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Molecular mechanisms of bacteriophage resistance of lactic acid bacteria

Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) constitute a heterogeneous group of bacteria, which are found in diverse environments, such as the
human body or plants, and are traditionally used to produce fermented food. Food bio-transformation in industrial processes increases
the economical importance of LAB. However, conditions that exist in industrial facilities do not seem to be an optimal environment
for bacteria. During technological processes, which take place in enclosed space, the intensity of physical (temperature shift), chemical
(acids) or biological (phages) stress factors raises dramatically. In the dairy industry, bacteriophage contamination is regarded as
a serious problem due to the disturbance or arrest of the production processes, which results in significant economical losses. It is well
documented that LAB evolved defense systems against bacteriophages, which allow them to survive in harsh conditions. Therefore,
bacteria used in food industry are selected for high level of bacteriophage resistance. According to the mode of action, natural bacterial
defense systems against their predators were divided into 5 categories: (i) inhibition of phage adsorption, (ii) blocking of phage DNA
injection, (iii) phage abortive infection systems, (iv) restriction modification systems, (v) CRISPR/Cas systems. Remarkably, the majority
of known bacteriophage resistance systems are plasmid-encoded. In this context, future studies on phage resistance mechanisms as well
as plasmid sequencing may have an impact on solving the problem of phage infections in the dairy industry.

1. Introduction. 2. Bacteriophage resistance mechanisms. 2.1. Inhibition of phage adsorption. 2.2. Blocking of phage DNA injection.

2.3. Phage abortive infection (Abi). 2.4. Restriction-modification (R-M). 2.5. CRISPR/Cas systems. 3. Summary
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1. Wprowadzenie

Grupa bakterii okreslanych jako bakterie kwasu mle-
kowego lub bakterie mlekowe, w skrocie LAB (Lactic
Acid Bacteria), obejmuje bakterie spokrewnione funk-
cjonalnie, w zwigzku z ich zdolno$cig do produkcji
kwasu mlekowego podczas homo- lub heterofermenta-
cji. Wedlug obecnej taksonomii, do grupy LAB naleza
rodzaje drobnoustrojow jak: Carnobacterium, Entero-
coccus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella i stano-
wiace trzon tej grupy bakterii, rodzaje Lactococcus, Lac-
tobacillus, Streptococcus, Pediococcus oraz Leuconostoc
[25]. Niektorzy badacze do grupy LAB zaliczajg takze
Bifidobacterium. Bakterie fermentacji mlekowej cha-
rakteryzujg si¢ prostym metabolizmem i dlatego maja
wysokie wymagania pokarmowe, w zakresie czynnikéw
wzrostowych w podlozu. Prosty metabolizm oraz nie-
wielki rozmiar genoméw LAB (od 1,8 Mpz w przypadku
Oenococcus oeni do 3,3 Mpz dla L. plantarum) [25] spo-
wodowaly duze zainteresowanie tymi bakteriami, jako
organizmami modelowymi w badaniach nad ,,minimal-
nymi wymogami zyciowymi” bakterii Gram-dodatnich.

Zapotrzebowanie na substancje odzywcze ma wpltyw
na rozprzestrzenianie si¢ bakterii mlekowych w przyro-

dzie. Bardzo rzadko wystepuja one w glebie lub w wodzie,
a ich naturalnymi siedliskami sa: (i) mleko (Lactobacillus
lactis, L. bulgaricus, L. fermentum, L. brevis, Lactococcus
lactis, Streptococcus thermophilus), (ii) zdrowe i gnijace
rosliny (Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii, Lactococ-
cus lactis, Leuconostoc mesenteroides), (iii) uktad pokar-
mowy oraz blony §luzowe ludzi i zwierzat (Lactobacillus
acidophilus, L. rhamnosus, Streptococcus salivarius).

Szczegoblnie zdolnos¢ LAB do zasiedlania i rozwoju
w mleku zostala wykorzystana na skale przemystowa
do produkcji fermentowanych artykutéw mlecznych.
Ponadto bakterie kwasu mlekowego moga rozwijac sie
w migsie i winie, co zostalo wykorzystane w produk-
cji fermentowanych wedlin (Lactobacillus, Pediococcus)
oraz dla poprawy wlasciwosci organoleptycznych wina
(O. oeni) [25].

W procesach przemystowych stresowe czynniki fizycz-
ne, chemiczne oraz biologiczne wystepujg w zwiekszo-
nym natezeniu [47]. Z tego powodu mikroorganizmy
wykorzystywane w takich procesach selekcjonowane
sg w kierunku zwiekszonego poziomu opornosci na
pewne czynniki, jak: niskie pH zwigzane z zakwasza-
niem $rodowiska, wyzsze od naturalnych st¢zenia meta-
bolitow pierwotnych powstajacych podczas fermentacji
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Rys. 1. Podstawowe systemy opornosci fagowej u LAB

oraz niskie temperatury stosowane podczas przechowy-
wania artykuléw spozywczych.

Poza czynnikami o charakterze fizycznym i chemicz-
nym, hamujacymi rozwoj lub zmniejszajacymi przezy-
walno$¢ komorek bakteryjnych, wyrézniono réwniez
czynnik biologiczny - wirusy bakteryjne czyli bakte-
riofagi. Infekcje komorek bakteryjnych wywolywane
sg przez fagi wystepujace w stanie wolnym w srodo-
wisku lub przez fagi ,uspione” (fagi lizogenne, pro-
fagi) wintegrowane w chromosom bakteryjny, a indu-
kowane w pewnych warunkach $rodowiskowych [42].
Wiréd bakteriofagéw atakujacych jednego z najlepiej
poznanych przedstawicieli LAB - Lactococcus lactis
- wyrdzniono 3 grupy genetyczne, c2, 936 i P335, rdz-
nigce si¢ morfologia, zakresem gospodarza oraz cyklem
zyciowym [44]. W obrebie grup c2 oraz 936 wystepuja
wylacznie fagi lityczne, powodujace szybka lize komdrek
gospodarza. Natomiast grupa P335 obejmuje zaréwno
fagi lityczne, jak i lizogenne [30]. Bakterie LAB posia-
daja naturalne systemy obrony przed fagami, ktére pod
wzgledem mechanizmu dzialania zostaty podzielone na
5 kategorii (Rys. 1): (i) mechanizm hamujacy adsorp-
cje, (ii) mechanizm blokujacy wprowadzenie DNA do
komorki, (iii) system abortywnej (przerwanej) infekcji
fagowej (Abi), (iv) system restrykcji modyfikacji (R-M)
oraz (v) system CRISPR/cas.

2. Mechanizmy opornosci na wirusy bakteryjne
2.1. Hamowanie adsorpcji faga
Oddzialywanie czastki fagowej z powierzchnig bak-

terii jest pierwszym etapem, niezbednym do zainicjo-
wania procesu infekcji wirusowej. W procesie adsorp-

cji faga do komorki bakteryjnej biorg udzial dwa
komponenty. Jednym z nich jest receptor, znajdujacy
sie w blonie lub $cianie komorkowej, a drugim jest
biatko faga odpowiedzialne za rozpoznanie i zwigza-
nie si¢ z receptorem bakteryjnym tzw. bialko wigzace
receptor RBP (receptor-binding protein) [42]. Pro-
ces adsorpcji najlepiej poznany jest u bakterii Gram-
-ujemnych, gdzie stwierdzono ze wigkszo$¢ interak-
cji fag — komorka bakteryjna zachodzi dwuetapowo.
W przypadku uktadu bakteria E. coli oraz fag T5 zaobser-
wowano, ze bakteriofag wigze si¢ poczatkowo w sposob
odwracalny do lipopolisacharydéw zawierajacych poli-
mannozowy antygen O, a nastepnie w sposob nieodwra-
calny z transporterem ferrichromu, ktory jest rodzajem
sideroforu [18].

Podobnie jest u bakterii Gram-dodatnich, gdzie fagi
atakujgce komorki Lactococcus lactis, wigzg si¢ gtéwnie
ze specyficznymi receptorami cukrowymi, wystepuja-
cymi w $cianie komoérkowej. Do zwiazkéw najczesciej
oddzialujacych z fagami w pierwszym etapie przyla-
czania czgstki wirusowej nalezg cukry: ramnoza, glu-
koza, galaktoza, glukozo- oraz galaktozoamina [46].
W przypadku fagéw grupy c2, w celu przeprowadze-
nia skutecznej infekcji, niezbedne jest oddzialywanie
faga z bakteryjnym biatkiem PIP (phage infection
protein) [2]. Z kolei fagi grup P335 oraz 936 wigzg si¢
do réznych bialek btonowych [11]. Podstawowe mecha-
nizmy hamowania przylgczania sie faga do komorki
bakteryjnej zwigzane sg z fizycznym maskowaniem
receptora badz ze zmianami w jego budowie lub nawet
z jego brakiem w ostonach komodrkowych [8]. Brak
funkcjonalnego receptora moze by¢ spowodowany
spontanicznymi mutacjami w materiale genetycznym,
ktére powoduja powstanie calkowicie niewrazliwego
mutanta BIM (bacteriophage insensitive mutant). Brak
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receptora, np. polisacharydowego, zwigzany jest z muta-
cja(ami) gendéw zaangazowanych w jego synteze lub
transport. Niestety zaburzenia w procesie syntezy
skladnikéw $ciany moga skutkowac stabszym wzrostem
bakterii, uniemozliwiajac wykorzystanie mutanta BIM
w procesach przemystowych [13] Poza tym mutanty
BIM czesto ulegaja rewersji do fenotypu wrazliwego.
Z kolei mechanizm polegajacy na fizycznym masko-
waniu receptora zwiazany jest z mozliwoscia syntezy
egzopolisacharydow, ktdre tworzg dodatkows otoczke,
ograniczajac mozliwos¢ oddziatywania fagéw z komor-
kami bakteryjnymi [33].

2.2. Blokowanie iniekcji DNA fagowego

Po zwigzaniu si¢ z receptorem, bakteriofag wpro-
wadza DNA do komorki bakteryjnej, gdzie wystepuje
powielenie informacji genetycznej oraz wytworzenie
potomnych czastek wirusa. Systemy opornosci fagowej,
ktore polegaja na zaburzaniu etapu wprowadzania DNA
do komorki mimo zwigzania sie faga z receptorem, sg
najstabiej poznanymi systemami opornosci, zaréwno
u LAB jak i innych mikroorganizméw [42]. Badania
przeprowadzone przez Watanab e iwsp. [48], doty-
czace interakeji faga PL-1 z komérkami L. casei wyka-
zaly, Ze mimo adsorpcji fagéw do powierzchni komorki
nie obserwowano lizy bakteryjnej. Analiza tej interak-
cji przy uzyciu mikroskopii elektronowej pokazata, ze
DNA fagowe pozostaje w kapsydzie, w przeciwienstwie
do infekeji szczepu wrazliwego, gdzie obserwowano
znaczacy wzrost liczby pustych kapsydéw. Jednak
czynnik odpowiedzialny za blokowanie iniekcji DNA
fagowego nie zostal zidentyfikowany w tym przypadku.
McGrath w badaniach z 2002 roku [32] poswieco-
nych wirusowi Tuc2009 infekujacemu komorki szczepu
L. lactis, zidentyfikowal gen chromosomalny kodujacy
biatko nazwane Sie, ,, ktére blokuje wprowadzanie
DNA fagowego do komorki bakteryjnej. Mechanizm
blokowania nie zostal poznany, ale przypuszcza sie,
ze biatko Sie, , oddzialuje albo z bialkami btono-
wymi komorki, ktore sa niezbedne do procesu iniek-
cji DNA, albo z biatkami fagowymi odpowiedzialnymi
za inicjacje procesu uwalniania DNA z kapsydu [32].
Efekt dziatania biatka Sie, , moze przypomina¢ efekt
obecnosci represora fagéw lizogennych, polegajacy na
zapobieganiu ponownej infekcji tym samym fagiem.
W przeciwienistwie do tego procesu, gen sie,, , warun-
kuje opornos¢ na rézne fagi i co wigcej, rowniez na fagi
z innej grupy fagowej niz ta, do ktérej nalezy Tuc2009.
Znane s takze przykltady systemu blokowania transferu
DNA fagowego do komorki, kodowane na plazmidach
wystepujacych w komoérkach LAB, jak np. na plazmi-
dzie pNP40, ktéry ponadto koduje dwa systemy abor-
tywnej infekeji [15].
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2.3. System abortywnej infekcji

Kiedy DNA fagowe ,,ominie” opisane powyzej wczes-
ne systemy obrony i wniknie do komoérki bakteryjnej,
rozpoczyna si¢ cykl zdarzen prowadzacy do powstania
potomnych czastek fagowych. Systemy infekcji abortyw-
nej Abi (abortive infection system) sa w stanie przerwac,
na réoznych etapach, cykl namnazania faga. Pod poje-
ciem infekcji abortywnej kryja si¢ komoérkowe mecha-
nizmy obronne, ktore ingerujg w procesy niezbedne do
powstania potomnych bakteriofagdw, takie jak: repli-
kacja wprowadzonego DNA fagowego, transkrypcja,
translacja, pakowanie DNA do kapsydu oraz skladanie
czastki bakteriofaga [13]. Blokowanie namnazania faga
w cytoplazmie z wykorzystaniem systemu Abi wigze si¢
z przedwczesng $miercig komorki bakteryjnej. Fenoty-
powym objawem dzialania systemdéw Abi jest zmniej-
szenie wydajnosci powstawania lysinek o typowych
rozmiarach dla danego bakteriofaga, na rzecz nielicz-
nych tysinek o znacznie zmniejszonej $rednicy [6, 13].
Smier¢ pojedynczej zainfekowanej komérki ogranicza
liczbe potomnych czastek wirusa, zmniejszajac tym
samym rozmiar potencjalnej infekeji fagowej w popula-
¢ji bakterii. Jak podajg dane zrodtowe, zidentyfikowano
i scharakteryzowano 22 laktokokowe systemy infekcji
abortywnej, oznaczane skrotem Abi oraz kolejna litera
alfabetu [17]. Jeden system Abi moze wplywa¢ na cykl
zyciowy fagéw nalezacych do jednej, dwdch, a nawet
trzech grup fagowych. Zazwyczaj mechanizm Abi
kodowany jest przez pojedynczy gen zlokalizowany na
plazmidzie. Zidentyfikowano i takie mechanizmy Abi,
ktore kodowane sa przez dwa geny (AbiE, AbiG, AbiL,
AbiT) [6], a nawet jak w przypadku jednego z niedawno
odkrytych systemow, systemu AbiR, przez 3 geny [50].
Wiekszos¢ genow kodujacych systemy Abi charaktery-
zuje si¢ nietypowo niska zawartoscig par GC (24-31%)
w poréwnaniu do $redniej zawartosci 35% okreslonej dla
genomow laktokokowych, sugerujac ich horyzontalny
transfer z innych mikroorganizméw [13]. Wiekszos¢
biatek systemdw Abi funkcjonuje w cytoplazmie, cho-
ciaz scharakteryzowano i takie, ktére wykazuja lokaliza-
cje transbtonowa. W zaleznosci od hamowanego etapu
rozwoju faga, systemy Abi podzielono na systemy
wczesne, zaburzajace replikacje DNA fagowego i syste)
my pozne, ingerujace w pozostate etapy rozwoju bakte-
riofaga, zachodzace po etapie replikacji DNA fagowego
[13]. Systemy, takie jak AbiA, AbiD1, AbiF, AbiK, AbiP
i AbiT zaburzaja replikacje DNA fagowego, podczas gdy
systemy AbiB, AbiG i AbiU zaburzaja proces transkryp-
cji. System AbiC powoduje obnizenie wydajnosci pro-
dukgji gtéwnego biatka kapsydu, a systemy AbiE, Abil,
and AbiQ zaburzaja pakowanie DNA do kapsydu [17].
W przeciwienstwie do wymienionych systemow, dziala-
jacych na procesy replikacji, translacji czy transkrypcji,
zidentyfikowany w 2007 roku system AbiZ powoduje
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Tabela I

Cechy systemow restrykcji i modyfikacji typow L, 1L, 111, IV

Budowa molekularna Aktywno$¢ enzymatyczna Miejsce cigcia
TypI |strukturalnie niezalezne | aktywno$¢ modyfikujaca — kompleks biatek HsdS, HsdM | losowe miejsce w znacznej odlegtosci
biatka: HsdR, HsdM, HsdS | aktywnos¢ restrykeyjna — kompleks bialek HsdR, HsdM, |0d rozpoznawanej sekwencji
HsdS
Typ II |strukturalnie niezalezne | aktywno$¢ modyfikujaca - biatko M miejsce w obrebie lub w najblizszym
biatka Ri M aktywno$¢ restrykcyjna — biatko R otoczeniu rozpoznawanej sekwencji
Typ III | strukturalnie niezalezne | aktywno$¢ modyfikujaca — biatko Mod w odleglodci 24-27 pz od strony 3’
biatka Res i Mod aktywnos¢ restrykcyjna — kompleks biatek Mod i Res rozpoznawanej sekwencji
Typ IV | strukturalnie niezalezne | aktywno$¢ modyfikujaca — biatko M w stalej odleglosci (14-16 pz) od
biatka Ri M aktywno$¢ restrykcyjna — biatko R strony 3’ rozpoznawanej sekwencji
bialko R posiada réwniez wlasciwoéci metylazy

przedwczesna lize komorki, uniemozliwiajac sktadanie
potomnych czastek wirusa [12]. W wielu przypadkach
mechanizmy dzialania poszczegélnych systeméw nie
zostaly szczegdtowo wyjasnione, a jedynie powigzane
z zaburzanymi przez nie etapami rozwoju faga. I tak
system AbiB powoduje degradacje RNA prawdopo-
dobnie przez indukowanie nowych lub stymulowanie
aktywnosci juz istniejacych RNaz [38]. W przypadku
systemu AbiD1, przedstawiciela systeméw zaburzaja-
cych replikacje DNA, stwierdzono ze system ten jest
indukowany przez produkt biatkowy wczesnego genu
(orf1) faga bIL66. Powstate w wyniku indukgji ekspresji
genu abiD1 biatko wigze sie z fagowa nukleaza, blokujac
jej aktywno$¢, ktora polega na usuwaniu rozgalezionych
struktur w replikowanym DNA faga [6]. Inny system,
AbiZ, powoduje przedwczesng lize komoérki w wyniku
zaburzenia kontroli nad wlasciwym momentem uaktyw-
nienia si¢ holiny, poprzez oddzialywanie z jej inhibi-
torem lub bezposrednio z samym biatkiem [12]. O ile
mechanizm $mierci komdrki w wyniku aktywnosci
systemu AbiZ nie wymaga wyjasnien, to w przypadku
aktywnosci innych systeméw Abi, mechanizmy powo-
dujace $mier¢ komorek nie sg tak oczywiste. W zwigzku
z faktem stwierdzenia toksycznosci nadprodukowanych
bialek systemoéw infekcji abortywnej wobec komoérek
bakteryjnych przypuszcza sie, ze oddzialywania biatek
Abi z nukleazami czy proteazami, za posrednictwem
ktérych wplywaja one na procesy fagowej replikaciji,
transkrypcji i translacji, nie ograniczaja sie wylacznie
do procesow fagowych, ale rowniez ingeruja w procesy
bakteryjne, powodujac $mier¢ komorki [6].

2.4. Systemy restrykcji modyfikacji (R-M)

W odréznieniu od systemoéw infekcji abortywnej,
ktore ingeruja we wczesne etapy rozwoju faga, jak proces
replikacji DNA fagowego, gtéwnym zadaniem systemow
restrykcji modyfikacji (R-M) jest rozpoznanie i degrada-
cja w procesie trawienia endonukleolitycznego obcego,
w tym DNA fagowego [40]. Zatem systemy R-M ogra-

niczajg zainicjowanie proceséw cyklu fagowego na tere-
nie cytoplazmy. W przeciwienstwie do systemdéw Abi,
w wyniku aktywacji mechanizmu R-M nie obserwuje
sie $mierci komorki bakteryjnej, poniewaz DNA komor-
kowe jest chronione przed degradacja [39]. DNA chro-
mosomalny komorek, posiadajacych system restrykcji
modyfikacji, jest odpowiednio zmodyfikowany w spe-
cyficznych sekwencjach przez enzym o aktywnosci
metylotransferazy. Chroni to DNA gospodarza przed
aktywnoscia endonukleazy restrykcyjnej, rozpoznaja-
cej te specyficzne sekwencje i zdolnej do wprowadza-
nia nacie¢ w DNA [41]. Inaczej sytuacja przedstawia sie
w przypadku pojawienia si¢ obcego DNA. Wnikajacy
DNA nie posiada wzoru metylacji, zgodnego z syste-
mem R-M wystepujacym juz w komorce, co prowadzi
do jego degradacji przez enzym restrykcyjny [41].

Systemy R-M podzielono na cztery grupy, uwzgled-
niajac wlasciwoéci zwiazane z typem rozpoznawanej
sekwencji, lokalizacja miejsca ciecia w stosunku do
rozpoznawanej sekwencji oraz strukturg molekularna
systemu (Tab. I).

U laktokokow zidentyfikowano przedstawicieli sys-
temow R-M, nalezacych do trzech z 4 gléwnych typow:
typ L, typ II oraz najmniej poznany i rozpowszechniony
typ III. Stwierdzono takze powszechne wystepowanie
genéw zwiazanych z systemami R-M na plazmidach
laktokokowych [13].

Pierwszy opisany u bakterii Gram-dodatnich system
R-M typu III zostal zidentyfikowany na laktokokowym
plazmidzie pND801 [43]. Typ ten sklada si¢ z dwoch
enzymow: metylotransferazy, kodowanej przez gen mod
i endonukleazy restrykcyjnej, kodowanej przez gen res.
Metylotransferaza Mod dziala niezaleznie od endo-
nukleazy Res i katalizuje reakcje metylacji specyficz-
nych sekwencji DNA. Ponadto, podjednostka Mod jest
odpowiedzialna za rozpoznanie dwdch, przeciwstawnie
zorientowanych, asymetrycznych miejsc w sekwencji
DNA [43]. Biatko Res funkcjonuje w kompleksie z bial-
kiem Mod, dzieki czemu reakcje modyfikacji i restryk-
cji endonukleolitycznej dotycza tej samej, specyficznej
sekwencji. Endonukleaza Res przecina dwuniciowy
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DNA w odleglosci 24-27 nukleotydéw ponizej niezme-
tylowanej specyficznej sekwencji [10].

Wigkszos$¢ poznanych systeméw R-M u bakterii Lac-
tococcus nalezy do typu II [13]. Systemy te zazwyczaj
wymagaja prostych kofaktoréw i charakteryzujg sig
prosta organizacjg genetyczna. Klasyczne systemy R-M
typu II zawierajg dwa geny, kodujace biatka o niezalez-
nych aktywno$ciach - endonukleazy i metylotransferazy.
Endonukleaza rozpoznaje specyficzng, palindromowg
sekwencje DNA o dlugosci od 4 do 8 nukleotydow
i powoduje przeciecie obu nici DNA, a metylotransferaza
rozpoznaje oraz metyluje te sama sekwencje, co chroni
DNA przed aktywnoscig endonukleazy [39]. Metylazy
systemu R-M typu II wymagaja kofaktora w postaci
S-adenozylometioniny, z ktorego przenosza grupe mety-
lowa na nukleotydy w rozpoznawanej sekwencji. Cecha
charakterystyczng endonukleaz typu II jest fakt, ze prze-
ciecie nici DNA ma miejsce w obrebie lub w stalej odleg-
tosci kilku nukleotydéw, od miejsca rozpoznawanego
przez system R-M oraz, ze w odrdznieniu od endonu-
kleaz typu I i III, endonukleazy typu II nie wymagaja
energii w postaci ATP do przeprowadzenia reakcji [39].
Endonukleazy tej grupy dzialajg jako homodimery, ktére
wymagaja kofaktora w postaci jonéw magnezu (Mg**)
[35]. Nie wszystkie endonukleazy typu II funkcjonuja
wedltug przedstawionego schematu. W celu uwzglednie-
nia ich zréznicowania strukturalno-funkcjonalnego wy-
odrebniono nastepujace podtypy: IIB, IIE, IIF, IIG, IIM,
IISiIIT [39]. Endonukleazy podtypu IIS dzialajg zazwy-
czaj jako monomery, rozpoznajg asymetryczne sekwen-
cje i przecinajg DNA w okreslonej odlegtosci od roz-
poznawanego miejsca [45]. Odmienno$¢ endonukleaz
podtypéw IIG i IIB polega na tym, ze obie aktywnosci
enzymatyczne (metylazy i endonukleazy) znajduja si¢ na
jednym fancuchu bialkowym. Ponadto, do swojej aktyw-
nosci enzymatycznej, wymagaja dodatkowego kofaktora
w postacie S-adenozylometioniny. Dodatkowo, endonu-
kleazy podtypu IIB charakteryzuja si¢ tym, ze przecinaja
kazdg ni¢ DNA po obu stronach rozpoznawanej sekwen-
¢ji. Zatem endonuklezy podtypu IIB usuwajg z nici DNA
krotkie fragmenty, zawierajace rozpoznawang przez nie
sekwencje [39]. Odrebno$¢ podtypu IIM sprowadza si¢
do faktu, ze trawienie DNA nastepuje po rozpoznaniu
specyficznej sekwencji, ktéra w przeciwienstwie do
pozostatych systemow R-M jest zmetylowana [27].

Warto podkredli¢, ze istnieje hipoteza zakladajaca, ze
poprzez fuzje genéw podjednostek Mod i Res typu III
rozpoczeta si¢ ewolucja systemu R-M typu IV. Dodat-
kowo, uwzgledniajac wlasciwosci enzymatyczne endo-
nukleaz systemdéw Eco571 i BseMII typu IV wysunieto
hipotezg, ze s3 one formg posrednig w toku ewolucji
pomiedzy enzymami typu III i typu IIS [23]. Jak do tej
pory, typ IV systeméw R-M jest najstabiej poznanym
typem, gléwnie ze wzgledu na malg liczebnos¢ przed-
stawicieli tej grupy.
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Typ I restrykcji modyfikacji jest jednym z naj-
bardziej zlozonych systeméw pod wzgledem bioche-
micznym jak i genetycznym. Sklada si¢ z 3 bialek,
ktére warunkujg restrykcje (HsdR lub R), modyfikacje
(HsdM lub M) i rozpoznawanie specyficznej sekwencji
w DNA (HsdS lub S) [36]. Podobnie jak przedstawiciele
innych typow, takze systemy R-M typu I wymagaja do
prawidlowego dzialania kofaktoréw w postaci jonéw
Mg?** oraz donora grup metylowych - S-adenozylome-
tioniny [36]. W odréznieniu od endonukleaz typu II,
endonukleazy typu I do przecigcia nici DNA potrzebuja
energii uzyskiwanej podczas hydrolizy ATP. W celu uzy-
skania funkcjonalnego kompleksu o aktywnosci endo-
nukleolitycznej niezbedne jest oddzialywanie ze soba
wszystkich trzech podjednostek (R, M i S) w stosunku
stechiometrycznym 2:2:1, podczas gdy dla aktywnosci
metylotransferazy wystarczajace s jedynie oddziatywa-
nia dwdch podjednostek M i jednej S [37]. Poza zlozona
strukturg funkcjonalnych komplekséw enzymatycznych,
innymi cechami wyrdzniajacymi typ I sa: budowa rozpo-
znawanej sekwencji oraz miejsce cigcia DNA. Sekwencja
nukleotydowa rozpoznawana przez enzymy typu I jest
asymetryczna i ztozona z dwdch komponentéw, jednego
o dlugosci 3-4 pz i drugiego o dlugosci 4-5 par zasad,
przedzielonych niespecyficzng sekwencja 6-8 pz [36].
Kompleks biatek R, M.S , o specyficznosci endonukle-
azy, tnie DNA w przypadkowym miejscu, w odlegto-
$ci dochodzacej nawet do kilku tysiecy par zasad od
rozpoznawanej sekwencji. Oddzialywanie kompleksow
enzymatycznych typu Iz DNA jest $cisle uwarunkowane
budowa biatka HsdS. Podjednostka S zawiera tak zwane
regiony konserwowane, na koncach biatka i w central-
nej czesci, odpowiedzialne za interakcje z podjednost-
kami M [26] oraz dwie domeny zmienne, oddzialujace
z DNA i rozpoznajace specyficzne sekwencje nukleoty-
dowe. System R-M typu I, wystepujacy u Enterobacte-
riaceae zostal podzielony na 4 podtypy (IA, IB, IC,iID)
na podstawie testu krzyzowej hybrydyzacji pomiedzy
genami i krzyzowej reakcji kodowanych przez nie bia-
tek, z wykorzystaniem przeciwcial. Testy komplemen-
tacji wykazaly, ze w obrebie podtypéw moze dochodzi¢
do wymiany podjednostek systemu R-M, ale juz pomig-
dzy podjednostkami réznych podtypéw wymiany takie
nie zachodzg [14].

Sposréd czterech typow systeméw R-M, typ I,
a przede wszystkim podtyp IC, wydaje si¢ by¢ najbar-
dziej rozpowszechniony wséréd bakterii LAB. W chro-
mosomach szczepow L. lactis IL1403 oraz L. cremoris
MG1363 zidentyfikowano caly operon hsdRMS tego
typu, a dodatkowe podjednostki S, rozpoznajace nowa
sekwencje, kodowane sg przez geny zlokalizowane na
plazmidach [4, 5, 16, 49].

Nowy system R-M wnikajac do komorki determinuje
nowy wzor metylacji, ktérego komorka jeszcze nie po-

siada. Zatem DNA chromosomalny moze by¢ nara-
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zony na dziatanie endonukleaz tego systemu. Zaklada
sie, ze DNA komodrkowy mogtby by¢ chroniony przed
endonukleazg nowego systemu w wystarczajacym stop-
niu, poprzez rozdzielenie w czasie aktywnosci metylazy
i endonukleazy lub poprzez wyrazne oslabienie aktyw-
nosci endonukleolitycznej [36]. W takiej sytuacji istotng
role odgrywaja mechanizmy kontroli ekspresji gendw,
kodujacych metylotransferazy i endonukleazy.

W gronie systeméw R-M typu II, kodujacego dwa
oddzielne enzymy odpowiedzialne za modyfikacje
i degradacje DNA, wyrdézniono kilka mechanizméw
regulacji ekspresji poszczegélnych gendéw systemu.
Metylazy systemoéw Mspl oraz LlaDII sg nadproduko-
wane w poczatkowej fazie po wniknieciu do komorki,
podczas gdy endonukleazy sa produkowane konstytu-
tywnie na niskim poziomie. Metylazy tych systemow
wiazac sie do sekwencji wlasnego promotora, dzieki
obecnosci motywu HTH umozliwiajacego interakcje
z DNA, powodujg wyciszenie ekspresji wtasnych genow
[7]. Poczatkowe zwigkszenie ilosci metylazy w komorce
umozliwia kompletng modyfikacje DNA chromosomal-
nego, chronigc go przed aktywnoscig syntetyzowanych
endonukleaz. Nie wszystkie systemy typu II posiadajg
dzialajacy w ten sposéb mechanizm regulacji. Nie-
ktore systemy, jak np. system Kpn2I z Klebsiella, koduje
dodatkowe biatko regulacyjne, biatlko C. W tym sys-
temie, podobnie jak w systemie Mspl, endonukleaza
jest produkowana konstytutywnie na niskim poziomie,
podczas gdy poziom biosyntezy bialka metylotransfe-
razy oraz bialka regulatorowego C jest wysoki. Wraz ze
wzrostem stezenia biatka C nastepuje wyciszanie trans-
krypcji genéw kodujacych zaréwno biatko C, jak i biatko
metylotransferazy [29].

W przypadku systeméw typu I nie stwierdzono regu-
lacji ekspresji genéw podjednostek zwigzanych z res-
trykcja i modyfikacja DNA. Zaobserwowano nato-
miast zaleznos$¢ efektywnosci nabycia nowego systemu
od funkcji kodowanych przez komdrke biorcy [36].
I tak, stwierdzono zaangazowanie ATP-zaleznej pro-
teazy jak ClpXP w proces nabycia nowego systemu
R-M. Proteaza ClpXP jest odpowiedzialna za okresowg
utrate restrykeji (w skrocie RA restriction alleviation)
poprzez degradacje proteolityczng nukleaz systemow
R-M typu 1. Ekspresja genéw tych proteaz jest indu-
kowana przez obecnos¢ fragmentéw DNA w komorce.
Degradacja podjednostki R odbywa si¢ wylacznie, gdy
tworzy ona kompletny holoenzym i to w dodatku zwia-
zany z niezmetylowanym DNA. Przypuszcza sig, ze
réwniez w przypadku podtypéw IC i ID mechanizm
RA odgrywa pewna role w zainstalowaniu si¢ systemu
R-M w komorce. Nabycie nowego systemu podtypu IC
bardzo czesto ogranicza sie do uzyskania — w procesie
koniugacji - plazmidu zawierajacego gen (hsdS) nowej
podjednostki S, warunkujacej specyficzno$¢ systemu.
Opoznienie wystapienia aktywnosci endonukleolitycz-
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Rys. 2. Schemat interakcji podjednostek typu IC systeméw R-M

Czcionka pogrubiong oznaczono kompleksy enzymatyczne o aktywnosci
metylotransferazy, kursywa o aktywnosci endonukleolitycznej. Diugo$é
strzatek wskazuje kierunek przesunigcia szybkosci reakeji.

nej uwaza sie za najwazniejszy mechanizm, umozliwia-
jacy zainstalowanie si¢ nowego systemu w komorce.
U podstaw tego mechanizmu lezg interakcje pomigdzy
podjednostkami systemu R-M podtypu IC oraz ich
stezenie w komorce [36] (Rys.2). I tak, funkcjonalny
kompleks M_S , o aktywnosci metylotranzferazy, ulega
tatwej dysocjacji do niefunkcjonalnego, ale bardzo sta-
bilnego kompleksu M,S . Zatem, wzrost stezenia pod-
jednostki M jest konieczny w celu odtwarzania funkcjo-
nalnego kompleksu metylazy. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
do funkcjonalnego kompleksu metylazy bardzo trwale
przylacza sie podjednostka R. Postuluje sig, ze kom-
pleks o sktadzie stechiometrycznym R M.S, jest nadal
aktywna metylotransferaza [22]. Natomiast, aby otrzy-
mac¢ funkcjonalny holoenzym (R,M.S ) o aktywnosci
endonukleolitycznej, niezbedne jest przylaczenie drugiej
podjednostki R. Proces ten powoduje jednak zmniejsze-
nie stabilnosci catego ukladu biatek, skutkujacej fatwym
oddysocjowaniem podjednostki R. W zwiazku z tym,
w celu przesunigcia reakcji w kierunku powstawania
funkcjonalnego holoenzymu nukleazy niezbedna jest
akumulacja podjednostki R w cytoplazmie. W ten spo-
sob nastepuje opdznienie w powstaniu funkcjonalnego
kompleksu o aktywnosci endonukleolitycznej, co daje
czas na modyfikacje DNA chromosomalnego i zapo-
biega jego degradacji [22].

2.5. System CRISPR/Cas

Sposrdd opisanych powyzej systemoéw ochrony ko-
morki bakteryjnej przed bakteriofagami jedynie system
R-M jest bezposrednio skierowany przeciwko wnika-
jacym elementom genetycznym. Niedawno zidentyfi-
kowano jednak kolejny system (system CRISPR/Cas),
ktory zostal okreslony mianem ,,systemu immunolo-
gicznego” Bacteria 1 Archaea, wymierzony przeciwko
DNA fagowemu lub plazmidowemu [20].

Pierwsze zmianki o ciagu zgrupowanych, regularnie
rozmieszczonych, krétkich sekwencji palindromicznych
CRISPR (clustered, regulary interspaced short palin-
dromie repeats) odnotowano juz w latach 80 ubieglego
stulecia, kiedy to Ishino iwsp. [21] zidentyfikowali
krotkie powtdrzenia w genomie E. coli. Natomiast na
poczatku XXI wieku scharakteryzowano, czesto zloka-
lizowane w otoczeniu kaset CRISPR, geny cas (CRISPR-
associated genes) [24]. Trakty CRISPR (Rys. 3) skladaja
sie z dwoch typow elementow: z powtdrzen sekwen-
cji (direct repeates) i rozdzielajacych je, unikatowych
sekwencji tacznikowych zwanych réwniez sekwencjami
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Rys. 3. Schematyczny obraz regionu CRISPR/cas

Szarymi kotami zaznaczono sekwencje powtdrzone, a biatymi prostokgtami
- sekwencje rozdzielajace. Zbiezne strzatki symbolizujg sekwencje palin-
dromiczne w obrebie sekwencji powtdrzone;.

rozdzielajgcymi (spacers). Wielko$¢ powtdrzen CRISPR
waha sie w przedziale 23-47 pz, podczas gdy wielko$¢
elementéw rozdzielajacych zawiera si¢ w przedziale
21-72 pz [20]. Poddajgc analizie genomy bakterii kwasu
mlekowego udokumentowano, ze jeden ciagg CRISPR
zbudowany jest $rednio z 50 jednostek, powtdrzenie-
-sekwencja rozdzielajaca [19]. Na uwage zastuguje
fakt, ze powtodrzenia znajdujace sie w jednym locus
sa $cisle konserwowane [20]. Sytuacja przedstawia sie
odmiennie w przypadku elementéw rozdzielajacych
sekwencje powtdrzen. Otéz sekwencje rozdzielajace
w obrebie jednego regionu CRISPR s3 bardzo rézne,
a ponadto wysoce zmienne.

W 2005 roku, w badaniach in silico, wykazano homo-
logie pomiedzy sekwencjami rozdzielajacymi kaset CRI-
SPR, a sekwencjami plazmidéw lub wiruséw bakteryj-
nych [34]. Dodatkowo zaobserwowano, ze bakteriofagi,
ktérych krotkie sekwencje genomowe odnajdywano
w kasetach CRISPR w postaci sekwencji rozdzielajacych,
nie byly zdolne do zainfekowania komoérek bakteryj-
nych posiadajacych te kasety. Te obserwacje pozwolily
postawi¢ hipoteze, ze regiony CRISPR mogg stanowi¢
adaptacyjny system immunologiczny przeciwko obcym
elementom genetycznym, w ktérym sekwencje rozdzie-
lajace odpowiedzialne sg za specyficznos¢ systemu [24].

Barrangou i wsp. zaobserwowali, ze wrazliwy
na fagi mutant BIM (bacteriophage insensitive mutant)
Streptococcus thermophilus nabyl od 1 do 4 typéw jed-
nostek rozdzielajacych o sekwencji identycznej z DNA
zastosowanych fagéw [3]. Ponadto wykazano, ze poziom
opornosci byl skorelowany nie tylko z nabyciem nowych
elementéw rozdzielajacych, ale réwniez z ich liczba.
Badania te dowiodly réwniez, ze w nabyciu sekwen-
cji rozdzielajacej uczestnicza bialka kodowane przez
geny cas. Zaobserwowano, ze powtarzajace si¢ infekcje
fagowe sprzyjaly wprowadzaniu sekwencji rozdziela-
jacych do odpowiednich regionéw CRISPR, w ocala-
tych komorkach [9]. Ponadto badania ekspresji genow
u Thermus thermophilus podczas infekcji fagowej wyka-
zaly nadekspresje regionu CRISPR, gendéw cas i genu
receptora cAMP, wskazujgc na istnienie mechanizmu
wykrywania infekcji [1]. Geny cas koduja réznorodna
grupe bialek, ktore zawieraja funkcjonalne domeny
typowe dla nukleaz, helikaz, polimeraz i bialek wigza-
cych kwasy nukleinowe [20]. Wiekszos¢ znanych bialek
Cas oddzialuje z DNA, ale znane s3 takze takie, ktore
wchodza w interakcje z RNA. Wydaje sie, ze podczas
infekcji fagowej maszyneria enzymatyczna CRISPR/Cas
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wybiera sekwencje z genomu faga i wprowadza je, jako
nowe elementy rozdzielajace. Chociaz dokladny mecha-
nizm decydujacy o tym, ktére fragmenty DNA fago-
wego lub plazmidowego zostang wlaczone do regionéw
CRISPR nie jest znany, to selekcja fragmentéw obcego
DNA nie jest przypadkowa. Na modelu badawczym
S. thermophilus pokazano, Ze integrowane z chromo-
somem bakteryjnym w regionach CRISPR fragmenty
DNA fagowego zawierajg krotkie motywy sekwencji
nukleotydowej (NNAGAAW) [9].

Ciggi CRISPR charakteryzujg si¢ duzg zmiennoscia
w obrebie gatunku i wydaja si¢ by¢ szczepowo specy-
ficzne z uwagi na mozliwos¢ wbudowywania nowych
elementéw rozdzielajacych sekwencje powtorzone. Ta
prawidlowo$¢ stanowi kolejny marker wykorzystywany
dla ustalenia pokrewienstwa filogenetycznego wsrod
bakterii [20].

Nie tylko mechanizm nabycia opornosci warun-
kowanej systemem CRISPR wobec obcych elementéw
genetycznych (genom fagowy lub plazmid) nie zostat
w pelni wyjasniony. Réwniez mechanizm opornosé
wobec fagéw warunkowany przez elementy kaset CRI-
SPR wymaga wielu badan. Jak dotad, ponad wszelka
watpliwo$¢ stwierdzono, ze w ochronie komorki bak-
teryjnej przed infekcja fagowa biorg udzial biatka
kodowane przez geny cas oraz sekwencje rozdzielajace,
znajdujace sie w kasetach CRISPR [3]. Wykazano, ze to
wlasnie te elementy sktadowe kaset CRISPR s3 zaanga-
zowane w specyficzno$¢ odpowiedzi obronnej. Mimo,
ze do zainicjowania opornosci niezbedne sa wylacznie
elementy rozdzielajace, to transkrypcji ulega cata kaseta
CRISPR. Sekwencja liderowa CRISPR (Rys. 3), o wiel-
kosci dochodzacej do 500 nukleotydéw, jest bogata
w pary A/T i konczy si¢ wraz z pojawieniem si¢ pierwszej
sekwencji powtorzonej. Sugeruje sig, ze dziata ona jako
promotor dla regionu CRISPR [28]. W procesie trans-
krypcji powstaje jeden dlugi transkrypt (pre-crRNA
lub pre-CRISPR RNA) obejmujacy sekwencje liderowa
oraz wszystkie jednostki sktadajace sie z sekwencji pow-
torzonej i sekwencji rozdzielajacych. Wigkszo$¢ sekwen-
cji powtdrzonych zawiera regiony palindromiczne. Te
krotkie sekwencje umozliwiajg powstanie stabilnych,
konserwowanych struktur drugorzedowych w jedno-
niciowym RNA, powstajacym w procesie transkrypcji
regionu CRISPR. Transkrypt pre-crRNA jest nastepnie
procesowany przez trawienia endonukleolityczne na
fragmenty, tworzac drabinke produktéw posrednich,
w tym produktow dojrzatych. Miejsce ciecia nastepuje
ponizej ostatniego nukleotydu tworzacego strukture
szpilki do wloséw. Akumulacja produktéw proceso-
wania pre-crRNA moze wskazywa¢ na role dojrzatych
fragmentdw crRNA dla opornosci, na etapie specyficz-
nego rozpoznawania wnikajacych, obcych elementéw
genetycznych. Model mechanizmu opornosci typu CRI-
SPR/Cas zaproponowany dla E. coli zaklada, ze crRNA
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oddzialuje z biatkami Cas, w tym biatkiem Cas3, ktdre
zawiera domeny charakterystyczne dla nukleaz i helikaz
DNA. Prawdopodobnie crRNA rozpoznaje odpowiednie
sekwencje w genomie faga, dajac tym samym sygnat do
zapoczatkowania degradacji DNA, przez zasocjowany
z DNA kompleks biatek Cas [31].

Zaangazowanie krotkich fragmentéw RNA, w proces
opornosci fagowej zwigzanej z systemem CRISPR, moze
wskazywac na pewne analogie z eukariotycznym mecha-
nizmem dzialania RNA interferencyjnego (RNA1). Jed-
nak podstawowa, réznica pomiedzy dziataniem RNAi,
a kompleksem crRNA/Cas, dotyczy maszynerii enzyma-
tycznej. Ponadto wprowadzenie powtérzen do genomu
bakteryjnego dziala jak pamig¢ genetyczna, zabezpie-
czajaca komorke bakteryjna przed ponowng infekcja.
Zatem powyzsze fakty wskazujg, ze adaptacyjny system
CRISPR/Cas imituje w wigkszym stopniu dzialanie sys-
temu immunologicznego kregowcdéw, niz model dziata-
nia RNAIi [20].

Systemy opornoéci na bakteriofagi typu CRISPR/
Cas s rozpowszechnione w $wiecie mikroorganizmow.
Znaleziono je prawie u wszystkich znanych przedsta-
wicieli Archaea i w okolo 40% zsekwencjonowanych
genomach bakteryjnych, w tym réwniez genomach
bakterii fermentacji mlekowej [19]. Sposrod 102 kom-
pletnych chromosomalnych lub plazmidowych sekwen-
¢ji nukleotydowych, pochodzacych od bakterii LAB,
sekwencje CRISPR znaleziono w 47 genomach i jednym
plazmidzie [19]. Dalsze badania pozwolily zidentyfiko-
waé powtdrzenia CRISPR u przedstawicieli rodzajow:
Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Symbiobac-
terium i Bifidobacterium. Zaskoczeniem okazat si¢ brak
powtdrzen CRISPR u przedstawicieli jednego z najle-
piej scharakteryzowanych rodzajow bakterii mlekowych
- rodzaju Lactococcus. Co ciekawe, takze w genomach
dwoch innych przedstawicieli LAB z rodzajéw Leuco-
nostoc i Oenococcus rowniez nie zidentyfikowano ele-
mentow CRISPR [19].

3. Podsumowanie

W procesach biotechnologicznych bakterie LAB two-
rza ogromne populacje skoncentrowane w ograniczonej
przestrzeni. Stad tez pojawienie si¢ czynnika szkodli-
wego, jakim sa bakteriofagi, moze spowolni¢ lub cal-
kowicie przerwaé proces technologiczny, powodujac
powazne straty ekonomiczne [42].

Z tego wzgledu w procesach przemystowych, np.
do produkcji jogurtéw, seréw oraz deserow mlecz-
nych, wykorzystywane sa bakterie LAB, ktdre posiadaja
szczegblnie wydajne mechanizmy ochrony przed bak-
teriofagami.

Warto nadmieni¢, ze wiekszos¢ mechanizméw opor-
nosci fagowej kodowana jest plazmidowo [13]. Zatem
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badania mechanizmdéw opornosci, jak réwniez biologii
plazmidéw bakterii LAB moga przyczynic sie w przy-
sztosci do rozwigzania problemdéw napotykanych w cza-
sie prowadzenia proceséw przemystowych.

PiSmiennictwo

1. Agari Y, Sakamoto K., Tamakoshi M., Oshima T., Kuramitsu S.,
Shinkai A.: Transcription profile of Thermus thermophilus
CRISPR systems after phage infection. J. Mol. Biol. 395,
270-281 (2009)

2. Babu K.S,, Spence W.S., Monteville M.R., Geller B.L.: Characte-
rization of a cloned gene (pip) from Lactococcus lactis required
for phage infection. Dev. Biol. Stand. 85, 569-575 (1995)

3. Barrangou R., Fremaux C., Deveau H., Richards M., Boy-
aval P, Moineau S., Romero D.A., Horvath P: CRISPR provides
cquired resistance against viruses in prokaryotes. Science, 315,
1709-1712 (2007)

4. Bolotin A., Wincker P, Mauger S., Jaillon O., Malarme K,
Weissenbach J., Ehrlich S.D., Sorokin A.: The complete genome
sequence of the lactic acid bacterium Lactococcus lactis ssp.
lactis TL1403. Genome Res. 11, 731-753 (2001)

5. Boucher I., Emond E., Parrot M., Moineau S.: DNA sequence
analysis of three Lactococcus lactis plasmids encoding phage
resistance mechanisms. J. Dairy Sci. 84, 1610-1620 (2001)

6. Chopin M.C., Chopin A., Bidnenko E.: Phage abortive infection
in lactococci: variations on a theme. Curr. Opin. Microbiol. 8,
473-479 (2005)

7. Christensen L.L, Josephsen J.: The methyltransferase from the
LlaDII restriction-modification system influences the level of
expression of its own gene. J. Bacteriol. 186, 287-295 (2004)

8. Coffey A., Ross R.P.: Bacteriophage-resistance systems in dairy
starter strains: molecular analysis to application. Antonie Van
Leeuwenhoek, 82, 303-321 (2002)

9. Deveau H., Barrangou R., Garneau J.E., Labonté J., Fremaux C.,
Boyaval P, Romero D.A., Horvath P, Moineau S.: Phage
response to CRISPR-encoded resistance in Streptococcus ther-
mophilus. ]. Bacteriol. 190, 1390-1400 (2008)

10. Dryden D.T., Murray N.E., Rao D.N.: Nucleoside triphos-
phate-dependent restriction enzymes. Nucleic Acids Res. 29,
3728-3741 (2001)

11. Dupont K., Janzen T., Vogensen EK., Josephsen J., Stuer-
-Lauridsen B.: Identification of Lactococcus lactis genes requ-
ired for bacteriophage adsorption. Appl. Environ. Microbiol. 70,
5825-5832 (2004)

12. Durmaz E., Klaenhammer T.R.: Abortive phage resistance
mechanism AbiZ speeds the lysis clock to cause premature
lysis of phage-infected Lactococcus lactis. J. Bacteriol. 189,
1417-1425 (2007)

13. Forde A., Fitzgerald G.E: Bacteriophage defence systems in lac-
tic acid bacteria. Antonie Van Leeuwenhoek, 76, 89-113 (1999)

14. Fuller-Pace EV., Cowan G.M., Murray N.E.: EcoA and EcoE:
alternatives to the EcoK family of type I restriction and modifi-
cation systems of Escherichia coli. ]. Mol. Biol. 186, 65-75 (1985)

15. Garvey P, Hill C., Fitzgerald G.F: The lactococcal plasmid
pNP40 encodes a third bacteriophage resistance mechanism,
one which affects phage DNA penetration. Appl. Environ.
Microbiol. 62, 676-679 (1996)

16. Gorecki R.K., Koryszewska-Baginska A., Gotebiewski M.,
Zylinska J., Grynberg M., Bardowski J.: Adaptative potential
of the Lactococcus lactis IL594 strain encoded in its 7 plasmids.
PLoS ONE, 6(7): 22238 (2011)



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

MOLEKULARNE MECHANIZMY OPORNOSCI BAKTERII KWASU MLEKOWEGO NA BAKTERIOFAGI

Haaber J., Moineau S., Fortier L.C., Hammer K.: AbiV, a novel
antiphage abortive infection mechanism on the chromosome
of Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363. Appl. Environ.
Microbiol. 74, 6528-6537 (2008)

Heller K., Braun V.: Polymannose O-antigens of Escherichia coli,
the binding sites for the reversible adsorption of bacteriophage
T5+ via the L-shaped tail fibers. J. Virol. 41, 222-227 (1982)
Horvath P, Cotité-Monvoisin A.C., Romero D.A., Boyaval P,
Fremaux C., Barrangou R.: Comparative analysis of CRISPR
loci in lactic acid bacteria genomes. Int. J. Food Microbiol. 131,
62-70 (2009)

Horvath P, Barrangou R.: CRISPR/Cas, the immune system of
bacteria and archaea. Science, 327, 167-170 (2010)

Ishino Y., Shinagawa H., Makino K., Amemura M., Nakata A.:
Nucleotide sequence of the iap gene, responsible for alkaline
phosphatase isozyme conversion in Escherichia coli, and identi-
fication of the gene product. J. Bacteriol. 169, 5429-5433 (1987)
Janscak P, Dryden D.T., Firman K.: Analysis of the subunit
assembly of the type IC restriction-modification enzyme
EcoR1241. Nucleic Acids Res. 26, 4439-4445 (1998)
Jurenaite-Urbanaviciene S., Kazlauskiene R., Urbelyte V.,
Maneliene Z., Petrusyte M., Lubys A., Janulaitis A.: Characteri-
zation of BseMII, a new type IV restriction-modification sys-
tem, which recognizes the pentanucleotide sequence 5-CTCAG
(N)(10/8). Nucleic Acids Res. 29, 895-903 (2001)

Karginov EV,, Hannon G.J.: The CRISPR system: small RNA-
-guided defense in bacteria and archaea. Mol. Cell. 37, 7-19
(2010)

Klaenhammer T., R. Siezen i wsp.: Discovering lactic acid bac-
teria by genomics. Antonie Van Leeuwenhoek, 82, 29-58 (2002)
(praca jest dzielem 36 autordw)

Kneale G.G.: A symmetrical model for the domain structure of
type I DNA methyltransferases. J. Mol. Biol. 243, 1-5 (1994)
Lacks S., Greenberg B.: A deoxyribonuclease of Diplococcus
pneumoniae specific for methylated DNA. J. Biol. Chem. 250,
4060-4066 (1975)

Lillestol R.K., Shah S.A., Briigger K., Redder P, Phan H.,,
Christiansen J., Garrett R.A.: CRISPR families of the cren-
archaeal genus Sulfolobus: bidirectional transcription and dyna-
mic properties. Mol. Microbiol. 72, 259-272 (2009)

Lubys A., Jurenaite S., Janulaitis A.: Structural organization and
regulation of the plasmid-borne type II restriction-modifica-
tion system Kpn2I from Klebsiella pneumoniae RFL2. Nucleic
Acids Res. 27, 4228-4234 (1999)

Madera C., Monjardin C., Sudrez J.E.: Milk contamination and
resistance to processing conditions determine the fate of Lacto-
coccus lactis bacteriophages in dairies. Appl. Environ. Microbiol.
70, 7365-7371 (2004)

Makarova K.S., Aravind L., Grishin N.V., Rogozin LB,
Koonin E.V.: A DNA repair system specific for thermophilic
Archaea and bacteria predicted by genomic context analysis.
Nucleic Acids Res. 30, 482-496 (2002)

McGrath S., Fitzgerald G.E, van Sinderen D.: Identification
and characterization of phage-resistance genes in temperate
lactococcal bacteriophages. Mol. Microbiol. 43, 509-520 (2002)
Mills S., McAuliffe O.E., Coffey A., Fitzgerald G.E, Ross R.P::
Plasmids of lactococci — genetic accessories or genetic neces-
sities? FEMS Microbiol. Rev. 30, 243-273 (2006)

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

273

Mojica EJ., Diez-Villasefior C., Garcia-Martinez J., Soria E.:
Intervening sequences of regularly spaced prokaryotic repeats
derive from foreign genetic elements. J. Mol. Evol. 60, 174-182
(2005)

Mruk I., Cichowicz M., Kaczorowski T.: Characterization of
the L1aCI methyltransferase from Lactococcus lactis subsp. cre-
moris W15 provides new insights into the biology of type II
restriction-modification systems. Microbiology, 149, 3331-3341
(2003)

Murray N.E.: Type I restriction systems: sophisticated molecu-
lar machines (a legacy of Bertani and Weigle). Microbiol. Mol.
Biol. Rev. 64, 412-434 (2000)

O’Sullivan D., Twomey D.P,, Coffey A., Hill C,, Fitzgerald G.E,
Ross R.P.: Novel type I restriction specificities through domain
shuftling of HsdS subunits in Lactococcus lactis. Mol. Microbiol.
36, 866-875 (2000)

Parreira R., Ehrlich S.D., Chopin M.C.: Dramatic decay of
phage transcripts in lactococcal cells carrying the abortive
infection determinant AbiB. Mol. Microbiol. 19, 221-230 (1996)
Pingoud A., Jeltsch A.: Structure and function of type II restric-
tion endonucleases. Nucleic Acids Res. 29, 3705-3727 (2001)
Seegers J.E, van Sinderen D., Fitzgerald G.E: Molecular charac-
terization of the lactococcal plasmid pCIS3: natural stacking of
specificity subunits of a type I restriction/modification system
in a single lactococcal strain. Microbiology, 146, 435-443 (2000)
Smith M.A., Read C.M., Kneale G.G.: Domain structure and
subunit interactions in the type I DNA methyltransferase
M.EcoR1241. J. Mol. Biol. 314, 41-50 (2001)

Sturino J.M., Klaenhammer T.R.: Bacteriophage defense sys-
tems and strategies for lactic acid bacteria. Adv. Appl. Microbiol.
56, 331-378 (2004)

Su P, Im H., Hsieh H., Kang A.S., Dunn N.W.: L1aFI, a type III
restriction and modification system in Lactococcus lactis. Appl.
Environ. Microbiol. 65, 686-693 (1999)

Szczepanska A.K., Hejnowicz M.S., Kotakowski P, Bardowski J.:
Biodiversity of Lactococcus lactis bacteriophages in Polish dairy
environment. Acta. Biochim. Pol. 54, 151-158 (2007)
Szybalski W., Kim S.C., Hasan N., Podhajska A.J.: Class-IIS
restriction enzymes - a review. Gene, 100, 13-26 (1991)
Valyasevi R., Sandine W.E., Geller B.L.: Lactococcus lactis ssp.
lactis C2 bacteriophage skl receptor involving rhamnose and
glucose moieties in the cell wall. J. Dairy Sci. 77, 1-6 (1994)
van de Guchte M., Serror P, Chervaux C., Smokvina T,
Ehrlich S.D., Maguin E.: Stress responses in lactic acid bacteria.
Antonie Van Leeuwenhoek, 82, 187-216 (2002)

Watanabe K., Ishibashi K., Nakashima Y., Sakurai T.: A phage-
-resistant mutant of Lactobacillus casei which permits phage
adsorption but not genome injection. J. Gen. Virol. 65, 981-986
(1984)

Wegmann U., J. Kok i wsp.: Complete genome sequence of the
prototype lactic acid bacterium Lactococcus lactis subsp. cremoris
MG1363. . Bacteriol. 189, 3256-3270 (2007) (praca jest dzie-
tem 12 autoréw)

Yang J.M., Deurraza PJ, Matvienko N., O’Sullivan D.J.:
Involvement of the LIaKR2I methylase in expression of the
ADbiR bacteriophage defense system in Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis KR2. J. Bacteriol. 188, 1920-1928
(2006)



