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Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) constitute a heterogeneous group of bacteria, which
are found in diverse environments, such as the human body or plants, and are traditionally
used to produce fermented food. Food bio-transformation in industrial processes increases
the economical importance of LAB. However, conditions that exist in industrial facilities do
not seem to be an optimal environment for bacteria. During technological processes, which
take place in enclosed space, the intensity of physical (temperature shift), chemical (acids)
or biological (phages) stress factors raises dramatically. In the dairy industry, bacteriophage
contamination is regarded as a serious problem due to the disturbance or arrest of the
production processes, which results in significant economical losses. It is well documented
that LAB evolved defense systems against bacteriophages, which allow them to survive in
harsh conditions. Therefore, bacteria used in food industry are selected for high level of
bacteriophage resistance. According to the mode of action, natural bacterial defense systems
against their predators were divided into 5 categories: (i) inhibition of phage adsorption, (ii)
blocking of phage DNA injection, (iii) phage abortive infection systems, (iv) restriction
modification systems, (v) CRISPR/Cas systems. Remarkably, the majority of known
bacteriophage resistance systems are plasmid-encoded. In this context, future studies on
phage resistance mechanisms as well as plasmid sequencing may have an impact on solving

the problem of phage infections in the dairy industry.



1. Wprowadzenie

Grupa bakterii okreslanych jako bakterie kwasu mlekowego lub bakterie mlekowe, w
skrocie LAB (z ang. Lactic Acid Bacteria), obejmuje bakterie spokrewnione funkcjonalnie, w
zwigzku z ich zdolnoscig do produkcji kwasu mlekowego podczas homo- lub
heterofermentacji. Wedtug obecnej taksonomii, do grupy LAB naleza rodzaje drobnoustrojoéw
jak: Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella i stanowigce
trzon tej grupy bakterii, rodzaje Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus oraz
Leuconostoc [25]. Niektorzy badacze do grupy LAB zaliczaja takze Bifidobacterium. Bakterie
fermentacji mlekowej charakteryzujg si¢ prostym metabolizmem i dlatego majg wysokie
wymagania pokarmowe, w zakresie czynnikow wzrostowych w podtozu. Prosty metabolizm
oraz niewielki rozmiar genoméw LAB (od 1,8 Mpz w przypadku O. oeni do 3,3 Mpz dla Lb.
plantarum) [25] spowodowaly duze zainteresowanie tymi bakteriami, jako organizmami
modelowymi w badaniach nad ,minimalnymi wymogami Zyciowymi” bakterii
gramdodatnich.

Zapotrzebowanie na substancje odzywcze ma wplyw na rozprzestrzenianie si¢ bakterii
mlekowych w przyrodzie. Bardzo rzadko wystepuja one w glebie lub w wodzie, a ich
naturalnymi siedliskami sg: (i) mleko (Lactobacillus lactis, L. bulgaricus, L. fermentum, L.
brevis, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus), (i) zdrowe i gnijace rosliny
(Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides),
(iii) uktad pokarmowy oraz blony Sluzowe ludzi i zwierzat (Lactobacillus acidophilus, L.
rhamnosus, Streptococcus salivarius).

Szczegolnie zdolno$é¢ LAB do zasiedlania i rozwoju w mleku zostala wykorzystana na
skale przemystowg do produkcji fermentowanych artykutow mlecznych. Ponadto bakterie
kwasu mlekowego moga rozwija¢ si¢ w migsie i winie, co zostato wykorzystane w produkeji
fermentowanych wedlin (Lactobacillus, Pediococcus) oraz dla poprawy wilasciwosci
organoleptycznych wina (Oenococcus oeni) [25].

W procesach przemystowych stresowe czynniki fizyczne, chemiczne oraz biologiczne
wystepuja w zwigkszonym natezeniu [47]. Z tego powodu mikroorganizmy
wykorzystywane w takich procesach selekcjonowane sg w kierunku zwiekszonego poziomu
opornosci na czynniki takie, jak: niskie pH zwigzane z zakwaszaniem srodowiska, wyzsze
od naturalnych st¢zenia metabolitow pierwotnych powstajacych podczas fermentacji oraz
niskie temperatury stosowane podczas przechowywania artykutlow spozywczych.

Poza czynnikami o charakterze fizycznym i chemicznym, hamujacymi rozwdj lub

zmniejszajacymi przezywalnos¢ komorek bakteryjnych, wyrdézniono rowniez czynnik
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biologiczny — wirusy bakteryjne czyli bakteriofagi. Infekcje komoérek bakteryjnych
wywolywane sg przez fagi wystepujace w stanie wolnym w srodowisku lub przez fagi
,uspione” (fagi lizogenne, profagi) wintegrowane w chromosom bakteryjny, a indukowane
w pewnych warunkach srodowiskowych [42]. Wsrod bakteriofagdw atakujacych jednego z
najlepiej poznanych przedstawicieli LAB — Lactococcus lactis — wyrdzniono 3 grupy
genetyczne, c2, 936 i P335, roznigce si¢ morfologia, zakresem gospodarza oraz cyklem
zyciowym [44]. W obrebie grup c2 oraz 936 wystepuja wylacznie fagi lityczne, powodujace
szybka lize komodrek gospodarza. Natomiast grupa P335 obejmuje zaréwno fagi lityczne,
jak i lizogenne [30]. Bakterie LAB posiadajg naturalne systemy obrony przed fagami, ktére
pod wzgledem mechanizmu dziatania zostaly podzielone na 5 kategorii (Rys.1): (i)
mechanizm hamujacy adsorpcje, (i) mechanizm blokujacy wprowadzenie DNA do
komorki, (iii) system abortywnej (przerwanej) infekcji fagowej (Abi), (iv) system restrykcji
modyfikacji (R-M) oraz (v) system CRISPR/cas.

2. Mechanizmy opornosci na wirusy bakteryjne

2.1  Hamowanie adsorpcji faga

Oddzialywanie czastki fagowej z powierzchnig bakterii jest pierwszym etapem,
niezbednym do zainicjowania procesu infekcji wirusowej. W procesie adsorpcji faga do
komorki bakteryjnej biorg udziat dwa komponenty. Jednym z nich jest receptor, znajdujacy
si¢ w blonie lub S$cianie komodrkowej, a drugim komponentem jest biatko faga
odpowiedzialne za rozpoznanie i zwigzanie si¢ z receptorem bakteryjnym tzw. bialtko
wigzace receptor RBP (z ang. receptor-binding protein) [42]. Proces adsorpcji najlepiej
poznany jest u bakterii gramujemnych, gdzie stwierdzono ze wigkszo$¢ interakcji fag—
komorka bakteryjna zachodzi dwuetapowo. W przypadku uktadu bakteria E. coli oraz fag
T5 zaobserwowano, ze bakteriofag wigze si¢ poczatkowo w sposdb odwracalny do
lipopolisacharydow zawierajacych polimannozowy antygen O, a nastgpnie w Sposob
nieodwracalny z transporterem ferrichromu, ktory jest rodzajem sideroforu [18].

Podobnie jest u bakterii gramdodatnich, gdzie fagi atakujace komorki Lactococcus
lactis, wiaza si¢ glownie ze specyficznymi receptorami cukrowymi, wystepujacymi w
Scianie komorkowej. Do zwigzkoéw najczesciej oddziatujacych z fagami w pierwszym etapie
przylaczania czastki wirusowej naleza cukry: ramnoza, glukoza, galaktoza, glukozo- oraz
galaktozoamina [46]. W przypadku fagow grupy c2, w celu przeprowadzenia skutecznej
infekcji, niezbedne jest oddziatywanie faga z bakteryjnym biatkiem PIP (z ang. phage
infection protein) [2]. Z kolei fagi grup P335 oraz 936 wigzg si¢ do réznych biatek

blonowych [11]. Podstawowe mechanizmy hamowania przylaczania si¢ faga do komorki
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bakteryjnej zwiazane sg z fizycznym maskowaniem receptora badz ze zmianami w jego
budowie lub nawet z jego brakiem w ostonach komoérkowych [8]. Brak funkcjonalnego
receptora moze by¢ spowodowany spontanicznymi mutacjami w materiale genetycznym,
ktoére powoduja powstanie catkowicie niewrazliwego mutanta BIM (z ang. bacteriophage
insensitive mutant). Brak receptora, np. polisacharydowego, zwigzany jest z mutacjg(ami)
genéw zaangazowanych w jego synteze lub transport. Niestety zaburzenia w procesie
syntezy sktadnikow $ciany mogg skutkowac stabszym wzrostem bakterii, uniemozliwiajac
wykorzystanie mutanta BIM w procesach przemystowych [13] Poza tym mutanty BIM
czesto ulegaja rewersji do fenotypu wrazliwego. Z kolei mechanizm polegajacy na
fizycznym  maskowaniu  receptora  zwigzany jest <z  mozliwo$cig  syntezy
egzopolisacharydow, ktore tworza dodatkowa otoczke, ograniczajac mozliwos¢
oddziatywania fagéw z komérkami bakteryjnymi [33].
2.2 Blokowanie injekcji DNA fagowego

Po zwigzaniu si¢ z receptorem, bakteriofag wprowadza DNA do komorki bakteryjnej,
w celu powielenia informacji genetycznej oraz wytworzenia potomnych czastek wirusa.
Systemy opornosci fagowej, ktoére polegaja na zaburzaniu etapu wprowadzania DNA do
komorki mimo zwigzania si¢ faga z receptorem, sg najstabiej poznanymi systemami
opornos$ci, zarbwno u LAB jak i innych mikroorganizmoéw [42]. Badania przeprowadzone
przez Watanabe i wsp. [48], dotyczace interakcji faga PL-1 z komoérkami Lb. casei
wykazaly, ze mimo adsorpcji fagow do powierzchni komoérki nie obserwowano lizy
bakteryjnej. Analiza tej interakcji przy uzyciu mikroskopii elektronowej pokazata, ze DNA
fagowe pozostaje w kapsydzie, w przeciwienstwie do infekcji szczepu wrazliwego, gdzie
obserwowano znaczgcy wzrost liczby pustych kapsydow. Jednak czynnik odpowiedzialny
za blokowanie injekcji DNA fagowego nie zostal zidentyfikowany w tym przypadku.
McGrath w badaniach z 2002 roku [32] poswigconych wirusowi Tuc2009 infekujagcemu
komorki szczepu L. lactis, zidentyfikowat gen chromosomalny kodujacy biatko nazwane
Siezgog, ktore blokuje wprowadzanie DNA fagowego do komoérki bakteryjnej. Mechanizm
blokowania nie zostal poznany, ale przypuszcza si¢, ze bialko Siezgoe 0ddziatuje albo z
bialkami blonowymi komorki, ktore sg niezbedne do procesu injekcji DNA, albo z biatkami
fagowymi odpowiedzialnymi za inicjacj¢ procesu uwalniania DNA z kapsydu [32]. Efekt
dziatania bialka Siejoog moze przypominaé efekt obecnosci represora fagéw lizogennych,
polegajacy na zapobieganiu ponownej infekcji tym samym fagiem. W przeciwienstwie do
tego procesu, gen Siexge warunkuje opornos$¢ na rézne fagi i co wigcej, roOwniez na fagi z

innej grupy fagowej niz ta, do ktorej nalezy Tuc2009. Znane s3 takze przyktady systemu
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blokowania transferu DNA fagowego do komorki, kodowane na plazmidach wystepujacych
w komoérkach LAB, jak np. na plazmidzie pNP40, ktory ponadto koduje dwa systemy
abortywnej infekcji [15].
2.3 System abortywnej infekcji

Kiedy DNA fagowe ,,ominie” opisane powyzej wczesne systemy obrony i wniknie do
komorki bakteryjnej, rozpoczyna si¢ Cykl zdarzen prowadzacy do powstania potomnych
czastek fagowych. Systemy infekcji abortywnej Abi (z ang. abortive infection system) sa
W stanie przerwac¢, na roznych etapach, cykl namnazania faga. Pod pojeciem infekcji
abortywnej kryja si¢ komorkowe mechanizmy obronne, ktére ingerujag w procesy niezbgdne
do powstania potomnych bakteriofagéw, takie jak: replikacja wprowadzonego DNA
fagowego, transkrypcja, translacja, pakowanie DNA do kapsydu oraz skladanie czgstki
bakteriofaga [13]. Blokowanie namnazania faga w cytoplazmie z wykorzystaniem systemu
Abi wigze si¢ z przedwczesng S$miercig komorki bakteryjnej. Fenotypowym objawem
dzialania systeméw Abi jest zmniejszenie wydajnosci powstawania tysinek 0 typowych
rozmiarach dla danego bakteriofaga, na rzecz nielicznych tysinek o znacznie zmniejszonej
srednicy [6, 13]. Smieré¢ pojedynczej zainfekowanej komorki ogranicza liczbe potomnych
czgstek wirusa, zmniejszajac tym samym rozmiar potencjalnej infekcji fagowej w populacji
bakterii. Jak podajg dane zrodlowe, zidentyfikowano i scharakteryzowano 22 laktokokowe
systemy infekcji abortywnej, oznaczane skrétem Abi oraz kolejng literg alfabetu [17]. Jeden
system Abi moze wptywacé na cykl zyciowy fagdéw nalezacych do jednej, dwoch, a nawet
trzech grup fagowych. Zazwyczaj mechanizm Abi kodowany jest przez pojedynczy gen
zlokalizowany na plazmidzie. Zidentyfikowano i takie mechanizmy Abi, ktére kodowane sa
przez dwa geny (AbiE, AbiG, AbiL, AbiT) [6], a nawet jak w przypadku jednego z
niedawno odkrytych systemow, systemu ADbIR, przez 3 geny [50]. Wigkszos¢ genow
kodujacych systemy Abi charakteryzuje sie nietypowo niskg zawartoscig par GC (24-31%)
w poréwnaniu do S$redniej zawartosci 35% okreslonej dla genomow laktokokowych,
sugerujac ich horyzontalny transfer z innych mikroorganizmow [13]. Wigkszo$¢ biatek
systemow Abi funkcjonuje w cytoplazmie, chociaz scharakteryzowano i takie, ktore
wykazuja lokalizacje transblonowa. W zaleznosci od hamowanego etapu rozwoju faga,
systemy Abi podzielono na systemy wczesne, zaburzajace replikacje DNA fagowego i
systemy pozne, ingerujace W pozostate etapy rozwoju bakteriofaga, zachodzace po etapie
replikacji DNA fagowego [13]. Systemy, takie jak AbiA, AbiD1, AbiF, AbiK, AbiP i AbiT
zaburzaja replikacje DNA fagowego, podczas gdy systemy AbiB, AbiG i AbiU zaburzaja

proces transkrypcji. System AbiC powoduje obnizenie wydajnosci produkcji gléwnego biatka
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kapsydu, a systemy AbiE, Abil, and AbiQ zaburzaja pakowaniec DNA do kapsydu [17]. W
przeciwienstwie do wymienionych systemow, dziatajacych na procesy replikacji, translacji
czy transkrypcji, zidentyfikowany w 2007 roku system AbiZ powoduje przedwczesng lizg
komorki, uniemozliwiajac sktadanie potomnych czgstek wirusa [12]. W wielu przypadkach
mechanizmy dzialania poszczegdlnych systemow nie zostaly Szczegdétowo wyjasnione, a
jedynie powigzane z zaburzanymi przez nie etapami rozwoju faga. | tak system AbiB
powoduje degradacje RNA prawdopodobnie przez indukowanie nowych lub stymulowanie
aktywnos$ci juz istniejagcych RNaz [38]. W przypadku systemu AbiD1, przedstawiciela
systemOw zaburzajacych replikacje DNA, stwierdzono Ze system ten jest indukowany przez
produkt biatlkowy wczesnego genu (0rfl) faga bIL66. Powstale w wyniku indukcji ekspresji
genu abiD1 biatko wigze si¢ z fagowa nukleaza, blokujac jej aktywnos¢, ktora polega na
usuwaniu rozgalgzionych struktur w replikowanym DNA faga [6]. Inny system, AbiZ,
powoduje przedwczesng lize komorki w wyniku zaburzenia kontroli nad wilasciwym
momentem uaktywnienia si¢ holiny, poprzez oddzialywanie z jej inhibitorem Ilub
bezposrednio z samym biatkiem [12]. O ile mechanizm $mierci komoérki w wyniku
aktywnos$ci systemu AbiZ nie wymaga wyjasnien, to w przypadku aktywnos$ci innych
systemOéw Abi, mechanizmy powodujace Smier¢ komorek nie sg tak oczywiste. W zwigzku z
faktem stwierdzenia toksycznosci nadprodukowanych biatek systemow infekcji abortywnej
wobec komoérek bakteryjnych przypuszcza si¢, ze oddziatywania biatek Abi z nukleazami czy
proteazami, za posrednictwem ktorych wplywaja one na procesy fagowej replikacji,
transkrypcji i translacji, nie ograniczaja si¢ wylagcznie do procesow fagowych, ale réwniez
ingerujg w procesy bakteryjne, powodujac $mier¢ komorki [6].

2.4  Systemy restrykcji modyfikacji (R-M)

W odréznieniu od systeméw infekcji abortywnej, ktore ingerujg we wczesne etapy
rozwoju faga, jak proces replikacji DNA fagowego, glownym zadaniem systemoOw
restrykcji modyfikacji (R-M) jest rozpoznanie i degradacja w procesie trawienia
endonukleolitycznego obcego, w tym DNA fagowego [40]. Zatem systemy R-M ograniczaja
zainicjowanie procesOw cyklu fagowego na terenie cytoplazmy. W przeciwienstwie do
systemOéw Abi, w wyniku aktywacji mechanizmu R-M nie obserwuje si¢ $mierci komorki
bakteryjnej, poniewaz DNA komorkowe jest chronione przed degradacja [39]. DNA
chromosomalny komorek, posiadajacych system restrykcji modyfikacji, jest odpowiednio
zmodyfikowany ~w  specyficznych  sekwencjach przez enzym o  aktywnosci
metylotransferazy. Chroni to DNA gospodarza przed aktywnoscig endonukleazy

restrykcyjnej, rozpoznajacej te specyficzne sekwencje i zdolnej do wprowadzania naci¢¢ w
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DNA [41]. Inaczej sytuacja przedstawia si¢ w przypadku pojawienia si¢ obcego DNA.
Whikajacy DNA nie posiada wzoru metylacji, zgodnego z systemem R-M wystepujacym
juz w komorce, co prowadzi do jego degradacji przez enzym restrykcyjny [41].

Systemy R-M podzielono na cztery grupy, uwzgledniajac wlasciwos$ci zwigzane z typem
rozpoznawanej sekwencji, lokalizacja miejsca cigcia w stosunku do rozpoznawanej
sekwencji oraz strukturg molekularng systemu (Tab.1) .

U laktokokow zidentyfikowano przedstawicieli systeméw R-M, nalezacych do trzech z
4 gtownych typow: typ I, typ II oraz najmniej poznany i1 rozpowszechniony typ III.
Stwierdzono takze powszechne wystgpowanie gendow zwigzanych z systemami R-M na
plazmidach laktokokowych [13].

Pierwszy opisany u bakterii gramdodatnich system R-M typu Il zostat
zidentyfikowany na laktokokowym plazmidzie pND801 [43]. Typ ten sktada si¢ z dwoch
enzymow: metylotransferazy, kodowanej przez gen mod i endonukleazy restrykcyjnej,
kodowanej przez gen res. Metylotransferaza Mod dziata niezaleznie od endonukleazy Res i
katalizuje reakcj¢ metylacji specyficznych sekwencji DNA. Ponadto, podjednostka Mod jest
odpowiedzialna za rozpoznanie dwoch, przeciwstawnie zorientowanych, asymetrycznych
miejsc w sekwencji DNA [43]. Biatko Res funkcjonuje w kompleksie z biatkiem Mod, dzieki
czemu reakcje modyfikacji i restrykcji endonukleolitycznej dotyczg tej samej, specyficznej
sekwencji. Endonukleaza Res przecina dwuniciowy DNA w odleglosci 24-27 nukleotydow
ponizej niezmetylowanej specyficznej sekwencji [10].

Wigkszo$¢ poznanych systeméw R-M u bakterii Lactococcus nalezy do typu II [13].
Systemy te zazwyczaj wymagaja prostych kofaktorow 1 charakteryzuja si¢ prosta
organizacja genetyczng. Klasyczne systemy R-M typu Il zawierajg dwa geny, kodujace
biatka o niezaleznych aktywnosciach — endonukleazy i metylotransferazy. Endonukleaza
rozpoznaje specyficzng, palindromowsg sekwencje DNA o dlugosci od 4 do 8 nukleotydow i
powoduje przecigcie obu nici DNA, a metylotransferaza rozpoznaje oraz metyluje te sama
sekwencj¢, co chroni DNA przed aktywnoscig endonukleazy [39]. Metylazy systemu R-M
typu Il wymagaja kofaktora w postaci S-adenozylometioniny, z ktorego przenosza grupe
metylowa na nukleotydy w rozpoznawanej sekwencji. Cechg charakterystyczng endonukleaz
typu Il jest fakt, ze przeciecie nici DNA ma miejsce w obrebie lub w statej odleglosci kilku
nukleotydow, od miejsca rozpoznawanego przez system R-M oraz, ze w odrdznieniu od
endonukleaz typu I i III, endonukleazy typu II nie wymagaja energii w postaci ATP do
przeprowadzenia reakcji [39]. Endonukleazy tej grupy dziataja jako homodimery, ktore

wymagaja kofaktora w postaci jonéw magnezu (Mg?*) [35]. Nie wszystkie endonukleazy typu
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Il funkcjonuja wedhuig przedstawionego schematu. W celu uwzglednienia ich zréznicowania
strukturalno-funkcjonalnego wyodrebniono nastepujace podtypy: 1B, lIE, IIF, 1IG, 1IM, 1S i
1T [39]. Endonukleazy podtypu IIS dziataja zazwyczaj jako monomery, rozpoznaja
asymetryczne sekwencje i przecinaja DNA w okreslonej odleglosci od rozpoznawanego
miejsca [45]. Odmiennos¢ endonukleaz podtypow IIG i IIB polega na tym, Ze obie
aktywnosci enzymatyczne (metylazy i endonukleazy) znajduja si¢ na jednym tancuchu
biatkowym. Ponadto, do swojej aktywno$ci enzymatycznej, wymagaja dodatkowego
kofaktora w postacie S-adenozylometioniny. Dodatkowo, endonukleazy podtypu 1B
charakteryzuja si¢ tym, ze przecinaja kazdg ni¢ DNA po obu stronach rozpoznawanej
sekwencji. Zatem endonuklezy podtypu IIB usuwaja z nici DNA krotkie fragmenty,
zawierajace rozpoznawang przez nie sekwencje [39]. Odrebnos¢ podtypu IIM sprowadza si¢
do faktu, ze trawienie DNA nast¢gpuje po rozpoznaniu specyficznej sekwencji, ktora w
przeciwienstwie do pozostatych systemow R-M jest zmetylowana [27].

Warto podkresli¢, ze istnieje hipoteza zakladajaca, ze poprzez fuzje genow
podjednostek Mod i Res typu Il rozpoczeta si¢ ewolucja systemu R-M typu 1V. Dodatkowo,
uwzgledniajagc wlasciwosci enzymatyczne endonukleaz systemow Eco571 i BseMII typu IV
wysuni¢to hipoteze, ze sg one formg posrednig w toku ewolucji pomiedzy enzymami typu I1I i
typu I1S [23]. Jak do tej pory, typ IV systemoéw R-M jest najstabiej poznanym typem, glownie
ze wzgledu na malg liczebnos¢ przedstawicieli tej grupy.

Typ 1 restrykcji modyfikacji jest jednym z najbardziej zlozonych systemow pod
wzgledem biochemicznym jak i genetycznym. Skiada si¢ z 3 bialek, ktore warunkujg
restrykcj¢ (HsdR lub R), modyfikacje (HsdM Ilub M) i rozpoznawanie specyficznej
sekwencji w DNA (HsdS lub S) [36]. Podobnic jak przedstawiciele innych typow, takze
systemy R-M typu I wymagaja do prawidlowego dzialania kofaktorow w postaci jonow
Mg** oraz donora grup metylowych — S-adenozylometioniny [36]. W odroznieniu od
endonukleaz typu II, endonukleazy typu I do przecigcia nici DNA potrzebuja energii
uzyskiwanej podczas hydrolizy ATP W celu uzyskania funkcjonalnego kompleksu o
aktywnosci endonukleolitycznej niezbe¢dne jest oddzialtywanie ze soba wszystkich trzech
podjednostek (R, M 1 S) w stosunku stechiometrycznym 2:2:1, podczas gdy dla aktywnosci
metylotransferazy wystarczajace sa jedynie oddziatywania dwoch podjednostek M i jednej
S [37]. Poza zlozonag struktura funkcjonalnych kompleksow enzymatycznych, innymi
cechami wyrdzniajacymi typ I s3: budowa rozpoznawanej sekwencji oraz miejsce cigcia
DNA. Sekwencja nukleotydowa rozpoznawana przez enzymy typu | jest asymetryczna i

zlozona z dwoch komponentéw, jednego o dlugosci 3-4 pz i drugiego o dhugosci 4-5 par
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zasad, przedzielonych niespecyficzng sekwencjg 6-8 pz [36]. Kompleks bialek R:M,S;, 0
specyficznosci endonukleazy, tnie DNA w przypadkowym miejscu, w odleglosci
dochodzacej nawet do kilku tysigcy par zasad od rozpoznawanej sekwencji. Oddziatywanie
kompleks6w enzymatycznych typu I z DNA jest $ci§le uwarunkowane budowg biatka HsdS.
Podjednostka S zawiera tak zwane regiony konserwowane, na koncach biatka i w centralnej
czescei, odpowiedzialne za interakcje z podjednostkami M [26] oraz dwie domeny zmienne,
oddzialujace z DNA i rozpoznajace specyficzne sekwencje nukleotydowe. System R-M
typu I, wystepujacy u Enterobacteriaceae zostat podzielony na 4 podtypy (IA, 1B, IC, i ID)
na podstawie testu krzyzowej hybrydyzacji pomiedzy genami i krzyzowej reakcji
kodowanych przez nie bialek, z wykorzystaniem przeciwcial. Testy komplementacji
wykazaly, ze w obrgbie podtypow moze dochodzi¢ do wymiany podjednostek systemu R-
M, ale juz pomiedzy podjednostkami réznych podtypow wymiany takie nie zachodza [14].
Sposréd czterech typow systemoéw R-M, typ I, a przede wszystkim podtyp IC, wydaje si¢
by¢ najbardziej rozpowszechniony wsrod bakterii LAB. W chromosomach szczepoéw L.
lactis 1L.1403 oraz L. cremoris MG1363 zidentyfikowano caty operon hsdRMS tego typu, a
dodatkowe podjednostki S, rozpoznajace nowg sekwencje, kodowane sg przez geny
zlokalizowane na plazmidach [4, 5, 16, 49].

Nowy system R-M wnikajac do komorki determinuje nowy wzér metylacji, ktorego
komorka jeszcze nie posiada. Zatem DNA chromosomalny moze by¢ narazony na dziatanie
endonukleaz tego systemu. Zaklada si¢, ze DNA komorkowy moglby by¢ chroniony przed
endonukleazag nowego systemu w wystarczajagcym stopniu, poprzez rozdzielenie w czasie
aktywnosci metylazy 1 endonukleazy lub poprzez wyrazne ostabienie aktywnosci
endonukleolitycznej [36]. W takiej sytuacji istotng role odgrywajg mechanizmy kontroli
ekspresji gendw, kodujacych metylotransferazy i endonukleazy.

W gronie systeméw R-M typu Il, kodujagcego dwa oddzielne enzymy odpowiedzialne za
modyfikacje i degradacje DNA, wyrdzniono kilka mechanizmow regulacji ekspresji
poszczegdlnych gendéw systemu. Metylazy systemoéw Mspl oraz LlaDII sa nadprodukowane
w poczatkowej fazie po wniknigciu do komorki, podczas gdy endonukleazy sa produkowane
konstytutywnie na niskim poziomie. Metylazy tych systemow wigzac si¢ do sekwencji
wlasnego promotora, dzigki obecnosci motywu HTH umozliwiajacego interakcje z DNA,
powodujg wyciszenie ekspresji wlasnych genow [7]. Poczatkowe zwigkszenie iloSci metylazy
w komorce umozliwia kompletnag modyfikacje DNA chromosomalnego, chroniagc go przed
aktywnos$cig syntetyzowanych endonukleaz. Nie wszystkie systemy typu II posiadaja

dzialajacy w ten sposob mechanizm regulacji. Niektore systemy, jak np. system Kpn2l z

10



Klebsiella, koduje dodatkowe biatko regulacyjne, biatko C. W tym systemie, podobnie jak w
systemie Mspl, endonukleaza jest produkowana konstytutywnie na niskim poziomie, podczas
gdy poziom biosyntezy bialka metylotransferazy oraz biatka regulatorowego C jest wysoki.
Wraz ze wzrostem st¢zenia biatka C nastgpuje wyciszanie transkrypcji genéw kodujacych
zarowno biatko C, jak i biatko metylotransferazy [29].

W przypadku systemow typu | nie stwierdzono regulacji ekspresji genéw podjednostek
zwigzanych z restrykcja i modyfikacja DNA. Zaobserwowano natomiast zalezno$¢
efektywnosci nabycia nowego systemu od funkcji kodowanych przez komoérke biorcy [36]. |
tak, stwierdzono zaangazowanie ATP-zaleznej proteazy jak ClpXP w proces nabycia nowego
systemu R-M. Proteaza CIpXP jest odpowiedzialna za okresowg utrate restrykcji (w skrocie
RA z ang. restriction alleviation) poprzez degradacj¢ proteolityczng nukleaz systemow R-M
typu I. Ekspresja genow tych proteaz jest indukowana przez obecnos¢ fragmentow DNA w
komorce. Degradacja podjednostki R odbywa si¢ wylacznie, gdy tworzy ona kompletny
holoenzym 1 to w dodatku zwigzany z niezmetylowanym DNA. Przypuszcza si¢, ze rOwniez
w przypadku podtypow IC i ID mechanizm RA odgrywa pewng rolg w zainstalowaniu si¢
systemu R-M w komorce. Nabycie nowego systemu podtypu IC bardzo czesto ogranicza si¢
do uzyskania — w procesie koniugacji — plazmidu zawierajgcego gen (hsdS) nowej
podjednostki S, warunkujacej specyficzno$¢ systemu. Opdznienie wystgpienia aktywnosci
endonukleolitycznej uwaza si¢ za najwazniejszy mechanizm, umozliwiajacy zainstalowanie
si¢ nowego systemu w komorce. U podstaw tego mechanizmu leza interakcje pomigdzy
podjednostkami systemu R-M podtypu IC oraz ich stezenie w komorce [36] (Rys.2). | tak,
funkcjonalny kompleks M,S;, o aktywno$ci metylotranzferazy, ulega tatwej dysocjacji do
niefunkcjonalnego, ale bardzo stabilnego kompleksu M;S;. Zatem, wzrost stezenia
podjednostki M jest konieczny w celu odtwarzania funkcjonalnego kompleksu metylazy.
Nalezy zwrdci¢ uwage, ze do funkcjonalnego kompleksu metylazy bardzo trwale przylacza
si¢ podjednostka R. Postuluje si¢, ze kompleks o skladzie stechiometrycznym R;M,S; jest
nadal aktywng metylotransferazg [22]. Natomiast, aby otrzymaé funkcjonalny holoenzym
(R2M3S;) o aktywnosci endonukleolitycznej, niezbedne jest przytaczenie drugiej podjednostki
R. Proces ten powoduje jednak zmniejszenie stabilno$ci calego uktadu biatek, skutkujacej
fatwym oddysocjowaniem podjednostki R. W zwiagzku z tym, w celu przesunigcia reakcji w
kierunku powstawania funkcjonalnego holoenzymu nukleazy niezbgdna jest akumulacja
podjednostki R w cytoplazmie. W ten sposob nastgpuje opdznienie w powstaniu
funkcjonalnego kompleksu o aktywnosci endonukleolitycznej, co daje czas na modyfikacje

DNA chromosomalnego i zapobiega jego degradacji [22].
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2.5  System CRISPR/Cas

Sposrod opisanych powyzej systemow ochrony komorki bakteryjnej przed
bakteriofagami jedynie system R-M jest bezposrednio skierowany przeciwko wnikajacym
elementom genetycznym. Niedawno zidentyfikowano jednak kolejny system (system
CRISPR/Cas), ktory zostat okreslony mianem ,,systemu immunologicznego” Bacteriaceae i
Archaea, wymierzony przeciwko DNA fagowemu lub plazmidowemu [20].
Pierwsze zmianki 0 ciggu zgrupowanych, regularnie rozmieszczonych, krotkich sekwencji
palindromicznych CRISPR (ang. clustered, regulary interspaced short palindromie repeats)
odnotowano juz w latach 80 ubieglego stulecia, kiedy to Ishino i wspolpracownicy [21]
zidentyfikowali krotkie powtdrzenia w genomie E. coli. Natomiast na poczatku XXI wieku
scharakteryzowano, czgsto zlokalizowane w otoczeniu kaset CRISPR, geny cas (ang.
CRISPR- associated genes) [24]. Trakty CRISPR (Rys.3) skladaja si¢ z dwoch typow
elementéw: z powtorzen sekwencji (ang. direct repeates) i rozdzielajacych je, unikatowych
sekwencji tacznikowych zwanych réwniez sekwencjami rozdzielajacymi (ang. spacers).
Wielko$¢ powtorzen CRISPR waha si¢ w przedziale 23-47 pz, podczas gdy wielkos$¢
elementow rozdzielajacych zawiera si¢ w przedziale 21-72 pz [20]. Poddajac analizie
genomy bakterii kwasu mlekowego udokumentowano, ze jeden cigg CRISPR zbudowany jest
srednio z 50 jednostek, powtorzenie-sekwencja rozdzielajaca [19]. Na uwage zastuguje fakt,
ze powtdrzenia znajdujace si¢ w jednym locus sg $cis$le konserwowane [20]. Sytuacja
przedstawia si¢ odmiennie w przypadku elementéw rozdzielajacych sekwencje powtodrzen.
Ot6z sekwencje rozdzielajagce w obrebie jednego regionu CRISPR sg bardzo rdzne, a ponadto
wysoce zmienne.
W 2005 roku, w badaniach in silico, wykazano homologie pomig¢dzy sekwencjami
rozdzielajagcymi kaset CRISPR, a sekwencjami plazmidoéw lub wirusow bakteryjnych [34].
Dodatkowo zaobserwowano, ze bakteriofagi, ktorych krotkie sekwencje genomowe
odnajdywano w kasetach CRISPR w postaci sekwencji rozdzielajacych, nie byty zdolne do
zainfekowania komorek bakteryjnych posiadajacych te kasety. Te obserwacje pozwolily
postawi¢ hipoteze, ze regiony CRISPR mogg stanowi¢ adaptacyjny system immunologiczny
przeciwko obcym elementom genetycznym, w ktérym sekwencje rozdzielajace
odpowiedzialne sa za specyficznos¢ systemu [24].
Barrangou i wsp. zaobserwowali, ze wrazliwy na fagi mutant BIM (ang. bacteriophage
insensitive mutant) Streptococcus thermophilus nabyt od 1 do 4 typow jednostek
rozdzielajagcych 0 sekwencji identycznej z DNA =zastosowanych fagow [3]. Ponadto

wykazano, ze poziom opornosci byl skorelowany nie tylko z nabyciem nowych elementow
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rozdzielajagcych, ale rowniez z ich liczbg. Badania te dowiodly réwniez, ze w nabyciu
sekwencji rozdzielajacej uczestnicza biatka kodowane przez geny cas. Zaobserwowano, ze
powtarzajace si¢ infekcje fagowe sprzyjaly wprowadzaniu sekwencji rozdzielajagcych do
odpowiednich regionéw CRISPR, w ocalatych komoérkach [9]. Ponadto badania ekspresji
gen6w U Thermus thermophilus podczas infekcji fagowej wykazaty nadekspresj¢ regionu
CRISPR, genéw cas i genu receptora cAMP, wskazujac na istnienie mechanizmu wykrywania
infekcji [1]. Geny cas koduja roznorodng grupe biakek, ktore zawierajg funkcjonalne domeny
typowe dla nukleaz, helikaz, polimeraz i bialek wigzacych kwasy nukleinowe [20].
Wigkszos¢ znanych bialek Cas oddzialuje z DNA, ale znane sg takze takie, ktére wchodzg w
interakcje z RNA. Wydaje si¢, ze podczas infekcji fagowej maszyneria enzymatyczna
CRISPR/Cas wybiera sekwencje z genomu faga i wprowadza je, jako nowe elementy
rozdzielajace. Chociaz doktadny mechanizm decydujacy o tym, ktore fragmenty DNA
fagowego lub plazmidowego zostang wiaczone do regionow CRISPR nie jest znany, to
selekcja fragmentow obcego DNA nie jest przypadkowa. Na modelu badawczym S.
thermophilus pokazano, ze integrowane z chromosomem bakteryjnym w regionach CRISPR
fragmenty DNA fagowego =zawierajg krotkie motywy sekwencji nukleotydowej
(NNAGAAW) [9].

Ciagi CRISPR charakteryzuja si¢ duza zmienno$cig w obrgbie gatunku 1 wydajg si¢ by¢
szczepowo specyficzne z uwagi na mozliwos¢ wbudowywania nowych elementow
rozdzielajagcych sekwencje powtorzone. Ta prawidlowos¢ stanowi kolejny marker
wykorzystywany dla ustalenia pokrewicnstwa filogenetycznego wsrod bakterii [20].

Nie tylko mechanizm nabycia opornosci warunkowanej systemem CRISPR wobec obcych
elementéw genetycznych (genom fagowy lub plazmid) nie zostat w peilni wyjasniony.
Rowniez mechanizm opornos¢ wobec fagow warunkowany przez elementy kaset CRISPR
wymaga wiclu badan. Jak dotad, ponad wszelka watpliwos$¢ stwierdzono, ze w ochronie
komorki bakteryjnej przed infekcja fagowa biorg udziat biatka kodowane przez geny cas oraz
sekwencje rozdzielajace, znajdujace si¢ w kasetach CRISPR [3]. Wykazano, ze to wiasnie te
elementy sktadowe kaset CRISPR s3 zaangazowane w specyficzno$¢ odpowiedzi obronne;j.
Mimo, ze do zainicjowania opornosci niezbedne sa wylacznie elementy rozdzielajace, to
transkrypcji ulega cata kaseta CRISPR. Sekwencja liderowa CRISPR (Rys.3), o wielko$ci
dochodzacej do 500 nukleotydow, jest bogata w pary A/T i1 kofczy si¢ wraz z pojawieniem
sie pierwsze] sekwencji powtorzonej. Sugeruje si¢, ze dziata ona jako promotor dla regionu
CRISPR [28]. W procesie transkrypcji powstaje jeden dtugi transkrypt (pre-crRNA lub pre-
CRISPR RNA) obejmujacy sekwencje liderowa oraz wszystkie jednostki sktadajace sie z
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sekwencji powtorzonej i sekwencji rozdzielajacych. Wigkszo$¢ sekwencji powtorzonych
zawiera regiony palindromiczne. Te krotkie sekwencje umozliwiaja powstanie stabilnych,
konserwowanych struktur drugorzedowych w jednoniciowym RNA, powstajacym W procesie
transkrypcji regionu CRISPR. Transkrypt pre-crRNA jest nastepnie procesowany przez
trawienia endonukleolityczne na fragmenty, tworzac drabinke produktow posrednich, w tym
produktow dojrzatych. Miejsce cigcia nastgpuje ponizej ostatniego nukleotydu tworzacego
strukture szpilki do wloséw. Akumulacja produktéw procesowania pre-crRNA moze
wskazywaé na role dojrzatych fragmentéw crRNA dla opornosci, na etapie specyficznego
rozpoznawania wnikajacych, obcych elementéw genetycznych. Model mechanizmu opornosci
typu CRISPR/Cas zaproponowany dla E. coli zaktada, ze crRNA oddziatuje z biatkami Cas,
w tym biatkiem Cas3, ktore zawiera domeny charakterystyczne dla nukleaz 1 helikaz DNA.
Prawdopodobnie crRNA rozpoznaje odpowiednie sekwencje w genomie faga, dajac tym
samym sygnal do zapoczgtkowania degradacji DNA, przez zasocjowany z DNA kompleks
biatek Cas [31].

Zaangazowanie krotkich fragmentow RNA, w proces opornosci fagowej zwigzane] z
systemem CRISPR, moze wskazywaé na pewne analogie z eukariotycznym mechanizmem
dziatania RNA interferencyjnego (RNAi). Jednak podstawowa, réznica pomig¢dzy dzialaniem
RNAI, a kompleksem crRNA/Cas, dotyczy maszynerii enzymatycznej. Ponadto
wprowadzenie powtorzen do genomu bakteryjnego dziala jak pamigé genetyczna,
zabezpieczajgca komorke bakteryjng przed ponowna infekcjg. Zatem powyzsze fakty
wskazuja, ze adaptacyjny system CRISPR/Cas imituje w wigkszym stopniu dziatanie systemu
immunologicznego kregowcow, niz model dziatania RNAI. [20]

Systemy oporno$ci na bakteriofagi typu CRISPR/Cas sg rozpowszechnione w $wiecie
mikroorganizméw. Znaleziono je prawie u wszystkich znanych przedstawicieli Archaea i w
okoto 40 % zsekwencjonowanych genomach bakteryjnych, w tym rowniez genomach bakterii
fermentacji mlekowej [19]. Sposrod 102 kompletnych chromosomalnych lub plazmidowych
sekwencji nukleotydowych, pochodzacych od bakterii LAB, sekwencje CRISPR znaleziono
w 47 genomach i jednym plazmidzie [19]. Dalsze badania pozwolity zidentyfikowac
powtorzenia CRISPR u przedstawicieli rodzajow: Enterococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Symbiobacterium i Bifidobacterium. Zaskoczeniem okazat si¢ brak powtorzen
CRISPR u przedstawicieli jednego z najlepiej scharakteryzowanych rodzajow bakterii
mlekowych — rodzaju Lactococcus. Co cickawe, takze w genomach dwoch innych
przedstawicieli LAB z rodzajow Leuconostoc i Oenococcus rowniez nie zidentyfikowano
elementow CRISPR [19].
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3. Podsumowanie

W procesach biotechnologicznych bakterie LAB tworza ogromne populacje
skoncentrowane w ograniczonej przestrzeni. Stad tez pojawienie si¢ czynnika szkodliwego,
jakim sg bakteriofagi, moze spowolni¢ lub catkowicie przerwaé proces technologiczny,
powodujac powazne straty ekonomiczne [42].
Z tego wzgledu w procesach przemystowych, np. do produkcji jogurtow, seré6w oraz
deseréw mlecznych, wykorzystywane sa bakterie LAB, ktére posiadaja szczegdlnie
wydajne mechanizmy ochrony przed bakteriofagami.
Warto nadmieni¢, ze wigkszo$¢ mechanizmoéw opornosci fagowej kodowana jest
plazmidowo [13]. Zatem badania mechanizmoéw opornosci, jak rowniez biologii plazmidow
bakterii LAB moga przyczyni¢ si¢ w przyszlosci do rozwigzania problemoéw napotykanych

w czasie prowadzenia procesow przemystowych.
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Tab.1. Cechy systemow restrykeji i modyfikacji typow I, I1, III, IV

Budowa molekularna ~ Aktywno$¢ enzymatyczna

Miejsce cigcia

aktywno$¢ modyfikujaca — kompleks
strukturalnie niezalezne biatek HSdS, HsdM
Typ | biatka: HsdR, HsdM,
HsdS aktywnos¢ restrykcyjna — kompleks

biatek HsdR, HsdM, HsdS

losowe miejsce w znacznej
odlegtosci od
rozpoznawanej sekwencji

strukturalnie niezalesne  aktywno$¢ modyfikujaca — biatko M

Typ I

miejsce w obrebie lub w
najblizszym otoczeniu

bialka RTM aktywnos¢ restrykcyjna — biatko R rozpoznawanej sekwendji
aktywnos$¢ modyfikujaca — biatko Mod w odlegtosci 24-27pz od
strukturalnie niezalezne R .
Typ I biatka Res i Mod aktywno$¢ restrykcyjna — kompleks strony 3’ rozpoznawanej
biatek Mod i Res sekwencji
L. . aktywno$¢ modyfikujaca — biatkko M w stalej odlegtosci
Tvo IV strukturalnie niezalezne 14 ,
yp biatka Ri M aktywno$¢ restrykcyjna — biatko R (14-16 pz) od strony 3

biatko R posiada rowniez wlasciwosci metylazy

rozpoznawanej sekwencji

Bakteriofag
System hamujacy

adsorpcje f:lga\
/ '

- —

Oslony komorkowe § &

T

zé(

Replikacja DNA fagowego, O
skladanie czastek potomnych

]

System abortywnej System (R-M)

infekcji fagowej

Rys.1. Podstawowe systemy opornosci fagowej u LAB.

System blokujacy

/ wstrzyknigcie DNA fagowego

A
DNA
éfagowe\

Svstem CRISPR-cas

restrykeji modyfikacji



MS, =—— M,S,=—— RMS, — _ RMS,

Rys.2. Schemat interakcji podjednostek typu IC systemoéw R-M. Czcionka pogrubiona oznaczono kompleksy
enzymatyczne o aktywnos$ci metylotransferazy, kursywa o aktywnosci endonukleolitycznej. Diugos$¢ strzatek

wskazuje kierunek przesunigcia szybkosci reakcji.

Kaseta CRISPR

Sekwencja
liderowa

% Rejon lokalizacji gendw cas

Rys.3. Schematyczny obraz regionu CRISPR/cas. Szarymi kotami zaznaczono sekwencje powtorzone, a biatymi

prostokatami — sekwencje rozdzielajace. Zbiezne strzatki symbolizujg sekwencje palindromiczne w obrgbie

sekwencji powtorzone;.
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