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Wplyneto w maju 2013 r.

1. Wstep. 2. US3 a uwalnianie kapsydow z jadra komoérkowego. 3. Wplyw US3 na ekspresje genow. 4. Wplyw kinazy US3 na cytoszkielet
komorki. 5. Rola kinazy US3 w blokowaniu apoptozy. 6. Wiasciwosci immunomodulacyjne biatka US3. 6.1. Oddzialywanie z systemami
interferonéw. 6.2. Wplyw na prezentacje antygenéw w kontekscie czasteczek MHC klasy I i inaktywacja limfocytow T cytotoksycznych.
6.3. Redukcja ekspresji antygenéw wirusowych na powierzchni komérki. 6.4. Wplyw na aktywacje limfocytéw NKT. 7. Inne funkcje
kinazy US3. 8. Podsumowanie

US3 - a multifunctional serine-threonine kinase of alphaherpesviruses

Abstract: Phosphorylation by protein kinases modulates the function of target proteins by interfering with their enzymatic activity,
cellular location and/or association with other proteins. Viruses have evolved complex interactions with their hosts and often mimic
cellular proteins in order to usurp the cellular machinery for their own benefit, so it is not surprising that vast number of viruses encode
protein kinases. Alphaherpesvirus kinase US3 is a conserved multifunctional protein, regulating the egress of viral particles, but also
responsible for alterations in cell morphology resulting from the breakdown of actin stress fibers and formation of cell projections. US3
homologs control the trafficking of viral and cellular proteins and inhibit apoptosis. The current review provides an overview of the
properties and functions of alphaherpesvirus US3 protein kinase orthologues.

1. Introduction. 2. US3 and the virus egress from the cell nucleus. 3. Effect of US3 on gene expression. 4. Effect of US3 on cytoskeleton.
5. Role of US3 in the blocking of apoptosis. 6. Immunomodulatory properties of US3. 6.1. Interactions with the interferon systems.
6.2. Effect on the MHC class I-restricted antigen presentation and inactivation of cytotoxic T lymphocytes. 6.3. Reduction in the cell
surface expression of viral antigens. 6.4. Effect on the activation of NKT lymphocytes. 7. Other functions of US3 kinase. 8. Summary

Stowa kluczowe: US3, herpeswirus, kinaza serynowo-treoninowa
Key words: US3, herpesvirus, serine-threonine kinase

1. Wstep

Rodzina Herpesviridae obejmuje ponad dwiescie
gatunkéw wiruséw o bardzo szerokim spektrum gospo-
darzy, glownie kregowcow. Wedtug najnowszej systema-
tyki herpeswiruséw rodzina Herpesviridae wspoltworzy
rzad Herpesvirales wraz z dwiema innymi rodzinami:
Alloherpesviridae, ktéra skupia wirusy zakazajace ryby
i plazy, oraz Malacoherpesviridae, skupiajaca wirusy
infekujace mieczaki [17]. Osiem sposrod zidentyfiko-
wanych dotychczas gatunkow herpeswiruséw stanowia
wirusy patogenne dla ludzi. Herpeswirusy majg wiele
cech wspolnych. Sg to duze wirusy posiadajace ostonke,
tegument i ikozaedralny kapsyd, a ich material gene-
tyczny wystepuje w formie dwuniciowego DNA o wiel-
kosci 125-290 tysiecy par zasad [79]. Na podstawie
istniejgcych roznic w tropizmie, skladzie i organizacji
genomu rodzina Herpesviridae zostala podzielona na
trzy podrodziny: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae
i Gammaherpesvirinae [17].

Najwieksza podrodzing herpeswiruséw sg alfaherpes-
wirusy. Tak jak inne wirusy z tej rodziny, sa one zdolne
do przechodzenia w stan latencji, czyli infekeji utajonej
w organizmie swojego naturalnego gospodarza. Reak-
tywacja ze stanu latencji pod wplywem specyficznego
czynnika, czesto zwigzanego ze stresem oraz/lub osta-
bieniem systemu odpornosciowego, moze doprowadzi¢
do nawrotu objawdw chorobowych [3]. Zidentyfiko-
wano trzy alfaherpeswirusy ludzkie: ludzki herpeswi-
rus 1 (HHV-1; nazwa zwyczajowa: wirus opryszczki
typu 1, herpes simplex virus type 1, HSV-1), ludzki
herpeswirus 2 (HHV-2; nazwa zwyczajowa: wirus
opryszczki typu 2, herpes simplex virus type 2, HSV-2)
oraz ludzki herpeswirus 3 (HHV-3; nazwa zwyczajowa:
wirus ospy wietrznej i pétpasca, varicella zoster virus,
VZV) [17]. Wirusy HSV-1 1 HSV-2 sa kojarzone glow-
nie z opryszczka wargowa i narzadéw plciowych, ale
czasem moga réowniez prowadzi¢ do powikian, w tym
zapalenia mdzgu, zapalenia rogowki i slepoty. Wirus
VZV jest czynnikiem wywolujacym ospe wietrzna,

* Autor korespondencyjny: Zaktad Biologii Molekularnej Wiruséw, Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu Gdan-
skiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Kladki 24, 80-822 Gdansk; tel. (58) 5236382; e-mail: andrea@biotech.ug.gda.pl
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Tabela I

Ogolne cechy budowy ortologéw kinazy US3 alfaherpeswirusow
[na podstawie sekwengji biatek z bazy NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/].

Cecha . Pozycja domeny | Liczba izoform,

Numer Liczba reszt . . .
referencyjny NCBI | aminokwasowych katalitycznej w ktérych

Wirus my WY w sekwencjiaa | wystepuje biatko
HSV-1 NP_044665.1 481 200-374 2
HSV-2 NP_044533.1 481 200-398 1
PRV YP_068384.2 390 59-233 2
VZV NP_040188.1 393 102-275 1
BHV-1 NP_045368.1 468 165-463 1
BHV-5 | YP_003662531.1 444 153-325 1
MDV YP_001034009.1 402 108-318 1

a podczas reaktywacji ze stanu latencji moze powodo-
wac pélpasca. Do podrodziny alfaherpeswiruséw nalezy
réwniez kilka patogendw o znaczeniu weterynaryjnym,
bardzo waznych z ekonomicznego punktu widzenia.
Wirus pseudowscieklizny (pseudorabies virus, PRV)
jest czynnikiem zakaznym wywolujacym u $win cho-
robe Aujeszkyego. Bydlecy herpeswirus typu 1 (bovine
herpesvirus type 1, BHV-1) powoduje zakazne zapale-
nie nosa i tchawicy lub narzadéw plciowych u bydla,
a takze moze by¢ przyczyna poronien. Konski herpes-
wirus typu 1 (equine herpesvirus type 1, EHV-1) moze
powodowaé u zakazonych zwierzat choroby ukfadu
oddechowego, paraliz i poronienia. Wirus choroby
Mareka (MareK’s disease virus, MDV) powoduje $mier-
telne infekcje u drobiu i, co jest do$¢ nietypowe dla alfa-
herpeswirusow, nalezy do wiruséw onkogennych [65].

Bialka herpeswiruséw moga ulega¢ réznorodnym
modyfikacjom ko- i posttranslacyjnym, takim jak gli-
kozylacja, acylacja, sumoilacja, jednak najczestsza
spotykang modyfikacja jest fosforylacja. Procesy fos-
forylacji-defosforylacji kontrolujg prawie wszystkie
aspekty funkcjonowania komorki: odgrywaja kluczowa
role w kaskadach przekazywania sygnalu oraz reguluja
wiele procesow komdrkowych, m.in. wzrost, prolifera-
cje, réznicowanie, ekspresje genéw, zmiany morfologii,
czy apoptoze. Na poziomie molekularnym fosforylacja
moze zmienia¢ aktywno$¢ enzymatyczng modyfiko-
wanego biatka oraz jego strukture przestrzenng, moze
réwniez wplywac na transport bialka do konkretnego
kompartmentu komérkowego lub regulowaé oddzia-
tywania z partnerami bialkowymi i niebiatkowymi
[14]. Proces fosforylacji katalizowany jest przez enzy-
my zwane kinazami. Nieprawidlowe funkcjonowanie
kinaz moze prowadzi¢ do powstawania choréb immu-
nologicznych, nowotwordw, zaburzen metabolicznych
i nnych schorzen.

Genomy herpeswiruséw kodujg jedna kinaze bial-
kowg konserwowang w obrebie calej rodziny, jej ortologi
nosza nazwy: UL13 u alfaherpeswiruséw, UL97 u beta-
herpeswirusa — ludzkiego cytomegalowirusa (human

cytomegalovirus, HCMV), BGLF4 u nalezacego do
gammaherpeswirusow wirusa Epsteina-Barr (EBV).
Oprocz tej kinazy w poszczegdlnych podrodzinach Her-
pesviridae wystepuja inne enzymy wirusowe o aktyw-
nosci kinazowej. W latach osiemdziesiatych XX wieku
w genomach réznych alfaherpeswiruséw zidentyfiko-
wano gen kodujacy biatko o sekwencji homologicznej
do kinaz bialkowych organizméw eukariotycznych
i retrowirusow [59]. Homologi te w istocie okazaly si¢
posiada¢ aktywnos¢ kinazy serynowo-treoninowej, sil-
nie konserwowang w obrebie podrodziny Alphaherpes-
virinae [31]. U wigkszosci alfaherpeswiruséw ortologi
tego biatka nosza nazwe US3, ktéra odnosi sie do pozycji
kodujacego je genu w rejonie unikalnym krétkim (uni-
que short, Us) genomu wirusa HSV-1. Wyjatek stanowi
wirus VZV, u ktdrego bialko to okresla si¢ jako ORF66.
Co ciekawe, nie zaobserwowano istnienia homologow
kinazy US3 w genomach podrodzin Beta- i Gammaher-
pesvirinae. W genomie betaherpeswiruséw wystepuje
biatko o nazwie US3, jednak jest to biatko blonowe, nie
wykazujace homologii do kinazy alfaherpeswirusow
i posiadajace inne wlasciwosci [41].

Geny kodujace biatko US3 u wiruséw HSV-1i PRV
posiadaja dwa miejsca startu transkrypcji, co za tym
idzie, bialko US3 wystepuje u nich w postaci dwoch
izoform, okreslanych jako US3/US3.5 u HSV-11i US3a/
US3b u PRV (TabelaI) [11, 71]. Obie postaci biatka US3
posiadaja aktywnos$¢ kinazows, ale wydaja si¢ roznié
swoim udzialem w niektdrych procesach komoérkowych
i cyklu zyciowym wiruséw [69]. U HSV-1 dominuje
dluzsza forma kinazy, natomiast u wirusa PRV US3a
stanowi jedynie 5% bialka, a obie izoformy réznig si¢
lokalizacja wewnatrzkomoérkows [11].

Ortologi kinazy US3 posiadaja domene kinazowa
o dlugosci 280-300 reszt aminokwasowych (Tabela I),
o architekturze charakterystycznej dla eukariotycznych
kinaz bialkowych. Domena ta, w ktérej wystepuja cha-
rakterystyczne, silnie konserwowane reszty aminokwa-
sowe, zbudowana jest z dwunastu mniejszych subdo-
men zawierajacych miejsce wigzania ATP oraz miejsce
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aktywne katalitycznie. W wigzaniu ATP kluczowa role
pelni konserwowana reszta lizyny w subdomenie II,
natomiast konserwowana reszta kwasu asparaginowego
znajdujaca si¢ w subdomenie VIB jest krytyczna dla
aktywnosci katalitycznej [34]. Podobienstwo sekwen-
cji aminokwasowej domen kinazowych wsréd ortolo-
gow US3 jest znacznie wyzsze niz w przypadku pelnej
sekwencji biatka US3 [19].

Mutacje wyzej wspomnianych konserwowanych
reszt aminokwasowych powoduja zniesienie aktyw-
nosci kinazowej bialka. Dla aktywnosci kinazy US3
BHV-1 kluczowe sg dwie reszty lizyny, K282 w miejscu
aktywnosci katalitycznej [10, 52] oraz K195 w obrebie
petli wiazacej ATP [52]. Dla BHV-5 istotna jest reszta
lizyny 261 [53], dla HSV-1 reszta lizyny K220 [46, 80],
a dla HSV-2 réwniez reszta lizyny K220 [60] oraz reszta
kwasu asparaginowego D305 [30]. U MDYV, podobnie
jak u wiruséw HSV-1 i HSV-2, wazna katalitycznie jest
reszta lizyny K220 [82], a dla PRV lizyna K136 i reszta
kwasu asparaginowego D223 [95]. Poznanie tych reszt
pozwolito na skonstruowanie mutantéw kinazowo-
-nieczynnych (kinase-dead), u ktérych poprzez wpro-
wadzenie mutacji punktowych w miejscach kodujacych
wymienione reszty aminokwasowe biatko traci swoje
wlasciwosci kinazowe.

Opisano minimalng sekwencje konsensusowg, ktora
powinna znajdowac si¢ w obrebie substratu kinazy US3
i przedstawia sig¢ jg jako: (R) -X-(S/T)-Z-Z, gdzie n>2,
»S/T” oznacza fosforylowang reszte seryny lub treoniny,
X moze by¢ resztg dowolnego aminokwasu, cho¢ prefe-
rencyjnie to reszta argininy, alaniny, waliny, proliny lub
seryny (aminokwas ten moze by¢ w ogdle nieobecny),
a Z moze by¢ reszta dowolnego aminokwasu oprocz
proliny i reszty aminokwaséw kwasnych. W sekwen-
¢ji optymalnej aminokwas X musi by¢ obecny, a liczba
n>3. Rozpoznawana sekwencja docelowa jest bar-
dzo podobna dla wiruséw PRV, HSV-1, HSV-2 i VZV,
a takze komorkowej kinazy biatkowej A (PKA) [19].

Biatko US3, cho¢ nie jest niezbedne do replika-
cji wirusa w hodowlach komoérkowych in vitro [72,
88], pelni bardzo istotne funkcje w wirusowym cyklu
zyciowym, miedzy innymi wiasnie poprzez fosforylacje
specyficznych substratow wirusowych i komérkowych.
Wykazano istnienie wielu mozliwych substratéw fosfo-
rylacji przez US3, jednak tylko dla kilku z nich pokazano
istotne znaczenie biologiczne tej modyfikacji. Biatko
US3 wirusa HSV-1 zdolne jest do bezposredniej fosfo-
rylacji komoérkowego biatka Bad [12, 46], laminy A/C
i emeryny [61, 62], a takze wirusowych biatek ICP22
[46, 73] i gB [37, 94]. Wirusowe biatka UL31 i UL34
sa fosforylowane przez kinazg US3 HSV-1 i PRV [46,
49, 63, 74], a bialko UL47 jest fosforylowane przez US3
HSV-1 [44] oraz BHV-1 [51]. Ponadto dla US3 wirusa
PRV pokazano, ze kinaza ta fosforyluje grupe A kinaz
aktywowanych przez biatko p21 (group A p21-activated
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kinases, PAKs) [96]. Potwierdzonym substratem US3
wirusa VZV jest biatko wirusowe IE62, bedace gtéwnym
biatkiem regulujacym transkrypcje i gléwnym skladni-
kiem tegumentu VZV [22].

Aktywnos¢ katalityczna US3 jest regulowana na dro-
dze fosforylacji przez inne kinazy lub przez autofosfo-
rylacje. Miejscem autofosforylacji US3 wirusa HSV-1
jest reszta seryny w pozycji 147. Pokazano, ze mutacja
S147A (substytucja reszty seryny w pozycji 147 peptydu
US3 HSV-1 przez reszte alaniny) wplywa na lokalizacje
US3 w zainfekowanej komdrce oraz na jego funkcjo-
nalnos¢ [45]. W sekwencji US3 wirusa HSV-2 reszcie
seryny 147 odpowiada reszta kwasu asparaginowego,
ktéra rowniez ma istotne znaczenie dla aktywnosci
kinazowej bialtka [60]. Autofosforylacje zaobserwowano
jeszcze dla US3 wirusa BHV-1, jednak miejsce autofos-
forylacji nie zostalo zdefiniowane [52, 88]. US3 HSV-1
jest substratem dla innej kinazy wirusowej - UL13 [47].

Kinaza US3 fosforyluje wiele biatek, zaréwno ko-
morkowych jak i wirusowych, o réznej lokalizacji w ko-
morece, co sugeruje, ze wewnatrzkomorkowa lokalizacja
kinazy musi determinowac jej wlasciwosci. Udalo sig
pokaza¢, ze podczas infekcji HSV-1 biatko US3 krazy
miedzy jadrem a cytoplazma [62, 78, 96]. Réwniez US3
HSV-2 moze dociera¢ do swych substratéw znajduja-
cych sie zaréwno w jadrze, jak i w cytoplazmie, dzigki
swoistemu transportowi jadrowo-cytoplazmatycznemu
(nuclear shuttling). Obecny model tego transportu
zaklada, ze import US3 wirusa HSV-2 do jadra zacho-
dzi przez wewnetrzne niekanoniczne sygnaty lokaliza-
cji jadrowej (nuclear localization signal, NLS) lub przez
interakcje z bialkiem komoérkowym niosgcym NLS.
Natomiast w eksporcie US3 z jadra posrednicza bogate
w reszty leucyny sygnaly NES (nuclear export signal),
ktére moga znajdowac sie w sekwencji aminokwasowej
w obrebie reszt 242-259 [30]. W sekwencjach innych
ortologow US3 zlokalizowano obecno$¢ potencjalnych
regionow NES i cho¢ ich sekwencja aminokwasowa jest
zmienna, hydrofobowe reszty aminokwasowe znajdu-
jace sie na poczatku pierwszego potencjalnego sygnatu
i na koncu drugiego potencjalnego NES sg wysoce kon-
serwowane [30, 53].

W przypadku US3 HSV-2 pokazano, ze zatrzymanie
biatka w jadrze ogranicza proces tworzenia wypustek
komérkowych [29, 30]. Swiadczy to o tym, jak wazna
dla pelnionych przez US3 funkgji jest jego lokalizacja
i mozliwo$¢ poruszania si¢ pomiedzy jadrem a cyto-
plazma komorki.

Jak wczedniej wspomniano, gen US3 wirusa PRV
koduje dwa biatka: forme dtuga US3a oraz forme krétka
US3b. Zasadnicza réznicg miedzy tymi formami biatka
jest obecnos¢ fragmentu o dtugosci 54 reszt aminokwa-
sowych na N-koncu US3a. Cho¢ obie formy US3 PRV
posiadajg zaréwno sygnat lokalizacji jadrowej (NLS),
jak i blonowej, to w komoérkach transfekowanych forma
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dtuga lokalizuje si¢ gléwnie w blonie komoérkowej/
pecherzykach wewnatrzkomoérkowych a forma krétka
w jadrze. Wykazano, ze 6w fragment dodatkowych
54 reszt aminokwasowych US3a zawiera dodatkowy
sygnal lokalizacji mitochondrialnej (mitochondria
targeting sequence, MTS). Obecnos¢ MTS wplywa na
lokalizacje dlugiej formy biatka, natomiast w jego nie-
obecnosci znaczenie dominujace wydaje si¢ mie¢ NLS,
dlatego US3b znajdowane jest przede wszystkim w jadrze
komoérkowym [11]. Lokalizacja obu form US3 ma zna-
czenie dla takich ich funkcji, jak blokowanie apoptozy
czy formowanie wypustek komérkowych [11, 27].

US3 jest biatkiem wielofunkcyjnym, wymaganym na
wielu etapach infekcji wirusowej, m.in. w czasie wyjs-
cia kapsydow z jadra komérkowego. Ponadto US3 jest
zdolne do blokowania apoptozy, modulacji odpowie-
dzi immunologicznej gospodarza, a takze indukowania
zmian w cytoszkielecie komorki. Niektore funkcje sg
konserwowane w obrebie podrodziny Alphaherpesviri-
nae, podczas gdy inne zdaja si¢ by¢ unikalne dla poszcze-
gdlnych ortologdéw. Aktywnos¢ kinazowa US3 wydaje sie
by¢ kluczowa dla wigkszosci funkcji tego biatka.

2. US3 a uwalnianie kapsydow
z jadra komorkowego i morfogeneza wirionéw

Kinaza US3 pelni wazne funkcje na réznych etapach
$ciezki uwalniania wirionéw potomnych z jadra komor-
kowego do cytoplazmy. Zaobserwowano, ze procesy te
zachodza w nieobecnosci US3 z obnizong wydajnoscia.
Podejrzewa sie, ze kinazy komorkowe rekompensuja
nieobecno$¢ US3 w stopniu wystarczajacym do zajscia
wymienionych proceséw. Sam proces wyjscia wirionow
alfaherpeswirusow z jadra jest kilkuetapowy. Nukleokap-
sydy nabywaja ostonke pierwotng podczas tzw. wpacz-
kowywania do wewnetrznej blony jadrowej. Nastepnie
zachodzi fuzja ostonki pierwotnej z zewnetrzng btong
jadrowa, co prowadzi do uwolnienia wirionéw potom-
nych do cytoplazmy. Aby tak si¢ stalo, kapsydy wirusowe
muszg najpierw pokonac¢ bariere, jakg stanowi jadrowa
sie¢ lamin A/C i B ze zwigzang z nimi emeryna. Sie¢ ta
jest zbyt gesta, aby wiriony mogly swobodnie przez nia
przenika¢. Te kluczowe elementy jadrowej sieci lamin
moga by¢ fosforylowane przez kinaze US3 wirusa HSV-1.
Prowadzi to do zmiany ich lokalizacji i rozluznienia
tworzonej przez nie sieci, co pozwala nukleokapsydom
dotrze¢ do wewnetrznej blony jadrowej [54, 61, 62].

Podczas procesu wyjscia wirionéw z jadra komor-
kowego wazng role odgrywajg wirusowe biatka UL31
i UL34. Bialka te tworza kompleks zaangazowany
w kontakt wirionu z btong jadrowa poprzez jego wia-
zanie sie z laminami A/C oraz B. Fosforylacja obu tych
bialek przez kinaz¢ US3 HSV-1 i PRV jest niezbedna
do wlasciwego rozmieszczenia kompleksu UL31/UL34
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w blonie jadrowej [47, 49, 76]. Jadrowa lokalizacja kom-
pleksu wydaje si¢ by¢ regulowana gtéwnie przez fosfory-
lacje N-konca biatka UL31 [63]. Pokazano, ze wazna role
w oddziatywaniu US3 na UL31/UL34 petni fosforylacja
US3 przez wirusowg kinaze UL13. W przypadku wirusa
PRV kinaza US3 nie fosforyluje UL34, a w przypadku
VZV nie udowodniono zadnej roli ORF66 w wyjsciu
wirionow z jadra [81].

Bialka UL31, UL34 i US3 s3 charakterystycznymi
skladnikami tzw. wirionéw pierwotnych. US3 wiru-
sow HSV-1, PRV i MDYV, ale nie VZV, jest potrzebne
réwniez do utraty oslonki pierwotnej przez wiriony
podczas ich fuzji z zewnetrzng btong jadrowa (tzw. zja-
wiska de-envelopment) — tu réwniez bardzo wazna jest
aktywno$¢ kinazowa US3. Pokazano, ze skutkiem delecji
genu US3 tych wiruséw sg nieprawidlowosci w postaci
akumulacji niedojrzatych wirionéw wirusowych w prze-
strzeni okolojadrowej [76, 80, 82, 83, 90], co sugeruje
konserwowang role US3 podczas wyjscia wirionow
z jadra. Jednak ilo$¢ zewnatrzkomoérkowych wirionow
jest tylko czg$ciowo zredukowana w nieobecnosci US3,
wiec ten defekt w eksporcie jadrowym nie jest calkowity.

Innymi bialkami wirusowymi, waznymi na etapach
wyjécia wirusa z jadra komorki, sg glikoproteiny gB
i gH. U HSV-1 bialtka te prawdopodobnie sg zaangazo-
wane w fuzje pierwotnej ostonki wirusa znajdujacego
sie w przestrzeni okolojadrowej z zewnetrzna blona
jadrowa [25, 94]. W przypadku HSV-1 kinaza US3
fosforyluje domene cytoplazmatyczng gB w miejscu
Thr 887, co najpewniej inicjuje proces fuzji [25, 37, 94].
Ta funkcja US3 moze nie by¢ konserwowana wsrdd alfa-
herpeswiruséw, poniewaz u wirusa PRV zaréwno biatko
gB, jak i gH, nie s3 wykrywane w blonach jadrowych
i raczej nie odgrywaja one roli w czasie wyjscia wirio-
néw z jadra [33, 48].

3. Wplyw US3 na ekspresje genéw

Deacetylazy histonowe 1 i 2 (HDAC1 i HDAC2)
odpowiadajg za procesy deacetylacji reszt lizyny w ogo-
nach histonéw rdzeniowych, co skutkuje zablokowaniem
rearanzacji struktur chromatynowych i zahamowaniem
ekspresji genow. Inhibicja aktywnosci enzymatycznej
deacetylaz skutkuje hiperacetylacja histonéw i zmiang
konformacji nukleosomu, co umozliwia zwigzanie si¢
transkrypcyjnych biatek regulatorowych do matrycy
DNA i wydajng transkrypcje [87]. Herpeswirusy posia-
daja zdolnos¢ modyfikowania tej drogi regulacji ekspresji
genéw. Dla ortologdw biatka US3 wiruséw HSV-1, HSV-2,
PRV oraz VZV odnotowano zdolnos¢ do hiperfosfo-
rylacji deacetylaz HDAC1 i HDAC2 [45, 60, 70, 92]. Ta
wlasciwos¢ kinazy US3 pozwala na zahamowanie deace-
tylacji histonéw i wzmozong ekspresje gendw wiruso-
wych. Jednak pomimo tej funkcjonalnej zgodnosci zaob-
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serwowano rowniez réznice pomiedzy ortologami US3.
Badania in vitro pokazaly, ze US3 wirusa VZV fosforyluje
HDACI i HDAC2 posrednio. Prawdopodobnie to kinaza
wirusowa aktywuje przez fosforylacje kinazy komor-
kowe, ktdre fosforylujg deacetylazy [91]. W przypadku
wirusa PRV hiperfosforylacje HDAC2 obserwowano
réwniez podczas zakazenia komoérek wirusem pozba-
wionym genu US3, odmiennie od obserwacji dla wiru-
séw HSV-1 i VZV, gdzie bialko US3 jest konieczne do
zajécia hiperfosforylacji deacetylaz histonowych. Wyniki
te sugerujg istnienie specyficznego dla PRV, US3-nieza-
leznego mechanizmu hiperfosforylacji HDAC. Ponadto
w przypadku mutantéw PRV i VZV nieposiadajacych
bialka US3 zahamowanie aktywnoéci biatek HDAC skut-
kuje powstawaniem wigkszej liczby tysinek wirusowych.
Przeciwny efekt obserwujemy w przypadku zakazenia
mutantem HSV-1 AUS3. To podkreéla istnienie znaczg-
cych funkcjonalnych réznic w modyfikacji HDAC przez
kinaze US3 réznych wirusow [91, 92].

Zbadano rowniez wplyw US3 VZV na wirusowe
biatko IE62 - gtéwne biatko tegumentu i czynnik regu-
lujacy transkrypcje. Kinaza US3 bezposrednio fosfory-
luje biatko IE62, regulujac wewngtrzkomorkows loka-
lizacje tego biatka. Fosforylowane IE62 akumuluje si¢
w cytoplazmie, gdzie zostaje wlaczone do nowopowsta-
tych wirionéw. W ten sposob US3 zahamowuje import
IE62 do jadra, wplywajac na regulacje kaskady ekspresji
genow wirusowych [22, 24].

Wykazano, ze kinaza US3 wirusa PRV wplywa na
poziom ekspresji przynajmniej trzech genéw koduja-
cych biatka wirusowe. W komoérkach infekowanych
»dzikim” typem wirusa PRV obecno$¢ US3 wplywa na
zwigkszenie poziomu gtéwnego biatka wigzacego DNA
- UL29 oraz duzej podjednostki reduktazy rybonukle-
otydowej UL39, ale zmniejsza poziom UL42 - biatka
pomocniczego polimerazy DNA. Efektu tego nie obser-
wuje sie w komorkach zakazonych mutantem pozbawio-
nym genu US3. Dane te mogg wskazywac na role US3
w metabolizmie DNA wirusowego [85].

4. Wplyw kinazy US3 na cytoszkielet komorki

Jedna z najciekawszych wlasciwosci kinazy US3 jest
jej wplyw na cytoszkielet i morfologie komorki. Kinaza
US3 wiruséw BHV-1, BHV-5, HSV-2, MDV i PRV indu-
kuje drastyczne zmiany w cytoszkielecie komorkowym,
majace zwiazek ze zwigkszonym rozprzestrzenianiem
sie wirusa pomi¢dzy komoérkami [10, 27, 30, 53, 82,
83, 98]. Podczas infekcji nastepuje rozpad aktyno-
wych wldékien naprezeniowych, komoérka przyjmuje
zaokraglony ksztalt i formowane sa wypustki zbu-
dowane z aktyny i mikrotubul. W przypadku infekcji
wirusem PRV pokazano, ze obecnos¢ biatka US3 jest
kluczowa dla powstawania tych polaczen. Co wigcej,
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wirus wykorzystuje wytworzone polaczenia do zaka-
zania sgsiednich komorek [27]. Obserwowane modyfi-
kacje cytoszkieletu sg konsekwencja oddziatywan US3
z biatkami z rodziny GTPaz Rho, regulujacych stopien
polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny oraz poziom
fosforylacji miozyny. W pierwszym doniesieniu posta-
wiono hipotezg, ze US3 moze wplywac na cytoszkielet
aktynowy oddzialujac na szlaki sygnalowe zalezne od
biatka p21 (Cdc42/Racl) [64]. W poéziniejszym czasie
zidentyfikowano kinazy PAK1 i PAK2 (z grupy A kinaz
aktywowanych przez biatko p21, group A p21-activated
kinases, PAKs), jako krytyczne efektory szlaku sygnato-
wego Cdc42/Racl modyfikowane przez US3 [96]. Akty-
wacja kinaz PAK indukuje podobne rearanzacje aktyny,
jakie obserwuje si¢ przy ekspresji genu biatka US3. US3
PRV fosforyluje i tym samym aktywuje zaréwno PAK1,
jak i PAK2. Fosforylacja PAK2 wplywa na zanik wtdkien
naprezeniowych i zaokraglanie komorek, podczas gdy
bezposrednia fosforylacja kinazy PAK1 przez US3 jest
zwigzana z tworzeniem wypustek komorkowych [96].
Efekt reorganizacji cytoszkieletu i tworzenia si¢ wypustek
komorkowych pod wplywem US3 jest analogiczny do
uzyskiwanego w wyniku inhibicji kaskady sygnalowej
GTPazy Rho przez specyficzne syntetyczne inhibitory,
takie jak Y27632, w nieinfekowanych komoérkach [38].
Z drugiej strony, stabilizacja F-aktyny przez jasplakinolid
zapobiega tworzeniu si¢ wypustek komoérkowych w trak-
cie zakazenia PRV i hamuje rozprzestrzenianie si¢ wirusa
[27]. Ostatnie doniesienie dotyczace wpltywu US3 wirusa
PRV na cytoszkielet pokazuje, ze bialko to przyczynia
sie¢ do defosforylacji, i tym samym aktywacji, kofiliny
- niskoczasteczkowego biatka bedacego niezwykle waz-
nym regulatorem stabilnosci filamentéw aktynowych.
Obecnos¢ fosforylowanej kofiliny wiaze si¢ z zahamo-
waniem zdolnoéci US3 do posredniczenia w formowaniu
sie wypustek i zaokraglaniu komorki [39].

Aktywno$¢ kinazowa rdéznych ortologéw US3 jest
czynnikiem warunkujacym zajscie wyzej opisanych
zmian w komorce. Wyjatek stanowi biatko US3 wirusa
MDYV, ktérego zmutowana forma pozbawiona aktywno-
$ci kinazowej nadal jest zdolna do indukowania zmian
w cytoszkielecie komorki [82]. Natomiast w przypadku
BHV-5 aktywnos$¢ kinazowa jest potrzebna do zain-
dukowania tworzenia wypustek, ale nie jest konieczna,
aby nastgpila depolimeryzacja aktynowych widkien
naprezeniowych [53].

5. Rola US3 w blokowaniu apoptozy

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komdrkowa
typu I, jest jednym z podstawowych proceséw odpowie-
dzialnych za ograniczenie rozprzestrzeniania zakazen
wirusowych w organizmie. W odréznieniu od innych
proceséw niszczenia komorek, apoptoza podlega Scistej
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kontroli i nie wywoluje odczynu zapalnego [100]. Pod-
czas infekcji wirusowej moze doj$¢ do apoptotycznej
$mierci komdrek na drodze bezposredniej odpowiedzi
na infekcje badz tez po rozpoznaniu zakazonych komo-
rek przez limfocyty T cytotoksyczne lub komoérki NK.
Nie dziwi zatem fakt, ze w celu obrony przed odpo-
wiedzig antywirusowa komorki, wirusy wyksztalcily
mechanizmy blokowania procesu apoptozy.

Whasciwosci antyapoptotyczne zostaly potwierdzone
dla ortologéw kinazy US3 wiruséw HSV-1, HSV-2, PRV
i MDV [2, 32, 35, 40, 56, 66, 82]. Kinaza US3 wplywa
na proces apoptozy na wielu etapach. Najczesciej US3
fosforyluje biatka proapoptotyczne obecne w komérce
gospodarza, blokujgc ich aktywnos¢ i tym samym zapo-
biegajac $mierci komoérki. US3 HSV-1 fosforyluje pro-
kaspaze 3, ktora jest glownym egzekutorem apoptozy,
co skutkuje zablokowaniem jej ciecia proteolitycznego
do formy aktywnej [6, 66]. Wykazano réwniez, ze US3
fosforyluje biatka proapoptotyczne nalezace do rodziny
Bcl-2: Bad i Bid [6, 13].

Kinaza US3 HSV-1 wplywa réwniez na droge apop-
tozy zwigzang z granzymem B. Granzym B jest proteaza
serynowg syntetyzowang gtoéwnie przez limfocyty cyto-
toksyczne i komorki NK. Proteaza ta moze indukowa¢
$mier¢ komorki zainfekowanej wirusem poprzez akty-
wacje kaspazy 3 lub angazowanie biatek proapoptotycz-
nych z rodziny Bcl-2: Bid i Bax [89]. Na skutek cigcia
proteolitycznego biatka Bid przez granzym B powstaje
skrocona forma tego biatka, tzw. fragment tBid (trunca-
ted Bid, 14kDa). tBid wnika do mitochondriéw i rekru-
tuje biatko Bax, co prowadzi do zmian konformacyjnych
w biatku Bax, wskutek ktérych dochodzi do depolary-
zacji blony mitochondrialnej i uwolnienie cytochromu
c. Prowadzi to do dalszej aktywacji kaspaz i $mierci
komorki [36]. US3 wirusa HSV-1 fosforyluje biatko Bid,
chronigc je przed proteolityczna aktywacja przez gran-
zym B. Zapobiega to lizie zakazonych komorek przez
limfocyty cytotoksyczne [13]. Ponadto pokazano, ze
US3 HSV-1 chroni zakazone komorki przed apoptoza
indukowang UV oraz czesciowo przed apoptozg indu-
kowang przez ligand Fas [40].

Jak wcze$niej wspomniano, sekwencja aminokwa-
sowa kinazy US3 jest wysoce podobna do sekwencji
cAMP-zaleznej komorkowej kinazy biatkowej A (PKA)
[55], enzymu bardzo istotnego dla regulowania metabo-
lizmu komoérki. Benetti i Roizman pokazali, ze
w komorkach zakazonych wirusem HSV-1 kinaza US3
moze fosforylowa¢ nie tylko czasteczki bedace wspol-
nymi substratami PKA i US3, ale takze reszty aminokwa-
sowe obecne w podjednostce regulatorowej typu II (RII)
PKA, co skutkuje zablokowaniem apoptozy komorek [4].

Stosunkowo niedawno wykazano, ze bialko US3
HSV-1 oddzialuje z komérkowym biatkiem PDCD4
(programmed cell death protein 4). W komoérkach infe-
kowanych wirusem HSV-1 bialko PDCD4 jest potran-
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slacyjnie modyfikowane zar6wno w sposéb zalezny, jak
i niezalezny od kinazy US3. Ponadto na skutek zakaze-
nia nastepuje akumulacja PDCD4 w jadrze komorki,
podczas gdy w normalnych warunkach biatko to krazy
miedzy jadrem a cytoplazma [93].

W przypadku US3 BHV-1 przez dlugi czas uwazano,
ze w odrdznieniu od swych ortologéw, bialko to nie jest
zdolne do blokowania apoptozy [88]. Chcac sprawdzi¢,
czy rzeczywiscie kinaza BHV-1 nie posiada tej waznej
funkcji, Brzozowska iwsp. zbadali, czy w komor-
kach zainfekowanych dzikim wirusem BHV-1 i wiru-
sem z delecja genu US3 wystepuje aktywna kaspaza
3 [9]. Obecnos¢ US3 hamowala aktywacje kaspazy 3
i indukcje apoptozy wywolanej infekcjg wirusowa oraz
czynnikami egzogennymi, takimi jak staurosporyna
czy sorbitol. Doswiadczenia te pokazaly, ze biatko US3
BHV-1 réwniez posiada wlasciwosci chronigce komorki
przed $miercig apoptotyczna. Wiasciwosci antyapopto-
tyczne posiada réwniez biatko US3 blisko spokrewnio-
nego wirusa BHV-5. Do$wiadczenia z wykorzystaniem
mutanta K261D US3 BHV-5 pokazaly, ze funkcja ta
zalezna jest od aktywnosci kinazowej biatka [53].

Zbadano réwniez, czy opisywane wczesniej komor-
kowe kinazy PAK1 i PAK2, oprdcz roli w rearanzacji
cytoszkieletu, w czasie infekcji wirusowej maja zwigzek
z wlasciwo$ciami antyapoptotycznymi US3. Obie kinazy
PAK biorg udziat w regulacji apoptozy. Aktywna kinaza
PAK1 moze fosforylowaé proapoptotyczne biatko Bad,
zaréwno in vivo jak i in vitro, co prowadzi do inakty-
wacji Bad [84]. Natomiast PAK2, w zaleznosci od
mechanizmu aktywacji, moze mie¢ wlasciwosci anty-,
jak i proapoptotyczne. Chociaz zwigzek PAK1/2 i US3
wydaje sie by¢ oczywisty, poniewaz wszystkie trzy kinazy
fosforyluja Bad w zainfekowanych komoérkach, a US3
modyfikuje dodatkowo kinazy PAK, doswiadczenia
z inhibitorem kinaz PAK i liniami komérek z wyciszona
ekspresja genow PAK wskazuja jedynie na umiarkowane
znaczenie tych kinaz dla pelnionych przez US3 funkeji
zwigzanych z blokowaniem $mierci komorki. Jedynie
obecnos$¢ PAK1 sprzyja wlasciwo$ciom antyapoptotycz-
nym US3, co ttumaczy si¢ raczej synergistycznym, ale
niezaleznym dzialaniem obu kinaz na biatko Bad [97].

Podsumowujac, US3 poprzez swoja aktywnos¢ kina-
zowg blokuje apoptoze wywolang réznymi czynnika-
mi, w tym sama infekcja herpeswirusows, dziataniem
cytotoksycznych limfocytéw T, granzymem B, oraz
czynnikami zewnetrznymi, takimi jak staurosporyna
czy sorbitol.

6. Wlasciwosci immunomodulacyjne bialka US3
Przebieg infekcji wirusowej, w tym herpeswirusami,

zalezy od rownowagi pomiedzy stanem immunokompe-
tencji zakazonego organizmu oraz zdolnosci hamowania
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Rys.1. Schemat podsumowujacy rézne funkeje kinazy US3 alfaherpeswirusow

przebiegu odpowiedzi immunologicznej przez patogen.
Herpeswirusy sa uwazane za mistrzow ,,ucieczki” immu-
nologicznej; kodujg wiele bialek immunomodulacyjnych,
ktore potrafig hamowac¢ zar6wno odpowiedz wrodzona,
jak i nabyta, praktycznie na wszystkich etapach.

6.1. Oddzialywanie z systemami interferonow

Produkgja interferonéw typu I (IFN-a, IFN-f1IFN-w),
II (IFN-y) i II (IFN-A) stanowi jeden z gtéwnych
mechanizméw wrodzonej odpowiedzi immunologicz-
nej. Sg to bialka sekrecyjne, ktére wiazac si¢ ze swo-
istymi receptorami na powierzchni komodrek wplywaja
na uruchomienie spokrewnionych ze sobg kinazowych
szlakow sygnatowych, okreslanych jako JAK/STAT
(Janus activated kinase/signal transducer and activator

of transcription), indukujacych mechanizmy obrony
przeciwwirusowej. Aktywnos¢ interferonow zalezy od
tzw. interferonowych czynnikéw regulacyjnych IRF
(interferon regulatory factors), dzialajacych poprzez
modulacje ekspresji okreslonych genéw. Efekt antywi-
rusowy wywolywany dziataniem IFN moze by¢ bez-
posredni - przez indukcje¢ stanu przeciwwirusowego
w sasiednich komdrkach lub posredni - przez aktywacje
komorek uktadu odpornosciowego.

Delecja genu US3 wirusa HSV-1 ma zwiazek ze
wzrostem wrazliwosci wirusa na dzialanie IFN-. Poka-
zano, ze produkcja czastek wirusowych w komodrkach
zakazonych mutantem HSV-1 z delecja genu US3 ulega
dramatycznej redukeji na skutek traktowania komoérek
IFN-a [68]. Wyniki te wskazuja na udzial kinazy US3
w omijaniu drogi odpowiedzi antywirusowej z udzia-
tem IFN-a (Rys.1). Ponadto US3 HSV-1 fosforyluje
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podjednostke a receptora interferonu-y, przez co moze
blokowa¢ ekspresje genow zalezng od tej cytokiny [58].
Prawdopodobnie kinaza US3 moduluje réwniez mecha-
nizmy przeciwwirusowe z udzialem IFN-f, poniewaz
zakazenie HSV-1AUS3 indukuje ekspresje IRF-3 i inter-
feronu P. Bialko US3 HSV-1 hamuje ekspresje receptora
toll-podobnego 3 (TLR3) oraz bialka MxA o wiasciwo-
$ciach antywirusowych (myxovirus resistance protein 1,
biatko o aktywnosci GTPazy warunkujace odporno$¢ na
zakazenie myksowirusami i wieloma innymi wirusami
o genomach w postaci RNA) [67].

6.2. Wplyw na prezentowanie antygenow
z udzialem czasteczek MHC klasy I
i aktywnos¢ cytotoksycznych limfocytow T

Jednym z najbardziej efektywnych komponentéw
odpowiedzi antywirusowej sa cytotoksyczne limfo-
cyty T. Wykrywaja one infekcje wirusowg poprzez
rozpoznawanie biatek wirusowych prezentowanych
w kompleksach z bialkami gléwnego uktadu zgodno-
$ci tkankowej klasy I (major histocompatibility complex
class I, MHCI) na powierzchni zainfekowanej komorki.
Niektore herpeswirusy potrafig modulowa¢ odpowiedz
antywirusowa na tym poziomie zmniejszajac ilos¢ MHC
klasy I na powierzchni komorek.

Do tej pory wlasciwosci immunomodulacyjne pole-
gajace na hamowaniu poziomu MHC klasy I wykazano
przede wszystkim dla ORF66 wirusa VZV. Biatko ORF66
VZV jest zdolne do hamowania MHC I na powierzchni
zainfekowanych komorek oraz komdrek transfekowa-
nych plazmidami kodujacymi ORF66. Aktywno$¢
kinazowa ORF66 jest konieczna dla hamowania MHC
klasy I. Wykazano, ze ORF66 wplywa na opdznienie
transportu kompleksu MHC I-peptyd z retikulum endo-
plazmatycznego do czedci trans aparatu Golgiego lub tez
na retencje czasteczek MHC klasy I w samym aparacie
Golgiego [1, 23]. Ponadto ORF66 moze wplywa¢ na
procesy majace miejsce w ER, takie jak asocjacja tan-
cucha cigzkiego MHC klasy I z f2-mikroglobuling [23].
Przypuszczalnie wirus VZV koduje jeszcze inne biatko/
biatka wplywajace na obnizenie poziomu MHC klasy I
niezaleznie od US3 [23].

W przypadku kinazy US3 wirusa PRV pokazano, ze
biatko to réwniez moze wplywaé na poziom MHC I,
jednak wydaje sie, ze jedynie w sposdb posredni
i w okreslonym typie komoérek. Obecnos¢ kinazy US3
PRV jest potrzebna, ale niewystarczajaca, aby obnizy¢
poziom MHC klasy I na powierzchni komorek ST (swine
testicle), natomiast zupelnie nie jest do tego potrzebna
w komorkach PK-15 (pig kidney) czy komoérkach PAM
(porcine alveolar macrophages). W przeciwienstwie do
US3 VZV, w komorkach transfekowanych plazmidem
kodujacym US3 PRV (a wiec w nieobecnosci innych
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bialek wirusowych) nie nastepuje zahamowanie MHC,
co moze sugerowa¢ rozny mechanizm dzialania tych
ortologow. Doswiadczenia pokazujg, ze US3 PRV jest
zdolne do modulowania poziomu MHC klasy I jedy-
nie w obecnosci innych bialek wirusowych. Prawdo-
podobnie kinaza US3 PRV fosforyluje inne wirusowe
biatko/a oddziatujace z komérkowymi biatkami zwigza-
nymi z prezentacjg antygenu przez MHC I lub fosfory-
luje biatko/a komérkowe zwiazane z dzialaniem MHC],
ktore w ufosforylowanej postaci moze by¢ blokowane
przez inne biatko wirusowe [20].

Wyniki doswiadczen przeprowadzonych na komor-
kach transdukowanych wektorem bakulowirusowym
niosgcym gen biatka wirusa US3 BHV-1 oraz na komér-
kach infekowanych wirusem BHV-1 pokazuja, ze biatko
US3 BHV-1 takze wplywa na poziom czgstek MHC
klasy I na powierzchni komorek [57].

Podczas bezposredniej transmisji czastek wiruso-
wych miedzy komoérkami na zasadzie tzw. cell-to-cell
spread (bez uwalniania wirusa do $rodowiska zewna-
trzkomorkowego) moga by¢ wysylane sygnaty, ktore
beda wplywaé na komorki takie jak NK (natural killer
cells), LAK (lymphokine-activated killer cells) czy lim-
focyty T cytotoksyczne i hamowac ich zdolnos¢ do
zabijania zakazonych komorek [86, 99]. W komdrkach
zakazonych wirusem HSV-1 i HSV-2 zaobserwowano
taka wiasnie inaktywacje komdrek CTL, a ekspresja
genu biatka US3 jest niezbedna do transmisji sygnatu
inaktywujacego [86].

6.3. Redukcja ekspresji antygenow wirusowych
na powierzchni komérek

Endocytoza immunogennych bialek, w tym gli-
koprotein wirusowych, z powierzchni zainfekowanej
komorki jest kolejnym sposobem unikania odpowiedzi
immunologicznej wykorzystywanym przez herpeswi-
rusy. Endocytozie ulega kilka biatek alfaherpeswirusow,
w tym glikoproteiny gB, gD, gE/gl, gM, [8, 26]. Gliko-
proteina gB znajdujaca si¢ na powierzchni komorki
stanowi potencjalny sygnal indukujacy odpowiedz
immunologiczna, np. komoérek NK [7]. Jak wczesniej
wspomniano, kinaza US3 HSV-1 fosforyluje domene
cytoplazmatyczng gB w miejscu Thr 887 [37, 94]. Fos-
forylacja ta wptywa nie tylko na lokalizacje glikoprote-
iny B wewnatrz komorki oraz patogenez¢ HSV-1, ale
takze wplywa na obnizenie poziomu gB na powierzchni
zainfekowanych komorek [43]. Podczas infekcji BHV-1
réwniez obserwuje si¢ zalezny od obecnosci kinazy
US3, obnizony poziom glikoproteiny gB, a takze gD,
na powierzchni komdrek [57]. Endocytoze gB oraz gD
zaobserwowano takze w przypadku infekeji PRV, gdzie
zjawiska te sprzyjaja usuwaniu komplekséw antygen-
-przeciwcialo z powierzchni zainfekowanych mono-
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cytéw. Jednak rola US3 w tym procesie nie jest jasna,
poniewaz endocytoza glikoprotein gB i gD zachodzi
réwniez w nieobecnos$ci US3 [28].

6.4. Wplyw na aktywacje limfocytow NKT

Komérki NKT (natural killer T cells) posiadajg na
swej powierzchni zaréwno receptory limfocytéw T, jak
i receptory typowe dla komorek NK. Stanowia one jedna
z gtéwnych sktadowych wrodzonej odpowiedzi immu-
nologicznej. Aktywowane podczas infekcji komorki
NKT wydzielaja duze ilosci cytokin aktywujacych limfo-
cyty CD4+ typu Thl i Th2. Komérkom NKT przypisuje
sie dzialanie przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe,
antybakteryjne oraz przeciwpasozytnicze [50]. Komorki
NKT rozpoznaja antygeny glikolipidowe zwigzane z bial-
kiem powierzchniowym CD1d, ktére pod wzgledem
budowy przypomina biatka gtéwnego kompleksu zgod-
noéci tkankowej klasy I, ale nie wykazuje polimorfizmu.

Podczas zakazenia wirusem HSV-1 komorek prezen-
tujacych antygen APC nastepuje gwaltowne i wydajne
obnizenie poziomu CD1d, w rezultacie czego komorki
te s gorzej rozpoznawane przez limfocyty NKT [75].
Zmniejszeniu ulega poziom biatka CD1d powracaja-
cego po endocytozie na powierzchni¢ komorki. Poka-
zano, ze wirusowa glikoproteina gB HSV-1 oddzialuje
z CD1d w retikulum endoplazmatycznym i pozostaje
z nim stabilnie zwigzana. Jednak do wydajnego obni-
zenia poziomu CD1d potrzebne jest takze biatko US3.
Ekspresja US3 prowadzi do zwigkszenia poziomu gB
w czesci trans aparatu Golgiego (TGN) oraz wzmaga
relokalizacje zaréwno gB, jak i CD1d, do tego wtas-
nie kompartmentu komorki. Zaréwno US3, jak i gB, sa
biatkami potrzebnymi do wydajnego obnizenia prezen-
tacji antygenow przez CD1d i zahamowania aktywacji
komorek NKT [75].

7. Inne funkcje kinazy US3

Précz wyzej omoéwionych funkeji biatka US3 nalezy
réwniez wspomnie¢ jego wplyw na energetyke komorki.
Ot6z w efekcie infekcji wirusem HSV-1 obserwuje si¢
nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondrialnego fan-
cucha oddechowego [18]. Zahamowanie calkowitego
oddychania komoérkowego jest efektem zablokowania
mitochondrialnego ancucha transportujacego elek-
trony. Lancuch ten ztozony jest z kilku ,,ogniw”, ktérymi
sa kompleksy lipoproteinowe oznaczone numerami I,
IT, III i IV. Zbadano, iz zablokowanie tego taricucha na
skutek infekcji HSV-1 nastepuje miedzy kompleksem II,
czyli oksydoreduktazg bursztynian-CoQ, a komplek-
sem III, czyli oksydoreduktazg CoQH2-cytochrom c.
Dzieje sie to w czasie tzw. fazy beta ekspresji genow
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wirusowych, kiedy to zachodzi transkrypcja genow
wezesnych bialek wirusowych. Do tych bialek nalezy
kinaza US3. Dalsze do$wiadczenia pokazaly, ze mutant
nieposiadajacy US3 nie byl w stanie blokowa¢ mito-
chondrialnego transportu elektronéw. Stad wniosek, ze
biatko US3 HSV-1 odpowiada za hamowanie oddycha-
nia mitochondrialnego w czasie infekeji [18].

Jak wspomniano wcze$niej (rozdz. 5.) kinaza US3
HSV-1 jest zdolna do aktywowania komérkowej kinazy
biatkowej A (PKA). Pdzniejsze badania wskazuja, ze
kinaza US3 wplywa takze na kinaze¢ fosfatydyloinozy-
tolu (PI3K) oraz komoérkows kinaze bialkowa B/Akt,
bedace sktadnikami antyapoptotycznego szlaku trans-
dukcji sygnatu [5]. W zdrowych, niezakazonych komor-
kach, aktywacja PKB/Akt stanowi gléwny element drogi
blokowania apoptozy. W swoich badaniach Benetti
i Roizman wykazali, ze wcze$nie w infekcji HSV-1
indukowana jest fosforylacja reszty aminokwasowej
seryny 473 PKB/Akt, na drodze mechanizmu zaleznego
od PI3K. Zablokowanie PI3K indukowalo apoptoze
w niezakazonych komérkach lub zakazonych mutan-
tem wirusowym HSV-1AUS3, ale nie w komdrkach
zakazonych dzikim wirusem. Nastepowata réwniez
redukcja gromadzenia si¢ specyficznych bialek wiru-
sowych, w tym kinazy US3, ale zjawiska te nie mialy
istotnego wplywu na namnazanie si¢ wirusa. W poz-
niejszym czasie po infekcji catkowita ilo§¢ PKB/Akt
spadala, a jej ufosforylowana forma zanikata w sposéb
zalezny od obecnosci US3 i niezalezny od biatkowej
fosfatazy 2A. Aktywacja PKA przy uzyciu forskoliny,
substancji pochodzenia roslinnego zwiekszajacej steze-
nie cyklicznego AMP w komorkach, nie powodowata
znaczgcej defosforylacji PKB/Akt. Przedstawione w tych
badaniach wyniki sg zgodne z modelem zakladajacym
ze PKB/AKt jest aktywowana wczes$niej w infekeji i blo-
kuje apoptoze w zainfekowanych komoérkach zanim
nastgpi akumulacja US3 oraz ze PKB/Akt pozostaje
w komorce i funkcjonuje jako biatko antyapoptotyczne
pod nieobecnos¢ US3, ale staje si¢ zbedna lub nawet
szkodliwa kiedy kinaza US3 zostaje zakumulowana
w efektywnej ilo$ci.

8. Podsumowanie

Obecno$¢ kinazy serynowo-treoninowej US3 jest
cechg unikalng dla alfaherpeswiruséw. Chociaz biatko
US3 nalezy do najlepiej poznanych kinaz bialkowych
herpeswiruséw a jego wlasciwosci sg obiektem licz-
nych badan, wiele mechanizméw dzialania US3 wcigz
pozostaje niewyjasnionych. Wielofuncjonalnos¢ kinazy
US3 przejawia si¢ w jej udziale w cyklu replikacyjnym
wirusa, m.in. morfogenezie wirionéw i ich uwalnia-
niu z komorki, czemu towarzyszy zaangazowanie
w wiele proceséw wplywajacych na sama zainfekowang
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komorke i jej otoczenie, takich jak regulacja ekspresji
genow, hamowanie apoptozy, rearanzacje cytoszkieletu,
czy tez modulacja powstawania odpowiedzi immunolo-
gicznej, zar6wno wrodzonej, jak i nabytej. Aktywnos¢
kinazowa US3 jest niezbedna do pelnienia wigkszosci
funkcji tego biatka. Dzigki tym ,dodatkowym” wtas-
ciwo$ciom, zwigzanych z kontrolg proceséw komor-
kowych, szczegdlnie takich jak rozprzestrzenianie sie
wirusa pomiedzy komérkami oraz przebieg odpowie-
dzi immunologicznej, mozna zaliczy¢ kinaze US3 do
czynnikow wirulencji alfaherpeswiruséw, obok biatek
takich jak ICP47 i ICP34.5.

Jedna z istotniejszych funkcji bialka US3 moze oka-
za¢ si¢ ta, jaka pelni ono w walce herpeswiruséw z ukla-
dem immunologicznym gospodarza, bowiem aktyw-
nos¢ biatek immunomodulacyjnych obniza skuteczno$¢
komercyjnych i testowanych szczepionek przeciwherpes-
wirusowych oraz herpeswirusow testowanych w terapii
genowej i onkolitycznej [16]. Delecja genu US3 powinna
poprawia¢ wlasciwosci immunogenne szczepionek oraz
redukowac rozprzestrzenianie sie wiruséw szczepionko-
wych, a w przypadku wektoréw onkolitycznych induko-
wa¢ apoptoze w komoérkach nowotworowych i zwigkszaé
neurowirulencj¢ wektoréw przeznaczonych do terapii
nowotwor6w centralnego ukladu nerwowego. Juz dzi$
testuje sie wektory oparte na wirusie opryszczki HSV-2
pozbawione genu US3 jako potencjalne szczepionki
[21]. Wektory onkolityczne moga z kolei stanowié
korzystne uzupelnienie radio- i chemioterapii. Jednym
z przyktadéw zastosowania mutanta wirusowego HSV-1
pozbawionego genu biatka US3 w wiroterapii onkoli-
tycznej moga by¢ badania przeprowadzone na komor-
kach ludzkiego glejaka, w ktorych testowano wektor
z delecja genu US3 towarzyszacg mutacji w genie reduk-
tazy rybonukleotydowej UL39 [42]. Biorgc pod uwage
fakt, iz kandydatami do stosowania w terapii onkolitycz-
nej sa rowniez alfaherpeswirusy BHV-1 i EHV-1 [15,
77], poznanie wlasciwosci ortologéw kinazy US3 tych
wiruséw moze przyczynic¢ si¢ do konstrukeji bardziej
efektywnych wektorow.
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Viral infections of the central nervous system. Part I: DNA viruses

Abstract: Clinical involvement of the central nervous system (CNS) is an unusual manifestation of human viral infection. The spectrum
of brain involvement and the outcome of the disease are dependent on the specific pathogen, the immunologic state of the host, and
environmental factors. Most human viruses can cause serious neurological disease of the central nervous system, either during primary
infection or in the course of virus reactivation from latently infected tissue. DNA viruses cause diseases of the CNS, which can be classified
into three groups: acute infections, acute post-exposure syndromes and chronic diseases. This article presents current knowledge about
epidemiology and clinical presentation of DNA virus infections in the central nervous system.

1. Introduction. 2. Acute viral infections of the CNS. 2.1 Viral meningitis. 2.2 Viral meningoencephalitis. 3. Acute post-exposure

syndromes. 4. Chronic viral infections. 5. Summary

Stlowa kluczowe: neuroinfekcje, wirusy DNA, zaburzenia neurologiczne

Key words: DNA viruses, neuroinfection, neurological disorders
1. Wstep Tabela I
Zakazenia o§rodkowego uktadu nerwowego wywolywane
Wirusy neurotropowe sg subkomorkowymi pato- przez wirusy DNA
genami wykazujacymi zdolno$¢ zakazania komorek [ -0 o
osrodkoxiveg(l) 1.1kle'1du nerwowego (OUN?. W zalezr.losc'% Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych HSV-2
od zakaznosa wirusa oraz efektywnosci odp.ow%edu Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych HSV-1, VZV,
uktadu immunologicznego gospodarza, zakazenia te | imézgu CMV, HHV-6
moga przybiera¢ forme ostra, przewlekla lub przecho- Zespoly poekspozycyjne
dzi¢ w postac latentng. Szczep i nasilenie procesu repli- | pozakazne zapalenie mézgu
kacji wirusa, droga zakazenia, wiek oraz predyspozycje | irdzenia kregowego VZv
genetyczne osoby zakazonej, a takze zakres uszkodzen s3 | Zespét Guillain-Barrea EBV, CMV,
czynnikami warunkujgcymi neuroinwazyjnos$¢, neuro- HHV-6
tropizm i przebieg procesu wyzdrowienia [4]. Zespol Reyea vzv
Liczba wiruséw zakazajaca OUN oraz réznorodnog¢ | Stwardnienie rozsiane %\Y HHV-6,
wywotywanych przez nie chordb jest zaskakujaco duza.
ywany 'P .J J ¢ . Zakazenia przewlekle
Dla uproszczenia choroby te mozna zaklasyfikowa¢ do —— , .
. . . . . Postepujaca wieloogniskowa leukencefaloptia | JCV
trzech grup (Tab.I). Do pierwszej zalicza si¢ zakaze-

nia ostre, do ktorych nalezg m.in. wirusowe zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych, poliomyelitis, zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych i mdzgu czy tez zapale-
nie moézgu. Do grupy drugiej zalicza si¢ ostre zespoly
poekspozycyjne wsrod ktérych wyrdzniamy zespot
Guillain-Barre’a, zespol Reye’a czy tez pozakazne lub
poszczepienne zapalenie moézgu i rdzenia kregowego.
Do grupy trzeciej zaklasyfikowano rzadko wystepujace,
aczkolwiek zazwyczaj $miertelne, wirusowe zakazenia
przewlekte [7].

Neuroinfekcje moga wywolywa¢ wirusy zawierajace
w swym genomie zaréwno DNA, jak i RNA. Do wiru-

séw DNA, omdéwionych w tej czesci pracy, zakazajacych
zar6éwno pacjentéw immunokompetentnych, jak i osoby
z niedoborami immunologicznymi, nalezg herpeswirusy
ludzkie (Human herpesviruses — HHVs) (Tab.II) oraz
poliomawirus JC (JCV) [4].

2. Wirusowe zakazenia ostre OUN
Do zakazen ostrych wywolywanych przez wirusy

DNA zaliczamy m.in. zapalenie opon mdzgowo-rdze-
niowych (ZOMR) oraz zapalenie mézgu. Aseptyczne

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Chatubinskiego 5,

02-004 Warszawa, tel: 022 628 27 39, e-mail: sylwia.rynans@gmail.co
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Tabela II
Zakazenia i choroby osrodkowego ukladu nerwowego
wywolywane przez herpeswirusy ludzkie

Wirus | Zakazenia / Choroby OUN

HSV-1 | Zapalenie mdzgu, zapalenie opon
mézgowo-rdzeniowych, zapalenie rdzenia

HSV-2 | Zapalenie mdzgu, zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych, zapalenie rdzenia

VZV | Zapalenie mdzgu, zespdl Reye’a, ostra ataksja,
zespot Ramsey’a-Hunta

EBV Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych, zapalenie
nerwu wzrokowego, zesp6! Guillain-Barrea,
porazenie polowicze, zespdt Alicji w Krainie Czaréw

CMV | Zapalenie mézgu, zesp6t Guillain-Barre’a, mielopatia,
zapalenie siatkdwki

HHV-6 | Zapalenie mdzgu, drgawki gorgczkowe, porazenie
polowicze, zespdt Guillain-Barre’a

zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych jest wynikiem
zapalenia i obrzeku opon mézgowo-rdzeniowych ota-
czajacych mozg i rdzen kregowy, ktére zazwyczaj uste-
puja bez nastepstw. Do charakterystycznych objawow
zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych naleza: bdl glo-
wy, sztywnos¢ karku, goraczka, czasem wymioty, a liczba
zachorowan szacowana jest na 5-15 na 10000 oséb
rocznie [5]. Zapalenie mdzgu, zwane takze encefalo-
patia (encephalitis) jest ciezkim zaburzeniem neurolo-
gicznym przebiegajacym z klinicznymi objawami zabu-
rzenia czynnosci mézgu. Wirusowe zapalenie mézgu
jest najczestsza przyczyna wszystkich zapalen madzgu,
a czestosc¢ jego wystepowania waha si¢ od 3,5 do 7,4 na
100 000 przypadkow [11].

2.1. Wirusowe zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych

Sposréd wiruséw DNA, najczestszym czynnikiem
etiologicznym zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych
jest HHV-2, zwany pospolicie wirusem opryszczki po-
spolitej typu 2 (Herpes simplex virus type 2; HSV-2).
Wirusowe ZOMR moga wywolywaé takze HHV-3
znany jako wirus opsy wietrznej i potpasca (Varicella-
-zoster virus; VZV), HHV-4 znany jako wirus Epsteina-
-Barr (Epstein-Barr virus; EBV) oraz HHV-5 znany jako
wirus cytomegalii (Cytomegalowirus; CMV). Zakazenia
te sg zazwyczaj fagodne i ustepuja samoistnie po kilku
dniach [10].

Powtarzajace si¢ zapalenie opon mézgowo-rdzenio-
wych zwigzane z zakazeniem HSV-2 u dorostych prowa-
dzi do zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych Mollareta
[3]. Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Mollareta
wystepuje czesciej u 36% kobiet oraz 11% mezczyzn
i charakteryzuje si¢ nawracajacymi epizodami zapalenia
opon moézgowych, standéw goraczkowych oraz ostrych
bélow glowy trwajacych zwykle od 2 do 5 dni. Okoto
40% pacjentek, u ktérych dochodzi do rozwoju tego syn-
dromu, przechodzito w przesztoéci zakazenie genitalne
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HSV-2, powiklane zapaleniem opon mézgowo-rdzenio-
wych. Do nawrotu zakazenia dochodzi u ok. 20% tych
0sob. Choroba wymaga leczenia objawowego i ustepuje
samoistnie [29].

2.2. Wirusowe zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych
i mozgu

Najwazniejszymi wirusami DNA powodujacymi za-
palenia mézgu sa HSV, VZV, CMV oraz HHV-6. Zapa-
lenia te zawsze przebiegajg z jednoczesnym zapaleniem
opon moézgowo-rdzeniowych [11].

Do rozwoju opryszczkowego zapalenia mézgu (her-
pes simplex encephalitis; HSE) moze doj$¢ u pacjen-
tow w kazdym wieku i niezaleznie od plci, aczkolwiek
jedna trzecia wszystkich zakazen dotyczy osdb pomie-
dzy 6 miesigcem a 2 rokiem zycia, natomiast potowa
zakazen dotyka pacjentéw powyzej 50 roku zycia [31].
Wynika to najprawdopodobniej z rozwoju zakazen pier-
wotnych u grupy mlodszej wiekowo, a w przypadku
pacjentow starszych — z reaktywacji zakazenia latent-
nego. W Stanach Zjednoczonych HSE wystepuje z cze-
stoscig 1 przypadku na 250 000 mieszkancdw rocznie.
Zapalenie mdzgu wywolane przez HSV-1 jest cigzka
chorobg charakteryzujaca si¢ wysokim stopniem $mier-
telnosci, siegajacym do 70% w przypadkach braku tera-
pii [9, 29]. Objawami wskazujacymi na zapalenie mdzgu
zwigzane z zakazeniem wirusem opryszczki sg drgawki,
bezdech, paraliz lub $pigczka. Okoto 90% przypadkow
opryszczkowego zapalenia moézgu u dzieci i dorostych
wywolywanych jest zakazeniem HSV-1 [9], podczas gdy
HSV-2 zwigzany jest z HSE u noworodkéw oraz pacjen-
tow z obnizong odpornoscia, gtéwnie zakazonych ludz-
kim wirusem niedoboru odpornosci (Human immuno-
deficiency virus; HIV) lub po zabiegach transplantacji.
U os6b tych moze dojs$¢ do rozwoju ostrego nekrotyzu-
jacego zapalenia mézgu [20]. Czynnikiem etiologicznym
zapalenia moézgu u dzieci starszych jest zwykle HSV-1.
Zakazenie to rozpoczyna si¢ niespecyficznie goraczka,
bdlami gtowy, wymiotami, ztym samopoczuciem oraz
zaburzeniami behawioralnymi. Nastepnie pojawiaja
sie objawy ogniskowe takie jak afazja, zaburzenia pola
widzenia czy tez niedowlad polowiczy, a u 40% dzieci
wystepuja drgawki gorgczkowe [3].

Zapalenie mozgu jest rzadka komplikacjg zakazenia
VZV u 0s6b dorostych oraz pacjentéw z niedoborami
immunologicznymi. Zapalenie to moze wystepowaé
w postaci waskulopatii obejmujacej duze lub matle
naczynia albo zapalenia wysciotki komor. Waskulopatia
obejmujgca duze naczynia rozwija si¢ gtéwnie u doro-
stych pacjentéw immunokompetnych, natomiast do
waskulopatii obejmujacej male naczynia oraz zapalenia
wysciotki komoér dochodzi niemal jedynie u 0sdb z obni-
zong odpornoscig. Do objawdw zapalenia mézgu zwia-
zanego z zakazeniem VZV naleza bole gtowy, drgawki,
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ogniskowy deficyt neurologiczny oraz zmiany umystowe
[27]. U pacjentow po zapaleniu mdzgu bedacym powi-
ktaniem zakazenia VZV moze doj$¢ do spowolnienia
funkcji poznawczych, utraty pamieci czy tez zmian emo-
cjonalnych i behawioralnych. S to typowe objawy roz-
woju zaburzen poznawczych typu podkorowego, ktore
moga prowadzi¢ do demencji [16]. Do zgonu dochodzi
w 5-10% przypadkow [11].

Zapalenie mozgu zwigzane z zakazeniem CMV ma
zwykle postac rozlang i wystepuje u chorych na AIDS
z liczbg limfocytéw CD4* ponizej 50 komorek/mm’
krwi. W przebiegu zapalenia mézgu dochodzi do zapa-
lenia komdr i mézgu, w ktérych zmiany nekrotyczne
zajmuja obszary okolokomorowe. Zakazenia cytome-
galowirusem rzadko dotycza dzieci immunokompetent-
nych, aczkolwiek moga by¢ u nich powiazane z samo-
ograniczajacym sie¢ zapaleniem mozgu. Pojawiajg sie
wtedy symptomy takie jak bole gtowy, goraczka, zabu-
rzenia $wiadomosci czy tez drgawki [15].

HHV-6 wykazuje wysokie powinowactwo do o$rod-
kowego uktadu nerwowego. W tkankach mézgu immu-
nokompetentnych oséb dorostych czestos¢ detekeji wi-
rusa przy uzyciu PCR wynosi od 15 do 85%, co swiadczy
o bezposrednim zakazeniu oraz latencji wirusa w OUN
[32]. W przypadku reaktywacji HHV-6 u pacjentéw po
transplantacji komorek krwiotworczych (hematopoietic
stem cell transplantation; HSCT) moze doj$¢ do zapa-
lenia mdzgu, czego konsekwencja moze by¢ zaburzenie
czynnosci hipokampa, zaburzenie snu czy tez utrata
pamieci krotkotrwalej [6]. Bardzo rzadko zdarzajg si¢
przypadki jednoczesnego rozwoju zapalenia mézgu oraz
zespolu Guillain-Barrea u os6b po HSCT. W Polsce
pierwszy taki przypadek opisany w 2009 roku dotyczyt
pacjentki, ktéra w 145 dniu po transplantacji zostala
hospitalizowana z powodu reaktywacji zakazenia CMV.
W przebiegu leczenia u kobiety doszlo do rozwoju zapa-
lenia moézgu, powiklanego zespotem Guillain-Barre’a,
ktérego zdiagnozowanym czynnikiem etiologicznym
byt HHV-6 [28]. Zapalenie mozgu jest sporadycznym,
ale potencjalnie $miertelnym stanem rozwijajacym
sie u biorcéw narzadéw unaczynionych zakazonych
HHYV-6. Do rozwoju zapalenia mézgu dochodzi $rednio
w 24 dniu po przeszczepieniu, a u pacjentow obserwuje
sie zaklopotanie, zaburzenia $§wiadomosci oraz dez-
orientacje [30]. Chociaz rokowania po zapaleniu mézgu,
wywolanym zakazeniem HHV-6, sa pomyslne, zdarzaja
sie przypadki $miertelne oraz incydenty porazenia poto-
wicznego czy tez opdznienia rozwoju umystowego [32].

3. Ostre zespoly poekspozycyjne
Do zespotéw poekspozycyjnych, bedacych wynikiem

ekspozycji cztowieka na zywe lub inaktywowane wirusy
DNA albo ich antygeny nalezg zesp6t Guillain-Barre’a,
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zespot Reyea oraz polpasiec [7]. Istniejg takze doniesie-
nia méwigce o powigzaniu niektdérych zakazen wirusami
DNA ze stwardnieniem rozsianym [13].

Przewlekla zapalna polineuropatia demielinizacyjna,
zwana Zespo! Guillain-Barrea rozwija si¢ u 0,6-4 na
100 000 os6b rocznie [17]. Zakazenie CMV jest czyn-
nikiem powodujgcym ok. 10-15% przypadkow zespolu
Guillain-Barre’a, charakteryzujacego si¢ szybko rozwija-
jacym sie niedowtadem konczyn. Podloze choroby jest
prawdopodobnie autoimmunologiczne, z udzialem
zaréwno komorkowej, jak i humoralnej odpowiedzi
immunologicznej [15]. EBV moze wywolywa¢ szereg
objawow neurologicznych, wiaczajac zespot Guillain-
-Barre’a, a zaburzenie te wystepuje u 1-5% 0s6b cho-
rych na mononukleoze zakazna [3, 14]. Z zespolem
Guillain-Barre'a moze by¢ réwniez skorelowane zaka-
zenie HHV-6 [32].

Pierwotne zakazenie VZV moze by¢ powigzane
z zespolem Reye’a, czyli ostrej encefalopatii przebie-
gajacej z objawami niewydolnosci watroby. Zesp6t ten
rozwija sie u ponizej 0,1% dzieci immunokompetent-
nych, natomiast znacznie cze¢sciej pojawia sie u dzieci
z zaburzeniami odpornosci lub chorych na AIDS [3].
W przebiegu zespolu Reyea moze dojs¢ do obrzeku
mozgu oraz $mierci okolo 30% chorych [25].

Do reaktywacji zakazenia VZV dochodzi u 10-20%
populacji w nastepstwie oslabienia wydolnosci ukladu
immunologicznego. Czesto$¢ zachorowan wzrasta u 0sob
starszych, chorych na zesp6t nabytego niedoboru odpor-
nosci (Acquired Immunodeficiency Syndrome; AIDS)
lub pacjentéw z zaburzeniami odpor-nosci. W trakcie
reaktywacji VZV jest uwalniany wzdtuz nerwu, wywolu-
jac charakterystyczne zmiany pecherzykowe zwane pot-
pascem. Po fazie objawéw prodromalnych rozpoczyna
sie faza ostra. Zmiany skorne pojawiajg si¢ jednostron-
nie, najczesciej w obrebie jednego dermatomu, i znikaja
po 7-10 dniach [25]. Reaktywacja VZV u pacjentow
immunokompetentnych moze by¢ przyczyng zapale-
nia nerwo6w lub zapalenia splotu nerwowego. Zapalenie
nerwow moze prowadzi¢ do zespotu Ramsay’a-Hunta,
objawiajacego si¢ bdlem zlokalizowanym w okolicy
unerwianej przez zajety nerw, ktéry czesto promie-
niuje do ucha, pecherzykowa wysypka w okolicy mal-
zowiny usznej oraz porazeniem nerwu twarzowego [22].
Neuralgia pétpascowa (postherpetic neuralgia; PHN),
definiowana jako bdl utrzymujacy sie ponad 30 dni
od ostrej fazy zakazenia, jest najczestsza komplikacja
neurologiczng pélpasca u oséb powyzej 55 roku zycia.
Nerwobdle moga utrzymywac sie przez kilka miesigcy,
au 20% chorych nawet ponad rok. PHN jest czestg przy-
czyng depresji oraz bezsennosci [25]. Pomimo licznych
badan klinicznych nad czynnikami przeciwwirusowymi,
steroidami i Srodkami u$mierzajacymi bol, jak dotad nie
opracowano skutecznego lekarstwa na nerwobole [22].
Oprocz starszego wieku, czynnikami ryzyka rozwoju
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neuralgii sa ostry bol w trakcie przebiegu poétpasca,
intensywna wysypka oraz bdl odczuwalny przed poja-
wieniem si¢ zmian skérnych [19].

Od wielu lat przeprowadzane sg proby powigzania
reaktywacji HHV-6 z rozwojem stwardnienia rozsia-
nego. DNA HHV-6 wykryto we krwi 65% pacjentow
z nawracajacym stwardnieniem rozsianym, a nawrot
choroby skorelowany byl z nasileniem wiremii, co
moglo $wiadczy¢ o obecnosci aktywnego zakazenia
wirusem. Badania, ktore wykazaly wysoki poziom DNA
w tkankach moézgu chorych na stwardnienie rozsiane,
sugeruja reaktywacje wirusa ze stanu letencji w czasie
trwania choroby. Jakkolwiek zadne z przeprowadzonych
badan nie dowodza, ze HHV-6 jest bezpo$rednim czyn-
nikiem rozwoju stwardnienia rozsianego [12]. Jak dotad
nie wiadomo réwniez, czy EBV jest czynnikiem etiolo-
gicznym rozwoju stwardnienia rozsianego czy tez obec-
nos¢ przeciwcial swoistych wobec EBV u 99% chorych
jest wynikiem jego reaktywacji w takcie choroby [2].
W prospektywnych badaniach serologicznych przepro-
wadzonych na grupie 62 439 kobiet, Ascherio iwsp.
zaobserwowali znaczny wzrost poziomu EBV-swoistych
przeciwcial w surowicy pacjentek na poczatku choroby
[1]. Mimo, iz udokumentowano zdolno$¢ EBV do
wywolywania objawéw neurologicznych we wszystkich
czg$ciach uktadu nerwowego cztowieka, zadne badania
nie dowiodty obecnosci DNA EBV $wiadczacego o repli-
kacji, w moézgu pacjentéw chorych na stwardnienie roz-
siane [13]. Wysoka zakaznos¢, zdolno$¢ do wywotywa-
nia zakazen persystentnych oraz unikalna zdolnos$¢ do
wiazania komorek glejowych sugeruja rowniez, iz JCV
moze by¢ czynnikiem etiologicznym rozwoju stward-
nienia rozsianego [21]. Jakkolwiek do chwili obecnej nie
udowodniono bezposredniego wplywu zakazen wiruso-
wych na rozwdj stwardnienia rozsianego, dlatego tez ba-
dania w tym kierunku powinny by¢ kontynuowane [13].

4. Przewlekle zakazenia wirusowe

Jedynym wirusem DNA, wywotujacym przewlekte
zakazenia OUN jest poliomawirus JC (Polyomavirus
JC; JCV), ktéry w nastepstwie zakazen w wieku dzie-
ciecym przedostaje sie do tkanek uktadu moczowego,
gdzie powoduje zakazenie przetrwate [18].

JCV ulega reaktywacji w wyniku ostabienia ukfadu
immunologicznego, gtéwnie na skutek immunosupresji
zwigzanej z przeszczepieniem organéw lub w przebiegu
AIDS, powodujac rozwdj zespotu klinicznego znanego
jako postepujaca wieloogniskowa leukoencefalopatia
(progressive multifocal leukoencephalopathy; PML)
[26]. Okoto 80% przypadkéw PML dotyczy pacjentow
zakazonych HIV. W badaniu kohortowym EUROSida
wykazano, ze czgsto$¢ PML wsréd zakazonych HIV
spadta z 10 przypadkéw na 1000 os6b do 1 przypadku
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na 1000 oséb, dzieki wprowadzeniu wysoce aktywnej
terapii antyretrowirusowej (highly active antiretroviral
therapy; HAART) [8]. PML jest zaburzeniem powodu-
jacym demielinizacje tkanki nerwowej osrodkowego
ukladu nerwowego oraz pojawieniem si¢ oligodendro-
cytow o nieprawidlowej budowie, bedacych gléwnym
miejscem aktywnego zakazenia JCV. PML cechuje si¢
niedowladem polowicznym, demencja, ot¢pieniem,
zaburzeniami mowy oraz widzenia [23]. W przebiegu
choroby dochodzi do nasilenia objawéw, a ciaggu 3 do
6 miesiecy moze nastgpi¢ zgon pacjenta [18].

5. Podsumowanie

Wiele wiruséw wykazuje silny neurotropizm, powo-
dujgc choroby o$rodkowego uktadu nerwowego. Pato-
mechanizm zakazenia wirusami DNA w wiekszosci
przypadkow jest nieznany. Wirusy te wywoluja zakaze-
nia, ktére mozna sklasyfikowa¢ w trzech grupach. Naj-
czestszym czynnikiem etiologicznym zakazen ostrych,
takich jak ZOMR i zapalenie mozgu, jest HSV. Grupe
druga stanowiag ostre zespoly poekspozycyjne takie
jak wywolywany reaktywacja zakazenia VZV potpa-
siec czy tez zespol Guillain-Barrea oraz zespol Reyea,
wywolywany przez inne herpeswirusy. Do grupy trze-
ciej zaliczmy zazwyczaj §miertelne choroby przewlekle
takie jak postepujaca wieloogniskowa encefalopatia.
Neuroinfekcje wirusowe powoduja czesto zgon pacjenta,
a u znacznej liczby ozdrowiencéw obserwuje sie trwate
nastgpstwa neurologiczne. Niezmiernie wazna jest szyb-
kie wykrywanie, profilaktyka oraz skuteczna terapia
zakazen osrodkowego ukladu nerwowego wywolywa-
nych wirusami DNA, aczkolwiek tematyka ta wykracza
poza ramy tego artykulu.
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5. Podsumowanie

Viral infections of the central nervous system. Part II: RNA viruses

Abstract: The central nervous system (CNS) is a target for acute viral infections, as well as a reservoir of latent and persisting viruses.
Virus infections of the central nervous system are an important but likely under-diagnosed cause of neurological disease in many
developing countries. Infections of the CNS are commonly due to RNA viruses that have expanded their geographic range, spread from
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1. Wstep 2. Wirusowe zakazenia ostre OUN

Wirusowe zakazenia osrodkowego ukladu nerwo-
wego (OUN) wywoluje szereg wiruséw RNA: entero-
wirusy, flawiwirusy, wirus niedoboru odpornosci, wirus
grypy, $winki, odry, rézyczki oraz wirus wscieklizny.
Wirusy te, cho¢ zawierajg RNA, rdznig si¢ organiza-
cja genoméw oraz nalezg do innych rodzin (Tab.I)
[9]. Zakazenia wywolywane nimi mozemy podzieli¢
na zakazenia ostre, ostre zespoly poekspozycyjne oraz
zakazenia przewlekte (Tab. IT) [2].

Ostre zakazenia osrodkowego ukladu nerwowego
(OUN) s nastepstwem bezposredniego zakazenia wiru-
sem, ktéry moze by¢ izolowany z ptynu mézgowo-rdze-
niowego lub mézgu. Do zakazen tych nalezg m.in. wiru-
sowe zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych (ZOMR)
wywolywane przez wirus $winki lub enterowirusy,
poliomyelitis, zapalenie opon modzgowo-rdzeniowych
i moézgu wywolywane fliviwirusami czy tez zapalenie
mozgu w przebiegu wscieklizny [2].

Tabela I
Wazniejsze wirusy RNA wywolujace zakazenia OUN

Wirus Rodzina Rodzaj Genom
HIV Retroviridae Lentivirus | ss (+) RNA-RT
Wirus wécieklizny Rhabdoviridae | Lyssavirus | ss (-) RNA
Wirus polio
Wirus coxsackie Picornaviridae Enterovirus | ss (+) RNA
Enterowirus 71
Wirus japonskiego zapalenia mézgu
Wirus zapalenia mézgu Murray Valley
Wirus Zachodniego Nilu Flaviviridae Flavivirus | ss (+) RNA
Wirus zapalenia mozgu St. Louis
Wirus kleszczowego zapalenia moézgu

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Chatubinskiego 5,

02-004 Warszawa, tel: 022 628 27 39, e-mail: sylwia.rynans@gmail.co
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Tabela II

Zakazenia osrodkowego ukladu nerwowego wywolywane przez wirusy RNA

Zakazenia ostre

Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych

enterowirusy, wirus $winki

Poliomyelitis

wirus polio

Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych i mdzgu

flawiwirusy

Zapalenie mozgu

wirus wscieklizny

Zespoly poekspozycyjne

Pozakazne i poszczepienne zapalenie moézgu i rdzenia kregowego

wirus odry, rézyczki, $winki, grypy

Zespol Guillain-Barre'a

wirus grypy, $winki, rézyczki

Zespol Reye'a wirus grypy
Zakazenia przewlekle
Podostre stwardniejace zapalenie mdzgu wirus odry

Progresywne rézyczkowe zapalenie mézgu

wirus rozyczki

Otepienie zwigzane z neuroinfekcja HIV

HIV

2.1. Wirusowe zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych

Enterowirusy sa jednym z gléwnych czynnikow
etiologicznych aseptycznego zapalenia opon mézgowo-
-rdzeniowych. Do najczesciej wykrywanych w przebiegu
ZOMR enterowiruséw zaliczamy echowirusy 4, 6, 9,
11, 13, 30, wirus coxsackie B5 oraz enterowirus 71 [20].
Enterowirusy powoduja ok. 75 000 przypadkéw ZOMR
w Stanach Zjednoczonych rocznie i mogg by¢ przyczyna
zgondéw zaréwno dzieci, jak i ludzi dorostych. Ponie-
waz wiele przypadkéw ZOMR przebiega tagodnie i nie
wymaga hospitalizacji, czgstos¢ zakazen enterowirusami
jest najprawdopodobniej niedoszacowana [1]. Entero-
wirusy przenosza sie droga feralno-oralna, a lokalne
ogniska zakazenia wybuchaja zazwyczaj w szkotach
i osrodkach opieki. Do rozwoju zakazenia dochodzi
zwykle péznym latem, a po wynoszacym od 3 do 7 dni
okresie inkubacji u chorych mozna zaobserwowaé
typowe objawy ZOMR [23].

Przed wprowadzeniem szczepionki przeciwko §win-
ce, wirus $winki byl najczgstszym czynnikiem etio-
logicznym wirusowych ZOMR [27]. Objawy zapalenia
opon mozgowo-rdzeniowych w przebiegu $winki sa
zauwazalne zazwyczaj w ciggu 5 dni od zapoczatko-
wania zapalenia przyusznic, ale w niektérych przypad-
kach pojawiajg si¢ po 2 tygodniach lub nawet jeszcze
przed pojawieniem si¢ symptomoéw $winki. Wirus
przenoszony jest przez bliski kontakt lub droge kro-
pelkowa. Zakazenie objawowe dotyczy ok. 10% przy-
padkow, cho¢ pleocytoza w plynie mézgowo-rdzenio-
wym (cerebrospinal fluid; CSF) wystepuje u ok. 50%
0s06b zakazonych wirusem $winki [16]. Zapalenie opon
mobzgowo-rdzeniowych mija zazwyczaj po 7-10 dniach
nie pozostawiajac trwalych nastepstw, aczkolwiek w 1
na 20000 przypadkéw moze dojs¢ do jednostronnej
gluchoty [27]

2.2. Wirusowe zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych
i mézgu

Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych oraz mézgu
u czlowieka moga wywotywa¢ flawiwirusy zaliczane do
kompleksu antygenowego wirusa japonskiego zapale-
nia mozgu, do ktérego nalezg wirus Zachodniego Nilu
(West Nile virus; WNV), wirus japonskiego zapalenia
mozgu (Japanese encephalitis virus; JEV), wirus zapale-
nia moézgu St. Louis (St. Louis encephalitis virus; SLEV),
wirus zapalenia mézgu doliny Murray (Murray Valley
encephalitis virus; MVEV) oraz wirus Kunjin, bedacy
podtypem wirusa Zachodniego Nilu, wystepujacym
w Australii; a takze wirus kleszczowego zapalenia moézgu
(Tick-borne encephalitis virus; TBEV) nalezacy do sero-
kompleksu kleszczowego zapalenia moézgu. Zakazenia
os$rodkowego uktadu nerwowego flawiwirusami powo-
dujg powazne nastgpstwa, w tym zgon pacjenta [11].

WNV przenoszony jest na ludzi gléwnie przez ko-
mary z rodzaju Culex i zaliczany jest do flawiwiruséw
najszerzej rozpowszechnionych na $wiecie [25]. Do za-
kazenia OUN dochodzi u 1 na 150 0s6b zakazonych tym
wirusem. Choroby neuroinwazyjne w przebiegu zaka-
zenia WNF rozwijaja sie czesciej u osob starszych oraz
pacjentéw z niedoborami immunologicznymi. Rzadko
dochodzi do rozwoju zaburzen neurologicznych u dzieci
[4]. U oséb mlodszych czesciej rozwija si¢ aseptyczne
ZOMR, natomiast u starszych pacjentéw wzrasta ryzyko
zapalenia mozgu. Smiertelno$¢ wéréd chorych moze
wynosi¢ od 5 do 10% [1]. U pacjentéw nie wykazu-
jacych zaburzen ogniskowych stwierdza si¢ zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych, natomiast przy zajeciu
migzszu mozgu stwierdza si¢ zapalenie mézgu. Zapa-
lenie mdzgu w przebiegu zakazenia WNV objawia sie
$pigczka, konwulsjami lub tez porazeniem wiotkim [4].

JEV przenoszony jest gléwnie przez komary z ro-
dzaju Culex i wywoluje ok. 30 000-50 000 przypadkéw
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zapalenia mézgu rocznie [2]. Do rozwoju choréb neuro-
logicznych dochodzi czgsciej u dzieci niz u oséb doro-
stych, a $miertelno$ci wynosi 20-30% [24]. Przy ostrym
zapaleniu modzgu obserwuje si¢ duza czgstotliwo$é
drgawek, a w ciezkich przypadkach chorzy zapadaja
w $piaczke [10]. W przebiegu zapalenia mézgu moze
rozwing¢ si¢ zespot zblizony do choroby Parkinsona,
w ktérym zaobserwowa¢ mozna jednostajny wyraz twa-
rzy, brak mrugania powiekami oraz objaw kota zeba-
tego wystepujacy w parkinsonizmie. U pacjentdw nie
wykazujacych objawdéw zapalenia mdzgu moze dojs¢
do rozwoju zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych lub
porazenia wiotkiego [11].

TBEV wywoluje kleszczowe zapalenie moézgu (Tick-
-borne encephalitis; TBE) zwane dawniej rosyjskim
wiosenno-letnim kleszczowym zapaleniem moézgu. Do
zakazenia czlowieka dochodzi poprzez uklucie zakazo-
nego wirusem kleszcza, gléwnie rodzaju Isodex. Mozliwe
jest tez zakazenia droga pokarmowa poprzez spozycie
niepasteryzowanego mleka koziego lub krowiego. Bez-
objawowy okres inkubacji wirusa trwa 7-14 dni, acz-
kolwiek u niektorych pacjentéw pierwsze objawy moga
pojawi¢ sie juz w ciggu 1 do 2 dni od zakazenia. Zaobser-
wowa¢ mozna wowczas bol w szyi, barkach oraz dolne;j
czedci plecow. Wzrasta cieplota ciala, pojawia si¢ uczu-
cie znuzenia, wymioty oraz nasilaja sie bole miesni [12].
Po okresie inkubacji nastepuje okres bezobjawowy, po
ktérym ma miejsce faza neurologiczna choroby. Przy
zapaleniu opon mézgowo-rdzeniowych i mdzgu poja-
wiajg si¢ apatia lub nadmierne pobudzenie ruchowe,
zaburzenia $wiadomosci z utratg przytomnosci lub
zamroczeniem; rzadziej afazja lub niedowlad potowiczy.
Podczas choroby moze dojs¢ do uszkodzenia nerwéw
czaszkowych, zaburzen ze strony autonomicznego ukiadu
nerwowego, a nawet zaburzen psychicznych [19]. Przy
bardzo cigzkich formach TBE obserwuje si¢ zaburzenia
neurologiczne takie jak porazenia oraz niedowlady ner-
wow czaszkowych i obwodowych czy tez konwulsje. Powi-
ktaniami neurologicznymi, wystepujacymi u ok. 20-60%
ozdrowiencéw, moga by¢ liczne zespoly neurologiczne
czy tez zaburzenia sfery intelektualnej [11].

2.3. Wiscieklizna

Zakazenie wirusem wscieklizny w 80-85% przypad-
kéw prowadzi do rozwoju zapalenia moézgu, czyli wscie-
klizny pobudzeniowej, ktora jest chorobg $miertelng.
Wirus wicieklizny moze zakaza¢ niemal wszystkie ssaki,
a do zakazenia czlowieka dochodzi w wyniku ukaszenia
przez zainfekowane zwierze lub droga jatrogenng [2].
Corocznie odnotowuje si¢ przynajmniej 55000 zacho-
rowan na wécieklizne na $wiecie, a wiele przypadkow
pozostaje nierozpoznanych [18].

Okres wylegania choroby wynosi od 5 dni do 6 mie-
siecy, $rednio 20-60 dni [6]. Poczatek zakazenia charak-
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teryzuje trwajacy od 1 do 10 dni okres prodromalny,
w ktorym pojawiajg sie niespecyficzne objawy grypo-
podobne wiaczajac goraczke, bole glowy, nudnosci,
zle samopoczucie, wymioty oraz swedzenie w miejscu
ukaszenia. Po fazie prodormalnej zaobserwowa¢ mozna
ostre objawy neurologiczne. Chorzy wykazuja niepo-
koj oraz pobudzenie, a takze dyzartrie, dysfagie, diplo-
pie, nadmierne $linienie sie, zawroty glowy, oczoplas
oraz halucynacje. W wigkszosci przypadkéw pojawia
sie wodowstret oraz zapalenie wielonerwowe. Po ok.
7-10 dniach pacjent zapada w $pigczke, po czym umiera
na skutek niewydolnosci oddechowej. Rzadko docho-
dzi do rozwoju przebiegajacej nieco tagodniej wicie-
klizny porazennej, w ktérej dominujacym objawem
jest paraliz [15].

2.4. Polyomyelitis

Poliomyelitis, czyli wirusowe zapalenie rogéw przed-
nich rdzenia kregowego, zwane dawniej nagminnym
porazeniem dzieciecym, prowadzi do porazen oraz grozi
trwatym kalectwem w wielu przypadkach powodujac
zgon pacjenta [22]. Okres inkubacji wirusa polio waha
sie od 2 do 35 dni; zwykle wynosi 7-14 dni, a choroba
moze przebiega¢ bezobjawowo, w postaci porazennej
lub petnoobjawowo (Rys. 1) [2].

Ok. 95% zakazen wirusami polio przebiega bez-
objawowo. U 4-8% zakazonych po wystapieniu wiremii
moga wystapi¢ nieswoiste objawy $wiadczace o rozwoju
zakazania poronnego. Zaobserwowa¢ wowczas mozna
objawy przypominajace zakazenie ukladu pokarmowego
lub gérnych drog oddechowych, w tym goraczke oraz
bdl gardta. U 1-2% moga pojawic si¢ objawy oponowe,
t.j. bol glowy, goraczka, sztywno$¢ karku, swiadczace
0 rozwoju aseptycznego zapalenia opon méozgowo-rdze-
niowych o do$¢ tagodnym przebiegu. Do rozwoju cho-
roby pelnoobjawowej, czyli postaci porazennej, docho-
dzi zaledwie u 0,1-1% os6b zakazonych. Pelnoobjawowe
zapalenie rogéw przednich rdzenia kregowego moze
przybrac posta¢ rdzeniows, opuszkowa lub opuszkowo-
-rdzeniowa. Posta¢ rdzeniowa charakteryzuje si¢ pora-
zeniami wiotkimi. Przy postaci opuszkowej dochodzi do

Zakazenie

TN

Przebieg bezobjawowy Zakazenie poronne

N — !

wyzdrowienie <«——— objawy opinowe

|

posta¢ porazenna
polyomielitis

e N\

trwate porazenie zgon

Rys. 1. Przebieg zakazenia wirusem polio
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zajecia nerwow czaszkowych, w wyniku czego obserwuje
sie porazenie migsni oddechowych skutkujgce zaburze-
niami oddychania. Posta¢ opuszkowo-rdzeniowa obej-
muje zaréwno rdzen kregowy jak i podstawe mozgu.
Smiertelno$¢ przy postaci porazennej siega 2-5% wérod
dzieci oraz 15-30% wsrod osob dorostych [5].

3. Zespoly poekspozycyjne

Po ekspozycji na kontakt z niektdrymi wirusami RNA
moze doj$¢ do rozwoju zespoldw, ktorych patogeneza
nie jest do konca poznana. Do zespoléw takich naleza:
zespOt Guillain-Barre’a, zespot Reyea oraz pozakazne lub
poszczepienne zapalenie moézgu. Pozakazne i poszcze-
pienne zapalenie mdzgu moze by¢ nastepstwem zakazen
wirusami grypy, $winki, odry czy tez rézyczki [2].

Zespol Guillain-Barre, czyli przewlekla zapalna po-
lineuropatia demielinizacyjna, jest rzadka choroba
demielinizacyjng nerwéw obwodowych i czaszkowych,
ktorej czestos¢ szacowana jest na 0,6 do 4 przypadkow na
100 000 0s6b rocznie. Typowymi objawami schorzenia sa
bdl, parastezja, ostabienie oraz niedowlad konczyn, ktd-
rych najwieksze nasilenie obserwowane jest w 4 tygodniu
rozwoju choroby. W ciezkich przypadkach, juz po 2 tygo-
dniach mozna zaobserwowa¢ zanik mig$ni oraz niewy-
dolnos¢ oddechowa. W 4-15% przypadkéw dochodzi
do zgonu pacjenta, natomiast ok. 20% ozdrowiencow
wykazuje lekki stopien niepelnosprawnosci [17]. Zespot
Guillain-Barre’a moze by¢ nastepstwem zakazenia wiru-
sami rozyczki, $winki oraz grypy [7, 16, 29].

Zespdl Reye’a to ostra encefalopatia przebiegajaca
z objawami niewydolnosci watroby. W przebiegu tego
zespotu dochodzi do hiperamonemii, hipoksji, uszko-
dzenia mitochondriéw oraz obrzeku mozgu, ktéry
powoduje nieodwracalne deficyty neurologiczne oraz
$mier¢ ok. 30% chorych [21]. Zespo6l Reya moze by¢
nastepstwem zakazenia wirusem grypy u dzieci leczo-
nych kwasem acetylosalicylowym, dlatego tez nie zaleca
sie podawania aspiryny matym dzieciom [29].

Zapalenie mozgu jest rzadkim, ale niebezpiecznym
powiklaniem pogrypowym pojawiajacym si¢ u dzieci
pomiedzy 1 a 3 rokiem zycia. Do jego objawow naleza
wysoka goraczka siegajaca powyzej 40°C, drgawki,
$piaczka, a w niektdrych przypadkach zgon w ciagu
2-3 dni. Rozwoj $piaczki w przeciagu 24 godzin od
wystapienia goraczki jest charakterystyczny dla 70%
chorych na zapalenie mézgu bedacego powiklaniem
grypy. Wirus grypy typu A odpowiada takze za rozwdj
ok. 18% przypadkéw ostrego, nekrotyzujacego zapalenia
mozgu [28]. W przebiegu zapalenia mézgu moze dojs¢
do choreoatetozy, zmian osobowosci, niedowladu kur-
czowego oraz trwalego stanu wegetatywnego. Nastep-
stwem obrzeku moézgu moze by¢ ostre uszkodzenie
mozgu oraz $mier¢ [26].
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Komplikacja zakazenia wirusem $winki moze by¢
pozakazne zapalenie mézgu, ktore rozwija si¢ u ok. 1%
0s06b po przechorowaniu $winki. Choroba trwa do kilku
tygodni, a $miertelnos¢ z nig zwigzana wynosi od 1 do
5%. U okoto 1 na 20 000 pacjentdéw z zapaleniem moézgu
bedacego powiklaniem $winki, komplikacja moze by¢
gluchota w réznym stopniu nasilenia [16].

Pozakazne zapalenie moézgu i rdzenia rozwija si¢
u 1 na 10000 zakazonych wirusem odry pacjentow,
a objawy moga ujawnic si¢ w ciggu 5 do 14 dni po poja-
wieniu si¢ wysypki. Komplikacja ta wynika najprawdo-
podobniej z reakcji autoimmunologicznej, a osoby chore
wykazujg drgawki, ataksje, zaburzenia koordynacji
ruchowej oraz stuchu. W wyniku choroby obserwuje sie
nawet 25% $miertelno$¢, zas u ozdrowiencow rozwijaja
sie zwykle powazne nastepstwa neurologiczne. Odrowe
zapalenie mdzgu (measles inclusion body encephali-
tis — MIBE) jest bardzo rzadka komplikacjg zakazenia
wirusem odry i rozwija si¢ gtéwnie u dzieci i dorostych
poddanych immunosupresji. Zaburzenia neurologiczne
pojawiaja sie w ciagu 3 do 6 miesigcy po przechorowaniu
odry. MIBE trwa od kilku dni do tygodnia, przejawia si¢
drgawkami i otgpieniem, a w niektérych przypadkach
moze powodowac $pigczke lub zgon pacjenta [32].

Zapalenie mozgu bedace powiklaniem zakazenia
wirusem rézyczki wystepuje bardzo rzadko, a jego cze-
sto$¢ wystepowania szacuje sie na 1:6 000. Poczatkowe
objawy zapalenia mdzgu pojawiaja si¢ w ciagu 1 do 6 dni
od momentu wystapienia typowej wysypki. Objawy cho-
roby sa zwykle niespecyficzne, wlaczajac goraczke, ogni-
skowy deficyt neurologiczny, drgawki, bol glowy czy tez
ataksje. Przebieg choroby moze by¢ rézny, aczkolwiek
w 80% przypadkow dochodzi do pelnego wyzdrowienia
w czasie od 1 do 3 tygodni [8, 13].

4. Zakazenia przewlekle

Zakazenia przewlekle OUN wystepuja bardzo rzadko,
aczkolwiek sg czesto $miertelne. Do zakazen przewle-
ktych, bedacych skutkiem zakazenia wirusami RNA,
zaliczamy podostre stwardniajace zapalenie modzgu
(subacute sclerosing panencephalitis; SSPE), progre-
sywne rozyczkowe zapalenie mézgu (progressive rubella
panencephalitis; PRP) oraz zespot otepienia w przebiegu
zespolu nabytego niedoboru odpornosci (Acquired
Immunodeficiency Syndrome; AIDS).

Podostre stwardniajace zapalenie mézgu jest wolno
postepujaca chorobg demielinizacyjng OUN, pojawia-
jaca sie zazwyczaj w ciggu 6-8 lat po zakazeniu wirusem
odry. Czesto$¢ SSPE waha sie od 1 na 100000 do 1 na
1000 000 przypadkow, a do smierci dochodzi w ciagu
roku do 3 lat od zachorowania [6]. SSPE objawia si¢
zaburzeniami proceséw poznawczych, zaburzeniami
osobowosci, niedowladami oraz drgawkami. Choroba
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Tabela III
Stadia kliniczne podostrego stwardniajgcego zapalenia mézgu
Stadium . -
choroby Objawy kliniczne
I Zmiany osobowo$ci, zmiany behawioralne
II Intensywne, nawracajace napady miokloniczne,
drgawki, demencja
I Objawy pozapiramidowe, zaburzenia umystowe
v Spiaczka, przejécie w stan wegetacji,
mutyzm akinetyczny

ta rozwija si¢ czesciej u mezczyzn i obejmuje kilka sta-
didéw, poczawszy od zmian zachowania, przez zabu-
rzenia umyslowe po $piaczke lub mutyzm kinetyczny
(Tab.III). Dokladna patogeneza choroby nie zostala
jak dotad poznana [14]. Choroba ta moze rozwina¢
sie u dzieci matek zakazonych wirusem odry w trakcie
ciazy, a okres inkubacji jest w tych przypadkach zdecy-
dowanie krotszy [3].

Progresywne rézyczkowe zapalenie mézgu jest wolno
postepujaca, $miertelng chorobg OUN, ktdra moze poja-
wié sie zaréwno u dzieci z zespolem rézyczki wrodzonej
jak i po przebyciu rézyczki zakaznej. Zaburzenia neu-
rologiczne takie jak demencja czy tez zaburzenia chodu
pojawiaja sie w drugiej dekadzie zycia i w przeciagu 2 do
5 lat prowadza do $mierci w wyniku udaru mézgu [31].

Otepienie zwigzane z zakazeniem OUN ludzkim
wirusem niedoboru odpornoséci (Human Immunodefi-
ciency Virus; HIV) jest schorzeniem bez zmian ogni-
skowych, bedagcym wynikiem rozlanego uszkodzenia
mozgu. Zespol otepienia w przebiegu AIDS (AIDS-
-dementia complex; ADC) zdiagnozowa¢ mozna jako
nabyte uposledzenie minimum dwoéch funkcji poznaw-
czych polaczonych z zaburzeniami funkcji motorycz-
nych lub motywacyjnych czy tez kontroli emocjonalne;.
Dane epidemiologiczne potwierdzaja, ze ryzyko rozwoju
HAD zwigksza sie¢ wraz z wiekiem osdb zakazonych.
Wskaznik relatywnego ryzyka rozwoju HAD wzrasta
0 1,60 na dekadg¢ zycia od momentu zapoczatkowania
AIDS. Wystepowanie u pacjentéw starszych choréb
wspOlistniejacych, gléwnie zaburzen neurodegenera-
cyjnych, zmniejsza mozliwo$¢ identyfikacji HAD [30].

5. Podsumowanie

Wirusy RNA powoduja szereg zakazen osrodko-
wego ukladu nerwowego, ktére mozna podzieli¢ na
trzy grupy. Wsréd zakazen ostrych wyrdézniamy zapa-
lenie opon modzgowo-rdzeniowych, zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych i moézgu zapalenie mézgu oraz
polyimelitis. Zakazenia te wywolywane sg przez szereg
wiruséw nalezacych do réznych rodzin, aczkolwiek naj-
czestszymi czynnikami etiologicznymi zakazen ostrych
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s3 entero- oraz flaviwirusy. W wyniku kontaktu z nie-
ktérymi wirusami RNA moze doj$¢ do rozwoju zespo-
téw poeksozyzyjnych takich jak zespo6t Guillain-Barrea,
zespol Reye’a czy tez pozakaznych lub poszczepiennych
zapalen mozgu. Zespoly te sa zwykle nastepstwami
zakazen wirusami RNA wywolujacymi grype oraz cho-
roby wieku dziecigcego, takie jak §winka, rézyczka czy
tez odra. Trzecig, najrzadziej wystepujaca grupa zakazen
sg zakazenia przewlekle takie jak podostre stwardniajace
zapalenie mdzgu, progresywne rézyczkowe zapalenie
mozgu oraz zespol otepienia w przebiegu AIDS. Wiele
tych zakazen moze mie¢ ciezki przebieg, a nawet powo-
dowa¢ nawet zgon pacjenta. Wobec tego niezmiernie
wazna jest szybka diagnostyka, profilaktyka oraz prawi-
dlowa terapia zakazen osrodkowego ukladu nerwowego
wywolywanych wirusami RNA, aczkolwiek jest to temat
bardzo szeroki, wykraczajacy poza ramy tego artykuly.
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The role of human cytomegalovirus in the mechanisms of glioblastoma muliforme carcinogenesis

Abstract: Human cytomegalovirus (HCMV), a common bethaherpesvirus, usually causes asymptomatic recurrentinfections in non-
immunocompetent patients. Glioblastoma multiforme is the most common primary brain tumor, which etiopathology is unknown.
Numerous studies implicate the role of HCMYV in the oncogenesis of glioma by modulating signaling pathways. HCMV can modify the
transcription of oncogenes such as Rb, p53 and STAT3; stimulate the mobility of glioma cells; induce angiogenesis and evade host immune
response. This review aims to highlight the role of HCMV in the modulation of critical signaling pathway in glioblastoma growth.
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1. Wprowadzenie

Ludzki cytomegalowirus (HCMV - Human Cyto-
megalo Virus), niekiedy okreslany jako ludzki Herpes-
virus-5 (Human herpesvirus 5 - HHV-5), nalezy do
rodziny Herpesviridae i podrodziny Betaherpesviri-
dae. HCMV stanowi powszechny czynnik infekcyjny,
wystepujacy endemicznie w wielu regionach swiata [58].
W badaniach epidemiologicznych przeprowadzonych
w Polsce stwierdzono obecnos¢ przeciwciat klasy IgG,
$wiadczacych o przebytym zakazeniu u 76,7% badanych
kobiet cigzarnych, natomiast przeciwcial klasy IgM,
przemawiajacych za aktywnym zakazeniem, u 13% prze-
badanych kobiet [24]. Poréwnywalng seroprewalencje
uzyskano w badaniach przeprowadzonych w innych kra-
jach (Sudan: IgG - 72,2%, IgM - 2,5% [26]; Stany Zjed-
noczone: IgG - 31-70% - rézna czestos¢ w zaleznosci
od rasy [56]; Egipt: IgG - 97,1% IgM - 0,6%; Wielka
Brytania: IgG - 50,1%, IgM - 0,3% [50]). Metanaliza
obejmujaca badania epidemiologiczne 27 populacji
z calego $wiata wykazala wystepowanie wrodzonego

zakazenia wirusem HCMV u 0,64% Zywo urodzonych
dzieci, natomiast zakazenia objawowego u 0,07% bada-
nej grupy [30].

U immunokompetentnych osob dorostych zakazenie
HCMYV przebiega zazwyczaj bezobjawowo [33]. Infek-
cja HCMYV ma jednak krytyczne znaczenie u pacjentow
poddanych immunosupresji, u ktérych moze docho-
dzi¢ do reaktywacji infekcji. W tej grupie pacjentow
stwierdza si¢ wyzszg $miertelno$¢ wynikajaca z powi-
kfan wielonarzagdowych w przebiegu wspolistniejacego
aktywnego zakazenia HCMV [28]. Drugg grupa w spo-
sOb szczegolny zagrozong zakazeniem HCMYV s3 nowo-
rodki, u ktérych w przypadku zakazania wrodzonego
stwierdza si¢ powazne, z reguly nieodwracalne, zabu-
rzenia w zakresie rozwoju o$rodkowego uktadu nerwo-
wego (OUN), takie jak uposledzenie umystowe, poraze-
nie mozgowe, czy ubytek stuchu [13], innymi czgstymi
objawami sg: trombocytopenia, zwykle wspolistniejaca
z wybroczynami, wewnatrzmaciczne zahamowanie
wzrostu (IUGR), hepatosplenomegalia, zZ6ttaczka, utrata
stuchu, mikrocefalia, zapalenie naczyniowki i siatkdwki,

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Farmakologii i Terapii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
Uniwersytetet Mikolaja Kopernika w Toruniu, ul. Marii Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.: (052) 585-35-86, faks: (052)

585-40-23, e-mail: wicinski4@wp.pl
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zwapnienia wewnatrzmoézgowe [1, 14]. HCMV wyka-
zuje szczegolne powinowactwo do gruczotdw slinowych
[33], ponadto wykazuje silny neurotropizm, ze szczegol-
nym powinowactwem do komoérek endotelium matych
naczyn, astrocytow, neuronow, komorek oligodendro-
gleju, mikrogleju oraz komorek progenitorowych [13].

2. Budowa HCMV

Wirion HCMV zbudowany jest z izosahedralnego
kapsydu o $rednicy 100 nm, zawierajacego genom pod
postacia dwuniciowego DNA zawierajacego 230 kpz
[5, 33, 58], kodujacego przez ponad 145 unikalnych
genow i ponad 200 ramek odczytu (open frames) [5, 63].
Kapsyd HCMYV otoczony jest przez warstwa bialkowa
(tegument), pokryta dwuwarstwowg ostonka (envelope)
zbudowana z lipidéw i wirusowych glikoprotein [5, 33,
59] (Rys. 1).

Kapsyd

~——_.Ostonka

- DNA

Rys. 1. Struktura wirionu HCMV - objasnienia w tekscie

Genom HCMYV koduje biatka o masie molekularnej
mieszczacej si¢ w przedziale od 8,5 do 200kDa [63],
budujacych kapsyd, warstwe biatkowa i ostonke wirionu
[8, 63]. Okoto 40% masy wirionu stanowi warstwa biat-
kowa [63], bedaca amorficzng strukturg taczacg ostonke
i kapsyd [8]. Bialka tej warstwy kodowane s3 przez co
najmniej 30 genéw (UL24, UL25, UL26, UL32, UL43,
UL47, UL48, UL82, UL83, UL94, UL99, US22, US23,
US24, UL44, UL45, UL54, UL57, UL69, UL72, UL84,
UL89, UL97, UL122, UL35, UL51, UL71, UL79, ULSS,
UL96, UL103, UL104 oraz UL112), ich obecno$¢ stwier-
dzono zaréwno z jadrze, jak i w cytoplazmie, zainfeko-
wanych komorek [59]. Amorficzna warstwa biatkowa
pelni role inicjacji infekcji, modulacji metabolizmu
komorek gospodarza, regulacji ekspresji genéw wirusa,
jest pomocna w transporcie nowo syntetyzowanych bia-
tek wirusa przez blone jadrowa, w kontroli upakowania
wirusowego DNA jak i dojrzewania wirionéw [63]. Kap-
syd HCMYV, strukturalnie przypominajacy kapsyd wirusa
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opryszczki pospolitej typu 1 (Herpes simplex virus type 1
- HSV-1) i wirusa Kaposiego (Human herpesvirus 8
— HHV-8), jest zbudowany z 5 bialek kodowanych przez
geny: UL86, UL85, UL80, UL48.5, and UL46 [59, 63].
Ostonke stanowig glikoproteiny: B, H, L, M, N, O, homo-
logicznych do spotykanych w innych Herpesviridae, oraz
swoistych dla HCMV glikoprotein: TRL 10, TRL 11
i UL132 [8], a takze do bialek kodowanych przez geny:
RL10, UL5, UL22A (nazywana réwniez UL21.5), UL33,
UL38, UL41A, UL50, UL55, UL73, UL74, UL75, UL77,
UL93, UL100, UL115, UL119, UL132, oraz US27 [59].

W zaleznosci od etapu cyklu replikacyjnego,
w ktorym dochodzi do ekspresji, bialka kodowane
przez genom HCMYV dzieli si¢ na 3 grupy kinetyczne:
biatka natychmiastowe wczesne (immediate-early — 1E)
potrzebne w okresie replikacji; biatka wczesne (early
- E) i bialka pozne (late - L), stanowigce strukturalne
komponenty wirusa [3, 12, 53]. Ponadto HCMV wyka-
zuje ekspresje szeregu receptorow dla chemokin: US28,
US27, UL33 oraz UL78, funkcja US28 jest dotychczas
najlepiej poznana, pozostale trzy receptory prawdo-
podobnie modulujg dziatanie US28 [60].

3. Charakterystyka glejaka wielopostaciowego

Nowotwory osrodkowego ukladu nerwowego stano-
wia 1,7% wszystkich nowotworéw spotykanych u ludzi,
cechujg si¢ wrzrastajgcg czestoscig wystepowania na
przestrzeni ostatnich lat [10]. Dotychczas najlepiej udo-
kumentowany zwigzek z zakazeniem HCMV wykazuje
glejak wielopostaciowy (glioblastoma multiforme) wraz
z innymi glejakami pochodzenia astrocytarnego o niz-
szym stopniu zlosliwosci histologicznej, pojawiajg si¢
jednak sugestie, ze HCMV moze odgrywac role réwniez
w etiopatogenezie rdzeniakow [4]. Wsréd nowotwo-
réw glejowych w zaleznosci od pochodzenia i budowy
komoérek nowotworowych wyrdzniono gwiazdziaki
(astrocytoma) wywodzace si¢ z astrocytow, skapodrze-
wiaki (oligodendroglioma) wywodzace si¢ z oligoden-
drocytow oraz wyscidtczaki (ependymoma) wywodzace
sie z komorek ependymy [19]. W klasyfikacji ztosliwosci
wedlug WHO glejaki uszeregowano w czterostopniowej
skali (grade I-IV) uwzgledniajacej stopieni anaplazji oraz
indeks mitotyczny [38]. Najczestszym nowotworem gle-
jowym u dorostych jest glejak wielopostaciowy wykazu-
jacy wysoki stopien zlosliwosci histologicznej (IV grade)
[19], natomiast u dzieci czg$ciej spotykane sa gwiadziaki
o niskim stopniu ztosliwosci (I-11) [23, 43].

Glejaka wielopostaciowego klinicznie mozna podzie-
li¢ na dwa podtypy: pierwotny i wtérny. Pierwotny gle-
jak wielopostaciowy rozwija sie de novo, natomiast typ
wtdrny powstaje na podlozu gwiazdziakéw o nizszym
stopniu ztosliwosci histologicznej (I-III) [22]. Rézni-
cowanie glejaka wielopostaciowego na podtypy nie ma
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znaczenia klinicznego i prognostycznego, istotne sg jed-
nak réznice w jego molekularnej patogenezie [22]. Gle-
jak wielopostaciowy charakteryzuje si¢ wysoka $mier-
telnoscig, $redni czas przezycia nieznacznie przekracza
rok [29]. Najsilniejszym czynnikiem ryzyka wystapienia
glejaka wielopostaciowego jest ekspozycja glowy oraz
szyi na promieniowanie jonizujace [43, 54]. Natomiast
ryzyko nowotoworzenia mniejsze niz populacyjne
obserwuje si¢ u pacjentéw z alergiami, ta zalezno$¢
prawdopodobnie wynika z immunologicznego podloza
glejaka wielopostaciowego [43, 54].

4. HCMV w etiopatogenezie glejaka
wielopostaciowego

Stwierdzenie cech przewleklego zapalenia w etio-
patogenezie gwiazdziakéw, w tym glejaka wieloposta-
ciowego zapoczatkowaly poszukiwania jego zwigzku
z czynnikami infekcyjnymi [18]. HCMYV jest prawdo-
podobnie czynnikiem sprawczym nowotworéw OUN
przez wzglad na czesto$¢ wystepowania i zdolnosé¢
do zakazenia OUN. W pierwszym, przeprowadzo-
nym w 2002 r. badaniu nad potencjalnym zwigzkiem
miedzy przewleklym zakazeniem HCMYV a pierwotna
transformacjg nowotworowa w obrebie OUN, stwier-
dzono obecnos¢ HCMV we wszystkich przebadanych
wycinkach pobranych od pacjentéw z glejakami o réz-
nych stopniach ztosliwosci histologicznej (grade II-1V).
Pobrany material pochodzacy z badan autopsyjnych od
immunokompetentnych pacjentéw przebadano metoda
immunohistochemiczng przeciwko biatku IE-72. Bada-
nia t3 sama metodg przeprowadzone na prébkach od
tych samych pacjentéw, ale z obszaréw mozgu nie
zajetych procesem nowotworowym wypadly ujemnie,
nie stwierdzono takze HCMV u pacjentéw z oponia-
kiem, chorobg Alzheimera, udarem moézgu, zapaleniem
mozgu oraz u 0s6b zdrowych [16].

Od czasu tego pionierskiego badania o zdolnosciach
immunomodulacyjnych HCMV wiadomo znacznie
wiecej [3]. Infekcje HCMV stwierdza si¢, w zaleznosci
od zastosowanej metody, nawet w 80-100% przypad-
kow glejaka wielopostaciowego, przy czym wigksza
czuloscig cechuje sie badanie immunohistochemiczne
bialek w preparacie histologicznym nad oznaczaniem
DNA HCMYV metoda PCR we krwi obwodowej [41, 47,
52]. Obecnos¢ HCMV stwierdza si¢ rowniez w posta-
ciach gwiazdziakéw o nizszym stopniu zlosliwosci
(grade II-III) [52].

Mniejsza liczba zainfekowanych przez HCMV
komorek w obrebie glejaka wielopostaciowego koreluje
z dluzszym przezyciem pacjenta. Stwierdzenie obecnosci
biatek HCMV w mniej niz polowie komorek nowotwo-
rowych oznacza wyzsze szanse dtugoletniego przezycia
pacjenta (powyzej 18 miesiecy) [47]. Te obserwacje

mozna wyttumaczy¢ jako zdolnos¢ HCMV do udziatu
w licznych molekularnych szlakach nowotworzenia,
m.in. w inwazji, mitogenezie, angiogenezie i immuno-
modulacji [18].

4.1. Inicjacja nowotworzenia

HCMYV wptywa na inicjacje nowotworzenia poprzez
modyfikacje ekspresji protoonkogenéw: STAT3, RAS,
p53; modulacji szlaku PI-3K, stymulacje PDGFR oraz
indukcje HTERT. Protoonkogeny Rb i p53 sg najwaz-
niejszymi genami regulatorowymi zwigzanymi z patoge-
nezg glejakow [22]. W normalnych komérkach geny p53
i posrednio Rb odpowiadajg za utrzymywanie komorek
z uszkodzeniami w obrgbie DNA w wydluzonej fazie G1
cyklu komérkowego, co umozliwia wdrozenie procesow
naprawczych [3]. Mutacja genu Rb jest rownie czesta
w pierwotnym i wtérnym typie glejaka wielopostacio-
wego, natomiast mutacja p53 odgrywa wigksza role
w patogenezie podtypu wtornego [22]. HCMV modu-
luje dziatanie gendéw p53 i Rb poprzez biatko IE-1, ktére
inaktywuje biatka supresorowe p53iRb [17, 18]. Dzia-
tanie biatka IE-1 powoduje zatem przewlekta fosforyla-
cje Rb, co umozliwia komérkom z uszkodzeniami DNA
przejscie z fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego [17].
Drugim, niezaleznym mechanizmem aktywacji Rb, jest
aktywacja szlaku PI-3K z udzialem kinazy Akt [17].

Szlak 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (phosphatidyl-
inositol-3 kinase — PI-3K) jest stymulowany za po$red-
nictwem wzmozonej aktywacji kinazy Akt. HCMV
wykazuje zdolnos¢ do modulowania kinazy Akt za
posrednictwem biatka IE-1 [17]. Nadmierna aktywacja
szlaku PI3K z udzialem kinazy Akt uczestniczy w pato-
genezie licznych nowotwordw, stanowiac jeden z ele-
mentow inicjacji nowotworzenia poprzez hamowanie
apoptozy, promowanie odpowiednich zmian w metabo-
lizmie i proliferacji komorek, regulowanie ich zdolnosci
do migracji i inwazji, a takze modulacj¢ angiogenezy
nowotworow [32].

Kolejnym etapem nowotworzenia modyfikowanym
przez HCMV sa szlaki wyzwalajace proliferacje ko-
morek. W patogenezie glejaka wielopostaciowego, rza-
dziej w glejakach o nizszym stopniu zlosliwosci, obser-
wuje sie modyfikacje na szczeblu dziatania receptoréow
kinazy tyrozynowej: nablonkowego czynnika wzrostu
(epidermal growth factor receptor - EGFR) i plytko-
wego czynnika wzrostu (platelet-derived growth factor
receptor - PDGFR) [22]. Jednak nadmierna aktywacja
PDGF i EGF stanowi jedynie podloze przyspieszajace
przebieg toczacych si¢ procesdw nowotworzenia, a nie
inicjujace tych proceséw [21]. Zaréwno PDGE jak
i EGE, odpowiadajg za stymulacje nerwowych komorek
macierzystych do samoodnowy oraz rdéznicowania
w kierunku neuronéw, astrocytow i oligodendrocytow
[3]. PDGFR pelni takze kluczowa role we wnikaniu
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wirionow HCMV do komorek [18] - selektywna blo-
kada receptoréow PDGF hamuje ekspresje¢ biatka IE1,
[55]. W przebiegu zakazenia HCMV PDGEFR jest stymu-
lowane przez glikoproteing B ostonki, ktdra przylaczajac
sie do receptora, pelni funkcje aktywacji szlaku PI-3K
[18]. Natomiast EGFR nie bierze udzialu w poczatko-
wym etapie infekcji HCMV [17].

Produkty genéw HCMV promuja transkrypcje pro-
toonkogenu STAT3 - przetwornika sygnatéw i akty-
watora transkrypcji (signal transducers and activators
of transcription — STAT). W normalnych komdrkach
STAT3 pelni funkcje regulatora komérkowych proce-
sow proliferacji, roznicowania, apoptozy i wzrostu [45].
Jednak jego konstytutywna aktywacja sprzyja trans-
formacji nowotworowej. Czasteczka kodowang przez
geny HCMV bezposrednio zwigzang z aktywacje
STATS3 jest receptor dla chemokin US28 [18]. Klinicz-
nie zwigkszona ekspresja STAT3 koreluje z wyzszym
stopniem zlodliwosci histologicznej [64] oraz gorszym
rokowaniem [37].

Dodatkowym czynnikiem sprzyjajacym transforma-
cji nowotworowej jest konstytutywna indukcja odwrot-
nej transkryptazy telomerazy (human telomerase reverse
transcriptase - hTERT), wywolana przez ekspresja biatka
IE1. Zwigkszona aktywnos¢ tego enzymu obserwowana
w zainfekowanych komdrkach glejaka wielopostacio-
wego, nadaje im cechy ,,nie$miertelnosci” [3, 18, 57].

4.2. Inwazyjno$¢

Najwazniejsze $ciezki sygnalowe wywolujace inwa-
zyjno$¢ — migracje glejakdw, obejmujg aktywacje czyn-
nika transkrypcyjnego NF-xb (nuclear factor xb) oraz
kinaz tyrozynowych niereceptorowych FAK i Pyk-2
[21]. Zaobserwowano, ze krotkotrwala ekspozycja ko-
morek na HCMV powoduje aktywacje fosfolipazy C
oraz FAK, natomiast przewlekle zakazenie promuje
migracje glejowych komérek nowotworowych [17].

Transkrypcyjny czynnik jadrowego kB (NFkB) oraz
czynnik transkrypcyjny AP-1 stanowig dwie $ciezki
sygnalizacyjne wzajemnie powigzane na wielu etapach
funkcjonowania [61]. Oba te szlaki pelnig podobne
funkcje regulacyjne wielu gendéw, odpowiedzialnych
m.in. za proliferacje, rdznicowanie, apoptoze, odpo-
wiedz immunologiczng i onkogeneze [27, 61].

Aktywacja NFxB zachodzi poprzez fosfolipaze C
aktywowang przez receptor dla chemokin US28 kodo-
wany przez genom HCMV [60]. Natomiast AP-1 jest
aktywowane przez dwa biatka: IE-1 oraz IE-2, stymu-
lujace sktadowe tego kompleksu biatka c-Fos i c-Jun,
kodowane przez protoonkoegeny c-fos i c-jun [27].
Do modulacji AP-1 dochodzi dwuetapowo, poczat-
kowo HCMV powoduje nagly wzrost ekspresji biatek
c-Jun i c-Fos, w pdzniejszym etapie infekcji nastepuje
ponowny wzrost ekspresji c-Fos [25, 27].

MICHAL WICINSKI I WSP.

Fosforylowana przez HCMV kinaza ogniskowo-
-adhezyjna (focal adhesion kinaze - FAK) wykazuje
zwiazek z zalezng od integryn ruchliwoscig komorek
glejowych (integrin-dependent glioma cel motility).
Ponadto kinaza FAK lgcznie z opisang wcze$niej PI3K
aktywowang kinaza Akt tworzy szlak sygnalizacyjny dla
haptotaktycznej migracji komoérek glejowych. Szlaki te
wykazujg jednak selekcje wzgledem komoérek nowotwo-
rowych, podczas gdy normalne astrocyty nie wykazuja
zdolnosci do ruchliwo$ci pod wptywem HCMV [17].

4.3. Angiogeneza

HCMYV stymuluje angiogeneze na czterech etapach:
promocji, degradacji bfony podstawnej, migracji ko-
morek oraz formowania i stabilizacji nowych naczyn
[11]. Inicjacja angiogenezy z udzialem HCMV zacho-
dzi za posrednictwem licznych czynnikéw aktywujacych
komorki $rodblonka, wsrod ktdrych najwieksza role
odgrywaja interleukina 6 (IL-6) oraz czynnik wzrostu
$rédblonka naczyniowego (vascular endothelial growth
factor - VEGF) wydzielane przez zainfekowane komorki
$rédblonka [11]. VEGF jest krytycznym regulatorem
angiogenezy w przebiegu glejaka wielopostaciowego,
ktory na tle innych glejakéw pochodzenia astrocytar-
nego wyrdznia si¢ wyjgtkowo rozbudowanym unaczy-
nieniem [31]. HCMV moduluje ekspresje VEGF za
posrednictwem receptora dla chemokin US28 [11, 18].
Natomiast IL-6 jest jedng z cytokin dzialajgcych anty-
apoptotycznie na komorki srédblonka, kierujaca pra-
widlowe procesy naprawcze w przebiegu odpowiedzi
na uszkodzenie, w kierunku patologicznych proceséow
neoangiogenezy [7].

Nastepnym etapem angiogenezy po inicjacji jest
niszczenie btony postawnej. HCMV przyczynia si¢ do
tego procesu w dwojaki sposob, po pierwsze zmniejsza-
jac synteze macierzy zewnatrzkomadrkowej, a po drugie
zwiekszajac jej degradacje. Do utraty wlokien kolage-
nowych typu 1 i fibronektyny w obrebie $ciany naczyn
dochodzi poprzez degradacje indukowang dzialaniem
m.in. metaloproteinazy 2 macierzy zewnatrzkomorko-
wej [48]. Migracje komorek w obreb tkanek, obserwo-
wana w kolejnym etapie angiogenezy, stymuluja che-
mokiny, m.in. kodowane przez HCMV CC-chemokina:
UL128 oraz dwie CXC-chemokiny: UL146 i UL147.
Opisywany wczesniej receptor dla chemokin US28 row-
niez posiada zdolnos¢ chemotaksji komorek miesni glad-
kich i makrofagéw, w dziataniu US28 posredniczy bogata
w proline kinaza tyrozynowa Pyk2 [62]. W ostatnim eta-
pie angiogenezy dochodzi do formowania tubularnych
naczyn i stabilizacji ich struktury, w tej fazie istotng role
odgrywa PDGE ktorego dziatanie, jak opisano wcze$niej,
jest rowniez modyfikowane przez HCMV [11].

Ponadto HCMYV za posrednictwem biatka IE-1 wy-
kazuje zdolno$¢ do zmniejszania ekspresji czasteczek
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trombospondyny-1 (TSP-1) [15, 18]. Funkcjg TSP-1
jest hamowanie angiogenezy poprzez zablokowanie
migracji i przylegania komérek srodbtonka oraz induk-
cje apoptozy tych komdrek. Obnizona ekspresja TSP-1
obserwowana w zakazeniu HCMV sprzyja angiogenezie
[3]. TSP-1 nie stanowi jednak istotnego markera angio-
genezy w przebiegu glejaka wielopostaciowego [49].

4.4. Immunomodulacja

HCMYV wywoluje dzialanie immunosupresyjne, hamu-
jac prawidlowe odpowiedzi immunologiczne gospoda-
rza. Jeden z mechanizmdéw ucyestnicycz w tym proce-
sie polega na blokadzie na powierzchni zainfekowanych
komorek antygenéw MHC klasy I oraz II, koniecznych
to odpowiedzi cytotoksycznej zaleznej od limfocytow
CD8+ i komoérek NK [18, 51, 65]. Zaburzenia ekspre-
sji HLA klasy I oraz towarzyszace im nieprawidlowe
dziatanie limfocytéw T obserwuje si¢ w patogenezie
wielu nowotwordw [9]. Zmniejszenie ekspresji (down-
-regulating) antygenéw MHC klasy I zachodzi migdzy
innymi pod wplywem dzialania wirusowych bialek
HCMYV: US2-US6 i US11, ktére oddzialywajg na anty-
geny HLA-A i HLA-B [51, 65], w mniejszym stopniu
biatka te blokujg antygeny MHC klasy II [51]. Réwno-
czesna obecno$¢ biatek US2 i US3 przyspiesza blokowa-
nie antygenéw MHC klasy I, co jest szczeg6lnie istotne
w poczatkowej fazie infekcji — krytycznym okresie
dla replikacji i proliferacji wirusa [42]. Ekspozycja na
decytabine, badz interferon-gamma zwigksza ekspresje
czasteczek MHC klasy I oraz I, przez co sprzyja rozpo-
znawaniu i niszczeniu komorek nowotworowych przez
specyficzne limfocyty T, ma to istotne implikacje tera-
peutyczne [39].

Innym mechanizmem unieczynnienia funkcji pre-
zentacji antygenéw przez komorki dendrytyczne jest
dziatanie produktéw genu UL111A strukturalnie zbli-
zonego do interleukiny 10 (IL-10) [18, 36]. Prawidltowo
IL-10 reguluje dojrzewanie i funkcje efektorowe komo-
rek dendrytycznych, a takze hamuje wydzielanie cytokin
prozapalnych i molekul kostymulacyjnych, co w rezul-
tacie zaburza stymulacje limfocytow T [6], w zakazeniu
HCMYV funkgje ta nasila ekspresja UL111A.

HCMYV, podobnie, jak wirus opryszczki pospoli-
tej typu 1, wirus opryszczki pospolitej typu 2, mysi
wirus cytomegalii oraz wirus ospy wietrznej i potpasca,
wykazuje ekspresje receptorow Fcy (FcyR). Prawidlowa
funkcja czasteczki FcyR jest Iaczenie si¢ z odpowiednim
regionem IgG oraz wtornie indukcja neutralizacji wol-
nych wirionéw na drodze fagocytozy i cytotoksycznosci
komoérkowej zaleznej od przeciwcial (antibody-depen-
dent cell-mediated cytotoxicity - ADCC) [35, 40]. Eks-
presje glikoprotein petnigcych funkeje receptoréw Fcy,
kodowanych przez ramki odczytu TRL11/IRL11 oraz
UL119-UL118, obserwuje si¢ na powierzchni zainfeko-

wanych komoérek. W tym mechanizmie do zakazonych
komorek mogg przylaczac si¢ wszystkie subklasy IgG,
woéwczas dochodzi do uposledzenia odpornosci humo-
ralnej [35, 44].

4.5. Nowe koncepcje

Mimo tak rozbudowanych mechanizméw HCMV
zaangazowanych w nowotworzenie, nie u wszystkich
pacjentow z HCMYV rozwijaja si¢ glejak wieloposta-
ciowy. Probuje sie to tlumaczy¢ rézng wrazliwoscia
gospodarza na dzialanie HCMV. Jedna z proponowa-
nych hipotez uwzglednia mechanizm kodowania przez
HCMYV receptoréow Fcy. W zwigzku z heterogennoscia
alleli kodujacych ludzkie immunoglobuliny obserwuje
sie rézne powinowactwo FcyR do immunoglobulin
kodowanych przez okreslane determinanty genowe
[44]. Potwierdzono dotychczas, ze wadliwy lancuch
A antygenu MHC klasy I (MHC class I-related chains
A - MICA) obserwowany w niektorych populacjach
tibroblastow nie ulega mechanizmowi down-regulating
pod wplywem infekcji HCMYV, co pozwala unikng¢ tym
komoérkom uposledzenia reakcji immunologicznych
[65]. By¢ moze podobnym sposobem niektérym popu-
lacjom komoérkowym udaje si¢ unikngé uposledzenia
odpornosci wywolanego dziataniem HCMV.

Wedlug alternatywnej hipotezy rozwinigcie sie gle-
jaka wielopostaciowego na podlozu infekcji HCMV
zalezy od wieku, w ktéorym dochodzi do zakazenia.
Autor tej koncepcji przywoluje podobny przebieg
zachorowan w przypadku wirusa Polio, zakazenie we
wczesnym dziecinstwie miatoby chroni¢ przed rozwo-
jem nowotworu glejowego, natomiast infekcja w pdz-
niejszym okresie dziecinstwa, badz tez w wieku doro-
stych, miataby stanowi¢ istotny czynnik ryzyka rozwoju
glejaka wielopostaciowego [34].

HCMV jest kandydatem do potencjalnej szczepionki
zapobiegajacej rozwojowi glejaka wielopostaciowego
[20]. Pojawily sie juz proby zastosowania w terapii adju-
wantowej autologicznej szczepionki przeciwko komor-
kom dendrytycznym zakazonych wirusem HCMYV,
celem tej terapii jest stymulacja swoistej odpowiedzi
limfocytéw CD8+, obecnie trwaja badania II fazy nad
ta szczepionka [2, 46].

5. Podsumowanie

Ludzki cytomegalowirus jest powszechnie wyste-
pujacym czynnikiem infekcyjnym, ktorego zakaze-
nie przebiega zazwyczaj bezobjawowo. Doniesienia
ostatnich lat wskazuja na jego $cisty zwigzek z patoge-
nezg glejaka wielopostaciowego i innych nowotworéow
glejowych. HCMV wykazuje zdolnos¢ do modulowa-
nia licznych molekularnych szlakéw sygnalizacyjnych,
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dzieki czemu moze przyczynia¢ si¢ do réznych etapow
nowotworzenia, tj. inwazji, mitogenezy, angiogenezy
i immunomodulacji. Mimo wciaz nie w pelni wyjasnio-
nej roli HCMV w patogenezie nowotwordw, poznawa-
nie kolejnych etapow inicjacji zmian w przekaznictwie
wewnatrzkomérkowym, moze zaowocowaé wprowa-
dzeniem bardziej celnych i skutecznych metod leczenia
nowotworéw glejowych OUN.
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Mechanisms of heavy metal resistance in bacteria

Abstract: Bacteria play a substantial role in the biogeochemical cycles of metals, many of which exhibit toxicity towards various
organisms. These unicellular bacteria are persistently exposed to the intoxication by heavy metals which are natural components of the
environment. Intensive industrialization and extensive anthropogenic exploitation of the environment resulted in the release of heavy
metals formerly deposed as minerals in rocks and as a consequence, in the pollution increase of all environmental constituents the soil,
air and water. Bacteria have evolved various mechanisms of heavy metal resistance. The two most important mechanisms are: (i) heavy
metal exclusion by the cellular barrier permeability and their immobilization outside the cell by bacterium metabolites, and (ii) the
detoxification of toxic metal ions which entered the cytoplasm by different chemiosmotic and/or energy-dependent efflux systems as
well as by intracellular sequestration mechanisms involving low molecular weight proteins such as cysteine-rich metallothioneins. The
development of various mechanisms of heavy metal resistance enables bacteria to survive in harsh conditions and also allows us to apply
them in the remediation of metal contaminated areas.

1. Heavy metals - their occurrence and toxicity. 2. Mechanisms of bacterial resistance to heavy metals. 2.1. Modifications of the
cellular barrier preventing metal ion penetration into the cytoplasm. 2.2. Efflux of metal ions out of the cell. 2.3. Enzymatic conversion
of metal ions. 2.4. Extracellular sequestration of metal ions by bacterial metabolites. 2.5. Intracellular sequestration of metal ions.

3. Summary

Stowa kluczowe: detoksyfikacja, metale cigzkie, systemy opornosci na metale cigzkie

Key words:

detoxification, heavy metals, heavy metals resistance systems

1. Metale ciezkie — wystepowanie i toksycznos$c¢

Metale cigzkie sg pierwiastkami o gestosci wzglednej
przekraczajacej 5 g/cm’. Metale te, jak na przyklad kadm
(Cd), otéow (Pb), nikiel (Ni), zelazo (Fe), miedz (Cu),
kobalt (Co), chrom (Cr) czy cynk (Zn) sg postrzegane
gltéwnie jako zanieczyszczenia srodowiskowe, jakkol-
wiek sg one naturalnymi komponentami $rodowiska
i stanowig elementarny skladnik litosfery [18]. W skoru-
pie ziemskiej metale cigzkie wystepuja w postaci mine-
raléw, np. w formie: galeny (PbS), smitsonitu (ZnCO,),
sfalerytu (ZnS), arsenolitu (As,O,) czy chalkozynu
(Cu,S). Gléwnym naturalnym zrédtem metali cigzkich
w Srodowisku jest erozja skat i aktywno$¢ wulkaniczna,
jednak najwiekszy ich fadunek dociera do $rodowiska
w wyniku intensywnej dzialalnosci czlowieka tj. z prze-
mystu wydobywczego, hutnictwa, rolnictwa oraz z odpa-
dow komunalnych [49]. Metale ci¢zkie uruchomione
z mineraléw droga naturalna badz antropogeniczna,

wnikajg do fancucha troficznego i moga oddzialywa¢
negatywnie na wszystkie organizmy zywe, w tym réw-
niez bakterie [14]. Niektdre metale, tj. Fe, Cu, Co, Ni,
Cr czy Zn w niskim stezeniu sg niezbedne do prawi-
dlowego funkcjonowania mikroorganizméw, np. kata-
lizuja reakcje biochemiczne, stabilizujg strukture bia-
tek i bakteryjne ostony komorkowe, sa komponentami
biatek enzymatycznych np. peroksydaz (Fe), katalazy
(Fe), dysmutaz (Cu, Zn, Fe, Mn), nitrogenezy (Mo, Fe),
wchodzg w sktad kompleksow oksydo-redukcyjnych np.
cytochromow, uczestniczg w syntezie biatek i kwasow
nukleinowych, czy tez biorg udzial w regulacji cisnienia
osmotycznego komorki (K*) [8]. Kobalt jest kofakto-
rem kobalaminy oraz aminopeptydazy metioninowej,
bromopeptydazy nitrylowej oraz aminomutazy-2,3-
lizynowej [20], miedz, ze wzgledu na wzglednie wysoki
potencjal oksydo-redukcyjny, jest kluczowym skladni-
kiem grup prostetycznych enzymoéw zaangazowanych
w redukcje¢ azotanow i tlenkéw azotu [57], natomiast

* Autor korespondencyjny: Zaktad Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytut Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku, ul. Swierkowa 20B,
15-950 Bialystok; tel. (85) 7457297; fax. (85) 7457301, chwelat@uwb.edu.pl
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nikiel wchodzi w skfad metalozaleznej ureazy, hydro-
genazy tlenku wegla, glioksylazy, dekarbonylazyacetylo-
-CoA oraz dysmutazy ponadtlenkowej [33].

Wyrézniono dwa szlaki wnikania jonéw metali do
wnetrza komorki bakteryjnej. Pierwszy, niespecyficzny
substratowo, funkcjonuje na zasadzie niezaleznego
energetycznie gradientu chemiosmotycznego, ktory
wykorzystuje rdéznice stezen substancji w poprzek
blony cytoplazmatycznej, natomiast drugi wymaga
dostarczenia energii w postaci ATP i jest wysoce specy-
ficzny w stosunku do substratow. Jezeli stezenie jonow
metali niezbednych przekracza ich poziom fizjologiczny
w komorce, wowczas jony te moga wywolac efekty tok-
syczne, podobnie jak jony metali balastowych, zbed-
nych dla proceséw metabolicznych, tj. Cd, Pb, rtec
(Hg), arsen (As) czy srebro (Ag). Jony metali cigzkich,
ze wzgledu na podobng wielko$¢ promienia jonowego
i wartosciowo$¢, moga zastepowal na zasadzie tzw.
»>mimikry jonowej” jony metali niezbednych, np. Zn
czy Fe w centrach aktywnych biatek enzymatycznych
[6]. Substytucja jonéw niezbednych dla prawidlowego
przebiegu metabolizmu oraz ich wypieranie z komorki
sg podstawowymi mechanizmami cytotoksyczno$ci
metali ciezkich wobec komoérek bakterii. Rezultatem
negatywnego oddzialywania metali ciezkich na pozio-
mie komorki sg zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej,
zmiany potencjatu osmotycznego komorki oraz mody-
fikacje konformacyjne makroczasteczek. W efekcie
tych zmian moze doj$¢ do dezintegracji struktury bton
komoérkowych, zaburzenia proceséw transportu, zaha-
mowania aktywnosci metabolicznej komdrek, a nawet
$mierci organizmu [56]. W warunkach eksperymental-
nych u bakterii glebowych, narazonych na intoksykacje
wysokimi stezeniami jonéw metali ciezkich, obserwo-
wano zmiany morfologiczne, zmniejszenie aktywnosci
zyciowej oraz ograniczenie tempa wzrostu [22, 51].
Mikroorganizmy w warunkach naturalnych sg nara-
zone na stres oksydacyjny wynikajacy z jednoczesnego
wplywu wielu réznych metali [1]. W wyniku synergi-
stycznego oddzialywania jonéw metali ciezkich, ich
indywidualna toksycznos$¢ ulega spotegowaniu (poten-
cjacja). Metale rdznig sie indywidualng toksycznos-
cig wobec mikroorganizméw. Wedlug Baath'a [4]
pie¢ wybranych metali cigzkich mozna uporzadkowaé
w nastepujacy sposob zgodnie z ich zmniejszajaca si¢
indywidualng toksyczno$cig wobec komorek bakterii:
Ag>Cu>Cd>Zn>Pb.

Toksyczno$¢ metali wobec komérek bakteryjnych
jest uzalezniona nie tylko od rodzaju i stezenia metalu,
ale réwniez jest wypadkowa wielu innych czynni-
kéw wplywajacych na ich mobilnos¢ i biodostepnosc.
Warunki edaficzne, takie jak: odczyn gleby, pojemnos¢
sorpcyjna, warunki natlenienia (potencjal redox) oraz
mozliwos¢ tworzenia ruchliwych polaczen komplek-
sowych (chelatéw) jonéw metali ze zwigzkami orga-
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nicznymi, s3 kluczowymi czynnikami warunkujacymi
przyswajalnos¢ metali przez organizmy zywe. Roz-
puszczalne zwigzki metali sg latwiej pobierane przez
organizmy, a przez to sg bardziej toksyczne niz trudno
rozpuszczalne kompleksy metali czy ich rudy. Kwasny
odczyn $rodowiska sprzyja lepszej rozpuszczalnosci
zwigzkow metali, a tym samym zwigksza ich mobil-
no$¢. Pojemnos¢ sorpcyjna gleby, zalezna od zawar-
tosci i rodzaju mineraléw ilastych, zawartosci proch-
nicy, uwodnionych tlenkéw glinu i zelaza w glebie,
wplywa na unieruchamianie jonéw metali, poniewaz
wszystkie te elementy gleby silnie absorbuja metale na
swojej powierzchni [21].

Tolerancja metali ciezkich przez bakterie, czesto ma
zwigzek z jednoczesng opornoscig na antybiotyki, co
nazywamy kotolerancja [2]. Stwierdzono, ze geny deter-
minujace oporno$¢ na metale oraz antybiotyki zazwy-
czaj s3 ze sobg sprzezone i sg zlokalizowane gltéwnie na
plazmidach [50, 60-62]. Na przyklad, na plazmidzie
pHCM1 Salmonella enterica serovar Typhi CT18, sg zlo-
kalizowane geny warunkujace oporno$¢ na trimetoprim
(dhfrlb), sulfonamid (sulll), chloramfenikol (catI), ampi-
cylineg (bla) czy streptomycyne (strAB) oraz wystepuje na
nim operon determinujacy opornos¢ na rtec [40].

2. Bakteryjne mechanizmy opornosci
na metale ciezkie

Bakterie generalnie wykazujg szerokie spektrum
adaptacji do roznych, skrajnie trudnych warunkow
$rodowiska (ekstremofile), w tym do wysokich stezen
metali ciezkich w podlozu. Wzrost i rozwoj tej grupy
mikroorganizméw w $rodowisku zanieczyszczonym
metalami cigzkimi jest mozliwy dzieki wyksztalceniu
szeregu mechanizméw opornosci [52]. Mechanizmy
warunkujace zdolno$¢ przezycia bakterii w warunkach
wysokiego stezenia jonéw metali cigzkich w podlozu
s3 determinowane genetycznie [26]. U bakterii geny
opornosci na sole metali ciezkich sg zlokalizowane na
chromosomie oraz pozachromosomowo na plazmidach.
Zasadniczg funkcja plazmidowych produktéw gendw
opornosci jest warunkowanie tolerancji na metale,
natomiast rolg systeméw kodowanych chromosomowo
jest gldwnie utrzymywanie homeostazy jonowej orga-
nizmu [45]. Plazmidowa lokalizacja gendéw determi-
nujgcych oporno$¢ bakterii na metale ciezkie sprzyja
ich przenoszeniu na inne organizmy, droga horyzontal-
nego transferu genéw (HTG) [43]. Systemy opornosci
na metale ci¢zkie wystepuja u wielu rodzajow i gatun-
kéw bakterii, co moze wskazywaé, ze opornos¢ na
negatywne oddzialywanie toksycznych metali ciezkich
mogta wyewoluowac tuz po powstaniu komorki proka-
riotycznej w odpowiedzi na staly kontakt z metalami
wystepujacymi w srodowisku [17]. W Domenie Bacteria
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mechanizmy opornosci bakterii na jony metali cigzkich

blokowanie wnikania
jonéw do cytoplazmy

detoksyfikacja jonow
w cytoplazmie

! ! !

|
! !

modyfikacja zewnatrzkomorkowe usuwanie jonow enzymatyczna wewnatrzkomorkowe
przepuszczalnosci wigzanie jondw przez poza komorke detoksyfikacja wigzanie jonow
oston komérkowych metabolity bakterii jonow

Rys. 1. Mechanizmy oporno$ci na toksyczne dziatanie jondw metali cigzkich u bakterii

wyodrebniono kilka typéw mechanizméw tolerancji na
metale cigzkie (Rys.1) [28]:
1. Modyfikacje oston komérkowych uniemozliwia-
jace wnikanie jondw metali do cytoplazmy;
2. Usuwanie toksycznych jonéw metali z cytoplazmy
na zewnatrz komarki;
3. Enzymatyczna detoksyfikacja jondw metali;
4. Pozakomorkowe wigzanie jonéw metali przez
metabolity bakterii;
5. Wewnatrzkomodrkowe wigzanie jonéw metali.

2.1. Modyfikacje oston komorkowych uniemozli-
wiajace wnikanie jonéw metali do cytoplazmy

Ostony komorek bakterii sg zbudowane z blony
komoérkowej i $ciany komodrkowej. Blony komorkowe
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych maja po-
dobna, typowa budowe biatkowo-lipidowa i pelnia
podstawowe funkcje, tj. uczestniczag w transporcie
substancji pokarmowych, wydalaniu zbednych pro-
duktéw metabolizmu, procesach oksydo-redukeyj-
nych, w tworzeniu $ciany komdrkowej czy wydzielaniu
egzoenzymoéw hydrolitycznych. Natomiast struktura
$ciany komorkowej u bakterii Gram-ujemnych i Gram-
-dodatnich nie jest jednakowa. U bakterii Gram-dodat-
nich $ciane komérkowa buduje wiele warstw mureiny
polaczonej wigzaniami kowalencyjnymi z kwasami
tejchojowymi lub tejchuronowymi. Mureina jest poli-
merem zbudowanym z powtarzajacych sie jednostek
utworzonych z N-acetyloglukozoaminy oraz kwasu
N-acetylomuraminowego, polaczonych wigzaniem
B-1,4-glikozydowym. Z kolei $ciana komoérkowa bak-
terii Gram-ujemnych sklada sie maksymalnie z trzech
warstw mureiny, lipoproteiny oraz blony zewnetrznej
i nie zawiera kwasow tejchojowych. Lipoproteina taczy
mureing z blong zewnetrzna. Blona zewnetrzna sklada
sie z biatek, fosfolipidéw oraz lipopolisacharyddw.
Biatka bfony zewnetrznej zwane porynami, uczestni-
czace w transporcie substancji, moga by¢ specyficzne
lub niespecyficzne substratowo. Lipopolisacharyd jest

zbudowany z lipidu A, wielocukru rdzeniowego oraz
O-swoistego tancucha cukrowego. Ponadto, bakte-
rie Gram-dodatnie i Gram-ujemne mogag wytwarzaé
i wydziela¢ substancje o charakterze polimerdw, ktore
wystepuja po zewnetrznej stronie komorki w postaci
otoczek lub egzopolisacharydu (EPS) [58].

W wyniku kontaktu jonéw metali z komorka bakte-
rii moze nastapi¢ zwigzanie jondéw metali z elementami
strukturalnymi $cian komérkowych lub/i otoczek. Spo-
sob ten nie jest specyficzny substratowo i warunkuje
ograniczong ochrone przed toksycznym oddziatywa-
niem metali ze wzgledu na szybkie tempo wysycenia
jonami metali grup funkcyjnych zwigzkéw chemicznych
wchodzacych w sklad tych struktur. Otoczka polisa-
charydowa umozliwia zewnatrzkomoérkowe wigzanie
metali u wielu gatunkéw bakterii, np. Klebsiella aero-
genes, Pseudomonas putida czy Arthrobacter viscosus
[8]. Badania Mergeay'a [29] wskazuja, ze szczepy
K. aerogenes wytwarzajace otoczki akumulujg istotnie
mniej kadmu w cytoplazmie w poréwnaniu do tych
pozbawionych otoczek. Ponadto, jony metali moga
by¢ wigzane rdwniez w przestrzeni peryplazmatyczne;j.
Zmiany w przepuszczalnoéci barier komoérkowych,
a wiec ograniczenie kontaktu toksycznych metali ciez-
kich z kluczowymi sktadnikami komorki bakteryjnej,
moga by¢ rezultatem mutacji. Na przyktad, u Escherichia
coli w wyniku pojedynczej mutacji punktowej zachodzi
zmiana w syntezie poryn, stanowigcych kanat dyfuzyjny
w blonie zewnetrznej i w rezultacie zablokowanie trans-
portu jonéw miedzi do komorki.

2.2. Usuwanie toksycznych jonéw metali
na zewnatrz komorki

Drugi typ opornosci na metale polega na transpor-
cie jonéw poza komorke bakterii (efflux system) i jest
wykorzystywany do usuwania toksycznych jondw metali
z cytoplazmy. Koszt energetyczny utrzymania wielu,
wysoce substratowo specyficznych systemow eksportu
jonéw metali jest wiekszy w poréwnaniu do innych
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mechanizméw opornosci, np. mechanizmu enzymatycz-
nej detoksyfikacji metali. Mimo to, wiele takich, bardzo
réznych mechanizméw usuwania toksycznych jonéw
z komorki funkcjonuje w $wiecie mikroorganizméow
[8]. U bakterii wyodrebniono siedem gltéwnych typow
pomp usuwajacych jony metali na zewnatrz komorki
[53]. Dwa typy pomp to ATP-azy: jedna jest ATP-aza
typu P, natomiast druga to ATP-aza ABC. Kolejne trzy
pompy sa chemiosmotycznymi antyporterami jon/H*
o wzglednie szerokim spektrum substratow. Naleza do
nich nastepujace rodziny biatek: nadrodzina biatek MFS
(Major Facilitator Superfamily), w ktorej sktad wchodzi
17 rodzin o charakterze uniportera, symportera i anty-
portera [39], ktdre transportuja zwigzki niskoczastecz-
kowe w odpowiedzi na chemiosmotyczny gradient
jonow, rodzina bialek CDF (cation diffusion facilitator)
stymulujacych przeptyw kationéw, do ktorej nalezy
biatko CzcD warunkujace opornos¢ na Cd(II), Zn(II)
i Co(II) oraz rodzina biatek CzcCBA transportujaca
na zewnatrz jony tych metali. Pozostale dwie rodziny
stanowig chemiosmotyczne systemy transportujace
o waskim spektrum substratu, tj. system transportu
chromu (Cr) ChrA oraz transporter ArsB dla arsenu
(IIT) i antymonu (III). W warunkach fizjologicznych
biatkowe transportery blonowe o szerokim spektrum
substratu, przenoszg zaréwno jony metali niezbednych
dla przebiegu proceséw metabolicznych jak i jony metali
balastowych nasladujace niezbedne jony [6]. Gdy ste-
zenie jonow metali wewnatrz komorki przekracza okres-
lony poziom, co wywoluje efekt toksyczny, komdrka
uruchamia mechanizm usuwania jonéw z cytoplazmy
do otaczajacego ja srodowiska. Dotychczas opisano
kilka systemow opornosci na toksyczne oddziatywa-
nie metali, zwigzanych z ich transportem z cytopla-
zmy poza komorke, a dotycza one np. arsenu, cynku,
kadmu czy miedzi.

Organizmy Zywe s3 narazone na toksyczne oddzia-
tywanie arsenu, wystepujacego gtéwnie w formie arse-
nianéw As(V), molekularnych analogéw fosforanow
oraz arsenindéw As(III) [13]. Transport arsenianow do
komorki bakterii moze przebiega¢ dwiema drogami.
Pierwszy to konstytutywny i niespecyficzny substra-
towo system przenoszenia sktadnikéw odzywczych Pit,
za ktorego posrednictwem arsen dostaje si¢ do komorki,
gdy wystepuje nadmiar fosforanéw w podiozu. Nato-
miast w przypadku deficytu fosforu jest indukowany
specyficzny dla fosforandéw system Pst. System Pst jest
stukrotnie bardziej specyficzny wzgledem fosforu niz
arsenu [36]. Niektore bakterie moga regulowac stezenie
jonéw arsenu w cytoplazmie komorki poprzez mody-
fikacje systemu transportu fosforanéw; inne bakterie,
jak na przyktad E. coli, wyksztalcily system usuwania
toksycznych jondw arsenu z cytoplazmy za posrednic-
twem specyficznego systemu detoksyfikacji, tzw. sys-
temu ArsC. Determinanty genetyczne tego systemu
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mogga znajdowac si¢ na chromosomach lub plazmidach
w postaci operonu ars [13]. Za ekspresje operonu ars jest
odpowiedzialne biatko regulatorowe ArsR, produkt genu
arsR, ktorego ekspresja jest indukowana arsenianami,
arseninami, antymonem oraz bizmutem. Biatko ArsR,
zdolne do taczenia si¢ z DNA jest dimerem zawieraja-
cym dwie czasteczki cysteiny, za pomoca ktorych wigze
sie z aktywujacymi je jonami arsenu. Ponadto, w ope-
ronie ars, znajdujacym sie u E. coli na plazmidzie R773,
poza arsR, wystepuje drugi gen regulatorowy — arsD.
Gen arsD determinuje bialko, ktdre nie jest niezbedne
w regulacji ekspresji genéw ars na podstawowym pozio-
mie, dziala in trans niezaleznie od czynnikéw indukuja-
cych [9]. Gléwnym enzymem operonu ars jest cytopla-
zmatyczna reduktaza arsenianowa kodowana przez gen
arsC. Reduktaza arsenianowa katalizuje redukcje As(V)
do As(III), ktéry nastepnie jest usuwany poza komorke
za pomocg specyficznego transportera As(III) — ArsB.
Bialko ArsA jest wewnatrzblonowa ATP-azg aktywo-
wang obecnoscig jondéw arsenu, ktdra przylacza sie
jako dimer do blonowego transportera tj. bialka ArsB,
tworzac kompleks ArsA-ArsB i poprzez hydrolize ATP
dostarcza energii do transportu jonéw arsenu (III) poza
komorke [17]. Szczegdlng wlasciwosécig pompy usuwa-
jacej jony arsenu jest jej dualistyczny charakter. Pompa
ta moze funkcjonowac chemiosmotycznie, bez naktadu
energii pochodzacej z ATP przy udziale biatka ArsB,
jak réwniez przy wykorzystaniu energii pochodzacej
z ATP, z udzialem kompleksu ArsA-ArsB [53]. Ponadto
wykazano, ze operon ars, zlokalizowany u E. coli na plaz-
midzie R773, moze warunkowac oporno$¢ na tellur. Za
usuwanie jondéw telluru poza komorke sa odpowie-
dzialne produkty trzech genéw strukturalnych: arsA,
arsB i arsC. System Ars nie gwarantuje jednoczesnej
kotolerancji na tellur i arsen u wszystkich gatunkow
bakterii np. u Staphylococcus aureus nie wykryto takiej
wlasciwosci. Opornosé¢ na arsen u niektérych bakterii
moze mie¢ zwigzek z aktywnoscig oksydazy arsenino-
wej. Oksydaza arseninowa przeksztalca wysoce tok-
syczny arsenin do wzglednie mniej toksycznego arse-
nianu [32, 53].

Oporno$¢ bakterii na Cd(II) i Zn(II) jest determi-
nowana przez geny zlokalizowane gtéwnie na plazmi-
dach [23]. Dotychczas, u bakterii Gram-dodatnich
(np. Staphylococcus aureus) opisano dwa mechanizmy
opornosci na te metale: CadA i CadB determinowane
odpowiednio przez operony cadA i cadB. Operon cadA
zmapowano u S. aureus na plazmidzie pI258. Sklada si¢
on z dwdch genéw: cadA i cadC. Gen cadA determi-
nuje 727 aminokwasowe biatko CadA, ktére jest ATP-
-azg typu P i funkcjonuje jako pompa jonowa. Pompa ta
czerpie energie do eksportu jonéw metali poza komorke
z hydrolizy ATP [45]. CadA sklada si¢ z szesciu domen,
obejmujacych m.in. cytoplazmatyczny region wiazacy
metale, domeng¢ uczestniczacg w przenoszeniu jonéow
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na powierzchnie blony komérkowej, domene o poten-
cjalnej funkcji kanalu transportujacego kationy oraz
wewnatrzkomoérkowa konserwatywna domene wiazaca
ATP [8, 17]. Jony metali Cd(II), czy Zn(II) sa przyla-
czane do CadA prawdopodobnie za po$rednictwem
jednego z dwoch motywoéw: Cys-Pro-Cys lub Cys-Pro-
-His zlokalizowanych w regionach odpowiedzialnych za
specyficznos$¢ tego bialka wobec substratu. W obecnosci
jonow metali nastepuje fosforylacja CadA przy udziale
ATP i w konsekwencji zmiana konformacji biatka. Usu-
nieciu jondw metali poza blone komérkowg towarzyszy
hydroliza ATP i uwolnienie energii [35]. Drugim bial-
kiem operonu cadA jest znacznie mniejsze bialko CadC,
sktadajace sie ze 122 aminokwasow. Bialko to pelni
funkcje regulatora transkrypcji operonu cadA, ktory
moze dzialaé in cis lub in trans [11]. Wiedza na temat
mechanizmu funkcjonowania drugiego systemu opor-
nosci na toksyczne dzialanie jonéw Cd i Zn, tzw. sys-
temu CadB jest ograniczona. Operon cadB zmapowano
u S. aureus na plazmidzie pII147 i w jego obrebie ziden-
tyfikowano dwa geny: cadB i cadX. Przypuszcza sig, ze
ochronne dziatanie systemu CadB nie wynika z usuwa-
nia toksycznych jonéw metali poza komorke, a raczej
polega na immobilizacji jonéw w blonie komoérkowe;.
U bakterii Gram-ujemnych znane sg dwa systemy
zaangazowane w usuwanie jonéw Cd(II), Zn(II) i Co(II)
poza komorke: system CzcD, ktory jest chemiosmo-
tyczna, jednobiatkowa pompa blonows, nalezaca do
rodziny biatek CDF (cation diffussion facilitator) oraz
chemiosmotyczny kompleks trojpeptydowy CzcCBA
[25, 35]. System CzcCBA po raz pierwszy zidentyfiko-
wano u Ralstonia eutropha CH34 (wcze$niej Alcaligenes
eutrophus), a kodujace go geny zmapowano na megapla-
zmidzie (238 kbp) pMOL30 [12, 36]. System ten nalezy
do duzej superrodziny pomp chemiosmotycznych
zwanych RND (Resistance Nodulation Division) o rdz-
norodnej funkcji, np. uczestniczg w transporcie toksycz-
nych kationow, maltych zwigzkdéw organicznych, a takze
w tworzeniu brodawek u ryzobiéw i w podziatach
komoérkowych, np. u bakterii E. coli. System CzcCBA
funkcjonuje jako ATP-niezalezny antyporter proton/
kation, zaangazowany w usuwanie kationéw Zn**, Cd**
i Co’*poza komorke [35], dla ktérego zrodlem energii
jest elektrochemiczny gradient protonéw [46]. System
ten jest kompleksem bialkowym, w ktérego sktad wcho-
dzi duze, zlozone z okolo 1000 aminokwaséw biatko
blony wewnetrznej CzcA, bialko blony zewnetrznej
CzcC, nalezace do rodziny biatek OMF (outer membrane
factors) oraz biatko peryplazmatyczne CzcB, ktore faczy
biatka CzcA i CzcC tworzac kanal pomiedzy cytoplazma
a srodowiskiem zewnetrznym komérki [53] i nalezy do
rodziny bialek MFP (membrane fusion protein) [35].
Efektywnym sposobem detoksyfikacji miedzi przez
komorke bakteryjna jest jej usuwanie z cytoplazmy.
Miedz w postaci jonu jednowarto$ciowego jest bardziej
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toksyczna od formy Cu®* [44]. Eksport miedzi poza
komorke bakteryjng moze odbywac si¢ z udziatem ener-
gii lub bez jej naktadu. Dotychczas najlepiej poznano
mechanizm transportu toksycznych jonéw miedzi
u bakterii E. coli. U tego gatunku wyodrebniono naste-
pujace systemy transportu miedzi z komdrki: CopA,
CusCFBA oraz system opornosci na miedz Pco. Biatko
CopA jest ATPazg typu P, wyposazong w motywy bogate
w reszty cysteinowe i histydynowe o wysokim powino-
wactwie do metali, zlokalizowane na N-konicu bialka
[47]. Chemiosmotyczny system usuwajacy metale na
zewnatrz komorki CusCFBA, jest kodowany na chromo-
somie i obejmuje biatko CusF wiazace miedz w perypla-
zmie oraz kompleks bialek CusCBA. CusC jest pompa
zlokalizowang w blonie wewnetrznej, ktéra wigze
i usuwa jony z komorki, CusB jest biatkiem perypla-
zmatycznym tgczacym blone wewnetrzna z zewnetrzng,
natomiast CusA jest poryng blony zewnetrznej [57].
Singh iwsp. [54] sugeruja, ze ochrona komorki bakte-
ryjnej, w pozakomorkowej przestrzeni peryplazmatycz-
nej, moze wynika¢ ze wspdldziatania systemu CusCFBA
oraz wielomiedziowej oksydazy CueO. Niektore szczepy
E. coli s3 wyposazone w system opornosci na miedz Pco,
determinowany przez operon pcoABCD, ktory zidenty-
fikowano na plazmidzie pRJ1004. Mechanizm dziatania
systemu Pco jest stabo poznany. Prawdopodobnie biatko
PcoA, nalezace do rodziny oksydaz wielomiedziowych
uczestniczy w utlenianiu nadmiaru kationéw miedzi (I),
natomiast biatka Pco B, PcoC i PcoD sg zaangazowane
w wigzanie jonéw tego metalu oraz ich transport poza
komorke [44, 53].

2.3. Enzymatyczna detoksyfikacja jonéw metali

Tolerancja metali cigzkich u bakterii moze by¢ reali-
zowana na drodze enzymatycznej transformacji jonu
metalu w forme mniej toksyczng, mniej przyswajalng
przez komorke i/lub w postac lotng [3]. Ten typ oporno-
$ci dotyczy na przykiad inaktywacji wysoce toksycznej
rteci (II). Toksycznos¢ tego metalu wobec organizmow
zywych wynika z fatwosci przylaczania si¢ jego formy
dwuwartosciowej do grup tiolowych, wchodzacych
w sklad enzymoéw oraz innych biatek i ich inaktywacji.
System opornosci na Hg*, determinowany przez operon
mer, wystepuje u bakterii Gram-dodatnich, np. S. aureus,
Bacillus sp. oraz u Gram-ujemnych, np. Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, Serratia marcescens i Acidithioba-
cillus ferrooxidans [15, 17, 64]. Wsréd operonow mer
wyrézniono operony o szerokim spektrum dzialania,
warunkujgce oporno$¢ na organiczng i nieorganiczna
postac rteci oraz operony o waskim spektrum dziata-
nia, determinujace oporno$¢ jedynie na nieorganiczne
formy tego metalu [31].

Najistotniejszg cechg mechanizmu opornosci bak-
terii na toksyczne dzialanie jondw rteci jest wytworzenie



368

wysoce specyficznego systemu transportu jonow tego
pierwiastka do wnetrza komorki, gdzie przy udziale
reduktazy rteciowej, Hg** wulega przeksztalceniu
w mniej toksyczng forme Hg’, ktdra jest uwalniana
poza komorke [63]. Typowy region mer u bakterii
Gram-ujemnych sklada si¢ z genu merR, gléwnego
promotora P .~ oraz genéw operonu merTP(C/F)
A/BD(E). Produkt genu merR - bialko MerR jest akty-
watorem gléwnego promotora mer w obecnosci jonow
Hg(II), zas represorem w przypadku braku jonéw tego
metalu. Zaréwno aktywacja jak i hamowanie ekspresji
genéw operonu mer odbywa si¢ poprzez przylaczanie
biatka regulatorowego w rejonie gléwnego promotora
P ouy Zlokalizowanym na odcinku pomigdzy sekwen-
cjami -35 i -10, ktore sg rozdzielone 19 nukleotydami
[7]. Wedlug modelu regulacji operonu mer przez biatko
MerR, zaproponowanego przez Brown'a i wsp. [7],
przy braku jonéw rteci homodimeryczne biatko MerR,
transkrybowane z promotora merR, przylacza sie za
posrednictwem specyficznej domeny helisa-petla-helisa
do regionu operator/promotor gléwnego operonu mer.
W wyniku takiego polaczenia DNA zostaje wygiete
i odwiniete w poblizu sekwencji operatora, a polime-
raza RNA, polaczona z promotorem mer i tworzaca
trojskltadnikowy kompleks z DNA i MerR, nie moze
utworzy¢ otwartego kompleksu transkrypcyjnego, co
powoduje zahamowanie ekspresji genéw operonu mer.
Natomiast w obecnosci Hg?*, jony tego metalu przyla-
czajg sie do jednego z dwdch miejsc wigzacych biatka
MerR, w wyniku czego MerR przyjmuje konformacje
aktywna. Mocne zwigzanie MerR z operatorem operonu
mer powoduje odksztalcenie DNA przy centrum ope-
ratora, odwiniecie DNA o okolo 33° i wyprostowanie
podwojnej helisy DNA. Reorientacja sekwencji -351-10
pozwala na ich produktywng interakcje z podjednostka
0”° polimerazy RNA i utworzenie otwartego kompleksu
transkrypcyjnego, a wiec inicjacje transkrypcji operonu
merTP(C/F)A/BD(E) [7].

Produkty ekspresji genow: merT, merP i merC sg za-
angazowane w wigzanie i transport jonéw Hg** do wne-
trza komorki. Gen merP koduje biatko, ktore w prze-
strzeni peryplazmatycznej wiaze jony Hg** i dostarcza
je biatku MerT, ktore jest zlokalizowane w wewnetrznej
blonie komorkowej i transportuje Hg(II) do cytoplazmy.
Produkty gendéw merA/merB uczestnicza w enzyma-
tycznej detoksyfikacji, odpowiednio, nieorganicznych
i organicznych zwigzkow rteci w komorkach bakterii.
Gen merA koduje reduktaze rteciowa, homodimeryczna
oksydoreduktaze flawinowa wysoce specyficzna dla
jonéw rteciowych, ktora redukuje jony Hg** do Hg’
w NAD(P)H zaleznej reakcji. Lotny Hg’ przedostaje sie
z cytozolu do przestrzeni peryplazmatycznej [28] i jest
uwalniany na zewnatrz komorki. Jony Hg?* sg przeno-
szone na N-koniec reduktazy rteciowej za posrednic-
twem bialka MerC [16]. Gen merB, stanowiacy element
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operondéw mer o szerokim spektrum dzialania, koduje
enzym - liaze organicznych pochodnych rteci, ktora
katalizuje uwalnianie Hg** z jej komplekséw organicz-
nych. Hg?*jest nastepnie transportowany do cytopla-
zmy, redukowany do Hg’ i w tej formie uwalniany na
zewnatrz komorki droga wolatilizacji (wyparowania).
Liaza organicznych pochodnych rteci jest enzymem
monomerycznym, rozszczepiajgcym wigzania kowa-
lencyjne Hg-C i uwalniajacym rte¢ [53]. Jej aktywno$¢
jest uwarunkowana obecnoscia konserwatywnych
cystein w pozycji Cys96 i Cys 159 enzymu [41]. Produkt
bialkowy genu merF, ktéry zmapowano na elemencie
transpozycyjnym Tn5053 u Pseudomonas putida, jest
dodatkowym bialkiem transportujacym jony rteci.
Podobna funkcje petni prawdopodobnie produkt genu
merE [7]. Biatko MerD, podobnie jak MerR, pelni funk-
cje regulatorowy, faczac si¢ z tym samym rejonem pro-
motorowym, z tym ze bialko MerD wykazuje mniejsze
powinowactwo, a takze jest syntetyzowane w mniejszych
ilociach w poréwnaniu do biatka MerR.

Organizacja operonéw mer u bakterii Gram-dodat-
nich i Gram-ujemnych rézni si¢ nieznacznie, np. jeden
z elementéw strukturalnych operonu, gen merB wyste-
puje czesciej w operonach mer bakterii Gram-ujemnych
niz u Gram-dodatnich [3]. U bakterii Gram-ujemnych
gen regulatorowy merR stanowi odrebny operon i jest
transkrybowany w przeciwnym kierunku wobec genow
strukturalnych gtéwnego operonu merTP(C/F)A/BD(E),
co umozliwia precyzyjne hamowanie ekspresji genow
operonu przy braku jonéw rteci. Natomiast u bakterii
Gram-dodatnich, gen merR jest elementem sktado-
wym operonu mer i ulega transkrypcji w tym samym
kierunku jak pozostale geny w wyniku czego, operon
mer funkcjonuje w tej grupie mikroorganizmow stale,
nawet przy braku jonéw rteci [43].

2.4. Pozakomdrkowe wigzanie jonow metali
przez metabolity bakterii

Innym sposobem ochrony komoérki bakteryjnej
przed toksycznym dzialaniem metali ci¢zkich jest che-
latowanie metali przez metabolity drobnoustrojéw, np.
siderofory oraz powierzchniowe egzo- (EPS) i lipopoli-
sacharydy (LPS) [38, 42]. Siderofory sa niskoczastecz-
kowymi chelatorami zelaza [30], a takze innych metali,
tj. Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb, Zn oraz radionuklidéw, np.:
U i Np [34]. Egzopolisacharyd jest wielkoczasteczko-
wym polimerem wydzielanym do $rodowiska bakterii.
W warunkach naturalnych EPS odgrywa kluczowsg role
w adhezji komorek, powstawaniu agregatéw mikro-
biologicznych, takich jak biofilmy czy biogranule [59].
W obrebie EPS wyodrebniono neutralne chemicznie
homopolisacharydy oraz polianionowe heteropolisa-
charydy bogate w kwasy uronowe, np. kwas glukurono-
wy, galakturonowy czy mannuronowy oraz pirogronian
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[65]. Przyfaczanie metali ciezkich do bakteryjnych bio-
polimerdw najczesciej przebiega na drodze elektrosta-
tycznej interakeji na przyktad z ujemnie naladowanymi
grupami funkcyjnymi kwaséw uronowych [48]. Nieorga-
niczne fosforany, czy rzadziej siarczany mogg zwigkszaé
status polianionowy EPS [59], co moze znaczaco zwigk-
szy¢ potencjal EPS do przylaczania jonéw metali.

2.5. Wewnatrzkomorkowe wiazanie jonéw metali

Obnizenie toksycznosci metali ciezkich, ktore mimo
obecnosci barier ochronnych komorki bakteryjnej
wnikaja do cytoplazmy, moze nastapi¢ na drodze che-
latowania metali na terenie cytoplazmy przez niskocza-
steczkowe peptydy, np. metalotioneiny [27]. W wyniku
zwigzania toksycznych jonéw metali przez ligand
zmniejsza si¢ ich reaktywno$¢ i sg one odseparowywane
od kluczowych organelli komdrkowych i makroczaste-
czek. Metalotioneiny (MT) s3 wewnatrzkomoérkowymi
biatkami o niskiej masie czgsteczkowej (6-7 kDa), boga-
tymi w cysteing (30%), ktére wystepuja u niektérych
prokariontow, zwierzat, roslin wyzszych oraz eukario-
tycznych mikroorganizméw [37]. Wszystkie cysteiny
wchodzace w sklad jednej czasteczki MT uczestnicza
w koordynacyjnym wigzaniu siedmiu atoméw dwuwar-
tosciowych jonow metali [19]. Oporno$¢ na toksyczne
dziatanie metali ciezkich za posrednictwem metalotio-
neiny nalezy do rzadkosci w $wiecie bakterii i dotych-
czas zostala zidentyfikowana jedynie u cyjanobakterii
z rodzaju Synechococcus sp., u ktorych warunkuje
oporno$¢ na Cd(II), Zn(II) i Cu(II). Metalotioneina
ta posiada mniej reszt cysteinowych w poréwnaniu do
metalotionein zwierzecych (9:20) [17] i jest kodowana
przez gen smtA. Gen smtA jest indukowany na poziomie
transkrypcji przez metale, a hamowany przez produkt
genu smtB. Bialko SmtB funkcjonuje jako trans-dziata-
jacy represor transkrypcyjny wylaczajacy ekspresje genu
smtA. SmtB jest bialkiem dimerycznym, zawierajacym
motyw helisa-petla-helisa, podobnym do innych bialek
wigzacych DNA [10]. U niektérych bakterii, np. Pseu-
domonas putida, wyodrebniono inne niskoczgsteczkowe
i bogate w cysteing bialka, zdolne do wigzania jonéw
metali ciezkich, ktore prawdopodobnie sg spokrewnione
z metalotioneinami [8].

3. Podsumowanie

Bakterie, odkad powstaly, sg stale narazone na dzia-
tanie metali ciezkich, ktdére stanowig naturalny kom-
ponent srodowiska. O dlugim ewolucyjnie kontakcie
zywych komorek bakteryjnych z jonami metali cigz-
kich moze $wiadczy¢ wlaczenie wielu metali w struk-
tury makroczasteczek, ktore sg kluczowe dla przebiegu
proceséw metabolicznych, np. kobaltu jako atomu cen-
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tralnego witaminy B, czy niklu w centrum aktywnym
ureazy. Dodatkowo, intensywna dzialalnos¢ cztowieka
zwigzana z przemystem, rolnictwem i nieprawidlowym
gospodarowaniem odpadami istotnie przyczynila si¢
do uruchomienia zdeponowanych w skatach metali
ciezkich i w konsekwencji zanieczyszczenia na sze-
roka skale wszystkich skladowych $rodowiska, tj. gleby,
wody i powietrza. Pod wplywem czynnika selekcyjnego
w postaci jonéw metali ciezkich, u bakterii wyewoluo-
waly rdéznorodne systemy determinujace tolerancje
wobec toksycznych metali cigzkich [8, 46]. Oporno$¢ na
metale cigzkie moze by¢ realizowana dwoma sposobami:
(i) poprzez blokowanie wnikania toksycznych jonow
metali do cytoplazmy oraz (ii) uruchamianie mecha-
nizmoéw detoksyfikacji jonéw na terenie cytoplazmy.
Oporno$¢ na jony metali cigzkich moze mie¢ zwigzek
z modyfikacja przepuszczalnosci oston komoérkowych
oraz wigzaniem jondéw metali przez metabolity bakterii.
Jezeli jony metali wnikng do cytoplazmy bakterii, uru-
chamiane s3 mechanizmy ich detoksyfikacji. Jony metali
moga by¢ usunigte poza komoérke za pomocg réznorod-
nych transporteréw, wykorzystujacych energie pocho-
dzacg z hydrolizy ATP lub za posrednictwem przenoéni-
kéw niewymagajacych naktadu energii, dziatajacych na
zasadzie chemiosmotycznego gradientu st¢zen. Ponadto,
u niektorych bakterii toksyczne jony metali mogg by¢
chelatowane przez niskoczgsteczkowe biatka na tere-
nie cytoplazmy [24]. Wyksztalcenie przez bakterie
mechanizméw opornosci na metale ciezkie pozwala nie
tylko na egzystowanie tych jednokomoérkowych orga-
nizméw w zanieczyszczonym $rodowisku, ale rowniez
umozliwia ich wykorzystanie do oczyszczania skazo-
nych terenéw (bioremediacja) oraz pozyskiwania metali
(biogdrnictwo) [5, 55].
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1. Introduction. 2. Biochemical properties of aminopeptidases. 3. Activiation and regulation of the C. albicans leucine arylamidase.
4. Leucine arylamidase production by C. albicans and by other non-albicans yeast species. 5. Leucine arylamidase production and
C. albicans yeast-to-hypha transition. 6. Conclusions

Abstract: Candida albicans is an opportunistic pathogen that frequently causes infections ranging from superficial mucosal lesions
to disseminated or bloodstream infections. Candida infections are a problem of a growing clinical importance worldwide; therefore
virulence factors of this pathogen have been extensively studied. This review focuses on the role and function of leucine arylamidase
(Ape2) in C. albicans’virulence and pathogenesis in human infections. The L-leucine arylamidase is a member of metallo-peptidase group
that removes the N-terminal L-leucine from peptide substrates. The hydrolytic enzymes play an important role in both colonization and
invasion; moreover, it has been estimated that Ape2 facilitates penetration of C. albicans into the host tissue. Therefore, the comparison of
Ape2 activity between Candida species might reveal their still unknown function during infection in vivo. As C. albicans can potentially
cause superficial and systemic candidiasis with high mortality in immunocompromised patients, the involvement of this enzyme’s
activity in virulence (human tissues destruction) ought to be thoroughly evaluated in the future.

Rola arylamidazy leucynowej w wirulencji Candida albicans

1. Wstep. 2. Biochemiczne wlasciwosci aminopeptydaz. 3. Indukcja arylamidazy leucynowej w komérkach C. albicans. 4. Wytwarzanie
arylamidazy leucynowej przez C. albicans i inne gatunki z rodzaju Candida. 5. Arylamidaza leucynowa a morfogeneza C. albicans.
6. Wnioski

Streszczenie: Oportunistyczny patogen Candida albicans jest przyczyna zakazen skory oraz blon sluzowych u ludzi jak réwniez
wielouktadowych kandydoz zagrazajacych zyciu pacjentéw. Zakazenia o etiologii C. albicans stanowia powazny problem kliniczny
o wymiarze $§wiatowym. Cze¢sto$¢ ich wystepowania, a takze wysoka §miertelno$¢ u chorych zimmunosupresja spowodowaty konieczno$é
lepszego poznania czynnikéw wirulencji C. albicans. Niniejsza praca przedstawia role arylamidazy leucynowej (Ape2) w wirulencji
C. albicans (adhezji oraz inwazji do tkanek ludzkich). Enzymy hydrolityczne odgrywaja rol¢ w procesie kolonizowania i inwazji
morfotypow C. albicans do ludzkich tkanek. Wedlug danych literaturowych arylamidaza leucynowa nalezy do grupy egzopeptydaz (trawi
wigzanie w miejscu L-leucyny zlokalizowanej na N-konicu substratow biatkowych). Dotychczas wykazano rowniez udziat Ape2 w inwazji
ludzkich tkanek. Poréwnanie funkgji tego enzymu u réznych gatunkéw Candida pozwoli na dokladng analize jego roli, jak dotad nie
poznang, w patogenezie kandydoz. Jesli ze wzgledu na czeste zakazenia o etiologii C. albicans obarczone wysoka $miertelnoscia, patogen
ten stanowi przedmiot licznych badan, to szczegdlng uwage nalezy poswieci¢ jednemu z jego czynnikéw wirulengji tj., arylamidazie
leucynowej i jej roli w inwazji i destrukgji tkanek.

Key words: Candida albicans, leucine arylamidase, virulence
Slowa kluczowe: arylamidaza leucynowa, Candida albicans, wirulencja

1. Introduction [17, 34]. Candida infections are a problem of growing
clinical importance worldwide, as the incidence of infec-

Candida albicans is a common commensal that is  tions has increased dramatically over the past two to

part of the normal microflora of the oral cavity, uro-
genital, gastrointestinal and vaginal tract of healthy
individuals [34]. However in immunocompromised
hosts this opportunistic pathogen frequently causes
infections ranging from superficial mucosal lesions
to disseminated or bloodstream infections [29]. The
rapid medicine progress over the last 30 years as well
as the development of new surgery and transplantol-
ogy techniques have led to an enormous increase in the
number of immunocompromised individuals that are
more susceptible to opportunistic Candida infections

three decades, and this trend will inevitably continue
into the 21st century [29]. By far, Candida remains
the fourth most common hospital-acquired pathogen
at the Intensive Care Units [34]. Both host and fungal
attributes affect the development of Candida infections
[36]. Moreover, factors such as the use of immunosup-
pressive agents, diabetes mellitus, AIDS, cancer chemo-
therapy, long-term catheterization, local disorders of the
gastrointestinal tract, parenteral nutrition, mechanical
ventilation, or organ transplantation enhance the risk
of candidaemia [17, 34]. Most pathogens developed

* Autor korespondencyjny: Independent Laboratory of Streptomyces and Fungi Imperfecti, National Institute of Public Health-National
Institute of Hygiene, 24 Chocimska, 00-791 Warsaw; tel.: +48 22 54 21 228; fax: + 48 22 849 74 84; e-mail address: mstaniszewska@pzh.gov.pl
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Table I
Virulence attributes of Candida albicans
Virulence attribute Putative virulence role References
Adhesins (e.g. Als family, Hwpl, Int1)® Adhesion and colonization [2, 29, 32, 49]

Hypha fromation

Adhesion, invasion, tissue damage

(23,29, 41-42, 46]

Extracellular hydrolytic enzymes
(e.g., Sap families, Plb, Lip families, Ape2)

Nutrient acquisition, invasion, tissue damage,
evasion of host response

(29, 36-37, 43-44]

Phenotypic switching

Adbhesion, evasion of host response

[1,6,15,29]

* Als, agglutinin-like sequence; Hwpl, hyphal cell wall protein 1; Intl, integrin-like protein; Sap, aspartic protease; Plb, Phospholipase B;

Lip, lipases; Ape2, leucine arylamidase 2.

an effective set of putative virulence factors and strate-
gies that enhance their ability to colonize host tissues,
overcome host defenses and cause diseases [30]. Despite
many years of genetic, biochemical and microscopical
analyses, factors contributing to C. albicans pathogenesis
are not fully known [5]. Virulence factors identified so
far include such phenomena as biofilm formation, adhe-
sion, yeast to hyphae morphogenetic transition, surface
recognition molecules, phenotypic switching, hydrolytic
enzyme production and secretion [29-30]. The reader
is guided to several excellent papers on the topics of
virulence attributes of C. albicans listed in Table I.

Hydrolytic activity is considered as a key virulence
factor of C. albicans [29]. It was confirmed that among
extracellular hydrolytic enzymes of this pathogen phos-
pholipases, lipases and secreted aspartyl proteinases
are linked to virulence [22, 36-37]. These enzymes not
only facilitate adherence and tissue penetration, but
also enhence invasion of the host [36, 48]. Furthermore,
similar role is suspected for other C. albicans hydrolytic
enzymes such as acid and alkaline phosphatase, ester-
ase, esterase-lipase and leucine arylamidase Ape2 [48].
So far, most attention has been paid to secreted aspar-
tyl proteinases [29-31, 36-37], however, contribution
of other hydrolytic enzymes to C. albicans’ virulenceis
also important. Thus, this review focuses on the charac-
teristics and function of leucine arylamidase, a recently
identified member of zinc-metallo aminopeptidase
group. Below, we discuss whether secretion of Ape2
varies depending on the C. albicans’ morphology and
whether the enzyme influences C. albicans’ virulence
and disease prevalence.

2. Biochemical properties and regulation
of aminopeptidases

Aminopeptidases can be subdivided into three
groups: I) aminopeptidases in the strict sense which
hydrolyze the first peptide bond in the polypeptide
chain with the release of a single amino acid residue
(aminoacyl- and iminoacyl peptidases [EC 3.4.11]);
IT) aminopeptidases which remove dipeptides or trip-

eptides (dipeptidyl- and tripeptidyl peptidases [EC
3.4.14]) from polypeptide chains; IIT) aminopeptidases
which hydrolyze only di- or tripeptides (dipeptidases
[EC 3.4.15] and those which hydrolyze tripeptides [EC
3.4.14.4]) [35].

These three groups of aminopeptidases consists of
exopeptidases that have the ability to hydrolyze the
N-terminal amino acids of oligopeptides or/ and pro-
teins [9]. It has been shown previously [11] that these
enzymes are vital for metabolic pathway regulation, cell
maturation and turnover of proteins, including utiliza-
tion of exogenous proteins as nutrient substances and
elimination of non-functional proteins. They usually uti-
lize a zinc ion for activity, however other metal ions like
Fe?*, Mn*, Co*, and Mg* might also be involved [9].
Moreover, it has been demonstrated that aminopepti-
dases exist in both soluble and membrane-bound forms
and can be identified in different cellular compart-
ments and in the extracellular environment [9]. Their
localization in subcellular compartments include the
cytoplasm, lysosomes and membranes, however, ami-
nopeptidases can also be secreted extracellularly into
the medium [35]. These enzymes play an important
role in cell maintenance; therefore, it is not surprising
that they are widely distributed throughout the animal,
plant and microorganism kingdoms [11]. Moreover,
some of microbial aminopeptidases seem to contribute
to virulence [35; 48]. According to Sanz [35], micro-
bial aminopeptidases can be divided according to their
specificities into (I) general aminopeptidases showing
broad specificity (PepN, PepC, LAP/APE and PepS); (II)
aminopeptidases of narrow specificity that selectively
hydrolyse certain amino acid residues such as acidic
residues (PepA) and methionine (MAP) and D-amino
acid residues (DppA) or peptide bounds containing
proline (Pepl and PepP); (IIT) dipeptidases hydrolysing
peptide bounds containing proline (PepQ and PepR);
(IV) dipeptidases (PepV and PepDA) and tripeptidases
(PepT) of broad specificity that only hydrolyse dipep-
tides or tripeptides, respectively, and (V) dipeptidyl
peptidases showing specificity for N-terminal X-Pro.
Moreover, microbial aminopeptidase activity is strongly
influenced by environmental factors i.e., pH and tem-
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perature [33]. The optimal pH conditions for activity
of aminopeptidases ranges from pH=6 to 9, and the
optimal temperature of enzyme assay coincides with the
optimal growth temperature [33]. It was also described
[33] that fungal aminopeptidases from Aspergillus sp.
have high thermal stability.

Main types of microbial aminopeptidases include:
PepN/Lysyl aminopeptidase; bleomycin hydrolase; ami-
nopeptidase C (PepC); aminopeptidase A (PepA); PepS;
CAP/PepA; leucine aminopeptidase/ arylamidase (Ape);
aminopeptidase Y (yscl I); aminopeptidase M (MAP);
aminopeptidase P (PepP); proline iminopeptidase Pepl;
D-stereospecific aminopeptidase DppA [35]. The pre-
sent review is restricted to studies addressing the rela-
tionship between leucine arylamidase production and
C. albicans pathogenicity.

3. Activiation and regulation of the C. albicans
leucine arylamidase

L-leucine arylamidases are metallo-peptidases which
remove the N-terminal L-leucine from peptide sub-
strates [8, 33]. These enzymes are members of the M1
or M17 peptidase families and, therefore, their nomen-
clature is quite complex [28]. The leucine arylami-
dases are highly conserved at the amino acid level and
monomers assembled into a homo-hexameric enzyme
[26]. The leucine arylamidase enzymes consist of two
unrelated functional domains: a unique N-terminal
domain, which might play a regulatory role and a well-
conserved catalytic C-terminal domain [13]. Moreover,
leucine arylamidase is a ubiquitous enzyme that was
the first cytosolic aminopeptidase to be identified [35].
The Apes have a preference for catalyzing the hydrolysis
of leucine residues (Leu), however, they can exhibit a
broader substrate range including proline (Pro) but not
arginine (Arg) or lysine (Lys) [26, 28, 35]. In animals
leucine arylamidase belong to exopeptidease group [9].
Contrariwise, most of the microbial leucine arylami-
dase are intracellular enzymes, yet extracellular enzymes
are found in filamentous fungi [33]. These enzymes are
homohexamers, comprising two trimers stacked on
top of one another [7, 13]. Moreover, their activity is
dependant on metal ions as enzymatic reaction will not
proceed unless an enzyme-metal complex is formed
to which the substrate can be bound [13]. All amin-
opeptidases of M17 family, including leucine arylami-
dase, bind two metal ions, both essential for catalysis
[13], but those ions differ among organisms. Usually,
a zinc ion is utilized, but a number of other metal ions,
including Fe**, Mn**, Co*, and Mg*, can be involved
[9]. In mammals, each monomer of leucine arylami-
dase enzyme binds two Zn** ions [7]. In plants Mn?**-
activated leucine arylamidase has been detected [12]. In
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the case of microorganisms, Kuo etal. [24] proposed
to classify microbial Apes into three groups depending
on the ion used for catalysis; I) the leucine arylamidase
enzymes containing at least one Zn?** per monomer and
displaying the characteristic peptide motif HEXXH i.e.,
the PepN aminopeptidases from E. coli and lactic acid
bacteria; II) enzymes binding two closely located Zn**
per monomer whose activity is strongly inhibited by
bestatin; III) the leucine arylamidase enzymes contain-
ing two Co*" per monomer i.e., the prolidase of Lac-
tococcus lactis subsp. Cremoris, aminopeptidase-A of
L. lactis subsp. lactis, a dipeptidase of Lactobacillus sake,
and leucine arylamidase II of B.(G.) stearothermophilus.

While similar in primary structure, the animal, plant
and prokaryotic leucine arylamidase enzymes appear to
have distinct functions [12]. In microorganisms these
enzymes might be involved in virulence [8]. The study
by Carrol etal [8] demonstrated that Staphylococcus
aureus strains containing a mutation in the pepZ gene
encoding leucin arylamidase are severely attenuated in
virulence. Moreover, the same authors [8] described
that S. aureus leucine arylamidase is required for sur-
vival inside human macrophages which also contribute
to virulence. The microbial leucine arylamidase have
been described in both Gram-positive and Gram-
negative bacteria as well as in filamentous fungi [8, 11,
33]. Based on the present data (see the section below) it
is highly probable that the main role of the C. albicans
arylamidases is to provide nutrition to the cells aiding
penetration and invasion.

4. Leucine arylamidase production by Candida
albicans and by other non-albicans yeast species

The presence of leucine arylamidase (Ape) in both
C. albicans and culture medium was first described by
Kim etal. [19]. In this early study [19] both endo-
genous and exogenous Ape activities were evaluated.
The exogenous Ape activity was shown to be much
lower in comparison to the endogenous enzyme activity
by ratios of 1:8 to 1:20, when referred to the protein con-
centration of the aliquots used for the assay. According
to of Kim etal. [19] the lower exogenous Ape activ-
ity in comparison to endogenous Ape may possibly
reflect the liberation of the enzyme from dead or dying
organisms rather than active enzyme secretion for pur-
poses of extracellular digestion of nutrient substrates,
but this conclusion was based on activity level only.
Later studies [33] on Ape activity in filamentous fungi
revealed their ability of extracellular Ape production.
Moreover, Imbert etal. [16] demonstrated C. albi-
cans metallo-peptidase activity in culture medium, sug-
gesting that the enzyme can be secreted. Furthermore,
Klinke etal. [20] described secretion mechanism for
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arginine/alanine/leucine-specific metallo-aminopepti-
dase isolated from C. albicans indicating extracellular
function of this enzyme. The authors [20] also ruled out
the possibility CaApe2 plays a role in the degradation
of human dentin and other collagen-based extracellular
structures. The biological role of leucine arylamidase
in yeast and factors regulating Ape activity are still not
completely understood [13]. Kim etal. [19] indicated
that Ape activity in C. albicans varies with the type of
culture medium and growth phase, since Ape activ-
ity was higher in Sabouraud dextrose agar than in the
liquid medium. Moreover, according to Bautista-
Muioz etal [5] highest enzyme activity was found in
the medium with proline as sole nitrogen source, which
indicates higher enzyme production during nutritional
stress since proline is considered non-preferential nitro-
gen source. The study of Kim etal. [19] revealed also
that Ape activity was increased up to 24 hours of incu-
bation during the active growth phase of the colonies.
Those results stay in agreement with Bautista-
Muiioz etal [5] who indicated highest enzyme
activity during logarithmic (6 h) and early stationary
phases (12 h) of growth. The studies of Herrera-
Camacho etal. [13] and Klinke etal. [20] indi-
cated that Ape activity is strongly inhibited by bestatin
(a peptide produced by Streptomyces olivoreticuli), while
EDTA also displayed considerably high inhibition effect.
Moreover, the results of Gtowacka etal. [10] showed
that Fir Siberican essential oil lowers C. albicans Ape
activity as proved in api®Zym test.

The leucine aminopeptidase seems to be a new
potential factor in the yeast pathogenicity. Therefore,
in the last years attempts were made [5, 13, 20] to
evaluate the proteolytic potential of yeasts by identify-
ing novel aminopeptidases able to cleare leucine resi-
dues. The leucine arylamidase of S. cerevisiae has been
described by Hirsch etal. [14].In 2007 Herrera-
Camacho etal. [13] reported the identification
of new leucyl aminopeptidase in fission yeast Schizo-
saccharomyces pombe. The enzyme was characterized
as a hexameric manganese-dependent metallo-exo-
peptidase, named leucyl aminopeptidase yspIl (LAP
yspll) and classified as cytosolic leucyl aminopeptidase
[13]. Moreover, the location of the gene coding LAP
yspll enzyme was estimated to be in chromosome I of
S. pombe [13]. The identified LAP ysplI enzyme cleaved
synthetic aminoacyl-4- nitroanilides at an optimum
of pH 8.5 and preferred leucine and methionine as
N-terminal amino acids. Although arginine and lysine
were also recognized as substrates, they were cleaved at
amuch reduced rate [13]. Furthermore, a clear depend-
ence on Mn** ion was found, however Mg** and Ni*
also enhanced aminpopeptidase activity [13]. As LAP
enzymes are usually Zn** dependent [9], Herrera-
Camacho etal [13] reported that for LAP yspII from
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S. pombe Zn** is among ions that had inhibitory effect on
enzyme activity. The ability to inhibit cell surface leucine
aminopeptidase of various species has been described
for bestatin [47]. Herrera-Camacho etal [13]
tested the effect of protease inhibitors on S. pornbe LAP
yspll enzyme activity. As expected bestatin behaved
as a competitive inhibitor of LAP ysplI, and chelating
agents such as chloroquine, EDTA and phenanthroline
also reduced enzyme activity [13].

Imbert etal [16] indicated that C. albicans met-
allo-peptidase located in the cell wall can degrade some
of host extracellular matrix components, indicating its
potential role in pathogenesis. In 2008 Klinke etal.
[20] reported the identification of arginine/alanine/leu-
cine-specific metallo-aminopeptidase from C. albicans
(CaApe2). This enzyme was isolated from the cell wall as
a result of secretion and acted on N-terminal arginine,
alanine and leucine residues as substrates for hydrolysis.
Moreover, the secretion of this novel enzyme suggested
its extracellular function [20]. The optimal conditions
for CaApe?2 activity were estimated to be pH=7.2 and
temperature of 30°C [20]. Furthermore, according to
Klinke etal [20] the enzyme should exhibit 85% of its
maximum catalytic activity at the host body temperature
37°C, which suggests its role during infection. Similarly
as in the study of Herrera-Camacho etal [13]
bestatin proved to be effective on CaApe2 activity even
in micromolar concentrations [20]. Moreover, EDTA
and phenanthroline also strongly inhibited CaApe2-
dependant peptide hydrolysis. Contrariwise, the pepsta-
tin A and PMSF - the known inhibitors of aspartic and
serine proteases respectively, had no effect on CaApe2
activity [20]. The CaApe2 enzyme has a broader sub-
strate specificity when compared to the Saccharomyces
cerevisiae aminopeptidases S. cerevisiae two main ami-
nopeptidases (API) - yscI and yscII encoded by APII
and API2 genes, respectively [14, 21]. The API yscl is
an alanine/arginine specific aminopeptidase which
lacks the ability to cleave leucine residues [21], while
the API ysclI has the activity of leucine/lysine specific
aminopeptidase [14]. These distinct functions might
be the result of the whole-genome duplication event in
evolution history of Saccharomyces [50]. The most com-
mon outcome of duplication event is subfunctionaliza-
tion of proteins encoded by the duplicated genes [50]
only small fraction of the genes is retained in duplicate
and thus. In contrast to aminopeptidases of S. cerevisiae,
CaApe2 combines the substrate specificities of those
aminopeptidases [20]. This broader substrate specificity
might be the result of the fact that C. albicans is unlikely
to have undergone whole genome duplication [25]. The
extracellular role of Ape2 in C. albicans is still unknown,
however this enzyme may support fungal growth and
proliferation by providing free amino acids required
for metabolism [20].
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Enzymatic activity has been recognized as one of the
factors influencing the course of Candida infection [3].
As hydrolytic enzymes play an important role in both
colonization and invasion, comparison of hydrolytic
activity between Candida species might enlighten their
role during infection [3]. Therefore, in last decade many
authors examined hydrolytic activity of C. albicans and
others non-albicans Candida strains using the api®Zym
test [3, 10, 18, 22, 27, 39, 48]. Moreover, the activity of
candidal leucine arylamidase has received more atten-
tion in the recent studies (Table II, Table III). According
to Lukaszuk etal. [27], 89-94% of tested C. albicans
clinical isolates, displayed hydrolytic activity. Further-
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more, leucine arylamidase, esterase lipase and ester-
ase were enzymes with the highest activity in strains
isolated from cancer patients [27]. These results are in
agreement with other studies [4, 22] which also showed
high activity of these enzymes in C. albicans clinical
isolates indicating their role in Candida spp. virulence.
Moreover, according to Vidotto etal. [48], leucine
arylamidase facilitates penetration of C. albicans into
the host tissue. The recent studies of Candida sp. enzy-
matic activity conducted on clinical isolates have shown
that C. albicans Ape2 activity is higher (Table II) than in
other non-albicans Candida species (Table III). Moreo-
ver, C.albicans Ape2 activity varied among isolates

Table IT
Comparison of Candida albicans leucine arylamidase activity estimated by apiZym test in various studies
Material used (no. of strains tested)/ strain isolation source A.Ctmty n Statistic method Mean activity Reference
apiZym scale [nmoles]
Sputum (48)/ LC, COPD patients 4,5+0,6 Mann-Whitney test 30-40 [3]
Swab (27)/ OO of HIV patients 4,96 [48]
Urether (65) 3,75+0,13 20-30 [22]
Swab (92)/ OO of cancer patients 4+1 30 [27]
Swab (92)/ OO of cancer patients 3,9+0,9 Wilcoxon test 20-30
Swab (6)/ pharyngeal mucosa, swab (1)/ tongue,
peritoneal fluid (3), sputum (4), ear secretion (1), urine (4), 4,04 30-40 [10]
stools (2), blood (1), after-surgery wound secretion (2)
Blood (6), swab (5)/ drain, swab (9)/ OO, swab (6)/ vagina,
pancreas samples (1), aspirate samples (1), swab (4)/ wound, 3-5 Cohen s kappa coefficient 20-40 [39]
stool (3), urine samples (1)
Activity in apiZym 0-5 scale, where 0 is 0 nmol; 1 is 5 nmol; 2 is 10 nmol; 3 is 20 nmol; 4 is 30 nmol; and 5 is > 40 nmol; LC, lung cancer;
COPD, chronic obstructive pulmonary disease; OO, oral ontocenosis; HIV, human imunodeficiency virus.
Table III
Comparison of non-albicans spp. leucine arylamidase activity estimated by apiZym test in various studies
Cand.zda Material us.ed. (no. .of strains tested)/ A.Cthlty in Statistic method Mean activity Reference
species strain isolation source apiZym scale [nmoles]
labat Urether (10 1,240,13 5-10
glavata rether (10) Wilcoxon test (22]
Urether (4) 1,75+0,75 5-10
Swab (1)/ pharyngeal of LTR
Swab (1)/ nose of LTR
. Swab (1)/ drain of LTR 5 - >40
krusei
Feces (1) of LTR [18]
Swab (1)/ drain of LTR
Bile (1) of LTR 1 5
Fluid (1)/ abdominal cavity of LTR 3 20
tropicalis Urether (2) 4,5+ 0,5 Wilcoxon test 30-40
kefyr Urether (1) 0 0 [22]
rugosa Urether (1) 4,540 3040
dubliniensis | Swab (26)/ OO of HIV patients 4,7 Mann-Whitney test [48]

Activity in apiZym 0-5 scale, where 0 is 0 nmol; 1 is 5 nmol; 2 is 10 nmol; 3 is 20 nmol; 4 is 30 nmol; and 5 is > 40 nmol; LC, lung cancer;
COPD, chronic obstructive pulmonary disease; HIV, human imunodeficiency virus; LTR, liver transplant recipients; OO, oral ontoceno-
sis; — none statistic method used.
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from different sources. Still the knowledge about these
enzymes and their role in yeasts, especially in Candida
spp. is limited. Thus, the construction of ape2A mutant
strains is expected to provide an experimental tool
which is required to analyze the enzyme activity in the
virulence of C. albicans. Therefore, the in vivo and in
vitro studies of CaApe2 activity in the future should shed
more light on morphotypes strategies and adaptation
to the host niches.

5. Leucine arylamidase production
and yeast-to-hypha transition

Among the factors contributing to the pathogenicity
of yeast, hydrolytic enzymes play a significant role dur-
ing infection [27]. One of the most extensively studied
virulence trait of C. albicans is its ability to form true
hyphae helping to inwade the host tissues and cause
deep-seated infections [23]. Our recent studies have pro-
videdevidence for true hyphae formation under human
serum influence at human body temperature. We estab-
lished that hyphae are essential elements providing the
structural integrity of fungal-ball model, which may be
expected to play a role in bloodstream infections [39-
42]. Furthermore, our comparative analysis of morpho-
genesis mutants and clinical isolates showed that Efgl
is required for human serum-induced cell growth and
morphological switching (forthcoming publication).
Our current studies shed light on the role of C. albicans
hyphal morphologies in biofilm formation at the surface
of intestinal epithelial cells (Fig. 1). Moreover, our data
strongly suggest that the epithelial cell type (cell line
Caco-2, ATTC) influences the behaviour of C. albicans
hyphal cells attached to their surface. Previous studies
[38-39] have shown that the high invasiveness of hyphal
forms is associated with the expression of numerous
hydrolytic enzymes regarded as virulence factors. Also,
it has been confirmed that a distinct set of SAP genes
is expressed during candidal infection [36]. Moreover,
aspartic protease isoenzymes Sapl-3, Sap4-6 exhibit
a higher expression level in true hyphae compared with
blastoconidial cells [38]. However, detailed informa-
tion on leucine arylamidase gene (APE) expression in
different pleomorphic forms of C. albicans is still not
available. Significantly, an intriguing phenomenon has
recently been revealed by us [39], namely satisfactory
agreement (k=0.770) between the levels of Ape activ-
ity for the two examined pleomorphic (blastoconidial
and hyphal) forms was observed. By contrast, results
obtainedby Bautista-Munoz etal [5] suggested
the participation of this enzyme during dimorphism as
its activity increased during the formation of germ tube
and pseudohyphae. Yet, the highest enzyme activity was
detected during the true hyphae formation [5]. Indeed,
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Fig. 1. The architecture of mono-species biofilm (18 h) of Candida
albicans at the surface of Caco-2 cell monolayer covering glass slides
in 24-well plates. Adherence pattern of C. albicans strains showing
forms of uniform morphology (true hyphae). (A) Scanning electron
microscopy (SEM) image of Caco-2 monolayer with no biofilm
(control). (B, C) The cell line treated with blastoconidial cells resul-
ted in hyphal biofilm covering cell line. (B) SEM image of C. albi-
cans strain SC5314 mature biofilm (18 h). C. albicans hyphal forms
(open arrows) appear adherent to Caco-2 monolayer. Adherent fila-
mentous forms are able to form aggregate (arrow) at the surface
of intestinal cells. The extracellular material is visible (arrowhead)
(C) Confocal laser scanning electron (CLSM) image of C. albicans
mutant strain Asapl-2 biofilm grown for 18 h on Caco-2 mono-
layer. True hyphal forms (open arrows) and extracellular material
(arrowhead) are condicated

we suggest that it may be related to the role of the vari-
ous morphotypes in particular steps of pathogenesis.
Such pattern shared by two pleomorphic forms may be
virulence a marker of both morphotypes. For clinical



THE ROLE OF LEUCINE ARYLAMIDASE IN THE VIRULENCE OF CANDIDA ALBICANS

benefits, this phenomenon ought to be explored in fur-
ther studies. Moreover, according to Vidotto etal
(48], Ape facilitates penetration of C. albicans into the
host tissue. Taking into consideration the Ape activity, it
seems that both morphotypes play a similar role in viru-
lence. Whether Ape affects morphogenesis in C. albicans
or plays an essential role in virulence still needs to be
analyzed. In our opinion, elucidation of factors that influ-
ence leucine arylamidase activity could lead to a deeper
understanding of the mechanisms that underpin patho-
genicity of C. albicans. Moreover, we have undertaken
further experiments based on the quantification of the
APE2 gene expression level in clinical samples from
patients suffering from Candida infection. These stud-
ies shoul shed some light on the possible role of these
proteins as determinants of Candida virulence and will
also allow for the assessment of Ape contribution in the
pathogenesis process. Furthermore, better understand-
ing of the role and function of leucine arylamidase in
C. albicans infections will help to design new arylami-
dase inhibitors with potential anticandidal activity.

6. Conclusions

The leucine arylamidase (Ape) belongs to metallo-
peptidases which remove the N-terminal L-leucine from
peptide substrates [33]. These hydrolytic enzymes are
widely distributed throughout the animal, plant and
microorganism kingdoms [11]. In microorganisms the
enzymes may play a role in virulence [8]. Biological role
of Ape in yeasts is still not fully understood [13], how-
ever this enzyme might be involved in candidal patho-
genesis. According to some authors leucine arylamidase
facilitates penetration of C. albicans into the host tissue
and for that reason further studies are required.

Since C. albicans infections are associated with high
mortality in immunocompromised patients, they remain
a serious problem worldwide. Therefore, the role of
leucine arylamidase activity in virulence (human tissue
destruction) ought to be evaluated in future.
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1. Wprowadzenie

Wedlug stownika synoniméw [7] ekstremalny ozna-
cza: skrajny, krancowy, radykalny, ale takze wyjatkowo
trudny, a w odniesieniu do wielkosci matematycznej,
mierzalnej: minimalny lub maksymalny. W tym kon-
tekscie, sSrodowiska skrajne to takie, w ktorych panujace
warunki fizyczne lub chemiczne (badz tez jedne i dru-
gie) przyjmujg wartosci skrajne.

Srodowiska cechujace sie ekstremalnymi warun-
kami znane s3 od dawna. Jako typowe przyklady
mozna wymieni¢ tu chociazby: gorace zrodta, rejony
uj$¢ hydrotermalnych na dnie oceanéw, zimne wody
polarne, ale takze silnie zasolone jeziora srodladowe, czy
nawet kwasne odplywy wdd kopalnianych. Przez dtugi
czas obszary takie uwazane byly za pozbawione jakich-
kolwiek organizméw — wlasnie ze wzgledu na panujace
w nich radykalne warunki, ktére z antropocentrycznego
punktu widzenia nie pozwalaly na egzystencje zywych
organizmoéw. Warto$ci parametréw fizycznych czy che-
micznych we wspomnianych srodowiskach, drastycznie
odbiegajace od tych, ktére powszechnie uznawano za
»nhormalne” czy ,fizjologiczne”, byly tylko jedna z przy-
czyn traktowania ich jako jatowe. Druga przyczyna stala
sie jasna wraz z postepujacym rozwojem metod izolacji
i hodowli drobnoustrojéw. Mozliwos¢ dobrania odpo-

wiednich podldz, stworzenia i utrzymania warunkow
typowych dla srodowisk skrajnych i przede wszystkim
zastosowanie technik molekularnych, pozwolily wyka-
za¢ nie tylko obecno$¢, ale takze mozliwo$¢ rozwoju
wielu roznych organizméw w tych srodowiskach [13]. Po
raz pierwszy terminu ,,ekstremofile” na okreslenie orga-
nizméw zasiedlajacych wspomniane $rodowiska uzyt
w 1974 roku MacErloy i od tego czasu na stale
wszed! on do terminologii biologicznej. Do grupy ekstre-
mofili zaliczani sg nieliczni przedstawiciele organizméw
eukariotycznych (glonéw, grzybow czy pierwotniakow),
a najliczniej reprezentuja ja organizmy prokariotyczne,
zaréwno przedstawiciele domeny Archaea jak i Bacteria,
chociaz archeony stanowig wigkszo$¢ [11-13, 33].
Podzial na okreslone grupy w obrebie ekstremofili
wynika z dziatajacych na nie w danym $rodowisku
czynnikéw fizycznych lub/i chemicznych o skrajnych
wartos$ciach. Do czynnikéw tych nalezg przede wszyst-
kim: temperatura, pH, zasolenie oraz ci$nienie hydro-
statyczne. Restrykcyjne wartosci poszczegolnych czyn-
nikéw bywaja warunkiem koniecznym funkcjonowania
ekstremofili, to jest: wiasciwego przebiegu proceséw me-
tabolicznych i ich namnazania. Dlatego kwestig sporna
bywa wlaczanie do ekstremofili organizméw opornych
na wysokie stezenia jondéw metali ciezkich, promie-
niowanie UV, a takze promieniowanie przenikliwe, czy

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Ogolnej Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Wydziat Bio-
logii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Lodzki, 90-237 L6dz, ul. Banacha 12/16; tel. (042) 635 44 69; fax: (42) 665 58 18; e-mail: agzab@

biol.uni.lodz.pl
** Anna Dziadosz (studentka Uniwersytetu Lodzkiego)



382

niska zawarto$¢ wody, poniewaz organizmy zdolne
do wzrostu w takich warunkach mogg réwnie dobrze
rozwijac sie¢ w srodowiskach, w ktérych czynniki te nie
dzialajg. Sugeruje si¢ wiec traktownie ich raczej jako
organizmow o do$¢ szerokim spektrum tolerancji, niz
organizéw ekstremalnych [33]. W wielu przypadkach
ekstremofile zyja w srodowiskach, w ktdrych wysta-
wione s3 na dzialanie wigcej niz jednego czynnika eks-
tremalnego - takie organizmy nazywamy poliekstre-
mofilami [8, 33]. Jako przyklad mozna tu wymieni¢
cho¢by mikroorganizmy glebin oceanicznych (niska
temperatura i bardzo wysokie ci$nienie hydrostatyczne),
chemolitotrofy wystepujace w okolicach podwodnych
uj$¢ hydrotermalnych (panuje tutaj zaréwno wysokie
ci$nienie hydrostatyczne, bardzo wysoka temperatura
jak i niskie pH), czy drobnoustroje rozwijajace sie
w goracych, silnie zakwaszonych zrédlach [5, 54, 95].

W dalszej czeéci artykulu opisane zostang mikro-
organizmy ekstremofilne i srodowiska w ktdrych zyja,
ich przystosowania do panujacych tam warunkéw oraz
mozliwosci biotechnologicznego wykorzystania tych
drobnoustrojow.

2. Ekstremofile - warunki zycia
i przystosowanie do nich

Ekstremofile zaleznie od dzialajacych na nie fizycz-
nych i chemicznych czynnikéw $rodowiskowych po-
dzielono na szes¢ gtéwnych grup. Sa nimi: psychro-
i termofile zdolne do wzrostu odpowiednio w niskiej
i wysokiej temperaturze, acido- i alkalifile zyjace w ni-
skim i wysokim pH, piezofile wystepujace w glebinach
morskich charakteryzujacych si¢ wysokim cisnieniem
hydrostatycznym i halofile - typowe dla $rodowisk
o wysokiej zawartosci soli.

2.1. Psychrofile

Termin ,,psychrofile” zostal po raz pierwszy za-
proponowany juz w 1902 roku przez Schmidt-
-Nielsena i odnosil si¢ do organizméw zdolnych
do wzrostu i namnazania w temperaturze 0°C [42].
Obecnie, zgodnie z propozycja Mority [55], za
mikroorganizmy psychrofilne uznaje si¢ takie, ktore
nie rosng w temperaturze powyzej 20°C, a optymalne
warunki do ich rozwoju stwarza temperatura ponizej
15°C. Oddzielng grupe stanowia zas drobnoustroje psy-
chrotolerancyjne, ktore co prawda sa zdolne do wzrostu
w temperaturze ponizej 5°C, ale optymalna tempera-
tura ich wzrostu miesci sie w zakresie 20-25°C. Nie ma
wiec watpliwosci, ze organizmy psychrofilne to inaczej
organizmy $rodowisk zimnych - a tym samym $rodo-
wisk, ktére mozna uzna¢ za dominujace na Ziemi [13,
69]. Psychrofile izolowane sg z takich miejsc jak: lody
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Antarktyki czy Arktyki, lodowce, wieczne zmarzliny,
stale zimne wody nie tylko regionéw polarnych, ale tez
glebin oceanicznych i morskich czy nawet wodonosne,
podziemne warstwy skal. Pozyskuje sie je takze z probek
pobieranych wysoko w goérach i w jaskiniach [4, 13, 18,
30]. Bardzo szczegdélnymi psychrofilami s3 mikroorga-
nizmy, dla ktérych w ostatnich latach zaproponowana
zostala nazwa eutektofile. Sg nimi bakterie, ktore zyja
w przestrzeni na granicy cieklej i statej fazy krysztatkow
lodu [18]. Mnogos¢ $rodowisk, w ktérych wystepuja
sprawia, ze psychrofile uznawane s za najliczniejsze
z ekstremofili pod wzgledem réznorodnosci czy roz-
mieszczenia, a takze wytwarzania biomasy [64]. Oprocz
wyzej wymienionych naturalnych $rodowisk, psychro-
tile rozwijaja si¢ takze w miejscach powstalych dzigki
dziatalnosci czlowieka. Dobrym przykladem moga tu
by¢ zbiorniki z woda w uktadach chtodzenia i zbiorniki
przetrzymywania mleka [13]. Warto tu przypomniec,
ze w srodowiskach zimnych rzadko kiedy temperatura
jest jedynym restrykcyjnym czynnikiem - w morzach
i oceanach dochodzi jeszcze wysokie ci$nienie hydro-
statyczne, w innych miejscach np. wysokie stezenie
NaCl. W wiekszosci przypadkéw organizmy psychro-
filne zaliczy¢ mozna wiec do wspomnianych wczesniej
poliekstremofili (w podanych przyktadach odpowied-
nio: piezopsychrofili i halopsychrofili) [30].
Psychrofile stanowig grupe bardzo zréznicowang
filogenetycznie. Zalicza si¢ do nich przedstawicieli
wszystkich trzech domen - znajdziemy tu zaréwno bak-
terie jak i archeony, a nawet organizmy eukariotyczne
[13, 30, 64]. Wérdd bakterii dominujg Gram-ujemne
proteobakterie (a-, B- i y-) oraz przedstawiciele typu
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteriodes. Typowymi przy-
kfadami sg tu wybrane gatunki z rodzajéw: Pseudomo-
nas, Vibrio, Serratia, Polaromonas, Polaribacter, Psychro-
flexus, Psychromonas, Psychrobacter, Achromobacter,
Flavobacterium, Cytophaga, Cellulophaga, Marinobac-
ter, Maribacter (np. Psychrobacter pacificensis, Psychro-
monas antarctica, Cellulophaga baltica, Marinobacter
psychrophilus, Maribacter antarcticus). Nieco mniej
licznie psychrofile reprezentowane sg przez bakterie
Gram-dodatnie, nalezgce do Firmicutes i Actinobacteria
(gatunki z rodzajoéw: Micrococcus — M. antarcticus, Bacil-
lus — B. marinus, Clostridium - C. vincentii, Arthrobacter
- A. psychrolactophilus). Psychrofilne archeony to np.
metanogenne drobnoustroje z rodzaju Methanococco-
ides — M. burtonii, Methanogenium - M. frigidum, ale
takze nieliczni przedstawiciele rodzajow: Halorubrum
czy Cenarchaeum. Psychrofilni przedstawiciele trzeciej
domeny to wybrane gatunki grzybow takich rodzajow
jak: Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, a sposrod
drozdzy: Candida, Torulopsis, Mrakiella, Rhodotorula.
Znane s3 takze psychrofilne glony Chlamydomonas niva-
lis, izolowane z alpejskich $niegéw, nadajace im charakte-
rystyczny, intensywny czerwono-rézowy kolor [13, 30].
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Wszystkie wyzej wymienione organizmy, aby prze-
trwa¢ w warunkach niskiej temperatury wyksztalcity
okreslone mechanizmy adaptacji. Przystosowania te
obejmujg zmiany w réznych skladnikach komérkowych
takich jak: lipidy, biatka enzymatyczne, kwasy nukle-
inowe, co z kolei ma wplyw na przebieg procesow trans-
portu oraz replikacji [14, 30, 64]. Wiele uwagi w dotych-
czasowych badaniach poswiecono blonie komoérkowej
psychrofili, zwlaszcza jej wlasciwosciom fizycznym, za
ktére w najwigkszym stopniu odpowiadaja kwasy tlusz-
czowe. Wzmozona lepko$¢ blon psychrofili powigzana
jest ze zwigkszong iloscia cis-nienasyconych oraz roz-
gatezionych kwaséw tluszczowych, ktére dodatkowo
czesto s3 metylowane i majg skrécony tancuch gtéwny
[71]. Pozwala to regulowac ptynnos¢ blony komoérkowej
(dwuwarstwa lipidowa pozostaje w niskiej temperaturze
luzniej upakowana) i utrzymac transport réznych sub-
stancji na odpowiednim poziomie. Pewne charaktery-
styczne cechy wykazuja rowniez bialka enzymatyczne
psychrofilnych organizméw. Ich wspdlng wlasciwoscia
jest zachowanie aktywno$ci katalitycznej w niskich tem-
peraturach, z jednoczesng niska stabilnoscig w zmien-
nym zakresie temperatur. Aby enzymy komodrkowe
mogly by¢ aktywne w niskich temperaturach musza ulec
okreslonym modyfikacjom polegajacym na: zmniej-
szeniu liczby grup hydrofobowych i wigzan wodoro-
wych, czy zwigkszeniu ilosci obdarzonych fadunkiem
grup powierzchniowych oraz liczby polarnych petli
powierzchniowych. Zauwaza si¢ w nich réwniez niska
zawarto$¢ argininy i proliny. Wszystkie te zmiany pro-
wadza do zwigkszenia elastycznosci czasteczki bialka,
co pozwala na zachowanie jego aktywnosci [64]. Kolej-
nym przystosowaniem psychrofilnych organizméw jest
wytwarzanie bialek chronigcych przed zamarzaniem
oraz bialek szoku zimna, a takze charakterystycznych
krioprotektantow - ekstremolitow. Biatka chronigce
przed zamarzaniem s zdolne do wigzania powstaja-
cych w komorce krysztaltkéw lodu i zapobieganie ich
powiekszania co mogtoby doprowadzi¢ do zniszczenia
komorki. Bialka szoku zimna kontroluja prawidlowy
przebieg kluczowych proceséw w komorce takich jak
transkrypcja czy translacja (stabilizuja rybosomy,
mRNA). Krioprotektanty (ekstremolity) - ektoina,
karnityna, trehaloza, a nawet polisacharydy zewnatrz-
komorkowe, prawdopodobnie chronig migdzy innymi
przed agregacja i denaturacja bialek [28, 51, 63].

2.2. Termofile

Termofile to organizmy, ktdrych optymalna tempera-
tura wzrostu wynosi ponad 50°C. Grupe te mozna podzie-
li¢ na trzy klasy: termofile (T 250°C, T, >60°C), eks-
tremalne termofile (T > 35°C T = 65°C T, <85°C)
i hipertermofile (T . > 60°C, T > 80°C, T > 85°C).
Dodatkowo wyr(')Znia sie organizmy termotolerancyj ne,
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zdolne do przezycia w maksymalnej temperaturze 60°C,
ale charakteryzujace si¢ optymalng temperature wzro-
stu ponizej 50°C [53]. Obecnie uznaje si¢, ze 122°C
jest maksymalng temperaturg przezycia hipertermofili.
W takiej maksymalnej temperaturze wzrasta i rozwija
sie archeon Methanopyrus kandlerii [92].

Termofile zamieszkujg srodowiska, w ktorych wyso-
kie temperatury sg skutkiem aktywnosci wulkanicznej,
uwalniania wod geotermalnych lub nawet ogrzewania
stfoncem. Przykladem takich naturalnych $rodowisk
moga by¢ gorace zrodta, wystepujace na niemal wszyst-
kich kontynentach, np. w Parku Narodowym Yellow-
stone, na Kamczatce, Nowej Zelandii, Islandii. Kolejnym
zrédlem izolacji termofili sg kominy hydrotermalne na
dnie oceanicznym, gdzie temperatura wody przy pod-
wyzszonym ci$nieniu dochodzi do ponad 100°C. Termo-
file bytuja réwniez w goracych, ale sztucznie stworzonych
srodowiskach, takich jak: pryzmy kompostowe, haldy
wegla kamiennego oraz rurociagi z goraca woda [84, 92].

Do hipertermofili nalezg przede wszystkim arche-
ony z nastepujacych rodzin: Archeaoglobaceae, Desul-
furococcaceae, Methanocaldococcaceae, Methanopyra-
ceae, Methanothermaceae, Pyrodictiaceae, Sulfolobaceae,
Thermococcaceae, Thermofilaceae, Thermoproteaceae
oraz kilka gatunkéw bakterii z rodzin Thermotogaceae
i Aquificaceae [92]. Do najbardziej znanych przykla-
dow nalezg mikroorganizmy z rodzajow: Archeoglo-
bus (A. fulgidus), Thermoproteus (T.tenax), Pyrococ-
cus (P, furiosus), Aeropyrum (A. pernix), Thermococcus
(T kodakarensis), Desulfurococcus (D. kamchatkensis),
Sulfolobus (S. solfataricus), Methanothermus (M. fervi-
dus), Methanopyrus (M. kandleri). Ekstremalne termo-
tile i umiarkowane termofile wykazuja wieksza bior6z-
norodno$¢. Ekstremalnie termofilnymi bakteriami sa:
beztlenowce Thermodesulfobacterium commune, Ammo-
nifex degensii, tlenowce: Geobacillus stearothermophilus,
Thermus thermophilus. Do umiarkowanie termofilnych
mikroorganizméw nalezg np. bakterie (Bacillus caldoly-
ticus), archeony (Thermoplasma acidophilum), niektore
grzyby (Rhizomucor miehei, Chaetomium thermophile,
Phanerochaete chrysosporium i Acremonium alabamen-
sis), a takze glony (np. Cyanidium caldarium) i pierwot-
niaki (np. Naegleria fowleri) [74].

Oddzialywanie wysokiej temperatury spowodowalo
wyksztalcenie przez termofile szeregu przystosowan na
poziomie komdrkowym i molekularnym. Podstawo-
wymi strukturami wymagajacymi ochrony przed dena-
turacja pod wpltywem wysokiej temperatury sg biatka
i kwasy nukleinowe. Stabilizacja bialek zapewniona
jest przez wytworzenie w czasteczkach miedzy innymi
dodatkowych wiazan i oddziatywan w postaci mostkow
di-siarczkowych i wigzan wodorowych. W biatkach ter-
mofili obserwuje sie rowniez zmniejszong liczbe ami-
nokwaséw termolabilnych oraz wrazliwych na deami-
nacje i oksydacje (takich jak: Met, Gly, Asn, Ser i Thr).
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Lancuchy polipeptydowe termofili zawieraja za$ wigcej:
Ile, Arg, Pro, Lys, Tyr i Glu. Bialka termofili sg bardziej
zwarte i sztywne dzigki zmniejszeniu liczby i wielko$ci
petli peptydowych na powierzchni czasteczki, wigk-
szemu upakowaniu i ograniczeniu wolnych przestrzeni,
obnizeniu hydrofilowosci, zwigkszeniu hydrofobowosci
rdzenia oraz podwyzszeniu punktu izoelektrycznego
czasteczki biatka. Taka struktura zapewnia zachowanie
aktywnosci bialek i enzyméw w wyzszej temperaturze.
Kolejnym przystosowaniem termofili jest wytwarzanie
i gromadzenie w komorce substancji zwigkszajacych
termostabilno$¢, takich jak réznego rodzaju zwigzki
organiczne, sole i bialka stabilizujace. Do najwazniej-
szych bialek stabilizujgcych termofili nalezg biatka
szoku termicznego (HSPs - heat shock proteins) [84,
87, 97]. Termofile wyksztalcily réwniez szereg przysto-
sowan chronigcych kwasy nukleinowe. Zaobserwowano
zwigkszenie ilo$ci stabilizujacych wigzan wodorowych.
W przypadku rRNA i tRNA termofili wykazano zalez-
no$¢ polegajaca na zwiekszeniu liczby par zasad G-C,
wraz ze wzrostem optymalnej temperatury wzrostu.
Innymi przystosowaniami s3: wystepowanie okreslo-
nych kombinacji dinukleotydéw w DNA oraz ekspresja
charakterystycznych enzymoéw, np. termofilnej odwrot-
nej gyrazy [97]. Wysoka temperatura ma rowniez wpltyw
na wzrost ptynnosci blon komérkowych. Aby zachowaé
integralnos¢, u termofili zawieraja one wigcej nasyco-
nych i prostych kwasow tluszczowych [68]. Dodatkowo
lipidy w blonach komoérkowych tych drobnoustrojow sa
polaczone wigzaniem eterowym ze $ciang komorkowa.
U archeondéw termofilnych moze wystepowa¢ miejscami
jednowarstwowa blona komoérkowa, zamiast dwuwar-
stwowej. Taka budowa znacznie podnosi termoopor-
nos¢ komorki i wplywa na ochrone biatkowego wne-
trza w poréwnaniu z komérkami, w ktérych btonach
znajdujg sie kwasy tluszczowe typowe dla mezofili [30].
Dodatkowo niektére archeony np. Methanococcus jan-
naschii posiadajg parakrystaliczng warstwe powierzch-
niowg (S-layer) bialkowa lub glikoproteinowa [74].

2.3. Acidofile

Za organizmy acidofilne uznaje si¢ takie, ktore opty-
malny wzrost wykazuja w pH pomiedzy 2 i 4 [3, 13].
Podobnie jak inne grupy ekstremofili nie jest to grupa
jednorodna jesli chodzi o zakres pH, w ktorym zyja.
Stad w literaturze wyrdzniane sg ekstremalne acidofile
(wykazujace optymalny wzrost w pH 3 lub nizszym)
i organizmy acidotolerancyjne (toleruja niskie pH, ale
nie wykazujg w nim wzrostu optymalnego).

Acidofile zamieszkujg $rodowiska o drastycznie
niskim pH i s to zaréwno $rodowiska naturalne, jak
i powstate na skutek okreslonej dzialalnosci czlowieka.
Izolowano je z rejonéw morskich kominéw hydroter-
malnych, goracych zrédel, gejzerow, fumaroli a takze
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solfatar, czyli ze $rodowisk, w ktorych niskiemu pH
towarzyszy jednocze$nie wysoka temperatura. Niskie
pH wspomnianych $rodowisk wynika z réznora-
kich proceséw naturalnych. Zaliczy¢ do nich mozna
aktywnos¢ wulkaniczng (obecno$¢ magmy blisko pod
powierzchnia — co ma miejsce np. w gejzerach, solfata-
rach), ale takze aktywnos¢ metaboliczng wielu organi-
zmo6w prokariotycznych (produkcja kwaséw organicz-
nych, zdolnos¢ utleniania siarki elementarnej). Jednak
powstawanie srodowisk silnie zakwaszonych ma takze
czasem nierozerwalny zwigzek z aktywnoscig czlo-
wieka. Do $rodowisk tych zaliczy¢ mozna np. kwasne
wody odplywowe kopalni roznych mineratéw, czy wody
splywajace z hald wegla kamiennego. Niestety, wody
takie moga by¢ Zrédtem zanieczyszczenia rzek, jezior
oraz otaczajacych gleb. Niskie pH wspomnianych srodo-
wisk sprzyja rozwojowi acidofili, ktére cze¢sto na skutek
aktywnosci metabolicznej powoduja dalsze zakwaszanie
takich miejsc. Wigze si¢ to z wystepowaniem w oma-
wianych rejonach réznego rodzaju metali, ktore bardzo
czesto wystepuja w postaci nierozpuszczalnych siarcz-
kéw. Zdolnos¢ utleniania siarczkow przez drobnoustroje
powoduje przeprowadzenie jondéw metali w forme,
z ktorej latwo te metale odzyska¢ (biolugowanie), ale
jednoczesnie doprowadza do powstawania utlenionej
formy siarki (SO,*), co w obecnosci wody powoduje
powstawanie kwasu siarkowego. Zanieczyszczenie wod
powierzchniowych (jezior, rzek) kwasnymi odptywami
zawierajgcymi jony metali niesie ze sobg dwie powazne
konsekwencje dla tych ekosysteméw: po pierwsze
zmiane pH $rodowiska na tak niskie, ze jest ono szko-
dliwe dla wiekszosci zyjacych tam organizméw i po
drugie: wystepowanie metali (w tym metali ci¢zkich)
w stezeniach osiagajacych wartosci toksyczne [3, 13, 77].

Acidofile sg grupa réznorodna, zaréwno pod wzgle-
dem filogenetycznym (archeony, bakterie, eukariota),
jak i reprezentowanego przez nie typu troficznego. Tam
gdzie dostepne sg organiczne zwigzki wegla rozwijajq si¢
heterotrofy. Acidofile korzystajg z réznorodnych akcep-
torow elektronow, a takze energii zaréwno chemicznej
jak i stonecznej. Przykladem acidofilnych organizmow
eukariotycznych sa glony: Dunaliella acidophilia, Cyani-
dium caldarium, Chlamydomonas acidophila, Galdieria
sulphuraria. Naleza tu takze heterotroficzne grzyby
i drozdze (Trichosporon cerebriae, Acontium cylatium,
niektore gatunki z rodzajow Rhodotorula i Candida),
a nawet pierwotniaki (z rodzajow Cinetochilium, Vahl-
kampfia) [13, 58]. Prokariotyczne acidofile reprezentuja
obie domeny mikroorganizmdéw. Dobrze poznang grupe
stanowia archeony, w tym takie rodzaje drobnoustrojow
jak: Acidianus (A. brierley, A. infernus), Metallosphaera
(M. sedula, M. prunae), Sulfurococcus (8. yellowsto-
nii, S. mirabilis), Sulfolobus (S. shibatae, S. metallicus,
S. yangmingensis). Wszystkie wymienione organizmy
s3 jednocze$nie chemolitoautotrofami, pozyskuja one
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energie z utleniania zwiazkow zelaza lub siarki. W gru-
pie tej wystepuja oczywiscie takze heterotrofy: Picrophi-
lus (P. oshimae, P. torridus), Thermoplasma (T. acidophi-
lum, T. volcanium). Niektore z acidofilnych archeonéw
(np. Ferroplasma acidiphilum) sg organizmami mikso-
troficznymi [13, 76, 77]. Omawiang grupe ekstremo-
fili reprezentuja takze bakterie. Podobnie jak archeony
wykazujg one zréznicowane mozliwo$ci metaboliczne.
Typowymi przedstawicielami chemolitoautotroficz-
nych bakterii sSrodowisk kwasnych sa: Acidithiobacillus
(A. albertensis, A.caldus, A.ferroxidans), Thiobacillus
(T prosperus), Leptospirillum (L. ferroxidans, L. thermo-
ferroxidans). Do heterotroféw nalezg: Ferrimicrobium
acidiphilum, Acidiphilium (A. cryptum, A.angustum,
A. facilis, A. rubrum), Alicyclobacillus (A. acidocaldarius.
A. acidoterrestris) [32, 40, 93, 94]. Miksotroficzny typ
metabolizmu stwierdzono mig¢dzy innymi u przedsta-
wicieli gatunku Thiobacillus acidophilus, Sulfobacillus
acidophilus, Acidimicrobium ferroxidans [16, 57, 66).

Niskie pH, w ktorym egzystuja acidofile powoduje
konieczno$¢ wyksztalcenia odpowiednich przystoso-
wan, zapobiegajacych destrukcyjnemu dziataniu silnie
kwasnego $rodowiska na sktadniki komoérkowe (biatka
czy kwasy nukleinowe). Wykazano, ze mimo wysokiego
stezenia jonow H' na zewnatrz komorki, wewnatrz
komoérkami acidofile utrzymujg prawie zawsze pH na
poziomie zblizonym do neutrofili (pH 5-7). Wyjatkiem
sa gatunki z rodzaju Picrophilus, u ktorych pH wnetrza
komorki wynosi okoto 4,6 [3]. Stwierdzono, Ze ciaglemu
naptywowi jonéw H*do komérek acidofili zapobiega
wysoce nieprzepuszczalna blona komérkowa, czy tez
zmiana tadunku wewnatrz komorki na silnie dodatni,
ale takze wzmozona synteza czynnikéw odpowiedzial-
nych za aktywny transport protonéw na zewnatrz. Obni-
zenie przepuszczalno$ci blony komérkowej przypisuje
sie zmianom struktury pewnych jej elementéw np.
w blonie komérkowej acidofilnych archeonéw stwier-
dza si¢ obecno$¢ grubej warstwy izoprenoidowej, czy
tez wigzan tetraeterowych, a nie estrowych w lipidach.
Wigzania takie sg bardziej stabilne w obecnosci kwasow
w pordwnaniu z wigzaniami estrowymi [52]. Naptyw
jonow H'jest hamowany takze poprzez gromadzenie
dodatnio natadowanych jonéw wewnatrz komorki.
Jak wykazano, sg to gltéwnie jony K* [83]. Acidofile
wykazuja takze wzmozong ekspresje genow odpowie-
dzialnych za synteze transporteréw protondw. Usuwaja
one protony, ktore naptynely do komoérki z powrotem
na zewnatrz. Gradient pH miedzy wnetrzem komorki
a $rodowiskiem stanowi podstawowg sile napedowag
komorki, poniewaz dzigki systemowi pomp protono-
wych powoduje¢ wydajne dziatanie ATPaz i produkcje
duzej ilosci energii.

Zaobserwowano rowniez zwigkszona liczbe genow
zwigzanych z naprawa uszkodzen DNA i biatek. Przy-
puszcza si¢, Ze wazng role w przystosowaniu do zycia
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w niskim pH moze odgrywaé obecnos$¢ zelaza zwia-
zanego z bialkami komoérkowymi. Wykazano, ze np.
E acidiphilum wytwarza zwigkszong ilo$¢ bialek wig-
zacych wlasnie Zelazo, a usuniecie jonow tego metalu
z czasteczki proteiny skutkuje utrata odpowiedniej
struktury i funkcji biatka [3].

2.4. Alkalifile

Czynnikiem srodowiskowym, ktory decyduje o przy-
naleznosci drobnoustrojow do alkalifili jest wysokie pH.
Termin ,,alkalifile” okresla organizmy, wykazujace opty-
malny (lub przynajmniej bardzo dobry) wzrost w pH
powyzej 9 i jednoczesnie nierosngce lub stabo rosnace
w pH obojetnym. Duza cze$¢ organizmow alkalifil-
nych to haloalkalifile - wymagaja do wzrostu zaréwno
alkalicznego pH jak i wysokiego stezenia soli (halo-
tile zostang omowione szerzej w kolejnym rozdziale).
W literaturze opisywane sg takze organizmy uznawane
za alkalitolerancyjne, czyli takie ktore majg zdolno$¢
wzrostu w pH okolo 9, ale optymalne dla nich warunki
to jednak te typowe dla neutrofili [13, 35, 56].

Oprocz srodowisk o podwyzszonym pH alkalifile
izolowane byly takze z prébek gleby, w ktérych pH
zblizone jest do obojetnego, a nawet z gleb kwasnych.
Tlumaczy¢ to mozna tworzeniem sie w takich miejscach
pewnych nisz, w ktérych dochodzi do podwyzszenia
pH (np. na skutek mikrobiologicznej amonifikacji),
co umozliwia rozwoj alkalifili. Mikroflora alkalifilna
znajdowana jest takze w probkach katu pochodzacych
od niektérych owadéw np. termitéw czy ¢my brud-
nicy nieparki [9]. Srodowiska typowo alkaliczne natu-
ralnego pochodzenia mogg mie¢ dwojaki charakter.
Albo cechuja sie wysoka zawartoscia jonéw Ca** albo
niewielkim ich stezeniem lub nawet brakiem. ]eiiora,
ktérych wody sa bogate w Ca®* i osiagaja pH nawet
powyzej 11 znajduja si¢ miedzy innymi w Turcji,
w Kalifornii, w krajach bylej Jugostawii. Alkaliczny
odczyn wod tych jezior wynika z powstajacego w nich
Ca(OH),. Z kolei jeziora i pustynie sodowe zawieraja
bardzo niewielkie ilo$ci jondw wapnia i magnezu, za to
wysokie stezenia zwigzkéw zawierajacych Na* (chlorki,
dwuweglany i weglany, a takze siarczany). Sg to srodo-
wiska powstajace w rejonach suchych i gorgcych, gdzie
gwaltowne odparowywanie wody powoduje koncentra-
cje okreslonych zwigzkow [73, 79]. Oczywiscie wielkie
znaczenie maja tu takze uwarunkowania geochemiczne.
Otaczajace gleby, skaly zawieraja duze ilosci zwigzkow
sodu, ktére wymywane s3 przez wody, stad sodowy
charakter jezior. Do tego typu jezior zaliczy¢ mozna
miedzy innymi: Wadi Natrun w Egipcie, Mono w Kali-
fornii, Magadi czy Logipi w Kenii. Duzo mniejsze i ptyt-
sze, ale takze o charakterze sodowym s tez jeziora na
Syberii, np. na stepie w okolicach Kutundy. W kazdym
z wymienionych $rodowisk pH waha sie¢ w granicach
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Tabela I

Gléwne grupy ekstremofili i srodowiska ich wystepowania

pHmin < 3’ pHth >4

Bakterie: Acidithiobacillus albertensis, Leptospirillum ferroxidans

Kryteria podzialu Przyktady Srodowiska
Psychrofile Gram-ujemne: Psychrobacter pacificensis, Psychromonas Lody Antarktyki i Arktyki, lodowce,
T, <15°C antarctica, Cellulophaga baltica, Marinobacter psychrophilus, wieczne zmarzliny, stale zimne wody
T . .<25°C Maribacter antarcticus regionéw polarnych, glebin oceanicznych
Gram-dodatnie: Micrococcus antarcticus, Bacillus marinus, i morskich, wodonosne warstwy skat,
Psychrotolerancyjne | Clostridium vincentii, Arthrobacter psychrolactophilus regiony wysokogorskie, jaskinie,
T, <5°C Archeony: Methanococcoides burtonii, Methanogenium frigidum, |zbiorniki z systemami chfodzenia.
T, =20-25°C Grzyby: Penicillium, Cladosporium, Aspergillus
Drozdze: Candida, Torulopsis, Rhodotorula
Glony: Chlamydomonas nivalis
Termofile Termofile: Wody podgrzewane hydrotermalnie,
T,,=50°C Bakterie: Bacillus caldolyticus gorgce zrodla, kominy hydrotermalne na
T  =60°C Archeony: Thermoplasma acidophilum dnie oceanicznym, pryzmy kompostowe,
Ekstremalne termofile | Niektore grzyby: Rhizomucor miehei hatdy wegla kamiennego, rurociagi
T . 235°C Glony: Cyanidium caldarium z goracy woda.
T,,265°C Pierwotniaki: Naegleria fowleri
T .<85°C Ekstremalne termofile: Thermodesulfobacterium commune,
Hipertermofile Geobacillus stearothermophilus, Thermus thermophilus.
T ., =260°C Hipertermofile: Archeoglobus fulgidus, Pyrococcus furiosus,
T,,=280°C Thermococcus kodakarensis, Desulfurococcus kamchatkensis,
T .285°C Sulfolobus solfataricus, Methanopyrus kandleri
Acidofile: Glony: Dunaliella acidophilia, Grzyby i drozdze: Trichosporon Kominy hydrotermalne, gorace Zrédta,
pH  =2-4 cerebriae, Candida sp. gejzery, fumarole solfatary, kwasne wody
Ekstremalne acidofile | Pierwotniaki z rodzaju Cinetochilium, Vahlkampfia, Archeony:  |odplywowe kopalni roznych mineraléw,
pH<3 Sulfolobus shibatae, Picrophilus oshimae, Thermoplasma wody sptywajace z hald wegla
Acidotolerancyjne acidophilum, kamiennego.

Alkalifile obligatoryjne

Cyjanobakterie: Nostoc calcicola,

Gleba, jelita owadow, np. brudnicy

stezenie soli

Halofile umiarkowane
0,5-2,5M soli
Ekstremalne halofile
2,5M - 5,2 M soli

Pierwotniaki: Pleurostomum flabellatum,

Krewetki: Artemia salina,

Archeony: Halobacterium salinarum, Haloferax mediterranei,
Haloarcula marismortui, Natronococcus occultus,
Methanohalobium evestigatum, Methanocalculus halotolerans
Bakterie: Thermohalobacter berrensis, Halocella cellulosilytica,
Desulfobacter halotolerans

pHoPt >9 Bakterie: Anaerobranca horikoshii, Amphibacillus xylanum, nieparki, jeziora bogate w Ca*", jeziora
pH_ >7 Promieniowce: Streptomyces, Nocardia i pustynie sodowe, wody,
Alkalitolerancyjne Archeony: Halorubrum vacuolatum, Natrialba magadii, zaktadéw produkujacych papier,
pH,__<9 Natronobacterium, Natronococcus, Natronorubrum, detergenty, odpady z garbarni.

pH ,~7 Methanohalophilus, Methanosalsus

Halotolerancyjne Glony: Dunaliella salina Saliny (np. na pustyni Atakama w Chile),
tolerujg podwyzszone | Grzyby: Trimmatostroma salinum, Morze Martwe, saliny w Huelva

u wybrzezy Hiszpanii, jezioro Assal

w Dzibuti w Afryce, antarktyczne jeziora
w poblizu Wzgérz Vestfold,

lody polarne, Zywno$¢ konserwowana
sola, pustynne rosliny i zwierzeta.

Piezofile obligatoryjne

Psychropiezofile: Colwellia hadaliensis, Moritella yayanosii,

p,=10-50 MPa Shewanella violacea

Piezofile ekstremalne | Termopiezofilne: Marinitoga piezophila, Desulfovibrio
p,>50 MPa hydrothermalis, Piezobacter thermophilus
Piezotolerancyjne Promieniowce: Demacoccus abyssi,

optimum p, =0,1 MPa | Archeony: Thermococcus barophilus, Pyrococcus abyssi,
maksymalne Methanopyrus kandleri

p,=10-50 MPa

Wody oceaniczne i morskie na znacznych
glebokosciach, np. Réw Marianski,
syberyjskie jezioro Bajkal

antarktyczne podlodowe jezioro Wostok.

9.5-11, czasem osiggajac warto$¢ nawet 12. Oprocz tych
naturalnych srodowisk alkalifile znajduja odpowiednie
warunki do rozwoju w miejscach, ktore powstaja wsku-
tek proceséw prowadzonych przez czlowieka: w wodach
odplywajacych z zakltadow produkujacych papier, deter-
genty, z garbarni [13, 80].

Alkalifile to w zdecydowanej wigkszosci organizmy
prokariotyczne. Ich metaboliczna réznorodnos¢ jest
imponujgca. Bardzo wiele z nich to chemolitotrofy,
odgrywajace ogromne znaczenie w obiegu pierwiast-
kéw w przyrodzie. Znajdziemy tu zaréwno autotrofy jak
i heterotrofy. Sa to i tlenowce i beztlenowce, niektdre to



EKSTREMOFILE - MIKROORGANIZMY Z PRZESZEOSCIA 1 Z PRZYSZLOSCIA

387

Tabela II
Przyktady praktycznego wykorzystania ekstremofili
. Pi$mien-
Zastosowania .
nictwo
Psychrofile | Enzymy: produkcja detergentéw (lipazy, proteazy, amylazy, celulazy), przemyst garbarski — usuwanie (14, 17,
wloséw i sieréci (keratynazy, proteazy), przemyst spozywczy — ekstrakeja i klarowanie sokow, poprawa 30, 42, 56]
waloréw smakowych, uzyskiwanie produktéw piekarniczych, (pektynazy, proteazy, glikozydazy),
czyszczenie szkiel kontaktowych (proteazy), do produkcji karmy dla zwierzat, w browarnictwie
i winiarstwie, bioremediacja srodowisk skazonych olejami, weglowodorami i innymi zanieczyszczeniami
Termofile | Termostabilne enzymy - PCR (25, 48,
Proteazy: przemysl farmaceutyczny, spozywczy, tekstylny, garbarstwo, produkcja detergentéw 84, 90]
Ksylanazy: wybielanie papieru
Chitynazy: modyfikacja chityny
Lipazy i esterazy: produkcja detergentow i reakcje stereo-specyficzne
Keratynazy: usuwanie odpadéw z przemystu miesnego i drobiarskiego
Usuwanie toksycznych zanieczyszczen
Biorafinacja: produkcja biowodoru i biopaliw oraz rozklad biomasy o duzej zawartosci celulozy
i hemiceluloz
Acidofile | Biolugowanie rud zawierajacych siarczki wielu metali [12, 13,
Bioremediacja kwasnych wod kopalnianych 45,77]
Oczyszczanie gazu z lotnych zwigzkow siarki
Enzymy zewnatrzkomorkowe: amylazy, glukoamylazy, a-glukozydazy, celulazy, ksylanazy,
enzymy proteolityczne
Alkalifile |Enzymy zewnatrzkomdrkowe: [30, 34, 62,
Lipazy, proteazy, amylazy, celulazy: dodatek do detergentéw; proteazy: dodatek do roztwordw czyszczacych | 67, 73]
szkla kontaktowe, produkeja seréw i mies; celulazy: produkcja tkanin; pektynazy: produkcja papieru,
obrébka widkien rodlinnych dla przemystu tekstylnego; ksylanazy: wybielanie w produke;ji papieru,
wybielajacy dodatek do detergentow
Cyjanobakterie: suplement diety
Neutralizacja silnie alkalicznych $ciekéw pochodzacych z réznych galezi przemystu (np. z produkeji
barwnikéw czy przemystu tekstylnego uzywajacego tych barwnikéw), rozklad fenolu, pirenu
Neutralizacja $ciekow silnie zasadowych zawierajacych duze iloéci chloru
Polepszanie wytrzymalosci zaprawy murarskiej
Halofile Osmolity: przemyst farmaceutyczny, spozywczy, kosmetyczny (np. w kremach nawilzajacych — chroni (36,61,
przed efektami promieniowanie UV-A, przez co przeciwdziata starzeniu sie skory) 65,72, 75]
Uzyskiwanie naturalnego B-karotenu, jako suplementu diety, czynnika koloryzujacego i antyoksydanta
w produktach kosmetycznych, spozywczych i farmaceutycznych
Nukleaza H: produkcja kwasu 5’-guanylowego, uzywanego jako sktadnik nadajacy zapach
Piezofile | Wykorzystywane jest dzialanie wysokiego ci$nienia na drobnoustroje, np. do dezynfekeji [23]
wysokim ci$nieniem

metanogeny, inne naleza do bakterii bioracych udziat
w obiegu siarki. Do grupy autotroféw alkalifilnych
nalezg niektore cyjanobakterie, np. z rodzajow: Ana-
baenopsis, Cyanospira, Spirulina, Synechocystis, Nostoc
(N. calcicola). Bakterie heterotroficzne reprezentowane
sg np. przez: tlenowce z rodzaju Bacillus, Micrococcus,
Pseudomonas, a takze promieniowce (Streptomyces,
Nocardia), beztlenowce: Clostridium (C. paradoxum),
Anaerobranca (A. horikoshii), Amphibacillus (A. xyla-
nus), Tindallia (T. magadii). Niektore beztlenowe bak-
terie alkalifilne to jednocze$nie termofile np. Thermo-
brachium celere. W pewnych ekosystemach szczegolne
znaczenie odgrywaja alkalifilne bakterie utleniajace
zwigzki siarki jak np.: Thioalkalimicrobium sp., Thio-
alkalivibrio sp., Thioalkalispira sp. oraz bakterie redu-
kujace siarke w siarczanach: Desulfonatronovibrio sp.,

Desulfonatronum sp.. Alkalifilne archeony obejmuja
przedstawicieli np. rodzajéw: Halorubrum (H.vacu-
olatum), Natrialba (N.magadii), Natronobacterium,
Natronococcus, Natronorubrum czy tez Methanoha-
lophilus lub Methanosalsus. Trzeba pamietac, ze wiele
z wymienionych wczesniej organizmdw to jednoczesnie
halofile, dlatego czesto obie grupy: alkali- i halofile oma-
wiane sg facznie, a przedstawiciele poszczegdlnych grup
wymieniani sg jako przyktady i jednej i drugiej [13, 15,
20, 27, 35, 79].

Podobnie jak acidofile, organizmy alkalifilne utrzy-
mujg pH wnetrza komorki na poziomie zblizonym do
neutralnego. Jest to mozliwe dzigki aktywnosci odpo-
wiedniego systemu transportu jonow. Gradient pH jest
utrzymywany wskutek aktywnego antyportu Na*/H*,
polegajacego na stalym usuwaniu jonu Na* w zamian
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za pobierany proton. Obecnos¢ jonéw sodu w srodo-
wisku wzrostu alkalifili jest konieczna do sprawnego
funkcjonowania takiej wymiany. Oprécz wspomnienych
mechanizmoéw, na regulacje wewnatrzkomoérkowego pH
moze mie¢ wplyw struktura $ciany komodrkowej alka-
lifili. Wykazano bowiem, ze niektdre z nich posiadaja
w $cianie komdrkowej dodatkowe, ujemnie natadowane
polimery. Sg to np. reszty kwasow: tejchuronowego, czy
asparaginowego oraz tejchuronopeptydy. Dzigki ich
obecno$ci mozliwe jest wigzanie dodatnio naladowa-
nych jondéw, zwlaszcza Na* [46, 47].

2.5. Halofile

Halofile to organizmy $rodowisk stonych. Reprezen-
towane sg zaréwno przez prokariota jak i przez orga-
nizmy eukariotyczne, o zréznicowanych wymaganiach
co do stezenia soli (przewaznie NaCl) w srodowisku ich
wzrostu. Klasyfikacja tej grupy bywa niejednoznaczna,
najczedciej uznawany jest podzial podawany przez
Kushnera [49]. Wyrdzniane s3 w nim: organizmy
halotolerancyjne (nie wymagaja wysokiego stezenia soli
do wzrostu, jednak w srodowisku o podwyzszonym ich
stezeniu rosng dobrze), halofile umiarkowane (rosngce
w zakresie od 0,5 do 2,5M NaCl) i ekstremalne halo-
file (2,5-5,2 M). Kushner wyodrebnia jeszcze tzw. gra-
niczne (,bordenline”) halofile czyli takie, ktére rosna
w przedziale stezen: 1,5-4 M NaCl [1, 44, 49, 91]. Nieco
inny, spotykany réwniez w literaturze podzial omawia-
nej grupy, opiera si¢ na definicji Larsena. I tak, wsréd
obligatoryjnych halofili wyrdznia si¢ drobnoustroje:
w malym stopniu halofilne (,,slight”) - rosna w prze-
dziale 0,34-0,85M NaCl, umiarkowanie halofilne
(0,85-3,4 M) i ekstremalnie halofilne (3,4-5,1 M) [6,
13]. Jednoznaczny podzial organizméw halofilnych
w obrebie grupy czesto utrudnia dodatkowo fakt, iz
zakres tolerancji na dane st¢Zenie soli jest bezposred-
nio zwigzany z innymi parametrami wplywajacymi na
wzrost takimi jak: rodzaj podioza, pH czy temperatura.

Wspolng cechg $rodowisk Zzycia halofili jest zwiek-
szona zawarto$¢ soli. Jednak rodzaj tych soli, pH,
temperatura, zawarto$¢ sktadnikéw odzywczych oraz
inne czynniki réznig si¢ czesto od siebie drastycznie
w poszczegolnych srodowiskach, co pozwala na zasie-
dlanie ich przez bardzo zrdznicowane spotecznosci
halofili. Zawartos¢ i rodzaj soli zalezy przede wszyst-
kim od rodzaju wod zasilajacych dany obszar (morskich
albo srodladowych). Stone srodowiska srodladowe zasi-
lane podziemnymi solankami odznaczajg si¢ najczesciej
wyzsza zawartoscig jonow Mg*i Ca*2 Ich przykladem
moga by¢ nastonecznione saliny (s6l koncentruje si¢ tu
na skutek parowania wody) np. salina na pustyni Ata-
kama w Chile czy salina La Mala w Hiszpanii. Do tego
typu $rodowisk zaliczane s takze wody Morza Mar-
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twego. Srodowiska stone o skladzie wody podobnym
do wody morskiej to: saliny, z ktorych odzyskuje si¢
s6l np. Alicante, Huelva u wybrzezy Hiszpanii, jezioro
Assal w Dzibuti w Afryce, a takze antarktyczne jeziora
w poblizu Wzgdrz Vestfold, lody polarne. Niektore ze
stonych jezior maja pH obojetne jak np. Wielkie Jezioro
Stone oraz Morze Martwe. Jednak jak wspomniano
w poprzednim rozdziale, wiele zasolonych jezior to
jeziora typowo alkaliczne - rozwijajace si¢ tam mikro-
organizmy to typowe poliekstremofile (haloalkalifile).
Organizmy halofilne i halotolerancyjne izolowano takze
z zywnos$ci konserwowanej sola (np. solonych mies,
ryb), a takze pustynnych roslin i zwierzat (np. z jam
nosowych iguan). Istniejg takze doniesienia o izolacji
umiarkowanych halofili z wéd wokot pdl naftowych na
Morzu Pélnocnym i w Oklahomie [13, 19, 91].

Halofile sg bardzo heterogenna grupg. Organizmy
prokariotyczne reprezentujg i bakterie i archeony, tle-
nowe i beztlenowe, termo- mezo- i psychrofilne. Nie-
ktore sg fototrofami i stanowig o produktywnosci okres-
lonych ekosysteméw. W omoéwionych wczesniej $ro-
dowiskach rozwijaja si¢ takze, czasami bardzo licznie
powodujac nawet zakwity, eukariotyczne glony. Wérod
tych ostatnich do najlepiej poznanych naleza: Dunaliella
(D. salina), Asteromonas (A. gracilis). Nie sg to jedyne
halofilne eukarionty. Wlasciwos$ciami takimi cechuja
sie takze niektdre grzyby np. Trimmatostroma salinom
i ortaea werneckii [31, 96]. W salinach i stawach solnych
zyja takze pierwotniaki (Pleurostomum flabellatum),
a nawet krewetki (Artemia salina) [60].

Srodowiska o najwyzszym stopniu zasolenia zdo-
minowane sg gldwnie przez halofilne archeony, mocno
zroznicowane pod wzgledem metabolicznym. Hete-
rotroficznie odzywiaja si¢ one zaréwno w warunkach
tlenowych jak i beztlenowych. Tlenowce to przedsta-
wiciele klasy Halobacteria, rodziny Halobacteriaceae
(Euryarchaeota), przewaznie neutrofile chociaz nie-
ktére gatunki sg takze alkalifilne lub organizmami
umiarkowanie acidofilnymi [1]. Wiekszos$¢ gatunkéw
z tej rodziny uznawana jest za halofile ekstremalne [60].
Cechg charakterystyczng przedstawicieli tej grupy jest
wytwarzanie czerwonych barwnikéw karotenoidowych,
ktére powoduja np. intensywne czerwone zabarwienie
wdd, w ktorych sie rozwijaja. Do chwili obecnej opi-
sano juz ponad 130 gatunkéw w prawie 40 rodzajach
rodziny Halobacteriaceae. Jako przyktady nalezy wymie-
ni¢ przedstawicieli rodzajow: Halobacterium (H. salina-
rum), Haloferax (H. mediterranei), Haloarcula (H. mari-
smortui), Halosimplex (H. carlsbadense), Haloquadratum
(H. walsbyi), Natronococcus (N. occultus), Haladaptatus
(H. paucihalophilus), Halococcus (H. saccharolyticus),
Halorhabdus (H. utahensis), Haloterrigena (H. turc-
menica), Halorubrum (H. salsolis), Natronorubrum
(N. tibetense), Natrialba (N. magadi). Jako zrédlo wegla
drobnoustroje te wykorzystuja gtéwnie aminokwasy
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i weglowodany, ale niektére z nich maja takze zdolnos¢
rozkladu alifatycznych i aromatycznych weglowodo-
réw [1, 8]. Bardzo ciekawa cechg wymienionego wcze-
$niej gatunku H. salinarum jest zdolnos¢ wykorzysty-
wania energii $wietlnej i przetwarzania jej w energie
w postaci ATP mimo prowadzenia heterotroficznego
trybu zycia. Jest to mozliwe dzigki wytwarzaniu specjal-
nego biatka - bakteriorodopsyny, zawierajacej retinal,
dzieki ktéremu wychwytywana jest czgs¢ promienio-
wania i poprzez blone przenoszone sg protony. Dzigki
powstajacej roznicy potencjatu dochodzi nastepnie do
syntezy ATP [10].

Niektére z wymienionych wyzej archeonéw przy
braku tlenu, ale w obecno$ci innych akceptoréw elektro-
néw, moga prowadzi¢ metabolizm beztlenowy. Z kolei
$cisle beztlenowe halofilne archeony s3 metanogenami.
Nalezg one do rodziny Methanosarcinaceae i jako sub-
strat w procesie metanogenezy wykorzystuja trimetylo-
amine. Znanych jest obecnie okoto 30 gatunkéw halofil-
nych metanogenéw (np. Methanohalobium evestigatum,
Methanohalophilus portucalensis, Methanosalsum zhili-
nae, Methanocalculus halotolerans) [1].

Halofilne lub halotolerancyjne beztlenowe bakterie
odzywiaja si¢ zaréwno heterotroficznie jak i autotroficz-
nie. Duzg grupe beztlenowych halofili stanowig bakterie
fermentujgce. W zdecydowanej wigkszosci naleza one
do rzedu Halanaerobiales (Firmicutes). Tylko nieliczne
wyjatki na podstawie analizy filogenetycznego pokre-
wienstwa zostaly umieszczone w rzedzie Clostridiales
(Thermohalobacter berrensis) i Natranaerobiales (Natra-
naerobius thermophilus-ekstremalny halofil). Przedsta-
wicielami rzedu Halanaerobiales sa np.: Halotermoth-
rix (H. orenii), Halanaerobium (H. lacurosei), Halocella
(H. cellulosilytica), Halarsenatibacter (H. silvermanii),
a takze Halanaerobaculum (H. tunisiense), Halobacte-
roides (H. halobius), Halonatronum (H. saccharophilum),
Acetohalobium (A. arabaticum), Orenia (O. marismor-
tui), Selenihalobacter (S. shriftii). Wigkszo§¢ wymie-
nionych bakterii to gramujemne, urzesione paleczki,
umiarkowanie halofilne, za ekstremalne halofile uzna-
wane sg: H. tunisiense, A. arabaticum oraz H. lacurosei.
[13, 44]. Czes¢ halofilnych bakterii beztlenowych ma
zdolnos¢ redukcji siarczandéw i sa to przewaznie ,,stabe”
lub umiarkowane halofile. Nalezg do nich miedzy
innymi bakterie z rodzajéw: Desulfobacter (D. halotole-
rans), Desulfobacterium (D. autotrophicum), Desulfocella
(D. halophila), Desulfococcus (D. multivorans), Desulfo-
halobium (D. retbaense), Desulfonema (D. magnum) czy
Desulfovibrio (D. halophilus) [13, 24]. Intensywnie pro-
wadzone badania nad tg grupg, zwlaszcza w ostatnich
kilku latach, pozwolily na wyizolowanie i scharaktery-
zowanie wielu nowych gatunkéw. Na szczegdlna uwage
zastuguja bakterie izolowane ze stonych jezior sodo-
wych takie jak: Desulfonatronovibrio (D. halophilus),
Desulfonatronum (D. lacustre), Desulfonatronobacter
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(D. acidivorans), Desulfobulbus (D. alkaliphilus) [81, 82].
W beztlenowych, ale jeszcze naswietlonych warstwach
stonych wod wystepuja takze fotoautotroficzne bakterie
- purpurowe i zielone. W zdecydowanej wiekszosci sg
to mikroorganizmy stabo albo umiarkowanie halofilne.
Przykladami s3 takie drobnoustroje jak: Chromatium
(C. salexigens), Chlorobium (C. chlorovibrioides), Rho-
dospirillum (R. salinarum), Ectothiorhodospira (E. vacu-
olata), Thiocapsa (T. halophila). Typowymi za$ ekstre-
mofilami w tej grupie sg bakterie nalezace do rodziny
Ectothiorodhospiraceae np. E. halophila i E. halochloris.
Izolowane s3 z solanek niemorskiego pochodzenia,
zwlaszcza o alkalicznym pH [59].

Halofile sg reprezentowane takze przez bakterie tle-
nowe. S3 to gléwnie przedstawiciele Gram-ujemnych
proteobakterii, rodziny Halomonadaceae. Oprocz rodzaju
Halomonas (H. elongata) do wspomnianej rodziny zali-
cza si¢ takze miedzy innymi rodzaje: Halotelea (H. alka-
lilenta), Chromohalobacter (C. salexigens), Salinicola
(S. halophilus), i Modicisalibacter (M. tunisiensis) [2].
Znane s3 takze halofilne bakterie utleniajace zwigzki
siarki np. Thiohalospira (T. halophila) czy Thiohalobac-
ter (T. thiocyanaticus) [88]. Halofilne bakterie gramdo-
datnie to np.: Halobacillus (H. halophilus), Salinicoc-
cus (S. albus), Marinococcus (M. halophilus), Bacillus
(B. halodurans), Salimicrobium (8. halophilum) oraz pro-
mieniowce: Salinactinospora (S. gingdaonensis), Nocar-
diopsis (N. litoralis), Actinopolyspora (A. xinjiangensis),
Haloglycoyces (H. albus) [13]. Halofilami sg takze niektdre
cyjanobakterie: Aphanothece (A. halophytica), Nodula-
ria (N. spumigena) czy Oscilatoraia (O. salina) [70].

Aby unikng¢ lizy, powodowanej rdznicg ci$nienia
osmotycznego w komorce wzgledem zewnetrznego
otoczenia, halofile musza utrzymywac réwnie wysokie
wewnatrzkomorkowe stezenie soli. Jednym ze sposobow
wyréwnywania stezen jest utrzymywanie wysokiego
poziomu K*i Cl- wewngtrz komoérki. Mechanizm taki
(okreslany czesto mianem ,,s0l-wewnatrz”) zidentyfiko-
wano u ekstremalnie halofilnych archeonéw z rodziny
Halobacteriaceae oraz halofilnych bakterii fermentuja-
cych. Stwierdzono takze, ze aby zachowa¢ aktywno$¢
w takich warunkach, wewnatrzkomérkowe enzymy
i bialka strukturalne s3 ujemnie naladowanie i maja
kwasny charakter (wigzanie odpowiednich jonéw do
bialka stabilizuje je). Kiedy stezenie soli ulega obnize-
niu ponizej odpowiedniego poziomu ww. enzymy tych
bakterii ulegaja denaturacji i tracg swe wlasciwosci.
Drugim sposobem regulacji stezenia soli jest synteza
lub pobieranie réznego rodzaju zwigzkéw organicz-
nych o charakterze czasteczek osmoregulacyjnych
(osmolitéw). Ich obecnos¢ stwierdza sie w komorkach
halofilnych glonéw (prolina, glicerol, sacharoza), bak-
terii tlenowych (ektoina, hydroksyektoina, glukozylo-
glicerol, N-acetyloornityna, prolina), a takze metano-
gennych archeondéw (glicyna, betaina, B-aminokwasy,
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B-glutamina, kwas glutaminowy, acetylo-lizyna). Stabili-
ZUj3 one enzymy, nie ingerujac w procesy metabolizmu
komoérkowego [44, 60].

2.6. Piezofile

Termin ,organizmy piezofilne” oznacza organizmy
zyjace w $rodowiskach o wysokich wartos$ciach ci$nie-
nia hydrostatycznego. Poczatki badan nad piezofilami
siegaja lat 50-tych XX wieku. Poczatkowo organizmy
te okreslano mianem ,barofile”, jednak znaczenie ety-
mologiczne stowa ,,barofile” (,,baro” - waga) nakazalo
zmiane nomenklatury na ,,piezofile” (,piezo” - ci$nie-
nie). Podobnie jak we wcze$niej omowionych grupach,
tak i w tej zaznacza si¢ zréznicowanie co do zakresu
preferowanej wartosci ci$nienia. Typowe piezofile
(obligatoryjne) zyja najczesciej w zakresie 10-50 MPa,
ale niektore organizmy uznawane sg za piezofile eks-
tremalne, czyli takie, ktore rosna dobrze dopiero gdy
ci$nienie hydrostatyczne osigga warto$¢ powyzej
50 MPa. Piezotolerancyjnymi nazywa si¢ zas te organi-
zmy, ktérych optimum wzrostu znajduje si¢ przy war-
tosci ci$nienia 0,1 MPa, ale mogg takze rosng¢ w warun-
kach 10-50 MPa [22, 43].

Najbardziej typowym $rodowiskiem, w ktorym
powstaja warunki umozliwiajace rozwdj piezofili sa
wody oceaniczne i morskie na znacznych glebokosciach
(wraz ze wzrostem glebokosci o 10 metréw ci$nienie
roé$nie o 0,1 MPa). Za najbardziej gtebokie miejsce na
Ziemi uznaje si¢ obecnie Réw Marianski — réw oce-
aniczny w zachodniej czgsci Oceanu Spokojnego.
Wedlug pomiaréw wykonanych przy pomocy specjal-
nie skonstruowanych robotdéw, gtebokos¢ w tym miejscu
siega okofo 10 900 metréw, co oznacza ze woda wywiera
tam ci$nienie okofo 110 MPa. W takich warunkach roz-
wija¢ si¢ moga jedynie piezofile ekstremalne. Nalezy
pamietaé, ze w zdecydowanej wiekszosci wody mor-
skie majg bardzo niska temperature, tak wiec przewaz-
nie piezofile sa jednocze$nie psychrofitami. Przewaznie
- bo w przedziwnym $wiecie morskich glebin sg miej-
sca wyjatkowo gorace - to rejony uj$¢ hydrotermalnych.
Piezofile tam wystepujace przystosowane sg do trwa-
nia w temp. nawet 120°C - sg wiec piezotermofilami.
Biorac pod uwage dzialanie jeszcze innych czynnikow
skrajnych (brak $wiatla, oligotroficzny charakter wod,
czesto wysokie stezenie metanu) piezofile z pewnoscia
mozna potraktowac jako poliekstremofile. Wspomniane
wody oceaniczne nie s3 jedynym ,wysokoci$nienio-
wym” $rodowiskiem. Znaczne glebokosci, a co za tym
idzie znaczne wartosci ci$nienia notowane sg takze np.
w syberyjskim jeziorze Bajkal (nawet 1600 m), albo
antarktycznym podlodowym jeziorze Wostok (ponad
3700 m pod lodem). Mimo, Ze niewiele wiadomo jeszcze
o spofecznosci organizméw tam zyjacych, mozna przy-
puszczal, ze muszg takze naleze¢ do piezofili [21, 41].
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Wiekszos¢ z hodowalnych piezofilii nalezy do
domeny Bacteria, (y — proteobakterie) i s3 to przed-
stawiciele rodzajow: Colwellia (C. hadaliensis), Mori-
tella (M. yayanosii), Photobacterium (P. profundum),
Psychromonas (P. hadalis) i Shewanella (S. violacea).
Wymienione drobnoustroje s3 jednoczesnie psychro-
filami. Znane sg takze termopiezofilne bakterie np.
Marinitoga piezophila czy Desulfovibrio hydrothermalis
(oba gatunki redukuja siarczany), a takze wyizolowane
w ostatnim czasie: Thioprofundum lithotrophica i Pie-
zobacter thermophilus (chemolitoautotrofy utleniajace
siarke). Izolowano takze piezofilne promieniowce:
Demacoccus abyssi. Piezofilne archeony naleza do Eury-
archaeota i Crenarchaeota — w zdecydowanej wiekszosci
sa to hypertermopiezofile, a nawet hypertermohyper-
piezofile. Przykladami piezofilnych archeonéw sa: Ther-
mococcus barophilus, Pyrococcus abyssi, Methanopyrus
kandleri [22, 86].

Mimo intensywnie prowadzonych badan, wcigz nie
do konca udalo si¢ poznac i wyjasni¢ mechanizmy przy-
stosowania piezofili do ekstremalnych warunkoéw zycia.
Najbardziej charakterystyczng cechg tych organizmow,
majacg za zadanie utrzymanie aktywnosci komorki,
wydaje si¢ by¢ obecnos¢ w blonach specyticznych kwa-
sow tluszczowych: nienasyconych, czgsto rozgalezio-
nych, a takze hydroksylowanych (stanowig one nawet
70% wszystkich kwasow ttuszczowych w komorce).
Kwasy takie majg za zadanie utrzyma¢ odpowiednia
plynnos¢ bion a przez to ich funkcjonalno$¢. W procesie
adaptacji wskazuje si¢ takze na znaczenie zmian w eks-
presji genow fancucha oddechowego piezofili czy biatek
blonowych (ekspresja pewnych genéw tylko w wysokich
warto$ciach ci$nienia) [78].

3. Z ekstremofilami w przyszlo$¢
- biotechnologiczne mozliwo$ci wykorzystania

Znalezienie mikroorganizméw w §rodowiskach skraj
nych zapoczatkowalo szeroko zakrojony rozwoj badan
nad tg grupg drobnoustrojow. Zwlaszcza ostatnie 40 lat
prac wzbogacilo nasza wiedz¢ o ekstremofilach, nie
tylko w aspekcie poznawczym, ale takze — a moze nawet
przede wszystkim — w aspekcie aplikacyjnym. W ciggu
tych ostatnich kilku dekad zidentyfikowano i opisano
wiele nowych gatunkéw ekstremofili [26, 32, 38, 50, 85].
Znajomo$¢ ich morfologii, fizjologii wzrostu oraz gene-
tyki zapoczatkowala nastepnie nowy, trwajacy do dzis
kierunek badan nad mozliwos$cia biotechnologicznego
zastosowania produktéow pochodzacych z tych mikro-
organizméw. Niektore enzymy znalazly juz w tej chwili
szerokie zastosowanie, a wiele nowych preparatéw pod-
dawanych jest wcigz analizom z my$lg zastosowania
ich w najblizszej przyszlosci [33, 37]. Nie mozna w tym
miejscu nie wspomnie¢ o jeszcze jednej dziedzinie
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zainteresowan ekstremofilami, mianowicie astrobiolo-
gii. Prowadzone przez astrobiologéw prace moga przy-
nies¢ odpowiedz na pytania nie tylko dotyczace pocho-
dzenia i ewolugji zycia na Ziemi, ale tez moga pomdc
w poszukiwaniach i przewidywaniu Zycia na innych
planetach. Ekstremofile — uwazane za najstarsze zyjace
na $wiecie organizmy i warunki $rodowisk w jakich
egzystuja sa tu niewgtpliwie doskonalym modelem
badan [29, 39, 68, 89].

W kregu zainteresowan biotechnologéw nieustannie
znajdujg si¢ psychrofile. Dziatajace w niskich tempera-
turach enzymy przede wszystkim moga stac si¢ dobrym
narzedziem w redukeji zuzycia energii, ale takze co
réwnie wazne, moga ograniczy¢ zuzycie toksycznych
zwigzkéw chemicznych. Mozliwosci ich zastosowania
sg roznorodne: produkcja detergentéw (lipazy, prote-
azy, amylazy, celulazy), przemyst garbarski — usuwa-
nie wloséw i siersci (keratynazy, proteazy), przemyst
spozywczy — ekstrakcja i klarowanie sokow, poprawa
waloréw smakowych, uzyskiwanie produktéw piekar-
niczych, (pektynazy, proteazy, glikozydazy). Proteazy
moga réwniez znalez¢ zastosowanie do czyszczenia
szkiel kontaktowych, do produkeji karmy dla zwierzat,
w browarnictwie i winiarstwie [14, 17, 30, 42]. Istnieja
takze doniesienia o mozliwym uzyciu samych psychro-
fili lub tez wyizolowanych z nich enzyméw do biore-
mediacji skazonych olejami, weglowodorami i innymi
zanieczyszczeniami zimnych §rodowisk skrajnych [56].

Gléwne zainteresowanie termofilami skierowane
jest na izolacje enzyméw produkowanych przez te
drobnoustroje, majacych obecnie szerokie zastosowa-
nie w przemysle, biologii molekularnej i innych dzie-
dzinach. Enzymy termofili sg interesujace, ze wzgledu
na oporno$¢ na wiele czynnikoéw, takich jak tempera-
tura, pH, rozpuszczalniki, czynniki denaturujace, co
pozwala na zastosowanie ich w wielu procesach prze-
mystowych, w ktérych wymagane jest zastosowanie
ekstremalnych warunkow [84]. Poczatkiem stosowania
enzymow termofili bylo uzycie termostabilnej poli-
merazy Taq (z komorek bakterii z rodzaju Thermus),
do reakcji tanicuchowej polimeryzacji (PCR). Pozwo-
lito to na opracowanie i udoskonalenie tej powszech-
nie dzi§ stosowanej metody [84, 90]. Obecnie stoso-
wanymi enzymami termofili sg takze m.in. proteazy,
hydrolazy, chitynazy, ksylanazy, lipazy i esterazy [48].
Proteazy znalazly zastosowanie w takich galeziach
przemystu jak: farmaceutyczny, spozywczy, tekstylny,
garbarstwo, produkcja detergentéw. W przemysle spo-
zywczym stuza do polepszania waloréw organoleptycz-
nych produktéw oraz usuwania produktéw ubocznych.
Stuza réwniez do produkcji ptynéw do mycia naczyn
i innych detergentéw, w ktérych zachowujg aktywno$é
podczas zmywania w wyzszej temperaturze [84]. Ksyla-
nazy stuza do wybielania papieru, chitynazy do mody-
fikacji chityny, lipazy i esterazy do produkcji deter-
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gentow i reakeji stereo-specyficznych, np. biosyntezy
organicznej, itp. [48].

Rozwazane s3 réwniez inne sposoby zastosowa-
nia drobnoustrojow termofilnych i ich enzymoéw, np.
zastosowanie keratynaz w rozkladzie i usuwaniu réz-
nego rodzaju odpadéw (z przemystu miegsnego, pior
z przemystu drobiarskiego). Trwaja réwniez badania
nad zastosowaniem termofilnych proteaz w dekonta-
minacji materialu zwierzecego, skazonego prionami
powodujacymi encefalopatie gabczasta krow (BSE)
i chorobe Creutzfelda-Jacoba. Priony wykazujg wysoka
opornos$¢ na dzialanie proteaz w temperaturze poko-
jowej. Zastosowanie wyzszej temperatury powoduje
zwiekszenie wrazliwosci priondw, a metoda ta wymaga
uzycia termoopornych proteaz [84]. Termofile i ich
enzymy moga by¢ zastosowane réwniez do: usuwania
toksycznych zanieczyszczen jak np. fenol oraz w biorafi-
nacji, czyli otrzymywaniu produktéw, paliw i substancji
chemicznych w procesie rozktadu biomasy organicznej.
Czesto do proceséw tego rodzaju wymagane jest uzy-
cie podwyzszonej temperatury dla osiagniecia lepszej
wydajnosci lub ulatwienia procesu. Przykladami biora-
finacji jest produkcja biowodoru i biopaliw oraz rozklad
biomasy o duzej zawartosci celulozy i hemiceluloz [25,
90]. Obiecujacym zrodlem enzyméw do takich proce-
sow sg bakterie z rodzaju Caldicellulosiruptor [25].

Na uwage zastuguje takze biotechnologiczne znacze-
nie mikroorganizmoéw acidofilnych. Szczegdlnie istotna
jest mozliwo$¢ ich wykorzystania w biolugowaniu rud
zawierajacych siarczki wielu metali. Jednoczesnie pro-
wadzone s3 takze badania nad mozliwoscig zastosowa-
nia drobnoustrojow zdolnych do redukeji utlenionych
zwigzkow siarki (SO,*) w bioremediacji kwasnych wéd
kopalnianych i zbierajacych sie w wyrobiskach pokopal-
nianych [13]. Ostatnie doniesienia mdéwig takze o wyso-
kiej wydajnosci procesu oczyszczania gazu z lotnych
zwiazkow siarki przy udziale ekstremalnie acidofilnych
mikroorganizméw [45].

Drobnoustroje acidofilne s3 takze intensywnie
badane w kontekscie mozliwosci wykorzystania pro-
dukowanych przez nie enzymoéw. Zainteresowanie
badaczy skupia si¢ gléwnie na enzymach zewnatrzko-
morkowych, ktére wykazujg aktywnos¢ w niskim pH.
Acidofilne enzymy wewnatrzkomoérkowe nie wykazuja
przystosowan do takich warunkéw, co wynika z faktu,
ze aktywne s3 w pH zblizonym do neutralnego [12,
30]. Enzymy uzyskiwane z hodowli acidofili moga
znalez¢ zastosowanie w wielu dziedzinach przemy-
stu. Przykladem moga by¢ amylazy, glukoamylazy czy
a-glukozydazy (izolowane odpowiednio z: Alicycloba-
cillus acidocaldarius, Picrophilus torridus, Sulfolobus
solfataricus) stabilne i aktywne nie tylko w niskim pH,
ale czesto takze w podwyzszonej temperaturze. Enzymy
takie moga by¢ wykorzystywane w produkeji alkoholu,
w przemysle piekarniczym czy w produkcji syropow
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zawierajacych fruktoze. Oprécz wymienionych enzy-
mow biorgcych udzial w rozktadzie skrobi, praktyczne
zastosowanie mogg znalez¢ takze inne: celulazy (Alicy-
clobacillus acidocaldarius, Sulfolobus solfataricus), ksyla-
nazy (Acidobacterium capsulatum), a takze enzymy pro-
teolityczne (Alicyclobacillus sendaiensis). Kwasooporne
celulazy i ksylanazy s3 enzymami poszukiwanymi w celu
zastosowania ich w produkcji biopaliw (do degradacji
biomasy) za$ proteazy znajduja zastosowanie np. w pro-
dukgji serow [12, 77].

Zewnatrzkomodrkowe enzymy alkalifili dzieki sta-
bilnosci w wysokim pH takze staly si¢ tematem inten-
sywnych badan biotechnologéw. Okazuje si¢, ze ich
réznorodno$¢ i wysoka aktywnos¢ w takich warunkach
moze pozwoli¢ na ich wielorakie zastosowanie - szcze-
gblne enzymoéw pochodzacych z hodowli termoalkali-
fili. W praktyce zastosowanie znalazty np. jako dodatek
do detergentéw: lipazy, proteazy, amylazy czy celulazy,
dzigki ktérym polepszany jest proces usuwania roznora-
kich zanieczyszczen podczas prania i zmywania w wyso-
kich temperaturach. Proteazy stanowia takze dodatek
do roztwordw czyszczacych szkla kontaktowe, ale tez
w procesach zwigzanych z produkcjg ser6w i migs. Nie-
dawno wykazano ponadto, ze alkaliczne proteazy maja
zdolnos¢ rozkladu bialek prionowych, co w przysztosci
moze pozwoli¢ na zastosowanie proteaz pochodzacych
z alkalifili w terapii choroby prionowej. Celulazy stoso-
wane s3 ponadto w koncowych etapach produkcji tkanin
do usuwania roznego rodzaju grudek, ktére powoduja
wzrost niepozadanej szorstkosci materiatu. Wykazano
takze, ze celulazy moglyby réwniez by¢ wykorzystane
w recyklingu papieru do usuwania tuszu czy atramentu.
Pektynazy stosowane s3 w procesach zwigzanych z pro-
dukcja papieru oraz obrébka widkien roslinnych dla
przemystu tekstylnego. Ich aktywno$¢ pozwala uzy-
skiwac np. papier o lepszych wlasciwosciach. Podobne
zastosowanie znalazly ksylanazy, ktore oprocz proce-
s6w wybielania w produkcji papieru stosuje si¢ takze
jako wybielajacy dodatek do detergentow. Wiekszos¢
ze stosowanych enzymoéw pochodzi z hodowli réznych
alkalifilnych szczepdw rodzaju Bacillus [30, 34, 73]. Nie
mozna takze zapomnie¢ o komercyjnej hodowli alka-
lifilnych cyjanobakterii. Stosowane s3 one jako suple-
ment diety dostarczajacy wielu cennych sktadnikow
odzywczych. Najszersze zastosowanie znalazly tu drob-
noustroje Spirulina platensis [73]. Alkalifile moga sta¢
sie takze przydatne z ekologicznego punktu widzenia.
Liczne badania dowodza, ze z powodzeniem moga by¢
stosowane w biologicznych procesach neutralizacji sil-
nie alkalicznych $ciekéw pochodzacych z réznych gatezi
przemystu (np. z produkeji barwnikéw czy przemystu
tekstylnego uzywajacego tych barwnikow), a takze do
rozkladu fenolu czy pirenu. Ostatnie doniesienia wska-
zuja takze na mozliwo$¢ stosowania hodowli alkalifili do
neutralizacji $ciekow silnie zasadowych zawierajacych
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duze ilosci chloru [67]. Wykazano réwniez, ze niektore
alkalifilne bakterie, rosnace w postaci biofilmu, moga
by¢ uzywane do polepszania jakosci zaprawy murar-
skiej. Biofilm tych bakterii pokrywajacy mineralne
czasteczki zaprawy cementowej moze pelnic role spo-
iwa, znacznie zwigkszajacego trwalos¢ i wytrzymatos¢
zaprawy murarskiej [62].

Szerokie zastosowanie znalazty wytwarzane mie-
dzy innymi przez halofile osmolity, zwlaszcza ektoina.
Dzieki zdolnosci do stabilizacji bialek i kwaséw nukle-
inowych znana jest ona ze swego protekcyjnego dziala-
nia. Wykorzystuje si¢ ja w przemysle farmaceutycznym,
spozywczym, a takze kosmetycznym (np. w kremach
nawilzajacych - chroni przed efektami promieniowa-
nie UV-A, przez co przeciwdziala starzeniu si¢ skory)
[61]. Glony z gatunku Dunalliella salina stosowane s3
do uzyskiwania naturalnego 3-karotenu, a ten stuzy do
uzyskiwania réznego rodzaju suplementéw diety, jako
czynnik koloryzujacy i antyoksydant w produktach
kosmetycznych, spozywczych i farmaceutycznych [36].
Jednym z niewielu enzymoéw stosowanych komercyjnie,
uzyskiwanym z halofili jest nukleaza H. Stosuje si¢ ja
do produkgji kwasu 5’-guanylowego, uzywanego jako
skladnik nadajacy zapach [61]. Niektore z produktéw
halofili sg wciaz intensywnie badane i najprawdopodob-
niej znajda komercyjne zastosowanie w najblizszym cza-
sie. Przyktadem moze by¢ halorodopsyna. Jej fotoche-
miczna i termodynamiczna stabilno$¢ moze pozwoli¢ na
wykorzystanie w dziedzinach takich jak: holografia, pro-
dukcja sztucznej siatkowki, uzyskiwanie przestrzennych
modulatoréw $wiatta. Projektowane sg takze urzadzenia,
ktérych dzialanie opiera si¢ na wykorzystaniu haloro-
dopsyny do uzyskiwaniu energii [72, 75]. Ponownie
glony Dunaliella salina z wysoka wydajnoscig usuwaja ze
$ciekéw N i P, a takze jony metali ciezkich, dzigki czemu
moglyby by¢ stosowane w oczyszczaniu $ciekow [36].
Lipidy pochodzace halofilnych archeondéw sg §wietnym
narzedziem do produkeji archeosoméw (liposomoéw)
- s3 wysoce stabilne i maja odpowiedni profil dystry-
bucji w tkankach. Liposomy takie uzyskano np. z ko-
morek Halobacterium cutirubrum sg oporne na dzialanie
fosfolipaz i moga by¢ przechowywane nawet do 60 dni.
Wskazuje sie na mozliwos¢ uzycia ich jako nosnikow
niektorych lekow, czy czynnikéw obrazowania komorek
nowotworowych, a nawet genéw [75]. Przewiduje si¢
takze mozliwos¢ stosowania halofili w produkeji poli--
hydroksyalkanéw, wykorzystywanych do syntezy biode-
gradowalnego plastiku, w produkeji egzopolisachrydow,
ktére moglyby znalez¢ zastosowanie jako immunomo-
dulatory czy surfaktanty, a nawet jako zrédlo do pro-
dukgji biopaliwa [61, 65].

Malo liczne sg przyklady praktycznego zastosowa-
nia piezofili. Wynika to przede wszystkim z trudnosci
w hodowli tych mikroorganizmdw. Trudno jest w prak-
tyce odtworzy¢ warunki jakie panujg w ich naturalnych
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$rodowiskach zycia. Nie chodzi tylko o zapewnienie
odpowiednio wysokiego ci$nienia, ale czesto takze
o zastosowanie np. wlasciwej mieszanki gazow i przede
wszystkim odpowiednio dobranych skladnikéw pod-
toza. Zaobserwowano, ze podtoza stosowane do izolacji
piezofili nie powinny by¢ zbyt bogate, a wrecz powinny
mie¢ oligotroficzny charakter, bo taki najczesciej maja
wody morskie. Dodatkowo, uzyskiwanie enzymow czy
innych produktow z komorek piezofili jest mozliwe naj-
czedciej po dekompresji co utrudnia ocene ich wlasci-
wosci w naturalnych procesach. W praktyce bardziej niz
same piezofile wykorzystywana jest znajomos$¢ dziatania
wysokiego ci$nienia na drobnoustroje. Najbardziej typo-
wym tego przykladem jest usuwanie drobnoustrojow
z produktéw zywnosciowych wlasnie za pomocg wyso-
kiego ci$nienia zamiast wysokiej temperatury (konser-
wowanych jest juz tak ponad 250 produktéw). Zaleta
takiego procesu oprocz eliminacji patogenow jest zacho-
wanie np. wlasciwo$ci smakowych i zapachowych oraz
niezmienionych wlasciwosci witamin. Zaawansowane
s3 takze badania nad mozliwoscia dezynfekcji wysokim
ci$nieniem roznych biomaterialéw (Sciegien, chrzastek,
kos$ci) - biomaterialy tak traktowane nie zmieniaja
swych biomechanicznych wlasno$ci. Ogromne nadzieje
niesie takze mozliwos¢ zastosowania tak dezynfekowa-
nych fragmentéw kosci do autoprzeszczepow, w miejsca
gdzie ko$¢ zostata zmieniona przez komoérki nowotwo-
rowe. Dodatkowg korzyscig jest tu fakt, ze w wysokim
ci$nieniu zniszczeniu ulegaja takze komorki nowotwo-
rowe co zapobiega ich ewentualnemu przeniesieniu
wraz z przeszczepem [23].

4. Podsumowanie

Scharakteryzowane powyzej grupy organizmow eks-
tremofilnych nalezg do najlepiej poznanych w tej kate-
gorii, ale nalezy pamieta¢, ze nie sg jedynymi. Badania
prowadzone od kilku dziesiecioleci pozwolily zrozumie¢
nam wiele mechanizméw rzadzacych $wiatem $rodo-
wisk ekstremalnych i ich mieszkancami. Doprowadzity
do opisania i wykorzystania bardzo wielu drobno-
ustrojow, ktorych istnienia nawet nie podejrzewalismy.
Musimy pamigtaé, ze nadal nie wszystkie ekstremofile
»pozwolily” nam sie poznac. Najlepiej §wiadczy o tym
poréwnanie wynikéw badan z zakresu metagenomiki
i tradycyjnych metod hodowlanych. Metagenomika
dostarcza niezbitych dowodéw, ze w naturalnych $ro-
dowiskach - takze ekstremalnych - sasiadujg z nami
by¢ moze tysigce organizmodw, ktore pozostaja dla nas
anonimowe - bo jeszcze nie umiemy ich wyhodowac.
Czy taka umiejetno$¢ posigdziemy? Na pewno mamy na
to szanse. Badania nad ekstremofilami prowadzone sa
przez uczonych z osrodkéw na calym $wiecie i w wielu
przypadkach sg poczatkiem drogi do nowych, by¢ moze
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zaskakujacych odkry¢, niosgcych mozliwosci wykorzy-
stania przez cztowieka w praktyce tego co w naturalny
sposob trwa od wiekow w §rodowiskach skrajnych.
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Bioremediation of petroleum compounds and their biodegradation pathways

Abstract: In recent years, crude oil and its derivatives are one of the main sources of water pollution and land in Poland. Among the
chemical compounds the most toxic and carcinogenic effects on living organisms have polycyclic aromatic hydrocarbons and compounds
such as benzene, toluene, ethylbenzene, xylenes (BTEX). Biotechnological methods, using hydrocarbon-degrading bacteria seem to
be the most justified for environmental reasons and economic considerations. This technology is the introduction of suitable strains
of bacteria and providing mineral and organic substances necessary for life to microorganisms exist and then a rapid multiplication
of microorganisms in the soil. Great importance in removing xenobiotics from the environment gained in recent years by biological
and biochemical methods. Development of science and a deeper understanding of biochemical mechanisms related to the disposal of
organic waste by different microbes allows the use of specialized bacteria, fungi and plants to combat waste. Biodegradation pathways
are constantly known. Particular attention is given to mixtures of compounds of microbial degradation of artificially produced by man,
which naturally do not occur in nature. Progressive accumulation of toxic mixtures in the environment is harmful to biological systems.
Study of degradation pathways of these compounds often leads to recognition of new enzyme reactions. Due to the large variety of
degradative pathways, it seems an interesting presentation of known microbial degradation pathways of alkanes and the characteristics
of their key enzymes. Understanding the mechanisms of decomposition of these compounds will enable a better use of microorganisms
in the remediation of contaminated environments.

1. Introduction. 2. Sources and methods of the contaminants spread in soil. 3. Methods of petroleum compounds biodegradation.
4. Genetically modified micro-organisms involved in the degradation of petroleum compounds. 5. Mechanisms of biodegradation of
petroleum hydrocarbons. 5.1. Intradiolic cleavage of the aromatic ring (such as “ortho”). 5.2. Extradiolic cleavage of the aromatic ring
(such as “meta”)
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1. Wprowadzenie » weglowodory aromatyczne, areny - jednopierscie-
niowe (JWA) - reprezentowane gléwnie przez grupe
Ropa naftowa jest mieszaning weglowodoréw o zroz- zwigzkéw zwanych w skrocie BTEX: benzen, toluen,
nicowanych wtasciwosciach fizycznych, chemicznych etylobenzen, ksyleny oraz wielopierscieniowe weglo-
i biologicznych, zawierajacych niewielkie ilosci (do ~ wodory aromatyczne (WWA).
3%) zwiazkéw organicznych tlenu (kwasy karboksy- Weglowodory aromatyczne, bedace skfadnikami

lowe, fenole), siarki, azotu oraz metali ci¢zkich (do 1%) ropy naftowej oraz obecne w $rodowisku, wywieraja
[26]. W sktad ropy naftowej wchodza nastepujace grupy  teratogenne, cytotoksyczne, immunotoksyczne, muta-
weglowodorow [46]: genne i kancerogenne dzialanie na organizmy zywe,
« alkany, parafiny - weglowodory fanicuchowe nasycone  z uwagi na mozliwo$¢ kumulowania si¢ tych zwigzkow

o fancuchu prostym (n-parafiny) lub rozgatezionym w roélinach i przedostawania sie do kolejnych ogniw

(izoparafiny), tancucha pokarmowego [4 -6, 14, 17-18, 62].
o alkeny, olefiny - weglowodory taficuchowe niena- W ostatnich latach ropa naftowa i jej pochodne s3
sycone, jednym z gtéwnych zrédet zanieczyszczen wod i grun-
« cykloalkany, cykloparafiny lub nafteny — weglowodory  téw w Polsce [25]. Ciagle postepujaca industrializacja,
o budowie pierscieniowej, jak i rozwoj motoryzacji przyczyniaja si¢ do wiekszego

* Autor korespondencyjny: Uniwersytet Technologiczno-Humanistyczny im. Kazimierza Putaskiego w Radomiu, Wydzial Materia-
foznawstwa, Technologii i Wzornictwa, Katedra Technologii Materialéw Organicznych, Zaklad Produktéw Naftowych, ul. Chrobrego 27,
26-600 Radom; tel.: +48-48-361-75-82; fax.: +48-48-361-75-98; mariolamendrycka@poczta.onet.pl
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zapotrzebowania na produkty naftowe. Ponadto wzrost
wydobycia, przetworstwa i zuzycia ropy naftowej nie-
uchronnie pociaga za sobg zwiekszenie przypadkow
zanieczyszczenia Srodowiska tymi zwigzkami [42].

Sktadniki ropy naftowej w $rodowisku gruntowo-
-wodnym ulegaja mikrobiologicznym i chemicznym
przeksztalceniom a kierunki tych przemian uzalez-
nione sg od przebiegu takich proceséw jak: utlenianie,
odparowanie, emulsyfilacja, sedymentacja, dyspersja,
adsorpcja oraz rozpuszczanie w wodach gruntowych
i powierzchniowych [21].

Szybkos¢ rozktadu ropopochodnych zanieczyszczen,
w istniejacych ukladach $rodowiskowych, zalezy nie
tylko od stezenia zwigzku, ale réwniez od jego struktury
chemicznej. Dane literaturowe dowodza, ze najtatwiej
biodegradacji ulegaja liniowe alkany C, -C,, nastepnie
weglowodory gazowe C,-C, alkany C,-C; alkany rozgale-
zione do C ,, alkeny C,-C | rozgalezione alkeny, cykloal-
kany, weglowodory monoaromatyczne oraz poliaroma-
tyczne. W tej samej kolejnosci maleje réwniez ilo$¢ izolo-
wanych drobnoustrojow, ktdre sg zdolne do namnazania,
w obecno$ci wymienionych grup substratow [1, 30, 43].

Poza wymienionymi czynnikami srodowiskowymi,
ktére wplywaja na szybkos¢ rozkltadu weglowodordw,
bardzo wazny jest takze dobor odpowiednich parame-
trow fizykochemicznych, takich jak: zawartos$¢ tlenu,
temperatura, odczyn oraz obecno$¢ substancji pokar-
mowych i ksenobiotykéw. Jednak za najwazniejszy
parametr w procesie biodegradacji uznaje si¢ wskaznik
pH, ktéry powinien miesci¢ si¢ w przedziale pomiedzy
6,5 a 8 [32, 45]. Produkty ropopochodne obecne w glebie
mogg obnizac jej pH, gdyz podczas degradacji weglowo-
doréw powstaja kwasy. Dlatego w celu podwyzszenia jej
odczynu zaleca si¢ wapnowanie gleby [61]. Pierwiastki
biogenne, takie jak: azot i fosfor, maja efektywny wptyw
na proces bioremediacji, czesto jednak wystepuja w gle-
bie w ilosciach ograniczajacych namnazanie si¢ drobno-
ustrojow, dlatego konieczne jest wzbogacanie gleby tymi
zwigzkami. Stosunek C:N:P powinien wynosi¢ 100:10:1.
Nalezy jednak pamietaé, ze substancje ropopochodne
przyczyniaja si¢ do wzrostu stosunku wegla do azotu,
co z kolei wptywa niekorzystnie na metabolizm mikro-
organizmoéw. Natomiast, gdy rozklad weglowodorow
ropopochodnych nastepuje w warunkach beztlenowych
wazne jest wprowadzanie do gleby azotanoéw i siarcza-
néw jako akceptorow elektronéw [13, 58, 60, 66, 76, 83].
Kolejnym waznym czynnikiem jest woda, ktéra umoz-
liwia rozpuszczanie weglowodoréw i z tego wzgledu
zaleca si¢ zraszanie gleby woda lub wprowadzanie jej
do gruntu. Produkty ropopochodne czgsto powoduja
powstanie w glebie stref beztlenowych stad korzystnie
wplywa wprowadzanie w gtab gruntu tlenu badz stosuje
sie oranie gleby.

Wiszystkie te zabiegi przyczyniaja sie do wzrostu
efektywnosci proceséw bioremediacji [61]. Mimo to
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ciagle poszukuje si¢ nowych technik oczyszczania $cie-
kéw i unieszkodliwiania odpaddéw. W ciaggu ostatnich
30 lat wzrosto zainteresowanie pracami badawczymi,
prowadzonymi nad wykorzystaniem metod biotechno-
logicznych w biodegradacji wielu niepozadanych sub-
stancji organicznych [27]. W celu zwiekszenia wydaj-
nosci biologicznej oczyszczania $ciekow, jak i skazonej
gleby, podjeto proby wdrazania metod biooczyszczania
in situ, polaczonych ze sczerpywaniem paliwa [25].
Duza popularnoscia ciesza si¢ tez techniki oparte na
wprowadzaniu gotowych biopreparatow, zawierajacych
wyizolowane odpowiednie szczepy bakteryjne [41, 56]
badz izolowaniu mikroflory autochtonicznej z oczysz-
czanego gruntu i zaadaptowywaniu ich do duzych ste-
zen substancji skazajacej [24]. Ponadto w procesach
bioremediacji stosowane s3 inne rozwiazania techno-
logiczne oparte na fitoremediacji, kompostowaniu,
uprawie gruntu (landfarming), remediacji w bioreak-
torach oraz ryzoremediacji. Gléwne strategie intensy-
fikujace procesy bioremediacji opierajg si¢ na takich
technikach jak: biostymulacja, wykorzystanie zjawisk
kometabolizmu bakteryjnej chemotaksji, wspomaganie
enzymami, wprowadzenie $rodkéw powierzchniowo-
-czynnych [48]. Efektywnos$¢ usuwania szkodliwych
zanieczyszczen zwicksza si¢ takze poprzez zastoso-
wanie ozonowania. Silne zdolno$ci utleniajace ozonu
powoduja catkowita lub czesciowq eliminacj¢ niebez-
piecznych i czesto niepodatnych na rozktad biologiczny
substancji chemicznych. Czesto wstepne zabiegi pole-
gajace na utlenianiu zanieczyszczen sprawiaja, ze sa
one bardziej przyswajalne dla drobnoustrojow, co czyni
je bardziej podatnymi na dalszy mikrobiologiczny roz-
kiad [29, 31, 49, 78].

Lepsze poznanie mechanizméw biodegradacji zwiaz-
kéw ropopochodnych w danych uktadach srodowisko-
wych pozwoli na opracowanie bardziej skutecznych
i bezpiecznych metod eliminacji tych skazen.

2. Zrodla i sposoby rozprzestrzeniania sie
zanieczyszczen w glebie

Na ziemi¢ opada wickszo$¢ wyemitowanych do
powietrza WWA, stad w glebie znajduje si¢ az 90% cal-
kowitej ilosci tych zwigzkow, ktore wystepuja w $rodo-
wisku [12, 72, 82].

Wigkszos¢ produktéw ropy naftowej, ktore przedo-
staja si¢ do gruntu pochodzi z matych wyciekéw. Jed-
nak skazenia znajdujace si¢ w gruncie osiagaja bardzo
wysoki poziom, ktory czesto przekracza dopuszczalne
normy. Ponadto zwigzki organiczne, zawarte w pali-
wach i olejach, w ktorych rozpuszczone sg toksyczne
dodatki uszlachetniajgce, chlorowcopochodne i wie-
lopierscieniowe weglowodory, wykazuja tendencje do
migracji, zagrazajac w ten sposéb wodom gruntowym
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i powierzchniowym. Niebezpieczne sg zanieczyszczenia

zbiornikéw wodnych substancjami ropopochodnymi

z uwagi na tworzenie si¢ bfonki na powierzchni wody,

ktéra odcina dostep tlenu i spowalnia procesy samo-

oczyszczania. Zanieczyszczenie wody olejami jest fatwo
wykrywalne na powierzchni wod i gruntu, ze wzgledu
na ich bardzo malg rozpuszczalno$¢ w wodzie. Oleje
smarowe w kontakcie z wodg tworzg emulsje lub zawie-
siny. Oleje doprowadzone do ciekéw wodnych maja ten-
dencje do oblepiania roslin i opadania na dno. Powoduje
to zwigkszenie ilosci osadow dennych i spowolnienie

zycia biologicznego w srodowisku wodnym [70-71].

Zrédta potencjalnych zanieczyszczen zwigzkami ropo-
pochodnymi koncentrujg si¢ przede wszystkim wokadt
takich obiektow jak [11, 54, 64, 73]:

o stacje paliw (ponad 6tys.), gdzie czesto dochodzi
do pekniecia zbiornikéw, nieszczelnosci rurociggow
doprowadzajacych paliwo do dystrybutoréw i niewlas-
ciwa obstuga przy poborze paliwa

« rafinerie, przede wszystkim Zle oczyszczone $cieki rafi-
neryjno-paliwowe dostajac si¢ do wody moga spowo-
dowac zanieczyszczenie zwigzkami toksycznymi na
wiekszg skale

« instalacje wydobywcze ropy naftowej;

« urzadzenia poszukiwawcze (wiertnie ladowe, $rodla-
dowe, morskie);

« bazy magazynowe, niesprawny system gromadzenia
i zagospodarowania zuzytych olejow i smardw, zaole-
jonych ziem, trocin itp.;

« bazy przeladunkowe, nieszczelne rurociagi przesy-
towe, czasem celowo uszkadzane w wyniku dzialal-
nosci przestepczej;

« tereny przemystowe i poprzemystowe, erozja zbior-
nikow, rozszczelnienia zfacz, przypadkowe rozlania,
przenikanie WWA ze $ciekdw przemystowych, miejsc
sktadowania odpadéw odlewniczych i materialow,
ktdre sg stosowane w budownictwie;

« lotniska, bazy wojskowe;

« torowiska, bocznice kolejowe;

« pojazdy samochodowe, mikrowycieki paliw wyste-
pujace podczas kolizji pojazdéw, wymywanie WWA
z powierzchni drég, gdzie obecne sg duze ilosci zwiaz-
kéw pochodzace ze spalin samochodowych, ze §cie-
rania opon gumowych przy hamowaniu oraz samego
asfaltu, ktory bogaty jest w roznorakie weglowodory;

« urzadzenia indywidualnego uzytku domowego.

Wirod innych zrodet zanieczyszczen mozna wymie-
ni¢ réwniez $cieki bytowo-gospodarcze, gdzie w Polsce
okolo 20% sciekow wykorzystuje si¢ do nawozenia pdl
uprawnych [47].

Biorac pod uwage sposoby, jakimi WWA przedostaje
sie do gleby, szacuje si, ze najwigksze ilosci tych zwiaz-
kéw mogag wystepowaé w ziemi pochodzacej ze zrédet
bezposredniego skazenia [22]. Potwierdzeniem tych
przypuszczen sg dane poréwnujace zawartos¢ WWA
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w glebach pobranych z dala od potencjalnych Zrédet
zanieczyszczen z glebg pochodzgacg z duzych osrodkow
przemystowych. W glebach, ktére oddalone s3 znacz-
nie od Zrddel emisji, poziom najczesciej wystepuja-
cych szesnastu WWA wynosi zwykle od 1,5 do 5 mg/kg
suchej masy, za$ stezenie benzo[a]pirenu od 0,001 do
0,01 mg/kg suchej masy [36, 64].

Skazenia w gruncie osiggaja niekiedy bardzo wysoki
poziom, przekraczajacy dopuszczalne normy. Czgsto
moga one siega¢ az do 30 m glebokosci, co stwierdzono
na bylych terenach poradzieckich lotnisk wojskowych
[61, 64]. Istniejace tam zwiazki organiczne, takie jak
paliwa i oleje, a takze rozpuszczone w nich toksyczne
uszlachetniacze oraz chlorowcopochodne i wielopier-
scieniowe weglowodory wykazuja tendencj¢ do migra-
cji, przez co stwarzaja zagrozenie dla wod gruntowych
i powierzchniowych (rys. 1).

=

Strefa aeracji

Strefa wprowadzenia

|

Weglowodory
w fazie ptynnej

Weglowodory
rozpuszczone
w wodzie

Strefa wzrostu Weglowodory

kapilarnego odparowane

Warstwa

wodnonosna Prad wod
gruntowych

Rys. 1. Rozprzestrzenianie si¢ zwigzkéw ropopochodnych

W zaleznosci od budowy geologicznej podtoza grun-
towego oraz intensywnosci przestrzennego ruchu wod
gruntowych, zanieczyszczenia te sa rozprowadzane,
rozcienczane i przeksztalcane w wyniku proceséw che-
micznych i biologicznych [16].

Podczas rozlewu paliwo wnika w grunt i jest roz-
przestrzeniane w wyniku dzialania sil: cigzkosci, kapi-
larnych oraz adsorpcyjnych [64]. Penetracja benzyny
w gruncie jest znacznie szybsza niz wody, od 6 do
10 razy. Sposéb przemieszczania si¢ wielopierscienio-
wych weglowodoréw aromatycznych w glebie zalezy od
jej rodzaju, przepuszczalno$ci oraz czynnikéw klima-
tycznych, m.in. od: opadéw deszczu, nastonecznienia,
wiatru, temperatury [22].

Szybkie wsigkanie w glab profilu glebowego roz-
lanych na powierzchnie substancji naftopochodnych
zagraza zwlaszcza glebom piaszczystym (Tab.I) [50, 81].
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Tabela I
Predkos¢ rozchodzenia sie substancji ropopochodnych
w gruntach [m/dobe] [77-78]

Rodzaj gruntu Etylina Olej
Piasek gruby 164,16 220,96
Piasek gruby z domieszka drobnego 11,23 0,96
Piasek gruby zagliniony 0,82 0,60
Piasek $redni 2,80 0,004
Piasek pylasty 0,008 0,08
Glina 0,18

Migracja tych zanieczyszczen moze zachodzi¢ w pio-
nie i/lub w poziomie. W gruncie dobrze przepuszczal-
nym penetracja zachodzi w pionie, a nastgpnie, gdy
osiggnie juz poziom zwierciadta wdéd podziemnych
dalej odbywa si¢ w kierunku poziomym. Jest to bardzo
niebezpieczne, gdyz zanieczyszczone wody sa niekiedy
rezerwuarem wody pitnej (rys. 2).

Miejsce skazenia

‘\ \ ‘\ \&

Strefa nasycenia

Warstwa
wodonos$na

—

Rys. 2. Migracja produktéw naftowych w srodowisku
wodno-gruntowym [16]

W gruncie produkty naftowe moga wystepowac
w trzech fazach: gazowej (produkty lotne), cieklej
(produkty nie mieszajace si¢ z woda lub rozpuszczone
w wodzie) i ,,stalej” (produkty gazowe badz ciekle zaad-
sorbowane przez material skalny) [55].

Zanieczyszczenia naftowe moga mie¢ tez rézing
trwato$¢, ktora zalezy nie tylko od wlasciwosci gleby
i warunkéw klimatycznych, ale réwniez od steze-
nia zanieczyszczen i ich sktadu. Badania Glazowskiej
i Pikowskiego [28] wykazaly, ze przywrdcenie pierwot-
nej zyznosci gleb trwa niekiedy do$¢ dlugo, czasami od
1 roku a nawet do 12 lat. W zalezno$ci od parametréw
gleby i substancji ropopochodnych mozna opracowaé
odpowiedni model ulatwiajgcy prace nad walkg z sub-
stancjami ropopochodnymi wystepujacymi w gruncie.

Wojewédzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Bia-
tymstoku opracowal modele oceny zanieczyszczen $ro-
dowiska substancjami ropopochodnymi [78]:
» modele przeplywu i transportu zanieczyszczen z gruntu

do wdd podziemnych,

MARIOLA MENDRYCKA, KATARZYNA MUCHA, SYLWESTER STAWARZ

» modele emisji zanieczyszczen gazowych z gruntu do
powietrza,

o procedur analizy i oceny ryzyka zdrowotnego,

« modele rozprzestrzeniania si¢ zanieczyszczen, bilanso-
wania ilo$ci zanieczyszczen w gruntach wraz z analiza
niepewnosci i bteddow,

« analiz geostatystycznych dla potrzeb kartowania i mo-
delowania zanieczyszczen w $rodowisku,

« systemu identyfikacji i inwentaryzacji terenéw zdegra-
dowanych.

3. Metody biodegradacji zwigzkow ropopochodnych

Bioremediacja to proces usuwania zanieczyszczen
(min. substancji ropopochodnych) z gleby i wod pod-
ziemnych za pomocg zywych prowadzace zazwyczaj do
transformacji réznego rodzaju zanieczyszczen w formy
mniej szkodliwe. W bioremediacji wykorzystywane sg
naturalne zdolno$ci mikroorganizméw do rozkladu
weglowodoréw ropy naftowej. Proces ten moze by¢ pro-
wadzony z udzialem mikroorganizméw w warunkach
[23, 59, 75]:

« tlenowych - biodegradacja odbywa si¢ w obecnosci
tlenu z udzialem m. in.: Pseudomonas, Alcaligenes,
Rhodococcus i Mycobacterium;

« beztlenowych - biodegradacja bez dost¢pu tlenu,
obecnie istnieje duze zainteresowanie mikroorgani-
zmami beztlenowymi wykorzystywanymi w procesie
bioremediacji PCBs w osadach rzecznych, w dechlo-
ryzacji trichloroetylenu (TCE) czy chloroformu.

Ponadto, bioremediacja moze by¢ prowadzona

z udzialem:

« grzybow ligninolitycznych - Phanaerochaete chryso-
sporium, mikroorganizmy te sg zdolne do degradacji
bardzo trwatych zwigzkéw chemicznych;

» metylotrofow - tlenowych bakterii, degradujacych
metan, wykorzystujac zwigzek ten jako zrédlo wegla
i energii. Enzymem inicjujagcym proces degradacji
metanu jest monooksygenaza metanowa, ktora row-
niez ma szerokie zastosowanie w degradacji wielu
zwigzkow nieorganicznych.

W Tabeli IT i IIT zestawiono przyklady wykorzysta-
nych technologii bioremediacji w procesie degradacji
wielu substancji chemicznych, bedacych sktadnikami
m.in. zwigzkéw ropopochodnych.

Zdolnos¢ drobnoustrojow do degradacji ksztattowata
sie na przestrzeni kilku lat, i jest wynikiem adaptacji
mikroorganizméw do warunkéw panujacych w zanie-
czyszczonym $rodowisku na skutek szerokiego wykorzy-
stania produktéw petrochemicznych w wielu galeziach
przemystu [7,34]. W rurociggach gromadzg si¢ liczne
gatunki gtéwnie bakterii, dla ktérych weglowodory sa
gléwnym zrédlem wegla. Mikroflora ta najczesciej roz-
wija si¢ na granicy faz: wodnej i olejowej. Rozwojowi
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Tabela II

Rodzaje biodegradacji wybranych zwigzkéw chemicznych [39]

Zwigzki chemiczne

Przyktady

Przyktady

Weglowodory aromatyczne benzen, toluen

tlenowa, beztlenowa

Ketony i estry aceton

tlenowa, beztlenowa

Weglowodory ropy naftowej paliwa kopalne

tlenowa

Rozpuszczalniki chloropochodne

trichloroetylen, chloroetylen

tlenowa, beztlenowa

Weglowodory poliaromatyczne

antracen, benzo(a) piren, krezol

tlenowa

PCBs

1,2,3-trichloro-4-(2,3,4-trichlorofenylo)benzen

tlenowa

Tabela IIT
Bioremediacja gleby zanieczyszczonej zwigzkami ropopochodnymi (23, 37, 75]

Frakcja olejowa Zastosowana technologia Wykonanie bioremediacji Prllsizr;s(r)l—
Surowa frakcja Bakteryjna degradacja w warunkach laboratoryjnych | Bioagumentacja weglowodoréw ropy naftowej (23
weglowodoréw - testy z udzialem szczepéw: Bacillus subtilis DM-04, |z udzialem szczepéw: Pseudomonas aeruginosa
ropy naftowej Pseudomonas aureginosa oraz szczep NM M i NM oraz B. subtilis. Widoczna znaczna

redukcja weglowodordw
Gleba 3 etapy eliminacji zanieczyszczen: - wykorzystanie | Zastosowanie Simple Green™ (SG), utlenianie [75]
zanieczyszczona surfaktantow, — traktowanie odczynnikiem Fentona, | (6% H,0,) -15% chemiczna degradacja
paliwem - przeprowadzenie wlasciwej biodegradacj weglowodordw oraz 80% biodegradacja
Gleba Degradacja w warunkach laboratoryjnych Po 13 dniach kompostowania (prowadzonego [37]
zanieczyszczona z udzialem szczepu Candida catenulata CM1 w bioreaktorze) — 84% paliwa ulega degradacji
olejem napedowym

tych drobnoustrojow towarzyszy réwniez dostep tlenu.
W $rodowisku glebowym natomiast mamy do czynienia
z mikroflorg charakterystyczng dla gruntéw. Mikroorga-
nizmy wyksztalcity odpowiednie systemy enzymatyczne
by likwidowac¢ substancje toksyczne zagrazajace ekosys-
temowi glebowemu. W procesach bioremediacji tere-
néw zanieczyszczonych duze znaczenie majg enzymy
oraz nanotechnologie [39].

W technologiach bioremediacji gtéwna role odgry-
wajg peroksydazy, ktére mogg transformowaé takie
zwiazki jak: policykliczne hydroweglowodory (PAH)
s, PCBs, zwigzki fenolowe, (2,4,6-trinitrotoluen) TNT,
barwniki, a takze wiele innych trwalych zwigzkéw aro-
matycznych [33].

Charakterystyczne jest to, ze z gleby mozna izolo-
waé mikroorganizmy wyspecjalizowane w degradacji
okreslonych ksenobiotykéw. W procesach bioremedia-
cji wykorzystuje si¢ zaréwno bakterie, i grzyby [38, 51,
57]. Mikroorganizmy te wystepuja w wodach stodkich,
morskich, o réznych temperaturach i na réznej glebo-
kosci. Ekosystemy wodne obfite sg w bakterie i drozdze,
natomiast w gruntach obserwuje si¢ zwiekszony udziat
grzybow i promieniowcéw [77]. Mikroorganizmy, ktére
wykorzystuja jako jedyne zrodlo wegla weglowodory
jest niewielki procent. Do grupy mikroorganizmoéow
wykazujacych zdolnos¢ do degradacji skladnikéw ropy
naftowej lub wybranych jej frakcji naleza m.in. bakte-
rie: Achromobacter, Acinetobacter, Actinomyces, Alcalige-

nes, Arthrobacter, Aeromonas, Bacillus, Brevibacterium,
Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Myco-
bacterium, Nocardia, Pseudomonas, drozdze: Candida,
Debaromyces, Hansenula, Pichia, Rhodosporidium, Rho-
dotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces, Torulopsis,
Trichosporon, grzyby: Aspergillus, Aureobasidium, Cla-
dosporium, Fusarium, Mortierella, Mucor, Penicillium,
Sporotrichum, Varicospora. Z doniesien literaturowych
wynika, Ze zaden z wymienionych drobnoustrojow nie
jest zdolny do biodegradacji weglowodorow wszystkich
grup, moga jedynie przyswaja¢ wybrane rodzaje zwigz-
kéw, o okreslonych strukturach chemicznych [3, 52, 68].

Warunkiem skutecznej bioremediacji jest wybdr
odpowiednich mikroorganizméw. Wiedza na temat
aktywnosci degradacyjnej bakterii wplywajacych na
kontrole procesu jest istotna ze wzgledu na okreslenie
wlasciwej strategii remediacji oraz kontrole postepow
i skutecznosci bioremediaciji [2, 10, 15, 20, 51, 52].

4. Mikroorganizmy genetycznie modyfikowane
biorace udzial w degradacji
zwiazkow ropopochodnych

Drobnoustroje odgrywaja duza role w utylizacji
zwigzkéw ropopochodnych, jednakze szybkos¢ tych
procesow jest niewystarczajaca w stosunku do potrzeb.
W literaturze znajduje si¢ wiele informacji na temat
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Tabela IV
Degradacja zwigzkéw ropopochodnych przez mikroorganizmy genetycznie modyfikowane [3, 67, 69, 77, 84]

Zwigzki Enzymy Geny Szczep Pi$miennictwo
Toluen, TCE 4-monoksygenaza toluenowa | TomA Burkoholderia cepacia G4 [67]
Toluen, TCE dioksygenaza toluenowa TodC1C2BA | Pseudomonas putida F1 [84]
Toluen, TCE 2-monooksygenaza toluenowa | tmoABCDE | Pseudomonas mendocina KR1 [77]
BTEX (benzen, toluen, |2,3-dioksygenaza katecholowa | xylE Pseudomonas putida mt-2 [3]
etylenobenzen, ksylen)

Naftalen dioksygenaza naftalenowa nahAcd Pseudomonas putida G7 [73]

degradacji toksycznych zwigzkéw, bardzo trudno i wolno
degradowanych, przez mikroorganizmy [1, 4, 14, 18,
30, 41, 45-46, 60-62, 76,]. Wyizolowane ze srodowisk
naturalnych lub pochodzace z kolekeji mikroorganizmy
charakteryzujg si¢ wysoka aktywnoscig metaboliczng
i innymi cechami technologicznymi czesto niewystar-
czajacymi do zastosowania w procesie produkcyjnym.
O efektywnosci procesu przemystowego w rownej mie-
rze z technologia decyduje réwniez doskonalenie cech
drobnoustrojow przemystowych [9, 44]. Jednym ze
sposobow doskonalenia takich mikroorganizméw jest
mutageneza i selekcja mutantéw o cechach korzystnych
dla danego procesu biotechnologicznego [19].

Niezmiernie istotna w procesie bioremediacji jest
zdolnos¢ szczepu do degradacji wielu trudno degra-
dowanych zwigzkoéw, ale nie zawsze mikroorganizmy
wyizolowane ze srodowisk naturalnych posiadajg wlas-
ciwy potencjal i wlasciwosci genetyczne umozliwia-
jace skuteczng biodegradacje trwatych zanieczyszczen.
Dlatego wiele badan laboratoryjnych prowadzonych
w wielu o$rodkach naukowych na $wiecie skoncentro-
wanych jest na prowadzeniu modyfikacji genetycznej
tych szczepow pod katem skutecznej biodegradacji kse-
nobiotykéw. Obecnie najwigksze znaczenie odgrywa
tzw’diagnostyka molekularna” [40, 64].

Diagnostyka molekularna szczepdw wykorzystywa-
nych w procesie bioremediacji dotyczy analizy wyizo-
lowanego z komodrek mikroorganizméw DNA oraz
poznania aparatu genetycznego umozliwiajacego oceng
zdolnosci szczepéw do degradacji ksenobiotykow.

W literaturze na temat mechanizméw dotyczacych
degradacji zwiazkéw ropopochodnych wiadomo, ze
u bakterii: Burkoholderia cepacia G4, Pseudomonas
putida F1, Pseudomonas mendocina KR1 istniejg geny
xylE kodujace biatka odpowiedzialne za degradacje
grupy zwigzkow naftalenu czy niektérych chloropo-
chodnych (TCE). Geny te zostaly sklonowane i zlo-
kalizowane w chromosomalnym DNA tych bakterii
i nazwane TomA dla Burkoholderia cepacia G4 [67]
TodC1C2BA dla Pseudomonas putida F1 [84] tmo-
ABCDE dla Pseudomonas mendocina KR1 [77]. Bakterie
Pseudomonas putida mt-2 posiadaja geny xylE kodujace
biatka odpowiedzialne za degradacje grupy zwigzkow

BTEX [44]. Natomiast naftalen jest degradowany przez
dioksygenaze naftalenowa szczepu Pseudomonas putida
G7, gen kodujacy biatka odpowiedzialne za t¢ transfor-
macje to nahAcd [57]. W tabeli 3 zestawiono zwigzki
wystepujace w ropie naftowej, ktore s3 degradowane
przez mikroorganizmy genetycznie modyfikowane.

5. Mechanizmy biodegradacji weglowodoréw
ropopochodnych

Ropa naftowa to wysoce zlozona mieszanina wielu
tysiecy weglowodoréw, ktére mozna sklasyfikowaé
w trzech grupach: weglowodory alifatyczne, aroma-
tyczne i zwiazki polarne. Wéréd weglowodorow alifa-
tycznych wyroznia sie weglowodory prostofancuchowe,
rozgalezione oraz zwiazki cykliczne. Weglowodory aro-
matyczne wystepuja w formie zwiazkéw jednopierscie-
niowych (np. benzen, toluen) oraz zwigzkow poliaroma-
tycznych, np. naftalen, fenantren czy piren [53].

Biodegradacja alkanow prostotanicuchowych moze
przebiega¢ w wyniku oksydacji:

o terminalnej,

« subterminalnej,

o diterminalne;j.

Podczas oksydacji terminalnej dochodzi do inser-
cji aktywnego tlenu do wolnego konca lancucha alki-
lowego z wytworzeniem alkoholu pierwszorzedowego.
Natomiast podczas oksydacji subterminalnej utlenie-
niu ulega wewnetrzna grupa metylenowa, w wyniku,
czego powstaje alkohol drugorzedowy [53, 30, 62, 65].
W obu szlakach dziata dehydrogenaza alkoholowa, ktéra
utlenia alkohole pierwszorzedowe do aldehydow, zas
zwigzki drugorzedowe transformowane sg do ketondw.
Kolejng reakcje, podczas oksydacji terminalnej, kata-
lizuje dehydrogenaza aldehydowa, ktéra utlenia grupe
aldehydowg do karboksylowej. W oksydacji subtermi-
nalnej dziala monooksygenaza Baeyer-Villiger, ktéra
przeksztalca ketony do estrow, wlaczajac atom tlenu do
tancucha weglowego. Estry ulegaja hydrolizie pod wply-
wem esteraz [8,35]. Produktami tego rozszczepienia sa
kwasy karboksylowe (wlaczane w centralny metabo-
lizm) oraz alkohol, ktory na drodze oksydacji terminal-
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Rys. 3. Szlaki tlenowej biodegradacji alkanéw prostotancuchowych [30]

nej zostaje przeksztalcony do kwasu karboksylowego.
Trzecim szlakiem degradacji jest oksydacja ditermi-
nalna, inaczej p-oksydacja, czyli oksydacja obu koncow
tancucha weglowego. W procesie tym, po utlenieniu
jednej z koncowych grup alkanu wlacza si¢ mono-
oksygenaza kwasow tluszczowych, utleniajgca koncowy
wegiel po przeciwnej stronie. Nastepnie, w wyniku dzia-
tania dehydrogenaz alkoholowej i aldehydowej, pow-
staje kwas dikarboksylowy. Kwasy tluszczowe powstate
w kazdym z opisanych szlakéw podlegaja aktywacji
z udzialem syntetazy acylo-CoA i w tej postaci wchodza
do szlaku B-oksydacji, ktory generuje czasteczki acetylo-
-CoA (rys. 3) [54, 77].

Wigkszo$¢ wyizolowanych mikroorganizméw degra-
dujacych weglowodory cykliczne posiada enzymy utle-
niajace zwiazki zawierajace od 5 do 7 atoméw wegla
w pierscieniu. Na rysunku 4 przedstawiono szlak biode-
gradacji cykloheksanu wystepujacy u Acinetobacter, Bre-

vibacterium i Arthrobacter [1,72]. Biodegradacja cyklo-

alkanéw u tych mikroorganizméw przebiega poprzez:

cykloheksanol, cykloheksanon, kaprolakton, kwas 6-hy-
droksyheksanowy, kwas 6-okso-heksanowy oraz kwasu

heksanodiowego [3].

Wigkszo$¢ weglowodoréw ropopochodnych nalezy
do zwigzkéw aromatycznych ulegajacych biodegradacji
do katecholu i kwasu protokatechowego. Oba te zwigzki
posiadaja dwa typy szlakéw biodegradacii:

1) szlak intradiolowy - rozszczepienie pierscienia mig-
dzy dwoma sasiadujacymi atomami wegla, co pro-
wadzi do powstania kwaséw dikarboksylowych;

2) szlak ekstradiolowy - rozszczepienie piercienia mieg-
dzy hydroksylowym i niehydroksylowym atomem
wegla.

Zwiazki takie jak: benzen, toluen, fenantren i antra-
cen w pierwszej fazie procesu biodegradacji sg prze-
ksztalcane do katecholu (rys. 5) [65].
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Rys. 5. Degradacja zwiazkow aromatycznych do katecholu

Do kwasu protokatechowego sa przeksztalcane Podsumowanie
pierscienie aromatyczne podwojnie podstawione w po-
zycjach 1,2-, 1,3- i 1,4- np.: w m-krezolu, p-krezolu, W procesie bioremediacji terenéw skazonych zwigz-
jak rowniez pierscienie podstawione wielokrotnie. We  kami ropopochodnymi duze znaczenie odgrywaja
wszystkich przypadkach do pierscienia wiaczaja sie mikroorganizmy jednak z naukowego punktu widze-
grupy hydroksylowe (rys. 6) [69]. nia waznym jest poznanie szlakow biodegradacji tych



BIOREMEDIACJA ZWIAZKOW ROPOPOCHODNYCH ORAZ SZLAKI ICH BIODEGRADAC]I

CH

OH
m-krezol

CH,OH

OH
alkohol
3-hydroksy*-benzoesowy ¢

COOH

CHO

OH
aldehyd

3-hydroksybeznoesowy
\ COOH /

OH
kwas
3-hydroksybeznoesowy

N

benzaldehyd

kwas benzoesowy

COOH

405

CH
3

AV

toluen OH

p-krezol

CHO Y

CH,OH

s

OH

alkohol
p-hydroksybeznoesowy

/

CHO

ava

OH
aldehyd
p-hydrokszbeznoesowy

COOH

OH

ava

OH OH
kwas
protokatechowy

kwas
p-hydroksybeznoesowy

Rys. 6. Degradacja zwiazkow aromatycznych do kwasu protokatechowego

zwigzkow. Nie mniej istotna pozostaje rowniez ocena czy
powstate w wyniku rozkladu metabolity posrednie nie
stanowig wigkszego niz substancje wyjsciowe-zagrozenia
dla $rodowiska przyrodniczego. Z prowadzonych bada-
niach dotyczacych biodegradacji zwigzkéw toksycznych,
wynika, ze zwiazki powstate w procesie degradacji sa
bardziej toksyczne niz substraty, z ktérych powstaty. Ze
wzgleddw bezpieczenstwa organizméw zywych, procesy
te powinny by¢ bardziej kontrolowane i badane. Poste-
Ppujacy stan zanieczyszczenia srodowiska, spowodowany
niezwykle intensywnym rozwojem technologii, sprawia,
ze wigkszo§¢ prowadzonych obecnie prac badawczych
skupiona jest na znalezieniu skutecznych i bezpiecznych
metod eliminacji toksycznych dla §rodowiska zwigzkow.
Jednym z gtéwnych celéw badan wielu zespotéw nauko-
wych na $wiecie jest poznanie mechanizmoéw degradacji
zwigzkéw ropopochodnych. Zachorowalnos¢ na rézne
nowotwory ciagle rosnie, jedng z przyczyn takiego stanu
jest wcigz postepujace zanieczyszczenie sSrodowiska. Dla-
tego w prezentowanej pracy przegladowej celowym stafo

sie po$wiecenie uwagi problemom rozprzestrzeniania
sie substancji ropopochodnych, oméwieniem mecha-
nizmoéw ich biodegradacji oraz charakterystyka mikro-
organizmo6w biorgcych w nich udzial.
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1. Wstep

Rozwdj metod analitycznych wiaze si¢ z wdrozeniem
nowoczesniejszych rozwigzan, dzieki ktérym czas ocze-
kiwania na wynik jest krétszy, a wynik bardziej wiary-
godny. Wiele z dostepnych dzisiaj rozwigzan wyznacza
kierunki, ktérymi podaza takze analityka mikrobiolo-
giczna. Na specjalne zainteresowanie zastuguja metody,
pozwalajace na otrzymanie rzetelnych wynikéw w cza-
sie zblizonym do rzeczywistego [2, 12]. Innymi waz-
nymi kryteriami, ktore powinny by¢ spetnione podczas
postepowania analitycznego, to: powtarzalno$¢ wyni-
kow, tatwos¢ optymalizacji procedury, wysoka wartos¢
diagnostyczna, np. jednoczesna analiza wielu parame-
trow komorkowych oraz tatwos¢ i szybkos¢ wykona-
nia. Potrzeba usprawnienia i przyspieszenia postepo-
wania analitycznego wymusza wprowadzenie aparatury
i technik komputerowych [6, 40]. Na rynku dostgpne sg
urzadzenia do bezposredniego liczenia komdrek bak-
teryjnych, spetniajagce ww. kryteria. Przykladem takich
rozwigzan sa mikroskop epifluorescencyjny oraz cyto-
metr przeptywowy, ktorych zasada dziatania oparta jest
na detekgji sygnatu fluorescencyjnego. Odkrycie szeregu
barwnikéw fluorescencyjnych, tzw. fluorochroméw (flu-

orochromes) umozliwilo doktadniejsza analize bakterii
na poziomie strukturalnym i funkcjonalnym. Wiekszo$¢
tego rodzaju badan polega na znakowaniu komoérek
wybranym fluorochromem i przeprowadzeniu analizy
mikroskopowej lub cytometryczne;.

2. Mikroskopia epifluorescencyjna

Analiza mikroskopowa przeprowadzona po zastoso-
waniu metody bezposéredniej epifluorescencji — DEFT
(direct epifluorescent filter technique), umozliwia szybka
detekcje i oznaczenie liczby komoérek bakteryjnych
[38]. Zasada DEFT polega na wykonaniu oznaczenia
poprzez filtracje odpowiednio przygotowanej probki
komorek zabarwionych odpowiednim fluorochromem.
Komorki mozna barwi¢ przed filtracja, poprzez doda-
nie barwnika do zawiesiny komérek lub bezposrednio
po osadzeniu komorek na filtrze [13]. Modyfikacja tej
procedury jest zastosowanie specjalistycznych szkietek
ze studzienkami, np. szkielek HTC®, na powierzchni
ktérych, po naniesieniu i odparowaniu prébki, docho-
dzi do osadzenia komorek [4]. Fluorescencyjna analiza
preparatéow mikroskopowych odbywa si¢ w systemie

* Autor korespondencyjny: Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci, Wydzial Nauki o Zywno$ci, UWM w Olsztynie,
Pl Cieszynski 1, 10-726 Olsztyn; tel.: +48 89 5233736; fax: +48 89 5234516; e-mail: magdalena.olszewska@uwm.edu.pl
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epiluminacji, w ktorym wigzka wzbudzajaca, przecho-
dzac przez obiektyw, kierowana jest na preparat z gory,
ulega rozproszeniu, a emitowane przez preparat $wiatto
przechodzi z powrotem przez obiektyw. Zrédtem $wiatla
jest specjalna lampa, rteciowa lub ksenonowa. Lampa
ksenonowa zapewnia ciagle widmo $wiatla, rteciowa
natomiast poszczegolne linie widma. Lampa kseno-
nowa zalecane jest w momencie, gdy spektrum absorbcji
wybieranych do oznaczen barwnikéw nie odpowiada
zakresowi $wiatla zarnika rteciowego [18]. Umieszczony
na drodze wigzki pierwotnej filtr przepuszcza $wiatta
odpowiadajace wzbudzeniu fluorescencji w badanym
preparacie. Barwiony fluorochromem preparat selek-
tywnie absorbuje $wiatfo i emituje, wedlug zasady Stoc-
kesa, fotony o nizszej energii ale wyzszej dtugosci fali, co
przektada si¢ na réznice miedzy profilem wzbudzenia
i emisji barwnika. Zwierciadto dichroiczne, umiesz-
czone na drodze $ciezki wzbudzenia i emisji, pozwala
uzyskac efekt odbicia i skierowania fali wzbudzajacej,
o krotszej dlugosci, do obiektywu oraz przepuszczenia
fali emitujacej, o wiekszej dtugosci, do okularu. Obser-
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wowana barwa fluorescencji jest dopetnieniem do $wia-
tla zaabsorbowanego i zalezny od wilasciwosci fluoro-
chromu [25]. Wybér fluorochromu zalezy natomiast
od parametru komoérkowego, jaki chcemy zbada¢ oraz
dlugosci i intensywnosci wzbudzenia lampy dostepnej
w mikroskopie. Emitowane jest swiatto widzialne lub
podczerwone. Powszechnie stosowane barwniki emi-
tujg $wiatlo zielone wzbudzane $wiattem niebieskim
(np. iyotioczjanian fluoresceinz — FITC, fluorescein
isothiocyanate), czerwone wzbudzane $wiatlem poma-
ranczowym (np. cyjanina 5 — Cy5, cyanine 5), niebieskie
wzbudzane UV ponizej 400 nm (np. 4,6-diamidino-2-fe-
nylindol - DAPI, 4,6-diamidino-2-phenyl-indol) (Tab.1).
Duzym ulatwieniem w wyborze barwnikéw fluorescen-
cyjnych jest tzw. Fluorescence SpectraViewer, dostepny
na stronie internetowej Life Technologies, bedacy
obszernym zestawieniem fluorochroméw wraz z ich
specyfikacjami. Wyposazenie mikroskopu w kamere
cyfrowa i program komputerowy pozwala rejestrowac
fluoryzujace komorki, przeprowadzi¢ analize ilosciowa
i oceni¢ morfologie komorek.

Tabela I
Charakterystyka barwnikéw fluorescencyjnych uzytecznych w badaniach stanu fizjologicznego komoérek [18, 34]
Kryterium Fluorochrom Wzbudzenie (nm) Emisja (nm) Wielkos¢ (Da)
Interkalator DNA DAPI 340 488 350
Aktywnosé
dehydrogenaz CTC 450 580-660 332
FDA 473 514 416
BCECF-AM 482 520 615
Aktywnos¢ esteraz Chem-Chrome 488 520 -
CFDA 492 517 460
Kalceina-AM 494 517 995
DIOC,(3) 484 501 573
Elektrochemiczny
potencjat DiBAC,(3) 493 516 517
membrany
Rh123 507 529 381
SYTO9 - - ~10
SYTO13 488 509 ~400
Integralnos¢ SytoxGreen 502 523 600
membran
TOTO-1 514 533 1302,78
PI 535 617 668
Aktywny transport EB 518 605 394
Znaczniki DNA Cy3 512-552 565-615 766 é‘
i biatek 3
Cy5 625-650 670 792
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3. Cytometria przeplywowa

Cytometria przeptywowa pozwala na oznaczenie
liczby komoérek bakteryjnych bezposrednio w prébcee,
po polaczeniu jej z odpowiednim barwnikiem. Bak-
terie wychwytuja barwnik, np. prefluorochrom, ktéry
pod wplywem enzymdéw wewnatrzkomodrkowych ulega
rozszczepieniu, uwalniajac czasteczki zdolne do fluo
rescencji [13]. Moga to by¢ takze inne fluorochromy,
np. barwniki nukleinowe, taczace si¢ z DNA komorki
(czesto stosowany w oznaczeniach cytometrycznych
barwnik cyjaninowy - SYBR Green I, N’,N-dimethyl-
N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-ylidene)methyl]-
I-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-dia-
mine). W zaleznosci od zastosowanej procedury bar-
wienia istotne jest odpowiednie postepowanie w celu jej
zoptymalizowania. Zrédlem $wiatla w cytometrze jest
laser emitujacy $wiatlo o okreslonej dlugosci. Cytome-
tria przeptywowa pozwala na wieloparametrowg analize
poszczegdlnych komorek, ktdre znajdujg sie w strumie-
niu cieczy pompowanej pod niewielkim cisnieniem do
strefy pomiaru. Komorki przeptywaja pojedynczo przez
promien lasera i powoduja rozproszenie §wiatla, a detek-
tory rejestruja rozproszenie na komoérce oraz wysylane
przez wzbudzony fluorochrom. Do tego celu stuza
odpowiednie detektory: detektor przedni — FSC (for-
ward scatter channel), do detekcji rozproszenia zgodnie
z kierunkiem wigzki, detektor boczny - SSC (side scatter
channel), do detekeji rozproszenia pod katem prostym
oraz detektory fluorescencji, tzw. kanaty FL (fluorescence
channels), do detekcji $wiatta emitowanego o roznej
dlugosci fali, w zaleznosci od uzytego fluorochromu.
Kanaly FL pozwalaja na pomiar intensywnosci fluore-
scencji wyznakowanych komorek, w zaleznosci od ilosci
zwigzanych czasteczek barwnika. Ostatecznie sygnaly
rejestrowane przez detektory przetwarzane s na sygnat
elektroniczny, przesylany do komputera [32]. Analiza
cytometryczna dostarczy¢ moze informacji o struktu-
ralnych i funkcjonalnych parametrach komorek, tj. wiel-
kos¢, ksztalt, ziarnistosci, a takze integralnos¢ bton cyto-
plazmatycznych, aktywno$¢ enzymow i in., zaleznie od
stosowanego w oznaczeniach fluorochromu oraz wypo-
sazenia instrumentu w odpowiednie lasery i detektory
FL. Mozliwy jest podzial komoérek na subpopulacje, np.
komorki zywe/aktywne, komorki martwe oraz odroz-
nienie ich od autofluoryzujacych czastek materii [6, 40].
Zaletg tej techniki jest z pewnoscig szybki i zautomatyzo-
wany pomiar pojedynczych komoérek w populacji. Prog
detekeji w cytometrii wynosi okoto 10> komoérek/ml,
czyli jest przynajmniej 10 razy nizszy niz w mikroskopii
fluorescencyjnej [18]. Pamigta¢ jednak nalezy, ze cyto-
metr jest ,$lepy’, co oznacza, ze dostarcza wynikow
w postaci liczb, zatem ich interpretacja zalezy od pew-
nego doswiadczenia oraz odpowiednio zaplanowanego
eksperymentu. Czesto tez, wyniki analizy cytometrycz-
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nej dobrze jest uzupetni¢ wynikami innych metod, np.
mikroskopii. Zaréwno cytometria jak i mikroskopia,
taczac zastosowanie fluorescencji, wzajemnie sie uzupet-
niaja i po oba narzedzia diagnosci si¢gaja coraz czescie;j.

Metody barwienia komdrek na bazie fluorescencji,
w polaczeniu z analizag mikroskopowa lub cytome-
tryczng, pozwalaja na wiarygodne okreslenie przezy-
walnosci komorek, niezaleznie od stanu fizjologicznego
i zdolnosci namnazania. Metody te stuza ocenie anato-
micznych i fizjologicznych parametréw komoérek. Son-
dowane sa te wlasciwosci, ktore pozwalajg stwierdzaé
o utrzymaniu lub utracie spéjnosci struktur komoérko-
wych, przemian energetycznych, zdolnosci biosynte-
tycznych [5, 18] (rys. 1).

4. Barwniki fluorescencyjne

Wiedza z zakresu budowy i funkcji komorki pozwo-
lita opracowa¢ rozne fluorochromy jako wyznaczniki
zywotnosci komorek bakteryjnych (rys. 1). Informacji
na temat zywotnosci bakterii moga dostarczy¢ znaczniki
potencjalu membranowego — MP (membrane potential).
Komorka utrzymuje swoj elektrochemiczny potencjal
blony cytoplazmatycznej poprzez selektywna prze-
puszczalno$¢ jondw oraz aktywnos¢ respiracyjna lub
hydrolityczng ATP. Komoérka usuwa jony H*, co skut-
kuje tym, Ze wewnetrzna strona blony przyjmuje fadu-
nek ujemny a zewnetrzna dodatni. Funkcje komorki,
tj. synteza ATP, transport aktywny substancji oraz
ruchliwo$¢ komorki sg zalezne od utrzymania poten-
cjalu membranowego, wiec znajduje on uzasadnienie
w fluorescencyjnej detekeji zywotnos$ci bakterii, np.
w badaniach uszkodzen blony pod wptywem réznych
substancji bakteriostatycznych [20]. Barwniki MP,
w zaleznosci od posiadanego tadunku, dodatniego lub
ujemnego, moga kumulowac si¢ odpowiednio w pola-
ryzowanych lub zdepolaryzowanych komoérkach. Przy-
ktadami barwnikow kationowych s3: rodamina (Rh 23
- rhodamine 123) czy karbocyjaniny, np. 3,3’-heksy-
lokarbocyjanian jodowy - DIOC(3) (3,3’-dihexylo-
xacarbocyanine iodide), a barwnikéw anionowych:
bis(1,3-kwas dibutylobarbiturowy) trimetylo oxonol
- DiBAC,(3) (bis-(1,3-dibutylobarbituric acid) trimethio-
nine oxonol), inaczej BOX [18, 30]. Przydatnos¢ tych
barwnikow jest réznie oceniana i zalezy od skutecznosci
wstepnej obrobki badanej probki. Rodzaj zastosowanej
permeabilizacji, czyli procedury utatwiajacej wnikniecie
barwnika do komorki, jest najwazniejszym etapem. Co
wiecej, w wielu przypadkach wymagane jest kilkukrotne
plukania probki z nadmiaru barwnika w celu zapobiega-
nia falszywie dodatnim wynikom. Z drugiej strony, taka
procedura moze wigzaé si¢ z odbarwianiem komorek
i wplywac na wiarygodnos¢ analizy. Ze wzgledu na efek-
tywnos¢ barwnikéw anionowych w barwieniu réznych
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Rys. 1. Przyktady fluorochroméw do wyznaczania stanu fizjologicznego komorek (za zgoda © Elsevier Masson SAS [18])

komorek, od bakterii Gram-dodatnich po Gram-ujemne,
te wykazuja wiekszy potencjal aplikacyjny w badaniach
mikrobiologicznych. Jednak ocena ta nie uwzglednia
roznorodnych interakeji, jakie moga zachodzi¢ mie-
dzy znacznikami o okreslonym fadunku a skfadnikami
wystepujacymi w badanej probce [18].

Innym rozwigzaniem jest zastosowanie prekurso-
réw fluorogenicznych, czyli prefluorochroméw, beda-
cych wskaznikami aktywno$ci enzymatycznej komorek.
Prefluorochrom w formie utlenionej nie fluoryzuje,
natomiast po wniknieciu do wnetrza komorki reduko-
wany jest w barwny zwigzek emitujac $wiatlo fluore-
scencji (rys.1) [5]. Najczesciej stosuje sie prefluoro-
chromy, ktére stuza badaniu aktywnosci dehydrogenaz
i esteraz. Detekcja aktywnosci dehydrogenaz mozliwa
jest poprzez zastosowanie substratu, chlorku 5-cyjano-
-2,3-ditolylo tetrazoliowego — CTC (5-cyano-2,3-ditolyl
tetrazolium chloride), ktéry ulega redukcji do nieroz-
puszczalnego, fluoryzujacego na czerwono formazanu.
Pozwala to, w tlenowych i beztlenowych warunkach, na
ilosciowa ocen¢ metabolicznie aktywnych komorek [3,
26, 30]. CTC stosowany jest w badaniach mikrobiocenoz
wodnych i ladowych tj. wody pitne, jeziorne, morskie,
a takze gleby powierzchniowe, osady i biofilmy [18].
Wzmocnienie sygnatu fluorescencyjnego w komoérkach
barwionych CTC mozna osiagna¢ poprzez utrwalanie
prob formaldehydem, paraformaldehydem lub stoso-
wanie substratéw: glukozy, bursztynianu [5]. Mimo

to, czestos¢ stosowania CTC zmniejsza si¢ z powodu
toksycznosci tego prefluorochromu oraz tworzenia
zewnatrzkomoérkowych depozytow formazanu i tym
samym trudnosci w okredleniu rzeczywistej liczby
aktywnych komorek [18]. Identyfikacja aktywnosci
esterolitycznej natomiast, polega na przeniknieciu
przez blone cytoplazmatyczng dwuoctanu fluoresceiny
- FDA (fluorescein diacetate), hydrolizie grupy dwu-
octanowej i powstaniu fluoresceiny, ktéra gromadzac
sie we wnetrzu komorki ze spdjng blong cytoplazma-
tyczng emituje zielong fluorescencje. Reakeje tg kata-
lizuje wewnatrzkomoérkowa esteraza, a rezultatem jest
detekcja komorek wykazujgcych aktywnosé przemian
metabolicznych [26, 30]. Na podstawie przeprowadzo-
nych do$wiadczen stwierdzono, ze w przypadku barwie-
nia niektorych komorek zastosowanie fluoresceiny moze
by¢ mniej efektywne, ze wzgledu na zjawisko wycieku
fluorochromu do macierzy zewnatrzkomorkowej [10,
27]. Problem utrzymania barwnika mozna zmniejszy¢
stosujac dwuoctan karboksyfluoresceiny — CFDA (car-
boxyfluorescein diacetate) redukowany do karboksy-
fluoresceiny — CF (carboxyfluorescein) o charakterze
hydrofilowym, ktéra ze wzgledu na ujemny tadunek
efektywniej barwi komorki o fizjologicznym pH cyto-
plazmy [18, 33]. Podobny efekt mozna osiggna¢ przy
zastosowaniu estru kalceiny - kalceina-AM (calcein
acetoxy methyl ester) i estru 2’7’-bis-(2-karboksyety-
lo)5,6-acetylometylo karboksyfluoresceiny - BCECEF-
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-AM  (2’,7°-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyflu-
orescein acetoxy metyl ester) [17]. Uniknigcie trudnosci
zwigzanych ze slabg retencja barwnika i jego wycie-
kiem mozna takze osiagna¢ uzywajgc rozwigzania typu
ChemChrome B® i ChemChrome V*, czyli fluorogenicz-
nych estréw, pochodnych fluoresceiny, przeksztalcanych
przez esterazy do $wiecacych produktéw w reakcji odby-
wajacej sie¢ w sSrodowisku stosownego buforu. Zwlaszcza
ChemChrome V6° przypisuje si¢ znaczng skuteczno$é
w barwieniu komérek réznych gatunkéw bakterii [18].
Z drugiej strony, aktywny proces usuwania substancji
fluorescencyjnej z komoérki moze postuzy¢ jako istotny
wskaznik zywotnosci komoérek. Kumulacja barwnika,
a nastepnie jego usuwanie przez pompy protonowe,
obserwowane dla Rh123, FDA, CFDA czy bromku ety-
dyny - EB (ethidium bromide) bez hamowania tego pro-
cesu, $wiadczy o zachodzacych procesach hydrolizy ATP
i wskazuje na okreslong aktywno$¢ komodrkows [10, 18].

Glebsze poznawanie poziomu zmian zywotnosci
komoérek w populacji mozliwe jest dzieki zastosowaniu
zestawow fluorochromoéw, umozliwiajacych zréznico-
wanie populacji na komorki zywe/aktywne i komorki
martwe (rys. 2). Przykltadem takiego zestawu jest LIVE/

413

DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit, zawierajacy
dwa barwniki - SYTO®9 i jodek propidyny - PI (propi-
dium iodide). SYTO®9, ze wzgledu na niskg mase cza-
steczkowy, penetruje zywe oraz martwe komorki, nato-
miast PI przenika tylko przez te z uszkodzong blong,
co w efekcie objawia sie zielona fluorescencjg komoérek
zywych a czerwong martwych (Tab. I) (rys. 2B) [21, 26,
30]. Stosowanie takiego zestawu, umozliwia dwupa-
rametrowa analize badanych prébek przy odpowied-
nich filtrach/detektorach, w ktére wyposazony jest
mikroskop epifluorescencyjny/cytometr przeptywowy.
Oba fluorochromy sg przykladami barwnikéw nukle-
inowych, czyli wigzacych sie z DNA komorki (rys. 1).
Duza koncentracja DNA w komorce oraz wzmocnienie
fluorescencji, nastepujace po jego interkalacji, wpltywaja
na skuteczno$¢ przeprowadzonej analizy.

Modyfikacje zestawdéw moga zawiera¢ inne prze-
puszczalne przez blony barwniki, np. SYTO®13, o wigk-
szej przydatnosci niz SYTO®9 w oznaczaniu komdrek
zywych czy Sytox Green jako odpowiednik barw-
nika znakujacego komoérki martwe [18]. Alternatywa
moze by¢ takze propidyny tetra-1-(4,4,7,7-tetrametylo-
-4,7-diazandekametyleno) -bis-4-[3-metylo-2,3dihydro

Rys. 2. Obrazy preparatéw mikroskopowych wykonane réznymi technikami barwienia fluorescencyjnego komorek: A — pateczki Lacto-
bacillus brevis barwione zestawem CFDA/PI; B — paciorcowce Lactococcus lactis barwione zestawem LIVE/DEAD?, C - pateczki Pro-
pionibacterium freudenreichii barwione zestawem CFDA/PI, D - paciorkowce Lactococcus lactis barwione DAPI
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Rys. 3. Mechanizm barwienia CFDA/PI (dwuoctan karboksyfluoresceiny/jodek propidyny)

(benzo-1,3-oksazolo)-2-metyliden]-1-(3 trimetyloamo-
nowy propylu) jodek - TOTO-1 (1-(4,4,7,7-tetramethyl-
4,7-diazaundecamethylene)-bis-4-[3-methyl-2,3dihydro
(benzol,3-oxazole)-2- methylidene]-1-(3trimethylammo-
niumpropyl) pyridinium tetraiodide), nukleinowy barw-
nik komoérek martwych, o podwojnie wiekszej masie
molekularnej niz PI i wysokim poziomie wzbudzenia
fluorescencyjnego (Tab.I) [10]. Prébuje sie dobieraé
w zestawy jeszcze inne markery fluorescencyjne, np.
CFDA z PI, w celu rozpoznania komérek aktywnych
o zintegrowanych blonach cytoplazmatycznych i ko-
morek martwych z uszkodzeniami w tychze blonach
(rys.3) [1, 31, 33, 34, 37].

Innym sposobem podzialu populacji na komorki
zywe 1 martwe jest oznaczenie liczby komorek za
pomocy okreslonego markera zywotnosci komoérek
i poréwnanie z catkowity liczbg komorek, oznaczona
np. 4,6-diamidino-2-fenylindolem - DAPI (4,6-dia-
midino-2-phenyl-indol). DAPI laczy si¢ z nukleoidem
komorki tworzac kompleks silnie fluoryzujacy w kolorze
niebieskim (rys. 1) (Tab.I) [3, 5]. Detekcja fluorescencji
stanowi efekt swoistego wigzania si¢ DAPI z nienaruszo-
nym dsDNA. W barwieniu tym interkalatorem nalezy
wzia¢ pod uwage dlugi okres pottrwania kwaséw nukle-
inowych, ktére pozostaja spojne po $mierci komorki.

Wobec tego, uwzgledniajac takze mozliwos$¢ niespe-
cyficznego wigzania DAPI z innymi strukturami ko-
moérkowymi, populacja wybarwiona tym markerem
to suma komoérek zywych, komérek martwych oraz
w malym stopniu tzw. komdrek widmo (ghost cells)
[18, 30]. Duza latwo$¢ barwienia komdrek barwnikiem
DAPI oraz jednoczesne zastosowanie wybranego wskaz-
nika zZywotno$ci komorek, np. CTC, CFDA pozwala
okresli¢ udziat komorek aktywnych do catkowitej liczby
komorek w badanej probee [29].

5. Hybrydyzacja DNA, RNA

Idea zastosowania sond oligonukleotydowych w hy-
brydyzacji z genomem komorki to perspektywa roz-
woju diagnostyki mikrobiologicznej. Sonda to frag-
ment 20-30 par zasad pojedynczej nici nukleotydowej,
ktéra komplementarnie laczy si¢ z pojedyncza nicig
docelowego regionu kwaséw nukleinowych komorki.
Region kwaséw nukleinowych stanowi pojedyncza ni¢
czasteczki DNA lub RNA [12]. Szybko rozwijajaca sig
dziedzina genomiki w kierunku sekwencjonowania
rybosomalnego RNA wplynela na wzrost stosowania
sond oligonukleotydowych rRNA w mikrobiologii [22].
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W zaleznosci od wymaganego poziomu detekeji, moga
one stuzy¢ docelowo hybrydyzacji z regionem konserwa-
tywnym, charakterystycznym dla rodzaju lub regionem
zmiennym, unikalnym dla poszczegélnych gatunkow
[2]. Pomimo ze oligonukleotydowe sondy 16S i 23S
rRNA, komplementarne do zmiennych regionow, sa
szeroko stosowane w identyfikacji gatunkowej, to moga
by¢ przyczyng pewnych trudno$ci w réznicowaniu bli-
sko spokrewnionych gatunkéw o duzym podobienstwie
sekwencji rRNA. W takich przypadkach lepiej moze si¢
sprawdzac hybrydyzacja DNA/DNA [12]. Zaleta hybry-
dyzacji z czasteczkami rRNA jest ich duzo wigksza ilo$¢
w komoérce w poréwnaniu do specyficznych sekwencji
DNA, co niewgtpliwie wplywa na efektywno$¢ i wia-
rygodnos¢ zastosowanej metody [14]. Niezaleznie od
rodzaju sondowanej czasteczki rRNA, detekcja szuka-
nej hybrydy w zasadzie opiera si¢ na dwdch kierunkach
hybrydyzacji. Pierwszym jest hybrydyzacja dot-blot,
drugim hybrydyzacja in situ, czyli we wlasciwym poto-
zeniu w spojnych komoérkach [2]. Dot-blot, jako tech-
nika ex situ, polega na ekstrakeji i immobilizacji catego
RNA komorek, po czym nastepuje jego hybrydyzacja
i ocena iloéci docelowego rRNA. Poniewaz zawarto$§¢
komoérkowego rRNA zalezy od fizjologicznej aktyw-
nosci komorek, bezposrednie przelozenie jego ilosci
na liczbe komorek nie jest mozliwe [2, 19]. Podejscie
typu in situ, zakladajace hybrydyzacje w morfologicz-
nie nienaruszonych komdrkach, np. fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ - FISH (fluorescence in situ hybridi-
zation) umozliwia bezposrednig ocene liczby komorek
w populacji [4]. Zasada FISH polega na hybrydyzacji
sekwencji TRNA komorek sondg oligonukleotydows,
sprzezona kowalencyjnie z barwnikiem fluorescen-
cyjnym, najczesciej przy koncu 5° (rys. 1) [26]. Wérdd
czynnikow determinujacych jej czulosé nalezy wymie-
ni¢: ilos¢ docelowych czasteczek rRNA, dlugos¢ sondy,
rodzaj znacznika fluorescencyjnego [19]. W duzym
stopniu na czulos¢ tej metody mozna wplynaé poprzez
dobdr znacznika, zwracajac uwage na intensywnos¢ fluo-
rescencji i fotostabilnos¢. Powszechnie uzywane fluo-
rochromy do znakowania sond to: fluoresceina, Texas
red (pochodna sulforodaminy 101, sulforhodamine 101
acid chloride), rodamina, cyjanina 3 - Cy3 (cyanine 3)
i cyjanina 5 — Cy5. Zastosowanie Cy3 zapewnia lepsza
rozdzielczo$¢ i stabilnos¢ niz Cy5, Cy5 lepsza niz fluo-
resceina [35]. Potencjal techniki FISH w szacowaniu
fizjologicznej aktywnosci komorek bakteryjnych zalezy
od szybkosci dekompozycji rRNA po $mierci komorek,
na ktéra wplyw ma poziom enzymoéw katalizujacych
rozpad RNA - RNaz oraz stopien permeabilizacji blon
cytoplazmatycznych [19, 26, 30]. Krétszy potokres roz-
padu, jaki cechuje rRNA w poréwnaniu z DNA, uzasad-
nia aplikacje tej techniki w kierunku oceny fizjologicznej
aktywnosci komorek. Zakres zastosowania tej techniki
moze by¢ w ten sposob rozszerzony ponad precyzyjna
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identyfikacje gatunkowa [19]. Rozwijanie techniki FISH
ujawnia jej nowe mozliwosci, np. opracowanie procedur
fluorescencyjnego znakowania mRNA czy pre-rRNA, co
pozwala na oszacowanie komoérek aktywnych w opar-
ciu o ekspresje genéw. Poszukiwanie nowych kierunkow
zastosowania sond oligonukleotydowych warunkuje
selektywny rozwoj metod hybrydyzacji w wykrywaniu
drobnoustrojow z roznych srodowisk [18].

6. Zalety i ograniczenia metod fluorescencyjnego
barwienia komorek

Metody barwienia fluorescencyjnego komoérek zna-
lazly szerokie zastosowanie w badaniach mikrobiolo-
gicznych. W literaturze odnajdujemy rézne kierunki
aplikacyjne tych metod w badaniach srodowiskowych,
badaniach Zywnosci, badaniach opornosci na czynniki
stresowe (Tab.II). Wickszo$¢ badaczy podkresla, ze
zaletami metod fluorescencyjnego barwienia komoérek
s3: detekcja pojedynczych komorek, analiza wielu para-
metréw w tym samym czasie, wysoka dokladnos¢, brak
koniecznosci izolacji DNA czy amplifikacji, szybko$¢
wykonania oznaczenia. Mikroskopia fluorescencyjna
i cytometria przeptywowa sg metodami okreslajacymi
liczebno$¢ komorek bezposrednio w preparacie mikro-
skopowym lub w badanej probce. Posrednia analiza
ilosciowa opiera si¢ na metodach hodowlanych, ktére
wymagaja doboru odpowiednich pozywek i warunkow
inkubacji. Wynik tego rodzaju analizy uzalezniony jest
od zdolnosci wzrostu komoérek bakteryjnych w warun-
kach in vitro. Ograniczeniem dla metod klasycznych sa
zatem bakterie niedajace si¢ hodowac in vitro, trudne
lub bardzo kosztowne w hodowli. Stosowanie bezpo-
$rednich metod barwienia fluorescencyjnego wyklucza
etap hodowli bakterii. Niektére metody barwienia flu-
orescencyjnego pozwolily na ujawnienie tych, ktére nie
daja sie hodowa¢ na podlozach agarowych (pochodza
gléwnie ze $rodowisk ubogich np. woda, gleba). Pod
wzgledem przezywania komorek w réznych $rodowi-
skach, metody fluorescencyjnego barwienia pozwalajg
wyr6zni¢ grupy o roéznych stanach fizjologicznych.
Sunny-Roberts iwsp. [36, 37] zbadali opornos¢
szczepow Lactobacillus rhamnosus na stres osmotyczny.
Uzyli do tego celu cytometrii przeplywowej z barwie-
niem CFDA/PI, ktore to pofaczenie pozwolito na wyroz-
nienie czterech grup komoérek w populacji: komoérek
nieaktywnych, po lizie bton cytoplazmatycznych (CF/
PI*), komorek aktywnych z uszkodzeniami w btonach
cytoplazmatycznych (CF*/PI*), komoérek nieaktywnych
lub po wypompowaniu barwnika z komoérek i o spdjnych
blonach cytoplazmatycznych (CF/PI"), komdrek aktyw-
nych i o spdjnych blonach (CF*/PI") (rys. 4). Wéréd tych
komorek czes¢ stracila zdolnos¢ wzrostu na podlozach,
inaczej ,,hodowalno$¢” (culturability) w $rodowisku
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Tabela II
Przyktady zastosowan metod barwienia fluorescencyjnego komérek w badaniach mikrobiologicznych
Metoda Badane drobnoustroje Celowo$¢ badan Zrodto
EFM +FITC, Probki biofilmu: drobnoustroje ktaczkéw osadu  |Poznanie i poréwnanie struktury i sktadu EPS [28]
TRITC-ConA, czynnego, Pseudomonas putida ATCC 17514 biofilméw poprzez barwienie réznych skladnikéw:
DAPI biatka, weglowodany, DNA komoérek
FCM +CFDA/PI | Lactobacillus rhamnosus VTTE-97800/ Oporno$é¢ pateczek fermentacji mlekowej na stres | [36, 37]
Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) osmotyczny
FCM +CFDA, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ~ |Przydatno$¢ cytometrii przeptywowej w ocenie [11]
kalceina AM/PI przezywalnosci patogendw rolin
EFM +FISH Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp./ Przezywalno$¢ poszczegélnych drobnoustrojow [7]
Enterococcus, Bacteroides spp., w mleku dla niemowlat
Clostridium histolyticum, Escherichia coli
EFM +FISH Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Identyfikacja i analiza ilo§ciowa drobnoustrojow [4]
Pediococcus spp., Oenococcus spp. wystepujacych w winie
EFM + FISH Eubakterie Ocena réznorodnosci drobnoustrojéw w roéznych [15]
warstwach sera
EFM +FISH Lactobacillus plantarum Ocena specyficznosci sond oligonukleotydowych [15]
oraz wykrywanie L. plantarum w oliwkach
EFM + Rh123/PI | Pasteurella piscicida Badania przezywalnosci patogena ryb [23]
w wodzie morskiej
FCM +CFDA/ Bifidobacterium lactis DSM 10140, Badania przezywalno$ci bakterii probiotycznych [1]
PI/DiBAC,(3) Bifidobacterium adolescentis DSM 20083 w solach zdkci
FCM +CFDA/ Lactococcus sp., Streptococcus sp., Badania przezywalnos$ci bakterii fermentacji [9]
PI/TOTO-1 Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., mlekowej w solach z6lci i niskim pH
Enterococcus sp., Pediococcus sp.
EFM +SYTOY/PI | Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. Badanie rozwoju i przezywalnosci paciorkowcow [38]
diacetylactis C62, Lactococcus lactis ssp. lactis mlekowych w mleku
biovar. diacetylactis C75, Lactococcus lactis ssp.
cremoris C83
EFM + DAPI/CTC | Pseudomonas aeruginosa VI'T E-96726, Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j [39]
Pseudomonas fragi VT'T E-84200 dezynfektantéw wobec paleczek Pseudomonas
w biofilmie
EFM - mikroskopia epifluorescencyjna FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
FCM - cytometria przeptywowa Rh123 - rodamina
FITC - izotiocyjanian fluoresceiny DiBAC,(3) - bis(1,3-kwas dibutylobarbiturowy) trimetylo oxonol
TRITC-ConA - izotiocyjanian tetrametylorodaminy TOTO-1 - propidyny tetra-1-(4,4,7,7-tetrametylo-4,7-
znakowany konkanawalina A -diazandekametyleno)-bis-4-[3-metylo-2,3dihydro
DAPI - 4,6-diamidino-2-fenylindol (benzo-1,3-oksazolo)-2-metyliden]-1-
CFDA - dwuoctan karboksyfluoresceiny (3 trimetyloamonowy propylu) jodek
PI - jodek propidyny SYTO9 - barwnik nukleinowy SYTO"9
kalceina AM - ester acetylo metylowy kalceiny CTC - chlorek 5-cyjano-2,3-ditolylo tetrazoliowy

o znacznie zwigkszonej osmolarnosci. Na tej podstawie
wyrézni¢ mozna komorki w stanie VBNC (viable but
nonculturable), czyli Zzywe, ale niezdolne do wzrostu na
podlozach hodowlanych [26]. W zaleznosci od drob-
noustroju, czynnikiem wywolujacym przechodzenie
w stan VBNC moze by¢ np. nieodpowiednia kwasowos¢
i osmolarno$¢ srodowiska, obnizenie lub podwyzsze-
nie temperatury, niedobdr sktadnikéw pokarmowych
[18]. Przechodzenie w posta¢ VBNC moze by¢ efektem
niewielkich zmian okreslonych warunkéw na mniej
korzystne, wobec czego zbadanie tego zjawiska wsréd
bakterii w réznych warunkach srodowiskowych wymaga
doboru odpowiednich narzedzi. Przedstawione metody
barwienia fluorescencyjnego komoérek wpasowuja si¢

w ten rodzaj badan, gdyz przy ich pomocy mozna okres-
li¢ obecno$¢ i udzial komoérek niehodowalnych i odroz-
ni¢ je od komoérek martwych.

Poréwnujac fluorescencyjne metody analizy, mikro-
skopowa i cytometryczng, analizy mikroskopowe umoz-
liwiajg okreslenie ograniczonej liczby komorek, a takze
s bardziej czasochlonne. Pod tym wzgledem badania
cytometryczne wykazuja pewna przewage nad bada-
niami z uzyciem mikroskopii. Z uwagi na aspekt pel-
niej automatyzacji i w rezultacie szybkos¢ otrzymania
wynikéw, cytometria przeplywowa pozwala na analize
wiekszej liczby komoérek w krétszym czasie. Mozliwy
jest podzial analizowanych populacji na subpopulacje,
co sprawia, ze ten instrument jest bardziej przydatny
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Rys. 4. FL-1/FL-3 plot (na podstawie zalozen przedstawionych
w pracy Sunny-Roberts i wsp. [35])

w badaniach heterogennych populacji bakterii. Metody
fluorescencyjnego barwienia komdrek stosowane sa
powszechnie w analizach prob $rodowiskowych, np.
wody morskiej, ktorych tatwos¢ przygotowania do bar-
wienia fluorescencyjnego wplywa na jego skutecznosé
i wiarygodnos$¢ otrzymanych wynikéw [18]. Nalezy
Zwrocic szczegolna uwage na etap wyodrebniania komo-
rek z bardziej zlozonych matryc, np. zywnosci, ktory
wymaga efektywnosci jak i minimalizacji stopnia uszko-
dzenia komoérek [19]. Odpowiednie przygotowanie pro-
bek, w niektorych przypadkach uwzglednienie etapu
utrwalania probek, gwarantuje otrzymanie cennego
narzedzia oceny zywotnosci roéznych drobnoustrojow.
Liczne metody barwienia majg coraz wigksze znacze-
nie w przemysle rolno-spozywczym. Metody barwienia
moga by¢ stosowane do kontroli proceséw fermentacyj-
nych, detekcji zanieczyszczen zywnosci, oceny skutecz-
nosci srodkéw dezynfekeyjnych i wptywu antybiotykow
na fizjologie komorek bakterii pochodzacych z zyw-
nos$ci. Jednak przy ogromnym zréznicowaniu sktadu
chemicznego srodowisk, mozliwos¢ interakeji miedzy
barwnym znacznikiem a skladnikami matrycy moze
sta¢ sie ograniczeniem dla zastosowania omawianych
metod. Maukonen i wsp. [24] zglosili trudnosci
z barwieniem komorek bakteryjnych w niemlecznym
napoju probiotycznym z uzyciem barwnika Chem-
Chrome. Wniosek odnosnie przyczyny takich trudnosci
byt zwigzany z rodzajem matrycy, w jakiej znajdowaly
sie komorki, gdyz nie obserwowano juz tego problemu
po dodaniu tego samego szczepu do innego produktu.
Poniewaz ChemChrome, jako pochodna fluoresceiny,
moze sprawiac trudnosci z barwieniem komorek ze
wzgledu na jego wypompowywanie z wnetrza komorki,
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mozna przypuszczad, ze srodowisko tego okreslonego
produktu moglo wzmagac ten proces. Zauwazy¢ warto,
ze analiza mikrobiologiczna z uzyciem barwnikéw
ChemChrome oraz zestawu BacLight® pozostatych sied-
miu produktéw probiotycznych okazala sie skuteczna
i wiarygodna. Oznaczono réwniez z jej pomoca udziat
komorek VBNC i wywnioskowano, ze przechodzenie
w ten stan jest zalezne od rodzaju produktu, w jakim
znajduja sie komorki szczepdéw probiotycznych. Zaob-
serwowano, ze produkty zwierajace zwigzki fenolowe
znacznie wplywaja na wywolywanie tego stanu wérdd
badanych szczepow. Na tej podstawie mozna stwier-
dzi¢, ze metody fluorescencyjnego barwienia komoérek
to przydatne narzedzie w badaniach stanu fizjologicz-
nego bakterii. Odpowiednie dobranie barwnikéw oraz
opracowanie procedury barwienia dostarczy¢ moze
interesujgcych wynikow badan i rozszerzaé zakres ich
stosowania o nowe kierunki.

7. Podsumowanie

Pomimo, ze wyniki uzyskane z wystandaryzowanych
metod s3 czgsto wystarczajace, to nie mozna pomina¢
faktu, ze s3 niezautomatyzowane i czas oczekiwania na
wynik jest diugi. W powyzszej pracy dokonano prze-
gladu metod fluorescencyjnego barwienia komoérek
bakterii, ktére stanowiag atrakcyjng alternatywe dla
metod klasycznych, nie tylko z uwagi na aspekt auto-
matyzacji i szybkosci wykonania. Metody te opieraja
sie na zastosowaniu réznych markeréw stanu fizjolo-
gicznego bakterii, w istocie pozwalajgcych na zbadanie
wigkszosci parametréw aktywnosci i spojnosci struktur
komoérkowych. Przedstawiono najbardziej rozpowszech-
nione barwniki fluorescencyjne, ktére mozna nazwaé
markerami zywotnosci komorek, wynikajace z ich
stosowania korzysci, a takze ograniczenia. Wspdlnym
odniesieniem do wszystkich markeréw jest fluorescencja
poszukiwanego elementu wewnatrzkomoérkowego, a ele-
ment, jaki ma zosta¢ wykryty determinuje wybor tego
wlasciwego. Zatem odpowiedni dobor znacznika moze
dostarczy¢ precyzyjnych danych na temat fizjologii
mikroflory réznych srodowisk. Metody te sa wobec tego
odpowiedzia na rosnagce wymagania z zakresu analityki
mikrobiologiczne;.
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The application of the Ames test to the evaluation of the mutagenic activity of soil’s pollutants

Abstract: The Ames test is universally used for examining the mutagenic activity of contaminated soil samples. Soil pollution is mostly
extracted with the use of an ultrasonic bath or Soxhlet’s apparatus. Dichloromethane and methanol are commonly applied solvents
for the extraction of soil pollutants. Methanol was the most effective solvent. A mixture or the sequence of solvents was also applied
for the extraction. Less effective was the extraction of soil pollutants in the form of water leakage. There is no sufficient literature data
for determining optimal conditions of the extraction. Variants of the biotest technique applied by different authors demonstrated the
significant diversity. The organisms tested the most often were strains of Salmonella Typhimurium TA 98 and TA 100. Its different
sensitivity on extracts genotoxicity suggests the predominance of soil pollutants causing the mutation of the reading phase, which could
be detected only by Salmonella Typhimurium TA 98, whereas mutations of the substitution of base pairs, are detected with the use of
Salmonella Typhimurium TA 100. For activating promutagens a microsomal fraction S-9, obtained from the liver of rat, has most often
been applied in different concentrations, which is activated by Aroclor 1254. Some authors applied a preincubation when performing
Ames test for the genotoxicity evaluation of soil pollutants. Papers concerning the influence of the preincubation on the mutagenic
effect in Ames test are rarely found. Collected literature data show the significant usefulness of the Ames test for the evaluation of
mutagenic activity of soil pollutants. The comparison of the results obtained by different authors prevents the diversification of extraction
techniques, solvents application and some aspects of biotest: test strains, the concentration and the preparation of the microsomal faction
S-9, the possibility of applying the preincubation. Unification of the extraction technique and the biotest, taking into consideration soil
diversity and pollutants types would facilitate the comparison of the results.

1. Introduction. 2. The extraction of genotoxic pollutants. 2.1. Methods of the extraction. 2.2. Organic solvents. 2.3. The water as the
solvent. 2.4. Extraction’s conditions. 3. Salmonella Typhimurium strains used to evaluation of the mutagenic activity of soil’s pollutants.
4. S-9 microsomal fraction’s concentration and its activation’s methods. 5. Preincubation. 6. Conclusion

Slowa kluczowe: biotest, ekstrakcja zanieczyszczen, genotoksyczno$é, Salmonella Typhimurium, Salmonella test, zanieczyszczenia gleby
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1. Wstep

Szereg zanieczyszczen gleby wykazuje aktywnosé
mutagenng i kancerogenng. Do takich zanieczyszczen
nalezg wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA) oraz ich pochodne chlorowe i nitrowe, a takze
metale ciezkie. Pochodzenie tych zanieczyszczen w gle-
bie jest rézne. Czes¢ z nich (m.in. WWA i ich nitropo-
chodne) trafia do gleby w wyniku depozycji zanieczysz-
czen atmosfery [16]. Sa one emitowane jako produkty
spalania paliw. Do zanieczyszczenia gleby nitropochod-
nymi WWA dochodzi tez na terenach wojskowych,
przemyslowych i gérniczych, poniewaz sg one uzywane
jako materialy wybuchowe [7, 19, 25]. Chlorowane
weglowodory aromatyczne s3 stosowane w rolnictwie
jako pestycydy, czes¢ z nich trafia do gleby podczas
opryskiwania upraw [9, 38]. Polichlorowane bifenyle

znajdowaly zastosowanie jako m.in. ptyny hydrauliczne,
plyny izolujgco-chlodzace w transformatorach oraz pla-
styfikatory. Sg one bardzo trwatymi zanieczyszczeniami
przedostajacymi si¢ do gleb w wyniku niedbatego ich
sktadowania oraz jako odpady poprodukcyjne [52].
Zanieczyszczenie gleby produktami naftowymi, wsrod
ktérych s takze WWA i ich liczne pochodne naste-
puje na skutek wycieku paliw podczas awarii rurocig-
gow, cystern, wokot stacji benzynowych itp. [10, 49].
Aktywno$¢ mutagenna wykazuja tez niektore z metali
ciezkich zanieczyszczajacych gleby. Zrédlem tych zanie-
czyszczen jest roznorodna aktywnos¢ przemystowa
cztowieka [38], sg one uwalniane przez hutnictwo [52],
a jako zanieczyszczenia paliw sg takze emitowane pod-
czas procesow spalania.

Mutageny zanieczyszczajace glebe stanowia powaz-
ne zagrozenie zdrowotne. Ulegaja one biokumulacji

* Autor korespondencyjny: Instytut Inzynierii Ochrony Srodowiska, Politechnika Wroctawska, ul. Wybrzeze Wyspianskiego 27,
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w tkankach roélin uprawnych oraz karmionych nimi
zwierzat gospodarskich. Prowadzi to do skazenia zyw-
nosci spozywanej przez ludzi. Czes¢ tych zanieczyszczen
migruje do wod podskdrnych [30] i powierzchniowych,
ktdre s3 ujmowane na potrzeby ludzi, takze do picia.

Dlatego tez konieczne jest monitorowanie skaze-
nia gleb przez zanieczyszczenia wykazujace aktywno$é
mutagenng i kancerogenng. Najczgsciej stosuje sie do
tego metody fizyko-chemiczne (GC-MS, HPLC). Ze
wzgledu na koszt analiz mozliwe jest oznaczanie jedynie
wybranych zanieczyszczen wskaznikowych, takich jak
np. WWA z listy EPA. Wyniki analiz fizyko-chemicz-
nych pozwalaja tylko na przyblizona ocen¢ zagrozenia
zdrowotnego, jakie stwarzaja mutageny zanieczyszcza-
jace gleby. Moga one w zespotach dziala¢ addytywnie,
synergistycznie albo antagonistycznie. Cze$¢ z nich
w $rodowisku glebowym oraz po wniknieciu do orga-
nizmu ludzkiego ulega przemianom biochemicznym
powodujacych zwigkszenie albo zmniejszenie aktyw-
no$ci mutagennej. Na pelng ocene genotoksycznosci
wszystkich mutagenéw zanieczyszczajacych badana
glebe pozwala jedynie zastosowanie biotestow. W bada-
niach nad mutagenezg $rodowiskowa najpowszechniej
stosowany jest test Amesa [21, 41]. Charakteryzuje go
stosunkowo znaczna wrazliwos¢ na dzialanie mutage-
néw srodowiskowych oraz znaczna zdolno$¢ prognozo-
wania ich kancerogennosci [21].

Organizmami testowymi w tescie Amesa s3 bakte-
rie Salmonella Typhimurium, ktére w wyniku celowej
mutacji zostaly pozbawione zdolnosci syntezy histy-
dyny. W konsekwencji nie mogg one rosnac na podiozu
mikrobiologicznym pozbawionym tego aminokwasu.
Test polega na hodowli bakterii na podlozu niemal
zupelnie pozbawionym histydyny w obecnosci bada-
nej probki, np. ekstraktu glebowego. Wzrost bakterii
oznacza, ze uleglty one mutacji powrotnej, polegajacej
na naprawie wady genetycznej, jaka jest niezdolno$é
do wytwarzania histydyny. Zastosowanie w tescie frak-
cji enzymatycznej uzyskiwanej najczesciej z watroby
szczuréw pozwala zasymulowa¢ w tescie bakteryjnym
warunki biochemiczne panujgce w organizmie kre-
gowca, jakim jest czlowiek [34, 41].

Pi$miennictwo na temat genotoksycznosci zanieczysz-
czen gleby jest obszerna. Przedstawia ona wyniki badania
wielu probek gleb zebranych w réznych czeéciach swiata.
Brakuje natomiast prac przegladowych. Dotychczasowy
stan wiedzy na temat genotoksyczno$ci gleb zostal
dotychczas podsumowany najpierw przez Watanabe
i Hirayama[57], anastgpnie przez White i Clax-
ton [60]. Watanabe i Hirayama [57] ogdlni-
kowo wymienili najpowszechniej stosowane metody
ekstrakcji zanieczyszczen mutagennych z gleb zwra-
cajac uwage, ze do biotestow wprowadzane sg glebowe
wyciagi wodne oraz ekstrakty organiczne, a dokladniej
przeanalizowali zastosowanie biotestéw do badania

PIOTR JADCZYK, BARBARA KOLWZAN

genotoksycznosci gleb. Autorzy ci dokonali podziatu
gleb zawierajacych zanieczyszczenia genotoksyczne na
gleby: przemystowe, rolnicze i komunikacyjne. Praca
White i Claxtona [60] jest znacznie bardziej
obszerna, podkreslono w niej powszechno$¢ zastoso-
wania testu Amesa w badaniach nad genotoksycznoscia
gleb. Autorzy w oparciu o analiz¢ statystyczng wynikow
badania genotoksyczno$ci zanieczyszczen wyekstraho-
wanych z 1633 probek gleby okreglili zalezno$¢ efektu
mutagennego od rozpuszczalnika uzytego do ekstrak-
cji, zastosowanego szczepu Salmonella Typhimurium,
zawartoéci w glebie WWA, pochodzenia zanieczysz-
czen (gleby miejskie, przemystowe i rolnicze), aktywa-
¢ji metabolicznej oraz zrdznicowanie powszechnosci
zastosowania roznych wariantéow metodyki. Autorzy
tej pracy nie podjeli natomiast szeregu innych waznych
zagadnien, jak: metodyka ekstrakcji (technika, czas
i temperatura), stezenie frakcji S9 oraz zwiazek uzyty
do jej aktywacji.

Celem prezentowanej pracy jest podsumowanie
aktualnego stanu wiedzy na temat badania genotoksycz-
nosci gleb testem Amesa ze szczegdlnym uwzglednie-
niem techniki ekstrakeji, czasu jej trwania i temperatury
w jakiej jest ona prowadzona oraz uzytego rozpuszczal-
nika, mozliwoéci badawczych jakie daje zastosowanie
jako organizmow testowych roznych szczepdw Salmo-
nella Typhimurium, stezenia frakcji mikrosomalnej S9
oraz metodyki jej aktywacji. Wigkszos$¢ prac bedacych
podstawg prezentowanego opracowania nie byla cyto-
wana w pracy White i Claxton [60].

2. Ekstrakcja zanieczyszczen genotoksycznych
2.1. Techniki ekstrakgji

Zanieczyszczajace glebe zwiazki mutagenne musza
by¢ z niej wyekstrahowane przed wprowadzeniem do
testu Amesa oraz analizg chemiczna. Ekstrakcja ta polega
najczesciej na wyptukaniu zanieczyszczen organicznych
za pomocg rozpuszczalnikow. Autorzy poszczegdlnych
prac stosowali jednak rézne techniki ekstrakeji i rézne
rozpuszczalniki.

Najpowszechniej stosowane byly ekstrakcja na zimno
w fazni ultradzwigkowej oraz ekstrakcja w aparatach
Soxhleta, rzadziej inne techniki (tab. I). Mieszanie
i wytrzgsanie bylo stosowane do otrzymywania wycia-
goéw wodnych zanieczyszczen gleby [11-13, 44]. Nie-
ktérzy autorzy powtarzali ekstrakcje takim samym
rozpuszczalnikiem [12, 16, 58]. Inna modyfikacja byta
sekwencja dwoch réznych technik ekstrakeji, np. poprze-
dzenie ekstrakeji w fazni ultradzwickowej wytrzgsaniem
gleby z rozpuszczalnikiem [7]. W piSmiennictwie nie
ma informacji na temat skutecznosci poszczegdlnych
technik ekstrakeji.
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Tabela IIT
Mieszaniny rozpuszczalnikéw stosowane do ekstrakeji
zanieczyszczen gleby

Technika ekstrakgji Liczba Pi$miennictwo - : _ R
prac Mieszanina rozpuszczalnikow Pi$miennictwo
W aparatach Soxhleta 12 (4, 10, 22, 23, Benzen + etanol (3:1) [36]
26-29,37, 49, Dichlorometan + heksan (1:1) [6]
58, 59
] Aceton + heksan Googgleman i Spitzauer
Ekstrakeja na zimno 8 [12, 33, 36, 34 1982 [za 25]
w lazni ultradzwigkowej 38, 48, 50, 56] -
Dichlorometan + metanol (2,3:1) [4]
Ekstrakcja przyspieszona 3 [12-15]
Heksan + aceton (2:1) [16]
W i 3 11,12,44
ytrzasanie [ | Aceton + toluen + metanol (1:1:1) [16]
Mieszanie 2 [9,13]
DMSO + etanol (1:1) [7]
Zalewanie gleby rozpuszczalnikiem 1 [16] 3
. . .. dichlorometan + aceton [11]
i odparowywanie jej w podci$nieniu
eter dietylowy + heksan (1:1) [22, 26, 28]
2.2. Rozpuszczalniki organiczne
Tabela IV

Do ekstrahowania zanieczyszczen gleby w celu oceny
ich aktywno$ci mutagennej stosowane byly rézne roz-
puszczalniki. Wigkszos§¢ autoréw stosowala ekstrakeje
jednym rozpuszczalnikiem (tab. II), niektérzy stosowali
ich mieszaning (tab. III) lub sekwencje kolejnych roz-
puszczalnikéw (tab. IV). Na etapie planowania ekspe-
rymentu istotne znaczenie ma fakt, ze badanie geno-
toksycznosci ekstraktow tych samych probek gleby,
otrzymanych za pomoca réznych rozpuszczalnikow
znacznie zwigksza pracochtonno$¢ i materialochtonnos¢
badan, w niewielkim stopniu zwieksza natomiast praw-
dopodobienstwo wykrycia genotoksycznosci poszcze-
golnych probek [22]. Najczesciej stosowanymi roz-
puszczalnikami byly dichlorometan i metanol. White

Tabela IT

Rozpuszczalniki stosowane do ekstrakeji zanieczyszczen muta-

gennych gleby

Rozpuszczalnik Liczba Pismiennictwo
prac
Dichlorometan 16 [6,9,10, 12,13, 15,22, 23,
5,26-28, 29, 32, 37, 50]
Metanol 13 [1,3,10,11, 13, 15, 16, 22,
25, 26, 28, 56, 58]

Aceton 6 [1, 3,15, 16, 25, 56]
Acetonitryl 6 [1, 3,11, 16, 25, 40]
Heksan 6 [3,11,22,26-28]
Eter dietylowy 4 (26, 28, 30]
Cykloheksan 2 [11,37]
Chloroform 1 [3]
Etanol 1 [11]
DMSO 1 | [30]
Woda 7 [6,7, 11, 13, 25, 30, 44]
Kwas octowy 1 M 1 [12]
Wodorotlenek sodu 1 M 1 [12]

Sekwencje rozpuszczalnikéw i ich mieszanin stosowane
do ekstrakeji zanieczyszczen gleby

Sekwencja rozpuszczalnikéw i ich mieszanin | Pimiennictwo
Cykloheksan, aceton [38]
Aceton, heksan, dichlorometan, toluen,
dietylketon [59]

Heksan, aceton, dichlorometan

Dichlorometan, aceton,
toluen+dietylketon (2:1), heksan

Aceton+dichlorometan (1:1),
toluen-+dietylekton (2:1)

Aceton+dichlorometan (1:1),
toluen-+dietylketon (2:1)

i Claxton [60] na podstawie analizy wynikéw bada-
nia genotoksycznosci 1633 probek gleby opisanych
w literaturze stwierdzili, ze ponad 50% z nich byto
ekstrahowanych metanolem, 24% mieszaning heksanu
iacetonu, 14% dichlorometanem, a 11% innymi rozpusz-
czalnikami. Powszechno$¢ zastosowania tych samych
rozpuszczalnikow ulatwia poréwnywanie wynikow, nie
powinna ona jednak by¢ jedynym kryterium ich doboru.

Prac po$wigconych poréwnaniu skutecznosci eks-
trakcji zanieczyszczen mutagennych gleby jest niewiele.
Wigkszos$¢ z nich omawia wyniki badania aktywnosci
mutagennej nielicznych prébek gleby. Prac, w ktérych
poréwnano skuteczno$¢ ekstrakeji zanieczyszczen
mutagennych réznymi rozpuszczalnikami co najmniej
10 probek gleby jest zaledwie kilka [13, 15, 38]. Uzyskane
dotychczas wyniki wskazuja, ze metanol ekstrahowat
zanieczyszczenia mutagenne na ogo6l nieznacznie sku-
teczniej od dichlorometanu. Tak byto w przypadku 70%
z 18 [13] oraz polowy z 21 badanych préobek gleby [15].
Na wysoka skuteczno$¢ metanolu wskazujg takze prace
innych autoréw oparte na wynikach badania mutagen-
nosci pojedynczych gleby [1, 3, 4]. Nie zawsze jednak



422

tak bylo. Courty iwsp. [11] na podstawie wynikow
badania mutagennosci 4 probek gleby ekstrahowanych
8 r6znymi rozpuszczalnikami, w tym metanolem uznali
dichlorometan, aceton i acetonitryl za rozpuszczalniki
najskuteczniej ekstrahujgce zanieczyszczenia mutagenne
z gleb. W niektorych przypadkach skuteczniejsze od
metanolu czy dichlorometanu okazaly si¢ inne roz-
puszczalniki: acetonitryl [16] i eter dietylowy [30]. Bytly
to jednak wyniki badania pojedynczych probek gleby.
Monarca i wsp. [38] stwierdzili, Ze acetonem eks-
trahuje sie dwukrotnie wieksza mase¢ zanieczyszczen niz
cykloheksanem ($rednia dla 10 prébek gleby), jednak
nie poréwnywali oni aktywnosci mutagennej obydwoch
ekstraktéw. White i Claxton [60] na podstawie
danych literaturowych poréwnali metodami statystycz-
nymi genotoksycznos$¢ wobec Salmonella Typhimurium
probek gleby ekstrahowanych metanolem, dichlorome-
tanem i mieszaning heksan/aceton stwierdzajac, ze sku-
tecznos$¢ ekstrakeji zalezala nie tylko od uzytego roz-
puszczalnika, ale i od rodzaju zanieczyszczen obecnych
w glebie (gleby przemystowe, miejski i rolnicze). Nie
byto zatem mozliwe wskazanie jednego — uniwersalnego
rozpuszczalnika, ktdry bytby najbardziej skuteczny do
ekstrakcji wszystkich probek gleb. Zebrane dane litera-
turowe wskazuja, ze w pierwszej kolejnosci nalezy bra¢
pod uwage metanol i dichlorometan.

Efekt ekstrakeji zanieczyszczen mutagennych z gleby
moze by¢ tez zalezny od rodzaju gleby. Zréznicowanie
skutecznos$ci ekstrakeji zanieczyszczenn mutagennych
réznymi rozpuszczalnikami z pojedynczych prébek
w zaleznosci od rodzaju gleby analizowali jedynie
Kool iwsp. [30]. Ekstrakcja eterem dietylowym byta
najskuteczniejsza w przypadku gleby ogrodowej, torfia-
stej i bielicowej), natomiast w przypadku gleby piaszczy-
stej nie bylo jednego ekstraktu, ktéry wykazywalby naj-
wicksza aktywno$¢ mutagenng wobec réznych szczepow
Salmonella z aktywacja metaboliczng i bez niej.

2.3. Woda jako rozpuszczalnik

Cze$¢ zanieczyszczen gleby stanowia zwigzki nie-
organiczne, m. in. sole metali ci¢zkich. Sg one rozpusz-
czalne w wodzie. Dlatego tez niektdérzy autorzy badali
aktywno$¢ mutagenng tej grupy zanieczyszczen ekstra-
hujac je z gleby w postaci odciekéw wodnych (tab. II).
Zastosowanie wody jako rozpuszczalnika, pozwala na
oceng mozliwosci migracji zanieczyszczen mutagennych
gleby wraz z wodami gruntowymi oraz na okreslenie
wplywu pH wod gruntowych i opadowych na aktyw-
no$¢ mutagendw zanieczyszczajacych gleby. Najwiek-
sz aktywnos$¢ mutagenng wykazywal ekstrakt wodny
zanieczyszczen gleby o odczynie obojetnym [30]. Byta
ona wigksza od aktywno$ci mutagennej zanieczyszczen
ekstrahowanych DMSO. Aktywno$¢ mutagenna roztwo-
réw wodnych o odczynie kwasnym i zasadowym byla
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natomiast znikoma. Wyniki tych badan wskazywaly
na niebezpieczenstwo przenikania mutagenéw zanie-
czyszczajacych gleby do wod ujmowanych na potrzeby
gospodarstw domowych ludzi, w tym takze do picia. Nie-
wielkg aktywno$¢ mutagenng zanieczyszczen gleby roz-
puszczalnych w wodzie o pH =2 stwierdzili tez Knize
i wsp. [25], zanieczyszczenia tej samej gleby rozpusz-
czalne w rozpuszczalnikach organicznych byty znacznie
bardziej aktywne mutagennie. Zanieczyszczenia gleby
ekstrahowane woda wykazywaly mniejsza aktywnos¢
mutagenng od zanieczyszczen tej samej gleby ekstra-
howanych metanolem, a w 2 z 3 prébek takze dichlo-
rometanem [13]. W niektdrych przypadkach odcieki
wodne z gleb przed wprowadzeniem do testu Amesa
byly zageszczane na zywicach, a nastepnie wymywane
z nich rozpuszczalnikami organicznymi [17, 51].

2.4. Warunki ekstrakcji

Autorzy poszczegolnych prac stosuja nie tylko rozne
techniki ekstrakcji i rézne rozpuszczalniki oraz ich mie-
szaniny i sekwencje, ale i rézne parametry ekstrakcji.
Zréznicowanie tych parametrow obejmuje: czas eks-
trakcji, temperature w jakiej jest prowadzona, predkos¢
wytrzasania.

Courty iwsp.[11] dokonali przegladu literaturo-
wego proporcji pomiedzy masg gleby a objetoscig roz-
puszczalnika. Zréznicowanie tych proporcji wynosito
od 1:1 do 1:10. Aktywnos$¢ mutagenna zanieczyszczen
gleby ekstrahowanych przy proporcji gleby i rozpusz-
czalnika 1:10 byta wigksza niz przy proporcji 1:1 w przy-
padku 3 z 4 prébek gleby badanych przez ten zespdt
autoréw. Dane te pozwalaja na stwierdzenie, ze uzycie
wiekszej ilosci rozpuszczalnika pozwala na zwigkszenie
wydajnosci ekstrakcji. Nie sg one jednak wystarczajace
do okreslenia optymalnych proporcji pomiedzy masa
gleby i objetoscia rozpuszczalnika. Dalsze badania
w tym kierunku powinny uwzglednia¢ zréznicowanie
technik ekstrakcji, stosowanych rozpuszczalnikéw oraz
zrdznicowanie wlasciwosci réznych typéw genetycznych
gleb, a takze rodzaje obecnych w nich zanieczyszczen.

Czasy ekstrakcji stosowane w réznych laborato-
riach wykazywaly znaczne réznicowanie: od 10 min.
do 18 godzin przy ekstrakeji ultradzwigkami (7, 32, 33,
38, 48, 56, 58], 6-24 godzin przy ekstrakcji w apara-
tach Soxhleta [4, 6, 10, 22, 27, 29, 37, 49], od 30 min.
do 24 godzin w przypadku mieszania i wytrzgsania
[11-13, 44]. Ekstrakcja w aparatach Soxhleta byla zatem
najbardziej czasochtonng metoda. Niewiele jest nato-
miast danych na temat zaleznoéci pomiedzy czasem
ekstrakcji, a jej skutecznos$cig. Ekstrakty 3 z 4 probek
gleby badanych przez Courty i wsp. [11] wykazywaly
wieksza aktywnos¢ mutagenng wobec szczepu Salmo-
nella Typhimurium TA 98 gdy czas ekstrakcji wynosit 24
a nie 4 godziny. Pozwala to wnioskowa¢, ze wydtuza-
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nie czasu ekstrakeji zwieksza jej skutecznos¢. Dane te
sg jednak niewystarczajace do okre$lenia optymalnego
czasu ekstrakeji, to znaczy gwarantujacego wysoka sku-
teczno$¢ bez zbednego wydluzania ekstrakcji. Dalsze
badania majgce na celu optymalizacje czasu ekstrakcji
powinny by¢ prowadzone w sposéb uwzgledniajacy
zroznicowanie stosowanych technik ekstrakeji, rozpusz-
czalnikéw, réznorodnosé typow genetycznych gleb oraz
ich zanieczyszczen.

Dane pis$miennictwa nie dajg podstaw do okreslenia
optymalnej temperatury ekstrakcji. W przypadku eks-
trakcji ultradzwigkami, poprzez wytrzasanie albo mie-
szanie proces ten moze by¢ prowadzony w temperaturze
pokojowej. 3 z 4 probek gleby badanych przez Courty
i wsp. [11] wykazywaly wieksza aktywno$¢ mutagenna
gdy ekstrakcje prowadzono w temperaturze 37°C (takiej
samej jak badanie genotoksycznosci testem Amesa) niz
w temperaturze pokojowej. W przypadku zastosowania
aparatow Soxhleta temperatura ekstrakcji jest zalezna
od temperatury wrzenia zastosowanego rozpuszczal-
nika (ponad 37°C). Nie zawsze tez, ekstrakcja dichlo-
rometanem o stosunkowo niskiej temperaturze wrze-
nia (40,2°C) dawala najlepsze rezultaty, w przypadku
wielu gleb byl to metanol (temperatura wrzenia 64,5°).
Przy doborze rozpuszczalnika nalezy jednak pamietad,
ze nadmierne ogrzewanie moze spowodowac rozklad
najmniej trwatych mutagenéw.

Wplyw na skutecznos¢ ekstrakcji moze mie¢ takze
predko$¢ wytrzgsania i mieszania. Autorzy dostepnych
prac stosowali rézne predkosci, np. 120 obrotéw na
minute [44]. Nie ma natomiast danych literaturowych,
ktdre pozwolityby okresli¢ graniczng predkos¢ wytrza-
sania i mieszania, ktorej zwiekszanie nie powodowaloby
juz przy danym czasie ekstrakcji zwiekszania skutecz-
nosci tego procesu. Niektorzy autorzy podkreslaja, ze
ekstrakcje prowadzono bez dostepu $wiatta [11]. Jest
to istotne, ze wzgledu na mozliwos¢ fotochemicznego
rozkladu niektérych WWA.

Do wypracowania metodyki ekstrakeji zanieczysz-
czen mutagennych gleby, ktéra zostataby powszechnie
zaakceptowana konieczne sg dalsze badania. Powinny
one obejmowac przede wszystkim poszukiwania najbar-
dziej skutecznego rozpuszczalnika, czy tez mieszaniny
albo sekwencji rozpuszczalnikéw. Warunkiem pordw-
nywalnosci wynikéw uzyskiwanych w réznych labora-
toriach jest tez ujednolicenie metody ekstrakcji oraz
czasu jej trwania. Rozstrzygniecia wymaga tez kwestia,
czy mozliwe jest opracowanie uniwersalnej metodyki
ekstrakeji zanieczyszczen gleby, czy takze konieczne jest
jej zrdznicowanie w zaleznos$ci od rodzaju gleby oraz
przewazajacej w probce grupy zanieczyszczen. Courty
i wsp. [11] zaproponowali nastepujaca kolejnos¢ ba-
dan majacych na celu okredlenie optymalnej dla danej
partii probek gleb metodyki ekstrakcji oraz badania
genotoksycznosci:
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1. identyfikacja bardziej wrazliwego szczepu (TA 98
i TA 100),

2. identyfikacja najbardziej skutecznego rozpuszczalnika,

3. optymalizacja warunkow ekstrakcji: temperatury,
czasu i proporcji miedzy gleba a rozpuszczalnikiem.

3. Szczepy Salmonella typhimurium stosowane do
oceny aktywnosci mutagennej zanieczyszczen gleby

W badaniach nad mutagenng aktywnoscig zanie-
czyszczen gleby testem Amesa najpowszechniej stoso-
wane sg szczepy TA 98 1 TA 100 (tab. V). Szczep TA 98
uzyty zostal przez autoréw wszystkich dostepnych prac,
szczep TA 100 przez wigkszo$¢ nich. Inne szczepy byty
sporadycznie stosowane do oceny wlasciwo$ci mutagen-
nych zanieczyszczen gleby. Powszechno$¢ zastosowania
szczepow TA 98 i TA 100 w oparciu o zebrane dane
literaturowe stwierdzilitez White i Claxton [60].

Tabela V
Zastosowanie szczepdw Salmonella Typhimurium do badania
aktywnosci mutagennej zanieczyszczen gleby testem Amesa

Szczep Liczba prac Pismiennictwo

TA 98 33 (1, 4, 6,9-16, 22, 23, 25-33,
36-40, 44, 49, 50, 56, 58, 59]

TA 100 22 [1,6,7,9-12, 16, 23, 25, 29-31,
36-38, 44, 49, 50, 56, 58, 59]

YG 1041 4 [26, 27, 29, 50]

YG 1042 3 [26, 29, 50

TA 97a 3 [1,12,31]

TA 102 2 (1, 50]

TA 104 2 [1,50]

TA 98NR 2 [25, 59]

TA 98/1,8-DNP6 1 [25]

TA 100NR 1 [25]

YG 1021 1 [59]

YG 1024 1 [59]

YG 1026 1 [59]

YG 1029 1 [59]

TA 97 1 [50]

Wyniki wigkszo$ci autoréw stosujacych szczepy TA 98
i TA 100 do oceny aktywnosci mutagennej zanieczysz-
czen gleby wskazuja na wigksza wrazliwos¢ szczepu
TA98 [1, 7, 9, 11, 16, 23, 25, 26, 29, 30, 37, 38, 56].
Na wigkszg wrazliwos¢ szczepu TA 98 niz TA 100 wska-
zywaly takze wyniki analizy danych literaturowych
dokonanej przez White i Claxton [60]. Pozwala
to wnioskowac, ze wirdd zanieczyszczen gleby przewa-
Zaja mutageny powodujgce powstawanie mutacji zmiany
fazy odczytu, na wykrywanie ktérych pozwala szczep
TA 98, nie za§ mutageny powodujace powstawanie
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mutacji typu zmiany par zasad na wykrywanie ktérych
pozwala szczep TA 100. Zdarzaly si¢ jednak przypadki
odwrotne [6, 49]. Dlatego tez zasadne jest stosowanie
w poczatkowej fazie badan obydwoch szczepow. Pozwala
to na wybor bardziej wrazliwego z nich. Rozwigzanie
takie zastosowali z powodzeniem McDaniels iwsp.
[37] oraz Courty iwsp. [11].

Szczepy TA 97, TA 97a, TA 102, TA 104 byly spora-
dycznie stosowane do badania aktywnosci mutagenne;j
zanieczyszczen gleby (tab. IV). Ponadto byly one albo
w ogole nie wrazliwe na dzialanie mutagendéw zanie-
czyszczajacych badane gleby, albo wykazywaly wrazli-
wos¢ mniejszg od szczepdw TA 98 i TA 100 [1]. Takze
Mortelmans i Zeiger [41] napodstawie analizy
wynikéw wielu badan aktywnosci mutagennej réznych
mutagenéw prowadzonych w réznych laboratoriach
na przestrzeni wielu lat zalecajg stosowanie szczepow
TA 97, TA 102 i TA 104 do potwierdzania wynikéw
ujemnych testow wstepnych z zastosowaniem szczepow
TA 98 i TA 100. Szczep TA 97 pozwala na wykrywanie
mutacji typu zmiany fazy odczytu, podobnie jak szczep
TA 98, szczepy TA 102 i TA 104 umozliwiajg wykrywa-
nie mutacji typu podstawiania par zasad.

Niektore ze szczepdw stosowanych w tescie Amesa
posiadaja modyfikacje genetyczne, ktére predysponuja
je do wykazywania udziatu wybranych grup zwigzkow
chemicznych w ogdlnej mutagennosci badanej probki
o charakterze mieszaniny wieloskladnikowej. Charak-
ter taki majg ekstrakty zanieczyszczen gleby. Modyfi-
kacje genetyczne omawianych szczepéw polegaja na
pozbawieniu ich wrazliwosci na mutagenne dziatanie
niektérych grup mutagendw, albo zwigkszeniem tej
wrazliwosci. Naleza do nich szczepy Salmonella Typhi-
murium TA 98NR, TA 100NR pozbawione zdolno-
$ci wytwarzania nitroreduktazy [46, 47] oraz szczep
TA 98/1,8-DNP,_ pozbawiony zdolnosci wytwarzania
nitroreduktazy specyficznej wobec nitropirenow [45].
Szczepy te sa pozbawione wrazliwoéci na mutagenne
dziatanie nitrowych pochodnych WWA. Szczepy Sal-
monella Typhimurium YG 1021, YG 1024 maja wpro-
wadzone plazmidy zawierajace kopie genu odpowie-
dzialnego za synteze nitroreduktazy, szczepy YG 1026
i YG1029 majg wprowadzone plazmidy zawierajace
kopie genu odpowiedzialnego za synteze¢ O-acety-
lotransferazy. Szczepy YG 1041 i YG 1042 wykazuja
podwyzszong aktywnos¢ nitoreduktazowg i O-acetylo-
transferazowy. Szczepy o zwiekszonej aktywnosci nitro-
reduktazowej sa szczegélnie wrazliwe na mutagenne
dziatanie nitropochodnych WWA, szczepy o zwiekszo-
nej aktywnosci O-acetylotransferazowej sa szczegdlnie
wrazliwe na mutagenne dzialanie nitrowych i amino-
wych pochodnych WWA [18, 20, 53-55]. Przypadki
zastosowania szczepow o zmienionej aktywnosci nitro-
reduktazowej i O-acetyloaminotransferazowej sa jak na
razie nieliczne i wskazujg na znaczacy udzial nitrowych
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i aminowych pochodnych WWA wsréd ogoétu mutacji
powodowanych przez zanieczyszczenia gleby (tab. 5).

Wyniki dotychczasowych badan prowadzonych réz-
nych laboratoriach pozwalaja rekomendowa¢ szczepy
TA98 i TA100 do badania aktywnosci mutagennej
zanieczyszczen gleby. Ich pochodne o zmienionej
aktywnosci nitroreduktazowej i O-acetylotransferazowe;j
pozwalaja na okreslenie udziatu nitrowych i aminowych
pochodnych WWA. Szczepy o zwiekszonej aktywnosci
nitroreduktazowej umozliwiaja wykrycie aktywnosci
mutagennej badanych préb, nawet wtedy, gdy w probie
nie ma innych mutagenéw. Szczepy pozbawione aktyw-
nosci nitroreduktazowej dadza wéwczas wynik ujemny,
podobnie jak szczepy macierzyste. Zastosowanie szcze-
péw o zwigkszonej aktywnosci nitroreduktazowej po-
winno, zatem mie¢ pierwszenstwo przed zastosowaniem
szczepow aktywnosci tej pozbawionych.

4. Stezenie frakcji mikrosomalnej S-9 i metodyka
jej aktywacji

Do aktywacji promutagenow stosowana jest w tescie
Amesa frakcja mikrosomalna [34, 41]. Najczeéciej uzy-
skuje sie ja z watroby szczuréw, czasem jednak stoso-
wana jest frakcja uzyskana z watroby ssakéw innych
gatunkow. W poszczegolnych laboratoriach stosuje si¢
rozne stezenia frakcji mikrosomalnej S-9 oraz rézne jej
aktywatory. Brakuje natomiast prac poréwnujacych sku-
teczno$¢ aktywacji promutagenéw wyekstrahowanych
z gleby przez frakcje mikrosomalng S-9 w zaleznosci od
jej stezenia i zwigzku uzytego do aktywacji jej enzymow.
Wielu autoréw pomija w opisie metodyki informacje
o przygotowaniu frakcji mikrosomalnej oraz o jej ste-
zeniu we frakcji S-9 mix.

W badaniach nad aktywnos$cig mutagenng zanie-
czyszczen gleby najczesciej stosowana jest frakcja mi-
krosomalna wypreparowana z watroby szczuréw [1,
6,9, 12-16, 25, 28-30, 37, 44, 49, 50, 56, 58], rzadziej
z watroby chomikow [39].

Do aktywacji enzymow tej frakeji najczesciej stoso-
wany byl Aroclor 1254 [1, 6, 9, 11-16, 23, 25, 26, 29, 30,
37, 44], ewentualnie Aroclor 1248 [59]. Czgs$¢ autorow
zamiast wysoce toksycznego, rakotwdrczego i trwatego
Arocloru stosuje fenobarbital sodu [49] albo fenobar-
bital z naftoflawonem [16, 56, 58, 59] wg metodyki
opisanej przez Onga iwsp. [43]. Wesp iwsp. [59]
stwierdzili jednak w badaniach wstepnych, ze frakcja
mikrosomalna aktywowana Aroclorem 1248 wykazuje
wieksza aktywno$¢ wobec promutagenéw zanieczysz-
czajacych glebe niz frakcja aktywowana fenobarbitalem
z naftoflawonem i w badaniach zasadniczych zastoso-
wali frakcje aktywowang Aroclorem 1248. Morelli
iwsp. [39, 40] do aktywacji enzymdw watroby chomika
zastosowali 3-metylocholantren.
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Do aktywacji promutagendéw bedacych zanieczysz-
czeniami gleby w réznych laboratoriach stosowana jest
frakcja S-9 mix o réznej zawartosci frakeji S-9 uzyskiwa-
nej bezposrednio z watroby: 4% [13, 37], 7,5% [30], 10%
[11, 13, 23, 27, 28, 56, 58], 30% [9, 13, 14, 15]. Knize
i wsp. [25] zastosowali frakcje S-9 mix w ilosci odpo-
wiadajacej 2 mg biatka na plytke, Nielsen iwsp. [42]
1 mg bialka na plytke. Jedynie Donelly i wsp. [13]
Poréwnywali skuteczno$¢ aktywacji metabolicznej pro-
mutagenow bedacych zanieczyszczeniami gleby przez
frakcje S-9 mix rdznigce si¢ zawartoscig czystej frakeji
S-9. Mutagenno$¢ matych dawek badanych préb naj-
bardziej podnosila frakcja 4%, duzych 10%, frakcja 30%
wykazywala dziatanie toksyczne.

Maron i Ames [34] zalecajg stosowanie frakcji
4%, a w przypadku uzyskania wyniku ujemnego frakeji
o stezeniu 10%. Za optymalne uwazaja oni zastosowa-
nie obydwoch stezen frakcji w jednym eksperymencie,
zwracajg jednak uwage, ze rozwigzanie takie podnosi
jego koszty. Mortelmans i Zeiger [41] wopar-
ciu o analize wynikéw uzyskanych w réznych labo-
ratoriach przez autoréw 95 publikacji stwierdzajg, ze
w tescie Amesa stosowana jest frakcja o stezeniu 4-30%.
Przy doborze jej optymalnego dla danego rodzaju
probek w niektdrych laboratoriach zaczyna sie od ste-
zen niskich, a w innych od stezen duzych. Autorzy ci
zalecajg dobor stezenia frakcji w zakresie 5-30% zaczy-
najac od stezen duzych. Wyniki dotychczasowych badan
nad zréznicowaniem skutecznos$ci aktywacji metabo-
licznej zanieczyszczen gleby przez rézne stezenia frakeji
S-9 w -9 mix wskazujg na toksyczno$¢ stezen wysokich
[13]. Przemawia to za zastosowaniem w eksperymencie
wstepnym niewielkich stezen frakcji i zwigkszaniem ich
w kolejnych eksperymentach w przypadku uzyskania
wynikéow ujemnych. Rozwigzanie takie z punktu widze-
nia praktyki laboratoryjnej ma szereg zalet. Umozliwia
wykrycie aktywnosci mutagennej niewielkiej dawki
mutagendw, a co za tym idzie zwigksza wrazliwo$¢ testu.
Pozwala to tez ograniczy¢ wielko$¢ probki niezbedne;j
do badan, a w konsekwencji ilo§¢ rozpuszczalnikow
zuzytych do jej ekstrakeji. Ograniczenie zuzycia frakeji
ma nie tylko wymiar finansowy, ale i etyczny, pozwala
bowiem zminimalizowa¢ liczbe zwierzat niezbednych
do jej uzyskania oraz zuzycie wysoce niebezpiecznych
odczynnikéw, takich jak Aroclor.

Aroclor 1254 jest najpowszechniej stosowanym i naj-
bardziej uniwersalnym induktorem enzymdéw mikroso-
malnych [34, 41]. Przemawia to za stosowaniem go do
aktywacji mieszaniny wielosktadnikowej, jaka jest eks-
trakt zanieczyszczen gleby. Pozostale zwigzki stosowane
do aktywacji enzymoéw mikrosomalnych moga wyka-
zywaé wiekszg skutecznos¢ aktywowaniu niektérych
zwigzkéw. Fenobarbital skuteczniej aktywuje aminy
aromatyczne, jest jednak nieefektywny w aktywowaniu
niektérych weglowodoréw aromatycznych [2]. Sku-
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teczng alternatywa dla Arocloru okazala si¢ natomiast
mieszanina fenobarbitalu i B-naftoflawonu [35, 43].
Znalezienie takiej alternatywy jest wazne ze wzgledu na
zagrozenie jakie wyjatkowo trwaly i wysoce rakotwdrczy
Aroclor stanowi dla pracownikéw laboratorium oraz dla
srodowiska oraz ze wzgledu na trudnodci w precyzyj-
nym dozowaniu cieczy o znacznej lepkosci [34].

Do aktywowania mutagenéw posrednich w tescie
Amesa wykorzystywana jest frakcja mikrosomalna
uzyskiwana z watroby, rzadziej nerek albo ptuc. Pluca
sg jednak trudne do homogenizacji ze wzgledu na ich
gabczasta strukture, sg takze mniej sterylne niz watroba.
Ponadto frakcja uzyskana z watroby wykazuje najwigk-
szg aktywno$¢ enzymow odpowiedzialnych za aktywacje
promutagenéw. Organy, z ktorych otrzymuje sie frakeje
mikrosomalng najczgsciej pozyskuje si¢ ze szczurdw,
a takze z chomikoéw, §winek morskich, myszy oraz ludzi
(34, 41]. Maron i Ames [34] zalecaja generalnie
stosowanie w tescie Amesa frakcji mikrosomalnej uzy-
skanej z watroby szczurdw, zwracaja jednak uwage, ze
w niektorych przypadkach frakcja uzyskana z watroby
chomikéw moze skuteczniej aktywowaé promutageny.
Dzieje si¢ tak w przypadku np. nitrozoamin [5].

Dalsze badania nad aktywacja promutagenow zanie-
czyszczajacych gleby powinny pozwoli¢ na ostateczne
zastgpienie Arocloru innymi aktywatorami enzymow
oraz okresli¢ standardowe stezenie frakcji mikroso-
malnej. Standardowa procedura powinna okresla¢ takze
gatunek ssaka oraz jego organ, z ktérego pochodzilyby
enzymy uzywane w tescie do aktywacji promutagenow.
Wyjasnienia wymaga tez kwestia, czy mozliwe jest stwo-
rzenie procedury uniwersalnej, ktéra bedzie mogla by¢
stosowana do badania wszystkich probek gleby, czy tez
konieczne jest jej zréznicowanie w zaleznosci od prze-
wazajacej w danej glebie grupy zanieczyszczen. Wyniki
badan dotychczasowych pozwalaja rekomendowa¢
tymczasowo zastosowanie frakcji uzyskanej z watroby
szczurdw ze wzgledu na powszechno$c¢ jej stosowania.

5. Preinkubacja

Oryginalna procedura testu Amesa przewiduje moz-
liwo$¢ zastosowania preinkubacji w celu przedtuzenia
czasu kontaktu bakterii testowych z badana probka. Nie-
ktorzy autorzy stosowali ten wariant testu do badania
genotoksycznosci zanieczyszczen gleby [12, 44]. Nie ma
jednak prac, ktérych autorzy pordéwnaliby efekt muta-
genny powodowany przez zanieczyszczenia wyekstra-
howane z gleby w tescie bez i z preinkubacja.

6. Podsumowanie
Test Amesa jest powszechnie stosowany do bada-

nia aktywnos$ci mutagennej prob srodowiskowych,
w tym zanieczyszczen gleb. Zanieczyszczenia te przed
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wprowadzeniem do testu musza by¢ wyekstrahowane
z gleby. Najczesciej w tym celu stosowana jest ekstrak-
cja na zimno w lazni ultradzwiekowej oraz ekstrakcja
w aparatach Soxhleta. W pi$miennictwie nie ma infor-
macji na temat zréznicowanie skutecznosci réznych
technik ekstrakeji. Rozpuszczalnikami najpowszechniej
stosowanymi do ekstrahowania zanieczyszczen gleb sa
dichlorometan i metanol. Powszechno$¢ zastosowania
tych samych rozpuszczalnikéw ulatwia poréwnywa-
nie wynikéw, nie powinna by¢ jednak kryterium ich
doboru. Czesto najskuteczniejsza byla ekstrakcja meta-
nolem. Niektorzy autorzy do ekstrakcji zanieczyszczen
gleb stosowali mieszanine albo sekwencje rozpusz-
czalnikow. Skuteczno$¢ ekstrakeji réznymi rozpusz-
czalnikami wykazywala zréznicowanie w zaleznosci
od rodzaju gleby oraz sktadu jej zanieczyszczen. Mato
skuteczna byta ekstrakcja zanieczyszczen gleb w postaci
odciekéw wodnych. Na ogét wykazywaly one niewielka
genotoksycznos$¢ w teScie Amesa. Zrdznicowanie tech-
nik ekstrakeji oraz stosowanych w niej rozpuszczalni-
kéw powoduje, ze istniejace obecnie dane literaturowe
s3 niewystarczajace do okreslenia optymalnych warun-
kow ekstrakeji (czasu, temperatury, proporcji miedzy
gleba a rozpuszczalnikiem).

Znaczne zréznicowanie wykazywaly takze liczne
warianty techniki samego biotestu stosowane przez
autoréw poszczegélnych prac. Organizmami testowymi
najczesciej byly szczepy Salmonella Typhimurium TA 98
i TA 100. Zréznicowanie ich wrazliwoéci na genotok-
syczne dzialanie ekstraktow wiekszosci gleb wskazy-
walo, Ze w glebach obecne sg gtownie zanieczyszczenia
powodujace powstawanie mutacji zmiany fazy odczytu,
na wykrywanie ktérych pozwala szczep Salmonella
typhimurium TA 98, nie za§ mutacje podstawiania par
zasad, na wykrywanie ktérych pozwala szczep Salmo-
nella Typhimurium TA 100. Do aktywowania promuta-
gendw najczesciej stosowana byla w réznych stezeniach
frakcja mikrosomalna S-9 otrzymana z watroby szczu-
réw, aktywowana Aroclorem 1254. Niektorzy autorzy
stosowali do oceny genotoksycznosci zanieczyszczen
gleb wariant testu Amesa z preinkubacja. Nie ma jednak
prac, ktérych autorzy okreéliliby wptyw preinkubacji na
wielko$¢ efektu mutagennego w tescie Amesa.

Zebrane dane z piémiennictwa wskazujg na znaczng
przydatnos¢ testu Amesa do oceny aktywnosci muta-
gennej zanieczyszczen gleb. Poréwnywanie wynikow
otrzymywanych przez réznych autoréw utrudnia zrdz-
nicowanie technik ekstrakcji, stosowanych w niej roz-
puszczalnikoéw oraz niektorych aspektéw samego bio-
testu: dobdr szczepdw testowych, stezenie i sposob
przygotowania frakcji mikrosomalnej S-9 stosowanej
do aktywowania obecnych w probkach promutagenéw
oraz celowosci stosowania preinkubacji. Pozwoli to na
ujednolicenie techniki ekstrakcji i biotestu z uwzgled-
nieniem zréznicowania rodzajow gleb oraz obecnych
w nich zanieczyszczen.
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