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1. Wprowadzenie

Pecherzyki blonowe (OMYV, outer membrane ve-
sicle) sa to zewnatrzkomorkowe struktury wytwarzane
przez wigkszos$¢ bakterii Gram-ujemnych. OMV po-
wstaja przez miejscowe uwypuklenie btony zewngtrz-
nej bakterii, ktore prowadzi do oderwania si¢ fragmen-
tu blony w postaci sferycznie zamknigtej struktury
o srednicy od 50 do 250 nm [4, 28, 51] (Rys. 1).
Pecherzyki btonowe otoczone sa podwdjna btona fos-
folipidowa, ktora podobnie jak blona zewngtrzna, zbu-
dowana jest z fosfolipidow, lipopolisacharydu (LPS)
i biatek [4, 33, 34]. Skiad jako$ciowy i ilo§ciowy bia-
tek obecnych w btonie pgcherzyka moze si¢ r6zni¢ od
sktadu biatkowego btony zewng¢trznej. U Xanthomonas
campestris w sktad OMV wchodzi mniej niz polowa
biatek btony zewngtrznej, jednak wiele z nich wyste-
puje w pecherzykach w znacznych ilo$ciach. Réznice
zaobserwowano rowniez w budowie LPS blony ze-
wngtrznej i OMV [68]. We wnetrzu pgcherzykow sa
obecne najczesciej sktadniki przestrzeni peryplazma-
tycznej, takie jak czynniki wirulencji, enzymy, czas-

teczki stanowiace sygnaly zewnatrzkomoérkowe, ale
takze sktadniki cytoplazmy, takie jak DNA.

Tworzenie pecherzykéw btonowych przez Gramu-
jemne bakterie jest naturalnie wystepujacym zjawis-
kiem, ktore obserwuje si¢ u mikroorganizmdéw naleza-
cych do roéznych rodzajow, izolowanych z réznych
srodowisk, zyjacych w konsorcjach, jak i samodziel-
nie, znajdujacych si¢ w roznych fazach wzrostu [5].
OMYV sa szczegolnie intensywnie uwalniane przez
bakterie patogenne [25, 39]. Przykladem jest entero-
toksynogenny szczep Escherichia coli, ktory tworzy
okolo dziesigciu razy wigcej pecherzykow btonowych
niz niepatogenny szczep E. coli [72].

Pecherzyki blonowe pierwszy raz zaobserwowano
w 1966 roku analizujac zdjecia mikroskopowe ko-
morek E. coli hodowanych w warunkach niedoboru li-
zyny [34, 76]. Dalsze badania udowodnity, ze bardzo
wiele Gram-ujemnych bakterii jest zdolnych do tworze-
nia OMV, w tym Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
spp., Shewanella spp., Shigella spp., Salmonella spp.,
Vibrio spp., Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
succinogenes, Haemophilus influenzae, Helicobacter
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Rys. 1. Kolejne etapy tworzenia pgcherzyka btonowego
u Pseudomonas sp. LM8. (A) Uwypuklona btona zewngtrzna
komorki bakteryjnej. (B) Pecherzyk blonowy odrywajacy si¢
od powierzchni komorki. (C) Tworzacy si¢ oraz uwolniony
z powierzchni komorki pecherzyk btonowy.

pylori, Brucella melitensis i Serratia marcescens. Do-
tychczas wigkszos¢ prowadzonych badan skupiata
si¢ na drobnoustrojach chorobotworczych uwalniaja-
cych pecherzyki blonowe zawierajace czynniki wiru-
lencji, natomiast niewiele jest informacji na temat bak-
terii srodowiskowych i funkcji, jakie pelnia tworzone
przez nie OMV.

Obecnie wiadomo, ze nie tylko Gram-ujemne bak-
terie, ale takze niektore archeony wytwarzaja peche-
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rzyki btonowe np. Sulfolobus spp. i Ignicoccus spp.
[13, 55]. Duzym zaskoczeniem byly wyniki badan na-
ukowcow z Korei Poludniowe;j, ktorzy w 2009 r. jako
pierwsi zaobserwowali tworzenie OMV przez Gram-
dodatnig bakteri¢ — Staphylococcus aureus [40]. Na-
stgpniec Tashiro iwsp. [70] wykazali, ze pecherzyki
blonowe moze rowniez tworzy¢ Bacillus subtilis.

2. Mechanizm powstawania pecherzykow blonowych

Mimo, ze pierwszy raz tworzenie pgcherzykow
btonowych przez Gram-ujemne bakterie zaobserwo-
wano ponad 40 lat temu [34, 76], to doktadny mecha-
nizm powstawania tych struktur pozostaje nieznany.
Istnieje kilka teorii wyjasniajacych to zjawisko. Trzy
gtowne hipotezy sugeruja, ze formowanie si¢ pgche-
rzykow blonowych jest spowodowane niestabilnoscia
btony zewngtrznej, ktéra w wyniku procesoéw fizycz-
nych uwypukla sig, a nastgpnie oddziela od powierzch-
ni komoérki w postaci sferycznej struktury. Dopiero
w ostatnich latach naukowcom udalo si¢ okresli¢ gene-
tyczne podtoze powstawania pecherzykow, z ktorym
wiaze si¢ mozliwo$¢ regulacji tego procesu.

Jedna z pierwszych teorii dotyczaca powstawania
OMV zostala opisana przez Wensik i Witholt
[74]. Hipoteza ta zaktada, ze pgcherzyki tworza sig
wtedy, gdy synteza btony zewngtrznej bakterii za-
chodzi szybciej niz synteza lezacej pod nia warstwy
peptydoglikanu. Rozrastajaca si¢ blona zewngtrzna
falduje sig, a jej lokalny nadmiar zostaje oderwany
w postaci pgcherzyka.

Inna hipoteza, zaproponowana przez Zhou i wsp.
[79], glosi, ze powstawanie pgcherzykow btonowych
ma zwiazek z obrotem metabolicznym mureiny.
W przypadku bakterii Gram-dodatnich produkty me-
tabolizmu $ciany komoérkowej sg uwalniane do $rodo-
wiska bez mozliwo$ci ponownego ich wykorzystania.
U bakterii Gram-ujemnych muropeptydy powstale
w czasie przebudowy Sciany komoérkowej sa zatrzy-
mywane w przestrzeni peryplazmatycznej i transpor-
towane do cytoplazmy przez transbtonowe bialka (per-
meazy) [22]. Zgromadzone w znacznych ilo$ciach
w peryplazmie fragmenty mureiny moga mechanicznie
oddziatywaé na blong zewngtrzna bakterii, prowadzac
do jej wybrzuszenia i powstania pecherzyka. Badania
prowadzone przez Zh ou i wsp. [79] potwierdzaja, ze
pecherzyki blonowe zawieraja fragmenty mureiny
oraz sktadniki btony zewngtrznej i przestrzeni pery-
plazmatycznej, natomiast nie wystgpuja w nich biatka
cytoplazmatyczne.

Kadurugamuwa i Beveridge [26, 27]
sugeruja, ze tworzenie si¢ OMV jest zwiazane z anio-
nowa natura blony zewngtrznej bakterii. Wyniki ich
badan wykazaly, ze blona zewngtrzna bakterii P. aeru-
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ginosa sktada sig¢ z dwoch rodzajow lipopolisachary-
du: jeden zawiera krotki tancuch O-swoisty o stabym
tadunku ujemnym (LPS-A), drugi natomiast zbudowa-
ny jest z dlugiego tancucha O-swoistego natadowane-
go ujemnie (LPS-B). Pecherzyki btonowe powstaja
przewaznie w miejscach bogatych w LPS-B, na co
wskazuje duza zawarto§¢ w ich blonie tego lipopoli-
sacharydu. Dtugie, ujemnie natadowane tancuchy
LPS-B odpychaja si¢ wzajemnie przyczyniajac jedno-
czes$nie do znacznego uwypuklenia blony zewngtrznej
mogacego przeksztatci¢ si¢ w pgcherzyk.

Kolejny z proponowanych przez naukowcoéw me-
chanizméw formowania si¢ pecherzykow btonowych
zwiazany jest z oddzialywaniem zewnatrzkomorkowe-
g0 zwiazku sygnatowego na btong zewngtrzna bakterii.
Mashburn-Warren i wsp. [49] udowodnili, ze
2-heptylo-3-hydroksy-4-chinolon (PQS, Pseudomonas
quinolone signal), zwiazek bedacy sygnatem quorum
sensing u P. aeruginosa, wykazuje silne powinowac-
two do wewngtrznego fragmentu LPS — lipidu A
ilaczac si¢ z nim sprawia, ze ujemnie natadowane tan-
cuchy lipopolisacharydu silniej si¢ odpychaja. Jedno-
cze$nie PQS wiaze si¢ z jonami Ca®* i Mg?" wystepu-
jacymi pomigdzy tancuchami LPS blony zewngtrznej
powodujac jej destabilizacje¢, co moze prowadzi¢ do
wybrzuszenia btony i powstania pgcherzyka. Tashiro
i wsp. [70] udowodnili, ze PQS syntetyzowany przez
P. aeruginosa moze indukowac¢ powstawanic OMV
u innych gramujemnych bakterii, takich jak E. coli,
Pseudomonas spp. lub Burkholderia spp. Opisywany
zwiazek sygnalowy nie tylko wptywa na intensywnos$¢
wytwarzania pgcherzykow, ale rowniez na ich wiel-
ko$¢. Badania Tashiro i wsp. [70] wykazaty, Ze
dodanie do hodowli Gram-ujemnych bakterii zwiazku
PQS sprawia, ze uwalniane przez mikroorganizmy pg-
cherzyki sa wigksze. Ponadto naukowcy dowiedli, ze
PQS moze indukowa¢ powstawanie pgcherzykow bto-
nowych u Gram-dodatniej bakterii B. subtilis, ktora
bez obecnosci tego zwiazku pgcherzykow nie uwal-
nia. Nie wiadomo, w jaki sposdb PQS mogtby wply-
wac na tworzenie OMV u bakterii pozbawionej btony
zewngetrznej. Zjawisko to wymaga dalszych badan.

McBroom i wsp. [52], jako pierwsi starali si¢
udowodnié, ze tworzenie pecherzykdéw blonowych
przez bakterie ma swoje podtoze genetyczne. Ziden-
tyfikowali oni kilkanas$cie gendéw E. coli, ktorych dys-
rupcja powoduje u mutantow nadprodukcje OMV.
Okazato sig, ze produkty wszystkich tych genéow
(m.in. biatka TolA, TolB i Pal) pelnia wazne funkcje
w budowie i1 funkcjonowaniu oslon bakteryjnych.
Naukowcy wykryli rowniez trzy geny: degS, depP
i rseA, kodujace biatka biorace udziat w odpowiedzi
komorki na stres, ktorych inaktywacja rowniez pro-
wadzi do nadprodukcji pecherzykow blonowych.
McBroom iwsp. [52] wykazali, ze mutanty E. coli
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charakteryzujace si¢ intensywnym wytwarzaniem
OMV nie syntetyzuja wigkszej ilosci sktadnikoéw bto-
ny zewngtrznej, od szczepu dzikiego ale za to rosna
wolniej od niego. Brak u mutantéw niektorych biatek
btonowych powoduje defekty w budowie oston bakte-
ryjnych oraz zwigksza wrazliwo$¢ komorek na de-
tergenty, ale nie oddzialuje negatywnie na tworzenie
pecherzykow [52].

Najnowsze wyniki badan prowadzonych przez
Deatherage i wsp. [10] rzucaja nowe $wiatlo na
sposdb powstawania pecherzykow btonowych. Propo-
nowany przez naukowcoéw mechanizm tworzenia
OMYV opiera sig na zmianie sktadu biatkowego btony
zewngtrznej bakterii w miejscu powstawania pgche-
rzyka. Blona zewngtrzna potaczona jest z lezaca poni-
zej warstwa mureiny i btona wewngtrzna za pomoca
specyficznych biatek, takich jak LppAB, OmpA, TolB,
TolA oraz Pal. [lo$¢ tych biatek w btonie zewngtrzne;j
wplywa na stopien integracji btony z pozostatymi
ostonami komoérkowymi. Deatherage i wsp. [10]
udowodnili, ze w miejscu formowania si¢ pecherzyka
u Salmonella sp. zmniejsza si¢ liczba obecnych w blo-
nie zewnetrznej biatek, dzigki czemu blona moze
oddzieli¢ si¢ od nizej lezacych warstw iutworzy¢
pecherzyk. Dodatkowo Deatherage i wsp. [10]
zidentyfikowali gtéwne biatka obecne w pgcherzykach
(OmpC, OmpF, NmpC, OmpX, OmpA, LppAB, Pal,
TolB, TolA) i okreslili ich znaczenie w formowaniu
si¢ tych struktur. Mutanty Salmonella sp. pozbawione
biatek OmpC, OmpF, NmpC, OmpX nie rdznily si¢ od
szczepu dzikiego, podczas gdy mutanty nie syntetyzu-
jace biatek OmpA, LppAB, Pal, TolB lub TolA cha-
rakteryzowaly si¢ wzmozonym wytwarzaniem OMV.
Naukowcy udowodnili réwniez, ze brak w blonie ze-
wnetrznej niektorych biatek wplywa na wielkos¢ two-
rzacych si¢ pecherzykow. Hodowany przez nich mu-
tant [ppAB wytwarzal mniejsze pecherzyki niz szczep
dziki, natomiast pecherzyki uwalniane przez mutanty
pal, tolB 1 tolA byly znacznie wigksze od pgcherzy-
kow szczepu dzikiego. Deatherage iwsp. [10]
sugeruja, ze Salmonella sp. reguluje proces tworzenia
pecherzykéw blonowych zmieniajac sktad jako$cio-
wy 1 ilo§ciowy biatek blony zewngtrznej w miejscu,
w ktorym ma powstaé pecherzyk. Jest to odpowiedz
na zmieniajace si¢ warunki srodowiska, takie jak pH,
temperatura czy sita jonowa. Teorig¢ potwierdzaja
wczesniejsze doswiadczenia, ktore pokazaty, ze ko-
morki Salmonella sp. rosnace w makrofagach cha-
rakteryzuja si¢ obnizonym poziomem transkryptu
biatek Lpp i OmpA [16]. Warto zwrdci¢é uwage na
fakt, ze cz¢$¢ z wymienionych biatek jest kodowana
przez geny, ktore zostaty inaktywowane w badaniach
McBroom i wsp. [52], iktérych brak ekspresji
przyczyniat si¢ do nadprodukcji pecherzykéw bto-
nowych. Przypuszcza sig, ze na powstawanie OMV
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oprocz bialek btony zewngtrznej moga mie¢ wpltyw
inne czynniki, takie jak modyfikacje lipopolisachary-
du oraz wielko$¢ 1 ksztalt komorki [10].

Mikroorganizmy wytwarzaja pecherzyki blonowe
w okreslonych warunkach, przystosowujac si¢ do
zmieniajacego si¢ srodowiska, dlatego od dawna przy-
puszczano, ze istniej sposob regulacji tego procesu.
Jednak wigkszo$¢ powstatych na ten temat teorii
przedstawiata tworzenie OMYV, jako zjawisko zwia-
zane z niestabilno$cia btony zewngtrznej bakterii, nie-
podlegajace kontroli na poziomie genetyczny. Dopiero
Deatherage iwsp.[10] wyjasniaja, w jaki sposob
bakterie moga kontrolowaé proces powstawania pe-
cherzykow btonowych. Wyniki ich badan dotyczace
mechanizmu tworzenia OMV przez szczep Salmo-
nella sp. moga tlumaczy¢ powstawanie tych struktur
u innych grup mikroorganizmow. Szczegdtowe anali-
zy ujawnity, ze trzydziesci jeden rodzin Gram-ujem-
nych bakterii koduje przynajmniej jedno z przebada-
nych przez Deatherage i wsp. [10] biatek blony
zewngtrznej: Lpp, OmpA, Pal, TolB lub TolA. Biatka
te nie zawsze charakteryzuja si¢ wysoka homologia
migdzy poszczegdlnymi rodzinami, ale wszystkie
posiadaja konserwowane domeny odpowiedzialne za
laczenie si¢ tych biatek z peptydoglikanem lub z inny-
mi biatkami. Mozna przypuszczac, ze opisany przez
Deatherage i wsp. [10] mechanizm tworzenia
pecherzykow btonowych jest uniwersalny dla wszyst-
kich Gram-ujemnych bakterii.

3. Funkcje pecherzykow bltonowych

Pecherzyki btonowe stanowia swego rodzaju system
sekrecji i transportu [54]. Mikroorganizmy otaczajac
podwojna blona wydzielane do $srodowiska substan-
cje, chronig je przed szkodliwym dziataniem czynni-
kéw zewnetrznych 1 zapewniajg im bezpieczny trans-
port. Niewielkie rozmiary pecherzykéw pozwalaja
na dostarczenie przenoszonych przez nie zwiazkéw
w miejsca niedostgpne dla komorek bakteryjnych [37].

Prowadzone do tej pory badania wykazaty, ze two-
rzenie pgcherzykow btonowych moze by¢ reakcja ko-
morki bakteryjnej na dziatanie czynnikow stresowych,
takich jak obecno$¢ antybiotykow, czy niedobor sktad-
nikow odzywczych [53].

Pecherzyki btonowe, w zaleznosci od tego, jakie
zwiazki przenosza, petnia rézne funkcje. Dostarczajac
do komoérek eukariotycznych czynniki wirulencji bio-
ra udziat w procesie patogenezy. Zawarte w nich auto-
lizyny degraduja $ciang komorkowa innych bakterii
zapewniajac wytwarzajacym je mikroorganizmom
przewage w walce o zasoby $rodowiska. Pgcherzyki
chronig komorki drobnoustrojéow przed dziataniem
antybiotykow, uczestnicza w przekazywaniu sygnalow
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zewnatrzkomoérkowych, biora udziat w transferze DNA
oraz redukcji metali, a takze ulatwiajq bakteriom roz-
ktad trudnodegradowalnych zwiazkow wielkoczastecz-
kowych. Pecherzyki blonowe posrednicza w oddzia-
tywaniu bakterii z innymi komdrkami tego samego
gatunku, innych rodzajéw oraz z organizmami euka-
riotycznymi. Sa to glowne procesy, w ktorych uczest-
nicza pecherzyki btonowe, jednak podstawowa rola
tych struktur ogranicza si¢ do ochrony i transportu za-
wartych w nich substancji. Uwalnianie pgcherzykow
btonowych przez bakterie ma na celu efektywna kolo-
nizacje danego $rodowiska, dlatego mikroorganizmy
wytwarzaja OMV w znacznych ilo$ciach, mimo, ze
stanowi to dla nich duzy wydatek energetyczny.

3.1. Przenoszenie czynnikow wirulencji

OMV sa wykorzystywane przez wiele patogennych
bakterii jako przenos$niki czynnikéw wirulencji do ko-
morek eukariotycznych [26, 37, 54]. Badania potwier-
dzaja, ze pgcherzyki wytwarzane przez P. aeruginosa,
S. marcescens, E. coli, Actinobacillus actinomycetem-
comitans, Borrelia burgdorferi, Bacteroides fragilis,
Salmonela typhimurium, Helicobacter pyroli, Shigella
dysynteriae, Shiglla flexneri, Legionella pneumophila
i Proteus mirabilit zawieraja fosfolipazg C, proteaze,
proelastazg, cytolizyng, hemolizyneg, toksyng Shiga
czy cytotoksyng Vac A [2, 18, 26, 36, 37, 66, 73].
W pecherzykach Campylobacter jejuni zidentyfikowa-
no czynnik CDT (cytoletalna toksyna rozciagajaca,
ang. cytolethal distending toxin) w formie aktywnej
[43]. Wykazano, ze czynniki wirulencji moga stano-
wi¢ nawet polowe biatek obecnych w pecherzykach
btonowych [68].

Otoczenie czynnikow wirulencji podwojna btona
pecherzyka umozliwia ich koncentracjg i dostarczenie
bezposrednio do infekowanych komorek, a dodatko-
wo chroni je przed degradacja proteolityczna. Jest do
duzo bardziej efektywny sposob patogenezy, niz bier-
ne uwalnianie czynnikéw wirulencji do $rodowiska,
gdzie moga by¢ szybko inaktywowane przez enzymy
zainfekowanego organizmu [5].

Biatka odporne na dziatanie enzymow proteoli-
tycznych moga by¢ przenoszone na powierzchni
pecherzykow. W ten sposob transportowana jest cie-
plolabilna enterotoksyna LT syntetyzowana przez ene-
terotoksynogenny szczep E. coli, ktora taczy si¢ z tan-
cuchami LPS zlokalizowanymi na powierzchni btony
pecherzyka [14].

OMYV moga chroni¢ bakterie patogenne przed sys-
temem odpornos$ciowym gospodarza. Tak jest w przy-
padku Legionella pneumophila, ktora po sfagocytowa-
niu przez komoérke makrofaga wytwarza pecherzyki
btonowe uniemozliwiajace fuzje powstatego fagoso-
mu z lizosomem [18].
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Obecnie wiadomo, ze pgcherzyki blonowe to nie-
zalezne czynniki wirulencji wywolujace u infekowa-
nych organizméw reakcje immunologiczng [1, 6, 15,
17, 58, 59]. Wykazano, ze pgcherzyki btonowe takich
bakterii jak: Moraxella catarrhalis, Vibrio cholerae,
Neisseria meningitidis, S. typhimurium, P. aerugino-
sa, E. coli zawieraja antygeny typowe dla komorek je
wytwarzajacych, rozpoznawane przez uktad odpor-
nos$ciowy gospodarza. W ostatnich latach zapropono-
wano wykorzystanie pgcherzykow btonowych jako
bezpiecznej szczepionki [7, 32]. Prowadzi si¢ badania
nad szczepionka przeciw meningokokowemu zapale-
niu opon moézgowo rdzeniowych i krztuscowi wywo-
tanym przez odpowiednio: N. meningitidis [3, 9, 19,
56, 57, 60] i Bordetella pertussis [63].

3.2. Przenoszenie czynnikow bakteriobodjczych

Pecherzyki blonowe sa wykorzystywane do trans-
portu autolizyn, ktoére w syntetyzujacej je komorce
biora udzial w przebudowie $ciany komoérkowej, ale
moga by¢ réwniez wykorzystywane w walce z innymi
bakteriami [5]. Autolizyny obecne w pecherzykach
btonowych hydrolizuja $ciang komodrkowa zardwno
bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich, ale
mechanizm degradacji mureiny u obu tych grup
mikroorganizméw jest odmienny [27]. Przypuszcza
si¢, ze skutecznos$¢ dzialania autolizyn zalezy od che-
motypu peptydoglikanu atakowanej komorki. Autolizy-
ny najskuteczniej hydrolizuja peptydoglikan o chemo-
typie identycznym lub zblizonym do syntetyzujacych
je komorek [5].

W przypadku bakterii Gram-ujemnych pecherzyki
btonowe zawierajace autolizyng tacza si¢ z blona
zewngetrzng atakowanej komorki i uwalniaja swoja za-
wartos¢ do jej peryplazmy [27]. Autolizyna dyfunduje
w przestrzeni peryplazmatycznej otaczajac protoplast
i jednoczes$nie w wielu miejscach rozpoczyna hydro-
lizg warstwy mureiny prowadzac do lizy atakowanej
komorki [5].

Bakterie Gram-dodatnie nie posiadaja blony ze-
wnetrznej, z ktorag moglby sig potaczy¢ pecherzyk.
Atak na $ciang komorkowa tych bakterii rozpoczyna
si¢ od adhezji pecherzyka do powierzchni komorki,
uwolnienia autolizyny i miejscowej degradacji wars-
twy peptydoglikanu, ktéra rowniez konczy sig liza ata-
kowanej komorki. W ten sam sposob zachodzi hydro-
liza $ciany komorkowej bakterii pokrytej dodatkowo
warstwa S, autolizyna najpierw penetruje warstwg S,
po czym degraduje mureing [29].

Opisane procesy lizy komoérek zachodza w ubogim
srodowisku, przy niedoborze substancji odzywczych
[42]. Intensywnie rosnace i dzielace si¢ komorki bak-
teryjne sa w stanie szybko naprawi¢ ubytki spowo-
dowane dziataniem zewnatrzkomorkowych autolizyn,
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m.in. dzigki bardzo intensywnie zachodzacej u nich
przebudowie $ciany komoérkowej [5]. Beveridge
i Kadurugamuwa [4] zaktadaja, Zze czynnikiem
przyczyniajacym si¢ do wzrostu intensywno$ci wy-
twarzania pecherzykéw blonowych przez bakterie jest
znaczny spadek ilosci substancji odzywczych w $ro-
dowisku. W takich warunkach pecherzyki zawierajace
autolizyng umozliwiaja eliminacj¢ konkurencji, a zde-
gradowane obce komorki dostarczaja bakteriom wy-
twarzajacym OMV zwiazki odzywcze [48]. Jednoczes-
nie uwalniane autolizyny nie zagrazaja bakteriom tego
samego szczepu, gdyz sa identyczne z ich wlasnymi
autolizynami i komorki posiadaja zdolno$¢ regulacji
ich stgzenia [5]. Opisano przede wszystkim autolizyny
wytwarzane przez P. aeruginosa, ale takze 15 innych
szczepdw bakterii Gram-ujemnych [41, 42].

3.3. Inaktywacja antybiotykow

Badania Ciofu i wsp. [8] wykazaly, ze szczep
P aeruginosa oporny na dziatanie antybiotykow
B-laktamowych wytwarza pecherzyki btonowe zawie-
rajace f-laktamazy. W komorce bakteryjnej enzymy te
zlokalizowane sa w przestrzeni peryplazmatycznej,
gdzie hydrolizuja antybiotyki z grupy [B-laktamow.
Okazalo sie, ze P-laktamazy moga dostawaé si¢ do
wngtrza tworzacych sig pgcherzykow i razem z nimi
zosta¢ uwolnione do srodowiska. Blona OMYV, podob-
nie jak blona zewngtrzna bakterii, zawiera poryny two-
rzace kanaly dyfuzyjne, dlatego antybiotyki P-lakta-
mowe obecne w $rodowisku moga dyfundowaé do
wnetrza pecherzykow i inaktywowane przez obecne
w nich B-laktamazy. W tym przypadku pecherzyki sta-
nowia pierwsza lini¢ obrony przed dziataniem anty-
biotykéw P-laktamowych na komorki P. aeruginosa
[8]. Udowodniono, ze OMV uwolnione przez jedna
bakteri¢ Gram-ujemna (dawcg) moga ulega¢ fuzji
z btona zewngtrzng innej Gram-ujemne;j bakterii (bior-
cy), jednoczesnie wprowadzajac swoja zawartos¢ do
peryplazmy biorcy [29]. W ten sposéb P-laktamazy
moga by¢ przekazywane do komorek bakteryjnych nie
posiadajacych zdolnosci syntezy tych enzymow [5].
Jako pierwszy zjawisko to zaobserwowal Beveridge
[5] badajac fizyczny transfer B-laktamaz z komorek
P aeruginosa do komorek Burkholderia cepacia.

Kadurugamuwa i Beveridge [26] udo-
wodnili, ze dodatek gentamycyny do hodowli P. aeru-
ginosa powoduje u tej bakterii trzykrotny wzrost in-
tensywno$ci wytwarzania pgcherzykow blonowych.
Ma to zwiazek z funkcja, jaka pelnia OMV w obec-
nosci gentamycyny. Pecherzyki btonowe wylapuja
czasteczki antybiotyku, co przyczynia si¢ do zmniej-
szenia stgzenia gentamycyny w §rodowisku i ochro-
ny komorek P. aeruginosa przed jej bakteriobdjczym
dziataniem.
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3.4. Transfer DNA

W pecherzykach btonowych wytwarzanych przez
Gram-ujemne bakterie wykryto DNA plazmidowy,
chromosomowy oraz bakteriofagowy [62]. Za posred-
nictwem pgcherzykow blonowych mikroorganizmy
moga przekazywac swoj materiat genetyczny, a takze
pobiera¢ obcy DNA. Materiat genetyczny zidentyfi-
kowano w pecherzykach Neisseria gonorrhoeae,
P. aeruginosa, E. coli O157:H7 1 Avibacterium para-
gallinarum [11, 26, 35, 61, 77]. Na przyktad wykaza-
no, ze pecherzyki blonowe u N. gonorrhoeae zawiera-
ly plazmid o wielkosci 7,1 kpz niosacy geny opornosci
na penicyling [62].

Przypuszcza sig, ze zanim kwas nukleinowy zosta-
nie umieszczony w pecherzyku, musi zosta¢ przetrans-
portowany z cytoplazmy do przestrzeni peryplazma-
tycznej komorki, jednak mechanizm tego procesu nie
zostat jeszcze wyjasniony [62]. Uwolniony przez bak-
teri¢ pecherzyk jest zdolny do pobrania egzogennego
DNA obecnego w §rodowisku [62]. DNA wykrywa
si¢ nie tylko we wngtrzu pgcherzykoéw blonowych, ale
rowniez na ich powierzchni [65].

Pecherzyki blonowe moga stanowi¢ dla bakterii
wektor bezpiecznie przenoszacy material genetyczny
1 zwigkszajacy sukces transformacji. Btona pgcherzy-
ka pelni w tym przypadku podwojna funkcjg: chroni
DNA przed nukleazami, a takze podczas fuzji z btona
zewnetrzna bakterii-biorcy umozliwia dostarczenie
DNA do wnetrza komorki [62]. Yaron iwsp. [77]
udowodnili, ze pgcherzyki zawierajace plazmidowy
DNA pochodzacy z E. coli moga ulega¢ fuzji z blona
zewnetrzna komorek E. coli nie posiadajacych tego
plazmidu. Wyniki badan Yaron i wsp. [77] wyka-
zaly, ze materiat genetyczny moze by¢ przekazywany
za pomoca OMV w obrebie rodziny Enterobacteria-
ceae, a zlokalizowane na plazmidzie geny (w tym
przypadku gen opornos$ci na ampicyling i gen kodujacy
biatko GFP) ulegaja ekspresji w komodrkach biorcy.
Przypuszcza sig, ze pegcherzyki btonowe stanowia,
obok transformacji, transdukcji i koniugacji, alterna-
tywny mechanizm transferu DNA [77].

Opisane zjawisko stwarza mozliwo$¢ pobierania
DNA ze srodowiska przez Gram-ujemne nickompe-
tentne komorki, takie jak E. coli, i ominigcia bariery
zwiazanej z nieprzepuszczalno$cia oston komorko-
wych [62]. W§rdd plazmidow przenoszonych przez
pecherzyki blonowe moga by¢ réwniez te nie posia-
dajace genow tra tworzacych modul odpowiedzialny
za transfer koniugacyjny plazmidu. Plazmid pozba-
wiony tego modutu nie moze by¢ przekazywany bez-
posrednio z komodrki do komorki, gdyz nie posiada
genow warunkujacych pierwszy etap procesu koniu-
gacji, czyli utworzenia kontaktu dawcy z biorca.
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Yaron iwsp. [77] udowodnili, ze plazmidy o feno-
typie Tra~ moga by¢ przekazywane za posrednictwem
pecherzykow btonowych.

3.5. Degradacja wielkoczasteczkowych
zwigzkow organicznych

Mato wiadomo na temat enzyméw obecnych w pe-
cherzykach blonowych, ktore uczestnicza w przeksztat-
caniu zwiazkow obecnych w §rodowisku. Przypuszcza
sig, ze struktury te moga przenosi¢ nukleazy, sachary-
dazy, czy epimerazy [65]. Dowiedziono, ze niektore
transportowane w pecherzykach enzymy wspoma-
gaja bakterie w zdobywaniu niezbgdnych sktadnikow
odzywczych. Potwierdzaja to badania Forsberg
i wsp. [20] dotyczace pgcherzykow btonowych two-
rzonych przez bakterie B. succinogenes zasiedlajace
zwacz bydla. Wspomniane mikroorganizmy naleza
do bakterii celulolitycznych i charakteryzuja si¢ wy-
soka efektywnos$cia degradacji trudnorozktadalnych
polimerow (celulozy, hemicelulozy, pektyn) wyko-
rzystywanych, jako Zrodlo wegla. Jest to zwiazane
z uwalnianymi przez B. succinogenes pgcherzykami
btonowymi, ktore zawieraja celulazy, ksylanazy i en-
doglukanazy skutecznie hydrolizujace polimery celulo-
zy. Wyniki badan Forsberg i wsp. [20] wykazaty,
ze ponad 50% enzymoéw celulolitycznych uwalnia-
nych przez bakterie jest transportowanych w peche-
rzykach. Pecherzyki obecne sa w medium pomigdzy
komorkami bakterii celulolitycznych, a takze ulegaja
adhezji do witdkien polimeréw oddalonych od ko-
morek zwigkszajac tym samym efektywnos$¢ degrada-
cji [20]. Thompson iwsp. [71] przypuszczaja,
ze Pseudomonas fragi, bakteria odpowiedzialna za
rozktad migsa, wytwarza OMV zawierajace enzymy
proteolityczne. Naukowcy zaobserwowali pozytywna
korelacje miedzy ilo$cia wytwarzanych pecherzykow,
a aktywnos$cia proteolityczna szczepu P fragi, przy
czym bakterie nie syntetyzowaly zewnatrzkomorko-
wych proteaz i nie uwalniaty OMV w bogatym $rodo-
wisku, dostarczajacym im wszystkich niezbe¢dnych
sktadnikow odzywczych w postaci drobnoczastecz-
kowych zwiazkéw [71]. Kolejnym przyktadem jest
udzial pecherzykow btonowych w degradacji weglo-
wodorow. Wykazano, ze szczep Acinetobacter sp.
HO1-N pobiera heksadekan do komorki za posrednic-
twem pecherzykow blonowych [31].

3.6. Interakcje z metalami

Wykazano, ze mikroorganizmy dysymilacyjnie re-
dukujace Fe(Ill) z rodzaju Geobacter oraz gatunek
Acidiphilium cryptum produkuja pecherzyki blonowe
w czasie wzrostu na podtozu zawierajacym Fe(III).
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Przypuszcza sig, ze rola pecherzykow polega na zwigk-
szeniu powierzchni kontaktu komorki z nierozpusz-
czalnymi wodorotlenkami Zelaza, ktore sa wykorzysty-
wane jako akceptory elektronow [38, 67].

Wyniki badan dotyczacych pegcherzykéw blono-
wych wyizolowanych z hodowli Shewanella sp. wyka-
zaly, ze struktury te wspomagaja komorki bakteryjne
w redukcji utlenionych nieorganicznych zwiazkdéw nie-
ktorych metali [23]. Ustalono, ze OMV sa zdolne do
redukcji zelaza, uranu i technetu w obecnosci wodoru
jako donora elektronéw. Redukcja metali zachodzi na
powierzchni pgcherzykdéw i odbywa sig przy udziale
obecnych w ich btonie cytochromow [23].

Ponadto, naukowcy zaobserwowali, Zze na powierzch-
ni komoérek Shewanella sp. hodowanych w pH 7 lub
Wyzszym, pojawiaja si¢ obszary wielkos$ci okoto 50 nm
natadowane ujemnie [69]. Miejsca te pokrywaja si¢
z miejscami na powierzchni komorki, w ktorych two-
rza si¢ pgcherzyki btonowe. Te ujemnie natadowane
fragmenty blony bakteryjnej przyciagaja dodatnio
natadowane kationy, np. jony Fe(II) powstajace w cza-
sie oddychania zelazowego. Okazato sig, ze obecno$¢
Fe(Il) zaadsorbowanego na powierzchni komorek,
wywiera negatywny wptyw na wzrost hodowli, a tak-
ze na redukcje Fe(IIl) [44]. Bakterie pokryte jonami
Fe(Il) po trzydziestu godzinach inkubacji zaczynaja
produkowaé pegcherzyki blonowe uwalniajac si¢ jed-
noczesnie od pokrywajacego ich powierzchni¢ zelaza.
Przypuszcza sig, ze tworzenie pecherzykow blono-
wych pozwala na usunigcie z powierzchni komorki
zaadsorbowanych kationow uniemozliwiajacych nor-
malny wzrost [23].

3.7. Pecherzyki blonowe jako skladnik
biofilmu bakteryjnego

Mikroorganizmy rzadko wystepuja w postaci swo-
bodnie ptywajacych komorek, wigkszos¢ z nich zyje
w osiadtych spoteczno$ciach nieodwracalnie zwiaza-
nych z podlozem, otoczonych polisacharydowa ma-
triks. Biofilmy powstaja w najrozniejszych warunkach
srodowiska, moga tworzy¢ si¢ na niemal kazdej po-
wierzchni statej, a takze na granicy faz, np. woda-
powietrze. Bakterie patogenne roéwniez kolonizuja
organizm rosnac w postaci biofilmu. Bardzo waznym
sktadnikiem biofilmu jest matriks — wytwarzana przez
komorki bakteryjne macierz zewnatrzkomorkowa,
spajajaca cata struktur¢ i chroniaca znajdujace sig
w niej mikroorganizmy. W sktad macierzy wchodza
zewnatrzkomorkowe polisacharydy tworzace ruszto-
wanie biofilmu, biatka, lipidy oraz DNA [65]. W bio-
filmach tworzonych m.in. przez Gram-ujemne bakte-
rie moga znajdowac si¢ rowniez pgcherzyki blonowe.
Struktury te izolowano z biofilméw powstatych za-
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rowno w warunkach naturalnych, jak i laboratoryj-
nych, tworzonych przez rdézne mikroorganizmy, takie
jak P. aeruginosa, S. oneidensis, E. coli, Azotobacter sp.
oraz H. pylori [64, 78].

OMYV uwalnianie przez bakterie tworzace biofilm
najprawdopodobniej sa zrodlem podstawowych sktad-
nikéw macierzy zewnatrzkomorkowej. Whitchurch
i wsp., [75] sugeruja, ze DNA, ktory jest niezbedny do
powstania biofilmu P. aeruginosa i stanowi jego
znaczng czg$¢ pochodzi wilasnie z pecherzykéw bto-
nowych. Schooling i wsp. [64] przypuszczaja,
ze pecherzyki sa tez zrodlem LPS pehlniacego funkcje
strukturalne biofilmu. Dowiedziono, ze OMV biorg
udzial w agregacji pojedynczych komérek [12, 30, 51].
B. gingivalis, bakteria zasiedlajaca jamg ustna, tworzy
pecherzyki, ktore ,,zlepiaja” nie tylko jej wlasne ko-
morki, ale takze komorki innych wspotwystepujacych
w $rodowisku mikroorganizméw m.in. Capnocytopha-
ga ochracea, S. aureus, Streptococcus spp., Actinomy-
ces spp. [24,30]. Schooling i Beveridge [64]
sugeruja, ze potencjalna rola pecherzykéw blonowych
moze by¢ udziat w pierwszych etapach powstawania
biofilmu poprzez agregacj¢ pojedynczych komorek
oraz utatwianie ich adhezji do podtoza.

Wzrost biofilmu kontrolowany jest przez procesy
wyczuwania liczebno$ci (quorum sensing). Bakterie
uwalniaja do $rodowiska zewnatrzkomorkowe cza-
steczki sygnatowe, zwane autoinduktorami i jednocze-
$nie odbieraja sygnaly od innych bakterii. Umozliwia
to mikroorganizmom monitorowanie ggstos¢ popula-
cji biofilmu i dostosowanie do niej ekspresji genow.
Mashburn i Whiteley [45] udowodnili, ze
zwiazki sygnalowe, takie jak 2-heptylo-3-hydroksy-4-
chinolon (PQS), moga by¢ przenoszone przez pgche-
rzyki blonowe P. aeruginosa. Ma to duze znaczenie
w przypadku zwiazkow silnie hydrofobowych, ktorych
rozprzestrzenianic w polarnej matriks biofilmu jest
utrudnione. Przypuszcza si¢ rOwniez, ze zwiazki syg-
natowe AHLs (acyl-homoserine lactone signals) in-
nych Gram-ujemnych bakterii, takich jak Rhodobac-
ter capsulatus 1 Sinorhizobium meliloti takze moga by¢
transportowane w pecherzykach blonowych [46].

Biofilm stanowi swoisty rezerwuar pgcherzykow
btonowych, ktore petnia swoje funkcje w jego obre-
bie, ale takze migruja poza jego granice utatwiajac ko-
lonizacje¢ srodowiska [64].

4. Podsumowanie

W ciagu ostatnich 10 lat wzrosto zainteresowanie
pecherzykami blonowymi. Wciaz sa opisywane nowe
mikroorganizmy zdolne do produkgcji tych struktur ze-
wnatrzkomorkowych. Dodatkowo odkrywane sa nowe



Rys. 2. Kolonizacja powierzchni miedziono$nego tupka
bitumicznego przez mieszaning bakterii autochtonicznych
wyizolowanych z kopalni miedzi Lubin. Widoczne liczne
pecherzyki btonowe budujace macierz biofilmu (strzatka).

funkcje, ktore moga one pehi¢. Szczegdlnym zasko-
czeniem jest rola pecherzykéw btonowych w przeno-
szeniu materiatu genetycznego i pytanie czy mozemy
to zjawisko uzna¢ za kolejny mechanizm horyzon-
talnego transferu genow. Bardzo interesujaca wydaje
si¢ rowniez rola pgcherzykow blonowych w komu-
nikacji migdzygatunkowej, w tym z komdrkami euka-
riotycznymi.

Jak wspomniano wczes$niej, pgcherzyki blonowe
biora udzial w procesie patogenezy organizmow euka-
riotycznych. Dodatkowo, przypuszcza sig, Zze moga one
posredniczy¢ w komunikacji z tymi organizmami. Przy-
ktadem jest symbioza bakterii wigzacych azot atmosfe-
ryczny Rhizobium sp. i roslin motylkowych. Wedlug
Goethart i wsp. [21] prawdopodobnie bakterie
transportuja czynniki Nod odpowiedzialne za tworze-
nie brodawek wlasnie w pecherzykach blonowych,
ktére sa zdolne do interakcji z komdrkami roslinnymi.

Jak wspomniano we wprowadzeniu szczegdlna uwa-
ga badaczy skupia si¢ wokot bakterii patogennych.
Tymczasem rowniez bakterie wystepujace w wielu §ro-
dowiskach zaré6wno naturalnych, jak i antropogenicz-
nych sa zdolne do produkcji pecherzykow blonowych
i ich funkcja wydaje si¢ by¢ szczegolnie interesujaca.

Kolejnym niezwykle istotnym zagadnieniem poru-
szonym przez Mashburn iwsp. [47] jest pytanie
czy nanobakterie obserwowane na powierzchni kalcy-
tu i trawertynu to nie pecherzyki blonowe? Pytanie to
jednak wciaz pozostaje bez odpowiedzi.

Ostatnie badania potwierdzily zdolno$¢ do tworze-
nia pecherzykow blonowych przez bakterie wyizolo-
wane ze z16z miedziono$nego tupka bitumicznego wy-
stepujacego na obszarze Monokliny Przedsudeckiej.
Bakterie autochtoniczne wyizolowane z kopalni mie-
dzi Lubin sa zdolne do degradacji materii organicznej
lupka oraz mobilizacji metali i metaloidow wystgpu-
jacych w ztozu [50]. Wykazano, ze mikroorganizmy
autochtoniczne kolonizuja powierzchni¢ tupka bitu-
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micznego tworzac biofilm zlozony z pecherzykow
btonowych (Rys. 2). Wéréd badanych mikroorgani-
zmow sa szczepy Pseudomonas sp. LM8 oraz Acine-
tobacter sp. LM3. Rola pgcherzykow u tych bakterii
nie zostata dotychczas poznana, aczkolwiek przypusz-
cza sig, ze moga one mie¢ znaczenie w procesach
degradacji zwiazkéw organicznych wystepujacych
w tlupku, takich jak m.in. dlugotancuchowe weglowo-
dory alifatyczne, wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne czy geoporfiryny.

Podobne zjawisko tworzenia biofilméw zaobser-
wowano w czasie badan biodegradacji metaloporfiryn
przez mikroorganizmy. Roéwniez w tym przypadku
proces degradacji jest poprzedzony kolonizacja po-
wierzchni porfiryn i wytwarzaniem znacznych ilosci
pecherzykow btonowych (Rys. 3).

Poznanie roli pgcherzykéw btonowych w proce-
sach biotransformacji metalonos$nego tupka bitumicz-
nego, jak rowniez biodegradacji metaloporfiryn jest
istotne nie tylko ze wzgledu na zrozumienie fizjologii
badanych mikroorganizméw, ale rowniez moze mieé
potencjalne znaczenie aplikacyjne.

-

Rys. 3. Biofilm powstaty w czasie wzrostu szczepu
Pseudomonas sp. LM8 na podtozu mineralnym z porfiryna
wanadowa. (A) Komorka bakteryjna tworzaca pecherzyk.
(B) Pecherzyki btonowe znajdujace si¢ w macierzy biofilmu.
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Podzigkowania

Zdjecia zamieszczone w pracy autorzy wykonali w Labora-

torium Mikroskopii Elektronowej, IBD PAN w Warszawie. Wyko-
rzystano mikroskop elektronowy JEM 1400 (JEOL Co., Japonia
2008). Zestaw aparatury zostal zakupiony z funduszy struktural-
nych UE w ramach projektu CZT BIM — Wyposazenie Labora-
torium Obrazowania Biologicznego i Medycznego.
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