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MOLEKULARNE INTERAKCJE W BIOFILMACH BAKTERYJNYCH

WPROWADZENIE

WiekszoS¢ bakterii, zaréwno saprofi-
tycznych, jak i patogennych, w warunkach
naturalnych tworzy biofilmy (btony biolo-
giczne, biowarstwy). Pod wzgledem morfo-
logicznym wyroznia si¢ trzy typy budowy
bton biologicznych. Pierwszy z nich to pla-
ska, dwuwymiarowa i homogenna struktu-
ra, ktora tworzy sie na przyktad na ptlytce
naze¢bnej. Drugi to ,pietrowy” uklad mikro-
kolonii, otoczonych zewnatrzkomoérkowymi
zwiazkami polimerow. Pod  kolumnami”
utworzonymi przez bakterie znajduje si¢
warstwa mikroorganizmow bezposrednio
zwiazanych z powierzchnia adhezji, o gru-
bosci okoto 5 um. Taki uklad biofilmu na-
zywany jest ,modelem heterogennej mozai-
ki”, ktora najczeSciej wytwarzaja bakterie
patogenne, m.in.: Pseudomonas aeruginosa
czy Escherichia coli. Trzecim, najbardziej
ztozonym modelem biowarstwy, jest ,model
grzyba”. Bakterie wytwarzaja zbiorowiska
mikrokolonii, ktore ksztaltem przypominaja
grzyb. Pomiedzy poszczegllnymi struktura-
mi znajduja si¢ kanaly wypelnione plynem
(kanaliki wodne), taczace wnetrze biofilmu
ze Srodowiskiem, w ktorym sie znajduje.
Jedna z funkcji kanalikoéw jest rozprowa-
dzanie w obrebie biofilmu tlenu oraz sktad-
nikow odzywczych. Jest to rowniez droga
dostepu dla substancji o dzialaniu antymi-
krobiologiczym (BAJ i MARKIEWICZ 2000).
Waznym skladnikiem blon biologicznych
jest EPS (ang. extracellular polymeric sub-
stances), wieloskladnikowa macierz (ang.
matrix) otaczajaca mikrokolonie biofilmu.

W jej skltad wchodza polisacharydy, bial-
ka, peptydy, kwasy nukleinowe, czasteczki
sygnalizacyjne oraz zwiazki organiczne i
nieorganiczne pochodzace ze Srodowiska
powstawania btony biologicznej. Komorki
bakterii zwigzane w warstwach biofilmu
tworza mikrokolonie, ktoére r6znia sie feno-
typowo i genetycznie od swobodnie zyja-
cych. Mikroorganizmy moga tworzy¢ blony
biologiczne na wielu odmiennych podto-
zach, zaré6wno wewnatrz zywych organi-
zmoOw, np. na btonie Sluzowej narzadow
wewnetrznych, na implantach, na tkankach
roslin, jak i na powierzchniach abiotycz-
nych jakimi sa naturalne systemy wodne,
skaly w strumieniach bedace w kontakcie
z woda czy rury kanalizacyjne (DONLAN
2002, O’TOOLE 2003, CZACZYK i WOJCIE-
CHOWSKA 2003). Ponadto biofilmy moga
powstawac na granicy faz ciecz/powietrze
poprzez wzajemna adhezje komorek (MORI-
KAWA 20006). Istotna funkcje w tworzeniu i
prawidlowym funkcjonowaniu biofilmu pel-
nig niskoczasteczkowe zwiazki sygnalowe,
za pomoca ktoérych poszczegdlne komorki
kontaktuja si¢ miedzy soba. Zdolnos¢ do
wytwarzania biofilmow posiada wiele ga-
tunkéw mikroorganizmow, wsrod ktorych
wyroznia si¢: bakterie, promieniowce, droz-
dze oraz grzyby strzepkowe. Znane sa tak-
ze biofilmy tworzone przez algi czy ameby,
jednakze najwiecej uwagi poSwiecono bak-
teriom, ze wzgledu na ich znaczenie oraz
powszechne wystepowanie w wielu srodo-
wiskach.
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ODDZIALY WANIA BAKTERII Z POWIERZCHNIA ICH ADHEZ]JI

Przeksztalcenie formy bytowania bakterii,
ze swobodnie zyjacych do uwiezionych (im-
mobilizowanych) wewnatrz biofilmu, powia-
zane jest z adhezja, zmianami genotypowymi
i metabolicznymi. Zmieniony fenotyp odpo-
wiada za szczegolna odpornos¢ mikroorga-
nizmow na czynniki antydrobnoustrojowe.
Nadal istnieje wiele niejasnoSci co do prze-
biegu tych procesow.

Model biofilmu bakteryjnego zostal opra-
cowany na przykladzie bakterii Pseudomo-
nas sp. Proces formowania tej struktury roz-
poczyna sie od ,rozpoznania” i wstepnego
przytwierdzenia do powierzchni pojedyn-
czych komorek. Nastepnie mikroorganizmy
tworza bardziej zlozone zespoly i wytwarzaja
egzopolimeryczna macierz. Proces tworzenia
oraz dojrzewania biofilmu uzalezniony jest
miedzy innymi od dostepnosci tlenu, wielko-
Sci ciSnienia osmotycznego i pH Srodowiska.
Wyrdznia sie¢ dwa zasadnicze etapy formowa-
nia biofilmu bakteryjnego: pierwotna adhezje¢
bakterii do podtoza (ang. docking) oraz wtor-
na adhezje (ang. locking). Pierwszy etap jest
odwracalny, uwarunkowany wieloma czynni-
kami fizyko-chemicznymi, przektadajacymi si¢
na interakcje pomiedzy powierzchnia bakterii
a kolonizowana powierzchnia. W poczatko-
wej fazie tego etapu mikroorganizmy musza
zblizy¢ sie¢ na odpowiednio bliska odleglos¢
do podloza, zwykle okoto 1 nm. Ostatecznie
o adhezji komoérek do powierzchni decyduje
suma oddzialywan elektrostatycznych i hydro-
fobowych, pokonanie sferycznych przeszkod,
sit Van der Waalsa, temperatura i oddzialywa-
nia hydrodynamiczne (DUNNE 2002). W dru-
gim etapie, na skutek oddzialywan miedzy-
komorkowych i Srodowiskowych, nastepuje
nieodwracalne zwigzanie komorek drobno-
ustrojow z powierzchnia. W tej fazie tworze-
nia biofilmu luZzno zwiazane mikroorganizmy
rozpoczynaja produkcje EPS, a wolno zyjace
bakterie przylaczaja sie¢ do nowopowstajacej
struktury. Interesujacy jest fakt, ze powstanie
specyficznego skupiska jednego gatunku mi-
kroorganizmow stymuluje adhezje innych.

WATNICK i KOLTER (2000) wyrdznili dal-
sze trzy etapy formowania bakteryjnego bio-
filmu. W etapie trzecim bakterie przekazuja
sygnaly stymulujace przylaczone mikroorga-
nizmy do rozmnazania i tworzenia mikroko-
loni. W czwartym etapie powstaje EPS, a gra-
dienty chemiczne umozliwiaja wspolistnienie
drobnoustrojow roznych gatunkOw oraz znaj-
dujacych sie¢ w roznych stadiach metabolicz-

nych na zasadzie syntrofii. W piatym etapie
niektore bakterie opuszczaja biofilm w celu
utworzenia nowych skupisk poprzez koloni-
zacje innych powierzchni (ang. detachment).
VUONG i wspotaut. (2003) wyizolowali auto-
lizyne AtIE regulujaca pierwszy etap adhezji.
Zawiera ona w swojej strukturze powtarzalna
sekwencje aminokwasow, ktora prawdopo-
dobnie oddziatluje hydrofobowo z abiotyczna
powierzchnia. Biatko AtlE zawiera dwie do-
meny o aktywnoS$ci enzymatycznej: amidazo-
wa oraz N-acetyloglukoamidazowa.

WiekszoS¢ bakterii wytwarza adhezyny,
ktore stymuluja powierzchniowe przylega-
nie komorek, co jest warunkiem niezbednym
do utworzenia biofilmu. Adhezyny maja cha-
rakter bialkowy, sacharydowy lub kwasowy
(kwasy tejchojowe, sjalowe). Ich receptora-
mi sa zwykle glikoproteiny lub glikolipidy.
W interakcjach tych uczestnicza rowniez ka-
tiony. Przykladem adhezyn sa czasteczki PIA
(ang. polysaccharide intracellular adhesin)
wytwarzane przez bakterie Staphylococcus
epidermis. Adhezyna PIA zbudowana jest z
130 reszt B-1,6-GIcNAc (B-1,6-N-acetylo-D-glu-
kozaminy), co stanowi 80-85 % jej czasteczki,
oraz z frakcji anionowej, ktora tworza nie-
acetylowane reszty D-glukozoaminy, zawiera-
jace fosforan i reszty bursztynianu. Syntety-
zowana jest ona przy udziale UTP. Adhezyna
ta odpowiedzialna jest za drugi etap adhezji
komorek do powierzchni (SHIRTLIFF i wspot-
aut. 2002).

Oprocz biatkowych adhezyn, w proce-
sie tworzenia biofilmu duze znaczenie maja
roOwniez inne bialka nazwane czasteczkami
sygnalowymi. Wylaczenie gené6w kodujacych
niektore z nich powoduje utrate zdolnoSci
do wytwarzania biofilmu. O’'TOOLE i KOLTER
(1998) zbadali zdolno$¢ wytwarzania bio-
filmu przez P. fluorescens na powierzchni
abiotycznej. W poczatkowym stadium bak-
terie syntetyzowaly pozakomoérkowe bialka,
ktore mialy wplyw na interakcje zachodzace
pomiedzy przylaczajacymi si¢ mikroorgani-
zmami a powierzchnia abiotyczna. Badacze
ci wyizolowali mutanty niezdolne do aktyw-
nej adhezji do podtoza (mutanty genu sad
znajdujacego si¢ na transpozomie). Analiza
molekularna mutantow sad wykazata istot-
na role bialka Clp w formowaniu wlaSciwej
struktury biofilmu (Clp — proteaza cytopla-
zmatyczna). Bialko to jest syntetyzowane
przez komorki bakteryjne w odpowiedzi na
roznorodne sygnaly pochodzace z otoczenia.
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Czynnikiem hamujacym produkcje biatka Clp
jest tetracyklina (tc). Jej obecnoS¢ hamowata
rozwoj biofilmu P. fluorescens, jednak doda-
nie tetracykliny po 30 min od zapoczatkowa-
nia procesu adhezji komorek, nie miato juz
wpltywu na formowanie si¢ biowarstwy ko-
morkowe;j.

Wspolna cecha bakterii gramujemnych
tworzacych biofilmy (E. coli, V. cholerae,
P. aeruginosa, P. fluorescens) jest ich ruchli-
woSC. Wszystkie przypadki uszkodzenia w
genie kodujacym ruch rzeskowy powodowa-
ty zaburzenia w tworzeniu biofilmu, a szcze-
g0lnie w pierwszym etapie kontaktu z po-
wierzchnig. W pierwotnej adhezji tych bakte-
rii uczestnicza fimbrie typu I i IV, odpowie-
dzialne za ruch pelzajacy. Mutanty niezdolne
do ich wytwarzania nie agreguja. Niezdolne

do ruchu mutanty E. coli, stymulowane przez
allel genu ompR, produkowaly adhezyny po-
wierzchniowe. Ponadto uszkodzenia w ge-
nie kodujacym ruch rzeskowy P. fluorescens
moga by¢ cofni¢te poprzez hodowle bakterii
na podiozu z cytrynianem, glutaminianem
lub Zelazem. Fimbrie typu I sa niezbedne do
tworzenia biofilmu na wszystkich powierzch-
niach przez bakterie E. coli. Sa one grupa ad-
hezyn mannozowrazliwych (MS), gdyz man-
noza i jej pochodne hamuja adhezj¢ fimbrii
do receptoréw. Zblizone wyniki dala gene-
tyczna analiza biofilmu szczepu Vibrio cho-
lerae E1 Tor. W ten sposOb analogi manno-
zy mozna wykorzysta¢ w celu zahamowania
tworzenia biofilmOw przez omawiane bakte-
rie (PRATT i KOLTER 1999).

DOJRZEWANIE BIOFILMU BAKTERII GRAM-UJEMNYCH I GRAM-DODATNICH

Wykazano istotne roznice w procesie doj-
rzewania biofilmu u bakterii Gram-ujemnych
oraz Gram-dodatnich. U Gram-ujemnych bak-
terii P. aeruginosa sktadnikami EPS sa kwas
alginowy (B-1,4-D-mannuronowy) oraz C-5
epimer kwasu guluronowego. Bakterie nie-
zdolne do wytwarzania tego kwasu tworzy-
ly biofilmy o zmienionej strukturze. Synteza
kwasu alginowego znajduje si¢ pod kontrola
genu algACD. Produkcja tego skladnika ma-
cierzy egzopolimerycznej jest zdeterminowa-
na wieloma czynnikami, miedzy innymi wa-
runkami Srodowiska. Ekspresja genu algC u
organizmOow zwiazanych w strukture btony
biologicznej osiaga poziom prawie 19 razy
wyzszy niz w komorkach planktonowych.
Rowniez iloS¢ gromadzonego kwasu uro-
nowego, bedacego swoistym markerem in-
tensywnosci syntezy kwasu alginowego, jest
dwukrotnie wyzsza w komorkach zwiazanych
w stosunku do wolno zyjacych. Mikroorgani-
zmy nie wykazujace ekspresji genu algC, ce-
chuja sie wickszym prawdopodobiefistwem
oddzielenia si¢ od struktury biofilmu (DAVEY
i O'TOOLE 2000, DUNNE 2002). Wytwarza-
nie bardzo duzych iloSci kwasu alginowego
odpowiada prawdopodobnie za odpornosc
bakterii P. aeruginosa na antybiotyk tobra-
mycyne, bedacego podstawowym lekiem w
chorobach ptuc wywotanych przez te mikro-
organizmy. Polisacharyd ten moze bycC ba-
riera uniemozliwiajaca przenikanie tobramy-
cyn do wnetrza biofilmu i patogenu. Bardzo
istotnym sygnatem stymulujacym dojrzewanie
makrostruktur biofilmu u P. aeruginosa sa

acylowane laktony homoseryny (acyl-AHLs).
Genem kodujacym enzymy kierujace synteza
laktonu N-(3-oksododekanylo)-L-homoseryny
jest lasl. Mutanty lasl nie wykazuja zdolnoSci
utworzenia wlasciwej postaci biofilmu pomi-
mo zachodzacych interakcji komorka-komor-
ka. Proteom dojrzalego biofilmu P. aerugi-
nosa zawiera dodatkowe frakcje biatek meta-
bolizmu energetycznego i procesu translacji,
a takze czasteczki autoinduktoréw odpowie-
dzialne za wyczuwanie wlasnej gestosci (GU-
INA i wspotaut. 2003, MIHOUB i wsp. 2003).
Za glowny skladnik egzopolisacharydowej
macierzy u E. coli uwaza si¢ kwas kolami-
nowy (ang. colanic acid.). Jest on konieczny
do utworzenia biofilmu, jednakze nie odgry-
wa waznej roli podczas adhezji bakterii do
podloza. Za synteze kwasu odpowiedzialne
sa geny ompC Korin oraz wca. Transkryp-
cja tych genow regulowana jest indukcyj-
nie. Wykazano réwniez wiele podobiefistw
w strukturach biofilmu miedzy E. coli oraz
P. aeruginosa, ktore dotyczyly mikrokolonii,
kanalow wodnych, réznorodnosci oraz gru-
bosci polaczonej warstwy komorek i egzopo-
lisacharydow. W proteomie dojrzalej btony
biologicznej E. coli pojawiaja si¢ bialka stre-
sowe, regulujace translacje i replikacje.
Sposrod  bakterii  Gram-dodatnich, a
zwlaszcza patogennych, najwiecej badan do-
tyczy rodzajow: Staphylococcus, Streptococ-
cus, Enterococcus. W przypadku S. epidermis
tworzenie i dojrzewanie biofilmu stymulo-
wane jest wytwarzaniem wspomnianej juz
adhezyny PIA, ktora jest czasteczka linearna,
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asocjujaca do powierzchni. DUNNE (2002)
wykazal pozytywny wplyw jonow Mg?* oraz
negatywny jonow Zn*' na tworzenie biofilmu
przez te bakterie. W agregacji miedzykomor-
kowej oraz adhezji do podloza pewna role
odgrywa rowniez czynnik sigma b (jeden z
czynnikow odpowiedzialnych za rozpoznanie
sekwencji zgodnej promotora; potrzebny do
inicjacji transkrypcji). Szczepy posiadajace
mutacje genu kodujacego ten czynnik oddzia-
tywuja miedzy soba duzo latwiej niz szczepy
dzikie.

Szczep Gram-dodatnich bakterii Bacil-
lus cereus DL5 zbadano w kierunku zmian

proteomu podczas tworzenia i dojrzewania
biofilmu na wacie szklanej. Profile biatko-
we dojrzatego biofilmu i jego poczatko-
wych etapow powstawania réznily sie. Se-
kwencjonowano osiem frakcji biatek cha-
rakteryzujacych biofilm. Byly wsrod nich:
dehydrogenaza pirogronianowa (E1), dehy-
drogenaza mleczanowa (LctE), karbamylo-
transferaza ornitynowa (cOTCase), biatko
YhbH. Pojawienie si¢ takich bialek enzyma-
tycznych bylo odpowiedzia na pogorszenie
warunkow, np. tlenowych, w utworzonym
biofilmie (OOSTHUIZEN i wspotaut. 2001,
2002).

FUNKCJE NISKOCZASTECZKOWYCH ZWIAZKOW SYGNALOWYCH ORAZ ICH ENZYMATYCZNA
DEGRADACJA

Za koordynacje procesOw fizjologicznych
i metabolicznych drobnoustrojow w obrebie
biofilmu odpowiedzialne sa czasteczki sygna-
lowe, nazywane autoinduktorami, z pomo-
ca ktorych komorki komunikuja sie miedzy
soba. Sygnalizator zageszczenia (ang. quorum
sensing, QS) jest mechanizmem regulacji
ekspresji genow zaleznym od zageszczenia
komorek bakteryjnych w populacji (Ryc. 1,
2). W ten sposob regulowane sa takze inne
procesy, takie jak: sporulacja, réznicowanie
komorek, biosynteza metabolitow wtornych
(antybiotykow, toksyn), przekazywanie pla-
zmidow, wirulencja, bioluminescencja, re-
plikacja DNA, produkcja enzymoéw i toksyn
(CZAJKOWSKI i JAFRA 2006). W mechanizmie
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Ryc. 1. Regulacja mechanizmu wrazliwoSci pro-
gowej QS u bakterii Gram-ujemnych.

LuxI — biatko katalizujace syntez¢ AHL (laktonu ho-
moseryny); LuxR — biatko wiazace czasteczke AHL i
kontrolujace ekspresje genow; AHL — acylowane lak-
tony homoseryny (wg TAGA i BASSLERA 2003, zmody-
fikowana).

sygnalizatora zageszczania, bedacego forma
chemicznej komunikacji miedzy mikroorgani-
zmami w blonie biologicznej, najwazniejsza
role odgrywaja niskoczasteczkowe zwiazki
sygnalowe (czasteczki sygnalizacyjne) (HOL-
DEN i WILLIAMS 2001, PAWLIK i KUCZEK 2002,
SHIRTLIFF i wspotaut. 2002). Ich stezenie w
Srodowisku biofilmu jest SciSle zwigzane z
iloscia komorek drobnoustrojow (ich zagesz-
czeniem). Czasteczki te wydzielane sa do Sro-
dowiska na drodze dyfuzji lub wskutek ak-
tywnego transportu z cytoplazmy do wnetrza
struktury biofilmu. W momencie przekrocze-
nia wartosSci progowej (tzw. wartoS¢ quorum)
przez stezenie czasteczek sygnalowych, naste-
puje indukcja ekspresji gendw i wywolywa-
ny jest efekt metaboliczny we wszystkich ko-
morkach danej populacji. Niskoczasteczkowe
zwiazki sygnalowe wykazuja pewne cechy
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Ryc. 2. Regulacja mechanizmu wrazliwoSci pro-
gowej QS u bakterii Gram-dodatnich.

P — fosforylacja; AIP — oligopeptydy. (wg TAGA i
BASSLERA 2003, zmodyfikowana).
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Grupy R:
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Ryc. 3. Czasteczki sygnatowe (autoinduktory)
bakterii Gram-ujemnych — N-acylowane laktony
homoseryny.

(wg SHIRTLIFFA i wspoétaut. 2002, zmodyfikowana).

charakterystyczne odrdzniajace je od meta-
bolitow wtornych. Wynikaja one z faktu, ze
ich dzialanie biologiczne obserwowane jest
przy niskiej koncentracji w srodowisku, pro-
porcjonalnie do liczby bakterii, a ekspresja
genOw zachodzi w SciSle okreSlonych warun-
kach (SHIRTLIFF i wspotaut. 2002). Te drob-
noczasteczkowe zwiazki charakterystyczne sa
dla poszczegolnych grup mikroorganizmow,
jednak pojedynczy szczep moze wytwarzac
kilka rodzajow czasteczek sygnatowych, a
poszczegolne rodzaje czasteczek moga by¢
wytwarzane przez rozne szczepy. U bakte-
rii Gram-ujemnych najczeSciej spotykane sa
acylowe pochodne laktonu homoseryny AHL
(ang. acyl, homoserine lactones), np. N-(3-
oksooktanoylo)-AHL u Agrobacterium tume-
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7 ATPTgrupal | 5 AIP-II grupa Il
S—Cx 5 S—Cx 5
INGDFLL YSTCYFIM
ATP.T grupa [T | / AIP-TV grupa IV
SN Ui

Ryc. 4. Czasteczki sygnalowe (autoinduktory)
bakterii Gram-dodatnich — tioestry oktapepty-
dow.

(wg SHIRTLIFFA i wspotaut. 2002, zmodyfikowana).

Promieniowce (Strepfonyces)— gammabutyrolaldony
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Delisea pulchra (alga morska) — struktura furanonu
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Ryc. 5. Czasteczki sygnalowe promieniowcow
oraz komorek eukariotycznych.

(Wg SHIRTLIFFA i wspoétaut. 2002, zmodyfikowana).

faciens, czy N-(3-oksododekanylo)-AHL u P.
aeruginosa (Ryc. 3). U bakterii Gram-dodat-
nich funkcjonuja: oligopeptydy (B. subtilis),
cykliczne oktapeptydy (S. aureus) (Ryc. 4),
butyrolaktony (S. griseus), siderofory (Bacil-
lus sp), biatka (Micrococcus luteus). Promie-
niowce Streptomyces wytwarzaja gammabu-
tyrolaktony (czynnik A) (Ryc. 5). Pomiedzy
bakteriami Gram-ujemnymi i Gram-dodatnimi
funkcjonuje autoinduktory 2 (AI 2) (Ryc. 06).
Grzyby A. niger wydzielaja do Srodowiska cy-
kliczne czasteczki PsIA, natomiast u innych
Eukariota czasteczki powstajace na bazie fu-
ranonu (Ryc. 5). Algi morskie, Delisea pulch-
na, produkuja pochodna furanonu (57)-4-

CH
\B/OH
AN
e} o
HO CH;
HO O AT-2 Vharveyt

Ryc. 6. Czasteczka autoinduktora 2 (AI-2) — uni-
wersalna jednostka sygnalowa bakterii.

(Wg SHIRTLIFFA i wspoétaut. 2002, zmodyfikowana).
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bromo-5-(bromometyleno)-3-butylo-2(5H)-fu-
ranon (furl). Czasteczki furanonu, oprocz
wlasciwosci sygnatowych, posiadaja zdolnos¢
hamowania mechanizmu wrazliwoSci progo-
wej (ang. quorum sensing) u bakterii E. coli
oraz V. harveyi, bez hamowania ich wzrostu
(HOLDEN i WILLIAMS 2001, TAYLOR i wspol-
aut. 2004).

N-acylowane laktony homoseryny tworza
rodzine czasteczek rozniacych sie dlugoscia
tancucha bocznego (C-C,) oraz stopniem
utlenienia. Dotychczas wyizolowano i opi-
sano 14 rodzajow AHL, rozniacych sie dtu-
goscia i obecnoScia podstawnikéw w bocz-
nym lancuchu acrylowym. Syntetyzowane sa
w formie aktywnej, a nastepnie wydzielane
do Srodowiska. Czasteczki o krotszych tan-
cuchach swobodnie dyfunduja przez blone
i Sciane komorkowa (dyfuzja prosta). Sygna-
lizatory dluzsze niz osiem atomow wegla sa
transportowane do Srodowiska zewnetrzne-
go przez specyficzne systemy transportu wy-
korzystujace hydrolize ATP (pompa MexAB-
OprM dla P. aeruginosa). Przy odpowiednim
stezeniu, poprzez autoindukcje, zdolne sa do
kontroli ekspresji genow regulatorowych w
systemie las i rhl, przy wiodacej roli mecha-
nizmu pierwszego (HOLDEN i WILLIAMS 2001,
TAYLOR i wspotaut. 2004). AHL funkcjonuja
zarOwno w biofilmach mono-, jak i wieloga-
tunkowych, tworzonych na powierzchniach
abiotycznych przez bakterie P. aeruginosa,
Chromobacterium violaceum, Yersinia sp. i
inne. Substratami w syntezie AHL sa: S-ade-
nozylometionina (SAM) oraz grupa acylowa
przenoszona na czasteczke laktonu przez
biatko ACP (ang. acyl carrier protein). Acylo-
wy podstawnik pochodzi z przemian kwasow
tluszczowych, a pierScien laktonu homosery-
ny jest dostarczany przez S-adenozylometioni-
ne. SAM przylacza sie do centrum aktywnego
enzymu syntazy AHL, a nastepnie grupa acy-
lowa zostaje przytaczona do SAM wiazaniem
amidowym. Ostatnim etapem tworzenia cza-
steczki AHL jest utworzenie wiazania estro-
wego w homoserynie. Produktem ubocznym
tych przemian jest 5-metylotioadenozyna
(MTA) (CZAJKOWSKI i JAFRA 20006).

Czasteczki autoinduktorow peptydowych
AIPs (ang. autoinducing polypeptides) stano-
wia oligopeptydy zawierajace od 7 do 9 reszt
aminokwasowych oraz pierScienie tiolakto-
nowe zawierajace cysteine w miejscu 5 od
C-konica tancucha oligopeptydowego. Synte-
tyzowane sa w cytozolu w postaci prekurso-
row, a nastepnie modyfikowane i wydzielane
pozakomorkowo. Czasteczki te przylaczaja

si¢ do zewnetrznej domeny kinazy biatkowej
zwiazanej z btona komorkowa, gdzie ulega-
ja fosforylacji. Czasteczki AIPs reguluja m.in.
przetrwalnikowanie u B. subtilis oraz wiru-
lencje u §. aureus i E. faecalis. Specyficznos¢
mechanizmu QS u S. aureus zdeterminowana
jest przez interakcje zachodzace pomiedzy
czasteczkami sygnalowymi a kinaza biatkowa
usytuowana w blonie komorkowej. AIPs pro-
dukowane przez S. aureus aktywuja nie tyl-
ko geny odpowiedzialne za ich wlasna wiru-
lencje, ale rowniez innych mikroorganizmow
(TAGA i BASSLER 2003).

Jedynym niespecyficznym gatunkowo au-
toinduktorem s3 czasteczki Al-2, ktore okre-
§la si¢ mianem ,uniwersalnych” w regulacji
mechanizmu wrazliwo$ci progowej zaro6wno
u bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujem-
nych (Ryc. 6). Czasteczki te kontroluja geny
odpowiedzialne za bioluminescencj¢ V. ha-
rveyi, ekspresje genOw odpowiedzialnych za
wirulencje E. coli, V. cholerae i C. perfrin-
gens, produkcje antybiotykow przez Porphy-
romonas gingivalis, ruchliwoS¢ Campylobac-
ter jejuni oraz formacje biofilmu w miesza-
nej kulturze P. gingivalis i S. gordinii (TAGA
i BASSLER 2003).

Niektore Gram-dodatnie bakterie zdolne
sa do wytwarzania enzymow degradujacych
czasteczki AHL bakterii Gram-ujemnych. Wy-
roznia sie dwie grupy bakterii, z ktorych jed-
ne produkuja acylazy-amidohydrolazy (np.:
AiiD), odrywajace lancuch boczny czasteczki,
produkowane przez bakterie Ralstonia sp.,
oraz laktonazy (np. AiiA), ktore rozkladaja
wiazania estrowe w pierScieniu laktonowym
homoseryny, wytwarzane sa przez niektore
gatunki Bacillus (Ryc. 7) (D’ANGELO-PICARD
i wspotaut. 2005). Te hydrolityczne enzy-
my posSrednio zaburzaja transkrypcje, a w
dalszej kolejnoSci formowanie biofilmu, co
moze mie¢ wykorzystanie terapeutyczne w
odniesieniu do bakterii chorobotworczych
(KM i wspotaut. 2005). W wielu badaniach
potwierdza sig, ze ingerencja w mechanizmy
QS daje mozliwo$¢ opracowania nowych me-
tod zmniejszania lub zahamowania infekcyj-
nosci wielu patogenéw.

Pierwsza grupa enzymoéw degradujacych
AHL to laktonazy, hydrolizujace pierScien
laktonu nie naruszajac wiazania pomiedzy
laktonem a bocznym laficuchem acylowym.
W przypadku hydrolizy pierScienia czasteczki
sygnalizacyjnej, nastepuje okoto 1000-krotny
spadek aktywnoSci danej czasteczki w mecha-
nizmie QS. Enzymy te wyizolowano zaréwno
z bakterii Gram-dodatnich — Bacillus sp., jak
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Ryc. 7. Enzymatyczna hydroliza laktonu AHL
przez laktonaze (AiiA) pochodzaca z bakterii
Bacillus sp. oraz przez acylaze (AiiD) pocho-
dzaca z bakterii Ralstonia sp.

(wg CZAJKOWSKIEGO i JAFRA 2006, zmodyfikowana).

i Gram-ujemnych — A. tumefaciens, a geny
kodujace laktonazy znajduja si¢ na chromo-
somie bakteryjnym, w niektorych za$ przy-
padkach na plazmidach (A. tumefaciens).

Jedna z lepiej poznanych laktonaz jest
enzym pochodzacy z rodzaju Bacillus sp.
Oczyszczone biatko AiiA, bedace produk-
tem genu aiiA, inaktywuje 3-oxo0-C-AHL, 3-
0x0-C-AHL oraz 3-oxo-C -AHL. AiiA uznana
zostala za enzym dzialajacy wewnatrz ko-
morki, w cytoplazmie, gdyz nie znaleziono
hydrofobowego peptydu sygnalowego odpo-
wiedzialnego za transport laktonazy do blo-
ny komoérkowej (CZAJKOWSKI i JAFRA 20006).
AiiA zawiera dwa motywy aminokwasowe
spotykane doS¢ powszechnie, z ktorych
pierwszy charakterystyczny jest dla glikozy-
dazy II, acylosulfataz oraz metylo-B-laktamaz,
drugi to motyw wiazania jonu Zn*?, wyste-
pujacy w tych enzymach. Obydwie sekwen-
cje aminokwasowe sa niezbedne do hydro-
lizy laktonu homoseryny przez AiiA. Ustalo-
no rowniez, ze laktonaza AiiA jest enzymem
o duzej specyficznoSci dziatania, gdyz nie
hydrolizuje ona laktonéw pozbawionych
acylowego bocznego laficucha i niecyklicz-
nych estrow. Obecno$¢ podstawnika oraz
pierScienia jest niezbedna do aktywnoSci
enzymu. Obnizenie pH ponizej wartosci 5,0
powoduje dramatyczny spadek aktywnoSci
AiiA, jak rowniez temperatura powyzej 37°C
prowadzi do inaktywacji enzymu.

Analiza sekwencji nukleotydowej genu
aiiA B. thuringensis pozwolila ustali¢ wysoki
stopien podobienstwa enzymu z tego mikro-
organizmu do laktonazy AiiA innych bakterii
z rodzaju Bacillus sp. Wynosilo ono 89-95%
dla sekwencji nukleotydow i 90-96% dla se-

kwencji aminokwasowych. Odnalezienie en-
zymOw hydrolizujacych laktony u B. thurin-
gensis stwarza mozliwosci wykorzystania tej
bakterii w biokontroli nie tylko owadow, ale
tez w zwalczaniu patogenoéw bakteryjnych
roslin. Sekwencje homologiczna do sekwen-
cji genu aiiA stwierdzono rowniez dla gatun-
kow B. anthracis, B. cereus i B. mycoides.

Druga grupa enzymow degradujacych acy-
lowane laktony homoseryny sa acylazy, ktore
hydrolizuja wiazanie amidowe pomiedzy lak-
tonem a acylowym podstawnikiem bocznym
czasteczki sygnalowej. W wyniku tej reakcji
pozostaje nienaruszona struktura laktonu ho-
moseryny. Sa to enzymy izolowane z komo-
rek bakterii Gram-ujemnych, m.in. P. aerugi-
nosa, Ralstonia solanaceum i V. paradoxus.
Sekwencje genow kodujacych acylazy AHL sa
stabo poznane (CZAJKOWSKI i JAFRA 20006).
Enzym o aktywnoSci acylazy AHL bakterii
P. aeruginosa jest produktem genu pvdQ i
wykazuje podobienstwo w 38-40% do acyla-
zy AiiD wyizolowanej z Ralstonia eutropha
na poziomie sekwencji aminokwasowej. En-
zym ten rozklada wigzania amidowe w cza-
steczkach C-AHL, C -AHL, C -AHL i C, -AHL.
Podobnie jak laktonaza, acylaza AiiD z Bacil-
lus sp. jest enzymem wysoce specyficznym
— nie wykazuje aktywnoSci wzgledem cza-
steczek sygnalowych o krotszych taincuchach
bocznych (mniej niz osiem atomow wegla).
W wyniku degradacji czasteczki AHL przez
acylazy powstaja kwasy ttuszczowe i homose-
ryna, ktora moze by¢ toksyczna dla mikroor-
ganizmu. Kwasy tluszczowe wykorzystywane
sa przez komorke jako Zrodlo energii, nato-
miast homoseryna rozkladana jest do CO,,
NH, oraz H,O.

Czasteczki sygnalowe bakterii moga
uczestniczy¢ w apoptozie, ktora jest progra-
mowana Smiercia komorek, SciSle regulowa-
na genetycznie. Proces ten jest niezwykle
istotny dla prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Gléwnymi komponentami tego
procesu sa kaspazy, zaliczane do proteaz
cysteinowych. W ostatnich latach zebrano
duzo danych eksperymentalnych Swiadcza-
cych o udziale bakteryjnych czasteczek sy-
gnalizacyjnych w stymulacji apoptozy w za-
infekowanych komorkach eukariotycznych.
Przykladem moga by¢ bakterie z rodzaju
Pseudomonas, ktore dzieki wydzielaniu
specyficznych metabolitow moduluja odpo-
wiedz immunologiczna w zainfekowanych
tkankach. Bakterie P. aeruginosa zdolne sa
do wytwarzania i wydzielania dwoch rodza-
jow czasteczek sygnalizacyjnych N-3-oksodo-
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warunki sprzyjajace
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Ryc. 8. Rola 3-0kso-C -AHL w pato-
genezie komorek weztow chtonnych
wywolywanej przez rodzaj Pseudo-
e ] monas.
entiobls powiedz organizmu
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dekanol laktonu homoseryny oraz N-butyry-
lolaktonu homoseryny. Pierwszy z nich sty-
muluje komorki epiteliarne oraz fibroblasty
do wzmozonej produkcji roznych substan-
¢ji, takich jak: interleukina 8 (IL-8), enzymu
cyklooksygenazy, hormonu tkankowego pro-

(wg TATEDY i wspotaut. 2003, zmodyfiko-
wana).

staglandyny oraz gamma interferonu w ko-
morkach T. Badania przeprowadzone przez
TATEDA i wspotaut. (2003) wykazaty row-
niez stymulacje przez czasteczke 3-okso-C ,-
AHL apoptozy komoérek makrofagow oraz
neutrofili (Ryc. 8).

GENETYCZNA REGULACJA MECHANIZMU WRAZLIWOSCI PROGOWE] QS
U PSEUDOMONAS AERUGINOSA

U bakterii P. aeruginosa regulacja two-
rzenia jednogatunkowego biofilmu odbywa
sic poprzez system QS, ktory pozwala tym
mikroorganizmom na monitorowanie wlasnej
gestosci komoérek. Mechanizm QS oraz regula-
cja ekspresji kontrolowane sa przez dwa Sci-
Sle od siebie zalezne, ale rozne mechanizmy,
a mianowicie system QS /las oraz QS rhl. W
przypadku systemu las, produkty genu lasl
kontroluja bezposrednio synteze pozakomoOr-
kowej czasteczki sygnatlowej N-(3-oksodode-
kanylo)-laktonu homoseryny (3-okso-C,-AHL),
wydzielanej w sposOb aktywny na zewnatrz
komorki. Gdy stezenie laktonu w otoczeniu
komorek wzrasta, nastepuje jego pobranie
do wnetrza mikroorganizmow i polaczenie
3-0kso-C -AHL z aktywatorem transkrypcji
LasR. Powstaly kompleks posiada zdolnos¢
aktywowania ekspresji wielu genow, w tym
enzymow, np. lasB — elastazy, lasA — prote-
azy serynowej. Transkrypcja genu lasR jest
indukowana stezeniem glukozy. Drugi system
QS P. aeruginosa sktada si¢ z bialka regula-

torowego RhIR oraz czasteczki autoindukto-
ra N-butyrylolaktonu homoseryny (C-AHL),
bedacego produktem genu rkll, majacego
zdolnoS¢ swobodnego przenikania przez blo-
ny komorkowe. Podobnie jak w pierwszym
przypadku, gdy czasteczka C-AHL wydziela-
na na zewnatrz osiagnie odpowiedni poziom,
nastepuje jej wnikniecie do komorki bakteryj-
nej i polaczenie z Rhl, ktory jest aktywatorem
transkrypcji. Powstaly kompleks Rhl-C, regu-
luje miedzy innymi operon odpowiedzialny za
synteze ramnolipidow (#hlIAB), proteazy zasa-
dowej czy PAIL — lektyny. Dominujacy wplyw
systemu /as nad systemem 7kl zaobserwowa-
no w przypadku inhibicji 3-okso-C, -AHL na 13-
czenie si¢ C-AHL z aktywatorem transkrypgji
RhIR. Oprocz omowionych czasteczek sygna-
lowych, komorki P. aeruginosa syntetyzuja
jeszcze inne pochodne homoseryny (Ryc. 1).
Drziatanie mechanizmu QS u tych patogenéow
regulowane jest na zasadzie autoindukowane-
g0 sprzezenia zwrotnego dodatniego (ang. up
regulation) (KJELLEBERG i MOLIN 2002).
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PODSUMOWANIE

Skupiska bakterii tworzacych biofilmy,
na skutek wzajemnych interakcji z udzialem
czasteczek sygnalowych, moga w powstalej
populacji koordynowac procesy zyciowe. Zja-
wisko to upodabnia je w pewnym stopniu
do prymitywnych wielokomoérkowych orga-
nizmow eukariotycznych. Efektem tego jest,
miedzy innymi, wysoka opornos¢ mikroorga-
nizmow w biofilmie jako zespole, na czynni-
ki antymikrobiologiczne, co znacznie utrud-
nia ich zwalczanie. W powstalej niszy ekolo-
gicznej, jaka stanowia biofilmy, oprocz drob-
noczasteczkowych autoinduktorow, zasad-
nicza funkcje spelniaja skladniki proteomu:
bialka regulujace transkrypcje lub represje

odpowiednich gendéw, biatkkowe adhezyny,
enzymy, biatka aglutyninopodobne i inne.
ZnajomoS¢ mechanizmow odpowiedzialnych
za te procesy, umozliwia aplikacje bakterii
tworzacych btony biologiczne, np. w proce-
sach detoksykacji czy biodegradacji. Moze tez
przyczynic sie do wickszego ograniczenia ich
patogennoSci lub szkodliwego dzialania w
miejscach niepozadanych, co ma wymiar me-
dyczny, ekologiczny i przemystowy. Zdolnos¢
niszczenia autoinduktorow jednych mikroor-
ganizmow (szczegollnie patogennych) przez
inne, moze znalez¢ wykorzystanie terapeu-
tyczne a takze w produkcji zywnosci.

MOLECULAR INTERACTIONS IN BACTERIAL BIOFILMS

Summary

Bacterial biofilm may be defined as a commu-
nity of microorganisms embedded in an exopoly-
saccharide matrix and attached to a surface. Forma-
tion and maturation of biofilms is connected with
production of extracellular polymeric substances.
In this process, microorganisms also secrete specif-
ic, low molecular signaling compounds, proteins or
polysaccharides and their derivatives. Structure of
those compounds, synthesis regulation and the way
of secretion are different for gram-negative and
gram-positive bacteria. The quorum-sensing signal-

ing compounds for gram negative bacteria are acyl
homoserine lactones, for gram positive — tioesters
containing octapeptides and gamma-butyrolactones,
while for eukaryotic cells — furanone derivatives.
Molecular interactions between the bacteria them-
selves, the bacteria in biofilm and the surface,
mechanisms of initial attachment, development and
change of the biofilm phenotype, and genetic regu-
lation, are important to elucidate the impact of bio-
films on medical, industrial, environmental applica-
tions.
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