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Streszczenie: Ogromna zmienno�æ genetyczna i fizjologiczna pozwala bakteriom zasiedlaæ ró¿norod-
ne nisze ekologiczne oraz umo¿liwia szybk¹ adaptacjê do zmiennych warunków �rodowiska. Jed-
nym z wa¿nych mechanizmów umo¿liwiaj¹cym komórkom bakterii regulacjê wa¿nych funkcji ¿y-
ciowych i aktywno�ci fizjologicznych w sposób globalny i  wysoce zsynchronizowany jest bakteryj-
ny system quorum sensing (QS). Niezwykle wa¿ne wyniki uzyskane w ostatnich latach w bada-
niach tego systemu, definiowanego jako sposób wewn¹trz- i miêdzygatunkowego komunikowania
siê komórek bakterii przy udziale chemicznych sygna³ów wskazuj¹, ¿e wiêkszo�æ gatunków bakte-
rii, o ile nie wszystkie, wykszta³ci³o do tych celów wyspecjalizowane szlaki syntezy dyfuzyjnych
cz¹steczek sygna³owych oraz bia³ka receptorowe jako specyficzne sensory tych sygna³ów chemicz-
nych, a tak¿e systemy ich transmisji na bia³ka efektorowe i docelowe geny. Globalna regulacja przy
udziale systemu QS obejmuje wiele podstawowych procesów ¿yciowych i aktywno�ci bakterii, ta-
kich jak: symbioza, wirulencja, kompetencja, koniugacja, produkcja antybiotyków, sporulacja, two-
rzenie biofilmów, wzrost rozpe³zliwy. Funkcjê chemicznych cz¹steczek sygna³owych, specyficznych
autoinduktorów  (AI) u bakterii Gram-ujemnych pe³ni¹ acylowane laktony homoseryny, za� u bak-
terii Gram-dodatnich oligopeptydy. Przyjmuje siê, ¿e system QS u wspó³cze�nie ¿yj¹cych bakterii
jest pewnym odzwierciedleniem wczesnego etapu w ewolucji organizmów wielokomórkowych.

S³owa kluczowe: quorum sensing, cz¹steczki sygna³owe, ekspresja genów.

Summary: Due to the great genetic and physiological variability bacteria are able to colonize diffe-
rent ecological niches and rapidly adapt to the changing environmental conditions. Bacterial qu-
orum sensing system (QS) represents one of the important mechanisms allowing bacterial cells to
regulate physiological activities on the global, highly synchronized level. This system is defined as
a method of intra- and interspecies communication of bacterial cells. Significant advances in the
analyses of quorum sensing components show that most if not all bacterial species have developed
specialized pathways for synthesis of diffusible signal molecules and receptor proteins serving as



232        A. JAWORSKI, L. SERWECIÑSKA, P. ST¥CZEK

specific receptors for such signals, as well as systems for transmission of the signals onto efector
proteins and, ultimately, target genes.  Global regulation using QS system regulates many basic
activities of bacteria such: symbiosis, virulence, competence, conjugation, antibiotics production,
sporulation, biofilms formation, swarming. In Gram-negative bacteria, acyl homoserine lactones act
as signal molecules, whereas in Gram-positive bacteria this role is played by oligopeptides. There
are hypotheses that QS system in presently living bacteria represents early stages of multicellular
organisms evolution.

Key words: quorum sensing, signal molecules, gene expression.

1. WPROWADZENIE

 Wyniki opisywane w rosn¹cej liczbie prac do�wiadczalnych oraz w innych artyku³ach
i opracowaniach publikowanych w ostatnich latach dowodz¹, ¿e bakterie w drodze
ewolucyjnego rozwoju wykszta³ci³y wyspecjalizowane systemy sygna³ów chemicznych
oraz molekularne mechanizmy komunikowania siê komórek i koordynowania wa¿nych
procesów ¿yciowych w populacjach ¿yj¹cych w ró¿nych niszach �rodowiskowych.
Angielski termin quorum sensing  (QS) opisuje siê w literaturze przedmiotu najogólniej
jako mechanizm regulacji ekspresji genów w populacjach bakterii, w odpowiedzi na
zmiany liczby komórek (gêsto�ci populacji) ¿yj¹cych w okre�lonej niszy. Molekularny
mechanizm tej regulacji obejmuje wytwarzanie przez komórki bakterii cz¹steczek
sygna³owych i ich akumulacjê w �rodowisku wzrostu, rozpoznawanie tych sygna³ów
przez wyspecjalizowane bia³ka receptorowe bêd¹ce bakteryjnymi sensorami, a w
koñcowym efekcie globaln¹, skoordynowan¹ odpowied� komórek populacji w postaci
zmiany ekspresji ró¿norodnych genów  kontroluj¹cych wa¿ne szlaki metaboliczne i
procesy ¿yciowe. Komórki wielu gatunków bakterii zarówno Gram-ujemnych, jak i
Gram-dodatnich maj¹ zdolno�æ syntezy dyfuzyjnych cz¹steczek sygna³owych, zwanych
autoinduktorami (AI), których stê¿enie w �rodowisku wzrostu ro�nie w miarê rozwoju
hodowli i wzrostu gêsto�ci komórek w danej populacji. Bakterie rozpoznaj¹c precyzyjnie
zarówno naturê chemicznych sygna³ów, jak i ich progowe stê¿enia w �rodowisku wzrostu
s¹ w stanie monitorowaæ liczbê komórek w danej niszy oraz kontrolowaæ aktywno�æ
fizjologiczn¹ ca³ej populacji. Dowiedziono, ¿e ten wyspecjalizowany sposób komu-
nikowania siê komórek bakterii w populacjach, w celu koordynacji okre�lonych szlaków
metabolicznych, odgrywa bardzo istotn¹ rolê w tak wa¿nych procesach ¿yciowych,
jak: bioluminescencja, wirulencja, kompetencja, koniugacja, sporulacja, synteza
antybiotyków, ruchliwo�æ, tworzenie biofilmu, wzrost rozpe³zliwy.

Okaza³o siê, ¿e bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie wykszta³ci³y zarówno
odmienne systemy autoinduktorów, jak i odmienne mechanizmy regulacji ekspresji genów
w odpowiedzi na takie sygna³y. Funkcjê cz¹steczek sygna³owych u bakterii Gram-
ujemnych spe³niaj¹ acylowane laktony homoseryny (ang. acyl-HSL, acyl-homoserine
lactones), za� bakterie Gram-dodatnie porozumiewaj¹ siê zwykle za pomoc¹ sygna³ów
oligopeptydowych. Co wiêcej, te specyficzne autoinduktory wykorzystywane s¹ do
komunikowania siê komórek w populacjach  okre�lonych szczepów czy gatunków, a
zupe³nie inna cz¹steczka sygna³owa (AI-2) jest wykorzystywana do komunikowania
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siê komórek w mieszanych, miêdzygatunkowych populacjach bakterii. Podnosi siê, ¿e
ten sposób globalnej, skoordynowanej regulacji wa¿nych procesów ¿yciowych w ca³ej
populacji komórek pozwoli³ bakteriom osi¹gn¹æ niektóre w³a�ciwo�ci organizmów
wielokomórkowych, st¹d autoinduktory okre�la siê niekiedy jako hormone like
molecules. Nie brak w literaturze przedmiotu tak¿e g³osów, ¿e bakteryjny system QS
mo¿na traktowaæ jako odzwierciedlenie wczesnych etapów filogenezy organizmów
wielokomórkowych.

 Nie ulega dzisiaj w¹tpliwo�ci, ¿e komórki bakterii potrafi¹ w populacjach synchro-
nizowaæ wa¿ne procesy i aktywno�ci, wykorzystuj¹c do tego celu zarówno system
uniwersalnych autoinduktorów do komunikacji miêdzygatunkowej, jak równie¿ wysoce
specyficznych do komunikacji wewn¹trzgatunkowej. Z drugiej strony, szereg orga-
nizmów prokariotycznych i eukariotycznych wykszta³ci³o mechanizmy hamowania
bakteryjnego systemu QS. Jednym ze sposobów przeciwdzia³ania tak zmobilizowanym
populacjom bakterii  jest synteza i sekrecja enzymów degraduj¹cych bakteryjne auto-
induktory, drugim za� synteza antagonistycznych zwi¹zków chemicznych. Na podstawie
gromadzonej wiedzy o bakteryjnych autoinduktorach i w³a�ciwo�ciach enzymów
zdolnych do ich degradacji oraz o naturze chemicznej zwi¹zków antagonistycznych,
podjêto bardzo intensywne i obiecuj¹ce badania, których celem jest opracowanie zupe³nie
nowej, antybakteryjnej terapii, która polega³aby na skutecznym hamowaniu bakteryjnego
systemu QS.

2. RYS HISTORYCZNY BADAÑ BAKTERYJNEGO
SYSTEMU QUORUM SENSING

Pierwsze doniesienia o mo¿liwo�ci komunikowania siê komórek bakterii w
populacjach pojawi³y siê w literaturze �wiatowej 25 lat temu, kiedy to Nealson i Hastings
opisali po raz pierwszy wyniki na ten temat uzyskane w badaniach morskich bakterii
Vibrio fischeri zdolnych do luminescencji [26]. Okaza³o siê, ¿e komórki tych bakterii
maj¹ zdolno�æ emitowania �wiat³a wówczas, gdy jako symbionty rozwijaj¹ siê w
wyspecjalizowanych organach zwierz¹t morskich � ka³amarnicy Euprymna scopoles i
ryby Monocentris japonicus. Trac¹ natomiast zdolno�æ luminescencji jako komórki
wolno¿yj¹ce w wodzie morskiej. Zauwa¿ono, ¿e u podstaw tego zjawiska le¿¹ dwa
zasadnicze uwarunkowania. Po pierwsze, dostêpno�æ bogatych �róde³ wêgla i energii
w wys-pecjalizowanych tkankach gospodarza umo¿liwia bakteriom szybki wzrost i
rozwój w �ci�le okre�lonej niszy, gdzie populacja komórek mo¿e osi¹gn¹æ du¿¹ gêsto�æ.
Po drugie, syntetyzowane przez komórki i wydzielane do �rodowiska wzrostu cz¹steczki
sygna³owe mog¹ osi¹gn¹æ wysokie stê¿enie jedynie w skolonizowanym organie
zwierzêcia. Ograniczona dostêpno�æ sk³adników pokarmowych w wodzie morskiej
uniemo¿liwia bowiem zarówno szybki wzrost i rozwój populacji wolno¿yj¹cych bakterii,
jak równie¿ akumulacjê dyfuzyjnych cz¹steczek sygna³owych. Nieco pó�niej
dowiedziono, ¿e zdolno�æ do luminescencji Vibrio fischeri jest zwi¹zana z aktywno�ci¹
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kompleksu enzymatycznego lucyferazy, syntetyzowanego w komórkach pod kontrol¹
operonu  luxCDABE. Emisja �wiat³a ma miejsce wówczas, gdy populacja bakterii w
skolo-nizowanym organie gospodarza osi¹gnie odpowiednio du¿¹ gêsto�æ, a tym samym
stê¿enie akumulowanych cz¹steczek sygna³owych osi¹gnie warto�æ progow¹, zapew-
niaj¹c¹ indukcjê syntezy kompleksu lucyferazy [17]. Dowiedziono, ¿e za regulacjê
procesu bioluminescencji u symbiotycznych bakterii V. fischeri odpowiedzialne s¹ dwa
bia³ka regulatorowe LuxI oraz LuxR, z których pierwsze kontroluje syntezê autoinduk-
tora, drugie za� odpowiedzialne jest za przy³¹czenie autoinduktora do operonu lucyferazy
i indukcjê transkrypcji strukturalnego genu lucyferazy. W miarê wzrostu liczby komórek
bakterii w tkankach gospodarza i rozwoju populacji ro�nie równie¿ stê¿enie syntety-
zowanego dyfuzyjnego autoinduktora. Gdy stê¿enie to osi¹gnie warto�æ 1�10 mikro-
gramów na 1 ml, autoinduktor tworzy kompleks z bia³kiem LuxR, które w tej postaci
przy³¹cza siê do promotora genu lucyferazy, inicjuj¹c proces transkrypcji i syntezy
bia³ka lucyferazy w komórkach ca³ej populacji. Zatem w omawianym uk³adzie
symbiotycznym emisja �wiat³a jest w istocie bardzo precyzyjnie regulowana gêsto�ci¹
komórek bakterii w populacji, rozwijaj¹cej siê w �ci�le okre�lonej niszy.

Pomimo tych odkryæ do�æ powszechnie s¹dzono, ¿e komunikowanie siê komórek i
organizmów przy udziale syntetyzowanych i wydzielanych do �rodowiska cz¹steczek
sygna³owych jest cech¹ organizmów eukariotycznych. St¹d, system autoregulacji
bioluminescencji LuxI/LuxR V. fischeri by³ przez wiele lat uznawany, co prawda, za
interesuj¹cy sposób komunikowania siê komórek bakterii, ale ograniczony do bakterii
morskich z rodzaju Vibrio. Inne, niezbyt liczne do niedawna i mniej znane przyk³ady
komunikowania siê bakterii opisywano dla populacji komórek promieniowca Strepto-
myces spp. syntetyzuj¹cego antybiotyki, koniuguj¹cych komórek Enterococcus faecalis
oraz dla Myxococcus xantus tworz¹cych cia³ka owocowe [15, 16].

Pojêcie quorum sensing (QS) upowszechni³o siê w literaturze po 1994 roku, kiedy
to Fuqua i wspó³pracownicy po raz pierwszy u¿yli tego terminu dla okre�lenia sposobu
komunikowania siê komórek bakterii w populacjach [18]. Ogromny postêp w tej
dziedzinie, dokonany szczególnie w ostatnich 10 latach, dowodzi,  ¿e wiêkszo�æ gatunków
bakterii, o ile nie wszystkie, syntetyzuje i wydziela do �rodowiska wzrostu  specyficzne
cz¹steczki sygna³owe, przy udziale których zachodzi miêdzykomórkowa komunikacja,
umo¿liwiaj¹ca skoordynowan¹ odpowied� komórek populacji na zmiany warunków w
�rodowisku wzrostu.

Obecnie w literaturze przedmiotu opisano co najmniej 30 gatunków bakterii, dla
których bez ¿adnych w¹tpliwo�ci zidentyfikowano system QS, okre�lany jako typ LuxI/
LuxR. Do najlepiej scharakteryzowanych pod tym wzglêdem gatunków nale¿y zaliczyæ:
Vibrio fischeri, Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens i Ervinia
carotovora [1, 2, 11, 51, 58, 71, 97]. W latach 1995�2004 ukaza³o siê wiele prac
dowodz¹cych, ¿e komórki licznych gatunków bakterii Gram-dodatnich, w tym
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, maj¹ zdolno�æ
syntetyzowania i rozpoznawania w �rodowisku wzrostu dyfuzyjnych cz¹steczek
sygna³owych, umo¿liwiaj¹cych miêdzykomórkow¹ komunikacjê równie¿ w populacjach
tej grupy bakterii. Bakterie Gram-dodatnie wykszta³ci³y jednak¿e inne systemy QS i
wykorzystuj¹ odmienne zwi¹zki chemiczne jako autoinduktory (oligopeptydy), a tak¿e
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inne bia³ka komórkowe jako sensory tych sygna³ów [40, 42, 55]. W ostatnich latach
dok³adniej poznano z³o¿ony, dwusk³adnikowy system QS wolno¿yj¹cych bakterii
morskich Vibrio harveyi, który ³¹czy cechy charakterystyczne zarówno dla bakterii
Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. Co wiêcej, okaza³o siê, ¿e komórki V. harveyi,
syntetyzuj¹  i  wykorzystuj¹  dla  tego celu odmienn¹ cz¹steczkê sygna³ow¹,  zwan¹
AI-2, któr¹ zidentyfikowano tak¿e w komórkach wielu innych gatunków bakterii Gram-
ujemnych i Gram-dodatnich [5, 51, 82, 84, 85, 86].

Badania systemów QS nabieraj¹ szczególnego znaczenia w �wietle narastaj¹cej
wiedzy na temat roli, jak¹ spe³niaj¹ one w regulacji ekspresji czynników odpowie-
dzialnych za chorobotwórczo�æ wielu gro�nych patogenów cz³owieka, takich jak:
Pseudomonas aeruginosa,  Staphylococcus  aureus, Enterococcus  faecalis, Escherichia
coli, Helicobacter pylori, Vibrio cholerae, Clostridium perfringens, Neisseria
meningitidis, Salmonella enterica serotyp Typhi, Burkholderia cepacia, Yersinia
enterocolitica, Candida albicans [13, 81, 97].

3. ROLA BIA£EK UK£ADU LUXI/LUXR ORAZ
ACYLOWANYCH LAKTONÓW HOMOSERYNY (ACYL-HSL)

W SYSTEMIE QS U BAKTERII GRAM-UJEMNYCH

Na rycinie 1 przedstawiono schemat systemu QS bakterii Gram-ujemnych na
przyk³adzie symbiotycznych bakterii Vibrio fischeri zdolnych do bioluminescencji. Jak
wspomniano wcze�niej, emisja �wiat³a w omawianym systemie jest �ci�le skorelowana
z gêsto�ci¹ populacji bakterii, których liczba w skolonizowanym organie zwierzêcia
mo¿e osi¹gn¹æ warto�æ 1011/1 ml. Komórki Vibrio fischeri syntetyzuj¹ i wydzielaj¹ do
�rodowiska wzrostu cz¹steczki laktonu N-3-okso-heksanoilo- homoseryny, spe³niaj¹cego
w hodowli tego gatunku funkcjê autoinduktora, którego stê¿enie ro�nie w miarê wzrostu
liczby komórek w populacji i mo¿e osi¹gn¹æ warto�æ koñcow¹ nawet do 10 µg/1ml.
Acylowane laktony homoseryny ³atwo dyfunduj¹ przez  os³ony komórkowe, st¹d ich
stê¿enie w komórkach bakterii oraz w �rodowisku wzrostu jest praktycznie jednakowe
[37]. Komórki bakterii emituj¹ �wiat³o w wyniku indukcji syntezy bia³ek kompleksu
enzymatycznego lucyferazy, kodowanych przez piêæ genów strukturalnych luxCDABE,
które s¹ czê�ci¹ operonu luxICDABE  [17, 19, 50]. Gen koduj¹cy syntezê bia³ka
regulatorowego LuxR jest transkrybowany w odwrotnym kierunku ni¿ przylegaj¹ce do
niego geny operonu luxICDABE. Ekspresja bia³ek kompleksu lucyferazy jest kontro-
lowana przez dwa bia³ka regulatorowe LuxI i LuxR. Pierwsze z nich jest syntetaz¹
odpowiedzialn¹ za syntezê autoinduktora acyl-HSL, drugie za� rozpoznaje autoinduktor
i  wi¹¿e  siê z nim, gdy jego stê¿enie w �rodowisku wzrostu bakterii osi¹gnie warto�æ
1�10 µg/1ml. Interakcja bia³ka LuxR i autoinduktora, coraz silniejsza w miarê wzrostu
stê¿enia HSL, zmienia konformacjê przestrzenn¹ bia³ka LuxR, ods³aniaj¹c jego domenê
wi¹¿¹c¹. Tak zmienione bia³ko regulatorowe mo¿e rozpoznaæ i po³¹czyæ  siê z
promotorem operonu luxICDABE, indukuj¹c w ten sposób transkrypcjê wszystkich
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genów operonu. Nastêpuje wiêc indukcja syntezy nie tylko bia³ek kompleksu lucyferazy
(LuxCDABE) odpowiedzialnych za �wiecenie, ale tak¿e bia³ka syntetazy LuxI
odpowiedzialnej za syntezê autoinduktora. Kompleks LuxR/HSL ma tak¿e zdolno�æ
rozpoznawania i ³¹czenia siê z promotorem genu luxR, ale w tym przypadku dochodzi
do represji syntezy bia³ka regulatorowego LuxR. Jest to zatem system kontroli
negatywnej, który w warunkach silnej indukcji mo¿e hamowaæ nadmiern¹ produkcjê
bia³ek z operonu  luxICDABE [24].

Podobny, aczkolwiek nieco bardziej z³o¿ony mechanizm miêdzykomórkowej komu-
nikacji, wykszta³ci³y oportunistyczne bakterie Pseudomonas aeruginosa. Bakterie te
syntetyzuj¹ dwie pary bia³ek regulatorowych LasI/LasR oraz Rh1/Rh1R, które s¹
homologami wy¿ej opisanych bia³ek Vibrio fischeri LuxI i LuxR [4, 59]. Oba bia³ka,
LasI i Rh1I s¹ syntetazami, odpowiedzialnymi za syntezê dwóch autoinduktorów,
odpowiednio, N-3-okso-dekanolowego laktonu homoseryny i N-butyrylowego laktonu
homoseryny [60]. Zatem dwa uk³ady bia³ek regulatorowych i dwa ró¿ne autoinduktory
(nazwane w tym artykule dla wygody acyl-HSL1 i acyl-HSL2) kontroluj¹ w populacjach

RYCINA 1. Schemat systemu regulacji quorum sensing Vibrio fischeri.  Operon  luxCDABE zbudowany
z 5 genów strukturalnych koduj¹cych ekspresjê lucyferazy i odpowiedzialnych za bioluminescencjê.
LuxI i LuxR bia³ka regulatorowe systemu, gdzie bia³ko LuxI  (    )  jest odpowiedzialne za syntezê
autoinduktora HSL (    ), a bia³ko LuxR  (    ) za wi¹zanie autoinduktora i wytworzenie kompleksu LuxR/
HSL, który  aktywuje ( + ) transkrypcjê operonu  luxCDABE i równocze�nie hamuje (-) transkrypcjê
operonu luxR
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P. aeruginosa ekspresjê szeregu czynników chorobotwórczo�ci. Mechanizm tej
regulacji, przedstawiony schematycznie na rycinie 2, jest podobny do wcze�niej opisanej
regulacji emisji �wiat³a w komórkach w populacjach V. fischeri. I tak, w warunkach,
gdy populacja komórek P. aeruginosa osi¹gnie wysok¹ gêsto�æ w tkankach gospodarza,
a stê¿enie syntetyzowanych autoinduktorów acyl-HSL1 i acyl-HSL2 przekroczy w
tym �rodowisku okre�lon¹ warto�æ, cytoplazmatyczne bia³ko receptorowe LasR
rozpoznaje i ³¹czy siê z w³a�ciwym dla siebie autoinduktorem acyl-HSL1. Wytworzony
kompleks LasR/acyl-HSL1 przy³¹cza siê do promotorów kontroluj¹cych ekspresjê wielu
genów odpowie-dzialnych za syntezê szeregu sekrecyjnych bia³ek P. aeruginosa. Bia³ka
te  wydzielane do �rodowiska uszkadzaj¹ tkanki gospodarza, rozszerzaj¹c w ten sposób
obszar bakteryjnej infekcji. Do tych bia³ek, bêd¹cych czynnikami chorobotwórczo�ci,
których synteza w tworzonym biofilmie jest indukowana kompleksem LasR/acyl-HSL1
nale¿y zaliczyæ: elastazê kodowan¹ przez gen lasB, proteazê kodowan¹ przez gen

RYCINA 2. Dwusk³adnikowy system regulacji  quorum sensing Pseudomonans aeruginosa. Bia³ko
LasI (       ) syntetyzuje autoinduktor HSL1 (       ), za� bia³ko RhlI (       ) autoinduktor HSL2 (       ). Bia³ko
receptorowe LasR  (       ) wi¹¿e autoinduktor HSL1, a wytworzony kompleks LasR/HSL1  indukuje (+)
zarówno ekspresjê genów wirulencji  lasB, lasA, toxA, aprA,  jak równie¿ syntezê drugiego bia³ka
receptorowego Rh1R (      ), które tworz¹c kompleks z autoinduktorem HSL2 wzmaga ekspresjê wy¿ej
wymienionych genów wirulencji zale¿nych od LasR, a tak¿e aktywuje ekspresjê szeregu innych genów
rpoS, rhlAB, lecA, rhlI (szczegó³owe wyja�nienie mechanizmu w tek�cie)
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lasA, egzotoksynê (gen toxA) oraz alkaliczn¹ fosfatazê (gen aprA) [9, 11, 35, 59].
Omawiany kompleks LasR/acyl-HSL1 indukuje ekspresjê drugiego bia³ka kontrolnego
Rh1R, które rozpoznaje i wi¹¿e siê ze specyficznym dla siebie autoinduktorem acyl-
HSL2. Powsta³y kompleks Rh1R/acyl-HSL2 indukuje dodatkowo geny odpowiedzialne
za syntezê elastazy oraz fosfatazy alkalicznej, bêd¹ce pod kontrol¹ systemu LasI/LasR.
Niezale¿nie, kompleks indukcyjny Rh1R/acyl-HSL2 aktywuje inny zespó³ genów, w�ród
których znajduj¹ siê: podjednostka σs polimerazy RNA (gen rpoS), transferaza
ramnozowa, toksyczna lektyna (geny, odpowiednio, rh1AB i lecA), a tak¿e syntetaza
Rh1I odpowiedzialna za syntezê autoinduktora acyl-HSL2 [4, 11, 19, 25, 39, 58, 60, 63,
92, 93, 94]. Uogólniaj¹c, nale¿y stwierdziæ, ¿e ta niezwykle efektywna indukcja ekspresji
wielu wa¿nych czynników chorobotwórczo�ci w populacjach P. aeruginosa nastêpuje
w odpowiedzi na wzrost stê¿enia dyfuzyjnych autoinduktorów w �rodowisku wzrostu,
rozpoznawanych przez bia³ka regulatorowe LasR i Rh1R, pe³ni¹ce zarówno funkcjê
sensorów sygna³ów, jak i efektorów transkrypcji genów.

W zakoñczeniu niniejszego rozdzia³u pragniemy skoncentrowaæ uwagê na dwóch
ogólnych zagadnieniach quorum sensing u bakterii: funkcji biologicznej bia³ek
regulatorowych zaliczanych do rodziny LuxI i LuxR oraz naturze chemicznej auto-
induktorów syntetyzowanych przez inne ni¿ wy¿ej opisane gatunki bakterii Gram-
ujemnych. W populacjach komórek Agrobacterium tumefaciens, patogena ro�lin, system
QS kontroluje proces koniugacyjnego przenoszenia plazmidu koniugacyjnego Ti, za
który odpowiedzialne s¹ bia³ka regulatorowe TraI i TraR oraz syntetyzowany przez
bia³ko TraI N-oktanolowy lakton homoseryny  dzia³aj¹cy jako autoinduktor [31, 98].
Podobnie, w populacjach Ervinia carotovora, bakterii patogennych dla wielu gatunków
ró¿nych ro�lin, uk³ad bia³ek regulatorowych ExpI/ExpR, analogów systemu LuxI/LuxR,
kontroluje syntezê i sekrecjê wielu egzoenzymów, w tym celulaz i pektynaz odpo-
wiedzialnych za maceracjê tkanek i rozszerzanie siê infekcji bakteryjnej.

Na podstawie obecnej wiedzy na temat funkcji biologicznej bia³ek zaliczanych do
rodziny LuxI/LuxR (LuxI-like, and LuxR-like) u ró¿nych gatunków bakterii Gram-
ujemnych mo¿na stwierdziæ, ¿e jedno z bia³ek tego systemu jest syntetaz¹ odpowiedzialn¹
za syntezê dyfuzyjnego autoinduktora, drugie za� wype³nia funkcjê sensora tego sygna³u
w �rodowisku wzrostu oraz aktywatora transkrypcji okre�lonych genów. Substratami
dla syntezy autoinduktorów u bakterii Gram-ujemnych s¹ S-adenozylometionina (SAM)
oraz acylowane, no�nikowe bia³ko Acyl-ACP (ang. acyl-acyl carrier protein), które
jest po�rednim produktem w syntezie kwasów t³uszczowych. Jak przedstawiono na
rycinie 3, funkcja enzymatycznego bia³ka LuxI V. fischeri i jego analogów u innych
gatunków bakterii Gram-ujemnych sprowadza siê do po³¹czenia wi¹zaniem amidowym
SAM ze specyficznym dla danego gatunku Acyl-ACP [52, 90]. Okaza³o siê, ¿e
acylowane laktony homoseryny, wype³niaj¹ce funkcjê autoinduktorów u ró¿nych
gatunków bakterii Gram-ujemnych, ró¿ni¹ siê miedzy sob¹ wy³¹cznie d³ugo�ci¹
acylowego ³añcucha przy³¹czonego do SAM.  Wysuniêto wniosek, ¿e syntetaza danego
gatunku bakterii Gram-ujemnych (ang. LuxI-like protein) ma zdolno�æ przy³¹czania
do SAM �ci�le okre�lonego Acyl-ACP, o zdefiniowanej d³ugo�ci ³añcucha, syntetyzuje
wiêc autoinduktor jednego rodzaju. Dok³adna analiza sekwencji aminokwasowej oraz
struktury przestrzennej bia³ek nale¿¹cych do rodziny bia³ek LuxR dowiod³y, ¿e s¹ one
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zbudowane z dwóch domen, z których jedna, aminoterminalna, jest odpowiedzialna za
wi¹zanie w³a�ciwego autoinduktora, druga za�, karboksyterminalna, za multimeryzacjê
cz¹steczki i aktywacjê transkrypcji docelowych genów [6, 72, 74, 79, 80, 92, 100].
Karboksyterminalna domena bia³ek (ang. LuxR-like) zawiera bardzo konserwatywny
motyw helisa-skrêt-helisa (ang. helix-turn-helix), odpowiedzialny za rozpoznanie i
po³¹czenie siê z promotorami wielu docelowych genów w regionie ich palindromowej
sekwencji (ang. lux-box), po³o¿onej oko³o 40 par zasad powy¿ej kodonu start [18].

Jak wspomniano wcze�niej, bia³ka rodziny LuxR, jako sensory sygna³ów, rozpoznaj¹
w �rodowisku wy³¹cznie specyficzne dla danego gatunku autoinduktory, ale zawieraj¹c
konserwatywny motyw helisa-skrêt-helisa mog¹ aktywowaæ w komórkach danej populacji
bakterii transkrypcjê wielu ró¿nych genów, zawieraj¹cych w regionie ich promotorów
docelow¹ sekwencjê typu lux-box [21, 69, 99]. Ponadto, bia³ka rodziny LuxR s¹ niezwykle
wra¿liwe na wszelkie zmiany d³ugo�ci acylowego ³añcucha acyl-HSL, a st¹d tylko w³a�ciwe
dla danego gatunku acylowane laktony homoseryny maj¹ zdolno�æ pe³nej aktywacji
transkrypcji docelowych genów. Z drugiej strony okaza³o siê, ¿e zwi¹zki chemiczne o
bardzo podobnej budowie chemicznej do acylowanych laktonów homoseryny mog¹
hamowaæ wi¹zanie siê bia³ek akceptorowych rodziny LuxR z w³a�ciwymi dla nich
autoinduktorami. Odkrycie to stworzy³o szansê dla podjêcia badañ nad wykorzystaniem

RYCINA. 3. Szlak biosyntezy laktonów homoseryny, autoinduktorów bakteryjnego systemu quorum
sensing.  Rodzina enzymatycznych bia³ek typu LuxI tworzy wi¹zanie amidowe pomiêdzy cz¹steczkami
S-adenozylometioniny (SAM) i acyl - ACP. Wytworzony produkt po�redni ulega laktonizacji, z
od³¹czeniem metylotioadenozyny i wytworzeniem koñcowego produktu,  którym jest okre�lony acylowany
lakton homoseryny (HSL)
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takich analogów w hamowaniu systemu QS, jako mo¿liwej strategii dla opracowania
skutecznej, alternatywnej terapii zaka¿eñ bakteryjnych [21, 69, 99].

4. ORGANIZACJA I FUNKCJA SYSTEMU
QUORUM SENSING U BAKTERII GRAM-DODATNICH

   Bakterie Gram-dodatnie w czasie ewolucyjnego rozwoju wykszta³ci³y odmienne
mechanizmy syntezy cz¹steczek sygna³owych i sposoby transmisji sygna³ów od bia³ek
sensorowych komórki do efektorów. Mechanizmy i bia³ka zaanga¿owane w QS u bakterii
Gram-dodatnich zosta³y najlepiej poznane u Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis
i  Staphylococcus aureus [23,  68]. Funkcjê cz¹steczek sygna³owych u tej grupy bakterii
pe³ni¹ oligopeptydy, które powstaj¹ w wyniku trawienia wiêkszych prekursorów
bia³kowych. Takie cz¹steczki sygna³owe, specyficzne dla ka¿dego gatunku bakterii, s¹
transportowane na zewn¹trz komórki przy udziale bia³ka transportowego zale¿nego od
ATP (ABC, ang. ATP-binding cassete). Gdy stê¿enie cz¹steczek sygna³owych w
�rodowisku wzrostu osi¹gnie warto�æ krytyczn¹, sygna³ ten jest rozpoznawany przez
kinazê histydynow¹ pe³ni¹c¹ funkcjê bia³ka receptorowego. Interakcja cz¹steczki sygna-
³owej z kinaz¹ histydynow¹ i autofosforylacja reszty histydynowej tego bia³ka inicjuje
kaskadê reakcji fosforylacji i defosforylacji kolejnych bia³ek komórkowych, z wytwo-
rzeniem w koñcowym etapie bia³ka regulatorowego specyficznego dla okre�lonego
gatunku bakterii Gram-dodatnich. Bia³ka regulatorowe z ufosforylowan¹ reszt¹ aspa-
raginy rozpoznaj¹ promotory docelowych genów, aktywuj¹c w ten sposób ich ekspresjê
[ 38, 51, 70]. Indukcja ekspresji okre�lonych genów jest wiêc ostatnim etapem transdukcji
sygna³ów u bakterii Gram-dodatnich w zsynchronizowanej odpowiedzi komórek popu-
lacji na okre�lone, progowe stê¿enie autoinduktora w ich �rodowisku wzrostu (ryc. 4).

Dobrze poznanymi przyk³adami roli biologicznej QS u bakterii Gram-dodatnich jest
nabywanie stanu kompetencji przez komórki Streptococcus pneumoniae i Bacillus
subtilis. Nabycie stanu kompetencji, to jest zdolno�ci pobierania obcego DNA, jest
zwi¹zane z szeregiem z³o¿onych przemian fizjologicznych, z których znaczna czê�æ
jest pod kontrol¹ omawianego systemu [28]. W przypadku S. pneumoniae funkcjê
cz¹steczki sygna³owej spe³nia oligopeptyd CSP (ang. competence stimulating peptide)
zbudowany z 17 aminokwasów, powstaj¹cy w wyniku proteolizy prekursorowego
peptydu ComC, zbudowanego z 41 aminokwasów [27, 66]. CSP jest wydzielany do
�rodowiska wzrostu przy udziale bia³ek transportowych (ang.Com ABC transporter).
Akceptorem sygna³u jest bia³ko kinazy ComD, które przy odpowiednio wysokim stê¿eniu
CSP ulega autofosforylacji, uruchamiaj¹c w ten sposób wieloetapowy proces fosforylacji
i defosforylacji bia³ek po�rednich, prowadz¹cy do transdukcji sygna³u na koñcowy
akceptor, którym jest bia³ko regulatorowe ComE. Ufosforylowane bia³ko ComE indukuje
transkrypcjê genu comX koduj¹cego syntezê alternatywnej podjednostki sigma poli-
merazy RNA, odpowiedzialnej za transkrypcjê wielu genów strukturalnych
zaanga¿owanych w proces nabywania kompetencji [30, 42, 64]. Przedstawiony na
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rycinie 5 schemat QS w populacjach B. subtilis obrazuje zarówno niezwyk³¹ z³o¿ono�æ,
jak i precyzjê mechanizmu rozpoznawania i transdukcji sygna³ów w regulacji wzrostu
wegetatywnego, sporulacji i nabywania kompetencji  komórek, w odpowiedzi na zmiany
szybko�ci wzrostu populacji uzale¿nionej od warunków �rodowiska, w tym szczególnie
od dostêpno�ci �róde³ wêgla i energii. Populacja komórek B. subtilis nabywa kompetencji
pod koniec fazy logarytmicznego wzrostu i na pocz¹tku fazy stacjonarnej. W tym okresie
czê�æ komórek zamiera i ulega lizie, a uwolniony z nich DNA, aktywnie pobierany ze
�rodowiska przez subpopulacjê komórek kompetentnych jest  prawdopodobnie wyko-
rzystany w procesach naprawy uszkodzeñ ich genomów. Proces sporulacji jest natomiast
inicjowany w warunkach ograniczonej dostêpno�ci �róde³ wêgla i energii w �rodowisku
i zahamowania wzrostu wegetatywnego bakterii. Okaza³o siê, ¿e omawiane procesy
kompetencji i sporulacji w populacjach B. subtilis s¹ kontrolowane przez dwa odmienne
oligopeptydy, odpowiednio, ComX (ang. competence factor) i CSF (ang. competence
and sporulation factor). Akumulacja autoinduktora ComX do odpowiednio wysokiego
stê¿enia uruchamia w komórkach szlak reakcji, które prowadz¹ do ekspresji wielu

RYCINA 4. Model uk³adu quorum sensing u bakterii Gram-dodatnich. Autoinduktorami s¹ krótkie
peptydy (     ), które powstaj¹ w komórkach w wyniku trawienia wiêkszego peptydu sygna³owego.
Cz¹steczki sygna³owe s¹ nastêpnie transportowane ze �rodowiska wzrostu bakterii przy pomocy systemu
bia³ek transportowych ABC. Sygna³y s¹ rozpoznawane przez domenê sensorow¹ (S) kinazy zakotwiczonej
w b³onie komórkowej, która podlega autofosforylacji na reszcie histydynowej. Kolejno,  grupa
fosforanowa (      ) jest przenoszona na bia³ko regulatorowe (       ). Ufosforylowane za� bia³ko regulatorowe
na reszcie asparaginianowej  aktywuje transkrypcjê docelowych genów

 P R 
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bia³ek odpowiedzialnych za nabycie kompetencji. W szlaku tym funkcjê sensora dla
autoinduktora ComX spe³nia kinaza ComP, która inicjuje transdukcjê sygna³u poprzez
bia³ka przeka�nikowe, z wytworzeniem bia³ka regulatorowego, którym jest ufosfo-
rylowane bia³ko ComA. Bia³ko regulatorowe ComA aktywuje za� syntezê bia³ka ComS,
które spe³nia funkcjê inhibitora proteolizy drugiego bia³ka regulatorowego ComK. To
ostatnie, jest czynnikiem transkrypcyjnym, aktywuj¹cym ekspresjê bia³ek komórkowych
odpowiedzialnych za nabycie kompetencji [76, 89, 91].

RYCINA 5.  Regulacja kompetencji i sporulacji u Bacillus subtilis. Komórki B. subtilis syntetyzuj¹ dwa
rodzaje autoinduktorów,  z których jeden  CSF (       ) reguluje proces sporulacji,  a  drugi  ComX  (        )
proces nabywania  kompetencji. Bia³ko ComP (     ) jest kinaz¹ pe³ni¹c¹ funkcjê bia³ka sensorowego dla
autoinduktora ComX, a bia³ko ComA  (     )  pe³ni funkcjê regulatora aktywuj¹cego transkrypcjê genu
comS, za� akumulowane w komórkach bia³ko ComS (       ) zwiêksza  poziom bia³ka Com K (          ), bowiem
hamuje jego proteolizê. Tak stabilizowany poziom bia³ka ComK aktywuje transkrypcjê genów
odpowiedzialnych za nabywanie kompetencji. Autoinduktor CSF jest transportowany do komórek przy
udziale bia³ek systemu transportu Opp. Bia³ko RapB (     )  jest fosfataz¹, defosforyluj¹c¹ bia³ko
regulatorowe SpoOA (       ). Zatem hamowanie (�) syntezy tej fosfatazy przez wysokie stê¿enie CSF
prowadzi do podniesienia poziomu ufosforylowanego bia³ka SpoOA, co w konsekwencji kieruje
metabolizm komórki na drogê sporulacji. Ponadto, wysokie stê¿enie w komórce CSF hamuje  aktywno�æ
bia³ka ComS, a w konsekwencji hamuje transkrypcjê genów kompetencji, promuj¹c natomiast w tych
warunkach szlak sporulacji. Niskie stê¿enie CSF hamuje ekspresjê  (-) bia³ka fosfatazy RapC  (         ), w
efekcie prowadz¹c do podniesienia w komórce (+) poziomu ufosforylowanego bia³ka ComA, co w
rezultacie kieruje komórki na drogê nabywania kompetencji (wiêcej informacji w tek�cie)
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Drugi z wymienionych autoinduktorów CSF spe³nia funkcjê cz¹steczki sygna³owej
zarówno w procesie nabywania kompetencji, jak i sporulacji. CSF, podobnie jak inne
autoinduktory, akumuluje siê w �rodowisku wzrostu w miarê powiêkszania siê liczby
komórek w populacji, spe³niaj¹c funkcje zewn¹trzkomórkowej cz¹steczki sygna³owej.
Jednak w odró¿nieniu od innych opisywanych autoinduktorów spe³nia dodatkowo funkcjê
wewn¹trzkomórkowego sygna³u, który kieruje komórki na drogê sporulacji w warunkach
deficytu �róde³ pokarmowych [40, 62]. W warunkach wysokiego wewn¹trzkomór-
kowego stê¿enia CSF obserwuje siê zahamowanie aktywno�ci bia³ka ComS, a w efekcie
zahamowanie szlaku transdukcji sygna³ów prowadz¹cego do nabycia kompetencji. I
odwrotnie, niskie wewn¹trzkomórkowe stê¿enie CSF prowadzi do zahamowania
aktywno�ci fosfatazy RapC, a w efekcie do podwy¿szenia puli ufosforylowanego bia³ka
ComA i skierowania komórek na drogê kompetencji. Niezwykle wa¿n¹ funkcj¹ CSF
jest hamowanie aktywno�ci fosfatazy RapB, enzymu defosforyluj¹cego regulatorowe
bia³ko sporulacji B. subtilis, SpoOA. Zatem zahamowanie aktywno�ci tej fosfatazy
podwy¿sza pulê ufosforylowanego bia³ka SpoOA, odpowiedzialnego za indukcjê
z³o¿onego szlaku sporulacji. W tym niezwykle precyzyjnym mechanizmie regulacji
sporulacji i kompetencji B. subtilis, kluczow¹ rolê sygna³ów zewn¹trz- i wewn¹trz-
komórkowych spe³niaj¹ dwa odmienne oligopeptydy oraz specyficzne kinazy jako
receptory tych sygna³ów [23, 61, 70, 75]. Ponadto, precyzyjna regulacja zewn¹trz- i
wewn¹trzkomórkowej puli czynnika CSF przy udziale bia³ka transportowego Opp, w

RYCINA 6. Organizacja i mechanizm regulacji genów regionu agr  Staphylococcus aureus. W
transkrypcie RNA II geny agrC i agrA  koduj¹ syntezê, odpowiednio, sensora sygna³u kinazy AgrC oraz
bia³ka regulatorowego AgrA. Obecne w transkrypcie RNA II geny agrD   i agrB s¹ odpowiedzialne za
syntezê prekursora i koñcowego oktapeptydu, pe³ni¹cego funkcjê autoinduktora AIP. Wzrost w komórkach
poziomu ufosforylowanego bia³ka AgrA, w odpowiedzi na wzrost stê¿enia autoinduktora AIP, zwiêksza
pulê transkryptu RNAIII, który jako efektor aktywuje transkrypcjê wielu genów koduj¹cych czynniki
wirulencji, w tym gen hemolizyny (hld)
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odpowiedzi na zmieniaj¹ce siê czynniki �rodowiska, przystosowuje sposób ¿ycia komórek
w populacji do aktualnych warunków ich bytowania.

W koñcowej czê�ci tego rozdzia³u przedstawiono system quorum sensing  choro-
botwórczych bakterii Staphylococcus aureus, zwany agrBDCA, który kontroluje
ekspresjê szeregu zewn¹trzkomórkowych czynników wirulencji. Synteza cz¹steczek
sygna³owych oraz ich sensorów jest kodowana przez geny locus agrBDCA, które s¹
transkrybowane z jednego promotora P2 z wytworzeniem policistronowego transkryptu
RNAII (ryc. 6). Gen agrD koduje syntezê prekursorowego peptydu zbudowanego z 46
aminokwasów, który po kolejnych modyfikacjach, zwi¹zanych z czê�ciow¹ proteoliz¹
i wytworzeniem oktapeptydu oraz przy³¹czeniem pod kontrol¹ genu argB tiolaktonowego
pier�cienia, nabiera w³a�ciwo�ci specyficznego autoinduktora AIP (ang. autoinducing
peptide) [32, 33, 53]. Kolejny gen agrC odpowiada za syntezê kinazy, natomiast pod
kontrol¹ genu agrA syntetyzowane jest koñcowe bia³ko regulatorowe AgrA. Bia³ko to
prawdopodobnie zwiêksza pulê antysensowego transkryptu RNAIII, syntetyzowanego
z promotora, zlokalizowanego w locus agr powy¿ej genu agrB. Region 5' tego
transkryptu, o d³ugo�ci 512 nukleotydów, spe³nia w komórkach S. aureus rolê
pozytywnego regulatora ekspresji genów, aktywuj¹c syntezê szeregu bia³ek sekrecyjnych
na poziomie ich translacji,  w tym α-hemolizyny, koagulazy, enterotoksyny oraz innych
czynników wirulencji [34, 44, 54].

  Co niezwykle ciekawe, w�ród chorobotwórczych szczepów S. aureus wyró¿nia siê
cztery grupy izolatów, syntetyzuj¹cych odmienne oligopeptydy jako szczepowo-
specyficzne autoinduktory. Te odmienne oligopeptydy s¹ rozpoznawane jako cz¹steczki
sygna³owe wy³¹cznie przez specyficzne kinazy. Co wiêcej, oligopeptyd syntetyzowany
przez dan¹ grupê szczepów nie tylko nie aktywuje genów agr innej grupy szczepów,
ale ca³kowicie hamuje ich ekspresjê. Zatem chorobotwórczy szczep S. aureus, który
jako pierwszy skolonizuje gospodarza i uruchomi swój system QS, skutecznie konkuruje
ze szczepami tego samego gatunku, ale nale¿¹cymi do innej grupy, uniemo¿liwiaj¹c im
inwazjê tego samego gospodarza [33, 48, 56].

5. UNIWERSALNY AUTOINDUKTOR AI-2 JEST
CZ¥STECZK¥ SYGNA£OW¥  UMO¯LIWIAJ¥C¥

KOMUNIKOWANIE SIÊ KOMÓREK BAKTERII
W POPULACJACH MIESZANYCH

   Badania mo¿liwo�ci miêdzygatunkowego komunikowania siê komórek bakterii w
naturalnych �rodowiskach zosta³y zintensyfikowane w ostatnich latach, a impulsem
by³a praca Bassler i wsp. opublikowana w 1997 roku [1], w której autorzy przedstawili
wyniki na ten temat u wolno¿yj¹cych bakterii morskich Vibrio harveyi  zdolnych do
bioluminescencji. Bakterie tego gatunku, w odró¿nieniu od wcze�niej opisanego,
symbiotycznego gatunku V. fischeri, nie s¹ symbiontami, ale wolno¿yj¹cymi w p³ytkich
wodach morskich, w osadach sedymentacyjnych, a tak¿e na powierzchni cia³a lub w
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przewodzie pokarmowym wielu zwierz¹t morskich. Populacja komórek V. harveyi,
podobnie jak V. fischeri, ma zdolno�æ bioluminescencji w okre�lonych warunkach,
aczkolwiek mechanizm tego zjawiska jest u tego gatunku odmienny. Najogólniej,
populacja komórek V. harveyi, podobnie jak inne gatunki bakterii Gram-ujemnych,
wykorzystuje acyl-HSL jako cz¹steczki sygna³owe, ale system rozpoznawania i
transdukcji  tego typu sygna³ów s¹ analogiczne do tych, jakie funkcjonuj¹ u bakterii
Gram-dodatnich.

Najwa¿niejszym odkryciem by³o wykazanie, ¿e V. harveyi syntetyzuje i rozpoznaje
zupe³nie odmienny autoinduktor, zwany AI-2, który przeznaczony jest do komuniko-
wania siê z komórkami innych bakterii, ¿yj¹cych wspólnie w tej samej niszy. W
naturalnych �rodowiskach V. harveyi  ¿yje i rozwija siê w postaci miêdzygatunkowych,

RYCINA 7.  Schemat uk³adu quorum sensing Vibrio harveyi.  Dwa  odmienne autoinduktory AI-1  i
AI-2, odpowiednio, acetylowany lakton homoseryny (      ) i cykliczny zwi¹zek, pochodna 4,5-dihydroxy-
2,3- pentandionu (       ) (ryc. 8) s¹ syntetyzowane przez bia³ka, odpowiednio, LuxLM (       ) i LuxS (      ).
Dwa odmienne bia³ka kinaz sensorowych rozpoznaj¹ sygna³y, odpowiednio, LuxQ sygna³ AI-2 i  LuxN
sygna³ AI-1. Sygna³y z obu kinaz s¹ przenoszone  poprzez ich defosforylacjê i  nastêpnie fosforylacjê
bia³ka fosfotransferazy LuxU  (    ), która pe³ni funkcjê integracyjn¹ dla obu dróg przekazywania
sygna³ów. Fosfotransferaza LuxU przenosi sygna³ na kolejne bia³ko LuxO  (     ), które w formie
ufosforylowanej spe³nia funkcjê negatywnego regulatora (�) dla transkrypcji genów operonu lucyferazy
luxCDABE. Bia³ko LuxR (       ), odmienne od wcze�niej omawianego bia³ka regulatorowego LuxR
Vibrio fischeri, spe³nia rolê czynnika transkrypcyjnego, aktywuj¹cego (+) geny operonu lucyferazy
luxCDABE (szczegó³owe informacje w tek�cie)
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mieszanych populacji. St¹d, synteza acyl-HSL jako cz¹steczek sygna³owych dla regulacji
aktywno�ci w³asnej populacji, a tak¿e zdolno�æ syntezy zarówno w³asnego, sygna³u
AI-2, jak i rozpoznawania cz¹steczek sygna³owych AI-2 produkowanych przez inne
gatunki bakterii, pozwala V. harveyi monitorowaæ gêsto�æ komórek nie tylko we w³asnej
populacji, ale tak¿e w populacjach innych gatunków ¿yj¹cych w tym samym �rodowisku
(ryc. 7). Na zupe³nie odmienne funkcje biologiczne omawianych autoinduktorów V.
harveyi  acyl-HSL i AI-2  wskazuj¹ wyniki dowodz¹ce, i¿ pierwszy z sygna³ów reguluje
ekspresjê operonu luxCDABE odpowiedzialnego za bioluminescencjê, drugi za�
kontroluje aktywno�æ innych genów i operonów [51].

Zdolno�æ do syntezy cz¹steczki sygna³owej AI-2 oraz obecno�æ koduj¹cego j¹ genu
luxS zosta³y w ostatnich latach potwierdzone dla wielu gatunków bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych, takich jak: Escherichia coli, Salmonella enterica serotyp Typhimurium,
Salmonella enterica serotyp Typhi, Shigella flexnerii, Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Helicobacter pylori, Neisseria
meningitidis, Vibrio cholerae, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Yersinia pestis, Clostridium perfringens i inne
[3, 8, 13, 51, 81, 82, 85]. Dla niektórych z wymienionych gatunków uda³o siê ju¿
skonstruowaæ bardzo dogodne modele badawcze w postaci mutantów  pozbawionych
zdolno�ci syntezy AI-2 (luxS-). Szczegó³owe badania fenotypowe i genetyczne tych
mutantów pozwol¹ zapewne w najbli¿szym czasie na lepsze zrozumienie mechanizmu tej
regulacji oraz na dok³adniejsze poznanie kontrolowanych w ten sposób genów i operonów
[10, 36, 45]. Wiemy ju¿, ¿e autoinduktor AI-2 indukuje geny wyspy patogenno�ci u
chorobotwórczych szczepów E. coli O157:H7 [77] oraz jest odpowiedzialny za regulacjê
syntezy hemolizyny i proteazy u V. vulnificus, a tak¿e za sekrecjê proteazy cysteinowej S.
pyogenes [46] oraz za ekspresjê genu wirulencji virB  Shigella flexnerii [10]. Donoszono
tak¿e o roli tego autoinduktora w tworzeniu powoduj¹cego próchnicê zêbów biofilmu
przez P. gingivalis i Streptococcus gordoni [49]. S¹dzi siê, ¿e sposób komunikowania siê
komórek ró¿nych gatunków bakterii przy pomocy uniwersalnego alfabetu, jakim jest
cz¹steczka sygna³owa AI-2, zosta³ wykszta³cony przed ich dywergencj¹ na dwie
wspó³cze�nie ¿yj¹ce grupy bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, które pos³uguj¹
siê odmiennymi cz¹steczkami sygna³owymi oraz innymi mechanizmami ich rozpoznawania
i transdukcji sygna³ów [5, 51, 71, 83, 97].

Autoinduktor AI-2 pozostaje nadal intryguj¹c¹ cz¹steczk¹ sygna³ow¹ nie tylko ze
wzglêdu na swoj¹ uniwersaln¹ funkcjê dla wiêkszo�ci (o ile nie dla wszystkich bakterii),
ale tak¿e ze wzglêdu na budowê chemiczn¹ oraz szlak biosyntezy.

Wspomniano wcze�niej, ¿e cz¹steczki sygna³owe syntetyzowane przez ró¿ne gatunki
bakterii Gram-ujemnych (acyl-HSL) oraz bakterii Gram-dodatnich (oligopeptydy) ró¿ni¹
siê, odpowiednio, d³ugo�ci¹ ³añcucha acylowego oraz liczb¹ i rodzajem aminokwasów.
Zatem, takie specyficzne gatunkowo sygna³y mog¹ byæ rozpoznawane i transdukowane
wy³¹cznie przez komórki nale¿¹ce do okre�lonego gatunku, nie s¹ za� rozpoznawane
przez inne, nawet blisko spokrewnione gatunki bakterii.  W odró¿nieniu, autoinduktor
AI-2 ma identyczn¹ budowê chemiczn¹ i powstaje w identycznym szlaku biosyntezy,
niezale¿nie od  szczepu,  gatunku, czy rodzaju bakterii [71]. Substratem dla syntezy
AI-2, podobnie jak dla acyl-HSL, jest S-adenozylometionina (SAM). SAM jest wa¿nym
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RYCINA  8. Szlaki syntezy autoinduktora AI-2 oraz laktonów homoseryny  (HSL)
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metabolitem, bowiem jest donorem grup metylowych dla metylacji DNA, RNA oraz
wielu bia³ek. Metylotransferazy, przenosz¹c grupê metylow¹ z SAM na ró¿ne koñcowe
akceptory, generuj¹ w komórkach produkt po�redni S-adenozylohomocysteinê (SAH).
SAH jest wysoce toksyczny dla komórki i dlatego jest szybko eliminowany przez
nukleozydazê Pfs, która od³¹cza adeninê z wytworzeniem S-rybozylo-homocysteiny (SHR)
[7, 71]. SHR jest substratem dla bia³ka LuxS, produktu genu luxS, które hydrolizuje
SHR do homocysteiny (HC) i 4,5-dihydroksy-2,3-pentandionu (DPD), a ten po
spontanicznej cyklizacji i skompleksowaniu atomu boru przyjmuje postaæ AI-2 (diestru
furanozylo-boranowego) [5, 22, 71]. Przedstawiony na rycinie 8 schemat syntezy AI-2
wskazuje, ¿e substratem dla biosyntezy zarówno gatunkowo specyficznych autoinduktorów
klasy acyl-HSL, jak i tej uniwersalnej cz¹steczki sygna³owej jest S-adenozylometionina,
a w szlaku reakcji bior¹ udzia³ metylotransferazy oraz nukleozydaza Pfs.

Wci¹¿ intryguj¹cym i oczekuj¹cym na wyja�nienie jest pytanie o naturê bakteryjnych
bia³ek, receptorów AI-2. Z wyj¹tkiem V. harveyi, gdzie funkcjê tê pe³ni periplazma-
tyczne bia³ko LuxP (ang. ribosome-like binding protein), nic nie wiadomo o takich
bia³kach u innych gatunków bakterii [5]. Mo¿na domniemywaæ, ¿e ze wzglêdu na naturê
chemiczn¹ AI-2 bia³ka takie winny nale¿eæ do klasy bia³ek wi¹¿¹cych reszty cukrowe
(ang. sugar binding proteins). Jednym z bardziej nieoczekiwanych odkryæ w tej
dziedzinie, opisanym w 2002 roku, by³o wykazanie, ¿e prekursor AI-2 (pro-AI-2) tworzy
kompleks z borem i w tej postaci  jest rozpoznawany przez bia³ko LuxP V. harveyi, co
udowodniono na podstawie analizy struktury kryszta³u omawianego kompleksu LuxP/
pro-AI-2/Bor [5]. Zgodnie z nasz¹ wiedz¹, by³aby to pierwsza, zdefiniowana funkcja
biologiczna boru w regulacji wa¿nych procesów ¿yciowych w �wiecie bakterii. Nie jest
wykluczone, ¿e cz¹steczka prekursorowa pro-AI-2 mo¿e w �rodowiskach naturalnych
tworzyæ kompleksy z innymi metalami b¹d� zwi¹zkami, a powsta³e w ten sposób
autoinduktory, pochodne AI-2, mog¹ aktywowaæ drogi transdukcji sygna³ów poprzez
ró¿ne bia³ka, pochodne LuxP, spe³niaj¹ce funkcjê receptorów takich sygna³ów.

Nale¿y jednak stwierdziæ, ¿e  pomimo  i¿ geny  kontrolowane przez autoinduktor
AI-2 zosta³y wykryte u wielu gatunków bakterii, to jednak wiedza, o mechanizmie
komunikowania siê komórek przy jego udziale, jest wci¹¿ niepe³na i ograniczona do
trzech gatunków: V. harveyi, V. cholerae i S. enterica serotyp Typhimurium [97]. Nie
brak w literaturze przedmiotu tak¿e publikacji podwa¿aj¹cych do�æ powszechny pogl¹d,
¿e AI-2 jest uniwersaln¹ cz¹steczk¹ sygna³ow¹ dla miêdzygatunkowej komunikacji w
�wiecie bakterii. Przytacza siê nowe wyniki lub interpretuje siê inaczej wcze�niejsze
dane wskazuj¹c, ¿e funkcji bia³ka LuxS nie mo¿na sprowadziæ wy³¹cznie do syntezy
cz¹steczki sygna³owej AI-2 i jego roli w systemie QS. Bia³ko to pe³ni bowiem wa¿n¹
funkcjê w szlakach syntezy SAM oraz wykorzystania tego zwi¹zku jako donora grupy
metylowej. St¹d, inaktywacja genu luxS prowadzi³aby nie tylko do zahamowania syntezy
prekursora AI-2, ale tak¿e do zaburzenia ca³ego szlaku syntezy metioniny, SAM oraz
metylacji  kwasów nukleinowych i bia³ek [95]. Zdaniem tych autorów nie ma zatem nic
dziwnego w tym, ¿e mutacja genu luxS w szczepie E. coli 0157:H7 prowadzi do zmiany
ekspresji a¿ oko³o 400 genów [12, 78]. Nie brak te¿ g³osów, ¿e AI-2, podobnie jak jego
prekursory (DPD), jest mutagenny  i toksyczny dla komórki, a st¹d musi byæ wydalany
z komórek do �rodowiska w czasie logarytmicznego wzrostu i intensywnego metabo-
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lizmu. Jednak¿e w czasie fazy stacjonarnej i deficytu �róde³ wêgla i energii AI-2 nie
jest wydalany, jak to wykazano dla S. enterica serotyp Typhi, E. coli, S. pyogenes i N.
ghonorrea, ale aktywnie pobierany z otoczenia i wykorzystywany jako ekwiwalent
rybozy [45, 82, 96]. W konkluzji nale¿a³oby stwierdziæ, ¿e rola cz¹steczki sygna³owej
AI-2 jako globalnego regulatora QS w populacjach V. harveyi  nie podlega obecnie
dyskusji, natomiast jej uniwersalny udzia³ w �wiecie bakterii jako globalnego autoin-
duktora systemu QS wymaga jeszcze g³êbszych badañ. Bakterie w czasie wzrostu i
rozwoju wydalaj¹ do �rodowiska wzrostu wiele ró¿norodnych, niskocz¹steczkowych
metabolitów, które mog¹ spe³niaæ funkcjê pozytywnych lub negatywnych regulatorów
ekspresji genów, mog¹ tak¿e spe³niaæ funkcjê aktywatorów lub inhibitorów okre�lonych
bia³ek enzymatycznych. Czêsto nie jest wiêc ³atwo zdecydowaæ, czy obserwowane
zmiany fenotypowe, metaboliczne w populacjach bakterii s¹ efektem dzia³ania
bakteryjnego QS, czy te¿ mo¿e przejawem zupe³nie odmiennych mechanizmów regulacji
metabolicznej.

Zgodnie z propozycj¹ Klausa Winzera i wspó³pracowników [95] metabolit, który
mo¿e byæ uznany za dyfuzyjn¹ cz¹steczkê sygna³ow¹ w systemie quorum sensing,
winien spe³niaæ nastêpuj¹ce kryteria:

• synteza takiego zwi¹zku powinna zachodziæ w warunkach fizjologicznych, w
�ci�le okre�lonej fazie wzrostu populacji i w odpowiedzi na zmiany warunków
�rodowiska,

• zwi¹zek ten winien byæ akumulowany zewn¹trzkomórkowo i byæ rozpoznawany
przez specyficzne bia³ko receptorowe,

• akumulacja zwi¹zku w okre�lonym  stê¿eniu winna wywo³ywaæ skoordynowan¹
odpowied� ca³ej populacji lub jej wiêkszo�ci,

• fizjologiczna i metaboliczna odpowied� komórek populacji winna obejmowaæ
inne aktywno�ci ni¿ te, które s¹ zwi¹zane z  detoksyfikacj¹  takiego zwi¹zku lub jego
wykorzystaniem jako �ród³a wêgla i energii.

6. ROLA BIOLOGICZNA QS W NATURALNYCH
�RODOWISKACH BAKTERII

Systemy QS umo¿liwiaj¹c wewn¹trz- i miêdzygatunkow¹ komunikacjê komórek
pozwalaj¹ bakteriom na koordynacjê ró¿norodnych aktywno�ci biologicznych w obrêbie
populacji danego gatunku, a tak¿e na ustalenie wzajemnych relacji pomiêdzy populacjami
ró¿nych gatunków bakterii, które w �rodowiskach naturalnych mog¹ przyj¹æ charakter
wspó³dzia³ania, kompetycji lub antagonizmu. Poni¿ej przedstawiono kilka dobrze
poznanych przyk³adów takich miêdzygatunkowych wspó³zale¿no�ci, w ustalaniu których
miêdzygatunkowa komunikacja bakterii przy udziale dyfuzyjnych cz¹steczek sygna-
³owych odgrywa decyduj¹ce znaczenie. Jednym z takich przyk³adów miêdzygatun-
kowych interakcji s¹ komórki wcze�niej dyskutowanego gatunku V. harveyi, które ¿yj¹c
w mieszanych populacjach wykorzystuj¹ cz¹steczkê AI-2, syntetyzowan¹ przez inne
gatunki, do regulacji ekspresji w³asnych genów.
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Innym, czêsto cytowanym przyk³adem  jest biofilm, tworzony przez populacje komórek
P. aeruginosa i Burkholderia cepacia u pacjentów z mukowiscydoz¹. Chorzy  na
mukowiscydozê produkuj¹ nadmierne ilo�ci �luzu, który jest bogatym pod³o¿em dla
rozwoju wymienionych bakterii w formie biofilmu. W tworzeniu omawianego biofilmu
zasadnicz¹ rolê ogrywa miêdzygatunkowa komunikacja przy udziale cz¹steczek
sygna³owych [13, 20, 57, 73, 87]. Dowiedziono w uk³adach do�wiadczalnych, ¿e
obecno�æ autoinduktora produkowanego przez komórki  P. aeruginosa  z funkcjonalnym
systemem bia³ek LasI/LasR  jest warunkiem koniecznym dla indukcji ekspresji
czynników wirulencji B. cepacia. Na tej podstawie przyjmuje siê, ¿e u pacjentów z CF
najpierw dochodzi do infekcji i rozwoju populacji  P. aeruginosa i akumulacji dyfuzyjnej
cz¹steczki sygna³owej acyl-HSL, która jest rozpoznawana przez komórki B. cepacia
jako sygna³ dla ekspresji w³asnych czynników wirulencji u³atwiaj¹cych kolonizacjê
tkanki przez tego gro�nego patogena. Dobrze udokumentowanym przyk³adem roli
systemu QS w uk³adach antagonistycznych i kompetycyjnych s¹ wcze�niej wspominane
wyniki, które uzyskano w badaniach  chorobotwórczych bakterii S. aureus. W  tym
przypadku specyficzny acyl-HSL, syntetyzowany przez jedn¹ grupê szczepów, hamuje
ekspresjê genów wirulencji innej grupy szczepów, uniemo¿liwiaj¹c im w ten sposób
kolonizacjê tej samej niszy [33, 48, 56]. Inna strategia eliminowania konkurentów z
�rodowiska jest opisywana dla bakterii P. aureofaciens zdolnych do syntezy antybio-
tyków. Synteza antybiotyków u tego gatunku jest indukowana obecno�ci¹ w �rodowisku
cz¹steczek sygna³owych acyl-HSL, produkowanych tak¿e przez inne gatunki bakterii
¿yj¹cych w tej samej niszy. Szybka akumulacja autoinduktora w �rodowisku, jako
rezultat wspó³dzia³ania ró¿nych gatunków, indukuje szlak produkcji antybiotyku w
populacji komórek P. aureofaciens, co w konsekwencji eliminuje inne gatunki ze
wspólnego �rodowiska [77]. Alternatywn¹ strategiê eliminacji bakterii E. carotovora
wykszta³ci³y populacje komórek B. subtilis. W  tym przypadku syntetyzowana przez
B. subtilis  i wydzielana do �rodowiska metalohydrolaza (AiiA) inaktywuje autoinduktor
produkowany przez E. carotovora, którego obecno�æ jest konieczna dla indukcji ekspresji
genów odpowiedzialnych za proces kolonizacji ro�lin [14]. Podobnie, glebowe bakterie
z rodzaju Variovorax  maj¹ zdolno�æ wykorzystywania ró¿nych autoinduktorów klasy
acyl-HSL jako �ród³a wêgla i azotu, ograniczaj¹c w ten sposób mo¿liwo�æ komu-
nikowania siê komórek w populacjach innych gatunków bakterii, ¿yj¹cych w tej samej
niszy ekologicznej [41].

 Badania na temat roli systemu QS w kszta³towaniu rozmaitych interakcji  pomiêdzy
ró¿nymi gatunkami bakterii, a tak¿e pomiêdzy bakteriami i organizmami wy¿szymi s¹
dopiero w pocz¹tkowej fazie. Mo¿na siê spodziewaæ w najbli¿szych latach dalszych,
wa¿nych odkryæ w tej dziedzinie, zwi¹zanych z jednej strony ze znaczeniem tego zjawiska
w procesie infekcji, w tworzeniu gro�nych biofilmów na materia³ach medycznych, z
drugiej za� z ukierunkowanym dzia³aniem specyficznych inhibitorów, naturalnych i
syntetycznych analogów dyfuzyjnych cz¹steczek sygna³owych, które potencjalnie mog¹
byæ zastosowane jako nowe leki blokuj¹ce ekspresjê czynników wirulencji. Dobrze
udokumentowanym przyk³adem hamowania bakteryjnego systemu QS i zapobiegania
w tworzeniu biofilmu jest zdolno�æ do syntezy halogenowanych furanonów przez morski
glon Delisea pulchra. Okaza³o siê, ¿e zwi¹zki te s¹ wysoce aktywne w zapobieganiu
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tworzenia biofilmu na statkach rybackich i sieciach jako kompetycyjne analogi
acylowanych laktonów homoseryny. Szczegó³owe badania wskazuj¹, ¿e halogenowane
furanony prawdopodobnie konkuruj¹ z autoinduktorem o miejsce wi¹zania na bia³ku
receptorowym LuxR i w ten sposób blokuj¹c system QS Serratia liquefaciens hamuj¹
proces kolonizacji i tworzenia biofilmu [47, 88]. Nie mo¿na tak¿e wykluczyæ, ¿e
przy³¹czenie inhibitora destabilizuje bia³ko LuxR poprzez drastyczne obni¿enie czasu
jego pó³trwania lub zablokowanie procesu dimeryzacji cz¹steczki [8, 81].

W poszukiwaniu naturalnych i syntetycznych zwi¹zków chemicznych jako
potencjalnych nowych leków antybakteryjnych,  bardzo obiecuj¹ce s¹ prace dowodz¹ce,
¿e równie¿ syntetyczne halogenowane furanony mog¹ byæ skutecznymi inhibitorami
tworzenia biofilmu przez E. coli oraz ruchu pe³zakowatego przez P. aeruginosa,  a wiêc
procesów kontrolowanych przez system QS [29, 67]. Wskazuje siê równie¿, ¿e ró¿ne
gatunki ro�lin wy¿szych, takie jak: ry¿, groch, pomidor i gryka, syntetyzuj¹ i wydzielaj¹
do �rodowiska bli¿ej jeszcze niezidentyfikowane substancje, które jako analogi cz¹steczek
sygna³owych, w tym równie¿ prawdopodobnie analogi AI-2, kontroluj¹ aktywno�æ
populacji bakterii w danych niszach ekologicznych [5]. Wydaje siê, ¿e wa¿nym
poznawczym kierunkiem poszukiwañ naukowych u bakterii chorobotwórczych winny
byæ badania enzymów szlaków biosyntezy autoinduktorów oraz struktury i funkcji
specyficznych bia³ek receptorowych oraz bia³ek przeka�nikowych. Dok³adne poznanie
natury i funkcji tych bia³ek stworzy³oby szansê dla syntezy specyficznych inhibitorów
jako leków blokuj¹cych rozpoznanie lub transdukcjê sygna³ów, a w konsekwencji
blokuj¹cych QS i hamuj¹cych ekspresjê czynników wirulencji.

7. PODSUMOWANIE

W �wietle obecnej wiedzy na temat bakteryjnego systemu QS populacje bakterii
zarówno w hodowlach, jak i w ich �rodowiskach naturalnych nale¿y rozpatrywaæ jako
zespo³y zsynchronizowanych komórek, reguluj¹cych zbiorowo wa¿ne funkcje ¿yciowe
w sposób podobny jak komórki tkanek organizmów wy¿szych. Populacje bakterii jako
zbiorowo�ci jednokomórkowych organizmów w biofilmach mog³y byæ jednym z
wczesnych etapów ewolucji organizmów wielokomórkowych. System QS pozwala³
bowiem ogromnej populacji indywidualnych komórek koordynowaæ w sposób globalny
ró¿norodne aktywno�ci, w odpowiedzi na zmieniaj¹ce siê warunki �rodowiska,
dostêpno�æ substancji pokarmowych oraz obecno�æ innych gatunków bakterii w tej
samej niszy ekologicznej. Atrakcyjno�æ badañ systemu QS wynika z ogólnobiologicznego
i biotechnologicznego znaczenia procesów i aktywno�ci kontrolowanych przez te
wyspecjalizowane uk³ady sygna³ów i przeka�ników u ró¿nych gatunków bakterii
�rodowiskowych i chorobotwórczych. Pe³niejsze zrozumienie elementów i mechanizmów
odpowiedzialnych za komunikowanie siê bakterii w �rodowiskach naturalnych mo¿e
przynie�æ nowe propozycje o znaczeniu biotechnologicznym. Kontrola kolonizacji ro�lin
przez bakterie symbiotyczne i chorobotwórcze, kontrola tworzenia biofilmów w
�rodowiskach naturalnych, na materia³ach oraz urz¹dzeniach medycznych, to jedno z
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obecnie dyskutowanych oczekiwañ o znaczeniu biotechnologicznym. Du¿e nadzieje
wi¹¿e siê równie¿ z badaniami, których perspektywicznym celem jest opracowanie
nowych leków, które jako inhibitory QS mog¹ pozwoliæ na opracowanie nowej strategii
skutecznego leczenia wielu bakteryjnych chorób cz³owieka.
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