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1. Wstêp

Bacillus subtilis, jeden z najdok³adniej przebada-
nych mikroorganizmów, jest traktowany jako modelo-
wy przedstawiciel bakterii Gram-dodatnich. Jest pa³ecz-
k¹ izolowan¹ ze �rodowiska glebowego lub z wody,
która dziêki zdolno�ci do sporulacji mo¿e prze¿yæ
w bardzo restrykcyjnych warunkach. Powszechnie wy-
korzystuje siê j¹ w produkcji zewn¹trzkomórkowych
enzymów, witamin oraz innych komponentów na skalê
przemys³ow¹, co przyczynia siê do poszerzania wiedzy
na temat zachodz¹cych w niej procesów biochemicz-
nych, fizjologicznych i genetycznych.

B. subtilis jest historycznie zakwalifikowany jako
bakteria obligatoryjnie tlenowa, jednak istniej¹ bada-
nia dowodz¹ce, ¿e jest zdolna do wzrostu tak¿e w wa-
runkach anaerobowych, wykorzystuj¹c azotany lub
azotyny jako koñcowe akceptory elektronów [37]. Ko-
mórki B. subtilis maj¹ zdolno�æ ruchu po powierzch-
niach sta³ych okre�lan¹ jako �swarming motility�,
charakteryzuj¹c¹ siê jednoczesnym przesuwaniem siê
organizmów tworz¹cych populacjê bakteryjn¹ po po-
wierzchniach [28].

Genom B. subtilis jest pierwszym w pe³ni zsekwen-
cjonowanym genomem glebowej bakterii Gram-dodat-

niej [31]. Ma on wielko�æ 4,2 Mbp oraz nisk¹ zawar-
to�æ par G+C. 53% genów koduj¹cych bia³ka to geny
obecne w genomie w 1 kopii, natomiast 25% to geny
nale¿¹ce do ró¿nych rodzin, które rozprzestrzeni³y siê
poprzez duplikacjê. Spo�ród 4100 genów kodowanych
przez bakteriê, tylko 192 s¹ niezbêdne do prze¿ycia
� po³owa z nich bierze udzia³ w obróbce informacji,
a reszta w syntezie os³on komórkowych, determinacji
kszta³tu komórki, procesach podzia³owych oraz ener-
getycznych [30].

2. Systemy sekrecyjne bakterii Gram-dodatnich

Bakteryjne bia³ka wydzielane na zewn¹trz komórki
pe³ni¹ wiele istotnych funkcji, do których mo¿na zali-
czyæ udzia³ w pozyskiwaniu sk³adników od¿ywczych,
komunikacjê miêdzykomórkow¹, usuwanie zwi¹zków
toksycznych w �rodowisku czy te¿ eliminacjê potencjal-
nych konkurentów [46]. W przypadku bakterii wirulent-
nych, wydzielane pozakomórkowo bia³ka s¹ g³ównymi
determinantami wirulencji [43].

Budowa �ciany komórkowej bakterii Gram-dodat-
nich determinuje odmienne sposoby transportu bia-
³ek ni¿ w przypadku bakterii Gram-ujemnych, które
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posiadaj¹ b³onê zewnêtrzn¹ oraz cytoplazmatyczn¹.
W tym aspekcie wyró¿nia siê 6 systemów sekrecyjnych:

a) �cie¿ka Sec (Secretion),
b) �cie¿ka Tat (Twin-arginine translocation),
c) FEA (Flagella Export Apparatus),
d) FPE ( Fimbrin-Protein Exporter),
e) holiny,
f) �cie¿ka Wss.
Do sposobów sekrecji mo¿na tak¿e zaliczyæ rodzinê

MscL (Large conductance Mechanosensitive ion chan-
nel) oraz aparat Tad (Tight adherence), pomimo ¿e nie
ma jeszcze dowodów eksperymentalnych potwierdza-
j¹cych ich wystêpowanie [12].

Aby bia³ka bakterii Gram-dodatnich mog³y byæ
przetransportowane na zewn¹trz b³ony cytoplazmatycz-
nej, s¹ one zazwyczaj syntetyzowane jako prekursory
posiadaj¹ce peptyd sygna³owy (SP) rozpoznawany
przez rozpuszczalne czynniki kieruj¹ce do kana³u trans-
portowego, odcinany w trakcie transportu [38]. Uwol-
nione bia³ko zwija siê do swojej struktury natywnej,
o ile nie ulega sekrecji w formie zwiniêtej [46]. �ro-
dowisko po stronie zewnêtrznej b³ony komórkowej
zawiera du¿e stê¿enia jonów na³adowanych ujemnie,
neutralizowanych przez dwuwarto�ciowe kationy tj.
Ca2+, Mg2+ czy Fe2+, co wyzwala proces zwijania [5].
Wa¿nym czynnikiem warunkuj¹cym prawid³owy prze-
bieg procesu transportu jest brak powstawania agrega-
tów bia³kowych podczas zwijania, mog¹cych bloko-
waæ podzia³y komórkowe i prowadz¹cych do �mierci
komórki. Szybko nastêpuj¹ce zwijanie, u³atwione przez
obecno�æ chaperonów i innych czynników wspomaga-
j¹cych (propeptydów, izomeraz i jonów metali) chroni
przed agregacj¹.

3. Ogólna charakterystyka transportu bia³ek
u B. subtilis

Wiêkszo�æ informacji dotycz¹cych transportu u bak-
terii Gram-dodatnich opiera siê na badaniach B. subti-
lis. Dzieje siê tak wskutek znajomo�ci ca³kowitej se-
kwencji genomu tej bakterii i badañ, które pozwoli³y na
okre�lenie funkcji wiêkszo�ci genów z wykorzystaniem
prawie 3000 mutantów insercyjnych [30]. Bardzo
istotna jest tutaj zdolno�æ B. subtilis do produkcji en-
zymów wykorzystywanych w przemy�le, takich jak
proteazy czy "-amylazy, które s¹ bardzo wydajnie wy-
dzielane bezpo�rednio do pod³o¿a hodowlanego [17].
Pomimo to, specyfika �cie¿ki sekrecyjnej, budowa
os³on komórkowych oraz obecno�æ proteaz kontrol-
nych uniemo¿liwiaj¹ uzyskanie produkcji bia³ek hete-
rologicznych na wysokim poziomie.

Bia³ka powstaj¹ce w wyniku translacji mRNA s¹
sortowane do ró¿nych rejonów komórki w zale¿no�ci
od obecno�ci peptydu sygna³owego w aminokwasowej

sekwencji preproteiny. Niektóre z nich pozostaj¹ na
powierzchni b³ony lub �ciany komórkowej, co jest
analogiczne do przetransportowywania bia³ek do pery-
plazmy bakterii Gram-ujemnych. Elementami kotwi-
cz¹cymi w b³onie s¹ segment transmembranowy (TM,
transmembrane) lub modyfikacja lipidowa wprowa-
dzana przez transferazê diacyloglicerolow¹ Lgt, czyli
tzw. �lipobox�. Natomiast bia³ka kotwiczone w �cia-
nie charakteryzuj¹ siê obecno�ci¹ C-koñcowych po-
wtórzeñ wi¹¿¹cych o du¿ym powinowactwie do sk³ad-
ników peptydoglikanu.

Transport bia³ek odbywa siê g³ównie na drodze Sec
lub Tat. Specjalne klasy bia³ek stanowi¹ pseudopiliny
uczestnicz¹ce w pobieraniu egzogennego DNA, ekspor-
towane na drodze Com, a tak¿e bakteriocyny i feromo-
ny wydzielane dziêki transporterom ABC (Rys. 1) [47].

4. System sekrecji Sec

Wiêkszo�æ bia³ek przeznaczonych do sekrecji na ze-
wn¹trz komórki wydzielanych jest za pomoc¹ systemu
sekrecji Sec. Jest on niezbêdny do prze¿ycia bakterii,
a jego cech¹ charakterystyczn¹ jest to, ¿e bia³ka trans-
portowane s¹ w formie niezwiniêtej. Analiza proteomicz-
na sekretomu B. subtilis dowiod³a, ¿e w�ród 300 poten-
cjalnych bia³ek eksportowych 135 posiada sekwencje
sygna³owe kieruj¹ce do transportu na �cie¿ce Sec [46].

4.1. Peptydy sygna³owe

System Sec bierze udzia³ w transporcie substratów
2 typów: bia³ek i lipoprotein. W obu przypadkach pep-
tydy sygna³owe posiadaj¹ jednakow¹ organizacjê struk-

Rys. 1. �cie¿ki transportu bia³ek u B. subtilis
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turaln¹ � dodatnio na³adowany N-koniec (N), hydro-
fobowy rdzeñ (H) oraz region ciêcia (C) rozpoznawany
przez peptydazy sygna³owe (SP-azy). Region N posia-
da z regu³y 2 lub 3 reszty lizyny (L) lub argininy (R)
i odpowiedzialny jest za oddzia³ywanie z aparatem
sekrecyjnym (1) oraz z ujemnie na³adowanymi fosfoli-
pidami w dwuwarstwie lipidowej podczas przekracza-
nia b³ony komórkowej [13]. Region H w wiêkszo�ci
bia³ek zawiera resztê za³amuj¹c¹ helisê (g³ównie gli-
cynê lub prolinê), które umo¿liwiaj¹ utworzenie struk-
tury spinki do w³osów i w konsekwencji insercjê do
b³ony komórkowej. Domena C-koñcowa niesie nato-
miast sekwencjê, która jest nacinana przez peptydazê
sygna³ow¹. W zale¿no�ci od typu dzia³aj¹cego enzy-
mu, ró¿ny jest konsensus rozpoznawanej sekwencji
oraz d³ugo�æ peptydu. Peptydazy sygna³owe typu I, do
których u B. subtilis zaliczamy 5 bia³ek (SipS, T, U,
V, W), rozpoznaj¹ sekwencje o d³ugo�ci ok. 30 amino-
kwasów z sekwencj¹ konsensusow¹ ciêcia AXA [17].
Obecno�æ kilku typów SP-az jest charakterystyczna
dla B. subtilis i odró¿nia go od innych bakterii, archeo-
nów oraz retikulum endoplazmatycznego dro¿d¿y.
SipS i T s¹ g³ównymi SP-azami i obecno�æ jednej z nich
jest niezbêdna do prze¿ycia. Pozosta³e maj¹ zachodz¹-
ce i daj¹ce siê zastêpowaæ funkcje [3]. Lipoproteiny
posiadaj¹ krótsze regiony N i H oraz inny konsensus
sekwencji �Lipobox� ciêtej przez peptydazê [44]
(Rys. 2). Lipoproteiny s¹ przecinane przez SP-azê
typu II, LspA, która rozpoznaje sekwencjê o konsen-
susie LAG. Niezmienna w regionie �Lipobox� cysteina
jest celem modyfikacji lipidowej i pierwsz¹ reszt¹ doj-
rza³ej lipoproteiny po przeciêciu przez SP-azê II.

Wewn¹trzkomórkowe kierowanie bia³ek do trans-
portu i ich obróbka nie zale¿y jedynie od obecno�ci
sekwencji sygna³owej, ale równie¿ od tego, czy pre-
proteina bêdzie utrzymana w stanie kompetencji se-
krecyjnej, zale¿¹cej m.in. od tego, czy bia³ko bêdzie
posiada³o konformacjê rozwiniêt¹. Bia³ka, które w du-
¿ej mierze znajduj¹ siê w strukturze III-rzêdowej nie
ulegaj¹ wydzielaniu. Znane s¹ 23 bia³ka B. subtilis nie

posiadaj¹ce typowych peptydów sygna³owych, a które
odnajdywane s¹ w pod³o¿u hodowlanym. Istniej¹ 3 po-
tencjalne drogi ich eksportu: poprzez holiny kodowane
przez profagi tworz¹ce pory w b³onie komórkowej,
poprzez aparat bior¹cy udzia³ w tworzeniu rzêski (fla-
gellina Hag oraz 2 bia³ka zwi¹zane z hakiem) oraz
dziêki lizie komórkowej [46].

4.2. Wewn¹trzkomórkowe chaperony

Za utrzymanie bia³ek zale¿nych od �cie¿ki Sec
w stanie kompetencji sekrecyjnej odpowiedzialne s¹
wewn¹trzkomórkowe chaperony. Podobnie jak inne
bakterie Gram-dodatnie, B. subtilis posiada cz¹steczkê
SRP oraz bia³ko SecA, które bior¹ udzia³ w tym pro-
cesie. Brak jest tu homologa SecB, który uzupe³nia
funkcje SecA u E. coli [52]. SRP jest kompleksem
rybonukleoproteinowym, który oddzia³uje z hydrofo-
bowymi regionami preprotein i dostarcza je do kana³u
sekrecyjnego znajduj¹cego siê w b³onie komórkowej.
W sk³ad cz¹steczki wchodzi ma³e cytoplazmatyczne
RNA (scRNA, small cytoplasmic RNA) stanowi¹ce
rdzeñ oraz 2 bia³ka: Ffh o aktywno�ci GTP-azy i histo-
nopodobne HBsu. SRP wi¹¿e kotranslacyjnie prepro-
teinê zawieraj¹c¹ peptyd sygna³owy i dostarcza j¹ do
receptora SRP (SR) zakotwiczonego w b³onie (bia³ko
FtsY). Obecno�æ zwi¹zanego GTP umo¿liwia oddzia-
³ywanie SRP-SR ze sob¹ poprzez motywy GTP-azowe
oraz przekazanie ³añcucha polipeptydowego do kana³u,
przez który odbywa siê transport. Przekazanie to indu-
kuje hydrolizê GTP, kompleks SRP-SR rozpada siê,
a jego uwolnione sk³adowe mog¹ przyst¹piæ do kolej-
nych rund kierowania bia³ek do transportu. 4,5 S RNA
wchodz¹ce w sk³ad SRP katalizuje reakcjê oddzia-
³ywania miêdzy bia³kami Ffh i FtsY oraz wzmacnia
aktywno�æ GTP-azow¹ kompleksu Ffh-FtsY. Moduluje
ono aktywno�æ bia³ka Ffh dziêki zmianie konformacji
w domenie M wi¹¿¹cej sekwencjê sygna³ow¹ oraz lin-
kerze NG, który z kolei bierze udzia³ w oddzia³ywa-
niu z cz¹steczk¹ SR [8]. Transport bia³ek z ró¿nymi
sekwencjami sygnalnymi w ró¿nym stopniu zale¿y od
Ffh czy FtsY, a eliminacja jednego z nich powoduje
zahamowanie sekrecji na ró¿nych poziomach w zale¿-
no�ci od typu bia³ka [52]. Du¿a hydrofobowo�æ pep-
tydów sygna³owych preprotein bakterii Gram-dodat-
nich, a tak¿e nieobecno�æ homologa SecB sprawia, ¿e
SRP odgrywa kluczow¹ rolê w sekrecji.

Funkcjê chaperonu wewn¹trzkomórkowego pe³ni
równie¿ bia³ko SecA o masie cz¹steczkowej 204 kDa
i d³ugo�ci ³añcucha 801 aminokwasów. Jest ono sk³ad-
nikiem kompleksu sekrecyjnego i katalizuje transport
preproteiny na zewn¹trz komórki bakteryjnej. Jest
to helikaza RNA z nadrodziny 2, w obrêbie której
znajduje siê struktura DEAD o aktywno�ci ATP-azo-
wej stanowi¹c¹ rdzeñ bia³ka. Zawiera ona 9 motywów

Rys. 2. Organizacja strukturalna peptydów sygna³owych
systemu Sec u B. subtilis.

Regiony N, H i C wyro¿nione s¹ poprzez cieniowanie, a ich d³u-
go�ci (liczba reszt aminokwasowych) podane s¹ w nawiasach.
A. Peptyd sygna³owy bia³ka ciêty przez peptydazê sygna³ow¹
typu I. B. Peptyd sygna³owy lipoproteiny odcinany przez pepty-

dazê sygna³ow¹ typu II.
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charakterystycznych dla nadrodziny 2 i obejmuje 2 do-
meny � domenê NBD wi¹¿¹c¹ nukleotydy, która ma
strukturê nieci¹g³¹ (1�220 i 378�420 aa) oraz IRA2 re-
guluj¹c¹ aktywno�æ domeny ATP-azowej (421�610 aa).

Motor DEAD nabiera specyficzno�ci dla ró¿nych
procesów katalitycznych dziêki dodatkowym moty-
wom strukturalnym obecnym w bia³ku. Jeden z nich
jest przy³¹czony do C-koñca domeny IRA2 (611�
832 aa) i reguluje jej mobilno�æ poprzez jej spinanie z
NBD. Drugi z motywów tworzy niezale¿n¹ domenê
strukturaln¹ na odcinku od 221 do 377 aminokwasu.
Ma on formê g³ówki (�bulb�) po³¹czonej z NBD po-
przez pêtlê (�stem�) uformowan¹ z 2 antyrównole-
g³ych $-kartek (odpowiednio $1 i $7; Stemout i Ste-
min). Pêtla jest fizycznie zakorzeniona w NBD bez
naruszania jej integralno�ci, a czê�æ wystaj¹ca na ze-
wn¹trz okala czê�ci domeny C-koñcowej [40]. W
sk³ad domeny C-terminalnej wchodz¹ równie¿ mniej-
sze jednostki strukturalne, w�ród których wyró¿nia siê
d³ug¹ "-helikaln¹ domenê SD stanowi¹c¹ rusztowa-
nie (scaffold domain, HSD), strukturê spinki do w³o-
sów IRA1, domenê WD (winged domain, HWD) oraz
elastyczny region o nieznanej organizacji krystalogra-
ficznej [15]. Strukturê bia³ka SecA przedstawia Rys. 3.

Bia³ko SecA umo¿liwia sekrecjê preproteiny na ze-
wn¹trz komórki bakteryjnej dziêki cyklom hydrolizy
ATP. Dostarczaj¹ one du¿ych porcji energii niezbêd-
nych do znacznych zmian konformacyjnych, które
umo¿liwiaj¹ otwieranie kana³u sekrecyjnego i eksport
bia³ek. Rozpuszczalna forma cytoplazmatyczna bia³ka
SecA ma wysokie powinowactwo do ATP oraz bardzo

niskie tempo uwalniania ADP, przez co nie jest zdolna
do wi¹zania preproteiny w miejscu PBD. Inhibitorem
aktywno�ci ATP-azowej s¹ tu jony Mg2+. Interakcja
miêdzy bia³kiem SecA z b³on¹ komórkow¹ powoduje
niskie powinowactwo do ATP, a ADP nadal jest uwal-
niane w niewielkim stopniu, jednak¿e zachodz¹ca na
niskim poziomie hydroliza indukuje zmiany konforma-
cyjne miêdzy SecA a bia³kami kompleksu SecYEG.
Dopiero zwi¹zanie preproteiny przez SecA wyzwala
wielokrotne cykle hydrolizy ATP, co prowadzi do
przetransportowania substratu bia³kowego do �rodo-
wiska zewn¹trzkomórkowego [42].

Specyficzna interakcja pomiêdzy bia³kiem SecA
a sekwencj¹ sygna³ow¹ preproteiny jest czynnikiem
umo¿liwiaj¹cym oddzielenie bia³ek sekrecyjnych od
tych, które pozostan¹ wewn¹trz komórki bakteryjnej.
Bia³ko chaperonowe systemu Sec posiada zdolno�æ
rozró¿niania setek ró¿nych peptydów sygna³owych,
dla których nie mo¿na wyodrêbniæ sekwencji zgodnej
z konsensusem. Badania z u¿yciem znakowania izo-
topami oraz wykorzystanie metody NMR dowiod³o,
¿e propeptydy formuj¹ strukturê "-helikaln¹, która
wi¹¿e siê z elastyczn¹ i wyd³u¿on¹ bruzd¹ bia³ka SecA
za pomoc¹ regionów o charakterze hydrofobowym
oraz na³adowanym [15]. Odmienne sekwencje sygna-
³owe powoduj¹ bardzo podobne zmiany w organiza-
cji chemicznej aminokwasów wchodz¹cych w sk³ad
bruzdy SecA, co sugeruje, ¿e struktura ta jest odpo-
wiedzialna za rozpoznawanie substratów transporto-
wych. Rowek ten tworzony jest na powierzchni po-
wstaj¹cej na powierzchni 2 domen: PBD i IRA1.
Rejon wi¹¿¹cy preproteinê u B. subtilis powstaje po-
miêdzy subdomenami PPXD (preprotein crosslinking
domain) oraz domenami HWD i HSD znajduj¹cymi
siê w C-koñcu bia³ka [11].

Mechanizm przekazania preproteiny z bia³ka SecA
do kana³u transportowego jest nie do koñca wyja�nio-
ny, pomimo znajomo�ci struktur krystalograficznych
poszczególnych domen. Bia³ko SecA w po�rednim
stanie hydrolizy ATP i wi¹¿¹ce preproteinê ³¹czy siê
prawdopodobnie z jedn¹ niebior¹c¹ udzia³u w sekre-
cji cz¹steczk¹ SecY kana³u transportowego, a nastêp-
nie przemieszcza ³añcuch polipeptydowy z wykorzy-
staniem s¹siedniego bia³ka SecY [39]. Do procesu
sekrecji niezbêdne s¹ du¿e zmiany konformacyjne
w chaperonie SecA, w wyniku których domena wi¹-
¿¹ca preproteinê kontaktuje siê z równocze�nie z do-
menami NBD1 i NBD2, a powierzchnia powsta³a w
wyniku tego oddzia³ywania idealnie dopasowana jest
do bocznego wej�cia do kana³u sekrecyjnego. W trans-
porcie decyduj¹c¹ rolê odgrywa struktura palca utwo-
rzonego przez 2 helisy SecA, którego koniec porusza
siê w górê i w dó³ kana³u w trakcie cyklu hydrolizy
ATP, wpychaj¹cego polipeptyd do wnêtrza [53]. Mo-
del sekrecji obrazuje Rys. 4.

Rys. 3. Budowa bia³ka SecA. 1. Model przestrzenny bia³ka
SecA B. subtilis (1M6N.pdb).

Domeny NBD, IRA 2, PBD oraz C-koñcowa zosta³y zró¿nicowane ko-
lorystycznie. 2. Schemat liniowy bia³ka SecA z zaznaczonymi numerami

pierwszych aminokwasów
 danej domeny.
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4.3. Kompleks sekrecyjny Sec

Kompleks sekrecyjny systemu Sec B. subtilis wyka-
zuje du¿e podobieñstwo do jego odpowiednika u E. coli.
Kana³ transportowy tworzony jest przez 3 bia³ka:
SecY, SecE i SecG, które stanowi¹ rdzeñ heterotrime-
rycznego kana³u, który oddzia³uje z bia³kiem SecA.
Bia³ka SecY i SecE s¹ niezbêdne do prze¿ycia, nato-
miast mutacje w genie secG prowadz¹ do wytworzenia
fenotypu termowra¿liwego [48]. Pier�cieñ ³¹czy siê po
stronie zewnêtrznej b³ony cytoplazatycznej z innym
heterotrimerycznym kompleksem, w sk³ad którego
wchodz¹ bia³ko SecDF bêd¹ce fuzj¹ bia³ek SecD i SecF
E. coli oraz bia³ko YrbF. Jego funkcja nie jest do koñca
poznana, lecz mo¿e on braæ udzia³ w pó�niejszych eta-
pach wydzielania � istniej¹ sugestie, ¿e SecD uczest-
niczy w odcinaniu przetransportowanego polipeptydu.
Inne mo¿liwe funkcje to odcinanie peptydów sygna-
³owych od kana³ów kompleksu Sec, a tak¿e regulacja
formowania kana³ów transportowych [11]. Zwi¹zanie
siê ATP z bia³kiem SecA prowadzi do sieci insercji
C-koñca do wewn¹trza kana³u SecYEG, a nastêpnie
do wprowadzenia krótkiego odcinka preproteiny. Hy-
droliza ATP powoduje uwolnienie preproteiny oraz
oddysocjowanie SecA, a dalszy transport jest uwarun-
kowany powtórzonymi cyklami hydrolizy ATP, o czym
wspomniano ju¿ wcze�niej [46]. Transportowi bia³ek
towarzyszy tak¿e proces odcinania peptydów sygna-
³owych. Jest on przeprowadzany przez peptydazy
sygna³owe (SP-azy) typu I i II, zwi¹zane z b³on¹ cyto-
plazmatyczn¹. Peptydy sygna³owe s¹ odcinane, kiedy
C-koniec transportowanego bia³ka pojawi siê po stro-
nie zewn¹trzkomórkowej b³ony.

5. System sekrecji Tat

System sekrecji Tat w odró¿nieniu od systemu Sec
s³u¿y do przetransportowywania z komórki bia³ek
o strukturze natywnej, zwiniêtej. Aby bia³ko zosta³o

skierowane na tê drogê sekrecji, musi posiadaæ peptyd
sygna³owy rozpoznawany przez specyficzne chapero-
ny. Peptydy sygna³owe Tat s¹ z regu³y d³u¿sze (ok.
37 aminokwasów) i mniej hydrofobowe ni¿ ich odpo-
wiedniki w substratach systemu Sec. U E. coli i in-
nych bakterii Gram-ujemnych charakterystyczne jest
wystêpowanie motywu 2 arginin RR/RK (twin-argi-
nine motif) pomiêdzy regionami N i H [32). Struktura
peptydu sygna³owego zosta³a przedstawiona na rys. 5.
J o n g b l o e d  i wsp. [26] sugeruj¹, ¿e u bakterii Gram-
dodatnich, w tym u B. subtilis, motyw ten jest mniej
przydatny w poszukiwaniu substratów transportowych
�cie¿ki Tat i ¿e kryteria wyznaczania ich musz¹ byæ
zmienione ze wzglêdu na selektywno�æ systemu.

Sk³adnikami maszynerii sekrecyjnej s¹ bia³ka TatA,
TatB, TatC oraz TatE, spo�ród których TatA, TatB
i TatE s¹ strukturalnie podobne do siebie. TatA i TatE
mog¹ byæ u¿ywane zamiennie, w zwi¹zku z czym
obecno�æ jednego z nich oraz TatB i TatC jest niezbêd-
na, aby bia³ko mog³o ulec sekrecji. W odró¿nieniu od
E. coli czy wiêkszo�ci pozosta³ych bakterii, B. subtilis
posiada dwa geny tatC, oznaczane jako tatCd i tatCy.
Powy¿ej nich le¿y odpowiednio gen tatAd lub tatAy.
Trzeci gen tatAc nie jest genetycznie spokrewniony
z pozosta³ymi. Spo�ród 14 wydzielanych pozakomór-
kowo bia³ek B. subtilis posiadaj¹cych motyw RR/KR
zidentyfikowanych za pomoc¹ techniki spektrometrii
masowej MALDI-TOF, udowodniono ¿e tylko 1 bia³ko
PhoD jest ca³kowicie zale¿ne od systemu transportu Tat

Rys. 4. Model sekrecji przeprowadzanej przez bia³ko SecA.
1. Zamkniêta struktura bia³ka SecA uczestniczy w interkalacji peptydu sygna³owego bia³ka do kana³u tworzonego przez bia³ka SecY.
2. Hydroliza ATP powoduje, ¿e klamra SecA przybiera formê otwart¹ i oddysocjowuje od polipeptydu, umo¿liwiaj¹c interakcjê

helikalnego palca z bia³kiem, co prowadzi do przemieszczania bia³ka do wewn¹trz kana³u sekrecyjnego.

Rys. 5. Organizacja strukturalna peptydów sygna³owych
systemu Sec u B. subtilis

Regiony N, H i C wyro¿nione s¹ poprzez cieniowanie, a ich d³ugo�ci
(liczba reszt aminokwasowych) podane s¹ w nawiasach. W obrêbie
regionu N 2 reszty argininowe oznaczone zosta³y symbolem �RR�.
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[26]. Trzy z pozosta³ych 13 (LipA, WapA i YolA)
transportowane s¹ dziêki �cie¿ce sekrecji Sec, o czym
�wiadczy zablokowanie eksportu przy zastosowaniu
azydku sodu [26]. Nowsze badania dowiod³y istnie-
nia jeszcze jednego substratu Tat u B. subtilis, którym
jest YwbN [27].

Kompleks sekrecyjny Tat zbudowany jest z bia³ek
TatA, TatB i TatC. Najwiêkszym i najbardziej konser-
wowanym genetycznie sk³adnikiem jest TatC, które
u E. coli posiada 6 domen transmembranowych oraz
C-koniec i N-koniec wystaj¹cy do czê�ci cytoplazma-
tycznej komórki bakteryjnej. S³u¿y ono jako region
inicjuj¹cy oddzia³ywanie z peptydem sygna³owym
proteiny. Bia³ko TatB posiada N-koñcowy motyw
transmembranowy, za którym znajduje siê motyw za-
wiasowy prowadz¹cy do helikalnego regionu mog¹-
cego uk³adaæ siê wzd³u¿ b³ony komórkowej od strony
cytoplazmy. TatB oddzia³uje z ca³¹ d³ugo�ci¹ peptydu
sygna³owego i prawdopodobnie po�redniczy w inter-
akcji miêdzy substratem a TatA i TatC. TatA posiada
podobn¹ do TatB strukturê i bierze udzia³ w pó�niej-
szych etapach sekrecji. Prawdopodobnie jest kluczo-
wym bia³kiem uczestnicz¹cym w wytworzeniu poru
sekrecyjnego, który powstaje z po³¹czenia C-koñca
TatB z N-koñcem TatC. Oczyszczono tak¿e kompleksy
TatA i TatB, co �wiadczy o tym, ¿e kompleks Tat jest

bardzo dynamiczn¹ struktur¹ [32]. Rys. 6 przedstawia
organizacjê systemu sekrecyjnego Tat.

Wa¿nym elementem procesu sekrecji bia³ek jest
rozpoznanie tych, które znajduj¹ siê w konformacji na-
tywnej. Udzia³ w tym procesie maj¹ chaperony oraz
liczne kofaktory czêsto odnajdywane w tych samych
operonach, co substraty systemu i które okre�la siê
mianem REMP (redox enzymes maturation proteins).
Prawid³owo zwiniête bia³ko indukuje przy³¹czenie siê
chaperonów i innych kofaktorów do niego, a dziêki
sile protonomotorycznej formowany jest kana³ sekre-
cyjny, przez który zachodzi transport bia³ka (g³ównie
przy udziale TatA) [2].

6. System sekrecji Com

System sekrecji Com ma mniejszy od wcze�niej
wymienionych systemów udzia³ w eksporcie bia³ek na
zewn¹trz komórki bakteryjnej. Bia³ka ulegaj¹ce sekre-
cji przy jego udziale maj¹ znaczenie przy wytwarza-
niu stanu kompetencji komórek B. subtilis. Ich obec-
no�æ jest niezbêdna do wytworzenia pilusa, który
umo¿liwia kontakt DNA z odpowiednim recepto-
rem na powierzchni komórki (bia³ko ComEA). Znane
s¹ 4 bia³ka, w których znajduje siê pseudopilinowa

Rys. 6. Model struktury translokonu Tat. Bia³ka TatA, TatB i TatC zosta³y oznaczone odmiennym cieniowaniem.
TatB oddzia³uje z peptydem sygna³owym preproteiny, co prowadzi do sekrecji.
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sekwencja sygna³owa, wykazuj¹ce podobieñstwo do
pilin typu IV i bia³ek II systemu sekrecji bakterii
Gram-ujemnych [35]. Zalicza siê do nich bia³ka
ComGC, ComGD, ComGE oraz ComGG. Peptydy
sygna³owe maj¹ d³ugo�æ 33 aminokwasów, i sk³adaj¹
siê z 3 czê�ci N, H i C, jednak¿e w przeciwieñstwie
do systemów Sec i Tat miejsce ciêcia C jest po³o¿one
nie w C-koñcu, a pomiêdzy pozosta³ymi domenami.
Konsensusowa sekwencja K-G-F po³o¿ona w pozycji
od �2 do +1 jest rozpoznawana przez peptydazê syg-
na³ow¹ ComC, która dzia³a po cytoplazmatycznej
stronie b³ony [34]. ComC jest ponadto odpowiedzialne
za metylacjê fenyloalaniny w pozycji +1.

Substraty systemu Com przed odciêciem sekwen-
cji sygna³owej zlokalizowane s¹ g³ównie w b³onie cy-
toplazmatycznej, a ciêcie proteolityczne powoduje
przemieszczenie siê na zewnêtrzn¹ stronê b³ony. Do
utrzymania stabilno�ci ComGC istotna jest obecno�æ
oksydoreduktazy dwusiarczkowej BdbGC, która
prawdopodobnie katalizuje powstanie wewnêtrznego
mostka disiarczkowego w tym bia³ku [9]. Bia³ka
ComG bior¹ zapewne udzia³ w tworzeniu kana³u prze-
cinaj¹cego b³onê (jeden lub kilka typów bia³ek) lub w
reorganizacji budowy �ciany komórkowej, umo¿liwia-
j¹c interakcjê DNA z receptorem ComEA [10].

Piliny typu IV polimeryzuj¹ w pili, stanowi¹ce d³u-
gie asymetryczne w³ókna, które maj¹ znaczenie w adhe-
zji oraz ruchliwo�ci. Pseudopiliny bêd¹ce czynnikami
kompetencji mog¹ formowaæ takie struktury przy nad-
ekspresji tych bia³ek, jednak¿e brak jest dowodów
eksperymentalnych na obecno�æ takich kompleksów. Po-
twierdzono natomiast, ¿e g³ówna pseudopilina B. sub-
tilis ComGC tworzy multimetryczne kompleksy po³¹-
czone kowalencyjnie mostkami disiarczkowymi [9].

7. System sekrecji ABC

Feromony oraz bakteriocyny stanowi¹ odrêbn¹
grupê bia³ek transportowanych na zewn¹trz komórki
B. subtilis. S¹ to zwi¹zki posiadaj¹ce aktywno�æ anty-
bakteryjn¹, która jest skierowana przeciw innym przed-
stawicielom bakterii Gram-dodatnich [29]. Transport
odbywa siê dziêki transporterom ABC (ATP-binding
cassette), które odnajdywane s¹ tak¿e u eukariontów.
Nale¿¹ one do du¿ej rodziny wielopodjednostkowych
permeaz, które wybiórczo przenosz¹ substraty takie
jak jony, aminokwasy, peptydy, antybiotyki czy poli-
sacharydy na zewn¹trz komórki lub do jej wnêtrza.
U B. subtilis transportery ABC uczestnicz¹ w eksporcie
lantybiotyków i feromonów, które posiadaj¹ specy-
ficzn¹ sekwencjê sygna³ow¹, zwan¹ tu czêsto peptydem
liderowym [33]. W przeciwieñstwie do substratów
systemów Sec, Tat czy Com, nie posiada on regionu H,
a jedynie N i C. D³ugo�æ peptydu liderowego waha siê

pomiêdzy 23 a 30 resztami aminokwasowymi. Do-
datkow¹ jego rol¹ jest ochranianie komórki przed
aktywno�ci¹ antybakteryjn¹ preproteiny, gdy¿ w jego
obrêbie zachodz¹ modyfikacje posttranslacyjne.

Do zaj�cia transportu po�redniczonego przez trans-
porter ABC wymagany jest nak³ad energii pocho-
dz¹cy z hydrolizy ATP. Typowy transporter zbudowa-
ny jest z dwóch domen hydrofobowych spinaj¹cych
b³onê komórkow¹ (MSD), z których ka¿da zawiera
6 segmentów i odpowiada za formowanie kompleksu
sekrecyjnego oraz z 2 domen hydrofilowych wi¹¿¹-
cych nukleotydy (NBD) znajduj¹cych siê po stronie
cytoplazmatycznej b³ony [41]. Domena NBD sk³ada
siê z krótkich odcinków wysoko konserwowanej
sekwencji: motywów WalkerA i WalkerB, które two-
rz¹ kieszeñ wi¹¿¹c¹ ATP, motywu znacznikowego
 po³o¿onego pomiêdzy nimi oraz po³o¿onego poni¿ej
WalkerB motywu z konserwowan¹ reszt¹ histydy-
ny. W MSD nie wyró¿nia siê fragmentów o bardzo
konserwowanej sekwencji. Przyk³adami lantybioty-
ków przenoszonych dziêki systemowi ABC s¹ subla-
cyna 168 i subtilina B. subtilis. W przypadku subtiliny
transporter zbudowany jest z 2 bia³ek SpaT (NBD)
i SpaB (MSD) [33].

8. Czynniki wspomagaj¹ce zwijanie
transportowanych bia³ek

Aby bia³ka, które ulegaj¹ sekrecji by³y funkcjonal-
ne, musz¹ ulec prawid³owemu zwijaniu, czyli uzyska-
nia natywnej konformacji. U B. subtilis znane s¹
3 czynniki warunkuj¹ce ten proces: propeptydy, izo-
merazy oraz jony metali.

Propeptydy s¹ krótkimi odcinkami znajduj¹cymi siê
miêdzy peptydem sygna³owym a dojrza³ym bia³kiem
w produkcie translacji, o d³ugo�ci od 70 do 200 amino-
kwasów. Nie s¹ one bezpo�rednio zaanga¿owane w pro-
ces transportu, jednak ich obecno�æ jest niezwykle
wa¿ne w procesie obróbki postsekrecyjnej, która pro-
wadzi do wytworzenia stabilnej formy transportowa-
nego polipeptydu. Ich rol¹ jest przyspieszanie zwija-
nia poprzez stabilizacjê kompleksów po�rednich lub
formowanie rdzenia zapocz¹tkowuj¹cego proces [49].
W przypadku subtylizyny, propeptyd pozostaj¹cy w bli-
skim s¹siedztwie dojrza³ego bia³ka jest tymczasowym
inhibitorem jego aktywno�ci. Dopiero autokatalityczne
wyciêcie siê tego odcinka i jego degradacja zezwalaj¹
na pe³n¹ aktywno�æ enzymatyczn¹ [17]. Znanych jest
kilka bia³ek B. subtilis, w których za peptydem sygna-
³owym znajduje siê krótki odcinek zbudowany z amino-
kwasów nie odnajdowanych w sekwencji dojrza³ego
bia³ka. Ich obecno�æ nie jest konieczna do zaj�cia pro-
cesu sekrecji czy zwijania  do w³a�ciwej konformacji,
a ich usuwanie odbywa siê na zasadzie niespecyficznego
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ciêcia proteolitycznego w �rodowisku, do którego
bia³ko jest transportowane [45].

Zwijanie postsekrecyjne bia³ek sekrecyjnych B. sub-
tilis jest nadzorowane przez niewielk¹ ilo�æ bia³ek.
Zalicza siê do nich lipoproteinê PrsA niezbêdn¹ do
wzrostu bakterii oraz SpoIIIJ i YqjG o podobnej roli.
Nokaut genu prsA prowadzi do istotnych zmian mor-
fologicznych i �mierci komórki. Obni¿one stê¿enia
bia³ka w komórce skutkuj¹ natomiast zwiêkszonym
poziomem degradacji bia³ek zale¿nych od PrsA, które
zosta³y przetransportowane. Molekularne wyja�nienie
sposobu, w jaki PrsA u³atwia zwijanie bia³ek jest
nieznany, chocia¿ wiadomo, ¿e bia³ko wykazuje po-
dobieñstwo do izomeraz peptydylowo-propylowych
(PPIaz) z rodziny parwulinowych, które zwiêkszaj¹
tempo zwijania bia³ek z resztami cis-prolylowymi.

Kolejnym czynnikiem, który warunkuje proces
zwijania eksportowanych bia³ek jest obecno�æ dwu-
warto�ciowych jonów metali w �rodowisku komór-
ki bakteryjnej, szczególnie bogatym w jony Ca2+,
Fe3+ i Mg2+. Wiele z przetransportowywanych bia³ek
to metaloproteazy, które wymagaj¹ kationów metali
do prawid³owego zwijania, stabilno�ci i aktywno�ci.
Wp³yw jonów na proces nabierania natywnej konfor-
macji zale¿y od ca³o�ciowego ³adunku na powierzch-
ni �ciany komórkowej i jest czê�ciowo modyfikowany
przez poziom D-alanylacji kwasu tejchojowego, na co
wskazuje wzrost stê¿enia jonów na powierzchni ko-
mórki, a co za tym idzie wzrost produkcji wielu sekre-
cyjnych bia³ek bêd¹ce skutkiem inaktywacji operonu
dlt odpowiedzialnego za alanylacjê [17].

9. Proteazy kontrolne

Istnieje mo¿liwo�æ, ¿e przetransportowane bia³ko
nie zostanie uwolnione z kana³u sekrecyjnego lub na-
st¹pi nieuprawnione zwi¹zanie ze �cian¹ komórkow¹
w strefie wzrostu, co prowadzi³oby do zahamowania
wzrostu i �mierci komórki. Za kontrolê bia³ek zwi¹za-
nych z powierzchni¹ b³ony i �ciany komórkowej oraz
degradacjê nieprawid³owych odpowiadaj¹ tzw. �pro-
teazy kontrolne�. B. subtilis koduje 5 takich proteaz,
z których g³ówne WprA, HtrA i HtrB s¹ proteazami
serynowymi. Enzymy te s¹ indukowane w odpowiedzi
na czynniki stresowe zwi¹zane ze z³ym zwiniêciem
lub fizjologiczne (tj. ciep³o), które mog³yby naruszyæ
strukturê bia³ek. Ich obecno�æ jest g³ówn¹ przeszkod¹
w produkcji bia³ek heterologicznych w B. subtilis.
WprA jest bia³kowym produktem genu wprA zwi¹za-
nym ze �cian¹ komórkow¹ (wall associated protein),
którego produkt translacji ma 96 kDa, ale jest ciêty pro-
teolitycznie po przetransportowaniu. W �cianie odnaj-
dywane s¹ 2 bia³kowe produkty: CWBP23 pochodz¹-
ce z N-koñca polipeptydu oraz CWBP52 pochodzenia

C-koñcowego po³¹czone 21 kDa linkerem. CWBP52
stanowi proteazê serynow¹, a CWBP23 jest prawdo-
podobnie propeptydem stymuluj¹cym zwijanie pro-
teazy. Enzym jest aktywny prawdopodobnie w prze-
strzeni pomiêdzy b³on¹ a �cian¹ komórkow¹, o czym
�wiadczy udzia³ proteazy w inaktywacji termowra¿li-
wej peptydazy sygna³owej S [7]. Wiedza dotycz¹ca
sygna³u indukuj¹cego naczeln¹ proteazê kontroln¹
jest jednak niepe³na. Proteazy HtrA i HtrB prawdopo-
dobnie s¹ zwi¹zane z b³on¹ komórkow¹ i posiadaj¹
du¿¹ pozacytoplazmatyczn¹ domenê proteazy seryno-
wej. Geny koduj¹ce te bia³ka s¹ aktywowane w odpo-
wiedzi na stresy sekrecyjne tj. nadprodukcja czy szok
cieplny na 2-sk³adnikowej �cie¿ce transdukcji sygna-
³u CssR-CssS. Receptor CssR w wyniku stresu ulega
fosforylacji i w formie aktywnej indukuje ekspresjê
genów htrA i htrB [50].

10. Produkcja bia³ek heterologicznych w B. subtilis

Zdolno�æ B. subtilis do bardzo wydajnego poza-
komórkowego wydzielania enzymów jest od lat wy-
korzystywana w przemy�le do produkcji enzymów czy
witamin. Znajomo�æ kompletnego genomu, przyzna-
nie gatunkowi statusu �GRAS� (generally regarded
as safe), wysoka odporno�æ na niekorzystne warunki
dziêki wytwarzaniu spor, niskie koszty prowadzenia
hodowli oraz fakt, ¿e bia³ka nie s¹ po przetransporto-
waniu wi¹zane w obrêbie b³ony zewnêtrznej sprawi³y,
¿e zaczêto rozpatrywaæ B. subtilis jako narzêdzie do
produkcji heterologicznej bia³ek o znaczeniu farmako-
logicznym czy immunologicznym [18]. Szczególnie in-
teresuj¹cym obszarem badañ jest wykorzystanie zmo-
dyfikowanych szczepów B. subtilis jako wektorów do
immunizacji. Dotychczasowe próby stworzenia szcze-
pionki opartej na zrekombinowanych szczepach doty-
czy³y produkcji antygenów w postaci bia³ek powierzch-
niowych lub wydzielanych do pod³o¿a hodowlanego.

B. subtilis pos³u¿y³ jako wektor do ekspresji antyge-
nu ochronnego (PA) B. anthracis, bêd¹cego g³ównym
celem dla neutralizuj¹cych przeciwcia³, a który by³
otrzymywany bezpo�rednio z hodowli patogenu. Sklo-
nowanie genu koduj¹cego PA na plazmidzie ekspre-
syjnym doprowadzi³o do efektywnej sekrecji w pe³ni
immunogennego antygenu przez zrekombinowane
szczepy [23]. Systemy oparte na plazmidach wykorzys-
tano tak¿e do produkcji toksyny krztu�ca (Bordetella
pertrusis toxin, PT) [19], a tak¿e podjednostki bia³ka
b³ony zewnêtrznej P1 Neisseria meningitidis [21].
W obu przypadkach osi¹gniêto odpowied� komór-
kow¹ u immunizowanych zwierz¹t, jednak¿e niezbêd-
ne by³o wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej,
gdy¿ w trakcie ekspresji lub oczyszczania tracone by³y
epitopy antygenów. B. subtilis pos³u¿y³ równie¿ do
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ekspresji 3 bia³ek Chlamydia pneumoniae jako bia³ek
b³onowych lub cytoplazmatycznych ze znacznikami
His. Inne badania dotyczy³y ekspresji pneumolizyny
i bia³ka b³ony zewnêtrznej Haemophilus influenzae
jako bia³ek cytoplazmatycznych lub sekrecyjnych [14].
Stosunkowo niewielka liczba szczepów, które pos³u-
¿y³y jako no�nik szczepionek podjednostkowych jest
uwarunkowana obecno�ci¹ licznych proteaz sekrecyj-
nych, niestabilno�ci¹ genetyczn¹ (np. w wyniku utra-
ty plazmidu) lub strukturaln¹ (w wyniku rearan¿acji
genomu) czy te¿ ograniczon¹ dostêpno�ci¹ promo-
torów do konstrukcji wektorów ekspresyjnych. Opra-
cowano metody obej�cia tych problemów, które pole-
gaj¹ na zastosowaniu szczepów z obni¿on¹ liczb¹
produkowanych proteaz [51] oraz podwy¿szon¹ eks-
presj¹ chaperonów tj. bia³ka PrsA [24] stosowaniu
plazmidów integruj¹cych w miejsca genomu o stabil-
nej strukturze genetycznej na zasadzie rekombina-
cji homologicznej [16] czy zastosowanie plazmidów
replikuj¹cych siê w postaci 2-niciowych produktów
po�rednich [25].

B. subtilis wykorzystywany jest te¿ jako ¿ywy no�-
nik antygenów, który mo¿e byæ podawany drog¹ po-
karmow¹ bez potrzeby atenuacji, poniewa¿ wykorzy-
stuje siê go jako probiotyk [36]. Szczególn¹ cech¹
wykorzystywan¹ przy konstrukcji szczepionek jest
zdolno�æ do tworzenia spor, które mog¹ nie�æ na po-
wierzchni antygeny. Wykorzystano 2 bia³ka p³aszcza
spory CotA i CotB, które poddano fuzji z fragmentem
C toksyny tê¿ca (TTC) i podjednostk¹ B toksyny LTB
enterotoksycznych szczepów E. coli [22]. Problemem
w tworzeniu �¿ywych� szczepionek w oparciu o B. sub-
tilis jest niska immunogenno�æ tej bakterii w tkankach
ssaczych � odpowied� na dostarczane drog¹ pokar-
mow¹ obce i w³asne antygeny jest bardzo s³aba ze
wzglêdu na powszechn¹ obecno�æ spor w �rodowisku,
dlatego niezbêdne jest podawanie wysokich dawek
antygenu [14].

Wa¿ne jest dalsze poznanie losów komórek bakte-
ryjnych oraz spor po podaniu szczepionki. Kluczo-
wym procesem w aktywacji odpowiedzi immunolo-
gicznej jest prezentacja antygenu limfocytom przez
komórkê gospodarza zawieraj¹c¹ spory B. subtilis
w fagosomie. Bardziej immunogenne szczepy powin-
ny posiadaæ zdolno�æ efektywnej sporulacji po fago-
cytozie. B i e l e c k i  i wsp. [6] skonstruowali szczep
B. subtilis eksprymuj¹cy listeriolizynê O (LLO) L. mo-
nocytogenes, co umo¿liwi³o bakterii ucieczkê z fago-
somu oraz efektywne namna¿anie siê w cytoplazmie
komórki gospodarza. W badaniach przeprowadzonych
przez H u a n g  i wsp. [20] dowiedziono natomiast, ¿e
antygen ochronny B. anthracis eksprymowany razem
z LLO po dostarczeniu do cytoplazmy makrofagów na
powierzchni spory B. subtilis przyczyni³ siê do wzmo-
¿enia odpowiedzi limfocytów Th1. LLO wykorzysta-

na zosta³a równie¿ do konstrukcji, w której bakteryjne
bia³ko zosta³o sprzê¿one z przeciwcia³em monoklonal-
nym B3, rozpoznaj¹cym antygen na powierzchni ko-
mórek nowotworowych raka piersi MCF7. Powsta³a
w ten sposób immunotoksyna by³a zdolna do elimina-
cji komórek nios¹cych antygen, a jej dzia³anie podle-
ga³o regulacji na zasadzie utleniania i redukcji kluczo-
wej dla aktywno�ci cysteiny w sekwencji bia³ka [4].
LLO sprzê¿ona z przeciwcia³ami skierowanym prze-
ciwko markerom nowotworowym mog³aby znale�æ
szerokie zastosowanie w terapii, jednak niezbêdne jest
wcze�niejsze jak najdok³adniejsze poznanie efektu cy-
totoksycznego hemolizyny oraz mechanizmów immu-
nologicznych towarzysz¹cych zara¿aniu.

11. Podsumowanie

Dziêki poznaniu ca³kowitej sekwencji genomu
B. subtilis oraz dziêki zaawansowanym metodom ana-
lizy proteomicznej poznano z³o¿ono�æ systemów se-
krecyjnych tej niepatogennej bakterii. Coraz bardziej
rozleg³a wiedza na temat mechanizmów transportu
bia³ek na zewn¹trz komórki bakteryjnej umo¿liwia
efektywniejsze wykorzystanie B. subtilis jako atrakcyj-
nego narzêdzia do produkcji bia³ek na szerok¹ skalê,
zarówno w przemy�le, jak i terapii. Atutami bakterii
s¹ bardzo wydajna produkcja i sekrecja bia³ka, niepa-
togenno�æ, ³atwo�æ i niskie koszty hodowli, a tak¿e
brak potrzeby oczyszczania substratów sekrecji. Prze-
prowadzone z u¿yciem tej bakterii badania dowodz¹,
jak szerokie s¹ perspektywy wykorzystania jej w opra-
cowywaniu nowych szczepionek. B. subtilis mo¿e bo-
wiem stanowiæ ¿ywy no�nik antygenów heterologicz-
nych (w postaci spor lub komórek wegetatywnych)
b¹d� s³u¿yæ jako ich fabryka. Lepsze zrozumienie pro-
cesów zaanga¿owanych w transport bia³ek u B. subtilis
mo¿e przyczyniæ siê równie¿ do lepszego zrozumie-
nia mechanizmów patogenezy bakterii Gram-dodat-
nich, poniewa¿ wiele czynników wirulencji stanowi¹
bia³ka wydzielane na zewn¹trz komórki bakteryjnej.
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