ACAD=MIA BADANIA W TOKU Mikrobiologia

mgr Katarzyna
Mikruta

Studentka szkoty
doktorskiej na Wydziale
Biochemii, Biofizyki

i Biotechnologii
Uniwersytetu
Jagiellonskiego

w Zakfadzie
Mikrobiologii. Gtowna
tematyka jej pracy
badawczej jest
mechanizm wydzielania
lipoprotein bedacych
istotnymi czynnikami
wirulencji bakterii
Porphyromonas
gingivalis. Specjalizuje
sie w biologii
strukturalnej i inzynierii
genetycznej.
katarzyna.mikruta
@doctoral.uj.edu.pl

Ldjecie komorki P, gingivalis
(szczep ATCC 33277)

z transmisyjnego
mikroskopu elektronowego.
Nitkowate struktury miedzy
komérkami to fimbrie.
Skala jest umieszczona

w prawym dolnym rogu

MAGAZYN POLSKIEJ
AKADEMII NAUK
4/80/2024

DOI: 10.24425/academiaPAN.2024.152821

FABRYKA
BAKTERYJNE] BRONI

Zrozumienie jednego z mechanizméw wirulencji bakterii
Porphyromonas gingivalis moze pomdc w opracowaniu
lepszych metod zapobiegania i leczenia paradontozy oraz
zwigzanych z nig choréb.
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ialo zdrowego zasiedlajg liczne bakterie,
ktore razem tworzg jego mikrobiom. Bak-
terie te moga dostarcza¢ wazne skladniki odzywcze,
ulatwia¢ trawienie pokarmu czy chroni¢ przed infek-
cjami. Jednak w wyniku pojawienia si¢ niekorzyst-
nych warunkoéw, takich jak pogorszenie stanu zdro-
wia, nieodpowiednia dieta, uzywki, stres, starzenie sie
czy czynniki genetyczne, sktad mikrobiomu moze si¢
zmienia¢. Wtedy to bakterie, ktore sg naturalnym, nie-
szkodliwym sktadnikiem mikrobiomu zdrowego orga-
nizmu, moga stac sie patogenne i zastapi¢ czesciowo
bakterie korzystne, prowadzac do rozwoju chorob.
Jednym z najbardziej zréznicowanych mikrobio-
mow jest mikrobiom jamy ustnej. Zaburzenia w jego
obrebie mogg prowadzi¢ do choréb tkanek otaczaja-
cych zeby, ktorych przyktadem jest zapalenie przyze-
bia, zwane potocznie paradontozg. W trakcie rozwoju
paradontozy ponizej linii dzigsel tworzy sie biofilm
- wielowarstwowa struktura zbudowana z komorek
bakterii i ich wydzielin. W jego sktad wchodzi wie-
le gatunkéw bakterii. Za najwazniejsze dla rozwoju
paradontozy uwaza sie bakterie z gatunku Porphyro-
monas gingivalis. Jest to bakteria beztlenowa o spe-
cyficznej dla tzw. bakterii Gram-ujemnych budowie,
ktorej poznanie jest istotne, by zrozumie¢ kolejne cze-
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$ci artykutu. Bakterie te zazwyczaj sg pokryte otoczka
zbudowang z cukréw (cho¢ nie wszystkie!), pod kté-
ra znajduje si¢ blona zewnetrzna. Pod nig wystepuje
warstwa wodna zwana peryplazma z zanurzong w niej
$ciang komodrkows, a dalej jest zlokalizowana btona
wewnetrzna otaczajgca pozostalg czes¢ komorki (cyto-
plazme). Sciana komérkowa bakterii Gram-ujemnych
jest na tyle cienka, ze nie barwi si¢ trwale fioletem
krystalicznym. Dla poréwnania $ciana komoérkowa
bakterii, ktore s zwane Gram-dodatnimi, jest gruba
i barwi sie fioletem krystalicznym, ale bakterie te nie
posiadaja blony zewnetrzne;j.

Bakterie P. gingivalis potrzebuja do wzrostu pep-
tydow, czasteczek pochodzacych z rozktadu bialek,
a takze hemu - molekuly zawierajacej zelazo, ktdra
jest uwalniana z biatek gospodarza (np. hemoglobiny).
Juz w stosunkowo niewielkich ilo$ciach bakterie te
moga zaburza¢ funkcjonowanie uktadu odpornoscio-
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wego czlowieka, wzmaga¢ stan zapalny oraz zaklocaé
réwnowage w mikrobiomie jamy ustne;.

Powodowana przez nie paradontoza prowadzi nie
tylko do cofania si¢ dziasel, degradacji ko$ci i w skraj-
nych przypadkach do utraty z¢bow. Stan zapalny
utrzymujacy sie przy tej chorobie moze réwniez roz-
przestrzenia¢ sie do innych czesci ciala i przyczyniaé
sie do rozwoju wielu choréb. Wyniki badan ostatnich
kilkunastu lat sugeruja silny zwigzek miedzy paradon-
tozg a zwiekszonym ryzykiem wystgpienia m.in. cu-
krzycy, reumatoidalnego zapalenia stawow, zachty-
stowego zapalenia ptuc, chordb uktadu krazenia, nie-
ktorych nowotworow czy komplikacji w okresie cigzy.
Ponadto bioczasteczki produkowane przez te bakterie
znaleziono w wielu obszarach mézgu o0sob cierpigcych
na chorobe Alzheimera. Zrozumienie, w jaki sposob
bakteria powoduje tak wiele probleméw w organizmie
czlowieka, a takze poznanie narzedzi, ktérymi sie po-
stuguje, to wazny krok w opracowaniu skutecznej me-
tody jej zwalczania.

Bogaty arsenat

Za patogenny potencjal P. gingivalis odpowiadaja
produkowane przez te bakterie réznorodne czynniki
wirulencji. Tak naukowcy nazywaja zestaw bakteryj-
nych narzedzi, ktory umozliwia im przeprowadzanie
ataku na organizm gospodarza. W przypadku P. gin-

givalis chodzi o zdolno$¢ do kolonizacji jamy ustnej,
niszczenie tkanek okotozebowych oraz walke z ukla-
dem odpornosciowym gospodarza. Tymi czynnikami
sig rdzne czasteczki i struktury wyksztalcone przez
bakterie. Wiele z nich jest zwigzanych z powierzchnig
mikroorganizmu.

Pierwszym z takich narzedzi jest juz najbardziej
zewnetrzna warstwa bakterii, zwana otoczkg. Jest
to $luzowata struktura ztozona gléwnie z czasteczek
cukrdéw, ktora pokrywa komorke, chroniac ja przed
czynnikami §rodowiska. Ponadto utrudnia rowniez
rozpoznanie mikroorganizmu przez uktad odporno-
$ciowy. Jej obecnos¢ nie tylko hamuje usuwanie pa-
togenu z organizmu, lecz takze wspomaga tworzenie
wczesniej wspomnianych biofilméw. Innym elemen-
tem budulcowym komorki sg czgsteczki lipopolisa-
charydu (LPS). Sg one sktadnikami blony zewnetrznej
bakterii Gram-ujemnych. W istotny sposéb wplywaja
na stabilnos¢ tej struktury. LPS pobudza uklad od-
pornoséciowy, prowadzac do rozwoju stanu zapalne-
go. Do innych czynnikéw wirulencji nalezg enzymy
tngce inne bialka, czyli proteazy. Ich zadaniem jest
ciecie bialek gospodarza do krotszych fragmentow
zwanych peptydami. Najlepiej zbadanymi proteaza-
mi, ktére produkuje P. gingivalis, sa gingipainy. Tak-
ze one s3 zlokalizowane na powierzchni komarki,
chociaz mogg by¢ réwniez wydzielane do otoczenia
bakterii. Gingipainy odpowiadaja m.in. za niszczenie
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Schemat obrazujacy podstawowe kroki w otrzymywaniu struktury atomowej za pomoca mikroskopu kriogenicznego

LC e

A. Podczas analizy probki
zapisuje sie tysiace filmow
siatek, na ktdrych biatka
sg umieszczone. W tym
przypadku wybrano
opisywany w artykule
system sekrecji lipoprotein
uchwycony podczas
wydzielania fimbrii. Dla tej
konkretnej probki mozna
otrzymac strukture fimbrii,
z kolei analiza struktury
samego systemu sekregji
wymaga optymalizagji
warunkéw.

B. W dalszych pracach
s potrzebne specjalne
oprogramowanie
i superszybkie komputery
dostepne w Polsce dzigki
platformie PLGrid.

Ta umotzliwia wybdr
rodzaju analizowanych
zasteczek, w tym
przypadku fimbrii.

C. Na podstawie
dwuwymiarowego obrazu
oprogramowanie tworzy
tréjwymiarowy obraz.

D. Jesli dane sa dobrej jakosci,
to po kolejnych krokach
optymalizacji mozna
uzyska¢ model atomowy
czasteczki, w ktorym widac
rézne detale struktury. Przy
najwyzszej rozdzielczosci
mozna zobaczy(¢ potozenie
poszczegdlnych atomow,
przy nizszych — ogélny
ksztatt czasteczki
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biatek uktadu odporno$ciowego gospodarza. Ponadto
to wilasnie gingipainy odgrywaja najprawdopodobniej
kluczowa role w neurotoksycznym dzialaniu tego pa-
togenu. Wyniki badan prowadzonych m.in. w naszym
laboratorium sugeruja, ze gingipainy moga trawi¢
obecne w komoérkach nerwowych biatka, co prowadzi
do ich uszkodzenia. Ten neurotoksyczny efekt mozna
obserwowa¢ w chorobie Alzheimera.

Na powierzchni bakterii znajdujg sie takze wloso-
wate struktury zwane fimbriami. Sg to elementy budo-
wy komorki, ktérych zadaniem jest wigzanie (adhezja)
do réznych czasteczek w jamie ustnej (mozna je sobie
wyobrazi¢ jako lepkie nici). Wiazg sie one do bialek
obecnych w kieszonkach dzigstowych, a takze wyste-
pujacych na powierzchni komoérek tworzacych tkanki
otaczajace zeby. Fimbrie, kontaktujac sie z komorka-
mi uktadu odporno$ciowego, mogg takze pobudza¢
je do dzialania. Badania na myszach wskazujg, Ze stan
zapalny, ktory zapoczatkowujg te elementy bakterii,
moze prowadzi¢ do degradacji kosci wyrostka zebo-
dolowego, czyli struktury, ktora utrzymuje korzenie
zebow. Fimbrie aktywuja rowniez komarki wysciela-
jace $ciany naczyn krwionoénych. Moze to prowadzi¢
do tworzenia blaszki miazdzycowej i rozwoju miaz-
dzycy naczyn. Te bakteryjne struktury posredniczg
takze w agregacji komorek P. gingivalis z komorka-
mi innych bakterii, w wyniku czego moze docho-
dzi¢ m.in do przekazywania miedzy nimi czasteczek
sygnatowych lub wspierajacych ich wzrost. Fimbrie
umozliwiaja rowniez adhezje do powierzchni statych.
Tym samym uczestnicza w tworzeniu poczatkowych
i dojrzalych form biofilmu. Fimbrie odgrywajg wiec
istotna role w procesie infekcji. Mimo ze znamy ich
budowe molekularna, a takze gtéwne patogeniczne
funkcje, to niestety nie rozumiemy procesow, ktore
prowadzg do ich wydzielenia (tzw. sekrecji) i eks-
pozycji na powierzchni bakterii. Czasteczki fimbrii

s3 produkowane wewnatrz bakterii i nie moga spon-
tanicznie przechodzi¢ przez blone zewnetrzng. Musi
istnie¢ specjalny system biatkowy umozliwiajacy ich
sekrecje, ktérego dokladna charakterystyka pomo-
glaby stworzy¢ zwigzek hamujacy ten proces, a przez
to ograniczajacy patogenno$¢ P. gingivalis.

Tajemniczy mechanizm

Opisywane fimbrie s zbudowane z wielu elementéw
(podjednostek biatkowych) zwanych fimbrylinami.
Te w wigkszo$ci powstaja z czasteczek, ktore sg lipo-
proteinami, czyli biatkami, ktdre sg zwigzane z cza-
steczka lipidu (ttuszczu). Lipoproteiny sg biatkami
powszechnie wystepujacymi u bakterii Gram-ujem-
nych. Sg produkowane w cytoplazmie. Ich czasteczka
posiada tzw. peptyd sygnalowy, czyli krétki fragment,
ktory zawiera informacje, gdzie dang czasteczke nale-
zy przenie$¢ — do konkretnego miejsca w komorce lub
poza nig. Dzieki specjalnym systemom transportuja-
cym czasteczki przechodzg przez blone wewnetrzng
do peryplazmy. Tam peptyd sygnatowy jest usuwany
przez odpowiedni enzym. Do nowo powstatego kon-
ca skréconej czasteczki sg przytaczane trzy tancuchy
lipidowe. Lipidy dzialajg jak kotwica dla zwigzanych
z nimi czgsteczek bialek. Niektore lipoproteiny zako-
twiczajg sie w blonach wewnatrz bakterii. Inne, w tym
prekursory podjednostek fimbrii P. gingivalis, sg prze-
rzucane na drugg strone blony zewnetrznej. Nowej
lokalizacji zawdzieczaja swoja nazwe - lipoproteiny
powierzchniowe.

Mechanizmy, ktére lezg u podstawy ostatniego
z mozliwych etapéw podrdzy bialka, czyli sekrecji,
sg bardzo zréznicowane i jak dotad opisane dla sto-
sunkowo niewielkiej liczby czgsteczek. Zwykle wy-
magajg one utworzenia wyspecjalizowanego, mniej
lub bardziej ztozonego kanatu biatkowego (systemu



sekrecji), przez ktore na zewnatrz sa transportowa-
ne konkretne biatka niczym przez tube zakonczona
otworem. Jednakze do tej pory nie udalo sie znalez¢
systemu sekrecji fimbrii u bakterii P. gingivalis. Praw-
dopodobnie jest on bardzo wazny dla tego patoge-
nu, poniewaz oprocz podjednostek fimbrii bakterie
te produkujg rowniez wiele innych lipoprotein po-
wierzchniowych, ktore biorg udzial m.in. w poborze
sktadnikéw odzywczych i hemu. Sg wiec kluczowe dla
ich funkcjonowania.

W naszym laboratorium znaleziono biatka two-
rzgce system, ktory wydziela lipoproteiny i eksponuje
je na powierzchni komoérki. System udato sie odkry¢
dzieki obserwacji, ze mutanty P. gingivalis pozbawio-
ne biatek budujacych ten system nie posiadaja fim-
brii. Wedltug dotychczasowych ustalen system sklada
sie z bialka, tworzgcego kanal w blonie zewnetrznej
oraz oddziatujacego z nim biatka zlokalizowanego
w peryplazmie. To drugie przypomina budowg tzw.
biatka opiekuncze, czyli czgsteczki, ktore pomagaja
innym biatkom zachowa¢ odpowiedni ksztalt. Ana-
liza bioinformatyczna wykazala, ze podobne biatka
sg rowniez obecne w innych blisko spokrewnionych
bakteriach. Moze to oznacza¢, ze badany przez nas
mechanizm jest uniwersalny, a wiec wazny dla wielu
mikroorganizméw.

Préba rozwikfania zagadki

W pierwszej kolejnosci zbadamy strukture przestrzen-
ng bialek, ktore budujg system transportujacy. Tak jak
kazda czgsteczka biatka, tak i one sg tanicuchami utwo-
rzonymi z ogniw - reszt aminokwasowych. To, w jaki
sposob tancuchy uktadajg sie w przestrzeni, tworzac
odpowiedni ksztalt, pozwala na odgadniecie funkcji
biatka. Podobnie jest w przypadku ksztaltu narzedzia.
Dzigki niemu przedmiot nadaje sie do odpowiedniego
zadania.

Zeby okresli¢ strukture bialek, wykorzystamy dwie
wiodgce metody badan strukturalnych: kriomikrosko-
pie elektronowg (cryo-EM) oraz krystalografie rent-
genowska. W metodzie cryo-EM oczyszczone biatka
sg mrozone w bardzo niskiej temperaturze na specjal-
nych siatkach. Umozliwia to uchwycenie bialek w ich
naturalnym ulozeniu w przestrzeni (konformacji).
Dzigki tej metodzie mozna przeanalizowaé zmiany
konformacji czasteczek. Jest to mozliwe dzieki wyko-
rzystaniu mikroskopu elektronowego, ktory rejestruje
tysigce zdjec czasteczek biatka w réznych orientacjach.
Zestawiajgc wyniki analiz, bedziemy mogli ustali¢, jak
czasteczka wyglada w tréjwymiarze. Krystalografia
rentgenowska wymaga innego podejécia. Korzystajac
z tej metody, nalezy najpierw uzyskac krysztaty biatek,
czyli méwigc kolokwialnie — uwiezi¢ czasteczke w for-
mie krysztatu. Czgsto jest to proces trudny i czaso-
chtonny. Uzyskane krysztaly sa nastepnie poddawane
dzialaniu promieniowania rentgenowskiego, ktorego

fale uginaja si¢ na krystalicznej strukturze. To ugina-
nie (dyfrakcja) zalezy od kata padania promieniowa-
nia oraz uktadu chmury elektronéw pochodzacych
z atomdéw budujacych badane czasteczki. Poszcze-
g6lne obrazy dyfrakcyjne sg rejestrowane. W oparciu
o wyniki jest wyznaczana tzw. mapa gestoéci elektro-
nowej krysztalu, wskazujaca, gdzie znajduja si¢ za-
geszczenia elektrondow. Na podstawie dalszej anali-
zy wyznacza sie potozenie poszczegolnych atomow
tworzacych wykrystalizowane biatko, co umozliwia
uzyskanie jego trojwymiarowej struktury.

Obie metody majg swoje ograniczenia. Pierw-
sza z nich umozliwia uchwycenie dynamiki biatka,
jednakze technika ta nie nadaje sie do wyznaczania
struktur matlych bialek. Ponadto uzyskiwana roz-
dzielczos¢ jest zazwyczaj gorsza niz w krystalografii.
Z kolei krystalografia rentgenowska pozwala na uzy-
skanie struktury o wiele wyrazniejszej (o lepszej roz-
dzielczosci), niestety w tym przypadku tylko w takim
przestrzennym ulozeniu, w jakim udalo si¢ uwiezi¢
biatko w krysztale (brak zatem informacji o dynami-
ce). Trzeba jednak pamieta¢, ze biatko unierucho-
mione w krysztale nie zawsze oddaje swoj naturalny
stan. Dlatego wykorzystanie obu metod umozliwia
najbardziej kompleksowg analize struktury czasteczek
i dostarcza najwiecej informacji.

W dalszej czgéci projektu planujemy réwniez iden-
tyfikacje innych bialek zaangazowanych w transport
lipoprotein na powierzchnie komorki. Przeanalizu-
jemy biatka, ktore przejsciowo z nimi oddziatujg. Po-
nadto chcemy okresli¢, z jakich ogniw (reszt amino-
kwasowych) sklada sie wspomniany wczeéniej peptyd
sygnalowy. Kiedy poznamy jego sekwencje, bedziemy
mogli zidentyfikowa¢ takze pozostate lipoproteiny po-
wierzchniowe u tych bakterii. Jest to szczegélnie istot-
ne, poniewaz z uwagi na ich lokalizacje powierzchnio-
wa biatka te s znakomitymi kandydatami do produk-
¢ji szczepionek. W dobie rosngcej antybiotykooporno-
$ci moze to stanowi¢ atrakcyjna metode zapobiegania
infekcjom i ich skutkom.
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