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1. Wstêp

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne wystêpuj¹
powszechnie w komórkach bakterii i odgrywaj¹ bar-
dzo wa¿n¹ rolê w regulacji procesów ¿yciowych,
takich jak: kompetencja, koniugacja, sporulacja, bio-
luminescencja, synteza antybiotyków, ruchliwo�æ,
tworzenie biofilmu oraz synteza czynników chorobo-
twórczo�ci; uczestnicz¹ równie¿ w regulacji szlaków
metabolicznych oraz transportu substancji od¿yw-
czych i jonów [27]. Systemy te umo¿liwiaj¹ adaptacjê
komórek do zmieniaj¹cych siê warunków �rodowisko-
wych (temperatura, pH, ci�nienie osmotyczne, stê¿e-

nie jonów Fe3+), reguluj¹c ekspresjê okre�lonych ge-
nów [8, 30]. Dotychczas opisano kilkaset tego typu
systemów, przy czym funkcja wielu z nich nie zosta³a
jeszcze poznana [21].

Badania ostatnich lat wykaza³y, ¿e dwusk³adniko-
we systemy regulacyjne mog¹ stanowiæ nowe poten-
cjalne miejsca dzielenia leków przeciwdrobnoustrojo-
wych, co potwierdzi³y pierwsze próby ingerencji w ich
funkcje [2, 10, 55, 56, 59]. Ma to szczególne znacze-
nie w erze narastaj¹cej lekooporno�ci drobnoustrojów
i pojawiania siê szczepów wielolekoopornych, nie-
wra¿liwych na wszystkie obecnie znane antybiotyki
i chemioterapeutyki.
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2. Budowa dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne tworz¹ du¿¹
rodzinê spokrewnionych bia³ek. Systemy te sk³adaj¹
siê z dwóch elementów: kinazy histydynowej i regu-
latora odpowiedzi. Ogólny schemat budowy dwu-
sk³adnikowych systemów regulacyjnych w komórkach
bakterii przedstawia siê podobnie (Rys. 1). Kinaza hi-
stydynowa jest bia³kiem wbudowanym w b³onê cyto-
plazmatyczn¹ bakterii, natomiast regulator odpowie-
dzi jest bia³kiem znajduj¹cym siê w cytoplazmie
komórki. W budowie kinazy histydynowej wyró¿nia
siê domenê N-koñcow¹, zwan¹ sensorem i domenê
C-koñcow¹ o aktywno�ci kinazy, zwan¹ przeka�nikiem
[8, 16, 24, 47]. Sygna³y ze �rodowiska zewnêtrznego s¹
odbierane bezpo�rednio przez czê�æ sensorow¹ kinazy
histydynowej, co powoduje autofosforylacjê pier�cie-
nia imidazolowego reszty histydyny (His) w obrêbie
domeny przeka�nika przy udziale ATP z wytworze-
niem wysokoenergetycznego wi¹zania fosforoamido-
wego. Nale¿y dodaæ, ¿e domena przeka�nika mo¿e
mieæ równie¿ aktywno�æ fosfatazy, a wiêc odpowiadaæ
za defosforylacjê His [8, 16, 24].

Dok³adna analiza budowy kinaz histydynowych
pozwoli³a na wyodrêbnienie dwóch klas tych bia³ek
w oparciu o organizacjê przestrzenn¹ poszczególnych
elementów, takich jak: H-box (akceptor reszty fosfora-
nowej) i region wi¹zania ATP � CA (catalytic ATP-bin-
ding domain) [12, 16]. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e sekwencje
aminokwasowe w obrêbie regionu H-box s¹ wysoce
konserwatywne, charakterystyczne dla ca³ej rodziny
kinaz histydynowych. Pierwsz¹ grupê tworz¹ kinazy
typu EnvZ, najbardziej rozpowszechnione w�ród dwu-
sk³adnikowych systemów regulacyjnych [12, 16, 24,
47, 55]. Region H-box znajduje siê w bardzo bliskim
s¹siedztwie regionu CA. Bardzo czêsto domena prze-
ka�nikowa mo¿e byæ zwi¹zana z dodatkow¹ podjed-
nostk¹, tzw. Hpt (histidine phosphotransfer). Stanowi

ona donor grupy fosforanowej dla reszty asparagino-
wej regulatora odpowiedzi [12, 16]. W niektórych ki-
nazach podjednostka Hpt mo¿e funkcjonowaæ jako
osobne bia³ko po�rednicz¹ce w przekazywaniu reszty
fosforanowej [16].

W kinazach typu CheA, stanowi¹cych drug¹ klasê
enzymów, regiony H-box oraz CA znajduj¹ siê w wiêk-
szej odleg³o�ci od siebie i s¹ oddzielone dodatkowymi
domenami, a podjednostka Hpt zlokalizowana jest
w bezpo�rednim s¹siedztwie H-box. Kinaza histydy-
nowa zbudowana z wielu takich domen nosi nazwê
kinazy hybrydowej [12].

W nastêpnym etapie przep³ywu informacji w obrê-
bie dwusk³adnikowego systemu regulacyjnego docho-
dzi do przeniesienia grupy fosforanowej z reszty His
z domeny przeka�nikowej kinazy histydynowej na resz-
tê asparaginow¹ (Asp) regulatora odpowiedzi z wytwo-
rzeniem wysokoenergetycznego wi¹zania acylofosfora-
nowego. To ufosforylowane bia³ko funkcjonuj¹c jako
regulator transkrypcji, decyduje o ekspresji genów,
a tym samym o stopniu nasilenia produkcji bia³ek za-
równo strukturalnych jak i enzymatycznych [8, 16, 24].
W budowie regulatora odpowiedzi mo¿na wyró¿niæ
czê�æ N-koñcow¹ i C-koñcow¹. Czê�æ N-koñcowa,
zwana równie¿ domen¹ regulatorow¹ lub odbiorni-
kiem zawiera resztê Asp ulegaj¹c¹ fosforylacji. Do-
mena efektorowa zlokalizowana w czê�ci C-koñcowej
posiada zdolno�æ wi¹zania siê z sekwencjami promo-
torowymi ³añcucha DNA odpowiednich genów wp³y-
waj¹c na poziom ich ekspresji. Przyk³adem takiej pod-
jednostki jest sekwencja HTH (helix-turn-helix) [18].
Nale¿y zaznaczyæ, ¿e po utworzeniu kompleksu po-
miêdzy regulatorem odpowiedzi a miejscem jego do-
celowego dzia³ania dochodzi do defosforylacji tego
bia³ka [16]. Ró¿ne regulatory odpowiedzi w swojej
strukturze zawieraj¹ domenê akceptorowa dla reszty
fosforanowej typu CheY [18]. Podobnie jak w przy-
padku kinaz histydynowych równie¿ w obrêbie regu-
latora odpowiedzi mo¿emy wyodrêbniæ ró¿ne klasy

Rys 1. Schemat przedstawiaj¹cy ogólny mechanizm dzia³ania dwusk³adnikowych systemów regulacyjnych
Sygna³y ze �rodowiska odbierane przez czê�æ N-koñcow¹ kinazy histydynowej (sensor), przekazywane s¹ na czê�æ C-koñcow¹ (przeka� nik), powo-
duj¹c autofosforylacjê reszty histydyny w domenie przeka�nikowej. Nastêpnie reszta fosforanowa przenoszona jest na resztê asparaginy w czê�ci
N-koñcowej regulatora odpowiedzi, co powoduje ³¹czenie siê czê�ci C-koñcowej, czyli efektora z sekwencjami promotorowymi odpowiednich

genów wp³ywaj¹c na poziom ich transkrypcji (szczegó³y w tek�cie).
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bia³ek, ró¿ni¹cych siê budow¹ regionu odpowiedzial-
nego za wi¹zanie z DNA [55]. Najczê�ciej wystêpuj¹
regulatory odpowiedzi nale¿¹ce do klasy OmpR, NarL
i NtrC, obejmuj¹ce prawie 60% wszystkich opisanych
regulatorów [18].

Niektóre dwusk³adnikowe systemy regulacyjne wy-
kazuj¹ nieco bardziej z³o¿on¹ budowê. Charakteryzuje
je obecno�æ wielu bia³ek przekazuj¹cych sobie kolejno
grupê fosforanow¹. Poszczególne elementy tego ci¹gu
mog¹ stanowiæ indywidualne bia³ka (Rys. 2A) lub byæ
po³¹czone w wielodomenowe uk³ady (Rys. 2B) [16].
Przenoszenie grup fosforanowych przebiega w po-
rz¹dku: His → Asp → His → Asp. Bia³ka przenosz¹ce
grupy fosforanowe pe³ni¹ funkcjê jedynie po�redni-
cz¹c¹, a w³a�ciwym regulatorem odpowiedzi w tym
systemie jest ostatnie bia³ko tego szeregu. Taki wie-
lobia³kowy uk³ad nosi nazwê �sztafety� i reguluje
ekspresjê genów bia³ek uczestnicz¹cych w bardziej
skomplikowanych szlakach metabolicznych [18]. Zi-
dentyfikowano je m.in. w komórkach Bacillus subti-
lis, gdzie reguluj¹ ekspresjê genów, odpowiedzialnych
za wytwarzanie form przetrwalnych. Ponadto decy-
duj¹ o ekspresji genów koduj¹cych czynniki chorobo-
twórczo�ci u wielu drobnoustrojów, jak np. u Bor-
detella pertussis, Candida albicans czy Aspergillus
fumigatus [53].

Zarówno w przypadku prostych dwusk³adniko-
wych systemów regulacyjnych, jak i tzw. �sztafet�, re-
gulator odpowiedzi jest czynnikiem reguluj¹cym
transkrypcjê, bezpo�rednio kontroluj¹c ekspresjê ge-
nów pojedynczych lub zorganizowanych w operony.
Pobudzenie dwusk³adnikowego systemu regulacyjne-
go prowadzi do �w³¹czenia� lub �wy³¹czenia� trans-
krypcji odpowiednich genów. Istotny jest fakt, ¿e efekt
kontroli pobudzonego systemu prowadzi zawsze do
optymalnej modyfikacji metabolizmu bakterii w okre�-
lonym �rodowisku, np. w organizmie gospodarza [53].
Nale¿y dodaæ, ¿e regulator odpowiedzi mo¿e równie¿
bezpo�rednio uczestniczyæ w regulacji innych pro-
cesów ¿yciowych komórek bakterii. Przyk³adem jest
regulator odpowiedzi CheY, który w po³¹czeniu z ki-
naz¹ CheA oraz fosfataz¹ CheZ, reguluje proces che-
motaksji u Escherichia coli oraz Salmonella enterica,
uwarunkowany ukierunkowanym ruchem bakterii; naj-
prawdopodobniej bia³ko CheY wchodzi w interakcjê
z �motorami� rzêsek [18, 50].

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne wykryto u
licznych gatunków bakterii chorobotwórczych, zarów-
no Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych oraz pr¹t-
ków. Dotychczas nie wykazano wystêpowania tych
systemów u mykoplazm [17, 18]. Lista kinaz histydy-
nowych i regulatorów odpowiedzi dostêpna w bazie

Rys. 2. Schemat dzia³ania dwusk³adnikowych systemów regulacyjnych dzia³aj¹cych w tzw. systemie sztafetowym
A) przyk³ad dwusk³adnikowego systemu regulacyjnego, w sk³ad którego wchodz¹ dodatkowe, oddzielne bia³ka przenosz¹ce resztê fosforanow¹

z kinazy histydynowej na regulator odpowiedzi,
B) przyk³ad dwusk³adnikowego systemu regulacyjnego zbudowanego z kinazy histydynowej oraz kompleksu bia³ek przenosz¹cych resztê fosfora-

now¹ z kinazy na regulator odpowiedzi (szczegó³y w tek�cie).
P � przeka�nik, R � regulator, B1-4 � kolejne bia³ka stanowi¹ce dodatkowe elementy dwusk³adnikowych systemów regulacyjnych.
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danych National Center for Biotechnology Information
(NCBI) jest prezentowana na stronie internetowej
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Complete_Genomes [22].

3. Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne
u bakterii Gram-dodatnich

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne wykryto
m.in. u Staphylococcus sp. (systemy ArlS/ArlR, AgrC/
AgrB), Streptococcus pneumoniae (systemy ComD/
ComE i CiaH/CiaR), Enterococcus faecalis (system
kodowany przez operon fsrABC), Lactococcus lactis
(system NisK/NisR), Streptomyces lividans (system
CutS/CutR) czy Bacillus subtilis (system Kin/SpoOA)
[15, 35, 43]. Nale¿y wspomnieæ, ¿e B. subtilis jest
obiektem intensywnych badañ nad tego typu systema-
mi. Mo¿liwe jest to dziêki poznaniu sekwencji ca³ego
genomu tego drobnoustroju [13].

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne w komór-
kach bakterii Gram-dodatnich bior¹ udzia³ w tzw. sys-
temie quorum sensing, reguluj¹cym ekspresjê genów
w populacji bakterii w odpowiedzi na zmiany liczby
komórek (gêsto�ci populacji) ¿yj¹cych w okre�lonej ni-
szy. Komórki bakterii wytwarzaj¹ specyficzne cz¹stecz-
ki sygna³owe wydzielane do �rodowiska, które wi¹¿¹
siê ze specyficznymi sensorami w b³onie cytoplazma-
tycznej, co powoduje transmisjê sygna³u na odpowied-
nie bia³ko efektorowe i w konsekwencji skoordyno-
wan¹ zmianê ekspresji genów kontroluj¹cych wa¿ne
procesy ¿yciowe w ca³ej populacji komórek. W przy-
padku bakterii Gram-dodatnich funkcjê takich cz¹ste-
czek sygna³owych pe³ni¹ oligopeptydy, np. peptyd AIP
(autoinducing peptide), zwi¹zany z dwusk³adnikowym
systemem regulacyjnym AgrC/AgrA u S. aureus [27].

Poni¿ej opisane s¹ przyk³ady dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych bior¹cych udzia³ w regulacji
ekspresji genów warunkuj¹cych chorobotwórczo�æ oraz
lekooporno�æ wybranych gatunków bakterii Gram-do-
datnich, jak równie¿ system Kin/SpoOA u B. subtilis.

3.1. System AgrC/AgrA u Staphylococcus sp.

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne zosta³y opi-
sane u S. aureus, a ostatnio równie¿ u S. epidermidis
[41, 57, 63]. Jednym z pierwszych opisanych jest sys-
tem AgrC/AgrA, który wp³ywa na ekspresjê genów
warunkuj¹cych syntezê egzotoksyn m. in. takich jak:
hemolizyny a, b, d i g, czy toksyna wstrz¹su toksycz-
nego TSST-1 (toxic shock syndrome toxin-1); które
stanowi¹ wa¿ne czynniki chorobotwórczo�ci S. aureus
[26, 31, 41, 60, 63]. Jest to, jak wspomniano, przyk³ad
systemu zaanga¿owanego w proces quorum sensing
[63]. Region agr sk³ada siê z dwóch operonów, P2 i P3.
Operon P2 koduje dwusk³adnikowy system regulacyj-

ny i jednocze�nie stanowi jednostkê tzw. autoindukcji,
a operon P3 odpowiada za syntezê transkryptu RNA
III. W sk³ad operonu P2 wchodz¹ cztery geny, kolejno
oznaczane jako agrB, agrD, agrC i agrA. Gen agrD
koduje peptyd sygna³owy AIP w postaci propeptydu
pro-AIP, agrB � bia³ko odpowiedzialne za przetwarza-
nie pro-AIP i jego sekrecjê na zewn¹trz komórki bak-
teryjnej w postaci o pe³nej aktywno�ci (AIP), agrC
� transb³onow¹ kinazê histydynow¹, stanowi¹c¹ jedno-
cze�nie receptor dla peptydu AIP, agrA � regulator od-
powiedzi. Peptyd AIP, wydzielany na zewn¹trz komórki
bakteryjnej, ³¹czy siê z kinaz¹ sensora AgrC, co prowa-
dzi do autofosforylacji tego bia³ka [26, 31, 41, 57, 63].
Prawdopodobnie mo¿liwa jest równie¿ fosforylacja
regulatora odpowiedzi bez udzia³u po³¹czenia recep-
tor/AIP. W nastêpnym etapie dochodzi do fosforylacji
regulatora odpowiedzi AgrA. Bia³ko to wraz z bia³kiem
SarA (staphylococcal accessory regulator) aktywuje
promotory operonów P2 i P3 [60, 63]. W momencie
aktywacji dwusk³adnikowego systemu regulacji AgrC/
AgrA, obok wzrostu ekspresji i w konsekwencji bio-
syntezy bia³ek operonu P2, dochodzi równie¿ do wzros-
tu poziomu wewn¹trzkomórkowego efektora RNAIII
� produktu transkrypcji operonu P3, który dzia³a jako
efektor aktywuj¹cy transkrypcjê wielu genów determi-
nuj¹cych czynniki chorobotwórczo�ci, w tym genu hld
koduj¹cego *-hemolizynê oraz genów odpowiedzial-
nych za syntezê TSST-1 [26, 27, 38, 41, 50, 52, 63].
Rys. 3 przedstawia regulacjê operonów P2 i P3 przez
system AgrC/AgrA u bakterii Staphylococcus aureus.

System AgrC/AgrA u S. epidermidis wp³ywa na
zdolno�æ tworzenia biofilmu, jednego z bardzo wa¿-
nych czynników chorobotwórczo�ci tego drobnoustro-
ju, �ubogiego� w produkcjê zewn¹trzkomórkowych
enzymów. Okaza³o siê, ¿e mutanty w regionie agr maj¹
znacznie wiêksz¹ zdolno�æ do tworzenia tej struktury
ni¿ szczepy z prawid³ow¹ funkcj¹ tych genów [41, 60,
63]. Jednocze�nie stwierdzono, i¿ izolaty S. epidermi-
dis O-47 (drobnoustrój wzorcowy w badaniu zdolno�ci
tworzenia struktury biofilmu), posiadaj¹ zmutowane
i tym samym nieaktywne geny agr. V u o n g  i wsp.
[41, 60] wykazali, ¿e system AgrC/AgrA nie wp³ywa
na zdolno�æ do szybko�ci podzia³ów komórkowych
oraz kszta³t komórek bakteryjnych, a jedynie mo¿e mieæ
znaczenie we wczesnym etapie tworzenia struktury
biofilmu, jakim jest adhezja drobnoustrojów do po-
wierzchni biomateria³ów. Dalsze badania wykaza³y, i¿
ekspresja genów agr nie ma ¿adnego wp³yw na ekspre-
sjê regionu icaADBC warunkuj¹cego syntezê komór-
kowego antygenu PIA (polysaccharide intracellular
antygen) � wa¿nego czynnika chorobotwórczo�ci
gronkowców koagulazo-ujemnych, bior¹cego udzia³
w tworzeniu struktury biofilmu na etapie oddzia³y-
wañ swoistych drobnoustrój/biomateria³. Jednocze�nie
stwierdzono, ¿e nawet wysoki poziom bia³ka PIA nie
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jest wystarczaj¹cy do tworzenia struktury biofilmu
w przypadku braku mutacji w regionie agr [41, 60].
Uzyskane wyniki wskazuj¹, ¿e mutacje w obrêbie ge-
nów agr i ekspresja regionu ica mo¿e doprowadziæ do
utworzenia szczepów o silnych w³a�ciwo�ciach two-
rzenia struktury biofilmu [41, 60, 61, 63].

3.2. System BacR/BacS u Bacillus sp.

Bacytracyna nale¿¹ca do grupy antybiotyków poli-
peptydowych jest wytwarzana przez szczepy Bacillus
subtillis i Bacillus licheniformis, a operonem odpowie-
dzialnym za syntezê tego antybiotyku jest bacABC
[29, 39]. Jednocze�nie komórki syntetyzuj¹ce ten lek
wykazuj¹ na niego oporno�æ. Zwi¹zane jest to m.in.
z obecno�ci¹ operonu bcrABC, który koduje bia³ka
transportowe BcrABC odpowiedzialne za aktywny
transport antybiotyku poza komórkê macierzyst¹.
W obrêbie genomu B. licheniformis, pomiêdzy opero-
nem bacABC i bcrABC, zidentyfikowano dodatkowe
geny bacRS, które koduj¹ typowy dwusk³adnikowy
system reguluj¹cy ekspresjê genów bcrABC. System ten
sk³ada siê z regulatora odpowiedzi BacR (gen bacR)
i kinazy histydynowej BacS (gen bacS) [39].

Badania poparte analizami Western-blott wykaza³y,
¿e produkcja jednego z bia³ek transportuj¹cych (BacA)
jest regulowana w dodatnim sprzê¿eniu zwrotnym
w stosunku do ilo�ci wytwarzanej bacytracyny [39, 44].
Szczepy posiadaj¹ce zmutowane geny bacRS wykazy-
wa³y produkcjê tego bia³ka transportowego na sta³ym,
wysokim poziomie, niezale¿nie od stê¿enia antybioty-
ku w �rodowisku, ale by³y wra¿liwe na bacytracynê

[39, 44, 45]. Sugeruje to, i¿ ekspresja bia³ek BcrABC
mo¿e pozostawaæ pod �cis³¹ kontrol¹ genów bacRS,
a prawid³owo dzia³aj¹cy system BacRS jest niezbêd-
nym czynnikiem w autooporno�ci bakterii z rodzaju
Bacillus na wytwarzan¹ bacytracynê [39].

3.3. System VanS/VanR u Enterococcus faecalis

Pierwsze szczepy wykazuj¹ce niewra¿liwo�æ na
wankomycynê pojawi³y siê w�ród drobnoustrojów z ro-
dzaju Enterococcus [46]. Wyró¿nia siê kilka typów
oporno�ci na antybiotyki glikopeptydowe w�ród tej
grupy bakterii. Jednym z nich jest fenotyp VanA charak-
teryzuj¹cy siê wysok¹ oporno�ci¹ enterokoków zarów-
no na wankomycynê jak i teikoplaninê [9, 36, 46]. Geny
vanR, vanS, vanH, vanA i vanX tworz¹ operon vanA
[8]. Zlokalizowany on jest na plazmidach lub transpo-
zonach [9, 46]. Oporno�æ na antybiotyki glikopeptydo-
we zwi¹zana jest z zamian¹ jednego z koñcowych ele-
mentów mostków pentapeptydowych peptydoglikanu,
D-ala-D-ala (miejsce wi¹zania antybiotyków glikopep-
tydowych poprzez utworzenie piêciu wi¹zañ wodoro-
wych), na D-ala-D-lactate i tym samym zmniejszenia
powinowactwa antybiotyku do petydoglikanu oko³o
1000-krotnie [9, 36, 48]. Za utratê wra¿liwo�ci ko-
mórek enterokoków na antybiotyki glikopeptydowe
odpowiada kilka enzymów:

● ligaza (gen vanA), która odpowiada za syntezê
D-R-peptydów z prekursorów D-ala-D-lac,

● dehydrogenaza (gen vanH), która redukuje piro-
gronian, w wyniku czego dochodzi do utworze-
nia D-mleczanu,

Rys. 3. Schemat regulacji operonów P2 i P3 przez system AgrC/AgrA u bakterii Staphylococcus aureus
Aktywacja systemu AgrC/AgrA powoduje zwiêkszenie syntezy peptydu AIP (produkt genu agrD, modyfikowany przez bia³ko genu agrB);
AIP po sekrecji na zewn¹trz komórki bakteryjnej ³¹czy siê z sensorem, co prowadzi aktywacji kinazy histydynowej AgrC i w konsekwencji

regulatora odpowiedzi AgrA. Bia³ko AgrA wraz z bia³kiem SarA aktywuje promotory operonów P3 i P2 (szczegó³y w tek�cie).

Rys. 4. Schemat regulacji operonu van u Enterococcus sp.
Sygna³ �rodowiskowy (wankomycyna) powoduje autofosforylacjê kinazy histydynowej (VanS), a w dalszej kolejno�ci regulatora

odpowiedzi (VanR). W konsekwencji prowadzi to do aktywacji genów dla bia³ek odpowiedzialnych za fenotyp oporno�ci typu VanA,
takich jak: ligaza (vanA), dehydrogenaza (vanH), dipeptydaza (vanX) (szczegó³y w tek�cie).
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● dipeptydaza (gen vanX), odpowiadaj¹ca za hy-
drolizê wi¹zañ amidowych D-ala-D-ala,

● karboksypeptydaza (gen vanY), która odczepia C-
koñcowe reszty D-alaniny (D-ala) od pó�niejszych
prekursorów peptydoglikanu [1, 9, 36, 48, 49].

W dalszych badaniach prowadzonych g³ównie
u E. faecalis, udowodniono, i¿ za ekspresjê fenotypu
oporno�ci VanA odpowiada dwusk³adnikowy system
regulacyjny, kodowany przez geny vanR i vanS, rów-
nie¿ zlokalizowane w operonie van. Kinaza histydy-
nowa VanS w odpowiedzi na obecno�æ antybiotyku
w �rodowisku ulega autofosforylacji, co w nastêpnym
etapie prowadzi do fosforylacji regulatora odpowiedzi
VanR [9]. W konsekwencji powoduje to aktywacjê
ekspresji genów vanHAX oraz syntezê wy¿ej opisa-
nych enzymów, warunkuj¹cych oporno�æ typu VanA
szczepów E. faecalis na antybiotyki glikopeptydowe
[36]. Schemat regulacji operonu van u Enterococcus sp.
przedstawia Rys. 4.

3.4. System Kin/SpoOA u Bacillus subtilis

W niekorzystnych warunkach �rodowiska laseczki
z rodzaju Bacillus s¹ zdolne do tworzenia przetrwal-
ników (endospor). Badania nad mechanizmem tworze-
nia endospor u Bacillus subtilis wykaza³y, jak bardzo
z³o¿ony jest to proces. W tym procesie istotn¹ rolê od-
grywa m.in. dwusk³adnikowy system regulacyjny Kin/
SpoOA, kontroluj¹cy ekspresjê genów odpowiedzial-
nych za proces sporulacji oraz syntezê tzw. czynników
sigma � bia³ek, bêd¹cych podjednostkami polimerazy
RNA, które po po³¹czeniu siê z rdzeniem enzymu
umo¿liwiaj¹ prawid³owe rozpoznanie sekwencji pro-
motorowej [13, 28].

W sk³ad dwusk³adnikowego systemu regulacyjnego
wchodz¹ cztery kinazy histydynowe: KinA (gen kinA),
KinB (gen kinB), KinC (gen kinC) i ComP (gen comP).
Aktywacja odpowiedniej kinazy powoduje proces fos-
forylacji reszty Asp kolejno trzech regulatorów od-
powiedzi: SpoOF, SpoOB i SpoOA. Jest to przyk³ad
wielobia³kowego dwusk³adnikowego systemu regula-
cyjnego � �sztafety�. Poziom ufosforylowanej formy
bia³ka SpoOA jest istotnym czynnikiem reguluj¹cym
wzrost form wegetatywnych lub te¿ inicjacjê procesu
sporulacji, a tym samym warunkuj¹cym �decyzjê� ko-
mórki, czy ma zacz¹æ sporulacjê. To ufosforylowane
bia³ko hamuje ekspresjê genu abrB, kluczowego
w procesie inicjacji sporulacji, którego produkt � bia³-
ko AbrB jest represorem genów odpowiedzialnych za
sporulacjê. Zatem zahamowanie ekspresji genu abrA
powoduje aktywacjê transkrypcji genów zaanga¿owa-
nych w proces sporulacji [23, 54]. Nale¿y dodaæ, ¿e
ufosforylowane bia³ko SpoOA odpowiada równie¿ za
aktywacjê genów zaanga¿owanych w pó�niejsze fazy
procesu sporulacji, takich jak: spoIIA, spoIIE, spoIIG.

Produktami ekspresji tych genów s¹ odpowiednio
czynniki sigma: sF, sE i sG. Te alternatywne czynniki s¹
syntetyzowane tylko wtedy, gdy istnieje zapotrzebowa-
nie na produkty bêd¹ce pod ich kontrol¹ [13, 24, 28].

4. Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne
u bakterii Gram-ujemnych

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne s¹ równie¿
rozpowszechnione w�ród bakterii Gram-ujemnych.
Wykazano ich obecno�æ m.in. u: Neisseria meningitidis
(system MisS/MisR), Salmonella enterica (system
BarA/SirA), Pseudomonas aeruginosa (systemy CbrA/
CbrA, PhoP/PhoQ), E. coli (system EnvZ/OmpR) czy
Agrobacterium tumefaciens (system VirA/VirS).

Najlepiej poznanym dwusk³adnikowym systemem
regulacyjnym w�ród bakterii Gram-ujemnych jest sys-
tem EnvZ/OmpR u E. coli, warunkuj¹cy syntezê bia³ek
porynowych w odpowiedzi na zmieniaj¹ce siê ci�nienie
osmotyczne �rodowiska zewnêtrznego (omówienie
w rozdz. 4.3). Budowa kinazy sensora (EnvZ) oraz re-
gulatora odpowiedzi (OmpR) sta³y siê jednocze�nie
�wzorcowymi� modelami do wyodrêbnienia ró¿nych
klas w obrêbie tych bia³ek (rozdz. 2). Stwierdzono ho-
mologiê pomiêdzy regulatorami odpowiedzi klasy
OmpR w�ród takich drobnoustrojów jak, np. B. subtilis
(SpoOF), S. pneumoniae (Spy), E. faecalis (Efa), Myco-
bacterium tuberculosis (Mtu) i Salmonella Typhimu-
rium (Sty) [55]. Podobn¹ homologiê mo¿emy odnale�æ
w�ród kinaz sensora typu EnvZ u Enterococcus sp.
(VanA), B. subtilis (KinA), E coli (ArcB) [47].

Poni¿ej opisane s¹ przyk³ady dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych warunkuj¹cych chorobotwór-
czo�æ wybranych gatunków bakterii Gram-ujemnych
oraz system EnvZ/OmpR u E. coli.

4.1. System AlgB/KinB i AlgR/AlgZ
u Pseudomonas aeruginosa

Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne u P. aerugi-
nosa nale¿¹ do jednych z najlepiej poznanych. Do dnia
dzisiejszego opisano oko³o 60 takich systemów u tego
drobnoustroju, m.in. system CbrA/CbrB, zaanga¿owa-
ny w regulacjê ekspresji genów koduj¹cych szlaki me-
taboliczne wykorzystuj¹ce argininê, histydynê, proli-
nê jako �ród³a wêgla i azotu (podobnie jak system
NtrB/NtrC); system PprB/PprA, reguluj¹cy przepusz-
czalno�æ b³ony komórkowej i wra¿liwo�æ na antybio-
tyki jak równie¿ wytwarzanie laktonu N-acylohomo-
seryny, bior¹cego udzia³ w systemie quorum sensing
u bakterii Gram-ujemnych; system PhoP/PhoQ, zaanga-
¿owany w regulacjê oporno�ci na polimyksynê w odpo-
wiedzi na stê¿enie jonów Mg2+ w �rodowisku zewnêtrz-
nym [11, 34, 37, 40].
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P. aeruginosa jest jednym z czynników etiologicz-
nych przewlek³ych zaka¿eñ p³uc, przede wszystkim
u chorych z mukowiscydoz¹ (CF � cystis fibrosis) [32,
33, 62]. Wiêkszo�æ szczepów P. aeruginosa izolowa-
nych od pacjentów z CF s¹ to izolaty posiadaj¹ce zdol-
no�æ wytwarzania egzopolisacharydu, zwanego algi-
nianem, sprzyjaj¹cego tworzeniu biofilmu [32, 33].
Wysoki poziom syntezy alginianu zwi¹zany jest z syn-
tez¹ alternatywnego czynnika sigma (F22) kodowanego
przez gen algT (algU). Czynnik ten indukuje ekspre-
sjê co najmniej 4 genów lub operonów niezbêdnych
w syntezie alginianu, m.in. takich jak: gen algD, wa-
runkuj¹cy syntezê kluczowego enzymu � dehydro-
genazy GDP-mleczanowej, czy te¿ operonów algB
i algR, koduj¹cych dwusk³adnikowe systemy regula-
cyjne [32, 33, 62, 64].

W systemach tych rolê kinaz histydynowych spe³-
niaj¹ bia³ka KinB i AlgZ, a regulatorów odpowiedzi
bia³ka AlgB (dla kinazy KinB) i AlgR (dla kinazy
AlgZ). Oba te systemy kontroluj¹ syntezê alginianu,
poprzez aktywacjê procesu transkrypcji genu algD
[32, 33, 62, 64]. Okazuje siê jednak, i¿ w przypadku
tych systemów kontrola ekspresji genów odpowie-
dzialnych za syntezê egzopolisacharydu nie mo¿e byæ
rozpatrywana jako klasyczny proces zale¿ny od reak-
cji fosforylacji poszczególnych domen [32]. Badania
przeprowadzone przez M a  i wsp. [32] wskazuj¹, ¿e
w warunkach in vitro defekt w fosforylacji regulatora
odpowiedzi AlgB nie wp³ywa na syntezê alginianu
i komórki te nadal produkuj¹ ten zwi¹zek. W przy-
padku systemu AlgZ/AlgR wysuniêto hipotezê, i¿ nie-
ufosforylowana forma regulatora odpowiedzi AlgR
mo¿e odgrywaæ rolê w nasileniu syntezy alginianu,
natomiast postaæ ufosforylowana mo¿e mieæ wp³yw na
inne funkcje komórki [32]. Przypuszcza siê, ¿e proces
autofosforylacji kinaz histydynowych KinB i AlgZ
mo¿e byæ uzale¿niony od obecno�ci pewnych czynni-

ków in vivo, jakie wystêpuj¹ m.in. u pacjentów z CF,
np.: odwodnienie, wysoka osmolalno�æ, zmniejszona
zawarto�æ zwi¹zków od¿ywczych czy te¿ obecno�æ
antybiotyków [33]. W konsekwencji mo¿e to pobu-
dzaæ komórki do syntezy alginianu. Dlatego te¿ zaha-
mowanie procesów fosforylacji zachodz¹cych w tych
systemach mo¿e zapobiegaæ syntezie egzopolisacha-
rydu w komórkach P. aeruginosa inicjuj¹c proces za-
siedlania organizmu gospodarza [32].

4.2. System BvgS/BvgA u Bordetella pertussis

B. pertussis jest czynnikiem etiologicznym krztu�-
ca. Chorobotwórczo�æ tego drobnoustroju jest uwarun-
kowana syntez¹ toksyn (toksyna krztu�cowa, cyklaza
adenylowa, cytotoksyna tchawicza, endotoksyna) oraz
adhezyn (fimbrie otoczkowe). Synteza tych czynników,
kontrolowana jest przez dwusk³adnikowy system regu-
lacyjny BvgS/BvgA. Bia³ko BvgS (gen bvgS) spe³nia
rolê kinazy histydynowej, a bia³ko BvgA (gen bvgA)
� regulatora odpowiedzi. Kinaza BvgS stanowi przy-
k³ad kinazy hybrydowej. Zbudowana jest z czterech
podjednostek: sensora, przeka�nika, odbiornika zwane-
go regulatorem kinazy oraz czê�ci C-koñcowej o nie-
znanej funkcji, oddzielonych krótkim i fragmentami
bogatymi w reszty alanina/prolina. Czê�æ C-koñcowa
nie wykazuje homologii do innych znanych kinaz [58].
W przypadku kinazy BvgS dochodzi do autofosfory-
lacji reszty His w domenie przeka�nika, a nastêpnie
reszty Asp w domenie odbiornika. Ka¿da z tych ufos-
forylowanych reszt aminokwasowych mo¿e byæ do-
norem grup fosforanowych dla bia³ka BvgA [58].
Bia³ko to powoduje aktywacjê genu ptx koduj¹cego
toksynê krztu�cow¹ oraz genów vir, takich jak: gen
cyaA � koduj¹cy cyklazê adenylanow¹, czy geny fim-1,
fim-2, fimX, koduj¹ce fimbrie [6]. Nale¿y dodaæ, i¿
w przypadku Bordetella bronchoseptica w odró¿nieniu

Rys. 5. Schemat dzia³ania systemu BvgS/BvgA u Bordetella pertussis
Sygna³ �rodowiskowy powoduje autofosforylacjê hybrydowej kinazy histydynowej (BvgS), a w dalszej kolejno�ci regulatora odpowied zi (BvgA).

W konsekwencji prowadzi to do aktywacji genów dla bia³ek warunkuj¹cych chorobotwórczo�æ tego drobnoustroju (szczegó³y w tek�cie ).
D1 � domena przeka�nika, D2 � domena odbiornika (regulatora kinazy), D3 � czê�æ C-koñcowa, R � regulator.
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od B. pertussis, proces fosforylacji systemu BvgS/
BvgA prowadzi do zahamowania wydzielania toksyn
[55]. Rys. 5 przedstawia dzia³anie systemu BvgS/
BvgA u B. pertussis.

4.3. System EnvZ/OmpR u Escherichia coli

Jednym z najlepiej zbadanych dwusk³adnikowych
systemów regulatorowych jest wspomniany system
EnvZ/OmpR u E. coli, odpowiedzialny za regulacjê
syntezy bia³ek porynowych w b³onie zewnêtrznej
w odpowiedzi na zmieniaj¹ce siê ci�nienie osmotyczne
�rodowiska zewnêtrznego. Bia³ko EnvZ (gen envZ)
w systemie tym spe³nia rolê kinazy histydynowej,
a bia³ko OmpR (gen ompR) � regulatora odpowiedzi.
Ufosforylowana forma bia³ka OmpR odpowiada za
poziom ekspresji genów ompC i ompF, warunkuj¹cych
syntezê bia³ek porynowych w b³onie zewnêtrznej [5,
7, 20]. Bia³ka te odpowiedzialne s¹ za dyfuzjê ma³ych
cz¹stek o masie cz¹steczkowej mniejszej ni¿ 650 Da
i posiadaj¹cych charakter hydrofilny. Regulacja od-
powiednich bia³ek porynowych uzale¿niona jest od
warto�ci ci�nienia osmotycznego w �rodowisku ¿ycia
bakterii. Stwierdzono, ¿e niska osmoralno�æ lub wy-
sokie pH powodujê fosforylacj¹ tylko ok. 3,5% bia³ka
OmpR w stosunku do ca³ej jego zawarto�ci w komórce
bakteryjnej, a w konsekwencji powoduje to aktywacjê
genu bia³ka porynowego OmpF. W przypadku wyso-
kich warto�ci ci�nienia osmotycznego lub niskiego
pH, dochodzi do procesu fosforylacji ponad 10% ca³-
kowitego poziomu regulatora odpowiedzi i aktywacji
syntezy bia³ka porynowego OmpC oraz represji syn-
tezy poryny OmpF [5, 7, 20].

5. Dwusk³adnikowe systemy regulacyjne
u bakterii jako nowe potencjalne miejsca
dzia³ania dla leków przeciwdrobnoustrojowych

Sprawne funkcjonowanie dwusk³adnikowych sys-
temów regulacyjnych w komórkach bakterii pozwala
im odpowiednio reagowaæ na czynniki �rodowiska
zewnêtrznego. Równie¿ w sytuacji zasiedlania tka-
nek organizmu gospodarza, drobnoustroje s¹ podda-
wane dzia³aniu szeregu jego mechanizmów obronnych
[57]. Obecno�æ w komórkach bakterii dwusk³adniko-
wych systemów regulacyjnych, umo¿liwia patogenom
pokonaæ te bariery, sprzyja podzia³om komórkowym
w tkankach gospodarza, prowadz¹c w ten sposób do
rozwoju infekcji, obejmuj¹cych czasem ca³y orga-
nizm. Badania dwusk³adnikowych systemów potwier-
dzi³y ich integraln¹ rolê w patogenezie chorób infek-
cyjnych. Od kilku lat trwaj¹ wiêc w laboratoriach
próby syntezy zwi¹zków hamuj¹cych ich aktywno�æ
[2, 3, 56].

Skuteczny i bezpieczny �rodek przeciwdrobno-
ustrojowy powinien ingerowaæ specyficznie w procesy
¿yciowe bakterii, tzn. powinien wykazywaæ mo¿liwie
nisk¹ toksyczno�æ w stosunku do komórek cz³owieka
(gospodarza), a tym samym maksymaln¹ wybiórczo�æ
dzia³ania. Powinien niszczyæ komórkê bakteryjn¹ i nie
byæ toksyczny dla komórek gospodarza. Niektóre ce-
chy dwusk³adnikowych systemów czyni¹ z nich god-
ne uwagi potencjalne miejsca dzia³ania leków prze-
ciwdrobnoustrojowych [56]. Wa¿nymi cechami tych
systemów s¹:

● powszechne wystêpowanie, czasami nawet w du-
¿ych ilo�ciach, w komórkach patogenów, jak to
ma miejsce w komórkach bakterii, na przyk³ad
P. aeruginosa gdzie zidentyfikowano ich ok. 60,

● funkcjonowanie jako integralna czê�æ mechaniz-
mów odpowiedzialnych za metabolizm komórki
drobnoustroju,

● nieobecno�æ podobnych systemów w komórkach
organizmów nale¿¹cych do królestwa zwierz¹t,
a wiêc równie¿ i cz³owieka,

● wysoka konserwatywno�æ kinaz sensora i regu-
latora odpowiedzi, zw³aszcza w obrêbie miejsc
aktywnych, co nasuwa wniosek, ¿e �rodek prze-
ciwdrobnoustojowy ingeruj¹cy w dwusk³adni-
kowe systemy regulacyjne decyduj¹ce o zjadli-
wo�ci, wykazywaæ bêdzie szerokie spektrum
dzia³ania przeciwdrobnoustrojowego [56].

Mechanizm dzia³ania dwusk³adnikowego systemu
regulacyjnego wskazuje na kilka potencjalnych punk-
tów dla ingerencji inhibitora: etap odbioru sygna³u,
autofosforylacja sensora, interakcja pomiêdzy senso-
rem a regulatorem oraz wi¹zanie regulatora do pro-
motora regulowanego genu [2, 56].

Ponadto, je�li okre�lone dwusk³adnikowe systemy
regulacyjne odpowiadaj¹ za antybiotykooporno�æ, to
ingerencja w ich dzia³anie pozwoli zwiêkszyæ wra¿-
liwo�æ szczepów na antybiotyki. Je�li systemy te wa-
runkuj¹ w³a�ciwo�ci chorobotwórcze bakterii, to za-
hamowanie ich aktywno�ci mo¿e przeciwdzia³aæ
kolonizacji organizmu gospodarza i rozwojowi choro-
by infekcyjnej.

5.1. Naturalne inhibitory dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych

Drobnoustroje z rodzaju Streptomyces maj¹ zdol-
no�æ produkcji wtórnych metabolitów o du¿ej aktyw-
no�ci przeciwbakteryjnej. W procesie fermentacji prze-
biegaj¹cej z udzia³em Streptomyces rimosus otrzymano
seriê halogenowanych pirolo-benzoksazyn, tzw. strep-
topiroli [56]. Charakteryzuj¹ siê szerokim zakresem
dzia³ania przeciwbakteryjnego i przeciwgrzybiczego,
a co istotne wykazuj¹ aktywno�æ przeciwko wielo-
opornym szczepom S. aureus i E. coli. Mechanizm ich
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dzia³ania polega na hamowaniu procesu autofosfory-
lacji kinazy histydynowej. Jednocze�nie sugeruje siê,
¿e obserwowana aktywno�æ streptopiroli mo¿e byæ
skutkiem równie¿ innych niespecyficznych efektów,
takich jak proces agregacji [55, 56].

W�ród naturalnych inhibitorów dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych znane s¹ nienasycone kwasy
t³uszczowe, które s¹ inhibitorami zale¿nej od ATP
autofosforylacji kinazy histydynowej, bior¹cej udzia³
w tworzeniu form przetrwalnych przez B. subtilis.
Znana jest te¿ zdolno�æ bromowych pochodnych
zwi¹zków fenolowych do hamowania aktywno�ci sys-
temu dwusk³adnikowego u A. tumefaciens pozwalaj¹-
cego na infekowanie ro�liny w miejscach zranienia [2].

5.2. Syntetyczne inhibitory dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych

Do syntetycznych inhibitorów dwusk³adnikowych
systemów regulacyjnych mo¿emy zaliczyæ takie zwi¹z-
ki jak: salicylanilidy, sole imidazolu, bis-fenole, halo-
fenyloizotiazolony, trityl czy benzimidazole i diarylo-
triazole [56].

Badania mechanizmu dzia³ania wykaza³y, ¿e nie-
które spo�ród najsilniej dzia³aj¹cych inhibitorów, jak na
przyk³ad salicylanilid czy benzimidazol, powoduj¹ he-
molizê erytrocytów, nie naruszaj¹c jednocze�nie b³on
komórkowych S. aureus. Fakt, i¿ wp³ywaj¹ destrukcyj-
nie na komórki zarówno prokariotyczne, jak i eukario-
tyczne, �wiadczy o tym, ¿e obserwowana inhibicja
wzrostu niektórych szczepów bakterii nie jest skutkiem
wybiórczego hamowania systemów regulatorowych,
ale równie¿ zaburzeñ o innym charakterze [56]. Nie
eliminuje to jednak znanych ju¿ syntetycznych inhibi-
torów jako potencjalnych skutecznych leków hamuj¹-
cych dwusk³adnikowe systemy regulacyjne. Bis-fenole
wykazuj¹ dzia³anie hamuj¹ce kinazê histydynow¹ VanS
u enterokoków i metycylinoopornych szczepów gron-
kowca z³ocistego. Podobne w³a�ciwo�ci wykazuj¹ izo-
tiazolony, hamuj¹c system VanS/VanR [3, 56, 59].

Otrzymano równie¿ syntetyczne inhibitory systemu
AglR/AlgZ w komórkach P. aeruginosa kontroluj¹cych
syntezê alginianu. Substancje te nie dzia³aj¹ bakterio-
bójczo, ale hamuj¹ wytwarzanie alginianu przez muko-
idalne szczepy P. aeruginosa, zwiêkszaj¹c tym samym
wra¿liwo�æ tej bakterii na dzia³anie antybiotyków i ak-
tywno�æ systemu immunologicznego gospodarza [2].

Przegl¹danie bibliotek zwi¹zków chemicznych
umo¿liwia odnalezienie inhibitorów dwusk³adniko-
wych systemów regulacyjnych ale o niskiej selek-
tywno�ci i ró¿nych mechanizmach dzia³ania. W po-
szukiwaniu skutecznych inhibitorów tych systemów
korzystniejsze jest projektowanie nowych zwi¹zków
z uwzglêdnieniem struktury kinaz sensora i regulatora
odpowiedzi jako punktu uchwytu [56].

6. Podsumowanie

Badania prowadzone w celu poznania dzia³ania
dwusk³adnikowych systemów regulacyjnych, potwier-
dzi³y ich integraln¹ rolê w adaptacji bakterii do zmie-
niaj¹cych siê czynników �rodowiskowych, w tym rów-
nie¿ skutecznej kolonizacji organizmu cz³owieka.
Systemy te s¹ te¿ zaanga¿owane w regulacjê produkcji
czynników chorobotwórczo�ci bakterii oraz ekspresjê
oporno�ci na antybiotyki i chemioterapeutyki. Ten
w³a�nie fakt czyni je godnymi zainteresowania elemen-
tami w komórkach bakterii z punktu widzenia medycz-
nego i farmakologicznego.

W dobie narastaj¹cej lekooporno�ci drobnoustro-
jów i pojawiania siê szczepów wielolekoopornych,
wykazuj¹cych oporno�æ na obecnie dostêpne antybio-
tyki i chemioterapeutyki, wa¿nym staje siê zagadnienie
poszukiwania nowych leków przeciwdrobnoustrojo-
wych. Poznanie dzia³ania dwusk³adnikowych syste-
mów regulacyjnych, ich funkcji dla ¿ycia komórki
bakteryjnej oraz pierwsze badania nad zwi¹zkami ha-
muj¹cymi ich dzia³anie, stwarza nowe mo¿liwo�ci
w poszukiwaniu nowych i skutecznych leków prze-
ciwdrobnoustrojowych.
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