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Characterization of antilisterial class lla bacteriocins produced by
lactic acid bacteria

Summary

In the paper class lla bacteriocins were described and the microorganisms
capable of their synthesis were cited. Physicochemical properties and biological
activity of class lla bacteriocins were characterized in detail with attention paid
to similarities in their structure. The mechanism of bactericidal action of that
class of bacteriocins and genetic background of their biosynthesis were also
elucidated.
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1. Bakteriog™ny bakterii fermentacji mlekowej i ich ak-
tywnos$¢ wzgledem Listeria monocytogenes

Bakteriocyny sg substancjami biatkowymi o masie czastecz-
kowej od kilku do kilkudziesieciu kDa, zbudowanymi przeciet-
nie z dwudziestu do kilkuset aminokwasow (1,2). Zwigzki te sg
syntezowane przez rybosomy w nieaktywnej formie prekursoro-
wej. Czasteczki bakteriocyn sg zr6znicowane pod wzgledem wias-
ciwosci fizykochemicznych, aktywnosci przeciwdrobnoustrojo-
wej, struktury (zwlaszcza drugorzedowej), sposobu dziatania oraz
mechanizmoéw potranslacyjnej modyfikacji czgsteczek i ich se-
krecji (3).
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Wiekszos¢ bakteriocyn ulega inaktywacji w wyniku dziatania pepsyny, trypsyny,
proteinazy K i pronazy E. Bakteriocyny bedace kompleksami biatkowo-weglowoda-
nowymi sg réwniez wrazliwe na dzialanie enzyméw amylolitycznych, natomiast
zbudowane z czesci biatkowej i lipidowej, na obrébke enzymami lipolitycznymi.
Wiekszos¢ bakteriocyn jest stabilna w srodowisku o pH od 2,0 do 8,0 i odznacza sie
wysoka termoopornoscia, wytrzymujac co najmniej 15-minutowe ogrzewanie
w temperaturze 100°C oraz kilkuminutowe autoklawowanie. Odporno$¢ bakterio-
cyn na dziatanie podwyzszonej temperatury zalezy od stopnia ich oczyszczenia,
kwasowosci srodowiska oraz sity jonowej (4,5).

Bakteriocyny wykazujg duza specyficznos¢ dziatania, ktéra w wielu przypadkach
moze by¢ poréwnywalna z antybiotykami. Zwigzki te jednak charakteryzujg sie
duzo wezszym zakresem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i dziataja zwykle je-
dynie na kilka grup drobnoustrojéw, najczesciej blisko spokrewnionych ze swoimi
producentami (6). Bakteriocyny, w odréznieniu od antybiotykéw i chemicznych kon-
serwantéw zywnosci, s catkowicie bezpieczne dla organizmu cztowieka. Nie za-
ki6caja naturalnej réwnowagi mikroflory ekosystemu jelitowego, sa niecytotoksycz-
ne i niekancerogenne (7). Bakteriocyny aktywne wzgledem drobnoustrojow choro-
botwdérczych sg czesto nieaktywne w stosunku do mikroorganizméw wykorzystywa-
nych do produkcji zywnosci fermentowanej oraz drobnoustrojow probiotycznych.
W zwigzku z tym bakteriocyny i zdolne do ich syntezy drobnoustroje, jak sie wyda-
je, sg idealnym narzedziem do eliminowania z zywnosci okreslonych grup drobno-
ustrojéw, zwlaszcza chorobotwérczych (7-10). Za mozliwoscig takiej aplikacji prze-
mawia rowniez fakt, ze bakteriocyny spetniajg wiekszos¢ wymagan stawianych do-
brym dodatkom do zywnosci. Zwigzki te nie modyfikujg bowiem wiasciwosci orga-
noleptycznych zywnosci, dzialajg efektywnie w niewielkich stezeniach oraz sg sta-
bilne w szerokim zakresie pH i temperatury (11-13).

Zdolnos¢ do syntezy bakteriocyn wykazuje wiele szczepéw bakterii fermentacji
mlekowej wykorzystywanych przemystowo i zaliczanych do organizmow bezpiecz-
nych (GRAS) (14,15). Bakteriocyny bakterii fermentacji mlekowej sa dzielone na
cztery klasy: I, 1l, 1l i IV (4,16). Podstawowymi kryteriami klasyfikacji bakteriocyn
tych mikroorganizméw jest struktura, zakres aktywnos$ci, wtasciwosci fizyczne, bio-
chemiczne, determinanty genetyczne oraz mechanizm dziatania (tab. 1).

Do klasy | bakteriocyn LAB zaliczane sg lantybiotyki, czyli termostabilne, mem-
branowo-aktywne peptydy o masie czasteczkowej ponizej 5 kDa, zawierajgce
w swoim skladzie lantionine i 3-metylolantionine. Klase Il tworzg nielantybiotyko-
we, termostabilne, réwniez membranowo-aktywne peptydy o masie czasteczkowej
ponizej 13 kDa. Ich charakterystyczng cechg jest sekwencja Gly-Gly w prekursorze
bakteriocyny, rozpoznawana przez miejscowospecyficzne proteazy odcinajace pep-
tyd liderowy od aktywnej bakteriocyny. W skiad klasy Il wchodzg cztery podklasy:
lla - bakteriocyny pediocynopodobne, zwane réwniez cystybiotykami, llb - bak-
teriocyny dipeptydowe, lic - bakteriocyny sec-zalezne oraz lid - bakteriocyny o wias-
ciwosciach odbiegajacych od innych przedstawicieli bakteriocyn klasy Il. Klase Il
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Stanowig z kolei termolabilne bakteriocyny o masie czgsteczkowej powyzej 30 kDa,
ktore nie uszkadzajg btony komérkowej. Do klasy IV zaliczono natomiast bakterio-
cyny bedace kompleksami biatkowo-lipidowymi lub biatkowo-weglowodanowymi.
Doktadniejszg charakterystyke poszczegdlnych klas bakteriocyn LAB przedstawiono
w tabeli 1.

Tabela |
Klasyfikacja bakteriocyn bakterii fermentacji mlekowej (4,16)
Odpornosé Masa
Struktura . .
Klasa . na dziatanie czasteczkowa Spektrum aktywnosci Wspélne cechy
chemiczna
temperatury (kOa)
peptydy -1- <5 Srednie do szerokiego obecno$¢ lantioniny i 3-metylolantioniny,
uszkadzanie btony komérkowej
1l peptydy 1 <13 waskie do $redniego brak lantioniny obecnos¢ sekwencji Gly-
-Gly w prekursorze bakteriocyny, uszka-
dzanie btony komoérkowej
lla  peptydy -1- 3,4-5,0 waskie do $redniego obecnoé¢ 2 lub wiycej czasteczek cyste-
iny, wspélny motyw 5-aminokwasowy-
llb  dipeptydy 1 <13 waskie do $redniego powstaja w wyniku potaczenia dwéch
czasteczek bakteriocyn, z ktérych zadna
oddzielnie nie wykazuje aktywnosci
lic peptydy -1 <13 waskie do $redniego sg wydzielane z komérek za pomoca
biatek sekrecyjnych sec
1d peptydy -f <13 Srednie wiasciwosci odmienne od tych, jakie po-
lub dipeptydy siadaja bakteriocyny lla, Ilb i lic
1 peptydy _ >30 waskie brak lantioniny, nie uszkadzaja btony ko-
mérkowej
v kompleksy -1 >25 Srednie brak lantioniny, zlozona struktura
bialkowo-we-

glowodaiiowe
i/lub -lipidowe

Silng bakteriobojczg aktywnos¢ wzgledem chorobotwdérczych bakterii L monocytogenes
wykazujg niektére bakteriocyny bakterii fermentacji mlekowej klasy | (np. nizyna), klasy IV
oraz wszystkie bakteriocyny klasy lla (17-19).

2. Bakteriocyny bakterii fermentacji mlekowej klasy lla
Bakteriocyny klasy lla w literaturze sg czesto nazywane bakteriocynami pediocy-

nopodobnymi od nazwy pierwszych zidentyfikowanych ich przedstawicieli, czyli pe-
diocyny AcH i PA-1. Czasami okre$la sie je rowniez mianem cystybiotykéw z uwagi
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na obecnos¢ wewnatrz tancuchow polipeptydowych co najmniej dwoch czasteczek
cysteiny potaczonych wigzaniem disiarczkowym. Wspdlng i jednoczesnie najbar-
dziej charakterystyczng cechg bakteriocyn klasy lla jest aktywno$¢ wzgledem bakte-
rii z rodzaju Listeria. Ze wzgledu na nig bakteriocyny klasy lla sg takze nazywane
bakteriocynami listeriobdjczymi (ang. antilisteriol bacteriocins) (19-21).

2.1. Producenci bakteriocyn klasy lla

Bakteriocyny klasy lla sg produkowane przez niektére szczepy bakterii fermentacji
mlekowej z rodzajéw: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus, Carnobacterium
oraz Lactococcus (19,22). Najwiecej szczepOw zdolnych do syntezy bakteriocyn klasy lla
jest przedstawicielami gatunkéw: Carnobacterium piscicola, Lactobacillus sakei. Enterococcus
faecium oraz Pediococcus acidilactici. Wszystkie LAB zdolne do syntezy bakteriocyn klasy
lla, jak dotad, wyizolowano ze Swiezych lub fermentowanych, najczesciej w sposéb
naturalny, produktéw miesnych, rybnych, mlecznych i warzywnych. Najwiecej produ-
centéw tej klasy bakteriocyn wykryto w produktach miesnych, gtéwnie w fermentowa-
nych wedlinach regionalnych (23-31), surowym miesie (32-34) oraz miesie pakowanym
prézniowo lub w atmosferze modyfikowanej (35,36). Aktywne wzgledem rodzaju Listeria
bakterie, ktdrych Zrédlem sg produkty miesne, moga by¢ przedstawicielami réznych
rodzajow LAB (tab. 2). Aktywnos¢ listeriobdjcza, za ktorg sg odpowiedzialne bakterio-
cyny klasy lla rzadziej wykazujg bakterie wystepujgcych w innych produktach. Z pro-
duktéw rybnych udato sie wyizolowad, jak dotad, jedynie listeriobdjcze karnobakte-
rie (37,38), z produktéw mlecznych aktywne wzgledem bakterii z rodzaju Listeria -
Lactobacillus plantarum (39), Leuconostoc mesenteroides (40) oraz enterokoki i laktokoki
(22,41,42), a z produktéw warzywnych - produkujace bakteriocyny klasy lla pedioko-
ki i enterokoki (43,44) (tab. 2).

Tabela 2

Producenci najlepiej opisanych w literaturze bakteriocyn bakterii fermentacji mlekowej klasy Ila i ich po-
chodzenie (22-44)

Producent Zrédio izolacji Bakteriocyna
| 2 3

Lactobacillus

Lactobacillus curvarus LTH1174
Lactobacillus plantarum WHE92
Lactobacillus sakei Lbl06
Laclobacillus sakei Lb674
Lactobacillus sakei MI401

Lactobacillus sakei MN

114

fermentowane wedliny

sery’ miekkie pochodzace z Francji
surowe mieso

mieso

zakwas piekarski

mieso

kurwacyna A
pediocyna AcH
sakacyna A
sakacyna P
bawarycyna A

bawarcyna MN
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Leuconostoc

Leuconostoc carnosum Talia

Leuconostoc geLidum UAL 187
L.eiiconostoc mesenteroides Y105
Pediococcus

L ediococcus acidilactici H
Pediococcus acidilactici PAC 1.0

Pediococcus acidilactici SJ-1

Pediococcus acidilactici HA-6111-2

Pediococcus acidilactici HA-5692-3

Pediococcus parindus 133

Pediococcus pamdus AT034/AT077

Enterococcus

Enterococus faecium
CTC492/T136/MMT21/P21/VF11E 81

Enterococus faecium P13/AA13/G16

Enterococus mundtii ATO6
Camobacterium
Camobacterium divergens V4l
Camobacterium divergens M35
Camobacterium piscicola VI
Camobacterium piscicola VI
Camobacterium piscicola JG126

Camobacterium piscicola LV17B

Camobacterium piscicola LV17B

Lactococcus

Laclococus lactis

mieso pakowane prézniowo wyprodukowane w Republi-
ce Potudniowej \fryki

migso pakowane prézniowo wyprodukowane w Kanadzie

mleko kozie uzyskane we Francji

fermentowane wedliny

fermentowane wedliny

naturalnie fermentowane wedliny pochodzace z Izraela
tradycyjne portugalskie fermentowane kietbasy Alheras
tradycyjne portugalskie fermentowane kietbasy Alheras

tradycyjne meksykariskie surowe fermentowane kietbasy
Chorizo

cykoria

hiszpanskie fermentowane suche kietbasy, tunezyjski
ser rigouta, ser Munster

hiszpanskie fermentowane suche kietbasy

cykoria

wnetrznosci ryb
wedzone matze
ryby
ryby
zepsuta szynka

Swieza wieprzowina pakowana w atmosferze modyfiko-
wanej

Swieza wieprzowina pakowana w atmosferze modyfiko-
wanej

tunezyjskie produkty mleczne

fermentacji mlekowej

leukocyna Talia

leukocyna A

mesenterycyna Y105

pediocyna Acll
pediocyna PA-1
pediocyna SJ

BacHA-6llI-2
BacHA-5692-3

nienazwana pediocyna

pediocyna AcH/PA-1

enterocyna A

enterocyna P

mundticyna

diwercyna V4l

divergicyna M35
piscikocyna Via
piscikocyna VIb
piscikolina 126

karnobakteriocyna B2

karnobakteriocyna BM!

laktokokcyna MMFII

Bakteriocynami o identycznych sekwencjach sa: leiikocyna A i leiikocynaTal la; piscikocyna Via i piscikolina 126; pediocy-
na Acll, pediocyna PA-1 i pediocyna SJ-1, piscikocyna VIb i karnobakteriocyna BMI; sakacyna A i kurwacyna B2.

W nazewnictwie bakteriocyn klasy lla wystepuje wiele rozbieznosci. Czesto bo-
wiem bakteriocynom o tej samej strukturze pierwszorzedowej przypisane sg rézne
nazwy. Przyczyng réznic w nazewnictwie identycznych bakteriocyn jest fakt, ze ich
producentami moze by¢ kilka réznych, zaréwno blisko spokrewnionych jak i niespo-
krewnionych ze sobg, grup bakterii (19,20). Poczatkowo zdolnos¢ do syntezy okres-
lonych bakteriocyn przypisywano konkretnym (pojedynczym) szczepom i od ich
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nazw (rodzajowych lub gatunkowych z adnotacjg identyfikujaca szczep producenta)
tworzono nazwy bakteriocyn. Sadzono réwniez, ze bakterie pozyskane z odmien-
nych zrédet produkujg rézne bakteriocyny. W doktadnych badaniach nad strukturg
bakteriocyn klasy lla wykazano jednak, ze r6zne szczepy bakterii fermentacji mleko-
wej, czesto nawet niespokrewnionych ze sobg, moga produkowac te samg bakterio-
cyne (19,20,45,46). Mimo to, nadal wiele identycznych bakteriocyn klasy lla jest opi-
sywanych w literaturze pod réznymi nazwami.

Z uwagi na brak jednolitego nazewnictwa bakteriocyn klasy lla zgiebianie wie-
dzy na ich temat jest utrudnione. Przyktadowo, identyczne wtasciwosci i strukture
ma karnobakteriocyna BMI syntezowana przez szczep C. piscicola LV17B wyizolowa-
ny z wieprzowiny (47) oraz piscikocyna 126, ktérej producentem jest szczep C. piscicola
JG126 pozyskany z szynki (48). Identycznymi bakteriocynami klasy lla majgcymi réz-
nych, ale blisko spokrewnionych ze sobg producentéw, okazaly sie rowniez pedio-
cyny PA-1 (23) AcH (24) oraz SJ (25). Zdolne do ich syntezy szczepy P. acidilactici
PACILO, H i Sj-1 wyizolowano z réznych fermentowanych wedlin. Pediocyny ozna-
czane w literaturze jako AcH i PA-1 mogg by¢ takze produkowane przez bakterie na-
lezgce do roéznych rodzajéw, takich jak Lb. plantarum WHE92, naturalnie wyste-
pujgce w serach miekkich (39) oraz dwa szczepy bakterii Pediococcus parvulus, kto-
rych srodowiskiem bytowania sa produkty warzywne (43). W przeprowadzonych ba-
daniach wykazano, ze koniugacyjny transfer plazmidowych gendéw pediocyn jest
przyczyna zréznicowania w obrebie ich producentéw (49). Identyczne bakteriocyny
klasy lla mogg by¢ takze produkowane przez bakterie nalezgce do r6znych gatun-
kéw. Przyktadem takich bakteriocyn jest sakacyna A (producent Lb. sakei) (32) i kur-
wacyna A (producent Lactobacillus curvatus) (26), a takze bakteriocyny produkowane
przez bakterie z rodzaju Leuconostoc, tj. leukocyna Tal la (producent Ln. carnosum)
(36) i leukocyna A (producent Leuconostoc gelidum) (35). R6zne gatunki Leuconostoc
moga jednak takze produkowaé bakteriocyny o bardzo zblizonej strukturze. Przy-
ktadem takich bakteriocyn jest leukocyna A i mesenterycyna Y105 (40) (tab. 2 i 3).

Tabela 3
Wiasciwosci fizykocheiniczne najlepiej scharakteryzowanych bakteriocyn bakterii fermentacji mlekowej kla-

sy Ha (20,38,45)

Masa Udziat aminokwasow

Liczba Liczba (%)
. czastecz- . o
Bakteriocyna amino- pla wigzah  tadunek
kowa Kwasow S-S niepolar- polar-  kwaso-  zasado-
(Da) nych nych wych wych
| 2 3 4 5 6 7 8 9 10
leukocyna A 3390 37 8,8 1 +4 30 54 13 3
leukocyna Talia 3390 37 8,8 1 -t-4 30 54 13 3
mesenterycyna Y105 3870 37 8,8 1 -t-4 30 54 13 3
mundticyna 4287 43 9,7 1 +4 33 53 12 2
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|
mundticyna
piscikocvTia Via
piscikoliiia 126
bawarcyiia A
sakacyna F
pediocym AcH
pediocym PA-1
pediocyni SJ-1
bawarcyna MN
diwercyiu V4l
enterocyra A
enterocyra P
piscikocyaa VIb
kariiobakeriocyna BMI
diwergicyia M35
sakacyna A
kurwacym A

kariiobakeriocyna B2

Zacieniowtniem zaznaczono identyczne bakteriocyny opisywane w literaturze pod réznymi nazwami.

2
4287
4416
4416
4091
4434
4623
4623
4623
4769
4513
4832
4630
4526
4526
4519
4308
4308
4967

3
43
44
44
7
43
44
44
44
42
43
47
44
43
43
43
il
Vil
48

9,7
9,3
9,3
9,3
8,8
8,6
8,6
8,6
9,3
8,8
9,1
8,1
9,0
9,0
8,6
9,3
9,3
10,0

+3
+3
+3
4-4
-P6
-f6
+6
+3
+3
-f4
-1-2
-P3
+3
+3
+3
+3

+5

,
33
32
32
27
30
25
25
25
33
30
30
36
37
37
33
34
34

31

8

53
57
57
51
56
57
57
57
52
58
56
50
46
46
B
54
54
56

12

10
12
16
16
16

10

12

12
12

10
10
11

10

W lireratLirze znaleZz¢ mozna takze informacje wskazujgce na to, ze bakteriocyny
klasy lla o podobnych wiasciwosciach moga by¢é wytwarzane przez rézne szczepy
tego samego gatunku (31). Niekiedy takze jedna bakteriocyna jest produkowana
przez klka szczepéw o odmiennym pochodzeniu (np. enterocyna A - producenci

E.faeciun CTC492, TI36, MMT21, P21, WHE 81) (50) (tab. 2).

Najczesciej jednak rézne szczepy bakterii nalezacych do tego samego gatunku
produkujg bakteriocyny klasy lla o niskim stopniu homologii, natomiast bakteriocy-
ny produkowane przez bakterie nalezace do réznych gatunkéw, wykazuja wysoki

stopienn podobienstwa struktury i wtasciwosci (19,20,45,51) (tab. 2,3 i 4).

Sekwencja aminokwasowa N-koricowych fragmentéw czgsteczek wybranych bakteriocyn klasy lla

Bakteriocyna
1
leukocynaA/Tal la
mesenteryyna Y105

mimdticyra

BL1OTECHN)LOG1A 3 (86) 111-128 2009

Sekwencja aminokwasowa (struktura pierwszorzedowa)

2

KYYfiNGVIICTKSGCSVNWGEA

KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEA

KYYGNGVSCNKKGCSVDWGKA

Tabela 4

Literatura

3
(35)
(58)
(44)
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! 2 3

piscikolina 126/piscikocyiia Via KYYGNf.VSCNKNGCTVDWSKA (48)
pediocyna AcH/PA-1 KYYf.Nr.VTCGKHSCSVDWGK,A (59)
sakacyna P KYYGNGVHCGKISCTVDWGTA (26)
diwercyna V4! KYYGNG VYCNSKKCVAYDWGQA (60)
enterocyna A KYYGNGVYCTKN KETVDWAQA 27)
enterocyna P RSYGNGVYCNNSKCWVNWGEA (28)
karnobakteriocyna BMl/piscikocyna VIb AISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKO (61)
diwergicyna M35 TKYYGNGYYCNSKKCWYDWGTA (38)
sakacyna /Vkunvacyna A AKSYGNGVYENNKKEVEYNRGEA (34)
karnobakteriocyna B2 VNYGNGYSCSKTKCSYNWGQA (61)

Podkresleniem zaznaczono charakterystyczny, zachowawczy, N-koficowy motyw aminokwasowy.

Niektore szczepy bakteriocynogennych bakterii fermentacji mlekowej, np. C. piscicola
VI (37) oraz C. piscicola LV17B (47), wytwarzajg jednocze$nie dwie listeriobdjcze
bakteriocyny o zréznicowanej strukturze i wtasciwosciach fizykochemicznych, ale
0 zblizonym lub identycznym zakresie aktywnosci (tab. 2 i 3). Z danych literaturo-
wych wynika réwniez, ze wsréd producentéw bakteriocyn klasy lla sg takze bakterie
zdolne do syntezy innych klas bakteriocyn. Przyktadowo, bakterie Enterococcusfaecium
CTC492 wytwarzajg jednoczesnie enetrocyne A, bakteriocyne nalezacg do klasy lla
oraz enterocyne B zaliczang do klasy lid (16,36).

Do niedawna sadzono, ze zdolno$¢ do syntezy bakteriocyn klasy lla posiadajg je-
dynie bakterie fermentacji mlekowej. Na tej podstawie niektérzy autorzy sugerowa-
li nawet, ze transfer gendéw bakteriocyn klasy lla zachodzi jedynie w obrebie LAB
(20,45). Wyniki prac skriningowych dowiodly jednak, ze w Srodowisku naturalnym
takze inne grupy bakterii moga produkowaé bakteriocyny o whasciwosciach typo-
wych dla bakteriocyn klasy lla. Przykladowo, cechg tg obdarzone sg bakterie Bacillus
coagulans La wytwarzajgce koaguline (52) oraz Bifidobacterium sp. produkujgce bifi-
docyne B (53).

2.2. Struktura, wiasciwosci fizykochemiczne, biosynteza zakres aktywnosci
bakteriocyn klasy lla

Do klasy tej nalezg peptydy o masie czgsteczkowej od 3,4 do 5 kDa zbudowane
z 37-48 aminokwasow. Wszystkie bakteriocyny klasy lla maja dodatni tadunek (od
+2 do -1-6) i punkt izoelektryczny w wysokim pH (p/a 8,1-10) (19,45,48). W ich
tancuchach polipeptydowych wystepuja zwykle dwie reszty cysteiny, ktére umozli-
wiajg tworzenie wigzan disiarczkowych i powstanie okreslonej struktury drugorze-
dowej. Reszty te oddalone sg od siebie o kilka aminokwaséw i znajduja sie w zacho-
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wawczej pozycji (najczesciej 9 i 14) N-koricowego fragmentu czasteczki bakteriocy-
ny. Reszty cysteiny sg potaczone ze sobg wigzaniem disiarczkowym, w rezultacie
czego w czagsteczkach bakteriocyn klasy lla powstajg zwykle 6-sktadnikowe struktu-
ry przy koncach aminowych, uznawane za konserwatywne dla bakteriocyn omawia-
nej klasy (22,51,54). Niektore jednak bakteriocyny klasy lla (np. diwercyna V41, di-
wergicyna M35, enterocyna A, pediocyna AcH/PA-I/Sj-1) zawierajg dodatkowg pare
czasteczek cysteiny i drugie wigzanie S-S, najczesciej w C-koncowym rejonie czas-
teczki (tab. 3) (38,45,55). Obecnos¢ wigzan disiarczkowych jest krytyczna dla aktyw-
nosci bakteriocyn, zwlaszcza tych, ktére zawierajg dwa wigzania tego typu. Wigza-
nia S-S stabilizujg strukture drugorzedowg czgsteczek bakteriocyn i prawdopodob-
nie maja réwniez wplyw na ich aktywnos$¢ biologiczng. W przeprowadzonych bada-
niach wykazano bowiem, ze redukcja reszt cysteiny, a tym samym pozbawienie bak-
teriocyn wigzanh disiarczkowych wigze sie z utratg przez nie listeriobdjczej aktywno-
éci. Utlenienie zredukowanych form bakteriocyn prowadzi natomiast do ponowne-
go pojawienia sie aktywnosci (51).

W tancuchach polipeptydowych cystybiotykéw dominujg aminokwasy polarne z ta-
dunkiem dodatnim oraz aminokwasy niepolarne (tab. 3). Wsrdd tych ostatnich najwiek-
szy udziat majg aminokwasy o niewielkiej masie czasteczkowej, np. glicyna. Taki skilad
aminokwasowy zapewnia tym peptydom duzg swobode konformacyjng (56).

Bakteriocyny zaliczane do klasy lla wykazuja wysoki stopiern zgodnosci sekwen-
cji aminokwasowych. W badaniach poréwnawczych wykazano, ze posiadajg one od
26,8 (np. sakacyna A i bawarcyna A/sakacyna P) do 80,5% (np. sakacyna A i enterocy-
na P; diwercyna V41 i enterocyna A; diwercyna V41 i diwergicyna M35) identycznych
sekwencji aminokwasowych (20,45,51). Wyjatek stanowig mesenterycyna Y105
i leukocyna A, ktére réznig sie jedynie dwoma aminokwasami w pozycjach 22 i 25
(20). Prawdopodobnie zaledwie kilkoma aminokwasami roznig sie takze dwie inne
bakteriocyny - pediocyna AcH (PA-/SJ-1) oraz pediocyna produkowana przez
P. porviilus 133. Sekwencja aminokwasowa ostatniej wymienionej bakteriocyny nie
zostala jeszcze doktadnie ustalona, ale na podstawie wynikéw przeprowadzonych
do tej pory badan wskazuje sie, ze jest ona zbiezna z sekwencja pediocyny AcH.
Obie pediocyny réznig sie jednak pH dla punktu izoelektrycznego co sugeruje, ze
ich sekwencja aminokwasowa nie jest w 100% homologiczna (30). Stopien zgodno-
$ci sekwencji aminokwasowych koncéw aminowych czasteczek bakteriocyn klasy lla
jest szczegolnie wysoki. Ustalono, ze sekwencja aminokwasowa N-koncowych frag-
mentéw tych bakteriocyn jest przynajmniej w 70, a w przypadku niektérych bakte-
riocyn nawet w 90% homologiczna (51). Wszystkie bakteriocyny klasy lla zawierajg
ponadto w swej strukturze pierwszorzedowej charakterystyczny, zachowawczy,
N-koncowy motyw aminokwasowy YGNGVXCXXXXCXV (tab. 4). Motyw ten, m. in.
determinuje ich aktywnos¢ biologiczng (19,55,57). Region C-kohcowy jest bardziej
zr6znicowany, ale i on zawiera pewne stale motywy aminokwasowe. Ze wzgledu na
podobienstwa w C-koncowej czesci czasteczek, bakteriocyny klasy lla taczone sa
w 4 podgrupy. Motywy w regionach C-koncowych czasteczek o wysokim stopniu

BIOTECHNOLOGIA 3 (86) 111-128 2009 119



Anna Sip, Michat Wieckowicz, Maria Krasowska

Zgodnosci posiada jednak zaledwie kilka bakteriocyn klasy lla, np. diwercyna V41,
diwergicyna M35, bawarcyna MN oraz enterocyna A (19-21,38,46,57).

W badaniach nad strukturg czgsteczek bakteriocyn klasy lla znajdujgcych sie
w roztworach wodnych wykazano, ze w srodowisku tym tworzg one strukture kieb-
ka statystycznego (tzw. random coil), natomiast nie tworza struktur drugo- i trzecio-
rzedowych (20). Struktury te powstajg natomiast w srodowisku bezwodnym. Kon-
formacje drugorzedowe obu koncow bakteriocyn klasy lla sg odmienne. Koniec ami-
nowy tworzy s-ksztaltng tréjniciowa antyrownolegta p-harmonijke. Obecnos¢
dwoch reszt cysteiny w obrebie zachowawczego motywu na koricu aminowym umoz-
liwia powstanie struktury ,spinki do wtoséw” (tzw. hairpin), stabilizowanej mostka-
mi disiarczkowymi. W efekcie, fragmenty N-koncowe bakteriocyn listeriobojczych
wykazujg charakter hydrofilowy. W przeprowadzonych badaniach wykazuje sie, ze
N-koricowa domena wigze sie z biatkami btonowymi komoérek drobnoustrojéw wraz-
liwych na dziatanie bakteriocyn klasy lla. C-koncowy fragment czasteczek omawia-
nych bakteriocyn przyjmuje natomiast forme a-helisy (konformacje alfa-helikalng).
W przeciwienistwie do domeny N-koricowej, ma on charakter hydrofobowy, przez
co cala czagsteczka bakteriocyny wykazuje charakter amflpatyczny. Fragment C-kon-
cowy jest elementem przezbtonowym czgsteczek bakteriocyn i uczestniczy w two-
rzeniu por w btonach komérkowych. Oznacza to zatem, ze obie domeny odgrywajg
wazng role w dziataniu bakteriocyn (3,46,51,55,63).

Bakteriocyny klasy lla sg syntezowane przez rybosomy w postaci nieaktywnych
propeptydow zawierajgcych sekwencje wiasciwej (aktywnej) czgsteczki bakteriocy-
ny oraz sekwencje sygnalowa, odpowiedzialng za wydzielenie bakteriocyny z ko-
morki producenta. Sekrecje aktywnych czgsteczek bakteriocyn klasy lla do Srodowi-
ska zewnetrznego poprzedza odciecie sekwencji sygnatowej propeptydu. Proces
ten warunkuje aktywacje czagsteczek bakteriocyn. Sekwencja sygnatowa czgsteczek
propeptydow tej klasy bakteriocyn jest zbudowana z 18 do 27 reszt aminokwaso-
wych (20). Na koricu karboksylowym zawiera ona charakterystyczny motyw ziozony
z dwdch reszt glicyny, rozpoznawany przez kompleks enzymatyczny odpowiedzial-
ny za wydzielanie, ktéry m.in. odcina peptyd sygnatowy od wiasciwej czasteczki
bakteriocyny. Proces ten zachodzi podczas translokacji propeptydu przez btone ko-
morkowa komérki producenta (64).

Bakteriocyny omawianej klasy sa zwigzkami odpornymi na dziatanie wysokiej
temperatury i stabilnymi w szerokim zakresie pH Srodowiska (29). W $Srodowisku
0 wysokim stezeniu jonéw wodorowych zwieksza sie odpornos¢ tych bakteriocyn
na dziatanie temperatury. Bakteriocyny klasy lla, podobnie jak wiekszo$¢ bakterio-
cyn sa wrazliwe na dziatanie enzymoéw proteolitycznych. Zwiagzki te ulegaja catkowi-
tej inaktywacji pod wpltywem pronazy E i proteinazy K, a niektére takze w wyniku
dziatania a-chymotrypsyny, pepsyny i trypsyny. Bakteriocyny klasy lla sg ponadto
odporne na liofilizacje, zamrazanie, dziatanie detergentéw, np. Tween 80, SDS, Tri-
ton X-100 i/lub EDTA oraz nie tracg aktywnosci nawet podczas diugotrwatego prze-
chowywania w temperaturze -20°C (29,38).
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Charakterystyczna cecha bakteriocyn klasy lla jest bakteriobdjcza aktywnos¢
wzgledem bakterii z rodzaju Listeria, gidwnie L. monocytogenes. Bakteriocyny tej
klasy moga wykazywac¢ aktywnos$¢ rowniez wzgledem Clostridum, Bacillus, Brochothrix,
Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus oraz niektorych LAB z rodzaju Lactobacillus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Pediococcus, Enterococcus (20). Niektore bakteriocyny
lla hamujg dodatkowo kietkowanie spor Clostridum (44). Zakres aktywnosci po-
szczegoblnych bakteriocyn jest jednak zréznicowany. Prawdopodobnie ma to zwig-
zek ze strukturg tych bakteriocyn. Przemawiajg za tym wyniki badan relacji za-
chodzacych pomiedzy np. liczbg wigzan disiarczkowych i ich lokalizacja w fancu-
chu polipeptydowym, a zakresem aktywnosci tych zwigzkéw (20,55). Bakteriocyny
zawierajgce dodatkowe wigzanie S-S w C-koricowym fragmencie taricuchéw poli-
peptydowych majg bowiem szerszy zakres aktywnos$ci oraz sa zwykle bardziej ak-
tywne wobec LAB (45). Mimo ze wiele bakteriocyn klasy lla wykazuje szeroki za-
kres aktywnosci i tak jest on wezszy od nizyny (bakteriocyny klasy 1), innej listerio-
bdjczej bakteriocyny, powszechnie stosowanej do konserwowania zywnosci. Bak-
teriocyny klasy lla sg jednak duzo bardziej aktywne w stosunku do chorobotwor-
czych dla cztowieka bakterii L. monocytogenes od bakteriocyn innych klas. W synte-
tyczny sposob wilasciwosci charakterystyczne dla bakteriocyn klasy lla przedsta-
wiono w tabeli 5.

Tabela 5
Ogodlna charakterystyka bakteriocyn bakterii fermentacji mlekowej klasy lla (19,20,45,46)
Struktura chemiczna Proste biatka
masa czasteczkowa od 3,4 do 5 kl)a
liczba aminokwas6w w czasteczce od 37 do 48
charakteiy'styczny motyw N-terminalny o nastepujacym sktadzie: YGNGVX"aC

liczba czasteczek cysteiny w taricuchu polipeptydowym od | do 4

stopien homologicznoéci sekwencji aminokwasowych  26,8-80,5%, wyjatek: mesenterycyna Y105 i leukocyna A, ktére

réznig sie jedynie dwoma aminokwasami

charakter dominujacych aminokwaséw w taricuchu po- polarne

lipeptydowym

punkt izoelektryczny - pla 8,1-10,0

tadunek dodatni od -1-2 do -1-6

wraztiwo$¢ na dziatanie enzymoéw wszystkie bakteriocyny klasy Ha sg wrazliwe na dziatanie pronazy
E i proteinazy K, a niektére takze na dziatanie pepsyny, trypsyny,
a-chymotrypsyny

wrazliwo$¢ na dziatanie temperatury wytrzymujg co najmniej 15 min ogrzewanie w temp. 100°C

wrazliwos$¢ na dziatanie pH sg stabilne w $rodowisku o pH od 2,0 do 8,0
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Tabela 5 cd,

zakres aktywnosci waski do szerokiego
wszystkie bakteriocyny klasy lla wykazujg aktywno$¢ wzgledem
Listeria, dziataja one takze na inne grupy bakterii np. Clostridim,
Bacillus, BrocholhrLx, Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus
oraz niektére LAB
zakres aktywnosci poszczegélnych bakteriocyn rézni sie

sposob dziatania dziatanie bakteriobojcze

mechanizm dziatania poracja membrany cytoplazmatycznej

lokalizacja genéw struktury bakteriocyn plazmidy lub chromosomy

producenci niektére szczepy bakterii fermentacji mlekowej z rodzajow

Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus,

Enterococcus i Carnobacterium

Zrédha izolacji szczepéw - producentéw produkty zywno$ciowe, najczesciej miesne lub mleczne fermen-
towane produkty regionalne

zastosowanie konserwowanie zywnos$ci — ochrona zywnosci przed rozwojem
Listeria
medyczne aplikacje w trakcie badan

Klase lla tworzy obecnie ponad 20 bakteriocyn. Prawdopodobnie jednak juz
niedtugo zostang zaliczone do niej kolejne bakteriocyny. Wielu autoréw sugeruje
bowiem, Ze opisywane przez nich substancje biatkowe o dziataniu przeciwdrobno-
ustrojowym posiadajg wlasciwosci fizykochemiczne oraz zakresy aktywnosci iden-
tyczne z typowymi bakteriocynami klasy lla (65-67). Brak peilnej informacji o struk-
turze nowych bakteriocyn uniemozliwia jednak dokonanie ich jednoznacznej kwali-
fikaciji.

2.3. Mechanizm dziatania bakteriocyn klasy lla

Bakteriocyny klasy lla sg peptydami o aktywnos$ci bakteriobdjczej, ktérych me-
chanizm dziatania polega na tworzeniu komplekséw poracyjnych na powierzchni
komarek okredlonych grup bakterii. Tworzenie poréw w btonie komdrkowej powo-
duje wyptyw jondw do Srodowiska zewnetrznego oraz prowadzi do obnizenia po-
ziomu ATP, co z kolei zaburza rownowage jonowg wewnatrz komorki i doprowadza
do jej smierci (5). W wyniku powstania poréw w btonie komérkowej nastepuje ob-
nizenie sity protonomotorycznej, co jest zwigzane ze spadkiem gradientu pH i po-
tencjatu btonowego komorki, a takze utratg az do 98,9" wewnatrzkomérkowego
ATP (44). Tak drastyczny spadek poziomu ATP uniemozliwia transport aktywny,
m.in. aminokwaséw, do wnetrza komorki (68). W przypadku dziatania bakteriocyn
klasy lla, spadek poziomu ATP w uszkodzonych komorkach nie jest zwigzany z jego
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wyplywem przez pory. Jest on raczej skutkiem wzmozonego zapotrzebowania na
energie, ktére wynika z koniecznosci utrzymania potencjatu btonowego oraz braku
substratow do syntezy ATP (20).

Badania nad mechanizmem dziatania bakteriocyn klasy lla byly prowadzone
przez wielu autorow. Wyniki tych badan sugeruja, ze czasteczki bakteriocyn klasy
lla wchodzag w interakcje z powierzchnig komérek bakteryjnych dzieki oddziatywa-
niom elektrostatycznym. W oddziatywaniach tych biorg udziat czgsteczki aniono-
wych fosfolipidéw btonowych, ktére peinig role ,receptora” i zakotwiczajg czas-
teczke peptydu na powierzchni btony cytoptazmatycznej (69). Wigzanie czgsteczki
bakteriocyny do powierzchni komérki zachodzi prawdopodobnie za pomoca N-kon-
cowej domeny bakteriocyny o hydrofilowym charakterze. Ustalono bowiem, ze do-
mena N-koncowa bakteriocyn klasy lla oddzialuje elektrostatycznie, w preferencyj-
ny sposob, z fragmentami btony komorkowej bogatymi w fosfolipidy o charakterze
anionowym. Ich obecnos¢ jest charakterystyczna dla bakterii gramdodatnich, czyli
bakterii w obrebie ktérych znajdujg sie bakterie wrazliwe na dzialanie bakteriocyn
klasy lla (70,71). Po rozpoznaniu i zakotwiczeniu domeny N-koncowej przez czas-
teczke receptorowa, dochodzi do stabilizacji peptydu na powierzchni btony cyto-
plazmatycznej dzieki oddziatywaniom hydrofobowym oraz do reorientacji czastecz-
ki bakteriocyny, co z kolei prowadzi do wytworzenia poréw w btonie komoérki bak-
teryjnej. Do petnego uformowania kompleksu poracyjnego niezbedne jest jednak
zwigzanie z powierzchnig komorki docelowej wielu czgsteczek bakteriocyny (72).

Niektorzy autorzy sugerujg takze, ze istotnym etapem w tworzeniu kompleksu
poracyjnego sa oddziatywania hydrofobowe miedzy powierzchnig komorki, a frag-
mentem czgsteczki bakteriocyny zlokalizowanym blizej korica karboksylowego pep-
tydu (56). Prawdopodobnie ten region czasteczki bakteriocyny jest odpowiedzialny
za specyficznos¢ jej wigzania na powierzchni komorki. Sam fragment C-koncowy
czasteczki bakteriocyny, dzieki swoim hydrofobowym wiasciwosciom, bierze udziat
w penetracji btony cytoptazmatycznej komaorki wrazliwej i tworzeniu w niej porow.
Mechanizm dziatania bakteriocyn klasy lla w obrazowy sposéb przedstawiono na ry-
sunku.

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa bakteriocyn klasy lla, a co za tym idzie sku-
tecznosc¢ ich bakteriobdjczego dziatania, zalezy od wielu czynnikédw. Do najwazniej-
szych z nich nalezy czas ekspozycji, stezenie bakteriocyny, stan fizjologiczny komo-
rek docelowych oraz warunki $rodowiska zewnetrznego. Wykazano réwniez dodat-
nig korelacje miedzy sktadem lipidowym btony cytoptazmatycznej a stopniem powi-
nowactwa, np. pediocyny PA-1 do komérek bakteryjnych (73). Na stopien powino-
wactwa czgsteczki bakteriocyny do powierzchni komorek wptywa réwniez pH Sro-
dowiska. Parametr ten moduluje bowiem tadunek powierzchniowy dodatnio nafa-
dowanej czgsteczki bakteriocyny, a zatem wptywa na jej zdolno$¢ do oddziatywania
z ujemnie natadowanymi czasteczkami fosfolipidéw btony komérkowej wrazliwych
bakterii.
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5. Agregacja wiekszej liczby czasteczek bakteriocyn na powierzchni
komorki prowadzaca do powstania kompleksu poracyjnego.

Rys. Mechanizm dziatania bakteriocyn klasy lla (20).

2.4. Genetyczne podstawy biosyntezy bakteriocyn klasy lla

Za synteze bakteriocyn klasy lla sg odpowiedzialne geny plazmidowe lub chro-
mosomalne. Geny zwigzane z produkcjg tej klasy bakteriocyn, niezaleznie od lokali-
zacji, sa zorganizowane w postaci operonéw (74). Tworza je zaréwno geny struktu-
ry bakteriocyn, jak i geny kodujgce inne produkty zwigzane z powstawaniem, doj-
rzewaniem i transportem aktywnej czgsteczki bakteriocyny, czyli biatka kompleksu
transportujacego oraz bialka autoopornosci (4). Na podstawie analizy loci genéw
wybranych bakteriocyn klasy lla stwierdzono, ze operony zlozone z genéw ko-
dujacych bakteriocyny klasy lla majg szereg wspolnych cech, a mianowicie po genie
kodujacym strukture bakteriocyny znajduje sie gen kodujgcy biatko odpornosci na
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dziatanie wtasnej bakteriocyny (tzw. gen autoopornosci), gen kodujacy biatka syste-
mu transportujgcego ABC (ang. ATP Binding Casette) oraz biatka umozliwiajgcego wy-
dzielanie bakteriocyny poza komodrke (20). Gen biatka autoopornosci jest konserwa-
tywnie umiejscowiony za genem propeptydu bakteriocyny. Oba wymienione geny
ulegajg transkrypcji jednoczesnie (3). Geny kodujace niektdre bakteriocyny klasy lla,
np. enterocyne B s jednak zorganizowane w odmienny sposéb, a mianowicie moga
by¢ one zlokalizowane w r6znych miejscach w obrebie genomu (75).

Regulacja poziomu syntezy bakteriocyn klasy lla moze odbywac sie na poziomie
transkrypcji na bazie oddziatywania QS (tzw. Qiiorum Sensing). Zjawisko QS jest sze-
roko rozpowszechnionym wsréd mikroorganizmoéw sposobem komunikacji i moni-
torowania stanu iloSciowego populacji drobnoustrojow (76). Proces ten polega na
utrzymywaniu w srodowisku zewnatrzkomérkowym drobnoustrojow niewielkiego,
lecz stalego poziomu stezenia specyficznych substancji sygnatowych. Wzrost liczeb-
nosci populacji mikroorganizméw pocigga za soba wzrost stezenia substancji sy-
gnatowych, co z kolei indukuje szereg procesow wewnatrzkomoérkowych, w tym
synteze bakteriocyn (77). W takim przypadku, obok operonéw zwigzanych z syn-
tezg propeptydu bakteriocyny, w genomie bakterii bakteriocynogennych istnieje
operon zawierajacy geny kodujace produkty zwigzane z przekazywaniem sygnatu
i indukcja procesu transkrypcji genéw bakteriocyn. Do produktéw tego tzw. troj-
skltadnikowego systemu indukcji ekspresji genéw bakteriocyn naleza: gen kodujgcy
propeptyd czynnika indukujacego HPK (kinaze histydynowag) tzw. IF (ang. Induction
Factor), gen struktury HPK oraz gen regulatora odpowiedzi wewnatrzkomdrkowej
RR (ang. Response Regulator), bedgcego czynnikiem transkrypcyjnym (78). Mecha-
nizm regulacji transkrypcji genéw bakteriocyn polega na tym, ze czynnik IF jest
transportowany przez biatka systemu ABC na zewnatrz komérki wraz z czasteczka-
mi bakteriocyn. W momencie transportu, czynnik IF ulega aktywacji w wyniku od-
ciecia krotkiej sekwencji liderowej. Po przekroczeniu pewnej wartosci progowej
stezenia czynnika IF w $rodowisku zewnatrzkomoérkowym, czynnik ten wigze sie
z przezbtonowo ulokowanym receptorem HPK. Proces ten skutkuje autofosforylacjag
HPK. Nastepnie, kinaza histydynowg katalizuje reakcje fosforylacji czynnika tran-
skrypcyjnego RR, ktéry po zwigzaniu sie z sekwencja promotorowg genu kodujg-
cego propeptyd bakteriocyny, indukuje proces jego transkrypcji (79). Najprawdopo-
dobniej to wtasnie system tréjsktadnikowy IF - HPK - RR jest odpowiedzialny za
regulowanie poziomu ekspresji wiekszosci bakteriocyn klasy lla (80).

Oprocz oddziatywan QS, na poziom ekspresji genéw kodujgcych bakteriocyny
klasy lla wptyw maja rowniez takie czynniki zewnatrzkomérkowe jak: temperatura,
sita jonowa oraz pH sSrodowiska (77).
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2.5. Kierunki praktycznego wykorzystania aktywnosci bakteriocyn klasy lla

Silna aktywnos$¢ listeriobdjcza oraz wiasciwosci fizykochemiczne czynig bakte-
riocyny klasy lla atrakcyjnymi konserwantami zywnos$ci narazonej na zakazenia cho-
robotwoérczymi dla cztowieka bakteriami L. monocytogenes (18). Ze wzgledu na to, ze
bakteriocyny klasy lla czesto wykazujg takze aktywnos¢ wzgledem innych niepo-
zgdanych w zywnosci mikroorganizmow, mogg one znalez¢ zastosowanie réwniez
jako czynniki ograniczajgce ich rozwéj i w konsekwenciji tego przyczynic¢ sie do po-
prawy bezpieczenstwa mikrobiologicznego wielu artykutéw konsumpcyjnych.

W ostatnich latach bakteriocyny klasy lla wzbudzity takze zainteresowanie kre-
gow medycznych. Okazato sie bowiem, ze enterocyna CRL 35 ma takze dziatanie an-
tywirusowe (81), a pediocyna 126 w warunkach in vivo wykazuje aktywnos¢ wzgle-
dem bakterii z rodzaju Listeria (82). Olbrzymie nadzieje wigze sie réwniez z mozli-
woscig wykorzystania bakteriocyn w leczeniu i profilaktyce gruzlicy. Do tego celu
przydatne moga okazac sie ukfady ztozone z kilku bakteriocyn. Dotad ustalono, ze
kombinacja enterocyny P, kurwacyny A, mesenterycyny Y105 i bawarcyny A silnie in-
hibuje wzrost B. cereus oraz Mycobacterium smegmatis (modelowego organizmu do
badan nad gruzlicg) (45). Odkrycie to otwiera nowe mozliwosci aplikacji tych zwigz-
kéw, wytyczajac tym samym nowe kierunki badan nad bakteriocynami klasy lla.

Praca wykonana w ramach projektu badawczego wtasnego nr 2044/B/P01/2008/35 finansowanego
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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