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Bacteriocins of Gram-negative bacteria - structure, mode of action and potential applications

Abstract: Bacteriocins are a diverse group of ribosomally synthesized peptides or proteins secreted by bacteria, which help them to compete
in their local environments for the limited nutritional resources. Bacteriocins kill or inhibit the growth of other bacteria. Generally, these
molecules have a narrow spectrum of antibacterial activity, but some of them demonstrate a broad spectrum of action. Bacteriocins from
Gram-negative bacteria are divided into two main groups: high molecular mass proteins (30-80 kDa) known as colicins, and low molecular
mass peptides (between 1-10 kDa) termed microcins. Colicins are produced by Escherichia coli strains harbouring a colicinogenic plasmid.
Such colicinogenic strains are widespread in nature and are especially abundant in the gut of animals. The biosynthesis of colicins is
mediated by the SOS regulon, which becomes activated in the response to DNA damage. The colicin synthesis is lethal for the producing
cells as a consequence of the concomitant biosynthesis of the colicin lysis protein. Microcins are usually highly stable molecules, which
are resistant to proteases, extreme pH values and temperatures. They are produced by enteric bacteria under stress conditions, particularly
nutrient depletion. Microcins are encoded by gene clusters carried by plasmids or in certain cases by the chromosome. In this review,
we have summarized the most important information about structure and properties of bacteriocins from Gram-negative bacteria, their
diverse mechanisms of action and potential application as food preservatives and in livestock industry.
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1. Wprowadzenie W 1925 roku udokumentowano pierwsze odkrycie
wskazujgce na to, ze bakterie s3 producentami czaste-

Allelopatia to szeroko rozpowszechnione w natu- czek antydrobnoustrojowych [42]. Wtedy to belgijski
rze zjawisko, wprowadzone do literatury naukowej mikrobiolog André Gratia opisat obecnos¢ wrazliwych
juz w 1937 roku przez austriackiego badacza Hansa ~1ha podwyzszong temperature substancji o znacznej
Molischa [66]. W $wiecie bakterii pojecie to czesto ~ specyficznosci antymikrobiologicznej, wytwarzanych
odnoszone jest do antagonistycznego oddzialtywania  PT2€Z Escherichia coli V, kt6rej aktywnos¢ skierowana
pomiedzy populacjami poprzez produkcje substancji byta przeciwko innym szczepom tego samego gatunku,
szkodliwych dla populacji konkurencyjnej [40]. Do - E- coli @ [42]. Substancje te zostaly nazwane kolicy-
takich allelopatycznych zwigzkéw wytwarzanych przez ~ Dami, by wskazac¢ organizm, ktory je wyprodukowat.
mikroorganizmy zaliczane s3 m.in.: metabolity wtérne ~ W 1946 roku Gratia i Fredericq dowiedli, ze kolicyny sg
— amoniak lub nadtlenek wodoru, klasyczne anty- biatkami [41], a ich spektrum dzialania jest ograniczone
biotyki o szerokim spektrum dziatania (bacytracyna, W zaleznosci od obecnodci badz braku specyficznych
polimiksyna B), enzymy bakteriolityczne i, co stanowi ~ receptor 6w na powierzchni komoérek wrazliwych [32].

temat niniejszego artykutu - bakteriocyny, zwykle defi- Bakteriqcyny FWOfZQ_ duzg i niezwykl.e zréznico-
niowane jako biologicznie aktywne peptydy lub biatka ~ Wang funkqonalme rod.zme; toksyn. SPeFYﬁCZﬂf} cechq.,
dziatajace bakteriobdjczo [40, 79]. ktora je taczy to fakt, Ze s3 peptydami lub biatkami
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syntetyzowanymi rybosomalnie [18]. Dodatkowo wyka-
zujg aktywnos$¢ antymikrobiologiczng przeciwko szcze-
pom przewaznie blisko spokrewnionym, posiadajac
jednoczesnie specyficzny sprzezony mechanizm immu-
nologiczny, ktéry chroni je przed dzialaniem wlasnej
toksyny. Warto wspomnie¢ o badaniach, ktére wska-
zuja, ze bakteriocyny przyczyniaja si¢ do wzrostu dyna-
miki konkurencji pomiedzy réznymi szczepami bak-
terii, przez co w duzej mierze wplywaja na utrzymanie
réznorodnosci mikrobiologicznej 79, 80]. Prawdopo-
dobnie 99% bakterii wytwarza co najmniej jedna bak-
teriocyne, jednak wigkszos$¢ nie zostala jeszcze ziden-
tyfikowana [53, 82]. Niektdre szczepy syntetyzuja dwie
lub wiecej bakteriocyn [77].

Ze wzgledu na rosnaca opornos¢ bakterii na wiele
klasycznych antybiotykéw zapoczatkowano szereg ba-
dan majacych na celu poznanie potencjalnej roli natu-
ralnie produkowanych oraz modyfikowanych bakte-
riocyn, jako odpowiednikéw tradycyjnie stosowanych
antybiotykow [19, 38]. Bakteriocyny mozna odrézni¢
od klasycznych antybiotykéw ze wzgledu na nastepu-
jace cechy:

o bakteriocyny sg peptydami lub biatkami, ktérych
synteza odbywa sie rybosomalnie, a antybiotyki to
wtorne metabolity niektérych mikroorganizmow,
nie tylko bakterii,
bakteriocyny przewaznie maja waskie spektrum
dziatania, podczas gdy wigkszo$¢ antybiotykow
wykazuje szeroki zakres aktywno$ci,

w odréznieniu od antybiotykéw, do interakgji z ko-
morka wrazliwg bakteriocyny wymagaja niekiedy
czasteczki dokujgcej, ktdra jest niezbedna do bez-
posredniego kontaktu z blong komérki docelowej,
mechanizm dzialania bakteriocyn najczesciej
polega na formowaniu poréw w blonie komor-
kowej, ale niektore bakteriocyny moga réwniez
oddzialywa¢ antagonistycznie wobec wrazliwych
mikroorganizmdéw m.in. poprzez niespecyficzng
degradacje DNA, specyficzng hydrolize RNA,
hamowanie syntezy peptydoglikanu bedacego
sktadnikiem $ciany komorkowej bakterii; anty-
biotyki blokuja synteze $ciany komdrkowej, upo-
sledzaja funkcje blony komorkowej lub dzialajg
wewnatrzkomoérkowo (m.in. zaburzaja replikacje
DNA, synteze RNA i bakteryjnych bialek),
stwierdzono toksycznos¢ i wystepowanie skutkow
ubocznych w przypadku stosowania antybiotykow,
w odréznieniu od nietoksycznych bakteriocyn,
ktore naturalnie wystepuja w niektorych produk-
tach spozywczych i od dawna nieswiadomie byly
spozywane przez ludzi, ponadto sg wrazliwe na
proteazy i podlegaja rozktadowi w przewodzie
pokarmowym,
« antybiotyki stosowane sa w celach klinicznych,
abakteriocyny w przemysle spozywczym [9, 17, 43].

URSZULA BLASZCZYK, JAGODA MOCZARNY

W przeciwienstwie do bakteriocyn, szerokie spek-
trum dzialania antybiotykéw wigze si¢ z efektem
letalnym nie tylko w stosunku do bakterii choro-
botworczych, ale takze przyczynia si¢ do likwidacji
korzystnej dla organizmu cztowieka flory bakteryjnej,
ktora wedtug niektérych badan moze w poézniejszym
czasie nie wrocic¢ juz do swojego pierwotnego skladu,
a niektore grupy bakterii moga zosta¢ zastgpione przez
mikroorganizmy oporne na antybiotyki. Diugotrwata
ekspozycja pozytecznej flory bakteryjnej na antybiotyki
moze odpowiada¢ za zwiekszong podatnos¢ organizmu
na infekcje i choroby takie jak: otyto$¢, cukrzyca typu 1,
nieswoiste zapalenie jelit, alergie, astma [8].

Rodzina bakteriocyn stanowi grupe zwiazkow orga-
nicznych, ktdre rdznig si¢ miedzy sobg m.in. masg cza-
steczkowq, wlasciwodciami biochemicznymi, mecha-
nizmem dzialania, spektrum aktywno$ci lub rodzajem
komorek wrazliwych, na ktéra dziatajg [15, 44].

2. Klasyfikacja bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych

Wiele uwagi poswieca sie bakteriocynom wytwa-
rzanym przez bakterie Gram-dodatnie. Poznawane
sg coraz to nowe czasteczki nalezace do tej niezwykle
licznej i zréznicowanej grupy zwigzkéw antydrobno-
ustrojowych [36, 37, 46, 56, 57, 59, 60, 62, 65, 70, 105,
109]. Bakteriocyny produkowane przez bakterie Gram-
-dodatnie r6znig sie od tych wytwarzanych przez bak-
terie Gram-ujemne w dwoch zasadniczych kwestiach.
Po pierwsze, uwalnianie bakteriocyny do $rodowiska
zewnetrznego w przypadku bakteriocyn bakterii Gram-
-dodatnich niekoniecznie musi si¢ wiazaé sie z liza
komorki, ktora ja wyprodukowatla jak ma to miejsce
w przypadku bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych,
zaliczanych do rodziny kolicyn. Ta znaczjca réznica
powstata w zwigzku z mechanizmem transportu umoz-
liwiajacym wydzielenie bakteriocyny. Zwykle biosyn-
teza bakteriocyn bakterii Gram-dodatnich podlega
samoregulacji dzieki specyficznie wyspecjalizowanym
mechanizmom transportu ulatwiajgcym wydzielanie,
jednak niektére wykorzystuja sec-zalezne drogi eks-
portu. Po drugie, bakterie Gram-dodatnie wyksztalcity
bakteriocyno-specyficzng regulacje, natomiast w przy-
padku wigkszosci bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych
synteza jest regulowana w oparciu o system SOS [79].

Bakterie Gram-ujemne, podobnie jak Gram-dodat-
nie, produkuja szereg bakteriocyn, a ich nazwa pocho-
dzi od rodzaju bakterii, ktdry 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, ze
zaréwno producent, jak réwniez szczepy wrazliwe
nalezg do tego samego rodzaju i w wigkszosci tego
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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 E, 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)

samego gatunku [95]. Klasyfikuje si¢ je zasadniczo jako
kolicyny i mikrocyny.

Kolicyny to biatka o masie czasteczkowej 25-80 kDa
produkowane przez i aktywne przeciwko E. coli i innym
czlonkom rodziny Enterobacteriaceae [81]. Kolicyna V
jest pierwszg, odkryta prawie 100 lat temu bakteriocyng
[42], do dzisiaj opisano ponad 30 réznych czasteczek
zaliczanych do rodziny kolicyn [77]. Schematyczne
struktury wybranych kolicyn zostaly przedstawiona
na Rysunku 1.

Z historycznego punktu widzenia, jak i mozliwosci
ich potencjalnego zastosowania, kolicyny, obok bakte-
riocyn wytwarzanych przez bakterie fermentacji mleko-
wej, nalezg do najintensywniej badanych bakteriocyn.
W przeciwienstwie do bakteriocyn produkowanych
przez bakterie Gram-dodatnie, ktérych biosynteza
podlega samoregulacji, jesli chodzi o mechanizmy
transportu odpowiedzialne za ich wydzielanie, kolicyny
funkcjonuja w oparciu o system SOS. W warunkach
stresowych, takich jak: redukcja sktadnikéw pokarmo-
wych lub promieniowanie UV, dochodzi do indukcji
czedci bakterii z populacji E. coli zdolnych do wydzie-
lania bakteriocyny. Indukgja ta skutkuje $miercig ko-
morek produkujacych kolicyny (jednoczesnie z koli-

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 E, Tsernoglou D.:
Crystal structure of a colicin N fragment suggests a model for toxicity.
Structure, 6, 863-874 (1998)

cyna syntetyzowane jest biatko lityczne), co w rezultacie
prowadzi do uwolnienia z komérek producenta czaste-
czek kolicyny, a przez to réwniez $mierci znajdujacych
sie w poblizu komorek wrazliwych. Wydzielone biatka
wigzg sie ze specyficznymi receptorami na powierzchni
komorek docelowych i przemieszczajg si¢ do ich wne-
trza z pomocy bialek transportowych.

Pomimo réznic w mechanizmach dziatania, wiek-
szo$¢ kolicyn wykazuje podobng organizacje struktu-
ralng z trzema funkcjonalnymi domenami: regionem
N-terminalnym (ok. 25% biatka) odpowiedzialnym za
przemieszczenie si¢ do komorki docelowej, regionem
centralnym (ok. 50% calego biatka) zaangazowanym
w wiazanie kolicyny ze specyficznymi receptorami
w blonie zewnetrznej oraz regionem C-terminalnym
odpowiadajacym za aktywnos¢ antybakteryjna [79].
Domena receptorowa wigze kolicyne z receptorem na
powierzchni bony zewnetrznej komoérki wrazliwej, po
czym bialko to jest translokowane w glab blony badz
cytoplazmy komorki docelowej. W transporcie do
komorki biorg udziat dwie grupy biatek — system Ton
oraz system Tol. Opornos¢ na antybakteryjne dzialanie
kolicyn moze wytworzy¢ sie w wyniku zmian struk-
turalnych w obrebie receptoréw blonowych, dzieki
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ktérym kolicyny wnikaja do wnetrza komorki, badz
modyfikacji w mechanizmie wchlaniania [10, 82].
Duze podobienstwo strukturalne do kolicyn wykazuja
piocyny, bakteriocyny produkowane przez bakterie
z rodzaju Pseudomonas [48].

Mikrocyny to znacznie mniejsze od kolicyn nisko-
czasteczkowe peptydy (< 10 kDa), syntetyzowane przez
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae. Dzialajg anta-
gonistycznie w stosunku do szczepow blisko spokrew-
nionych. Z wyjatkiem K. pneumoniae, wszystkie znane
szczepy wytwarzajace mikrocyny nalezg do gatunku
E. coli [23, 44]. W przeciwienstwie do kolicyn, synteza
mikrocyn nie podlega regulacji przez system SOS i nie
jest $miertelna dla szczepu, ktéry produkuje mikrocyne
[44, 72]. Klaster mikrocynowy jest bardziej zréznico-
wany od kolicynowego i zawiera w sobie geny odpo-
wiedzialne za biosyntez¢ mikrocyn (w niektorych przy-
padkach geny kodujace biatko prekursorowe i enzymy
modyfikacji posttranslacyjnej) oraz te decydujace o ich
sekrecji i odpornosci [4].

Co ciekawe, mikrocyna okazaly si¢ by¢ réwniez
pierwsza opisana bakteriocyna - kolicyna V (ColV)
[77]. W ostatnich latach liczba zidentyfikowanych
mikrocyn powigkszyla si¢ z dziewieciu do czternastu i,
w przeciwienstwie do kolicyn, siedem z nich udato si¢
wyizolowaé oraz opisa¢ na poziomie strukturalnym
i funkcjonalnym. Sg to mikrocyny B17, C51, E492, J25,
L, M oraz V (wcze$niej zanana jako ColV) [28].

3. Produkcja kolicyn przez bakterie kolicynogenne
3.1. Synteza kolicyn

Synteza kolicyn jest kodowana przez plazmidy Col,
rozniace si¢ miedzy soba wielkoscig (np.: plazmid
pColEl - 6,6 kpz, a pColH az 94 kpz) [95]. Odrdznia
je réwniez zdolnos¢ do powielania, liczba kopii przypa-
dajacych na komorke oraz zdolno$¢ do transferu przez
koniugacje [74].

Plazmidy Col, oprécz kolicyn, koduja dodatkowo
jeden, badz cz¢$ciej, dwa dodatkowe typy biatek: biatko
odpornosciowe i bialko lityczne [74]. Przyklad stanowi
operon kolicyny El, ktory zawiera trzy geny. Geny
cea, imm oraz kil odpowiadajg w kolejnosci za struk-
ture bakteriocyny, bialka odpornosciowego oraz litycz-
nego. Rola biatka immunologicznego jest specyficzna
ochrona komorki kolicynogennej (wigze i inaktywuje
toksyczng proteine) przed jej wlasna kolicyna, jak row-
niez przed innymi kolicynami tego samego typu, ktdre
pochodzg ze srodowiska. Biatko lityczne jest natomiast
malg lipoproteing, odpowiedzialng za tatwiejsze uwol-
nienie zsyntetyzowanej kolicyny z komdrki producenta.
Podczas gdy gen imm wystepuje we wszystkich plazmi-
dach Col, gen kil obecny jest jedynie w grupie plazmi-
dow matych - TaiIb [95].

URSZULA BLASZCZYK, JAGODA MOCZARNY

Usytuowanie genéw w plazmidach Col zalezy od
antagonistycznego mechanizmu dziatania kolicyn oraz
od wzajemnej interakcji pomiedzy kolicyna, a jej bial-
kiem odpornos$ciowym. W przypadku kolicyn, ktére
dzialajg na blone¢ plazmatyczna, gen imm jest trans-
krybowany kolejno w kierunku przeciwnym do genu
decydujacego o strukturze kolicyny, jak i genu kil. Dla
kolicyn posiadajgcych aktywnos¢ nukleazy, gen imm
stanowi cze$¢ jednostki transkrypcyjnej i zoriento-
wany jest w tym samym kierunku co dwa pozostale
geny, a dodatkowo intensywnos$¢ jego transkrypciji jest
proporcjonalna do transkrypcji genéw cea i kil. Nawet
w przypadku komorek, w ktorych operon kolicynowy
jest wylaczony, synteza bialka odpornosciowego jest
kontynuowana. Kontrolowana jest przez niezalezny
promotor, ktéry umozliwia komdrce przezycie na
podlozu, w ktérym kolicyny produkowane sg w sposéb
spontaniczny przez pewna czes¢ komorek.

Proces syntezy kolicyn determinowany jest przez
kilka czynnikéw. Podstawowg regulacje, powszechna
wérdd prawie wszystkich kolicyn, zapewnia system
SOS, ktory bierze udzial w kontrolowaniu ekspresji
gendw oraz naprawianiu uszkodzonego DNA. W nor-
malnych warunkach produkcja kolicyn jest wytaczona
u wiekszosci komorek w populacji. Ma ona miejsce
tylko u matej czesci populacji, jako skutek losowej
samorzutnej aktywacji systemu SOS [44]. Synteza koli-
cyn w kulturze producenta wzrasta ponad tysigc raz
dzigki indukcji po fazie lag. W przypadku niektérych
kolicyn istnieja réwniez bardziej tagodne mechanizmy
regulacji uczestniczace w ksztaltowaniu tego procesu
[95]. Kolejno, synteza kolicyn moze by¢ regulowana
poprzez nieswoista represj¢ kataboliczng. Niskie ste-
zenie glukozy w podlozu komérek kolicynogennych
powoduje, ze wzrasta synteza cAMP, ktory wiazac
sie z odpowiednim biatkiem receptorowym tworzy
kompleks stymulujgcy ekspresje genu strukturalnego
kolicyny [85]. Produkcja kolicyny E1 jest rowniez
stymulowana przez brak tlenu. W warunkach beztle-
nowych, transkrypcja genu kolicyny jest aktywowana
przez biatko regulatorowe FNR. Warunki anaerobiozy
dodatkowo znacznie skracajg faze lag, przez co synteza
kolicyny wzrasta 45-krotnie w poréwnaniu z warun-
kami tlenowymi. Bialko FNR jest syntetyzowane stale,
ale aktywne jest tylko w warunkach beztlenowych.
Zwigzanie aktywnej formy bialka FNR blisko promo-
tora inicjuje transkrypcje genu kolicyny [29].

3.2. Eksport kolicyn z komdrek producenta

Zadna z kolicyn nie jest transportowana specy-
ficznie z komorki producenta. Nie wykryto réwniez
w obrebie ich struktury N-koncowej sekwencji sygna-
fowej [10, 50]. Kolicyny s uwalniane z komoérki razem
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z innymi proteinami. Ten proces jest wspomagany przez
tzw. bialko lityczne, ktore powoduje rowniez liz¢ btony
komoérkowej, $ciany komoérkowej i blony zewnetrznej,
w wyniku czego dochodzi do $mierci komorki bak-
teryjnej [14]. Ekspresja genu kil kodujacego biatko
lityczne regulowana jest przez promotor, ktdry jest
wspdlny z genem strukturalnym biatka kolicynowego.
W zwigzku z tym do ekspresji genu kil dochodzi wtedy,
gdy synteza kolicyny w komorce zostanie zainduko-
wana. Niezwykle stabilna sekwencja sygnalowa biatka
litycznego nie jest degradowana przez co wplywa na
efektywny eksport kolicyny z komérki producenta [95].

4. Oddzialywanie kolicyn na komérki bakteryjne

Hamujacy efekt kolicyn na komorki bakteryjne
ograniczony jest do wrazliwych szczepdw z rodziny
Enterobacteriaceae. Efekt inhibicji zalezny jest od
rodzaju interakcji pomiedzy kolicyng, a komodrka bak-
teryjng, przy czym wymagana jest obecno$¢ specyficz-
nego receptora kolicynowego w blonie zewnetrznej
oraz funkcjonalnego mechanizmu translokacji pomie-
dzy blong zewnetrznag i plazmatycznag bakterii. Oddzia-
lywanie kolicyn na komoérki wrazliwe sprowadza sie do
trzech etapow:

« zwigzanie si¢ do zewnetrznej blony bakteryjnej

z udzialem specyficznego receptora,

« translokacja przez blone zewnetrzna, $ciane i blone
komorkowa,

o efekt letalny.

To trzystopniowe dzialanie odzwierciedla organi-
zacja czasteczki kolicynowej, ktora sktada sig z trzech
domen: receptorowej, translokacyjnej i letalnej [13].
Kazda z domen funkcjonalnych w czgsteczce kolicyny
jest wlasciwie niezalezna, w zwigzku z czym, dzigki wza-
jemnej kombinacji fragmentéw gendw poszczegdlnych
domen, mozliwe jest stworzenie nowych typdw kolicyn,
jak rowniez hybryd kolicyn z innymi bakteriocynami.

Stopien wrazliwosci szczepu na kolicyne jest funkcja
$redniej liczby receptoréw przypadajgcych na komorke.
Stad, wrazliwo$¢ na kolicyny ma charakter ilosciowy.

Mozna wyrdzni¢ trzy typy niewrazliwosci na koli-
cyny:

» Opornos¢ z powodu braku funkcjonalnego recep-
tora kolicynowego. Stwierdzono dos$wiadczalnie,
ze kultura wzrastajaca na plytce z agarem w obec-
nosci kolicyny bez wystepujacych widocznych czyn-
nikéw ograniczajacych jest uwazana za oporna.

« Tolerancja z powodu zaburzonego systemu trans-
lokacji. ,, Tolerancyjna” komorka, w przeciwienstwie
do komorki ,,opornej” wyposazona jest w calko-
wicie funkcjonalny receptor. Jednakze, wigze ona
zwykle mniejsza liczbe czasteczek kolicyny niz
komorka wrazliwa.

» Odporno$¢. Komoérka posiada funkcjonalny recep-
tor kolicynowy, jak rowniez sprawny mechanizm
translokacji, jednakze wzmocnienie efektu letal-
nego jest utrudnione przez wzajemne oddziatywa-
nie kolicyny z proteing odpornosciows, ktéra syn-
tetyzowana jest przez komorke razem z kolicyna
[49]. W zwiagzku z tym, odpornos¢ jest rowno-
wazna z niewrazliwoscig komorki producenta [95].

4.1. Translokacja kolicyn

Kolicyny wiaza si¢ ze specyficznymi receptorami
znajdujacymi sie na zewnetrznej blonie, skad zostaja
przemieszczone do wnetrza komorki bakteryjnej.
Translokacja przebiega dzigki systemom Ton oraz Tol.
Grupa kolicyn A wykorzystuje system Tol i potrzebuje
poryn, tj.: OmpF oraz biatek TolA, TolB, TolQ i TolR,
podczas gdy kolicyny grupy B wykorzystuja system
Ton razem ze specyficznymi receptorami oraz biatkami
TonB, ExbB oraz ExbD [50]. TonB i ExbD, jak row-
niez TolA i TolR to bialka zakotwiczone dzigki swoim
N-koncom w blonie plazmatycznej. TolQ i ExbB to
integralne bialka blonowe, natomiast biatko TolB, ktore
nie posiada swojego odpowiednika w systemie Ton, jest
zlokalizowane gléwnie w peryplazmie. Biatko TolA jest
analogiczne do bialka TonB, natomiast nie moga sie
zastegpowac. TolQ funkcjonalnie moze pelnic role odpo-
wiednika ExbB, podobnie jak TolR z ExbD [95].

Kompleks Tol jest niezbedny dla integralnosci
ostony bakteryjnej. Skutkiem mutacji genu fol jest tzw.
tolerancyjny fenotyp - obnizona wrazliwos¢ na koli-
cyny, zwiekszona przepuszczalnosé zewnetrznej btony
komorkowej dla barwnikéw, zwigkszona wrazliwo$¢
na detergenty itd.

Liczba receptorow blonowych przypadajaca na
jedng komorke bakteryjna waha si¢ od 10* (BtuB) do
10° (OmpF) kopii. Jednakze import kolicyn nie jest
ograniczony liczbg czgsteczek receptorowych na
powierzchni blony, a raczej liczba receptoréw zwia-
zanych z kompleksami translokacyjnymi — system Tol
wystepuje w liczbie 400-1000 kopii na komérke [27].
Wynika z tego, ze pomimo znacznej liczby czasteczek
kolicynowych, ktore przytacza si¢ do specyficznych
receptorow na powierzchni blony zewnetrznej, nie
wszystkie zostang translokowane do wewnatrz. Nie-
ktore receptory wspoldzialaja alternatywnie z oby-
dwoma systemami translokacji. W takich przypadkach
transport ,,naturalnych” substratéw odbywa sie tylko
przez system Ton, podczas gdy kolicyny wykorzystuja
obydwa systemy do ich translokacji [95].

Po translokacji czasteczki kolicyny dochodzi do
rearanzacji jej struktury trzeciorzedowej. Kolicyna A
przeksztalca swoja strukture podczas translokacji, a jej
denaturacja zmniejsza czas, ktory jest potrzebny do
wywolania efektu letalnego [6].
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4.2. Efekt letalny kolicyn

Badania dotyczace oddzialywania kolicyn na wraz-
liwe komorki bakteryjne dowodza, ze juz pojedyncza,
badz kilka czasteczek kolicynowych wystarcza do
wywolania efektu letalnego wrazliwej bakterii. Efekt
bakteriobojczy kolicyny poprzedzony jest dziataniem
bakteriostatycznym [91], a czas trwania fazy bakterio-
statycznej jest odwrotng funkcja mnogosci kolicyn.
Kazda komorka, ktora zwigze kolicyne chwilowo prze-
zywa, jednak traci zdolno$¢ do podziatu.

Wysoce skuteczna aktywnos¢ antymikrobiologiczna
kolicyn jest cze$ciowo ograniczona ze wzgledu na to, ze
nie wszystkie czasteczki kolicyn potaczone z recepto-
rem mogg zwigzac sie z kompleksem translokacyjnym,
a dodatkowo wystawione sa na dzialanie proteinaz na
powierzchni komorek bakteryjnych. Kolicyny obydwu
grup A i B utrzymujg kontakt z receptorem podczas
tworzenia kanaléw w blonie plazmatycznej. W zwigzku
z tym, mozna wykluczy¢ ich hamujacy efekt dzieki
trypsynie, ktora degraduje czgsci czasteczek znajduja-
cych si¢ na powierzchni komorki.

Kolicyny eliminuja wrazliwe bakterie na rézne
sposoby. Najczestszym z nich jest formowanie kana-
téw jonowych w blonie plazmatycznej, co prowadzi do
depolaryzacji btony. Inny sposéb wigze si¢ z aktyw-
noscig nukleazowy kolicyn, natomiast najrzadziej do-
chodzi do zahamowania syntezy peptydoglikanu [95].

5. Charakterystyka i podzial mikrocyn

Termin ,mikrocyny” wprowadzono z uwagi na
to, zeby odrdzni¢ klase antybakteryjnych peptyddow,
o masie molekularnej ponizej 10 kDa, od wigkszych od
nich kolicyn [74]. Mikrocyny wykazuja odporno$¢ na
wysoka temperature, krannicowe pH i proteazy. Produ-
kowane pod wplywem stresu (np. niedobor sktadnikdw
odzywczych), wykazuja silng aktywnos¢ antybakteryjna
w stosunku do szczepow blisko spokrewnionych wia-
czajac rodzaje: Escherichia, Salmonella, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter oraz Shigella, przy minimalnym
stezeniu hamujacym (MIC - Minimal Inhibitory Con-
centration) w skali nanomolarne;j.

Podobnie do bakteriocyn produkowanych przez
bakterie Gram-dodatnie, mikrocyny wydzielane sg
zwykle jako syntetyzowane rybosomalnie prekursory.
Sa kodowane przez geny znajdujace si¢ w plazmidach
albo, w niektérych przypadkach, w chromosomach.
Operony, ktore zawierajg geny kodujace prekursory
mikrocyn, koduja réwniez czynniki odpowiedzialne
za odporno$¢ na mikrocyny, biatka sekrecyjne oraz
enzymy modyfikacyjne, co wplywa na ogromng rézno-
rodno$¢ mikrocyn, zaréwno pod wzgledem ich struk-
tury, jak i mechanizméw dzialania [28].
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Mikrocyny dzieli si¢ na dwie klasy w zaleznosci
od ich masy czasteczkowej, obecnosci badz tez braku
mostkow disiarczkowych oraz ze wzgledu na modyfi-
kacje posttranslacyjne. Klasa I mikrocyn (B17, C7-C51,
J25) to kodowane w plazmidach peptydy o masie cza-
steczkowej ponizej 5 kDa, ktére podlegaja modyfika-
cjom posttranslacyjnym i dzialajg na cele zlokalizo-
wane wewnatrzkomoérkowo [34, 72]. Hamujg funkcje
zyciowe tych szczepow bakteryjnych, ktére wykazuja
podobng morfologie i fizjologie. Do klasy II naleza
peptydy o wyzszej masie molekularnej w zakresie
5-10kDa, wykazujace aktywnos$¢ antybakteryjna
gltéwnie poprzez oddzialywanie na blony komoérkowe.
Wisréd mikrocyn zaliczanych do klasy II wyrdznia
sie dwie podklasy. Klasa ITa obejmuje trzy kodowane
plazmidowo peptydy, ktdre nie ulegaja modyfikacjom
posttranslacyjnym, a w swej budowie prawdopodobnie
posiadaja mostki dwusiarczkowe (mikrocyny L, V oraz
24). Natomiast kodowane w chromosomach liniowe
mikrocyny E492, M i H47, ktére moga ulega¢ lub nie
C-koncowym modyfikacjom zaliczane sg do klasy IIb.
Sa to tzw. mikrocyny sideroforowe. Wysoce konserwa-
tywna C-koncowa sekwencja 10 aminokwasow jest ich
znakiem rozpoznawczym [100].

Pomimo wysokiej heterogenicznosci mikrocyn pod
wzgledem budowy strukturalnej, organizacja ich kla-
stru genowego jest konserwatywna i sktada sie z przy-
najmniej czterech zespolonych genéw, zgrupowanych
w jednym lub kilku operonach. Mowa tu o genach
strukturalnych kodujacych prekursor mikrocynowy,
sasiadujacych z nimi genach odpowiadajacych za
odpornos$¢ szczepu wytwarzajacego dang mikrocyne
na jej dzialanie antymikrobiologiczne i genach kodu-
jacych wiasciwy system eksportu mikrocyny, ktory
umozliwia jej prawidltowa sekrecje. Dodatkowo wyste-
puja geny kodujace enzymy niezbedne do prawidlo-
wego przebiegu modyfikacji posttranslacyjnych [28].
Niektore prekursory mikrocyn ulegaja modyfikacjom
posttranslacyjnym w trakcie procesu dojrzewania do
mikrocyny aktywnej. Modyfikacje, ktorym ulegaja
mikrocyny aktywne moga przebiega¢ drogami rybo-
somalng i nierybosomalng. Dojrzale mikrocyny sa
wowczas eksportowane przy uzyciu systemu transpor-
tujacego ABC (ATP-Binding Cassette Transporter) [78].

Warto zwrdci¢ uwage na trzy wybrane mikrocyny:
E492,J25 i C7-C51 (Rys. 2) oraz strategie wykorzysty-
wane przez enterobakterie, ktore dzigki tym biatkom
wykazuja aktywno$¢ antymikrobiologiczng w obecnosci
bakterii. Wspomniane mikrocyny oddziatuja na inne
komorki przy uzyciu strategii tzw. konia trojanskiego
(Trojan Horse). Mikrocyna moze nasladowa¢ potrzebny
komorce skladnik odzywczy, np. kompleks siderofor-
-zelazo, co umozliwia jej translokacje do peryplazmy
dzieki wezesniejszemu rozpoznaniu mikrocyny przez
specyficzne receptory w zewnetrznej blonie komérko-
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Rys. 2. Struktury wybranych mikrocyn

A. Mikrocyna C7-C51 - peptyd z modyfikowanym AMP. B. Mikrocyna J25 - peptyd w ksztalcie lasso; struktura tréjwymiarowa (gorna, PDB: 1Q71)
i pierwszorzedowa (dolna), klamra oznacza pierécien laktamowy utworzony pomiedzy grupg a-aminowa Gly' a grupa y-karboksylowa Glu®. 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)

wej atakowanej bakterii. Moze by¢ roéwniez wydzielana
w formie nieaktywnej molekuty, by po wniknieciu do
wrazliwej bakterii i zwigzaniu si¢ z wewnetrzng blong
sta¢ sie czasteczky toksyczng [78].

5.1. Struktura i genetyka wybranych mikrocyn

5.1.1. MccE492

Najlepiej scharakteryzowana mikrocyng nalezacg
do klasy IIb jest mikrocyna E492 (w skrdcie Mcc492),
ktéra produkowana jest przez szczep K. pneumoniae
RYC492 [23]. Pézniejsze klonowanie 13 kpz fragmentu
DNA w E. coli [106] pozwolilo na oczyszczenie i okre-
$lenie struktury wyzej wymienionej mikrocyny. Dzie-
sie¢ gendéw uporzadkowanych w pie¢ jednostek trans-
krypcyjnych jest niezbednych do biosyntezy MccE492
[54]. Gen mceA koduje 99-aminokwasowy prekursor
MccE492, a mceB bialko odpornosciowe (chronigce
producenta przed dzialaniem wlasnej bakteriocyny).
Inne geny zaangazowane s3 w modyfikacje posttransla-
cyjne. S to mceC, mceD i mcel, kodujace odpowiednio
peptydy homologiczne do glikozylotransferazy, esterazy
iacylotransferazy [68, 101], jak rowniez gen mce], ktory
nie ma ewidentnych homologii ze znanymi genami

[68]. Dwa kolejne geny mceG i mceH sg niezbedne do
eksportu MccE492. Koduja odpowiednio transporter
ABC oraz bialko pomocnicze. Gen mceF jest rowniez
zaangazowany w eksport mikrocyny, natomiast funkcja
mceE pozostaje nieokreslona [54].

W oparciu o wyniki spektrometrii masowej stwier-
dzono, ze MccE492 to niemodyfikowany, 84-amino-
kwasowy peptyd o charakterze anionowym. Co wiecej,
aminokwasy wchodzace w sklad wspomnianej mikro-
cyny w wiekszo$ci nie posiadaja tadunku i majg cha-
rakter hydrofobowy z wylaczeniem histydyny, trzech
reszt asparaginianu i jednej glutaminianu [78]. Odcinek
C-koncowy bogaty jest w czasteczki seryny (sekwen-
cja aminokwasowa SGSGYNSATSSSGSGS, Rys.2).
Zmieniajac sktad podioza hodowlanego wyizolowano
oraz zidentyfikowano posttranslacyjnie zmodyfiko-
wang mikrocyne E492 nazwang MccE492m, ktdra jest
produkowana zaréwno przez typ dziki K. pneumoniae,
jak i przez rekombinowany szczep E. coli VCS257 [98].
Zmodyfikowana mikrocyna E492 posiada w swo-
jej budowie C-glikozylowany, liniowy trimer DHBS
(N-(2,3-dihydroksybenzoilo)-L-seryn¢) zwigzany do
grupy karboksylowej seryny w pozycji 84 dzigki wia-
zaniu O-glikozydowemu. Razem z enterobaktyng (cyk-
liczny trimer DHBS) i salmocheling (C-glikozylowany
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odpowiednik enterobaktyny), DHBS jest jednym
z gtéwnych sideroforéow katecholowych, dzigki ktérym
bakterie Gram-ujemne wigza zelazo i importuja do
wnetrza komoérek. Zmodyfikowana mikrocyna wybidr-
czo wigze zelazo do fragmentu katecholowego nasla-
dujac prawdziwy siderofor. Poniewaz MccE492m wy-
kazuje szersze spektrum aktywnosci przeciwbakteryj-
nej oraz dziala znacznie silniej na mikroorganizmy
wrazliwe (nizszy zakres wartosci MIC) w poréwnaniu
do MccE492, Thomas i wsp. [98] wysnuli wniosek, ze
modyfikacja prowadzi do lepszego rozpoznawania oraz
wigkszej aktywnosci przeciwbakteryjnej mikrocyny.
Mikrocyna E492m zawierajaca siderofor salmocheli-
nowy jest pierwszym czlonkiem z nowej klasy pepty-
déw przeciwdrobnoustrojowych okreslanych jest jako
peptydy sideroforowe. Postranslacyjna modyfikacja
(ugrupowanie sideroforowe) wzmacnia aktywno$¢
przeciwbakteryjng MccE492, ktdra jest skierowana
gléwnie przeciwko niektdrym enterobakteriom za
posrednictwem receptoréw sideroforéw typu katecho-
lowego [98]. Co wiecej, wyizolowano oraz scharakte-
ryzowano dwie kolejne mikorcyny sideroforowe — M
oraz H47 i tym samym dowiedziono istnienia rodziny
peptydéw antybakteryjnych, produkowanych przez
bakterie z rodziny Enterobacteriaceae i zwigzanych ze
sobg strukturalnie — mikorcyn sideroforowych [100].

5.1.2. MccJ25

Mikrocyna J25 (Mcc]J25, Rys.2) odkryta u kalo-
wego szczepu E. coli AY25 jest kodowana w plazmidzie
pTUCI100. Fragment DNA o diugosci 4,8 kpz, zawiera-
jacy geny odpowiedzialne za produkcje Mcc]25, eksport
z komorki i odpornos¢ na wspomniang mikrocyne,
zostal sklonowany i zsekwencjonowany. Gen mcjA
koduje prekursor MccJ25, podczas gdy mcjB i mcjC
koduja peptydy odpowiedzialne prawdopodobnie
za modyfikacje posttranslacyjne McjA. Ostatni gen
mcjD odpowiedzialny jest zaréwno za wydzielanie, jak
i odpornos¢ na mikrocyne J25 [28].

Mikrocyna J25 jest pierwowzorem peptydow
o ksztalcie lasso, ktore tworzg rosngcg klase bioaktyw-
nych peptydoéw, syntetyzowanych w wiekszosci przez
proteobakterie i aktinobakterie. Skladaja si¢ z pier-
$cienia makrolaktamowego zamknietego pomiedzy
N-koncowa grupa aminows i boczna grupa karboksy-
lows asparaginianu lub glutaminianu w pozycji 8 lub 9,
gdzie zakleszczony jest C-koncowy fragment peptydu
w formie luznego tancucha tworzac ksztalt lasso.

Ta szczegdlna, niefaworyzowana entropowo budowa
jest stabilizowana m.in. przez mostki disiarczkowe,
ktére wiagza luzny tancuch z pierscieniem. Mcc]25
jest 21-aminokwasowym peptydem w ksztalcie lasso:
grupa aminowa Gly' pofaczona jest z boczng grupa
karboksylowa Glu® wigzaniem laktamowym formujac
N-koncowy pierscien zwiazany z C-koncowym tancu-
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chem. Zagiecie lassa jest utrzymywane dzieki bocznym
fanicuchom dwoch aromatycznych aminokwaséw, Phe'
i Tyr®, ktore zapobiegaja jego wysunieciu sie z pierscie-
nia. C-koncowy fancuch jest trwale uwieziony w pier-
$cieniu dzieki oddziatywaniom sterycznym [83]. Taka
struktura nadaje mikrocynie J25, jak réwniez innym
peptydom w ksztalcie lasso, niezwykle wysoka stabil-
no$¢ w momencie oddziatywania wigkszosci proteaz
oraz wysokich temperatur w polaczeniu z duza kon-
centracjg czynnikéw chaotropowych [83]. W bardzo
kwasnym srodowisku lub poprzez dziatanie endopepty-
daz dochodzi do przerwania petli i powstania dwutan-
cuchowego biatka, podczas gdy C-koncowy fragment
pozostaje $cisle zakotwiczony w pierscieniu [78].

5.1.3. MccC7-C51

Mikrocyna C7-C51 (w skrocie MccC7-C51, MccC,
Rys. 2) jest najmniejsza wyizolowana dotad mikrocyna,
a dodatkowo jedyna znang, ktéra przytacza nukleotyd
podczas modyfikacji posttranslacyjnych. MccC7-C51
to N-formylowany heptapeptyd ze zwigzanym kowa-
lencyjnie do C-koncowego asparaginianu zmodyfiko-
wanym adenozynomonofosforanem (AMP) [78].

Mikrocyna C7 zostala wyizolowana przez Novoa
i wsp. [69], ktorzy stwierdzili, ze jest kodowana w plaz-
midzie pMccC7 o wielkos$ci 43 kpz. Nastepnie mikro-
cyna nazwana C51, produkowana przez inny szczep
E. coli, zostala wyodrebniona przez Khmela i wsp. [52],
a wyizolowany plazmid pMccC51 miat wielkos¢ 38 kpz.
W dalszym etapie badan fragmenty DNA o wielkosci
6,2 kpz 15,7 kpz, pochodzace odpowiednio z plazmidu
pC7 oraz pC51, zawierajgce klastry genéw odpowie-
dzialnych za synteze wyzej wspomnianych mikrocyn,
a takze ich sekrecja oraz odpornos¢ zostaty zsekwen-
cjonowane, a geny scharakteryzowane [31, 39]. Okazalo
sie, ze sekwencje nukleotydowe gendéw pochodzacych
z pC7 oraz pC51 sg bardzo zblizone do siebie. Wcho-
dzace w skfad klastrow geny mccA, mccB, mccD i mccE
odpowiedzialne sg za produkcje MccC7 i MccC51, pod-
czas gdy mccC i mecE sg niezbedne do warunkowania
odpornosci. Ostatni, szosty gen z klastra — mccF, jest
transkrybowany od przeciwlegtego konca i w malym
stopniu odpowiada za odpornos¢ wobec MccC7, nato-
miast nie spetnia tej roli w przypadku MccC51. Zatem
jedyna rdéznica pomiedzy klastrami genéw pocho-
dzacych z pC7 oraz pC51 ma zwigzek z kodowaniem
odpornosci. Okazalo sie¢ ponadto, ze microcyny C7
i C51, chociaz kodowane przez dwa rézne klastry genow
maja identyczna strukture czasteczkowsa [78].

5.2. Mechanizmy dzialania 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. Wartosci MIC
wynosza 40-160 nM przeciwko E. coli i S. enterica [28].

Mikrocyny E492, M i H47 nie s3 zdolne do zahamo-
wania wzrostu szczepéw niosacych mutacje w genach
fepA, ciri fiu (produktami gendw sg biatka receptorowe
FepA, Cir i Fiu), gdyz dla uzyskania aktywnosci wyma-
gaja receptorow zelazowo-katecholowych. Przylaczenie
MccE492 poprzez FepA, Fiu i Cir dziala na zasadzie
kooperacji, jednak gtéwnym receptorem jest FepA
[97]. Sa to trzy sideroforowe receptory typu katecholo-
wego, ktore zwigzane sg z systemem TonB. Aktywnos¢
mikrocyny E492 jest TonB-zalezna [98], co znaczy,
ze wymagany jest wystepujacy w blonie wewnetrznej
kompleks TonB-ExbB-ExbD, ktory wykorzystuje site
protonomotoryczng z blony plazmatycznej w celu
transdukeji energii do blony zewnetrznej i zapew-
nienie energii do transportu. Bogaty w seryny region
C-konicowy nie jest wymagany do funkcjonowania
mikrocyny wewnatrz komorki wrazliwej, totez uwaza
sie, ze stuzy on rozpoznaniu mikrocyny przez receptory
katecholowo-sideroforowe FepA, Fiu i Cir. Po wnik-
nieciu do przestrzeni peryplazmatycznej, mikrocyna
E492 oddzialuje z komponentami blony wewnetrz-
nej — ManY/ManZ i indukuje formowanie poréw oraz
depolaryzacje blony wewnetrznej powodujac $mier¢
komorki [7]. Nie wiadomo jednak, czy receptory zela-
zowo-sideroforowe koncza swoje dziatanie na destabili-
zacji blony, czy tez stuzg dodatkowo do translokowania
mikrocyny [25].

5.2.2. MccJ25

Mikrocyna ta wykazuje silng aktywno$¢ bakteriobdj-
cza przeciwko wielu bakteriom nalezacym do rodziny
Enterobacteriaceae z MIC w granicach 5-500 nM, m.in.
szczepom z rodzajow Salmonella, Escherichia oraz Shi-
gella [73]. Mikrocyna J25 do swojej aktywnosci wymaga
transportera zelaza FhuA znajdujacego si¢ w blonie
zewnetrznej [86]. Przeprowadzono eksperyment,
w ktérym zbadano in vitro i in vivo wzajemne inter-
akcje pomiedzy mikrocyng, a FhuA. W tym celu uzyto
aktywnej mikrocyny J25 i jej zmodyfikowanej formy
uzyskanej dzigki trawieniu termolizyna. Ta modyfikacja
sprawia, ze mikrocyna traci prawie catkowicie swoja
antybakteryjng aktywno$¢. Badania in vivo wykazaly,
ze dla prawidlowej aktywnosci mikrocyny niezbedne
s3 zardwno zewnetrzny receptor blonowy FhuA, jak
i kompleks TonB-ExbB-ExbD znajdujacy si¢ w blonie
wewnetrznej. W przypadku, gdy u szczepu wrazliwego
dojdzie do mutacji w genach kodujacych FhuA, TonB
i ExbB-ExbD, staje si¢ on oporny na mikrocyne [24].
Dodatkowo MccJ25 nie pozwala na zainfekowanie
E. coli przez faga T5 hamujac jego adhezje¢, co wskazuje
na to, ze mikrocyna powstrzymuje interakcje pomiedzy
fagiem, a receptorem FhuA. Badania in vitro potwier-
dzaja te wyniki [78].
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Znajdujac si¢ w przestrzeni peryplazmatycznej,
Mcc]25 wchodzi w interakcje z biatkiem SbmA [86].
Nie okreslono precyzyjnie roli wspomnianego bialka,
ale prawdopodobnie pozwala mikrocynie J25 przekro-
czy¢ wewnetrzng blong bakteryjng. Wewnatrzkomorko-
wym celem MccJ25 jest polimeraza RNA (RNAP, RNA
Polymerase). Mikrocyna hamuje proces transkrypcji
w komorce bakteryjnej poprzez zablokowanie drugiego
kanalu doprowadzajacego substraty NTP (trifosforany
rybonukleozydéw) do centrum aktywnego polimerazy
RNA [2, 67].

Mikrocyna J25 jest podzielona na dwa regiony:
pierscien i tancuch oraz fragment Val''-Pro'® tworzacy
motyw 3-szpilki do wlosow, a kazdy z wspomnianych
regionéw odgrywa szczegdlng role w odniesieniu do
aktywnosci antybakteryjnej bakteriocyny. Beta zakret
odpowiada za rozpoznanie przez receptor FhuA, nato-
miast region pierscien — fancuch odpowiedzialny jest za
inhibicje RNAP [24, 89]. Trwaja badania nad krystali-
zacja kompleksu FhuA - MccJ25 i okresleniem sposobu
w jaki mikrocyna jest translokowana do przestrzeni
peryplazmatycznej [78].

5.2.3. MccC7-C51

Mikrocyna C7-C51 wykazuje bakteriostatyczna
aktywnos¢ przeciwko kilku gatunkom sposrod naste-
pujacych rodzajow enterobakterii: Escherichia, Kleb-
siella, Salmonella, Shigella, Yersinia oraz Proteus [39,
52]. Hamuje wzrost szczepdw E. coli w zakresie MIC
100-500 nM [28].

Mikrocyna ta wnika do wnetrza komoérki wrazliwej
dzigki porynom OmpF i jest aktywnie przemieszczana
przez blone wewnetrzng jedynie dzieki transporterowi
ABC - YejABEE W rzeczywistosci mikrocyna ta wyko-
rzystuje N-formylowany heptapeptyd jako kamuflaz, by
wnikna¢ w glab komorki bakteryjnej i tam sie akty-
wowac [63]. Zanim to nastapi, podlega dwustopnio-
wej modyfikacji. Pierwszy etap zapewnia deformylaza
peptydowa, ktéra usuwa N-koncowa grupe formylowa,
drugi nastepuje dzigki kilku aminopeptydazom o sze-
rokim spektrum dziatania, ktérych celem jest wigzanie
peptydowe Ala®-Asp’i rozszczepienie czgsci biatkowej
bakteriocyny. W rezultacie, zmodyfikowany zwigzek
zostaje uwolniony i pelni role potencjalnego inhibitora
syntetazy aspartylo-tRNA, co skutkuje zatrzymaniem
syntezy bialek [64].

Unikalny sposoéb dziatania mikrocyny C7-C51,
ktora dopiero wewnatrz komorki docelowej wykazuje
swoja aktywnos¢ antymikrobiologiczna, czyni z niej
bardzo atrakcyjny przedmiot dalszych badan. Szereg
analogow MccC7-C51, ktdre wykorzystuja mechanizm
tzw. konia trojanskiego nasladujac naturalng mikro-
cyne juz zostalo zsyntetyzowanych chemicznie [103].
Zwiazki te zamiast asparaginianu w pozycji 7 maja
wbudowane inne aminokwasy i dlatego moga dziata¢
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na inne syntetazy aminoacylo-tRNA. Rozwaza si¢ moz-
liwos¢ tworzenia kolejnych, nowych peptydéw antybak-
teryjnych wywodzacych si¢ z mikrocyny C7-C51, cha-
rakteryzujacych si¢ wieksza biodostepnoscia, silniejsza
aktywnoscig antymikrobiologiczng i dzialajacych na
inne cele wewngtrzkomorkowe [103].

6. Potencjalne zastosowanie kolicyn i mikrocyn

W zwigzku ze wzrostem $wiadomosci konsumentow
dotyczacej artykutéw spozywczych, producenci zyw-
nosci stoja przed duzym wyzwaniem, aby produkty
przez nich otrzymywane byly jak najmniej przetwo-
rzone, bez chemicznych dodatkéw konserwujacych,
a przy tym mialy dlugi okres przydatnosci do spozy-
cia. Bakteriocyny stanowig bardzo atrakcyjng opcje,
aby cho¢ czes¢ tych wymagan byla w przysztosci zaspo-
kojona. Stanowig naturalne dodatki do zywnosci, bo
wytwarzane sg przez bakterie, ktore wystepuja w wielu
produktach (np. otrzymywanych na drodze fermentacji
mlekowej) i byly spozywane przez ludzi nieswiadomie
od dawna [18]. By zastosowac¢ bakteriocyng jako poten-
cjalny konserwant zywnosci, niezbednym jest by spet-
nifa kilka kryteriéw. Po pierwsze, szczep wytwarzajacy
bakteriocyne musi posiadac status GRAS (Generally
Recognized As Safe). Po drugie, wytwarzana bakterio-
cyna powinna by¢ termostabilna, odporna na zmiany
pH oraz wykazywaé szerokie spektrum dzialania,
badz tez aktywnos¢ przeciwbakteryjna w stosunku do
konkretnego patogenu. Bakteriocyna nie moze stano-
wi¢ ryzyka dla zdrowia konsumenta, a jej dodatek do
zywnos$ci powinien wptywa¢ na polepszenie bezpie-
czenstwa, jako$ci oraz smaku produktu [47]. Dodatek
bakteriocyny jako biokonserwanta moze by¢ korzystny
ze wzgledu na zmniejszenie ryzyka skazenia zywnosci,
redukcje zakazen krzyzowych w fancuchu zywnoscio-
wym, wydluzenie czasu przydatnosci produktu do spo-
zycia oraz zmniejszenie ilosci innych chemicznych kon-
serwantow, ktore potencjalnie moglyby by¢ uzyte [35].

Obecnie stosowanymi jako biokonserwanty bak-
teriocynami s3 te wytwarzane przez bakterie kwasu
mlekowego (LAB). Jednak bakteriocyny bakterii
Gram-dodatnich nie hamujg lub hamuja jedynie w nie-
wielkim stopniu rozwdj Gram-ujemnych patogenow.
Bakteriocyna stosowang na skale przemystowa jest
nizyna (E234) wytwarzana przez L. lactis i opisana po
raz pierwszy w 1928 roku. Zostata zatwierdzona jako
biokonserwant w 1988 roku przez FDA (Food and Drug
Agency) i jest powszechnie uzywana w ponad 45 kra-
jach, zgodnie z prawnie obowigzujacymi regulacjami
[35, 79]. Nizyna wykazuje dzialanie antagonistyczne
w stosunku do szczepdéw bakterii z rodzajow Clostri-
dium, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Lactococcus
i Lactobacillus, jednakze nie hamuje rozwoju bakterii
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Gram-ujemnych, tj. Salmonella, Escherichia, Yersi-
nia 1 Pseudomonas, chyba ze zostana one dodatkowo
potraktowane substancja chelatujaca, np. EDTA [21,
96]. Aby poszerzy¢ spektrum dzialania podjeto bada-
nia nad ekspresjg mikrocyny V w komoérkach LAB [61].
Stworzono réwniez rekombinantowg bakteriocyne,
hybryde enterocyny CRL35 i mikrocyny V, nazwana
Ent35-MccV, ktéra wykazuje aktywnos¢ antymikrobio-
logiczng przeciwko E. coli i L. monocytogenes [1].

Sable i wsp. [86] badajac ekstrakty mleka i migsa
wykazali, ze mikrocyna J25 hamuje wzrost szczepdw
E.coli O157:H7 wywolujacych biegunki, natomiast
Lyon i wsp. [58] zasugerowali rozpylanie kolicyn na
produktach zywnosciowych i maszynach uzywanych
w przetworstwie Zywnosci.

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
probiotyki to zywe drobnoustroje, ktére podane czto-
wiekowi i zwierzetom w odpowiedniej ilo$ci maja
korzystny wplyw na organizm gospodarza [26, 90].
Oczyszczone bakteriocyny albo produkujace je kul-
tury bakterii uwazane za probiotyczne moga reduko-
wac liczbe patogendw lub korzystnie wptywac na sktad
mikroflory jelitowej. Zdecydowana wigkszo$¢ bakterii
probiotycznych nalezy do bakterii Gram-dodatnich,
jednak wyjatkiem od tej reguly jest np. niepatogenny
szczep E. coli Nissle 1917 wchodzacy w sklad prepara-
tow probiotycznych, np. Mutaflor® [110]. Cursino i wsp.
[20] wykazali, ze szczep E. coli H22, produkujacy kilka
zwigzkow o dzialaniu antybakteryjnym (m.in. kolicyny
El, Ib, mikrocyne¢ C7), hamuje rozwdj patogennych
i potencjalnie patogennych enterobakterii (Entero-
bacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Salmonella,
Shigella, Yersinia) i moglby znalez¢ zastosowanie jako
szczep probiotyczny.

W zwigzku z rosnaca opornoscig bakterii na kla-
syczne antybiotyki poszukuje si¢ nowych zwigzkow
o dzialaniu antybakteryjnym i bakteriocyny sa roz-
wazane jako jedno z alternatywnych rozwigzan wspo-
mnianego problemu. Ponadto ze wzgledu na rézny
mechanizm dzialania, polaczenie bakteriocyn z nie-
ktérymi antybiotykami moze pozwoli¢ na uzyskanie
synergistycznego efektu [3]. W wyniku fuzji domeny
kolicyny Ia, odpowiedzialnej za tworzenie kanalow
jonowych, i feromondéw Gram-dodatnich bakterii
(AgrD1, cCF10), otrzymano nowa grupe peptydéw
antybakteryjnych, ktore s skuteczne i specyficzne
wobec Gram-dodatnich szczepéw patogennych, bez
toksycznosci w stosunku do komérek ssakéw [75, 76].
Zihler i wsp. [110] wykazali, ze szczep E. coli L1000,
produkujacy mikrocyne B17, moze by¢ uzyteczny
w zwalczaniu infekcji wywotanych przez Salmonella.
Natomiast Brown i wsp. [11] udowodnili, Ze niektore
kolicyny charakteryzuja sie aktywnoscig antybakteryjng
skierowang przeciwko adherentno-inwazyjnym szcze-
pom E. coli (AIEC) wyizolowanym z przewodu pokar-
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mowego pacjentdw z choroba Lesniowskiego-Crohna
i moga by¢ rozwazane jako potencjalne terapeutyki.
Odrebng grupg badan nad bakteriocynami bakterii
Gram-ujemnych jest sprawdzenie mozliwosci zastoso-
wania ich w terapii antynowotworowej. Doswiadczenia
te zapoczatkowano ponad 30 lat temu, kiedy zaobserwo-
wano, ze kolicyna E3 dziata cytotoksycznie na komorki
HeLa [93]. Od tamtego czasu wiadomo, ze niektdre
kolicyny wywieraja efekt letalny na komérki nowotwo-
rowe, chociaz nie jest jasne czy mechanizm dziatania
jest identyczny jak w przypadku wrazliwych komorek
bakteryjnych. Wykazano, ze proliferacja komoérek bia-
taczki mysiej linii P388 jest zahamowana przez kolicyne
E3 [33]. Wspomniana linia komérkowa zostata rowniez
poddana dziataniu kolicyn D, E2 oraz A. Stwierdzono,
ze zywotno$¢ komorek ulegata obnizeniu w przypadku
wszystkich zastosowanych bakteriocyn, przy czym
najsilniejszy efekt byt widoczny po zastosowaniu koli-
cyny A [94]. Badano réwniez wplyw kolicyn E11iE3 na
transformowane v-myb monoblasty. W tym przypadku
takze zaobserwowano spadek zywotnosci testowanych
komorek [92]. W innych badaniach wykazano, ze
kolicyny A i E1 charakteryzuja si¢ aktywnoscig cyto-
toksyczng wobec 11 ludzkich nowotworowych linii
komorkowych [16]. Pozostale testowane w doswiadcze-
niu kolicyny (E3 i U) nie wplywaly istotnie na badane
linie komoérkowe. Aktywnos¢ cytotoksyczna byla sil-
nie zréznicowana w zaleznosci od rodzaju kolicyny, jak
i linii komodrek nowotworowych. Kolicyna A charak-
teryzowala si¢ najwigksza aktywnoscia cytotoksyczna,
ale rowniez hamowata wzrost normalnych fibroblastow
linii MRC5. Kolicyna E1 dzialala stabiej, zaréwno na
komoérki nowotworowe, jak i normalne fibroblasty.
Farkas-Himsley i Cheung [30] badali oddzialywa-
nie bakteriocyn, w tym kolicyn na rozmaite komorki
bakteryjne i eukariotyczne. Dowiedziono, ze kolicyny
wywieraja silniejszy wptyw na komoérki nowotworowe
niz normalne, przy czym zwierzece komorki nowotwo-
rowe byty bardziej wrazliwe na dzialanie bakteriocyn
niz ludzkie. Wiadomo réwniez, ze niektére mikrocyny
(np. E492) moga indukowac¢ apoptoze w pewnych ludz-
kich liniach komdrkowych [45]. Wyniki innych badan
sugeruja, ze obecnos¢ kolicyn, produkowanych przez
szczepy bakterii wystepujace w przewodzie pokarmo-
wym, moze by¢ jednym z czynnikéw ograniczajacych
rozwoj raka jelita grubego [12]. W przypadku oséb
zdrowych stwierdzono, ze 63,8% badanych posiadalo
w przewodzie pokarmowym szczepy E. coli wytwarza-
jace bakteriocyny, podczas gdy u chorych na raka jelita
grubego szczepy te wykryto jedynie u 41,6% badanych.
Wydaje si¢ zatem, ze potencjalnym sposobem zapo-
biegania tego typu nowotworom mogtaby by¢ suple-
mentacja probiotykami produkujacymi bakteriocyny.
Kolicyny moglyby by¢ rozwazane jako leki antynowo-
tworowe o umiarkowanym potencjale [55, 108].
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Intensywnie bada si¢ réwniez mozliwo$¢ zastoso-
wania bakteriocyn bakterii Gram-ujemnych w hodowli
zwierzat. Zywy inwentarz moze zosta¢ zainfekowany
przez niezliczone patogenne mikroorganizmy, wérod
ktérych znajduja sie i takie, ktore moga zakazi¢ orga-
nizm ludzki. Zjadliwe szczepy E. coli (np. O157:H7)
oraz Salmonella enteritidis wywoluja infekcje jelitowe
zaréwno u ludzi, jak i zwierzat, i s3 mikroorganizmami
w zwalczaniu ktérych wymagana jest terapia przeciw-
bakteryjna [5]. Salmonella i Campylobacter s przy-
czyng ponad 90% wszystkich przypadkéw zakazenia
zywnosci na $wiecie [99].

Hodowcy zajmujacy sie Zzywym inwentarzem sto-
suja szereg antybiotykow, np.: penicyline, fluorochino-
lony lub tetracykling w celu zwalczenia powszechnych
infekeji bakteryjnych. Co wigcej, specyfiki te czgsto
stosowane sg profilaktycznie i wspomagajaco, przez
co dzialajg nie tylko na szczepy zjadliwe, ale takze na
komensale zyjace w jelitach zwierzat [5]. Bardzo wazng
kwestia jest ograniczenie stosowanie tradycyjnych anty-
biotykéw, aby szczepy nie zyskiwaly na nie opornosci.
W tym celu pracuje si¢ nad wieloma strategiami, ktore
maja polepszy¢ zdrowie zwierzat oraz wydajnos¢ i bez-
pieczenstwo mikrobiologiczne zywnosci bez zastoso-
wania antybiotykdow.

Istnieje wiele obaw zaréwno o zdrowie publiczne, jak
i ze wzgledow ekonomicznych o wybuch choréb spo-
wodowanych przez mikrobiologiczne zakazenie drobiu
i jaj przez szczepy S. enterica, ktore sg czestym konta-
minantem i powszechnym patogenem wywolujacym
niezyt zoladka i jelit [22, 99]. W celu zahamowania roz-
przestrzeniania sie, jak rowniez eliminacji bakterii Sal-
monella z drobiu, do paszy pisklat dodaje si¢ naturalng
flore bakteryjng wystepujaca w jelitach kur, a dodat-
kowo podaje sie niezjadliwe mutanty tej bakterii, ktore
konkurencyjnie zapobiegaja kolonizacji przez szczepy
wirulentne. Préby in vitro wskazuja, ze mikrocyny pro-
dukowane przez szczepy E. coli hamujg wzrost patogen-
nych szczepow Salmonella. Nawet na podtozu ubogim
w sktadniki pokarmowe, w warunkach zakwaszenia oraz
w obecnosci zdkci i enzymdw proteolitycznych szczepy
E. coli moga produkowa¢ mikrocyny [73, 107].

U bydla, zwacz jest gléownym rezerwuarem Gram-
-ujemnego szczepu E.coli O157:H7, ktory wytwa-
rza toksyne Shiga wywolujaca u ludzi ostre biegunki
i bardzo grozny, szczegélnie u niemowlat, zespol
hemolityczno-mocznicowy [71]. Zakazenie czlowieka
bakteriami STEC (Shiga toxin-producing E. coli) naste-
puje gléwnie na skutek spozycia zanieczyszczonej
zywnosci (mleka, sera, niedogotowanego miesa) lub
wody, a takze poprzez bezposredni kontakt z nosicie-
lami. Zastosowanie terapii antybiotykowej powoduje,
ze bakterie produkujg nadmierne iloéci tej toksyny, co
zwigksza zjadliwos¢ szczepu producenta [104]. Nie-
ktére kolicynogenne szczepy E. coli wykazuja zdolnos¢
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hamowania rozwoju enterokrwotocznych szczepow
E. coli [87]. Odkryto, ze zaaplikowanie bakterii wytwa-
rzajacych kolicyny do zwacza znacznie redukuje po-
ziom patogenow jelitowych u bydta [38]. Bakterie E. coli
wytwarzajace kolicyne E7 hamuja kolonizacje przez
patogenny szczep E. coli O157:H7 po podaniu go cie-
letom w formie szczepienia [88]. W innych badaniach
Jordi i wsp. [51] testowali wptyw 20 kolicynogennych
szczepow E. coli na rozwdj 5 szczepow E. coli wytwa-
rzajacych toksyne Shiga (026, O111, 0128, 0145
i0157:H7). W symulowanym $rodowisku zwacza, koli-
cyny E1, E4, E8-], K i S$4 znaczaco ograniczaly wzrost
szczepOw wytwarzajacych toksyne Shiga. Kolejnym
obiecujgcym szczepem jest produkujaca mikrocyne
B17 E. coli Nissle 1917, ktorej obecno$¢ prowadzi do
zmniejszenia o polowe czgstosci wystepowania biegu-
nek u bydta [102].

7. Podsumowanie

Od ostatnich niemalze stu lat trwaja intensywne
badania nad bakteriocynami wykazujacymi dziala-
nie przeciwdrobnoustrojowe, produkowanymi przez
Gram-ujemne bakterie z rodziny Enterobacteriaceae.
Wisréd nich wyrdzni¢ mozna duze biatka o masie
25-80kDa, nazwane kolicynami oraz mikrocyny
- peptydy o niskiej masie , wahajacej si¢ od 1-10 kDa.
Informacja genetyczna zawarta w klastrach genowych
kolicyn, jak i mikrocyn determinuje ich produkgje, eks-
port oraz odpornos¢. Wszystkie do dzi$ odkryte koli-
cyny kodowane sg w plazmidach, w przeciwienstwie
do mikrocyn, wérdd ktorych te nalezace do klasy IIb
kodowana sg chromosomalnie.

Inaczej niz w przypadku mikrocyn, gléwnym
mechanizmem indukujacym produkcje kolicyn jest
system SOS, ktory stanowi cze$¢ systemu kontroli eks-
presji genow, naprawiajgcego uszkodzenia DNA. Moze
by¢ aktywowany pod wptywem stresu srodowiskowego,
np. promieniowania UV lub ekspozycji na inne czyn-
niki uszkadzajgce DNA. Z kolei synteza mikrocyn prze-
waznie indukowana jest w wyniku redukcji sktadnikow
odzywczych.

Jedng z wazniejszych roznic pomiedzy mikrocynami
i kolicynami, pomijajac oczywista rozbieznos¢ w przy-
padku mas czasteczkowych obu grup zwigzkow, jest
ich struktura. W przeciwienstwie do kolicyn, mikro-
cyny moga podlega¢ modyfikacjom posttranslacyjnym.
Klaster genowy kolicyn jest wysoce konserwatywny,
aw obrebie ich struktury mozna wyr6znic trzy domeny
odpowiedzialne za zwigzanie kolicyny z odpowied-
nim receptorem, translokacje do wnetrza komorki
wrazliwej 1 aktywno$¢ antybakteryjng. Zaréwno koli-
cyny, jak i mikrocyny maja waskie spektrum dziatania
i wykazujg aktywnos¢ antymikrobiologiczng przeciwko

szczepom filogenetycznie spokrewnionym ze szczepem
producenta.

Opisane w artykule mikrocyny (E492, J25, C7-C51)
wykorzystuja niezwykle ztozone mechanizmy dzialania
typu tzw. konia trojanskiego. Lacza si¢ z receptorami,
dzieki ktérym komorka wrazliwa pobiera ze $rodo-
wiska niezbedne substancje (receptory zelazowo-
-sideroforowe), albo uzywaja pewnego rodzaju kamu-
flazu w celu swobodnego wnikniecia w gtab komorki
docelowej, ktdra rozpoznaje je, jako substancje nieszko-
dliwe. Dopiero po wniknieciu wnetrza komoérki docelo-
wej, staja sie substancjami szkodliwymi dla komoérek
wrazliwych. Powyzsze strategie roznig sie od tych wy-
korzystywanych przez bakteriocyny bakterii Gram-
-dodatnich [28, 78].

Trwajace od wielu lat badania nad bakteriocynami
bakterii Gram-ujemnych pozwolily odkry¢ zasady ich
syntezy, budowe molekularng, stabilno$¢, jak row-
niez mechanizmy, za pomoca ktorych oddzialuja na
komorki bakteryjne. Od pewnego czasu wielka uwage
poswieca sie na badanie ich potencjalnego zastosowa-
nia antymikrobiologicznego w przetworstwie Zywnos-
ciowym, ale takze w medycynie i hodowli zwierzat.
Jedno jest natomiast pewne, im wiecej dowiadujemy
o tej fascynujacej rodzinie toksyn, tym wigkszy zdaje
sie by¢ ich potencjal, ktdry w przysztosci pozwolitby
stawi¢ czota wielu ludzkim wyzwaniom zwigzanym ze
zdrowiem, rolnictwem i przemystem Zywieniowym.
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