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Mechanisms of heavy metal resistance in bacteria

Abstract: Bacteria play a substantial role in the biogeochemical cycles of metals, many of which exhibit toxicity towards various
organisms. These unicellular bacteria are persistently exposed to the intoxication by heavy metals which are natural components of the
environment. Intensive industrialization and extensive anthropogenic exploitation of the environment resulted in the release of heavy
metals formerly deposed as minerals in rocks and as a consequence, in the pollution increase of all environmental constituents the soil,
air and water. Bacteria have evolved various mechanisms of heavy metal resistance. The two most important mechanisms are: (i) heavy
metal exclusion by the cellular barrier permeability and their immobilization outside the cell by bacterium metabolites, and (ii) the
detoxification of toxic metal ions which entered the cytoplasm by different chemiosmotic and/or energy-dependent efflux systems as
well as by intracellular sequestration mechanisms involving low molecular weight proteins such as cysteine-rich metallothioneins. The
development of various mechanisms of heavy metal resistance enables bacteria to survive in harsh conditions and also allows us to apply
them in the remediation of metal contaminated areas.
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1. Metale ci¢zkie - wystepowanie i toksyczno$¢

Metale cigzkie sa pierwiastkami o gestosci wzglednej
przekraczajacej 5 g/cm’. Metale te, jak na przyklad kadm
(Cd), otéw (Pb), nikiel (Ni), zelazo (Fe), miedz (Cu),
kobalt (Co), chrom (Cr) czy cynk (Zn) sa postrzegane
gltéwnie jako zanieczyszczenia $rodowiskowe, jakkol-
wiek s3 one naturalnymi komponentami $rodowiska
i stanowig elementarny sktadnik litosfery [18]. W skoru-
pie ziemskiej metale cigzkie wystepuja w postaci mine-
ratéw, np. w formie: galeny (PbS), smitsonitu (ZnCO,),
sfalerytu (ZnS), arsenolitu (As,O,) czy chalkozynu
(Cu,S). Gtéwnym naturalnym Zrédtem metali cigzkich
w srodowisku jest erozja skat i aktywnos¢ wulkaniczna,
jednak najwigkszy ich fadunek dociera do $rodowiska
w wyniku intensywnej dzialalnodci cztowieka tj. z prze-
mystu wydobywczego, hutnictwa, rolnictwa oraz z odpa-
déw komunalnych [49]. Metale cig¢zkie uruchomione
z mineraléw droga naturalng badz antropogeniczna,

wnikaja do taricucha troficznego i moga oddziatywa¢
negatywnie na wszystkie organizmy zywe, w tym row-
niez bakterie [14]. Niektdére metale, tj. Fe, Cu, Co, Ni,
Cr czy Zn w niskim stezeniu s3 niezb¢dne do prawi-
dtowego funkcjonowania mikroorganizmdw, np. kata-
lizuja reakcje biochemiczne, stabilizuja strukture bia-
tek i bakteryjne ostony komérkowe, s3 komponentami
bialek enzymatycznych np. peroksydaz (Fe), katalazy
(Fe), dysmutaz (Cu, Zn, Fe, Mn), nitrogenezy (Mo, Fe),
wchodza w sktad komplekséw oksydo-redukcyjnych np.
cytochroméw, uczestnicza w syntezie bialek i kwasow
nukleinowych, czy tez biora udziat w regulacji cisnienia
osmotycznego komorki (K*) [8]. Kobalt jest kofakto-
rem kobalaminy oraz aminopeptydazy metioninowej,
bromopeptydazy nitrylowej oraz aminomutazy-2,3-
lizynowej [20], miedZ, ze wzgledu na wzglednie wysoki
potencjal oksydo-redukeyjny, jest kluczowym sktadni-
kiem grup prostetycznych enzyméw zaangazowanych
w redukcje azotandéw i tlenkéw azotu [57], natomiast
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nikiel wchodzi w sklad metalozaleznej ureazy, hydro-
genazy tlenku wegla, glioksylazy, dekarbonylazyacetylo-
-CoA oraz dysmutazy ponadtlenkowej [33].

Wyrdzniono dwa szlaki wnikania jonéw metali do
wnetrza komorki bakteryjnej. Pierwszy, niespecyficzny
substratowo, funkcjonuje na zasadzie niezaleznego
energetycznie gradientu chemiosmotycznego, ktory
wykorzystuje roznice stezen substancji w poprzek
blony cytoplazmatycznej, natomiast drugi wymaga
dostarczenia energii w postaci ATP i jest wysoce specy-
ficzny w stosunku do substratéw. Jezeli st¢zenie jondw
metali niezbednych przekracza ich poziom fizjologiczny
w komorce, wéwczas jony te moga wywolac¢ efekty tok-
syczne, podobnie jak jony metali balastowych, zbed-
nych dla proceséw metabolicznych, tj. Cd, Pb, rtec
(Hg), arsen (As) czy srebro (Ag). Jony metali cigzkich,
ze wzgledu na podobna wielko$¢ promienia jonowego
i warto$ciowo$¢, moga zastepowaé na zasadzie tzw.
»mimikry jonowej” jony metali niezb¢dnych, np. Zn
czy Fe w centrach aktywnych biatek enzymatycznych
[6]. Substytucja jonéw niezbednych dla prawidtowego
przebiegu metabolizmu oraz ich wypieranie z komdrki
s3 podstawowymi mechanizmami cytotoksycznosci
metali ciezkich wobec komorek bakterii. Rezultatem
negatywnego oddzialywania metali ci¢zkich na pozio-
mie komorki sa zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej,
zmiany potencjatu osmotycznego komorki oraz mody-
fikacje konformacyjne makroczasteczek. W efekcie
tych zmian moze dojs¢ do dezintegracji struktury bton
komorkowych, zaburzenia proceséw transportu, zaha-
mowania aktywnosci metabolicznej komérek, a nawet
$mierci organizmu [56]. W warunkach eksperymental-
nych u bakterii glebowych, narazonych na intoksykacje¢
wysokimi stezeniami jonéw metali ciezkich, obserwo-
wano zmiany morfologiczne, zmniejszenie aktywnosci
zyciowej oraz ograniczenie tempa wzrostu [22, 51].
Mikroorganizmy w warunkach naturalnych sg nara-
zone na stres oksydacyjny wynikajacy z jednoczesnego
wplywu wielu réznych metali [1]. W wyniku synergi-
stycznego oddzialywania jonéw metali cigzkich, ich
indywidualna toksycznos¢ ulega spotggowaniu (poten-
cjacja). Metale réznia si¢ indywidualng toksycznos-
cig wobec mikroorganizméw. Wedtug Baatha [4]
pie¢ wybranych metali cigzkich mozna uporzadkowac
w nastepujacy sposob zgodnie z ich zmniejszajaca sig
indywidualng toksyczno$ciag wobec komérek bakterii:
Ag>Cu>Cd>Zn>Pb.

Toksyczno$¢ metali wobec komoérek bakteryjnych
jest uzalezniona nie tylko od rodzaju i stgzenia metalu,
ale réwniez jest wypadkowa wielu innych czynni-
kéw wplywajacych na ich mobilnos¢ i biodostepnosc.
Warunki edaficzne, takie jak: odczyn gleby, pojemno$¢
sorpcyjna, warunki natlenienia (potencjat redox) oraz
mozliwo$¢ tworzenia ruchliwych potaczen komplek-
sowych (chelatéw) jonéw metali ze zwigzkami orga-
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nicznymi, sg kluczowymi czynnikami warunkujacymi
przyswajalnos¢ metali przez organizmy zywe. Roz-
puszczalne zwiazki metali sg tatwiej pobierane przez
organizmy, a przez to s3 bardziej toksyczne niz trudno
rozpuszczalne kompleksy metali czy ich rudy. Kwasny
odczyn S$rodowiska sprzyja lepszej rozpuszczalnosci
zwigzkéw metali, a tym samym zwigksza ich mobil-
no$¢. Pojemno$¢ sorpcyjna gleby, zalezna od zawar-
tosci i rodzaju mineraléw ilastych, zawartosci proch-
nicy, uwodnionych tlenkéw glinu i Zelaza w glebie,
wplywa na unieruchamianie jonéw metali, poniewaz
wszystkie te elementy gleby silnie absorbuja metale na
swojej powierzchni [21].

Tolerancja metali cigzkich przez bakterie, czgsto ma
zwigzek z jednoczesng opornoscia na antybiotyki, co
nazywamy kotolerancja [2]. Stwierdzono, ze geny deter-
minujace opornos¢ na metale oraz antybiotyki zazwy-
czaj sa ze soba sprzezone i s3 zlokalizowane gléwnie na
plazmidach [50, 60-62]. Na przyklad, na plazmidzie
pHCM1 Salmonella enterica serovar Typhi CT18, sa zlo-
kalizowane geny warunkujace oporno$¢ na trimetoprim
(dhfrb), sulfonamid (sulll), chloramfenikol (catI), ampi-
cyling (bla) czy streptomycyne (strAB) oraz wystepuje na
nim operon determinujacy oporno$¢ na rtec [40].

2. Bakteryjne mechanizmy opornosci
na metale ciezkie

Bakterie generalnie wykazuja szerokie spektrum
adaptacji do réznych, skrajnie trudnych warunkéw
srodowiska (ekstremofile), w tym do wysokich stezen
metali cigzkich w podlozu. Wzrost i rozwdj tej grupy
mikroorganizméw w $rodowisku zanieczyszczonym
metalami cigzkimi jest mozliwy dzigki wyksztalceniu
szeregu mechanizméw opornosci [52]. Mechanizmy
warunkujgce zdolnos¢ przezycia bakterii w warunkach
wysokiego stezenia jonéw metali cigzkich w podlozu
s3 determinowane genetycznie [26]. U bakterii geny
opornosci na sole metali cigzkich sa zlokalizowane na
chromosomie oraz pozachromosomowo na plazmidach.
Zasadniczg funkcja plazmidowych produktéw genéw
opornosci jest warunkowanie tolerancji na metale,
natomiast rolg systeméw kodowanych chromosomowo
jest gtéwnie utrzymywanie homeostazy jonowej orga-
nizmu [45]. Plazmidowa lokalizacja genéw determi-
nujacych opornos¢ bakterii na metale cigzkie sprzyja
ich przenoszeniu na inne organizmy, droga horyzontal-
nego transferu genéw (HTG) [43]. Systemy opornosci
na metale cigzkie wystepuja u wielu rodzajéw i gatun-
kéw bakterii, co moze wskazywa¢, ze opornos¢ na
negatywne oddzialywanie toksycznych metali cigzkich
mogla wyewoluowac tuz po powstaniu komoérki proka-
riotycznej w odpowiedzi na staly kontakt z metalami
wystepujacymi w srodowisku [17]. W Domenie Bacteria
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mechanizmy opornosci bakterii na jony metali cigzkich
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Rys. 1. Mechanizmy opornoéci na toksyczne dziatanie jonéw metali cigzkich u bakterii

wyodrebniono kilka typéw mechanizméw tolerancji na
metale cigzkie (Rys.1) [28]:
1. Modyfikacje oston komdérkowych uniemozliwia-
jace wnikanie jonéw metali do cytoplazmy;
2. Usuwanie toksycznych jonéw metali z cytoplazmy
na zewnatrz komorki;
3. Enzymatyczna detoksyfikacja jondéw metali;
4. Pozakomorkowe wiazanie jonéw metali przez
metabolity bakterii;
5. Wewnatrzkomoérkowe wiazanie jonéw metali.

2.1. Modyfikacje oston komérkowych uniemozli-
wiajace wnikanie jonéw metali do cytoplazmy

Ostony komodrek bakterii sa zbudowane z blony
komorkowej i $ciany komorkowej. Blony komorkowe
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych maja po-
dobna, typowa budowe biatkowo-lipidowa i pelnia
podstawowe funkcje, tj. uczestnicza w transporcie
substancji pokarmowych, wydalaniu zbednych pro-
duktéw metabolizmu, procesach oksydo-redukcyj-
nych, w tworzeniu $ciany komérkowej czy wydzielaniu
egzoenzymow hydrolitycznych. Natomiast struktura
$ciany komorkowej u bakterii Gram-ujemnych i Gram-
-dodatnich nie jest jednakowa. U bakterii Gram-dodat-
nich §ciang komérkowa buduje wiele warstw mureiny
polaczonej wigzaniami kowalencyjnymi z kwasami
tejchojowymi lub tejchuronowymi. Mureina jest poli-
merem zbudowanym z powtarzajacych si¢ jednostek
utworzonych z N-acetyloglukozoaminy oraz kwasu
N-acetylomuraminowego, polaczonych wigzaniem
p-1,4-glikozydowym. Z kolei $ciana komdrkowa bak-
terii Gram-ujemnych sklada si¢ maksymalnie z trzech
warstw mureiny, lipoproteiny oraz blony zewnetrznej
i nie zawiera kwasow tejchojowych. Lipoproteina faczy
mureing z blong zewngtrzng. Blona zewngtrzna sklada
si¢ z biatek, fosfolipidéw oraz lipopolisacharyddw.
Biatka btony zewng¢trznej zwane porynami, uczestni-
czace w transporcie substancji, moga by¢ specyficzne
lub niespecyficzne substratowo. Lipopolisacharyd jest

zbudowany z lipidu A, wielocukru rdzeniowego oraz
O-swoistego taficucha cukrowego. Ponadto, bakte-
rie Gram-dodatnie i Gram-ujemne moga wytwarza¢
i wydziela¢ substancje o charakterze polimeréw, ktére
wystepuja po zewngetrznej stronie komorki w postaci
otoczek lub egzopolisacharydu (EPS) [58].

W wyniku kontaktu jonéw metali z komorka bakte-
rii moze nastapic zwiazanie jonéw metali z elementami
strukturalnymi $cian komérkowych lub/i otoczek. Spo-
sob ten nie jest specyficzny substratowo i warunkuje
ograniczong ochrong¢ przed toksycznym oddziatywa-
niem metali ze wzgledu na szybkie tempo wysycenia
jonami metali grup funkcyjnych zwigzkéw chemicznych
wchodzacych w skiad tych struktur. Otoczka polisa-
charydowa umozliwia zewnatrzkomdérkowe wigzanie
metali u wielu gatunkéw bakterii, np. Klebsiella aero-
genes, Pseudomonas putida czy Arthrobacter viscosus
[8]. Badania Mergeay'a [29] wskazuja, ze szczepy
K. aerogenes wytwarzajace otoczki akumulujg istotnie
mniej kadmu w cytoplazmie w poréwnaniu do tych
pozbawionych otoczek. Ponadto, jony metali moga
by¢ wiazane réwniez w przestrzeni peryplazmatycznej.
Zmiany w przepuszczalnosci barier komodrkowych,
a wicc ograniczenie kontaktu toksycznych metali cigz-
kich z kluczowymi sktadnikami komérki bakteryjnej,
moga by¢ rezultatem mutacji. Na przyktad, u Escherichia
coli w wyniku pojedynczej mutacji punktowej zachodzi
zmiana w syntezie poryn, stanowiacych kanat dyfuzyjny
w blonie zewngtrznej i w rezultacie zablokowanie trans-
portu jonéw miedzi do komorki.

2.2. Usuwanie toksycznych jonow metali
na zewnatrz komorki

Drugi typ opornoéci na metale polega na transpor-
cie jonéw poza komorke bakterii (efflux system) i jest
wykorzystywany do usuwania toksycznych jonéw metali
z cytoplazmy. Koszt energetyczny utrzymania wielu,
wysoce substratowo specyficznych systemoéw eksportu
jonow metali jest wigkszy w poréwnaniu do innych
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mechanizmdw opornosci, np. mechanizmu enzymatycz-
nej detoksyfikacji metali. Mimo to, wiele takich, bardzo
réznych mechanizméw usuwania toksycznych jonoéw
z komorki funkcjonuje w $wiecie mikroorganizméw
[8]. U bakterii wyodrgbniono siedem gléwnych typow
pomp usuwajacych jony metali na zewnatrz komdrki
[53]. Dwa typy pomp to ATP-azy: jedna jest ATP-aza
typu P, natomiast druga to ATP-aza ABC. Kolejne trzy
pompy sa chemiosmotycznymi antyporterami jon/H*
o wzglednie szerokim spektrum substratow. Naleza do
nich nastepujace rodziny biatek: nadrodzina biatek MFS
(Major Facilitator Superfamily), w ktérej sktad wchodzi
17 rodzin o charakterze uniportera, symportera i anty-
portera [39], ktdre transportuja zwigzki niskoczastecz-
kowe w odpowiedzi na chemiosmotyczny gradient
jonoéw, rodzina bialek CDF (cation diffusion facilitator)
stymulujacych przeplyw kationéw, do ktorej nalezy
biatko CzcD warunkujace oporno$¢ na Cd(II), Zn(II)
i Co(Il) oraz rodzina bialek CzcCBA transportujaca
na zewnatrz jony tych metali. Pozostale dwie rodziny
stanowig chemiosmotyczne systemy transportujace
o waskim spektrum substratu, tj. system transportu
chromu (Cr) ChrA oraz transporter ArsB dla arsenu
(IIT) i antymonu (III). W warunkach fizjologicznych
biatkowe transportery btonowe o szerokim spektrum
substratu, przenoszg zaréwno jony metali niezb¢dnych
dla przebiegu proceséw metabolicznych jak i jony metali
balastowych nasladujace niezbedne jony [6]. Gdy ste-
zenie jondw metali wewnatrz komorki przekracza okres-
lony poziom, co wywoluje efekt toksyczny, komdrka
uruchamia mechanizm usuwania jonéw z cytoplazmy
do otaczajacego ja Srodowiska. Dotychczas opisano
kilka systeméw opornodci na toksyczne oddziatywa-
nie metali, zwigzanych z ich transportem z cytopla-
zmy poza komérke, a dotycza one np. arsenu, cynku,
kadmu czy miedzi.

Organizmy Zywe s narazone na toksyczne oddzia-
tywanie arsenu, wystepujacego gtéwnie w formie arse-
nianéw As(V), molekularnych analogéw fosforanéw
oraz arsenindéw As(III) [13]. Transport arsenianéw do
komérki bakterii moze przebiega¢ dwiema drogami.
Pierwszy to konstytutywny i niespecyficzny substra-
towo system przenoszenia sktadnikéw odzywczych Pit,
za ktérego posrednictwem arsen dostaje si¢ do komorki,
gdy wystepuje nadmiar fosforanéw w podlozu. Nato-
miast w przypadku deficytu fosforu jest indukowany
specyficzny dla fosforanéw system Pst. System Pst jest
stukrotnie bardziej specyficzny wzgledem fosforu niz
arsenu [36]. Niektdre bakterie moga regulowac stezenie
jonéw arsenu w cytoplazmie komorki poprzez mody-
fikacje¢ systemu transportu fosforanéw; inne bakterie,
jak na przykfad E. coli, wyksztalcily system usuwania
toksycznych jonéw arsenu z cytoplazmy za posrednic-
twem specyficznego systemu detoksyfikacji, tzw. sys-
temu ArsC. Determinanty genetyczne tego systemu
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moga znajdowac si¢ na chromosomach lub plazmidach
w postaci operonu ars [13]. Za ekspresj¢ operonu ars jest
odpowiedzialne biatko regulatorowe ArsR, produkt genu
arsR, ktorego ekspresja jest indukowana arsenianami,
arseninami, antymonem oraz bizmutem. Bialko ArsR,
zdolne do faczenia si¢ z DNA jest dimerem zawieraja-
cym dwie czasteczki cysteiny, za pomoca ktérych wiaze
si¢ z aktywujacymi je jonami arsenu. Ponadto, w ope-
ronie ars, znajdujacym si¢ u E. coli na plazmidzie R773,
poza arsR, wystepuje drugi gen regulatorowy — arsD.
Gen arsD determinuje biatko, ktére nie jest niezb¢dne
w regulacji ekspresji genéw ars na podstawowym pozio-
mie, dziata in trans niezaleznie od czynnikéw indukuja-
cych [9]. GIéwnym enzymem operonu ars jest cytopla-
zmatyczna reduktaza arsenianowa kodowana przez gen
arsC. Reduktaza arsenianowa katalizuje redukcje As(V)
do As(III), ktdry nastepnie jest usuwany poza komorke
za pomoca specyficznego transportera As(III) — ArsB.
Biatko ArsA jest wewnatrzblonowa ATP-azg aktywo-
wana obecnoscia jonéw arsenu, ktéra przylacza si¢
jako dimer do blonowego transportera tj. biatka ArsB,
tworzac kompleks ArsA-ArsB i poprzez hydrolizg ATP
dostarcza energii do transportu jonow arsenu (III) poza
komérke [17]. Szczegdlng wlasciwoscia pompy usuwa-
jacej jony arsenu jest jej dualistyczny charakter. Pompa
ta moze funkcjonowac chemiosmotycznie, bez naktadu
energii pochodzacej z ATP przy udziale bialka ArsB,
jak réwniez przy wykorzystaniu energii pochodzacej
z ATP, z udzialem kompleksu ArsA-ArsB [53]. Ponadto
wykazano, ze operon ars, zlokalizowany u E. coli na plaz-
midzie R773, moze warunkowac oporno$¢ na tellur. Za
usuwanie jonéw telluru poza komorke sa odpowie-
dzialne produkty trzech gendéw strukturalnych: arsA,
arsB i arsC. System Ars nie gwarantuje jednoczesnej
kotolerancji na tellur i arsen u wszystkich gatunkéw
bakterii np. u Staphylococcus aureus nie wykryto takiej
wlasciwosci. Oporno$¢ na arsen u niektdérych bakterii
moze mie¢ zwigzek z aktywnoscia oksydazy arsenino-
wej. Oksydaza arseninowa przeksztalca wysoce tok-
syczny arsenin do wzglednie mniej toksycznego arse-
nianu [32, 53].

Oporno$¢ bakterii na Cd(II) i Zn(II) jest determi-
nowana przez geny zlokalizowane gtéwnie na plazmi-
dach [23]. Dotychczas, u bakterii Gram-dodatnich
(np. Staphylococcus aureus) opisano dwa mechanizmy
opornosci na te metale: CadA i CadB determinowane
odpowiednio przez operony cadA i cadB. Operon cadA
zmapowano u S. aureus na plazmidzie pI258. Sktada sig
on z dwéch genéw: cadA i cadC. Gen cadA determi-
nuje 727 aminokwasowe bialko CadA, ktére jest ATP-
-aza typu P i funkcjonuje jako pompa jonowa. Pompa ta
czerpie energi¢ do eksportu jonéw metali poza komérke
z hydrolizy ATP [45]. CadA sklada si¢ z szesciu domen,
obejmujacych m.in. cytoplazmatyczny region wiazacy
metale, domen¢ uczestniczaca w przenoszeniu jonéw
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na powierzchni¢ btony komdérkowej, domene o poten-
cjalnej funkcji kanatu transportujacego kationy oraz
wewnatrzkomorkowg konserwatywna domene wigzaca
ATP [8, 17]. Jony metali Cd(II), czy Zn(II) s przyla-
czane do CadA prawdopodobnie za posrednictwem
jednego z dwoch motywow: Cys-Pro-Cys lub Cys-Pro-
-His zlokalizowanych w regionach odpowiedzialnych za
specyficznos¢ tego biatka wobec substratu. W obecnosci
jonoéw metali nastepuje fosforylacja CadA przy udziale
ATP i w konsekwencji zmiana konformacji biatka. Usu-
nieciu jonéw metali poza btong komdérkowa towarzyszy
hydroliza ATP i uwolnienie energii [35]. Drugim biat-
kiem operonu cadA jest znacznie mniejsze biatko CadC,
sktadajace si¢ ze 122 aminokwaséw. Biatko to pelni
funkcje regulatora transkrypcji operonu cadA, ktory
moze dziala¢ in cis lub in trans [11]. Wiedza na temat
mechanizmu funkcjonowania drugiego systemu opor-
nosci na toksyczne dziatanie jonéw Cd i Zn, tzw. sys-
temu CadB jest ograniczona. Operon cadB zmapowano
u S. aureus na plazmidzie pII147 i w jego obrebie ziden-
tyfikowano dwa geny: cadB i cadX. Przypuszcza sig, ze
ochronne dziatanie systemu CadB nie wynika z usuwa-
nia toksycznych jonéw metali poza komoérke, a raczej
polega na immobilizacji jonéw w btonie komdrkowe;j.
U bakterii Gram-ujemnych znane s3 dwa systemy
zaangazowane w usuwanie jonow Cd(II), Zn(II) i Co(II)
poza komérke: system CzcD, ktory jest chemiosmo-
tyczna, jednobiatkowa pompa blonows, nalezaca do
rodziny biatek CDF (cation diffussion facilitator) oraz
chemiosmotyczny kompleks tréjpeptydowy CzcCBA
[25, 35]. System CzcCBA po raz pierwszy zidentyfiko-
wano u Ralstonia eutropha CH34 (wcze$niej Alcaligenes
eutrophus), a kodujace go geny zmapowano na megapla-
zmidzie (238 kbp) pMOL30 [12, 36]. System ten nalezy
do duzej superrodziny pomp chemiosmotycznych
zwanych RND (Resistance Nodulation Division) o r6z-
norodnej funkgji, np. uczestnicza w transporcie toksycz-
nych kationéw, malych zwiagzkéw organicznych, a takze
w tworzeniu brodawek u ryzobiéw i w podziatach
komorkowych, np. u bakterii E. coli. System CzcCBA
funkcjonuje jako ATP-niezalezny antyporter proton/
kation, zaangazowany w usuwanie kationéw Zn*, Cd?**
i Co**poza komorke [35], dla ktérego zrodlem energii
jest elektrochemiczny gradient protonéw [46]. System
ten jest kompleksem biatkowym, w ktérego sktad wcho-
dzi duze, zlozone z okoto 1000 aminokwaséw biatko
blony wewnetrznej CzcA, biatko blony zewnetrznej
CzcC, nalezace do rodziny biatek OMF (outer membrane
factors) oraz biatko peryplazmatyczne CzcB, ktore Iaczy
biatka CzcA i CzcC tworzac kanat pomig¢dzy cytoplazma
a Srodowiskiem zewngtrznym komorki [53] i nalezy do
rodziny biatek MFP (membrane fusion protein) [35].
Efektywnym sposobem detoksyfikacji miedzi przez
komérke bakteryjna jest jej usuwanie z cytoplazmy.
Miedz w postaci jonu jednowartosciowego jest bardziej
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toksyczna od formy Cu’* [44]. Eksport miedzi poza
komorke bakteryjna moze odbywac si¢ z udzialem ener-
gii lub bez jej naktadu. Dotychczas najlepiej poznano
mechanizm transportu toksycznych jonéw miedzi
u bakterii E. coli. U tego gatunku wyodr¢bniono naste-
pujace systemy transportu miedzi z komdrki: CopA,
CusCFBA oraz system opornosci na miedz Pco. Biatko
CopA jest ATPaza typu P, wyposazona w motywy bogate
w reszty cysteinowe i histydynowe o wysokim powino-
wactwie do metali, zlokalizowane na N-koncu biatka
[47]. Chemiosmotyczny system usuwajacy metale na
zewnatrz komdrki CusCFBA, jest kodowany na chromo-
somie i obejmuje biatko CusF wigzace miedz w perypla-
zmie oraz kompleks bialek CusCBA. CusC jest pompa
zlokalizowang w blonie wewnetrznej, ktéra wiaze
i usuwa jony z komorki, CusB jest biatkiem perypla-
zmatycznym taczacym blong wewnetrzng z zewngtrzna,
natomiast CusA jest poryna blony zewnetrznej [57].
Singh iwsp. [54] sugeruja, ze ochrona komérki bakte-
ryjnej, w pozakomorkowej przestrzeni peryplazmatycz-
nej, moze wynikac ze wspdtdzialania systemu CusCFBA
oraz wielomiedziowej oksydazy CueO. Niektore szczepy
E. coli s3 wyposazone w system opornoéci na miedz Pco,
determinowany przez operon pcoABCD, ktory zidenty-
fikowano na plazmidzie pRJ1004. Mechanizm dziatania
systemu Pco jest stabo poznany. Prawdopodobnie biatko
PcoA, nalezace do rodziny oksydaz wielomiedziowych
uczestniczy w utlenianiu nadmiaru kationéw miedzi (I),
natomiast biatka Pco B, PcoC i PcoD sa zaangazowane
w wigzanie jonéw tego metalu oraz ich transport poza
komorke [44, 53].

2.3. Enzymatyczna detoksyfikacja jonow metali

Tolerancja metali cigzkich u bakterii moze by¢ reali-
zowana na drodze enzymatycznej transformacji jonu
metalu w form¢ mniej toksyczna, mniej przyswajalna
przez komorke i/lub w posta¢ lotng [3]. Ten typ oporno-
$ci dotyczy na przyktad inaktywacji wysoce toksycznej
rteci (IT). Toksycznos¢ tego metalu wobec organizméw
zywych wynika z fatwosci przylaczania si¢ jego formy
dwuwartosciowej do grup tiolowych, wchodzacych
w sktad enzyméw oraz innych bialek i ich inaktywacji.
System opornosci na Hg*, determinowany przez operon
mer, wystepuje u bakterii Gram-dodatnich, np. S. aureus,
Bacillus sp. oraz u Gram-ujemnych, np. Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, Serratia marcescens i Acidithioba-
cillus ferrooxidans [15, 17, 64]. Wsréd operondéw mer
wyrézniono operony o szerokim spektrum dziatania,
warunkujace opornos¢ na organiczna i nieorganiczna
postac rteci oraz operony o waskim spektrum dziata-
nia, determinujgce oporno$¢ jedynie na nieorganiczne
formy tego metalu [31].

Najistotniejsza cecha mechanizmu opornosci bak-
terii na toksyczne dzialanie jonéw rteci jest wytworzenie
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wysoce specyficznego systemu transportu jonéw tego
pierwiastka do wnetrza komorki, gdzie przy udziale
reduktazy rteciowej, Hg** ulega przeksztalceniu
w mniej toksyczng forme¢ Hg’, ktdra jest uwalniana
poza komorke [63]. Typowy region mer u bakterii
Gram-ujemnych sklada si¢ z genu merR, gléwnego
promotora P~ oraz genéw operonu merTP(C/F)
A/BD(E). Produkt genu merR - biatko MerR jest akty-
watorem gtéwnego promotora mer w obecnosci jonow
Hg(II), zas$ represorem w przypadku braku jonéw tego
metalu. Zaréwno aktywacja jak i hamowanie ekspresji
genoéw operonu mer odbywa si¢ poprzez przylaczanie
biatka regulatorowego w rejonie gléwnego promotora
P o Zlokalizowanym na odcinku pomigdzy sekwen-
cjami -35 i -10, ktére s3 rozdzielone 19 nukleotydami
[7]. Wedlug modelu regulacji operonu mer przez biatko
MerR, zaproponowanego przez Brown'a i wsp. [7],
przy braku jonéw rteci homodimeryczne biatko MerR,
transkrybowane z promotora merR, przylacza si¢ za
posrednictwem specyficznej domeny helisa-petla-helisa
do regionu operator/promotor gléwnego operonu mer.
W wyniku takiego polaczenia DNA zostaje wygicte
i odwinigte w poblizu sekwencji operatora, a polime-
raza RNA, polaczona z promotorem mer i tworzaca
trojsktadnikowy kompleks z DNA i MerR, nie moze
utworzy¢ otwartego kompleksu transkrypcyjnego, co
powoduje zahamowanie ekspresji genéw operonu mer.
Natomiast w obecno$ci Hg*, jony tego metalu przyta-
czaja si¢ do jednego z dwdch miejsc wigzacych biatka
MerR, w wyniku czego MerR przyjmuje konformacje
aktywna. Mocne zwigzanie MerR z operatorem operonu
mer powoduje odksztalcenie DNA przy centrum ope-
ratora, odwinigcie DNA o okolo 33° i wyprostowanie
podwdjnej helisy DNA. Reorientacja sekwencji -351 -10
pozwala na ich produktywng interakcj¢ z podjednostka
0’° polimerazy RNA i utworzenie otwartego kompleksu
transkrypcyjnego, a wigc inicjacje transkrypcji operonu
merTP(C/F)A/BD(E) [7].

Produkty ekspresji genow: merT; merP i merC sa za-
angazowane w wigzanie i transport jonéw Hg** do wne-
trza komorki. Gen merP koduje biatko, ktére w prze-
strzeni peryplazmatycznej wiaze jony Hg** i dostarcza
je biatku Mer T, ktére jest zlokalizowane w wewnetrznej
blonie komorkowej i transportuje Hg(IT) do cytoplazmy.
Produkty genéw merA/merB uczestniczag w enzyma-
tycznej detoksyfikacji, odpowiednio, nieorganicznych
i organicznych zwiazkéw rteci w komorkach bakterii.
Gen merA koduje reduktaze rteciowa, homodimeryczna
oksydoreduktaze flawinowa wysoce specyficzng dla
jonéw rteciowych, ktoéra redukuje jony Hg** do Hg’
w NAD(P)H zaleznej reakcji. Lotny Hg’ przedostaje si¢
z cytozolu do przestrzeni peryplazmatycznej [28] i jest
uwalniany na zewnatrz komorki. Jony Hg** sa przeno-
szone na N-koniec reduktazy rteciowej za posrednic-
twem biatka MerC [16]. Gen merB, stanowiacy element
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operondw mer o szerokim spektrum dziatania, koduje
enzym - liaz¢ organicznych pochodnych rteci, ktéra
katalizuje uwalnianie Hg** z jej komplekséw organicz-
nych. Hg*jest nastepnie transportowany do cytopla-
zmy, redukowany do Hg’ i w tej formie uwalniany na
zewnatrz komorki droga wolatilizacji (wyparowania).
Liaza organicznych pochodnych rteci jest enzymem
monomerycznym, rozszczepiajacym wigzania kowa-
lencyjne Hg-C i uwalniajacym rtec [53]. Jej aktywno$¢
jest uwarunkowana obecnoscia konserwatywnych
cystein w pozycji Cys96 i Cys 159 enzymu [41]. Produkt
bialkowy genu merF, ktéry zmapowano na elemencie
transpozycyjnym Tn5053 u Pseudomonas putida, jest
dodatkowym biatkiem transportujacym jony rteci.
Podobna funkcje petni prawdopodobnie produkt genu
merE [7]. Biatko MerD, podobnie jak MerR, pelni funk-
cj¢ regulatorows, taczac si¢ z tym samym rejonem pro-
motorowym, z tym ze biatko MerD wykazuje mniejsze
powinowactwo, a takze jest syntetyzowane w mniejszych
ilo$ciach w poréwnaniu do biatka MerR.

Organizacja operonéw mer u bakterii Gram-dodat-
nich i Gram-ujemnych rézni si¢ nieznacznie, np. jeden
z elementéw strukturalnych operonu, gen merB wyste-
puje czesciej w operonach mer bakterii Gram-ujemnych
niz u Gram-dodatnich [3]. U bakterii Gram-ujemnych
gen regulatorowy merR stanowi odrgbny operon i jest
transkrybowany w przeciwnym kierunku wobec genéw
strukturalnych gtéwnego operonu merTP(C/F)A/BD(E),
co umozliwia precyzyjne hamowanie ekspresji genéw
operonu przy braku jondw rteci. Natomiast u bakterii
Gram-dodatnich, gen merR jest elementem sktado-
wym operonu mer i ulega transkrypcji w tym samym
kierunku jak pozostale geny w wyniku czego, operon
mer funkcjonuje w tej grupie mikroorganizméw stale,
nawet przy braku jonéw rteci [43].

2.4. Pozakomorkowe wigzanie jonow metali
przez metabolity bakterii

Innym sposobem ochrony komoérki bakteryjnej
przed toksycznym dzialaniem metali cigzkich jest che-
latowanie metali przez metabolity drobnoustrojow, np.
siderofory oraz powierzchniowe egzo- (EPS) ilipopoli-
sacharydy (LPS) [38, 42]. Siderofory sa niskoczastecz-
kowymi chelatorami zelaza [30], a takze innych metali,
tj. Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb, Zn oraz radionuklidéw, np.:
U i Np [34]. Egzopolisacharyd jest wielkoczasteczko-
wym polimerem wydzielanym do $rodowiska bakterii.
W warunkach naturalnych EPS odgrywa kluczowa rolg
w adhezji komérek, powstawaniu agregatéw mikro-
biologicznych, takich jak biofilmy czy biogranule [59].
W obrebie EPS wyodrgbniono neutralne chemicznie
homopolisacharydy oraz polianionowe heteropolisa-
charydy bogate w kwasy uronowe, np. kwas glukurono-
wy, galakturonowy czy mannuronowy oraz pirogronian
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[65]. Przylaczanie metali cigzkich do bakteryjnych bio-
polimeréw najczesciej przebiega na drodze elektrosta-
tycznej interakeji na przykfad z ujemnie natadowanymi
grupami funkcyjnymi kwaséw uronowych [48]. Nieorga-
niczne fosforany, czy rzadziej siarczany mogg zwigkszac
status polianionowy EPS [59], co moze znaczaco zwigk-
szy¢ potencjal EPS do przylaczania jonéw metali.

2.5. Wewnatrzkomdrkowe wigzanie jonéw metali

Obnizenie toksycznosci metali ciezkich, ktére mimo
obecno$ci barier ochronnych komdrki bakteryjnej
wnikajg do cytoplazmy, moze nastapi¢ na drodze che-
latowania metali na terenie cytoplazmy przez niskocza-
steczkowe peptydy, np. metalotioneiny [27]. W wyniku
zwigzania toksycznych jonéw metali przez ligand
zmniejsza si¢ ich reaktywnos$¢ i sa one odseparowywane
od kluczowych organelli komdrkowych i makroczaste-
czek. Metalotioneiny (MT) sa wewnatrzkomdérkowymi
biatkami o niskiej masie czasteczkowej (6-7 kDa), boga-
tymi w cysteing (30%), ktére wystepuja u niektérych
prokariontéw, zwierzat, roélin wyzszych oraz eukario-
tycznych mikroorganizméw [37]. Wszystkie cysteiny
wchodzace w sklad jednej czasteczki MT uczestnicza
w koordynacyjnym wigzaniu siedmiu atoméw dwuwar-
tosciowych jonéw metali [19]. Opornos¢ na toksyczne
dziatanie metali cigzkich za posrednictwem metalotio-
neiny nalezy do rzadkosci w $wiecie bakterii i dotych-
czas zostala zidentyfikowana jedynie u cyjanobakterii
z rodzaju Synechococcus sp., u ktérych warunkuje
oporno$¢ na Cd(II), Zn(Il) i Cu(Il). Metalotioneina
ta posiada mniej reszt cysteinowych w poréwnaniu do
metalotionein zwierzgcych (9:20) [17] i jest kodowana
przez gen smtA. Gen smtA jest indukowany na poziomie
transkrypcji przez metale, a hamowany przez produkt
genu smtB. Biatko SmtB funkcjonuje jako trans-dziata-
jacy represor transkrypcyjny wylaczajacy ekspresje genu
smtA. SmtB jest bialkiem dimerycznym, zawierajacym
motyw helisa-petla-helisa, podobnym do innych biatek
wigzacych DNA [10]. U niektérych bakterii, np. Pseu-
domonas putida, wyodr¢bniono inne niskoczasteczkowe
i bogate w cysteine biatka, zdolne do wiazania jonow
metali cigzkich, ktore prawdopodobnie sg spokrewnione
z metalotioneinami [8].

3. Podsumowanie

Bakterie, odkad powstaty, sa stale narazone na dzia-
tanie metali cigzkich, ktdre stanowia naturalny kom-
ponent $rodowiska. O dtugim ewolucyjnie kontakcie
zywych komoérek bakteryjnych z jonami metali cigz-
kich moze $wiadczy¢ wlaczenie wielu metali w struk-
tury makroczasteczek, ktore sa kluczowe dla przebiegu
procesow metabolicznych, np. kobaltu jako atomu cen-
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tralnego witaminy B , czy niklu w centrum aktywnym
ureazy. Dodatkowo, intensywna dzialalnos¢ cztowieka
zwigzana z przemystem, rolnictwem i nieprawidlowym
gospodarowaniem odpadami istotnie przyczynila sig
do uruchomienia zdeponowanych w skalach metali
cigzkich i w konsekwencji zanieczyszczenia na sze-
roka skale wszystkich sktadowych §rodowiska, tj. gleby,
wody i powietrza. Pod wplywem czynnika selekcyjnego
w postaci jonéw metali cigzkich, u bakterii wyewoluo-
waly réznorodne systemy determinujace tolerancje
wobec toksycznych metali cigzkich [8, 46]. Oporno$¢ na
metale cigzkie moze by¢ realizowana dwoma sposobami:
(i) poprzez blokowanie wnikania toksycznych jonéw
metali do cytoplazmy oraz (ii) uruchamianie mecha-
nizmoéw detoksyfikacji jonéw na terenie cytoplazmy.
Oporno$¢ na jony metali cigzkich moze mie¢ zwigzek
z modyfikacja przepuszczalnosci oston komoérkowych
oraz wigzaniem jonéw metali przez metabolity bakterii.
Jezeli jony metali wnikng do cytoplazmy bakterii, uru-
chamiane s mechanizmy ich detoksyfikacji. Jony metali
mogg by¢ usunigte poza komoérke za pomoca réznorod-
nych transporteréw, wykorzystujacych energi¢ pocho-
dzaca z hydrolizy ATP lub za posrednictwem przenosni-
kéw niewymagajacych naktadu energii, dziatajacych na
zasadzie chemiosmotycznego gradientu stezen. Ponadto,
u niektérych bakterii toksyczne jony metali moga by¢
chelatowane przez niskoczasteczkowe biatka na tere-
nie cytoplazmy [24]. Wyksztalcenie przez bakterie
mechanizméw opornosci na metale cigzkie pozwala nie
tylko na egzystowanie tych jednokomoérkowych orga-
nizméw w zanieczyszczonym $rodowisku, ale réwniez
umozliwia ich wykorzystanie do oczyszczania skazo-
nych terenéw (bioremediacja) oraz pozyskiwania metali
(biogdrnictwo) [5, 55].
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