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Streszczenie: Prawidlowy stan mikrobioty warunkuje wiele efektéw prozdrowotnych w organizmie cztowieka. Zaburzenia w réwnowadze
mikrobioty moga by¢ regulowane poprzez dostarczanie do organizmu probiotykéw. Niestety, ich podawanie wigze si¢ z pewnymi ogra-
niczeniami. Probiotyki sg gléwnie wykorzystywane w profilaktyce wielu schorzen, a w terapii wykazujg jedynie dzialanie wspomagajace.
Ponadto probiotyki w czasie obrobki technologicznej oraz w czasie przechodzenia przez przewéd pokarmowy moga traci¢ swojg biolo-
giczna aktywno$¢. Ograniczenia te moga zosta¢ pokonane dzieki wprowadzeniu modyfikacji genetycznych do komoérek bakteryjnych.
Aktualne badania wykazuja, Ze takie modyfikacje moga zmieni¢ wla$ciwosci biologiczne bakterii i znacznie rozszerzy¢ zakres ich wyko-
rzystania w medycynie o wlasciwosci diagnostyczne i terapeutyczne.

1. Wprowadzenie. 2. Rola prawidtowej mikrobioty w organizmie cztowieka. 3. Probiotyki naturalne w profilaktyce i terapii. 4. Probiotyki
naturalne — korzysci i ograniczenia. 5. Modyfikacje genetyczne bakterii — perspektywy i zagrozenia. 6. Bakterie modyfikowane genetycz-
nie w diagnostyce i terapii. 7. Wykorzystanie bakterii modyfikowanych genetycznie w medycynie. 8. Podsumowanie

GENETICALLY MODIFIED BACTERIA - THE PERSPECTIVE OF APPLICATION
IN PREVENTION, DIAGNOSTICS AND THERAPY

Abstract: The microbiota plays an important role in human health. Disturbance in microbiota composition can be compensated by admin-
istration of probiotic microorganisms. However, their application is associated with some constraints. Probiotics are commonly used in
disease prevention, whereas they play only a supportive role in disease therapy. Moreover, probiotics during technological processes and gas-
trointestinal tract passage may lose their beneficial properties. These constraints can be overcome by genetic modification of bacteria. The
current research shows that genetically modified bacteria can have new biological properties and can be used in diagnostics and therapy.

1. Introduction. 2. The role of microbiota in human body. 3. Natural probiotics in disease prevention and therapy. 4. Natural probiotics
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1. Wprowadzenie

Biologia syntetyczna to nowa dziedzina nauki,
w ktorej organizmy zywe s genetycznie programowane
do wykonywania okreslonych zadan. Organizmy takie
planuje sie zastosowa¢ miedzy innymi w medycynie,
rolnictwie, energetyce, przemysle oraz badaniach pod-
stawowych w biologii. Modyfikacje genetyczne moga
dotyczy¢ zaréwno bakterii, powszechnie uznanych
za posiadajace wlasciwosci probiotyczne (na przy-
kiad bakterii z rodzaju Lactobacillus), aby wzmocnié
to dzialanie lub bakterii, ktore takich wtasciwoéci nie
posiadaja, ale dzigki modyfikacjom genetycznym moga
uzyskac pozadane wlasciwosci prozdrowotne. Co wie-
cej, planuje sie wykorzysta¢ bakterie modyfikowane

genetycznie w profilaktyce, diagnostyce i terapii wielu
chorob, miedzy innymi tych zwigzanych z zaburze-
niami funkcjonowania przewodu pokarmowego oraz
w chorobach nowotworowych [13, 24, 51, 52].

2. Rola prawidlowej mikrobioty
w organizmie czlowieka

Terminem mikrobiota okresla si¢ wszystkie drobno-
ustroje wystepujace w organizmie ludzkim w rejonach
pokrytych komérkami nablonkowymi — w obrebie bion
sluzowych oraz na skorze czlowieka [15, 48]. Szczegol-
nie duzo drobnoustrojéw bytuje w przewodzie pokar-
mowym i w kobiecej pochwie [6, 44]. Drobnoustroje
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w jelicie grubym to w wigkszosci bakterie bezwzglednie
beztlenowe z rodzaju Bacteroides, Ruminococcus, Fuso-
bacterium, Clostridium, Butyrovibrio, Eubacterium, Pep-
tostreptococcus oraz Bifidobacterium. W jelicie grubym
zidentyfikowano takze bakterie tlenowe i wzglednie
beztlenowe: Gram-ujemne paleczki nalezace do rodziny
Enterobacteriaceae, pateczki Gram-dodatnie Lactobacil-
lus, ziarniaki z rodzaju Enterococcus i Streptococcus oraz
nieliczne grzyby Candida spp. [15]. Skiad ilo$ciowy
i jako$ciowy mikrobioty u poszczegolnych osob moze
znacznie si¢ r6zni¢, jednak gléwne rodzaje bakterii jeli-
towych, obecne u wszystkich ludzi, stanowig okoto 30%
calej mikrobioty jelit [29]. Warto zaznaczy¢, iz w poczat-
kowym odcinku przewodu pokarmowego, jamie ust-
nej, wykryto okoto 700 gatunkéw z 9 typow bakterii,
a w jelicie grubym okoto 800 gatunkdéw z 9 typéw bak-
terii. Liczba mikroorganizmdéw w jamie ustnej wynosi
okolo 10%jtk (jednostka tworzaca koloni¢) na 1 gram
tresci i przewazaja bakterie z rodzajow Streptococcus,
Peptococcus, Staphylococcus, Bifidobacterium, Lactoba-
cillus oraz Fusobacterium. Z kolei bakteriami dominuja-
cymi w pochwie sg bakterie z rodzaju Lactobacillus [29].
Fizjologiczna rola mikrobioty jest szeroka i obejmuje
wiele aspektéw funkcjonowania organizmu cztowieka.
Najwazniejsze efekty zdrowotne wynikajace z oddzialy-
wania prawidtowej mikrobioty na organizm czltowieka
przedstawiono w tabeli I [15, 20, 23, 29, 40].

Okreslenie ,,dysbioza” oznacza zaburzenie skladu,
proporcji oraz funkcji drobnoustrojow tworzacych
mikrobiote [8]. Konsekwencja dysbiozy jest rozluznie-
nie polaczen $cistych miedzy enterocytami i zwieksze-
nie przesigkliwosci nabtonka jelitowego (leaky gut syn-
drome), co moze sprzyja¢ miedzy innymi chronicznym
stanom zapalnym bezpo$rednio pod warstwa komorek
nablonkowych (mikrozapalenie), endotoksemii, jak
réwniez zmianom chorobowym w odleglych obsza-
rach ustroju, zaliczanym do grupy choréb niezakaznych
(non-communicable diseases) [2]. Zatem dysbioza oraz
uszkodzenie bariery nablonkowej stanowiag czynnik
sprzyjajacy rozwojowi takich schorzen jak: nieswoiste
choroby zapalne jelit (IBD, z ang. inflammatory bowel
disease), zaburzenia czynnosciowe przewodu pokarmo-
wego (biegunki, zaparcia, wzdecia), zespot jelita drazli-
wego, choroby alergiczne, choroby autoimmunizacyjne,
cukrzyca typu drugiego (T2D), otylos¢, zespot meta-
boliczny, choroba stluszczeniowa watroby, miazdzyca,
choroby neurodegeneracyjne, depresja, zaburzenia
ze spektrum autyzmu, choroba Parkinsona, choroba
Alzheimera oraz schizofrenia [2]. Najwazniejsze czyn-
niki, sprzyjajace rozwojowi dysbiozy to dieta, niektore
choroby oraz stosowane leki [4, 34, 49].

Jednym ze sposobow utrzymania rownowagi w skla-
dzie mikrobioty cztowieka jest stosowanie probiotykow.
Probiotyki to zywe mikroorganizmy, ktére podawane

Tabela I
Efekty prozdrowotne prawidtowej mikrobioty cztowieka

Zjawisko

Efekt prozdrowotny

« ochrona przed kolonizacja patogenami

« zapobieganie infekcjom jelit

normalizacja mikrobioty jelita « zapobieganie biegunce

o przyspieszenie wymiany enterocytow

« stabilizacja bariery jelitowej

o ochrona przed kolonizacja patogenami

normalizacja mikrobioty pochwy

« zapobieganie zakazeniom pochwy w tym réwniez infekcjom wirusowym (HIV/HPV)

« ulatwienie metabolizmu laktozy

« synteza krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych (SCFA) i niektérych witamin

« trawienie dtugotancuchowych weglowodanéw i blonnika pokarmowego

efekty metaboliczne

o uczestnictwo w przemianach kwasow zdtciowych i ich wydaleniu

o wplyw na pasaz jelitowy

« detoksykacja/usuwanie ksenobiotykow i kancerogenéw

« obnizenie poziomu toksycznych i mutagennych substancji w jelicie

grubego

« redukcja ryzyka rozwoju otylosci, cukrzycy typu 2 i zespotu metabolicznego oraz raka jelita

« zapewnienie prawidlowego rozwoju ukladu odpornosciowego

immunomodulacja

« regulacja odpowiedzi immunologicznej

wplyw na funkcjonowanie

o produkcja neurotransmiteréw i neuromodulatoréw [kwas gamma-aminomastowy
(GABA), norepinefryna, serotonina, dopamina, acetylocholina, kynurenina]

centralnego ukladu nerwowego

« zapobieganie nieprawidtowo$ciom w funkcjonowaniu uktadu nerwowego (0s jelitowo-mozgowa)
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w odpowiedniej ilosci wywieraja korzystny wplyw
na zdrowie gospodarza. Metody sprzyjajace uzyska-
niu bioréznorodnosci mikrobioty obejmuja nie tylko
stosowanie probiotykéw, ale réwniez wykorzystanie
prebiotykdow, synbiotykow i postbiotykéw. Prebiotyki
to sktadniki Zywno$ci, miedzy innymi fruktooligosa-
charydy, inulina czy skrobia oporna, ktére wspieraja
rozwdj bakterii probiotycznych, przykladowo bakterii
kwasu mlekowego (Lactobacillus), w przewodzie pokar-
mowym. Probiotyki i prebiotyki podawane lacznie
okresla sie jako synbiotyki [15, 40]. Terminem post-
biotyki okreslamy substancje, ktore posiadaja korzystne
wlasciwosci biologiczne dla gospodarza, stanowiace
konkretne metabolity bakteryjne (np. kwas mlekowy),
sktadowe $cian komérkowych okreslonych mikroorga-
nizmoéw, ktére moga promowacé odpowiedz immuno-
logiczng, jak rowniez niektdre biatka obecne w lizatach
probiotycznych szczepéw [17, 37].

3. Probiotyki naturalne w profilaktyce i terapii

Wiasciwosci prozdrowotne probiotykéw w profilak-
tyce i terapii wielu schorzen sa powszechnie znane. Do
najczesciej stosowanych drobnoustrojéw probiotycz-
nych nalezg bakterie z rodzajow Lactobacillus i Bifido-
bacterium oraz niepatogenne grzyby drozdzopodobne
Saccharomyces boulardii [15].

Zgodnie z wytycznymi ISAPP (The International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics)
wyrdzniono trzy gtéwne mechanizmy dziatania pro-
biotykow pod wzgledem czestosci ich wystepowania
wsérod badanych szczepdw. Powszechnie wystepujace
mechanizmy (dotycza rodzaju bakterii) obejmuja
ochrone przed kolonizacja przez patogeny, wytwarza-
nie krétkotanicuchowych kwaséw tluszczowych (SCFA,
short chain fatty acids), stabilizacje i normalizacje
mikrobioty jelitowej, wplyw na zwigkszong wymiane
enterocytow oraz regulacje pasazu jelitowego. Czgsto
wystepujace mechanizmy (dotycza gatunku bakterii)
polegaja na wytwarzaniu witamin, stabilizacji bariery
jelitowej, antagonizmie w stosunku do patogenodw,
metabolizmie soli kwaséw zolciowych, aktywnosci
enzymatycznej i neutralizacji karcynogenéw. Rzadko
wystepujace mechanizmy (dotycza szczepu bakterii) to
modulacja odpowiedzi immunologicznej, wytwarzanie
specyficznych substancji bioaktywnych oraz dzialanie
endokrynne i neurogenne. Roézine szczepy bakterii
wykazuja nieco inne wlasciwosci probiotyczne, a wigc
nalezy dobiera¢ konkretny szczep probiotyczny do
leczenia konkretnego schorzenia [11, 15, 40].

Probiotyki naturalne, bedace niezmodyfikowanymi
genetycznie drobnoustrojami (PN), sg wykorzystywane
miedzy innymi w zapobieganiu i leczeniu biegunki
poantybiotykowej, zapobieganiu biegunce spowodo-

wanej Clostridium difficile oraz wspomaganiu leczenia
w chorobie Le$niowskiego-Crohna, a takze w zabu-
rzeniach czynno$ciowych ukladu pokarmowego (np.
zaparcia), zespole jelita drazliwego, niektérych scho-
rzeniach watroby, leczeniu i zapobieganiu atopowemu
zapaleniu skory, jak réwniez profilaktyce infekeji
ukladu moczowo-plciowego. PN sa réwniez wyko-
rzystywane w zapobieganiu i wspomaganiu leczenia
choréb o czgsciowym podlozu immunologicznym (na
przyklad atopowe zapalenie skory czy nieswoiste zapa-
lenie jelit) i nowotworowych, gtéwnie poprzez regula-
cje dzialania uktadu odpornosciowego [15, 20, 40, 45].
Niektore bakterie, takie jak np. niepatogenne szczepy
Escherichia coli oraz Enterococcus ssp., rowniez wyste-
pujace naturalnie w przewodzie pokarmowym, biora
udzial w ,,treningu” immunologicznym w tkance limfa-
tycznej przewodu pokarmowego (GALT, gut-associated
immune system), ktdra stanowi czes¢ ukladu odporno-
sciowego bton $luzowych (MALT, mucosa-associated
immune system) [15]. Wykazano, ze probiotyki i ich
antygeny stymuluja mechanizmy odpornosci wro-
dzonej oraz nabytej. Postuluje si¢ takze znaczenie PN
w zapobieganiu i wspomaganiu leczenia stanow leko-
wych, depresji i innych zaburzen psychiatrycznych,
poprzez produkeje substancji neuroaktywnych [15, 20,
40, 45]. PN s3 réwniez wykorzystywane we wspoma-
ganiu leczenia takich schorzen jak otylo$¢, cukrzyca
typu 2 oraz dyslipidemia, poprzez produkeje substanciji
modyfikujacych metabolizm pacjenta [20, 46].

W literaturze coraz czesciej pojawia si¢ réwniez
pojecie probiotykéw nastepnej generacji (NGP, next
generation probiotics). Sg to mikroorganizmy, dotych-
czas nie stosowane jako probiotyki, jednak wykazujace
obiecujace wiasciwosci zdrowotne dla czlowieka. Do
takich mikroorganizmoéw zalicza si¢ obecnie mig-
dzy innymi Prevotella copri i Christensenella minuta
- stwarzajace mozliwo$¢ wykorzystania ich w lecze-
niu opornosci na insuling, Parabacteroides goldsteinii,
Akkermansia muciniphila i Bacteroides thetaiotaomicron
- wskazujace na mozliwo$¢ wykorzystania ich w lecze-
niu otylosci i opornosci na insuling, Faecalibacterium
prausnitzii — wykazujacy wlasciwosci ochronne przed
rozwojem chordb jelit, co wykazano u myszy, czy tez
Bacteroides fragilis - wykazujacy dzialanie przeciw-
zapalne i antynowotworowe [9, 35, 38, 56].

4. Probiotyki naturalne - korzysci i ograniczenia

Korzysci plynace ze stosowania probiotykéw natu-
ralnych s wielorakie. W odréznieniu od tradycyjnych
lekéw podawanych doustnie PN dostarczaja lokalnie
substancje biologicznie aktywne bezposrednio do zmie-
nionych chorobowo tkanek, co skutkuje zwiekszong
ich skutecznoscig przy jednoczesnym zmniejszeniu
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ogolnoustrojowych skutkéw ubocznych. PN wytwa-
rzajg substancje biologicznie aktywne ,,na miejscu’, co
eliminuje potrzebe stosowania kosztownych etapow
oczyszczania leku po jego syntezie i umozliwia uzycie
nizszej jego dawki [21, 24]. Przykladem s3 substan-
cje o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, takie jak:
kwasy organiczne (obnizaja pH), nadtlenek wodoru,
zwigzki systemu laktoperoksydazy, diacetyl czy bak-
teriocyny, a takze witaminy z grupy B i K, hydrolazy
(wplywajace na metabolizm tluszczéw w watrobie) czy
SCFA i maslan (pelnigce funkcje odzywcze w stosunku
do komorek nabtonka jelita) [29].

Stosowanie PN wigze si¢ jednak z pewnymi ogra-
niczeniami. PN charakteryzuja sie¢ wysoka wrazliwo$-
cig na czynniki fizyko-chemiczne. Wigkszos¢ szcze-
pow probiotycznych ginie w temperaturze 60-85°C.
Klasyczne metody uodparniania szczepéw na trudne
warunki proceséw technologicznych polegaja na
poddaniu ich uprzedniemu dzialaniu sub-letalnego
czynnika stresowego. Moze to jednak prowadzi¢ do
uszkodzenia komorek i utraty zywotnosci kultur pro-
biotycznych, prowadzac tym samym do zmniejsze-
nia aktywnosci podawanego probiotyku [16, 19, 28].
Ponadto doustne przyjmowanie probiotykow jest
zwiazane z koniecznoscig ich przejécia przez zotadek
i dwunastnice, gdzie s3 narazone na dzialanie kwasu
zoladkowego oraz enzyméw trawiennych i zolci.
Dopiero w jelicie kretym i okreznicy panuja korzystne
dla nich warunki bytowe. Korzysci zdrowotne po zasto-
sowaniu probiotyku w wielu przypadkach uzyskuje si¢
tylko wtedy, gdy szczep probiotyczny dotrze do jelit
w stanie metabolicznie aktywnym i w wystarczajacej
dawce. Trudno jest jednak okresli¢, jaka dawka probio-
tyku dostaje si¢ do jelit oraz czy jest ona wystarczajaca
dla osiagniecia efektu biologicznego [3, 7, 28, 47, 54].
Wskazniki przezywalnosci dla wybranych szczepow
oszacowano na 20-40%, przy czym gtéwnymi prze-
szkodami w ich przezyciu jest obecnos¢ kwasu solnego
w zoladku i dzialanie soli zétciowych [7].

Caly czas poszukuje si¢ nowych rozwigzan bio-
technologicznych, ktére zapewnig ochrone¢ probioty-
kom przed niekorzystnymi warunkami Srodowiska
zewnetrznego i wewnetrznego oraz rozszerza zakres
ich wykorzystania [28, 47].

5. Modyfikacje genetyczne bakterii - perspektywy
izagrozenia

Préby modyfikacji genetycznych znanych probioty-
koéw, jak i innych bakterii, ktére moglyby w przyszto-
$ci pelni¢ szeroko pojeta role prozdrowotna, stajg si¢
obecnie jedng z drég rozwoju nowoczesnej medycyny.

Wprowadzenie modyfikacji genetycznych do ko-
morek bakterii probiotycznych umozliwia zdecydowane

podwyzszenie ich odpornosci na warunki fizyko-che-
miczne panujgce podczas proceséw technologicznych
oraz w §rodowisku przewodu pokarmowego.

Przykladowo dowiedziono, ze gen betL obecny
u Listeria monocytogenes, warunkujacy przetrwanie
szczepow patogennych w trudnych warunkach, wpro-
wadzony do genomu szczepu probiotycznego Lacto-
bacillus salivarius UCC118, znaczaco poprawia jego
odporno$¢ na biotechnologiczne czynniki stresowe,
jak na przyklad wysoka temperatura. Gen betL koduje
system transportu betainy. Betaina, ktora nalezy do
grupy zwigzkow, zwanych osmoprotektantami, chroni
cytozol przed utratg wody i stabilizuje biatka. Podobne
wyniki uzyskano po analogicznej modyfikacji genetycz-
nej szczepu Lactobacillus paracasei [10, 19, 39]. Ponadto
modyfikacja szczepu Bifidobacterium breve UCC2003
genem betL pozwolilta osiaggnac jego wysoka przezywal-
nos¢ w kwasnym $rodowisku zotadka. Uzyskane wyniki
potwierdzono w podobnych doswiadczeniach, klo-
nujagc geny odpowiedzialne za przezywalno$¢ dzikich
szczepdw w przewodzie pokarmowym, na przykiad
gen warunkujacy opornos¢ na zo¥ (bilE), wystepujacy
naturalnie u Listeria monocytogenes [19, 39, 41].

W przyszlosci modyfikacje genetyczne bakterii, nie
tylko tych o obecnie znanych wlasciwosciach probio-
tycznych, pozwolg réwniez na rozszerzenie mechani-
zmow ich biologicznego dzialania i, co za tym idzie,
rozszerzenie mozliwosci ich zastosowania w diagno-
styce oraz terapii. Dobrze zdefiniowane szlaki gene-
tyczne i sieci regulacyjne genéw, maja spowodowac
niezawodno$¢ zmodyfikowanych bakterii w produkeji
$cisle zdefiniowanych zwigzkow biologicznie aktyw-
nych. Bakterie modyfikowane genetycznie (BMG)
moga produkowac kilka substancji biologicznie aktyw-
nych, w czasie, dawce i sekwencji mozliwej do kontro-
lowania. W przypadku PN mamy do czynienia raczej
z nieokreslong mieszaning zwigzkéw bioaktywnych,
ktérych efekty dziatania sg trudne do oceny. Ciagle
modyfikacje BMG umozliwiaja ich udoskonalanie,
a co za tym idzie, ich skuteczno$¢ oraz liczba cho-
réb, w leczeniu ktérych mozna je stosowaé, rowniez
wzrosnie [24, 32, 42]. Ponadto BMG moga docieraé
do miejsc w organizmie, ktére s3 nieosiagalne dla PN.
Moze to z kolei umozliwia¢ stosowanie nizszych dawek
leku i obnizy¢ prawdopodobienstwo wystapienia skut-
kéw ubocznych u pacjenta [21]. Wreszcie BMG moga
by¢ wykorzystywane do produkcji szczepionek. Po
podaniu doustnym bakterii zmodyfikowanych gene-
tycznie, zawierajacych w swym genomie gen kodujacy
okreslony antygen, dochodzi do jego ekspresji i rozwi-
niecia procesu immunizacji w organizmie gospodarza.
Ten typ szczepionki jest odporny na warunki trans-
portu i przechowywania, fatwy i higieniczny do poda-
nia pacjentowi, a raz wytworzony staje si¢ stosunkowo
tani w produkgji [14].
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A. BIOSENSOR (DIAGNOSTYKA)

@ BIOMARKER
T ZWIAZEK WYKRYWANY

B. TERAPEUTYK PRODUKOWANY
W SPOSOB CIAGLY (TERAPIA)

EID 0

[] CZASTECZKA TERAPEUTYKU

C. TERAPEUTYK PRODUKOWANY PO AKTYWACJI
SUBSTANCJA EGZOGENNA LUB BIOMARKEREM
(DETEKCJA + TERAPIA)

@ BIOMARKER
A SUBSTANCJA EGZOGENNA
[J CZASTECZKA TERAPEUTYKU

Rys. 1. Funkcje bakterii modyfikowanych genetycznie
(A) BMG petnigca funkcje diagnostyczng. (B) BMG pelnigca funkcje
terapeutyczng. (C) BMG pelniaca funkcje diagnostyczna i terapeutyczna
(na podstawie [5]).

O ile bezpieczenstwo stosowania PN jest powszech-
nie uznane, to bezpieczer'lstwo stosowania BMG w diag—
nostyce i terapii choréb nie jest jednak juz tak oczywiste.
Jednym z postulowanych niebezpieczenstw jest wydo-
stanie sic BMG z przewodu pokarmowego pacjenta
do $rodowiska zewnetrznego, gdzie mogtyby wywota¢
trudne do przewidzenia skutki. Mechanizmem zabez-
pieczajacym przed takim zdarzeniem moze by¢ wpro-
wadzenie do genomu BMG gendw, ktorych produkt
biatkowy kieruje komorke na szlak apoptozy (,,automa-
tyczne wiaczniki $mierci”). Gen ten ulega ekspresji po
zmianie warunkow $rodowiska, w ktérym znajdujg sie
zmodyfikowane bakterie. Probuje sie rowniez tak zmo-
dytikowa¢ genetycznie bakterie, aby nie byty w stanie
przezy¢ w srodowisku zewnetrznym, w ktérym bra-
kuje okreslonej, niezbednej dla ich przezycia substan-
cji (zjawisko auksotrofii). Pomimo, ze skomplikowane
uklady genetyczne umozliwiaja uwalnianie terapeu-
tyku w odpowiednim organie, w stosownym do stanu
zdrowotnego tkanki czasie i stezeniu, to jednak istnieje
pewne niebezpieczenstwo rozregulowania tego systemu
i zwigzanych z tym komplikacji [5, 25]. BMG musza
cechowal si¢ okreslong czuloscig i selektywnoscia
w stosunku do wykrywanych substancji, by¢ stabilne
w réznych typach $rodowiska (m.in. dieta, mikrobiota
gospodarza) oraz by¢ niepodatne na mutacje [26, 36].
Poszukiwanie procedur i rozwigzan majacych zapewnic¢
maksymalne bezpieczenstwo stosowania farmabiotykow
w medycynie jest czasochlonne i kosztowne [1].

6. Bakterie modyfikowane genetycznie
w diagnostyce i terapii

Obecnie duze nadzieje w diagnostyce i terapii wigze
sie z BMG. Postugujac si¢ metodami inzynierii gene-
tycznej mozliwe staly sie réznorodne modyfikacje
materialu genetycznego takie jak dodawanie, usu-
wanie czy przenoszenie fragmentéw DNA pomiedzy
organizmami. W ten sposob otrzymuje si¢ genetycz-
nie modyfikowane organizmy (GMO), posiadajace
pozadane cechy. Najczesciej wykorzystywane bakterie
modyfikowane genetycznie o znaczeniu medycznym
stanowig bakterie z rodzaju Lactobacillus, wchodzace
w skfad grupy bakterii kwasu mlekowego (LAB, lactic
acid bacteria), a takze bakterie Bacteroides, Escherichia
coli czy Salmonella spp. Aktualnie wigkszo$¢ badan
znajduje si¢ na etapie testowania skutecznosci BMG
na mysich modelach i niewiele z nich osiaggnelo etap
badan klinicznych [14, 26, 32, 50, 51, 52, 57].

Trzy gléwne rodzaje BMG to bakterie pelnigce
funkcje diagnostyczne (tak zwane biosensory), bakterie
produkujace terapeutyk w sposdb ciagly oraz bakterie
produkujace terapeutyk w odpowiedzi na okreslony
bodziec zewnetrzny tzw. ,inteligentny” probiotyk (IP)
(Rys. 1, na podstawie [5]).



26 BARBARA MACURA, ANETA KIECKA, MARIAN SZCZEPANIK

BMG pelnigce funkcje diagnostyczne posiadaja
zdolno$¢ detekeji roznego typu biomarkerdw, na przy-
ktad biomarkeréw stanu zapalnego. Biomarker ten
aktywuje ekspresje genu, ktory koduje biatko, na przy-
kiad o wilasciwosciach fluorescencyjnych, wykrywane
nastepnie w kale. Z kolei BMG pelnigce funkcje tera-
peutyczne posiadajg zdolnos¢ ciagtej produkcji leku,
ktdry jest uwalniany w miejscu toczgcego sie procesu
chorobowego. Rozwiazanie przysziosci to IP, czyli pro-
biotyk faczacy w sobie cechy BMG o dziataniu diagno-
stycznym i terapeutycznym. IP wykrywa jeden lub kilka
zwigzkow chemicznych, analizuje ich obecnos¢ i kom-
binacje, a nastepnie reaguje, dostarczajac precyzyjna
dawke jednego lub wigkszej liczby odpowiednich lekéw
do chorego narzadu. Zasade dzialania IP mozna okres-
li¢ jako cigg zdarzen: detekcja(D)/analiza(A)/odpo-
wiedz(O). Opis szczegdtowych biotechnologicznych
zasad konstruowania obwodéw genetycznych mozna
znalez¢ miedzy innymi w pracach Landry’ i wsp., Yadav
i wsp. lub Rottinghaus i wsp. [24, 36, 52]. Zwigzkami
chemicznymi, ulegajacymi detekcji, moga by¢ zaréwno
czynniki zewnetrzne, dodawane do wody lub pozywie-
nia, jak i okreslone biomarkery produkowane in situ.
Aktualnie przydatnos$¢ IP jest badana w takich schorze-
niach jak: zapalenie okreznicy, cukrzyca oraz zakazenie
Pseudomonas aeruginosa [5, 24].

7. Wykorzystanie bakterii modyfikowanych
genetycznie w medycynie

Bakterie modyfikowane genetycznie moga zosta¢
wprowadzone do organizmu doustnie, dozylnie, do-
odbytniczo, dopochwowo czy poprzez bezposrednie
wstrzykniecie do konkretnej tkanki, na przyktad do
guza nowotworowego. Nastepnie bakterie docieraja
do pozadanego miejsca w organizmie, co zwigzane
jest z preferencyjnym gromadzeniem si¢ okreslonych
szczepow bakterii w réznych tkankach, na przyklad
w obrebie tkanki nowotworowej [26].

W diagnostyce chordb przewodu pokarmowego prze-
prowadza si¢ proby wykorzystania BMG, ktdre posiadaja
zdolno$¢ przeksztalcania substancji, charakterystycz-
nych dla stanu zapalnego w jelicie, w substancje bedace
biomarkerami, fatwo ulegajacymi detekeji w kale, na
przyklad w postaci zwigzku dajacego sygnal fluores-
cencyjny. Prowadzone sg proby nad wykryciem jonéw
§,0.715,0,7, a takze detekcjag NO, H S, H O, i innych
zwiazkow w kale 0sob cierpigcych na stany zapalne jelit.
Z kolei krwawienia w jelicie prébuje sie diagnozowac
dzigki wykrywaniu obecno$ci hemu. Na podobnej zasa-
dzie opiera si¢ wykrycie zwigzkow i substancji pochod-
nych w kale, ktore pelnia role biomarkeréw infekcji
charakterystycznych dla okreslonych patogenéw (na
przyktad Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae) [21, 55].

W doswiadczeniach zwigzanych z wykorzystaniem
BMG w terapii dominujg schorzenia zlokalizowane
w obrebie przewodu pokarmowego. Choroby zapalne
jelit, obejmujace wrzodziejace zapalenie jelita grubego
i chorobe Le$niowskiego-Crohna, sg wywolane nie-
prawidlowym funkcjonowaniem uktadu immunolo-
gicznego w obrebie przewodu pokarmowego. Zwiazki
o charakterze przeciwzapalnym, takie jak kortykoste-
roidy, tiopuryny czy przeciwciala monoklonalne skie-
rowane przeciwko czynnikowi martwicy nowotworu
(TNF-a, tumor necrosis factor) sg stosowane w leczeniu
tej grupy schorzen. Przeciwciala anty-TNF-a charakte-
ryzuja sie wysoka skutecznoscig w tagodzeniu objawow
chorob zapalnych jelit, ale réwniez znacznymi efektami
ubocznymi oraz wysokim kosztem leczenia. Genetycz-
nie modyfikowane LAB, ktore produkujg przeciwciata
skierowane przeciwko TNF-a, mogg stanowi¢ terapie
alternatywna w stosunku do terapii konwencjonal-
nej. Skuteczno$¢ tej terapii zostata potwierdzona przy
wykorzystaniu zwierzecych modeli choréb zapalnych
jelit. Zaobserwowano, ze doustne podanie Lactobacillus
lactis, wydzielajacych przeciwciata przeciwko TNF-q,
nie wywoluje efektéw ubocznych, obserwowanych po
dozylnym podaniu wspomnianych przeciwcial. Inne
eksperymenty, wykorzystujace bakterie kwasu mleko-
wego, obejmuja neutralizacje takich cytokin prozapal-
nych jak: IL-6, IL-17 oraz IL-23. Zmodyfikowane gene-
tycznie LAB mozna takze wykorzysta¢ do podawania
cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-10 lub IL-27
w celu leczenia zapalenia okreznicy u myszy. Rekom-
binowane bakterie Lactobacillus lactis moga réwniez
produkowaé biatka wigzace chemokiny o dzialaniu
prozapalnym, co potwierdzono w hodowli komoérek
nablonkowych in vitro, a takze syntetyzowa¢ peptydy
TFF (trefoil factor family) wystepujace gtéwnie w prze-
wodzie pokarmowym i pelniagce funkcje ochronne
w stosunku do jego nablonka. Inne proby dotycza
podawania enzyméw np. dysmutazy ponadtlenkowej
i katalazy, ktore ograniczajg ilos¢ reaktywnych form
tlenu w zmienionej zapalnie blonie §luzowej jelita, inhi-
bitora proteazy serynowej lub insulinopodobnego czyn-
nika wzrostu 1 [5, 26, 27, 30, 33, 43]. Pojawily sie row-
niez proby dostarczania do przewodu pokarmowego
za pomocg BMG interferujagcego RNA (iRNA), ktory
blokuje synteze enzymu COX-2, odpowiedzialnego za
katalizowanie reakcji syntezy substancji prozapalnych
[5]. Ukazaly sie takze doniesienia o zmodyfikowanych
bakteriach Streptococcus, wykazujacych dziatanie prze-
ciwpréchnicze w jamie ustnej [14].

Rekombinowane LAB mogg réwniez postuzy¢ do
dostarczania antygenéw typowych dla wiruséw, bak-
terii, grzybow oraz pasozytéw w celu uzyskania odpo-
wiedzi immunologicznej na btonach §luzowych. Celem
tak podanej szczepionki jest wywolanie produkeji prze-
ciwciat klasy IgA w ukladzie MALT, jednak ogélno-
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ustrojowa odpowiedz immunologiczna réwniez zostata
zaobserwowana. Rozwazane jest skonstruowanie takiej
szczepionki migdzy innymi przeciwko wirusowi pta-
siej grypy, rotawirusom, wirusowi HIV oraz wirusowi
zapalenia watroby typu A [1, 33]. W badaniach na
myszach wykazano, zZe doustne podanie zrekombino-
wanej bakterii z rodzaju Lactobacillus, wykazujacej eks-
presje antygenu wirusa ptasiej grypy — hemaglutyniny
HA 1, spowodowato wytworzenie przeciwcial, ktérych
obecno$¢ wykryto w blonie §luzowej (przeciwciata IgA
anty-HA1) oraz w surowicy (przeciwciala IgG anty-
-HA1). Bakterie, przeciwko ktérym podejmowane sa
proby konstruowania szczepionek w oparciu o powyz-
szg technologie to miedzy innymi: Clostridium tetani,
E. coli, Shigella dysenteriae, Yersinia pestis, Y. pseudotu-
berculosis, Helicobacter pylorii Clostridium perfringens.
Poréwnano takze nasilenie odpowiedzi immunologicz-
nej u myszy, ktérym podano, doustnie lub donosowo,
zmodyfikowane genetycznie L.lactis, ktére posia-
daly zdolnos$¢ produkeji fragmentu toksyny bakterii
C. tetani. Wyzszy poziom przeciwcial zaobserwowano
w wyniku donosowej drogi podania antygenu [1, 33].
Mozna réwniez podaé bakterie wykazujgce ekspresje
okreslonej onkoproteiny. Prowadzone sg badania nad
wprowadzeniem tego typu szczepionki zapobiegajacej
rozwojowi raka szyjki macicy [33].

Obecnie leczenie wielu infekeji staje sie coraz trud-
niejsze, gléwnie ze wzgledu na wzrastajaca opornos¢
bakterii na antybiotyki. Podejmowane sg proby zastoso-
wania BMG w leczeniu infekcji, poprzez wykorzystanie
ich wysokiej specyficznosci oraz braku réwnoczesnego,
negatywnego wplywu na mikrobiote gospodarza.
W warunkach in vitro i mysich modelach wykazano
przeciwbakteryjne dzialanie wielu substancji, syntety-
zowanych przez BMG. Ponadto BMG moga posiada¢
zdolnos$¢ wykrywania patogendw i wydzielania zwiaz-
kéw, hamujacych ich wzrost [1, 18, 30, 55]. Obecnie
sg prowadzone réwniez badania nad BMG, produku-
jacymi bialka o charakterze przeciwwirusowym [30].

Sposrod chordb metabolicznych, w ktérych najczes-
ciej wskazuje si¢ na mozliwos¢ wykorzystania BMG,
wymienia si¢ fenyloketonuri¢ oraz hiperamonemieg. Jest
to mozliwe dzieki dostarczeniu do organizmu enzymoéw
zaangazowanych w przemiany szkodliwych substancji
[1, 55]. Kolejnym sposobem na wykorzystanie BMG
jest leczenie schorzen alergicznych, cukrzycy typu I,
otylosci oraz nadci$nienia [26, 30, 53, 55].

Szczegolne nadzieje wiaze sie z wykorzystaniem
wlasciwosci BMG w terapii przeciwnowotworowe;.
Niektore bakterie np. atenuowane szczepy Salmonella
spp. oraz Listeria spp. posiadaja zdolno$¢ preferencyj-
nej penetracji i proliferacji wewnatrz guzéw nowo-
tworowych. Mikroorganizmy te nie tylko wykazuja
dziatanie przeciwnowotworowe, ale takze w mikrosro-
dowisku guza moga pobudza¢ odpowiedz immunolo-

giczng gospodarza przeciw komoérkom nowotworo-
wym. W przyszlosci tg strategie lecznicza mozna by
wykorzystywaé zardbwno w monoterapii, jak i w kom-
binacji z innymi terapiami przeciwnowotworowymi.
BMG o ostabionej wirulencji stanowia réwniez alterna-
tywe w leczeniu choréb nowotworowych; nalezy jednak
zwrdci¢ uwage, by ostabienie wirulencji jednoczesnie
nie spowodowalo ostabienia dziatania przeciwnowo-
tworowego. Omawiane modyfikacje genetyczne mozna
réwniez wykorzysta¢ do nasilenia migracji bakterii do
komorek nowotworowych, na przyklad poprzez eks-
presje na ich powierzchni ligandéw, specyficznych dla
okreslonego typu nowotworu, co umozliwia redukcje
skutkéw ubocznych zwigzanych z toksycznym oddzia-
tywaniem na zdrowe komoérki organizmu. Dalsza
modyfikacja genetyczna bakterii umozliwia wzmoc-
nienie ich przeciwnowotworowego dzialania poprzez
produkeje substancji cytotoksycznych, enzymoéw kon-
wertujacych proleki do lekéw, substancji immuno-
modulujacych, czynnikéw antyangiogennych lub nie-
-kodujacych czasteczek RNA. Ekspresja okreslonych
gendw moze by¢ wyzwalana specyficznymi warunkami,
panujacymi w obrebie guza (np. hipoksja, niskie pH,
nasilona nekroza) lub poprzez podanie specyficznych
substancji egzogennych, na przyklad dozylnie lub
dootrzewnowo. Préoby kliniczne skutecznosci tego typu
terapii dotycza miedzy innymi leczenia czerniaka, raka
szyjki macicy oraz nowotwordw jelita grubego, watroby
i trzustki [12, 22, 26, 31]. Ciekawym pomystem tera-
peutycznym jest rowniez réwnoczesne podawanie kilku
rodzajow genetycznie zmodyfikowanych bakterii [33]
oraz ich ,,molekularne spersonalizowanie’, w zaleznosci
od typu nowotworu [1, 30].

8. Podsumowanie

Szybki rozwdj narzedzi inzynierii genetycznej i bio-
logii syntetycznej umozliwia konstruowanie coraz sku-
teczniejszych i bezpieczniejszych farmabiotykdow, pet-
nigcych zaréwno funkcje diagnostyczne, jak i terapeu-
tyczne. Bakterie modyfikowane genetycznie stanowia
jedna z mozliwosci rozwoju medycyny spersonalizo-
wanej, ktora zaktada indywidualne zastosowanie $cisle
dobranej substancji leczniczej do stanu chorobowego
kazdego pacjenta. Taki wysoki poziom personalizacji
jest mozliwy do osiagniecia poprzez stosowanie ,,inteli-
gentnych probiotykéw”. Co wiecej, farmabiotyki umoz-
liwiajg réwniez leczenie miejscowe, co ogranicza efekty
uboczne, widoczne w czasie leczenia ogélnoustrojo-
wego. Pomimo tak obiecujacych perspektyw trudno
jest okresli¢, kiedy bakterie zmodyfikowane genetycz-
nie znajdg powszechne zastosowanie w praktyce kli-
nicznej. Liczba badan znajdujaca si¢ w fazie klinicz-
nej jest ograniczona, co w duzej mierze jest zwigzane
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z ograniczeniami i obawami zwigzanymi z wykorzy-
staniem organizmdéw zmodyfikowanych genetycznie
w medycynie [1, 26, 32].
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