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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Bakteriocyny to syntetyzowane rybosomalnie substancje o charakterze peptydowym, ktére hamuja
wzrost blisko spokrewnionych gatunkéw drobnoustrojéw, przez liczne mechanizmy dziatania.

Coraz cze$ciej wystepujaca u bakterii patogennych oporno$¢ wielolekowa jest jednym z naj-
istotniejszych probleméw medycznych ostatnich lat. Naukowcy poszukujacy nowoczesnych
antybiotykéw zwracajg uwage na potencjat kliniczny bakteriocyn wytwarzanych przez bakterie
fermentacji mlekowej.

Bakteriocyny majg wiele cech wspdlnych z konwencjonalnymi antybiotykami, jednak réznia sie
od nich takze w kilku aspektach. Mechanizm dziatania bakteriobdjczego bakteriocyn jest niemal
identyczny jak w konwencjonalnych antybiotykach. Charakter genéw kodujacych bakteriocyny
czyni je jednak fatwo podatnymi na zastosowanie metod bioinzynierii, przez co mozliwe jest
zwiekszenie aktywnosci bakteriocyn oraz modulowanie zakresu dziatania bdjczego. Ponadto,
czesto bardzo ograniczony zakres skuteczno$ci antybiotycznej polegajacy na hamowaniu wzro-
stu jedynie okre$lonego gatunku, moze chroni¢ naturalng mikroflore jelitowg w czasie terapii.

Bakteriocyny wytwarzane przez bakterie fermentacji mlekowej sa jedna z najbardziej prze-
badanych grup substancji o charakterze przeciwdrobnoustrojowym, jednak prace nad ich
wykorzystaniem terapeutycznym sa nadal w toku. Badania naukowe obejmuja wskazanie
najbardziej podatnych drobnoustrojéw docelowych, ale takze opracowanie najskuteczniejszych
kombinacji substancji czynnych, ich stezenia i czasu terapii. Innym nurtem sa badania nad
mozliwosciami ich wykorzystania do przedtuzania trwatosci Zywnosci lub w terapii wetery-
naryjnej. W artykule oméwiono bakteriocyny jako potencjalng alternatywe w stosunku do
konwencjonalnych antybiotykéw na podstawie najnowszych doniesieti naukowych.

bakteriocyny - antybiotyki - bakterie fermentacji mlekowej - antybiotykoopornos¢

Summary

Bacteriocins are ribosomally synthesized, proteinaceous substances that inhibit the growth
of closely related species through numerous mechanisms. The classification system used in
this review divided bacteriocins into four sub-groups based on their size. Currently, there is
extensive research focused on bacteriocins and their usage as a food preservative.

The increasing incidence of multidrug resistant bacterial pathogens is one of the most pressing
medical problems in recent years. Recently, the potential clinical application of LAB (Lactic
Acid Bacteria) bacteriocin has been the subject of investigations by many scientists.
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Bacteriocins can be considered in a sense as antibiotic, although they differ from conventional
antibiotics in numerous aspects. The gene-encoded nature of bacteriocins makes them easily
amenable through bioengineering to either increase their activity or specify target microor-
ganism. Owing to this feature of bacteriocins, antibiotic therapy would become less damaging
to the natural gut microflora, which is a common drawback of conventional antibiotic use.
Bacteriocins from lactic acid bacteria represent one of the most studied microbial defense
systems and the idea of subjecting them to bioengineering to either increase antimicrobial
activity or further specify their target microorganism is now a rapidly expanding field. This
review aimed to present bacteriocins as a possible alternative to conventional antibiotics
basic on latest scientific data.
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Wsrep

Obserwowany od kilku lat zdecydowany wzrost oporno$ci
na antybiotyki wirdd patogennych szczepéw drobnoustro-
jow jest obecnie jednym z najwiekszych wyzwan stojacych
przed $rodowiskiem lekarskim, akademickim i farmaceu-
tycznym [44]. Bakterie antybiotykooporne zagrazaja zdro-
wiu i zyciu ludnosci, a organizacje, takie jak WHO alarmuja,
ze koszty leczenia zakazen beda wciaz rosty. Antybiotyko-
oporno$¢ bakterii nie jest zjawiskiem nowym, jednak skala
problemu pogtebia sie. Liczne mikroorganizmy patogenne,
ktére dzieki antybiotykom przestaty stanowié¢ $miertelne
zagrozenie, ponownie stajg sie niebezpieczne. Dodatkowym
problemem wydaje sie trudno$¢ w badaniu i reagowaniu na
nowe mechanizmy wyksztatcania opornoéci i niespotykane
dotychczas tempo przenoszenia gendéw opornosci miedzy
szczepami i gatunkami drobnoustrojéw [33]. Wielu auto-
réw podkresla, ze najwazniejsza przyczyna tego jest nie-
wiasciwe podawanie i naduzywanie antybiotykéw przez
lekarzy i pacjentéw [12,33].

0d kilku lat peptydy o dziataniu przeciwbakteryjnym
sa obiektem badan naukowcédw opracowujacych nowo-
czesne antybiotyki. SzczegSlne nadzieje wigze sie z bak-
teriocynami - peptydami przeciwdrobnoustrojowymi
syntetyzowanymi przez bakterie rodzaju Lactobacillus
i inne bakterie fermentacji mlekowej (LAB - lactic acid
bacteria) [12].

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) i ich metabolity sa
ogdlnie uznawane za bezpieczne (GRAS - Generally Con-

sidered As Safe) i sa z powodzeniem wykorzystywane
w przemysle spozywczym jako naturalne konserwanty
[18,55]. Oczyszczone preparaty bakteriocyn, takie jak:
dostepne komercyjnie Nisaplin® (nizyna A), czy ALTA
2341 (pediocyna PA-1) z powodzeniem sg stosowane
do konserwowania zywno$ci. Wielokrotnie wykazano,
ze stosowanie naturalnych zwigzkéw przeciwdrobno-
ustrojowych, syntetyzowanych przez LAB w zapobie-
ganiu wzrostowi patogendw w zywnosci jest skuteczne
[6,18,48,71].

Bakteriocyny to aktywne przeciwdrobnoustrojowe sub-
stancje, o strukturze biatkowej, pod wieloma wzgledami
przypominajace antybiotyki. W tabeli 1 zamieszczono
réznice miedzy bakteriocynami, a konwencjonalnymi
antybiotykami [8,55].

Bakteriocyny sg oporne na stres zwigzany z wysoka
temperatura, a toleruja szerszy zakres pH w pordw-
naniu do klasycznych antybiotykéw. Dzieki biatkowej
naturze oraz mechanizmom dziatania, rozwdj oporno-
$ci u bakterii stanowigcych cel bakteriocyny jest pra-
wie niemozliwy. W odréznieniu od antybiotykdw, ktére
sa przewaznie wtérnymi metabolitami, bakteriocyny
sa zwykle syntetyzowane rybosomalnie, w czasie fazy
G1, dzieki czemu sa coraz czestszym przedmiotem prac
bioinzynieryjnych [8,12,55]. Masa czasteczkowa bak-
teriocyn rzadko przekracza 10 kDa, ponadto moga by¢
tatwo trawione przez proteazy w przewodzie pokarmo-
wym cztowieka, dzieki czemu mozna wnioskowaé o ich
bezpieczetistwie [8,55].
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Tabela 1. Réznice miedzy bakteriocynami a antybiotykami

Rozpatrywany wyréznik

Bakteriocyny

Antybiotyki

Zastosowanie

Zywnos¢ / Kliniczne

Kliniczne

Sposdb syntezy

Rybosomalne

Wtdrne metability

Zakres dziatania

Waskie

Szerokie

Aktywnos¢

Nano- i mikromolowe ilosci

Mikro- i milimolowe ilosci

Stabilnos¢ termalna

Duza

Mata

Aktywnos¢ w pH Szeroki zakres Waski zakres
Barwa/ smak/ zapach Brak Wystepuje
Podatnos¢ na dziafania bioinzynierii Tak Nie
Toksycznos¢ w stosunku do komdrek eukariotycznych Nie Tak

Opracowanie wiasne na podstawie [55]

Celem pracy jest zaprezentowanie bakteriocyn jako
potencjalnej alternatywy w stosunku do konwencjonal-
nych antybiotykéw na podstawie najnowszych donie-
sieri naukowych dotyczacych ich funkcji, mechanizméw
dziatania i badan in vivo.

KLASYFIKACJA BAKTERIOCYN

Wiekszo$¢ bakteriocyn syntetyzowanych przez LAB to
mate, kationowe, termostabilne amfifilowe peptydy,
ktérych mechanizm dziatania jest zwigzany z permeabi-
lizacjg btony komdrkowej. W ciggu ostatnich 30 lat kla-
syfikacja bakteriocyn zmieniata sie i podlegata rewizji
w oparciu o wyniki szeroko zakrojonych badan struk-
tury czasteczek i mechanizmu dziatania. Zgodnie z aktu-
alnym stanem wiedzy, bakteriocyny bakterii fermentacji
mlekowej mozna podzieli¢ na trzy gtéwne klasy [11]
(tabela 2).

W klasie I zgrupowano lantybiotyki, czyli polipeptydy
zawierajgce charakterystyczne policykliczne amino-
kwasy tioeterowe, np. lantionina czy metylantionina
i nienasycone aminokwasy, tj. dehydroalanina i kwas
2-aminomastowy [3]. Wystepowanie nietypowych ami-
nokwaséw wynika z potranslacyjnych modyfikacji cza-
steczki. Bakteriocyny klasy 1 wytwarzane przez LAB
maja niska mase czgsteczkowg (<5 kDa) i duza opornosé
termiczng [3,52]. Bazujac na podobiedstwach struktu-
ralnych, wydzielono w tej klasie dwa typy czasteczek:
A i B. Amfipatyczne, naladowane dodatnio czgsteczki
typu A sa wydluzone, elastyczne i czesto przyjmuja
przestrzenna strukture przypominajgca $rube. Charak-
teryzuja sie niska masg czgsteczkowa 2-4 kDa i na ogét
dzialajg przez stymulowanie tworzenia sie poréw oraz
przez depolaryzacje btony cytoplazmatycznej komé-
rek wrazliwych gatunkéw docelowych [52]. Najczesciej
badacze podaja w tym typie przyktady nizyny i lakta-
cyny 3147. Lantybiotyki typu B to struktury kuliste,

ktére dziataja przez zaktécenie komérkowych reak-
cji enzymatycznych. Ich masa czgsteczkowa wynosi
2-3 kDa i albo nie zawierajg tadunku lub maja ujemny
tadunek netto. Niektérzy badacze wyrdzniaja réwniez
w klasie I podklasy saktibiotykéw oraz labiryntopep-
tyddéw [52].

Bakteriocyny klasy I, to takze mate czgsteczki (<10 kDa),
wzglednie trwate termicznie, niezawierajgce lantioniny
[52]. Sq podzielone na cztery gtéwne podklasy. Podklasa
I1a obejmuje bakteriocyny pediocynopodobne, szczegdl-
nie skuteczne przeciwko bakteriom z rodzaju Listeria.
Czasteczki zgrupowane w tej podklasie charakteryzuja
sie N-konicowa konsensusowa sekwencjg aminokwasowa
Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys. Wykazujg wysoki stopieti
homologii (40-60%) [21,46]. Typowe dla procesu syntezy
tego typu bakteriocyn jest réwniez wystepowanie pep-
tydu liderowego, usuwanego w wyniku proteolitycznej
obrdbki czasteczki. Podklasa IIb sktada sie z bakterio-
cyn dwusktadnikowych, ktérym do pelnej aktywnos$ci
jest niezbedne wystepowanie dwéch oddzielnych pep-
tydéw. Oba taricuchy wykazujg dziatanie synergistyczne
i poteguja dziatanie antymikrobiologiczne, albo tez poje-
dynczo nie wykazuja Zadnej aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej [52,64]. Do podklasy tej zalicza sie najczesciej
laktycyny F i G oraz laktokokcyny. W podklasie Iic zgru-
powano czgsteczki o strukturze kotowej, znacznie bar-
dziej niz inne oporne na dziatanie proteaz, wykazujace
aktywno$¢ antylisteryjng [64]. Podklasa I1d zawiera
wszystkie inne liniowe bakteriocyny, niemodyfikowane
potranslacyjnie [15].

Najmniej poznana klasa 111 zawiera termolabilne biatka
o duzej masie czasteczkowej (> 30 kDa). Naleza do niej
helvetycyna ] wytwarzana przez Lactobacillus helveticus
i enterolizyna syntetyzowana przez Enterococcus faecium.
Obecnie cze$¢ badaczy wyklucza te klase z grupy bakte-
riocyn, okre$lajac czasteczki bakteriolizynami [21].
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Tabela 2. Klasyfikacja bakteriocyn

Klasa Opis Typ/Podklasa Przyktady
Nizyna,
Lantybiotyki, mate (<5 kDa) peptydy zawierajace TypA Subtilina,
B-lantionine Epidermina
TypB Mersacydyna
Podklasa lla Pediocyna PA-1/AcH, Saracyna A,
Leukocyna A
Il Mate (<10kDa) sFabl!ne term.|czr.1|e peptydy, nie- Podklasa Ilb Plantarycyna EF, Laktacyna F
zawierajace lantioniny
Laktokokcyna Q
Podklasall Enterocyna As-48
1l Bakteriolizyny, duze, termolabilne peptydy Helvetycyna J, Millerycyna B
Opracowanie wfasne na podstawie [11]
Tabela 3. Mechanizm dziatania bakteriocyn i antybiotykdw konwencjonalnych
Mechanizm Bakteriocyna Antybiotyk konwencjonalny

Zaburzanie biosyntezy $ciany komdrkowej

Nizyna A, nukacyna ISK-1

Glikopeptydy, B-laktamy

Hamowanie transkrypcji lub replikacji DNA Mikrocyna B17, kolicyny, karocyna S2 Chinolony
Plantarycyny, disgalaktycyna, laktokokcyna,
Uszkodzenia btony komérkowej bakteriocyny pediocynopodobne, laktycyna Q, Lipopeptydy

nizyna A, mesenterycyna Y105

Zaburzanie biosyntezy biatek

Kolicyny

Aminoglikozydy,
tetracykliny, chloramfenikol, streptograminy

Tworzenie sept w btonie komdrkowej

Garvicyna A, laktokokcyna 972

Pochodne benzamidu, kwasy karboksylowe

Opracowanie wiasne na podstawie [8]

MECHANIZMY PRZECIWDROBNOUSTROJOWEGO DZIALANIA
BAKTERIOCYN

Mechanizm dziatania konwencjonalnych antybiotykéw
przewaznie jest zwigzany z oddziatywaniem na przebieg
co najmniej jednego z pieciu gtéwnych proceséw, prowa-
dzonych w komérce wrazliwej [8]. Najcze$ciej wykazy-
wany przez antybiotyki efekt przeciwdrobnoustrojowy
wynika z:

« zakltécenia procesu biosyntezy peptydoglikanu budujg-
cego $ciany komdrkowe;

« hamowania biosyntezy biatek;

« hamowania biosyntezy kwasu foliowego;

« zaburzenia przebiegu replikacji DNA i transkrypcji
w komérce wrazliwej;

» przerywania ciggto$ci btony komérkowe;j [8,33].

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa bakteriocyn jest
zwiagzana takze ze zdolnoscia do zaktécania przebiegu
wspomnianych proceséw. Co wiecej, niektére bakte-
riocyny wykazuja inne mechanizmy dziatania, czy tez
korzystaja jednocze$nie z kilku miejsc docelowych
w komoérkach wrazliwych. W tabeli 3 zestawiono mecha-
nizmy wykorzystywane przez bakteriocyny i konwencjo-
nalne antybiotyki.

Bakteriocyny moga hamowa¢ wzrost komdrek bakterii
szczepdw blisko spokrewnionych, ale wykazano takze, ze
czesto dodatkowo powstrzymuja rozwdj przetrwalnikéw
bakteryjnych, a nawet dziatajg fungistatyczne [40,41,69].
Antybiotyki naleza do zwiazkéw chemicznych o znacz-
nie szerszym zakresie dziatania, co moze by¢ zwiazane
takze z wystepowaniem licznych dziatat niepozadanych
[44]. Badania nad mozliwo$ciami stosowania bakteriocyn
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w celach klinicznych wymagaja doktadnego sprawdzenia
potencjalnych dziatafi niepozadanych oraz oszacowa-
nia prawdopodobieristwa wystepowania bakteriocyno-
opornosci u szczepéw [8]. Bakteriocyny dziataja wobec
czterech, sposréd pieciu wyzej wymienionych klinicznie
istotnych celéw antybiotykowych [44]. Dotychczas nie
zaobserwowano bakteriocyn hamujacych biosynteze
kwasu foliowego [8].

Uszkadzanie lub hamowanie biosyntezy $ciany komér-
kowej jest jednym z najskuteczniejszych mechanizméw
oddzialywania na drobnoustroje chorobotwércze [50].
Proces syntezy $ciany komérkowej jest wysoce kon-
serwatywny u wielu bakterii patogennych, a jedno-
cze$nie nie zachodzi w komérkach ssakéw. Ponadto,
$ciana komérkowa jest integralna cze$cig komdrki bak-
teryjnej, bez ktérej nie moze funkcjonowaé. Pozwala
zachowad morfologie i integralno$¢, a takze umozliwia
redukowanie wpltywu zmiennego ci$nienia osmotycz-
nego na komérke. Mechanizm dziatania p-laktamdéw
opiera si¢ m.in. na blokowaniu syntezy $ciany komér-
kowej [8,45,50]. Obecnie stosowane, konwencjonalne
antybiotyki hamuja synteze §ciany komérki docelo-
wej na czterech réznych etapach tworzenia peptydo-
glikanu:

« hamujg synteze lipidu II;

* blokuja aktywno$¢ no$nikéw czasteczek lipidu 1I;

« zatrzymujg proces polimeryzacji czasteczek lipidu II;

+wigza i blokuja miejsca aktywne w biatku wigzacym
penicyline (PBP - Penicillin Binding Protein) [33, 36].

Bakteriocyny czesto oddzialuja wedlug wspomnia-
nych mechanizméw. Nizyna A, syntetyzowana przez
Lactococcus lactis jest jednym z najbardziej popular-
nych lantybiotykéw. Model dziatania tej bakteriocyny
zostal doktadnie przebadany i wykazano, ze oddzia-
tuje na komérke wrazliwa na kilka sposobéw. Nizyna
taczy sie z lipidem 11, prekursorem peptydoglikanu
budujacego $ciane komérkowa. Ponadto czasteczki
nizyny utozone w ,,jednostkach permeabilizujacych”
powoduja wyksztatcenie sie poréw w blonie komér-
kowej, co prowadzi do $mierci komdérki wrazliwej
(ryc.1). W wysokich stezeniach bakteriocyny, dzia-
tanie antybakteryjne moze by¢ podzielone na dwa
etapy, z ktérych pierwszy jest bakteriostatyczny
a drugi bakteriobdjczy [26,33,45]. Wykazano takze, ze
nizyna moze dziataé jako czynnik lityczny [58]. Nato-
miast tréjpier§cieniowy lantybiotyk - laktycyna 481,
ktéry zawiera motyw wiazacy lipid 11, dziata gtéwnie
przez hamowanie syntezy peptydoglikanu katalizowa-
nej przez PBP [9].

0d kilku dekad B-laktamy sa jednymi z najpopularniej-
szych i najczesciej stosowanych antybiotykdw, przez co
drobnoustroje patogenne miaty mozliwo$é wyksztat-
cenia licznych mechanizméw opornosci na ich dziata-
nie [26]. Obserwowany w ostatnich latach spadek ich
skutecznos$ci w leczeniu zakazen szpitalnych poteguje
potrzebe wskazania skutecznej terapii alternatywnej

[8]. Oporno$¢ patogendw na B-laktamy moze byé wyni-
kiem syntezy enzyméw degradujacych, tj. penicyli-
nazy i karbapenemazy [26]. Badacze wskazuja na duzy
potencjal bakteriocyn, zwtaszcza lantybiotykowych,
w hamowaniu tego niekorzystnego zjawiska. Jednocze-
$nie nalezy podkreslié, Ze odnotowano takze wystepo-
wanie lantybiotykoopornos$ci u drobnoustrojéw oraz
wyksztalcanie sie jej, szczegdlnie u bakterii narazonych
na ich dzialanie w stezeniach subletalnych przez dtuz-
szy czas [4,34,37].

Nie wszystkie bakteriocyny, powodujace permeabili-
zacje btony komdérkowej, wykorzystuja jako miejsce
wigzania lipid 11 [17]. W komdrkach Listeria monocytoge-
nes zidentyfikowano miejsce wiazania wielu bakterio-
cyn z podklasy Ila. Poczatkowo, a-helikalne fragmenty
czasteczek bakteriocyny wiaza sie elektrostatycznie
z powierzchnia blony, za posrednictwem receptora
blonowego, ktérym najprawdopodobniej sa elementy
systemu fosfotransferazy mannozy (man-PTS - man-
nose phosphotrasferase system) (ryc. 2). Nastepnie,
hydrofobowe fragmenty w obrebie C-koficowej czesci
czasteczki bakteriocyny oddziatuja z taricuchami fos-
folipidéw w blonie komérkowej. N-koricowy fragment
bakteriocyny oddzialuje nieswoiscie z powierzchnia
btony. Poniewaz uktad dazy do uzyskania mozliwie
korzystnego potencjalu energetycznego, niepolarne
cze$ci peptydu zostaja skierowane do wnetrza btony.
Oddziatywania hydrofobowe miedzy C-koricowg cze$cia
czasteczki a fancuchami lipidowymi fosfolipidéw btony
sprawiaja, Ze btona komdrkowa traci ciggtos$¢ i powstaja
pory, przez ktére wyplywaja niskoczasteczkowe sktad-
niki komérki. Wyplyw jonéw zaburza site protono-
motoryczng (gradientu pH po obu stronach blony lub
potencjatu membranowego), co blokuje synteze ATP.
Letalne dziatanie bakteriocyn pediocynopodobnych
jest spowodowane gtéwnie przez zaktécenie réwnowagi
jonowej i wyptyw z komérki nieorganicznych fosfora-
néw [22,23,24,47].

Fosfotransferaza mannozy jest ztozonym enzymem
odpowiadajacym za wychwyt glukozy i jej fosforylacje,
szczegblnie istotnym u bakterii z typu Firmicutes [72].
Kazdy kompleks man-PTS sktada sie z czterech pod-
jednostek - IIC i IID umieszczonych w poprzek btony
komérkowej oraz I1A i 1IB, zazwyczaj wystepujacych jako
pojedyncze biatka cytoplazmatyczne, wykazujace zdol-
nos$¢ do odwracalnego przytaczania sie synergicznie do
podjednostek btonowych [32].

Wykazano, ze w proces wigzania (bakteriocyn) pedio-
cynopodobnych bakteriocyn do btony komérkowej sg
zaangazowane podjednostki IIC i 11D, a podjednostki
cytoplazmatyczne nie uczestniczg w nim. Sugeruje sie,
ze w wiekszo$ci bakteriocyn z tej grupy bezposrednim
miejscem wigzania bakteriocyny jest swoisty region
okoto 40 aminokwaséw w podjednostce IIC, jednak,
prawdopodobnie laktokokcyna A, nalezaca do podklasy
lic, oddziatuje bezposrednio z oboma podjednostkami -
[IC i 11D [32].
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Ryc. 1. Permeabilizacja btony komdrkowej i wyptyw niskoczasteczkowych substangji
zkomorki bakteryjnej wywotany dziataniem nizyny; (M — btona komdrkowa,
(W —$ciana komérkowa (opracowanie wiasne na podstawie [16])

Wykazano, ze mutanty L. monocytogenes wrazliwych
na mesenterycyne Y105 miaty nieaktywny gen rpoN,
ktéry jest niezbedny do ekspresji operonu systemu fos-
fotransferazy mannozy (phosphotransferase system -
PTS) [14,27]. Ponadto, sklonowanie genéw kodujacych
man-PTS do genomu niewrazliwych na bakteriocyny
pediocynopodobne szczepy Lactobacillus lactis, czynito je
wrazliwymi na enterocyne A, pediocyne PA-1 oraz leuko-
cyne A [61]. Pozbawienie bakterii L. monocytogenes pod-
jednostki IIAB, wchodzacej w sktad PTS mannozy czynito
je opornymi na dziatanie leukocyny A [60].

Wykazano takze, ze aktywno$¢ bakteriocyny zalezy
takze od chiralnosci czgsteczki. Enancjomer D-leuko-
cyny A jest aktywny przeciwko mniejszej liczbie szcze-
péw niz postaé L-leukocyny A [61]. Przypuszczalnie
jedna z podjednostek systemu man-PTS ma wiasciwo-
$ci chiralne [32]. Sugeruje sie, ze wrazliwo$¢é L. mono-
cytogenes na dziatanie bakteriocyn z podklasy Ila moze
by¢ regulowana posrednio przez stopieti ekspresji 054-
zaleznej permeazy PTS, ktérg mozna indukowaé zwiek-
szajac w pozywce zawarto$¢ glukozy lub mannozy, co
obserwowano na przyktadzie mesenterycyny Y105 [60].

W razie nabycia przez bakterie opornosci na dziatanie
danej bakteriocyny z podklasy Ila, np. przez sklonowa-
nie genu opornosci, bakteriocyna tworzy z podjednost-
kami mannozowego PTS bardzo silny kompleks, ktéry
mozna wyizolowaé. Wéwczas podjednostki I1AB, I11C i IID
wiaza sie z czasteczka bakteriocyny, blokujac mozliwosé
powstawania poréw w btonie i $cianie komdrkowej,
co zapobiega efektowi letalnemu opornej czgsteczki.
Powstanie silnego kompleksu hamuje réwniez dziatanie
systemu man-PTS, a wiec wychwyt cukréw, powodujac
spowolnienie wzrostu komdrek w §rodowisku zawiera-

Ryc. 2. Permeabilizacja btony komdrkowej i wyptyw niskoczasteczkowych substangji
zkomérki bakteryjnej wywotany dziataniem mesenterycyny Y105; (M — btona
komdrkowa, CW — $ciana komérkowa (opracowanie wiasne na podstawie [16])

jacym glukoze lub mannoze, jako jedyne Zrédto energii
[17]. Dalsze badania wykazaly, ze zastosowanie galak-
tozy jako Zrédta energii w pozywce umozliwiato dalszy
wzrost bakterii [32,51].

Laktycyna P, wytwarzana przez L. lactis QU 5, tworzy
pory w blonie komdrki wrazliwej, przez ktére wyciekaja
biatka. Aktywno$¢ bakteriocyny zalezy od stopnia nagro-
madzenia rodnikéw hydroksylowych, jest takze znaczaco
wieksza w poréwnaniu do bakterii Gram-dodatnich. Nato-
miast laktycyna Q wykazuje selektywno$é w hamowaniu
wzrostu bakterii Gram-dodatnich i nie wykazuje zadnej
aktywnosci w stosunku do Gram-ujemnych szczepéw
wskaznikowych, co jest zwiazane z fizyko-chemicznymi
réznicami w zewnetrznej budowie blony [28].

Jak dotad zaobserwowano takze inne mechanizmy dzia-
tania bakteriocyn. Zwiazki, ktérych aktywno$¢ wynika
z oddziatywan innych niz dotychczas stosowanych
antybiotykéw konwencjonalnych, moga by¢ szczegdl-
nie obiecujace w zwalczaniu drobnoustrojéw patogen-
nych. Jednym z nowych mechanizméw jest blokowanie
powstawania sept w komdrkach wrazliwych [8].

Badania prowadzone z zastosowaniem mikroskopii flu-
orescencyjnej wykazaly, ze komérki bakteryjne nie sa,
jak to dtugi czas przyjmowano, strukturami nieuporzad-
kowanymi [19]. Zaobserwowano, ze komérki majg upo-
rzadkowang organizacje, w ktérej biatka i ich kompleksy
sg utrzymywane przez biatkowe elementy o charakterze
zblizonym do cytoszkieletu komdrek eukariotycznych
[65]. Opisano wiele homologéw biatek cytoszkieleto-
wych wystepujacych w komérkach prokariotycznych,
m.in. CreS, odpowiednik filamentéw poérednich, ktéry
warunkuje ksztalt pdtksiezyca Caulobacter crescentus,
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MreB, odpowiednik aktyny utrzymujacy wydtuzony
ksztatt pateczek oraz FtsZ zastepujacy tubuline, inicju-
jacy powstanie przegrody podziatowej w czasie podziatu
mitotycznego i MinD kontrolujacy polozenie tej prze-
grody, a takze ParA odpowiadajacy za segregacje chro-
mosomdw po replikacji [39,57]. Bakteryjny odpowiednik
tubuliny - biatko FtsZ jest celem bakteriocyn dziatajg-
cych wedtug nowo poznanego schematu [8].

Przegroda mitotyczna powstaje z warstwy btony komor-
kowej oraz mukopeptydu w koricowej fazie podziatu
komdérkowego. Stosowanie antybiotykéw w trakcie pro-
cesu cytokinezy hamuje cykl komdrkowy. Zaobserwo-
wano, ze dwie bakteriocyny garwicyna A i laktokokcyna
972 hamujg powstawanie przegrody mitotycznej [42,43].
Garwicyna A wykazuje waski zakres aktywnosci w sto-
sunku do innych szczepdw Lactococcus garvieae, podczas
gdy laktokokcyna 972 hamuje wzrost wytgcznie bli-
sko spokrewnionych Lactococcus spp. Mechanizm dzia-
tania laktokokcyny 972 polega na blokowaniu procesu
wpuklania przegrody, co znaczaco wydltuza i poszerza
komérki [43]. Moze sie wydawad, ze cel bakteriocyny
jest podobny do blokowania syntezy $ciany komdrkowej,
laktokokcyna 927 wykorzystuje inny mechanizm oddzia-
tywania na komdrke i inne miejsce wigzania. Badacze
sugerujg, ze celem dziatania bakteriocyn tego typu moga
by¢ biatka Ftsz, FtsA i ZipA [8].

Jak dotad nie zidentyfikowano antybiotykéw blo-
kujacych biatko Ftsz, jednak nalezy wspomnieé, ze
potwierdzono hamowanie jego aktywnosci przez inne
niskoczgsteczkowe zwigzki przeciwdrobnoustrojowe [8].
Autorzy sugeruja, ze korzystne moze by¢ poszukiwanie
innych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych dziataja-
cych zgodnie z tym mechanizmem i konieczne sa prace
bioinzynieryjne majace na celu podniesienie skutecz-
nosci tego typu $rodkéw przez poszerzenie ich zakresu
dziatania [15,29].

DzIALANIE SYNERGICZNE BAKTERIOCYN | KONWENCJONALNYCH
ANTYBIOTYKOW

W wielu badaniach wykazano, ze taczenie bakterio-
cyn i konwencjonalnych antybiotykéw moze znaczaco
zwiekszad skuteczno$é terapii [2]. Dwupeptydowa lak-
tycyna 3147 moze dziataé synergicznie z polimyksyna,
podnoszac jej skuteczno$é w hamowaniu wzrostu Cro-
nobacter spp. i E. coli. Co wiecej, cztery plantarycyny
- PInE, PInF, PlnJ i PInK wykazuja istotng aktywnos¢
przeciw Candida spp. Wykazano takze, ze dwie kombina-
cje plantarycyn - PlnJ i PInK oraz PInE i PInF sa najbar-
dziej skuteczne w hamowaniu wzrostu Candida albicans
[66]. Aktywno$¢ jest tak duza, ze zastosowanie bakte-
riocyn mogtoby by¢ potencjalnie istotna alternatywa
w leczeniu kandydiozy. Podobnie zaobserwowano syner-
gizm dzialania miedzy laktycyna Q i nizyng. Stosowanie
tych bakteriocyn wspdlnie pozwala na zniesienie ogra-
niczef w stosowaniu ich osobno. Mieszanina bakterio-
cyn zachowuje aktywno$é w zasadowym pH, w ktérym
nizyna ulega inaktywacji [25].

Mozliwosci terapii z wykorzystaniem synergicznych
oddzialywanh miedzy bakteriocynami oraz bakteriocy-
nami i antybiotykami konwencjonalnymi wydaja sie
obiecujgce. Liczba mozliwych kombinacji jest wprost
nieograniczona. Dobdr zwigzkéw moze by¢ kierowany
np. miejscem wigzania danej bakteriocyny - wykorzy-
stanie wiedzy na temat mechanizmu jej dziatania moze
zwiekszaé skuteczno$é mieszaniny lub podnosi¢ aktyw-
no$¢ czynnika przeciwdrobnoustrojowego. Wykazano,
ze kombinacja zwiazkéw wiazacych lipid 11 - nizyny
i andramoplaniny byta bardzo skuteczna przeciwko 14
z 20 badanych szczepéw MRSA (methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) [49]. Bakteriocyny moga takze
obniza¢ warto$ci MIC poczatkowo niewrazliwych drob-
noustrojéw patogennych, jesli sa taczone z odpowied-
nim antybiotykiem [20]. Trzeba pamietal, ze dziatanie
bakteriocyna-antybiotyk moze by¢é réwniez catkowicie
antagonistyczne, przez co zostanie zniesiona ich aktyw-
nos$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Wykazano, ze zastoso-
wanie nizyny i chloramfenikolu nie hamowato wzrostu
szczepdw MRSA [5].

OGRANICZENIA W ZASTOSOWANIU BAKTERIOCYN

Mimo duzego potencjatu aplikacyjnego zwiazanego
z bakteriocynami, nalezy pamietaé o pewnych ogra-
niczeniach w wykorzystaniu tych zwigzkéw zaréwno
w medycynie, jak i w innych dziedzinach nauki i przemy-
stu [8]. Najistotniejszym problemem wydaje sie oszaco-
wanie zdolno$ci bakterii patogennych do wyksztalcania
opornosci na bakteriocyny przy niewlasciwym stosowa-
niu, podobnie jak konwencjonalnych antybiotykéw [45].
Wielu badaczy uwaza, ze stosowanie nowych zwigzkéw
antymikrobiologicznych moze jedynie odroczy¢é powsta-
nie w petni opornych szczepéw, a nie zrewolucjonizowaé
rynek antybiotykéw [8]. Co wiecej, terapie synergistyczne
(bakteriocyny i antybiotyki konwencjonalne stosowane
wspélnie) wprawdzie bardzo skuteczne, moga by¢ powo-
dem wyksztatcania szczepédw podwéjnie opornych. Mimo
to, badania prowadzone z wykorzystaniem szczepéw LAB
wykazaly, ze wyksztalcenie opornoéci na bakteriocyne
przewaznie obniza tempo wzrostu komérki w poréwna-
niu do komérek wrazliwych [4]. Obecnie do wyja$nienia
pozostaje mozliwo$¢ powstawania opornosci krzyzowej
na kilka klas bakteriocyn w komérkach patogennych [8].
Badan wymaga takze ustalenie sposobu podawania bak-
teriocyn pacjentom - obecnie antybiotyki konwencjonal-
nie mozna dostarcza¢ do organizmu doustnie, dozylnie,
podskérnie i domie$niowo [2,62]. Podawanie doustnie
peptydéw o masie czasteczkowej przewyzszajacej 3 kDa
moze by¢ trudne ze wzgledu na utrudnione wchianianie,
czasteczki ponizej tej masy moga by¢ tatwo degradowane
przez proteazy w uktadzie trawiennym [2]. Wszystkie te
okolicznosci, jak réwniez krétki okres péitrwania bakte-
riocyn w osoczu, wskazujg na konieczno$¢ zastosowania
metod bioinzynierii do modyfikacji wlasciwosci bakterio-
cyn in vivo. Badania powinny zmierzaé do podniesienia
wydajno$ci syntezy, ale takze poprawy ich stabilnosci.
Nalezy takze przeanalizowa¢ dziatanie zwigzkéw w $ro-
dowisku naturalnym [8].
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METODY PODNOSZENIA WYDAINOSCI | STABILNOSCI BAKTERIOCYN

Podnoszenie wydajnosci i stabilno$ci bakteriocyn jest
niezbedne ze wzgledu na ich naturalne wtasciwosci.
Synteza tych zwigzkdéw jest przewaznie mato wydajna
i zalezna od swoistych czynnikéw, a stabilno$¢ bakte-
riocyn zalezy w duzej mierze od wtasciwos$ci srodowi-
ska, tj. pH, temperatura czy obecnosci innych zwiazkéw
chemicznych. Bakteriocyny wytwarzane przez bakte-
rie fermentacji mlekowej moga by¢ poddawane pew-
nym manipulacjom, majacym na celu poprawe ich cech
uzytkowych. Dotychczas pozytywne skutki takich dzia-
tari odnotowano dla nizyny, laktycyny 3147, enterocyny
E50-52 i pediocyny PA-1 [8].

Najdoktadniej przebadano strukture czasteczki oraz
mechanizm biosyntezy nizyny. Badania zaowocowaty
danymi, niezbednymi do przeprowadzenia licznych
modyfikacji w obrebie czasteczki. Poréwnanie sekwen-
cji bakteriocyn lantybiotykowych wskazuje na znaczne
podobiefistwa w obrebie pierwszej polowy peptydu
liderowego. Wykazano, ze w wielu z tych czasteczek
wystepuje skrajnie konserwatywna sekwencja F(N/D)LD
typowa dla réznych lantybiotykéw [53,56]. Wyniki licz-
nych badar wykazuja, ze sekwencja moze by¢ podsta-
wowa dla aktywnos$ci bakteriocyn klasy 1iw obrebie tej
sekwencji wprowadzono najwiecej modyfikacji struktu-
ralnych. Czesto sa modyfikowane piericienie czgsteczki,
stwierdzono, ze pewne mutacje D-19A F-18H, F-18M,
L-16D, L-16K i L-16A powodujg intensyfikacje biosyntezy
nizyny w komérce [56]. Ponadto, w wyniku losowego
usuwania N-koficowych pozycji pier$cieni tioestrowych
ustalono, ze usuniecie pierécienia A zwieksza aktywnosé,
usuwanie pier$cieni D i E uniemozliwia permeabilizacje
btony komérek wrazliwych, natomiast otwarcie pierscie-
nia B catkowicie znosi dziatanie przeciwbakteryjne [43].

Wytwarzanie bakteriocyn w komérkach bakteryjnych
jest czesto mato wydajne, w zwigzku z czym poszukuje
sie metod jej intensyfikacji. Wykazano, ze wprowadze-
nie dodatkowych kopii genéw inicjujacych biosynteze
oraz regulatora LtnR zwieksza wytwarzanie laktycyny
3147 na wysokim poziomie. Wprowadzenie dodatkowych
kopii genéw strukturalnych, takich jak ltnA1A2, zmniej-
sza wytwarzanie bakteriocyny [10].

SKUTECZNOSC BAKTERIOCYN IN VIVO

Dotychczasowe prace opisujace mozliwosci wykorzysta-
nia bakteriocyn jako substancji czynnych w produktach
leczniczych, obejmowaty przede wszystkim stosowanie
preparatéw zawierajacych komérki szczepdw bakterio-
cynogennych. Zaktadano, ze bakterie, wprowadzone
w ten sposéb do mikrobiomu cztowieka, beda synte-
tyzowaé bakteriocyny bezpos$rednio w przewodzie
pokarmowym (in situ). Relatywnie mato prac uwzgled-
niato wykorzystanie oczyszczonych bakteriocyn. Pro-
filaktyczne wykorzystanie szczepédw o wiasciwosciach
probiotycznych jest obecnie zaakceptowane na $wie-
cie i szeroko stosowane. Wykorzystanie oczyszczo-

nych bakteriocyn w infekcji wydaje sie bardzo istotne
[38]. Wasciwosci te potwierdzono m.in. na przykladzie
pediocyny PA-1 oraz preparatu szczepu Pediococcus aci-
dilactici UL5 (ktéry syntetyzuje bakteriocyne) w organi-
zmach myszy zainfekowanych L. monocytogenes [13].

Istotng cecha czeéci bakteriocyn (m.in. pediocyno-
podobnych) jest waski zakres dziatania. Bakterio-
cyny z podklasy 1la wykazujg bardzo silng selektywna
aktywno$¢ antagonistyczna w stosunku do drobno-
ustrojéw patogennych m.in. L. monocytogenes, jednocze-
$nie pozostajac bez wpltywu na mikrobiom korzystny,
wystepujacy w organizmie. W badaniach wykazano,
ze pediocyna PA-1, nie wykazywata aktywnos$ci anta-
gonistycznej w stosunku do bifidobakterii, wystepuja-
cych w przewodzie pokarmowym cztowieka, w Zadnym
z testowanych stezen [31,35]. Wykorzystanie bakterio-
cyn z klasy - nizyny A i Z, powodowato zahamowanie
wzrostu wiekszo$ci Gram-dodatnich szczepéw [31,35].
Co wiecej, badania in vivo, prowadzone z wykorzysta-
niem organizmu myszy jako modelu, nie wykazaly
wplywu pediocyny PA-1 na sktad mikroflory jelitowej
[35], w przeciwieristwie do klasycznych antybiotykéw,
tj. penicyliny i tetracykliny, ktére silnie hamujg wzrost
pozytywnej mikroflory organizmu [35]. Wykazano
takze, ze nizyna V dziala skuteczniej w poréwnaniu do
L. monocytogenes niz nizyna A [7].

Bakteriocyny podawano myszom dozylnie [63] i dozo-
tadkowo [13], wlasciwy wybdér metody dawkowania
zalezy od drobnoustroju wywotujacego infekcje oraz od
poziomu jej zaawansowania. Dozotadkowe podawanie
pediocyny PA-1, w dawce 250 ug dziennie przez 3 dni,
obnizato liczbe komérek L. monocytogenes w kale zain-
fekowanych myszy o 2 log. Obserwowano takze zmniej-
szenie liczby komdrek w §ledzionie i watrobie [13,59].
Ciekawa metode zasugerowali tez van Staden i wsp., czg-
steczki nizyny F wlaczono w strukture cementu kost-
nego, ktéry wszczepione myszom zahamowaty infekcje
Staphylococcus aureus [70].

W badaniach Amer i wsp. [1] zaobserwowano réwniez
antypasozytnicze dziatanie bakteriocyn wytwarzanych
przez szczepy probiotyczne z rodzaju Lactobacillus - Lb. aci-
dophilus (P106) i Lb. plantarum (P164). Dawka doustna 50
ug/dobe, stosowana przez 5 dni, pozwolita na znaczne
obnizenie liczby Giardia lamblia w jelicie zakazonych
myszy. Badania ultrastruktury wykazaty, ze 5 dawek bak-
teriocyny wytwarzanej przez Lb. acidophilus spowodowato
znaczne zmiany w architekturze komérkowej trofozo-
itéw, przede wszystkim zwiazane z dezorganizacja btony
komdrkowej oraz sktadnikéw cytoplazmy [1].

Bakteriocyny maja duzy potencjat aplikacyjny, nie tylko
jako alternatywa, ale przede wszystkim jako czynnik
potegujacy dziatanie klasycznych antybiotykéw. Stoso-
wanie nizyny w polaczeniu z konwencjonalnymi anty-
biotykami byto skuteczne przeciwko Salmonella enterica
ser. Typhimurium. Kombinacja nizyny ceftriaksonu lub
cefotaksymu potegowato uszkodzenia btony komdrko-
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wej opornych szczepéw z rodzaju Salmonella spp. [67].
Permeabilizacja blony komérkowej przez antybiotyk
p-laktamowy umozliwiata absorpcje nizyny oraz hamo-
wanie syntezy DNA, a w konsekwencji - biatek. Wyka-
zano takze bezposrednie dziatanie immunomodulujace
podczas badania na myszach zakazonych Salmonella [68].
Co wiecej, stosowanie szczepdw probiotycznych oraz
oczyszczonych bakteriocyn, ktére sa przez nie wytwa-
rzane, moze skutecznie wspomaga¢ leczenie choroby
wrzodowej zotadka, wywotanej infekcja Helicobacter
pylori, co wykazano w badaniach na myszach [30].

PismiennicTwo

PobsumowaNiE

Era antybiotykéw w walce z infekcjami juz sie koriczy,
gtéwnie z powodu narastajacej antybiotykooporno-
$ci szczepdw bakterii patogennych. Skutkiem tego jest
pilna potrzeba poszukiwania nowych narzedzi i srodkéw
terapeutycznych. Bakteriocyny wytwarzane przez bak-
terie fermentacji mlekowej daja nadzieje, ze w przyszto-
$ci skutecznie zastapia antybiotyki. Mimo wielu zalet
potrzebne sg dalsze prace nad poprawa ich stabilno$ci
i wydajnosci, szczegdlnie w badaniach in vivo.
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