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Streszczenie

Bakterie z rodzaju Lactobacillus to Gram-dodatnie bakterie, wéréd ktérych znajduje si¢ wiele
szczepéw zakwalifikowanych do tzw. mikroflory probiotycznej. Probiotyki, jak wynika z definicji, to
zywe mikroorganizmy, ktére korzystnie wplywaja na zdrowie gospodarza. W pracy zebrano infor-
macje na temat morfologii i fizjologii bakterii z rodzaju Lactobacillus. Przedstawiono budowe sciany
komérkowej bakterii Gram-dodatnich. Opisano wystepujaca u nich warstwe powierzchniowa S
(S-layer) zbudowang z biatek (SLP) o niewielkiej masie czgsteczkowej. Opisano wptyw czynnikéw
stresowych, takich jak wysoka temperatura, pH, enzymy soku zoladkowego i trzustkowego na
ekspresje bialek warstwy S, a takze przedstawiono zdolnos¢ biatek powierzchniowych do wiazania
jonéw metali ciezkich. Scharakteryzowano biatka powierzchniowe biorgce udzial w regulacji
wzrostu komérek nablonka jelitowego. Oméwiono wlasciwosci biatek powierzchniowych, wéréd
ktérych mozna wymienié: zdolnosci adhezyjne do komérek nablonkowych, zahamowanie inwazji
patogenéw z rodzajéw m.in.: Shigella, Salmonella, Escherichia. Opisano zdolno$¢ obnizania przez
biatka powierzchniowe aktywnosci toksyn wydzielanych przez Clostridium.

Stowa kluczowe: | Lactobacillus - probiotyki - ciana komérkowa - warstwa powierzchniowa S - biatka powierzchniowe

Summary

Lactobacillus, a genus of Gram-positive bacteria, includes many strains of probiotic microflora. Pro-
biotics, by definition, are living microorganisms that exert beneficial effects on the host organism.
'The morphology and physiology of the Lactobacillus bacterial genus are described. The structure of
the cell wall of Gram-positive bacteria is discussed. The surface S-layer of Lactobacillus composed
of proteins (SLP) with low molecular mass is presented. Cell surface proteins participating in the
regulation of growth and survival of the intestinal epithelium cells are characterized. The influence
of stress factors such as increased temperature, pH, and enzymes of gastric and pancreatic juice
on SLP expression is described. The ability of binding of heavy metal ions by S-layer proteins is
discussed. The characteristics of these structures, including the ability to adhere to epithelial cells,
and the inhibition of invasion of pathogenic microflora of type Shigella, Salmonella, Escherichia
coli and Clostridium and their toxins, are presented.
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CHARAKTERYSTYKA BAKTERII
Z RODZAJU LAcTOBACILLUS

Bakterie z rodzaju Lactobacillus to nieprzetrwalnikujace
mikroorganizmy, ktére wykazuja znaczne zréznicowanie
pod wzgledem morfologii. Komérki bakteryjne réznych
gatunk6éw Lactobacillus maja posta¢ od dlugich, prostych
iwaskich, poprzez wygiete, az do krétkich i grubych lase-
czek, w zaleznosci od wieku hodowli jak i skladu medium
hodowlanego (ryc. 1). Na podtozu statym rosng w posta-
ci matych (2-5 mm), przewaznie gladkich, sliskich lub
matowych kolonii o barwie kremowej badZ bezbarwne;.
Pod wzgledem metabolizmu weglowodanowego szczepy
z rodzaju Lactobacillus moga naleze¢ do jednej z trzech
grup: bezwzglednie homofermentatywne, wzglednie hete-
rofermentatywne oraz bezwzglednie heterofermentatywne.
Gléwnym produktem szlakéw metabolicznych jest kwas
mlekowy. Ponadto dodatkowymi produktami moga by¢
kwas octowy, mréwkowy, etanol, dwutlenek wegla. Sa to
bakterie mikroaerofilne, nie trawia kazeiny, s katalazo-
ujemne, nie wytwarzaja siarkowodoru, a wiekszo$¢ szcze-
p6éw wytwarza niewielkie ilosci rozpuszczalnego azotu.
Optymalna temperatura wzrostu bakterii Lactobacillus mie-
$ci sie w granicach 30-40 °C, natomiast pH zwykle 5,5-6,2,
a najlepszym podlozem wzrostowym jest MRS agar (de
Man, Rogosa and Sharpe). Analizujac budowe ich $ciany
komérkowej, mozna je zakwalifikowaé do grupy bakterii
Gram-dodatnich ze wzgledu na obecno$é¢ wielu warstw
peptydoglikanu oraz braku blony zewnetrznej. Niekt6-
re szczepy sg zdolne do wytwarzania pozakomérkowych
homo- i heteropolisacharydéw (PS) [3].

Gatunki bakterii z rodzaju Lactobacillus bytuje nie tylko
w zywnosci pochodzenia roslinnego, czy tez stermento-
wanych produktach mlecznych, ale réwniez w przewodzie
pokarmowym ludzi oraz zwierzat [22].

BAKTERIE Z RODZAJU LACTOBACILLUS
JAKO PROBIOTYKI

Wsréd bakterii kwasu mlekowego wiele szczepéw z ro-
dzaju Lactobacillus zakwalifikowano do grona probioty-
kéw jako mikroflore, ktéra spozywana w odpowiednich
ilosciach wptywa korzystnie na zdrowie czlowieka [31].
Zalecane dzienne spozycie dawki probiotykéw (nieza-
lezne od sposobu podawania i rodzaju preparatu), wyno-

Ryc. 1. Zdjecia spod mikroskopu kontrastowo-fazowego (A-E) oraz spod mikroskopu
elektronowego (F) ukazujace réznice w morfologii komdrek bakterii Lactobacillus:
A - Lactobacillus gasseri, B - Lactobacillus agilis, C - Lactobacillus curvatus,

D — Lactobacillus minor, E - Lactobacillus fermentum, F — inwolucyjna postac
bakterii Lactobacillus wyizolowanych z ziaren kefirowych [3]
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si 10°-10M komorek [35]. Do probiotycznych szczepéw
bakterii z rodzaju Lactobacillus mozna zaliczy¢ m.in.: L.
rhamnosus, L. casei, L. bulgaricus, L. acidophilus. Ochrona
przed zakazeniami poprzez modulacje¢ uktadu odporno-
§ciowego, obnizanie reakeji alergicznych oraz zdolnoé¢ do
zasiedlania nablonka jelitowego, sktonily do rozpoczecia
badan nad wykorzystaniem wybranych gatunkéw Lacto-
bacillus jako sktadnikéw preparatéw terapeutycznych lub
starteréw w procesach produkcji zywnosci probiotycznej
[2,19,32,51]. Opisano korzystny wptyw laseczek Lactoba-
cillus w leczeniu zakazen rotawirusowych, a takze obnizaniu
zdolnosci adhezyjnej i inwazyjnej mikroflory patogennej,
takiej jak bakterie z rodzaju E. coli, Salmonella. Zaobser-
wowano, ze szczepy probiotyczne obnizaja ryzyko poja-
wienia sie biegunki po terapii antybiotykowej, wplywaja na
regulacje wzrostu, proliferacje oraz spowalnianie apoptozy
komérkowej w zapaleniach jelit [2,51].

W ostatnich latach potozono nacisk na prowadzenie badari
majacych na celu oceng wymiernych korzysci z wykorzy-
stania bakterii probiotycznych, zwlaszcza z rodzajéw Lac-
tobacillus oraz Bifidobacterium. Wyniki najnowszych badari
wskazuja, ze leczenie duzymi dawkami L. rhamnosus GG
lub L. reuteri SD2222 znacznie skraca czas trwania ostrej
biegunki u dzieci, a podawanie zywych bakterii L. acido-
philus zmniejsza ryzyko rozwoju martwiczego nowotworu
jelit u noworodkéw. Ponadto wykazano, ze zastosowanie
szczepéw probiotycznych, takich jak L. acidophilus oraz L.
Johnsonii podczas terapii antybiotykowej lagodzi objawy
zakazenia wywolanego przez Helicobater pylori [20,25].
Whyniki badari prowadzonych na modelach zwierzecych
wskazuja, ze probiotyki biorg udzial w modulacji ukfa-
du odpornosciowego. Przyktadem moze by¢ zmniejszenie
czestoécl wystepowania alergii (wypryskéw atopowych)
u noworodkéw po podaniu bakterii L. rhamnosus GG [23].
Ponadto zaobserwowano lagodzenie objawéw nietoleran-
qji laktozy przy podawaniu produktu zawierajacego osiem
szczep6éw probiotycznych, w tym czterech z rodzaju Lac-
tobacillus [52, 35]. Odnotowano réwniez, ze spozywanie
jogurtu zawierajacego kultury bakterii L. acidophilus 145
zmniejsza w krwi stgzenie cholesterolu LDL (low-density
lipoproteins, czyli kompleksy biatkowo-ttuszczowe o ma-
tej gestosci) [27,35]. Podobne wyniki dotyczace reduk-
¢ji stezenia cholesterolu we krwi otrzymano w badaniach
z wykorzystaniem modelu myszy z hipercholesterolemig.
Siedmiodniowe podawanie myszom bakterii z rodzaju L.
reuteri CRL 1098 (dawek o stezeniu 10° komérek/dzien),
spowodowalo obnizenie ogdlnej zawartosci cholesterolu
o 38% [25]. Pojawily si¢ wyniki badari nad wykorzysta-
niem mikroflory probiotycznej w zapobieganiu infekcjom
ukfadu moczowo-plciowego, w leczeniu nowotworéw pe-
cherza moczowego oraz hamowaniu tworzenia si¢ kamie-
ni nerkowych. Wykazano, ze szczepy L. rhamnosus GR-1,
L. fermentum RC-14 oraz L. crispatus CTV-05 dzialaja
korzystnie w zakazeniach moczowo-plciowych, a takze
w stanach zapalnych pochwy [20]. W jednej z prac uka-
zaly si¢ wyniki badari, w ktérych obserwowano korzystny
wplyw szczepu L. casei Shirota polegajacy na hamowaniu
indukowanego chemicznie nowotworu pecherza u my-
szy i szczuréw [20]. Pojawity si¢ réwniez doniesienia, ze

doustne podawanie bakterii L. casei zapobiega nawrotom
powierzchniowego nowotworu pecherza [35]. Wickszos¢
z wymienionych badan wymaga potwierdzenia na wigkszej
grupie pacjentéw.

Bardzo waznym zagadnieniem jest poznanie mechani-
zmow dzialania bakterii probiotycznych. W tym celu pro-
wadzone badania skupiajg si¢ gtéwnie na poznaniu funk-
cji poszczegdlnych sktadnikéw komérkowych bakterii
Lactobacillus, a przede wszystkim ich udzialu w procesie
adhezji do komdérek nablonka jelitowego oraz wlasciwo-
§ci terapeutycznych [51,32]. Niektére czynniki, takie jak
hydrofobowos$¢ powierzchni komorki, czy obecnosé kwa-
séw tluszczowych i bialek, moga mie¢ wplyw na adhezje
komorek do tkanek gospodarza [2,26]. Pojawilo si¢ wiele
publikacji na temat zdolnosci adhezyjnych réznych gatun-
kéw bakterii z rodzaju Lactobacillus. W jednej z nich wy-
kazano, ze mozliwe jest przetrwanie i kolonizacja nablon-
ka przewodu pokarmowego i drég moczowo-pliciowych
przez doustne podawanie dwéch szczepéw: L. rhamnosus
GR-1 oraz L. fermentum RC-14. Pozwolilo to na rozpo-
czecie badari nad stworzeniem nowego suplementu diety,
ktéry zapewni wlasciwa mikroflor¢ kobiecych drég mo-
czowo-plciowych oraz ochrong przed infekcjami [12].
Zdolnosci adhezyjne szczepéw probiotycznych znala-
zly réwniez swoje wykorzystanie w hamowaniu zakazen
przez patogenne komérki Escherichia coli. Udowodniono,
ze w wielu przypadkach jest to zwigzane z wytwarzaniem
bakteriocyn lub konkurencyjnym przyleganiem mikroflo-
ry probiotycznej do komérek nablonka, przez co zabloko-
wane sg miejsca potencjalnego ataku przez komorki pato-
genu. W doswiadczeniach in vifro wykazano, ze gatunki
bakterii, takich jak L. johnsonii Lal czy L. acidophilus LB
hamuja przyleganie patogenu do eukariotycznych linii
komérkowych Caco-2 (linia pochodzgaca od gruczolako-
raka 72-letniego mezczyzny stuzaca jako model do badari
m.in. adhezji bakterii jelitowych oraz studiéw nad inwazja
patogendéw bakteryjnych), poprzez konkurencyjna adhezjg
do nabtonka [16,31].

Niedawne doniesienia na temat budowy $ciany komérko-
wej bakterii Gram-dodatnich, pozwalaja na lepsze zrozu-
mienie mechanizméw dzialania oraz wlasciwosci mikro-
flory probiotycznej, w tym bakterii z rodzaju Lactobacillus.
Szczegélowa analiza powierzchni komérki umozliwita
scharakteryzowanie struktur powierzchniowych oraz przy-
pisanie im odpowiednich funkcji biologicznych.

Bubowa $CIANY KOMORKOWE) BAKTERII GRAM-DODATNICH

Schematyczny przekréj przez sciang komérkows bakterii
z rodzaju Lactobacillus przedstawiono na ryc. 2.

Sciana komoérkowa bakterii Gram-dodatnich sktada sic
gléwnie z peptydoglikanu, kwaséw (lipo-) tejchojowych,
polisacharydéw oraz bialek. Wewnetrzna warstwa $ciany
zawiera sie¢ peptydoglikanu — mureiny, ktéra zbudowana jest
z faficuchéw polisacharydowych ztozonych z podjednostek:
kwasu muraminowego oraz N-acetyloglukozaminy, pola-
czonych wigzaniem [-1,4-glikozydowym. Cata konstruk-
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¢ja utrzymywana i stabilizowana jest przez krétkie peptydy.
W zwigzku z duza gestoscia usieciowania oraz matg zdol-
noscig zmiany konformacji, mureina jest dos¢ sztywna i wy-
trzymala na rozciaganie. Kwasy tejchojowe tworza réznego
typu struktury, wéréd ktérych najezesciej wystgpujacymi
sg fosforany polioli (glicerolu lub rybitolu) albo polime-
ry fosforanéw glikozydowanych polioli zazwyczaj podsta-
wionymi resztami glukozy i/lub D-alaniny, ktére sg kowa-
lencyjnie polaczone z mureing $ciany komérkowej przez
jednostke glikozydows [21]. Kwasy lipotejchojowe réznig
si¢ od tejchojowych tym, ze zakotwiczone s3 w membranie
cytoplazmatycznej poprzez fragment lipidowy. Obydwa ro-
dzaje kwaséw przejawiajg silny polielektrolityczny charakter
przez obecno$é silnie kwasowych grup fosforanowych [41].
Oprécz kwaséw tejchojowych i lipotejchojowych wystepuja
réwniez kwasy tejchuronowe, pozbawione reszt fosforano-
wych i sktadajace si¢ z monomeréw cukrowych potaczonych
wigzaniami glikozydowymi. Ich ujemny tadunek jest warun-
kowany obecnoscia grup karboksylowych kwasu urunowego
lub glukuronowego [21].

Egzopolisacharydy (EPS) zwiazane ze $ciang komérkows
bakterii Lactobacillus maja charakter kwasny lub neutralny.
Wyrézniamy polisacharydy potaczone ze $ciang (w sposéb
kowalencyjny lub niekowalencyjny), a takze polisachary-
dy wydzielane do srodowiska zewngtrznego [18,21]. Ze
wzgledu na ich duzg ilo§¢ na zewnetrznej powierzchni
komérki, decyduja one w znacznym stopniu o wlasciwo-
$ciach komérki. Duza ilo§é wytwarzanych polisacharydéw
pozwala takze na ich praktyczne wykorzystanie. Na przy-
ktad w przemysle spozywczym moga stuzy¢ jako srodki sta-
bilizujace, emulgujace, zelujace lub wiazace wode [41,50].

Na powierzchni $ciany komérkowej bakterii Gram-do-
datnich znajduje si¢ wiele rodzajéw bialek. Jednymi z nich
s biatka swoiscie rozpoznawane przez sortaze. Zawieraja
one motyw LPXTG (X oznacza dowolny aminokwas),
ktéry jest umiejscowiony na C-koricu czasteczki. Sortaza
(StrA) rozcina wiazanie peptydowe miedzy resztami tre-
oniny i glicyny w motywie LPXTG, a nastepnie przylacza
biatko w sposéb kowalencyjny do grup aminowych pep-
tydoglikanu w $cianie komérkowej [44]. Opisano dziesigé
biatek zaleznych od sortazy (SDP), ktére wyizolowano ze
szezepu L. salivarius UCC 118. Wsréd nich znalazty sie
homologi: trzech biatek wiazacych §luz, biatka wigzacego
kolagen, biatka powierzchniowego enterokokéw, biatka
wiazacego aglutynine §liny, homolog proteinazy, homolog
biatka wigzacego si¢ z nablonkiem jelitowym oraz dwa

biatka hipotetyczne [48].

Omawiajgc biatka §ciany komérkowej bakterii Gram-do-
datnich, nalezy réwniez zwréci¢ uwage na biatka wydzie-
lane na zewnatrz komérki. W tej grupie mozna wyréznié
bakteriocyny lub bialka dzialajace béjczo na pokrewne
organizmy. Sg to biatka niewielkich rozmiaréw rozpo-
znajace receptory powierzchniowe atakowanej komorki.
Mechanizm ich dzialania jest do$¢ zréznicowany i moze
obejmowaé wnikanie do komérki przez wytworzone pory,
niszczenie komérkowego materialu genetycznego, czy tez
hamowanie syntezy peptydoglikanu [46]. Wyréznia si¢

cztery gléwne grupy bakteriocyn: I — lantybiotyki (A i B),
II — matle, termostabilne bakteriocyny (a wéréd nich pod-
klasy, takie jak: pediocynopodobne, sec-zalezne (wydalane
za pomocy biatek sec), dwupeptydowe), III — duze, bak-
teriocyny termolabilne oraz IV — bakteriocyny, ktére do
pelnej aktywnos$ci wymagaja obecnosci w swojej strukturze
komponentu lipidowego lub weglowodanowego. Przykta-
dem bakteriocyny wysokoczasteczkowej moze by¢ helwe-
tycyna ] wytwarzana przez L. helvetius 481 oraz kaseicyna
80 wytwarzana przez L. casei B80 [5,45]. Inne szczepy
wytwarzajace bakteriocyny, to np. L. sakei wytwarzajaca
bakteriocyny ST22Ch, ST153Ch oraz ST154Ch, a takze
szezepy L. plantarum, wytwarzajace wiele typéw plantary-
cyny [45]. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze bakteriocyny
nie sg jedynymi biatkami wydzielanymi przez bakterie Lac-
tobacillus. Szezep L. rhamnosus GG wydziela kilka rodzajéw
biatek, a wsréd nich: inhibitor elastazy, hydrolaze bakteryj-
ng $ciany komérkowej oraz homologi bialek powierzch-
niowych. Szczep L. casei ATCC 334 wytwarza biatka p40
ip75, ktére prawdopodobnie biorg udzial w regulacji pro-
liferacji nabtonka oraz hamowaniu apoptozy komérkowe;
podczas infekcji pokarmowych [40].

Innym rodzajem biatek wystepujacych na powierzch-
ni komoérki sg adhezyny bakteryjne. W ciggu ostatnich
lat udato si¢ zidentyfikowa¢ wiele bialek adhezyjnych na
powierzchni bakterii z rodzaju Lactobacillus. Wsréd nich
znajduje si¢ dehydrogenaza aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego (GAPDH). Jest to enzym cytoplazmatyczny, ktéry
uczestniczy w fosforylacji oksydacyjnej aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego. Z ostatnio przeprowadzonych badan wy-
nika, ze GAPDH wystepuje na powierzchni komérek réz-
nych gatunkéw bakterii z rodzaju Lactobacillus, m.in.: L.
plantarum LA 318,423 1 299v oraz L. crispatus ST1. Jest
to niezwykta i niewytlumaczona jak dotad kwestia, gdyz
enzym ten nie ma ani N-koncowej sekwencji sygnatowej,
ani zadnych motywéw pozwalajacych na wydzielenie bial-
ka z komorki i zakotwiczenie go na powierzchni $ciany
[39,28]. Wykazano, ze GAPDH bierze udzial w adhezji do
bony sluzowej jelita [28] oraz ma zdolno$¢ rozpoznawa-
nia antygenéw grupy krwi A i B [29]. Innym przyktadem
biatka adhezyjnego jest MAPP (mucin adhesion-promo-
ting protein). Biatko o wielkosci 29 kDa zlokalizowane
na powierzchni komérek bakterii z rodzaju L. fermentum
104R, odpowiadajace za adhezje do $luzéwki jelita (pro-
sigt i $win). Prawdopodobnie MAPP jest oligomerycz-
nym biatkiem, ktére zawiera dwa lub wiecej laficuchéw
polipeptydowych czy tez podjednostek biatkowych, ktére
w sposéb niekowalencyjny wigza si¢ z powierzchnig bak-
terii [37]. Nastepnym znanym biatkiem adhezyjnym jest
czynnik elongacji Tu, wyizolowany z powierzchni L. john-
sonii NCC533. Przypuszcza sig, ze biatko Tu bierze udzial
w adherencji komérek L. johnsonii do nablonka jelitowego
oraz biatek blony $luzowej, a takze indukuje odpowiedz
immunologiczng w stanach zapalnych jelita [17]. Wérod
adhezyn biatkowych mozna wymieni¢ jeszcze o-enolaze
(Eno A1) o masie czasteczkowej 48 kDa, ktérg zlokali-
zowano na powierzchni komérek L. plantarum WCFS1.
Enolaza do tej pory znana byla jako enzym szlaku Emb-
dena-Meyerhofa-Parnasa, w ktérym katalizuje przemiane
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2-fosfoglicerynianu w fosfoenolopirogronian. Wyekspono-
wana na powierzchni komérek licznych szczepéw bakterii
Gram-dodatnich, w tym z rodzaju Lactobacillus, enolaza
wykazuje duze powinowactwo do plazminogenu (biatka
wytwarzanego przez watrobe i wydzielanego do osocza
jako nieaktywny prekursor proteazy serynowej) [42] oraz
ma zdolno$¢ wigzania fibronektyny (glikoproteiny biorace;
udzial w procesach naprawczych zniszczonych tkanek) [8].

Na powierzchni komérki obecne sg réwniez biatka o du-
zej masie czgsteczkowej. Jednym z nich jest bialko Mub
o masie 352 kDa. Przypuszcza si¢, ze Mub ma N-koricowy
peptyd sygnatowy, dzieki ktéremu biatko jest kierowane na
szlak sekrecyjny. Na jego C-koricu znajduje si¢ domnie-
many motyw kotwiczacy w $cianie (LPQTG) oraz inne
motywy taczace z blona komérkowa. Biatko Mub zawiera
dwa typy powtarzajacych si¢ motywéw aminokwasowych:
sze$¢ kopii Mub1 oraz osiem powtérzen Mub2. W jednym
z badari, za pomocg swoistych przeciwcial oraz mikroskopii
fluorescencyjnej, bialko Mub zostalo zlokalizowane na po-
wierzchni L. reuterii 1063. W pracy zasugerowano, ze bie-
rze ono udziat w adhezji komérek do §luzéwki jelita [38].

Najnowsze badania potwierdzaja réwniez obecno$¢ bia-
tek piliny u probiotycznego gatunku bakterii L. rhamno-
sus GG, ktére biorg udzial w oddziatywaniach z komérka
gospodarza. Obecnos¢ biatek piliny zostata potwierdzona
metodami immunoblotingu oraz mikroskopii elektronowe;
[43]. Biatka piliny sa najlepiej scharakteryzowane u bak-
terii Gram-ujemnych. Dopiero w ostatnich latach udalo
si¢ przeprowadzi¢ doktadng analize biatek piliny u bakterii
Gram-dodatnich. Pili u tej grupy mikroorganizméw zbu-
dowane sg z kowalencyjnie ze soba zwigzanych polimeréw
(powtarzajacych sie domen immunoglobulinopodobnych),
do ktérych podjednostki pilinowe przylaczone sa za po-
mocg wigzati izopeptydowych [24].

Najbardziej zewngtrzng warstwg u wigkszosci szczepéw
bakterii Lactobacillus jest krystaliczna, dwuwymiarowa
warstwa S (S-layer) (ryc.2). Struktura ta zbudowana jest
gléwnie z biatek, wéréd ktérych czes¢ stanowia glikopro-
teiny. Masy czasteczkowe bialek warstwy S mieszcza si¢
w granicach 25-71 kDa, podczas gdy u innych rodzajéw
bakterii i Archea mogg osiaga¢ masa do 200 kDa [9]. Bial-
ka warstwy powierzchniowej stanowia 10-15% ogdlne;
zawartosci biatek w koméree [9,26,41]. Cechg charakte-
rystyczna bialek warstwy powierzchniowej Lactobacillus
jest ich wysoki punkt izoelektryczny (pl), ktéry wynosi
9,35-10,40 i nadaje im charakter silnie zasadowy, podczas
gdy u innych mikroorganizméw maja one charakter stabo
kwasny [9,32, 41]. Potwierdzono istnienie dwéch genéw
kodujacych biatka warstwy S: Sip4 oraz S/aB [9]. Obecnos¢
warstwy S potwierdzono u szczepéw: L. helvetius, L. brevis,
L. acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum, L.
gasseri, L. johnsonii [26, 9]. Niedawno, w celu okreslenia
struktury drugorzedowej bialek warstwy powierzchnio-
wej wykorzystano metody spektroskopii FTIR. Zaleta tej
metody jest to, ze mozna podda¢ analizie biatka w réznym
stanie skupienia, np. w postaci krystalicznej lub rozpusz-
czonej. Ponadto moga by¢ one umieszczone na réznych

powierzchniach, m.in.: na polimerach, metalach czy pod-
tozach bioceramicznych [34].

Wedtug zebranych informacji, biatka powierzchniowe maja
dwa strukturalne i funkcjonalne regiony. Jeden z nich od-
powiada za przymocowanie bialka do $ciany komérkowej,
drugi natomiast za utrzymanie struktury biatka na po-
wierzchni. U wielu bakterii Gram-dodatnich biatka po-
wierzchniowe zawieraja na N-koncu motyw SLH, od-
powiedzialny za kotwiczenie podjednostek biatkowych
w $cianie komérkowej. Motyw SLH nie znajduje si¢ wy-
facznie u bakterii Gram-dodatnich, mozna go znalez¢
réwniez u wielu przedstawicieli bakterii Gram-ujemnych,
Archea, u organizméw eukariotycznych, a nawet wiruséw
[21]. W przypadku bialek powierzchniowych niemajacych
motywu SLH, przypuszcza si¢, ze wigzanie biatka ze Sciang
komérkows zachodzi migdzy resztami zasadowych amino-
kwaséw biatka a ujemnie natadowanymi weglowodanami
$ciany komérkowej [21].

Ze szczepdw L. johnsonii oraz L. gasserii wyizolowano
biatka, ktére stanowia czynniki wspomagajace agregacie
(APF). Ich wielkos¢ wahata si¢ miedzy 30-40 kDa [49].
Z kolei u L. reuteri JCM1081 scharakteryzowano biatko
powierzchniowe o masie czgsteczkowej 29 kDa. Biatko
to mialo zdolno$¢ wigzania do sktadnikéw sluzu jelito-
wego [47].

ZDOLNOSC WIAZANIA JONOW METALI
PRZEZ BIALKA WARSTWY S

Zywnosé oraz woda sa gtéwnymi zrédlami potencjalnego
zakazenia metalami, takimi, ktére sg toksyczne dla cztowie-
ka.Ich polaczenia nieulegajace rozkladowi maja tendencje
do gromadzenia si¢ w organizmie, co moze powodowacd
powazne skutki zdrowotne. Jedng z metod usuwania me-
tali ze srodowiska jest bioremediacja, czyli wykorzystanie
czynnikéw biologicznych do usuwania lub neutralizacji
zanieczyszczen. Wykorzystanie inaktywowanych mikroor-
ganizmé6w jako biosorbentéw do usuwania cigzkich metali
z wody wydaje si¢ metoda efektywna oraz ekonomicznie
oplacalng. Wykorzystuje si¢ rézne gatunki bakterii kwasu
mlekowego do usuwania kadmu oraz ofowiu. W celu zrozu-
mienia mechanizmu biosorpcji oraz przypisanie jej odpo-
wiedniej strukturze komérkowej, rozpoczeto badania nad
oddzialywaniami miedzy strukturami powierzchniowymi
komérki z metalami. Wsréd biatek nadajacych zdolnosci
wigzania metali, bialka powierzchniowe jako jedyne maja
wiele miejsc swoistego ich wigzania, dzigki czemu moga
absorbowa¢ kilka metali jednoczesnie. W jednej publikacji
opisano za pomoca spektroskopii FTIR analize oddzialy-
wania miedzy biatkami powierzchniowymi wyizolowany-
mi z dwéch szezepéw: agregujacego L. kefir CIDCA 8348
i nieagregujacego L. kefir JCM 5818 z jonami kadmu, cyn-
ku, ofowiu i niklu. Przeprowadzono réwniez analize wply-
wu powyzszych interakeji na zmiany struktury drugorze-
dowej biatek warstwy S. Wykonane analizy pozwolily na
stwierdzenie, ze metale wiaza si¢ do grup karboksylowych
reszt kwasu asparaginowego oraz glutaminowego wcho-
dzacych w skiad bialek powierzchniowych. Badania wy-
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Blona
komdrkowa

Ryc. 2. Przekrdj przez Sciane i btone komérkowa bakterii rodzaju Lactobacillus. LTA — kwasy lipotejchojowe, WTA — kwasy tejchowe (lipo-, wall-teichoic acids), EPS —
egzopolisacharydy (exopolysaccharides), SDP — biatka sortazozalezne (sortase-dependent proteins) [30]

kazaly réwniez, ze szczep agregujacy mial mniejsza zdol-
no$¢ wigzania metali, niz szczep nieagregujacy, u ktérego
liczba miejsc wiazania mniejszych jonéw (niklu i cynku)
byta wigksza. Ponadto zauwazono, ze oddziatywanie bak-
terii z metalami wywoluje zmiany w strukturze drugo-
rzgdowej bialek, a zwlaszeza zwigkszenie liczby struktur
B-harmonijki i zmniejszenie o-helis, zwlaszcza przy od-
dziatywaniu z duzymi jonami metali. Zmiany te prowadzg
do zwigkszenia sztywnosci, sily oraz wydajnosci rozprasza-
nia energii podczas odksztalcania komdérki [13,36].

WpLYw WARUNKOW STRESOWYCH
NA EKSPRESJE BIALEK POWIERZCHNIOWYCH

Opréez funkeji adhezyjnych, biatka powierzchniowe bakte-
rii z rodzaju Lactobacillus pelnig takze funkcje stabilizujaca
ksztalt komérki oraz chronia przed wrogimi dla komérki
mikroorganizmami, a takze czynnikami $rodowiskowy-
mi [1,11,26,53]. Ochronng funkej¢ biatek powierzchnio-
wych wykazano poprzez wplyw zmian w ich strukturze
drugorzedowej na wlasciwosci jakie wykazuja w stanie
natywnym. W jednej z prac opisano badania dotyczace
wplywu podwyzszonej temperatury na strukture bialek
powierzchniowych. Analiz¢ przeprowadzono za pomo-
ca metod FTIR na biatkach wyizolowanych z wybranych
szczepow L. kefir oraz L. brevis. Wykazano, ze obecnos¢
struktury [3-harmonijki, zwicksza zdolno§¢ agregowania,
natomiast obecnos$¢ a-helisy nie ma szczegdélnego zna-
czenia w mechanizmie agregacji u szczepéw bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus. Ponadto wigksza zawarto§¢ struktury
B-harmonijki i jednocze$nie niewielka a-helisy, wplywala
na wzrost odpornosci na wysoka temperature [34]. Wplyw

warunkéw stresowych, takich jak wysoka temperatura, ni-
skie pH, enzymy trawienne na synteze bialek powierzch-
niowych zostal opisany w 2012 roku przez Khaleghiego
oraz Kermanshahiego [26]. Jest to bardzo istotna kwe-
stia, gdyz szczepy Lactobacillus stosowane jako probioty-
ki musza by¢ zdolne do przezycia i wzrostu w trudnych
warunkach srodowiskowych w przewodzie pokarmowym
(zmiany kwasowosci), czy tez oporne na wszelkie czynniki
zewngtrzne podczas przetwarzania w cyklu technologicz-
nym (zmiany temperatury, osmotyczne czy stres oksyda-
cyjny). Sok zotadkowy zawiera kwas solny, ktéry tworzy
ekstremalnie niskie pH. Na czczo w zoladku pH wynosi
1,5,a podczas spozywania positkéw moze wzrosngé do 3,0-
5,0. W jelicie pH jest wyzsze niz w zoladku, ale w dalszym
ciggu mikroflora probiotyczna musi by¢ niewrazliwa na soki
trzustkowe oraz z61¢. Ponadto innymi czynnikami majacy-
mi wplyw na przezycie i wzrost mikroflory sa: stale rege-
nerujacy sie nablonek, przeciwciala, ruchy perystaltyczne
jelit zwigzane z przeplywem treéci oraz lepka warstwa $luzu
[26]. Udowodniono, ze niektére czynniki, takie jak: kwasy
lipotejchojowe, hydrofobowos¢ powierzchni, zdolnosé do
agregacji czy tez obecnos¢ biatek powierzchniowych (S-
-layer protein), zwi¢kszajg site oddzialywania z komérkami
gospodarza [2,26]. Pojawity si¢ dowody na to, ze wytwarza-
nie biatek powierzchniowych zalezy od sktadu medium ho-
dowlanego. W jednej z prac analizowano wplyw zmian pH
oraz temperatury na wytwarzanie bialek powierzchniowych
przez szezep L. acidophilus ATCC 4356. Badania wykazaly,
ze biatka byly wytwarzane w warunkach niekorzystnych dla
wzrostu bakterii (temperatura, pH), co moze wskazywa¢
na ich wtasciwosci ochronne [26]. Z kolei inne badania
w podobnych zakresach temperaturowych, wskazuja na
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taka samg ilo$¢ bialek powierzchniowych syntetyzowanych
w ciagu wszystkich faz zycia komorki [11]. Prowadzono
takze badania nad wplywem réznych enzyméw na wraz-
liwos¢ biatek z L. acidophilus M92. Wykazano, ze warstwa
powierzchniowa jest wrazliwa na dzialanie proteinazy K,
ale nie wplywa na nia pankreatyna oraz pepsyna, ktére sa
skfadnikami soku zoladkowego. Potwierdzono réwniez role
bialek warstwy S w mechanizmie adhezji do komérek na-
btonka [11]. Wykazano odnawialno$¢ warstwy S po jej usu-
nieciu i umieszcezeniu komérek w §wiezej pozywee MRS.
Natomiast nie zaobserwowano wzrostu bakterii Lactoba-
cillus acidophilus M92 w temperaturze 50°C po usunigciu
warstwy powierzchniowej, podczas gdy przy jej obecnosci
szczep rozwijal si¢ w tej temperaturze. Wykazano réwniez,
ze maja one wlasciwosci m.in. ochronne tylko wtedy, gdy
znajduja si¢ na koméree (in situ). Moze si¢ to wigzaé ze
zmiang konformacji bialek podczas procesu izolacji. Przy-
ktadowo, wyizolowane biatka wykazywaly wrazliwos¢ na
trypsyne, podczas gdy byly one na nig odporne, gdy znaj-
dowaly si¢ na powierzchni komérki [11]. W kolejnych
badaniach dotyczacych warunkéw wplywajacych na funk-
cjonowanie bialek powierzchniowych wykorzystano kilka
szczepéw L. kefir, gdzie sprawdzano zdolno$¢ do antagoni-
zowania toksyn z Clostridium difficile [7]. Przeprowadzono
wiele reakeji, podczas ktérych sprawdzano wplyw wyso-
kich temperatur, inhibitoréw biatkowych oraz swoistych
przeciwcial powierzchniowych na wydajnos¢ hamowania
negatywnych skutkéw dziatalnoéci toksyn na komérki na-
blonka jelitowego przez biatka powierzchniowe bakterii
z rodzaju L. kefir. Wykazano, ze jedynie swoiste przeciw-
ciata hamowaly wlasciwosci bialek warstwy S, podczas gdy
zaréwno wysoka temperatura jak i inhibitory bialkowe nie
mialy wiekszego wplywu, co stanowi kolejne potwierdzenie
tego, ze temperatura nie wplywa znaczaco na blokowanie
aktywnosci biatek powierzchniowych [7,11,14].

ODDZIALYWANIA BIALEK POWIERZCHNIOWYCH
Z MIKROFLORA PATOGENNA

Jedng z wazniejszych wlasciwosci jakie maja bakterie pro-
biotyczne jest obnizanie zdolnosci adhezyjnych, inwazyjnych
mikroflory patogennej oraz zmniejszanie aktywnosci toksyn.
Podczas wielu badari udowodniono, ze to biatka warstwy
S sa odpowiedzialne za t¢ wlasciwos¢. W jednej publika-
¢ji wykazano wplyw bakterii wyizolowanych z kefiru — L.
kefir CIDCA 8321, na komoérki Salmonella enetritidis [14].
Bakterie L. kefir hamowaly inwazj¢ patogenu Salmonella na
lini¢ komérkowa Caco-2. Zdolnos¢ ta pojawiata si¢ tylko
po wezesniejszej preinkubacji obydwu mikroorganizméw,
podczas ktérej szczep Lactobacillus agregowal z komoérkami
patogenu przez co hamowal jego atak na komérki Caco-2.
Dla poréwnania przeprowadzono inkubacj¢ komérek Sa/-
monella z Lactobacillus kefir 83113, kt6ry nie ma zdolnosci
agregujacych i nie zahamowat dziatalnosci patogenu. Wyni-
ki jednoznacznie nasuwajg wniosek, ze agregacja z patoge-
nem ma szczegdlne znaczenie podczas ochrony komérkowej,
przez maskowanie, czy tez blokowanie powierzchni komé-
rek patogennych. Wspomniane wyniki sugeruja rozpocze-
cie badani w kierunku rozwoju produktéw probiotycznych
przeciwdzialajacych zakazeniom wywoltanym przez szczepy

Salmonella u ludzi i zwierzat [14,16]. W innych badaniach
analizowano oddzialywanie bialek powierzchniowych wy-
izolowanych z réznych szczepéw bakterii z gatunku Lacto-
bacillus kefir z toksynami bakteryjnymi Clostridium difficile
TedA oraz TedB, ktére wywotuja zmiany w cytoszkielecie
atakowanej komérki. W kilku przypadkach zaobserwowano
oddzialywanie miedzy biatkami powierzchniowymi wyizo-
lowanymi z bakterii Lactobacillus a oczyszczonymi toksyna-
mi oraz znaczne obnizenie aktywnosci toksyn [7]. Podobne
wyniki otrzymano dla szczepéw z gatunkéw Lactobacillus
gasser, L. plantarum oraz L. acidophilus, ktére mialy zdolnos¢
hamowania in vitro adhezji komérek Escherichia coli oraz
Salmonella Typhimurium do komérek nabtonka jelitowego
[4,6,10,32]. Badano réwniez wplyw Lactobacillus na adhezjg
do komérek nablonka jelitowego bakterii z rodzaju Shigella—
patogenu, ktéry jest jednym z gtéwnych czynnikéw choréb
przewodu pokarmowego. Wykazano, ze wyizolowane z tra-
dycyjnej, fermentowanej, chiniskiej zywnosci, szczepy L. pa-
racasei subp. paracasei M5-L, L. rhamnosus J10-L oraz L. casei
Q8-L i ich biatka powierzchniowe w znacznym stopniu ha-
mowaly adhezj¢ Shigella sonnei do komérek HT29 [16,53].

Najnowsze doniesienia opisujg biatka powierzchniowe jako
srodek zapobiegawczy przed infekcja JUNV (wirus Junin).
W doswiadczeniach wykorzystano biatka warstwy S wy-
izolowane ze szczepu L. acidophilus ATCC 4353 (majacy
status GRAS), komorki linii 3T3 ekspresjonujace receptor
DC-SIGN lub jego homolog L-SIGN oraz komérki linii
Vero do badan in vitro. Arenawirus JUNV jest czynnikiem
etiologicznym argentyriskiej goraczki krwotocznej, choroby,
ktéra wywoluje powiktania neurologiczne oraz krwotoczne.
Atakuje on komérki zawierajace biatko receptorowe (DC-
-SIGN) rozpoznajace glikany mannozy i fruktozy znajdu-
jace si¢ na powierzchni mikroorganizméw oraz wirus6w.
Badano réwniez homolog DC-SIGN, receptor L-SIGN,
o podobnych funkcjach oraz zblizonej sekwencji amino-
kwasowej. Wyniki wykazaly, ze biatka powierzchniowe z L.
acidophilus ATCC 4353 powodowaty redukeje infekeji przez
JUNV na komérkach z receptorem DC-SIGN. Nie zaob-
serwowano inhibicji na komérkach majacych receptor L-
-SIGN. Przeprowadzono réwniez eksperyment, w ktérym
biatka powierzchniowe Lactobacillus byly dodane po zain-
fekowaniu komérek. Nie zaobserwowano zahamowania, co
moze $wiadezy¢ o tym, ze biatka warstwy S biorg udzial we
wezesnym stadium replikacji wirusa. Zauwazono réwniez,
iz wraz ze wzrostem koncentracji biatek powierzchniowych,
maleje poziom infekgji wirusem Junin [15, 32].

W innych doniesieniach literaturowych wykazano wplyw
rozpuszczalnych biatek powierzchniowych L. rbamno-
sus p75 oraz p40 na wzrost komérek nablonkowych jeli-
ta. W chorobie zapalnej jelit (IBD — inflammatory bowel
disease) dochodzi do zaburzenia integralnosci komorek
nablonka poprzez infiltracje komdérek lub ich apoptoze.
W eksperymentach wykorzystano szczep Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG), ktéry jest najlepiej przeanalizo-
wanym szczepem pod katem IBD. Wykazano, ze LGG
zapobiega apoptozie indukowanej przez cytokiny w ludz-
kich i mysich nablonkach jelitowych przez aktywacje kina-
zy Akt i inhibicje MAPK (p38 mitogen-activated protein
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kinase). Wyizolowano dwa biatka z L. rhamnosus GG - p75
i p40 i wykazano, ze powodowaly one inhibicj¢ apoptozy
i wspomagaly wzrost komdérek nabtonka, aktywowaly ki-
naz¢ Akt oraz redukowaly aktywnos¢ czynnika martwicy
nowotworowej (TNF) [51].

Zgromadzona dotychczas wiedza na temat wlasciwosci biatek
warstwy powierzchniowej, to pierwszy krok w kierunku wy-
korzystania ich w celach terapeutycznych oraz zapobiegania
infekeji przewodu pokarmowego. Wiasciwosci immunomo-
dulacyjne, adhezyjne oraz hamujace aktywnos¢ mikroflory

PismiennicTwo

patogenicznej moga by¢ wykorzystane do stworzenia doust-
nych szczepionek. Ponadto biatka powierzchniowe mogg by¢
wykorzystane nie tylko w mikrobiologii lekarskiej, ale réwniez
w dziedzinach biotechnologicznych oraz w ochronie §rodo-
wiska, np. poprzez zwigkszenie wydajnosci usuwania metali
ciezkich z wody. Dzigki temu uda si¢ zmniejszy¢ prawdopo-
dobienistwo zakazenia metalami oraz zwigkszg si¢ mozliwosci
leczenia i zapobiegania infekcjom uktadu pokarmowego. Jest
to niezwykle istotne, gdyz nieleczone zapalenia jelitowe moga
prowadzi¢ do zmian onkologicznych, a w konsekwencji nawet
do $mierci cztowieka.
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