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�Wiedza jest nieodwracalna, nie mo¿e
cofn¹æ siê w mrok s³odkiej ignorancji�
� Stanis³aw Lem �G³os Pana�

1. Wstêp

Biosurfaktanty, czyli zwi¹zki powierzchniowo-
czynne pochodzenia mikrobiologicznego, to temat,
który przyci¹gn¹³ uwagê ogromnej liczby badaczy na
ca³ym �wiecie. W�ród szeregu prac naukowych po-
�wiêconych tej tematyce wyró¿niæ mo¿na te koncen-
truj¹ce siê na produkcji oraz izolacji nowych bio-
surfaktantów [92, 111], podejmuj¹ce opis budowy
chemicznej danego zwi¹zku wraz z rozbudowan¹ czê�-
ci¹ analityczn¹ [5, 91, 124] oraz te dotycz¹ce analizy
otrzymanych biosurfaktantów pod wzglêdem ich w³a�-
ciwo�ci fizyko-chemicznych, szczególnie w³a�ciwo�ci
powierzchniowo-czynnych [84]. Innym analizowanym
aspektem by³o porównanie klasycznych surfaktantów
syntetycznych i biosurfaktantów [85, 86]. Okaza³o siê,
¿e surfaktanty pochodzenia biologicznego wykazuj¹
szereg zalet, takich jak: ma³e obci¹¿enie �rodowiska
naturalnego, wysoka biodegradowalno�æ, stosunkowo

niskie koszty wytwarzania przy masowej produkcji,
mo¿liwo�æ produkowania biosurfaktantów in situ,
niskie warto�ci krytycznego stê¿enia micelarnego
(CMC) oraz wysoka skuteczno�æ solubilizacji. Wiele
prac dotyczy³o mo¿liwo�ci praktycznego zastosowania
biosurfaktantów w dziedzinach takich jak: farmacja,
ochrona ro�lin, medycyna, przemys³ kosmetyczny
i spo¿ywczy [32, 43, 88]. Szczególnie du¿o uwagi po-
�wiêcono wykorzystaniu biosurfaktantów w techni-
kach remediacyjnych, zwi¹zanych z usuwaniem ska¿eñ
ropopochodnych ze �rodowiska naturalnego [45, 103].
W za³o¿eniu biosurfaktanty mia³y stanowiæ pomost
³¹cz¹cy ¿yj¹ce w �rodowisku hydrofilowym mikro-
organizmy z nierozpuszczalnymi w wodzie, hydrofo-
bowymi wêglowodorami. Spodziewano siê, ¿e wydzie-
lanie biosurfaktantów przez mikroorganizmy zwi¹zane
jest przede wszystkim z naturalnie wykszta³conym
mechanizmem pozyskiwania substratów. Zwiêkszenie
rozpuszczalno�ci ropopochodnych zwiêkszaæ mia³o
ich biodostêpno�æ, co w konsekwencji przyczyni³oby
siê do intensywniejszego przebiegu procesów biode-
gradacyjnych [95]. Alternatywnie modyfikacja w³a�ci-
wo�ci powierzchniowych samych mikroorganizmów
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przez biosurfaktanty mia³a byæ odpowiedzialna za
zwiêkszenie kontaktu komórek ze �ród³em wêgla [71,
148]. Obiecuj¹cych rezultatów oczekiwano zw³aszcza
w odniesieniu do wielopier�cieniowych wêglowodorów
aromatycznych (WWA), stanowi¹cych niebezpieczne
i trudne do usuniêcia ska¿enie �rodowiska [89]. Fak-
tycznie, czê�æ badaczy zaobserwowa³a w przeprowa-
dzonych eksperymentach zwiêkszenie skuteczno�ci
usuwania zanieczyszczeñ po dodaniu biosurfaktantów
[149]. Jednak¿e równie czêsto obserwowano brak
wp³ywu lub negatywny efekt dodatku biosurfaktantów
[42, 67]. Obecnie, po ponad dwudziestu latach badañ,
sposób postrzegania roli biosurfaktantów w funkcjo-
nowaniu mikroorganizmów zmienia siê diametralnie
[15, 138]. Na przyk³adzie ramnolipidów, najlepiej
poznanego biosurfaktantu, postaramy siê zbli¿yæ do
najbardziej aktualnej odpowiedzi na pytanie: po co
mikroorganizmy produkuj¹ biosurfaktanty?

2. Rys historyczny � od pierwszej izolacji
do chwili obecnej

Ramnolipidy s¹ glikolipidami, w sk³ad których
wchodzi cukier ramnoza i kwas $-hydroksydekanowy.
Produkowane s¹ g³ównie przez bakterie Gram-ujemne
z rodzaju Pseudomonas, wystêpuj¹ce powszechnie
w �rodowisku wodnym i glebowym. W 1946 roku po-
jawia siê pierwsze doniesienie literaturowe o ramnoli-
pidach produkowanych przez bakterie Pseudomonas
pyocyanea [9], jednocze�nie opisane zostaje pierwsze
ich praktyczne zastosowanie. Pe³niejszy opis budowy
wyizolowanych ramnolipdów pojawia siê nieco pó�-
niej w pracy J a r v i s a  i J o h n s o n a  [72]. W na-
stêpnych latach zwrócono uwagê na wysoce efektyw-
n¹ produkcjê ramnolipidów przez bakterie z gatunku
Pseudomonas aeruginosa [57]. Zainteresowanie t¹
tematyk¹ rozwija siê w latach sze�ædziesi¹tych i sie-
demdziesi¹tych. Scharakteryzowano strukturê chemicz-
n¹ pierwszych ramnolipidów, identyfikuj¹c je jako typ
R2, charakteryzuj¹cy siê dwiema cz¹steczkami ram-
nozy [39]. Prowadzono tak¿e intensywne badania nad
optymalnymi warunkami do produkcji i wydziela-
nia tych biosurfaktantów przez ró¿ne szczepy [119].
W 1971 r. wyizolowany zostaje zupe³nie nowy ramnoli-
pid � zbudowany z jednej cz¹steczki ramnozy (typ R1).
W ci¹gu kolejnych lat pojawia siê coraz wiêcej homo-
logów, nieznacznie ró¿ni¹cych siê struktur¹. Opisano
równie¿ pochodne obu wymienionych wcze�niej gli-
kolipidów, które posiada³y dodatkow¹ resztê kwasu
"-dekenowego, nazwane jako ramnolipidy typu A i B
[146]. W pó�niejszych eksperymentach uda³o siê wy-
izolowaæ metylowe pochodne ramnolipidów R1 i R2
[63], oraz warianty pozbawione jednej cz¹steczki kwa-
su $-hydroksydekanowego, opisane jako typy R3 i R4

[131]. Gwa³towny rozwój technik analitycznych na
przestrzeni ostatniej dekady zaowocowa³ odkryciem
wielu zupe³nie nowych struktur, których liczba wyno-
si obecnie ponad 60 [1].

3. Czynniki wp³ywaj¹ce na produkcjê ramnolipidów

W latach 80 i 90 ubieg³ego wieku poszukiwano
skutecznych metod produkcji du¿ych ilo�ci biosurfak-
tantów. Opisano wtedy szereg czynników maj¹cych
istotny wp³yw na efektywno�æ wytwarzania ramno-
lipidów. Zauwa¿ono, ¿e s¹ one najwydajniej produ-
kowane przy ograniczeniu �róde³ azotu [32, 53, 97].
W fazie stacjonarnej, kiedy azot jest wyczerpywany,
dochodzi do akumulacji ramnolipidów w medium ho-
dowlanym [90]. Inne badania donosz¹, ¿e do nadpro-
dukcji ramnolipidów dochodzi równie¿ w przypadku
ograniczonej dostêpno�ci makroelementów np. fosforu
[98] lub mikroelementów.

Z wcze�niejszych badañ wynika³o, ¿e rodzaj sub-
stratu jest równie¿ wa¿nym czynnikiem wp³ywaj¹cym
na efektywno�æ produkcji i rodzaj otrzymywanych
ramnolipidów. Pó�niejsze badania nie potwierdzi³y
ró¿nicy w strukturze biosurfaktantu otrzymanego pod-
czas hodowli na hydrofilowych i hydrofobowych sub-
stratach [111]. Wielu naukowców otrzyma³o ramnoli-
pidy podczas hodowli na hydrofobowych substratach
(oleje i t³uszcze) [24, 91]. Wielu innych uzyska³o
podobne rezultaty stosuj¹c hydrofilowe �ród³a wêgla
np. cukry [52] lub glicerol, co da³o o wiele lepsze rezul-
taty ni¿ hodowla na hydrofobowych substratach [5].
Doniesiono tak¿e, ¿e mo¿liwa jest efektywna synteza
z innych, hydrofilowych �róde³ wêgla takich jak eta-
nol [92]. Obecnie znanych jest wiele prac opisuj¹cych
efektywne metody produkcji ramnolipidów z ró¿nych,
czêsto odpadowych substratów przy u¿yciu innowa-
cyjnych rozwi¹zañ technologicznych [88, 115].

4. Ramnolipidy a biodegradacja substratów
wêglowodorowych

Produkcja biosurfaktantów przez mikroorganizmy
podczas wzrostu na hydrofobowych �ród³ach wêgla
zwróci³a szczególn¹ uwagê badaczy, gdy¿ dostrze¿ono
w tym aspekt interesuj¹cy z punktu widzenia technik
bioremediacyjnych. Biodostêpno�æ zanieczyszczeñ
w �rodowisku naturalnym jest jednym z kluczowych
czynników ograniczaj¹cych postêp procesów biode-
gradacyjnych [139]. Zatem w przypadku szczepów
zdolnych do biodegradacji zwi¹zków ropopochodnych
zdolno�æ do produkcji biosurfaktantów jest prawdo-
podobnie integraln¹ cech¹ tych mikroorganizmów.
Wydzielanie ramnolipidów prowadziæ mia³o do solu-
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bilizacji hydrofobowych zwi¹zków, co jednoznacznie
skojarzono ze stymulowaniem procesów biodegrada-
cyjnych [64]. St¹d te¿ brak genów odpowiedzialnych
za syntezê ramnolipidów niektórzy badacze powi¹zali
bezpo�rednio z niezdolno�ci¹ do wzrostu na hydro-
fobowych �ród³ach wêgla, takich jak np. n-alkany [78,
106]. Podczas wielu testów biodegradacyjnych sta-
rano siê zwiêkszyæ biodostêpno�æ substratu poprzez
dodawanie biosurfaktantów. Wykazano, ¿e dodatek
ramnolipidów w ilo�ci 300 mg/l stymulowa³ biodegra-
dacjê oktadekanu [147]. Ci sami badacze [148] prze-
prowadzili badania, w których dodatek ramnolipidów
w ma³ych ilo�ciach stymulowa³ biodegradacjê heksa-
dekanu dla czê�ci szczepów, jednak u innych spo-
wodowa³ inhibicjê procesów degradacyjnych okta-
dekanu. Zaobserwowano wtedy równie¿, ¿e dodatek
ramnolipidów przyczynia³ siê do znacznego wzrostu
efektywno�ci procesów degradacyjnych dla szczepów
niezdolnych do produkcji w³asnego biosurfaktantu.
Wiele prac wskazywa³o zarówno na pozytywne jak
i negatywne skutki dodatku biosurfaktantów na degra-
dacjê hydrofobowych substratów przez szczepy �ro-
dowiskowe [108]. W zwi¹zku z licznymi sprzeczno�-
ciami w doniesieniach literaturowych badacze zaczêli
wnikliwie przygl¹daæ siê nie tylko interakcjom pomiê-
dzy ramnolipidami i zanieczyszczeniami, gdy¿ równie
istotnym zacz¹³ siê wydawaæ wp³yw biosurfaktantów
na mikroorganizmy.

Zauwa¿ono wyra�ny wp³yw dodawanego biosur-
faktantu na zmiany w hydrofobowo�ci komórek bakte-
ryjnych badanych szczepów [147, 148]. Zaprzestano
doszukiwania siê prostych zale¿no�ci pomiêdzy degra-
duj¹cymi mikroorganizmami, ramnolipidami i hydro-
fobowymi substratami a zaczêto traktowaæ je jako
zale¿no�ci wielop³aszczyznowe. Kolejne lata to okres
badañ nad wp³ywem ramnolipidów na w³a�ciwo�ci po-
wierzchniowe poszczególnych szczepów bakteryjnych
powi¹zane z efektywno�ci¹ procesów biodegradacyj-
nych. W poszukiwaniu odpowiedzi na kolejne pytania
prowadzono liczne próby analizy skomplikowanych za-
le¿no�ci pomiêdzy biosurfaktantami, mikroorganizma-
mi i ksenobiotykami, aby znale�æ optymalne warunki
do prowadzenia procesów biodegradacyjnych [100].

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentów
i analizy kinetyki procesów biodegradacyjnych okre�-
lono ró¿ne mechanizmy poboru substratów przez mi-
kroorganizmy: bezpo�redni kontakt komórki z hydro-
fobowym �ród³em wêgla lub pobór wêglowodorów,
które przesz³y do fazy wodnej pod wp³ywem surfak-
tantów [14, 66, 125].

Zdolno�æ do produkcji biosurfaktantów i zmiany na-
piêcia powierzchniowego powi¹zano z mechanizmem
u³atwionego transportu hydrofobowych substratów do
roztworu wodnego. Solubilizacja zwi¹zków z fazy ole-
jowej i transportowanie ich do wnêtrza roztworu wod-

nego prowadzi³aby do znacznej redukcji czynnika dy-
fuzyjnego jako parametru ograniczaj¹cego przebieg
procesów biodegradacyjnych [89].

Z kolei w³a�ciwo�ci powierzchniowe szczepów,
w szczególno�ci zmiany hydrofobowo�ci powi¹zano
z mechanizmem bezpo�redniego poboru substratu
z fazy olejowej [22]. Zmiany te, bêd¹ce np. wynikiem
adsorpcji ramnolipidów czy innych surfaktantów na
powierzchni komórki, stanowi³y alternatywn¹ meto-
dê pokonania czynników limituj¹cych wynikaj¹cych
z transportu [20, 21].

Zwiêkszenie biodegradacji mog³o zatem wynikaæ ze
zwiêkszonej solubilizacji hydrofobowego �ród³a wêgla
lub te¿ z powodu modyfikacji zewnêtrznych struktur
komórkowych, co z kolei mog³o przyczyniaæ siê do
³atwiejszego kontaktu miêdzy wêglowodorowym sub-
stratem a komórkami [66, 77, 147]. Przeprowadzone
badania nie doprowadzi³y jednak do uzyskania jedno-
znacznych rezultatów.

Pó�niejsze prace sugeruj¹, ¿e obserwowany wzrost
efektywno�ci procesów biodegradacyjnych móg³ byæ
efektem jednoczesnego wystêpowania obydwu zjawisk.
Wiele eksperymentów potwierdza, ¿e zarówno mecha-
nizm bezpo�redniego poboru substratu z fazy olejowej,
jak i wspomagana biosurfaktantami solubilizacja hydro-
fobowych substratów w roztworze wodnym wystêpuj¹
podczas biodegradacji WWA [12, 33]. Przeprowadzo-
no eksperymenty, w których ponad sze�ædziesi¹t szcze-
pów bakteryjnych wyizolowanych z gleby o ró¿nym
stopniu zanieczyszczenia ropopochodnymi zosta³o
przebadanych pod wzglêdem preferowanego mechaniz-
mu poboru substratów [13]. Uzyskano wyniki sugeru-
j¹ce, ¿e ¿aden z mechanizmów nie dominuje jedno-
znacznie nad drugim. Dla po³owy badanych szczepów
stwierdzono wystêpowanie wy³¹cznie bezpo�redniego
poboru substratu z fazy olejowej, podczas gdy pozo-
sta³a po³owa wykazywa³a mechanizm opieraj¹cy siê
o transport u³atwiony wystêpowaniem biosurfaktantu.
Co ciekawe, autorzy zaobserwowali dla czê�ci bada-
nych szczepów brak powi¹zania pomiêdzy hydrofo-
bowo�ci¹ komórek bakteryjnych, efektywno�ci¹ pro-
dukcji biosurfaktantów, a rodzajem �ród³a wêgla.
Bardzo zbli¿one rezultaty uzyskano po hodowli na hy-
drofobowym heksadekanie i hydrofilowym glicerolu.
Wywnioskowano, ¿e warunki �rodowiskowe panuj¹ce
w miejscu wzrostu mikroorganizmów kszta³tuj¹ okre�-
lone mechanizmy poboru substratu. Rozwiniêcie po-
wierzchni ciek³ej fazy wêglowodorowej w danym
�rodowisku bêdzie najprawdopodobniej owocowa³o po-
jawieniem siê szczepów o bezpo�rednim sposobie po-
boru substratu z fazy olejowej. Wykazano, ¿e transfer
masy jest najwiêkszy gdy mikroorganizmy rosn¹ w bez-
po�rednim otoczeniu kropli wêglowodorów [75]. Nato-
miast dla �rodowiska bogatego w wodê, gdzie domi-
nowaæ bêd¹ szczepy o hydrofilowych w³a�ciwo�ciach
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powierzchniowych, przewa¿aæ bêdzie mechanizm opar-
ty o biosurfaktanty, przy czym w takich uk³adach pro-
ces emulgowania zanieczyszczeñ dominuje nad pro-
cesem solubilizacji. Pewn¹ ciekawostk¹ s¹ bakterie
pobieraj¹ce olej w postaci mikrokropli [127]. Autorzy
zwracaj¹ uwagê na fakt, ¿e biosurfaktanty produkowa-
ne s¹ zarówno przez hydrofilowe, jak i hydrofobowe
szczepy, niezale¿nie od rodzaju �ród³a wêgla, co mo¿e
sugerowaæ, ¿e ich rola wykracza dalece poza pocz¹t-
kowo przyjête ramy. Pojawia siê te¿ wiele doniesieñ
literaturowych sugeruj¹cych, ¿e czêsto biodegradacja
przebiega bez udzia³u biosurfaktantów. Przyk³adowo,
w 2004 r. zaobserwowano, ¿e produkcja biosurfaktan-
tów jest zupe³nie nie zwi¹zana z efektywno�ci¹ procesu
biodegradacji hydrofobowych substratów takich jak
WWA [74]. St¹d te¿ próby znalezienia korelacji po-
miêdzy hydrofobowo�ci¹, a efektywno�ci¹ procesów
biodegradacyjnych powiod³y siê jedynie w nielicznych
badaniach [17, 104, 105]. Na tym etapie pojawi³y siê
badania �rodowiskowe o zupe³nie innym wymiarze.
Zauwa¿ono, ¿e chocia¿ pojedyncze szczepy stanowi¹
bardzo wygodny materia³ do modelowych badañ, to
próby przeniesienia prawid³owo�ci zaobserwowanych
w warunkach laboratoryjnych do uk³adów rzeczywis-
tych koñczy³y siê w wiêkszo�ci przypadków niepowo-
dzeniem, zw³aszcza dla �rodowiska glebowego [114].

Nale¿y podkre�liæ, ¿e ¿aden mikroorganizm nie jest
samotn¹ wysp¹, a procesy degradacyjne przebiegaj¹ce
w �rodowisku naturalnym przebiegaj¹ z udzia³em wy-
specjalizowanych zespo³ów mikroorganizmów, zwa-
nych konsorcjami, lub przynajmniej przez kultury
mieszane. Obecnie niewiele jest prac opisuj¹cych
wp³yw ramnolipidów lub szczepów zdolnych do ich
produkcji na konsorcja �rodowiskowe. Jednak¿e wy-
kazano, ¿e dodatek mikroorganizmów zdolnych do
produkcji ramnolipidów praktycznie nie wp³ywa na
biodegradacjê zwi¹zków ropopochodnych przeprowa-
dzon¹ w �rodowisku glebowym [71]. Przyczyn¹ by³y
najprawdopodobniej trudno�ci w przystosowaniu siê
drobnoustrojów do nowego �rodowiska.

Badania nad wp³ywem ramnolipidów na efektyw-
no�æ biodegradacji oleju napêdowego przez 218 kon-
sorcjów �rodowiskowych wykaza³y, ¿e dodatek bio-
surfaktantu w równym stopniu zwiêksza³, zmniejsza³
lub pozostawa³ bez wp³ywu na przebieg procesów
degradacyjnych [109]. Zaobserwowano równie¿ ca³-
kowity brak korelacji pomiêdzy hydrofobowo�ci¹
komórek w konsorcjach, a ubytkiem oleju napêdo-
wego. Podobne obserwacje poczyniono w innych ba-
daniach [18, 19]. Prowadzi to do wniosku, ¿e w wiêk-
szo�ci przypadków dodatek ramnolipidów nie jest
istotnym czynnikiem z punktu widzenia efektywno�ci
procesów biodegradacyjnych.

Powrócono zatem do alternatywnych koncepcji
z poprzednich lat [99]. Stwierdzono, ¿e biosurfaktanty

te mog¹ uczestniczyæ w wielu innych procesach [23],
a wspomaganie mechanizmu pobierania substratu jest
prawdopodobnie tylko jednym z obserwowanych zja-
wisk oraz innych mechanizmów adaptacyjnych [38].
Kolejne lata badañ to etap analizy funkcji ramnolipi-
dów z perspektywy kolonizowania otoczenia, tworze-
nia i rozpadu biofilmów bakteryjnych oraz specyficz-
nej aktywno�ci wobec innych organizmów.

5. Ramnolipidy a mobilno�æ komórek bakteryjnych

W przypadku wyczerpywania sk³adników pokar-
mowych w �rodowisku mo¿liwe s¹ dwa scenariusze:
mikroorganizmy wykszta³caj¹ nowe mechanizmy po-
zyskiwania substratów dot¹d dla nich niedostêpnych
lub opuszczaj¹ �rodowisko w poszukiwaniu lepszych
warunków. Pocz¹tkowo uwa¿ano, ¿e ramnolipidy s¹
wykorzystywane g³ównie do zwiêkszenia biodostêp-
no�ci potencjalnych �róde³ wêgla [5], jednak wydziela-
nie wielkocz¹steczkowych produktów wy³¹cznie w celu
pobrania niskocz¹steczkowych substratów wydaje siê
nieuzasadnione z punktu widzenia bilansu energetycz-
nego komórki. �rednia masa cz¹steczkowa ramnolipi-
dów wynosi 650 g/mol, a przyk³adowo masa cz¹stecz-
kowa heksadekanu to 226 g/mol. Ma³o prawdopodob-
nym jest by raz wydzielone cz¹steczki ramnolipidów
ponownie powróci³y do komórki wraz z heksadekanem.
Mog¹ siê one przyczyniaæ do wymywania potencjal-
nego substratu z najbli¿szego otoczenia komórek, lub
te¿, zgodnie z za³o¿eniami drugiego scenariusza, do
przemieszczenia samych mikroorganizmów. W �wietle
najnowszych odkryæ to w³a�nie mobilno�æ komórek
ma najwy¿szy priorytet [134, 138].

Na przyk³adzie P. aeruginosa wielu badaczy wy-
kaza³o, ¿e komórki bakteryjne s¹ zdolne do trzech
ró¿nych rodzajów ruchu: p³ywania za spraw¹ rzêsek,
ruchu drgaj¹cego (twitching) opartego na pili typu IV
oraz wzrostu rozpe³zliwego (swarming) [35, 79].

P. aeruginosa posiada pojedyncz¹, polarn¹ wiæ,
która pozwala komórkom p³ywaæ w �rodowisku wod-
nym. Wiæ wraz z uk³adem chemoreceptorów i syste-
mem przekazywania bod�ców jest wykorzystywana
przez bakterie w procesach reagowania na sygna³y
z otoczenia [132].

W przypadku poruszania siê po powierzchni mo¿li-
wy jest ruch typu drgaj¹cego przy pomocy pili typu IV
[29, 141]. Uwa¿a siê, ¿e u podstaw tego zjawiska le¿y
tendencja do rozci¹gania i kurczenia siê pili, co wpra-
wia komórki w ruch. Synteza i formowanie pili wyma-
ga wielu genów, a warunki �rodowiskowe potrzebne do
ich uaktywnienia nie zosta³y do koñca poznane [65].
S¹ one istotnym elementem budowy komórki, bior¹cym
udzia³ w infekcyjnych atakach drobnoustrojów i przy-
czepianiu siê do powierzchni abiotycznych [55, 101].
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Zdecydowanie najbardziej skomplikowanym wy-
daje siê jednak ruch typu rozpe³zliwego. Jest to forma
zorganizowanego przemieszczania po powierzchni,
powi¹zana z wyd³u¿aniem komórek, obecno�ci¹ od-
powiedniej liczby rzêsek oraz kontaktem miêdzyko-
mórkowym [46]. Zjawisko to, charakterystyczne dla
uk³adów wielokomórkowych, obejmuje procesy ³¹cze-
nia siê w grupy i od³¹czania siê komórek np. podczas
kolonizowania nowego �rodowiska. Wed³ug niektórych
badaczy dzia³ania tego typu wystêpuj¹ tak¿e podczas
tworzenia biofilmów bakteryjnych oraz infekcji spo-
wodowanych przez drobnoustroje patogenne [123].
Komórki zdolne do tego typu ruchów s¹ zwykle wy-
d³u¿one i posiadaj¹ wiêcej rzêsek. Zasugerowano, ¿e
wykazuj¹ce ruch typu rozpe³zliwego komórki P. aeru-
ginosa wymaga³y równie¿ udzia³u pili typu IV oraz
obecno�ci ramnolipidów [79]. Autorzy stwierdzili
równie¿, ¿e inicjowanie ruchu typu rozpe³zliwego jest
zwi¹zane z dostêpno�ci¹ azotu w �rodowisku. Pierwias-
tek ten nie tylko wp³ywa na produkcjê ramnolipidów,
lecz mo¿e byæ równie¿ istotnym czynnikiem podczas
syntezy pili [50, 70]. W �rodowisku bogatym w azot
ekspresja genów odpowiedzialnych za syntezê pili
zosta³aby ograniczona, co z kolei wi¹za³oby siê z ha-
mowaniem ruchu typu rozpe³zliwego. System przeka-
zywania bod�ców miêdzy komórkami odgrywa³by
wa¿n¹ rolê w wykrywaniu czynników ograniczaj¹cych
i propagowaniu odpowiednich reakcji � np. induko-
waniu produkcji ramnolipidów pozwalaj¹cych mikro-
organizmom na migracjê do nowych, bogatych w sk³ad-
niki od¿ywcze nisz.

Niezbitych dowodów na zwi¹zek pomiêdzy ru-
chem typu rozpe³zliwego a obecno�ci¹ ramnolipidów
dostarczy³y prace C a i a z z a  i wsp. [15] oraz prze³o-
mowe odkrycia zaprezentowane przez T r e m b l a y
i wsp. [134]. Pierwszy z zespo³ów zasugerowa³, ¿e
ramnolipidy s¹ odpowiedzialne za inhibicjê ruchu
komórkowego, podczas gdy zwi¹zki prekursorowe do
ich syntezy � kwasy 3-hydroksyalkanoilo-3-hydro-
ksyalkanowe (HAA), pe³ni¹ rolê zwi¹zków zwil¿aj¹-
cych. Eksperymenty przeprowadzone przez Tremblay
i wsp. [134] bêd¹ce rozwiniêciem tego tematu, prowa-
dzi³y do zupe³nie odmiennych wniosków, wynikaj¹-
cych g³ównie z czysto�ci stosowanych preparatów. Po
izolacji i dok³adnym oczyszczeniu badano wp³yw ka¿-
dego z poszczególnych sk³adników, podczas gdy pierw-
szy z zespo³ów stosowa³ ekstrakt bêd¹cy mieszanin¹
wszystkich zwi¹zków. Pozwoli³o to na otrzymanie
bardzo ciekawych wyników, opieraj¹cych siê o zjawis-
ko chemotaksji zwi¹zanej z dwoma konkurencyjnymi
efektami wywo³ywanymi przez diramnolipid i HAA.
Wed³ug autorów diramnolipid jest postrzegany jako
atraktant przez komórki wykazuj¹ce ruch typu rozpe³-
zliwego, podczas gdy HAA wystêpuj¹ w roli silnego
sygna³u odpychaj¹cego. Zwi¹zki te s¹ równie¿ zwi¹-

zane z formowaniem rzêsek komórkowych � diramno-
lipidy s³u¿¹ jako substancje promuj¹ce powstawanie
rzêsek, natomiast HAA jest inhibitorem tego procesu.
U³atwianie transportu poprzez obni¿enie napiêcia po-
wierzchniowego jest wed³ug autorów zadaniem mo-
noramnolipidów, które nie wykazuj¹ wp³ywu na ruch
typu rozpe³zliwego. Opieraj¹c siê na przeprowadzo-
nych eksperymentach z zakresu kinetyki dyfuzji auto-
rzy opracowali model dzia³ania systemu promowania/
hamowania ruchu komórkowego. Wed³ug tej koncep-
cji diramnolipidy rozprzestrzeniaj¹ siê szybciej, przy-
ci¹gaj¹c do siebie komórki. Autorzy zauwa¿yli jedno-
cze�nie, ¿e HAA s¹ dla komórek o wiele silniejszym
sygna³em, st¹d ich obecno�æ, nawet w niewielkich
stê¿eniach, mog³a spowodowaæ, ¿e ekstrakt ramno-
lipidów u¿yty w eksperymentach wykonanych przez
C a i a z z a  i wsp. [15] wykazywa³ w³a�ciwo�ci za-
trzymuj¹ce ruch typu rozpe³zliwego. Kolejnym bardzo
istotnym odkryciem by³ fakt, ¿e system oparty na di-
ramnolipidach/HAA nie dzia³a zupe³nie na komórki
p³ywaj¹ce, co prowadzi do wniosku, ¿e tryb porusza-
nia siê jest zwi¹zany nie tylko z morfologi¹ komórki,
lecz równie¿ z ró¿nymi mechanizmami regulacji na
poziomie ekspresji genów.

6. Rola ramnolipidów w tworzeniu biofilmu

Wiele mikroorganizmów jest zdolnych do egzysto-
wania w dwóch diametralnie ró¿nych trybach: plank-
tonowym oraz w postaci wielokomórkowych spo³ecz-
no�ci, przyczepiaj¹cych siê do ró¿nych powierzchni
w formie biofilmu. Wzrost w biofilmie niesie ze sob¹
wiele potencjalnych korzy�ci. Z przeprowadzonych
badañ wynika, ¿e komórki w biofilmie wykazywa³y
siê wy¿sz¹ odporno�ci¹ na antybiotyki [25, 128] oraz
zwiêkszon¹ produkcj¹ substancji ochronnych [47].
Wielu badaczy sugeruje, ¿e biofilm sprzyja tak¿e ko-
operacji metabolicznej miêdzy komórkami [122] oraz
intensyfikuje procesy komunikacji miêdzykomór-
kowej i horyzontalnej wymiany genów [58, 112] co
prowadzi do zwiêkszenia genetycznej ró¿norodno�ci
i w konsekwencji zwiêksza szanse mikroorganizmów
na przetrwanie.

Fakt, ¿e mikroorganizmy preferuj¹ ¿ycie w biofil-
mach osadzonych na granicy faz zamiast zmagania siê
ze �rodowiskiem w pojedynkê jest znany ju¿ od lat
[93]. W �rodowisku naturalnym ¿aden ze znanych
cz³owiekowi drobnoustrojów nie wykazuje zdolno�ci
do planktonowej formy ¿ycia, a nawet je�li, to jest
to jedynie etap po�redni pomiêdzy odrywaniem siê
komórek od warstwy dojrza³ego biofilmu, a zasiedla-
niem nowych nisz ekologicznych [25]. Jednak stosun-
kowo niedawno zaczêto odkrywaæ skomplikowane
zale¿no�ci i mechanizmy reguluj¹ce tworzenie siê oraz
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funkcjonowanie tych wielokomórkowych tworów [101,
112]. Na podstawie przeprowadzonych badañ i wni-
kliwych obserwacji stworzono generaln¹ koncepcjê
opisuj¹c¹ poszczególne etapy formowania biofilmów
bakteryjnych [120]. Pewne warunki �rodowiskowe
przyczyniaj¹ siê do przyczepienia siê komórek do po-
wierzchni cia³ sta³ych lub cieczy, co prowadzi do wy-
tworzenia monowarstwy pokrywaj¹cej dany obszar
[27]. Z biegiem czasu monowarstwa rozrasta siê w doj-
rza³y biofilm w wyniku podzia³ów komórkowych
i agregacji. Pocz¹tkowo tworz¹ siê mikrokolonie, które
nastêpnie przechodz¹ w makrokolonie, bezpiecznie po-
rastaj¹ce sieæ stworzon¹ z wydzielanych pozakomórko-
wo egzopolisacharydów i innych polimerów. Choæ
pierwsze stadium tworzenia biofilmów i kluczowe dla
tego etapu czynniki zosta³y ju¿ opisane [26, 41, 48],
to szczegó³y formowania siê grzybkowatych struktur
i tuneli transportowych w dojrza³ym biofilmie nadal
pozostaj¹ zagadk¹ z punktu widzenia mechaniki mo-
lekularnej. Czy pojawienie siê tych struktur w dojrza-
³ym biofilmie jest uwarunkowane pewnymi czynnika-
mi, czy te¿ mo¿e jest to jedynie dzie³o przypadku?
Zdania naukowców na ten temat s¹ podzielone. Czê�æ
badaczy sugeruje, ¿e pojawienie siê tych struktur
w dojrza³ym biofilmie jest konsekwencj¹ odpowiednich
warunków, co mo¿na przewidzieæ w oparciu o modele
matematyczne. Natomiast inni badacze postuluj¹, ¿e
wykszta³cenie i utrzymanie takiego uk³adu jest kluczo-
we z punktu widzenia regulacji przep³ywu sk³adników
pokarmowych, tlenu i produktów odpadowych [102].
Do podobnych wniosków prowadzi³y eksperymenty
nad strukturami biofilmów powsta³ych przy udziale
mutantów niezdolnych do produkcji pewnych egzo-
polisacharydów [28] oraz badania nad ekspresj¹ ge-
nów odpowiedzialnych z biosyntezê alginianów [59].
Opisano równie¿ wspólne wysi³ki spo³eczno�ci mikro-
organizmów komunikuj¹cych siê na drodze quorum-
sensing [112]. Zwrócono równie¿ uwagê na to, ¿e
w�ród mutantów niezdolnych do komunikacji miêdzy-
komórkowej nie zaobserwowano wystêpowania bio-
filmów o skomplikowanych strukturach. Wykszta³cenie
dojrza³ego biofilmu nie jest zatem zjawiskiem losowym,
lecz celowym dzia³aniem zale¿nym od czynników �ro-
dowiskowych i uwarunkowañ genetycznych szczepów
wchodz¹cych w jego sk³ad.

Dowodów podtrzymuj¹cych powy¿sz¹ tezê dostar-
czy³y badania nad komórkami P. aeruginosa, których
zdolno�æ do skutecznego kolonizowania implantów
i ¿ywej tkanki czêsto prowadzi do powa¿nych i nie-
bezpiecznych zaka¿eñ. W uk³adach charakteryzuj¹cych
siê ci¹g³¹ cyrkulacj¹ substancji od¿ywczych szczep
P. aeruginosa tworzy biofilmy o zdefiniowanej struktu-
rze. Komórki bakteryjne zostaj¹ zawieszone w matrycy
stworzonej z pozakomórkowych wydzielin, a nastêp-
nie formuj¹ kolonie tworz¹ce filamenty i wypustki do

otaczaj¹cego �rodowiska (tzw. grzybki), przeplatane
kana³ami transportowymi [30, 102].

Pojawiaj¹ siê równie¿ pierwsze wzmianki literatu-
rowe podkre�laj¹ce istnienie zwi¹zku pomiêdzy ram-
nolipidami, a biofilmem bakteryjnym. Wyniki badañ
przeprowadzonych przez D a v e y  i wsp. [31] suge-
ruj¹, ¿e ramnolipidy s¹ odpowiedzialne za utrzymy-
wanie funkcjonalno�ci kana³ów transportowych i wp³y-
waj¹ na strukturê biofilmu. Stwierdzono tak¿e, ¿e
ramnolipidy s¹ stosowane do wykluczenia innych
szczepów ze struktury biofilmu [40]. Taka strategia
pozwala spo³eczno�ci bakteryjnej zachowaæ wy³¹cz-
no�æ na dan¹ niszê ekologiczn¹.

Jednak mimo wielu niew¹tpliwych zalet funkcjo-
nowania drobnoustrojów w biofilmie istniej¹ równie¿
pewne ograniczenia i niedogodno�ci. Sam proces two-
rzenia matrycy jest dla komórek istotnym obci¹¿eniem
energetycznym, a problemy w dystrybucji sk³adników
od¿ywczych przez kana³y transportowe w obszarze
biofilmu mog¹ potencjalnie przyczyniæ siê do limito-
wania wzrostu i zmniejszenia efektywno�ci procesów
biosyntezy [56]. Prawdopodobnie najgorszym scena-
riuszem dla komórek tworz¹cych biofilm jest wy-
czerpanie sk³adników pokarmowych. Pojawienie siê
tego typu czynników ograniczaj¹cych by³oby istotnym
problemem dla mikroorganizmów unieruchomionych
w matrycy z biopolimerów [120, 142].

Dla komórek o ograniczonej mobilno�ci niezbêdny
jest mechanizm umo¿liwiaj¹cy ucieczkê i powrót do
planktonowego trybu ¿ycia. Proces ten, znany w lite-
raturze pod terminem �od³¹czenia siê�, by³ przedmio-
tem wielu badañ podczas ostatniej dekady. W odró¿-
nieniu od wymywania, gdzie dochodzi do fizycznego
usuniêcia komórek z danego uk³adu na skutek dzia³a-
nia du¿ych si³ hydrodynamicznych, jest to proces
�wiadomej separacji wywo³any reakcj¹ na niesprzyja-
j¹ce czynniki �rodowiskowe [68, 129, 133]. Mo¿li-
wo�æ swobodnego przechodzenia z jednego trybu
w drugi pozwala mikroorganizmom na efektywne do-
stosowanie siê do zmian �rodowiskowych. Zjawisko
�od³¹czenia siê� jest równie¿ kluczowym czynnikiem
z punktu widzenia inwazji bakteryjnych w medycynie,
gdzie separacja prowadzi do powstania mobilnych ko-
mórek lub ich aglomeratów, które kolonizuj¹ kolejne
tkanki i narz¹dy co w konsekwencji powoduje roz-
przestrzenianie siê infekcji. Opisano wiele klinicznych
przypadków zainicjowanych przez komórki od³¹cza-
j¹ce siê od dojrza³ych biofilmów [8, 44, 113].

Wielu badaczy uwa¿a, ¿e proces �od³¹czenia siê�
jest do�æ skomplikowany, poniewa¿ nawet w obrêbie
jednego szczepu zaobserwowano kilka ró¿nych mecha-
nizmów. Z obserwacji biofilmów szczepu P. aerugi-
nosa wynika, ¿e mo¿liwe jest od³¹czenie pojedynczych
komórek, aglomeratów bakteryjnych, jak i ca³ych
kolonii [130]. Bardzo interesuj¹cym zjawiskiem jest
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pojawienie siê wewnêtrznych ubytków w dojrza³ym
biofilmie bakteryjnym, które nastêpnie prowadz¹ do
rozerwania biofilmu i uwolnienia mobilnych bakterii.
Proces ten nazwano �central hollowing� [68, 120].
Ka¿dy z mechanizmów odbywa siê wieloetapowo.
Badacze spekuluj¹, ¿e w trakcie rozpadu biofilmu do-
chodzi m.in. do degradacji biopolimerowej matrycy,
aktywacji aparatów ruchowych i fizjologicznych zmian
w obrêbie komórek, maj¹cych przygotowaæ je do
warunków panuj¹cych poza biofilmem. Zarówno me-
chanizm, jak i czas od³¹czenia siê od biofilmu jest
najprawdopodobniej �ci�le regulowany. Przy sprzyjaj¹-
cych warunkach z wiêkszo�ci naturalnie wystêpuj¹cych
biofilmów wydziela siê sta³a, niewielka liczba ko-
mórek. Sporadycznie dochodzi do separacji wiêkszych
aglomeratów po stosunkowo d³ugich okresach wzrostu.
Tego typu wydarzenia wykazuj¹ du¿¹ ró¿norodno�æ
pod wzglêdem czasu, obszaru biofilmu, z którego zo-
sta³y wydzielone i mechanizmu separacji. Czê�æ bada-
czy analizowa³a zmiany w obrêbie biofilmu powsta³e
podczas nag³ych i gwa³townych zmian �rodowisko-
wych, co pozwoli³o na okre�lenie wielu czynników
inicjuj¹cych rozpad biofilmu [68, 133, 140].

Wyizolowano szczep P. aeruginosa, który wyka-
zywa³ tendencje do spontanicznego odczepiania siê
komórek od biofilmu [10, 11]. Dziêki temu badania
mo¿na by³o skoncentrowaæ wy³¹cznie na mechanizmie
procesu separacji. Autorzy stwierdzili, ¿e obecno�æ
ramnolipidów jest czynnikiem jednoznacznie powi¹-
zanym z �od³¹czeniem siê� komórek. Wyniki ekspe-
rymentów potwierdzili nie tylko dla badanego izolatu,
ale równie¿ dla biofilmów tworzonych przez dzikie
szczepy. Obecno�æ biosurfaktantów by³a wymagana,
by utrzymaæ zdolno�æ do wzmo¿onej spontanicznej
separacji komórek i przyczynia³a siê do nasilenia zmian
w stronê fenotypu planktonowego. Wa¿nych dowodów
w tej sprawie dostarczy³y badania nad mechanizmem
wymienionego wcze�niej procesu �central hollowing�.

W wyniku licznych obserwacji zaproponowano, ¿e
sygna³y odpowiedzialne za zjawisko �central hollo-
wing� s¹ najsilniejsze we wnêtrzu struktury biofilmu,
czego rezultatem jest aktywacja mechanizmów sepa-
racyjnych [3]. Wytypowano równie¿ dwa zasadnicze
czynniki wp³ywaj¹ce na inicjacjê tego procesu: aku-
mulacjê substancji s³u¿¹cych jako sygna³ do separacji
(np. substancji odpadowych z biosyntez) oraz deficyt
substancji od¿ywczych [68]. Oba czynniki wp³ywaj¹ na
ekspresjê genów odpowiedzialnych za syntezê ramno-
lipidów. Zasugerowano, ¿e mo¿e istnieæ inny mecha-
nizm inicjowania �central hollowing� [11]. Na podsta-
wie przeprowadzonych eksperymentów stwierdzono,
¿e komórki tworz¹ce biofilm mog¹ wykazywaæ ró¿n¹
wra¿liwo�æ na czynniki separacyjne, w zale¿no�ci od
po³o¿enia. Próby z zewnêtrznie dodanymi ramnoli-
pidami i dodecylosulfonianem sodu potwierdzi³y, ¿e

centrum biofilmu jest o wiele bardziej podatne na pro-
cesy �odczepiania� ni¿ obszary peryferyjne. Ró¿nice
te mog¹ wynikaæ z warunków g³odowych, z budowy
matrycy biopolimerowej, sk³adu lokalnych zwi¹zków
adhezyjnych, czy te¿ innych ró¿nic fenotypowych
w obrêbie samych komórek. Istnienie populacji o zró¿-
nicowanych w³a�ciwo�ciach w obrêbie jednego bio-
filmu mog³oby równie¿ t³umaczyæ istnienie kana³ów
transportowych. Ramnolipidy wydzielane przez bak-
terie peryferyjne powodowa³yby separacjê komórek
z centrum, co z kolei pozwala³oby na regulowanie po-
da¿y zwi¹zków w obrêbie ca³ego biofilmu. Autorzy
zaznaczaj¹ jednak, ¿e zarówno mechanizm inicjowa-
nia poprzez czynniki �rodowiskowe, jak i mechanizm
ró¿norodnej podatno�ci mog¹ wspó³istnieæ.

Kolejne prace jednoznacznie potwierdzaj¹ wp³yw
ramnolipidów na rozpad biofilmów bakteryjnych, jed-
nak pojawiaj¹ siê równie¿ bardzo ciekawe pozycje
wskazuj¹ce na rolê tych biosurfaktantów tak¿e pod-
czas wczesnych faz tworzenia wielokomórkowych
struktur i ich pó�niejszego dojrzewania [69, 121]. Wy-
kazano, ¿e ramnolipidy s¹ obecne ju¿ podczas wczes-
nych stadiów formowania siê biofilmu, kiedy tworz¹
siê mikrokolonie [87, 110]. S¹ one ponadto odpowie-
dzialne za opisane wcze�niej zmiany w strukturze doj-
rza³ego biofilmu, czyli za pojawienie siê filamentów
o kszta³cie grzybków.

Podsumowuj¹c: ramnolipidy s¹ odpowiedzialne nie
tylko za stymulacjê skoordynowanego ruchu wieloko-
mórkowego, ale odgrywaj¹ równie¿ istotn¹ rolê pod-
czas kontrolowania egzystencji aglomeratów bakteryj-
nych w biofilmie. Podczas stacjonarnego trybu ¿ycia
stanowi¹ �rodek ochronny przed innymi mikroorganiz-
mami i leukocytami, a na etapie egzystencji planktono-
wej wspomagaj¹ inwazje chorobotwórcze. Po analizie
zaprezentowanych podczas badania �central hollowing�
wyników oraz bli¿szej obserwacji przebiegu procesu
�od³¹czania siê� komórek nietrudno doszukaæ siê ana-
logii pomiêdzy jednym a drugim procesem. W cyto-
wanej wcze�niej pracy T r e m b l a y  i wsp. [134]
pojawia siê sugestia, ¿e ruch typu rozpe³zliwego, wy-
magaj¹cy zorganizowanej i wielokomórkowej struk-
tury, wykazuje bardzo du¿e pokrewieñstwo do proce-
sów przebiegaj¹cych podczas formowania i dorastania
biofilmów bakteryjnych. Wskazano równie¿, ¿e po-
wstawanie filarów na powierzchni dojrza³ego biofil-
mu jest bezpo�redni¹ konsekwencj¹ migracji komórek
bakteryjnych [110]. Jednak nie mo¿na by³o jedno-
znacznie stwierdziæ jaki typ ruchu komórkowego jest
odpowiedzialny za to zjawisko, gdy¿ ramnolipidy mog¹
wp³ywaæ zarówno na ruch drgaj¹cy, jak i ruch typu
rozpe³zliwego. Autorzy potwierdzili natomiast, ¿e
w zwi¹zku z szerokim wachlarzem potencjalnych mo¿-
liwo�ci musi istnieæ system kontroluj¹cy aktualn¹ rolê
ramnolipidów opieraj¹cy siê o ekspresjê i aktywacjê
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odpowiednich genów w danej chwili. Dok³adna ana-
liza poziomów regulacji genów odpowiedzialnych za
biosyntezê ramnolipidów pozwoli³a odkryæ skompli-
kowan¹ sieæ zale¿no�ci pomiêdzy opisanymi wcze�-
niej zjawiskami oraz wieloma innymi czynnikami.

7. Genetyczne dowody na ró¿norodno�æ roli
ramnolipidów

Dla szczepu P. aeruginosa produkcja ramnolipi-
dów przebiega przy udziale trzech genów � rhlA, rhlB
i rhlC [126] oraz jest kontrolowana przez mechanizm
oparty na quorum-sensing [20, 120]. Odkryto, ¿e
pierwsze dwa geny odpowiedzialne za syntezê s¹ zor-
ganizowane w operonie rhlAB indukowanym przez
RhlR. RhlA odpowiedzialny jest za syntezê sk³adni-
ków prekursorowych � HAA [36]. Gen rhlB zwi¹zany
jest z ramnozylotransferaz¹, która katalizuje reakcje
tworzenia monoramnolipidów podczas przeniesienia
deoksytymidyno difosforanu L-ramnozy na cz¹stecz-
kê HAA [106]. Ostatni gen, rhlC, jest w operonie znaj-
duj¹cym siê w pobli¿u genu (PA1131). Badacze spe-
kuluj¹, ¿e koduje on bia³ko nieznanego pochodzenia
i jest równie¿ indukowany przez RhlR [119]. RhlC jest
odpowiedzialny za katalizowanie reakcji do³¹czenia
kolejnej cz¹steczki ramnozy, co prowadzi do uzyska-
nia diramnolipidu. Dla innych szczepów zdolnych do
produkcji ramnolipidów stwierdzono podobny system
z homologicznymi genami [37].

Regulacja procesu biosyntezy ramnolipidów jest
procesem skomplikowanym i wielopoziomowym. Eks-
presja rhlAB jest zale¿na od czynnika sigma FS oraz
regulatorów opartych na quorum-sensing, czyli RhlR
i LasR (transkrypcyjne bia³ka regulatorowe). Aktywa-
cja RhlR wymaga obecno�ci N-acylo laktonów homo-
serynowych (acylo-HSL) [107]. Zwi¹zki sygnalizacyj-
ne, takie jak acylo-HSL mog¹ byæ akumulowane we
wnêtrzu struktury biofilmu. Obserwowana przez wielu
badaczy nadprodukcja ramnolipidów w warunkach
ograniczonego dostêpu do sk³adników od¿ywczych
dowodzi, ¿e aktywacja ekspresji genów rlhAB jest
zwi¹zana z przekazywaniem sygna³ów g³odowych.
U P. aeruginosa odkryto równie¿ nowy system kontroli
na poziomie posttranskrypcyjnym oparty o dzia³anie
bia³ka wi¹¿¹cego RNA, znanego jako RsmA [60].
RsmA wykazuje pozytywn¹ kontrolê nad tendencj¹
komórek do ruchu typu rozpe³zliwego i aktywacj¹
czynników chorobotwórczych, jednocze�nie posiada
zdolno�æ zaburzania procesów formowania biofilmu.
Poprzez kontrolowanie poziomu N- acylo-HSL docho-
dzi do inaktywacji systemów opartych o quorum-sen-
sing i ograniczenia produkcji polisacharydów. Kon-
trolowanie aktywno�ci RsmA odbywa siê przy udziale
dwóch regulatorowych RNA: RsmY oraz RsmZ.

Dok³adne badania nad systemem regulacji pozwoli³y
na odkrycie dwóch zwi¹zanych z nim kinaz sensoro-
wych � RetS (regulator egzopolisacharydów i sekrecji
typu-III) i LadS (regulator utraty adhezji). Podczas
eksperymentów zwi¹zanych z inaktywacj¹ RetS u ko-
mórek P. aeruginosa zaobserwowano, ¿e mutanty
wykazywa³y zwiêkszon¹ tendencjê do formowania
biofilmów, natomiast zdolno�æ do ruchu typu rozpe³-
zliwego zupe³nie zanik³a [51, 137].

Do bardzo ciekawych wniosków prowadzi równie¿
wiele innych eksperymentów przeprowadzonych z mu-
tantami pozbawionymi genów odpowiedzialnych za
syntezê ramnolipidów. Inaktywacja rhlA spowodowa³a
zahamowanie ruchu komórek bakteryjnych poprzez
ruch typu rozpe³zliwego i wyra�n¹ redukcjê ruchu
typu drgaj¹cego, jednak nie wp³ynê³a na ogóln¹ zdol-
no�æ do poruszania siê [79, 110]. Niezdolne do syntezy
ramnolipidów komórki P. aeruginosa s¹ bardziej po-
datne na fagocytozê i wykazuj¹ mniejsz¹ wirulencjê
[136]. Wykazano, ¿e inaktywacja tego samego genu
wi¹¿e siê ze znacz¹cymi zmianami w strukturze bio-
filmu [31]. Dla mutantów nie stwierdzono obecno�ci
grzybkowatych filamentów, charakterystycznych dla
dojrza³ych biofilmów. Inni autorzy sugeruj¹, ¿e za-
k³ócenie ekspresji genu rhlAB wi¹¿e siê równie¿ z za-
k³óceniem procesów �od³¹czenia siê� komórek [11].
Inaktywacja genów odpowiedzialnych za syntezê ram-
nolipidów powoduje zatrzymanie procesów separacyj-
nych, jednak ani dodatek zewnêtrznych ramnolipidów,
ani ponowna reaktywacja genów nie pozwoli³a na
ca³kowite wznowienie mechanizmów uwalniania ko-
mórek z biofilmu. Opuszczanie biofilmu jest �ci�le
powi¹zane z nadprodukcj¹ ramnolipidów, syntez¹
enzymów degraduj¹cych biopolimerow¹ matrycê oraz
wzmo¿on¹ aktywno�ci¹ migracyjn¹, co w konsekwen-
cji prowadzi do przywrócenia fenotypowych cech
komórki planktonowej. Wyniki te mog¹ sugerowaæ
istnienie globalnego czynnika, który koordynowa³by
dzia³ania komórek bakteryjnych podczas wyboru po-
miêdzy mobilnym a stacjonarnym trybem ¿ycia poprzez
regulacjê biosyntezy ramnolipidów.

Stwierdzono, ¿e wymieniony wcze�niej system
RsmA jest jednym z takich czynników [138]. Wp³ywa
na tryb ¿ycia komórek poprzez stymulowanie ruchu
typu rozpe³zliwego i aktywowanie czynników infek-
cyjnych oraz hamowanie procesów tworzenia bio-
filmu. Kolejnym wa¿nym regulatorem jest c-di-GMP
� miêdzykomórkowa cz¹steczka sygnalizacyjna. Jest
ona syntezowana przy udziale cyklaz diguanidynowych
(bia³ek z domeny GGDEF) i degradowana przy udziale
specyficznych fosfodiesteraz (g³ównie bia³ka z domeny
EAL). W zale¿no�ci od sygna³ów pozakomórkowych
wp³ywaj¹cych na stê¿enie c-di-GMP nastêpuj¹ zmiany
w zachowaniu spo³eczno�ci komórek. Zwiêkszonej bio-
syntezie c-di-GMP towarzyszy zwiêkszenie stabilno�ci
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wielokomórkowych aglomeratów, oraz obni¿enie ruch-
liwo�ci i zahamowanie procesów charakterystycznych
dla stanów chorobotwórczych. Komórki P. aeruginosa
posiadaj¹ ³¹cznie a¿ 38 bia³ek z obu domen, które
mog¹ spe³niaæ funkcje sensoryczne i regulowaæ lokalne
i globalne stê¿enie c-di-GMP [73, 145]. Dla szczepu
P. aeruginosa PA14 odkryto do tej pory trzy istotne
enzymy reguluj¹ce aspekty zwi¹zane z mobilno�ci¹
komórek i tendencj¹ do tworzenia biofilmów bakte-
ryjnych: SadC, BifA i SadB. SadC to znajduj¹ca siê
wewn¹trz b³ony cyklaza diguanidynowa odpowie-
dzialna za produkcjê c-di-GMP w wyniku niezba-
danego do tej pory bod�ca � prawdopodobnie jest to
sygna³ kontaktu z powierzchni¹ lub zmian w gêsto�ci
medium [94]. BifA, bêd¹cy fosfodiesteraz¹, pozwala na
kontrolowanie stê¿enia c-di-GMP, co z kolei wi¹¿e siê
z regulacj¹ natê¿enia sygna³u [82]. SadB jest najpraw-
dopodobniej odpowiedzialny za przeniesienie sygna³u
do loci pel i psl zawieraj¹cych geny reguluj¹ce wy-
dzielanie egzopolisacharydów oraz genów zwi¹zanych
z regulacj¹ funkcji rzêsek. Co ciekawe, wyniki eks-
perymentów przeprowadzonych przez H i c k m a n a
i H a r w o o d a  [61] wskazuj¹, ¿e g³ówny regulator
ekspresji genów odpowiedzialnych za formowanie
rzêsek � FleQ, jest równie¿ zdolny do represji genów
pel poprzez zmiany w obrêbie c-di-GMP.

Obecnie dla szczepu P. aeruginosa znane s¹ dwa loci
odpowiedzialne za kontrolê poziomu ekspresji i aktyw-
no�ci bia³ek z domen GGDEF i EAL � wsp i sadSRA.
Szereg prac po�wiêconych tej tematyce pozwala
stwierdziæ, ¿e oba systemy przewodzenia sygna³ów
w odpowiedzi na warunki �rodowiskowe wyra�nie
wp³ywaj¹ na zachowanie komórek. Zak³ócenia w ob-
rêbie wsp powoduj¹ wzmo¿on¹ agregacjê komórek,
zmiany w morfologii komórki oraz zahamowanie
ruchu poprzez ruch drgaj¹cy i p³ywanie [62]. Prawid-
³owe dzia³anie drugiego z systemów jest niezbêdne dla
przebiegu procesów zwi¹zanych z dojrzewaniem bio-
filmu [81, 83]. Poprzez kontrolê poziomu c-di-GMP
systemy te reguluj¹ ruchliwo�æ komórek, wydzielanie
egzopolisacharydów i tworzenie biofilmu, przez co
stanowi¹ swoisty �prze³¹cznik� pomiêdzy mobilnym
a stacjonarnym trybem ¿ycia.

Obecnie wielu badaczy na ca³ym �wiecie prowadzi
eksperymenty w celu odnalezienia kolejnych kluczo-
wych elementów genetycznych wp³ywaj¹cych na wy-
bory podejmowane przez mikroorganizmy. Decyzje te
maj¹ czêsto charakter drastycznych zmian w morfo-
logii nie tylko pojedynczej komórki, lecz równie¿
ca³ych kolonii. Analiza wielu sygna³ów zewnêtrznych
i zwi¹zanych z nimi systemów regulacyjnych pozwala
na odkrycie kolejnych intryguj¹cych zale¿no�ci. Naj-
nowsze prace podejmuj¹ce tê trudn¹ tematykê zwra-
caj¹ uwagê na nowe czynniki wp³ywaj¹ce na sposób
egzystowania mikroorganizmów w danych warunkach:

bia³ko regulacyjne AlgR, bia³ko autotransporterowe
EstA, fosfatazê tyrozynow¹ TpbA oraz obecno�æ ¿e-
laza [49, 96, 135, 143]. Prace te dostarczaj¹ jednocze�-
nie kolejnych dowodów na to, ¿e ramnolipidy stano-
wi¹ istotny element w funkcjonowaniu tych systemów.

8. Podsumowanie

Jaka jest rola biosurfaktantów? � w �wietle najnow-
szych odkryæ z pewno�ci¹ mo¿na stwierdziæ, ¿e jest
ona bardzo ró¿norodna. Historia badañ nad ramno-
lipidami mo¿e s³u¿yæ jako doskona³y przyk³ad na nie-
ustanne dojrzewanie my�li naukowej, które porównaæ
mo¿na do ewolucji. Analizuj¹c wnikliwie wszystkie
przeprowadzone badania stajemy siê �wiadkami wspa-
nia³ego cyklu nieustannych pytañ i odpowiedzi, które
rodz¹ nowe pytania.

Choæ niew¹tpliwie ramnolipidy zwi¹zane s¹ z me-
chanizmami u³atwionego poboru hydrofobowych sub-
stratów przez mikroorganizmy [7], to jednak wiele
prac wskazuje na to, ¿e nie jest to ich g³ównym zada-
niem. Jak wcze�niej wspomniano, zwi¹zki te mog¹ od-
dzia³ywaæ na powierzchniê struktur komórkowych,
prowadz¹c do zmian w obrêbie w³a�ciwo�ci powierzch-
niowych [4, 148]. Ramnolipidy, lub zwi¹zki prekurso-
rowe w ich syntezie, wp³ywaj¹ na ruch typu rozpe³zli-
wego po powierzchni [36, 79]. S³u¿¹ równie¿ jako
substancje o dzia³aniu podobnym do antybiotyków,
skierowanym przeciw innym mikroorganizmom [54],
�rodki ochronne przed fagocytoz¹ [2] oraz zwi¹zki
czynnie uczestnicz¹ce w infekcjach chorobotwórczych
[117], gdy¿ mo¿na je znale�æ w plwocinie pacjentów
chorych na mukowiscydozê [80], wywo³uj¹ hemolizê
[76], a ich obecno�æ zak³óca dzia³anie rzêsek w tkance
nab³onkowej uk³adu oddechowego [117]. Ich amfi-
filowa budowa sprawia, ¿e s¹ one istotnym czynnikiem
wp³ywaj¹cym na formê i trwa³o�æ biofilmu bakteryj-
nego [31]. Mog¹ one oddzia³ywaæ z biopolimerow¹
matryc¹ biofilmu, potencjalnie prowadz¹c do jej roz-
padu przez solubilizacjê jej sk³adników i zamykanie ich
w micelach [11], choæ jednocze�nie odgrywaj¹ istotn¹
rolê podczas wczesnych etapów tworzenia biofilmu
bakteryjnego i w pó�niejszych etapach jego dojrzewa-
nia [110]. Po³¹czenie wy¿ej wymienionych obserwacji
z badaniami genetycznymi pozwoli³o na otrzymanie
modelu okre�laj¹cego zachowanie ca³ych spo³eczno�ci
mikroorganizmów w zale¿no�ci od czynników �rodo-
wiskowych [138]. Od formowania biofilmu i ochrony
komórek w niesprzyjaj¹cych warunkach �rodowisko-
wych, poprzez stymulacjê dzia³añ odpowiedzialnych
za dojrzewanie biofilmu, a¿ do procesu rozpadu bio-
filmu i uaktywnienia funkcji odpowiedzialnych za ata-
ki chorobotwórcze � ramnolipidy s¹ bardzo istotnym
elementem na ka¿dym etapie tego procesu.
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Du¿a liczba zaobserwowanych i opisanych funkcji
ramnolipidów, choæ pocz¹tkowo by³a przyczyn¹ wielu
naukowych sporów, w �wietle najnowszych prac nau-
kowych stanowi spójne po³¹czenie wspólnych wysi³-
ków wielu naukowców na przestrzeni kilku dekad.
Ramnolipidy s¹ zatem doskona³ym przyk³adem wie-
lofunkcyjnego ogniwa, bêd¹cego trybikiem wielkiej
maszyny reguluj¹cej ¿ycie i funkcjonowanie mikro-
organizmów. Sposób dzia³ania tego ogniwa na wielu
równoleg³ych, lecz zwi¹zanych ze sob¹ p³aszczyznach
staje siê coraz bardziej widoczny wraz z kolejnymi
doniesieniami literaturowymi. I choæ wci¹¿ jeste�my
dalecy od pe³nego zrozumienia wszystkich mechaniz-
mów, to z ka¿dym krokiem zbli¿amy siê do prawdy.

Praca powsta³a podczas realizacji projektu badawczego
KBN ID 18672 N N305 035434, lata 2008�2010. Autorzy pragn¹
szczególnie podziêkowaæ Alicji Szulc za pomoc w przygotowa-
niu manuskryptu.
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