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STRESZCZENIE

akteriocyny to grupa peptydow lub bialek wytwarzanych przez bakterie w celu zabijania

lub hamowania wzrostu innych bakterii zasiedlajacych te sama nisze ekologiczna. Zain-
teresowanie bakteriocynami wynika z ich potencjalnego zastosowania m.in. w konserwacji
zywnoSci i terapii zakazei wywolanych przez antybiotykooporne szczepy bakterii chorobo-
tworczych. Liczba publikacji identyfikujacych nowe szczepy bakterii produkujacych bak-
teriocyny nieustannie wzrasta. Jednoczesnie, zauwazalny jest brak badan opisujacych me-
chanizmy dzialania wiekszosci nowo zidentyfikowanych bakteriocyn, a takze mechanizmy
nabywania opornosci na te bakteriocyny i opornosci krzyzowej na antybiotyki. Dokladne
poznanie tych zagadnien pozwoli na opracowanie wytycznych zapewniajacych najbardziej
efektywne, bezpieczne i dlugotrwale stosowanie bakteriocyn bez ryzyka rozwoju opornosci.
W niniejszej pracy opisano glowne zalozenia rozprawy doktorskiej dr inz. Aleksandry Ty~
moszewskiej, ktorej celem byla identyfikacja mechanizméw dzialania i rozwoju opornosci
na bakteriocyny klasy II u bakterii Gram-dodatnich. Wykorzystujac jako model badawczy
komorki bakterii Lactococcus lactis, zbadano dwie grupy bakteriocyn: (i) garwicyny Q, A, B
i C, oraz BacS]J; a takze (ii) bakteriocyny aureocyno A53 (AurA53)- i enterocyno L50 (EntL50)-
-podobne. Pokazano, ze bakteriocyny grupy (i) rozpoznaja komorki wrazliwe i tworza pory
wewnatrz blony komérkowej bakterii wykorzystujac specyficzny receptor, system manno-
zo-specyficznej fosfotransferazy (Man-PTS), a takze, ze bakterie wrazliwe nabywaja opor-
nosé¢ na badane bakteriocyny poprzez modyfikacje struktury Man-PTS. Z kolei nabywanie
opornosci na bakteriocyny grupy (ii), tworzace pory bezposrednio w blonie komérkowej
bakterii, zachodzi poprzez zmiany w strukturze Sciany i blony komérkowej wywolane zmia-
nami w ekspresji bialek zaangazowanych w metabolizm lipidow lub stanowiacych elemen-
ty systemu regulacyjnego YsaCB-KinG-LIrG. Otrzymane wyniki rzucaja nowe $wiatlo na
dotychczasowe poglady dotyczace mechanizméw dzialania bakteriocyn i szeroko otwieraja
mozliwosci ich dalszych badan.

WPROWADZENIE

Odkrycie pierwszego antybiotyku przez Aleksandra Fleminga w 1928 roku
zrewolucjonizowalo biologie i medycyne, pozwolilo zapobiec $mierci milinéw
ludzi na calym $wiecie i znaczaco wydltuzyto srednig dtugos¢ zycia. Niestety,
nieodpowiednie stosowanie lub naduzywanie antybiotykéw przyczynily do
obserwowanego w ostatnich dekadach gwattownego wzrostu liczby zakazen
wywolanych przez szczepy bakterii oporne na dotychczas stosowane antybioty-
ki. Dokfadna skala antybiotykoodpornosci nie jest znana, jednak wedlug analiz
opublikowanych w 2022 roku na famach prestizowego czasopisma Lancet, w sa-
mym tylko 2019 roku lekooporne bakterie przyczynily sie do $mierci 4,95 milio-
na ludzi, z czego w 1,27 miliona przypadkéw byly bezposrednia przyczyna zgo-
nu [1]. Przewiduje sie, Ze jesli antybiotykoopornos¢ bakterii bedzie narasta¢ w
obecnym tempie, liczba zgonéw moze wzrosnaé do 10 milionéw rocznie w 2050
roku [2]. Tym bardziej niepokojacy jest fakt, ze od 2017 do 2021 roku zatwierdzo-
no jedynie 12 nowych antybiotykéw, z ktérych az 10 nalezy do juz istniejacych
klas, co oznacza, Ze opornoéc¢ na nie juz istnieje lub rozwinie sie bardzo szybko
[3]. Aby przezwyciezy¢ problem antybiotykooporonosci, pilnie potrzebne jest
opracowanie lekéw przeciwbakteryjnych o nowych mechanizmach dziatania.

Réwnie waznym problemem zdrowia publicznego jest rosnaca liczna choréb
wywolanych przez zywnosc skazong czynnikami chorobotwérczymi. Globali-
zacja produkgji Zywnosci, handel miedzynarodowy i wzmozona migracja przy-
czynily sie do tego, ze kazdego roku skazona zywnos¢ jest odpowiedzialna za
600 milionéw przypadkéw choréb, z ktérych 420 000 koriczy sie $miercig [4].
Bakterie sa jednym z najczestszych czynnikéw chorobotwoérczych spotykanych
w zywnosci [4]. Aby zapobiec ich rozwojowi stosuje sie fizyczne lub chemicz-
ne metody konserwacji. Te pierwsze znaczaco obnizaja walory organoleptycz-
ne gotowych produktéw, podczas gdy drugie, stosowane w nadmiarze, moga
prowadzi¢ do probleméw zdrowotnych i zanieczyszczenia $rodowiska. Aby
sprosta¢ wymaganiom spoleczenistwa, ktére oczekuje naturalnych i bezpiecz-
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nych konserwantéw zywnoésci, konieczna jest identyfikacja
nowych, skutecznych srodkéw przeciwbakteryjnych natu-
ralnego pochodzenia.

ZNACZENIE BAKTERIOCYN

Grupa zwiazkow, ktére maja szanse byc¢ stosowane za-
réwno jako antybiotyki nowej generacji jak i naturalne kon-
serwanty zywnosci sa bakteriocyny - produkowane przez
bakterie peptydy lub biatka o dzialaniu bakteriobdjczym
lub bakteriostatycznym nalezace do szerokiej grupy pepty-
déw przeciwdrobnoustrojowych (AMPs - ang. antimicrobial
peptides). Nierybosomalne syntetyzowane AMPs znane sa
od dziesiecioleci, a wiele z nich (m.in. bacytracyna, grami-
cydyna i daptomycyna) jest obecnie stosowanych jako an-
tybiotyki. W ostatnich latach uwage naukowcéw przycia-
gnely rybosomalnie syntetyzowane AMPs, szczeg6lnie bak-
teriocyny, ze wzgledu na swdéj wcigz niewykorzystany po-
tencjal. Bakteriocyny produkowane sa zaréwno przez bak-
terie Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne, jednak to wtasnie
te pierwsze wykazuja aktywnos¢ przeciwko Staphylococcus
aureus opornym na metycylinge (MRSA - ang. methicillin-resi-
stant S. aureus) i bakteriom z rodzaju Enterococcus opornym
na wankomycyne (VRE - ang. vancomycin-resistant Entero-
coccus spp.), ktére sa przyczyna ciezkich zakazen szpital-
nych [5], a takze, przeciwko Listeria monocytogenes, bedacej
przyczyna najciezszych zakazeni odzywnosciowych [4]. Co
wiecej, wiele bakterii Gram-dodatnich wytwarzajacych bak-
teriocyny nalezy 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-
¢ji zywnosci prawdopodobnie nie wzbudziloby niepokoju
konsumentéw [6].

Bakteriocyny lub ich Gram-dodatni producenci maja
réowniez wiele potencjalnych zastosowann w tzw. utrzyma-
niu zdrowia, jako skfadniki preparatéw probiotycznych,
produktéw do pielegnacji skory, jamy ustnej lub higieny in-
tymnej, wplywajacych na utrzymanie prawidlowej mikro-
flory bakteryjnej [7]. W ostatnich latach stalo sie jednak ja-
sne, ze dzialanie bakteriocyn produkowanych przez bakte-
rie Gram-dodatnie znacznie wykracza poza ich aktywnos¢
przeciwbakteryjna. Jak wskazuja wyniki badan z uzyciem
nizyny - pierwszej bakteriocyny wyizolowanej z bakterii
Gram-dodatnich i szeroko stosowanej obecnie jako konser-
want zywnosci o symbolu E234 - bakteriocyny wykazuja
réwniez potencjal w terapii nowotworéw [8]. Co wiecej, nie-
ktére z nich wykazuja aktywno$¢ przeciwwirusowa, prze-
ciwpasozytnicza, przeciwzapalng i immunomodulujaca [9].
Mimo ogromnego potencjatu aplikacyjnego, wiekszos¢ bak-
teriocyn wciaz nie znalazla szerokiego komercyjnego zasto-
sowania, co moze wynika¢ m.in. z niewystarczajacej wiedzy
na temat mechanizmoéw ich dzialania, oraz mechanizmow
powstawania opornosci na bakteriocyny i opornosci krzy-
zowej na inne zwiazki przeciwdrobnoustrojowe [10]. Po-
znanie tych zagadnien jest kluczowe dla umozliwienia ich
bezpiecznego stosowania w przemysle spozywczym, far-
maceutycznym i medycynie.
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SYSTEMATYKA BAKTERIOCYN

Dotychczas zidentyfikowano setki bakteriocyn bakterii
Gram-dodatnich (ponad pieéset w samych tylko gatunkach
LAB, wedlug bazy danych LABiocin) znaczaco réznigcych
sie miedzy soba mechanizmem syntezy, struktura, wia-
Sciwosciami fizykochemicznymi i spektrum dziatania, co
utrudnia ich kompleksowa klasyfikacje i wymusza jej czeste
modyfikacje w odpowiedzi na identyfikacje nowych przed-
stawicieli tej grupy zwigzkow [10]. Najogodlniejszy podziat
wyréznia trzy klasy bakteriocyn bakterii Gram-dodatnich.
Klasa I obejmuje mate (19-28 aminokwaséw, <5 kDa), ter-
mostabilne peptydy, ktére na skutek rozlegtych modyfikacji
potranslacyjnych zawieraja nietypowe aminokwasy. Klasa
II obejmuje nieco wigksze (30-60 aminokwaséw, <10 kDa),
termostabilne peptydy, ktére, poza tworzeniem mostkéw
dwusiarczkowych lub cyklizacja, nie ulegaja modyfikacjom
potranslacyjnym. Natomiast duze, labilne termicznie bak-
teriocyny tworza klase III [11]. Od lat piec¢dziesigtych XX
wieku wiekszosé badan poswiecano klasie I poniewaz do
niej wlaénie nalezy nizyna - najlepiej poznana i najszerzej
stosowana bakteriocyna. Jednak w ostatnich latach coraz
wiecej badani koncentruje sie wokét klasy 11, ktéra jest bar-
dzo liczna, ré6znorodna, a jednoczesnie relatywnie stabo po-
znana [10].

W obrebie klasy II najczesciej wyrdznia sie cztery pod-
klasy. Bakteriocyny podklasy Ila, nazywane réwniez pe-
diocynami od najlepiej poznanego przedstawiciela tej gru-
py - pediocyny PA-1 (PedPA-1), posiadaja konserwowana
sekwencje aminokwasowa YGNG[V/L] i silna aktywnos¢
przeciwko L. monocytogenes. Podklasy IlIb i llc zawiera-
ja, odpowiednio, bakteriocyny dwupeptydowe, ktére do
uzyskania pelnej aktywnosci wymagaja obecnosci dwéch
peptydoéw i bakteriocyny cykliczne. Natomiast bakteriocy-
ny, ktére nie mieszcza si¢ w zadnej z powyzszych podklas
zostaly umieszczone w podklasie IId [11]. Ze wzgledu na
swoje unikalne cechy to wiasnie bakteriocyny nalezace do
podklasy IId byly tematem prezentowanej rozprawy dok-
torskiej.

MECHANIZMY DZIALANIA BAKTERIOCYN

Wiekszos¢ bakteriocyn bakterii Gram-dodatnich posiada
tadunek dodatni, ktéry utatwia ich dokowanie na ujemnie
natadowanej powierzchni komérek bakteryjnych. Nastep-
nie bakteriocyny te oddziatuja z btona komoérkowa bakte-
rii lub specyficznym receptorem blonowym. Bakteriocyny
oddziatujace bezposrednio z blona komérkowa powoduja
zwigkszenie jej przepuszczalnosci, gtéwnie poprzez two-
rzenie poréw, co w konsekwencji prowadzi do wycieku
substancji wewnatrzkomoérkowych i $émierci bakterii. Takie
dzialanie wykazujg przede wszystkim bakteriocyny o budo-
wie sapozyno-podobnej. Sapozyny sa to mate biatka lizoso-
malne zaangazowane w katabolizm sfingolipidéw. Skiadaja
sie z czterech lub pieciu a-helis, ktére oddzialuja z lipida-
mi blonowymi i modyfikuja je, umozliwiajac w ten sposob
dziatanie r6znych enzymoéw lizosomalnych rozktadajacych
lipidy [12]. Bakteriocyny sapozyno-podobne zbudowane sg
z od trzech do pieciu amfipatycznych a-helis, ktére tworza
globularng strukture o silnie kationowej, hydrofilowej po-
wierzchni i hydrofobowym rdzeniu. Uwaza sie, ze to wia-

267



$nie taka struktura, a przede wszystkim eksponowane na
powierzchni reszty aminokwaséw aromatycznych takich
jak tryptofan i tyrozyna, pozwalaja na bezposrednig inte-
rakcje bakteriocyn sapozyno-podobnych z btong komoérko-
wa szerokiego spektrum bakterii [13].

Bakteriocyny niezdolne do samodzielnej permeabilizacji
blony rozpoznaja i wigza sie do specyficznych receptoréw
powodujac tworzenie poréw, hamowanie syntezy Sciany
komorkowej lub oba te efekty. Dotychczas zidentyfikowa-
no setki bakteriocyn niesapozyno-podobnych o znaczaco
réznych strukturach, wiasciwosciach fizykochemicznych i
spektrach aktywnosci, co doprowadzilo do obecnie przy-
jetego zalozenia, ze rozpoznaja one rézne receptory na
komérkach docelowych [14]. Co wazne, do chwili obecnej
zidentyfikowano jedynie siedem takich receptoréw. Pierw-
szym zidentyfikowanym i najlepiej zbadanym receptorem
jest lipid II, niezbedny prekursor Sciany komérkowej, wy-
korzystywany przez niektére bakteriocyny klasy I, w tym
nizyne, oraz bakteriocyne nalezaca do podklasy Ild - lakto-
kokecyne 972 (Lcn972). Mechanizm dzialania nizyny polega
na hamowaniu syntezy peptydoglikanu, a nastepnie two-
rzeniu poréw [15], podczas gdy Lcn972 hamuje tworzenie
septum podczas podziatéw komoérkowych [16]. Drugim
poznanym receptorem jest system mannozo-specyficznej
fosfotransferazy (Man-PTS), ktéry jest glownym systemem
transportu mannozy u Firmicutes i Gammaproteobacteria [17].
Do czasu rozpoczecia badar nad prezentowang rozprawa
blonowe podjednostki IIC i IID Man-PTS zostaly zidenty-
fikowane jako receptor dla pediocyno-podobnych bakte-
riocyn podklasy Ila oraz dwoéch bakteriocyn podklasy IId
- laktokokcyn A i B (LcnA i B) [18]. Inne poznane receptory
to fosfataza pirofosforanu undekaprenylu UppP, transpor-
ter aminokwaséw z rodziny APC oraz biatko CorC wyko-
rzystywane odpowiednio przez laktokokcyne G i enterocy-
ne 1071 [22], plantycyne JK [23] oraz plantarycyne EF [24],
nalezace do podklasy IIb, a takze ABC (ang. ATP-binding
cassette — wiazacy ATP) transporter maltozy wykorzysty-
wany przez garwicyne ML nalezaca do podklasy Ilc [19],
oraz zalezna od cynku metalopeptydaza YvjB wykorzysty-
wana przez bakteriocyny podklasy Ild - LsbB, enterocyny
K11 Ej97 [20,21]. Warto zaznaczy¢, ze bakteriocyny zalezne
od receptora wykazuja specyficzne, czasem bardzo waskie
spektrum dzialania i wykazuja dzialanie przeciwbakteryj-
ne w bardzo niskich stezeniach, szczegélnie w poréwnaniu
do bakteriocyn dzialajacych bezposrednio na blone komor-
kowg, co czyni je wyjatkowo atrakcyjnymi pod wzgledem
aplikacyjnym. Z tego tez powodu badania nad identyfikacja
receptoréw i mechanizmem odzialywania bakteriocyna-re-
ceptor sg szczegdlnie wazne [10].

MECHANIZMY POWSTAWANIA OPORNOSCI

W wyniku ekspozycji na dzialanie bakteriocyny, bakterie
wrazliwe moga wyksztalci¢ opornosé (ang. resistance). Naby-
tej opornosci nie nalezy myli¢ z odpornoscia (ang. immunity)
bakterii produkujacych bakteriocyny, ktéra wynika z pro-
dukcji biatka odpornosciowego (ang. immunity protein), jak
réwniez z niewrazliwoscia bakterii (ang. insensitivity), ktéra
wynika np. z braku funkcjonalnego receptora. Najczestsze
mechanizmy nabywania opornoéci na bakteriocyny mozna
podzieli¢ na dwie grupy: (i) zmiany w receptorach btono-
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wych oraz (ii) zmiany w budowie blony i éciany komoérko-
wej [10]. Zmiany w receptorach wywolane sg przez mutacje
w genach kodujacych receptor lub genach niezbednych do
jego syntezy, i obejmuja jego utrate, zmniejszona ekspresje
lub zmiane sekwencji aminokwasowej wplywajaca na jego
strukture i/lub funkcjonowanie. W rezultacie bakteriocyna
nie moze rozpoznawac komorek wrazliwych, wigzac sie z
receptorem ani tworzy¢ poréw w blonie komoérkowej. Taki
mechanizm powstawania opornoéci zostal opisany m.in.
dla bakteriocyn oddziatujacych z Man-PTS [25].

Niezbedna funkcja btony komérkowej lub lipidu II spra-
wia, Ze nabywanie opornosci na bakteriocyny atakujace te
cele jest duzo bardziej ztozone, zachodzi wolniej i zwykle
skutkuje nizszymi poziomami opornosci, szczegélnie w
poréwnaniu z nabywaniem opornosci na bakteriocyny od-
dziatujace z Man-PTS [10]. Zwykle obejmuje kilka proce-
s6w, ktére zmieniajg strukture $ciany i btony komoérkowej, i
z ktoérych najczestsze to D-alanylacja kwasow tejchojowych
i L-lizynacja fosfolipidéw w wyniku zwiekszonej ekspresji
odpowiednio operonu dltABCD i genu mprF. W efekcie do-
chodzi do wlaczenia dodatnio natadowanych czasteczek do
Sciany i blony komorkowej bakterii i odpychania dodatnio
natadowanych peptydéw. Inne procesy odpowiedzialne za
powstawanie komoérek opornych to zwigekszona polimery-
zacja peptydoglikanu w wyniku nadekspresji genu pbp2,
lub zmiany w skladzie i/lub budowie fosfolipidéw i kwa-
sow ttuszczowych. Wszystkie te procesy maja na celu utrud-
ni¢ przedostawanie si¢ bakteriocyny do btony komérkowej
lub jej blonowego receptora [26,27]. Co wazne, za zmiany
w ekspresji przytoczonych genéw czesto odpowiadaja zto-
zone systemy regulacyjne, ktérych rola jest odpowiedz na
tzw. stres $ciany i blony komérkowej (stres otoczki). Pod-
stawe dzialania systeméw regulacyjnych stanowia biatko
sensorowe (kinaza histydynowa) oraz biatko regulatorowe
(regulator transkrypcji), ktére odbieraja sygnat o obecno-
Sci czynnika stresowego i zmieniaja profil ekspresji genow
zmniejszajac wrazliwosci bakterii na stres [28]. Modyfikacje
blony i éciany komoérkowej moga prowadzi¢ do jednocze-
snego zmniejszenia wrazliwosci bakterii na szeroka game
bakteriocyn i antybiotykéw dzialajacych na otoczke bakte-
ryjna. Niestety, podobnie jak receptory btonowe, réwniez
mechanizmy powstawania opornosci na bakteriocyny sa w
wiekszosci nieznane. Jeszcze mniej jest wiadomo na temat
korelacji miedzy opornoscia na bakteriocyny i inne zwiaz-
ki przeciwbakteryjne. Identyfikacja tych mechanizméw jest
szczegblnie wazna aby zapewni¢ bezpieczne stosowanie
bakteriocyn i zapobiec rozwojowi zjawiska opornosci [10].

BADANIA NAD MECHANIZMEM DZIALANIA
I POWSTAWANIA OPORNOSCI NA
GARWICYNY Q, A, BI C, ORAZ BacS]J

Do pierwszej grupy bakteriocyn podklasy IId beda-
cych przedmiotem badan prezentowanej rozprawy nalezg
garwicyny Q, A, B i C, oraz BacS]. Garwicyna Q (GarQ) i
BacS] to peptydy o dlugosci 50 aminokwaséw, wykazuja-
ce podobienistwo sekwencji aminokwasowej, wytwarzane
odpowiednio przez bakterie Lactococcus garviene BCC 43578
i Lacticaseibacillus paracasei BGSJ2-8, wyizolowane ze sfer-
mentowanej zywnosci [29-31]. Garwicyny A, B i C (GarA,
GarB i GarC) to peptydy o dlugosci 43 (GarA) lub 51 (GarB
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identyfikacja otrzymywanie sekwencjonowanie delecjai
szczepow mutantéw genomow i komplementacja
wrazliwych opornych identyfikacja wytypowanych
mutacji genéw

Rycina 1. Schemat prowadzacy do identyfikacji genéw, ktérych mutacje prowadzg do powstawania opornosci na bakteriocyny. Rysunek wykonano w programie Bio-

Render.

i GarC) aminokwaséw kodowane przez plazmidy bakte-
rii L. garvieae 21881 wyizolowanej z ludzkiej krwi. Wedtug
danych literaturowych pochodzacych sprzed rozpoczecia
prezentowanych badan, GarQ wykazuje szerokie spektrum
aktywnosci wobec bakterii z rodzaju Bacillus, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Listeria i Pediococcus [29], natomiast
GarA (jedyna bakteriocyna wydzielana przez szczep L. ga-
rvieae) wykazuje aktywnos¢ wobec innych szczepéw L. ga-
rvieae [32]. To wlasnie réznorodne spektra aktywnosci GarQ
i GarA oraz brak wiedzy na temat aktywnosci GarB, GarC i
BacS] byly powodem ich wyboru do dalszych badan. Sche-
mat badan byl zblizony dla wszystkich bakteriocyn i zostat
przedstawiony na rycinie 1.

Pierwszy krok obejmowal okreslenie aktywnosci anta-
gonistycznej badanych bakteriocyn wobec szerokiego spek-
trum bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i drozdzy.
Zaobserwowano, zZe najszersze spektrum aktywnosci wy-
kazywala GarQ aktywna wobec wszystkich szczepé6w bak-
terii z rodzajéow Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Leuconostoc i Listeria i niektérych szczepéw z rodzajéw Lac-
tobacillus i Pediococcus [33]. Nieco wezsze spektrum aktyw-
nosci wykazywata BacS], ktéra dziatala wobec wszystkich
szczepOw bakterii z rodzajow Carnobacterium, Enterococcus,
Leuconostoc i Listeria i niektérych szczepéw z rodzajéw Lac-
tobacillus, Lactococcus i Pediococcus [34]. Najwezsze spektra
aktywnosci, ograniczone jedynie do rodzaju Lactococcus,
wykazywaly GarA, GarB (aktywne wobec L. garvieae), i
GarC (aktywne wobec L. garvieae i L. lactis) [35].

Aby zidentyfikowaé geny, ktérych mutacje prowadza do
powstania opornosci na GarQ, GarA, GarB, GarC i BacS] w
kolejnym etapie otrzymano spontaniczne mutanty opor-
ne na testowane bakteriocyny poprzez ekspozycje dwéch
wysoce wrazliwych szczepéw L. garvieae IBB3403 i L. lactis
IL1403 na dziatanie dwoéch bakteriocyn o najwigkszym po-
tencjale przeciwbakteryjnym - GarQ i GarA. Nastepnie, wy-
korzystujac metode sekwencjonowania genomowego DNA
stwierdzono, ze mutacje odpowiadajace za powstawanie
opornoéci na badane bakteriocyny znajduja si¢ w genach
kodujacych btonowe podjednostki IICIID Man-PTS.

Bezposrednie zaangazowanie mutacji w man-PTS w

nadawanie opornosci na GarQ, GarA, GarB, GarC i BacS]
potwierdzita obserwacja, ze badane bakteriocyny nie wy-
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kazuja aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec szczepéw
L. garvieae i L. lactis z delecja operonu man-PTS [33-35].
Badania nad aktywnoscia GarQ, A, B i C, i BacS] wobec
szczepOw L. lactis, w ktérych delecje man-PTS komplemen-
towano genami kodujacymi blonowe podjednostki IICIID
Man-PTS, | . lubMan-PTS, . pokazaly, ze ich obecnos¢
jest niezbedna dla nadawania wrazliwosci na badane bak-
teriocyny [33-35]. Zakres pracy nie obejmowal badan nad
bezposrednimi odzialywaniami bakteriocyna-Man-PTS,
jednak na podstawie uprzednio przeprowadzonych badan,
ktore wykazaly tworzenie komplekséw PedPA-1-Man-PTS
lub LenA-Man-PTS [18] mozna przypuszczaé, ze réwniez
bakteriocyny bedace tematem przedstawionej rozprawy
wykorzystuja Man-PTS jako receptor, a takze, ze bakterie
uodporniaja sie na testowane bakteriocyny poprzez mutacje
powodujace jego utrate lub modyfikacje. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze Man-PTS jest zaangazowany w wiazanie wielu
bakteriocyn o réznych strukturach i spektrach aktywnosci
przeciwbakteryjnych. Co wazne, byly to pierwsze badania
pokazujace, ze bakteriocyny spoza grupy pediocyn i lakto-
kokcyn A i B oddziatuja z Man-PTS.

UTWORZENIE NOWE] RODZINY
BAKTERIOCYN ATAKUJACYCH MAN-PTS

Badania prowadzone réwnolegle przez inne zespoly ba-
dawcze pozwolily na identyfikacje kolejnych bakteriocyn,
ktore jako receptor wykorzystuja Man-PTS - uberycyny K,
laktokokcyny Z (LcnZ) i angicyny [36-38]. Na podstawie
podobieristwa sekwencji aminokwasowej z GarQ wytypo-
wano réwniez bowicyne 255 (Bov255) [39] jako bakteriocy-
ne potencjalnie wykorzystujacg ten sam receptor. W ramach
prezentowanej rozprawy doktorskiej poréwnano sekwen-
cje aminokwasowe wszystkich bakteriocyn oddziatujacych
z Man-PTS, co pozwolilo na utworzenie pieciu grup, kto-
re nazwano na podstawie pierwszego zidentyfikowanego
przedstawiciela, mianowicie: PedPA-1, LenA, GarQ, GarA
i GarC [10]. W kazdej grupie zidentyfikowano charaktery-
styczne motywy sekwencji aminokwasowej, ktére przedsta-
wiono na rycinie 2.

W toku prowadzonych badan zaobserwowano, ze bak-
teriocyny atakujace Man-PTS réznia sie nie tylko sekwen-
¢ja aminokwasowgq, ale réwniez spektrum aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Réznice te widoczne sa nawet w ob-
rebie bakteriocyn nalezacych do wspdlnej grupy i zostaly
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Rycina 2. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych bakteriocyn rozpoznajacych Man-PTS. Na podstawie wystepowania wspolnych motywéw sekwencji aminokwasowej
wyodrebniono pie¢ grup: bakteriocyny PedPA-1 - (Grupa I), LenA - (Grupa II), GarQ - (Grupa III), GarA - (Grupa 1V) 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 tlem. Rysunek wykonano przy uzyciu programu MultAlin.

przedstawione w tabeli 1. Prawdopodobnie wynikaja one
z unikalnej, gatunkowo-specyficznej budowy blonowych
podjednostek IICIID Man-PTS. Badania przeprowadzone
przez inne grupy badawcze pokazaly, ze sposréd trzech
znanych grup filogenetycznych Man-PTS, tylko grupa I
charakteryzujaca sie obecnoscig trzech unikalnych regio-
néw aminokwasowych: a i p w podjednostce 1IC oraz y w
podjednostce IID, stuzy jako receptor dla bakteriocyn [14].
Pediocyny wykazuja aktywnos¢ wobec bakterii z rodzajow
Carnobacterium, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus, Leu-
conostoc, Listeria, Pediococcus i Streptococcus, ktérych Man-
-PTS posiada region a. Z kolei LenA i LenB sa aktywne je-
dynie wobec bakterii L. lactis, ktére nie posiadaja regionu

a w Man-PTS [40]. Dzieki badaniom przeprowadzonym w
ramach prezentowanej rozprawy zidentyfikowano kolejny
unikalny region aminokwasy, region y+, ktéry wystepuje w
podjednostce IID Man-PTS, . . Wykazano, Ze obecnosc
tego regionu jest wazna dla wrazliwosci bakterii na GarA,
GarB oraz GarC, a nie jest istotna dla wrazliwosci bakterii
na GarQ i BacSJ [33-35]. Spektra aktywnosci przeciwbakte-
ryjnej i regiony Man-PTS kluczowe dla nadawania wrazli-
wosci na uberycyne K, LenZ, angicyne i Bov255 nie zostaly
poznane i wymagaja dalszych badan.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zaproponowano
utworzenie nowej rodziny bakteriocyn, ktére oddziatuja z

Tabela 1. Spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej bakteriocyn oddziatujacych z Man-PTS. ,+”, ,-” i ,ND” oznaczaja odpowiednio aktywnos¢, brak aktywnosci lub brak

danych.

I II 111

Szezep wskaznikow PedPA-1 LcnA GarQ
zczep wskaznikowy SakP
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(typ Man-PTS) EntP LcnZ
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Rycina 3. Lokalizacja aminokwaséw Man-PTS zaangazowanych w interakcje z GarQ, GarA, GarB, GarC i BacS] (A) oraz model interakcji Man-PTS z GarQ (B). W kaz-
dym protomerze domeny transportowe i rusztowania sg zaznaczone odpowiednio na niebiesko i zielono (ciemnym kolorem w IIC, jasnym kolorem w IID). HP, TH i
AH oznaczaja odpowiednio spinke do wloséw, transmembranowa a-helise i amfipatyczna a-helise. Miejsca wystepowania aminokwaséw zaangazowanych w wigzanie

bakteriocyn oznaczono gwiazdka. Rysunek wykonano w programie BioRender.

Man-PTS. Tym samym podwazono dotychczasowy poglad,
moéwigcy, ze bakteriocyny o réznych strukturach i spek-
trach aktywnosci wykorzystuja rézne receptory blonowe,
pokazujac kluczowq role Man-PTS jako receptora dla wielu
homologicznych i niehomologicznych bakteriocyn podkla-
sy 11d [10].

IDENTYFIKACJA MODELI INTERAKCJI
BAKTERIOCYNA-MAN-PTS

Réznice w sekwencji aminokwasowej i zakresach aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej testowanych bakteriocyn
wskazaly na mozliwoé¢ interakcji bakteriocyna-receptor za
posrednictwem odmiennych modeli. Aby zidentyfikowac
aminokwasy i/lub regiony Man-PTS zaangazowane w in-
terakcje z GarQ, GarA, GarB, GarC i BacS]J, otrzymano mu-
tanty, ktére byly oporne na kazda z badanych bakteriocyn
i zachowaly funkcjonalno$¢ Man-PTS. Zachowana funkcjo-
nalno$¢ Man-PTS, potwierdzona badaniami jego zdolnosci
do transportu mannozy, pozwolila nam spekulowa¢, ze
aminokwasy zmienione w wyniku mutacji man-PTS, moga
by¢ bezposrednio zaangazowane w interakcje z bakteriocy-
na [33]. Do otrzymywania mutantéw wykorzystano dwie
metody: (i) opracowana w ramach tej pracy metode mu-
tagenezy spontanicznej polegajaca na inkubacji szczepéw
wrazliwych w obecnosci bakteriocyny i mannozy jako je-
dynego zrédia wegla; oraz (ii) mutageneze ukierunkowana.
Zaobserwowano, ze mutanty oporne na bakteriocyne, w
obecnosci ktérej zostaly otrzymane, wykazywaty rézne po-
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ziomy opornosci na pozostate badane bakteriocyny lub nie
wykazywaly jej wcale, co dodatkowo potwierdza przypusz-
czenie, ze badane bakteriocyny posiadaja odmienne wzorce
wigzania z Man-PTS. Na podstawie oceny pozioméw opor-
noéci otrzymanych mutantéw wytypowano aminokwasy
Man-PTS, ktére prawdopodobnie biorg bezposredni udziat
w wiazaniu kazdej bakteriocyny (wysoki poziom opornosci
mutantéw), oraz takie, ktére petnia jedynie role pomocnicza
(niski poziom opornosci mutantéw) [33-35].

W czasie wykonywania testow na GarQ, GarA, GarB,
GarC i BacS] struktura Man-PTS byla nieznana, a analizy
lokalizacji aminokwaséw zaangazowanych w interakcje z
badanymi bakteriocynami prowadzono jedynie w oparciu o
modele utworzone przy uzyciu oprogramowania do prze-
widywania struktury trzeciorzedowej i topologii w btonie
[33-35]. Opublikowanie struktury Man-PTS z bakterii Esche-
richia coli oraz L. monocytogenes (samej oraz w kompleksie z
PedPA-1) pozwolilo na ponowne przeprowadzenie analiz
i weryfikacje opublikowanych modeli. Jak pokazaly roz-
wigzane struktury, kompleks btonowy Man-PTS jest tri-
merem, a kazdy protomer zbudowany jest z podjednostek
IIC i IID ulozonych tak, ze tworzg dwie oddzielne domeny
- transportowa i rusztowania. W obrebie kazdej podjed-
nostki obecne sa dwie struktury szpilki do wloséw (HP,
ang. hairpins), pie¢ transmembranowych a-helis (TH, ang.
transmembrane a-helices) i jedna amfipatyczna a-helisa (AH
- ang. amphipathic a-helix) [41,42]. Kolejne analizy wykaza-
ty, Ze aminokwasy potencjalnie zaangazowane w interakcje
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Rycina 4. Poréwnanie 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. Zéttym tlem oznaczono bakteriocyny wybrane do badan. * oznaczono hipotetyczne bakteriocyny wybrane do
badari na podstawie podobieristwa sekwencji aminokwasowej do pozostatych czlonkéw rodziny. Rysunek wykonano przy uzyciu programu MultAlin.

z badanymi bakteriocynami lokalizujg sie¢ w obrebie HP2,
TH1 i TH3 podjednostek IICIID, oraz w zewnatrzkomoérko-
wej petli podjednostki IID (pomiedzy TH3 i TH4; gtéwnie
w regionach y i y+). Zaobserwowano, ze pomimo tego, iz
badane bakteriocyny posiadaja inne wzorce wigzania Man-
-PTS, ogodlna lokalizacja aminokwaséw zaangazowanych w
ich wiazanie jest zblizona. Co wiecej, koreluje ona z loka-
lizacja aminokwaséow Man-PTS, == zaangazowanych
w wigzanie PedPA-1, co pozwala przypuszczaé, ze badane
bakteriocyny posiadaja zblizony do PedPA-1 mechanizm
tworzenia poréw [10]. Lokalizacje omawianych aminokwa-
sOw przedstawiono na rycinie 3A.

MECHANIZM TWORZENIA POROW PRZEZ
BAKTERIOCYNY ATAKUJACE MAN-PTS

Analiza lokalizacji aminokwaséw Man-PTS zaangazo-
wanych w wigzanie bakteriocyn wykazata, ze znajduja sie
one w zewnatrzkomorkowej petli domeny rusztowania
oraz na styku domen transportowej i rusztowania. Na tej
podstawie zaproponowano, ze regiony y i y+, eksponowa-
ne na powierzchni domeny rusztowania, stanowia miejsce
dokowania badanych bakteriocyn na komorce. Nastepnie
bakteriocyny lokalizuja sie miedzy domenami transporto-
w3 i rusztowania - dzialajac jak klin odsuwaja je od siebie
i wchodza w blone komérkowa prowadzac do powstania
poréw, przez ktére dochodzi do wycieku substancji we-
wnatrzkomérkowych i émierci bakterii [10]. Mechanizm ten
dodatkowo potwierdza podobieristwo sekwencji amino-
kwasowej miedzy badanymi bakteriocynami, a transbtono-
wymi regionami bialek transportujacych jony i aminokwa-
sy [33-35]. Dla przykiadu, C-terminalna a-helikalna czesé
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GarQ wykazuje wysokie podobieristwo do sodowo-prolino-
wego transportera (ang. sodium:proling solute tranporter), a co
za tym idzie prawdopodobnie to wtasnie ona odpowiada
za odpychanie domen Man-PTS i tworzenie poru w blonie
[33]. Zaproponowany mechanizm tworzenia poréw przez
GarQ przedstawiono na rycinie 3B. Niemniej jednak, w celu
weryfikacji przedstawionego modelu niezbedne sg dalsze
badania.

BADANIA NAD MECHANIZMAMI POWSTAWANIA
OPORNOSCI NA BAKTERIOCYNY AUREOCYNO
A53-1 ENTEROCYNO L50-PODOBNE

Druga grupa bakteriocyn, wybrana do badar ze wzgledu
na swoje interesujace wilasciwosci, obejmowala bakteriocy-
ny aureocyno A53 (AurA53)- i enterocyno L50 (EntL50)-
-podobne produkowane przez wiele gatunkéw bakterii z
rodzajéw Enterococcus, Lactococcus, Staphylococcus i Weissel-
la. Wedlug danych literaturowych pochodzacych sprzed
rozpoczecia prezentowanych badafi rodzina bakteriocyn
AurA53-podobnych obejmuje szes¢ bakteriocyn jednopep-
tydowych o dlugosci 43-53 aminokwaséw, natomiast ro-
dzina bakteriocyn EntL50-podobnych zawiera cztery bakte-
riocyny jedno- lub dwupeptydowe o dtugosci 42-44 amino-
kwaséw. Bakteriocyny te wykazuja wysokie podobieristwo
sekwencji aminokwasowych w obrebie swoich rodzin i jego
brak miedzy rodzinami. Mimo to wszystkie posiadaja wy-
soce dodatni tadunek i sapozyno-podobna strukture, ktéra
pozwala im na permeabilizacje blony komoérkowej szero-
kiego spektrum bakterii, w tym bakterii patogennych, bez
obecnosci specyficznego receptora [43]. Do badarh wybrano
cztery znane bakteriocyny - BHT-B, EntL50 (EntL50A i En-
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tL50B), enterocyne 7 (Ent7: Ent7A i Ent7B) i weisellicyne M
(WelM), oraz dwie hipotetyczne bakteriocyny - K411 i sali-
warycyne C (SalC), ktére przedstawiono na rycinie 4.

Badania prowadzono wedlug schematu przedstawione-
go na rycinie 1. W pierwszym kroku wykazano, ze BHT-B,
K411, EntL50, Ent7, WelM i SalC posiadaja szerokie spektra
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Wszystkie bakterio-
cyny wykazywaly aktywno$¢ antagonistyczng wobec bak-
terii z rodzajow Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactobacil-
lus, Lactococcus, Leuconostoc, Listeria, Pediococcus, Staphylococ-
cus i Streptococcus, a niektére z nich takze przeciwko MRSA
(BHT-B, K411, EntL50, Ent7 i WelM), Campylobacter jejuni
i Pseudomonas aeruginosa (EntL50, Ent7, WelM i SalC) [44].
Jest to o tyle wyjatkowe odkrycie, Ze bakteriocyny produko-
wane przez bakterie Gram-dodatnie zazwyczaj nie wyka-
zujg aktywnosci wobec bakterii Gram-ujemnych (C. jejuni i
P. aeruginosa) ze wzgledu na réznice w budowie Sciany ko-
moérkowej. Tym samym pokazano szeroki potencjal aplika-
cyjny badanych bakteriocyn i potwierdzono przynaleznosé
K411 i SalC do grupy aktywnych bakteriocyn AurA53- i
EntL50-podobnych [10].

Nastepnie otrzymano mutanty spontaniczne oporne na
wszystkie badane bakteriocyny poprzez ekspozycje wysoce
wrazliwego szczepu L. lactis LMGT 3419 na dziatanie BHT-
-B, K411 lub Ent7. Sekwencjonowanie genoméw mutantéw
opornych wykazalo, ze mutacje zaangazowane w nada-
wanie opornoéci na badane bakteriocyny sa w genach: (i)
dgkB kodujacym kinaze diacylglicerolu; (ii) dxsA kodujacym
syntaze 1-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforanu; oraz (iii) ysaCB
kodujacych ABC transporter YsaCB, skladnik czterokom-
ponentowego systemu regulacyjnego YsaCB-KinG-LIrG
[44,45]. Ponowna mutageneza z wykorzystaniem szczepu
L. lactis z delecja ysaCB wykazala, ze réwniez mutacja w
genie /IrG kodujacy regulator transkrypcji LIrG (sktadnik
systemu YsaCB-KinG-LIrG) jest zaangazowana w nada-
wanie opornosci na badane bakteriocyny [44]. Co ciekawe,
otrzymane mutanty charakteryzowaly sie¢ duzo nizszymi
poziomami opornosci (2-32-krotny spadek wrazliwosci) w
poréwnaniu do mutantéw niosacych mutacje w genach ko-
dujacych Man-PTS (nawet >1024-krotny spadek wrazliwo-
§ci), co dodatkowo potwierdza, ze nabywanie opornosci na
bakteriocyny aktywne wobec blony komérkowej jest duzo
trudniejsze i bakteriocyny posiadajace taki mechanizm
dziatania majg wysoki potencjat aplikacyjny [10].

BADANIA OPORNOSCI KRZYZOWE]
UZYSKANYCH MUTANTOW NA ANTYBIOTYKI

Bakteriocyny zwykle r6znia sie mechanizmem dzialania
od antybiotykéw, dlatego przyjmuje si¢, ze mechanizmy
opornosci na te dwie grupy srodkéw przeciwdrobnoustro-
jowych beda réwniez inne, a szczepy oporne na antybiotyki
pozostana podatne na leczenie bakteriocynami [46]. Jed-
nak, jak wykazano w prezentowanej rozprawie, mutanty
spontaniczne oporne na bakteriocyny AurA53- i EntL50-
-podobne wykazuja opornos¢ krzyzowa na niektére inne
zwiazki przeciwbakteryjne. Wszystkie mutanty wykazywa-
ty zmniejszona wrazliwos¢ na dwie bakteriocyny atakujace
lipid II, nizyne i Len972, oraz dwa antybiotyki peptydowe,
gramicydyne i daptomycyne [44,45]. Gramicydyna dziala
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poprzez dimeryzacje i tworzenie kanaléw jonowych w bto-
nie [47] natomiast daptomycyna (w obecnosci Ca?*) oligo-
meryzuje i tworzy kompleksy z fosfatydyloglicerolem i pre-
kursorami éciany komoérkowej, takimi jak lipid II, hamujac
synteze peptydoglikanu i reorganizujac btone komérkowsq
[48,49]. Co wiecej, mutanty niosace mutacje w genach dgkB
lub dxsA wykazaly zmniejszong wrazliwo$¢ na wankomy-
cyne - glikopeptyd, ktéry posiada tadunek dodatni i wigze
sie z D-alanylo-D-alaning blokujac synteze $ciany komoérko-
wej oraz kilka antybiotykéw niepeptydowych, ktére maja
tadunek dodatni i oddzialuja z celami wewnatrzkomérko-
wymi (gentamycyna, kanamycyna, streptomycyna) lub ha-
muja synteze Sciany komorkowej (fosfomycyna) [45]. Tym
samym pokazano, ze bakterie moga wyksztalca¢ symulta-
niczng opornos¢ na bakteriocyny i antybiotyki o zblizonych
mechanizmach dziatania na $ciane i/lub btone komoérkowa
bakterii.

Przeprowadzone analizy wykazaly nieznane wczeéniej,
ale niezwykle istotne dla ograniczenia rozwoju lekoopor-
noéci, zjawisko zwiekszania wrazliwosci na niektére anty-
biotyki w mutantach opornych na bakteriocyny AurA53- i
EntL50-podobne. Wszystkie otrzymane mutanty wykazy-
waly zwiekszong wrazliwosé¢ na bacytracyne [44,45], anty-
biotyk peptydowy, ktéry hamuje defosforylacje pirofosfo-
ranu baktoprenolu zaklécajac w ten sposob synteze Sciany
komorkowej [50]. Dodatkowo mutanty niosgce mutacje w
genach dgkB lub dxsA wykazywaly zmniejszong wrazliwos¢
na ujemnie naladowana karbenicyline i chlorotetracykline
[45]. Jest to wyjatkowe odkrycie, ktére ma szanse zostaé wy-
korzystane do tworzenie preparatéw wielosktadnikowych
zawierajacych zaré6wno wybrane bakteriocyny AurA53-
lub EntL50-podobne jak i bacytracyne, co pozwolitoby im
wydajnie dziataé przeciwbakteryjnie przy jednoczesnym
ograniczaniu powstawania zjawiska opornosci [10]. Warto
zaznaczy¢, ze sa to najobszerniejsze jak dotad badania wy-
kazujace korelacje pomiedzy mechanizmami opornosci na
bakteriocyny i antybiotyki dziatajace na otoczke komoérko-
wa.

MECHANIZM NADAWANIA OPORNOSCI
PRZEZ MUTACJE W GENACH KODUJACYCH
BIALKA METABOLIZMU LIPIDOW

Kinaza diacylglicerolu DgkB jest kluczowym enzymem
w metabolizmie lipidéw, ktéry ponownie wprowadza
diacyloglicerol, powstaly w procesie biosyntezy kwaséw
lipotejchojowych, do szlaku biosyntezy fosfolipidéw [51].
Inaktywacja DkgB prowadzi do $mierci bakterii z powodu
akumulacji diacyglicerolu lub brak kwaséw lipotejchojo-
wych [52]. Mutacje spontaniczne zidentyfikowane w dgkB
nie doprowadzity do $mierci otrzymanych mutantéw, co
pozwolilo przypuszczaé, ze nie spowodowaly one inakty-
wacji kodowanego biatka, a raczej zmiane jego aktywnosci.
Hipoteze te potwierdzily analizy miejsc mutacji w przewi-
dywanej strukturze trzeciorzedowej biatka. Na ich podsta-
wie zaproponowano, ze mutacje dgkB prowadza do powsta-
nia biatka o zmniejszonej aktywnosci, co przeklada sie na
zmniejszenie liczby anionowych kwaséw lipotejchojowych
i calkowitego ladunku ujemnego Sciany komoérkowej. To z
kolei czyni komérki mniej wrazliwymi na kationowe érodki
przeciwdrobnoustrojowe, takiej jak bakteriocyny AurA53-

273



i EntL50-podobne, i bardziej wrazliwymi na te anionowe
[10,45].

DxsA jest kluczowym enzymem w biosyntezie izopre-
noidéw, katalizujacym pierwszy etap szlaku syntezy pre-
kursoréw izoprenoidéw (pirofosforanu izopentenylu i pi-
rofosforanu dimetyloallilu) [53]. Zaréwno delecja jak i na-
dekspresja dxsA nie miata istotnego wplywu na wrazliwosé
otrzymanych szczepéw na bakteriocyny i antybiotyki. Co
wiecej, analizy z wykorzystaniem przewidywanej struktury
trzeciorzedowej DxsA, wykazaly, ze mutacja spontaniczna
w dxsA prawdopodobnie doprowadzita do powstania skré-
conego biatka z zachowanym miejscem aktywnym. Na tej
podstawie wysunieto przypuszczenie, ze mutacja sponta-
niczna spowodowala specyficzng zmiane aktywnosci DxsA,
co z kolei wptyneto na liczbe powstajacych izoprenoidéw.
Najwieksze zmiany we wrazliwosci bakterii zaobserwowa-
no w obecnosci zwiazkéw dziatajacych na btony komoérko-
we, dlatego wysunieto hipoteze, Ze to wlasnie zwiekszenie
ilosci hopanoidéw - najbardziej rozpowszechnionych izo-
prenoidéw u bakterii, ktére wbudowuja si¢ w blony cyto-
plazmatyczne nadajac im sztywnos¢ i wytrzymalosé, od-
powiadaly za zaobserwowana opornosé¢ [10,45]. Niemniej
jednak dalsze badania sg niezbedne aby potwierdzié zapro-
ponowane mechanizmy. Co wazne, byly to pierwsze bada-
nia pokazujace zaangazowanie DgkB i DxsA w opornosé
bakterii na bakteriocyny.

MECHANIZM NADAWANIA OPORNOSCI
PRZEZ MUTACJE W GENACH KODUJACYCH
BIAEKA SYSTEMU YsaCB-KinG-LIrG

YsaCB-KinG-LIrG jest jednym z najwazniejszych sys-
temoéw regulacyjnych warunkujacych odpowiedz bakte-
rii L. lactis na stres otoczki. Sktada si¢ z ABC transportera
YsaCB i dwukomponentowego systemu regulacyjnego
KinG-LIrG, a mianowicie kinazy histydynowej KinG i re-
gulatora transkrypcji LIrG. Uwaza sie, ze jest to homolog
prototypowego systemu BceAB-BceRS, ktéry odpowiada za
opornos¢ bakterii Bacillus subtilis na AMPs, np. bacytracyne
[54]. Aczkolwiek, jak wykazaly przeprowadzone badania,
wykazuje on réwniez podobienistwo do innych systeméw
regulacyjnych obecnych w B. subtilis [44] i nie powinien by¢
traktowany jako bezposredni odpowiednik zadnego z nich.
Zaangazowanie YsaCB-KinG-LIrG w opornosc¢ na bakterio-
cyny atakujace lipid II (nizyne i Lcn972) zostalo opisane w
literaturze [55,56], jednak przeprowadzone badania pozwo-
lity po raz pierwszy wykaza¢ zaangazowanie tego system
w oporno$¢ bakterii na bakteriocyny dzialajgce na blone
komorkowsq. Co wiecej, pozwolily szczegélowo scharakte-
ryzowac jego dzialanie [10].

Po pierwsze zidentyfikowano domene FtsX, znajduja-
ca sie w N-terminalnej czesci permeazy ABC transportera
YsaB, i wykazano jej kluczowa role w nadawaniu opornosci
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Rycina 5. Lokalizacja zmian genetycznych nadajacych opornosé na bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne w natywnym systemie YsaCB-KinG-LIrG (A) oraz mecha-
nizm powstawania opornosci (B). Miejsca zmienione w wyniku mutacji oznaczono gwiazdka. Rysunek wykonano w programie BioRender.
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na badane bakteriocyny. Doprowadzily do tego: (i) analiza
miejsc mutacji w ysaB, ktéra wykazala, ze wszystkie mutacje
spontaniczne spowodowaty powstanie skroconej permeazy
YsaB zawierajacej nienaruszona domene FtsX; oraz (ii) eks-
presja regionu ysaCB kodujacego YsaC i domene FtsX YsaB
w mutancie z delecja ysaCB, ktéra zmniejszyla wrazliwosé
otrzymanego szczepu na badane érodki przeciwbakteryjne.
Ekspresja tego samego regionu w mutancie z delecja IIrG
lub regionu kodujgcego tylko domene FtsX w mutancie z
delecja ysaCB wykazala, ze zaréwno LIrG, jak i YsaC sa nie-
zbedne dla dziatania domeny FtsX, jednak dokladne pozna-
nie mechanizmu nadawania opornosci przez FtsX wymaga
dalszych badan [10,44].

Po drugie pokazano, ze mutacja spontaniczna w [IrG
warunkujaca oporno$¢ na badane bakteriocyny przy bra-
ku ABC transportera YsaCB, znajduje sie¢ w motywie wig-
zacym DNA domeny efektorowej LIrG i prawdopodobnie
prowadzi do zmiany aktywnosci bialka. Badania trans-
kryptomiczne metodg RT-qPCR wykazaty, ze mutacja zi-
dentyfikowana w [IrG, a takze mutacje w ysaB, prowadza
do zwigkszenia transkrypcji operonéw ditABCD i ysaDCB.
Na tej podstawie wysunieto hipoteze, Ze bakterie wrazliwe
nabywaja opornosé na bakteriocyny AurA53- i EntL50-po-
dobne, oraz niektére antybiotyki peptydowe (daptomycyne
i gramicydyne), poprzez aktywacje systemu YsaCB-KinG-
-LIrG, a dokfadniej regulatora transkrypcji LIrG. Aktywacja
LIrG prowadzi do zwiekszenia ekspresji operonu dlt, a to z
kolei do D-alanylacji kwaséw tejchojowych i zmniejszenia
tadunku ujemnego éciany komoérkowej, co uodpornia ko-
morki na érodki przeciwbakteryjne naladowane dodatnio
i/lub skierowane na blone. Co wazne, przeprowadzone
badania pokazaty, ze jedynie natywny system YsaCB-KinG-
-LIrG zapewnia ochrone przed bacytracyne i to wiasnie
modyfikacje permeazy YsaB (a w szczegolnosci utrata jej
zewnatrzkomoérkowej petli) w szczepach opornych zwiek-
szaja wrazliwoé¢ na ten antybiotyk [10,44]. Mechanizm
nadawania opornosci na bakteriocyny przez system YsaCB-
-KinG-LIrG przedstawiono na rycinie 5.

PODSUMOWANIE

Podsumowujgc, przeprowadzone badania poszerzaja
wiedze na temat biologii bakteriocyn a tym samym oferuja
nowe perspektywy zwiekszenia ich potencjatu aplikacyjne-
go. Do najwazniejszych wnioskéw przeprowadzonych ba-
dafi mozna zaliczy¢ wykazanie, Ze (i) badane bakteriocyny
wykazuja potencjal w leczeniu zakazen szpitalnych wywo-
tanych przez E. faecalis, E. faecium (GarQ, BacS], bakterio-
cyny AurA53- i EntL50-podobne), S. aureus i Streptococcus
spp. (bakteriocyny AurAb53- i EntL50-podobne), zakazeri
odzywnosciowych wywotanych przez L. monocytogenes
(GarQ, BacS], bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne) i
C. jejuni (bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne), oraz
zakazenn wywolanych przez patogenne szczepy L. garvie-
ae (GarA, GarB i GarC); (ii) kompleks blonowy Man-PTS,
dzieki swojej unikalnej, gatunkowo-specyficznej budowie,
peni funkcje receptora dla nowej rodziny bakteriocyn o
zréznicowanych strukturach i spektrach aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej; (iii) bakteriocyny atakujace Man-PTS posia-
daja zréznicowane modele wigzania Man-PTS, ale zblizony
mechanizm dziatania polegajacy na tworzeniu poru miedzy
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domenami transportowa i rusztowania; (iv) bakterie wraz-
liwe nabywaja opornosé na bakteriocyny AurA53- i EntL.50-
-podobne poprzez aktywacje systemu YsaCB-KinG-LIrG
lub enzyméw zaangazowanych w metabolizm lipidéw; (v)
nabywanie opornoéci na bakteriocyny AurA53- i EntL50-
-podobne powoduje opornos¢ krzyzowa na inne zwiazki
dziatajace na blone komoérkowa i/lub posiadajace fadunek
dodatni (daptomycyna, gramicydyna), zmniejsza wrazli-
wos¢ bakterii na na bacytracyne [10].

Co wiecej, przeprowadzone badania pozwalajg wytypo-
wacé bakteriocyny, ktére spelniaja kryteria innowacyjnosci
w stosunku do znanych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojo-
wych, mianowicie przynaleza do nowej klasy, nie wykazuja
opornosci krzyzowej ze znanymi zwiazkami przeciwdrob-
noustrojowymi, i posiadaja unikatowy mechanizm lub cel
dziatania w komorce bakteryjnej. Man-PTS nie jest wyko-
rzystywany jako receptor przez obecnie stosowane antybio-
tyki, a co wiecej, jest nieobecny w komorkach eukariotycz-
nych, co oznacza, ze bakteriocyny atakujace Man-PTS po-
siadajg aktywnos¢ wobec antybiotykoopornych szczepéw
bakterii, a jednoczeénie brak lub bardzo niska toksycznosé.
Chociaz bakteriocyny AurA53- i EntL50-podobne dzialajg
na blony komérkowe, podobnie jak niektére antybiotyki
nowej generacji np. gramicydyna, posiadaja unikatowy me-
chanizm dziatania i aktywnosé wobec bakterii opornych na
tradycyjne antybiotyki, ktére dzialaja na réznych etapach
syntezy $ciany komérkowej lub na cele wewnatrzkomérko-
we [10].

Zastosowana tu nowatorska strategia badawcza moze
stuzy¢ jako model do dalszych badan pozwalajacych na
identyfikacje nowych bakteriocyn, mechanizmoéw ich dzia-
tania i nabywania opornosci przez bakterie wrazliwe. Wie-
dza na temat receptoréw bakteriocyn i wzorcéw wiazania
bakteriocyna-receptor moze zosta¢ wykorzysta¢ do projek-
towania nowych AMP, lub do modyfikowania znanych, w
celu zwiekszenia ich sily dziatania lub nadania im aktyw-
nosci wobec wybranych gatunkéw bakterii. Z kolei wiedza
na temat korelacji pomiedzy mechanizmami opornosci na
bakteriocyny i antybiotyki moze zosta¢ wykorzystane do
tworzenia preparatow wieloskladnikowych o zwigkszonej
aktywnosci i zmniejszonym ryzyku powstawania opornosci
[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-LIrG 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.
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