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Badania nad mechanizmami działania i rozwoju oporności 
na bakteriocyny klasy II u bakterii Gram-dodatnich

STRESZCZENIE

Bakteriocyny to grupa peptydów lub białek wytwarzanych przez bakterie w celu zabijania 
lub hamowania wzrostu innych bakterii zasiedlających tę samą niszę ekologiczną. Zain-

teresowanie bakteriocynami wynika z ich potencjalnego zastosowania m.in. w konserwacji 
żywności i terapii zakażeń wywołanych przez antybiotykooporne szczepy bakterii chorobo-
twórczych. Liczba publikacji identyfikujących nowe szczepy bakterii produkujących bak-
teriocyny nieustannie wzrasta. Jednocześnie, zauważalny jest brak badań opisujących me-
chanizmy działania większości nowo zidentyfikowanych bakteriocyn, a także mechanizmy 
nabywania oporności na te bakteriocyny i oporności krzyżowej na antybiotyki. Dokładne 
poznanie tych zagadnień pozwoli na opracowanie wytycznych zapewniających najbardziej 
efektywne, bezpieczne i długotrwałe stosowanie bakteriocyn bez ryzyka rozwoju oporności. 
W niniejszej pracy opisano główne założenia rozprawy doktorskiej dr inż. Aleksandry Ty-
moszewskiej, której celem była identyfikacja mechanizmów działania i rozwoju oporności 
na bakteriocyny klasy II u bakterii Gram-dodatnich. Wykorzystując jako model badawczy 
komórki bakterii Lactococcus lactis, zbadano dwie grupy bakteriocyn: (i) garwicyny Q, A, B 
i C, oraz BacSJ; a także (ii) bakteriocyny aureocyno A53 (AurA53)- i enterocyno L50 (EntL50)-
-podobne. Pokazano, że bakteriocyny grupy (i) rozpoznają komórki wrażliwe i tworzą pory 
wewnątrz błony komórkowej bakterii wykorzystując specyficzny receptor, system manno-
zo-specyficznej fosfotransferazy (Man-PTS), a także, że bakterie wrażliwe nabywają opor-
ność na badane bakteriocyny poprzez modyfikacje struktury Man-PTS. Z kolei nabywanie 
oporności na bakteriocyny grupy (ii), tworzące pory bezpośrednio w błonie komórkowej 
bakterii, zachodzi poprzez zmiany w strukturze ściany i błony komórkowej wywołane zmia-
nami w ekspresji białek zaangażowanych w metabolizm lipidów lub stanowiących elemen-
ty systemu regulacyjnego YsaCB-KinG-LlrG. Otrzymane wyniki rzucają nowe światło na 
dotychczasowe poglądy dotyczące mechanizmów działania bakteriocyn i szeroko otwierają 
możliwości ich dalszych badań.

WPROWADZENIE

Odkrycie pierwszego antybiotyku przez Aleksandra Fleminga w 1928 roku 
zrewolucjonizowało biologię i medycynę, pozwoliło zapobiec śmierci milinów 
ludzi na całym świecie i znacząco wydłużyło średnią długość życia. Niestety, 
nieodpowiednie stosowanie lub nadużywanie antybiotyków przyczyniły do 
obserwowanego w ostatnich dekadach gwałtownego wzrostu liczby zakażeń 
wywołanych przez szczepy bakterii oporne na dotychczas stosowane antybioty-
ki. Dokładna skala antybiotykoodporności nie jest znana, jednak według analiz 
opublikowanych w 2022 roku na łamach prestiżowego czasopisma Lancet, w sa-
mym tylko 2019 roku lekooporne bakterie przyczyniły się do śmierci 4,95 milio-
na ludzi, z czego w 1,27 miliona przypadków były bezpośrednią przyczyną zgo-
nu [1]. Przewiduje się, że jeśli antybiotykooporność bakterii będzie narastać w 
obecnym tempie, liczba zgonów może wzrosnąć do 10 milionów rocznie w 2050 
roku [2]. Tym bardziej niepokojący jest fakt, że od 2017 do 2021 roku zatwierdzo-
no jedynie 12 nowych antybiotyków, z których aż 10 należy do już istniejących 
klas, co oznacza, że oporność na nie już istnieje lub rozwinie się bardzo szybko 
[3]. Aby przezwyciężyć problem antybiotykooporoności, pilnie potrzebne jest 
opracowanie leków przeciwbakteryjnych o nowych mechanizmach działania.

Równie ważnym problemem zdrowia publicznego jest rosnąca liczna chorób 
wywołanych przez żywność skażoną czynnikami chorobotwórczymi. Globali-
zacja produkcji żywności, handel międzynarodowy i wzmożona migracja przy-
czyniły się do tego, że każdego roku skażona żywność jest odpowiedzialna za 
600 milionów przypadków chorób, z których 420 000 kończy się śmiercią [4]. 
Bakterie są jednym z najczęstszych czynników chorobotwórczych spotykanych 
w żywności [4]. Aby zapobiec ich rozwojowi stosuje się fizyczne lub chemicz-
ne metody konserwacji. Te pierwsze znacząco obniżają walory organoleptycz-
ne gotowych produktów, podczas gdy drugie, stosowane w nadmiarze, mogą 
prowadzić do problemów zdrowotnych i zanieczyszczenia środowiska. Aby 
sprostać wymaganiom społeczeństwa, które oczekuje naturalnych i bezpiecz-
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nych konserwantów żywności, konieczna jest identyfikacja 
nowych, skutecznych środków przeciwbakteryjnych natu-
ralnego pochodzenia.

ZNACZENIE BAKTERIOCYN

Grupą związków, które mają szansę być stosowane za-
równo jako antybiotyki nowej generacji jak i naturalne kon-
serwanty żywności są bakteriocyny – produkowane przez 
bakterie peptydy lub białka o działaniu bakteriobójczym 
lub bakteriostatycznym należące do szerokiej grupy pepty-
dów przeciwdrobnoustrojowych (AMPs – ang. antimicrobial 
peptides). Nierybosomalne syntetyzowane AMPs znane są 
od dziesięcioleci, a wiele z nich (m.in. bacytracyna, grami-
cydyna i daptomycyna) jest obecnie stosowanych jako an-
tybiotyki. W ostatnich latach uwagę naukowców przycią-
gnęły rybosomalnie syntetyzowane AMPs, szczególnie bak-
teriocyny, ze względu na swój wciąż niewykorzystany po-
tencjał. Bakteriocyny produkowane są zarówno przez bak-
terie Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne, jednak to właśnie 
te pierwsze wykazują aktywność przeciwko Staphylococcus 
aureus opornym na metycylinę (MRSA – ang. methicillin-resi-
stant S. aureus) i bakteriom z rodzaju Enterococcus opornym 
na wankomycynę (VRE – ang. vancomycin-resistant Entero-
coccus spp.), które są przyczyną ciężkich zakażeń szpital-
nych [5], a także, przeciwko Listeria monocytogenes, będącej 
przyczyną najcięższych zakażeń odżywnościowych [4]. Co 
więcej, wiele bakterii Gram-dodatnich wytwarzających bak-
teriocyny należy do grupy bakterii kwasu mlekowego (LAB 
– ang. lactic acid bacteria) i posiada status generalnie uzna-
wanych za bezpieczne (GRAS – ang. generally recognized as 
safe), dlatego ich stosowanie w medycynie lub konserwa-
cji żywności prawdopodobnie nie wzbudziłoby niepokoju 
konsumentów [6].

Bakteriocyny lub ich Gram-dodatni producenci mają 
również wiele potencjalnych zastosowań w tzw. utrzyma-
niu zdrowia, jako składniki preparatów probiotycznych, 
produktów do pielęgnacji skóry, jamy ustnej lub higieny in-
tymnej, wpływających na utrzymanie prawidłowej mikro-
flory bakteryjnej [7]. W ostatnich latach stało się jednak ja-
sne, że działanie bakteriocyn produkowanych przez bakte-
rie Gram-dodatnie znacznie wykracza poza ich aktywność 
przeciwbakteryjną. Jak wskazują wyniki badań z użyciem 
nizyny – pierwszej bakteriocyny wyizolowanej z bakterii 
Gram-dodatnich i szeroko stosowanej obecnie jako konser-
want żywności o symbolu E234 – bakteriocyny wykazują 
również potencjał w terapii nowotworów [8]. Co więcej, nie-
które z nich wykazują aktywność przeciwwirusową, prze-
ciwpasożytniczą, przeciwzapalną i immunomodulującą [9]. 
Mimo ogromnego potencjału aplikacyjnego, większość bak-
teriocyn wciąż nie znalazła szerokiego komercyjnego zasto-
sowania, co może wynikać m.in. z niewystarczającej wiedzy 
na temat mechanizmów ich działania, oraz mechanizmów 
powstawania oporności na bakteriocyny i oporności krzy-
żowej na inne związki przeciwdrobnoustrojowe [10]. Po-
znanie tych zagadnień jest kluczowe dla umożliwienia ich 
bezpiecznego stosowania w przemyśle spożywczym, far-
maceutycznym i medycynie.

SYSTEMATYKA BAKTERIOCYN

Dotychczas zidentyfikowano setki bakteriocyn bakterii 
Gram-dodatnich (ponad pięćset w samych tylko gatunkach 
LAB, według bazy danych LABiocin) znacząco różniących 
się między sobą mechanizmem syntezy, strukturą, wła-
ściwościami fizykochemicznymi i spektrum działania, co 
utrudnia ich kompleksową klasyfikację i wymusza jej częste 
modyfikacje w odpowiedzi na identyfikację nowych przed-
stawicieli tej grupy związków [10]. Najogólniejszy podział 
wyróżnia trzy klasy bakteriocyn bakterii Gram-dodatnich. 
Klasa I obejmuje małe (19–28 aminokwasów, <5 kDa), ter-
mostabilne peptydy, które na skutek rozległych modyfikacji 
potranslacyjnych zawierają nietypowe aminokwasy. Klasa 
II obejmuje nieco większe (30–60 aminokwasów, <10 kDa), 
termostabilne peptydy, które, poza tworzeniem mostków 
dwusiarczkowych lub cyklizacją, nie ulegają modyfikacjom 
potranslacyjnym. Natomiast duże, labilne termicznie bak-
teriocyny tworzą klasę III [11]. Od lat pięćdziesiątych XX 
wieku większość badań poświęcano klasie I ponieważ do 
niej właśnie należy nizyna – najlepiej poznana i najszerzej 
stosowana bakteriocyna. Jednak w ostatnich latach coraz 
więcej badań koncentruje się wokół klasy II, która jest bar-
dzo liczna, różnorodna, a jednocześnie relatywnie słabo po-
znana [10].

W obrębie klasy II najczęściej wyróżnia się cztery pod-
klasy. Bakteriocyny podklasy IIa, nazywane również pe-
diocynami od najlepiej poznanego przedstawiciela tej gru-
py – pediocyny PA-1 (PedPA-1), posiadają konserwowaną 
sekwencję aminokwasową YGNG[V/L] i silną aktywność 
przeciwko L. monocytogenes. Podklasy IIb i IIc zawiera-
ją, odpowiednio, bakteriocyny dwupeptydowe, które do 
uzyskania pełnej aktywności wymagają obecności dwóch 
peptydów i bakteriocyny cykliczne. Natomiast bakteriocy-
ny, które nie mieszczą się w żadnej z powyższych podklas 
zostały umieszczone w podklasie IId [11]. Ze względu na 
swoje unikalne cechy to właśnie bakteriocyny należące do 
podklasy IId były tematem prezentowanej rozprawy dok-
torskiej.

MECHANIZMY DZIAŁANIA BAKTERIOCYN

Większość bakteriocyn bakterii Gram-dodatnich posiada 
ładunek dodatni, który ułatwia ich dokowanie na ujemnie 
naładowanej powierzchni komórek bakteryjnych. Następ-
nie bakteriocyny te oddziałują z błoną komórkową bakte-
rii lub specyficznym receptorem błonowym. Bakteriocyny 
oddziałujące bezpośrednio z błoną komórkową powodują 
zwiększenie jej przepuszczalności, głównie poprzez two-
rzenie porów, co w konsekwencji prowadzi do wycieku 
substancji wewnątrzkomórkowych i śmierci bakterii. Takie 
działanie wykazują przede wszystkim bakteriocyny o budo-
wie sapozyno-podobnej. Sapozyny są to małe białka lizoso-
malne zaangażowane w katabolizm sfingolipidów. Składają 
się z czterech lub pięciu α-helis, które oddziałują z lipida-
mi błonowymi i modyfikują je, umożliwiając w ten sposób 
działanie różnych enzymów lizosomalnych rozkładających 
lipidy [12]. Bakteriocyny sapozyno-podobne zbudowane są 
z od trzech do pięciu amfipatycznych α-helis, które tworzą 
globularną strukturę o silnie kationowej, hydrofilowej po-
wierzchni i hydrofobowym rdzeniu. Uważa się, że to wła-
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śnie taka struktura, a przede wszystkim eksponowane na 
powierzchni reszty aminokwasów aromatycznych takich 
jak tryptofan i tyrozyna, pozwalają na bezpośrednią inte-
rakcję bakteriocyn sapozyno-podobnych z błoną komórko-
wą szerokiego spektrum bakterii [13].

Bakteriocyny niezdolne do samodzielnej permeabilizacji 
błony rozpoznają i wiążą się do specyficznych receptorów 
powodując tworzenie porów, hamowanie syntezy ściany 
komórkowej lub oba te efekty. Dotychczas zidentyfikowa-
no setki bakteriocyn niesapozyno-podobnych o znacząco 
różnych strukturach, właściwościach fizykochemicznych i 
spektrach aktywności, co doprowadziło do obecnie przy-
jętego założenia, że rozpoznają one różne receptory na 
komórkach docelowych [14]. Co ważne, do chwili obecnej 
zidentyfikowano jedynie siedem takich receptorów. Pierw-
szym zidentyfikowanym i najlepiej zbadanym receptorem 
jest lipid II, niezbędny prekursor ściany komórkowej, wy-
korzystywany przez niektóre bakteriocyny klasy I, w tym 
nizynę, oraz bakteriocynę należącą do podklasy IId – lakto-
kokcynę 972 (Lcn972). Mechanizm działania nizyny polega 
na hamowaniu syntezy peptydoglikanu, a następnie two-
rzeniu porów [15], podczas gdy Lcn972 hamuje tworzenie 
septum podczas podziałów komórkowych [16]. Drugim 
poznanym receptorem jest system mannozo-specyficznej 
fosfotransferazy (Man-PTS), który jest głównym systemem 
transportu mannozy u Firmicutes i Gammaproteobacteria [17]. 
Do czasu rozpoczęcia badań nad prezentowaną rozprawą 
błonowe podjednostki IIC i IID Man-PTS zostały zidenty-
fikowane jako receptor dla pediocyno-podobnych bakte-
riocyn podklasy IIa oraz dwóch bakteriocyn podklasy IId 
– laktokokcyn A i B (LcnA i B) [18]. Inne poznane receptory 
to fosfataza pirofosforanu undekaprenylu UppP, transpor-
ter aminokwasów z rodziny APC oraz białko CorC wyko-
rzystywane odpowiednio przez laktokokcynę G i enterocy-
nę 1071 [22], plantycynę JK [23] oraz plantarycynę EF [24], 
należące do podklasy IIb, a także ABC (ang. ATP-binding 
cassette – wiążący ATP) transporter maltozy wykorzysty-
wany przez garwicynę ML należącą do podklasy IIc [19], 
oraz zależna od cynku metalopeptydaza YvjB wykorzysty-
wana przez bakteriocyny podklasy IId – LsbB, enterocyny 
K1 i Ej97 [20,21]. Warto zaznaczyć, że bakteriocyny zależne 
od receptora wykazują specyficzne, czasem bardzo wąskie 
spektrum działania i wykazują działanie przeciwbakteryj-
ne w bardzo niskich stężeniach, szczególnie w porównaniu 
do bakteriocyn działających bezpośrednio na błonę komór-
kową, co czyni je wyjątkowo atrakcyjnymi pod względem 
aplikacyjnym. Z tego też powodu badania nad identyfikacją 
receptorów i mechanizmem odziaływania bakteriocyna-re-
ceptor są szczególnie ważne [10].

MECHANIZMY POWSTAWANIA OPORNOŚCI

W wyniku ekspozycji na działanie bakteriocyny, bakterie 
wrażliwe mogą wykształcić oporność (ang. resistance). Naby-
tej oporności nie należy mylić z odpornością (ang. immunity) 
bakterii produkujących bakteriocyny, która wynika z pro-
dukcji białka odpornościowego (ang. immunity protein), jak 
również z niewrażliwością bakterii (ang. insensitivity), która 
wynika np. z braku funkcjonalnego receptora. Najczęstsze 
mechanizmy nabywania oporności na bakteriocyny można 
podzielić na dwie grupy: (i) zmiany w receptorach błono-

wych oraz (ii) zmiany w budowie błony i ściany komórko-
wej [10]. Zmiany w receptorach wywołane są przez mutacje 
w genach kodujących receptor lub genach niezbędnych do 
jego syntezy, i obejmują jego utratę, zmniejszoną ekspresję 
lub zmianę sekwencji aminokwasowej wpływającą na jego 
strukturę i/lub funkcjonowanie. W rezultacie bakteriocyna 
nie może rozpoznawać komórek wrażliwych, wiązać się z 
receptorem ani tworzyć porów w błonie komórkowej. Taki 
mechanizm powstawania oporności został opisany m.in. 
dla bakteriocyn oddziałujących z Man-PTS [25].

Niezbędna funkcja błony komórkowej lub lipidu II spra-
wia, że nabywanie oporności na bakteriocyny atakujące te 
cele jest dużo bardziej złożone, zachodzi wolniej i zwykle 
skutkuje niższymi poziomami oporności, szczególnie w 
porównaniu z nabywaniem oporności na bakteriocyny od-
działujące z Man-PTS [10]. Zwykle obejmuje kilka proce-
sów, które zmieniają strukturę ściany i błony komórkowej, i 
z których najczęstsze to D-alanylacja kwasów tejchojowych 
i L-lizynacja fosfolipidów w wyniku zwiększonej ekspresji 
odpowiednio operonu dltABCD i genu mprF. W efekcie do-
chodzi do włączenia dodatnio naładowanych cząsteczek do 
ściany i błony komórkowej bakterii i odpychania dodatnio 
naładowanych peptydów. Inne procesy odpowiedzialne za 
powstawanie komórek opornych to zwiększona polimery-
zacja peptydoglikanu w wyniku nadekspresji genu pbp2, 
lub zmiany w składzie i/lub budowie fosfolipidów i kwa-
sów tłuszczowych. Wszystkie te procesy mają na celu utrud-
nić przedostawanie się bakteriocyny do błony komórkowej 
lub jej błonowego receptora [26,27]. Co ważne, za zmiany 
w ekspresji przytoczonych genów często odpowiadają zło-
żone systemy regulacyjne, których rolą jest odpowiedź na 
tzw. stres ściany i błony komórkowej (stres otoczki). Pod-
stawę działania systemów regulacyjnych stanowią białko 
sensorowe (kinaza histydynowa) oraz białko regulatorowe 
(regulator transkrypcji), które odbierają sygnał o obecno-
ści czynnika stresowego i zmieniają profil ekspresji genów 
zmniejszając wrażliwości bakterii na stres [28]. Modyfikacje 
błony i ściany komórkowej mogą prowadzić do jednocze-
snego zmniejszenia wrażliwości bakterii na szeroką gamę 
bakteriocyn i antybiotyków działających na otoczkę bakte-
ryjną. Niestety, podobnie jak receptory błonowe, również 
mechanizmy powstawania oporności na bakteriocyny są w 
większości nieznane. Jeszcze mniej jest wiadomo na temat 
korelacji między opornością na bakteriocyny i inne związ-
ki przeciwbakteryjne. Identyfikacja tych mechanizmów jest 
szczególnie ważna aby zapewnić bezpieczne stosowanie 
bakteriocyn i zapobiec rozwojowi zjawiska oporności [10].

BADANIA NAD MECHANIZMEM DZIAŁANIA 
I POWSTAWANIA OPORNOŚCI NA 
GARWICYNY Q, A, B I C, ORAZ BacSJ

Do pierwszej grupy bakteriocyn podklasy IId będą-
cych przedmiotem badań prezentowanej rozprawy należą 
garwicyny Q, A, B i C, oraz BacSJ. Garwicyna Q (GarQ) i 
BacSJ to peptydy o długości 50 aminokwasów, wykazują-
ce podobieństwo sekwencji aminokwasowej, wytwarzane 
odpowiednio przez bakterie Lactococcus garvieae BCC 43578 
i Lacticaseibacillus paracasei BGSJ2-8, wyizolowane ze sfer-
mentowanej żywności [29–31]. Garwicyny A, B i C (GarA, 
GarB i GarC) to peptydy o długości 43 (GarA) lub 51 (GarB 
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i GarC) aminokwasów kodowane przez plazmidy bakte-
rii L. garvieae 21881 wyizolowanej z ludzkiej krwi. Według 
danych literaturowych pochodzących sprzed rozpoczęcia 
prezentowanych badań, GarQ wykazuje szerokie spektrum 
aktywności wobec bakterii z rodzaju Bacillus, Enterococcus, 
Lactobacillus, Lactococcus, Listeria i Pediococcus [29], natomiast 
GarA (jedyna bakteriocyna wydzielana przez szczep L. ga-
rvieae) wykazuje aktywność wobec innych szczepów L. ga-
rvieae [32]. To właśnie różnorodne spektra aktywności GarQ 
i GarA oraz brak wiedzy na temat aktywności GarB, GarC i 
BacSJ były powodem ich wyboru do dalszych badań. Sche-
mat badań był zbliżony dla wszystkich bakteriocyn i został 
przedstawiony na rycinie 1.

Pierwszy krok obejmował określenie aktywności anta-
gonistycznej badanych bakteriocyn wobec szerokiego spek-
trum bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i drożdży. 
Zaobserwowano, że najszersze spektrum aktywności wy-
kazywała GarQ aktywna wobec wszystkich szczepów bak-
terii z rodzajów Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, 
Leuconostoc i Listeria i niektórych szczepów z rodzajów Lac-
tobacillus i Pediococcus [33]. Nieco węższe spektrum aktyw-
ności wykazywała BacSJ, która działała wobec wszystkich 
szczepów bakterii z rodzajów Carnobacterium, Enterococcus, 
Leuconostoc i Listeria i niektórych szczepów z rodzajów Lac-
tobacillus, Lactococcus i Pediococcus [34]. Najwęższe spektra 
aktywności, ograniczone jedynie do rodzaju Lactococcus, 
wykazywały GarA, GarB (aktywne wobec L. garvieae), i 
GarC (aktywne wobec L. garvieae i L. lactis) [35].

Aby zidentyfikować geny, których mutacje prowadzą do 
powstania oporności na GarQ, GarA, GarB, GarC i BacSJ w 
kolejnym etapie otrzymano spontaniczne mutanty opor-
ne na testowane bakteriocyny poprzez ekspozycję dwóch 
wysoce wrażliwych szczepów L. garvieae IBB3403 i L. lactis 
IL1403 na działanie dwóch bakteriocyn o największym po-
tencjale przeciwbakteryjnym – GarQ i GarA. Następnie, wy-
korzystując metodę sekwencjonowania genomowego DNA 
stwierdzono, że mutacje odpowiadające za powstawanie 
oporności na badane bakteriocyny znajdują się w genach 
kodujących błonowe podjednostki IICIID Man-PTS.

Bezpośrednie zaangażowanie mutacji w man-PTS w 
nadawanie oporności na GarQ, GarA, GarB, GarC i BacSJ 
potwierdziła obserwacja, że badane bakteriocyny nie wy-

kazują aktywności przeciwbakteryjnej wobec szczepów 
L. garvieae i L. lactis z delecją operonu man-PTS [33–35]. 
Badania nad aktywnością GarQ, A, B i C, i BacSJ wobec 
szczepów L. lactis, w których delecję man-PTS komplemen-
towano genami kodującymi błonowe podjednostki IICIID 
Man-PTSL. lactis lub Man-PTSL. garvieae pokazały, że ich obecność 
jest niezbędna dla nadawania wrażliwości na badane bak-
teriocyny [33–35]. Zakres pracy nie obejmował badań nad 
bezpośrednimi odziaływaniami bakteriocyna-Man-PTS, 
jednak na podstawie uprzednio przeprowadzonych badań, 
które wykazały tworzenie kompleksów PedPA-1-Man-PTS 
lub LcnA-Man-PTS [18] można przypuszczać, że również 
bakteriocyny będące tematem przedstawionej rozprawy 
wykorzystują Man-PTS jako receptor, a także, że bakterie 
uodporniają się na testowane bakteriocyny poprzez mutacje 
powodujące jego utratę lub modyfikację. Otrzymane wyniki 
sugerują, że Man-PTS jest zaangażowany w wiązanie wielu 
bakteriocyn o różnych strukturach i spektrach aktywności 
przeciwbakteryjnych. Co ważne, były to pierwsze badania 
pokazujące, że bakteriocyny spoza grupy pediocyn i lakto-
kokcyn A i B oddziałują z Man-PTS.

UTWORZENIE NOWEJ RODZINY 
BAKTERIOCYN ATAKUJĄCYCH MAN-PTS

Badania prowadzone równolegle przez inne zespoły ba-
dawcze pozwoliły na identyfikację kolejnych bakteriocyn, 
które jako receptor wykorzystują Man-PTS – uberycyny K, 
laktokokcyny Z (LcnZ) i angicyny [36–38]. Na podstawie 
podobieństwa sekwencji aminokwasowej z GarQ wytypo-
wano również bowicynę 255 (Bov255) [39] jako bakteriocy-
nę potencjalnie wykorzystującą ten sam receptor. W ramach 
prezentowanej rozprawy doktorskiej porównano sekwen-
cje aminokwasowe wszystkich bakteriocyn oddziałujących 
z Man-PTS, co pozwoliło na utworzenie pięciu grup, któ-
re nazwano na podstawie pierwszego zidentyfikowanego 
przedstawiciela, mianowicie: PedPA-1, LcnA, GarQ, GarA 
i GarC [10]. W każdej grupie zidentyfikowano charaktery-
styczne motywy sekwencji aminokwasowej, które przedsta-
wiono na rycinie 2.

W toku prowadzonych badań zaobserwowano, że bak-
teriocyny atakujące Man-PTS różnią się nie tylko sekwen-
cją aminokwasową, ale również spektrum aktywności 
przeciwbakteryjnej. Różnice te widoczne są nawet w ob-
rębie bakteriocyn należących do wspólnej grupy i zostały 

Rycina 1. Schemat prowadzący do identyfikacji genów, których mutacje prowadzą do powstawania oporności na bakteriocyny. Rysunek wykonano w programie Bio-
Render.
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przedstawione w tabeli 1. Prawdopodobnie wynikają one 
z unikalnej, gatunkowo-specyficznej budowy błonowych 
podjednostek IICIID Man-PTS. Badania przeprowadzone 
przez inne grupy badawcze pokazały, że spośród trzech 
znanych grup filogenetycznych Man-PTS, tylko grupa I 
charakteryzująca się obecnością trzech unikalnych regio-
nów aminokwasowych: α i β w podjednostce IIC oraz γ w 
podjednostce IID, służy jako receptor dla bakteriocyn [14]. 
Pediocyny wykazują aktywność wobec bakterii z rodzajów 
Carnobacterium, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus, Leu-
conostoc, Listeria, Pediococcus i Streptococcus, których Man-
-PTS posiada region α. Z kolei LcnA i LcnB są aktywne je-
dynie wobec bakterii L. lactis, które nie posiadają regionu 

α w Man-PTS [40]. Dzięki badaniom przeprowadzonym w 
ramach prezentowanej rozprawy zidentyfikowano kolejny 
unikalny region aminokwasy, region γ+, który występuje w 
podjednostce IID Man-PTSL. garvieae. Wykazano, że obecność 
tego regionu jest ważna dla wrażliwości bakterii na GarA, 
GarB oraz GarC, a nie jest istotna dla wrażliwości bakterii 
na GarQ i BacSJ [33–35]. Spektra aktywności przeciwbakte-
ryjnej i regiony Man-PTS kluczowe dla nadawania wrażli-
wości na uberycynę K, LcnZ, angicynę i Bov255 nie zostały 
poznane i wymagają dalszych badań.

Na podstawie otrzymanych wyników zaproponowano 
utworzenie nowej rodziny bakteriocyn, które oddziałują z 

Rycina 2. Porównanie sekwencji aminokwasowych bakteriocyn rozpoznających Man-PTS. Na podstawie występowania wspólnych motywów sekwencji aminokwasowej 
wyodrębniono pięć grup: bakteriocyny PedPA-1 – (Grupa I), LcnA – (Grupa II), GarQ – (Grupa III), GarA – (Grupa IV) podobne, oraz GarC – (Grupa V) [10]. Wysoko i 
nisko konserwowane aminokwasy oznaczono odpowiednio na czerwono i niebiesko. # oznacza D lub N, % oznacza F lub Y, ! oznacza I lub V. Charakterystyczne motywy 
sekwencji aminokwasowej oznaczono szarym tłem. Rysunek wykonano przy użyciu programu MultAlin.

Tabela 1. Spektrum aktywności przeciwbakteryjnej bakteriocyn oddziałujących z Man-PTS. „+”, „-” i „ND” oznaczają odpowiednio aktywność, brak aktywności lub brak 
danych.

I II III IV V

Szczep wskaźnikowy
(typ Man-PTS)

PedPA-1
SakP
EntP

LcnA
LcnB
LcnZ

GarQ BacSJ Uberycyna
K

Angicyna Bov255 GarA
GarB

GarC

L. monocytogenes
(α, β, γ) + – + + + + ND – –

Streptococcus spp.
(α, β, γ) + – – – + + + – –

L. lactis
(β, γ) – + + + + ND ND – +

L. garvieae
(β, γ, γ+) – – + – + ND ND + +
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Man-PTS. Tym samym podważono dotychczasowy pogląd, 
mówiący, że bakteriocyny o różnych strukturach i spek-
trach aktywności wykorzystują różne receptory błonowe, 
pokazując kluczową rolę Man-PTS jako receptora dla wielu 
homologicznych i niehomologicznych bakteriocyn podkla-
sy IId [10].

IDENTYFIKACJA MODELI INTERAKCJI 
BAKTERIOCYNA-MAN-PTS

Różnice w sekwencji aminokwasowej i zakresach aktyw-
ności przeciwdrobnoustrojowej testowanych bakteriocyn 
wskazały na możliwość interakcji bakteriocyna-receptor za 
pośrednictwem odmiennych modeli. Aby zidentyfikować 
aminokwasy i/lub regiony Man-PTS zaangażowane w in-
terakcję z GarQ, GarA, GarB, GarC i BacSJ, otrzymano mu-
tanty, które były oporne na każdą z badanych bakteriocyn 
i zachowały funkcjonalność Man-PTS. Zachowana funkcjo-
nalność Man-PTS, potwierdzona badaniami jego zdolności 
do transportu mannozy, pozwoliła nam spekulować, że 
aminokwasy zmienione w wyniku mutacji man-PTS, mogą 
być bezpośrednio zaangażowane w interakcję z bakteriocy-
ną [33]. Do otrzymywania mutantów wykorzystano dwie 
metody: (i) opracowaną w ramach tej pracy metodę mu-
tagenezy spontanicznej polegającą na inkubacji szczepów 
wrażliwych w obecności bakteriocyny i mannozy jako je-
dynego źródła węgla; oraz (ii) mutagenezę ukierunkowaną. 
Zaobserwowano, że mutanty oporne na bakteriocynę, w 
obecności której zostały otrzymane, wykazywały różne po-

ziomy oporności na pozostałe badane bakteriocyny lub nie 
wykazywały jej wcale, co dodatkowo potwierdza przypusz-
czenie, że badane bakteriocyny posiadają odmienne wzorce 
wiązania z Man-PTS. Na podstawie oceny poziomów opor-
ności otrzymanych mutantów wytypowano aminokwasy 
Man-PTS, które prawdopodobnie biorą bezpośredni udział 
w wiązaniu każdej bakteriocyny (wysoki poziom oporności 
mutantów), oraz takie, które pełnią jedynie rolę pomocniczą 
(niski poziom oporności mutantów) [33–35].

W czasie wykonywania testów na GarQ, GarA, GarB, 
GarC i BacSJ struktura Man-PTS była nieznana, a analizy 
lokalizacji aminokwasów zaangażowanych w interakcję z 
badanymi bakteriocynami prowadzono jedynie w oparciu o 
modele utworzone przy użyciu oprogramowania do prze-
widywania struktury trzeciorzędowej i topologii w błonie 
[33–35]. Opublikowanie struktury Man-PTS z bakterii Esche-
richia coli oraz L. monocytogenes (samej oraz w kompleksie z 
PedPA-1) pozwoliło na ponowne przeprowadzenie analiz 
i weryfikację opublikowanych modeli. Jak pokazały roz-
wiązane struktury, kompleks błonowy Man-PTS jest tri-
merem, a każdy protomer zbudowany jest z podjednostek 
IIC i IID ułożonych tak, że tworzą dwie oddzielne domeny 
– transportową i rusztowania. W obrębie każdej podjed-
nostki obecne są dwie struktury szpilki do włosów (HP, 
ang. hairpins), pięć transmembranowych α-helis (TH, ang. 
transmembrane α-helices) i jedna amfipatyczna α-helisa (AH 
– ang. amphipathic α-helix) [41,42]. Kolejne analizy wykaza-
ły, że aminokwasy potencjalnie zaangażowane w interakcję 

Rycina 3. Lokalizacja aminokwasów Man-PTS zaangażowanych w interakcję z GarQ, GarA, GarB, GarC i BacSJ (A) oraz model interakcji Man-PTS z GarQ (B). W każ-
dym protomerze domeny transportowe i rusztowania są zaznaczone odpowiednio na niebiesko i zielono (ciemnym kolorem w IIC, jasnym kolorem w IID). HP, TH i 
AH oznaczają odpowiednio spinkę do włosów, transmembranową α-helisę i amfipatyczną α-helisę. Miejsca występowania aminokwasów zaangażowanych w wiązanie 
bakteriocyn oznaczono gwiazdką. Rysunek wykonano w programie BioRender.
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z badanymi bakteriocynami lokalizują się w obrębie HP2, 
TH1 i TH3 podjednostek IICIID, oraz w zewnątrzkomórko-
wej pętli podjednostki IID (pomiędzy TH3 i TH4; głównie 
w regionach γ i γ+). Zaobserwowano, że pomimo tego, iż 
badane bakteriocyny posiadają inne wzorce wiązania Man-
-PTS, ogólna lokalizacja aminokwasów zaangażowanych w 
ich wiązanie jest zbliżona. Co więcej, koreluje ona z loka-
lizacją aminokwasów Man-PTSL. monocytogenes zaangażowanych 
w wiązanie PedPA-1, co pozwala przypuszczać, że badane 
bakteriocyny posiadają zbliżony do PedPA-1 mechanizm 
tworzenia porów [10]. Lokalizację omawianych aminokwa-
sów przedstawiono na rycinie 3A.

MECHANIZM TWORZENIA PORÓW PRZEZ 
BAKTERIOCYNY ATAKUJĄCE MAN-PTS

Analiza lokalizacji aminokwasów Man-PTS zaangażo-
wanych w wiązanie bakteriocyn wykazała, że znajdują się 
one w zewnątrzkomórkowej pętli domeny rusztowania 
oraz na styku domen transportowej i rusztowania. Na tej 
podstawie zaproponowano, że regiony γ i γ+, eksponowa-
ne na powierzchni domeny rusztowania, stanowią miejsce 
dokowania badanych bakteriocyn na komórce. Następnie 
bakteriocyny lokalizują się między domenami transporto-
wą i rusztowania – działając jak klin odsuwają je od siebie 
i wchodzą w błonę komórkową prowadząc do powstania 
porów, przez które dochodzi do wycieku substancji we-
wnątrzkomórkowych i śmierci bakterii [10]. Mechanizm ten 
dodatkowo potwierdza podobieństwo sekwencji amino-
kwasowej między badanymi bakteriocynami, a transbłono-
wymi regionami białek transportujących jony i aminokwa-
sy [33–35]. Dla przykładu, C-terminalna α-helikalna część 

GarQ wykazuje wysokie podobieństwo do sodowo-prolino-
wego transportera (ang. sodium:prolinę solute tranporter), a co 
za tym idzie prawdopodobnie to właśnie ona odpowiada 
za odpychanie domen Man-PTS i tworzenie poru w błonie 
[33]. Zaproponowany mechanizm tworzenia porów przez 
GarQ przedstawiono na rycinie 3B. Niemniej jednak, w celu 
weryfikacji przedstawionego modelu niezbędne są dalsze 
badania.

BADANIA NAD MECHANIZMAMI POWSTAWANIA 
OPORNOŚCI NA BAKTERIOCYNY AUREOCYNO 
A53- I ENTEROCYNO L50-PODOBNE

Druga grupa bakteriocyn, wybrana do badań ze względu 
na swoje interesujące właściwości, obejmowała bakteriocy-
ny aureocyno A53 (AurA53)- i enterocyno L50 (EntL50)-
-podobne produkowane przez wiele gatunków bakterii z 
rodzajów Enterococcus, Lactococcus, Staphylococcus i Weissel-
la. Według danych literaturowych pochodzących sprzed 
rozpoczęcia prezentowanych badań rodzina bakteriocyn 
AurA53-podobnych obejmuje sześć bakteriocyn jednopep-
tydowych o długości 43-53 aminokwasów, natomiast ro-
dzina bakteriocyn EntL50-podobnych zawiera cztery bakte-
riocyny jedno- lub dwupeptydowe o długości 42-44 amino-
kwasów. Bakteriocyny te wykazują wysokie podobieństwo 
sekwencji aminokwasowych w obrębie swoich rodzin i jego 
brak między rodzinami. Mimo to wszystkie posiadają wy-
soce dodatni ładunek i sapozyno-podobną strukturę, która 
pozwala im na permeabilizację błony komórkowej szero-
kiego spektrum bakterii, w tym bakterii patogennych, bez 
obecności specyficznego receptora [43]. Do badań wybrano 
cztery znane bakteriocyny – BHT-B, EntL50 (EntL50A i En-

Rycina 4. Porównanie sekwencji aminokwasowych bakteriocyn AurA53 – (A) i EntL50 – (B) podobnych. Wysoko i nisko konserwowane aminokwasy oznaczono odpo-
wiednio na czerwono i niebiesko. # oznacza D, E, Q lub N. Żółtym tłem oznaczono bakteriocyny wybrane do badań. * oznaczono hipotetyczne bakteriocyny wybrane do 
badań na podstawie podobieństwa sekwencji aminokwasowej do pozostałych członków rodziny. Rysunek wykonano przy użyciu programu MultAlin.
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tL50B), enterocynę 7 (Ent7: Ent7A i Ent7B) i weisellicynę M 
(WelM), oraz dwie hipotetyczne bakteriocyny – K411 i sali-
warycynę C (SalC), które przedstawiono na rycinie 4.

Badania prowadzono według schematu przedstawione-
go na rycinie 1. W pierwszym kroku wykazano, że BHT-B, 
K411, EntL50, Ent7, WelM i SalC posiadają szerokie spektra 
aktywności przeciwdrobnoustrojowej. Wszystkie bakterio-
cyny wykazywały aktywność antagonistyczną wobec bak-
terii z rodzajów Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactobacil-
lus, Lactococcus, Leuconostoc, Listeria, Pediococcus, Staphylococ-
cus i Streptococcus, a niektóre z nich także przeciwko MRSA 
(BHT-B, K411, EntL50, Ent7 i WelM), Campylobacter jejuni 
i Pseudomonas aeruginosa (EntL50, Ent7, WelM i SalC) [44]. 
Jest to o tyle wyjątkowe odkrycie, że bakteriocyny produko-
wane przez bakterie Gram-dodatnie zazwyczaj nie wyka-
zują aktywności wobec bakterii Gram-ujemnych (C. jejuni i 
P. aeruginosa) ze względu na różnice w budowie ściany ko-
mórkowej. Tym samym pokazano szeroki potencjał aplika-
cyjny badanych bakteriocyn i potwierdzono przynależność 
K411 i SalC do grupy aktywnych bakteriocyn AurA53- i 
EntL50-podobnych [10].

Następnie otrzymano mutanty spontaniczne oporne na 
wszystkie badane bakteriocyny poprzez ekspozycję wysoce 
wrażliwego szczepu L. lactis LMGT 3419 na działanie BHT-
-B, K411 lub Ent7. Sekwencjonowanie genomów mutantów 
opornych wykazało, że mutacje zaangażowane w nada-
wanie oporności na badane bakteriocyny są w genach: (i) 
dgkB kodującym kinazę diacylglicerolu; (ii) dxsA kodującym 
syntazę 1-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforanu; oraz (iii) ysaCB 
kodujących ABC transporter YsaCB, składnik czterokom-
ponentowego systemu regulacyjnego YsaCB-KinG-LlrG 
[44,45]. Ponowna mutageneza z wykorzystaniem szczepu 
L. lactis z delecją ysaCB wykazała, że również mutacja w 
genie llrG kodujący regulator transkrypcji LlrG (składnik 
systemu YsaCB-KinG-LlrG) jest zaangażowana w nada-
wanie oporności na badane bakteriocyny [44]. Co ciekawe, 
otrzymane mutanty charakteryzowały się dużo niższymi 
poziomami oporności (2–32-krotny spadek wrażliwości) w 
porównaniu do mutantów niosących mutacje w genach ko-
dujących Man-PTS (nawet >1024-krotny spadek wrażliwo-
ści), co dodatkowo potwierdza, że nabywanie oporności na 
bakteriocyny aktywne wobec błony komórkowej jest dużo 
trudniejsze i bakteriocyny posiadające taki mechanizm 
działania mają wysoki potencjał aplikacyjny [10].

BADANIA OPORNOŚCI KRZYŻOWEJ 
UZYSKANYCH MUTANTÓW NA ANTYBIOTYKI

Bakteriocyny zwykle różnią się mechanizmem działania 
od antybiotyków, dlatego przyjmuje się, że mechanizmy 
oporności na te dwie grupy środków przeciwdrobnoustro-
jowych będą również inne, a szczepy oporne na antybiotyki 
pozostaną podatne na leczenie bakteriocynami [46]. Jed-
nak, jak wykazano w prezentowanej rozprawie, mutanty 
spontaniczne oporne na bakteriocyny AurA53- i EntL50-
-podobne wykazują oporność krzyżową na niektóre inne 
związki przeciwbakteryjne. Wszystkie mutanty wykazywa-
ły zmniejszoną wrażliwość na dwie bakteriocyny atakujące 
lipid II, nizynę i Lcn972, oraz dwa antybiotyki peptydowe, 
gramicydynę i daptomycynę [44,45]. Gramicydyna działa 

poprzez dimeryzację i tworzenie kanałów jonowych w bło-
nie [47] natomiast daptomycyna (w obecności Ca2+) oligo-
meryzuje i tworzy kompleksy z fosfatydyloglicerolem i pre-
kursorami ściany komórkowej, takimi jak lipid II, hamując 
syntezę peptydoglikanu i reorganizując błonę komórkową 
[48,49]. Co więcej, mutanty niosące mutacje w genach dgkB 
lub dxsA wykazały zmniejszoną wrażliwość na wankomy-
cynę - glikopeptyd, który posiada ładunek dodatni i wiąże 
się z D-alanylo-D-alaniną blokując syntezę ściany komórko-
wej oraz kilka antybiotyków niepeptydowych, które mają 
ładunek dodatni i oddziałują z celami wewnątrzkomórko-
wymi (gentamycyna, kanamycyna, streptomycyna) lub ha-
mują syntezę ściany komórkowej (fosfomycyna) [45]. Tym 
samym pokazano, że bakterie mogą wykształcać symulta-
niczną oporność na bakteriocyny i antybiotyki o zbliżonych 
mechanizmach działania na ścianę i/lub błonę komórkową 
bakterii.

Przeprowadzone analizy wykazały nieznane wcześniej, 
ale niezwykle istotne dla ograniczenia rozwoju lekoopor-
ności, zjawisko zwiększania wrażliwości na niektóre anty-
biotyki w mutantach opornych na bakteriocyny AurA53- i 
EntL50-podobne. Wszystkie otrzymane mutanty wykazy-
wały zwiększoną wrażliwość na bacytracynę [44,45], anty-
biotyk peptydowy, który hamuje defosforylację pirofosfo-
ranu baktoprenolu zakłócając w ten sposób syntezę ściany 
komórkowej [50]. Dodatkowo mutanty niosące mutacje w 
genach dgkB lub dxsA wykazywały zmniejszoną wrażliwość 
na ujemnie naładowaną karbenicylinę i chlorotetracyklinę 
[45]. Jest to wyjątkowe odkrycie, które ma szansę zostać wy-
korzystane do tworzenie preparatów wieloskładnikowych 
zawierających zarówno wybrane bakteriocyny AurA53- 
lub EntL50-podobne jak i bacytracynę, co pozwoliłoby im 
wydajnie działać przeciwbakteryjnie przy jednoczesnym 
ograniczaniu powstawania zjawiska oporności [10]. Warto 
zaznaczyć, że są to najobszerniejsze jak dotąd badania wy-
kazujące korelację pomiędzy mechanizmami oporności na 
bakteriocyny i antybiotyki działające na otoczkę komórko-
wą.

MECHANIZM NADAWANIA OPORNOŚCI 
PRZEZ MUTACJE W GENACH KODUJĄCYCH 
BIAŁKA METABOLIZMU LIPIDÓW

Kinaza diacylglicerolu DgkB jest kluczowym enzymem 
w metabolizmie lipidów, który ponownie wprowadza 
diacyloglicerol, powstały w procesie biosyntezy kwasów 
lipotejchojowych, do szlaku biosyntezy fosfolipidów [51]. 
Inaktywacja DkgB prowadzi do śmierci bakterii z powodu 
akumulacji diacyglicerolu lub brak kwasów lipotejchojo-
wych [52]. Mutacje spontaniczne zidentyfikowane w dgkB 
nie doprowadziły do śmierci otrzymanych mutantów, co 
pozwoliło przypuszczać, że nie spowodowały one inakty-
wacji kodowanego białka, a raczej zmianę jego aktywności. 
Hipotezę tę potwierdziły analizy miejsc mutacji w przewi-
dywanej strukturze trzeciorzędowej białka. Na ich podsta-
wie zaproponowano, że mutacje dgkB prowadzą do powsta-
nia białka o zmniejszonej aktywności, co przekłada się na 
zmniejszenie liczby anionowych kwasów lipotejchojowych 
i całkowitego ładunku ujemnego ściany komórkowej. To z 
kolei czyni komórki mniej wrażliwymi na kationowe środki 
przeciwdrobnoustrojowe, takiej jak bakteriocyny AurA53- 
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i EntL50-podobne, i bardziej wrażliwymi na te anionowe 
[10,45].

DxsA jest kluczowym enzymem w biosyntezie izopre-
noidów, katalizującym pierwszy etap szlaku syntezy pre-
kursorów izoprenoidów (pirofosforanu izopentenylu i pi-
rofosforanu dimetyloallilu) [53]. Zarówno delecja jak i na-
dekspresja dxsA nie miała istotnego wpływu na wrażliwość 
otrzymanych szczepów na bakteriocyny i antybiotyki. Co 
więcej, analizy z wykorzystaniem przewidywanej struktury 
trzeciorzędowej DxsA, wykazały, że mutacja spontaniczna 
w dxsA prawdopodobnie doprowadziła do powstania skró-
conego białka z zachowanym miejscem aktywnym. Na tej 
podstawie wysunięto przypuszczenie, że mutacja sponta-
niczna spowodowała specyficzną zmianę aktywności DxsA, 
co z kolei wpłynęło na liczbę powstających izoprenoidów. 
Największe zmiany we wrażliwości bakterii zaobserwowa-
no w obecności związków działających na błony komórko-
we, dlatego wysunięto hipotezę, że to właśnie zwiększenie 
ilości hopanoidów – najbardziej rozpowszechnionych izo-
prenoidów u bakterii, które wbudowują się w błony cyto-
plazmatyczne nadając im sztywność i wytrzymałość, od-
powiadały za zaobserwowaną oporność [10,45]. Niemniej 
jednak dalsze badania są niezbędne aby potwierdzić zapro-
ponowane mechanizmy. Co ważne, były to pierwsze bada-
nia pokazujące zaangażowanie DgkB i DxsA w oporność 
bakterii na bakteriocyny.

MECHANIZM NADAWANIA OPORNOŚCI 
PRZEZ MUTACJE W GENACH KODUJĄCYCH 
BIAŁKA SYSTEMU YsaCB-KinG-LlrG

YsaCB-KinG-LlrG jest jednym z najważniejszych sys-
temów regulacyjnych warunkujących odpowiedź bakte-
rii L. lactis na stres otoczki. Składa się z ABC transportera 
YsaCB i dwukomponentowego systemu regulacyjnego 
KinG-LlrG, a mianowicie kinazy histydynowej KinG i re-
gulatora transkrypcji LlrG. Uważa się, że jest to homolog 
prototypowego systemu BceAB-BceRS, który odpowiada za 
oporność bakterii Bacillus subtilis na AMPs, np. bacytracynę 
[54]. Aczkolwiek, jak wykazały przeprowadzone badania, 
wykazuje on również podobieństwo do innych systemów 
regulacyjnych obecnych w B. subtilis [44] i nie powinien być 
traktowany jako bezpośredni odpowiednik żadnego z nich. 
Zaangażowanie YsaCB-KinG-LlrG w oporność na bakterio-
cyny atakujące lipid II (nizynę i Lcn972) zostało opisane w 
literaturze [55,56], jednak przeprowadzone badania pozwo-
liły po raz pierwszy wykazać zaangażowanie tego system 
w oporność bakterii na bakteriocyny działające na błonę 
komórkową. Co więcej, pozwoliły szczegółowo scharakte-
ryzować jego działanie [10].

Po pierwsze zidentyfikowano domenę FtsX, znajdują-
cą się w N-terminalnej części permeazy ABC transportera 
YsaB, i wykazano jej kluczową rolę w nadawaniu oporności 

Rycina 5. Lokalizacja zmian genetycznych nadających oporność na bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne w natywnym systemie YsaCB-KinG-LlrG (A) oraz mecha-
nizm powstawania oporności (B). Miejsca zmienione w wyniku mutacji oznaczono gwiazdką. Rysunek wykonano w programie BioRender.
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na badane bakteriocyny. Doprowadziły do tego: (i) analiza 
miejsc mutacji w ysaB, która wykazała, że wszystkie mutacje 
spontaniczne spowodowały powstanie skróconej permeazy 
YsaB zawierającej nienaruszoną domenę FtsX; oraz (ii) eks-
presja regionu ysaCB kodującego YsaC i domenę FtsX YsaB 
w mutancie z delecją ysaCB, która zmniejszyła wrażliwość 
otrzymanego szczepu na badane środki przeciwbakteryjne. 
Ekspresja tego samego regionu w mutancie z delecją llrG 
lub regionu kodującego tylko domenę FtsX w mutancie z 
delecją ysaCB wykazała, że zarówno LlrG, jak i YsaC są nie-
zbędne dla działania domeny FtsX, jednak dokładne pozna-
nie mechanizmu nadawania oporności przez FtsX wymaga 
dalszych badań [10,44].

Po drugie pokazano, że mutacja spontaniczna w llrG 
warunkująca oporność na badane bakteriocyny przy bra-
ku ABC transportera YsaCB, znajduje się w motywie wią-
żącym DNA domeny efektorowej LlrG i prawdopodobnie 
prowadzi do zmiany aktywności białka. Badania trans-
kryptomiczne metodą RT-qPCR wykazały, że mutacja zi-
dentyfikowana w llrG, a także mutacje w ysaB, prowadzą 
do zwiększenia transkrypcji operonów dltABCD i ysaDCB. 
Na tej podstawie wysunięto hipotezę, że bakterie wrażliwe 
nabywają oporność na bakteriocyny AurA53- i EntL50-po-
dobne, oraz niektóre antybiotyki peptydowe (daptomycynę 
i gramicydynę), poprzez aktywację systemu YsaCB-KinG-
-LlrG, a dokładniej regulatora transkrypcji LlrG. Aktywacja 
LlrG prowadzi do zwiększenia ekspresji operonu dlt, a to z 
kolei do D-alanylacji kwasów tejchojowych i zmniejszenia 
ładunku ujemnego ściany komórkowej, co uodpornia ko-
mórki na środki przeciwbakteryjne naładowane dodatnio 
i/lub skierowane na błonę. Co ważne, przeprowadzone 
badania pokazały, że jedynie natywny system YsaCB-KinG-
-LlrG zapewnia ochronę przed bacytracynę i to właśnie 
modyfikacje permeazy YsaB (a w szczególności utrata jej 
zewnątrzkomórkowej pętli) w szczepach opornych zwięk-
szają wrażliwość na ten antybiotyk [10,44]. Mechanizm 
nadawania oporności na bakteriocyny przez system YsaCB-
-KinG-LlrG przedstawiono na rycinie 5.

PODSUMOWANIE

Podsumowując, przeprowadzone badania poszerzają 
wiedzę na temat biologii bakteriocyn a tym samym oferują 
nowe perspektywy zwiększenia ich potencjału aplikacyjne-
go. Do najważniejszych wniosków przeprowadzonych ba-
dań można zaliczyć wykazanie, że (i) badane bakteriocyny 
wykazują potencjał w leczeniu zakażeń szpitalnych wywo-
łanych przez E. faecalis, E. faecium (GarQ, BacSJ, bakterio-
cyny AurA53- i EntL50-podobne), S. aureus i Streptococcus 
spp. (bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne), zakażeń 
odżywnościowych wywołanych przez L. monocytogenes 
(GarQ, BacSJ, bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne) i 
C. jejuni (bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne), oraz 
zakażeń wywołanych przez patogenne szczepy L. garvie-
ae (GarA, GarB i GarC); (ii) kompleks błonowy Man-PTS, 
dzięki swojej unikalnej, gatunkowo-specyficznej budowie, 
pełni funkcję receptora dla nowej rodziny bakteriocyn o 
zróżnicowanych strukturach i spektrach aktywności prze-
ciwbakteryjnej; (iii) bakteriocyny atakujące Man-PTS posia-
dają zróżnicowane modele wiązania Man-PTS, ale zbliżony 
mechanizm działania polegający na tworzeniu poru między 

domenami transportową i rusztowania; (iv) bakterie wraż-
liwe nabywają oporność na bakteriocyny AurA53- i EntL50-
-podobne poprzez aktywację systemu YsaCB-KinG-LlrG 
lub enzymów zaangażowanych w metabolizm lipidów; (v) 
nabywanie oporności na bakteriocyny AurA53- i EntL50-
-podobne powoduje oporność krzyżową na inne związki 
działające na błonę komórkową i/lub posiadające ładunek 
dodatni (daptomycyna, gramicydyna), zmniejsza wrażli-
wość bakterii na na bacytracynę [10].

Co więcej, przeprowadzone badania pozwalają wytypo-
wać bakteriocyny, które spełniają kryteria innowacyjności 
w stosunku do znanych związków przeciwdrobnoustrojo-
wych, mianowicie przynależą do nowej klasy, nie wykazują 
oporności krzyżowej ze znanymi związkami przeciwdrob-
noustrojowymi, i posiadają unikatowy mechanizm lub cel 
działania w komórce bakteryjnej. Man-PTS nie jest wyko-
rzystywany jako receptor przez obecnie stosowane antybio-
tyki, a co więcej, jest nieobecny w komórkach eukariotycz-
nych, co oznacza, że bakteriocyny atakujące Man-PTS po-
siadają aktywność wobec antybiotykoopornych szczepów 
bakterii, a jednocześnie brak lub bardzo niską toksyczność. 
Chociaż bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne działają 
na błony komórkowe, podobnie jak niektóre antybiotyki 
nowej generacji np. gramicydyna, posiadają unikatowy me-
chanizm działania i aktywność wobec bakterii opornych na 
tradycyjne antybiotyki, które działają na różnych etapach 
syntezy ściany komórkowej lub na cele wewnątrzkomórko-
we [10].

Zastosowana tu nowatorska strategia badawcza może 
służyć jako model do dalszych badań pozwalających na 
identyfikację nowych bakteriocyn, mechanizmów ich dzia-
łania i nabywania oporności przez bakterie wrażliwe. Wie-
dza na temat receptorów bakteriocyn i wzorców wiązania 
bakteriocyna-receptor może zostać wykorzystać do projek-
towania nowych AMP, lub do modyfikowania znanych, w 
celu zwiększenia ich siły działania lub nadania im aktyw-
ności wobec wybranych gatunków bakterii. Z kolei wiedza 
na temat korelacji pomiędzy mechanizmami oporności na 
bakteriocyny i antybiotyki może zostać wykorzystane do 
tworzenia preparatów wieloskładnikowych o zwiększonej 
aktywności i zmniejszonym ryzyku powstawania oporności 
[10].
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ABSTRACT
Bacteriocins are peptides or proteins produced by bacteria to kill or inhibit the growth of other bacteria inhabiting the same ecological niche. 
The growing interest in bacteriocins reflects their potential use in food preservation and treatment of infections caused by antibiotic-resistant 
pathogenic bacteria, among other applications. The number of published studies on the identification of new bacteriocin-producing strains 
is constantly increasing. At the same time, there is a noticeable lack of research describing the mechanisms of action of most newly identified 
bacteriocins, as well as the mechanisms leading to the development of resistance to these bacteriocins and cross-resistance to antibiotics. 
Detailed understanding of these issues will allow to develop guidelines ensuring the most effective, safe and long-term use of bacteriocins 
without the risk of resistance development. This work describes the main assumptions of the doctoral dissertation of Aleksandra Tymoszews-
ka, which objectives were to characterize the mechanisms of action and of resistance to class II bacteriocins of Gram-positive bacteria. Using 
the model bacterium Lactococcus lactis, two groups of bacteriocins were examined: (i) garvicins Q, A, B and C, and BacSJ; and (ii) aureocin A53 
(AurA53)- and enterocin L50 (EntL50)-like bacteriocins. Bacteriocins of group (i) have been shown to recognize susceptible cells and form 
pores in the cell membrane using a specific receptor, the mannose-specific phosphotransferase system (Man-PTS), and sensitive bacteria 
have been shown to acquire resistance to the these bacteriocins by modifying the structure of Man-PTS. On the other hand, the acquisition 
of resistance to group (ii) membrane-targeting and receptor-independent bacteriocins occurs through changes in the structure of the bacterial 
cell wall and membrane, which are induced by changes in the expression of proteins involved in lipid metabolism or components of the 
YsaCB-KinG-LlrG regulatory system. The results shed new light on previous views on the mechanisms of action of bacteriocins and open up 
opportunities for their further study.


