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Streszczenie: Ogromna zmienno$¢ genetyczna i fizjologiczna pozwala bakteriom zasiedla¢ réznorod-
ne nisze ekologiczne oraz umozliwia szybka adaptacje do zmiennych warunkow $rodowiska. Jed-
nym z waznych mechanizméw umozliwiajacym komorkom bakterii regulacje waznych funkcji zy-
ciowych i aktywnosci fizjologicznych w sposob globalny i wysoce zsynchronizowany jest bakteryj-
ny system quorum sensing (QS). Niezwykle wazne wyniki uzyskane w ostatnich latach w bada-
niach tego systemu, definiowanego jako sposob wewnatrz- i migdzygatunkowego komunikowania
si¢ komorek bakterii przy udziale chemicznych sygnatéw wskazuja, ze wigkszos¢ gatunkow bakte-
rii, o ile nie wszystkie, wyksztalcito do tych celow wyspecjalizowane szlaki syntezy dyfuzyjnych
czasteczek sygnalowych oraz biatka receptorowe jako specyficzne sensory tych sygnatéw chemicz-
nych, a takze systemy ich transmisji na bialka efektorowe i docelowe geny. Globalna regulacja przy
udziale systemu QS obejmuje wiele podstawowych procesow zyciowych i aktywnos$ci bakterii, ta-
kich jak: symbioza, wirulencja, kompetencja, koniugacja, produkcja antybiotykéow, sporulacja, two-
rzenie biofilmow, wzrost rozpetzliwy. Funkcje chemicznych czasteczek sygnalowych, specyficznych
autoinduktoréw (Al) u bakterii Gram-ujemnych petnia acylowane laktony homoseryny, za$ u bak-
terii Gram-dodatnich oligopeptydy. Przyjmuje sig, ze system QS u wspotczesnie zyjacych bakterii
jest pewnym odzwierciedleniem wczesnego etapu w ewolucji organizméw wielokomorkowych.

Stowa kluczowe: quorum sensing, czasteczki sygnatowe, ekspresja genow.

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
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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 rosnacej liczbie prac doswiadczalnych oraz w innych artykutach
1 opracowaniach publikowanych w ostatnich latach dowodza, ze bakterie w drodze
ewolucyjnego rozwoju wyksztatcity wyspecjalizowane systemy sygnatéw chemicznych
oraz molekularne mechanizmy komunikowania si¢ komoérek i koordynowania waznych
proceséw zyciowych w populacjach zyjacych w réznych niszach srodowiskowych.
Angielski termin guorum sensing (QS) opisuje sig¢ w literaturze przedmiotu najogolniej
jako mechanizm regulacji ekspresji genow w populacjach bakterii, w odpowiedzi na
zmiany liczby komorek (ggstosci populacji) zyjacych w okreslonej niszy. Molekularny
mechanizm tej regulacji obejmuje wytwarzanie przez komorki bakterii czasteczek
sygnatowych i ich akumulacj¢ w srodowisku wzrostu, rozpoznawanie tych sygnatow
przez wyspecjalizowane bialka receptorowe bedace bakteryjnymi sensorami, a w
koncowym efekcie globalna, skoordynowana odpowiedz komorek populacji w postaci
zmiany ekspresji roznorodnych genéw kontrolujacych wazne szlaki metaboliczne i
procesy zyciowe. Komorki wielu gatunkow bakterii zarowno Gram-ujemnych, jak i
Gram-dodatnich maja zdolnos¢ syntezy dyfuzyjnych czasteczek sygnatowych, zwanych
autoinduktorami (Al), ktérych stezenie w §rodowisku wzrostu ro$nie w miarg rozwoju
hodowli i wzrostu gestosci komorek w danej populacji. Bakterie rozpoznajac precyzyjnie
zaro6wno naturg chemicznych sygnatow, jak i ich progowe stgzenia w srodowisku wzrostu
sa w stanie monitorowac liczbg komoérek w danej niszy oraz kontrolowac¢ aktywnosé¢
fizjologiczna catej populacji. Dowiedziono, ze ten wyspecjalizowany sposob komu-
nikowania si¢ komorek bakterii w populacjach, w celu koordynacji okre§lonych szlakow
metabolicznych, odgrywa bardzo istotna rol¢ w tak waznych procesach zyciowych,
jak: bioluminescencja, wirulencja, kompetencja, koniugacja, sporulacja, synteza
antybiotykdw, ruchliwosé, tworzenie biofilmu, wzrost rozpelzliwy.

Okazalo sig, ze bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie wyksztatcily zaré6wno
odmienne systemy autoinduktorow, jak i odmienne mechanizmy regulacji ekspresji genow
w odpowiedzi na takie sygnaty. Funkcje czasteczek sygnatowych u bakterii Gram-
ujemnych spetniaja acylowane laktony homoseryny (ang. acy/-HSL, acyl-homoserine
lactones), za$ bakterie Gram-dodatnie porozumiewaja si¢ zwykle za pomoca sygnatow
oligopeptydowych. Co wigcej, te specyficzne autoinduktory wykorzystywane sa do
komunikowania si¢ komorek w populacjach okreslonych szczepow czy gatunkow, a
zupehnie inna czasteczka sygnalowa (AI-2) jest wykorzystywana do komunikowania
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si¢ komorek w mieszanych, migdzygatunkowych populacjach bakterii. Podnosi sig, ze
ten sposob globalnej, skoordynowanej regulacji waznych procesow zyciowych w catej
populacji komoérek pozwolil bakteriom osiagna¢ niektoére wtasciwosci organizmow
wielokomérkowych, stad autoinduktory okresla si¢ niekiedy jako hormone like
molecules. Nie brak w literaturze przedmiotu takze glosow, ze bakteryjny system QS
mozna traktowac jako odzwierciedlenie weczesnych etapow filogenezy organizmow
wielokomorkowych.

Nie ulega dzisiaj watpliwosci, ze komorki bakterii potrafia w populacjach synchro-
nizowa¢ wazne procesy i aktywnosci, wykorzystujac do tego celu zard6wno system
uniwersalnych autoinduktoréw do komunikacji miedzygatunkowe;j, jak rowniez wysoce
specyficznych do komunikacji wewnatrzgatunkowej. Z drugiej strony, szereg orga-
nizméw prokariotycznych i eukariotycznych wyksztatcito mechanizmy hamowania
bakteryjnego systemu QS. Jednym ze sposobdw przeciwdziatania tak zmobilizowanym
populacjom bakterii jest synteza i sekrecja enzymdw degradujacych bakteryjne auto-
induktory, drugim za$ synteza antagonistycznych zwiazkéw chemicznych. Na podstawie
gromadzonej wiedzy o bakteryjnych autoinduktorach i wlasciwosciach enzymow
zdolnych do ich degradacji oraz o naturze chemicznej zwiazkéw antagonistycznych,
podjeto bardzo intensywne i obiecujace badania, ktorych celem jest opracowanie zupelnie
nowej, antybakteryjnej terapii, ktora polegataby na skutecznym hamowaniu bakteryjnego
systemu QS.

2. RYS HISTORYCZNY BADAN BAKTERYJNEGO
SYSTEMU QUORUM SENSING

Pierwsze doniesienia 0 mozliwosci komunikowania si¢ komorek bakterii w
populacjach pojawity si¢ w literaturze Swiatowej 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]. Okazato sig, ze komorki tych bakterii
maja zdolno$¢ emitowania Swiatta wowczas, gdy jako symbionty rozwijaja si¢ w
wyspecjalizowanych organach zwierzat morskich — katamarnicy Euprymna scopoles i
ryby Monocentris japonicus. Traca natomiast zdolno$¢ luminescencji jako komorki
wolnozyjace w wodzie morskiej. Zauwazono, ze u podstaw tego zjawiska leza dwa
zasadnicze uwarunkowania. Po pierwsze, dostepnos¢ bogatych zroédet wegla i energii
w wys-pecjalizowanych tkankach gospodarza umozliwia bakteriom szybki wzrost i
rozwoj w Scisle okreslonej niszy, gdzie populacja komorek moze osiagna¢ duza gestosc.
Po drugie, syntetyzowane przez komorki i wydzielane do srodowiska wzrostu czasteczki
sygnatowe moga osiagna¢ wysokie stezenie jedynie w skolonizowanym organie
zwierzgeia. Ograniczona dostgpnos¢ sktadnikéw pokarmowych w wodzie morskiej
uniemozliwia bowiem zaréwno szybki wzrost i rozw6j populacji wolnozyjacych bakterii,
jak rowniez akumulacj¢ dyfuzyjnych czasteczek sygnatowych. Nieco pozniej
dowiedziono, ze zdolno$¢ do luminescencji Vibrio fischeri jest zwiazana z aktywnoscia
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kompleksu enzymatycznego lucyferazy, syntetyzowanego w komorkach pod kontrola
operonu luxCDABE. Emisja §wiatta ma miejsce wowczas, gdy populacja bakterii w
skolo-nizowanym organie gospodarza osiagnie odpowiednio duza ggstos¢, a tym samym
stezenie akumulowanych czasteczek sygnatowych osiagnie warto$¢ progowa, zapew-
niajaca indukcje syntezy kompleksu lucyferazy [17]. Dowiedziono, ze za regulacje
procesu bioluminescencji u symbiotycznych bakterii V. fischeri odpowiedzialne sa dwa
biatka regulatorowe LuxI oraz LuxR, z ktorych pierwsze kontroluje syntez¢ autoinduk-
tora, drugie za$ odpowiedzialne jest za przytaczenie autoinduktora do operonu lucyferazy
1indukcje transkrypcji strukturalnego genu lucyferazy. W miarg wzrostu liczby komorek
bakterii w tkankach gospodarza i rozwoju populacji ro$nie rowniez stezenie syntety-
zowanego dyfuzyjnego autoinduktora. Gdy st¢zenie to osiagnie warto$¢ 1—-10 mikro-
gramow na 1 ml, autoinduktor tworzy kompleks z biatkiem LuxR, ktore w tej postaci
przylacza si¢ do promotora genu lucyferazy, inicjujac proces transkrypcji i syntezy
biatka lucyferazy w komorkach catej populacji. Zatem w omawianym uktadzie
symbiotycznym emisja $§wiatta jest w istocie bardzo precyzyjnie regulowana gestoscia
komorek bakterii w populacji, rozwijajacej si¢ w $cisle okreslonej niszy.

Pomimo tych odkry¢ do§¢ powszechnie sadzono, ze komunikowanie si¢ komorek i
organizmow przy udziale syntetyzowanych i wydzielanych do srodowiska czasteczek
sygnalowych jest cecha organizmow eukariotycznych. Stad, system autoregulacji
bioluminescencji LuxI/LuxR V. fischeri byl przez wiele lat uznawany, co prawda, za
interesujacy sposob komunikowania si¢ komorek bakterii, ale ograniczony do bakterii
morskich z rodzaju Vibrio. Inne, niezbyt liczne do niedawna i mniej znane przyktady
komunikowania si¢ bakterii opisywano dla populacji komodrek promieniowca Strepto-
myces spp. syntetyzujacego antybiotyki, koniugujacych komorek Enterococcus faecalis
oraz dla Myxococcus xantus tworzacych ciatka owocowe [15, 16].

Pojecie quorum sensing (QS) upowszechnito si¢ w literaturze po 1994 roku, kiedy
to Fuqua i wspotpracownicy po raz pierwszy uzyli tego terminu dla okreslenia sposobu
komunikowania si¢ komorek bakterii w populacjach [18]. Ogromny postep w tej
dziedzinie, dokonany szczegodlnie w ostatnich 10 latach, dowodzi, ze wigkszo$¢ gatunkow
bakterii, o ile nie wszystkie, syntetyzuje i wydziela do $rodowiska wzrostu specyficzne
czasteczki sygnatowe, przy udziale ktorych zachodzi migdzykomoérkowa komunikacja,
umozliwiajaca skoordynowana odpowiedz komoérek populacji na zmiany warunkoéw w
srodowisku wzrostu.

Obecnie w literaturze przedmiotu opisano co najmniej 30 gatunkoéw bakterii, dla
ktoérych bez zadnych watpliwosci zidentyfikowano system QS, okreslany jako typ Luxl1/
LuxR. Do najlepiej scharakteryzowanych pod tym wzgledem gatunkow nalezy zaliczy¢:
Vibrio fischeri, Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens i Ervinia
carotovora [1, 2, 11, 51, 58, 71, 97]. W latach 1995-2004 ukazato si¢ wiele prac
dowodzacych, ze komorki licznych gatunkéw bakterii Gram-dodatnich, w tym
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, maja zdolnos¢
syntetyzowania i rozpoznawania w §rodowisku wzrostu dyfuzyjnych czasteczek
sygnatowych, umozliwiajacych migdzykomorkowa komunikacjg rowniez w populacjach
tej grupy bakterii. Bakterie Gram-dodatnie wyksztatcily jednakze inne systemy QS i
wykorzystuja odmienne zwiazki chemiczne jako autoinduktory (oligopeptydy), a takze
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inne biatka komorkowe jako sensory tych sygnatow [40, 42, 55]. W ostatnich latach
doktadniej poznano ztozony, dwusktadnikowy system QS wolnozyjacych bakterii
morskich Vibrio harveyi, ktéry taczy cechy charakterystyczne zarowno dla bakterii
Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. Co wigcej, okazalo si¢, ze komorki V. harveyi,
syntetyzuja i wykorzystuja dla tego celu odmienna czasteczke sygnalowa, zwana
Al-2, ktora zidentyfikowano takze w komorkach wielu innych gatunkow bakterii Gram-
ujemnych i Gram-dodatnich [5, 51, 82, 84, 85, 86].

Badania systemow QS nabieraja szczegolnego znaczenia w $wietle narastajacej
wiedzy na temat roli, jaka spelniaja one w regulacji ekspresji czynnikow odpowie-
dzialnych za chorobotwdrczo$¢ wielu groznych patogenow cztowieka, 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 BIALEK UKLADU LUXI/LUXR ORAZ
ACYLOWANYCH LAKTONOW HOMOSERYNY (ACYL-HSL)
W SYSTEMIE QS U BAKTERII GRAM-UJEMNYCH

Na rycinie 1 przedstawiono schemat systemu QS bakterii Gram-ujemnych na
przyktadzie symbiotycznych bakterii Vibrio fischeri zdolnych do bioluminescencji. Jak
wspomniano wczesniej, emisja Swiatta w omawianym systemie jest $cisle skorelowana
z gestoscig populacji bakterii, ktorych liczba w skolonizowanym organie zwierzgcia
moze osiagna¢ warto$¢ 10'/1 ml. Komorki Vibrio fischeri syntetyzuja i wydzielaja do
srodowiska wzrostu czasteczki laktonu N-3-okso-heksanoilo- homoseryny, spetniajacego
w hodowli tego gatunku funkcje autoinduktora, ktérego stezenie ro$nie w miar¢ wzrostu
liczby komorek w populacji i moze osiagna¢ wartos¢ koncowa nawet do 10 pg/1ml.
Acylowane laktony homoseryny tatwo dyfunduja przez ostony komorkowe, stad ich
stezenie w komarkach bakterii oraz w §rodowisku wzrostu jest praktycznie jednakowe
[37]. Komorki bakterii emituja $wiatlo w wyniku indukcji syntezy biatek kompleksu
enzymatycznego lucyferazy, kodowanych przez pie¢ gendéw strukturalnych luxCDABE,
ktore sa czescia operonu luxICDABE [17, 19, 50]. Gen kodujacy synteze biatka
regulatorowego LuxR jest transkrybowany w odwrotnym kierunku niz przylegajace do
niego geny operonu luxICDABE. Ekspresja biatek kompleksu lucyferazy jest kontro-
lowana przez dwa biatka regulatorowe LuxI i LuxR. Pierwsze z nich jest syntetaza
odpowiedzialna za syntez¢ autoinduktora acyl-HSL, drugie zas rozpoznaje autoinduktor
1 wiaze si¢ z nim, gdy jego stezenie w Srodowisku wzrostu bakterii osiagnie warto$¢
1-10 pg/1ml. Interakcja biatka LuxR i autoinduktora, coraz silniejsza w miar¢ wzrostu
stezenia HSL, zmienia konformacje przestrzenna biatka LuxR, odstaniajac jego domene
wiazaca. Tak zmienione biatko regulatorowe moze rozpoznaé i potaczy¢ si¢ z
promotorem operonu luxICDABE, indukujac w ten sposob transkrypcje wszystkich
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RYCINA 1. Schemat systemu regulacji quorum sensing Vibrio fischeri. Operon luxCDABE zbudowany
z 5 gendw strukturalnych kodujacych ekspresje lucyferazy i odpowiedzialnych za bioluminescencjg.
LuxI i LuxR biatka regulatorowe systemu, gdzie biatko LuxI () ) jest odpowiedzialne za syntezg

autoinduktora HSL (), a biatko LuxR 1:::" ) za wigzanie autoinduktora i wytworzenie kompleksu LuxR/
HSL, ktéry aktywuje ( + ) transkrypcjg operonu luxCDABE i réwnocze$nie hamuje (-) transkrypcje
operonu luxR

gendw operonu. Nastgpuje wigc indukcja syntezy nie tylko bialek kompleksu lucyferazy
(LuxCDABE) odpowiedzialnych za $wiecenie, ale takze biatka syntetazy LuxI
odpowiedzialnej za syntezg autoinduktora. Kompleks LuxR/HSL ma takze zdolnos¢
rozpoznawania i laczenia si¢ z promotorem genu /uxR, ale w tym przypadku dochodzi
do represji syntezy biatka regulatorowego LuxR. Jest to zatem system kontroli
negatywnej, ktéry w warunkach silnej indukcji moze hamowa¢ nadmierna produkcje
biatek z operonu [uxICDABE [24].

Podobny, aczkolwiek nieco bardziej ztozony mechanizm migdzykomorkowej komu-
nikacji, wyksztatcity oportunistyczne bakterie Pseudomonas aeruginosa. Bakterie te
syntetyzuja dwie pary biatek regulatorowych Lasl/LasR oraz Rh1/RhIR, ktore sa
homologami wyzej opisanych biatek Vibrio fischeri Luxl i LuxR [4, 59]. Oba biatka,
Lasl i Rhl1I sa syntetazami, odpowiedzialnymi za syntez¢ dwoch autoinduktorow,
odpowiednio, N-3-okso-dekanolowego laktonu homoseryny i N-butyrylowego laktonu
homoseryny [60]. Zatem dwa uktady biatek regulatorowych i dwa rézne autoinduktory
(nazwane w tym artykule dla wygody acyl-HSL1 i acyl-HSL2) kontroluja w populacjach
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RYCINA 2. Dwusktadnikowy system regulacji quorum sensing Pseudomonans aeruginosa. Biatko

Lasl (C ) syntetyzuje autoinduktor HSL1 ([7]), za$ biatko RhlI (()) autoinduktor HSL2 ( k) Biatko

receptorowe LasR (& ) wiaze autoinduktor HSL1, a wytworzony kompleks LasR/HSL1 indukuje (+)
zaro6wno ekspresj¢ gendw wirulencji lasB, lasA, toxA, aprd, jak réwniez syntezg drugiego biatka
receptorowego Rh1R (@ ), ktore tworzac kompleks z autoinduktorem HSL2 wzmaga ekspresje wyzej
wymienionych genow wirulencji zaleznych od LasR, a takze aktywuje ekspresjg szeregu innych gendw
rpoS, rhiAB, lecA, rhll (szczegbtowe wyjasnienie mechanizmu w tekscie)

P aeruginosa ekspresj¢ szeregu czynnikdOw chorobotwodrczosci. Mechanizm tej
regulacji, przedstawiony schematycznie na rycinie 2, jest podobny do wczesniej opisane;j
regulacji emisji $wiatta w komorkach w populacjach V. fischeri. 1 tak, w warunkach,
gdy populacja komorek P. aeruginosa osiagnie wysoka gestos¢ w tkankach gospodarza,
a stgzenie syntetyzowanych autoinduktoréw acyl-HSL1 i acyl-HSL2 przekroczy w
tym Srodowisku okreslona warto$¢, cytoplazmatyczne biatko receptorowe LasR
rozpoznaje i taczy si¢ z wlasciwym dla siebie autoinduktorem acyl-HSL1. Wytworzony
kompleks LasR/acyl-HSL1 przytacza si¢ do promotoréw kontrolujacych ekspresje wielu
genow odpowie-dzialnych za synteze szeregu sekrecyjnych biatek P. aeruginosa. Biatka
te wydzielane do srodowiska uszkadzaja tkanki gospodarza, rozszerzajac w ten sposob
obszar bakteryjnej infekcji. Do tych biatek, bedacych czynnikami chorobotworczosci,
ktorych synteza w tworzonym biofilmie jest indukowana kompleksem LasR/acyl-HSL1
nalezy zaliczy¢: elastaze kodowana przez gen lasB, proteaze kodowana przez gen
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lasA, egzotoksyng (gen foxA) oraz alkaliczng fosfatazg (gen aprd) [9, 11, 35, 59].
Omawiany kompleks LasR/acyl-HSL1 indukuje ekspresje drugiego biatka kontrolnego
Rh1R, ktére rozpoznaje i wiaze si¢ ze specyficznym dla siebie autoinduktorem acyl-
HSL2. Powstaty kompleks Rh1R/acyl-HSL2 indukuje dodatkowo geny odpowiedzialne
za syntezg elastazy oraz fosfatazy alkalicznej, bedace pod kontrola systemu Lasl/LasR.
Niezaleznie, kompleks indukcyjny Rh1R/acyl-HSL2 aktywuje inny zespot genow, wsrod
ktorych znajduja si¢: podjednostka 0 polimerazy RNA (gen rpoS), transferaza
ramnozowa, toksyczna lektyna (geny, odpowiednio, #h1AB i lecA), a takze syntetaza
Rh1I odpowiedzialna za syntezg autoinduktora acyl-HSL2 [4, 11, 19, 25, 39, 58, 60, 63,
92,93, 94]. Uogdlniajac, nalezy stwierdzi¢, ze ta niezwykle efektywna indukcja ekspresji
wielu waznych czynnikdéw chorobotworczosci w populacjach P. aeruginosa nastepuje
w odpowiedzi na wzrost stgzenia dyfuzyjnych autoinduktorow w srodowisku wzrostu,
rozpoznawanych przez biatka regulatorowe LasR i Rh1R, petiace zarowno funkcjg
sensorow sygnatow, jak i efektorow transkrypcji genow.

W zakonczeniu niniejszego rozdziatu pragniemy skoncentrowaé uwage na dwoch
ogodlnych zagadnieniach quorum sensing u bakterii: funkcji biologicznej biatek
regulatorowych zaliczanych do rodziny LuxI i LuxR oraz naturze chemicznej auto-
induktorow syntetyzowanych przez inne niz wyzej opisane gatunki bakterii Gram-
ujemnych. W populacjach komorek Agrobacterium tumefaciens, patogena roslin, system
QS kontroluje proces koniugacyjnego przenoszenia plazmidu koniugacyjnego Ti, za
ktory odpowiedzialne sq biatka regulatorowe Tral i TraR oraz syntetyzowany przez
biatko Tral N-oktanolowy lakton homoseryny dziatajacy jako autoinduktor [31, 98].
Podobnie, w populacjach Ervinia carotovora, bakterii patogennych dla wielu gatunkow
roéznych roslin, uktad biatek regulatorowych Expl/ExpR, analogow systemu LuxI/LuxR,
kontroluje syntezg i sekrecj¢ wielu egzoenzymdw, w tym celulaz i pektynaz odpo-
wiedzialnych za maceracjg tkanek i rozszerzanie si¢ infekcji bakteryjne;j.

Na podstawie obecnej wiedzy na temat funkcji biologicznej bialtek zaliczanych do
rodziny LuxI/LuxR (Lux/-like, and LuxR-like) u r6znych gatunkéw bakterii Gram-
ujemnych mozna stwierdzi¢, ze jedno z biatek tego systemu jest syntetaza odpowiedzialng
za synteze dyfuzyjnego autoinduktora, drugie za$ wypetnia funkcjg sensora tego sygnatu
w $rodowisku wzrostu oraz aktywatora transkrypcji okreslonych genow. Substratami
dla syntezy autoinduktoréw u bakterii Gram-ujemnych sa S-adenozylometionina (SAM)
oraz acylowane, no$nikowe biatko Acyl-ACP (ang. acyl-acyl carrier protein), ktore
jest posrednim produktem w syntezie kwasow thuszczowych. Jak przedstawiono na
rycinie 3, funkcja enzymatycznego biatka LuxI V. fischeri i jego analogéw u innych
gatunkow bakterii Gram-ujemnych sprowadza si¢ do potaczenia wigzaniem amidowym
SAM ze specyficznym dla danego gatunku Acyl-ACP [52, 90]. Okazato sig, ze
acylowane laktony homoseryny, wypetniajace funkcje autoinduktoréow u roéznych
gatunkow bakterii Gram-ujemnych, r6znia si¢ miedzy soba wylacznie dtugoscia
acylowego tancucha przytaczonego do SAM. Wysunigto wniosek, ze syntetaza danego
gatunku bakterii Gram-ujemnych (ang. Lux/-like protein) ma zdolno$¢ przytaczania
do SAM $cisle okreslonego Acyl-ACP, o zdefiniowanej dlugosci tancucha, syntetyzuje
wigc autoinduktor jednego rodzaju. Doktadna analiza sekwencji aminokwasowej oraz
struktury przestrzennej biatek nalezacych do rodziny biatek LuxR dowiodty, Ze sa one
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RYCINA. 3. Szlak biosyntezy laktonow homoseryny, autoinduktorow bakteryjnego systemu quorum
sensing. Rodzina enzymatycznych biatek typu LuxI tworzy wiazanie amidowe pomigdzy czasteczkami
S-adenozylometioniny (SAM) i acyl - ACP. Wytworzony produkt posredni ulega laktonizacji, z
odlaczeniem metylotioadenozyny i wytworzeniem koncowego produktu, ktorym jest okreslony acylowany
lakton homoseryny (HSL)

zbudowane z dwoch domen, z ktérych jedna, aminoterminalna, jest odpowiedzialna za
wigzanie wlasciwego autoinduktora, druga za$, karboksyterminalna, za multimeryzacjg
czasteczki i aktywacje transkrypcji docelowych genow [6, 72, 74, 79, 80, 92, 100].
Karboksyterminalna domena biatek (ang. LuxR-like) zawiera bardzo konserwatywny
motyw helisa-skret-helisa (ang. helix-turn-helix), odpowiedzialny za rozpoznanie i
polaczenie si¢ z promotorami wielu docelowych genéw w regionie ich palindromowe;j
sekwencji (ang. lux-box), potozonej okoto 40 par zasad powyzej kodonu start [18].
Jak wspomniano wcze$niej, biatka rodziny LuxR, jako sensory sygnatéw, rozpoznaja
w srodowisku wylacznie specyficzne dla danego gatunku autoinduktory, ale zawierajac
konserwatywny motyw helisa-skrgt-helisa moga aktywowaé w komorkach danej populacji
bakterii transkrypcje wielu r6znych genow, zawierajacych w regionie ich promotorow
docelowa sekwencje typu lux-box [21, 69, 99]. Ponadto, biatka rodziny LuxR sa niezwykle
wrazliwe na wszelkie zmiany dtugosci acylowego tancucha acyl-HSL, a stad tylko wiasciwe
dla danego gatunku acylowane laktony homoseryny maja zdolno$¢ peinej aktywacji
transkrypcji docelowych genow. Z drugiej strony okazato sig, ze zwiazki chemiczne o
bardzo podobnej budowie chemicznej do acylowanych laktonow homoseryny moga
hamowa¢ wigzanie si¢ biatek akceptorowych rodziny LuxR z wlasciwymi dla nich
autoinduktorami. Odkrycie to stworzylto szansg dla podjecia badan nad wykorzystaniem
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takich analogéw w hamowaniu systemu QS, jako mozliwej strategii dla opracowania
skutecznej, alternatywnej terapii zakazen bakteryjnych [21, 69, 99].

4. ORGANIZACJA 1 FUNKCJA SYSTEMU
QUORUM SENSING U BAKTERII GRAM-DODATNICH

Bakterie Gram-dodatnie w czasie ewolucyjnego rozwoju wyksztalcily odmienne
mechanizmy syntezy czasteczek sygnatowych 1 sposoby transmisji sygnatéw od biatek
sensorowych komarki do efektoréw. Mechanizmy i biatka zaangazowane w QS u bakterii
Gram-dodatnich zostaly najlepiej poznane u Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis
i Staphylococcus aureus [23, 68]. Funkcjg czasteczek sygnalowych u tej grupy bakterii
petnia oligopeptydy, ktore powstaja w wyniku trawienia wigkszych prekursorow
biatkowych. Takie czasteczki sygnalowe, specyficzne dla kazdego gatunku bakterii, sa
transportowane na zewnatrz komorki przy udziale biatka transportowego zaleznego od
ATP (ABC, ang. ATP-binding cassete). Gdy stezenie czasteczek sygnalowych w
srodowisku wzrostu osiagnie warto$¢ krytyczna, sygnat ten jest rozpoznawany przez
kinaze histydynowa petniaca funkcje biatka receptorowego. Interakcja czasteczki sygna-
towej z kinaza histydynowa i autofosforylacja reszty histydynowej tego biatka inicjuje
kaskade reakcji fosforylacji i defosforylacji kolejnych biatek komérkowych, z wytwo-
rzeniem w koncowym etapie biatka regulatorowego specyficznego dla okreslonego
gatunku bakterii Gram-dodatnich. Bialka regulatorowe z ufosforylowana reszta aspa-
raginy rozpoznaja promotory docelowych genow, aktywujac w ten sposob ich ekspresje
[ 38, 51, 70]. Indukcja ekspresji okreslonych genow jest wigc ostatnim etapem transdukcji
sygnatow u bakterii Gram-dodatnich w zsynchronizowanej odpowiedzi komorek popu-
lacji na okres$lone, progowe stezenie autoinduktora w ich srodowisku wzrostu (ryc. 4).

Dobrze poznanymi przyktadami roli biologicznej QS u bakterii Gram-dodatnich jest
nabywanie stanu kompetencji przez komorki Streptococcus pneumoniae i Bacillus
subtilis. Nabycie stanu kompetencji, to jest zdolno$ci pobierania obcego DNA, jest
zwigzane z szeregiem ztozonych przemian fizjologicznych, z ktérych znaczna czg$¢
jest pod kontrola omawianego systemu [28]. W przypadku S. pneumoniae funkcje
czasteczki sygnatowej spetnia oligopeptyd CSP (ang. competence stimulating peptide)
zbudowany z 17 aminokwasow, powstajacy w wyniku proteolizy prekursorowego
peptydu ComC, zbudowanego z 41 aminokwasow [27, 66]. CSP jest wydzielany do
srodowiska wzrostu przy udziale bialek transportowych (ang.Com ABC transporter).
Akceptorem sygnatu jest biatko kinazy ComD, ktore przy odpowiednio wysokim stezeniu
CSP ulega autofosforylacji, uruchamiajac w ten sposob wieloetapowy proces fosforylacji
i defosforylacji biatek posrednich, prowadzacy do transdukcji sygnatu na koncowy
akceptor, ktorym jest biatko regulatorowe ComE. Ufosforylowane biatko ComE indukuje
transkrypcje genu comX kodujacego synteze alternatywnej podjednostki sigma poli-
merazy RNA, odpowiedzialnej za transkrypcje wielu gendow strukturalnych
zaangazowanych w proces nabywania kompetencji [30, 42, 64]. Przedstawiony na
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RYCINA 4. Model uktadu quorum sensing u bakterii Gram-dodatnich. Autoinduktorami sa krotkie
peptydy ( mm), ktore powstaja w komoérkach w wyniku trawienia wigkszego peptydu sygnalowego.
Czasteczki sygnalowe sa nastgpnie transportowane ze srodowiska wzrostu bakterii przy pomocy systemu
biatek transportowych ABC. Sygnaly sa rozpoznawane przez domeng sensorowa (S) kinazy zakotwiczonej
w blonie komodrkowej, ktora podlega autofosforylacji na reszcie histydynowej. Kolejno, grupa
fosforanowa @) jest przenoszona na biatko regulatorowe (E ). Ufosforylowane za$ biatko regulatorowe
na reszcie asparaginianowej aktywuje transkrypcjg docelowych gendéw

rycinie 5 schemat QS w populacjach B. subtilis obrazuje zardowno niezwykta ztozonos¢,
jak i precyzje mechanizmu rozpoznawania i transdukcji sygnatow w regulacji wzrostu
wegetatywnego, sporulacji i nabywania kompetencji komorek, w odpowiedzi na zmiany
szybkosci wzrostu populacji uzaleznionej od warunkéw srodowiska, w tym szczegdlnie
od dostepnosci zrodet wegla i energii. Populacja komorek B. subtilis nabywa kompetencji
pod koniec fazy logarytmicznego wzrostu i na poczatku fazy stacjonarnej. W tym okresie
czgs$¢ komorek zamiera i ulega lizie, a uwolniony z nich DNA, aktywnie pobierany ze
srodowiska przez subpopulacj¢ komorek kompetentnych jest prawdopodobnie wyko-
rzystany w procesach naprawy uszkodzen ich genomow. Proces sporulacji jest natomiast
inicjowany w warunkach ograniczonej dostgpnosci zrodet wegla i energii w srodowisku
1 zahamowania wzrostu wegetatywnego bakterii. Okazato sig¢, ze omawiane procesy
kompetencji i sporulacji w populacjach B. subtilis sa kontrolowane przez dwa odmienne
oligopeptydy, odpowiednio, ComX (ang. competence factor) i CSF (ang. competence
and sporulation factor). Akumulacja autoinduktora ComX do odpowiednio wysokiego
stezenia uruchamia w komorkach szlak reakcji, ktore prowadza do ekspresji wielu
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RYCINA 5. Regulacja kompetencji i sporulacji u Bacillus subtilis. Komorki B. subtilis syntetyzuja dwa
rodzaje autoinduktorow, z ktorych jeden CSF ( [><7 reguluje proces sporulacji, a drugi ComX ()
proces nabywania kompetencji. Biatko ComP (&) jest kinaza pelniaca funkcjg¢ biatka sensorowego dla
autoinduktora ComX, a biatko ComA ([7]) pelni funkcjg regulatora aktywujacego transkrypcje genu
coms, za$ akumulowane w komorkach biatko ComS (U) zwigksza poziom biatka Com K ( [J), bowiem
hamuje jego proteolizg. Tak stabilizowany poziom biatka ComK aktywuje transkrypcje genow
odpowiedzialnych za nabywanie kompetencji. Autoinduktor CSF jest transportowany do komorek przy
udziale biatek systemu transportu Opp. Biatko RapB () jest fosfataza, defosforylujaca biatko
regulatorowe SpoOA (U ). Zatem hamowanie (—) syntezy tej fosfatazy przez wysokie stgzenie CSF
prowadzi do podniesienia poziomu ufosforylowanego biatka SpoOA, co w konsekwencji kieruje
metabolizm komorki na drogg sporulacji. Ponadto, wysokie stgzenie w komorce CSF hamuje aktywnos¢
biatka ComS, a w konsekwencji hamuje transkrypcje genéw kompetencji, promujac natomiast w tych
warunkach szlak sporulacji. Niskie stgzenie CSF hamuje ekspresje (-) biatka fosfatazy RapC (D ), W
efekcie prowadzac do podniesienia w komoérce (+) poziomu ufosforylowanego biatka ComA, co w
rezultacie kieruje komorki na drogg nabywania kompetencji (wigcej informacji w tekscie)

bialek odpowiedzialnych za nabycie kompetencji. W szlaku tym funkcjg sensora dla
autoinduktora ComX spetnia kinaza ComP, ktora inicjuje transdukcje sygnatu poprzez
biatka przekaznikowe, z wytworzeniem biatka regulatorowego, ktorym jest ufosfo-
rylowane biatko ComA. Biatko regulatorowe ComA aktywuje za$ syntez¢ biatka ComsS,
ktore spetnia funkcje inhibitora proteolizy drugiego biatka regulatorowego ComK. To
ostatnie, jest czynnikiem transkrypcyjnym, aktywujacym ekspresje¢ biatek komorkowych
odpowiedzialnych za nabycie kompetencji [76, 89, 91].
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RYCINA 6. Organizacja i mechanizm regulacji genow regionu agr Staphylococcus aureus. W
transkrypcie RNA II geny agrCiagrd koduja syntezg, odpowiednio, sensora sygnatu kinazy AgrC oraz
biatka regulatorowego AgrA. Obecne w transkrypcie RNA II geny agrD 1 agrB sa odpowiedzialne za
syntezg prekursora i koncowego oktapeptydu, petniacego funkcje autoinduktora AIP. Wzrost w komorkach
poziomu ufosforylowanego biatka AgrA, w odpowiedzi na wzrost st¢zenia autoinduktora AIP, zwigksza
pulg transkryptu RNAIIIL, ktory jako efektor aktywuje transkrypcje wielu gendw kodujacych czynniki
wirulencji, w tym gen hemolizyny (hld)

Drugi z wymienionych autoinduktoréw CSF spetnia funkcje czasteczki sygnatowe;
zar6wno w procesie nabywania kompetencji, jak i sporulacji. CSF, podobnie jak inne
autoinduktory, akumuluje si¢ w srodowisku wzrostu w miar¢ powigkszania si¢ liczby
komorek w populacji, spetniajac funkcje zewnatrzkomorkowej czasteczki sygnatowe;.
Jednak w odréznieniu od innych opisywanych autoinduktoréw spetnia dodatkowo funkcjg
wewnatrzkomorkowego sygnatu, ktory kieruje komorki na droge sporulacji w warunkach
deficytu zrodet pokarmowych [40, 62]. W warunkach wysokiego wewnatrzkomor-
kowego stezenia CSF obserwuje si¢ zahamowanie aktywnosci biatka ComS, a w efekcie
zahamowanie szlaku transdukcji sygnatow prowadzacego do nabycia kompetencji. |
odwrotnie, niskie wewnatrzkomoérkowe stgzenie CSF prowadzi do zahamowania
aktywnosci fosfatazy RapC, a w efekcie do podwyzszenia puli ufosforylowanego biatka
ComA i skierowania komorek na drogg kompetencji. Niezwykle wazng funkcja CSF
jest hamowanie aktywnosci fosfatazy RapB, enzymu defosforylujacego regulatorowe
biatko sporulacji B. subtilis, SpoOA. Zatem zahamowanie aktywnosci tej fosfatazy
podwyzsza pule ufosforylowanego biatka SpoOA, odpowiedzialnego za indukcje
ztozonego szlaku sporulacji. W tym niezwykle precyzyjnym mechanizmie regulacji
sporulacji 1 kompetencji B. subtilis, kluczowa rolg sygnalow zewnatrz- i wewnatrz-
komoérkowych spetniaja dwa odmienne oligopeptydy oraz specyficzne kinazy jako
receptory tych sygnatow [23, 61, 70, 75]. Ponadto, precyzyjna regulacja zewnatrz- i
wewnatrzkomorkowej puli czynnika CSF przy udziale biatka transportowego Opp, w
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odpowiedzi na zmieniajace si¢ czynniki srodowiska, przystosowuje sposob zycia komorek
w populacji do aktualnych warunkow ich bytowania.

W koncowej czesci tego rozdziatu przedstawiono system guorum sensing choro-
botworczych bakterii Staphylococcus aureus, zwany agrBDCA, ktory kontroluje
ekspresjg szeregu zewnatrzkomorkowych czynnikow wirulencji. Synteza czasteczek
sygnatowych oraz ich sensorow jest kodowana przez geny locus agrBDCA, ktore sa
transkrybowane z jednego promotora P2 z wytworzeniem policistronowego transkryptu
RNAII (ryc. 6). Gen agrD koduje synteze prekursorowego peptydu zbudowanego z 46
aminokwaséw, ktory po kolejnych modyfikacjach, zwiazanych z czg$ciowa proteoliza
1 wytworzeniem oktapeptydu oraz przytaczeniem pod kontrola genu argB tiolaktonowego
pierscienia, nabiera wtasciwosci specyficznego autoinduktora AIP (ang. autoinducing
peptide) [32, 33, 53]. Kolejny gen agrC odpowiada za syntezg kinazy, natomiast pod
kontrola genu agrA4 syntetyzowane jest koncowe biatko regulatorowe AgrA. Biatko to
prawdopodobnie zwigksza pulg antysensowego transkryptu RNAIII, syntetyzowanego
z promotora, zlokalizowanego w locus agr powyzej genu agrB. Region 5' tego
transkryptu, o dtugosci 512 nukleotydow, speinia w komoérkach S. aureus role
pozytywnego regulatora ekspresji gendw, aktywujac synteze szeregu bialek sekrecyjnych
na poziomie ich translacji, w tym 0-hemolizyny, koagulazy, enterotoksyny oraz innych
czynnikéw wirulencji [34, 44, 54].

Co niezwykle ciekawe, wsrdd chorobotworczych szczepdw S. aureus wyrdznia si¢
cztery grupy izolatéw, syntetyzujacych odmienne oligopeptydy jako szczepowo-
specyficzne autoinduktory. Te odmienne oligopeptydy sa rozpoznawane jako czasteczki
sygnatowe wylacznie przez specyficzne kinazy. Co wigcej, oligopeptyd syntetyzowany
przez dana grupe szczepow nie tylko nie aktywuje genow agr innej grupy szczepow,
ale catkowicie hamuje ich ekspresj¢. Zatem chorobotworczy szczep S. aureus, ktory
jako pierwszy skolonizuje gospodarza i uruchomi swdj system QS, skutecznie konkuruje
ze szczepami tego samego gatunku, ale nalezacymi do innej grupy, uniemozliwiajac im
inwazje tego samego gospodarza [33, 48, 56].

5. UNIWERSALNY AUTOINDUKTOR AI-2 JEST
CZASTECZKA SYGNALOWA UMOZLIWIAJACA
KOMUNIKOWANIE SIE KOMOREK BAKTERII
W POPULACJACH MIESZANYCH

Badania mozliwosci migdzygatunkowego komunikowania sig¢ komorek bakterii w
naturalnych srodowiskach zostaly zintensyfikowane w ostatnich latach, a impulsem
byta praca Bassler i wsp. opublikowana w 1997 roku [1], w ktorej autorzy przedstawili
wyniki na ten temat u wolnozyjacych bakterii morskich Vibrio harveyi zdolnych do
bioluminescencji. Bakterie tego gatunku, w odr6znieniu od wcze$niej opisanego,
symbiotycznego gatunku V. fischeri, nie sa symbiontami, ale wolnozyjacymi w plytkich
wodach morskich, w osadach sedymentacyjnych, a takze na powierzchni ciata lub w
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RYCINA 7. Schemat uktadu quorum sensing Vibrio harveyi. Dwa odmienne autoinduktory Al-1 i
Al-2, odpowiednio, acetylowany lakton homoseryny (@ )i cykliczny zwiazek, pochodna 4,5-dihydroxy-
2,3- pentandionu ) (ryc. 8) sa syntetyzowane przez biatka, odpowiednio, LuxLM ( {_) i LuxS (0).
Dwa odmienne biatka kinaz sensorowych rozpoznaja sygnatly, odpowiednio, LuxQ sygnat AI-2 i LuxN
sygnal Al-1. Sygnaty z obu kinaz sg przenoszone poprzez ich defosforylacj¢ i nastgpnie fosforylacje
bialka fosfotransferazy LuxU ( |J ), ktéra pelni funkcjg integracyjna dla obu drég przekazywania
sygnatow. Fosfotransferaza LuxU przenosi sygnat na kolejne biatko LuxO (U ), ktore w formie
ufosforylowanej spenia funkcje¢ negatywnego regulatora (—) dla transkrypcji genéw operonu lucyferazy
luxCDABE. Biatko LuxR ( CD), odmienne od wczes$niej omawianego biatka regulatorowego LuxR
Vibrio fischeri, spelnia rolg czynnika transkrypcyjnego, aktywujacego (+) geny operonu lucyferazy
IuxCDABE (szczegotowe informacje w tekscie)

przewodzie pokarmowym wielu zwierzat morskich. Populacja komorek V. harveyi,
podobnie jak V. fischeri, ma zdolno$¢ bioluminescencji w okreslonych warunkach,
aczkolwiek mechanizm tego zjawiska jest u tego gatunku odmienny. Najogodlniej,
populacja komorek V. harveyi, podobnie jak inne gatunki bakterii Gram-ujemnych,
wykorzystuje acyl-HSL jako czasteczki sygnatowe, ale system rozpoznawania i
transdukcji tego typu sygnatéw sa analogiczne do tych, jakie funkcjonuja u bakterii
Gram-dodatnich.

Najwazniejszym odkryciem byto wykazanie, ze V. harveyi syntetyzuje i rozpoznaje
zupethie odmienny autoinduktor, zwany Al-2, ktory przeznaczony jest do komuniko-
wania si¢ z komorkami innych bakterii, Zyjacych wspolnie w tej samej niszy. W
naturalnych srodowiskach V. harveyi zyje irozwija si¢ w postaci miedzygatunkowych,
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mieszanych populacji. Stad, synteza acyl-HSL jako czasteczek sygnatowych dla regulacji
aktywnosci wlasnej populacji, a takze zdolno$¢ syntezy zarowno wlasnego, sygnatu
Al-2, jak i rozpoznawania czasteczek sygnatowych Al-2 produkowanych przez inne
gatunki bakterii, pozwala V. harveyi monitorowac gestos¢ komorek nie tylko we wlasnej
populacji, ale takze w populacjach innych gatunkow zyjacych w tym samym srodowisku
(ryc. 7). Na zupetie odmienne funkcje biologiczne omawianych autoinduktorow V.
harveyi acyl-HSL i AI-2 wskazuja wyniki dowodzace, iz pierwszy z sygnatow reguluje
ekspresje operonu luxCDABE odpowiedzialnego za bioluminescencje, drugi zas
kontroluje aktywnos$¢ innych genow i operonow [51].

Zdolnos¢ do syntezy czasteczki sygnatowej Al-2 oraz obecnos¢ kodujacego ja genu
luxS zostaly w ostatnich latach potwierdzone dla wielu gatunkéw bakterii Gram-dodatnich
1 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 niektérych z wymienionych gatunkéw udato si¢ juz
skonstruowa¢ bardzo dogodne modele badawcze w postaci mutantow pozbawionych
zdolnosci syntezy Al-2 (luxS-). Szczegdétowe badania fenotypowe i genetyczne tych
mutantéw pozwola zapewne w najblizszym czasie na lepsze zrozumienie mechanizmu tej
regulacji oraz na doktadniejsze poznanie kontrolowanych w ten sposob genow i operonéw
[10, 36, 45]. Wiemy juz, ze autoinduktor Al-2 indukuje geny wyspy patogenno$ci u
chorobotworczych szczepow E. coli O157:H7 [77] oraz jest odpowiedzialny za regulacje
syntezy hemolizyny i proteazy u V. vulnificus, a takze za sekrecjg proteazy cysteinowe;j S.
pyogenes [46] oraz za ekspresje genu wirulencji virB Shigella flexnerii [ 10]. Donoszono
takze o roli tego autoinduktora w tworzeniu powodujacego prochnice zgbow biofilmu
przez P. gingivalis i Streptococcus gordoni [49]. Sadzi sig, ze sposdb komunikowania si¢
komorek réznych gatunkow bakterii przy pomocy uniwersalnego alfabetu, jakim jest
czasteczka sygnatowa Al-2, zostal wyksztalcony przed ich dywergencja na dwie
wspolczesnie zyjace grupy bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, ktore postuguja
si¢ odmiennymi czasteczkami sygnatowymi oraz innymi mechanizmami ich rozpoznawania
i transdukcji sygnatow [5, 51, 71, 83, 97].

Autoinduktor AI-2 pozostaje nadal intrygujaca czasteczka sygnalowa nie tylko ze
wzgledu na swoja uniwersalna funkcje dla wigkszosci (o ile nie dla wszystkich bakterii),
ale takze ze wzglgdu na budowe chemiczna oraz szlak biosyntezy.

Wspomniano wczesniej, ze czasteczki sygnalowe syntetyzowane przez roézne gatunki
bakterii Gram-ujemnych (acyl-HSL) oraz bakterii Gram-dodatnich (oligopeptydy) r6znia
si¢, odpowiednio, dlugoscia tancucha acylowego oraz liczba i rodzajem aminokwasow.
Zatem, takie specyficzne gatunkowo sygnaty moga by¢ rozpoznawane i transdukowane
wylacznie przez komorki nalezace do okreslonego gatunku, nie sg zas rozpoznawane
przez inne, nawet blisko spokrewnione gatunki bakterii. W odr6znieniu, autoinduktor
Al-2 ma identyczna budowg chemiczng i powstaje w identycznym szlaku biosyntezy,
niezaleznie od szczepu, gatunku, czy rodzaju bakterii [71]. Substratem dla syntezy
Al-2, podobnie jak dla acyl-HSL, jest S-adenozylometionina (SAM). SAM jest waznym
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metabolitem, bowiem jest donorem grup metylowych dla metylacji DNA, RNA oraz
wielu biatek. Metylotransferazy, przenoszac grupg metylowa z SAM na rozne koncowe
akceptory, generuja w komorkach produkt posredni S-adenozylohomocysteing (SAH).
SAH jest wysoce toksyczny dla komorki i dlatego jest szybko eliminowany przez
nukleozydaze Pfs, ktora odlacza adening z wytworzeniem S-rybozylo-homocysteiny (SHR)
[7, 71]. SHR jest substratem dla biatka LuxS, produktu genu /uxS, ktére hydrolizuje
SHR do homocysteiny (HC) i 4,5-dihydroksy-2,3-pentandionu (DPD), a ten po
spontanicznej cyklizacji i skompleksowaniu atomu boru przyjmuje posta¢ Al-2 (diestru
furanozylo-boranowego) [5, 22, 71]. Przedstawiony na rycinie 8 schemat syntezy Al-2
wskazuje, ze substratem dla biosyntezy zaréwno gatunkowo specyficznych autoinduktoréw
klasy acyl-HSL, jak i tej uniwersalnej czasteczki sygnatowej jest S-adenozylometionina,
a w szlaku reakcji biora udziat metylotransferazy oraz nukleozydaza Pfs.

Weiaz intrygujacym i oczekujacym na wyjasnienie jest pytanie o naturg bakteryjnych
biatek, receptorow Al-2. Z wyjatkiem V. harveyi, gdzie funkcje t¢ petni periplazma-
tyczne biatko LuxP (ang. ribosome-like binding protein), nic nie wiadomo o takich
biatkach u innych gatunkow bakterii [5]. Mozna domniemywac, ze ze wzgledu na naturg
chemiczna AI-2 bialka takie winny naleze¢ do klasy biatek wiazacych reszty cukrowe
(ang. sugar binding proteins). Jednym z bardziej nieoczekiwanych odkry¢ w tej
dziedzinie, opisanym w 2002 roku, byto wykazanie, ze prekursor Al-2 (pro-Al-2) tworzy
kompleks z borem i w tej postaci jest rozpoznawany przez biatko LuxP V. harveyi, co
udowodniono na podstawie analizy struktury krysztatu omawianego kompleksu LuxP/
pro-Al-2/Bor [5]. Zgodnie z nasza wiedza, bytaby to pierwsza, zdefiniowana funkcja
biologiczna boru w regulacji waznych procesow zyciowych w §wiecie bakterii. Nie jest
wykluczone, ze czasteczka prekursorowa pro-Al-2 moze w srodowiskach naturalnych
tworzy¢ kompleksy z innymi metalami badz zwiazkami, a powstate w ten sposob
autoinduktory, pochodne Al-2, moga aktywowac¢ drogi transdukcji sygnatow poprzez
rozne biatka, pochodne LuxP, spetniajace funkcjg receptorow takich sygnatow.

Nalezy jednak stwierdzi¢, ze pomimo iz geny kontrolowane przez autoinduktor
Al-2 zostaly wykryte u wielu gatunkow bakterii, to jednak wiedza, o mechanizmie
komunikowania si¢ komorek przy jego udziale, jest weiaz niepetna i ograniczona do
trzech gatunkow: V. harveyi, V. cholerae i S. enterica serotyp Typhimurium [97]. Nie
brak w literaturze przedmiotu takze publikacji podwazajacych dos¢ powszechny poglad,
ze Al-2 jest uniwersalna czasteczka sygnatowa dla miedzygatunkowej komunikacji w
$wiecie bakterii. Przytacza si¢ nowe wyniki lub interpretuje si¢ inaczej wczes$niejsze
dane wskazujac, ze funkcji biatka LuxS nie mozna sprowadzi¢ wytacznie do syntezy
czasteczki sygnatowej Al-2 i jego roli w systemie QS. Biatko to pelni bowiem wazna
funkcje w szlakach syntezy SAM oraz wykorzystania tego zwiazku jako donora grupy
metylowej. Stad, inaktywacja genu luxS prowadzitaby nie tylko do zahamowania syntezy
prekursora Al-2, ale takze do zaburzenia catego szlaku syntezy metioniny, SAM oraz
metylacji kwasdéw nukleinowych i biatek [95]. Zdaniem tych autoréw nie ma zatem nic
dziwnego w tym, ze mutacja genu /uxS w szczepie E. coli 0157:H7 prowadzi do zmiany
ekspresji az okoto 400 gendéw [12, 78]. Nie brak tez gtosow, ze Al-2, podobnie jak jego
prekursory (DPD), jest mutagenny i toksyczny dla komorki, a stad musi by¢ wydalany
z komorek do srodowiska w czasie logarytmicznego wzrostu i1 intensywnego metabo-
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lizmu. Jednakze w czasie fazy stacjonarnej i deficytu zrédet wegla i energii Al-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 nalezaloby stwierdzi¢, ze rola czasteczki sygnatowej
Al-2 jako globalnego regulatora QS w populacjach V. harveyi nie podlega obecnie
dyskusji, natomiast jej uniwersalny udziat w swiecie bakterii jako globalnego autoin-
duktora systemu QS wymaga jeszcze glebszych badan. Bakterie w czasie wzrostu i
rozwoju wydalaja do srodowiska wzrostu wiele roznorodnych, niskoczasteczkowych
metabolitow, ktére moga spetniaé funkcje pozytywnych lub negatywnych regulatoréw
ekspresji gendw, moga takze spetnia¢ funkcje aktywatorow lub inhibitorow okreslonych
biatek enzymatycznych. Czgsto nie jest wigc tatwo zdecydowaé, czy obserwowane
zmiany fenotypowe, metaboliczne w populacjach bakterii sa efektem dziatania
bakteryjnego QS, czy tez moze przejawem zupehie odmiennych mechanizmoéw regulacji
metabolicznej.

Zgodnie z propozycja Klausa Winzera i wspotpracownikow [95] metabolit, ktory
moze by¢ uznany za dyfuzyjna czasteczke sygnatowa w systemie quorum sensing,
winien spetniaé nastgpujace kryteria:

* synteza takiego zwiazku powinna zachodzi¢ w warunkach fizjologicznych, w
$ci§le okreslonej fazie wzrostu populacji 1 w odpowiedzi na zmiany warunkoéw
srodowiska,

* zwiazek ten winien by¢ akumulowany zewnatrzkomorkowo i by¢ rozpoznawany
przez specyficzne biatko receptorowe,

* akumulacja zwiazku w okre§lonym stezeniu winna wywotywac skoordynowana
odpowiedz catej populacji lub jej wigkszosci,

* fizjologiczna i metaboliczna odpowiedz komoérek populacji winna obejmowaé
inne aktywnosci niz te, ktore sa zwiazane z detoksyfikacja takiego zwiazku lub jego
wykorzystaniem jako zrodta wegla i energii.

6. ROLA BIOLOGICZNA QS W NATURALNYCH
SRODOWISKACH BAKTERII

Systemy QS umozliwiajac wewnatrz- i migdzygatunkowa komunikacj¢ komorek
pozwalaja bakteriom na koordynacje roznorodnych aktywnosci biologicznych w obrebie
populacji danego gatunku, a takze na ustalenie wzajemnych relacji pomigdzy populacjami
roznych gatunkow bakterii, ktoére w sSrodowiskach naturalnych moga przyja¢ charakter
wspotdziatania, kompetycji lub antagonizmu. Ponizej przedstawiono kilka dobrze
poznanych przyktadow takich migdzygatunkowych wspotzaleznosci, w ustalaniu ktorych
miedzygatunkowa komunikacja bakterii przy udziale dyfuzyjnych czasteczek sygna-
towych odgrywa decydujace znaczenie. Jednym z takich przyktadow miedzygatun-
kowych interakcji sa komorki wezesniej dyskutowanego gatunku V. harveyi, ktore zyjac
w mieszanych populacjach wykorzystuja czasteczke Al-2, syntetyzowana przez inne
gatunki, do regulacji ekspresji wtasnych genow.
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Innym, czgsto cytowanym przyktadem jest biofilm, tworzony przez populacje komorek
P aeruginosa 1 Burkholderia cepacia u pacjentow z mukowiscydoza. Chorzy na
mukowiscydoze produkuja nadmierne ilosci $luzu, ktory jest bogatym podtozem dla
rozwoju wymienionych bakterii w formie biofilmu. W tworzeniu omawianego biofilmu
zasadnicza rolg ogrywa miedzygatunkowa komunikacja przy udziale czasteczek
sygnatowych [13, 20, 57, 73, 87]. Dowiedziono w uktadach doswiadczalnych, ze
obecno$¢ autoinduktora produkowanego przez komorki P. aeruginosa z funkcjonalnym
systemem biatek Lasl/LasR jest warunkiem koniecznym dla indukcji ekspresji
czynnikow wirulencji B. cepacia. Na tej podstawie przyjmuje si¢, ze u pacjentéw z CF
najpierw dochodzi do infekcji i rozwoju populacji P. aeruginosa i akumulacji dyfuzyjnej
czasteczki sygnalowej acyl-HSL, ktora jest rozpoznawana przez komorki B. cepacia
jako sygnat dla ekspresji wlasnych czynnikow wirulencji utatwiajacych kolonizacjg
tkanki przez tego groznego patogena. Dobrze udokumentowanym przykladem roli
systemu QS w uktadach antagonistycznych i kompetycyjnych sa wczesniej wspominane
wyniki, ktore uzyskano w badaniach chorobotwoérczych bakterii S. aureus. W tym
przypadku specyficzny acyl-HSL, syntetyzowany przez jedna grupe szczepow, hamuje
ekspresj¢ gendow wirulencji innej grupy szczepow, uniemozliwiajac im w ten sposob
kolonizacjg tej samej niszy [33, 48, 56]. Inna strategia eliminowania konkurentow z
srodowiska jest opisywana dla bakterii P. aureofaciens zdolnych do syntezy antybio-
tykow. Synteza antybiotykow u tego gatunku jest indukowana obecnoscia w sSrodowisku
czasteczek sygnatowych acyl-HSL, produkowanych takze przez inne gatunki bakterii
zyjacych w tej samej niszy. Szybka akumulacja autoinduktora w §rodowisku, jako
rezultat wspotdziatania roznych gatunkow, indukuje szlak produkceji antybiotyku w
populacji komorek P aureofaciens, co w konsekwencji eliminuje inne gatunki ze
wspolnego srodowiska [77]. Alternatywna strategig¢ eliminacji bakterii E. carotovora
wyksztalcily populacje komorek B. subtilis. W tym przypadku syntetyzowana przez
B. subtilis 1 wydzielana do $srodowiska metalohydrolaza (AiiA) inaktywuje autoinduktor
produkowany przez E. carotovora, ktorego obecnosc jest konieczna dla indukcji ekspresji
gendéw odpowiedzialnych za proces kolonizacji roslin [ 14]. Podobnie, glebowe bakterie
zrodzaju Variovorax maja zdolno$¢ wykorzystywania roznych autoinduktorow klasy
acyl-HSL jako zrodta wegla i azotu, ograniczajac w ten sposob mozliwos¢ komu-
nikowania si¢ komorek w populacjach innych gatunkéw bakterii, zyjacych w tej same;j
niszy ekologicznej [41].

Badania na temat roli systemu QS w ksztattowaniu rozmaitych interakcji pomigdzy
r6znymi gatunkami bakterii, a takze pomigdzy bakteriami i organizmami wyzszymi sa
dopiero w poczatkowej fazie. Mozna sig spodziewa¢ w najblizszych latach dalszych,
waznych odkry¢ w tej dziedzinie, zwiazanych z jednej strony ze znaczeniem tego zjawiska
w procesie infekcji, w tworzeniu groznych biofilméw na materiatach medycznych, z
drugiej za$ z ukierunkowanym dziataniem specyficznych inhibitoréw, naturalnych i
syntetycznych analogow dyfuzyjnych czasteczek sygnatowych, ktore potencjalnie moga
by¢ zastosowane jako nowe leki blokujace ekspresje czynnikow wirulencji. Dobrze
udokumentowanym przyktadem hamowania bakteryjnego systemu QS i zapobiegania
w tworzeniu biofilmu jest zdolno$¢ do syntezy halogenowanych furanon6w przez morski
glon Delisea pulchra. Okazalo sig, ze zwiazki te sa wysoce aktywne w zapobieganiu
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tworzenia biofilmu na statkach rybackich i sieciach jako kompetycyjne analogi
acylowanych laktonéw homoseryny. Szczegdtowe badania wskazuja, ze halogenowane
furanony prawdopodobnie konkuruja z autoinduktorem o miejsce wigzania na biatku
receptorowym LuxR i w ten sposédb blokujac system QS Serratia liquefaciens hamuja
proces kolonizacji i tworzenia biofilmu [47, 88]. Nie mozna takze wykluczy¢, ze
przylaczenie inhibitora destabilizuje biatko LuxR poprzez drastyczne obnizenie czasu
jego poéltrwania lub zablokowanie procesu dimeryzacji czasteczki [8, 81].

W poszukiwaniu naturalnych i syntetycznych zwiazkow chemicznych jako
potencjalnych nowych lekoéw antybakteryjnych, bardzo obiecujace sa prace dowodzace,
ze rowniez syntetyczne halogenowane furanony moga by¢ skutecznymi inhibitorami
tworzenia biofilmu przez E. coli oraz ruchu petzakowatego przez P. aeruginosa, a wigc
procesow kontrolowanych przez system QS [29, 67]. Wskazuje si¢ rowniez, ze rdzne
gatunki roslin wyzszych, takie jak: ryz, groch, pomidor i gryka, syntetyzuja i wydzielaja
do $rodowiska blizej jeszcze niezidentyfikowane substancje, ktore jako analogi czasteczek
sygnatowych, w tym réwniez prawdopodobnie analogi Al-2, kontroluja aktywnos¢
populacji bakterii w danych niszach ekologicznych [5]. Wydaje sig, ze waznym
poznawczym kierunkiem poszukiwan naukowych u bakterii chorobotworczych winny
by¢ badania enzymow szlakow biosyntezy autoinduktorow oraz struktury i funkcji
specyficznych biatek receptorowych oraz bialek przekaznikowych. Doktadne poznanie
natury i funkcji tych biatek stworzyloby szansg dla syntezy specyficznych inhibitorow
jako lekow blokujacych rozpoznanie lub transdukcje sygnatow, a w konsekwencji
blokujacych QS i hamujacych ekspresje czynnikow wirulencji.

7. PODSUMOWANIE

W $wietle obecnej wiedzy na temat bakteryjnego systemu QS populacje bakterii
zarowno w hodowlach, jak i w ich srodowiskach naturalnych nalezy rozpatrywac jako
zespoty zsynchronizowanych komorek, regulujacych zbiorowo wazne funkcje zyciowe
w sposob podobny jak komorki tkanek organizméw wyzszych. Populacje bakterii jako
zbiorowosci jednokomoérkowych organizméw w biofilmach mogtly by¢ jednym z
wczesnych etapow ewolucji organizméw wielokomorkowych. System QS pozwalat
bowiem ogromnej populacji indywidualnych komérek koordynowaé w sposéb globalny
roznorodne aktywnos$ci, w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki Srodowiska,
dostepnos¢ substancji pokarmowych oraz obecnos¢ innych gatunkow bakterii w tej
samej niszy ekologicznej. Atrakcyjnos¢ badan systemu QS wynika z ogolnobiologicznego
i biotechnologicznego znaczenia proceséw i aktywnosci kontrolowanych przez te
wyspecjalizowane uktady sygnatow i przekaznikow u réznych gatunkoéw bakterii
srodowiskowych i chorobotworczych. Petniejsze zrozumienie elementow i mechanizmow
odpowiedzialnych za komunikowanie si¢ bakterii w srodowiskach naturalnych moze
przynie$¢ nowe propozycje o znaczeniu biotechnologicznym. Kontrola kolonizacji roslin
przez bakterie symbiotyczne i chorobotworcze, kontrola tworzenia biofilmow w
srodowiskach naturalnych, na materialach oraz urzadzeniach medycznych, to jedno z
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obecnie dyskutowanych oczekiwan o znaczeniu biotechnologicznym. Duze nadzieje
wiaze si¢ rowniez z badaniami, ktérych perspektywicznym celem jest opracowanie
nowych lekéw, ktére jako inhibitory QS moga pozwoli¢ na opracowanie nowe;j strategii
skutecznego leczenia wielu bakteryjnych chordb cztowieka.
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