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1 STRESZCZENIE 
Celem niniejszej pracy doktorskiej była próba określenia, w jakim stopniu podział 

struktur adhezyjnych typu chaperone-usher bakterii Gram-ujemnych na rodziny FGS i FGL, 

który bazuje na aspekcie strukturalnym, przekłada się na różnice w mechanizmie biogenezy 

tych struktur. Badania koncentrowały się na kluczowych dla biogenezy tych struktur etapach 

– reakcjach komplementacji i wymiany nici donorowych i opierały się na porównaniu 
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dostępnych w literaturze danych dotyczących przedstawicieli grupy FGS – pili typu 1 i P – z 

danymi eksperymentalnymi uzyskanymi dla modelowego przykładu struktur FGL – fimbrii 

Dr. Analiza oddziaływań pomiędzy białkiem opiekuńczym zaangażowanym w budowę 

struktur adhezyjnych a podjednostką budulcową, mających miejsce podczas reakcji 

komplementacji nici donorowych, skupiła się na zweryfikowaniu w przypadku fimbrii Dr 

występowania potwierdzonego literaturowo dla pili typu 1 i P systemu kontroli jakości 

polegającego na wprowadzaniu w obręb dojrzewającej fimbrii jedynie tych podjednostek 

budulcowych, które wyposażone są w mostek disiarczkowy. W tym celu skonstruowano 

szczepy produkujące białko podjednostkowe DraE z mutacjami Cys→Ala i porównano 

poziom obecności oligomerycznych form białka w obrębie periplazmy oraz efektywność 

produkcji fimbrii Dr na powierzchni komórki w stosunku do szczepu kontrolnego. Uzyskane 

wyniki świadczą jednoznacznie, że pozbawione mostka disiarczkowego białko DraE nie 

stanowi substratu dla białka opiekuńczego, wobec czego nie wchodzi w skład funkcjonalnej 

struktury fimbrialnej Dr.  

Badania drugiego kluczowego etapu biogenezy, reakcji wymiany nici donorowych, a 

więc reakcji zachodzącej pomiędzy kompleksem białko opiekuńcze-podjednostka a białkiem 

kanałotwórczym, obejmowały sprawdzenie działania specyficznych inhibitorów tej reakcji 

skutecznych dla struktur typu FGS – pilicydów – na biogenezę fimbrii Dr. W tym celu 

przeanalizowano skuteczność hamowania produkcji fimbrii Dr dla wybranych pilicydów 

pierwszej generacji. Porównano poziom adherencji wzrastających w obecności pilicydów 

bakterii produkujących fimbrie do komórek CHO-DAF+ w stosunku do bakterii 

niesuplementowanych, a także ich zdolność do aglutynacji ludzkich erytrocytów. Wykonano 

również ocenę ilościową powstających na powierzchni komórek bakteryjnych fimbrii w 

przypadku obecności w pożywce wspomnianych związków. Wykazano jednoznacznie, że 

pilicydy wyraźnie hamują wzrost fimbrii Dr, co sugeruje potencjalnie szerokie spektrum 

działania tych związków, niezależne od różnic strukturalnych obserwowanych dla różnych 

białek opiekuńczych biorących udział w biogenezie struktur adhezyjnych typu chaperone-

usher bakterii Gram-ujemnych.  
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2 CZĘŚĆ TEORETYCZNA 

2.1 Struktury adhezyjne bakterii - funkcja i zró żnicowanie 
Niezwykłe zróżnicowanie powierzchniowych struktur adhezyjnych bakterii koreluje z 

ich zdolnością do zasiedlania środowisk o dużej różnorodności, wliczając w to ciało 

człowieka. Bakterie chorobotwórcze w toku ewolucji wykształciły wyspecjalizowane taktyki 

umożliwiające im pokonanie naturalnych barier i mechanizmów obronnych organizmu 

ludzkiego. Proces kolonizacji komórek gospodarza jest utrudniony przez występowanie 

przeciwnie naładowanych ładunków powierzchniowych pomiędzy komórkami bakteii i 

gospodarza (Donnenberg, 2002). Również inne czynniki i procesy zachodzące w organizmie, 

np. wywierany na obecne w układzie moczowym bakterie stres ścinający towarzyszący 

mikcji, perystaltyka układu pokarmowego, czy ciśnienie krwi w obrębie układu 

krwionośnego - wymusza na bakteriach wytworzenie skutecznych strategii umożliwiających 

opanowanie wybranych nisz środowiskowych. Dlatego też większość bakterii Gram-

ujemnych i niektóre Gram-dodatnie wyposażona jest w specyficzne systemy sekrecji służące 

do tworzenia na swojej powierzchni struktur, umożliwiających adhezję do receptorów 

komórkowych gospodarza. Szczególnie fascynującym przykładem ewolucyjnego 

przystosowania jest Escherichia coli, która przez produkcję różnych kombinacji tych struktur 

zdolna jest do wywoływania różnych jednostek chorobowych: enteropatogenne E. coli 

(EPEC, ang. enteropathogenic Escherichia coli) niszcząc powłokę ochronną mikrokosmków 

prowadzą do biegunki, enterokrwotoczne E. coli (EHEC, ang. enterohaemorhagic 

Escherichia coli) wywołują krwotoczne zapalenie jelita grubego, szczepy enterotoksyczne 

(ETEC, ang. enterotoxic Escherichia coli) są przyczyną krwawych biegunek o możliwych 

poważnych powikłaniach (zespół hemolityczno-mocznicowy), szczepy enteroinwazyjne 

(EIEC, ang. enteroinvasive Escherichia coli) namnażając się w jelitach powodują ich 

owrzodzenia, enteroagregacyjne E. coli (EAEC, ang. enteroaggregative Escherichia coli) są 

przyczyną przewlekłych biegunek, dyfuzyjnoadhezyjne szczepy (DAEC, ang. diffusely 

adhesive Escherichia coli) przyczyniają się do występowania dziecięcych ostrych stanów 

biegunkowych, szczepy uropaogenne (UPEC, ang. uropathogenic Escherichia coli) 

wywołują infekcje górnych i dolnych dróg moczowych (Pizarro-Cerda, Cossart, 2006). 
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Przytwierdzenie bakterii do komórek gospodarza umożliwiają białka adhezyjne, które 

odpowiedzialne są za rozpoznawanie i wiązanie się do specyficznych receptorów 

gospodarza. Proces ten wyzwala odpowiedź zwrotną umożliwiającą bakteriom ominięcie 

obrony immunologicznej i rozpoczęcie kolonizacji (Zav’yalov et al., 2010). Adhezyny 

bakterii Gram-ujemnych mogą występować w dwóch podstawowych formach 

morfologicznych. Część powierzchniowych struktur adhezyjnych obserwowana jest w 

obrazie mikroskopowym jakodługie, homo- lub heteropolimeryczne wypustki zwane piliami 

lub fimbriami zakotwiczone w błonie zewnętrznej bakterii. W tym przypadku białkowe 

podjednostki o funkcji adhezyny znajdują się na końcu fimbrii lub w wielokrotnych 

powtórzeniach wzdłuż jej osi. Niektóre struktury adhezyjne obecne są w formie 

morfologicznej przypominającej bezpostaciową otoczkę komórki (adhezyny niefimbrialne). 

Struktury fimbrialne bakterii Gram-ujemnych formowane są w większości przypadków przez 

liniową asocjację podjednostek budulcowych. Aby spełniać swoją funkcję, białka struktur 

adhezyjnych muszą zostać przetransportowane na powierzchnię komórki bakteryjnej. U 

bakterii Gram-ujemnych transport ten zachodzi według jednego z pięciu głównych 

systemów: mechanizmu „chaperone-usher” (CU, ang. chaperone-usher pathway), 

mechanizmu ogólnej sekrecji (GSP, ang. general secretion pathway), mechanizmu 

pozakomórkowej precypitacji zarodkowej, mechanizmu sekrecji typu III (T3SS, ang. type III 

secretion system), bądź sekrecji typu IV (T4SS, ang. type IV secretion system) (Fronzes et 

al., 2008). Przegląd poznanych struktur adhezyjnych bakterii Gram-ujemnych wraz z 

odpowiadającym im systemem biogenezy zestawiony został w tabeli 1. 
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System biognezy Struktura adhezyjna 
Białka 
zaangażowane 
w biogenezę 

Mikrorganizm 
Jednostka chorobowa związana z 
występowaniem struktury 

Klasyczny 
chaperone-usher 

Agregujące fimbrie 
adherentne typu II, 
AAF/II 

AafD/AafC E. coli Biegunka 

BD 
ACIAD0120/A
CIAD0121 

Acinetobacter sp. 
szczepADP1 

BD 

Cienka pilia o 
zewnętrznej średnicy 
2-3 nm 

AcuD/AcuC 
Acinetobacter sp. 
szczep BD413 

BD 

Adhezyna afimbrialna 
AFA-III 

Afa-3B/Afa-
3C 

E. coli Biegunka, zapalenie pęcherza moczowego 

Adhezyna afimbrialna 
AFA-VIII 

Afa-8B/Afa-
8C 

E. coli Biegunka, posocznica 

Pile AF/R 1 AfrC/AfrB E. coli Biegunka u królików 
Agregujące fimbrie 
adherentne typu I, 
AAF-I 

AggD/AggC E. coli Biegunka 

Agregujące fimbrie 
adherentne typu III, 
AAF-III 

Agg-3D/Agg-
3C 

E. coli Biegunka 

Fimbrie “ambient-
temperature” 

AtfB/AtfC P. mirabilis Infekcje układu moczowego 

Antygen otoczkowy 
F1 

Caf1M/Caf1A Y. pestis Dżuma 

Czynnik kolonizujący 
3, fimbrie CS-3 

CS3-E/CS3-D E. coli Biegunka 

Czynnik kolonizujący, 
CS6 

CssC/CssD E. coli Biegunka 

Fimbrie CS12 CswB/CswC E. coli Biegunka 
Otoczkopodobny ClpE/ClpD E. coli Biegunka 
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antygen CS31A 
Fimbrialna adhezyna 
F1845 (DaaE) 

DaaB/DaaC E. coli Biegunka 

Fibrylarna adhezyna 
rozproszonej adhezji 

DafaB/DafaC E. coli Biegunka 

Elastyczne fimbrie 
hemaglutyniny Dr 

DraB/DraC E. coli Odmiedniczkowe zapalenie nerek 

Pile F17 F17D/F17C E. coli Biegunka 
Fimbrie 987P FasB/FasD E. coli Biegunka u prosiąt 
Pile K99 FaeE/FaeD E. coli Biegunka u cieląt, jagniąt i prosiąt 
Pile K88 FanE/FanD E. coli Biegunka u prosiąt 
Pile typu 2 i 3 FimB/FimC B. pertussis Krztusiec 
Pile typu 1 FimC/FimD E. coli Zapalenie pęcherza moczowego 
Pile F1C FocC/FocD E. coli Zapalenie pęcherza moczowego 
Fimbrie CS18 FotB/FotD E. coli Biegunka 
Fimbrie H. influenzae 
biogroupa aegyptius 

HafB/HafE H. influenza 
Zapalenie opon mózgowych, gorączka 
plamicowa brazylijska 

Fimbrie H. influenzae HifB/HifC H. influenza typ b Zapalenie ucha środkowego 
Adhezyna afimbrialna LdaE E. coli Biegunka 
Długie, polarne 
fimbrie 

LpfB/LpfC S. typhimurium Nieżyt żołądka i jelit 

Fimbrie mannozo-
oporne 

MrfD/MrfC P. tempera ta Patogen owadzi 

Fimbrie typu 3 MrkB K. pneumoniae Zapalenie płuc 
Pile mannozo-oporne/ 
pileProteus-podobne 
MR/P 

MrpD/MrpC P. mirabilit Szpitalne infekcje układu moczowego 

Czynnik śluzujący 
Yersinia, fimbrie Myf 

MyfB/MyfC Y. enterocolitica Zapalenie jelit 

Adhezyna 
niefimbrialna, NFA-I 

NfaE/NfaC E. coli Infekcje układu moczowego 

Pile P PapD/PapC E. coli Odmiedniczkowe zapalenie nerek lub zapalenie 
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pęcherza 
Pile Pef PefD/PefC S. typhimurium Nieżyt żołądka i jelit 
Pile PMF PmfC/PmfD P. mirabilit Szpitalne infekcje układu moczowgo 
Fimbrialny antygen 
pH6 

PsaB/PsaC 
Y. pestis, Y. 
pseudotuberculosis 

Dżuma, nieżyt żołądka i jelit 

Domniemana 
adhezyna 

PSPPH_A0063
/PSPPH_A006
4 

P. syringa Zaraza rdzy fasoli 

Fimbrie REPEC RalE/RalD E. coli Biegunka u królików 
Nietypowe fimbrie Saf SafB/SafC S. typhimurium Nieżyt żołądka i jelit 
Nietypowe 
domniemane fimbrie 

SafB/SafC S. typhi Dur brzuszny 

Nietypowe 
domniemane fimbrie 

SafB/SafC S. choleraesuis Posocznica, ostre pozajelitowe infekcje 

Nietypowe 
domniemane fimbrie 

SafB/SafC S. paratyphi A Dur brzuszny 

Fimbrio-podobne 
włókniste struktury 
SEF14/18 

SefB/SefC S. enteritidis Nieżyt żoładka i jelit 

Domniemane fimbrie SefB/SefC S. typhi Dur brzuszny 
Domniemane fimbrie SefB/SefC S. paratyphi A Dur brzuszny 
Pile S SfaE/SfaF E. coli Infekcje układu moczowego 
Fimbrie Sfp SfpD/SfpC E. coli Biegunka 
Fimbrie Stf StfD/StfC S. typhimurium Śmiertelne zakażenie w chowie wsobnym myszy 

Alternatywny 
chaperone-usher 

Pile CS1 CooB/CooC E. coli Biegunka 
Pile CS2 CotB/CotC E. coli Biegunka 
Pile CS4 BD E. coli Biegunka 
Pile CS14 BD E. coli Biegunka 
Pile CS17 BD E. coli Biegunka 
Pile CS19 BD E. coli Biegunka 
Pile CFA/I CfaA/CfaC E. coli Biegunka 
Pile typu II CblB/CblC B. cepacia Infekcje oportunistyczne u pacjentów z 
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mukowiscydozą 
Pozakomórkowa 
precypitacja 
zarodkowa 

Fimbrie agregujące 
CsgG/CsgE/Cs
gF 

E. coli 
S.enteritidis 

Sepsa 

Ogólna sekrecja 
GSP 

Pile typu IV 
Aparatura 
ogólnej 
sekrecji 

Neisseria sp. Rzeżączka 
P. aeruginosa 
V. cholerae 
M. bovis 
D. nodosus 
E. corrodens 

Cholera 

Pile tworzące wiązki E. coli Biegunka 
Sekrecja typu III 

Struktura igłowa  
System 
sekrecji Sec 

Salmonella 
typhimurium 

BD 

Sekrecja typu IV Pile Trw  Bartonella Bakteriemia 

Tabela 1. Bakteryjne struktury adhezyjne. W przypadku białek zaangażowanych w biogenezę struktur adhezyjnych powstających 
według mechanizmu chaperone-usher w pierwszej kolejności wymieniono periplazmatyczne białko opiekuńcze, a po ukośniku – 
białko usher. BD – brak danych (Soto i Hultgren¸ 1999, Zav’yalov et al., 2010). 
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2.1.1 Czynniki wirulencji uropatogennych szczepów 
Escherichia coli 

Zakażenia dróg moczowych (UTI, ang. urinary tract infections) należą do najczęstszych 

infekcji występujących w krajach rozwiniętych. Zdecydowana większość – ponad 80% - 

pozaszpitalnych infekcji dróg moczowych spowodowana jest przez Escherichia coli, 

natomiast inne gatunki odgrywają ważną rolę w szpitalnych zakażeniach układu moczowego. 

Wszystkie uropatogenne bakterie wyposażone są w liczne czynniki zjadliwości, najlepiej jak 

dotąd scharakteryzowane dla UPEC. W wyniku kolonizacji w normalnych warunkach 

sterylnego układu moczowego zostaje uruchomiona wrodzona odpowiedź immunologiczna 

gospodarza w postaci m.in. produkcji cytokin zapalnych i chemokin. Odpowiedź zapalna 

prowadzi do złuszczenia zakażonych komórek nabłonka pęcherza moczowego. Dlatego też 

czynniki zjadliwości muszą umożliwiać kolonizację i jednocześnie stanowić bakteryjną 

obronę przed wysoce skuteczną barierą immunologiczną gospodarza. Wywoływanie 

objawowych infekcji dróg moczowych przez bakterie E. coli związane jest bezpośrednio z 

ich zdolnością do produkcji szerokiego spektrum czynników wirulencji, z których 

bezdyskusyjnie adhezyny stanowią najbardziej kluczowe determinanty zjadliwości (Bien et 

al., 2012). Ekspresja tych czynników warunkowana jest przez geny zlokalizowane na 

mobilnych elementach DNA zwanych wyspami patogenności (Wiles et al., 2008). Czynniki 

związane z wywoływaniem UTI podzielić można na dwie grupy: elementy związane z 

powierzchnią komórki bakteryjnej oraz elementy wydzielane z komórki i eksportowane do 

miejsca docelowego. Tabele 2 i 3 przedstawiają podsumowanie elementów eksprymowanych 

przez szczepy E. coli związanych z wywoływaniem infekcji w obrębie układu moczowego. 

Czynnik Operon Receptor Funkcja 

Pile typu 1 fim Resytz mannozy 
uroplakiny Ia i IIIa 
(UPIIIa)  

Adhezja do nabłonka 
błony śluzowej pęcherza 
moczowego, 
formowanie biofilmu 

Fimbie P pap Glikosfingolipidy z 
determinantą Galα 

Adhezja do nabłonka 
błony śluzowej nerek, 
indukcja cytokin 

Fimbrie S sfa Reszty cukrowe kwasu 
sialowego 

Adhezja do nabłonka i 
śródbłonka błony 
śluzowej nerek 
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Fimbrie F1C foc Reszty β-GalNac-1, 4b-
Gal glikolipidów 

Adhezja do komórek 
nabłonka kanalików 
dystalnych i kanałów 
zbiorczych nerek oraz 
komórek śródbłonka 
pęcherza i nerek 

Fimbrie Dr dra Czynnik 
przyspieszający rozpad 
konwertaz układu 
dopełniacza (DAF), 
kolagen typu IV, 
antygeny 
karcynoembrionalne 
CEACAM 

Adhezja do nabłonka i 
śródbłonka błony 
śluzowej nerek 

Adhezyny Afa-
III 

afa-III  Czynnik 
przyspieszający rozpad 
konwertaz układu 
dopełniacza (DAF) 

Adhezja do 
nabłonkapęcherza 
moczowego 

Otoczka kps(w przypadku 
otoczki K1) 

BD Działanie 
antyfagocytarne i 
przeciw układowi 
dopełniacza 

Lipopolisacharyd rfa, rfb Kompleks receptora 
LPS (CD14/TLR/MD2) 

Działanie 
endotoksyczne, antygen 
somatyczny, indukcja 
cytokin 

Tabela 2. Powierzchniowe czynniki wirulencji uropatogennych szczepów Escherichia coli. 
BD – brak danych (Emody et al., 2002, Bien et al., 2012). 
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Czynnik  Receptor Funkcja 

α-hemolizyna β2-integryna w 
leukocytach lub 
glikoforyna w 
erytrocytach 

Cytotoksyczność, 
hemoliza 

Cytotoksyczny czynnik 
nekrotyzujący 1 

Białko prekursora 
receptora lamininy (LRP) 

Stymulacja apoptozy 
komórek nabłonka 

Siderofory Receptor żelaza 
aerobaktyny, 
enterobaktyny itd. 

Wzrost w warunkach 
niedoboru żelaza 

Tabela 3.Wydzielane czynniki wirulencji uropatogennych szczepów Escherchia coli (Emody 
et al., 2002, Bien et al., 2012). 

2.1.1.1 Powierzchniowe czynniki wirulencji 
Ekspresja powierzchniowych adhezyn jest najważniejszą determinantą patogenności 

uropatogennych szczepów E. coli. Przyczyniają się one do zwiększenia zjadliwości poprzez 

inicjację pierwotnego kontaktu komórki bakteryjnej z komórką gospodarza, bezpośrednie 

wspieranie inwazji bakterii oraz ułatwianie dostarczenia bakteryjnych toksyn do komórek 

docelowych. 

Do najważniejszych czynników należą pile typu 1, które wiążą się poprzez szczytową 

adhezynę FimH do mannooligosacharydów obecnych na powierzchni cząsteczek 

glikoprotein związanych z powierzchnią komórek nabłonka dróg moczowych. 

Udowodniono, że pod wpływem wzmożonej mikcji są one zdolne do rozciągnięcia się, co 

ułatwia bakteriom stawianie oporu silnemu przepływowi płynów (Rengel et al., 2014). 

Występują one zarówno u szczepów patogennych jak i komensalnych. W badaniach na 

modelu mysim, obecność pili typu 1 stymuluje stan zapalny błony śluzowej dróg 

moczowych, a także umożliwia wzrost bakterii w postaci biofilmu (Bien et al., 2012).  

Drugim powszechnym czynnikiem wirulencji UPEC są pile P, odpowiedzialne 

szczególnie za wstępujące infekcje dróg moczowych oraz odmiedniczkowe zapalenie nerek. 

Rozpoznają one, poprzez adhezynę PapG, antygen P grupy krwi, obecny na powierzchni 

komórek nabłonka układu moczowego. Kontakt pomiędzy patogenem a błoną śluzową 

prowadzi do produkcji interleukin i w konsekwencji do rozwoju stanu zapalnego (Emody et 

al, 2002). Pile P wykazują synergistyczne wpółdziałanie z piliami typu 1. W toku infekcji za 
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wczesną kolonizację nabłonka kanalików nerkowych odpowiedzialne są pile P, natomiast w 

późniejszym etapie ważną rolę odgrywają pile typu 1. Taka współpraca prowadzi do 

wytworzenia międzybakteryjnych wiązań i powstania heterogenicznego biofilmu 

zaburzającego filtrację i ostatecznie skutkuje niedrożnością nefronów i rozwojem 

odmiedniczkowego zapalenia nerek (Melican et al., 2011). Pile P są szczególnie częstym 

czynnikiem wirulencji u pacjentów po przeszczepie nerki, a także u pacjentów z ostrymi 

zaburzeniami czynności nerek (Bien et al., 2012). 

Fimbrie S oraz F1C również powiązane są z UTI. Szczytowa adhezyna SfaS fimbrii S 

pośredniczy w interakcjach z resztami kwasu sjalowego receptorów obecnych na komórkach 

tkanki nabłonkowej nerek oraz komórkach nerkowego śródbłonka naczyniowego. Także 

główna podjednostka budująca fimbrie S – SfaA – ma właściwości adhezyjne i może wiązać 

się do glikolipidów komórek nabłonkowych oraz plazminogenu (Mulvey, 2002). Fimbrie S 

ułatwiają rozprzestrzenianie się bakterii w obrębie tkanek gospodarza i powiązane są ze 

szczepami odpowiedzialnymi za posocznicę, zapalenie opon mózgowych oraz wstępujące 

zakażenia dróg moczowych, w tym odmiedniczkowe zapalenie nerek (Bien et al., 2012). 

Fimbrie F1C, genetycznie homologiczne do fimbrii S, rozpoznają reszty β-GalNac-1, 4b-Gal 

znajdujące się w strukturze glikolipidów komórek nabłonka kanalików dystalnych i kanałów 

zbiorczych nerek oraz komórek śródbłonka pęcherza i nerek (Mulvey, 2002). Fimbrie F1C 

występują u ok. 14% izolatów UPEC. 

Ważną grupą powierzchniowych czynników wirulencji powiązanych z występowaniem 

m.in. odmiedniczkowego zapalenia nerek oraz nawracającego zapalenia pęcherza 

moczowego jest rodzina adhezyn Afa/Dr. Najlepiej poznanym receptorem wspólnym dla 

całej rodziny jest czynnik przyspieszający rozpad konwertaz układu dopełniacza (DAF, ang. 

decay-accelerating factor) występujący na powierzchni erytrocytów oraz komórek innych 

tkanek (np. nabłonka dróg moczowych). Oddziaływanie z tym receptorem w przypadku 

kodowanej przez operon dra adhezyny Dr (hemaglutyniny Dr) jest blokowane przez 

działanie chloramfenikolu. Adhezyna Dr posiada również inne unikalne w obrębie rodziny 

adhezyn Afa/Dr receptory. Jednym z nich jest domena 7s kolagenu typu IV, białka obecnego 

w błonie podstawnej. Rozpoznawanie kolagenu jest istotnym czynnikiem sprzyjającym 

infekcjom układu moczowego, gdyż wiązanie do tego receptora w obrębie nerek prowadzi 

do powstania trwałych osadów mezangialnych, a w konsekwencji do rozwoju przetrwałego 
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zakażenia nerek (Servin, 2005). Kolejnym poznanym receptorem dla adhezyny Dr są 

karcynoembrionalne antygeny CEACAM, będące receptorami sygnałowymi, 

umożliwiającymi przyleganie do siebie komórek nabłonka i uruchomienie w nich sygnałów 

regulujących przemiany fizjologiczne. Związanie do tego receptora ułatwia bakteriom 

inwazję wewnątrz komórek nabłonka moczowego (Servin, 2005). Adhezyna Dr jest 

powiązana z kolonizacją wstępującą dróg moczowych oraz przewlekłą śródmiąższową 

infekcją nerek. Około połowa przypadków infekcji układu moczowego u dzieci i ponad 30% 

przypadków odmiedniczkowego zapalenia nerek u kobiet w ciąży związana jest z 

kolonizacją przez szczepy eksprymujące fimbrie Dr. Co istotne, zakażenie szczepami 

wykazującymi fimbrie tego typu wiąże się z dwukrotnym wzrostem ryzyka ponownego 

wystąpienia infekcji (Mulvey, 2002). Związanie z receptorem DAF prowadzi do 

internalizacji bakterii do komórek górnych odcinków układu moczowego, co sprawia, że 

szczepy eksprymujące ten czynniki są niezwykle trudne do usunięcia z organizmu – mogą 

pozostać w obrębie tkanki nerkowej przez ponad rok (Goluszko et al., 1997). Operony afa 

kodują geny odpowiedzialne za syntezę należących do rodziny Afa/Dr adhezyn Afa, z 

których AfaE-I (32% podobieństwo sekwencyjne do adhezyny Dr) oraz AfaE-III (98% 

podobieństwo do adhezyny Dr) eksprymowane są przez uropatogenne szczepy E. coli 

wywołujące m.in. zapalenie pęcherza moczowego. Adhezyna AfaE-III, w przeciwieństwie 

do Dr, nie rozpoznaje kolagenu typu IV, rozpoznaje natomiast receptor DAF, jednak 

wiązanie to jest niewrażliwe na działanie chloramfenikolu (Servin, 2005). 

Na powierzchni komórek UPEC obecne są także inne czynniki zjadliwości, takie jak 

składniki otoczki oraz lipopolisacharyd (LPS), powszechne wśród wszystkich bakterii Gram-

ujemnych. Otoczka to przylegająca do zewnętrznej powierzchni ściany komórowej struktura 

polisacharydowa chroniąca bakterie przed fagocytozą oraz efektem bakteriobójczym 

wynikającym z działania układu dopełniacza. Bakterie E. coli zdolne są do wytwarzania 

ponad 80 różnych antygenów otoczkowych. Niektóre rodzaje otoczek, występujące również 

u szczepów UPEC (np. K1), wykazują naśladownictwo w stosunku do składników tkanek 

gospodarza, co dodatkowo ochrania bakterie przed reakcją układu immunologicznego (Bien 

et al., 2012). U około 63% przypadków pacjentek z odmiedniczkowym zapaleniem nerek 

zaobserwowano występowanie szczepów E. coli z otoczką K1 bądź K5. Otoczka K1 

występuje częściej u pacjentów z infekcjami górnych odcinków układu moczowego. 
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Stwierdzono również, że szczepy K1 produkujące zwiększoną ilość polisacharydu 

otoczkowego związane są z bardziej ostrymi formami UTI (Cisowska, 2003). 

LPS, integralny element ściany komórkowej wszystkich bakterii Gram-ujemnych, u 

szczepów UPEC odpowiedzialny jest za aktywację odpowiedzi prozapalnej w przypadkach 

nieskomplikowanych infekcji układu moczowego. Stymuluje on produkcję cytokin (IL-1, 

TNFα) i pobudza stan zapalny, a także indukuje syntezę przeciwciał specyficznych dla 

antygenu somatycznego. Na modelu zwierzęcym wykazano, że związana z LPS ostra 

niewydolność nerek zależy od ogólnoustrojowej odpowiedzi na ten czynnik i nie wpływa na 

nią ekspresja TLR4 – nerkowego receptora LPS. Jednakże, receptor ten eksprymowany jest 

w nabłonku nerkowym oraz w miedniczkach nerkowych, co sugeruje, że wstępująca infekcja 

bakteriami Gram-ujemnymi, a więc i prezentacja LPS, może stymulować wrodzoną 

odpowiedź immunologiczną. Odpowiedź taka występuje często u pacjentów z odrzutami po 

przeszczepie nerki (Emody et al., 2002). 

2.1.1.2 Wydzielane czynniki wirulencji 
Spośród czynników wirulencji wydzielanych poza komórkę bakteryjną do 

najważniejszych należy kodowana przez gen hly lipoproteina α-hemolizyna (HlyA), 

związana z infekcjami górnych odcinków dróg moczowych. Około 50% przypadków 

odmiedniczkowego zapalenia nerek spowodowanych jest przez szczepy wydzielające HlyA. 

Spektrum komórek docelowych tego czynnika obejmuje erytrocyty, leukocyty i komórki 

nerkowej tkanki śródbłonkowej i nabłonkowej. Receptorem dla HlyA jest glikoporyna, 

integralne białko błony erytrocytów. W wysokich stężeniach toksyna ta jest zdolna do 

wywoływania lizy erytrocytów i innych komórek, co sprzyja wnikaniu patogenów, takich jak 

UPEC, poprzez błony śluzowe i pokonaniu mechanizmów obronnych układu 

odpornościowego. W niskich stężeniach HlyA może wywoływać apoptozę komórek 

gospodarza i stanowić bodziec do złuszczania nabłonka, a także zaburza równowagę jonów 

Ca2+ w komórkach nabłonka nerek (Bien et al., 2008). 

Drugim ważnym czynnikiem wirulencji, który jest wydzielany przez niektóre 

uropatogenne szczepy E. coli jest kodowany przez pojedynczy gen cnf1 cytotoksyczny 

czynnik nekrotyzujący 1 (CNF1), obecny u około 1/3 wszystkich szczepów 

odpowiedzialnych za odmiedniczkowe zapalenie nerek. Jego działanie podczas infekcji nie 
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zostało do końca poznane, w badaniach in vitro wykazano, że narusza on błonę komórek 

gospodarza, pozwalając na wniknięcie do nich bakterii. Prawdopodobnie jego działanie in 

vivo polega na stymulowaniu złuszczania nabłonka pęcherza, a w konsekwencji na 

ułatwianiu dostępu bakterii do nowej warstwy nabłonka (Bien et al., 2008). 

U około 30-60% UPEC obserwuje się zdolność eksportowania sideroforów (np. 

aerobaktyna, enterobaktyna), niskocząsteczkowych związków chemicznych, których funkcją 

jest wiązanie jonów Fe3+ ze związków chelatujących żelazo występujących w komórkach 

gospodarza. Jony żelaza są następnie transportowane do receptorów w błonie zewnętrznej, 

gdzie następuje ich wchłanianie (Guerinot, 1994). 

2.2 Drogi biogenezy struktur adhezyjnych bakterii Gram-
ujemnych 

Główną barierą przy transporcie elementów struktur adhezyjnych na powierzchnię 

komórek bakterii Gram-ujemnych jest fakt posiadania przez nie dwóch błon komórkowych 

rozdzielonych przestrzenią periplazmatyczną. Przestrzeń ta wykazuje utleniający potencjał 

oksydoredukcyjny, dlatego pozbawiona jest źródeł energii takich jak ATP. Konieczna jest 

wobec tego transdukcja energii z cytoplazmy, gdzie panuje potencjał redukcyjny. Bakterie 

wykształciły dwie strategie umożliwiające im pokonanie tego problemu. Pierwsza z nich 

zakłada wykorzystanie dużych transportujących kompleksów białkowych spinających obie 

błony ze sobą. Takie systemy białkowe wykorzystują zlokalizowane w błonie wewnętrznej 

ATPazy, które wychwytują cytoplazmatyczne ATP. Strategia ta często zakłada 

polimeryzację podjednostek budujących strukturę adhezyjną już w obrębie kompleksu 

transportującego i „osadzenie” rosnącej pili w nim na czas przejścia przez przestrzeń 

periplazmatyczną. Umożliwia to np. kurczenie struktury adhezyjnej (np. w przypadku pili 

typu IV), bądź przeniesienie cząsteczek efektorowych poprzez pilię do komórki docelowej 

(w przypadku struktury igłowej budowanej za pomocą systemu sekrecji typu III). Wadą tej 

drogi transportu jest jej stosunkowo wysoki koszt energetyczny oraz konieczność syntezy 

dużych kompleksów transportowych.  

Drugą metodą pokonania bariery błona wewnętrzna-periplazma-błona zewnętrzna jest 

sposób wykorzystywany w mechanizmie chaperone-usher oraz pozakomórkowej precypitacji 

zarodkowej. Wykorzystuje on istniejące w komórce ogólne drogi transportu (np. system 
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sekrecji Sec) w celu przeniesienia podjednostek struktur adhezyjnych do przestrzeni 

periplazmatycznej, po czym katalizuje ich polimeryzację w obrębie błony zewnętrznej bez 

udziału dodatkowych źródeł energii. Synteza pili odbywa się z wykorzystaniem wewnętrznej 

energii podjednostek zgromadzonej w ich strukturze na etapie procesu fałdowania w 

periplazmie (np. wysokoenergetyczny stan podjednostki piliowej w kompleksie z 

specyficznym periplazmatycznym białkiem opiekuńczym kodowanym przez ten sam operon 

co podjednostka), bądź poprzez wykorzystanie gradientu stężeń podjednostek pomiędzy 

periplazmą a powierzchnią komórki (w przypadku pozakomórkowej precypitacji 

zarodkowej) (Allen et al., 2012). 

 

Rys. 1. Mechanizmy biogenezy struktur adhezyjnych bakterii Gram-ujemnych. A: Mechanizm 
chaperone-usher na przykładzie pili typu 1 i pili P Escherichia coli (* pilia P posiada 5-10 
podjednostek PapE, natomiast pilia typu 1 posiada tylko jednną analogiczną podjednostkę FimE; pilia 
typu 1 nie posiada adaptora analogicznego do PapK, znajdującego się pomiędzy PapA i PapE), B: 
Mechanizm pozakomórkowej precypitacji zarodkowej na przykładzie fimbrii agregujących E. coli. 
C: Mechanizm ogólnej sekrecji na przykładzie pili typu IV Neisseria gonorrhoeae, D: System 
sekrecji typu III na przykładzie struktury igłowej Salmonella typhimurium, E: System sekrecji typu 
IV na przykładzie pili Agrobacterium tumefaciens (Fronzes et al., 2008). 
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2.2.1 Mechanizm ogólnej sekrecji (ang. general secretion 
pathway) – pile typu IV 

Do struktur adhezyjnych powstających na drodze mechanizmu ogólnej sekrecji należą 

pile typu IV, które zaobserwować można u wielu Gram-ujemnych bakterii, takich jak 

Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae czy enteropatogenne 

szczepy E. coli. Organella te osiągają długość 1-4 µm i średnicę 5-8 nm (Fronzes et al., 

2008). Budowane są jako homopolimer pojedynczego białka, np.PilA u Pseudomonas 

aeruginosa czy PilE u Neiserria spp. (Rys. 1C).W obrębie struktury obecne jest również 

białko o funkcji adhezyny - w przypadku szczepów Neisseria jest to najprawdopodobniej 

PilC, wiążąca się do receptorów CD46 w komórkach nabłonka i śródbłonka układu 

urogenitalnego (Proft, Baker, 2009). Najbardziej charakterystyczną cechą pili typu IV jest 

ich unikalna zdolność do generowania ruchu drgającego bakterii, wspomagającego ich 

przemieszczanie, np. w obrębie nabłonka błon śluzowych. Ruch ten jest skutkiem kurczenia 

się (depolimeryzacji) pili po przytwierdzeniu ich końca do powierzchni docelowej i wymaga 

obecności ATPazy w błonie wewnętrznej (Meier et al., 2004) 

Wszystkie podjednostki budujące pile typu IV u różnych mikroorganizmów 

syntetyzowane są jako prekursory (prepiliny) z hydrofilowym peptydem liderowym, 

odcinanym przez specyficzną peptydazę liderową. Na podstawie długości tego peptydu, a co 

za tym idzie, długości dorosłej formy piliny, podjednostki pili typu IV dzieli się na dwie 

grupy: IVa oraz IVb. Piliny z grupy IVa posiadają peptyd liderowy o długości nie 

przekraczającej 10 reszt aminokwasowych, podczas gdy same osiągają długość 150-160 

reszt. U pilin z grupy IVb peptyd liderowy ma od 15 do 30 reszt a dorosła podjednostka jest 

albo bardzo krótka (40-50 reszt) albo długa (180-200 reszt). W biogenezę pili tego typu 

zaangażowanych jest kilkanaście białek. Dla wszystkich mikroorganizmów 

wykorzystujących ten typ biogenezy struktur adhezyjnych wspólne są podstawowe elementy 

składające się na niego. Są to: główna podjednostka pilinowa, wspomniana już peptydaza 

odcinająca peptyd liderowy z prepiliny, napędzająca biosyntezę pili APTaza, która 

dokowana jest do błony wewnętrznej przez specyficzne białko wiążące ATPazy oraz 

sekretyna w błonie zewnętrznej, odpowiedzialna za wyeksportowanie pili na powierzchnię 

komórki. Prepiliny syntetyzowane są w cytoplazmie, skąd za pomocą mechanizmu Sec są 
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przenoszone przez błonę wewnętrzną do periplazmy, czemu towarzyszy obcięcie peptydu 

sygnalnego i dodanie grupy metylowej na N-końcu. Tam następuje fałdowanie i 

wprowadzenie mostków disiarczkowych stabilizująceych strukturę. W przypadku N. 

gonorrhoeae proces polimeryzacji następuje na platformie składającej się z białka błony 

wewnętrznej (PilG) oraz ATPazy (PilF) napędzającej biogenezę. Pile umożliwiające 

generowanie ruchu drgającego wymagają także obecności ATPazy PilT odpowiedzialnej za 

depolimeryzację pili. Dorosła pilia wydostaje się poza błonę zewnętrzną poprzez sekretynę 

PilE (Fronzes et al., 2008, Proft i Baker, 2009) (Rys. 1C). Szczegółowy mechanizm 

molekularny biogenezy nie został do tej pory dokładnie objaśniony (Craig et al., 2006). 

2.2.2 Mechanizm sekrecji typu III (T3SS, ang. type III 
secretion system) 

Główną i najlepiej poznaną funkcją systemu sekrecji typu III (Rys. 1D) jest sekrecja 

białek efektorowych przez podwójną błonę bakteryjną do komórki gospodarza (Fronzes et 

al., 2008). T3SS może jednak również przyczyniać się do adhezji do komórek gospodarza, 

co zostało wykazane u bakterii z rodzaju Salmonella. Składniki T3SS występujące u tego 

patogena – translokazy SipB, SipC oraz SipD – umożliwiają ścisłe umocowanie S. 

typhimurium do komórek docelowych(Lara-Tejero, Galan, 2009, Shippy  et al., 2013). 

Głównym składnikiem systemu sekrecji typu III jest tzw. kompleks igło-podobny (ang. 

needle complex, injectisome), który funkcjonuje jako kanał, przez który wydzielane białka 

przedostają się przez bakteryjne błony. Inne istotne elementy tego systemu to kompleks 

białek zlokalizowanych w błonie wewnętrznej, współpracujący z systemem ATPazy oraz 

zespół specyficznych białek umożliwiających kierowanie odpowiednich białek efektorowych 

do kompleksu igło-podobnego. Poza tymi składnikami udział w T3SS ma grupa białek – 

translokaz, również eksportowanych przez kanał T3SS, których funkcja polega na 

pośredniczeniu w transporcie białek efektorowych przez błonę komórki docelowej (Lara-

Tejero, Galan, 2009). Sama struktura kompleksu to krótka i sztywna „igła” o długości ok. 60 

nm oraz średnicy zewnętrznej 6-12 nm i wewnętrznej 2-3 nm (Fronzes et al., 2008) (Rys. 

1D). 
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2.2.3 Mechanizm sekrecji typu IV (ang. type IV secretion 
system) 

System sekrecji typu IV wyewoluwał z zespołu białek zaangażowanych w koniugację 

bakteryjną. Funkcją tego systemu jest przede wszystkim wydzielanie czynników wirulencji 

(DNA lub białek) do komórek gospodarza. Pile tworzone tą drogą odpowiadają za 

wytworzenie specyficznego i trwałego kontaktu bakteria-komórka gospodarza przed 

rozpoczęciem transferu substratów (Fronzes et al., 2008). Jedna z klas tego systemu, Trw, 

produkuje kilka różnych podjednostek piliowych, których znaczenie jest kluczowe dla 

adhezji do erytrocytów przez Gram-ujemne bakterie z rodzaju Bartonella (Dehio, 2008, 

Vayssier-Taussat et al., 2010). 

System sekrecji typu IV (Rys. 1E) obejmuje zespół co najmniej 10 niezbędnych do 

funkcjonowania białek oznaczanych jako VirB2-VirB11 oraz współpracującego z nim 

receptora rozpoznającego substrat – białka sprzężenia systemu sekrecji typu IV (T4CP, ang. 

type IV secretion coupling protein) VirD4. System ten składa się z kanału spinającego błonę 

wewnętrzną i zewnętrzną, przez który zachodzi eksport (tworzonego przez kompleks białek 

VirB6/B8, VirB10 i VirB9/B7), a także powierzchniowego filamentu rozciągniętego od 

powierzchni komórki bakteryjnej (VirB2), którego zadaniem jest nawiązywanie kontaktu z 

komórką gospodarza. Jedynie niektóre cechy molekularne tego systemu zostały do tej pory 

opisane (np. struktura T4CP, sekwencja rozpoznania substratu oraz struktura 6 z 10 białek 

VirB2-VirB11). 

2.2.4 Mechanizm pozakomórkowej precypitacji zarodkowej 
(ang. nucleation precipitation pathway) – agregujące 
fimbrie 

Niektóre bakterie, takie jak Salmonella spp. czy E. coli, produkują na swojej powierzchni 

cienkie, nieregularne fimbrie (ang. curli) o średnicy ok. 4-7 nm, odporne na działanie proteaz 

oraz 1% SDS i często tworzące agregaty (Proft i Baker, 2009). Struktury te przypominają 

pod względem budowy włókna amyloidowe kojarzone z ludzkimi schorzeniami 

degeneracyjnymi. W przypadku E. coli adhezyjne struktury fimbrialne tego typu budowane 

są przez białka podjednostkowe CsgA, które podlegają sekrecji na powierzchnię komórki, 

gdzie następuje ich polimeryzacja z udziałem białka CsgB, najprawdopodobniej 
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funkcjonującego jako nukleator (zarodek krystalizacji). W przypadku nieobecności CsgB, 

główna podjednostka fimbrii po przetransportowaniu na powierzchnię bakterii nie ulega 

polimeryzacji, ale pozostaje w postaci rozpuszczalnej (Goyal et al., 2014). Efektywna 

biogeneza fimbrii wymaga obecności lipoproteiny CsgG, zlokalizowanej w błonie 

zewnętrznej, która stabilizuje i uczestniczy w eksporcie obu podjednostek budulcowych. 

Dodatkowe elementy maszynerii budującej fimbrie stanowią białka CsgE i CsgF, 

oddziałujące z CsgG i niezbędne do prawidłowego uformowania fimbrii (Nenninger et al., 

2008) (Rys. 1B). Transporter CsgG oraz białko CsgE tworzą kompleks sekrecyjny z 

wykształconą komorą służącą do wiązania podjednostek CsgA. Energetyka uwalniania 

podjednostek z komory przez błony bakteryjne napędzana jest zmianą entropii pomiędzy 

stanem napełnienia komory podjednostką (niska entropia w obrębie komory - wysoka 

entropia na powierzchni komórki) i jej opróżnieniem (wysoka entropia w komorze – niska na 

powierzchni komórki). Wysoka koncentracja i stłoczenie konformacyjne niesfałdowanych 

podjednostek w komorze CsgG generuje napędzany entropią gradient energii swobodnej u 

wylotu kanału translokacyjnego CsgG (Rys. 2). Po wyjściu z kanału, białka podjednostek 

ulegają dyfuzji zasilanej tymże potencjałem. Wyjście całego białka składającego się ze 129 

reszt aminokwasowych z kanału równa się uwolnieniu energii swobodnej równej 340 

kJ/mol-1. Początkowy koszt energetyczny związany z koniecznością wychwycenia substratu 

jest rekompensowany przez uwolnienie energii powstającej przy tworzeniu kompleksu 

CsgG-CsgE-CsgA oraz przez zwiększenie poziomu entropii w periplazmie.  
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Rys. 2. Prawdopodobny model mechanizmu przenoszenia białek przez kanał CsgG. Białka CsgG 
(oznaczone jako G9) i CsgE (E9) tworzą kompleks sekrecyjny wiążący podjednostkę CsgA (A), 
przez co wytworzony zostaje potencjał entropii pomiędzy wejściem i wyjściem z kompleksu. Po 
wypełnieniu komory kompleksu i stłoczeniu w niej podjednostki następuje napędzana zmianą 
entropii dyfuzja podjednostki, skutkująca jej przeniesieniem przez błonę zewnętrzną (Goyal et al., 
2014). 

Jeżeli chodzi o mechanizm przyłączania białka podjednostki do kompleksu sekrecyjnego, 

to obecnie istnieją trzy hipotezy. Mechanizm pierwszy (Rys. 3A) zakłada wiązanie 

podjednostki do lipoproteiny CsgG, co wiąże się z jej zmianami konformacyjnymi i 

odsłonięciem miejsca o wysokim powinowactwie do CsgE. Przyłączenie tego białka 

skutkuje zamknięciem komory substratowej. Po uwolnieniu podjednostki, CsgG wraca do 

swojej pierwotnej konformacji, następuje odłączenie CsgE i powtórzenie cyklu. W 

mechanizmie drugim (Rys. 3B) jako pierwsze ma miejsce wychwycenie CsgA przez CsgE i 

utworzenie kompleksu o wysokim powinowactwie, który następnie przyłącza się do CsgG 

zamykając podjednostkę w komorze. Tutaj uwolnienie podjednostki prowadzi do zmiany 

konformacji CsgE i jego dysocjacji od kanału sekrecyjnego. Ostatnia hipoteza (Rys. 3C) 

zakłada utworzenie głównego kompleksu, w którym CsgE oscyluje pomiędzy dwoma 

stanami konformacyjnymi: otwartym i zamkniętym w fazach odpowiednio wiązania i 

wydzielania podjednostki (Goyal et al., 2014). 
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Rys. 3. Schemat procesu wiązania podjednostki i jej zamknięcia w komorze sekrecyjnej CsgG - trzy 
hipotetyczne możliwości (Goyal et al., 2014). 

 

2.3 Klasyczny mechanizm chaperone-usher 

2.3.1 Morfologia struktur adhezyjnych systemu chaperone-
usher 

System chaperone-usher jest najbardziej rozpowszechnionym mechanizmem biogenezy 

struktur adhezyjnych, wspólnym dla około 30 organelli różnych bakterii Gram-ujemnych 

(Thanassi i Hultgren, 2000). Występują one głównie u takich rodzajów bakterii jak 

Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Yersinia, Haemophilus, Pseudomonas, 

Acinetobacter, czy Bordatella. System ten pozwala na formowanie struktur o różnorodnej 

funkcji i architekturze. Struktury tego typu tworzą włókna składające się z podjednostek 

białkowych ułożonych liniowo w układzie „głowa do ogona”. W obrębie superrodziny 

struktur adhezyjnych systemu chaperone-usher można generalnie wyodrębnić dwie 

funkcjonalnie zróżnicowane rodziny – monoadhezyn oraz poliadhezyn (Rys. 4). 

Struktury należące do rodziny monoadhezyn to organella złożone z dwóch 

morfologicznie odmiennych części. Dolna, zakotwiczona w błonie zewnętrznej jest 

walcowata i sztywna, natomiast górna część to cienki i elastyczny filament. Monoadhezyny 

mają długość ok. 2µm i wykazują złożoną budowę podjednostkową – mogą być budowane 

przez aż siedem różnych rodzajów białek. Cechą charakterystyczną tych struktur jest to, że 



28 

 

zwykle posiadają one tylko jedną białkową podjednostkę adhezyjną na szczycie struktury. 

Przykładem struktur z tej rodziny są pile typu 1, kodowane przez operon fim uropatogennych 

szczepów E. coli (Rys. 1A). Pile te składają się z grubszego filamentu złożonego z około 

3000 podjednostek FimA, do którego przytwierdzone jest, poprzez białko FimF, cienkie 

fibryllum budowane przez podjednostki FimG. Na końcu włókna znajduje się adhezyna 

FimH (Hahn et al., 2002; Walczak et al., 2013). 

Poliadhezyny charakteryzują się morfologią fimbrialną o średnicy 2-3 nm bądź 

amorficzną odpowiadającą bezpostaciowej otoczce. Ich budowa w większości przypadków 

wykazuje cechy homopolimeru złożonego z jednego rodzaju podjednostek, jednak możliwe 

są również przypadki struktur budowanych z maksymalnie sześciu różnych podjednostek 

(heteropolimer). Najważniejszą właściwością poliadhezyn jest to, że wszystkie podjednostki 

budujące homopolimeryczną poliadhezynę oraz główne podjednostki strukturalne w 

przypadku poliadhezyny heteropolimerycznej posiadają jedno lub dwa niezależne 

specyficzne dla różnych receptorów gospodarza miejsca wiązania. Przykładem 

przedstawicieli tej rodziny struktur adhezyjnych są kodowane przez operony dra i afa-III 

struktury zbudowane z podjednostek (odpowiednio) DraE i AfaE-III, występujące u 

uropatogennych szczepów E. coli (Van Loy et al., 2002).  

 

Rys. 4. Schemat struktur adhezyjnych budowanych za pomocą systemu chaperone-usher. A – 
struktura monoadhezyny na przykładzie pili P. B – struktura poliadhezyny na przykładzie fimbrii Dr. 
Podjednostki o funkcji adhezyn zaznaczono kolorem czerwonym (Zavialov et al., 2007). 
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2.3.2 Biogeneza struktur adhezyjnych systemu chaperone-usher 
Geny odpowiedzialne za biosyntezę struktur adhezyjnych według mechanizmu 

chaperone-usher zgrupowane są w operonach o dużej homologii sekwencyjnej i strukturalnej 

(Soto i Hultgren, 1999). W każdym z operonów znajdują się geny kodujące trzy główne 

rodzaje białek niezbędne do utworzenia prawidłowej struktury adhezyjnej typu „cheprone-

usher”: periplazmatyczne białko opiekuńcze (ang. chaperone) odpowiedzialne za katalizę 

procesu fałdowania podjednostek adhezyjnych do struktury natywnej zdolnej do 

polimeryzacji, zewnątrzbłonowe białko kanałotwórcze (ang. usher), na bazie którego 

następuje formowanie funkcjonalnej zewnątrzkomórkowej struktury fimbrialnej oraz 

przynajmniej jedna główna podjednostka białkowa budująca zewnątrzkomórkową strukturę 

adhezyjną. W wielu przypadkach poza tymi trzema podstawowymi białkami w operonie 

znaleźć można geny, których ekspresja powoduje powstanie innych, pobocznych 

podjednostek, dodatkowych białek opiekuńczych, bądź białek regulatorowych (Nuccio i 

Baumler, 2007). Ogólną organizację operonów systemu chaperone-usher obrazuje rysunek 5. 
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Rys. 5. Organizacja operonów warunkujących ekspresję struktur adhezyjnych systemu chaperone-
usher. Geny kodujące białka opiekuńcze oznaczono kolorem niebieskim, białka usher kolorem 
pomarańczowym, główne podjednostki strukturalne i podjednostki o funkcji adhezyny kolorem 
czerwonym, podjednostki o nieznanej funkcji kolorem żółtym, a geny regulatorowe kolorem 
czarnym. Kolorem zielonym i różowym oznaczono odpowiednio geny kodujące białka o 
domniemanej i nieznanej funkcji. Liczby w strzałkach oznaczają masę kodowanego białka w kDa 
(Zav’yalov et al., 2010). 
 

Białka podjednostek struktur adhezyjnych posiadają N-terminalną sekwencję sygnalną 

umożliwiającą ich transport za pomocą systemu sekrecji Sec z cytoplazmy przez błonę 

wewnętrzną do przestrzeni periplazmatycznej. Sekwencja ta zostaje odcięta podczas 
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transportu, a białko w obrębie periplazmy zostaje poddane działaniu oksydoreduktaz 

disiarczkowych, takich jak np. DsbA (w przypadku E. coli) czy SrgA (u S. enterica), które 

katalizują tworzenie mostków disiarczkowych (Jacob-Dubuisson et al., 1994, Bouwmann et 

al., 2003, Crespo et al., 2012). Białka podjednostkowe charakteryzują się strukturą 

immunoglobulino-podobną. Klasyczna struktura immunoglobulinowa (Ig), przykładami 

której są np. przeciwciała, posiada topologię spłaszczonej β-beczki składającej się z dwóch 

ułożonych antyrównolegle względem siebie β-kartek. Budowane są one przez siedem 

głównych β-nici oznaczanych literami od A do G. Dwie β-kartki są ze sobą połączone 

poprzez mostek disiarczkowy, zlokalizowany pomiędzy β-nićmi B i F (Halaby et al., 1999). 

Cechą charakterystyczną białek podjednostkowych systemu CU jest struktura 

immunoglobulinopodobna wykazująca brak siódmej C-terminalnej β-nici G, co prowadzi do 

powstania szczeliny akceptorowej na ich powierzchni, odsłaniającej częściowo rdzeń 

tworzony przez hydrofobowe reszty aminokwasowe. Brzegi szczeliny tworzone są przez 

reszty aminokwasowe C-terminalnej β-nici F oraz N-terminalnej β-nici A. W skład szczeliny 

wchodzi do pięciu niepolarnych aminokwasów (miejsca wiążące P5-P1). Wielkość szczeliny 

powiązana jest z rodzajem morfologicznym struktury adhezyjnej – jest ona większa w 

przypadku struktur homopolimerycznych (Sauer et al., 2004). Do utworzenia poprawnej 

struktury podjednostki fimbrialnej niezbędna jest interakcja – utworzenie kompleksu 

binarnego – ze specyficznym białkiem opiekuńczym, które uzupełnia jej szczelinę 

hydrofobową w procesie komplementacji nici donorowych (DSC, ang. donor strand 

complementation). Mechanizm ten opiera się na współdzieleniu C-terminalnej β-nici 

donorowej G1 białka opiekuńczego z podjednostką. Pomiędzy β-nićmi G1 i A1 białka 

opiekuńczego oraz F i A szczeliny akceptorowej białka podjednostkowego tworzą się 

wiązania wodorowe. W wyniku reakcji DSC białko podjednostki uzyskuje strukturę 

stabilnej, zamkniętej β-beczki. Komplementacja nici donorowej jest więc procesem 

umożliwiającym podjednostkom prawidłowe fałdowanie poprzez dostarczenie informacji 

sterycznej w postaci brakującej nici (Zav’yalov et al., 2010). Proces ten zabezpiecza 

podjednostki przed agregacją i późniejszą degradacją proteolityczną. W następnym etapie 

kompleksy podjednostka-białko opiekuńcze przemieszczają się w kierunku zlokalizowanych 

w błonie zewnętrznej białek kanałotwórczych. Kontakt z usherem umożliwia uwolnienie 

podjednostek z kompleksów, a następnie przetransportowanie ich poprzez kanał na 
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powierzchnię komórki bakteryjnej, gdzie kolejno włączane są w obręb struktury adhezyjnej. 

W momencie styczności kompleksu chaperone-podjednostka z usherem następuje reakcja 

wymiany nici donorowych (DSE, ang. donor strand exchange), której efektem jest usunięcie 

białka opiekuńczego z kompleksu przez następną podjednostkę. W obrębie szczeliny 

akceptorowej następuje w tym momencie wymiana β-nici G1 chaperonu na Gd - N-końcową 

nić donorową podjednostki. Ostatecznie N-terminalna nić „przybywającej” podjednostki 

wypełnia szczelinę podjednostki ostatnio wbudowanej w polimer. Efektem jest powstanie 

dojrzałego organellum, w którym każda podjednostka swoją nicią donorową uzupełnia 

strukturę sąsiedniej podjednostki (Sauer et al., 2004). 

2.3.3 Białka podjednostkowe budujące struktury systemu 
chaperone-usher 

Białka podjednostkowe będące składnikami budulcowymi struktur adhezyjnych systemu 

chaperone-usher, mimo iż należą do jednej rodziny, charakteryzują się niskim poziomem 

homologii sekwencyjnej. Wynika to z dużego zróżnicowania struktur adhezyjnych i ich 

funkcji biologicznej. Z drugiej jednak strony, wykazują one wysoki stopień 

zakonserwowania strukturalnego, będącego skutkiem przynależności do układów o 

wspólnym mechanizmie biogenezy. Ponieważ struktury adhezyjne systemu chaperone-usher 

dzielą się ogólnie na dwie grupy – homo- i heteropolimetyczne – budowa białek 

podjednostkowych została przedstawiona na przykładzie podjednostki Caf1 budującej 

frakcję 1 u Yersina pestis (struktura homopolimeryczna) i domeny pilinowej podjednostki 

FimH pili typu 1 u Escherichia coli (struktura heteropolimeryczna). Pomimo braku 

wyraźnego podobieństwa w sekwencji aminokwasowej, oba rodzaje podjednostek wykazują 

podobną organizację budujących je β-nici (Rys. 6). Szkielet rdzenia obu białek 

podjednostkowych składa się z czterech β-nici, oznaczanych jako B, C, E oraz F. Znacząca 

różnica zauważalna jest natomiast w obrębie β-nici A. W białkach struktur 

heteropolimerycznych nić A w początkowym odcinku oddziałuje poprzez wiązania 

wodorowe z β-nicią B, formując β-kartkę ABED, po czym ulega przegięciu i dalej 

kontynuuje jako część β-kartki A’G1FC (gdzie G1 oznacza nić donorową białka 

opiekuńczego). W przypadku białek struktur homopolimerycznych β-nić A ulega przegięciu 

w swym końcowym odcinku (lub jej struktura ulega zaburzeniu, np. w przypadku 
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podjednostki SafA z Salmonella typhimurum), przez co w niewielkim stopniu współtworzy 

β-kartkę A’G1FC. Region znajdujący się pomiędzy β-nićmi C i E wykazuje duże 

zróżnicowanie strukturalne wśród wszystkich białek podjednostkowych struktur 

adhezyjnych. Białka budujące struktury heteropolimeryczne mają tendencję do posiadania 

długich pętli pomiędzy β-nićmi D’’ i E, podczas gdy podjednostki struktur 

homopolimerycznych wykazują dłuższe sekwencje w regionie pomiędzy β-nićmi C i D 

(Zavialov et al., 2007). 

 

Rys. 6. Różnice w budowie podjednostek na przykładzie Caf1 (składnika struktury 
homopolimerycznej) i FimH (elementu struktury heteropolimerycznej) oraz porównanie struktur tych 
podjednostek w kompleksie z białkami opiekuńczymi. A, B – rozmieszczenie β-nici w podjednostce 
FimH E. coli. C, D – rozmieszczenie β-nici w podjednostce Caf1 Y. pestis. Kolorem czerwonym 
zaznaczono nici pochodzące od podjednostki, kolorem niebieskim – nici donorowe białka 
opiekuńczego (Zavialov et al., 2007). 

 

Poza brakiem jednej z β-nici, struktura niektórych białek podjednostkowych różni się od 

klasycznej struktury immunoglobulinowej jeszcze jednym elementem – mostkiem 

disiarczkowym, łączącym dwie sąsiednie nici. Znajduje się on pomiędzy początkiem nici A i 

końcem nici B, przez co zlokalizowany jest na szczycie białka podjednostkowego. W 
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klasycznej strukturze Ig mostek występuje w obrębie rdzenia białka, łącząc nici B i F. 

Mostek typu A-B zidentyfikowany został w obrębie struktur głównych podjednostek DraE, 

PapA i FimA, pomniejszych podjednostek PapE, PapH, PapK, FimA, FimF, FimG oraz w 

obrębie domeny pilinowej podjednostki FimH (Sauer et al., 1999, Choudhury et al., 1999, 

Anderson et al., 2004, Verger et al., 2007, Puorger et al., 2008, Piątek et al., 2010). 

2.3.4 Struktura i funkcja białek opieku ńczych systemu 
chaperone-usher 

Białka opiekuńcze stanowią kluczowy element szlaku biogenezy typu „chaperone-usher”. 

Ich funkcja obejmuje wychwytywanie kolejnych podjednostek przetransportowanych przez 

błonę wewnętrzną do periplazmy i w efekcie katalizę procesu ich fałdowania. Wiązanie to 

jednocześnie chroni podjednostki przed agregacją i degradacją proteolityczną poprzez 

wypełnienie występującej w strukturze podjednostek szczeliny hydrofobowej za pomocą 

specyficznej nici donorowej chaperonu. Białka opiekuńcze transportują także podjednostki 

przez periplazmę do białka kanałotwórczego w błonie zewnętrznej (Zavialov et al., 2007). 

Białka opiekuńcze szlaku „chaperon-usher” wykazują wysoki stopień zakonserwowania 

pod względem sekwencji i struktury. Ich budowa została po raz pierwszy opisana na 

podstawie białka PapD biorącego udział w składaniu pili P uropatogennych szczepów 

Escherichia coli (Hultgren et al., 1993). Każde takie białko składa się z dwóch domen, 

których wzajemne nachylenie do siebie pod kątem około 90˚ nadaje cząsteczce kształt 

zbliżony do bumerangu. Domeny białka opiekuńczego posiadają strukturę 

immunoglobulinową złożoną z siedmiu β-nici. Domena N-teminalna zawiera element 

kluczowy w procesie uzupełniania szczeliny akceptorowej podjednostki – nić donorową G1. 

W obrębie tej nici znajdują się naprzemiennie ułożone reszty hydrofobowe, które poprzez 

oddziaływania z hydrofobowymi resztami podjednostkowej β-nici F dopełniają rdzeń 

podjednostki. Pomiędzy domenami białka opiekuńczego obserwuje się szeroką i głęboką 

szczelinę. W jej obrębie położony jest jeden z fundamentalnych elementów, biorących udział 

w tworzeniu kompleksu z podjednostką – dwie zakonserwowane reszty aminokwasowe, 

będące homologami reszt Arg8 i Lys112 chaperonu PapD. Reszty te są odpowiedzialne za 

związanie i odpowiednie umiejscowienie C-terminalnej reszty karboksylowej z β-nici F 

podjednostki i ostatecznie zapewniają prawidłowe wzajemne ułożenie β-nici F i nici 
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donorowej G1 białka opiekuńczego. Jest to tak zwana „kotwica argininowo-lizynowa” 

(Zavialov et aļ  2003).Struktura białka opiekuńczego na przykładzie SfaE (kodowanego 

przez operon sfa i biorącego udział w biogenezie pili S E. coli) pokazana została na rysunku 

7. 

 

Rys. 7. Struktura białka opiekuńczego SfaE. A i B – diagramy topologiczne odpowiednio domeny N- 
i C-terminalnej. C – diagram wstążkowy struktury III-rzędowej chaperonu. Uwidoczniono trzy reszty 
hydrofobowe tworzące kluczowy motyw nici donorowej (Leu103, Phe105, Ile107), a także dwie 
zakonserwowane dodatnie reszty zlokalizowane na dnie szczeliny wiążącej podjednostkę (Arg8, 
Lys112) (Knight et al., 2002). 

Białka opiekuńcze są klasyfikowane na podstawie długości pętli ł ączącej β-nici F1 i G1 

domeny N-terminalnej. Wyróżniamy dwie grupy tych białek: FGS (ang. F1-G1 short), 

posiadające krótką pętlę o długości od 10 do 20 reszt aminokwasowych (np. PapD, FimC), 

oraz FGL (ang. F1-G1 long) o pętli zawierającej od 21 do 29 reszt (np. Caf1M, DraB). 

Jednocześnie wymieniony wyżej podział pod względem morfologicznym skorelowany jest z 

rodzajem struktury adhezyjnej, w biogenezie której biorą udział. Białka FGS budują 

struktury heteropolimeryczne, podczas gdy białka FGL uczestniczą w powstawaniu struktur 
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homopolimerycznych (Zav’yalov et al., 1995, Hung et al., 1996) (Tabela 3). Pętla F1-G1 w 

strukturach krystalograficznych białek opiekuńczych w stanie wolnym jest 

nieuporządkowana. Podczas oddziaływania z podjednostką rejon ten ulega 

ustrukturyzowaniu w wyniku czego wydłuża się motyw wiążący podjednostkę znajdujący się 

w nici G1 (zlokalizowanej tuż za pętlą F1-G1). W przypadku białek FGS motyw wiążący w 

rejonie nici G1 składa się z trzech masywnych reszt hydrofobowych, natomiast motyw 

białkek FGL obejmuje łącznie pięć takich reszt: trzy w obrębie nici donorowej oraz 

dodatkowe dwie w rejonie pętli. Dłuższy, bardziej wyspecjalizowany motyw wiażący białka 

podjednostek chaperonów FGL zawęża spektrum pasujących do niego podjednostek do 

jednej bądź dwóch, wynikiem czego jest powstawanie struktur homopolimerycznych. Z kolei 

krótszy motyw wiążący białek FGS skutkuje mniej specyficznym wiązaniem, 

umożliwiającym biogenezę struktur piliowych zbudowanych z nawet siedmiu różnych 

podjednostek (Zavialov et al., 2003). Poza pierwotnie zaobserwowanymi różnicami w 

długości pętli F1-G1, pomiędzy białkami FGS i FGL występują również inne różnice 

strukturalne szczególnie w rejonach odpowiedzialnych za oddziaływania z podjednostkami 

(Rys. 7). Nić donorowa chaperonów z rodziny FGL wyposażona jest w motyw składający się 

z pięciu masywnych reszt hydrofobowych (oznaczonych jako reszty P1-P5), które podczas 

tworzena kompleksu wypełniają pięć „kieszeni” wiążących w obrębie szczeliny podjednostki 

(miejsca wiążące P1-P5). Efektem jest zdecydowanie dłuższa szczelina akceptorowa 

podjednostek oddziałujących z białkami opiekuńczymi FGL niż w przypadku podjednostek 

tworzących kompleksy z białkami FGS, których nić donorowa posiada motyw wiążący 

składający się jedynie z 3 hydrofobowych reszt oraz jednej reszty asparaginy, oznaczonych 

jako reszty P1-P4. Również β-nić A1 chaperonu FGL w pełniejszy sposób oddziałuje ze 

strukturą podjednostki niż ma to miejsce w kompleksach białko opiekuńcze FGS-

podjednostka (Zavialov et al., 2007).  
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Białko 
opiekuńcze 

Rodzina 
Rodzaj 
stuktury 

Morfologia struktury 
adhezyjnej 

Liczba 
podjednostek 
oddziałujących 
z białkiem 
opiekuńczym 

PapD 
PrsD 
FimC 
SfaE 
FocC 
HifB  
FimB 
MrpD 
PmfC 
LpfB 
PefD 
AftB  
FasB 

FGS monoadhezyna 
Sztywna, gruba pilia o 
średnicy 7-8 nm 

5-7 

F17D 
MrkB 
RalE 

FGS monoadhezyna 
Cienka, giętka pilia o 
średnicy ok. 2-4 nm 

2 (F17), 3 
(Mrk), 4 (Ral) 

FaeE 
FanE 

FGS poliadhezyna 
Cienka, giętka pilia o 
średnicy ok. 2-4 nm 

5 

CssC  
(rodzina 
chaperonów 
typu SafD) 

FGL poliadhezyna Struktury nietypowe 2 

SefB  
(rodzina 
chaperonów 
typu SafD) 

FGL poliadhezyna 
Długa, cienka fimbria o 
średnicy 2 nm 

2 

SafB 
(rodzina 
chaperonów 
typu SafD) 

FGL poliadhezyna 

Morfologia 
niespecyficzna: 
amorficzna bądź 
kapsułko-podobna 

2 

Afa-8B 
AafD 
Agg-3D 
AggD 
DafaB 
Afa-3B 

FGL poliadhezyna 
Cienkie, elastyczne 
włókno o średnicy 2 nm 

1 
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DraB 
DaaB  
(rodzina 
chaperonów 
typu 
Caf1M) 
Caf1M 
PsaB 
MyfB  
NfaE 
CS3-E  
(rodzina 
chaperonów 
typu 
Caf1M) 

FGL poliadhezyna 

Morfologia 
zróżnicowana: od 
cienkich, elastycznych 
włókien (fimbire Psa) 
do postaci amorficznej 
bądź kapsułko-
podobnej (antygen F1) 

1 

Tabela 3. Klasyfikacja białek opiekuńczych systemów biogenezy struktur adhezyjnych typu 
cheperone-usher (Zavialov et al., 2007) 

 

 

Rys. 7. Schemat oddziaływania białek opiekuńczych rodzin FGS i FGL z podjednostkami 
budulcowymi struktur adhezyjnych. Chaperony oznaczono kolorem niebieskim, ich β-nici A1 i G1 
oznaczono kolorem fioletowym, podjednostki – kolorem czerwonym. W białku rodziny FGL 
(Caf1M) zaznaczono zakonserwowane reszty cysteiny biorące udział w tworzeniu mostka 
disiarczkowego. Uwydatniono również hydrofobowe reszty nici G1 oddziałujące z miejscami 
wiążącymi P5-P1 w podjednostkach (Zav’yalov et al., 2010). 
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Rys. 8. Sekwencje kluczowe dla funkcjonowania białek opiekuńczych. Numeracja nadana została na 
podstawie sekwencji białka Caf1M. Kolorem żółtym oznaczono reszty cysteiny biorące udział w 
tworzeniu mostka spinającego pętlę F1-G1 w przypadku białek FGL. Kolorem zielonym oznaczono 
reszty zakonserwowane w obrębie całej rodziny białek opiekuńczych systemu CU. Reszty biorące 
udział w donorowaniu podjednostki oznaczono kolorem czerwonym. Kolorem turkusowym 
oznaczono reszty zakonserwowane dla białek Caf1M-podobnych (Zav’yalov et al., 2010). 

Inną istotną różnicą jest obecność w strukturze białek FGL mostka disiarczkowego 

łączącego dwie zakonserwowane reszty cysteiny, z których jedna znajduje się w nici F1, a 



40 

 

druga w nici G1. Wykazano, że wiązanie to jest kluczowe dla prawidłowego funkcjonowania 

białek opiekuńczych FGL. Usunięcie mostka skutkuje zwiększeniem stałej dysocjacji 

kompleksu chaperone-podjednostka (Zav’yalov et al., 1997; Piątek et al., 2005). Mostek ten, 

spinający rejon β-nić F1-pętla-β-nić G1 na kształt „spinki do włosów” jest nieobecny w 

strukturze białek FGS (Zavialovet al., 2003) (Rys. 8). 

Wyraźne różnice można zaobserwować pomiędzy białkami podjednostkowymi 

fałdowanymi odpowiednio przez chaperony FGS i FGL. Różnice te szczególnie dotyczą 

kluczowej β-nici F podjednostek, która tworzy brzeg szczeliny akceptorowej biorący 

bezpośredni udział w interakcji z białkami opiekuńczymi. Wszystkie podjednostki 

oddziałujące z białkami FGS zawierają zakonserwowany C-końcowy motyw nazywany β-

zamkiem (ang. β-zipper) (Rys. 9). Motyw ten znajduje się w obszarze ograniczonym przez 

przedostatnią resztę tyrozyny oraz zakonserwowaną resztę glicyny, znajdującą się w 

odległości 14 reszt od C-końca białka podjednostkowego. Pomiędzy tymi granicami znajduje 

się rejon złożony z hydrofobowych reszt aminokwasowych (Hung et al., 1996). W 

przypadku podjednostek wchodzących w interakcję z białkami FGL, motyw β-zamka 

wykazuje pewną zmienność. Większość tych podjednostek zawiera resztę tyrozyny w 

pozycji 3, hydrofobowe reszty w pozycjach 6 i 8, resztę tyrozyny w pozycji 12 oraz resztę 

glicyny w pozycji 14, reszt licząc od C-końca. Pomimo występujących w tym rejonie różnic, 

zaobserwowano, że białka opiekuńcze FGS są w stanie wiązać podjednostki pochodzące z 

systemów, w których w naturze rolę chaperona pełni białko FGL (Hung et al., 1996).  
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Rys. 9. Motyw β-zamka podjednostek włączanych w strukturę adhezyjną przy udziale białek 
opiekuńczych FGS (A) oraz zmienność tego motywu u podjednostek włączanych za pomocą białek 
FGL (B). Reszty aminokwasowe numerowane są od C-końca. Kolorem żółtym oznaczono 
zakonserwowane reszty hydrofobowe, kolorem pomarańczowym – zakonserwowaną resztę glicyny w 
pozycji 14 od C-końca wyznaczającą koniec motywu (Hung et al., 1996). 

 

Podstawowym zadaniem białek opiekuńczych jest uzupełnianie defektywnej struktury 

podjednostek, jednak mogą one występować również w formie niezwiązanej. W takiej 
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sytuacji powierzchnie aktywne odpowiedzialne za oddziaływania z podjednostkami (np. 

hydrofobowa nić donorowa G1) muszą być chronione przed proteolizą i niespecyficznym 

wiązaniem. Dlatego też cząsteczki niektórych białek opiekuńczych w roztworze przejściowo 

oddziałują ze sobą tworząc dimery bądź tetramery, w których powierzchnie te ukryte są 

wewnątrz struktury. Na przykładzie chaperonu PapD (rodzina FGS) udowodniono, że dimer 

taki tworzy się poprzez wytworzenie wiązań pomiędzy tymi samymi powierzchniami, które 

są wykorzystywane do tworzenia kompleksów z podjednostką (Hung et al., 1999). 

Przedstawiciel rodziny FGL, chaperone Caf1M przyjmuje formę tetrameryczną, w której 

wszystkie cząsteczki poprzez jednoczesne, wspólne osłanianie sekwencji aktywnych w 

niciach A1 i G1 tworzą ośmioniciową strukturę „heterokanapki” z hydrofobowym, bogatym 

w reszty fenyloalaniny rdzeniem o wysokim stopniu upakowania (Zavialov i Knight, 2007). 

Strategia ochrony wrażliwych na proteolizę miejsc przez oligomeryzację nie jest jednak 

wspólna dla wszystkich białek opiekuńczych – jest to raczej kwestia konkretnego przypadku. 

Chaperone FaeE w formie niezwiązanej występuje w postaci stabilnego monomeru (Van 

Molle et al., 2009). 

2.3.5 Białka opiekuńcze FGA 
Istnieje oddzielna, składająca się z 8 przedstawicieli rodzina struktur adhezyjnych, 

obserwowanych u enterotoksycznych szczepów E. coli, oznaczona jako fimbrie klasy 5. 

Najlepiej poznanym przykładem tej rodziny są fimbrie CS1. Budowane są one z 

podjednostek CooB i CooD, a rolę białka opiekuńczego tworzącego z nimi kompleksy pełni 

CooA. CooB stanowi główny składnik budulcowy pili, natomiast CooD funkcjonuje jako 

pojedyncza podjednostka szczytowa i jest niezbędne zarówno do inicjacji procesu 

polimeryzacji pili, jak i do adherencji do komórek gospodarza. Czwartym elementem 

systemu jest białko CooC, przez które prawdopodobnie zachodzi sekrecja pili na 

powierzchnię komórki bakteryjnej, a więc o funkcji ushera. Pomimo podobieństwa do 

elementów biorących udział w biogenezie struktur powstających na drodze klasycznego 

systemu chaperone-usher, składniki mechanizmu biogenezy pili CS1 i innych jej podobnych 

nie wykazują żadnej istotnej zbieżności sekwencyjnej, co prowadzi do wniosku, iż ten 

mechanizm najprawdopodobniej powstał na drodze zbieżnej ewolucji (Galkin et al., 2013). 
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Badania prowadzone na innym przedstawicielu tej rodziny, fimbriach CFA/I oraz 

odpowiedniego dla nich białka opiekuńczego – CfaA – doprowadziły do wyróżnienia nowej 

klasy chaperonów, które nie przynależą ani do grupy FGL ani do FGS. Tę nową grupę 

oznaczono zatem jako FGA (ang. F1-G1 alternate) (Bao et al., 2014). Fimbrie CFA 

występują w postaci polimeru zawierającego ponad 1000 kopii głównej podjednostki CfaB 

oraz szczytową adhezynę CfaE. Nić donorowa głównej podjednostki wykazuje 

charakterystyczny motyw reszt hydrofobowych. Dopasowuje się on precyzyjnie do zagłębień 

w rdzeń nici podjednostki w obrębie szczeliny akceptorowej. Dwie wysoko zakonserwowane 

reszty Glu2 i Lys3 na początku nici donorowej oddziałują z wykazującymi podobny stopień 

zakonserwowania resztami Lys61 i Asp16 na brzegach szczeliny (Li et al., 2009). 

Chaperone CfaA wykazuje topologię zbliżoną do innych białek opiekuńczych systemu 

CU, o kształcie bumeranga. Każda z domen to siedmioniciowa β-beczka o strukturze 

immunoglobulinowej. CfaA wykazuje cechy pośrednie pomiędzy białkami FGL i FGS. 

Zaobserwować można dwie właściwości, upodabniające go do białek FGL. Pierwsza z nich 

to pętla F1-G1 o średniej długości 20 reszt aminokwasowych, druga natomiast to motyw 

wiążący podjednostkę. W przypadku białek z grup FGS i FGL motyw ten, składający się z 

naprzemiennie leżących reszt hydrofobowych i hydrofilowych o długości odpowiednio 

trzech i pięciu reszt hydrofobowych oznaczony jest jako miejsca P5-P1. Ten 

charakterystyczny motyw u chaperonów z grupy FGA składa się z czterech reszt 

hydrofobowych, a dodatkowo jest on jednak przesunięty w stronę C-końca o dwie reszty w 

porównaniu zarówno do białek FGL jak i FGS (Rys. 10B), dlatego dla białek FGA oznacza 

się miejsca P3-P0.  
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Rys. 10. Porównanie struktur białek opiekuńczych należących do różnych grup. A – para 
stereoskopowa obrazująca nałożenie struktur N-terminalnych domen białek opiekuńczych. 
Oznaczone zostały wszystkie β-nici. Reszty aminokwasowe nici G1 oddziałujące z podjednostkami 
wyróżniono i ponumerowano. B – nałożenie struktur nici donorowych białek FGl, FGS i FGA z 
zaznaczeniem reszt hydrofobowych w pozycji P0 (jedynie dla CfaA), P1, P2 i P3 (Bao et al., 2014). 

 

Co istotne, zaobserwować można również dwie cechy wspólne dla grup FGS i FGA, z 

których jedną jest brak N-końcowego przedłużenia przed nicią A1 istotnego dla wiązania 

podjednostki, a drugą brak mostka disiarczkowego łączącego pętlę F1-G1 w przypadku 

białek FGL. 

Poza wymienionymi właściwościami łączącymi białka opiekuńcze FGA z dwoma 

pozostałymi grupami, opisano również szereg cech, które bezspornie różnicują je od nich. W 

obrębie nici D1 obecny jest wtręt (D1') bogaty w reszty kwasowe połączone kilkoma 

mostkami solnymi z przyległymi resztami zasadowymi, natomiast w obrębie pętli C2-D2' 

występuje wtręt stabilizowany unikalnym mostkiem disiarczkowym. Pomiędzy domenami 
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białek FGA znajduje się łącznik o długości zdecydowanie mniejszej niż występujący 

zarówno w białkach FGL jak i FGS. Nie obserwuje się wyraźnego odpowiednika niezbędnej 

do wychwytywania podjednostek N-terminalnej reszty zasadowej zakonserwowanej tak u 

białek FGL (np. Arg20 w strukturze Caf1M) jak i FGS (np. Arg8 w strukturze PapD). 

Potencjalnie zdolna do oddziaływań reszta Lys9 posiada wystający łańcuch boczny 

utrudniający kontakt ze związaną podjednostką. Dodatkowo, w przypadku dwóch 

przedstawicieli grupy FGA nieobecna jest reszta lizyny będąca częścią kotwicy argininowo-

lizynowej. Prawdopodobnie jej funkcję przejmuje w tych przypadkach reszta argininy 154 

nieobecna w białkach FGL i FGS (Bao et al., 2014). Cechy odróżniające białka opiekuńcze 

należące do trzech grup zestawiono w tabeli 4. 

 

Cecha charakterystyczna 
Chaperony 

FGL 
Chaperony 

FGS 
Chaperony 

FGA 
Średnia długość pętli F1-G1 24 13 20 
Ilość reszt hydrofobowych w nici donorowej 4 3 4 
N-końcowe przedłużenie przed nicią A (12-
14 reszt) 

Tak Nie Nie 

Mostek disiarczkowy łączący nici F1 i G1 Tak Nie Nie 
Wtręt D1' Nie Nie Tak 
Wtręt C2-D2' Nie Nie Tak 
Mostek disiarczkowy w obrębie pętli C2-D2' Nie Nie Tak 
Długość łącznika pomiędzy domenami 14 14 7 
Reszta biorąca udział w kotwiczeniu 
podjednostki 

Arg20 
(Caf1M) 

Arg8 
(PapD) 

Arg154 
(CfaA) 

Tabela 4. Cechy wyróżniające oraz łączące poszczególne grupy białek opiekuńczych (Bao et al., 
2014) 

 

2.3.6 Białka usher – struktura i działanie, reakcja DSE 
Białka kanałotwórcze usher zlokalizowane są w obrębie błony zewnętrznej i mają 

wielkość ok. 800 reszt aminokwasowych. Każde z nich posiada cztery funkcjonalne domeny: 

dwie domeny periplazmatyczne na N- i C-końcu (o wielkości odpowiednio około 125 i 170 

reszt aminowasowych), których funkcją jest wychwytywanie kompleksów chaperone-

podjednostka, dużą centralną domenę stanowiącą kanał translokacyjny (około 500 reszt) oraz 

domenę „korkową” (około 110 reszt aminokwasowych). Jako pierwszą udało się zbadać 
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dokładnie część ushera PapC obejmującą reszty 130-640, w których zawarta była domena 

kanału wraz z domeną „korka”. Fragment ten ma strukturę składającej się z 24 nici β-beczki 

o nerkowatym kształcie i wysokości 45 Å oraz wymiarach zewnętrznym 65 x 45 Å i 

wewnętrznym 45 x 25 Å (Remaut et al., 2008). Domena „korka” znajduje się w prześwicie 

kanału translokacyjnego i poprzez zamknięcie go zapobiega wyciekaniu białek 

periplazmatycznych (gdy usher znajduje się w stanie nieaktywnym). W stanie aktywowanym 

(po przyłączeniu kompleksu białko opiekuńcze-podjednostka), domena ta „otwiera” kanał 

przemieszczając się do przestrzeni periplazmatycznej obok domeny N-terminalnej, co ma 

miejsce równocześnie ze zmianą kształtu domeny translokacyjnej do bliskiej okręgu o 

średnicy 32 Å. Zostało to zbadane na przykładzie ushera FimD związanego z kompleksem 

FimC-FimH (Phan et al., 2011).  

Cykl włączania podjednostek w obręb struktury adhezyjnej opisano na podstawie 

biogenezy pili P i pili typu 1 (Rys. 11). Główną zasadą tego cyklu jest fakt, iż domeny 

periplazmatyczne ushera uczestniczą w „podawaniu” kolejnych podjednostek do powstającej 

w obrębie kanału ushera pili. Domena N-terminalna posiada specyficzne miejsce wiązania 

kompleksu chaperone-podjednostka – nie rozpoznaje białek opiekuńczych ani podjednostek 

w stanie wolnym. Składa się ona z N-końcowego elastycznego segmentu (24 reszty 

aminokwasowe w przypadku FimD), ustrukturyzowanego rdzenia oraz C-końcowego 

fragmentu zawiasowego. W czasie interakcji z kompleksem binarnym N-terminalny 

fragment domeny, nieustrukturyzowany w nieaktywnym białku kanałotwórczym, 

uczestniczy w oddziaływaniach zarówno z białkiem opiekuńczym jak i podjednostką 

odpowiadając za 60% kontaktów domeny N-terminalnej ushera z kompleksem chaperone-

podjednostka (Nishiyama et al., 2005; Zav’yalovet al., 2010). Domena N-terminalna ushera 

wychwytuje kompleksy i ustawia je w odpowiedniej orientacji do reakcji DSE (Rys. 11, 

panel pierwszy), a następnie podaje je do domeny C-terminalnej ushera. W tym miejscu 

dochodzi do inicjacji reakcji DSE: następuje wymiana nici donorowych i włączenie w 

rosnącą fimbrię podjednostki pozostającej do tej pory w unieruchomionym przez C-końcową 

domenę ushera kompleksie z białkiem opiekuńczym. Chaperone zostaje uwolniony (Rys. 11, 

panel trzeci). Zwolnione przez poprzednią podjednostkę miejsce przy domenie C-terminalnej 

zostaje następnie zajęte przez kolejny kompleks podany przez domenę N-terminalną, po 

czym cykl się powtarza (Phan et al., 2011). 



47 

 

 

Rys. 11. Model cyklu przyłączania kompleksu chaperone-podjednostka do białka usher na 
przykładzie białek FimD (usher), FimC (białko opiekuńcze) oraz FimG i FimH (podjednostki). NTD 
– domena N-terminalna białka usher, CTD1, CTD2 – domeny C-terminalne białka usher (Busch i 
Waksman, 2012). 

 

Jak już wspomniano, proces polimeryzacji podjednostek do postaci fimbrii zachodzi 

podczas następujących po sobie etapach wymiany nici donorowej G1 chaperonu na N-

terminalną nić kolejnej podjednostki w obrębie szczeliny akceptorowej podjednostki 

poprzedniej. Reakcja DSE przebiega według modelu „zip-in-zip-out”. Zbadano go na 

przykładzie przejściowego kompeksu potrójnego białko opiekuńcze-podjednostka-peptyd 

imitujący nić Gd (Remaut et al., 2006). Dla procesu wymiany nici donorowej chaperonu na 

peptyd kluczowe są reakcje zachodzące w kieszeni P5 podjednostki – jest to miejsce, w 

którym następuje „werbowanie” nici donorowej następnej podjednostki, tzn jest ono 

wypełniane jako pierwsze. Odłączanie nici G1 następuje kolejno reszta aminokwasowa po 

reszcie (w kierunku od P4 do P1) i jednocześnie ma miejsce przyłączanie kolejnych reszt 

nici podjednostkowej (od kieszeni P5 do P2) (Rose et al., 2008). Ostatecznie więc w 

kompleksie białko opiekuńcze-podjednostka kieszenie P1-P4 w szczelinie akceptorowej są 

zajęte przez odpowiednie reszty nici G1, natomiast po wymianie nici, reszty N-końcowej 

nici kolejnej podjednostki zajmują kieszenie P2-P5 (Rys. 12). 
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Rys. 12. Schemat procesu wymiany nici donorowych. Białko opiekuńcze (Ch) oznaczono kolorem 
jasnoniebieskim a podjednostkę (Pd) kolorem jasnozielonym. Nici G1 i F1 białka opiekuńczego 
zaznaczono grubymi niebieskimi liniami, natomiast nić F podjednostki – grubą zieloną linią. Nić 
donorowa Gd kolejnej podjednostki (czerwona linia) tworzy z białkiem opiekńczym i podjednostką 
przejściowy kompleks potrójny w obrębie kieszeni P5 (Zav’yalov et al., 2010). 

2.3.7 Energetyka reakcji DSC i DSE 
Energetyka tworzenia kompleksów binarnych chaperone-podjednostka została zbadana 

poprzez analizę kalorymetryczną DSC na przykładzie kompleksu Caf1M-Caf1 (Caf1M – 

białko opiekuńcze obecne w systemie chaperone-usher Yersinia pestis, Caf1 – podjednostka) 

(Zavialov et al., 2005) (Rys. 13A). W czasie ogrzewania próbki zawierającej oczyszczone 

kompleksy zauważalne są zawsze dwa maksima przy różnych wartościach temperatury. 

Drugie, odpowiadające wyższej temperaturze topnienia, reprezentuje denaturację samego 

białka opiekuńczego. Pierwsze natomiast, spowodowane jest dysocjacją kompleksu oraz 

jednoczesną denaturacją podjednostki i może być częściowo przysłonięte przez denaturację 

białka opiekuńczego. Uwidocznienie całego piku jest możliwe poprzez odjęcie krzywej 

uzyskanej dla samego białka opiekuńczego od krzywej dla kompleksu.  
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Rys. 13. A - pomiary mikrokalorymetryczne DSC podjednostki Caf1 w kompleksie z białkiem 
opiekuńczym; 1 – krzywe dla kompleksu Caf1M-Caf1 przy stężeniu 3 mg/ml,2 – krzywa dla samego 
białka opiekuńczego Caf1M (stężenie 2,5 mg/ml),3 – krzywa różnicowa będąca wynikiem 
odejmowania krzywych 1 i 2. B – pomiary mikrokalorymetryczne DSC dla minimalnego włókna 
Caf1M-Caf1'-Caf1'' (stężenie 2,2 mg/ml). * - denaturacja Caf1M, ** - rozpad kompleksu Caf1M-
podjednostka (w przypadku krzywej B – podjednostka ze szczeliną uzupełnioną przez nić G1 Caf1M) 
i równoczesna denaturacja podjednostki, *** - denaturacja podjednostki ze szczeliną uzupełnioną 
przez nić Gd (Zavialov et al., 2005). 

 

Rysunek 13B przedstawia proces denaturacji tzw. minimalnego włókna (ang. minimal 

fiber) składającego się z trzeciorzędowego kompleksu białko opiekuńcze-podjednostka 

związana z chaperonem-podjednostka w ostatecznej konformacji, identycznej jak w 

finalnym polimerze (Caf1M-Caf1'-Caf1''). W takim kompleksie obie podjednostki posiadają 

uzupełnioną szczelinę hydrofobową, jednak występują różnice konformacyjne pomiędzy 

nimi. W kompleksie chaperone-podjednostka nić G1 białka opiekuńczego biegnąc wzdłuż 

szczeliny odchyla się od jej środka, ciągnąc za sobą równoległą do niej nić F i tym samym 

oddalając ją od nici A, znajdującej się po drugiej stronie szczeliny. Taki „klin” powoduje, że 

znajdujące się wewnątrz szczeliny reszty hydrofobowe nie mogą ulec optymalnemu 

upakowaniu (Sauer et al., 2002). Następuje utworzenie tzw. superbeczki składającej się z 

powierzchni współtworzonej przez podjednostkę i białko opiekuńcze oraz wspólnego 

hydrofobowego rdzenia. W obrębie superbeczki, hydrofobowe reszty z nici donorowej G1 

chaperonu znajdują się w obrębie szczeliny akceptorowej, pomiędzy dwoma kartkami 

podjednostkowej β-kanapki, ograniczając ich kontakt ze sobą, przez co strukturę 

podjednostki związaną do białka opiekuńczego określa się mianem „otwartej” (Zavialov et 
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al., 2005). W wyniku reakcji DSE równoległe ułożenie nici G1 zostaje zastąpione 

antyrównoległym ułożeniem nici Gd w stosunku do β-nici F, efektem czego jest idealna 

struktura Ig. W odróżnieniu od otwartej struktury uzupełnianej przez nić G1 chaperonu, 

podjednostka oddziałująca z nicią donorową Gd drugiej podjednostki posiada strukturę 

określaną mianem „zamkniętej” bądź „skondensowanej”. Usunięcie nici białka 

opiekuńczego pozwala na ciaśniejsze upakowanie reszt hydrofobowych i domknięcie 

szczeliny. Znajdująca się w tym czasie wewnątrz szczeliny nić donorowa drugiej 

podjednostki zostaje jednocześnie unieruchomiona. Taka uporządkowana struktura jest 

zatem bardziej odporna na dysocjację. Białko opiekuńcze niejako napędza zatem 

powstawanie struktury adhezyjnej poprzez stabilizowanie podjednostek w stanie 

wykazującym niski stopień upakowania rdzenia (Zavialov et al., 2003).  

Z wyżej opisanych zmian w obrębie szczeliny hydrofobowej podczas reakcji DSE wynika 

dlaczego proces denaturacji termicznej minimalnego włókna ujawnia obecność piku w 

obszarze wysokich temperatur (87,5˚C) (Rys. 15B). Tak wysoka temperatura jest skutkiem 

obecności wysokostabilnej, kooperatywnej struktury podjednostki Caf1'' ze szczeliną 

hydrofobową uzupełnioną nicią Gd, o zamkniętej, upakowanej strukturze. W porównaniu do 

procesu zachodzącego w przypadku kompleksu binarnego, dysocjacja białka opiekuńczego 

oraz denaturacja podjednostki Caf1' związanych w kompleks trzeciorzędowy zachodzi w 

wyższych temperaturach, co świadczy o zdecydowanie wyższej stabilności podjednostki w 

takiej konfiguracji (Zavialov et al., 2005). 

Wymiana nici G1 na Gd uwalnia energię z podjednostki podczas przejścia z luźnej 

konformacji do ciasno upakowanej klasycznej struktury Ig. Wysoka stabilność całej 

struktury adhezyjnej wynika z trwałości tworzonych połączeń pomiędzy podjednostkami 

(Sauer et al., 2004). Proces ten jest podstawą praktycznie nieskończonej stabilności 

kinetycznej kompleksów podjednostka-podjednostka, a w konsekwencji całej struktury 

adhezyjnej: czas połowicznego rozpadu kompleksu podjednostka FimG-peptyd donorowy 

podjednostki FimF pili typu 1 wynosi 3×109 lat. Ma to funkcjonalne uzasadnienie – skutkuje 

nieodwracalnością procesu składania pili i zapewnia brak możliwości jej spontanicznej 

dysocjacji w warunkach fizjologicznych, a więc zapewnia integralność struktury (Puorger et 

al., 2008). 
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Prostszym modelem, na którym można badać proces polimeryzacji fimbrii są konstrukty 

samokomplementujacych podjednostek, np. Caf1-sc (ang. self-complemented Caf1). 

Podjednostki takie, będące białkami rekombinantowymi posiadają na swoim C-końcu peptyd 

fuzyjny w postaci sekwencji nici donorowej Gd. Pozwala to na wniknięcie takiej sztucznej 

nici do szczeliny akceptorowej i osiągnięcie przez podjednostkę klasycznej struktury 

immunoglobulinowej. 

Pomiędzy podjednostkami związanymi z białkiem opiekuńczym a podjednostkami w 

stanie wolnym oraz podjednostkami samokomplementującymi zauważyć można wyraźne 

różnice pod względem termodynamicznym, co jest zrozumiałe z uwagi na pełnione przez nie 

role. Podjednostki w stanie wolnym wykazują niekompletną strukturę, a ich rdzeń 

hydrofobowy jest narażony na kontakt z rozpuszczalnikiem. Stabilność takich cząstek będzie 

zatem niewielka – np. dla wolnej podjednostki Caf1 ∆G25= 8-10 kJ/mol (Zavialov et al., 

2005), dla podjednostki FimH ∆G25= 9,5 kJ/mol, dla FimG ∆G25=10,9 kJ/mol (Vetsch et al., 

2002; Puorger et al., 2008). Kompleksy chaperone-podjednostka uznać można natomiast za 

pośredni etap na drodze do powstania fimbrii, w związku z czym stabilność związanych w 

ten sposób podjednostek nie powinna przewyższać stabilności podjednostek stanowiących 

odpowiednik części składowej finalnej fimbrii. Temperatura rozpadu kompleksu binarnego i 

denaturacji podjednostki Caf1 wynosi 45°C, a ∆G25 = 15,8 kJ/mol (Zavialov et al., 2005), a 

kompleks chaperone-podjednostka FaeG ulega rozpadowi w temperaturze ok. 50-56°C (Van 

Molle et al., 2009). W przypadku Caf1-sc, będacej odpowiednikiem ostatecznej struktury 

stanowiącej fragment fimbrii, temperatura topnienia wynosi 85,5°C, a ∆G37= 70-80 kJ/mol 

(Zavialov et al., 2005). Podobne wartości otrzymano dla podjednostki szczytowej FimG-sc 

(Tm= 83,4,°C, ∆G25= 79,7 ± 2,2 kJ/mol), dla podjednostki FimH-sc (∆G25= 67 ± 2,5 kJ/mol) 

(Puorger  et al.,  2008), dla AfaE-sc (∆G25= 45 kJ/mol) (Cota et al., 2009).  

Powstawanie kompleksu chaperone-podjednostka nie tylko niweluje niekorzystny defekt 

strukturalny podjednostek, ale również w znaczący sposób przyspiesza reakcję ich 

fałdowania. W przypadku podjednostki FimA będącej składową pili typu 1, katalityczne 

działanie białka opiekuńczego FimC w porównaniu do reakcji przebiegającej bez jego 

udziału określono jako przyspieszające ją około 400 razy (Puorger et al., 2011).  
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2.3.8 Mostek disiarczkowy podjednostek 
Podjednostki części układów adhezyjnych typu chaperone-usher posiadają dwie 

zakonserwowane reszty cysteiny, biorące udział w formowaniu mostka disiarczkowego 

zlokalizowanego pomiędzy β-nićmi A i B. Obecność tego mostka jest wynikiem działania 

periplazmatycznych oksydoreduktaz disiarczkowych takich jak DsbA. Tworzenie mostków 

jest niezbędnym etapem biogenezy fimbrii – delecja genu kodującego DsbA u E. coli 

uniemożliwia tworzenie pili typu 1 (Jacob-Dubuisson et al., 1994). Etap ten jest kluczowy 

dla wiązania podjednostek przez białka opiekuńcze i tworzenia kompleksów binarnych. 

Białka podjednostkowe FimA w stanie zdenaturowanym i o zredukowanym mostku 

disiarczkowym nie są rozpoznawane przez chaperone FimC. Identyczną zależność 

potwierdzono dla podjednostki FimG oraz domeny pilinowej FimH. Jedynie zapewnienie 

warunków do powtórnego utworzenia wiązań S-S (np. przez dodanie DsbA) pozwala na 

kontynuowanie procesu biogenezy struktury adhezyjnej (Crespo et al., 2012). 

Usunięcie mostka disiarczkowego ze struktury podjednostki układu chaperone-usher 

skutkuje również utratą stabilności kinetycznej białka. Białka stabilne kinetycznie w 

naturalnych warunkach charakteryzują się niewielkim udziałem częściowo niesfałdowanych 

struktur, podatnych na proteolizę. Białka takie są również odporne na denaturację 

chemiczną. Fakt ten wykorzystuje się w analizowaniu stabilności kinetycznej białek poprzez 

pomiar wytrzymałości natywnej struktury białka na działanie SDS podczas elektroforezy w 

warunkach denaturujących (SDS-PAGE) (Manning et al., 2004). Metoda ta opiera się na 

porównaniu migracji w żelu próbek w buforze Laemmli (zawierającym SDS) poddanych 

działaniu wysokiej temperatury oraz identycznych próbek inkubowanych w temperaturze 

pokojowej. Białka wykazujące to samo tempo migracji dla obu próbek są nieodporne na 

działanie SDS, a więc nie są stabilne kinetycznie. Dla białek stabilnych kinetycznie 

obserwuje się zróżnicowanie w szybkości migracji: próbki inkubowane w temperaturze 

pokojowej wykazują opóźnienie migracji w stosunku do próbek poddanych działaniu 

wysokiej temperatury. Białko zdenaturowane charakteryzuje się nieuporządkowaną 

strukturą, dlatego też duża liczba cząsteczek SDS przyłącza się do niego nadając mu duży 

ładunek ujemny. Ilość cząsteczkek SDS mogąca związać się do białka o strukturze natywnej 

jest dużo mniejsza, a więc uzyskuje ono mniejszy ujemny ładunek i w konsekwencji 

charakteryzuje się opóźnieniem migracji w żelu. Samokomplementująca podjednostka 
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fimbrii Dr, DraE-sc wykazuje wysoką odporność na denaturację przy pomocy SDS – 

opóźnienie migracji obserwuje się nawet po 10-minutowej inkubacji w 70˚C. Usunięcie 

mostka disiarczkowego ze struktury tej podjednostki prowadzi do całkowitej utraty 

odporności na denaturację chemiczną: próbka DraE-sc-∆SS po inkubacji w buforze Laemmli 

migruje z taką samą szybkością jak próbka tego białka gotowana przez 10 minut (Piątek et 

al., 2010). 

Porównanie białek DraE-sc i DraE-sc-∆SS za pomocą analizy mikrokalorymetrycznej 

DSC pozwala również na obserwację różnic w mechanizmach ich denaturacji oraz 

parametrach definiujących ich stabilność kinetyczną i termodynamiczną. Denaturacja białka 

DraE-sc opisywana jest przez zredukowany dwustanowy model Lumry-Eyring (Sanchez-

Ruiz, 1992): 

� ������� 	 

Białko pozbawione mostka disiarczkowego denaturuje natomiast odwracalnie i 

równowagowo w temperaturze niższej o ponad 20˚C niż białko natywne. Odwracalność 

procesu denaturacji umożliwia wyliczenie wartości energii swobodnej tej reakcji w 

temperaturze 25˚C (∆G25). Dla podjednostki DraE-sc bez mostka disiarczkowego wartość ta 

wynosi 30 kJ/mol (Piątek et al., 2010) i jest niższa niż wartości obserwowane dla podobnych 

samo komplementujących konstruktów natywnych podjednostek, dla których ∆G25 mieści 

się w przedziale 50-80 kJ/mol (Zavialov et al., 2005; Puorger et al., 2008). Mostek 

disiarczkowy podjednostek układu chaperone-usher jest zatem elementem stabilizującym ich 

strukturę, którego wpływ można oszacować na ok. 40-50 kJ/mol (Piątek et al., 2010). 

2.4 Adhezyny rodziny Dr 
Rodzina adhezyn Dr obejmuje struktury fimbrialne i afimbrialne, odpowiedzialne przede 

wszystkim za infekcje dróg moczowych oraz biegunki (Tabela 5). Rodzina ta jest trzecią 

najczęściej występująca grupą czynników kolonizacyjnych uropatogennych szczepów E. coli 

(Nowicki et al., 2001). 
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Struktura 
Typ 

struktury 
Adhezyna 

Jednostka 
chorobowa 

Gospodarz Receptor 
PDB  

adhezyny 

Dr fimbrialna DraE 

Odmiedniczkowe 
zapalenie nerek, 
zapalenie 
pęcherza 

ludzki 

DAF, 
kolagen typu 
IV, 
CEACAM1, 
CEA, 
CEACAM6 

1UT1 

F1845 fimbrialna DaaE Biegunka ludzki 

DAF, 
CEACAM1, 
CEA, 
CEACAM6 

2BCM 

Afa-I afimbrialna AfaE-I 
Zapalenie 
pęcherza, 
biegunka 

ludzki DAF  

Afa-III afimbrialna AfaE-III 
Zapalenie 
pęcherza, 
biegunka 

ludzki 

DAF, 
CEACAM1, 
CEA, 
CEACAM6 

1UT2 

Dr-II niefimbrialna DraE-II 
Odmiedniczkowe 
zapalenie nerek u 
ciężarnych 

ludzki DAF  

Nfa-I niefimbrialna NfaA 
Zapalenie 
pęcherza 

ludzki DAF, CEA  

Afa-V afimbrialna AfaE-V Biegunka ludzki DAF  

Afa-II afimbrialna AfaE-II 
Zapalenie 
pęcherza, 
biegunka 

ludzki DAF  

Afa-IV afimbrialna AfaE-IV 
Zapalenie 
pęcherza, 
biegunka 

ludzki BD  

Afa-VII  afimbrialna AfaE-VII  Biegunka wołowy BD  
Afa-VIII  afimbrialna AfaE-VIII  Posocznica wołowy BD  

Aaf-I afimbrialna AggA Biegunka ludzki fibronektyna 4PH8 
Aaf-II  afimbrialna AafA Biegunka ludzki fibronektyna 2MPV 

Tabela 5. Przedstawiciele rodziny adhezyn Dr szczepów UTI (Nowicki et al., 2001; Le Servin, 2005; 
Bouguenec i Servin 2006, Berry et al., 2014). 

 

Biogeneza wszystkich przedstawicieli rodziny adhezyn Dr przebiega według mechanizmu 

chaperone-usher z udziałem białek kodowanych przez geny zgrupowane w operonach o 

zbliżonej organizacji (Rys. 14). Operony te składają się z co najmniej 5, a najczęściej sześciu 

ramek odczytu tworzących dwie oddzielne jednostki transkrypcyjne. Geny A-D są silnie 
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zakonserwowane wsród różnych przedstawicieli rodziny. Gen E, kodujący adhezynę, jest 

natomiast bardziej zróżnicowany (Servin, 2005).  

 

Rys. 14. Organizacja operonów kodujących adhezyny z rodziny Dr. Poszczególne geny 
zaprezentowane zostały jako prostokąty z odpowiednimi dla genów literami. Poziome strzałki 
wyznaczają kierunek transkrypcji (Le Bouguenec i Servin, 2006). 

Poza podobnym układem operonu, adhezyny rodziny Dr posiadają również inne wspólne 

cechy: wszystkie należą do struktur typu FGL, białka ich adhezyn posiadają mostek 

disiarczkowy zlokalizowany pomiędzy nićmi A i B i obecny jest gen kodujący inwazynę, o 

mostku pomiędzy nićmi B i F. Poniżej przedstawiona została charakterystyka niekórych 

przedtawicieli rodziny adhezyn Dr. 

2.4.1 Fimbrie Afa/Dr 
Do rodziny adhezyn Afa/Dr należą m.in. adhezyny AfaE-III oraz DraE. Ich sekwencje 

różnią się jedynie trzema aminokwasami (Rys. 15), ale skutkuje to różnym powinowactwem 

receptorowym (Rozdział 2.1.1.1. Powierzchniowe czynniki wirulencji).  
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Rys. 15. Porównanie sekwencji aminokwasowych AfaE-III i DraE. Różnice w sekwencjach białek 
zaznaczono kolorem niebieskim. Nić donorową Gd zaznaczona jest kolorem szarym. Reszty 
odpowiedzialne za wiązanie receptora DAF zaznaczono kolorami zielonym (zidentyfikowane motodą 
mapowania przesunięcia chemicznego w badaniach NMR) i pomarańczowym (zidentyfikowane 
poprzez mutagenezę). Kolorem żółtym zaznaczono dodatkową mutację wprowadzoną w DraE na 
potrzeby produkcji na dużą skalę (Anderson et al., 2004). 

Podstawowym wyróżnikiem pomiędzy adhezynami AfaE-III i DraE jest rekacja z 

receptorem DAF w obecności chloramfenikolu. Różnice w reakcji podjednostek DraE i 

AfaE-III na ten związek zostały wyjaśnione poprzez krystalizację kompleksu DraE-

chloramfenikol. Antybiotyk zostaje przyłączony do wnęki podjednostki znajdującej się 

pomiędzy N-terminalnym odcinkiem nici C i C-terminalnym odcinkiem nici E. Pomiędzy 

jednym z końców cząsteczki chloramfenikolu i resztami Gly113, Gly42, Pro40 oraz Pro43 

następuje wytworzenie wiązań van der Waalsa, a drugi jego koniec zakotwicza się do reszty 

Ile111. Rejon wiązania chloramfenikolu w DraE pokrywa się z miejscem wiązania receptora 

DAF – obecność antybiotyku uniemożliwia wiązanie DAF. Dwie z wspomnianych wcześniej 

różnic strukturalnych pomiędzy AfaE-III i DraE (w pozycjach 88 i 111) obserwuje się w 

okolicy miejsca wiązania chloramfenikolu. Zmiany reszt w tych miejscach – Thr88 na Met88 

oraz Ile111 na Thr111 – skutkują zasłonięciem wnęki strukturalnej, do której w DraE wiąże 

się chloramfenikol oraz brakiem reszty Ile111 odpowiedzialnej za wiązanie jednego z 

końców antybiotyku. Wyjaśnia to różnice we wrażliwości na działanie chloramfenikolu 

pomiędzy AfaE-III i DraE (Pettigrew et al., 2004). 

Podjednostki układów Afa-III/Dr wykazują typową topologię immunoglobulinopodobną 

ze szczeliną hydrofobową oraz N-teminalną nicią „wystającą” poza obręb struktury (nić Gd). 

Ekspresja natywnych form podjednostek DraE oraz AfaE-III w cytoplazmie prowadzi do 

powstania cyklicznych trimerów o strukturze identycznej dla obu białek. Cząsteczki w 

obrębie trimerów powiązane są ze sobą za pomocą międzycząsteczkowego mostka 

disiarczkowego. W takim ułożeniu nić donorowa Gd umiejscowiona jest wewnątrz każdej 
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cząsteczki w ułożeniu antyrównoległym do nici F. Taka lokalizacja Gd jest możliwa dzięki 

przegrupowaniu pięciu reszt łącznika pomiędzy nićmi A1 i A2, w wyniku czego nić A1 

wnika do struktury sąsiedniej podjednostki (Rys. 16). Przegrupowane reszty pętli A1-A2 są 

jedynym elementem odróżniającym cząsteczki podjednostek w obrębie trimerów od ich 

poprawnie złożonych form (Pettigrew et al., 2004). 

 

Rys. 16. Diagram topologiczny trimerów AfaE-III/DraE (A), porównanie podjednostek tworzących 
trimer w przypadku AfaE (kolor zielony) i DraE (kolor niebieski) (B) oraz diagram topologiczny 
struktury białek AfaE-III/DraE w obrębie fimbrii (C). Nić donorowa podjednostki zaznaczona została 
zakreskowaniem, a łacznik pomiędzy nićmi A1 i A2 odróżniający strukturę trimeryczną od 
monomerycznej zaznaczono kolorem fioletowym. (Pettigrew et al., 2004). 

Białko opiekuńcze DraB (100% identyczności z białkiem AfaB-III), biorące udział w 

biogenezie fimbrii Dr należy do rodziny białek FGL (Rys. 17). Posiada ono dwie 

zakonserwowane reszty cysteiny (Cys103 i Cys139), będące homologami reszt cysteiny 

białka Caf1M i tworzące mostek disiarczkowy niezbędny w procesie tworzenia kompleksów 

chaperone-podjednostka (Piątek et al., 2005). 
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Rys. 17. Porównanie sekwencji aminokwasowych czterech białek opiekuńczych. Reszty zaznaczone 
na czarno wykazują 100% homologię, reszty zaznaczone białą czcionką na szarym tle – homologię 
powyżej 80%, reszty z czarną czcionką na szarym tle – homologię powyżej 60%. Nad sekwencjami 
zaznaczono lokalizację reszt cysteiny tworzących mostek disiarczkowy (Piątek et al., 2005). 

Fimbrie Afa-III/Dr poza głównymi podjednostkami budowane są również przez 

pomniejsze podjednostki o funkcji inwazyn ułatwiających bakteryjną internalizację do 

komórek gospodarza (Servin, 2005). Inwazyny AfaD i DraD (100% identyczności) 

wyróżniają się zdecydowanie na tle zakonserwowanych struktur podjednostek budulcowych 

systemu CU. Podobnie jak inne podjednostki, białka te charakteryzują się strukturą 

immunoglobulinopodobną z hydrofobową szczeliną w miejscu brakującej β-nici G. Badania 

krystalograficzne wykazują jednak, że inwazyny DraD/AfaD nie posiadają N-terminalnej 

nici donorowej Gd w wyniku czego nie mogą one uczestniczyć w komplementacji szczeliny 

hydrofobowej podjednostek DraE/AfaE. W konsekwencji, mogą one pełnić w strukturze 

fimbrii funkcję podjednostki szczytowej. Co więcej, zaobserwowano stabilną produkcję 

białka DraD w periplazmie bez udziału białka opiekuńczego, co silnie kontrastuje z 



59 

 

degradacją podjednostek DraE w przypadku nieobecności chaperonu. Dla białka AfaD 

zaobserwowano, że szczelina hydrofobowa jest sztywna, a wiązanie nici donorowej nie jest 

dopasowane. W wyniku tego szczelina AfaD/DraD jest „niewybiórcza”, tzn. może wchodzić 

w interakcje z różnymi nićmi donorowymi (Cota et al., 2006). Identyczną geometrię 

szczeliny zaobserwowano w przypadku homodimeru DraD-C-His (z dołączonym na C-

końcu peptydem składającym się z 13 reszt: heksapeptydu histydynowego oraz łącznika). 

Badania na tym białku pokazały, że szczelina akceptorowa jednej podjednostki jest 

wypełniona niespecyficznym C-końcowym peptydem fuzyjnym drugiej podjednostki. 

Peptyd ten nie wnika głęboko w szczelinę i tworzy jedynie 4 wiązania wodorowe (na 10 

możliwych) tylko z nicią F, w wyniku czego struktura β-beczki tego białka jest otwarta (ang. 

unzipped β-barrel), a szczelina pozostaje dostępna dla rozpuszczalnika (Jędrzejczak et al., 

2006).W przypadku podjednostki DraE wprowadzenie fuzyjnej nici donorowej Gd w obręb 

szczeliny skutkuje powstaniem aż 10 wiązań wodorowych z obiema brzeżnymi nićmi A i F 

(Piątek et al., 2011). Różnice w dopasowaniu nici donorowych do szczelin obu białek można 

porównać za pomocą parametru Sc (ang. shape correlation statistic) (Lawrence et al., 1993). 

Wartość tego wskaźnika pokazuje, w jakim stopniu dwie powierzchnie pasują do siebie, przy 

czym 0 oznacza zupełny brak dopasowania, a 1 – dopasowanie idealne. Dopasowanie 

geometryczne nici donorowej dla szczeliny DraE wynosi 0,768, natomiast dla DraD 

parametr Sc wynosi 0,666. Ta różnica wyraźnie wskazuje, że szczelina DraD jest wypełniona 

nicią donorową w niewielkim stopniu. Takie ustrukturyzowanie sugeruje, że białko DraD 

może nie tylko znajdować się na szczycie struktury adhezyjnej (gdzie jego szczelina jest 

uzupełniana przez nić donorową DraE), ale być może jest zdolne także do odłączania się od 

niej i występować na powierzchni komórki w postaci niezwiązanej (Jouve et al., 1997, 

Gounon et al., 2000, Piątek et al., 2011).  

DraD, mimo znieszkształceń w obrębie szczeliny akceptorowej, charakteryzuje się 

lepszym stopniem upakowania rdzenia niż białka AfaE/DraE. Do opisu tej cechy 

strukturalnej posłużyć się można współczynnikiem PD (ang. protein density parameter), 

który wyznacza poziom upakowania rdzenia. Wartość PD wynosi od 0 do 1 i rośnie wraz ze 

wzrostem stopnia upakowania rdzenia. Parametr ten najlepiej sprawdza się w przypadku 

porównywania cząsteczek o podobnych rozmiarach (Rother et al., 2003). Dla DraD z 

uzupełnioną nicią Gd szczeliną PD wynosi 0,741, natomiast dla podobnego konstruktu AfaE 



60 

 

- 0,709. Różnica w stopniu upakowania jest szczególnie wyraźna w rejonie tzw. zakrętu 

tyrozynowego (ang. tyrosine corner), elementu obecnego w obu białkach, którego rolą jest 

stabilizacja motywu klucza greckiego β-beczki. Zarówno w DraD jak i DraE motyw ten 

znajduje się na początku nici F i obejmuje odpowiednio reszty Tyr108 i Tyr112 (Rys. 18). 

Zakręt tyrozynowy charakteryzuje się wiązaniem wodorowym pomiędzy grupą –OH 

bocznego łańcucha tyrozyny a grupami –NH lub –CO reszt Y-3, Y-4 (najczęściej), bądź Y-5. 

W DraD z fuzyjnie dołączoną nicią uzupełniającą szczelinę grupa hydroksylowa bocznego 

łańcucha tyrozyny znajduje się w pobliżu grupy –CO Ala104, tworząc najbardziej klasyczny 

motyw typu ∆4. Łańcuchy boczne Tyr112 w DraE oraz Tyr108 w DraD są bardzo do siebie 

podobne pod względem konformacyjnym, jednakże grupa –OH z Tyr112 DraE nie tworzy 

wiązań wodorowych z grupami poprzedzających je reszt (-NH i –CO) (Piątek et al., 2011). 

Powyższe zjawisko wynika z nieznacznie odmiennej konformacji tej części szkieletu 

białkowego, zawierającej wyeksponowaną Thr107 (podobnej do schowanej w 

hydrofobowym rdzeniu Ile103 z DraD) oraz z gorszego upakowania sąsiednich reszt. 

 

Rys. 18. Porównanie motywu zakrętu tyrozynowego w białku DraE oraz DraD (Piątek et al, 2011). 

 

W obrębie struktury inwazyn DraD/AfaD znajduje się jeden mostek disiarczkowy, o 

lokalizacji typowej dla klasycznej struktury immuoglobulinowej: umiejscowiony jest on 

pomiędzy resztą Cys28 leżącą w β-nici B w jednej β-kartce i resztą Cys116 w nici F drugiej 
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β-kartki (Rys. 19). Obecność mostka w DraD jest niezbędna na etapie składania białka 

(Piątek et al., 2010). Ponadto stwierdzono, że mostek disiarczkowy „typu DraD” w obrębie 

grupy białek podjednostkowych typu CU występuje jedynie w białkach z rodziny inwazyn 

DraD/AfaD-podobnych. 

 

Rys. 19. Diagram topologiczny białka DraD. Zaznaczono umiejscowienie mostka disiarczkowego 
pomiędzy nićmi B i F. Nici formujące rdzeń białka oznaczone są poprzez zakreskowanie. Oznaczono 
również nić donorową Gd białka DraE uzupełniającą szczelinę hydrofobową DraD (kolor niebieski) 
(Piątek et al., 2011). 

Inwazyny DraD/AfaD eksportowane są na powierzchnię komórki w sposób odmienny od 

innych podjednostek kodowanych przez ich operony. Dowiedzione zostało, że białko DraD 

transportowane jest przez błonę zewnętrzną w sposób niezależny od białka kanałotwórczego 

DraC (Zalewska et al., 2005). Transport DraD na powierzchnię zachodzi z wykorzystaniem 

systemu sekrecji typu II, opierającego się na kompleksie składającym się z 12-15 białek, 

które rozpoznają w pełni sfałdowane białka i przenoszą je przez błonę zewnętrzną. 

Kluczowym elementem systemu jest białko kanałotwórcze GspD, a mutacje w obrębie 

kodującego je genu prowadzą do zatrzymania transportu DraD na powierzchnię komórki 

(Zalewska-Piątek et al., 2008). Do ekspresji DraD nie jest wymagana obecność DraE i 

odwrotnie – produkcja natywnych fimbrii Dr zachodzi również w przypadku mutacji w gene 

draD wykluczających powstawanie białka DraD. Z kolei obecność DraD nie jest niezbędna 

do utworzenia poprawnej fimbrii Dr – DraD nie jest inicjatorem polimeryzacji struktury 

adhezyjnej (Zalewska et al., 2005). 
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2.4.2 Fimbrie F1845 
Fimbrie F1845 (adhezyny DaaE), należące do rodziny adhezyn Dr E. coli, 

odpowiedzialne są za przewlekłe stany biegunkowe. Białko DaaE, będące główną 

podjednostką fimbrii F1845 wykazuje 57% homologii sekwencyjnej z podjednostką DraE. 

Pomiędzy DaaE i dwoma pozotałymi wymienionymi białkami zaobserwować można różnicę 

w postaci delecji jednej reszty w pozycji 78 (licząc na podstawie sekwencji DraE) (Rys. 20). 

Delecja ta nie wpływa w znaczący sposób na strukturę białka, ponieważ jej skutki są 

niwelowane przez dopasowanie szkieletu polipeptydowego w odległości zaledwie kilku reszt 

(w pozycjach 75 i 80 występuje idealne dopasowanie struktur DraE i DaaE). 

 

Rys. 20. Porównanie sekwencji białek DraE, AfaE-III i DaaE. Gwiazdką zaznaczono delecję w 
pozycji 78 w obrębie DaaE (Korotkova et al., 2006).  

DaaE-sc krystalizuje w formie trimeru o strukturze identycznej, jak w przypadku trimeru 

AfaE-III. W jego obrębie nić A1 jednej cząsteczki wnika w obręb sąsiedniej cząsteczki (Rys. 

21). W ten sposób dwie pochodzące z sąsiednich podjednostek reszty cysteiny, Cys19 i 

Cys51, znajdują się na tyle blisko, że możliwe jest utworzenie międzypodjednostkowego 

mostka disiarczkowego. Mostek ten nie jest niezbędny do tworzenia trimerów – usunięcie 

reszt cysteiny za pomocą mutagnezy nie ma wpływu na zdolność białka do trimeryzacji. 

Taka cykliczna struktura umożliwia osiągnięcie podjednostkom stabilnej konformacji 

również w cytoplazmie bez udziału białka opiekuńczego. Autorzy sugerują, że 

oddziaływanie z białkiem opiekuńczym blokuje miejsce wiązania nici A1 w podjednostce i 

uniemozliwia powstawanie trimerów, dzięki czemu podjednostki mogą być włączane w 

skład rosnącej fimbrii (Korotkova et al., 2006). W toku prac badawczych nad niniejszą pracą 

doktorską zaproponowano alternatywny mechanizm przeciwdziałania powstawania 

trimerów. 
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Rys. 21. Trimer DaaE. Poszczególne podjednostki zaznaczno kolorami żółtym, jasnozielonym i 
jasnofioletowym. Nici Gd żółtej podjednostki zaznaczono kolorem czerwonym, natomiast nici A1 
niebieskiej i żółtej podjednostki – kolorem turkusowym. Modelem kulkowym wyróżniono reszty 
Cys19 i Cys51 (Korotkova et al., 2006). 

Podobnie jak adhezyny DraE i AfaE-III, DaaE rozpoznaje receptor DAF (Van Loy et al., 

2002). Spośród wszystkich reszt tego białka, największe znaczenie dla oddziaływania DaaE-

DAF mają resztyAsp61 i Asp63 – mutacje w tych miejscach całkowicie znoszą wiązanie 

receptora. Analiza elektrostatyczna powierzchni DAF pozwoliła wyróżnić pomiędzy dwoma 

domenami tego białka dodatnio naładowaną wnękę, w której znajdują się trzy reszty lizyny 

(Lys125, Lys126 i Lys127). Kluczowe dla wiązania DAF reszty Asp61 i Asp63 białka DaaE, 

o ładunku ujemnym, oddziałują z regionem DAF o ładunku dodatnim (Rys. 22). Wynika z 

tego, że dla wiązania DaaE-DAF istotne są oddziaływania elektrostatyczne. Badania z 

użyciem roztworu o różnej sile jonowej pokazały, że oddziaływania takie generują około 

16% energii swobodnej wiązania (7% w przypadku AfaE-I i ponad 40% dla wiązania DAF 

przez AfaE-III i DraE) (Korotkova et al., 2006).  
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Rys. 22. Potencjał elektrostatyczny powierzchni DaaE i DAF. Kolorem czerwonym zaznaczono 
rejony o ładunku ujemnym, kolorem niebieskim – o ładunku dodatnim. (Korotkova et al., 2006). 

2.4.3 Agregacyjne fimbrie AAF 
Enteroagregacyjne szczepy E. coli mogą produkować na swojej powierzchni adherentne 

agregacyjne fimbrie (AAF, ang. aggregative adherence fimbriae) w jednym z czterech 

wariantów: AAF/I (kodowane przez operon agg), AAF/II (operon aaf), AAF/III (agg3) lub 

AAF/IV (operon hda). Fimbrie AAF występują w postaci cienkich, zgrupowanych bądź 

występujących pojedynczo (AAF/III) włókien o długości kilku mikrometrów i średnicy od 2-

3 nm (AAF/I) do 5 nm (AAF/II i AAF/III) (Berry et al., 2014).Wszystkie AAF budowane są 

przez dwa rodzaje podjednostek – główną oraz pomniejszą, o zakonserwowanej wśród 

wszystkich typów AFF sekwencji i strukturze. Sekwencje głównych podjednostek wykazują 

jedynie niewielkie podobieństwo (Rys. 23) (Berry et al., 2014). 
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Rys. 23. Porównanie sekwencji głównych (AggA, AafA, Agg3A) i pomniejszych podjednostek 
(AggB, AafB, Agg3B) budujących fimbrie AAF. Elementy struktury drugorzędowej podjednostek 
zostały oznaczone kolorami: AggA – ciemnoróżowym (nić donorowa – czerwonym), AafA – 
jasnoniebieskim (nić donorowa – ciemnoniebieskim), AggB – zielonym, AafB – jasnoróżowym. 
Kółkami oznaczono reszty wypełniające odpowiednie kieszenie w obrębie szczeliny akceptorowej. 
Jasnoniebieskim zacieniowaniem wyróżniono zakonserwowane rejony sekwencji, a żółtym – reszty 
podobne. Gwiazdka oznacza reszty biorące udział w tworzeniu mostków disiarczkowych. Pogrubioną 
niebieską czcionką zaznaczono reszty naładowane dodatnio (Berry et al., 2014). 

 

Główne podjednostki wszystkich fimbrii AAF wykazują topologię 

immunoglobulinopodobną o dwóch β-kartkach tworzących β-kanapkę, ze szczeliną 

akceptorową w miejscu brakującej siódmej nici G. Wszystkie posiadają również parę 

zakonserwowanych reszt cysteiny biorących udział w tworzeniu mostka disiarczkowego 

pomiędzy nićmi A i B. Pierwsza reszta Cys wyznacza koniec N-terminalnej nici donorowej 

Gd, uczestniczącej w rekacji DSE. Pomiędzy głównymi podjednostkami AAF różnice 

obserwowane są w obrębie brzegów β-kanapki. U AafA nić D wytwarza wiązania wodorowe 
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z nicią E. U AggA natomiast, nić ta jest krótka, ale obecne są dodatkowe nici C i D, 

dodatkowa α-helisa w pętli B-C1, a ponadto zarówno nić F, jak i nić donorowa Gd są dłuższe 

niż w przypadku AafA (Rys. 24). AggA, w przeciwieństwie do innych podjednostek systemu 

CU FGL wprowadza w obręb szczeliny akceptorowej drugiej podjednostki nie pięć, ale 

siedem reszt donorowych (Berry et al., 2014). 

 

Rys. 24. Diagram topologiczny głównych podjednostek fimbrii AAF w postaciach 
samokomplementujących (Berry et al., 2014). 

 

Najbliższa pod względem strukturalnym do podjednostek AggA i AafA (które wobec 

siebie wykazują podobieństwo wyrażone poprzez średni kwadrat odchylenia (ang. root mean 

square deviation, r.m.s.d) wynoszące 3,2 Å) jest główna podjednostka fimbrii AFA-III/Dr, 

AfaE/DraE (r.m.s.d. wynoszące 4,1 i 4,0 Å dla AggA i AafA). Różnice pomiędzy nimi 

obserwuje się w obrębie pętli C2-E, pętli B-C1 oraz na początku nici donorowej Gd. 

Najbardziej zakonserwowanym rejonem jest nić F (reszty Gly127 i Tyr129) oraz końce nici 

Gd (Leu11) i A2. Homologię wykazują również reszty tworzące mostek disiarczkowy (Rys. 

25). Zarówno w podjednostkach AAF jak i Afa/Dr (oraz innych podjednostkach systemu CU 

FGL) nić donorowa przebiega po powierzchni szczeliny akceptorowej oddziałując jedynie z 

sąsiednią nicią F (Berry et al., 2014). 
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Rys. 25. Porównanie sekwencji głównych podjednostek rodzin AAF i Afa/Dr. Reszty identyczne 
zaznaczono na niebiesko, a zakonserwowane na żółto (Berry et al., 2014). 

 

Fimbrie AAF umożliwiają szczepom EAEC adherencję do błony śluzowej jelit, a ponadto 

sprzyjają powstawaniu biofilmu na powierzchniach abiotycznych, takich jak szkło czy 

plastik. Wszystkie cztery warianty fimbrii AAF wykazują przy tym zróżnicowanie pod 

względem zdolności aglutynacji erytrocytów, co sugeruje, że rozpoznają one bądź różne 

receptory, bądź wiążą się do tych samych receptorów, lecz z różnym powinowactwem. 

Jednym z poznanych receptorów dla fimbrii AAF/I i AAF/II jest fibronektyna. Mapowanie 

przesunięć chemicznych podczas oddziaływania białka AggA z tym receptorem połączone z 

mutagenezą ukierunkowaną wstępnie wyselekcjonowanych reszt podjednostki fimbrii 

pozwoliło ustalić, które jej rejony odpowiedzialne są za wiązanie receptora. Ustalono, że 

wszystkie reszty wiążące receptor to zasadowe reszty argininy i lizyny. Usunięcie 

pozytywnie naładowanych łańcuchów bocznych tych reszt skutkuje spadkiem 

powinowactwa do receptora. Rozpoznawanie receptora odbywa się więc z udziałem 

oddziaływań elektrostatycznych (Berry et al., 2014).  
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Rys. 26. Lokalizacja reszt odpowiedzialnych za wiązanie fibronektyny przez podjednostki fimbrii 
AAF/I i AAF/II. Kolorem niebieskim oznaczono regiony o potencjale dodatnim, kolorem czerwonym 
– o potencjale negatywnym (Berry et al., 2014).  

Reszty odpowiedzialne za wiązanie receptora znajdują się w rejonie szczeliny pomiędzy 

sąsiednimi podjednostkami w obrębie fimbrii (Rys. 26). W przypadku AAF/I trzy znajdujące 

się w bliskim sąsiedztwie reszty lizyny (Lys73, Lys76 i Lys78) położone są w pętli 

pomiędzy nićmi C i C2 u podstawy podjednostki. Mutacje w tych miejscach całkowicie 

blokują wiązanie fibronektyny. Pozostałe reszty wiążące zlokalizowane są na szczycie 

cząsteczki: reszty Lys51 i Lys55 (odpowiednio w obrębie pętli B-C1 i na początku nici C1), 

Lys103 i Lys109 (odpowiednio na końcu nici C i w pętli C-E). Rejony, w których znajdują 

się wymienione reszty są umiejscowione w obrębie fimbrii w bliskim sąsiedztwie, co 

skutkuje powstaniem powierzchni wyposażonej w płytką szczelinę o najwyższym potencjale 

dodatnim w porównaniu do reszty włókna. Podobne ułożenie reszt w miejscu łączenia 

podjednostek występuje w przypadku AAF/II: Arg23 (koniec nici A2) u podstawy AafA, 

Arg40 (początek nici B) i Arg44 (pętla B-C1) u szczytu podjednostki (Rys. 26). Reszty 

Lys66 i Lys72 prawdopodobnie przyczyniają się do tworzenia dodatkowych wiązań z 
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fibronektyną. Zidentyfikowane reszty wiążące nie charakteryzują się zakonserwowaniem 

lokalizacji sekwencyjnej, większość jednak z nich występuje w regionach o podobnej 

strukturze na biegunach podjednostek (Berry et al., 2014). 

Fimbrie AAF skłądają się również z pobocznych podjednostek – AggB i AafB. Ich 

struktury wykazują większy stopień zakonserwowania niż odpowiednie główne podjednostki 

– wartość r.m.s.d wynosi 1,2 Å. Białka te nie posiadają N-terminalnej nici mogącej 

uczestniczyć w uzupełnianiu szczeliny hydrofobowej, ale ich własna szczelina wypełniana 

jest przez nić donorową głównych podjednostek. Parametr Sc dla szczeliny AggB i AafB 

wynosi odpowiednio 0,733 i 0,756 i nie odbiega znacząco od wartości Sc wyliczonej dla 

głównych podjednostek AggA i AafA (0,784 i 0,804), co świadczy o dobrym dopasowaniu 

nici donorowej do szczeliny. Funkcja podjednostek AggB i AafB nie jest znana, jednak 

wymienione cechy strukturalne sugerują, że stanowią one podjednostki szczytowe fimbrii. 

Fakt wysokiej homologii z podjednostką szczytową DraD (powyżej 60%) również 

przemiawia za tą lokalizacją (Berry et al., 2014). 

2.5 Klasyfikacja filogenetyczna elementów szlaku chaperone-
usher 

Białka chaperone i usher są stosunkowo dobrze zakonserwowane sekwencyjnie i 

strukturalnie wśród różnych szczepów bakterii Gram-ujemnych. Jednak klasyfikowanie 

szlaków chaperone-usher na podstawie homologii sekwencyjnej pomiędzy podjednostkami 

czy białkami opiekuńczymi nie jest właściwym podejściem, z uwagi na fakt, iż operony z 

różnych mikroorganizmów mogą być wyposażone w różną liczbę genów kodujących 

chaperony i podjednostki fimbrialne. Klasyfikacja na podstawie tych genów może zatem 

skutkować w niejednoznacznym grupowaniu szlaków w odległe od siebie rejony drzewa 

filogenetycznego. Jednak każdy operon koduje tylko jedno zewnątrzbłonowe białko usher, 

tak więc klasyfikacja na jego podstawie rozwiązuje powyższy problem. 

Rodzina fimbrialnych białek ushera jest rozpowszechniona wśród mikroorganizmów z 

grup Proteobacteria, Cyanobacteria i Deinococcus-Thermus. Składa się ona ze 189 białek i 

została podzielona na 6 kladów oznaczonych odpowiednio greckimi literami: α, β, γ, κ, π 

oraz σ. W obrębie każdego kladu wszystkie białka posiadają wspólnego przodka. Klad γ 

został dodatkowo podzielony na 4 subklady (γ1, γ2, γ3, γ4). Oznaczenie kladów β i γ nadano 
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w kolejności alfabetycznej, natomiast kladówα, κ, π oraz σ zostało wybrane od cechy 

charakterystycznej białek lub znaczącego przykładu: klad α od alternatywnego szlaku 

chaperone-usher, klad κ od fimbrii K88 (F4), klad π od fimbrii P, klad σ od białka U otoczki 

zarodników Myxococcus xanthus (Nuccio i Baumler, 2007).  

 Klady można przydzielić do czterech głównych grup, bazując na strukturze operonu oraz 

zależności ewolucyjnej sekwencji kodowanych w nich podjednostek (Rys. 27). Pierwsza 

grupa została oznaczona jako γκπ i zawiera klady γ, κ oraz π. Grupa ta charakteryzuje się 

homologią głównej podjednostki budującej struktury adhezyjne do podjednostki budującej 

pile typowe (ECP, ang. E. coli common pili) (PFAM00419). Klady κ i π posiadają podobną 

organizację operonu: na początku znajdują się geny kodujące główną podjednostkę, 

następnie geny ushera i białka opiekuńczego. Klad γ wykazuje odmienną organizację w 

zależności od subkladu: w subkladzie γ1 kolejno po sobie następują geny głównej 

podjednostki, chaperonu, ushera i adhezyny szczytowej, w subkladzie γ2 głównej 

podjednostki, chaperonu pierwszego, chaperonu drugiego i ushera, w subkladzie γ3 

alternatywnie występują kolejno geny głównej podjednostki, chaperonu i ushera bądź 

chaperonu, ushera i następnie głównej podjednostki, natomiast w subkladzie γ4 – geny 

głównej podjendnostki, chaperonu, ushera i adhezyny szczytowej. Dla kladów α, β i σ 

wyróżnia się osobne grupy z różnymi organizacjami genów w operonach: chaperone-główna 

podjednostka-usher-adhezyna szczytowa dla kladu α, główna podjednostka-chaperone-usher 

dla β oraz główna podjednostka-chaperone-usher-adhezyna szczytowa dla σ. Każdy z tych 

kladów posiada również inny wyznacznik białkowy, do którego podjednostki wykazują 

homologię: α – podjednostka typu CS1 (PFAM04449), β – białko o nieznanej funkcji 

(PFAM06551), σ – nieskategoryzowane wydzielane białko (COG5430). Oznacza to, że 

różnorodność organizacji operonów wśród tych kladów nie jest wynikiem wymiany genów 

kodujących podjednostki pomiędzy czterema grupami, a ewolucji zbieżnej całych grup. 

Przypadki występowania odstępstw od ustalonej organizacji operonu (np. gdy istnieje więcej 

niż jeden gen kodujący białko opiekuńcze) tłumaczy się duplikacją genu. 

Sekwencjonowanie całych genomów pozwoliło odkryć przypadki „hybrydowych 

systemów chaperone-usher”. Operony takich systemów zawierają geny kodujące elementy 

pochodzące z zupełnie odmiennych systemów biogenezy. Taka sytuacja ma miejsce w 

kladzie γ4, gdzie niektóre operony zawierają w sobie lub w najbliższym otoczeniu geny 
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systemów sekrecji typu V bądź systemu sekrecji dwóch partnerów (TPS, ang. two-partner 

secretion). Przykładem „hybrydowego systemu CU” jest operon pvc P. fluorescens, w 

którym znajduje się cały klaster systemu dwóch partnerów (Busch i Waksman, 2012). 

 

Rys. 27. Klasyfikacja systemów chaperone-usher na klady oparta na analizie sekwencji białek usher. 
Wybrano po jednym reprezentancie każdego kladu i subkladu (Busch i Waksman, 2012). 

 

Klasyfikację systemów chaperone-usher na podstawie homologii białka usher można 

porównać z klasyfikacją na podstawie struktury białek opiekuńczych, a konkretnie 

omiawianej wcześniej różnicy w długości pętli F1-G1. Systemy wykorzystujące chaperony 

FGL należą do kladu γ3, podczas gdy systemy FGS mieszczą się w obrębie kladów β, γ1, γ2, 

γ4, κ oraz π (Nuccio i Baumler, 2007, Busch i Waksman 2012). Klad α obejmuje system 
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nazywany czasem alternatywnym systemem chaperone-usher lub rodziną fimbrii klasy 5 lub 

grupy FGA. Do kladu σ należą archaiczne systemy o niskim stopniu podobieństwa 

sekwencyjnego w stosunku do klasycznego oraz alternatywnego systemu CU (np. usher Orf1 

z Pseudomonas aeruginosa). 

Na podstawie metody klasyfikacji operonów bazującej na podobieństwie sekwencyjnym 

genów kodujących białka usher dokonano pogrupowania fimbrii występujących w 35 

różnych szczepach Escherichia coli (Wurpel et al., 2013). Wśród fimbrii mogących 

występować u tego mikroorganizmu znaleziono przedstawicieli wszystkich sześciu kladów. 

Najliczniej reprezentowany jest klad γ z 24 strukturami fimbrialnymi. Klad π zawiera 6 

fimbrii, natomiast pozostałe cztery zawierają po kilka reprezentantów. 

W obrębie analizowanych szczepów zidentyfikowano 38 różnych, całych operonów 

zawierających geny kodujące struktury fimbrialne, a następnie podzielono je na grupy z 

uwzględnieniem klas patogenności E. coli (Rys. 28). W większości patotypów odnaleziono 5 

typów struktur fimbrialnych: pile typu 1, fimbrie Yad, Yeh, Yfc (kodowane odpowiednio 

przez operon yad, yeh i yfc; fimbrie te nie zostały do tej pory dobrze scharakteryzowane) 

oraz Mat (Ecp, fimbrie typowe, nazywane tak z uwagi na ich szerokie rozpowszechnienie 

wśród wszystkich szczepów E. coli). Niektóre operony wykazują wyraźny związek z 

konkretnym patotypem, np. pile P, F1C/S, F17-podobne oraz Pix występują tylko u 

pozajelitowych szczepów E. coli (ExPEC, ang. extraintestinal Escherichia coli), fimbrie 

CS1-CFA/I są silnie powiązane ze szczepami UPEC a fimbrie AAF obecne są jedynie u 

szczepów EAEC. 
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Rys. 28. Dystrybucja operonów kodujących struktury fimbrialne systemu CU wśród patotypów Escherichia coli. Krąg w środku 
reprezentuje połączone sekwencje nukleotydowe 38 operonów. Każdy segment zotał oznaczony w zewnętrznym okręgu symbolem kladu 
oraz nazwą struktury fimbrialnej. 36 wewnętrznych kręgów obrazuje obecność operonów u wszystkich analizowanych szczepów. 
Umieszczona po prawej stronie legenda przypisuje kolory widoczne na wewnętrznych okręgach do konkretnych szczepów i 
klaspatogenności (Wurpel et al.,2013). 
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2.6 Pilicydy 
Powszechne nadużywanie antybiotyków doprowadziło do wytworzenia oporności 

mikroorganizmów na ich działanie. Dlatego też niezbędne jest opracowanie nowych, 

substancji leczniczych działających w oparciu o inne podejście. Najlepszą metodą jest 

analiza i wybór dobrze zakonserwowanych wśród bakterii mechanizmów niezbędnych do 

patogenezy. Jednym z takich celów molekularnych jest mechanizm chaperone-usher obecny 

u bakterii Gram-ujemnych, a strategią wymierzoną w jego zaburzenie są pilicydy. 

Pilicydy – związki zaburzające biogenezę pili – zostały po raz pierwszy otrzymane i 

opisane przez Svensson i współpracowników (2001). Jako szczegółowy cel nowej klasy 

substancji antybakteryjnych wybrane zostały białka opiekuńcze, jako obecne wśród 

wszystkich szczepów eksprymujących struktury adhezyjne budowane drogą chaperone-usher 

i całkowicie niezbędne do patogenezy, stosunkowo dobrze poznane, a przede wszystkim – 

wykazujące wysoki stopień homologii sekwencyjnej i strukturalnej. Zbadano strukturę 

kompleksu chaperonu PapD z C-końcowym peptydem podjednostki PapG, co pozwoliło na 

poziomie atomowym wyjaśnić mechanizm oddziaływań pomiędzy nimi. Ujawniono dobrze 

zakonserwowany wśród białek opiekuńczych, kluczowy dla ich działania motyw kotwicy 

arginino-lizynowej. Motyw ten służy do unieruchomienia C-końca nici F podjednostki i w 

konsekwencji umiejscawia tą nić w prawidłowym ułożeniu do nici donorowej chaperonu. 

Mutacje w obrębie tego rejonu całkowicie zatrzymują proces wiązania podjednostek do 

białka opiekuńczego i w konsekwencji formowanie całej struktury adhezyjnej. Na tej 

podstawie skonstruowano pochodne 2-pirydonu – związki naśladujące C-terminalny peptyd 

PapG (Svensson et al., 2001; Pinker et al., 2006; Aberg et al., 2007; Chorell et al., 2010). 

Związki te zawierają grupę karboksylową zdolną do wytworzenia wiązań z kotwicą 

argininowo-lizynową chaperonu, podstawnik R2 naśladujący hydrofobowe reszty Phe313 i 

Leu311 peptydu PapG (które oddziałują z nicią G1 białka opiekuńczego) oraz umożliwiają, 

poprzez dopasowanie podstawników R1 i R3, lepsze dopasowania pilicydu do białka 

opiekuńczego (Rys. 29B). 
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Rys. 29. Strukturalne podstawy projektowania pilicydów. A - struktura krystaliczna kompleksu 
chaperone PapD-C-końcowy peptyd podjednostki PapG. B – bicykliczne 2-pirydony (2) – inhibitory 
białka opiekuńczego – zaprojektowane jako mimetyki C-końcowego peptydu PapG (Aberg et al., 
2006). 

W ten sposób opracowano tzw. pilicydy pierwszej generacji (Rys. 30). Niestety, 

większość związków tego typu wykazuje małą efektywność. Osiągnięcie pożądanego efektu 

wymaga zastosowania stężenia na poziomie milimolarnym a to stanowi także poważny 

problem z rozpuszczalnością tych związków (Rys. 30 A i B). Wprowadzenie do struktury 

pilicydu podstawnika aminometylenowego w pozycji C6 (Rys. 30 C) rozwiązało ten 

problem. Tak zbudowane pilicydy redukują zdolność szczepów UPEC do adherencji do 

komórek pęcherza moczowego oraz zmniejszają ilość produkowanych przez bakterie 

struktur adhezyjnych na powierzchni ich komórek, a także zapobiegają formowaniu 

bakteryjnego biofilmu (Pinker et al., 2006).  

 

Rys. 30. Najlepiej poznane pilicydy pierwszej generacji (Pinker et al., 2006). 

 

Badania in vitro podważyły pierwotnie zakładany mechanizm oddziaływania pilicydów. 

Mapowanie przesunięć chemicznych z użyciem białka opiekuńczego FimC znakowanego 
15N ujawniły, że poza rejonem w obrębie międzydomenowej szczeliny w obrębie chaperonu 

istnieje jeszcze drugie potencjalnie funkcjonalne miejsce oddziaływania pilicydu z białkiem 

opiekuńczym – w sąsiedztwie pętli F1-G1. Z kolei badania wykorzystujące spektroskopię 
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NMR z użyciem kompleksu PapD-PapK, w którym szczelina międzydomenowa chaperonu 

jest zasłonięta przez podjednostkę, oraz pilicydu widocznego na rysunku 30C pokazały, że 

związek ów zachowuje swoje powinowactwo do kompleksu. Identyczna sytuacja miała 

miejsce dla badania powinowactwa tego pilicydu do białka PapD z mutacjami w miejscu 

kotwicy argininowo-lizynowej. Równoczesna krystalizacja pilicydu i PapD ujawniła, że 

właściwym miejscem wiązania pilycydu jest rejon w obrębie β-nici F1-C1-D1. 

Zaobserwowano wiązania wodorowe i elektrostatyczne pomiędzy grupą karboksylową 

pilicydu i resztą Arg96 PapD oraz pomiędzy grupą karbonylową pilicydu i resztą Arg58. 

Ponadto zaobserwowano, że podstawniki pilicydu znajdują się w bliskim sąsiedztwie 

hydrofobowej powierzchni tworzonej przez reszty Ile93, Leu32 orazVal56 białka 

opiekuńczego (Rys. 31). Rejon ten, dobrze zakonserwowany w rodzinie białek opiekuńczych 

szlaku chaperone-usher, obejmuje część pętli F1-G1, odpowiedzialnej za oddziaływanie 

kompleksów chaperone-podjednostka z N-terminalną domeną białka usher (Pinker et al., 

2006). Wiązanie pilicydów w tym miejscu nie blokuje więc powstawania kompleksu 

chaperone-podjednostka (reakcja DSC), uniemożliwia natomiast zajście reakcji DSE. 

 

Rys. 31. A - wiązanie pilicydu (kolor zielony) do rejonu zawierającego reszty hydrofobowe (kolor 
fioletowy). Strzałką zaznaczono węgiel C2, umożliwiający wprowadzenie podstawnika 
pozwalającego na wytworzenie dodatkowych wiązań z kieszenią wiążącą chaperonu. B – wiązanie 
pilicydu w miejscu poza szczeliną międzydomenową białka opiekuńczego (Chorell et al., 2010). 

 

Okrycie tego miejsca wiązania pilicydów zostało potwierdzone poprzez wprowadzenie 

mutacji w miejscu występowania reszty Arg58. Mutant białka opiekuńczego PapD 

wykazywał niezmienioną stabilność oraz prawidłowe oddziaływania z podjednostkami, ale 
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jednocześnie w warunkach in vivo z jego udziałem powstawały dysfunkcyjne pile. Tak więc 

wiązanie pilicydów prowadzi do hamowania biogenezy pili poprzez zablokowanie transportu 

podjednostek do białka kanałotwórczego i zahamowowanie reakcji DSE (Pinker et al., 

2006). 

Szczegółowa analiza struktury kompleksu białka opiekuńczego PapD z podjednostką 

PapH i pilicydami pierwszej generacji (Rys. 31A) doprowadziła do zaprojektowania drugiej 

generacji pilicydów, wykazujących znacząco polepszoną aktywność wiązania (Chorell et al., 

2010). Badania te ujawniły występowanie wolnej przestrzeni w okolicy rejonu wiążącego 

pilicyd. Dzięki wprowadzeniu dodatkowego podstawnika na węglu C2 pilicydu możliwe jest 

wytworzenie dodatkowych wiązań chaperone-pilicyd, co skutkuje zwiększeniem aktywności 

biologicznej związku. Pilicydy drugiej generacji (Rys. 32) wykazują efektywne działanie 

przy stężeniach aż o 1000 razy mniejszych w porównaniu do pilicydów pierwszej generacji 

(Chorell et al., 2010). 

 

Rys. 32. Pilicydy drugiej generacji (Chorell et al., 2010). 

 

Krystalizacja kompleksów chaperone-podjednostka-pilicyd drugiej generacji ujawniła, że 

w stosunku do kompleksów z pilicydami pierwszej generacji nastepuje zmiana 

konformacyjna w miejscu występowania reszty Leu32. Tworzy się płytka wnęka, która 

obejmuje wprowadzony podstawnik C2 (Chorell et al., 2010) (Rys. 33). 
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Rys. 33. A – nałożenie struktur pilicydu drugiej generacji (kolor niebieski) i pierwszej generacji 
(kolor różowy) związanych do kompleksu PapD-PapH. B – przegrupowanie reszty Leu32 tworzy 
wnękę dla podstawnika C2 pilicydu drugiej generacji (kolor niebieski). C – kolizja oddziaływań N-
terminalnej domeny białka usher FimD (kolor fioletowy) i pilicydów (kolory niebieski i różowy) z 
kompleksem chaperone-podjednostka (białko opiekuńcze FimC – kolor zielony, podjednostka FimH 
– kolor granatowy) (Chorell et al., 2010). 
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3 CEL PRACY 
Celem niniejszej pracy było określenie, czy różnice strukturalne występujące pomiędzy 

strukturami adhezyjnymi grup FGL i FGS wpływają na przebieg procesu biogenezy tych 

struktur ze szczególnym uwzględnieniem kluczowych reakcji komplementacji i wymiany 

nici donorowych.  
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4 MATERIAŁY 

4.1 Szczepy bakteryjne 
• Escherichia coli BL21(DE3) – szczep E. coli będący stabilnym lizogenem λDE3, 

zawierający w obrębie chromosomu gen polimerazy RNA T7 pod kontrolą promotora 

lacUV5. Umożliwia to wykorzystanie szczepu do ekspresji genów w układzie Tabora-

Studiera. 

F- ompT hsdSB(rB-, mB-) gal dcm (DE3) (Invitrogen). 

4.2 Linie komórkowe 
• CHO-K1 – linia komórek adherentnych wyprowadzona z jajnika chomika chińskiego 

(ang. chinese hamster ovary). Linia ta charakteryzuje się szybkim tempem wzrostu, 12-14 

godzinnym cyklem komórkowym i zdolnością do tworzenia kolonii. Komórki CHO 

wymagają obecności proliny w podłożu (ATCC CCL-61). 

• CHO-DAF+ - linia komórek rekombiantowych, powstała na skutek stabilnej transfekcji 

komórek CHO-K1 ludzim cDNA kodującym czynnik DAF (Lublin et al., 1991). 

4.3 Materiał genetyczny 
• pBJN406 – plazmid rekombinantowy powstały w wyniku wklonowania insertu 

zawierającego sekwencję nukleotydową całego operonu dra do plazmidu pACYC184. 

DNA z sekwencją operonu uzyskano przez trawienie enzymem HindIII genomowego 

DNA klinicznego szczepu E. coli 075:K5:H. W wyniku transformacji niepatogennych 

szczepów E. coli tym plazmidem otrzymuje się szczepy zdolne do produkcji fimbrii Dr 

charakterystycznych dla szczepów klinicznych. Ekspresja ta podlega zmienności fazowej 

zależnej od warunków środowiska. Plazmid pBJN406 zawiera gen oporności na 

chloramfenikol i tetracyklinę (Nowicki et al., 1987; Goluszko et al., 1997). 

• pACYC184 – plazmid zawierający ori replikaji p15A oraz gen oporności na tetracyklinę. 

Szczepy transformowane tym plazmidem używane są jako kontrola negatywna w 

stosunku do szczepów produkujących fimbrie Dr na bazie plazmidu pBJN406 (Nowicki et 

al., 1987). 
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• pCC90 – plasmid rekombinantowy powstały w wyniku wklonowania fragmentu DNA o 

wielkości 8600 pz, zawierającego sekwencję operonu dra bez regionu promotorowego i 

genów regulatorowych draA i draF do niskokopijnego plazmidu pACYC177, 

pozwalającego na transkrypcję z promotora genu oporności na kanamycynę. Sekwencję 

nukleotydową insertu otrzymano przez wprowadzenie dodatkowego miejsca rozpoznania 

dla enzymu EcoRI w odległości 45 pz powyżej genu draB w plazmidzie pBJN406, a 

następnie strawienie tego plazmidu restryktazą EcoRI i HindIII . Uzyskano w ten sposób 

insert flankowany przez miejsca rozpoznania dla EcoRI oraz HindIII. Insert ten nie 

zawiera regionu promotorowego operonu dra, przez co ekspresja genów białek 

fimbrialnych nie podlega mechanizmowi zmienności fazowej (Carnoy i Moseley¸ 1997). 

• pET30b+ - plazmidowy wektor ekspresyjny (5422 pz), posiadający silny promotor 

ϕ10T7lac, terminator transkrypcji faga T7, ori replikacji z wektora pBR322 oraz gen 

oporności na kanamycynę (Novagen). 

• pET30b-sygDraBE – plazmid rekombinantowy, otrzymany poprzez wklonowanie do 

plazmidu pET30b+ insertu zawierającego sekwencje nukleotydowe genów draB i draE 

wraz z sekwencjami sygnalnymi i własnymi sekwencjami RBS pod kontrolą wspólnego 

promotora (Piątek et al., 2005). 

• pET30b-sygDraBE-∆SS – plazmid rekombinantowy będący pochodną plazmidu pET30b-

sygDraBE, kodujący białko DraE pozbawione mostka disiarczkowego poprzez zamianę 

reszt cysteiny na reszty alaniny za pomocą muzagenezy miejscowo-specyficznej 

(Materiały 2.11). Użyto następujących starterów (podkreślono miejsce zamiany reszty 

cysteiny na resztę alaniny): 5’ CATGCGGAAGAGGCGCAGGTACGGGTT-3’ (starter 

„forward” Cys19Ala) i 5’AACCCGTACCTGCGCTTCCGCATG-3’ (starter „reverse” 

Cys19Ala) oraz 5’-CAAGCGCTGGGAGCGGACGCCCGCCAG-3’ (starter „forward” 

Cys51Ala) i 5’-CTGGCGGGCGTCCGCTCCCAGCGCTTA-3’ (starter „reverse” 

Cys51Ala). 

• pCC90DraE-∆SS – plazmid rekombinantowy będący pochodną plazmidu pCC90, 

kodujący białko DraE pozbawione mostków disiarczkowych poprzez zamianę reszt 

cysteiny na reszty alaniny za pomocą muzagenezy miejscowo-specyficznej (jak wyżej). 

• pET30-DraE – plasmid rekombinantowy otrzymany poprzez wklonowanie insertu o 

długości 441 pz, zawierającego sekwencję nukleotydową genu draE bez sekwencji 
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sygnalnej, do plazmidu pET30b+ w miejscach cięć enzymów NdeI oraz HindIII (Piątek et 

al., 2005). 

• pET30-DraE-sc – plazmid rekombinantowy będący pochodną plazmidu pET30b+, 

zawierający (w kolejności od N do C-końca) sekwencję kodującą białko DraE, składającą 

się z N-terminalnego peptydu sygnalnego, fuzji złożonej z sześciu kolejnych reszt 

histydyny oraz jednej łącznikowej reszty alaniny, sekwencji kodującej białko DraE bez 

N-terminalnej nici donorowej GFTPSGTTGTTKLTVT, uzupełnione na C-końcu przez 

identyczną nić donorową dołączoną przez peptyd łącznikowy DNKQ. 

• pET30-N-Nte-DraE-C-Nte – plazmid rekombinantowy będący pochodną plazmidów 

pET30-DraE i pET30-DraE-sc. Plazmid pET30-DraE-sc wykorzystany został jako 

matryca do reakcji PCR z następującymi starterami: 

o 5′-tatgagctccgcgcatgctgggttcaccccgagtggcaccaccggcaccaccaaactcacagttaccGAAG

AGTGCCAGGTACGGGTTGGTGACCTGACC-3′ (starter „forward” – 

podkreślono sekwencje rozpoznania enzymu SacIoraz koniec 3’ sekwencji 

sygnalnej, małymi literami oznaczono sekwencję kodującą nić donorową, dużymi 

– sekwencję komplementarną) 

o 5′-tataagctttcagtgatggtggtggtgatgTTTTGCCCAGTAACCCCCGGTCAGGGTCA

G-3′ (starter „reverse” – podkreślono sekwencję rozpoznania enzymu HindIII oraz 

kodon stop, małymi literami zaznaczono sekwencję domeny histydynowej, 

dużymi – sekwencję komplementarną). Otrzymany produkt PCR został 

wklonowany do plazmidu pET30-DraE w miejsca rozpoznania restryktaz SacI (na 

3’-końcu natywnej sekwencji genu draE kodującym sekwencję sygnalną) i 

HindIII (tuż po kodonie stop genu draE). 

4.4 Podłoża 
• Podłoże TSA:        [g/l] 

Tryptic Soy Broth (Sigma)     12 

Agar (Sigma)        25 

• Podłoże stałe LA:       [g/l] 

Trypton (Sigma)      10  

Ekstrakt drożdżowy (Sigma)     5  
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Chlorek sodu (NaCl) (Sigma)    10  

Agar (Sigma)       15  

• Podłoże płynne LB (pH 7,0 -7,2):     [g/l] 

Trypton       10  

Ekstrakt drożdżowy      5  

Chlorek sodu (NaCl)      10 

4.5 Antybiotyki 
• Ampicylina: roztwór wyjściowy – 100 mg/ml H2O 

• Chloramfenikol: roztwór wyjściowy – 34 mg/ml 70% etanolu 

• Kanamycyna: roztwór wyjściowy – 20 mg/ml H2O 

4.6 Odczynniki i roztwory podstawowe 
• Agar do podłoży mikrobiologicznych (BTL), 

• Alkohol etylowy 96% (Merck), 

• Alkohol metylowy (Chempur),  

• Bisakrylamid (Sigma), 

• Chlorek magnezu sześciowodny (Fluka Analytical), 

• Chlorek niklu (Sigma), 

• Chlorek sodu (POCh), 

• Chlorek wapnia dwuwodny (Fluka Analytical), 

• Coomasie Brillant Blue R-250 (Sigma), 

• Glicerol (POCh), 

• Glicyna (EUROCHEM), 

• Imidazol (Sigma), 

• EDTA (sól dwusodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego) (Sigma), 

• IPTG (β-D-1-izopropylotiogalaktozyd) (Sigma), 

• Kwas octowy lodowaty (Chempur), 

• Nadsiarczan amonu (NH4)2S2O8 (Serva), 

• N,N’-metylenobisakrylamid (Sigma), 
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• N,N,N’,N’- tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (Sigma), 

• Sacharoza (POCh), 

• SDS (sól sodowa siarczanu dodecylu) (Sigma), 

• Tris-HCl (hydroksymetyloaminoetan) (Sigma), 

• Triton X-100 (Sigma). 

4.7 Elektroforeza agarozowa 
• Bufor TBE (pH= 8,3) – roztwór podstawowy 10x stężony:  [g/l] 

Tris-HCl (Sigma)       108  

EDTA (Sigma)       9,3 

Kwas borowy (Sigma)      55  

• Roztwór podstawowy bromku etydyny, EtBr – 5 mg/ml (Sigma), 

• Barwnik do nanoszenia próbek na żel: 6x Orange Loading Dye (Fermentas), 

• Marker wielkości: O’GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, 0,5 µg/µl, 50 µg (Fermentas) 

• Agaroza (Prona). 

4.8 Elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach 
denaturujących (SDS-PAGE) 

• Żel zagęszczający 5% (objętość żelu: 3 ml):  [ml] 

H2O 2,1 

30% roztwór akrylamidów  

(29% akrylamidu, 1% N,N’-metylenobisakrylamidu) 0,5 

1M Tris-HCl (pH = 6,8) 0,38 

10% SDS 0,03 

10% (NH4)2S2O8 0,03 

TEMED 0,005 

• Żel rozdzielający 15% (objętość żelu: 5 ml): [ml] 

H2O 1,1 

30% roztwór akrylamidów  

(29% akrylamidu, 1% N,N’-metylenobisakrylamidu) 2,5 

1M Tris-HCl (pH = 8,8) 1,3 
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10% SDS 0,05 

10% (NH4)2S2O8 0,05 

TEMED 0,005 

• Roztwory do prowadzenia elektroforezy: 

• Tris-Glicyna - roztwór podstawowy 5x stężony (pH 8,3):  

Tris-HCl 15,1 g 

Glicyna (Sigma) 94 g  

10% SDS 50 ml 

Woda destylowana do 1000 ml 

• Roztwór zabarwiający: 

Metanol (Sigma) 50 ml 

Lodowaty kwas octowy (Sigma) 10 ml 

Coomasie Brillant Blue R-250 0,25 g 

Woda destylowana 40 ml 

• Roztwór odbarwiający: 

Metanol 300 ml 

Lodowaty kwas octowy 100 ml 

Woda destylowana 600 ml 

• Barwnik do nanoszenia próbek na żel: 0,25% błękit bromofenolowy, 10% glicerol, 10% 

SDS, 1 M β-merkaptoetanol, 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 

• Marker wielkości: 14,4, 18,4, 25, 35, 45, 66,2, 116 kDa (Fementas) 

4.9 Odczynniki do przygotowania komórek kompetentnych E. 
coli i transformacji 

• Podłoże płynne LB, 

• Chlorek wapnia, CaCl2 (Sigma) – roztwór 100 mM, autoklawowany. 

4.10 Materiały i odczynniki do izolacji czystego plazmidowego 
DNA 

• Bufor L1: 50 mM Tris-HCl (pH = 8,0), 10 mM EDTA, 

• Bufor L2: 0,2 M NaOH, 1% SDS, 
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• Bufor L3: 3 M octan potasu (pH = 4,8), 

• Roztór G: 8 M chlorowodorek guanidyny (Sigma), 

• 96% etanol, 

• Bufor TE (pH = 8,0): 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 

• Kolumienki ze złożem krzemionkowym (A&A Biotechnology). 

4.11 Odczynniki i materiały do mutagenezy miejscowo 
specyficznej 

• Zestaw QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene): 

Polimeraza DNA PfuTurbo (2,5 U/µl), 

Bufor do reakcji PCR (10x stężony), 

Roztwór trifosforanów deoksynukleozydów (dNTP), 

Restryktaza DpnI (10 U/ µl). 

4.12 Odczynniki i materiały do techniki Western blotting 
• Poliklonalne królicze przeciwciała monospecyficzne anty-DraE (Immunolab), 

• Drugorzędowe przeciwciała kozie antykrólicze znakowane peroksydazą chrzanową, 

• Bufor do transferu białek z żelu poliakrylamidowego na błonę nitrocelulozową (pH 8,3): 

Tris-HCl 3,03 g 

Glicyna  14,4 g 

Metanol 20% 200 ml 

H2O do 1000 ml 

• Bufor TBST (pH 7,5): 

Tris-HCl 2,42 g 

NaCl 500 mM 29 g 

Tween 20 0,05% *(Sigma) 500 µl 

H2O do 1000 ml 

• Odtłuszczone mleko w proszku (SM Gostyń), 

• Bibuła Whatman (Sigma), 

• Błona nitrocelulozowa (45 µm, Sigma), 
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• Marker białkowy PageRuler Plus: 10, 15, 25, 35, 55, 70, 100, 130 i 250 kDa (Sigma), 

• Substrat dla peroksydazy chrzanowej – 3,3’-diaminobenzydyna (DAB, pH 7,6) (Sigma), 

• 30% roztwór H2O2 (Sigma). 

4.13 Odczynniki do wykrywania mostków disiarczkowych 

• Odczynnik Ellmana – kwas 5,5'-ditiobis(5-nitrobenzoesowy (DNTB) (Sigma) 

• Jodoacetamid (Sigma), 

• 6 M GuHCl-0,1 M Tris-HCl (pH 8,0), 

• 10 mM ditiotreitol (DTT) (Sigma), 

• 0,1 M bufor fosforanowy (pH 8,0). 

4.14 Odczynniki do izolacji frakcji fimbrialnej 
• Bufor PBS (pH 7,5) 

80 mM Na2HPO4 28,67 g 

20 mM NaH2PO4 2,76 g 

100 mM HCl 5,85 g 

H2O do 1000 ml 

• 40% (NH4)2SO4 w buforze PBS, 

• Błona dializacyjna (MWCO > 10 kDa) (Sigma). 

4.15 Odczynniki do izolacji białek z frakcji periplazmatycznej 
• Bufor sacharozowy (pH 8,0) 

20% sacharoza, 

20 mM Tris-HCl, 

5 mM EDTA. 

• 10 mM MgCl2. 

4.16 Odczynniki do mikroskopii immunofluorescencyjnej 
(immunodetekcji fimbrii Dr) 

• bufor PBS (pH 7,5), 
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• przeciwciała pierwszorzędowe: królicze przeciwciała anty-DraE (Immunolab), 

• przeciwciała drugorzędowe: kozie przeciwciała antykrólicze znakowane fluoresceiną 

(Sigma), 

• olejek immersyjny (Olympus), 

• szkiełka mikroskopowe (76 × 26 mm), szkiełka nakrywkowe (15 × 15 mm) (Medlab). 

4.17 Odczynniki do hodowli linii komórkowych 
• pożywka minimalna (MEM, ang. minimal essential medium) (Gibco), 

• 10% płodowa surowica bydlęca (FBS, ang.fetal bovine serum) (Gibco), 

• 0,5% trypsyna (Sigma), 

• 0,2% EDTA (Sigma), 

• Pożywka Ham’s F12 (Sigma), 

• Penicylina, streptomycyna (Sigma). 

4.18 Odczynniki i materiały stosowane w barwieniu metodą 
Giemsy 

• Barwnik Giemsy (Sigma), 

• 70% metanol 

• Jałowa woda. 

4.19 Odczynniki i materiały do testu adherencji do linii 
komórkowej CHO 

• Szkiełka nakrywkowe, 

• Płytki 6-dołkowe polistyrenowe (Thermo), 

• Kofluentne hodowle linii komórkowych CHO-DAF- i CHO-DAF+
, 

• Bufor PBS,  

• płytki z podłożem TSA (ang. tripticase soy agar) (Sigma), 

• DMSO (Sigma). 

4.20 Odczynniki i materiały do testu hemaglutynacji 
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• Płytki 12-dołkowe polistyrenowe (Thermo), 

• Płytki TSA, 

• Bufor PBS, 

• Ludzkie erytrocyty wyizolowane z próbki krwi grupy 0 zdrowego ochotnika, 

• D-mannoza (Sigma), 

• Chloramfenikol (Sigma). 

4.21 Odczynniki i materiały do testu wiązania kolagenu 

• Płytki do mikromiareczkowania z polistyrenu (Thermo), 

• Ludzki kolagen typu IV (Sigma), 

• Bufor PBS, 

• Bufor blokujący: 1% BSA w PBS, 

• Przeciwciała poliklonalne królicze anty-DraE (Immunolab), 

• Przeciwciała kozie antykrólicze IgG znakowane peroksydazą chrzanową (Sigma) 

• Substrat dla peroksydazy chrzanowej Sigma Fast o-fenylenodiaminy (Sigma), 

• Bufor do rozcieńczania przeciwciał: 0,2% BSA w PBS. 

4.22 Odczynniki i materiały do analizy densytometrycznej 

• Zestaw kalibracyjny SDS-low-molecular-weight calibration kit: 14,4, 20,1, 30, 45, 66 i 97 

kDa (GE Healthcare). 

4.23 Odczynniki i bufory do chromatograficznego oczyszczania 
białek na kolumnie niklowej 

• Roztwór do przechowywania złoża w temperaturze 4°C: 20% etanol, 

• Kolumna ze złożem Ni2+-IDA-His-Bind-Resin (Novagen), 

• Roztwory do regeneracji złoża: 2% roztwór SDS, 200 mM roztwór EDTA, nasycony 

roztwór NiCl2, 

• Bufory płuczące (pH 7,5): 

Bufor nr 1: 500 mM NaCl, 20 mM bufor fosforanowy, 5 mM imidazol, 
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Bufor nr 2: 500 mM NaCl, 20 mM bufor fosforanowy, 20 mM imidazol, 

Bufor elucyjny (pH 7,5): 500 mM NaCl, 20 mM bufor fosforanowy, 0,5 M imidazol. 

4.24 Bufory i materiały do dializy preparatów białkowych 
• 20 mM bufor fosforanowy, pH 7,5, 100 mM NaCl 

NaH2PO4 · H2O 2,575 g 

Na2HPO4 11,57 g 

NaCl 29,2 g  

H2O  do 5000 ml 

• Błona dializacyjna (MWCO 12,4 kDa) (Sigma). 

4.25 Odczynniki i materiały do chromatografii rozmiarów 
wykluczających 

• Kolumna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare), 

• Kolumna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare), 

• Pętla o objętości 500 µl, 

• Zestaw kalibracyjny LMW Gel Filtration Calibration Kit (GE Healthcare), 

• Blue Dextran 2000 (GE Heathcare). 

4.26 Aparatura 
• Aparat do elektroforezy agarozowej (DNA Gdańsk II), 

• Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej (DNA Gdańsk II), 

• Aparat VersaDoc z oprogramowaniem Quantity One (BioRad), 

• Autoklaw Classic 2100 (Prestige Medical), 

• Aparat do techniki Western Blotting (Fermentas), 

• Cieplarka laboratoryjna TB2 (Pozamet, Polska), 

• Czytnik płytek ELISA Victor3V (PerkinElmer), 

• Inkubator CO2 (HERA cell 150, Heraeus), 

• Kolumna do zagęszczania Amicon Ultra 15 ml 10K (Millipore) 

• Kolumna do odcinania Durapore PVDF 0,1µm (Milipore), 
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• Komora laminarna (HERA safe K212, Heraeus), 

• pH-metr (Hanna Instruments), 

• Mikrowirówka 1-15 nr 12124 PP 214/98, max 24 x 5 g 14000 min-1 (Sigma), 

• Mikrowirówka 3K 30 nr 19776-H 118/F, max 6 x 80 g 14000 min-1 (Sigma), 

• Mikroskop immunofluorescencyjny Olympus (CKX41), 

• Pompa perystaltyczna EP-1 Econo Pump (Bio-Rad) 

• Skanujący mikrokalorymetr różnicowy CSC 6300 Nano-DSC-III (CSC), 

• Spektrofotometr (Pharmacia), 

• System od oczyszczania metodą FPLC, ÄKTApurifier UPC 10, system do zbierania 

frakcji Frac 920, Unicorn 6.1 (GE Healthcare), 

• Termoblok (DNA Gdańsk II), 

• Transiluminator UV (Sigma), 

• Waga laboratoryjna PLS 510-3 (Kern), 

• Wirówka 3K 1S (Sigma), 

• Wirówka Multifuge 1 S-R (Heraeus), 

• Wytrząsarka laboratoryjna (DNA Gdańsk II), 

• Wytrząsarka Classic C24 (New Brunswich Scientific), 

• Zasilacz prądu stałego EPS 301 (Amersham Biosciences). 
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5 METODY 

5.1 Hodowle bakteryjne 
• Hodowle Escherichia coli na pożywce płynnej LB (Materiały 4.4) prowadzono w 

wytrząsarce powietrznej w temperaturze 37°C (chyba, że zaznaczono inaczej), 

• Hodowle Escherichia coli na podłożu stałym LA lub TSA (Materiały 4.4) na płytkach 

Petriego prowadzono w cieplarce w temperaturze 37°C przez 24 godziny. 

W razie potrzeby do hodowli dodawano odpowiednie antybiotyki (1µl/ml) (Materiały 4.5): 

ampicylinę, chloramfenikol, kanamycynę. W przypadku badania działania pilicydów 

pożywka została wzbogacona w 5% DMSO (pilicydy zostały rozpuszczone w czystym 

DMSO) oraz roztworami pilicydów o stężeniu 0,5, 1,5, 2,5 i 3,5 mM. 

5.2 Hodowla i pasażowanie linii komórkowych CHO 
Linie komórkowe CHO i CHO-DAF+ hodowane były w pożywce F-12K (ATCC) z 

dodatkiem 10% (v/v) FBS i roztworu penicyliny-streptomycyny (Materiały 4.17) w 

butelkach o powierzchni 75 cm2 (T-75) w 37˚C w atmosferze 5% CO2. Pasażowanie 

przebiegało zgodnie z poniższą procedurą (wszelkie czynności prowadzono w komorze 

laminarnej przy zachowaniu sterylnych warunków): 

• Usunięcie pożywki znad hodowli komórkowej, 

• Dodanie roztworu trypsyny-EDTA (2-3 ml), umieszczenie butelki z hodowlą w cieplarce 

(37˚C) na 2 minuty, delikatne mieszanie celem odklejenia i dyspersji komórek, 

• Dodanie 6-8 ml świeżej pożywki, delikatne mieszanie, 

• Dodanie odpowiednich porcji zawiesiny komórkowej w stosunku 1:4 do 1:8 do nowych 

butelek hodowlanych z pożywką F12 (z dodatkiem 10% FBS i roztworu penicyliny-

streptomycyny) 

• Inkubacja w 37˚C (5% CO2) przez 24 godziny, 

• Analiza mikroskopowa wzrostu hodowli. 

5.3 Izolacja plazmidowego DNA 
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DNA z 1,5-3 ml hodowli bakteryjnej izolowano wg. procedury dołączonej do zestawu 

Plasmid Mini (A&A Biotechnology) przy użyciu odczynników wymienionych w rozdziale 

Materiały 4.10. 

5.4 Przygotowanie komórek kompetentnych i ich transformacja 
DNA plazmidowym 

Przygotowanie komórek kompetentnych Escherichia coli prowadzone było według 

standardowej procedury (Sambrook et al., 1989), z wykorzystaniem odczynników opisanych 

w Materiałach 4.9. Transformacja uzyskanych komórek wykonana była według 

standardowej procedury (Sambrook et al., 1989). 

 

5.5 Ekspresja genów w szczepie bakteryjnym E. coli BL21(DE3) 
W celu wyprodukowania białka w szczepie E. coli BL21(DE3) zaszczepiono pojedyncze 

kolonie tych komórek w kilku partiach niewielkiej ilości pożywki płynnej LB (6 partii po 

ok. 25 ml) z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku (1 µl/ml). Hodowlę prowadzono 

następnie w 37°C z wytrząsaniem (160 obrotów/minutę) przez ok. 18 godzin. Następnie 

hodowlę odmłodzono poprzez dodanie każdej jej partii do 6 kolb z grzebieniem 

zawierających po 600 ml LB z antybiotykiem (1 µl/ml) i ponownie umieszczono w 

wytrząsarce na 3 godziny w temperaturze 37°C. Indukcja ekspresji następowała poprzez 

dodanie 1M IPTG (0,5 µl/ 1 ml hodowli). Od tego momentu hodowle bakteryjne 

wytrząsano dalej w temperaturze 37°C przez kolejne 2 godziny. Ekspresję prowadzono z 

wykorzystaniem szczepów E. coli BL21(DE3)/pET30b-sygDraBE, BL21(DE3)/pET30b-

sygDraBE-∆SS, BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS, BL21(DE3)/pET30DraE, 

BL21(DE3)/pET30-N-Nte-DraE-C-Nte (Materiały 4.2). 

5.6 Izolacja frakcji fimbrialnej 
Izolacja frakcji fimbrialnej z hodowli E. coli prowadzona była dwoma metodami: metodą 

mechanicznego oddzielenia przez worteksowanie oraz metodą opartą na szoku termicznym. 

Metoda mechaniczna obejmowała następujące etapy: 
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• Hodowla bakterii przez 24 godziny na płytkach z podłożem LA/TSA z dodatkiem 

odpowiedniego antybiotyku, 

• Zebranie komórek bakteryjnych z powierzchni płytek za pomocą jałowej głaszczki i 

zawieszenie ich w buforze PBS (Materiały 4.14) do uzyskania OD600 równego 1, 

• Energiczne worteksowanie zawiesiny przez 15 minut w temperaturze pokojowej, 

• Wirowanie zawiesiny (10000 obrotów/minutę) i zebranie supernatantu zawierającego 

frakcje fimbrialne. 

Metoda szoku termicznego przebiegała w następującej kolejnośći: 

• Zawieszenie kolonii bakteryjnej w buforze PBS (1 kolonia na 400 µl buforu), 

• Posiew przygotowanych zawiesin na płytki z podłożem LA z dodatkiem antybiotyku 

(350 µl zawiesiny na każdą płytkę), 

• Inkubacja płytek w temperaturze 37°C przez dobę, 

• Zebranie hodowli z każdej płytki i zawieszenie w 15 ml buforu PBS, worteksowanie 

zawiesin przez 1 minutę, 

• Inkubacja zawiesin w łaźni wodnej przez godzinę w temperaturze 65˚C, 

• Wirowanie zawiesiny przy 6000 obrotów/minutę przez 10 minut, zebranie supernatantu, 

• Precypitacja białek za pomocą 40% roztworu siarczanu amonu w PBS (Materiały 4.14) 

przez noc w temperaturze 4°C, 

• Wirowanie wytrąconych białek przy 2500 obrotów/minutę przez 30 minut w 

temperaturze 4˚C i zawieszenie ich w 3 ml buforu PBS, 

• Dializa do buforu PBS (1 l) przez noc w temperaturze 4°C (objętość dializowanego 

izolatu: 3 ml). 

5.7 Izolacja frakcji periplazmatycznej 
Wyizolowanie frakcji periplazmatycznej z komórek Escherichia coli obejmuje wykonanie 

następujących czynności: 

• wirowanie hodowli bakteryjnej: 4000 obrotów/minutę, 15 minut, 4°C, 

• zawieszenie osadu z całej objętości hodowli w buforze sacharozowym (osad z każdej 

kolby hodowlanej zawiesza się w ok. 5 ml buforu) (Materiały 4.15), 

• dopełnienie każdej części zawiesiny buforem sacharozowym do objętości 50 ml, 
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• inkubacja w temperaturze pokojowej przez 10 minut, 

• wirowanie próbek: 5000 obrotów/minutę, 20 minut, 4°C, 

• zawieszenie otrzymanego osadu w 10 mM MgCl2 (Materiały 4.15) (otrzymując 4 

próbówki po 50 ml zawiesiny),  

• inkubacja w lodzie przez 15 minut, 

• wirowanie: 7000 obrotów/minutę, 10 minut, 4°C, 

• zebranie supernatantu zawierającego frakcję periplazmatyczną (przechowywanie do 

dalszych analiz w 4°C). 

5.8 Oczyszczanie białek metodą chromatografii 
metalopowinowactwa 

Proces oczyszczania białek zawartych w wyizolowanej frakcji periplazmatycznej na 

kolumnie obejmuje wymienione niżej etapy: 

• Kondycjonowanie kolumny Ni2+-IDA-His-Bind-Resin przy pomocy buforu płuczącego 

nr 1 (ok. 5 objętości kolumny) (Materiały 4.23), 

• Naniesienie na kolumnę preparatu, po uprzednim ustaleniu jego pH (poprzez zmieszanie 

równych objętości wyizolowanej frakcji periplazmatycznej w roztworze 10 mM MgCl2 i 

buforu płuczącego nr 1), 

• Płukanie złoża kolumny buforem płuczącym nr 1 (1 litr) z przepływem wymuszonym 

ok. 7 ml/minutę (pompa perystaltyczna, Materiały 4.26), 

• Płukanie złoża kolumny buforem płuczącym nr 2 (1 litr) z przepływem wymuszonym 

ok. 7 ml/minutę, 

• Zamknięcie odpływu kolumny i dodanie pierwszej porcji buforu elucyjnego (5 ml), 

wymieszanie buforu ze złożem i pozostawienie do osadzenia złoża, spuszczenie buforu 

elucyjnego wraz z białkiem do jałowej probówki (elucja grawitacyjna), 

• Dodanie drugiej porcji (5 ml) buforu elucyjnego do kolumny, zebranie eluowanego 

białka do kolejnej probówki, 

• Dodanie dwóch kolejnych porcji (2x5 ml) buforu w analogiczny sposób. 

Łącznie objętość frakcji elucyjnej wynosiła 20 ml. 
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5.9 Dializa preparatów białkowych 
Dializa ma na celu otrzymanie białka w odpowiednim buforze, który został wybrany jako 

najbardziej optymalny do dalszych etapów badań. W celu usunięcia pozostałości imidazolu 

dializie poddawano białko oczyszczone wstępnie metodą chromatografii 

metalopowinowactwa. Przeprowadzono następujące czynności (w sposób jak najbardziej 

jałowy, wykluczając możliwość zanieczyszczenia białka proteazami): 

• gotowanie błony dializacyjnej (Materiały 4.24) aż do jej otwarcia, 

• przemycie błony jałową wodą (od wewnątrz i z zewnątrz), 

• zamknięcie jednego końca błony w jałowej probówce Eppendorfa, umieszczenie w 

utworzonym zbiorniczku analizowanego roztworu białka (20 ml), zamknięcie drugiego 

końca błony w analogiczny sposób, 

• umieszczenie błony dializacyjnej zawierającej białko w kolbie zawierającej 2 l jałowego 

buforu dializacyjnego (Materiały 4.24) na noc w temperaturze 4°C, a następnie 

przełożenie błony do nowej porcji (3 l) tego samego buforu i dializowanie przez kolejną 

dobę w 4°C. 

5.10 Chromatografia rozmiarów wykluczających 
Chromatografia ta zwana też sączeniem molekularnym, jest techniką umożliwiającą 

analityczny bądź preparatywny rozdział substancji różniących się masą cząsteczkową. 

Przygotowanie zestawu z kolumną do sączenia próbek zawierających białka polega na: 

• Skalibrowaniu kolumny przy pomocy gotowego zestawu (Materiały 4.25), 

• Wyznaczeniu objętości martwej kolumny za pomocą odczynnika Blue Dextran 2000, 

• Skondycjonowaniu kolumny buforem elucyjnym do uzyskania stabilnej linii bazowej 

przy pomiarze absorbancji przy 280 nm. 

Do sączenia analityczniego stosuje się system do oczyszczania metodą FPLC (Materiały 

4.26). Stosuje się nastrzyk 0,3 ml oraz przepływ 0,25 ml/minutę. Detekcja przebiega z 

użyciem fali o długości 280 nm. 

5.11 Elektroforeza białek w żelu poliakrylamidowym w 
warunkach denaturujących 
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Elektroforeza w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących została 

przeprowadzona według standardowej procedury (Shapiro et al., 1967). 

5.12 Test retardacji białek w żelu SDS-PAGE 
Ocena stabilności kinetycznej białek wykonana została z użyciem testu opóźnienia migracji w 

żelu poliakrylamidowym (opis założeń teoretycznych tej metody zawarto w rozdziale Część 

teoretyczna, 2.4.2 Mostek disiarczkowy podjednostek). 

Próbki białek zmieszano z buforem Laemmli, po czym inkubowano je w temperaturach 20, 

30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 oraz 100˚C przez 10 minut. Po upływie tego czasu 

naniesiono je na 15% żel poliakrylamidowy (Materiały 4.8) i przeprowadzono rozdział 

elektroforetyczny (Metody 5.11), a następnie żele zabarwiono barwnikiem Coomasie Blue. 

5.13 Detekcja mostków disiarczkowych 
Detekcja mostków disiarczkowych możliwa jest przy użyciu pośredniej metody z użyciem 

odczynnika Ellmana (Materiały 4.13). Odczynnik ten służy do bezpośredniego wykrywania 

obecności wolnych grup tiolowych - reakcja DNTB z nimi prowadzi do powstania disiarczku 

i kwasu 2-nitro-5-tiolobenzoesowego (TNB). Ilość wydzielonego TNB jest mierzona przez 

ansorbancję anionu TNB2- przy długości fali 412 nm.  

Pierwszym etapem w wykrywaniu mostków disiarczkowych była karboksymetylacja próbki z 

użyciem jodoacetamidu, co doprowadziło do modyfikacji wolnych grup tiolowych, natomiast 

nie naruszyło istniejących mostków disiarczkowych. Próbka została następnie poddana 

denaturacji przy pomocy 6 M Gu-HCl-0,1 M Tris-HCl (Materiały 4.13) i redukcji mostków 

disiarczkowych przy pomocy 10 mM DTT (2 godziny). Aby usunąć nadmiar DTT 

przeprowadzono dializę próbki w buforze do detekcji zawierającym 0,1 M fosforan (pH 8,0). 

Detekcja uzyskanych wolnych grup tiolowych, które tworzyły mostki disiarczkowe została 

przeprowadzona przez poddanie próbki działaniu roztworu zawierającego 10 mM DTNB i 

0,1 M buforu fosforanowego. Zmierzono absorbancję próbki przy 412 nm i wyliczono 

stężenie tioli dla absorbancji molowej anionu TNB (E412= 1,415×104 cm-1 M-1). 

5.14 Analiza Western Blot 
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Analiza Western Blot pozwala na wykrywanie białek z użyciem specyficznych dla nich 

przeciwciał. W prowadzonych badaniach technika ta służyła potwierdzeniu denaturacji 

fimbrii Dr do podjednostek DraE, identyfikacji białek zawartych w frakcjach elucyjnych po 

chromatografii rozmiarów wykluczających, a także do analizy izolowanych frakcji 

fimbrialnych pod kątem zawartości w nich białka DraE-∆SS. 

Po przeprowadzeniu elektroforezy analizowanych białek w żelu poliakrylamidowym w 

warunkach denaturujących (Materiały 5.11) wykonano elektrotransfer białek z żelu na błonę 

nitrocelulozową. Na powierzchni aparatu będącej elektrodą naładowaną dodatnio 

umieszczono trzy przycięte bibuły Whatmana, uprzednio zamoczone w buforze do transferu 

(Materiały 4.12). Na warstwę bibuł położono identycznie przyciętą błonę nitrocelulozową, 

również namoczoną w buforze do transferu. Na błonie umieszczono żel z rozdzielonymi 

białkami, wcześniej przepłukany kilkukrotnie buforem do transferu – spomiędzy błony i żelu 

usunięto dokładnie wszystkie powstałe pęcherze powietrza. Na żelu ułożono kolejne trzy 

warstwy bibuły Whatmana, po czym powstały stos przykryto wiekiem aparatu (elektroda 

naładowana ujemnie). Transfer białek prowadzono przy natężeniu prądu wynoszącym 0,8 

mA na cm2 żelu przez 1 godzinę. Po upływie tego czasu błonę umieszczono w buforze 

blokującym (TBST z dodatkiem 5% odtłuszczonego mleka w proszku; Materiały 4.12 ) i 

poddano inkubacji w temperaturze pokojowej przez 1 godzinę z wytrząsaniem (lub 

równorzędnie inkubowano w 4˚C przez noc). Następnie przepłukano błonę trzy razy buforem 

TBST, po czym umieszczono ją na godzinę w roztworze króliczych przeciwciał 

pierwszorzędowych anty-DraE w buforze TBST w rozcieńczeniu 1:500 (temperatura 

pokojowa). Po tym czasie wykonano płukanie błony buforem TBST (trzykrotne), a następnie 

błonę inkubowano przez godzinę w buforze TBST z przeciwciałami drugorzędowymi anty-

króliczymi (rozcieńczenie 1:2000). Po ponownym trzykrotnym wypłukaniu błony buforem 

TBST umieszczono ją w roztworze zawierającym DAB i H2O2 (substraty dla peroksydazy 

chranowej). W miejscu rozpoznania analizowanych białek przez przeciwciała 

pierwszorzędowe obserwuje się brunanty prążek. W momencie, gdy zaczyna się pojawiać tło 

reakcja była przerywana przez usunięcie roztworu i przepłukanie błony wodą. 

Przechowywano ją w stanie osuszonym bez dostępu światła. 

5.15 Mikroskopia immunofluorescencyjna 
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Mikroskopia immunofluorescencyjna umożliwiła immunodetekcję fimbrii Dr na powierzchni 

komórek szczepu E. coli BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS a także ocenę zdolności adherencji 

szczepu BL21(DE3)/pBJN406 i BL21(DE3)/pACYC184 do komórek linii CHO. Aby 

uzyskać preparaty do mikroskopii immunofluorescencyjnej należało wykonać etapy: 

• Prowadzenie hodowli odpowiednich szczepów bakteryjnych na pożywce LB w 37°C 

przez 24 godziny, 

• Całkowite zwirowanie hodowli, delikatne ich przemycie oraz zawieszenie w budorze 

PBS do uzyskania stężenia 105-106komórek/ml, 

• Inkubacja zawiesin komórkowych z przeciwciałami pierwszorzędowymi w temperaturze 

pokojowej przez 1 godzinę, 

• Trzykrotne przemycie mieszaniny buforem PBS z dodatkiem 10% (v/v) glicerolu, 

• Inkubacja próbek z przeciwciałami drugorzędowymi związanymi z barwnikiem 

fluorescencyjnym (IgG-FITC) przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej, 

• Umieszczenie próbek na szkiełkach podstawowych i obserwacja ich za pomocą 

mikroskopu immunofluorescencyjnego (Materiały 4.26). 

5.16 Kalorymetria 
Analiza kalorymetryczna wykonana została za pomocą różnicowego mikrokalorymetru 

skanującego (Materiały 4.26), wyposażonego w celkę kapilarną o objętości 0,299 ml. Zakres 

temperatur podczas eksperymentów wynosił 5-95°C. Dane zebrane zostały za pomocą 

programu DCSRun. 

W każdym eksperymencie stężenie badanego białka w próbce wynosiło ok. 1 mg/ml. Próbki 

badane były przy różnym tempie skanowania (0,5, 1, 1,5, 2°C/minutę). Przed umieszczeniem 

w celkach, próbki zostały poddane odgazowaniu przez mieszanie w komorze próżniowej 

przez 10 minut w temperaturze pokojowej (procedurę tę wykonano zarówno dla próbki 

zawierającej białko, jak i dla próbki odnośnikowej, zawierającej bufor podializacyjny 

(Materiały 4.24)). Po odgazowaniu, próbki zostały naniesione do celek kalorymetru. Celki te 

poddawane są podczas analizy działaniu nadciśnienia (0,3 MPa) w celu uniknięcia 

odgazowania próbek w czasie skanowania. Odwracalność procesu denaturacji termicznej 

badano poprzez sprawdzenie powtarzalności lini kalorymetrycznych podczas drugiego skanu 
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grzania próbki (następującym po schłodzeniu celek po pierwszym skanie oraz dodatkowych 

30 minutach równoważenia w niskiej temperaturze). Badanie obejmuje wyznaczenie linii 

bazowej, którą odejmuje się po zakończeniu eksperymentu od linii skanów, uzyskując 

termogramy DSC.  

Proces denaturacji białkek stabilnych kinetycznie podczas analizy kalorymetrycznej 

wykazuje silną zależność pomiędzy tempem skanowania a temperaturą denaturacji. Dla 

wyjaśnienia tego fenomenu należy odnieść się do modelu denaturacji białek, wyrażonego za 

pomocą równania Lumry-Eyring: 

� ↔ � → 	 

W równaniu tym N oznacza formę natywną białka, U – formę zdenaurowaną, a F formę 

finalną, która powstaje w sposób nieodwracalny z formy zdenaturowanej. Model ten zakłada, 

że na drodze do finalnej formy zdenaturowanej istnieją co najmniej dwa pośrednie etapy: 

odwracalna denaturacja formy natywnej oraz nieodwracalna zamiana formy zdenaturowanej 

na formę finalną, niezdolną do powrotu do formy natywnej. Jeżeli etap przemiany na 

nieodwracalną formę charakteryzować się będzie wysoką stałą szybkości, to model można 

uprościć do modelu dwustanowego: 

� ������� 	 

gdzie kobs – obserwowalna stała szybkości, ograniczona energią aktywacji wynikającą z 

konformacji stanu przejściowego.  

Dla eksperymentalnych danych z kalorymetrii zastosowano dopasowanie linii skanowania za 

pomocą metody najmniejszych kwadratów według równania: 

��� = 1
� ∆�	��� ����� �  1!∗ − 1

!$% 

��� &− 1
�' ���(

()
����  1!∗ − 1

!$* +!, 

gdzie��� – pojemność cieplna, � – temperaturowa prędkość skanowania, ∆� – entalpia 

denaturacji (stała w zakresie temperatury denaturacji), �� – energia aktywacji, R – stała 

gazowa, !∗ - temperatura, w której k= 1 min-1 (Sanchez-Ruiz, 1992). W celu weryfikacji 

metody zastosowano następujące anamorfozy krzywych eksperymentalnych: zależność 

ln���od odwrotności wartości temperatury, zależność odwrotności wartości temperatury od 
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ln-����//01 − 023 oraz zależność /1 − 0/0124 od temperatury (gdzie 01 – całkowite ciepło 

pochłonięte podczas przejścia (entalpia kalorymetryczna), Q – ciepło zaabsorbowane podczas 

ogrzewania białka od temperatury odniesienia T0 (temperatura początkowa przejścia) do 

temperatury T. W przypadku otrzymania dla każdej prędkości grzania krzywych 

anamorficznych o zbliżonym kształcie przyjmuje się, że model dwustanowy dobrze opisuje 

proces denaturacji (Kurganov et al., 1997). 

5.17 Synteza pilicydów 
Synteza pilicydów przeprowadzona została w Katedrze Chemii Organicznej Wydziału 

Chemicznego Politechniki Gdańskiej zgodnie z procedurą opracowaną przez Svennson i 

współpracowników oraz Aberg i współpracowników (Svensson et al., 2001; Aberg et al., 

2005). W związku z niską rozpuszczalnością kwasowych form tych związków, w 

eksperymentach wykorzystano ich sole litu. Otrzymane roztwory pilicydów zostały 

zliofilizowane. W celu wykorzystania ich w eksperymentach, związki te zostały 

rozpuszczone w czystym DMSO. Stężenie DMSO w hodowlach podczas eksperymentów 

wynosiło 5% (DMSO dodawano do pożywek w celu zapewnienia rozpuszczenia pilicydów). 

5.18 Test adherencji szczepów E. coli Dr+ do komórek linii CHO 
W teście wykorzystano linie komórkowe CHO oraz CHO-DAF+.. Obie linie komórkowe 

zostały przeniesione do płytek 6-dołkowych i hodowane przez 18-24 godzin w pożywce F12 

z dodatkiem 10% FBS i roztworu penicyliny-streptomycyny (37°C, 5% CO2). Przed 

wykonaniem testu komórki przepłukano dwukrotnie PBS, po czym inkubowano w porcji 

świeżej pożywki F12 bez antybiotyków, z dodatkiem 1% FBS przez 1 godzinę.  

Szczep E. coli BL21(DE3)/pBJN406 hodowano z wytrząsaniem w pożywce LB z dodatkiem 

chloramfenikolu przez dobę w 37˚C. Następnie 100 µl hodowli wysiano na płytki TSA z 

dodatkiem 5% DMSO i chloramfenikolu oraz pilicydów w stężeniach 0 (kontrola 

negatywna), 0,5, 1,5, 2,5 oraz 3,5 mM. Hodowlę na płytkach TSA prowadzono przez kolejną 

dobę w 37˚C. Jako kontrolę negatywną wykorzystano hodowlę szczepu E. coli 

BL21(DE3)/pACYC184 na płytkach TSA bez dodatku pilicydów. Po upływie doby, komórki 

zebrano z płytek, dwukrotnie przepłukano PBS i zawieszono w świeżej porcji PBS do 

uzyskania OD600 równego 1,5. 
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Z zawiesiny każdego szczepu bakteryjnego pobrano następnie po 50 µl i dodano je do 4 

studzienek płytek ze szkiełkami nakrywkowymi zawierających komórki CHO-DAF+ lub 

CHO-DAF-. Płytki inkubowano w 37˚C (5% CO2) przez 1,5 godziny. Po tym czasie 

studzienki przepłukano trzy razy za pomocą PBS, komórki utrwalono 70% metanolem i 

zabarwiono barwnikiem Giemsy (3 min., 37˚C) w celu uwidocznienia związanych komórek 

bakteryjnych. Szkiełka nakrywkowe analizowano przy pomocy odwróconej mikroskopii z 

użyciem obiektywu z kontrastem fazowym. Na każdym szkiełku analizowano 40 komórek 

CHO. Dla każdej kombinacji szczepu bakteryjnego i kultury komórkowej wykonano trzy 

niezależne eksperymenty (każdy z użyciem nowej hodowli bakteryjnej, świeżych kultur 

komórkowych i świeżych pożywek) w czterech powtórzeniach uzyskując zestaw 12 danych, 

które następnie zostały przeanalizowane statystycznie. Otrzymane wartości adherencji są 

wyrażone jako stosunek procentowy średniej wartości adherencji w odniesieniu do kontroli 

pozytywnej (CHO-DAF+) z uwzględnieniem odchylenia standardowego. 

5.19 Test hemaglutynacji 
W celu oszacowania aktywności pilicydów wykonano test hemaglutynacji. Test ten opiera się 

na oddziaływaniu pomiędzy fimbriami Dr a receptorem DAF. Bakterie E. coli 

BL21(DE3)/pBJN406 i BL21(DE3)/pACYC184 (kontrola negatywna) hodowane były na 

płytkach TSA (Materiały 2.20) z dodatkiem 3,5 mM pilicydu bądź bez dodatku (w sposób 

identyczny jak dla testu adherencji do komórek CHO). Następnie kolonie bakterii zostały 

zebrane z płytek, przemyte buforem PBS i zawieszone w nim do uzyskania wartości OD600 

równej 1,0. Zawiesiny bakteryjne zostały wykorzystane w teście hemaglutynacji w celu 

oszacowania ilości fimrbii występujących na powierzchni komórek bakteryjnych. 

Z próbki ludzkiej krwi (o grupie 0) wyizolowano erytrocyty, przemyto je trzykrotnie PBS i 

zawieszono w buforze PBS z dodatkiem 2% D-mannozy osiągając końcowe OD600 równe 1,4.  

Przygotowano seryjne rozcieńczenia hodowli bakteryjnych w 12-dołkowych płytkach 

mikrotitracyjnych. Poprzez dodanie do nich równych objętości zawiesiny erytrocytów 

wykonano test hemaglutynacji opornej na mannozę (MRHA, ang. mannose resistant 

haemagglutination). Test hemaglutynacji wykonywano na lodzie. Obejmował on określenie 

ostatniego rozcieńczenia badanych bakterii, przy którym występuje obserwowalna 

aglutynacja. Wartość HA-miana oznaczono jako odwrotność ostatniego rozcieńczenia 
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hodowli bakteryjnej, dla którego obserwuje się aglutynację. W celu potwierdzenia, że 

występująca aglutynacja jest wynikiem oddziaływania fimbrii Dr z receptorem DAF 

przeanalizowano również odwracalność tej reakcji na skutek dodania chloramfenikolu do 

stężęnia końcowego równego 2 µM. HA-miano oznaczono jako średnią z trzech oddzielnych 

eksperymentów w dwóch powtórzeniach każdy. 

5.20 Test wiązania kolagenu 
Studzienki polistyrenowej 96-dołkowej płytki do mikromiareczkowania zostały pokryte 

kolagenem typu IV wyizolowanym z ludzkiego łożyska (stężenie 20 mg/ml) (Materiały 4.21), 

po czym inkubowano je przez noc w 4˚C. Po tym czasie przepłukano je trzykrotnie buforem 

PBS, a następnie w celu zablokowania inkubowano w 1% roztworze BSA w PBS przez 2 

godziny w 37˚C. Po usunięciu buforu blokującego do studzienek dodano 100 µl hodowli 

komórek bakteryjnych (Metody 5.1) w PBS (OD600=1) i ponownie inkubowano przez 2 

godziny w 37˚C. Dodatkowo wykonano test z użyciem tej samej hodowli bakteryjnej 

rozcieńczonej w stosunkach 1:1, 1:2, 1:4, 1:6 i 1:8.  

Fimbrie Dr związane do kolagenu wykrywane były poprzez inkubację przez 40 minut w 37˚C 

w roztworach króliczych przeciwciał pierwszorzędowych anty-DraE i drugorzędowych 

kozich antykróliczych (rozcieńczenia 1:500 i 1:5000). Po dodaniu substratu Sigma Fast 

(Materiały 4.21) ilość związanych przeciwciał została zmierzona za pomocą czytnika płytek 

przy długości fali 490 nm. Eksperyment wykonano trzy razy w dwóch powtórzeniach, przy 

użyciu nowych hodowli bakteryjnych. Z uzyskanych wyników obliczono wartość średnią 

wraz z wartością odchylenia standardowego. 

5.21 Analiza densytometryczna frakcji fimbrialnych 
rozdzielonych za pomocą SDS-PAGE 

Szczep E. coli BL21(DE3)/pBJN406 hodowano przez dobę na płytkach TSA (5% DMSO, 

chloramfenikol) w obecnośći pilicydów w stężeniach 0, 0,5, 1,5, 2,5 i 3,5 mM. Kontrolę 

negatywną stanowiła hodowla szczepu BL21(DE3)/pACYC184 na płytce TSA bez dodatku 

pilicydów. Z wszystkich hodowli wyizolowano frakcje fimbrialne metodą mechaniczną 

(Metody 5.6). Ze wszystkich próbek pobrano 20 µl i zmieszano każdą porcję z 5 µl buforu 

Laemmli (Materiały 4.8), a następnie denaturowano w temperaturze 100˚C przez 60 minut. W 
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następnym etapie próbki rozdzielono w 15% żelach SDS-PAGE (Materiały 4.8). W celu 

potwierdzenia, że wszystkie fimbrie Dr zostały zdenaturowane do monomerycznych 

podjednostek DraE, jednocześnie wykonano analizę techniką Western blot (Metody 5.14) z 

użyciem króliczych przeciwciał anty-Dr. Białka rozdzielone na żelu uwidoczniono przez 

barwienie Coomasie Blue (Materiały 4.8). Steżenie białka DraE w frakcjach fimbrialnych 

zmierzono przy pomocy analizy densytometrycznej z wykorzystaniem aparatu VersaDoc, 

oprogramowania Quantity One oraz standardu w postaci zestawu SDS-PAGE LMW 

calibration kit (Materiały 4.22). Wartość uzyskaną dla szczepu eksprymującego fimbrie 

hodowanego bez obecności pilicydów ustalono arbitralnie na 100%. Eksperyment 

przeprowadzono trzykrotnie, używając nowych hodowli. Gęstość optyczną dla 

analizowanych prążków określono densytometrycznie z trzech pomiarów dla każdego 

doświadczenia. 
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6 OPIS WYNIKÓW I DYSKUSJA 
W przytoczonej części wstępnej niniejszej pracy rysuje się podział struktur adhezyjnych 

bakterii Gram-ujemnych na trzy grupy zależne od budowy białka opiekuńczego biorącego 

udział w biogenezie tych struktur – grupa FGS, FGL oraz pośrednia grupa FGA. Kryterium 

tego podziału ma charakter czysto strukturalny i opiera się na długości pętli ł ączącej β-nici 

F1 i G1 białka opiekuńczego. Ze względu na fakt, że region ten obejmuje β-nić G1, pełniącą 

fundamentalną rolę w czasie jednej z dwóch podstawowych reakcji biognezy struktur 

adhezyjnych – reakcji DSC – podział chaperonów przekłada się bezpośrednio na różnice 

strukturalne w budowie szczeliny akceptorowej podjednostek budujących te struktury. 

Pośrednio obserwuje się zatem również związek pomiędzy grupą, do której należy chaperone 

a budową adhezyny powstającej z jego udziałem: białka FGS biorą udział w biogenezie 

struktur heteropolimerycznych, a białka FGL – struktur homopolimerycznych. Celem 

niniejszej pracy była próba określenia dalszych różnic i podobieństw pomiędzy grupami 

FGL i FGS na poziomie molekularnym. W czasie prowadzonych w ramach pracy badań 

skupiono się na dwóch kluczowych etapach mechanizmu biogenezy struktur obu grup: 

• reakcji DSC, czyli oddziaływaniach występujących pomiędzy białkiem opiekuńczym 

a podjednostką oraz 

• reakcji DSE – reakcji zachodzącej pomiędzy kompleksem binarnym chaperone-

podjednostka a białkiem ushera (rezultaty tej części badań zostały opublikowane w 

2013 roku w czasopismie BMC Microbiology (Piątek et al., 2013)). 

W literaturze dostępne są liczne dane dotyczące mechanizmów reakcji DSC i DSE dla 

białek z grupy FGS. Jako struktury modelowe uznaje się tutaj pilie P i typu 1, kodowane 

odpowiednio przez operony pap oraz fim uropatogennych szczepów E. coli. Informacje na 

temat odpowiednich reakcji dla struktur typu FGL opierają się głównie na badaniach nad 

modelową strukturą adhezyjną F1 Yersinia pestis, kodowaną przez operon caf. W niniejszej 

pracy skupiono się na dwóch funkjonalnych odkryciach opisanych tylko i wyłącznie dla pili 

typu 1. Pierwsze z nich dotyczy doniesienia z 2012 roku, wskazującego na fakt, że chaperone 

FimC katalizuje formowanie pili typu 1 tylko i wyłącznie z podjednostek budulcowych, w 

obrębie których uprzednio utworzony został mostek disiarczkowy pomiędzy β-nićmi A i B 
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(Crespo et al., 2012). Autorzy podkreślają, że jest to kluczowy mechanizm zabezpieczający 

powstające pilie przed wprowadzeniem wadliwych podjednostek nie posiadających mostka 

S-S. 

Drugie odkrycie dotyczy opracowania specyficznych inhibitorów biogenezy pili P i typu 

1, jakimi są pilicydy. Związki te, poprzez blokowanie reakcji DSE zapobiegają formowaniu 

pili, a tym samym skutecznie blokują proces patogenezy.  

W prowadzonych badaniach jako model struktur typu FGL wykorzystano fimbrie Dr 

kodowane przez operon dra uropatogennych szczepów E. coli. Założenia pracy obejmują 

uzyskanie odpowiedzi na dwa kluczowe pytania: 

• czy podobnie jak w przypadku biogenezy pili P i typu 1 chaperone DraB oddziałuje i 

wprowadza do rosnącej fimrbii Dr jedynie podjednostki DraE wyposażone w mostek 

S-S? 

• czy pilicydy pierwszej generacji opracowane jako inhibitory biogenezy struktur 

adhezyjnych typu FGS (pilie typu 1 i P) będą również skutecznie blokować 

formowanie fimbrii Dr? 

6.1 Fimbrie Dr jako typowy przedstawiciel grupy FGL 
Fimbrie Dr wykazują typową dla struktur grupy FGL budowę: stanowią one 

homopolimery pojedynczych podjednostek białka DraE. Struktury te produkowane są z 

udziałem białka opiekuńczego DraB. Chcąc stosować w badaniach fimbrie Dr jako 

modelowy przykład struktur adhezyjnych powstających z wykorzystaniem białek 

opiekuńczych typu FGL, nie można było się oprzeć tylko na analizie sekwencyjnej białka 

DraB. W związku z powyższym, w zespole dr Zbigniewa Dautera (Center for Cancer 

Research, National Cancer Institute, USA) ustalono strukturę krystalograficzną białka 

opiekuńczego DraB (kod PDB: 4DJM). Analiza strukturalna pozwala stanowczo stwierdzić, 

że białko DraB posiada wszystkie cechy charakterystyczne, obserwowane w przypadku 

białek opiekuńczych z rodziny FGL (Zavialov et al.  ̧2007, Zav’yalov et al., 2010) (Rys. 34): 

• pętla zlokalizowana pomiędzy β-nićmi F1 i G1 jest długa i liczy 15 reszt 

aminokwasowych, 

• nić donorowa G1 donoruje szczelinę akceptorową podjednostek za pomocą pięciu 

masywnych reszt hydrofobowych, 
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• motyw wiążący podjednostkę zlokalizowany na N-końcu białka, obejmujący trzy 

masywne hydrofobowe reszty nici A1 jest rozległy – składa się aż z 26 reszt 

aminokwasowych (w przypadku białka opiekuńczego PapD z rodziny FGS motyw 

ten zbudowany jest z 7 reszt, z których jedynie 2 stanowią masywne reszty 

hydrofobowe), 

• obecny jest zakonserwowany mostek disiarczkowy stabilizujący motyw szpilki do 

włosów obejmujący β-nić F1-pętlę-β-nić G1, 

• w obrębie szpilki F1-G1 zlokalizowane są trzy zakonserwowane reszty Lys, Asp oraz 

Trp, charakterystyczne tylko dla podrodziny FGL. 

Powyższe cechy pozwalają jednoznacznie przyjąć, że fimbrie Dr kodowane przez 

operon dra stanowią poprawny model struktur adhezyjnych typu FGL. 

 

Rys. 34. Białko DraB jako modelowy przedstawiciel grupy FGL. Porównanie cech strukturalnych 
DraB i PapD (rodzina FGS). Kolorem czerwonym wyróżniono część β-nici A1 zawierającą 
hydrofobowe reszty biorące udział w oddziaływaniach z podjednostką, kolorem żółtym – odcinek 
długiego N-terminalnego regionu nici A1 typowego dla białek FGL. Kolorem zielonym oznaczono 
motyw spinki do włosów obejmujący β-nici F1 i G1 i łączący je w pętlę, a naprzemiennie ułożone 
reszty hydrofobowe biorące udział w reakcji DSC wyróżniono i ponumerowano. W białku DraB 
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zaznaczono i ponumerowano również reszty cysteiny biorące udział w tworzeniu zakonserwowanego 
w grupie FGL mostka disiarczkowego. 

6.2 Wpływ zakonserwowanego mostka disiarczkowego białek 
podjednostkowych na reakcję komplementacji nici 
donorowych 

Struktury adhezyjne są odpowiedzialne za bakteryjne przyleganie do komórek 

gospodarza, umożliwiając w ten sposób kolonizację i przetrwanie w środowiskach o 

niesprzyjających warunkach. Z tego powodu struktury te muszą charakteryzować się 

trwałością – możliwość łatwego ich zniszczenia skutkowałaby szybkim wydaleniem bakterii 

z organizmu. Jednocześnie należy pamiętać, że struktury adhezyjne zbudowane są jako 

polimery z pojedynczych białek podjednostkowych, a biogeneza odbywa się w przestrzeni 

periplazmatycznej. Fałdowanie defektywnych strukturalnie podjednostek (wykazujących 

brak szóstej β-nici) jest możliwe tylko i wyłącznie przy udziale specyficznego białka 

opiekuńczego. Oznacza to, że potencjalna denaturacja podjednostki budulcowej w obrębie 

dojrzałej, powierzchniowej struktury adhezyjnej jest procesem całkowicie nieodwracalnym 

(ponieważ w środowisku występowania struktury nieobecne jest białko chaperonu). W 

efekcie denaturacja nawet pojedynczej podjednostki białkowej w polimerze składającym się 

z 1000 podjednostek powodowałaby przerwanie ciągłości struktury adhezyjnej, co 

skutkowałoby z kolei jej dysfunkcją. W związku z powyższym, białka podjednostkowe 

struktur powstających na drodze chaperone-usher należą do jednych z najstabilniejszych 

białek w przyrodzie (czas półtrwania w temperaturze 25˚C rzędu 10-10 lat, ∆G=70-90 

kJ/mol). Stabilność białka DraE-sc została szerzej omówiona w rozdziale 5.1. 

„Oddziaływania podjednostka-białko opiekuńcze oraz podjednostka-podjednostka”. 

Jednym z elementów strukturalnych umożliwiających utrzymanie wysokiej odporności 

podjednostek na denaturację jest mostek disiarczkowy występujący pomiędzy β-nićmi A i B 

(Piątek et al., 2010). Mostek o takiej lokalizacji zaobserwowano u przedstawicieli obu grup, 

FGS i FGL. Unikalne znaczenie mostka S-S typu A-B jako czynnika wpływającego na ich 

stabilność została podkreślona dla pili P i typu 1. Udowodniono, że dla tych podjednostek 

zastosowanie ma specyficzny system kontroli jakości: badania z wykorzystaniem pili typu 1 

wykazały, że mostek disiarczkowy podjednostek jest elementem niezbędnym do produkcji 

funkcjonalnej struktury adhezyjnej typu FGS – jedynie podjednostki wyposażone w mostek 
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są rozpoznawane przez białko opiekuńcze, fałdowane, a następnie włączane w skład rosnącej 

fimbrii. Mostek ten jest zatem elementem niezbędnym do powstania kompleksu chaperone-

podjednostka, czyli do zajścia reakcji DSC (Jacob-Dubuisson et al.  ̧ 1994, Crespo et al., 

2012). Mechanizm ten zabezpiecza pilie przed możliwością wprowadzenia do ich struktury 

podjednostek nie zawierających mostka S-S, czyli wykazujących obniżoną stabilność. 

Crespo i współpracownicy wykazali, że mechanizm detekcji obecności mostka 

disiarczkowego typu A-B ma również istotne znaczenie dla samej drogi fałdowania 

podjednostki na etapie formowania kompleksu chaperone-podjednostka. Chaperone FimC 

oddziałując z fałdowanymi podjednostkami musi wiązać się z przynajmniej dwoma 

motywami występującymi w obrębie ich struktury. Jednym z nich jest β-nić akceptorowa F, 

a drugim motyw szpilki A-B, spinany przez mostek disiarczkowy. Wiązanie tych motywów 

przez chaperone powoduje, że łańcuch polipeptydowy fałdowanej podjednostki ulega 

zakotwiczeniu na N- i C-końcu. Taka cyrkulizacja powoduje, że w znaczącym stopniu 

organiczona zostaje złożoność potencjalnej drogi fałdowania podjednostki (Rys. 35). W 

efekcie przyspieszeniu ulega kinetyka fałdowania podjednostki FimA, dla której połowiczny 

czas tej reakcji wynosi zaledwie 2 sekundy (Crespo et al., 2012). 
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Rys. 35. Model oddziaływania białka opiekuńczego FimC z łańcuchem polipeptydowym podjednostki 
FimA posiadającej mostek disiarczkowy (oznaczony kolorem żółtym). FimC oznaczono kolorem 
czerwonym, a podjednostkę – kolorem niebieskim. Model zakłada, że łańcuch polipeptydowy 
podjednostki wiąże się inicjalnie poprzez motyw szpilki do włosów (nici A’, A’’ i B spi ęte mostkiem 
disiarczkowym) oraz C-końcową nić F do chaperonu w taki sam sposób, jaki obserwuje się w 
strukturze kompleksu binarnego FImC-FimA, przez co ograniczona jest możliwość innych dróg 
fałdowania podjednostki (Crespo et al., 2012). 

 

Mostek disiarczkowy typu A-B nie jest elementem zakonserwowanym w obrębie całej 

superrodziny białek podjednostkowych struktur adhezyjnych typu chaperone-usher. Niektóre 

podjednostki, jak np. Caf1 (będące białkiem modelowym podjednostek typu FGL) nie 

posiadają reszt cysteiny zdolnych do utworzenia wiązań S-S tego typu. Operon dra, 

kodujący fimbrie Dr zbudowane z podjednostek DraE zawiera również gen draD 

odpowiedzialny za syntezę białka inwazyny DraD stanowiącej podjednostkę szczytową 

fimbrii. DraD posiada mostek disiarczkowy łączący β-nici B i F, a więc o odmiennej 
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lokalizacji w stosunku do mostka podjednostek głównych DraE czy FimA. Podjednostki 

DraD–podobne wystepują w operonach kodujących adhezyny z rodziny Dr i nie tylko, 

należących wyłącznie do podjednostek typu FGL. 

Te unikalne cechy dotyczące obecności i lokalizacji mostka disiarczkowego typu A-B w 

podjednostkach strukturalnych adhezyn powstających z udziałem chaperonów z podrodziny 

FGL powodują, że zasadne jest pytanie o poziom zakonserwowania mechanizmu kontroli 

włączania podjednostek zawierających wiązanie S-S zdefiniowanego dla układów Fim i Pap 

w kontekście podrodziny FGL. 

6.3 Analiza stopnia oligomeryzacji białka DraE-∆SS w obrębie 
periplazmy 

W celu stwierdzenia, czy biogeneza fimbrii Dr jest kontrolowana przez system detekcji 

wiązań S-S w białku podjednostkowym DraE opracowano dwa kolejne bakteryjne układy 

eksperymentalne. Pierwszy opierał się na wykorzystaniu szczepu E. coli 

BL21(DE3)/pET30b-sygDraBE. Szczep ten koprodukuje pod kontrolą wspólnego promotora 

T7 periplazmatycznie zlokalizowane dzikie formy białka DraB oraz DraE (Materiały 4.3). 

Na bazie tego szczepu skonstruowałam jego pochodną – szczep E. coli BL21(DE3)/pET30b-

sygDraBE-∆SS, w którym w genie białka DraE trójki kodujące reszty cysteiny zastąpiono 

kodonami odpowiadającymi resztom alaniny (Materiały 4.3). Oba szczepy nie produkują 

białka kanałotwórczego DraC, niezbędnego do formowania zewnątrzkomórkowych struktur 

fimbrialnych Dr. W efekcie, w przypadku obu szczepów w periplazmie następuje 

akumulacja DraB i podjednostek DraE lub DraE-∆SS. W przypadku szczepu E. coli 

BL21(DE3)/pET30b-sygDraBE obserwuje się nagromadzenie w przestrzeni 

periplazmatycznej oligomerów DraE, będących efektem reakcji DSC i DSE. 

Ze względu na bardzo wysoką stabilność podjednostki białka DraE oligomery 

inkubowane w temperaturze pokojowej w buforze Laemmli nie podlegają denaturacji. W 

związku z tym wiążą one mniejszą ilość cząsteczek SDS niż w pełni zdenaturowane w 

temperaturze 98˚C podjednostki. Oligomery te można uwidocznić stosując test retardacji 

(Wstęp 2.4.2, Metody 5.12) białek stabilnych kinetycznie w żelu SDS-PAGE. W czasie 

elektroforezy porównuje się migrację próbek inkubowanych przed naniesieniem na żel w 
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temperaturze pokojowej (25˚C) oraz próbek poddanych działaniu wysokiej temperatury 

(98˚C).  

Uzyskane preparaty frakcji periplazmatycznych pochodzących z obu analizowanych 

szczepów poddałam sprawdzającej identyfikacji za pomocą techniki Western Blotting z 

użyciem króliczych przeciwciał anty-DraE i II-rzędowych przeciwciał antykróliczych 

(Metody, 5.14). Dla frakcji periplazmatycznych wyizolowanych z hodowli kontrolnego 

szczepu BL21(DE3)/pET30b-sygDraBE technika ta uwidoczniła różnice pomiędzy próbkami 

inkubowanymi w różnych temperaturach. Próbki nie poddane denaturacji termicznej 

zawierały białko DraE w formie monomerycznej oraz w postaci oligomerów o różnych 

wielkościach – prążki im odpowiadające widoczne są na różnych wysokościach (Rys. 36). 

Dla próbek inkubowanych w 98˚C obserwuje się tylko pojedynczy prążek na wysokości 

odpowiadającej wielkości białka DraE w formie monomeru. W przypadku szczepu 

BL21(DE3)/pET30b-sygDraBE-∆SS, analiza frakcji periplazmatycznej uwidoczniła jedynie 

monomeryczną formę białka DraE-∆SS, nie zaobserwowałam oligomerów dla próbek 

inkubowanych w temperaturze pokojowej (Rys. 36). Uzyskane rezultaty wskazują 

jednoznacznie, że brak mostka disiarczkowego w obrębie podjednostki DraE 

najprawdopodobniej dyskwalifikuje ją z udziału w oddziaływaniu z białkiem opiekuńczym 

DraB, wobec czego nie powstaje taka forma tego białka, która zdolna by była do 

uczestnictwa w reakcji DSE, skutkującej utworzeniem oligomerów. Jednocześnie 

wcześniejsze badania wykazały, że białko DraE-sc-∆SS z uzupełnioną przez C-końcowy 

peptyd fuzyjny (odpowiadający nici Nte) szczeliną akceptorową ulega procesowi 

poprawnego fałdowania w obrębie periplazmy (Piątek et al., 2010). Tym samym wykluczona 

została sytuacja, w której oligomery nie powstają na skutek wewnątrzcząsteczkowego 

defektu białka DraE spowodowanego substytucją reszt cysteiny na reszty alaniny. 

Otrzymany wynik opisany w powyższym etapie nie jest jednoznaczny. Badania nad 

białkiem DraE-∆SS wykazały, że w wyniku usunięcia mostka disiarczkowego straciło ono 

stabilność kinetyczną typową dla białka DraE-sc. Białko DraE-sc-∆SS analizowane testem 

retardacyjnym SDS-PAGE nie wykazywało różnic w prędkości migracji dla próbek 

inkubowanych przed elektroforezą w temperaturach 25 i 98˚C. Oznacza to, że w przypadku 

badanego szczepu E. coli BL21(DE3)/pET30b-DraBE-∆SS w przestrzeni periplazmatycznej 
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mogły pojawić się oligomery zbudowane z białka DraE-∆SS, jednak nie wykazały one 

odporności na denaturację w buforze Laemmli. 

 

Rys. 36. Analiza Werstern blot frakcji periplazmatycznych wyizolowanych ze szczepów E. coli 
BL21(DE3)/pET30b-sygDraBE (oznaczonej jako DraE) oraz BL21(DE3)/pET30b-sygDraBE-∆SS 
(oznaczonej jako DraE-∆SS) z użyciem przeciwciał anty-DraE. Ścieżki oznaczone numerami 98 i 25 
oznaczają próbki białek inkubowane przed elektroforezą w buforze Laemmli w temperaturach 
opowiednio 98 i 25˚C. Strzałką oznaczono pozycję białka DraE w formie monomerycznej. M – 
marker PageRuler Prestained Protein Ladder. 

6.4 Wpływ braku mostka disiarczkowego w białku DraE na 
proces włączania podjednostek w fimbrię 

Drugie podejście eksperymentalne miało na celu określenie wpływu delecji mostka 

disiarczkowego w białku DraE (mutacja Cys→Ala) na zdolność komórek bakteryjnych do 

formowania powierzchniowo zlokalizowanych fimrbii Dr. Jako model wykorzystano szczep 

E. coli BL21(DE3)/pCC90 niosący cały operon dra bez regionu warunkującego zmienność 

fazową (Materiały 4.3). Plazmid pCC90 jest powszechnie stosowany w eksperymentach, w 

których niezbędny jest szczep bakteryjny produkujący w sposób konstytutywny fimbrie Dr. 

Szczepy E. coli zawierające plazmid pCC90 często są używane jako powszechnie 

akceptowalny odpowiednik szczepu klinicznego IH11128. Stosując technikę mutagenezy 

ukierunkowanej stworzyłam plazmid pCC90DraE-∆SS, w którym w obrębie genu 

kodującego białko DraE kodony cysteiny substytuowano kodonami alaniny. W 

przeciwieństwie do poprzednio używanego szczepu E. coli BL21(DE3)/pET30b-sygDraBE-

∆SS, wykorzystany w tym eksperymencie szczep BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS jest zdolny 
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do ekspresji dodatkowo genów białka kanałotwórczego DraC oraz inwazyny DraD. W 

trakcie eksperymentu prowadzono równolegle hodowle szczepów E. coli BL21(DE3)/pCC90 

oraz BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS na podłożu stałym LA (Materiały 4.4). Z hodowli 

nocnych w postaci muraw bakteryjnych wyizolowałam zewnątrzkomórkowe frakcje 

fimbrialne stosując metodę mechaniczną oraz metodę szoku termicznego (Metody 5.6). 

Uzyskane frakcje poddane zostały analizie z wykorzystaniem chromatografii rozmiarów 

wykluczających na kolumnie GE Superdex G-75 (Materiały 4.25). Uzyskane frakcje 

elucyjne poddałam następnie analizie na obecność fimbrii Dr zbudowanych z białka DraE 

lub DraE-∆SS z wykorzystaniem techniki Western Blotting stosując I-rzędowe przeciwciała 

królicze anty-Dr i II-rzędowe przeciwciała kozie anty-królicze sprzężone z peroksydazą 

chrzanową (Metody 5.14). 

Analiza chromatograficzna frakcji fimbrialnych pochodzących ze szczepu kontrolnego 

(E. coli BL21(DE3)/pCC90) skutkowała występowaniem pojedynczego, intensywnego piku 

obserwowanego przy objętości elucji równej objętości martwej kolumny (ok. 8 ml) (Rys. 

37A). Taki obraz jest typowy dla aglomeratów białkowych o dużej masie cząsteczkowej. 

Otrzymany wynik wskazuje, że frakcje fimbrialne wyizolowane z hodowli szczepu 

kontrolnego zgodnie z założeniem zawierają natywne fimbrie Dr, zbudowane z 

wielokrotnych powtórzeń białka DraE. Badanie sprawdzające za pomocą techniki Western 

Blotting wykonano inkubując identyczne próbki odpowiadające elucji piku z chromatografii 

wykluczania w dwóch temperaturach: 25 i 98˚C. Uzyskane w ten sposób rezultaty 

potwierdziły fakt produkcji fimbrii Dr: próbka inkubowana w temperaturze pokojowej 

zawierała DraE w postaci oligomerów o różnej wielkości, natomiast inkubacja próbki 

elucyjnej frakcji fimbrialnych w wysokiej temperaturze skutkowała denaturacją 

wyizolowanych oligomerów DraE do postaci monomerycznej (Rys. 37B). Dla frakcji 

fimbrialnych wyizolowanych ze szczepu BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS nie uzyskano 

żadnego piku na chromatografie odpowiadającego fimbriom Dr, nie wykryto również 

badanego białka (zarówno w postaci oligomeru jak i monomeru niezależnie od warunków 

inkubacji próbek) w wyizolowanej frakcji fimbrialnej tego szczepu za pomocą techniki 

Western Blot (Rys. 37B). 
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Rys. 37. Analiza produkcji fimbrii Dr przez szczepy E. coli BL21(DE3)/pCC90 oraz 
BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS. A – chromatogram dla próbki frakcji fimbrialnej wyizolowanej ze 
szczepu BL21(DE3)/pCC90. B – analiza za pomocą techniki Western Blot próbek elucyjnych z 
sączenia frakcji fimbrialnych szczepu BL21(DE3)/pCC90 (oznaczonych jako DraE) i próbek 
zawierających frakcje fimbrialne wyizolowane ze szczepu BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS (DraE-
∆SS). Liczby 25 i 98 oznaczają próbki frakcji inkubowane przed elektroforezą SDS-PAGE w buforze 
Laemmli w temperaturach odpowiednio 25 i 98˚C. M – marker PageRuler Prestained Protein Ladder. 
 

Metody izolacji frakcji periplazmatycznych bazują na dużej bezwładności mechanicznej 

fimbrii. Pozwala to na ich łatwe oderwanie z powierzchni komórek bakterii czy to poprzez 

energiczne worteksowanie zawiesiny, czy też przez jej inkubację w temperaturze 65˚C przez 

godzinę (Metody 5.6). W efekcie zastosowane metody izolacji frakcji fimbrialnej nie są 

wydajne dla powierzchniowych struktur niskocząsteczkowych. W toku niniejszych badań 

istniało prawdopodobieństwo, że białko DraE-∆SS produkowane przez szczep E. coli 

BL21(DE3)/pCC90DraBE-∆SS posiadało ograniczoną zdolność do formowania 

defektywnych (krótszych) fimbrii, jako efekt wprowadzonej mutacji zamieniającej reszty 

cysteiny na reszty alaniny. W takiej sytuacji w szczepie tym białko DraE-∆SS podlegałoby 

reakcjom DSC i DSE, lecz liczba i długość powstających fimbrii byłaby zdecydowanie 

mniejsza niż w przypadku szczepu produkującego dzikie białko DraE. Takie potencjalnie 

defektywne fimbrie Dr budowane przez białko DraE-∆SS byłyby trudne do izolacji z 

powierzchni opisanymi wcześniej metodami izolacji frakcji fimbrialnej. Aby wykryć takie 

potencjalne fimbrie Dr na powierzchni komórek szczepu E. coli BL21(DE3)/pCC90DraE-

∆SS zastosowałam nieinwazyjną technikę mikroskopii immunofluorescencyjnej z użyciem 
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króliczych przeciwciał anty-DraE i kozich przeciwciał anty-króliczych znakowanych 

fluoresceiną (Metody 5.15). W przypadku szczepu kontrolnego na powierzchni komórek 

wykryłam znaczną ilość białka DraE, objawiającą się intensywnym zabarwieniem 

fluorescencyjnym. Natomiast w szczepie E. coli BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS 

produkującym białko bez mostka disiarczkowego nie zaobserwowano żadnej fluorescencji 

na powierzchni komórek (Rys. 38). Rezultaty świadczą jednoznacznie o tym, że białko DraE 

pozbawione wiązania S-S nie stanowi substratu do produkcji fimbrii Dr. 

 

Rys. 38. Analiza produkcji białka DraE (szczep E. coli BL21(DE3)/pCC90) i DraE-∆SS (szczep E. 
coli BL21(DE3)/pCC90DraE-∆SS) w postaci fimbrialnej na powierzchni komórek za pomocą 
mikroskopii immunofluorescencyjnej przy wykorzystaniu przeciwciał anty-DraE i wyznakowanych 
fluoresceiną kozich przeciwciał drugorzędowych. Górny rząd zdjęć – obrazy 
immunofluorescencyjne, dolny rząd – obrazy dla światła widzialnego. 
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6.5 Określenie potencjalnej roli mostka disiarczkowego białek 
podjednostek adhezyjnych z rodziny Dr w procesie 
fałdowania 

Cechą charakterystyczną części podjednostek budulcowych struktur adhezyjnych typu 

chaperone-usher jest obecność mostka disiarczkowego łączącego początek β-nici A z 

końcem β-nici B. Taka lokalizacja mostka nie występuje w żadnym innym białku należącym 

do superrodziny białek o strukturze immonoglobulinopodobnej. W toku badań zdefiniowano 

dwie istotne funkcje, jakie pełni mostek typu AB w podjednostkach struktur adhezyjnych: 

• pełni istotną rolę stabilizacyjną odpowiadając w białku DraE za 

współgenerowanie nieskończonej stabilności kinetycznej – czas półtrwania 108 

lat (Puorger et al, 2008, Piątek et al, 2010), 

• stanowiąc element spajający strukturę szpilki AB, która wchodzi w interakcje z 

białkiem opiekuńczym, wpływa na proces fałdowania podjednostek (Crespo et 

al., 2012). 

W niniejszym podrozdziale przedstawiony zostanie model opisujący wpływ obecności 

mostka disiarczkowego AB na drogę fałdowania podjednostek strukturalnych adhezyn z 

rodziny Dr. Przedstawiony model bazuje na wcześniej opisanych strukturach cyklicznych 

trimerów białek DraE, AfaE i DaaE oraz na analizie fizykochemicznej skonstruowanego w 

ramach niniejszej pracy białka N-Nte-DraE-C-Nte. 

6.5.1 Analiza struktur podjednostek układów adhezyjnych 
rodziny Dr dla białek produkowanych w cytoplazmie i 
periplazmie 

6.5.1.1 Założenia analizy 
Jednym ze sposobów określenia wpływu mostka disiarczkowego w białkach 

podjednostkowych na drogę ich fałdowania jest porównanie struktur białek produkowanych 

w cytoplazmie i periplazmie. Cytoplazma jest środowiskiem o charakterze redukującym, w 

którym stabilne są grupy –SH reszt cysteiny. Formowanie potencjalnych mostków S-S 

odbywa się najczęściej po etapie fałdowania białka cytoplazmatycznego, podczas 

preparatyki białkowej. W takiej sytuacji dochodzi do utlenienia reszt cysteiny do cystyny za 

pomocą tlenu atmosferycznego rozpuszczonego w buforach. Środowisko periplazmy jest 



118 

 

natomiast silnie utleniające – stymuluje potencjałem formowanie w białkach mostków 

disiarczkowych. Dodatkowo przestrzeń periplazmatyczna dysponuje enzymatycznym 

układem katalitycznym, w skład którego wchodzi oksydoreduktaza DsbA katalizująca 

tworzenie mostków disiarczkowych w periplazmie. Powoduje to, że mostki w białkach 

periplazmatycznych są formowane na bardzo wczesnym etapie fałdowania. W konsekwencji, 

porównując fałdowanie danego konstruktu białkowego w obrębie cytoplazmy i periplazmy 

można uzyskać cenne informacje na temat wpływu tworzenia mostka disiarczkowego na 

drogę fałdowania. 

Analiza przeprowadzona w pracy dotyczyła trzech głównych adhezyn z rodziny Dr: 

podjednostki DraE budującej adhezynę Dr, podjednostki AfaE-III (adhezyna Afa-III) oraz 

podjednostki DaaE (adhezyna F1845). Białka AfaE-III i DaaE wykazują odpowiednio 98 i 

57% identyczności sekwencji z białkiem DraE. Tak wysokie podobieństwo powoduje, że 

dostępne informacje strukturalne dla poszczególnych białek można bezpośrednio odnosić do 

pozostałych przedstawicieli z rodziny.  

6.5.1.2 Analiza porównawcza dróg fałdowania białek rodziny 
Dr o różnej konstrukcji 

W przypadku analizowanych białek dostępne są ich różne warianty fuzyjne, 

zaprezentowane na rysunku 39. Obecność lub brak sekwencji sygnalnej (SYG) decyduje 

odpowiednio o periplazmatycznej lub cytoplazmatycznej lokalizacji białka. Część białek 

pozbawiona została natywnej N-terminalnej nici donorowej (N-Nte). Obecność na C-końcu 

fuzji w postaci peptydu o sekwencji N-terminalnej nici donorowej (C-Nte) miała na celu 

uzyskanie podjednostek w postaci monomerów, w których szczelina akceptorowa jest 

wypełniona specyficzną nicią donorową. Bardzo ważne jest, że w przypadku wszystkich 

porównywanych konstruktów typu C-Nte, fuzja została wprowadzona z wykorzystaniem 

identycznego linkera peptydowego DNKQ. Porównywane białka posiadały również N- lub 

C-terminalne ogonki fuzyjne sześciu reszt histydyny (H6) dla łatwiejszego ich oczyszczania 

chromatograficznego. Porównując poszczególne formy białek zwracano uwagę na 

następujące cechy strukturalne: oligomeryczność białka w roztworze, położenie β-nici A1, 

N-Nte i C-Nte w strukturze podjednostek. Analizę prowadzono dla danej formy białka w 

wersji cytoplazmatycznej i periplazmatycznej. 
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Rys. 39. Konstrukty białek podjednostkowych rodziny adhezyn Dr. SYG – sekwencja sygnalna 
umożliwiająca transport do periplazmy, N-Nte – N-końcowa nić donorowa (natywna), C-Nte – C-
końcowa nić donorowa (fuzyjna), L – łącznik peptydowy DNKQ pomiędzy C-końcem nici F i C-
terminalną nicią donorową, H6 – domena fuzyjna His-Tag. Informacje strukturalne dotyczące 
poszczególnych konstruktów: N-Nte-DraE-C-Nte – lokalizacja pariplazmatyczna, monomer, mostek 
disiarczkowy wewnątrzcząsteczkowy; N-Nte-DaaE-C-Nte: lokalizacja cytoplazmatyczna, trimer, 
mostek disiarczkowy międzycząsteczkowy, kod PDB 2BCM; N-∆-DraE-C-Nte: lokalizacja 
periplazmatyczna, monomer, mostek disiarczkowy wewnątrzcząsteczkowy; N-∆-AfaE-C-Nte: 
lokalizacja cytoplazmatyczna, monomer, mostek disiarczkowy wewnątrzcząsteczkowy, kod PDB 
1RXL; N-Nte-DraE: lokalizacja periplazmatyczna, niestabilny; N-Nte-DraE: lokalizacja 
cytoplazmatyczna, trimer, mostek disiarczkowy międzycząsteczkowy, kod PDB: 1UT1, 1USQ, 
2W5P, 2JKN, 2JKJ; N-Nte-AfaE-III: lokalizacja cytoplazmatyczna, trimer, mostek disiarczkowy 
międzycząsteczkowy, kod PDB 1UT2, 1USZ. 

 

Konstrukty białek z nicią donorową zlokalizowaną na N-końcu w zależności od 

lokalizacji, w której są produkowane zachowują się w różny sposób: periplazmatyczne 

białko N-Nte-DraE ulega degradacji, natomiast identycznie zbudowane konstrukty białek 

DraE i AfaE-III o lokalizacji cytoplazmatycznej podlegają procesowi trimeryzacji z 

wytworzeniem międzycząsteczkowego mostka S-S zgodnie z zasadami opisanymi w 

niniejszej pracy w punkcie 2.4.1. 

Chcąc uzyskać monomeryczne formy białek DraE i AfaE-III, najczęściej wykorzystuje się 

strategię polegającą na usunięciu natywnej N-terminalnej nici donorowej i wprowadzeniu jej, 

poprzez łącznik DNKQ, w postaci fuzji na C-końcu. Białka takie określa się mianem 
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samokomplementujących (-sc). Białka AfaE-III i DraE typu –sc, produkowane zarówno w 

periplazmie, jak i cytoplazmie są stabilnymi monomerami o identycznej strukturze. W 

przypadku obu białek ma miejsce komplementacja szczeliny akceptorowej poprzez C-Nte, 

która układa się antyrównolegle w stosunku do β-nici F. Dla obu białkowych form – 

cytoplazmatycznej i periplazmatycznej – obserwuje się typowy wewnątrzcząsteczkowy 

mostek disiarczkowy typu A-B. 

Kluczowy dla prowadzonej analizy był konstrukt białkowy N-Nte-DaaE-C-Nte. Białko to 

nie posiada sekwencji sygnalnej, co skutkuje jego cytoplazmatyczną produkcją. Konstrukt 

ten wyposażony jest w natywną N-terminalną nić donorową N-Nte oraz C-terminalną nić 

donorową C-Nte wprowadzoną poprzez łącznik DNKQ. W efekcie białko N-Nte-DaaE-C-

Nte z punktu widzenia stosowanych fuzji jest hybrydą opisanych wcześniej białek 

cytoplazmatycznych natywnych oraz posiadających delecję N-Nte z jednoczesnym 

wprowadzeniem nici C-Nte. Powoduje to, że białko takie może ulegać fałdowaniu obiema 

opisanymi powyżej drogami: z wytworzeniem struktury trimerycznej (uzupełnienie szczeliny 

akceptorowej przez N-Nte) lub monomerycznej typu –sc (komplementacja za pomocą C-

Nte). Białko N-Nte-DaaE-C-Nte produkowane w cytoplazmie tworzy stabilne cykliczne 

formy trimeryczne. Analiza struktury trimeru DaaE wskazuje, że jest ona identyczna ze 

strukturą trimerów natywnych białek DraE i AfaE-III produkowanych w cytoplazmie. 

6.5.1.3 Wnioski z analizy strukturalnej adhezyn z rodziny Dr 
Przeprowadzona analiza pozwala na wyciągnięcie następujących wniosków dotyczących 

fałdowania białek podjednostkowych z rodziny Dr w warunkach cytoplazmatycznych 

(redukujących) i periplazmatycznych (utleniających). W środowisku cytoplazmy szczelina 

akceptorowa może podlegać komplementacji zarówno przez N-terminalną, jak i C-

terminalną nić donorową. W pierwszym przypadku następuje formowanie struktur 

trimerycznych, które charakteryzują się obecnością międzycząsteczkowych mostków 

disiarczkowych. Mostki takie mogą się wykształcić tylko i wyłącznie wtedy, gdy etap 

fałdowania białek do formy trimerycznej uległ już zakończeniu. Jest to zgodne z 

twierdzeniem, że w przypadku białek produkowanych w cytoplazmie tworzenie mostków 

disiarczkowych następuje po etapie fałdowania. Struktura trimeryczna białka DaaE 
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wyposażonego zarówno w nić N-Nte jak i C-Nte udowadnia, że preferowana jest 

komplementacja przez nić donorową zlokalizowaną na N-końcu.  

Należy zauważyć, że fizjologicznie bardziej odpowiednia jest struktura podjednostek w 

postaci monomerycznej ze szczeliną wypełnioną przez nić C-Nte. Cykliczne trimeryczne 

struktury cytoplazmatyczne są artefaktami, które mogą wynikać z dwóch przyczyn: braku 

odpowiedniego białka opiekuńczego lub/i utleniających warunków cytoplazmy. W 

przypadku białka N-Nte-DaaE-C-Nte, które zawiera C-końcową fuzję peptydu donorowego, 

wpływ braku białka opiekuńczego może zostać wykluczony. Periplazmatyczne i 

cytoplazmatyczne konstrukty białek DraE i AfaE-III pozbawione N-terminalnej nici 

donorowej, a zawierające wprowadzoną przez łącznik DNKQ C-terminalną nić donorową 

obserwowane są w postaci stabilnych monomerów – czyli ulegają one spontanicznemu 

fałdowaniu przy nieobecności białka opiekuńczego. Oznacza to, że przyczyna formowania 

struktur trimerycznych jest determinowana obecnością w białku DaaE natywnej N-

terminalnej nici donorowej oraz utleniającymi warunkami cytoplazmy. Struktury 

trimeryczne bazują na samokomplementacji szczeliny akceptorowej podjednostki przez N-

terminalną nić donorową o ułożeniu antyrównoległym do β-nici F. Taka 

samokomplementacja wymaga fizycznego wypętlenia nici A1 i jej wniknięcia do struktury 

β-kanapki sąsiedniej podjednostki. W tym momencie wyraźnie uwidoczniona zostaje różnica 

pomiędzy fałdowaniem podjednostek w periplazmie i w cytoplazmie. W przestrzeni 

periplazmatycznej następuje bardzo szybkie wytworzenie mostków dosiarczkowch w 

fałdowanych białkach. Oznacza to, że na bardzo wczesnym etapie fałdowania podjednostek 

fimbrialnych następuje wytworzenie mostka disiarczkowego łączącego początek β-nici A1 z 

końcem β-nici B. Powoduje to, że nie jest możliwe wypętlenie nici A1 konieczne do reakcji 

samokomplementacji N-końcową nicią donorową i następujące po nim utworzenie 

cyklicznych trimerów. To wyjaśnia, dlaczego natywne białka AfaE-III i DraE produkowane 

w periplazmie w przeciwieństwie do identycznych konstruktów produkowanych w 

cytoplazmie nie tworzą trimerów, lecz podlegają degradacji. 

Powyższa obserwacja pozwala sprecyzować hipotezę dotyczącą wpływu formowania 

mostka disiarczkowego typu A-B na determinowanie drogi fałdowania podjednostek 

białkowych rodziny Dr (Rys. 40). Cytoplazmatyczne trimery DraE, AfaE-III i DaaE 

reprezentują potencjalną nieproduktywną drogę fałdowania, która dominowałaby w 
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periplazmie, gdyby podjednostki nie zawierały reszt cysteiny zdolnych do tworzenia mostka 

disiarczkowego łączącego nici A i B. Oznacza to, że tworzenie mostka A-B na wczesnym 

etapie fałdowania podjednostek blokuje potencjalną nieefektywną drogę fałdowania 

obserwowaną w cytoplazmie. Przedstawiona hipoteza wymagała potwierdzenia 

doświadczalnego. W tym celu skonstruowałam białko N-Nte-DraE-C-Nte, które posiadało 

identyczną konstrukcję fuzyjną, jak opisane powyżej białko N-Nte-DaaE-C-Nte tworzące 

trimery. W przeciwieństwie do niego, skonstruowane białko DraE wyposażone zostało w 

sekwencję sygnalną warunkującą jego transport do przestrzeni periplazmatycznej. W efekcie 

stwierdzenie, czy periplazmatyczne białko DraE jest stabilnym monomerem czy też tworzy 

trimery pozwoliłoby na jednoznaczne zweryfikowanie postawionej hipotezy. 

 

Rys. 40. Analiza wpływu mostka disiarczkowego w obrębie struktury białka DraE na jego stabilność 
i drogę fałdowania. Warunki utleniające periplazmy (górny panel) sprzyjają szybkiemu tworzeniu 
mostka disiarczkowego przez oksydoreduktazę DsbA. Środowisko redukujące (cytoplazma, dolny 
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panel) skutkuje formowaniem mostka po zakończeniu procesu fałdowania. W takich warunkach 
DraE tworzy struktury trimeryczne o wymienionych między poszczególnymi podjednostkami niciach 
A1, stablizowane międzycząsteczkowym mostkiem disiarczkowym. W periplazmie niemożliwa jest 
wymiana nici A1, ponieważ blokuje ją utworzone wcześnie wiązanie S-S. 

 

6.5.1.4 Białko N-Nte-DraE-C-Nte tworzy w periplazmie 
stabilne monomery 

W celu weryfikacji postawionej hipotezy skonstruowałam szczep E. coli 

BL21(DE3)/pET30-N-Nte-DraE-C-Nte produkujący fuzyjne białko DraE o dwóch niciach 

donorowych na N- i C-końcu (Rys. 39) (Materiały 4.3). Białko to ma konstrukcję identyczną 

jak homologiczne białko DaaE, tworzące podczas fałdowania w cytoplazmie trimery. Próbkę 

zawierającą białko N-Nte-DraE-C-Nte po oczyszczeniu za pomocą chromatografii 

metalopowinowactwa (Metody 5.8) i zagęszczeniu poprzez dializowanie (Metody 5.9) 

poddałam analizie za pomocą chromatografii wykluczania (Metody 5.10).Na otrzymanym 

chromatogramie dominuje jeden pik, o czasie retencji odpowiadającym masie cząsteczkowej 

monomeru (ok. 18 kDa) (Rys. 41A). Uzyskaną podczas rozdziału chromatograficznego 

frakcję elucyjną poddałam następnie analizie za pomocą elektroforezy SDS-PAGE z 

użyciem dwóch rodzajów próbek: inkubowanych w typowym buforze Laemmli 

zawierającym czynnik redukujący mostki disiarczkowe (DTT, Materiały 4.13) oraz 

inkubowanych w buforze pozbawionym DTT. Dla obu próbek otrzymano identyczny prążek 

o masie właściwej dla monomeru białka (Rys. 41B). Poprawność utworzenia 

wewnątrzcząsteczkowego mostka disiarczkowego sprawdziłam przy pomocy reakcji 

Ellmana (Metody 5.13). Otrzymane wyniki świadczą o tym, że w utleniającym środowisku 

przestrzeni periplazmatycznej białko N-Nte-DraE-C-Nte ulega fałdowaniu do postaci 

monomerycznej. 
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Rys. 41. Analiza stopnia oligomeryczności białka N-Nte-DraE-C-Nte. A – chromatogram 
przedstawiający elucję badanego białka. Strzałki wskazują objętości elucji standardów białkowych: 
rybonkleazy A – 14,06 kDa, chymotrypsynogenu A – 25 kDa, owalbuminy – 43 kDa, albuminy – 66 
kDa, a także objętość martwą kolumny wyznaczoną z użyciem odczynnika Blue Dextran 2000. B – 
elektroforeza SDS-PAGE próbek białek w roztworze redukującym (oznaczonym jako DTT+) i 
nieredukującym (DTT-), inkubowanych w 98˚C. M – marker niskocząsteczkowy (14,4, 20,1, 30, 45, 
66, 99 kDa; Amersham Biosciences) 

6.5.1.5 Szczelina akceptorowa białka N-Nte-DraE-C-Nte jest 
stabilizowana przez C-terminalną nić donorową 

W przypadku białka N-Nte-DraE-C-Nte istnieją dwie alternatywne drogi stabilizacji 

szczeliny akceptorowej: odpowiednio przez N- lub C-końcowy peptyd donorowy (Rys. 42). 

Komplementacja przy pomocy nici N-terminalnej skutkowałaby strukturą o wzajemnym 

równoległym ułożeniu nici F i Nte – położenie antyrównoległe w takiej konfiguracji jest 

zablokowane przez wewnatrzcząsteczkowy mostek disiarczkowy, który uniemożliwia 

reorganizację nici A1. 
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Rys. 42. Diagramy topologiczne obrazujące dwie możliwości komplementacji szczeliny 
akceptorowej w białku N-Nte-DraE-C-Nte przez nić donorową Nte na N-końcu (A) i nić donorową 
Nte na C-końcu (B). Przerywaną linią zaznaczono mostek disiarczkowy. DNKQ oznacza łącznik 
peptydowy pomiędzy nićmi F i C-terminalną Nte. 

 

Samokomplementujące podjednostki wykazujące równoległe ułożenie nici charakteryzują 

się niewielką stabilnością, co zostało wykazane na przykładzie podjednostki FimA (Puorger 

et al, 2011, Walczak et al., 2013). Białko FimA komplementowane przez N-terminalną nić 

donorową o ułożeniu równoległym do β-nici F posiada energię stabilizaji Gibbsa równą -10 

kJ/-mol, która jest o 60 kJ/mol mniejsza od energii stabilizacji charakteryzującej 

podjednostki uzupełniane przez C-terminalny peptyd donorowy o ułożeniu antyrównoległym 

do nici F. Ułożenie antyrównoległe, wynikające z uzupełnienia szczeliny akceptorowej przez 

nić donorową umieszczoną na C-końcu, skutkuje wysoką stabilnością kinetyczną i 

termodynamiczną tak skonstruowanych podjednostek. Dlatego też w celu ustalenia, która z 

nici uzupełnia szczelinę w przypadku białka N-Nte-DraE-C-Nte przeanalizowano jego 

stabilność kinetyczną z użyciem testu retardacji migracji w żelu SDS-PAGE białek o 

wysokiej stabilności kinetycznej (Metody 5.12). Identyczny test wykorzystano wcześniej do 

analizy stabilności kinetycznej białka DraE-sc posiadającego delecję N-terminalnej nici 

donorowej. W przypadku tego białka efekt retardacji utrzymywał się dla próbek 

inkubowanych w temperaturze 70˚C przez 10 minut (Piątek et al., 2010). Dla próbki białka 

inkubowanej w temperaturze 25˚C obserwowano 100% efekt retardacji w stosunku do białka 

poddanego denaturacji termicznej w temperaturze 100˚C przez 10 minut. Dla badanego w 
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pracy białka N-Nte-DraE-C-Nte efekt retardacji obserwowany był aż do temperatury 62˚C. 

Jako kontrolę wewnętrzną w każdej z analizowanych próbek białka N-Nte-DraE-C-Nte 

wykorzystałam białko DraD, które nie wykazuje stabilności kinetycznej (Rys. 43). 

 

Rys. 43. Analiza stabilności kinetycznej białka N-Nte-DraE-C-Nte za pomocą testu opóźnienia 
migracji w żelu SDS-PAGE. Próbki białka inkubowano przed naniesieniem na żel przez 10 minut w 
temperaturach zaznaczonych na zdjęciu. DNT – zdenaturowana forma białka o masie ok. 18 kDa, 
KNTR – białko DraD-sc zawarte w każdej próbce jako białko odnośnikowe (masa 16,34 kDa), nie 
wykazujące stabilności kinetycznej, R – opóźnione w elektroforezie białko natywne. M – marker 
„low-molecular mass calibration kit for SDS electrophoresis” (14,4, 20,1, 30, 45, 66, 97 kDa; GE 
Healthcare). 

 

Test retardacyjny w sposób jakościowy wykazał, że białko N-Nte-DraE-C-Nte jest 

komplementowane przez fuzję C-terminalną, analogicznie jak białko DraE-C-His o delecji 

N-terminalnego peptydu donorowego (Piątek et al., 2009). Wcześniejsze badania 

prowadzone z wykorzystaniem mikrokalorymetrii skaningowej DSC pozwoliły na ilościowe 

określenie parametrów charakteryzujących stabilność tego białka. Można założyć, że jeżeli 

białko N-Nte-DraE-C-Nte identycznie jak DraE-C-His jest uzupełniane przez C-terminalną 

fuzję, to powinno ono wykazywać zbliżone wartości parametrów stabilności. W celu 

potwierdzenia tego założenia białko N-Nte-DraE-C-Nte poddałam analizie 

mikrokalorymetrycznej zgodnie z metodologią opisaną w rozdziale Metody 5.10. Proces 

denaturacji białka N-Nte-DraE-C-Nte jest całkowicie nieodwracalny – w drugim skanie 

grzania nie zaobserwowano jakiegokolwiek piku odpowiadającego endotermicznej 

przemianie denaturacji białka. Proces denaturacji jest kontrolowany kinetycznie, czego 
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dowodem jest zależność temperatury topnienia od prędkości grzania. Eksperymentalne 

termogramy DSC otrzymane dla białka N-Nte-DraE-C-Nte podlegały analizie z 

wykorzystaniem zredukowanego do stanu natywnego i finalnego (nieodwracalnego) modelu 

Lumry-Eyring (Rys. 44). 

 

Rys. 44. Różnicowa mikrokalorymetria skaningowa procesu denaturacji termicznej białka N-Nte-
DraE-C-Nte. Wykres przedstawia eksperymentalną zależność pojemności cieplnej od temperatury dla 
białka skanowanego z prędkością 1˚C/min. Na wykresie umieszczono również krzywą uzyskaną 
poprzez zastosowanie dwustanowego modelu denaturacji. 

 

Taki sam mechanizm denaturacji został wcześniej potwierdzony dla białka DraE-C-His. 

W tabeli 6 zebrano kinetyczne parametry charakteryzujące stabilność białek DraE-C-His i N-

Nte-DraE-C-Nte uzyskane techniką kalorymetrii DSC. N-Nte-DraE-C-Nte odznacza się 

temperaturą topienia 84,8˚C, która zbliżona jest do wartości uzyskanej dla białka DraE-C-

His (87,35˚C). Stabilność białka N-Nte-DraE-C-Nte, podobnie jak białka DraE-C-His 

definiowana jest bardzo wysoką energią aktywacji Ea dla procesu przejścia formy natywnej 

(N) w formę zdenaturowaną (D), która następnie przechodzi w formę finalną (F). Kinetyka 

procesu denaturacji determinowana jest stałą szybkością najwolniejszego etapu, którym w 
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tym przypadku jest przemiania formy N w D. Wartość stałej szybkości dla N-Nte-DraE-C-

Nte wynosi 1,74 × 10-16 s-1, czemu towarzyszy czas półtrwania w temperaturze 25˚C równy 

109 lat. Dane te silnie kontrastują z parametrami termodynamicznymi charakteryzującymi 

podjednostkę FimA, w której komplementacja szczeliny akceptorowej następuje przy 

pomocy N-końcowej nici donorowej w układzie równoległym do nici F (Puorger et al., 2008, 

Walczak et al., 2014). 

Nazwa próbki N-Nte-DraE-C-Nte DraE-C-Nte 

Temperatura topnienia Tm [˚C] 84,8 87,35 

Średnia energia aktywacji Ea [kJ·mol-1] 454,3 ± 15,4 463.3 ± 20.8 

Stała szybkości reakcji kobs [s
-1] 1,74 × 10-16 3,12 × 10-17 

Tabela 6. Porównanie eksperymentalnych danych uzyskanych dla analiz białek N-Nte-DraE-C-Nte i 
DraE-C-Nte za pomocą techniki różnicowej mikrokalorymetrii skaningowej. 

 

Rezultaty tej części badań świadczą o tym, że w białku fuzyjnym N-Nte-DraE-C-Nte 

szczelina hydrofobowa ulega komplementacji przez nić donorową zlokalizowaną na C-końcu 

białka, skutkując antyrównoległym ułożeniem nici F oraz Nte. Takie wzajemne ułożenie nici 

prowadzi do wykształcenia wysokiej stabilności białka. 

Przeprowadzona analiza stanu oligomeryczności białka N-Nte-DraE-C-Nte potwierdza 

pośrednio zaproponowany w punkcie 6.5.1.2 mechanizm wpływu formowania się mostka S-

S na determinowanie drogi fałdowania adhezyn z rodziny Dr. 

6.6 Mechanizm oddziaływania pilicydów na biogenezę fimbrii 
Dr 

Drugie podejście eksperymentalne wykorzystane w niniejszej pracy obejmowało 

przeanalizowanie wpływu działania pilicydów na biogenezę fimbrii Dr, jako przedstawiciela 

struktur typu FGL. Jak wspomniano we wstępie, miejsce wiązania pilicydów znajduje się w 

rejonie obejmującym nici F1-C1-D1 będącym częścią pętli F1-G1. Długość tej pętli stanowi 
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wyznacznik dzielący białka opiekuńcze na dwie grupy i różnice w jej strukturze pomiędzy 

białkami FGL/FGS mogą mieć istotny wpływ na wiązanie pilicydów. W takim przypadku, 

związki te mogłyby być traktowane jako indykatory odróżniajace białka FGL i FGS. 

Dotychczasowe badania dotyczące antybakteryjnego działania pilicydów koncentrowały się 

na związkach opracowanych i przetestowanych na najlepiej poznanych przedstawicielach 

rodziny białek typu FGS: chaperonach PapD oraz FimC. Do badań wykorzystano związki 

należące do pilicydów pierwszej generacji (Rys. 30 A i B, oznaczone dalej w tekście 

odpowiednio jako pilicyd 1 i pilicyd 2). Związki te wykazują najsilniejsze działanie 

hamujące w stosunku do pili P i pili typu 1 (Aberg et al., 2006), a efekt ich stosowania na 

szczepy produkujące wspomniane pilie jest bardzo dobrze opisany w literaturze – zarówno 

pod względem strukturalnym (miejsca wiązania do białka opiekuńczego), jak i testów 

biologicznych na całych komórkach bakteryjnych (Svensson et al., 2001; Pettigrew et al., 

2004; Pinker et al., 2006; Aberg et al., 2006; Aberg et al., 2007; Aberg et al., 2008; Chorell 

et al., 2010). Wybór tych związków, mimo ich mniejszej efektywności wiązał się z ich 

prostszą, w stosunku do pilicydów drugiej generacji, budową: nie posiadają one podstawnika 

w pozycji R4, w związku z czym ich użycie pozwala na uzyskanie bardziej ogólnego poglądu 

na wpływ pilicydów na struktury adhezyjne typu FGL. W badaniach wykorzystano testy na 

całych komórkach szczepu E. coli BL21(DE3)/pBJN406 (Materiały 4.3), który eksprymuje 

cały operon dra, a funkcję kontroli negatywnej spełniał szczep BL21(DE3)/pACYC184, nie 

wykazujący produkcji fimbrii Dr (Materiały 4.3). Rezultaty tej części badań zostały 

opublikowane w 2013 roku w czasopismie BMC Microbiology (Piątek et al., 2013). 

6.6.1 Wpływ pilicydów na biogenezę fimbrii Dr  
W celu przeanalizowania działania badanych związków jako czynników zaburzających 

biogenezę fimbrii Dr wykonano test hemaglutynacji (HA, ang. haemagglutination assay) 

(Metody 5.19). Podstawą tej techniki jest zdolność komórek bakteryjnych do wywoływania 

aglutynacji ludzkich erytrocytów (Materiały 4.20), które na swojej powierzchni prezentują 

receptor DAF, rozpoznawany przez białko DraE fimbrii Dr. Oddziaływanie DraE-DAF jest 

hamowane w obecności chloramfenikolu w stężeniu 2 µM (Pettigrew et al., 2004). 

Specyficzność występującej w badaniu hemaglutynacji została zweryfikowana poprzez 

obserwację jej odwracalności na skutek dodania tego antybiotyku. Zdolność hemaglutynacji 
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jest zależna od ilości fimbrii występujących na powierzchni komórki bakteryjnej w 

obecności pilicydu. W eksperymencie określiłam miano HA – największe rozcieńczenie 

bakterii, które nadal wywołuje hemaglutynację (Rys. 45). Niska wartość miana oznacza, że 

do zaobserwowania aglutynacji erytrocytów niezbędne jest wysokie stężenie bakterii o 

ograniczonej liczbie fimbrii na powierzchni ich komórek. W teście wykorzystałam szczep 

BL21(DE3)/pBJN406 hodowany na podłożu stałym TSA w obecności pilicydów o stężeniu 

3,5 mM oraz kontrolę pozytywną w postaci tego samego szczepu wzrastającego bez dodatku 

pilicydów i kontrolę negatywną – szczep BL21(DE3)/pACYC184 (Materiały 4.3). Do 

znajdujących się w płytkach mikrotitracyjncyh hodowli obu szczepów bakteryjnych w 

różnych rozcieńczeniach dodano równe objętości zawiesiny erytrocytów, po czym określono 

miano HA. Otrzymane wyniki zebrano w tabeli 7. Miana zostały obliczone jako średnia z 

trzech niezależnych eksperymentów w dwóch powtórzeniach. 

Próbka Miano HA 

Kontrola pozytywna (szczep BL21(DE3)/pBJN406) 128 

Kontrola negatywna (szczep BL21(DE3)/pACYC184) 1 

Szczep BL21(DE3)/pBJN406 hodowany w obecności pilicydu 1 16 

Szczep BL21(DE3)/pBJN406 hodowany w obecności pilicydu 2 32 

Tabela 7. Wartości miana HA uzyskane dla różnych kombinacji szczep 
bakteryjny/pilicyd/suplementacja pilicydem. 
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Rys. 45. Wpływ działania pilicydów na aglutynację ludzkich erytrocytów zależną od fimbrii Dr. 
Zastosowano oznaczenia: kontrola negatywna – szczep E. coli BL21(DE3)/pACYC184, nie 
wykazujący produkcji fimbrii Dr, hodowany na płytkach z podłożem TSA i 5% DMSO; kontrola 
pozytywna - szczep E. coli BL21(DE3)/pBJN406, produkujący fimbrie Dr, hodowany na płytkach z 
podłożem TSA bez pilicydów; chloramfenikol - szczep E. coli BL21(DE3)/pBJN406 produkujący 
fimbrie Dr, hodowany na płytkach z podłożem TSA bez pilicydów, test HA wykonany został w 
obecności chloramfenikolu w stężeniu 2 µM; pilicyd 1/pilicyd 2 - szczep E. coli 
BL21(DE3)/pBJN406 hodowany na płytkach z podłożem TSA w obecności odpowiednio pilicydu 
1/pilicydu 2 w stężeniu 3,5 mM. Zaprezentowano rozcieńczenia z pominięciem początkowych (1-2) 
oraz ostatniego, 128. Czarnymi trójkątami zaznaczono największe rozcieńczenia zapewniające 
obserwowalną hemaglutynację w przypadku szczepów hodowanych w obecności pilicydów (Piątek 
et al., 2013). 
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Uzyskane wyniki jasno wskazują na efekt redukcji ilości fimbrii na powierzchni komórek 

E. coli spowodowany oddziaływaniem pilicydów ze szlakiem ich biogenezy. 

 

6.6.2 Wpływ pilicydów na zależną od fimbrii Dr adherencj ę 
komórek bakteryjnych  

Kolejna część badań z użyciem pilicydów obejmowała określenie wpływu pilicydów na 

adherencję bakterii produkujących fimbrie Dr do komórek linii CHO-DAF+ (Materiały 4.2, 

Metody 5.18). Komórki te, w wyniku transfekcji ludzkim cDNA uzyskały zdolność 

wytwarzania na swojej powierzchni receptora DAF, będącego czynnikiem rozpoznawanym 

przez adhezynę DraE. W celu uzyskania miarodajnych wyników do porównania 

wykorzystałam również komórki linii CHO-DAF- (lini komórek nie poddanych transfekcji) 

(Materiały 4.2). Szczep bakteryjny BL21(DE3)/pBJN406 hodowany był na płytkach z 

podłożem TSA (Materiały 4.19) z dodatkiem pilicydów w różnym stężeniu – 0 (podłoże bez 

dodatku pilicydów, stanowiące podstawę dla eksperymentalnej kontroli dodatniej) 0,5, 1,5, 

2,5 oraz 3,5 mM (największe stężenie wybrano z uwagi na możliwość porównania efektów 

działania badanych związków z udokumentowanymi literaturowo efektami osiągniętymi w 

przypadku biogenezy pili P i typu 1). Adherencja bakterii do komórek CHO uwidoczniona 

została poprzez barwienie barwnikiem Giemsy (Materiały 4.18), a następnie obserwację 

mikroskopową przy powiększeniu x10000. W celach statystycznych dla każdej kombinacji 

szczepu bakteryjnego i linii komórkowej przeprowadzono cztery powtórzenia eksperymentu, 

w wyniku czego uzyskano komplet 12 danych. Wartości adherencji w tej części badań 

wyrażone zostały jako procentowy stosunek średniej wartości adherencji do kontroli 

pozytywnej, z uwzględnieniem odchylenia standardowego. 

Analiza otrzymanego obrazu w przypadku szczepu kontroli dodatniej (szczep E. coli 

BL21(DE3)/pBJN406 hodowany na podłożu bez pilicydów) potwierdziła występowanie na 

powierzchni komórek bakteryjnych dużej ilości funkcjonalnych fimbrii Dr, umożliwiających 

prawidłowe rozpoznanie receptora DAF i przytwierdzenie bakterii do komórek CHO-DAF+ 

(Rys. 46I). Wartość adherencji dla tego przypadku oznaczono jako odnośnikową (100%) dla 

pozostałych wariantów eksperymentalnych. W wariantach tych obserwowana adherencja 

oznaczona została jako procent wartości średniej adherencji w stosunku do kontroli 



133 

 

dodatniej. Dodatek pilicydów w stężeniu 3,5 mM do pożywki bakteryjnej skutkował 

znaczącym obniżeniem zdolności adhezyjnych bakterii, porównywalnym dla obu użytych 

związków: dla pilicydu 1 uzyskano względną adherencję na poziomie 25% ±7 (Rys. 46A), a 

dla pilicydu 2 – 13% ±3 (Rys. 46B). Dla pozostałych próbek z użyciem szczepu 

produkującego fimbrie zaobserwowano widoczną zależność pomiędzy zastosowanym 

stężeniem pilicydów a adherencją względną (Tabela 8, Rys. 46G, E, C, H, F, D). 

Stężenie pilicydu 

[mM] 

Adherencja względna dla 

pilicydu 1 

Adherencja względna dla 

pilicydu 2 

0,5 90 ±3 92% ±8 

1,5 60% ±5 42% ±7 

2,5 32% ±6 21% ±9 

Tabela 8. Zależność obserwowanej adherencji względnej dla szczepu E. coliBL21(DE3)/pBJN406 od 
stężenia użytego pilicydu. 

Aby udowodnić, że obserwowana adherencja wynika z obecności interakcji DraE-DAF, 

zastosowałam linię komórkową CHO nieprodukującą receptora DAF (CHO-DAF-, Materiały 

4.2). Dla eksperymentów wykorzystujących tę linię, przy zastosowaniu zarówno 

niesuplementowanego pilicydami szczepu BL21(DE3)/pBJN406 (Rys. 46J) jak i 

hodowanego w takich samych warunkach szczepu BL21(DE3)/pACYC184 (Rys. 46L) oraz 

dla szczepu BL21(DE3)/pBJN406 hodowanego w obecności pilicydów 1 i 2 w stężeniu 3,5 

mM (Rys. 46M, N) uzyskano adherencję względną na poziomie 3-6% ±1-2. Podobną 

wartość – 5% ±6 – otrzymano dla interakcji pozbawionego fimbrii szczepu 

BL21(DE3)/pACYC184 z komórkami CHO-DAF+.  
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Rys. 46. Pilicydo-zależna inhibicja adherencji szczepu E. coli Dr+ do komórek linii CHO-DAF+. 
Wiązanie bakterii do linii komórkowych uwidoczniono przez barwienie metodą Giemsy przy 
zastosowaniu powiększenia x10000. Oznaczenia na rysunku: Kontrola negatywna – szczep E. coli 
BL21(DE3)/pACYC184 nie wytwarzający fimbrii Dr, hodowany na płytkach z podłożem TSA z 
dodatkiem 5% DMSO. Kontrola pozytywna – szczep E. coli BL21(DE3)/pBJN406 produkujący 
fimbrie Dr, hodowany na płytkach z podłożem TSA bez dodatku pilicydu. Pilicyd 1/Pilicyd 2 – 
szczepE. coli BL21(DE3)/pBJN406 hodowany na płytkach z podłożem TSA z dodatkiem 0,5, 1,5, 
2,5 oraz 3,5 mM pilicydu 1/pilicydu 2. Fotografie przedstawiają reprezentatywny wynik uzyskany dla 
trzech niezależnych eksperymentów w czterech powtórzeniach (Piątek et al., 2013). 

Analiza statystyczna potwierdziła istotność zależnej od stężenia pilicydów obniżonej 

adherencji (p<0,05). Jedynie w przypadku 0,5 mM stężenia pilicydu 2 wpływ w stosunku do 

kontroli pozytywnej okazał się statystycznie nieistotny (p=0,068). Wzrastające stężenie 

badanych związków również wpływało na poziom adherencji (p<0,05). 
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6.6.3 Test ELISA – ocena zdolności produkcji fimbrii Dr w 
obecności pilicydów 

Ocena wpływu obecności pilicydów na wykazywaną przez komórki bakteryjne zdolność 

produkcyjną fimbrii Dr została wykonana za pomocą testu ELISA z wykorzystaniem 

przeciwciał anty-DraE oraz anty-króliczych przeciwciał wyznakowanych peroksydazą 

chrzanową (Metody 5.20). Podstawą do tego badania była zdolność podjednostek DraE do 

wiązania kolagenu typu IV. W związku z tym, w eksperymencie użyto płytek 

polistyrenowych, których studzienki opłaszczono ludzkim kolagenem typu IV (Materiały 

4.21), a następnie zablokowano roztworem BSA. Do studzienek dodano następnie różne 

rozcieńczenia hodowli komórek bakteryjnych produkujących fimbrie Dr, zbudowane z 

rozpoznających kolagen podjednostek DraE. Fimbrie Dr obecne na powierzchni komórek w 

studzienkach uwidoczniono poprzez dodanie pierwszorzędowych króliczych przeciwciał 

anty-DraE i drugorzędowych przeciwciał kozich anty-króliczych, znakowanych peroksydazą 

chrzanową. Celem eksperymentu było oszacowanie działania pilicydu 1 (w stężeniu 0,5, 1,5, 

2,5 oraz 3,5 mM) polegającego na redukcji ilości produkowanych przez szczep 

BL21(DE3)/pBJN406 fimbrii (Tabela 9). W przypadku tego testu zastosowano hodowle 

szczepów E. coli BL21(DE3)/pBJN406 i BL21(DE3)/pACYC184 w pożywce płynnej LB 

(Materiały 4.4) z uwagi na fakt, że izolacja kolonii z powierzchni płytek z podłożem stałym 

skutkowała silnym sygnałem tła. Z powodu konieczności użycia pożywki LB z testu 

wykluczono pilicyd 2, ponieważ ulegał on w niej precypitacji. 

Otrzymane wyniki jednoznacznie potwierdzają, że zastosowanie pilicydów w stężeniu 

powyżej 1,5 mM skutkuje znaczącym obniżeniem ilości fimbrii Dr produkowanych przez 

szczepy bakteryjne (Rys. 47). Obserwowany efekt jest zależny od stężenia użytego związku. 

Analiza statystyczna wykazała, że jednynie w przypadku zastosowania najniższego 

stężenia pilicydu spadek ilości fimbrii jest statystycznie nieistotny (p=0,625).  
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Stężenie pilicydu 1 [Mm] 
Redukcja ilości fimbrii Dr w stosunku do 

szczepu hodowanego bez dodatku pilicydu [%] 

0,5 3 

1,5 45 

2,5 74 

3,5 81 

Tabela 9. Zależność stopnia redukcji produkowanych przez komórki szczepu BL21(DE3)/pBJN406 
fimbrii od użytego podczas ich hodowli stężenia pilicydu 1. 

 

 

Rys. 47. Ocena ilości fimbrii Dr na powierzchni komórek za pomocą testu ELISA z użyciem 
ludzkiego kolagenu typu IV. Zastosowano oznaczenia: KN – kontrola negatywna, szczep E. coli 
BL21(DE3)/pACYC184, nie wykazujący produkcji fimbrii; 3,5/2,5/1,5/0,5 - szczep E. coli 
BL21(DE3)/pBJN406 hodowany w pożywce LB z dodatkiem pilicydu 1 w stężeniu odpowiednio, 
3,5, 2,5, 1,5 oraz 0,5 mM; KP – kontola pozytywna, szczep E. coli BL21(DE3)/pBJN406 
produkujący fimbrie Dr, hodowany w pożywce LB bez pilicydu. Słupki wykresu reprezentują 
odchylenie standardowe średniej z trzech niezależnych eksperymentów w dwóch powtórzeniach 
(Piątek et al., 2013). 

 

6.6.4 Ocena ilości produkowanych w obecności pilicydów 
fimbrii Dr – analiza densytometryczna frakcji 
fimbrialnych 

Efekt wywoływany przez obecność pilicydów na zdolność komórek bakteryjnych do 

produkowania fimbrii Dr został zweryfikowany poprzez analizę densytometryczną żeli SDS-

PAGE zawierających próbki frakcji fimbrialnych, zabarwionych barwnikiem Coomasie Blue 
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(Metody 5.21). Metoda ta pozwala na ocenę ilości wyprodukowanych przez komórki 

bakteryjne podjednostek DraE. Ocenie poddawane jest białko w formie monomerycznej, 

powstające na skutek rozpadu i denaturacji termicznej wyizolowanych fimbrii, stanowiących 

polimery DraE. W tym celu wykorzystałam szczep BL21(DE3)/pBJN406 hodowany na 

płytkach z podłożem stałym TSA z dodatkiem pilicydów w stężeniu 0,5, 1,5, 2,5 oraz 3,5 

mM. Kontrolę negatywną stanowił niewytwarzający fimbrii szczep BL21(DE3)/pACYC184, 

a pozytywną – szczep eksperymentalny rosnący na podłożu bez pilicydów. Z wszystkich 

hodowli wyizolowałam frakcje fimbrialne stosując metodę mechaniczną – poprzez 

energiczne worteksowanie zawiesiny hodowlanej (Metody 5.6) umożliwiające usunięcie z 

powierzchni komórek struktur fimbrialnych. Frakcje te zawierały fimbrie Dr w ilości 

odpowiedniej dla wykorzystanego szczepu bakteryjnego i warunków wzrostu (stężenie 

pilicydu). W związku z bardzo dużą stabilnością struktur fimbrialnych konieczne było 

zastosowanie metody umożliwiającej uzyskanie pełnej ich depolimeryzacji do 

monomerycznych podjednostek DraE. W tym celu próbki poddałam gotowaniu w buforze 

Laemmli przez 60 minut w 100˚C, po czym nałożyłam je na żel poliakrylamidowy i 

rozdzieliłam poprzez elektroforezę SDS-PAGE (Materiały 4.8, Metody 5.11). 

Dla szczepu produkującego fimbrie Dr wykonałam porównanie próbek frakcji 

fimbrialnych denaturowanych termicznie przed rozdziałem elektroforetycznym oraz próbek 

inkubowanych w temperaturze pokojowej. Wyraźny prążek, odpowiadający monomerycznej 

formie białka DraE (ok. 16 kDa) zaobserwowano jedynie w przypadku próbek 

denaturowanych (Rys. 48A). Potwierdza to nie tylko fakt, że fimbrie Dr są strukturami 

odpornymi na spontaniczną depolimeryzację, ale również świadczy o tym, że wyizolowane 

frakcje zawierały jedynie spolimeryzowane białko DraE – otrzymane frakcje przed 

poddaniem działaniu wysokiej temperatury nie zawierały periplazmatycznego DraE w 

formie monomerycznej. W przypadku frakcji wyizolowanych z hodowli prowadzonych w 

obecności pilicydów uwidoczniono znaczny spadek ilości obserwowanego na żelu białka 

DraE, co podobnie jak w przypadku testu ELISA świadczy o hamującym działaniu tych 

związków na produkcję fimbrii.  

W celu upewnienia się, że warunki denaturacji są wystarczające do wystąpienia 

całkowitego rozpadu fimrbii Dr do monomerycznego DraE wykonałam analizę próbek 

frakcji fimrbialnych za pomocą techniki Western Blotting z wykorzystaniem przeciwciał 
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pierwszorzędowych specyficznych dla DraE oraz drugorzędowych, znakowanych 

peroksydazą chrzanową. Do tej części badania wybrałam denaturowaną próbkę kontroli 

negatywnej (frakcję z hodowli BL21(DE3)pACYC184), denaturowaną próbkę zawierającą 

frakcję z niesuplementowanej pilicydami hodowli szczepu BL21(DE3)/pBJN406 oraz taką 

samą próbkę inkubowaną w temperaturze pokojowej (Rys. 48B). Uzyskany obraz – prążek 

odpowiadający monomerycznemu DraE jedynie w przypadku zdenaturowanej frakcji 

wyizolowanej z hodowli szczepu BL21(DE3)/pBJN406 bez dodatku pilicydów oraz brak 

charakterystycznej „drabinki” dla oligomerów – potwierdził, że wybrane warunki denaturacji 

są wystarczające do uzyskania całkowitej depolimeryzacji fimbrii Dr. 

prążków uzyskanych w elektroforezie SDS-PAGE dla frakcji fimbrialnych 

wyizolowanych z hodowli rosnących na podłożach z dodatkiem pilicydu 1 i 2 nie 

uwidoczniły wyraźnych różnic w działaniu tych związków (Rys. 48C, Tabela 10). W obu 

przypadkach obserwuje się efekt redukujący produkcję fimbrii, który zależy od stężenia 

pilicydu – sięga on od 3-8% dla najniższego stężenia i do 75-80% dla najwyższego stężenia.  

Stężenie 
pilicydu [mM] 

Efekt działania pilycydu 1 

[% redukcji ilo ści DraE w 
stosunku do hodowli bez 

pilicydu] 

Efekt działania pilicydu 2 

[% redukcji ilo ści DraE w 
stosunku do hodowli bez 

pilicydu] 
0,5 8 3 
1,5 55 45 
2,5 68 75 
3,5 75 80 

Tabela 10. Zależność stopnia redukcji produkcji białka DraE przez szczep BL21(DE3)/pBNJ406 od 
stężenia pilicydu dodanego do pożywki hodowlanej. 
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Rys. 48. Ocena ilości fimbrii Dr wytworzonych przez komórki bakteryjne hodowane w obecności 
pilicydów. A – rozdział elektroforetyczny SDS-PAGE białek zawartych we frakcjach fimbrialnych 
wyizolowanych z hodowli szczepu E. coli BL21(DE3)/pBJN406 na płytkach TSA bez dodatku 
pilicydu (studzienki 1 i 5), hodowli BL21(DE3)/pACYC184 (studzienki 2 i 6) oraz hodowli 
BL21(DE3)/pBJN406 rosnącej w obecności 3,5 mM pilicydu 1 i 2 (odpowiednio studzienki 3 i 7 oraz 
4 i 8). Próbki ze studzienek 1-4 przed naniesieniem na żel zostały poddane denaturacji termicznej 
przez 60 minut w 100˚C, a próbki ze studzienek 5-8 inkubacji w temperaturze 25˚C przez 60 minut. 
M – marker SDS-PAGE LMW Calibration Kit. Strzałką zaznaczono prążek odpowiadający 
monomerycznej formie białka DraE. B – analiza frakcji fimbrialych za pomocą techniki Western 
Blot, mająca na celu potwierdzenie całkowitego rozpadu fimbrii Dr do monomerów DraE na skutek 
denaturacji termicznej. Studzienki 1, 2, 3 odpowiadają studzienkom 2, 1, 5 na panelu A. C – rozdział 
elektroforetyczny SDS-PAGE białek zawartych we frakcjach fimbrialnych wyizolowanych z hodowli 
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szczepu BL21(DE3)/pBJN406 rosnącego na płytkach z podłożem TSA z dodatkiem pilicydu 1 (Pil1) 
i pilicydu 2 (Pil2) w różnych stężeniach (Piątek et al., 2013). 

6.6.5 Określenie potencjalnego spektrum działania pilicydów 
względem układów adhezyjnych typu FGL i FGS 

Jak wspomniano w części wstępnej (Rozdział 2.2.5.4, Struktura i funkcja białek 

opiekuńczych systemu chaperone-usher), porównanie białek opiekuńczych FGL i FGS, 

mimo ogólnego wysokiego stopnia zakonserwowania strukturalnego, pozwala wyróżnić 

różnice strukturalne zlokalizowane w funkcjonalnie istotnych rejonach przedstawicieli tych 

rodzin: dłuższy niż w białkach FGS motyw wiązania w pętli F1-G oraz dłuższy rejon 

wiązania przy N-terminalnym końcu u białek z rodziny FGL. Z tego względu zasadnym staje 

się pytanie, czy pilicydy mogą stanowić skuteczny środek na blokowanie działania obu, 

zróżnicowanych w funkcjonalnie kluczowych rejonach, grup białek opiekuńczych. Związki 

te zaprojektowane zostały oryginalnie jako inhibitory białek opiekuńczych FimC i PapD z 

rodziny FGS, a badania zawarte w niniejszej pracy dowodzą, że pilicydy 1 i 2 w sposób 

skuteczny blokują biogenezę fimbrii Dr, przebiegającą z udziałem białka DraB należącego 

do rodziny FGL. Można zatem przypuszczać, że pilicydy wykazują szerokie spektrum 

działania, obejmujące obie grupy białek opiekuńczych typu chaperone-usher. W celu 

uwiarygodnienia tej tezy przeprowadziłam analizę sekwencyjną kluczowych dla 

oddziaływań pilicydu z kompleksem podjednostka-chaperone reszt w strukturze białek 

opiekuńczych – Leu32, Val56 oraz Ile93 (wyselekcjonowanych na podstawie białka 

wzorcowego PapD). Analiza ta, mająca na celu zdefiniowanie poziomu zakonserwowania 

reszt homologicznych do Leu32, Val56 i Ile93 obejmowała wyodrębnioną w bazie PFAM 

klasę N-terminalnych domen białek PapD-podobnych (PapD_N, PF00345), składającą się 

obecnie z 7954 sekwencji, z których 154 stanowią tzw. sekwencje reprezentatywne (ang. 

seeds). W wyniku analizy ustaliłam, że wybrane reszty są zakonserwowane w obrębie tej 

klasy na poziomie od 70 (reszty Leu32 i Val56) do 90% (Ile93) (Załącznik 1). Potwierdza to 

potencjalną możliwość oddziaływania pilicydów z szerokim spektrum białek opiekuńczych 

typu chaperone-usher.  
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7 PODSUMOWANIE 
Niniejsza praca doktorska jest częścią prowadzonych od wielu lat badań nad 

mechanizmem biogenezy fimbrii Dr uropatogennych szczepówEscherichia coli Dr+, 

odpowiedzialnych za przewlekłe infekcje układu moczowego. Fimbrie te należą do struktur 

adhezyjnych typu chaperone-usher. Rodzinę tych organelli można podzielić na grupy w 

zależności od cech strukturalnych białek opiekuńczych uczestniczących w ich biogenezie. 

Fimbrie Dr należą do grupy FGL, natomiast zdecydowanie lepiej poznana i opisana jest 

grupa FGS. Szczegółowym celem prowadzonych badań była próba określenia, w jakim 

stopniu podział struktur adhezyjnych na typy FGS i FGL, który opiera się na różnicy 

strukturalnej w postaci zmiennej długości pętli F-G białek opiekuńczyk przekłada się na 

konkretne różnice w mechanizmie biogenezy tych organelli. W pracy skupiono się na dwóch 

kluczowych etapach biogenezy struktur adhezyjnych – oddziaływanie białka opiekuńczego z 

podjednostką budulcową oraz oddziaływanie kompleksu podjednostka-białko opiekuńcze z 

białkiem kanałotwórczym. Pierwszy etap obejmował zweryfikowanie występowania 

opisanego dla struktur FGS mechanizmu kontroli zdatności podjednostek do tworzenia 

funkcjonalnej organelli na podstawie obecności w ich strukturze specyficznie 

zlokalizowanego mostka disiarczkowego. Wyniki tej części badań pozwoliły na 

sformuowanie następujących wniosków: 

• Podjednostki DraE pozbawione na skutek mutacji specyficznie zlokalizowanego mostka 

disiarczkowego nie są odpowiednim substratem dla białka opiekuńczego DraB; DraB 

nie uzupełnia szczeliny akceptorowej zmodyfikowanego DraE, w związku z czym nie 

powstają stabilne oligomery podjednostek.  

• Zakłócenie pierwszego etapu biogenezy struktury adhezyjnej poprzez usunięcie mostka 

disiarczkowego i uniemożliwienie utworzenia kompleksu podjednostka-białko 

opiekuńcze skutkuje całkowitym zatrzymaniem produkcji dojrzałej fimbrii. 

• System kontroli jakości podjednostek opierający się na obecności mostka 

disiarczkowego w ich strukturze jest wspólny dla struktur z rodziny FGL i FGS. 

W ramach pracy doktorskiej przebadałam również wpływ potencjału oksydacyjnego na 

fałdowanie podjednostek rodziny adhezyn Dr Proces ten przebiega odmiennie w warunkach 

redukujących (cytoplazma) i utleniających (periplazma). Porównanie dostępnych struktur 
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białek DraE, AfaE-III i DaaE produkowanych w tak odmiennych środowiskach pozwoliło na 

określenie roli mostka disiarczkowego występującego w tych podjednostkach w 

determinowaniu drogi ich fałdowania, a także umożliwiło zbadanie zachowania nici 

donorowych umieszczonych na N- lub C-terminalnym końcu białka: 

• Struktura białek produkowanych w cytoplazmie może być uzupełniana z równym 

powodzeniem przez nić donorową zlokalizowaną N- i C-terminalnie. Jeśli 

komplementacja następuje z wykorzystaniem nici N-końcowej tworzone są trimery 

stabilizowane za pomocą międzycząsteczkowych mostków disiarczkowych 

powstających po utworzeniu trimeru. Wykorzystanie C-końcowej nici prowadzi do 

utworzenia monomeru z mostkiem zlokalizowanym wewnątrz cząsteczki. 

• W przypadku, gdy dostępne są jednocześnie obie możliwości uzupełnienia struktury, 

przy produkcji w cytoplazmie preferowana jest droga fałdowania skutkująca 

utworzeniem cyklicznej struktury trimerycznej z komplementacją za pomocą nici N-

terminalnej. 

• Produkcja białka z dwoma dostępnymi nićmi donorowymi w obrębie przestrzeni 

periplazmatycznej skutkuje powstaniem monomeru stabilizowanego nicią C-końcową i 

wewnątrzcząsteczkowym mostkiem disiarczkowym. 

• W obrębie periplazmy obecność oksydoreduktazy DsbA najprawdopodobniej wymusza 

szybkie tworzenie mostków disiarczkowych na początkowym etapie fałdowania białka, 

przez co niemożliwe staje się przegrupowanie nici A1 i komplementacja przez nić N-

terminalną, obserwowane w przypadku podjednostek produkowanych w cytoplazmie. 

Takie działanie ułatwia fałdowanie poprzez blokadę możliwości prowadzącej do 

powstawania trimerów.  

Ostatnią część pracy stanowiła analiza zakresu działania nowej generacji leków - 

pilicydów – skierowanych przeciwko uropatogennym szczepom Escherichia coli. 

Dotychczasowe badania koncentrowały się na potwierdzeniu działania antybakteryjnego 

jedynie w stosunku do szczepów E. coliwykazujących ekspresję organelli typu FGS. 

Przeprowadzone eksperymenty wykazały jednoznacznie, że: 

• Pilicydy wykazują efektywne działanie hamujące adherencję bakterii szczepu E. coli 

Dr+, wykazującego ekspresję powierzchniową fimbrii Dr do komórek gospodarza. 
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• Wzrastające w obecności pilicydów komórki bakteryjne tego szczepu charakteryzują się 

znacznie zredukowaną ilością fimbrii na swojej powierzchni. 

• Działanie pilicydów polega na ich ingerencji w kluczowy etap procesu fałdowania: 

utworzenie połączenia pomiędzy kompleksem białko opiekuńcze-podjednostka a 

białkiem kanałotwórczym, umożliwiającym transport podjednostek fimbrialnych na 

powierzchnię komórki. Działanie to jest identyczne dla struktur adhezyjnych grupy FGS 

i FGL, co świadczy o niewrażliwości pilicydów na różnice strukturalne i funkcjonalne 

obserwowane dla dwóch klas białek opiekuńczych. 
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9 OPIS STOSOWANYCH SKRÓTÓW 
ang. z angielskiego 

ATP adenozynotrifosforan 

BSA albumina osocza krwi (ang. Bovine Serum Albumin) 

CHO komórki jajnika chomika chińskiego (ang. Chinese hamster ovary) 

CNF1 cytotoksyczny czynnik nekrotyzujący 1 (ang. cytotoxic necrotising factor 
1) 

CU szlak chaperone-usher 

DAB 3,3’-diaminobenzydyna 

DAEC dyfuzyjno adhezyjne szczepy Escherichia coli (ang. diffusely adhesive 
Escherichia coli) 

DAF czynnik przyspieszający rozpad konwertaz układu dopełniacza (ang. 
decay-accelerating factor) 

DNA kwas deoksyrybonukleinowy 

DSC reakcja komplementacji nici donorowych (ang. donor strand 
complementation) 

DSE reakcja wymiany nici donorowych (ang. donor strand exchange) 

EAEC enteroagregacyjne szczepy Escherichia coli (ang. enteroaggregative 
Escherichia coli) 

EDTA sól sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego 

EHEC enterokrwotoczne szczepy Escherichia coli (ang. enterohaemorhagic 
Escherichia coli) 

EIEC enteroinwazyjne szczepy Escherichia coli (ang. enteroinvasive 
Escherichia coli) 

ELISA test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

EPEC enteropatogenne szczepy Escherichia coli (ang. enteropathogenic 
Escherichia coli) 

ETEC enterotoksyczne szczepy Escherichia coli (ang. enterotoxic Escherichia 
coli) 

ExPEC pozajelitowe szczepy Escherichia coli (ang. extraintestinal Escherichia 
coli) 

FBS płodowa surowica bydlęca (ang.fetal bovine serum) 
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FGA białka opiekuńcze o charakterze pośrednim (ang. F1-G1 alternate) 

FGL białka opiekuńcze o długiej pętli F1-G1 (ang. F1-G1 long) 

FGS białka opiekuńcze o krótkiej pętli F1-G1 (ang. F1-G1 shortgsp) 

GSP mechanizm ogólnej sekrecji (ang. General Secretion Pathway) 

Ig immunoglobulina 

IPTG izopropylo-β-D tiogalaktozyd 

kDa kilodalton 

LPS lipopolisacharyd 

M stężenie molowe [mol/dm3] 

PBS ang. Phosphate Buffered Saline 

PCR reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. Polimerase Chain Reaction) 

pz par zasad 

RNA kwas rybonukleinowy 

-sc podjednostka samokomplementująca (ang. self-complemented) 

SDS sól sodowa siarczanu dodecylu 

SDS-PAGE elektroforeza w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących z 
użyciem SDS (ang. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

T3SS system sekrecji typu 3 (ang. Type 3 Secretion System) 

T4CP białka sprzężenia systemu sekrecji typu IV (ang. type IV secretion 
coupling protein) 

T4SS system sekrecji typu 4 (ang. Type 4 Secretion System) 

TLR4 nerkowy receptor LPS (ang. Toll-like Receptor 4) 

Tris tris[hydroksymetylo]aminometan 

UPEC uropatogenne szczepy Escherichia coli (ang. Uropatoghenic Escherichia 
coli) 

UTI infekcje dróg moczowych (ang. Urinary Tract Infections) 
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ZAŁĄCZNIK NR 1. - Analiza stopnia zakonserwowania kluczowych dla oddziaływań pilicydu z 

kompleksem chaperone-podjednostka reszt homologicznych dla Leu32, Val56 i Ile93 białka 

PapD w obrębie N-terminalnych domen klasy białek PapD-podobnych (Pfam:PF00345) 

wykonana przy pomocy programu Jalview z użyciem algorytmu bazy Pfam. Analizowane reszty 

zaznaczono kolorem niebieskim. Białka oznaczone zostały zgodnie z systemem EMBL-EBI. 
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