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The role of two-component regulatory systems of Gram-positive cocci in biofilm formation

Abstract: Two-component systems (TCS) are common in bacterial cells and play an important role in response to various signals
coming from environment. The simplest TCS consists of two elements: a membrane sensor protein, which receives signals and the other
- a regulatory protein that modulates target gene expression in response to the stimulus. The recent studies have shown that biofilm
formation is dependent on many genetic factors, including the two-component regulatory systems. The bacterial cells living in biofilm
communities are very vital and resistant to many antibiotics and antimicrobial agents. Therefore, in-depth knowledge of TCS involved in
biofilm formation seems to be necessary to combat the growing resistance of bacteria.
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1. Wstep

Rok 1986 przyjmuje si¢ za poczatek badan nad zja-
wiskiem transdukcji sygnatu u bakterii. W tym cza-
sie Nixon i wsp. po raz pierwszy uzyli okre$lenia
dwuskladnikowy system regulacyjny (two-compo-
nent system, TCS) [56]. Rowniez w roku 1986 Nifa
i Magasanik wykazali, ze dwusktadnikowy system
regulacyjny poprzez fosforylacje biatek moze kontrolo-
wa¢ asymilacje azotu u bakterii [55]. Te dwa odkrycia,
pierwsze dotyczace wysokiej konserwatywnosci sekwen-
cji aminokwasowych oraz drugie dotyczace fosforylacji
bialek w TCS zapoczatkowaly ogromne zainteresowanie
tematyka dwuskltadnikowych systemoéw regulacyjnych,
ktore trwa do dnia dzisiejszego [9]. W piSmiennictwie
procz wymienionego skrétu TCS mozna spotkac takze
okreglenia TCSTS (two componentc signal transduction
system), jak rowniez systemy dwuskladnikowe czy dwu-
skladnikowe systemy regulacyjne. Obecnie wiadomo

juz, ze TCS u bakterii wystepuja powszechnie i odgry-
waja kluczowa role w odpowiedzi na réznego rodzaju
sygnaly docierajace z otoczenia. Dwuskladnikowe sys-
temy regulacyjne zaangazowane sg w wiele procesow
zyciowych bakterii m.in. wirulencje, kompetencje,
koniugacje oraz tworzenie biofilmu. Wykazano réw-
niez udzial TCS w regulacji licznych szlakow metabo-
licznych a takze transporcie jondw i substancji odzyw-
czych. Mimo, iz znana jest budowa i sposob dzialania
wielu TCS, to wciaz pozostaje szereg niejasnosci w tej
dziedzinie, gtéwnie w obszarze réznorodnosci sygnatow
przez nie odbieranych, roli TCS w patogenezie zakazen
oraz wzajemnych zaleznosci pomiedzy réznymi dwu-
skladnikowymi systemami regulacyjnymi [35, 36, 75].
Zsekwencjonowanie licznych genoméw bakteryjnych
znacznie ulatwilo oszacowanie potencjalnej liczby genow
kodujacych biatka sensorowe i regulatorowe wcho-
dzace w sklad TCS. Analizy proteoméw wielu bakterii,
w tym kilku gatunkéw ziarenkowcéw Gram-dodatnich
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wykazaly, ze Streptococcus mutans i Streptococcus pneu-
moniae posiadaja 13 TCS [2, 13] natomiast Staphylococ-
cus aureus, Staphylococcus epidermidis oraz Enterococcus
faecalis po 17 TCS [16, 28, 84]. Okazuje sie rowniez, ze
bakterie o wigkszym genomie kodujg zazwyczaj wigksza
liczbe biatek tworzacych uktady dwusktadnikowe. Takze
genomy bakterii bytujacych w zréznicowanych $rodowi-
skach koduja wigcej TCS niz genomy drobnoustrojow
zyjacych w srodowiskach jednolitych (dogodnych). Jest to
szczegOlnie zauwazalne u bakterii chorobotworczych [7].

2. Budowa, sposob dzialania oraz autoregulacja TCS

Prototypowy, modelowy dwuskladnikowy system
regulacyjny sktada si¢ z blonowego biatka sensoro-
wego, ktérym jest kinaza histydynowa (HK), odbiera
ona sygnal ze $rodowiska oraz cytoplazmatycznego
bialka regulatorowego — regulatora odpowiedzi (RR),
za$ RR po zmianie konformacji wynikajacej z odebrania
sygnalu, reguluje ekspresje docelowego genu. W przy-
padku budowy kinazy histydynowej wyrdézni¢ mozna
dwa elementy skladowe: tzw. czg$¢ sensorows, ktérg
tworzy domena sensorowa oraz cze$¢ transmisyjna,
ktorg stanowia domena dimeryzacyjna o enzymatycznej
aktywnosci kinazy histydynowej wraz z domeng wia-
23cg ATP. Czeé¢ sensorowa zlokalizowana jest w blonie
komorkowej, z kolei cze¢é¢ transmisyjna znajduje sie
w przestrzeni cytoplazmatycznej. Oczywiscie kinazy
histydynowe moga budowa nieznacznie odbiega¢ od
modelu prototypowego i ich czes¢ sensorowa moze
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by¢ zakotwiczona w cytoplazmie. Wykazano, iz model
budowy kinazy histydynowej zalezy w gtéwnej mierze
od rodzaju dzialajgcego bodzca. Bialko regulatorowe
z kolei tworza dwie domeny: domena regulatorowa
(posiadajaca konserwowang reszte kwasu asparagino-
wego Asp) oraz domena efektorowa oddzialujagca z DNA
(Rys. 1). Nalezy podkresli¢, ze schemat budowy oraz
ogolna zasada dziatania TCS u réznych grup bakterii sa
podobne [7, 10, 22].

Dwusktadnikowe systemy regulacyjne sa tak skon-
struowane, ze pozwalaja doskonale polaczy¢ bodziec
oraz reakcje na ten bodziec. Mechanizm dziatania TCS,
cho¢ ztozony, umozliwia drobnoustrojom wykrywanie
i odpowiednie reagowanie na zmiany warunkéw oto-
czenia. Wérdd czynnikow, ktére moga by¢ odbierane
przez TCS wyrézniono wiele sygnatéw chemicznych
i fizycznych, takich jak: stezenie jonéw (np. Fe**, Mg*,
Ca®), stezenie zwigzkdw odzywcezych, temperatura, pH,
zawarto$¢ tlenu, osmolarnos¢, potencjat redoks, a takze
kontakt z komérkami gospodarza. Bodziec odbierany
przez dwuskladnikowy system regulacyjny przeksztal-
cany jest w sygnal komérkowy na drodze autofosfory-
lacji silnie konserwowanej reszty histydynowej biatka
sensorowego. Sygnal ze $rodowiska zewnetrznego
wychwytywany jest przez czes¢ N-koncowa biatka sen-
sorowego (domena sensorowa) a nastepnie przekazy-
wany na czg$¢ C-koncowa, gdzie zlokalizowana jest
domena dimeryzacyjna. W kolejnym etapie przeka-
zania sygnalu reszta fosforanowa przenoszona jest na
kwas asparaginowy domeny regulatorowej zlokalizowa-
nej w czesci N-koncowej biatka regulatorowego. Etap
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Rys. 1. Schemat budowy prototypowego ukladu dwusktadnikowego. Za zgoda [79]

HK - kinaza histydynowa, RR - regulator odpowiedzi, H - reszta histydynowa bialka sensorowego, ASP - reszta kwasu asparaginowego,
P - reszta fosforanowa N - N-koniec biatka, C - C-koniec biatka
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konicowy z kolei obejmuje modulacje ekspresji docelo-
wych genéw przez domeng efektorows zlokalizowana na
czesci C-koncowe;j.

Droga transdukeji sygnatu w prostym uktadzie dwu-
sktadnikowym obejmuje zazwyczaj trzy reakcje:

1. Autofosforylacje: HK-His+ATP=HK-His~P +

+ADP

2. Fosfotransfer: HK-His ~ P + RR ~ Asp=HK-His +

+RR-Asp~P

3. Defosforylacje: RR-Asp ~P+H20 =RR-Asp + Pi

Silnie konserwowana reszta histydynowa bialka sen-
sorowego dziala jak , przekaznik” przenoszac sygnal na
reszte kwasu asparaginowego bialka regulatorowego
dlatego dwuskladnikowe systemy regulacyjne sg ide-
alnie skonstruowane do pelnienia funkcji przekaznika
i ,przetwornika” sygnatéw docierajacych ze srodowiska.
Btonowa lokalizacja biatka sensorowego oraz wysoki
stopien specyficzno$ci pomiedzy sensorem i regulato-
rem pozwala na skuteczng transdukcje sygnatu, ktorej
efektem jest fizjologiczna lub strukturalna odpowiedz
na dany bodziec [7, 19, 51, 72].

Wiele dwuskladnikowych systeméw pozytywnie
reguluje ekspresje wlasnych genéw. Operony kodu-
jace te systemy posiadajg, co najmniej dwa promotory:
1) promotor konstytutywny, odpowiadajacy za synteze
wystarczajacej liczby bialek sensorowych i regulatoro-
wych w celu detekgeji sygnatu i uruchomienia wlasciwej
dla niego odpowiedzi oraz 2) promotor autoregulowany
odpowiadajacy, za ekspresje dodatkowych kopii sensora
oraz biatka regulacyjnego. Autoregulacja zapewnia nie-
jako ,,pamie¢” poprzednich spotkan z sygnatem, gdyz
nawet po jego zaniku poziom ste¢zenia biatka sensoro-
wego w komorce pozostaje na wysokim poziomie [8].
Okazalo sig, ze bakterie, ktére uprzednio poddane byly
dziataniu czynnika stresowego, ktérym byt niedobor
fosforu, ponownie wystawione na dziatanie tego samego
czynnika, zareagowaly znacznie szybciej. Dzieje sig tak,
dlatego, ze w komorce bakteryjnej nawet po zaniku
sygnalu pozostaje podwyzszony poziom bialka senso-
rowego jak i regulatorowego, co zapewnia swego rodzaju
pamiec z pierwszego spotkania. Autoregulacja umozli-
wia réwniez hierarchiczng organizacje ekspresji gendéw
danego regulonu. Ekspresja pewnych gendw jest zalezna
od bialka regulatorowego eksprymowanego z promotora
konstytutywnego, podczas gdy inne sg $cisle zalezne od
bialek regulatorowych eksprymowanych z promotora
autoregulacyjnego [8, 34, 38, 65].

3. TCS a biofilm

Tworzenie biofilmu przez bakterie, w tym ziaren-
kowce Gram-dodatnie, jest procesem zlozonym i $cisle
kontrolowanym. Obecnie wiadomo juz, ze na prawi-
dlowy przebieg tego procesu wplywa wiele czynnikdw,
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wérdd ktorych duzg role przypisuje si¢ dwuskladniko-
wym systemom regulacyjnym (Tab. I) [35, 36, 72].
Bakterie rosng i funkcjonuja, przylegajac prawie do
kazdej powierzchni biotycznej i abiotycznej, tworzac nie-
zwykla pod wzgledem architektonicznym spofecznosé¢
zwang biofilmem. Najprosciej biofilm mozna zdefinio-
wac jako spofecznoé¢ drobnoustrojow rosnacg w wie-
lokomoérkowych agregatach, zwigzang z powierzchnia,
otoczong zewnatrzkomdrkowq macierzg skladajaca sie
z polisacharydéw, bialek oraz DNA (tzw. eDNA). Co cie-
kawe, domniemane mikrokolonie biofilmu zidentyfiko-
wano juz w skamieniato$ciach pochodzacych sprzed ok.
3,3-3,4 miliardow lat. Istniejg liczne dowody potwier-
dzajace, ze zdolnos¢ do tworzenia biofilmu jest prastarag
cechg prokariotycznego cyklu zyciowego przez miliony
lat niezwykle konserwowang i niezbedna do przezycia
w zréznicowanych srodowiskach [1, 5, 27, 47].
Budowa biofilmu bywa rézna i zalezy od kilku czynni-
kéw, gtéwnie od warunkéw panujacych w danym $rodo-
wisku oraz wlasnosci tworzacych go drobnoustrojow. Pow-
stawanie biofilmu jest procesem ztozonym, $cisle kon-
trolowanym, obejmujacym kilka etapéw (Rys. 2). Pierw-
szy etap, tzw. wstepna adhezja ma charakter odwracalny
i uzalezniona jest od kilku czynnikéw tj. temperatury,
sit Van der Waalsa czy oddziatywan sit elektrostatycz-
nych. Druga faza, nazywana trwalg adhezja, jest z kolei
nieodwracalna. Kluczowg role w przypadku tego etapu
odgrywaja specyficzne oddziatywania adhezyn réznego
typu zlokalizowanych na powierzchni komoérek. Kolejne
etapy powstawania warstwy biologicznej to dojrzewanie
oraz uwolnienie komorek (dyspersja). W fazie dojrze-
wania dochodzi do ostatecznego uformowania w pelni
funkcjonalnego biofilmu. W fazie tzw. dyspersji z kolei
nastepuje odrywanie si¢ fragmentéw biofilmu lub uwol-
nienia komoérek potomnych, ktére moga przemieszczaé
sie w poszukiwaniu nowych korzystnych nisz zycio-
wych [18]. Mechanizm molekularny sterujacy two-
rzeniem biofilmu moze rézni¢ si¢ miedzy gatunkami,
a nawet pomiedzy réznymi szczepami tego samego
gatunku. Zdolnoé¢ bakterii do formowania biofilmu
stwarza mozliwo$¢ ochrony podczas wzrostu i rozwoju
komorek, warunkuje oporno$¢ na wiele antybiotykow
i innych zwiazkéw przeciwbakteryjnych, umozliwiajac
przetrwanie w niekorzystnym $rodowisku, a takze zdo-
bywanie nowych nisz ekologicznych [1, 27, 47].
Biofilm wplywa na wiele aspektow ludzkiego zycia,
ale przede wszystkim przyczynia sie do rozwoju wielu
groznych dla czlowieka zakazen bakteryjnych. Wiek-
szo$¢ z nich powodowanych jest przez drobnoustroje
wystepujace w postaci biofilmu, dlatego tak wazne
wydaje sie opracowanie skutecznych metod jego zwal-
czania [1, 5, 27, 47]. Zwlaszcza biofilm ziarenkowcow
Gram-dodatnich ma ogromne znaczenie w chorobo-
tworczosci, a moze powstawac zardwno na powierzch-
niach tkanek jak réwniez implantowanych wyrobow
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Tabela I
Dwuskladnikowe systemy regulacyjne ziarenkowcéw Gram-dodatnich uczestniczace w tworzeniu biofilmu
Drobno- . . . . . e Pismien-
. TCS Ogolna funkcja Efekt inaktywacji genéw TCS na biofilm .
ustréj nictwo
S. mutans VicRK Wzrost komérek, adhezja, formowanie Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: [81]
biofilmu, genetyczna kompetencja szorstki, klaczkowaty i z mniejsza liczbg komorek
S. mutans ComDE | Formowanie biofilmu, genetyczna Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: | [5, 45,
kompetencja, synteza bakteriocyny, zmiany w strukturze, odnotowano takze znaczny | 46]
odpowiedz na warunki stresowe spadek biomasy
S. mutans LiaSR Odpowiedz na warunki stresowe m.in. stres | Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: | [44, 46,
HK/RRI11 | termiczny, oksydacyjny, formowanie biofilmu | zmniejszenie gestosci komorek, spadek biomasy 58]
S. mutans CiaRH | Odpowiedz na niekorzystne warunki panu-  |Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: | [33, 42,
jace w srodowisku, synteza bakteriocyny inaktywacja genu ciaH skutkowata redukcja bio- | 50, 82]
(mutacyny I), genetyczna kompetencja masy. Inakywacja ciaR nie wykazywaly znacza-
tworzenie biofilmu cych réznic w strukturze
Paciorkowce | CovRS | Rozwdj, patogeneza, tworzenie biofilmu Inaktywacja genu covR spowodowala niezdol- [14,11,
grupa A, B, C| (CsrRS) nos¢ szczepu do formowania biofilmu 43,75]
S.gordonii | BfrAB Formowanie biofilmu Odbiegajacy od typowego dla szczepu dzikiego: | [84, 86]
wyrazny spadek biomasy, zmniejszona adhezja
do apatytu sHA
S. aureus ArIRS Wirulencja, formowanie biofilmu Zwiekszona zdolnos¢ szczepu do tworzenia bio- |  [77]
filmu, ale zmniejszona zdolnoé¢ do przylegania
w poréwnaniu ze szczepem dzikim
S. aureus GraR$ Oddzialywania miedzykomdrkowe oraz Zaobserwowano podwyzszony poziom formowa- | [68]
tworzenie biofilmu w obecnoéci cytrynianu  |nia biofilmu w poréwnaniu do szczepu dzikiego
bez obecnosci cytrynianu
S. aureus WalKR | Metabolizm $ciany komérkowej, Ogolne zaburzenia w tworzeniu biofilmu [16]
formowanie biofilmu
S. aureus LytSR Smier¢ oraz liza komérek (autoliza) podczas  |Biofilm szczepu z mutacja w genie IytS [26, 63,
formowania biofilmu cechowal si¢ wieksza gruboscia oraz biomasa 69]
w poréwnaniu do szczepu dzikiego
S. aureus, SaeRS Wirulencja, formowanie biofilmu Zwigkszenie zdolnosci do tworzenia biofilmu | [31, 48]
S. epidermidis
E. faecalis FsrABC | Wirulencja, formowanie biofilmu Zmniejszona zdolno$¢ do tworzenia biofilmu [28,29,
60]
E. faecalis EtaSR Stres komorkowy, wirulencja, Niewielkie zmiany w strukturze biofilmu [76]
formowanie biofilmu

medycznych. Dlatego niezwykle interesujacym jest uzys-
kanie petnego wgladu w udzial TCS w tworzeniu struk-
tury biofilmu tych drobnoustrojow.

3.1. Biofilm paciorkowcow

Bakterie z rodzaju Streptococcus sa czestymi pato-
genami czlowieka. Niektére z nich moga powodowaé
zakazenia oportunistyczne np. prochnice zeboéw wywo-
tywana gléwnie przez S. mutans oraz S. sobrinus [14].
Opisano siedem gatunkéw paciorkowcéw izolowanych
od ludzi i zwierzat nalezacych do grupy ,,mutans” sg to:
S. mutans, S. sobrinus, S. crireti, S. ratti, S. ferus, S. maca-
cae i S. downei [73, 78]. Szczepy paciorkowcéw kolo-
nizujgcych jame ustna, zwlaszcza z gatunku S. mutans
odpowiedzialne s3 za tworzenie biofilmu w postaci
plytki nazebnej - istotnej struktury sprzyjajacej powsta-

waniu prochnicy i stanéw zapalnych w obrebie dzigset
(Rys. 2). Jama ustna stanowi ztozony ekosystem, ktory
zasiedla bardzo zréznicowana mikroflora skladajaca
sie z okolo 500 gatunkéw drobnoustrojow [39]. Liczne
oddziatywania pomiedzy nimi stanowig dobrg podstawe
do formowania zlozonej spotecznosci biofilmu.

Inne paciorkowce jak S. pneumoniae odopwiadajacy
gléwnie za zapalenia pluc, zapalenia opon mdzgowo-
-rdzeniowych, czy S. pyogenes zwiazany z zapaleniem
gardla, anging a nawet zapalenia stawow czasami takze
wykazuja zdolnos¢ do tworzenia biofilmu w przebiegu
wyzej wymienionych infekeji.

3.1.1. System VicRK u S. mutans

Dwusktadnikowy system regulacyjny VicRK jest
jednym z 13 zidentyfikowanych u S. mutans UA159.
Schemat budowy tego ukladu nie odbiega od prototy-
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Rys. 2. Etapy powstawania biofilmu na przyktadzie plytki nazebnej

powego, zatem operon vicRKX koduje, odpowiednio,
blonowa kinaze histydynowa VicK oraz wewnatrzko-
morkowy modulator odpowiedzi VicR jego gtéwna rolg
jest udzial w adaptacji komoérki bakteryjnej do zmian
zachodzacych w otoczeniu (Rys. 3). Inaktywacja genow
vicK oraz vicR wykazala, ze ich produkty uczestnicza
w prawidtowym wzroscie komorek, adhezji, formowania
biofilmu oraz tzw. genetycznej kompetencji. Zjawisko
to polega na naturalnej zdolnosci niektdrych bakterii,
w tym Streptococcus sp. do pobierania heterologicz-
nego DNA, i jak wykazano, jest to proces niezwykle
powszechny w spotecznoéci biofilmu [66, 81].

W poréwnaniu ze szczepem dzikim S.mutans
UA159, szczepy z mutacja zaréwno w genie vicK jak
i vicR tworza odbiegajacy od typowego dla S. mutans
UA159 biofilm. Biofilm szczepu dzikiego jest gladki
i réwny, podczas gdy biofilm szczepéw zmutowanych
szorstki, klaczkowaty i z mniejsza liczbg komorek [66,
81]. Zidentyfikowano takze trzeci gen wchodzacy
w skiad operonu vicRKX. Produkt genu vicX jest nie-
zbedny do prawidlowego wzrostu komorek, adhezji
i kompetencji. Aby okresli¢ jak produkt genu vicX
wplywa na architekture biofilmu oraz sam proces
jego ksztaltowania, badano szczep z mutacjg w genie
vicX. Analiza poréwnawcza w elektronowym mikro-

SYGNALY SRODOWISKOWE
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Rys. 3. Przyklady sygnatow srodowiskowych aktywujacych TCS
i wplywajacych na biofilm S. mutans. Za zgoda [65]
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skopie skaningowym, (SEM), biofilmu zmutowanego
szczepu z inaktywowanym genem vicX oraz dzikiego
rosngcego na podiozu ptynnym uzupetnionym glukoza
(12 nM) lub sacharoza (6 nM) wykazaly znaczne réznice
architektoniczne w budowie [67].

3.1.2. System ComDE S. mutans

Kolejnym zaangazowanym w tworzenie biofilmu
u S. mutans dwuskladnikowym systemem regulacyjnym
jest ComDE [45, 46]. Geny systemu ComDE wchodzg
w skfad operonu comCDE, a jego produktami s3: pre-
kursor CSP, kinaza histydynowa - bialko sensorowe
rozpoznajace CSP oraz regulator odpowiedzi, ktory
koordynuje ekspresje genéw comAB, comCDE oraz
comX. System ComDE odgrywa réwniez kluczowa role
w tzw. genetycznej kompetencji, syntezie bakteriocyny
oraz odpowiedzi na warunki stresowe [46]. Operon
comCDE wraz z operonem comAB koduja geny odpo-
wiadajace za zjawisko wyczuwania liczebnoéci (QS,
Quorum Sensing), w ktérym czasteczka sygnatowa
jest biatko CSP (Competence Stimulating Protein).
Quorum Sensing stanowi pewng odmiane transdukcji
sygnalu réznigcy si¢ od klasycznego dwuskladniko-
wego systemu rodzajem odbieranego bodzca. System
QS zaangazowany jest w regulacje wielu proceséw
takich jak: wirulencja, produkcja metabolitow wtor-
nych, boiluminiscencja, koniugacja, transformacja czy
tworzenie biofilmu. Mechanizm tego zjawiska zwigzany
jest z syntezg mediatoréw chemicznych, ktorych steze-
nie ro$nie w miare zageszczania sie populacji, az do
osiggniecia pewnej gestosci krytycznej, powyzej ktorej
zwigzanie mediatora z receptorem powierzchniowym
(ComD) stanowi sygnal dla komorki. Bakterie reaguja
na sygnaly wysytane przez wtasne komorki co znacz-
nie ulatwia im monitorowanie zageszczenia populacji
oraz dostosowanie ekspresji gendw do fazy wzrostu.
Zjawisko quorum sensing wymaga aktywnosci sze$ciu
gendéw kodowanych przez dwa operony, comAB oraz
comCDE. Produkty pierwszego buduja transporter typu
ABC, niezbedny do eksportu CSP na zewnatrz komorki
bakteryjnej, drugi oméwiono powyzej. Poziom ekspresji
gendw uzalezniony jest od poziomu ComX, ktory jest
alternatywng podjednostka sigma polimerazy RNA.
Gen comC, kodujacy prekursor CSP oraz operon comAB
kodujacy system sekrecji CSP, w gléwnej mierze odpo-
wiadajg za synteze i transport aktywnego CSP (Rys. 4).
Inaktywacja ktdérego$ z nich znacznie ogranicza zdol-
nos¢ do genetycznej kompetencji S. mutans. Dodatkowo
mutanty w genie comC wykazuja zmiany w strukturze
biofilmu, ale ich biomasa byt poréwnywalna z szczepem
dzikim S. mutans. Dodanie syntetycznego CSP powo-
duje powrét do struktury biofilmu, charakterystycznej
dla szczepu dzikiego. Z kolei inaktywacja genéw comD
i comE powoduje zmiany w strukturze, biofilm staje sie
znacznie cienszy, a takze odnotowuje sie znaczny spadek
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Rys. 4. Schemat transdukgji sygnalu z udziatem dwuskladnikowego systemu ComDE zaangazowanego w tworzenie biofilmu
oraz tzw. genetyczng kompetencje S. mutans. Za zgoda [45, 65].

biomasy (ok. 70%) w poréwnaniu do szczepu dzikiego.
Warto podkresli¢, ze krzywe wzrostu obu mutantéw
maja podobny przebieg, co wskazuje na to, ze inakty-
wacja jednego z genoéw kodujacych TCS w tym samym
stopniu oddzialuje na wzrost i gesto$¢ komodrek. Wyka-
zano takze, ze dodanie syntetycznego CSP do plynnej
hodowli mutantéw nie moze przywroci¢ biomasy bio-
filmu na poziomie szczepu dzikiego, co dodatkowo
potwierdza, ze dwuskladnikowy system regulacyjny
ComDE odgrywa bardzo wazng role w wykrywaniu
i transdukcji sygnatu z udziatem CSP. Mutanty S. mutans
w genie comX formuja biofilm bardzo podobny do bio-
filmu mutantéw w genach comD i comE. Uzyskane
wyniki w przypadku tych czterech mutantéw, dwa
rodzaje biofilmu - pierwszy z defektem w strukturze
(comC) oraz drugi zaréwno z defektem w strukturze jak
i redukcja biomasy (comD, comE, comX) sugeruja ist-
nienie drugiego receptora wykrywajacego peptyd CSP,
ale aktywujacego inny mechanizm odpowiedzi. W celu
potwierdzenia tej hipotezy skonstruowano potréjnego
mutanta comCDE. Szczep ten formowat biofilm o obni-
zonej biomasie podobnie jak mutanty w genach comD
i ComE, ale wykazywal defekt w strukturze podobnie
jak comC. Okazalo si¢ réwniez, ze dodanie syntetycz-
nego CSP do hodowli takiego szczepu zmutowanego
spowodowalo czesciowe przywrdcenie struktury jaka
wykazywal biofilm szczepu dzikiego, co z kolei umoc-
nilo hipoteze¢ o istnieniu kolejnego receptora dla pep-
tydu CSP [5, 45, 46].

3.1.3. System LiaSR (HK11/RR11) u S. mutans
Powyzszy dwuskladnikowy system regulacyjny ziden-
tyfikowany w genomie S. mutans UA159 przez Li i wsp.
[44], nazwany poczatkowo HK11/RR11 obecnie zyskat
nowa nazwe LiaSR nadang mu przez Chong iwsp., ze
wzgledu na duza homologie do systemu LiaRS B. subtilis
[12]. System HK11/RR11 zaangazowany jest w proces
segregacji komorek oraz odpowiedz na warunki stre-
sowe m.in. stres termiczny oraz oksydacyjny i, jak wyka-
zano, odgrywa on istotng role w formowaniu biofilmu
S. mutans. Analiza poréwnawcza miedzy szczepem
zmutowanym w genie rr11 (liaR), a szczepem dzikim
S. mutans UA159 pozwolila wytypowaé az 174 geny
zalezne do biatka regulatorowego RR11 (LiaR) zaangazo-
wane w formowanie biofilmu [58]. Wykazano, ze delecja
w genach hk11 oraz rrll skutkuje defektem w strukturze
bofilmu, zmniejszeniem jego gestosci, przylegania do
podloza biofilmu, ponadto zaobserwowano spadek bio-
masy biofilmu zmutowanych szczepéw w poréwnaniu
ze szczepem dzikim S. mutans. W celu stwierdzenia, czy
TCS kodowany przez hk11/rr11 mégltby funkcjonowaé
jako tzw. druga $ciezka przekazywania sygnatu, dodano
syntetyczny CSP do hodowli mutantéw. Okazalo sie jed-
nak, ze w tym przypadku dodanie CSP nie miato zna-
czgcego wplywu na biofilm [44, 58]. W celu obnizenia
wirulencji oraz zdolnosci prochnicotworczych szczepow
S. mutans stworzono podwdjnego mutanta w dwdch sys-
temach regulacyjnych ComCDE oraz HK11/RR11 [46].
Uzyskane wyniki wskazuja, ze jednoczesna inaktywacja
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obu TCS obniza wirulencje oraz zdolno$¢ S. mutans do
tworzenia zmian prochnicowych w stopniu wyzszym
niz inaktywacja tylko jednego z systeméw. Szczep zmu-
towany w genach comCDE oraz hkl11/rr11 wykazywat
defekt w zdolnosci do tzw. genetycznej kompetencji,
zdolnosci do wzrostu na podtozu o pH 5,0 oraz tworzyt
biofilm zdeformowany o obnizonej biomasie. Ekspe-
rymenty z udzialem zwierzat wskazuja, ze mutanty te
cechuje obnizona zdolnos¢ do kolonizacji jamy ustnej,
a nawet samej inicjacji procesu prochnicotworczego.
Badania te stanowig dobra podstawa do opracowania
strategii majacych na celu profilaktyke lub leczenie
zakazen powodowanych przez S. mutans [46].

3.1.4. System CiaRH u S. mutans

Dwuskladnikowy system regulacyjny CiaRH S. mu-
tans zaangazowany jest w tworzenie bioflmu, synteze
bakteriocyny (mutacyny I), genetyczng kompetencje oraz
odpowiedz na niekorzystne warunki panujace w danym
$rodowisku. Okazalo sig, ze system ten wystepuje dos¢
powszechnie u paciorkowcéw, u ktérych bierze udziat
w procesie patogenezy oraz odpowiedzi na warunki
stresowe [82]. Po przebadaniu mutantéw S. pneumo-
niae w genach cia wsykazano na mozliwy udziat systemu
CiaRH w utrzymaniu integralnosci $ciany komoérkowej
[50]. Intensywne badania TCS CiaRH S. mutans wyka-
zaly na jego wyjatkowe wiasciwosci. Rozni si¢ on bowiem
od system6w CiaRH zidentyfikowanych u innych pacior-
kowcéw dodatkowym biatkiem CiaX, kodowanym przez
pierwszy gen operonu ciaXRH [82]. Inaktywacja genu
ciaH skutkuje zwiekszeniem tolerancji na stres oksyda-
cyjny u S. mutans, zahamowaniem syntezy mutacyny I,
redukcja zdolnosci szczepu do tzw. naturalnej kompe-
tencji oraz wzrostem tolerancji na kwasne pH. Delecja
CiaH skutkuje takze reduke ja biomasy biofilmu oraz
zmniejszeniem rozmiaréw komorek, co moze sugero-
wa¢ udzial dwusktadnikowego systemu CiaRH w regu-
lacji wzrostu i/lub podziatu komoérek S. mutans. Z kolei
mutanty w genie ciaR nie wykazywaty znaczacych réz-
nic w strukturze biofilmu w poréwnaniu do szczepu
dzikiego S.mutans UA140. Okreslono réwniez wpltyw
inaktywacji genu ciaX kodowanego na operonie ciaXRH.
Okazalo sie, ze mutanty w tym genie takze wykazuja
defekty w strukturze biofilmu [33, 42].

3.1.5. System CovRS (CsrRS) paciorkowcow grup A, B, C

Dwuskfadnikowy system regulacyjny CovRS znany
réwniez pod nazwa CsrRS po raz pierwszy zostat ziden-
tyfikowany w genomach szczepéw GAS (Group A
Streptococci). U tych szczepdw odgrywa on istotna role
W rozwoju, patogenezie oraz w tworzeniu biofilmu [43].
Dwusktadnikowy system CovRS reguluje ekspresje ok.
15% gendéw GAS wsrdd nich m.in. operonu has (hyalu-
ronic acid capsule synthesis) oraz gendéw: ska (strepto-
kinase), sagA (streptolysin S), speB (cysteine protease B)
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[14]. Wykazano iz inaktywacja genu covR spowodowala
niezdolno$¢ szczepu do formowania biofilmu w prze-
ciwienstwie do inaktywacji covS. Uzyskane wyniki suge-
rowaly zalezny od szczepu wplyw kinazy histydynowej
CovS na formowanie biofilmu GAS. W celu potwierdze-
nia tej hipotezy przeprowadzono badania z wykorzysta-
niem réznych szczepéw GAS majacych inaktywowany
gen covS. Wyniki potwierdzity zalezny od wlasciwosci
szczepu mechanizm regulacji [11, 75]. Wykazano takze,
ze biatko CovR jest wymagane do ekspresji genéw
zwigzanych z wirulencja paciorkowcéw grupy B oraz
grupy C [14].

3.1.6. System BfrAB u S. gordonii

Dwuskladnikowy system regulacyjny BfrAB (Bio-
film Formation Related) zostal zidentyfikowany po-
przez przeszukiwanie integracyjnej biblioteki plazmi-
dow w genomie Streptococcus gordonii V288. System ten
jest zaangazowany w tworzenie biofilmu [84]. Gen bfrA
koduje bialko regulatorowe o masie czasteczkowej ok.
25,7 kDa, a z kolei gen bfr B kinaze histydynowg o masie
czasteczkowej 32,9kDa. W pordwnaniu ze szczepem
dzikim S. gordonii V288, szczep zmutowany w systemie
bfr wykazuje nieprawidtowosci w tworzeniu biofilmu,
ma nizsza biomase oraz zmniejszong adhezje do apatytu
sHA (saliva-coated hydroxyapatite). Ponadto, osiadle
i planktonowe komorki tworzace tzw. wczesny biofilm
na sHA wykazuja wyzszy poziom ekspresji genéw bfr niz
komérki wolnozyjace, sugerujac istotna role dwusktad-
nikowego systemu regulacyjnego Bfr AB we wczesnych
etapach rozwoju biofilmu S. gordonii [84].

Wedlug dostepnych danych system BfrAB reguluje
ekspresje gendéw bfrCD, bfrEFG, kodujacych bialka sys-
temu transportu ABC oraz ekspresje genu bfrH, kodujg-
cego CAAX amino-terminalng proteaze. Wykazano, ze
oczyszczona domena wigzaca DNA bialek BfrA wigze
sie do regionéw promotorowych bfrCD, bfr EFG oraz
bfrH, co sugeruje, ze system BfrAB S. gordonii moze
kontrolowa¢ tworzenie biofilmu poprzez regulacje sys-
temow transportu typu ABC [86].

3.2. Biofilm gronkowcow

Proces powstawania biofilmu gronkowcéw, pod
wzgledem genetycznym i molekularnym jest niezwykle
ztozony. W tworzeniu biofilmu gronkowcowego istotng
role odgrywa polisacharydowa adhezyna miedzyko-
morkowa (PIA, polysaccharide intercellular adhesin),
bedaca produktem operonu icaADBC. Ekspresja ope-
ronu ica modulowana jest przez réznego typu sygnaly
i prawdopodobnie znajduja sie pod kontrolg SigB. Wia-
domo réwniez, ze moze by¢ wlaczana i wylaczana przez
sekwencje insercyjne (IS). Innymi biatkami zaangazo-
wanymi w tworzenie biofilmu gronkowcéw sa takze
AAP (accumulation-associated protein), CIfA (clum-
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ping factor A), biatko Bap (biofilm associated protein)
oraz SSP1 (staphylococcal surface protein). W geno-
mie S. aureus zidentyfikowano 17 TCS [4, 24]. Ponizej
przedstawiono kilka najwazniejszych dwuskladniko-
wych systemow regulacyjnych, zaangazowanych w two-
rzenie biofilmu gronkowcowego.

3.2.1. System ArIRS u S. aureus

Operon arlRS koduje dwusktadnikowy system regu-
lacyjny ArlRS. Produktem genu ariS jest kinaza histy-
dynowa, z kolei arlR regulator odpowiedzi wykazujacy
podobienstwo do rodziny bialek OmpR-PhoP. Mutacja
w systemie ArlIRS zwieksza zdolnos¢ szczepu S. aureus
do tworzenia biofilmu, jednak mechanizm tego pro-
cesu jak dotad nie zostal poznany. Ponadto mutanty
arlRS cechowaly si¢ zwigkszong zdolnoscia do autolizy
i zmniejszona aktywnoscia hydrolaz peptydoglikanu.
Badano takze strukture biofilmu z zastosowaniem
konfokalnego laserowego mikroskopu skaningowego
(CLSM, Confocal Laser Scanning Microscopy) i wyka-
zano ze, biofilm tworzony przez komorki zmutowane
byt obfitszy ale cechowalo go zmniejszone przyleganie
do powierzchni abiotycznej [77].

3.2.2. System GraRS u S. aureus

Poczatkowo dwuskladnikowemu systemowi regula-
cyjnemu GraRS (Glycopeptide Resistance Associated)
przypisano wraz z pompg efflux VraFG udzial w opor-
nosci na wankomycyne [68]. Obecnie stwierdzono udziat
sytemu GraRS w oddziatywaniach komoérkowych oraz
tworzeniu biofilmu gronkowcéw w obecnosci niskich
stezen cytrynianu. Jednak mechanizm tego procesu
pozostaje jak dotad nieznany. Wiadomo natomiast, ze
mutanty w systemie GraRS nie tworza agregatow w obec-
nosci cytrynianu. Dla tych tych szczepéw zaobserwo-
wano takze podwyzszony poziom formowania biofilmu
w poréwnaniu do szczepu dzikiego hodowanego bez
obecnoéci cytrynianu. Niedawno wykazano takze, ze
mutacja w genach graRS prowadzi do wzrostu catko-
witego ujemnego tadunku na powierzchni komérek.
Okazato si¢ bowiem, ze system GraRS pozytywnie
reguluje ekspresje genu dlt, ktérego produkt jest nie-
zbedny do wytwarzania czasteczek kwasu lipotejcho-
jowego na powierzchni komoérek. Mutanty w locus dlt
cechowal podwyzszony poziom tadunkéw ujemnych na
powierzchni komorki oraz tworzenie biofilmu. Jest zatem
mozliwe, ze wzrost formowania biofilmu na powierzchni
abiotycznej przejawiany przez mutanty graRS bez obec-
nosci cytrynianu zwigzany jest z obnizonym stezeniem
biatka DIt w komorce. Prowadzi to do zwigkszenia zdol-
noéci gronkowcow do przylegania do powierzchni [68].

3.2.3. System WalKR u S. aureus
Silnie konserwowany WalKR, znany takze pod
nazwa YycGE dwusktadnikowy system regulacyjny jest
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charakterystyczny dla bakterii Gram-dodatnich o matej
zawarto$ci par GC w genomie. Wykazano obecnos¢
tego typu systemu m.in. w przypadku S. aureus [17],
[49], B. subtilis [20, 21], E. faecalis [30], L. monocytoge-
nes [37], S. pneumoniae [40] i S. mutans [66]. System
WalKR kodowany jest przez operon yycFG, ktérego dwa
pierwsze geny koduja odpowiednio kinaz¢ histydynowa
WalK oraz regulator odpowiedzi WalR [16]. Wykazano,
ze system ten odgrywa istotng role w metabolizmie
$ciany komorkowej, bierze réwniez udzial w tworzeniu
biofilmu. Wykazano, ze inaktywacja WalKR prowadzi
do powstania fenotypu charakteryzujacego si¢ brakiem
opornosci na rodki powierzchniowo czynne tj. Triton
X-100, brakiem agregacji komdrek oraz zaburzeniami
w tworzeniu biofilmu [16].

3.2.4. System LytSR u S. aureus

Operon lytSR S. aureus koduje dwusktadnikowy sys-
tem regulacyjny LytSR. Inaktywacja IytSR powoduje
zmiane aktywnoéci hydrolaz mureiny wytwarzanych
przez komorki tego patogenu oraz zaburzenia w sponta-
nicznej ich lizie. Po odpowiedniej stymulacji komponent
sensorowy LytS oddzialuje z regulatorem odpowiedzi
LytR, ktory z kolei aktywuje ekspresje gendéw znajduja-
cych si¢ pod jego kontrolg. Jednym z miejsc docelowych
systemu LytSR jest operon IrgAB, ktéry wraz z opero-
nem cidAB kontroluje $mier¢ oraz lize komdrkowsg
[26, 63]. Gen cidA koduje bialko podobne do holiny,
ktore jest aktywatorem hydrolaz mureiny i lizy komoérek
S. aureus, podczas gdy IrgA koduje antyholine petniaca
role inhibitora wspomnianych proceséw [26]. Ostatnie
badania wskazuja, ze biologiczna funkcja operondw cid
oraz Irg jest kontrola $mierci komorek oraz ich lizy pod-
czas rozwoju biofilmu S. aureus [3, 62, 70, 80]. Produkt
genu cidA jest pozytywnym efektorem lizy komodrek
i uwalniania pozakomdrkowego DNA z biofilmu pod-
czas gdy operon Irg jest inhibitorem lizy. W celu zbada-
nia wplywu dwuskladnikowego systemu regulacyjnego
LytSR na rozwdj biofilmu, inaktywowano operon IytSR
klinicznego szczepu S. aureus UAMS-1 i wykazano, ze
jest on niezbedny do rozwoju prawidiowego biofilmu
tego szczepu [69].

3.2.5. System SaeRS u S. aureus oraz S. epidermidis
System SaeRS poczatkowo zostal zidentyfikowany
w genomie S. aureus. Wykazano jego udzial w syntezie
adhezyn [32] oraz y-hemolizyny [83]. U gronkowca zto-
cistego operon sae koduje cztery geny saePQRS, sposrod
ktorych gen saeR koduje biatko regulatorowe a gen saeS
kinaze histydynowa [23]. Funkcja dwoch pozostatych
genéw jak dotad nie zostala poznana, jednakze upa-
truje sie ich roli w regulacji zaleznej od operonu [57].
Dwusktadnikowy system regulacyjny SaeRS, bedacy
jednym z 17 zidentyfikowanych w genomie tego pato-
genu, zaangazowany jest w wirulencje oraz tworzenie
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biofilmu. Wykazano takze, ze delecja saeR powoduje
zaburzenia wzrostu w warunkach beztlenowych oraz
zmniejszenie zdolnosci do asymilacji azotu. Poniewaz
udziatu systemu SeaRS w formowaniu biofilmu i autoli-
zie S. epidermidis pozostawal kwestig sporna, utworzono
mutanta zardwno w genie seaR jak i saeS. Okazalo sig,
ze delecja saeRS powoduje zwigkszenie zdolnosci do
tworzenia biofilmu oraz stezenia eDNA w macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Komarki zmutowanego szczepu
cechowata takze zwiekszona zdolnoé¢ do autolizy oraz
zmniejszona zywotno$¢ zaréwno w postaci planktono-
wej jak i w formie biofilmu [31, 48].

3.3. Biofilm enterokokow

Bakterie z rodzaju Enterococcus uwazane sg za pato-
geny oportunistyczne. Enterococcus faecalis jest jednym
z najczesciej wystepujacych gatunkéw enterokokow
u ludzi i odpowiada za ok. 80-90% zakazen. E. faecalis
oraz E. faecium wykazuja zdolnos¢ do tworzenia bio-
filmu. Bialkami zaangazowanymi w tworzenie biofilmu
enterokokow sg m.in. Esp (Enterococcal surface pro-
tein), Fsr (E. faecalis regulator), GelE, Epa (Enterococ-
cal polysaccharide antigen), Atn, EtaR, SalB (Secretory
antigen-like B), SalA (Secretory antigen - like A), DItA,
Bop (Biofilm on plastic surface), EbpABC (Endocar-
ditis and biofilm-associated pili), EbpR, Bee (Biofilm
enhancer in Enterococcus), SrtC [52].

W genomie E. faecalis V583 zidentyfikowano 17 dwu-
sktadnikowych systemoéw regulacyjnych oraz pojedyn-
cze biatko regulatorowe, ktére odgrywaja role w two-
rzeniu biofilmu [28].

3.3.1. System FsrABC u E. faecalis

Wiréd zidentyfikowanych w genomie E. faecalis V583
systemow — system FsrABC moze mie¢ wptyw na two-
rzenie biofilmu [29]. Operon fsr koduje trzy geny fsrA,
farB, fsrC. FsrC to kinaza histydynowa, z kolei FsrA to
regulator odpowiedzi. Produkty operonu fsr sa niezbedne
do syntezy dwdch proteaz sekrecyjnych, zelatynazy (GalE)
oraz proteazy serynowej (SprE) [60]. Liczne badania nad
systemem FsrABC wykazaly, ze kontroluje on rozwoj
biofilmu E. faecalis poprzez synteze zelatynazy. Sposréd
18 regulatoréw odpowiedzi zidentyfikowanych w geno-
mie tego patogenu jedynie inaktywacja genu fsrA powo-
dowata znaczne ograniczenie zdolnoéci do tworzenia
biofilmu na polistyrenowych ptytkach przez zmutowany
szczep. Poniewaz gen fsrA jest jednym z trzech kodo-
wanych na operonie fsrABC, odpowiadajacym za syn-
teze GelE oraz SprE, badano takze wplyw inaktywacji
genow fsrB, fsrC, gelE, sprE na tworzenie bioflmu przez
E. faecalis V583. Analiza mutantéw w wyzej wymienio-
nych genach wykazata, ze z wyjatkiem genu proteazy
serynowej sprE, wszystkie zmutowane szczepy cecho-
wala zmniejszona zdolno$¢ do tworzenia biofilmu [28].
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3.3.2. System EtaSR E. faecalis

Kolejnym dwuskladnikowym systemem zidentyfiko-
wanym w genomie E. faecalis V583 jest EtaSR. Skfada
sie on z regulatora odpowiedzi EtaR, wykazujacego
duze podobienstwo do LisR L. monocytogenes (77%)
i do bialka regulatorowego CsrR S.pyogenes (70%)
oraz kinazy histydynowej EtaS, ktéra w 53% jest homo-
logiczna do LisK L. monocytogenes, a w 54% do CsrS
S. pyogenes. System ten okazuje si¢ by¢ zaangazowany
w odpowiedZ na stres komoérkowy oraz wirulencje
E. faecalis. W warunkach in vitro szczepy z mutacja
w systemie etaSR cechuje wigksza wrazliwos¢ na niskie
pH oraz wigksza odporno$¢ na wysoka temperature
(55°C) w poréwnaniu do szczepu dzikiego E. faecalis
V583. Stwierdzono takze udziat EtaSR w tworzeniu bio-
filmu. Jednak szczep z mutacja w genie etaR wykazywat
niewielkie zmiany w strukturze biofilmu [76].

4. Podsumowanie

Liczba wykrytych dwusktadnikowych systeméw re-
gulacyjnych zwigzanych z tworzeniem biofilmu wzrosta
w ostatnich latach gléwnie ze wzgledu na duzy postep
w dziedzinie genomiki i proteomiki. Mimo iz znanych
jest wiele czynnikéw bioracych udzial w tworzeniu bio-
flmu niezbedne sg dodatkowe badania i eksperymenty
aby umozliwi¢ lepsze zrozumienie regulacji procesu
powstawania biofilmu. Oceniono, ze okoto 95% mikro-
organizmow zyjacych w naturze tworzy biofilmy [74].
Komorki bakteryjne takiej spolecznoséci cechuje duza
zywotno$¢ oraz oporno$¢ na wiele stosowanych anty-
biotykow, dlatego doglebne poznanie funkcjonowania
TCS zaangazowanych w tworzenie biofilmu wydaje sie
konieczne do walki z wciaz rosnaca opornoscia bakterii.
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