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1 Mleœnokislinske bakterije
in rekombinantno izraæanje
proteinov

Mleœnokislinske bakterije v fermentiranih mleœnih, rastlinskih in mes-
nih izdelkih æe stoletja predstavljajo normalno sestavino œloveøke
prehrane in so poleg kvasovk (Saccharomyces cerevisiae) industri-
jsko najpomembnejøi mikroorganizmi (1). Zaradi dolgotrajne doku-
mentirane varne uporabe imajo status GRAS (»sploøno priznani kot
varni«). Poleg tega øtevilna poroœila potrjujejo njihovo dobrodejno
delovanje v prebavnem traktu, zato se pogosto dodajajo hrani kot pro-
biotiki. Med mleœnokislinske bakterije uvrøœamo rodove Lactobacillus,
Leuco nostoc, Pediococcus, Lactococcus in Streptococcus ter neko-
liko bolj obrobne Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Oenococcus, Teragenococcus, Vagococcus in Weisella (2). Po

fizioloøkih znaœilnostih lahko mednje uvrstimo tudi rod

Bifidobacterium, ki je sicer genetsko nesoroden. V naravi jih pogosto

najdemo na razpadajoœih rastlinah ali v prebavilih æivali.

Mleœnokislinske bakterije spadajo v skupino gram pozitivnih bakterij.

So anaerobni ali mikroaerofilni koki ali bacili in ne tvorijo spor. Ker

zasedajo isto ekoloøko niøo, so razvile nekatere skupne metabolne in

fizioloøke znaœilnosti. Pomembna znaœilnost, po kateri so dobile ime

je, da kot konœni produkt fermentacije ogljikovih hidratov tvorijo

mleœno kislino. Glede na konœni produkt metabolizma jih razdelimo v

dve skupini. Homofermentativne mleœnokislinske bakterije tvorijo

mleœno kislino kot edini ali glavni produkt metabolizma glukoze.

Heterofermentativne tvorijo enako mnoæino mleœne kisline, ogljikove-

ga dioksida in etanola. Med fermentacijo pH gojiøœa zaradi tvorbe

mleœne kisline pada. Mleœnokislinske bakterije so relativno odporne

Gensko spremenjene mleœnokislinske
bakterije kot dostavni sistemi za
bioloøka zdravila
Genetically modified lactic acid bacteria as delivery
systems for biopharmaceuticals
Aleø Berlec, Borut Øtrukelj

dr. Aleø Berlec, mag. farm., Institut »Joæef Stefan«, Jamova 39, 1000 Ljubljana, Slovenija
Prof. dr. Borut Øtrukelj, mag. farm., Fakulteta za farmacijo, Aøkerœeva 7, 1000 Ljubljana, Slovenija; Institut »Joæef Stefan«, Jamova 39, 1000 Ljubljana,
Slovenija

Povzetek: Mleœnokislinske bakterije so æe stoletja sestavni del œloveøke prehrane, zato je njihova varnost sploøno priznana. Poleg tega so se v
novejøem œasu visoko razvile tehnike, ki omogoœajo rekombinantno izraæanje proteinov tudi v mleœnokislinskih bakterijah. Zaradi teh razlogov
imajo velik potencial kot poceni in uœinkoviti dostavni sistemi za dostavo rekombinantnih proteinov na telesne sluznice, predvsem v prebavnem
traktu. V razvoju in øtudijah na æivalih so sistemi za dostavo antigenov (cepiv), dostavo proteinov s fizioloøko funkcijo in dostavo DNA z namenom
cepljenja. Dostava interlevkina IL-10 pri kroniœni vnetni œrevesni bolezni se je izkazala za najbolj obetavno in je bila uspeøno testirana v 1. fazi
kliniœne øtudije na ljudeh. Pred sploøno uporabo bo potrebno odgovoriti na vpraøanja o varnosti vnosa genskega materiala, ker gre za gensko
spremenjene organizme, ki ne uæivajo podpore javnosti.

Kljuœne besede: mleœnokislinske bakterije, Lactooccus lactis, rekombinantno izraæanje, dostavni sistem, cepivo, IL-10, gensko spremenjeni
organizmi.

Abstract: Lactic acid bacteria have been a part of human diet for centuries and their safety is therefore generally recognised. Apart from that,
the techniques that enable recombinant protein expression in lactic acid bacteria have recently developed. This is why lactic acid bacteria
could serve as a cheap and efficient delivery system for recombinant protein delivery to body mucosa, especially in gastrointestinal tract.
Systems for antigen (vaccine) delivery, delivery of proteins with physiological function and for DNA delivery are under development and in ani-
mal testing. The delivery of interleukin IL-10 in inflammatory bowel disease is the most promising and was successfully tested in phase I human
clinical trial. Before the widespread use, questions regarding safety of genetic material introduction will have to be answered, since these are
genetically modified organisms, which are not well accepted by the general public.  

Key words: lactic acid bacteria, Lactococcus lactis, recombinant expression, delivery system, vaccine, IL-10, genetically modified organisms.

FV 3 2008 prelom.xp:FV 2 2007 prelom zadnji.xp  7/18/08  9:11 AM  Page 115



116 farm vestn 2008; 59

Pregledni znanstveni œlanki - Review Scientific Articles

na rast v gojiøœu s kislim pH. Pri veœini vrst se rast ustavi pri pH 4,5.
Imajo tudi podobno temperaturno toleranco in ne preæivijo pri tem-
peraturi viøji od 45 °C. So avksotrofne za øtevilne aminokisline, ki jih
morajo zato pridobiti iz okolja. Mleœnokislinske bakterije pogosto
proizvajajo antibakterijske peptide bakteriocine, ki predstavljajo pred-
nost pred ostalimi mikroorganizmi, saj so bakterije proizvajalke nanje
imune, hkrati pa so toksiœni za kompetitivne bakterije. Skupna znaœil-
nost je tudi, da imajo v nukleotidnem zaporedju genomov nizek deleæ
gvaninov in citozinov (GC), za razliko od nekaterih gram negativnih
bakterij (E. coli), kar je pomembno pri heterolognem izraæanju genov.

Lactococcus lactis je sploøno priznan kot modelna mleœnokislinska
bakterija. Zanj obstajajo dobro razvita orodja za gensko manipulacijo
(3). V laboratoriju se najpogosteje uporabljata seva L. lactis subsp.
cremoris MG1363 in L. lactis subsp. lactis IL1403, ki imata tudi
doloœen genom (4, 5). L. lactis je tudi industrijsko pomemben mikroor-
ganizem, zlasti je pomemben v sirarstvu.

Za rekombinantno izraæanje proteinov v mleœnokislinskih bakterijah se
uporabljajo razliœni sistemi. Heterologni geni se nahajajo bodisi na
plazmidih bodisi so vstavljeni v bakterijski kromosom in so pod nad-
zorom konstitutivnih ali inducibilnih promotorjev. Konstitutivni promo-
torji zagotavljajo enakomerno izraæanje daljøi œas, a obiœajno v man-
jøih koliœinah. Pri inducibilnih promotorjih lahko izraæanje nadzorujemo
in je obiœajno moœnejøe. Izraæanje lahko sproæimo z ogljikovimi hidrati,
fagno infekcijo, bakteriocini, toplotno ali pH- spremembo (1).
Najpogosteje uporabljan in najbolj prouœen sistem je z nizinom nad-
zorovan ekspresijski sistem NICE (6), kjer se izraæanje inducira z
dodatkom bakteriocina nizina. Razviti so tudi sistemi, ki omogoœajo
usmerjanje proteinov v bakterijah (ciljanje). Za izloœanje proteinov v
gojiøœe se tako najpogosteje uporablja zaporedje Usp45, za pritrditev
proteinov na povrøino bakterij (celiœno steno) pa C-terminalno
zaporedje avtolizina AcmA (1).

2 Dostava bioloøko aktivnih
makromolekul

Zaradi varnega statusa in zaupanja, ki ga uæivajo mleœnokislinske
bakterije, predstavljajo privlaœen vektor za dostavo bioloøkih makro-
molekul v organizem. Cilji njihovega delovanja so sluznice, naj-
pogosteje v prebavnem traktu, kot je shematsko prikazano na sliki 1.
Delujejo lokalno, lahko pa povzroœijo tudi sistemske uœinke. Naœin
aplikacije je ponavadi peroralni ali nazalni, moæen pa je tudi vaginal-
ni. Laktokoki in laktobacili preæivijo prehod skozi prebavni trakt, neka-
teri laktobacili pa so ga sposobni tudi kolonizirati. Sposobnost
preæivetja v prebavnem traktu je pomemben dejavnik, saj peroralna
aplikacija proteina ni mogoœa predvsem zaradi razgradnje v kislem
æelodœnem okolju. Dodatna prednost dostave s pomoœjo bakterij je,
da nista potrebni draga izolacija in œiøœenje proteinov. Sistemi
dostave bioloøko aktivnih makromolekul se zaenkrat veœinoma testira-
jo na æivalskih modelih, kjer se dosegajo spodbudni rezultati. Znan je
en primer kliniœne øtudije na ljudeh, ki bo opisan v nadaljevanju.

Dostavo bioloøko aktivnih makromolekul lahko po naœinu uporabe
razdelimo na dostavo cepiv (antigenov), dostavo proteinov s
fizioloøko vlogo in dostavo DNA.

2.1 Dostava cepiv
Peroralna dostava cepiv (antigenov) je zaæelena zaradi prijetnejøega
naœina aplikacije v primerjavi s parenteralnim. Poleg tega bi peroral-
na dostava poceni cepiv pomenila veliko prednost zlasti v manj razvi-
tih deæelah. Mleœnokislinske bakterije predstavljajo ugoden vektor za
dostavo cepiv, ker (7): 
• imajo status GRAS, 
• lahko delujejo kot adjuvans,
• so sposobne adhezije na mukozo,
• imajo nizko intrinziœno imunogenost.

Zaradi velikosti se proteinske molekule naœeloma ne absorbirajo in ne
prehajajo v krvni obtok. Vendar pa œrevesno limfoidno tkivo, ki je del
mukoznega imunskega sistema, omogoœa prehod preko special-
iziranih M celic na Peyerjevih ploøœah in predstavitev antigenov bazal-
no leæeœim imunskim celicam. To poslediœno sproæi izloœanje IgA,
glavnega razreda protiteles iz epitelija, v lumen prebavnega trakta in
s tem lokalni imunski odziv (8). Hkrati lahko takøen vnos antigenov
sproæi tudi sistemski imunski odziv in pojav IgG v krvi. 

Razliœne vrste antigenov, ki so bili predstavljeni s pomoœjo mleœnok-
islinskih bakterij, so predstavljeni v preglednici 1.

Cepiva so usmerjena proti bakterijskim in virusnim patogenom, pa
tudi praæivalim (Plasmodium falciparum). Najveœ øtudij je bilo
opravljenih na fragmentu C tetanus toksina (10), ki zaradi moœne
imunogenosti sluæi tudi kot modelni antigen. Veœina øtudij je bila
opravljenih na miøih. Obiœajno so opazili zveœan lokalni imunski odziv
in izloœanje IgA, pa tudi zveœan sistemski imunski odziv. Kar nekaj
øtudij je uspelo dokazati kliniœno uspeønost cepljenja, saj se po
izpostavitvi patogenu bolezen ni razvila npr. v primeru cepiva proti
œloveøkemu papilomavirusu, ki povzroœa raka materniœnega vratu
(19) ali v primeru cepiva proti enterotoksigeni E. coli (7). Uœinkovitost

Slika 1: Gensko spremenjene mleœnokislinske bakterije v prebavnem
traktu lahko izloœajo heterologne proteine ali pa jih
predstavljajo na povrøini.

Figure 1: Genetically modified lactic acid bacteria can secrete
heterologous proteins or present them on the surface in the
instestinal tract.
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Preglednica 1: Primeri uporabe mleœnokislinskih bakterij pri dostavi antigenov.
Table 1: Example of usage of lactic acid bacteria in antigen delivery.

PATOGEN DOSTAVLJENI ANTIGEN MLEŒNOKISLINSKA BAKTERIJA REF.

Bakterije

Streptococcus mutans (karies) Povrøinski protein PAc L. lactis (9)

Clostridium tetani (tetanus) Fragment C tetanus toksina L. lactis, Lb. plantarum (10), (11)

Streptococccus pneumoniae Kapsularni polisaharid tipa 3, L. lactis, Lb. casei, Lb. plantarum, (12)

PsaA, PspA Lb. helcveticus

Helicobacter pylori UreB, Cag12 L. lactis, Lb. plantarum (13)

Brucella abortus L7/L12 ribosomalni protein, L. lactis (14)

GroEL protein topotnega øoka

Streptococcus pyrogenes Obmoœje C-ponovitve M proteina L. lactis (15)

(faringealna infekcija)

Proteus mirabilis MrpA fimbrijski protein L. lactis (16)

enterotoksigena Toplotno stabilni enterotoksin Lb. reuteri (17)

Escherichia coli in toplotno labilni enterotoksin B

streptokoki (øirokospektralno) GBS pilus (iz skupine B streptokokov) L. lactis (18)

Virusi

œloveøki papilomavirus tip 16 Protein E7, protein L1 L. lactis, Lb. plantarum, Lb. casei (19), (20)

(rak materniœnega vratu)

HIV Ovojni protein L. lactis (21)

SARS-koronavirus Nukleokapsidni protein, L. lactis, Lb. casei (22)

peplomerni protein - segmenta SA and SB

Rotavirus VP7 protein iz zunanjega plaøœa L. lactis (23)

Koronavirus Peplomerni glikoprotein S Lb. casei (24)

(prenosni gastroenteritis)

Praæivali

Plasmodium falciparium (malarija) Fuzijski protein GLURP-MSP3, MSP1, L. lactis (25)

MSA2

Preglednica 2: Primeri uporabe mleœnokislinkih bakterij pri dostavi proteinov s fizioloøko vlogo.
Table 2: Example of usage of lactic acid bacteria in delivery of proteins with physiological function.

OBOLENJE / MOTNJA DOSTAVLJENI PROTEIN MLEŒNOKISLINSKA BAKTERIJA REF.

Kroniœna vnetna œrevesna IL-10 L. lactis (27), (28)

bolezen (KVŒB) 

Ulcerozni kolitis mTFF (triperesni (trefoil) faktor) L. lactis (29)

Ulcerozni kolitis LcrV iz Yersinia pseudotuberculosis – L. lactis (30)

stimulacija izloœanja IL-10

Ulcerozni kolitis MnSOD iz Streptococcus thermophilus Lb. gasseri (31)

HIV Cianovirin iz Nostoc elipsosporum L. lactis, Lb. plantarum, Lb. jensenii (32)

Modulacija alergijskega Bet v 1 antigen iz brezovega peloda L. lactis, Lb. plantarum (33)

imunskega odziva

Modulacija alergijskega Anti-idiotipski scFv ali IgE mimotop Lb. johnsonii (34)

imunskega odziva

Karies scFv proti S. mutans (antigen I/II) Lb. zeae (35)

Pomanjkanje lipaze Lipaza iz Staphylococcus hyicus L. lactis (36)

pri pankreasni insuficienci
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predstavitve antigena so v nekaj primerih poveœali s hkratno dostavo
interlevkinov (IL-2, IL-6) (26). Mleœnokislinske bakterije, ki
predstavljajo antigene, naj ne bi kolonizirale prebavnega trakta, saj bi
to lahko vodilo k toleranci do antigena. L. lactis je zato najugodnejøi in
najpogostejøi kandidat za peroralno cepivo, œeprav so se laktobacili
nekajkrat izkazali za uœinkovitejøe (11). Kliniœne øtudije na ljudeh øe
niso bile opravljene.

2.2 Dostava proteinov s fizioloøko vlogo
Poleg dostave antigenov je mleœnokislinske bakterije moœ uporabiti
tudi kot vektor za dostavo proteinov, ki delujejo lokalno v prebavnem
traktu. Na ta naœin dostavljeni proteini so predstavljeni v preglednici
2.

Iz preglednice 2 je razvidno, da je najpogostejøa tarœa dostave pro-
teinov v prebavni trakt kroniœna vnetna œrevesna bolezen (KVŒB),
kamor uvrøœamo ulcerozni kolitis in Crohnovo bolezen. Dokazano je,
da interlevkin IL-10 igra pomembno vlogo pri regulaciji vnetnih
kaskad in da njegovo pomanjkanje vodi v razvoj kolitisa. Dostava IL-
10 lahko omili simptome in predstavlja najuspeønejøi primer dostave
proteinov z mleœnokislinskimi bakterijami. Uspeøno so jo testirali na
miøjem modelu kolitisa (27). Sledil je razvoj seva L. lactis z okvarjeno
timidilat sintazo, ki je zato odvisen od zunanjih virov timidina ali timi-
na, kar prepreœuje preæivetje gensko spremenjenega seva v naravi
(37). To je omogoœilo uporabo v 1. fazi kliniœne øtudije na 10 ljudeh za
zdravljenje Crohnove bolezni (28). Øtudija je bila uspeøna z minimal-
nimi stranskimi uœinki in z olajøanjem simptomov bolezni. Podobne
uœinke so na æivalskih øtudijah dosegli z uporabo triperesnih faktorjev
(29) in dostavo proteina LcrV (30) iz Y. pseudotuberculosis, ki stimuli-
ra izloœanje IL-10. Drugaœen pristop predstavlja intestinalno izloœanje
superoksidne dismutaze (MnSOD), ki nastopa kot lovilec reaktivnih
kisikovih spojin, ki prispevajo k vnetnemu delovanju (31).

Mleœnokislinske bakterije bi se lahko uporabljale za dostavo pre-
bavnih encimov pri doloœenih anomalijah npr. pankreasni insuficienci.
Tako je bil razvit sistem za dostavo lipaze (36).

Na podoben naœin, kot je bilo v prejønjem poglavju opisano za dosta-
vo antigenov z namenom spodbujanja imunskega odziv, bi se
mleœnokislinske bakterije lahko uporabljale tudi za modulacijo
imunskega odziva. Tako so s senzitizacijo zmanjøali imunski odziv na
antigen iz brezovega peloda (33). Drugaœen pristop predstavlja
dostava fragmenta variabilne regije protitelesa (scFv) proti IgE, ki so
odgovorni za pretiran imunski odziv, ali IgE mimotopov, ki stimulirajo
tvorbo IgG proti IgE (34). Tudi fragmenti variabilne regije protitelesa
scFv, usmerjeni proti S. mutans, so bili dostavljeni s pomoœjo

mleœnokislinskih bakterij in uporabljeni za oralno zdravljenje kariesa
(35).

Poleg uporabe v prebavnem traktu, je mleœnokislinske bakterije
mogoœe uporabiti tudi na drugih sluznicah, npr. vaginalni. Razvit je
sistem izraæanja moœnega protivirusnega proteina cianovirina v
mleœnokislinskih bakterijah, ki kolonizirajo vagino, kar predstavlja
naœin za zmanjøanje moænosti okuæbe s HIV predvsem na ogroæenih,
manj razvitih obmoœjih.

2.3 Dostava DNA
Dostava DNA z namenom cepljenja (DNA cepivo) je najnovejøi naœin
uporabe mleœnokislinskih bakterij in zato zaenkrat najmanj razvit.
Dostavljena DNA izkoristi celiœne mehanizme za prepis v protein, ki
potem sluæi kot antigen. Prednost DNA cepiva je zmoænost aktivacije
celiœne imunosti in ne samo humoralne, kar poslediœno omogoœa tudi
zdravljenje kroniœnih bolezni in zahtevnih virusnih infekcij, teæava pa
je uspeøen vnos DNA v celice. Z mleœnokislinskimi bakterijami so
uspeli dokazati vnos DNA v sesalske celice s pomoœjo proteina inter-
nalina (38, 39), ki poveœa prepustnost celic za L. lactis. Dosegli so
tudi aktivacijo imunskega odziva pri miøih po vnosu gena Vp1 virusa
slinavke in parkljevke (40). Primeri so prikazani v preglednici 3.

3 Prednosti in slabosti
Mleœnokislinske bakterije so æe stoletja sestavni del œloveøke
prehrane, zato njihova varnost ni vpraøljiva. Moænost sistemske
okuæbe z mleœnokislinskimi bakterijami obstaja le pri moœno
imunokomprimitiranih posameznikih. Dostava rekombinantnih pro-
teinov na sluznice oz. predvsem v prebavni trakt s pomoœjo mleœnok-
islinskih bakterij pomeni relativno poceni naœin dostave bioloøko
aktivnih makromolekul v organizem, saj odpade potreba po nadaljnji
izolaciji in œiøœenju. To je pomembno predvsem v manj razvitih deæe-
lah, kjer je cena glavna ovira za npr. mnoæiœno cepljenje. Prednost
mleœnokislinskih bakterij pri dostavi cepiv je tudi, da posnemajo pot
vnosa øtevilnih patogenov v organizem in imajo lahko intrinziœne last-
nosti adjuvansa. Vnos fizioloøko aktivnih proteinov v npr. prebavni
trakt pomeni prednost predvsem pri lokalnih obolenjih, saj pri sistem-
ski aplikaciji proteinov le majhen del dospe do æelenega mesta delo-
vanja, poveœana pa je tudi moænost stranskih uœinkov.

Med slabosti lahko uvrstimo teæave z natanœnim odmerjanjem, v
primeru da prihaja do izraæanja proteina na mestu delovanja (in ne æe
pred vnosom v organizem) in pa nejasne posledice ob morebitni kol-
onizaciji prebavnega trakta. Glavna øibka toœka uporabe mleœnok-
islinskih bakterij pa je v tem, da gre za gensko spremenjene orga-

Preglednica 3: Primeri uporabe mleœnokislinkih bakterij pri dostavi DNA.
Table 3: : Example of usage of lactic acid bacteria in DNA delivery.

CILJ TERAPIJE DOSTAVLJENI GEN MLEŒNOKISL. BAKTERIJA REF.

Vnos gena proti modelnemu proteinu gfp (zeleni fluorescentni protein) L. lactis (38)

Vnos gena proti modelnemu proteinu blg (beta-laktoglobulin) L. lactis (39)

Cepivo proti virusu slinavke

in parkljevke (FMDV) vp1 Lb. acidophilus (40)
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nizme, ki so v javnosti deleæni izrazito odklonilnega odnosa. Pred

dejansko uporabo bi bilo zato potrebno odgovoriti na øtevilna

vpraøanja, povezana s sproøœanjem rekombinantnih organizmov v

okolje (41, 42). Prvi sklop vpraøanj je povezan s samim rekombinant-

nim sevom in moænostjo njegovega preæivetja v naravi. To je v veliki

meri moœ odpraviti z uporabo metabolnih mutant, ki onemogoœajo

preæivetje brez doloœenih hranil, kar je bilo æe uspeøno prikazano na

primeru seva L. lactis z odstranjenim genom za timidilat sintazo (37).

Drugi sklop vpraøanj je povezan z vnesenim proteinom in njegovo

potencialno alergenostjo in toksiœnostjo. Tretji sklop vpraøanj pa se

nanaøa na sam genski material. Potrebno je prepreœiti horizontalen

prenos genskega materiala v ostale, komenzalne bakterije. To je zlasti

pomembno pri uporabi plazmidov, pri œemer je potrebno uporabljati

replikacijske elemente, ki so omejeni na gostitelja. Popolnoma se je

potrebno izogniti antibiotiœnim oznaœevalcem. Potrebno je tudi

izkljuœiti vkljuœevanje DNA v genom gostitelja in morebitno onkogeno

delovanje.

Mleœnokislinske bakterije imajo velik potencial kot vektorji za dostavo

bioloøko aktivnih makromolekul. Pred uporabo bo potrebno razreøiti

odnos do gensko spremenjenih organizmov, katerim javno mnenje ni

naklonjeno in zaradi katerega je tudi odnos industrije zadræan. Res pa

je, da je uporaba gensko spremenjenih organizmov v terapevtske

namene sprejemljivejøa od npr. uporabe v prehrani. Tveganje, ki smo

ga namreœ pripravljeni sprejeti, je povezano s koristjo, ki jo dobimo.

Ta pa je veœja v primeru resne ali teæko ozdravljive bolezni.
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