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Role of rhamnolipids in the natural environment

Abstract: Rhamnolipids are glycolipidic surfactants of bacterial origin. In the past 20 years rhamnolipids were often associated with
the mediation of uptake of hydrophobic substrates by bacterial cells. Recent research has provided evidence that rhamnolipids
primarily play a role in surface-associated modes of bacterial mobility and are involved in biofilm development. This review gives
an insight into the current state of knowledge on these roles of the rhamnolipid biosurfactants.
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»Wiedza jest nieodwracalna, nie moze
cofngc sie w mrok stodkiej ignorancji”
— Stanistaw Lem ,,Gtos Pana”

1. Wstep

Biosurfaktanty, czyli zwiazki powierzchniowo-
czynne pochodzenia mikrobiologicznego, to temat,
ktory przyciagnat uwagg ogromnej liczby badaczy na
caltym $wiecie. Wsrdd szeregu prac naukowych po-
$wigconych tej tematyce wyr6zni¢ mozna te koncen-
trujace si¢ na produkcji oraz izolacji nowych bio-
surfaktantow [92, 111], podejmujace opis budowy
chemicznej danego zwiazku wraz z rozbudowana czgs-
cig analityczna [5, 91, 124] oraz te dotyczace analizy
otrzymanych biosurfaktantow pod wzgledem ich wtas-
ciwosci fizyko-chemicznych, szczegdlnie wlasciwosci
powierzchniowo-czynnych [84]. Innym analizowanym
aspektem byto porownanie klasycznych surfaktantow
syntetycznych i biosurfaktantow [85, 86]. Okazalo sig,
ze surfaktanty pochodzenia biologicznego wykazuja
szereg zalet, takich jak: mate obciazenie srodowiska
naturalnego, wysoka biodegradowalnos¢, stosunkowo

niskie koszty wytwarzania przy masowej produkcji,
mozliwo$¢ produkowania biosurfaktantow in situ,
niskie warto$ci krytycznego st¢zenia micelarnego
(CMC) oraz wysoka skuteczno$¢ solubilizacji. Wiele
prac dotyczylo mozliwosci praktycznego zastosowania
biosurfaktantéw w dziedzinach takich jak: farmacja,
ochrona ro$lin, medycyna, przemyst kosmetyczny
i spozywczy [32, 43, 88]. Szczegdlnie duzo uwagi po-
swigcono wykorzystaniu biosurfaktantow w techni-
kach remediacyjnych, zwiazanych z usuwaniem skazen
ropopochodnych ze §rodowiska naturalnego [45, 103].
W zalozeniu biosurfaktanty miaty stanowi¢ pomost
laczacy zyjace w $rodowisku hydrofilowym mikro-
organizmy z nierozpuszczalnymi w wodzie, hydrofo-
bowymi weglowodorami. Spodziewano sig, ze wydzie-
lanie biosurfaktantéw przez mikroorganizmy zwiazane
jest przede wszystkim z naturalnie wyksztalconym
mechanizmem pozyskiwania substratow. Zwigkszenie
rozpuszczalnosci ropopochodnych zwigksza¢ miato
ich biodostepnos¢, co w konsekwencji przyczynitoby
si¢ do intensywniejszego przebiegu procesow biode-
gradacyjnych [95]. Alternatywnie modyfikacja wtasci-
wosci powierzchniowych samych mikroorganizmow
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przez biosurfaktanty miata by¢ odpowiedzialna za
zwigkszenie kontaktu komorek ze zrodtem wegla [71,
148]. Obiecujacych rezultatow oczekiwano zwlaszcza
w odniesieniu do wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA), stanowiacych niebezpieczne
1 trudne do usunigcia skazenie $rodowiska [89]. Fak-
tycznie, czg¢$¢ badaczy zaobserwowata w przeprowa-
dzonych eksperymentach zwigkszenie skutecznos$ci
usuwania zanieczyszczen po dodaniu biosurfaktantow
[149]. Jednakze réwnie czesto obserwowano brak
wptywu lub negatywny efekt dodatku biosurfaktantow
[42, 67]. Obecnie, po ponad dwudziestu latach badan,
sposob postrzegania roli biosurfaktantow w funkcjo-
nowaniu mikroorganizméw zmienia si¢ diametralnie
[15, 138]. Na przykladzie ramnolipidow, najlepiej
poznanego biosurfaktantu, postaramy si¢ zblizy¢ do
najbardziej aktualnej odpowiedzi na pytanie: po co
mikroorganizmy produkuja biosurfaktanty?

2. Rys historyczny — od pierwszej izolacji
do chwili obecnej

Ramnolipidy sa glikolipidami, w sktad ktérych
wchodzi cukier ramnoza i kwas p-hydroksydekanowy.
Produkowane sa gtdownie przez bakterie Gram-ujemne
z rodzaju Pseudomonas, wystgpujace powszechnie
w srodowisku wodnym i glebowym. W 1946 roku po-
jawia si¢ pierwsze doniesienie literaturowe o ramnoli-
pidach produkowanych przez bakterie Pseudomonas
pyocyanea [9], jednoczes$nie opisane zostaje pierwsze
ich praktyczne zastosowanie. Pelniejszy opis budowy
wyizolowanych ramnolipdéw pojawia si¢ nieco poz-
niej w pracy Jarvisa i Johnsona [72]. W na-
stepnych latach zwrdcono uwage na wysoce efektyw-
na produkcje¢ ramnolipidow przez bakterie z gatunku
Pseudomonas aeruginosa [57]. Zainteresowanie ta
tematyka rozwija si¢ w latach sze$c¢dziesiatych i sie-
demdziesiatych. Scharakteryzowano struktur¢ chemicz-
na pierwszych ramnolipidoéw, identyfikujac je jako typ
R2, charakteryzujacy si¢ dwiema czasteczkami ram-
nozy [39]. Prowadzono takze intensywne badania nad
optymalnymi warunkami do produkcji i wydziela-
nia tych biosurfaktantow przez roézne szczepy [119].
W 1971 r. wyizolowany zostaje zupelnie nowy ramnoli-
pid — zbudowany z jednej czasteczki ramnozy (typ R1).
W ciagu kolejnych lat pojawia si¢ coraz wigcej homo-
logow, nieznacznie rézniacych si¢ struktura. Opisano
réwniez pochodne obu wymienionych wczesniej gli-
kolipidow, ktore posiadaly dodatkowa reszt¢ kwasu
a-dekenowego, nazwane jako ramnolipidy typu A i B
[146]. W pdzniejszych eksperymentach udalo si¢ wy-
izolowa¢ metylowe pochodne ramnolipidéow R1 i R2
[63], oraz warianty pozbawione jednej czasteczki kwa-
su B-hydroksydekanowego, opisane jako typy R3 i R4

[131]. Gwaltowny rozwdj technik analitycznych na
przestrzeni ostatniej dekady zaowocowal odkryciem
wielu zupetnie nowych struktur, ktorych liczba wyno-
si obecnie ponad 60 [1].

3. Czynniki wplywajace na produkcje¢ ramnolipidéw

W latach 80 i 90 ubiegltego wieku poszukiwano
skutecznych metod produkcji duzych ilosci biosurfak-
tantow. Opisano wtedy szereg czynnikow majacych
istotny wptyw na efektywno$¢ wytwarzania ramno-
lipidéw. Zauwazono, ze sa one najwydajniej produ-
kowane przy ograniczeniu zrodet azotu [32, 53, 97].
W fazie stacjonarnej, kiedy azot jest wyczerpywany,
dochodzi do akumulacji ramnolipidéow w medium ho-
dowlanym [90]. Inne badania donosza, ze do nadpro-
dukcji ramnolipidow dochodzi réwniez w przypadku
ograniczonej dostgpnosci makroelementow np. fosforu
[98] lub mikroelementow.

Z wczeséniejszych badan wynikalo, ze rodzaj sub-
stratu jest rowniez waznym czynnikiem wptywajacym
na efektywno$¢ produkcji i rodzaj otrzymywanych
ramnolipidow. Pdzniejsze badania nie potwierdzity
roznicy w strukturze biosurfaktantu otrzymanego pod-
czas hodowli na hydrofilowych i hydrofobowych sub-
stratach [111]. Wielu naukowcéw otrzymato ramnoli-
pidy podczas hodowli na hydrofobowych substratach
(oleje 1 ttuszcze) [24, 91]. Wielu innych uzyskato
podobne rezultaty stosujac hydrofilowe zrodla wegla
np. cukry [52] lub glicerol, co dato o wiele lepsze rezul-
taty niz hodowla na hydrofobowych substratach [5].
Doniesiono takze, ze mozliwa jest efektywna synteza
z innych, hydrofilowych zrédet wegla takich jak eta-
nol [92]. Obecnie znanych jest wiele prac opisujacych
efektywne metody produkcji ramnolipidow z réznych,
czesto odpadowych substratow przy uzyciu innowa-
cyjnych rozwiazan technologicznych [88, 115].

4. Ramnolipidy a biodegradacja substratow
weglowodorowych

Produkcja biosurfaktantow przez mikroorganizmy
podczas wzrostu na hydrofobowych zrédtach wegla
zwrdcita szczegdlng uwagg badaczy, gdyz dostrzezono
w tym aspekt interesujacy z punktu widzenia technik
bioremediacyjnych. Biodostgpno$¢ zanieczyszczen
w $§rodowisku naturalnym jest jednym z kluczowych
czynnikdw ograniczajacych postep procesé6w biode-
gradacyjnych [139]. Zatem w przypadku szczepow
zdolnych do biodegradacji zwiazkow ropopochodnych
zdolno$¢ do produkcji biosurfaktantéw jest prawdo-
podobnie integralna cecha tych mikroorganizmoéw.
Wydzielanie ramnolipidéow prowadzi¢ miato do solu-
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bilizacji hydrofobowych zwiazkéw, co jednoznacznie
skojarzono ze stymulowaniem proces6Ow biodegrada-
cyjnych [64]. Stad tez brak gendéw odpowiedzialnych
za syntez¢ ramnolipidow niektorzy badacze powiazali
bezposrednio z niezdolnoscia do wzrostu na hydro-
fobowych zrodtach wegla, takich jak np. n-alkany [78,
106]. Podczas wielu testow biodegradacyjnych sta-
rano si¢ zwigkszy¢ biodostgpnosé substratu poprzez
dodawanie biosurfaktantow. Wykazano, ze dodatek
ramnolipidéw w ilo$ci 300 mg/1 stymulowat biodegra-
dacje oktadekanu [147]. Ci sami badacze [148] prze-
prowadzili badania, w ktorych dodatek ramnolipidow
w matych ilo§ciach stymulowat biodegradacj¢ heksa-
dekanu dla czgsci szczepow, jednak u innych spo-
wodowal inhibicjg¢ proceséw degradacyjnych okta-
dekanu. Zaobserwowano wtedy rowniez, ze dodatek
ramnolipidow przyczyniat si¢ do znacznego wzrostu
efektywnosci proceséw degradacyjnych dla szczepow
niezdolnych do produkcji wlasnego biosurfaktantu.
Wiele prac wskazywato zaréwno na pozytywne jak
i negatywne skutki dodatku biosurfaktantéw na degra-
dacj¢ hydrofobowych substratow przez szczepy Sro-
dowiskowe [108]. W zwiazku z licznymi sprzecznos-
ciami w doniesieniach literaturowych badacze zaczgli
whnikliwie przygladac sig¢ nie tylko interakcjom pomig-
dzy ramnolipidami i zanieczyszczeniami, gdyz rownie
istotnym zaczatl si¢ wydawa¢ wpltyw biosurfaktantow
na mikroorganizmy.

Zauwazono wyrazny wptyw dodawanego biosur-
faktantu na zmiany w hydrofobowos$ci komoérek bakte-
ryjnych badanych szczepow [147, 148]. Zaprzestano
doszukiwania si¢ prostych zaleznosci pomigdzy degra-
dujacymi mikroorganizmami, ramnolipidami i hydro-
fobowymi substratami a zaczgto traktowac je jako
zaleznoS$ci wieloptaszczyznowe. Kolejne lata to okres
badan nad wptywem ramnolipidéw na wtasciwosci po-
wierzchniowe poszczegdlnych szczepdéw bakteryjnych
powiazane z efektywnoscia proceséw biodegradacyj-
nych. W poszukiwaniu odpowiedzi na kolejne pytania
prowadzono liczne proby analizy skomplikowanych za-
lezno$ci pomigdzy biosurfaktantami, mikroorganizma-
mi i ksenobiotykami, aby znalez¢ optymalne warunki
do prowadzenia procesow biodegradacyjnych [100].

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow
i analizy kinetyki proceséw biodegradacyjnych okres-
lono r6zne mechanizmy poboru substratoéw przez mi-
kroorganizmy: bezposredni kontakt komoérki z hydro-
fobowym zrodtem wegla lub pobdér weglowodorow,
ktore przeszty do fazy wodnej pod wptywem surfak-
tantow [14, 66, 125].

Zdolnos¢ do produkcji biosurfaktantéw i zmiany na-
pigcia powierzchniowego powiazano z mechanizmem
ulatwionego transportu hydrofobowych substratow do
roztworu wodnego. Solubilizacja zwiazkéw z fazy ole-
jowej i transportowanie ich do wnetrza roztworu wod-

nego prowadzitaby do znacznej redukcji czynnika dy-
fuzyjnego jako parametru ograniczajacego przebieg
procesow biodegradacyjnych [89].

Z kolei wtasciwosci powierzchniowe szczepow,
w szczegolnosci zmiany hydrofobowos$ci powiazano
z mechanizmem bezposredniego poboru substratu
z fazy olejowej [22]. Zmiany te, bedace np. wynikiem
adsorpcji ramnolipidow czy innych surfaktantéw na
powierzchni komorki, stanowity alternatywna meto-
de pokonania czynnikéw limitujacych wynikajacych
z transportu [20, 21].

Zwigkszenie biodegradacji moglo zatem wynikaé ze
zwigkszonej solubilizacji hydrofobowego zrodta wegla
lub tez z powodu modyfikacji zewngtrznych struktur
komoérkowych, co z kolei moglto przyczynia¢ si¢ do
latwiejszego kontaktu migdzy weglowodorowym sub-
stratem a komorkami [66, 77, 147]. Przeprowadzone
badania nie doprowadzity jednak do uzyskania jedno-
znacznych rezultatow.

Pozniejsze prace sugeruja, ze obserwowany wzrost
efektywnosci procesow biodegradacyjnych mogt by¢
efektem jednoczesnego wystepowania obydwu zjawisk.
Wiele eksperymentow potwierdza, ze zar6wno mecha-
nizm bezposredniego poboru substratu z fazy olejowe;,
jak 1 wspomagana biosurfaktantami solubilizacja hydro-
fobowych substratéw w roztworze wodnym wystepuja
podczas biodegradacji WWA [12, 33]. Przeprowadzo-
no eksperymenty, w ktorych ponad szes¢dziesiat szcze-
poéw bakteryjnych wyizolowanych z gleby o réznym
stopniu zanieczyszczenia ropopochodnymi zostato
przebadanych pod wzgledem preferowanego mechaniz-
mu poboru substratéw [13]. Uzyskano wyniki sugeru-
jace, ze zaden z mechanizmow nie dominuje jedno-
znacznie nad drugim. Dla potowy badanych szczepow
stwierdzono wystgpowanie wylacznie bezposredniego
poboru substratu z fazy olejowej, podczas gdy pozo-
stala potowa wykazywata mechanizm opierajacy si¢
o transport ulatwiony wystgpowaniem biosurfaktantu.
Co ciekawe, autorzy zaobserwowali dla cz¢sci bada-
nych szczepow brak powiazania pomigdzy hydrofo-
bowoscia komorek bakteryjnych, efektywnoscia pro-
dukcji biosurfaktantow, a rodzajem zrodia wegla.
Bardzo zblizone rezultaty uzyskano po hodowli na hy-
drofobowym heksadekanie i hydrofilowym glicerolu.
Wywnioskowano, ze warunki srodowiskowe panujace
W miejscu wzrostu mikroorganizmow ksztattuja okres-
lone mechanizmy poboru substratu. Rozwinigcie po-
wierzchni cieklej fazy weglowodorowej w danym
srodowisku bedzie najprawdopodobniej owocowato po-
jawieniem si¢ szczepdw o bezposrednim sposobie po-
boru substratu z fazy olejowej. Wykazano, ze transfer
masy jest najwickszy gdy mikroorganizmy rosna w bez-
posrednim otoczeniu kropli weglowodoréw [75]. Nato-
miast dla §rodowiska bogatego w wodg, gdzie domi-
nowac beda szczepy o hydrofilowych wlasciwosciach
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powierzchniowych, przewaza¢ bgdzie mechanizm opar-
ty o biosurfaktanty, przy czym w takich uktadach pro-
ces emulgowania zanieczyszczen dominuje nad pro-
cesem solubilizacji. Pewna ciekawostka sa bakterie
pobierajace olej w postaci mikrokropli [127]. Autorzy
zwracaja uwagg na fakt, ze biosurfaktanty produkowa-
ne sa zarowno przez hydrofilowe, jak i hydrofobowe
szczepy, niezaleznie od rodzaju zroédta wegla, co moze
sugerowac, ze ich rola wykracza dalece poza poczat-
kowo przyjgte ramy. Pojawia si¢ tez wiele doniesien
literaturowych sugerujacych, ze cz¢sto biodegradacja
przebiega bez udziatu biosurfaktantow. Przykladowo,
w 2004 r. zaobserwowano, ze produkcja biosurfaktan-
tow jest zupelnie nie zwiazana z efektywnoS$cia procesu
biodegradacji hydrofobowych substratéw takich jak
WWA [74]. Stad tez proby znalezienia korelacji po-
migdzy hydrofobowoscia, a efektywnoscia procesow
biodegradacyjnych powiodly si¢ jedynie w nielicznych
badaniach [17, 104, 105]. Na tym etapie pojawily si¢
badania §rodowiskowe o zupetnie innym wymiarze.
Zauwazono, ze chociaz pojedyncze szczepy stanowia
bardzo wygodny material do modelowych badan, to
proby przeniesienia prawidlowosci zaobserwowanych
w warunkach laboratoryjnych do ukladow rzeczywis-
tych konczyly si¢ w wigkszos$ci przypadkéw niepowo-
dzeniem, zwtaszcza dla srodowiska glebowego [114].

Nalezy podkresli¢, ze zaden mikroorganizm nie jest
samotng wyspa, a procesy degradacyjne przebiegajace
w srodowisku naturalnym przebiegaja z udziatem wy-
specjalizowanych zespoldw mikroorganizméw, zwa-
nych konsorcjami, lub przynajmniej przez kultury
mieszane. Obecnie niewiele jest prac opisujacych
wptyw ramnolipidow lub szczepow zdolnych do ich
produkcji na konsorcja srodowiskowe. Jednakze wy-
kazano, ze dodatek mikroorganizméw zdolnych do
produkcji ramnolipidow praktycznie nie wplywa na
biodegradacj¢ zwiazkéw ropopochodnych przeprowa-
dzona w $rodowisku glebowym [71]. Przyczyna byly
najprawdopodobniej trudnos$ci w przystosowaniu si¢
drobnoustrojéw do nowego $rodowiska.

Badania nad wplywem ramnolipidéw na efektyw-
no$¢ biodegradacji oleju napgdowego przez 218 kon-
sorcjow $rodowiskowych wykazaty, ze dodatek bio-
surfaktantu w rownym stopniu zwigkszal, zmniejszat
lub pozostawal bez wptywu na przebieg procesow
degradacyjnych [109]. Zaobserwowano rowniez cal-
kowity brak korelacji pomigdzy hydrofobowosScia
komorek w konsorcjach, a ubytkiem oleju napedo-
wego. Podobne obserwacje poczyniono w innych ba-
daniach [18, 19]. Prowadzi to do wniosku, ze w wigk-
szo$ci przypadkéw dodatek ramnolipidow nie jest
istotnym czynnikiem z punktu widzenia efektywnosci
proceséw biodegradacyjnych.

Powrdcono zatem do alternatywnych koncepcji
z poprzednich lat [99]. Stwierdzono, Ze biosurfaktanty

te moga uczestniczy¢ w wielu innych procesach [23],
a wspomaganie mechanizmu pobierania substratu jest
prawdopodobnie tylko jednym z obserwowanych zja-
wisk oraz innych mechanizméw adaptacyjnych [38].
Kolejne lata badan to etap analizy funkcji ramnolipi-
déw z perspektywy kolonizowania otoczenia, tworze-
nia i rozpadu biofilméw bakteryjnych oraz specyficz-
nej aktywnosci wobec innych organizmow.

5. Ramnolipidy a mobilno$¢ komorek bakteryjnych

W przypadku wyczerpywania sktadnikéw pokar-
mowych w $rodowisku mozliwe sa dwa scenariusze:
mikroorganizmy wyksztatcaja nowe mechanizmy po-
zyskiwania substratéw dotad dla nich niedostgpnych
lub opuszczaja sSrodowisko w poszukiwaniu lepszych
warunkéw. Poczatkowo uwazano, ze ramnolipidy sa
wykorzystywane gtéwnie do zwigkszenia biodostep-
nosci potencjalnych zrodet wegla [5], jednak wydziela-
nie wielkoczasteczkowych produktow wytacznie w celu
pobrania niskoczasteczkowych substratoéw wydaje sig
nieuzasadnione z punktu widzenia bilansu energetycz-
nego komorki. Srednia masa czasteczkowa ramnolipi-
déw wynosi 650 g/mol, a przyktadowo masa czastecz-
kowa heksadekanu to 226 g/mol. Mato prawdopodob-
nym jest by raz wydzielone czasteczki ramnolipidow
ponownie powrocily do komorki wraz z heksadekanem.
Moga si¢ one przyczynia¢ do wymywania potencjal-
nego substratu z najblizszego otoczenia komorek, lub
tez, zgodnie z zatozeniami drugiego scenariusza, do
przemieszczenia samych mikroorganizmow. W $wietle
najnowszych odkry¢ to wlasnie mobilno§¢ komoérek
ma najwyzszy priorytet [134, 138].

Na przyktadzie P. aeruginosa wielu badaczy wy-
kazato, ze komorki bakteryjne sa zdolne do trzech
roznych rodzajow ruchu: ptywania za sprawa rzgsek,
ruchu drgajacego (twitching) opartego na pili typu IV
oraz wzrostu rozpetzliwego (swarming) [35, 79].

P aeruginosa posiada pojedyncza, polarna wié,
ktéra pozwala komorkom ptywaé w §rodowisku wod-
nym. Wi¢ wraz z uktadem chemoreceptorow i syste-
mem przekazywania bodzcow jest wykorzystywana
przez bakterie w procesach reagowania na sygnaty
z otoczenia [132].

W przypadku poruszania si¢ po powierzchni mozli-
wy jest ruch typu drgajacego przy pomocy pili typu IV
[29, 141]. Uwaza sig, ze u podstaw tego zjawiska lezy
tendencja do rozciagania i kurczenia sig¢ pili, co wpra-
wia komorki w ruch. Synteza i formowanie pili wyma-
ga wielu genow, a warunki srodowiskowe potrzebne do
ich uaktywnienia nie zostaty do konca poznane [65].
Sa one istotnym elementem budowy komorki, bioracym
udzial w infekcyjnych atakach drobnoustrojow i przy-
czepianiu si¢ do powierzchni abiotycznych [55, 101].
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Zdecydowanie najbardziej skomplikowanym wy-
daje sig jednak ruch typu rozpetzliwego. Jest to forma
zorganizowanego przemieszczania po powierzchni,
powiazana z wydluzaniem komorek, obecnoscia od-
powiedniej liczby rzgsek oraz kontaktem migdzyko-
morkowym [46]. Zjawisko to, charakterystyczne dla
uktadow wielokomorkowych, obejmuje procesy tacze-
nia si¢ w grupy i odlaczania si¢ komoérek np. podczas
kolonizowania nowego §rodowiska. Wedlug niektorych
badaczy dzialania tego typu wystgpuja takze podczas
tworzenia biofilméw bakteryjnych oraz infekcji spo-
wodowanych przez drobnoustroje patogenne [123].
Komorki zdolne do tego typu ruchéw sa zwykle wy-
dhuzone i posiadaja wigcej rzg¢sek. Zasugerowano, ze
wykazujace ruch typu rozpelzliwego komorki P, aeru-
ginosa wymagaly rowniez udziatu pili typu IV oraz
obecnosci ramnolipidow [79]. Autorzy stwierdzili
réwniez, ze inicjowanie ruchu typu rozpetzliwego jest
zwigzane z dostepnoscia azotu w srodowisku. Pierwias-
tek ten nie tylko wplywa na produkcje ramnolipidow,
lecz moze by¢ rowniez istotnym czynnikiem podczas
syntezy pili [50, 70]. W $rodowisku bogatym w azot
ekspresja gendw odpowiedzialnych za synteze pili
zostataby ograniczona, co z kolei wiazatoby si¢ z ha-
mowaniem ruchu typu rozpelzliwego. System przeka-
zywania bodzcow migdzy komoérkami odgrywatby
wazna role w wykrywaniu czynnikéw ograniczajacych
1 propagowaniu odpowiednich reakcji — np. induko-
waniu produkcji ramnolipidow pozwalajacych mikro-
organizmom na migracj¢ do nowych, bogatych w sktad-
niki odzywcze nisz.

Niezbitych dowodéw na zwiazek pomigdzy ru-
chem typu rozpetzliwego a obecno$cia ramnolipidow
dostarczyty prace Caiazza iwsp. [15] oraz przeto-
mowe odkrycia zaprezentowane przez Tremblay
i wsp. [134]. Pierwszy z zespoldw zasugerowal, ze
ramnolipidy sa odpowiedzialne za inhibicje ruchu
komoérkowego, podczas gdy zwiazki prekursorowe do
ich syntezy — kwasy 3-hydroksyalkanoilo-3-hydro-
ksyalkanowe (HAA), petnia rolg zwiazkéw zwilzaja-
cych. Eksperymenty przeprowadzone przez Tremblay
i wsp. [134] bedace rozwinigciem tego tematu, prowa-
dzily do zupelie odmiennych wnioskow, wynikaja-
cych gldéwnie z czystosci stosowanych preparatow. Po
izolacji i doktadnym oczyszczeniu badano wptyw kaz-
dego z poszczegodlnych sktadnikéw, podczas gdy pierw-
szy z zespoldw stosowatl ekstrakt bedacy mieszanina
wszystkich zwiazkéw. Pozwolito to na otrzymanie
bardzo ciekawych wynikdw, opierajacych si¢ o zjawis-
ko chemotaksji zwiazanej z dwoma konkurencyjnymi
efektami wywotywanymi przez diramnolipid i HAA.
Wedtug autoréw diramnolipid jest postrzegany jako
atraktant przez komorki wykazujace ruch typu rozpet-
zliwego, podczas gdy HAA wystgpuja w roli silnego
sygnatu odpychajacego. Zwiazki te sa réwniez zwia-

zane z formowaniem rzgsek komoérkowych — diramno-
lipidy stuza jako substancje promujace powstawanie
rzgsek, natomiast HAA jest inhibitorem tego procesu.
Ulatwianie transportu poprzez obnizenie napigcia po-
wierzchniowego jest wedlug autoréw zadaniem mo-
noramnolipidéw, ktére nie wykazuja wptywu na ruch
typu rozpetzliwego. Opierajac si¢ na przeprowadzo-
nych eksperymentach z zakresu kinetyki dyfuzji auto-
rzy opracowali model dziatania systemu promowania/
hamowania ruchu komérkowego. Wedtug tej koncep-
cji diramnolipidy rozprzestrzeniaja si¢ szybciej, przy-
ciagajac do siebie komorki. Autorzy zauwazyli jedno-
czesnie, ze HAA sa dla komorek o wiele silniejszym
sygnalem, stad ich obecnos$¢, nawet w niewielkich
stezeniach, mogta spowodowaé, ze ekstrakt ramno-
lipidow uzyty w eksperymentach wykonanych przez
Caiazza i wsp. [15] wykazywat wilasciwosci za-
trzymujace ruch typu rozpetzliwego. Kolejnym bardzo
istotnym odkryciem byt fakt, ze system oparty na di-
ramnolipidach/HAA nie dziata zupelie na komorki
pltywajace, co prowadzi do wniosku, ze tryb porusza-
nia si¢ jest zwiazany nie tylko z morfologia komorki,
lecz rowniez z réznymi mechanizmami regulacji na
poziomie ekspresji genow.

6. Rola ramnolipidéw w tworzeniu biofilmu

Wiele mikroorganizmoéw jest zdolnych do egzysto-
wania w dwoch diametralnie roznych trybach: plank-
tonowym oraz w postaci wielokomoérkowych spotecz-
nosci, przyczepiajacych si¢ do réznych powierzchni
w formie biofilmu. Wzrost w biofilmie niesie ze soba
wiele potencjalnych korzysci. Z przeprowadzonych
badan wynika, ze komdrki w biofilmie wykazywaty
si¢ wyzsza odporno$cia na antybiotyki [25, 128] oraz
zwigkszona produkcja substancji ochronnych [47].
Wielu badaczy sugeruje, ze biofilm sprzyja takze ko-
operacji metabolicznej miedzy komoérkami [122] oraz
intensyfikuje procesy komunikacji mig¢dzykomor-
kowej i horyzontalnej wymiany gendow [58, 112] co
prowadzi do zwigkszenia genetycznej réznorodnosci
i w konsekwencji zwigksza szanse mikroorganizmow
na przetrwanie.

Fakt, ze mikroorganizmy preferuja zycie w biofil-
mach osadzonych na granicy faz zamiast zmagania si¢
ze §rodowiskiem w pojedynkg jest znany juz od lat
[93]. W $rodowisku naturalnym zaden ze znanych
cztowiekowi drobnoustrojow nie wykazuje zdolnosci
do planktonowej formy zycia, a nawet jesli, to jest
to jedynie etap posredni pomigdzy odrywaniem si¢
komorek od warstwy dojrzatego biofilmu, a zasiedla-
niem nowych nisz ekologicznych [25]. Jednak stosun-
kowo niedawno zaczegto odkrywac skomplikowane
zaleznosci i mechanizmy regulujace tworzenie si¢ oraz



22 LUKASZ LEAWNICZAK, KATARZYNA CZACZYK, MIKOLAJ OWSIANIAK, LUKASZ CHRZANOWSKI

funkcjonowanie tych wielokomoérkowych tworéw [101,
112]. Na podstawie przeprowadzonych badan i wni-
kliwych obserwacji stworzono generalna koncepcje
opisujaca poszczegdlne etapy formowania biofilmow
bakteryjnych [120]. Pewne warunki $rodowiskowe
przyczyniaja si¢ do przyczepienia si¢ komorek do po-
wierzchni ciat statych lub cieczy, co prowadzi do wy-
tworzenia monowarstwy pokrywajacej dany obszar
[27]. Z biegiem czasu monowarstwa rozrasta si¢ w doj-
rzaly biofilm w wyniku podzialéw komoérkowych
i agregacji. Poczatkowo tworza si¢ mikrokolonie, ktore
nastgpnie przechodza w makrokolonie, bezpiecznie po-
rastajace sie¢ stworzona z wydzielanych pozakomorko-
wo egzopolisacharydéw i innych polimeréw. Cho¢
pierwsze stadium tworzenia biofilméw i kluczowe dla
tego etapu czynniki zostalty juz opisane [26, 41, 48],
to szczegotly formowania si¢ grzybkowatych struktur
i tuneli transportowych w dojrzatym biofilmie nadal
pozostaja zagadka z punktu widzenia mechaniki mo-
lekularnej. Czy pojawienie si¢ tych struktur w dojrza-
tym biofilmie jest uwarunkowane pewnymi czynnika-
mi, czy tez moze jest to jedynie dzieto przypadku?
Zdania naukowcow na ten temat sa podzielone. Czg$¢
badaczy sugeruje, ze pojawienie si¢ tych struktur
w dojrzalym biofilmie jest konsekwencja odpowiednich
warunkow, co mozna przewidzie¢ w oparciu o modele
matematyczne. Natomiast inni badacze postuluja, ze
wyksztatcenie i utrzymanie takiego uktadu jest kluczo-
we z punktu widzenia regulacji przeptywu sktadnikow
pokarmowych, tlenu i produktéw odpadowych [102].
Do podobnych wnioskéw prowadzity eksperymenty
nad strukturami biofilmoéw powstatych przy udziale
mutantdow niezdolnych do produkcji pewnych egzo-
polisacharydéow [28] oraz badania nad ekspresja ge-
néw odpowiedzialnych z biosyntezg alginianow [59].
Opisano rowniez wspolne wysitki spoteczno$ci mikro-
organizméw komunikujacych si¢ na drodze quorum-
sensing [112]. Zwroécono rowniez uwage na to, ze
wsrod mutantdéw niezdolnych do komunikacji migdzy-
komoérkowej nie zaobserwowano wystgpowania bio-
filmow o skomplikowanych strukturach. Wyksztatcenie
dojrzatego biofilmu nie jest zatem zjawiskiem losowym,
lecz celowym dziataniem zaleznym od czynnikow $ro-
dowiskowych i uwarunkowan genetycznych szczepow
wchodzacych w jego sklad.

Dowodoéw podtrzymujacych powyzsza tezg dostar-
czyly badania nad komérkami P. aeruginosa, ktorych
zdolnos¢ do skutecznego kolonizowania implantow
i zywej tkanki czgsto prowadzi do powaznych i nie-
bezpiecznych zakazen. W uktadach charakteryzujacych
si¢ ciagla cyrkulacja substancji odzywczych szczep
P. aeruginosa tworzy biofilmy o zdefiniowanej struktu-
rze. Komorki bakteryjne zostaja zawieszone w matrycy
stworzonej z pozakomoérkowych wydzielin, a nastgp-
nie formuja kolonie tworzace filamenty i wypustki do

otaczajacego Srodowiska (tzw. grzybki), przeplatane
kanatami transportowymi [30, 102].

Pojawiaja si¢ rowniez pierwsze wzmianki literatu-
rowe podkreslajace istnienie zwiazku pomigdzy ram-
nolipidami, a biofilmem bakteryjnym. Wyniki badan
przeprowadzonych przez Davey i wsp. [31] suge-
ruja, ze ramnolipidy sa odpowiedzialne za utrzymy-
wanie funkcjonalnos$ci kanatow transportowych i wpty-
waja na strukturg biofilmu. Stwierdzono takze, ze
ramnolipidy sa stosowane do wykluczenia innych
szczepow ze struktury biofilmu [40]. Taka strategia
pozwala spotecznos$ci bakteryjnej zachowaé wylacz-
no$¢ na dana nisz¢ ekologiczna.

Jednak mimo wielu niewatpliwych zalet funkcjo-
nowania drobnoustrojéw w biofilmie istnieja rowniez
pewne ograniczenia i niedogodnosci. Sam proces two-
rzenia matrycy jest dla komorek istotnym obciazeniem
energetycznym, a problemy w dystrybucji sktadnikow
odzywczych przez kanaty transportowe w obszarze
biofilmu moga potencjalnie przyczyni¢ si¢ do limito-
wania wzrostu i zmniejszenia efektywnosci procesow
biosyntezy [56]. Prawdopodobnie najgorszym scena-
riuszem dla komorek tworzacych biofilm jest wy-
czerpanie sktadnikow pokarmowych. Pojawienie sig
tego typu czynnikéw ograniczajacych bytoby istotnym
problemem dla mikroorganizméw unieruchomionych
w matrycy z biopolimeréw [120, 142].

Dla komérek o ograniczonej mobilnosci niezbedny
jest mechanizm umozliwiajacy ucieczk¢ i powrdt do
planktonowego trybu zycia. Proces ten, znany w lite-
raturze pod terminem ,,odtaczenia si¢”, byt przedmio-
tem wielu badan podczas ostatniej dekady. W odrdz-
nieniu od wymywania, gdzie dochodzi do fizycznego
usuni¢cia komorek z danego uktadu na skutek dziata-
nia duzych sil hydrodynamicznych, jest to proces
swiadomej separacji wywolany reakcja na niesprzyja-
jace czynniki Srodowiskowe [68, 129, 133]. Mozli-
wos¢ swobodnego przechodzenia z jednego trybu
w drugi pozwala mikroorganizmom na efektywne do-
stosowanie si¢ do zmian $rodowiskowych. Zjawisko
,,odlaczenia si¢” jest rdéwniez kluczowym czynnikiem
z punktu widzenia inwazji bakteryjnych w medycynie,
gdzie separacja prowadzi do powstania mobilnych ko-
morek lub ich aglomeratow, ktoére kolonizuja kolejne
tkanki i narzady co w konsekwencji powoduje roz-
przestrzenianie si¢ infekcji. Opisano wiele klinicznych
przypadkéw zainicjowanych przez komorki odtacza-
jace si¢ od dojrzatych biofilmow [8, 44, 113].

Wielu badaczy uwaza, ze proces ,,odlaczenia sig”
jest do§¢ skomplikowany, poniewaz nawet w obrebie
jednego szczepu zaobserwowano kilka roznych mecha-
nizmoéw. Z obserwacji biofilmow szczepu P. aerugi-
nosa wynika, ze mozliwe jest odtaczenie pojedynczych
komorek, aglomeratow bakteryjnych, jak i catych
kolonii [130]. Bardzo interesujacym zjawiskiem jest
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pojawienie si¢ wewngtrznych ubytkow w dojrzalym
biofilmie bakteryjnym, ktére nastgpnie prowadza do
rozerwania biofilmu i uwolnienia mobilnych bakterii.
Proces ten nazwano ,,central hollowing” [68, 120].
Kazdy z mechanizméw odbywa si¢ wieloetapowo.
Badacze spekuluja, ze w trakcie rozpadu biofilmu do-
chodzi m.in. do degradacji biopolimerowej matrycy,
aktywacji aparatow ruchowych i fizjologicznych zmian
w obrebie komoérek, majacych przygotowaé je do
warunkow panujacych poza biofilmem. Zar6wno me-
chanizm, jak i czas odlaczenia si¢ od biofilmu jest
najprawdopodobniej $cisle regulowany. Przy sprzyjaja-
cych warunkach z wigkszoS$ci naturalnie wystgpujacych
biofilméw wydziela si¢ stala, niewielka liczba ko-
morek. Sporadycznie dochodzi do separacji wigkszych
aglomeratow po stosunkowo dlugich okresach wzrostu.
Tego typu wydarzenia wykazuja duza réznorodno$¢
pod wzgledem czasu, obszaru biofilmu, z ktoérego zo-
staly wydzielone i mechanizmu separacji. Czg$¢ bada-
czy analizowata zmiany w obr¢bie biofilmu powstale
podczas nagltych i gwaltownych zmian §rodowisko-
wych, co pozwolilo na okreslenie wielu czynnikow
inicjujacych rozpad biofilmu [68, 133, 140].
Wyizolowano szczep P. aeruginosa, ktéry wyka-
zywat tendencje do spontanicznego odczepiania si¢
komorek od biofilmu [10, 11]. Dzigki temu badania
mozna byto skoncentrowa¢ wytacznie na mechanizmie
procesu separacji. Autorzy stwierdzili, ze obecno$¢
ramnolipidow jest czynnikiem jednoznacznie powia-
zanym z ,,odlaczeniem si¢” komorek. Wyniki ekspe-
rymentow potwierdzili nie tylko dla badanego izolatu,
ale rowniez dla biofilméw tworzonych przez dzikie
szczepy. Obecno$¢ biosurfaktantow byta wymagana,
by utrzyma¢ zdolno$¢ do wzmozonej spontanicznej
separacji komorek i przyczyniata si¢ do nasilenia zmian
w strong fenotypu planktonowego. Waznych dowodow
w tej sprawie dostarczyly badania nad mechanizmem
wymienionego wczesniej procesu ,,central hollowing”.
W wyniku licznych obserwacji zaproponowano, ze
sygnaty odpowiedzialne za zjawisko ,,central hollo-
wing” sa najsilniejsze we wnetrzu struktury biofilmu,
czego rezultatem jest aktywacja mechanizmow sepa-
racyjnych [3]. Wytypowano rowniez dwa zasadnicze
czynniki wptywajace na inicjacj¢ tego procesu: aku-
mulacje¢ substancji stuzacych jako sygnat do separacji
(np. substancji odpadowych z biosyntez) oraz deficyt
substancji odzywczych [68]. Oba czynniki wptywaja na
ekspresje gendw odpowiedzialnych za synteze ramno-
lipidoéw. Zasugerowano, ze moze istnie¢ inny mecha-
nizm inicjowania ,,central hollowing” [11]. Na podsta-
wie przeprowadzonych eksperymentdéw stwierdzono,
ze komorki tworzace biofilm moga wykazywac rézna
wrazliwos$¢ na czynniki separacyjne, w zalezno$ci od
potozenia. Proby z zewngtrznie dodanymi ramnoli-
pidami i dodecylosulfonianem sodu potwierdzily, ze

centrum biofilmu jest o wiele bardziej podatne na pro-
cesy ,,odczepiania” niz obszary peryferyjne. Roznice
te moga wynika¢ z warunkow gltodowych, z budowy
matrycy biopolimerowej, sktadu lokalnych zwiazkow
adhezyjnych, czy tez innych réznic fenotypowych
w obrgbie samych komorek. Istnienie populacji o zr6z-
nicowanych wilasciwosciach w obrgbie jednego bio-
filmu mogtoby réwniez tlumaczy¢ istnienie kanatow
transportowych. Ramnolipidy wydzielane przez bak-
terie peryferyjne powodowalyby separacje komorek
z centrum, co z kolei pozwalatoby na regulowanie po-
dazy zwiazkéw w obrgbie catego biofilmu. Autorzy
zaznaczajq jednak, ze zarowno mechanizm inicjowa-
nia poprzez czynniki srodowiskowe, jak i mechanizm
réznorodnej podatnosci moga wspotistniec.

Kolejne prace jednoznacznie potwierdzaja wplyw
ramnolipidow na rozpad biofilmow bakteryjnych, jed-
nak pojawiaja si¢ rowniez bardzo ciekawe pozycje
wskazujace na rolg tych biosurfaktantow takze pod-
czas wczesnych faz tworzenia wielokomoérkowych
struktur i ich p6zniejszego dojrzewania [69, 121]. Wy-
kazano, ze ramnolipidy sa obecne juz podczas wczes-
nych stadidow formowania si¢ biofilmu, kiedy tworza
si¢ mikrokolonie [87, 110]. Sa one ponadto odpowie-
dzialne za opisane wcze$niej zmiany w strukturze doj-
rzatego biofilmu, czyli za pojawienie sig¢ filamentow
o ksztalcie grzybkow.

Podsumowujac: ramnolipidy sa odpowiedzialne nie
tylko za stymulacjg skoordynowanego ruchu wieloko-
morkowego, ale odgrywaja rowniez istotna role pod-
czas kontrolowania egzystencji aglomeratow bakteryj-
nych w biofilmie. Podczas stacjonarnego trybu zycia
stanowia $rodek ochronny przed innymi mikroorganiz-
mami i leukocytami, a na etapie egzystencji planktono-
wej wspomagaja inwazje chorobotwodrcze. Po analizie
zaprezentowanych podczas badania ,,central hollowing”
wynikow oraz blizszej obserwacji przebiegu procesu
,,odlaczania si¢” komorek nietrudno doszukac si¢ ana-
logii pomigdzy jednym a drugim procesem. W cyto-
wanej wczesniej pracy Tremblay i wsp. [134]
pojawia sig¢ sugestia, ze ruch typu rozpelzliwego, wy-
magajacy zorganizowanej i wielokomorkowej struk-
tury, wykazuje bardzo duze pokrewienstwo do proce-
sOw przebiegajacych podczas formowania i dorastania
biofilmow bakteryjnych. Wskazano rowniez, ze po-
wstawanie filarow na powierzchni dojrzalego biofil-
mu jest bezposrednia konsekwencja migracji komorek
bakteryjnych [110]. Jednak nie mozna byto jedno-
znacznie stwierdzi¢ jaki typ ruchu komorkowego jest
odpowiedzialny za to zjawisko, gdyz ramnolipidy moga
wplywaé zarowno na ruch drgajacy, jak i ruch typu
rozpelzliwego. Autorzy potwierdzili natomiast, ze
w zwiazku z szerokim wachlarzem potencjalnych moz-
liwosci musi istnie¢ system kontrolujacy aktualna role
ramnolipidow opierajacy si¢ o ekspresje 1 aktywacje
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odpowiednich gené6w w danej chwili. Doktadna ana-
liza poziomoéw regulacji genow odpowiedzialnych za
biosyntez¢ ramnolipidéw pozwolita odkry¢ skompli-
kowana sie¢ zaleznos$ci pomigdzy opisanymi wczes-
niej zjawiskami oraz wieloma innymi czynnikami.

7. Genetyczne dowody na réznorodnosé roli
ramnolipidow

Dla szczepu P. aeruginosa produkcja ramnolipi-
dow przebiega przy udziale trzech genow — rhiA, rhiB
1 rhlC [126] oraz jest kontrolowana przez mechanizm
oparty na quorum-sensing [20, 120]. Odkryto, ze
pierwsze dwa geny odpowiedzialne za syntezg sa zor-
ganizowane w operonie rh/AB indukowanym przez
RhIR. RAlA odpowiedzialny jest za synteze skladni-
kéw prekursorowych — HAA [36]. Gen rhlB zwiazany
jest z ramnozylotransferaza, ktéra katalizuje reakcje
tworzenia monoramnolipidow podczas przeniesienia
deoksytymidyno difosforanu L-ramnozy na czastecz-
ke HAA [106]. Ostatni gen, 4/C, jest w operonie znaj-
dujacym si¢ w poblizu genu (PA1131). Badacze spe-
kuluja, ze koduje on biatko nieznanego pochodzenia
i jest rowniez indukowany przez RhIR [119]. RAIC jest
odpowiedzialny za katalizowanie reakcji dotaczenia
kolejnej czasteczki ramnozy, co prowadzi do uzyska-
nia diramnolipidu. Dla innych szczepow zdolnych do
produkcji ramnolipidéw stwierdzono podobny system
z homologicznymi genami [37].

Regulacja procesu biosyntezy ramnolipidow jest
procesem skomplikowanym i wielopoziomowym. Eks-
presja rhiIAB jest zalezna od czynnika sigma o oraz
regulatoréw opartych na quorum-sensing, czyli RhIR
i LasR (transkrypcyjne biatka regulatorowe). Aktywa-
cja RhIR wymaga obecnosci N-acylo laktonow homo-
serynowych (acylo-HSL) [107]. Zwiazki sygnalizacyj-
ne, takie jak acylo-HSL moga by¢ akumulowane we
wnetrzu struktury biofilmu. Obserwowana przez wielu
badaczy nadprodukcja ramnolipiddw w warunkach
ograniczonego dostepu do sktadnikéw odzywczych
dowodzi, ze aktywacja ekspresji genow rlhAB jest
zwigzana z przekazywaniem sygnatow glodowych.
U P, aeruginosa odkryto réwniez nowy system kontroli
na poziomie posttranskrypcyjnym oparty o dzialanie
biatka wiazacego RNA, znanego jako RsmA [60].
RsmA wykazuje pozytywna kontrole nad tendencja
komoérek do ruchu typu rozpetzliwego i aktywacja
czynnikow chorobotworczych, jednocze$nie posiada
zdolnos$¢ zaburzania proceséw formowania biofilmu.
Poprzez kontrolowanie poziomu N- acylo-HSL docho-
dzi do inaktywacji systemow opartych o quorum-sen-
sing 1 ograniczenia produkcji polisacharydow. Kon-
trolowanie aktywnosci RsmA odbywa si¢ przy udziale
dwoéch regulatorowych RNA: RsmY oraz RsmZ.

Doktadne badania nad systemem regulacji pozwolity
na odkrycie dwoch zwiazanych z nim kinaz sensoro-
wych — RetS (regulator egzopolisacharydow i sekrecji
typu-III) i LadS (regulator utraty adhezji). Podczas
eksperymentéw zwiazanych z inaktywacja RetS u ko-
morek P. aeruginosa zaobserwowano, ze mutanty
wykazywaly zwigkszona tendencje do formowania
biofilméw, natomiast zdolno$¢ do ruchu typu rozpet-
zliwego zupelnie zanikta [51, 137].

Do bardzo ciekawych wnioskéw prowadzi réwniez
wiele innych eksperymentow przeprowadzonych z mu-
tantami pozbawionymi gendéw odpowiedzialnych za
syntez¢ ramnolipidow. Inaktywacja rhl4 spowodowata
zahamowanie ruchu komoérek bakteryjnych poprzez
ruch typu rozpelzliwego i wyrazna redukcje¢ ruchu
typu drgajacego, jednak nie wplyne¢ta na ogoélng zdol-
no$¢ do poruszania si¢ [79, 110]. Niezdolne do syntezy
ramnolipidéw komorki P. aeruginosa sa bardziej po-
datne na fagocytozg i wykazuja mniejsza wirulencje
[136]. Wykazano, ze inaktywacja tego samego genu
wiaze si¢ ze znaczacymi zmianami w strukturze bio-
filmu [31]. Dla mutantéw nie stwierdzono obecnosci
grzybkowatych filamentow, charakterystycznych dla
dojrzatych biofilmoéw. Inni autorzy sugeruja, ze za-
ktocenie ekspresji genu rhlAB wiaze si¢ roOwniez z za-
ktoceniem procesow ,,odtaczenia si¢” komorek [11].
Inaktywacja gené6w odpowiedzialnych za syntezg ram-
nolipidéw powoduje zatrzymanie procesOw separacyj-
nych, jednak ani dodatek zewngtrznych ramnolipidow,
ani ponowna reaktywacja gendéw nie pozwolita na
catkowite wznowienie mechanizmoéw uwalniania ko-
morek z biofilmu. Opuszczanie biofilmu jest $cisle
powiazane z nadprodukcja ramnolipidow, synteza
enzymow degradujacych biopolimerowa matryce oraz
wzmozong aktywnos$cia migracyjna, co w konsekwen-
cji prowadzi do przywrocenia fenotypowych cech
komorki planktonowej. Wyniki te moga sugerowac
istnienie globalnego czynnika, ktéry koordynowatby
dziatania komorek bakteryjnych podczas wyboru po-
mig¢dzy mobilnym a stacjonarnym trybem zycia poprzez
regulacj¢ biosyntezy ramnolipidow.

Stwierdzono, ze wymieniony wczes$niej system
RsmA jest jednym z takich czynnikow [138]. Wplywa
na tryb zycia komorek poprzez stymulowanie ruchu
typu rozpetzliwego i aktywowanie czynnikow infek-
cyjnych oraz hamowanie proceséw tworzenia bio-
filmu. Kolejnym waznym regulatorem jest c-di-GMP
— migdzykomodrkowa czasteczka sygnalizacyjna. Jest
ona syntezowana przy udziale cyklaz diguanidynowych
(biatek z domeny GGDEF) i degradowana przy udziale
specyficznych fosfodiesteraz (gtéwnie biatka z domeny
EAL). W zaleznos$ci od sygnalow pozakomorkowych
wplywajacych na stezenie c-di-GMP nastgpuja zmiany
w zachowaniu spotecznosci komoérek. Zwigkszonej bio-
syntezie c-di-GMP towarzyszy zwigkszenie stabilno$ci
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wielokomorkowych aglomeratow, oraz obnizenie ruch-
liwosci i zahamowanie proceséw charakterystycznych
dla stanéw chorobotworczych. Komorki P aeruginosa
posiadaja tacznie az 38 bialek z obu domen, ktoére
moga spetnia¢ funkcje sensoryczne i regulowac lokalne
i globalne stezenie c-di-GMP [73, 145]. Dla szczepu
P aeruginosa PA14 odkryto do tej pory trzy istotne
enzymy regulujace aspekty zwiazane z mobilnoS$cia
komorek i1 tendencja do tworzenia biofilmow bakte-
ryjnych: SadC, BifA i SadB. SadC to znajdujaca si¢
wewnatrz btony cyklaza diguanidynowa odpowie-
dzialna za produkcj¢ c-di-GMP w wyniku niezba-
danego do tej pory bodzca — prawdopodobnie jest to
sygnat kontaktu z powierzchnia lub zmian w ggstosci
medium [94]. BifA, bedacy fosfodiesteraza, pozwala na
kontrolowanie stezenia c-di-GMP, co z kolei wiaze si¢
z regulacja nat¢zenia sygnatu [82]. SadB jest najpraw-
dopodobniej odpowiedzialny za przeniesienie sygnatu
do loci pel i psl zawierajacych geny regulujace wy-
dzielanie egzopolisacharydow oraz gendw zwiazanych
z regulacja funkcji rzgsek. Co ciekawe, wyniki eks-
perymentow przeprowadzonych przez Hickmana
i Harwooda [61] wskazuja, ze gldéwny regulator
ekspresji genow odpowiedzialnych za formowanie
rzgsek — FleQ, jest rowniez zdolny do represji genéw
pel poprzez zmiany w obre¢bie c-di-GMP.

Obecnie dla szczepu P, aeruginosa znane sa dwa loci
odpowiedzialne za kontrolg poziomu ekspresji i aktyw-
nosci biatek z domen GGDEF 1 EAL — wsp 1 sadSRA.
Szereg prac poswigconych tej tematyce pozwala
stwierdzi¢, ze oba systemy przewodzenia sygnalow
w odpowiedzi na warunki §rodowiskowe wyraznie
wplywaja na zachowanie komorek. Zaklocenia w ob-
rgbie wsp powoduja wzmozona agregacj¢ komorek,
zmiany w morfologii komoérki oraz zahamowanie
ruchu poprzez ruch drgajacy i ptywanie [62]. Prawid-
towe dziatanie drugiego z systemow jest niezbedne dla
przebiegu procesow zwiazanych z dojrzewaniem bio-
filmu [81, 83]. Poprzez kontrol¢ poziomu c-di-GMP
systemy te reguluja ruchliwo$¢ komorek, wydzielanie
egzopolisacharydoéw i tworzenie biofilmu, przez co
stanowia swoisty ,,przetacznik” pomigdzy mobilnym
a stacjonarnym trybem zycia.

Obecnie wielu badaczy na catym §wiecie prowadzi
eksperymenty w celu odnalezienia kolejnych kluczo-
wych elementow genetycznych wplywajacych na wy-
bory podejmowane przez mikroorganizmy. Decyzje te
maja czesto charakter drastycznych zmian w morfo-
logii nie tylko pojedynczej komorki, lecz réwniez
catych kolonii. Analiza wielu sygnaléw zewngtrznych
i zwiazanych z nimi systemdéw regulacyjnych pozwala
na odkrycie kolejnych intrygujacych zaleznos$ci. Naj-
nowsze prace podejmujace t¢ trudna tematyke zwra-
caja uwage na nowe czynniki wptywajace na sposob
egzystowania mikroorganizméw w danych warunkach:

biatko regulacyjne AlgR, biatko autotransporterowe
EstA, fosfatazg tyrozynowa TpbA oraz obecno$¢ ze-
laza [49, 96, 135, 143]. Prace te dostarczaja jednoczes-
nie kolejnych dowodéw na to, ze ramnolipidy stano-
wig istotny element w funkcjonowaniu tych systemow.

8. Podsumowanie

Jaka jest rola biosurfaktantow? — w §wietle najnow-
szych odkry¢ z pewnoscia mozna stwierdzi¢, ze jest
ona bardzo réznorodna. Historia badan nad ramno-
lipidami moze stuzy¢ jako doskonaty przyktad na nie-
ustanne dojrzewanie mys$li naukowej, ktore porownac
mozna do ewolucji. Analizujac wnikliwie wszystkie
przeprowadzone badania stajemy si¢ Swiadkami wspa-
niatego cyklu nieustannych pytan i odpowiedzi, ktore
rodza nowe pytania.

Cho¢ niewatpliwie ramnolipidy zwiazane sa z me-
chanizmami utatwionego poboru hydrofobowych sub-
stratow przez mikroorganizmy [7], to jednak wiele
prac wskazuje na to, ze nie jest to ich glownym zada-
niem. Jak wecze$niej wspomniano, zwiazki te moga od-
dzialywa¢ na powierzchnig struktur komoérkowych,
prowadzac do zmian w obrgbie wlasciwosci powierzch-
niowych [4, 148]. Ramnolipidy, lub zwiazki prekurso-
rowe w ich syntezie, wptywaja na ruch typu rozpelzli-
wego po powierzchni [36, 79]. Stuza rowniez jako
substancje o dziataniu podobnym do antybiotykow,
skierowanym przeciw innym mikroorganizmom [54],
srodki ochronne przed fagocytoza [2] oraz zwiazki
czynnie uczestniczace w infekcjach chorobotworczych
[117], gdyz mozna je znalez¢é w plwocinie pacjentow
chorych na mukowiscydoze [80], wywotuja hemolize
[76], a ich obecnos¢ zaktdca dziatanie rzesek w tkance
nablonkowej uktadu oddechowego [117]. Ich amfi-
filowa budowa sprawia, ze sq one istotnym czynnikiem
wplywajacym na formg i trwatos¢ biofilmu bakteryj-
nego [31]. Moga one oddziatywaé z biopolimerowa
matryca biofilmu, potencjalnie prowadzac do jej roz-
padu przez solubilizacj¢ jej sktadnikow i zamykanie ich
w micelach [11], cho¢ jednocze$nie odgrywaja istotna
role podczas wczesnych etapow tworzenia biofilmu
bakteryjnego i w p6zniejszych etapach jego dojrzewa-
nia [110]. Potaczenie wyzej wymienionych obserwacji
z badaniami genetycznymi pozwolilo na otrzymanie
modelu okreslajacego zachowanie catych spotecznosci
mikroorganizméw w zalezno$ci od czynnikow Srodo-
wiskowych [138]. Od formowania biofilmu i ochrony
komorek w niesprzyjajacych warunkach srodowisko-
wych, poprzez stymulacj¢ dziatan odpowiedzialnych
za dojrzewanie biofilmu, az do procesu rozpadu bio-
filmu i vaktywnienia funkcji odpowiedzialnych za ata-
ki chorobotworcze — ramnolipidy sa bardzo istotnym
elementem na kazdym etapie tego procesu.
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Duza liczba zaobserwowanych i opisanych funkcji
ramnolipidéw, cho¢ poczatkowo byta przyczyna wielu
naukowych sporéw, w $wietle najnowszych prac nau-
kowych stanowi spojne potaczenie wspolnych wysit-
kéw wielu naukowcdw na przestrzeni kilku dekad.
Ramnolipidy sa zatem doskonalym przyktadem wie-
lofunkcyjnego ogniwa, bgdacego trybikiem wielkiej
maszyny regulujacej zycie i funkcjonowanie mikro-
organizméw. Sposob dziatania tego ogniwa na wielu
réwnoleglych, lecz zwiazanych ze soba ptaszczyznach
staje si¢ coraz bardziej widoczny wraz z kolejnymi
doniesieniami literaturowymi. I cho¢ wciaz jesteSmy
dalecy od pelnego zrozumienia wszystkich mechaniz-
mow, to z kazdym krokiem zblizamy si¢ do prawdy.

Praca powstata podczas realizacji projektu badawczego
KBN ID 18672 N N305 035434, lata 2008-2010. Autorzy pragna
szczegolnie podzigkowaé Alicji Szulc za pomoc w przygotowa-
niu manuskryptu.
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