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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Pecherzyki zewnatrzkomérkowe tworzg heterogenng grupe nanoczastek, uwalnianych
zaréwno przez komérki prokariotyczne, jak i eukariotyczne, ktére petnia zréznicowane funk-
cje biologiczne i uczestnicza w komunikacji miedzykomérkowej. Bakteryjne pecherzyki ze-
wnatrzkomdrkowe zbudowane sg z: lipidéw, biatek i kwaséw nukleinowych. Istnieje wiele hi-
potez powstawania pecherzykéw zewnatrzkomédrkowych, jednak ich mechanizmy biogenezy
pozostajg nadal niewyjasnione. Wewnatrz pecherzykéw moga by¢ zawarte trudno rozpusz-
czalne metabolity lub czasteczki sygnatowe, DNA oraz RNA. Pecherzyki zewnatrzkomérkowe
pelnia funkcje ochronne, moga eliminowa¢ inne komérki bakteryjne, biora réwniez udziat
w horyzontalnym transferze genéw. Enzymy zawarte w pecherzykach utatwiaja drobnoustro-
jom pozyskiwanie substancji odzywczych i zasiedlanie réznych nisz ekologicznych. Czasteczki
sygnatowe przenoszone w pecherzykach umozliwiaja tworzenie biofilmu. Drobnoustroje
patogenne w wydzielanych pecherzykach zewnatrzkomérkowych przenosza czynniki wi-
rulencji, w tym toksyny, do komérek gospodarza. Poprzez pecherzyki bakterie moga tez
modulowaé odpowiedz odporno$ciows. Pecherzyki zewnatrzkomérkowe sg obiecujacymi
kandydatami do projektowania szczepionek, mogg by¢ takze stosowane jako nosniki lekéw.
W artykule omdéwiono obecny stan wiedzy dotyczacy biogenezy, sktadu, metod otrzymywa-
nia, fizjologicznych funkcji oraz potencjalnych zastosowar pecherzykéw zewnatrzkomérko-
wych wydzielanych przez komérki organizméw prokariotycznych.

pecherzyki zewnatrzkomérkowe, pecherzyki btonowe, oddziatywania miedzy komérkami bakterii, interakcje
gospodarz-mikroorganizm, izolacja pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, biogeneza pecherzykow zewnatrz-
komorkowych, lipidomika, proteomika, genomika

Summary:

Extracellular vesicles constitute a heterogeneous group of nanoparticles, released by both prokar-
yotic and eukaryotic cells, which perform various biological functions and participate in cell-cell
communication. Bacterial extracellular vesicles are made of lipids, proteins and nucleic acids.
There are a number of hypotheses for the formation of extracellular vesicles, but the mechanisms
of biogenesis of these structures remain unclear. Hardly soluble metabolites or signaling mol-
ecules, DNA and RNA are vesicles cargo. Extracellular vesicles have a protective function, they can
eliminate other bacterial cells and participate in horizontal gene transfer. The enzymes contained
inside the vesicles facilitate the acquisition of nutrients and help colonize various ecological nich-
es. Signal molecules carried in the vesicles enable biofilm formation. In the secreted extracellular
vesicles pathogenic microorganisms carry virulence factors, including toxins, into the host cells.
Via vesicles, bacteria can also modulate the host immune system. Bacterial extracellular vesicles
are promising vaccine candidates and can be used as drug carriers. The review discusses the cur-
rent knowledge concerning biogenesis, composition, preparation methods, physiological func-
tions and potential applications of extracellular vesicles secreted by prokaryotic cells.
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Wykaz skrétow: AFM - mikroskopia sit atomowych (Atomic Force Microscopy), BCA - test kwasu bicinchoninowego

WSTEP

(Bicinchoninic Acid Assay), BMV - bakteryjne pecherzyki zewnatrzkomérkowe (Bacterial Membrane
Vesicles), Cryo-EM — mikroskopia krioelektronowa (Cryogenic Electron Microscopy), ELISA - test
immunoenzymatyczny (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), ESI-MS - spektrometria mas
z jonizacja typu elektrosprej (Electrospray lonization Mass Spectrometry), EVs — pecherzyki zewna-
trzkomodrkowe (Extracellular Vesicles), HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (High-
-Performance Liquid Chromatography), LPS - lipopolisacharyd (Lipopolysaccharide), MALDI-TOF
MS - spektrometria mas z wykorzystaniem jonizacji prébki poprzez desorpcje laserem z matrycy
z detekcjg czasu przelotu jondw (Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation — Time of Flight
Mass Spectrometry), MVs - pecherzyki blonowe (Membrane Vesicles), NGS - sekwencjonowa-
nie nastepnej generacji (Next-Generation Sequencing), OMVs — pecherzyki zewnatrzbtonowe
(Outer Membrane Vesicles), OIMVs - pecherzyki btony zewnetrznej i wewnetrznej (Outer-Inner
Membrane Vesicles), Real-time PCR - reakcja taricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
(Real-time Polymerase Chain Reaction), SDS PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych w obecnosci SDS (Polyacrylamide Gel Electrophoresis), SEM — skanin-
gowa mikroskopia elektronowa (Scanning Electron Microscopy), TEM - transmisyjna mikroskopia
elektronowa (Transmission Electron Microscopy), TLC - chromatografia cienkowarstwowa — (Thin
Layer Chromatography), UHPLC - ultra-wysokosprawna chromatografia cieczowa (Ultra High-
-Performance Liquid Chromatography).

Pecherzyki zewnatrzkomdrkowe (EVs - Extracellular Vesic-
les) tworza heterogenng grupe nanoczastek, uwalnianych
zaréwno przez komdrki prokariotyczne, jak i eukariotyczne,
petnigcych zréznicowane funkeje biologiczne. Pecherzyki te
majg ksztalt kulisty, natomiast ich $rednica wynosi 30-5000
nm [107]. Pecherzyki otoczone sg dwuwarstwg lipidowa,
ktéra moze zawieraé elementy strukturalne wlasciwe dla
blon komérek stanowigcych Zrédto ich pochodzenia, w przy-
padku bakteryjnych EV: blony zewnetrznej bakterii Gram-
-ujemnych (fosfolipidy, biatka blonowe, lipopolisacharyd),
czy blony komérkowej bakterii Gram-dodatnich. Oprécz
lipidéw i biatek, we wnetrzu pecherzykéw zewnatrzkomdr-
kowych mogg sie tez znajdowad kwasy nukleinowe lub meta-
bolity (ryc. 1).

Pecherzyki zewnatrzkomdrkowe moga by¢ klasyfiko-
wane w zalezno$ci od réznych cech, takich jak: wymiary,
petnione funkcje, mechanizm biosyntezy, rodzaj komé-
rek, z ktérych sa uwalniane czy tadunku, ktéry przenosza.
Wirdd eukariotycznych pecherzykéw zewnatrzkomérko-
wych wyrézni¢ mozna trzy grupy pecherzykéw: egzosomy,
mikropecherzyki oraz cialka apoptotyczne [31]. Egzosomy
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Ryc. 1. Budowa bakteryjnych pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych

powstaja wewngtrzkomdrkowo w procesie endocytozy,
tworzac tzw. ciatka wielopecherzykowate (MVBs - Multi-
vesicular Bodies), ktére nastepnie sg uwalniane z komérki
w procesie egzocytozy. Mikropecherzyki maja wieksza $red-
nice od egzosoméw i sg uwalniane do przestrzeni pozako-
mérkowej przez paczkowanie, czyli tworzenie sie uwypukleri
blony komdérkowej. Ciatka apoptotyczne, bedace rozmiarowo
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najwiekszymi sposrdd pecherzykéw zewnatrzkomér-
kowych, powstaja w wyniku apoptozy komdérki i zawie-
raja pozostatosci sktadnikéw komérek, np. cytozolu,
zdegradowanych biatek, fragmentéw DNA oraz organelli
komérkowych.

U organizmdéw prokariotycznych wystepujg jedynie mikro-
pecherzyki, o $rednicach 20-250 nm [15], jednak istnieje
kilka typdéw tych struktur. Najbardziej znanymi sg peche-
rzyki powstajgce przez uwypuklenie blony zewnetrznej tzw.
OMV (OMV - Outer Membrane Vesicles). U bakterii Gram-
-ujemnych, oprécz OMV, wystepuja takze pecherzyki oto-
czone dwuwarstwowa btong zawierajace zaréwno btone
zewnetrzng, jak i cytoplazmatyczng tzw. ,,pecherzyki blony
zewnetrznej i wewnetrznej” (OIMV - Outer-Inner Mem-
brane Vesicles). Pecherzyki blonowe bakterii Gram-dodat-
nich majg inny sktad niz bakterii Gram-ujemnych. Ponadto
bakteryjne pecherzyki zewngtrzkomérkowe moga by¢ zwia-
zane z dhugimi wtéknistymi strukturami taczacymi komérki,
znanymi jako nanopody i nanorurki, okreslane jako struk-
tury TSMS (tube-shaped membranous structures). Struk-
tury te wystepuja na powierzchni komérek zaréwno bakterii
Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich, tworzg potaczenia
miedzy komérkami, ktére umozliwiaja wymiane réznych
sktadnikéw komdrkowych i utatwiajg komunikacje miedzy
komérkami [109].

Zdolno$¢ do wytwarzania pecherzykéw zewnatrzkomérko-
wych jest charakterystyczna dla wszystkich przedstawicieli
$wiata zywego: bakterii, archeonéw i komérek eukariotycz-
nych. Skoro jest ,,ewolucyjnie konserwowana” musi by¢
wazna zaréwno dla pojedynczych komdrek, jak i w oddzia-
tywaniach miedzy réznymi komérkami.

Nalezy podkreslié, ze w opisach dotyczacych badati nad
pecherzykami zewnatrzkomdrkowymi, wystepuja nie-
spéjno$ci w nazewnictwie, ktére moga wprowadzaé
chaos i utrudnia¢ doktadne poznanie problemu. Okre$le-
nie ,,pecherzyki zewngtrzkomérkowe” jest bardzo szero-
kie i dotyczy¢ moze zaréwno pecherzykéw uwalnianych
przez organizmy prokariotyczne, jak i eukariotyczne. Ze
wzgledu na budowe i fizjologie komédrek bakteryjnych Zré-
dtem pochodzenia pecherzykéw zewnatrzkomérkowych,
inaczej mikropecherzykéw (MV - Microvesicles), sa blony
komérkowe. Uzywane sa rozréznienia mikropecherzykéw
- pecherzyki zewnatrzbtonowe (OMV - Outer Membrane
Vesicles) w przypadku bakterii Gram-ujemnych, wytwarza-
jacych pecherzyki z blony zewnetrznej lub wspomniane juz
pecherzyki blony zewnetrznej i wewnetrznej OIMV, nato-
miast pecherzyki wytwarzane przez bakterie Gram-dodat-
nie nazywa sie pecherzykami blonowymi (MV - Membrane
Vesicles) lub cytoplazmatycznymi (CMV - Cytoplasmic
Membrane Vesicles). Poza tym stosowane sg nazwy: BMV
(Bacterial Membrane Vesicles) dla odréznienia od OMV
lub inne.

W dalszej cze$ci pracy omdwiono: historie odkrycia, bioge-
nezy, sktad, metody otrzymywania, funkcje oraz przykta-
dowe zastosowania pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych
wydzielanych przez komérki organizméw prokariotycznych.

HISTORIA ODKRYCIA BAKTERYJNYCH PECHERZYKOW
ZEWNATRZKOMORKOWYCH

Pierwsze doniesienia o bakteryjnych pecherzykach zewng-
trzkomérkowych siegaja lat sze$édziesigtych ubieglego
stulecia, kiedy to po raz pierwszy zaobserwowano nie-
wielkie, sferyczne czastki otaczajace komérki Escherichia
coli, z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego [54].
W 1966 r. w wyniku ekstrakcji w uktadzie fenol-woda
wyizolowano pecherzyki zewnatrzbtonowe pochodzace
od Veillonella parvula, ktére charakteryzowaly sie zréz-
nicowang wielko$cia i mialy podobng budowe do btony
zewnetrznej V. parvula [73]. Zaobserwowano réwniez uwal-
nianie pecherzykéw zewngtrzbtonowych w fazie logaryt-
micznego wzrostu Vibrio cholerae sugerujac, ze przyczyna
ich wydzielania jest eksport toksyn bakteryjnych do $ro-
dowiska zewngtrzkomérkowego [16]. Badania wykazaly, ze
w $wietle pecherzykéw wytwarzanych przez bakterie
Gram-ujemne obecne s biatka, lipidy i lipopolisacharydy
wywodzace sie z macierzystych komérek bakteryjnych.
Inne badania wykazaly wzmozone uwalnianie pecherzy-
kéw w wyniku stresu komérkowego [96].

Diugo uwazano, ze bakterie Gram-dodatnie ze wzgledu
na grubg warstwe peptydoglikanu i brak blony zewnetrz-
nej nie wytwarzaja pecherzykéw zewnatrzkomérkowych.
Pierwsza praca dokumentujgca istnienie pecherzykdéw
u Staphylococcus aureus powstata w 1990 r., natomiast opisa-
nie ich sktadu biatkowego nastapito w 2009 r. [62]. Od tego
czasu, badania prowadzone nad innymi przedstawicie-
lami bakterii Gram-dodatnich, wykazaty istnienie peche-
rzykéw u wielu gatunkdéw, m.in. Bacillus subtilis, B. anthracis
[92], Streptomyces coelicolor [100] Clostridium perfringens [44]
i Streptococcus pneumoniae [76].

Obecnie wraz z rozwojem metod analitycznych oraz tech-
nik biologii molekularnej i mikroskopii elektronowej,
wykazano obecno$¢ pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
u wielu gatunkdéw bakterii. Ich znaczenie w funkcjonowa-
niu mikroorganizméw w réznych warunkach wzbudza
ogromne zainteresowanie, szczegélnie ich mozliwych apli-
kagji klinicznych.

BIOGENEZA BAKTERYJNYCH PECHERZYKOW
ZEWNATRZKOMORKOWYCH

Pecherzyki zewnatrzkomérkowe réznig sie strukturg
i sktadem, a niektére z tych réznic mozna wyjasnic réznymi
mechanizmami biogenezy.

Bakterie Gram-ujemne

Uwaza sie, ze drobnoustroje Gram-ujemne uwalniajg
pecherzyki zewnatrzblonowe w wyniku paczkowania
z otaczajacej ich komdrki btony zewnetrznej. Juz w pierw-
szych badaniach wykazano, ze zawarto$¢ lipidéw, profil
biatkowy, a takze swoista aktywno$¢ niektérych enzyméw
w pecherzykach btonowych pochodzacych z E. colijest zbli-
zona do tych, ktére znajdujg sie w blonie zewnetrznej tych
bakterii. W pecherzykach zewnatrzbtonowych wykryto
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mniejszg liczbe biatek, w tym lipoprotein, niz w zewnetrznej
btonie komdrkowej, co pozwolito wnioskowad, ze peche-
rzyki te moga pochodzié¢ z jej specyficznego regionu
[39]. Biatko OmpA (OmpA - Outer membrane pro-
tein A) jest transblonowym biatkiem wchodzacym
w sktad btony zewnetrznej bakterii Gram-ujem-
nych, N-koniec tego biatka znajduje sie na zewnatrz
komorki, podczas gdy C-koniec taczy sie z peptydogli-
kanem. Uwaza sie, ze OmpA jest zakotwiczone w pep-
tydoglikanie poprzez niekowalencyjne oddzialywanie
z kwasem diaminopimelinowym, ktéry sieciuje dwa
sasiednie peptydy z peptydoglikanem bakterii Gram-
-ujemnych [81, 103]. Wykazano, ze brak biatka OmpA
prowadzi do nasilania uwalniania pecherzykéw zewna-
trzblonowych u réznych gatunkéw drobnoustrojéw.
Na podstawie tych obserwacji zaproponowano schemat
biogenezy pecherzykdw, ktéry zaktada, ze w wyniku defi-
cytu niektdrych biatek zwiazanych z ostong komérkows,
takich jak lipoproteiny czy OmpA, w okre$lonym miej-
scu w blonie zewnetrznej dochodzi do ostabienia wig-
zania pomiedzy peptydoglikanem a btong zewnetrzna.
W efekcie, w blonie zewnetrznej powstaje uwypuklenie
i w konsekwencji dochodzi do wytworzenia pecherzyka
zewngtrzkomérkowego [75]. Obecnie uwzglednia sie kilka
prawdopodobnych mechanizméw biogenezy pecherzy-
kéw zewngtrzkomdrkowych. Pierwszy z nich zaktada
zerwanie badZ przegrupowanie kowalencyjnych wig-
zati pomiedzy molekutami btony zewnetrznej, a lezaca
ponizej warstwa peptydoglikanu, co powoduje uwypu-
klenie btony zewnetrznej i generowanie pecherzyka
[56, 58]. Wedtug innej hipotezy, akumulacja fragmen-
téw peptydoglikanu oraz nieprawidtowosci w pofatdo-
waniu biatek, przyczyniaja sie do generowania wyzszego
ci$énienia w przestrzeni peryplazmatycznej, co powo-
duje powstanie wybrzuszenia w blonie zewnetrznej [38].
Odmienny model biogenezy pecherzykéw bakterii Gram-
-ujemnych zaktada represje lub wyciszenie genéw VacJ/
Yrb zwigzanych z transportem i gromadzeniem fosfolipi-
déw w zewnetrznej warstwie btony zewnatrzkomérkowe;j.
Dochodzi do jej asymetrycznego rozszerzenia, a nastepnie
uwypuklenia i powstania pecherzyka zewnatrzbtonowego
[2,95]. U bakterii zawierajacych wi¢ komdérkowa ostoniet
blona zewnetrzna, np. Alivibrio fisherii istnieje mechanizm
wytwarzania pecherzykéw w wyniku rotacji wici [109].

W 2013 r. po raz pierwszy wykazano, ze wyizolowane
z Antarktyki bakterie Shewanella vesiculosa, wytwa-
rzaja dwa rodzaje pecherzykéw zewnatrzkomdr-
kowych: tradycyjne OMV i pecherzyki zbudowane
z podwdjnej btony lipidowej: zawierajgce zaréwno btone
zewnetrzna, jak i cytoplazmatyczng, nazwane OIMV
[82]. Autorzy oszacowali, ze OIMV stanowig jedynie 0,1%
wydzielanych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych.
W pdzniejszych badaniach OIMV wykryto tez u innych
bakterii Gram-ujemnych, u Pseudoalteromonas marina
i te nanostruktury stanowity prawie potowe wykrywanych
pecherzykdéw [109]. Niewiele wiadomo o mechanizmach
biogenezy tych struktur, zwlaszcza w odniesieniu do réznic
miedzy nimi a klasycznymi OMV. Niedawne bada-
nia wykazaly, ze komérki Stenotrophomonas maltophilia

wytwarzaly zaréwno OMYV, jak i OIMV po traktowaniu
cyprofloksacyna [25, 109]. W rzeczywisto$ci mozliwe
jest, ze wszystkie bakterie Gram-ujemne oprécz OMV
wytwarzajg réwniez OIMV i Ze te nanostruktury zostaty
niedostatecznie zbadane z powodéw metodologicznych.

Jedng z mozliwo$ci powstawania pecherzykéw OIMV
moze by¢ eksplodujaca (wybuchowa) liza komérek spowo-
dowana dziataniem endolizyn. Bakteriofagi koduja endo-
lizyny, ktére degraduja peptydoglikan $ciany komérkowej
i przez to utatwiaja rozprzestrzenianie sie fagéw potom-
nych. Profagi wbudowuja sie w bakteryjny genom i w odpo-
wiednich warunkach przechodzg ze stanu lizogennego
w stan lityczny. Stres komérkowy spowodowany eks-
pozycja na czynniki uszkadzajace DNA, np. pro-
mieniowanie ultrafioletowe, wyzwala odpowiedz
SOS powodujacg aktywacje profaga prowadzaca do
degradacji bakteryjnego DNA, uszkodzenia pep-
tydoglikanu, a w konsekwencji do lizy komdrki.
U P, aeruginosa uszkodzenie DNA wywotuje ekspresje endo-
lizyn powodujgca zniszczenie warstwy peptydoglikanu,
komérki staja sie kuliste i eksploduja. Pozostale frag-
menty bton samoorganizuja sie w postaci pecherzykéw,
ktére mogg tez zawieral DNA i biatka cytoplazmatyczne
[109].

Bakterie Gram-dodatnie

W zwiazku z grubg warstwa peptydoglikanu budujaca
$ciane komdrkows bakterii Gram-dodatnich mechanizm
powstawania mikropecherzykéw pozostaje ciagle nie-
wyja$niony. Dotychczas zaproponowano trzy hipotezy
biogenezy. Pierwsza z nich zaktada, ze pecherzyki zewng-
trzkomérkowe sg ,,przeciskane” przez $ciane komdrkowa
z wykorzystaniem ci$nienia turgorowego po uwolnieniu z
btony plazmatycznej. Zaréwno wielko$¢ poréw, jak i gru-
bos¢ $ciany komérkowej maja wplyw na regulacje rozmiaru
pecherzykéw i ich zdolno$é do przechodzenia przez $ciane
komorkowa [114]. Kolejna hipoteza oparta jest na dziataniu
enzymdw, ktére uwolnione z pecherzykéw, moga wpltywaé
na modyfikacje $ciany komérkowej, powodujac jej ,,poluzo-
wanie” i zwiekszajac w ten sposdb rozmiar pordw, utatwiaja
przejécie kolejnych pecherzykéw. Wykazano, ze pecherzyki
blonowe zawieraly enzymy zdolne do modyfikacji $ciany
komérkowej, co jest argumentem wspierajacym te hipo-
teze [62].

Enzymatyczna aktywno$¢ endolizyn u Bacillus subtilis nie
powoduje eksplodujacej lizy komdrek, tylko wytwarza
szczeliny w peptydoglikanie, przez ktére moga sie prze-
ciskaé pecherzyki zewnatrzkomérkowe. Mechanizm ten
moze prowadzi¢ do $mierci komérki z powodu utraty inte-
gralno$ci blony komérkowej i jest nazywany ,,bubbling cell
death” [109].

Istnieje takze mozliwo$¢, ze pecherzyki zewnatrzkomér-
kowe wydostaja sie do $rodowiska pozakomdrkowego za
pomoca biatek cytoszkieletu oraz kanatéw transblonowych.
Hipoteza jest oparta na wynikach badari proteomicznych
pecherzykéw zewngtrzkomérkowych wydzielanych przez
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grzyby, ktére zawieraty tubuline i/lub aktyne jako struktu-
ralne sktadowe kanaléw transblonowych [14, 114].

Mycobacterium

Chociaz pratki nalezg do bakterii Gram-dodatnich, to
wyrdzniaja sie charakterystyczna tylko dla mykobakterii
ztozong budowg oston komérkowych. Sciana komérkowa
sktada sie z peptydoglikanu zwigzanego kowalencyjnie
z arabinogalaktanem oraz kwasami mikolowymi i inter-
kalujagcymi wolnymi lipidami, ktére tworza dwuwarstwe
lipidowg nazywana egzomembrana pratkowg lub myko-
membrang [21]. Sciane komdrkowa otacza kapsuta zto-
zona z polisacharydéw, biatek oraz lipidéw. Ze wzgledu
na swoista budowe, wyjaénienie mechanizmu uwalniania
pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych przez mykobakte-
rie, podobnie jak w przypadku bakterii Gram-dodatnich,
stanowi duze wyzwanie. Mycobacterium tuberculosis hodo-
wane w warunkach niedoboru Zelaza obficiej wytwarzaja
pecherzyki blonowe, co moze wskazywad, ze ich biogeneza
jest regulowana przez dostepno$é/podaz zelaza. Pratki
hodowane w warunkach obnizonej podazy zelaza wytwa-
rzaja duze iloéci lipidowego sideroforu, czyli mykobaktyny,
ktéra gromadzi sie na powierzchni komérki [87, 89, 94].
Interakcje mykobaktyny z btong komérkowa moga bezpo-
$rednio lub posrednio stymulowa¢ biogeneze pecherzykéw.
Wykazano, ze pecherzyki zewnatrzkomérkowe uwolnione
w warunkach niedoboru zelaza zawieraty mykobaktyne, co
bylo poparciem tej hipotezy [84].

METODY IZOLACJI I TECHNIKI ANALITYCZNE STOSOWANE
W ANALIZIE BAKTERYJNYCH PECHERZYKOW
ZEWNATRZKOMORKOWYCH

Bakteryjne pecherzyki zewnatrzkomérkowe mozna wyizo-
lowaé z ptynnego medium hodowlanego. W tym celu
najczesciej stosuje sie ultrawirowanie, ktére umozliwia
rozdzial mieszaniny w zalezno$ci od wielkosci i gestosci
sktadowych poprzez dziatanie sity od$rodkowej. Pierw-
szym etapem izolacji jest zwykle wirowanie z predko-
$cig 4000-6000 x g, majace na celu usuniecie wiekszych
zanieczyszczen, takich jak komdrki bakteryjne czy pozosta-
tosci martwych komérek. Nastepnie pozyskany w wyniku
wirowania supernatant, poddaje sie saczeniu przez sgczki
o wielko$ci poréw 0,22 ym i ponownie wiruje z predko-
$cig 150000 x g. Uzyskang frakcje pecherzykéw zewna-
trzkomérkowych mozna dodatkowo oczysci¢ za pomoca
ultrawirowania w gradiencie gestosci [30, 36, 53, 65].
Poza ultrawirowaniem, takze ultrafiltracja moze stano-
wié istotne narzedzie wspomagajace pozyskanie i oczysz-
czanie pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych. Jest to
technika, ktdrej site napedowa stanowi wysokie ci$nienie
roztworu rozdzielanego. Proces filtracji przebiega z uzy-
ciem sit molekularnych oraz membran zawierajacych pory
o $rednicy zblizonej do $rednic pojedynczych czasteczek.
Ekstrakcja pecherzykdéw z zastosowaniem tej metody jest
mozliwa w polgczeniu z ultrawirowaniem [65, 104] (ryc.
2). Dodatkowymi metodami izolacji pecherzykéw zewna-
trzkomérkowych, wymagajacymi jednoczesnego stosowa-
nia wymienionych wyzej technik jest metoda oparta na

Tabela 1. Metody analizy pecherzykdw zewnatrzkomérkowych [65]

Metoda analizy

Mikroskopia ~ Lipidomika Proteomika Genomika
TLC/HPLC
TEM / UHPLC Test BCA NGS
SEM MALDI-TOF MS  SDS/PAGE Real-time PCR
Cryo-EM ESI-MS Western blotting elektroforeza
kapilarna

AFM ELISA

Metody

kolorymetryczne

precypitacji biatek za pomoca 71 lub 75% siarczanu amonu
[65]. W celu wyodrebnienia okre$lonych czgsteczek zawar-
tych w pecherzykach zewnatrzkomérkowych mozliwe jest
takze wykorzystanie chromatografii powinowactwa (np.
oddzialywania antygen-przeciwciato) [7]. Przeglad réznych
metod stosowanych do analizy pecherzykéw zewnatrzko-
mdrkowych zebrano w tabeli 1.

SKEAD PECHERZYKOW

Lipidy

Charakterystyczng cecha niektérych lipidéw np. glikofosfo-
lipidéw jest zdolno$¢ do tworzenia w §rodowisku wodnym
uporzadkowanych struktur - miceli lub dwuwarstwowych
pecherzykéw. Lipidy bakteryjne maja wspdlny szkielet
zbudowany najczesciej z glicerolu, rzadziej ze sfingozyny,
zwiazki modyfikujace szkielet (cholina, etanoloamina lub
cukry) oraz kwasy tluszczowe. Kwasy tluszczowe moga
by¢ nasycone lub nienasycone, rozgatezione lub o prostym
taticuchu albo zawiera¢ grupy cyklopropanowe. Analiza
lipidéw pozwala na pozyskanie fundamentalnych infor-
macji na temat struktury i biochemicznych wtasciwo$ci
pecherzykdéw zewnatrzkomdrkowych. Za pomocg technik
analitycznych, takich jak spektrometria mas czy chroma-
tografia mozna wykrywac obecno$¢ ugrupowan polarnych
w strukturze lipidu, wigzarh podwdjnych i dhugo$ci taricu-
chéw kwaséw tluszczowych. Najcze$ciej wystepujacym
w bakteryjnych pecherzykach zewngtrzkomérkowych
typem lipidéw sg fosfoglicerolipidy oraz glicerolipidy. Peche-
rzyki zewnatrzbtonowe bakterii Gram-ujemnych zawieraja
duze ilo$ci lipopolisacharydéw. Jak juz wspomniano, sktad
lipidowy pecherzykéw E. coli oraz stosunek fosfolipidy
/biatka byt bardzo zblizony do sktadu blony zewnetrznej
E. coli. Jednak, stosunek nienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych do cyklopropanowych kwaséw ttuszczowych byt
znacznie wyzszy w OMV E. coli, niz w blonie zewnetrzne;j.
Ze wzgledu na to, ze nienasycone kwasy tluszczowe zaste-
powane sa cyklopropanowymi gdy komérki wchodza
w faze stacjonarna, autorzy sugerujg, ze badane peche-
rzyki zewnatrzbtonowe zostaly uwolnione z komérek
w fazie wyktadniczego wzrostu [39, 75]. W biogenezie
pecherzykéw duze znaczenie maja struktury ugrupowan
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Ryc. 2. Izolagja i oczyszczanie bakteryjnych pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych

kwaséw ttuszczowych, przede wszystkim ze wzgledu na
ich wplyw na sztywno$¢ i ptynnos¢ btony lipidowej. Oprécz
kwaséw ttuszczowych istotne sg réwniez lipidy polarne,
ktére biora udziat w ustaleniu konformacji btony. Fosfa-
tydyloetanoloamina (PE) jest typowym lipidem o ksztat-
cie stozka, ktéry moze powodowaé zakrzywianie btony
przez skupianie sie lub sekwestracje [1]. W badaniach
pecherzykéw zewnatrzblonowych Haemophilus influenzae
poréwnywano wlasciwosci szczepu dzikiego z mutantem
wykazujacym zwiekszone wydzielanie pecherzykéw wwyniku
mutacji transportera fosfoglicerolipidéw. Wykazano, ze
zawarto$¢ PE w pecherzykach zewnatrzkomérkowych
mutanta byta dwukrotnie wyzsza niz w przypadku szczepu
dzikiego [95]. Réznice w zawartoéci PE miedzy pecherzy-
kami zewngtrzblonowymi a btong zewnetrzng opisano
réwniez u Pseudomonas aeruginosa [105]. Lokalne i asyme-
tryczne gromadzenie lub wyczerpywanie PE w warstwie
blony moze powodowa¢ zmiany strukturalne bton lipido-
wych, ktére ostatecznie moga prowadzi¢ do uwypukleri
blony zewnetrznej komérki bakteryjnej, a w nastepstwie
do uwolnienia pecherzykéw [75]. Stosunkowo niewiele
badati sktadu lipidowego wykonano dla mikropecherzy-
kéw bakterii Gram-dodatnich. W pecherzykach zewna-
trzkomérkowych Streptococcus pyogenes wykryto réznice
w zawartosci i sktadzie kwaséw ttuszczowych specyficz-
nych lipidéw w poréwnaniu do blony komérkowej bak-
terii [91]. Stwierdzono, ze pecherzyki byly wzbogacone

hodowla

L o

zageszczony
przesacz

zageszczanie

.-

oczyszczona frakcja
pecherzykéw

zewnatrzkomdrkowych Created in BioRender

w fosfatydyloglicerol (PG) i ubozsze w kardiolipine (CL), fos-
folipid powodujacy zakrzywienie btony. Wyniki te wskazujg
na istnienie uporzadkowanego mechanizmu odpowiedzial-
nego za biogeneze pecherzykdw bakterii Gram-dodatnich.
W 2018 r. wykonano analize lipidomiczng pecherzykdw
zewngtrzkomérkowych i komdrek Propionibacterium acnes
(obecnie Cutibacterium acnes) za pomoca tandemowej
spektrometrii mas [43]. Zidentyfikowano 214 réznych
lipidéw, z tego 187 lipidéw byto wspdlnych dla komdrek
i pecherzykéw. Pecherzyki zewnatrzkomérkowe P. acnes
zawieraly wiecej fosfatydylocholin (PC), diacylogliceroli
(DG), kwaséw fosfatydowych (PA), fosfatydyloetanolo-
amin (PE), kwasdéw lizofosfatydowych (LPA), lizofosfatydy-
locholin (LPC) oraz monoacylogliceroli (MG), niz komérki
P. acnes. Cecha znamienng pecherzykéw pochodzacych od
P. acnes jest znaczaco zredukowana liczba triacylogliceroli
(TG) w poréwnaniu do komdrek. Wyniki te sugeruja, ze
biochemiczne i fizyczne wlasciwosci pecherzykéw zewng-
trzkomérkowych P. acnes, moga sie znacznie rézni¢ od wia-
$ciwosci blony komérkowej tych bakterii [43].

W pecherzykach wydzielanych przez aktynobakte-
rie zawierajgce kwasy mikolowe, m.in. M. tuberculosis czy
M. bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) wykryto znaczne
ilodci lipoprotein, w tym ligandy TLR2. Ponadto lipidy,
ktére ulegly ekstrakcji z pecherzykéw szczepédw M. bovis
BCG stanowily gtéwnie lipidy polarne, takie jak PE czy
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fosfatydyloinozytolodimannozydy (Ac2PIM2), nie wykryto
natomiast estréw kwaséw mikolowych. Majac na uwadze to, ze
estry kwaséw mikolowych zakotwiczone sa przede wszystkim
w zewnetrznej blonie mykobakterii, podejrzewasie, ze badane
pecherzyki pratkéw pochodzily z blony wewnetrznej [83].
W warunkach ograniczonej podazy zelaza acylowane gli-
cerydy oraz PE wystepowaly w wiekszej ilosci, natomiast
w warunkach optymalnej podazy zelaza znajdowano gléw-
nie acylowane glicerydy, stanowigce wazny komponent
$ciany komdrkowej Mycobacterium [75, 83, 84, 93].

Biatka

Bakterie Gram-ujemne uwalniajg pecherzyki zewnatrz-
btonowe, w ktérych licznie wystepuja biatka pochodzace
z cytoplazmy, blony wewnetrznej, peryplazmy i btony
zewnetrznej. Analizy ilo$ciowe wykazaly, ze w peche-
rzykach zewnatrzblonowych wydzielanych przez E. coli
znajdowato sie 0,2-0,5% biatek blony zewnetrznej oraz
przestrzeni peryplazmatycznej [13, 39, 49, 74]. Analizy
proteomiczne wskazujg na obecno$¢ w $wietle pecherzy-
kéw elementéw pochodzacych z komérek bakteryjnych,
takich jak agregaty biatkowe. Zgodnie z modelem bioge-
nezy, w ktérym pecherzyki powstajg przez uwypuklenie
blony zewnetrznej, biatka cytoplazmatyczne nie powinny
sie znajdowa¢ w pecherzykach OMV. Czesto jednak znaczne
liczby biatek cytoplazmatycznych byty wykrywane nawet
w starannie oczyszczonych frakcjach pecherzykéw zewna-
trzkomérkowych [11, 57, 77]. Kadurugamuwa i Beveridge
zasugerowali, ze zlokalizowane i przejéciowe pekniecia
peptydoglikanu, katalizowane przez autolizyne prowadza
do powstania pecherzykéw zewnatrzbtonowych zawiera-
jacych struktury biatkowe charakterystyczne dla cytopla-
zmy, a takze zewnetrznej oraz wewnetrznej btony komérek
P. aeruginosa [20, 45]. Eksplodujaca liza komérek wyzwa-
lana przez fagowe endolizyny powoduje powstanie OIMV
i moze wyjasniaé obecno$¢ biatek cytoplazmatycznych
u bakterii Gram-ujemnych. Natomiast pecherzyki zewna-
trzkomérkowe bakterii Gram-dodatnich zawieraja biatka
cytoplazmatyczne, niekiedy sa nawet nazywane cytopla-
zmatycznymi pecherzykami blonowymi.

Analiza proteomu pecherzykéw btonowych wydziela-
nych przez Brucella abortus 2308 oraz RB51, wykonana
z zastosowaniem SDS-PAGE w potaczeniu z chromatogra-
fia cieczows, umozliwita zidentyfikowanie biatek, takich
jak: SodC, Omp2b, Omp2a, Omp10, Omp16 i Omp19, ktére
sg czynnikami wirulencji Brucella. W przypadku szczepu
B. abortus 2308 pecherzyki blonowe zostaly wzbogacone
biatkami biorgcymi udziat w przetwarzaniu informacji
o $rodowisku, metabolizmie weglowodanéw i aminokwa-
séw oraz bioracymi udziat w procesach genetycznych.
Natomiast pecherzyki szczepu B. abortus RB51 zawieraly
biatka zaangazowane w metabolizm lipidéw, cykl komér-
kowy i przetwarzanie informacji genetycznej [9]. Analiza
proteomiczna pecherzykdw zewnatrzkomdrkowych P. acnes
wykazata obecno$¢ biatek zaangazowanych w procesy bio-
chemiczne, oporno$é na antybiotyki, konkurencje bakte-
ryjna, przyleganie komérek, zjadliwo$¢ i immunogennosé
[43]. Biatka zawarte w pecherzykach bakteryjnych petnia

zréznicowane funkcje. Wiele z nich to czynniki wirulen-
cji, ktére odgrywaja role w inwazji, adhezji, opornoéci na
antybiotyki, uszkodzeniu komérek gospodarza, tworzeniu
biofilmu i promocji zjadliwosci. Bakterie chorobotwédrcze
moga umieszczaé toksyny wewnatrz pecherzykéw i w ten
sposdb dostarczaé je do komdérek gospodarza, np. toksyna
Shiga (Shigella desynteriae), toksyna cholery (V. cholerae).
Inne biatka mogg uczestniczy¢ w kooperacji miedzygatun-
kowej oraz komunikacji miedzykomdrkowej [13].

Kwasy nukleinowe

Kwasy nukleinowe mogg sie znajdowaé we wnetrzu lub na
powierzchni pecherzykédw zewnatrzkomérkowych wydzie-
lanych przez drobnoustroje. U bakterii Gram-ujemnych
wiekszo$¢é wykrywanego DNA znajdowano na zewnetrz-
nych powierzchniach OMV [12]. Wykazano, ze DNA zawarte
w OMYV jest pochodzenia chromosomalnego i mogg to byé
geny kodujgce produkty zwigzane z wirulencja, geny kodu-
jace oporno$¢ na antybiotyki, metabolizm i synteze blon.
W pecherzykach wydzielanych przez bakterie Gram-dodat-
nie réwniez znaleziono DNA m.in. Clostridium perfringens
[44], Streptococcus spp. [68, 91] i Lactobacillus reuteri [33].
W pecherzykach btonowych wydzielanych przez C. perfrin-
gens wykryto 100-nukleotydowy fragment 16S RNA oraz
gen toksyny alfa i perfrinolizyny [44]. Cho¢ nie jest pewne,
w jaki sposéb DNA jest pakowane do wnetrza pecherzykéw,
zawarto$¢ DNA w pecherzykach zewnatrzkomérkowych
Streptococcus spp. zmienia sie na réznych etapach wzro-
stu, co sugeruje, ze proces ten moze by¢ regulowany pod-
czas wzrostu bakterii [68]. W bakteryjnych pecherzykach
zewnatrzkomdrkowych identyfikuje sie ponadto rézne
typy RNA, tj. rRNA, mRNA, tRNA i sRNA (small RNA, maty
RNA). Bardzo czesto wystepuja tylko krétkie sekwencje
RNA o dhugosci do 250 nukleotydéw [111], ktére dostaja sie
do $wiatta pecherzykéw najprawdopodobniej w czasie ich
biogenezy. RNA jest ,,zaciagane” do wnetrza tworzacego sie
pecherzyka wraz z cytoplazma, podczas gdy mechanizmy
pobierania DNA nadal pozostaja niejasne. Doktadny mecha-
nizm transportu fragmentéw DNA do przestrzeni perypla-
zmatycznej, skad ,,odpaczkowuja” pecherzyki pozostaje
nadal nieznany. Mozliwe, ze swobodnie dyfundujacy DNA
zostaje wchtaniany do peryplazmy z przestrzeni zewngtrz-
komdrkowej [60, 90, 101]. Struktura pecherzyka - otocze-
nie przez dwuwarstwe lipidowa - chroni kwasy nukleinowe
przed degradacja przez nukleazy, co utatwia ich dostarcze-
nie do komdrek docelowych. Wykazano, ze RNA zawarte
w pecherzykach jest funkcjonalne, gdyz po jego dostarcze-
niu w komdrkach docelowych obserwowano zmiany feno-
typowe [23]. Udokumentowano takze, ze pecherzyki moga
posredniczyé w horyzontalnym transferze genéw miedzy
bakteriami, co podkresla ich role jako no$nikéw informa-
¢ji genetycznej. Badania wskazuja tez na role pecherzy-
kéw w komunikacji miedzy komdrkami réznych gatunkéw
bakterii dzieki obecnosci czasteczek sygnatowych quorum
sensing informujacych o stanie zageszczenia populacji.
W pecherzykach btonowych wydzielanych przez pato-
geny Porphyromonas gingivalis i Treponama denticola wykryto
SRNA, ktéry hamowat ekspresje niektérych cytokin
w komérkach T - Jurkat [18]. Uwaza sie, ze EV sg waznym
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Zrédlem mikrobiologicznego RNA, ktéry moze modulowad
odpowiedz odpornoséciowa podczas infekcji. Warto podkre-
§li¢, ze mRNA drobnoustrojéw wykryte w pecherzykach
zewnatrzkomdrkowych sa klasyfikowane jako vita-PAMP
(wzorce molekularne zwigzane z patogenem), poniewaz
$wiadcza o Zywotnosci drobnoustrojéw [98].

REGULACJA GENETYCZNA

Nadal brakuje jednoznacznych danych dotyczacych regula-
cji genetycznej wydzielania pecherzykéw zewnatrzkomor-
kowych przez bakterie. Za pomocg badati przesiewowych
zidentyfikowano geny wplywajace na wytwarzanie peche-
rzykéw przez E. coli [72]. Jak dotad nie udato sie jednak
wyizolowaé mutanta, ktéry nie uwalniatby pecherzykéw
zewnatrzblonowych, co wskazuje, ze ich tworzenie jest jedy-
nie cze$ciowo regulowane genetycznie i moze by¢ inicjo-
wane przez procesy fizyczne i biochemiczne.

Réwnie niewiele jest informacji na temat regulacji gene-
tycznej biogenezy pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
bakterii Gram-dodatnich. Badania wskazuja, ze w regula-
cje mechanizméw biogenezy pecherzykéw u Listeria mono-
cytogenes zaangazowany jest czynnik transkrypcji oB [63].
Do$wiadczenia prowadzono na szczepie dzikim L. mono-
cytogenes i mutancie delecyjnym w genie sigB, kodujacym
alternatywny czynnik sigma polimerazy RNA oB. Czyn-
nik ten jest gtéwnym regulatorem odpowiedzi na stres
w komérkach Listeria. Odpowiada takze za ekspresje inter-
naliny B (InIB), ktéra jest kluczowa dla inwazji bakteryj-
nej oraz ekspresje pozytywnego regulatora transkrypcji
A (PrfA) wplywajacego na biosynteze listeriolizyny O [80].
Pecherzyki zewnatrzkomérkowe wyizolowane z dzikiego
szczepu L. monocytogenes zawieraly trzykrotnie wiecej
InlB, niz pecherzyki pochodzace ze zmutowanego szczepu
oB. Ekspresja listeriolizyny O zwigzana z pecherzykami
zewnatrzkomérkowymi pozostawata taka sama w obu
szczepach wskazujac, ze 6B moze sie przyczynia¢ do regu-
lagji ich zawarto$ci [63]. Mutacja czynnika 6B zmniejszata
wytwarzanie pecherzykéw, a powstajace struktury byly
zdeformowane w poréwnaniu do pecherzykdéw szczepu
dzikiego. Rznice te sugeruja, ze czynnik oB odgrywa role
w biogenezie pecherzykéw zewnatrzkomérkowych L. mono-
cytogenes [14].

Natomiast w komdrkach M. tuberculosis gen rv0431 odpo-
wiada m.in. za regulacje uwalniania pecherzykéw i z tego
powodu zostat nazwany virR (vesiculogenesis and immune
response regulator). Produkt tego genu - VirR jest cyto-
plazmatycznym biatkiem, ktére kontroluje biogeneze
pecherzykéw i reguluje uwalnianie czynnikéw immuno-
modulujacych. Biatko to oddziatuje z blong komérkowa
i co najmniej jedna lipoproteing zawartg w pecherzykach.
Jednoczesnie jest ono czescig ztozonego kompleksu biatko-
wego, ktéry kontroluje tworzenie sie pecherzykdéw i selekcje
ich zawarto$ci [88]. Zwigzek miedzy VirR, a zalezng od zelaza
regulacja wytwarzania pecherzykéw zewnatrzkomérko-
wych wymaga dalszych badat. Wiadomo, ze ekspresja
VirR jest obnizona w odpowiedzi na niedobér zelaza [59].
Jest zatem mozliwe, Ze obnizona ekspresja przyczynia sie

do wzmozonego wytwarzania pecherzykéw przez M. tuber-
culosis, przy ograniczonej dostepnosci zelaza [35].

Nalezy podkresli¢, ze na tworzenie pecherzykdw
zewngtrz komérkowych maja takze wptyw rézne czynniki
zewnetrzne, m.in. sktad pozywki, faza wzrostu, tempera-
tura, dostepno$¢ tlenu czy zelaza oraz ekspozycja na anty-

biotyki [109].

UDZIAL PECHERZYKOW ZEWNATRZKOMORKOWYCH
W ODDZIALYWANIACH MIEDZY KOMORKAMI BAKTERII

Cho¢ pierwotnie pecherzyki uznawano za komédrkowe
odpady lub produkty ,,odnawiania” bton, to kolejne wyniki
badar wykazaty, ze pecherzyki zewnatrzkomérkowe odgry-
waja istotna role w funkcjonowaniu komérek bakteryjnych
i interakcjach miedzy nimi. Liczne biologiczne szlaki sygna-
towe funkcjonuja dzieki czgsteczkom syntetyzowanym
przez komérki, a nastepnie uwalnianiu ich do §rodowiska
pozakomérkowego. Czesto sa one trudno rozpuszczalne
bad?Z nietrwale oraz wymagaja odpowiedniego stezenia
i ukierunkowania w celu zapewnienia prawidlowej trans-
misji sygnatu. Dlatego tez komérki bakteryjne maja zdol-
no$¢ ,kapsutkowania” tych bioczgsteczek wewnatrz
mikropecherzykéw, ktére sa wydzielane na zewnatrz
komérki [15].

Funkc]'a ochronna

Istotng funkcja pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych
uwalnianych przez bakterie jest ochrona ,,spoteczno-
$ci drobnoustrojéw” przed szkodliwymi dla nich czynni-
kami, m.in.: reaktywnymi formami tlenu, antybiotykami
czy bakteriofagami. Przykladem takiej aktywnosci moga
by¢ pecherzyki zewnatrzbtonowe Helicobacter pylori stano-
wigce mechanizm ochronny przed reaktywnymi formami
tlenu uwalnianymi przez komdérki uktadu immunologicz-
nego gospodarza np. makrofagi czy granulocyty. Peche-
rzyki pochodzace z réznych szczepéw H. pylori wykazywaly
selektywne wzbogacenie w katalaze (KatA) w poréwnaniu
do zewnetrznej blony komdrkowej, co powodowato ich
wigkszg aktywno$¢ hydrolizy H,0, niz lizaty catych komé-
rek. Taka wladciwo$¢ pecherzykéw pozwala na ochrone
drobnoustrojéw przed uszkodzeniami oksydacyjnymi [64].

Jak juz wspomniano, ,tadunek” transportowany przez
pecherzyki moze zawieraé biatka pelnigce zréznicowane
funkcje, w tym enzymy. Jednym z nich jest enzym OXA-
58 nalezacy do klasy D B-laktamaz warunkujacy oporno$é
szczepdw Acinetobacter baumannii na antybiotyki z grupy
karbapeneméw [69] (ryc. 3). Jak juz wspomniano peche-
rzyki zewnatrzkomérkowe moga posredniczy¢ w hory-
zontalnym transferze genédw. DNA niosgcy liczne geny
kodujace B-laktamazy A. baumannii, moze zostal prze-
kazany nie tylko komérkom tego samego gatunku, ale
takze innym gatunkom, np. komérkom E. coli, przyczy-
niajac sie do szerzenia opornosci na antybiotyki [17, 97].
Badania z udziatem patogennych E. coli 0157:H7 wyka-
zaly, ze zaréwno liniowe chromosomalne DNA jak i pla-
zmidy moga by¢ ,,upakowane” we wnetrzu pecherzykéw

579



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2020; tom 74: 572-588

AR biofilm
eo0,
° o

tworzenie biofilmu

aminokwasy biatko
pozyskiwanie substancji
L odzywczych
disacharyd

polisacharyd

antybiotykoopornos¢
(beta-laktamazy)

77N\
0

/ beta-laktam
0_/_ -
\OH i

rozpad pierscienia
beta-laktamu

makrofag

e
\)
—— - —— <o
antagonizm
miedzy

mikroorganizmami

immunomodulacja

'....
® o

cytokiny

Created in BioRender

Ryc. 3. Przyktady oddziatywan bakteryjnych pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych z komérkami prokariotycznymi i eukariotycznymi

i przenoszone do komdrek szczepéw niepatogennych
zwiekszajac ich wirulencje oraz generujac antybiotyko-
oporno$é [15, 116].

Pozyskiwanie substancji odzywezych

Uwalnianie pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych przez
bakterie pozwala na przekazywanie substancji potrzeb-
nych do funkcjonowania drobnoustrojéw zaréwno tego
samego jak i innych gatunkéw zasiedlajacych te sama nisze.
W ludzkim mikrobiomie jelitowym licznie wystepuja bakte-
rie z rodzaju Bacteroides, a kazdy z gatunkéw ma odmienne
mozliwoéci wykorzystania polisacharydéw pochodzacych z
tresci jelitowej [26]. Zalezy to od genéw okreslanych jako
PUL (polysaccharide utilization loci), ktére koduja biatka
powierzchniowe i regulatorowe, zdolne do wiazania, roz-
szczepiania lub importowania okreslonych polisacharydéw
oraz produktéw ich rozktadu do postaci tatwiej przyswajal-
nych przez bakterie oraz komérki nabtonka jelitowego [86]
(ryc. 3). Poréwnawcza analiza proteomiczna pecherzykéw
zewnagtrzbtonowych i blon zewnetrznych u Bacteroides fra-
gilis i B. thetaiotaomicron umozliwita zidentyfikowanie grup
biatek znajdujgcych sie wytacznie w pecherzykach zewna-
trzbtonowych lub blonie zewnetrznej. Biatka pecherzykéw
byty szczegdlnie wzbogacone w kodowane przez PUL kwa-
$ne lipoproteiny o aktywnosci hydrolitycznej i zdolnosci
wigzania weglowodanéw [26, 113]. Pozwala to na rozklad
polisacharydéw, a powstate produkty moga by¢ metaboli-
zowane przez wszystkie obecne w poblizu szczepy bakterii,

réwniez niewytwarzajace pecherzykdéw. Takie wzboga-
cenie pecherzykéw w enzymy hydrolityczne kodowane
przez geny PUL sugeruje istnienie mechanizmu selektyw-
nego upakowywania niektérych biatek w celu zapewnienia
dziatania poza komdérka [15, 26].

Antagonizm miqdzy mikroorganizmami

Uwalnianie pecherzykéw przez bakterie moze stanowié
skuteczng broni przeciwko innym drobnoustrojom. Taki
mechanizm zachodzi m.in. u P. aeruginosa, ktéry wytwa-
rza pecherzyki zewnatrzblonowe zawierajgce liczne czyn-
niki wirulencji w celu eliminowania komérek gospodarza
oraz innych komérek bakteryjnych, np.: proteazy, hemo-
lizyny, fosfolipaze C, fosfatazy alkaliczne oraz chinolony
i hydrolazy mureinowe [66, 71, 106]. Hydrolazy pep-
tydoglikanu zawarte w pecherzykach zewnatrzbtono-
wych moga rozktada¢ peptydoglikan $ciany komérkowe;
bakterii Gram-dodatnich prowadzac do lizy komérki
[46, 47] (ryc. 3). Natomiast w kontakcie z innymi bak-
teriami Gram-ujemnymi nastepuje fuzja pecherzykéw
P.aeruginosaz btona zewnetrzng komdrek gatunku antagoni-
stycznego i uwolnienie z ich wnetrza enzymdéw trawigcych
i toksyn do peryplazmy [15, 67]. Innym przyktadem moze
by¢ bakteriocyna zawarta w pecherzykach btonowych
Lactobacillus acidophilus, ktéra hamuje wzrost i podzialy
komérkowe innego konkurencyjnego szczepu Lacto-
bacillus (L. delbrueckii) znajdujacego sie w mikrobiomie
jelitowym [24].
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Udzial w rozprzestrzenianiu si¢ bakteriofagow

Bakteryjne pecherzyki zewnatrzkomérkowe moga takze
posredniczy¢ w rozprzestrzenianiu sie bakteriofagéw.
Wymiana receptoréw fagédw moze zachodzié w sposéb
miedzygatunkowy, utatwiajac w ten sposéb przylaczanie
sie fagéw do gatunkéw innych niz komérki gospodarza.
Komrki Bacillus subtilis oporne na fagi staly sie wrazliwe,
otrzymujac receptory fagowe przenoszone przez peche-
rzyki zewnatrzkomérkowe generowane z wrazliwych
szczepdw bakterii [112]. Ponadto, wewnatrz pecherzykéw
wydzielanych przez B. subtilis znaleziono czastki fagowe
ktére mogg potencjalnie stanowi¢ nowa droge przedosta-
wania sie fagéw do innych szczepéw bakterii [108].

Udziat pgcherzyk(')w w funkcj onowaniu biofilmu

Pecherzyki zewnagtrzbtonowe moga réwniez zawie-
ra¢ hydrofobowe czasteczki odpowiedzialne za komuni-
kacje miedzy poszczegélnymi komérkami tzw. sygnaty
»quorum sensing” i tworzenie biofilmu. Takie silnie hydro-
fobowe czasteczki, nierozpuszczalne w roztworach wod-
nych, zamkniete w pecherzykach zewnatrzkomérkowych,
mogg sie przemieszczal na duze odleglosci i po$redniczyé
w przekazywaniu informacji miedzy komérkami bakterii.
Przykltadem takiej czasteczki moze byé PQS (pseudomo-
nas quinolone signal), lakton homoseryny. PQS reguluje
ekspresje wielu genéw odpowiedzialnych za ruchliwos¢,
wirulencje i tworzenie biofilmu. Komunikacja odbywa sie
w wyniku fuzji pecherzykéw z komdrka docelowg i uwol-
nienia czasteczek sygnatowych. Co ciekawe quorum sen-
sing zaobserwowano réwniez u bakterii Gram-dodatnich
- B. subtilis [110].

Pecherzyki zewnatrzbtonowe sg waznym sktadnikiem
macierzy biofilmu wielu gatunkéw bakterii, w tym P. aerugi-
nosa, H. pylori i Myxococcus xanthus [79, 99, 117] (ryc. 3). Bio-
filmy bakteryjne czesto sktadajg sie ze spotecznodci, ktére
mogg zawieraé wiele réznych gatunkéw drobnoustrojéw.
W takiej strukturze, jeden gatunek bakterii, jako element
macierzy biofilmu moze przynosi¢ innemu gatunkowi
korzysci w postaci pozyskiwania sktadnikéw odzywczych
lub zwiekszonych szans na przezycie. Relacje takie przyczy-
niajg sie do poprawy ogdlnej funkcji biofilmu [15, 29, 99].
P. aeruginosa wydziela inne pecherzyki zewngtrzkomdér-
kowe (réznice ilo$ciowe i jako$ciowe) z komérek plankto-
nicznych, a inne z komérek rosngcych w postaci biofilmu.
Pecherzyki te wykazujg aktywno$¢ proteolityczng i zdol-
no$¢ wigzania antybiotykdw, co wskazuje na ich udziat w
tworzeniu biofilméw [99]. Pecherzyki zewnatrzkomdrkowe
pochodzace z komérek komensalnych bakterii Lactobacillus
reuteri, z hodowli planktonicznej i rosnacych w postaci bio-
filmu zawieraly DNA i mialy rézne rozmiary [33]. W biofil-
mach tworzonych przez P. aeruginosa obecne sa pecherzyki
zawierajgce DNA, ktéry jest uwalniany specyficznie, w
pbznej fazie logarytmicznego wzrostu hodowli w odpo-
wiedzi na sygnaly quorum sensing. Proces ten zachodzi
prawdopodobnie przez lize pecherzykéw zewnatrzbtono-
wych zawierajacych DNA [4]. Zdolno$¢ do tworzenia bio-
filmu szczepu H. pylori TK1402, w poréwnaniu do innych

szczepdw tego gatunku, byta skorelowana z wytwarza-
niem pecherzykéw zewnatrzbtonowych [117]. Zaobser-
wowano tez, ze pecherzyki zewnatrzblonowe z jednego
organizmu mogg réwniez utatwia¢ adhezje innych organi-
zméw do biofilmu; na przyktad pecherzyki patogenu jamy
ustnej Porphyromonas gingivalis moga zwiekszaé agregacje
i adhezje wielu innych mikroorganizméw jamy ustnej
w biofilmach plytki nazebnej [15, 48, 102].

UDZIAL PECHERZYKOW ZEWNATRZKOMORKOWYCH
W ODDZIALYWANIACH MIEDZY KOMORKAMI
EUKARIOTYCZNYMI

Bakterie patogenne wydzielajg pecherzyki zewnatrzkomér-
kowe, zawierajace czynniki wirulengji lub inne modulatory
komérkowe. Ich wytwarzanie zaobserwowano zaréwno
w warunkach in vitro, jak i in vivo.

Rola w patogenezie

Biatka zwiazane z pecherzykami zewnatrzkomérko-
wymi mogg wptywaé pro- lub przeciwzapalnie w uktadzie
odporno$ciowym gospodarza. P. gingivalis preferencyjnie
upakowuje do pecherzykéw zewnatrzbtonowych biatka
nazywane gingipainami, ktére nalezg do proteaz i sta-
nowia jego gtéwne czynniki wirulencji [37]. Gingipainy
degraduja cytokiny w celu ostabienia stanu zapalnego
ugospodarza i jego odpowiedzi immunologicznej. Odwrotne
dziatanie wykazuja pecherzyki zewnatrzbtonowe uwal-
niane przez Campylobacter jejuni, ktére nasilajg odpowiedz
odporno$ciowa przez eksport szesnastu immunogennych
glikoprotein [28]. Pecherzyki enterotoksycznych szczepéw
E. coli (ETEC, enterotoxigenic E. coli) zawierajg znaczne ilo-
$ci aktywnej fizjologicznie toksyny termolabilnej (LT, heat-
-labile toxin) [41]. Doniesienia wskazujg, Ze rozpuszczalna
LT pochodzaca z peryplazmy szczepéw ETEC wywotuje
podobng odpowiedz cytokinowa jak toksyna LT, ktdra jest
zwigzana z pecherzykami zewngtrzblonowymi, jednak pro-
ces ten zachodzi w wyniku innej aktywacji [19]. Poréwna-
nie miedzy dwoma sposobami eksportu wykazuje réznice
kinetyczne w aktywacji czynnika transkrypcji CREB (CREB-
-cAMP response element-binding protein). Dzieje sie tak
prawdopodobnie ze wzgledu na réznice w sposobie prezen-
tacji toksyn przez komérki. Natomiast komérki makrofa-
géw wykrywajg zaréwno lipidowe, jak i biatkowe sktadniki
pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych P. aeruginosa, co pro-
wadzi do swoistej dla danego szczepu odpowiedzi odpor-
nosciowej [13, 27].

Wplyw na uktad odpornosciowy

Pecherzyki zewnatrzbtonowe wydzielane przez bakterie
po zakazeniu, wchodzg w interakcje z komérkami uktadu
odporno$ciowego, w tym zwigzanymi z odporno$cig wro-
dzona. Badania wykazaly, ze pecherzyki zewnatrzkomér-
kowe Neisseria meningitidis moga stymulowaé neutrofile,
powodujac wytwarzanie TNF-a i IL-1p oraz nadmierne
wytwarzanie CXCL8, CCL3 i CCL4 [61]. Pecherzyki zewng-
trzbtonowe wydzielane przez Legionella pneumophila
aktywuja za$ wytwarzanie cytokin prozapalnych przez
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makrofagi [42, 43], a biatka zawarte w mikropecherzy-
kach H. pylori wykazuja zdolno$¢ indukowania degranula-
¢ji ludzkich eozynofili [55]. Komérki prezentujace antygen,
ktére stanowig gtéwne potaczenie odpornosci wrodzonej
i nabytej moga by¢ aktywowane przez pecherzyki zewna-
trzkomérkowe. Przyktadowo pecherzyki zewnatrzbtonowe
wytwarzane przez Salmonella spp. indukowaly ekspresje
czasteczek kostymulujacych CD86 i MHC klasy 11 na komdr-
kach dendrytycznych oraz wytwarzanie TNF-« i IL-12,
a takze promowaly rozwdj odpowiedzi limfocytéw
T oraz B [3]. Podobna zalezno$¢ wystepowata w przypadku
pecherzykéw zewnatrzblonowych uwalnianych przez
E. coli; nastepowal zwiekszony wychwyt przez komdrki
dendrytyczne, wytwarzanie IL-6, IL-1f oraz indukcja prze-
ciwcial in vivo [52]. Oddziatywania te zachodzg réwniez
z innymi komérkami gospodarza, w tym z komérkami
$rédbtonka i ptytkami krwi. Pecherzyki zewnatrzbtonowe
E. coli powodujg zwiekszenie syntezy transbtonowego biatka
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1), selektyny
E i czasteczki adhezji $rédbtonka naczyniowego (VCAM-1),
a takze wzmacniajg wigzanie leukocytéw z ludzkimi mikro-
naczyniowymi komérkami $rédbtonka [50]. Dzieki tak sil-
nej stymulacji, zaréwno wrodzonej jak i nabytej odpornosci
bakteryjne pecherzyki zewnatrzkomérkowe wydajg sie
odpowiednimi kandydatami do wykorzystania w projekto-
waniu szczepionek przeciwbakteryjnych [115].

Korzystne interakcjc z komérkami gospodarza

Wykazano, ze pecherzyki zewnatrzblonowe wydzielane
przez probiotyczny szczep E. coli Nissle chronia przed bie-
gunkami [5]. Probiotyczne szczepy Lactobacillus poprzez
mikropecherzyki stymulujg komérki dendrytyczne, modu-
luja wytwarzanie cytokin i stymuluja wytwarzanie prze-
ciwciat klasy IgA, co wplywa korzystnie na mikrobiote jelit.
Ponadto pecherzyki zewngtrzkomdrkowe moga przenikaé
przez bariere nabtonkowa jelit i migrowaé do innych narza-
déw lub wchodzi¢ w interakcje z uktadem odpornoscio-
wym gospodarza [10, 51]. Bakterie probiotyczne z powodu
immunomodulujacego wptywu na uktad odpornosciowy
i bezpieczenistwo stosowania sg dobrymi kandydatami do
zwiekszania tolerancji na alergeny. Wykazano, ze komérki
dendrytyczne stymulowane pecherzykami btonowymi
wydzielanymi przez Bifidobacterium bifidum indukowaty
tworzenie komérek T regulatorowych z naiwnych komé-
rek T. Wyniki te wskazuja na potencjalne zastosowanie
tych nanostruktur w swoistej alergenowi immunoterapii
[70]. Wykazano réwniez whasciwosci przeciwnowotworowe
bakteryjnych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych, m.in.
mikropecherzyki wydzielane przez L. rhamnosus dzialaly
cytotoksycznie na komérki nowotworowe watroby [10].

BIOMEDYCZNE ZASTOSOWANIA BAKTERYJNYCH
PECHERZYKOW ZEWNATRZKOMORKOWYCH

Projekcowanie szczepionek

Pecherzyki zewngtrzblonowe biorg udziat w transporcie
toksyn oraz czynnikéw wirulencji wytwarzanych przez
bakterie do komérek gospodarza, co wywotuje indukcje

odpowiedzi odporno$ciowej. Dzieki takim wiasciwo$ciom
pecherzyki mogtyby zosta¢ wykorzystane do swoistego
Htrenowania” uktadu odpornosciowego w celu sprawnego
rozpoznania i zwalczania patogenéw. Poza tym, dzieki sil-
nej stymulacji zaréwno wrodzonej jak i nabytej odporno-
$ci, bakteryjne pecherzyki zewngtrzkomérkowe wydaja sie
odpowiednimi kandydatami do wykorzystania w projekto-
waniu szczepionek przeciwko infekcjom [115].

W technologii wytwarzania szczepionek istotng role petnig
adiuwanty. Sa stosowane powszechnie w celu zwiekszenia
odpowiedzi immunologicznej. Inaktywowane antygeny
szczepionkowe bez adiuwanta na ogét nie wywotuja wystar-
czajacego zwiekszenia i wydtuzenia czasu utrzymywania
sie odpowiedzi humoralnej zwigzanej z wytworzeniem
swoistych przeciwcial. Obecno$¢ adiuwantéw pozwala na
zmniejszenie iloéci podawanego antygenu w pojedynczej
dawce, a takze zmniejszenie liczby dawek przypadajgcych
na dany schemat szczepienia [32]. Podejmowane sg préby
wykorzystywania pecherzykéw jako adiuwantéw w kon-
struowaniu szczepionek, przede wszystkim pochodzacych
z pecherzykédw zewnatrzbtonowych E. coli. Jednym z przy-
ktadéw moze by¢ kowalencyjne potaczenie tych peche-
rzykéw z antygenami malarii w celu pozyskania nowej
szczepionki donosowej. Wyniki potwierdzily, ze istnieje
mozliwo$¢ wykorzystania pecherzykdéw jako adiuwantéw,
o poréwnywalnej aktywnosci z adiuwantem toksyny cho-
lery [85]. Ponadto, pecherzyki moga by¢ potaczone nie
tylko z biatkami; badania wykazujg, ze pecherzyki wydzie-
lane przez N. meningitidis mozna taczy¢ z lipopolisachary-
dami Shigella, aby uzyska¢ odporno$¢ na zapalenie rogéwki
i spojéwki o tej etiologii [78].

Potencjat bakteryjnych pecherzykéw zewngtrzkomérko-
wych potwierdzono w zaawansowanych fazach badan kli-
nicznych nad szczepionka przeciw meningokokom grupy
B-4CMenB (four-component meningococcal group B).
Szczepionka ta zawiera trzy rekombinowane biatka
powierzchniowe: biatko fuzyjne NHBA (antygen Neisse-
ria wigzacy heparyne), fHbp (biatko wigzace czynnik H)
oraz biatko NadA i pecherzyki blony zewnetrznej szczepu
N. meningitidis New Zeland (NZ OMV) [40]. Warto wspo-
mnied, ze szczepionke na bazie NZ OMV stosowano sku-
tecznie w Nowej Zelandii w latach 2004-2008 w celu
ograniczenia panujacej tam epidemii. Preparat 4CMenB,
zostat po raz pierwszy dopuszczony do obrotu w Europie
w 2013 r. oraz w Stanach Zjednoczonych w 2015 r, w kra-
jach europejskich do stosowania u niemowlat od 2 miesigca
zycia. Preparaty zawierajgce pecherzyki zewnatrzbtonowe
N. meningitidis grupy B charakteryzowaly sie efektywnoscia
w zakresie 83-85%, co czyni 4CMenB istotnym narzedziem
zapobiegania infekcjom o tej etiologii, a takze jest potwier-
dzeniem duzego potencjatu bakteryjnych pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych w wakcynologii [115].

chherzyki zewnqtrzkom(')rkowe jako nosniki
substancji terapeutycznych

Badania nad skutecznymi noé$nikami lekéw, majacymi
zadowalajaca biodostepno$é przy jednoczesnym wysokim
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indeksie terapeutycznym, to jeden z istotniejszych kie-
runkéw rozwoju technologii postaci $rodkéw leczni-
czych. Funkcje no$nikéw lekéw moga z powodzeniem
petnié zréznicowane nanomaterialy, w tym polimery, lipo-
somy oraz materialy weglowe. Chcac osiagnaé zatozenia
terapii celowanej, uzyskujac jednocze$nie kontrolowane
dostarczanie leku, niezbedne jest pozyskanie nos$nika
wykazujgcego pozadane wilasciwosci. Pecherzyki zewna-
trzkomérkowe, ze wzgledu na niewielkie wymiary i bio-
kompatybilno$¢ ich dwuwarstwy lipidowej z btonami
komérkowymi sg obiecujacymi kandydatami na no$niki
lekéw. W badaniach z wykorzystaniem szczepu E. coli zmo-
dyfikowanego metodami inzynierii genetycznej pozyskano
pecherzyki zewnatrzblonowe zawierajace na powierzchni
kompleks czasteczek ,,anti-HER2 affibody” z cytolizyna A
[22, 34]. Pecherzyki te byly ,,ukierunkowane” na komérki
nowotworowe wykazujace ekspresje receptora HER-2. Do
wnetrza pecherzykéw metoda elektroporacji wprowa-
dzono czgsteczki siRNA (small interfering RNA, maty inter-
ferujacy RNA), ktérego celem molekularnym jest mRNA
biatka KSP (kinesin spindle protein). Taki konstrukt po
osiagnieciu celu uwalnia zawarto$¢ do wnetrza komérki
wywolujac efekt cytotoksyczny. Pomimo nieduzej wydaj-
nosci ,,fadowania”, zawarto$¢ siRNA w zmodyfikowanych
pecherzykach byta wystarczajaca do osiagniecia dziatania
cytotoksycznego na komérki HER2-dodatnie. Byto to moz-
liwe dzieki selektywnej kumulacji pecherzykéw po podaniu
w miejscu guza. Powstate dzieki metodom inzynierii peche-
rzyki zewngtrzblonowe cechowaly sie niska toksyczno$cia
oraz duza skutecznoscia, co czyni je obiecujgcymi kandyda-
tami do wykorzystania jako noéniki lekéw [115].

Innym istotnym zastosowaniem bakteryjnych peche-
rzykéw zewnatrzkomérkowych w lecznictwie moze by¢
transport enzymdéw. Dotychczas, ze wzgledu na degra-
dacje enzyméw terapeutycznych w surowicy, osiggnie-
cie przez nie celu biologicznego byto znacznie utrudnione.
,Upakowanie” w $wietle pecherzykéw mogtoby sie
przyczyni¢ do poprawy ich stabilnoéci, a przez to
zwiekszenia skutecznosci terapii. W badaniach przeprowa-
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dzonych przez grupe naukowcédw ze Standéw Zjednoczo-
nych fosfotriesteraza wyizolowana z Brevundimonas diminuta
zawierajaca dwujadrowe miejsce aktywne Zn/Zn byta
selektywnie upakowywana w pecherzyki zewnatrzblonowe,
natomiast w celu wlasciwego zakotwiczenia enzymu wykorzy-
stano biatko OmpA. Wykazano, ze fosfotriesteraza zwigzana
w pecherzykach charakteryzowata sie kinetyka zblizona do
natywnego enzymu i nie wykazywata zmiany aktywnosci
enzymatycznej [6, 8].

PODSUMOWANIE

Bakteryjne pecherzyki zewngtrzkomérkowe cieszg sie
duzym zainteresowaniem $wiata nauki ze wzgledu na
ich potencjalne wykorzystanie w wakcynologii i terapii
celowanej. Ostatnio powstato nawet specjalistyczne cza-
sopismo przeznaczone badaniom pecherzykéw zewna-
trzkomérkowych - Journal of Extracellular Vesicles,
odbywaja sie réwniez regularne konferencje miedzyna-
rodowe po$wiecone tej tematyce. Mechanizmy regula-
cji biogenezy tych nanostruktur oraz sam proces nadal
pozostajg nie do korica wyjasnione i wymagaja dalszych
badan, zwlaszcza u bakterii Gram-dodatnich oraz myko-
bakterii. Nowoczesne techniki bazujgce na spektrometrii
mas, ultra- i wysokosprawnej chromatografii cieczowe;
oraz metody biologii molekularnej i sekwencjonowania
NGS stanowiag wazne narzedzia dajace mozliwo$¢ cha-
rakteryzowania profilu lipidowego, biatkowego oraz
zawarto$ci kwaséw nukleinowych w bakteryjnych peche-
rzykach zewnatrzkomérkowych. Jest to niezbedne do
okreslenia ich potencjalnej przydatno$ci terapeutycz-
nej. Liczne badania naukowe koncentruja sie na projek-
towaniu zawarto$ci molekularnej pecherzykéw zaréwno
wich wnetrzu, jak i na powierzchni, dzieki czemu moga staé
sie w przysztoci istotna gatezig farmakologii. Wspdtcze-
sne techniki inzynierii genetycznej pozwalajg na progra-
mowanie komérek bakteryjnych, w celu zamieniania ich
w prezne mikrofabryki pecherzykéw o pozadanym skta-
dzie, co sprawi, ze beda bardzo uzyteczne w réznych
sektorach przemystu biotechnologicznego.
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