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Streszczenie: Dwuskladnikowe szlaki transdukeji sygnatu zlozone z sensorowej kinazy histydynowej i regulatora odpowiedzi umozliwiaja
bakteriom adaptacyjng odpowiedz na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe poprzez regulacje ekspresji genéw warunkujacych prze-
bieg wielu procesow fizjologicznych, wirulencje bakterii czy opornoé¢ na antybiotyki (zwiazki przeciwbakteryjne). Opornos¢ bakterii
patogennych na antybiotyki jest jednym z najwazniejszych probleméw zdrowia publicznego na calym $wiecie. W pracy opisano mecha-
nizm transdukgji sygnatu oparty na fosfotransferze, charakterystyczny dla systeméw dwusktadnikowych oraz indukowane przez te sys-
temy mechanizmy opornosci na antybiotyki. Scharakteryzowano kilka dwusktadnikowych szlakéw regulatorowych (system PhoP-PhoQ,
PmrA-PmrB, ParR-ParS§, CzcR-CzcS, CopR-CopS, PprB-PprA, CbrB-CbrA, BlrA-BlrB, OmpR-EnvZ), ktére funkcjonuja u Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Aeromonas, Salmonella oraz Yersinia spp. Omoéwiono ich role w modyfikacji powierzchni komérki
bakteryjnej, ograniczeniu naptywu lub zwigkszeniu wyrzutu leku z komoérki, regulacji produkcji enzyméw degradujacych antybiotyki
czy tez w tworzeniu biofilmu.

1. Wstep. 2. Mechanizm funkcjonowania bakteryjnych dwusktadnikowych systeméw regulacyjnych. 2.1. Sensorowe kinazy histydynowe.
2.2. Regulatory odpowiedzi. 2.3. Transdukcja sygnalu w dwuskladnikowych systemach regulacyjnych. 3. Mechanizmy opornosci na
antybiotyki kontrolowane przez dwuskladnikowe systemy regulacyjne. 3.1. Modyfikacja powierzchni komoérek. 3.2. Regulacja naptywu
i wyplywu lekéw. 3.3. Regulacja produkcji enzyméw modyfikujacych/inaktywujacych antybiotyki. 3.4. Inne, alternatywne formy opor-
nosci. 4. Charakterystyka niektorych dwusktadnikowych systemow regulacyjnych uczestniczacych w opornosci na zwigzki przeciwbakte-
ryjne w wybranych bakteriach Gram-ujemnych. 4.1. Systemy PhoP-PhoQ i PmrA-PmrB. 4.2. System ParR-ParS. 4.3. Systemy CzcR-CzcS
i CopR-CopS. 4.4. System PprB-PprA. 4.5. System CbrB-CbrA. 4.6. System BlrA-BIrB. 4. 7. System OmpR-EnvZ. 5. Podsumowanie

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.

1. Introduction. 2. Mechanism of action of two-component regulatory systems. 2.1. Histidine sensor kinases. 2.2. Response regulators.
2.3. Signal transduction in two-component systems. 3. Mechanisms of antibiotic resistance controlled by two-component signal trans-
duction systems. 3.1. Cell surface modification. 3.2. Regulation of drug inflow and outflow. 3.3. Regulation of the level of enzymes modi-
fying/inactivating antibiotics. 3.4. Other alternative forms of resistance. 4. Characteristics of two-component signal transduction sys-
tems modulating resistance to antibacterial compounds in selected Gram-negative bacteria. 4.1. PhoP-PhoQ and PmrA-PmrB systems.
4.2. ParR-Par§ system. 4.3. CzcR-CzcS and CopR-CopS systems. 4.4. PprB-PprA system. 4.5. CbrB-CbrA system. 4.6. BlrA-BlrB system.
4.7. OmpR-EnvZ system. 5. Summary
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1. Wstep oraz reagowanie na liczne zewnetrzne sygnaly poprzez
modulacje ekspresji odpowiednich genéw. Rok 1986 byt

Dwuskfadnikowe systemy transdukcji sygnaléw  przetomowy dla badan nad dwuskladnikowymi szla-
(Two Component transduction Systems, TCS) to szlaki ~ kami transdukcji sygnatu. Tracy Nixon, Clive Ronson
regulacyjne, ktore umozliwiajg bakteriom odbieranie i Frederick Ausubel uzyli po raz pierwszy sformulowania

* Autor korespondencyjny: Katarzyna Brzostek, Zaktad Mikrobiologii Molekularnej, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uni-
wersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096, Warszawa, tel. 22 55 41 305; e-mail: kbrzostek@biol.uw.edu.pl



260

»~dwuskladnikowe systemy regulacyjne” dla okreslenia
prostych szlakow sktadajacych sig z pary biatek, ktorych
homologi posiadaja silnie konserwowane ewolucyjnie
domeny [92]. W tym samym roku Alex Ninfa i Boris
Magasanik wykazali, ze dwuskladnikowy system regu-
lacyjny kontrolujacy asymilacje azotu u Escherichia
coli wykorzystuje proces fosforylacji biatek [89]. Oba
odkrycia, podobienstwo aminokwasowej sekwencji
odpowiednich homologéw oraz mechanizm fosforylacji
biatek w systemach dwuskladnikowych otworzyly nowe
pole do badan, ktore trwajg po dzien dzisiejszy [15, 24,
25, 32, 55, 68, 96, 124, 131]. Dwuskladnikowe systemy
regulacyjne wystepuja u organizmoéw trzech Domen
$wiata zywego: Bacteria, Archea i Eucarya. Najwigksza
ilos¢ TCS stwierdzono w domenie Bacteria, a ana-
lizy przeprowadzone w oparciu o dane pochodzace
z zsekwencjonowania 555 genomow wykazaly, ze bak-
terie charakteryzujace si¢ wiekszym genomem koduja
zazwyczaj wigksza liczbe bialek tworzacych systemy
dwuskladnikowe [45, 86]. Ponadto w genomach bak-
terii zdolnych do bytowania w réznorodnych $rodo-
wiskach, np. u Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
anthracis czy E. coli zidentyfikowano wiecej TCS niz
w genomach bakterii zasiedlajacych jedna, okreslong
nisz¢ ekologiczng [65]. W genomie wewnatrzkomor-
kowych patogendw z rodzaju Mycoplasma czy obliga-
toryjnego endosymbionta Blochmannia floridanus nie
zaadnotowano ani jednego genu kodujacego biatka sys-
temu TCS [86]. Z kolei wyjatkowo duzg liczbg genéw
TCS (272) charakteryzuje sie¢ genom Myxococcus xan-
thus, myksobakterii, ktora cechuje sie ztozonym cyklem
zyciowym, zdolnos$cig do agregacji i tworzenia specy-
ticznych cial owocujacych [86, 112].

Filogenetyczne drzewa komponentéw TCS stwo-
rzone przez Koretke i wsp. [63] pokazujg, ze dwu-
sktadnikowe systemy regulacyjne istniejace pierwotnie
w bakteriach, rozprzestrzenily si¢ do archeondw oraz
organizmoéw eukariotycznych w wyniku horyzontal-
nego transferu genéw. Istnieja dwa modele charak-
teryzujace przebieg ewolucji TCS. Model koewolucji
zaklada, ze nowe systemy powstaly na skutek global-
nej duplikacji poszczegolnych komponentéw i specja-
¢ji nowych gatunkéw. Z kolei model rekrutacji wska-
zuje, ze nowe TCS sg skutkiem lgczenia genéw kinaz
histydynowych i regulatoréw odpowiedzi w nowe,
funkcjonalne systemy. Ewolucja TCS pod wzgledem
ich funkcjonalnosci i roli w modulowaniu rozmaitych
odpowiedzi behawioralnych jest $cisle powiazana
z wymaganiami $rodowiskowymi nowo powstaja-
cych gatunkow [27, 63, 65, 137]. U Eucarya dominuja
kaskady sygnalizacyjne polegajace na fosforylacji reszt
serynowych, tyrozynowych lub treoninowych kinaz
biatkowych. Klasyczne systemy dwuskladnikowe,
opierajace si¢ na fosfotransferze miedzy reszta histy-
dynowa kinazy oraz reszta asparaginowa regulatora
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odpowiedzi wystepuja bardzo rzadko. Zidentyfikowano
je miedzy innymi u Saccharomyces cerevisiae, ameby
Dictyostelium, w niektérych grzybach, jak Agaricus
bisporus oraz roélinach, np. Arabidopsis thaliana. Nie
stwierdzono ich u wyzszych eukariotéw (w tym u czlo-
wieka) [55, 123, 131].

2. Mechanizm funkcjonowania bakteryjnych
dwuskladnikowych systemow regulacyjnych

Bakteryjne systemy dwuskiadnikowe umozliwiaja
adaptacyjnag odpowiedz komorki na dany bodziec.
Stymulacja powoduje aktywacje systemu, ktory w rezul-
tacie doprowadza do zmiany profilu ekspresji gendw.
W ten sposob komorki bakteryjne przystosowuja sie do
nowych warunkéw nastonecznienia, osmolarnosci, wil-
gotnosci, temperatury, pH, obecnosci lub braku sktad-
nikéw pokarmowych w otoczeniu, etc. TCS odgrywaja
wazna role w regulacji wielu wlasciwosci fizjologicz-
nych bakterii, np. w sporulacji, bioluminescencji, two-
rzeniu biofilmu, czy ruchliwosci. U bakterii patogen-
nych dwusktadnikowe systemy regulacyjne kontroluja
ekspresje gendw odpowiedzialnych za ich zjadliwos¢,
wytwarzanie toksyn czy tez opornos¢ na antybiotyki
[41, 55, 60, 101, 115].

2.1. Sensorowe kinazy histydynowe

Typowy dwuskladnikowy system regulacyjny jest
zbudowany z kinazy histydynowej oraz regulatora
odpowiedzi (Ryc.1) [107]. Kinaza histydynowa jest
multidomenowym biatkiem transbtonowym. W jej bu-
dowie wyrdézniamy domene¢ N-konicowg oraz domene
C-koncowg, ktore sg potaczone przez domene tgczni-
kowa [41, 97]. Czes¢ N-koncowa jest okreslana jako
domena sensorowa, gdyz jej zadaniem jest odbieranie
bodzcéw. Domena ta moze by¢ zlokalizowana w pery-
plazmie, cytoplazmie lub w blonie cytoplazmatyczne;j.
Budowa sensora zalezy od rodzaju odbieranych sygna-
tow. Czes¢ C-koncowa bialka jest nazywana domena
przekaznikowa, wykazujaca aktywnos¢ kinazy. W jej
budowie wyrdzniamy region dimeryzacyjny oraz kata-
lityczny. Cze¢s¢ dimeryzacyjna posiada reszte histydy-
nowgy zlokalizowang na motywie H-box, ktdra bierze
udzial w procesie fosfotransferu. Czes¢ katalityczna
zawiera motywy N-, G1-, F- i G2-box, tworzgce strefe
wigzania ATP. Funkcjg tej czedci jest katalizowanie
reakcji przylaczenia grupy fosforanowej, pochodzace;j
z ATP, do reszty histydynowej. Kinazy histydynowe
funkcjonuja w formie dimeru i reakcja autofosfory-
lacji zachodzi na krzyz, tj. domena katalityczna jed-
nej podjednostki fosforyluje His w drugiej. Motywy
obecne w obrebie domeny przekaznikowej wystepuja
we wszystkich zidentyfikowanych kinazach histydy-
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Ryc. 1. Organizacja domen dwuskladnikowych systemow 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 przekaznikowa — kolor niebieski, domena odbiorcza — kolor pomararczowy, domena regulato-

rowa — kolor rozowy, domena dimeryzacyjna — kolor fioletowy, domena regulatorowa kinazy - kolor czerwony, modut HPt fosfotransferu — kolor zotty.
Konserwowana histydyna (H), reszta asparaginianowa (D) regulatora odpowiedzi (RR), grupa fosforanowa (P) [na podstawie 107].

nowych (jest ona konserwowana ewolucyjnie) [41, 55,
101, 131]. Analizy sekwencji réznych kinaz histydyno-
wych umozliwily wyréznienie dwdch klas tych bialek,
klasy I, ktora wystepuje najczesciej oraz klasy II. Klasa I
kinaz posiada podstawowy typ budowy, scharakteryzo-
wany powyzej. Przykladowym biatkiem tej klasy jest
kinaza EnvZ, ktdéra bierze udzial w osmoregulacyj-
nej ekspresji genéw ompC/ompF, kodujacych poryny
u E. coli. W Klasie I kinaz histydynowych wyrézniamy
tez kinazy hybrydowe, u ktorych za domena przekaz-
nikowa (katalityczng) wystepuje domena regulatorowa
(odbiornikowa) z resztg asparaginowa. Do skutecznego
fosfotransferu z kinazy hybrydowej na domeng odbior-
nika regulatora odpowiedzi wymagany jest dodatkowy
modul HPt (His-containing phosphotransfer domain).
HPt zawiera reszte histydynowa, ktora uczestniczy
w transferze grupy fosforanowej, ale nie wykazuje
aktywnodci kinazy ani fosfatazy. W niektérych kina-
zach modul HPt jest integralng czescig biatka, np.
sensorowa kinaza ArcB i taka kinaza nazywana jest
niekonwencjonalng (unorthodox) [107]. Wszystkie
biatka typu HPt zawieraja motyw poczwornej helisy
(four-helix bundle). Klasa II kinaz zostala wyodreb-
niona w oparciu o strukture biatka CheA, sktadowej
systemu dwuskladnikowego CheA-CheY, regulujacego
chemotaksje m.in. u E. coli. CheA wyrdznia si¢ budowa
zfozong z pieciu domen. Domena P1 zawiera reszte
histydynowa podlegajaca fosforylacji. Domena P2
wigze regulator odpowiedzi. Domena P3 uczestniczy
w dimeryzacji i przylaczeniu grupy fosforanowej do P1.
Domena P4 (katalityczna) wiaze ATP, domena P5 regu-

luje aktywno$¢ kinazy w odpowiedzi na bodziec [14,
41, 131]. Tak wigc, charakterystyczna dla kinazy CheA
lokalizacja reszty His podlegajacej fosforylacji (P1)
w stosunku do katalitycznej domeny (P4) rézni si¢ od
tej w klasie I kinaz histydynowych.

2.2. Regulatory odpowiedzi

Regulatory odpowiedzi to cytoplazmatyczne biatka
znajdujace si¢ na koncu szlaku fosfotransferu (Ryc. 1).
Aktywowane (ufosforylowane) bialka funkcjonuja
jako efektory adaptacyjnej odpowiedzi komoérki na
dany czynnik [131]. Regulatory odpowiedzi sg zwykle
zbudowane z dwoch domen: ewolucyjnie konserwo-
wanej regulatorowej (odbiornikowej) domeny N-kon-
cowej oraz efektorowej domeny C-koncowej, wyka-
zujacej duzg zmienno$¢ w zakresie swojej budowy
u réznych gatunkéw bakterii. Domena regulatorowa
z reguly wspoéldziata z ufosforylowana histydyna
kinazy i katalizuje transfer grupy fosforanowej na
wlasny asparaginian, dodatkowo moze katalizowa¢
reakcje autodefosforylacji, limitujac w ten sposdb czas
swojej aktywacji. Fosforylacja domeny regulatorowej
pociaga za sobg jej zmiane konformacyjna, dzieki
czemu moze wystepowaé w dwdch formach struktural-
nych. Poprzez mozliwo$¢ wystepowania w dwoch for-
mach konformacyjnych, domena regulatorowa dziata
jako przelacznik aktywnosci regulatora odpowiedzi,
przyktadowo, nieufosforylowana domena regulato-
rowa biatka NarL blokuje dostep domeny efektorowej
do DNA. Fosforylacja reszty asparaginowej powoduje
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zmiane konformacyjng domeny regulatorowej, ktora
dzigki temu odstania ulokowany na domenie efektoro-
wej strukturalny motyw wigzania DNA. Istnieja rozne
sposoby kontroli domen efektorowych przez spokrew-
nione domeny regulatorowe. Obejmuja one m.in. inhi-
bicje domeny efektorowej przez nieufosforylowang
domene regulatorowa oraz aktywacje allosteryczng
domeny efektorowej przez ufosforylowang domene
regulatorowg [41, 131]. Domena efektorowa posiada
zdolno$¢ wigzania sie z regionami promotorowymi
DNA (DNA-binding domain), regulujac transkryp-
cje genéw umozliwiajacych adaptacje do zmiennych
czynnikéw srodowiskowych, jednakze istnieja przy-
padki, w ktorych jej celem jest biatko [41, 101, 131].
Tylko kilka regulatoréw odpowiedzi zawiera domene
C-koncowy funkcjonujacg jako enzym, np. fosfodie-
steraza bialka RegA u Dictyostelium discoideum [111].
Donorem grup fosforanowych mogg by¢ réwniez mate
molekuly, takie jak acetylofosforan (CH,COPO>),
jednakze stopien tego typu fosfotransferu jest niski.
Do stworzenia wydajnego szlaku transferu grup fosfo-
ranowych konieczne s3 oba biatka systemu dwusktad-
nikowego. Homologia regiondw domen efektorowych
wigzacych sie z DNA postuzyta do wyodrebnienia
trzech grup/rodzin regulatoréw odpowiedzi: OmpR/
PhoB, NarL/FixL i NtrC. Razem stanowig one prawie
60% wszystkich regulatoréw odpowiedzi. Rodzina bia-
tek OmpR to czynniki transkrypcyjne. Posiadaja moz-
liwo$¢ wigzania sie z DNA oraz interakeji z polimerazg
RNA w celu aktywacji lub represji transkrypcji (OmpR
funkcjonuje jako aktywator i represor transkrypcji
w odroznieniu od PhoB, innego biatka zaliczanego do
tej klasy, ktore dziala tylko jako aktywator). Ponadto
biatka te cechujg si¢ motywem uskrzydlona helisa-
-skret-helisa (winged helix-turn-helix), ktérym wiaza
sie z DNA. OmpR, reprezentatywne biatko calej grupy,
zostalo pierwotnie zidentyfikowane u E. coli [44, 57,
62, 76]. Biatka z grupy NarL stanowig czynniki trans-
krypcyjne mogace aktywowac lub hamowac¢ transkryp-
cje kontrolowanych przez siebie gendéw. Wyrdzniajg
sie motywem poczwdrnej helisy (four-helix domain),
ktory zawiera typowy ukiad wigzania do DNA: helisa-
-skret-helisa. NarL reguluje m.in. transkrypcje genow
E. coli zwigzanych z metabolizmem azotanow i azo-
tyndw [9, 31]. Trzecia rodzina reprezentowana jest
przez biatko NtrC, ktére jest wzmacniaczem ekspre-
sji genéw niezbednych w metabolizmie azotu u Sal-
monella enterica sv. Typhimurium. Czes¢ efektorowa
bialek tej rodziny sktada si¢ z dwdch domen: domeny
helisa-skret-helisa oraz ATP-azy. W przypadku NtrC,
pod wptywem fosforylacji dochodzi do oligomeryzacji,
a nastepnie do polaczenia sie z podjednostka o** poli-
merazy RNA oraz hydrolizy ATP lub GTP. Uwolniona
energia stuzy do uformowania kompleksu aktywuja-
cego transkrypcje [99].
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2.3. Transdukcja sygnalu w dwuskladnikowych
systemach regulacyjnych

Transfer grupy fosforanowej w obrebie systemu
dwusktadnikowego zalezy od jego budowy. Najczesciej
wystepujace systemy dwuskiadnikowe maja prosta
budowe, zlozong z jednej kinazy histydynowej i jednego
regulatora odpowiedzi. W takim przypadku odebra-
nie bodzca przez domene¢ sensorowa HK powoduje
autofosforylacje domeny przekaznikowej. Nastep-
nie grupa fosforanowa jest przenoszona na regulator
odpowiedzi, ktéry wywoluje pozadana odpowiedz
[41, 115, 131]. Oczywiscie w obrebie tego prostego
szlaku fosfotransferu moga wystepowa¢ rézne waria-
cje. Jedna kinaza histydynowa moze regulowa¢ kilka
regulatoréw odpowiedzi lub odwrotnie, kilka kinaz
histydynowych reguluje ten sam regulator odpowiedzi,
przykladowo pojedyncza kinaza CheA fosforyluje dwa
regulatory odpowiedzi, CheY oraz CheB u E. coli [14].
W bardziej skomplikowanych systemach dwusktad-
nikowych spotykamy si¢ ze sztafetowym transferem
grupy fosforanowej [115]. Przykladem czteroetapowego
systemu sztafetowego transferu grupy fosforanowej
jest system KinA-SpoOF-Spo0B-Spo0A, ktéry reguluje
inicjacje sporulacji Bacillus subtilis [6]. Powszechnie
wystepujacy ,cross-talk” miedzy réznymi systemami
dwuskladnikowymi sprawia, ze dzialanie poszczegol-
nych systemoéw nalezy rozpatrywaé pod katem roz-
norodnych interakcji w zlozonej sieci oddzialywan
wewnatrzkomoérkowych. Tylko wtedy mozliwe jest
precyzyjne okreslenie catkowitego wkladu konkretnego
dwuskladnikowego systemu regulacyjnego w obrebie
interaktomu komorki bakteryjne;.

W dobie dynamicznie rozwijajacych sie badan geno-
micznych powigksza si¢ lista TCS u bakterii, w tym
u wielu gatunkéw bakterii chorobotworczych. Lista
kinaz histydynowych i regulatoréw odpowiedzi (udo-
wodnionych oraz potencjalnych) zidentyfikowanych
w genomach 555 gatunkéw bakterii i archeonéw jest
dostepna w bazie danych [86]. Lista jest uzupelnieniem
do pracy ,,Interplay of heritage and habitat in the distri-
bution of bacterial signal transduction systems” [45].

Organizacja genéw kodujacych bialkowe kompo-
nenty TCS bywa rdzna. Genom P. aeruginosa PAO1
koduje 127 biatek systeméw dwusktadnikowych
(64 regulatoréw odpowiedzi i 63 kinaz histydynowych).
Najczestszy typ organizacji genow (29 systemow TCS)
zawiera gen regulatora odpowiedzi zlokalizowany
powyzej genu partnerskiej kinazy sensorowej. Prawie
wszystkie operony z tg organizacjg zawierajg regulator
odpowiedzi typu OmpR, i prawdopodobnie systemy
te koewoluowaly poprzez duplikacje wyjsciowej pary
genow ompR-envZ [27]. Dwadziescia jeden systemow
zawiera gen kinazy sensorowej przed genem kodujacym
regulator odpowiedzi (geny oddzielone sg trzema lub
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mniejszg liczbg genow). Regulatory odpowiedzi typu
NarL funkcjonujg zaréwno z klasycznym, hybrydowym
jak i niekonwencjonalnym sensorem, dlatego prawdo-
podobnie ewoluowaly rekrutujac biatka dla konkretnej
funkcjonalnej pary biatek [27]. Geny kolejnych 13 sen-
soréw i 15 regulatoréw to tzw. geny ,sieroce’, ktore
nie s3 fizycznie powiazane z zadnymi innymi genami
systemu dwusktadnikowego. Taka lokalizacja gendw
utrudnia identyfikacje pary funkcjonalnej bialek.

3. Mechanizmy opornosci na antybiotyki kontrolo-
wane przez dwuskladnikowe systemy regulacyjne

TCS moga reagowa¢ bezposrednio na obecnos¢
antybiotykéw nadajac komorce bakteryjnej fenotyp
opornosci. Istniejg jednakze przypadki gdy to glo-
balne zmiany kontrolowane przez TCS, w odpowiedzi
na stresy $rodowiskowe, prowadza do zmian fizjolo-
gicznych, ktére posrednio zwigkszajg opornos¢ bakterii
na antybiotyki. O ile sygnaly srodowiskowe aktywujace
TCS moga by¢ bardzo rézne to indukowane przez te
systemy mechanizmy oporno$ci na antybiotyki mozna
zaliczy¢ do kilku podstawowych kategorii: (1) modyfi-
kacja powierzchni komorki bakteryjnej, (2) zmniejsze-
nie naptywu lub zwiekszony wyptyw leku, (3) zwiek-
szenie produkcji enzyméw degradujacych antybiotyki
oraz (4) inne, alternatywne formy antybiotykopornosci,
w tym produkcja biofilmu i opornos¢ na antybiotyki
wywolana reakcjg na stres.

3.1. Modyfikacja powierzchni komdrek

Antybiotyki zaliczane do réznych klas dziatajg na
komorke bakteryjng poprzez odmienne mechanizmy
prowadzac do $mierci komorki (efekt bakteriobojczy)
lub hamujac jej podzial (dzialanie bakteriostatyczne).
Wizystkie antybiotyki zanim dotrg do miejsca dzialania
musza pokonaé zewnetrzng strukture komorki bakterii
Gram-ujemnych, ktérg jest blona zewngtrzna (OM,
outer membrane). Wiele antybiotykéw dziala bezpo-
$rednio na OM lub proces biogenezy blony, co prowa-
dzi do jej destabilizacji i w konsekwencji do $mierci
komorki. Silnie dodatnio natadowane antybiotyki,
takie jak polimyksyna B, kolistyna, aminoglikozydy,
a takze kationowe peptydy przeciwdrobnoustrojowe
(CAMPs, cationic antimicrobial peptides) wykorzy-
stuja ujemny ladunek netto OM. System pobiera-
nia polimyksyny B, kolistyny i CAMPs wykorzystuje
mechanizm autopromowania, w ktdrym antybiotyki
oddziatuja z OM tworzac neutralne tatki (patches), co
prowadzi do pekniecia btony i umozliwia w ten sposob
przejscie leku lub peptydu do peryplazmy. Tutaj amfi-
patyczna czes¢ kationowych czasteczek interkaluje do
blony cytoplazmatycznej, tworzac pory, co prowadzi

263

do rozpadu btony i $mierci komorki. Taka insercja leku
moze dotyczy¢ takze blony zewnetrznej [8, 51]. Ami-
noglikozydy aby przejs¢ przez blone i osiagna¢ swoj cel,
ktérym jest rybosom bakteryjny wykorzystuja réznice
fadunku [59]. Anionowa natura OM wynika z obec-
nosci lipopolisacharydu (LPS), ktéry zawiera ujem-
nie naladowang czasteczke lipidu A. Bakterie moga
odwroci¢ ten stan poprzez kowalencyjna modyfika-
cje lipidu A, w wyniku czego OM zostaje naladowana
dodatnio, co prowadzi do zmniejszenia lub zniesienia
dzialania antybiotyku. Do trzech najczestszych mody-
tikacji lipidu A nalezy dodanie: (1) 4-aminoarabinozy
(4-AA), (2) fosfoetanoloaminy (PEtN) lub (3) kwasu
palmitynowego, ktory w tym przypadku nie wpltywa na
tadunek OM tylko zmniejsza ptynnos¢ blony [94, 104].
TCS odgrywaja gléwna role w modyfikacji lipidow A
blony zewnetrznej. Dwa najbardziej znane i najlepiej
scharakteryzowane TCS, PhoP-PhoQ i PmrA-PmrB
wystepuja u wielu gatunkow bakterii Gram-ujemnych,
w tym miedzy 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 réwniez znany jako system
fosfoprzekazywania Rcs, reguluje ekspresje genu ugd,
ktorego produkt jest niezbedny do syntezy i wlaczenia
4-AA do lipopolisacharydu [29, 50, 84, 106]. Ponadto
u E. coli wykazano, ze system Rcs zwieksza ekspresje
pagP w dojrzatym biofilmie, co prowadzi w efekcie do
zwiekszenia palmitoilacji lipidu A, a w konsekwencji
do zwigkszenia opornosci na leczenie dodatnio nata-
dowanymi antybiotykami [118].

3.2. Regulacja naplywu i wyplywu lekow

Bakterie reguluja procesy wejscia i wyjscia wielu cza-
steczek poprzez modulowanie ekspresji poryn i pomp
wyrzutu (efflux pump) [28, 40]. Poryny sa to biatka
blony zewnetrznej (OMPs), o strukturze P-barylki,
ktére pozwalajg na pasywna dyfuzje czgsteczek. Anty-
biotyki hydrofilowe, takie jak p-laktamy, aminogliko-
zydy i fluorochinolony moga wnika¢ do komorek przez
poryny, a zatem obniZenie poziomu syntezy poryn
moze zmniejszy¢ przenikanie antybiotykow [69, 95].

Pompy wyrzutu to aktywne biatka transportowe,
wystepujace we wszystkich typach bakterii, niezbedne
do utrzymania homeostazy bakteryjnej poprzez wyda-
lanie toksycznych substancji. Oczywiscie bakterie
wykorzystuja je rowniez do usuwania antybiotykow
i dlatego czesto lekoopornos¢ jest wynikiem zwiekszo-
nej ekspresji lub aktywnosci pomp wyrzutu [28, 117].
Niektdre typy pomp transportujg szerokg game zwiaz-
kéw réznigcych si¢ strukturalnie, i to one powoduja
powstanie opornosci na wiele lekéw (MDR, Multi Drug
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Resistance). Zwickszona ekspresja pomp wyrzutu jest
czesto pierwszym krokiem do wystapienia wysokiego
poziomu opornosci, poniewaz pozwala bakteriom
poradzi¢ sobie z niskim lub §rednim poziomem anty-
biotyku, tym samym dajac szanse¢ na selekcje mutantéw
o zwiekszonej opornosci [40]. Zidentyfikowano wiele
pomp wyrzutu aktywowanych przez TCS wérdd wielu
gatunkow bakterii typu MDR [54, 90].

3.3. Regulacja produkcji enzyméw modyfikujacych/
inaktywujacych antybiotyki

Mechanizm opornoéci na antybiotyki, z ktorym kli-
nicysci spotkali si¢ wkrétce po wprowadzeniu do tera-
pii medycznej penicyliny, polega na syntezie enzymow
dziatajacych na czasteczke antybiotyku. p-laktamazy
s3 to enzymy, ktore inaktywuja antybiotyki p-lakta-
mowe w wyniku hydrolizy pierscienia -laktamowego.
Obecnie B-laktamazy dzieli si¢ na wiele podklas, w tym
miedzy innymi penicylinazy, cefalosporynazy czy kar-
bapenemazy [21, 58]. Inne typy enzymoéw dezakty-
wuja antybiotyki w wyniku bezposredniej modyfikacji
czasteczki, nalezg do nich acetylotransferazy aminogli-
kozydowe i chloramfenikolowe [108].

Jak wykazaly badania u P. aeruginosa TCS CreBC
aktywuje ekspresje chromosomowego genu ampC
kodujacego B-laktamaze, a kinaza sensorowa CreB bez-
posrednio wykrywa aktywnos$¢ p-laktamu [139]. Sys-
tem BlrAB Aeromonas spp. aktywuje trzy p-laktamazy:
cefalosporynaze, penicylinaze i karbapenemaze [119].
Innym przyktadem jest udzial kinazy sensorowej AarG
w opornosci wielolekopornego (MDR) patogenu szpi-
talnego Providencia stuartii na aminoglikozydy. Mecha-
nizm opornosci opiera si¢ na regulacji ekspresji genu
kodujacego acetylotransferaze¢ aminoglikozydowsa.
Co wiecej, mutacja w genie kinazy aarG dala pocza-
tek kilku dodatkowym naturalnym opornosciom na
tetracykling, chloramfenikol i ciprofloksacyne. Feno-
typ MDR jest prawdopodobnie efektem derepresji
genu aarP, kodujacego globalny regulator transkrypciji
genow zwigzanych z MDR [105].

3.4. Inne, alternatywne formy opornosci

Zwiekszona produkcja biofilmu

Biofilmy sg strukturalnie zlozonymi spolecznos-
ciami bakteryjnymi, ktére stanowig powazng prze-
szkode w leczeniu wielu infekcji [80, 110]. Obecnos$¢
biofilmu zwigksza tolerancje lub opornos¢ bakterii na
antybiotyki na kilka sposobow, w tym poprzez zmniej-
szenie penetracji leku przez macierz, zréznicowana
ekspresje gendw w biofilmie czy obecno$¢ uspionych
populacji komoérek lub subpopulacji komérek przetrwa-
tych (persisters), ktore nabyly przejsciowy fenotyp anty-
biotykoodpornosci [56, 113, 125]. Tworzenie biofilmu

RACZKOWSKA ADRIANNA, JAWORSKA KAROLINA, WYROZEMSKI LUKASZ, BRZOSTEK KATARZYNA

jest procesem zlozonym, wieloetapowym oraz $cisle
kontrolowanym, m.in. przez systemy TCS [70, 93].

P aeruginosa jest bakterig dobrze znang ze swojej
roli w zakazeniach pluc pacjentéw chorych na muko-
wiscydoze i ogromnych trudnos$ciach napotykanych
w leczeniu z powodu nieprzenikalnosci biofilmu two-
rzonego przez te bakterie. P. aeruginosa koduje kilka
TCS, ktore ulatwiajg tworzenie biofilmu i przejscie
z planktonowej do osiadlej formy zycia poprzez regu-
lacje produkcji egzopolisacharydéw Pel i Psl oraz rze-
sek czy fimbrii typu IV oraz Cup [81]. Wyjatkowym
wsérdéd TCS jest GacSA u P, aeruginosa niezbedny do
tworzenia biofilmu, poniewaz kinaza sensorowa GacS
nie podlega autofosforylacji. Zamiast tego GacS jest
aktywowana przez sierocg kinaze sensorowa RetS, dzia-
tajaca jako kinaza i fosfataza dla GacS. Systemy Rocl,
Res/Pvr, PprAB i PilRS reguluja ekspresje fimbrii Cup
i piluséw typu IV bioracych udziat w adhezji, w pierw-
szych etapach tworzenia biofilmu. Kilka kolejnych TCS
u P, aeruginosa odgrywa istotng role w tworzeniu bio-
filmu na réznych etapach jego rozwoju. BfiSR uczestni-
czy w inicjacji produkgji biofilmu, BfmSR w dojrzewa-
niu, a MifSR w tworzeniu mikrokolonii [81].

TCS BfmRS u A. baumannii, réwniez reguluje pro-
dukcje biofilmu, prawdopodobnie w odpowiedzi na sub-
letalne stezenia chloramfenikolu co prowadzi do zwigk-
szenia oporno$ci na leczenie [42, 68]. System Rcs jest
réwniez niezbedny do tworzenia biofilmu m.in. przez
szczepy E. coli, Proteus mirabilis i S. Typhimurium [29].

Opornos¢ na antybiotyki zwigzana z reakcja na stres

Wiele TCS indukuje komdrkowsa reakcje na stres
w odpowiedzi na zmiany $rodowiskowe wywolane
brakiem substancji odzywczych, zmiang temperatury,
przerwaniem integralnosci btony czy stresem oksyda-
cyjnym. Reakcje na stres czesto skutkujg globalnymi
zmianami transkrypcyjnymi, niektére z nich moga
zmieni¢ skutecznos¢ dziatania antybiotyku. Uwaza sie,
ze wiele TCS, w tym PhoPQ, CpxAR, BaeSR, i ParRS
dziala w ten sposéb [30, 102]. Z kolei TCS AmgRS
u P aeruginosa aktywowany w odpowiedzi na stres bto-
nowy wywolany akumulacja blednie zsyntetyzowanych
peptydow, utworzonych w wyniku dziatania aminogli-
kozydu, zwieksza produkcje niektérych proteaz i uru-
chamia mechanizmy chronigce blone [66, 67].

4. Charakterystyka niektorych dwuskladnikowych
systemow regulacyjnych uczestniczacych
w opornos¢ na zwigzki przeciwbakteryjne
w wybranych bakteriach Gram-ujemnych

Opornoé¢ bakterii na antybiotyki jest jednym
z najwazniejszych probleméw zdrowia publicznego
na calym s$wiecie [58, 135]. Ilo§¢ oraz réznorodnosé



ROLA DWUSKEADNIKOWYCH SZLAKOW TRANSDUKCJI SYGNALU W OPORNOSCI CHOROBOTWORCZYCH BAKTERIL...

opornych mikroorganizméw rosnie w zastraszajagcym
tempie, utrudniajac leczenie zainfekowanych osob.
Ponizej przedstawiono charakterystyke kilku gatunkow
bakterii patogennych, ktére posiadaja dobrze scharak-
teryzowane TCS modulujgce naturalng i gatunkowo
specyficzng oporno$¢ na antybiotyki.

P aeruginosa wystepuje w réznorodnych srodo-
wiskach, m.in. glebie i wodzie, jak réwniez w tkan-
kach roslinnych i zwierzecych. Jest oportunistycznym
patogenem czlowieka, wywolujacym powazne infek-
cje u 0s6b z obnizong odpornoscig immunologiczng.
Przyczynia si¢ do wielu szpitalnych zakazen, wliczajac
w to zapalenie ptuc pacjentéw podlaczonych do respira-
torow, bakteriemie ofiar poparzen oraz wysoka $mier-
telno$¢ chorych na mukowiscydoze [13, 46, 107, 116].
Trudnosci w leczeniu infekcji ptuc P. aeruginosa u osob
chorych na mukowiscydoze wynikajg z wyjatkowo nie-
przenikliwego biofilmu tworzonego przez komorki tego
patogenu. Genom P, aeruginosa koduje kilka TCS, ktdre
ulatwiajg tworzenie biofilmu [81]. Ponadto przyczyna
braku skuteczno$ci leczenia infekcji wywotanych przez
te bakterie jest wysoka naturalna oporno$¢ P, aeruginosa
na wiele klas antybiotykéw. Przeszukiwanie genomu
P. aeruginosa PAO1 ujawnilo kilka genéw kodujacych
enzymy opornosci na chloramfenikol, antybiotyki ami-
noglikozydowe i B-laktamowe [116]. Naturalna opor-
nos¢ wynika takze z niskiej przepuszczalnosci OM
oraz wydajnego dziatania pomp wyrzutu [52]. Poryny
to klasa bialek OM, ktdre tworzg kanaly umozliwiajace
doplyw substancji odzywczych i usuwanie z komorki
produktéw odpadowych [88]. Od wlasciwosci poryn
zalezy poziom naturalnej opornosci bakterii Gram-
-ujemnych na antybiotyki. Gléwna poryna blony
zewnetrznej P. aeruginosa jest OprF, ktdra transportuje
substancje co najmniej dwa razy wolniej w poréwnaniu
z tymi u np. E. coli [88].

Bakteryjne pompy wyrzutu stanowig wazny mecha-
nizm ograniczajgcy dzialania przeciwbakteryjnych
czasteczek wewnatrz komorki [117]. U P. aeruginosa
udowodniono rol¢ pomp typu RND (resistance nodu-
lation cell division family) MexAB-OprM, MexCD-
-Opr], MexEF-OprN i MexXY-OprM w opornosci na
antybiotyki [3]. Genom P, aeruginosa PAOI, liczacy
6,3 Mpz, zawiera okolo 5,800 potencjalnych otwartych
ramek odczytu wérdd ktorych okoto 10% stanowig geny
kodujace biatka regulatorowe [133]. Naleza do nich
64 regulatory odpowiedzi i 63 kinazy histydynowe,
ktére moga tworzy¢ 127 dwuskladnikowych systemow
regulacyjnych (jedna z najwyzszych liczb TCS wéréd
bakterii) [64, 86]. Warunkujg one duzg behawioralng
plastyczno$¢ tego patogenu oraz pelnig podstawowaq
role w procesie wirulencji i opornosci na antybiotyki
[27, 46, 107, 111].

Acinetobacter baumannii jest Gram-ujemna, nie-
fermentujacg paleczka. Stanowi powazne zagrozenie

265

dla oséb z obnizong odpornoscia, doprowadzajac do
posocznicy, zapalenia opon modzgowych, wsierdzia
oraz pluc, zakazenia dr6g moczowych i ran otwartych.
Genom A. baumannii ATCC17978 liczy $rednio nieco
ponad 3,9 Mpz. Cze$¢ kodujaca stanowi 88% genomu
i zawiera okolo 3,700 otwartych ramek odczytu (ORF).
Adnotowano 17 kinaz histydynowych i 18 regulatoréow
odpowiedzi TCS [64, 83, 86].

S. Typhimurium jest podstawowym jelitowym pato-
genem ludzi oraz zwierzat, wywolujacym stany zapalne
oraz niezyt zoladka i jelit. Infekcja organizmu zachodzi
zwykle poprzez spozycie zakazonego pozywienia lub
wody. Salmonelloza od lat znajduje si¢ na liscie najwaz-
niejszych zoonoz w Unii Europejskiej [35]. Rozprze-
strzenianie si¢ bakterii z przewodu pokarmowego w gtab
organizmu moze zachodzi¢ z udziatem fagocytow, gdzie
Salmonella zdolna jest do namnazania [38]. Genom
S. Typhimurium LT2 liczy 4,8 Mpz. W jego obrebie
zidentyfikowano okoto 4,500 ORF oraz 32 kinazy histy-
dynowe i 33 regulatory odpowiedzi TCS [7, 64, 77, 86].

Do rodzaju Yersinia naleza dwa enteropatogeny,
Y. pseudotuberculosis i Y. enterocolitica, ktore sg czyn-
nikami etiologicznymi jersinozy, odzwierzecej cho-
roby zakaznej, ktéra moze przyjmowa¢ rézne postaci
kliniczne, najczesciej zoladkowo-jelitowe [34, 43].
Do zakazenia paleczkami jersinia (Y. pseudotubercu-
losis znacznie rzadsze niz Y. enterocolitica) dochodzi
w wyniku spozycia zanieczyszczonej wody lub zywno-
$ci [71]. Jersinoza zajmowala przez ostatnie lata trzecie
miejsce na wykazie najwazniejszych zoonoz w Euro-
pie, zaraz za salmonellozg oraz kampylobakterioza,
w 2018 roku prewalencja zakazen zmalala [35]. Wiek-
szo$¢ infekcji wywotanych Y. enterocolitica dotyczy jelit
i ma charakter samoograniczajacy, nie wymaga terapii
antybiotykowej. Jednakze u osob z obnizong odpor-
nosécig immunologiczng dochodzi do posocznicy lub
infekcji inwazyjnej, ktore koncza sie 50% $miertelnos-
cig. Cechg charakterystyczng paleczek Y. enterocolitica
jest naturalna opornos¢ na penicyling, ampicyline
oraz pierwszg generacje cefalosporyn. Opornos¢ na te
antybiotyki B-laktamowe jest spowodowana produkcja
dwoch B-laktamaz kodowanych przez zlokalizowane na
chromosomie geny blaA i blaB [12, 114].

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

Y. pseudotuberculosis jest obiektem intensywnych
badan naukowych na $wiecie gdyz jest bezposred-
nim przodkiem Y. pestis (pateczki dzumy), gatunku
ktory wyewoluowal stosunkowo niedawno tj. okolo
1,500-20 000 lat temu [1]. Genom Y. pseudotuberculosis
(szczep IP32953) ma wielko$¢ ponad 4,7 Mpz, posiada
4,100 ORE, zidentyfikowano w nim 26 kinaz histydy-
nowych i 28 regulatoréw odpowiedzi TCS [37, 64, 86].
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Aeromonas hydrophila jest bakteria izolowang
z réznorodnych srodowisk wodnych, wliczajac do tego
butelkowana, chlorowang oraz studniowa wodg. Pier-
wotnie gatunki Aeromonas postrzegane byly jako bak-
terie oportunistyczne, infekujgce pacjentéw z obnizong
odpornoscia, jednakze ostatnie doniesienia o wywoty-
waniu chorob jelitowych i pozajelitowych sugeruja, ze
mozemy mie¢ do czynienia z nowym chorobotwoérczym
patogenem, niezaleznie od stanu odpornosci organi-
zmu gospodarza. Liczacy 4,7 Mpz genom A. hydrophila
ATCC 7966 wykazuje duze mozliwosci przystosowaw-
cze do wodnego trybu zycia, jak réwniez zdolnos¢ do
wywolywania wielu réznych chorobotwérczych pro-
cesow. Wsrdd ponad 4,100 gendéw kodujacych biatka
zidentyfikowano 46 kinaz histydynowych i 48 regula-
torow odpowiedzi TCS [64, 86, 109].

4.1. Systemy PhoP-PhoQ i PmrA-PmrB

Dwuskladnikowe systemy regulacyjne PhoP-PhoQ
(PhoPQ) oraz PmrA-PmrB (PmrAB) s3 jednymi
z najlepiej scharakteryzowanych TCS i odgrywajacych
gltéwna role 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-
ciaz szlak prowadzacy do modyfikacji lipidu A jest
rozny w zaleznosci od gatunku [47]. Oba te systemy
u P aeruginosa uczestnicza w adaptacyjnej odpowiedzi
na niskie stezenie jondw Mg** oraz warunkuja oporno$¢
na antybiotyki i CAMPs [46]. PhoQ i PmrA to kinazy
zlokalizowane w blonie wewnetrznej podlegajace
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autofosforylacji w srodowisku o niskim stezeniu Mg**.
Aktywowane kinazy sensorowe fosforyluja partner-
skie regulatory odpowiedzi PhoP i PmrA, ktére z kolei
pozytywnie reguluja transkrypcje swoich operonow,
jak rowniez operon arnBCADTEF (w literaturze opisy-
wany takze jako pmrHFIJKLM) (Ryc. 2) [46].

Szlak ArnBCADTEF modyfikuje lipid A poprzez
dodanie 4-aminoarabinozy (4-deoksy-4-amino-L-ara-
binozy), redukujac tadunek ujemny LPS. Efektem tej
modyfikacji jest zmniejszenie przenikania przez blone
zewnetrzng CAMPs, polimyksyny B czy aminoglikozy-
déw (m.in. streptomycyny, kanamycyny i amikacyny),
co prowadzi do zwiekszenia opornoséci na te zwigzki
[46, 72, 73, 78, 83]. I odwrotnie, w warunkach wyso-
kiego stezenia Mg** regulatory PhoP i PmrA s3 defos-
forylowane i uznaje si¢ je za nieaktywne. Wydaje si¢
jednak, ze niskie stezenie Mg** nie jest jedynym sygna-
tem $rodowiskowym, ktéry ma wplyw na aktywacje/
fosforylacje PhoP. Badania wykazaly, ze regulator PhoP,
w obecnosci spermidyny, ale niezaleznie od stezenia
Mg jest niezbedny do zwiekszenia opornosci P. aeru-
ginosa na polimyksyne B, kolistyng, aminoglikozydy
i chinolony [46].

System PhoPQ obecny w S. Typhimurium jest akty-
wowany podczas procesu fagocytozy bakterii przez
makrofagi. Poza tym, czynnikami aktywujacymi kinaze
PhoQ i szlak fosfotransferu z kinazy na biatko regula-
tora PhoP jest male stezenie Mg*', niskie pH i niektore
peptydy przeciwdrobnoustrojowe (Ryc. 3) [47]. System
PhoPQ S. Typhimurium pelni role w modulowaniu
procesu wirulencji u zwierzat (w tym cztowieka), ale tez
w opornoéci na peptydy antybakteryjne oraz warunkuje

pmrA pmrB

arnBCADTEF — pmrE

}

modyfikacja LPS

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) aktywuja ekspresje odpowiednich operondw. Wygieta czarna strzatka — fosforylacja
regulatora przez partnerska kinaze histydynows, strzalka niebieska — pozytywna regulacja [na podstawie 46].
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Ryc. 3. Model dzialania i interakcji pomi¢dzy TCS PhoPQ i PmrAB u Salmonella spp.

Kinazy sensorowe PhoQ i PmrB oraz ich partnerskie regulatory odpowiedzi PhoP i PmrA. Ufosforylowane PhoP i PmrA zwigkszaja ekspresje genow/

operondw bioracych udziat w modyfikacji lipidu A w LPS. Biatko PmrD wigzac regulator PmrA-P stabilizuje go w stanie ufosforylowanym (aktywacja).

Aktywowany PmrA hamuje transkrypcje genu pmrD (wskaznik czerwony). Wygieta czarna strzatka — fosforylacja regulatora przez kinaze histydynowa.
Strzalka niebieska — pozytywna regulacja [na podstawie 47].

przezywalnos¢ bakterii wewnatrz makrofagéw. Razem
z systemem PmrAB uczestniczy w modyfikacji LPS
przez dodanie 4-aminoarabinozy do lipidu A. Regu-
lator PhoP aktywuje transkrypcje genéw pag w fago-
somach makrofagéw, ktérych produkty sg niezbedne
w warunkowaniu opornosci na kationowe peptydy
przeciwdrobnoustrojowe. Gen pagB koduje palmitoilo-
transferaze, ktora modyfikuje lipid A poprzed dodanie
kwasu palmitylowego [106]. Ponadto PhoP kontroluje
TCS PmrAB w wyniku regulacji ekspresji genu pmrD
[47, 48]. Dwuskladnikowy system regulacyjny PmrAB
jest kodowany przez geny pmrA (regulator odpowiedzi,
PmrA) oraz pmrB (kinaza histydynowa, PmrB), ktdre
razem z genem pmrC (fosfotransferaza fosfoetanolo-
aminowa; pEtN) tworza operon pmrCAB. PmrAB regu-
luje ekspresje ponad 20 gendw, ktorych liczba prawdo-
podobnie jest znacznie wigksza i moze wynosi¢ nawet
okoto 100. Wsré6d nich znajduja si¢ geny odpowiadajace
za wirulencje oraz opornos¢ na antybiotyki (polimyk-
syne B) i peptydy antybakteryjne [47, 49, 75]. System
PmrAB moze by¢ aktywowany w sposob bezposredni
lub posredni. Sygnalami bezposrednio odbieranymi
przez domene sensorowa kinazy histydynowej PmrB
sa jony zelaza (Fe’*), glinu (AI’*), niskie pH oraz proces
fagocytozy bakterii przez makrofagi. Wszystkie wymie-
nione czynniki prowadza do aktywacji (autofosforyla-

cji) biatka PmrB, rozpoczynajac tym samym proces
transdukcji sygnatu (fosforylacje regulatora PmrA),
w wyniku czego dochodzi do regulacji ekspresji odpo-
wiednich genéw [136]. Posrednia aktywacja systemu
PmrAB zachodzi na drodze aktywacji genu pmrD przez
system PhoPQ. W wyniku ekspresji tego genu powstaje
9,6 kDa biatko PmrD, ktdre wigzac sie do regulatora
odpowiedzi PmrA stabilizuje jego ufosforylowana
forme (zapobiega defosforylacji) (Ryc. 3) [47, 61]. Ufos-
forylowanyPmrA aktywuje ekspresje operonu pmrCAB,
a ponadto moze hamowa¢ transkrypcje pmrD, two-
rzac ukiad regulatorowy oparty na zasadzie ujemnego
sprzezenia zwrotnego [36]. Mozliwo$¢ wspodtdziatania
systemow PhoPQ z PmrAB poprzez bialko PmrD jest
unikatowe dla Salmonella. Przykladowo, biatko PmrD
znajdujace sie w E. coli jest zupelnie odmienne, bowiem
nie wykazuje zdolnosci do posredniczenia w aktywacji
PmrAB [132]. Modyfikacje LPS, w ktorych posrednicza
oba TCS, pomagaja przezy¢ bakteriom w komodrkach
gospodarza jak i w srodowisku zewnetrznym.

Y. pseudotuberculosis posiada siedmiogenowy ope-
ron pmrF (pmrHFIJKLM), ktéry wykazuje homolo-
gie z odpowiednikiem wystepujacym u S. Typhimu-
rium [74]. Operon ten jest odpowiedzialny za addycje
4-aminoarabinozy do lipidu A, skutkujaca wzrostem
opornosci Y. pseudotuberculosis na polimyksyne B oraz
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cekropine B. Genetyczne podstawy ekspresji operonu
pmrF sg inne u S. Typhimurium i Y. pseudotuberculo-
sis. Podczas gdy regulacja jego ekspresji u Salmonella
zachodzi z udzialem systeméw PmrAB oraz PhoPQ, tak
u Y. pseudotuberculosis jest kontrolowany bezposrednio
przez dwuskladnikowy system PhoPQ. System PmrAB
obecny u Y. pseudotuberculosis nie uczestniczy w kon-
troli operonu pmrF. Bialka tego systemu wykazuja
niskie podobienstwo z odpowiednikami u S. Typhimu-
rium, ponadto nie tworzg one operonu z genem pmrC,
ktdéry nie wystepuje w jej genomie [74].

Adams i wsp. [2] wykazali, ze dwuskladnikowy sys-
tem regulacyjny PmrAB jest zaangazowany w kon-
trole opornosci na kolistyne u bakterii A. baumannii.
Potwierdzono doswiadczalnie, iz mutacja w genie pmrA
prowadzi do jego konstytutywnej ekspresji, w rezulta-
cie warunkujac obserwowang opornosé. W genomie
A. baumannii nie stwierdzono obecnosci zaréwno
gendéw phoPQ, jak i pmrD, ponadto brak jest genow
odpowiedzialnych za biosynteze i addycje 4-aminoara-
binozy do lipidu A. Sugeruje to, ze mechanizm dziala-
nia PmrAB A. baumannii jest inny od analogdéw obec-
nych u P aeruginosa oraz S. Typhimurium. Moleku-
larny cykl przemian aktywowanych dziataniem PmrAB
pozostaje nieznany [2].

4.2. System ParR-ParS

Opornos¢ wielolekowa jest powaznym problemem
w leczeniu infekcji P. aeruginosa, stad coraz czesciej
w praktyce klinicznej stosowane sg polimyksyna B
i kolistyna. Jak wykazuja badania, w odpowiedzi na
stres selekcyjny, jakim jest ekspozycja bakterii na nis-
kie, subinhibitorowe stezenia polimyksyn i niektorych
peptydow antydrobnoustrojowych moze doj$¢ do
wyksztalcenia mechanizméw warunkujacych zmniej-
szong wrazliwo$¢ na te czynniki antybakteryjne. Wia-
domo, ze modyfikacja lipidu A lipopolisacharydu jest
kluczowym skladnikiem adaptacyjnej opornosci na
peptydy antydrobnoustrojowe, ale mechanizm lezacy
u podstaw tej regulacji u P. aeruginosa dtugo pozosta-
wal nieznany. Dwuskladnikowe systemy PhoP-PhoQ
i PmrA-PmrB, ktdre u Salmonella kontroluja modyfika-
cje LPS w warunkach niskiej zawartosci Mg** i w obec-
nosci CAMPs nie odgrywaja istotnej roli w tej adapta-
cyjnej opornosci P, aeruginosa. Dopiero w 2010 roku
zidentyfikowano i scharakteryzowano nowy dwuskfad-
nikowy system wplywajacy na opornos¢ adaptacyjna
P, aeruginosa na polimyksyne, tj. system ParR-ParS [39].
System ParR-ParS (ParRS) w odréznieniu od systemow
PhoPQ i PmrAB P. aeruginosa reagujacych na niskie
stezenie Mg™', jest aktywowany w obecnosci subinhi-
bitorowych stezen polimyksyny, kolistyny czy indoli-
cydyny. Opornos¢ na polimyksyne B i kolistyne oraz
peptydy antybakteryjne jest skutkiem modyfikacji LPS
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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 si¢ warunko-
wac opornos¢ P. aeruginosa na wiele zwigzkow antybak-
teryjnych, co znajduje potwierdzenie w jego regulacji
az przez trzy dwuskladnikowe systemy. Odkrycie mole-
kularnych podstaw opornosci na kolistyne i polimyk-
syne B stanowi przelom w leczeniu pacjentéw chorych
na mukowiscydoze, ktérzy wykazuja objawy zakazenia
P aeruginosa. Wyniki badan sugeruja, ze system ParRS
moze modulowac¢ takze opornos¢ na aminoglikozydy,
fluorochinolony i p-laktamy na drodze zahamowania
ekspresji genu oprD oraz aktywacji operonu mexXY [85,
130]. Represja oprD skutkuje obnizeniem ilo$ci poryny
OprD, przez ktéra do komorki dostajg si¢ karbapenemy.
Ekspresja mexXY umozliwia synteze dwodch bialek:
MexX i MexY, ktére wraz z kodowanym oddzielnie biat-
kiem OprM tworza pompe MexXY/OprM usuwajaca
aminoglikozydy, fluorochinolony i cefepim (Ryc. 4) [85].

4.3. Systemy CzcR-CzcS i CopR-CopS

Wsréd dwusktadnikowych systeméw regulacyj-
nych wystepujacych u P. aeruginosa odkryto dwa, ktore
warunkujg krzyzowa oporno$¢ na metale ciezkie oraz
antybiotyki. Sq nimi system CzcR-CzcS (CzcRS) oraz
CopR-CopS (CopRS) [23, 100]. System CzcRS nadaje
oporno$¢ na jony cynku oraz antybiotyk imipenem
z grupy karbapenemoéw [127]. Jego aktywacja w obec-
noéci Zn** prowadzi do transkrypcji operonu czcRS,
ktérego produkty z kolei aktywuja ekspresje operonu
czcCBA kodujacego pompe wyrzutu. Dzigki niej bakte-
rie wykazuja wysoka tolerancje na jony cynku. Jedno-
cze$nie regulator odpowiedzi CzcR wplywa negatywnie
na ekspresje genu oprD kodujacego poryne, przez ktorg
wnikaja do komorki karbapenemy [100]. Z kolei, system
CopRS indukuje opornos$¢ na jony miedzi, cynku oraz
imipenem. W obecnosci Cu** dochodzi do aktywacji
tego systemu, ktory moze wplywaé na spadek ilosci
poryny OprD lub aktywowac ekspresje operon czcRS,
wywolujac efekt opornosci na cynk oraz imipenem [23].

4.4. System PprB-PprA

Dwuskladnikowy system PprB-PprA (PprBA) jest
odpowiedzialny za kontrole przepuszczalnosci bony
zewnetrznej P. aeruginosa. Geny kodujace kinaze histy-
dynowa PprA oraz regulator odpowiedzi PprB tworza
operon pprAB. Zmniejszona przepuszczalno$¢ oston
komorkowych powoduje duzg oporno$¢ na antybiotyki
aminoglikozydowe (wliczajac w to kanamycyne, strep-
tomycyne, gentamycyne, amikacyne i tobramycyne).
Antybiotyki te ze wzgledu na hamowanie translacji
bialek poprzez faczenie si¢ z podjednostka 30S rybo-
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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 modyfikacje lipidu A w LPS, operon pmrAB koduje sktadowe TCS PmrAB, gen oprD koduje

poryne OprD Wygieta czarna strzatka - fosforylacja regulatora przez kinaze histydynowa. Strzatka niebieska — pozytywna regulacja, wskaznik czerwony
- negatywna regulacja [na podstawie 85].

somu s3 stosowane w szerokim zakresie wobec réznych
infekcji bakteryjnych. Zwykle u P. aeruginosa opornos¢
na aminoglikozydy jest dodatkowo warunkowana przez
aktywnos¢ pompy wyrzutu MexXY/OprM. Moleku-
larny mechanizm kontroli przepuszczalnosci blony
warunkujacy opornos¢ jest nieznany [129]. Badania
ostatnich lat wykazaly, ze system PprA-PprB reguluje
poziom syntezy piluséw typu IV, adhezyny BapA i fim-
brii CupE, zaangazowanych w tworzenie biofilmu oraz,
ze w warunkach glodu weglowego dochodzi do induk-
cji ekspresji pprB, a takze gendéw regulonu PprB [128].

4.5. System CbrB-CbrA

Dwuskfadnikowy system CbrB-CbrA (CbrBA) jest
przede wszystkim powigzany z metabolicznym wyko-
rzystaniem wegla i azotu przez P, aeruginosa. Yeung
i wsp. [138] wykazali, ze dodatkowo uczestniczy on
w procesie wirulencji oraz kilku innych powigzanych
procesach fizjologicznych, takich jak formowanie bio-
filmu, cytotoksyczno$¢, ruch rozpelzliwy oraz opornosé
na antybiotyki. Analizy funkcjonalne kinazy sensorowej
CbrA u P, putida KT2440 dowiodty, ze CbrA posiada
kilka domen, silnie konserwowanych we wszystkich
gatunkach Pseudomonas. Na N-koncu biatka zlokali-

zowana jest nietypowa dla kinaz TCS domena trans-
blonowa o funkeji transportera (symportera), ktora
prawdopodobnie pelni funkcje ko-sensora [82, 134].

W regulacji opornosci na antybiotyki, kinaza
histydynowa CbrA najprawdopodobniej nie wspot-
dziata z powigzanym regulatorem odpowiedzi CbrB,
lecz posredniczy w transferze grupy fosforanowej na
inne regulatory odpowiedzi (cross-talk). W ten spo-
sob CbrA reguluje ekspresje wielu genéw, w tym ope-
ronéw phoPQ, prmAB oraz arnBCADTEE ktore sa
odpowiedzialne za opornos¢ na peptydy antybakteryjne
i antybiotyki (m.in. polimyksyne B, kolistyne, cipro-
floksacyne i tobramycyne). Dotychczas nie dokonano
jednoznacznej analizy powigzania bialka CbrA z poten-
cjalnymi regulatorami odpowiedzi [138].

4.6. System BlrA-BlrB

Oporno$¢ bakterii na antybiotyki p-laktamowe
wynika najczesciej z produkeji B-laktamaz, enzymow
ktére hydrolizujac czasteczke antybiotyku prowa-
dza do jego inaktywacji. U wielu organizméw obec-
no$¢ w chromosomie gendéw -laktamaz jest naturalna,
aich ekspresja jest indukowana w obecnosci czgsteczki
B-laktamu, tj. wtedy gdy synteza peptydoglikanu ulega
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zahamowaniu. Klasycznym mechanizmem regulujagcym
produkcje B-laktamaz u bakterii Gram-ujemnych jest
system AmpR, zidentyfikowany u wielu przedstawicieli
rodziny Enterobacteriaceae [53]. Gléwnym regulatorem
w tym systemie jest biatko AmpR, czynnik transkryp-
cyjny z rodziny LysR aktywujacy lub hamujacy trans-
krypcje genu B-laktamazy w zaleznosci od obecnosci
aktywatordw (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-
tetyzujacych rézne rodzaje f-laktamaz [126]. W wiek-
szo$ci gatunkow zidentyfikowano trzy odrebne enzymy,
tj. karbapenemazy klasy B (CphA lub Imi), cefalospory-
nazy klasy C (Cep) oraz penicylinazy klasy D hydroli-
zujgce oksacyliny i kloksacylina (Amp). Wszystkie trzy
typy enzymow znajduja sie pod kontrolg dwuskladni-
kowego systemu regulacyjnego BlrA-BlrB (BlrAB) [91].
Badania przeprowadzone na A. hydrophila wykazaly,
ze kinaza histydynowa BIrB nie wyczuwa czasteczki
B-laktamu bezposrednio (podobnie jak to ma miejsce
w systemie AmpR) a jest najprawdopodobniej akty-
wowana przez ligand akumulujacy sie w peryplazmie
w wyniku hamowania przez -laktam biatek wiazacych
penicyline (penicillin binding proteins; PBPs), [119].
Biatka PBP to grupa enzymow bioracych udzial w syn-
tezie, modyfikacji i dojrzewaniu peptydoglikanu (PG).
Wielkoczasteczkowe PBP sg transglikozylazami, wigza-
cymi disacharydopentapeptydy (podstawowe jednostki

antybiotyki B-laktamowe

1] unrmmmmmummnwm
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budulcowe PG) oraz transpeptydazami, ktore uczestni-
czg w tworzeniu peptydowych wigzan poprzecznych
pomiedzy pentapeptydami podjednostek budulcowych
(tworzenie wigzania pomiedzy D-alaning, czwartym
aminokwasem w peptydzie donorowym a kwasem dia-
minopimelinowym (DAP), tj. trzecim aminokwasem
w peptydzie bedacym akceptorem, co skutkuje usunig-
ciem koncowej D-alaniny (pigty aminokwas w peptydzie
donorowym). Nie wszystkie pentapeptydy uczestnicza
w tworzeniu wigzan krzyzowych poniewaz w wyniku
aktywnosci karboksypeptydaz, niskoczasteczkowych
PBP, usuwana jest terminalna D-alanina w pentapep-
tydzie, a powstajacy tetrapeptyd nie jest substratem dla
transpeptydaz. Tak wiec zahamowanie aktywnos$ci PBP
skutkuje akumulacjg disacharydopentapeptydow, ktore
reagujac z kinazg BlrB prowadza do jej autofosforylacji.
Nastepnie grupa fosforanowa jest przenoszona na regu-
lator odpowiedzi BlrA, ktéry aktywowany (ufosforylo-
wany) wiaze si¢ do specyficznej sekwencji w obszarze
promotorowym genoéw kodujgcych p-laktamazy Amp,
Cep i Imi aktywujac ich transkrypcje. Skutkuje to zwiek-
szong produkcja enzymow oraz wydzieleniem ich na
zewnatrz komorki (Ryc. 5) [119].

4.7. System OmpR-EnvZ

Archetypem prostego szlaku sygnatowego TCS,
skladajacego sie z pary biatek uczestniczacych w trans-
dukcji sygnatu ze $rodowiska, jest szlak sygnalowy
OmpR-EnvZ. Po raz pierwszy opisany u niepatogen-

peryplazma
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Ryc. 5. Model prezentujacy role TCS BlrA-BlrB w indukcji $-laktamaz u Aeromonas spp.

BlrB - kinaza sensorowa, BlrA - regulator odpowiedzi, PBP - biatka wigzace penicyling, ligand - disacharydopentapeptyd wiazacy sie z BlrB. Geny amp,

cep, imi koduja enzymy hydrolizujace antybiotyki B-laktamowe, odpowiednio: cefalosporynaze, penicylinaze i karbapenemaze. Wygieta czarna strzatka

- fosforylacja regulatora przez kinaze histydynowa. Strzalka niebieska — pozytywna regulacja, strzatka z linig przerywana — wigzanie ligandu z kinaza BlrB
[na podstawie 119].
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nej E. coli K-12 stal sie¢ modelowym obiektem badan
nad procesami fosforylacji i defosforylacji biatek TCS,
a takze osmoregulacja ekspresji genéw bialek poryno-
wych OmpC i OmpF [5]. System ten sktada si¢ z trans-
blonowej kinazy histydynowej EnvZ, ktéra odbierajac
sygnat ze Srodowiska (zmiany w osmolarnosci, pH, tem-
peratury, obecnosci substancji odzywczych) przenosi go
w postaci grupy fosforanowej na partnerskie biatko
cytoplazmatyczne - regulator odpowiedzi OmpR. Utos-
forylowane bialko OmpR wigze si¢ z regionem promo-
torowym gendw i w sposob pozytywny lub negatywny
reguluje ich transkrypcje. Funkcja systemu OmpR-EnvZ
w regulacji ekspresji genow jest od lat przedmiotem
intensywnych badan u réznych gatunkéw bakterii [26].
Wyniki sugeruja, ze bialko OmpR moze regulowac
transkrypcje wielu gendw, czesto specyficznych dla
okreslonego gatunku bakterii i tym samym modulo-
wac rozne funkgje fizjologiczne. System OmpR-EnvZ
scharakteryzowano u réznych gatunkéw bakterii choro-
botworczych, w tym S. enterica, A. baumannii [33, 121]
oraz patogennych gatunkéw Yersinia (Y. pestis, Y. pseudo-
tuberculosis 1 Y. enterocolitica) [20]. Badania wykazaly, ze
obnizony poziom produkcji OmpC i OmpF prowadzi
do zwigkszenia opornosci na B-laktamy u E. colii S. ente-
rica. Wyniki badan dowiodly takze znaczenia biatek
blony zewnetrznej (poryn OmpC i OmpF) w opornosci
Y. enterocolitica na antybiotyki B-laktamowe i tetra-
cykling [16, 19]. Analiza parametréw przepuszczalnosci
OM, jak i badania w sztucznej dwuwarstwie lipidowej

(black lipid bilayers), wykazaly znaczenie obu poryn

wysoka osmolarnosg,
inne cznniki stresowe

pompa wyrzutu
antybiotykow
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OmpC i OmpF jako kanatéw dyfuzyjnych dla nisko-
czasteczkowych antybiotykéw p-laktamowych oraz
jonéw [17, 18]. Prace nad osmotyczng regulacja ekspre-
sji poryn OmpC i OmpF Y. enterocolitica, dowiodly, ze
w podlozu o niskiej osmolarnosci preferencyjnie synte-
tyzowana jest poryna OmpE podczas gdy w warunkach
wysokiej osmolarnosci w OM dominuje OmpC [17, 19].
Modulacja poziomu syntezy poryny OmpC i OmpF
jest klasycznym przykladem odpowiedzi adaptacyj-
nej komorki, gdyz zwigkszenie syntezy poryny OmpC
(o mniejszej $rednicy) w warunkach wysokiej osmo-
larnosci (np. jelita) i zmniejszenie réwnocze$nie OmpF
(poryna o wigkszej $rednicy) pozwala na ograniczenie
dyfuzji substancji szkodliwych do wnetrza komorki.
Wyniki do$wiadczen przeprowadzonych z dzikim szcze-
pem Y. enterocolitica oraz jego izogenicznym mutantem
defektywnym w produkcji OmpR (AompR) dostarczyly
danych wskazujacych na znaczenie regulatora OmpR
w regulacji poryn, a takze w procesie tworzenia bio-
filmu [20, 87]. Dalsze analizy genetyczne i proteomiczne
wykazaly, ze AcrB, bialkowy skfadnik pompy wyrzutu
typu MDR AcrAB-TolC znajduje si¢ pod pozytywna
kontrolg OmpR, ktéry ponadto negatywnie reguluje
expresje genu acrR kodujacego represor operonu acrAB
[103]. OmpR dziatajac jako represor acrR oraz aktywa-
tor acrAB uczestniczy w pozytywnej regulacji ekspresji
genéw kodujacych komponenty pompy wielolekowej
AcrAB-TolC, odpowiedzialnej za wyplyw z komorki
bakteryjnej wielu antybiotykdw, soli zélciowych oraz
detergentéw (Ryc.6). Otrzymane dane pozwolily na

niska osmolarno$¢

_—

CaerR>
;&
e e OMPF
acrAB

acrR

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 biatka AcrA i AcrB, komponenty pompy wielolekowej AcrAB-TolC.

Ekspresja operonu acrAB znajduje si¢ pod kontrolg represora AcrR. OmpR pozytywnie reguluje ekspresje acrAB, a negatywnie acrR. OmpR w warun-

kach wysokiej osmolarnoéci indukuje ekspresje genu ompC, a hamuje ompF. OmpC - poryna o mniejszej srednicy, OmpF - poryna o wigkszej srednicy.

Wygieta czarna strzalka — fosforylacja regulatora OmpR przez kinaze EnvZ. Strzatka niebieska — pozytywna regulacja, wskaznik czerwony — negatywna
regulacja [na podstawie wynikow badan autoréw niniejszej pracy przegladowej].
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wysuniecie wnioskéw o konsekwencjach funkcjonal-
nych wynikajgcych z aktywnosci OmpR i przyczynity
sie do zrozumienia molekularnych mechanizméw,
ktére maja wplyw na wrazliwos¢ Y. enterocolitica na
zwigzki antybakteryjne.

5. Podsumowanie

Opornoé¢ bakterii na zwigzki antybakteryjne opiera
sie na kilku gtéwnych strategiach, do ktorych naleza:
inaktywacja zwigzku, mechanizm jego aktywnego usu-
wania z komorki, modyfikacja miejsca dzialania oraz
zmiany w przepuszczalnosci oston komorkowych.
Dwuskfadnikowe szlaki sygnalowe reguluja pozytyw-
nie ekspresj¢ gendw warunkujacych opornosé, w odpo-
wiedzi na specyficzne bodzce $rodowiskowe, m.in.
obecnos¢ okreslonych antybiotykéw oraz jonéw. Duza
liczba oraz réznorodnos¢ systeméw TCS u chorobo-
tworczych bakterii Gram-ujemnych §wiadczy o roli jaka
odgrywaja w adaptacji do niesprzyjajacego srodowiska
organizmu gospodarza. W dobie dynamicznie rozwija-
jacych sie badan genomicznych i proteomicznych wie-
dza o systemach TCS nieustannie wzrasta. Coraz wigcej
jest dowoddw na obecno$¢ mechanizméw autoregula-
cyjnych, a takze zjawiska wymiany informacji miedzy
systemami (cross talk) w wyniku bezposrednich inter-
akcji pomiedzy biatkami tworzacymi szlak sygnatowy,
co prowadzi do zwigkszenia efektywnosci ich dziatania.

Systemy TCS ze wzgledu na powszechno$¢ wyste-
powania, wysoka konserwatywno$¢ komponentow tych
systemow oraz ich nieobecno$¢ w komorkach ssaczych
moga by¢ celem dla dzialania naturalnych lub synte-
tycznych inhibitoréw [122, 124]. Efektywna inhibicja
TCS moglaby jesli nie zastgpi¢, to w przyszlosci uzu-
petni¢ klasyczng antybiotykoterapie i przyczyni¢ sie
do skutecznego zwalczania infekcji wywotanych przez
bakterie wielolekooporne.
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