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1. Wstęp

Rok 1986 przyjmuje się za początek badań nad zja-
wiskiem transdukcji sygnału u bakterii. W tym cza-
sie N i x o n  i wsp. po raz pierwszy użyli określenia 
dwuskładnikowy system regulacyjny (two-compo-
nent system, TCS) [56]. Również w roku 1986 N i f a 
i  M a g a s a n i k  wykazali, że dwuskładnikowy system 
regulacyjny poprzez fosforylację białek może kontrolo-
wać asymilację azotu u bakterii [55]. Te dwa odkrycia, 
pierwsze dotyczące wysokiej konserwatywności sekwen-
cji aminokwasowych oraz drugie dotyczące fosforylacji 
białek w TCS zapoczątkowały ogromne zainteresowanie 
tematyką dwuskładnikowych systemów regulacyjnych, 
które trwa do dnia dzisiejszego [9]. W piśmiennictwie 
prócz wymienionego skrótu TCS można spotkać także 
określenia TCSTS (two componentc signal transduction 
system), jak również systemy dwuskładnikowe czy dwu-
składnikowe systemy regulacyjne. Obecnie wiadomo 

już, że TCS u bakterii występują powszechnie i odgry-
wają kluczową rolę w odpowiedzi na różnego rodzaju 
sygnały docierające z otoczenia. Dwuskładnikowe sys-
temy regulacyjne zaangażowane są w wiele procesów 
życiowych bakterii m.in. wirulencję, kompetencję, 
koniu gację oraz tworzenie biofilmu. Wykazano rów-
nież udział TCS w regulacji licznych szlaków metabo-
licznych a także transporcie jonów i substancji odżyw-
czych. Mimo, iż znana jest budowa i sposób działania 
wielu TCS, to wciąż pozostaje szereg niejasności w tej 
dziedzinie, głównie w obszarze różnorodności sygnałów 
przez nie odbieranych, roli TCS w patogenezie zakażeń 
oraz wzajemnych zależności pomiędzy różnymi dwu-
składnikowymi systemami regulacyjnymi [35, 36, 75]. 

Zsekwencjonowanie licznych genomów bakteryjnych 
znacznie ułatwiło oszacowanie potencjalnej liczby genów 
kodujących białka sensorowe i regulatorowe wcho-
dzące w skład TCS. Analizy proteomów wielu bakterii, 
w tym kilku gatunków ziarenkowców Gram-dodatnich 
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wykazały, że Streptococcus mutans i Streptococcus pneu-
moniae posiadają 13 TCS [2, 13] natomiast Staphylococ-
cus aureus, Staphylococcus epidermidis oraz Enterococcus 
faecalis po 17 TCS [16, 28, 84]. Okazuje się również, że 
bakterie o większym genomie kodują zazwyczaj większą 
liczbę białek tworzących układy dwuskładnikowe. Także 
genomy bakterii bytujących w zróżnicowanych środowi-
skach kodują więcej TCS niż genomy drobnoustrojów 
żyjących w środowiskach jednolitych (dogodnych). Jest to 
szczególnie zauważalne u bakterii chorobotwórczych [7].

2. Budowa, sposób działania oraz autoregulacja TCS

Prototypowy, modelowy dwuskładnikowy system 
regulacyjny składa się z błonowego białka sensoro-
wego, którym jest kinaza histydynowa (HK), odbiera 
ona sygnał ze środowiska oraz cytoplazmatycznego 
białka regulatorowego – regulatora odpowiedzi (RR), 
zaś RR po zmianie konformacji wynikającej z odebrania 
sygnału, reguluje ekspresję docelowego genu. W przy-
padku budowy kinazy histydynowej wyróżnić można 
dwa elementy składowe: tzw. część sensorową, którą 
tworzy domena sensorowa oraz część transmisyjną, 
którą stanowią domena dimeryzacyjna o enzymatycznej 
aktywności kinazy histydynowej wraz z domeną wią-
żącą ATP. Część sensorowa zlokalizowana jest w błonie 
komórkowej, z  kolei część transmisyjna znajduje się 
w  przestrzeni cytoplazmatycznej. Oczywiście kinazy 
histydynowe mogą budową nieznacznie odbiegać od 
modelu prototypowego i ich część sensorowa może 

być zakotwiczona w cytoplazmie. Wykazano, iż model 
budowy kinazy histydynowej zależy w głównej mierze 
od rodzaju działającego bodźca. Białko regulatorowe 
z  kolei tworzą dwie domeny: domena regulatorowa 
(posiadająca konserwowaną resztę kwasu asparagino-
wego Asp) oraz domena efektorowa oddziałująca z DNA 
(Rys. 1). Należy podkreślić, że schemat budowy oraz 
ogólna zasada działania TCS u różnych grup bakterii są 
podobne [7, 10, 22]. 

Dwuskładnikowe systemy regulacyjne są tak skon-
struowane, że pozwalają doskonale połączyć bodziec 
oraz reakcję na ten bodziec. Mechanizm działania TCS, 
choć złożony, umożliwia drobnoustrojom wykrywanie 
i odpowiednie reagowanie na zmiany warunków oto-
czenia. Wśród czynników, które mogą być odbierane 
przez TCS wyróżniono wiele sygnałów chemicznych 
i fizycznych, takich jak: stężenie jonów (np. Fe³+, Mg²+, 
Ca²+), stężenie związków odżywczych, temperatura, pH, 
zawartość tlenu, osmolarność, potencjał redoks, a także 
kontakt z komórkami gospodarza. Bodziec odbierany 
przez dwuskładnikowy system regulacyjny przekształ-
cany jest w sygnał komórkowy na drodze autofosfory-
lacji silnie konserwowanej reszty histydynowej białka 
sensorowego. Sygnał ze środowiska zewnętrznego 
wychwytywany jest przez część N-końcową białka sen-
sorowego (domena sensorowa) a  następnie przekazy-
wany na część C-końcową, gdzie zlokalizowana jest 
domena dimeryzacyjna. W kolejnym etapie przeka-
zania sygnału reszta fosforanowa przenoszona jest na 
kwas asparaginowy domeny regulatorowej zlokalizowa-
nej w części N-końcowej białka regulatorowego. Etap 

Rys. 1. Schemat budowy prototypowego układu dwuskładnikowego. Za zgodą [79]
HK – kinaza histydynowa, RR – regulator odpowiedzi, H – reszta histydynowa białka sensorowego, ASP – reszta kwasu asparaginowego,

P – reszta fosforanowa N – N-koniec białka, C – C-koniec białka
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końcowy z kolei obejmuje modulację ekspresji docelo- 
wych genów przez domenę efektorową zlokalizowaną na 
części C-końcowej.

Droga transdukcji sygnału w prostym układzie dwu-
składnikowym obejmuje zazwyczaj trzy reakcje:

1. Autofosforylację: HK-His + ATP = HK-His ~ P + 
+ ADP

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

3. Defosforylację: RR-Asp ~ P + H2O = RR-Asp + Pi
Silnie konserwowana reszta histydynowa białka sen-

sorowego działa jak „przekaźnik” przenosząc sygnał na 
resztę kwasu asparaginowego białka regulatorowego 
dlatego dwuskładnikowe systemy regulacyjne są ide-
alnie skonstruowane do pełnienia funkcji przekaźnika 
i „przetwornika” sygnałów docierających ze środowiska. 
Błonowa lokalizacja białka sensorowego oraz wysoki 
stopień specyficzności pomiędzy sensorem i regulato-
rem pozwala na skuteczną transdukcję sygnału, której 
efektem jest fizjologiczna lub strukturalna odpowiedź 
na dany bodziec [7, 19, 51, 72]. 

Wiele dwuskładnikowych systemów pozytywnie 
regu  luje ekspresję własnych genów. Operony kodu-
jące te systemy posiadają, co najmniej dwa promotory: 
1) promotor konstytutywny, odpowiadający za syntezę 
wystarczającej liczby białek sensorowych i regulatoro-
wych w celu detekcji sygnału i uruchomienia właściwej 
dla niego odpowiedzi oraz 2) promotor autoregulowany 
odpowiadający, za ekspresję dodatkowych kopii sensora 
oraz białka regulacyjnego. Autoregulacja zapewnia nie-
jako „pamięć” poprzednich spotkań z sygnałem, gdyż 
nawet po jego zaniku poziom stężenia białka sensoro-
wego w komórce pozostaje na wysokim poziomie [8]. 
Okazało się, że bakterie, które uprzednio poddane były 
działaniu czynnika stresowego, którym był niedobór 
fosforu, ponownie wystawione na działanie tego samego 
czynnika, zareagowały znacznie szybciej. Dzieje się tak, 
dlatego, że w  komórce bakteryjnej nawet po zaniku 
sygnału pozostaje podwyższony poziom białka senso-
rowego jak i regulatorowego, co zapewnia swego rodzaju 
pamięć z pierwszego spotkania. Autoregulacja umożli-
wia również hierarchiczną organizację ekspresji genów 
danego regulonu. Ekspresja pewnych genów jest zależna 
od białka regulatorowego eksprymowanego z promotora 
konstytutywnego, podczas gdy inne są ściśle zależne od 
białek 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 złożonym i ściśle 
kontrolowanym. Obecnie wiadomo już, że na prawi-
dłowy przebieg tego procesu wpływa wiele czynników, 

wśród których dużą rolę przypisuje się dwuskładniko-
wym systemom regulacyjnym (Tab. I) [35, 36, 72].

Bakterie rosną i funkcjonują, przylegając prawie do 
każdej powierzchni biotycznej i abiotycznej, tworząc nie-
zwykłą pod względem architektonicznym społeczność 
zwaną bio_lmem. Najprościej biofilm można zdefinio-
wać jako społeczność drobnoustrojów rosnącą w wie-
lokomórkowych agregatach, związaną z powierzchnią, 
otoczoną zewnątrzkomórkową macierzą składającą się 
z polisacharydów, białek oraz DNA (tzw. eDNA). Co cie-
kawe, domniemane mikrokolonie biofilmu zidentyfiko-
wano już w skamieniałościach pochodzących sprzed ok. 
3,3–3,4 miliardów lat. Istnieją liczne dowody potwier-
dzające, że zdolność do tworzenia biofilmu jest prastarą 
cechą prokariotycznego cyklu życiowego przez miliony 
lat niezwykle konserwowaną i niezbędną do przeżycia 
w zróżnicowanych środowiskach [1, 5, 27, 47]. 

Budowa biofilmu bywa różna i zależy od kilku czynni - 
ków, głównie od warunków panujących w danym środo- 
wisku oraz własności tworzących go drobnoustrojów. Pow- 
stawanie biofilmu jest procesem złożonym, ściśle kon-
trolowanym, obejmującym kilka etapów (Rys. 2). Pierw-
szy etap, tzw. wstępna adhezja ma charakter odwracalny 
i uzależniona jest od kilku czynników tj. temperatury, 
sił Van der Waalsa czy oddziaływań sił elektrostatycz-
nych. Druga faza, nazywana trwałą adhezją, jest z kolei 
nieodwracalna. Kluczową rolę w przypadku tego etapu 
odgrywają specyficzne oddziaływania adhezyn różnego 
typu zlokalizowanych na powierzchni komórek. Kolejne 
etapy powstawania warstwy biologicznej to dojrzewanie 
oraz uwolnienie komórek (dyspersja). W fazie dojrze-
wania dochodzi do ostatecznego uformowania w pełni 
funkcjonalnego biofilmu. W fazie tzw. dyspersji z kolei 
następuje odrywanie się fragmentów biofilmu lub uwol-
nienia komórek potomnych, które mogą przemieszczać 
się w  poszukiwaniu nowych korzystnych nisz życio-
wych [18]. Mechanizm molekularny sterujący two-
rzeniem biofilmu może różnić się miedzy gatunkami, 
a  nawet pomiędzy różnymi szczepami tego samego 
gatunku. Zdolność bakterii do formowania biofilmu 
stwarza możliwość ochrony podczas wzrostu i rozwoju 
komórek, warunkuje oporność na wiele antybiotyków 
i innych związków przeciwbakteryjnych, umożliwiając 
przetrwanie w niekorzystnym środowisku, a także zdo-
bywanie nowych nisz ekologicznych [1, 27, 47].

Biofilm wpływa na wiele aspektów ludzkiego życia, 
ale przede wszystkim przyczynia się do rozwoju wielu 
groźnych dla człowieka zakażeń bakteryjnych. Więk-
szość z nich powodowanych jest przez drobnoustroje 
występujące w  postaci biofilmu, dlatego tak ważne 
wydaje się opracowanie skutecznych metod jego zwal-
czania [1, 5, 27, 47]. Zwłaszcza biofilm ziarenkowców 
Gram-dodatnich ma ogromne znaczenie w chorobo-
twórczości, a może powstawać zarówno na powierzch-
niach tkanek jak również implantowanych wyrobów 
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medycznych. Dlatego niezwykle interesującym jest uzy s- 
kanie pełnego wglądu w udział TCS w tworzeniu struk-
tury biofilmu tych drobnoustrojów. 

3.1. Biofilm paciorkowców

Bakterie z rodzaju Streptococcus są częstymi pato-
genami człowieka. Niektóre z nich mogą powodować 
zakażenia oportunistyczne np. próchnicę zębów wywo-
ływaną głównie przez S. mutans oraz S. sobrinus [14]. 
Opisano siedem gatunków paciorkowców izolowanych 
od ludzi i zwierząt należących do grupy „mutans” są to: 
S. mutans, S. sobrinus, S. crireti, S. ratti, S. ferus, S. maca-
cae i S. downei [73, 78]. Szczepy paciorkowców kolo-
nizujących jamę ustną, zwłaszcza z gatunku S. mutans 
odpowiedzialne są za tworzenie biofilmu w postaci 
płytki nazębnej – istotnej struktury sprzyjającej powsta-

waniu próchnicy i stanów zapalnych w obrębie dziąseł 
(Rys. 2). Jama ustna stanowi złożony ekosystem, który 
zasiedla bardzo zróżnicowana mikro`ora składająca 
się z około 500 gatunków drobnoustrojów [39]. Liczne 
oddziaływania pomiędzy nimi stanowią dobrą podstawę 
do formowania złożonej społeczności biofilmu.

Inne paciorkowce jak S. pneumoniae odopwiadający 
głównie za zapalenia płuc, zapalenia opon mózgowo-
-rdzeniowych, czy S. pyogenes związany z zapaleniem 
gardła, anginą a nawet zapalenia stawów czasami także 
wykazują zdolność do tworzenia biofilmu w przebiegu 
wyżej wymienionych infekcji. 

3.1.1. System VicRK u S. mutans

Dwuskładnikowy system regulacyjny VicRK jest 
jednym z 13 zidentyfikowanych u S. mutans UA159. 
Schemat budowy tego układu nie odbiega od prototy-

S. mutans VicRK Wzrost komórek, adhezja, formowanie Odbiegający od typowego dla szczepu dzikiego: [81]
  biofilmu, genetyczna kompetencja szorstki, kłaczkowaty i z mniejszą liczbą komórek

S. mutans ComDE Formowanie biofilmu, genetyczna Odbiegający od typowego dla szczepu dzikiego: [5, 45,
  kompetencja, synteza bakteriocyny, zmiany w strukturze, odnotowano także znaczny 46]
  odpowiedź na warunki stresowe spadek biomasy

S. mutans LiaSR Odpowiedź na warunki stresowe m.in. stres Odbiegający od typowego dla szczepu dzikiego: [44, 46,
 HK/RR11 termiczny, oksydacyjny, formowanie biofilmu zmniejszenie gęstości komórek, spadek biomasy  58]

S. mutans CiaRH Odpowiedź na niekorzystne warunki panu- Odbiegający od typowego dla szczepu dzikiego: [33, 42,
  jące w środowisku, synteza bakteriocyny inaktywacja genu ciaH skutkowała redukcją bio- 50, 82]
  (mutacyny I), genetyczna kompetencja masy. Inakywacja ciaR nie wykazywały znaczą-
  tworzenie biofilmu  cych różnic w strukturze

Paciorkowce CovRS Rozwój, patogeneza, tworzenie biofilmu Inaktywacja genu covR spowodowała niezdol- [14, 11,
grupa A, B, C (CsrRS)  ność szczepu do formowania biofilmu 43, 75]

S. gordonii BfrAB Formowanie biofilmu Odbiegający od typowego dla szczepu dzikiego: [84, 86]
   wyraźny spadek biomasy, zmniejszona adhezja
   do apatytu sHA 

S. aureus ArlRS Wirulencja, formowanie biofilmu Zwiększona zdolność szczepu do tworzenia bio-  [77]
   filmu, ale zmniejszona zdolność do przylegania
   w porównaniu ze szczepem dzikim

S. aureus GraRS Oddziaływania międzykomórkowe oraz Zaobserwowano podwyższony poziom formowa- [68]
  tworzenie biofilmu w obecności cytrynianu nia biofilmu w porównaniu do szczepu dzikiego
   bez obecności cytrynianu

S. aureus WalKR Metabolizm ściany komórkowej, Ogólne zaburzenia w tworzeniu biofilmu [16]
  formowanie biofilmu

S. aureus LytSR Śmierć oraz liza komórek (autoliza) podczas Biofilm szczepu z mutacją w genie lytS [26, 63,
  formowania biofilmu cechował się większą grubością oraz biomasą 69]
   w porównaniu do szczepu dzikiego

S. aureus, SaeRS Wirulencja, formowanie biofilmu Zwiększenie zdolności do tworzenia biofilmu [31, 48]
S. epidermidis

E. faecalis FsrABC Wirulencja, formowanie biofilmu Zmniejszona zdolność do tworzenia biofilmu [28, 29,
    60]

E. faecalis EtaSR Stres komórkowy, wirulencja, Niewielkie zmiany w strukturze biofilmu [76]
  formowanie biofilmu

Tabela I
Dwuskładnikowe systemy regulacyjne ziarenkowców Gram-dodatnich uczestniczące w tworzeniu biofilmu

Drobno-
ustrój

TCS Ogólna funkcja Efekt inaktywacji genów TCS na biofilm
Piśmien-
nictwo
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powego, zatem operon vicRKX koduje, odpowiednio, 
błonową kinazę histydynową VicK oraz wewnątrzko-
mórkowy modulator odpowiedzi VicR jego główną rolą 
jest udział w adaptacji komórki bakteryjnej do zmian 
zachodzących w otoczeniu (Rys. 3). Inaktywacja genów 
vicK oraz vicR wykazała, że ich produkty uczestniczą 
w prawidłowym wzroście komórek, adhezji, formowania 
biofilmu oraz tzw. genetycznej kompetencji. Zjawisko 
to polega na naturalnej zdolności niektórych bakterii, 
w  tym Streptococcus sp. do pobierania heterologicz-
nego DNA, i  jak wykazano, jest to proces niezwykle 
powszechny w społeczności biofilmu [66, 81]. 

W porównaniu ze szczepem dzikim S. mutans 
UA159, szczepy z mutacją zarówno w genie vicK jak 
i  vicR tworzą odbiegający od typowego dla S. mutans 
UA159 biofilm. Biofilm szczepu dzikiego jest gładki 
i równy, podczas gdy biofilm szczepów zmutowanych 
szorstki, kłaczkowaty i z mniejszą liczbą komórek [66, 
81]. Zidentyfikowano także trzeci gen wchodzący 
w skład operonu vicRKX. Produkt genu vicX jest nie-
zbędny do prawidłowego wzrostu komórek, adhezji 
i  kompetencji. Aby określić jak produkt genu vicX 
wpływa na architekturę biofilmu oraz sam proces 
jego kształtowania, badano szczep z  mutacją w  genie 
vicX. Analiza porównawcza w elektronowym  mikro-

skopie  skaningowym, (SEM), biofilmu zmutowanego 
szczepu z inaktywowanym genem vicX oraz dzikiego 
rosnącego na podłożu płynnym uzupełnionym glukozą 
(12 nM) lub sacharozą (6 nM) wykazały znaczne różnice 
architektoniczne w budowie [67]. 

3.1.2. System ComDE S. mutans

Kolejnym zaangażowanym w tworzenie biofilmu 
u S. mutans dwuskładnikowym systemem regulacyjnym 
jest ComDE [45, 46]. Geny systemu ComDE wchodzą 
w skład operonu comCDE, a jego produktami są: pre-
kursor CSP, kinaza histydynowa – białko sensorowe 
rozpoznające CSP oraz regulator odpowiedzi, który 
koordynuje ekspresję genów comAB, comCDE oraz 
comX. System ComDE odgrywa również kluczową rolę 
w tzw. genetycznej kompetencji, syntezie bakteriocyny 
oraz odpowiedzi na warunki stresowe [46]. Operon 
comCDE wraz z operonem comAB kodują geny odpo-
wiadające za zjawisko wyczuwania liczebności (QS, 
Quorum Sensing), w którym cząsteczką sygnałową 
jest białko CSP (Competence Stimulating Protein). 
Quorum Sensing stanowi pewną odmianę transdukcji 
sygnału różniącą się od klasycznego dwuskładniko-
wego systemu rodzajem odbieranego bodźca. System 
QS zaangażowany jest w regulację wielu procesów 
takich jak: wirulencja, produkcja metabolitów wtór-
nych, boiluminiscencja, koniugacja, transformacja czy 
tworzenie biofilmu. Mechanizm tego zjawiska związany 
jest z syntezą mediatorów chemicznych, których stęże-
nie rośnie w miarę zagęszczania się populacji, aż do 
osiągnięcia pewnej gęstości krytycznej, powyżej której 
związanie mediatora z receptorem powierzchniowym 
(ComD) stanowi sygnał dla komórki. Bakterie reagują 
na sygnały wysyłane przez własne komórki co znacz-
nie ułatwia im monitorowanie zagęszczenia populacji 
oraz dostosowanie ekspresji genów do fazy wzrostu. 
Zjawisko quorum sensing wymaga aktywności sześciu 
genów kodowanych przez dwa operony, comAB oraz 
comCDE. Produkty pierwszego budują transporter typu 
ABC, niezbędny do eksportu CSP na zewnątrz komórki 
bakteryjnej, drugi omówiono powyżej. Poziom ekspresji 
genów uzależniony jest od poziomu ComX, który jest 
alternatywną podjednostką sigma polimerazy RNA. 
Gen comC, kodujący prekursor CSP oraz operon comAB 
kodujący system sekrecji CSP, w głównej mierze odpo-
wiadają za syntezę i transport aktywnego CSP (Rys. 4). 
Inaktywacja któregoś z nich znacznie ogranicza zdol-
ność do genetycznej kompetencji S. mutans. Dodatkowo 
mutanty w genie comC wykazują zmiany w strukturze 
biofilmu, ale ich biomasa był porównywalna z szczepem 
dzikim S. mutans. Dodanie syntetycznego CSP powo-
duje powrót do struktury biofilmu, charakterystycznej 
dla szczepu dzikiego. Z kolei inaktywacja genów comD 
i comE powoduje zmiany w strukturze, biofilm staje się 
znacznie cieńszy, a także odnotowuje się znaczny spadek 

Rys. 2. Etapy powstawania biofilmu na przykładzie płytki nazębnej

Wstępna adhezja
Trwała adhezja Dojrzewanie Uwalnianie bakterii

Rys. 3. Przykłady sygnałów środowiskowych aktywujących TCS
i wpływających na biofilm S. mutans. Za zgodą [65]
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biomasy (ok. 70%) w porównaniu do szczepu dzikiego. 
Warto podkreślić, że krzywe wzrostu obu mutantów 
mają podobny przebieg, co wskazuje na to, że inakty-
wacja jednego z genów kodujących TCS w tym samym 
stopniu oddziałuje na wzrost i gęstość komórek. Wyka-
zano także, że dodanie syntetycznego CSP do płynnej 
hodowli mutantów nie może przywrócić biomasy bio-
filmu na poziomie szczepu dzikiego, co dodatkowo 
potwierdza, że dwuskładnikowy system regulacyjny 
ComDE odgrywa bardzo ważną rolę w  wykrywaniu 
i transdukcji sygnału z udziałem CSP. Mutanty S. mutans 
w genie comX formują biofilm bardzo podobny do bio-
filmu mutantów w  genach comD i  comE. Uzyskane 
wyniki w  przypadku tych czterech mutantów, dwa 
rodzaje biofilmu –  pierwszy z  defektem w strukturze 
(comC) oraz drugi zarówno z defektem w strukturze jak 
i redukcją biomasy (comD, comE, comX) sugerują ist-
nienie drugiego receptora wykrywającego peptyd CSP, 
ale aktywującego inny mechanizm odpowiedzi. W celu 
potwierdzenia tej hipotezy skonstruowano potrójnego 
mutanta comCDE. Szczep ten formował biofilm o obni-
żonej biomasie podobnie jak mutanty w genach comD 
i ComE, ale wykazywał defekt w strukturze podobnie 
jak comC. Okazało się również, że dodanie syntetycz-
nego CSP do hodowli takiego szczepu zmutowanego 
spowodowało częściowe przywrócenie struktury jaką 
wykazywał biofilm szczepu dzikiego, co z kolei umoc-
niło hipotezę o istnieniu kolejnego receptora dla pep-
tydu CSP [5, 45, 46].

3.1.3. System LiaSR (HK11/RR11) u S. mutans

Powyższy dwuskładnikowy system regulacyjny ziden- 
tyfikowany w genomie S. mutans UA159 przez L i  i wsp. 
[44], nazwany początkowo HK11/RR11 obecnie zyskał 
nową nazwę LiaSR nadaną mu przez C h o n g  i wsp., ze 
względu na duża homologię do systemu LiaRS B. subtilis 
[12]. System HK11/RR11 zaangażowany jest w proces 
segregacji komórek oraz odpowiedź na warunki stre-
sowe m.in. stres termiczny oraz oksydacyjny i, jak wyka-
zano, odgrywa on istotną rolę w formowaniu biofilmu 
S. mutans. Analiza porównawcza między szczepem 
zmutowanym w genie rr11 (liaR), a szczepem dzikim 
S. mutans UA159 pozwoliła wytypować aż 174 geny 
zależne do białka regulatorowego RR11 (LiaR) zaangażo-
wane w formowanie biofilmu [58]. Wykazano, ze delecja 
w genach hk11 oraz rr11 skutkuje defektem w strukturze 
bofilmu, zmniejszeniem jego gęstości, przylegania do 
podłoża biofilmu, ponadto zaobserwowano spadek bio-
masy biofilmu zmutowanych szczepów w porównaniu 
ze szczepem dzikim S. mutans. W celu stwierdzenia, czy 
TCS kodowany przez hk11/rr11 mógłby funkcjonować 
jako tzw. druga ścieżka przekazywania sygnału, dodano 
syntetyczny CSP do hodowli mutantów. Okazało się jed-
nak, że w tym przypadku dodanie CSP nie miało zna-
czącego wpływu na biofilm [44, 58]. W celu obniżenia 
wirulencji oraz zdolności próchnicotwórczych szczepów 
S. mutans stworzono podwójnego mutanta w dwóch sys-
temach regulacyjnych ComCDE oraz HK11/RR11 [46]. 
Uzyskane wyniki wskazują, że jednoczesna inaktywacja 

Transporter ComAB

Tworzenie biofilmu
Genetyczna kompetencja

Drugi receptor

Błona komórkowa

CSP

ComD

?

?

ATP ADP ComE P

comC comD comE comX

comA comC
ComX

Com-box

Rys. 4. Schemat transdukcji sygnału z udziałem dwuskładnikowego systemu ComDE zaangażowanego w tworzenie biofilmu
oraz tzw. genetyczną kompetencje S. mutans. Za zgodą [45, 65].
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obu TCS obniża wirulencję oraz zdolność S. mutans do 
tworzenia zmian próchnicowych w  stopniu wyższym 
niż inaktywacja tylko jednego z systemów. Szczep zmu-
towany w genach comCDE oraz hk11/rr11 wykazywał 
defekt w zdolności do tzw. genetycznej kompetencji, 
zdolności do wzrostu na podłożu o pH 5,0 oraz tworzył 
biofilm zdeformowany o  obniżonej biomasie. Ekspe-
rymenty z udziałem zwierząt wskazują, że mutanty te 
cechuje obniżona zdolność do kolonizacji jamy ustnej, 
a nawet samej inicjacji procesu próchnicotwórczego. 
Badania te stanowią dobrą podstawą do opracowania 
strategii mających na celu profilaktykę lub leczenie 
zakażeń powodowanych przez S. mutans [46]. 

3.1.4. System CiaRH u S. mutans

Dwuskładnikowy system regulacyjny CiaRH S. mu - 
tans zaangażowany jest w tworzenie bio`mu, syntezę 
bakteriocyny (mutacyny I), genetyczną kompetencję oraz 
odpowiedź na niekorzystne warunki panujące w danym 
środowisku. Okazało się, że system ten występuje dość 
powszechnie u paciorkowców, u których bierze udział 
w  procesie patogenezy oraz odpowiedzi na warunki 
stresowe [82]. Po przebadaniu mutantów S. pneumo-
niae w genach cia wsykazano na możliwy udział systemu 
CiaRH w utrzymaniu integralności ściany komórkowej 
[50]. Intensywne badania TCS CiaRH S. mutans wyka-
zały na jego wyjątkowe właściwości. Różni się on bowiem 
od systemów CiaRH zidentyfikowanych u innych pacior-
kowców dodatkowym białkiem CiaX, kodowanym przez 
pierwszy gen operonu ciaXRH [82]. Inaktywacja genu 
ciaH skutkuje zwiększeniem tolerancji na stres oksyda-
cyjny u S. mutans, zahamowaniem syntezy mutacyny I, 
redukcją zdolności szczepu do tzw. naturalnej kompe-
tencji oraz wzrostem tolerancji na kwaśne pH. Delecja 
CiaH skutkuje także redukc ją biomasy biofilmu oraz 
zmniejszeniem rozmiarów komórek, co może sugero-
wać udział dwuskładnikowego systemu CiaRH w regu-
lacji wzrostu i/lub podziału komórek S. mutans. Z kolei 
mutanty w genie ciaR nie wykazywały znaczących róż-
nic w  strukturze biofilmu w porównaniu do szczepu 
dzikiego S. mutans UA140. Określono również wpływ 
inaktywacji genu ciaX kodowanego na operonie ciaXRH. 
Okazało się, że mutanty w  tym genie także wykazują 
defekty w strukturze biofilmu [33, 42]. 

3.1.5. System CovRS (CsrRS) paciorkowców grup A, B, C
Dwuskładnikowy system regulacyjny CovRS znany 

również pod nazwą CsrRS po raz pierwszy został ziden-
tyfikowany w  genomach szczepów GAS (Group  A 
Streptococci). U tych szczepów odgrywa on istotną rolę 
w rozwoju, patogenezie oraz w tworzeniu biofilmu [43]. 
Dwuskładnikowy system CovRS reguluje ekspresję ok. 
15% genów GAS wśród nich m.in. operonu has (hyalu-
ronic acid capsule synthesis) oraz genów: ska (strepto-
kinase), sagA (streptolysin S), speB (cysteine protease B) 

[14]. Wykazano iż inaktywacja genu covR spowodowała 
niezdolność szczepu do formowania biofilmu w prze- 
ciwieństwie do inaktywacji covS. Uzyskane wyniki suge-
rowały zależny od szczepu wpływ kinazy histydynowej 
CovS na formowanie biofilmu GAS. W celu potwierdze-
nia tej hipotezy przeprowadzono badania z wykorzysta-
niem różnych szczepów GAS mających inaktywowany 
gen covS. Wyniki potwierdziły zależny od właściwości 
szczepu mechanizm regulacji [11, 75]. Wykazano także, 
że białko CovR jest wymagane do ekspresji genów 
związanych z wirulencją paciorkowców grupy  B oraz 
grupy C [14].

3.1.6. System BfrAB u S. gordonii

Dwuskładnikowy system regulacyjny BfrAB (Bio-
film Formation Related) został zidentyfikowany po- 
przez przeszukiwanie integracyjnej biblioteki plazmi-
dów w genomie Streptococcus gordonii V288. System ten 
jest zaangażowany w tworzenie biofilmu [84]. Gen bfrA 
koduje białko regulatorowe o masie cząsteczkowej ok. 
25,7 kDa, a z kolei gen bfr B kinazę histydynową o masie 
cząsteczkowej 32,9 kDa. W porównaniu ze szczepem 
dzikim S. gordonii V288, szczep zmutowany w systemie 
bfr wykazuje nieprawidłowości w tworzeniu biofilmu, 
ma niższą biomasę oraz zmniejszoną adhezję do apatytu 
sHA (saliva-coated hydroxyapatite). Ponadto, osiadłe 
i planktonowe komórki tworzące tzw. wczesny biofilm 
na sHA wykazują wyższy poziom ekspresji genów bfr niż 
komórki wolnożyjące, sugerując istotną rolę dwuskład-
nikowego systemu regulacyjnego Bfr AB we wczesnych 
etapach rozwoju biofilmu S. gordonii [84]. 

Według dostępnych danych system BfrAB reguluje 
ekspresję genów bfrCD, bfrEFG, kodujących białka sys-
temu transportu ABC oraz ekspresję genu bfrH, kodują-
cego CAAX amino-terminalną proteazę. Wykazano, że 
oczyszczona domena wiążąca DNA białek BfrA wiąże 
się do regionów promotorowych bfrCD, bfr EFG oraz 
bfrH, co sugeruje, że system BfrAB S. gordonii może 
kontrolować tworzenie biofilmu poprzez regulację sys-
temów transportu typu ABC [86].

3.2. Biofilm gronkowców

Proces powstawania biofilmu gronkowców, pod 
względem genetycznym i molekularnym jest niezwykle 
złożony. W tworzeniu biofilmu gronkowcowego istotną 
rolę odgrywa polisacharydowa adhezyna międzyko-
mórkowa (PIA, polysaccharide intercellular adhesin), 
będąca produktem operonu icaADBC. Ekspresja ope-
ronu ica modulowana jest przez różnego typu sygnały 
i prawdopodobnie znajdują się pod kontrolą SigB. Wia-
domo również, że może być włączana i wyłączana przez 
sekwencje insercyjne (IS). Innymi białkami zaangażo-
wanymi w tworzenie biofilmu gronkowców są także 
AAP (accumulation-associated protein), ClfA (clum-
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ping factor A), białko Bap (biofilm associated protein) 
oraz SSP1 (staphylococcal surface protein). W geno-
mie S. aureus zidentyfikowano 17 TCS [4, 24]. Poniżej 
przedstawiono kilka najważniejszych dwuskładniko-
wych systemów regulacyjnych, zaangażowanych w two-
rzenie biofilmu gronkowcowego.

3.2.1. System ArlRS u S. aureus

Operon arlRS koduje dwuskładnikowy system regu-
lacyjny ArlRS. Produktem genu arlS jest kinaza histy-
dynowa, z kolei arlR regulator odpowiedzi wykazujący 
podobieństwo do rodziny białek OmpR-PhoP. Mutacja 
w systemie ArlRS zwiększa zdolność szczepu S. aureus 
do tworzenia biofilmu, jednak mechanizm tego pro-
cesu jak dotąd nie został poznany. Ponadto mutanty 
arlRS cechowały się zwiększoną zdolnością do autolizy 
i  zmniejszoną aktywnością hydrolaz peptydoglikanu. 
Badano także strukturę biofilmu z zastosowaniem 
konfokalnego laserowego  mikroskopu  skaningowego 
(CLSM, Confocal Laser Scanning Microscopy) i wyka-
zano że, biofilm tworzony przez komórki zmutowane 
był obfitszy ale cechowało go zmniejszone przyleganie 
do powierzchni abiotycznej [77].

3.2.2. System GraRS u S. aureus

Początkowo dwuskładnikowemu systemowi regula-
cyjnemu GraRS (Glycopeptide Resistance Associated) 
przypisano wraz z pompą e�ux VraFG udział w opor-
ności na wankomycynę [68]. Obecnie stwierdzono udział 
sytemu GraRS w oddziaływaniach komórkowych oraz 
tworzeniu biofilmu gronkowców w  obecności niskich 
stężeń cytrynianu. Jednak mechanizm tego procesu 
pozostaje jak dotąd nieznany. Wiadomo natomiast, że 
mutanty w systemie GraRS nie tworzą agregatów w obec-
ności cytrynianu. Dla tych tych szczepów zaobserwo-
wano także podwyższony poziom formowania biofilmu 
w porównaniu do szczepu dzikiego hodowanego bez 
obecności cytrynianu. Niedawno wykazano także, że 
mutacja w genach graRS prowadzi do wzrostu całko-
witego ujemnego ładunku na powierzchni komórek. 
Okazało się bowiem, że system GraRS pozytywnie 
reguluje ekspresję genu dlt, którego produkt jest nie-
zbędny do wytwarzania cząsteczek kwasu lipotejcho-
jowego na powierzchni komórek. Mutanty w locus dlt 
cechował podwyższony poziom ładunków ujemnych na 
powierzchni komórki oraz tworzenie biofilmu. Jest zatem 
możliwe, że wzrost formowania biofilmu na powierzchni 
abiotycznej przejawiany przez mutanty graRS bez obec-
ności cytrynianu związany jest z obniżonym stężeniem 
białka Dlt w komórce. Prowadzi to do zwiększenia zdol-
ności gronkowców do przylegania do powierzchni [68]. 

3.2.3. System WalKR u S. aureus

Silnie konserwowany WalKR, znany także pod 
nazwą YycGF, dwuskładnikowy system regulacyjny jest 

charakterystyczny dla bakterii Gram-dodatnich o małej 
zawartości par GC w genomie. Wykazano obecność 
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, którego dwa 
pierwsze geny kodują odpowiednio kinazę histydynową 
WalK oraz regulator odpowiedzi WalR [16]. Wykazano, 
że system ten odgrywa istotną rolę w  metabolizmie 
ściany komórkowej, bierze również udział w tworzeniu 
biofilmu. Wykazano, że inaktywacja WalKR prowadzi 
do powstania fenotypu charakteryzującego się brakiem 
oporności na środki powierzchniowo czynne tj. Triton 
X-100, brakiem agregacji komórek oraz zaburzeniami 
w tworzeniu biofilmu [16].

3.2.4. System LytSR u S. aureus

Operon lytSR S. aureus koduje dwuskładnikowy sys-
tem regulacyjny LytSR. Inaktywacja lytSR powoduje 
zmianę aktywności hydrolaz mureiny wytwarzanych 
przez komórki tego patogenu oraz zaburzenia w sponta-
nicznej ich lizie. Po odpowiedniej stymulacji komponent 
sensorowy LytS oddziałuje z  regulatorem odpowiedzi 
LytR, który z kolei aktywuje ekspresję genów znajdują-
cych się pod jego kontrolą. Jednym z miejsc docelowych 
systemu LytSR jest operon lrgAB, który wraz z opero-
nem cidAB kontroluje śmierć oraz lizę komórkową 
[26, 63]. Gen cidA koduje białko podobne do holiny, 
które jest aktywatorem hydrolaz mureiny i lizy komórek 
S. aureus, podczas gdy lrgA koduje antyholinę pełniącą 
rolę inhibitora wspomnianych procesów [26]. Ostatnie 
badania wskazują, że biologiczną funkcją operonów cid 
oraz lrg jest kontrola śmierci komórek oraz ich lizy pod-
czas rozwoju biofilmu S. aureus [3, 62, 70, 80]. Produkt 
genu cidA jest pozytywnym efektorem lizy komórek 
i uwalniania pozakomórkowego DNA z biofilmu pod-
czas gdy operon lrg jest inhibitorem lizy. W celu zbada-
nia wpływu dwuskładnikowego systemu regulacyjnego 
LytSR na rozwój biofilmu, inaktywowano operon lytSR 
klinicznego szczepu S. aureus UAMS-1 i wykazano, że 
jest on niezbędny do rozwoju prawidłowego biofilmu 
tego szczepu [69].

3.2.5. System SaeRS u S. aureus oraz S. epidermidis

System SaeRS początkowo został zidentyfikowany 
w genomie S. aureus. Wykazano jego udział w syntezie 
adhezyn [32] oraz γ-hemolizyny [83]. U gronkowca zło-
cistego operon sae koduje cztery geny saePQRS, spośród 
których gen saeR koduje białko regulatorowe a gen saeS 
kinazę histydynową [23]. Funkcja dwóch pozostałych 
genów jak dotąd nie została poznana, jednakże upa-
truje się ich roli w regulacji zależnej od operonu [57]. 
Dwuskładnikowy system regulacyjny SaeRS, będący 
jednym z 17 zidentyfikowanych w genomie tego pato-
genu, zaangażowany jest w wirulencję oraz tworzenie 
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biofilmu. Wykazano także, że delecja saeR powoduje 
zaburzenia wzrostu w warunkach beztlenowych oraz 
zmniejszenie zdolności do asymilacji azotu. Ponieważ 
udziału systemu SeaRS w formowaniu biofilmu i autoli-
zie S. epidermidis pozostawał kwestią sporną, utworzono 
mutanta zarówno w genie seaR jak i saeS. Okazało się, 
że delecja saeRS powoduje zwiększenie zdolności do 
tworzenia biofilmu oraz stężenia eDNA w macierzy 
zewnątrzkomórkowej. Komórki zmutowanego szczepu 
cechowała także zwiększona zdolność do autolizy oraz 
zmniejszona żywotność zarówno w postaci planktono-
wej jak i w formie biofilmu [31, 48].

3.3. Biofilm enterokoków

Bakterie z rodzaju Enterococcus uważane są za pato-
geny oportunistyczne. Enterococcus faecalis jest jednym 
z  najczęściej występujących gatunków enterokoków 
u ludzi i odpowiada za ok. 80–90% zakażeń. E. faecalis 
oraz E. faecium wykazują zdolność do tworzenia bio-
filmu. Białkami zaangażowanymi w tworzenie biofilmu 
enterokoków są 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), DltA, 
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- 
składnikowych systemów regulacyjnych oraz pojedyn-
cze białko regulatorowe, które odgrywają rolę w two-
rzeniu biofilmu [28].

3.3.1. System FsrABC u E. faecalis

Wśród zidentyfikowanych w genomie E. faecalis V583 
systemów – system FsrABC może mieć wpływ 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 są niezbędne 
do syntezy dwóch proteaz sekrecyjnych, żelatynazy (GalE) 
oraz proteazy serynowej (SprE) [60]. Liczne badania nad 
systemem FsrABC wykazały, że kontroluje on rozwój 
biofilmu E. faecalis poprzez syntezę żelatynazy. Spośród 
18 regulatorów odpowiedzi zidentyfikowanych w geno-
mie tego patogenu jedynie inaktywacja genu fsrA powo-
dowała znaczne ograniczenie zdolności do tworzenia 
biofilmu na polistyrenowych płytkach przez zmutowany 
szczep. Ponieważ gen fsrA jest jednym z trzech kodo-
wanych na operonie fsrABC, odpowiadającym za syn-
tezę GelE oraz SprE, badano także wpływ inaktywacji 
genów fsrB, fsrC, gelE, sprE na tworzenie bio`mu przez 
E. faecalis V583. Analiza mutantów w wyżej wymienio-
nych genach wykazała, że z wyjątkiem genu proteazy 
serynowej sprE, wszystkie zmutowane szczepy cecho-
wała zmniejszona zdolność do tworzenia biofilmu [28].

3.3.2. System EtaSR E. faecalis

Kolejnym dwuskładnikowym systemem zidentyfi ko-
wanym w genomie E. faecalis V583 jest EtaSR. Składa 
się on z  regulatora odpowiedzi EtaR, wykazującego 
duże podobieństwo do LisR L. monocytogenes (77%) 
i  do białka regulatorowego CsrR S. pyogenes (70%) 
oraz kinazy histydynowej EtaS, która w 53% jest homo-
logiczna do LisK L. monocytogenes, a  w  54% do CsrS 
S. pyogenes. System ten okazuje się być zaangażowany 
w  odpowiedź na stres komórkowy oraz wirulencję 
E. faecalis. W warunkach in vitro szczepy z  mutacją 
w systemie etaSR cechuje większa wrażliwość na niskie 
pH oraz większa odporność na wysoką temperaturę 
(55°C) w  porównaniu do szczepu dzikiego E. faecalis 
V583. Stwierdzono także udział EtaSR w tworzeniu bio-
filmu. Jednak szczep z mutacją w genie etaR wykazywał 
niewielkie zmiany w strukturze biofilmu [76].

4. Podsumowanie

Liczba wykrytych dwuskładnikowych systemów re- 
gu lacyjnych związanych z tworzeniem biofilmu wzrosła 
w ostatnich latach głównie ze względu na duży postęp 
w dziedzinie genomiki i proteomiki. Mimo iż znanych 
jest wiele czynników biorących udział w tworzeniu bio-
`mu niezbędne są dodatkowe badania i eksperymenty 
aby umożliwić lepsze zrozumienie regulacji procesu 
powstawania biofilmu. Oceniono, że około 95% mikro-
organizmów żyjących w naturze tworzy biofilmy [74]. 
Komórki bakteryjne takiej społeczności cechuje duża 
żywotność oraz oporność na wiele stosowanych anty-
biotyków, dlatego dogłębne poznanie funkcjonowania 
TCS zaangażowanych w tworzenie biofilmu wydaję się 
konieczne do walki z wciąż rosnącą opornością bakterii. 
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