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STRESZCZENIE

Ouorum Sensing (QS) to zjawisko chemicznego porozumiewania sie komoérek bakterii
polegajace na syntezie i wydzielaniu do otoczenia czasteczek sygnalowych zwanych
autoinduktorami, ktére uczestnicza w regulacji r6znych proceséw fizjologicznych. Zjawisko
QS wykryto u wielu gatunkéw bakterii, w tym bakterii symbiotycznych i patogennych. Sys-
temy QS odgrywaja istotna role w regulacji ekspresji genow, ktore kontroluja m.in. ruchli-
wosé¢ komorek, tworzenie biofilméw oraz synteze czynnikéw wirulencji przez patogenne
bakterie. Systemy te rozpoznaja czasteczki sygnalowe o réznej specyficznosci nalezace do
kilku grup, ktére zapewniaja komunikowanie sie komérek bakterii tego samego gatunku,
jak réwniez porozumiewanie sie miedzygatunkowe lub z komérkami organizméw wyz-
szych (gospodarzy). Hamowanie dzialania systeméw QS zwane Quorum Quenching (QQ)
jest obecnie uwazane za obiecujaca strategie zwalczania infekcji bakteryjnych. Dotychczas
zostala poznana duza liczba substancji naturalnego i syntetycznego pochodzenia o funkcji
inhibitorow zjawiska QS, ktore moga mie¢ potencjalne zastosowanie terapeutyczne.

WPROWADZENIE

Quorum Sensing (QS) to mechanizm umozliwiajacy komunikacje miedzy
komoérkami bakterii, w ktérym dochodzi do regulacji ekspresji genéw w spo-
sob zalezny od zageszczenia komorek wystepujacych w danym Srodowisku.
Zjawisko QS zostalo wykryte po raz pierwszy 47 lat temu u morskiej bakterii
Vibrio fisheri [1]. Od tego czasu zjawisko QS zostalo opisane u wielu gatun-
koéw bakterii, zaréwno Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich [2-5]. Poczatko-
wo uwazano, ze mechanizm QS uczestniczy w komunikowaniu sie komérek
wylacznie tego samego gatunku bakterii. P6Zniejsze badania wykazaly, ze ten
mechanizm jest zaangazowany réwniez w komunikacje miedzygatunkowa
bakterii, a nawet ich oddziatywania z organizmami wyzszymi. Mechanizm QS
jest zaangazowany w wiele réznych proceséw komoérkowych, takich jak: repli-
kacja bakteryjnego DNA, koniugacyjny transfer plazmidéw, bioluminescencja,
synteza toksyn, enzymow, polisacharydéw i antybiotykéw oraz ruchliwosc¢
mikroorganizméw [6]. W komunikacji pomiedzy komoérkami w dynamicznie
zmieniajacej si¢ populacji bakteryjnej kluczowa role odgrywaja czasteczki sy-
gnalowe, zwane autoinduktorami (Al) [4]. Czasteczki te przemieszczaja sie z
cytoplazmy na drodze dyfuzji lub sa aktywnie transportowane na zewnatrz
komorki i wraz ze wzrostem liczby bakterii w danym $rodowisku dochodzi
do ich akumulacji. Gdy stezenie Al przekroczy wartos¢ progowa, dochodzi do
zmiany ekspresji genoéw i efekt metaboliczny jest obserwowany we wszystkich
komérkach populacji bakteryjnej. Liczba genéw kontrolowanych przez zjawi-
sko QS jest bardzo duza i moze stanowi¢ nawet do 10% genomu bakteryjnego
[7]. Wsréd nich zidentyfikowano geny nalezace do kilku réznych grup funk-
cjonalnych, tj. geny niezbedne do zycia i wzrostu bakterii, adaptacji do danego
srodowiska, horyzontalnego transferu genéw, monitorowania umiejscowienia
bakterii w grupie komérek (np. biofilmie), syntezy czynnikéw wirulencji i in-
nych sktadnikéw uczestniczacych w interakcji z innymi organizmami [7,8].
Molekularne mechanizmy dziatania zjawiska QS u poszczegélnych gatunkéw
bakterii r6Znia sie pod wzgledem chemicznej natury czasteczek sygnalowych
oraz sposobdéw wewnatrzkomoérkowego przekazywania tych sygnatéw. Naj-
wieksze réznice zaobserwowano miedzy Gram-ujemnymi a Gram-dodatnimi
bakteriami. Role czasteczek sygnatowych w przypadku bakterii Gram-dodat-
nich petnia oligopeptydy, powstajace w wyniku trawienia wiekszych prekur-
soréw biatkowych [2,9].

W niniejszej pracy scharakteryzowano molekularne mechanizmy dziata-
nia systeméw QS u Gram-ujemnych bakterii, ze szczegélnym uwzglednie-
niem zréznicowania strukturalnego autoinduktoréw (AI) oraz inhibitoréw
zjawiska QS.
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Rycina 1. Schemat budowy czasteczki sygnatowej AHL. Opracowano na posta-
wie [10].

BUDOWA CHEMICZNA CZASTECZEK
SYGNALOWYCH ZJAWISKA QS SYNTETYZOWANYCH
PRZEZ GRAM-UJEMNE BAKTERIE

W literaturze funkcjonuje podzial czasteczek sygnato-
wych na trzy grupy oznaczone jako: Al-1, Al-2 oraz AI-3.
Najlepiej poznanymi czgsteczkami sygnalowymi wytwa-
rzanymi przez Gram-ujemne bakterie sa laktony N-acylo-
-L-homoseryny (AHL, ang. acyl-homoserine lactones). Zbudo-
wane sa one z laktonu homoseryny (HSL, ang. homoserine
lactone), ktory jest podstawiony w pozycji a kwasem ttusz-
czowym (grupa acylowa) (Ryc. 1). Czasteczki te zostaly na-
zwane autoinduktorami pierwszej klasy (AI-1).

Réznice strukturalne AHL syntetyzowanych przez po-
szczegblne Gram-ujemne bakterie dotycza przede wszyst-
kim liczby atoméw wegla wchodzacych w skiad kwasu
tluszczowego oraz stopnia utlenienia i liczby wigzai niena-
syconych w nim wystepujacych (Tab. 1) [10].

Dtugosé tanicuchéw kwaséw ttuszczowych obecnych w
AHL wynosi od 4 do 18 atoméw wegla. Do najmniejszych
czgsteczek Al wytwarzanych przez bakterie Gram-ujem-
ne naleza: lakton N-butyrylo-L-homoseryny (C,-HSL),
wytwarzany przez oportunistyczny patogen Pseudomonas
aeruginosa oraz lakton N-(3-hydroksy-butyrylo-L-homo-
seryny (3-hydroksy-C,-HSL) syntetyzowany przez Vi-
brio harveyi [13,14]. Najczeéciej spotkanymi czasteczkami
syghalowymi zaangazowanymi w zjawisko QS sa AHL
zawierajace od 6 do 8 atoméw wegla. AHL zawierajace
dtuzsze taricuchy kwaséw ttuszczowych (od 14 do 18 ato-
moéw wegla) posiadaja rowniez w swojej strukturze 1 lub
2 wigzania podwoéjne. Czasteczki tego typu sa syntetyzo-
wane przez wiele gatunkéw bakterii, jak np.: P. aeruginosa,
Rhodobacter capsulatus, Escherichia coli, E. asburiae i E. cloacae
[15-18]. Wartos¢ pH $rodowiska, w ktérym przebywaja
mikroorganizmy, istotnie wptywa na wiasciwosci czaste-
czek AHL. Prawidlowe funkcjonowanie Al wykazano przy
wartoséci pH 7, ktére jest charakterystyczne dla ekosyste-
moéw wodnych. Obnizenie lub wzrost wartosci pH o 1 do 2
jednostek powoduje zmiany konformacyjne w pierscieniu
HSL, ktoére skutkuja przerwaniem ciaglosci pierécienia, co
w konsekwencji przyczynia sie do utraty jego funkcji jako
czasteczki sygnalowej [19].

Wielkos¢ czasteczek AHL wplywa na sposéb ich trans-
portu z cytoplazmy na zewnatrz komoérki bakteryjnej. Naj-
wieksze znaczenie w tym procesie ma diugos¢ ancucha
kwasu ttuszczowego. Czasteczki AHL zawierajace krotkie
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taficuchy kwasow tluszczowych (do 6 atoméw wegla) moga
swobodnie przemieszczaé si¢ na zewnatrz komoérki na dro-
dze dyfuzji. Natomiast autoinduktory, zawierajace powyzej
6 atomoéw wegla w swej strukturze, wymagaja obecnosci
wyspecjalizowanych transporteréw (np. pomp protono-
wych czy pompy MexAB-OprM u P. aeruginosa), pozwalaja-
cych na ich aktywny transport przez blony komérkowe do
srodowiska zewnetrznego [20,21].

Przykladem czasteczki sygnalowej klasy 2 (AI-2) jest die-
ster boranowy furanozylu, ktéry jako pierwszy zostat wy-
kryty u V. harveyi (Tab. 1) [22]. W przeciwienistwie do AHL
syntetyzowanych przez te bakterie i wykorzystywanych do
komunikowania sie¢ komoérek bakterii tego samego gatunku,
Al-2 uczestniczy w komunikacji miedzygatunkowej.

Natomiast czasteczki sygnalowe klasy 3 (AI-3) sa wyko-
rzystywane do komunikowania sie bakterii z komérkami
organizmoéw eukariotycznych (gospodarzy), jak tez bakterii
nalezacych do innych gatunkéw. Aktywnosé Al-3 zostala
wykazana w supernatantach enteropatogenicznych szcze-
pow E. coli (serogrupa O26:H11 i Ol11lac:H9), Shigella sp. i
Salmonella sp., jak tez u normalnej jelitowej flory bakteryjnej
(E. coli, Klebsiella pneumoniae i E. cloacae) [23].

SYNTEZA AUTOINDUKTOROW (AI)

Zdolnoé¢ syntezy AHL wykazano u ponad 90 réznych
gatunkéw mikroorganizméw. Enzymy uczestniczace w syn-
tezie AHL naleza do trzech rodzin: LuxI, LuxM i HAtS [24].
Gen kodujacy enzym Luxl zostat odkryty po raz pierwszy w
operonie [ux u V. fischeri. Syntazy AHL Luxl katalizuja two-
rzenie AHL z substratéw: S-adenozylo-L-metioniny (SAM,
ang. S-adenosylmethionine) i kwasu ttuszczowego przenoszo-
nego przez biatko nosnikowe ACP (ACP, ang. acyl carrier
protein) (Ryc. 2) [10]. Tylko kilka gatunkéw bakterii naleza-
cych do y-Proteobakterii syntetyzuje przedstawicieli drugiej
rodziny enzyméw nalezacych do LuxM. Po raz pierwszy gen
luxM kodujacy tego typu biatko zidentyfikowano u Vibrio ha-
rveyi i potwierdzono, Ze jest ono zaangazowane w synteze
okreslonych czasteczek AHL [25]. W przypadku V. fischeri
oraz innych pokrewnych gatunkéw (Vibrio spp.) ustalono, ze
enzymy VanM i AinS s3 réwniez zaangazowane w synteze
okreslonych czasteczek AHL i wykazuja duze podobieristwo
sekwencji aminokwasowej do LuxM. Wymagania substrato-
we tych enzyméw sa podobne do syntaz LuxI (SAM i acylo-
-ACP), ale moga réwniez wykorzystywac acylo-koenzym A
(acylo-CoA) jako potencjalny substrat [10,25].

Pierwszy enzym nalezacy do HdtS zidentyfikowano w
szczepie Pseudomonas fluorescens F113 [26]. Ustalono, ze
biatko to bierze udzial w syntezie niepodstawionych cza-
steczek AHL, takich jak: C-HSL, C,-HSL czy C, -HSL, ale
réwniez odpowiada za wytwarzanie znacznie bardziej zto-
zonego Al, jakim jest N-(3-OH-7-cis-tetradecenoil)-HSL.
HdtS wykazuje podobienistwo do acylotransferazy kwasu
lizofosfatydylowego P. fluorescens. Enzym ten jest zdolny do
wykorzystywania acylo-CoA i acylo-ACP jako substratéw
do acylowania kwasu lizofosfatydylowego, a jego homolo-
gi wystepuja powszechnie u wielu bakterii i organizméw
eukariotycznych. Jednakze mechanizm syntezy AHL przez
HdtS jest dotychczas nieznany [10].
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Tabela 1. Rodzaje i wlasciwosci autoinduktoréw (Al) syntetyzowanych przez bakterie Gram-ujemne [11,12]

INEVATZY Wzoér Masa Mikroorganizm syntetyzujacy
(g/mol) czasteczke sygnalowa
C,-HSL C.H. NO 1 171,19 Pseudomonas aeruginosa,

¢ s ‘\5)\!,(\/ Aeromonas hydrophila
C -HSL C,,H,NO ) R R 199,25 Burkholderia cepacia,

° v A Serratia marcescens
C,-HSL C,H,/NO, EY\/\/\ 213,30 Serratia marcescens
C,-HSL C,,H, NO, M S 227,30 Burkholderia cepacia
C,-HSL C;H,;NO, o% ! AN 241,30 Erwinia carotovora
C,-HSL C, H,NO, &»‘i‘ 255,35 Erwinia cartovora,

¥ Burkholderia vietnamensis
C,-HSL C;H,,NO, \%j PPN 269,40 Pseudomonas aeruginosa
C,-HSL C,H,,NO, i1 283,41 Klebsiella pneumoniae,
“é’ M Pseudomonas aeruginosa
C,-HSL C,,H, NO, &’IYV\MN\ 297,40 Yersinia pseudotuberculosis

C,-HSL CH,,NO, ¥ 311,46 Yersinia tuberculosis,
0\{\/’” Proteus mirabilis

C,.-HSL C, H,,NO, M M 325,50 Yersinia pseudotuberculosis

3-okso-C-HSL C,H,,NO, &)‘E 213,20 Vibrio fischeri,
T Erwinia carotovora,

Erwinia agglomerans

3-okso- C,-HSL C,H,,NO, &W 241,30 I)g(s;zgzcczh;izsézsﬁ

C, H _NO § 269,34 Pseudomonas aeruginosa,
e &'W Pseudomonas putida,

Vibrio anguillarum

3-okso-C, -HSL

3-okso-C, -HSL C, . H _NO jk,i 297,39 Pseudomonas aeruginosa,
" 1O, 108 0 D had Pseudomonas putida
3-okso-C, -HSL CH;NO, &TW 325,44 Pseudomonas aeruginosa
3-hydroksy-C,-HSL CH,NO, &LW 187,19 Vibrio harveyi
3-hydroksy-C,-HSL C,,H,,NO, i 215,25 Vibrio anguillarum,

L .
&/“\"/\(v Pseudomonas aeruginosa
o OH

Diester boranowy furanozylu C,H,BO, O)E'\o 192,94 Vibrio harveyi
(2R, 4S)-2-metylo-2,3,4-tetrahydroksy-tetra- CH,,0, Hgf iHC“H 148,12 Salmonella enterica sv. typhimurium,
hydrofuran HCVU ¢ Escherichia coli

AI-3 wykazujace podobieristwo do epine- struktura nie zdefiniowana Escherichia coli O157:H7
fryny i norepinefryny —

PQS C,H,,NO, ok 258,32 Pseudomonas aeruginosa

167 720

1QS C,,H,SO, (P\g 191,21 Pseudomonas aeruginosa
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Rycina 2. Schemat syntezy Al klasy 1 i 2. Opracowano na postawie [10,22,25,26].

Proces biosyntezy AHL wymaga obecnosci dwaéch sub-
stratow: SAM i grupy acylowej przenoszonej przez biatko
ACP. SAM jest czasteczka pelniacy istotng role w réznych
procesach komoérkowych, bedac substratem dla wielu en-
zymow (np. metylotransferazy i reduktazy rybonukleoty-
dowej), niezbednych do prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Zwiazek ten powstaje z polaczenia L-metioniny
oraz ATP i jest syntetyzowany przez adenozynotransferaze
metioniny (Ryc. 2) [27]. Drugim substratem jest acylo-ACP,
ktéry zawiera biatko ACP bedace nos$nikiem grup acylo-
wych. ACP sklada sie z okoto 78 reszt aminokwasowych
oraz grupy fosfopanteteinowej, wystepujacej takze w ko-
enzymie A [28]. Podstawowg funkcja tego bialka w organi-
zmie jest transport rosnacego taricucha kwasu ttuszczowego
pomiedzy domenami syntaz kwaséw ttuszczowych (FAS,
ang. fatty acids synthase) w czasie biosyntezy tych czasteczek.
Enzymy FAS wykorzystuja grupy acylowe z acylo-ACP i
ten biatkowy nosnik grup acylowych bierze udziat w stabi-
lizowaniu i transporcie rosnacego faricucha lipidowego [29].

W pierwszym etapie biosyntezy AHL, SAM jest przy-

faczany do centrum aktywnego syntazy AHL. Nastepnie
grupa acylowa z acylo-ACP jest przenoszona na kompleks
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SAM-syntaza AHL i dochodzi do utworzenia wigzania
amidowego z grupa aminowa SAM (Ryc. 1-2). W kolejnym
etapie jest tworzone wigzanie estrowe w czasteczce homo-
seryny, czego wynikiem jest powstanie laktonu N-acylo-
-L-homoseryny (Al klasy 1) oraz 5-metylo-tioadenozyny
(MTA, ang. 5"-methylthioadenosine) jako produktu uboczne-
go reakcji. U wielu bakterii enzym nukleozydaza 5'-mety-
lotioadenozyny (MTAN, ang. 5-methylthioadenosine nucle-
osidase) wykorzystuje MTA do syntezy adeniny i fosforanu
5-metylotiorybozy (MTR-1-P, ang. 5-methylthioribose-a-D-1-
phosphate), ktory jest niezbedny do syntezy SAM [30]. Czes¢
czasteczek SAM jest wykorzystywana do syntezy S-adeno-
zylohomocysteiny (SAH, ang. S-adenosylhomocysteine), ktéra
jest nastepnie przeksztalcana przez enzym MTAN w S-ry-
bozylohomoseryne (SRH, ang. S-ribosylhomoserine), zwiazek
bedacy prekursorem tetrahydrofuranu w czasteczkach Al
klasy 2 (AI-2 jest diestrem boranowym furanozylu) [22].
Tego typu czasteczke sygnalowa po raz pierwszy zidenty-
fikowano u V. harveyi. Al-2 s wytwarzane i rozpoznawane
przez wiele bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Sy-
gnaly te sa wytwarzane przez syntazy LuxS i sa rozpozna-
wane przez dwuskladnikowe systemy transdukcji sygnatu.
Ze wzgledu na wielkos¢ tych czasteczek sa one uwalniane
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Rycina 3. Schemat dziatania systeméw QS u V. fischeri. Opracowano na podstawie [32-34].

do srodowiska na drodze aktywnego transportu (za posred-
nictwem transporteréw typu ABC) [31,32].

MOLEKULARNY MECHANIZM DZIALANIA
SYSTEMU QS U BAKTERII GRAM-UJEMNYCH

ZJAWISKO QS U Vibrio fischeri

V. fischeri to morska bakteria, ktéra posiada zdolnos¢ na-
wigzywania symbiotycznych relacji z katamarnicg Euprym-
na scolopes nalezaca do rodziny Sepiolidae. Mikroorganizm
ten bytuje i namnaza si¢ w organie $wietlnym gospodarza,
wyspecjalizowane]j strukturze zlokalizowanej w obrebie
skory, ktéra zawiera rozlegla sie¢ naczyn krwionosnych i
potaczern nerwowych wykazujacych duze zapotrzebowa-
nie na tlen. V. fischeri po adhezji do nabtonka kalamarnicy
efektywnie zasiedla ten narzad gospodarza, tworzac w jego
obrebie geste skupiska bakterii. Korzystajac ze sktadnikéw
odzywczych dostarczanych przez makrosymbionta, bak-
terie te uzyskuja maksymalny poziom kolonizacji organu
swietlnego po uplywie 24 godzin od momentu zasiedlenia
[33]. Wiele czynnikéw ma wplyw na przebieg symbiozy
V. fischeri z E. scolopes. Do najwazniejszych z nich nalezy
mechanizm QS, ktéry reguluje m.in. ruchliwoé¢ komorek,
proces pozyskiwania zelaza niezbednego do kolonizacji
tkanek gospodarza oraz ekspresje genéw zwigzanych z lu-
minescencja [34]. Gdy populacja bakterii osiggnie progowa
gestos¢, nastepuje ekspresja gendw regulowanych przez
mechanizm QS. Taka regulacja ekspresji genéw czynnikéw
kolonizacji jest wyrazana tylko wtedy, kiedy jest ona ko-
rzystna dla komorek bakteryjnych (tj. po adhezji do nabton-
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ka katamarnicy), co pozwala na unikanie kosztownych pro-
cesow metabolicznych podczas ich normalnego bytowania
w srodowisku wodnym [33].

Bakteria V. fischeri posiada dwa systemy QS: lux (LuxR/
Luxl) i ain (AinS/AinR), wykorzystujace AHL jako cza-
steczki sygnalowe, ktére odgrywaja istotna role w sym-
biozie tej bakterii z kalamarnicami [33]. Czasteczki Al-1 sa
syntetyzowane przez enzymy Lux]I lub LuxM, a czasteczki
Al-2 przez enzym LuxS. Syntaza Lux] wytwarza 3-okso-C,-
HSL, ktéry nastepnie wiaze sie z biatkiem aktywatorowym
LuxR. Powstaly kompleks 3-okso-C-HSL-LuxR oddziatuje
z promotorem operonu [uxICDABEG i indukuje ekspresje
tych genéw [35]. System LuxR/LuxI odpowiada za wyra-
zanie luminescencji w warunkach in vivo i utrzymanie sie
mikrosymbionta wewnatrz narzadu gospodarza. Drugi sys-
tem QS tej bakterii oparty jest na biatku AinS o aktywnosci
syntazy AHL, ktére nalezy do rodziny LuxM. Enzym ten
syntetyzuje lakton N-oktanoilo-homoseryny (C,-HSL), kto-
1y jest rozpoznawany przez czynnik transkrypcyjny AinR
[36]. Przy niskim zageszczeniu populacji komoérek bakte-
ryjnych znajdujacych sie wewnatrz organu $wietlnego ka-
tamarnicy, geny odpowiedzialne za zjawisko luminescencji
podlegaja represji za posrednictwem biatka LuxO, ktére jest
negatywnym regulatorem genu kodujacego transkrypcyjny
regulator LitR (Ryc. 3A). Wraz ze wzrostem gestosci popu-
lacji bakterii ($rednie zageszczenie populacji) czasteczka sy-
gnalowa syntetyzowana przez AinS wywotuje dwa efekty:
(i) indukcje ekspresji genéw luminescencji poprzez jej bez-
posrednie oddzialywanie z LuxR i inaktywacje biatka LuxO
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oraz (ii) zwiekszenie transkrypcji genu [litR (Ryc. 3B). LitR
pozytywnie reguluje transkrypcje [uxR i w ten sposéb bial-
ko to taczy funkcjonalnie oba systemy QS (lux i ain), umoz-
liwiajac stopniowa indukcje ekspresji genéw zwigzanych z
luminescencja wraz ze wzrostem gestosci populacji bakte-
ryjnej w warunkach symbiotycznych (Ryc. 3C). System ain
jest niezbedny do rozpoczecia procesu kolonizacji organi-
zmu gospodarza oraz odpowiada za ruchliwos$é bakterii,
natomiast system lux zaangazowany jest dopiero w pé6z-
niejszych etapach interakcji symbiotycznych. W znacznie
mniejszym stopniu wplywa na proces kolonizacji i symbio-
zy czasteczka typu Al-2 syntetyzowana przez syntaze LuxS
[33,34,36].

ZJAWISKO QS U Vibrio harveyi

Druga Gram-ujemna bakteria morska zdolna do biolumi-
nescengji jest V. harveyi. Ten spokrewniony z V. fischeri mi-
kroorganizm posiada duzo bardziej rozbudowany system
QS typu lux (Ryc. 4). Ztozonos¢ tego systemu polega w duzej
mierze na wykorzystywaniu wielu czgsteczek sygnatowych
typu Al-1 w celu regulowania procesu luminescencji. Do-
minujacym sygnatem jest 3-hydroksy-C,-HSL (HAI-1, ang.
V. harveyi autoinducer-1) syntetyzowany przez LuxM [37,38].
Receptorem dla tej czasteczki jest biatko LuxN, bedace bto-
nowa kinaza histydynowa, nalezaca do dwuskladnikowego
systemu transdukgji sygnalu. Bialko to ulega autofosfory-
lacji na skutek przeniesienia reszty fosforanowej z ATP na
konserwatywna reszte histydyny (H1). W nastepstwie tego
dochodzi do kaskadowej fosforylacji, w ktorej reszta fos-
foranowa jest przenoszona z pierwszej histydyny (H1) na
pierwszy kwas asparaginowy (D1) zlokalizowany w C-kon-
cowej domenie tego bialka. Nastepnie reszta fosforanowa

jest przenoszona na reszte histydyny H2 znajdujaca sie w
biatku LuxU, a z niego zostaje przeniesiona na reszte kwa-
su asparaginowego (D2) biatka LuxO (Ryc. 4). Fosforylacja
LuxO indukuje ekspresje genéw kodujacych pie¢ matych re-
gulatorowych RNA (sRNA), ktére wraz z chaperonem Hfq
wigza sie i blokuja translacje mRNA [uxR. Biatko LuxR V.
harveyi nie jest cztonkiem rodziny bialek LuxR, ktére wyste-
powaly u V. fischeri, i tym samym nie ma zdolnosci wiazania
HSL. LuxR V. harveyi bezpodrednio aktywuje transkrypcje
gendéw lucyferazy i odpowiada za regulacje blisko 100 in-
nych genéw [32]. Gestos¢ populacji komérek bakteryjnych
jest w pelni skorelowana ze stezeniem HAI-1. W obecnosci
wysokiego poziomu HAI-1 aktywno$¢ enzymatyczna LuxN
ulega przeksztalceniu z kinazy w fosfataze, co powoduje
defosforylacje LuxU, czego konsekwencja jest defosforyla-
¢ja LuxO, ktére w tym stanie nie jest zdolne do aktywacji
transkrypcji gendw sRNA, w efekcie czego dochodzi do
ekspresji [uxR i syntezy lucyferazy [6,32,37,38].

W przypadku braku HAI-1, V. harveyi ma nadal zdolnos¢
kontrolowania syntezy lucyferazy (i tym samym procesu
bioluminescencji), za posrednictwem czasteczki sygnatowej
typu 2 (Al-2), wytwarzanej przez syntaze LuxS (Ryc. 4) [39].
W skiad drugiego systemu QS wchodzi peryplazmatyczne
biatko wiazace LuxP oraz kinaza histydynowa LuxQ, wy-
kazujaca podobieristwo do LuxN. Zasada funkcjonowania i
regulacji tego systemu jest bardzo zblizona do systemu QS
opartego na HAI-1 [32,40].

Trzecia czasteczka sygnatowa u V. harveyijest CAI-1 (ang.
cholera autoinducer-1). Zwiazek ten jest syntetyzowany przez
wiekszos¢ przedstawicieli rodziny Vibrionaceae, co moze su-
gerowad, ze pelni on role uniwersalnego autoinduktora w
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Rycina 4. Mechanizm dzialania systemu QS u V. harveyi. Opracowano na podstawie [36-38].
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P. aeruginosa posiada cztery zor-
ganizowane w sposob hierarchicz-
ny i wspotpracujace ze sobg syste-
my QS: las, rhi, pgs oraz igs (Ryc. 5)

LasR

[4,46,51,52]. Na szczycie tej hierar-
chii znajduje sie system las, ktéry
jest wymagany do aktywacji trzech
pozostatych systeméw QS.

System [las sklada sie z bialtek
Lasl i LasR, natomiast system rhl
zawiera biatka RhlI i RhIR. Lasl i
RhlI to syntazy katalizujace reakcje,
ktorych produktem sa specyficzne
dla danego systemu QS czasteczki
sygnalowe. W przypadku Ias jest to
lakton 3-okso-dodekanylo-homo-
seryny (30C,,-HSL), natomiast dla

Niski
poziom
fosforu

-

—] Inhibicja

Rycina 5. Schemat hierarchicznej organizacji systeméw QS u P. aeruginosa. Oprac
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owano na podstawie [4,46,51,52].

systemu rhl jest lakton N-butyrylo-
-homoseryny (C,-HSL) [3,4]. Wraz
ze wzrostem liczebnosci bakteryj-
nej populacji dochodzi do akumu-
lacji tych czasteczek sygnatowych
w $rodowisku. Po przekroczeniu

obrebie tej grupy bakterii. Synteza CAI-1 przeprowadzana
jest przez enzym CqsA, a receptorem dla tego sygnatu jest
biatko CqgsS, stanowiace element dwusktadnikowego sys-
temu transdukgji sygnatu [41,42]. W przypadku V. cholerae
CAI-1 to (S)-3-hydroksytridekan-4-on (C,-CAI-1). Nato-
miast V. harveyi syntetyzuje podobna czasteczke o nieznacz-
nie mniejszej wielkosci (Z)-3-amino-undek-2-en-4-on (Ea-
C,-CAI-1), ktéra uczestniczy w regulacji procesu tworzenia
biofilmu oraz syntezy czynnikéw wirulencji [14,41,42].

ZJAWISKO QS U Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa jest powszechnie wystepujacym oportu-
nistycznym patogenem czlowieka. Bakteria ta cechuje sie
duzymi zdolno$ciami adaptacyjnymi oraz opornoscia na
liczne antybiotyki (B-laktamowe, aminoglikozydowe i chi-
nolony) [43-45]. Z tych powodéw P. aeruginosa jest jednym
z najczestszych czynnikéw etiologicznych zakazen szpital-
nych, rozwijajacych sie u pacjentéw z obnizona odporno-
Scia. Antybiotykoopornoéé, liczne czynniki wirulencji oraz
niezwykla zdolno$¢ tworzenia biofilméw przez P. aerugi-
nosa powoduja, ze zakazenia wywolane przez ten gatunek
bakterii sa trudne do leczenia i czesto przechodza w forme
przewlekla [46-48]. Patogen ten powoduje gtéwnie infekcje
drég moczowych, bakteriemie oraz ostre badz przewlekte
zakazenia ukladu oddechowego, wystepujace zwlaszcza u
0s6b chorych na mukowiscydoze [43,47,49].

W procesie infekcji wywolanym przez P. aeruginosa jest
zaangazowanych wiele czynnikéw wirulencji [46,50]. Do
czynnikéw wirulengji, ktérych synteza jest kontrolowa-
na przez system QS naleza m.in: proteaza (lasA), elastaza
(lasB), proteaza alkaliczna (aprA), egzotoksyna A (foxA),
ramnozylotransferaza (rhIAB), piocyjanina (phzABCDEFG,
phzM) i lektyny (lecA) [46].
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stezenia progowego, 30C,-HSL
jest pobierany do wnetrza komorki, gdzie wiaze sie z bial-
kiem LasR, bedacym aktywatorem systemu las. Podobna
sekwencje zdarzeri obserwuje sie¢ w przypadku systemu rhl.
Po osiggnieciu przez C,-HLS stezenia progowego, czastecz-
ka ta ulega swobodnej dyfuzji do wnetrza komorki, gdzie
jest rozpoznana i wigzana przez bialko RhIR [3,4,54]. LasR
oraz RhIR petnia funkcje regulatoréw transkrypcji. Wyka-
zuja one podobienistwo sekwencji do biatka LuxR V. fischeri.
Podobieristwo to jest szczegélnie widoczne w dwoéch od-
rebnych regionach, tj. na N-koricu i C-konicu tego biatka.
N-koricowa domena uczestniczy w wiazaniu specyficznego
autoinduktora, zas C-koricowa domena zawiera motyw he-
lisa-zwrot-helisa, odpowiadajacy za wigzanie sie tych biatek
do DNA. Biatka z rodziny LuxR, aby funkcjonowaty jako
aktywatory transkrypcji, musza ulec oligomeryzacji. Wy-
niki przeprowadzonych badan wskazuja, iz zdoIlnosé¢ two-
rzenia komplekséw biatkowych przez LasR koreluje z jego
funkcja jako aktywatora transkrypgcji, przy czym multimery
te powstaja jedynie w obecnosci 30C,,-HSL. Nie ustalono
dotychczas czy 30C,,-HSL inicjuje tworzenie tych form czy
jedynie wplywa na ich stabilnos¢ [54].

Powstate kompleksy LasR-30C,,-HSL oraz RhIR-C,-HSL
wigza sie do odpowiednich sekwencji w DNA, tzw. las-box
i rhl-box, obecnych w promotorach docelowych genéw i
aktywuja ich transkrypcje [4,46,55]. Kompleks LasR-30C,,
-HSL aktywuje transkrypcje lasl, co prowadzi do zwieksze-
nia syntezy 30C -HSL. Kompleks ten indukuje réwniez
ekspresje genéw rhiR, rhil oraz aktywuje uklad IQS [46].
Takze w przypadku kompleksu RhIR-C,-HSL zaobserwo-
wano wystepowanie dodatniego sprzezenia zwrotnego.
Szacuje sig, ze geny kontrolowane przez te dwa systemy QS
stanowig okoto 10% catego genomu P. aeruginosa. Przyktady
gendéw regulowanych przez systemy las i rhl zostaly przed-
stawione w tabeli 2 [4,46,55].
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Tabela 2. Przyklady genéw regulowanych przez systemy QS P. aeruginosa; na
podstawie [46,51,56]

System QS Gen Produkt

las lasB Elastaza
aprA Proteaza alkaliczna
toxA Egzotoksyna A
rhiR RhIR

rhl lecA Lektyna typu I
lecb Lektyna typu II
hIAB Ramnozylotransferazy

(ramnolipidy)

henABC Syntaza cyjanowodoru
phzA1-G1, phzM, phzS Piocyjanina
phnAB pqsE Piocyjanina
pasE Lektyny

195 pasE Syntaza cyjanowodoru
pqsE Ramnolipidy
lasA Proteaza
LasB Elastaza

phzC2, phzD2, phzE2, phzF2,
. phzG2, phzM, phzAl, phzB1, Piocyjanina
e phzS

hcnA, henB Cyjanowodor
pchABCDREFG Piochelina
rhlAB Ramnolipidy

Trzeci system QS P. aeruginosa - pqs zostal odkryty w
1999 r. przez Pesci i wspoétpracownikéw [57]. System ten
rozpoznaje duza liczbe zwiazkéw, z ktérych najbardziej
aktywna czasteczka jest 2-heptylo-3-hydroksy-4-chinolon,
okredlany jako sygnat PQS (PQS, ang. Pseudomonas quino-
lone signal) [46,58-60]. Geny pqsABCDE, phnAB i pqsH od-
powiadaja za synteze tego autoinduktora. W pierwszym
etapie syntezy PQS uczestniczy ligaza PqsA, ktéra synte-
tyzuje antranoilo-CoA (ang. anthraniloyl-coenzyme A). W
dalszych etapach biora udziat syntazy 3-oksoacylowe, be-
dace produktami genéw pgsBCD. W wyniku ich aktywnosci
powstaje 2-heptylo-chinolon (HHQ), ktéry jest prekurso-
rem PQS. W reakcji katalizowanej przez monooksygenaze
PqsH zalezna od mononukleotydu flawinowego, HHQ ule-
ga przeksztalceniu do PQS. Pozostale geny koduja biatka,
ktoérych rola nie zostata jeszcze poznana [46,55,61,62]. Xiao i
wspotpracownicy [60] sugeruja role PqsE w kontrolowaniu
syntezy kilku czynnikéw wirulencji, takich jak: piocyjani-
na, lektyny, cyjanowodér i ramnolipidy. Powstaly PQS po
przekroczeniu stezenia progowego wiaze sie¢ ze swoistym
receptorem PqsR (okreslanym réwniez jako MvfR). Biatko
to jest regulatorem transkrypcji i odgrywa kluczowa role w
wirulencji P. aeruginosa [61]. Powstaty kompleks PQS-PqsR
moduluje ekspresje blisko 200 genéw zwiazanych z wiru-
lencja, m.in. odpowiedzialnych za biosynteze ramnolipi-
déw, piocyjaniny (phnAB), PQS (pgsABCDE), formowanie
biofilmu, transport malych czasteczek i odpornosc¢ na stres
oksydacyjny [52,55,57,63]. Badania wskazuja, ze réwniez
HHQ stanowi ligand dla PqsR, chociaz wiaze sig¢ z tym biat-
kiem ze 100-krotnie mniejszym powinowactwem niz PQS.
Tym samym, HHQ podobnie jak PQS, moze odgrywac
istotna role w patogenezie P. aeruginosa [46,60].
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Aktywnoéé genéw odpowiedzialnych za synteze PQS
podlega réwniez kontroli przez system las. Do syntezy PQS
wymagana jest obecnos¢ 30C,,-HSL, ktéra pozytywnie re-
guluje synteze C,-HSL. Dane te sugeruja, ze 30C,,-HSL jest
glowna czasteczka sygnatowa bioraca udziat w komunika-
¢ji pomiedzy komoérkami P. aeruginosa, ktéra wraz z LasR
jest odpowiedzialna za inicjacje dzialania catego systemu
QS tej bakterii [57]. Geny pgqsR i pgsH sa pozytywnie regu-
lowane przez LasR [46,59,63]. Z kolei biatko RhIR hamuje
ekspresje pgsR i pgsA poprzez wiazanie sie z ich regionami
promotorowymi [55,63].

Czwarty system QS P. aeruginosa, igs zostat scharaktery-
zowany stosunkowo niedawno [51]. Wykorzystuje on cza-
steczki sygnatowe nowej klasy, ktérych struktura zostala
okredlona jako 2-(2-hydroksyfenylo)-tiazolo-4-karboalde-
hydy (IQS). Za synteze tego autoinduktora odpowiadaja
geny ambBCDE. Synteza IQS jest Scisle kontrolowana przez
system las. W konsekwencji nieprawidiowej ekspresji lasR,
badz lasl dochodzi do calkowitego zahamowania ekspres;ji
ambBCDE oraz obnizenia aktywnosci IQS [51]. Ponadto wy-
kazano, ze system IQS jest aktywowany w warunkach nie-
doboru fosforanu i moze czesciowo wtedy przejaé funkcje
systemu [as. IQS ma istotne znaczenie dla bakteryjnej wiru-
lengji, co zostalo wykazane na czterech réznych modelach
zwierzecych (Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
Danio rerio oraz Mus musculus). O istotnosci tego sygnatu
Swiadczy fakt, ze brak funkcjonalnego genu ambB obniza
zjadliwosé P. aeruginosa o okoto 32-40% w poréwnaniu do
szczepu rodzicielskiego [51].

Rola QS w infekcjach wywolanych przez P. aerugino-
sa zostata potwierdzona w wielu badaniach na modelach
zwierzecych. Prace badawcze z wykorzystaniem mysich
noworodkéw wykazaly, iz szczep P. aeruginosa zawierajacy
mutacje w genie lasR cechuje sie¢ duzo mniejsza wirulencjg
w poréwnaniu do szczepu rodzicielskiego, ktéry powodu-
je ostre zapalenie ptuc [64]. Rumbaugh i wspétpracownicy
[65,66] wykazali znaczne ostabienie zjadliwos$ci mutantéw
w genach lasl, lasR, rhll, przy czym najwieksze zmiany uzy-
skano dla szczepu zawierajacego jednoczesnie mutacje w
dwoch genach lasl i rhll. Liiwspoélpracownicy [50] wykazali
korelacje miedzy systemami las i rhl a zdolnoscia do ruchli-
wosci komorek, tworzenia biofilméw czy syntezy piocyjani-
ny przez szczepy P. aeruginosa wyizolowane od pacjentéw z
zapaleniem ptuc [50].

ZJAWISKO QS U BAKTERII Z RODZAJU Yersinia

Bakterie z rodzaju Yersinia moga bytowac jako mikroor-
ganizmy wolnozyjace w srodowisku wodnym i ladowym,
a takze jako wewnatrzkomoérkowe patogeny czlowieka. Sg
one czynnikiem etiologicznym takich choréb jak: zapalenie
jelita grubego, zapalenie jelita kretego czy krezkowe zapale-
nie weztéw chtonnych [67]. Bakterie te dostaja sie do organi-
zmu gospodarza droga pokarmowa (na skutek spozywania
skazonej zywnosci) lub przez krew w wyniku bezposred-
niej inokulacji mikroorganizméw. W adaptacji do zmienia-
jacych sie warunkow bytowania i patogennosci tych bak-
terii istotng role pelnia takie czynniki wirulengji jak: biatka
zewnatrzkomoérkowe, inwazyny oraz ruchliwo$é komorek.
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Ekspresja genéw odpowiedzialnych za synteze tych czynni-
kow jest Scisle skorelowana z warunkami srodowiskowymi,
w jakich egzystuje patogen. Kluczowa role w tym procesie
odgrywa zjawisko QS [68]. Wszystkie patogenne dla czlo-
wieka gatunki Yersinia: Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis
oraz Y. pestis wytwarzaja czasteczki sygnatowe w postaci
AHL (C,-HSL oraz 3-oksy-C,-HSL), ktore biorg udziat w re-
gulacji ekspresji genéw dla czynnikéw wirulencji, a takze
syntezie metabolitéw wtérnych i tworzeniu dojrzatego bio-
filmu [69]. System QS u Yersinia oparty jest na elementach
wykazujacych podobienistwo do bialek systemoéw lux: Yenl,
bedacego odpowiednikiem syntazy LuxI i odpowiadajacym
za synteze czgsteczki sygnatowej oraz regulatora YenR po-
dobnego do biatka LuxR. W przypadku Y. pseudotuberculosis
opisano dwa systemy QS typu [ux nazwane ypsR/ypsl oraz
ytbR/ythl, ktére warunkuja fenotyp patogenu zalezny od
temperatury, zwigzany z ruchliwoécig jego komoérek. Wy-
kazano zwiekszong ruchliwoé¢ komoérek mutantéw ypsR i
ypsl, co byto spowodowane zwiekszona ekspresja genu ko-
dujacego gtéwna flagelline w tych szczepach [70].

ZJAWISKO QS U BAKTERII Z RODZA]JU Serratia

Komensalne bakterie z rodzaju Serratia stanowia czesé
naturalnego mikrobiomu czlowieka, a ich patogennosc¢ za-
lezy przede wszystkim od stopnia uposledzenia funkcjo-
nowania ukiadu odpornosciowego gospodarza. Najczest-
szymi infekcjami wywolanymi przez te mikroorganizmy
sq zakazenia drég moczowych oraz zapalenia spojowki i
rog6éwki u 0s6b z ostabiong odpornoscia. S. marcescens jest
jednym z czynnikéw etiologicznych wielu zakazen szpital-
nych spowodowanych pooperacyjnymi zakazeniami ran u
pacjentéw oraz lekoopornoscia na szereg antybiotykow i
duza opornoscia na preparaty dezynfekujace [71]. U bakte-
rii z rodzaju Serratia wykryto cztery systemy QS typu LuxI/
LuxR: Swrl/SwrR (S. liquefaciens), Smal/SmaR (Serratia sp.
ATCC 39006), Sprl/SprR (S. proteamaculans) oraz Spnl/
SpnR (S. marcescens SS-1). Dotychczas najlepiej poznanym
systemem jest Spnl/SpnR, ktéry odpowiada za regula-
¢je migracji bakterii niezalezng od rzesek, a takze synteze
niektérych czynnikéw (prodigiozyny, biosurfaktantu i nu-
kleazy). Biatko Spnl bedace odpowiednikiem syntazy LuxI
syntetyzuje co najmniej cztery rodzaje AHL (m. in. C-HSL,
C,-HSL, C,-HSL oraz 3-okso-C,-HSL). W przeciwienstwie
do wiekszosci innych homologéw LuxR, SpnR dziata jako
negatywny regulator i jego dzialanie jest hamowane przez
3-okso-C,-HSL [72,73].

ZJAWISKO QS U Escherchia coli

Kolejnym gatunkiem wykorzystujacym zjawisko QS w
kontroli ekspresji genéw czynnikéw wirulengji jest ludzki
patogen E. coli, ktéry powoduje gléwnie infekcje ukladu
pokarmowego. Bakteria ta posiada trzy systemy QS. Pierw-
szy z tych systeméw wykorzystuje biatko SdiA nalezgce do
rodziny LuxR, ktére posiada zdolnosé wigzania czasteczek
AHL wytwarzanych przez inne gatunki bakteryjne (np.
Y. enterocolitica). Dzieki temu system ten zapewnia komu-
nikacje miedzy ré6znymi gatunkami bakterii [74,75]. Szcze-
py E. coli (jak réwniez Salmonella) nie maja homologa genu
luxI i nie syntetyzuja wlasnych AHL. SdiA jest najsilniej
aktywowany przez sygnaly 30-AHL posiadajace taricuchy

250

o diugosci od 6 do 8 atoméw wegla [75]. Pierwotnie rola
tego Al zostala potwierdzona w regulacji ekspresji genéw
ftsQAZ bioracych udziat w podziatach komérkowych E. coli
[75,76]. Wykazano takze negatywna role tego sygnalu w
regulacji ekspresji genéw czynnikéw wirulencji EHEC (tj.
intiminy oraz EspD). Nadekspresja genu kodujacego SdiA
przyczynia sie takze do hamowania ruchliwoéci komérek
tej bakterii [77]. Natomiast w niepatogennych szczepach E.
coli ten AI w polgczeniu z indolem uczestniczy w regulacji
procesu tworzenia biofilmu [78].

Kolejnym systemem QS u E. coli jest LsrR/LuxS, w kt6-
rym role Al pelni diester boranowy furanozylu, czasteczka
nalezaca do klasy Al-2, pierwotnie zidentyfikowana jako
sygnal u V. harveyi [79]. Wraz ze wzrostem stezenia tego
Al w érodowisku, dochodzi do jego zwigzania przez bial-
ko LsrB zlokalizowane w przestrzeni peryplazmatycznej
bakterii, a nastepnie transportu do wnetrza komoérki [80].
Ta czasteczka sygnalowa wykazuje najwieksza aktywnosé
w fazie wykladniczej bakteryjnego wzrostu, po czym na-
stepuje gwattowne obnizZenie jej aktywnosci w pierwszych
etapach fazy stacjonarnej. Zanikanie aktywnosci jest konse-
kwencja wychwytu tego Al przez transportery typu ABC
(Lsr) wiazace ATP, ktérych aktywnosé jest regulowana
przez syntaze typu LuxS [79,81]. Bialka transporterowe sg
kodowane przez geny znajdujace sie w operonie IsrABCD,
ktory podlega represji katabolicznej z udziatem komplek-
su biatka CRP z cyklicznym AMP (CRP-cAMP) [82]. Kom-
pleks ten wiaze sie¢ do motywu CRP-box zlokalizowanego
W promotorze operonu Isr i ,wspoélpracuje” z represorem
LsrR w regulacji wychwytu AI-2 [79,82]. W wyniku fosfo-
rylacji AI-2 przez cytoplazmatyczna kinaze LsrK dochodzi
do aktywacji tej czasteczki. Nastepnie wigze si¢ ona z LsrR,
powodujac jego inaktywacje, co w konsekwencji prowadzi
do derepresji transkrypcji genéw Isr. W rezultacie dochodzi
do zwigkszenia pobierania sygnalu typu Al-2 ze srodowi-
ska [83]. Rola AI-2 w patogenezie E. coli nie jest do korica po-
znana. Dotychczasowe prace badawcze wskazuja, iz ten Al
wplywa na ekspresje genéw odpowiedzialnych za ruchli-
wosc¢ oraz funkcjonowanie systemu sekregji typu III, ktéry
jest jednym z najistotniejszych czynnikéw wirulencji ente-
rokrwotocznych oraz enteropatogennych szczepéw E. coli
(EHEC). Jednak badania przeprowadzone przez Sperandio
i wspotpracownikéw sugeruja, ze inna czasteczka sygnato-
wa, zaklasyfikowana do trzeciej grupy (AI-3), dodatkowo
bierze udziat w tych procesach [84-87].

Ustalono, ze biatko LuxS odpowiada za regulacje ekspre-
sji genéw systemu sekrecji typu III, ktéry jest niezbedny do
wywolania zmian typu A/E (ang. Attaching and Effacing)
[88]. Badania prowadzone na szczepie E. coli O157:H7 wy-
kazaly, iz LuxS jest globalnym regulatorem kontrolujacym
ekspresje ponad 400 genéw zaangazowanych w patogene-
ze i metabolizm komorki [84]. Wéréd genéw regulowanych
przez LuxS sa geny poloZzone na wyspie patogennosci LEE
(ang. Locus of Enterocyte Effacement). Na podstawie uzyska-
nych danych zalozono, iz fenotyp mutanta LuxS jest kon-
sekwencja braku czasteczki sygnatowej AI-2. Jednak Spe-
randio i wspolpracownicy [86] wykazali, ze Al-2 nie jest
odpowiedzialny za regulacje genéw LEE, gdyz mutant ten
nadal posiadal zdolnos¢ wywolywania zmian typu A/E.
Sugerowalo to, ze ekspresja wymienionych genéw jest re-
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gulowana przez inng niz Al-2 czasteczke sygnatowa, ktéra
nazwano Al-3 [86,87]. Struktura i szlak syntezy tego sygna-
tu nie zostata dotychczas poznana. Sugeruje sig, ze czastecz-
ka ta moze by¢ podobna strukturalnie do epinefryny(epi)/
norepinefryny (NE), gdyz hormony te moga skutecznie
zastapi¢ Al-3 w regulacji ekspresji genéw wirulencji. Efekt
dziatania epi/NE oraz AI-3 moze by¢ hamowany poprzez
antagonistow receptoréw adrenergicznych [86,87]. Al-3
zostala po raz pierwszy opisana w szczepach E. coli EHEC
jako zwiazek, ktéry aktywowal ekspresje genéw zaangazo-
wanych w kolonizacje oraz proces rearanzacji aktyny w ko-
morkach eukariotycznych [86] Kolejne badania wykazaly,
ze rowniez wiele bakterii komensalnych, takich jak niepato-
genne szczepy E. coli czy E. cloacae, a takze patogenne gatun-
ki Shigella sp., Salmonella sp. i Klebsiella sp., syntetyzuja cza-
steczki typu Al-3. Sugeruje to, ze Al-3 moze pelni¢ funkcje
sygnatu, ktory umozliwia miedzygatunkowa komunikacje
bakteria-bakteria, ale takze komoérka bakteryjna-gospodarz
[86]. Rozpoznanie AI-3 odbywa sie przy udziale dwusklad-
nikowego systemu transdukcji sygnalu skladajacego sie z
biatka QseC o funkgji kinazy histydynowej i regulatora od-
powiedzi QseB. QseC jest bakteryjnym receptorem adrener-
gicznym, ktéry bezposrednio oddziatuje z AI-3iepi/NE. W
obecnosci peryplazmatycznego Al-3, QseC ulega autofos-
forylacji, a nastepnie przenosi reszte fosforanowa na QseB,
ktory aktywuje geny odpowiedzialne za biosynteze rzesek
i ruchliwoé¢ komorek typu ,swimming”, synteze toksyny
Shiga oraz geny kodujace system QseEF zaangazowany w
powstawanie zmian typu A/E [23,89-91]

INHIBITORY ZJAWISKA QS (QSI)

Juz w 2014 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia oglosita,
ze wizja ery postantybiotykowej moze by¢ jednym z naj-
wazniejszych zagrozen XXI wieku. Obecnie fagodne infek-
cje moga stac sie w przyszlosci przyczyna powaznych kom-
plikacji zdrowotnych, a nawet $mierci wielu ludzi. Dlatego
tak wazne jest poszukiwanie nowych metod leczenia infek-
qji bakteryjnych. Okazuje sie, Ze jedna z takich alternatyw-
nych terapii moze by¢ zastosowanie zwiazkéw bedacych in-
hibitorami systeméw QS, wystepujacych u wielu gatunkéw
wielolekoopornych bakterii, ktére sa przyczyna S$mierci
okolo 16 milionéw pacjentéw rocznie. Jedna z cech tych mi-
kroorganizméw jest m.in. zdolnosé tworzenia biofilméw, w
ktérym to procesie istotna role odgrywaja systemy QS. Pa-
togeny zyjace w tej wyspecjalizowanej strukturze wykazuja
znacznie wieksza odpornos¢ na srodki przeciwbakteryjne
niz ich odpowiednie formy planktoniczne [92]. Przeprowa-
dzono liczne prace doswiadczalne majace na celu identyfi-
kacje czynnikéw wpltywajacych na zaburzenie prawidlowe-
go funkcjonowania biofilméw bakteryjnych. Efektem tych
badan bylto odkrycie wielu naturalnych oraz syntetycznych
zwigzkéw majacych zdolnoéé wyciszania systeméw QS, co
jest okreslane angielskim terminem quorum quenching (QQ)
[92].

Efektywny inhibitor sytemu QS (QSI) powinien: (i) by¢
czasteczka o matej masie, wykazujaca zdolnosé do efektyw-
nej redukgji ekspresji genéw regulowanych przez zjawisko
QS, (ii) wykazywaé wysoka specyficznoéé¢ w stosunku do
konkretnego autoinduktora, (iii) cechowac¢ sie brakiem tok-
sycznosci wzgledem komoérek gospodarza i (iv) nie oddzia-
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tywac z elementami szlakéw metabolicznych wystepujacy-
mi w organizmie gospodarza [9,92]. Terapie ukierunkowa-
ne na dziatanie systemow QS sa duzo korzystniejsze w po-
réwnaniu do tradycyjnych strategii terapeutycznych, gdyz
wplywajg one jedynie na mechanizm komunikacji bakteryj-
nej. Konsekwencja tego jest redukcja tempa nabywania od-
pornoéci przez bakterie na érodki przeciwbakteryjne.

Aktywnosc¢ systeméw QS moze by¢ modulowana przez
zwiazki, ktére: (i) hamuja synteze AHL (np. poprzez blo-
kowanie dziatania bialek typu Luxl), (ii) inaktywuja lub
degraduja Al lub (iii) blokuja tworzenie sie kompleksoéw
czgsteczki sygnatowej z jej receptorem [93-94]. Syntazy typu
LuxlI katalizuja reakcje syntezy AHL, w ktérej jednym z sub-
stratow jest SAM, bedacy zwiazkiem niezbednym do pro-
dukgji tych Al Zastosowanie réznorodnych analogéw SAM
stanowi skuteczny mechanizm blokowania syntezy AHL.
Podobny efekt mozna uzyska¢ przez zastosowanie analo-
gow nukleotydéw purynowych czy pochodnych laktonéw
homoseryny. Degradacja AHL prowadzaca do zakltécenia
szlaku komunikacji bakteryjnej jest zwykle przeprowadza-
na w spos6b chemiczny, enzymatyczny, badZ metaboliczny.
Natomiast blokowanie oddzialywania LuxR-AHL jest naj-
czesciej powodowane przez czgsteczki bedace antagonista-
mi AHL zdolnymi konkurowac¢ z tymi czasteczkami sygna-
fowymi o miejsce wigzania w receptorze [95].

Wsréd inhibitorow systemoéw QS wyrézniamy natural-
ne zwigzki wytwarzane przez rézne organizmy oraz szereg
substancji pochodzenia syntetycznego [92,96].

INHIBITORY ZJAWISKA QS NATURALNEGO
POCHODZENIA (QSI) QSISYNTETYZOWANE
PRZEZ MORSKIE ORGANIZMY

Pierwsze zwiazki pelniace funkcje QSI wykryto wsréd
substancji wytwarzanych przez rézne morskie bakterie,
grzyby, glony, koralowce i gabki. Wéréd nich, najbogat-
szym zrédlem biologicznie aktywnych i strukturalnie uni-
katowych czgsteczek sa morskie cyjanobakterie (Tab. 3).
Przykladem zwiazkéw zaliczanych do tej grupy QSI sa
halogenowane furanony wytwarzane przez Delisea pulchra.
Zwiazki te wykazuja strukturalne podobieristwo do krétko-
taficuchowych Al i sg okreslane mianem kompetycyjnych
analogéw AHL. Zaklécaja one prawidtowy przebieg zjawi-
ska QS poprzez konkurowanie ze swoistymi czasteczkami
sygnalowymi o miejsce wigzania w receptorze. Badania
bezposrednich interakcji pomiedzy halogenowanymi fura-
nonami a biatkiem LuxR wykazaly, ze zwiazki te hamuja
ekspresje genéw zalezna od AHL poprzez przyspieszenie
tempa degradacji tego aktywatora transkrypcyjnego. W
rezultacie zwigzki te skutecznie hamuja tworzenie biofil-
mu bakteryjnego [93,94]. Halogenowane furanony hamuja
dzialanie systeméw QS u wielu gatunkéw bakterii (m.in.
V. harvei i P. aeruginosa). Jednakze zwiazki te w wyzszych
stezeniach wykazuja toksycznoé¢ wzgledem komorek go-
spodarza [94].

Innym przyktadem glonu morskiego bedacego zrédiem
QSl jest Laminaria digitata. Wytwarza ona peroksydaze inak-
tywujacg AHL (30-C,-HSL) w procesie oksydagji [93]. Glon
Ahnfeltipsis flabelliformis jest producentem betonicyny, kwa-
su izotionowego oraz floridozydu, ktérych synergistyczne
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dziatanie skutecznie hamuje aktywnosé systemu QS u Agro-
bacterium tumefaciens (Tab. 3) [97,98].

INHIBITORY ZJAWISKA QS POCHODZENIA ROSLINNEGO

Ze wzgledu na wystepujace w strukturze chemicznej
podobieristwa do AHL oraz zdolno$¢ degradacji biatko-
wych regulatoréw transkrypcyjnych (LuxR/LasR), zwigz-
ki roslinne uwazane sg za jedna z najwazniejszych grup
QsSI [92].Wykazano, ze zwiazki te wystepuja powszechnie
w licznych gatunkach warzyw, owocéw czy ziél i sa zdol-
ne do hamowania proceséw, ktérych aktywnosc¢ jest regu-
lowana przez systemy QS. Mimo licznych badan, ktérych
celem bylo poszukiwanie nowych srodkéw terapeutycz-
nych i antybakteryjnych pochodzenia roslinnego, mecha-
nizm dziatania wielu z nich nie zostal jeszcze dokladnie
poznany [99].

Najwieksza grupe inhibitoréw systeméw QS pochodze-
nia roslinnego stanowia flawonoidy, zaliczane do metabo-
litow wtérnych i odgrywajace istotng role jako antyoksy-
danty, czynniki przeciwnowotworowe i przeciwzapalne.
Przedstawicielami tej grupy sa m.in: kwercetyna, apige-
nina, naringenina i kempferol, ktére hamuja dziatanie

systeméw QS wykorzystujacych sygnat HAI-1 Vibrio sp.,
bioluminescencje zalezng od AI-2 u V. harveyi oraz two-
rzenie biofilmu przez E. coli 0157:H7 i V. harveyi [92,100].
Badania Truchado i wspétpracownikéw [101] przyczynity
sie do wykazania znaczacej roli flawanonéw w wyciszaniu
bakteryjnych systeméw QS. Udowodniono, ze ekstrakt z
pomaranczy bogaty w O-glikozylowane flawanony (takie
jak: naringenina, hesperydyna, neohesperydyna), w zna-
czacy sposéb obniza poziom AHL wytwarzanych przez
Y. enterocolitica oraz hamuje zdolnos¢ tej bakterii do two-
rzenia biofilmu. Zwiazki te moduluja procesy regulowane
przez system QS w sposob zalezny od ich stezenia i rodzaju
komérki bakteryjnej [101]. Oprécz pomaranczy, takze inne
jadalne roéliny i owoce zawieraja QSI. Wodne ekstrakty z
ananasa zwyczajnego (Ananas comosus), pigwicy wilasciwej
(Manilkara zapota) oraz banana zwyczajnego (Musa para-
diciaca), w znaczacy spos6b obnizaja synteze piocyjaniny,
elastazy, proteazy oraz hamuja tworzenie biofilmu przez
P. aeruginosa [102]. Ekstrakty pochodzace z niektérych
odmian jabtek wykazuja zdolnoé¢ wyciszania aktywnosci
systemu QS, gléwnie ze wzgledu na obecnoéé¢ w nich po-
lifenoli, takich jak: kwasy hydroksycynamonowe, rutyny
czy epikatechiny. Wykazujg one synergistyczne dziatanie
przeciwko C. violaceum (Tab. 3) [99].

Tabela 3. Przyklady naturalnych inhibitoréw bakteryjnych systemow QS

Producent

Inhibitor

Peroksydaza Laminaria digitata

Bakterie na ktore dziata Mechanizm dziatania
inhibitor

C. violaceum

Pismiennictwo

Inaktywacja 30-C,,-HSL przez oksy-  [121]
dacje

Kurkumina Curcuma longa

P. aeruginosa

Hamowanie ekspresji genéw wiru- [105]
lengji

Ekstrakt z gozdzikowca ko-
rzennego

Syzygium aromaticum

P. aeruginosa

Obnizenie wzrostu rozpelzliwego [115]
(swarming); obnizenie syntezy pio-
cyjaniny

Karwakrol

Thymus vulgaris
Tymol

P. fluorescens

Zmniejszenie ruchliwosci i syntezy [123]

Kwas rozmarynowy Ocimum basilicum

P. aeruginosa

Hamowanie tworzenia biofilmu, [114]
syntezy proteazy i elastazy

Ekstrakt z owocéw C. spinosa Capparis spinosa
(pochodne fenolowe i waniliny) E. coli

S. marcescens
C. violaceum
P. mirabilis

P. aeruginosa

Obnizenie syntezy wiolaceiny i egzo-  [113]
Eolisacharydu; hamowanie tworzenia
iofilmu
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Inhibitorami bakteryjnych systeméw QS sg réwniez fu-
rokumaryny, substancje naturalnie wystepujace w grejpfru-
cie, ktére hamuja w ponad 95% aktywnos¢ systeméw QS
Al-1 oraz Al-2 u V. harveyi oraz tworzenie biofilmu przez E.
coli O157:H7, P. aeruginosa i S. typhimurium [103].

Waznymi producentami QSI sa réwniez liczne gatunki
warzyw. Lee i wspolpracownicy [104] wykazali, ze skfad-
niki ekstraktu z brokuta w istotny sposoéb hamuja ekspresje
genéw regulowanych przez system QS, co przyczynia sie
do ostabienia wirulencji szczepu E. coli O157:H7 [104]. Po-
nadto, rosliny z rodziny Brassicaceae (m.in. brokut, kalafior,
kalarepa, jarmuz) wytwarzaja sulforafan, ktory jest silnym
inhibitorem regulatora transkrypcji LasR oraz wykazuje ak-
tywnoé¢ antagonistyczng wobec naturalnych Al. Wiasciwo-
Sci te zostaly potwierdzone w przypadku P. aeruginosa [94].

Zrédtem substancji bioracych udziat w mechanizmie QQ
sg takze byliny z rodziny imbirowatych, ktérych przedsta-
wicielem jest ostryz dtugi (Curcuma longa). Jest on produ-
centem kurkuminy hamujacej ekspresje genéw wirulencji
P. aeruginosa PAQ1, uczestniczacych w takich procesach jak:
tworzenie biofilmu, biosynteza piocyjaniny oraz HSL [105].

Zdolnosé rozkladu AHL odnotowano w przypadku du-
zej liczby roélin straczkowych (m.in. lucerny, koniczyny,
grochu i fasoli szparagowej) [106-108]. Réwniez kwas sa-
licylowy, bedacy rodlinnym metabolitem wtérnym, powo-
duje degradacje AHL poprzez stymulacje syntezy laktonaz
[109].

Istotna grupa organizmoéw roélinnych bedacych Zrédtem
QSI sa rosliny lecznicze. Naleza do nich m.in.: Syzygium
aromaticum, Glycyrrhiza glabra, Psoralea corylifolia, Piper bre-
demeyeri, Cocos nucifera czy Terminalia catappa. Zawierajq one
liczne zwiazki, takie jak: terpenoidy, polifenole, flawonoidy,
taniny, antycyjaniny, poliaminy, polisachardy, cytokiny,
ktére skutecznie moduluja dziatanie systeméw QS. Rosli-
ny lecznicze, takie jak: Citrus reticulate, Eucalyptus globulus,
Eucalyptus radiate oraz Thymus vulgaris, wytwarzajg rowniez
olejki eteryczne wykazujace aktywnosé anty-QS [110].

Obecnosé zwigzkéw petnigcych funkcje inhibitoréow zja-
wiska QS wykazano takze w szeregu innych organizmach
ro$linnych, m.in. w: czosnku (Allium sativum) [111,112],
owocach kaparéw ciernistych (Capparis spinosa) [113], ba-
zylii pospolitej (Ocimum basilicum) [114], gozdzikowcu ko-
rzennym (Syzygium aromaticum) [115], muszkatalowcu (My-
rystica cinnamomea) [116] i cynamonowecu cejloniskim (Cinna-
momum verum) [117,118] (Tab. 3).

Nalezy zaznaczy¢, iz oméwione przyklady stanowia za-
ledwie niewielka czes¢ roslinnych inhibitoréw zjawiska QS.
Wiecej informacji dotyczacych roélinnych QSI mozna zna-
lez¢é w publikacjach przegladowych [92,110].

ENZYMY O FUNKCJI QSI WYTWARZANE
PRZEZ BAKTERIE I ZWIERZETA

Degradacja czasteczek AHL to kolejna strategia terapeu-
tyczna wykorzystywana w walce z drobnoustrojami anty-
biotykoopornymi. Rozklad bakteryjnych Al moze przebie-
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ga¢ na drodze chemicznej, metabolicznej, badZ enzyma-
tycznej [95]. W wyniku chemicznej degradacji AHL zacho-
dzacej w érodowisku zasadowym dochodzi do otwarcia
pierécienia laktonowego i w konsekwencji do inaktywacji
czgsteczki sygnalowej. Jednak efekt ten jest odwracalny w
kwasnych wartoséciach pH [95,126]. AHL moga ulega¢ de-
gradacji takze na drodze metabolicznej. Wykazano, iz nie-
ktére szczepy bakteryjne (m.in. Variovorax paradoxus) roz-
ktadaja czasteczki AHL, wykorzystujac je jako Zrédio azotu
i energii [127]. Najistotniejszym mechanizmem degradacji
autoinduktorow wydaje sie by¢ rozklad przebiegajacy z
udzialem enzymoéw, wytwarzanych zaréwno przez bakte-
rie jak i zwierzeta. W enzymach tych upatruje sie skutecz-
nego narzedzia, ktére moze by¢é wykorzystane w terapiach
majacych na celu zwalczanie drobnoustrojéw patogennych
poprzez hamowanie ich systeméw QS [92,128].

Organizmy zdolne do wytwarzania enzyméw bedacych
inhibitorami QS zaliczamy do réznych grup bakterii: (i)
promieniowcéw (Rhodococcus, Streptomyces), (ii), Firmicutes
(Arthrobacter, Bacillus, Oceanobacillus), (iii) Cyjanobakterii
(Anabaena), (iv) Bacteroides (Tenacibaculum) i (v) Proteobak-
terii (Acinetobacter, A. tumefaciens, Alteromonas, Comomonas,
Halomonas, Hyphomonas, P. aeruginosa, K. pneumoniae, V. pa-
radaoxus, Ralstonia, Stappia) [92]. Wyrézniamy trzy giéwne
typy enzyméw zdolnych do degradacji AHL: (i) laktonazy
AHL, (ii) acylazy AHL i (iii) oksydoreduktazy AHL [92,95].
Mechanizm dzialania poszczegélnych grup enzymoéw zo-
stal przedstawiony na rycinie 6. Obecnoé¢ enzyméw ha-
mujacych dzialanie systeméw QS wykazano takze w nie-
ktérych organizmach zwierzecych, np. myszach, szczurach
oraz stodkowodnej rybie Danio rerio [92].

LAKTONAZY AHL

Laktonazy AHL w sposéb odwracalny hydrolizuja wigza-
nie estrowe obecne w pierécieniu laktonowym homoseryny,
co powoduje powstanie produktéw bedacych pochodnymi
acylo-homoseryny (AHS) [95]. Obecnoé¢ tych enzymow
wykazano w réznych gatunkach bakterii, m.in. B. cereus, B.
subtilis, B. thuringiensis, A. tumefaciens i K. pnuemoniae [92].
Pierwsza laktonaza AHL zostala wyizolowana z komérek
szczepu Bacillus sp. 240B1 [129]. Biatko to jest kodowane
przez gen aiiA. AiiA jest enzymem stabilnym w temperatu-
rze ponizej 37°C i wykazuje optymalng aktywnos¢ przy pH
8. Laktonaza AHL w swojej strukturze zawiera konserwa-
tywna, krétka sekwencje HXHXDH charakterystyczna dla
motywu wigzacego jony Zn** wystepujacego w metaloenzy-
mach [129-131]. Jednak wyniki badari Wang i wspéipracow-
nikéw wykazaly, iz laktonaza AiiA nie wymaga do swojej
aktywnosci obecnosci jonéw cynku i innych metali, a wiec
nie jest zaliczana do rodziny metaloenzyméw, mimo obec-
noéci wspomnianego motywu [131]. Badania te byly pod-
stawa do wyodrebnienia nowej grupy laktonaz, okreslanej
jako nadrodzina metalo-f-laktamaz zdolnych do degrada-
¢ji AHL [131,132]. Do rodziny tej, oprocz laktonazy AiiA,
naleza m.in. homologi AiiA pochodzace ze szczepéw Bacil-
lus A24, B. thuringiensis, B. cereus, a takze laktonazy AttM/
AiiB z A. tumefaciens, AhlD z Arthrobacter sp. IBN110, AidC
z Chryseobacterium sp. StRB126, AhIS z Solibacillus silvestris
[132]. Laktonazy te cechuja sie dos¢ szerokim zakresem sub-
stratowym, preferujac srednio- i dltugotaricuchowe AHL.
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grupy enzymow jest re-
duktaza wyizolowana z R.
erythropolis  [136]. Enzym
ten redukuje grupe ketono-
wa w czasteczkach 3-okso-
-AHL, posiadajacych acy-
lowy faricuch boczny o dtu-
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Rycina 6. Schemat przedstawiajacy mechanizm dzialania enzymoéw zjawiska QQ. Opracowano na podstawie [95,130-

132,134,137].

Lakton homoseryny (HSL)

gosci od 8 do 14 atomoéw
wegla. Drugim, dobrze
poznanym przedstawicie-
lem tej grupy enzymoéw,
jest monooksygenaza cy-
tochromu P450 syntetyzo-
wana przez B. megaterium,
ktéra utlenia diugotaricu-
chowe AHL (m.in. C -HSL
i30-C ,-HSL) [132,137].
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PARAOKSONAZY

Oprécz  bakterii, zro-
dlem enzyméw zdolnych

Przedstawicielem drugiego typu laktonaz AHL, okresla-
nych jako laktonazy fosfotriesterazo-podobne (ang. phospho-
triesterase-like lactonases), jest enzym QsdA wyizolowany z
R. erythropolis. Biatko to hydrolizuje pierscieri laktonowy w
AHL posiadajacych acylowy faricuch boczny o dtugosci od
6 do 14 atomoéw wegla [132,133].

ACYLAZY AHL

Acylazy AHL w sposéb nieodwracalny hydrolizuja wia-
zanie amidowe pomiedzy laktonem L-homoseryny a acylo-
wym laficuchem bocznym. W wyniku tej reakcji dochodzi
do uwolnienia laktonu homoseryny i odpowiednich kwa-
sow tluszczowych [95]. Obecnosé acylaz AHL wykazano w
takich szczepach bakteryjnych, jak: Ralstonia sp. X]J12B, P.
aeruginosa, P. syringae, V. paradoxus, Comamonas sp., Shewa-
nella sp., Ochrobactrum sp., R. erythropolis [92,132]. Enzymy te
naleza do rodziny N-koncowych hydrolaz nukleofilowych.
Specyficznosé¢ substratowa acylaz ogranicza sie gléwnie do
dtugotaricuchowych AHL [132]. P. aeruginosa syntetyzuje
acylazy, ktére degraduja 30-C ,-HSL, natomiast nie wyka-
zujq aktywnosci wobec Al z krétkimi faricuchami bocznymi
(np. C,-HSL) [134]. Przykladem moga by¢ acylazy AhIM
wytwarzane przez Streptomyces sp., ktére degraduja jedynie
Al posiadajace 6-weglowe badZ dluzsze acylowe taricuchy
boczne. Wykazano, ze dodatek acylazy AhIM do podloza
obniza stezenie AHL i zmniejsza synteze elastazy oraz pro-
teazy LasA przez P. aeruginosa [135]. W przeciwienstwie
do reakcji katalizowanej przez laktonazy AHL, produkt
powstajacy w wyniku hydrolizy przebiegajacej z udziatem
acylaz AHL, nie ulega spontanicznemu przeksztalceniu do
funkcjonalnej czasteczki Al Dlatego tez z praktycznego
punktu widzenia wydaje sie, iz korzystniejsze jest stosowa-
nie acylaz AHL jako inhibitoréw systeméw QS niz laktonaz
[132].

OKSYDOREDUKTAZY AHL

Autoinduktory moga ulega¢ réwniez inaktywacji w wy-
niku dzialania oksydoreduktaz [95]. Przedstawicielem tej
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do inaktywacji AHL sa
ludzkie komoérki nabton-
kowe syntetyzujace laktonazy zwane paraoksonazami
(PON1, PON2, PONB3), ktére wykazuja aktywnosé¢ hydro-
lityczna zwigzana z metabolizmem lekéw i detoksykacja
toksyn. Chun i in. wykazali, ze ludzkie komoérki gérnych
droég oddechowych sa zdolne do hydrolizy 30-C, -HSL, be-
dacej czasteczka sygnalowa charakterystyczng dla P. aeru-
ginosa [138]. Wykazano, iz degradacja tego Al jest zalezna
od obecnosci enzyméw PON, ktére w odréznieniu od pro-
kariotycznych laktonaz nie posiadaja motywu HXHXDH,
a ich aktywnos$¢ zalezna jest od obecnosci jonéw Ca* [92].
Biatka PON1 i PON3 sa zlokalizowane gtéwnie w watrobie
oraz surowicy, gdzie wystepuja w formie zwigzanej z lipo-
proteinami o wysokiej gestosci (HDL), natomiast PON2 jest
enzymem wewnatrzkomérkowym wystepujacym w wielu
tkankach. I to wiasnie PON2 przypisuje sie najwieksze zna-
czenie w walce z drobnoustrojami posiadajacymi systemy
QS [132].

SYNTETYCZNE INHIBITORY ZJAWISKA QS

Ograniczenia dotyczace stosowania niektérych natu-
ralnych QSI wynikajace z ich toksycznosci w stosunku do
komorek gospodarza oraz niewielkich stezeri, w ktérych
zwiazki te sg wytwarzane, byly podstawa do poszukiwania
syntetycznych inhibitoréw zjawiska QS [92]. Syntetyczne
QSI mozna uzyskaé poprzez: (i) substytucje odpowiednich
atomoéw w acylowym taricuchu bocznym AHL, (ii) wprowa-
dzenie zmian w strukturze pierscienia laktonowego, (iii) ha-
mowanie syntezy funkcjonalnych czasteczek sygnatowych i
(iv) synteze czasteczek o wlasciwosciach antagonistycznych
wzgledem okreslonych receptoréw (np. bialek LuxR, LuxO,
LasR, RhIR) [92,128,137].

BLOKOWANIE SYNTEZY CZASTECZEK SYGNALOWYCH

Strategia ta opiera si¢ na hamowaniu syntezy Al po-
przez zastosowanie analogéw substratéw niezbednych w
procesie wytwarzania tych czasteczek. Przyktadem moze
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by¢ analog SAM, butyrylo-S-adenozylometionina, ktory
w warunkach in vitro skutecznie zakiéca synteze AHL
poprzez hamowanie aktywnosci Rhll [139]. Natomiast
antranilan metylu, analog antranilatu - jednego z prekur-
sorow PQS, hamuje synteze tego Al oraz elastazy, nie wy-
wierajac jednoczesnie negatywnego wplywu na wzrost
bakterii P. aeruginosa. Dane te wskazuja, iz prekursory sy-
gnaléw miedzykomérkowych moga by¢ istotnymi celami
dla opracowania nowych terapii skierowanych przeciw-
ko czynnikom wirulencji P. aeruginosa [92,140].

MODYFIKACJE EANCUCHA BOCZNEGO AHL

Aktywnos¢ sygnalowych AHL zalezy od ich prawi-
dtowej geometrii i chiralnoéci. Aktywne AI naturalne-
go pochodzenia sg izomerami L, ktére nie zawieraja w
swojej strukturze wigzan nienasyconych [92]. Modyfika-
cja struktury acylowego lanicucha bocznego AHL przez
wprowadzenie wigzania nienasyconego w poblizu wia-
zania amidowego, powoduje obnizenie zdolnosci Al do
wiazania sie ze swoistym receptorem [92,128,141]. Zaob-
serwowano, ze wraz ze wzrostem dlugosci acylowego
tancucha bocznego nastepuje spadek aktywnosci cza-
steczki sygnatowej. Z tego powodu analogi AHL posia-
dajace dluzszy taricuch boczny niz ich naturalne odpo-
wiedniki sa skutecznymi QSI.

Przykltadem zastosowania czasteczek sygnalowych ze
zmienionymi strukturalnie faricuchami bocznymi jest wy-
gaszanie bioluminescencji V. fischeri. Emitowanie $wiatla
przez te bakterie jest skutecznie hamowane przy uzyciu
30-C,-HSL lub C,-HSL, zmodyfikowanych poprzez wpro-
wadzenie rozgatezionych podstawnikéw alkilowych w po-
zycji C4 acylowego taricucha bocznego [142]. Podobny efekt
uzyskano w przypadku wprowadzenia wigzania sulfono-
amidowego do struktury AHL [143].

MODYFIKACJE PIERSCIENIA LAKTONOWEGO AHL

Inng strategia tworzenia QSI jest zastapienie pierscienia
laktonowego w AHL aminokwasowymi ketonami zawie-
rajagcymi piecio- badz szeéciocztonowe pierscienie lub cy-
klicznymi grupami funkcyjnymi (np. tiolaktonami) [137].
Syntetyczne QSI mozna otrzymac takze w wyniku pod-
stawienia odpowiednich atoméw w ukfadzie cyklicznym.
Przyktadem mogg by¢ analogi 30-C,-HSL otrzymane po-
przez podstawienie atoméw w pozycji 3 oraz 4 pierScienia
laktonowego, ktére wykazuja strukturalne podobieristwo
do furanonoéw i sa skuteczne w hamowaniu dziatania syste-
mu QS P. aeruginosa [92,144].

BLOKOWANIE ODDZIALYWANIA LIGAND-RECEPTOR

Mechanizm dziatania wiekszosci QSI polega na hamo-
waniu prawidtowego oddzialtywania pomiedzy ligandem
a receptorem. Zaburzenia w rozpoznaniu i przekazywa-
niu sygnalu przez specyficzny aktywator transkrypcji
(np. biatka LuxR, LuxO, LasR i RhIR) sa konsekwencja
obecnosci antagonistycznej czasteczki zdolnej do konku-
rowania z sygnalowym AHL o miejsce wigzania w recep-
torze [145].
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Przykladem syntetycznych QSI, ktérych dzialanie jest
ukierunkowane na regulatory transkrypcyjne sa m.in.:

* N-(fenylo-sulfonylo-acetylo)-L-HSL, N-(benzylo-sulfo-
nylo-acetylo)-L-HSL, =~ N-cyklopentylo-2-heptylosulfo-
nyloacetamid, bedgce antagonistami LasR. Zwigzki te
hamuja systemy QS zalezne od LasR, ekspresje gfp regu-
lowana przez LuxR oraz aktywnos¢ 30-C-HSL [92,146];

* syntetyczne furanony; np. 4-bromo-5-(bromometyleno)
furano-2(5H)-ny i 5-(bromometyleno)furano-2(5H)-ny
hamuja wirulencje P. aeruginosa regulowana przez Al-1.
Furanon C30 obniza ekspresje genéw kodujacych czynni-
ki wirulencji P. aeruginosa (m.in. synteze proteazy, elasta-
zy, ramnolipidéw, chitynazy i cyjanowodoru) [92];

* tetrazole zawierajagce 12-weglowy tancuch alkilowy
(PD12) oraz fenolowy pierscierr z przylaczonym 12-we-
glowym taricuchem alkilowym (V-O6-O18) powoduja
zmniejszenie syntezy piocyjaniny w wyniku oddziaty-
wan z receptorem LasR [147];

* N-oksydo-4-nitro-pirydyna, ktéra oddziatuje z bialkiem
receptorowym RhIR i obniza ekspresje takich genéw, jak:
lasB, lasA, chiC (kodujacego chitynaze) oraz rhlIAB. Po-
nadto, zwigzek ten w istotny sposéb zmniejsza tolerancje
P. aeruginosa w biofilmie na tobramycyne [111].

NANOCZASTECZKI

Blokowanie aktywnosci systeméw QS przy uzyciu
nanomaterialéw, zwlaszcza nanoczgsteczek metali, to
skuteczna strategia wykorzystywana w walce z drobno-
ustrojami chorobotwérczymi. Nowoczesne metody bio-
technologiczne umozliwiaja synteze nanoczasteczek, ktére
wykazuja wysoka specyficznoé¢ wzgledem systeméw QS
i ich Al Przy czym czasteczki te w bardzo matym stop-
niu wplywaja na podstawowe funkcje zyciowe bakterii
[9,148]. Juz od dawna wskazuje si¢ na istotna role srebra
jonowego w leczeniu infekcji bakteryjnych. Jednakze,
jony srebra bardzo szybko ulegaja inaktywacji, co stano-
wi istotne ograniczenie ich wykorzystywania jako $rodka
antybakteryjnego. Dlatego tez coraz wigksze znaczenie w
terapii zakazeni bakteryjnych przypisuje sie nanoczastecz-
kom srebra (AgNPs, ang. Ag nanoparticles). Wykazano, ze
AgNPs posiadajg aktywnos¢ farmakologiczng [148]. Singh
i wspétpracownicy uzyskali AgNPs w wyniku ,zielonej
syntezy”, wykorzystujac ekstrakt z biomasy grzyba Rhi-
zopus arrhizus BRS-07 (BAE) zawierajacy m.in. oksydore-
duktazy. Skladniki tego ekstraktu odgrywaly istotna role
w redukcji jonéw metali oraz stabilizacji otrzymanych na-
noczasteczek AgNPs. Wykazano ich wysoka skutecznosé
w hamowaniu syntezy AHL oraz ekspresji genéw kodu-
jacych czynniki wirulencji P. aeruginosa. Ponadto udowod-
niono, iz AgNPs nie tylko hamuja tworzenie biofilmu, ale
réwniez formowanie sie¢ mikrokolonii i tym samym przy-
czyniaja sie do zmiany morfologii biofilmu bakteryjnego
[148]. Skutecznosé¢ AgNPs wykazano takze wobec biofilmu
tworzonego przez E. coli. Zaobserwowano, ze w obecnosci
wyzszych stezen tych nanoczasteczek dochodzi do erady-
kacji powstatego biofilmu [149].
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Przyktadem kolejnego QSI, wykazujacego wysoka sku-
tecznoécé wzgledem szczepu P. aeruginosa PAO1, sa nanocza-
steczki ZnO, ktére powoduja obniZenie syntezy piocyjaniny,
piocheliny oraz autoinduktora PQS. Wykazano réwniez ich
wysoka efektywnosé w stosunku do szczepow klinicznych
P. aeruginosa wyizolowanych od pacjentéw chorujacych na
mukowiscydoze. Nanoczasteczki ZnO skutecznie obnizaty
synteze piocyjaniny, elastazy oraz tworzenie biofilmu w
przypadku wiekszosci badanych szczepéw [150].

Kolejng bakteria wrazliwa na dzialanie nanoczasteczek
jest V. fischeri. Wykazano, Ze nanoczasteczki dwutlenku sili-
konu optaszczone -cyklodekstryna powoduja u tej bakterii
zmniejszenie intensywnosci luminescencji zaleznej od me-
chanizmu QS [151].

PERSPEKTYWY

Przewiduje sie, ze zwigzki wykazujace aktywnosé QSI
stana si¢ w najblizszym czasie jednym z najefektywniej-
szych narzedzi w leczeniu zakazer bakteryjnych [152].
Chorobotworcze drobnoustroje cechuja sie bardzo czesto
zdolnoscia do tworzenia biofilméw, co przyczynia sie do
ich zwiekszonej odpornosci na powszechnie stosowane an-
tybiotyki. Zaburzenie tworzenia i struktury biofilmu, m.in.
poprzez zastosowanie QSI, przyczynia sie do zwiekszenia
wrazliwosci bakterii na nizsze dawki antybiotykéw. Wy-
kazano synergistyczne dzialanie QSI oraz antybiotykéw w
regulacji patogenezy P. aeruginosa. QSI, takie jak np. Fura-
non C30, skutecznie zwiekszaja wrazliwos¢ P. aeruginosa
na tobramycyne, fagocytoze oraz wybuch tlenowy wywo-
tany przez leukocyty [111,112,153,154]. Biorac pod uwage
fakt, iz zdecydowana wigkszos¢ bakterii posiada systemy
QS, ktore sa zaangazowane w regulacje tworzenia biofil-
moéw, zastosowanie QSI moze okazac sie bardziej skutecz-
ne niz terapie wykorzystujace érodki bakteriobdjcze czy
bakteriostatyczne. Wysoka efektywnosc tej strategii umoz-
liwia jej zastosowanie takze w szeregu innych dziedzinach
(np. oczyszczaniu $ciekéw, biotransformacji) [92,137]. Sto-
sowanie QSI w przemysle spozywczym przyczynia sie do
wydtuzenia czasu przydatnosci zywnosci do spozycia oraz
redukuje mozliwo$¢ wystapienia zakazen produktéw pod-
czas ich produkgji [155,156]. Szczeg6lna role przypisuje sie
enzymom degradujacym AHL, ktoére biora udzial m.in. w
biokontroli bakterii bedacych patogenami roélin, co moze
by¢ podstawa do opracowania nowych form ochrony ro-
slin [132,137]. Syntetyczne homologi AHL moga w przy-
szlosci znalez¢é réwniez zastosowanie w terapii przeciw-
nowotworowej. Wykazano, ze czgsteczka sygnatowa P.
aeruginosa 30-C ,-HSL hamuje proliferacje komérek raka
piersi i indukuje ich apoptoze. Jednakze bezposrednie wy-
korzystanie tych Al budzi obawe, iz moga one indukowac
ekspresje genéw wirulencji P. aeruginosa, zwtaszcza u oséb
z obnizona odpornoscia [157,158].

Jednakze nalezy pamietad, ze stosowanie QSI ma liczne
ograniczenia wynikajace przede wszystkim z ich toksycz-
noéci w stosunku do komorek gospodarza. Przykladem
moga by¢ halogenowane furanony wykazujace silne wia-
Sciwosci toksyczne i zwigkszajace ryzyko rozwoju choréb
nowotworowych [159].
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ABSTRACT

Quorum Sensing (QS) is a phenomenon of chemical cell-to-cell communication consisting in the synthesis and secretion of signal molecules
called autoinducers into the environment, which contribute in regulation of various physiological processes. QS was identified in different
bacterial species, including symbiotic and pathogenic bacteria. QS systems play a crucial role in regulation of expression of genes which
control motility, biofilm formation, and synthesis of virulence factors by pathogenic bacteria. These systems recognize signal molecules of
different specificity which belong to a few groups and enable intra- and interspecific communication of bacterial cells as well as communica-
tion with cells of eukaryotic organisms (hosts). Inhibition of QS called Quorum Quenching (QQ) is now regarded to be a promising strategy
to combat bacterial infections. So far, a large group of substances of natural and synthetic origin with a function of QS inhibitors, which can

have potential therapeutic applications, has been identified.
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