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1. Wprowadzenie

Allelopatia to szeroko rozpowszechnione w natu- 
rze zjawisko, wprowadzone do literatury naukowej 
już w  1937 roku przez austriackiego badacza Hansa 
Molischa [66]. W świecie bakterii pojęcie to często 
odnoszone jest do antagonistycznego oddziaływania 
pomiędzy populacjami poprzez produkcję substancji 
szkodliwych dla populacji konkurencyjnej [40]. Do 
takich allelopatycznych związków wytwarzanych przez 
mikroorganizmy zaliczane są m.in.: metabolity wtórne 
–  amoniak lub nadtlenek wodoru, klasyczne anty-
biotyki o szerokim spektrum działania (bacytracyna, 
polimiksyna B), enzymy bakteriolityczne i, co stanowi 
temat niniejszego artykułu – bakteriocyny, zwykle defi-
niowane jako biologicznie aktywne peptydy lub białka 
działające bakteriobójczo [40, 79]. 

W 1925 roku udokumentowano pierwsze odkrycie 
wskazujące na to, że bakterie są producentami cząste-
czek antydrobnoustrojowych [42]. Wtedy to belgijski 
mikrobiolog André Gratia opisał obecność wrażliwych 
na podwyższoną temperaturę substancji o  znacznej 
specyficzności antymikrobiologicznej, wytwarzanych 
przez Escherichia coli V, której aktywność skierowana 
była przeciwko innym szczepom tego samego gatunku, 
tj. E. coli φ [42]. Substancje te zostały nazwane kolicy-
nami, by wskazać organizm, który je wyprodukował. 
W 1946 roku Gratia i Fredericq dowiedli, że kolicyny są 
białkami [41], a ich spektrum działania jest ograniczone 
w zależności od obecności bądź braku specyficznych 
receptorów na powierzchni komórek wrażliwych [32]. 

Bakteriocyny tworzą dużą i niezwykle zróżnico-
waną funkcjonalnie rodzinę toksyn. Specyficzną cechą, 
która je łączy to fakt, że są peptydami lub białkami 
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syntetyzowanymi rybosomalnie [18]. Dodatkowo wyka- 
 zują aktywność antymikrobiologiczną przeciwko szcze - 
pom przeważnie blisko spokrewnionym, posiadając 
jednocześnie specyficzny sprzężony mechanizm immu-
nologiczny, który chroni je przed działaniem własnej 
toksyny. Warto wspomnieć o badaniach, które wska-
zują, że bakteriocyny przyczyniają się do wzrostu dyna-
miki konkurencji pomiędzy różnymi szczepami bak-
terii, przez co w dużej mierze wpływają na utrzymanie 
różnorodności mikrobiologicznej [79, 80]. Prawdo po-
dobnie 99% bakterii wytwarza co najmniej jedną bak-
teriocynę, jednak większość nie została jeszcze ziden-
tyfikowana [53, 82]. Niektóre szczepy syntetyzują dwie 
lub więcej bakteriocyn [77]. 

Ze względu na rosnącą oporność bakterii na wiele 
klasycznych antybiotyków zapoczątkowano szereg ba- 
dań mających na celu poznanie potencjalnej roli natu-
ralnie produkowanych oraz modyfikowanych bakte-
riocyn, jako odpowiedników tradycyjnie stosowanych 
antybiotyków [19, 38]. Bakteriocyny można odróżnić 
od klasycznych antybiotyków ze względu na następu-
jące cechy: 

•	bakteriocyny	są	peptydami	lub	białkami,	których	
synteza odbywa się rybosomalnie, a antybiotyki to 
wtórne metabolity niektórych mikroorganizmów, 
nie tylko bakterii,

•	bakteriocyny	przeważnie	mają	wąskie	 spektrum	
działania, podczas gdy większość antybiotyków 
wykazuje szeroki zakres aktywności,

•	w	odróżnieniu	od	antybiotyków,	do	interakcji	z	ko- 
mórką wrażliwą bakteriocyny wymagają niekiedy 
cząsteczki dokującej, która jest niezbędna do bez-
pośredniego kontaktu z błoną komórki docelowej,

•	mechanizm	 działania	 bakteriocyn	 najczęściej	
polega na formowaniu porów w błonie komór-
kowej, ale niektóre bakteriocyny mogą również 
oddziaływać antagonistycznie wobec wrażliwych 
mikroorganizmów m.in. poprzez niespecyficzną 
degradację DNA, specyficzną hydrolizę RNA, 
hamowanie syntezy peptydoglikanu będącego 
składnikiem ściany komórkowej bakterii; anty-
biotyki blokują syntezę ściany komórkowej, upo-
śledzają funkcje błony komórkowej lub działają 
wewnątrzkomórkowo (m.in. zaburzają replikację 
DNA, syntezę RNA i bakteryjnych białek),

•	stwierdzono	toksyczność	i	występowanie	skutków	
ubocznych w przypadku stosowania antybiotyków, 
w odróżnieniu od nietoksycznych bakteriocyn, 
które naturalnie występują w niektórych produk-
tach spożywczych i od dawna nieświadomie były 
spożywane przez ludzi, ponadto są wrażliwe na 
proteazy i podlegają rozkładowi w przewodzie 
pokarmowym,

•	antybiotyki	 stosowane	 są	 w	 celach	 klinicznych,	
a bakteriocyny w przemyśle spożywczym [9, 17, 43].

W przeciwieństwie do bakteriocyn, szerokie spek-
trum działania antybiotyków wiąże się z efektem 
letalnym nie tylko w stosunku do bakterii choro-
botwórczych, ale także przyczynia się do likwidacji 
korzystnej dla organizmu człowieka flory bakteryjnej, 
która według niektórych badań może w późniejszym 
czasie nie wrócić już do swojego pierwotnego składu, 
a niektóre grupy bakterii mogą zostać zastąpione przez 
mikroorganizmy oporne na antybiotyki. Długotrwała 
ekspozycja pożytecznej flory bakteryjnej na antybiotyki 
może odpowiadać za zwiększoną podatność organizmu 
na infekcje i choroby takie jak: otyłość, cukrzyca typu 1, 
nieswoiste zapalenie jelit, alergie, astma [8].

Rodzina bakteriocyn stanowi grupę związków orga-
nicznych, które różnią się między sobą m.in. masą czą-
steczkową, właściwościami biochemicznymi, mecha-
nizmem działania, spektrum aktywności lub rodzajem 
komórek wrażliwych, na którą działają [15, 44]. 

2. Klasyfikacja bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych

Wiele uwagi poświęca się bakteriocynom wytwa-
rzanym przez bakterie Gram-dodatnie. Poznawane 
są coraz to nowe cząsteczki należące do tej niezwykle 
licznej i zróżnicowanej grupy związków antydrobno-
ustrojowych [36, 37, 46, 56, 57, 59, 60, 62, 65, 70, 105, 
109]. Bakteriocyny produkowane przez bakterie Gram-
-dodatnie różnią się od tych wytwarzanych przez bak-
terie Gram-ujemne w dwóch zasadniczych kwestiach. 
Po pierwsze, uwalnianie bakteriocyny do środowiska 
zewnętrznego w przypadku bakteriocyn bakterii Gram-
-dodatnich niekoniecznie musi się wiązać się z  lizą 
komórki, która ją wyprodukowała jak ma to miejsce 
w  przypadku bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych, 
zaliczanych do rodziny kolicyn. Ta znacząca różnica 
powstała w związku z mechanizmem transportu umoż-
liwiającym wydzielenie bakteriocyny. Zwykle biosyn-
teza bakteriocyn bakterii Gram-dodatnich podlega 
samoregulacji dzięki specyficznie wyspecjalizowanym 
mechanizmom transportu ułatwiającym wydzielanie, 
jednak niektóre wykorzystują sec-zależne drogi eks-
portu. Po drugie, bakterie Gram-dodatnie wykształciły 
bakteriocyno-specyficzną regulację, natomiast w przy-
padku większości bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych 
synteza jest regulowana w oparciu o system SOS [79]. 

Bakterie Gram-ujemne, podobnie jak Gram-dodat-
nie, produkują szereg bakteriocyn, a ich nazwa pocho- 
dzi od rodzaju bakterii, który je wytwarza (np. kle-
bicyna – Klebsiella pneumoniae) lub od gatunku (np. 
kolicyna – E. coli, pestycyna – Yersinia pestis, marces-
cyna –  Serratia marcescens) [15]. Charakterystyczne 
dla bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych jest to, że 
zarówno producent, jak również szczepy wrażliwe 
należą do tego samego rodzaju i  w  większości tego 
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samego gatunku [95]. Klasyfikuje się je zasadniczo jako 
kolicyny i mikrocyny. 

Kolicyny to białka o masie cząsteczkowej 25–80 kDa 
produkowane przez i aktywne przeciwko E. coli i innym 
członkom rodziny Enterobacteriaceae [81]. Kolicyna V 
jest pierwszą, odkrytą prawie 100 lat temu bakteriocyną 
[42], do dzisiaj opisano ponad 30 różnych cząsteczek 
zaliczanych do rodziny kolicyn [77]. Schematyczne 
struktury wybranych kolicyn zostały przedstawiona 
na Rysunku 1.

Z historycznego punktu widzenia, jak i możliwości 
ich potencjalnego zastosowania, kolicyny, obok bakte-
riocyn wytwarzanych przez bakterie fermentacji mleko-
wej, należą do najintensywniej badanych bakteriocyn. 
W  przeciwieństwie do bakteriocyn produkowanych 
przez bakterie Gram-dodatnie, których biosynteza 
podlega samoregulacji, jeśli chodzi o  mechanizmy 
transportu odpowiedzialne za ich wydzielanie, kolicyny 
funkcjonują w  oparciu o system SOS. W  warunkach 
stresowych, takich jak: redukcja składników pokarmo-
wych lub promieniowanie UV, dochodzi do indukcji 
części bakterii z populacji E. coli zdolnych do wydzie-
lania bakteriocyny. Indukcja ta skutkuje śmiercią ko -
mórek produkujących kolicyny (jednocześnie z  koli-

cyną syntetyzowane jest białko lityczne), co w rezultacie 
prowadzi do uwolnienia z komórek producenta cząste-
czek kolicyny, a przez to również śmierci znajdujących 
się w pobliżu komórek wrażliwych. Wydzielone białka 
wiążą się ze specyficznymi receptorami na powierzchni 
komórek docelowych i przemieszczają się do ich wnę-
trza z pomocą białek transportowych. 

Pomimo różnic w mechanizmach działania, więk-
szość kolicyn wykazuje podobną organizację struktu-
ralną z trzema funkcjonalnymi domenami: regionem 
N-terminalnym (ok. 25% białka) odpowiedzialnym za 
przemieszczenie się do komórki docelowej, regionem 
centralnym (ok. 50% całego białka) zaangażowanym 
w  wiązanie kolicyny ze specyficznymi receptorami 
w błonie zewnętrznej oraz regionem C-terminalnym 
odpowiadającym za aktywność antybakteryjną [79]. 
Domena receptorowa wiąże kolicynę z receptorem na 
powierzchni błony zewnętrznej komórki wrażliwej, po 
czym białko to jest translokowane w głąb błony bądź 
cytoplazmy komórki docelowej. W  transporcie do 
komórki biorą udział dwie grupy białek – system Ton 
oraz system Tol. Oporność na antybakteryjne działanie 
kolicyn może wytworzyć się w wyniku zmian struk-
turalnych w obrębie receptorów błonowych, dzięki 

Rys. 1. Struktury wybranych kolicyn
A. Kolicyna A (PDB: 1COL). B. Kolicyna B (PDB: 1RH1). C. Kolicyna Ia (PDB: 1CII). D. Kolicyna N (PDB: 1A87).

PDB ID: 1COL 
Parker M.W., Postma J.P., Pattus F., Tucker A.D., Tsernoglou, D.: Refined 

structure of the pore-forming domain of colicin A at 2.4 A resolution. 
J. Mol. Biol. 224, 639–657 (1992)

PDB ID: 1RH1 
Hilsenbeck J.L., Park H., Chen, G., Youn B., Postle K., Kang C.: Crystal 

structure of the cytotoxic bacterial protein colicin B at 2.5 A resolution. 
Mol. Microbiol. 51, 711–720 (2004)

PDB ID: 1CII 
Wiener M., Freymann D., Ghosh P., Stroud R.M.: Crystal structure of coli-

cin Ia. Nature, 385, 461–464 (1997)

PDB ID: 1A87 
Vetter I.R., Parker M.W., Tucker A.D., Lakey J.H., Pattus F., Tsernoglou D.: 

Crystal structure of a colicin N fragment suggests a model for toxicity. 
Structure, 6, 863–874 (1998)
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którym kolicyny wnikają do wnętrza komórki, bądź 
modyfikacji w mechanizmie wchłaniania [10, 82]. 
Duże podobieństwo strukturalne do kolicyn wykazują 
piocyny, bakteriocyny produkowane przez bakterie 
z rodzaju Pseudomonas [48].

Mikrocyny to znacznie mniejsze od kolicyn nisko-
cząsteczkowe peptydy (< 10 kDa), syntetyzowane przez 
bakterie z  rodziny Enterobacteriaceae. Działają anta-
gonistycznie w stosunku do szczepów blisko spokrew-
nionych. Z wyjątkiem K. pneumoniae, wszystkie znane 
szczepy wytwarzające mikrocyny należą do gatunku 
E. coli [23, 44]. W przeciwieństwie do kolicyn, synteza 
mikrocyn nie podlega regulacji przez system SOS i nie 
jest śmiertelna dla szczepu, który produkuje mikrocynę 
[44, 72]. Klaster mikrocynowy jest bardziej zróżnico-
wany od kolicynowego i zawiera w sobie geny odpo-
wiedzialne za biosyntezę mikrocyn (w niektórych przy-
padkach geny kodujące białko prekursorowe i enzymy 
modyfikacji posttranslacyjnej) oraz te decydujące o ich 
sekrecji i odporności [4]. 

Co ciekawe, mikrocyną okazałą się być również 
pierwsza opisana bakteriocyna – kolicyna V (ColV) 
[77]. W ostatnich latach liczba zidentyfikowanych 
mikrocyn powiększyła się z dziewięciu do czternastu i, 
w przeciwieństwie do kolicyn, siedem z nich udało się 
wyizolować oraz opisać na poziomie strukturalnym 
i funkcjonalnym. Są to mikrocyny B17, C51, E492, J25, 
L, M oraz V (wcześniej zanana jako ColV) [28]. 

3. Produkcja kolicyn przez bakterie kolicynogenne
 3.1. Synteza kolicyn

Synteza kolicyn jest kodowana przez plazmidy Col, 
różniące się między sobą wielkością (np.: plazmid 
pColE1 – 6,6 kpz, a pColH aż 94 kpz) [95]. Odróżnia 
je również zdolność do powielania, liczba kopii przypa-
dających na komórkę oraz zdolność do transferu przez 
koniugację [74].

Plazmidy Col, oprócz kolicyn, kodują dodatkowo 
jeden, bądź częściej, dwa dodatkowe typy białek: białko 
odpornościowe i białko lityczne [74]. Przykład stanowi 
operon kolicyny E1, który zawiera trzy geny. Geny 
cea, imm oraz kil odpowiadają w kolejności za struk- 
turę bakteriocyny, białka odpornościowego oraz litycz-
nego. Rolą białka immunologicznego jest specyficzna 
ochrona komórki kolicynogennej (wiąże i inaktywuje 
toksyczną proteinę) przed jej własną kolicyną, jak rów-
nież przed innymi kolicynami tego samego typu, które 
pochodzą ze środowiska. Białko lityczne jest natomiast 
małą lipoproteiną, odpowiedzialną za łatwiejsze uwol-
nienie zsyntetyzowanej kolicyny z komórki producenta. 
Podczas gdy gen imm występuje we wszystkich plazmi-
dach Col, gen kil obecny jest jedynie w grupie plazmi-
dów małych – Ia i Ib [95].

Usytuowanie genów w plazmidach Col zależy od 
antagonistycznego mechanizmu działania kolicyn oraz 
od wzajemnej interakcji pomiędzy kolicyną, a jej biał-
kiem odpornościowym. W przypadku kolicyn, które 
działają na błonę plazmatyczną, gen imm jest trans-
krybowany kolejno w kierunku przeciwnym do genu 
decydującego o strukturze kolicyny, jak i genu kil. Dla 
kolicyn posiadających aktywność nukleazy, gen imm 
stanowi część jednostki transkrypcyjnej i zoriento-
wany jest w  tym samym kierunku co dwa pozostałe 
geny, a dodatkowo intensywność jego transkrypcji jest 
proporcjonalna do transkrypcji genów cea i kil. Nawet 
w przypadku komórek, w których operon kolicynowy 
jest wyłączony, synteza białka odpornościowego jest 
kontynuowana. Kontrolowana jest przez niezależny 
promotor, który umożliwia komórce przeżycie na 
podłożu, w którym kolicyny produkowane są w sposób 
spontaniczny przez pewną część komórek. 

Proces syntezy kolicyn determinowany jest przez 
kilka czynników. Podstawową regulację, powszechną 
wśród prawie wszystkich kolicyn, zapewnia system 
SOS, który bierze udział w kontrolowaniu ekspresji 
genów oraz naprawianiu uszkodzonego DNA. W nor-
malnych warunkach produkcja kolicyn jest wyłączona 
u  większości komórek w populacji. Ma ona miejsce 
tylko u  małej części populacji, jako skutek losowej 
samorzutnej aktywacji systemu SOS [44]. Synteza koli-
cyn w  kulturze producenta wzrasta ponad tysiąc raz 
dzięki indukcji po fazie lag. W przypadku niektórych 
kolicyn istnieją również bardziej łagodne mechanizmy 
regulacji uczestniczące w kształtowaniu tego procesu 
[95]. Kolejno, synteza kolicyn może być regulowana 
poprzez nieswoistą represję kataboliczną. Niskie stę-
żenie glukozy w  podłożu komórek kolicynogennych 
powoduje, że wzrasta synteza cAMP, który wiążąc 
się z  odpowiednim białkiem receptorowym tworzy 
kompleks stymulujący ekspresję genu strukturalnego 
kolicyny [85]. Produkcja kolicyny E1 jest również 
stymulowana przez brak tlenu. W warunkach beztle-
nowych, transkrypcja genu kolicyny jest aktywowana 
przez białko regulatorowe FNR. Warunki anaerobiozy 
dodatkowo znacznie skracają fazę lag, przez co synteza 
kolicyny wzrasta 45-krotnie w porównaniu z warun-
kami tlenowymi. Białko FNR jest syntetyzowane stale, 
ale aktywne jest tylko w warunkach beztlenowych. 
Związanie aktywnej formy białka FNR blisko promo-
tora inicjuje transkrypcję genu kolicyny [29].

3.2. Eksport kolicyn z komórek producenta

Żadna z kolicyn nie jest transportowana specy-
ficznie z komórki producenta. Nie wykryto również 
w obrębie ich struktury N-końcowej sekwencji sygna-
łowej [10, 50]. Kolicyny są uwalniane z komórki razem 
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z innymi proteinami. Ten proces jest wspomagany przez 
tzw. białko lityczne, które powoduje również lizę błony 
komórkowej, ściany komórkowej i błony zewnętrznej, 
w  wyniku czego dochodzi do śmierci komórki bak-
teryjnej [14]. Ekspresja genu kil kodującego białko 
lityczne regulowana jest przez promotor, który jest 
wspólny z genem strukturalnym białka kolicynowego. 
W związku z tym do ekspresji genu kil dochodzi wtedy, 
gdy synteza kolicyny w komórce zostanie zainduko-
wana. Niezwykle stabilna sekwencja sygnałowa białka 
litycznego nie jest degradowana przez co wpływa na 
efektywny eksport kolicyny z komórki producenta [95].

4. Oddziaływanie kolicyn na komórki bakteryjne

Hamujący efekt kolicyn na komórki bakteryjne 
ograniczony jest do wrażliwych szczepów z rodziny 
Enterobacteriaceae. Efekt inhibicji zależny jest od 
rodzaju interakcji pomiędzy kolicyną, a komórką bak-
teryjną, przy czym wymagana jest obecność specyficz-
nego receptora kolicynowego w błonie zewnętrznej 
oraz funkcjonalnego mechanizmu translokacji pomię-
dzy błoną zewnętrzną i plazmatyczną bakterii. Oddzia-
ływanie kolicyn na komórki wrażliwe sprowadza się do 
trzech etapów:

•	 związanie	 się	 do	 zewnętrznej	 błony	 bakteryjnej	
z udziałem specyficznego receptora,

•	 translokacja	przez	błonę	zewnętrzną,	ścianę	i błonę 
komórkową,

•	 efekt	letalny.
To trzystopniowe działanie odzwierciedla organi-

zacja cząsteczki kolicynowej, która składa się z trzech 
domen: receptorowej, translokacyjnej i letalnej [13]. 
Każda z domen funkcjonalnych w cząsteczce kolicyny 
jest właściwie niezależna, w związku z czym, dzięki wza-
jemnej kombinacji fragmentów genów poszczególnych 
domen, możliwe jest stworzenie nowych typów kolicyn, 
jak również hybryd kolicyn z innymi bakteriocynami. 

Stopień wrażliwości szczepu na kolicynę jest funkcją 
średniej liczby receptorów przypadających na komórkę. 
Stąd, wrażliwość na kolicyny ma charakter ilościowy. 

Można wyróżnić trzy typy niewrażliwości na koli-
cyny:

•	Oporność	z	powodu	braku	funkcjonalnego	recep- 
tora kolicynowego. Stwierdzono doświadczalnie, 
że kultura wzrastająca na płytce z agarem w obec- 
 ności kolicyny bez występujących widocznych czyn- 
ników ograniczających jest uważana za oporną.

•	Tolerancja	z	powodu	zaburzonego	systemu	trans-
lokacji. „Tolerancyjna” komórka, w przeciwieństwie 
do komórki „opornej” wyposażona jest w całko-
wicie funkcjonalny receptor. Jednakże, wiąże ona 
zwykle mniejszą liczbę cząsteczek kolicyny niż 
komórka wrażliwa.

•	Odporność.	Komórka	posiada	funkcjonalny	recep- 
 tor kolicynowy, jak również sprawny mechanizm 
translokacji, jednakże wzmocnienie efektu letal-
nego jest utrudnione przez wzajemne oddziaływa-
nie kolicyny z proteiną odpornościową, która syn-
tetyzowana jest przez komórkę razem z kolicyną 
[49]. W związku z tym, odporność jest równo-
ważna z niewrażliwością komórki producenta [95].

4.1. Translokacja kolicyn

Kolicyny wiążą się ze specyficznymi receptorami 
znajdującymi się na zewnętrznej błonie, skąd zostają 
przemieszczone do wnętrza komórki bakteryjnej. 
Translokacja przebiega dzięki systemom Ton oraz Tol. 
Grupa kolicyn A wykorzystuje system Tol i potrzebuje 
poryn, tj.: OmpF oraz białek TolA, TolB, TolQ i TolR, 
podczas gdy kolicyny grupy B wykorzystują system 
Ton razem ze specyficznymi receptorami oraz białkami 
TonB, ExbB oraz ExbD [50]. TonB i ExbD, jak rów-
nież TolA i TolR to białka zakotwiczone dzięki swoim 
N-końcom w błonie plazmatycznej. TolQ i ExbB to 
integralne białka błonowe, natomiast białko TolB, które 
nie posiada swojego odpowiednika w systemie Ton, jest 
zlokalizowane głównie w peryplazmie. Białko TolA jest 
analogiczne do białka TonB, natomiast nie mogą się 
zastępować. TolQ funkcjonalnie może pełnić rolę odpo-
wiednika ExbB, podobnie jak TolR z ExbD [95].

Kompleks Tol jest niezbędny dla integralności 
osłony bakteryjnej. Skutkiem mutacji genu tol jest tzw. 
tolerancyjny fenotyp – obniżona wrażliwość na koli-
cyny, zwiększona przepuszczalność zewnętrznej błony 
komórkowej dla barwników, zwiększona wrażliwość 
na detergenty itd. 

Liczba receptorów błonowych przypadająca na 
jedną komórkę bakteryjną waha się od 102 (BtuB) do 
105  (OmpF) kopii. Jednakże import kolicyn nie jest 
ograniczony liczbą cząsteczek receptorowych na 
powierzchni błony, a raczej liczbą receptorów zwią-
zanych z kompleksami translokacyjnymi – system Tol 
występuje w liczbie 400–1000 kopii na komórkę [27]. 
Wynika z tego, że pomimo znacznej liczby cząsteczek 
kolicynowych, które przyłączą się do specyficznych 
receptorów na powierzchni błony zewnętrznej, nie 
wszystkie zostaną translokowane do wewnątrz. Nie-
które receptory współdziałają alternatywnie z  oby-
dwoma systemami translokacji. W takich przypadkach 
transport „naturalnych” substratów odbywa się tylko 
przez system Ton, podczas gdy kolicyny wykorzystują 
obydwa systemy do ich translokacji [95].

Po translokacji cząsteczki kolicyny dochodzi do 
rearanżacji jej struktury trzeciorzędowej. Kolicyna A 
przekształca swoją strukturę podczas translokacji, a jej 
denaturacja zmniejsza czas, który jest potrzebny do 
wywołania efektu letalnego [6]. 
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4.2. Efekt letalny kolicyn

Badania dotyczące oddziaływania kolicyn na wraż-
liwe komórki bakteryjne dowodzą, że już pojedyncza, 
bądź kilka cząsteczek kolicynowych wystarcza do 
wywołania efektu letalnego wrażliwej bakterii. Efekt 
bakteriobójczy kolicyny poprzedzony jest działaniem 
bakteriostatycznym [91], a czas trwania fazy bakterio-
statycznej jest odwrotną funkcją mnogości kolicyn. 
Każda komórka, która zwiąże kolicynę chwilowo prze-
żywa, jednak traci zdolność do podziału. 

Wysoce skuteczna aktywność antymikrobiologiczna 
kolicyn jest częściowo ograniczona ze względu na to, że 
nie wszystkie cząsteczki kolicyn połączone z recepto-
rem mogą związać się z kompleksem translokacyjnym, 
a dodatkowo wystawione są na działanie proteinaz na 
powierzchni komórek bakteryjnych. Kolicyny obydwu 
grup  A i B utrzymują kontakt z receptorem podczas 
tworzenia kanałów w błonie plazmatycznej. W związku 
z  tym, można wykluczyć ich hamujący efekt dzięki 
trypsynie, która degraduje części cząsteczek znajdują-
cych się na powierzchni komórki. 

Kolicyny eliminują wrażliwe bakterie na różne 
sposoby. Najczęstszym z nich jest formowanie kana-
łów jonowych w błonie plazmatycznej, co prowadzi do 
depolaryzacji błony. Inny sposób wiąże się z aktyw-
nością nukleazową kolicyn, natomiast najrzadziej do- 
chodzi do zahamowania syntezy peptydoglikanu [95].

5. Charakterystyka i podział mikrocyn

Termin „mikrocyny” wprowadzono z uwagi na 
to, żeby odróżnić klasę antybakteryjnych peptydów, 
o masie molekularnej poniżej 10 kDa, od większych od 
nich kolicyn [74]. Mikrocyny wykazują odporność na 
wysoką temperaturę, krańcowe pH i proteazy. Produ-
kowane pod wpływem stresu (np. niedobór składników 
odżywczych), wykazują silną aktywność antybakteryjną 
w stosunku do szczepów blisko spokrewnionych włą-
czając rodzaje: Escherichia, Salmonella, Enterobacter, 
Klebsiella, Citrobacter oraz Shigella, przy minimalnym 
stężeniu hamującym (MIC – Minimal Inhibitory Con-
centration) w skali nanomolarnej. 

Podobnie do bakteriocyn produkowanych przez 
bakterie Gram-dodatnie, mikrocyny wydzielane są 
zwykle jako syntetyzowane rybosomalnie prekursory. 
Są kodowane przez geny znajdujące się w plazmidach 
albo, w  niektórych przypadkach, w  chromosomach. 
Operony, które zawierają geny kodujące prekursory 
mikrocyn, kodują również czynniki odpowiedzialne 
za odporność na mikrocyny, białka sekrecyjne oraz 
enzymy modyfikacyjne, co wpływa na ogromną różno-
rodność mikrocyn, zarówno pod względem ich struk-
tury, jak i mechanizmów działania [28]. 

Mikrocyny dzieli się na dwie klasy w  zależności 
od ich masy cząsteczkowej, obecności bądź też braku 
mostków disiarczkowych oraz ze względu na modyfi-
kacje posttranslacyjne. Klasa I mikrocyn (B17, C7-C51, 
J25) to kodowane w plazmidach peptydy o masie czą-
steczkowej poniżej 5 kDa, które podlegają modyfika-
cjom posttranslacyjnym i działają na cele zlokalizo-
wane wewnątrzkomórkowo [34, 72]. Hamują funkcje 
życiowe tych szczepów bakteryjnych, które wykazują 
podobną morfologię i fizjologię. Do klasy  II należą 
peptydy o wyższej masie molekularnej w zakresie 
5–10 kDa, wykazujące aktywność antybakteryjną 
głównie poprzez oddziaływanie na błony komórkowe. 
Wśród mikrocyn zaliczanych do klasy  II wyróżnia 
się dwie podklasy. Klasa IIa obejmuje trzy kodowane 
plazmidowo peptydy, które nie ulegają modyfikacjom 
posttranslacyjnym, a w swej budowie prawdopodobnie 
posiadają mostki dwusiarczkowe (mikrocyny L, V oraz 
24). Natomiast kodowane w chromosomach liniowe 
mikrocyny E492, M i H47, które mogą ulegać lub nie 
C-końcowym modyfikacjom zaliczane są do klasy IIb. 
Są to tzw. mikrocyny sideroforowe. Wysoce konserwa-
tywna C-końcowa sekwencja 10 aminokwasów jest ich 
znakiem rozpoznawczym [100]. 

Pomimo wysokiej heterogeniczności mikrocyn pod 
względem budowy strukturalnej, organizacja ich kla-
stru genowego jest konserwatywna i składa się z przy-
najmniej czterech zespolonych genów, zgrupowanych 
w  jednym lub kilku operonach. Mowa tu o  genach 
strukturalnych kodujących prekursor mikrocynowy, 
sąsiadujących z  nimi genach odpowiadających za 
odporność szczepu wytwarzającego daną mikrocynę 
na jej działanie antymikrobiologiczne i genach kodu-
jących właściwy system eksportu mikrocyny, który 
umożliwia jej prawidłową sekrecję. Dodatkowo wystę-
pują geny kodujące enzymy niezbędne do prawidło-
wego przebiegu modyfikacji posttranslacyjnych [28]. 
Niektóre prekursory mikrocyn ulegają modyfikacjom 
posttranslacyjnym w trakcie procesu dojrzewania do 
mikrocyny aktywnej. Modyfikacje, którym ulegają 
mikrocyny aktywne mogą przebiegać drogami rybo-
somalną i  nierybosomalną. Dojrzałe mikrocyny są 
wówczas eksportowane przy użyciu systemu transpor-
tującego ABC (ATP-Binding Cassette Transporter) [78]. 

Warto zwrócić uwagę na trzy wybrane mikrocyny: 
E492, J25 i C7-C51 (Rys. 2) oraz strategie wykorzysty-
wane przez enterobakterie, które dzięki tym białkom 
wykazują aktywność antymikrobiologiczną w obecności 
bakterii. Wspomniane mikrocyny oddziałują na inne 
komórki przy użyciu strategii tzw. konia trojańskiego 
(Trojan Horse). Mikrocyna może naśladować potrzebny 
komórce składnik odżywczy, np. kompleks siderofor-
-żelazo, co umożliwia jej translokację do peryplazmy 
dzięki wcześniejszemu rozpoznaniu mikrocyny przez 
specyficzne receptory w zewnętrznej błonie komórko-
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wej atakowanej bakterii. Może być również wydzielana 
w formie nieaktywnej molekuły, by po wniknięciu do 
wrażliwej bakterii i związaniu się z wewnętrzną błoną 
stać się cząsteczką toksyczną [78].

5.1. Struktura i genetyka wybranych mikrocyn

5.1.1. MccE492
Najlepiej scharakteryzowaną mikrocyną należącą 

do klasy IIb jest mikrocyna E492 (w skrócie Mcc492), 
która produkowana jest przez szczep K. pneumoniae 
RYC492 [23]. Późniejsze klonowanie 13 kpz fragmentu 
DNA w E. coli [106] pozwoliło na oczyszczenie i okre-
ślenie struktury wyżej wymienionej mikrocyny. Dzie-
sięć genów uporządkowanych w pięć jednostek trans-
krypcyjnych jest niezbędnych do biosyntezy MccE492 
[54]. Gen mceA koduje 99-aminokwasowy prekursor 
MccE492, a mceB białko odpornościowe (chroniące 
producenta przed działaniem własnej bakteriocyny). 
Inne geny zaangażowane są w modyfikacje posttransla-
cyjne. Są to mceC, mceD i mceI, kodujące odpowiednio 
peptydy homologiczne do glikozylotransferazy, esterazy 
i acylotransferazy [68, 101], jak również gen mceJ, który 
nie ma ewidentnych homologii ze znanymi genami 

[68]. Dwa kolejne geny mceG i mceH są niezbędne do 
eksportu MccE492. Kodują odpowiednio transporter 
ABC oraz białko pomocnicze. Gen mceF jest również 
zaangażowany w eksport mikrocyny, natomiast funkcja 
mceE pozostaje nieokreślona [54].

W oparciu o wyniki spektrometrii masowej stwier-
dzono, że MccE492 to niemodyfikowany, 84-amino-
kwasowy peptyd o charakterze anionowym. Co więcej, 
aminokwasy wchodzące w skład wspomnianej mikro-
cyny w większości nie posiadają ładunku i mają cha-
rakter hydrofobowy z wyłączeniem histydyny, trzech 
reszt asparaginianu i jednej glutaminianu [78]. Odcinek 
C-końcowy bogaty jest w cząsteczki seryny (sekwen-
cja aminokwasowa SGSGYNSATSSSGSGS, Rys. 2). 
Zmieniając skład podłoża hodowlanego wyizolowano 
oraz zidentyfikowano posttranslacyjnie zmodyfiko-
waną mikrocynę E492 nazwaną MccE492m, która jest 
produkowana zarówno przez typ dziki K. pneumoniae, 
jak i przez rekombinowany szczep E. coli VCS257 [98]. 
Zmodyfikowana mikrocyna E492 posiada w  swo-
jej budowie C-glikozylowany, liniowy trimer DHBS 
(N-(2,3-dihydroksybenzoilo)-L-serynę) związany  do 
grupy karbo ksylowej seryny w pozycji 84 dzięki wią-
zaniu O-glikozydowemu. Razem z enterobaktyną (cyk- 
liczny trimer DHBS) i salmocheliną (C-glikozylowany 

Rys. 2. Struktury wybranych mikrocyn
A. Mikrocyna C7-C51 – peptyd z modyfikowanym AMP. B. Mikrocyna J25 – peptyd w kształcie lasso; struktura trójwymiarowa (górna, PDB: 1Q71) 
i pierwszorzędowa (dolna), klamra oznacza pierścień laktamowy utworzony pomiędzy grupą α-aminową Gly1 a grupą γ-karboksylową Glu8. C. Mikro-

cyna E492 – peptyd sideroforowy.

PDB ID: 1Q71
Rosengren K.J., Clark R.J., Daly N.L., Goransson U., Jones A., Craik D.J.: Microcin J25 has a threaded sidechain-to-backbone ring structure and not 

a head-to-tail cyclized backbone. J. Am. Chem. Soc. 125, 12464–12474 (2003)
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odpowiednik enterobaktyny), DHBS jest jednym 
z głównych sideroforów katecholowych, dzięki którym 
bakterie Gram-ujemne wiążą żelazo i  importują do 
wnętrza komórek. Zmodyfikowana mikrocyna wybiór-
czo wiąże żelazo do fragmentu katecholowego naśla-
dując prawdziwy siderofor. Ponieważ MccE492m wy- 
kazuje szersze spektrum aktywności przeciwbakteryj-
nej oraz działa znacznie silniej na mikroorganizmy 
wrażliwe (niższy zakres wartości MIC) w porównaniu 
do MccE492, Thomas i wsp. [98] wysnuli wniosek, że 
modyfikacja prowadzi do lepszego rozpoznawania oraz 
większej aktywności przeciwbakteryjnej mikrocyny. 
Mikrocyna E492m zawierająca siderofor salmocheli-
nowy jest pierwszym członkiem z nowej klasy pepty-
dów przeciwdrobnoustrojowych określanych jest jako 
peptydy sideroforowe. Postranslacyjna modyfikacja 
(ugrupowanie sideroforowe) wzmacnia aktywność 
prze ciwbakteryjną MccE492, która jest skierowana 
głównie przeciwko niektórym enterobakteriom za 
pośrednictwem receptorów sideroforów typu katecho-
lowego [98]. Co więcej, wyizolowano oraz scharakte-
ryzowano dwie kolejne mikorcyny sideroforowe – M 
oraz H47 i tym samym dowiedziono istnienia rodziny 
peptydów antybakteryjnych, produkowanych przez 
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae i związanych ze 
sobą strukturalnie – mikorcyn sideroforowych [100]. 

5.1.2. MccJ25
Mikrocyna J25 (MccJ25, Rys. 2) odkryta u  kało-

wego szczepu E. coli AY25 jest kodowana w plazmidzie 
pTUC100. Fragment DNA o długości 4,8 kpz, zawiera-
jący geny odpowiedzialne za produkcję MccJ25, eksport 
z  komórki i odporność na wspomnianą mikrocynę, 
został sklonowany i  zsekwencjonowany. Gen mcjA 
koduje prekursor MccJ25, podczas gdy mcjB i  mcjC 
kodują peptydy odpowiedzialne prawdopodobnie 
za modyfikacje posttranslacyjne McjA. Ostatni gen 
mcjD odpowiedzialny jest zarówno za wydzielanie, jak 
i odporność na mikrocynę J25 [28].

Mikrocyna J25 jest pierwowzorem peptydów 
o kształcie lasso, które tworzą rosnącą klasę bioaktyw-
nych peptydów, syntetyzowanych w większości przez 
proteobakterie i aktinobakterie. Składają się z pier-
ścienia makrolaktamowego zamkniętego pomiędzy 
N-końcową grupą aminową i boczną grupą karboksy-
lową asparaginianu lub glutaminianu w pozycji 8 lub 9, 
gdzie zakleszczony jest C-końcowy fragment peptydu 
w formie luźnego łańcucha tworząc kształt lasso.

Ta szczególna, niefaworyzowana entropowo budowa 
jest stabilizowana m.in. przez mostki disiarczkowe, 
które wiążą luźny łańcuch z pierścieniem. MccJ25 
jest 21-aminokwasowym peptydem w kształcie lasso: 
grupa aminowa Gly1 połączona jest z boczną grupą 
karbo ksylową Glu8 wiązaniem laktamowym formując 
N-końcowy pierścień związany z C-końcowym łańcu-

chem. Zagięcie lassa jest utrzymywane dzięki bocznym 
łańcuchom dwóch aromatycznych aminokwasów, Phe19 
i Tyr20, które zapobiegają jego wysunięciu się z pierście-
nia. C-końcowy łańcuch jest trwale uwięziony w pier-
ścieniu dzięki oddziaływaniom sterycznym [83]. Taka 
struktura nadaje mikrocynie J25, jak również innym 
peptydom w kształcie lasso, niezwykle wysoką stabil-
ność w  momencie oddziaływania większości proteaz 
oraz wysokich temperatur w połączeniu z dużą kon-
centracją czynników chaotropowych [83]. W  bardzo 
kwaśnym środowisku lub poprzez działanie endopepty-
daz dochodzi do przerwania pętli i powstania dwułań-
cuchowego białka, podczas gdy C-końcowy fragment 
pozostaje ściśle zakotwiczony w pierścieniu [78].

5.1.3. MccC7-C51
Mikrocyna C7-C51 (w skrócie MccC7-C51, MccC, 

Rys. 2) jest najmniejszą wyizolowaną dotąd mikrocyną, 
a dodatkowo jedyną znaną, która przyłącza nukleotyd 
podczas modyfikacji posttranslacyjnych. MccC7-C51 
to N-formylowany heptapeptyd ze związanym kowa-
lencyjnie do C-końcowego asparaginianu zmodyfiko-
wanym adenozynomonofosforanem (AMP) [78].

Mikrocyna C7 została wyizolowana przez Novoa 
i wsp. [69], którzy stwierdzili, że jest kodowana w plaz-
midzie pMccC7 o wielkości 43 kpz. Następnie mikro-
cyna nazwana C51, produkowana przez inny szczep 
E. coli, została wyodrębniona przez Khmela i wsp. [52], 
a wyizolowany plazmid pMccC51 miał wielkość 38 kpz. 
W dalszym etapie badań fragmenty DNA o wielkości 
6,2 kpz i 5,7 kpz, pochodzące odpowiednio z plazmidu 
pC7 oraz pC51, zawierające klastry genów odpowie-
dzialnych za syntezę wyżej wspomnianych mikrocyn, 
a także ich sekrecją oraz odporność zostały zsekwen-
cjonowane, a geny scharakteryzowane [31, 39]. Okazało 
się, że sekwencje nukleotydowe genów pochodzących 
z pC7 oraz pC51 są bardzo zbliżone do siebie. Wcho-
dzące w skład klastrów geny mccA, mccB, mccD i mccE 
odpowiedzialne są za produkcję MccC7 i MccC51, pod-
czas gdy mccC i mccE są niezbędne do warunkowania 
odporności. Ostatni, szósty gen z klastra – mccF, jest 
transkrybowany od przeciwległego końca i w małym 
stopniu odpowiada za odporność wobec MccC7, nato-
miast nie spełnia tej roli w przypadku MccC51. Zatem 
jedyna różnica pomiędzy klastrami genów pocho-
dzących z pC7 oraz pC51 ma związek z kodowaniem 
odporności. Okazało się ponadto, że microcyny C7 
i C51, chociaż kodowane przez dwa różne klastry genów 
mają identyczną strukturę cząsteczkową [78].

5.2. Mechanizmy działania mikrocyn

5.2.1. MccE492
MccE492 selektywnie hamuje wzrost Gram-ujem-

nych enterobakterii takich jak: E. coli, Salmonella ente-
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rica, Enterobacter cloacae i K. pneumoniae. Wartości MIC 
wynoszą 40–160 nM przeciwko E. coli i S. enterica [28].

Mikrocyny E492, M i H47 nie są zdolne do zahamo-
wania wzrostu szczepów niosących mutację w genach 
fepA, cir i fiu (produktami genów są białka receptorowe 
FepA, Cir i Fiu), gdyż dla uzyskania aktywności wyma-
gają receptorów żelazowo-katecholowych. Przyłączenie 
MccE492 poprzez FepA, Fiu i Cir działa na zasadzie 
kooperacji, jednak głównym receptorem jest FepA 
[97]. Są to trzy sideroforowe receptory typu katecholo-
wego, które związane są z systemem TonB. Aktywność 
mikrocyny E492 jest TonB-zależna [98], co znaczy, 
że wymagany jest występujący w błonie wewnętrznej 
kompleks TonB-ExbB-ExbD, który wykorzystuje siłę 
protonomotoryczną z błony plazmatycznej w celu 
transdukcji energii do błony zewnętrznej i zapew-
nienie energii do transportu. Bogaty w seryny region 
C-końcowy nie jest wymagany do funkcjonowania 
mikrocyny wewnątrz komórki wrażliwej, toteż uważa 
się, że służy on rozpoznaniu mikrocyny przez receptory 
katecholowo-sideroforowe FepA, Fiu i Cir. Po wnik-
nięciu do przestrzeni peryplazmatycznej, mikrocyna 
E492 oddziałuje z  komponentami błony wewnętrz-
nej – ManY/ManZ i indukuje formowanie porów oraz 
depolaryzację błony wewnętrznej powodując śmierć 
komórki [7]. Nie wiadomo jednak, czy receptory żela-
zowo-sideroforowe kończą swoje działanie na destabili-
zacji błony, czy też służą dodatkowo do translokowania 
mikrocyny [25].

5.2.2. MccJ25
Mikrocyna ta wykazuje silną aktywność bakteriobój-

czą przeciwko wielu bakteriom należącym do rodziny 
Enterobacteriaceae z MIC w granicach 5–500 nM, m.in. 
szczepom z rodzajów Salmonella, Escherichia oraz Shi-
gella [73]. Mikrocyna J25 do swojej aktywności wymaga 
transportera żelaza FhuA znajdującego się w  błonie 
zew nętrznej [86]. Przeprowadzono eksperyment, 
w którym zbadano in vitro i in vivo wzajemne inter-
akcje pomiędzy mikrocyną, a FhuA. W tym celu użyto 
aktywnej mikrocyny J25 i  jej zmodyfikowanej formy 
uzyskanej dzięki trawieniu termolizyną. Ta modyfikacja 
sprawia, że mikrocyna traci prawie całkowicie swoją 
antybakteryjną aktywność. Badania in vivo wykazały, 
że dla prawidłowej aktywności mikrocyny niezbędne 
są zarówno zewnętrzny receptor błonowy FhuA, jak 
i kompleks TonB-ExbB-ExbD znajdujący się w błonie 
wewnętrznej. W przypadku, gdy u szczepu wrażliwego 
dojdzie do mutacji w genach kodujących FhuA, TonB 
i ExbB-ExbD, staje się on oporny na mikrocynę [24]. 
Dodatkowo MccJ25 nie pozwala na zainfekowanie 
E. coli przez faga T5 hamując jego adhezję, co wskazuje 
na to, że mikrocyna powstrzymuje interakcję pomiędzy 
fagiem, a receptorem FhuA. Badania in vitro potwier-
dzają te wyniki [78]. 

Znajdując się w przestrzeni peryplazmatycznej, 
MccJ25 wchodzi w interakcję z białkiem SbmA [86]. 
Nie określono precyzyjnie roli wspomnianego białka, 
ale prawdopodobnie pozwala mikrocynie J25 przekro-
czyć wewnętrzną błonę bakteryjną. Wewnątrzkomórko-
wym celem MccJ25 jest polimeraza RNA (RNAP, RNA 
Polymerase). Mikrocyna hamuje proces transkrypcji 
w komórce bakteryjnej poprzez zablokowanie drugiego 
kanału doprowadzającego substraty NTP (trifosforany 
rybonukleozydów) do centrum aktywnego polimerazy 
RNA [2, 67].

Mikrocyna J25 jest podzielona na dwa regiony: 
pierścień i łańcuch oraz fragment Val11-Pro16 tworzący 
motyw β-szpilki do włosów, a każdy z wspomnianych 
regionów odgrywa szczególną rolę w odniesieniu do 
aktywności antybakteryjnej bakteriocyny. Beta zakręt 
odpowiada za rozpoznanie przez receptor FhuA, nato-
miast region pierścień – łańcuch odpowiedzialny jest za 
inhibicję RNAP [24, 89]. Trwają badania nad krystali-
zacją kompleksu FhuA – MccJ25 i określeniem sposobu 
w  jaki mikrocyna jest translokowana do przestrzeni 
peryplazmatycznej [78].

5.2.3. MccC7-C51
Mikrocyna C7-C51 wykazuje bakteriostatyczną 

aktywność przeciwko kilku gatunkom spośród nastę-
pujących rodzajów enterobakterii: Escherichia, Kleb-
siella, Salmonella, Shigella, Yersinia oraz Proteus [39, 
52]. Hamuje wzrost szczepów E. coli w zakresie MIC 
100–500 nM [28].

Mikrocyna ta wnika do wnętrza komórki wrażliwej 
dzięki porynom OmpF i jest aktywnie przemieszczana 
przez błonę wewnętrzną jedynie dzięki transporterowi 
ABC – YejABEF. W rzeczywistości mikrocyna ta wyko-
rzystuje N-formylowany heptapeptyd jako kamuflaż, by 
wniknąć w głąb komórki bakteryjnej i tam się akty-
wować [63]. Zanim to nastąpi, podlega dwustopnio-
wej modyfikacji. Pierwszy etap zapewnia deformylaza 
peptydowa, która usuwa N-końcową grupę formylową, 
drugi następuje dzięki kilku aminopeptydazom o sze-
rokim spektrum działania, których celem jest wiązanie 
peptydowe Ala6-Asp7 i rozszczepienie części białkowej 
bakteriocyny. W  rezultacie, zmodyfikowany związek 
zostaje uwolniony i pełni rolę potencjalnego inhibitora 
syntetazy aspartylo-tRNA, co skutkuje zatrzymaniem 
syntezy białek [64]. 

Unikalny sposób działania mikrocyny C7-C51, 
która dopiero wewnątrz komórki docelowej wykazuje 
swoją aktywność antymikrobiologiczną, czyni z  niej 
bardzo atrakcyjny przedmiot dalszych badań. Szereg 
analogów MccC7-C51, które wykorzystują mechanizm 
tzw. konia trojańskiego naśladując naturalną mikro-
cynę już zostało zsyntetyzowanych chemicznie [103]. 
Związki te zamiast asparaginianu w  pozycji  7 mają 
wbudowane inne aminokwasy i dlatego mogą działać 
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na inne syntetazy aminoacylo-tRNA. Rozważa się moż-
liwość tworzenia kolejnych, nowych peptydów antybak-
teryjnych wywodzących się z mikrocyny C7-C51, cha-
rakteryzujących się większą biodostępnością, silniejszą 
aktywnością antymikrobiologiczną i działających na 
inne cele wewnątrzkomórkowe [103].

6. Potencjalne zastosowanie kolicyn i mikrocyn

W związku ze wzrostem świadomości konsumentów 
dotyczącej artykułów spożywczych, producenci żyw-
ności stoją przed dużym wyzwaniem, aby produkty 
przez nich otrzymywane były jak najmniej przetwo-
rzone, bez chemicznych dodatków konserwujących, 
a przy tym miały długi okres przydatności do spoży-
cia. Bakteriocyny stanowią bardzo atrakcyjną opcję, 
aby choć część tych wymagań była w przyszłości zaspo-
kojona. Stanowią naturalne dodatki do żywności, bo 
wytwarzane są przez bakterie, które występują w wielu 
produktach (np. otrzymywanych na drodze fermentacji 
mlekowej) i były spożywane przez ludzi nieświadomie 
od dawna [18]. By zastosować bakteriocynę jako poten-
cjalny konserwant żywności, niezbędnym jest by speł-
niła kilka kryteriów. Po pierwsze, szczep wytwarzający 
bakteriocynę musi posiadać status GRAS (Generally 
Recognized As Safe). Po drugie, wytwarzana bakterio-
cyna powinna być termostabilna, odporna na zmiany 
pH oraz wykazywać szerokie spektrum działania, 
bądź też aktywność przeciwbakteryjną w stosunku do 
konkretnego patogenu. Bakteriocyna nie może stano-
wić ryzyka dla zdrowia konsumenta, a jej dodatek do 
żywności powinien wpływać na polepszenie bezpie-
czeństwa, jakości oraz smaku produktu [47]. Dodatek 
bakteriocyny jako biokonserwanta może być korzystny 
ze względu na zmniejszenie ryzyka skażenia żywności, 
redukcję zakażeń krzyżowych w łańcuchu żywnościo-
wym, wydłużenie czasu przydatności produktu do spo-
życia oraz zmniejszenie ilości innych chemicznych kon-
serwantów, które potencjalnie mogłyby być użyte [35].

Obecnie stosowanymi jako biokonserwanty bak-
teriocynami są te wytwarzane przez bakterie kwasu 
mlekowego (LAB). Jednak bakteriocyny bakterii 
Gram-dodatnich nie hamują lub hamują jedynie w nie-
wielkim stopniu rozwój Gram-ujemnych patogenów. 
Bakteriocyną stosowaną na skalę przemysłową jest 
nizyna (E234) wytwarzana przez L. lactis i opisana po 
raz pierwszy w 1928 roku. Została zatwierdzona jako 
biokonserwant w 1988 roku przez FDA (Food and Drug 
Agency) i jest powszechnie używana w ponad 45 kra-
jach, zgodnie z prawnie obowiązującymi regulacjami 
[35, 79]. Nizyna wykazuje działanie antagonistyczne 
w stosunku do szczepów bakterii z rodzajów Clostri-
dium, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Lactococcus 
i Lactobacillus, jednakże nie hamuje rozwoju bakterii 

Gram-ujemnych, tj. Salmonella, Escherichia, Yersi-
nia i Pseudomonas, chyba że zostaną one dodatkowo 
potraktowane substancją chelatującą, np. EDTA [21, 
96]. Aby poszerzyć spektrum działania podjęto bada-
nia nad ekspresją mikrocyny V w komórkach LAB [61]. 
Stworzono również rekombinantową bakteriocynę, 
hybrydę enterocyny CRL35 i  mikrocyny  V, nazwaną 
Ent35-MccV, która wykazuje aktywność antymikrobio-
logiczną przeciwko E. coli i L. monocytogenes [1].

Sable i wsp. [86] badając ekstrakty mleka i mięsa 
wykazali, że mikrocyna J25 hamuje wzrost szczepów 
E. coli O157:H7 wywołujących biegunki, natomiast 
Lyon i  wsp. [58] zasugerowali rozpylanie kolicyn na 
produktach żywnościowych i maszynach używanych 
w przetwórstwie żywności.

Według Światowej Organizacji Zdrowia (WHO) 
probiotyki to żywe drobnoustroje, które podane czło-
wiekowi i  zwierzętom w odpowiedniej ilości mają 
korzystny wpływ na organizm gospodarza [26, 90]. 
Oczyszczone bakteriocyny albo produkujące je kul-
tury bakterii uważane za probiotyczne mogą reduko-
wać liczbę patogenów lub korzystnie wpływać na skład 
mikroflory jelitowej. Zdecydowana większość bakterii 
probiotycznych należy do bakterii Gram-dodatnich, 
jednak wyjątkiem od tej reguły jest np. niepatogenny 
szczep E. coli Nissle 1917 wchodzący w skład prepara-
tów probiotycznych, np. Mutaflor® [110]. Cursino i wsp. 
[20] wykazali, że szczep E. coli H22, produkujący kilka 
związków o działaniu antybakteryjnym (m.in. kolicyny 
E1, Ib, mikrocynę C7), hamuje rozwój patogennych 
i  potencjalnie patogennych enterobakterii (Entero-
bacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Salmonella, 
Shigella, Yersinia) i mógłby znaleźć zastosowanie jako 
szczep probiotyczny. 

W związku z rosnącą opornością bakterii na kla-
syczne antybiotyki poszukuje się nowych związków 
o  działaniu antybakteryjnym i bakteriocyny są roz-
ważane jako jedno z alternatywnych rozwiązań wspo-
mnianego problemu. Ponadto ze względu na różny 
mechanizm działania, połączenie bakteriocyn z  nie-
którymi antybiotykami może pozwolić na uzyskanie 
synergistycznego efektu [3]. W wyniku fuzji domeny 
kolicyny  Ia, odpowiedzialnej za tworzenie kanałów 
jonowych, i  feromonów Gram-dodatnich bakterii 
(AgrD1, cCF10), otrzymano nową grupę peptydów 
antybakteryjnych, które są skuteczne i specyficzne 
wobec Gram-dodatnich szczepów patogennych, bez 
toksyczności w stosunku do komórek ssaków [75, 76]. 
Zihler i wsp. [110] wykazali, że szczep E. coli L1000, 
produkujący mikrocynę B17, może być użyteczny 
w  zwalczaniu infekcji wywołanych przez Salmonella. 
Natomiast Brown i wsp. [11] udowodnili, że niektóre 
kolicyny charakteryzują się aktywnością antybakteryjną 
skierowaną przeciwko adherentno-inwazyjnym szcze-
pom E. coli (AIEC) wyizolowanym z przewodu pokar-
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mowego pacjentów z chorobą Leśniowskiego-Crohna 
i mogą być rozważane jako potencjalne terapeutyki. 

Odrębną grupą badań nad bakteriocynami bakterii 
Gram-ujemnych jest sprawdzenie możliwości zastoso-
wania ich w terapii antynowotworowej. Doświadczenia 
te zapoczątkowano ponad 30 lat temu, kiedy zaobserwo-
wano, że kolicyna E3 działa cytotoksycznie na komórki 
HeLa [93]. Od tamtego czasu wiadomo, że niektóre 
kolicyny wywierają efekt letalny na komórki nowotwo-
rowe, chociaż nie jest jasne czy mechanizm działania 
jest identyczny jak w przypadku wrażliwych komórek 
bakteryjnych. Wykazano, że proliferacja komórek bia-
łaczki mysiej linii P388 jest zahamowana przez kolicynę 
E3 [33]. Wspomniana linia komórkowa została również 
poddana działaniu kolicyn D, E2 oraz A. Stwierdzono, 
że żywotność komórek ulegała obniżeniu w przypadku 
wszystkich zastosowanych bakteriocyn, przy czym 
najsilniejszy efekt był widoczny po zastosowaniu koli-
cyny A [94]. Badano również wpływ kolicyn E1 i E3 na 
transformowane v-myb monoblasty. W tym przypadku 
także zaobserwowano spadek żywotności testowanych 
komórek [92]. W  innych badaniach wykazano, że 
kolicyny A i E1 charakteryzują się aktywnością cyto-
toksyczną wobec 11  ludzkich nowotworowych linii 
komórkowych [16]. Pozostałe testowane w doświadcze-
niu kolicyny (E3 i U) nie wpływały istotnie na badane 
linie komórkowe. Aktywność cytotoksyczna była sil-
nie zróżnicowana w zależności od rodzaju kolicyny, jak 
i  linii komórek nowotworowych. Kolicyna A charak-
teryzowała się największą aktywnością cytotoksyczną, 
ale również hamowała wzrost normalnych fibroblastów 
linii MRC5. Kolicyna E1 działała słabiej, zarówno na 
komórki nowotworowe, jak i  normalne fibroblasty. 
Farkas-Himsley i  Cheung [30] badali oddziaływa-
nie bakteriocyn, w tym kolicyn na rozmaite komórki 
bakteryjne i eukariotyczne. Dowiedziono, że kolicyny 
wywierają silniejszy wpływ na komórki nowotworowe 
niż normalne, przy czym zwierzęce komórki nowotwo-
rowe były bardziej wrażliwe na działanie bakteriocyn 
niż ludzkie. Wiadomo również, że niektóre mikrocyny 
(np. E492) mogą indukować apoptozę w pewnych ludz-
kich liniach komórkowych [45]. Wyniki innych badań 
sugerują, że obecność kolicyn, produkowanych przez 
szczepy bakterii występujące w przewodzie pokarmo-
wym, może być jednym z czynników ograniczających 
rozwój raka jelita grubego [12]. W  przypadku osób 
zdrowych stwierdzono, że 63,8% badanych posiadało 
w przewodzie pokarmowym szczepy E. coli wytwarza-
jące bakteriocyny, podczas gdy u chorych na raka jelita 
grubego szczepy te wykryto jedynie u 41,6% badanych. 
Wydaje się zatem, że potencjalnym sposobem zapo-
biegania tego typu nowotworom mogłaby być suple-
mentacja probiotykami produkującymi bakteriocyny. 
Kolicyny mogłyby być rozważane jako leki antynowo-
tworowe o umiarkowanym potencjale [55, 108]. 

Intensywnie bada się również możliwość zastoso-
wania bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych w hodowli 
zwierząt. Żywy inwentarz może zostać zainfekowany 
przez niezliczone patogenne mikroorganizmy, wśród 
których znajdują się i takie, które mogą zakazić orga-
nizm ludzki. Zjadliwe szczepy E. coli (np. O157:H7) 
oraz Salmonella enteritidis wywołują infekcje jelitowe 
zarówno u ludzi, jak i zwierząt, i są mikroorganizmami 
w zwalczaniu których wymagana jest terapia przeciw-
bakteryjna [5]. Salmonella i  Campylobacter są przy-
czyną ponad 90% wszystkich przypadków zakażenia 
żywności na świecie [99]. 

Hodowcy zajmujący się żywym inwentarzem sto-
sują szereg antybiotyków, np.: penicylinę, fluorochino-
lony lub tetracyklinę w celu zwalczenia powszechnych 
infekcji bakteryjnych. Co więcej, specyfiki te często 
stosowane są profilaktycznie i  wspomagająco, przez 
co działają nie tylko na szczepy zjadliwe, ale także na 
komensale żyjące w jelitach zwierząt [5]. Bardzo ważną 
kwestią jest ograniczenie stosowanie tradycyjnych anty-
biotyków, aby szczepy nie zyskiwały na nie oporności. 
W tym celu pracuje się nad wieloma strategiami, które 
mają polepszyć zdrowie zwierząt oraz wydajność i bez-
pieczeństwo mikrobiologiczne żywności bez zastoso-
wania antybiotyków. 

Istnieje wiele obaw zarówno o zdrowie publiczne, jak 
i ze względów ekonomicznych o wybuch chorób spo-
wodowanych przez mikrobiologiczne zakażenie drobiu 
i jaj przez szczepy S. enterica, które są częstym konta-
minantem i powszechnym patogenem wywołującym 
nieżyt żołądka i jelit [22, 99]. W celu zahamowania roz-
przestrzeniania się, jak również eliminacji bakterii Sal-
monella z drobiu, do paszy piskląt dodaje się naturalną 
florę bakteryjną występującą w  jelitach kur, a  dodat-
kowo podaje się niezjadliwe mutanty tej bakterii, które 
konkurencyjnie zapobiegają kolonizacji przez szczepy 
wirulentne. Próby in vitro wskazują, że mikrocyny pro-
dukowane przez szczepy E. coli hamują wzrost patogen-
nych szczepów Salmonella. Nawet na podłożu ubogim 
w składniki pokarmowe, w warunkach zakwaszenia oraz 
w obecności żółci i enzymów proteolitycznych szczepy 
E. coli mogą produkować mikrocyny [73, 107]. 

U bydła, żwacz jest głównym rezerwuarem Gram-
-ujemnego szczepu E. coli O157:H7, który wytwa-
rza toksynę Shiga wywołującą u  ludzi ostre biegunki 
i  bardzo groźny, szczególnie u  niemowląt, zespół 
hemolityczno-mocznicowy [71]. Zakażenie człowieka 
bakteriami STEC (Shiga toxin-producing E. coli) nastę-
puje głównie na skutek spożycia zanieczyszczonej 
żyw ności (mleka, sera, niedogotowanego mięsa) lub 
wody, a także poprzez bezpośredni kontakt z nosicie-
lami. Zastosowanie terapii antybiotykowej powoduje, 
że bakterie produkują nadmierne ilości tej toksyny, co 
zwiększa zjadliwość szczepu producenta [104]. Nie-
które kolicynogenne szczepy E. coli wykazują zdolność 
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hamowania rozwoju enterokrwotocznych szczepów 
E. coli [87]. Odkryto, że zaaplikowanie bakterii wytwa-
rzających kolicyny do żwacza znacznie redukuje po- 
ziom patogenów jelitowych u bydła [38]. Bakterie E. coli 
wytwarzające kolicynę E7 hamują kolonizację przez 
patogenny szczep E. coli O157:H7 po podaniu go cie-
lętom w formie szczepienia [88]. W innych badaniach 
Jordi i wsp. [51] testowali wpływ 20 kolicynogennych 
szczepów E. coli na rozwój 5 szczepów E. coli wytwa-
rzających toksynę Shiga (O26, O111, O128, O145 
i O157:H7). W symulowanym środowisku żwacza, koli-
cyny E1, E4, E8-J, K i S4 znacząco ograniczały wzrost 
szczepów wytwarzających toksynę Shiga. Kolejnym 
obiecującym szczepem jest produkująca mikrocynę 
B17 E. coli Nissle 1917, której obecność prowadzi do 
zmniejszenia o połowę częstości występowania biegu-
nek u bydła [102]. 

7. Podsumowanie

Od ostatnich niemalże stu lat trwają intensywne 
badania nad bakteriocynami wykazującymi działa-
nie przeciwdrobnoustrojowe, produkowanymi przez 
Gram-ujemne bakterie z rodziny Enterobacteriaceae. 
Wśród nich wyróżnić można duże białka o  masie 
25–80 kDa, nazwane kolicynami oraz mikrocyny 
– peptydy o niskiej masie , wahającej się od 1–10 kDa. 
Informacja genetyczna zawarta w klastrach genowych 
kolicyn, jak i mikrocyn determinuje ich produkcję, eks-
port oraz odporność. Wszystkie do dziś odkryte koli-
cyny kodowane są w plazmidach, w  przeciwieństwie 
do mikrocyn, wśród których te należące do klasy IIb 
kodowana są chromosomalnie. 

Inaczej niż w przypadku mikrocyn, głównym 
me chanizmem indukującym produkcję kolicyn jest 
system SOS, który stanowi część systemu kontroli eks-
presji genów, naprawiającego uszkodzenia DNA. Może 
być aktywowany pod wpływem stresu środowiskowego, 
np. promieniowania UV lub ekspozycji na inne czyn-
niki uszkadzające DNA. Z kolei synteza mikrocyn prze-
ważnie indukowana jest w wyniku redukcji składników 
odżywczych.

Jedną z ważniejszych różnic pomiędzy mikrocynami 
i kolicynami, pomijając oczywistą rozbieżność w przy-
padku mas cząsteczkowych obu grup związków, jest 
ich struktura. W przeciwieństwie do kolicyn, mikro-
cyny mogą podlegać modyfikacjom posttranslacyjnym. 
Klaster genowy kolicyn jest wysoce konserwatywny, 
a w obrębie ich struktury można wyróżnić trzy domeny 
odpowiedzialne za związanie kolicyny z  odpowied- 
nim receptorem, translokację do wnętrza komórki 
wrażliwej i aktywność antybakteryjną. Zarówno koli-
cyny, jak i mikrocyny mają wąskie spektrum działania 
i wykazują aktywność antymikrobiologiczną przeciwko 

szczepom filogenetycznie spokrewnionym ze szczepem 
producenta.

Opisane w artykule mikrocyny (E492, J25, C7-C51) 
wykorzystują niezwykle złożone mechanizmy działania 
typu tzw. konia trojańskiego. Łączą się z receptorami, 
dzięki którym komórka wrażliwa pobiera ze środo- 
wiska niezbędne substancje (receptory żelazowo- 
-sideroforowe), albo używają pewnego rodzaju kamu-
flażu w celu swobodnego wniknięcia w głąb komórki 
docelowej, która rozpoznaje je, jako substancje nieszko-
dliwe. Dopiero po wniknięciu wnętrza komórki docelo- 
wej, stają się substancjami szkodliwymi dla komórek 
wrażliwych. Powyższe strategie różnią się od tych wy- 
korzystywanych przez bakteriocyny bakterii Gram-
-dodatnich [28, 78].

Trwające od wielu lat badania nad bakteriocynami 
bakterii Gram-ujemnych pozwoliły odkryć zasady ich 
syntezy, budowę molekularną, stabilność, jak rów-
nież mechanizmy, za pomocą których oddziałują na 
komórki bakteryjne. Od pewnego czasu wielką uwagę 
poświęca się na badanie ich potencjalnego zastosowa-
nia antymikrobiologicznego w przetwórstwie żywnoś-
ciowym, ale także w medycynie i hodowli zwierząt. 
Jedno jest natomiast pewne, im więcej dowiadujemy 
o tej fascynującej rodzinie toksyn, tym większy zdaje 
się być ich potencjał, który w przyszłości pozwoliłby 
stawić czoła wielu ludzkim wyzwaniom związanym ze 
zdrowiem, rolnictwem i przemysłem żywieniowym. 
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