. Jeszcze podczas studiów zatrudniony był jako 
asystent na Wydziale Weterynaryjnym SGGW, w  Ka- 
tedrze Mikrobiologii. W latach 1947–1949 był członkiem 

członkiem Bratniej Pomocy Uniwersytetu Warszaw-
skiego i uczestniczył w działalności sekcji wydawniczej. 
Na podstawie wykładów Profesora Kazimierza Krysiaka, 
wraz z kolegami opracował pierwszy powojenny skrypt 
z anatomii prawidłowej, odbity w  127  egzemplarzach 
na powielaczu spirytusowym. W roku 1949 rozpoczął 
pracę w Kole Naukowym Medyków Weterynaryjnych, 
a w marcu 1950 roku, będąc studentem III roku studiów, 
podjął obowiązki wolontariusza w Zakładzie Bakterio-
logii Wydziału Weterynaryjnego UW, późniejszej Ka- 
tedry Mikrobiologii. Uczestniczył w tym czasie w bada-
niach prowadzonych przez prof. dr hab. Juliusza Brilla 
i ówczesną adiunkt dr Stanisławę Woyciechowską, nad 
wirusowym ronieniem klaczy. Z dniem 1 października 
1950 roku, uzyskał pierwsze zatrudnienie etatowe, na sta- 
nowisku zastępcy asystenta w wymienionym Zakładzie. 

Profesor Konrad Malicki przeszedł wszystkie etapy 
kariery naukowej nauczyciela akademickiego, uzysku-
jąc w macierzystej placówce stopnie naukowe: doktora 
nauk weterynaryjnych w 1964 roku, doktora habili- 
towanego nauk weterynaryjnych w zakresie wiruso- 
logii w 1967 roku, a także tytuły i stanowiska: docenta 
w 1968 roku, profesora nadzwyczajnego w 1979 roku 
i profesora zwyczajnego SGGW w 1992 roku. W latach 
1970–1975 pełnił przez dwie kadencje obowiązki za- 
stępcy dyrektora Instytutu Chorób Zakaźnych i Inwa- 
zyjnych, a  w  latach  1976–1981 był dyrektorem tego 
Instytutu. W  roku  1976 zrealizował plany swoich 
poprzedników i stworzył Zakład Wirusologii, którym 
kierował do czasu przejścia na emeryturę w 1999 roku.

W latach 1964/65 Profesor Malicki uzyskał roczne sty- 
pendium habilitacyjne Fundacji im. A. von Humboldta 
(1964/65) i w Instytucie Mikrobiologii i Chorób Za- 
kaźnych Zwierząt Uniwersytetu Ludwika Maksymiliana 
w Monachium kontynuował rozpoczęte w Polsce prace 
doświadczalne dotyczące wirusa ospy.

W roku 1972 zainicjował i przez kilka lat wraz z ze- 
społem prowadził kompleksowe badania doświadczalne 
dotyczące wirusa choroby pęcherzykowej swiń, objęte 
kryptonimem P-3. Ich efektem było uzyskanie na skalę 
laboratoryjną dwóch swoistych szczepionek profilak-
tycznych (żywej atenuowanej oraz inaktywowanej). 

W tym samym okresie przez kilka kolejnych kaden-
cji powoływany był na członka Komitetu Mikrobiologii 
II  Wydziału PAN, a w Polskim Towarzystwie Mikro-
biologów, pełnił funkcję przewodniczącego Krajowego 
Zarządu Sekcji Wirusologicznej. 

Prof. dr hab. Konrad Malicki – (1929–2011)
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U schyłku lat 70., wraz z zespołem badawczym Zakładu 
Wirusologii i Katedry patologii Wydziału Weterynaryj
nego SGGW, Profesor Malicki podjął eksperymentalną 
tematykę badawczą dotyczącą enterotropwych i entero- 
patogennych wirusów prosiąt i cieląt (rotawirusy, korona
wirusy, kaliciwirusy i inne), zjawisk wirusowej patoge-
nezy na poziomie ultrastruktury komórek oraz wirusowej 
morfogenezy, z zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii 
elektronowej i immunoelektronomikroskopii (EM, IEM). 

Prócz nowej tematyki, Profesor przez wiele lat kon-
tynuował w Zakładzie Wirusologii tradycyjne tematy 
badawcze jego poprzedników, dotyczące diagnostyki 
i profilaktyki zakaźnego wirusowego ronienia klaczy, diag- 
nostyki grypy koni, oraz osobiste zainteresowania zagad-
nieniami taksonomii i nomenklatury wirusologicznej. 

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

Dorobek naukowy Jego ponad 50-letniej działalności 
badawczej i wyraża się liczbą około 120 różnych opra-
cowań naukowych, w tym około 50 prac badawczych, 
które ukazały się w czasopismach krajowych i zagranicz-
nych, 12 opracowań mnograficznych i dydaktycznych 
(skrypty, przewodniki do ćwiczeń, rozdziały książek, 
i podręczników), w tym współautorstwo i współredakcja 
podręczników „Zarys klinicznej bakteriologii wetery-
naryjnej” tom I i tom II. Ponadto Pan Profesor Konrad 
Malicki był promotorem 8 rozpraw doktorskich.

Z Panem Profesorem Konradem Malickim zetkną-
łem się w roku akademickim 1975/76, kiedy przysze-

dłem na pierwsze zajęcia z mikrobiologii weterynaryj-
nej. Pan Profesor potrafił mówić bardzo ciekawie i od 
samego początku poczułem, że „to jest to”. Prawdziwe 
jednak zainteresowanie przyszło po pierwszym wykła-
dzie z wirusologii i wtedy już bez wahania, pod koniec 
drugiego roku studiów, podjąłem, pod okiem Pana 
Profesora, pracę w Kole Naukowym. I tak zostało – po 
uzyskaniu dyplomu – długie lata współpracy w Zakła-
dzie Wirusologii. Pierwsze sukcesy i porażki, długie 
godziny spędzone na doglądaniu zwierząt doświadczal-
nych i pracy przy stole laboratoryjnym. Spotkania całego 
Zespołu podczas przerwy śniadaniowej wypełnione były 
rozmowami, a Pan Profesor często opowiadał o czasach 
studenckich i zainteresowniu anatomią, o początkach 
swojej pracy w Katedrze Mikrobiologii i różnych wyda-
rzeniach z jej działalności. Te rozmowy, nawiązujące 
do historii, wyrobiły w nas poczucie ciągłości Zakładu 
Wirusologii już od czasów Rudolfa Weigla, którego por-
tret, wraz z portretami Pani Profesor Woyciechowskiej 
i Pana Profesora Brilla, do dziś wisi na ścianie labo- 
ratorium. To dzięki Panu Profesorowi pieczołowicie 
przechowujemy cenne pamiątki po naszych poprzed-
nikach, zarówno te materialne, jak muzealny zestaw do 
hodowli wszy, jak i te ulotne, przekazywane w postaci 
opowiadań i anegdot.

To dzieki Panu Profesorowi przeżyłem wielką przy-
godę z wirusologią i chciałbym Mu za to ostatni raz 
podziękować.

Warszawa, 28 kwietnia 2011 r.

Marcin Bańbura

Z głębokim smutkiem przyjęliśmy wiadomość o śmierci prof. dr hab. nauk weterynaryjnych Konrada Malickiego.
Prof. Konrad Malicki był w latach 1991–2005 członkiem Rady Redakcyjnej Postępów Mikrobiologii, recenzentem 
wielu nadsyłanych do naszego czsopisma prac z zakresu wirusologii oraz jednym z naszych Autorów.

Redakcja
Postępów Mikrobiologii

*  *  *
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Jarosław Marek Wiśniewski
– Wspomnienie

W dniu 20 kwietnia 2011 r. zmarł Jarosław Marek 
Wiśniewski, mikrobiolog, dla wielu z nas – po prostu 
Jarek. Odszedł zdecydowanie za wcześnie, w pełni sił 
zawodowych, współprowadząc wiele rozpoczętych pro-
jektów i planując kolejne.

Jarek urodził się w 1964 roku we Włocławku. Tam 
się wychował i tam zdał maturę aby następnie podjąć 
studia na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszaw-
skiego. Swoje zamiłowanie do biologii rozwinął już 
w  okresie szkolnym, czego wyrazem był Jego udział 
w ogólnopolskich zawodach III Olimpiady Biologicz-
nej, na których zdobył srebrną odznakę. Studia ukończył 
w 1989 roku obroną pracy magisterskiej pt. „Identyfi-
kacja białek błony zewnętrznej w kilku gatunkach Yersi­
nia”. Wkrótce potem, Jarek, jako młody magister, został 
pracownikiem Zakładu Mikrobiologii Stosowanej Insty-
tutu Mikrobiologii UW. Z ogromną pasją wykonywał 
zadania badawcze Zakładu, koncentrujące się głównie 
na analizie mechanizmów patogenezy bakterii z rodzaju 
Listeria oraz Yersinia. Od 1993 roku, po powrocie ze 
stażu naukowego w USA (School of Medicine, Univer-
sity of Pennsylvania, Philadelphia), podjął intensywne 
badania nad patogenami bakteryjnymi pod kątem ich 

zastosowania w opracowaniu szczepionek najnowszej 
generacji. W ramach tej pracy stał się naszym zakła-
dowym „ekspertem” od hodowli tkankowych i technik 
mikroskopowania. 

Jarek był też świetnym dydaktykiem. Każdego roku 
kształcił liczne grupy studenckie sprawował opiekę 
naukową nad dyplomantami. Jego dynamiczny, nowo-
czesny, pozbawiony akademickiej sztywności styl pro-
wadzenia zajęć zjednał mu sympatię wielu studentów. 
W  swojej pracy ze studentami, a  także kolegami „po 
fachu” był zawsze otwarty i życzliwy. Każdemu służył 
radą i pomocną dłonią.

Entuzjazm i zaangażowanie w pracy naukowej do- 
skonale łączył z popularyzacją nauki. Na drzwiach Jego 
pokoju w Zakładzie pojawił się sporządzony przez stu-
dentów, żartobliwy napis „Gwiazda TV”. I rzeczywiście 
Jarek był „gwiazdą” Telewizji Akademickiej, jako popu-
laryzator nauki. Zrealizowany przez niego cykl wykła-
dów i seminariów poświęconych mikrobiologii cieszył 
się wielkim zainteresowaniem wśród studentów. Mikro-
biologię Jarek popularyzował także poprzez aktywność 
publikacyjną, będąc autorem licznych artykułów prze-
glądowych i monografii. Ostatnia praca Jarka, którą na- 
pisał, poświęcona była sylwetce Roberta Kocha, w setną 
rocznicę urodzin odkrywcy prątka gruźlicy. Artykuł 
ten, który ukazał się w czasopiśmie Kosmos w maju 
ub. r. stał się jednym z najlepszych polskojęzycznych 
opracowań monograficznych na temat tego wielkiego 
mikrobiologa, jakie kiedykolwiek o nim napisano. Semi-
naria, które prowadził w różnych ośrodkach nauko-
wych w całym kraju były zawsze staranie przygotowane 
i były dla ich słuchaczy prawdziwą przyjemnością, ucztą 
wiedzy i humoru.

Jarek był ogromnie oddany pracy zawodowej i spo-
łecznej. Uniwersytet Warszawski był dla Niego jak drugi 
dom; był wyjątkowo wierny swojej Alma Mater. To co 
Jego wyróżniało to pewien rodzaj pozytywnego uporu, 
konsekwencji w dążeniu do obranego przez siebie celu. 
Pamiętam jak na znalezienie zdjęcia, przedstawiającego 
proces wnikania bakterii do komórki eukariotycznej 
(ostatnia praca Jarka, która zdobi okładkę naszego 
pisma) Jarek poświęcił kilka miesięcy. Wykonał i obej-
rzał parę tysięcy zdjęć, aby wybrać to jedno właśnie, 
które najbardziej Go satysfakcjonuje.

mgr Jarosław Marek Wiśniewski (1964 – 2011)
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Pasja i ogromny talent Jarka do robienia wspaniałych 
fotografii nie ograniczała się do zdjęć mikroskopowych, 
ale również świata zauważalnego gołym okiem. Fotogra-
fia zawsze była jego hobby, które doprowadził do profe-
sjonalnej perfekcji. Zamiłowanie Jarka do robienia ory-
ginalnych zdjęć ściśle współgrało z ciekawością świata 
i podróżami. Obie te pasje zaprowadziły Go w najod-
leglejsze zakątki świata i podmorskie głębiny, dlatego 
na Jego zdjęciach można podziwiać wiele niezwykłych 
okazów flory i fauny.

Jarek był też instytutowym „guru” w zakresie wiedzy 
informatycznej. To On uczył nas podstaw pracy z kom-
puterami. Czuwał jak dobry duch nad naszymi „łączami 
ze światem”. Jego zaangażowanie na polu informatyki 
miało i nadal ma dla nas wymierne korzyści. To właśnie 
Jarek organizował i prowadził jako „webmaster” strony 

internetowe na Wydziale Biologii i w Polskim Towarzys
twie Mikrobiologów (którego był wieloletnim członkiem). 

Jarek kochał swoją pracę, w niej potrafił rozwiązy-
wać najtrudniejsze problemy. Zawsze pełen pomysłów, 
niespożytej energii, nigdy się nie poddawał. Dlatego 
tym bardziej nie możemy zrozumieć co się stało. Jak 
to możliwe, że już nigdy nie przyjdzie uśmiechnięty do 
naszego Zakładu i nie opowie o najświeższych technicz-
nych nowinkach?

Jarku, choć Cię z nami już nie ma, zostaniesz na zawsze 
na kartach naszych wspólnych artykułów, w  autor- 
skich stopkach pięknych mikrofotografii, ale przede 
wszystkim w naszej wdzięcznej, koleżeńskiej pamięci.

Jacek Bielecki
oraz członkowie „Listeria Team”

Z głębokim smutkiem donosimy, iż 20 kwietnia 2011 roku zmarł niespodziewanie nasz najbliższy współpra-
cownik i przyjaciel mgr Jarosław Marek Wiśniewski.

Śp. J.M. Wiśniewski był projektantem oraz współtwórcą strony internetowej Postępów Mikrobiologii, jak również  
witryny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów. Od wielu lat sprawował opiekę nad elektronicznymi wydawnic-
twami PTM. Był autorem zdjęć reprodukowanych na okładkach Postępów Mikrobiologii – pożegnał się z nami 
oddając do ostatniego zeszytu, chyba najlepszą swoją pracę. Zawsze żywo interesował się nowościami w takich 
dziedzinach jak mikrobiologia, biotechnologia oraz informatyka. 

Jarku brak nam będzie Twoich mądrych rad i Twojego optymizmu.

Jerzy Hrebenda i Koledzy z Redakcji

*  *  *



1.  Wstęp

Odczytanie sekwencji nukleotydowej genomu bak
terii Haemophilus influenzae Rd KW20, zapoczątkowało 
w 1995 roku [14] erę genomiki prokariotów. Od tego 
czasu obserwuje się coraz bardziej dynamiczny rozwój tej 
dziedziny badań, szczególnie zintensyfikowany w ostat-
nich latach dzięki opracowaniu i wprowadzaniu nowych 
technik sekwencjonowania DNA. Według informacji 
zawartych w bazie National Center for Biotechnology 
Information (NCBI), odczytano dotychczas kompletne 
sekwencje nukleotydowe genomów 1279 szczepów bak-
terii oraz 93 przedstawicieli Archaea. Co więcej, kolej-
nych 3 531 projektów genomicznych bakterii i 83 arche-
onów jest obecnie w trakcie realizacji (dane z 13.12.2010). 
Najwięcej danych zgromadzono dotąd o genomach 
szczepów bakterii zaliczanych do typów: Proteobacteria 
(607 zsekwencjonowanych genomów), Firmicutes (317), 
Actinobacteria (123) oraz Cyanobacteria (41). 

Oprócz kompleksowych badań kompletnych geno-
mów prokariotycznych realizowane są również projekty, 
których celem jest poznanie sekwencji jedynie mniej-
szych replikonów, tj. bakteriofagów i plazmidów. Do 
momentu zakończenia przygotowywania manuskryptu 

tej pracy poznano kompletne sekwencje 2 155 plazmi-
dów bakteryjnych, 100 plazmidów archeonów oraz 
595 bakteriofagów (NCBI).

Analiza tak olbrzymiej puli danych uświadomiła 
badaczom, że genomy są bardzo zróżnicowane, zarówno 
pod względem (i) wielkości, (ii) organizacji struktural-
nej, jak i (iii) rodzaju niesionej informacji genetycznej. 
Zmienność ta jest wypadkową wielu procesów, m.in. 
wprowadzania do komórki nowej, egzogennej infor-
macji genetycznej w wyniku horyzontalnego transferu 
genów (HGT – horizontal gene transfer), jak i różnego 
typu rekombinacji, które mogą powodować rozległe 
zmiany w strukturze DNA (np. delecje, translokacje, 
inwersje bądź duplikacje).

2.  Wielkość genomów prokariotycznych

Wielkość genomów prokariotycznych jest bardzo 
zróżnicowana. Genomy archeonów mają dość kompak-
tową strukturę. Ich rozmiary zawierają się w przedziale 
od 0,49  Mpz do 5,75  Mpz, przy czym ponad połowa 
z nich liczy około 2 Mpz. Rozpiętość wielkości genomów 
bakteryjnych jest znacznie większa. Znamy bakterie, 
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których genomy nie przekraczają 0,2 Mpz, jak również 
prawdziwego „giganta” świata bakteryjnego, którego 
genom (13 Mpz) jest ponad 65 razy większy. Jednak wiel-
kość genomów zdecydowanej większości bakterii (70%) 
plasuje się w zakresie od 2 do 5 Mpz ( rys. 1). 

Najmniejsze genomy wśród mikroorganizmów pro
kariotycznych mają obligatoryjne symbionty i pasożyty. 
Przyczyną tego jest stopniowa redukcja ich genomów, 
która jest wynikiem: (i) generowania większej liczby 
delecji niż insercji (co jest spowodowane m.in. ogra-
niczeniem zakresu wprowadzania egzogennego DNA 
w  wyniku horyzontalnego transferu genów) oraz 
(ii) utraty genów warunkujących biosyntezę związków, 
które są dostarczone przez gospodarza. W konsekwen-
cji, z genomów symbiontów i pasożytów eliminowane 
są geny umożliwiające im przeżycie poza organizmem 
gospodarza, co jednocześnie czyni stan symbiozy lub 
pasożytnictwa, obligatoryjnym [29].

Najmniejszy genom wśród archeonów ma Nanoar­
chaeum equitans Kin4-M, obligatoryjny symbiont innego 
archeona – Ignicoccus hospitalis KIN4/I, który jest hiper-
termofilnym chemolitoautotrofem [33]. Pojedynczy, 
kolisty chromosom N. equitans, o wielkości 490 885 pz, 
koduje jedynie 540 białek. Archeon ten nie posiada więk-
szości genów umożliwiających syntezę de novo: amino-
kwasów, lipidów, kofaktorów i nukleotydów (które są 
dostarczane przez gospodarza), może on jednak prze-
prowadzać proteolizę białek i deaminację aminokwasów 
z uwolnieniem amoniaku. Stwierdzono, że N. equitans, 
po osiągnięciu odpowiedniej liczebności hamuje wzrost 
I. hospitalis, co może sugerować, że archeon ten nie jest 
symbiontem, lecz pasożytem swego gospodarza [45].

Najmniejszy z poznanych do tej pory genomów 
bakteryjnych (143 795 pz) występuje u „Candidatus 
Hodgkinia cicadicola” Dsem (Alphaproteobacteria). 
Bakteria ta jest obligatoryjnym endosymbiontem 
cykady Diceroprocta semicincta. Jej genom koduje za
ledwie 169 białek oraz 19 strukturalnych RNA, a w prze
ciwieństwie do innych symbiontów prokariotycznych, 

charakteryzuje się dość dużą zawartością par GC w se
kwencji nukleotydowej (58,4%). 

Z kolei, najmniejsze genomy wśród wolno żyją-
cych mikroorganizmów prokariotycznych mają odpo-
wiednio: (i) wspomniany wyżej archeon – Ignicoccus 
hospitalis KIN4/I – 1 297 538 pz [33] oraz (ii) bakteria 
należąca do klasy Alphaproteobacteria – „Candidatus 
Pelagibacter ubique” HTCC 1062 – 1 308 759 pz [19]. 
Na drugim końcu skali znajduje się bakteria glebowa 
Sorangium cellulosum ‘So ce 56’ (Deltaproteobacteria), 
której genom (13 033 799 pz) jest o około 10% więk-
szy od chromosomu Saccharomyces cerevisiae S288c 
(12 Mpz). Genom tej bakterii składa się z pojedynczego, 
kolistego chromosomu, w obrębie którego zidentyfi
kowano 9 381 genów kodujących m.in. białka zaanga
żowane w syntezę wielu metabolitów wtórnych, np. 
barwników karotenoidowych oraz różnorodnych sub-
stancji cytotoksycznych [36]. 

3. Organizacja strukturalna genomów prokariotycznych

Ponieważ pierwsze poznane genomy bakteryjne 
(H. influenzae, E. coli) zawierały pojedynczy, kolisty 
chromosom, dość długo błędnie uważano, że jest to 
typowe dla chromosomów wszystkich bakterii. Okazało 
się jednak, że w wielu przypadkach genomy mają struk-
turę wieloreplikonową, składają się bowiem z dwóch, 
bądź trzech różnych chromosomów, wśród których 
spotyka się też replikony o strukturze liniowej (rys. 2). 
Ważną częścią wielu genomów są również plazmidy, 
których wielkość może niekiedy przekraczać rozmiary 
pewnych chromosomów. 

3.1. Genomy zawierające plazmidy

Plazmidy są to pozachromosomowe, koliste lub 
liniowe cząsteczki DNA zdolne do autonomicznej re- 
plikacji. Występują one powszechnie w bardzo wielu 

Rys. 1. Zróżnicowanie wielkości genomów Archaea i Bacteria, 
wg [21], (zmodyfikowany)

Powyższe zestawienie wykonano w oparciu o dane zamieszczone do dnia 
1 grudnia 2010 w bazie NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Rys. 2. Występowanie genomów wielochromosomowych u bakterii
Powyższe zestawienie wykonano w oparciu o dane zamieszczone do dnia 

1 grudnia 2010 w bazie NCBI.
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organizmach prokariotycznych, a także u niektórych 
eukariotów. Analiza poznanych dotąd genomów wska-
zuje, że ok. 20% archeonów i 36% bakterii niesie co 
najmniej jeden plazmid. 

Plazmidy, choć zwykle nie są niezbędne dla swo-
ich gospodarzy (nie niosą kluczowych genów metabo
lizmu podstawowego – house keeping genes), odgry-
wają ważną rolę w ewolucji prokariotów, umożliwiają 
bowiem wprowadzanie do komórki puli egzogennego 
DNA, w drodze horyzontalnego transferu genów. Wiele 
z nich niesie informację genetyczną warunkującą różno-
rodne cechy fenotypowe (np. oporność na antybiotyki 
bądź jony metali ciężkich, czy też zdolność do wyko-
rzystywania trudno przyswajalnych źródeł węgla), które 
w określonych warunkach środowiska mogą zapewnić 
przewagę gospodarzowi w konkurencji z innymi mikro-
organizmami zasiedlającymi tę samą niszę ekologiczną. 

Wśród archeonów najwięcej plazmidów, bo aż sie-
dem, zidentyfikowano w genomie Haloarcula maris­
mortui ATCC 43049 [1], zaliczanego do rodziny Halo­
bacteriaceae. W halofilnych archeonach z tej rodziny 
występuje niemal połowa wszystkich poznanych dotąd 
plazmidów Archaea. Wykryto tam również najmniejszy 
oraz największy zidentyfikowany dotąd plazmid arche-
onów, odpowiednio: (i) pZMX201 (1 668 pz) z  Natri­
nema sp. CX2021, który zawiera tylko jeden gen oraz 
(ii) pHLAC01 (413 338 bp) z Halorubrum lacusprofundi 
ATCC 49239 niosący aż 402 geny. 

W przypadku bakterii, prawdziwym rekordzistą 
pod względem liczby niesionych plazmidów, jest znany 
patogen Borrelia burgdorferi B31, wywołujący bore-
liozę. W bakterii tej występuje aż dwadzieścia jeden 
plazmidów, z których dwanaście ma strukturę liniową. 
Łączna wielkość tych replikonów wynosi około 533 kpz, 
podczas gdy liniowy chromosom szczepu B31 ma za- 
ledwie 911 kpz. Plazmidy te niosą niemal 50% wszyst-
kich genów B. burgdorferi B31 (rys. 3). Przypuszcza 

się, że wiele z tych genów może kodować białka odpo-
wiedzialne za wirulencję, w tym za zmienność anty
genów powierzchniowych [15]. Co ciekawe, w jednym 
z plazmidów tego szczepu (cp26; 26,5 kpz) zidenty
fikowano gen kodujący resolwazę telomerów – enzym 
zaangażowany w proces replikacji liniowego chromo-
somu [6]. Plazmidy tego typu, zawierające pojedyn-
cze, niezbędne dla bakterii geny metabolizmu pod
stawowego pochodzenia chromosomowego, określa 
się jako essential genetic elements, a więc można je 
nazwać „niezbędnikami”. 

Największym poznanym dotąd plazmidem jest 
pNGR234b (2 430 033 pz) pochodzący z Rhizobium sp. 
NGR234 (Alphaproteobacteria). Chociaż plazmid ten 
niesie ponad 35% genów szczepu NGR234, to jednak nie 
jest on „niezbędnikiem”, gdyż nie zawiera unikalnych 
genów metabolizmu podstawowego. Niemniej jednak 
koduje on wiele systemów transportu (ponad 50% trans-
porterów tego szczepu, głównie typu ABC) oraz poten-
cjalne elementy transpozycyjne (ok. 40% całkowitej puli 
transpozonów zidentyfikowanych w szczepie NGR234), 
co sugeruje zarówno obecność genów o charakterze 
adaptacyjnym, jak i duży potencjał rekombinogenny 
tego replikonu [35]. 

U bakterii przeważają jednak znacznie mniejsze 
plazmidy. Najmniejsze z nich to pRKU1 i pRQ7 (oba 
o wielkości 846 pz), które zidentyfikowano, odpowiednio, 
w Thermotoga petrophila RKU-1 oraz Thermotoga  sp. 
RQ7. Są one niemal identyczne i zawierają tylko jeden 
gen – kodujący białko replikacyjne.

3.2.  Genomy wielochromosomowe

Jak wynika z danych zamieszczonych w bazie NCBI, 
poznano dotąd 70 genomów bakteryjnych, w skład 
których wchodzą dwa lub trzy chromosomy. W większości 
(ponad 80%) genomy takie występują u przedstawicieli 

Rys. 3. Dystrybucja sekwencji kodujących białka w plazmidach i chromosomach szczepów wybranych gatunków bakterii
Powyższe zestawienie wykonano w oparciu o dane zamieszczone do dnia 1 grudnia 2010 w bazie NCBI.
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typu Proteobacteria, głównie z klasy Betaproteobacteria 
(rys. 2). Z kolei wśród 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) posiadają dwa chromosomy [1]. 

Analiza informacji genetycznej zawartej w geno- 
mach wielochromosomowych wskazuje, że chromo-
somy nie są równocenne, można bowiem wyróżnić 
wśród nich: (i)  chromosom główny (oznaczany jako 
chromosom 1), który zawiera zasadniczą część genów 
metabolizmu podstawowego, rozmieszczonych równo-
miernie w całym replikonie oraz (ii) chromosom (bądź 
chromosomy) dodatkowy (secondary chromosomes), 
niosący zazwyczaj mniejszą pulę genów metabolizmu 
podstawowego, skupionych w obrębie stosunkowo 
niewielkich segmentów DNA. W chromosomach tych 
spotyka się charakterystyczne dla plazmidów systemy 
replikacyjne (np. replikony typu repABC występujące 
często w bakteriach z klasy Alphaproteobacteria) oraz 
geny o  charakterze adaptacyjnym, które zazwyczaj 
sprzężone są z  plazmidami. Obserwacje te sugerują, 
że drugi i kolejne chromosomy powstają prawdopodob-
nie z protoplasty plazmidowego, na skutek wewnątrz
komórkowego transferu genów z pierwszego chromo-
somu [38]. Wyniki analiz bioinformatycznych sekwencji 
genomów bakterii należących do rzędu Rhizobiales 
potwierdzają tę hipotezę, wskazując jednocześnie, że 
plazmidy (protoplaści chromosomów) ulegały wielu 
zmianom w wyniku kolejnych duplikacji, delecji, a także 
insercji segmentów DNA wprowadzanych w horyzon-
talnym transferze genów [3]. 

Istnieją także inne możliwości pojawiania się dodat-
kowych chromosomów, takie jak (i) defektywny rozdział 
chromosomów po replikacji, (ii) defektywny rozdział 
kointegratów chromosomów utworzonych w wyniku 
różnego typu rekombinacji – homologicznej, specyficz-
nej wobec miejsca bądź transpozycji oraz (iii) kumula-
cji mutacji punktowych w chromosomie występującym 
w komórce w wielu kopiach. 

Sugeruje się, że wspólny przodek wielu współczes
nych bakterii posiadał zapewne pojedynczy chromosom, 
zaś stopniowe zmiany, zachodzące na zasadzie przy- 
padkowych rekombinacji, doprowadziły do obserwowa- 
nej obecnie różnorodności w architekturze genomów 
bakteryjnych [42]. 

Na podkreślenie zasługuje fakt, że bakterie posiada-
jące złożone genomy charakteryzuje bardzo plastyczny 
metabolizm. Doskonale radzą sobie one w środowis
kach otwartych, a także mogą wchodzić w interakcje 
z innymi organizmami. Przykładowo, bakterie z rodza-
jów Agrobacterium oraz Brucella są patogenami (odpo-
wiednio roślin i zwierząt), a z rodzaju Rhizobium – sym-
biontami roślin motylkowych. Występowanie złożonego 
genomu może być korzystne dla organizmów żyjących 

w zmiennych warunkach środowiska, bowiem genom 
taki szybciej ulega replikacji (co skraca czas generacji), 
ponadto łatwiej ulega rozmaitym rearanżacjom struk-
turalnym, co z kolei może pociągać za sobą pojawie-
nie się nowych cech o charakterze adaptacyjnym [13]. 
Przyjmuje się również, że kolejne chromosomy stają 
się miejscem akumulacji nowej informacji genetycznej 
wówczas, gdy pojemność kodująca pierwszego chromo-
somu osiągnęła maksimum [38].

4.	I nformacja genetyczna w genomach
	 prokariotycznych

Podstawowy etap projektów genomicznych zakłada 
przeprowadzenie szczegółowych analiz sekwencji nukleo
tydowych w celu zdefiniowania występującej w nich 
informacji genetycznej. Konieczna jest zatem (i) iden-
tyfikacja i charakterystyka sekwencji kodujących białka 
i cząsteczki RNA, (ii) wyróżnienie pseudogenów oraz 
(iii) sekwencji repetytywnych, a także (iv) zdefinio-
wanie innych składowych, w tym ruchomych elemen-
tów genetycznych, z których wiele występuje w formie 
zintegrowanej z genomowym DNA. 

4.1.  Sekwencje kodujące białka

Genomy bakterii i archeonów mają kompaktową 
strukturę, bowiem kodują maksymalną ilość informacji 
genetycznej w obrębie jak najmniejszego regionu DNA. 
Zagęszczenie sekwencji kodujących (w przeliczeniu na 
1 kpz genomowego DNA) wynosi od 0,8 do 1,2 genu, 
przy średniej długości pojedynczego genu wynoszącej 
około 1 kpz [21]. 

Na podstawie analizy sekwencji nukleotydowych 
573 szczepów bakterii stwierdzono, że przeciętny genom 
składa się z 3 053 genów, wśród których można wyróż-
nić: (i) geny stanowiące konserwowany rdzeń genomów, 
(ii) geny nadające cechy charakterystyczne danemu ga- 
tunkowi oraz (iii) geny dodatkowe. Geny konserwo-
wanego rdzenia należą do prawie 250 rodzin genów 
i  stanowią około 8% każdego genomu bakteryjnego, 
niezależnie od gatunku. Kodują one białka zaangażo-
wane w translację, replikację i zachowanie równowagi 
energetycznej – są to zatem geny metabolizmu podsta-
wowego. Znajdują się one stale pod wpływem presji 
selekcyjnej, bowiem ich inaktywacja wywołuje efekt 
letalny. Geny nadające cechy charakterystyczne danemu 
gatunkowi stanowią około 64% przeciętnego genomu 
bakteryjnego i zalicza się je do prawie 7 900 rodzin. 
Z kolei geny zaliczane do ostatniej kategorii (zajmują 
około 28% genomu) stanowią niezwykle różnorodną 
pulę, w której spotyka się reprezentantów aż około 
140 000 rodzin. Postuluje się, że stanowią one swoisty 
rezerwuar sekwencji kodujących białka o nieznanej 
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funkcji, z których wiele może pełnić ważną rolę w spe-
cyficznych warunkach środowiska [2, 22].

Kompleksowe analizy z zakresu genomiki porównaw
czej pozwoliły wyróżnić grupy genów ortologicznych 
(COG – cluster of ortholog genes), pochodzących od 
wspólnego przodka [20]. Obecność ortologów w geno-
mach różnych gatunków prokariotów nie jest jednak 
jednoznaczna z filogenetycznym pokrewieństwem 
tych organizmów, geny te mogą być bowiem wpro-
wadzane do różnych gospodarzy w drodze horyzon-
talnego transferu genów. Okazało się, że przeciętnie 
około 80% genów w danym genomie należy do znanych 
grup ortologów, a tym samym wykazuje pokrewieństwo 
z innymi genami [21].

W obrębie genomów bakterii i archeonów ziden-
tyfikowano również wiele potencjalnych genów, które 
kodują białka niewykazujące znaczącego podobień- 
stwa sekwencji aminokwasowej do poznanych dotąd 
białek. Białka te określane są w bazach danych jako 
„hipotetyczne białka o nieznanej funkcji”, a ich poten-
cjalne geny noszą angielskie nazwy ORFans lub ELFs 
(evil little fellows). Te „hipotetyczne geny” stanowią 
nawet do 15% całkowitej puli genowej organizmów 
prokariotycznych i zaliczane są do puli genów rzadko 
spotykanych, które nie zostały dotąd zaklasyfikowane 
do żadnej z grup ortologów. Niekiedy postuluje się 
ich fagowe pochodzenie, co w świetle wciąż dość słabo 
rozwiniętej genomiki bakteriofagów, mogłoby tłu- 
maczyć brak zidentyfikowanych homologów [21]. Nie 
można też wykluczyć, że przynajmniej część z nich 
jest wynikiem błędów popełnianych podczas adnotacji 
sekwencji nukleotydowych [31]. 

4.2.  Sekwencje kodujące RNA

Analizując długość regionów międzygenowych u Ar- 
chaea i Bacteria, uzyskujemy wartości bimodalne, osią-
gające maksima dla: (i) około 0 pz (głównie w przy-
padku operonów, gdzie poszczególne geny zachodzą na 
siebie) oraz (ii) około 100 pz (dla regionów położonych 
między operonami) [21]. Duże regiony międzygenowe, 
o wielkości przekraczającej 1 000 pz, kodują tzw. funk-
cjonalny RNA lub mogą zawierać pseudogeny. 

Do funkcjonalnego RNA zaliczamy: (i) transpor-
tujący RNA (tRNA), który odpowiada za przyłączanie 
aminokwasów i ich transport do rybosomów (gdzie 
zostają one włączane do powstającego, w trakcie transla-
cji, łańcucha polipeptydowego) oraz (ii) mały, regulato-
rowy RNA (sRNA – small RNA), nazywany także nieko-
dującym RNA (ncRNA – non-coding RNA). Bakteryjne 
ncRNA mają zwykle od 50 do 400 nukleotydów. Są one 
kluczowymi regulatorami ekspresji genów zaangażowa-
nych w różne procesy komórkowe, m.in. w adaptację do 
warunków stresowych, wirulencję, transdukcję sygna-
łów komórkowych oraz szeroko pojęty metabolizm. 

Działają one na różnych etapach ekspresji genów, m.in. 
poprzez kontrolę procesu: (i) transkrypcji, (ii) stabiliza-
cji i procesowania RNA, (iii) translacji oraz (iv) translo-
kacji i degradacji białek [8, 25]. 

Sekwencje, które są transkrybowane w niekodu-
jące, regulatorowe RNA stanowią średnio 10–15% ge- 
nomu [46]. W ciągu ostatnich 10 lat, dzięki rozwojowi 
genomiki porównawczej oraz technik bioinformatycz- 
nych, udało się ponad dziesięciokrotnie zwiększyć 
liczbę identyfikowanych ncRNA. Są to jednak, w więk-
szości, cząsteczki wyróżnione jedynie in silico, których 
obecność nie została dotąd zweryfikowana ekspery- 
mentalnie. Nie wiadomo również, jaką specyficzną 
rolę mogą one odgrywać w komórkach. Dobry przy-
kład stanowią genomy szczepów E. coli gdzie, stosując 
metody bioinformatyczne, wykryto ponad 100 cząste-
czek ncRNA, z których jedynie dwudziestu udało się 
przypisać funkcje biologiczne [4]. 

4.3. Pseudogeny

Pseudogeny to niekodujące regiony DNA powstałe 
z defektywnych genów, które utraciły swą pierwotną 
funkcję. Początkowo uważano, że występują one spo-
radycznie u prokariotów, jednak kompleksowa ana-
liza 64  wybranych genomów bakteryjnych, wykazała 
obecność ponad 7 000 pseudogenów. W niektórych 
szczepach mogą one stanowić nawet do 5% wszystkich 
sekwencji o charakterze genów [26]. 

Pseudogeny identyfikuje się zarówno w chromo- 
somach, jak i w plazmidach bakterii oraz archeonów. 
Analizując ich dystrybucję w genomach, nie dostrzega 
się żadnych prawidłowości. Sytuacja ta wynika z loso-
wego generowania pseudogenów, które mogą powsta- 
wać w wyniku (i) powolnej i stopniowej akumulacji 
mutacji w obrębie poszczególnych genów bądź (ii) szyb-
kiej inaktywacji genów, spowodowanej insercją egzo-
gennego DNA, np. w wyniku transpozycji elementu 
transpozycyjnego [16].

Szczególne dużo pseudogenów zawierają genomy 
niektórych wewnątrzkomórkowych patogenów, głów-
nie z rodzajów Mycobacterium i Rickettsia. Na przy-
kład w Mycobacterium leprae TN zidentyfikowano aż 
1 115 pseudogenów, stanowiących prawie 30% całego 
genomu. Jest wielce prawdopodobne, że nagromadzenie 
pseudogenów w genomach patogenów wewnątrzkomór-
kowych wynika ze specyficznego środowiska życia tych 
mikroorganizmów. Bogactwo substancji odżywczych 
wewnątrz komórek gospodarza oraz ograniczona presja 
selekcyjna środowiska zewnętrznego sprzyjają akumula-
cji mutacji w obrębie genów kodujących zbędną, w tych 
warunkach, informację genetyczną. Zmiany te są szybko 
utrwalane w toku ewolucji, a z czasem DNA zawiera-
jący zmutowane geny zostaje usunięty, co prowadzi do 
redukcji genomu [16, 26]. 
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4.4.  Sekwencje repetytywne

W genomach prokariotycznych występuje wiele 
sekwencji repetytywnych. Analizy bioinformatyczne 
wykazały, że stanowią one średnio 6,9% genomu, nie-
kiedy jednak przekraczają nawet 40%. Rekordzistą 
(42,2%) jest bakteria Orientia tsutsugamushi str. Ikeda, 
w genomie której występuje około 1 000 kopii sekwencji 
o wielkości 770 pz [44].

Większość powtórzeń w DNA to tzw. sekwencje 
rozproszone (interspaced repeats), które występują 
powszechnie. Uważa się, że mogą odgrywać ważną rolę 
w organizacji i ewolucji genomów prokariotycznych. 
Wykazano, że w obrębie takich sekwencji dochodzi 
dość często do różnego typu zdarzeń rekombinacyjnych, 
które prowadzą do mniej bądź bardziej rozległych zmian 
w strukturze DNA [44]. 

Sekwencje repetytywne są zwykle zlokalizowane w re- 
gionach międzygenowych, dzięki czemu mogą być 
transkrybowane wraz z przyległymi genami. Ich obec-
ność niejednokrotnie umożliwia wytworzenie struktur 
drugorzędowych mRNA, które determinują stabilność 
powstałych transkryptów. Sekwencje te mogą zatem 
pełnić również ważne funkcje regulacyjne [9, 32]. 

Jedną z najlepiej scharakteryzowanych klas sekwen-
cji repetytywnych są MITE (miniature inverted-repeat 
transposable element), które zaliczane są do grupy nie-
autonomicznych elementów transpozycyjnych. Ich wiel-
kość zawiera się w przedziale od 70 do 300 pz. MITE to 
prawdopodobnie zredukowane formy sekwencji inser-
cyjnych, których mobilność jest determinowana przez 
dostarczone in trans transpozazy, kodowane przez inne, 
funkcjonalne elementy transpozycyjne. Występują one 
powszechnie u wielu prokariotów, w liczbie od kilku-
dziesięciu do kilkuset kopii, zaś w niektórych przypad-
kach mogą stanowić nawet około 2% genomu gospoda-
rza [10]. Elementy typu MITE oprócz pełnienia funkcji 
regulacyjnych mogą także ogrywać istotną rolę w ewo-
lucji białek oraz regulacyjnego RNA [11]. 

Powtórzone sekwencje są także elementem składo- 
wym systemów CRISPR (clustered, regulary inter- 
spaced short palindromic repeats), zawierających regu-
larnie rozmieszczone, krótkie sekwencje palindromowe. 
Systemy te to największe zgrupowania sekwencji repe-
tytywnych, jakie poznano dotąd w genomach proka-
riotycznych. Występują one aż w około 90% genomów 
Archaea oraz w ponad 40% genomów bakteryjnych. 
Regiony te mogą zawierać od 2 do 249 powtórzeń pros
tych, o długości w zakresie od 24 do 47 pz, które są roz-
dzielone regionami łącznikowymi (26 pz – 72 pz). Wraz 
z  przyległymi obszarami kodującymi CAS (CRISPR 
associated sequences) oraz tzw. sekwencjami lidero-
wymi, tworzą one systemy CRISPR-CAS, które pełnią 
funkcję analogiczną do systemu interferencyjnego RNA 
(siRNA) Eucaryota [27, 39].

Za sekwencje repetytywne można także uznać 
ruchome elementy genetyczne oraz genomy profagów, 
które występują w większości genomów prokariotycz-
nych, niekiedy w wielu kopiach. 

4.5.	 Ruchome elementy genetyczne zintegrowane
	 z genomowym DNA

Ruchome elementy genetyczne (MGE – mobile 
genetic elements) są ważnym składnikiem genomów 
prokariotycznych. Występują one powszechne zarówno 
u bakterii jak i archeonów. Niekiedy mogą one stanowić 
nawet 40% ogólnej puli informacji genetycznej zawartej 
w danym szczepie. 

Do grona ruchomych elementów genetycznych 
zalicza się, oprócz plazmidów i genomów bakteriofa- 
gów: (i) elementy transpozycyjne (sekwencje insercyjne 
i  ranspozony), (ii) elementy integrujące 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 wyjątkiem plazmidów) występują 
w formie zintegrowanej z genomowym DNA. 

Niektóre z nich (plazmidy, ICE, IME) mogą być prze-
kazywane drogą koniugacji nawet do odległych filogene-
tycznie gatunków – są to zatem naturalne wektory gene- 
tyczne odgrywające zasadniczą rolę w horyzontalnym 
transferze genów. Należy również podkreślić, że niemal 
wszystkie typy MGE kodują różnego typu rekombinazy, 
których aktywność może prowadzić do licznych zmian 
w strukturze materiału genetycznego gospodarza. Z tej 
przyczyny uważane są one za jeden z najbardziej rekom-
binogennych czynników, który decyduje, w dużej mie-
rze, o architekturze genomu oraz odgrywa rolę istot-
nego czynnika zwiększającego zmienność, a tym samym 
tempo ewolucji swoich gospodarzy [37]. 

5. Minimalny genom i pangenomy

Wyniki dogłębnych analiz genomicznych skłaniają 
do przypuszczeń, że minimalny genom bakteryjny może 
składać się, teoretycznie, z zaledwie 206 genów, których 
produkty umożliwiają zachowanie podstawowych funk-
cji życiowych mikroorganizmu, takich jak: (i) replikacja 
DNA, (ii) naprawa DNA, (iii) transkrypcja i translacja, 
(iv) obróbka potranslacyjna, (v) sekrecja i procesowanie 
białek, (vi) podział komórki, (vii) transport substratów, 
(viii) pozyskiwanie energii, (ix) odpowiedź na stresowe 
warunki środowiska oraz (x) synteza aminokwasów, 
lipidów, nukleotydów i niektórych kofaktorów [18]. 

W 1999 roku stworzono komputerowy model 
komórki (projekt E-CELL; http://www.e-cell.org/ecell/), 
której minimalny genom zawierał jedynie 127 genów. 
Teoretycznie jest to wystarczająca ilość informacji 
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genetycznej, która powinna zapewnić takiej wirtualnej 
komórce zdolność do samodzielnego funkcjonowania. 
Chociaż komórka taka, jak zakładano, mogłaby osiągnąć 
metaboliczną homeostazę, nie byłaby ona jednak zdolna 
do reprodukcji i ewolucji. Większość genów wyko rzy-
stanych w tym projekcie pochodziła z Mycoplasma geni­
talium, której chromosom, o wielkości 580 kpz, koduje 
482 białka [43].

Dla porównania – w obrębie jednego z najmniej-
szych, poznanych dotychczas genomów, należącego 
do bakterii „Candidatus Carsonella ruddii” PV, kodo-
wane są zaledwie 182 białka, a całkowita liczba genów 
wynosi 213. Należy jednak pamiętać, że bakteria ta jest 
obligatoryjnym symbiontem, który nie jest zdolny do 
przeżycia poza organizmem swojego gospodarza – wyko- 
rzystuje zatem jego informację genetyczną, kompensu-
jąc własne „braki” [30]. Z kolei „Candidatus Pelagibacter 
ubique” HTCC 1062, który posiada najmniejszy genom 
wśród bakterii swobodnie żyjących (1 389 genów), 
koduje aż 1 354 białka. Zestawienie tych danych uświa-
damia, że chociaż minimalny, uniwersalny rdzeń geno- 
mu prokariotycznego może być rzeczywiście niewielki, 
to jednak mikroorganizmy swobodnie żyjące, ze względu 
na zmienne warunki środowiska oraz konieczność 
przeprowadzania złożonych procesów metabolicznych 
muszą kodować, co najmniej, kilkaset białek [7]. 

W ostatnich latach rozpoczęto również bardziej 
kompleksowe analizy, których celem było zdefinio-
wanie pangenomu (nazywanego również suprageno-
mem), stanowiącego całkowitą pulę genów obecnych 
w   genomach bakterii zaliczanych do danej grupy 
taksonomicznej (zwykle gatunku) [22, 40]. Analizy te 
wykazały, że pangenomy większości analizowanych 
bakterii są „otwarte”. Oznacza to, że kolejne poznawane 
szczepy niosą zestawy unikatowych genów, które wzbo-
gacają pangenom danego gatunku [2]. Sugeruje się, że 
pangenomy nielicznych bakterii są „zamknięte”, a więc 
zidentyfikowano ich całkowitą pulę genową. Wykazano, 
na przykład, że dla zdefiniowania pełnego pangenomu 
Bacillus anthracis wystarczy wiedza o informacji gene-
tycznej niesionej przez zaledwie cztery szczepy tej bak-
terii. Przypuszcza się jednak, że B. anthracis stanowi 
odmianę klonalną Bacillus cereus. Gdyby to stwierdze-
nie było prawdziwe, pula genów tego gatunku zostałaby 
znacznie zwiększona. Z „zamkniętymi” pangenomami 
prawdopodobnie mamy również do czynienia w przy-
padku: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes 
oraz Ureoplasma ureolyticum [28, 41]. Wprowadzenie 
pojęcia „zamkniętego” pangenomu budzi jednak pewne 
wątpliwości, zakłada bowiem występowanie w geno-
mach ograniczonego zestawu genów, co nie jest zgodne 
z obserwacjami wskazującymi na powszechność i zakres 
horyzontalnego transferu genów. 

Analizy pangenomów umożliwiły również zdefinio
wanie zestawu genów stanowiących konserwowany 

rdzeń genomu, który jest specyficzny dla danego ga- 
tunku. Wykazano, na przykład, że dla ośmiu analizo-
wanych szczepów Streptococcus agalactiae rdzeń taki 
składa się z 1 806 genów, co stanowi około 80% każdego 
z badanych genomów [40]. Analizując z kolei genomy 
17 szczepów E. coli stwierdzono obecność 2 344 genów 
wspólnych, co stanowi średnio mniej niż 50% poje- 
dynczego genomu i, co ciekawe, jedynie około 17% 
pangenomu tego gatunku [34]. Przytoczone dane dowo- 
dzą ogromnej zmienności genetycznej szczepów w obrę-
bie jednego gatunku bakterii i wskazują na rolę HGT 
w tym procesie. 

6. E wolucja genomów prokariotycznych

Przytoczone w tej pracy przykłady wskazują, że 
genomy prokariotyczne nie są statycznymi, monoli-
tycznymi strukturami, lecz podlegają licznym rearan-
żacjom genetycznym. Plastyczność i ewolucja genomów 
jest przede wszystkim wypadkową trzech procesów: 
(i) horyzontalnego transferu genów, (ii) rekombinacji 
prowadzących do różnego typu rearanżacji genetycz-
nych oraz (iii) redukcji, która prowadzi do zmniejszenia 
rozmiaru genomów. 

Powszechnie przyjmuje się, że horyzontalny transfer 
genów jest siłą napędową ewolucji bakterii. Kompensuje 
on bakteriom brak możliwości rozmnażania płciowego, 
które u innych organizmów warunkuje zmienność gene-
tyczną. Istnieje wiele dróg wprowadzania egzogennego 
DNA do komórek bakteryjnych, takich jak koniugacja, 
transdukcja, transformacja, naturalna elektroporacja 
(indukowana wyładowaniami atmosferycznymi) czy też 
transfer za pośrednictwem cząstek GTA (gene transfer 
agents) [12, 24]. W wyniku tych procesów, teoretycz-
nie dowolny segment genomowego DNA może zostać 
przeniesiony nawet do odległych filogenetycznie gatun-
ków bakterii, co pozwala zdefiniować informację gene-
tyczną tych mikroorganizmów jako ogromną, wspólną 
pulę różnorodnych genów. Wprowadzony do komórki 
DNA zawiera niekiedy kompletne operony bądź więk-
sze zgrupowania genów chromosomowych o wyspecja-
lizowanych funkcjach. Często są to geny metabolizmu 
podstawowego, bądź geny o charakterze adaptacyj-
nym, których obecność może zmienić profil metabo-
liczny nowego gospodarza. Tego typu egzogenną infor- 
mację określa się często jako wyspy genomowe (GI lub 
GEI – genomic islands). 

W wyniku HGT możliwe jest zatem uzyskanie 
en bloc dużej ilość informacji genetycznej. Takie sko-
kowe zmiany są niewątpliwie ważnym czynnikiem 
przyspieszającym znacznie tempo ewolucji bakterii. 
Alternatywnym, lecz bardzo długotrwałym procesem 
prowadzącym do pojawienia się w komórce nowej 
informacji genetycznej jest duplikacja segmentów DNA, 
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a następnie ich dywergentna ewolucja, która może 
doprowadzić do powstania genów, kodujących białka 
o nowych właściwościach (rys. 4).

Poczynione obserwacje wskazują, że wielkość ge- 
nomu jest bardzo często skorelowana ze środowiskiem 
bytowania mikroorganizmu. Duże znaczenie odgrywa 
tu m.in. dostępność związków odżywczych oraz stabil-
ność warunków w danej niszy ekologicznej. Zasiedlanie 
zmiennych środowisk, w których bakteria narażona jest 
na wpływ czynników stresowych i musi współzawodni-
czyć z innymi mikroorganizmami, promuje utrzymanie 
dużej różnorodności metabolicznej. Konieczne jest tym 
samym zachowanie dużej puli informacji genetycznej. 
W warunkach bardziej stabilnych ta informacja może 
stać się zbędna – ulega więc redukcji, co pociąga za sobą 
zmniejszenie wielkości genomu. 

Redukcji podlegają genomy wszystkich organizmów 
prokariotycznych. Według hipotezy zakładającej „opty-
malizację genomu” (streamlining hypothesis), zjawisko 
to polega na eliminacji informacji genetycznej o małej 
wartości adaptacyjnej do danych warunków środowiska, 
w celu ograniczenia obciążenia metabolicznego wyni-
kającego z utrzymywania i replikacji „mało wartościo-
wego” DNA. Tego typu selekcja „oczyszczająca” odgrywa 
bardzo ważną rolę i jest szczególnie widoczna w przy-
padku genomów prokariotycznych endosymbiontów 
i pasożytów wewnątrzkomórkowych. Wzrastająca liczba 
pseudogenów jest pierwszym symptomem wskazującym 
na możliwość utraty części informacji genetycznej, co 
w konsekwencji prowadzi do redukcji genomu. 

Należy też pamiętać, że informacja genetyczna utra-
cona w wyniku delecji, potencjalnie może być ponownie 
odzyskana za sprawą HGT (z tej przyczyny niektórzy 
przyrównują genomy do palimpsestów – średniowiecz-
nych manuskryptów, w których pozornie usunięte 
teksty, z czasem pojawiały się ponownie i stawały się 
w pełni czytelne). Przykładem jest transpozon wystę- 
pujący w obrębie wyspy genomowej PAI II E. coli 536, 
który niesie homologi genów występujących w ope-
ronie pdu Salmonella enterica sv. Typhimurium (ope-
ron warunkuje rozkład 1,2-propanodiolu). W świetle 

przeprowadzonych analiz wydaje się, że operon ten 
został utracony przez protoplastę rodzajów Salmonella 
i Escherichia, a następnie odzyskany przez bakterie 
z rodzaju Salmonella oraz szczep E. coli 536 na dro-
dze niezależnych zdarzeń HGT [5, 23]. Obserwacje te 
potwierdzają założenie, że żadna informacja genetyczna 
nie musi być tracona bezpowrotnie.

7.  Podsumowanie

Wyniki analiz genomicznych przyniosły wiele cen-
nych danych świadczących o ogromnej zmienności 
genomów prokariotycznych. Tempo ewolucji proka-
riotów jest bardzo wysokie, co wynika, w dużej mierze, 
z szerokiego zakresu horyzontalnego transferu genów 
oraz częstych mutacji i reanżaracji genetycznych, które 
prowadzą do dywersyfikacji pierwotnie homogennej 
informacji genetycznej. Proces kształtowania i ewo
lucji genomów jest zatem wypadkową ciągłych zmian, 
spowodowanych kolejnymi insercjami, rearanżacjami 
i delecjami w obrębie DNA (rys. 4). Poziom tych zmian 
jest dość zbalansowany, co powoduje, że genomy nie roz-
rastają się do monstrualnych rozmiarów, a ich wielkość, 
w obrębie danego gatunku, nie jest zbyt zróżnicowana. 

Szczegółowe analizy sekwencji nukleotydowych geno- 
mów przynoszą wiele informacji na temat potencjału 
metabolicznego danego mikroorganizmu, jak również 
umożliwiają wyciągnięcie bardziej ogólnych wnios
ków na temat plastyczności genomu, jego ewolucji oraz 
zakresu zdarzeń horyzontalnego transferu genów. Ze 
względu na ogromne zróżnicowanie bakterii, nie jesteś- 
my jednak w stanie stworzyć uniwersalnego modelu 
typowego genomu prokariotycznego. Możliwe jest jed-
nak określenie, które z jego elementów są absolutnie 
niezbędne do prawidłowego funkcjonowania komórki. 
Analizy takie są doskonałym punktem wyjścia dla bio-
logii syntetycznej, której największym osiągnięciem jest, 
jak dotąd, stworzenie „sztucznej” bakterii – Mycoplasma 
mycoides JCVI-syn1.0, której genom został w całości 
zsyntetyzowany chemicznie w laboratorium [17]. 

Rys. 4.  Procesy wpływające na strukturę i ewolucję genomów prokariotycznych, wg [29] (zmodyfikowany)
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Zmienność genomów jest również ważnym przy-
czynkiem do dyskusji na temat taksonomii prokariotów, 
a w szczególności kryteriów stosowanych przy definio-
waniu gatunków tych organizmów. Nie ulega wątpli- 
wości, że klasyfikacja taka powinna być oparta wy- 
łącznie na wynikach kompleksowych analiz z zakresu 
genomiki porównawczej. Dynamiczny rozwój wysoko
przepustowych technik sekwencjonowania DNA, po- 
zwala przypuszczać, że może to nastąpić już w bardzo 
niedalekiej przyszłości. 

Podziękowania
Praca ta powstała w trakcie realizacji dwóch projektów badaw- 

czych finansowanych przez MNiSW (IP2010 008670 i N N303 
816340), dotyczących analiz genomicznych bakterii z rodzajów 
Paracoccus (Alphaproteobacteria) oraz Psychrobacter (Gammaproteo- 
bacteria). Autorzy dziękują dr Jadwidze Baj za krytyczne uwagi 
na temat manuskryptu. 

Literatura 

  1.	 Baliga N.S., Ng W.V. i wsp.: Genome sequence of Haloarcula 
marismortui: a halophilic archaeon from the Dead Sea. Genome 
Res. 14, 2221–2234 (2004) (praca jest dziełem 15 autorów)

  2.	 Bentley S.: Sequencing the species pan-genome. Nat. Rev. 
Microbiol. 7, 258–259 (2009)

  3.	 Boussau B., Karlberg E.O., Frank A.C., Legault B.A., Ander
sson S.G.: Computational inference of scenarios for alpha-pro-
teobacterial genome evolution. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 
9722–9727 (2004)

  4.	 Brantl S.: Bacterial chromosome-encoded small regulatory 
RNAs. Future Microbiol. 4, 85–103 (2009)

  5.	 Brzuszkiewicz E., Dobrindt U. i wsp.: How to become a uropa-
thogen: comparative genomic analysis of extraintestinal patho- 
genic Escherichia coli strains. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103, 
12879–84 (2006) (praca jest dziełem 13 autorów)

  6.	 Byram R., Stewart P.E., Rosa P.: The essential nature of the 
ubiquitous 26-kilobase circular replicon of Borrelia burgdorferi. 
J. Bacteriol. 186, 3561–3569 (2004)

  7.	 Carbone A.: Computational prediction of genomic functional 
cores specific to different microbes. J. Mol. Evol. 63, 733–746 
(2006)

  8.	 Chang T.-H., Wub L.-C., Lin J.-H., Huang H.-D., Liu B.-J., 
Cheng K.-F., Horng J.-T.: Prediction of small non-coding RNA 
in bacterial genomes using support vector machines. Expert 
Syst. Appl. 37, 5549–5557 (2010)

  9.	 Cozzuto L., Petrillo M., Silvestro G., Di Nocera P.P., Paolella G.: 
Systematic identification of stem-loop containing sequence 
families in bacterial genomes. BMC Genomics, 9, 20 (2008)

10.	 De Gregorio E., Abrescia C., Carlomagno M.S., Di Nocera 
P.P.: Ribonuclease III-mediated processing of specific Neisseria 
meningitidis mRNAs. Biochem. J. 374, 799–805 (2003)

11.	 Delihas N.: Small mobile sequences in bacteria display diverse 
structure/function motifs. Mol. Microbiol. 67, 475–481 (2008)

12.	 Demaneche S., Bertolla F., Buret F., Nalin R., Sailland A., 
Auriol P., Vogel T.M., Simonet P.: Laboratory-scale evidence 
for lightning-mediated gene transfer in soil. Appl. Environ. 
Microbiol. 67, 3440–3444 (2001)

13.	 Egan E.S., Fogel M.A., Waldor M.K.: Divided genomes: nego
tiating the cell cycle in prokaryotes with multiple chromo
somes. Mol. Microbiol. 56, 1129–1138 (2005)

14.	 Fleischmann R.D., Venter J.C. i wsp.: Whole-genome ran-
dom sequencing and assembly of Haemophilus influenzae Rd. 
Science, 269, 496–512 (1995) (praca jest dziełem 15 autorów)

15.	 Fraser C.M., Venter J.C. i wsp.: Genomic sequence of a Lyme 
disease spirochaete, Borrelia burgdorferi. Nature, 390, 580–586 
(1997) (praca jest dziełem 40 autorów)

16.	 Fuxelius H.H., Darby A.C., Cho N.H., Andersson S.G.: 
Visualization of pseudogenes in intracellular bacteria reveals 
the different tracks to gene destruction. Genome Biol. 9, R42 
(2008)

17.	 Gibson D.G., Venter J.C. i wsp.: Creation of a bacterial cell con-
trolled by a chemically synthesized genome. Science, 329, 52–56 
(2010) (praca jest dziełem 24 autorów)

18.	 Gil R., Silva F.J., Pereto J., Moya A.: Determination of the core 
of a minimal bacterial gene set. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 68, 
518–37 (2004)

19.	 Giovannoni S.J., Mathur E.J. i wsp.: Genome streamlining in 
a cosmopolitan oceanic bacterium. Science, 309, 1242–1245 
(2005) (praca jest dziełem 14 autorów)

20.	 Koonin E.V.: Orthologs, paralogs, and evolutionary genomics. 
Annu. Rev. Genet. 39, 309–338 (2005)

21.	 Koonin E.V., Wolf Y.I.: Genomics of bacteria and archaea: 
the emerging dynamic view of the prokaryotic world. Nucleic 
Acids Res. 36, 6688–6719 (2008)

22.	 Lapierre P., Gogarten J.P.: Estimating the size of the bacterial 
pan-genome. Trends Genet. 25, 107–110 (2009)

23.	 Lawrence J.G., Roth J.R.: Evolution of coenzyme B12 synthe-
sis among enteric bacteria: evidence for loss and reacquisition 
of a multigene complex. Genetics, 142, 11–24 (1996)

24.	 Leung M.M., Florizone S.M., Taylor T.A., Lang A.S., Beatty J.T.: 
The gene transfer agent of Rhodobacter capsulatus. Adv. Exp. 
Med. Biol. 675, 253–264 (2010)

25.	 Liu J.M., Camilli A.: A broadening world of bacterial small 
RNAs. Curr. Opin. Microbiol. 13, 18–23 (2010)

26.	 Liu Y., Harrison P.M., Kunin V., Gerstein M.: Comprehensive 
analysis of pseudogenes in prokaryotes: widespread gene 
decay and failure of putative horizontally transferred genes. 
Genome Biol. 5, R64 (2004)

27.	 Marraffini L.A., Sontheimer E.J.: CRISPR interference limits 
horizontal gene transfer in staphylococci by targeting DNA. 
Science, 322, 1843–1845 (2008)

28.	 Medini D., Donati C., Tettelin H., Masignani V., Rappuoli R.: 
The microbial pan-genome. Curr. Opin. Genet. Dev. 15, 
589–594 (2005)

29.	 Mira A., Ochman H., Moran N.A.: Deletional bias and the 
evolution of bacterial genomes. Trends Genet. 17, 589–596 
(2001)

30.	 Nakabachi A., Yamashita A., Toh H., Ishikawa H., Dunbar H.E., 
Moran N.A., Hattori M.: The 160-kilobase genome of the bac-
terial endosymbiont Carsonella. Science, 314, 267 (2006)

31.	 Ochman H.: Distinguishing the ORFs from the ELFs: short 
bacterial genes and the annotation of genomes. Trends Genet. 
18, 335–337 (2002)

32.	 Ogata H., Audic S., Barbe V., Artiguenave F., Fournier P.E., 
Raoult D., Claverie J.M.: Selfish DNA in protein-coding genes 
of Rickettsia. Science, 290, 347–350 (2000)

33.	 Podar M., Stetter K.O. i wsp.: A genomic analysis of the archaeal 
system Ignicoccus hospitalis-Nanoarchaeum equitans. Genome 
Biol. 9, R158 (2008) (praca jest dziełem 27autorów)

34.	 Rasko D.A., Ravel J. i wsp.: The pangenome structure of Esche­
richia coli: comparative genomic analysis of E. coli commensal 
and pathogenic isolates. J. Bacteriol. 190, 6881–6893 (2008) 
(praca jest dziełem 34 autorów)

35.	 Schmeisser C., Streit W.R. i wsp.: Rhizobium sp. strain NGR234 
possesses a remarkable number of secretion systems. Appl. 



96 Łukasz Dziewit, Dariusz Bartosik

41.	 Tettelin H., Riley D., Cattuto C., Medini D.: Comparative 
genomics: the bacterial pan-genome. Curr. Opin. Microbiol. 11, 
472–477 (2008)

42.	 Teyssier C., Marchandin H., Jumas-Bilak E.: The genome of 
Alphaproteobacteria: complexity, reduction, diversity and 
fluidity. Can. J. Microbiol. 50, 383–396 (2004)

43.	 Tomita M., Hutchison C.A. 3rd i wsp.: E-CELL: software envi-
ronment for whole-cell simulation. Bioinformatics, 15, 72–84 
(1999) (praca jest dziełem 11 autorów)

44.	 Treangen T.J., Abraham A.L., Touchon M., Rocha E.P.: Gene-
sis, effects and fates of repeats in prokaryotic genomes. FEMS 
Microbiol. Rev. 33, 539–571 (2009)

45.	 Waters E., Noordewier M. i wsp.: The genome of Nanoarchaeum 
equitans: insights into early archaeal evolution and derived 
parasitism. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100, 12984–12988 (2003) 
(praca jest dziełem 22 autorów)

46.	 Westhof E.: The amazing world of bacterial structured RNAs. 
Genome Biol. 11, 108 (2010)

Environ. Microbiol. 75, 4035–4045 (2009) (praca jest dziełem 
18 autorów)

36.	 Schneiker S., Muller R. i wsp.: Complete genome sequence of 
the myxobacterium Sorangium cellulosum. Nat. Biotechnol. 25, 
1281–1289 (2007) (praca jest dziełem 59 autorów)

37.	 Siefert J.L.: Defining the mobilome. Methods Mol. Biol. 532, 
13–27 (2009)

38.	 Slater S.C., Wood D.W. i wsp.: Genome sequences of three Agro­
bacterium biovars help elucidate the evolution of multichromo-
some genomes in bacteria. J. Bacteriol. 191, 2501–2511 (2009) 
(praca jest dziełem 36 autorów)

39.	 Sorek R., Kunin V., Hugenholtz P.: CRISPR – a widespread sys-
tem that provides acquired resistance against phages in bacteria 
and archaea. Nat. Rev. Microbiol. 6, 181–186 (2008)

40.	 Tettelin H., Fraser C.M. i wsp.: Genome analysis of multiple 
pathogenic isolates of Streptococcus agalactiae: implications for 
the microbial “pan-genome”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102, 
13950–13955 (2005) (praca jest dziełem 46 autorów)



1.  Wstęp

1.1.  Historia odkrycia Helicobacter pylori

Helicobacter pylori to Gram-ujemna, mikroaero-
filna pałeczka należąca do klasy Epsilonproteobacteria, 
z rzędu Campylobacteriales o helikalnym kształcie 
i długości około 3 µm. Mikroorganizmy kolonizują 
powierzchnię komórek nabłonka żołądka. Pierszym 
naukowcem który opisał ten mikroorganizm był 
Włoch Giulio B i z z o z e r o. Zidentyfikował on bak- 
terie o helikalnym kształcie obecne w żołądku psa 
(1893 rok). W 1899 roku bakterie zostały ponownie zauwa-
żone przez Walerego J a w o r s k i e g o  z Uniwersytetu 
Jagiellońskiego, który jako pierwszy zasugerował, że mogą 
one powodować schorzenia górnego odcinka przewodu 
pokarmowego. Początkowo bakteria otrzymała nazwę 

Campylobacter pylori, ze względu na bardzo duże po- 
dobieństwo morfologiczne do przedstawicieli rzędu 
Campylobacteriales, ale po zsekwencjonowaniu 16 sRNA 
w 1989 roku okazało się, że nie należy do tego rzędu 
i otrzymała nazwę Helicobac ter pylori [48].

H. pylori został dokładnie scharakteryzowany przez 
australijskich naukowców: B.J. M a r s h a l l a  i J.R. 
Wa r r e n a  w 1982 roku, którzy wykazali bezpośredni 
związek między infekcją H. pylori, a rozwojem stanu 
zapalnego błony śluzowej żołądka. Za to odkrycie zo- 
stali uhonorowani nagrodą Nobla w 2005 roku w dzie- 
dzinie medycyny.

Zakażenie H. pylori jest powszechne na całym świe-
cie. Według danych Światowej Organizacji Zdrowia 
(WHO – World Health Organization) 80% populacji 
ludzkiej w krajach rozwijających się i 20–50% w kra-
jach rozwiniętych jest zakażona tą bakterią. Rozbieżność 
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między krajami rozwijającymi się, a rozwiniętymi jest 
prawdopodobnie spowodowana gorszymi warun-
kami sanitarnymi w krajach rozwijających się. Według 
Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii w Polsce 
zakażone jest 70% społeczeństwa [16]. Zakażenie nastę-
puje zazwyczaj na drodze pokarmowej: oralno-oralnej 
lub fekalno-oralnej. Do infekcji dochodzi najczęściej 
u dzieci przed 10 rokiem życia, źródłem zakażenia są 
przeważnie członkowie najbliższej rodziny. Bakteria jest 
często obecna w układzie pokarmowym do końca życia 
człowieka, jednak opisano przypadki, w których u dzieci 
doszło o samoistnego wyleczenia [23].

1.2.	 Infekcje H. pylori – epidemiologia,
	 objawy chorobowe

Zakażenia H. pylori najczęściej przebiegają bez
objawowo. Tylko u 10–20% zakażonych osób dochodzi 
do rozwinięcia objawów chorobowych. Objawem kli-
nicznym infekcji jest zapalenie błony śluzowej. Znane 
są trzy fenotypy stanów zapalnych jelit: fenotyp 
łagodnego zapalenia błony śluzowej żołądka, fenotyp 
wrzodowy i fenotyp raka. Zmianom zapalnym może 
towarzyszyć atrofia i metaplazja jelitowa oraz spadek 
wydzielania soku żołądkowego, co w konsekwencji 
może prowadzić do choroby wrzodowej żołądka i nowo-
tworu tkanki nabłonkowej żołądka. Rozwój chłoniaka 
MALT (mucosa associated lymphatic tissue) nowotworu 
tkanki limfatycznej związanej z układem pokarmowym 
może być zaindukowany długotrwałą stymulacją układu 
immunologicznego przez ten mikroorganizm. Infekcja 
H. pylori może także skutkować rozwojem choroby 
wrzodowej dwunastnicy. Ciekawe jest to, że fenotyp 
wrzodowy i  rak żołądka nawzajem się wykluczają, 
rak żołądka nigdy nie występuje u pacjentów z obja-
wami choroby wrzodowej dwunastnicy. Występowanie 
wymienionych wyżej objawów chorobowych w popula-
cji jest silnie skorelowane z obecnością H. pylori w orga-
nizmie. 95% przypadków choroby wrzodowej dwunast-
nicy i 85% choroby wrzodowej żołądka jest związane 
z zakażeniem. Z drugiej strony tylko 10–12% pacjentów 
zainfekowanych H. pylori cierpi na chorobę wrzodową 
żołądka, a u 1–2% dochodzi do rozwoju choroby nowo-
tworowej, reszta przypadków infekcji przebiega łagod-
nie bądź asymptomatycznie. Światowa Organizacja 
Zdrowia zaliczyła H. pylori do klasy 1 karcynogenów. 
Różnorodność objawów chorobowych będących skut-
kiem infekcji H. pylori zależy zarówno od genotypu 
patogenu jak i genotypu organizmu gospodarza, które 
warunkują przebieg oddziaływań pomiędzy dwoma 
organizmami [41].

Eradykacja H. pylori skutkuje znaczącym obniże-
niem ryzyka rozwoju raka żołądka, lecz terapia może być 
stosowana tylko w uzasadnionych przypadkach. Polskie 
Towarzystwo Gastroenterologiczne podaje  dokładne 

wskazania do leczenie infekcji. W wytycznych PTG 
znalazło się stwierdzenie, że u osób bez objawów kli-
nicznych (i bez czynników ryzyka raka żołądka) nie ma 
wskazań do leczenia przeciwbakteryjnego [16].

1.3.	 Główne czynniki wirulencji H. pylori

H. pylori produkuje wiele czynników wirulencji – bia- 
łek umożliwiających bakterii przetrwanie w kwaśnym 
środowisku żołądka, adhezję do komórek gospoda-
rza, modulowanie przemian metabolicznych komórek 
gospodarza oraz przezwyciężenie obronnych mecha
nizmów układu immunologicznego. Ich działanie 
umożliwia ustanowienie chronicznej, trwającej całe 
życie człowieka infekcji. Istotnym czynnikiem wiru-
lencji H. pylori jest wakuolizująca cytotoksyna VacA. 
Aktywność tego białka hamuje proliferację komórek 
epitelium, indukuje zmiany w cytoszkielecie komórek 
oraz indukuje proces apoptozy poprzez stymulację 
uwalniania cytochromu c z mitochondriów. Dodatkowo 
białko wpływa na poziom odpowiedzi immunologicz-
nej: hamuje proliferacje limfocytów T, blokuje proces 
fagocytozy, blokuje prezentacje antygenów limfocytom 
T oraz obniża efektywność działania limfocytów Th 
co skutkuje niezbyt wysokim poziomem odpowiedzi 
immunologicznej organizmu. VacA wpływa także na 
rozluźnienie ścisłych połączenia międzykomórkowych 
komórek nabłonkowych żołądka [12]. Innym czynni-
kiem wirulencji jest ureaza, która rozkładając mocznik 
do amoniaku i dwutlenku węgla powoduje alkalizację 
kwasowego środowiska żołądka. Rozmieszczone bie-
gunowo rzęski umożliwiają ruch i przemieszczanie 
komórek patogenu do warstwy podśluzowej w żołądku. 
Wytwarzane enzymy będące antyoksydantami takie jak 
katalaza, czy dysmutaza ponadtlenkowa neutralizujące 
wolne rodniki pozwalając mikroorganizmowi przezwy-
ciężyć antybakteryjne działanie neutrofili [46, 73].

W genomie H. pylori występuje obszar DNA nabyty 
drogą horyzontalnego transferu – wyspa patogennośći 
cag-PAI długości około 40 kbp. Cag-PAI zawiera około 
40 genów i podzielona jest na dwa segmenty: I i II. 
Pomiędzy dwoma segmentami występuje nukleotydowa 
sekwencja insercyjna IS605 [7]. Analiza transkryptomu 
komórek gospodarza (linia komórkowa T84) po infekcji 
H. pylori udokumentowała zmianę poziomu ekspresji 
670 genów zainfekowanych komórek nabłonka, z czego 
92% było uzależnione od aktywności genów wyspy 
cag-PAI [16]. Do najważniejszych produktów genów 
wyspy patogenności zaliczamy: białka budujące układ 
sekrecji typu IV TFSS (type four secretion system) 
odpowiedzialny za przekazywanie czynników efektoro-
wych do wnętrza komórek gospodarza oraz białko CagA 
– produkt genu cagA (cytotoxin associated gene) [47].

Praca przeglądowa dotyczy charakterystyki białka 
CagA i opisuje skomplikowany mechanizm jego oddzia-
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ływań na procesy fizjologiczne komórki gospodarza. 
Jego aktywność jest bezpośrednio związana z proce-
sem nowotworzenia. Na modelach mysich udokumen-
towano, że CagA jest onkoproteiną [55].

2.	C agA – jako czynnik wirulencji

2.1.	 Charakterystyka CagA

CagA (cytotoxin associated protein A), jest to duże 
120–145 kDa silnie immunogenne białko, kodowane 
przez gen cagA znajdujący się w obrębie wyspy pato-
genności cag PAI. Gen kodujący to białko jest obecny 
w genomach około 60% szczepów H. pylori izolowanych 
od pacjentów [73].

Białko CagA zostało odkryte w latach dziewięćdzie-
siątych poprzedniego wieku równocześnie przez trzy 
zespoły naukowe. Eksperymenty koncentrowały się 
na identyfikacji genu odpowiedzialnego za produkcję 
tego silnie immunogennego białka o aktywności cyto-
toksycznej, oznaczeniu jego sekwencji nukleotydowej 
oraz analizie polimorfizmów w obrębie nukleotydowej 
sekwencji kodującej [10, 13, 73]. Te pionierskie badania 
umożliwiły dalszą analizę funkcji CagA. Silna immu-
nogenność białka CagA sugerowała, że może być ono 
użyteczne do produkcji szczepionek przeciw H. pylori 
Wytwarzanie przeciwciał przeciwko CagA przez orga-
nizm gospodarza jest silnie skorelowane z występo-
waniem choroby wrzodowej żołądka u pacjentów, co 
sugeruje, że CagA jest istotnym czynnikiem wirulen-
cji [11]. CagA w komórkach gospodarza oddziałuje 
z  wieloma białkami, zaangażowanymi w różne szlaki 
sygnałowe regulujące proliferację, ruchliwość i polar-
ność komórek, co skutkuje zmianą fenotypu komórek 
eukariotycznych. Białko może oddziaływać z innymi 
białkami na dwa różne sposoby: sposób zależny od 
fosforylacji co doprowadza do zmian w cytoszkielecie 
oraz adhezji między komórkami epitelium i deregulacji 
ekspresji genów kodujących czynniki transkrypcyjne. 
Nieufosforylowane CagA wpływa na osłabienia ścis
łych połączeń między komórkowych, utratę polarności 
komórek jak również poziom czynników transkrypcyj-
nych [24]. Szczegółowo mechanizmy tych oddziaływań 
opisano w dalszych fragmentach pracy.

2.2.	 Polimorfizm białka CagA

Motywy EPIYA Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala są zlokalizo-
wane na C-terminalnym końcu białka CagA i wystę-
pują w różnej liczbie powtórzeń. Po przekazaniu do 
komórek eukariotycznych przez aparat sekrecji typu IV 
białko lokalizuje się w błonie komórki eukariotycznej 
a tyrozyna motywów EPIYA jest fosforylowana przez 
kinazy komórkowe. Funkcją motywów EPIYA jest 

interakcja z białkami komórki gospodarza zawierają-
cymi domeny fosfataz tyrozynowych (SHP-2 protein 
tyrosine phosphatase). Segmenty zawierające motywy 
EPIYA różnią się długością i składem aminokwasów 
otaczających poszczególne motywy EPIYA. Wykazano 
występowanie w białkach CagA czterech różnych 
rodzaje segmentów z motywami: EPIYA: -A, -B, -C, 
-D. W szczepach izolowanych od pacjentów w Europie, 
Ameryce, Australii i Afryce występuje odmiana zachod-
nia białka CagA z segmentami typu EPIYA-A-B, po nich 
występuje od 0 do 3 powtórzeń segmentu EPIYA-C. 
W szczepach izolowanych od pacjentów krajów azjatyc- 
kich (Korea, Japonia, Chiny) po segmencie EPIYA-A-B 
występuje segment EPIYA-D. W rzadkich przypad- 
kach występują nietypowe kombinacje rodzajów seg-
mentów [22]. Także liczba motywów aminokwaso-
wych odpowiedzialnych za proces multimeryazcji CagA 
(CM) również może być różna w różnych szczepach, 
co wpływa na poziom zmian fenotypowych komórek 
poprzez deregulację β-kanteniny oraz zmianę oddzia-
ływania CagA z SHP-2. Wśród szczepów izolowanych 
od pacjentów z Japonii wykazano występowanie poli-
morfizmu genu PTPN11 kodującego SHP-2 (w obrębie 
domeny SH) co również wpływa na siłę wiązania SHP-2 
z CagA, a tym samym warunkuje ryzyko wystąpienia 
zmian atroficznych i w konsekwencji rozwój choroby 
nowotworowej [52]. 

2.3.	 IV typ sekrecji H. pylori

CagA jest przekazywane do komórek epitelialnych 
poprzez jednoetapowy system transportu T4SS (czwarty 
system transportu), kodowany przez geny wyspy pato-
genności cag-PAI. Wprowadza on cząsteczki efektorowe, 
w wypadku H. pylori białko CagA i produkty rozpadu 
peptydoglikanu, bezpośrednio z cytozolu komórki 
bakteryjnej do komórek gospodarza z pominięciem 
przestrzeni peryplazmatycznej [41]. Przeprowadzono 
badania polegające na systematycznej mutagenezie 
genów wyspy cag-PAI, udokumentowały, że aktywność 
17 z  27  genów wyspy patogenności jest niezbędna 
do translokacji CagA do komórek eukariotycznych. 
Architektura T4SS jest morfologicznie podobna  do 
biorących udział w procesie koniugacji pili). Typowy 
aparat sekrecyjny typu czwartego T4SS jest zbudowany 
z 11 białek VirB i białka VirD4. Białka budujące apa-
rat sekrecyjny można podzielić na 3 grupy: (i) białka 
budujące rdzeniowe części kanału (CagT, CagX, CagY 
homologiczne białkom VirB-7, VirB-9 i VirB-10), 
(ii) białka „energetyczne” (VirB4-CagE, VirB11) (iii) biał- 
ka budujące elementy zewnętrzne aparatu transportu 
– pili (VirB2, VirB3, VirB5). Kotwiczenie aparatu 
sekrecyjnego w ścianie komórkowej bakterii zachodzi 
dzięki aktywności białka homologicznego do VirB1: 
transglikozylazie, która warunkuje proces lizy mureiny. 
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Wyspa patogenności cag-PAI zawiera prawie wszyst-
kie geny kodujące białka homologiczne do białek VirB 
i  VirD4 [19]. W transporcie typu IV biorą też udział 
białka opiekuńcze, w przekazywaniu CagA taką funkcję 
spełnia CagF łączące się z C-terminalnym fragmentem 
jego substratu (złożony z 20 aminokwasów odcinek nie-
zbędny do zajścia translokacji) i transportujące CagA 
do T4SS [56]. Badania z wykorzystaniem mikroskopu 
elektronowego wykazały, że w skład T4SS wychodzą pili 
wystające z powierzchni bakterii. Na ich końcu odnaj-
dywana jest mała ilość białka CagA, które oddziałuje 
za pomocą N-terminalnego końca z podjednostką β1 
integryny obecnej na powierzchni zainfekowanych 
komórek. Interakcja ta doprowadza do przemian 
w cytoszkielecie aktynowym komórek eukariotycznych 
i odgrywa kluczową rolę w translokacji CagA [36]. Na 
końcu pili lokuje się również adhezyjne białko CagL 
oraz CagY, które także oddziałują z integrynami obec-
nymi na powierzchni komórek gospodarza. Łączą się 
one z integrynami α1β1 (receptor dla kolagenu i lami-
niny) oraz integrynami α5β1 (receptor dla fibronek-
tyny) za pomocą motywu arginina-glicyna-asparagina 
(RGD). Oba rodzaje oddziaływań warunkują adhezję 
obu komórek pro- i eukariotycznej, przetransportowa-
nie CagA do komórek oraz aktywacje kinaz FAK (focal 
adhesion kinase) i Src [36, 42]. Dodatkowo IV aparat 
sekrecyjny aktywuje wydzielanie interleukiny 8 przez 
komórki nabłonkowe. Proces ten nie jest związany 
z aktywnością białka CagA lecz z cząsteczkami peptydo-
glikanu, które są wprowadzane do komórek gospodarza 
także za pomocą tego samego transportera.

2.4.	 Fosforylacja CagA

CagA po wprowadzeniu do komórek gospoda-
rza jest fosforylowane przez dwa rodzaje współdzia-
łających ze sobą kinaz komórkowych: kinazy SFKs 
(Src-family protein tyrosine kinases) oraz kinazy Abl 
(Abelson tyrosine kinase). Fosforylacji ulega tyrozyna 
motywu EPIYA, który, jak wspomniano wyżej, jest 
powtarzany wielokrotnie w C-końcowym fragmen-
cie CagA. Polimorfizm sekwencji aminokwasowych 
tych odcinków białka determinuje siłę fosforylacji, 
ponieważ różne rodzaje segmentów EPIYA wykazują 
różne powinowactwo do kinaz fosforylujących CagA 
[25]. „Wschodnio-azjatyckie” typy CagA zawierające 
na C-terminalnym końcu sekwencję aminokwasową 
EPIYA-D charakteryzują się wyższym powinowactwem 
do kinazy Src, co powoduje indukcję bardziej znaczą-
cych zmiany fenotypowych zainfekowanych komórek 
w porównaniu do tych indukowanych przez CagA ze 
szczepów typu „zachodniego”. Badania dowiodły, że 
100% osób zbadanych w Korei Południowej, u których 
wystąpiła choroba nowotworowa żołądka była zainfeko-
wana H. pylori produkującym białko CagA zawierające 

motyw EPIYA-A-B-D. Jednakże infekcja „szczepem 
wschodnim” nie jest równoznaczna z zachorowaniem 
na nowotwór, ponieważ wystąpienie objawów choro-
bowych zależy również od środowiska życia, diety oraz 
genotypu organizmu pacjenta. Infekcja tymi szczepami 
jest jednak powiązana z wysokim prawdopodobień-
stwem zachorowania na chorobę wrzodową żołądka 
(90% pacjentów zainfekowanych „wschodnim szcze-
pem”) i dwunastnicy (82% pacjentów zainfekowanych 
„wschodnim szczepem”) [37]. W „szczepach zachod-
nich” zaobserwowano korelację pomiędzy poziomem 
fosforylacji CagA a liczbą powtórzeń sekwencji amino-
kwasowej EPIYA-C. Szczepy izolowane od pacjentów 
z rakiem żołądka zawierają przeważnie kilka takich 
powtórzeń [28, 45]. Kinazy, które odpowiadają za fos-
forylację CagA są powszechnie znane jako białka onko-
genne kontrolujące przemiany cytoszkieletu, prolifera-
cję i różnicowanie się komórek [41]. Aktywność obu 
kinaz wobec CagA jest zależna od czasu infekcji [68]. 
Fosforylacja CagA odgrywa istotną rolę w modulacji 
szlaków przekazywania sygnałów wewnątrzkomórko-
wych. Ufosforylowane segmenty EPIYA-C są motywem 
dokującym dla domeny SH w fosfatazy SHP-2, dlatego 
ich liczba determinuje siłę i czas oddziaływania SHP-2 
CagA, co w dalszej konsekwencji moduluje aktyw- 
ność fosfatazy [27]. Ufosforylowane CagA oddziałuje 
także z kinazami Csk (C terminal Src kinase) i Crk 
(Adapter molecule crk) [24].

2.5.	 Multimeryzacja CagA3

W komórkach gospodarza białko CagA ulega multi-
meryzacji (homodimeryzacja) w procesie niezależnym 
od jego fosforylacji. Bierze w nim udział silnie kon-
serwowana 16-aminokwasowa sekwencja (CM), która 
znajduje się w obrębie segmentu EPIYA-C lub w pobliżu 
segmentów EPYIA-C i EPIYA-D na C-terminalnym 
końcu białka. Multimeryzacja CagA warunkuje interak-
cję między ufosforylowanym CagA i SHP-2. tak więc 
jego zahamowanie potencjalnie powinno uniemożliwić 
patofizjologiczną aktywność CagA [57]. Motyw CM jest 
dodatkowo niezbędny do zainicjowania oddziaływania 
CagA z kinazami PAR1b/MARK2 (partitioning-defec-
tive-1/microtubule-affinity-regulating-kinases), co skut- 
kuje rozluźnieniem połączeń międzykomórkowych 
ale też dodatkowo wzmacnia aktywność kompleksu 
CagA-SHP-2 co wpływa na zmianę kształtu komórek 
tzw. fenotyp kolibra. Dodatkowo multimeryzacji CagA 
jest zaangażowana w deregulację aktywności β-kanteniny 
[40].W tzw. „szczepach zachodnich” H. pylori CagA 
może mieć kilka powtórzeń sekwencji aminokwasowej 
EPIYA-C w obrębie, którego znajduje się sekwencja 
CM co powoduje, że białko to stosunkowo łatwo ulega 
multimeryzacji. Motyw biorący udział w multimeryzacji 
CagA (CM) również charakteryzuje się polimorfizmem. 
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CagA obecne w większości tzw. szczepach azjatyckich 
silniej wiąże się z PAR1b/MARK niż białko obecne 
w „szczepach zachodnich”. Z drugiej strony w CagA ze 
„szczepów zachodnich” motyw multimerizacji może być 
wielokrotnie powtarzany, ponieważ znajduje się w obrę-
bie segmentu EPIYA-C, co również zwiększa powino-
wactwo białka do odpowiednich kinaz [44]. Dodatkowo 
multimeryzacji CagA jest zaangażowana w deregulację 
aktywności β-kanteniny [40]. Szczegóły tych procesów 
opisano w dalszych fragmentach pracy przeglądowej. 

3.	 Działanie CagA – droga fosforylacyjno-zależna

3.1.	 Interakcja z SHP-2

Po fosforylacji tyrozyny motywu EPIYA białka 
CagA przez kinazy SFKs uzyskuje ono zdolność do 
wiązania się z cytoplazmatyczną fosfatazą SHP-2 posia-
dającą dwie tandemowo powtórzone domeny SH2 
(Src Homology 2) [28]. SH2 łączy się z CagA poprzez ufo-
forylowany motyw EPIYA [27]. W naturalnych warun-
kach poziom aktywności fosfatazy SHP-2 w  komór- 
kach jest niski. Interakcja domen SH2 z CagA skutkuje 
zmianą jego konformacji, podwyższeniem aktywno-
ści domeny PTP (protein tyrosine phosphatase) zlo-
kalizowanej w N-terminalnym końcu białka [27, 31]. 
Fosfataza SHP-2 bierze udział w transdukcji sygnałów 
szlaków regulacji proliferacji i różnicowania się ko- 
mórek, wpływa również na receptory cytokin znajdujące 
się na komórkach nabłonka oraz na poziom odpowiedzi 
układu immunologicznego [53]. Interakcja CagA-SHP-2 
pełni kluczową rolę w zmianach fenotypu komórek 
nabłonka a rozregulowanie jej aktywności potencjal- 
nie może indukować powstawanie zmian nowotworo-
wych [60]. Patofizjologiczna aktywność SHP-2 związana 
jest z aktywacją kinaz Erk/MAP (Extracellular signal-
-regulated protein kinases) na drodze zależnej lub 
niezależnej od białek Ras (Rat Sarcoma) [53]. Wzmo
żona aktywność Erk wpływa na fazy G1, G2, S cyklu 
komórkowego co skutkuje rozregulowaniem wzrostu 
komórek nabłonka. Za pomocą analizy mikroskopo- 
wej wykazano, że kinaza Erk ma wpływ również na 
kształt (wydłużanie się – fenotyp kolibra) i ruchli-
wość komórek (wzrost rozproszony – cell scattering) 
[29]. Nadmierna aktywność fosfatazy SHP-2 powo-
duje także defosforylację kinazy FAK (Focal Adhesion 
Kinase) będącej także regulatorem ruchliwości i kształtu 
komórki. Dodatkowo C-terminalny koniec (FAT) białka 
poprzez oddziaływanie z białkiem odpowiedzialnym 
za adhezję komórek, paksyliną, wpływa na procesy 
adhezji komórek nabłonka do siebie oraz rearanżacje 
cytoszkieletu aktynowego. Spadek poziomu aktywnego 
(ufosforylowanego) białka FAK dodatkowo wzmacnia 
zmiany w fenotypie komórek nabłonka [72].

3.2.	 Interakcje z kinazami obecnymi
	 w komórce gospodarza

Białko Crk pełni istotne funkcje w procesach pro-
liferacji, adhezji i migracji komórek. Wpływa na szlaki 
apoptotyczne, regulacyjne, fagocytarne i endocytarne 
jak również na regulację ekspresji genów [12]. Crk 
podobnie jak SHP-2 aktywuje kinazy Erk/MAP znane 
aktywatory czynników transkrypcji genów, między 
innymi czynnika transkrypcyjnego ELK1 (E-26 like 
protein 1) odpowiedzialnego za ekspresję genów pro-
mujących wzrost komórki. Ufosforylowane białko CagA 
oddziałując z Crk zaburza proliferację komórek co może 
skutkować zmianami nowotworowymi. Rozluźnianie 
ścisłych połączeń międzykomórkowych indukowane 
przez receptor dla HGF/c-Met (hepatocyte growth 
factor) wymaga aktywacji białka Rac1 (Ras-related C3 
botulinum toxin substrate 1) oraz aktywacji białka 
WAVE (WASP family Verprolin-homologous protein). 
Białko Crk oddziałując z Rac1 i WAVE powoduje 
rozluźnienie połączeń między komórkami nabłonka 
a regulacja poziomu Rac1 poprzez kompleks CagA/Crk 
może pełnić kluczową rolę w reorganizacji cytoszkieletu 
aktynowego w komórkach nabłonka. Infekcje H. pylori 
powodują również uwolnienie β-kanteniny z kom-
pleksów Ajs (adherence junctions) tworzących ścisłe 
połączenia międzykomórkowe i przetransportowanie 
jej do jądra komórkowego gdzie aktywuje transkrypcję 
genów powodujących postępy zmian nowotworowych. 
Uwolnienie β-kanteniny z kompleksów Ajs również jest 
kontrolowane poprzez kompleks CagA/Crk [67]. 

Aktywność CagA podczas infekcji H. pylori prowadzi 
też do apoptozy komórek nabłonka żołądka i choroby 
wrzodowej żołądka, co „z punktu widzenia” H. pylori jest 
niekorzystne, ponieważ pożądana jest długotrwała kolo-
nizacja tej niszy ekologicznej. Aby opóźnić te procesy 
patogen wypracował system regulujący ilość ufosforylo-
wanego CagA. Kinaza Csk działa na zasadzie ujemnego 
sprzężenia zwrotnego. Inaktywuje ona kinazy Src fosfo-
rylujące białko CagA uniemożliwiając przyłączanie się 
SHP-2 do ufosforylowanych motywów EPIYA co opóź-
nia zmiany fenotypowe komórek i ich apoptozę. Csk 
jest aktywowana poprzez małą część CagA wprowadzo-
nego do komórki, co wskazuje, że kinaza Csk konkuruje 
z fosfatazą SHP-2 o łączenie się z CagA. Białka CagA 
zawierające dużą liczbą powtórzeń odmian segmentów 
EPIYA-A-B powodują inhibicję wiązania się kompleksu 
CagA-SHP-2 tym samym zmniejszając zmiany fenoty-
powe zainfekowanych komórek nabłonka żołądka [37].

Zaobserwowano też drugi proces regulujący poziom 
ufosforylowanego CagA w komórce. Kinaza Src powo-
duje fosforylację CagA, z kolei ufosforylowane CagA 
reguluje fosforylację i defosforylację kinazy Src. Oba 
procesy to klasyczny przypadek sprzężenia zwrotne- 
go ujemnego. Ufosforylowane białko CagA powoduje 
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zmianę konformacji kinazy Src co uniemożliwia dalsza 
fosforylację CagA [63]. 

Kortaktyna to białko oddziałujące z aktyną odgry-
wające rolę w, polimeryzacji i przebudowie szkieletu 
aktynowego. Defosforylacja kortaktyny powoduje 
istotne zmiany w szkielecie aktynowym komórki co 
doprowadza do rozluźnienia ścisłych połączeń między-
komórkowych i rozproszenia się komórek [58]. Kinaza 
Src o prawidłowej konformacji odpowiedzialna jest za 
fosforylację kortaktyny lecz zmiana konformację Src 
przez ufosforylowane CagA skutkuje defosforylacją 
kortaktyny. H. pylori jest jedynym znanym patogenem 
indukującym proces defosforylację kortaktyny [63].

4.	 Działanie CagA – droga fosforylacyjno-niezależna

4.1.	 Zaburzenia ścisłych powiązań
	 międzykomórkowych oraz ich polarności

Badania z wykorzystaniem komórek MDCK (Madin- 
-Darby canine kidney) wykazały, że po infekcji H. pylori 
komórki te tracą polarność oraz zaburzone są połączenia 
między nimi [47]. Kinazy PAR1b/MARK2, warunkują 
powstawanie ścisłych połączeń międzykomórkowych 
oraz wpływają na polarność komórek, co umożliwia 
powstawanie zwartego, jednowarstwowego nabłonka, 
którego komórki są spolaryzowane [43]. Połączenie 
tych dwóch faktów sugerowało istnienia interakcji CagA 
z  kinazami serynowo-treoninowymi PAR1b podczas 
infekcji H. pylori [78]. Udokumentowano, że rzeczy-
wiście CagA w formie homodimeru łączy się z kinazą 
PAR1b za pomocą motywu CM [44]. Na powierzchni 
szczytowej komórki znajduje się kompleks aPKC (aty-
pical protein kinase C) pełniący kluczową rolę w pola-
ryzacji, podczas gdy kinaza PAR1b będąca regulato- 
rem aktywności kompleksu aPKC, zlokalizowana jest 
w części lateralnej komórek. PAR1b zapobiega aktyw-
ności kompleksu aPKC w lateralnej części komórki, 
z  kolei kompleks aPKC pośredniczy w fosforylacji 
PAR1b powodując aktywację tego białka, co w efekcie 
uniemożliwia przemieszczanie się PAR1b z części late-
ralnej komórki zachowując jej polarność [33]. Ścisłe 
połączenia międzykomórkowe tworzą się na granicy 
występowania kompleksu aPCK (część szczytowa) 
i kinazy PAR1b (część lateralna). Białko CagA powo-
duje zaburzenia w funkcjonowaniu tego mechanizmu 
poprzez interakcję z PAR1b i przetransportowanie go 
spod bocznej błony komórkowej do części szczytowej, 
powodując zaburzenia powiązań międzykomórkowych 
oraz polarności komórek, zahamowanie biogenezy 
mikrotubul oraz zmiany w różnicowaniu się komórek 
[78]. Przypuszcza się również, że interakcja CagA 
z kinazą PAR1b powoduje deregulację aktywności 
β-kanteniny [40], choć nie jest to jedyny mechanizm 

rozregulowujący szlak sygnalizacyjny Wnt/β kantenina 
indukowany przez CagA (patrz niżej). CagA na drodze 
niezależnej od fosforylacji oddziałuje również z biał-
kiem Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2). 
Białko to powoduje aktywację szlaku kinaz Ras/MAP, 
których działanie warunkuje zmiany w proliferacji 
komórek oraz ich ruchliwości, głównie poprzez akty-
wację czynnika transkrypcyjnego NFAT (nuclear factor 
of activated T-cells) [49].

Dodatkowo CagA doprowadza do rozluźnienia ścis- 
łych połączeń międzykomórkowych nabłonka na drodze 
niezależnej od kinaz PAR1b/MARK2, oddziałując z biał-
kami tworzącymi ścisłe połączenia międzykomórkowe: 
ZO1 (zonula occludens) i JAM (junctional adhesion 
molecule) znajdującymi się pod powierzchnią błony 
komórkowej gospodarza [47]. 

CagA oddziałuje również z fosfolipazą C-gamma 
(PLCγ), która jest kluczowym czynnikiem powodują
cym aktywację kinaz Erk powodujących zmiany w poli-
meryzacji aktyny skutkujące rozpraszanie się ściśle 
powiązanych ze sobą komórek. Inhibicja fosfolipazy 
C-gamma może zapobiegać rozpraszaniu się komórek, 
co potencjalnie może zostać wykorzystane w strategii 
zapobiegania rozwojowi nowotworu [20].

Kontrowersyjne są dane dotyczące oddziaływania 
CagA z receptorem C-met dla HGF (hepatocyte growth 
factor) stymulującym mitozę, ruchliwość komórek oraz 
ich morfogenezę. Początkowe badania wskazywały, że 
CagA powoduje aktywację tego receptora, poprzez 
pośrednią indukcję jego fosforylacji [8]. Jednakże bada-
nia z 2009 roku, prowadzone na komórkach z unieczyn-
nionym genem C-met nie potwierdziły tych obserwa-
cji. Autorzy sugerują, że infekcja H. pylori wpływa na 
sygnalizację związaną z c-met indukującą ruchliwość 
komórek ale w sposób niezależny od białka CagA [65]. 

4.2.	 Destabilizacja kompleksu
	 E-kadheryna/β-kantenina

Deregulacja poziomu β-kantenina może także odby-
wać się na drodze niezależnej od kinaz PAR1b. Multimer 
CagA bezpośrednio oddziałuje E-kadheryną powo-
dując obniżenie stabilności kompleksu E-kadheryna/ 
β-kantenina w błonie komórkowej [66]. Proces ten 
skutkuje translokacją β-kanteniny z błony komórkowej 
do cytoplazmy oraz jądra komórkowego i aktywacją 
transkrypcji niektórych genów, kodujących czynniki 
transkrypcyjne odpowiedzialne za ekspresję genów 
warunkujących różnicowanie się komórek [40]. W kon- 
sekwencji ten rodzaj oddziaływań może doprowadzać 
do rozwoju metaplazji oraz zmian przednowotwo-
rowych. Zmiany w aktywności i lokalizacji β-kante- 
niny mogą być także indukowane poprzez interakcję 
CagA-Crk, o czym wspomniano w podrozdziale 3.2, co 
dowodzi, że zmiany te mogą być powodowane zarówno 
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poprzez mechanizmy fosforylacyjno-zależne jak rów-
nież fosforylacyjno-niezależne [67, 40, 50]. Aktywność 
β-kanteniny jest istotnym czynnikiem w procesie nowo-
tworzenia. Dowiodły tego badania przeprowadzone 
na modelu mysim, u których unieczynniono gen kodu-
jący β-kanteninę, co skutkowało wzrostem częstości 
występowania zmian nowotworowych wątroby, trzustki 
oraz odbytu. Dodatkowo translokacja β-kanteniny do 
jądra komórkowego doprowadza do podwyższenia 
poziomu czynnika transkrypcyjnego Lef/TCF (T-cell 
factor) stymulującego proliferację komórek, co wpływa 
na proces onkogenezy [22].

4.3.  Deregulacja czynników transkrypcyjnych

Aktywacja wielu szlaków sygnalizacyjnych przez 
CagA zarówno na drodze zależnej jak i niezależnej od 
fosforylacji prowadzi do indukcji ekspresji genów kodu-
jących kilku czynników transkrypcyjnych takich jak: 
ELK, NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhan-
cer of activated B cells), NFAT, czy TCF. Ekspresja genu 
kodującego czynnik ELK1 jest aktywowana poprzez 
interakcję CagA z fosfatazą SHP-2 oraz z białkiem Grb2. 
Zatem zmiany w poziomie ELK1 są skutkiem działa-
nia CagA zarówno na drodze zależnej jak i niezależ-
nej od fosforylacji [30]. NF-κB jest aktywowany głów-
nie poprzez szlaki kinaz Ras/MAP i dodatkowo przez 
mechanizm niezależny od CagA, poprzez wprowadzenie 
przez IV system sekrecji fragmentów rozpadu peptydo-
glikanu oddziałujących na receptory NOD1 (nucleotide-
-binding oligomerization domain-containing protein 1). 
NF-κB indukuje ekspresję genów odpowiedzialnych 
za wytwarzanie interleukiny 8 (cytokiny prozapalnej), 
metaloproteaz oraz genów anty-apoptotycznych [46, 74]. 
Infekcja H. pylori poprzez interakcję CagA z fosfoli-
pazą gamma, powodującą gromadzenie się w komórce 
jonów wapniowych doprowadza także do podwyższenia 
poziomu kalcyneuryny – fosfatazy serynowo-teronino-
wej, wpływającej na poziom czynnika transkrypcyjnego 
NFAT, aktywującego limfocyty T. NFAT doprowadza do 
zahamowania proliferacji komórek, co jest procesem 
antagonistycznym do procesu aktywacji proliferacji 
poprzez kinazy Ras/MAP [8, 77]. Cytotoksyna VacA 
również powoduje aktywację tego czynnika transkryp-
cyjnego, sekrecja VacA jest zsynchronizowana z wpro-
wadzeniem CagA do komórek nabłonka co dowodzi, 
że obie cytotoksyny wzajemnie ze sobą oddziałują [3]. 

5.	C agA jest onkoproteiną – doświadczenia
	 z wykorzystaniem transgenicznych myszy

Wyżej przedstawiono skomplikowane przemiany 
szlaków metabolicznych indukowane przez białko CagA 
H. pylori dostarczane do komórek gospodarza przez 

IV system sekrecji. Wiele z nich, co wykazano w ekspe-
rymentach prowadzonych z wykorzystaniem różnych 
linii komórkowych może odgrywać kluczową rolę 
w procesach nowotworzenia. Doświadczenia na modelu 
zwierzęcym (mongolskich myszoskoczkach) zakażo- 
nych H. pylori) wykazały korelację pomiędzy inter- 
akcją komórek nabłonkowych z CagA, a rozwojem 
nowotworu przewodu pokarmowego, co potwierdza hipo- 
tezę o onkogennym działaniu tego białka [59, 64]. Dalsze 
eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem trans- 
genicznych myszy wytwarzających dwa rodzaje CagA: 
typ dziki oraz białko zmutowane – nieulegające proce-
sowi fosforylacji. U myszy produkujących dziką formę 
CagA powstawały zmiany fenotypu tkanek nabłonko-
wych przewodu pokarmowego prowadzące do rozwoju 
hiperplazji oraz nowotworu żołądka i jelita cienkiego 
oraz nowotwory układu odpornościowego. U myszy, 
które produkowały CagA nieulegające fosforylacji nie 
zaobserwowano takich zmian. Badania te bezsprzecznie 
potwierdziły, że CagA jest onkoproteiną oraz dowiodły 
jak ważną rolę w zmianach fenotypowych komórek 
odgrywa proces fosforylacji [55].

Na bezpośredni wpływ białka CagA na procesy 
nowotworzenia wskazuje także wyniki eksperymentów 
in vitro (co-immunoprecypitacja oraz eksperymenty 
typu „pull-down”) w których wykazano bezpośrednie 
oddziaływanie CagA z białkiem RUNX3, obecnym 
w wielu tkankach supresorem nowotworów, często nie-
aktywnym w komórkach raka żołądka. Oddziaływanie 
pomiędzy domeną WW CagA a motywem PY RUNX3 
indukuje ubikwitynację białka supresorowego i kieruje 
go na drogę degradacji [70].

Poznawanie podstaw rozwoju choroby nowotwo- 
rowej zaindukowanej aktywnością CagA może być 
podstawą do zrozumienia generalnych mechanizmów 
warunkujących procesy nowotworzenia związane z in- 
fekcjami lub reakcjami zapalnymi organizmu [21, 75]. 
Doświadczenia badające stabilność CagA w komórkach 
nabłonkowych żołądka dowiodły, że CagA jest białkiem 
„krótko żyjącym”, a jego degradacja jest procesem nie-
zależnym od proteosomu 26S. Oprócz tego udokumen- 
towano, że zablokowanie oddziaływania CagA z kinazą 
PAR1b skutkuje kierowaniem CagA na drogę degra-
dacji. Fakt ten może być wykorzystany w opracowaniu 
nowych metod profilaktycznych – zapobieganiu powsta-
waniu nowotworu, polegającym na hamowaniu oddzia-
ływania białka CagA z kinazą PAR1b [34].

6.	 Podsumowanie

Rozwój nowotworu jest to proces wieloetapowy 
wymagający zmian w ekspresji onkogenów oraz genów 
supresorów nowotworowych komórek gospodarza. 
Wprowadzone CagA oddziałuje z białkami gospodarza 
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na drodze zależnej i niezależnej od fosforylacji powo-
dując zmiany w ruchliwości, proliferacji komórek oraz 
osłabiając połączenia między nimi, tym samym powo-
dując zmiany w architekturze nabłonka żołądka. Dobrze 
udokumentowano, że aktywność CagA powoduje roz-
wój metaplazji, dysplazji, a w efekcie nowotworu tkanki 
nabłonkowej żołądka. Główną rolę w tym procesie 
odgrywa interakcja CagA z SHP-2 – wewnątrzkomór-
kowym onkogenem, choć zdumienie budzą możliwości 
interakcji z wieloma białkami komórek nabłonkowych 
prowadzące w konsekwencji do kilku procesów – usta-
nowienia chronicznego stanu infekcji i powolnych 
zmian w ruchliwości, proliferacji i polarności komórek 
nabłonka. Rozwój procesu nowotworzenia bez wątpie-
nia związany jest z polimorfizmem dwu podstawowych 
czynników wirulencji białek VacA i CagA. Analizując 
polimorfizm tych genów patogenu będziemy mogli choć 
w przybliżeniu określić poziom ryzyka rozwoju choroby 
nowotworowej u konkretnego pacjenta. 

Eradykacja H. pylori obniża prawdopodobieństwa 
wystąpienia nowotworu żołądka, aczkolwiek może ona 
prowadzić do powstawania choroby refluksowej prze-
łykowej żołądka, która również stwarza ryzyko powsta-
wania nowotworu (w tym przypadku nowotworu prze-
łyku). Poznawanie podłoża molekularnego działania 
CagA może doprowadzić do opracowania rewolucyj-
nych metod zapobiegania rozwojowi choroby nowotwo-
rowej nawet bez konieczności usuwania infekcji. 
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1.  Wstęp

Rośliny uprawne, w tym owoce i warzywa w cza-
sie wzrostu, jak i po zbiorze narażone są na choroby 
wywoływane mikroorganizmami. Oczywistym efektem 
występowania chorób jest obniżenie zbiorów i pogorsze-
nie ich jakości. Sumaryczne straty w produkcji roślinnej 
wywołane przez choroby i szkodniki roślin szacowane 
są przez Światową Organizację Wyżywienia i Rolnictwa 
na około 30% rocznie w skali całego świata. Występo-
wanie chorób roślin podnosi również koszty produkcji 
roślinnej oraz ma skutki estetyczne poprzez obniżanie 
walorów zdobniczych [48]. 

Mykozy roślin, choroby powodowane przez grzyby, 
stanowią najliczniejszą i najistotniejszą z gospodarczego 
punktu widzenia grupę chorób. Jak wiadomo, do walki 
z nimi stosuje się fungicydy, które mimo skuteczności 
i prostoty użycia, nie cieszą się uznaniem ze względu 

na zagrożenie bezpieczeństwa zdrowotnego konsumen-
tów spowodowane pozostałościami fungicydów w rośli-
nach, uodparnianie się patogenów na środki chemiczne, 
redukcję organizmów pożytecznych, a także trudności 
i duże koszty wynalezienia nowych, bezpiecznych pre-
paratów. Te zastrzeżenia do stosowania fungicydów 
spowodowały wzrost zainteresowania biologicznymi 
metodami ochrony roślin [80]. Klasyczna definicja głosi, 
że biologiczna metoda ochrony polega na ograniczaniu 
rozwoju organizmów szkodliwych dla roślin za pomocą 
czynników biologicznych – innych organizmów lub pro-
duktów ich metabolizmu [47]. Badania nad czynnikami 
biologicznymi, służącymi do zwalczania flory patogen-
nej koncentrują się na poszukiwaniu mikroorganizmów 
antagonistycznych dla patogenów ran, gdyż do infekcji 
przez zarodniki grzybów dochodzi najczęściej poprzez 
miejsce zranienia tkanki roślinnej. Dlatego też szybka 
kolonizacja i wzrost antagonisty w miejscu zranienia 
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decydują o jego skuteczności. Proces infekcji owoców 
i warzyw odpowiedzialny za ich gnicie może nastąpić 
w okresie pomiędzy kwitnieniem, a uzyskaniem dojrza-
łości lub w czasie zbiorów. Użycie mikroorganizmów do 
kontroli chorób roślin wymaga zakłócenia jakiegoś etapu 
choroby lub cyklu życia patogenu, zwykle ich działanie 
dotyczy prewencji infekcji, redukcji kolonizacji tkanek 
gospodarza lub sporulacji i przeżycia patogenu [71]. Aby 
skutecznie zapobiegać infekcjom surowców roślinnych 
przez grzyby fitopatogenne, antagonista powinien być 
obecny na ich powierzchni przed wystąpieniem infek-
cji. Powinien charakteryzować się wysoką zdolnością 
do kolonizacji powierzchni ran, szybkim wzrostem, 
zdolnością do wykorzystania składników odżywczych 
występujących w małych ilościach w miejscach zranie-
nia oraz większą zdolnością do przeżycia i rozwoju niż 
patogen w szerokim zakresie temperatur, pH i ciśnienia 
osmotycznego. Powinien być skuteczny nawet w niskich 
stężeniach oraz mieć szerokie spektrum działania. 
Powinien być stabilny genetycznie, mieć umiarkowane 
wymagania odżywcze i nie powinien produkować meta-
bolitów szkodliwych dla zdrowia ludzi oraz nie wywierać 
szkodliwego działania na surowiec. Powinien również 
charakteryzować się odpornością na pestycydy [21]. 

Wiele czynników biokontroli egzystuje naturalnie 
na liściach roślin, korzeniach i innych strukturach jako 
epifity lub saprofity wykorzystujące składniki odżyw-
cze w danej niszy ekologicznej. Intensywne badania 
nad takimi mikroorganizmami trwają od około 25 lat 
i doprowadziły do komercyjnego użycia zarejestrowa-
nych czynników biologicznych do kontroli chorób roślin. 
Do grupy drobnoustrojów antagonistycznych zalicza 
się pożyteczne bakterie, drożdże i grzyby strzępkowe. 
Dużo uwagi poświęcono też bakteriom antagonistycz-
nym, czego wynikiem są dostępne na rynku preparaty 
bakteryjne oparte o wykorzystanie aktywnych szczepów 
[80]. Grzyby strzępkowe są również przedmiotem badań 
nad wykorzystaniem ich w biokontroli kilka gatunków, 
zwłaszcza grzybów z rodzaju Trichoderma, posłużyło 
do sporządzenia komercyjnych preparatów do ochrony 
różnych upraw – patrz publikacje na ten temat [47, 
61, 62, 70, 71, 99]. Niniejsza praca koncentruje się na 
wykorzystaniu drożdży jako czynników ochrony bio-
logicznej, nad którymi prowadzi się w ostatnich latach 
badania zarówno laboratoryjne, jak i polowe, ale także 
pojawiają się na rynku środków ochrony roślin preparaty 
oparte o ich działanie. 

2.	 Drożdże w ochronie owoców i warzyw
	 przed chorobami pochodzenia grzybowego

Pierwsze badania dotyczące zastosowania drożdży 
antagonistycznych w stosunku do grzybów patogennych, 
atakujących po zbiorze owoce i warzywa koncentrowały 

się na zaplikowaniu ich po zbiorze w stabilnym i kontro-
lowanym środowisku przechowywania, ocenie ich aktyw-
ności przeciwgrzybiczej, gdy czynniki biologiczne łatwo 
stosować na zgromadzone plony [97]. Według innej hipo-
tezy użycie czynników biokontroli przed zbiorem może 
być bardziej korzystne niż po zbiorze, chociaż wymaga 
dobrego zrozumienia epidemiologii choroby, biologii, 
ekologii i dynamiki populacji antagonistów [5, 41].

Stosowanie drożdży po zbiorze owoców przedsta-
wiono w licznych publikacjach, szczególnie z przełomu 
XX i XXI w. (Tab. I). F i l o n o w  i wsp. [31] przeba-
dali 28 izolatów drożdży z rodzaju Cryptococcus, Deba­
ryomyces, Filobasidium, Rhodosporidium, Rhodotorula, 
Sirobasidium, Sporidiobolus, Sporobolomyces, Tilletiopsis, 
Tremella, Trichosporon i Yarrowia pod kątem ich ochron-
nego działania na jabłka zakażane konidiami Botrytis 
cinerea po zbiorze i stwierdzili najlepszą przydatność 
drożdży Cryptococcus humicola Y1266, Filobasidium flo­
riforme Y7454 i Rhodosporidium toruloides Y1091 do 
ograniczania wielkości i stopnia zaawansowania zgni-
lizny na jabłkach przechowywanych zarówno w  tem- 
peraturze pokojowej, jak i chłodniczej. Drożdże szybko 
kolonizowały miejsca zranień owoców, namnażały się 
i  ograniczały kiełkowanie i wzrost patogenu [31]. 
Wa g n e r  i wsp. [93] przebadali 18 szczepów drożdży 
i wyłonili 4 szczepy skutecznie hamujące wzrost B. cine­
rea na jabłkach podczas przechowywania. W doświad-
czeniu infekcyjnym najwyższy stopień hamowania 
wzrostu patogenu uzyskano działając drożdżami 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 działanie antagonistyczne wobec B. cine­
rea oraz Penicillium expansum na jabłkach drożdży 
Rhodotorula glutinis LS11, Cryptococcus laurentii LS28 
i Aureobasidium pullulans LS30 wykazali L i m a  i wsp. 
[51] podczas badań przechowalniczych w temp. 3°C 
i 20°C. Uzyskali oni redukcję zgnilizny o 89–91% sto-
sując szczep LS30, LS28 ograniczył zmiany chorobowe 
na jabłkach o 86–91% w temp. pokojowej, zaś izolat LS11 
był najskuteczniejszy w temp. 3°C dając redukcję zmian 
o 63–72% [51]. Z kolei Q i n  i wsp. [72] zastosowali 
drożdże: Trichosporon pullulans, C. laurentii, R. glutinis 
i Pichia membranefaciens do pozbiorowej ochrony cze-
reśni przed Alternaria alternata, P. expansum, B. cinerea 
i Rhizopus stolonifer i stwierdzili skuteczną ochronę owo-
ców (zmiany gnilne mniejsze niż w kontroli o 73–94%) 
przez T. pullulans w temp. 25°C, zaś przez R. glutinis 
w 0°C. W badaniach laboratoryjnych S c h e n a  i wsp. 
[79] przebadali właściwości antagonistyczne izolatów 
drożdży z gatunków: 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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dorach. Uzyskali bardzo wysoki poziom redukcji zgni-
lizn, uzależniony od gęstości zawiesin drożdży, sięgający 
nawet blisko 100% w przypadku Botrytis i Rhizopus, 
a najefektywniejszym szczepem okazał się izolat Met­
schnikowia LS15 [79]. Z h a n g  i wsp. [102] wyizolo- 
wali spośród 210 izolatów drożdży i grzybów drożdżopo- 
dobnych 3  izolaty zidentyfikowane jako Pseudozyma 
fusiformata, Metschnikowia sp. i A. pullulans, które 
dobrze chroniły owoce brzoskwini przed Monilinia laxa 
po zbiorze ograniczając występowanie zmian gnilnych 
odpowiednio do 29,3%, 21,3% i 29,3% (stosując gęstość 
komórek 1×108/ml). Badacze wykazali, że żywe komórki 
antagonistów w znacznym stopniu hamowały kiełko-
wanie zarodników i wydłużanie strzępek kiełkowych 
[102]. O działaniu ochronnym Metschnikowia fructicola 

na owocach brzoskwini i nektaryny przeciw rozwojowi 
Monilinia fructigena po zbiorze donieśli F e r r a r i  i wsp. 
[30], a o zastosowaniu Metschnikowia pulcherrima prze-
ciw brunatnej zgniliźnie moreli pisali G r e b e n i s a n 
i wsp. [36]. Z kolei J a n i s i e w i c z  i wsp. [44] badali 
zdolności różnych szczepów wyżej wymienionego 
gatunku drożdży do hamowania zgnilizny powodowa-
nej przez P. expansum na jabłkach i uzyskali zadowala-
jące rezultaty, chociaż zróżnicowanie między szczepami 
w potencjale biokontrolnym było widoczne.

Druga koncepcja stosowania drożdży do pozbioro-
wej ochrony owoców i warzyw dotyczy aplikacji tych 
drobnoustrojów przed zbiorem, jeszcze podczas uprawy. 
Wiele patogenów właśnie wtedy dostaje się do rośliny 
(infekcje ukryte i spokojne), a powodowane przez nie 

Aplikacja po zbiorze
Cryptococcus humicola, Filobasidium floriforme, Rhodosporidium toruloides	 Botrytis cinerea	 Jabłka	 [31]
Pichia stipitis, Candida melibiosica, C. butyri, C. parapsilosis	 Botrytis cinerea	 Jabłka	 [93]
Rhodotorula glutinis, Cryptococcus laurentii, Aureobasidium pullulans	 Botrytis cinerea,	 Jabłka	 [51]
	 Penicillium expansum
Trichosporon pullulans, Rhodotorula glutinis	 Alternaria alternata,	 Czereśnie	 [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	 Jabłka	 [44]

Aplikacja przed zbiorem
Aureobasidium pullulans, Rhodotorula glutinis	 Penicillium expansum,	 Jabłka	 [49]
	 Botrytis cinerea, and
	 Pezicula malicorticis
Aureobasidium pullulans, Candida oleophila	 Botrytis cinerea	 Truskawki	 [52]
Aureobasidium pullulans, Epicoccum purpurascens	 Monilinia laxa	 Czereśnie 	 [98]
Candida sake	 Penicillium expansum	 Jabłka	 [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]

Tabela I
Drożdże wykorzystywane w ochronie biologicznej roślin

Piśmien-
nictwo

Drożdże – skuteczni antagoniści Grzyby fitopatogenne Rośliny (plony)
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zgnilizny pojawiają się dopiero na dojrzałych owocach 
[41]. Użycie drożdży na polu, szczególnie przed infek-
cją patogenem, może wówczas być bardziej efektywne. 
Oczywiście antagonista wykorzystywany do aplikacji 
polowej powinien być bardziej odporny niż antagoni-
sta stosowany po zbiorze na niskie stężenia składników 
odżywczych, promieniowanie UV, suszę, gwałtowne 
zmiany klimatu czy obecność środków chemicznych [41, 
49]. Powinien również wykazać się szybką i skuteczną 
zdolnością kolonizacji powierzchni roślin, zwłaszcza 
organów docelowych [41]. Drożdże aplikowane przed 
zbiorem przedstawiono w Tab. I. Gatunki A. pullulans 
oraz R. glutinis w badaniach L e i b i n g e r a  i wsp. [49] 
po zaaplikowaniu na jabłonie wykazały wysoką adapta-
cję do warunków polowych i przechowywania w chłodni 
przez okres 6 miesięcy. Stwierdzono, że ochrona kwiatów 
truskawki, które stanowią wrota infekcji, jest kluczową 
strategią zapobiegania rozwojowi B. cinerea zarówno 
przez środki biologiczne, jak i chemiczne. Stwierdzono, 
że grzyby drożdżopodobne A. pullulans oraz drożdże 
C. oleophila były bardziej efektywne wobec zgnilizny 
przechowalniczej B. cinerea na truskawkach, gdy były 
stosowane na polu w porównaniu z użyciem bezpośred-
nio po zbiorze. Oba drobnoustroje kolonizowały kwiaty 
i nie dopuszczały do infekcji przez B. cinerea [52]. Apli-
kacja A. pullulans i Epicoccum purpurascens na kwiaty 
czereśni redukowała liczbę ukrytych infekcji przez Moni­
linia laxa w zielonych owocach [98]. Dobre rezultaty 
może dać zastosowanie drożdży tuż przed zbiorem, aby 
przeciwdziałać rozwojowi patogenów w rankach powsta-
łych podczas uszkodzeń w trakcie zbioru lub po nim. 
Candida sake zaaplikowane 2 dni przed zbiorem skutecz-
nie przeciwdziałały rozwojowi niebieskiej zgnilizny na 
jabłkach przez 4 miesiące przechowywania [87]. A. pul­
lulans zastosowany na truskawki bezpośrednio przed 
zbiorem redukował zgniliznę Rhizopus o 72%, natomiast 
słabo działał na Botrytis [52]. Innym wskazaniem dla 
aplikacji preparatów drożdżowych przed zbiorem jest 
specyfika owoców, które posiadają woskowe naloty 
(winogrona) lub niekorzystny jest ich kontakt z wodą 
podczas przechowywania (truskawki). B e n - A r i e 
i  wsp. [41] badali działanie drożdży P. guilliermondii 
na hamowanie zgnilizny pozbiorowej na winogronach 
aplikując antagonistę przed i po zbiorze owoców. Stwier-
dzili skuteczny efekt hamujący w obu przypadkach, lecz 
preparat aplikowany po zbiorze usunął powierzchniowy 
nalot, co nie było korzystne dla owoców [41]. S c h e n a 
i wsp. [79] zastosowali szczep Metschnikowia LS15 na 
owoce winogron przed zbiorem i przy pięciokrotnych 
opryskach zawiesiną antagonisty uzyskali redukcję 
zmian chorobowych wywołanych B. cinerea o 38,2%, jed-
nak populacja drożdży w warunkach polowych szybko 
zmniejszała się. Drożdże Cryptococcus infirmominatus, 
C. laurentii i R. glutinis zastosowano 1 dzień lub 3 tygo-
dnie przed zbiorem do hamowania szarej i niebieskiej 

zgnilizny na gruszkach. Obiecujące wyniki uzyskano dla 
C. infirmonimatus, które po aplikacji przez 3 tygodnie 
utrzymywały liczebność na wysokim poziomie i kilku-
krotnie zmniejszały ogólny stan zmian chorobowych 
w trakcie przechowywania owoców [9]. 

3.	Z astosowanie drożdży do hamowania fitopato-
	 genów grzybowych pochodzenia glebowego

E l - Ta r a b i l y  [28] doniósł o zastosowaniu trzech 
gatunków drożdży: Candida valida, R. glutinis i Tricho­
sporon asahii z ryzosfery buraka cukrowego, które indy- 
widualnie lub w kombinacji redukowały zgorzel siewek 
i  zgniliznę korzeni buraka cukrowego powodowaną 
przez Rhizoctonia solani AG-2-2. Wykazano, że za aktyw 
ność przeciwgrzybową C. valida odpowiedzialne są różne 
mechanizmy: produkcja β-1,3-glukanazy, związków 
lotnych, metabolitów przeciwgrzybowych, obecność lot-
nych związków inhibujących stwierdzono u R. glutinis 
a u T. asahii wydzielanie metabolitów przeciwgrzybo-
wych. Badane drożdże stosowano również w kombinacji 
do wzmocnienia działania protekcyjnego buraka cukro-
wego przed chorobami [28]. E l - M e h a l a w y  i wsp. 
[25] donieśli o zastosowaniu drożdży Candida glabrata, 
Candida maltosa, Candida slooffiae, Rhodotorula rubra 
i Trichosporon cutaneum indywidualnie lub łącznie do 
znacznej redukcji Cephalosporium maydis, grzyba powo-
dującego chorobę kukurydzy. Drożdże produkowały 
dyfuzyjne metabolity antygrzybowe i enzymy degradu-
jące ścianę komórkową [25]. Natomiast drożdże z ryzo- 
sfery Saccharomyces unispora i Candida steatolytica znacz-
nie ograniczały wzrost Fusarium oxysporum, przyczynę 
fuzariozy fasoli, produkując związki antybiotyczne [26] 
(Tab. I). Sugeruje się, że wydzieliny korzeni odgrywają 
znaczną rolę w efektywności drożdży w biokontroli [27]. 

Ważnym zjawiskiem odpowiadającym za skutecz-
ność czynników biokontroli wobec grzybów patogen-
nych pochodzenia glebowego jest zdolność do ochrony 
nasion i korzeni roślin przejawiająca się szybką kolo
nizacją powierzchni korzeni przez antagonistę. Zja- 
wisko to nazwano kompetencją ryzosfery [3]. W pracy 
E l - Ta r a b i l y  [28] stwierdzono, że drożdże C. valida 
oraz T. asahii skolonizowały 95% korzeni po 6 dniach od 
pojawienia się korzeni buraka cukrowego, zaś R. glutinis 
skolonizowała 90% korzeni po 8 dniach. Stwierdzono, 
że gęstość populacji poszczególnych drożdży zmieniała 
się w zależności od głębokości w glebie i była największa 
w pierwszych 4 cm systemu korzeniowego. Jednak bada-
nia tego zjawiska u drożdży są nieliczne [26, 28], a warto 
byłoby wziąć je pod uwagę jako warunek wstępny do 
skutecznej kontroli biologicznej chorób korzeni. Obser-
wowany w badaniach brak niezawodnej kontroli może 
być związany z niepowodzeniami w kolonizacji korzeni 
przez badane drobnoustroje [27]. 
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Wykazano, że niektóre drożdże pochodzące z ryzo
sfery lub gleby mogą wykazywać właściwości stymu
lujące wzrost roślin, a więc można je zaliczyć do grupy 
drobnoustrojów PGP (Plant Growth Promoting), do 
której należą rhizobakterie oraz grzyby strzępkowe np. 
z rodzaju Trichoderma. Drobnoustroje zaliczane do tej 
grupy mogą wspomagać wzrost roślin poprzez produkcję 
fitohormonów (gibereliny, auksyny, cytokininy), wita-
min, zwiększenie dostępności niektórych pierwiastków 
biogennych (azot, fosfor), uruchamianie składników 
pokarmowych z gleby i materii organicznej (np. produk-
cja sideroforów), zwiększenie intensywności pobierania 
i przemieszczania składników mineralnych oraz obniża-
nie aktywności patogenów glebowych [27, 99]. W lite-
raturze można znaleźć kilka doniesień sugerujących, że 
drożdże wywierają efekt stymulacyjny na wzrost roślin. 
P e r o n d i i  i wsp. [67] zastosowali Sporobolomyces 
roseus do zwiększenia wydajności pszenicy o 16–30%, 
zaś A b d  E l - H a f e z  i S h e h a t a  [2] użyli drożdży 
z rodzaju Rhodotorula do zwiększenia wzrostu i owo-
cowania pomidorów. Inokulacja gleby wspomnianymi 
wcześniej drożdżami C. valida, R. glutinis i T. asahii 
korzystnie wpływała na wzrost buraka cukrowego za- 
równo w obecności, jak i przy braku patogenu R. solanii 
w próbach szklarniowych. Wykazano, że inokulacja droż- 
dżami spowodowała wzmocniony wzrost korzenia i pędu 
na skutek aktywności kwasu indolo-3-octowego (IAA), 
giberelin (GA3) i prawdopodobnie innych regulatorów 
wzrostu [28]. E l - M e h a l a w y  i wsp. [25] zauważyli, 
że zastosowanie drożdży C. glabrata, C. maltoza, C. sloof­
fiae, R. rubra i T. cutaneum pojedynczo lub w kombi-
nacji sprzyjało wzrostowi kukurydzy przy nieobecności 
C. maydiis. E l - M e h a l a w y  [26] zauważył pozytywne 
działanie drożdży S. unispora i C. steatolytica na wzrost 
fasoli wtedy, gdy grzyb F. oxysporum był nieobecny.

Obecnie duże nadzieje są pokładane w działaniu 
drobnoustrojów endofitycznych, czyli bytujących natu-
ralnie w tkankach roślinnych w określonej fazie cyklu 
życiowego i nie powodujących w nich żadnych uszko-
dzeń [68, 84]. Oprócz bakterii i grzybów strzępkowych, 
również niektóre drożdże endofityczne były badane pod 
kątem aktywności stymulującej wzrost roślin. N a s s a r 
i wsp. [64] wykazali, że izolat drożdży Wiliopsis satur­
nus był zdolny do produkcji IAA i kwasu indolo-3-piro-
gronowego (IPYA) in vitro, na podłożu wzbogaconym 
w  L-tryptofan jako prekursor auksyn. Wprowadzenie 
tych drożdży do sadzonek kukurydzy poprzez zanu-
rzanie przyciętych korzeni w ich zawiesinie znacznie 
wzmacniało ich wzrost w warunkach szklarniowych 
w glebie wzbogaconej tryptofanem lub bez tryptofanu. 
Uzyskano wzrost suchej masy roślin, wydłużenie korzeni 
i  pędów oraz oznaczono wyższe stężenia IAA i IPYA 
w porównaniu z roślinami kontrolnymi z tym, że działa-
nie drożdży było wzmocnione obecnością L-tryptofanu 
w glebie [64]. Oprócz wyżej wspomnianych substancji 

IAA i IPYA, stwierdzono zdolność drożdży do wytwa-
rzania takich regulatorów wzrostu jak etylen [54] i GA3 
[28]. Istnieją również dowody, że poliaminy: putrescyna, 
spermidyna i spermina odgrywają pozytywną rolę jako 
modulatory wzrostu roślin wyższych [33]. Ze względu na 
obfitość występowania w środowisku nie są one uważane 
za hormony, lecz tylko za regulatory wzrostu roślin.

4.	 Mechanizmy antagonistycznego działania
	 drożdży na wzrost grzybów fitopatogennych

Mechanizmy odgrywające znaczną rolę w aktywności 
biokontrolnej antagonistycznych drożdży wobec grzy-
bów patogennych roślin obejmują: współzawodnictwo 
o składniki odżywcze i przestrzeń, produkcję enzymów 
degradujących ścianę komórkową, produkcję metabo-
litów przeciwgrzybowych i związków lotnych, indukcję 
odporności gospodarza oraz mykopasożytnictwo [27]. 
Badania dotyczące mechanizmów oddziaływania droż-
dży na grzyby patogenne prowadzono na przedstawicie-
lach różnych rodzajów: 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 
działanie czynnika biokontroli może być efektem wystę-
powania kilku mechanizmów jednocześnie [22]. Według 
E l - Ta r a b i l y  i S i v a s i t h a m p a r a m  [27] zro-
zumienie sposobów działania antagonistycznego droż-
dży pomoże nie tylko w udoskonaleniu ich aktywności 
i efektywności jako czynników biokontroli, ale umoż-
liwi również rozwój kryteriów do szybkiego skriningu 
czynników ochrony biologicznej.

4.1.	 Konkurencja o składniki odżywcze i przestrzeń

Grzyby fitopatogenne dostają się do tkanek rośliny 
poprzez bezpośrednią penetrację strzępek przez kuti-
kulę i epidermę rośliny (pasożyty obligatoryjne) lub 
poprzez ranki, uszkodzone tkanki czy naturalne otwory: 
aparaty szparkowe i przetchlinki (pasożyty względne). 
W obszarach tych znajduje się wiele składników odżyw-
czych. Czynniki biologicznej ochrony mogą skutecz-
nie współzawodniczyć z patogenem o zajęcie miejsca 
infekcji i wykorzystując składniki, wypierać patogen 
poprzez zapobieganie kiełkowaniu lub infekcji [32]. 
W  niektórych badaniach obejmujących obserwacje 
mikroskopowe autorzy wykazali, że komórki drożdży 
występują w bliskim związku ze strzępkami lub agre-
gatami grzybni, gdzie pojawiają się wydzieliny grzyba 
i nie oznacza to tylko istnienia chemoatrakcji komórek 
drożdżowych w  kierunku strzępek znajdujących się 
na powierzchni liści, korzeni, owoców, ale również 
jest dowodem na występowanie zjawiska konkurencji 
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o pokarm i przestrzeń [6, 13]. Stwierdzono, że wcześ
niejsze (poprzedzające) zajęcie przez drożdże P. guillier­
mondii i C. oleophila miejsc infekcji grzyba i wyklucze-
nie w ten sposób patogenu jest jednym z mechanizmów 
skutecznej ochrony jabłek przed szarą pleśnią [60, 96]. 
Współzawodnictwo o  pokarm było bardzo intensyw-
nie badane również w innych układach drożdże – 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 
– P. italicum [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 oddziaływania pomiędzy drobnoustrojami 
występuje zwłaszcza na owocach zawierających cukry na 
zranionych powierzchniach. Szybkie rozmnażanie droż-
dży pomaga im w eliminacji patogenów grzybowych, np. 
kiełkowanie zarodników B. cinerea było całkowicie zaha-
mowane w czasie wspólnej hodowli in vitro z komórka- 
mi M. pulcherima, natomiast nie stwierdzono działania 
hamującego wzrost pleśni podczas użycia komórek auto-
klawowanych lub filtratów komórkowych [83]. Podobne 
obserwacje zachowania zarodników M. laxa w obecno-
ści żywych i inaktywowanych komórek oraz filtratów 
pohodowlanych poczynili Z h a n g  i wsp. [102].

4.2.	 Produkcja czynników antybiotycznych

Jest to zjawisko charakterystyczne dla wielu drobno
ustrojów efektywnie oddziałujących na inne mikroorga
nizmy. U drożdży nie jest obserwowane powszechnie. 
Istnieje kilka doniesień w literaturze wskazujących na ich 
zdolność do produkcji tego typu metabolitów wtórnych. 
Drożdże Pseudozyma, wytwarzają metabolity o aktyw-
ności antymikrobiologicznej. Pseudozyma flocculosa wy- 
twarza antybiotyki zawierające kwasy tłuszczowe, które 
działają na przepuszczalność błony komórkowej orga-
nizmu docelowego, hamując jego wzrost [8]. Wykazano, 
że mutanty Pseudozyma nie produkujące glikolipidu 
flokulozyny działały słabiej na mączniaka [71]. Stwier-
dzono, że niektóre szczepy P. fusiformata wydzielają 
kwas ustilaginowy, glikolipid aktywny wobec różnych 
gatunków drożdży i grzybów strzępkowych [102]. Grzyb 
drożdżopodobny Sporothrix flocculosa wytwarza dwa 
antybiotyki – kwas heptadekanoinowy oraz metylohepta-
dekanoinowy, które skutecznie redukowały kiełkowanie 
zarodników oraz wzrost B. cinerea i F. oxysporum [38]. 
Urquhart i Punja [92] oczyścili ester kwasu tłuszczo-
wego o aktywności przeciwgrzybowej z Tilletiopsis pal­
lescens, który skutecznie ograniczał rozwój mączniaka 
Podosphaera xanthii. Był również aktywny wobec pato-
genów roślinnych pochodzenia glebowego takich jak: 
F. oxysporum, Phoma sp., Pythium aphanidermatum [92]. 
Naturalne drożdże winiarskie z rodzaju Saccharomyces 

i Zygosaccharomyces również in vitro hamowały wzrost 
Rhizoctonia fragariae, Sclerotinia sclerotiorum, Macro­
phomina phaseolina [85]. Natomiast stwierdzono, że 
A. pullulans produkuje aureobazydynę A, przeciwgrzy-
bowy cykliczny depsipeptyd, który hamuje kiełkowanie 
zarodników, wydłużanie strzępek kiełkowych i wzrost 
grzybni Monilinia fructicola [100].

Badania nad zjawiskiem antybiozy obejmują wspólne 
hodowle kolonii obu drobnoustrojów na płytkach Petriego 
na podłożach stałych i pomiary stref inhibicji [83, 85, 94], 
hamujące działanie filtratów pohodowlanych na wzrost 
i kiełkowanie zarodników fitopatogenu in vitro, wyko+ 
rzystanie sztucznie zranionych owoców lub liści, zakażo-
nych antagonistą i patogenem [56, 83]. M a s i h  i wsp. 
[56] wykazali bójcze działanie P. membranefaciens wobec 
B. cinerea w doświadczeniach płytkowych (strefy zaha-
mowania wzrostu) oraz w probówkach, w bulionie, gdzie 
stwierdzono utratę zdolności do kiełkowania i następnie 
tworzenia kolonii. Obserwacje mikroskopowe wykazały  
koagulację protoplazmy komórek grzyba w obecności 
P. membranefaciens i utratę jej zawartości [56]. Z kolei 
P a y n e  i wsp. [66] zauważyli, że S. cerevisiae i Deba­
ryomyces sp. znacznie redukowały wzrost wybranych 
pleśni na skutek działania związków lotnych.

Wykazano, że drożdże z rodzaju Candida i Rhodo­
torula wytwarzają siderofory, chelatory żelaza ze środo-
wiska ubogiego w ten pierwiastek. Kwas rodotorulowy 
wytwarzany przez Rhodotorula miał zdolność hamo- 
wania kiełkowania zarodników różnych patogenów 
m.in. B. cinerea [11].

Niektóre doniesienia sugerują, że drożdże wytwarza-
jące tzw. toksynę killerową mogą znaleźć zastosowanie 
w  biologicznej kontroli chorób pochodzenia grzybo-
wego. Toksyny killerowe są białkami lub glikoproteinami 
wiążącymi struktury polisacharydowe ścian komórko-
wych drożdży np. (1-6)-β-D-glukanu [39]. Zjawisko 
produkowania toksyny przez drożdże jest przedmio-
tem badań naukowców od wielu lat, szczególnie pod 
kątem ich wykorzystania w przemyśle spożywczym 
i fermentacyjnym [75, 76]. Wa l k e r  i wsp. [94] wska-
zali na zdolność drożdży killerowych (m.in. P. anomala 
NCYC 435, S. cerevisiae 28, P. membranifaciens 333) do 
hamowania grzybów patogennych z gatunków Hete­
robasidion annosum, R. solani, F. equiseti, B. cinerea. 
S a n t o s  i  M a r q u i n a  [76] i S a n t o s  i wsp. [77] 
prowadzili badania nad toksyną killerową P. membra­
nifaciens CYC 1106, która posiada aktywność przeciw-
grzybową i przeciwdrożdżową, i wykazali właściwości 
hamujące wzrost B. cinerea CYC 20003 in vitro i in vivo 
na sztucznie zakażonych grzybem jabłkach podczas 
przechowywania. Określili również mechanizm działa-
nia toksyny killerowej poprzez wywoływanie zakłóceń 
gradientów elektrochemicznych błony plazmatycznej, co 
powodowało wyciek jonów przez nieregulowane kanały 
jonowe w błonie i śmierć komórek [75].
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4.3.	 Produkcja enzymów litycznych

Wydzielanie enzymów hydrolitycznych, zwłaszcza 
chitynaz i glukanaz jest cechą powszechną u wielu 
efektywnych czynników kontroli biologicznej. Cecha 
ta została bardzo dobrze poznana u grzybów strzępko-
wych Trichoderma [71, 99], ale stwierdzono ją również 
u  niektórych drożdży. Zdolność do produkcji β-1,3-
glukanazy stwierdzono u Pichia anomala, P. membrane­
faciens, R. glutinis, C. laurentii, A. pullulans, Tilletiopsis 
albescens i T. pallescens, Candida guilliermondii i C. oleo­
phila. Drożdże hamowały wzrost takich patogenów jak: 
B. cinerea, P. expansum, R. stolonifer, A. niger, Sphaero­
theca fuliginea, P. xanthii na owocach lub liściach [12, 
13, 45, 55, 73, 92]. Natomiast zdolność do produkcji 
chitynazy stwierdzono u drożdży 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  także u drożdży Metschnikowia [78]. J i j a k l i 
i  L e p o i v r e  [45] badali uzdolnienia drożdży P. ano­
mala do wydzielania β-1,3-glukanazy w obecności 
induktorów takich jak laminaryna i fragmenty ściany 
komórkowej B. cinerea i stwierdzili wyższą produkcję 
enzymu w obecności fragmentów ściany komórkowej 
grzyba jako substratu. Oczyszczony enzym z filtratów 
hodowlanych P. anomala wykazał in vitro silniejszy efekt 
inhibujący na strzępki kiełkowe niż na kiełkowanie 
konidiów i powodował wyciek cytoplazmy i pęcznienie 
komórek. Obecność enzymu była również wykrywana 
na jabłkach traktowanych drożdżami P. anomala hodo-
wanymi w obecności fragmentów grzybni patogenu, co 
również potwierdzało słuszność hipotezy o roli β-1,3-glu- 
kanazy w biokontroli wzrostu fitopatogennych grzybów 
[45]. Podobne obserwacje poczynili C a s t o r i a  i wsp. 
[13] oraz M a s i h  i P a u l  [55] podczas hodowli drożdży 
w obecności ścian komórkowych B. cinerea i P. expan­
sum. Natomiast S a l i g k a r i a s  i wsp. [73] w badaniach 
drożdży C. guilliermondii i C. oleophila stwierdzili wyższe 
aktywności dwóch powyższych enzymów w podłożu 
hodowlanym zawierającym glukozę, zaś niższe, gdy 
źródłami węgla była laminaryna lub ściany komórkowe 
grzybni B. cinerea. Wielu badaczy obserwowało wraz 
z produkcją enzymów litycznych silną adhezję i połącze-
nie żywych komórek drożdży do zarodników i strzępek, 
wskazując na bezpośrednie rozpoznawanie i interakcje 
pomiędzy antagonistycznymi drożdżami, a patogenami 
[6, 13, 17, 83, 94]. A r r a s  i  wsp. [6] zaobserwowali 
przyłączanie się komórek P. guilliermondii do grzybni 
P. italicum, a następnie degradację ściany komórkowej 
w bezpośredniej bliskości. Podobnie E l   G h a o u t h 
i  wsp. [24] zauważyli poważne uszkodzenia strzę-
pek B. cinerea w miejscach bezpośredniego kontaktu 
z C. saitoana. Enzymy degradujące ścianę komórkową 
patogenu, umożliwiają inwazję hiperpasożytów [27].

4.4.	 Indukcja odporności roślin

Rośliny wyższe zdolne są do samodzielnej obrony 
przed patogenami i szkodnikami poprzez wydziela- 
nie w tkankach różnorodnych związków chemicznych 
oraz enzymów np. amoniakoliazy fenyloalaniny [18], 
fitoaleksyn (skoparonu, skopoletyny, umbeliferonu) [7, 
18], peroksydaz [29] i etylenu [18]. Wo j t k o w i a k -
- G ę b a r o w s k a  [99] opisała rolę grzybów z rodzaju 
Trichoderma w uruchamianiu mechanizmów odpor
ności roślin w odpowiedzi na atak grzybów patogennych. 
D r o b y  i wsp. [18] stwierdzili, że takie właściwości 
posiadają drożdże Candida oleophila, a I p p o l i t o 
i wsp. [40] wskazali na drożdżaka A. pullulans. Natomiast 
G h a o u t h  i wsp. [35] zaobserwowali po traktowaniu 
jabłek drożdżami C. saitoana pojawienie się specyficz-
nych struktur obronnych, takich jak brodawki i zgru-
bienia w miejscu zranionej tkanki owoców i stwierdzili 
zbieżność tego zjawiska z produkcją chitynazy i β-1,3-
glukanazy. Zaobserwowano również wzrost aktywności 
β-1,3-glukanazy w owocach głożyny (jujuby) po aplika-
cji drożdży C. laurentii i indukcję ekspresji genu Glu-1 
w tkance owoców, którego produkt może odgrywać rolę 
w odpowiedzi rośliny na atak A. alternata (Fr.) Keissler 
i P. expansum Link [88, 89]. Owoce pomidora inokulo-
wane P. guilliermondii CNM 2.1801 wykazały zachowanie 
obronne poprzez produkcję peroksydazy, polifenolooksy- 
dazy, dysmutazy nadtlenkowej, katalazy, amoniakoliazy 
fenyloalaniny, chitynazy i β-1,3-glukanazy [103]. Analiza 
proteomiczna owoców brzoskwini i czereśni wykazała 
z kolei, że P. membranefaciens Hansen wzmacniała ich 
odporność przeciwko P. expansum Link poprzez induk-
cję produkcji enzymów antyoksydacyjnych i białek zwią-
zanych z patogenezą [14, 15]. Badania N a n t a w a n i t 
i wsp. [63] na owocach chili inokulowanych drożdżami 
P. guilliermondii R13 i patogenem Colletotrichum capsici 
również potwierdziły indukcję mechanizmów obron-
nych owoców poprzez wydzielanie fitoaleksyny, kap-
sidiolu oraz enzymów: amoniakoliazy fenyloalaniny, 
chitynazy i glukanazy przez zranione tkanki. Badacze 
zaobserwowali również zmiany morfologiczne grzyba 
[63]. Aktywacja odpowiedzi gospodarza roślinnego na 
atak patogenów na liściach i owocach jest podobna do 
aktywacji zachodzącej podczas ataku patogenów infe-
kujących korzenie roślin. Zjawisko to wciąż jest badane, 
a rola drożdży jest słabo poznana.

5.	 Poprawa skuteczności czynników biokontroli

Czynniki biologiczne posiadają wiele ograniczeń i nie 
jest zadaniem prostym znaleźć, rozwinąć i wprowadzić 
w życie praktyczne w zastosowaniu preparaty ochrony 
biologicznej. Niemniej jednak jest wiele możliwości 
łączenia różnych czynników biokontroli ze sobą, bądź 
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z metodami agronomicznymi, fizycznymi lub chemicz-
nymi, co daje efekt synergistyczny [82]. W przypadku 
stosowania drożdży glebowych, z ryzosfery, skuteczne 
może być wzbogacanie gleby w składniki odżywcze 
lub stosowanie specjalnych powłok na nasiona, które 
powinny pomóc czynnikom biokontroli w przeżyciu 
i rozmnażaniu w spermosferze i ryzosferze oraz w ich 
aktywności biologicznej [27]. Już F o k k e m a  i wsp. 
[27] zaobserwowali, że sacharoza i ekstrakt drożdżowy 
zwiększały gęstość występujących naturalnie lub sztucz-
nie wprowadzanych drożdży na liściach pszenicy prze-
dłużając supresję chorób liści. E l - Ta r a b i l y  [28] 
zastosował w swojej pracy otręby sojowe jako bazę 
odżywczą, zapewniającą dobry wzrost wegetatywny, 
namnażanie i przeżywalność wprowadzonych drożdży. 
Natomiast M e d i n a  i wsp. [58] wzbogacili glebę w dwa 
rodzaje odpadów rolniczych zawierających Yarrowia 
lipolytica: suche wytłoki z oliwek i wytłoki buraczane, 
i stwierdzili znacznie wyższą efektywność inokulum 
drożdżowego tylko w glebie wzbogaconej składnikami 
odżywczymi. Szeroko stosowanym w badaniach adiu-
wantem jest chlorek wapnia działający pozytywnie na 
Candida sp. i P. guilliermondii w kontroli wzrostu B. cine­
rea [57], a także na P. guillermondii i P. membranefaciens 
przeciwko R. stolonifer [90]. Działanie chlorku wapnia 
i dwuwęglanu sodu łącznie z A. pullulans na ogranicze-
nie wzrostu B. cinerea na czereśniach badali I p p o l i t o 
i wsp. [42] i stwierdzili ograniczenie zgnilizny owoców 
o 62–75% podczas stosowania po zbiorze. Dwuwęglan 
sodu był stosowany również w badaniach S p a d a r o 
i wsp. [81] nad użyciem M. pulcherrima przeciwko nie-
bieskiej zgniliźnie na jabłkach oraz C. oleophila przeciwko 
antraknozie papai wywołanej przez Colletotrichum gloeo- 
sporioides [34]. E l - G h a o u t h  i wsp. [23] stosowali 
drożdże C. saitoana z 0,2% roztworem 2-deoksy-D-glu-
kozy o udowodnionych właściwościach przeciwgrzybo-
wych i stwierdzili wyższą skuteczność użytej mieszaniny 
niż samych drożdży na zgniliznę B. cinerea i P. expansum 
podczas stosowania na jabłkach i owocach cytrusowych 
w przechowalni. Poziom zgnilizny na jabłkach był niższy 
o 85–95% w porównaniu z kontrolą, zaś użycie samych 
drożdży ograniczało zgniliznę o 45–85%. Natomiast na 
owocach cytrusowych obserwowano ograniczenie zgni- 
lizny o 63–75%. Efekt działania mieszaniny drożdży 
z  analogiem glukozy był zbliżony do stosowanych 
komercyjnie fungicydów [23]. Yu  i wsp. [101] zasto-
sowali mieszaninę drożdży C. laurentii i chitozanu w stę-
żeniu 0,1% i uzyskali efekt synergistyczny w hamowaniu 
niebieskiej zgnilizny jabłek. Redukcja wystąpienia zmian 
chorobowych sięgała ok. 63–86% w zależności od lep- 
kości roztworów chitozanu, natomiast same drożdże ogra- 
niczały rozwój pleśni o 52%. Stwierdzono, że chitozan 
w powyższym stężeniu skutecznie hamował lub spowal-
niał kiełkowanie zarodników grzyba P. expansum i tym 
samym wspomagał hamujące działanie drożdży [101]. 

Podjęto również próbę zastosowania liofilizowanego fil-
tratu grzyba Lentinula edodes w mieszaninie z C. laurentii 
LS28 do hamowania wzrostu P. expansum na jabłkach 
i wydzielania patuliny. Stwierdzono, że filtrat L. edodes 
hamował kiełkowanie konidiów pleśni i stymulował roz-
wój drożdży w miejscach zranień jabłek. Podczas użycia 
2% w/v roztworu filtratu z zawiesiną drożdży o gęstości 
106 komórek/ml uzyskano całkowitą inhibicję wzrostu 
Penicillium na zranionych jabłkach w warunkach labora-
toryjnych oraz nie stwierdzono obecności patuliny [91].

Inną metodą poprawy skuteczności drożdży antago-
nistycznych jest stosowanie mieszaniny gatunków, które 
może rozszerzyć spektrum aktywności, może wzmocnić 
efektywność pozwalając na redukcję częstości aplikacji 
oraz może pozwolić na kombinację różnych sposobów 
biokontroli bez uciekania się do inżynierii genetycz-
nej, co potwierdzili L e i b i n g e r  i wsp. [49] kompo
nując mieszaninę z 2 szczepów A. pullulans i 1 szczepu 
R. glutinis. Z kolei mieszanina saprofitycznych drożdży 
C. laurentii i C. infimo-miniatus izolowanych z owo-
ców gruszy skutecznie ograniczała wzrost P. expansum 
Link na gruszkach i jabłkach (odpowiednio o 91 i 84%) 
w przechowalni [16].

Niektóre drożdże wykazują oporność na stosowane 
w uprawach pestycydy i takie szczepy mogłyby być włą-
czone w zintegrowane programy kontroli chorób roślin 
prowadzące do supresji patogenu przy stosowaniu mniej-
szej ilości fungicydów zarówno podczas uprawy jak i po 
zbiorze. Zredukowane ilości fungicydu mogą stresować 
i osłabiać patogen, czyniąc go bardziej podatnym na atak 
antagonistów. Integracja czynników biologicznych z fun-
gicydami oferuje możliwość redukcji ilości wprowadza-
nych na produkty roślinne, w tym owoce i warzywa sub-
stancji chemicznych [41, 82]. Takie właściwości wykryto 
u A. pullulans i C. oleophila [52]. Drożdże C. infimo­
-miniatus w połączeniu z dwukrotnie niższą niż komer-
cyjna, dawką tiabendazolu hamowały w 91% wzrost 
niebieskiej zgnilizny na jabłkach w przechowalni [16]. 
Również A. pullulans LS30, C. laurentii LS28 i R. glutinis 
LS11 mogły być stosowane w połączeniu z niską dawką 
benomylu dając dobry efekt ochronny jabłek (redukcja 
zmian o 25–59%) przed B. cinerea i P. expansum [51].

Badano również możliwość łączenia drożdży ochron-
nych z warunkami przechowalniczymi owoców np. tem-
peraturą lub kontrolowaną atmosferą. W swoich bada-
niach Q i n  i wsp. [72] zaobserwowali, że kombinacja 
kontrolowanej atmosfery zawierającej 10% O2 i  10% 
CO2 i drożdży z gatunków C. laurentii i R. glutinis była 
bardziej efektywna od działania samych drożdży anta-
gonistycznych w hamowaniu P. expansum i A. alternata 
na owocach czereśni. Mechanizm aktywności antagonis
tycznych drożdży w warunkach kontrolowanej atmo
sfery nie został dokładnie poznany. Zwiększony poziom 
CO2 ma nie tylko wpływ na aktywność patogenu, działa 
też na tkanki roślinne, utrzymując naturalną odporność 
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na organizmy chorobotwórcze. Niektóre drożdże rów-
nież wykazują zdolność do utrzymania normalnego 
wzrostu w warunkach podwyższonego stężenia CO2, 
np. C. laurentii lub R. glutinis i one mogą być stosowane 
w połączeniu z kontrolowaną atmosferą. Rola drożdży 
jest również bardzo istotna przy zmianie warunków 
przechowywania owoców [72].

6.	 Preparaty ochronne oparte o drożdże

Krytycznym czynnikiem rozważanym podczas selek-
cji antagonistów do zastosowania komercyjnego jest 
możliwość technologii produkcji i stabilizacji komórek, 
dająca optymalnie skuteczną formę preparatu. Wciąż ist-
nieje potrzeba licznych badań dotyczących praktycznych 
aspektów produkcji biomasy i odpowiedniej formuły, 
aby otrzymać produkt stabilny, skuteczny i bezpieczny. 
Główne wymagania rynku biofungicydów są następu-
jące: opłacalna i wydajna produkcja biomasy mikro
organizmów, ich zdolność do przeżycia procesów dalszej 
obróbki, stabilność w trakcie przechowywania i odpo-
wiedni okres trwałości produktu końcowego nawet 
w podwyższonych temperaturach, tolerancja na różne 
czynniki środowiskowe i stała skuteczność w warunkach 
aplikacji w komercyjnie ustalonych dawkach [59, 82]. 
Istotne jest, aby preparat pomimo produkcji biomasy 
na dużą skalę, zachowywał właściwości kultur laborato-
ryjnych, odpowiednią czystość, stabilność genetyczną, 
żywotność, zdolność kolonizacji powierzchni roślinnych 
oraz mechanizmy działania [22]. Procesy produkcji bio-
masy drożdży są dobrze poznane i szeroko opisywane 
w literaturze. Aby były one opłacalne należy wyko-
rzystywać surowce odpadowe jako składniki podłoży 
hodowlanych, a czas trwania hodowli bioreaktorowych 
nie powinien przekraczać 24–30 godz. [22]. Natomiast 
przygotowanie odpowiedniej formuły preparatu handlo-
wego wciąż stanowi problem. Wybór metody utrwalenia 
komórek, dodatek materiałów objętościowych, emulga-
torów, adiuwantów i innych niezbędnych substancji są 

wciąż przedmiotem badań. Rozważa się wykorzystanie 
płynnej zawiesiny komórek, jak i ich utrwalenie różnymi 
metodami zamrażania bądź suszenia w obecności sub-
stancji ochronnych. M e l i n  i wsp. [59] stwierdzili, że 
skutecznymi metodami przygotowania komórek P. ano- 
mala jest liofilizacja i suszenie próżniowe, gdyż płynna 
formuła preparatu drożdżowego niesie ze sobą ograni-
czenia praktyczne związane z transportem i przecho-
wywaniem, zaś suszenie fluidyzacyjne prowadzi do 
niszczenia zbyt dużej liczby komórek. Przeżywalność 
P. anomala bezpośrednio po procesie liofilizacji wyno-
siła ok. 60–75% bez względu na stężenie protektantów 
(trehalozy, sacharozy) i spadała nieznacznie przez 6 mie-
sięcy przechowywania w temperaturze pokojowej, a po 
roku drożdże liofilizowane w medium z dodatkiem 
trehalozy utrzymywały przeżywalność na poziomie ok. 
50%. Drobnoustroje zachowały również swoje właści-
wości antagonistyczne wobec pleśni na ziarnie zbóż. 
Autorzy także dość wysoko ocenili przydatność susze-
nia próżniowego do sporządzenia formuły wysuszonych 
drożdży [59]. Z kolei A b a d i a s  i wsp. [1] prowadzili 
zamrażanie drożdży C. sake w różnych temperaturach 
i ich liofilizację oraz określali przydatność substancji 
ochronnych takich jak cukry, poliole, związki azoto- 
we i mleko odtłuszczone. Wysokie przeżywalności ko- 
mórek (85–89%) uzyskali podczas zamrażania drożdży 
w mleku w temperaturach –12°C i –20°C. Natomiast po 
liofilizacji w mleku jako substancji ochronnej przeżywal-
ność komórek wyniosła ok. 29%, a w mieszaninie mleka 
i laktozy oraz mleka i sacharozy (po 10% w/v) wzrosła 
do 36–40%. Spośród badanych protektantów najsku-
teczniejsze działanie oprócz mleka wywierały dwu-
cukry podnosząc przeżywalność o ok. 12% [1]. Nato-
miast L i u  i wsp. [53] dowodzili, że płynna formuła 
preparatów drożdżowych może być alternatywą dla form 
mrożonych lub suszonych ze względu na niższe koszty 
produkcji. Stwierdzili oni, że drożdże C. laurentii wykazy-
wały przeżywalność sięgającą powyżej 50% w zawiesinie 
z dodatkiem trehalozy wzbogaconej kwasem L-askorbi-
nowym, zaś komórki P. membranefaciens przeżywały na 

Tabela II
Wykaz preparatów drożdżowych do stosowania w ochronie owoców i warzyw

Preparat Drożdże Fitopatogen Producent Piśmiennictwo

AspireTM	 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	 Różne 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 zawierającej galaktozę 
i dodatek kwasu askorbinowego podczas trzymiesięcz-
nego przechowywania w temperaturze 4°C. Niestety 
przechowywanie w temperaturze pokojowej prowadziło 
do szybszego wymierania komórek. Drożdże zachowały 
swoje właściwości antagonistyczne wobec P. expansum 
i w miarę szybko kolonizowały miejsca zranień owo-
ców [53]. Utrzymanie żywotności komórek na wysokim 
poziomie i ich zdolności do rozmnażania po rehydratacji 
jest jednym z najważniejszych wymagań podczas two-
rzenia formuł preparatów komercyjnych [22].

Ze względu na liczne ograniczenia i trudności zwią- 
zane z opracowaniem nowego preparatu i jego komercja
lizacją, można podać niewiele przykładów dostępnych 
na rynku środków biokontroli pozbiorowej owoców 
i warzyw, opartych o drożdże, co prezentuje Tab. II. Pierw- 
szymi takimi produktami były: AspireTM wytwarzany 
w USA i YieldPlus produkowany w Afryce Południowej. 
AspireTM zawierający C. oleophila był przeznaczony do 
pozbiorowej ochrony owoców cytrusowych przed zgni-
lizną powodowaną przez Penicillium oraz Geotrichum. 
Po dokładnym przebadaniu preparatu stwierdzono, że 
drożdże aplikowane w dawce ok. 108 komórek/ml samo-
dzielnie dawały efekt ochronny, ale niewystarczający 
w porównaniu z komercyjnie stosowanymi fungicydami. 
Skuteczne działanie, szczególnie wobec Geotrichum can- 
didum, zaobserwowano natomiast podczas łączenia 
AspireTM z fungicydem tiabendazolem w 10-krotnie niż- 
szym stężeniu niż używane komercyjnie. Uzyskiwane 
wyniki były zachęcające do stosowania preparatu na 
skalę przemysłową [20]. Obecnie powyższe preparaty 
zostały wycofane, zaś dostępny na rynku jest preparat 
„Shemer” oparty o działanie Metschnikowia fructicola 
i stosowany do kontroli chorób przechowalniczych 
słodkich ziemniaków, marchwi, truskawek, winogron 
i cytrusów, aplikowany w warunkach polowych. Z kolei 
firmy BioNext (Belgia) i Leasaffre International (Fran-
cja) opracowują nowy preparat oparty na C. oleophila, 
natomiast Nova Technologies (Kanada) wdraża produkt 
oparty o C. saitoana zawierający dodatek chitozanu 
(„InovaCoat”) lub lizozymu („InovaCure”). W Hiszpanii 
został zarejestrowany komercyjny preparat o nazwie 
„Candifruit” bazujący na drożdżach C. sake do użycia 
w ochronie owoców granatu przed różnymi patogenami 
[22, 86], zaś w Niemczech dostępny jest „BoniProtect” 
oparty o aktywność A. pullulans [95] (Tab. II).

7.	 Perspektywy stosowania drożdży antagonistycznych

Pomimo wielu trudności we wprowadzeniu na rynek 
i szerszym stosowaniu biopreparatów opartych o dzia-
łanie drożdży antagonistycznych istnieje duża szansa 
upowszechnienia się tego typu środków ochrony roślin. 
Podczas procedury rejestracyjnej nowego preparatu 

istotną zaletą jest jego bezpieczeństwo dla człowieka 
oraz środowiska. Większość drobnoustrojów była pier-
wotnie izolowana z produktów rolniczych, spożywanych 
w codziennej diecie ludzi. Wprowadzenie antagonistów 
na powierzchnię organów roślinnych nawet w dużej 
liczbie nie powinno być szkodliwe, gdyż mikroorga-
nizmy te zwykle rozwijają się w specyficznych miejs
cach (zranieniach), a na nienaruszonej powierzchni 
ich populacja spada do poziomu naturalnej mikroflory 
[22]. Z tego samego względu brak doniesień o próbach 
modyfikacji genetycznych potencjalnych czynników 
antagonistycznych.

Inną ważną kwestią jest skuteczność biopreparatów, 
która musi być potwierdzona w testach półhandlowych 
i handlowych, ewentualnie polowych, na dużej ilości 
roślin lub produktów rolnych, która do tej pory nie 
zawsze była stabilna w trakcie przechowywania prepa-
ratu. Może to wynikać z wciąż jeszcze słabo poznanych 
interakcji pomiędzy mikroorganizmem antagonistycz-
nym, patogenem i rośliną. Potrzebna jest szersza wie- 
dza o fizjologii, genetyce i molekularnych podstawach 
kolonizacji, przeżywalności i różnicowaniu czynni-
ków biokontroli na tkance roślinnej, a także o wpływie 
fizjologii gospodarza na aktywność drożdży antago
nistycznych. Słabo poznana jest problematyka adhezji 
drobnoustrojów do powierzchni i tworzenia biofilmów 
na zranionych tkankach roślinnych, które mogą mieć 
znaczenie w skutecznej biokontroli wzrostu patogenów 
grzybowych i na ten temat zaczynają pojawiać się do- 
niesienia w literaturze [22].

Kolejną kwestią jest poszukiwanie odpowiedniej for- 
muły preparatu, która spełniłaby wszystkie stawiane 
przed nią wymagania, poprawiłaby kolonizację mikro
organizmów na skórce, przeżywalność w warunkach 
praktycznych i wzmacniała mechanizmy działania. Bio-
preparat o wysokiej skuteczności miałby szanse konkuro-
wać z komercyjnymi fungicydami dostępnymi na rynku.

8.	 Podsumowanie

Wśród stosowanych metod biologicznej kontroli 
rozwoju chorób pochodzenia grzybowego na uwagę 
zasługuje wykorzystanie drożdży. Prowadzone badania 
dotyczą poszukiwania skutecznych antagonistycznych 
szczepów, pochodzących z roślinnych nisz ekologicznych. 
Określono kilka mechanizmów działania antagonistów 
m.in. konkurencję o składniki pokarmowe i przestrzeń, 
wydzielanie związków antybiotycznych, produkcję enzy-
mów litycznych lub indukowanie odporności w tkankach 
rośliny zaatakowanej przez fitopatogeny. Badano wpływ 
drożdży na hamowanie chorób przechowalniczych owo-
ców i warzyw, a także ich działanie polowe w ochronie 
roślin uprawnych. Wyselekcjonowano efektywne szczepy 
drożdży m.in. C. laurentii, C. sake, C. oleophila, Metschni­
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kowia spp. lub drożdżopodobnych grzybów – A. pullu­
lans, które wciąż są przedmiotem intensywnych badań 
nad ochroną przechowalniczą jabłek, winogron i innych 
owoców przed takimi patogenami jak m.in. Botrytis, 
Penicillium, Rhizopus, powodującymi duże straty eko-
nomiczne w czasie ich przechowywania. Trwają inten-
sywne badania nad opracowaniem odpowiedniej formuły 
skutecznego biopreparatu drożdżowego, który spełniałby 
wszystkie wymagania stawiane tego typu produktom. 
Sposobem poprawy efektywności wyselekcjonowanych 
drożdży jest łączenie gatunków ze sobą, ze składnikami 
naturalnymi np. chitozanem lub z chemicznymi fungi-
cydami niskiego ryzyka, ale w zmniejszonych dawkach, 
bezpieczniejszych dla potencjalnych konsumentów lub 
z czynnikami fizycznymi. Rozwój wiedzy biotechnolo-
gicznej i metod molekularnych z pewnością pozwolą na 
skuteczną identyfikację wyselekcjonowanych organi-
zmów antagonistycznych, wyjaśnienie mechanizmów 
ich działania, monitorowania rozwoju i efektywności po 
aplikacji, co z kolei może przyczynić się do przyspieszenia 
procedur rejestracyjnych biopreparatów. Przy odpowied-
niej akceptacji konsumentów oraz uwarunkowaniach 
prawnych istnieją szanse na zastosowanie w przyszłości 
organizmów modyfikowanych genetycznie jako czynni-
ków biokontroli udoskonalonych pod względem skutecz-
ności lub spektrum aktywności [22].
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Viral manipulations of cells cytoskeleton

Abstract: Viral particles are generally too large to diffuse freely within the crowded environment of the cytoplasm. Viruses depend on 
mammalian cell transport systems and deliver their genome into host cells, where they subsequently replicate and multiply. They can 
reorganize the cytoskeleton and restructure the cell transport machinery. Viruses use different cellular motor proteins to move along 
microtubules toward the cell interior during the entry process; some reverse this transport during egress to move assembling virus 
particles toward the plasma membrane. The actin cytoskeleton of the host cell does not escape viral infection unscathed, but is often 
co-opted by the virus at many different stages of its life cycle to facilitate the infection process. Indeed the tactics used by any given virus 
to achieve its infectious life cycle are certain to involve multiple interactions with cytoskeleton. This review summarizes viral intracellular 
pathways and manipulations of the cell cytoskleleton. 

1. Introduction to cytoskeleton biology. 2. The role of the cytoskeleton during viral infection. 3. Interactions between viruses and actin 
filaments. 4. Viral effect on cytoskeleton microtubules. 5. Summary
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1.	 Wprowadzenie do budowy cytoszkieletu
	 komórkowego

Wirusy jako bezwzględne pasożyty komórkowe, nie 
wykazujące cech organizmu żywego poza komórką 
gospodarza, wykształciły wiele mechanizmów ułatwia-
jących im korzystanie ze struktur komórki gospodarza, 
między innymi cytoszkieletu komórkowego.

Cytoszkielet jest siecią trudno rozpuszczalnych bia-
łek, stanowiącą zasadniczą część cytozolu. Jako struktura 
niezwykle dynamiczna, ulegająca ciągłej przebudowie 
z  monomerów w filamenty i odwrotnie, cytoszkielet 
bierze udział w ruchu komórki, w transporcie wewnątrz
komórkowym, a także przemieszczaniu się organelli. 
Pełni funkcję ochronną przed urazami mechanicznymi 
oraz stanowi rusztowanie dla organelli komórkowych 
i odpowiada za sprężystość cytoplazmy [1, 47]. Umoż-
liwia także jej rozdział, a co za tym idzie odpowiada za 
uporządkowane rozmieszczenie enzymów wewnątrz-
komórkowych i utrzymanie różnic w lokalnych stęże-
niach ATP i ADP. Struktura ta ważna jest także pod- 
czas podziałów komórkowych – w trakcie wędrówki 
chromosomów do bieguna wrzeciona kariokinetycz-
nego [1, 47, 58, 62, 68].

Cytoszkielet zbudowany jest z trzech głównych ele-
mentów, do których należą mikrotubule (MT), mikro-
filamenty (filamenty aktynowe, MF) oraz filamenty 
pośrednie (IF) [1].

Mikrofilamenty występują w niemal wszystkich 
komórkach eukariotycznych. Zbudowane są z aktyny, 
która tworzy gęstą sieć zlokalizowaną tuż pod błoną 
komórkową, w tak zwanej warstwie korowej cytoplazmy. 
W komórce aktyna występuje w dwóch postaciach 
–  fibrylarnej F (filamenty) oraz globularnej  G. Poje-
dyncza cząsteczka aktyny jest polipeptydem o masie 
cząsteczkowej 43  kDa. Ma ona sferyczny, globularny 
kształt, stąd też monomery aktyny nazywane są inaczej 
G-aktyną. Liniowe przyłączanie monomerów (polime-
ryzacja) prowadzi do powstania długich filamentów 
aktynowych określanych mianem F-aktyny. W komór-
kach zwierzęcych obie formy pozostają między sobą 
w równowadze, co oznacza, że 50% aktyny występuje 
w  formie monomerów, zaś pozostałe 50% stanowią 
filamenty. Przechodzenie aktyny z formy G do formy F 
i odwrotnie zależy od siły jonowej, stężenia ADP i ATP 
oraz pH roztworu [1]. 

Pojedynczy filament aktyny ma średnicę około 7 nm 
i podobnie jak mikrotubule, jest strukturą spolaryzowaną. 
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Przy końcu o ładunku dodatnim dochodzi do przyłą-
czania monomerów aktyny, podczas gdy na końcu 
ujemnym następuje proces ich odłączania. W procesie 
tworzenia filamentów aktynowych niezbędne jest utwo-
rzenie tzw. miejsca nukleacji F-aktyny. Jest to kompleks 
złożony z  trzech monomerów G-aktyny, do którego 
przyłączone jest białko profilina. Jej odłączenie zapo-
czątkowuje proces polimeryzacji i tym samym pozwala 
na powstanie długich filamenów aktyny, których dłu-
gość może dochodzić do kilkudziesięciu µm [1]. 

F-aktyna ma zdolność do tworzenia złożonych wią- 
zek filamentów tzw. fibryl naprężeniowych (stress 
fibers). Wiązki te ułożone są wzdłuż linii naprężeń 
cytoplazmy i zakotwiczone dodatnimi końcami w bło-
nie komórkowej [1].

Struktura, a tym samym funkcja filamentów aktyno-
wych może być zakłócona przez inhibitory aktyny, do 
których zaliczane są toksyny wytwarzane przez grzyby 
i bakterie. Wśród nich są takie, które hamują polime-
ryzację aktyny (cytochalazyny) oraz takie, które stabili- 
zują filamenty aktyny zapobiegając ich depolimeryzacji 
(falloidyna, latrunkulina) [8, 66]. 

Kolejnym elementem cytoszkieletu niezbędnym do 
prawidłowego funkcjonowania komórki są miktotubule. 
Decydują one o utrzymaniu kształtu komórki, biorą 
udział w ruchu rozmaitych struktur w jej obrębie, od- 
powiadając za transport wewnątrzkomórkowy i  roz-
mieszczenie organelli. Odgrywają także istotną rolę 
podczas podziału komórki, budując wrzeciono kario-
kinetyczne. Ponadto tworzą szkielet struktur takich jak 
wici i rzęski [1, 75]. 

Wykaz skrótów używanych w pracy:

AcMNPV (Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus) – bakulowirus Autographa californica,
CPV (canine parvovirus) – psi parwowirus,
EHV-1 (equine herpesvirus type 1) – koński herpeswirus typu 1; wirus zakaźnego ronienia klaczy,
FV3 (frog virus 3) – iridowirus żab typu 3,
HBV (hepatitis B virus) – wirus zapalenia wątroby 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/półpaśca,
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 mięsaka Kaposiego,
HIV (human immuodeficiency virus) – ludzki wirus niedoboru odporności,
HPIV-3 (human parainfluenza virus type 3) – ludzki wirus paragrypy typu 3,
HTLV (human T-cell leukaemia virus) – ludzki wirus białaczki T-komórkowej,
IF (intermediate filaments) – włókna pośrednie,
MAPs (microtubule-associated proteins) – białka związane 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) – świński herpeswirus typu 1; wirus wścieklizny rzekomej,
SV (Sendai virus) – wirus Sendai.

Mikrotubule zbudowane są z cząsteczek globular-
nego białka tubuliny, występującego w dwóch formach, 
alfa- i beta-tubuliny, które tworzą dimery w kształcie 
hantli o długości 8 nm [1]. Cząsteczki tubuliny polime-
ryzują w obecności GTP (niezbędne do odkształcenia 
cząsteczek tubuliny) i jonów magnezowych tworząc pro-
tofilamenty, będące podstawową jednostką budulcową 
mikrotubul [1]. Na ogół 13 protofilamentów łączy się 
wzdłuż osi długiej tworząc ścianę mikrotubuli, która 
jest rurką o średnicy 18–25 nm, grubości ściany 5 nm 
i pustym środku o średnicy 20 nm [1, 47].

Tubulina wolna i tworząca mikrotubule pozostają 
w komórce w stanie dynamicznej równowagi. Co prawda 
procesy wydłużania i skracania mikrotubul zachodzą 
na obu ich końcach, lecz z różną intensywnością, dlatego 
mówimy, że są to struktury polarne. Koniec mikro
tubuli, na którym dochodzi do jej wydłużania określany 
jest jako dodatni, a przeciwny jako ujemny. Mikro- 
tubule zakotwiczone są końcem ujemnym w okolicy 
jądra komórkowego w centrum organizacji mikrotubul 
(MTOC – Microtubule Organizing Centre). Umożliwia 
to ukierunkowany transport w stronę jądra komórko-
wego (retrograde transport) oraz w kierunku przeciw-
nym (anterograde transport) [1].

Mikrotubulom towarzyszą białka określane jako 
MAPs (Microtubule-associated proteins), które mogą 
kontrolować polimeryzację mikrotubul, oraz decydować 
o ich stabilności [1]. Należą do nich kinezyny odpo-
wiedzialne za transport w kierunku błony komórkowej, 
dyneiny i dynaktyny, biorące udział w transporcie w kie-
runku jądra komórkowego, oraz białko tau powodujące 
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helikalne skręcenie protofilamentów w mikrotubulach 
[2, 15, 35, 38].

Podobnie, jak w przypadku filamentów aktynowych, 
struktura mikrotubul może zostać zaburzona przez nie-
które alkaloidy roślinne np.: kolchicynę, winblastynę, 
winkrystynę, czy nokodazol. Wiążą się one z wolną 
tubuliną, co sprawia, że proces rozpadu mikrotubul 
dominuje nad ich wydłużaniem. Przeciwne działanie 
wykazuje taksol, który stabilizuje mikrotubule [1, 35]. 

2.	R ola cytoszkieletu w zakażeniach wirusowych

Badanie uszkodzeń cytoszkieletu w kontekście zaka-
żenia wirusowego jest stosunkowo nowym kierunkiem 
badawczym, stąd skąpa ilość danych literaturowych na 
ten temat. Dowiedziono jednak, że odgrywa on szcze- 
gólną rolę podczas zakażenia biorąc np. udział w wewnątrz- 
komórkowym transporcie wirionów lub ich części 
składowych. Ponadto, pod wpływem zakażenia wiruso-
wego może dochodzić do polimeryzacji, bądź odwrot-
nie, fragmentacji włókien aktynowych. Możliwa jest 
również ich rearanżacja, uszkodzenie a nawet całko-
wite zniszczenie [13]. Cytoszkielet odgrywa ważną rolę 
podczas zakażenia wirusowego. Wiadomo, że jest on 
wykorzystywany przez wirusy na różnych etapach cyklu 
replikacyjnego, między innymi do transportu wirio-
nów potomnych lub ich części składowych. W  wielu 
przypadkach w procesie tym uczestniczą mikrotubule, 
przy czym cząstki wirusowe mogą być transportowane 
wzdłuż mikrotubul zarówno z obrzeży komórki do jądra 
komórkowego, po połączeniu z dyneiną lub dynaktyną, 
jak i w kierunku przeciwnym, prawdopodobnie z wyko-
rzystaniem kinezyny-1 [28, 36, 46, 63, 85]. Stwierdza 
się, że w komórkach zakażonych niektórymi wirusami 
mikrotubule wykazują większą stabilność, niż w komór-
kach niezakażonych, a procesy ich wydłużania domi-
nują nad procesami skracania [86]. Ponadto wiadomo, 
że wirusy mogą powodować zarówno polimeryzację lub 
fragmentację włókien aktynowych, jak również rearan-
żację, uszkodzenie lub całkowite zniszczenie cytoszkie-
letu aktynowego [3]. W ciągu ostatnich kilku lat wzro-
sło zainteresowanie tym zagadnieniem i powstało wiele 
prac, których celem było zbadanie roli cytoszkieletu 
w kontekście zakażenia wirusowego.

3.	O ddziaływanie wirusów
	 na mikrofilamenty aktynowe

Najwięcej informacji o interakcji między wirusem 
a cytoszkieletem aktynowym dostarczyły badania nad 
wirusem krowianki (VACV; vaccinia virus), należącym 
do rodziny Poxviridae. Pierwsze doniesienia o oddzia-
ływaniu wirusa krowianki z cytoszkielem pochodzą 

z 1976 roku. Wykazano wówczas obecność w zakażo-
nej komórce mikrokosmków, znacznie większych niż 
te normalnie występujące w komórce, które miały na 
swoich zakończeniach cząsteczki wirusa [67]. Dalsze 
badania potwierdziły, że mikrokosmki te zawierały 
aktynę, jak również białka uczestniczące w jej wiąza-
niu – aktyninę, filaminę i fimbrynę [33, 34]. Natomiast 
zahamowanie procesu składania wirionów zapobiegło 
tworzeniu mikrokosmków co dowodzi, że powstawanie 
tych struktur jest indukowane przez wirusa [40].

W wyniku zakażenia wirusem krowianki docho-
dzi do zmian w organizacji cytoszkieletu aktynowego, 
który wykorzystywany jest zarówno do transportu 
wewnątrz- jak i zewnątrzkomórkowego. Wirus powo-
duje zniszczenie aktynowych włókien naprężeniowych, 
jak również indukuje tworzenie ogonów aktyny (actin 
tails) w cytoplazmie zakażonej komórki. Powstawanie 
ogonów wynika ze zdolności do inicjowania polimery-
zacji aktyny tuż za wirionem. Struktury te umożliwiają 
poruszanie się wirusa wewnątrz cytoplazmy z pręd
kością 2,8  µm/min oraz ułatwiają przedostawanie się 
do sąsiednich komórek [11, 12].

Do wirusów powodujących uszkodzenie cytoszkie-
letu aktynowego należą także wirusy z rodziny Herpes­
viridae [25, 76]. Przykładem jest wirus zakaźnego ronie-
nia klaczy (EHV-1; equine herpesvirus type 1), który jest 
ważnym czynnikiem zakaźnym powodującym zakaże-
nia górnych dróg oddechowych, poronienia u klaczy 
oraz zaburzenia neurologiczne. Dotychczas prowadzone 
badania dotyczyły określenia wpływu wirusa na cyto
szkielet komórek linii Vero (nerki małpy) i komórek linii 
ED (skóry konia). Zmiany w cytoszkielecie aktynowym 
znacznie różnią się w zależności od linii komórkowej. 
W przypadku komórek linii ED EHV-1 wywołuje depo-
limeryzację włókien aktynowych, zaś w komórkach 
linii Vero wirus powoduje ich wzmożoną kondensację. 
Odmienne wyniki mogą być spowodowane faktem, 
że linia komórkowa ED to komórki wywodzące się od 
naturalnego gospodarza, zaś hodowla Vero jest hetero
logiczna linią komórkową [71]. Zastosowanie inhibitora 
cytoszkieletu – latrunkuliny, doprowadziło do zaha- 
mowania replikacji wirusa, co może sugerować, że cyto- 
szkielet aktynowy jest niezbędny dla prawidłowego 
namnażania EHV-1 [71, 72, 83]. 

Cytoszkielet odgrywa znaczącą rolę również dla 
wirusa wścieklizny rzekomej (SuHV-1; PRV), szczegól
nie w procesie wnikania do wnętrza komórek [25, 77]. 
W  linii komórkowej nerki świni wykryto, że wirus 
powoduje tymczasowy zanik aktynowych włókien na- 
prężeniowych. Proces zaniku rozpoczyna się w 4 godzi-
nie po zakażeniu, zaś aktyna kumulowana jest pod 
błoną komórkową. W 10 godzinie następuje odbudowa 
struktury włókien aktynowych, za co odpowiedzial- 
ne są białka wirusowe [79]. W przypadku innej linii 
komórkowej – szczurzych neuronów, zaobserwowano 
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tworzenie długich filamenów aktyny wewnątrz jądra, na 
zakończeniach których znajdowały się nukleokapsydy. 
Dodatkowo stwierdzono kolokalizację białka kapsydu 
wirusa VP26 z białkiem motorycznym aktyny – mio-
zyną V. Dowodzi to, że obecność filamentów aktyno-
wych w jądrze jest niezbędna do uformowania nukleo
kapsydów, zaś mikrofilamenty wykorzystywane są do 
ich transportu [26]. W przypadku zakażenia SuHV-1 
zaobserwowano również tworzenie się długich włókien 
komórkowych, rozciągających się na sąsiednie komórki, 
których powstanie indukuje wirusowe białko US3. 
Włókna te umożliwiają rozprzestrzenianie się wirusa 
między komórkami [24, 25].

Odmienny wpływ na cytoszkielet ma ludzki herpes
wirus typu 5 (HHV-5; CMV). Badania prowadzone na 
hodowli fibroblastów wykazały, że zakażenie HHV-5 
doprowadziło do skrócenia i zniszczenia filamentów 
aktynowych. Dodatkowo oznaczenia poziomu ekspresji 
za pomocą techniki RT-PCR wykazały zmniejszenie ilości 
mRNA kodującego aktynę w fibroblastach zakażonych 
wirusem, w porównaniu z hodowlą niezakażoną [43].

Rearanżację cytoszkieletu powodują również ludzkie 
γ-herpeswirusy, takie jak herpeswirus typu 4 (HHV-4; 
EBV) oraz herpeswirus typu 8 (HHV-8, KSHV) [31, 
61]. Pierwszy z nich ustala stan zakażenia latentnego 
w limfocytach B. W hodowli in vitro limfocyty B szybko 
giną bez podziałów, natomiast dodanie do ich hodowli 
HHV-4 powoduje transformację w komórki blastyczne, 
zdolne do dzielenia się w nieskończoność. Dokładny 
jej mechanizm nie został dotąd poznany, wiadomo 
jednak, że szczepy HHV-4 zdolne do transformacji, 
mają również zdolność do szybkiej konwersji G-aktyny 
w F-aktynę. Polimeryzacja aktyny jest możliwa dzięki 
wirusowemu białku p55, które wiąże się z G-aktyną 
i indukuje tworzenie filmentów aktynowych. Dodanie 
do hodowli inhibitora aktyny – cytochalazyny powoduje 
zahamowanie indukowanej przez ludzkiego herpes- 
wirusa typu 4 proliferacji limfocytów B [49, 51].

Kolejną rodziną wirusów wykorzystującą cytoszkie
let aktynowy są patogeny owadów z rodziny Baculo­
viridae. W wyniku zakażenia AcMNPV (Autographa 
californica multicapsid nucleopolyhedrovirus) owadziej 
hodowli komórkowej Spodoptera frugiperda dochodzi 
do reorganizacji cytoszkieletu aktynowego [14, 70]. Pod-
czas replikacji wirus wykorzystuje białka komórkowe 
gospodarza: w pierwszych etapach zakażenia w komórce 
powstają długie, cienkie włókna aktynowe, łączące błonę 
komórkową z jądrem. Znajdująca się w cytoplazmie 
G-aktyna zaczyna polimeryzować zaraz po uwolnie-
niu do cytoplazmy nukleokapsydów. Powstałe włókna 
F-aktyny najprawdopodobniej ułatwiają penetrację 
nukleokapsydów do wnętrza jądra komórki. Proces for-
mowania włókien rozpoczyna się po 30 minutach od 
momentu zakażenia i jest niezależny od syntezy białek 
wirusowych [10]. Po 6 godzinach od zakażenia komórka 

zaczyna się zaokrąglać i następuje synteza wirusowego 
DNA [10, 57]. Równocześnie w komórce pojawiają się 
wewnętrzne agregaty F-aktyny. Są to nietrwałe struk-
tury, występujące u 10–20% zakażonych komórek [9]. 
W końcowym etapie dochodzi do gromadzenia się 
G-aktyny w jądrze. Proces ten indukowany jest przez 
wczesne geny wirusowe (IE-1, PE38, HE65, Ac004, 
Ac102, Ac152) [30, 57]. W  bezpośrednim wiązaniu 
aktyny biorą udział dwa wirusowe białka – p39 i p78/83 
[42]. Ponadto, p78/83 zawiera regiony homologiczne 
do białek z rodziny WASP, mające zdolność do wiąza-
nia się z monomerami aktyny oraz białkowy kompleks 
ARP2/3, indukujący proces jej polimeryzacji w jądrze 
zakażonej komórki. Prowadzi do to powstania nuklear-
nych włókien F-aktyny, które są niezbędne w składaniu 
i morfogenezie nukleokapsydów [30, 56, 80]. Oznacza 
to, że polimeryzacja aktyny zależna jest od nagroma-
dzenia się w jądrze trzech elementów: G-aktyny, białka 
p78–98 oraz białkowego kompleksu 2/3 (ARP2/3). 
Do tej pory nie poznano mechanizmu wyjaśniającego 
w jaki sposób białka te są transportowane do wnętrza 
jądra w czasie zakażenia bakulowirusem. W badaniach 
z zastosowaniem inhibitora aktyny – cytochalazyny D, 
która hamowała formowanie się włókien aktynowych 
w jądrze potwierdzono, że wirus ten wykorzystuje cyto- 
szkielet komórki w trakcie swojej replikacji. Zastoso-
wanie cytochalazyny D spowodowało zahamowanie 
produkcji cząstek zakaźnych wirusa [80, 81].

Odmienne zmiany w cytoszkielecie wywołuje nale-
żący do rodziny Iridoviridae żabi wirus 3 (FV3; frog 
virus 3). W początkowej fazie zakażenia FV3 cytoszkie-
let aktynowy zostaje zniszczony, włókna naprężeniowe 
zanikają, pozostają jedynie cienkie filamenty aktyny [53, 
54]. W  późniejszych stadiach zakażenia, w komórce 
pojawiają się struktury (pęcherzyki, mikrokosmki) 
zawierające aktynę pochodzącą ze zniszczonych włókien 
naprężeniowych. Powstają one de novo na powierzchni 
komórki w odpowiedzi na dojrzewanie wirusa i wyko-
rzystywane są do uwalniania wirionów potomnych [54]. 
Potwierdziły to badaniach z zastosowaniem inhibitora 
polimeryzacji aktyny – cytochalazyny  D, w których 
stwierdzono nagromadzenie się dojrzałych wirionów 
tuż pod powierzchnią błony komórkowej [53, 54].

Kolejnymi wirusami, które wykorzystują białka cyto- 
szkieletu w trakcie swojej replikacji są wirusy paramykso- 
wirusy: odry (MV; measles virus) i Sendai (SV; Sendai 
virus). Podczas zakażenia dochodzi do polimeryzacji 
aktyny, która następnie jest wykorzystywana w proce-
sie transportu białek otoczki na powierzchnię komórki, 
w komunikacji pomiędzy białkami otoczki a  nukleo- 
kapsydem, jak również bierze udział w uwalnianiu 
wirionów z komórki [23, 65, 74]. Ciekawy w przy-
padku Paramyxoviridae jest fakt, że elementy aktynowe 
pochodzące z komórki znajdują się również wewnątrz 
uwolnionych wirionów [73, 84]. Badania biochemiczne 
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Rys. 1. A – włókna F-aktynowe w kontrolnej niezakażonej linii 
Vero (kolor czerwony). B – komórki linii Vero zakażone izolatem 
klinicznym HHV-1 w 24 godziny po zakażeniu. Widoczne silne 
zmiany morfologiczne komórek, które tracą kontakt z sąsiednimi 
komórkami, za wyjątkiem cienkich tworów aktynowych (kolor 
czerwony) z obecnymi antygenami HHV-1 (kolor zielony)

[Zdjęcie: Magdalena Solarska].

Rys. 2. A – kontrolna niezakażona hodowla pierwotna neuronów 
mysich z gęstą siecią mikrotubul (kolor czerwony) i jądrami komór-
kowymi (kolor niebieski). B – hodowla neuronów mysich zakażona 
szczepem Jan-E EHV-1 w 48 godzin po zakażeniu. Widoczna reorga-
nizacja sieci mikrotubul i ich kondensacja w miejscach nagromadze-
nia się antygenu wirusowego, najczęściej wokół jądra komórkowego. 

[Zdjęcie: Anna Słońska].

wirusa Sendai i wirusa choroby Newcastle (NDV; New­
castle disease virus;) wykazały, że aktyna specyficznie 
związana jest z białkiem M [29]. Sugeruje to udział 
włókien aktyny w transporcie nukleokapsydów z cyto-
plazmy na powierzchnię komórki, gdzie dochodzi do 
uwalniania dojrzałych wirionów oraz związania aktyny 
z nukleokapsydami SV i MV in vitro [7, 52, 64, 65]. Depo- 
limeryzacja aktyny w wyniku zastosowania cytochala-
zyny B doprowadziła do zahamowania procesu uwalnia-
nia nowych wirionów, a tym samym do nagromadzenia 
nukleokapsydów wewnątrz zakażonej komórki. Oznacza 
to, że nienaruszone elementy cytoszkieletu są niezbędne 
do prawidłowego namnażania wirusa [64].

Dodatkowo aktyna może wpływać na transkrypcję 
genomów niektórych paramyksowirusów, w tym ludz-

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

4.	R elacje pomiędzy zakażeniem wirusowym
	 a strukturą i funkcjonowaniem mikrotubul

Z badań nad interakcjami pomiędzy wirusami, a cyto- 
szkieletem wynika, że cykle replikacyjne większości 
wirusów przebiegają prawidłowo tylko w przypadku, 
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gdy nienaruszona jest struktura mikrotubul. Dowodzi 
to, iż odgrywają one znaczącą rolę w przebiegu zaka-
żeń wywoływanych przez przedstawicieli wielu różnych 
rodzin, wśród których jako pierwszą można wymienić 
rodzinę Herpesviridae.

W przypadku końskiego herpeswirusa typu 1 (EHV-1) 
zaobserwowano, że w hodowli komórek ED, powodo-
wał on kondensację mikrotubul w miejscach nagroma-
dzenia antygenu wirusowego. Efektu tego nie stwier-
dzono w zakażonych komórkach linii Vero, natomiast 
trudno było w nich ustalić lokalizację MTOC, co może 
sugerować, że jego struktura w przebiegu zakażenia 
uległa rearanżacji lub zniszczeniu [72]. Wiadomo, że 
do uszkodzenia MTOC może dochodzić także w przy-
padku zakażenia innymi herpeswirusami m.in. HHV-1 
oraz HHV-5. Niekiedy sytuacja bywa jednak odwrotna 
i wirus stymuluje powstanie wielu MTOC, czego przy-
kładem może być HBV (hepatitis B virus) [27].

Ponadto po zablokowaniu funkcji mikrotubul poprzez 
zastosowanie nokodazolu zaobserwowano gromadze-
nie się antygenu wirusowego w okolicy jąder komórko-
wych. Może to świadczyć o tym, że zarówno transport 
w kierunku jądra komórkowego jak i replikacja wirusa 
nie zostały zahamowane, jednak transport wirionów 
 w kierunku błony cytoplazmatycznej został znacznie 
ograniczony. Ponadto w badaniach ilościowych techniką 
RT-PCR stwierdzono, że po zastosowaniu nokodazolu 
ilość wirusa w komórkach spadła [72].

Istnieje również wiele danych świadczących o 
kluczowej roli mikrotubul w transporcie wewnątrz- 
komórkowym ludzkiego herpeswirusa typu 1 [60]. Po 
wniknięciu do komórki, wiriony transportowane są 
w  kierunku jądra komórkowego wzdłuż mikrotubul 
przy udziale kompleksu białek transportowych w skład 
którego wchodzą dyneina i dynaktyna. Dotyczy to 
zarówno komórek nabłonkowych jak i nerwowych [20]. 
W  badaniach potwierdzono, że do przemieszczania 
wirionów w kierunku jądra komórkowego konieczna 
jest nienaruszona struktura mikrotubul. Zaobserwo-
wano, że po zastosowaniu nokodazolu efektywność 
replikacji była zredukowana o ok. 90% [45]. Ponadto 
w  badaniach z  wykorzystaniem mikroskopii fluores
cencyjnej stwierdzono kolokalizację kapsydów wiru-
sowych z cytoplazmatyczną dyneiną i dynaktyną. 
Obecnie wiadomo, że z lekkimi łańcuchami dyneiny 
łączy się białko kapsydu VP26 [18]. Wykazano jednak, 
że nawet w przypadku jego braku transport wirionów 
nie jest zaburzony, co sugeruje występowanie innych 
receptorów dla dyneiny i dynaktyny [21]. Natomiast 
zablokowanie funkcji dyneiny powoduje zmniejszenie 
ilości kapsydów wirusowych transportowanych do jadra 
komórkowego. Zahamowana zostaje także synteza bia-
łek wirusowych [19]. Nie ma to jednak wpływu na przy-
łączanie wirusa do błony cytoplazmatycznej, ani jego 
wnikanie do komórki. W przypadku HHV-1 również 

proces uwalniania wirionów potomnych z komórki nie 
jest uzależniony od struktury mikrotul [4].

Podobna sytuacja występuje w przypadku ludzkiego 
herpeswirusa typu 3 (HHV-3; VZV), który powoduje 
zmianę architektury mikrotubul, natomiast po zastosowa-
niu inhibitora wydajność replikacji ulega obniżeniu. Przy-
puszcza się również, że mikrotubule odgrywają znaczącą 
rolę w wewnątrzkomórkowym transporcie wirionów [41].

Wciąż jednak niewiele wiadomo na temat mecha-
nizmów transportu neurotropowych α-herpeswirusów 
w komórkach nerwowych z ciała komórki, gdzie ustalają 
stan latencji, do zakończeń aksonów w trakcie reakty-
wacji. W przypadku HHV-1 zaobserwowano kolokaliza-
cję nukleokapsydów z białkiem motorycznym kinezyną 
[22]. Ustalono, że wiąże się ona z białkiem tegumentu 
wirusa – US11. U innych neurotropowych herpeswiru-
sów nie występują jednak białka homologiczne do US11. 
Tym niemniej, w obrębie rodziny Herpesviridae znane 
są przypadki, gdy różne białka, u różnych gatunków 
pełnią tą samą funkcję [16].

Również inne białka tegumentu mogą brać udział 
w transporcie łącząc się białkami motorycznymi, na przy- 
kład US3, UL36 i UL37 występujące u wirusa wściek
lizny rzekomej, VP5 i UL9 u HHV-1, czy UL56 u HHV-2 
[39, 44]. Zaobserwowano także, że SuHV-1 podobnie 
jak wirusy opryszczki, adenowirusy, HIV oraz wirus 
grypy w trakcie transportu wzdłuż mikrotubul mogą 
się zatrzymywać, ruszać ponownie, zmieniać kierunek, 
a nawet przemieszczać się pomiędzy różnymi włóknami 
mikrotubul. Pozwala to wirusowi na dotarcie w dowolny 
rejon komórki, jak również na skorygowanie ewentual-
nych błędów w trakcie transportu [21].

Ponieważ poznanie mechanizmów transportu czą-
stek wirusowych wewnątrz komórki gospodarza, może 
prowadzić do stworzenia nowych leków przeciwwiru-
sowych, zainteresowanie badaczy skupiło się na takich 
rodzinach wirusów jak Retroviridae, której przedsta-
wicielem jest HIV-1 (human immunodeficiency virus, 
ludzki wirus niedoboru odporności). Uważa się, że po 
wniknięciu do komórki wirus ten wykorzystuje mikro-
filamenty aktynowe, aby przedostać się do mikrotubul, 
wzdłuż których transportowany jest w kierunku jądra 
komórkowego [55]. Natomiast w dalszych etapach 
cyklu replikacyjnego cząstki wirusowe transporto-
wane są z cytozolu w kierunku błony komórkowej [21]. 
Ponadto udowodniono, że jednoczesne użycie inhibi-
torów polimeryzacji aktyny i mikrotubul prowadzi do 
całkowitego zablokowania transportu wewnątrzkomór-
kowego wirusa [48]. Wirusy te mogą wykorzystywać 
mikrotubule również do przemieszczania się z komórki 
do komórki. Przykładem jest ludzki wirus białaczki 
z  komórek T (HTLV; human T-cell leukaemia virus), 
który stymuluje wytworzenie pomiędzy limfocytami T 
(zakażonym i niezakażonym) tak zwanej synapsy wiru-
sologicznej. W komórce zakażonej MTOC znajduje się 
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w pobliżu błony cytoplazmatycznej w miejscu adhezji 
obu komórek [21]. 

Mikrotubule wykorzystywane są również przez 
adenowirusy. Dzięki receptorowi znajdującemu się 
na kapsydzie wirusy te mają zdolność do łączenia się 
z dyneiną lub dynaktyną, co z kolei pozwala na trans-
port cząstek wirusowych w kierunku jądra komórko-
wego (koniec ujemny mikrotubul), jak również ułatwia 
ich ucieczkę z  endosomu. Zaobserwowano, że przy 
nadekspresji dynamityny (zaburzenie funkcji kom-
pleksu dyneina –  dynaktyna) lub po zastosowaniu 
przeciwciał blokujących funkcje dyneiny, zakres oraz 
częstotliwość transportu wirionów w kierunku jądra 
są ograniczone, częściej natomiast występuje transport 
w kierunku przeciwnym [20, 21]. Ponadto, w komór-
kach zakażonych adenowirusem powstają charakterys
tyczne, długie mikrotubule, sięgające od MTOC do 
peryferii komórki. Dzieje się tak, ponieważ dominują 
tu procesy wydłużania mikrotubul, które wykazują także 
większą stabilność [86].

Udowodniono również, że mikrotubule mają istotny 
wpływ na replikację wirusa odry (Paramyxoviridae). 
Zaobserwowano, że zahamowanie polimeryzacji mikro-
tubul w komórkach Vero hamowało uwalnianie nowych 
cząstek wirusowych. Jednak pomimo to, proces repli-
kacji wirusa zachodził na poziomie porównywalnym 
z kontrolą [5, 6].

Nie zawsze jednak dochodzi do bezpośredniej inter- 
akcji pomiędzy mikrotubulami, a cząstkami wiruso-
wymi. W przypadku parwowirusa psiego (CPV; canine 
parvovirus) wykazano, że mikrotubule odpowiadają za 
transport pęcherzyków endosomalnych zawierających 
cząstki CPV w kierunku jądra komórkowego [2, 3, 69, 
82]. Zablokowanie funkcji mikrotubul za pomocą noko-
dazolu prowadzi do zaburzeń w przebiegu zakażenia. 
Zaburzenia te polegają na braku uwalniania cząstek 
CPV z endosomów oraz na ich eliminacji z jądra komór-
kowego, które stanowi miejsce replikacji [69]. 

Interakcje wirusów z cytoszkieletem, nie muszą być 
związane tylko i wyłącznie z transportem. Przykład 
może stanowić wirus krowianki, w przypadku którego 
do prawidłowej ekspresji genów wirusowych niezbędne 
są nienaruszone mikrotubule [59]. Ponadto wirus kro-
wianki wykorzystuje mikrotubule do transportu czą-
stek wirusowych z tzw. fabryk wirusowych w kierunku 
MTOC, gdzie zyskują one otoczkę, a następnie na pery-
ferie komórki z prędkością ok. 1–2 µm/s, prawdopodob-
nie z wykorzystaniem kinezyny-1 [21]. Zaobserwowano 
również, że wiriony mogą przemieszczać się pomiędzy 
mikrotubulami [28, 36, 46, 63, 85].

Zupełnie inaczej wygląda sytuacja w przypadku 
przedstawicieli rodziny Baculoviridae. Zahamowanie 
polimeryzacji mikrotubul, na przykład poprzez podanie 
nokodazolu, prowadzi tu do wzmożonej ekspresji genów 
wirusowych. Przypuszczalnie dzieje się tak, ponieważ 

bakulowirusy wykorzystują do transportu w kierunku 
jądra cytoszkielet aktynowy, a mikrotubule, stanowią 
wówczas jedynie przeszkodę [21, 78].

Udowodniono również, że wirusy mogą wykorzy-
stywać mikrotubule nie tylko do przemieszczania się 
w obrębie zakażonej komórki. Ostatnie badania ujaw-
niły, że białko P wirusa wścieklizny (Rhabdoviridae), 
wpływa na transport białek STAT (czynników trans-
krypcyjnch aktywowanych przez interferon). Przy czym 
wirusowe białko P może zarówno ułatwiać jak i hamo-
wać związany z mikrotubulami transport białek komór-
kowych. W ten sposób wirus blokuje szlaki sygnałowe 
interferonu odgrywające kluczową rolę we wrodzonej 
odpowiedzi immunologicznej [50].

5.	 Podsumowanie

Poznanie współzależności pomiędzy różnorodnymi 
formami transportu wewnątrzkomórkowego, w któ-
rych czynny udział biorą białka motoryczne: miozyna, 
dynaktyna, kinezyny, wzmocniło naszą wiedzę o patoge-
nezie zakażeń wirusowych [37, 59]. Dane literaturowe, 
poświęcone zmianom zachodzącym w cytoszkielecie 
zakażonych komórek, opisują różnorodne zmiany doty-
czące, zarówno w układzie mikrotubul, jak i włókien 
F-aktynowych [17, 25]. W licznych badaniach udowod-
niono, że podczas zakażenia litycznego wirusy przebu-
dowują poszczególne elementy komórki w zależności 
od swoich potrzeb. Mechanizmem przemieszczenia i/lub 
zakażenia sąsiednich komórek, w którym cytoszkielet 
odgrywa kluczową rolę, jest transport z komórki do 
komórki [37, 59]. Jest on najbezpieczniejszy z punktu 
widzenia wirusa, ponieważ odbywa się bez narażenia 
wirionów potomnych na kontakt z przeciwciałami ne- 
utralizującymi znajdującymi się zewnątrzkomórkowo.

Znajomość transportu i zasad, na którym się opiera, 
może być nowym punktem uchwytu, który zostanie 
wykorzystany w terapii przeciwwirusowej, gdzie mecha-
nizm działania leków nie będzie opierał się na hamowa-
niu wirusowych enzymów, lecz na hamowaniu specy-
ficznych interakcji pomiędzy wirusem a gospodarzem. 
Coraz powszechniejsza oporność wirusów na dotych-
czas stosowane leki, wymusza opracowanie nowych 
metod terapeutycznych nieopartych na syntetycznych 
związkach chemicznych. Być może, zahamowanie cyklu 
replikacyjnego poprzez inhibicję lub aktywację białka 
biorącego udział w transporcie wirusa do miejsca jego 
namnażania czy też proteiny umożliwiającej mu zaka-
żenie sąsiednich zdrowych komórek znajdzie zasto-
sowanie kliniczne. Jest to szczególnie istotne w dobie 
narastających oporności patogenów na stosowane leki 
w terapii farmakologicznej, jak i wzrost odsetka popula-
cji charakteryzującej się zaburzeniami ze strony układu 
immunologicznego jak np. nosiciele HIV, pacjenci po 
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transplantacji narządów. Cytoszkielet i białka na niego 
oddziaływujące, zarówno pochodzenia komórkowego, 
jak i wirusowego, potencjalnie stanowią cenne narzędzie 
umożliwiające dostarczenie genów, kwasów nukleino-
wych lub białek aktywnych do miejsc ich działania.
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1.	 Wstęp

Ponad 20 lat od odkrycia wirusa zapalenia wątroby 
typu C (HCV), ważnego czynnika etiologicznego 
marskości wątroby oraz pierwotnego raka wątroby 
(HCC), wiele aspektów związanych z patogenezą zaka-
żenia oraz ograniczoną skutecznością leczenia wciąż 
wymaga wyjaśnienia. Aktualne schematy terapii są sku-
teczne średnio u ok. 50% zakażonych, ponadto istnieje 
prawdopodobieństwo reaktywacji zakażenia w później-
szym okresie po zakończeniu leczenia. Zasadniczym 
celem pracy było przedstawienie danych dotyczących 
zmienności HCV jako możliwej przyczyny nieskutecz
ności leczenia przewlekłego zapalenia wątroby typu C. 
Uwzględniono jednak również inne czynniki progno-
styczne skuteczności leczenia, przede wszystkim poli-
morfizm genu kodującego IL-28.

2.	Z mienność wirusa zapalenia wątroby typu C

HCV zaliczany jest do rodziny Flaviviridae. Genom 
wirusa składa się z pojedynczej, dodatnio spolaryzo
wanej nici RNA o długości ok. 9 600 nukleotydów 

zawierającej regiony niekodujące na końcach 5’ i 3’ oraz 
region kodujący białka strukturalne i niestrukturalne. 
Białka tworzące wirion (strukturalne) to białka otoczki 
(E1, E2) oraz białko rdzenia (C), natomiast białka nie-
strukturalne (NS) biorą udział w namnażaniu wirusa 
w organizmie gospodarza. Białko NS5b pełni funkcję 
RNA-zależnej polimerazy RNA – enzymu replikują-
cego wirusowy materiał genetyczny, pozbawionego 
aktywności „naprawczej” 3’-5’ egzonukleazy. Częs- 
tość pojawiania się mutacji w genomie HCV wynosi 
10–4–10–5  substytucji/zasadę [64]. Biorąc pod uwagę 
średnią produkcję kopii wirusa w fazie przewlekłej 
zakażenia (ok. 1012 kopii/doba) oraz wielkość genomu 
HCV (ok. 104 nukleotydów), można szacować, że liczba 
nowych mutacji w  populacji wirusa u pacjenta wy- 
nosi ok. 109–1012 na dobę [24, 64]. Wysoki potencjał 
mutacyjny polimerazy RNA HCV jest powodem wystę-
powania wirusa w organizmie jako heterogennej gene-
tycznie populacji [46]. 

Innym mechanizmem zmienności jest rekombinacja, 
zarówno homologiczna, jak i niehomologiczna. Dodat-
kowo, rekombinacja może być zależna od replikacji 
(rekombinacja replikacyjna) lub zachodzić niezależnie od 
tego procesu. Udowodniono występowanie rekombinacji 
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HCV u pacjentów cierpiących na hemofilię, jak również 
u narkomanów zakażonych HCV, u których dochodzi do 
nadkażeń innymi genotypami [42, 60]. Średnio rekom-
binacja obserwowana jest u około 18% zakażonych [78]. 

Na podstawie analizy filogenetycznej regionu NS5 
lub 5’UTR HCV podzielono na 6 głównych genotypów, 
mogących różnić się między sobą nawet 35% sekwencji. 
W każdym genotypie wyodrębniono subtypy (różnice 
genetyczne mogą wynosić do 25%), a subtypie – izolaty 
(10–15% zmienności). Poszczególne warianty wirusa 
określa się mianem quasispecies lub pseudotypów (do 
5% zmienności); [64]. Pseudotypy HCV zostały odkryte 
w 1992 r. i wkrótce okazało się, że są swoistą cechą HCV, 
niezależną od rodzaju zakażenia (ostre czy przewlekłe), 
rodzaju tkanki (surowica, komórki PBMC czy tkanka 
wątrobowa), itp. [55].

Zmienność genetyczna HCV ma duże znaczenie 
w patogenezie zakażenia. Każda mutacja jest szansą na 
nabycie zdolności przetrwania wirusa w warunkach presji 
środowiska. W następstwie, selekcjonowane są warianty 
unikające odpowiedzi immunologicznej (tzw. immune 
escape mutants), warianty lekooporne lub warianty o zmo- 
dyfikowanej zjadliwości. Z drugiej strony, mutacje wa- 
runkujące lekooporność czy też unikanie odpowiedzi 
immunologicznej mogą równocześnie obniżyć poziom 
replikacji, zjadliwość lub zakaźność wirusa [19, 44].

3.	Z astosowanie interferonu alfa (IFN-α)
	 i rybawiryny w leczeniu przewlekłego
	 wirusowego zapalenia wątroby typu C (pwzw C)

3.1.	 Interferon alfa w leczeniu pwzw C

Interferon alfa (IFN-α) jest cytokiną immunomo-
dulującą, wydzielaną przez komórki w odpowiedzi na 
zakażenia wirusowe. Produkcja IFN-α jest zależna od 
obecności w środowisku produktów charakterystycz-
nych dla cząstek wirusów, takich jak np. dwuniciowy 
oraz jednoniciowy RNA, które łączą się z receptorami 
(głównie z grupy TLR – Toll-like receptor). W następ-
stwie dochodzi do aktywacji transkrypcji genów dla 
IFN-α, jego syntezy i sekrecji. Wydzielony IFN łączy 
się z receptorami powierzchniowymi (Typ I receptora 
dla IFN-α, IFNβ, IFNε, IFNκ oraz IFNω) komórki 
zakażonej oraz sąsiadujących komórek, prowadząc do 
ekspresji wielu genów efektorowych (ISG, interferon-sti-
mulated genes), których produkty mają działanie prze-
ciwwirusowe [23]. Działanie przeciwwirusowe IFN-α 
polega m.​in. na: aktywacji 2’-5’ syntetazy oligoadeny-
lowej (2’-5’OAS), białek Mx oraz RNA-zależnej kinazy 
białkowej R (PKR, protein kinase R) powodujących 
zahamowanie replikacji patogenu, oraz immunomo-
dulacji (ekspresji cząsteczek MHC kl. I na powierzchni 
komórek, aktywacji makrofagów, komórek NK oraz 

cytotoksycznych limfocytów T) służącej wzmocnieniu 
odpowiedzi przeciwwirusowej [68].

3.2.	 Rybawiryna w leczeniu pwzw C 

Rybawiryna jest syntetycznym analogiem guanozyny 
stosowanym początkowo w leczeniu zakażeń syncytial-
nym wirusem oddechowym (RSV) u dzieci. Wkrótce 
po odkryciu HCV związek ten został wykorzystany 
w  monoterapii do leczenia pwzw C, jednak bez zna-
czącego wpływu na poziom wiremii [18]. Rybawiryna 
hamuje działanie polimeraz wirusowych w warunkach 
in vitro, jednakże mechanizmy dotyczące jej działania 
in vivo są nadal słabo poznane. Sugeruje się, że zwią-
zek ten może działać jak mutagen, zwiększając poziom 
wprowadzania mutacji przez RNA-zależną polimerazę 
RNA, co skutkuje wytworzeniem defektywnych wa- 
riantów wirusa, o obniżonych zdolnościach zakaźnych 
oraz replikacyjnych [15]. 

Terapia skojarzona IFN-α oraz rybawiryną znacz-
nie zwiększyła skuteczność leczenia pwzw C (śred-
nio 35–40%) w porównaniu do IFN-α w monoterapii 
(16–20%), jak również zmniejszyła ryzyko nawrotu 
replikacji wirusa po leczeniu [10, 67]. Zastosowanie 
pegylowanego interferonu alfa (PEG-IFN-α), posiadają-
cego lepsze parametry farmakokinetyczne [31] skojarzo-
nego z rybawiryną pozwala osiągnąć efekt terapeutyczny 
u ok. 54–56% pacjentów [26, 53]. 

Parametrem wyznaczającym skuteczność terapii prze- 
wlekłego zapalenia wątroby typu C jest trwała odpo-
wiedź wirusologiczna SVR (sustained virological res
ponse), definiowana jako brak obecności HCV RNA 
we krwi pacjenta 6 miesięcy po zakończeniu leczenia 
przy użyciu testu molekularnego o czułości < 100 kopii 
wirusa/ml. Osiągnięcie SVR oznacza eliminację zakaże-
nia oraz rokuje poprawę obrazu histologicznego wątroby 
[57]. Pacjenci nie odpowiadający na leczenie w pierw-
szej próbie mają mniejszą szansę na osiągnięcie SVR 
po kolejnym cyklu leczenia [76]. Problem osób „nie-
odpowiadających” jest obecnie jednym z ważniejszych 
wyzwań terapii pwzw C.

Ze względu na fakt, że SVR jest stosunkowo późnym 
parametrem skuteczności wdrożonej terapii, opraco-
wano markery, które pozwoliłyby na wcześniejsze roko-
wanie co do wyniku leczenia. Udowodniono, że poziom 
wiremii w pierwszych tygodniach leczenia jest dobrym 
prognostykiem SVR. RVR (rapid virological response) 
jest określany brakiem materiału genetycznego wirusa 
we krwi pacjenta w 4 tygodniu od rozpoczęcia lecze-
nia. RVR jest silnym prognostykiem SVR, o ile leczenie 
nie zostanie przedwcześnie przerwane [27, 52]. EVR 
(early virological response) jest definiowany jako brak 
wiremii bądź spadek wiremii o wartość co najmniej 
2 log10 w 12 tygodniu leczenia. Wykazano, że u pacjen-
tów zakażonych genotypem 1 leczonych PEG-IFN-α 
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oraz rybawiryną nie spełniających kryteriów EVR, 
trwała odpowiedź przeciwwirusowa nie zostanie osią-
gnięta u 98% tej grupy [16]. Podjęcie decyzji o przerwa-
niu leczenia w 12 tygodniu pozwala na oszczędności 
oraz uniknięcie obciążającego skutkami ubocznymi 
nieskutecznego leczenia.

4.	C zynniki wpływające na skuteczność leczenia

Za brak skuteczności leczenia odpowiedzialne są 
m.in. czynniki osobnicze oraz czynniki wirusowe.

4.1.	 Czynniki osobnicze

Zaawansowany wiek, płeć męska, rasa mają wpływ 
na skuteczność leczenia pwzw C. I tak, wykazano że 
przedstawiciele rasy kaukaskiej lub azjatyckiej lepiej 
odpowiadają na leczenie, aniżeli osoby pochodzenia 
afrykańskiego lub latynoskiego [50]. Nadmierna masa 
ciała może obniżyć efekt leczenia poprzez zmniejszenie 
stężenia leku w organizmie oraz jego dostępności dla 
receptorów [43]. Gorszy efekt leczenia uzyskano również 
u chorych nadużywających alkoholu, osób insulinoopor- 
nych, narkomanów oraz niestosujących się do zalecanego 
schematu leczenia [17, 77]. Również zaawansowane 
postaci choroby wątroby, takie jak znaczne zwłóknie-
nie lub marskość oraz tzw. pozawątrobowe manifesta-
cje zakażenia, takie jak krioglobulinemia mieszana lub 
błoniasto-rozplemowe zapalenie kłębuszków nerkowych 
wiążą się z niższą skutecznością leczenia [6, 49].

Sekwencjonowanie ludzkiego genomu, wraz z bada-
niem jego funkcji, stworzyły nowe możliwości dla okreś- 
lania czynników skuteczności leczenia. Badania mające 
na celu identyfikację wariantów genetycznych, wiążących 
się z czynnikami ryzyka dla wielu chorób (GWAS, genome- 
-wide association study) zyskują coraz większą popular-
ność. Polegają one na poszukiwaniu alleli w genomie, 
które wykazują jednonukleotydowy polimorfizm (single 
nucleotide polymorphism, SNP) a  efekt fenotypowy 
tego polimorfizmu statystycznie różni się w grupie kon-
trolnej i grupie badanej. Podjęto próby wykorzystania 
tego narzędzia w określeniu czynników osobniczych 
związanych ze skutecznością leczenia zakażeń HCV. 

Wyniki tych badań dowiodły, że czynniki nawet 
w obrębie tej samej populacji mogą wystąpić polimorfiz- 
my w genach efektorowych dla IFN (np. ADAR, CASP5, 
ISCBP1, IFI44, PIK3CG oraz TAP2), powodujące zna- 
czne różnice w poziomie odpowiedzi na IFN [47]. Rów-
nież poziom ekspresji ISG (interferon-stimulated genes) 
ma znaczenie w odpowiedzi na leczenie pwzw C. Osoby 
zakażone przewlekle wykazują wysoki poziom ISG 
w komórkach jednojądrzastych krwi obwodowej [38]. 
Podobnie, pacjenci zidentyfikowani jako nieodpowiada-
jący na leczenie PEG-IFN oraz rybawiryną wykazywali 

wyższy poziom ekspresji ISG w wątrobie przed jego roz-
poczęciem, niż odpowiadający na leczenie. Wykazano 
również, że SVR może być prognozowany na podsta-
wie stopnia ekspresji genu czynnika transkrypcyjnego 
STAT6 w komórkach jednojądrzastych krwi obwodowej 
wyizolowanych przed leczeniem lub nawet 24 godziny 
od jego rozpoczęcia [88]. Dane te wskazują, że osoby 
niewrażliwe na leczenie mogą wykazywać zaburzoną 
odpowiedź na endogenny oraz podawany w  trakcie 
leczenia IFN-α [13]. 

W genie kodującym IFN także dowiedziono ist-
nienia polimorfizmów, których występowanie badano 
w  kontekście odpowiedzi na leczenie. Wykazano, że 
mutacja punktowa 764C > G, występująca w pobliżu 
genu kodującego IFN-γ była istotnie związana z SVR. 
Analiza dowiodła, że substytucja ta determinuje wyższą 
siłę wiązania czynnika transkrypcyjnego HSF1 do genu 
kodującego IFN-γ [37]. 

Interferony λ-1, 2 oraz 3 (znane również jako IL-29, 
IL-28A oraz IL-28B) są stosunkowo niedawno odkrytą 
grupą cytokin o działaniu przeciwwirusowym i cechach 
podobnych do interferonów typu I (m.in. IFN-α i IFN-β), 
aczkolwiek o niższej aktywności in vitro [79]. Udowod-
niono znaczenie interferonów λ w kontroli zakażeń 
wirusowych, włączając zakażenia HIV, HBV oraz HCV 
[36, 54]. Wstępne badania kliniczne potwierdziły ich 
skuteczność w eliminacji zakażenia HCV przy niskiej 
toksyczności leku [62].

W 2009 roku, kilka niezależnych grup badawczych 
doniosło o występowaniu jednonukleotydowych poli-
morfizmów w pobliżu genu kodującego IL-28B (IFN-λ3) 
w chromosomie 19, które korelowały z efektem leczenia 
PEG-IFN-α oraz rybawiryną [30, 81, 82, 85]. Pacjenci 
włączeni do badania byli przedstawicielami różnych 
grup etnicznych (Europejczycy, Afro-Amerykanie, 
Australijczycy oraz Japończycy), zakażeni genotypem 1. 
Co najmniej 3 loci determinujące efekt leczenia zostały 
zidentyfikowane. Były to pozycje rs12979860, rs8099917 
oraz rs12980275, których genotypy C/C, T/T oraz A/A 
odpowiednio, były związane z dużym prawdopodobień-
stwem eliminacji wirusa w trakcie leczenia [81, 82, 85]. 
Występowanie określonych rodzajów polimorfizmów 
w tych pozycjach u różnych populacji etnicznych może 
tłumaczyć obserwowaną u nich różną efektywność 
leczenia. Choć wszystkie zidentyfikowane warianty ge- 
netyczne w tych badaniach znajdują się w pobliżu lub 
obrębie genu IL-28B, żaden z nich nie był bezpośrednio 
związany z jego funkcją [5].

Po odkryciu znaczenia polimorfizmu genu IL-28B 
w odpowiedzi na leczenie przeciwwirusowe dla genoty- 
pu 1, pojawiły się badania dotyczące innych genotypów, 
w szczególności 2 oraz 3 [40, 59, 75]. Badano w nich zna-
czenie polimorfizmów pozycji rs12979860, rs8099917 
oraz rs12980275 w osiąganiu SVR Wykazano, że ge- 
notyp C/C w pozycji rs12979860 wiąże się z wysokim 
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prawdopodobieństwem uzyskania SVR (84,7%) u pacjen- 
tów zakażonych genotypem 2 lub 3 leczonych PEG-IFN-α 
i rybawiryną, podczas gdy dla polimorfizmów pozycji 
rs8099917 oraz rs12980275 nie wykazano żadnej korela
cji [75]. Inne badanie wykazało związek między polimor-
fizmem rs8099917 a SVR u zakażonych genotypem 2b 
(ale nie 2a) leczonych PEG IFN oraz rybawiryną [40].

Powyższe dane wskazują, że zmienność genetyczna 
genu IL-28B jest jak dotychczas najsilniejszym ziden
tyfikowanym czynnikiem determinującym kontrolę 
zakażenia HCV [71]. Prawdopodobnym jest, że zosta- 
nie on wykorzystany w praktyce klinicznej w celu in- 
dywidualizacji leczenia. Na przykład, osoby zakażone 
genotypem 1 niosące allel ryzyka nieskutecznego lecze-
nia będą miały bardzo małą szansę na uzyskanie odpo-
wiedzi wirusologicznej po terapii standardowej, stąd 
powinny w pierwszej kolejności mieć dostęp do nowych 
strategii leczenia.

   
4.2.	 Czynniki wirusowe

Ważną rolę w kształtowaniu się odpowiedzi na lecze-
nie przypisuje się czynnikom wirusowym. I tak, geno-
typ HCV jest silnym niezależnym czynnikiem prognos
tycznym skuteczności leczenia, zarówno prowadzonego 
w monoterapii, jak i w skojarzeniu z rybawiryną. Wyka-
zano, że zakażenie genotypem 1 lub 4 wiąże się z gor-
szą skutecznością terapii, aniżeli zakażenie genotypem 
2 i 3 [51, 56]. Dlatego też genotyp HCV jest głównym 
parametrem branym pod uwagę przy ustalaniu czasu 
trwania leczenia. Standardowo, w przypadku zakażenia 
genotypem 1 lub 4 leczenie trwa 48 tygodni. W przy-
padku zakażenia genotypem 2 lub 3–24 tygodnie. 

Udowodniono, że niektóre regiony genomu HCV 
mogą determinować wrażliwość wirusa na IFN. Region 
HVR1 HCV (hypervariable region 1) jest zlokalizowany 
na końcu 5’ genu kodującego białko otoczki E2. Białko 
E2 zawiera antygeny dla przeciwciał neutralizujących, 
jak również dla cytotoksycznych limfocytów T (CTL); 
[12, 32, 39]. Wysoka zmienność genetyczna HVR1 
wpływa na dużą zmienność antygenową wirusa, co 
sprzyja unikaniu odpowiedzi immunologicznej gospo-
darza a tym samym przetrwaniu wirusa oraz niewraż-
liwości na leczenie [19]. U dużego odsetka pacjentów, 
którzy nie osiągnęli SVR, zastosowanie leków oraz ich 
odstawienie powodowało zmiany jakościowe w kompo-
zycji quasispecies w obrębie HVR1 [69, 80]. 

Region PePHD (PKR/eIF2α phosphorylation ho- 
mology domain) jest również zlokalizowany w obrębie 
białka E2. Zawiera sekwencję homologiczną do sekwen- 
cji omeny fosforylacji czynnika translacyjnego eIF-2α 
PKR [45]. Wykazano, że przyłączanie PePHD do PKR 
hamuje jej aktywność fosforylacyjną in vitro, a w efekcie 
powoduje niewrażliwość na IFN-α. Zjawisko to dotyczy 

jednak tylko subtypów 1a i 1b wirusa, prawdopodobnie 
z powodu największej homologii sekwencji amino- 
kwasowej PePHD u tych subtypów do sekwencji do- 
meny wiążącej eIF-2α białka PKR. Uważa się, że zdol-
ność hamowania aktywności PKR przez genotyp 1 
HCV przyczynia się do jego wysokiej lekooporności 
[84]. Mimo znaczenia PePHD w unikaniu odpowiedzi 
przeciwwirusowej, związek między zmiennością sekwen- 
cji kodującej PePHD a opornością na leczenie w przy-
padku badanych genotypów (1, 2 i 3) HCV pozostaje 
niejasny [29, 33].

W pobliżu karboksylowego końca białka NS5a znaj-
duje się region złożony z 40 aminokwasów uznawany za 
region determinujący wrażliwość HCV na IFN-α (ISDR, 
interferon sensitivity determining region). W  bada-
niu grupy japońskiej mutacje w obrębie ISDR korelo-
wały z wynikiem leczenia dla genotypu 1b. Wykrycie 
co najmniej 4 mutacji w obrębie ISDR w porównaniu 
z sekwencją referencyjną HCV wiązało się ze skutecz-
nym leczeniem [20, 65]. Analogiczną zależność wykryto 
dla genotypów 2a, ale nie 2b i 3a [8, 63]. Molekularną 
rolę NS5a odkrył G a l e  i wsp. Białko to pełni funk-
cję inhibitora PKR inaktywując enzym in vitro a tym 
samym hamując działanie IFN-α. Co więcej, hamowanie 
aktywności PKR można znieść poprzez wprowadzenie 
mutacji w obrębie ISDR [28]. Są również badania dowo- 
dzące, że NS5a może indukować syntezę prozapalnej 
IL-8, działającej antagonistycznie do IFN-α [70]. U pa- 
cjentów zakażonych przewlekle wykazano wyższe stężenie 
tej chemokiny w surowicy, niż u zdrowych kontroli [70]. 
Podobnie, wyższy poziom IL-8 w surowicy był notowany 
u pacjentów nieodpowiadających na leczenie zakażo-
nych genotypem 1, niż u pacjentów wyleczonych [58]. 

Najnowsze badania wskazują, że białko NS5a może 
inaktywować 2’-5’OAS. W efekcie, 2’-5’OAS nie może po- 
średniczyć w trawieniu wirusowego RNA przez RNazę L, 
co wpływa na kontynuację translacji białek (również 
wirusowych) w komórce. Różnice w częstości wystę-
powania dwunukleotydów UU oraz UA (rozpoznawa-
nych przez RNazę L jako miejsca cięcia) między genoty- 
pami 1 a 2 i 3 HCV mogą tłumaczyć ich różną wrażliwość 
na IFN-α [34].

Niedawno, w obrębie genu NS5a zidentyfikowano 
region V3 (variable region 3), wykazujący znaczną zmien- 
ność mutacyjną [11]. Poziom zmienności tego regionu 
u subtypów 1a/1b miał wpływ na skuteczność leczenia 
IFN-α (szczepy oporne przed leczeniem wykazywały 
niską a wrażliwe – wysoką zmienność); [87].

NS3/4a jest wirusowym białkiem niestrukturalnym 
posiadającym aktywność proteazy. F o y  i wsp. wyka-
zali, że NS3/4a interferuje ze szlakiem aktywacji syntezy 
IFN in vitro blokując IRF-3, kluczowy czynnik trans-
krypcyjny regulujący ekspresję IFN. Aktywność IRF-3 
była przywrócona poprzez dodatek inhibitora pro- 
teazy serynowej wskazując, że wirusowa proteaza trawi 
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aktywne domeny IRF-3 [25]. Analiza sekwencji IRF-3 
dla subtypu 1a w kontekście skuteczności leczenia nie 
wykazała korelacji [74].

Przedstawione obserwacje mogą wskazywać na zna-
czenie polimorfizmu regionów HVR1 E2 oraz NS5a we 
wrażliwości na IFN-α a zatem skuteczności leczenia. 
Poziom zmienności innych badanych regionów wiru-
sowych (5’UTR, HVR2, gen kodujący białko rdzenia C) 
nie był związany ze skutecznością leczenia [4, 35].

Choć udowodniono, że liczne czynniki (osobnicze 
i wirusowe) są odpowiedzialne za skuteczność leczenia 
u chorych zakażonych genotypem 1, ich wpływ najczęś
ciej nie był oceniany u chorych zakażonych innymi 
genotypami. Niewiele wiadomo na temat mechanizmów 
odpowiadających za wysoką lekowrażliwość genoty-
pów 2 i 3, głównie ze względu na ich szybką eliminację 
w trakcie leczenia. Niemniej jednak, wykazano istnienie 
lekoopornych wariantów genotypu 2a [3]. 

Uważa się, że populacja HCV przed leczeniem 
zawiera lekooporne warianty genetyczne, które następ-
nie ulegają selekcji w warunkach presji narzuconej przez 
leczenie. Przemawiają za tym następujące obserwacje:

1)	 w pierwszych godzinach od zastosowania leków 
dokonuje się gwałtowny spadek poziomu replika-
cji HCV [89].

2)	 terapia interferonem jest w dużej mierze terapią 
immunomodulującą potęgującą odpowiedź prze-
ciwwirusową, która wywiera presję selekcyjną 
na niektóre regiony genomu wirusa, białka oraz 
epitopy. Oznacza to, że wirus prawdopodobnie 
unika odpowiedzi immunologicznej stymulowa-
nej przez interferon.

3)	 u leczonych, u których nie zanotowano trwałej 
odpowiedzi wirusologicznej, genom wirusa zawie- 
rał liczne mutacje, szczególnie w regionach deter-
minujących wrażliwość na leczenie [66]. 

5.	Z naczenie kliniczne analizy regionu E2 HVR1 HCV

Ze względu na negatywny wynik leczenia u ok. 50% 
pacjentów, podjęto próby określenia bardzo wczesnych 
czynników prognostycznych efektywności leczenia 
przeciwwirusowego, pozwalających wytypować osoby 
z największym ryzykiem nieskutecznej terapii. Mogą to 
być czynniki o charakterze osobniczym (np. wrażliwość 
na IFN-α) lub wirusowym (np. genotyp, poziom wi- 
remii, zjawisko quasispecies).

Identyfikacja wczesnego markera z wysokim prawdo- 
podobieństwem przewidującego SVR miałoby dużą 
wartość kliniczną. Dysponowanie takim narzędziem 
umożliwiłoby uniknięcie skutków ubocznych oraz kosz-
tów leczenia u pacjentów, którzy na nie nie odpowiedzą 
oraz dodatkowo motywowałoby pacjentów z pozytywną 
prognozą do ukończenia leczenia.

Postępy w biologii molekularnej umożliwiły dokładną 
analizę quasispecies. Wśród potencjalnych markerów 
prognostycznych dużą uwagę zwraca się na zmienność 
genetyczną regionu HVR1 E2. Uważa się, że analiza 
molekularna tego regionu może mieć zastosowanie 
prognostyczne, ponieważ:

1)	 region ten jest wysoko zmienny, w dużej mierze 
z powodu tolerancji na substytucje; jego analiza 
pozwala na wykrycie licznych wariantów gene-
tycznych;

2)	 region ten koduje epitopy dla przeciwciał neutra- 
lizujących oraz dla komórek cytotoksycznych, pod- 
legając silnej presji selekcyjnej układu immuno-
logicznego [14, 32];

3)	 uważa się, że w czasie zakażenia stymulowana jest 
silna, lecz nieskuteczna odpowiedź humoralna 
skierowana przeciwko epitopom kodowanym przez 
E2, co skutkuje brakiem kontroli wirusa [72].

Jak dotąd, analizę zmienności HVR1 wykorzystano 
w celu rokowania przebiegu zakażenia HCV. Wyka-
zano, że ewolucja genetyczna tego regionu w fazie ostrej 
zakażenia prowadzi zwykle do rozwoju zakażenia prze- 
wlekłego [41, 83]. Zjawisko to jest związane z pojawia-
niem się nowych wariantów wirusa niewrażliwych na 
działanie przeciwciał neutralizujących oraz cytotok-
sycznych limfocytów T [21]. Zgodnie z tą hipotezą, 
stabilność genetyczna quasispecies w regionie HVR1 
zdaje się być warunkiem eliminacji wirusa w fazie ostrej 
[72]. Zaobserwowano również, że duże zróżnicowa- 
nie składu quasispecies było obecne u pacjentów zaka-
żonych przewlekle lecz bezobjawowo, wykazujących 
normalne wartości aktywności AlAT oraz znikome 
uszkodzenie wątroby [9].

6.	Z mienność E2 HVR1 a prognozowanie
	 skuteczności leczenia

Nieskuteczne leczenie związane jest z pojawianiem 
się zmian w populacji quasispecies [69, 80]. Zmiany te 
mogą mieć charakter ewolucji genetycznej (pojawianie 
się zupełnie nowych wariantów), bądź różnic w zło-
żoności (liczba wariantów genetycznych określonego 
regionu). Wydaje się, że zmiany o charakterze ewolucji 
są konsekwencją niemożności eliminacji wirusa przez 
układ immunologiczny. 

Szczególne znaczenie dla skuteczności leczenia mają 
zmiany mutacyjne występujące w genach wirusa, których 
produkty białkowe determinują wrażliwość na IFN lub 
uczestniczą w unikaniu odpowiedzi immunologicznej 
[23]. Wykazano, że zmiany o charakterze ewolucji w obrę- 
bie sekwencji HVR1 dotyczą ok. 70% pacjentów leczo-
nych IFN-α, zakażonych genotypami 1a, 1b, 2a, 2c, 3a 
oraz 4a [66]. Podobny efekt wywiera terapia skojarzona 
IFN-α oraz rybawiryną [7]. Brak zmian genetycznych 
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w obrębie regionu HVR1 wykazuje populacja wirusa 
u co czwartego pacjenta, co oznacza, że warianty obecne 
u tych chorych przed leczeniem przechodzą selekcję 
pozytywną w czasie leczenia [66]. Pacjenci wykazu-
jący niską złożoność genetyczną regionu HVR1 HCV 
przed rozpoczęciem terapii IFN-α zwykle należą do 
grupy odpowiadających na leczenie [66]. Na tej pod-
stawie można wnioskować, że złożoność populacji HCV 
w regionie HVR1 E2 jest niezależnym prognostykiem 
skuteczności leczenia [66].

Wykazano, że wśród pacjentów leczonych IFN-α 
lub PEG-IFN-α oraz rybawiryną, złożoność popula-
cji wirusa przed leczeniem była niższa u osiągających 
wczesną (12 tygodni od rozpoczęcia leczenia), ale 
nie trwałą odpowiedź wirusologiczną [1, 2]. W pracy 
To r r e s - P u e n t e  i wsp., gdzie analizie poddanych 
zostało 67 pacjentów stwierdzono, że u osób nieodpowia- 
dających na leczenie różnorodność genetyczna regionu 
HVR1 E2 była wyższa, niż u pacjentów odpowiadają-
cych. Co ciekawe, różnorodność składu aminokwaso-
wego tego regionu nie była jednak znamiennie wyższa 
w grupie pacjentów nieodpowiadających [86]. Analo-
giczną zależność między wysoką złożonością początko-
wego składu quasispecies przed leczeniem a negatyw-
nym wynikiem terapii zaobserwowano u pacjentów po 
wcześniejszym nieudanym kursie leczenia oraz wykazu-
jących zaawansowane zwłóknienie wątroby [61]. 

W grupie pacjentów zakażonych różnymi genoty-
pami HCV, leczonych IFN-α, wysoka złożoność regionu 
HVR1 nie korelowała z osiągnięciem trwałej odpowie-
dzi wirusologicznej wskazując, że czynniki osobnicze 
a nie wirusowe mają znaczenie dla wyniku leczenia [22]. 
Inne badania nie wykazały żadnej korelacji między zło-
żonością populacji HCV a wynikiem leczenia [48, 73]. 

Nowsze analizy, przeprowadzone na dużej grupie 
pacjentów, potwierdziły korelację między niską złożo-
nością populacji przed i we wczesnej fazie terapii a pozy-
tywnym skutkiem leczenia [52]. Niższa złożoność quasi­
species może świadczyć o skutecznej kontroli wirusa 
przez układ immunologiczny przed i w trakcie leczenia.

Jak można zauważyć, dostępne w literaturze badania 
podają niejednokrotnie sprzeczne wyniki analiz zmien-
ności wariantów molekularnych HCV w kontekście efektu 
leczenia. Rozbieżności te można wytłumaczyć:

1.	 różną liczbą pacjentów badanych w poszczegól-
nych próbach (często poniżej 10) oraz odmien-
nościami etnicznymi grup badanych;

2.	 różnicami genotypów HCV w badanych grupach; 
3.	 zastosowaniem różnych technik badawczych i me- 

tod oceny quasispecies;
4.	 artefaktami będącymi skutkiem zastosowania poli- 

meraz o niskiej wierności kopiowania materiału 
genetycznego oraz zbyt wysokiej liczby cykli 
amplifikacji, która zwiększa ryzyko powielania 
„fałszywych” mutacji;

5.	 w przypadku analizy dokonanej za pomocą klo-
nowania oraz sekwencjonowania, wiarygodne 
wyniki można otrzymać tylko wówczas, gdy 
przeanalizowana jest duża liczba klonów pocho-
dzących z populacji wirusa (co najmniej 10, opty-
malnie powyżej 20), co da odzwierciedlenie jej 
rzeczywistego składu [46].

7.	 Podsumowanie

Wysoka zmienność genetyczna HCV stwarza warunki 
unikania odpowiedzi immunologicznej a w następstwie 
sprzyja rozwojowi przewlekłego zakażenia. Jest także 
odpowiedzialna za występowanie zjawiska lekoopor-
ności, które jest przyczyną nieskutecznego leczenia 
u  znacznego odsetka pacjentów. Jak dotąd, trudności 
w zdefiniowaniu markerów molekularnych nieskutecz-
nej terapii uniemożliwiają opracowanie testów diagnos
tycznych, które pozwoliłyby na stwierdzenie lekoopor-
ności (tak jak ma to miejsce w przypadku oznaczeń na 
lekooporność HIV). Aktualny stan wiedzy o czynnikach 
wirusowych wpływających na skuteczność leczenia 
(genotyp, wiremia przed leczeniem), pozwalających na 
dobór odpowiedniego schematu terapeutycznego, jest 
niewystarczający. Dlatego badania wyjaśniające związek 
między złożonością populacji quasispecies a efektem 
leczenia jako potencjalnego parametru skuteczności 
terapii są intensywnie prowadzone.
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1.	 Wstęp

Układ odpornościowy ssaków chroni organizm przed 
patogenami, takimi jak wirusy, bakterie i pasożyty. 
Posiada przy tym zdolność do zahamowania nadmier-
nej odpowiedzi immunologicznej zanim spowoduje ona 
uszkodzenia tkanek własnego organizmu. Wykazuje 
tolerancję na antygeny własne oraz antygeny mikro-
organizmów komensalnych np. naturalnej flory prze-
wodu pokarmowego. Nadmierna supresja odpowiedzi 
immunologicznej może zwiększać wrażliwość na infek- 
cje mikroorganizmami i ułatwiać rozwój chorób nowo-
tworowych, niewystarczająca może być przyczyną cho-
rób autoimmunizacyjnych i alergii. Przebieg reakcji 
immunologicznych jest kontrolowany przez złożony 

układ oddziaływań, zarówno w drodze bezpośredniego 
kontaktu komórek jak i za pośrednictwem cytokin. 
W utrzymaniu tolerancji zaangażowanych jest wiele róż-
nych komórek układu odpornościowego: regulatorowe 
limfocyty T CD4+CD25+FoxP3+, limfocyty Tγδ, limfo-
cyty T CD8+CD28– oraz limfocyty NKT. Jak dotąd naj-
lepiej poznano regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+ 
FoxP3+ (Treg). Wśród regulatorowych limfocytów T CD4+ 
CD25+FoxP3+ można wyróżnić powstające w grasicy 
naturalne regulatorowe limfocyty T (nTreg) oraz powsta- 
jące w obwodowych narządach limfatycznych z naiw-
nych limfocytów T pod wpływem aktywacji antygenowej 
– indukowane regulatorowe limfocyty T (iTreg). Jak dotąd 
nie odkryto specyficznych markerów umożliwiających 
odróżnienie, w obwodowych narządach limfatycznych, 
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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 
a local 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. 
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limfocytów nTreg od iTreg. Do badań Treg in vitro naj-
częściej używane są izolowane z krwi lub obwodowych 
narządów limfatycznych limfocyty T CD4+CD25+, 
ponieważ czynnik transkrypcyjny FoxP3 nie może być 
wyznakowany przyżyciowo. Większość badań których 
wyniki cytowane są w tym opracowaniu uzyskano pra-
cując na limfocytach  T CD4+CD25+ z obwodowych 
narządów limfatycznych, a więc populacji zawierającej 
zarówno nTreg jak i iTreg [27].

Układ odpornościowy rozpoznaje antygeny mikro-
organizmów za pośrednictwem receptorów w tym 
receptorów z rodziny TLR. Receptory TLR należą do 
grupy receptorów rozpoznających wzorce molekularne 
(PRR). Rozpoznają one cząsteczki mikroorganizmów 
patogennych o konserwowanej ewolucyjnie budowie 
(PAMPs). Podczas infekcji u kręgowców odpowiadają 
za indukcję wrodzonej i nabytej odpowiedzi immuno-
logicznej [19]. Rodzaj receptorów TLR zaangażowanych 
w rozpoznanie mikroorganizmu, a także ligandu wią-
żącego się z TLR decyduje o rodzaju i przebiegu roz-
wijającej się odpowiedzi immunologicznej. Receptory 
TLR ulegają ekspresji przede wszystkim na powierzchni 
komórek prezentujących antygen (APC) – głównie 
komórek dendrytycznych, makrofagów i limfocytów B, 
ale także na powierzchni regulatorowych limfocytów T 
CD4+CD25+FoxP3+. Rola receptorów TLR w modu-
lacji odpowiedzi immunologicznej, w tym aktywności 
Treg jest przedmiotem intensywnych badań, których 

wyniki mogą dostarczyć informacji potrzebnych do 
powstania bardziej skutecznych szczepionek i nowych 
rodzajów terapii chorób związanych z nieprawidłowym 
funkcjonowaniem układu odpornościowego.

2.	R egulatorowe limfocyty T

Naturalne regulatorowe limfocyty T stanowią 5–10% 
limfocytów CD4+ w krwi obwodowej myszy [2] i około 
6% w krwi obwodowej człowieka [27]. Ich podstawową 
funkcją jest utrzymanie stanu tolerancji na własne 
antygeny, ponadto utrzymują homeostazę w układzie 
odpornościowym hamując zarówno fizjologiczną jak 
i patologiczną odpowiedź immunologiczną. Są zaangażo- 
wane w regulację odpowiedzi immunologicznej skierowa- 
nej przeciwko komórkom nowotworowym, alergenom, 
patogennym i komensalnym mikroorganizmom oraz prze- 
szczepom, a także biorą udział w utrzymaniu tolerancji 
na antygeny płodu. Udział nTreg w rozwoju tolerancji 
na antygeny własne wykazano w badaniach, w których 
tymekotomii poddano 2–4 dniowe myszy. Zaobserwo-
wano u nich brak limfocytów CD4+CD25+ oraz roz-
wój wielonarządowych chorób autoimmunizacyjnych, 
którym można było zapobiec poprzez adoptywny trans-
fer limfocytów T CD4+CD25+ z myszy zdrowej [27].

Uważa się, że indukowane regulatorowe limfocyty T 
pełnią podobne funkcje jak nTreg, z tym że utrzymanie 

Wykaz skrótów

AP-1	 – activation protein 1 – białko aktywacji 1,
APC	 – antigen presenting cell – komórka prezentująca antygen,
cAMP	 – cykliczny adenozynomonofosforan,
CpG DNA	 – fragmenty DNA zawierające dużą liczbę dinukleotydów zbudowanych z niemetylowanych cytozyn oraz guanin,
CpG-ODN	 – CpG single stranded oligodeoxynucleotides – jednoniciowe oligonukleotydy zawierające wyspy CpG,
CTLA-4	 – cytotoxic T lymphocyte-associated protein-4 – antygen 4 związany z limfocytami T cytotoksycznymi,
DC	 – dendritic cell – komórka dendrytyczna,
FoxP3	 – forkhead/winged-helix family transcriptional represor p3 – represor transkrypcji 3 z rodziny forkhead/winged-helix,
GDF5	 – growth differentiation factor 5 – czynnik wzrostu i różnicowania 5,
GITR	 – glucocortycoid-induced TNF-family receptor – receptor z rodziny TNF indukowany przez glukokortykoidy,
gp96	 – glikoproteina o masie cząsteczkowej 96 kDa,
Hsp60, Hsp70	– heat shock protein – białko szoku cieplnego o masie cząsteczkowej 60, 70 kDa,
IFN	 – interferon – interferon,
IκB	 – inhibitor of κB – inhibitor czynnika κB,
IKK	 – IκB kinase – kinaza IκB,
IPEX	 – immune dysregulation, polyendocrinopathy, and enreropathy X-linked syndrome – zespół upośledzenia odporności, 
	    poliendokrynopatii i enteropatii związany z chromosomem X,
IRAK	 – interleukin-1 receptor-associated kinase – kinaza związana z receptorem dla interleukiny 1,
IRF3	 – interferon regulatory factor 3,
LAG3	 – lymphocyte activation gene 3 – 3 gen aktywacji limfocytów,
LBP	 – LPS binding protein – białko wiążące LPS,
LPS	 – lipopolysaccharide – lipopolisacharyd,
LRR	 – leucine rich region – region bogaty w leucyny,
LTA-SA	 – lipoteichoic acid from Staphylococcus aureus kwas lipotejchowy Staphylococcus aureus,
MAP lub
MAPK	 – mitogen activated protein kinase – kinaza aktywowana przez mitogen,

MD-2	 – myeloid differentiation 2,
MHC	 – major histocompatibility complex – główny układ zgodności tkankowej,
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tolerancji na antygeny własnego organizmu przypisy-
wane jest jedynie nTreg.

W utrzymanie tolerancji obwodowej zaangażowane 
są także inne komórki układu odpornościowego: lim-
focyty Tγδ, limfocyty T CD8+CD28– oraz limfocyty 
NKT [27].

2.1.	 Charakterystyka fenotypowa

Jak dotąd nie udało się znaleźć unikalnych markerów 
powierzchniowych charakterystycznych dla Treg. Cząs
teczki CD4, CD25, CD28, cząsteczki adhezyjne CD62L 
i CD103 oraz CTLA-4, GITR, LAG3 i mTGF-β obecne 
na powierzchni Treg są także obecne na innych komór-
kach układu odpornościowego [23, 27].

Powszechnie uważa się, że jedynym charakterystycz- 
nym markerem regulatorowych limfocytów T (zarówno 
iTreg jak i nTreg) jest czynnik transkrypcyjny FoxP3. 
Odgrywa on znaczącą rolę w rozwoju Treg. Myszy 
z  mutacją w genie FOXP3 rozwijają wielonarządowe 
choroby autoimmunizacyjne i mają zmniejszoną liczeb-
ność Treg. Ludzie ze zmutowanym genem FOXP3 cier-
pią na syndrom IPEX i mają zmniejszoną liczbę regula-
torowych limfocytów T. Białko FoxP3 jest represorem 
transkrypcji IL-2, IL-4 i IFN-γ działającym poprzez bez-
pośrednie oddziaływanie z NF-κB i NF-AT. Kompleks 
NF-AT/FoxP3 wzmacnia natomiast ekspresję CD25 
i CTLA-4 [2, 27, 48].

2.3.	 Mechanizmy supresji

Regulatorowe limfocyty T działają w węzłach chłon-
nych oraz w miejscu gdzie rozwija się stan zapalny. Treg 
mają niższe powinowactwo do chemokin niż efektorowe 
limfocyty T (Tef), dlatego ich chemotaksja do miejsca 
rozwijającego się stanu zapalnego przebiega wolniej. 
Postuluje się kilka hipotetycznych mechanizmów dzia-
łania regulatorowych limfocytów  T, większość z nich 
wymaga fizycznego zbliżenia limfocytów regulatoro-
wych i komórek docelowych (limfocytów CD4+,CD8+, 
B, NK, NKT) najczęściej przy udziale komórek APC 
in vivo regulatorowe limfocyty T są zdolne do hamo-
wania aktywności limfocytów efektorowych [2, 27].

In vitro Treg są zdolne do hamowania aktywacji 
i proliferacji oraz produkcji cytokin przez limfocyty T 
CD4+ i CD8+, nawet przy braku obecności komórek 
prezentujących antygen. Wykazują także zdolność hamo- 
wania proliferacji limfocytów B oraz produkcji i przełą-
czania klas immunoglobulin. Ponadto hamują cytotok-
syczność komórek NK i NKT oraz funkcje i dojrzewanie 
komórek dendrytycznych (DC). W mniejszym stop- 
niu hamują także czynności aktywowanych wcześniej 
limfocytów CD4+ oraz limfocytów pamięci [2, 27].

Pierwszy postulowany mechanizm (rys. 1a) oparty 
jest na działaniu cząsteczek CTLA-4 i LAG3. Treg 
wykazują konstytutywną ekspresję CTLA‑4. Stymula-
cja limfocytów Treg przy udziale receptorów CTLA‑4 

Wykaz skrótów c.d.

mTGF-β	 – membraine-bound transforming growth factor β – transformujący czynnik wzrostu β związany z błoną,
MALP2	 – macrophage-activating lipopeptide-2, – lipopeptyd 2 aktywujący makrofagi,
MyD88	 – mieloid differentiation primary response gene 88 – gen 88 pierwotnej odpowiedzi różnicowania szpiku,
NF-κB	 – nuclear factor κB – jądrowy czynnik κB,
NK	 – natural killer cell – limfocyt NK,
NKT	 – natural killer T cell – limfocyt NKT,
nTreg	 – naturalne regulatorowe limfocyty T,
Pam3CysSK4	 – triacylated synthetic lipoprotein – syntetyczna triacylowana lipoproteina,
PAMPs	 – pathogen-associated molecular patterns – wzorce molekularne związane z patogenami,
PRR	 – pattern recognition receptors – receptory rozpoznające wzorce molekularne,
SARM	 – Sterile-alpha and TIR motif-containing protein – białko zawierające motywy sterile-α i TIR,
TAK	 – TGF-β-activated kinase 1 – kinaza 1 aktywowana przez TGF-β,
TAB	 – TAK-binding protein – białko wiążące TAK,
TCR	 – T cell receptor – receptor limfocytów T,
Tef	 – limfocyt T efektorowy,
Th1	 – T helper 1 cell – limfocyt T pomocniczy typu 1,
Th2	 – T helper 2 cell – limfocyt T pomocniczy typu 2,
Treg	 – CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cell – regulatorowy limfocyt T CD4+CD25+FoxP3+,
iTreg	 – induced regulatory T cell – indukowany regulatorowy limfocyt T,
TGF-β	 – transforming growth factor β – transformujący czynnik wzrostu β,
TIR	 – Toll/interleukin-1 receptor – motyw związany z Toll i receptorem dla interleukiny 1,
TIRAP	 – TIR domain-containing adaptor protein – białko adaptorowe zawierające domenę TIR,
TLR	 – Toll-like receptor – receptor podobny do białka Toll,
TNF-α	 – tumor necrosis factor α – czynnik martwicy nowotworów α,
TRAF6	 – TNF recepor-associated factor 6 – czynnik 6 związany z receptorem dla TNF,
TRAM	 – TRIF-related adaptor molecule – białko adaprotowe związane z TRIF,
TRIF	 – TIR domain-containing adaptor inducing IFN-β – białko adaprorowe zawierające domenę TIR
	    i indukujące ekspresję interferonu β.
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i TCR prowadzi do indukcji funkcji supresyjnych. Eks-
perymentalne zablokowanie CTLA‑4 u myszy prowadzi 
do rozwoju chorób autoimmunizacyjnych. Mechanizm 
działania cząsteczki LAG3 nie jest znany, wiadomo jed-
nak że komórki Treg pochodzące z myszy z wyciszonym 
genem LAG3 wykazują obniżoną zdolność do hamowa-
nia proliferacji Tef, oraz że nadekspresja LAG3 w bło-
nie naiwnych limfocytów CD4+ zmienia je w komórki 
o właściwościach supresyjnych [27]. 

Drugi mechanizm działania (rys. 1b) polega na zmia+ 
nie środowiska cytokinowego w miejscu stanu zapalnego. 
Treg produkują cytokiny supresyjne: TGF-β i  IL-10. 
TGF-β zmniejsza sekrecję cytokin przez limfocyty 
CD4+, choć równocześnie nie hamuje ich proliferacji 
i nie indukuje apoptozy. Pobudza limfocyty Th1 do 
produkcji IL-10, która indukuje w limfocytach efek-
torowych ekspresję receptora dla TGF-β, co zwiększa 
ich podatność na supresję. Ponadto, IL‑10 zmniejsza 
produkcję IL-12 przez komórki APC. Hamuje to auto+ 
krynowe pobudzenie aktywności APC przez IL-12 oraz 
różnicowanie limfocytów naiwnych w kierunku limfocy- 

tów Th1 [2]. TGF-β, zwiększa w docelowych komórkach 
stężenie cAMP, co powoduje zmniejszenie ekspresji IL-2 
i zahamowanie ich proliferacji [38].

Uważa się, że cząsteczka CTLA-4 obecna na po- 
wierzchni Treg może powodować indukcję ekspresji 
2,3‑dioksygenazy indoloaminy (IDO) w komórkach den- 
drytycznych (rys. 1c). IDO to enzym w szlaku kataboli-
zmu tryptofanu. Zwiększenie stężenia IDO powoduje, że 
lokalnie powstaje środowisko immunosupresyjne [12].

Wydzielanie perforyn i grazymów przez Treg powo-
duje śmierć komórki docelowej (rys. 1d) [2, 12]. 

Kolejnym mechanizmem działania Treg jest inhi- 
bicja proliferacji i/lub produkcji cytokin przez efekto-
rowe limfocyty T (rys. 1f). Treg hamują produkcję IL-2 
na poziomie mRNA we wczesnych fazach aktywacji 
efektorowych limfocytów T (CD4+ i CD8+), co pro-
wadzi do ich anergii. Ponadto Treg mogą zmniejszyć 
stężenie IL‑2, poprzez zużycie tej cytokiny w miejscu 
swojego działania, co skutkuje osłabioną proliferacją 
i produkcją cytokin przez aktywowane efektorowe lim-
focyty T [2, 12, 27]. 

Jak dotąd, mimo licznych badań in vivo i in vitro nie 
ustalono jednoznacznie w jaki sposób działają regula-
torowe limfocyty T.

2.4.	 Regulacja aktywności Treg

Aktywność Treg podlega ścisłej kontroli, jest modu-
lowana między innymi przez hormony i cytokiny. 
Wśród hormonów najlepiej poznano wpływ glukokor-
tykoidów. Określono także wpływ niektórych cytokin 
na aktywność regulatorowych limfocytów T. Wysokie 
stężenia IL-2, z jednoczesną stymulacją antygenową 

powodują proliferację antygenowo specyficznych Treg, 
które wykazują później silniejsze właściwości supre-
syjne. IL-15 w pewnym stopniu zastępuje działanie IL-2. 
IL-4 działa jako czynnik wzrostowy dla Treg i wzmacnia 
ich właściwości supresyjne, natomiast IL-7 jest czynni-
kiem podtrzymującym przeżycie Treg w obwodowych 
narządach limfatycznych [27, 40]. Od szeregu lat badany 
jest efekt jaki na aktywność Treg wywierają cząsteczki 
kostymulacyjne, ostatnio w kręgu zainteresowań wielu 
grup badawczych na świecie pozostaje rola modula- 
cyjna receptorów TLR. 

Efekt supresyjny jaki wywierają Treg zależy nie tylko 
od ich stanu funkcjonalnego, ale także od wrażliwości 
docelowych limfocytów efektorowych oraz wpływu 
komórek APC na limfocyty regulatorowe. I tak, zwięk-
szona ekspresja cząsteczek CD80 i CD86 na komórkach 
APC powoduje, że efektorowe limfocyty T stają się 
niewrażliwe na supresję. W tych warunkach Treg pro- 
liferują i tracą właściwości supresyjne. Zwiększenie 
ekspresji CD134 (OX40) i receptora dla TNF-α na APC 
oraz stymulacja GITR na komórkach regulatorowych 
powoduje częściowe zablokowanie supresji. Ponadto 
silna aktywacja limfocytów efektorowych wywołana 
przez stymulację TCR i GITR powoduje, że wykazują 
one brak wrażliwości na działanie Treg. Podobne efekty 
dają wysokie stężenia IL-2, TNF-α, IL-6 i IL-12. TGF-β 
aktywuje Treg, co prowadzi do ich ekspansji oraz zwięk-
szenia ekspresji FoxP3, to z kolei wzmaga aktywność 
supresyjną Treg. W wielu przypadkach nie udało się 
jednoznacznie stwierdzić czy dany czynnik działa na 
limfocyty efektorowe, blokuje funkcje Treg czy działa 
na oba rodzaje komórek jednocześnie [12, 27, 38, 40]. 

W regulację aktywności Treg zaangażowane są także 
receptory TLR. Receptory te występują przede wszyst-
kim na APC. Zaobserwowano także obecność TLR 
w Treg oraz Tef, przy czym poziom ekspresji TLR (na 
poziomie mRNA) był znacznie wyższy w Treg niż w Tef, 
co sugeruje że TLR mogą wpływać na funkcjonowanie 
limfocytów regulatorowych zarówno bezpośrednio jak 
i w sposób pośredni [40].

3.	R eceptory TLR 

U ssaków receptory TLR występują głównie na 
komórkach prezentujących antygen. Ich aktywacja 
indukuje produkcję cytokin prozapalnych, chemokin, 
interferonów (IFN) i zwiększenie ekspresji cząste- 
czek kostymulacyjnych (CD28, CTLA‑4) na komór- 
kach APC [15, 19].

TLR należą do białek transbłonowych typu I. Zew- 
nętrzna część receptora, która wiąże PAMPs zawiera 
motywy bogate w leucyny. Za przekazywanie sygnału do 
wnętrza komórki odpowiada część cytoplazmatyczna, 
w której znajduje się domena TIR (rys. 2) [15].
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U ssaków receptory TLR (Toll-like) to najlepiej 
poznana grupa receptorów z rodziny PRR. Pomiędzy 
poszczególnymi gatunkami występują różnice w liczbie 
genów dla TLR. Większość ssaków posiada ich od dzie-
sięciu do piętnastu [14]. U ludzi zidentyfikowano jede-
naście receptorów TLR, a u myszy trzynaście [15]. Czło-
wiek posiada funkcjonalny TLR10, natomiast u myszy 
gen ten zawiera mutację powodującą, że produkt jest 
niefunkcjonalny. Podobnie, mysi TLR11 jest funkcjo-
nalny, a u ludzi produkt genu TLR11 nie powstaje [41].

3.1.	 Odkrycie receptorów TLR

Pierwsze białko z rodziny Toll (Toll1) zostało zidenty
fikowane w 1985 roku jako czynnik odpowiedzialny za usta- 
lenie grzbietobrzusznej polarności wczesnego zarodka 
Drosophila melanogaster. Następne badania wykazały, że 
Toll1 i Toll2 odgrywają rolę w embriogenezie i później-
szym rozwoju np. podczas powstawania mięśni i moto-
neuronów. W dalszej kolejności odkryto, że białko Toll1 u 
D. melanogaster bierze udział w zapoczątkowaniu reakcji 
odpornościowych przeciwko grzybom i bakteriom Gram- 
-dodatnim. W procesie tym pośredniczą czynniki trans-
krypcyjne z rodziny NF-κB. Białko Toll1 nie rozpoznaje 
wzorców molekularnych bezpośrednio, a jest aktywo-
wane przez endogenny ligand – białko Spätzle. Udział 
receptorów TLR w procesach rozwoju i obrony organiz- 
mu jest różny zarówno na poziomie białek aktywujących 
TLR jak i odmiennego udziału czynników z rodziny 
NF-κB [19]. Fakt iż tylko białko Toll1 u D. melanogaster 
pośredniczy w odpowiedzi immunologicznej, a białka 
od Toll2 do Toll9 nie pełnią takiej roli wskazuje, że pier-
wotną ich funkcją nie była regulacja odporności [19, 41] .

W roku 1998 odkryto, że za brak wrażliwości myszy 
szczepów C3H/HeJ i C57BL/10ScCr na składnik ścian 
komórkowych bakterii Gram-ujemnych – lipopolisacha-
ryd (LPS) odpowiada mutacja unieczynniająca ssaczy 
homolog białka Toll1 – TLR4. Ponadto okazało się, że 
u  myszy, TLR4 wpływa na indukcję ekspresji genów 
stanu zapalnego. [43] Dalsze badania wykazały, że białka 
z tej rodziny nie odgrywają żadnej roli we wczesnym 
rozwoju ssaków. Biorą natomiast udział w bezpośrednim 
rozpoznawaniu cząsteczek patogenów i indukowaniu, 
poprzez czynnik transkrypcyjny NF-κB, wrodzonej 
i nabytej odpowiedzi odpornościowej. Co ciekawe, nie-
dawno wykazano, że u myszy receptory TLR obecne 
są w neuronach i komórkach progenitorowych neuro-
nów i prawdopodobnie biorą udział w regulacji wzrostu 
aksonów i tworzeniu połączeń nerwowych [19].

3.2.	 Szlaki przekazywania sygnału

Motyw LRR znajdujący się w zewnątrzkomórkowej 
części receptora TLR posiada strukturę umożliwiającą 
oddziaływanie białko-białko. Domena ta może także 

wiązać lipidy, węglowodany i kwasy nukleinowe [19]. 
Rozpoznanie PAMPs prowadzi do dimeryzacji lub 
nawet oligomeryzacji receptorów TLR oraz rekrutacji 
wewnątrzkomórkowych cząsteczek pośredniczących także 
posiadających domenę TIR, w tym MyD88, TIRAP, 
TRIF, TRAM i SARM [47]. Białka te łączą się z  TLR 
dzięki oddziaływaniom pomiędzy dwiema domenami 
TIR, z których jedna jest częścią receptora TLR, a druga 
białka pośredniczącego. 

Szlak transdukcji sygnału prowadzący od recepto-
rów TLR jest przedstawiony na rysunku 3. MyD88 jest 
uniwersalną cząsteczką adaptorową szlaków aktywu-
jących stan zapalny prowadzących od wszystkich TLR 
z wyjątkiem TLR3. Połączenie MyD88 z TLR prowadzi 
do aktywacji kinaz MAP i czynnika transkrypcyjnego 
NF‑κB, który kontroluje ekspresję genów dla cytokin 
prozapalnych, takich jak TNF‑α i IL‑2 [15, 41].

TIRAP pośredniczy w przekazywaniu sygnału z TLR2 
oraz TLR4 i aktywuje drogę zależną od MyD88. TRIF 
natomiast przyłącza się do TLR3 i TLR4 aktywując 
alternatywną ścieżkę (TRIF‑zależną), która prowadzi 
do aktywacji NF‑κB, kinaz MAP i czynnika trans- 
krypcyjnego IRF3 (interferon regulatory factor 3), który 
reguluje ekspresję interferonów typu I (I IFN), głów- 
nie IFN‑β [15]. 

Oddziaływanie TLR i MyD88 poprzez domeny TIR 
stymuluje rekrutację białek z rodziny IRAK. IRAK-4 
łączy się z MyD88 dzięki oddziaływaniom domen śmierci, 
co umożliwia pojedynczą fosforylację cząsteczki IRAK-1, 
która oddysocjowuje od MyD88 i oddziałuje z TRAF6. 
Prowadzi to do uruchomienia dwóch ścieżek sygnało-
wych. Jedna z nich skutkuje aktywacją czynnika trans-
krypcyjnego AP-1. Druga ścieżka aktywuje kompleks 
TAK z TAB, który aktywuje kompleks kinazy IκB (IKK). 
Po aktywacji IKK fosforyluje ona inhibitor czynnika 
NF-κB i kieruje tę cząsteczkę na drogę degradacji, co 
prowadzi do przemieszczenia NF-κB do jądra komórko
wego [41]. Zarówno NF-κB i AP-1 odpowiadają za eks-
presję cytokin prozapalnych [15].

W ścieżce niezależnej od MyD88 czynnik TRIF 
powoduje aktywację nietypowych IKK – IKKi/IKKε 
i TBK1. Prowadzi to do fosforylacji i przemieszczenia 
czynnika IRF-3 do jądra komórkowego, który aktywuje 
produkcję IFN-β oraz aktywuje czynnik NF-κB. TRAM 
natomiast jest cząsteczką pośredniczącą w wiązaniu się 
TRIF do TLR4 [41].

Istnieje wiele mechanizmów negatywnej regulacji 
szlaków sygnałowych z TLR, co zapobiega nadmiernej 
odpowiedzi immunologicznej na patogeny. Na przy- 
kład stymulacja TLR4 przez LPS powoduje zmniejsze- 
nie ekspresji TLR4 na powierzchni komórki, a ligandy 
TLR2, TLR4 i TLR7 powodują zmniejszenie ekspresji 
IRAK-1 [41]. Negatywnym regulatorem jest także cząs
teczka SARM, która oddziałuje z TRIF i blokuje akty-
wację NF-κB [47].
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3.3.	 Ligandy receptorów TLR

Receptory TLR można podzielić na dwie grupy ze 
względu na ich lokalizację w komórce. TLR1, TLR2, TLR4, 
TLR5 i TLR6 znajdują się na powierzchni błony komór-
kowej, natomiast TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 występują 
wewnątrzkomórkowo w endosomach. Receptory TLR 
wiążą ligandy egzogenne (tab. I) i endogenne [14, 15].

TLR4 w kompleksie z MD-2 i CD14 rozpoznaje 
LPS bakterii Gram-ujemnych [15], a także białka szoku 
cieplnego Hsp60 i Hsp70. W przeciwieństwie do LPS 
inne ligandy TLR4 muszą osiągnąć stosunkowo wysokie 
stężenie, aby aktywować odpowiedź immunologiczną 
[41]. TLR2 tworzy heterodimery z TLR1 i TLR6 lub 
z cząsteczkami innymi niż TLR np. z CD36 rozpoznając 
peptydoglikan, lipopeptydy i lipoproteiny bakterii Gram- 
-dodatnich, lipopeptydy Mycoplasma sp. oraz zymozan 
grzybów. Kompleks TLR1/2 rozpoznaje triacylolipopep-
tydy, a heterodimer TLR2/6 diacylolipopeptydy [15]. 
TLR2 może także rozpoznawać LPS (bakterii innych 
szczepów niż enteropatogennych), który różni się od 
lipopolisacharydu rozpoznawanego przez TLR4 liczbą 
łańcuchów kwasów tłuszczowych w cząsteczce lipidu A 
[41]. U ludzi, TLR10 tworzy heterodimery z TLR1 lub 
TLR2, ligandy tych kompleksów nie są znane. Ligan-
dami TLR5 jest 11 białek [15], z których największe 
znaczenie ma flagellina. TLR5 jako jedyny rozpoznaje 
wyłącznie ligandy białkowe i wydaje się pełnić ważną 
rolę w rozpoznaniu patogenów w błonach śluzowych 
[41]. Mysi TLR11 rozpoznaje nieznany ligand pocho-
dzący z bakterii wywołujących infekcje układu moczo-
wego i cząsteczkę podobną do profiliny pochodzącą 
z organizmu pasożytniczego Toxoplasma gondii [15, 21]. 

Receptory TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9 występują 
w przedziałach wewnątrzkomórkowych i swoje ligandy 
wiążą w dojrzałym endosomie połączonym z lizoso-
mem, gdzie w normalnych warunkach nie występują 
kwasy nukleinowe gospodarza. Rozpoznają kwasy 
nukleinowe patogenów (wirusów i w mniejszym stopniu 
bakterii), dzięki różnicom w ich budowie w porównaniu 
do kwasów nukleinowych gospodarza a także odmien-
nym miejscu występowania [14]. Jako adaptorów uży-
wają MyD88 lub TRIF. TLR3 rozpoznaje dwuniciowe 
RNA, które jest produkowane podczas replikacji wielu 
wirusów. Ludzkie TLR7 i TLR8 są bardzo podobne 
strukturalnie i rozpoznają wirusowe, jednoniciowe RNA 
bogate w guaniny lub uracyl, małe interferujące RNA 
oraz syntetyczne pochodne imidazochinolonów i ana-
logi guanozyny. TLR9 jest receptorem dla CpG DNA 
obecnego w genomach bakterii i wirusów. Receptor ten 
wiąże także inne ligandy, np. hemozoinę produkowaną 
przez pasożyty Plasmodium sp. z hemoglobiny pocho-
dzącej z erytrocytów gospodarza [15] (tab. I).

3.4.	 Rola w generowaniu odporności nabytej

Rozpoznanie wzorców molekularnych patogenów 
przez receptory TLR inicjuje migrację i gromadzenie 
się leukocytów w miejscu inwazji mikroorganizmów, 
co prowadzi do rozwoju stanu zapalnego. Migracja za- 
chodzi dzięki zwiększeniu ekspresji cząsteczek (selektyn, 
chemokin i receptorów dla chemokin), które odpowia-
dają za adhezję leukocytów do ścian nabłonka naczyń 
włosowatych, wynaczynienie oraz przemieszczanie się 
komórek do miejsca stanu zapalnego [14].

TLR1	 Nieznany	 Bakteryjne triacylowane lipopeptydy, białka pasożytów (TLR1/2)
TLR2	 Hsp70, gp96, komórki nekrotyczne	 Kwas lipotejchojowy bakterii Gram-dodatnich, zymozan ściany
		  komórkowej drożdży
TLR3	 mRNA	 Dwuniciowe RNA wirusów
TLR4	 Hsp60, Hsp70, hialuronian, fibronektyna,	 LPS bakterii Gram-ujemnych
	 fibrynogen, heparan, β-defensyna 2
TLR5	 Nieznany	 Flagellina
TLR6	 Nieznany	 Bakteryjne diacylowane lipopeptydy (TLR2/6)
TLR7	 Nieznany	 Jednoniciowe RNA wirusów
TLR8	 Nieznany	 Jednoniciowe RNA wirusów
TLR9	 Kompleksy przeciwciała-chromatyna	 CpG DNA wirusów i bakterii
TLR10	 Nieznany	 Nieznany
TLR11	 Nieznany	 Profilina pierwotniaka Toxsoplasma gondii, komponenty bakterii
		  powodujących infekcje dróg moczowych
TLR12	 Nieznany	 Nieznany
TLR13	 Nieznany	 Nieznany

Tabela I
Ligandy receptorów TLR

TLR Ligandy endogenne Ligandy egzogenne
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Stymulacja receptorów TLR występujących na komór- 
kach dendrytycznych prowadzi do przesunięcia odpowie- 
dzi immunologicznej w kierunku odpowiedzi typu Th1, 
Th2 lub supresji (rys. 4). Indukcja odpowiedzi nabytej 
rozpoczyna się wraz z wchłonięciem antygenu przez 
niedojrzałą komórkę dendrytyczną, wykazującą niską 
ekspresję MHC II i cząsteczek kostymulacyjnych (z ro- 
dziny B7). Jednocześnie, po rozpoznaniu patogenu przez 
receptory PRR, w tym TLR, komórki dendrytyczne doj-
rzewają – zwiększają ekspresję cząsteczek MHC oraz 
cząsteczek z rodziny B7 (CD80/86) [31]. Następnie ko- 
mórki DC migrują do najbliższego węzła chłonnego [14, 
24]. W węźle chłonnym DC prezentują antygeny naiw-
nym limfocytom Th. Kierunek różnicowania naiwnych 
limfocytów Th (Th1, Th2 lub Treg) zależy od stanu funk-
cjonalnego komórek APC, a ten jest determinowany 
przez rodzaj PAMPs, które związały się z PRR (rys. 4c). 
I tak, związanie ligandu z receptorem TLR prowadzi do 
indukcji dojrzewania DC, produkcji IL-12 oraz IL-2 
i różnicowania naiwnych limfocytów Th w kierunku Th1 
(rys. 4a). Powstawanie Th2 i Treg jest związane z akty-
wacją innych PRR występujących na APC. Jednym 
z takich PRR jest CD11b/CD18, który wiąże np. toksyny 
cholery (CT) lub cząsteczki występujące u pasożytów 
(rys. 4b, 4c). Kolejne badania wykazały, że za indukcję 
Treg odpowiadają także filamentarna hemaglutynina 
(FHA), toksyna cyklazy adenylowej Bordetella pertussis 
(CyaA) oraz niestrukturalne białko 4 (NS4) wirusa zapa- 
lenia wątroby typu C. Być może na ten kierunek różni-
cowania ma również wpływ jednoczesne rozpoznanie 
ligandów różnych receptorów TLR [24]. 

Dojrzałe DC, wykazujące wysoką ekspresję MHC II, 
CD80, CD86, CD40, ICAM-1 oraz produkujące IL-12 
indukują powstanie limfocytów Th1. Różnicowanie Treg 
jest indukowane przez niedojrzałe DC, które wykazują 
ekspresję MHC II, CD80 oraz CD86 na średnim, a CD40 
i ICAM-1 na niskim poziomie oraz wydzielają duże 
ilości IL-10. Podobny fenotyp, połączony dodatkowo 
z wysoką ekspresją OX40 charakteryzuje DC induku-
jące różnicowanie limfocytów T w kierunku Th2 [24].

Aktywacja receptorów PRR, w tym TLR, na makro-
fagach i komórkach dendrytycznych odgrywa znaczącą 
rolę w kierowaniu limfocytów Th na różne ścieżki róż-
nicowania. Obecność ligandów receptorów TLR indu-
kuje powstawanie głównie odpowiedzi typu Th1, ale 
może też prowadzić do pojawienia się indukowanych 
regulatorowych limfocytów T, które hamują działanie 
limfocytów Th1. 

4.	 Modulacja aktywności Treg przez stymulację TLR

Regulatorowe limfocyty T wykazują ekspresję sze-
rokiego wachlarza receptorów TLR, co sugeruje udział 
receptorów TLR w regulacji aktywności Treg [31].Rys. 1.  Mechanizmy supresji – objaśnienia w tekście



148 Monika Anna Grygorowicz, Ewa Kozłowska

4.1.	 Wpływ egzogennych ligandów lipidowych

4.1.1.  TLR2
TLR2 jest obecny w cytoplazmie spoczynkowych 

limfocytów efektorowych CD4+ i Treg, po aktywacji 
zależnej od TCR pojawia się na powierzchni błony 
komórkowej. Zapobiega to nadmiernej aktywacji lim-
focytów przez występujące powszechnie u mikroorga-
nizmów cząsteczki będące ligandami TLR2 [22]. 

Wydaje się, że TLR2 odpowiada za utrzymanie odpo-
wiedniej liczby Treg u myszy. Dowodzą tego doświad-

czenia, w których po podaniu antygenu u myszy knock-
-out TLR2–/– obserwowano znacznie niższą liczbę 
limfocytów CD4+CD25+FoxP3+ niż u myszy szczepu 
dzikiego (WT). Takich różnic nie zaobserwowano przy 
braku stymulacji antygenem [18]. Inni badacze zaobser-
wowali jednak zmniejszoną liczbę Treg także u myszy 
knock-out TLR2–/–, które nie miały kontaktu z anty-
genem. Zauważono także mniejszą podatność myszy 
TLR2–/– na ogólnoustrojową infekcję Candida albicans 
(składniki ściany komórkowej tych grzybów są ligan-
dami dla TLR2 i TLR4). Jednocześnie u tych samych 
myszy obserwowano znacznie cięższy przebieg infekcji 
pasożytem Schistosoma mansoni (fosfatydyloseryna jaj 
S. mansoni jest ligandem dla TLR2). Przebieg obu infek-
cji może być związany z obniżoną zdolnością do supresji 
rozwijającej się odpowiedzi immunologicznej, co może 
być związane ze zmniejszona liczbą Treg. Przy czym 
w przypadku C. albicans dochodzi w tych warunkach 
do szybszej eliminacji patogenu, podczas gdy infekcja 
S. mansoni wywołuje, przy braku supresji, długotrwałą 
i nadmierna odpowiedź immunologiczną, która uszka-
dza tkanki gospodarza. Podobnie reagowały myszy 
knockout MyD88–/– (MyD88 jest cząsteczką adaptorową 
dla wielu TLR, w tym TLR2). Podobny efekt zaobserwo-
wano u myszy po usunięciu Treg za pomocą przeciwciał 
anty-CD25 [18, 28, 39].

Odmienne efekty obserwowano, gdy do aktywacji 
TLR2 użyto innych ligandów, np. syntetycznej bakte-
ryjnej lipoproteiny, Pam3CysSK4 (ligand heterodimeru 
TLR1/2). Działanie Pam3CysSK4 bezpośrednio na akty-
wowane Treg w warunkach in vitro powoduje ich pro- 

Rys. 2.  Dimer receptorów TLR. (A) część zewnątrzkomórkowa 
zawierająca motywy LRR, (B) część wewnątrzkomórkowa zawie-

rająca domeny TIR

Rys. 3.  Szlaki przekazywania
sygnału z receptorów TLR
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liferację, podwyższa poziom ekspresji CD25 oraz obniża 
ich właściwości supresyjne [22, 39]. Obserwowany 
w tych warunkach u Treg zanik zdolności do hamowania 
proliferacji limfocytów efektorowych wynikał zarówno 
z utraty właściwości supresyjnych Treg, jak i z wzmo-
żonej produkcji IL-2 przez Tef. Wysokie stężenie IL‑2 
skutkuje utratą wrażliwości Tef na działanie Treg oraz 
proliferacją limfocytów Treg, podczas której tracą one 
właściwości supresyjne [22]. Po usunięciu ligandu TLR2 
aktywność supresyjna Treg zostaje przywrócona [22, 
39]. U podłoża zahamowania właściwości supresyj-
nych obserwowanego w tym eksperymencie leżał spa-
dek poziomu ekspresji FoxP3. Podobnie, w hodowlach 
in vitro Treg z APC, obecność Pam3CysSK4

 
powoduje 

proliferację Treg. Podobny efekt obserwowano w obec-
ności MALP2 – syntetycznego ligandu heterodimeru 
TLR2/6 oraz naturalnych ligandów 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-
ciałami anty-CD3, IL-2 oraz Pam3CysSK4 proliferują 
zarówno w obecności jak i braku APC, ekspresja FoxP3 
i aktywność supresyjna Treg pozostały nie zmienione. 
W tych warunkach obecność Pam3CysSK4 przedłuża 
żywotność Treg poprzez indukcję czynnika antyapapop-
totycznego Bcl-xL oraz wzmacnia proliferację swoistych 
antygenowo Treg. Komórki Treg hodowane w obecności 
Pam3CysSK4 nie tracą zdolności do hamowania roz-
woju chorób autoimmunizacyjnych in vivo [5].

Odmienne wyniki uzyskała grupa badaczy pracująca 
na szczurzych Treg. Ustalili oni, że ligandy dla hetero-
dimeru TLR2/6 (peptydoglikan) oraz TLR2 – HKLM 

(zabite termicznie komórki Listeria monocytogenes) nie 
powodują wzmożonej proliferacji Treg i nie obniżają 
 ich aktywności supresyjnej [6]. Przyczyną może być 
także bark aktywności receptora TLR2 w Treg szczurów 
lub rodzaj użytego ligandu. Proliferację Treg najsilniej 
indukuje aktywacja heretodimeru TLR1/TLR2 (ligan-
dem Pam3CysSK4), słabiej aktywacja homodimeru 
TLR2/TLR2 (ligandem LTA-SA) oraz heterodimeru 
TLR2/TLR6 (ligandem Pam2CysSK4) [5].

4.1.2. TLR 4
U myszy wykazano obecność mRNA dla TLR4 w lim+ 

focytach Treg. In vitro ligand TLR4 ‑ LPS indukował pro-
liferację Treg oraz wzmagał ich właściwości supresyjne. 
Efekt ten nie był widoczny gdy użyto komórek Treg izo-
lowanych od myszy C3H/HeJ lub C57BL/10ScCr [4].

W późniejszych badaniach nie udało się potwierdzić 
obecności TLR4 na powierzchni mysich Treg, ponadto 
LPS działając bezpośrednio na Treg nie indukował ich 
proliferacji ani wydzielania cytokin [22]. W warunkach 
in vitro nie miał także wpływu na ich aktywność supre-
syjną oraz nie powodował wzrostu ekspresji CD25 na 
powierzchni Treg [9]. 

In vitro, Treg traktowane LPS i hodowane z APC izo-
lowanymi ze śledziony oraz Tef, proliferowały i wykazy-
wały wzrost ekspresji CD25 [39]. Obserwowano także 
zależny od IL-6 brak wrażliwości Tef na działanie Treg 
traktowanych LPS [30]. Inne doświadczenia pokazały 
jednak, iż zablokowanie aktywności supresyjnej Treg 
przez mieloidalne DC różnicowane in vitro (z komórek 
szpiku kostnego) i stymulowane LPS nie jest zależne 
od IL‑6 i IL‑1, polega na zwiększeniu wrażliwość Treg 
na IL-2 [16]. 

Rys. 4.  Kierunek różnicowania 
limfocytów Th w zależności od 
cząsteczek aktywujących makro-
fagi i komórki dendrytyczne 

(wyjaśnienia w tekście)
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Izolowane z ludzkiej krwi obwodowej Treg poddane 
działaniu LPS hamują wydzielanie cytokin i reaktyw-
nych związków tlenu przez neutrofile oraz stymulują 
ich apoptozę, działanie to zależy częściowo od wydziela- 
nia przez Treg IL-10 i TGF-β. Do badań użyto limfocy- 
tów CD4+CD25+ izolowanych z krwi obwodowej, wśród 
których oprócz Treg mogą znajdować się mające podobny 
fenotyp aktywowane efektorowe limfocyty T. [19, 20].

Jednocześnie LPS nie powoduje proliferacji i nie ma 
wpływu na aktywność supresyjną Treg szczurów [6]. Nie 
powoduje także proliferacji ludzkich Treg i nie wpływa 
na ekspresję FoxP3, natomiast nieznacznie hamuje pro-
liferację Tef. Po aktywacji ludzkich Treg obserwowano 
niewielkie ilości mRNA w cytoplazmie i białka TLR4 
na powierzchni Treg [7]. Jednak nie potwierdzono 
wpływu LPS na aktywność ludzkich Treg, ani w obec-
ności komórek APC, ani Tef [32, 49].

Występujący na komórkach odpowiedzi wrodzonej 
(makrofagach i DCs) kompleks receptorowy rozpozna-
jący LPS składa się z dwóch łańcuchów TLR4 z których 
każdy jest związany z białkiem MD-2. Obecność MD-2 
związanego z zewnątrzkomórkowa częścią TLR4 jest nie- 
zbędna do agregacji TLR4, związania ligandu i przekazania 
sygnału do wnętrza komórki. Białko MD-2 jest także 
wydzielane w formie rozpuszczalnej, w tym także przez 
komórki dendrytyczne podczas rozwijającego się stanu 
zapalnego. Kolejne cząsteczki istotne dla rozpoznania 
LPS to glikoproteina CD14 – wiążąca LPS i przekazująca 
go kompleksowi TLR4/MD-2 oraz białko LBP znajdu-

jące się w osoczu krwi bądź na powierzchni komórek, 
które ułatwia wiązanie LPS z CD14. Wykazano, że wią-
zanie LPS do kompleksu TLR4/MD-2 bez udziału białek 
pomocniczych powoduje uruchomienie jedynie ścieżki 
zależnej od MyD88 skutkującej aktywacją NF-κB i pro-
dukcją TNF-α. Natomiast udział tych białek uruchamia 
także ścieżkę zależną od TRAM prowadzącą do aktywa-
cji czynnika IRF3 i produkcji IFN-β [25, 26]. Brak LBP 
czy CD14 skutkuje zatem znacznie obniżonym siłą wią-
zania LPS do kompleksu TLR4/MD-2 [26]. Sugeruje się, 
że w skład kompleksu rozpoznającego LPS może wcho-
dzić więcej białek m.in. Hsp70, Hsp90, CXCR4 (recep-
tor dla chemokin) i GDF5 [44]. Jak dotąd nie udało się 
potwierdzić ekspresji cząsteczek wchodzących w skład 
kompleksu wiążącego LPS takich jak CD14, MD-2 
i innych na powierzchni Treg.

Obserwowane zmiany w aktywności Treg zachodzące 
pod wpływem LPS mogą być pochodną wielu czynni-
ków w tym składu podłoża hodowlanego (z surowicą 
lub bez) w jakim prowadzono eksperymenty in vitro, 
a w szczególności rodzaju surowicy (inaktywowana ter-
micznie lub nie), która jest źródłem LPB i innych białek 
[4, 6, 9, 22, 49]. Obecność innych białek w tym cytokin 
może zmieniać odpowiedź komórek na LPS np. makro-
fagi w obecności IFN‑γ wykazują zwiększoną ekspresję 
TLR4 pod wpływem LPS [13]. 

Myszy transgeniczne 96-tmT (z nadekspresją gp96-
-czaperonem TLR1, 2 i 4) wykazują zależną od TLR4 
nadwrażliwość na LPS i rozwijają objawy podobne do 

Rys. 5. Wpływ ligandów TLR na aktywność regulatorowych limfocytów T
Przed infekcją komórki APC znajdują się w tkankach a naiwne limfocyty T i Treg w węzłach chłonnych, (a) napotkanie patogenu przez APC powoduje 
ich migrację do węzłów chłonnych, prezentację antygenu limfocytom T i pobudzenie ich proliferacji, (b) ligandy TLR mogą także dostać się do węzłów 
chłonnych, gdzie razem z stymulacją poprzez TCR pochodzącą od APC stymulują proliferację Treg i zablokowanie ich funkcji supresyjnych, nie jest znany 
wpływ ligandów TLR na naiwne limfocyty T. (c) TLR wspomagają proliferację Tef i niewrażliwość na hamowanie przez Treg, dzięki wzrostowi produkcji 
IL-2, dalej wstrzymują funkcje supresyjne Treg. (d) po eliminacji patogenów i usunięciu ligandów TLR zwiększona pula Treg odzyskuje zdolność hamo-

wania Tef, co zapobiega uszkodzeniu tkanek i przywraca równowagę w układzie immunologicznym.
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tocznia rumieniowatego. U myszy 96mT aktywność Treg 
w obecności APC jest zwiększona w porównaniu do 
myszy dzikich w badaniach prowadzonych zarówno 
in vitro jak i in vivo. Stwierdzono także, że aktywność 
ta zależy od obecności TLR4 [8].

4.2.	 Wpływ egzogennych ligandów białkowych

4.2.1.  TLR5
Ludzkie Treg wykazują ekspresję mRNA dla TLR5 

na wyższym poziomie niż Tef (CD4+CD25–), ale na po- 
wierzchni komórek białko TLR5 występuje w podobnej 
ilości w obu tych populacjach [3, 7]. In vitro w hodow-
lach Treg z Tef i APC równoczesna stymulacja TCR oraz 
TLR5 (flageliną) nie powoduje przełamania anergii Treg, 
natomiast limfocyty efektorowe produkują IL-2 i proli-
ferują. Przy braku APC pod wpływem flageliny zwięk-
sza się ekspresja FoxP3 i właściwości supresyjne Treg. 
Natomiast w sytuacji, gdy APC są obecne w hodowli, 
właściwości supresyjne Treg zostają zahamowane [7].

Podanie myszom flageliny jednocześnie z przeszcze-
pieniem komórek immunogennego nowotworu powo-
duje szybszy wzrost guza oraz zwiększenie liczebności 
populacji limfocytów Treg. Natomiast podanie flageliny 
po 8–10 dniach od wszczepienia komórek nowotworo-
wych skutkuje zahamowaniem wzrostu guza i zmniej-
szeniem liczebności populacji Treg na obwodzie. Suge-
ruje to, że Treg w obecności aktywowanych, dojrzałych 
APC pod wpływem flageliny tracą właściwości supre-
syjne, a w obecności niedojrzałych APC indukują tole-
rancję [36]. Inna grupa zaobserwowała natomiast, że 
traktowanie flageliną aktywowanych szczurzych Treg 
nie powoduje ich proliferacji i nie zmienia ich właści-
wości supresyjnych [6].

4.2.2.  TLR10
U ludzi, potwierdzono obecność mRNA w cytoplaz

mie oraz białka TLR10 na powierzchni błony komórko-
wej Treg. Wydaje się, że w regulację ekspresji genu TLR10 
zaangażowany jest czynnik transkrypcyjny FoxP3. 
Jak dotąd nie opisano wpływu TLR10 na funkcjono- 
wanie Treg [3].

4.3.	 Wpływ egzogennych kwasów nukleinowych

4.3.1.  TLR7
W porównaniu do limfocytów T CD4+CD25–, 

mysie regulatorowe limfocyty T CD4+CD25+ wyka-
zują wyższą ekspresję mRNA dla TLR7 [4]. Inne bada-
nia nie potwierdziły takich różnic w poziomie mRNA, 
choć wykazały, że poziom białka TLR7 jest trzykrotnie 
wyższy w endosomach mysich limfocytów T regula- 
torowych w porównaniu do naiwnych limfocytów T 

efektorowych. W badaniach in vitro, ligand receptora 
TLR7– imikwimod, zwiększał właściwości supresyjne 
Treg równocześnie nie indukując proliferacji ani Treg 
ani Tef. Podobne wyniki uzyskano przy użyciu innych 
ligandów TLR7 – gardikwimodu i jednoniciowego RNA 
poli(U). Komórki Treg pochodzące z myszy knockout 
MyD88–/– stymulowane in vitro ligandami TLR7 zacho- 
wywały niezmienione właściwości supresyjne, co potwier- 
dza, że obserwowane zmiany właściwości supresyjnych 
były zależne od stymulacji TLR. W warunkach in vitro, 
Treg stymulowane ligandami TLR7 hamują wydzielanie 
IL-2 i IFN-γ przez Tef, wykazują podwyższoną ekspresję 
CD25 i większą wrażliwość na IL-2 oraz wyższą ekspre-
sję FoxP3 w obecności IL-2. W eksperymentach in vivo, 
Treg izolowane z myszy, którym podano gardikwimod 
wykazywały zwiększoną aktywność supresyjną wobec 
Tef. Działanie liganów TLR7 może mieć modulujący 
wpływ na przebieg infekcji wirusami RNA, zapewnia-
jąc równowagę między rozwojem odpowiedzi komór- 
kowej skierowanej przeciw zakażonym komórkom, a jej 
wyciszeniem przez Treg. [10]

4.3.2.  TLR8
TLR 8 został wykryty w ludzkich Treg zarówno na 

poziomie mRNA jak i w postaci białka powierzchnio-
wego [3]. In vitro, ligandy TLR8 takie jak oligonukle-
otydy kwasów nukleinowych, dwuniciowe DNA oraz 
jednoniciowe RNA zawierające fragment poliguani-
nowy powodują zahamowanie właściwości supresyjnych 
ludzkich Treg zarówno w obecności jak i przy braku 
DC. Proces ten zależy od cząsteczek MyD88 i IRAK4. 
Podanie myszom z przeszczepionym nowotworem sty-
mulowanych ligandem TLR8 limfocytów Treg intensy-
fikuje odpowiedź przeciwnowotworową, efekt ten nie 
był obserwowany po transferze niestymulowanych Treg 
[32]. Świadczy to o obniżeniu tolerogennej aktywności 
Treg wywołanej stymulacją TLR8.

4.3.3.  TLR9
U szczurów wykazano obecność mRNA dla TLR9 

zarówno w regulatorowych limfocytach T jak i limfo-
cytach efektorowych CD4+. Podanie ligandu dla tego 
receptora – CpG-ODN z jednoczesną stymulacją TCR 
powoduje wzmożoną proliferację obu tych populacji. 
CpG-ODN hamuje supresyjne działanie nTreg w sto-
sunku do Tef. Przyczyną obserwowanych zmian było 
zniesienie wrażliwości Tef na supresję oraz prolifera-
cja Treg, podczas której ich aktywność supresyjna jest 
zahamowana [17]. Nie potwierdzono wpływu stymulacji 
TLR9 na ekspresję czynnika FoxP3 w Treg [6]. 

Zmiana aktywności Treg w wyniku bezpośredniej 
stymulacji ligandem TLR9 jest dyskusyjna, w innych 
badaniach wykazano, że proliferacja Treg oraz wzrost 
ekspresji CD25 mogą być indukowane przez ligand 
TLR9 tylko w obecności APC [30, 39].
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4.4.	 Wpływ ligandów endogennych

W ostatnich latach wykazano, że receptory z rodziny 
TLR oprócz ligandów egzogennych rozpoznają ligandy 
endogenne. Skutki aktywacji receptorów TLR ligandami 
endogennymi są często odmienne niż w przypadku 
ligandów egzogennych. 

Odmienny wpływ na aktywność Treg niż ligandy 
bakteryjne ma endogenny ligand TLR2 – ludzkie białko 
Hsp60, nie ustalono składu kompleksu receptorowego 
z którym się ono łączy [45]. Niezależnie od obecności 
APC, Treg podane działaniu Hsp60 zmniejszają produk-
cję cytokin pozapalnych (IFN-γ i TNF-α) oraz zwięk-
szają wydzielanie IL-10 przez limfocyty efektorowe. Treg 
aktywowane w obecności Hsp60 mają także hamujący 
wpływ na limfocyty CD8+ .Wykazano także, że efekt 
supresyjny zależy od bezpośredniego kontaktu Treg 
z komórką docelową przy udziale CTLA-4, oraz czyn-
ników rozpuszczalnych takich jak IL-10 i TGF-β. Hsp60 
łącząc się z TLR2 pobudza aktywność Treg na drodze 
zależnej od kinaz MAP, a Treg działając na Tef powo-
dują hamowanie przemieszczenia się czynnika NF-κB 
do jądra komórkowego, co skutkuje zahamowaniem 
produkcji IFN-γ [49].

W doświadczeniach in vitro na transfekowanych 
TLR4 ludzkich komórkach nerki HEK-293, które nie 
wykazują ekspresji receptorów TLR oraz CD14 wyka-
zano, że fibronektyna wiąże się z TLR4/MD2, co powo-
duje aktywację czynnika NF-κB, obecność CD14 nie 
wpływa na wiązanie fibronektyny [29]. Podobnie, roz-
poznanie hialuronianu przez TLR4 wymaga obecności 
MD-2, ale nie CD14. W procesie tym bierze udział cząs- 
teczka CD44, która oddziałuje z TLR4 w trakcie roz-
poznania ligandu [42]. Cząsteczka CD14 jest natomiast 
wymagana przy rozpoznaniu Hsp70 przez TLR4 oraz 
TLR2. W obu przypadkach dochodzi do aktywacji czyn-
nika NF-κB. Hsp70 silniej stymuluje komórki wykazu-
jące ekspresję równocześnie: TLR2, TLR4 i CD14, co 
sugeruje, że receptory te mogą tworzyć kompleksy roz-
poznające Hsp70 [1]. W komórkach CHO-K1 pochodzą- 
cych z jajnika chomika chińskiego CD14 jest wymagane 
do rozpoznania przez TLR4 występującego w płucach 
białka powierzchniowego A [11]. Endogenne ligandy 
TLR4 powodują także aktywację i dojrzewanie ko- 
mórek układu odpornościowego np. fibrynogen stymu-
luje sekrecję chemokin przez makrofagi [37], a Hsp22 
powoduje dojrzewanie komórek dendrytycznych [33].

5.	 Podsumowanie

Receptory TLR są ważnym elementem regulacji odpo- 
wiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko pato-
genom, decydującym o rozpoczęciu usuwania mikro- 
organizmów bądź indukcji tolerancji. Wiązanie ligandów 

przez receptory TLR limfocytów, może zmieniać aktyw-
ność Treg, bądź też sprawiać, że limfocyty T efektorowe 
nie wykazują wrażliwości na supresję (rys. 5). Ligandy 
tych receptorów mogą blokować aktywność supresyjną 
Treg, jak w przypadku TLR2, TLR8 i TLR9, co pozwala 
na skuteczną eliminację patogenów przez aktywowane 
limfocyty T i B. Flagelina, ligand TLR5, zmienia aktyw-
ność Treg zależnie od stanu aktywacji układu odpor-
nościowego w lokalnym środowisku. Przy braku rozwi-
jającego się stanu zapalnego aktywacja TLR5 flageliną, 
białkiem występującym także u bakterii komensalnych, 
promuje tolerancję natomiast podczas infekcji pro- 
wadzi do zahamowania supresji i rozwoju odpowiedzi 
immunologicznej. Z kolei, stymulacja TLR7 wzmaga 
aktywność supresyjną Treg zarówno in vitro jak i in 
vivo. Nierozstrzygnięty pozostaje wpływ ligandu TLR4 
– lipopolisacharydu na regulatorowe limfocyty T, a wyjaś- 
nienie tej kwestii wydaje się być istotne ze względu 
na powszechność występowania tej substancji wśród 
 bakterii komensalnych i patogennych. Podobnie nie 
określono wpływu aktywacji TLR10 na aktywność Treg. 
Dalszych badań wymaga ekspresja receptorów TLR na 
limfocytach regulatorowych, szczególnie u  ludzi, oraz 
poznanie szlaków przekazywania sygnału, które łączą 
sygnał wiodący od receptora TLR z ekspresją czynni-
ków odpowiedzialnych za indukcję lub zahamowanie 
aktywności supresyjnej tych komórek.

Oddzielnym zagadnieniem, którego szczegółowe 
omówienie przekracza ramy tego opracowania jest rola 
endogennych ligandów receptorów TLR i związana 
z nim teoria „sygnału o niebezpieczeństwie”.

Zrozumienie złożonych mechanizmów kontrolu-
jących odpowiedź immunologiczną poszerzy wiedzę 
na temat sposobu w jaki receptory TLR wpływają na 
przebieg odpowiedzi immunologicznej. Wiedza ta może 
posłużyć do opracowania terapii pozwalających na 
wykorzystanie Treg do modulowania aktywności układu 
odpornościowego w przebiegu chorób przebiegających 
z zaburzeniem jego funkcji [34, 46].
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1.	 Wprowadzenie

Ostatnie, trzecie wydanie podręcznika Bergey’s Manual 
of Systematic Bacteriology oparto na wynikającym z teorii 
Wo e s e g o  filogenetycznym podejściu do taksonomii 
[62, 88]. System filogenetyczny, uwzględniający wspólne 
ewolucyjne dziedzictwo stanowi obecnie podstawę wy- 
odrębniania nowych taksonów i często, nowego umiejs
cawiania już istniejących. W praktyce, budowa tworzo- 
nego drzewa rodowego bakterii wynika z  sekwencji 
nukleotydów zawartych w małej podjednostce 16S 
bakteryjnego rybosomu (SSU – small subunit). W spe-
cjalnie skonstruowanych bazach Ribosomal Database 
Project (RDP) i SILVA deponowane są dobrze udo-
kumentowane i sprawdzone dane dotyczące budowy 
odcinków RNA pochodzących od szczepów bakterii, 
w tym od uznanych za typowe (wzorcowe: type strains) 
[17, 64]. W bazie SILVA wzbogacono te dane o sekwen-
cje dużej podjednostki 23S rRNA (LSU – large subu-
nit). Wielokierunkowa analiza sekwencji dokonywana 
jest etapami przy użyciu kolejnych narzędzi z pakietu 
ARB [56]. Każda jednostka taksonomiczna jest też 
dodatkowo analizowana w kontekście 1000 sekwencji 

pochodzących od drobnoustrojów należących do innych 
typów lub domen. Od 2000 roku do chwili obecnej uka-
zały się dopiero trzy z pięciu zapowiadanych tomów klu-
cza Bergey’a, a prace nad kolejnymi postępują wolno. 
Nadal oczekujemy na tom, który roboczo nosi tytuł „The 
Actinobacteria”, w którym zawarta będzie systematyka 
i opis maczugowców. Postęp prac i opracowany dotąd 
kształt drzewa logenetycznego tego typu jest jednak 
dostępny w postaci publikowanego w internecie zarysu 
(outline) [57]. Nowe gatunki maczugowców są opisy-
wane w publikacjach ukazujących się w International 
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 
Przyjęto, że jest to jedyne czasopismo, gdzie publiko-
wane są wiarygodne dane o tym, że opisany gatunek jest 
nowy. Nakłada to na radę wydawniczą trudny obowią-
zek weryfikowania poprawności przedstawianych przez 
autorów argumentów w świetle najnowszych ustaleń. 
Publikacja taka wymaga wypełnienia odpowiedniego 
protokołu i zastosowania się do szeregu ściśle okreś
lonych zasad [79]. Materiały te, oraz najnowsza edy-
cja LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in 
Nomenclature) [27] stały się źródłem informacji doty-
czących taksonomii przedstawianej w tym artykule. 
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2.	 Postępy taksonomii rodzaju Corynebacterium

Rodzaj Corynebacterium zalicza się do rodziny Coryne- 
bacteriaceae, należącej do typu Actinobacteriae oprócz 
kilku innych rodzin, w tym Mycobacteriaceae i Nocar­
diaceae. Rodzina Corynebacteriaceae obejmowała nie-
gdyś rodzaje Corynebacterium, Listeria i Erysipelothrix 
[60]. Następnie, według propozycji zarysu z 2004 roku 
dla nowego wydania Bergey’s Mannual of Systema­
tic Bacteriology [41] mieścił się w niej jedynie rodzaj 
Corynebacterium, a obecnie według 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 został przez 
L e h m a n a  i N e u m a n n a  w 1896 roku i wówczas obej-
mował Corynebacterium diphtheriae, odpowiedzialne za 
ciężką i często występującą wtedy chorobę błonicę oraz 
gatunki będące patogenami zwierzęcymi [27, 41, 57].

Początkowo znaczenie kliniczne przypisywano jedy- 
nie bezwzględnie chorobotwórczemu gatunkowi C. diph­
theriae, który został scharakteryzowany w  latach  80. 
XIX wieku. W tym okresie opisano również gatunek 
C. pseudodiphtheriticum, a w końcu lat 90. C. xerosis. 
W  latach 70. ubiegłego stulecia coraz większe zainte-
resowanie zaczęły budzić gatunki wchodzące w skład 
fizjologicznej mikroflory człowieka, gdyż okazało się, że 
mogą one wywoływać zakażenia oportunistyczne.

Aktualnie, baza J.P. E u z é b y: List of Prokaryotic 
Names with Standing in Nomenclature [27] obejmuje 
108 gatunków Corynebacterium, z których 19 zostało 
przeklasyfikowanych do innych rodzajów. Baza Taxono-
mic Outline, opracowana przez zespół Bergey’s Mannual 
of Systematic Bacteriology z 2007 roku [42], wymienia 
73 gatunki Corynebacterium oraz 14, głównie stanowią-
cych patogeny roślinne, które zostały obecnie zaliczone 
do innych rodzajów (Rhodococcus, Curtobacterium, 
Clavibacter, Arthrobacter, Rathayibacter, Tsukamurella, 
Arcanobacterium). Spośród gatunków maczugowców 
ujętych w tej bazie, 25 zostało opisanych lub zreklasy-
fikowanych w latach 90. ubiegłego wieku, a 22 – w tym 
stuleciu. Od 2007 roku w Int. J. Syst. Evoll Microbiol. 
opisano kolejne 19 nowych gatunków. Ogółem, w ostat-
nich 20 latach, w obrębie rodzaju Corynebacterium 
umieszczono 66 nowych gatunków. W tabeli I zesta-
wiono gatunki opisane w obecnym stuleciu.

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

3.1.	 Metody genotypowe

Identyfikacja maczugowców stanowi dla bakterio
logów klinicznych jedno z najtrudniejszych zadań. Wyko- 
rzystanie biologii molekularnej dla badania DNA tych 

*	 synonim C. aurimucosum – C. nigricans [23]
**	nazwa C. mooreparkense została w 2005 roku uznana za synonim C. variable, w związku z czym nie została
	 ujęta w bazie z 2007 roku dla II wydania Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology [43]

C. simulans, 2000 [86]	 C. auriscanis, 2000 [21]	 C. casei, 2001 [10]
C. freneyi, 2001 [66]	 C. capitovis, 2001 [19]	 C. mooreparkense**,2001 [10]
C. appendices, 2002 [96]	 C. felinum, 2001 [20]	 C. efficiens, 2002 [32]
C. aurimucosum, 2002 [95]	 C. testudinoris, 2001 [20]	 C. glaucum, 2003 [93]
C. atypicum, 2003 [47]	 C. aquilae, 2003 [29]	 C. halotolerans, 2004 [15]
C. tuberculostearicum, 2004 [31]	 C. sphenisci, 2003 [46]	 C. doosanense, 2009 [54]
C. resistens, 2005 [63]	 C. spheniscorum, 2003 [45]	 C. lubricantis, 2009 [49]
C. tuscaniense, 2006 [69]	 C. suicordis, 2003 [83]	 C. maris, 2009 [4]
C. hansenii, 2007 [67]	 C. caspium, 2004 [18]	 C. humireducens, 2010 [89]
C. ureicelerivorans, 2007 [91]	 C. ciconiae, 2004 [30]	 C. nuruki, 2010 [72]
C. sputi, 2008 [94] 	 C. ulceribovis, 2009 [92]	 C. marinom, 2010 [24]
C. canis, 2009 [33]	 C. mustelae, 2010 [35]
C. freiburgense, 2009 [36]
C. massiliense, 2009 [59]
C. timonense, 2009 [59]
C. pilbarense, 2010 [2]
C. pyruviciproducens, 2010 [80]
C. stationis, 2010 [7]

Tabela I
Gatunki Corynebacterium opisane po 2000 roku

Gatunki izolowane od ludzi Gatunki izolowane ze środowiskaGatunki izolowane od zwierząt
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bakterii okazało się nie tak pomocne jak zakładano. 
Analiza genetyczna podjednostki 16S rRNA lub genu 
ją kodującego w przypadku drobnoustrojów należą-
cych do rodzaju Corynebacterium nie daje wyników 
porównywalnych z innymi rodzajami bakterii. Wyka-
zuje bowiem stosunkowo niski polimorfizm. W ramach 
1500 nukleotydowej sekwencji wykryto fragmenty sta-
nowiące narzędzie dla identyfikacji, jednak nie jedno- 
znacznej dla wszystkich gatunków w jednakowym stop-
niu. Ta n g  i  wsp. [75] zaproponowali identyfikację 
wewnątrz rodzaju Corynebacterium i rodzajów pokrew-
nych na podstawie zestawu MicroSeq 500 16S (Perkin-
-Elmer Biosystems), który daje możliwość sekwencjo-
nowania pierwszych 527 par zasad genu kodującego 
podjednostkę 16S rRNA. Autorzy otrzymali satysfak-
cjonujące wyniki w przypadku 27 spośród 42 badanych 
izolatów klinicznych maczugowców. Prawidłowo ziden-
tyfikowano wszystkie izolaty Corynebacterium jeikeium 
i C. diphtheriae, ale dla innych gatunków tego rodzaju 
skuteczność metody wynosiła tylko 50%. W  obrębie 
innych rodzajów: Arthrobacter, Brevibacterium i Micro­
bacterium wyniki były bardzo dobre. Osiągnięto iden-
tyfikację do gatunku, co nie było możliwe metodami 
fenotypowymi. Sekwencjonowanie wskazanego przez 
Ta n g a  i wsp. [75] fragmentu, choć kosztowne, pozwo-
liło na wykonanie badania w czasie 18 godzin. Problem 
identyfikacji gatunków w obrębie rodzaju Corynebac­
terium okazał się jednak nadal nie rozwiązany. Podjęto 
zatem próby poszukiwania innych konserwatywnych 
sekwencji w genomie jego przedstawicieli.

W 2004 roku K h a m i s  i wsp. [50] zaproponowali 
użycie, jako markera filogenetycznego i identyfikacyj-
nego dla Corynebacterium, genu rpoB kodującego pod-
jednostkę beta polimerazy RNA. Analiza sekwencji genu 
rpoB była przydatna w badaniach nad innymi takso- 
nami: Bartonella, Staphylococcus, Enterobacteriaceae, 
Mycobacterium, Legionella i dobrze się sprawdzała przy 
różnicowaniu drobnoustrojów wykazujących wysoki sto- 
pień podobieństwa genetycznego. Licząca około 3500 par 
zasad sekwencja rpoB maczugowców była silniej zróż-
nicowana niż sekwencja 16S rRNA, a mimo to drzewa 
pokrewieństwa filogenetycznego zbudowane na posta-
wie obu sekwencji dla dobrze scharakteryzowanych 
gatunków okazały niemal identyczne [51]. Pozwoliło to 
na wykorzystywanie analizy genu rpoB w identyfikacji 
i opisywaniu nowych gatunków Corynebacterium. 

Poszukiwanie fragmentów sekwencji pozwalających 
na różnicowanie wewnątrz rodzaju Corynebacterium 
doprowadziło do odkrycia ich, podobnie jak u innych 
bakterii, w DNA przestrzeni międzygenowej genów kodu- 
jących podjednostki 16S i 23S rybosomów (16S-23S 
rRNA intergenic spacer) [66]. Obszary te badane są 
przy wykorzystaniu ITS-PCR (Internally Transcribed 
Spacer PCR) lub RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism). Funke i Frodl [34] analizując prze-

strzeń międzygenową 16S i 23S rRNA z zastosowaniem 
RFLP odróżnili szczepy należące do gatunków C. xerosis 
i C. freneyi, które na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA 
zaliczono by do jednego gatunku. 

Opisywanie nowych gatunków maczugowców czy 
ich późniejsza identyfikacja oparte są także na bardzo 
czułej metodzie, jaką jest hybrydyzacja DNA-DNA. 
Analiza sekwencji pełnych genomów wskazuje, że okreś- 
lony jako minimum 70% dla szczepów jednego gatunku 
stopień hybrydyzacji odpowiada 95% homologii nukleo- 
tydów (ANI – Average Nucleotide Identity) ich DNA. 
Metoda ta jest bardziej czuła niż opisane wcześniej ana- 
lizy genów o wysokiej konserwatywności. W przypadku 
nowo opisanego gatunku C. hansenii metody takie, jak 
analiza sekwencji 16S rRNA, rpoB czy badanie profilu 
przestrzeni międzygenowej 16S-23S rRNA nie pozwoliły 
na wydzielenie tego odmiennego fenotypowo gatunku od 
gatunków blisko spokrewnionych. Osiągnięto to dopiero 
stosując hybrydyzację DNA-DNA [67]. Podobnym przy-
kładem może być również, opisany w 2010 roku gatu-
nek C. pilbarense nieodróżnialny na podstawie analizy 
sekwencji genu 16S rRNA od scharakteryzowanych 
gatunków, a na podstawie hybrydyzacji DNA-DNA 
uznany za odrębny [2]. Wewnątrz rodzaju Corynebac­
terium, pomiędzy blisko spokrewnionymi gatunkami 
maczugowców stopień hybrydyzacji DNA-DNA może 
wskazywać na ich podobieństwo. Wynik ten nie zawsze 
pokrywa się z badaniami konserwatywnych fragmentów 
genomu, np. pomiędzy C. hansenii a C. xerosis, C. fre­
neyi i C. amycolatum wynik hybrydyzacji DNA-DNA 
to odpowiednio 47%, 40% i 15%. Tymczasem według 
analizy genu rpoB, C. hansenii najbliżej spokrewniony 
jest z C. freneyi a nie C. xerosis [67]. Genom C. resistens 
z genomem najbliżej spokrewnionego gatunku C. auris­
canis wykazuje tylko 23,1% homologii [63].

Zarówno sekwencjonowanie genów, jak i hybrydy-
zacja DNA to metody bardzo przydatne do charakterys- 
tyki nowych gatunków i identyfikacji w laboratoriach 
referencyjnych. Ciągle jednak poszukuje się nowych 
markerów genetycznych, które byłyby specyficzne gatun- 
kowo i pozwalałyby na konstrukcję sond genetycznych 
umożliwiających wiarygodną identyfikację gatunków 
Corynebacterium w laboratoriach mikrobiologicznych. 
L e t e k  i wsp. [55] zaproponowali identyfikację C. amy­
colatum na podstawie amplifikacji genu divIVA odpowie-
dzialnego za podział komórki, z użyciem PCR w czasie 
rzeczywistym (RT-PCR). Metoda ta pozwala na odróż-
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) okazały się 
w przypadku maczugowców przydatne w dochodzeniach 
epidemiologicznych. B r a n d e n b u r g  i wsp. [9] poszu- 
kiwali dowodu przenoszenia C. striatum między pa- 
cjentami na oddziałach intensywnej opieki medycznej. 
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RAPD i profil antybiotykowrażliwości pozwoliły potwier- 
dzić, że izolaty wywołujące ciężkie zakażenia były tym 
samym szczepem i były identyczne z tymi izolowanymi 
od personelu i ze środowiska szpitalnego. 

Dla typowania wewnątrzgatunkowego bakterii wy- 
korzystuje się również MLST (Multi Locus Sequence 
Typing), metodę polegająca na analizie fragmentów 
kilku (5–7) wybranych genów ważnych dla ich meta-
bolizmu bakterii. W typowaniu maczugowców po raz 
pierwszy metoda ta została wykorzystana w 2008 roku 
przez E g u c h i  i wsp. [26] w analizie pokrewieństwa 
w obrębie C. macginleyi. Autorzy, opierając się na wy- 
nikach otrzymanych na podstawie sekwencjonowa- 
nia genomów C. glutamicum, C. diphtheriae, C. efficiens 
i C. jeikeium wybrali 7 konserwatywnych genów. Były to 
geny kodujące kinazę adenylową (adk), białko inicju-
jące replikację (dnaA), hydratazę fumaranową (fumC), 
syntazę cytrynianową typ II (gltA), podjednostkę beta 
gyrazy DNA (gyrB), dehydrogenazę izocytrynianową 
(icd) i syntetazę adenylobursztynianową (purA). Dys-
kryminacyjność otrzymanych wyników była porów-
nywalna z otrzymanymi przy zastosowaniu RAPD. 
Dostępne handlowo zestawy do typowania C. diph­
theriae metodą MLST oparte są na analizie: sekwencji 
pochodzących z genów kodujących łańcuch alfa syn-
tazy ATP (atpA), podjednostkę alfa polimerazy III DNA 
(dnaE), białka opiekuńcze (dnaK), czynnik elongacji G 
(fusA), syntazę 2-isopropylojabłczanową (leuA), dehydro- 
genazę 2-ketoglutaranową E1 i E2 (odhA), oraz pro- 
ponowaną wcześniej przez  K h a m i s  i wsp. [50] pod- 
jednostkę beta polimerazy RNA (rpoB) [65].

Podobnie jak inne drobnoustroje, maczugowce stały 
się także obiektem badania pełnej sekwencji ich mate-
riału genetycznego. Uzyskano w ten sposób dane, które 
w znacznym stopniu poszerzyły wiedzę na temat tych 
bakterii, chociaż nie rozwiązały problemów taksono-
micznych [13, 77, 78]. Baza danych PubMed zawiera 
informacje o 13 ukończonych projektach sekwencjono-
wania genomu szczepów Corynebacterium spp. Doty-
czą one głównie gatunków ważnych 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 także DNA 
gatunków najważniejszych 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 są także pełne sekwencje odzwierzę-
cych gatunków C. pseudotuberculosis 1002 (2.3 Mpz), 
C.  seudotuberculosis C231 (2.3 Mpz), C. pseudotuber­
culosis I19 (2.3 Mpz) i C. pseudotuberculosis FRC41 
( 2.3 Mpz). Prowadzone są badania nad sekwencjono-
waniem materiału genetycznego gatunków: C. acco­
lens, C. ammoniagenes, C. amycolatum, C. aurimuco­
sum, C. coyleae, . glucuronolyticum, C. lipophiloflavum, 

C. atruchotii, C. resistens, C. striatum, C. tuberculosteari­
cum, a także C. genitalium i C. pseudogenitalium niema-
jących statusu gatunku oraz gatunków izolowanych od 
zwierząt C. variabile, C. bovis.

Tworzona na markerach genetycznych taksono-
mia maczugowców ulega ciągłym zmianom i można 
spodziewać się, że zebranie pełnego zestawu sekwen-
cji szczepów typowych (wzorcowych), na podstawie, 
których opisano poszczególne gatunki, stworzy szansę 
na konstrukcję bardziej jednoznacznych i uniwersalnych 
genetycznych testów identyfikacyjnych. 

3.2.	 Metody fenotypowe: morfologia,
	 chemotaksonomia, właściwości biochemiczne

W przypadku maczugowców, zarówno przy two-
rzeniu taksonomii, jak i przy ich identyfikacji, bardzo 
szeroko korzysta się z metod fenotypowych. W przy-
padku ustalania przynależności do rodzaju zwraca się 
uwagę na chemotyp ściany komórkowej i obecność 
krótkołańcuchowych kwasów mikolowych. Diagnostyka 
do poziomu gatunku wymaga wykonania dużej liczby 
reakcji biochemicznych, a także użycia dodatkowych 
technik chemotaksonomicznych. Jednak niekwestiono- 
wane autorytety w dziedzinie badań nad Corynebac­
terium spp., np. zespół Funkego, zwracają uwagę na 
ogromne znaczenie identyfikacji tych bakterii opartej na 
tych właśnie metodach. Istotna jest morfologia kolonii 
bakteryjnych (barwa, wielkość, kształt, konsystencja, 
zapach, otoczenie wokół kolonii), a także morfologia 
komórek. Barwienie metodą Grama pozwala, między 
innymi, na odróżnienie ich od szybkorosnących bakterii 
kwasoopornych [37]. Oprócz typowych dla maczugowców 
układów popodziałowych, komórki niektórych gatun- 
ków mogą mieć kształt „bicza”, np. C. matruchotii, lub 
wykazywać charakterystyczny układ popodziałowy ko- 
mórek, jak koła ze szprychami (spoke-wheel), np. C. frei- 
burgense [36]. Odpowiednie barwienie, np. metodą 
Neissera, pozwala na wykrycie obecnych w komórkach, 
typowych dla tego rodzaju ziarnistości metachromatycz-
nych. W opisie nowych gatunków, a także w identyfikacji 
Corynebacterium spp. brane są pod uwagę liczne cechy. 
Sprawdza się wymagania atmosferyczne hodowli, typ 
metabolizmu (tlenowy czy fermentacja), a także wiele 
cech biochemicznych, które przedstawiono w tabeli II. 
W identyfikacji niektórych gatunków istotny jest rów-
nież wynik testu synergistycznej hemolizy – CAMP 
(Christie, Atkins, Munch-Petersen).

Gotowe zestawy do identyfikacji, np. Api Coryne, 
API ZYM, Biotype 100 (test asymilacji źródeł węgla) 
(bioMérieux) czy RapID CB Plus System (Remel Inc.) 
pozwalają na skrócenie czasu oczekiwania na wynik. Ich 
bazy danych nie są jednak wystarczająco szybko uaktual- 
niane i nie uwzględniają zmian w taksonomii, w tym 
danych nowo opisanych gatunków. 
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W latach 2001–2003 B o h n e r  i wsp. [8] opra-
cowali metodę polegającą na wszechstronnej analizie 
fenotypu badanego drobnoustroju, którą nazwali Phe-
notype Micro Arrays (PM) (Biolog Inc.). Ten zautoma-
tyzowany system pozwala na wykrycie 1920 cech feno-
typowych. Są to: zdolność wykorzystywania 190 źródeł 
węgla, 380 źródeł azotu i 95 źródeł fosforu i siarki. Próby 
obejmują również badanie metabolicznych szlaków bio-
syntezy, wpływ pH, ciśnienia osmotycznego i różnych 
jonów na metabolizm komórki (każde badanie w około 
100 testach) oraz ocenę wrażliwości na 240 związków 
chemicznych (każdy w czterech stężeniach). Ocena 
metabolizmu komórki opiera się na pomiarze jej aktyw-
ności oddechowej w określonych warunkach wyrażonej 
zdolnością redukcji barwnika tetrazoliowego. Według 
autorów przy zastosowaniu systemu PM możliwa jest 
identyfikacja bakterii oraz drożdży i grzybów nitko-
watych. System ten uwzglednia również identyfika-
cję bakterii z rodzaju Corynebacterium. Baza danych 
obejmuje 57 gatunków Corynebacterium – głównie 
patogenów ludzi i zwierząt, wśród których 9 opisanych 
w obecnym stuleciu. Autorzy proponują ułatwione 
podejście do opisu nowych gatunków: od fenotypu do 
genotypu. Wstępem do odkrycia nowego gatunku jest 
izolacja szczepu różnego od znanych w systemie PM. 
Rodzaje różnic fenotypowych wskazują miejsce poszu-
kiwań różnic w genomie. Kolejnym etapem są badania 
chemotaksonomiczne i analiza porównawcza materiału 
genetycznego, która może potwierdzić pojawienie się no- 
wego gatunku. Analiza aktywności życiowej komórek 
w zróżnicowanych warunkach stanowić może zatem istot- 
ne narzędzie w identyfikacji drobnoustrojów, czy w docho-
dzeniach epidemiologicznych, ale również w pracach nad 
opisywaniem nowych gatunków. Być może, ten nowy szyb- 
ko rozwijający się automatyczny system stanowi szansę 
na poprawę możliwości identyfikacji maczugowców.

Badania chemotaksonomiczne odgrywają ważną rolę 
w identyfikacji maczugowców. Wśród nich najważniej-
sze to: profil komórkowych kwasów tłuszczowych, ultra-
struktura i chemiczny skład ściany komórkowej. Jeden 
z podstawowych elementów przy opisie nowych gatun-
ków wszystkich bakterii, jakim jest udział procentowy 
zasad G+C mol% w DNA, w przypadku maczugowców 

nie daje możliwości przestrzegania kryteriów przyjętych 
dla innych rodzajów. U bakterii należących do jednego 
rodzaju, G+C mol% powinien różnić się nie więcej niż 
o 10%, a u szczepów należących do jednego gatunku 
– o 3%. Rodzaj Corynebacterium ma wysoką zawartość 
G+C, mieszczącą się w szerszych granicach od 51 do 
prawie 66 mol%. U gatunków C. afermentans i C. auris 
wartość ta jest wyższa niż 65 mol% [50], a u nowo opi-
sanego – C. appendicis wynosi 65,8 mol% [96]. Dlatego 
kryterium to nie jest wartościową cechą przy ustalaniu 
przynależności do rodzaju. W zaklasyfikowaniu nowego 
izolatu do rodzaju Corynebacterium istotne znaczenie 
ma skład ściany komórkowej. Rodzaj ten ma bowiem 
specyficzną budowę tej struktury. Zawiera ona cukry – 
arabinozę i galaktozę (arabinogalaktan), kwas mezo-dia-
minopimelinowy (meso-DAP), unikatowe niskocząs- 
teczkowe alfa-alkilo-beta-hydroksy-długołańcuchowe 
kwasy tłuszczowe: kwasy korynemikolowe oraz dwu- 
wodorowe menachinony z 8 lub 9 jednostkami izoprenu: 
MK-8 (H2), MK-9 (H2) a także fostatydyloinozytol [22, 
37, 60]. Wysokorozdzielcza chromatografia cieczowa 
(HPLC – High Performance Liquid Chromatography) 
kwasów mikolowych w ścianie komórkowej ma istotne 
znaczenie w odróżnianiu Corynebacterium spp. od innych 
rodzajów (Corynebacterium – C22-C38, Rhodococcus 
– C34-C64, Nocardia – C44-C60, Mycobacterium – C60-C90) 
[11]. Przy zastosowaniu tej metody wśród przedsta- 
wicieli rodzaju są jednak także odstępstwa, które należy 
brać pod uwagę. Niektóre gatunki maczugowców nie 
zawierają w ścianie kwasów korynemikolowych. Są to: 
C. kroppenstedtii, C. amycolatum czy C. atypicum [47]. 
Przy analizie obecności charakterystycznych dla rodzaju 
cukrów ściany komórkowej: arabinozy i galaktozy opi-
sano gatunki zawierające tych cukrów znacznie mniej 
niż to przyjęto dla całego rodzaju, np. C. simulans [86]. 
W przypadku szczepów lipofilnych składniki podłoża, 
konieczne wobec braku u nich syntazy kwasów tłusz-
czowych, mogą wpływać na obecność i budowę kwasów 
korynemikolowych [77]. 

Maczugowce od innych spokrewnionych rodzajów 
bakterii można odróżnić w oparciu o analizę komór-
kowych kwasów tłuszczowych (CFA – Cellular Fatty 
Acid) za pomocą chromatografii gazowo-cieczowej [5]. 

Zapotrzebowanie na:  lipidy
Podstawowa aktywność enzymatyczna:  katalaza, oksydaza, ureaza, nitroreduktaza,
Aktywność sacharolityczna –	 wytwarzanie kwasu z: glukozy, rybozy, ksylozy, arabinozy, glicerolu, glikogenu, inuliny,
	 laktozy, maltozy, mannitolu, sorbitolu, sacharozy, trehalozy, i rafinozy wytwarzanie acetoiny
Hydroliza:  Tween 80, hipuranu, eskuliny i żelatyny,
Aktywność innych enzymów:	 fosfataza alkaliczna i kwaśna, arylamidaza leucyny, waliny, cystyny, leucyny i pirolidonylu,
	 pirazynamidaza, dihydrolaza argininy, esterazy C4 i C8, glukozydaza, galaktozydaza,
	  N-acetylo-b-glukozaminidaza, mannozydaza, α-fukozydaza.

Tabela II
Cechy metaboliczne brane pod uwagę w identyfikacji i opisie nowych gatunków Corynebacterium spp. [31, 37, 63, 86, 91]
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Komórkowe kwasy tłuszczowe w przypadku większości 
gatunków maczugowców są nasycone lub jednonienasy
cone i nierozgałęzione. Pozwala to odróżnić je od ro- 
dzajów zawierających rozgałęzione kwasy tłuszczowe 
takich jak Brevibacterium, Rothia czy Listeria. Także i tu 
są wyjątki. Dotyczą one C. bovis i C. urealyticum [90]. 
Metoda ta jest stosowana głównie w laboratoriach refe-
rencyjnych i stanowi narzędzie pomocnicze [5]. Zawar-
tość kwasów tłuszczowych w komórkach gatunków 
Corynebacterium spp. zależy od warunków hodowli (np. 
dodatek związków tłuszczowych niezbędnych do wzros- 
tu gatunków lipofilnych), a wiele z nich ma podobny 
profil tych kwasów. Metoda ta jest mało przydatna w od- 
różnianiu gatunków [74]. Va n  d e r  Ve l d e  i wsp. 
[84] twierdzą jednak, że mała użyteczność analizy ko- 
mórkowych kwasów tłuszczowych w różnicowaniu ga- 
tunkowym w obrębie rodzaju Corynebacterium wynika 
z nieaktualnych baz danych. Autorzy zaproponowali 
własną bazę danych, na podstawie której udało się im 
przypisać do gatunku 29 spośród 34 badanych izola-
tów. Niektóre gatunki jak C. pseudotuberculosis cechuje 
heterogenność profilu komórkowych kwasów tłuszczo- 
wych. Cechą charakterystyczną niektórych gatunków jest 
występowanie kwasu tuberkulostearynowego. Początko- 
wo jego obecność przypisywana była jedynie szczepom 
należącym do „C. tuberculostearicum”. Z czasem jednak 
opisano zdolność wytwarzania tego kwasu przez inne 
gatunki, jak C. urealyticum, C. mucifaciens, C. minutissi­
mum, C. singulare, C. confusum, a także przez niedawno 
opisane C. aurimucosum, C. appendicis, C. ureicelerivo­
rans, co pozwala odróżnić je od pozostałych [84, 91, 96]. 

Niektóre gatunki rodzaju Corynebacterium można 
zidentyfikować określając skład fosfolipidów metodą 
chromatografii cienkowarstwowej [61] lub stosując 
zaawansowane techniki analizy chemotaksonomicz-
nej jak na przykład FAB-MS (Fast-Atom Bombard-
ment) i  ESI-MS (Electrospray Ionization). Zastoso-
wanie FAB-MS pozwala na odróżnienie gatunków na 
podstawie acylowanych podstawników dołączonych 
do kwasów tłuszczowych [90]. Precyzyjną metodą jest 
badanie składu chemicznego całej komórki poddanej 
pirolizie metodami spektrometrii i chromatografii. 
Vo i s i n  i wsp. [85] zaproponowali opartą na pirolizie 
chromatografię gazową (Pyrolysis-Gas Chromatogra-
phy), a następnie za pomocą emisji atomowej (Atomic 
Emission Detection – AED) dokonali identyfikacji 
C. amycolatum i spokrewnionych gatunków: C. stria­
tum, C. minutissimum, C. xerosis i C. freneyi. Metody te 
nie są wprawdzie stosowane rutynowo w diagnostyce, 
ale stanowią precyzyjne narzędzie poznawcze.

W przypadku maczugowców podobieństwo fenoty-
powe często nie daje się potwierdzić podobieństwem 
genotypowym, a czasem i odwrotnie. R i e g e l  i wsp. 
[70] porównując i grupując szczepy kliniczne maczu-
gowców tworzyli „genomogatunki”. Cechy fenotypowe 

(biotypy) szczepów wchodzących w ich skład, często 
nie potwierdzały wyników tych grupowań. Badacze ci 
nawet wśród wzorcowych szczepów zaklasyfikowanych 
na podstawie właściwości fenotypowych do gatunku 
C. jeikeium notowali takie zróżnicowanie genetyczne, 
które mogłoby tę przynależność poddawać w wątpliwość 
[68]. W obrębie rodzaju Corynebacterium występują 
jeszcze z pewnością nowe gatunki, albo podgatunki, 
które wraz z postępem wiedzy znajdą swoje właściwe 
miejsce w taksonomii. Wyzwaniem są tu, między inny- 
mi, szczepy klasyfikowane obecnie do tzw. „grup CDC”. 
W 1981 roku w Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorób 
w Atlancie (Center for Disease Control and Prevention 
USA) zajęto się opisywaniem i systematyzowaniem szcze- 
pów bakterii o cechach nieformalnej grupy „coryneform” 
(Maczugowate). Grupa ta obejmuje szereg rodzajów 
bakterii o podobnej morfologii mikroskopowej i nie- 
których cechach fizjologicznych. Zaliczano do niej różne 
rodzaje, oprócz Corynebacterium również Brevibac- 
terium, Turicella, Rothia i kilka innych rodzajów [37]. 
Obecnie odchodzi się już od wyróżniania tej grupy. Jed-
nak zgromadzona w laboratorium w Atlancie kolekcja 
szczepów typowych dla poszczególnych grup CDC ozna-
czanych literami i czasem cyframi (np. CDC Coryne- 
form group?), nadal jest w użyciu. Wiele szczepów tej 
kolekcji stało się podstawą opisu nowych gatunków, cza- 
sem odległych rodzajów, np. wśród maczugowców Coryne- 
bacterium grupa CDC JK to obecnie C. jeikeium. Wiele 
szczepów określanych jako „grupa CDC” mimo scharak- 
teryzowania nie może jeszcze uzyskać statusu gatunku, 
a czasem nawet przypisania do określonego rodzaju. 
Pomocne z pewnością okażą się najnowsze bazy danych 
i narzędzia do ich porządkowania (np. SILVA i ARB) 
po wprowadzeniu do nich sekwencji ich genomów.

4.	 Konsekwencje trudności w identyfikacji pałeczek
	 z rodzaju Corynebacterium

Problemy w identyfikacji maczugowców nakazują 
z ostrożnością podchodzić do cech klinicznych i zdol
ności wywoływania określonych zakażeń przypisywanych 
poszczególnym ich gatunkom, szczególnie jeśli ich opis 
i charakterystyka kliniczna pojawiły się dawno. Przykła- 
dem może być C. xerosis, jednen z najwcześniej, bo 
w 1899 roku, opisanych gatunków [27]. Przypisywano 
mu udział w obejmujących wiele narządów zakażeniach 
u chorych z zaburzeniami funkcji układu immunologicz- 
nego [53]. Tymczasem F u n k e  i wsp. [37, 38] twierdzą, 
że zakażenia tym gatunkiem są niezwykle rzadkie, a szczepy 
C. xerosis były i są 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, które będąc spokrewnione z gatunkami 
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opisanymi wcześniej, mogły być przyczyną błędnych 
wniosków dotyczących ich chorobotwórczości. Tym 
samym obecnie trudno z całą stanowczością twierdzić, 
że niektóre gatunki są bardziej chorobotwórcze niż 
inne. Dysponujemy bowiem ograniczonymi lub nie- 
pewnymi danymi z laboratoriów prowadzących diag
nostykę mikrobiologiczną.

5. Nowe gatunki Corynebacterium izolowane od ludzi

W rozdziale tym zamieszczono opis nowo opisanych 
gatunków, które izolowano z materiału od ludzi i scha-
rakteryzowano w ostatnich 10 latach, a które mogą 
okazać się ważne ze względów klinicznych. W  wielu 
przypadkach opublikowany opis nie dostarcza wystarcza

jących danych, które pozwalałyby na ich fenotypową 
identyfikację. Wszystkie wymienione tu gatunki uw- 
zględnione są w spisie gatunków według E u z é b y’e g o 
[27], ale jeszcze nie wszystkie znalazły się w szkicu 
– filogenetycznym drzewie skonstruowanym dla potrzeb 
piątego tomu II wydania Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology [42, 57]. Właściwości biochemiczne tych 
szczepów przedstawiono w tabeli III.

W 2001 roku opisano nowy gatunek spokrewniony 
z C. xerosis i C. amycolatum – C. freneyi. Szczepy dla 
niego typowe wyizolowano z trzech próbek materiału 
klinicznego: ropy pobranej z palca stopy, z owrzo-
dzenia żylaka i z przetoki podskórnego ropnia [66]. 
Początkowo, te nielipofilne maczugowce, na podsta-
wie cech biochemicznych, zostały zidentyfikowane 
jako C. xerosis. Jednak badania oparte na porównaniu 

Tabela III
Podstawowe właściwości gatunków maczugowców opisanych w ciągu ostatnich dziesięciu lat

[2, 7, 14, 31, 33, 36, 47, 59, 63, 66, 67, 69, 80, 86, 91, 94–96]

Liczba szczepów typowych w CCUG	 3	 10	 1	 6	 1	 25	 1	 1	 1	 6	 1	 1	 1	 4	 2	 1	 7	 1
Lipofilność	 –	 –	 +	 –	 +	 +	 +	 –	 –	 +	 bd	 –	 –	 bd	 bd	 –	 bd	 –
Redukcja azotanów	 +	 +	 –	 –	 –	 V	 –	 –	 –	 –	 –	 +	 +	 –	 –	 –	 –	 –
Pirazynoamidaza	 V	 +	 +	 +	 –	 –	 –	 +	 +	 +	 +	 +	 –	 –	 +	 +	 +	 +
Arylamidaza pirolidonylu	 –	 –	 –	 –	 –	 +	 +	 –	 –	 +	 –	 –	 –	 +	 –	 +	 –	 –
Fosfataza alkaliczna	 +	 +	 +	 –	 –	 V	 +	 +	 –	 +	 –	 –	 –	 +	 +	 +	 V	 V
Βeta-glukuronidaza	 –	 –	 –	 –	 +	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 +	 –
Βeta-galaktozydaza	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 +	 –	 –	 –	 –
Αlfa-glukozydaza	 –	 +	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 +	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –
N-acetylo-beta-glukozaminidaza	 –	 –	 –	 –	 –	 v/–	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –
Hydroliza eskuliny	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 +	 +	 –	 +	 –	 V	 –
Ureaza	 –	 –	 +	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 +*	 +	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 +
Hydroliza żelatyny	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –
Fermentacja glukozy	 +	 +	 (+)	 +	 +	 +	 –	 +	 +	 V	 V	 +	 +	 –	 –	 +	 V	 V
Fermentacja rybozy	 V	 +	 –	 –	 +	 +	 –	 –	 +	 W	 –	 –	 +	 –	 –	 –	 V	 V
Fermentacja ksylozy	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 W	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –
Fermentacja mannitolu	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –
Fermentacja maltozy	 –	 +	 (+)	 +	 +	 V	 –	 +	 +	 –	 –	 +	 +	 –	 –	 –	 –	 –
Fermentacja laktozy	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 +	 –	 –	 –	 –	 –
Fermentacja sacharozy	 +	 +	 –	 +	 +	 V	 –	 –	 +	 –	 –	 +	 +	 –	 –	 +	 V	 –
Fermentacja glikogenu	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –	 –
Katalaza	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 +
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+	 – reakcja dodatnia; (+) reakcja dodatnia po 7 dniach inkubacji; w – słaba reakcja dodatnia; v – wynik reakcji zmienny;
–	 – wynik reakcji ujemny; bd – autorom nie udało się uzyskać danych w dostępnych źródłach
*	 – opisane jeszcze jako Brevibacterium stations – przeklasyfikowane do Corynebacterium spp. w 2010 roku
CCUG	 – kolekcja Culture Collection, University of Göteborg, Sweden [14]
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przestrzeni międzygenowej 16S-23S, sekwencjonowaniu 
rRNA (rDNA) oraz hybrydyzacji DNA-DNA pozwo-
liły na zaliczenie wyizolowanych szczepów do innego, 
nowego gatunku. Samo badanie homologii 16S rRNA 
nie pozwoliło na odróżnienie C. freneyi od C. xerosis, 
a umożliwiło to dopiero badanie homologii sekwencji 
genu rpoB. C. reneyi jest blisko spokrewniony z C. xero- 
sis, a w dalszej kolejności z C. amycolatum. Gatunki te 
są często mylone wtedy, gdy identyfikacja oparta jest 
tylko na cechach biochemicznych [37, 38]. Drobno-
ustrój izolowano później z licznych materiałów kli-
nicznych. A u z i a s  i wsp. [3] wyhodowano go z krwi 
pacjenta poddanego zabiegowi chirurgii naczynio-
wej. Opisany szczep był wrażliwy na amoksycylinę. 
W  2008 roku F u n k e  i wsp. [34] scharakteryzowali 
18  nnych, izolowanych od ludzi szczepów należących 
do C. freneyi. Wyodrębniono je z ropy, owrzodzenia 
żylaków, z pochwy, szyjki macicy, jądra, ucha zewnętrz-
nego, bioptatu dwunastnicy oraz moczu. Szczepy te były 
wrażliwe na antybiotyki beta-laktamowe, często jednak 
oporne na erytromycynę. A a l b æ k  i wsp. [1] wyizo-
lowali również patogenne szczepy C. freneyi od zwierząt 
– z zakażeń ucha zewnętrznego u psów. 

Gatunkiem blisko spokrewnionym z C. xerosis, 
a  także C. freneyi jest C. hansenii. Został on opisany 
w 2007 roku przez R e n a u d a  i wsp. [67]. Sekwencje 
16S rRNA, a także rpoB oraz profil przestrzeni mię-
dzygenowej 16S-23S nie odróżniają go od tych dwóch 
gatunków. O jego wyodrębnieniu zadecydowały wyniki 
hybrydyzacji DNA-DNA. Szczep, który stał się wzorcem 
tego gatunku wyizolowano z tłuszczako-mięsaka. Wyka-
zywał wrażliwość na większość antybiotyków w tym 
beta-laktamy, aminoglikozydy, makrolidy, glikopeptydy. 
Był oporny na fosfomycynę, pefloksacynę i tetracyklinę. 

Kolejny blisko spokrewniony z C. freneyi, C. hanseni, 
C. xerosiss, C. amycolatum i odzwierzęcym C. sphenisci 
gatunek został opisany w roku 2008 przez Ya s s i n 
i S i e r i n g  [94]. Został nazwany C. sputi, ponieważ 
był wyizolowany po raz pierwszy z plwociny chorego 
z zapaleniem płuc. Szczep różni się biochemicznie od 
innych gatunków i tworzy osobną linię w klastrze obej-
mującym wymienione gatunki pokrewne. 

W 2002 roku Ya s s i n  i wsp. [95] opisali nowy 
gatunek C. aurimucosum (syn. C. nigricans) charakte-
ryzując dwa takie same genetycznie szczepy, z których 
jeden pochodził z krwi pacjenta z zapaleniem oskrzeli. 
Określono, że filogenetycznie gatunek ten najbliżej jest 
spokrewniony z C. minutissimum. Historia wyodrębnie-
nia tego gatunku wskazuje, jak bardzo skomplikowany 
bywa proces ustalania taksonomii maczugowców i jak 
duże znaczenie mają badania porównawcze za pośred-
nictwem baz sekwencji DNA. W tym samym bowiem 
czasie, w 2001 i 2003 roku, S h u k l a  i wsp. [73, 74] 
na podstawie cech 6 nielipofilnych szczepów Coryne- 
bacterium spp. wytwarzających czarny barwnik, opi-

sali nowy gatunek – C. nigricans. Szczepy pochodziły 
z układu moczowo-płciowego kobiet, u których wystą-
piły poważne komplikacje w ciąży. Analiza 16S rRNA 
i porównanie z bazą danych GenBank wykazały podo-
bieństwo opisanego przez nich gatunku ze szczepami 
opisanymi już w 1999 roku przez innych badaczy [76]. 
Jeden z tych szczepów również wytwarzał czarny barw-
nik i został wprowadzony do kolekcji CDC i zaliczony 
do grupy CDC 4. Równolegle, w 2002 roku B e r n a r d 
i wsp. [6] w pracy charakteryzującej 73 szczepy Coryne­
bacterium spp. izolowane z materiału klinicznego poza 
Europą, opisali dwa szczepy nazwane przez nich Cory­
nebacterium-like, podobne do opisanych w 2001 roku 
przez S h u k l ę  i wsp. [74]. Wyodrębniono je z narzą-
dów płciowych – z owrzodzenia sromu oraz materiału 
z pochwy [6]. Szczepy te różniły się pod względem 
cech biochemicznych. W latach 1969–2004 laborato-
rium referencyjne CDC zgromadziło 63 szczepy, które 
wytwarzały nierozpuszczalny w wodzie, czarny barw-
nik. Izolowane były one głównie z materiału pochodzą-
cego z żeńskich dróg moczowo-płciowych (82%), ale 
również z sutka, gardła, plwociny, oskrzeli oraz krwi 
i płynu mózgowo-rdzeniowego noworodków. Wszyst-
kie te szczepy zostały zaliczone do grupy CDC 4 – fer-
mentujących pałeczek Maczugowatych (grupa CDC 
FCG4) [23]. Dopiero badania oparte na hybrydyzacji 
DNA-DNA pozwoliły na zaliczenie części szczepów 
do wariantu wytwarzającego czarny barwnik – Rothia 
dentocariosa, a pozostałe, na podstawie sekwencjono-
wania 16S rRNA, do wariantu wytwarzającego czarny 
barwnik – C. aurimucosum. Okazało się więc, że C. 
aurimucosum i C. nigricans to jeden gatunek, dla któ-
rego pozostawiono wcześniej nadaną nazwę C. auri­
mucosum. Badania oparte na sekwencjonowaniu genu 
rpoB potwierdziły, że C. aurimucosum i C. nigricans są 
tym samym gatunkiem a ich nazwy synonimami [50, 
51]. Opisano również szczepy C. aurimucosum niewy- 
twarzające czarnego barwnika. Gatunek jest zatem nie
jednorodny pod tym względem. Nie wytwarzające barw-
nika szczepy izolowane były z ostrych i przewlekłych 
zakażeń kości i stawów [71], ze stopy cukrzycowej [44]. 
Stwierdzono również obecność tych drobnoustrojów 
w środowisku [25]. W 2010 roku T r o s t  i wsp. [81] 
zsekwencjonowali genom szczepu C. aurimucosum izo-
lowanego z wymazu z pochwy kobiety, u której nastąpiło 
poronienie. Badania te pozwoliły na scharakteryzowanie 
tego gatunku jako patogenu oportunistycznego o szcze-
gólnym powinowactwie do dróg rodnych. Wykazano, że 
za zdolność kolonizacji i zakażania środowiska pochwy 
odpowiedzialne są fimbrie adhezyjne podobne struk-
turalnie do fimbrii SpaH u C. diphtheriae. Wykryto 
również gen aap kodujący białko, które może mieć 
znaczenie dla zdolności tworzenia biofilmów przez te 
bakterie (Bap), a także unikania odpowiedzi immuno-
logicznej gospodarza. Okazało się także, że istotną rolę 
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w kolonizacji środowiska pochwy odgrywa wydzielany 
przez te bakterie charakterystyczny, nierozpuszczalny 
w wodzie czarny barwnik. Jego synteza kodowana jest 
na plazmidzie pET44827. Związek ten ułatwia koloni-
zację i chroni komórki przed niekorzystnym działaniem 
nadtlenku wodoru wytwarzanego przez bakterie kwasu 
mlekowego bytujące w pochwie jako mikroflora fizjo-
logiczna [81]. Źródłem zakażenia jest prawdopodobnie 
przewód pokarmowy lub skóra [40, 58]. 

Większość nowych gatunków maczugowców to ga- 
tunki nielipofilne. Jednak według ogólnie przyjętej 
opinii, szczególna zdolność kumulowania genów opor-
ności na antybiotyki dotyczy przede wszystkim maczu-
gowców lipofilnych. Szczególnie często izolowane są 
C. jeikeium i C. urealyticum, które stanowią zagroże-
nie jako potencjalne patogeny alarmowe w szpitalach. 
W 2005 roku O t s u k a  i wsp. [63] opisali nowy gatunek 
lipofilny C. resistens. Pięć izolatów, które były podstawą 
opisu gatunku wyizolowano z materiału klinicznego 
od ludzi: z krwi, aspiratu oskrzelowego oraz ropni od 
chorych z nowotworami. Okazały się one oporne na 
większość grup antybiotyków w tym beta-laktamy, 
aminoglikozydy, makrolidy, chinolony i tetracykliny, 
a wrażliwe jedynie na glikopeptydy. Badania porównaw-
cze oparte na sekwencjonowaniu 16S rRNA i hybrydy-
zacji DNA-DNA wskazały, że nowy gatunek jest najbliżej 
spokrewniony z C. auriscanis i C. falsenii. Jednak te są 
gatunkami nie wymagającymi do wzrostu substancji 
tłuszczowych i na ogół nie charakteryzowały się opor-
nością na leki przeciwbakteryjne. W dalszej kolejności 
nowy gatunek wykazywał wysokie pokrewieństwo z lipo- 
filnymi C. jeikeium i C. urealyticum.

W przypadku niektórych nowo opisanych gatun- 
ków maczugowców badanie ograniczona tylko do se- 
kwencji 16S rRNA okazało się dobrym, wystarczającym 
narzędziem identyfikacyjnym. Wśród nich znalazł się 
nielipofilny gatunek C. simulans, scharakteryzowany 
w 2000 roku [86]. Jego opis, oparto na cechach trzech 
szczepów, które izolowano z ropnia stopy, z bioptatu 
węzła chłonnego pachowego i czyraka. Ich kolonie przy-
pominały C. minutissimum i C. striatum. Drobnoustroje 
te były oporne na antybiotyki. Badania chemotaksono-
miczne wykazały skład ściany komórkowej typowy dla 
innych gatunków Corynebacterium spp., przy czym ilość 
galaktozy była mniejsza niż u innych wcześniej opisa-
nych gatunków. Analiza 16S rRNA odróżniła izolowane 
szczepy od podobnych fenotypowo, co dało podstawę do 
opisu nowego gatunku. W 2002 roku B e r n a r d  i wsp. 
[6] opisali kolejne dwa szczepy C. simulans, pochodzące 
z żółci i z krwi. Okazało się, iż drugi ze szczepów opisa-
nych przez B e r n a r d a  i wsp. nie wytwarzał katalazy. 
Nie spowodowało to jednak jego reklasyfikacji. Obec-
ności tego gatunku została stwierdzona wśród mikro-
flory towarzyszącej zmianom zapalnym przyzębia [39]. 
Kolejny gatunek wyróżniony na podstawie sekwencji 

16Sr RNA – C. appendicis [96] to lipofilny, wytwarza-
jący ureazę maczugowiec pochodzący z jamy otrzewnej 
pacjenta z ropnym zapaleniem wyrostka robaczkowego. 
W  2003 roku H a l l  i wsp. [47] opisali C. atypicum. 
Opis oparli na cechach 5 nielipofilnych szczepów izo-
lowanych z rany, nasienia, ropy i owrzodzenia żylaka. 
Przeprowadzane przy identyfikacji maczugowców ba- 
dania chemotaksonomiczne nie wykazały obecności 
w  ich komórkach typowych dla rodzaju Corynebacte­
rium kwasów korynemikolowych. Analiza 16S rRNA 
wykazała jednak, że bakterie te należą do rodzaju Cory­
nebacterium. Mimo znacznych różnic fenotypowych, 
opisany gatunek spokrewniony jest z C. kroppenstedtii, 
również nie zawierającym kwasów korynemikolowych.

Złożona historia opisu nowego gatunku C. tuberculo­
stearicum rozpoczęła się 20 lat przed jego ogłoszeniem. 
W 2004 roku F e u r e r  i wsp. [31] opublikowali infor
macje o nowym gatunku opisanym na podstawie cech 
9 szczepów, które pochodziły z różnega materiału 
klinicznego i żywności. Były one podobne do szcze-
pów referencyjnych nie posiadających statusu gatunku 
„C. tuberculostearicum” i „C. pseudogenitalium”. Pierwszy 
został scharakteryzowany w 1984 roku przez B r o w n a 
i wsp. [12] jako wymagający lipidów maczugowiec 
pochodzący ze zmian leprotycznych (LDC – Leprosy-
-Derived Corynebacteria). Zawierał on kwas tuberkulo-
stearynowy (10-metylooktadekanowy). Nie traktowano 
go jako prawdziwego gatunku, więc nazwę opatrzono 
cudzysłowem. Nie był on również uwzględniany w Ber­
gey’s Mannual of Systematic Bacteriology do 2004 roku. 
Analiza porównawcza sekwencji 16S rRNA wykazała, że 
wszystkie izolaty, także „C. pseudogenitalium”, są ze sobą 
blisko spokrewnione i autorzy zaproponowali, aby nadać 
im rangę nowego gatunku C. tuberculostearicum. Gatu-
nek ten jest lipofilny, najbliżej spokrewniony z innymi 
lipofilnymi gatunkami C. accolens i C. macginleyi. Ana-
liza oparta na sekwencji genu rpoB [51] wskazuje na naj-
bliższe podobieństwo nowo opisanego gatunku C. tuber­
culostearicum do Corynebacterium grupa CDC G.

Kolejny nowy gatunek lipofilny – C. ureicelerivorans 
został opisany w 2007 roku [91]. Szczep tego gatunku 
został wyizolowany z krwi pacjenta z objawami sepsy. 
Analiza genu 16S rRNA pozwoliła określić najbliższe 
pokrewieństwo z C. mucifaciens, a w dalszej kolejności 
z obu podgatunkami C. afermentans.

Nowy nielipofilny gatunek – C. tuscaniense został 
scharakteryzowany w 2006 roku przez R i e g e l a  i wsp. 
[28, 69]. Jego szczep wzorcowy, początkowo opisany 
jako C. tuscaniae został wyosobniony z krwi chorego 
na zapalenie wsierdzia. Pod względem właściwości bio- 
chemicznych gatunek wykazywał podobieństwo do 
C. amycolatum, jednak analiza chemotaksonomiczna 
wykazała obecność kwasów tłuszczowych, których 
C. amycolatum w ścianie komórkowej nie zawiera. Ana-
liza genu kodującego podjednostkę 16S rRNA pozwoliła 
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na stworzenie nowej gałęzi w drzewie rodzaju Coryne­
bacterium. Nowo opisany gatunek wykazuje największe 
podobieństwo do C. appendicis, a także C. mucifaciens, 
C. riegelii i C. coyleae.

W 2009 roku wyodrębniono i zaakceptowano, opi-
sem w Int. J. Syst. Evol. Microbiol. cztery nowe gatunki, 
które pochodziły z materiału od ludzi. Były to C. canis, 
C. freiburgense, C. massliense i C. timonense. C. canis 
oraz C. freiburgense zostały opisane przez F u n k e g o 
i  wsp. [33, 36]. Oba izolaty, które stały się szczepami 
wzorcowymi dla tych gatunków pochodziły z ran po 
pogryzieniu przez psa. Analiza sekwencji genu 16S 
rRNA oraz fragmentu genu rpoB wskazała na duże 
pokrewieństwo filogenetyczne tych dwóch gatunków. 
Oba gatunki są nielipofilne i fenotypowo różnią się od 
innych gatunków Corynebacterium spp. C. canis ma 
nitkowate komórki o długości większej 15 μm, mogące 
się rozgałęziać na końcach. Na podłożu stałym tworzy 
wypukłe kolonie silnie związane z podłożem. Kolonie 
C. freiburgense również bardzo silnie przylegają do 
podłoża, a obraz mikroskopowy ze starszych hodowli 
przypomina koła ze szprychami. 

M e r h e j  i wsp. [59] podczas badania dwóch, 
różniących się od dotychczas poznanych szczepów 
maczugowców, opisali kolejne gatunki: C. massliense 
i  C. timonense. Zostały one scharakteryzowane na 
bazie taksonomii polifazowej uwzględniającej morfo-
logię mikro- i makroskopową, cechy biochemiczne, 
budowę ściany komórkowej, analizę sekwencji genu 
16S rRNA oraz genu rpoB. Szczep wyizolowany z krwi 
pacjenta z  zapaleniem wsierdzia stał się wzorcem 
gatunku C. timonense. Gatunek ten okazał się najbliżej 
spokrewniony z C. auris, C. capitovis, C. lipophiloflavum 

i C. mycetoides. Drugi szczep, izolowany z płynu stawu 
biodrowego pobranego od chorego z infekcją protezy 
ortopedycznej opisano jako C. massiliense. Genetycznie 
gatunek ten okazał się najbliżej spokrewniony z C. mac­
ginleyi, C. accolens, C. tuberculostearicum, a w dalszej 
kolejności z C. confusum, C. mastitidis i C. renale.

Rok 2010 przyniósł opisy trzech nowych gatun-
ków wyizolowanych od ludzi: C. pilbarense, C. stationis 
i C. pyruviciproducens. C. pilbarense został opisany przez 
A r a v e n a - R o m a n  i wsp. [2] na podstawie cech jed-
nego szczepu pochodzącego z aspiratu z kostki. Drob-
noustrój ten został wyhodowany na podłożu dla bakterii 
beztlenowych, ale analiza chemotaksonomiczna wyka-
zała obecność krótkołańcuchowych kwasów tłuszczo-
wych typowych dla rodzaju Corynebacterium. Homo-
logia sekwencji genu 16S rRNA (99%) wskazywała na 
bardzo bliskie pokrewieństwo z opisanym C. ureicele­
rivorans, ale drobnoustroje te znacznie różniły się pod 
względem właściwości metabolicznych. Hybrydyzacja 
DNA-DNA pozwoliła na wykazanie istotnych różnic 
genetycznych (tylko 39,5% pokrewieństwo), co przesą-
dziło o wydzieleniu nowego gatunku. Z kolei gatunek 

C. stationis został zaproponowany przez B e r n a r d a 
i wsp. [7]. Opis został stworzony na bazie dwóch szcze-
pów izolowanych z kału niemowlęcia oraz reklasyfikacji 
dwóch szczepów należących do Brevibacterium stationis 
i C. ammoniagenes. Jest to pierwszy gatunek w obrębie 
rodzaju Corynebacterium, który ma zdolność rozkładu 
cytrynianu i alkalizowania podłoża.

C. pyruviciproducens opisali To n g  i wsp. [80]. 
Szczep, który stał się wzorcowym dla tego gatunku został 
wyizolowany z ropnia pachwiny. Analiza sekwencji 16S 
rRNA oraz części sekwencji genu rpoB wskazała na naj-
bliższe pokrewieństwo z C. glucuronolyticum. Metodą 
hybrydyzacji DNA-DNA wykazano jednak niskie pokre-
wieństwo genetyczne z tym gatunkiem. Nowy gatunek 
różnił się także szeregiem cech fenotypowych, w tym 
zdolnością tworzenia kwasu pirogronowego, która to 
cecha dała podstawę nadania mu nazwy.

6.	 Podsumowanie

Wydzielanie nowych taksonów maczugowców oparte 
jest, w największym stopniu na wykazywaniu różnic 
w  sekwencjach genomu. Podejście filogenetyczne ma 
niezaprzeczalne uzasadnienie. Porządkuje dotychcza-
sowe wyniki i wyklucza niepotrzebne powtórzenia, 
gdyż niektóre gatunki, jak się okazało, były opisane pod 
różnymi nazwami, należącymi czasem do odległych 
taksonów. Klasyfikacja genetyczna okazuje się jednak 
nie w pełni doskonała. Ciągle prowadzone są dyskusje 
na temat definicji gatunku. W kontekście taksonomii 
maczugowców są one szczególnie ważne. Sugeruje się 
bowiem, że podstawowe kryterium zaproponowane 
przez Wa y n e  i wsp. [87] czyli tożsamość 70% sekwen-
cji mierzonej hybrydyzacją DNA-DNA, jest zbyt mała, 
aby szczepy zaliczone do tego samego gatunku przed-
stawiały możliwe do przewidzenia podobieństwo cech 
fenotypowych. Posługując się przykładem Escherichia 
coli autorzy pokazują, że oznaczać to może różnice 
w budowie aż 1000 genów funkcjonalnych, co pociąga 
poważne konsekwencje w ekologii szczepów, a odręb-
ność ekologiczna jest jednym z elementów definicji 
gatunku [16, 52]. Znaczne genetyczne podobieństwo 
może dotyczyć drobnoustrojów wyraźnie odmiennych 
fenotypowo, szczególnie pod względem chorobotwór-
czości, np. E. coli i Shigella spp. [48] . Dlatego z nadzieją 
należy spojrzeć na nowe techniki oceny fenotypowej, jak 
te zaproponowane przez B o c h n e r a  i wsp. [8]. Już 
w 1996 roku Va n d a m m e  i wsp. [82] głosili teorię 
taksonomii polifazowej, która szczególnie w przypadku 
maczugowców okazała się przydatna. Sekwencje przy-
jęte w tworzeniu drzewa filogenetycznego tych bakterii 
okazały się zbyt podobne i trzeba było sięgnąć po inne 
sekwencje genów konserwatywnych, a także po metody 
chemotaksonomiczne i biochemiczne. System fenetyczny 
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wykorzystywany jest w identyfikacyjnych systemach 
numerycznych, gdzie współczynniki podobieństwa wy- 
liczane są na podstawie wielu cech. Mimo znacznego 
postępu identyfikacja maczugowców nadal stanowi 
ogromne wyzwanie, z którym wobec narastającego zna-
czenia klinicznego tych bakterii musimy się zmierzyć.
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