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Streszczenie

Wytwarzanie czastek sygnalizacyjnych (autoinduktoréw) umozliwiajacych koordynacje ekspresji genéw w odpo-
wiedzi na zmiany liczebnosci komdrek w populacji bakterii okresla sie terminem guorum sensing. Wyjasnienie me-
chanizméw quorum sensing budzi nadzieje na opracowanie nowych lekéw umozliwiajgcych skuteczne zwalczanie
patogendw bez selekcji form opornych. Dlatego w prezentowanej pracy szczegdlng uwage zwrdécono na quorum
sensing u bakterii chorobotwoérczych dla cztowieka (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 2, 343-348).

Stowa kluczowe: quorum sensing, autoinduktory, bakterie Gram-ujemne, bakterie Gram-dodatnie.

Abstract

The generation of signal molecules (autoinductors), enabling the coordination at the gene expression in response
to a change of the number of cells in a microbial culture, is termed quorum sensing. Understanding of the mecha-
nisms of quorum sensing creates a possibility of elaboration at new drugs efficient against pathogens irrespective
to the selection of the resistant forms. Therefore the mechanisms of quorum sensing in the bacteria pathogenic for
man is the treated as a main objective at the present work (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 2, 343-348).

Key words: quorum sensing, autoinductors, Gram-negative bacteria, Gram-positive bacteria.

Kolonizacja zakazanego przez bakterie organi-
zmu wymaga adaptacji do nowego srodowiska.
Procesy dostosowawcze dotyczg zar6wno zmian
kontroli gendéw odpowiedzialnych za wzrost
i podzialty komérkowe, jak i przebiegu patogenezy.

Wyniki oddzialywani migdzy organizmem go-
spodarza a bakteriami zaleza od liczebnosci popu-
lacji bakterii. Jednoczesna aktywacja systemow
kontroli zjadliwosci po osiggnigciu odpowiedniej
~masy krytycznej” patogendéw ulatwia przetama-
nie mechanizméw obronnych gospodarza i rozwdj
procesu chorobowego. Dlatego quorum sensing,
czyli zdolnos¢ bakterii do wyczuwania liczebnosci
wlasnej populacji, ma szczegdlne znaczenie
w opanowywaniu nowego srodowiska i umozliwia
Procaryota skoordynowane dziatanie przypomina-
jace reakcje wielokomérkowych organizméw.

W miedzykomérkowej komunikacji posredni-
cza matle czasteczki sygnalizacyjne zwane autoin-
duktorami. Po przekroczeniu progowego stezenia
autoinduktora w sSrodowisku (co swiadczy o osia-

gnigciu przez bakteryjng populacj¢ odpowiedniej
liczebnosci, czyli quorum) dochodzi do skoordy-
nowanej zmiany ekspresji genéw niezbgdnej do
wywotania odpowiedniej reakcji calej populacji.

Wigkszos¢ opisanych systemow quorum sen-
sing charakteryzuje si¢ swoistoscig gatunkowg co,
jak sie przypuszcza, zapobiega mozliwosci pomyt-
ki w miejscach wystepowania r6znych gatunkéw
bakterii. Wyniki ostatnich badari wskazujg jednak
na mozliwos¢ istnienia uniwersalnych systeméw
komunikacji umozliwiajacych przekaz i odbiér sy-
gnatéw miedzy bakteriami nalezacymi do réznych
gatunkow.

Rys historyczny

W latach 70. XX w. wykazano, ze morskie
przecinkowce, nalezace do dwéch gatunkéw bio-
luminescencyjnych Vibrio harveyi i Vibrio fischeri,
zaczynajg emitowac Swiatto po osiggnigciu okres-
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lonego stezenia komodrek w narzadach swietlnych
morskich ryb i migczakéw. Podczas gdy liczba
wymienionych bakterii w 1 ml wody morskiej nie
przekracza 100, to w narzadach swietlnych osigga
wartos¢, 10'°-10" ml. Jak wykazano, przyczyng
emisji $wiatta bylo przekroczenie progowego ste-
zenia uwalnianych do otoczenia czgsteczek sygna-
lizujacych zmiany w liczebnosci populacji [1, 2].

Zwigzkami sygnalizacyjnymi, czyli autoin-
duktorami, nazwanymi tak ze wzglgdu na wywie-
rany efekt, okazaly si¢ czasteczki laktonu N-acylo-
L-homoseryny (AHL — A-acyl-L-homoserine lac-
tone). AHLs wykazujag swoistos¢ gatunkowa,
wynikajacg ze zréznicowania podstawnikéw, do-
taczanych do bocznego taricucha N-acylowego.
Bakterie emitowaly Swiatlo po osiggnieciu odpo-
wiedniego stezenia przez wytwarzany przez siebie
AHL (V. fischeri lakton 3-okso-C6-homoseryny,
V. harveyi lakton 3-hydroksy-C4-homoseryny).

W badaniach genetycznych wykazano, ze sy-
stem guorum sensing u przecinkowcow obejmuje
tez 2 geny lux! i luxR. Produkowane przez prze-
cinkowce czastki AHL wiazg si¢ z biatkiem kodo-
wanym przez gen [uxR, co umozliwia transkrypcje
genéw odpowiedzialnych za produkcje emitujace;j
swiatlo lucyferazy oraz za syntez¢ biatka Luxl,
wzmagajacego synteze autoinduktora [3].

W przypadku Vibrio harveyi wytwarzanie
Swiatla jest kontrolowane przez dwa niezalezne
systemy. Jeden w roli autoinduktora wykorzystuje
pochodng homoserynowego laktonu Al-1, nato-
miast chemiczna budowa autoinduktora drugiego
systemu AI-2 nie zostala jeszcze poznana, wiado-
mo jednak, ze jego wydzielanie zalezy od genu
luxS. Wedtug potwierdzonej doswiadczalnie hipo-
tezy V. harveyi wykorzystujg Al-1 w wewnatrzga-
tunkowej, migdzykomodrkowej komunikacji, pod-
czas gdy Al-2 jako sygnalu w komunikacji mig-
dzygatunkowej [4]. Opisane u przecinkowcéw
systemy znaleziono u wielu innych gatunkéw bak-
terii, takze u patogenéw kregowcéw i roslin [5].

Bakterie Gram-ujemne

Juz u ponad 25 gatunkéw bakterii Gram-ujem-
nych zidentyfikowano system quorum sensing
zblizony do modelowego uktadu funkcjonujacego
u V. fischeri [6]. We wszystkich przypadkach guo-
rum sensing jest warunkowane przez autoindukto-
ry, stanowigce rodzing N-acylhomoserynowych
czasteczek laktonowych, ktérych synteza zalezy
od biatka podobnego do Lux1. Czgsteczki te swo-
bodnie dyfundujg przez blon¢ komoérkows, a ich
stezenie w otoczeniu zalezy od liczby mnozacych
si¢ komdrek. Po przekroczeniu stgzenia progowe-
g0 wigzg si¢ z biatkiem podobnym do LuxR, ktére

odpowiada za rozpoznanie gatunkowo swoistego
autoinduktora, a powstajgce kompleksy LuxR—au-
toinduktor aktywujg transkrypcje docelowych
gendéw efektorowych. Opisany mechanizm mig-
dzykomoérkowego przekazu informacji moze kon-
trolowaé wiele proceséw fizjologicznych, takich
jak: zjadliwos¢, wytwarzanie biofilmu, synteze an-
tybiotykéw, mechanizmy ruchliwosci komorek,
a nawet przekazywanie plazmidéw na drodze ko-
niugacji [6, 7].

Wsréd Gram-ujemnych bakterii wykorzystu-
jacych r6zne homoserynowe laktony zidentyfiko-
wano wiele oportunistycznych dla cztowieka pato-
gendw, jak: Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas
hydrophila, Burkholderia cepacia, Yersinia pseu-
dotuberculosis, Serratia marcescens [8—10].

Ze wzgledu na wytwarzanie réznych czynni-
kéw zjadliwosci 1 wtérnych metabolitéw obiektem
intensywnych badar staly si¢ szczepy P. aerugino-
sa. Okazalo si¢, ze komorki P. aeruginosa dyspo-
nujg dwoma zespotami quorum sensing homolo-
gicznymi do LuxR1: system /as obejmujacy biat-
ka LasR i Lasl i system rhl obejmujacy biatka
RhIR i Rhl1 [10].

Regulacji przez quorum sensing podlegaja ge-
ny odpowiedzialne za ekspresje czynnikéw zjadli-
wosci, takich jak elastaza (lasB), proteaza LasA
(lasA), proteaza alkaliczna (aprA), ramnolipidy,
lektyny, wodorocyjanek, katalaza, dysmutaza nad-
tlenkowa oraz egzotoksyna A (foxA), zdolnos¢ do
ruchu zalezna od pili typu 1V, typ II sekrecji bia-
tek, synteza piowerdyny, piocyjaniny oraz wytwa-
rzanie i dojrzewanie biofilmu [10].

Stwierdzono ponadto, ze P. aeruginosa i nie-
ktére inne Gram-ujemne pateczki do miedzyko-
morkowe;j sygnalizacji, oprocz AHL, moga wyko-
rzystywaé réwniez inne zwiazki chemiczne,
np. przypominajace antybiotyki czasteczki chino-
lonowe (PQS — pseudomonas quinolone signal
molecule) [11] 1 cykliczne dwupeptydy (DKPs —
diketopiperazines) [12]. Jak szacuja Whiteley et al.,
ponad 4% ogétu genéw P. aeruginosa podlega
kontroli quorum sensing [13].

Znaczenie quorum sensing W przypadku
szczepOw P. aeruginosa zostato ocenione w bada-
niach na zwierzgtach. Tang et al. w doswiad-
czeniach na noworodkach mysich wykazali utrate
zjadliwosci mutanta lasR — ujemnego Szczepu
w porOwnaniu ze szczepem rodzicielskim wywo-
tujacym ostre zapalenie ptuc [14]. Ostabienie zja-
dliwosci mutantéw lasR, lasl, rhll, szczegllnie
widoczne w przypadku mutantéw podwdjnych
lasi-rhll, w doswiadczalnych zakazeniach ran
oparzeniowych u myszy wykazali Rumbaugh et al.
[15]. Zmniejszenie zjadliwosci w przypadku mu-
tantow lasl 1 rhll i catkowita jej utrate u podwoj-
nych mutantéw lasI—rhll opisali réwniez Pearson
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et al. na modelu zapalenia ptuc u noworodkéw
mysich [16]. Podobne wyniki, uzyskane w bada-
niach na innych modelach doswiadczalnych, po-
twierdzaja, ze quorum sensing P. aeruginosa jest
mechanizmem odpowiedzialnym za ekspresje zja-
dliwosci u réznych gospodarzy [17].

Obecnos¢ AHLs wykazano w plwocinie cho-
rych na mukowiscydoze zarazonych szczepami P.
aeruginosa i B. cepacia. System quorum sensing
decyduje o wytwarzaniu dojrzatego biofilmu, tak
waznego w utrzymywaniu si¢ chronicznych zaka-
zeni ptucnych u tej grupy chorych [10]. Obecnosé
autoinduktoréw, wytwarzanych przez P. aerugino-
sa, indukuje wytwarzanie czynnikéw zjadliwosci
przez B. cepacia, thumaczy to w pewnym stopniu
porzadek sukcesji chorobotwérczych gatunkéw za-
siedlajgcych osoby chore na mukowiscydoze [7].

Chociaz nie stwierdzono wytwarzania autoin-
duktoréw typu AHL u Escherichia coli ani u Sal-
monella typhimurium, to te ostatnie wykazywaty
reakcje na obecnos¢ egzogennych laktonéw, co
wskazuje na obecnos¢ receptora wrazliwego na
AHL [18]. Brak zdolnosci do wytwarzania AHL
przez E. coli nie wyklucza istnienia systemu qguo-
rum sensing wrazliwego na inne autoinduktory.
Surette et al. wykazali, ze E. coli hodowane w obe-
cnosci okreslonych Zrédet wegla, w logarytmicz-
nej fazie wzrostu, wykazuja aktywnos¢ Al-2, ktéra
zanika po rozpoczgciu fazy stacjonarnej [19].
Cho¢, jak wspomniano wyzej, budowa AI-2 nie
jest catkowicie wyjasniona, to wykazano, ze nie-
ktére gatunki bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych, jak E. coli, a zwlaszcza EHEC
O157:H7, wytwarzaja Al-2, dziatajace na funkcje
kodowane przez gen [uxS [20].

Bakterie Gram-dodatnie

Roéwniez u bakterii Gram-dodatnich quorum
sensing kontroluje rézne funkcje komorkowe
[21-23]. Bakterie te nie wytwarzajag AHLs, a jako
czastki sygnalizacyjne wykorzystujg zmodyfiko-
wane, wydzielane do otoczenia, oligopeptydy [24].
Zmiany ich stgzenia, odzwierciedlajace stopien za-
geszczenia populacji w srodowisku, sg odbierane
przez dwusktadnikowy system translacji.

Sensorowe biatko o aktywnosci kinazy po roz-
poznaniu swoistego autoinduktora ulega fosfory-
lacji. Zmieniony fragment czasteczki laczy sig¢
z biatkiem regulacyjnym, powodujac réwniez jego
fosforylacje. Dopiero potaczenie tak zmodyfiko-
wanego biatka regulacyjnego z docelowym pro-
motorem powoduje zmiang ekspresji gendw kon-
trolowanych przez system quorum sensing [7].

Opisany mechanizm jest wykorzystywany
przez szczepy Staphylococcus aureus do regulacji

syntezy egzogennych czynnikéw zjadliwosci, za-
leznych od dwu plejotropowych loci regulatoro-
wych agr (accessory gene regulator) i sar (staphy-
lococcal accessory gene regulator), jak lipazy,
proteazy, O-toksyny, [B-hemolizyny i enterotoksy-
ny oraz powierzchniowe peptydy, np. biatko
A oraz biatka wiazace kolagen i fibronektyng
[22, 25, 26]. Szczegblnie ciekawym aspektem qu-
orum sensing u S. aureus jest mozliwos¢ aktywa-
cji wlasnego systemu zjadliwosci agr przy jedno-
czesnej blokadzie systeméw zjadliwosci innych
szczepOw tego samego gatunku. W ten sposéb za-
kazajacy gospodarza S. aureus zapobiega konku-
rencji innych szczepéw tego samego gatunku [7].
Szczepy S. aureus podzielono na cztery grupy (I-
IV) na podstawie swoistosci wytwarzanych pepty-
déw, ktore u jednych szczepéw mogg indukowaé
kontrolowane przez agr wytwarzanie czynnikéw
zjadliwosci, blokowa¢ natomiast ich wytwarzanie
u innych [3, 7].

Koagulazoujemne gronkowce, jak Staphylo-
coccus epidermidis, mogg wytwarzac peptydy blo-
kujace kierowang przez agr ekspresje genéw zja-
dliwosci u S. aureus [27].

U innych Gram-dodatnich bakterii, np. Bacil-
lus subtilis quorum sensing reguluje proces sporu-
lacji, u Streptococcus pneumoniae rozwdj stanu
kompetencji do transformacji, a u Enterococcus
faecalis, podobnie jak u gronkowcéw, synteze
czynnikéw zjadliwosci [22, 23].

Miedzygatunkowa
wymiana sygnalow
quorum sensing

Jak dotad nie wyjasniono, dlaczego w roli au-
toinduktoréw bakterie Gram-ujemne wykorzystu-
ja czasteczki acyl-HSLs, podczas gdy bakterie
Gram-dodatnie czgsteczki oligopeptydéw, ani ja-
kie korzysci wynikaja ze stosowania wlasnie ta-
kich, a nie innych czasteczek. Wiadomo jednak, ze
zar6wno Gram-ujemne, jak i Gram-dodatnie bak-
terie wytwarzajg czasteczki typu Al-2, ktére r6z-
nig si¢ od autoinduktoréw Al-1 biosyntezg i funk-
cja [4, 7].

Badania biosyntezy AI-2 wykazaly, ze cza-
steczka ta powstaje z przeksztalceni, podstawowe-
go dla komérkowego metabolizmu zwigzku, jakim
jest S-adenozylmetionina (SAM). W kolejnym
etapie SAM zostaje przeksztalcony w S-adenozyl-
homocysteing, a nastepnie w S-rybosylhomocyste-
in¢, syntazg dla AI-2 jest biatko LuxS, katalizuja-
ce powstawanie 4,5-dihydroksy-2,3-pentanedionu
przeksztalcajacego sie spontanicznie w cykliczny
furanon [28].



346

J. KOLODYNSKI, S. JANKOWSKI

Chociaz nie udato si¢ ostatecznie wyjasni¢
szczegbtow budowy AI-2 furanonu, to potwier-
dzono eksperymentalnie jego wytwarzanie
u Gram-ujemnych i Gram-dodatnich gatunkéw
bakterii, takich jak: E. coli, S. typhimurium, V. ha-
rveyi, V. cholerae i E. faecalis, u ktérych indukcja
mutacji w genie /uxS blokowala jego syntezg [7].
Na podstawie analizy baz danych wykazano, ze
oprécz tu wymienionych, homologi LuxS mozna
znaleZ¢ u ponad 30 innych gatunkéw bakterii, np.:
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Shigella
flexneri, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus in-
fluenzae, Helicobacter pylori, Bacillus subtilis,
Borrelia burgdorferi, Neisseria meningitidis, Yer-
sinia pestis, Campylobacter jejuni, Vibrio vulnifi-
cus, Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Staphylo-
coccus aureus, Clostridium perfringens 1 Clostri-
dium difficile [19, 21].

Uzyskane wyniki potwierdzajg istnienie nie-
swoistego i1 bardziej uniwersalnego czynnika sy-
gnalizacji, wykorzystywanego przez rézne bakte-
rie w migdzygatunkowej komunikacji. Reakcja na
zmiany stezenia takich czgstek sygnalizacyjnych
moze utatwia¢ wzajemne oddzialywania i zwigk-
sza¢ przezywalnos¢ w opanowanych przez rézne
gatunki niszach ekologicznych, np. w przewodzie
pokarmowym ssakéw.

Zdolnos¢ do wytwarzania Al-2 przez tak r6z-
ne gatunki bakterii pozwala na stwierdzenie, ze to
najstarszy, w sensie ewolucyjnym, autoinduktor,
ktéry powstat jeszcze przed rozdzieleniem si¢
Gram-ujemnych i Gram-dodatnich bakterii [7].
Dopdki nie ma danych potwierdzajacych bezpo-
Sredni udziat AI-2 w regulacji proceséw zjadliwo-
sci, nie mozna jednak wykluczy¢, ze wymieniony
zwigzek jest tylko ubocznym produktem we-
wnatrzkomorkowego metabolizmu lub czynni-
kiem jego regulacji [29, 30].

Mozliwosci wykorzystania
quorum sensing w terapii

Odkrycie, ze wiele gatunkéw chorobotwor-
czych bakterii wykorzystuje quorum sensing do
kontroli czynnikéw zjadliwosci moze mie¢ duze
znaczenie z medycznego punktu widzenia. Kon-
kurencja miedzy bakteriami a wrazliwymi gospo-
darzami doprowadzita do rozwoju mechanizméw

PiSmiennictwo

zwalczajacych systemy quorum sensing przez ni-
szczenie autoinduktoréw lub wytwarzanie antago-
nistycznych zwigzkéw. Blokowanie lub zakiéca-
nie migdzykomoérkowej sygnalizacji w przypadku
patogendéw korzystajgcych z takiej drogi regulacji
zjadliwosci moze prowadzi¢ do czgsciowej lub
catkowitej atenuacji chorobotwoérczych bakterii.

W przeciwienstwie do tradycyjnych bakterio-
bojczych lub bakteriostatycznych czynnikéw an-
tybakteryjnych, potencjalne inhibitory quorum
sensing ulatwiajg eliminacj¢ patogendw przez me-
chanizmy obronne gospodarza, co zapobiega se-
lekcji form opornych [31, 32]. Zanim jednak za-
stapienie antybiotykOw inhibitorami guorum sen-
sing rozwigze problem narastajgcej lekoopornosci
trzeba opracowaé nowe metody diagnostyczne do
oceny ich skutecznosci, poniewaz brak bakterio-
bdjczej aktywnosci uniemozliwia tradycyjne bada-
nie MIC w warunkach in vitro.

Przez blokade regulacji quorum sensing w wa-
runkach in vivo bgdzie mozna zapobiega¢ uwal-
nianiu bakteryjnych endotoksyn, a tym samym
chroni¢ przed rozwojem szoku toksycznego pod-
czas zakazenia. Poniewaz jednak skutecznos¢
dziatania potencjalnych inhibitoréw quorum sen-
sing zalezy od indywidualnej odpornosci gospoda-
rza, to wymienionej metody prawdopodobnie nie
bedzie mozna stosowac u 0séb z zaburzong funk-
cja ukladu immunologicznego. Ograniczenia te
nie wykluczajg jednak mozliwosci wykorzystania
inhibitoréw qguorum sensing w profilaktyce prze-
ciwzakaznej [31, 32].

Blokowanie systemOéw quorum sensing nie
jest futurystyczng koncepcjq, poniewaz zjawiska
takie wystepuja w przyrodzie. Przypadki skutecz-
nej konkurencji przez hamowanie ekspresji genéw
kontrolowanych przez quorum sensing opisano
migdzy gatunkami bakterii chorobotwoérczych dla
roslin [26]. Takze organizmy eukariotyczne, np.
wodorost morski Delisea pulchra, wytwarzajg in-
hibitory blokujgce kontrolowang przez AHL
ruchliwos¢ i zdolnosci do kolonizacji fitopato-
gennych bakterii Serratia liquefaciens [7, 10].
Dlatego badania prowadzone przez firmy biotech-
nologiczne skupiajg si¢ na uzyskaniu czastek
strukturalnie podobnych do autoinduktoréw wy-
twarzanych przez bakterie, ktére bedg mogly zna-
lez¢ zastosowanie jako terapeutyki przeciwko pa-
togenom wykorzystujacym quorum sensing do
kontroli wlasnej zjadliwosci [7, 10, 33].
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