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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Choroby przyzebia to postepujace stany zapalne, ktére niszczg tkanki podporowe zebéw. W za-
awansowanym stadium choroby moga spowodowa¢ krwawienie dzigset oraz utrate zebéw. Za
jeden z czynnikdéw etiologicznych odpowiedzialnych za inicjacje i progresje chordb przyzebia
uwaza sie bakterie Porphyromonas gingivalis. Sa to Gram-ujemne, beztlenowe bakterie wcho-
dzace w sktad wielogatunkowego biofilmu jamy ustnej. Bakterie P. gingivalis nie maja pelnego
szlaku syntezy protoporfiryny IX, a takze nie wytwarzajg sideroforéw, dlatego do przezycia
i proliferacji wymagaja hemu jako Zrédta zelaza i protoporfiryny IX. W celu pozyskania hemu,
wykorzystuja wiele mechanizméw wptywajacych na ich zdolno$é do zapoczatkowania stanu
patologicznego. W artykule przedstawiono wiadomosci na temat najlepiej poznanych i scha-
rakteryzowanych systeméw bioracych udzial w pozyskiwaniu hemu przez bakterie P. gingivalis.
Skoncentrowano sie na procesach zachodzacych w poczatkowych stanach choroby, w ktérych
gtéwna role odgrywaja: gingipainy, hemaglutyniny oraz hemolizyny. Szczegétowo opisano
mechanizmy kodowane przez operony hmu, iht oraz hus, kodujace biatka o wtagciwosciach
hemoforowych, a takze zalezne od TonB receptory blony zewnetrznej. Przedstawiono ich
funkcje i udziat w rozwoju choroby; uwzgledniono role mechanizméw wykorzystywanych przez
bakterie P. gingivalis oraz inne periodontopatogeny w synergistycznych procesach promujgcych
rozwdj, wzrost i wirulencje P. gingivalis. Oméwiono takze regulacje homeostazy zelaza i hemu
z uwzglednieniem homologa biatka Fur, dwusktadnikowego systemu regulatorowego HaeSR
oraz biatka OxyR, SigH i PgDps.
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Summary

Periodontal diseases are characterized by progressive inflammation that destroys the tooth-
supporting tissues, leading to gum bleeding and tooth loss. Porphyromonas gingivalis is con-
sidered one of the main etiological agents responsible for the initiation and progression of
chronic periodontitis. This gram-negative, anaerobic bacterium is a part of a multi-species
oral biofilm. P. gingivalis does not have the full pathway of protoporphyrin IX synthesis, nor
does it produce siderophores. Therefore, for survival and proliferation, it requires heme as

*Praca zostala przygotowana w ramach projektéw OPUS o numerach 2014/15/15/1\1ZG/()17237 2015/17/B/NZ6/01969
oraz 2016/23/B/NZG/00080 ﬁnansowanych przez Narodowe Centrum Nauki.
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a source of iron and protoporphyrin IX. In order to obtain heme, P. gingivalis uses a number of
mechanisms that affect the ability of this bacterium to initiate a pathological condition. This
review presents the current knowledge regarding the best-known and characterized systems
involved in heme acquisition by P. gingivalis. We focused on processes occurring in the initial
states of infection, where gingipain, hemagglutinins, and hemolysins play a crucial role. The
mechanisms encoded by hmu, iht and hus operons, including proteins with hemophore-like
properties, as well as TonB-dependent outer membrane receptors are described. We present
their function and participation in the progression of the infection. In addition, we describe
mechanisms produced by P. gingivalis and other periodontopathogens in synergistic processes
promoting the growth and virulence of P. gingivalis. We also describe processes regulating iron
and heme homeostasis, including the homolog of the Fur protein, the two-component system
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HaeSR, as well as the OxyR, SigH, and PgDps proteins.
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WPROWADZENIE

Organizm czlowieka jest zasiedlany przez tysigce gatun-
kéw bakterii. Najnowsze badania wskazuja, iz stosunek
komérek bakteryjnych do komérek cztowieka wynosi
prawie 1,3:1 [76]. Bakterie te kolonizujg rézne czeci ciala
i Zyja zazwyczaj w symbiozie z cztowiekiem. Jednym z bar-
dziej ztozonych mikrobiomdéw cztowieka jest ten wyste-
pujacy w jamie ustnej. Szacuje sie, iz jama ustna jest
zasiedlana przez prawie tysiac gatunkéw bakterii [87],
a po raz pierwszy sklasyfikowali je Socransky i wsp.
w 1998 . Ze wzgledu na wspdlng czestotliwosé wystepo-
wania gatunkéw bakterii wyodrebniono pie¢ gtéwnych
komplekséw [85]. Kompleksy zétty, fioletowy oraz zielony
sktadaja sie gtéwnie z tlenowych bakterii Gram-dodatnich.
Zta higiena jamy ustnej, uwarunkowania genetyczne, czy
tez zmiany hormonalne sa jednymi z wielu czynnikéw
przyczyniajacych sie do zachwiania réwnowagi w jamie
ustnej i powstania warunkéw o obnizonej zawartosci
tlenu w obrebie kieszonek dzigstowych. Wraz z akumula-
cja plytki nazebnej przyczynia sie to do rozwoju beztleno-
wych bakterii Gram-ujemnych. Bakterie te zazwyczaj s3
zaliczane do komplekséw pomarariczowego i czerwonego,
gdzie ten drugi jest gtéwnie zwigzany ze stanami patolo-
gicznymi jamy ustnej i rozwojem choréb przyzebia o cha-
rakterze chronicznym [14, 41, 87].

Choroby przyzebia charakteryzuja sie stanem zapalnym
dzigset, ktéry powoduje degradacje tkanek podporowych
zebéw i nadmierng resorpcje kosci wyrostka okotozebo-
wego. Powoduje to obnizenie linii dzigset, pogtebienie

kieszonek dzigstowych, a w pdZnym stadium choroby
krwawienia z dzigsel, a nawet wypadanie zebéw [41, 52].
Szacuje sie, iz czestotliwo$¢ ich wystepowania wynosi
20-50% w zalezno$ci od regionu $wiata oraz grupy
wiekowej, a 10-15% populacji jest dotkniete najciezszym
rodzajem tych choréb [24, 28, 57, 67].

Choroby przyzebia od lat sa taczone z innymi chorobami
uktadowymi, takimi jak: cukrzyca, reumatoidalne zapa-
lenie stawdw, osteoporoza oraz chorobami uktadu kra-
zenia i uktadu oddechowego [3, 6, 14, 22, 42, 47, 54, 77,
96]. W ostatnim czasie pojawily si¢ réwniez doniesienia
o0 powigzaniu choréb przyzebia z chorobg Alzheimera [23].

BAKTERIE PORPHYROMONAS GINGIVALIS JAKO GLOWNY
PATOGEN W ROZWOJU CHRONICZNEGO ZAPALENIA PRZYZEBIA

Za jeden z czynnikéw etiologicznych choréb przyzebia
o charakterze chronicznym uwaza sie bakterie Porphyro-
monas gingivalis [7, 18, 36, 65]. Wraz z bakteriami Tanne-
rella forsythia oraz Treponema denticola sa klasyfikowane do
kompleksu czerwonego [85]. P. gingivalis to Gram-ujemne,
beztlenowe, asacharolityczne bakterie zasiedlajace kie-
szonke dzigstowa, nalezace do auksotroféw, niemogace
syntetyzowaé pierécienia protoporfiryny IX (PPIX).
Bakterie P. gingivalis nie wytwarzaja réwniez siderofo-
réw, dlatego tez jako Zrédlo PPIX i zelaza pobierajg hem
ze $rodowiska zewnetrznego [20, 61]. Moga wnika¢ do
komérek nabtonkowych oraz komérek uktadu immuno-
logicznego gospodarza, a takze replikowa¢ sie w ich wne-
trzu i rozprzestrzeniaé sie miedzy nimi [15, 46, 62, 91, 96].
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W tym celu bakterie P. gingivalis wyksztalcity liczne sys-
temy umozliwiajace im zasiedlenie jamy ustnej i pobiera-
nie substancji odzywczych, w tym takze hemu.

Bakterie P. gingivalis wytwarzaja wiele czynnikéw wiru-
lencji; sa to gtéwnie sktadowe blony zewnetrznej petniace
funkcje strukturalne. Nalezg do nich fimbrie, zaangazo-
wane w oddziatywanie z innymi bakteriami oraz komér-
kami gospodarza. Bakterie te produkujg dwa gtéwne
rodzaje fimbrii, tzw. fimbrie dlugie oraz krétkie, kté-
rych gléwnymi sktadnikami sg odpowiednio biatka FimA
i Mfal [26]. Fimbrie wraz z innymi komponentami bakte-
rii P. gingivalis, takimi jak lipopolisacharyd (LPS), stymu-
lujg uktad odpornosciowy gospodarza, przyczyniajac sie do
wydzielania cytokin i wywotania stanu zapalnego w obre-
bie tkanek przyzebia. Niektdre szczepy bakterii P. gingivalis
wytwarzaja otoczke cukrowa, ktéra pozwala im na masko-
wanie sie przed uktadem immunologicznym gospodarza,
a to korzystnie wptywa na ich rozwdj i przezycie [80].

Inng grupa czynnikéw wirulencji bakterii P. gingivalis sa
biatka o wlasciwo$ciach hemaglutynin. Biatka te moga
odziatywa¢ z komérkami gospodarza, w tym z erytro-

Domena katalityczna
L

cytami. Wraz z hemolizynami biorg udzial w lizie ery-
trocytéw i uwalnianiu hemoglobiny, ktéra jest gtéwnym
zrédtem hemu dla bakterii P. gingivalis w péZnym sta-
dium choroby [61]. W procesach pozyskiwania hemu
przez P. gingivalis wazna role odgrywaja proteazy. Biora
udzialt w degradacji tkanek i biatek gospodarza, nasi-
lajgc stan zapalny. Gtéwng aktywnos$¢ proteolityczna
wytwarzang przez P. gingivalis przypisuje sie gingipa-
inom (tabela 1; ryc. 1). Sa to cysteinowe proteazy argi-
nino- (RgpA i RgpB) oraz lizyno-specyficzne (Kgp) [70,
71]. Gingipainy biorg udzial w degradacji biatek uktadu
immunologicznego gospodarza, w tym przeciwciat oraz
biatek uktadu dopetniacza, uniemozliwiajac jego akty-
wacje [36, 65]. Degradujg m.in. cytokiny IL-4, -6, -8, -12,
a takze interferon-y oraz TNF-a, co wptywa na zmniej-
szenie odpowiedzi uktadu odporno$ciowego gospoda-
rza wobec bakterii i promowania autoimmunologicznej
odpowiedzi wobec wtasnych komérek. Przyczynia sie
to do ich degradacji i uwolnienia substancji odzyw-
czych dla bakterii [13, 35, 56, 65, 69, 102]. Gingipainy Kgp
oraz RgpA poza czeécia katalityczng zawierajg réwniez
domeny hemaglutyninowe, ktére sa zdolne do wigzania
erytrocytéw oraz hemoglobiny (ryc. 1a) [51].
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Ryc. 1. a — Schemat budowy gingipain; biatka te s3 zbudowane z domeny katalitycznej zawierajacej domene immunoglobulinopodobng oraz domeny adhezyjnej
(poza RgpB). N-koricowy fragment zawiera peptyd sygnatowy (S) oraz fragment propeptydu, ktéry w wyniku dojrzewania biatka zostaje odciety. C-koricowy fragment
(CTD) zawiera motyw rozpoznawany przez system sekrecji T9SS, ktéry bierze udziat w wydzielaniu gingipain [48]. Fragmenty wykazujace duze podobieristwo
sekwencji aminokwasowej zaznaczono tym samym kolorem; b — struktura domeny katalitycznej gingipainy lizyno-specyficznej Kgp (PDB: 4RBM) oraz ¢ — gingipainy
arginino-specyficznej RgpB (PDB: 1CVR). Kolorem niebieskim zaznaczono domene katalityczn, a na zétto domene immunoglobulinopodobng. Modele 3D biatek

wykonano z uzyciem oprogramowania Chimera UCFS [68]
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Wspomniane procesy prowadza do dysbiozy i rozwoju
bakterii P. gingivalis. Powoduje to ich rozprzestrzenia-
nie sie w organizmie i inicjuje proces zapalny réwniez
w innych tkankach.

UDZIAL GINGIPAIN W PRZYSWAJANIU HEMU PRZEZ
BAKTERIE P. GINGIVALIS

Wiele czynnikéw wirulencji wytwarzanych przez bak-
terie P. gingivalis jest zaangazowanych w przyswaja-
nie zwigzkéw odzywczych, w tym hemu. Zwigzek ten
jest czynnikiem limitujagcym wzrost bakterii i ich roz-
wdj [53]. W poczatkowej fazie choroby jako zrédto hemu
bakterie P. gingivalis wykorzystuja hemoproteiny wyste-
pujace w $linie i ptynie dzigstowym, wywodzgcym sie
z surowicy. W pézZnej fazie choroby dochodzi do degra-
dacji tkanek podporowych zebéw, a to przyczynia sie
do krwawienia i dostepu do gltéwnego zrédta hemu
dla patogendw, jakim jest hemoglobina [17, 37]. Orga-
nizm czlowieka moze sie bronié przed zbyt wysokimi
stezeniami wolnego hemu we krwi, ktérego nadmiar
jest toksyczny. W czasie krwawienia oraz lizy erytrocy-
téw nadmiar hemu jest wigzany przez albumine. Stata
dysocjacji kompleksu albuminy z hemem jest stosun-
kowo wysoka (K, = 107-10® M) [1], jednak stezenie albu-
miny w surowicy zdrowego czlowieka szacuje sie na
0,52-0,74 mM, co pozwala na szybkie zwigzanie wolnego
hemu [95]. Innym przyktadem bialka, ktére jest Zrédtem
hemu dla patogendw jamy ustnej, jest hemopeksyna.
Jest to biatko wytwarzane w stanach zapalnych, ktére
jest jednym z najsilniej wigzacych hem biatek w organi-
zmie czlowieka (K, <1 pM) [92].

Gléwna role w uwalnianiu hemu z biatek gospodarza pet-
nig gingipainy, zaangazowane w degradacje hemopro-
tein gospodarza, przyczyniajgc sie w znacznym stopniu
do pozyskiwania hemu przez P. gingivalis z komplekséw
albumina-hem oraz hemopeksyna-hem (ryc. 2). Proces
pozyskiwania hemu z hemoglobiny przez P. gingivalis
jest bardziej skomplikowany. Okoto 95% hemoglobiny
wystepuje w postaci utlenowanej (oxyHb) ze zwigza-
nym hemem (Fe(I)PPIX), a kompleks ten charakteryzuje
sie niska stalg dysocjacji (K;~ 10"%-10* M). OxyHb jest
réwniez odporna na dzialanie proteaz. Gingipainy argi-
nino-specyficzne wykazujg aktywno$¢ utleniajaca w sto-
sunku do oxyHb. W wyniku ich aktywno$ci powstaje
hemoglobina utleniona (metHb) w kompleksie z Fe(III)
PPIX, czyli heming (w dalszej cze$ci pracy nazywana
hemem) [81]. Kompleks ten ma mniejsza site wigzania
hemu, a rozluznienie struktury zwieksza podatno$¢ na
proteolize. Hemoglobina jest bogata w reszty lizyny,
sprzyjajac procesowi jej trawienia przez Kgp [86].

Nadmiar hemu moze zostaé zakumulowany na
powierzchni bakterii P. gingivalis w postaci p-oxo bishemu,
ktéry nadaje im ciemny pigment [83]. Proces ten jest bez-
posrednio skorelowany z aktywno$cia gingipain. Szczepy
bakterii P. gingivalis pozbawione funkcjonalnych genéw
kodujacych Kgp lub RgpA i RgpB charakteryzuja sie
zmniejszong pigmentacjg lub jej brakiem [84].

BIAEKA WIAZACE HEM BAKTERII P. GINGIVALIS

Ze wzgledu na mechanizmy chronigce organizm czto-
wieka przed szkodliwym dziataniem wolnego zelaza oraz
hemu, patogenne mikroorganizmy musialy wyspecjali-
zowal systemy pozwalajace im dostarczy¢ do wnetrza
komérki ten niezbedny do przezycia zwigzek. Najwazniej-
sze mechanizmy bakterii P. gingivalis biorace udziat w tym
procesie przedstawiono w tabeli 1. Jednym z nich jest
operon hmu, kodujacy gtéwny system odpowiedzialny za
przyswajanie hemu przez P. gingivalis. Operon ten koduje
sze$¢ biatek, z czego najlepiej poznane sa biatka HmuY
oraz HmuR [50, 63]. Pozostate cztery biatka nie zostaty
scharakteryzowane, a ich potencjalna funkcje przedsta-
wiono w tabeli 1. Biatko HmuR jest receptorem blony
zewnetrznej zaleznym od TonB o strukturze p-barytki.
Uczestniczy w przekazywaniu hemu do przestrzeni pery-
plazmatycznej. HmuR wiaze hem (K, = 10°-10¢ M) [60]
z wykorzystaniem dwdch reszt histydyny w pozycji 95
oraz 434, a takze z wykorzystaniem motywu NPDL [59].
Hem moze by¢ zwigzany przez biatko HmuR bezpoéred-
nio ze $rodowiska zewnetrznego lub jest dostarczany
przez biatko HmuY (ryc. 2). Hmuy jest lipoproteing blony
zewnetrznej, wystepujaca w postaci zwigzanej z btong
bakterii, pecherzykami btony zewnetrznej (OMV) lub
w postaci rozpuszczalnej po zwolnieniu z btony bakteryj-
nej przez ograniczong proteolize z udziatem Kgp [63, 64,
94, 97] (ryc. 2). Biatko HmuY wykazuje wlasciwosci hemo-
forowe, ale rézni sie od klasycznych bakteryjnych hemo-
foréw [45]. Wykazuje wysokie powinowactwo do hemu
(K, <10 M) [5], a hem koordynuje za pomocg dwéch reszt
histydyny w pozycji 134 oraz 166 (ryc. 3a) [98]. Kompleks
biatka HmuY z hemem w postaci utlenionej i zreduko-
wanej charakteryzuje sie typowym maksimum w pasmie
Soreta oraz pasmach Q, co $wiadczy o niskospinowym,
sze$ciokoordynowanym zelazie w pierscieniu PPIX [5, 97,
98]. Badania naszego zespotu umozliwily poznanie struk-
tury biatka HmuY zaréwno w kompleksie z hemem, jak
i bez zwigzanego hemu [5, 97]. Struktura biatka HmuY
sklada sie gléwnie z pasm f i jest nietypowa w poréw-
naniu z dotychczas poznanymi hemoforami. Apo-Hmuy
charakteryzuje sie otwarta kieszenia wigzaca, ktéra
w kontakcie zhemem zamyka sie (ryc. 3b) [5]. Ze wzgledu
na niska stata dysocjacji jak i odporno$é biatka Hmuy na
proteolize [4, 5, 11, 97] uwaza sie, ze biatko to jest jednym
z wazniejszych elementéw zaangazowanych w przyswa-
janie hemu przez bakterie P. gingivalis. HmuY jest zdolne
do wigzania nie tylko wolnego hemu, ale réwniez hemu
z kompleksu albumina-hem, hemopeksyna-hem. Biatko
HmuY moze réwniez odbiera¢ hem z methemoglobiny,
co dowodzi o wspéldziataniu biatka HmuY oraz gingipain
w pozyskiwaniu hemu [5, 11, 82]. Biatko HmuY jest silnie
immunogenne. Bierze udziat w przekazywaniu sygnatu
w makrofagach z wykorzystaniem szlaku zaleznego od
TLR7, a przeciwciata skierowane przeciwko temu biatku
wykryto u 0séb cierpiacych na choroby przyzebia [12, 33,
93]. Zaréwno nasze badania [3, 11, 33, 34, 82], jak i dane
opublikowane przez innych [21, 88] jednoznacznie wska-
zujg na istotna role biatka HmuY w patogenezie chronicz-
nych choréb przyzebia.
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Ryc. 2. Schemat gtéwnych systeméw wykorzystywanych w przyswajaniu hemu i zelaza z hemoprotein gospodarza przez bakterie P, gingivalis oraz mechanizm ich
dziafania. Gtéwne Zrddto hemu (Hm) — hemoglobina w postaci utlenowanej (oxyHb) jest utleniana do metHb przez gingipainy arginino-specyficzne (RgpA i RgpB).
Hem zostaje zwolniony przez degradacje proteolityczng metHb oraz komplekséw albuminy i hemopeksyny z hemem. Biatko HmuY zostaje zwolnione z kotwicy
lipidowej przez ograniczong proteolize z wykorzystaniem Kgp. HmuY wiaze hem i dostarcza go na receptor HmuR, ktdry nastepnie bierze udziat w transporcie hemu do
przestrzeni peryplazmatycznej. Pozostate biatka systemu Hmu najprawdopodobniej uczestnicza w przekazaniu hemu do cytoplazmy. Biatko IhtB najprawdopodobniej
ma odwrotng wiasciwos¢ ferrochelatazy i usuwa zelazo (Fe) z hemu, a nastepnie przekazuje je na receptor IhtA, ktdry transportuje jony zelaza do peryplazmy. Biatka
IhtC, IhtD i IhtE uczestnicza w przekazaniu zelaza do cytoplazmy. Biatko HusA wiaze hem w postaci dimerycznej (1-oxo Hm) z powierzchni bakterii, a nastepnie dostarcza
go na receptor HusB, ktdry transportuje hem do przestrzeni peryplazmatycznej. HusA moze réwniez wigzac protoporfiryne IX (PPIX), ktéra powstaje w wyniku dziatania
odwrotnej aktywnosci ferrochelatazy. BZ — btona zewnetrzna, BW — btona wewnetrzna, PP — przestrzen peryplazmatyczna

Poza operonem hmu bakterie P. gingivalis kodujg inne
systemy, ktére sa zaangazowane w pozyskiwanie zelaza
i hemu. Operon hus koduje cztery biatka HusA, HusB,
HusC i HusD (tabela 1). HusA, podobnie jak biatko Hmuy,
jest biatkiem o wla$ciwosciach hemoforowych. Jest zbu-
dowane wylacznie z a-helis, ktére tworza hydrofobowg
kieszeh wiazaca (ryc. 3c). Biatko to moze wigzaé hem
dimeryczny, akumulowany na powierzchni bakterii P.
gingivalis, dlatego uwaza sie, ze wlasnie biatko HusA jest
zaangazowane w transport hemu z powierzchni bak-
terii do jej wnetrza (ryc. 2) [32]. Nie stwierdzono jed-
nak, jakie reszty aminokwasowe w tym biatku moga by¢
odpowiedzialne za wigzanie hemu, co moze sugerowac,
ze pierscieri PPIX jest wigzany wyltacznie za pomocy
oddziatywan hydrofobowych. Potwierdza to réwniez,
ze biatko HusA preferuje wigzanie PPIX anizeli hemu,
co jest nietypowe dla biatek o whasciwo$ciach hemofo-
rowych [30]. Biatko HusA moze wystepowaé w postaci
zwigzanej z blona oraz w postaci rozpuszczalnej. Jego
ekspresja wzrasta w czasie hodowli w warunkach ubo-
gich w zelazo jak i wewnatrz komérek nabtonkowych.
Wykazano réwniez jego wpltyw na wzrost bakterii i roz-

wdj choroby [30]. Biatko HusB jest receptorem btony
zewnetrznej zaleznym od TonB. Najprawdopodobniej
bierze udzial w transporcie hemu/PPIX przez blone
zewnetrzng [32]. Biatko HusC wykazuje homologie do
czynnikéw regulatorowych z rodziny MarR/ErmF, co
moze wskazywal na jego role w regulacji ekspresji
gendw operonu hus [32]. Jednak doktadna rola biatek
HusB, HusC oraz HusD wymaga dalszych badan.

Innym systemem biorgcym udziat w przyswajaniu
hemu przez P. gingivalis jest kompleks genéw kodo-
wany przez operon iht. Operon ten koduje pieé biatek:
ThtA, ThtB, ThtC, ThtD oraz IhtE (tabela 1). Pierwszym
z nich jest biatko ThtA, ktdre jest receptorem btony
zewnetrznej zaleznym od TonB i najprawdopodob-
niej bierze udzial w transporcie zelaza do przestrzeni
peryplazmatycznej. Biatko ThtB réwniez jest umiejsco-
wione na blonie zewnetrznej. Ze wzgledu na homo-
logie przypisuje mu sie aktywno$¢ ferrochelatazy.
Biatko to najprawdopodobniej usuwa jony zelaza
z hemu i przekazuje je na receptor IhtA. Pozostate
biatka kodowane przez operon iht wykazujag homo-
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Ryc. 3. Struktura biatka HmuY ze zwigzanym hemem (PDB: 3H8T); a — reszty
aminokwasowe zaangazowane w koordynacje hemu (His134 oraz His166);

b — zmiana struktury biatka HmuY pod wptywem wigzania hemu. Kolorem
pomarariczowym zaznaczono postac bez zwigzanego hemu (PDB: 6EWM),

na niebiesko wigzaca hem; ¢ — struktura biatka HusA (PDB: 6BQS). Struktury
biatek zobrazowano za pomocg oprogramowania Chimera UCFS [68]

logie do biatek systemu ABC, co mogloby $wiadczy¢
o0 ich udziale w transporcie zelaza z przestrzeni pery-
plazmatycznej do cytoplazmy (ryc. 2) [19].

Biatkiem btony zewnetrznej, ktére wykazuje aktywnos$é
wigzania hemu i jest niezbedne w warunkach ubogich
w hem, jest biatko HBP35 [79]. Jest zaliczane do czynni-
kéw promujacych koagregacje, jednocze$nie nie bedac
biatkiem zwigzanym z fimbriami. Po$rednio wptywa ono
takze na ekspresje innych czynnikéw koagregacji [39].

Wydaje sie, iz opisane wyzej systemy wspdtdziatajg
w przyswajaniu zelaza/hemu przez bakterie P. gingiva-
lis, jednak z danych uzyskanych dotychczas wynika, iz
systemy te mogg uczestniczy¢ w przyswajaniu réznych

postaci tych substancji. Wykazano, iz biatko Hmuy
jest wytwarzane przez bakterie P. gingivalis wewnatrz
komérek gospodarza [38, 62]. Takze w czasie wzrostu
bakterii w postaci biofilmu oraz w kontakcie z substan-
cjami wydzielanymi przez komérki nablonkowe mozna
zauwazy¢ wzrost jego wydzielania [44, 63, 73, 101].
W przypadku biatka ThtB wykazano jego wydzielanie
w kontakcie z komdrkami nabtonkowymi [101], lecz
jego ilo§¢ spada podczas wspdlnej hodowli z innymi
periodontopatogenami, a takze wewnatrz komdrek
nabtonkowych [38, 44]. Wykazano réwniez, ze ekspre-
sja genu husA wzrasta wewnatrz komérek nabtonko-
wych [30]. W warunkach laboratoryjnych $§rodowisko
jamy ustnej zdrowego cztowieka jest imitowane przez
hodowle bakterii w pozywce pozbawionej hemu
i zelaza. Jame ustna chorego, u ktérego wystepuje krwa-
wienie, imituje hodowla z dodatkiem zelaza i hemu.
Wykazano, iz biatka HmuY oraz HusA s3 wydzielane
w wiekszych ilo$ciach w §rodowisku ubogim w zelazo
i hem [5, 30, 89, 91]. Wskazuje to na istotny udziat tych
biatek w pozyskiwaniu hemu w $rodowiskach ubogich
w te czasteczke, czyli w czasie inicjacji procesu pato-
genezy.

Wytwarzanie kilku systemdéw zaangazowanych w pobie-
ranie hemu wydaje sie dobrg strategia w walce o ten
zwigzek. Analizy proteomu oraz transkryptomu bakterii
P, gingivalis wskazuja, iz produkowane przez nia systemy
przyswajania hemu moga petnié¢ zamiennie gtéwna role
w zalezno$ci od zajmowanej przez nig niszy.

SYNERGISTYCZNE MECHANIZMY PRZYSWAJANIA HEMU
WYKORZYSTYWANE PRZEZ PERIODONTOPATOGENY

Bakterie P. gingivalis sa sktadowg wielogatunkowego
biofilmu obejmujgcego tkanki nablonkowe dzigset oraz
przestrzenie miedzyzebowe. Jako kolonizator wtérny
bakterie te wykazuja zaréwno zdolno$é do oddziaty-
wania z innymi bakteriami zasiedlajgcymi tkanki jamy
ustnej, jak i do oddziatywania z komérkami gospo-
darza. Dotad wykazano zdolno$¢ P. gingivalis do bez-
posredniego oddziatywania z wieloma gatunkami
bakterii. Naleza do nich cztonkowie m.in. kompleksu
czerwonego (T. denticola, T. forsythia), pomaraticzowego
(Prevotella intermedia), zielonego (Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans), a takze zdttego (Streptococcus gordo-
nii) [40, 43, 66, 74, 78, 103]. Odbywa sie to gtéwnie za
pomoca fimbrii, ale wykazano takze wptyw biatek wig-
zgcych hem na te oddziatywania, m.in. HmuY, HmuR
oraz HBP35 [39, 44, 64]. Szczep pozbawiony genu hmuY
wykazywatl zmniejszenie zdolno$ci formowania bio-
filmu w trakcie hodowli tego szczepu w monokultu-
rze [64]. Mozna zatem przypuszczal, iz biatko to moze
bra¢ udziat w tworzeniu struktur biofilmu wewnatrz
jamy ustnej oraz infekcji komérek gospodarza. Wia-
domo tez, ze wzrost bakterii P. gingivalis w hodowli
mieszanej z bakteriami S. gordonii i Fusobacterium nucle-
atum ulatwia formowanie biofilmu, a takze wptywa na
zwigkszenie ekspresji mfal, co promuje inwazje komé-
rek dendrytycznych przez P. gingivalis [25].
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Tabela 1. Gtéwne mechanizmy zaangazowane w pozyskiwanie i requlacje przyswajania hemu przez bakterie Porphyromonas gingivalis

Nazwa biatka/numer

Gtéwna funkga Referencje
dostepu
RpA/AAQ66991 Proteaza cysteinowa z rodziny (25, arglnlnq—specyﬁczna, bierze udziat w degradaji biatek gospodarza,
utlenianiu oxyHb do metHb
36,49, 51,
o Proteaza cysteinowa z rodziny (25, arginino-specyficzna, bierze udziat w degradadji biatek gospodarza,  s5g 63, 65,
Gingipainy  RgpB/AAQ65700 utlenianiu oxyHb do metHb 70.71.81
97
Proteaza cysteinowa z rodziny (25, lizyno-specyficzna, bierze udziat w degradacji biatek gospodarza
Kgp/AAC26523 S . o S .
w tym metHb i jest zaangazowana w zwolnienie biatka HmuY z kotwicy lipidowej
HmuY/AAQ66587 Biatko o W’faS(I.WOSC.IaCh hemoforowych,’wazame.hemu w formie Fe(Il)PPIX oraz Fe(IIl)PPIX, zdoInos¢
odbierania hemu z komplekséw albumina-hem, hemopeksyna-hem oraz metHb
HmuR/AAQ66588 Receptor btony zewnetrznej zalezny od TonB, transport hemu do przestrzeni peryplazmatycznej
5,50, 58,59,
Operon hmu AAQ66589 Biatko o domniemanej funkgji, homologia do chelatazy CobN/Mg 60,63, 82,
AAQ66590 Biatko 0 domniemanej funkji, homologia do biatek MotA/TolQ/ExbB 97,98
AAQ66591 Biatko 0 domniemanej funkgji permeazy
AAQ66592 Biatko o nieznanej funkgji
HusA/AAQ67167 Biatko o wfasciwosciach hemoforowych, wiazanie hemu w postaci p-oxo bishemu oraz wiazanie PPIX
HusB/AAQS7166 Receptor bfony zewnetrznej zalezny od TonB, transport.hemu, zelaza lub PPIX do przestrzeni
Operon hus peryplazmatycznej 30,32,58
HusC/AAQ67165 Biatko o nieznanej funkgji, homologia do czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny MarR/ErmR
HusD/AAQ67164 Biatko btonowe o nieznanej funkgji
IhtA/AAQ65844 Receptor btony zewnetrznej zalezny od TonB, transp9rt hemu lub zelaza do przestrzeni
peryplazmatycznej
IhtB/AAQ65845 Biatko wiazace hem, homologiczne do chelatazy kobaltu (BiK
Operon it IhtC/AAQ65846 Lipoproteina o nieznanej funkgji 19,38
IhtD/AAQ65847 Permeaza, skfadowa transportera ABC
IhtE/AAQ65848 Biatko wiazace ATP, sktadowa transportera ABC
HagA/AAQ66831
HagB/AAQ66947 Biatka biorace udziat w hemaglutynadji erytrocytow
Inne Hag(/AAQ66949 39, 57{; 61,
Hemolizyna/ . . I )
AAQ66867 Biatko biorace udziat w lizie erytrocytow
HBP35/AAQ65800 Btonowe biatko wiazace hem, bierze udziat w adhezji i formowaniu biofilmu
PgDps/ARQ5337 Biatko wigzace hem i zelazo, funkcja magazynujaca, p|erze udziat w homeostazie hemu i ochronie przed 3158
uszkodzeniem DNA
PgFur/QDES3638 Biatko nalezace do rodziny Fur, udziat w regulacji produkcji czynnikéw wirulengji, regulacja ekspresji 2,9,15,
operonu hmu 89,91
Homeostaza
zelaza/ HaeSR/AAQ65889 i Dwusktadnikowy system regulatorowy HaeSR, regulacja ekspresji czynnikéw wirulengji, w tym 58,75
hemu AAQ65890 gingipain, operonu hmu oraz iht
SigH/AAQ66824 Czynnik sigma, bierze udziat w regulagji ekspres!l operonu hmu oraz adaptacji do warunkéw 29,58, 100
oksydacyjnych
OxyR/AAQ65490 Biatko odpowiedzialne za adaptacje do warunkéw oksydacyjnych 55,58,99
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Poza oddziatywaniem bezpos$rednim kluczowsa role
w mikrobiomach odgrywa dostepno$¢ substancji odzyw-
czych. Doprowadzito to do wytworzenia mechanizméw
umozliwiajacych konkurencje bakterii o niezbedne do
przezycia substancje. Udokumentowano réwniez symbio-
tyczne relacje miedzy gatunkami bakterii zasiedlajacymi
jame ustna. Bakterie P. gingivalis wytwarzaja wiele biatek
umozliwiajacych im pozyskiwanie hemu i innych sub-
stancji odzywczych z biatek gospodarza. Takze inne bak-
terie, np. P. intermedia, wytwarzaja interpaine A (InpA),
cysteinowg proteaze o funkgji zblizonej do gingipain. InpA
utlenia hemoglobine i degraduje ja, a takze inne biatka,
takie jak albumina [10, 11]. Pokazano réwniez, iz utlenia-
jaca aktywno$¢ InpA moze zostaé wykorzystana przez
P, gingivalis w procesie odbierania hemu z metHb [11]. Inny
mechanizm ulatwiajacy pobieranie hemu przez P. gingiva-
lis réwniez jest zwigzany z utlenianiem oxyHb do metHb.
Gléwna role w tym procesie odgrywaja bakterie S. gordonii.
Wykazano, iz posrednicza one w utlenianiu hemoglobiny,
co sprzyja pozyskiwaniu hemu przez bakterie P. gingiva-
lis z udziatem biatka Hmuy [9]. Innym Zrédtem hemu dla
bakterii P. gingivalis, zwtaszcza w poczatkowej fazie cho-
roby, moga by¢ nietypowe biatka wigzace hem wydzielane
przez inne bakterie, bardzo czesto niepatogenne. Jednym
z takich bialek jest dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglice-
rynowego bakterii S. gordonii (SgGAPDH). Wykazali$my, ze
SgGAPDH wigze hem, ktéry jest nastepnie odbierany przez
biatko HmuY bakterii P. gingivalis (dane nieopublikowane).

U innych przedstawicieli gromady Bacteroidetes ziden-
tyfikowano homologi biatka HmuY, w tym u bakterii
P. intermedia (biatko PinO oraz PinA) oraz T. forsythia (biatko
Tfo) [90]. Badania naszego zespotu doprowadzity do
poznania struktury czesci z tych bialek [4, 5]. Szczegbtowe
analizy wykazaly, iz wigza one hem w sposéb odmienny
od biatka HmuyY, a w tym celu wykorzystuja reszty metio-
niny. Opisane przez nas homologi biatka HmuY wigza hem
preferujac postaé zredukowana Fe(IT)PPIX, podczas gdy
biatko HmuY z wigkszym powinowactwem wiaze postaé
utleniong Fe(IlI)PPIX. Wykazaliémy ponadto, iz biatka
PinO, PinA oraz Tfo sa degradowane przez gingipainy
wydzielane przez P. gingivalis [4, 5 oraz dane nieopubliko-
wane]. Moze to sugerowad, iz biatka te konkurujg o hem,
jednak przewaga biatka Hmuy, zwigzana gléwnie z jego
odpornoscig na proteolize zaréwno w odniesieniu do gin-
gipain, jak i proteaz wydzielanych przez inne periodon-
topatogeny oraz organizm cztowieka, moze mie¢ istotne
znaczenie w roli patogennej bakterii P. gingivalis [3, 4,5, 11,
97]. Wyniki te dowodzg, iz bakterie P. gingivalis jako koloni-
zator wtérny, moga wykorzystywaé zasoby hemu innych
bakterii w poczatkowych fazach infekcji.

HOMEOSTAZA ZELAZA | HEMU BAKTERII P. GINGIVALIS

Ekspresja czynnikéw wirulencji bakterii P. gingivalis jest
zalezna od obecno$ci hemu w $rodowisku zewnetrz-
nym [2, 15]. Nadmiar hemu jest toksyczny, dlatego tez
istotne sa skuteczne systemy regulujace homeostaze
zelaza i1 hemu, ktéra jest $ci$le powiazana z regulacja
stanu redoks (tabela 1). Wykazano, iz homolog biatka

OxyR bakterii P. gingivalis, jeden z gtéwnych bakteryj-
nych czynnikéw odpowiedzialnych za odpowiedz na
stres oksydacyjny, wplywa na ekspresje czynnikéw wiru-
lencji bioracych udziatl w przyswajaniu hemu, w tym
rgpA [55]. OxyR jest czynnikiem aktywowanym réw-
niez w warunkach ubogich w zelazo i hem [99], czyli
w warunkach, jakie wystepuja w jamie ustnej zdro-
wego cztowieka, a takze wewnatrz komérek gospodarza.
W poczatkowych etapach infekgji, bakterie P. gingivalis sa
narazone na wysokie stezenie tlenu. Infekowanie komé-
rek gospodarza, gléwnie komdrek uktadu immunologicz-
nego, réwniez wiaze sie z narazeniem bakterii na stres
oksydacyjny w postaci m.in. wolnych rodnikéw wytwa-
rzanych przez te komérki. Moze to $§wiadczy¢ o udziale
biatka OxyR w procesie dostosowania sie bakterii do
stresu oksydacyjnego wystepujacego w czasie infek-
cji bakterii P. gingivalis. Innym czynnikiem regulujagcym
odpowiedZ na stres oksydacyjny, a takze przyswajanie
hemu przez P. gingivalis jest czynnik sigma SigH. Mutant
pozbawiony tego biatka jest bardziej wrazliwy na stres
wywotany tlenem. Ponadto SigH wptywa na ekspresje
operonu hmu, a takze reguluje aktywno$¢ Kgp [29, 100].

Gléwna role w homeostazie zelaza u bakterii Gram-
-ujemnych i cze$ci bakterii Gram-dodatnich pelna biatka
z rodziny Fur. Biatka te nalezg do bakteryjnych czynni-
kéw transkrypcyjnych. Klasyczny mechanizm dziata-
nia tych biatek polega na wiazaniu jonéw zelaza (Fe?')
w $rodowisku bogatym w Fe?, co powoduje zmiany kon-
formacyjne biatka, zwiekszajgc jego powinowactwo do
sekwencji DNA zwanych ,,Fur-box”. Sekwencje promo-
tora sa blokowane dla podjednostek polimerazy RNA, co
zatrzymuje transkrypcje i zmniejsza ekspresje genéw
regulowanych przez to biatko [27]. Bakterie P. gingiva-
lis wytwarzaja homolog biatka Fur (PgFur), ktéry zostat
niedawno scharakteryzowany przez nasz zespét [15, 89,
91]. PgFur nalezy do nowej podgrupy biatek Fur, ktére
nie pelnig klasycznej funkcji [89]. Biatko to nie wptywa
na ekspresje typowych genéw regulowanych przez
klasyczne biatka Fur (np. FeoB) [9, 15, 91]. Dziata réw-
niez niezaleznie od zwigzania jonéw zelaza [89]. Biatko
PgFur bierze natomiast udziat w regulacji ekspresji wielu
czynnikéw wirulencji wytwarzanych przez P. gingiva-
lis. Wykazalismy, iz jest ono zaangazowane w regulacje
aktywno$ci hemolitycznej oraz proteolitycznej gingi-
pain, a przede wszystkim bierze bezposrednio udziat
w regulacji ekspresji operonu hmu [89] i jest istotne
w procesie infekowania oraz przezycia bakterii P. gingi-
valis wewnatrz komérek cztowieka [15, 91].

Innym waznym elementem odpowiedzialnym za home-
ostaze zelaza i hemu bakterii P. gingivalis jest dwusktad-
nikowy system HaeSR. Sktada sie z kinazy Hae$ oraz
biatka regulatorowego HaeR. System jest aktywowany
w warunkach ubogich w zelazo i hem. Bierze udziat
w regulacji ekspresji operonu hmu oraz iht, a takze
gendw kgp oraz rgpA. Niektdre szczepy, takie jak ATCC
33277, wykorzystywane rutynowo w badaniach labo-
ratoryjnych, maja delecje w obrebie genu kodujacego
HaeS, uposledzajgc wzrost tego szczepu [75]. Wydaje sie,
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ze system HaeSR jest jednym z bardziej istotnych ele-
mentéw w regulacji pozyskiwania hemu oraz wirulencji
u bardziej wirulentnych szczepdw bakterii P. gingivalis.

U wielu bakterii nadmiar hemu w ich wnetrzu jest neu-
tralizowany przez jego degradacje z wykorzystaniem
oksygenaz hemowych IsdG, HmuO czy tez ChuZz [16,
72]. Nie zidentyfikowano jeszcze homologdéw tych bia-
tek u bakterii P. gingivalis, a sam los hemu po transpor-
cie do wnetrza tej bakterii jest stabo poznany. Uwaza
sie, iz istotna role moze tu odgrywaé biatko PgDps,
ktére wykazuje duzy stopieri homologii do biatek Dps.
Biatko to jest zdolne do wigzania zelaza oraz hemu, two-
rzgc mechanizm ochronny bakterii P. gingivalis przed
stresem oksydacyjnym wywotanym nadmiarem tych
substancji [31]. W procesie homeostazy hemu istotny
udzial maja réwniez gingipainy. Aktywno$¢ tych proteaz
pozwala na akumulacje hemu na powierzchni bakterii,
co stanowi swego rodzaju magazyn, jak réwniez petni
funkcje ochronna przed stresem oksydacyjnym [61].

PODSUMOWANIE

Patogeneza chordb przyzebia jest procesem bardzo
skomplikowanym i wielopoziomowym. Periodontopa-
togeny cztowieka wykorzystujg wiele mechanizmdéw

PISMIENNICTWO

wirulencji, ktére pozwalajg im na zasiedlenie jamy
ustnej, zdobycie niezbednych do przezycia substancji
odzywczych oraz replikacje w niekorzystnych warun-
kach jamy ustnej i wnetrza komérek gospodarza. Pro-
cesy te sa pod $cistg kontrolg biatek regulatorowych
odbierajacych sygnaly ze Srodowiska zewnetrznego. Ze
wzgledu na wazna role bakterii P. gingivalis w zapoczat-
kowaniu i rozwoju chordb przyzebia, sg one istotnym
przedmiotem badan pozwalajacych na poszerzenie
wiedzy na temat patogenezy chordb przyzebia i cho-
réb z nimi zwigzanych, a takze zrozumienie roli bakte-
rii P. gingivalis w tym procesie. Zaréwno gingipainy, jak
i biatka biorgce udzial w przyswajaniu hemu przez bak-
terie P. gingivalis daja im przewage nawet w poczatko-
wych fazach infekcji, gdzie wystepujg w bardzo male;j
liczbie. Funkcja tych biatek nie ogranicza sie tylko do
przyswajania substancji odzywczych, ale biora one
réwniez udziat w innych procesach, zwiekszajac zdol-
noéci patogenne bakterii. Poznanie doktadnej funkcji
biatek przyczyniajacych sie do wirulencji P. gingiva-
lis oraz czynnikéw je regulujacych moze pomdéc zro-
zumieé proces patogenezy choréb przyzebia. Wiedza
ta moze sie przyczyni¢ do rozwoju nowych strategii
terapeutycznych, ktérych celem bedzie zahamowanie
gléwnych etapéw niezbednych w procesie wirulencji
bakterii P. gingivalis.
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