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The potential of application of microbial biosensors

Abstract: The increasing levels of environmental pollution and its hazardous mutagenic and carcinogenic effects on living organisms,
including human health requires specific, sensitive, rapid and effective tests for monitoring the presence of cytotoxic and genotoxic
agents in surface, subsurface water, soil, sediments, sewage, air and in food products.

Recently, microbial (or bacterial) biosensors use reporter /ux, luc or gfp genes with genetic fusion of selected promoters have
been developed to detect a variety of chemicals, genotoxic agents and factors, which are responsible for DNA damage, oxidative
damage or cell growth inhibition. Nowadays, the most popular microbial biosensors are based on analysis of the intensity of reporter
gene expression, typically by creating transcriptional fusion between SOS promoter region and reporter gene in genetically engineered
microorganisms (GEMs), usually in Escherichia coli strains. Living bacterial-based biosensors can perform functional sensing and
provide measurement, such as bioavailability, cytotoxicity and genotoxicity or general toxicity. Microbial biosensors are being
characterized of high level of specificity, fast response time, low cost, portability, ease of use and giving a continuous in situ and real
time signal, so are famous for dynamic development and represent of the advantages compared with traditional methods, for example
chromatography. For living cells biosensors, bacteria are suitable due to their easy and rapid growth rate, very often on standard
medias and low cost of their culturability.

Current trends in biosensors technology have been directing to creation more sensitive and flexible genetic constructs for simul-
taneous biomonitoring cytotoxic and genotoxic action of analyzed samples.

The presented review focuses on characterization of general definition and classification of biosensors. Nowadays trends for
creation of more robust genetic constructs for bacterial biosensors are also discussed.

1. Introduction. 2. The general definition of biosensor. 3. The classification and properties of whole-cells microbial biosensors.
4. The stress response mechanisms and its application in bacterial biosensors. 5. The characterization of biosensor’s activity with
recA promoter. 6. The nowadays trends in biosensors technology. 7. Summary
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1. Wstep

Udokumentowane licznymi doniesieniami nauko-
wymi zanieczyszczenie $rodowiska zwiazkami che-
micznymi o wiasciwosciach cytotoksycznych i geno-
toksycznych ze wzgledu na zagrozenie zdrowia i zycia
ludzi oraz wiasciwe funkcjonowanie ekosystemow
budzi potrzebe opracowania tanich, szybkich i efek-
tywnych testow do monitorowania poziomu nie-
bezpiecznych substancji w wodzie pitnej, wodach
powierzchniowych, glebie, powietrzu, $ciekach i zyw-
no$ci. Stad, w ciagu ostatnich 15 lat obserwuje
si¢ dynamiczny wzrost zainteresowania jak réwniez
finansowania badan, szczegoélnie na terenie USA,
Japonii i w Europie dotyczacych technologii biosen-

sorowych stanowiacych wedtug dyrektyw Unii Euro-
pejskiej (Water Framework Directive — WFD, Marine
Strategy Framework Directive) podstawowe, szyb-
kie i ekonomiczne narze¢dzie biomonitoringu $rodo-
wiskowego [13].

Dokonujac przegladu literatury mozna zauwazy¢
pewna ewolucj¢ aplikacyjna mikrobiologicznych bio-
sensorow, poczawszy od konstruktow genowych
sktadajacych si¢ z pojedynczych, specyficznie reagu-
jacych na okreslone grupy zwiazkow (np. metale cigz-
kie, benzen i jego pochodne) [25, 39], z reguly be-
dacych w transkrypcyjnej fuzji z okreslonym genem
reporterowym lux, luc, gfp lub lacZ [2, 6, 7], az po
kreowane obecnie uktady genetyczne, ktére pozwa-
laja na jednoczesna detekcje efektu cytotoksycznego
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1 genotoksycznego badanej proby. Wspotczesne techno-
logie biosensorowe podazaja w kierunku opracowania
narzedzi, ktdre w tani, szybki, precyzyjny i wiarygodny
sposob pozwola na in situ srodowiskowy pre-screening
wody, gleby, powietrza, zywnos$ci. To ukierunkowanie
biosensorow mikrobiologicznych na urzadzenia stu-
zace do kompleksowej analizy cytotoksycznego i ge-
notoksycznego oddziatywania prob wzgledem zywej
komorki pociaga za soba mozliwo$¢ badania global-
nego wplywu badanych préb na fizjologig, biochemig
oraz kondycj¢ DNA w zywej komorce [1, 3, 4]. Warto
wspomnie¢ o fakcie niebezpieczenstwa wystgpowania
i tworzenia w $rodowisku, jak rdwniez i w organiz-
mach zywych, kompleksow zwiazkéw chemicznych
i ich metabolitow, ktorych genotoksycznosci nie zna-
my, a ktore moga mie¢ wptyw na kondycje¢ materiatu
genetycznego. W konsekwencji nasuwaja si¢ pytania
dotyczace opracowania technik umozliwiajacych bada-
nie genotoksyczno$ci nie tylko prob laboratoryjnych
stanowiacych swego rodzaju wzorce reaktywnosci bio-
sensora wzgledem danych zwiazkow chemicznych, lecz
przede wszystkim prob wody, wyciagéw glebowych
lub roztwordéw produktéw spozywczych potencjalnie
mogacych zawiera¢ mieszaning niebezpiecznych sub-
stancji dajacych w konsekwencji oddziatywania na po-
ziomie DNA efekt genotoksyczny. Kontynuujac nalezy
podkresli¢, iz z zastosowaniem bakteryjnych biosen-
sorow jestesmy w stanie okres§lic kompleksowy efekt
genotoksyczny badanej proby wzgledem zywej komor-
ki, co automatycznie uwzglednia fakt mozliwosci two-
rzenia nieznanych nam kompleksow zwiazkow che-
micznych na terenie komorki jako skutek wniknigcia
okreslonego zwiazku chemicznego, badz wielu zwiaz-
kéw chemicznych. Obecnie jestesmy §wiadkami ,,wy-
buchu” dynamicznego wzrostu zainteresowania kon-
strukcja coraz to bardziej ztozonych pod wzgledem
technik inzynierii genetycznej biosensoréw bakteryj-
nych a szczegdlnie zawierajacych w swojej budowie
promotory komérkowych systemoéw naprawczych, np.
SOS, ktorego aktywacja w wyniku uszkodzen DNA
umozliwia okreslenie kompleksowego genotoksycz-
nego efektu analizowanych prob [3, 10, 15, 20].

Biorac pod uwagg ciagle wzrastajaca atrakcyjnosé
biosensorow w roznych dziedzinach zycia cztowieka,
poczawszy od ich zastosowan do monitoringu §rodo-
wiskowego [41, 42], zywnoS$ci, poprzez aplikacje
medyczne, a w koncu jako alternatywne narzedzie
do ,,pre-screeningu” nowych zwiazkoéw chemicznych
i lekow, w tym lekow przeciwnowotworowych zde-
cydowano si¢ w przedtozonej pracy na dokonanie
przegladu gtéwnych rodzajow biosensoréw mikro-
biologicznych, ich aplikacji oraz nowoczesnych tren-
doéw badawczych majacych na celu opracowanie co-
raz bardziej efektywnych, wydajnych i tanich technik
biosensorowych.
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2. Ogolna definicja biosensora

Biosensor to urzadzenie wykrywajace, przekazu-
jace i zapisujace informacje zwigzane ze zmianami
fizjologicznymi i biochemicznymi mikroorganizmow
w uktadzie. Jest to rodzaj sondy, ktora sklada sig
z czeSci biologicznej — bioczujnika oraz przetwarza-
cza konwertujacego zmiany biologiczne w sygnat [5].
Biosensor to analityczne urzadzenie umozliwiajace
szybka, doktadna, niskopoziomowa detekcje wielu
substancji [4]. Laczy w sobie czujnik biologiczny
i przetwornik wysylanego przez niego sygnatu, ktory
jest proporcjonalny do stgzenia analitu [23]. Dziata-
nie biosensoréw bazuje na specyficznych interakcjach
pomigdzy enzymami i ich substratami, na wzajem-
nym rozpoznawaniu przeciwcial i antygenow, na do-
stgpnosci specyficznych molekut dla ich receptorow
lub na wysokim powinowactwie kwaséw nukleino-
wych do ich sekwencji komplementarnych [4]. Funk-
cjonalno$¢ biosensora zalezy od specyficznosci bio-
chemicznej sktadnika biologicznego, ktérego dobor
uzalezniony jest od jego operacyjnej i Srodowisko-
wej stabilnosci oraz od rodzaju analitu podlegajacego
detekeji [10]. Komponentem biologicznym biosen-
sora moze by¢:

« enzym (enzyme-based biosensors),

« przeciwciato (antybody-based biosensors),

« DNA (DNA biosensors),

« receptor (receptor-based biosensors),

« caly mikroorganizm (cell-based biosensors), np.
catokomodrkowe biosensory bakteryjne (whole-
cell bacterial biosensors),

« kolonia bakteryjna [11, 35].

Sygnatl wysylany przez czujnik biologiczny moze
wynika¢ z procesow (zmiana koncentracji protonow,
uwolnienie lub pobdr gazow, emisja §wiatta, absorp-
cja) wywolanych przez metabolizm zwiazkéw roz-
poznawanych przez element biologiczny. Przetwornik
przeksztalca biologiczna reakcj¢ w mozliwy do zmie-
rzenia sygnal (prad, potencjat lub absorpcja $wiatta
w sensie elektrochemicznym lub optycznym), ktory
moze by¢ pdzniej wzmocniony, przetworzony i zapa-
migtany w celu dalszych analiz [23]. Kluczowym pro-
blemem budowy biosensoréw jest unieruchomienie
komponentu biologicznego na powierzchni przetwor-
nika sygnatu, ktore zapewnia stabilizacj¢ biomateriatu
1 wymagana blisko$¢ czujnika i odbiornika. Osiagane
jest to za pomoca adsorpcji fizycznej, usieciowienia
molekut, wigzania kowalencyjnego oraz zamknigcia
wewnatrz btony, polimeru lub mikrokapsuty [34]. Ta-
kie potaczenie i wspodtdziatanie elementéw umozliwia
bardzo szybkie, czule i precyzyjne wykrywanie nawet
bardzo matych stezen okreslonych zwiazkéw maja-
cych toksyczny, mutagenny lub kancerogenny wptyw
na organizmy zywe [24, 26].
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Tabela I

Przyktady biosensorow mikrobiologicznych i ich granice detekcji [wg 23]

Biosensory bioluminescencyjne i fluorescencyjne

Badany analit Mikroorganizm Najnizsze wykrywane stezenie
Nikiel Ni** Ralstonia eutropha AE2515 0,1 uM
Kobalt Co? Ralstonia eutropha AE2515 9 uM
Rtg¢ Hg? E. coli HMS174 0,2 ng/g
Rte¢ biologicznie dostgpna E. coli HMS174 10 pM
Miedz biologicznie dostgpna | P. fluorescent DF57 z transpozonem 7n5.:luxAB 0,3 ppm
Fosfor biologicznie dostepny | Synechococcus PCC 7942 0,3 uM
Zelazo biologicznie dostgpne | Zrekombinowany szczep Pseudomonas syringae z genem gfp | Okoto 107 M
genotoksyny E. coli DPD1718 z fuzja recA’::lux 100 ppb mitomycyny
uv Zrekombinowany szczep E. coli z fuzja recA’: : lux 1,2 J/em? dawki UV

Wyrdzniamy wiele rodzajow biosensorow. Sa one
najczesciej klasyfikowane ze wzgledu na metody
transdukcji sygnatlu biologicznego (np. elektroche-
miczne, optyczne, piezoelektryczne, termiczne) oraz
zastosowane czujniki biologiczne (np. enzymatyczne,
receptorowe, komorkowe) [34]. Moga by¢ takze dzie-
lone na specyficzne (diagnostyczne testy do kontroli
okreslonego zanieczyszczenia) lub szerokozakresowe
(zdolne okresla¢ ogolne zmiany chemiczne w $rodo-
wisku, glownie wywolujace zaburzenia w systemach
biologicznych) [11, 24].

Technologie biosensorowe sa wykorzystywane do
wykrywania fenoli, metali cigzkich i wielu pestycy-
dow oraz do okreslania biologicznego zapotrzebowa-
nia na tlen. Maja takze swoje zastosowanie w anali-
zach nowo pojawiajacych si¢ zanieczyszczen takich
jak srodki powierzchniowo czynne, hormony i anty-
biotyki. Biosensory oferuja mozliwos¢ nie tylko ozna-
czenia zwiazkéw chemicznych, ale takze biologicz-
nych efektow ich obecnosci w srodowisku, takich jak
toksyczno$¢ i zaburzenia wydzielania wewngtrznego,
co daje znacznie szersza informacj¢ na temat badane-
go analitu [34, 43]. Zestawienie biosensoréw mikro-
biologicznych oraz ich pozioméw detekcji umieszczo-
no w tabeli I.

3. Klasyfikacja i wlasciwosci calokomérkowych
biosensor6w mikrobiologicznych

Takie cechy mikroorganizméw jak:
o zdolno$¢ do detekcji szerokiego zakresu sub-
stancji chemicznych,
» mozliwo$¢ modyfikacji genetycznych,
« szeroki zakres pH i temperatury, w ktorych moz-
liwe jest prowadzenie badan,
czynia je idealnymi biologicznymi materiatami detek-
cyjnymi, ktére moga by¢ zintegrowane z réznorodnymi
przetwornikami (np. amperometrycznymi, potencjome-
trycznymi, kalorymetrycznymi, konduktometrycznymi,

kolorymetrycznymi, luminescencyjnymi lub fluorys-
cencyjnymi) [23].

Biosensory calokomorkowe moga by¢ wykorzysty-
wane do badania toksyczno$ci wielu komponentow
srodowiska, wlaczajac glebe, osady i wodg, na zasa-
dzie sprzg¢zenia bakterii z przetwornikami odpowiedzi
komorkowej w mierzalny sygnal. Sa one konstruowa-
ne w wyniku potaczenia genu reporterowego (generu-
jacego sygnat), z komponentem wykrywajacym dana
substancje¢ zanieczyszczajaca. Ekspozycja na specy-
ficzny analit wywotuje zmiany chemiczne lub fizycz-
ne w komorce, wlaczajac w to nawet uszkodzenia
DNA czy btony lipidowej [22]. Biosensory mierza te
zmiany w fizjologii lub zachowaniu organizméw, bg-
dace skutkiem stresu wywotanego obecnoscia zwiaz-
kéw toksycznych [14, 19]. W momencie gdy bio-
sensor jest wystawiany na dziatanie danego skazenia,
komponent detekcyjny wymusza konkretne reakcje
metaboliczne w komorce 1 wlaczenie lub wytaczenie
genu reporterowego [22, 36]. Produkt ekspresji genu
powinien by¢ tatwy do zmierzenia. Geny reporterowe
moga by¢ naturalnym sktadnikiem materiatu genetycz-
nego danych szczepdéw bakteryjnych lub by¢ wprowa-
dzane na drodze manipulacji genetycznych [38].

Efektywnos$¢ biosensora zalezy od wyboru od-
powiedniego promotora oraz genu reporterowego.
Generalna zasada, jaka nalezy si¢ kierowaé podczas
wyboru promotora, jest jego czulo$¢ oraz specyficz-
no$¢. Niektore promotory bakteryjne moga wykry¢
stezenie zwiazku chemicznego rzedu ppb lub nawet
jego opary. Natomiast jesli chodzi o specyficznos¢,
promotory najczgsciej reaguja na grupy zwiazkow (np.
metale cigzkie), rzadziej na konkretny sktadnik zanie-
czyszczenia [32].

Gen reporterowy zwykle koduje enzym katalizuja-
cy reakcje, ktora moze by¢ tatwo monitorowana [36].
Biosensory calokomoérkowe sa najczesciej zmodyfi-
kowanymi genetycznie bakteriami, ktore reaguja na
obecno$¢ lub absencje stresora poprzez synteze biat-
ka reporterowego — lucyferazy, B-galaktozydazy lub
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biatka GFP [41]. Wywolana reakcja (np. emisja Swiatta

widzialnego) wskazuje na stopien zmian fizykoche-

micznych w komorce [40].

Biosensory reaguja na obecno$¢ lub brak danego
zwiazku chemicznego poprzez wytwarzanie mierzal-
nego produktu ekspresji genu reporterowego [16].
W zalezno$ci od mechanizmu reakcji oraz regulacji
promotor — gen reporterowy wyrdznia si¢ trzy grupy
biosensorow:

« niespecyficzne — odpowiedz komorkowa polega na
spadku intensywnosci bioluminescencji emitowane;j
przez komorki morskich bakterii z rodzaju Vibrio
z genem /ux wskutek ich $mierci lub zaburzen me-
tabolizmu komoérkowego [16, 25, 37]. Inhibicja bio-
luminescencji, ktora jest skutkiem toksycznego od-
dziatywania roznorodnych zanieczyszczen na zywa
komorke, jest wprost proporcjonalna do stgzenia
tych zanieczyszczen. Niewatpliwa wada tego rodza-
ju biosensorow jest mozliwo$¢ otrzymania falszy-
wego wyniku pozytywnego w testach toksycznosci,
gdyz kazdy naturalny spadek aktywno$ci metabo-
licznej w komorce bakteryjnej moze wywota¢ inhi-
bicj¢ bioluminescencji. Do tej klasy biosensoréw
zaliczamy popularny test Microtox™ [38].

« specyficzne — bazuja na ekspresji genu reportero-
wego wywotywanej tylko przez okreslone zwiazki
chemiczne. Promotor jest regulowany przez biatko
represorowe lub aktywatorowe, ktore jest czute tyl-
ko na specyficzny analit [16]. W przypadku regu-
lacji pozytywnej, polaczenie analitu z biatkiem
regulatorowym powoduje odblokowanie promoto-
ra i rozpoczecie transkrypcji genu reporterowego.
W przypadku braku w badanej probie specyficznej
substancji toksycznej, nastgpuje catkowita inhibicja
promotora przez biatko regulatorowe i transkrypcja
genu markerowego nie zachodzi. Uwolnienie bia-
tek represorowych z obszaru promotora i rozpoczg-
cie transkrypcji genu nastgpuje tylko w momencie
zwiazania represora ze specyficznym analitem [37].

« semispecyficzne — fuzja promotoréw reagujacych na
bardzo zréznicowane grupy stresorow (np. srodki
bakteriobodjcze, promieniowanie UV, promieniowa-
nie gamma, genotoksyny, stres oksydacyjny) z ge-
nem reporterowym (gfp, lux, luc, lacZ) [16]. Wyko-
rzystano w ich konstrukcji fakt, iz bakterie reaguja
na zwiazki chemiczne lub warunki Srodowiskowe,
ktore powoduja aktywacje procesOw chroniacych
komoérke przed tymi czynnikami wywotujacymi
stres. Biosensory te moga indukowa¢ odpowiedz na
szok cieplny (wywolywany przez czynniki srodo-
wiskowe powodujace uszkodzenia biatek), reakcje
SOS (aktywowana w nastgpstwie uszkodzen DNA)
oraz odpowiedz na stres oksydacyjny lub uszkodze-
nia blony komoérkowej [38]. Pojawienie sig stresora
uruchamia kaskadg reakcji prowadzacych do eks-
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presji genu reporterowego i emisji pozytywnego,

komorkowego sygnatu [27, 37]. Do tego rodzaju

biosensorow naleza biosensory genotoksycznosci

z promotorami uktadu SOS, np. recA.

W ostatnich latach bakteryjne biosensory calo-
komorkowe okazaty si¢ by¢ bardzo wartoSciowymi
narzedziami stuzacymi do wykrywania i szacowania
toksyczno$ci zanieczyszczen wystgpujacych w natu-
ralnym $rodowisku. Maja one kilka znaczacych zalet
[21, 26, 34]:

« indukuja specyficzna i tatwo wykrywalna odpowiedz
na poddane detekcji zwiazki chemiczne;

« pozwalaja na szybkie okreslenie toksycznos$ci oraz
genotoksycznosci zanieczyszczen wzgledem zywych
komorek bakterii w krotkim czasie inkubacji;

« oszacowuja biodostepna frakcje okreslonego zwiaz-
ku, co ma znaczenie w procesie bioremediacji, po-
niewaz to substancje biodost¢pne sa potencjalnie
biodegradowalne;

» sa bardzo czulymi urzadzeniami, niekiedy nawet
pojedyncze molekuty analitu powoduja reakcje ko-
morkowa;

« sa niezastapionym narzedziem w badaniach nad eks-
presja genow, aktywnoscia promotoroéw oraz regu-
lacja odpowiedzi komorki bakteryjnej w warunkach
stresu;

« moga by¢ stosowane nawet w bardzo zanieczysz-
czonym srodowisku;

o W poréwnaniu z metodami konwencjonalnymi sa
one tansze i mniej skomplikowane technicznie.

Gloéwna wada biosensorow jest fakt, iz ich dziatanie
opiera si¢ na systemach biologicznych — maja wigc
mniejsza powtarzalno$¢ niz metody chemiczne, a uzys-
kiwane dzigki nim wyniki pomiarow sa zwykle wzgled-
ne i nie absolutne. Biosensory bakteryjne nie sa takze
zawsze dobrym narz¢dziem do wykrywania toksycz-
nosci zwiazkoéw chemicznych w stosunku do ludzi. Po
pierwsze, bakterie sg bardziej odporne na wiele zwiaz-
kow toksycznych ze wzgledu na posiadanie w budowie
zewngetrznej dodatkowej ostony w postaci $ciany ko-
morkowej, ktora chroni przed szokiem osmotycznym
i uszkodzeniami btony komorkowej. Ponadto niektore
szkodliwe zwiazki staja si¢ toksyczne dopiero pod
wplywem enzymow watrobowych, ktorych bakterie sa
pozbawione. Te rodzaje zwiazkoéw toksycznych moga
by¢ wigc pominigte w procesie monitoringu za pomoca
biosensoréw calokomdrkowych [36].

Podobny problem pojawia si¢ w przypadku zasto-
sowania bakteryjnych biosensoréw jako narzedzi do
pre-screeningu aktywnos$ci potencjalnych lekow anty-
nowotworowych. Cz¢$¢ z tego rodzaju lekéw to pro-
leki, ktore dopiero w organizmie cztowieka pod wpty-
wem obrobki enzymatycznej, gldéwnie z udziatem
enzymow watrobowych staja si¢ lekiem docelowym
wykazujacym wlasciwos$ci antykancerogenne. W takiej
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sytuacji trudne jest okreslenie wlasciwego potencjalu
genotoksycznego pro-leku z zastosowaniem techno-
logii biosensoréw bakteryjnych.

Wspolczesne techniki inzynierii genetycznej ciagle
poszerzaja mozliwosci aplikacyjne catokomoérkowych
biosensorow mikrobiologicznych w wykrywaniu nie-
bezpiecznych substancji skazajacych $rodowisko natu-
ralne. Ciagle udoskonalanie biologicznych elementow
detekcyjnych i1 praca nad zwigkszeniem powtarzal-
no$ci pomiarow w przyszlosci moga uczyni¢ z tych
biosensoréow znakomite zrodto informacji o otaczaja-
cym nas $rodowisku.

4. Mechanizmy odpowiedzi komorkowej na stres
i ich zastosowanie w biosensorach bakteryjnych

Mikroorganizmy wyksztalcity kilka behawioralnych
odpowiedzi na stres wywotany zmieniajacymi si¢ wa-
runkami $rodowiskowymi. Sa dwa generalne pozio-
my mozliwych reakcji: dorazna regulacja i odpowiedz
fizjologiczna oraz p6zniejsze zmiany w metabolizmie
oraz strukturach komoérkowych [17]. Gdy komorka
prokariotyczna zostanie wystawiona na dziatanie stre-
sorow fizycznych lub chemicznych dochodzi do zmian
w ekspresji specyficznych genow (w tym genow szoku
termicznego) oraz zmian w stabilnos$ci wielu biatek
komoérkowych. Oprocz wspomnianego szoku termicz-
nego istnieje wiele czynnikéw indukujacych synteze
biatek szoku cieplnego bedacych pod kontrola specy-
ficznych sekwencji promotorowych [26]. Powszechnie
badane sa bakteryjne odpowiedzi komorkowe bedace
reakcja na gldd, brak dostepu tlenu, stres oksydacyjny,
zmiany osmotyczne czy odpowiedz SOS na uszkodze-
nia DNA [17]. Stres komérkowy moze by¢ rowniez
skutkiem pojawienia si¢ w srodowisku zwiazku che-
micznego oraz w niektorych przypadkach zmiany pH,
ktorego zakres optymalny zalezy od indywidualnych
cech szczepu. Reakcja promotorow biatek szoku ciepl-
nego na zwiazki toksyczne zostala wykorzystana
w konstrukcji biosensoréw, bedacych fuzja elementow
promotorowych z okre§lonym genem reporterowym
otrzymywang metodami inzynierii genetycznej [26].

Komorki bakteryjne (np. E. coli) narazone na dzia-
tanie stresoréw bronia si¢ przed uszkodzeniami i $mier-
cia wykorzystujac réznorodne mechanizmy fizjolo-
gicznej, biochemicznej czy behawioralnej odpowiedzi
komoérkowej [17]. Jedna z mozliwo$ci obrony i napra-
wy uszkodzen jest bakteryjny regulon SOS, ktory sta-
nowi przyktad adaptacyjnej odpowiedzi bakterii na
stres. Jego wyrazanie jest indukowane uszkodzeniami
DNA w komorce (gldwnie obecnoscia jednoniciowych
fragmentéw DNA), bedacymi skutkiem ekspozycji ko-
morki na zwiazki chemiczne, czy promieniowanie wy-
wotujace efekt genotoksyczny. Biatka kodowane przez
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geny tego regulonu maja wptyw na liczne funkcje ko-
morki, w tym: metabolizm energetyczny, zatrzymanie
podziatéw komorkowych, restrykcje¢ czy naprawg
DNA. Naprawa SOS obejmuje kilka mechanizméw,
w tym naprawg bledna (mutageneza SOS), czyli napra-
we nie dopuszczajaca do zatrzymania replikacji nawet
kosztem zwigkszenia liczby mutacji w DNA. Poniewaz
niektore mutacje moga zwigkszy¢ zdolnos¢ bakterii do
przezycia w warunkach stresowych, zwigkszenie licz-
by mutacji w wyniku btednej naprawy DNA trakto-
wane jest czesto jako czynnik adaptacyjny [15, 44].

Uszkodzenia materiatu genetycznego indukujace
odpowiedz SOS sa zazwyczaj nastgpstwem dzialania
zwigzkéw mutagennych. Zmiany te moga mie¢ dwo-
jaki charakter: bezposredni lub posredni. Uszkodzenia
bezposrednie obejmuja taczenie si¢ zwiazku toksycz-
nego z DNA wiazaniem kowalencyjnym lub pgknig-
cia nici DNA wywotane przyktadowo ekspozycja or-
ganizmu na promieniowanie a. Posrednie uszkodzenia
materialu genetycznego sa nastgpstwem pojawienia si¢
reaktywnych produktow, ktore zmieniaja strukture
nukleotydow [15].

W normalnych warunkach transkrypcja gendow
SOS jest hamowana za pomoca represora — bialka
LexA. W wyniku pojawienia si¢ uszkodzen materiatu
genetycznego nastgpuje transkrypcja genu recA i ak-
tywacja biatka RecA, ktére zaczyna funkcjonowaé
W sposob nieenzymatyczny jako koproteaza niezbgd-
na do przecigcia LexA i zniesienia represji regulonu
SOS. W wyniku tego zachodzi transkrypcja genow
SOS a jej produkty naprawiaja DNA. Jednym z trans-
krybowanych genow jest lexA, ktorego wyrazanie si¢
w miarg uptywu czasu prowadzi do zwigkszenia liczby
biatka represorowego LexA i ponownego zablokowa-
nia regulonu SOS [15, 44].

Modyfikowane genetycznie bakterie bioluminescen-
cyjne i fluorescencyjne sa ostatnio szeroko stosowane
w detekceji wielu zanieczyszczen §rodowiska. Charak-
teryzuja si¢ one potaczeniem komponentu receptoro-
wego (promotora bedacego przedmiotem regulacji
srodowiskowej) z komponentem reporterowym (ge-
nem odpowiadajacym za bioluminescencjg, Juc lub lux
lub fluorescencje, np. z genem gfp) [12, 18]. Biosen-
sory stosowane do wykrywania genotoksyn bazuja na
wzmocnionej w stosunku do szczepow dzikich odpo-
wiedzi komorkowej bedacej reakcja na wywolywane
przez te zwiazki uszkodzenia DNA (modyfikacje zasad,
alkilacja, przerwanie nici DNA, wewnatrzniciowe
usieciowienie) [8, 9, 28].

Testy oparte na bakteryjnym systemie SOS bazuja
na tym, iz odpowiedz na zwiazki chemiczne uszkadza-
jace DNA wywoluje kaskade reakcji, wlaczajac w to
syntezg¢ wielu bialek zwiazanych z mutageneza, takich
jak RecA i UmuCD. Wyniki tego typu biomonitoringu
sa wykorzystywane do wykrywania zanieczyszczen
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Tabela II
Przyktady biosensoré6w mikrobiologicznych opartych
na bakteryjnym systemie reakcji komorkowej SOS [wg 20, 30]

Biosensor Analizowany zwiazek | Limit detekcji*
mitomycyna C 0,012 uM
" 3 MNNG 0,763 uM
recd’:gfpmu nadtlenek wodoru 286 uM
Formaldehyd 305 uM
mitomycyna C 0,0043 uM
SOS Iux test MNNG 0.71 uM
nadtlenek wodoru 83 uM
Formaldehyd 6500 uM

* Minimum detekcji jest okreslane jako stgzenie,
dla ktérego wspotczynnik wzbudzenia wynosi 2.

bedacych potencjalnym zrédtem kancerogenezy u zwie-
rzat 1 cztowieka, gdyz badania dowodza, ze 60-70%
genotoksyn indukujacych odpowiedz SOS jest czyn-
nikiem kancerogennym takze dla ssakéw [20, 29, 30].
Zestawienie przyktadowych biosensoréw opartych na
indukcji bakteryjnej odpowiedzi SOS oraz ich pozio-
moéw detekeji umieszczono w tabeli 11.

5. Charakterystyka funkcjonalnosci biosensora
z promotorem recA

Aktywacja regulonu SOS bedacego reakcja na
uszkodzenia DNA znajduje zastosowanie w pomiarze
mutagennych i genotoksycznych efektow oddziatywa-
nia wielu czynnikdow chemicznych i fizycznych [20].
Mechanizm ten zostal wykorzystany w biosensorach
bakteryjnych zawierajacych fuzj¢ promotora recA
wraz z genem gfp lub [ux, gdzie promotor recA jest
indukowanym uszkodzeniami DNA promotorem genu
systemu SOS [20, 21]

Gen recA jest czesto angazowany w uktady biosen-
sorowe ze wzgledu na swoja bardzo znaczaca role
w aktywacji odpowiedzi SOS. Bierze on udziat w kilku
roznych mechanizmach naprawczych DNA, w tym
eliminacji luk w nici potomnej DNA, pgknig¢ podwoj-
nej helisy, jak réwniez w mechanizmie tolerancji
na btedy replikacyjne zwanym mutageneza SOS. To
wszystko sprawia, iz fuzja tego promotora i genu
reporterowego gfp lub lux posiada cechy efektywnego
sensora genotoksyczno$ci. To potaczenie wykazuje
szybsza i czulsza reakcj¢ niz fuzja innych induko-
wanych uszkodzeniami DNA promotoréow takich jak
uvrd czy alkA4 [20].

Odpowiedz komorkowa indukowanego stresem se-
mispecyficznego biosensora recA::gfp lub lux::gfp
podlega regulacji aktywatorowej. Kinetyka biolumi-
nescencji zwiazanej z odpowiedzia SOS jest zalezna
od biodostgpnosci i dawki genotoksycznego zwiazku
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chemicznego. W przypadku braku stresora nie docho-
dzi do transkrypcji genu biatka aktywatorowego w wy-
niku czego nastgpuje zablokowanie transkrypcji genu
reporterowego gfp. W nastgpstwie pojawienia sig czyn-
nika genotoksycznego biatko regulatorowe, bedace
produktem ekspresji genu aktywatorowego, indukuje
transkrypcje genu reporterowego, w wyniku czego do-
chodzi do pojawienia si¢ pozytywnej odpowiedzi ko-
morkowej. Biatko GFP przy wzbudzeniu §wiatlem UV
emituje zielona fluorescencje, ktorej intensywnos¢ mo-
zemy zmierzy¢ na drodze spektrofluorymetrii [26]. Ten
mierzalny sygnal moze by¢ wprost proporcjonalny do
stezenia analizowanego zwiazku genotoksycznego.

Technologia reporteré6w bioluminescencyjnych i fluo-
rescencyjnych pozwala na szybka (w przeciagu kilku
sekund) analizg genotoksyczno$ci zwiazkdéw in vivo
bez zaktocen funkcji komorki. Sygnat §wietlny pocho-
dzi od zywych komorek a szybki pomiar nie wywotuje
ich destrukcji, co sprzyja jego powtarzalnosci. W przy-
padku wysokich stezen, wigkszo$¢ substancji wyka-
zuje dziatanie cytotoksyczne ujawniajace si¢ poprzez
spadek intensywnosci fluorescencji wraz ze wzrostem
dawki zwiazku [30].

6. Nowatorskie trendy w technologii biosensorowej

Zgodnie z nowatorskimi trendami w dziedzinie kreo-
wania biosensoré6w mikrobiologicznych szczegodlnie
interesujace sa prace polskich autoréw, ktorzy przed-
stawiaja mozliwosci aplikacyjne bakterii Vibrio harveyi
do wykrywania mutagennego oddzialywania zanie-
czyszczen w wodzie, osadach oraz tkankach roslinnych.
Na uwage zastuguje fakt szybkosci dokonania ozna-
czen, okoto 4 godzin od momentu otrzymania proby
osadu w laboratorium do zakonczenia testu [31-33].

W pracy Ahn i wsp. [1], za zadanie badawcze
obrano poznanie korelacji pomigdzy okreslonym typem
promotordéw zwiazanych z danym systemem naprawy
DNA a mechanizmem uszkodzenia DNA po zadziataniu
wybrana genotoksyna. W eksperymencie zastosowano
siedem szczepow bioluminescencyjnych zawierajacych
genetyczne fuzje promotorow zaangazowanych w od-
powiedz SOS (nrdA-, dinl-, sbmC-, recA-, recN-, sul4-,
alkA-) 1 genu lux jako genu reporterowego w E. coli.
Kazdy ze szczepow bakteryjnych poddano dziataniu
genotoksyn, takich jak: mitomycyna C, N-methyl-N -
nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), kwas nalidyksowy
(Nal) i tlenek 4-nitroquinolinowy (4-NQO). Kazda
ze stosowanych genotoksyn wywotata zniszczenia
DNA jednakze w réznorodny sposob wynikajacy z ich
odmiennej aktywnosci jako zwiazkéw chemicznych.
Zréznicowanie komorkowej odpowiedzi E. coli z fuzja
siedmiu réznych promotoréw z genem /ux pozwolila
na pogrupowanie biosensoréw w zalezno$ci od mecha-
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nizmu aktywno$ci promotora w systemie naprawczym
DNA. Wyniki tego eksperymentu jednoznacznie wska-
zuja na $cisty zwiazek pomiedzy podstawowym me-
chanizmem genotoksycznej aktywnosci okreslonego
zwiazku chemicznego a schematem komorkowej od-
powiedzi naprawczej DNA. Stad mozna wnioskowac,
ze w tym wypadku biosensory bakteryjne staly si¢ nie
tylko narzgdziem pozwalajacym na monitoring geno-
toksycznosci lecz réwniez okazaly si¢ wspaniatymi
obiektami modelowymi pozwalajacymi na poznanie
molekularnych mechanizméw komoérkowych.

Ze wzgledu na oryginalno$¢ eksperymentu bardzo
ciekawa wydaje si¢ praca autorstwa Baumstark-
Khan i wsp. [3], w ktorej w obrgbie programu
badawczego TECHNOTOX (Technical Workshop on
Genotoxicity Biosensing) stworzono symulteniczny
Lux-Fluoro test w ktorym jednocze$nie mozliwe jest
dokonanie pomiaru efektu genotoksycznego (fuzja ope-
ronu Jux z promotorem systemu SOS) oraz cytotoksycz-
nego (fuzja genu gfp z konstytutywnym promotorem)
wybranych zwiazkéw chemicznych oraz prob srodowis-
kowych. W obrebie tego programu badawczego sko-
mercjalizowano kilka testow, z czego czg$¢ ma certy-
fikat ISO: SOS Chromo test, VitoTOX®, Umu test Kit
Umulac® oraz RAD54-GFP test kit GreenScreen GC.

Ponadto do najbardziej popularnych komercyjnie
dostgpnych testow biosensorowych naleza: Micro-
tox™ (wykrywa ogo6lna toksycznos$c), ToxAlert™
(wykrywa ogo6lna toksycznos¢), Biomet™ (specyficz-
ny dla Zn, Cd, Cu, Ni, Pb, Cr, Hg), Cellsense™ (wy-
krywa metale cigzkie), Biologically Heavy Metal As-
say Kit (wykrywa As) [36].

7. Podsumowanie

Technologie biosensorowe ze wzgledu na swoj
ogromny potencjat aplikacyjny w roznych dziedzinach
zycia czlowieka staja si¢ coraz bardziej popularne
i wedtug dyrektyw Unii Europejskiej znalazty popar-
cie w zastosowaniu jako podstawowe, szybkie i eko-
nomiczne narzgdzie biomonitoringu srodowiskowego.

Réznorodnos¢ konstrukcji genowych, gtownie ro-
dzaj stosowanego promotora jak réwniez genu repor-
terowego z reguly jest Scisle skorelowana z kierun-
kiem zastosowawczym biosensora, czy to stuzacego
do detekcji okreslonej grupy zwiazkéw chemicznych,
czy oszacowaniu ogdlnego cyto- badz genotokyczne-
go oddziatywania analizowanej proby. Zwiazane to
jest gtownie z faktem ciagle wzrastajacego dynamicz-
nego rozwoju technik inzynierii genetycznej, dzigki
ktorej istnieje mozliwos¢ umieszczenia i funkcjonal-
nego potaczenia zréznicowanych konstrukcji geno-
wych z réznymi wariantami gendéw reporterowych,
gtéwnie lux i gfp.
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Obecnie najbardziej aktualne kierunki badawcze
w technologii biosensorow mikrobiologicznych to de-
tekcja: mutagenow, pestycydow, organicznych zanie-
czyszczen, metali, biologicznych parametrow (takich
jak: biologiczne zapotrzebowanie na tlen, wydajnosé
bioremediacji, itd.), okreslanie genotoksycznosci.

Badania laboratoryjne owocuja ciagle poszerzaja-
ca si¢ lista skomercjalizowanych, biosensoréw mikro-
biologicznych, co jest najdoskonalszym potwierdze-
niem ich potencjatu aplikacyjnego.
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