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1.  Wstęp

Dwuskładnikowe systemy transdukcji sygnałów 
(Two Component transduction Systems, TCS) to szlaki 
regulacyjne, które umożliwiają bakteriom odbieranie 

oraz reagowanie na liczne zewnętrzne sygnały poprzez 
modulację ekspresji odpowiednich genów. Rok 1986 był 
przełomowy dla badań nad dwuskładnikowymi szla-
kami transdukcji sygnału. Tracy Nixon, Clive Ronson 
i Frederick Ausubel użyli po raz pierwszy sformułowania 
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Streszczenie:  Dwuskładnikowe szlaki transdukcji sygnału złożone z sensorowej kinazy histydynowej i regulatora odpowiedzi umożliwiają 
bakteriom adaptacyjną odpowiedź na zmieniające się warunki środowiskowe poprzez regulację ekspresji genów warunkujących prze-
bieg wielu procesów fizjologicznych, wirulencję bakterii czy oporność na antybiotyki (związki przeciwbakteryjne). Oporność bakterii 
patogennych na antybiotyki jest jednym z najważniejszych problemów zdrowia publicznego na całym świecie. W pracy opisano mecha-
nizm transdukcji sygnału oparty na fosfotransferze, charakterystyczny dla systemów dwuskładnikowych oraz indukowane przez te sys-
temy mechanizmy oporności na antybiotyki. Scharakteryzowano kilka dwuskładnikowych szlaków regulatorowych (system PhoP-PhoQ, 
PmrA-PmrB, ParR-ParS, CzcR-CzcS, CopR-CopS, PprB-PprA, CbrB-CbrA, BlrA-BlrB, OmpR-EnvZ), które funkcjonują u Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Aeromonas, Salmonella oraz Yersinia spp. Omówiono ich rolę w modyfikacji powierzchni komórki 
bakteryjnej, ograniczeniu napływu lub zwiększeniu wyrzutu leku z komórki, regulacji produkcji enzymów degradujących antybiotyki 
czy też w tworzeniu biofilmu.
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ROLE OF TWO-COMPONENT SIGNAL TRANSDUCTION SYSTEMS
IN ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF GRAM-NEGATIVE PATHOGENS

Abstract:  Two-component signal transduction systems composed of histidine sensor kinase and response regulator are involved in adap-
tive response of pathogenic bacteria to environmental signals by regulating gene expression involved in many physiological processes, 
bacterial virulence, and antibiotic resistance (antibacterial compounds). Antibiotic resistance of pathogenic bacteria is one of the most 
important public health problems worldwide. The paper describes a signal transduction mechanism based on phosphotransfer, func-
tioning in two-component systems and the mechanisms of antibiotic resistance governed by these systems. Several signal transduction 
pathways associated with resistance to antibacterial compounds and functioning in Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, 
Aeromonas, Salmonella and Yersinia spp. have been characterized (PhoP-PhoQ, PmrA-PmrB, ParR-ParS, CzcR-CzcS, CopR-CopS, PprB-
PprA, CbrB-CbrA, BlrA-BlrB and OmpR-EnvZ systems). Their role in modifying the bacterial cell surface, limiting the inflow or increas-
ing the drug efflux from the cell, producing antibiotic-degrading enzymes or the biofilm formation is presented.
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„dwuskładnikowe systemy regulacyjne” dla określenia 
prostych szlaków składających się z pary białek, których 
homologi posiadają silnie konserwowane ewolucyjnie 
domeny [92]. W tym samym roku Alex Ninfa i Boris 
Magasanik wykazali, że dwuskładnikowy system regu-
lacyjny kontrolujący asymilację azotu u  Escherichia 
coli wykorzystuje proces fosforylacji białek [89]. Oba 
odkrycia, podobieństwo aminokwasowej sekwencji 
odpowiednich homologów oraz mechanizm fosforylacji 
białek w systemach dwuskładnikowych otworzyły nowe 
pole do badań, które trwają po dzień dzisiejszy [15, 24, 
25, 32, 55, 68, 96, 124, 131]. Dwuskładnikowe systemy 
regulacyjne występują u organizmów trzech Domen 
świata żywego: Bacteria, Archea i Eucarya. Największą 
ilość TCS stwierdzono w domenie Bacteria, a  ana-
lizy przeprowadzone w oparciu o dane pochodzące 
z zsekwencjonowania 555 genomów wykazały, że bak-
terie charakteryzujące się większym genomem kodują 
zazwyczaj większą liczbę białek tworzących systemy 
dwuskładnikowe [45, 86]. Ponadto w genomach bak-
terii zdolnych do bytowania w różnorodnych środo
wiskach, np. u  Pseudomonas aeruginosa, Bacillus 
anthracis czy E. coli zidentyfikowano więcej TCS niż 
w genomach bakterii zasiedlających jedną, określoną 
niszę ekologiczną [65]. W genomie wewnątrzkomór-
kowych patogenów z rodzaju Mycoplasma czy obliga-
toryjnego endosymbionta Blochmannia floridanus nie 
zaadnotowano ani jednego genu kodującego białka sys-
temu TCS [86]. Z kolei wyjątkowo dużą liczbą genów 
TCS (272) charakteryzuje się genom Myxococcus xan-
thus, myksobakterii, która cechuje się złożonym cyklem 
życiowym, zdolnością do agregacji i tworzenia specy-
ficznych ciał owocujących [86, 112].

Filogenetyczne drzewa komponentów TCS stwo-
rzone przez Koretke i wsp. [63] pokazują, że dwu-
składnikowe systemy regulacyjne istniejące pierwotnie 
w bakteriach, rozprzestrzeniły się do archeonów oraz 
organizmów eukariotycznych w wyniku horyzontal-
nego transferu genów. Istnieją dwa modele charak-
teryzujące przebieg ewolucji TCS. Model koewolucji 
zakłada, że nowe systemy powstały na skutek global-
nej duplikacji poszczególnych komponentów i specja-
cji nowych gatunków. Z kolei model rekrutacji wska-
zuje, że nowe TCS są skutkiem łączenia genów kinaz 
histydynowych i regulatorów odpowiedzi w nowe, 
funkcjonalne systemy. Ewolucja TCS pod względem 
ich funkcjonalności i roli w modulowaniu rozmaitych 
odpowiedzi behawioralnych jest ściśle powiązana 
z  wymaganiami środowiskowymi nowo powstają-
cych gatunków [27, 63, 65, 137]. U Eucarya dominują 
kaskady sygnalizacyjne polegające na fosforylacji reszt 
serynowych, tyrozynowych lub treoninowych kinaz 
białkowych. Klasyczne systemy dwuskładnikowe, 
opierające się na fosfotransferze między resztą histy-
dynową kinazy oraz resztą asparaginową regulatora 

odpowiedzi występują bardzo rzadko. Zidentyfikowano 
je między innymi u  Saccharomyces cerevisiae, ameby 
Dictyostelium, w niektórych grzybach, jak Agaricus 
bisporus oraz roślinach, np. Arabidopsis thaliana. Nie 
stwierdzono ich u wyższych eukariotów (w tym u czło- 
wieka) [55, 123, 131].

2.	Mechanizm funkcjonowania bakteryjnych
	 dwuskładnikowych systemów regulacyjnych

Bakteryjne systemy dwuskładnikowe umożliwiają 
adaptacyjną odpowiedź komórki na dany bodziec. 
Stymulacja powoduje aktywację systemu, który w rezul-
tacie doprowadza do zmiany profilu ekspresji genów. 
W ten sposób komórki bakteryjne przystosowują się do 
nowych warunków nasłonecznienia, osmolarności, wil-
gotności, temperatury, pH, obecności lub braku skład-
ników pokarmowych w otoczeniu, etc. TCS odgrywają 
ważną rolę w regulacji wielu właściwości fizjologicz-
nych bakterii, np. w sporulacji, bioluminescencji, two-
rzeniu biofilmu, czy ruchliwości. U bakterii patogen-
nych dwuskładnikowe systemy regulacyjne kontrolują 
ekspresję genów odpowiedzialnych za ich zjadliwość, 
wytwarzanie toksyn czy też oporność na antybiotyki 
[41, 55, 60, 101, 115].

2.1.  Sensorowe kinazy histydynowe

Typowy dwuskładnikowy system regulacyjny jest 
zbudowany z kinazy histydynowej oraz regulatora 
odpowiedzi (Ryc. 1) [107]. Kinaza histydynowa jest 
multidomenowym białkiem transbłonowym. W jej bu- 
dowie wyróżniamy domenę N-końcową oraz domenę 
C-końcową, które są połączone przez domenę łączni-
kową [41, 97]. Część N-końcowa jest określana jako 
domena sensorowa, gdyż jej zadaniem jest odbieranie 
bodźców. Domena ta może być zlokalizowana w pery-
plazmie, cytoplazmie lub w błonie cytoplazmatycznej. 
Budowa sensora zależy od rodzaju odbieranych sygna-
łów. Część C-końcowa białka jest nazywana domeną 
przekaźnikową, wykazującą aktywność kinazy. W  jej 
budowie wyróżniamy region dimeryzacyjny oraz kata-
lityczny. Część dimeryzacyjna posiada resztę histydy-
nową zlokalizowaną na motywie H-box, która bierze 
udział w  procesie fosfotransferu. Część katalityczna 
zawiera motywy N-, G1-, F- i G2-box, tworzące strefę 
wiązania ATP. Funkcją tej części jest katalizowanie 
reakcji przyłączenia grupy fosforanowej, pochodzącej 
z  ATP, do reszty histydynowej. Kinazy histydynowe 
funkcjonują w formie dimeru i reakcja autofosfory-
lacji zachodzi na krzyż, tj. domena katalityczna jed-
nej podjednostki fosforyluje His w  drugiej. Motywy 
obecne w obrębie domeny przekaźnikowej występują 
we wszystkich zidentyfikowanych kinazach histydy-
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nowych (jest ona konserwowana ewolucyjnie) [41, 55, 
101, 131]. Analizy sekwencji różnych kinaz histydyno-
wych umożliwiły wyróżnienie dwóch klas tych białek, 
klasy I, która występuje najczęściej oraz klasy II. Klasa I 
kinaz posiada podstawowy typ budowy, scharakteryzo-
wany powyżej. Przykładowym białkiem tej klasy jest 
kinaza EnvZ, która bierze udział w osmoregulacyj-
nej ekspresji genów ompC/ompF, kodujących poryny 
u E. coli. W klasie I kinaz histydynowych wyróżniamy 
też kinazy hybrydowe, u których za domeną przekaź-
nikową (katalityczną) występuje domena regulatorowa 
(odbiornikowa) z resztą asparaginową. Do skutecznego 
fosfotransferu z kinazy hybrydowej na domenę odbior-
nika regulatora odpowiedzi wymagany jest dodatkowy 
moduł HPt (His-containing phosphotransfer domain). 
HPt zawiera resztę histydynową, która uczestniczy 
w  transferze grupy fosforanowej, ale nie wykazuje 
aktywności kinazy ani fosfatazy. W  niektórych kina-
zach moduł HPt jest integralną częścią białka, np. 
sensorowa kinaza ArcB i  taka kinaza nazywana jest 
niekonwencjonalną (unorthodox) [107]. Wszystkie 
białka typu HPt zawierają motyw poczwórnej helisy 
(four-helix bundle). Klasa II kinaz została wyodręb-
niona w  oparciu o  strukturę białka CheA, składowej 
systemu dwuskładnikowego CheA-CheY, regulującego 
chemotaksję m.in. u E. coli. CheA wyróżnia się budową 
złożoną z  pięciu domen. Domena  P1 zawiera resztę 
histydynową podlegającą fosforylacji. Domena  P2 
wiąże regulator odpowiedzi. Domena P3 uczestniczy 
w dimeryzacji i przyłączeniu grupy fosforanowej do P1. 
Domena P4 (katalityczna) wiąże ATP, domena P5 regu-

luje aktywność kinazy w odpowiedzi na bodziec [14, 
41, 131]. Tak więc, charakterystyczna dla kinazy CheA 
lokalizacja reszty His podlegającej fosforylacji (P1) 
w stosunku do katalitycznej domeny (P4) różni się od 
tej w klasie I kinaz histydynowych.

2.2.  Regulatory odpowiedzi

Regulatory odpowiedzi to cytoplazmatyczne białka 
znajdujące się na końcu szlaku fosfotransferu (Ryc. 1). 
Aktywowane (ufosforylowane) białka funkcjonują 
jako efektory adaptacyjnej odpowiedzi komórki na 
dany czynnik [131]. Regulatory odpowiedzi są zwykle 
zbudowane z  dwóch domen: ewolucyjnie konserwo-
wanej regulatorowej (odbiornikowej) domeny N-koń- 
cowej oraz efektorowej domeny C-końcowej, wyka-
zującej dużą zmienność w  zakresie swojej budowy 
u  różnych gatunków bakterii. Domena regulatorowa 
z  reguły współdziała z ufosforylowaną histydyną 
kinazy i  katalizuje transfer grupy fosforanowej na 
własny asparaginian, dodatkowo może katalizować 
reakcję autodefosforylacji, limitując w ten sposób czas 
swojej aktywacji. Fosforylacja domeny regulatorowej 
pociąga za sobą jej zmianę konformacyjną, dzięki 
czemu może występować w dwóch formach struktural-
nych. Poprzez możliwość występowania w dwóch for-
mach konformacyjnych, domena regulatorowa działa 
jako przełącznik aktywności regulatora odpowiedzi, 
przykładowo, nieufosforylowana domena regulato-
rowa białka NarL blokuje dostęp domeny efektorowej 
do DNA. Fosforylacja reszty asparaginowej powoduje 

Ryc. 1.  Organizacja domen dwuskładnikowych systemów regulacyjnych
Klasyczna kinaza histydynowa (HK), hybrydowa kinaza histydynowa (HK hybrydowa), regulator odpowiedzi (RR). Domeny w kinazach i w regulatorze 
odpowiedzi: domena sensorowa – kolor zielony, domena przekaźnikowa – kolor niebieski, domena odbiorcza – kolor pomarańczowy, domena regulato-
rowa – kolor różowy, domena dimeryzacyjna – kolor fioletowy, domena regulatorowa kinazy – kolor czerwony, moduł HPt fosfotransferu – kolor żółty. 

Konserwowana histydyna (H), reszta asparaginianowa (D) regulatora odpowiedzi (RR), grupa fosforanowa (P) [na podstawie 107].
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zmianę konformacyjną domeny regulatorowej, która 
dzięki temu odsłania ulokowany na domenie efektoro-
wej strukturalny motyw wiązania DNA. Istnieją różne 
sposoby kontroli domen efektorowych przez spokrew-
nione domeny regulatorowe. Obejmują one m.in. inhi-
bicję domeny efektorowej przez nieufosforylowaną 
domenę regulatorową oraz aktywację allosteryczną 
domeny efektorowej przez ufosforylowaną domenę 
regulatorową [41, 131]. Domena efektorowa posiada 
zdolność wiązania się z regionami promotorowymi 
DNA (DNA-binding domain), regulując transkryp-
cję genów umożliwiających adaptację do zmiennych 
czynników środowiskowych, jednakże istnieją przy-
padki, w których jej celem jest białko [41, 101, 131]. 
Tylko kilka regulatorów odpowiedzi zawiera domenę 
C-końcową funkcjonującą jako enzym, np. fosfodie-
steraza białka RegA u Dictyostelium discoideum [111]. 
Donorem grup fosforanowych mogą być również małe 
molekuły, takie jak acetylofosforan (CH3COPO4

2–), 
jednakże stopień tego typu fosfotransferu jest niski. 
Do stworzenia wydajnego szlaku transferu grup fosfo-
ranowych konieczne są oba białka systemu dwuskład-
nikowego. Homologia regionów domen efektorowych 
wiążących się z DNA posłużyła do wyodrębnienia 
trzech grup/rodzin regulatorów odpowiedzi: OmpR/
PhoB, NarL/FixL i NtrC. Razem stanowią one prawie 
60% wszystkich regulatorów odpowiedzi. Rodzina bia-
łek OmpR to czynniki transkrypcyjne. Posiadają moż-
liwość wiązania się z DNA oraz interakcji z polimerazą 
RNA w celu aktywacji lub represji transkrypcji (OmpR 
funkcjonuje jako aktywator i  represor transkrypcji 
w odróżnieniu od PhoB, innego białka zaliczanego do 
tej klasy, które działa tylko jako aktywator). Ponadto 
białka te cechują się motywem uskrzydlona helisa-
-skręt-helisa (winged helix-turn-helix), którym wiążą 
się z DNA. OmpR, reprezentatywne białko całej grupy, 
zostało pierwotnie zidentyfikowane u E. coli [44, 57, 
62, 76]. Białka z grupy NarL stanowią czynniki trans-
krypcyjne mogące aktywować lub hamować transkryp-
cję kontrolowanych przez siebie genów. Wyróżniają 
się motywem poczwórnej helisy (four-helix domain), 
który zawiera typowy układ wiązania do DNA: helisa-
-skręt-helisa. NarL reguluje m.in. transkrypcję genów 
E. coli związanych z  metabolizmem azotanów i azo-
tynów [9, 31]. Trzecia rodzina reprezentowana jest 
przez białko NtrC, które jest wzmacniaczem ekspre-
sji genów niezbędnych w  metabolizmie azotu u Sal-
monella enterica sv. Typhimurium. Część efektorowa 
białek tej rodziny składa się z dwóch domen: domeny 
helisa-skręt-helisa oraz ATP-azy. W przypadku NtrC, 
pod wpływem fosforylacji dochodzi do oligomeryzacji, 
a następnie do połączenia się z podjednostką σ54 poli-
merazy RNA oraz hydrolizy ATP lub GTP. Uwolniona 
energia służy do uformowania kompleksu aktywują-
cego transkrypcję [99].

2.3.	 Transdukcja sygnału w dwuskładnikowych
	 systemach regulacyjnych

Transfer grupy fosforanowej w obrębie systemu 
dwuskładnikowego zależy od jego budowy. Najczęściej 
występujące systemy dwuskładnikowe mają prostą 
budowę, złożoną z jednej kinazy histydynowej i jednego 
regulatora odpowiedzi. W takim przypadku odebra- 
nie bodźca przez domenę sensorową HK powoduje 
autofosforylację domeny przekaźnikowej. Następ-
nie grupa fosforanowa jest przenoszona na regulator 
odpowiedzi, który wywołuje pożądaną odpowiedź 
[41, 115, 131]. Oczywiście w obrębie tego prostego 
szlaku fosfotransferu mogą występować różne waria-
cje. Jedna kinaza histydynowa może regulować kilka 
regulatorów odpowiedzi lub odwrotnie, kilka kinaz 
histydynowych reguluje ten sam regulator odpowiedzi, 
przykładowo pojedyncza kinaza CheA fosforyluje dwa 
regulatory odpowiedzi, CheY oraz CheB u E. coli [14]. 
W  bardziej skomplikowanych systemach dwuskład-
nikowych spotykamy się ze sztafetowym transferem 
grupy fosforanowej [115]. Przykładem czteroetapowego 
systemu sztafetowego transferu grupy fosforanowej 
jest system KinA-Spo0F-Spo0B-Spo0A, który reguluje 
inicjację sporulacji Bacillus subtilis [6]. Powszechnie 
występujący „cross-talk” między różnymi systemami 
dwuskładnikowymi sprawia, że działanie poszczegól-
nych systemów należy rozpatrywać pod kątem róż-
norodnych interakcji w  złożonej sieci oddziaływań 
wewnątrzkomórkowych. Tylko wtedy możliwe jest 
precyzyjne określenie całkowitego wkładu konkretnego 
dwuskładnikowego systemu regulacyjnego w obrębie 
interaktomu komórki bakteryjnej. 

W dobie dynamicznie rozwijających się badań geno-
micznych powiększa się lista TCS u bakterii, w  tym 
u  wielu gatunków bakterii chorobotwórczych. Lista 
kinaz histydynowych i regulatorów odpowiedzi (udo-
wodnionych oraz potencjalnych) zidentyfikowanych 
w genomach 555 gatunków bakterii i archeonów jest 
dostępna w bazie danych [86]. Lista jest uzupełnieniem 
do pracy „Interplay of heritage and habitat in the distri-
bution of bacterial signal transduction systems” [45].

Organizacja genów kodujących białkowe kompo-
nenty TCS bywa różna. Genom P. aeruginosa PA01 
koduje 127  białek systemów dwuskładnikowych 
(64 regulatorów odpowiedzi i 63 kinaz histydynowych). 
Najczęstszy typ organizacji genów (29 systemów TCS) 
zawiera gen regulatora odpowiedzi zlokalizowany 
powyżej genu partnerskiej kinazy sensorowej. Prawie 
wszystkie operony z tą organizacją zawierają regulator 
odpowiedzi typu OmpR, i prawdopodobnie systemy 
te koewoluowały poprzez duplikację wyjściowej pary 
genów ompR-envZ [27]. Dwadzieścia jeden systemów 
zawiera gen kinazy sensorowej przed genem kodującym 
regulator odpowiedzi (geny oddzielone są trzema lub 
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mniejszą liczbą genów). Regulatory odpowiedzi typu 
NarL funkcjonują zarówno z klasycznym, hybrydowym 
jak i niekonwencjonalnym sensorem, dlatego prawdo-
podobnie ewoluowały rekrutując białka dla konkretnej 
funkcjonalnej pary białek [27]. Geny kolejnych 13 sen-
sorów i  15  regulatorów to tzw. geny „sieroce”, które 
nie są fizycznie powiązane z żadnymi innymi genami 
systemu dwuskładnikowego. Taka lokalizacja genów 
utrudnia identyfikację pary funkcjonalnej białek. 

3.	Mechanizmy oporności na antybiotyki kontrolo-
	 wane przez dwuskładnikowe systemy regulacyjne

TCS mogą reagować bezpośrednio na obecność 
antybiotyków nadając komórce bakteryjnej fenotyp 
oporności. Istnieją jednakże przypadki gdy to glo-
balne zmiany kontrolowane przez TCS, w odpowiedzi 
na stresy środowiskowe, prowadzą do zmian fizjolo-
gicznych, które pośrednio zwiększają oporność bakterii 
na antybiotyki. O ile sygnały środowiskowe aktywujące 
TCS mogą być bardzo różne to indukowane przez te 
systemy mechanizmy oporności na antybiotyki można 
zaliczyć do kilku podstawowych kategorii: (1) modyfi-
kacja powierzchni komórki bakteryjnej, (2) zmniejsze-
nie napływu lub zwiększony wypływ leku, (3) zwięk-
szenie produkcji enzymów degradujących antybiotyki 
oraz (4) inne, alternatywne formy antybiotykoporności, 
w tym produkcja biofilmu i oporność na antybiotyki 
wywołana reakcją na stres. 

3.1.  Modyfikacja powierzchni komórek

Antybiotyki zaliczane do różnych klas działają na 
komórkę bakteryjną poprzez odmienne mechanizmy 
prowadząc do śmierci komórki (efekt bakteriobójczy) 
lub hamując jej podział (działanie bakteriostatyczne). 
Wszystkie antybiotyki zanim dotrą do miejsca działania 
muszą pokonać zewnętrzną strukturę komórki bakterii 
Gram-ujemnych, którą jest błona zewnętrzna (OM, 
outer membrane). Wiele antybiotyków działa bezpo-
średnio na OM lub proces biogenezy błony, co prowa-
dzi do jej destabilizacji i  w  konsekwencji do śmierci 
komórki. Silnie dodatnio naładowane antybiotyki, 
takie jak polimyksyna B, kolistyna, aminoglikozydy, 
a  także kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe 
(CAMPs, cationic antimicrobial peptides) wykorzy-
stują ujemny ładunek netto OM. System pobiera-
nia polimyksyny B, kolistyny i CAMPs wykorzystuje 
mechanizm autopromowania, w  którym antybiotyki 
oddziałują z OM tworząc neutralne łatki (patches), co 
prowadzi do pęknięcia błony i umożliwia w ten sposób 
przejście leku lub peptydu do peryplazmy. Tutaj amfi-
patyczna część kationowych cząsteczek interkaluje do 
błony cytoplazmatycznej, tworząc pory, co prowadzi 

do rozpadu błony i śmierci komórki. Taka insercja leku 
może dotyczyć także błony zewnętrznej [8, 51]. Ami-
noglikozydy aby przejść przez błonę i osiągnąć swój cel, 
którym jest rybosom bakteryjny wykorzystują różnicę 
ładunku [59]. Anionowa natura OM wynika z obec-
ności lipopolisacharydu (LPS), który zawiera ujem-
nie naładowaną cząsteczkę lipidu  A. Bakterie mogą 
odwrócić ten stan poprzez kowalencyjną modyfika-
cję lipidu A, w wyniku czego OM zostaje naładowana 
dodatnio, co prowadzi do zmniejszenia lub zniesienia 
działania antybiotyku. Do trzech najczęstszych mody-
fikacji lipidu A należy dodanie: (1) 4-aminoarabinozy 
(4-AA), (2) fosfoetanoloaminy (PEtN) lub (3) kwasu 
palmitynowego, który w tym przypadku nie wpływa na 
ładunek OM tylko zmniejsza płynność błony [94, 104]. 
TCS odgrywają główną rolę w modyfikacji lipidów A 
błony zewnętrznej. Dwa najbardziej znane i najlepiej 
scharakteryzowane TCS, PhoP-PhoQ i PmrA-PmrB 
występują u wielu gatunków bakterii Gram-ujemnych, 
w tym między innymi u Salmonella enterica, Enterobac-
ter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneu-
moniae, Acinetobacter baumannii i Yersinia pestis [2, 4, 
10, 11, 22, 47, 48, 79, 83, 106, 140]. Wreszcie w kilku 
organizmach Gram-ujemnych, w tym gatunkach E. coli 
i  Salmonella, TCS Rcs również znany jako system 
fosfoprzekazywania Rcs, reguluje ekspresję genu ugd, 
którego produkt jest niezbędny do syntezy i włączenia 
4-AA do lipopolisacharydu [29, 50, 84, 106]. Ponadto 
u E. coli wykazano, że system Rcs zwiększa ekspresję 
pagP w dojrzałym biofilmie, co prowadzi w efekcie do 
zwiększenia palmitoilacji lipidu A, a w konsekwencji 
do zwiększenia oporności na leczenie dodatnio nała-
dowanymi antybiotykami [118].

3.2.  Regulacja napływu i wypływu leków

Bakterie regulują procesy wejścia i wyjścia wielu czą-
steczek poprzez modulowanie ekspresji poryn i pomp 
wyrzutu (efflux pump) [28, 40]. Poryny są to białka 
błony zewnętrznej (OMPs), o strukturze β-baryłki, 
które pozwalają na pasywną dyfuzję cząsteczek. Anty-
biotyki hydrofilowe, takie jak β-laktamy, aminogliko-
zydy i fluorochinolony mogą wnikać do komórek przez 
poryny, a zatem obniżenie poziomu syntezy poryn 
może zmniejszyć przenikanie antybiotyków [69, 95].

Pompy wyrzutu to aktywne białka transportowe, 
występujące we wszystkich typach bakterii, niezbędne 
do utrzymania homeostazy bakteryjnej poprzez wyda-
lanie toksycznych substancji. Oczywiście bakterie 
wykorzystują je również do usuwania antybiotyków 
i dlatego często lekooporność jest wynikiem zwiększo-
nej ekspresji lub aktywności pomp wyrzutu [28, 117]. 
Niektóre typy pomp transportują szeroką gamę związ-
ków różniących się strukturalnie, i to one powodują 
powstanie oporności na wiele leków (MDR, Multi Drug 
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Resistance). Zwiększona ekspresja pomp wyrzutu jest 
często pierwszym krokiem do wystąpienia wysokiego 
poziomu oporności, ponieważ pozwala bakteriom 
poradzić sobie z niskim lub średnim poziomem anty-
biotyku, tym samym dając szansę na selekcję mutantów 
o zwiększonej oporności [40]. Zidentyfikowano wiele 
pomp wyrzutu aktywowanych przez TCS wśród wielu 
gatunków bakterii typu MDR [54, 90]. 

3.3.	 Regulacja produkcji enzymów modyfikujących/
	 inaktywujących antybiotyki

Mechanizm oporności na antybiotyki, z którym kli-
nicyści spotkali się wkrótce po wprowadzeniu do tera-
pii medycznej penicyliny, polega na syntezie enzymów 
działających na cząsteczkę antybiotyku. β-laktamazy 
są to enzymy, które inaktywują antybiotyki β-lakta- 
mowe w wyniku hydrolizy pierścienia β-laktamowego. 
Obecnie β-laktamazy dzieli się na wiele podklas, w tym 
między innymi penicylinazy, cefalosporynazy czy kar
bapenemazy [21, 58]. Inne typy enzymów dezakty-
wują antybiotyki w wyniku bezpośredniej modyfikacji 
cząsteczki, należą do nich acetylotransferazy aminogli-
kozydowe i chloramfenikolowe [108]. 

Jak wykazały badania u P. aeruginosa TCS CreBC 
aktywuje ekspresję chromosomowego genu ampC 
kodującego β-laktamazę, a kinaza sensorowa CreB bez-
pośrednio wykrywa aktywność β-laktamu [139]. Sys-
tem BlrAB Aeromonas spp. aktywuje trzy β-laktamazy: 
cefalosporynazę, penicylinazę i karbapenemazę [119]. 
Innym przykładem jest udział kinazy sensorowej AarG 
w oporności wielolekopornego (MDR) patogenu szpi-
talnego Providencia stuartii na aminoglikozydy. Mecha-
nizm oporności opiera się na regulacji ekspresji genu 
kodującego acetylotransferazę aminoglikozydową. 
Co więcej, mutacja w genie kinazy aarG dała począ-
tek kilku dodatkowym naturalnym opornościom na 
tetracyklinę, chloramfenikol i ciprofloksacynę. Feno-
typ MDR jest prawdopodobnie efektem derepresji 
genu aarP, kodującego globalny regulator transkrypcji 
genów związanych z MDR [105].

3.4. Inne, alternatywne formy oporności

Zwiększona produkcja biofilmu
Biofilmy są strukturalnie złożonymi społecznoś

ciami bakteryjnymi, które stanowią poważną prze-
szkodę w leczeniu wielu infekcji [80, 110]. Obecność 
biofilmu zwiększa tolerancję lub oporność bakterii na 
antybiotyki na kilka sposobów, w tym poprzez zmniej-
szenie penetracji leku przez macierz, zróżnicowaną 
ekspresję genów w biofilmie czy obecność uśpionych 
populacji komórek lub subpopulacji komórek przetrwa-
łych (persisters), które nabyły przejściowy fenotyp anty-
biotykoodporności [56, 113, 125]. Tworzenie biofilmu 

jest procesem złożonym, wieloetapowym oraz ściśle 
kontrolowanym, m.in. przez systemy TCS [70, 93].

P. aeruginosa jest bakterią dobrze znaną ze swojej 
roli w zakażeniach płuc pacjentów chorych na muko-
wiscydozę i ogromnych trudnościach napotykanych 
w leczeniu z powodu nieprzenikalności biofilmu two-
rzonego przez tę bakterię. P. aeruginosa koduje kilka 
TCS, które ułatwiają tworzenie biofilmu i  przejście 
z planktonowej do osiadłej formy życia poprzez regu-
lację produkcji egzopolisacharydów Pel i Psl oraz rzę-
sek czy fimbrii typu IV oraz Cup [81]. Wyjątkowym 
wśród TCS jest GacSA u  P. aeruginosa niezbędny do 
tworzenia biofilmu, ponieważ kinaza sensorowa GacS 
nie podlega autofosforylacji. Zamiast tego GacS jest 
aktywowana przez sierocą kinazę sensorową RetS, dzia-
łającą jako kinaza i fosfataza dla GacS. Systemy Roc1, 
Rcs/Pvr, PprAB i PilRS regulują ekspresję fimbrii Cup 
i pilusów typu IV biorących udział w adhezji, w pierw-
szych etapach tworzenia biofilmu. Kilka kolejnych TCS 
u P. aeruginosa odgrywa istotną rolę w tworzeniu bio-
filmu na różnych etapach jego rozwoju. BfiSR uczestni-
czy w inicjacji produkcji biofilmu, BfmSR w dojrzewa-
niu, a MifSR w tworzeniu mikrokolonii [81]. 

TCS BfmRS u A. baumannii, również reguluje pro-
dukcję biofilmu, prawdopodobnie w odpowiedzi na sub-
letalne stężenia chloramfenikolu co prowadzi do zwięk-
szenia oporności na leczenie [42, 68]. System Rcs jest 
również niezbędny do tworzenia biofilmu m.in. przez 
szczepy E. coli, Proteus mirabilis i S. Typhimurium [29].

Oporność na antybiotyki związana z reakcją na stres
Wiele TCS indukuje komórkową reakcję na stres 

w  odpowiedzi na zmiany środowiskowe wywołane 
brakiem substancji odżywczych, zmianą temperatury, 
przerwaniem integralności błony czy stresem oksyda-
cyjnym. Reakcje na stres często skutkują globalnymi 
zmianami transkrypcyjnymi, niektóre z nich mogą 
zmienić skuteczność działania antybiotyku. Uważa się, 
że wiele TCS, w tym PhoPQ, CpxAR, BaeSR, i ParRS 
działa w ten sposób [30, 102]. Z kolei TCS AmgRS 
u P. aeruginosa aktywowany w odpowiedzi na stres bło-
nowy wywołany akumulacją błędnie zsyntetyzowanych 
peptydów, utworzonych w wyniku działania aminogli-
kozydu, zwiększa produkcję niektórych proteaz i uru-
chamia mechanizmy chroniące błonę [66, 67]. 

4.	 Charakterystyka niektórych dwuskładnikowych
	 systemów regulacyjnych uczestniczących
	 w oporność na związki przeciwbakteryjne
	 w wybranych bakteriach Gram-ujemnych

Oporność bakterii na antybiotyki jest jednym 
z  najważniejszych problemów zdrowia publicznego 
na całym świecie [58, 135]. Ilość oraz różnorodność 
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opornych mikroorganizmów rośnie w zastraszającym 
tempie, utrudniając leczenie zainfekowanych osób. 
Poniżej przedstawiono charakterystykę kilku gatunków 
bakterii patogennych, które posiadają dobrze scharak-
teryzowane TCS modulujące naturalną i gatunkowo 
specyficzną oporność na antybiotyki. 

P. aeruginosa występuje w różnorodnych środo-
wiskach, m.in. glebie i wodzie, jak również w tkan-
kach roślinnych i zwierzęcych. Jest oportunistycznym 
patogenem człowieka, wywołującym poważne infek-
cje u osób z obniżoną odpornością immunologiczną. 
Przyczynia się do wielu szpitalnych zakażeń, wliczając 
w to zapalenie płuc pacjentów podłączonych do respira-
torów, bakteriemię ofiar poparzeń oraz wysoką śmier-
telność chorych na mukowiscydozę [13, 46, 107, 116]. 
Trudności w leczeniu infekcji płuc P. aeruginosa u osób 
chorych na mukowiscydozę wynikają z wyjątkowo nie-
przenikliwego biofilmu tworzonego przez komórki tego 
patogenu. Genom P. aeruginosa koduje kilka TCS, które 
ułatwiają tworzenie biofilmu [81]. Ponadto przyczyną 
braku skuteczności leczenia infekcji wywołanych przez 
tę bakterię jest wysoka naturalna oporność P. aeruginosa 
na wiele klas antybiotyków. Przeszukiwanie genomu 
P. aeruginosa PAO1 ujawniło kilka genów kodujących 
enzymy oporności na chloramfenikol, antybiotyki ami-
noglikozydowe i β-laktamowe [116]. Naturalna opor-
ność wynika także z niskiej przepuszczalności OM 
oraz wydajnego działania pomp wyrzutu [52]. Poryny 
to klasa białek OM, które tworzą kanały umożliwiające 
dopływ substancji odżywczych i usuwanie z komórki 
produktów odpadowych [88]. Od właściwości poryn 
zależy poziom naturalnej oporności bakterii Gram-
-ujemnych na antybiotyki. Główną poryną błony 
zewnętrznej P. aeruginosa jest OprF, która transportuje 
substancje co najmniej dwa razy wolniej w porównaniu 
z tymi u np. E. coli [88]. 

Bakteryjne pompy wyrzutu stanowią ważny mecha-
nizm ograniczający działania przeciwbakteryjnych 
cząsteczek wewnątrz komórki [117]. U  P. aeruginosa 
udowodniono rolę pomp typu RND (resistance nodu-
lation cell division family) MexAB-OprM, MexCD-
-OprJ, MexEF-OprN i MexXY-OprM w oporności na 
antybiotyki [3]. Genom P. aeruginosa PAO1, liczący 
6,3 Mpz, zawiera około 5,800 potencjalnych otwartych 
ramek odczytu wśród których około 10% stanowią geny 
kodujące białka regulatorowe [133]. Należą do nich 
64  regulatory odpowiedzi i 63  kinazy histydynowe, 
które mogą tworzyć 127 dwuskładnikowych systemów 
regulacyjnych (jedna z najwyższych liczb TCS wśród 
bakterii) [64, 86]. Warunkują one dużą behawioralną 
plastyczność tego patogenu oraz pełnią podstawową 
rolę w procesie wirulencji i oporności na antybiotyki 
[27, 46, 107, 111]. 

Acinetobacter baumannii jest Gram-ujemną, nie-
fermentującą pałeczką. Stanowi poważne zagrożenie 

dla osób z obniżoną odpornością, doprowadzając do 
posocznicy, zapalenia opon mózgowych, wsierdzia 
oraz płuc, zakażenia dróg moczowych i ran otwartych. 
Genom A. baumannii ATCC17978 liczy średnio nieco 
ponad 3,9 Mpz. Część kodująca stanowi 88% genomu 
i zawiera około 3,700 otwartych ramek odczytu (ORF). 
Adnotowano 17 kinaz histydynowych i 18 regulatorów 
odpowiedzi TCS [64, 83, 86]. 

S. Typhimurium jest podstawowym jelitowym pato-
genem ludzi oraz zwierząt, wywołującym stany zapalne 
oraz nieżyt żołądka i jelit. Infekcja organizmu zachodzi 
zwykle poprzez spożycie zakażonego pożywienia lub 
wody. Salmonelloza od lat znajduje się na liście najważ-
niejszych zoonoz w Unii Europejskiej [35]. Rozprze-
strzenianie się bakterii z przewodu pokarmowego w głąb 
organizmu może zachodzić z udziałem fagocytów, gdzie 
Salmonella zdolna jest do namnażania [38]. Genom 
S. Typhimurium LT2 liczy 4,8 Mpz. W  jego obrębie 
zidentyfikowano około 4,500 ORF oraz 32 kinazy histy-
dynowe i 33 regulatory odpowiedzi TCS [7, 64, 77, 86].

Do rodzaju Yersinia należą dwa enteropatogeny, 
Y. pseudotuberculosis i Y. enterocolitica, które są czyn-
nikami etiologicznymi jersinozy, odzwierzęcej cho-
roby zakaźnej, która może przyjmować różne postaci 
kliniczne, najczęściej żołądkowo-jelitowe [34, 43]. 
Do zakażenia pałeczkami jersinia (Y. pseudotubercu-
losis znacznie rzadsze niż Y. enterocolitica) dochodzi 
w wyniku spożycia zanieczyszczonej wody lub żywno-
ści [71]. Jersinoza zajmowała przez ostatnie lata trzecie 
miejsce na wykazie najważniejszych zoonoz w Euro-
pie, zaraz za salmonellozą oraz kampylobakteriozą, 
w 2018 roku prewalencja zakażeń zmalała [35]. Więk-
szość infekcji wywołanych Y. enterocolitica dotyczy jelit 
i ma charakter samoograniczający, nie wymaga terapii 
antybiotykowej. Jednakże u osób z obniżoną odpor-
nością immunologiczną dochodzi do posocznicy lub 
infekcji inwazyjnej, które kończą się 50% śmiertelnoś
cią. Cechą charakterystyczną pałeczek Y. enterocolitica 
jest naturalna oporność na penicylinę, ampicylinę 
oraz pierwszą generację cefalosporyn. Oporność na te 
antybiotyki β-laktamowe jest spowodowana produkcją 
dwóch β-laktamaz kodowanych przez zlokalizowane na 
chromosomie geny blaA i blaB [12, 114].

W genomie Y. enterocolitica (szczep 8081 o wiel- 
kości ponad 4,6 Mpz, i 4037 ORF) zidentyfikowano 
30  kinaz histydynowych i 34 regulatory odpowiedzi 
TCS [64, 86, 120]. 

Y. pseudotuberculosis jest obiektem intensywnych 
badań naukowych na świecie gdyż jest bezpośred-
nim przodkiem Y. pestis (pałeczki dżumy), gatunku 
który wyewoluował stosunkowo niedawno tj. około 
1,500–20 000 lat temu [1]. Genom Y. pseudotuberculosis 
(szczep IP32953) ma wielkość ponad 4,7 Mpz, posiada 
4,100 ORF, zidentyfikowano w nim 26 kinaz histydy-
nowych i 28 regulatorów odpowiedzi TCS [37, 64, 86].
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Aeromonas hydrophila jest bakterią izolowaną 
z różnorodnych środowisk wodnych, wliczając do tego 
butelkowaną, chlorowaną oraz studniową wodę. Pier-
wotnie gatunki Aeromonas postrzegane były jako bak-
terie oportunistyczne, infekujące pacjentów z obniżoną 
odpornością, jednakże ostatnie doniesienia o wywoły-
waniu chorób jelitowych i pozajelitowych sugerują, że 
możemy mieć do czynienia z nowym chorobotwórczym 
patogenem, niezależnie od stanu odporności organi-
zmu gospodarza. Liczący 4,7 Mpz genom A. hydrophila 
ATCC 7966 wykazuje duże możliwości przystosowaw-
cze do wodnego trybu życia, jak również zdolność do 
wywoływania wielu różnych chorobotwórczych pro-
cesów. Wśród ponad 4,100 genów kodujących białka 
zidentyfikowano 46 kinaz histydynowych i 48 regula-
torów odpowiedzi TCS [64, 86, 109]. 

4.1.  Systemy PhoP-PhoQ i PmrA-PmrB

Dwuskładnikowe systemy regulacyjne PhoP-PhoQ 
(PhoPQ) oraz PmrA-PmrB (PmrAB) są jednymi 
z najlepiej scharakteryzowanych TCS i odgrywających 
główną rolę w modyfikacji lipidu A lipopolisacharydu, 
zlokalizowanego w OM. Systemy te zidentyfikowano 
u wielu bakterii Gram-ujemnych, m.in. P. aeruginosa, 
S. Typhimurium, A. baumannii czy Yersinia spp., cho-
ciaż szlak prowadzący do modyfikacji lipidu  A jest 
różny w zależności od gatunku [47]. Oba te systemy 
u P. aeruginosa uczestniczą w adaptacyjnej odpowiedzi 
na niskie stężenie jonów Mg2+ oraz warunkują oporność 
na antybiotyki i CAMPs [46]. PhoQ i PmrA to kinazy 
zlokalizowane w błonie wewnętrznej podlegające 

autofosforylacji w środowisku o niskim stężeniu Mg2+. 
Aktywowane kinazy sensorowe fosforylują partner-
skie regulatory odpowiedzi PhoP i PmrA, które z kolei 
pozytywnie regulują transkrypcję swoich operonów, 
jak również operon arnBCADTEF (w literaturze opisy-
wany także jako pmrHFIJKLM) (Ryc. 2) [46]. 

Szlak ArnBCADTEF modyfikuje lipid A poprzez 
dodanie 4-aminoarabinozy (4-deoksy-4-amino-L-ara-
binozy), redukując ładunek ujemny LPS. Efektem tej 
modyfikacji jest zmniejszenie przenikania przez błonę 
zewnętrzną CAMPs, polimyksyny B czy aminoglikozy-
dów (m.in. streptomycyny, kanamycyny i amikacyny), 
co prowadzi do zwiększenia oporności na te związki 
[46, 72, 73, 78, 83]. I odwrotnie, w warunkach wyso-
kiego stężenia Mg2+ regulatory PhoP i PmrA są defos-
forylowane i uznaje się je za nieaktywne. Wydaje się 
jednak, że niskie stężenie Mg2+ nie jest jedynym sygna-
łem środowiskowym, który ma wpływ na aktywację/
fosforylację PhoP. Badania wykazały, że regulator PhoP, 
w  obecności spermidyny, ale niezależnie od stężenia 
Mg+2 jest niezbędny do zwiększenia oporności P. aeru-
ginosa na polimyksynę B, kolistynę, aminoglikozydy 
i chinolony [46].

System PhoPQ obecny w S. Typhimurium jest akty-
wowany podczas procesu fagocytozy bakterii przez 
makrofagi. Poza tym, czynnikami aktywującymi kinazę 
PhoQ i szlak fosfotransferu z kinazy na białko regula-
tora PhoP jest małe stężenie Mg2+, niskie pH i niektóre 
peptydy przeciwdrobnoustrojowe (Ryc. 3) [47]. System 
PhoPQ S. Typhimurium pełni rolę w modulowaniu 
procesu wirulencji u zwierząt (w tym człowieka), ale też 
w oporności na peptydy antybakteryjne oraz warunkuje 

Ryc. 2.  Model funkcjonowania TCS PhoPQ i PmrAB P. aeruginosa
Kinazy sensorowe PhoQ i PmrB oraz ich partnerskie regulatory odpowiedzi PhoP i PmrA. Operon arnBCADTEF koduje szlak enzymatycznej modyfi-
kacji lipidu A w LPS. Ufosforylowane regulatory (PhoP-P, PmrA-P) aktywują ekspresję odpowiednich operonów. Wygięta czarna strzałka – fosforylacja 

regulatora przez partnerską kinazę histydynową, strzałka niebieska – pozytywna regulacja [na podstawie 46].
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przeżywalność bakterii wewnątrz makrofagów. Razem 
z systemem PmrAB uczestniczy w modyfikacji LPS 
przez dodanie 4-aminoarabinozy do lipidu  A. Regu-
lator PhoP aktywuje transkrypcję genów pag w fago-
somach makrofagów, których produkty są niezbędne 
w  warunkowaniu oporności na kationowe peptydy 
przeciwdrobnoustrojowe. Gen pagB koduje palmitoilo-
transferazę, która modyfikuje lipid A poprzed dodanie 
kwasu palmitylowego [106]. Ponadto PhoP kontroluje 
TCS PmrAB w wyniku regulacji ekspresji genu pmrD 
[47, 48]. Dwuskładnikowy system regulacyjny PmrAB 
jest kodowany przez geny pmrA (regulator odpowiedzi, 
PmrA) oraz pmrB (kinaza histydynowa, PmrB), które 
razem z  genem pmrC (fosfotransferaza fosfoetanolo-
aminowa; pEtN) tworzą operon pmrCAB. PmrAB regu-
luje ekspresję ponad 20 genów, których liczba prawdo-
podobnie jest znacznie większa i może wynosić nawet 
około 100. Wśród nich znajdują się geny odpowiadające 
za wirulencję oraz oporność na antybiotyki (polimyk-
synę B) i peptydy antybakteryjne [47, 49, 75]. System 
PmrAB może być aktywowany w sposób bezpośredni 
lub pośredni. Sygnałami bezpośrednio odbieranymi 
przez domenę sensorową kinazy histydynowej PmrB 
są jony żelaza (Fe3+), glinu (Al3+), niskie pH oraz proces 
fagocytozy bakterii przez makrofagi. Wszystkie wymie-
nione czynniki prowadzą do aktywacji (autofosforyla-

cji) białka PmrB, rozpoczynając tym samym proces 
transdukcji sygnału (fosforylację regulatora PmrA), 
w wyniku czego dochodzi do regulacji ekspresji odpo-
wiednich genów [136]. Pośrednia aktywacja systemu 
PmrAB zachodzi na drodze aktywacji genu pmrD przez 
system PhoPQ. W wyniku ekspresji tego genu powstaje 
9,6 kDa białko PmrD, które wiążąc się do regulatora 
odpowiedzi PmrA stabilizuje jego ufosforylowaną 
formę (zapobiega defosforylacji) (Ryc. 3) [47, 61]. Ufos-
forylowanyPmrA aktywuje ekspresję operonu pmrCAB, 
a  ponadto może hamować transkrypcję pmrD, two-
rząc układ regulatorowy oparty na zasadzie ujemnego 
sprzężenia zwrotnego [36]. Możliwość współdziałania 
systemów PhoPQ z PmrAB poprzez białko PmrD jest 
unikatowe dla Salmonella. Przykładowo, białko PmrD 
znajdujące się w E. coli jest zupełnie odmienne, bowiem 
nie wykazuje zdolności do pośredniczenia w aktywacji 
PmrAB [132]. Modyfikacje LPS, w których pośredniczą 
oba TCS, pomagają przeżyć bakteriom w komórkach 
gospodarza jak i w środowisku zewnętrznym.

Y. pseudotuberculosis posiada siedmiogenowy ope-
ron pmrF (pmrHFIJKLM), który wykazuje homolo- 
gię z  odpowiednikiem występującym u  S. Typhimu-
rium [74]. Operon ten jest odpowiedzialny za addycję 
4-aminoarabinozy do lipidu  A, skutkującą wzrostem 
oporności Y. pseudotuberculosis na polimyksynę B oraz 

Ryc. 3.  Model działania i interakcji pomiędzy TCS PhoPQ i PmrAB u Salmonella spp.
Kinazy sensorowe PhoQ i PmrB oraz ich partnerskie regulatory odpowiedzi PhoP i PmrA. Ufosforylowane PhoP i PmrA zwiększają ekspresję genów/
operonów biorących udział w modyfikacji lipidu A w LPS. Białko PmrD wiążąc regulator PmrA-P stabilizuje go w stanie ufosforylowanym (aktywacja). 
Aktywowany PmrA hamuje transkrypcję genu pmrD (wskaźnik czerwony). Wygięta czarna strzałka – fosforylacja regulatora przez kinazę histydynową. 

Strzałka niebieska – pozytywna regulacja [na podstawie 47].
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cekropinę B. Genetyczne podstawy ekspresji operonu 
pmrF są inne u S. Typhimurium i Y. pseudotuberculo-
sis. Podczas gdy regulacja jego ekspresji u Salmonella 
zachodzi z udziałem systemów PmrAB oraz PhoPQ, tak 
u Y. pseudotuberculosis jest kontrolowany bezpośrednio 
przez dwuskładnikowy system PhoPQ. System PmrAB 
obecny u Y. pseudotuberculosis nie uczestniczy w kon-
troli operonu pmrF. Białka tego systemu wykazują 
niskie podobieństwo z odpowiednikami u S. Typhimu-
rium, ponadto nie tworzą one operonu z genem pmrC, 
który nie występuje w jej genomie [74]. 

Adams i wsp. [2] wykazali, że dwuskładnikowy sys- 
tem regulacyjny PmrAB jest zaangażowany w kon-
trolę oporności na kolistynę u bakterii A. baumannii. 
Potwierdzono doświadczalnie, iż mutacja w genie pmrA 
prowadzi do jego konstytutywnej ekspresji, w rezulta-
cie warunkując obserwowaną oporność. W  genomie 
A. baumannii nie stwierdzono obecności zarówno 
genów phoPQ, jak i  pmrD, ponadto brak jest genów 
odpowiedzialnych za biosyntezę i addycję 4-aminoara-
binozy do lipidu A. Sugeruje to, że mechanizm działa-
nia PmrAB A. baumannii jest inny od analogów obec- 
nych u  P. aeruginosa oraz S. Typhimurium. Moleku-
larny cykl przemian aktywowanych działaniem PmrAB 
pozostaje nieznany [2].

4.2.  System ParR-ParS 

Oporność wielolekowa jest poważnym problemem 
w  leczeniu infekcji P. aeruginosa, stąd coraz częściej 
w  praktyce klinicznej stosowane są polimyksyna  B 
i  kolistyna. Jak wykazują badania, w  odpowiedzi na 
stres selekcyjny, jakim jest ekspozycja bakterii na nis
kie, subinhibitorowe stężenia polimyksyn i niektórych 
peptydów antydrobnoustrojowych może dojść do 
wykształcenia mechanizmów warunkujących zmniej-
szoną wrażliwość na te czynniki antybakteryjne. Wia-
domo, że modyfikacja lipidu A lipopolisacharydu jest 
kluczowym składnikiem adaptacyjnej oporności na 
peptydy antydrobnoustrojowe, ale mechanizm leżący 
u podstaw tej regulacji u P. aeruginosa długo pozosta-
wał nieznany. Dwuskładnikowe systemy PhoP-PhoQ 
i PmrA-PmrB, które u Salmonella kontrolują modyfika-
cję LPS w warunkach niskiej zawartości Mg2+ i w obec-
ności CAMPs nie odgrywają istotnej roli w tej adapta-
cyjnej oporności P. aeruginosa. Dopiero w 2010 roku 
zidentyfikowano i scharakteryzowano nowy dwuskład-
nikowy system wpływający na oporność adaptacyjną 
P. aeruginosa na polimyksynę, tj. system ParR-ParS [39]. 
System ParR-ParS (ParRS) w odróżnieniu od systemów 
PhoPQ i PmrAB P. aeruginosa reagujących na niskie 
stężenie Mg2+, jest aktywowany w obecności subinhi-
bitorowych stężeń polimyksyny, kolistyny czy indoli-
cydyny. Oporność na polimyksynę B i kolistynę oraz 
peptydy antybakteryjne jest skutkiem modyfikacji LPS 

na drodze addycji 4-aminoarabinozy do lipidu A, a jej 
molekularny mechanizm polega na kontroli aktywacji 
operonu arnBCADTEF przez ufosforylowany regulator 
odpowiedzi ParR [39]. Operon ten wydaje się warunko-
wać oporność P. aeruginosa na wiele związków antybak-
teryjnych, co znajduje potwierdzenie w jego regulacji 
aż przez trzy dwuskładnikowe systemy. Odkrycie mole-
kularnych podstaw oporności na kolistynę i polimyk-
synę B stanowi przełom w leczeniu pacjentów chorych 
na mukowiscydozę, którzy wykazują objawy zakażenia 
P. aeruginosa. Wyniki badań sugerują, że system ParRS 
może modulować także oporność na aminoglikozydy, 
fluorochinolony i  β-laktamy na drodze zahamowania 
ekspresji genu oprD oraz aktywacji operonu mexXY [85, 
130]. Represja oprD skutkuje obniżeniem ilości poryny 
OprD, przez którą do komórki dostają się karbapenemy. 
Ekspresja mexXY umożliwia syntezę dwóch białek: 
MexX i MexY, które wraz z kodowanym oddzielnie biał-
kiem OprM tworzą pompę MexXY/OprM usuwającą 
aminoglikozydy, fluorochinolony i cefepim (Ryc. 4) [85].

4.3. Systemy CzcR-CzcS i CopR-CopS

Wśród dwuskładnikowych systemów regulacyj-
nych występujących u P. aeruginosa odkryto dwa, które 
warunkują krzyżową oporność na metale ciężkie oraz 
antybiotyki. Są nimi system CzcR-CzcS (CzcRS) oraz 
CopR-CopS (CopRS) [23, 100]. System CzcRS nadaje 
oporność na jony cynku oraz antybiotyk imipenem 
z grupy karbapenemów [127]. Jego aktywacja w obec-
ności Zn2+ prowadzi do transkrypcji operonu czcRS, 
którego produkty z kolei aktywują ekspresję operonu 
czcCBA kodującego pompę wyrzutu. Dzięki niej bakte-
rie wykazują wysoką tolerancję na jony cynku. Jedno-
cześnie regulator odpowiedzi CzcR wpływa negatywnie 
na ekspresję genu oprD kodującego porynę, przez którą 
wnikają do komórki karbapenemy [100]. Z kolei, system 
CopRS indukuje oporność na jony miedzi, cynku oraz 
imipenem. W  obecności Cu2+ dochodzi do aktywacji 
tego systemu, który może wpływać na spadek ilości 
poryny OprD lub aktywować ekspresję operon czcRS, 
wywołując efekt oporności na cynk oraz imipenem [23]. 

4.4.  System PprB-PprA

Dwuskładnikowy system PprB-PprA (PprBA) jest 
odpowiedzialny za kontrolę przepuszczalności błony 
zewnętrznej P. aeruginosa. Geny kodujące kinazę histy-
dynową PprA oraz regulator odpowiedzi PprB tworzą 
operon pprAB. Zmniejszona przepuszczalność osłon 
komórkowych powoduje dużą oporność na antybiotyki 
aminoglikozydowe (wliczając w to kanamycynę, strep-
tomycynę, gentamycynę, amikacynę i tobramycynę). 
Antybiotyki te ze względu na hamowanie translacji 
białek poprzez łączenie się z podjednostką 30S rybo-
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somu są stosowane w szerokim zakresie wobec różnych 
infekcji bakteryjnych. Zwykle u P. aeruginosa oporność 
na aminoglikozydy jest dodatkowo warunkowana przez 
aktywność pompy wyrzutu MexXY/OprM. Moleku-
larny mechanizm kontroli przepuszczalności błony 
warunkujący oporność jest nieznany [129]. Badania 
ostatnich lat wykazały, że system PprA-PprB reguluje 
poziom syntezy pilusów typu IV, adhezyny BapA i fim-
brii CupE, zaangażowanych w tworzenie biofilmu oraz, 
że w warunkach głodu węglowego dochodzi do induk-
cji ekspresji pprB, a także genów regulonu PprB [128].

4.5. System CbrB-CbrA

Dwuskładnikowy system CbrB-CbrA (CbrBA) jest 
przede wszystkim powiązany z metabolicznym wyko-
rzystaniem węgla i azotu przez P. aeruginosa. Yeung 
i  wsp. [138] wykazali, że dodatkowo uczestniczy on 
w procesie wirulencji oraz kilku innych powiązanych 
procesach fizjologicznych, takich jak formowanie bio-
filmu, cytotoksyczność, ruch rozpełzliwy oraz oporność 
na antybiotyki. Analizy funkcjonalne kinazy sensorowej 
CbrA u P. putida KT2440 dowiodły, że CbrA posiada 
kilka domen, silnie konserwowanych we wszystkich 
gatunkach Pseudomonas. Na N-końcu białka zlokali-

zowana jest nietypowa dla kinaz TCS domena trans-
błonowa o funkcji transportera (symportera), która 
prawdopodobnie pełni funkcję ko-sensora [82, 134].

W regulacji oporności na antybiotyki, kinaza 
histydynowa CbrA najprawdopodobniej nie współ-
działa z  powiązanym regulatorem odpowiedzi CbrB, 
lecz pośredniczy w transferze grupy fosforanowej na 
inne regulatory odpowiedzi (cross-talk). W  ten spo-
sób CbrA reguluje ekspresję wielu genów, w tym ope-
ronów phoPQ, prmAB oraz arnBCADTEF, które są 
odpowiedzialne za oporność na peptydy antybakteryjne 
i  antybiotyki (m.in. polimyksynę  B, kolistynę, cipro-
floksacynę i tobramycynę). Dotychczas nie dokonano 
jednoznacznej analizy powiązania białka CbrA z poten-
cjalnymi regulatorami odpowiedzi [138].

4.6.  System BlrA-BlrB

Oporność bakterii na antybiotyki β-laktamowe 
wynika najczęściej z produkcji β-laktamaz, enzymów 
które hydrolizując cząsteczkę antybiotyku prowa- 
dzą do jego inaktywacji. U wielu organizmów obec-
ność w chromosomie genów β-laktamaz jest naturalna, 
a ich ekspresja jest indukowana w obecności cząsteczki 
β-laktamu, tj. wtedy gdy synteza peptydoglikanu ulega 

Ryc. 4.  Model funkcjonowania TCS ParSR i PmrAB P. aeruginosa
Kinazy sensorowe ParS i PmrB oraz ich partnerskie regulatory odpowiedzi ParR i PmrA. Operon mexXY koduje komponenty pompy wyrzutu 
MexXY-OprM, operon arnBCDTEF-ugd odpowiada za modyfikację lipidu A w LPS, operon pmrAB koduje składowe TCS PmrAB, gen oprD koduje 
porynę OprD Wygięta czarna strzałka – fosforylacja regulatora przez kinazę histydynową. Strzałka niebieska – pozytywna regulacja, wskaźnik czerwony 

– negatywna regulacja [na podstawie 85].
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zahamowaniu. Klasycznym mechanizmem regulującym 
produkcję β-laktamaz u bakterii Gram-ujemnych jest 
system AmpR, zidentyfikowany u wielu przedstawicieli 
rodziny Enterobacteriaceae [53]. Głównym regulatorem 
w tym systemie jest białko AmpR, czynnik transkryp-
cyjny z rodziny LysR aktywujący lub hamujący trans-
krypcję genu β-laktamazy w zależności od obecności 
aktywatorów (anhydro-muramylo-tri, tetra lub penta-
peptydy – produkty degradacji peptydoglikanu) oraz 
represora (UDP-muramylo-pentapeptyd – intermediat 
w szlaku biosyntezy peptydoglikanu). System AmpR nie 
funkcjonuje u przedstawicieli rodzaju Aeromonas, syn-
tetyzujących różne rodzaje β-laktamaz [126]. W więk-
szości gatunków zidentyfikowano trzy odrębne enzymy, 
tj. karbapenemazy klasy B (CphA lub Imi), cefalospory-
nazy klasy C (Cep) oraz penicylinazy klasy D hydroli-
zujące oksacyliny i kloksacylina (Amp). Wszystkie trzy 
typy enzymów znajdują się pod kontrolą dwuskładni-
kowego systemu regulacyjnego BlrA-BlrB (BlrAB) [91]. 
Badania przeprowadzone na A. hydrophila wykazały, 
że kinaza histydynowa BlrB nie wyczuwa cząsteczki 
β-laktamu bezpośrednio (podobnie jak to ma miejsce 
w  systemie AmpR) a jest najprawdopodobniej akty-
wowana przez ligand akumulujący się w peryplazmie 
w wyniku hamowania przez β-laktam białek wiążących 
penicylinę (penicillin binding proteins; PBPs), [119]. 
Białka PBP to grupa enzymów biorących udział w syn-
tezie, modyfikacji i dojrzewaniu peptydoglikanu (PG). 
Wielkocząsteczkowe PBP są transglikozylazami, wiążą-
cymi disacharydopentapeptydy (podstawowe jednostki 

budulcowe PG) oraz transpeptydazami, które uczestni-
czą w  tworzeniu peptydowych wiązań poprzecznych 
pomiędzy pentapeptydami podjednostek budulcowych 
(tworzenie wiązania pomiędzy D-alaniną, czwartym 
aminokwasem w peptydzie donorowym a kwasem dia-
minopimelinowym (DAP), tj. trzecim aminokwasem 
w peptydzie będącym akceptorem, co skutkuje usunię-
ciem końcowej D-alaniny (piąty aminokwas w peptydzie 
donorowym). Nie wszystkie pentapeptydy uczestniczą 
w tworzeniu wiązań krzyżowych ponieważ w wyniku 
aktywności karboksypeptydaz, niskocząsteczkowych 
PBP, usuwana jest terminalna D-alanina w pentapep-
tydzie, a powstający tetrapeptyd nie jest substratem dla 
transpeptydaz. Tak więc zahamowanie aktywności PBP 
skutkuje akumulacją disacharydopentapeptydów, które 
reagując z kinazą BlrB prowadzą do jej autofosforylacji. 
Następnie grupa fosforanowa jest przenoszona na regu-
lator odpowiedzi BlrA, który aktywowany (ufosforylo-
wany) wiąże się do specyficznej sekwencji w obszarze 
promotorowym genów kodujących β-laktamazy Amp, 
Cep i Imi aktywując ich transkrypcję. Skutkuje to zwięk-
szoną produkcją enzymów oraz wydzieleniem ich na 
zewnątrz komórki (Ryc. 5) [119]. 

4.7.  System OmpR-EnvZ

Archetypem prostego szlaku sygnałowego TCS, 
składającego się z pary białek uczestniczących w trans-
dukcji sygnału ze środowiska, jest szlak sygnałowy 
OmpR-EnvZ. Po raz pierwszy opisany u niepatogen-

Ryc. 5.  Model prezentujący rolę TCS BlrA-BlrB w indukcji β-laktamaz u Aeromonas spp.
BlrB – kinaza sensorowa, BlrA – regulator odpowiedzi, PBP – białka wiążące penicylinę, ligand – disacharydopentapeptyd wiążący się  z BlrB. Geny amp, 
cep, imi kodują enzymy hydrolizujące antybiotyki β-laktamowe, odpowiednio: cefalosporynazę, penicylinazę i karbapenemazę. Wygięta czarna strzałka 
– fosforylacja regulatora przez kinazę histydynową. Strzałka niebieska – pozytywna regulacja, strzałka z linią przerywaną – wiązanie ligandu z kinazą BlrB 

[na podstawie 119].
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nej E. coli K-12 stał się modelowym obiektem badań 
nad procesami fosforylacji i defosforylacji białek TCS, 
a także osmoregulacją ekspresji genów białek poryno-
wych OmpC i OmpF [5]. System ten składa się z trans-
błonowej kinazy histydynowej EnvZ, która odbierając 
sygnał ze środowiska (zmiany w osmolarności, pH, tem-
peratury, obecności substancji odżywczych) przenosi go 
w postaci grupy fosforanowej na partnerskie białko 
cytoplazmatyczne – regulator odpowiedzi OmpR. Ufos-
forylowane białko OmpR wiąże się z regionem promo-
torowym genów i w sposób pozytywny lub negatywny 
reguluje ich transkrypcję. Funkcja systemu OmpR-EnvZ 
w regulacji ekspresji genów jest od lat przedmiotem 
intensywnych badań u różnych gatunków bakterii [26]. 
Wyniki sugerują, że białko OmpR może regulować 
transkrypcję wielu genów, często specyficznych dla 
określonego gatunku bakterii i tym samym modulo-
wać różne funkcje fizjologiczne. System OmpR-EnvZ 
scharakteryzowano u różnych gatunków bakterii choro-
botwórczych, w tym S. enterica, A. baumannii [33, 121] 
oraz patogennych gatunków Yersinia (Y. pestis, Y. pseudo
tuberculosis i Y. enterocolitica) [20]. Badania wykazały, że 
obniżony poziom produkcji OmpC i OmpF prowadzi 
do zwiększenia oporności na β-laktamy u E. coli i S. ente-
rica. Wyniki badań dowiodły także znaczenia białek 
błony zewnętrznej (poryn OmpC i OmpF) w oporności 
Y. enterocolitica na antybiotyki β-laktamowe i  tetra
cyklinę [16, 19]. Analiza parametrów przepuszczalności 
OM, jak i badania w sztucznej dwuwarstwie lipidowej 
(black lipid bilayers), wykazały znaczenie obu poryn 

OmpC i  OmpF jako kanałów dyfuzyjnych dla nisko-
cząsteczkowych antybiotyków β-laktamowych oraz 
jonów [17, 18]. Prace nad osmotyczną regulacją ekspre-
sji poryn OmpC i OmpF Y. enterocolitica, dowiodły, że 
w podłożu o niskiej osmolarności preferencyjnie synte-
tyzowana jest poryna OmpF, podczas gdy w warunkach 
wysokiej osmolarności w OM dominuje OmpC [17, 19]. 
Modulacja poziomu syntezy poryny OmpC i  OmpF 
jest klasycznym przykładem odpowiedzi adaptacyj-
nej komórki, gdyż zwiększenie syntezy poryny OmpC 
(o  mniejszej średnicy) w warunkach wysokiej osmo-
larności (np. jelita) i zmniejszenie równocześnie OmpF 
(poryna o większej średnicy) pozwala na ograniczenie 
dyfuzji substancji szkodliwych do wnętrza komórki. 
Wyniki doświadczeń przeprowadzonych z dzikim szcze-
pem Y. enterocolitica oraz jego izogenicznym mutantem 
defektywnym w produkcji OmpR (∆ompR) dostarczyły 
danych wskazujących na znaczenie regulatora OmpR 
w  regulacji poryn, a także w procesie tworzenia bio-
filmu [20, 87]. Dalsze analizy genetyczne i proteomiczne 
wykazały, że AcrB, białkowy składnik pompy wyrzutu 
typu MDR AcrAB-TolC znajduje się pod pozytywną 
kontrolą OmpR, który ponadto negatywnie reguluje 
expresję genu acrR kodującego represor operonu acrAB 
[103]. OmpR działając jako represor acrR oraz aktywa-
tor acrAB uczestniczy w pozytywnej regulacji ekspresji 
genów kodujących komponenty pompy wielolekowej 
AcrAB-TolC, odpowiedzialnej za wypływ z  komórki 
bakteryjnej wielu antybiotyków, soli żółciowych oraz 
detergentów (Ryc. 6). Otrzymane dane pozwoliły na 

Ryc. 6.  Model funkcjonowania systemu OmpR-EnvZ w regulacji syntezy poryn OmpC i OmpF oraz pompy
wyrzutu AcrAB-TolC u Y. enterocolitica

EnvZ – kinaza sensorowa, OmpR – regulator odpowiedzi. Operon acrAB koduje białka AcrA i AcrB, komponenty pompy wielolekowej AcrAB-TolC. 
Ekspresja operonu acrAB znajduje się pod kontrolą represora AcrR. OmpR pozytywnie reguluje ekspresję acrAB, a negatywnie acrR. OmpR w warun-
kach wysokiej osmolarności indukuje ekspresję genu ompC, a hamuje ompF. OmpC – poryna o mniejszej średnicy, OmpF – poryna o większej średnicy. 
Wygięta czarna strzałka – fosforylacja regulatora OmpR przez kinazę EnvZ. Strzałka niebieska – pozytywna regulacja, wskaźnik czerwony – negatywna 

regulacja [na podstawie wyników badań autorów niniejszej pracy przeglądowej].
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wysunięcie wniosków o konsekwencjach funkcjonal-
nych wynikających z aktywności OmpR i przyczyniły 
się do zrozumienia molekularnych mechanizmów, 
które mają wpływ na wrażliwość Y. enterocolitica na 
związki antybakteryjne.

5.  Podsumowanie

Oporność bakterii na związki antybakteryjne opiera 
się na kilku głównych strategiach, do których należą: 
inaktywacja związku, mechanizm jego aktywnego usu-
wania z komórki, modyfikacja miejsca działania oraz 
zmiany w przepuszczalności osłon komórkowych. 
Dwuskładnikowe szlaki sygnałowe regulują pozytyw-
nie ekspresję genów warunkujących oporność, w odpo-
wiedzi na specyficzne bodźce środowiskowe, m.in. 
obecność określonych antybiotyków oraz jonów. Duża 
liczba oraz różnorodność systemów TCS u chorobo-
twórczych bakterii Gram-ujemnych świadczy o roli jaką 
odgrywają w adaptacji do niesprzyjającego środowiska 
organizmu gospodarza. W dobie dynamicznie rozwija-
jących się badań genomicznych i proteomicznych wie-
dza o systemach TCS nieustannie wzrasta. Coraz więcej 
jest dowodów na obecność mechanizmów autoregula-
cyjnych, a także zjawiska wymiany informacji między 
systemami (cross talk) w wyniku bezpośrednich inter
akcji pomiędzy białkami tworzącymi szlak sygnałowy, 
co prowadzi do zwiększenia efektywności ich działania. 

Systemy TCS ze względu na powszechność wystę-
powania, wysoką konserwatywność komponentów tych 
systemów oraz ich nieobecność w komórkach ssaczych 
mogą być celem dla działania naturalnych lub synte-
tycznych inhibitorów [122, 124]. Efektywna inhibicja 
TCS mogłaby jeśli nie zastąpić, to w przyszłości uzu-
pełnić klasyczną antybiotykoterapię i przyczynić się 
do skutecznego zwalczania infekcji wywołanych przez 
bakterie wielolekooporne.
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