® Postepy Hig Med Dosw (online), 2010; 64: 582-589 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2010.08.09
Accepted:  2010.10.21
Published: 2010.11.25

Review

Mechanizm quorum sensing jako czynnik regulujacy
wirulencje bhakterii Gram-ujemnych

Quorum sensing mechanism as a factor regulating
virulence of Gram-negative bacteria

Kamila Myszka, Katarzyna Czaczyk

Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Aktywno$¢ metaboliczna drobnoustrojéow zyjacych w populacjach o duzej gestosci jest regulo-
wana przez mechanizm quorum sensing. Proces komunikacji drobnoustrojéw wplywa na wy-
twarzanie czynnikéw wirulencji, w tym tworzenie si¢ i réznicowanie biofilmu. W pracy opisano
role mechanizmu quorum sensing w ekspresji czynnikow wirulencji bakterii. Oméwiono réw-
niez mozliwosci wykorzystania quorum sensing w medycynie.
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Summary

The metabolism of a high density population of bacteria is regulated by a quorum sensing me-
chanism. Cell-to-cell communication of microorganisms regulates the process of production of
pathogenicity factors including formation and differentiation of bacterial biofilms. The role of
the quorum sensing system in the expression of virulence features is described in this paper. The
possibility of application of the quorum sensing mechanism in medicine is also discussed.
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Wstep

Quorum sensing (QS), sygnalizator zaggszczenia jest syste-
mem komunikacji migdzy komdrkami bakterii uczestnicza-
cym w regulacji ekspresji genéw w odpowiedzi na ggstosé
populacji drobnoustrojéw [26,31,32,87]. System quorum
sensing ma szczegblne znaczenie w opanowywaniu przez
bakterie nowych terytoriéow i precyzuje do jakich warun-
kéw moga zaadoptowad si¢ poszczegdlne drobnoustroje
[79]. Mechanizm quorum sensing stwierdzono u bakterii
Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych [80].

W systemie migdzykomoérkowej komunikacji posrednicza
mate czasteczki sygnalizacyjne (autoinduktory). Po prze-
kroczeniu progowego stezenia tych zwiazkéw (co Swiadczy
0 osiagnieciu przez populacj¢ mikroorganizméw odpowied-
niej liczebnosci, czyli kworum) dochodzi do skoordyno-
wanej zmiany ekspresji genéw, niezbg¢dnej do efektywne-
go wspotdziatania catej populacji [81]. Zdaniem Schuster
i wsp. ponad 200 genéw Pseudomonas aeruginosa podle-
ga kontroli przez mechanizm quorum sensing [53].

Bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne wyksztatcity, za-
réwno odmienne systemy autoinduktorow, jak i rézne sys-
temy regulacji ekspresji genéw w odpowiedzi na czasteczki
sygnalizacyjne [42]. W niniejszym artykule opisano naj-
bardziej rozpowszechniony mechanizm quorum sensing
bakterii Gram-ujemnych, w ktérym posrednicza czasteczki
sygnalizacyjne laktonu N-acylo-L-homoseryny (acyl-L-ho-
moserine lactone-AHL). Bakterie Gram-dodatnie porozu-
miewajq si¢ za pomoca sygnatow oligopeptydowych, kt6-
re powstaja w wyniku trawienia wigkszych prekursoréw
biatkowych. Takie czasteczki sygnalizacyjne sg transpor-
towane na zewnatrz komorki z udzialem biatka transporto-
wego zaleznego od ATP (ATP-binding cassete-ABC) [73].

System quorum sensing, oparty na czasteczkach AHL,
zidentyfikowano u ponad 26 gatunkéw bakterii Gram-
ujemnych nalezacych do rodzajéw: Agrobacterium,
Aeromonas, Brukholderia, Chromobacterium, Citrobacter,
Enterobacter, Erwinia, Hafnia, Klebsiella, Nitrosomonas,
Obesumbacterium, Pantoea, Pseudomonas, Rahnella,
Ralstonia, Rhodobacter, Rhizobium, Serratia, Vibrio,
Xenorhabdus, Yersinia [12,20,81]. Wymienione wyzej
grupy mikroorganizméw obejmuja zaréwno mikroflore
saprofityczna, jak i bakterie patogenne dla ludzi, roslin
i zwierzat [81]. Zjawiska quorum sensing nie zidentyfiko-
wano u obligatoryjnych szczepéw chorobotwoérczych, ta-
kich jak: Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae
czy Helicobacter pylori [80].

CHARAKTERYSTYKA ZJAWISKA QUORUM SENSING

Quorum sensing bakterii Gram-ujemnych jest systemem

opierajacym si¢ na wspotdziataniu nast¢pujacych elementow:

e czasteczek sygnalizacyjnych AHL, zwanych réwniez
chemicznymi sygnatami dyfuzyjnymi lub autoindukto-
rami;

e bialek z rodziny syntaz autoinduktora LuxI;

 rodziny biatkowych regulatoréw transkrypcyjnych LuxR;

* genéw docelowych [18,20].

Czasteczki sygnalizacyjne AHL sa zbudowane z pierscie-
nia laktonu homoseryny (homoserine lactone — HSL),

ktory jest acylowany w pozycji o taiicuchem tluszczo-
wym. Autoinduktory bakterii Gram-ujemnych réznia si¢
miedzy soba budowa taiicucha kwasu ttuszczowego (obec-
noscia wiazan nienasyconych w taincuchu oraz stopniem
jego utlenienia). Liczba atoméw wegla w taicuchu kwa-
su ttuszczowego moze wynosic¢ 4—18 [20].

Najlepiej poznanymi i opisanymi w literaturze przedmiotu
czasteczkami AHL, wytwarzanymi przez bakterie Gram-
ujemne sa czasteczki, ktére zawieraja 6—8 atoméw we-
gla w taiicuchu kwasu ttuszczowego [19,20,80]. C4-HSL
i 3-hydroxy-C4-HSL to najmniejsze czasteczki autoinduk-
toréw wytwarzane przez drobnoustroje [76]. Czasteczki
AHL, majace 1418 atoméw wegla w taiicuchu bocznym,
zawieraja 1 lub 2 wiazania podwdjne [56,72].

Zdaniem Yatesa i wsp. budowa i wlasciwosci czasteczek
sygnalizacyjnych, wytwarzanych przez bakterie Gram-
ujemne, zaleza od wartosci pH srodowiska [82]. Badacze
odnotowali zmiany konformacyjne pierscienia HSL (otwie-
ranie si¢ pierscienia HSL) przy wzroscie wartosci odczy-
nu obojgtnego srodowiska o 1-2 jednostki. Zmian w struk-
turze pierscienia HSL nie stwierdzono natomiast przy pH
srodowiska réwnym 7. Zaleznos¢ ta moze ttumaczy¢ po-
wszechno$¢ zjawiska quorum sensing wsréd mikroorgani-
zmbw zyjacych w ekosystemach wodnych [82]. Czasteczki
AHL z otwartym pierscieniem HSL sa nieaktywne jako che-
miczne sygnalty dyfuzyjne mechanizmu quorum sensing.

Czasteczki AHL moga swobodnie dyfundowa¢ przez Scia-
n¢ komoérkowa bakterii i akumulowac si¢ w otaczajacym
srodowisku. Czasteczki AHL moga by¢ takze przenoszone
z udziatem pompy protonowej [50]. Spos6b migracji cza-
steczek AHL na zewnatrz komérki zalezy od liczby ato-
mow wegla w tadcuchu ttuszczowym. Chemiczne sygnaty
dyfuzyjne AHL, majace krétki tanicuch kwasu tluszczo-
wego (4—6 atomoéw wegla) swobodnie dyfunduja do wne-
trza i na zewnatrz btony komérkowej [30]. Autoinduktory
o dluzszych taiicuchach kwasu tluszczowego (powyzej 6
atoméw wegla), sa przenoszone z udzialem pompy proto-
nowej [50]. Migracja chemicznych sygnatéw dyfuzyjnych
AHL jest procesem uzaleznionym takze od liczby komé-
rek bakteryjnych w danym ekosystemie [18].

Biatka z rodziny LuxI warunkuja synteze¢ czasteczek AHL
u bakterii Gram-ujemnych [18]. Genom bakteryjny moze
zawiera¢ ponad 100 homologéw biatek LuxI. Moré i wsp.
wykazali, ze oczyszczone biatko Tral (homolog LuxI) za-
opatrzone w ,,metkg” powinowactwa (histydyng His,),
katalizuje syntezg in vitro czasteczek sygnalizacyjnych
u Agrobacterium tumefaciens [44]. Podobne zalezno$ci
odnotowali Schaefer i wsp., badajac wptyw oczyszczo-
nego biatka LuxI zaopatrzonego w partnera fuzyjnego —
biatko wiazace maltoz¢ (MBP) — na proces wytwarzania
czasteczek sygnalizacyjnych AHL u Vibrio fischeri [52].
W przeprowadzonych doswiadczeniach biosynteza czaste-
czek sygnalizacyjnych przez komérki Vibrio spp. katalizo-
wana byta przez biatko LuxI [54].

Gdy stezenie czasteczek sygnalizacyjnych w otaczaja-
cym komorki bakteryjne srodowisku osiagnie odpowied-
ni poziom, AHL wiaza si¢ i uaktywniaja rodzing biatko-
wych regulatoréw transkrypcyjnych LuxR. W komoérkach
Vibrio fischeri LuxR taczac si¢ swoiscie z autoinduktorem,
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oddziatuje z sekwencja promotorowa operonu, co prowadzi
do modulacji procesu transkrypcji genéw docelowych [58].

Biatko LuxR jest czasteczka ztozona z 250 aminokwa-
séw. C-koncowy fragment faricucha polipeptydowego jest
odpowiedzialny za bezposrednie oddziatywanie z DNA.
N-konicowy fragment tancucha jest odpowiedzialny za
rozpoznawanie i wiazanie czasteczek AHL. W wigkszo-
Sci przypadkow w obecnosci czasteczki AHL, biatko LuxR
zmienia konformacj¢ i ulega aktywacji, indukujac trans-
krypcje genéw docelowych [17].

Na podstawie filogenetycznego poréwnania biatek z ro-
dziny LuxI i LuxR wykazano, ze w mechanizmie quorum
sensing wystepuje horyzontalny transfer genéw [21].
Wiele homologéw biatek LuxR i LuxI jest umiejscowio-
nych na plazmidach. Takie prawidtowosci zaobserwowa-
no u Agrobacterium spp. (plazmid Ti) i u Rhizobium spp.
[78,85]. Wei i wsp. wykazali, ze system LuxRI u Serratia
marcescens (nazwany SpnRI), umiejscowiony na trans-
pozonie Tn3, moze by¢ przekazywany miedzy plazmi-
dami i chromosomami komdrek tego gatunku i komoérek
Escherichia coli, wsp6tbytujacych w jednym srodowisku
[77]. Nabycie systemu SpnRI przez komoérki E. coli, kt-
re w Srodowisku naturalnym nie syntetyzuja czasteczek
AHL, zmienia metabolizm tych drobnoustrojéw. Komoérki
E. coli z nabytym system SpnRI od S. marcescens, poru-
szaja si¢ 1 wytwarzaja barwniki w zaleznosci od stgzenia
chemicznych czasteczek dyfuzyjnych w srodowisku [77].

BI0SYNTEZA CZASTECZEK SYGNALIZACYINYCH

Pierwsze doswiadczenia nad wytwarzaniem czasteczek
sygnalizacyjnych AHL przez drobnoustroje V. fischeri
przeprowadzili Eberhard i wsp. [11]. Hodowle mikroor-
ganizméw Vibrio spp. prowadzono na podtozach, suple-
mentowanych dodatkiem S-adenozylometioniny (SAM)
i kwasow tluszczowych. Stwierdzili oni, Ze obecno$¢ w po-
zywce mikrobiologicznej SAM i kwaséw tluszczowych
wplywa na wzrost efektywnosci biosyntezy czasteczek
sygnalizacyjnych 3-okso-C6-HSL przez badane drobno-
ustroje [11]. Podobnie wytwarzanie czasteczek dyfuzyj-
nych 3-okso-C6-HSL przez autotroficzne mutanty E. coli
z wklonowanym [ux/, zalezy od obecnosci w srodowisku
wzrostu metioniny lub SAM [24]. Hanzelka i Greenberg
zaobserwowali, ze deficyt aminokwaséw w podiozu ho-
dowlanym hamuje proces konwersji metioniny do SAM
[24]. Zdaniem Vala i Cronana nizsze stezenie SAM we-
wnatrz komérek E. coli, obniza takze wydajnos¢ procesu
biosyntezy czasteczek AHL przez badane bakterie [71].
Wewnatrzkomérkowa S-adenozylometionina wptywa na
ekspresje biatka Tral (homologu LuxI) w komérkach E. coli.

Eberhard i wsp. wykazali, ze 3-oksoheksanolylo-koenzym
A lub przenosnik biatkowy (acyl carrier protein — ACP)
sg elementami przenoszacymi taiicuch tluszczowy w pro-
cesie syntezy czasteczek 3-okso-C6-HSL u V. fischeri
[11]. W doswiadczeniach przeprowadzonych przez Vala
i Cronana stwierdzono zahamowanie syntezy czasteczek
sygnalizacyjnych AHL przez mutanty fabD E. coli, spo-
wodowane zablokowaniem procesu B-oksydacji kwaséw
thuszczowych w cytosolu badanych komérek [71]. Powyzsze
wyniki badan koreluja z rezultatami doSwiadczen prze-
prowadzonych przez Hoanga i Schweizera [26]. Badacze

przeprowadzili mutacj¢ komoérek P. aeruginosa w obrebie
genu fabl, kodujacego biatko, zaangazowane w proces syn-
tezy kwasow ttuszczowych w komorce. Delecja genu fabl,
uniemozliwita komérkom P. aeruginosa przeprowadzenie
procesu biosyntezy i sekrecji czasteczek AHL do otacza-
jacego srodowiska [26].

W procesie biosyntezy czasteczek sygnalizacyjnych grupa
aminowa homocysteiny, wchodzacej w sktad SAM wiaze
si¢ z udzialem LuxI przez wiazanie amidowe z tadicuchem
tluszczowym przenoszonym przez przenosnik biatkowy.
Utworzenie pierscienia laktonowego z potaczonych pét-
produktéw zachodzi z uwolnieniem metylotioadenozyny
w wyniku czego powstaje acylowany lakton homoseryny
[19]. Szlak biosyntezy SAM/acyl-ACP jest konserwatyw-
ny dla réznych acylowanych laktonéw homoseryny [19,42].

Biosynteza chemicznych czasteczek dyfuzyjnych AHL
zalezy takze od biatek z rodziny LuxM. Rodzina LuxM
syntetaz AHL zidentyfikowana zostata u przedstawicie-
li Vibrio spp. [25,43]. Geny [uxM sa powiazane z genami
kodujacymi biatka sensorowe kinazy histydyny. Biatka te
w periplazmie wywotuja kaskade proceséw fosforylacji,
prowadzac do transkrypcyjnej aktywacji gendw uczestni-
czacych w biosyntezie czasteczek AHL oraz genéw do-
celowych, na ktére oddziatywaja czasteczki AHL [4,5,8].

REGULACJA SYNTEZY CZYNNIKOW WIRULENCJI PRZEZ MECHANIZM
QUORUM SENSING

Proces patogenezy jest zjawiskiem bardzo ztozonym, wy-
magajacym udzialu wielu czynnikéw. Do determinantéw
patogenezy, regulowanych przez system quorum sensing,
naleza m.in.: biosynteza pozakomdrkowych proteaz, he-
molizyn, egzotoksyn, tworzenie biofilmu i wzrost roz-
petzliwy komérek. Udziat czasteczek AHL w syntezie
czynnikéw wirulencji zaobserwowano u: P. aeruginosa,
Brukholderia cepacia, Aeromonas hydrophila, Yersinia
pseudotuberculosis oraz S. marcescens [3,60].

Komoérki P. aeruginosa dysponuja dwoma zespotami
quorum sensing homologicznymi do LuxRI. Jest to system
las obejmujacy biatka LasR i Lasl oraz system rhl, ztozo-
ny z biatek RhIR i RhlI [3]. Biatka Lasl oraz Rhll sa syn-
tetazami odpowiedzialnymi za wytwarzanie czasteczek sy-
gnalizacyjnych, odpowiednio 3-okso-C12-HSL i C4-HSL
[48,49,83]. Przy duzej gestosci komorek P. aeruginosa
w tkankach gospodarza, biatko receptorowe LasR roz-
poznaje i laczy si¢ z autoinduktorem 3-okso-C12-HSL.
Wytworzony kompleks LasR-3-okso-C12-HSL taczy sie
nastgpnie z promotorami kontrolujacymi ekspresj¢ wie-
lu genéw odpowiedzialnych za synteze sekrecyjnych bia-
tek P. aeruginosa. Wydzielanie tych bialek do srodowiska
zewngtrznego, powoduje uszkodzenie tkanki gospodarza,
rozszerzajac obszar bakteryjnej infekcji. Do czynnikéw
chorobotwoérczosci P. aeruginosa, ktérych synteza indu-
kowana jest przez kompleks LasR-3-okos-C12-HSL, nale-
zy: elastaza, proteaza, egzotoksyna i alkaliczna fosfataza
[57,83]. Stwierdzono ponadto, ze kompleks LasR-3-okso-
C12-HSL wptywa na ekspresjg biatka RhIR. Biatko RhIR
po zwiazaniu z czasteczka sygnalizacyjna C4-HSL, indu-
kuje dodatkowo geny odpowiedzialne za syntezg¢ elasta-
zy 1 alkalicznej fosfatazy, bedace pod kontrola systemu
LasRI. Stwierdzono ponadto, ze kompleks RhIR-C4-HSL
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aktywuje ekspresj¢ rh/AB, operonu kodujacego ramnozy-
lotransferaze, niezbgdna w biosyntezie ramnolipidu przez
Pseudomonas spp. [46]. Obecnos¢ tego zwiazku obniza na-
piecie powierzchniowe, umozliwiajac P. aeruginosa wzrost
rozpetzliwy w Srodowiskach o konsystencji potstatej [34].
W syntezie czynnikdéw wirulencji P. aeruginosa, biatka re-
gulatorowe LasR i RhiR mechanizmu guorum sensing, pet-
nig zatem zaréwno funkcje sensoréw sygnatow, jak i efek-
toréw transkrypcji genéw [29].

W migdzykomoérkowej komunikacji P. aeruginosa, oprocz
AHL, moga by¢ wykorzystywane réwniez czasteczki chino-
lonowe (pseudomonas quinolone signal molekule — PQS)
[10]. Biosynteza PQS regulowana jest przez biatko LasR.
PQS poprzez indukuj¢ ekspresji lasB (genu kodujacego
elastaze), rhll i rhiR, stanowi tacznik pomigdzy systema-
mi [as oraz rhl [23].

Czynnikami patogennosci Yersinia spp. sa inwazyjny Inv,
YadA, wydzielnicze biatka Yop oraz biatka aparatu wy-
dzielniczego. Na wydzielnicze biatka Yop sktadaja si¢ biat-
ka efektorowe oraz bialka zwigzane z translokacjq biatek
efektorowych z komorki bakteryjnej do cytoplazmy ko-
morki eukariotycznej. Biatka efektorowe, wprowadzone do
komérki gospodarza, zaburzaja mechanizmy przekazywa-
nia sygnatu i atakuja cytoszkielet komorki eukariotyczne;j.
Zjadliwos¢ komérek Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis
oraz Y. pestis jest kontrolowana przez mechanizm quorum
sensing. W systemie komunikacji komérkowej posredni-
cza czasteczki C6-HSL i 3-okso-C6-HSL, ktére wytwarza-
ne sa przez Yersinia spp. w rownym stosunku molowym.
[2]. Dodatkowo Y. pseudotuberculosis wytwarza czastecz-
ki C8-HSL [81]. Synteza czasteczek AHL w komérkach
Y. enterocolitica warunkowana jest przez Yenl. Przerwanie
genu yenl zakléca biosynteze¢ przez drobnoustroje czaste-
czek AHL [69]. Analiza proteomiczna wykazata istotng rolg
yenl w ekspresji wydzielniczych biatek Yop [1]. W komor-
kach Y. pseudotuberculosis system quorum sensing sktada
si¢ z dwoch loci: ypsl/ypsR 1 ytbl/ytbR. Badania przepro-
wadzone przez Atkinsona i wsp., poréwnujace mechanizm
quorum sensing szczepoéw dzikich Y. pseudotuberculosis
i mutantéw ypsR wskazaty, ze ypsR peini funkcje nega-
tywnego regulatora ekspresji czynnikéw wirulencji tych
bakterii [2].

Chorobotwérczos$¢ A. hydrophila jest zwiazana przede
wszystkim z wytwarzaniem enterotoksyn, wsréd ktérych
wyréznia si¢ dwa typy: enterotoksyny cytotoniczne oraz
enterotoksyny cytotoksyczne. Toksyny cytotoksyczne, ta-
kie jak np. aerolizyna oraz alfa hemolizyna uszkadzaja ko-
morki nabtonka przewodu pokarmowego, a ich obecnos¢
stanowi o zjadliwosci szczepéw A. hydrophila. Proces
biosyntezy enterotoksyn przez A. hydrophila jest kontro-
lowany przez mechanizm quorum sensing, w ktérym po-
Srednicza czasteczki C4-HSL oraz C6-HSL wytwarzane
w stosunku 70:1 [67]. W komérkach A. hydrophila za wy-
twarzanie czasteczek AHL odpowiada Ahyl [66]. Swift
i wsp. zaobserwowali, ze mutanty ahyl oraz ahyR, okaza-
ly si¢ niezdolne do biosyntezy C4-HSL i byly szczepami
niezjadliwymi [66].

Do determinantéw patogenezy Serratia spp. naleza: he-
molizyny, proteazy, chloroperoksydaza, alkaliczna fos-
fataza. Wirulencja Serratia spp. zalezy takze od wzrostu

rozpelzliwego komoérek [36, 75]. Mechanizm quorum
sensing poszczegdlnych gatunkow Serratia spp. jest zrézni-
cowany i obejmuje system SwrlR (u S. liguefaciens MG1),
SprIR (u S. proteamaculans), SpnlR (u S. marcescens)
[6,13,27]. System Spnl u S. marcescens reguluje wytwa-
rzanie czterech typéw czasteczek AHL: 3-oxo-C6-HSL,
C6-HSL, C7-HSL oraz C8-HSL. W odréznieniu od wielu
homologéw LuxR, SpnR pehi funkcje negatywnego regula-
tora ekspres;ji, ktdrego inaktywacja wywotywana jest przez
3-0x0-C6-HSL. W badaniach przeprowadzonych przez
Wei i in. stwierdzono, ze zakt6cenia w obrgbie genu spnl
uniemozliwiajg rozpad wydtuzonych komérek na krétkie
pateczki [77]. Wzrost rozpetzliwy Serratia spp. zalezy od
biosyntezy biosurfaktantéw [38]. Rice i wsp. przeprowa-
dzili badania majace na celu identyfikacje¢ genéw koduja-
cych synteze serrawetyny W2 u S. liqguefaciens MG1 [51].
Mutanty swrl poddano dalszej mutagenizacji transpozo-
nem Tn-5 niosacym /uxAB. Uzyskane podwéjne mutanty
S. liquefaciens oceniano pod wzgledem zdolnosci do wy-
twarzania czasteczek AHL. W przeprowadzonych przez
Linduma i wsp. badaniach wykazano, ze tylko 1 z 19 te-
stowanych mutantéw Serratia spp. nie wykazuje zdolno-
$ci do rozpelzliwego wzrostu przy zachowaniu potencjatu
tych komérek do biosyntezy czasteczek AHL [38].

Zdolnos¢ przylegania bakterii do powierzchni stalych
Swiadczy o zjadliwosci drobnoustrojéw. Proces tworzenia
si¢ biofilméw bakteryjnych na powierzchni komoérek euka-
riotycznych lub materiatach abiotycznych jest regulowany
przez mechanizm quorum sensing [57,61]. Wytwarzanie
przez komorki czasteczek AHL inicjuje proces adhe-
zji pojedynczych drobnoustrojow do ptaszczyzn statych
[74]. Komorka bakteryjna taczy si¢ z dana powierzchnia
od strony, w ktérej tempo sekrecji czasteczek sygnaliza-
cyjnych ulegto zmniejszeniu [7]. U drobnoustrojéw, pozo-
stajacych w zawiesinie, sekrecja czasteczek AHL jest jed-
nakowa z kazdej strony komorki [7,74].

W matrycy dojrzatego biofilmu mozliwa jest swobodna
dyfuzja czasteczek sygnalizacyjnych z jednej komoérki do
drugiej [62]. W blonach biologicznych, w przeciwienstwie
do populacji wolno zyjacych mikroorganizméw, kontakt
z druga komorka jest o wiele bardziej prawdopodobny,
a odlegtosci jakie musza pokonaé czasteczki sygnaliza-
cyjne sa odpowiednio mniejsze [81]. Wplyw czasteczek
AHL na strukture bton biologicznych stwierdzono zar6w-
no w naturalnych, jak i laboratoryjnie wytworzonych bio-
filmach B. cenocepacia, A. hydrophila, P. aeruginosa, P.
putida i S. marcescens [28,35,39,63]. Btony biologicz-
ne, utworzone przez zmutowane szczepy P. aeruginosa,
B. cenocepacia oraz A. hydrophila, niezdolne do syntezy
czasteczek AHL, byty cienkimi warstewkami, ztozonymi
z mocno upakowanych komérek. Struktura biofilméw utwo-
rzonych przez bakterie niepoddane mutagenizacji, byty he-
terogenne i sktadaty si¢ z mikrokolonii komoérek, tworza-
cych wypustki lub tez filamenty wystajace do Srodowiska
zewngtrznego (czgsto w ksztalcie grzyba), porozdzielane
systemem kanatéw wodnych [9,28,35,39,63].

Gtéwnym komponentem mikrokolonii biofilmu sa poza-
komorkowe polisacharydy, wytwarzane przez mikroorga-
nizmy [45]. Biosynteza i sekrecja zewnatrzkomoérkowego
alginianu w biofilmach P. aeruginosa PA14 jest procesem
indukowanym przez 3-okso-C12-HSL [55]. W blonach
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biologicznych S. marcescens MG1 wytwarzanie polisacha-
rydu, ktérego mery potaczone sa wiazaniami 3 1,3- lub 3
1,4-glikozydowymi, jest warunkowane sekrecja przez ko-
moérki C4-HSL [35].

Oderwane od btony biologicznej drobnoustroje rozpo-
czynaja proces kolonizacji nowych terytoriéw. Zdaniem
Costertona zaden ze znanych cztowiekowi drobnoustrojéw
nie wykazuje zdolnosci do planktonicznej formy zycia [7].
Obecnos¢ wolno ptywajacych komérek w danym ekosys-
temie jest jedynie etapem pomigdzy odrywaniem si¢ mi-
kroorganizméw od warstwy dojrzatego biofilmu a adhezja
poczatkowa komédrek do nowych ptaszczyzn statych [74].

ASPEKTY PRAKTYCZNE MECHANIZMU QUORUM SENSING

Badania dotyczace kontroli przez mechanizm quorum
sensing procesOw fizjologicznych bakterii oraz roli tego
zjawiska w ksztaltowaniu interakcji migdzy drobnoustro-
jami i organizmami wyzszymi sg dopiero w fazie poczat-
kowej. Z punktu widzenia medycznego szczegdlnie waz-
ne s3 badania oceniajace znaczenie systemu komunikacji
mikroorganizméw w przebiegu procesu infekcji oraz two-
rzeniu si¢ trudnych do eliminacji biofilméw bakteryjnych
na materiatach medycznych.

Wplyw biosyntezy AHL na rozwdj zakazef P. aeruginosa
poczatkowo zaobserwowano na mysich i szczurzych mode-
lach ostrego i chronicznego zapalenia ptuc [59]. Zdaniem
Smitha i wsp. mechanizm komunikacji P. aeruginosa od-
powiada za rozprzestrzenianie si¢ zakazenia prowadzace-
go do posocznicy, sprzyja powstaniu zmian patologicznych
w tkankach oraz wzrostu $miertelnosci badanych zwierzat
[59]. Wytwarzanie czasteczek sygnalizacyjnych wplywa
takze na rozwdj chronicznych zakazen ptucnych przez P.
aeruginosa i B. cepacia u 0séb chorych na mukowiscy-
doz¢ (CF). W plwocinie tych pacjentéw wykazano duze
stgzenie transkryptow genéw las i rhl oraz zidentyfikowa-
no czasteczki C4-HSL, C6-HSL oraz C12-HSL [16,41].
U pacjentéw z CF najpierw dochodzito do infekcji i roz-
woju populacji P. aeruginosa. Dowiedziono, ze czastecz-
ki sygnalizacyjne C4-HSL, C6-HSL oraz C12-HSL wy-
twarzane w czasie tego procesu przez P. aeruginosa byty
warunkiem koniecznym w indukcji ekspresji czynnikéw
wirulencji B. cepacia. Powyzsze zjawisko w pewnym stop-
niu thumaczy porzadek sukcesji chorobotwérczych gatun-
kéw, zasiedlajacych osoby chore na mukowiscydoze [4].

Z raportow Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego
(PZH) wynika, ze proces tworzenia biofilméw bakteryj-
nych na materiatach medycznych, jest bezposrednia przy-
czyna 65-80% zakazen u hospitalizowanych pacjentéw.
Problem dotyczy gtéwnie pacjentéw, u ktérych w celach
diagnostycznych lub terapeutycznych zastosowano prote-
zy stawowe i kostne, cewniki czy zespolenia naczyniowe
[70]. Zdaniem Favre-Bontéa i wsp. u pacjentéw oddzia-
16w intensywnej terapii zakazenia P. aeruginosa moga by¢
m.in. nastgpstwem tworzenia si¢ biofilméw bakteryjnych na
powierzchni rurek intubacyjnych [16]. W badaniach prze-
prowadzonych przez tych badaczy wykazano, ze koloni-
zacja rurek intubacyjnych przez P. aeruginosa zalezy od
biosyntezy 3-okso-C12-HSL. U wszystkich przebadanych
kultur bakteryjnych, biosynteza 3-okso-C12-HSL wpty-
wata takze na wytwarzanie przez P. aeruginosa elastazy

LasB. Favre-Bonté i wsp. stwierdzili rowniez, ze biosyn-
teza czasteczek 3-okso-C12-HSL stymuluje wytwarzanie
przez P. aeruginosa drugiego autoinduktora — C4-HSL,
kontrolujacego powstawanie ramnolipidu [16]. Zdaniem
badaczy wytwarzanie dwoch rodzajéw czasteczek sygnali-
zacyjnych przez P. aeruginosa (3-okso-C12-HSL oraz C4-
HSL), umozliwia rozwdj biofilmu na materiatach medycz-
nych oraz utrzymanie zmian chorobowych w tkankach [16].

Z medycznego punktu widzenia wazne sa badania nad
rola systemu guorum sensing w uktadach antagonistycz-
nych i kompetycyjnych drobnoustrojéw z organizmami
wyzszymi. Poniewaz stosowanie antybiotykéw czy srod-
kéw dezynfekcyjnych przynosi ograniczony sukces w za-
pobieganiu lub leczeniu zakazen bakteryjnych, badania
dotyczace interferencji z quorum sensing nabieraja szcze-
g6lnego znaczenia.

W uktadach antagonistycznych mig¢dzy drobnoustrojami
a organizmami wyzszymi, zwalczanie systemu quorum
sensing bakterii nastgpuje albo wskutek niszczenia cza-
steczek sygnalizacyjnych albo poprzez wytwarzanie anta-
gonistycznych zwigzkéow wzgledem AHL [3]. Doktadnie
opisanym w literaturze przedmiotu przyktadem hamowa-
nia systemu quorum sensing drobnoustrojow i zapobiega-
niu tworzeniu biofilméw S. liguefaciens jest zdolnos¢ bio-
syntezy halogenowanych furanonéw przez wodorost morski
Delisea pulchra [40]. Halogenowane furanony, jako kom-
petycyjne analogi AHL, skutecznie zapobiegaty tworzeniu
biofilmu na statkach rybackich i sieciach. Zjawisko to na-
stgpowato wskutek konkurencji halogenowanych furano-
néw z AHL o miejsce wiazania na biatku receptorowym
LuxR [68]. Przypuszcza si¢ rowniez, ze przytaczenie inhi-
bitora quorum sensing destabilizowato biatko LuxR przez
obnizenie czasu jego péttrwania lub zablokowalo proces
dimeryzacji czasteczki [64].

Niszczenie czasteczek sygnalizacyjnych mechanizmu
quorum sensing w celu obnizenia ekspresji niektérych
czynnikéw wirulencji bakterii patogennych moze by¢ prze-
prowadzone metodami chemicznymi lub enzymatycznymi
[3]. Chemiczna inaktywacja czasteczek AHL moze opie-
rac si¢ na hydrolizie alkalicznej, w wyniku ktérej powstaja
pochodne acylowane homoseryny lub na reakcji z utlenio-
nymi chlorowcami o dziataniu przeciwbakteryjnym [31].
Zdaniem Summerfelta traktowanie hodowli bakteryjnych
woda zawierajacq niewielkie st¢zenia silnie utleniajacych
zwiazkoéw, takich jak ozon, moze by¢ uzyteczne w lecze-
niu zakazen bakteryjnych [65]. Ozon skutecznie inakty-
wuje czasteczki sygnalizacyjne mikroorganizméw [65].

Enzymatyczna inaktywacja czasteczek sygnalizacyjnych
moze si¢ odbywac z udzialem dwdéch typéw enzymow: lak-
tonazy AHL i acylazy AHL. Powyzsze enzymy sa wytwa-
rzane przez a-Proteobacteria, B-Proteobacteria, Bacillus
spp. oraz organizmy eukariotyczne [47]. Laktonazy AHL
i acylazy AHL, rozszczepiajac pierscien laktonowy cza-
steczek sygnalizacyjnych powoduja, ze AHL staja si¢ nie-
zdolne do aktywacji pokrewnych regulatoréw transkrypcyj-
nych [19]. W kulturach mieszanych bakterii enzymatyczna
degradacja czasteczek sygnalizacyjnych umozliwia czgsci
drobnoustrojéw wykorzystywanie AHL na potrzeby od-
zywcze. Ograniczona w ten sposéb mozliwos¢ komuni-
kowania si¢ innych wspotbytujacych gatunkéw bakterii,
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pozwala uzyskaé selektywna przewage nad konkurenta-
mi w danym ekosystemie. Wykorzystywanie AHL jako
potencjalnego Zrédia azotu i energii jest cecha komoérek
Variovorax paradoxus [37].

Acylazy wytwarzane przez organizmy wyzsze moga takze
powodowac degradacje bakteryjnych czasteczek sygnaliza-
cyjnych. Xu i wsp. zaobserwowali, ze acylaza I nerki §wini,
poprzez deacylacje, inaktywuje czasteczki AHL wytwarza-
ne przez komorki Pseudomonas spp. oraz Microbacterium
spp. [84]. Inaktywacja czasteczek sygnalizacyjnych bak-
terii wystgpowata przy pH 9,0 srodowiska, co mogto by¢
spowodowane alkaliczna hydroliza pierscienia laktonu.
Acylaza wyraZnie ograniczyta potencjal adhezyjny komo-
rek Pseudomonas spp. 1 Microbacterium spp. [84].

Skuteczne blokowanie lub zaktécanie mechanizmu guorum
sensing u mikroorganizmow wykorzystujacych acyl-HSL
w kontroli zjadliwosci ma zdecydowanie aplikacyjne zna-
czenie. Moze bowiem doprowadzi¢ do czegsciowej lub catko-
witej atenuacji patogennych drobnoustrojéw. Ponadto efek-
tywna inhibicja quorum sensing moze zapobiec zjawisku
selekcji postaci opornych [4,32]. Zdaniem Kotodyriskiego
i Jankowskiego rozwiazanie problemu lekoopornosci drob-
noustrojow przez zastapienie antybiotykow zwiazkami
blokujacymi quorum sensing, wymaga opracowania no-
wych metod diagnostycznych do oceny ich skutecznosci
[32]. Inhibitory quorum sensing nie wykazuja aktywnosci

PismiennicTWO

bakteriobdjczej, wigc nie jest mozliwe tradycyjne badanie
minimalnego st¢zenia hamujacego (minimal inhibitory con-
centration — MIC) w warunkach in vitro [32].

PobpsumowaNIE

Atrakcyjnos$¢ badai mechanizmu guorum sensing drobno-
ustrojéw wynika z niezaprzeczalnego ogdlnobiologicznego
i biotechnologicznego znaczenia tego zjawiska. Aktywnos¢
metaboliczna drobnoustrojéw zyjacych w populacjach o du-
zej gestosci jest regulowana biosynteza czasteczek sygnaliza-
cyjnych. Powyzszy mechanizm kontroluje proces wytwarza-
nia czynnikéw wirulencji, w tym tworzenia si¢ i réznicowania
biofilméw. Zjawiska te decyduja o tempie i sposobie opano-
wywania przez drobnoustroje nowego srodowiska.

Szczegbtowa obserwacja i zrozumienie mechanizmu ko-
munikacji, odbywajacego si¢ migdzy drobnoustrojami, ma
aplikacyjne znaczenie. Ingerencja w mechanizm quorum
sensing moze ulatwi¢ opracowanie skutecznych srodkéw
higienicznych, eliminujacych drobnoustroje chorobotwor-
cze z materialéw i urzadzert medycznych. Z medycznego
punktu widzenia poznanie szczegdétéw procesu quorum
sensing moze si¢ takze przyczyni¢ do odkrycia nowych
klas nieantybiotykowych srodkéw przeciwbakteryjnych.
Poprzez ingerencje w komunikacje migedzy komdrkami
mozliwe bedzie opracowanie nowych strategii leczenia
wielu bakteryjnych infekcji.
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