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Spis najwaŨniejszych skr·t·w: 

ATP ï adenozynotrifosforan 

BM ï poŨywka podstawowa (z ang. Basal Medium) 

CBB G-250 ï bğňkit brylantowy G-250 

CoPPIX ï protoporfiryna kobaltowa 

DIP ï 2,2-dipirydol; chelator jon·w Fe2+ 

GaPPIX ï protoporfiryna galowa 

His ï His-tag; znacznik biağkowy skğadajŃcy siň z szeŜciu reszt histydyny 

Hm ï hem; protoporfiryna Ũelazowa 

IPTG ï izopropylo-ɓ-D-1-tiogalaktopiranozyd 

Kgp ï gingipaina lizyno-specyficzna; gingipaina K 

LPS ï lipopolisacharyd 

MBP ï biağko wiŃŨŃce maltozň (z ang. Maltose-binding Protein) 

MnPPIX ï protoporfiryna manganowa 

MtOH ï metanol 

OD600 ï gňstoŜĺ optyczna przy dğugoŜci fali 600 nm (z ang. Optical density) 

PCR ï reakcja ğaŒcuchowa polimerazy (z ang. Polymerase Chain Reaction) 

PPIX ï protoporfiryna IX 

RgpA ï gingipaina arginino-specyficzna; gingipaina A 

RgpB ï gingipaina arginino-specyficzna; gingipaina B 

RT-qPCR ï iloŜciowa reakcja ğaŒcuchowa polimerazy z etapem odwrotnej transkrypcji 

SDS-PAGE ï elektroforeza biağkowa z wykorzystaniem Ũelu poliakryloamidowego 

w warunkach denaturujŃcych  

TLR ï receptory zaleŨne od Toll (ang. Toll-like receptors) 

WT ï szczep typu dzikiego (z ang. Wild-type) 

ZnPPIX ï protoporfiryna cynkowa 
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Streszczenie 

Jamň ustnŃ czğowieka zasiedla ponad 700 gatunk·w bakterii, tworzŃcych 

wielogatunkowy biofilm, w kt·rym zğoŨone interakcje pomiňdzy poszczeg·lnymi gatunkami 

pozwalajŃ im przetrwaĺ w Ŝrodowisku ubogim w niezbňdne substancje odŨywcze. Jednym 

z najczňŜciej izolowanych gatunk·w jest bakteria Porphyromonas gingivalis, bňdŃca jednym 

z kluczowych czynnik·w etiologicznych odpowiedzialnych za rozw·j chor·b przyzňbia. SŃ to 

powszechne schorzenia przewlekğe skutkujŃce destrukcjŃ tkanek przyzňbia, krwawieniem i 

utratŃ zňb·w. Choroby przyzňbia mogŃ mieĺ znaczenie w rozwoju schorzeŒ 

og·lnoustrojowych, takich jak reumatoidalne zapalenie staw·w, cukrzyca czy choroba 

Alzheimera.  

P. gingivalis nie wytwarza siderofor·w i posiada niekompletny szlak biosyntezy hemu, 

w zwiŃzku z czym jest cağkowicie zaleŨna od hemu dostňpnego w jej Ŝrodowisku i musiağa 

wyksztağciĺ specjalistyczne systemy sğuŨŃce jej do przyswajania hemu z hemoprotein 

gospodarza. Gğ·wnym mechanizmem wykorzystywanym przez P. gingivalis do przyswajania 

hemu jest system Hmu, obejmujŃcy biağko o wğaŜciwoŜciach hemoforowych ï HmuY, wiŃŨŃce 

hem i przekazujŃce go na receptor bğony zewnňtrznej ï HmuR, transportujŃcy hem przez bğonň 

do przestrzeni peryplazmatycznej. Dalsze losy hemu i mechanizm jego metabolizmu w P. 

gingivalis nie zostağy opisane. Zgodnie z hipotezŃ zawartŃ w pracy doktorskiej, w kolejne etapy 

metabolizmu hemu zaangaŨowane jest inne biağko z systemu Hmu ï HmuSPg, naleŨŃce do 

kobaltochelataz CobN.  

Gğ·wnym celem pracy byğa charakterystyka biağka HmuSPg jako biağka o potencjalnych 

wğaŜciwoŜciach dechelatazy. Biağko to prawdopodobnie peğni rolň odwrotnej chelatazy, bňdŃc 

tym samym istotnym elementem zaangaŨowanym w metabolizm hemu i majŃcym wpğyw na 

homeostazň Ũelaza i protoporfiryny IX (PPIX) wewnŃtrz bakterii. SŃ to kluczowe aspekty dla 

przeŨywalnoŜci i wirulencji P. gingivalis w dynamicznym Ŝrodowisku jamy ustnej czğowieka.  

W pierwszej czňŜci pracy skupiono siň na opisaniu pochodzenia ewolucyjnego biağka 

HmuSPg, analizie jego struktury przestrzennej i okreŜleniu jego lokalizacji oraz topologii 

w kom·rce bakteryjnej. Pokazano, Ũe biağka z rodziny HmuS stanowiŃ odrňbnŃ grupň 

w obrňbie nadrodziny chelataz. Biağko HmuSPg jest zakotwiczone w bğonie wewnňtrznej 

bakterii i skierowane ku przestrzeni peryplazmatycznej. 

W drugiej czňŜci pracy potwierdzono zdolnoŜĺ do oddziağywania biağka HmuSPg i jego 

wariant·w z hemem oraz PPIX, a takŨe pokazano wpğyw zmiany stopnia utlenienia Ũelaza na 

interakcjň HmuSPg z hemem. Wskazano potencjalne miejsca wiŃzania hemu przez biağko 

z wykorzystaniem symulacji bioinformatycznych. 
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W trzeciej czňŜci pracy przeanalizowano wpğyw delecji genu hmuSPg na fenotyp bakterii 

P. gingivalis. Por·wnano szczep dziki oraz szczep delecyjny ȹhmuSPg pod kŃtem zdolnoŜci do 

wzrostu w warunkach z ograniczonymi Ŧr·dğami Ũelaza i hemu oraz przeanalizowano 

zdolnoŜci obu szczep·w do formowania biofilmu. Sprawdzono r·wnieŨ, jak delecja genu 

hmuSPg wpğynňğa na cağkowitŃ zawartoŜĺ hemu, PPIX i Ũelaza w kom·rkach bakteryjnych. 

Z wykorzystaniem spektroskopii mas oraz technik fluorescencyjnych scharakteryzowano 

r·wnieŨ pigment odkğadany na powierzchni kom·rki przez P. gingivalis. Wskazano na znaczŃce 

r·Ũnice w jego skğadzie pomiňdzy szczepem dzikim a szczepem pozbawionym genu hmuSPg. 

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy pozwoliğy poszerzyĺ wiedzň o biağku HmuSPg, 

udowadniajŃc, Ũe biağko to moŨe peğniĺ w P. gingivalis rolň dechelatazy. Podczas realizacji 

pracy udağo siň wykazaĺ, Ũe biağko HmuSPg jest istotne dla kluczowych czynnik·w wirulencji, 

takich jak umiejňtnoŜĺ formowania biofilmu oraz aktywnoŜĺ gingipain lizyno-specyficznych. 

Wskazano r·wnieŨ na znaczŃcy wpğyw biağka HmuSPg na skğad i charakterystykň pigmentu 

odkğadanego na powierzchni P. gingivalis, peğniŃcego rolň rezerwuaru hemu oraz ochrony 

przed stresem oksydacyjnym. Zaprezentowane w pracy badania dowodzŃ znaczenia biağka 

HmuSPg w metabolizmie hemu, a takŨe wskazujŃ na jego rolň w wirulencji P. gingivalis. 
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Streszczenie w jňzyku angielskim  

The human oral cavity is inhabited by over 700 bacterial species, forming a multi-

species biofilm in which complex interactions between individual species allow them to survive 

in an environment poor in essential nutrients. One of the most frequently isolated species is 

Porphyromonas gingivalis, which is considered a key etiological factor responsible for the 

development of periodontal diseases, which are a common chronic conditions resulting in the 

destruction of periodontal tissues and tooth loss. Periodontal diseases can play a role in the 

development of systemic diseases, such as rheumatoid arthritis, diabetes, and Alzheimer's 

disease. 

P. gingivalis does not produce siderophores and has an incomplete heme biosynthesis 

pathway, making it entirely dependent on the heme available in its environment. P. gingivalis 

had to develop specialized systems for acquiring heme from host hemoproteins. The most 

thoroughly described is the Hmu system, includes a protein with hemophore-like properties - 

HmuY, capable of binding heme and transferring it to the outer membrane receptor - HmuR, 

which transports heme across the outer membrane. The subsequent fate of heme and the 

mechanism of its metabolism in P. gingivalis have not yet been described. Probably another 

protein from the Hmu system, HmuSPg, belonging to the CobN cobaltochelatase family, may 

be involved in heme metabolism. 

The main aim of this work was to characterize the HmusPg protein as a potential 

dechelatase. According to the hypothesis presented in the work this protein probably acts as a 

reverse chelatase, thereby serving as an important component involved in heme metabolism 

and influencing iron and protoporphyrin IX (PPIX) homeostasis within the bacterium. These 

are key aspects for the survival and virulence of P. gingivalis in the dynamic environment of 

the human oral cavity. 

The first part of the work focused on describing the evolutionary origins of the HmuSPg 

protein, analyzing its spatial structure, and determining its localization and topology within the 

bacterial cell. It was shown that HmuS family proteins constitute a distinct group within the 

chelatase superfamily, with HmuSPg anchored in the bacterial inner membrane and directed 

toward the periplasmic space. 

In the second part of the work, the ability of the HmuSPg protein and its variants to 

interact with heme and PPIX was confirmed, and the effect of changing the iron oxidation state 

on the interaction of HmuSPg with heme was demonstrated. Bioinformatic simulations were 

also used to identify potential heme-binding sites for the protein.  
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The third part of the study analyzed the impact of hmuSPg gene deletion on the phenotype 

of P. gingivalis. Atomic absorption spectroscopy and high-performance liquid chromatography 

were also used to examine how hmuSPg gene deletion affects the total heme, PPIX, and iron 

content in bacterial cells. Mass spectrometry and fluorescence techniques were also used to 

characterize the pigment deposited on the cell surface by P. gingivalis, indicating significant 

differences in its composition between the wild-type strain and the hmuSPg-deficient strain.  

The results obtained in this study expanded our knowledge of the HmuSPg protein, 

demonstrating that it may function in heme metabolism in P. gingivalis, and that its absence 

significantly reduces the amount of PPIX present in the bacterial cell. It was demonstrated that 

the HmuSPg is essential for key virulence factors, such as the ability to form biofilms and the 

activity of lysine-specific gingipains. It is demonstrated the significant influence of the HmuSPg 

on the composition and characteristics of the pigment deposited on the surface of P. gingivalis, 

which serves as a heme reservoir and protects against oxidative stress. The studies presented in 

this work demonstrate the role of the HmuSPg protein in heme metabolism and indicate its role 

in P. gingivalis virulence. 
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1. Wstňp 

1.1. Rola Ũelaza oraz hemu w organizmach Ũywych 

ŧelazo jest jednym z najwaŨniejszych pierwiastk·w dla organizm·w Ũywych, 

w kt·rych speğnia kluczowe role w licznych procesach niezbňdnych do Ũycia i prawidğowego 

funkcjonowania. Jako metal przejŜciowy, wykazuje cechň ğatwego i odwracalnego 

przechodzenia z formy Fe(II) do formy Fe(III), co sprawia, Ũe jest bardzo dogodnym centrum 

zachodzenia reakcji redukcji i utleniania. Z tego powodu, Ũelazo jest bardzo powszechnie 

wbudowywane do enzym·w, kt·re majŃ kluczowe znaczenie dla najwaŨniejszych proces·w 

Ũyciowych, praktycznie we wszystkich organizmach Ũywych. ŧelazo jest m.in. centralnym 

elementem hemu (protoporfiryna Ũelazowa; FePPIX), tetrapirolowego zwiŃzku zawierajŃcego 

centralny jon Ũelaza skoordynowany z czterema atomami azotu, pochodzŃcymi z pierŜcieni 

pirolowych (Rys. 1). Hem stanowi grupň prostetycznŃ w wielu biağkach i uczestniczy jako 

kofaktor w kluczowych procesach w niemal wszystkich organizmach Ũywych. Hem moŨe 

wstňpowaĺ w kilku formach, spoŜr·d kt·rych najwaŨniejszym w organizmie czğowieka jest 

hem b (Rys. 1), wchodzŃcy w skğad mioglobiny, hemoglobiny, a takŨe enzym·w z grupy 

cytochromu P450 [Li i wsp., 2011]. Poza hemem b, organizmy Ũywe wykorzystujŃ r·wnieŨ 

inne formy hemu, takie jak hem a (skğadnik oksydazy cytochromu c; niezbňdny w ostatnim 

etapie oddychania kom·rkowego) lub hem c (wystňpuje w cytochromie c, r·wnieŨ kluczowym 

biağku dla oddychania kom·rkowego) [Li i wsp., 2011]. Jony Ũelaza sŃ r·wnieŨ kluczowe dla 

poprawnej syntezy DNA oraz RNA ï zar·wno polimeraza DNA jak i polimeraza RNA 

zawierajŃ klastry Fe-S, niezbňdne do ich stabilnoŜci strukturalnej oraz prawidğowej aktywnoŜci 

katalitycznej [J·Ŧwiakowski i wsp., 2019]. ŧelazo ma r·wnieŨ kluczowe znaczenie 

w odpornoŜci bakterii na stres oksydacyjny, peğniŃc istotnŃ rolň w katalazach oraz 

peroksydazach ï enzymach odpowiedzialnych za rozkğad H2O2 [Jang i Imlay, 2010]. Tak ğatwa 

zmiana stopnia utlenienia sprawia, Ũe Ũelazo tak chňtnie jest wykorzystywane przez organizmy 

Ũywe do prowadzenia reakcji redoks. Jest to teŨ r·wnoczeŜnie jego najwiňkszŃ wadŃ, poniewaŨ 

Ũelazo w formie zredukowanej wykazuje tendencjň do tworzenia wysoce reaktywnych wolnych 

rodnik·w hydroksylowych (ROS). Wolne rodniki mogŃ prowadziĺ do uszkodzeŒ biağek 

poprzez utlenianie grup tiolowych, degradacjň ğaŒcucha polipeptydowego [Cecarini i wsp., 

2007] oraz uszkodzenia DNA i RNA [Ye i wsp., 2023; Chatgilialoglu, 2025]. 
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Rys. 1. Por·wnanie struktury hemu typu b, hemu typu a oraz hemu typu c. Koordynacja Ũelaza 

przez cztery atomy azotu powoduje, Ũe centralny jon Ũelaza posiada dwa wolne miejsca 

koordynacyjne, mogŃce peğniĺ rolň centrum zachodzenia reakcji redoks. Struktury pochodzŃ 

z bazy ChemSpider (Royal Society of Chemistry): struktura hemu typu a (ChemSpider ID: 

21791984); hemu typu b (ChemSpider ID; 1028) oraz hemu typu c (ChemSpider ID: 

16736051), dostňp z dnia 21.11.2025 r. 

Z tego powodu zbyt duŨe iloŜci Ũelaza w organizmie czğowieka mogŃ byĺ przyczynŃ licznych 

chor·b, takich jak hemochromatoza, dziedziczna choroba o podğoŨu genetycznym, czňsto 

spotykana w krajach Europy p·ğnocnej i skutkujŃca nadmiernym wchğanianiem i odkğadaniem 

Ũelaza w tkankach, prowadzŃcym nawet do uszkodzeŒ narzŃd·w [Tandara i Salamunic, 2012; 

Fowler, 2008]. Dlatego teŨ, w celu ochrony przed toksycznymi poziomami stňŨenia Ũelaza, 

organizmy wyksztağciğy r·Ũne strategie przeciwdziağajŃce jego zbyt duŨemu nagromadzaniu - 

sŃ to gğ·wnie biağka wiŃŨŃce wolne Ũelazo lub hem. 

KluczowŃ rolň w regulacji stňŨenia wolnego Ũelaza w krwi peğni obecna w krwi 

transferyna, biağko wykazujŃce wysokie powinowactwo do jon·w Ũelaza i transportujŃce je do 

kom·rek docelowych. Dziňki zwiŃzaniu przez transferynň, toksyczny potencjağ wolnego Ũelaza 

jest znacznie ograniczany [Gomme i wsp., 2005]. IstotnŃ rolň w procesie regulacji wolnego 

Ũelaza peğni r·wnieŨ laktoferyna, glikoproteina z rodziny transferyn, kt·ra jest obecna w mleku 

ssak·w, a takŨe wydzielinach, takich jak ğzy, Ŝlina oraz Ŝluz·wka przewodu pokarmowego. 

Laktoferyna charakteryzuje siň wysokim powinowactwem do Ũelaza, dziňki czemu moŨe ona 

skutecznie regulowaĺ jego biodostňpnoŜĺ, co wpğywa na ograniczanie rozwoju drobnoustroj·w 

zaleŨnych od Ũelaza [Ashraf i wsp., 2024; Kell i wsp. 2020]. Gğ·wnym magazynem Ũelaza 
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w organizmach jest ferrytyna, duŨe biağko wewnŃtrzkom·rkowe, posiadajŃce wysokie 

powinowactwo do Ũelaza i mogŃce pomieŜciĺ w swoim centrum nawet 4500 atom·w Ũelaza 

w postaci minerağu ï ferryhydrytu [Bauminger i wsp., 1991]. Ferrytyna peğni rolň buforu oraz 

magazynu Ũelaza wewnŃtrz kom·rek, zabezpieczajŃc je przed stresem oksydacyjnym.   

Jak juŨ wspomniano, Ũelazo jest centralnym elementem hemu, niezwykle waŨnego 

zwiŃzku dla funkcjonowania organizm·w Ũywych, biorŃc udziağ miňdzy innymi w oddychaniu 

kom·rkowym czy neutralizowaniu wolnych rodnik·w. Ze wzglňdu na fakt, iŨ hem jest 

jednoczeŜnie silnie toksycznŃ czŃsteczkŃ o wğaŜciwoŜciach utleniajŃcych i prozapalnych, 

poziom wolnego hemu w osoczu czğowieka jest stale utrzymywany na fizjologicznie 

bezpiecznym poziomie, a praktycznie cağy jego zapas w organizmie czğowieka wystňpuje 

w formie zwiŃzanej przez biağka gospodarza. Najwiňksza czňŜĺ hemu jest wiŃzana przez 

hemoglobinň, kt·rej stňŨenie w krwi u przeciňtnego czğowieka wynosi okoğo 14 gram·w na litr 

[Rosenfeld i wsp., 2019]. Hemoglobina jest tetramerem i skğada siň z czterech podjednostek 

globinowych (dw·ch podjednostek Ŭ i dw·ch ɓ). KaŨda z tych podjednostek wiŃŨe jednŃ 

czŃsteczkň hemu, dziňki czemu pojedyncza czŃsteczka hemoglobiny jest zdolna do wiŃzania 

czterech czŃsteczek tlenu. Dziňki opisanym wğaŜciwoŜciom do wiŃzania tlenu hemoglobina jest 

kluczowŃ czňŜciŃ erytrocyt·w, kt·rych gğ·wnŃ funkcjŃ jest transport tlenu oraz dwutlenku 

wňgla z tkanek do pğuc i w drugŃ stronň [Ahmed i wsp., 2020]. Pomimo faktu, Ũe zdecydowana 

wiňkszoŜĺ hemu pozostaje trwale zwiŃzana z hemoglobinŃ, wskutek zjawisk takich jak stres 

oksydacyjny czy wzmoŨona hemoliza wywoğana przez bakterie lub czynniki 

autoimmunologiczne, moŨe dojŜĺ do gwağtownego wzrostu stňŨenie wolnego hemu w krwi. 

W takich sytuacjach organizm wykorzystuje inne biağka do wychwytywania uwolnionego 

hemu i przeciwdziağania jego toksycznemu wpğywowi [Schaer i wsp., 2014;ШSmith i McCulloh, 

2015]. KluczowŃ rolň w ochronie organizm·w przed dziağaniem toksycznych stňŨeŒ hemu, 

mogŃcych pojawiaĺ siň np. przy hemolizie, peğni hemopeksyna. Jest to glikoproteina 

wystňpujŃca w osoczu, z bardzo wysokim powinowactwem do hemu (Kd = 10 ĭįï10 ĭ  M) 

[Tolosano i wsp., 2002; Ascenzi i wsp., 2007], tworzŃc stabilne kompleksy, a nastňpnie 

transportujŃc hem do wŃtroby, w celu jego degradacji przez hepatocyty i odzyskaniu Ũelaza 

[Poillerat i wsp., 2020; Tolosano i Altruda, 2002]. W sytuacjach, gdy lokalne stňŨenie hemu jest 

zbyt duŨe i zanim hemopeksyna stworzy z nim stabilne kompleksy, ochronnŃ rolň buforujŃcŃ 

wolny hem moŨe peğniĺ albumina. Albumina, najobficiej wystňpujŃce biağko w krwi, peğni rolň 

transportera wielu zwiŃzk·w ï w tym r·wnieŨ hemu. WiŃzanie hemu przez albuminň jest 

niespecyficzne oraz sğabe (Kd ~10  M), jednak wysoka zawartoŜĺ albuminy w krwi sprawia, 

Ũe albumina peğni waŨnŃ role w ochronie organizmu przed toksycznoŜciŃ wolnego hemu 
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[Kamal i Behere, 2005; De Simone i wsp., 2023]. Poprzez wsp·ğpracň wymienionych biağek, 

Ũelazo pozostaje dostňpne dla kom·rek, jednak w spos·b bezpieczny oraz kontrolowany. 

Skutkiem sekwestracji hemu oraz Ũelaza jest bardzo niskie stňŨenie dostňpnego wolnego Ũelaza, 

wynoszŃce okoğo 10-18 M, kt·re jest wielokrotnie mniejsze, niŨ minimalne stňŨenie wymagane 

do wzrostu bakteri (ok. 10  M). Patogeny potrzebujŃ Ũelaza do wzrostu oraz funkcjonowania, 

przez co Ũelazo jest jednym z kluczowych element·w w interakcjach pomiňdzy patogenem 

a gospodarzem [Sheldon i wsp., 2016]. 

1.2. Choroby przyzňbia 

Jama ustna czğowieka zawiera liczne, zr·Ũnicowane nisze, takie jak powierzchnia 

zňb·w oraz jňzyka, Ŝlina, bğona Ŝluzowa policzk·w, przestrzenie miedzyzňbowe oraz kieszonki 

przyzňbowe. Dziňki temu, jest ona jednym z najmocniej skolonizowanych Ŝrodowisk 

w organizmie czğowieka - do tej pory zidentyfikowano w niej ponad 700 gatunk·w bakterii 

[Dewhirst i wsp., 2010]. Bakterie kolonizujŃce jamň ustnŃ tworzŃ wielogatunkowy biofilm, 

w kt·rym istotne znaczenie odgrywajŃ interakcje pomiňdzy poszczeg·lnymi gatunkami, 

pozwalajŃce im na lepsze dostosowanie siň do Ŝrodowiska zewnňtrznego, czňsto ubogiego 

w niezbňdne do wzrostu substancje odŨywcze.  

Na podstawie wzajemnych interakcji oraz czňstotliwoŜci wsp·lnej izolacji 

poszczeg·lnych gatunk·w bakterii, w 1998 roku dokonano klasyfikacji bakterii zasiedlajŃcych 

jamň ustnŃ czğowieka na piňĺ tzw. kompleks·w barwnych (Rys. 2) [Socransky i wsp., 1998]. 

W kompleksie Ũ·ğtym, zielonym oraz fioletowym wystňpujŃ gğ·wnie gatunki wczesnych 

kolonizator·w, tlenowych bakterii Gram-dodatnich, takich jak Streptococcus gordonii lub 

Eikenella corrodens, kt·re sŃ odpowiedzialne za inicjowanie formowania biofilmu [Socransky 

i wsp., 1998]. Kompleks pomaraŒczowy obejmuje gatunki bakterii cechujŃce siň 

wğaŜciwoŜciami poŜrednimi pomiňdzy wczesnymi kolonizatorami wchodzŃcymi w skğad 

kompleks·w zielonego, Ũ·ğtego i fioletowego, a najbardziej patogennymi p·Ŧnymi 

kolonizatorami kompleksu czerwonego. Gatunki wchodzŃce w skğad kompleksu 

pomaraŒczowego (m.in. Fusobacterium nucleatum i Prevotella intermedia), tworzŃc most 

metaboliczny miňdzy bakteriami komensalnymi a patogenami, sŃ kluczowe w dojrzewaniu 

biofilmu [Lamont i Hajishengallis, 2015]. Ostatnim opisanym kompleksem jest kompleks 

czerwony, obejmujŃcy najbardziej patogenne gatunki bakterii, zwiŃzane miňdzy innymi 

z destrukcjŃ tkanek przyzňbia i rozwojem chor·b przyzňbia. Gatunkami przypisanymi do 

kompleksu czerwonego sŃ Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola oraz Tannerella 

forsythia [Hajishengallis i Lamont, 2013].  
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Rys. 2. Schematyczne przedstawienie kompleks·w bakteryjnych zasiedlajŃcych jamň ustnŃ, 

zawierajŃcych wybrane gatunki wchodzŃce w skğad kaŨdego z kompleks·w [na podstawie 

Socransky i wsp., 1998]. 

Zapalenie przyzňbia to przewlekğa choroba prowadzŃca do postňpujŃcej destrukcji 

tkanek przyzňbia, skutkujŃca obniŨeniem linii dziŃseğ oraz koŜci wyrostka zňbodoğowego, 

wskutek czego dochodzi do pogğňbienia kieszonki przyzňbowej. Zmiany te prowadzŃ do 

krwawienia i ryzyka utraty zňb·w [Michaud i wsp., 2017; Kinane i wsp., 2017]. Rozw·j chor·b 

przyzňbia jest wynikiem zğoŨonych interakcji pomiňdzy rozwijajŃcym siň biofilmem (w 

szczeg·lnoŜci przesuniňciem r·wnowagi od bakterii komensalnych w stronň beztlenowych 

gatunk·w patogennych, gğ·wnie z kompleksu czerwonego) a odpowiedziŃ immunologicznŃ 

gospodarza [Trindade i wsp., 2023; Mart²nez-Garc²a i wsp., 2021]. Rozw·j biofilmu 

rozpoczyna powstanie na szkliwie i tkankach miňkkich osğonki nabytej (pellikuli), kt·ra 

umoŨliwia adhezjň wczesnych kolonizator·w, gğ·wnie gatunk·w Streptococcus (m.in. S. oralis, 

S. sanguis, S. gordonii). Poprzez koagregacjň i wsp·ğpracň metabolicznŃ ksztağtujŃ one 

wielogatunkowŃ spoğecznoŜĺ. W miarň przejŜcia Ŝrodowiska w bardziej beztlenowe warunki 

doğŃczajŃ p·Ŧni kolonizatorzy, m.in. P. gingivalis i T. forsythia. Gatunki pomostowe, m.in. 

P. intermedia i F. nucleatum, ğŃczŃ etap wczesny z p·Ŧnym, uğatwiajŃc sukcesjň drobnoustroj·w 

(Rys. 3).  
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Rys.3. Schemat biofilmu jamy ustnej z kluczowymi bakteriami biorŃcymi udziağ w rozwoju 

chor·b przyzňbia [na podstawie śmiga i Olczak, 2025]. 

Mechanizm patogenezy chor·b przyzňbia polega na bezpoŜrednim oddziağywaniu 

mechanizm·w wirulencji bakterii zaangaŨowanych w ich rozw·j (bakteryjne fimbrie, proteazy, 

biağka o wğaŜciwoŜciach hemoforowych) oraz na nadmiernej odpowiedzi immunologicznej 

gospodarza. Wskutek bakteryjnych czynnik·w wirulencji dochodzi do wytwarzania przez 

neutrofile oraz limfocyty nadmiernej iloŜci mediator·w zapalnych (m.in. TNF-Ŭ, IL-1ɓ) oraz 

do nasilonej osteoklastogenezy, co skutkuje resorpcjŃ koŜci (Rys. 4) [Tsukasaki i wsp., 2018]. 

Istnieje wiele czynnik·w, kt·re mogŃ wpğywaĺ na nadmierny rozw·j bakterii z kompleks·w 

pomaraŒczowego oraz czerwonego. SŃ to miňdzy innymi zğa higiena jamy ustnej, palenie 

tytoniu, czynniki genetyczne oraz zmiany hormonalne. Choroby przyzňbia nie ograniczajŃ siň 

tylko do jamy ustnej - ich wpğyw moŨe mieĺ znaczenie w zainicjowaniu i rozwoju schorzeŒ 

og·lnoustrojowych. Ma to zwiŃzek z przemieszczaniem siň bakterii oraz ich skğadowych 

w ukğadzie pokarmowym i wnikaniem do krwioobiegu. Przykğadami takich schorzeŒ sŃ 

reumatoidalne zapalenie staw·w [Wegner i wsp., 2010], cukrzyca [Chistiakov i wsp., 2016; 

How i wsp., 2016], osteoporoza [Guiglia i wsp., 2013], choroba Alzheimera [Dominy i wsp., 

2019]. 
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Rys. 4. Rysunek przedstawiajŃcy etapy rozwoju chor·b przyzňbia. PoczŃtkowe odkğadanie siň 

kamienia nazňbnego inicjuje stan zapalny, kt·ry prowadzi do stopniowego pogğňbiania 

kieszonek przyzňbowych, cofania siň linii dziŃseğ oraz postňpujŃcej resorpcji koŜci wyrostka 

zňbodoğowego. Rysunek ilustruje przejŜcie od zdrowego dziŃsğa do zaawansowanej choroby 

przyzňbia [przygotowano na podstawie http://mizar5.com/Periodontal_Images.png oraz 

https://www.ortodonta.ferdynus.pl/blog/item/48-choroby-przyzebia].  

Choroby przyzňbia stanowiŃ jedno z najczňstszych schorzeŒ przewlekğych u czğowieka. 

Analizy szacunkowe z 2021 roku wykazağy, Ũe ponad 950 milion·w os·b na cağym Ŝwiecie 

moŨe cierpieĺ na choroby przyzňbia [Hu i wsp., 2025], a ciňŨka postaĺ chor·b przyzňbia 

wystňpuje u niemal jednej czwartej Ŝwiatowej populacji os·b dorosğych [Trindade i wsp., 2023; 

Fu, i wsp., 2025]. 

1.3. Porphyromonas gingivalis 

Jednym z gğ·wnych czynnik·w etiologicznych odpowiedzialnych za rozw·j chor·b 

przyzňbia, jest klasyfikowana do kompleksu czerwonego, bakteria P. gingivalis [Bostanci 

i Belibasakis, 2012; Darveau i wsp., 2012; Hajishengallis, 2011]. Jest to beztlenowa, 

asacharolityczna, Gram-ujemna pağeczka, zasiedlajŃca kieszonki przyzňbowe. Jej cechŃ 

charakterystycznŃ jest odkğadany na powierzchni kom·rki (podczas hodowli na podğoŨach 

stağych zawierajŃcych krew), czarno-zielony pigment, bňdŃcy rezerwuarem hemu (gğ·wnie 

w postaci Õ-oxo-hemu) (Rys. 5) i peğniŃcy rolň ochrony przed stresem oksydacyjnym [Smalley 

i wsp., 1998, Smalley i Olczak, 2017]. Bakteria P. gingivalis jest auksotrofem hemowym - nie 

posiada ona peğnego szlaku biosyntezy hemu. Co wiňcej, nie wytwarza ona siderofor·w - 

niskoczŃsteczkowych zwiŃzk·w wykorzystywanych przez bakterie do wychwytywania Ũelaza 

ze Ŝrodowiska zewnňtrznego [Olczak i wsp., 2005]. Wzrost i rozw·j P. gingivalis sŃ wiňc 
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zupeğnie zaleŨne od dostňpnoŜci w Ŝrodowisku zewnňtrznym hemu jako Ŧr·dğa protoporphyriny 

IX (PPIX) oraz Ũelaza. DostňpnoŜĺ Ũelaza i hemu w kieszonce przyzňbowej jest jednak bardzo 

niska, wskutek czego bakterie te zmuszone byğy wyksztağciĺ mechanizmy pozyskiwania hemu 

z hemoprotein gospodarza, takich jak hemoglobina, hemopeksyna, czy albumina w kompleksie 

z hemem [Smalley i wsp. 2011b].  

 

Rys. 5. Wzrost bakterii P. gingivalis na pğytce agarowej z dodatkiem krwi.  

Wykazano, Ũe P. gingivalis jest zdolna do oddziağywania z innymi bakteriami 

zasiedlajŃcymi jamň ustnŃ czğowieka [How i wsp., 2016]. Co wiňcej, P. gingivalis jest w stanie 

pozyskiwaĺ hem zwiŃzany przez biağka innych bakterii zamieszkujŃcych jamň ustnŃ czğowieka 

[ślňzak i wsp., 2020]. Bakteria ta wytwarza liczne czynniki wirulencji, miňdzy innymi proteazy 

cysteinowe - gingipainy (Kgp, RgpA i RgpB) - zdolne do degradacji hemoprotein gospodarza 

i umoŨliwiajŃce dostňp do zwiŃzanego z nimi hemu [Kristoffersen i wsp., 2015;  śmiga M 

i wsp., 2023], fimbrie ï odpowiedzialne za formowanie biofilmu oraz interakcjň z ukğadem 

odpornoŜciowym gospodarza, lipopolisacharyd (LPS) - peğniŃcy rolň bariery ochronnej oraz 

pobudzajŃcy stan zapalny w organiŦmie gospodarza [How i wsp., 2016], pňcherzyki bğony 

zewnňtrznej ï transportujŃce czynniki wirulencji i modulujŃce odpowiedŦ immunologicznŃ 

gospodarza  [Wu i wsp., 2025]. P. gingivalis jest w stanie wpğywaĺ na dziağanie ukğadu 

dopeğniacza i blokowaĺ je, osğabiajŃc w ten spos·b odpowiedŦ ukğadu odpornoŜciowego 

gospodarza, kierujŃc stan zapalny na atakowanie i niszczenie tkanek gospodarza zamiast 

bakterii [Popadiak i wsp., 2007; Slaney i wsp., 2006]. Na skutek dziağania czynnik·w 

wirulencji P. gingivalis, dochodzi do rozwoju stanu zapalnego, skutkujŃcego krwawieniem 

i zwiňkszeniem dostňpnoŜci hemu w otoczeniu bakterii [Potempa i wsp., 2003]. 
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 Bakteria P. gingivalis jest powszechnie wykrywana zar·wno u os·b chorych na 

choroby przyzňbia (u okoğo 90% badanych), jak i u os·b zdrowych (okoğo 56%) [Ingalagi 

i wsp., 2022]. Szczepy P. gingivalis wykazujŃ r·Ũnice w wirulencji i inwazji kom·rek 

gospodarza, co pozwoliğo podzieliĺ je na szczepy o wysokiej oraz niskiej zjadliwoŜci [śmiga 

i wsp., 2024b; Igboin i wsp., 2009]. Do szczep·w mniej zjadliwych zaliczyĺ moŨna szczepy 

ATCC 33277, 381, HG66, natomiast do szczep·w o najwyŨszej zjadliwoŜci klasyfikuje siň 

szczepy A7436, W50, W83 [Siddiqui i wsp., 2014; Chen i wsp., 2017]. Gğ·wne r·Ũnice 

pomiňdzy tymi szczepami dotyczŃ wytwarzania otoczki polisacharydowej, aktywnoŜci 

gingipain oraz wytwarzania innych iloŜci fimbrii, wpğywajŃcych na adhezjň bakterii do 

kom·rek gospodarza. [Chen i wsp., 2017; Rodrigues i wsp., 2012; śmiga i wsp., 2024b]. 

W wielu badaniach nad patogenezŃ chor·b przyzňbia wykorzystuje siň szczep W83 jako szczep 

modelowy o wysokiej zjadliwoŜci [Singh i wsp., 2011; Lin i wsp., 2009].  

1.4. Mechanizmy wirulencji bakterii P. gingivalis  

Bakteria P. gingivalis wyksztağciğa w drodze ewolucji liczne mechanizmy wirulencji, 

kt·re stanowiŃ zğoŨony zestaw strategii, umoŨliwiajŃcy jej skutecznŃ kolonizacjň jamy ustnej 

czğowieka. Ich zadaniem jest pomoc w unikaniu odpowiedzi immunologicznej gospodarza, 

uğatwienie adhezji i inwazji kom·rek oraz indukcja proces·w destrukcyjnych w tkankach. Co 

istotne, bakterie P. gingivalis sŃ w stanie infekowaĺ oraz namnaŨaĺ siň w kom·rkach nabğonka 

dziŃseğ, Ŝr·dbğonka naczyŒ krwionoŜnych oraz makrofagach [Ciuraszkiewicz i wsp., 2014; 

Gmiterek i wsp., 2016; Olczak i wsp., 2015].  

1.4.1. Otoczka cukrowa  

Otoczka cukrowa to zbudowana gğ·wnie z polisacharyd·w, zewnňtrzna warstwa 

bakterii, kt·rej gruboŜĺ i skğad r·ŨniŃ siň w poszczeg·lnych szczepach P. gingivalis [Germaine 

i wsp., 1992; Paramonov i wsp., 2005]. Wytwarzana jest ona tylko przez niekt·re szczepy P. 

gingivalis, gğ·wnie te klasyfikowane jako bardziej wirulentne, takie jak W50, W83, A7436. Jej 

rolŃ jest zmniejszenie odpowiedzi immunologicznej gospodarza i zwiňkszenie odpornoŜci 

bakterii na fagocytozň. [Nakayama i Ohara, 2017; How i wsp., 2016; Brunner i wsp., 2010]. 

Produkcja otoczki cukrowej przez P. gingivalis znaczŃco zwiňksza adhezjň bakterii do kom·rek 

nabğonka kieszonki przyzňbowej [Dierickx i wsp., 2003], a badania na modelach zwierzňcych 

wskazağy na istotnie wiňkszŃ zjadliwoŜĺ szczep·w produkujŃcych otoczkň cukrowŃ 

w por·wnaniu do szczep·w jej pozbawionych [Singh i wsp., 2011]. Na podstawie r·Ũnic 

w antygenach polisacharydowych sklasyfikowano szeŜĺ serotyp·w otoczkowych (K1-K6) 

[Laine i wsp., 1996]. Poza ochronŃ przed ukğadem odpornoŜciowym, otoczka cukrowa 
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aktywuje r·wnieŨ produkcjň cytokin prozapalnych, co przyspiesza rozw·j zapalenia przyzňbia 

[Brunner i wsp., 2010].  

1.4.2. Lipopolisacharyd  

Liposacharyd (LPS) to glikolipid wystňpujŃcy w zewnňtrznej warstwie bğony 

zewnňtrznej bakterii Gram-ujemnych. Jego obecnoŜĺ nadaje bğonie bakterii ğadunek ujemny, 

tworzŃc w ten spos·b barierň zmniejszajŃcŃ dyfuzjň pasywnŃ zwiŃzk·w hydrofobowych, takich 

jak antybiotyki czy detergenty. Skğada siň on z trzech region·w: najbardziej konserwatywnego 

lipidu A, kotwiczŃcego LPS w bğonie bakterii, oligosacharydowego rdzenia oraz z antygenu 

O [Zhang i wsp., 2013; Ogawa i wsp., 2007]. U bakterii P. gingivalis wystňpujŃ dwie formy 

lipidu A, r·ŨniŃce siň iloŜciŃ grup fosforanowych oraz iloŜciŃ i poğoŨeniem kwas·w 

tğuszczowych lipidu, kt·re wpğywajŃ na interakcje bakterii z ukğadem odpornoŜciowym 

gospodarza i przebieg rozwoju chor·b przyzňbia [Darveau, 2010]. To wğaŜnie skğadnik 

lipidowy A wpğywa na wğaŜciwoŜci wirulencji LPS u P. gingivalis. Forma penta-acylowana jest 

w stanie aktywowaĺ receptory zaleŨne od Toll (TLR), gğ·wnie TLR4, natomiast forma tetra-

acylowana aktywuje TLR2 i wykazuje wğaŜciwoŜci antagonisty TLR4 [Mei i wsp., 2020; 

Nativel i wsp., 2017; Herath i wsp., 2013; Darveau i wsp., 2004]. Ta zmiennoŜĺ LPS pozwala 

P. gingivalis na manipulowanie reakcjŃ zapalnŃ gospodarza, pozwalajŃc na ograniczanie 

odpowiedzi ukğadu immunologicznego gospodarza lub indukcjň stanu zapalnego [Singhrao 

i wsp., 2015]. 

1.4.3. Fimbrie  

Bakteryjne fimbrie to cienkie biağkowe struktury zlokalizowane na powierzchni bğony 

zewnňtrznej, umoŨliwiajŃce adhezjň, inwazjň kom·rek gospodarza oraz uczestniczŃce 

w formowaniu biofilmu [Aleksijeviĺ i wsp., 2022]. Fimbrie P. gingivalis moŨna sklasyfikowaĺ 

do dw·ch grup: fimbrie dğugie (FimA), podzielone na szeŜĺ klas (I, Ib, II, III, IV, V) oraz fimbrie 

kr·tkie (Mfa1) [Xu i wsp., 2020; Amano i wsp., 2004]. Podklasy FimA r·ŨniŃ siň miňdzy sobŃ 

budowŃ biağka i wpğywem na odpowiedŦ zapalnŃ w organizmie gospodarza, a za najbardziej 

wirulentne uchodzŃ FimA z klasy II oraz IV [Amano, 2010; Enersen i wsp., 2013]. Mimo 

istotnej roli fimbrii w formowaniu biofilmu oraz interakcji z kom·rkami gospodarza, istniejŃ 

silnie wirulentne szczepy P. gingivalis, kt·re nie produkujŃ typowych fimbrii. Przykğadem 

takich szczep·w jest szczep W83, wytwarzajŃcy ubogie struktury FimA klasy IV oraz 

nieprodukujŃcy w og·le fimbrii kr·tkich [Young-Suk Choi i wsp., 2012; Nagano i wsp., 2012]. 

Fimbrie FimA sŃ rozciŃgniňte daleko poza bğonň zewnňtrznŃ P. gingivalis i mogŃ wchodziĺ 

w interakcje z innymi bakteriami, m.in. z bakteriami S. gordonii [Chawla i wsp., 2010], przez 
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specyficzne oddziağywania z ich receptorami, a takŨe z kom·rkami gospodarza [Enersen 

i wsp., 2013]. Ich wpğyw na odpowiedŦ ukğadu odpornoŜciowego polega na zdolnoŜci do 

aktywacji szlak·w TLR2 oraz CD14, co skutkuje produkcjŃ cytokin prozapalnych, 

stymulujŃcych rozw·j chor·b przyzňbia [Hajishengallis i wsp. 2007; Enersen i wsp., 2013; 

Makkawi i wsp., 2017; Zhou i wsp., 2007; Xu i wsp., 2020]. 

1.4.4. Pňcherzyki zewnŃtrzkom·rkowe  

Pňcherzyki zewnŃtrzkom·rkowe (ang. outer membrane vesicles, OMV) to wytwarzane 

przez wiele bakterii, sferyczne struktury powstağe przez uwypuklenie i oderwanie siň 

fragment·w z bğony zewnňtrznej [Jan, 2017]. OMV mogŃ zawieraĺ liczne czynniki wirulencji 

pochodzŃce z peryplazmy oraz z bğony zewnňtrznej, przez co silnie zwiňkszajŃ one zdolnoŜci 

patogenne bakterii. Wytwarzane przez bakterie P. gingivalis OMV mieszczŃ w sobie biağka 

zwiňkszajŃce zdolnoŜci inwazyjne bakterii, takie jak gingipainy i fimbrie, LPS, a takŨe 

elementy system·w przyswajania hemu z otoczenia, m.in. biağka HmuY oraz HmuR [Farrugia 

i wsp., 2020; Veith i wsp., 2018; śmiga i wsp., 2023; Du Teil Espina i wsp., 2022; Fan 

i wsp.,2023]. Wytwarzanie OMV pozwala P. gingivalis na oddziağywanie z innymi bakteriami 

oraz kom·rkami gospodarza bez koniecznoŜci bezpoŜredniego kontaktu. P. gingivalis moŨe 

dziňki temu stwarzaĺ mikroŜrodowisko sprzyjajŃce jej przeŨyciu i zwiňkszonej wirulencji 

w miejscach, kt·re pozostajŃ niedostňpne dla cağych kom·rek bakteryjnych. [Farrugia i wsp., 

2020]. Wytwarzane przez P. gingivalis OMV majŃ takŨe zdolnoŜĺ do wnikania do wnňtrza 

kom·rek gospodarza, gdzie poprzez aktywacjň receptor·w TLR2 i TLR4 oraz szlak·w MAPK 

i STING mogŃ inicjowaĺ kaskady sygnağowe regulujŃce odpowiedŦ immunologicznŃ 

gospodarza [Cecil i wsp., 2016; Uemura i wsp., 2022]. OMV bakterii P. gingivalis sŃ wiňc 

noŜnikami licznych czynnik·w wirulencji, wzmacniajŃcych adhezjň oraz zdolnoŜĺ do 

degradacji tkanek gospodarza, a takŨe zdolnych do modulacji ukğadu odpornoŜciowego 

gospodarza, co czyni je istotnymi elementami patogenezy chor·b przyzňbia. 

1.4.5. Gingipainy  

Gingipainy produkowane przez P. gingivalis sŃ jednym z ich najwaŨniejszych 

czynnik·w wirulencji. SŃ to proteazy cysteinowe, kodowane przez trzy geny: geny rgpA oraz 

rgpB kodujŃce gingipainy specyficzne dla argininy (RgpA i RgpB), a takŨe gen kgp kodujŃcy 

gingipainň specyficznŃ dla lizyny (Kgp). Ich podstawowŃ rolŃ jest degradacja biağek 

gospodarza, takich jak fibrynogen oraz kolagen [Potempa i wsp., 2003; Eichinger i wsp., 1999]. 

Skutkuje to niszczeniem macierzy zewnŃtrzkom·rkowej (ang. extracellular matrix, ECM) 

tkanek przyzňbia i sprzyja kolonizacji P. gingivalis [Li i Collyer, 2011]. BiorŃ one r·wnieŨ 
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udziağ w pozyskiwaniu przez bakterie substancji odŨywczych. Gingipainy mogŃ takŨe 

modulowaĺ odpowiedŦ immunologicznŃ gospodarza poprzez degradacjň immunoglobulin 

i skğadnik·w dopeğniacza (C3 oraz C5), dziňki czemu bakterie unikajŃ fagocytozy. PeğniŃ teŨ 

kluczowŃ rolň w pozyskiwaniu hemu z hemoglobiny, gğ·wnego Ŧr·dğa hemu dla P. gingivalis 

[Potempa i wsp., 2003; Smalley i wsp., 2011a]. Jest to wieloetapowy proces zainicjowany 

poprzez proteolitycznŃ aktywnoŜĺ RgpA, skutkujŃcŃ tendencjŃ do utlenienia Ũelaza 

w oksyhemoglobinie i powstaniem methemoglobiny. Poprzez utlenienie Ũelaza obniŨa siň 

powinowactwo biağka do hemu, wskutek czego dochodzi do rozluŦnienia struktury biağka, co 

uğatwia dalszŃ degradacjň biağka przez aktywnoŜĺ proteolicznŃ Kgp. KoŒcowo hemoglobina 

zostaje niemal cağkowicie trawiona do kr·tkich peptyd·w, a hem zostaje uwolniony 

i wychwycony przez wyspecjalizowane mechanizmy przyswajania hemu wytwarzane przez P. 

gingivalis [Smalley i wsp., 2011b; śmiga i wsp., 2023]. ZdolnoŜĺ gingipain do sekwencyjnej 

proteolizy hemoglobiny i uwalniania hemu jest kluczowa dla odkğadania na powierzchni 

bakterii hemu w postaci ciemnego pigmentu (Rys. 5) [Smalley i wsp., 2011a; Veith i wsp., 

2002]. Gingipainy produkowane przez P. gingivalis wykazujŃ zğoŨonŃ, podjednostkowŃ 

budowň, skğadajŃ siň z N-koŒcowego propeptydu oraz peptydu sygnalnego, kt·re zostajŃ 

odciňte wskutek potranslayjcnych modyfikacji, specyficznego dla lizyny lub argininy 

fragmentu katalitycznego (enzymatycznego), a takŨe z C-koŒcowego fragmentu (ang. C-

terminal domain, CTD) rozpoznawanego przez system sekrecji typu IX (ang. type IX secretion 

system, T9SS). Kgp oraz RgpA zawierajŃ r·wnieŨ duŨe regiony hemaglutyninowe (tzw. 

regiony HA) zlokalizowane tuŨ przed CTD i odpowiedzialne za adhezjň bakterii do kom·rek 

gospodarza oraz integracjň z innymi biağkami [Li i Collyer, 2011; Veith i wsp., 2002; Eichinger 

i wsp., 1999]. Zar·wno Kgp jak i RgpA oraz RgpB wystňpujŃ gğ·wnie w formie zakotwiczonej 

w bğonie zewnňtrznej bakterii, dziňki czemu P. gingivalis moŨe oddziağywaĺ z biağkami 

i kom·rkami gospodarza znajdujŃcymi siň w bezpoŜrednim sŃsiedztwie [Farrugia i wsp., 2020; 

Nonaka i Nakanishi, 2020]. Gingipainy obecne sŃ r·wnieŨ w OMV, dziňki czemu mogŃ 

niszczyĺ biağka ukğadu odpornoŜciowego gospodarza Ăna odlegğoŜĺò [Farrugia i wsp., 2020; 

Gabarrini i wsp., 2018], a takŨe mogŃ byĺ wydzielane na zewnŃtrz bakterii jako wolne proteazy 

[Nonaka, i Nakanishi, 2020]. Dziňki tak wielowarstwowej lokalizacji, gingipainy sŃ niezwykle 

skuteczne w degradacji biağek gospodarza oraz tkanek przyzňbia. Warto zauwaŨyĺ, Ũe proporcje 

wystňpowania poszczeg·lnych gingipain r·ŨniŃ siň zaleŨnie od lokalizacji. Dziňki obecnoŜci 

domen HA, RgpA oraz Kgp sŃ mocniej zwiŃzane z powierzchniŃ bakterii, natomiast RgpB 

liczniej wystňpuje w OMV oraz w formie wolnej [Seers i wsp., 2020]. Wykazano r·wnieŨ, Ũe 

szczepy wysoce wirulentne, takie jak W83, charakteryzujŃ siň wysokŃ ekspresjŃ gingipain 
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wzglňdem szczep·w mniej wirulentnych, co potwierdza ich istotnŃ rolň w patogenezie P. 

gingivalis oraz ich znaczenie w progresji chor·b przyzňbia [Dashper i wsp. 2020; Li N 

i Collyer, 2011; Sheets i wsp., 2006].  

1.4.6. Tworzenie i rola pigmentu 

Bakterie P. gingivalis zawdziňczajŃ sw·j charakterystyczny czarno-zielony kolor 

odkğadanemu na powierzchni kom·rki pigmentowi, skğadajŃcemu siň z hemu w postaci Õ-okso-

bishemu [(Fe(III)PPIX)2O]), powstajŃcego z heminy [Smalley i wsp., 2000; Smalley i Olczak, 

2017]. Bishem jest formŃ duŨo mniej reaktywnŃ w por·wnaniu do formy monomerycznej 

hemu, co czyni go doskonağym elementem warstwy ochronnej bakterii [Smalley i wsp., 2000]. 

Pigment peğni kilka funkcji: tworzy on ochronnŃ warstwň antyutleniajŃcŃ, dziağajŃc jako bufor 

oksydacyjny, zwiňksza odpornoŜĺ kom·rek bakteryjnych na H2O2 i zmniejsza uszkodzenia 

oksydacyjne [Smalley i wsp., 2000].  Jest on r·wnieŨ rezerwuarem hemu oraz Ũelaza, stanowiŃc 

dla bakterii magazyn, z kt·rego hem moŨe byĺ wt·rnie pozyskiwany z wykorzystaniem 

system·w przyswajania hemu w warunkach ograniczonego dostňpu do tych zasob·w [Olczak 

i wsp., 2005; Smalley i Olczak, 2017].  Pigment jest r·wnieŨ powiŃzany z wirulencjŃ, jest on 

bowiem zdolny do ukrywania epitop·w bakteryjnych, pozwalajŃc bakterii na ukrycie siň przed 

systemem odpornoŜciowym gospodarza [Smalley i Olczak, 2017]. Wykazano, Ũe szczepy 

bardziej wirulentne (W83 oraz A7436) zawierajŃ wiňcej pigmentu niŨ szczepy mniej wirulentne 

(33277), co ma zwiŃzek z wystňpowaniem otoczki w szczepach wysoce wirulentnych. 

Lipopolisacharyd, a dokğadnie anionowy LPS (A-LPS) umoŨliwia kotwiczenie bishemu na 

powierzchni kom·rki, peğniŃc rolň rusztowania [Yamaguchi i wsp., 2010; Shoji i wsp., 2014; 

Rangarajan i wsp., 2017]. Zar·wno za skğad A-LPS, jak i wydzielanie/modyfikacjň gingipain 

u bakterii P. gingivalis odpowiada system sekrecji T9SS, co poŜrednio ğŃczy pigmentacjň 

bakterii z T9SS [Shoji i wsp., 2014; Madej i wsp., 2021]. Wysoka dostňpnoŜĺ hemu, 

hemoglobiny lub produkt·w rozkğadu krwi wzmacnia pigmentacjň, podczas gdy w Ŝrodowisku 

z limitowanym dostňpem do tych skğadnik·w dochodzi do zaniku pigmentu [Dashper i wsp., 

2009; Nakayama, 2015].  

1.5. Systemy przyswajania Ũelaza i hemu u bakterii Gram-ujemnych 

Wiele bakterii Gram-ujemnych wyksztağciğo systemy wyspecjalizowane w pobieraniu 

ze Ŝrodowiska zewnňtrznego hemu jako Ŧr·dğa Ũelaza oraz PPIX, dziňki czemu sŃ w stanie 

funkcjonowaĺ w warunkach ubogich w Ŧr·dğa tych zwiŃzk·w, np. w organizmie gospodarza. 

Opisano kilka kategorii system·w wyksztağconych do przyswajania hemu w bakteriach Gram-

ujemnych.  

24:89493



ΞΡ 
 

Jednym z lepiej poznanych jest system Hem kodowany na operonie hemRSTUV 

u bakterii Yersinia enterocolitica [Stojiljkovic i Hantke, 1992] oraz system Hmu kodowany na 

operonie hmuRSTUV u bakterii Yersinia pestis [Hornung i wsp., 1996]. Systemy te 

wykorzystujŃ zewnŃtrzbğonowe biağka receptorowe o strukturze ɓ-baryğki, zdolne do 

bezpoŜredniego wiŃzania hemu lub hemoprotein. SŃ to receptory zaleŨne od biağek TonB, co 

oznacza, Ũe do transportu hemu biağko to wykorzystuje siğň protonomotorycznŃ pochodzŃcŃ 

z kompleksu TonBïExbBïExbD zakotwiczonego w bğonie wewnňtrznej [Postle i Larsen, 

2007]. Biağko TonB jest poğŃczone z receptorem przez tzw. ĂTonB boxò i ma moŨliwoŜĺ 

mechanicznego otwierania kanağu transportowego receptora, co umoŨliwia transport hemu do 

przestrzeni peryplazmatycznej. W peryplazmie hem jest nastňpnie wiŃzany przez dalsze biağka 

kodowane na operonach, odpowiednio HemT lub HmuT, poŜredniczŃce w przenoszeniu hemu 

do transporter·w typu ABC formowanych z dalszych biağek wchodzŃcych w opisywane 

systemy (odpowiednio HemU i HemV lub HmuU i HmuV). Przez transportery ABC hem 

dociera do cytoplazmy bakterii, gdzie moŨe dochodziĺ do jego dalszego metabolizmu 

[Stojiljkovic i Hantke, 1992; Skaar i wsp., 2010]. Opisane systemy podlegajŃ Ŝcisğej regulacji, 

ze wzglňdu na toksycznoŜĺ wolnego hemu oraz Ũelaza, a ich ekspresja jest aktywowana gğ·wnie 

w warunkach niedoboru Ũelaza, w procesie podlegajŃcemu kontroli przez biağko Fur (ang. 

Ferric Uptake Regulator) [Stojiljkovic i Hantke, 1992]. Przy wysokim poziomie Ũelaza represor 

Fur jest aktywny i prowadzi do zahamowania transkrypcji gen·w zaangaŨowanych 

w pobieranie hemu, natomiast po spadku dostňpnoŜci Ũelaza dochodzi do dezaktywacji biağka 

Fur, co umoŨliwia indukcjň system·w przyswajania hemu ze Ŝrodowiska [Skaar i wsp., 2010]. 

KolejnŃ kategoriŃ system·w wykorzystywanych przez bakterie do przyswajania hemu 

ze Ŝrodowiska jest np. system Has u bakterii Serratia marcescens [Cescau i wsp., 2007]. System 

ten poza receptorem bğony zewnňtrznej oraz transporterami ABC korzysta r·wnieŨ 

z zewnŃtrzkom·rkowego biağka hemoforowego (HasA) zdolnego wiŃzaĺ hem i nastňpnie 

przenosiĺ go na TonB-zaleŨny receptor (HasR). Biağko HasA zdolne jest nie tylko do wiŃzania 

wolnego hemu, ale r·wnieŨ do pobierania go z hemoprotein gospodarza, np. z hemoglobiny 

[L®toff® i wsp., 1994; Arnoux i wsp., 2000]. W przypadku systemu Has, poza regulacjŃ przez 

biağko Fur, opisano r·wnieŨ dodatkowy, lokalny mechanizm regulacji transkrypcji gen·w 

zwiŃzany z dostňpnoŜciŃ hemu w Ŝrodowisku. Gdy biağko HasA ze zwiŃzanym hemem 

przyğŃcza siň do biağka receptorowego HasR, dochodzi do aktywacji biağka HasS i uwolnienia 

czynnika sigma HasI. Skutkuje to wzmoŨeniem transkrypcji gen·w z operonu has 

w warunkach, gdy hem jest obecny w Ŝrodowisku [L®toff® i wsp., 1996; Biville i wsp., 2004]. 
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1.5.1. Systemy przyswajania Ũelaza i hemu u bakterii P. gingivalis 

W odpowiedzi na zapotrzebowanie Ũelaza oraz hemu, bakteria P. gingivalis 

wyksztağciğa mechanizmy umoŨliwiajŃce przyswajanie tych niezbňdnych dla niej skğadnik·w 

ze Ŝrodowiska zewnňtrznego. Mechanizmy te wykorzystujŃ synergiň pomiňdzy dziağaniem 

hemaglutynin, gingipain oraz system·w Hmu, Hus oraz Iht w celu dostarczenia do wnňtrza 

bakterii Ũelaza oraz hemu [śmiga i Olczak, 2025].  

1.5.1.1. System Hmu 

Najlepiej opisanym systemem przyswajania hemu jest system Hmu, skğadajŃcy siň 

z szeŜciu gen·w kodowanych wsp·lnie na operonie hmu (Rys. 6).  

 

Rys. 6.  Schemat operonu hmu szczepu W83 P. gingivalis. WartoŜci pod strzağkami 

symbolizujŃcymi kolejne geny z operonu hmu oznaczajŃ dğugoŜĺ gen·w w parach zasad.  

Najdokğadniej scharakteryzowanym biağkiem z systemu Hmu jest HmuY, 

zewnŃtrzbğonowa lipoproteina zdolna do wiŃzania hemu z duŨym powinowactwem (Kd ~10
-9 

M) [Bielecki i wsp., 2018]. Biağko HmuY charakteryzuje siň duŨŃ odpornoŜciŃ na proteolizň 

oraz niskie pH, a poza formŃ zakotwiczonŃ w bğonie zewnňtrznej P. gingivalis moŨe r·wnieŨ 

wystňpowaĺ w formie zasocjowanej z OMV oraz w formie rozpuszczalnej, wydzielanej do 

Ŝrodowiska zewnňtrznego poprzez ograniczonŃ proteolizň wynikajŃcŃ z aktynowoŜci Kgp, 

kt·ra Ăodcinaò biağko HmuY od kotwicy lipidowej [W·jtowicz wsp., 2009a; Olczak i wsp. 

2010; śmiga i wsp., 2023]. Wykazano, Ũe do wiŃzania hemu biağko HmuY wykorzystuje dwie 

reszty histydyny (His134 i His166), a kieszeŒ wiŃŨŃca zmienia konformacjň po zwiŃzaniu 

hemu (Rys. 7) [W·jtowicz i wsp., 2009a; W·jtowicz i wsp., 2009b]. WiŃzanie hemu jest 

silniejsze, gdy Ũelazo wystňpuje w formie Fe(III), w por·wnaniu z formŃ Fe(II) [Bielecki 

i wsp., 2018]. 

26:26760



ΞΤ 
 

 

Rys. 7. Struktura trzeciorzňdowa biağka HmuY. A - biağko przedstawione w formie bez 

zwiŃzanego hemu (PDB ID: 6EWM). B - struktura biağka HmuY ze zwiŃzanŃ czŃsteczkŃ hemu 

(PDB ID: 3H8T) wraz ze wskazanymi resztami aminokwasowymi odpowiedzialnymi za 

wiŃzanie hemu.  

System Hmu wpğywa na wzrost oraz przetrwanie bakterii w biofilmie, wsp·ğdziağa 

z gingipainami przy pozyskiwaniu hemu z hemoprotein innych kolonizator·w jamy ustnej oraz 

poprzez interakcjň z TLR2 moduluje odpowiedŦ ukğadu odpornoŜciowego gospodarza [śmiga 

i wsp., 2023; Gmiterek i wsp., 2016; Carvalho-Filho i wsp., 2016; ślňzak i wsp., 2020]. W tym 

procesie gğ·wnie biağko HmuY oraz gingipainy wsp·ğdziağajŃ ze sobŃ. Po zwiŃzaniu hemu, 

biağko HmuY przekazuje go na transmembranowy receptor zaleŨny od TonB, biağko HmuR 

(Rys. 8), kt·re nastňpnie przekazuje hem przez bğonň zewnňtrznŃ do peryplazmy [Simpson 

i wsp., 2000; Olczak i wsp. 2007; Olczak i wsp., 2008]. HmuR charakteryzuje siň klasycznŃ 

budowŃ receptora bğony zewnňtrznej ï posiada formň ɓ-baryğki, z N-koŒcowŃ domenŃ 

globularnŃ zamykajŃcŃ kanağ od strony peryplazmy. Taka budowa i sprzňŨenie biağka HmuR 

z kompleksem TonB-ExbB-ExbD pozwalajŃ na konformacyjne otwieranie kanağu i transport 

hemu przez bğonň zewnňtrznŃ z wykorzystaniem siğy protonomotorycznej [Simpson i wsp., 

2000; Noinaj i wsp., 2010]. HmuR wiŃŨe hem poprzez reszty His95 oraz His434, a wiŃzanie 

jest dodatkowo wspierane przez kwaŜne reszty aminokwasowe Glu427, Glu448 i Glu458 [Liu 

i wsp., 2006]. Po transporcie przez bğonň zewnňtrznŃ hem prawdopodobnie jest przekazywany 

do pozostağych biağek wchodzŃcych w skğad systemu Hmu.  
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Rys. 8. Schematyczne przedstawienie mechanizmu dziağania systemu Hmu, wykorzystujŃcego 

wsp·ğpracň pomiňdzy biağkiem o wğaŜciwoŜciach hemoforowych (HmuY) a transbğonowym 

receptorem bğony zewnňtrznej (HmuR). Biağko HmuY, po odciňciu peptydu kotwiczŃcego je 

w bğonie przez gingipainň lizyno-specyficznŃ (Kgp), zostaje uwolnione do Ŝrodowiska 

zewnňtrznego. Po zwiŃzaniu przez HmuY, hem jest kierowany do HmuR, a nastňpnie 

transportowany do przestrzeni peryplazmatycznej, gdzie ulega dalszym etapom metabolizmu 

kom·rkowego.  

Najwiňkszym biağkiem kodowanym na operonie hmu jest biağko HmuS. Biağko HmuS 

wytwarzane przez P. gingivalis naleŨy do rodziny kobaltochelataz CobN, a analizy biağek 

homologicznych do HmuS sugerujŃ, Ũe biağko to moŨe uczestniczyĺ w peryplazmatycznym 

etapie metabolizmu hemu, peğniŃc funkcjň dechelatazy, czyli enzymu ekstrahujŃcego jony 

Ũelaza z hemu [Nath i wsp., 2025; Rocha i wsp., 2019].  Funkcja ta wpasowuje siň w model 

dwustopniowego transportu hemu P. gingivalis: biağko HmuY wiŃŨe hem i transportuje go na 

transmembranowy receptor (HmuR), kt·ry przenosi hem przez bğonň zewnňtrznŃ, gdzie dalszy 

metabolizm hemu moŨe wymagaĺ aktywnoŜci HmuS oraz wsp·ğdziağania z HmuTUV [Lewis, 

2006; śmiga, 2025; Olczak, 2008]. Ekspresja genu hmuS wydaje siň podlegaĺ dwuetapowej 

regulacji: poziom ekspresji cağego operonu hmu wzrasta w warunkach braku Ũelaza lub hemu 

[Lewis, 2006; Olczak i w sp. 2008; Wu, 2009], a takŨe moŨe byĺ lokalnie regulowana poprzez 

zaleŨny od hemu ukğad dwuskğadnikowy HaeSR, zdolny do wiŃzania regionu promotorowego, 

znajdujŃcego siň powyŨej genu hmuS, co moŨe oznaczaĺ jego czňŜciowŃ niezaleŨnoŜĺ regulacji 

od pozostağych gen·w operonu hmu [Scott i wsp., 2013]. WchodzŃce w skğad systemu Hmu 

biağka HmuT, HmuU i HmuV nie zostağy dotŃd funkcjonalnie scharakteryzowane, a co za tym 

idzie, ich rola w transporcie i metabolizmie hemu pozostaje niejasna. Na podstawie analiz 

struktury wydaje siň, Ũe HmuT moŨe peğniĺ funkcjň permeazy, tworzŃc tunele, przez kt·re hem 

lub inne zwiŃzki mogğyby byĺ transportowane przez bğonň wewnňtrznŃ. Biağko HmuU 
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charakteryzuje siň cechami biağka z rodziny MotA/TolQ/ExbB, co oznacza, Ũe mogğoby braĺ 

udziağ w dostarczaniu energii potrzebnej do transportu czŃsteczek przez bğonň wewnňtrznŃ. 

Biağku HmuV nie przypisano do tej pory Ũadnej konkretnej funkcji. Co istotne, nie istniejŃ dane 

eksperymentalne potwierdzajŃce bezpoŜredni udziağ biağek HmuT, HmuU lub HmuV 

w transporcie hemu u P. gingivalis, a wczeŜniejsze modele opierağy siň na analogiach do 

system·w transportowych innych bakterii [Lewis, 2006; Wu, 2009; śmiga i Olczak, 2025]. 

Ekspresja operonu hmu, a w szczeg·lnoŜci gen·w kodujŃcych biağka HmuY i HmuR, 

jest ŜciŜle zwiŃzana z dostňpnoŜciŃ hemu i Ũelaza w Ŝrodowisku bakterii i wzrasta w warunkach 

ubogich w te skğadniki [Lewis, 2006; Wu, 2009]. Sprawia to, Ũe operon hmu moŨe byĺ 

postrzegany jako cel diagnostyczny lub w terapii celowanej (blokowanie wychwytywania 

i przenoszenia hemu) jako strategia ograniczania wirulencji bakterii P. gingivalis [Smalley, 

2017; śmiga i Olczak, 2025]. 

1.5.1.2. System Hus 

Kolejnym dobrze opisanym systemem wyksztağconym przez P. gingivalis do 

pozyskiwania hemu jest system Hus, zawierajŃcy cztery biağka kodowane przez operon hus 

(Rys. 9). W skğad tego systemu wchodzi biağko o wğaŜciwoŜciach hemoforowych, HusA (Rys. 

10) oraz transmembranowy receptor zaleŨny od TonB, HusB [Gao i wsp., 2018].  

 

Rys. 9. Schemat operonu hus szczepu W83 P. gingivalis. WartoŜci pod strzağkami 

symbolizujŃcymi kolejne geny z operonu hmu oznaczajŃ dğugoŜĺ gen·w w parach zasad.  

RozwiŃzanie struktury HusA ukazağo nietypowy spos·b wiŃzania przez nie PPIX oraz 

hemu. Analizy te wykazağy, Ũe PPIX lub hem sŃ wiŃzane w hydrofobowej kieszeni, utworzonej 

przez heliakalne domeny. Takie wiŃzanie wyklucza koordynacjň atomu Ũelaza przez reszty 

biağka, co objawia siň preferencjŃ biağka HusA do PPIX i innych niemetalowych analog·w 

PPIX wzglňdem hemu [Gao i wsp., 2018; śmiga i Olczak, 2025]. Przy niedoborze Ũelaza 

i hemu (np. w kom·rkach gospodarza) ekspresja HusA jest zwiňkszana, co pozwala na 

zwiňkszenie pobierania porfiryn i lepszŃ adaptacjň bakterii do przeŨycia. Co ciekawe, śmiga 

i wsp. [2023] wykazali eksperymentalnie, Ũe HmuY jest w stanie odbieraĺ hem zwiŃzany przez 

HusA i przenosiĺ go na HmuR, co moŨe sugerowaĺ istnienie hierarchii system·w pobierania 

hemu u P. gingivalis [śmiga i wsp., 2023]. 
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Rys. 10. Struktura trzeciorzňdowa biağka HusA (PDB: 6BQS) wiŃŨŃcego hem i PPIX, 

peğniŃcego kluczowŃ rolň w systemie Hus. Biağko to wykazuje silniejsze powinowactwo do 

PPIX wzglňdem porfiryn metalowych, bňdŃc uzupeğnieniem systemu Hmu.  

Dalsze analizy wykazağy, Ũe to system Hmu jest kluczowym szlakiem przyswajania 

hemu przez P. gingivalis, jednak system Hus moŨe mieĺ znaczenie dla wirulencji bakterii, 

szczeg·lnie w warunkach deficytu hemu [śmiga i wsp., 2024a]. Biağka HusC i HusD nie 

zostağy jeszcze w peğni scharakteryzowane, jednak obecne analizy wskazujŃ, Ũe HusC jest 

domniemanym biağkiem regulatorowym transkrypcji, natomiast biağko HusD jest biağkiem 

bğonowym [śmiga i wsp., 2024a].  

1.5.1.3. System Iht 

Trzecim systemem zaangaŨowanym w przyswajanie hemu oraz Ũelaza jest system 

kodowany na operonie iht (Rys. 11). System ten obejmuje zaleŨny od TonB receptor bğony 

zewnňtrznej (IhtA), biağko zdolne do wiŃzania hemu (IhtB) oraz biağka IhtC, IhtD i IhtE 

o nieznanych funkcjach, wykazujŃcych homologiň do biağek tworzŃcych transporter ABC 

i prawdopodobnie odpowiadajŃce za transport hemu przez bğonň wewnňtrznŃ [Dashper i wsp., 

2000; Olczak i wsp., 2005].  

 

Rys. 11. Schemat operonu iht szczepu W83 P. gingivalis. WartoŜci pod strzağkami 

symbolizujŃcymi kolejne geny z operonu hmu oznaczajŃ dğugoŜĺ gen·w w parach zasad.  

Biağko IhtB (Rys. 12) wykazuje duŨe podobieŒstwo do chelataz z rodziny CbiK 

i prawdopodobnie moŨe peğniĺ funkcjň zewnŃtrzkom·rkowej chelatazy, dokonujŃc insercji 

jonu manganu do pierŜcienia PPIX, uczestniczŃc tym samym w procesie modyfikacji porfiryn.Ш

IhtB uczestniczyğoby zatem w przyswajaniu hemu, wiŃŨŃc go na powierzchni kom·rki, 

a nastňpnie, poprzez aktywnoŜĺ chelatazy/dechelatazy, umoŨliwiajŃc regulacjň wykorzystania 

Ũelaza i manganu przez P. gingivalis [Phonok i wsp., 2026]. Jednak do tej pory nie opisano 
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mechanizmu, w jaki spos·b jon Ũelaza byğby ekstrahowany z hemu przez system Iht. Dashper 

i wsp. [2000] wykazali, Ũe inkubacja bakterii P. gingivalis z przeciwciağami przeciw IhtB 

skutkuje zahamowaniem wzrostu bakterii, co Ŝwiadczy o jego istotnej roli w homeostazie 

porfiryn i jon·w metali.  

 
Rys. 12. Struktura trzeciorzňdowa biağka IhtB bakterii P. gingivalis (PDB ID: 9B86).  

Wydaje siň, Ũe system Iht moŨe peğniĺ w P. gingivalis funkcjň uzupeğniajŃcŃ wobec 

system·w Hmu i Hus (Rys. 13). Rola systemu Iht moŨe nabieraĺ znaczenia w Ŝrodowisku 

ubogim w Ŧr·dğo hem (np. warunki panujŃce wewnŃtrz kom·rek gospodarza), gdzie skuteczne 

pozyskiwanie tego pierwiastka jest kluczowe dla wzrostu i przeŨycia bakterii [śmiga i wsp. 

2024a; śmiga i wsp. 2025].  

1.5.2. Przyswajanie Ũelaza i hemu przez bakterie P. gingivalis 

ObecnoŜĺ kilku system·w zwiňksza elastycznoŜĺ metabolicznŃ P. gingivalis przy 

zmiennych dostňpach do hemu w przyzňbiu, umoŨliwiajŃc wzrost i wirulencjň bakterii dziňki 

poğŃczeniu dziağania system·w Hmu, Hus i Iht. 
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Rys. 13. Schemat system·w wykorzystywanych przez P. gingivalis do przyswajania hemu 

i Ũelaza. (A) gğ·wnym systemem wykorzystywanym przez P. gingivalis do pobierania hemu 

jest system Hmu (kolor bğňkitny). Biağko o wğaŜciwoŜciach hemoforowych (HmuY) moŨe byĺ 

uwalnianie do Ŝrodowiska na skutek ograniczonej proteolizy z udziağem gingipainy lizyno- 

specyficznej (Kgp). HmuY moŨe nastňpnie wiŃzaĺ wolny hem lub pozyskiwaĺ go 

z methemoglobiny, albuminy lub hemopeksyny. ZwiŃzany przez HmuY hem jest nastňpnie 

transportowany za poŜrednictwem biağka HmuR do przestrzeni peryplazmatycznej, gdzie 

biağko HmuS mogğoby za sprawŃ aktywnoŜci odwrotnej chelatazy ekstrahowaĺ Ũelazo z hemu. 

Pozostağe biağka z systemu Hmu najprawdopodobniej biorŃ udziağ w transporcie hemu lub 

Ũelaza przez bğonň wewnňtrznŃ do cytoplazmy. (B) system Hus (kolor zielony) bierze udziağ 

w pozyskiwanie hemu, nieŨelazowych metaloporfiryn lub PPIX. Biağko HusA wiŃŨe wolny 

hem lub PPIX i przekazuje je do transportera HusB, kt·re przenosi je do wnňtrza kom·rki. 

Powstağa na skutek aktywnoŜci biağka HmuS lub transportowana przez system Hus PPIX jest 

transportowana do cytoplazmy, a jej nadmiar najprawdopodobniej moŨe byĺ eksportowany 

z kom·rki bakteryjnej z wykorzystaniem niepoznanych jeszcze mechanizm·w. (C) system Iht 

(kolor czerwony) najprawdopodobniej odpowiedzialny jest w P. gingivalis za pozyskiwanie 

Ũelaza z hemu. Biağko IhtB (prawdopodobnie chelataza manganowa) byğoby odpowiedzialne 

za wiŃzanie hemu i wbudowanie jonu manganu w miejsce Ũelaza, kt·re nastňpnie przenoszone 

byğoby do przestrzeni peryplazmatycznej przez biağko IhtA, gdzie biağka IhtC, IhtD i IhtE 

m·gğby uczestniczyĺ w jego transporcie do cytoplazmy. Transport Ũelaza z przestrzeni 

peryplazmatycznej do cytoplazmy moŨe byĺ teŨ zachodziĺ w P. gingivalis z wykorzystaniem 

zakotwiczonego w bğonie wewnňtrznej homologu biağka FeoB. W sytuacji, gdy bakterii brakuje 

hemu, chelataza HemH moŨe wykorzystywaĺ wewnŃtrzkom·rkowŃ pulň PPIX oraz Ũelaza 

i syntezowaĺ hem w cytoplazmie [zmodyfikowano na podstawie śmiga i Olczak, 2025]. 

1.6. Metabolizm hemu w bakteriach  

WiňkszoŜĺ bakterii wytwarzajŃcych systemy pozyskiwania hemu posiada r·wnieŨ 

sprzňŨony z tymi systemami mechanizm kontrolowanej degradacji hemu wewnŃtrz kom·rki, 

w celu regulacji rozkğadu pierŜcienia PPIX i bezpiecznego uwalniania Ũelaza. Mechanizmy te 

stanowiŃ kluczowy element prawidğowej homeostazy hemu, obejmujŃcej koordynacjň jego 

syntezy, przyswajania i degradacji. 
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1.6.1. Oksygenazy hemowe  

W warunkach tlenowych gğ·wnymi enzymami wykorzystywanymi do metabolizmu 

hemu przez bakterie sŃ oksygenazy hemowe (HO), katalizujŃce tr·jetapowŃ, zaleŨnŃ od tlenu 

degradacjň hemu (Rys. 11). PierwszŃ rodzinŃ sŃ kanoniczne oksygenazy hemowe (rodzina HO-

1/HemO), kt·re katalizujŃ Ăotwarcieò pierŜcienia tetrapirolowego hemu, czego produktem jest 

biliwerdyna oraz uwolniony atom Ũelaza wraz z czŃsteczkŃ CO. Mechanizm tej reakcji 

przebiega nastňpujŃco: oksygenazy HO-1 wiŃŨŃ hem i wykorzystujŃ NADPH jako Ŧr·dğo 

elektron·w do hydroksylacji hemu, przeksztağcajŃc go najpierw do postaci Ŭ-meso-

hydroksyhemu, a nastňpnie za sprawŃ kolejnego utlenienia do werdohemu, uwalniajŃc przy tym 

czŃsteczkň CO [Yoshida i Migita, 2000]. Werdohem za sprawŃ rozciňcia mostka Ŭ-meso 

(jednego z czterech mostk·w wiŃŨŃcych pierŜcienie pirolowe) jest nastňpnie przeksztağcany do 

liniowego tetrapirolu w postaci biliwerdyny, co skutkuje uwolnieniem atomu Ũelaza [Ryter 

i Choi, 2009]. Przykğadem klasycznej oksygenazy hemu jest m.in. biağko HemO bakterii 

Neisseria meningitidis [Zhu i wsp., 2000; Friedman i wsp., 2003].  

DrugŃ grupň stanowiŃ niekanoniczne oksygenazy hemowe z rodziny IsdG/IsdI/MhuD. 

Od oksygenaz kanonicznych r·Ũni je architektura miejsca aktywnego, specyficznoŜĺ miejsca 

ciňcia pierŜcienia tetrapirolowego oraz produkty koŒcowe reakcji. Najlepiej opisane biağka z tej 

klasy naleŨŃ do Gram-dodatnich bakterii, takich jak Mycobacterium tuberculosis czy 

Staphylococcus aureus, gdzie sŃ one odpowiedzialne za adaptacjň do warunk·w zmiennej 

dostňpnoŜci tlenu i hemu [Wilks i Ikeda-Saito, 2014]. Oksygenazy niekanoniczne sŃ rzadziej 

rozpowszechnione i raczej nie peğniŃ funkcji nadrzňdnej wobec oksygenaz kanonicznych.  

MoŨna r·wnieŨ wyr·Ũniĺ r·wnolegle dziağajŃce, niekanoniczne biağka uczestniczŃce 

w degradacji hemu, takie jak HemS bakterii Y. enterocolitica, HmuS bakterii Yersinia 

pseudotuberculosis czy ChuS bakterii Escherichia coli O157:H7, kt·re w zaleŨnoŜci od 

zapotrzebowania bakterii mogŃ peğniĺ rolň biağka ekstrahujŃcego Ũelazo z hemu lub 

funkcjonowaĺ jako biağka Ăchaperonoweò, transportujŃc hem wewnŃtrz kom·rki [Onzuka 

i wsp., 2017; Lyles i Eichenbaum, 2018; Mathew i wsp., 2019; Keith i wsp., 2024].   

W warunkach ograniczonego dostňpu tlenu niekt·re bakterie do rozkğadu hemu 

wykorzystujŃ szlak enzym·w rodnikowych S-adenozylometioninowych (radical S-adenosyl-L-

methionine, rSAM) ChuW/ChuY [LaMattina JW i wsp., 2016]. Biağko 

ChuW (metylotransferaza SAM) rozpoczyna degradacjň hemu, kt·rej produktami sŃ 

anareobilina oraz uwolniony atom Ũelaza. Z kolei ChuX/ChuY biorŃ udziağ w nastňpujŃcym 

p·Ŧniej transporcie i dalszym przeksztağcaniu anareobiliny, wykorzystujŃc flawodoksynň jako 

alternatywne Ŧr·dğo elektron·w. Proces ten ma istotne znaczenie w Ŝrodowisku o niskim 
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potencjale redoks, np. w kieszeni przyzňbowej czy w jelitach [LaMattina i wsp., 2016; 

LaMattina i wsp., 2017; Mathew i wsp., 2019; Brunson i wsp., 2025]. Warto r·wnieŨ dodaĺ, Ũe 

istniejŃ dane wskazujŃce na mechanizmy pozwalajŃce bakteriom beztlenowym na degradacjň 

hemu w warunkach braku dostňpu do tlenu z wykorzystaniem NADH jako Ŧr·dğa energii. 

Przykğadami takich biağek sŃ HemS bakterii Y. pestis oraz HmuS bakterii Y. enterocolitica 

[Keith i wsp., 2024].    

1.6.2. Metabolizm hemu w bakteriach z gromady Bacteroidota 

W bakteriach z gromady Bacteroidota, z racji na Ŝrodowisko, w jakim gğ·wnie bytujŃ 

jej przedstawiciele, procesy metabolizmu hemu przebiegajŃ zazwyczaj ŜcieŨkŃ beztlenowŃ. 

W niszach zasiedlanych przez przedstawicieli Bacteroidota, takich jak Bacteroides czy 

Porphyromonas, panuje niska dostňpnoŜĺ Ũelaza, dlatego gatunki te zmuszone sŃ polegaĺ 

gğ·wnie na hemie jako jego Ŧr·dle i wykorzystywaĺ beztlenowe szlaki jego metabolizmu [Lyles 

i Eichenbaum, 2018]. Szlaki te rozpoczynajŃ siň od zwiŃzania hemu przez biağka 

o wğaŜciwoŜciach hemoforowych i jego transporcie przez transmembranowe receptory zaleŨne 

od TonB. Nastňpnie kluczowe jest bezpieczne uwolnienie Ũelaza oraz utylizacja pierŜcienia 

PPIX. Dlatego teŨ, dla dalszego metabolizmu hemu kluczowe sŃ biağka mogŃce degradowaĺ 

hem.  

U przedstawicieli Bacteroidota charakterystyczna jest rezygnacja z oksygenaz 

hemowych, a zamiast tego wykorzystywanie mechanizmu angaŨujŃcego biağka 

o wğaŜciwoŜciach dechelataz (Rys. 14). Eksperymentalnie opisanym przykğadem biağka 

peğniŃcego funkcjň dechelatazy u Bacteroidota jest HmuS bakterii Bacteroides fragilis 

i Bacteroides thetaiotaomicron [Rocha i wsp., 2019; Nath i wsp., 2025]. W beztlenowym 

procesie zaleŨnym od NADH jest w stanie przeksztağciĺ hem do Ũelaza oraz PPIX, bez 

rozcinania pierŜcienia PPIX. Mechanizm ten przebiega w kilku etapach: najpierw HmuS wiŃŨe 

hem w kieszeni wiŃŨŃcej i z wykorzystaniem NADH (jako Ŧr·dğa elektron·w) prowadzi do 

redukcji Ũelaza w hemie z Fe(III) na Fe(II). Nastňpnie dochodzi do dechelatacji, wspieranej 

przez elementy miejsca aktywnego w biağku oraz do oddysocjowania pierŜcienia PPIX. 

Uwolnione w rezultacie aktywnoŜci HmuS Ũelazo moŨe byĺ przekazywane do transporter·w 

bğony wewnňtrznej i wykorzystywane do metabolizmu kom·rkowego bakterii [Nath i wsp., 

2025]. Z perspektywy fizjologii bakterii, kluczowa jest r·wnieŨ integracja procesu dechelatacji 

z p·Ŧniejszym transportem uwolnionego Ũelaza przez bğonň wewnňtrznŃ. U bakterii B. fragilis 

wykazano, Ũe do wzrostu w warunkach, gdzie jednym Ŧr·dğem Ũelaza jest hem, niezbňdna jest 

aktywnoŜĺ zar·wno biağek z rodziny CobN ï BtuS1 oraz BtuS2, mogŃcych peğniĺ rolň 
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dechelatazy, jak i transportera Ũelaza przez bğonň wewnňtrznŃ ï FeoAB. Bakteria ta wytwarza 

r·wnieŨ trzy biağka o wğaŜciwoŜciach hemoforowych, podobnych do biağka HmuY z P. 

gingivalis, co wskazuje na istotnŃ rolň systemu przyswajania hemu homologicznego do 

systemu Hmu opisanego dla P. gingivalis [Olczak i wsp., 2008; Rocha i wsp., 2019; SiemiŒska 

i wsp., 2023; Antonyuk i wsp., 2023]. 

Warto zaznaczyĺ, Ũe biağko HmuS bakterii B. fragilis nie byğo do tej pory 

charakteryzowane pod wzglňdem biochemicznym [Rocha i wsp., 2019]. Natomiast biağko 

HmuS bakterii B. thetaiotaomicron zostağo czňŜciowo scharakteryzowane, a uzyskane wyniki 

opublikowane [Nath i wsp., 2025] w trakcie zakoŒczenia badaŒ prowadzonych w ramach tej 

pracy doktorskiej nad biağkiem HmuS bakterii P. gingivalis.  

 

Rys. 14. Schematyczne przedstawienie metabolizmu hemu w szlaku wykorzystujŃcym 

klasycznŃ oksygenazň hemowŃ (A) oraz w szlaku polegajŃcym na aktywnoŜci dechelatazy (B). 

W reakcji z udziağem klasycznej oksygenazy hemowej dochodzi do rozciňcia pierŜcienia PPIX 

z uwolnieniem CO i H2O. Produktem koŒcowym przemian jest Ũelazo oraz biliwerdyna, 

a proces jest napňdzany przez NADPH. W reakcji katalizowanej przez dechelataze nie 

dochodzi od degradacji pierŜcienia PPIX, co skutkuje otrzymaniem po reakcji (przebiegajŃcej 

przy utlenieniu NADH do NAD+) wolnego Ũelaza oraz PPIX.  

PowyŨsze strategie sŃ alternatywŃ beztlenowych bakterii z gromady Bacteroidota 

wobec klasycznych, tlenowych oksygenaz hemowych i zapewniajŃ elastycznoŜĺ metabolicznŃ 

w warunkach z ograniczonym Ŧr·dğem Ũelaza i hemu [Lyles i Eichenbaum, 2018; Wilks 

i Ikeda-Saito, 2014].  
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2. Cel pracy 

Bakteria Porphyromonas gingivalis jest uwaŨana za kluczowy czynnik etiologiczny 

przewlekğego zapalenia przyzňbia, naleŨŃcego do najpowszechniejszych chor·b zapalnych 

u ludzi. Wykazano, Ũe zjadliwoŜĺ P. gingivalis jest silnie zaleŨna od dostňpnoŜci Ũelaza i hemu, 

kt·re bakteria musi pobieraĺ ze Ŝrodowiska zewnňtrznego z wykorzystaniem 

wyspecjalizowanych system·w. Mechanizmy przyswajania hemu oraz Ũelaza przez bakteriň P. 

gingivalis zostağy juŨ czňŜciowo scharakteryzowane oraz opisane, ukazujŃc kluczowŃ rolň 

w tym procesie systemu Hmu. O ile jednak proces pozyskiwania hemu ze Ŝrodowiska 

zewnňtrznego przez P. gingivalis wydaje siň byĺ dobrze poznany, to szlak degradacji hemu 

i neutralizacji jego nadmiaru oraz identyfikacja i rola biağek zaangaŨowanych w tym procesie 

wciŃŨ pozostajŃ nieznane.  

Nasza hipoteza zakğada, Ũe biağko HmuS bakterii P. gingivalis (HmusPg) peğni rolň 

odwrotnej chelatazy (dechelatazy) i odgrywa kluczowŃ rolň w metabolizmie hemu, 

uczestniczŃc w ekstrakcji jonu Ũelaza z pierŜcienia protoporfiryny IX (PPIX). Biağko HmuSPg 

stanowiğoby zatem bardzo istotny element w homeostazie Ũelaza oraz hemu wewnŃtrz kom·rki 

bakteryjnej, co moŨe mieĺ kluczowe znaczenie w utrzymaniu r·wnowagi hemowej, niezbňdnej 

dla przeŨycia P. gingivalis i efektywnej wirulencji w dynamicznym Ŝrodowisku jamy ustnej. 

Lepsze zrozumienie mechanizmu dziağania biağka HmuSPg oraz jego roli w metabolizmie hemu 

pozwoli oceniĺ, jak wpğywa ono na wirulencjň bakterii P. gingivalis, co w przyszğoŜci moŨe 

stanowiĺ podstawň do opracowania nowych strategii terapeutycznych. 

Celem pracy doktorskiej byğa charakterystyka biağka HmuS bakterii P. gingivalis 

(HmuSPg) jako biağka o potencjalnych wğaŜciwoŜciach dechelatazy, biorŃcego udziağ 

w metabolizmie hemu.  

W trakcie pracy doktorskiej starano siň odpowiedzieĺ na nastňpujŃce pytania: 

¶ Jak usuniňcie genu hmuSPg wpğywa na fenotyp bakterii P. gingivalis?  

¶ Jaka jest lokalizacja kom·rkowa biağka HmuSPg? 

¶ Jaka jest charakterystyka oddziağywania biağka HmuSPg z hemem? 

¶ Jaka jest rola biağka HmuSPg w metabolizmie hemu? 

¶ Czy biağko HmusPg wykazuje aktywnoŜĺ dechelatazy? 
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3. Materiağy i metody 

3.1. Materiağy 

3.1.1. Skğad bufor·w i Ũeli elektroforetycznych: 

Bufor A ï 25 mM Tris-HCl; 300 mM NaCl; pH 7,4 

Bufor B ï 25 mM Tris-HCl; 1000 mM NaCl; pH 7,4 

Bufor Cï 25 mM Tris-HCl; 300 mM NaCl; 200 mM imidazol; pH 7,4 

Bufor elektrodowy ï 25 mM Tris; 192 mM glicyna; 1% SDS 

Bufor Kgp ï 200 mM Tris-HCl; 100 mM NaCl; 5 mM CaCl2; 10 mM cysteina; pH 7,6 

Bufor PBS ï 20 mM Na2HPO4; 140 mM NaCl; pH 7,4 

Bufor PBST ï 20 mM Na2HPO4; 140 mM NaCl; 0,1% Tween 20; pH 7,4 

Bufor Rgp ï 100 mM Tris-HCl; 200 mM Gly-Gly; 5 mM CaCl2; 10 mM cysteina; pH 7,6 

Bufor TAE 10Ĭ ï 400 mM Tris-kwas octowy; 10 mM EDTA; pH 8,6 

Bufor TBE 10Ĭ - 1000 mM Tris; 1000 mM kwas borowy; 2 mM EDTA; pH 8 

Bufor TE ï 5 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8,0 

CBB G-250 ï 0,008% Coomassie Briliant Blue G-250; 3,5 mM HCl 

CTAB/NaCl ï 10% CTAB (bromek cetylotrimetyloamoniowy); 4,1% NaCl 

Poliakryloamid ï 29,2% akryloamid; 0,8% bisakryloamid 

ŧel agarozowy ï 0,8-1,2% agaroza w buforze TAE 

ŧel rozdzielajŃcy (8%) ï 375 mM Tris-HCl; 8% poliakryloamid; 0,1% SDS; 0,05% APS; 

0,1% TEMED; pH 8,8 

ŧel rozdzielajŃcy (12%) ï 375 mM Tris-HCl; 12% poliakryloamid; 0,1% SDS; 0,05% 

APS; 0,1% TEMED; pH 8,8 

ŧel zagňszczajŃcy (4%) ï 125 mM Tris-HCl; 4% poliakryloamid; 0,1% SDS; 0,05% 

APS;0,15% TEMED; pH 6,8 

3.1.2. PoŨywki bakteryjne 

¶ SOC (Super optimal catabolite repression) ï 2% trypton; 0,5% ekstrakt droŨdŨowy; 10 

mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 10 mM MgSO4; 20 mM glukoza 

¶ PoŨywka BM (Basal Medium) ï 3% bulion tryptozowo-sojowy; 0,5% ekstrakt 

droŨdŨowy  

¶ PoŨywka LB (Lysogeny Broth) ï 0,5% ekstrakt droŨdŨowy; 1% trypton; 1% NaCl, 

¶ PoŨywka TB (Terrific Broth) ï 1,2% trypton; 2,4% ekstrakt droŨdŨowy; 0,4% glicerol; 

17 mM KH2PO4; 72 mM K2HPO4, 

¶ Agar Schaedler Broth z dodatkiem 5% krwi baraniej oraz witaminy K3. 
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¶ PoŨywki stağe ï dodatek 1,5% LB-LAB-AGAR (BioMaxima) do poŨywki. 

3.1.3. Szczepy bakteryjne 

Escherichia coli 

¶ BL21 CodonPlus (DE3)-RIL (Agilent Technologies) 

Genotyp: F  ompT hsdS(rB  mB ) dcm TetӸ gal ɚ(DE3) endA Hte [argU ileY leuW] 

CamӸ 

¶ DH10ɓ (New England Biolabs) 

Genotyp: ȹ(ara-leu)7697 araD139 fhuA ȹlacX74 galK16 galE15 e14  ű80dlacZȹM15 

recA1 relA1 endA1 nupG rpsL(Strᾭ) rph spoT1 ȹ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

Porphyromonas gingivalis 

¶ W83: szczep dziki (zasoby Pracowni Biologii Medycznej). 

¶ ȹhmuSPg: szczep W83, pozbawiony funkcjonalnego genu hmuSPg. Gen zostağ 

wymieniony na kasetň opornoŜci na tetracyklinň tetQ. 

¶ WT + HmuSPg-HA (szczep kontrolny): szczep W83 transformowany plazmidem pTIO-

1_ermF+HmuSPg-HA 

¶ ȹhmuSPg+ HmuSPg-HA (szczep komplementowany): szczep ȹhmuSPg 

komplementowany plazmidem pTIO-1_ermF+HmuSPg-HA 

3.1.4. Standardy masy czŃsteczkowej biağek 

W celu okreŜlania mas rozdzielanych biağek z wykorzystaniem elektroforezy 

w warunkach denaturujŃcych za pomocŃ Ũeli poliakryloamidowych, uŨyto standard·w mas 

PageRulerÊ Unstained Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific; nr katalogowy: 

26630) oraz PageRulerÊ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific; nr katalogowy: 26616 

oraz 26632).  

3.1.5. Standardy wielkoŜci fragment·w DNA 

Do okreŜlenia wielkoŜci rozdzielonych fragment·w DNA przy elektroforezie kwas·w 

nukleinowych jako standardu dğugoŜci fragment·w DNA zastosowano zestaw GeneRuler 1 kb 

Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). 
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3.1.6. Plazmidy 

Tabela 1. Plazmidy wykorzystane w pracy doktorskiej. 

Nazwa plazmidu Opis Pochodzenie 

pMAL-c5x_His Plazmid pMAL-c5x (New England Biolabs) zawierajŃcy dodatkowe 8 reszt 

histydynowych na N - koŒcu biağka wiŃŨŃcego maltozň (z ang. Maltose Binding 

Protein, MBP). 

śmiga i wsp., 2019a 

pMAL-c5x_His_HmuSPg Plazmid uŨyty do nadprodukcji biağka HmuSPg pozbawionego sekwencji 

sygnağowej na N-koŒcu (aminokwasy 40ï1469). 

Niniejsza praca doktorska 

pMAL-c5x_His_HmuSBf Plazmid uŨyty do nadprodukcji biağka HmuSBf pozbawionego sekwencji 

sygnağowej na N-koŒcu (aminokwasy 28ï1469). 

pMAL-

c5x_His_HmuSPg_N 

Plazmid uŨyty do nadprodukcji czňŜci biağka HmuSPg (aminokwasy 40ï858). 

pMAL-

c5x_His_HmuSPg_C 

Plazmid uŨyty do nadprodukcji czňŜci biağka HmuSPg (aminokwasy 899ï1469). 

pTIO-1 Plazmid zdolny do replikacji i utrzymywania siň w bakterii P. gingivalis, 

zawierajŃcy kasetň opornoŜci na erytromycynň (ermF) z bakterii Bacteroides 

fragilis. 

Tagawa i wsp., 2014 

pTIO-1_HmuSPg Plazmid uŨyty do komplementacji szczepu delecyjnego ȹhmuSPg oraz do 

skonstruowania szczepu kontrolnego. Zawiera peğnŃ sekwencjň biağka HmuSPg 

(aminokwasy 1ï1469) z C-koŒcowym znacznikiem 3ĬHA pod kontrolŃ 

natywnego promotora operonu hmu. 

Niniejsza praca doktorska 

pTriEx-4  Plazmid pozwalajŃcy nadprodukowaĺ biağko pod promotorem T7, kodujŃcy 8 

reszt histydynowych na C ï koŒcu biağka. 

Novagen 

pTriEx_HmuSPg-HA-His Plazmid uŨyty do lokalizacji biağka HmuSPg w E. coli, pozwalajŃcy na produkcjň 

peğnego biağka HmuSPg (aminokwasy 1ï1469) z C-koŒcowym znacznikiem 

3ĬHA i 8ĬHis.  

Niniejsza praca doktorska 
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3.1.7. Oligonukleotydy 

Tabela 2. Oligonukleotydy wykorzystane w pracy doktorskiej. 

Nazwa   Sekwencja  Opis Pochodzenie 

PBM_0691 ccaacaaggaccatagattatgCACCACCATCACCATCAC

CATCACaaaatcgaagaaggtaaactgg 

Startery wykorzystane do modyfikacji plazmidu 

pMAL-c5x z zastosowaniem metody QuikChange 

Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent). 

Wprowadzone sekwencje DNA kodujŃce znacznik 

8³His (duŨe litery) na N-koŒcu MBP. Ostateczny 

plazmid (pMAL-c5x_His-MBP) pozwala na 

produkcjň biağka z N-koŒcowym znacznikiem 

8ĬHis-MBP.  

śmiga i wsp., 2023 

 PBM_0692 ccagtttaccttcttcgattttGTGATGGTGATGGTGATGGT

GGTGcataatctatggtccttgttgg 

  PBM_024 tcgggatcgagggaaggATGGTGGCACGAATGAGTCT

TTC  

Startery wykorzystane do namnoŨenia sekwencji 

DNA kodujŃcej biağko HmuSPg, pozbawione N-

koŒcowej sekwencji sygnağowej (reszty 

aminokwasowe 40-1469). Startery zawierajŃ 

fragmenty komplementarne (mağe litery) 

z sekwencjŃ plazmidu pMAL-c5x_His-MBP 

(plazmid traktowany enzymami restrykcyjnymi 

XmnI i BamHI).   

Niniejsza praca 

doktorska 

PBM_014 tgcagggaattcggatccTCATTCTTTCCCTTTTCTGCG

T 

 

PBM_0897 tacaatcaaaggagatatacATGAAGAAAAAAATAATTT

ATC 

Startery wykorzystane do namnoŨenia sekwencji 

DNA kodujŃcej cağe biağko HmuSPg (reszty 

aminokwasowe 1-1469). Startery zawierajŃ 

fragmenty komplementarne (mağe litery) 

z sekwencjŃ plazmidu pTriEx-4 (plazmid traktowany 

enzymami restrykcyjnymi NcoI i XhoI) 

i pozwalajŃce uzyskaĺ biağko z znacznikiem 3³HA-

8³His na C-koŒcu biağka. 

 

PBM_0899 atggtgatggtggtgctcgacGGCATAGTCTGGCACATCA

TAAG 

PBM_014 tgcagggaattcggatccTCATTCTTTCCCTTTTCTGCG

T 

PBM_095 gggatcgagggaaggATGAGTGCCACGAAGATTGC Startery wykorzystane do namnoŨenia sekwencji 

DNA kodujŃcej biağko HmuSBf, pozbawione N-

koŒcowej sekwencji sygnağowej (reszty 

aminokwasowe 28-1439). Startery zawierajŃ 

fragmenty komplementarne (mağe litery) 

PBM_096 cctgcagggaattcgTTACTTTTGCTCTTCCGGTGTCC

GGT 
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z sekwencjŃ plazmidu pMAL-c5x_His-MBP 

(plazmid traktowany enzymami restrykcyjnymi 

XmnI i BamHI).  

PBM_024 tcgggatcgagggaaggATGGTGGCACGAATGAGTCT

TTC 

Startery wykorzystane do namnoŨenia sekwencji 

DNA kodujŃcej fragment biağka HmuSPg (reszty 

aminokwasowe 40-899). Startery zawierajŃ 

fragmenty komplementarne (mağe litery) 

z sekwencjŃ plazmidu pMAL-c5x_His-MBP 

(plazmid traktowany enzymami restrykcyjnymi 

XmnI i BamHI).  

 

PBM_021 tgcagggaattcggatccTTAGGCCGGTTGCTTGGCTTT

C 

PBM_008 tcgggatcgagggaaggATGACGAATCAGCCAGTACG

AG 

Startery wykorzystane do namnoŨenia sekwencji 

DNA kodujŃcej fragment biağka HmuSPg (reszty 

aminokwasowe 899-1469). Startery zawierajŃ 

fragmenty komplementarne (mağe litery) 

z sekwencjŃ plazmidu pMAL-c5x_His-MBP 

(plazmid traktowany enzymami restrykcyjnymi 

XmnI i BamHI).  

PBM_014 tgcagggaattcggatccTCATTCTTTCCCTTTTCTGCG

T 

PBM_0945 gacaaggcaagggaagaacTCGAAAGAAATGAGAATA

TTCGGC 

Startery sğuŨŃce do namnoŨenia sekwencji DNA 

kodujŃcej: region 3ô genu hmuR; kasetň opornoŜci na 

antybiotyk (tetQ); sekwencjň kodujŃcŃ cağy gen 

hmuT oraz region 3ô genu hmuU. Wszystkie 

sekwencje zawierajŃ fragmenty komplementarne 

(mağe litery) z sekwencjŃ plazmidu pTIO-1 (mağe 

litery). Plazmid wykorzystany zostağ do 

wygenerowania szczepu zmutowanego ȹhmuSPg 

w szczepie dzikim P. gingivalis W83. 

PBM_0946 gaattcctaaatttataatattcatCGTGGCGAATTATATTTCT

GTTGC 

PBM_0947 gcaacagaaatataattcgccacgTGAATATTATAAATTTAG

GAATTCTTGCTCAC 

PBM_0948 tcagcaggacttctctcatTTATTTTGATGACATTGATTTT

TGGAAC 

PBM_0949 caaaaatcaatgtcatcaaaataaATGAGAGAAGTCCTGCT

GA 

PBM_0950 gctctagaactagtggatcAAAGTATTGTTAGTGAGTGG

TTCG 

PBM_0951 TCGAAAGAAATGAGAATATTCGGC Startery sğuŨŃce do amplifikacji sekwencji DNA 

kodujŃcej region 3ô genu hmuR oraz 5ô genu hmuU. 

Wykorzystane do weryfikacji poprawnoŜci 

konstrukcji szczepu zmutowanego ȹhmuSPg 

PBM_0952 AAAGTATTGTTAGTGAGTGGTTCG 
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z wykorzystaniem techniki PCR oraz 

sekwencjonowania DNA. 

PBM_067 CTTGACTTCAGTGGCGCAG Startery wykorzystane do analiz qPCR  

16S rRNA.  

 Maeda i wsp., 2000  

PBM_068 AGGGAAGACGGTTTTCACCA 

PBM_069 GCTTCGAAATACGAAACGTG Startery wykorzystane do analiz qPCR 

hmuY 

Gmiterek i wsp., 2013 

 PBM_070 TATATCCGTCTGTCGGAACG 

PBM_071 CTACCGACACCATCGTATCC Startery wykorzystane do analiz qPCR hmuR śmiga i wsp., 2019b 

 PBM_072 CATTGAGCTGATCTCTGGAAC 

PBM_073 CTTTTTCAGCAGGCAATAAGC Startery wykorzystane do analiz qPCR hmuSPg 

PBM_074 GTCTTCCAACCAAGTCTCTC 

PBM_0838 GCCTTATTGGCTACGCTCAAG Startery wykorzystane do analiz qPCR                  hmuT 

PBM_0839 GCGTACATATATATACGACGTACAG 

PBM_0840 TAGTCGCCGGACTCATCTATC Startery wykorzystane do analiz qPCR hmuU 

PBM_0841 AATCTGCATCGAGGACTTCG 

PBM_0842 GCAAGGACAACATGGAAATC Startery wykorzystane do analiz qPCR hmuV 

PBM_0843 CCGGCACGTAGATGATTTC 

PBM_0640 TCTTCATGTGATTCCCGGCC Startery wykorzystane do analiz qPCR   

ihtB 

śmiga i wsp., 2024b 

 PBM_0641 GGTGCCGTGTCCCATGAATA 

PBM_0745 ATCGGCTATGCGAAGAAGC Startery wykorzystane do analiz qPCR husA śmiga i wsp., 2023 

 PBM_0746 GAAGTAGGCTCGCGGATTAG 

PBM_0751 GAGTGTGGGTGCTAATGCCG Startery wykorzystane do analiz qPCR  

kgp 

śmiga i wsp., 2019b 

PBM_0752 CACCAATATGGGTAATATTGCCG 

PBM_0753 CGCTTCCCATTCTATCACGC Startery wykorzystane do analiz qPCR rgpA 

PBM_0754 CGGATCTTCGTTACGCATAATCAT 

PBM_0755 AATGATAAGCCTTATACTGTAGCTG Startery wykorzystane do analiz qPCR rgpB 

PBM_0756 GTTTTGTGCTTCGAATACCATGC 

PBM_0757 AATATCCGTGGCGCAGAG Startery wykorzystane do analiz qPCR  

dps 

śmiga i wsp., 2023 

 PBM_0758 CGAGTTCGTGCTCTTCCTTC 

PBM_0771 CTATCCTGGTGGGACTGCATC Startery wykorzystane do analiz qPCR  śmiga i Olczak, 2019 
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PBM_0772 ACCAAAGAATTGCCGAAAATC fimA  

PBM_0351 CGACAGGCTTTGAATCTCCG Startery wykorzystane do analiz qPCR hemH Niniejsza praca 

doktorska PBM_0352 TATGGCCTACACGTGACTGG 

Sekwencja 

zsyntezowan

a przez firmň 

GenScript 

AAGAAAGAGACCCGCTCGAGTGAGGATAC

CTCCAGCCCTGTCACCTCTTACCTGCTGCC

TGCAGGAGAGCCCTTGTGGTGATAATCCTG

ATACTCTTCCTCATTGCCAAGCGCAGAAAA

GGGAAAGAAGGATCCAGCTATCCCTATGATGT

GCCAGACTATGCTGGCTATCCATATGATGTTCC

TGATTATGCTGGATACCCTTATGATGTGCCAGA

CTATGCCTAAGAGAAGTCCTGCTGACTATAGC

CTTATTGGCTACGCTCAAGTATCTGTTCGAGG

AGGGAGTACATAATTCCCTCCTCGTCCGTTGC

TTGCATGCGGCGGTCTACGCGGCTTTCATCGC

ACTCGTACACGGACTGACGCAGCACGTCAGC

CGGATGGAAGTCGAGACCCTCCTGTACTCGC

CCGAAGCCCTGCGCAATGTgatccactagttctagagc 

Sekwencja fragmentu DNA zawierajŃca: region 3ô 

genu hmuSPg (pogrubione, duŨe litery); sekwencja 

epitopu 3ĬHA (duŨe litery); region kodujŃcy 

fragment downstream operonu hmu (duŨe litery, 

podkreŜlone); fragment komplementarny (mağe 

litery) z sekwencjŃ pTIO-1 (mağe litery).  Sekwencja 

wykorzystana do uzyskania plazmidu pTIO-HmuSPg 

oraz pTriEx_HmuSPg-HA-His 

 

Niniejsza praca 

doktorska 

PBM_0953 gacaaggcaagggaagaacGTGTCATTGATCATACCAT

AAACACAC 

Startery zastosowano do amplifikacji sekwencji 

DNA kodujŃcej promotor hmu z fragmentami 

komplementarne (mağe litery) z sekwencjŃ plazmidu 

pTIO-1 oraz gen hmuSPg (mağe litery). 

 

  

Niniejsza praca 

doktorska 

PBM_0954 cagataaattatttttttcttcatAATTATCTGACCTTACTTTT

AATAGGTTTCATCCG 

PBM_0955 taaaagtaaggtcagataattATGAAGAAAAAAATAATTT

ATCTGTCGGTAGCC 

Startery wykorzystane do amplifikacji wiňkszej 

czňŜci genu hmuSPg wraz z sekwencjŃ 

komplementarnŃ do sekwencji promotora hmu (mağe 

litery). 
PBM_0956 CTCGAGCGGGTCTCTTTCTT 

PBM_0957 AAGAAAGAGACCCGCTCGAG Startery sğuŨŃce do amplifikacji sekwencji DNA 

kodujŃcej region 3ô genu hmuSPg; sekwencji 

kodujŃcej znacznik 3ĬHA oraz region downstream 

operonu hmu wraz z sekwencjami 

komplementarnymi z sekwencjŃ plazmidu pTIO-1 

(mağe litery). 

PBM_0958 gtgtcattgatcAGTGGATCACATTGC 
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3.2. Metody 

3.2.1. Hodowle bakteryjne 

3.2.1.1. Porphyromonas gingivalis 

Bakterie P. gingivalis (szczep dziki W83, mutant æhmuSPg, szczep kontrolny 

WT+HmuSPg-HA, szczep komplementowany æhmuSPg+HmuSPg) hodowano w warunkach 

beztlenowych z zastosowaniem komory Whitney A35 (Bentley), w temperaturze 37ÁC przez 3 

dni na pğytkach Schaedler Broth agar z dodatkiem 5% krwi baraniej oraz witaminy K3 (ABA) 

(BioMaxima, Lublin, Polska). Hodowle te wykorzystywano do zaszczepiania pğynnej poŨywki 

(BM; Basam medium), skğadajŃcej siň z 3% bulionu sojowo-tryptozowego (Becton Dickinson, 

Sparks, MD, USA), 0,5% ekstraktu droŨdŨowego (BioMaxima) z dodatkiem 2,9 ÕM witaminy 

K3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i 3,1 mM L-cysteiny (Sigma-Aldrich). W celu 

uzyskania warunk·w imitujŃcych stan jamy ustnej osoby z zapaleniem przyzňbia, bakterie 

hodowano w warunkach bogatych w Ũelazo/hem, uzupeğniajŃc poŨywkň BM chlorkiem heminy 

(BM+Hm) (MP Biomedicals) do koŒcowego stňŨenia 7,7 ÕM. Do wzrostu bakterii 

w warunkach o niskiej zawartoŜci Ũelaza/hemu, imitujŃcych warunki panujŃce w jamie ustnej 

osoby zdrowej, dodawano chelator Ũelaza, 160 ÕM 2,2-dipirydyl i nie dodawano chlorku 

heminy (BM+DIP) (Sigma-Aldrich). 

3.2.1.2. Escherichia coli 

Bakterie E. coli -RIL hodowano na poŨywkach stağych LB agar (Becton Dickinson 

(BD), New Jersey, USA) lub w poŨywkach pğynnych TB (BioShop, Burlington, Ontario, 

Kanada), kt·re byğy suplementowane odpowiednimi antybiotykami w zaleŨnoŜci od szczepu: 

chloramfenikolem (35 Õg/ml) i/lub karbenicylinŃ (100 Õg/ml) dla szczepu BL21 CodonPlus 

(DE3)-RIL oraz karbenicylinŃ (100 Õg/ml) dla szczepu DH10ɓ. Hodowle prowadzono 

w temperaturze 37ÁC z wytrzŃsaniem 220 rpm w przypadku hodowli pğynnych. 

3.2.2. Izolacja genomowego DNA z bakterii P. gingivalis 

Hodowlň bakteryjnŃ prowadzono w poŨywce BM+Hm. 1,5 ml hodowli bakteryjnej 

zawirowywano (4 000Ĭg, 10 minut, 4ÁC), po czym osad zawieszano w 500 Õl buforu TE. 

Nastňpnie pr·bki inkubowano przez 10 minut w temperaturze 37ÁC i dodawano 6 Õl proteinazy 

K o stňŨeniu 10 mg/ml. Pr·bkň inkubowano przez 10 minut, po czym dodawano 30 Õl 10% 

roztworu SDS i dalej inkubowano do uzyskania klarownego roztworu (okoğo 30 minut). Do 

pr·bek dodawano nastňpnie 100 Õl 5 M NaCl i podgrzewano w temperaturze 65ÁC przez 2 

minuty, po czym dodawano 80 Õl roztworu CTAB/NaCl i ogrzewano w temperaturze 65ÁC 

przez 10 minut. Po tym czasie do pr·bek dodawano 600 Õl chloroformu delikatnie mieszano 
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poprzez inwersjň i wirowano (10 000Ĭg, 5 minut, 4ÁC). Fazň wodnŃ (g·rnŃ) przenoszono do 

nowej prob·wki i dodawano 600 Õl mieszaniny fenol: chloroform: alkohol izoamylowy 

(25:24:1) i delikatnie mieszano. Nastňpnie pr·bki wirowano (15 000Ĭg, 5 minut, 4ÁC). Fazň 

wodnŃ (g·rnŃ) przenoszono do nowej prob·wki i dodawano 600 Õl chloroformu, delikatnie 

mieszano i wirowano (10 000Ĭg, 5 minut, 4ÁC). Fazň wodnŃ (g·rnŃ) przenoszono do nowej 

prob·wki i dodawano 500 Õl izopropanolu (Carl Roth) w celu precypitacji DNA. Po 30 

minutach pr·bki wirowano (11 000Ĭg, 30 minut, 4ÁC), osady przemywano 500 Õl 70% etanolu 

i wirowano (11 000Ĭg, 30 minut, 4ÁC), po czym delikatnie usuwano etanol i suszono pr·bki.  

Uzyskany osad (DNA) zawieszano w 50 Õl buforu TE. StňŨenie uzyskanego DNA 

genomowego ustalano z wykorzystaniem pomiaru absorbancji przy dğugoŜci fali 260 nm (A260). 

3.2.3. Izolacja plazmidowego DNA 

Plazmidowy DNA oczyszczano za pomocŃ zestawu ExtractMe Plasmid DNA kit (Blirt, 

GdaŒsk, Polska), zgodnie z protokoğem producenta.  

3.2.4. Oczyszczanie DNA po reakcji PCR oraz trawieniu enzymami 

restrykcyjnymi 

W celu izolacji DNA po reakcjach enzymatycznych, wykorzystywano rozdziağ 

elektroforetyczny w Ũelu agarowym, po czym za pomocŃ skalpela wycinano obszar Ũelu 

zawierajŃcy docelowy fragment DNA. Do izolacji DNA z wyciňtego Ũelu stosowano zestaw 

Gel-Out (Machery-Nagel, D¿ren, Niemcy) zgodnie z instrukcjŃ producenta. Oczyszczony 

DNA przechowywano w temperaturze -20ÁC. 

3.2.5. Konstrukcja zmutowanego szczepu ȹhmuSPg 

Konstrukcja szczepu pozbawionego funkcjonalnego genu hmuSPg polegağa na usuniňciu 

cağoŜci genu i wprowadzeniu w jego miejsce kasety opornoŜci na tetracyklinň (tetQ), 

pozbawionej wğasnego promotora, pochodzŃcej z Bacteroides thetaiotaomicron (GenBank ID: 

X58717), wstawionej w tej samej orientacji co geny operonu hmu. Gen tetQ zostağ 

amplifikowany metodŃ PCR z wykorzystaniem plazmidu pTIO_tetQ jako matrycy [śmiga 

i wsp., 2019b]. Regiony flankujŃce gen hmuSPg zostağy amplifikowane metodŃ PCR z uŨyciem 

DNA genomowego P. gingivalis W83 jako matrycy. Otrzymane fragmenty zostağy poğŃczone 

za pomocŃ zestawu NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, USA). Nastňpnie cağy fragment zostağ ponownie zamplifikowany metodŃ PCR, 

a liniowy produkt zostağ po oczyszczeniu wykorzystany do transformacji szczepu dzikiego P. 

gingivalis W83 za pomocŃ elektroporacji. Selekcjň szczepu zmutowanego przeprowadzono na 

podğoŨu stağym z dodatkiem tetracykliny w stňŨeniu 2 Õg/ml (Carl Roth) a homologiczna 
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rekombinacja miňdzy liniowym fragmentem a DNA chromosomowym zostağa potwierdzona 

metodŃ PCR oraz sekwencjonowaniem DNA (Microsynth Seqlab GmbH, Getynga, Niemcy). 

Startery wykorzystane do konstrukcji szczepu ȹhmuSPg wymieniono w tabeli 2. 

3.2.6. Konstrukcja plazmidu do komplementacji szczepu ȹhmuSPg 

W celu komplementacji delecji genu hmuSPg, skonstruowano plazmid pTIO-1_HmuSPg-

HA, zawierajŃcy promotor operonu hmu, gen kodujŃcy cağe biağko HmuSPg ze znacznikiem 

3ĬHA na C koŒcu biağka oraz sekwencjň sŃsiadujŃcŃ od koŒca 3ô z operonem hmu. Wstawkň 

kodujŃcŃ gen hmuSPg oraz promotor operonu hmu namnoŨono za pomocŃ metody PCR 

z wykorzystaniem polimerazy Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer (New 

England Biolabs) oraz DNA genomowego szczepu dzikiego P. gingivalis W83 jako matrycy. 

Synteza fragmentu zawierajŃcego koniec 3ô genu hmuSPg, fragmentu kodujŃcego znacznik 

3ĬHA oraz regionu znajdujŃcego siň za operonem hmu zostağa zlecona firmie GenScript 

(Piscataway, NJ, USA). Zsyntezowany fragment amplifikowano z wykorzystaniem metody 

PCR i razem z fragmentami zawierajŃcymi promotor hmu oraz wiňkszoŜĺ genu hmuSPg 

inkubowano z uprzednio trawionym enzymami restrykcyjnymi XhoI i BamHI (New England 

Biolabs) plazmidem pTIO-1 [Tagawa i wsp., 2014]. PoğŃczenie fragment·w oraz ich 

wbudowanie w plazmid pTIO-1 przeprowadzono przy uŨyciu zestawu NEBuilder HiFi DNA 

Assembly Cloning Kit (New England Biolabs) i uzyskano plazmid pTIO-1_HmuSPg-HA. 

Wszystkie plazmidy oraz startery zostağy wyszczeg·lnione odpowiednio w tabeli 1 i tabeli 2. 

PoprawnoŜĺ uzyskanego konstruktu zostağa potwierdzona metodŃ PCR oraz 

sekwencjonowaniem DNA (Microsynth). Plazmid pTIO-1_HmuSPg-HA zostağ uŨyty do 

elektroporacji szczepu dzikiego P. gingivalis W83 oraz szczepu æhmuSPg, w celu uzyskania 

odpowiednio szczepu kontrolnego (WT+HmuSPg-HA) i szczepu komplementowanego 

(æhmuSPg+HmuSPg-HA). Po elektroporacji, kolonie selekcjonowano na podğoŨu stağym 

z dodatkiem odpowiednio 6 Õg/ml erytromycyny (dla szczepu WT+HmuSPg-HA) lub 2 Õg/ml 

tetracykliny oraz 6 Õg/ml erytromycyny (dla szczepu æhmuSPg+HmuSPg-HA). 

3.2.7. Elektroporacja bakterii P. gingivalis 

PoŨywkň BM+Hm inokulowano za pomocŃ cağonocnej hodowli bakterii P. gingivalis 

szczepu dzikiego lub ȹhmuSPg. Bakterie hodowano przez 4 godziny w temperaturze 37ÁC 

w warunkach beztlenowych. Nastňpnie hodowlň bakteryjnŃ chğodzono przez 10 minut na lodzie 

i wirowano (4 000Ĭg, 20 minut, 4ÁC). Supernatant odrzucono, a osad bakteryjny zawieszono 

w 25 ml schğodzonej, sterylnej wody miliQ z dodatkiem 10% glicerolu i 1 mM MgCl2, po czym 

ponownie zwirowano (4 000Ĭg, 20 minut, 4ÁC). Uzyskany osad bakteryjny zawieszono w 1 ml 

46:97955



ΠΤ 
 

schğodzonej, sterylnej wody miliQ z dodatkiem 10% glicerolu 1 mM MgCl2. Do elektroporacji 

wykorzystano kuwety o szerokoŜci szczeliny 2 mm (Sigma-Aldrich), w kt·rych umieszczano 

200 Õl zawiesiny bakteryjnej oraz 2000 ng DNA w postaci liniowej lub 1000 ng plazmidu. 

Elektroporacjň prowadzono za pomocŃ GenePulser XcellTM Electroporation System (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA) przy parametrach: 2500 V; 200 ɋ; 25 ÕF; ~5 ns. Po 

transformacji do bakterii dodawano 800 Õl ŜwieŨej poŨywki BM+Hm. Bakterie hodowano 

nastňpnie przez ok 16 godzin w temperaturze 37ÁC w warunkach beztlenowych, po czym 

wysiewano na podğoŨe stağe z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego. Hodowlň 

na podğoŨu stağym z antybiotykiem selekcyjnym prowadzono przez 7 dni, a nastňpnie 

pojedyncze kolonie przenoszono do poŨywki BM+Hm z dodatkiem antybiotyk·w 

selekcyjnych. Po 3 pasaŨach z hodowli izolowano DNA genomowy a wprowadzone zmiany 

w genomie weryfikowano za pomocŃ reakcji PCR oraz sekwencjonowania. 

3.2.8. Analiza wzrostu bakterii P. gingivalis 

W celu analizy wzrostu bakterii P. gingivalis, prowadzono hodowle bakteryjne w 96-

doğkowych, pğaskodennych pğytkach polistyrenowych (Sarstedt, N¿mbrecht, Niemcy) 

w poŨywce pğynnej (200 Õl na doğek). Bakterie zaszczepiano do ŜwieŨej poŨywki BM+Hm, 

BM+DIP oraz BM z dodatkiem 2 ÕM hemoglobiny (Pol-Aura, Polska) oraz 7,7 ÕM albuminy, 

inkubowanej wczeŜniej z nadmiarem hemu i odsolonej, przy poczŃtkowej gňstoŜci optycznej 

mierzonej przy dğugoŜci fali 600 nm (OD600) r·wnej 0,2. Do monitorowania wzrostu OD600 

w czasie stosowano czytnik pğytek Stratus (Ce-RILlo, Charlottesville, VA, USA). 

Alternatywnie, poŨywkň BM wzbogacano r·wnieŨ o 7,7 ÕM protoporfirynami nieŨelazowymi: 

Mn(III)PPIX, Zn(II)PPIX, Co(II)PPIX, Cu(II)PPIX, Ga(III)PPIX, Mg(II)PPIX. 

3.2.9. Analiza zdolnoŜci formowania biofilmu przez bakterie P. gingivalis na 

powierzchni abiotycznej 

ZdolnoŜĺ bakterii P. gingivalis do formowania biofilmu na powierzchni abiotycznej 

analizowano zgodnie z wczeŜniej opisanŃ metodŃ [śmiga i wsp., 2024b], stosujŃc drobne 

modyfikacje. Szczep dziki P. gingivalis W83 oraz szczep æhmuSPg hodowano przez 2 pasaŨe 

w poŨywce BM+Hm. Trzeciego dnia ŜwieŨŃ poŨywkň BM+Hm lub BM+DIP inokulowano 

bakteriami o poczŃtkowym OD600 r·wnym 0,2.Do kaŨdego doğka 24-doğkowej polistyrenowej 

pğytki z pğaskim dnem (Corning, Nowy Jork, USA) dodawano po 1,2 ml hodowli bakteryjnych. 

Bakterie hodowano w warunkach beztlenowych przez 48 godzin w temperaturze 37ÁC. 

NiezwiŃzane z powierzchniŃ pğytki bakterie usuwano poprzez trzykrotne pğukanie doğk·w 

pğytki 1 ml PBS. Bakterie tworzŃce biofilm barwiono, dodajŃc 600 Õl 1% fioletu krystalicznego 
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(Carl Roth) i inkubujŃc przez 30 minut. Nastňpnie doğki pğytki pğukano 5 razy buforem PBS, 

a biofilm odbarwiano przy wykorzystaniu 200 Õl 96% etanolu. Absorpcjň pr·bek mierzono 

przy dğugoŜci fali 570 nm (A570) za pomocŃ czytnika GloMax Discover (Promega, Madison, 

Wi, USA). ZdolnoŜĺ bakterii P. gingivalis do tworzenia biofilmu zostağa znormalizowana do 

OD600 r·wnoczeŜnie hodowanych w tych samych warunkach bakterii. 

3.2.10. AktywnoŜĺ gingipain arginino-specyficznych (Rgp) oraz lizyno- 

specyficznych (Kgp) wobec substrat·w syntetycznych 

AktywnoŜĺ gingipain bakterii P. gingivalis oznaczano przy wykorzystaniu substrat·w 

specyficznych dla Kgp (N-(p-tosyl)-Gly-Pro-Lys p-nitroanilid, s·l octanowa) i Rgp (NŬ-

benzoilo-DL-argininowy p-nitroanilid, chlorowodorek) zgodnie z opisanŃ metodŃ [Pomowski 

i wsp., 2017; śmiga i wsp., 2024b]. Do 150 Õl buforu Kgp lub buforu Rgp, dodawano 10 Õl 

hodowli bakteryjnych oraz odpowiedni substrat, po czym pr·bki inkubowano przez 2 godziny 

w temperaturze 37ÁC. Reakcjň monitorowano poprzez pomiar absorbancji przy dğugoŜci fali 

405 nm (A405) w czasie za pomocŃ czytnika GloMax Discover (Promega). AktywnoŜĺ 

enzymatycznŃ przedstawiono jako wzrost absorbancji produktu mierzonej przy dğugoŜci fali 

405 nm (mOD) w ciŃgu jednej minuty przez 1 Õl hodowli bakteryjnej o OD600=1,0 

[mOD/min/Õl]. 

3.2.11. Analiza wiŃzania hemu przez bakterie P. gingivalis 

ZdolnoŜĺ wiŃzania hemu przez powierzchniň kom·rek bakterii P. gingivalis byğa badana 

zgodnie z procedurŃ opisanŃ wczeŜniej [śmiga i wsp. 2023]. Pr·bki hodowli bakteryjnych 

w poŨywce BM+Hm lub BM+DIP odwirowano (4 000Ĭg, 10 minut, 4ÁC) i przepğukano 

buforem PBS. Zawiesiny bakteryjne (800 Õl o OD600 = 1,25) zmieszano z 200 Õl hemu 

w buforze PBS o stňŨeniu 50 Õg/ml. Pr·bki inkubowano przez 1 godzinň w temperaturze 37ÁC, 

po czym odwirowano (4 000Ĭg, 10 minut, 4ÁC). Absorbancjň supernatantu mierzono przy 

dğugoŜci fali 385 nm (A385). Pr·bki kontrolne zawierağy wszystkie skğadniki opr·cz bakterii. 

IloŜĺ hemu zwiŃzanŃ z kom·rkami bakteryjnymi okreŜlano na podstawie r·Ũnicy w absorbancji 

miňdzy pr·bkami kontrolnymi i pr·bkami zawierajŃcymi bakterie. 

3.2.12. Analiza zawartoŜci wolnego Ũelaza w kom·rkach bakterii P. gingivalis 

ZawartoŜĺ Ũelaza wewnŃtrzkom·rkowego oznaczano zmodyfikowanŃ metodŃ opartŃ na 

ferrozynie [Ceriotti i Ceriotti, 1980; śmiga i wsp., 2023]. W tym celu pr·bki hodowli 

bakteryjnych P. gingivalis w poŨywce BM+Hm lub BM+DIP (20 ml) odwirowano 

i przepğukano wodŃ miliQ. Zawiesiny bakteryjne (4 ml o OD600=2,0) poddano sonikacji. Do 

735 Õl zlizowanych pr·bek bakteryjnych dodano 15 Õl 10% roztworu SDS i inkubowano 
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w temperaturze 37ÁC przez 15 minut. Aby zredukowaĺ Ũelazo, do pr·bek dodawano 35 Õl 1% 

kwasu askorbinowego. Pr·bki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut, 

a nastňpnie dodawano do nich po 250 Õl 5,35 mM roztworu ferrozyny [3-(2-pirydyl)-5,6-

difenyl-1,2,4-triazyny-p,p'-disulfonowego kwasu monosodowego] w 32,9% (o/o) kwasie 

octowym, zawierajŃcym 6,9% (o/o) amoniak. Pr·bki inkubowano w temperaturze pokojowej 

przez 60 minut, a nastňpnie odwirowano (15 000Ĭg, 5 minut, temperatura pokojowa). 

Supernatant przeniesiono do nowych pr·b·wek i zmierzono absorpcjň przy dğugoŜci fali 562 

nm (A562). ZawartoŜĺ Ũelaza w pr·bkach okreŜlono na podstawie krzywej wzorcowej 

zawierajŃcej FeCl3. 

3.2.13. Analiza zawartoŜci hemu i PPIX w kom·rkach bakterii P. gingivalis 

  W celu zbadania, czy delecja genu hmuSPg wpğywa na zawartoŜĺ hemu i PPIX 

w kom·rkach P. gingivalis, oznaczono iloŜci hemu i PPIX w lizatach kom·rkowych. Bakterie 

hodowano w poŨywce BM+Hm i zbierano po 6 oraz 24 godzinach inkubacji. Kom·rki 

wirowano (4 000 Ĭ g, 20 min, 4ÁC), przemywano wodŃ destylowanŃ i doprowadzano do 

gňstoŜci optycznej OD600 wynoszŃcej odpowiednio 1,25 (dla 6 godzin) oraz 2,5 (dla 24 godzin). 

Nastňpnie pr·bki poddawano sonikacji i liofilizacji. Uzyskane liofilizaty zostağy nastňpnie 

przesğane do profesor Jennifer L. DuBois i doktora Ronivaldo Rodrigues da Silva (Department 

of Chemistry & Biochemistry, Montana State University, USA) gdzie dokonano analiz 

w ramach wsp·ğpracy naukowej. Hem oraz PPIX wyekstrahowane z kom·rek bakteryjnych 

oznaczano metodŃ chromatografii w fazie normalnej. W tym celu suchŃ masň liofilizowanych 

lizatat·w bakteryjnych rozpuszczano w roztworze ekstrakcyjnym, do koŒcowego stňŨenia 180 

Õg lizatu bakteryjnego na 300 Õl rozpuszczalnika (da Silva i wsp., 2024). Tak przygotowane 

pr·bki wirowano (12 000 rpm, 10 min, 25ÁC), a supernatant nanoszono na kolumnň Hypersil 

GOLDÊ (4,6 mm Ĭ 250 mm, ziarno 5 Õm) podğŃczonŃ do systemu HPLC (Prominence-i LC-

2030C 3D Plus). Chromatografiň prowadzono, stosujŃc gradient liniowy z roztworem A 

(ultraczysta woda + 0,1% kwas trifluorooctowy (TFA)) oraz roztworem B (Acetonitryl + 0,1% 

TFA) z przepğywem 1 ml/min w 25ÁC. Do iloŜciowego oznaczenia przygotowano krzywe 

wzorcowe z uŨyciem chlorku hemu oraz PPIX. 

3.2.14. Analiza zawartoŜci cağkowitego Ũelaza w kom·rkach bakterii P. gingivalis 

  Aby zbadaĺ wpğyw delecji genu hmuSPg na zawartoŜĺ cağkowitego Ũelaza w kom·rkach 

P. gingivalis. Analizy te wykonali profesor Jennifer L. DuBois i doktor Ronivaldo Rodrigues 

da Silva z Pracowni Biologii Medycznej Katedry Chemii i Biochemii Uniwersytetu Stanowego 

Montany. Zastosowano spektroskopiň absorpcji atomowej z pğomieniem generowanym 

49:67188



ΡΜ 
 

z acetylenu i sprňŨonego powietrza. Badaniom poddano liofilizaty, w kt·rych oznaczano 

r·wnieŨ iloŜci hemu i PPIX (3.2.13) z tŃ r·ŨnicŃ, Ũe pr·bki o objňtoŜci 100 Õl rozcieŒczano 

w 1,5 ml wody dejonizowanej, a nastňpnie dodawano 190 Õl 20% kwasu azotowego 

i ogrzewano przez 5 minut w temperaturze 95ÁC. Po przygotowaniu pr·bki nanoszono do 

spektrometru absorpcji atomowej zgodnie z opisanŃ procedurŃ (Mesl® i wsp., 2023). IloŜciowe 

oznaczanie Ũelaza przeprowadzono na podstawie krzywej wzorcowej, wyznaczonej poprzez 

korelacjň wartoŜci absorbancji ze stňŨeniem Ũelaza (ppm), z wykorzystaniem standard·w do 

AAS (Ricca; 100 ppm; CAS AFE1KH-100) rozcieŒczanych w zakresie 0,1ï2 ppm w wodzie 

dejonizowanej (Mesl® i wsp., 2023).  

3.2.15. Izolacja RNA 

Szczep dziki P. gingivalis W83 oraz szczep æhmuSPg hodowano przez 3 pasaŨe 

w poŨywce BM+Hm. Czwartego dnia ŜwieŨŃ poŨywkň BM+Hm lub BM+DIP inokulowano 

hodowlŃ bakteryjnŃ o OD600=0,2. RNA izolowano z 1 ml hodowli bakteryjnych zebranych po 

6 i 24 godzinach od inokulacji. Hodowle zwirowano (4 000Ĭg, 20 minut, 4ÁC), a otrzymany 

osad bakteryjny lizowano, zawieszajŃc go w 800 Õl fenozolu (A&A Biotechnology, GdaŒsk, 

Polska) i zamraŨajŃc pr·bki w temperaturze -80ÁC. Do izolacji RNA wykorzystywano zestaw 

Total RNA Mini Kit (A&A Biotechnology, GdaŒsk, Polska), zgodnie z instrukcjŃ producenta. 

Wyizolowane pr·bki RNA podawano trawieniu DNazŃ i ponownemu oczyszczaniu za pomocŃ 

zestawu Clean-up RNA concentrator Kit (A&A Biotechnology), zgodnie z instrukcjŃ 

producenta. JakoŜĺ wyizolowanego RNA potwierdzano za pomocŃ rozdziağu 

elektroforetycznego w 1% Ũelu agarowym, prowadzonego w buforze TBE przez 15 minut przy 

napiňciu 150 V.  A czystoŜĺ analizowano poprzez pomiar absorbancji w zakresie UV. 

Wyizolowany i oczyszczony RNA przechowywano w temperaturze -80ÁC. 

3.2.16. Synteza cDNA 

Do syntezy cDNA stosowano zestaw LunaScript RT SuperMix Kit (New England 

Biolabs), zgodnie z instrukcjŃ producenta. Jako matrycň wykorzystano 500 ng wyizolowanego 

i oczyszczonego RNA. Uzyskane cDNA rozcieŒczano 50 razy sterylnŃ wodŃ miliQ wolnŃ od 

RNaz i DNaz (A&A Biotechnology) i przechowywano w temperaturze -80ÁC. 

3.2.17. Analiza ekspresji gen·w z wykorzystaniem metody RT-qPCR 

Do wykazania zmian ekspresji gen·w pomiňdzy szczepem dzikim a szczepem æhmuSPg 

wykorzystano technikň iloŜciowej metody PCR, poprzedzonej przepisaniem RNA na cDNA 

(RT-qPCR). Do przeprowadzenia reakcji qPCR wykorzystano odczynnik SensiFAST SYBR 

no-ROX Kit (Polgen, Polska) oraz termocykler LightCycler 96 (Roche, Szwajcaria). Program 
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metody PCR skğadağ siň z denaturacji wstňpnej prowadzonej w temperaturze 95ÁC przez 2 

minuty, a nastňpnie z 40 cykli denaturacji prowadzonej w temperaturze 95ÁC przez 5 sekund, 

przyğŃczania starter·w w temperaturze 60ÁC przez 10 sekund i amplifikacji w temperaturze 

72ÁC przez 15 sekund. W celu weryfikacji jakoŜci produkt·w PCR, wygenerowano 

i przeanalizowano krzywe topnienia. Wzglňdne iloŜci transkryptu obliczono z wykorzystaniem 

oprogramowania LightCyler96 (Roche). Zmiany w ekspresji gen·w (fold change) obliczono 

dla trzech niezaleŨnych biologicznych powt·rzeŒ i 16S rRNA P. gingivalis W83 jako genu 

referencyjnego, uŨywajŃc oprogramowania LightCycler 96. Wszystkie uŨyte startery 

wymieniono w tabeli 2. 

3.2.18. Analiza RNA-Seq 

Sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq) i analiza danych zostağy przeprowadzone przez 

firmň Novogene (Cambridge, UK), zgodnie z protokoğami firmy. Bakterie hodowano przez 3 

pasaŨe w poŨywce BM+Hm, po 24 godzinach od czwartego pasaŨu hodowle zebrano w celu 

analizy. Zmiany w ekspresji gen·w obliczono dla trzech niezaleŨnych biologicznych 

powt·rzeŒ, a zmiany uznano za statystycznie istotne, gdy uzyskano wartoŜci > 1,5 lub < -1,5, 

a wartoŜĺ p byğa mniejsza niŨ 0,05. Selekcji gen·w, kt·rych zmiana mogğa byĺ potencjalnie 

istotna dla metabolizmu i wirulencji P. gingivalis dokonağ doktor Michağ śmiga (Pracownia 

Biologii Medycznej, Wydziağ Biotechnologii, Uniwersytet Wrocğawski).  

3.2.19. Frakcjonowanie hodowli bakteryjnych 

W celu uzyskania frakcji kom·rek bakterii P. gingivalis i E. coli, w pierwszym etapie 

zastosowano technikň szoku osmotycznego. Hodowlň bakteryjnŃ o objňtoŜci 50 ml wirowano 

(4 000Ĭg, 20 minuty, 4ÁC) i przepğukiwano 30 mM buforem Tris-HCl o pH 8,0, z dodatkiem 

20% sacharozy i 1 mM EDTA. Pr·bki inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej 

i delikatnie mieszano, po czym zwirowano (8 000Ĭg, 20 minut, 4ÁC). Osad zawieszono w 5 

mM MgSO4 i inkubowano przez 20 minut w temperaturze 4ÁC z delikatnym mieszaniem. 

Nastňpnie pr·bki zwirowano (8 000Ĭg, 20 minut, 4ÁC) i zbierano supernatant zawierajŃcy 

frakcjň peryplazmatycznŃ oraz bğonň zewnňtrznŃ. Uzyskany osad zawieszano w buforze PBS 

i przeprowadzano lizň z wykorzystaniem sonikacji (30 minut; 45% amplituda; puls 5s z 5s 

przerwŃ), a nastňpnie uzyskanŃ zawiesinň wirowano (20 000Ĭg, 20 minut, 4ÁC). Zebrany 

nastňpnie supernatant zawierağ frakcjň cytoplazmatycznŃ oraz bğonň wewnňtrznŃ. Oba 

uzyskane supernatanty filtrowano przez filtry o Ŝrednicy 0,22 ÕM i poddawano ultrawirowaniu 

(150 000Ĭg, 16 godzin, 4ÁC). Uzyskane osady skğadajŃce siň z frakcji bğony zewnňtrznej lub 

z frakcji bğony wewnňtrznej rozpuszczano w 100 mM buforze fosforanowym, pH 8,0, 
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z dodatkiem 0,05% n-dodecylu ɓ-D-maltozydu (DDM) oraz 10% glicerolu, dokonywano 

pomiar·w stňŨenia biağka z wykorzystaniem zmodyfikowanej metody wg Bradford (Roti) 

i przechowywano w temperaturze -20ÁC. Supernatanty zawierajŃce frakcje peryplazmatyczne 

i cytoplazmatyczne zagňszczano z wykorzystaniem zestawu Amicon Ultra-15, 10 000 NMWL 

(Millipore) i przechowywano z dodatkiem 10% glicerolu w temperaturze -20ÁC. 

3.2.20. Elektroforeza w Ũelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujŃcych 

(SDS-PAGE) 

Rozdziağ biağek za pomocŃ metody SDS-PAGE prowadzono zgodnie z opisanŃ 

procedurŃ [Laemmli, 1970]. Wykorzystywano Ũel poliakryloamidowym, w kt·rego skğad 

wchodziğ 4% Ũel zagňszczajŃcy oraz 8 lub 12% Ũel rozdzielajŃcy. Pr·bki biağek 

przygotowywano poprzez dodanie piňciokrotnie stňŨonego buforu do denaturacji (PierceÊ 

Lane Marker, Thermo Fisher Scientific, USA), a nastňpnie termicznŃ denaturacjň przez 10 

minut w temperaturze 95ÁC. W celu przygotowania pr·bki z hodowli bakterii P. gingivalis, 

hodowlň bakteryjnŃ wraz z poŨywkŃ denaturowano poprzez dodanie buforu redukujŃcego 

i inkubacjň w temperaturze 95ÁC z wytrzŃsaniem przez 10 minut. W celu uzyskania pr·bki 

z samymi bakteriami, hodowlň bakteryjnŃ zawirowywano, osad zawieszano w buforze PBS 

i dodawano buforu denaturujŃcego, a nastňpnie pr·by inkubowano jak opisano powyŨej. 

Wszystkie pr·bki bakteryjne normalizowane byğy do OD600. Podczas elektroforezy stosowano 

natňŨenie prŃdu odpowiednio 20 mA na Ũel zagňszczajŃcy i 40 mA na Ũel rozdzielajŃcy. Po 

zakoŒczonym rozdziale elektroforetycznym, biağka w Ũelu wybarwiano roztworem Coomassie 

Brilliant Blue G-250 (CBB G-250) lub poddawano transferowi p·ğsuchemu na bğonň 

nitrocelulozowŃ. 

3.2.21. Analiza Western blotting 

ŧel z pr·bkami biağek po rozdziale w wykorzystaniem SDS-PAGE poddawano 

transferowi p·ğsuchemu na bğonň nitrocelulozowŃ z wykorzystaniem buforu Trans-Blot Turbo 

5Ĭ Transfer Buffer oraz aparatu Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). WydajnoŜĺ transferu biağek 

wizualizowano na bğonach nitrocelulozowych poprzez barwienie biağek z uŨyciem barwnika 

Ponceau S (0,1%). W celu zablokowania wolnych miejsc wiŃŨŃcych na bğonie 

nitrocelulozowej, stosowano EveryBlot Blocking Buffer, prowadzŃc inkubacjň przez 30 minut 

w temperaturze pokojowej. Po zakoŒczonym blokowaniu, prowadzono inkubacjň w 1% 

odtğuszczonym mleku w buforze PBS z 0,1% Tween 20 (PBST) i odpowiednimi 

przeciwciağami I-rzňdowymi: kr·licze przeciwciağa anty-HmuSPg, 1:500: przeciwciağa 

przeciwko oczyszczonemu biağku HmuSPg_N lub HmuSPg_C (ProteoGenix, Schiligheim, 
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Francja); kr·licze przeciwciağa anty-HmuY (1:20 000; GenScript, Piscataway, NJ, USA), 

kr·licze przeciwciağa anty-IhtB (1:10 000; ProteoGenix); kr·licze przeciwciağa skierowane 

przeciwko domenie katalitycznej Kgp (1 Õg/ml; Cusabio, Houston, TX, USA), kr·licze 

przeciwciağa skierowane przeciwko domenie katalitycznej RgpB  (1 Õg/ml; Cusabio, Houston, 

TX, USA). Inkubacjň z przeciwciağami I-rzňdowymi prowadzono przez godzinň 

w temperaturze pokojowej. Nastňpnie bğonň pğukano piňciokrotnie 1% roztworem 

odtğuszczonego mleka w buforze PBST i dodawano roztw·r 1% odtğuszczonego mleka 

w buforze PBST z dodatkiem II-rzňdowych przeciwciağ kozich sprzňŨonych z peroksydazŃ 

chrzanowŃ (HRP), skierowanych przeciwko IgG kr·liczym (1:10 000; Sigma-Aldrich). Biağko 

znakowane HA wizualizowano za pomocŃ przeciwciağ mysich skierowanych przeciwko HA 

(1:10 000; Sigma-Aldrich) oraz II-rzňdowych przeciwciağ kr·liczych sprzňŨonych z HRP 

skierowanych przeciwko IgG mysim (1:10 000; Proteintech, Rosemont, USA). Inkubacjň 

z przeciwciağami II-rzňdowymi prowadzono przez godzinň w temperaturze pokojowej, po 

czym membranň pğukano piňciokrotnie 1% roztworem odtğuszczonego mleka w buforze PBST. 

Wizualizacjň sygnağu przeprowadzono za pomocŃ barwienia chemiluminescencyjnego 

z zastosowaniem odczynnika Western Lightning ECL Pro oraz systemu obrazowania 

ChemiDoc MP Imagine System (Bio-Rad). Analizy densytometryczne przeprowadzono za 

pomocŃ oprogramowania Image Lab 6.0.1 (Bio-Rad). 

3.2.22. Analiza pigmentu bakterii P. gingivalis 

W celu zbadania skğadu pigmentu odkğadanego na powierzchni kom·rek przez bakterie          

P. gingivalis, 10 Õl hodowli bakteryjnych o OD600=2,0 wysiewano na pğytki ABA. Hodowlň 

prowadzono w warunkach beztlenowych przez 6 dni w temperaturze 37ÁC. 

3.2.22.1. Ekstrakcja pigmentu 

Pigment izolowano, zawieszajŃc ~20 mg bakterii w 100 Õl 100% metanolu w fiolkach 

z brŃzowego szkğa (Bionovo, Polska) w celu ochrony przed fotodegradacjŃ porfiryn 

wchodzŃcych w skğad pigmentu. Pr·bki mieszano poprzez pipetowanie przez 1 minutň, 

a nastňpnie wirowano (4 000 Ĭ g, 10 minut, 4 ÁC). Supernatant zawierajŃcy wyekstrahowany 

pigment przenoszono do nowych fiolek i przechowywano do dalszych analiz w temperaturze -

80ÁC. 

3.2.22.2. Analiza spektrofotometryczna wyekstrahowanego pigmentu 

Wyekstrahowany pigment rozcieŒczano 10-krotnie w 100% metanolu lub w buforze 

PBS i rejestrowano widma spektrofotometryczne w zakresie dğugoŜci fali 250ï700 nm. Jako 
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standardy, wykorzystywano roztw·r hemu, PPIX oraz wybranych metaloporfiryn: Zn(II)PPIX, 

Mn(III)PPIX, Co(III)PPIX o stňŨeniu 5 ÕM. 

3.2.22.3. Analiza wyekstrahowanego pigmentu z wykorzystaniem spektroskopii mas 

(MS) 

Wyekstrahowany pigment poddawano analizie z wykorzystaniem spektrometrii mas 

(MS) przez doktora Michağa Tracza (Pracownia Spektrometrii Mas, Uniwersytet Wrocğawski). 

W tym celu wykorzystano chromatografiň cieczowŃ sprzňŨonŃ ze spektrometriŃ mas typu czas 

przelotu z jonizacjŃ elektrosprejem w trybie dodatnim (LC-MS-TOF ESI+). Wykonano 

r·wnieŨ krzywŃ standardowŃ z zastosowaniem roztwor·w hemu, PPIX, Zn(II)PPIX, 

Mn(III)PPIX i Co(III)PPIX. Na tej podstawie dokonano analizy r·Ũnic w skğadzie pigmentu 

pomiňdzy poszczeg·lnymi szczepami bakterii P. gingivalis. 

3.2.22.4. Analiza fluorescencyjna wyekstrahowanego pigmentu 

Wyekstrahowany pigment poddawano analizie wğaŜciwoŜci fluorescencyjnych 

z wykorzystaniem czytnika pğytek GloMax Discover (Promega, Madison, Wi, USA). Pigment 

rozcieŒczano 50-krotnie w 100% metanolu, a roztw·r 5 ÕM hemu, PPIX, Zn(II)PPIX, 

Mn(III)PPIX i Co(III)PPIX w metanolu wykorzystywano jako kontrole. Analizň prowadzono 

z wykorzystaniem wzbudzenia przy 405 nm a sygnağ emisji rejestrowano w zakresie 580-640 

nm. Pigment oraz standardy porfiryn rozcieŒczono r·wnieŨ stukrotnie w buforze Tris 

i nanoszono na membranň nitrocelulozowŃ, po czym wystawiono je na dziağanie Ŝwiatğa 

podczerwonego o dğugoŜci 835 nm (IR) z zastosowaniem systemu obrazowania ChemiDoc 

(Thermo). 

3.2.22.5. Analiza wyekstrahowanego pigmentu z wykorzystaniem chromatografii 

cienkowarstwowej (TLC) 

Wyekstrahowany pigment poddawano rozdziağowi z wykorzystaniem chromatografii 

cienkowarstwowej (TLC). W tym celu wykorzystano pğytki do TLC ï Silica gel 60 RP-18 

F254s (Merck), a jako fazň ruchomŃ stosowano mieszaninň tetrachlorometan: chloroform 

w stosunku 1:1. Pigment rozcieŒczano 10-krotnie w 100% metanolu, a roztw·r hemu, PPIX, 

Zn(II)PPIX, Mn(III)PPIX i Co(III)PPIX o stňŨeniu 5 ÕM wykorzystywano jako kontrole. 

Wyniki TLC wizualizowano z wykorzystaniem systemu obrazowania ChemiDoc MP Imagine 

System (Bio-Rad). 

3.2.23. Konstrukcja plazmid·w do nadprodukcji biağka HmuSPg i jego wariant·w 

W celu oczyszczenia i zbadania wğaŜciwoŜci biağka HmuSPg skonstruowano plazmid 

pMAL-c5x_His-MBP-HmuSPg zawierajŃcy gen kodujŃcy biağko HmuSPg pozbawiony 
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sekwencji sygnağowej, kodujŃcej 39 N-koŒcowych reszt aminokwasowych (sekwencja biağka 

od 40 do 1469). Fragment genu zostağ zamplifikowany metodŃ PCR z uŨyciem DNA 

genomowego bakterii P. gingivalis W83 jako matrycy z wykorzystaniem starter·w opisanych 

w tabeli 2. Uzyskany fragment wbudowano w plazmid pMAL-c5x_His-MBP trawiony 

wczeŜniej enzymami restrykcyjnymi BamHI oraz XmnI (New England Biolabs). Do poğŃczenia 

sekwencji zastosowano zestaw NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England 

Biolabs). Ostatecznie uzyskano konstrukt zawierajŃcy sekwencjň kodujŃcŃ biağko 

rekombinowane, skğadajŃce siň ze znacznika 8ĬHis na N koŒcu biağka fuzyjnego, biağka 

wiŃŨŃcego maltozň (MBP) oraz HmuSPg (40-1469). Otrzymanym plazmidem transformowano 

bakterie E. coli DH10B, stosujŃc technikň szoku cieplnego. Do kompetentnych kom·rek E. coli 

dodawano plazmidy zawierajŃce sekwencjň kodujŃcŃ docelowe biağko, po czym inkubowano 

je razem na lodzie przez 30 minut. Szok cieplny uzyskiwano poprzez ogrzewanie mieszaniny 

bakteryjnej w ğaŦni wodnej w temperaturze 42ÁC przez 30 sekund. Nastňpnie pr·bkň 

ochğadzano na lodzie przez 5 minut, a do bakterii dodawano 350 Õl poŨywki SOC i inkubowano 

przez 60 minut z wytrzŃsaniem 1000 rpm w temperaturze 37ÁC. Po transformacji bakterie 

wysiewano na pğytki z poŨywkŃ LBA z dodatkiem karbenicyliny (100 Õg/ml) i hodowano 

w temperaturze 37ÁC. Kolonie, kt·re wyrosğy po nocnej inkubacji pğytek, przenoszono do 2 ml 

poŨywki LB z dodatkiem karbenicyliny (100 Õg/ml) i inkubowano przez noc w temperaturze 

37ÁC z wytrzŃsaniem 220 rpm. Nastňpnie z hodowli izolowano plazmidy, kt·re 

wykorzystywano do nadprodukcji biağka. 

Analogicznie uzyskano plazmidy sğuŨŃce do nadprodukcji wariant·w biağka HmuSPg: 

plazmid pMAL-c5x_His-MBP-HmuSPg_N oraz pMAL-c5x_His-MBP-HmuSPg_C. Plazmidy 

zawierağy wklonowane sekwencje DNA kodujŃce reszty aminokwasowe 40ï858 biağka 

HmuSPg (HmuSPg_N) oraz reszty aminokwasowe 899ï1469 biağka HmuSPg (HmuSPg_C).  

Syntezň plazmid·w wykorzystanych do nadprodukcji i oczyszczenia wariant·w biağka 

His-MBP-HmuSPg z mutacjami punktowymi zlecono firmie GenScript (Piscataway, NJ, USA). 

Wszystkie plazmidy i startery zostağy wyszczeg·lnione odpowiednio w tabeli 1 lub 

tabeli 2. PoprawnoŜĺ uzyskanych konstrukt·w zostağa potwierdzona metodŃ PCR oraz 

sekwencjonowaniem DNA (Microsynth). 

3.2.24. Konstrukcja plazmidu do nadprodukcji biağka HmuSBf 

Fragment genu kodujŃcy biağko HmuSBf, pozbawiony sekwencji kodujŃcej 27 N-

koŒcowych reszt aminokwasowych (sekwencja biağka od 28 do 1439), zostağ amplifikowany 

metodŃ PCR z uŨyciem DNA genomowego bakterii Bacteroides fragilis NCTC 9343 (zasoby 
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Pracowni Biologii Medycznej) jako matrycy oraz z wykorzystaniem starter·w opisanych 

w tabeli 2. Nastňpnie uzyskany fragment wklonowano do plazmidu pMAL-c5x_His-MBP, 

analogicznie jak w przypadku konstrukcji plazmidu pMAL-c5x_His-MBP-HmuSPg. 

PoprawnoŜĺ uzyskanych konstrukt·w zostağa potwierdzona metodŃ PCR oraz 

sekwencjonowaniem DNA (Microsynth). 

3.2.25. Konstrukcja plazmidu do zbadania lokalizacji biağka HmuSPg w bakteriach 

Escherichia coli 

W celu zbadania lokalizacji biağka HmuSPg skonstruowano plazmid pTriEx-4_HmuSPg-

HA-His, zawierajŃcy sekwencjň kodujŃcŃ cağe biağko HmuSPg z dodanym na C-koŒcu biağka 

znacznikiem 3ĬHA-8ĬHis. Fragment kodujŃcy HmuSPg-3ĬHA zamplifikowano metodŃ PCR, 

wykorzystujŃc plazmid pTIO-1_HmuSPg-HA jako matrycň oraz startery wymienione w tabeli 

2. Uzyskany fragment wklonowano do plazmidu pTriEx-4 (Sigma-Aldrich), uprzednio 

trawionego enzymami restrykcyjnymi NcoI oraz XhoI z zastosowaniem zestawu HiFi DNA 

Assembly Kit. Otrzymanym plazmidem transformowano bakterie E. coli DH10B, stosujŃc 

technikň szoku cieplnego, po czym bakterie wysiewano na pğytki LBA z dodatkiem 

karbenicyliny (100 Õg/ml). Kolonie, kt·re wyrosğy po nocnej inkubacji pğytek w temperaturze 

37ÁC, przenoszono do 2 ml poŨywki LB z dodatkiem karbenicyliny (100 Õg/ml) i inkubowano 

przez noc w temperaturze 37ÁC z wytrzŃsaniem 220 rpm. Nastňpnie z hodowli izolowano 

plazmidy, kt·re wykorzystano do analizy lokalizacji biağka w bakteriach E. coli. PoprawnoŜĺ 

uzyskanych konstrukt·w zostağa potwierdzona metodŃ PCR oraz sekwencjonowaniem DNA 

(Microsynth). 

3.2.26. Nadprodukcja biağka HmuSPg i jego wariant·w oraz biağka HmuSBf 

Do nadprodukcji biağka His-MBP-HmuSPg oraz jego wariant·w wykorzystano szczep 

bakterii E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL (Agilent Technologies). Transformowanymi 

bakteriami zaszczepiano 25 ml poŨywki TB z dodatkiem karbenicyliny (100 Õg/ml) oraz 

chloramfenikolu (35 Õg/ml). Nastňpnie prehodownň inkubowano w temperaturze 37ÁC przez 

16 godzin z wytrzŃsaniem 220 rpm. Kolejnego dnia przenoszono 10 ml prehodowli do 1000 ml 

ŜwieŨej poŨywki TB z dodatkiem karbenicyliny (100 Õg/ml) oraz chloramfenikolu (35 Õg/ml). 

Hodowlň inkubowano w temperaturze 37ÁC z wytrzŃsaniem 220 rpm aŨ do czasu, gdy hodowla 

osiŃgnie OD600=0,8. Hodowle schğadzano do temperatury 16ÁC i indukowano nadprodukcjň 

biağka, dodajŃc IPTG do koŒcowego stňŨenia 0,3 mM. Nadprodukcjň biağka prowadzono przez 

16 godzin w temperaturze 16ÁC z wytrzŃsaniem 220 rpm. Kolejnego dnia hodowlň bakteryjnŃ 

wirowano (4 000Ĭg, 20 minut, 4ÁC), a uzyskany osad bakteryjny przepğukiwano schğodzonym 
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buforem PBS. Pr·by przechowywano w temperaturze -20ÁC. Analogicznie nadprodukowano 

r·wnieŨ biağko 8ĬHis-MBP z wykorzystaniem plazmidu pMAL_His_MBP, kt·re zostağo 

wykorzystane jako kontrola podczas analiz wariant·w biağka His-MBP-HmuSPg. 

3.2.27. Oczyszczanie biağka HmuSPg i jego wariant·w oraz biağka HmuSBf 

Osady bakteryjne uzyskane po nadprodukcji biağka poddawano lizie poprzez sonikacjň 

(Sonopuls, Bandelin, 4ÁC). Nastňpnie lizaty zawirowywano (20 000Ĭg, 20 minut, 4ÁC) i frakcjň 

rozpuszczalnŃ inkubowano z naniesionym na kolumnň zğoŨem TALON Superflow, 

zr·wnowaŨonym wczeŜniej buforem A. Po 45-minutowej inkubacji frakcjň niezwiŃzanŃ 

odmywano ze zğoŨa z wykorzystaniem buforu B do zaniku absorpcji przy dğugoŜci fali 280 nm 

(A280) w celu analizy obecnoŜci w frakcji wypğukiwanej biağek.  Biağko His-MBP-HmuSPg byğo 

eluowane ze zğoŨa za pomocŃ buforu C aŨ do zaniku absorpcji przy dğugoŜci fali 280 nm (A280). 

Frakcje zawierajŃce oczyszczone biağko zagňszczano, a nastňpnie zmieniano bufor na bufor 

PBS z dodatkiem 10% glicerolu z wykorzystaniem Amicon Ultra-15, 100000 NMWL 

(Millipore). Nadprodukcjň i oczyszczanie innych wariant·w biağka HmuSPg, biağka HmuSBf 

oraz His-MBP przeprowadzano wedğug tego samego schematu.  

3.2.28. Analiza wiŃzania hemu i PPIX 

Aby uzyskaĺ roztw·r hemu, odwaŨano okoğo 10 mg porfiryny i rozpuszczano jŃ w 1,4 

ml 0,1 M NaOH. Roztw·r PPIX uzyskiwano przez rozpuszczenie PPIX w DMSO (Carl Roth). 

Aby wyznaczyĺ stňŨenie hemu i PPIX, stosowano empiryczne wsp·ğczynniki absorpcji 

molowej [Dawson i wsp., 1986; Kannan i wsp., 2002; Vall-Sagarra i wsp., 2016; Wojtowicz 

i wsp., 2013]. Aby uzyskaĺ warunki redukujŃce, wykorzystywano ditionian sodu w koŒcowym 

stňŨeniu 10 mM pod warstwŃ oleju mineralnego. Do roztwor·w biağka o stňŨeniach 5 ÕM 

dodawano r·wnomolowŃ iloŜĺ porfiryn. Po 1-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej 

rejestrowano widma w zakresie dğugoŜci fali 250ï700 nm za pomocŃ spektrofotometru Jasco 

V-750 (Jasco GmbH, Pfungstadt, Niemcy), przy uŨyciu kuwet o dğugoŜci drogi optycznej 10 

mm. Widma r·Ũnicowe przygotowano poprzez odjňcie widma samej porfiryny od widma 

kompleksu biağko-porfiryny. Widma rejestrowano r·wnieŨ po wysyceniu biağek porfirynami 

i ich odsoleniu. W tym celu biağko o stňŨeniu 5 ÕM inkubowano z 20 ÕM hemem lub 6 ÕM 

PPIX, a nastňpnie niezwiŃzane porfiryny oddzielano za pomocŃ kolumn Zeba Spin (Thermo 

Fisher Scientific), zgodnie z procedurŃ opisanŃ przez producenta. Wszystkie analizy 

przeprowadzano w co najmniej trzech powt·rzeniach. 
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3.2.29. Analiza aktywnoŜci enzymatycznej biağka HmuSPg 

AktywnoŜĺ enzymatycznŃ mierzono poprzez monitorowanie procesu usuwania Ũelaza 

z hemu, stosujŃc pomiary widma w zakresie UV i widzialnym w czasie. W tym celu mierzono 

absorbancjň w zakresie od 350 do 700 nm, dokonujŃc pomiar·w co 6 minut. AktywnoŜĺ 

enzymatyczna byğa mierzona w pr·bkach zawierajŃcych 10 ÕM His-MBP-HmuSPg lub His-

MBP-HmuSBf w 100 mM buforze fosforanowym (pH 8,0), zawierajŃcym 40 ÕM NADH, 10 

mM ditionian sodu oraz 20 ÕM hem. Reakcjň prowadzono w obecnoŜci lub bez oczyszczonej 

frakcji wewnňtrznej bğony bakterii P. gingivalis, odpowiadajŃcej hodowlom bakteryjnym 

o OD600=0,5. Jako kontrolň wykorzystano oczyszczone biağko His-MBP. Wpğyw ATP na 

aktywnoŜĺ biağka analizowano poprzez dodanie 100 ÕM ATP zamiast NADH. Dodatkowe 

kontrole wykonano poprzez prowadzenie reakcji bez dodatku analizowanej skğadowej. 

Szczeg·ğy znajdujŃ siň w opisie wynik·w.  

3.2.30. Analiza lokalizacji biağka HmuSPg w bakteriach P. gingivalis i E. coli 

  W celu zbadania lokalizacji biağka HmuSPg w bakteriach P. gingivalis, wykorzystano 

szczep dziki P. gingivalis W83 (WT), szczep kontrolny (WT+HmuSPg-HA) oraz szczep 

komplementowany (ȹhmuSPg+HmuSPg-HA). Bakterie hodowano w poŨywce BM+Hm lub 

BM+DIP przez 24 godziny, w przypadku szczepu kontrolnego z obecnoŜciŃ erytromycyny (3 

Õg/ml), a dla szczepu komplementowanego z dodatkiem tetracykliny (1 Õg/ml) i erytromycyny 

(3 Õg/ml). Pr·bki przygotowywano poprzez frakcjonowanie bakterii, po czym prowadzono 

rozdziağ elektroforetyczny. Po zakoŒczonym rozdziale dokonano analizy lokalizacji biağek 

technikŃ Western Blotting, stosujŃc przeciwciağa anty-HA, a takŨe kr·licze przeciwciağa 

poliklonalne skierowane na oczyszczone fragmenty biağka HmuSPg (HmuSPg _N i HmuSPg_C). 

  W celu zbadania lokalizacji biağka HmuSPg w bakteriach E. coli wykorzystano szczep 

BL21-CodonPlus (DE3)-RIL (Agilent) transformowany plazmidem pTriEx-4HmuSPg-HA-His. 

Bakterie po transformacji hodowano w temperaturze 37ÁC z wytrzŃsaniem 220 rpm w poŨywce 

TB z dodatkiem 100 Õg/ml karbenicyliny (A&A Biotechnology, GdaŒsk, Polska) i 35 Õg/ml 

chloramfenikolu (Carl Roth), aŨ do osiŃgniňcia OD600=0,8. Ekspresjň biağka indukowano 

poprzez dodanie 0,3 mM IPTG (Carl Roth), a nastňpnie hodowlň inkubowano przez 16 godzin 

w temperaturze 16ÁC z wytrzŃsaniem 220 rpm. Nastňpnego dnia przygotowano pr·bki poprzez 

frakcjonowanie bakterii, po czym prowadzono rozdziağ elektroforetyczny. Po zakoŒczonym 

rozdziale dokonano analizy lokalizacji biağek technikŃ Western blotting z wykorzystaniem 

przeciwciağ anty-HA. 
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3.2.31. Analizy bioinformatyczne 

Teoretyczne tr·jwymiarowe modele struktury biağek zostağy uzyskane, wykorzystujŃc 

program Chimera X (https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax) oraz serwer Alphafold 3.0 

(https://alphafoldserver.com). Do okreŜlenia teoretycznych wğaŜciwoŜci fizykochemicznych 

biağek wykorzystano narzňdzie ProtParam z serwera ExPASy (https://web.expasy.org). 

Sekwencje aminokwasowe zostağy por·wnane za pomocŃ narzňdzia Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo) z serwera EMBL-EBI (Europejski Instytut 

Bioinformatyki). W celu por·wnania sekwencji aminokwasowej biağek, korzystano z serwera 

UniProt (https://www.uniprot.org/). Do uzyskania drzewa filogenetycznego zastosowano 

serwer iTOL (https://itol.embl.de/). Przy modelowaniu biağek wykorzystywano serwis RSCB 

PDB (https://www.rcsb.org/), natomiast do przewidywania lokalizacji kom·rkowych biağek 

stosowano serwis DeepLoc 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.0/) oraz 

DeepTMHMM 1.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepTMHMM-1.0/). 

3.2.32. Analizy statystyczne 

Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono za pomocŃ oprogramowania GraphPad 

(GraphPad Prism 8.0 Inc., San Diego, CA, USA) wykorzystujŃc test t-studenta dla pr·b 

niezaleŨnych lub test jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem posthoc Tukeya. 

Aby oceniĺ istotnoŜĺ r·Ũnic w poziomach biağek wykrywanych metodŃ Western blot, 

zastosowano test t-Studenta dla jednej pr·by wzglňdem wartoŜci odniesienia (1,0) po 

normalizacji do Ŝredniej szczepu typu dzikiego. Krzywe wzrostu analizowano przy uŨyciu 

dwuczynnikowej ANOVA. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono co najmniej trzy razy, 

w co najmniej trzech powt·rzeniach biologicznych, a zebrane dane przedstawiono jako Ŝrednia 

Ñ odchylenie standardowe (Ŝrednia Ñ SD) lub jako Ŝrednia Ñ bğŃd standardowy (Ŝrednia Ñ SE). 

R·Ũnice istotne statystycznie zostağy oznaczone na wykresach (*P<0,05; **P<0,01; 

***P<0,001). 
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4. Wyniki 

4.1. Analiza sekwencji aminokwasowej biağka HmuSPg 

Biağko HmuS bakterii P. gingivalis (HmuSPg) to biağko liczŃce 1469 reszt 

aminokwasowych, o nieustalonej dotŃd funkcji. Ze wzglňdu na homologiň jest ono zaliczane 

do rodziny kobaltochelataz CobN. W pierwszym etapie badaŒ przeprowadzono analizň 

sekwencji aminokwasowej HmuSPg w por·wnaniu z poznanymi biağkami z rodziny CobN oraz 

z niescharakteryzowanymi biağkami przypisywanymi do tej rodziny. Stworzono drzewo 

filogenetyczne ukazujŃce pozycjň HmuSPg wzglňdem innych homolog·w obecnych u bakterii 

z gromady Bacteroidota oraz biağek o najwyŨszym stopniu homologii (Rys. 15).  

 

Rys. 15. Filogenetyczna analiza biağka HmuSPg (podkreŜlonego kolorem Ũ·ğtym) ujawnia 

wyraŦne rozdzielenie homolog·w tego biağka na trzy rodziny funkcjonalne: HmuS (kolor 

zielony, prawdopodobnie zaangaŨowane w metabolizm porfiryn); CobN (kolor czerwony oraz 

niebieski, peğniŃce rolň w biosyntezie kobalaminy) oraz ChlH (kolor fioletowy, biorŃce udziağ 

w biosyntezie chlorofilu). Biağko HmuSPg znajduje siň w wyodrňbnionej grupie homolog·w 

HmuS wystňpujŃcych gğ·wnie u beztlenowych bakterii z rodzaju Porphyromonas. Drzewo 

filogenetyczne wygenerowano przy uŨyciu serwera iTOL (https://itol.embl.de/itol.cgi). Przy 

nazwach biağek podano r·wnieŨ kody dostňpu do ich sekwencji aminokwasowych.  
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Analiza drzewa filogenetycznego wskazağa na znacznŃ odlegğoŜĺ filogenetycznŃ 

HmuSPg od klasycznych przedstawicieli CobN zaangaŨowanych w syntezň kobalaminy. 

ZauwaŨyĺ moŨna, Ũe biağka z rodziny HmuS stanowiŃ odrňbnŃ grupň w obrňbie nadrodziny 

chelataz, natomiast pozostağe dwie rodziny (CobN oraz ChlH) reprezentujŃ klasyczne 

chelatazy, katalizujŃce wbudowywanie jon·w metali w pierŜcienie tetrapirolowe. 

Geny kodujŃce HmuSPg oraz biağka o wysokiej homologii z gromady Bacteroidota 

zlokalizowane sŃ w operonach/klastrach gen·w przypominajŃcych ukğad operonu hmu bakterii 

P. gingivalis (Rys. 16). Odmiennie, klasyczne biağka CobN wystňpujŃ w operonach, kt·re nie 

zawierajŃ gen·w homologicznych do element·w systemu Hmu. Ponadto niekt·re analizowane 

gatunki kodujŃ dwa (np. B. fragilis, Porphyromonas pasteri) lub nawet trzy (np. 

Porphyromonas pogonae) homologi biağka HmuS, naleŨŃce do odmiennych grup 

filogenetycznych, co moŨe sugerowaĺ ich zr·Ũnicowane funkcje. 

Modelowanie struktury trzeciorzňdowej HmuSPg wykonano z uŨyciem serwera 

AlphaFold 3.0. Otrzymany model opiera siň na strukturze biağka CobN z Mycobacterium 

tuberculosis (PDB: 7C6O). Model HmuSPg zawiera typowe domeny N- i C-koŒcowe 

zbudowane z Ŭ-helis, kt·re kotwiczŃ biağko w bğonie (Rys. 17). W sekwencji HmuSPg 

zidentyfikowano takŨe typowy motyw peptydu sygnağowego: 

MKKKIIYLSVAILLVAIGFAFWMF ï segment rozpoczynajŃcy siň od dodatnio nağadowanych 

reszt aminokwasowych, po kt·rym nastňpuje odcinek 15 silnie hydrofobowych reszt 

aminokwasowych, charakterystyczny dla sygnağ·w kierujŃcych biağka do bğony. Nie 

zaobserwowano miejsca ciňcia peptydu sygnağowego, co sugeruje, Ũe podobnie jak w typowych 

biağkach zwiŃzanych z bğonŃ wewnňtrznŃ, peptyd ten nie jest odcinany po translacji 

i odpowiada zar·wno za kierowanie, jak i trwağe zakotwiczenie biağka w bğonie. 

W trakcie uzyskiwania modelu prezentujŃcego strukturň trzeciorzňdowŃ biağka HmuSPg 

jako najlepsze matryce serwer AlphaFold 3.0 wybrağ biağka CobN z M. tuberculosis oraz 

chelatazň magnezowŃ ChlH z Synechocystis sp. PCC 6803 (PDB: 4ZHJ). Podobnie jak CobN 

i ChlH, strukturň biağka HmuSPg moŨna podzieliĺ na szeŜĺ domen (IïVI). Warto podkreŜliĺ 

odmiennoŜĺ domeny IV, kt·ra u HmuSPg jest niemal dwukrotnie wiňksza niŨ w CobN i ChlH 

i tworzy wyraŦnŃ pňtlň wystajŃcŃ poza zasadniczy zarys struktury. 
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Rys. 16. Schematyczne przedstawienie organizacji operon·w zawierajŃcych gen hmuS i jego 

homologi. Geny kodujŃce biağka homologiczne do tych kodowanych w operonie hmu u P. 

gingivalis przedstawiono w kolorze fioletowym (hmuY), niebieskim (hmuR), ciemnozielonym 

(hmuS), jasnozielonym (hmuT), Ũ·ğtym (hmuU) oraz czerwonym (hmuV). Geny kodujŃce biağka 

niehomologiczne do biağek Hmu oznaczono kolorem czarnym. Geny homologiczne do tych 

z operonu hmu u P. gingivalis, lecz prawdopodobnie odpowiadajŃce za inne funkcje, oznaczono 

czarnymi ukoŜnymi kreskami (A). Geny cobN przedstawiono w kolorze bğňkitnym oraz 

r·Ũowym (B). 

W przeciwieŒstwie do CobN lub ChlH, biağko HmuSPg oraz jego homologi (np. 

HmuSBf) zawierajŃ na swoim N-koŒcu sekwencjň sygnağowŃ, a analizy bioinfiormatyczne 

wskazujŃ na wystňpowanie w ich sekwencjach motyw·w z hydrofobowymi resztami 

aminokwasowymi, mogŃcych odpowiadaĺ za kotwiczenie biağka w bğonie, zar·wno na jego N 

jaki i na C koŒcu (Rys. 17, Rys. 18 i Rys. 19). Sugeruje to, Ũe biağko HmuSPg zakotwiczone jest 

w bğonie (najprawdopodobniej wewnňtrznej) dziňki dw·m sekwencjom transbğonowym. 
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Podobne sekwencje sygnağowe nie wystňpujŃ w biağkach z rodziny CobN lub ChlH, co moŨe 

Ŝwiadczyĺ o ich odmiennej lokalizacji kom·rkowej. 

 

Rys. 17. Por·wnanie struktur trzeciorzňdowych wybranych chelataz lub enzym·w 

zaangaŨowanych w metabolizm hemu: HmuSPg z Porphyromonas gingivalis, HmuSBf 

z Bacteroides fragilis, HmuSPi z Prevotella intermedia, HmuSBt z Bacteroides 

thetaiotaomicron, CobNMtb z Mycobacterium tuberculosis i ChlH z Synechocystis sp. PCC 

6803. Modele wygenerowano z wykorzystaniem serwera Alphafold 3.0 

(https://alphafoldserver.com) oraz programu Chimera X 1.9 

(https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax). 
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Rys. 18. Struktury homolog·w HmuSPg z P. gingivalis (kolor zğoty), z Bacteroides fragilis 

(HmuSBf, kolor r·Ũowy) oraz P. intermedia (HmuSPi, kolor niebieski). NachodzŃce na siebie 

struktury wykazujŃ bardzo zbliŨonŃ organizacjň przestrzennŃ, z wyraŦnymi segmentami 

transbğonowymi i pňtlami zewnňtrznymi. Literami N oraz C oznaczono fragmenty koŒcowe 

biağek. Model wygenerowano z wykorzystaniem serwera Alphafold 3.0 

(https://alphafoldserver.com) oraz programu Chimera X 1.9 

(https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax).  

Dokonano r·wnieŨ analizy prawdopodobieŒstwa uğoŨenia przestrzennego 

poszczeg·lnych fragment·w sekwencji biağka HmuSPg (Rys. 20). Uzyskane wyniki wskazujŃ 

na obecnoŜĺ dw·ch fragment·w transbğonowych, pierwszego na N- koŒcu: od reszty lizyny 

(Lys5) do fenyloalaniny (Phe24), oraz drugiego na C- koŒcu: od reszty waliny (Val1440) do 

alaniny (Ala1462) (Rys. 20). Analizy wskazujŃ r·wnieŨ, Ũe zdecydowana wiňkszoŜĺ struktury 

biağka - od reszty argininy (Arg25) do proliny (Pro1439) - najprawdopodobniej znajduje siň na 

zewnŃtrz bğony wewnňtrznej i jest zlokalizowana w przestrzeni peryplazmatycznej. Symulacje 

sugerujŃ r·wnieŨ, Ũe bardzo kr·tkie fragmenty peptydu mogŃ byĺ zlokalizowane po 

cytoplazmatycznej stronie bğony wewnňtrznej. Fragmenty te znajdujŃ siň zar·wno na N- koŒcu, 

do reszty metioniny (Met1) do lizyny (Lys5), jak i na C-koŒcu (od lizyny (Lys1463) do reszty 

kwasu glutaminowego (Glu1469).  
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Rys. 19. Analiza N- oraz C-koŒcowych sekwencji biağka HmuSPg (zaznaczono na Ũ·ğto) oraz 

jego homolog·w. HmuSPg i biağka o najwyŨszej do niego homologii (np. HmuSBf) zawierajŃ na 

swoim N-koŒcu typowŃ sekwencjň sygnağowŃ - kr·tki odcinek z dodatnio nağadowanymi 

resztami aminokwasowymi.  
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Rys. 20. Wykres przedstawiajŃcy prawdopodobieŒstwo uğoŨenia przestrzennego fragment·w 

biağka HmuSPg. Topologiň fragment·w przewidywano za pomocŃ programu DeepTMHMM, 

opartego na gğňbokich sieciach neuronowych, kt·re analizujŃ sekwencjň pierwszorzňdowŃ 

biağka [https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHM].  

4.2. Analiza lokalizacji biağka HmuSPg w bakteriach P. gingivalis 

Aby potwierdziĺ lokalizacjň biağka HmuSPg w bakteriach P. gingivalis, oczyszczone 

warianty biağka His-MBP-HmuSPg_N oraz His-MBP-HmuSPg_C (Rys. 21) wykorzystano do 

uzyskania poliklonalnych przeciwciağ, a nastňpnie zastosowano technikň Western Blotting do 

identyfikacji biağka HmuSPg. Podczas analiz zastosowano zar·wno przeciwciağa anty-His-

MBP-HmuSPg_N, jak i His-MBP-HmuSPg_C. Jako dodatkowŃ kontrolň zastosowano 

r·wnolegğŃ analizň detekcji biağka IhtB (o masie 35 kDa), produkowanego przez P. gingivalis, 

z wykorzystaniem poliklonalnych przeciwciağ anty-IhtB. 

 

Rys. 21. Oczyszczone warianty His-MBP-HmuSPg rozdzielone w Ũelu poliakryloamidowym 

i wybarwione CBB. M: standard masy; N: His-MBP-HmuSPg_N; C: His-MBP-HmuSPg_C 
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Jako kontrolň pozytywnŃ zastosowano lizat bakterii E. coli, transformowanych 

plazmidem pMAL-c5x_His_HmuSPg i poddanych indukcji z zastosowaniem IPTG. Natomiast 

w celu detekcji niespecyficznych sygnağ·w zastosowano kontrolň negatywnŃ w postaci 

szczepu P. gingivalis pozbawionego genu hmuSPg. 

Pomimo zastosowania przeciwciağ skierowanych wobec oczyszczonych fragment·w 

biağka HmuSPg (zar·wno HmuSPg _N, jak i HmuSPg_C), nie udağo siň dokonaĺ detekcji 

badanego biağka (dane nieprzedstawione). Otrzymany brak czystego sygnağu w kontroli 

pozytywnej Ŝwiadczy o bardzo niskiej specyficznoŜci obu stosowanych przeciwciağ (anty His-

MBP-HmuSPg_N oraz anty- His-MBP-HmuSPg_C), natomiast brak sygnağu w pr·bce badanej 

moŨe wskazywaĺ na bardzo niskie poziomy biağka HmuSPg w bakteriach. W trakcie analiz 

dokonano r·wnieŨ pr·b zagňszczenia bakterii oraz ich poszczeg·lnych frakcji, jednak 

w dalszym stopniu nie udağo siň wykryĺ biağka His-MBP-HmuSPg w bakteriach P. gingivalis. 

Postanowiono zastosowaĺ inne podejŜcie i zamiast wykorzystywaĺ przeciwciağa 

skierowane wobec HmuSPg, skonstruowano zmutowane szczepy P. gingivalis: szczep kontrolny 

(WT+HmuSPg-HA) oraz szczep komplementowany (ȹhmuSPg+HmuSPg-HA). Oba zmutowane 

szczepy produkowağy zmodyfikowane biağko HmuSPg z wprowadzonym znacznikiem HA na 

C-koŒcu biağka. W celu detekcji sygnağu pochodzŃcego z biağka zastosowano kr·licze 

przeciwciağa skierowane przeciw znacznikowi HA, a jako dodatkowŃ kontrolň zastosowano 

r·wnolegğŃ analizň pr·bek skierowanŃ na biağko IhtB. Zastosowanie nowego podejŜcia r·wnieŨ 

nie skutkowağo otrzymaniem sygnağu w szczepach posiadajŃcych wprowadzony znacznik HA 

na C-koŒcu biağka (dane nieprzedstawione). Oznacza to, Ũe takŨe ten ukğad nie pozwoliğ na 

detekcjň sygnağu i okreŜlenie lokalizacji HmuSPg w bakterii. MoŨe to byĺ spowodowane bardzo 

niskim poziomem biağka HmuSPg w bakteriach P. gingivalis lub sğabŃ ekspozycjŃ 

analizowanych epitop·w. Aby okreŜliĺ prawdopodobnŃ lokalizacjň biağka, zdecydowano siň na 

zastosowanie alternatywnych ukğad·w i modeli badawczych.  

4.2.1. Analiza lokalizacji biağka HmuSPg w bakteriach E. coli  

W celu zbadania lokalizacji biağka HmuSPg wykorzystano model bakterii E. coli 

transformowany plazmidem pTriEx-4+HmuSPg-HA-His. PodejŜcie to pozwoliğo otrzymaĺ 

szczep produkujŃcy biağko HmuSPg ze znacznikiem 3ĬHA i 8ĬHis na C-koŒcu biağka. Na oba 

te znaczniki dostňpne sŃ komercyjne przeciwciağa, a znaczna nadprodukcja biağka HmuSPg 

w bakteriach E. coli wzglňdem P. gingivalis zwiňkszyğa szanse na detekcjň sygnağu 

pochodzŃcego z biağka. Z hodowli bakteryjnych E. coli uzyskano i zagňszczono frakcjň 

cytoplazmatycznŃ, peryplazmatycznŃ oraz frakcje zawierajŃce bğonň zewnňtrznŃ lub 
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wewnňtrznŃ, a nastňpnie poddano analizie na obecnoŜĺ w nich biağka HmuSPg-HA-His za 

pomocŃ techniki Western blotting (Rys. 22). W celu potwierdzenia specyficznoŜci przeciwciağ, 

podczas analiz zastosowano kontrolň w postaci frakcji oczyszczonych ze szczepu E. coli 

transformowanego pustym plazmidem pTriEx-4. Wykorzystanie przeciwciağ anty-HA 

pozwoliğo na wykazanie obecnoŜci biağka HmuSPg we frakcji bğony wewnňtrznej (Rys. 22).  

 

Rys. 22.  Analiza lokalizacji biağka HmuSPg w bakteriach E. coli. (M) standard masy; (L) lizat 

cağych bakterii; (P) frakcja peryplazmatyczna; (C) frakcja cytoplazmatyczna; (BZ) frakcja 

bğony zewnňtrznej; (BW) frakcja bğony wewnňtrznej. Po lewej stronie przedstawiono kontrolň 

w postaci membrany nitrocelulozowej po transferze p·ğsuchym, wybarwionej odczynnikiem 

Ponceau S. Po prawej przedstawiono membranň po inkubacji z przeciwciağami anty-HA 

i wizualizacji sygnağu z wykorzystaniem chemiluminescencji. Jako kontrolň specyficznoŜci 

przeciwciağ wykorzystano szczep E. coli transformowany pustym plazmidem pTriEx-4. 

Dokonano r·wnieŨ analizy topologii biağka HmuSPg w bakteriach E. coli 

z zastosowaniem techniki Dot blotting oraz przeciwciağ skierowanych przeciwko znacznikowi 

3ĬHA (Rys. 23). KontrolŃ byğ szczep E. coli transformowany pustym plazmidem pTriEx-4. 

Frakcje bakteryjne inkubowano z proteinazŃ K, enzymem degradujŃcym niespecyficznie 

peptydy wyeksponowane na kontakt z odczynnikiem. Nastňpnie pr·bki naniesiono na 

membranň nitrocelulozowŃ i przeprowadzono analizň Dot blotting z wykorzystaniem 

przeciwciağ anty-HA.  
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Rys. 23. Analiza topologii biağka HmuSPg z zastosowaniem trawienia proteinazŃ K. (A) 

Schematyczne przedstawienie procesu degradacji i wykrywania znacznika-HA za pomocŃ 

przeciwciağ anty-HA. (B) Dot blotting pokazujŃcy, Ũe C-koniec biağka jest zlokalizowany po 

cytoplazmatycznej stronie bğony wewnňtrznej: 1) kom·rki pozbawione bğony zewnňtrznej; 2) 

kom·rki pozbawione bğony zewnňtrznej po trawieniu proteinazŃ K; 3) kom·rki pozbawione 

bğony zewnňtrznej po lizie; 4) kom·rki pozbawione bğony zewnňtrznej po lizie i trawieniu 

proteinazŃ K. (C) Proponowany model lokalizacji i uğoŨenia przestrzennego biağka HmuSPg w 

P. gingivalis. 

Analiza topologii wykorzystujŃca znacznik HA wykazağa, Ũe C-koniec biağka nie jest 

wyeksponowany na dziağanie proteinazy K przed dokonaniem lizy kom·rki i uszkodzeniem 

frakcji bğony wewnňtrznej z zastosowaniem sonikacji. Pozwala to stwierdziĺ, iŨ jest on 

zlokalizowany po stronie cytoplazmatycznej i dopiero zaburzenie struktury bğony pozwala na 
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jego kontakt z proteinazŃ K i jego degradacjň (Rys. 23B). Na podstawie analizy wykrytych 

sygnağ·w, badania przybliŨonej topologii biağka HmuSPg i poğŃczenia wynik·w 

bioinformatycznych moŨliwe byğo zaproponowanie modelu lokalizacji i uğoŨenia 

przestrzennego biağka HmuSPg w kom·rce bakterii P. gingivalis (Rys. 23C).  

4.3. Nadprodukcja i oczyszczanie rekombinowanego biağka HmuSPg 

W celu charakterystyki biağka HmuSPg dokonano nadprodukcji i oczyszczenia jego 

wariant·w rekombinowanych w bakteriach E. coli. Aby poprawiĺ rozpuszczalnoŜĺ i stabilnoŜĺ 

biağka, sprawdzono kilka wersji rekombinowanego biağka, r·ŨniŃcych siň rodzajem oraz 

poğoŨeniem znacznik·w fuzyjnych. Ostatecznie wybrano wariant zawierajŃcy znacznik His-

MBP na N-koŒcu biağka. Pomimo optymalizacji proces oczyszczania prowadziğ do uzyskiwania 

niejednorodnych preparat·w, kt·re ğatwo ulegağy degradacji, a usuwanie znacznika wpğywağo 

na dalszŃ destabilizacjň biağka i powodowağo jego wytrŃcanie. Przeprowadzano r·wnieŨ 

nadprodukcjň i oczyszczanie biağka HmuSBf (BtuS2), pochodzŃcego z bakterii B. fragilis 

o stosunkowo wysokiej homologii wzglňdem HmuSPg wynoszŃcej ok. 47%. 

4.3.1. Oczyszczanie His-MBP-HmuSPg 

Biağka rekombinowane zostağy nadprodukowane w bakteriach E. coli i oczyszczone 

w postaci kompleksu fuzyjnego ze znacznikiem 8ĬHis-MBP na N-koŒcu biağka. Biağko His-

MBP-HmuSPg oczyszczano z lizatu bakteryjnego z wykorzystaniem chromatografii 

powinowactwa na zğoŨu TALON (Rys. 24). Homolog biağka HmuSBf produkowany przez B. 

fragilis oczyszczono w spos·b analogiczny do biağka HmuSPg z P. gingivalis. StňŨenie 

uzyskiwanych biağek wyznaczano za pomocŃ zmodyfikowanej metody Bradford (Roti).  

BezpoŜrednio po oczyszczeniu biağko His-MBP-HmuSPg oraz His-MBP-HmuSBf 

charakteryzujŃ siň wyraŦnym kolorem sğomkowym w przypadku biağka His-MBP-HmuSPg 

(Rys. 24C) oraz pomaraŒczowym w przypadku His-MBP-HmuSBf (Rys. 24D). Kolory te 

ulegajŃ wyraŦnej zmianie po zredukowaniu pr·bki z wykorzystaniem 10 mM ditionianu sodu. 

Analizy spektrofotometryczne preparat·w zaraz po oczyszczeniu sugerujŃ, Ũe biağka te mogŃ 

byĺ zwiŃzane z ligandem, najprawdopodobniej z porfirynŃ (Rys. 24E i 24F). 
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Rys. 24. Proces oczyszczania biağka His-MBP-HmuSPg (A) oraz His-MBP-HmuSBf (B). ścieŨki 

na Ũelu, kolejno od lewej: standard masy; hodowla bakteryjna po indukcji z zastosowaniem 

IPTG; osad bakteryjny pozostağy po lizie i zwirowaniu bakterii; frakcja rozpuszczalna powstağa 

wskutek lizy i zwirowania bakterii; frakcja niezwiŃzana do zğoŨa TALON; pr·bka po pğukaniu 

zğoŨa TALON buforem o wiňkszej silne jonowej; frakcja po elucji biağka ze zğoŨa 

z wykorzystaniem buforu z 200 mM imidazolem; preparat biağka po zagňszczeniu. Ukazanie 

koloru His-MBP-HmuSPg (C) oraz His-MBP-HmuSBf (D) bezpoŜrednio po oczyszczeniu oraz 

po redukcji ditionianem sodu. Przeanalizowano r·wnieŨ widma spektrofotometryczne 

preparat·w His-MBP-HmuSPg (E) oraz His-MBP-HmuSBf (F) zaraz po czyszczeniu oraz po 

zredukowaniu.  
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4.4. Analiza wiŃzania hemu przez biağko HmuSPg 

Aby biağko HmuSPg mogğo speğniaĺ domniemanŃ funkcjň dechelatazy, kluczowe jest, 

aby byğo ono zdolne do wiŃzania hemu. Z tego powodu przeprowadzono analizy wiŃzania hemu 

przez rekombinowane biağko HmusPg, a takŨe rekombinowane biağko HmuSBf, wykorzystujŃc 

metody spektrofotometryczne. Zastosowanie metod spektrofotometrycznych jest prostŃ 

i szybkŃ technikŃ pozwalajŃcŃ na analizň oddziağywaŒ pomiňdzy biağkami a porfirynami, 

poniewaŨ biağka wiŃŨŃce hem podczas wiŃzania porfiryn wykazujŃ charakterystyczny ksztağt 

widma absorpcji w zakresie dğugoŜci fali 350-700 nm (Rys. 25). Typowe widmo biağka ze 

zwiŃzanym hemem wykazuje maksimum absorpcji mierzone przy dğugoŜci fali w zakresie 400-

450 nm (tak zwane pasmo Soreta) oraz dodatkowe maksima przy dğugoŜciach fali ok 500-600 

nm (pasma Q).  

 

Rys. 25. Wykres przedstawiajŃcy typowe widmo absorpcyjne biağka wiŃŨŃcego hem 

w kompleksie z hemem. Na wykresie moŨna zidentyfikowaĺ maksimum absorpcji przy 

dğugoŜci fali pomiňdzy 400 a 450 nm (pasmo Soreta), a takŨe rozwiniňte maksima w pasmach 

Q. 

4.4.1. Analiza wiŃzania hemu przez biağko His-MBP-HmuSPg 

W celu analizy wiŃzania hemu przez His-MBP-HmuSPg, preparat biağka inkubowano 

z r·wnomolowym stňŨeniem hemu i rejestrowano widmo powstağego kompleksu biağko-hem 

(Rys. 26). Jako kontrolň zastosowano oczyszczone biağko His-MBP. W warunkach 

utleniajŃcych maksimum w paŜmie Soreta dla kompleksu biağko-hem zmierzono przy 409 nm 

(Rys. 26A), natomiast po redukcji pr·bki z zastosowaniem 10 mM ditionianu sodu maksimum 

absorpcji w paŜmie Soreta przesuwa siň w kierunku fal dğuŨszych do 427 nm (Rys. 26B).  
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Rys. 26. WiŃzanie hemu przez biağko His-MBP-HmuSPg. Biağko (o stňŨeniu 5 ÕM) mieszano 

z hemem w stosunku molowym 1:1, a widmo badano w warunkach utleniajŃcych (A) oraz 

redukujŃcych (B). Jako kontrolň wykorzystano oczyszczone biağko His-MBP oraz sam hem. 

Poprzez odjňcie od widm kompleksu biağko-hem widm samego hemu uzyskano widma 

r·Ũnicowe (C i D). Przedstawiono r·wnieŨ widmo uzyskane po inkubacji preparat·w z 4-

krontym nadmiarem hemu i usuniňciu nadmiaru hemu (E) oraz po redukcji pr·bki po usuniňciu 

nadmiaru hemu (F).  

Dodatkowo w warunkach redukujŃcych moŨna zaobserwowaĺ dwa wyraŦne maksima 

absorpcji w pasmach Q zmierzone przy 530 i 560 nm. Poprzez odjňcie od wartoŜci absorbancji 

kompleksu biağko-hem absorbancji samego hemu uzyskano widma r·Ũnicowe (Rys. 26C 

i 26D), kt·re podkreŜlajŃ maksima absorpcji charakterystyczne dla kompleksu biağka ze 

zwiŃzanym hemem.  Przeanalizowano r·wnieŨ widmo powstağe wskutek inkubacji biağka His-

MBP-HmuSPg z 4-krotnym nadmiarem hemu i usuniňciem niezwiŃzanego hemu (Rys. 26E 
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i 26F). Zaobserwowane w pr·bkach z His-MBP-HmuSPg i hemem przesuniňcia dğugoŜci fali 

maksim·w absorpcji w kierunku fal dğuŨszych potwierdzajŃ zdolnoŜĺ do wiŃzania hemu przez 

biağko His-MBP-HmuSPg w obu testowanych warunkach, przy czym przesuniňcia te sŃ bardziej 

uwidocznione w warunkach redukujŃcych, co moŨe wskazywaĺ, Ũe proces ten zachodzi 

preferencyjnie w tych wğaŜnie warunkach. Aby wykluczyĺ wpğyw znacznika His-MBP na 

zmianň struktury trzeciorzňdowej i tym samym zaburzenie oddziağywania biağka HmusPg 

z hemem, wykonano symulacjň interakcji wariantu biağka fuzyjnego His-MBP-HmuSPg 

z hemem (Rys. 27B). Modele struktury trzeciorzňdowej uwzglňdniajŃce dodany znacznik His-

MBP na N-koŒcu biağka sugerujŃ, Ũe nie wpğywa on na charakter wiŃzania czŃsteczki hemu 

przez biağko HmuSPg.  

 

Rys. 27. Struktura trzeciorzňdowa modelu HmuSPg wiŃŨŃcego hem w dw·ch potencjalnych 

miejscach aktywnych (A) oraz analiza interakcji hemu z wariantem biağka His-MBP-HmuSPg 

(B). Znacznik His-MBP (oznaczono kolorem jasnozielonym i czarnym) wyeksponowany jest 

poza strukturň biağka i nie powoduje zaburzenia koordynacji jonu Ũelaza pochodzŃcego z hemu 

z resztami biağka. Model wygenerowano z wykorzystaniem serwera Alphafold 3.0 

(https://alphafoldserver.com) oraz programu Chimera X 1.9 

(https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax).   

4.4.2. Analiza wiŃzania hemu przez His-MBP-HmuSBf 

Analizy oddziağywania oczyszczonego biağka His-MBP-HmuSBf z hemem wykazağy, Ũe 

biağko to jest zdolne do wiŃzania hemu zar·wno w warunkach utleniajŃcych, jak 

i redukujŃcych. WiŃzanie to jest bardzo podobne do tego obserwowanego przez biağko His-

MBP-HmuSPg. W warunkach utleniajŃcych (Rys. 28A) maksimum absorpcji dla kompleksu 

biağko-hem w pasmie Soreta byğo widoczne przy 409 nm , a po redukcji (Rys. 28B) maksimum 

przesunňğo siň do 426 nm. Ponadto, podobnie jak w przypadku HmuSPg, tak i w przypadku 

HmuSBf w warunkach redukujŃcych moŨna zaobserwowaĺ wyraŦne dwa maksima absorpcji 
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w pasmach Q, odpowiednio przy 529 i 560 nm. Widmo r·Ũnicowe w warunkach utleniajŃcych 

(Rys. 28C) ukazuje wyraŦniej zarysowane pasma Q w HmuSBf niŨ w przypadku biağka HmuSPg 

(Rys. 26C). WyraŦniejsze pasma Q widoczne sŃ r·wnieŨ po usuniňciu nadmiaru hemu, 

niezaleŨnie od warunk·w prowadzenia eksperymentu (Rys. 28E i 28F).  

 

Rys. 28.  WiŃzanie hemu przez His-MBP-HmuSBf. Biağko (o stňŨeniu 5 ÕM) mieszano z hemem 

w stosunku molowym 1:1, a widmo badano w warunkach utleniajŃcych (A) oraz redukujŃcych 

(B). Jako kontrolň wykorzystano oczyszczone His-MBP oraz sam hem. Poprzez odjňcie od 

widm kompleksu biağko-hem widm samego hemu uzyskano widma r·Ũnicowe (C i D). 

Przedstawiono r·wnieŨ widmo uzyskane po inkubacji preparat·w z 4-krontym nadmiarem 

hemu i odsoleniu (E) oraz po redukcji odsolonej pr·bki (F). 
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4.4.3. Reszty aminokwasowe zaangaŨowane w wiŃzanie hemu w biağku HmuSPg  

Analizy bioinformatyczne z wykorzystaniem serwera Alphafold 3.0 sugerujŃ, Ũe biağko 

HmuSPg moŨe wiŃzaĺ czŃsteczkň hemu w dw·ch potencjalnych miejscach, wykorzystujŃc 

w kaŨdym z domniemanych miejsc wiŃzania dwie reszty aminokwasowe do koordynacji 

centralnego atomu Ũelaza z czŃsteczki hemu (Rys. 29). Modelowanie struktury trzeciorzňdowej 

HmuSPg w kompleksie z ligandem wskazuje, Ũe pierwsze domniemane (i preferowane przez 

programy) potencjalne miejsce wiŃzania hemu angaŨuje reszty metioniny 75 (Met75) 

i histydyny 252 (His252), natomiast drugie prawdopodobne miejsce wiŃzania angaŨuje reszty 

histydyny 544 (His544) i histydyny 1217 (His1217). 

 

Rys. 29. Model struktury trzeciorzňdowej biağka HmuSPg w formie bez zwiŃzanego hemu oraz 

po zwiŃzaniu czŃsteczki hemu. CzŃsteczkň hemu przedstawiono w kolorze czerwonym. Model 

wygenerowano z wykorzystaniem serwera Alphafold 3.0 (https://alphafoldserver.com) oraz 

programu Chimera X 1.9 (https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax).   

Symulacje wskazujŃ na gğ·wnŃ rolň Met75 oraz His252 w procesie koordynacji 

i stabilizacji wiŃzania hemu przez HmuSPg. Zestawienia struktury biağka przed (apo) oraz po 

(holo) zwiŃzaniu hemu uwidaczniajŃ wyraŦnŃ zmianň w uğoŨeniu przestrzennym pňtli 

wystajŃcej poza gğ·wnŃ strukturň biağka po zwiŃzaniu hemu (Rys. 29). 
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Przeanalizowano r·wnieŨ model biağka HmuSBf ze zwiŃzanym hemem (Rys. 30). 

Uzyskane wyniki wskazujŃ na bardzo podobne do przypadku HmusPg oddziağywanie pomiňdzy 

czŃsteczkŃ hemu a potencjalnym miejscem wiŃzania angaŨujŃcym reszty Met78 oraz His253.  

 

Rys. 30. Model struktury trzeciorzňdowej biağek HmuSPg i HmuSBf. NağoŨenie struktur ukazuje 

wysokie podobieŒstwo w sposobie oddziağywania z hemem (kolor czerwony) obu biağek 

i udziağ w procesie koordynacji centralnego jonu Ũelaza konserwatywnie zachowanych reszt 

metioniny (Met75 dla HmuSPg oraz Met78 dla HmuSBf), a takŨe reszt histydyny (His252 dla 

HmuSPg i His253 dla HmuSBf). Model wygenerowano z wykorzystaniem serwera Alphafold 3.0 

(https://alphafoldserver.com) oraz programu Chimera X 1.9 

(https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax).   

  Symulacje z zastosowaniem serwera Alphafold 3.0 wskazujŃ r·wnieŨ na istnienie 

drugiego potencjalnego miejsca wiŃzania hemu przez HmuSPg (Rys. 27). Co ciekawe, nie 

uzyskano takich wynik·w dla HmuSBf. Drugie miejsce wiŃzania miağoby byĺ zlokalizowane 

pomiňdzy domenami III oraz V (Rys. 30A) i obejmowağoby dwie reszty histydyny - His544 

oraz His1217.  

4.4.3.1. Analiza udziağu reszt aminokwasowych w wiŃzaniu hemu w biağku 

HmuSPg 

W celu okreŜlenia reszt aminokwasowych biağka HmuSPg zaangaŨowanych w wiŃzanie 

hemu, w spos·b analogiczny do om·wionych wczeŜniej wariant·w His-MB-HmuSPg, 

oczyszczono i przebadano warianty biağka His-MBP-HmuSPg zawierajŃce pojedyncze oraz 

podw·jne podstawienia reszt aminokwasowych (mutacje punktowe) wytypowanych w trakcie 

analiz bioinformatycznych. Zar·wno wydajnoŜĺ, jak i czystoŜĺ preparat·w byğy na tym samym 

poziomie co dla natywnego wariantu His-MBP-HmuSPg. Warianty biağka His-MBP-HmuSPg 
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podzielono na dwie grupy, zgodnie z dwoma domniemanymi miejscami wiŃzania hemu przez 

biağko HmusPg. Grupa pierwsza obejmuje substytucje w obrňbie pierwszego potencjalnego 

miejsca wiŃzania hemu (Met75 i His252), a w jej skğad wchodzŃ warianty: Met75Ala, 

His252Ala oraz Met75Ala/His252Ala. Do drugiej grupy zaliczyĺ moŨna warianty biağka 

HmuSPg z substytucjami obejmujŃcymi drugie potencjalne miejsce wiŃzania hemu (His544 

i His1217), czyli biağka His544Ala, His1217Ala oraz His544Ala/His1217Ala.  

Wpğyw wymienionych mutacji punktowych na wiŃzanie hemu przez biağko HmuSPg 

w stosunku molowym 1:1 badano w warunkach utleniajŃcych oraz redukujŃcych poprzez 

pomiary widm absorpcji w zakresie 350ï700 nm (Rys. 31). Otrzymane widma absorpcji 

wskazujŃ, Ũe w warunkach utleniajŃcych we wszystkich wariantach zawierajŃcych mutacje 

punktowe doszğo do zmian ksztağtu widma preparatu inkubowanego z hemem w por·wnaniu 

z preparatem zawierajŃcym biağko natywne (Rys. 31A). Substytucja Met75Ala w warunkach 

utleniajŃcych przesuwa maksimum widma absorpcji w paŜmie Soreta z 409 nm 

obserwowanych w biağku natywnym na 402 nm, jednoczeŜnie prowadzŃc do utraty maksimum 

przy dğugoŜci fali r·wnej 538 nm (Rys. 31B). Zanik pasma Q zaobserwowano r·wnieŨ 

w wariancie His252Ala (Rys. 31C), w kt·rym maksimum absorpcji w pasmie Soreta zmierzono 

przy 390 nm. Widmo absorpcji wariantu Met75Ala/His252Ala (Rys. 32D) charakteryzuje siň 

z kolei maksimum zmierzonym przy dğugoŜci fali r·wnej 396 nm i wykazuje spğaszczony 

ksztağt, podobny do widma wariantu His252Ala. W przypadku wariantu His544Ala (Rys. 31E) 

dochodzi do zaniku maksimum obserwowanego przy dğugoŜci 538 nm, a maksimum dla pasma 

Soreta przesuwa siň na dğugoŜĺ fali wynoszŃcŃ 406 nm. Wariant His1217Ala (Rys.31F) r·Ũni 

siň od biağka natywnego wyğŃcznie zanikiem pasma Q przy 538 nm, a wariant 

His544Ala/His1217Ala (Rys. 31G) charakteryzuje siň zar·wno zanikiem pasma Q, jak 

i przesuniňciem w pasmie Soreta z 409 nm na 397 nm.  
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Rys. 31. Analizy wpğywu substytucji pojedynczych (B, C, E, F) lub podw·jnych (D, G) reszt 

aminokwasowych na wiŃzanie hemu przez biağko His-MBP-HmuSPg. Widma absorpcyjne 5 

ÕM biağka z 5 ÕM hemem mierzono w zakresie 350-700 nm. Widmo w przedziale 480-700 nm 

zostağo powiňkszone 3-krotnie w celu lepszej wizualizacji r·Ũnic. HmuSPg-biağko natywne.  
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Tabela 3. Zebrane wartoŜci dğugoŜci fali dla maksim·w absorpcji wariant·w biağka His-MBP-

HmuSPg. 

Wariant biağka Pasmo Soreta; 

warunki 

utleniajŃce 

Pasma Q; 

warunki 

utleniajŃce 

Pasmo 

Soreta; 

warunki 

redukujŃce 

Pasma Q; 

warunki 

redukujŃce 

Biağko natywne 409 538 428 528; 559 

Met75Ala 402 - 424 530; 559 

His252Ala 390 - 429 530; 559 

Met75Ala/His252Ala 396 - 429 530; 559 

His544Ala 406 - 427 530; 559 

His1217Ala 410 - 426 530; 559 

His544Ala/His1217Ala 397 - 427 529; 560 

 

Analiza ksztağtu widm absorpcji wariant·w zawierajŃcych mutacje punktowe wskazuje, 

Ũe w warunkach redukujŃcych nie dochodzi do zmiany charakteru wiŃzania hemu przez biağko 

HmuSPg, chociaŨ w wariancie Met75Ala moŨna zaobserwowaĺ delikatne przesuniňcie 

maksimum absorpcji z dğugoŜci fali 428 nm na 424 nm (Rys. 31B).  

W przypadku biağek wiŃŨŃcych hem, resztŃ odpowiedzialnŃ za oddziağywanie 

z atomem Ũelaza w warunkach utleniajŃcych jest na og·ğ histydyna, podczas gdy w warunkach 

redukujŃcych rolň tň preferencyjnie przejmuje metionina. Logicznym wydaje siň zatem 

zağoŨenie, Ũe zamiana metioniny na alaninň powoduje zmianň widma biağka HmusPg wiŃŨŃcego 

hem w warunkach redukujŃcych. Uzyskane rezultaty jednak tego nie potwierdzajŃ, a widoczna 

zmiana widma zachodzi w warunkach utleniajŃcych (Rys. 31B i 31D). Substytucja reszty 

His252 oraz reszt Met75 i His252 rzeczywiŜcie wskazuje na zmiany widma absorpcji, jednak 

tylko w warunkach utleniajŃcych, a efekt w mutancie podw·jnym wydaje siň mniejszy niŨ 

w mutancie pojedynczym His252Ala. ŧadna z pojedynczych mutacji w obrňbie drugiego 

potencjalnego miejsca wiŃzania hemu przez HmuSPg nie wpğynňğa znaczŃco na ksztağt widma 

absorpcji, niezaleŨnie od warunk·w analizy. MoŨliwe, Ũe przewidziane przez bioanalizy 

miejsca wiŃzania hemu sŃ r·wnowaŨne, co sprawia, Ũe usuniňcie tylko jednego z nich nie 

pozwala na zaobserwowanie wyraŦnych zmian w widmach absorpcji, poniewaŨ efekt ten jest 

niwelowany przez obecnoŜĺ drugiego miejsca wiŃŨŃcego hem. 
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PodsumowujŃc, uzyskane wyniki nie wykazağy wyraŦnych trend·w oraz wydajŃ siň byĺ 

niejednoznaczne, przez co ich interpretacja nie pozwoliğa klarownie okreŜliĺ konkretnych reszt 

aminokwasowych zaangaŨowanych w oddziağywanie biağka His-MBP-HmusPg z hemem.  

4.5. Analiza wiŃzania innych metaloporfiryn przez biağko HmuSPg  

Badanie wiŃzania PPIX przez HmuSPg (Rys. 32) wykonano analogicznie jak analizy 

wiŃzania hemu, z tŃ r·ŨnicŃ, Ũe nie dokonywano redukcji pr·bki ditionianem sodu z uwagi na 

brak jonu Ũelaza w centrum PPIX. Widma absorpcji ukazujŃce interakcjň His-MBP-HmuSPg 

z PPIX wyraŦnie wskazağy na wiŃzanie PPIX przez His-MBP-HmuSPg z maksimum absorpcji 

w paŜmie Soreta przy dğugoŜci fali wynoszŃcej 406 nm (Rys. 32A).  

 

Rys. 32. Analiza wiŃzania PPIX przez biağko His-MBP-HmuSPg w warunkach utleniajŃcych. 

Na wykresie przedstawiono widmo kompleksu biağko-PPIX w stosunku molowym 1:1, badane 

w warunkach utleniajŃcych (A), analizy preparatu po inkubacji i usuniňciu nadmiaru PPIX (B), 

a takŨe widmo r·Ũnicowe (C).  

Z racji na pochodzenie ewolucyjne biağka HmuSPg, postanowiono sprawdziĺ 

dodatkowo, czy biağko to zdolne jest wiŃzaĺ metaloporfiryny nieŨelazowe. Pozwoliğo to zbadaĺ 

specyficznoŜĺ potencjalnego centrum aktywnego biağka oraz okreŜliĺ jego ewolucyjne 

pokrewieŒstwo z innymi enzymami z rodziny chelataz/dechelataz.  W tym celu do preparatu 

zawierajŃcego 5 ÕM His-MBP-HmuSPg dodawano 5 ÕM protoporfirynň manganowŃ 
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(MnPPIX), cynkowŃ (ZnPPIX), kobaltowŃ (CoPPIX) lub galowŃ (GaPPIX). W przypadku 

metaloporfiryn, w kt·rych moŨliwa jest zmiana stopnia utlenienia centralnego jonu metalu 

wewnŃtrz pierŜcienia PPIX, przebadano zar·wno warunki utleniajŃce, jak i redukujŃce. 

Nastňpnie z wykorzystaniem technik spektrofotometrycznych dokonywano analiz uzyskanych 

widm absorpcji w zakresie 350-700 nm (Rys. 33).  

Rys. 33. Analiza wiŃzania przez His-MBP-HmuSPg MnPPIX (A i B); CoPPIX (C i D); ZnPPIX 

(E) oraz GaPPIX (F). W przypadku metaloporfiryn, w kt·rych moŨliwe byğo zastosowanie 

reduktora w celu zmiany stopnia utlenienia atomu metalu w centrum pierŜcienia porfirynowego 

(B i D), wykorzystano 10 mM ditionian sodu.  

W przypadku inkubacji His-MBP-HmuSPg z MnPPIX w warunkach redukujŃcych (Rys. 

33B) zaobserwowano przesuniňcie maksimum absorpcji w paŜmie Soreta z dğugoŜci fali 422 
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nm na 434 nm oraz pasm Q odpowiednio z 554 nm na 559 nm oraz z 587 nm na 594 nm. 

Podczas badaŒ oddziağywaŒ biağka z CoPPIX w warunkach utleniajŃcych (Rys. 33C) 

odnotowano przesuniňcie maksimum absorpcji w paŜmie Soreta z 416 nm na 426 nm oraz pasm 

Q odpowiednio z 533 nm na 538 nm i z 567 nm na 570 nm. Natomiast w warunkach 

redukujŃcych (Rys. 33D) maksima absorpcji zmieniğy siň kolejno z 395 nm i 559 nm na 403 

nm i 564 nm, wraz z pojawieniem siň dodatkowych maksim·w przy 422 nm i 535 nm. Analizy 

interakcji His-MBP-HmuSPg z ZnPPIX (Rys. 33E) wykazağy nieznaczne przesuniňcie w paŜmie 

Soreta z 410 nm na 422 nm oraz subtelne r·Ũnice w pasmach Q, gğ·wnie przesuniňcie 

maksimum absorpcji z 549 nm na 554 nm. W przypadku GaPPIX zaobserwowano przesuniňcie 

maksimum z 405 nm na 417 nm. Odnotowano r·wnieŨ przesuniňcie pasm Q w kierunku fal 

dğuŨszych o 6 nm.  

Analizy te sugerujŃ, Ũe biağko His-MBP-HmuSPg wykazuje zdolnoŜĺ do wiŃzania 

CoPPIX oraz MnPPIX, chociaŨ w przypadku MnPPIX ma to miejsce wyğŃcznie w sytuacji, gdy 

jon manganu wystňpuje w stopniu utlenienia II. WiŃzanie przez HmuSPg CoPPIX wydaje siň 

zachodziĺ w obu warunkach, jednak preferencyjne wydajŃ siň warunki redukujŃce, podobnie 

jak dla hemu. W przypadku ZnPPIX i GaPPIX r·wnieŨ moŨna dostrzec przesuniňcie 

maksimum pasma Soreta w kierunku fal dğuŨszych, jednak zmiana charakterystyki widm 

wydaje siň mniejsza niŨ w przypadku MnPPIX (po redukcji) i CoPPIX, co moŨe Ŝwiadczyĺ 

o niŨszym powinowactwie biağka HmuSPg do ZnPPIX i GaPPIX. 

4.6. Analiza potencjalnej aktywnoŜci enzymatycznej biağka HmuSPg i HmuSBf  

Zgodnie z zağoŨeniami i przewidywaniami biağka HmuSPg oraz HmuSBf powinny peğniĺ 

w bakteriach rolň dechelatazy, czyli enzymu zaangaŨowanego w ekstrakcjň jonu Ũelaza 

z czŃsteczki hemu i rozpoczynajŃcego proces metabolizowania hemu. Aby wykazaĺ aktywnoŜĺ 

enzymatycznŃ badanych biağek, zastosowano metody spektrofotometryczne do Ŝledzenia 

postňpu reakcji w czasie (Rys. 34). Podczas analiz okazağo siň, Ũe aby reakcja mogğa przebiec, 

niezbňdne jest dodanie do mieszaniny reakcyjnej oczyszczonej i zagňszczonej bğony 

wewnňtrznej (BW) bakterii P. gingivalis (Rys. 34C). Postňp reakcji monitorowano co 6 minut, 

a podczas eksperymentu jako kontrolň przebadano r·wnieŨ oczyszczone His-MBP (Rys. 34D) 

oraz oczyszczonŃ bğonň (Rys. 34E) i sam hem (Rys. 34F).  
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Rys. 34. Analiza aktywnoŜci enzymatycznej biağek HmuSPg i HmuSBf. Na wykresach 

przedstawiono krzywe reprezentujŃce widma biağka His-MBP-HmuSPg (A), His-MBP-HmuSBf 

(B), mierzone co 6 minut. Preparaty inkubowano z dodatkiem hemu, NADH oraz frakcji bğony 

wewnňtrznej (BW). Za pomocŃ strzağek zaznaczono zmiany w widmach postňpujŃce w czasie. 

Jako kontrolň wykorzystano preparat pozbawiony bğony wewnňtrznej (C), preparat zawierajŃcy 

bğonň wewnňtrznŃ oraz biağko His-MBP (D), preparat zawierajŃcy wyğŃcznie bğonň wewnňtrznŃ 

inkubowanŃ z hemem (E) oraz zawierajŃcy sam hem (F). Przedstawiono r·wnieŨ spadek 

poziomu kompleksu biağko-hem jako r·Ũnicň absorbancji przy 424 nm pomiňdzy czasem 

poczŃtkowym a kolejnymi punktami czasowymi (G). 
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Na podstawie zmiany ksztağtu widma absorpcji badanych pr·b, a w szczeg·lnoŜci 

spadku maksimum w paŜmie Soreta oraz w pasmach Q, wywnioskowaĺ moŨna ubytek w czasie 

hemu obecnego w roztworze (Rys. 34G). Otrzymane w trakcie reakcji enzymatycznej 

katalizowanej przez HmuSPg lub HmuSBf widma ulegajŃ zmianie, lecz nie przypominajŃ widm 

biağka His-MBP-HmuSPg lub His-MBP-HmuSBf wiŃŨŃcego PPIX, a co za tym idzie, na 

podstawie otrzymanych wynik·w nie moŨna stwierdziĺ jednoznacznie, Ũe jednym z produkt·w 

reakcji jest PPIX.  

Pr·by oznaczania w mieszaninie poreakcyjnej poziom·w wolnego Ũelaza (z 

wykorzystaniem technik bazujŃcych na ferrozynie) nie pozwoliğy na potwierdzanie zmian iloŜci 

wolnego Ũelaza w pr·bce, jednak obecnoŜĺ w mieszaninie reakcyjnej oczyszczonej frakcji 

bğony wewnňtrznej mogğa wpğynŃĺ na niepowodzenie oznaczeŒ wolnego Ũelaza poprzez 

utrudnianie oddziağywania Ũelaza obecnego w preparacie z ferrozynŃ. Pr·by rozdzielenia 

mieszaniny poreakcyjnej od bğony wewnňtrznej oraz biağka z zastosowaniem kolumienek 

zagňszczajŃcych nie przyniosğy skutku, podobnie jak analizy mieszanin poreakcyjnych 

z wykorzystaniem spektrometrii mas. Niemniej jednak istotna zmiana charakterystycznego 

ksztağtu widma absorpcji biağka His-MBP-HmuSPg lub His-MBP-HmuSBf wyraŦnie Ŝwiadczy 

o ubywaniu kompleksu biağko-hem w pr·bce w trakcie postňpu reakcji, co moŨna 

interpretowaĺ jako wykazanie aktywnoŜci enzymatycznej. 

 Przebadano r·wnieŨ, czy postňp reakcji enzymatycznej obserwowany jest jedynie 

w obecnoŜci NADH (Rys. 35).  

 

Rys. 35. Analiza zaleŨnoŜci od NADH reakcji enzymatycznej katalizowanej przez HmuSPg. Na 

wykresach przedstawiono krzywe reprezentujŃce widma biağka His-MBP-HmuSPg mierzone 

w r·wnym odstňpie czasu. Preparaty inkubowano w obecnoŜci (A) lub bez (B) NADH. Za 

pomocŃ strzağek zaznaczono zmiany w widmach postňpujŃce w czasie.  
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W warunkach pozbawionych NADH (Rys. 35B) nie zaobserwowano zmian 

charakterystycznych dla aktywnoŜci HmuSPg, co Ŝwiadczy o kluczowej roli proces·w redoks 

dla zajŜcia reakcji katalizowanej przez badane enzymy.  

4.7. Wpğyw warunk·w hodowli na ekspresjň genu hmuSPg  

WykorzystujŃc technikň RT-qPCR, przeanalizowano wpğyw warunk·w hodowli 

i dostňpnoŜci Ŧr·değ Ũelaza oraz hemu na poziom ekspresji genu hmuSPg w bakteriach P. 

gingivalis.  Analizň przeprowadzono w 6. i 24. godzinie hodowli bakterii P. gingivalis, 

prowadzonej w poŨywkach BM+Hm (poŨywka bogata w Ũelazo i hem) lub BM+DIP (poŨywka 

uboga w Ũelazo i hem ï bez dodatku hemu i po chelatacji Ũelaza). Wykazano, Ũe poziom 

ekspresji genu hmuSPg charakteryzuje siň znaczŃcym wzrostem podczas hodowli w warunkach 

ubogich w Ŧr·dğo Ũelaza i hemu, a r·Ũnica ta jest zauwaŨalnie wiňksza przy hodowli 

prowadzonej w tych warunkach przez 24 godziny wzglňdem hodowli 6-godzinnych. Przy RNA 

wyizolowanym z hodowli po 6 godzinach zmiana poziomu ekspresji genu hmuSPg pomiňdzy 

BM+DIP a BM+Hm wynosiğa 2,36 Ñ 0,5, natomiast po 24 godzinach juŨ 13,59 ° 3,81. Jest to 

wynik zgodny z wczeŜniejszymi obserwacjami dla pozostağych gen·w z operonu hmu 

i Ŝwiadczy o roli biağka HmuSPg w procesie przyswajania hemu w warunkach gğodowych dla 

bakterii [śmiga i wsp., 2024a].  

4.8. Charakterystyka fenotypu szczepu bakterii P. gingivalis pozbawionego 

funkcjonalnego genu hmuSPg  

W celu zbadania roli biağka HmuSPg wygenerowano szczep delecyjny, pozbawiony 

genu hmuSPg (szczep ȹhmuSPg), w kt·rym cağy gen hmuSPg zastŃpiono kasetŃ opornoŜci na 

tetracyklinň (Rys. 36A). Po transformacji szczepu dzikiego P. gingivalis W83 wybrano szeŜĺ 

klon·w, kt·re wyrosğy na podğoŨu zawierajŃcym antybiotyk selekcyjny (tetracyklinň) 

i wyizolowano z nich genomowy DNA oraz cağkowity RNA. W celu weryfikacji poprawnoŜci 

mutacji przeprowadzono analizy z wykorzystaniem techniki PCR (Rys. 36B) oraz 

sekwencjonowania DNA. Przebadano takŨe poprawnoŜĺ delecji genu hmuSPg oraz jej wpğyw 

na poziom ekspresji pozostağych gen·w z operonu hmu na poziomie mRNA z wykorzystaniem 

RT-qPCR (Rys. 36C). Po weryfikacji poprawnoŜci wprowadzonej mutacji dokonano szeregu 

analiz, majŃcych na celu zbadanie roli biağka HmuSPg oraz wpğywu jego usuniňcia na zmianň 

fenotypu szczepu ȹhmuSPg wzglňdem szczepu dzikiego P. gingivalis W83.   
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Rys. 36. Schemat przedstawiajŃcy konstrukcjň szczepu delecyjnego ȹhmuSPg. Gen kodujŃcy 

hmuSPg zostağ zastŃpiony kasetŃ opornoŜci na tetracyklinň (A). WyraŦne obniŨenie produkt·w 

reakcji PCR wzglňdem szczepu dzikiego w szeŜciu wybranych klonach po mutacji potwierdza 

poprawnoŜĺ wprowadzonej mutacji (B). Brak produktu w ŜcieŨce odpowiadajŃcej genowi 

hmuSPg   w szczepie ȹhmuSPg potwierdza zanik ekspresji tego genu w szczepie delecyjnym (C). 

4.8.1. Analiza wzrostu bakterii P. gingivalis  

Wpğyw delecji biağka HmuSPg na wzrost bakterii P. gingivalis sprawdzono poprzez 

hodowlň szczepu dzikiego oraz szczepu ȹhmuSPg w poŨywce pğynnej. Aby zbadaĺ znaczenie 

hmuSPg we wzroŜcie bakterii P. gingivalis w warunkach imitujŃcych stan jamy ustnej osoby 

z zapaleniem przyzňbia, bakterie hodowano w poŨywce z dodatkiem hemu (BM+Hm), 

natomiast do analiz wzrostu w warunkach imitujŃcych warunki panujŃce w jamie ustnej osoby 

zdrowej, stosowano poŨywkň BM+DIP (Rys. 37A). Badano r·wnieŨ wpğyw delecji genu 

hmuSPg na wzrost bakterii w poŨywce, gdzie jedynym Ŧr·dğem hemu i Ũelaza byğy 

hemoproteiny gospodarza: hemoglobina (BM+Hb) lub kompleks albuminy z hemem 

(BM+HSA-Hm) (Rys. 37A). Wzrost hodowli w czasie monitorowano za pomocŃ pomiar·w 

gňstoŜci optycznej hodowli przy 600 nm (OD600), na podstawie kt·rych sporzŃdzono krzywe 
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wzrostu. Sprawdzono r·wnieŨ, jak usuniňcie genu hmuSPg wpğywa na wzrost bakterii na 

podğoŨu stağym, ich pigmentacjň oraz aktywnoŜĺ hemolitycznŃ (Rys. 37B).  

Analizy wykazağy, Ũe szczep ȹhmuSPg w poŨywce bogatej w Ŧr·dğa Ũelaza i hemu 

charakteryzuje siň nieznacznie szybszym wzrostem w poczŃtkowej fazie wzrostu w stosunku 

do szczepu dzikiego, jednak na przestrzeni 24 godzin oba szczepy dorastajŃ do zbliŨonych 

wartoŜci OD600. W warunkach imitujŃcych stan jamy ustnej osoby zdrowej wzrost zar·wno 

szczepu dzikiego jak i ȹhmuSPg jest wyraŦnie wolniejszy niŨ w warunkach imitujŃcych stan 

jamy ustnej osoby z zapaleniem przyzňbia (Rys. 37A). Brak biağka HmuSPg wydaje siň nie 

wpğywaĺ znaczŃco na wzrost bakterii w warunkach z duŨŃ dostňpnoŜciŃ hemu i Ũelaza, jednak 

moŨe mieĺ nieznaczny wpğyw na wzrost P. gingivalis w Ŝrodowsku w nie ubogim (Rys. 37A). 

NaleŨy jednak zaznaczyĺ, Ũe te nieznaczne r·Ũnice nie byğy istotne statystycznie. 

Dokonano r·wnieŨ analizy wzrostu szczepu dzikiego oraz ȹhmuSPg w poŨywce 

pğynnej, gdzie jednym Ŧr·dğem hemu byğa hemoglobina lub hem zwiŃzany z albuminŃ, co 

pozwoliğo jeszcze bardziej odtworzyĺ naturalne Ŝrodowisko, w kt·rym rozwijajŃ siň bakterie P. 

gingivalis (Rys. 39A). W przypadku zar·wno wzrostu w poŨywce z hemoglobinŃ, jak 

i albuminŃ z hemem, szczep ȹhmuSPg wykazywağ nieznacznie szybszy wzrost, finalnie jednak 

dorastajŃc do zbliŨonych wartoŜci gňstoŜci optycznej jak szczep dziki. 

Na podğoŨu stağym (w obecnoŜci krwi) oba analizowane szczepy wykazujŃ podobne 

tempo wzrostu, a przy dğuŨej prowadzonej hodowli (od okoğo trzeciego dnia) tworzŃ kolonie 

o identycznym ciemnym zabarwieniu i regularnym ksztağcie. Nie zauwaŨono r·wnieŨ zmian 

w aktywnoŜci hemolitycznej pomiňdzy badanymi szczepami (Rys. 37B).  
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Rys. 37. Analiza wzrostu szczepu dzikiego i szczepu ȹhmuSPg w poŨywkach pğynnych (A). Hm 

hem; DIP ï 2,2-dipirydyl; Hb ï hemoglobina; HSA-Hm ï albumina z krwi ludzkiej 

w kompleksie z hemem. Zaprezentowano na wykresie gňstoŜĺ optycznŃ, kt·rŃ uzyskağy 

bakterie po 24 godzinach wzrostu w warunkach imitujŃcych stan jamy ustnej osoby 

z zapaleniem przyzňbia oraz w jamie ustnej osoby zdrowej (B). Zdjňcie bakterii po 7 oraz 12 

dniach wzrostu na pğytce krwawej. 

Ze wzglňdu na wykazane oddziağywanie biağka HmuSPg z porfirynami nieŨelazowymi 

zdecydowano siň r·wnieŨ przeanalizowaĺ zachowanie szczepu dzikiego P. gingivalis oraz 

szczepu ȹhmuSPg w pğynnych poŨywkach suplementowanych dodatkiem nieŨelazowych 

metaloporfiryn (Rys. 38). Oba szczepy poddano wstňpnemu gğodzeniu poprzez hodowlň przez 

24 godziny w poŨywce BM+DIP, a nastňpnie przeniesiono je do poŨywki BM+DIP 

z dodatkiem odpowiednich porfiryn nieŨelazowych.  Jako kontrole zastosowano r·wnieŨ 

poŨywki z hemem (BM+Fe(III)PPIX/BM+Hm) oraz z 2,2-dipirydylem (BM+DIP).  
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Rys. 38. Analiza wzrostu szczepu dzikiego (A) oraz mutanta ȹhmuSPg (B) w poŨywkach 

pğynnych suplementowanych metaloporfirynami oraz DIP. Krzywe wzrostu szczepu dzikiego 

oraz szczepu ȹhmuSPg przedstawiajŃ r·Ũnice we wzroŜcie szczep·w w analizowanych 

warunkach po 12 (C) oraz 24 godzinach (D).   

Uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe szczep ȹhmuSPg w poczŃtkowej fazie wzrostu 

stacjonarnego (24 godziny) wykazuje tendencjň do znaczŃco wolniejszego wzrostu 

w obecnoŜci CoPPIX (Rys. 38D). Przy suplementacji innymi porfirynami nieŨelazowymi nie 

odnotowano znaczŃcych r·Ũnic we wzroŜcie analizowanych szczep·w. Ponownie r·wnieŨ 

wykazano, Ũe w poŨywce z Fe(III)PPIX (BM+Hm) mutant ȹhmuSPg roŜnie nieco szybciej niŨ 

szczep dziki. Na podstawie powyŨszych rezultat·w trudno jednak jednoznacznie oceniĺ, czy 

biağko HmuSPg bierze udziağ w detoksykacji lub metabolizmie nieŨelazowych metaloporfiryn 

oraz czy umoŨliwia ich wykorzystanie jako alternatywnego Ŧr·dğa pierŜcienia porfirynowego. 

Wyniki nie dostarczyğy klarownych informacji o specyficznoŜci HmuSPg wobec 

poszczeg·lnych metaloporfiryn nieŨelazowych, co nie pozwoliğo na jednoznacznŃ interpretacjň 

znaczenia HmusPg dla przeŨycia bakterii w warunkach ograniczenia Ũelaza. 

4.8.2. Wpğyw HmuSPg na ekspresjň gen·w zaangaŨowanych w metabolizm hemu 

Nastňpnym krokiem w analizach wpğywu delecji genu hmuSPg na bakterie P. gingivalis 

byğa globalna analiza zmian ekspresji gen·w z zastosowaniem techniki RNA-Seq (Rys. 39). 

W tym celu uzyskano RNA (kt·re nastňpnie posğuŨyğo jako matryca do uzyskania cDNA 

w reakcji odwrotnej transkrypcji) ze szczepu dzikiego P. gingivalis oraz szczepu ȹhmuSPg, 

90:10793



ΦΝ 
 

hodowanych przez 24 godziny w poŨywce BM+Hm. Ostatecznie wyselekcjonowano 80 gen·w, 

spoŜr·d kt·rych w 34 przypadkach wykryto wzrost poziomu ekspresji w szczepie ȹhmuSPg, 

podczas gdy w pozostağych 46 genach analizy RNA-Seq wskazano na obniŨenie poziomu 

ekspresji wynikajŃcej z usuniňcia genu hmuSPg. Geny te podzielono nastňpnie na 13 grup 

zgodnie z funkcjŃ kodowanych przez nie biağek. Przeanalizowano wpğyw delecji genu hmuSPg 

na wzrost lub spadek ekspresji poszczeg·lnych gen·w w obrňbie kaŨdej grupy (Rys. 39A).   

ZauwaŨyĺ moŨna, Ũe szczep pozbawiony funkcjonalnego genu hmuSPg charakteryzuje 

siň wyraŦnŃ zmianŃ poziom·w ekspresji gen·w odpowiedzialnych za kodowanie biağek 

uczestniczŃcych w transporcie, a dokğadniej ekspresja 12 gen·w ulegğa zmniejszeniu 

a ekspresja 8 gen·w wzrosğa (Rys. 39A). Warty odnotowania jest r·wnieŨ wyraŦny wzrost 

w mutancie ȹhmuSPg poziom·w ekspresji gen·w odpowiedzialnych za syntezň biağek oraz 

spadek ekspresji gen·w zaangaŨowanych w metabolizm energetyczny, metabolizm kwas·w 

tğuszczowych oraz metabolizm fosfolipid·w (Rys. 39A). 

Kolejnym etapem badaŒ byğo przeprowadzenie por·wnania wynik·w otrzymanych 

z zastosowaniem techniki RNA-Seq z wynikami uzyskanymi przeze mnie z wykorzystaniem 

analiz RT-qPCR (Rys. 39B). ZwaŨywszy na domniemanŃ funkcjň biağka HmuSPg, skupiono siň 

na badaniach zmian ekspresji gen·w uczestniczŃcych w transporcie oraz homeostazie hemu 

i Ũelaza. Przeanalizowano r·wnieŨ geny potencjalnie zaangaŨowane w systemy usuwania 

i transportu (ang. efflux systems) tych skğadnik·w, poniewaŨ wyniki uzyskane za pomocŃ 

techniki RNA-Seq wskazağy na istotne zmiany poziom·w ekspresji gen·w z tej grupy. 

Rezultaty uzyskane za pomocŃ obu technik byğy zgodne, co dodatkowo wzmocniğo ich 

wiarygodnoŜĺ.  
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Rys. 39.  Por·wnanie wpğywu delecji genu hmuSPg na globalnŃ ekspresjň gen·w P. gingivalis 

z wykorzystaniem techniki RNA-Seq (A). Geny, kt·rych poziom istotnie siň zmienia, 

podzielono na 13 grup zgodnie z ich funkcjŃ. Poziomy zmian ekspresji wybranych gen·w 

potwierdzono metodŃ RT-qPCR (B). 

Przeprowadzono dokğadniejsze analizy zmian poziom·w ekspresji gen·w 

zaangaŨowanych w metabolizm hemu i Ũelaza oraz wybranych system·w usuwania i transportu 

tych skğadnik·w z kom·rki bakteryjnej, stosujŃc technikň RT-qPCR. Do analiz wykorzystano 

cDNA uzyskany ze szczepu dzikiego P. gingivalis oraz szczepu ȹhmuSPg hodowanych przez 

24 godziny w poŨywkach BM+Hm lub BM+DIP (Rys. 40). 

 

Rys. 40. Por·wnanie wpğywu delecji genu hmuSPg na zmianň ekspresji wybranych gen·w P. 

gingivalis z wykorzystaniem techniki RT-qPCR. Por·wnano wpğyw delecji genu hmuSPg 

w bakteriach hodowanych w poŨywce z hemem (Hm) oraz w poŨywce z chelaotrem Ũelaza 

(DIP).  

Analizy RT-qPCR wykazağy istotne r·Ũnice w poziomach ekspresji niemal wszystkich 

badanych gen·w pomiňdzy szczepem dzikim a ȹhmuSPg hodowanymi w poŨywce z dostňpem 
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do Ŧr·değ Ũelaza i hemu (Rys. 40). Brak funkcjonalnego genu hmuSPg wpğywa znaczŃco na 

obniŨenie poziomu ekspresji gen·w z innych system·w zaangaŨowanych w przyswajanie 

hemu i Ũelaza przez P. gingivalis, takich jak Hus czy Iht. W tym samym czasie ekspresja gen·w 

z operonu hmu znacznie wzrasta. R·wnieŨ geny zaangaŨowane w metabolizm i homeostazň 

hemu oraz Ũelaza, takie jak gen kodujŃcy ferrochelatazň HemH (ostatnie biağko szlaku 

biosyntezy hemu) czy biağko PgDps (biağko wiŃŨŃce hem i Ũelazo, stabilizujŃce homeostazň 

hemu i chroniŃce DNA P. gingivalis przed stresem oksydacyjnym) wykazujŃ w przypadku 

szczepu ȹhmuSPg mocny spadek poziom·w ekspresji podczas hodowli w BM+Hm, co 

wskazuje na rolň hmuSPg r·wnieŨ w tych procesach. Warto podkreŜliĺ r·wnieŨ istotny spadek 

w poziomie ekspresji gen·w fimA i fimB, odpowiedzialnych za formowanie fimbrii 

bakteryjnych ï waŨnego czynnika wirulencji bakterii P. gingivalis, a takŨe genu kgp, istotnego 

przy przyswajaniu hemu oraz odkğadaniu pigmentu na powierzchni bakterii. Uzyskane wyniki 

ŜwiadczŃ, Ũe gğodzenie bakterii poprzez odebranie im Ŧr·değ Ũelaza i hemu niweluje w pewnym 

stopniu wpğyw delecji genu hmuSPg na zmiany poziom·w ekspresji wiňkszoŜci gen·w, poza 

genami prawdopodobnie zaangaŨowanymi w systemy transportu i usuwania skğadnik·w, 

kt·rych ekspresja podczas gğodzenia bakterii wzrasta w szczepie ȹhmuSPg.   

4.8.3. Wpğyw inaktywacji HmuS na produkcjň biağek zaangaŨowanych 

w pobieranie i metabolizm hemu 

Z wykorzystaniem techniki Western blotting przeanalizowano wpğyw braku biağka 

HmuSPg na iloŜĺ wybranych biağek zaangaŨowanych w przyswajanie i metabolizm hemu 

w bakteriach P. gingivalis (Rys. 41 i Rys. 42).  Przebadano wpğyw usuniňcia hmuSPg na poziom 

produkcji biağka HmuY, niezwykle istotnego dla przyswajania hemu z wykorzystaniem 

systemu Hmu oraz wirulencji P. gingivalis, a takŨe biağka IhtB, peğniŃcego prawdopodobnie 

rolň zewnŃtrzkom·rkowej chelatazy/dechelatazy i wchodzŃcego w skğad systemu Iht (Rys. 41).  
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Rys. 41.  Analiza wpğywu usuniňcia genu hmuSPg na zmianň iloŜci produkowanych przez P. 

gingivalis biağek HmuY (A, B) oraz IhtB (C, D) w warunkach BM+Hm (A, C) oraz BM+DIP 

(B, D). Wyniki przedstawiono w formie wykres·w sğupkowych, gdzie ŜredniŃ wartoŜĺ 

odpowiadajŃcŃ szczepowi dzikiemu przedstawiono jako wartoŜĺ referencyjnŃ o wartoŜci 1, do 

kt·rej odniesiono relatywnŃ r·Ũnicň w szczepie ȹhmuSPg.  

Warto odnotowaĺ, Ũe nie zaobserwowano korelacji pomiňdzy zmianami ekspresji genu 

ihtB a poziomem odpowiadajŃcego mu biağka w szczepie ȹhmuSPg. W por·wnaniu ze 

szczepem dzikim, szczep ȹhmuSPg charakteryzuje siň spadkiem o okoğo 30% produkowanego 

biağka IhtB, jednak jest to obserwowane tylko podczas hodowli bakterii w warunkach bogatych 

w Ŧr·dğo hemu i Ũelaza (Rys. 41C). NiezaleŨnie od warunk·w prowadzenia hodowli, nie 

wykryto znaczŃcego wpğywu usuniňcia genu hmuSPg na zmiany iloŜci produkowanego przez 

bakteriň biağka HmuY (Rys. 41A i 41B).  

94:50199



ΦΡ 
 

  

Rys. 42. Analiza wpğywu usuniňcia genu hmuSPg na zmianň iloŜci produkowanych biağek 

HmuY (A, B) oraz IhtB (C, D) w warunkach BM+Hm (A, C) oraz BM+DIP (B, D) 

przeanalizowano metodŃ Western blot z uŨyciem odpowiednich przeciwciağ. Wyniki 

przedstawiono w formie wykres·w sğupkowych, gdzie ŜredniŃ wartoŜĺ odpowiadajŃcŃ 

szczepowi dzikiemu przedstawiono jako wartoŜĺ referencyjnŃ o wartoŜci 1, do kt·rej 

odniesiono relatywnŃ r·Ũnicň w szczepie ȹhmuSPg. CzarnŃ strzağkŃ oznaczono pro-RgpB. 

Przeanalizowano r·wnieŨ wpğyw braku biağka HmuSPg na iloŜĺ produkowanych 

gingipain i wykazano, Ũe poziom wytwarzanej przez P. gingivalis gingipainy Kgp nie zmienia 

siň na skutek usuniňcia genu hmuSPg, niezaleŨnie od warunk·w hodowli (Rys. 42A i 42B). 

W przypadku gingipainy RgpB, podczas hodowli bakterii w poŨywce z dostňpem do Ŧr·dğa 

hemu i Ũelaza, dochodzi do nieznacznego zmniejszenia (o ok. 20 %) produkcji biağka 

w szczepie ȹhmuSPg w por·wnaniu ze szczepem dzikim (Rys. 42C).  
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4.8.4. AktywnoŜĺ gingipain arginino-specyficznych (Rgp) oraz gingipainy lizyno-

specyficznej (Kgp) wobec substrat·w syntetycznych  

AktywnoŜĺ gingipain jest istotnym czynnikiem wirulencji bakterii P. gingivalis. Dlatego 

teŨ, zbadano, czy aktywnoŜĺ gingipain ulega zmianie na skutek usuniňcia genu hmuSPg (Rys. 

43). W tym celu cağkowitŃ hodowlň bakteryjnŃ szczepu dzikiego P. gingivalis oraz szczepu 

ȹhmuSPg hodowanych w poŨywkach BM+Hm oraz BM+DIP przeanalizowano 

z wykorzystaniem odpowiednich substrat·w syntetycznych. 

 
Rys. 43. AktywnoŜĺ proteolityczna gingipain wykazywana przez szczep dziki oraz szczep 

ȹhmuSPg. AktywnoŜĺ enzymatycznŃ przedstawiono jako wzrost absorpcji produktu mierzonej 

przy dğugoŜci fali 405 nm (mOD) w ciŃgu jednej minuty przez 1 Õl hodowli bakteryjnej 

o OD600=1,0 [mOD/min/Õl]. Hm - poŨywka bogata w Ũelazo i hem; DIP - poŨywka uboga 

w Ũelazo i hem; Kgp - gingipainy lizyno-specyficzne; Rgp - gingipainy arginino-specyficzne. 

Uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe delecja genu hmuSPg znaczŃco obniŨa aktywnoŜĺ Kgp, 

zar·wno w warunkach bogatych w Ŧr·dğa hemu i Ũelaza, jak i w warunkach ich pozbawionych 

(Rys. 43A). Z drugiej strony aktywnoŜĺ Rgp istotnie wzrasta w hodowli z dostňpem do Ŧr·değ 

Ũelaza i hemu, utrzymujŃc siň na podobnie niskim poziomie w warunkach gğodzenia bakterii 

(Rys. 43B). Wykryte zmiany aktywnoŜci gingipainy Kgp w szczepie ȹhmuSPg nie korelujŃ 

z obserwowanŃ zmianŃ poziomu ekspresji genu kgp (Rys. 40) ani z poziomem produkowanego 

przez bakterie biağka (Rys. 42), niezaleŨnie od warunk·w prowadzenia hodowli. W przypadku 

wzrostu aktywnoŜci gingipain RgpA i RgpB wyniki pokrywajŃ siň ze zmianami poziom·w 

ekspresji genu rgpB podczas hodowli P. gingivalis w obu analizowanych warunkach, jednak 

nie sŃ sp·jne z analizami poziom·w produkowanych biağek, w kt·rych odnotowano 

zmniejszenie iloŜci biağka RgpB w szczepie ȹhmuSPg hodowanym w poŨywce BM+Hm 

wzglňdem szczepu dzikiego (Rys. 42C i 42D). 
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4.8.5. Analiza zdolnoŜci formowania biofilmu przez bakterie P. gingivalis na 

powierzchni abiotycznej  

ZdolnoŜĺ do formowania biofilmu jest istotnym czynnikiem wirulencji bakterii P. 

gingivalis, a prawidğowy proces jego formowania jest niezbňdny dla rozwoju bakterii, miňdzy 

innymi ze wzglňdu na ochronň przed ukğadem immunologicznym gospodarza oraz 

synergistyczne oddziağywania miňdzygatunkowe. Formowanie biofilmu ma wiňc kluczowe 

znaczenie w rozwoju chor·b przyzňbia [Bao i wsp., 2014]. 

W celu okreŜlenia wpğywu biağka HmuSPg na ten aspekt, przeprowadzono analizň 

por·wnawczŃ szczepu dzikiego i szczepu ȹhmuSPg badajŃcŃ wpğyw delecji genu hmuSPg na 

formowanie biofilmu przez bakterie na powierzchni abiotycznej w warunkach ubogich 

i bogatych w Ŧr·dğa Ũelaza i hemu (Rys. 44).  

 

Rys. 44. ZdolnoŜĺ do formowania biofilmu na powierzchni abiotycznej szczepu dzikiego P. 

gingivalis oraz szczepu ȹhmuSPg. średniŃ wartoŜĺ odpowiadajŃcŃ szczepowi dzikiemu 

przedstawiono jako wartoŜĺ referencyjnŃ o wartoŜci 100%, do kt·rej odniesiono relatywnŃ 

r·Ũnicň w szczepie ȹhmuSPg. Hm - poŨywka bogata w Ŧr·dğo Ũelaza i hemu; DIP - poŨywka 

uboga w Ũelazo i hem.Ш 

Uzyskane wyniki ŜwiadczŃ, Ũe brak biağka HmuSPg znaczŃco obniŨa zdolnoŜĺ P. 

gingivalis do tworzenia biofilmu podczas hodowli w warunkach peğnego dostňpu do hemu 

i Ũelaza wzglňdem szczepu dzikiego. W warunkach z ograniczonym dostňpem do Ũelaza i hemu 

widoczna jest tendencja spadkowa, jednak r·Ũnica nie jest istotna statystycznie. Wskazuje to 

na rolň biağka HmuSPg w wirulencji bakterii P. gingivalis. Wyniki te korelujŃ z wynikami badaŒ 

wpğywu delecji genu hmuSPg na zmianň ekspresji gen·w P. gingivalis, w kt·rych wykryto 

znaczŃcy spadek poziomu ekspresji gen·w fimA oraz fimB, odpowiedzialnych za wytwarzanie 

fimbrii bakteryjnych (Rys. 39 i Rys. 40).   
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4.8.6. Wpğyw delecji genu hmuSPg na homeostazň Ũelaza i hemu 

Por·wnano r·wnieŨ zdolnoŜĺ do wiŃzania hemu przez powierzchniň kom·rek szczepu 

dzikiego i mutanta ȹhmuSPg. (Rys. 45A). Uzyskane rezultaty wskazujŃ, Ũe brak biağka HmuSPg 

nie wpğywa znaczŃco na iloŜĺ hemu wiŃzanŃ przez powierzchniň bakterii, niezaleŨnie od 

warunk·w hodowli bakterii. Przeanalizowano takŨe iloŜĺ wolnego Ũelaza zgromadzonego 

wewnŃtrz kom·rek bakteryjnych w szczepie dzikim oraz szczepie ȹhmuSPg (Rys. 45B), gdzie 

r·wnieŨ nie wykazano istotnych zmian pomiňdzy badanymi szczepami.  

 

Rys. 45. Analiza wpğywu biağka HmuSPg na iloŜĺ zwiŃzanego hemu przez powierzchnie bakterii 

(A) oraz iloŜĺ wolnego Ũelaza wewnŃtrz kom·rek bakteryjnych (B). Hm - poŨywka bogata 

w Ũelazo i hem; DIP - poŨywka uboga w Ũelazo i hem. Na wykresie przedstawiono masň hemu 

zwiŃzanego przez 109 kom·rek bakteryjnych w trakcie godzinnej inkubacji [Õg/109 bakterii].  

  Analizň wpğywu delecji genu hmuSPg na homeostazň hemu i Ũelaza przeprowadzono 

r·wnieŨ poprzez oznaczenie zawartoŜci hemu i PPIX w bakteriach P. gingivalis, a takŨe 

poprzez pomiar zawartoŜci cağkowitego Ũelaza (wolne Ũelazo i Ũelazo hemowe) w kom·rkach 

bakteryjnych po hodowli w warunkach bogatych w Ŧr·dğo hemu i Ũelaza przez 6 i 24 godziny 

(Rys. 46). 

98:99615



ΦΦ 
 

 

Rys. 46. Analiza wpğywu delecji genu hmuSPg na homeostazň Ũelaza w P. gingivalis. ZawartoŜĺ 

cağkowitego Ũelaza w kom·rkach bakteryjnych po 6 oraz 24 godzinach hodowli przedstawiono 

jako fmol Ũelaza na mg suchej masy bakterii.  

 

Rys. 47. Analizy zawartoŜci hemu (A) i PPIX (B) w P. gingivalis. ZawartoŜĺ hemu lub PPIX 

w kom·rkach bakteryjnych po 6 oraz 24 godzinach hodowli przedstawiono jako pmol 

odpowiedniej porfiryny na mg suchej masy bakterii. 

  Podobnie jak w przypadku pomiar·w zawartoŜci wolnego Ũelaza w bakteriach (Rys. 

45B), tak i w przypadku Ũelaza cağkowitego nie udağo siň wykazaĺ istotnego wpğywu delecji 

genu hmuSPg na zmianň iloŜci Ũelaza w kom·rce bakteryjnej (Rys. 46).  MoŨe to Ŝwiadczyĺ, 

o obecnoŜci mechanizm·w kompensacyjnych, kt·rych dziağanie mogğoby niwelowaĺ wpğyw 

delecji genu hmuSPg na homeostazň Ũelaza. 

  Uzyskane wyniki wskazujŃ natomiast na znaczne obniŨenie zawartoŜci PPIX 

w mutancie ȹhmuSPg wzglňdem szczepu dzikiego, szczeg·lnie istotne po 6 godzinach hodowli 
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(Rys. 47B). Tak znaczna r·Ũnica w iloŜci wykrytego PPIX Ŝwiadczy o istotnym wpğywie biağka 

HmuSPg na homeostazň hemu w bakterii i wspiera hipotezň o domniemanej funkcji 

dechelatazy. W obu badanych szczepach wykryto por·wnywalne iloŜci hemu (Rys. 47A), przy 

czym zaobserwowano nieznacznŃ tendencjň do wyŨszej jego zawartoŜci w szczepie ȹhmuSPg.  

4.9. Analiza pigmentu tworzonego przez bakterie P. gingivalis  

JednŃ z charakterystycznych cech P. gingivalis jest ciemny kolor kolonii bakteryjnych, 

zawdziňczany odkğadanemu przez bakterie na powierzchni kom·rki czarnemu pigmentowi. 

ZwaŨywszy na domniemanŃ funkcjň biağka HmuSPg oraz wyniki dotyczŃce zmian 

w aktywnoŜci gingipain, postanowiono zbadaĺ wpğyw biağka HmuSPg na pigment odkğadany na 

powierzchni P. gingivalis. W tym celu dokonano szeregu analiz jakoŜciowych i p·ğiloŜciowych 

pigmentu.  

4.9.1. Analiza wyekstrahowanego pigmentu z zastosowaniem chromatografii 

cienkowarstwowej (TLC) oraz fluorescencji 

 Pierwszy etap analiz wyekstrahowanego pigmentu polegağ na pr·bie rozdzielenia 

porfiryn wchodzŃcych w skğad pigmentu odkğadanego na powierzchni kom·rki przez P. 

gingivalis, wykorzystujŃc r·Ũnice w ich polarnoŜci. W tym celu zastosowano technikň 

chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Sprawdzono, czy za pomocŃ techniki TLC moŨna 

rozdzieliĺ i rozr·Ũniĺ najpowszechniej spotykane w bakteriach i innych organizmach Ũywych 

porfiryny takie jak MnPPIX, ZnPPIX, FePPIX oraz PPIX (Rys. 48). Zastosowanie pğytek 

z odwr·conŃ fazŃ, w poğŃczeniu z wysokŃ niepolarnoŜciŃ tetrachlorometanu, sprzyjağo 

efektywnej migracji porfiryn i ograniczağo ich niespecyficznŃ adsorpcjň. Ostatecznie uzyskano 

ukğad dajŃcy wyraŦnie zdefiniowane prŃŨki odpowiadajŃce poszczeg·lnym porfirynom. Po 

rozwiniňciu ukğadu i wysuszeniu pğytki zaobserwowano mocne pasma (Rys. 48A), 

odpowiadajŃce konkretnym standardom porfiryn, widoczne r·wnieŨ w badanym pigmencie 

bakteryjnym. Na podstawie uzyskanych wynik·w, oznaczono wsp·ğczynniki retencji (Rf) 

badanych zwiŃzk·w, kt·re umieszczono w tabeli 4.  

Tabela 4. Wsp·ğczynniki retencji (Rf) porfiryn rozpuszczonych w metanolu, rozwijanych 

z zastosowaniem fazy mobilnej w postaci tetrachlorometanu oraz pğytek Silica gel 60 RP-18 

F s. WT, szczep dziki. 

Pr·bka FePPIX ZnPPIX MnPPIX PPIX WT ȹhmuSPg 

Rf 0,86 0,96 0,88 0,92 0,85 0,85 
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Pğytkň wyeksponowano nastňpnie na Ŝwiatğo ultrafioletowe (UV) o dğugoŜci fali 365 

nm (Rys. 48B) oraz Ŝwiatğo podczerwone (IR) o dğugoŜci fali 835 nm (Rys. 48C), co pozwoliğo 

na wskazanie r·Ũnic we wğaŜciwoŜciach badanych porfiryn.  

 
Rys. 48. Analizy rozdziağu standardowych profiryn oraz porfiryn z pigmentu 

wyekstrahowanego ze szczepu dzikiego P. gingivalis (WT) oraz szczepu ȹhmuSPg 

z zastosowaniem chromatografii cienkowarstwowej. Na zdjňciach przedstawiono pğytki po 

rozdziale, wyeksponowane na (A) Ŝwiatğo widzialne, (B) Ŝwiatğo ultrafioletowe (365 nm) oraz 

(C) Ŝwiatğo podczerwone (835 nm).  

Ekspozycja pğytki na Ŝwiatğo UV oraz IR pozwoliğa wykryĺ dodatkowe pasma, 

niewidoczne w Ŝwietle widzialnym. Sygnağ ten byğ wyraŦnie mocniejszy w pigmencie 

pochodzŃcym ze szczepu dzikiego niŨ w pigmencie uzyskanym ze szczepu pozbawionego genu 

hmuSPg, i to zar·wno przy wystawieniu pğytki na Ŝwiatğo UV, jak i IR. Podobny, mocny sygnağ 

wykryto tylko w standardach porfiryn: ZnPPIX oraz PPIX.  

Nastňpnie dokonano bezpoŜredniej ekspozycji bakterii P. gingivalis, jak r·wnieŨ 

wykastrowanego z nich pigmentu oraz standard·w porfiryn na Ŝwiatğo UV (Rys. 49) 

z uwzglňdnieniem dodatkowo standardu porfiryny kobaltowej (CoPPIX). 
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Rys. 49. Por·wnanie charakterystyki pigmentu obecnego na powierzchni bakterii, pigmentu 

wyekstrahowanego z bakterii oraz standard·w porfiryn po ekspozycji na Ŝwiatğo widzialne oraz 

Ŝwiatğo o dğugoŜci 365 nm. Przy dğugoŜci fali 365 nm moŨna zaobserwowaĺ intensywne 

czerwone zabarwienie pigmentu pochodzŃcego ze szczepu dzikiego, podczas gdy pigment ze 

szczepu ȹhmuSPg charakteryzuje siň subtelnŃ zielonŃ fluorescencjŃ. CzerwonŃ poŜwiatň 

obserwuje siň r·wnieŨ dla standard·w PPIX oraz ZnPPIX. 

Por·wnanie obserwacji wyekstrahowanych pigment·w do badanych standard·w 

porfiryn wskazağo, Ũe w obu badanych szczepach gğ·wnŃ skğadowŃ jest FePPIX. 

Zaobserwowaĺ moŨna r·wnieŨ duŨe podobieŒstwa pigmentu ze szczepu dzikiego do PPIX oraz 

ZnPPIX, czego nie moŨna powiedzieĺ o pigmencie wyekstrahowanym ze szczepu ȹhmuSPg. 

MoŨe to wskazywaĺ na r·Ũnicň w skğadzie obu analizowanych pigment·w, wywoğanŃ 

usuniňciem genu hmuSPg. 

W celu dalszej charakterystyki pigmentu szczepu dzikiego oraz szczepu ȹhmuSPg 

wykonano analizy pomiar·w intensywnoŜci fluorescencji wyekstrahowanego pigmentu (Rys. 

50C) z wykorzystaniem urzŃdzenia GlowMax (Promega). Zbadano emisjň w zakresie fal 

o dğugoŜci od 580 nm do 640 nm (przy wzbudzeniu pr·bek przy 405 nm). Por·wnano przy tym 

dwie metody ekstrakcji pigmentu z bakterii z zastosowaniem buforu Tris oraz metanolu (Rys. 

50). Zaobserwowano, Ũe niezaleŨnie od zastosowanego rozpuszczalnika pigment wyizolowany 

ze szczepu dzikiego po ekspozycji na Ŝwiatğo UV (Rys. 50A i 50B) charakteryzuje siň czerwonŃ 

fluorescencjŃ w przeciwieŒstwie do zielonej poŜwiaty pigmentu z ȹhmuSPg, jednak przy 

ekstrakcji z zastosowaniem metanolu efekt ten jest blisko 5-krotnie silniejszy. 
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Rys. 50. Analiza pigmentu wyekstrahowanego ze szczepu dzikiego oraz szczepu ȹhmuSPg, przy 

uŨyciu buforu Tris lub metanolu. Pigment wykazywağ charakterystycznŃ fluorescencjň: 

czerwonŃ dla szczepu dzikiego i zielonŃ dla szczepu ȹhmuSPg (A, B). Analiza intensywnoŜci 

fluorescencji ujawniğa, Ũe ekstrakty przygotowane w buforze Tris (C) generujŃ okoğo 

piňciokrotnie sğabszy sygnağ emisji w zakresie 580ï640 nm niŨ ekstrakty uzyskane 

z zastosowaniem metanolu (D), przy wzbudzeniu Ŝwiatğem o dğugoŜci fali 405 nm. 

Nastňpnie dokonano iloŜciowego pomiaru pigmentu oraz standard·w porfiryn 

rozpuszczonych w metanolu (Rys. 51). 
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Rys. 51. Analiza intensywnoŜci fluorescencji pigment·w wyizolowanych ze szczepu dzikiego 

oraz ȹhmuSPg oraz standard·w porfiryn. Pomiar·w dokonano dla emisji w zakresie 580ï640 

nm przy wzbudzeniu Ŝwiatğem o dğugoŜci fali 405 nm. Szczep dziki (kolor niebieski) 

charakteryzuje siň pigmentem o wyraŦnie wyŨszej intensywnoŜci fluorescencji niŨ szczep 

ȹhmuSPg (kolor czerwony). 

Stwierdzono, Ũe sygnağ fluorescencji dla FePPIX, MnPPIX oraz CoPPIX jest zbliŨony 

do poziomu tğa, zmierzonego dla czystego metanolu, podobnie jak sygnağ pr·bki pigmentu 

wyekstrahowanego ze szczepu ȹhmuSPg. W przypadku ZnPPIX oraz PPIX wykryto natomiast 

silny sygnağ, podobny do pomiar·w dokonanych w pigmencie pochodzŃcym ze szczepu 

dzikiego. To kolejny wynik, wskazujŃcy na wystňpowanie w pigmencie wyizolowanym ze 

szczepu dzikiego cech wsp·lnych ze standardami PPIX oraz ZnPPIX, kt·rych nie obserwuje 

siň w pigmencie ze szczepu ȹhmuSPg (Rys. 49, Rys. 49, Rys. 50, Rys. 51).  

4.9.2. Analiza spektrofotometryczna wyekstrahowanego pigmentu 

Wyekstrahowany pigment z badanych szczep·w oraz przygotowane standardy porfiryn 

poddano r·wnieŨ analizie spektrofotometrycznej, badajŃc widma absorpcji preparat·w 

w zakresie fal o dğugoŜci 350-700 nm (Rys. 52). Dla standardu FePPIX zaobserwowano 

pojedyncze maksimum absorpcji w paŜmie Soreta przy dğugoŜci fali wynoszŃcej 399 nm oraz 

dwa mniej wyraŦne maksima przy 487 nm oraz 599 nm, podczas gdy PPIX wykazuje 

maksimum absorpcji w paŜmie Soreta przy 402 nm oraz aŨ 5 maksim·w w paŜmie Q (503, 537, 

573, 627 i 668 nm). W przypadku ZnPPIX wykryto maksimum absorpcji przy 415 nm oraz dwa 

kolejne maksima przy 546 nm i 583 nm, natomiast w przypadku MnPPIX moŨna wyr·Ũniĺ dwa 

gğ·wne maksima absorpcji, wystňpujŃce przy 370 nm i 464 nm oraz dwa mniejsze maksima 

przy 549 nm i 585 nm.  
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Rys. 52. Analizy spektrofotometryczne wyekstrahowanego pigmentu. Widma mierzono 

w zakresie fal 350-700 nm. Poza pigmentem wyekstrahowanym ze szczepu dzikiego oraz 

pigmentem ze szczepu ȹhmuSPg, przeanalizowano r·wnieŨ standardy porfiryn.  

Podczas analizy pigmentu pochodzŃcego ze szczepu dzikiego wykryto dwa maksima 

absorpcji w paŜmie Soreta, odpowiednio przy 399 nm oraz 413 nm, podobne do FePPIX oraz 

ZnPPIX, podczas gdy pigment wyizolowany z ȹhmuSPg charakteryzuje siň tylko jednym 

maksimum absorpcji przy 398 nm, odpowiadajŃcym wykrytemu w standardzie FePPIX. 

R·Ũnice sŃ r·wnieŨ widoczne przy pasmach Q, gdzie w pigmencie ze szczepu ȹhmuSPg 

wykryto jedno maksimum absorpcji przy 586 nm, w przeciwieŒstwie do pigmentu ze szczepu 

dzikiego, w kt·rym zaobserwowano trzy maksima przy 500, 541 oraz 583 nm.  

Na podstawie uzyskanych obserwacji moŨna przypuszczaĺ, Ũe w obu pigmentach 

wystňpuje gğ·wnie FePPIX. Ponadto moŨna dostrzec obecnoŜĺ maksim·w w pasmie 
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Q typowych dla ZnPPIX, co potwierdza jej obecnoŜĺ w pigmencie wyekstrahowanym ze 

szczepu dzikiego. 

4.9.3. Analiza wyekstrahowanego pigmentu z wykorzystaniem spektroskopii 

mas  

Wyekstrahowany pigment ze szczepu dzikiego oraz z ȹhmuSPg zostağ r·wnieŨ 

przeanalizowany przez doktora Michağa Tracza z Pracowni Spektrometrii Mas na Wydziale 

Biotechnologii Uniwersytetu Wrocğawskiego z zastosowaniem spektrometrii mas sprzňŨonej 

z chromatografiŃ cieczowŃ, w kt·rej zastosowano detekcjň opartŃ na czasie przelotu (time of 

flight) oraz jonizacjň typu rozpylania (ang. electrospray) w trybie dodatnim (LC-MS TOF 

ESI+). WykorzystujŃc roztwory porfiryn o znanych stňŨeniach (FePPIX, ZnPPIX, MnPPIX, 

CoPPIX oraz PPIX), przygotowano krzywe standardowe, kt·re umoŨliwiğy oznaczenie 

iloŜciowe porfiryn wchodzŃcych w skğad pigmentu, kt·re przedstawiono w formie zawartoŜci 

danej porfiryny w pmol na mg bakterii (Rys. 53). W obu przebadanych pigmentach 

potwierdzono obecnoŜĺ FePPIX, ZnPPIX, MnPPIX, CoPPIX oraz PPIX, jednak w pr·bkach ze 

szczepu ȹhmuSPg wykryte poziomy ZnPPIX, MnPPIX oraz PPIX byğy znacznie niŨsze niŨ 

w pr·bce pochodzŃcej ze szczepu dzikiego. Uzyskane wyniki zebrano i przedstawiono 

w formie procentowego udziağu poszczeg·lnych zidentyfikowanych porfin wzglňdem sumy 

wykrytych profiryn (Tabela 5).  

Tabela 5. Procentowy udziağ wykrytych porfiryn w wyekstrahowanym pigmencie z obu 

analizowanych szczep·w P. gingivalis. Wyniki kaŨdej z wymienionych porfiryn odnoszono do 

sumy wykrytych w badaniu cağkowitych porfiryn (100). WT - szczep dziki. 

Szczep FePPIX ZnPPIX MnPPIX CoPPIX PPIX 

WT 75,63 7,79 2,03 7,22 7,32 

ȹhmuSPg 94,88 0,11 0,06 4,89 0,06 

 

 Otrzymane wyniki sŃ sp·jne z analizami poziomu fluorescencji badanych pigment·w 

(Rys. 51), a takŨe z ich charakterystykŃ przy ekspozycji na Ŝwiatğo o dğugoŜci 365 nm lub 835 

nm (Rys. 48 i Rys. 49). 
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Rys. 53. Analizy wyekstrahowanego pigmentu z wykorzystaniem spektroskopii mas. Zar·wno 

w pr·bce pigmentu ze szczepu dzikiego (WT) jak i ze szczepu ȹhmuSPg wykryto FePPIX (A), 

ZnPPIX (B), MnPPIX (C), CoPPIX (D) oraz PPIX (E). W pr·bkach ze szczepu ȹhmuSPg 

wykryte poziomy ZnPPIX, MnPPIX oraz PPIX byğy istotnie mniejsze niŨ w pr·bce 

pochodzŃcej ze szczepu dzikiego. StňŨenie zidentyfikowanych porfiryn przedstawiono w pmol 

na mg bakterii. 

Przedstawione w tej czňŜci pracy analiza wpğywu delecji genu hmuSPg na wğaŜciwoŜci 

i charakterystykň pigmentu bakteryjnego wykazağa, Ũe brak HmuSPg wpğywa na znacznie 

niŨszy poziom nieŨelazowych porfiryn w pigmencie wytwarzanym przez P. gingivalis, 

w szczeg·lnoŜci na poziom MnPPIX, ZnPPIX oraz PPIX (Rys. 55). Wyniki te, w poğŃczeniu 
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z analizami wskazujŃcymi na znaczŃce zmniejszenie zawartoŜci PPIX w kom·rkach 

bakteryjnych szczepu æhmuSPg (Rys. 47B), sugerujŃ, Ũe szczep ten m·gğ utraciĺ zdolnoŜĺ 

uwalniania Ũelaza z hemu i produkcji PPIX, co wspiera teoriň o roli biağka HmuSPg jako 

dechelatazy. 
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5. Dyskusja 

Bakterie Porphyromonas gingivalis peğniŃ kluczowŃ rolň w procesie rozwoju chor·b 

przyzňbia, a takŨe mogŃ przyczyniaĺ siň do rozwoju schorzeŒ og·lnoustrojowych, takich jak 

cukrzyca, choroba Alzheimera czy reumatoidalne zapalenie staw·w [Chistiakov i wsp., 2016; 

Dominy i wsp., 2019; Wegner i wsp., 2010]. Niezbňdny dla ich wzrostu i rozwoju w organizmie 

czğowieka jest hem, bňdŃcy jednoczeŜnie dla nich Ŧr·dğem Ũelaza. O ile mechanizm 

przyswajania hemu przez P. gingivalis zostağ juŨ czňŜciowo opisany [Olczak i wsp., 2008; 

śmiga i Olczak, 2025], to proces przyswajania Ũelaza i metabolizmu hemu wewnŃtrz bakterii 

pozostaje niejasny. UwzglňdniajŃc fakt, Ũe P. gingivalis nie wytwarza siderofor·w - 

klasycznych zwiŃzk·w wykorzystywanych przez bakterie do wychwytywania Ũelaza ze 

Ŝrodowiska zewnňtrznego [Olczak i wsp., 2005], wydaje siň, Ũe istotnym elementem 

metabolizmu hemu przez P. gingivalis jest proces ekstrakcji jonu Ũelaza z czŃsteczki hemu. 

Sekwencjonowanie genomu P. gingivalis pokazağo, Ũe bakterie te nie produkujŃ klasycznych 

oksygenaz hemowych [Nelson i wsp., 2003], a uwalnianie Ũelaza z hemu przypisuje siň 

potencjalnym odwrotnym ferrochelatazom [Olczak i wsp. 2005]. Biağkiem podejrzewanym 

o takŃ funkcjň jest HmuSPg. Pomimo potencjalnie kluczowego znaczenia dla metabolizmu 

hemu, biağko to do tej pory nie zostağo scharakteryzowane, a jego aktywnoŜĺ enzymatyczna nie 

zostağa potwierdzona. W niniejszej pracy podjňto pr·bň zbadania funkcji biağka HmuSPg 

i wykazania jego roli w procesach zwiŃzanych z metabolizmem hemu, a takŨe wykazania jego 

wpğywu na wirulencjň bakterii P. gingivalis.  

Pierwszym etapem pogğňbienia wiedzy o biağku HmuSPg byğo przeprowadzenie analiz 

in silico. Pozwoliğo to na sprawdzenie jego podobieŒstwa do innych biağek, a takŨe na poznanie 

wystňpujŃcych w jego rodzinie konserwatywnych motyw·w. Analizy sekwencji 

aminokwasowej wskazujŃ na istotnŃ odlegğoŜĺ filogenetycznŃ biağka HmusPg od klasycznych 

biağek z rodziny CobN, a nawet sugerujŃ, Ũe biağka z rodziny HmuS mogŃ tworzyĺ odrňbnŃ 

grupň w tej nadrodzinie chelataz. Ponadto, geny kodujŃce biağka z rodziny HmuS wystňpujŃ 

w operonach/klastrach przypominajŃcych ukğad operonu hmu, podczas gdy operony 

zawierajŃce klasyczne chelatazy CobN nie posiadajŃ gen·w homologicznych do pozostağych 

element·w systemu Hmu. MoŨe to Ŝwiadczyĺ o wsp·lnym pochodzeniu ewolucyjnym biağek 

HmuS i o ich p·Ŧniejszej specjalizacji w peğnieniu r·Ũnych funkcji wzglňdem klasycznych 

chelataz CobN. Dodatkowo potwierdza to wystňpujŃcy w HmuSPg motyw peptydu 

sygnağowego, kt·rego nie wykryto w biağkach z rodziny chelataz CobN.  Jest to sp·jny wynik 

z analizami struktury trzeciorzňdowej biağka, w kt·rej wykazano obecnoŜĺ zlokalizowanych na 

N- oraz C-koŒcu biağka fragment·w transbğonowych, kt·re sŃ odpowiedzialne za kotwiczenie 
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biağka w bğonie wewnňtrznej, a kt·rych nie odnotowano w rodzinie biağek CobN, co moŨe 

Ŝwiadczyĺ o ich odrňbnej lokalizacji kom·rkowej [Zhang i wsp., 2021]. Modelowanie struktury 

przestrzennej biağka HmuSPg, analiza jego lokalizacji oraz topologii wskazağy ponadto, Ũe 

zdecydowana wiňkszoŜĺ struktury biağka skierowana jest na zewnŃtrz bğony wewnňtrznej do 

przestrzeni peryplazmatycznej. SŃ to wyniki zgodne z sugerowanŃ w niniejszej pracy rolŃ 

biağka HmuSPg, kt·re wğaŜnie w przestrzeni peryplazmatycznej przez swojŃ potencjalnŃ 

aktywnoŜĺ enzymatycznŃ moŨe rozpoczynaĺ proces metabolizmu hemu. Aby doŜwiadczalnie 

potwierdziĺ lokalizacjň biağka HmuSPg, postanowiono przeprowadziĺ analizy z zastosowaniem 

techniki Western blotting. W trakcie analizy lokalizacji kom·rkowej biağka HmuSPg w P. 

gingivalis z wykorzystaniem przeciwciağ skierowanych przeciwko temu biağku nie udağo siň 

dokonaĺ detekcji sygnağu pochodzŃcego z biağka. R·wnieŨ dodanie do biağka znacznika HA 

i zastosowanie przeciwciağ anty-HA nie pozwoliğo na wykrycie tego biağka. 

Najprawdopodobniej wynika to z bardzo niskiego poziomu produkcji biağka w bakteriach, 

chociaŨ poziomy ekspresji gen·w wchodzŃcych w skğad operonu hmu znaczŃco wzrastajŃ 

w Ŝrodowisku z ograniczonym dostňpem do hemu i Ũelaza [Lewis i wsp., 2006; Olczak i wsp., 

2008], co r·wnieŨ pokazano w tej pracy. 

Podczas realizacji pracy zdecydowano siň wiňc alternatywnie zbadaĺ lokalizacjň biağka 

HmuSPg w bakteriach E. coli, kt·re transformowano plazmidem pTriEx-4 zawierajŃcym gen 

hmuSPg z dodanymi znacznikami HA oraz His. Model oparty na E. coli, czyli dobrze poznany 

ukğad umoŨliwiajŃcy ğatwŃ nadprodukcjň rekombinowanego biağka, wybrano, poniewaŨ oba 

gatunki sŃ bakteriami Gram-ujemnymi, co pozwala wykorzystaĺ podobne mechanizmy 

zwiŃzane z transportem i lokalizacjŃ biağek bğonowych. Ponadto, wczeŜniej juŨ wykazano 

[Olczak i wsp., 2008], Ũe inne biağka P. gingivalis, jak np. HmuY i HmuR, wykazujŃ 

w kom·rkach E. coli prawidğowŃ lokalizacjň. PodejŜcie to pozwoliğo na wykrycie 

(z zastosowaniem przeciwciağ anty-HA) specyficznego sygnağu, a w rezultacie na 

potwierdzenie obecnoŜci biağka HmuSPg we frakcji bğony wewnňtrznej, co byğo zgodne 

z hipotezŃ zawartŃ w pracy. PodsumowujŃc, zar·wno wyniki in silico, jak i analizy 

z zastosowaniem techniki Western blotting wspartej danymi literaturowymi pozwoliğy na 

okreŜlenie lokalizacji biağka HmuSPg w bğonie wewnňtrznej, z wiňkszoŜciŃ jego struktury 

skierowanŃ do przestrzeni peryplazmatycznej.  

Zgodnie z hipotezŃ zawartŃ w niniejszej pracy biağko HmuSPg moŨe peğniĺ w P. 

gingivalis funkcjň odwrotnej ferrochelatazy (dechelatazy) i w celu realizacji jego domniemanej 

funkcji kluczowe jest, aby byğo ono zdolne do wiŃzania hemu. W trakcie badania oddziağywaŒ 

oczyszczonego wariantu biağka His-MBP-HmuSPg z hemem wykazano, Ũe biağko to wiŃŨe hem 

110:35621



ΝΝΝ 
 

zar·wno w warunkach utleniajŃcych, jak i (preferencyjnie) w warunkach redukujŃcych. 

Uzyskane wyniki byğy bardzo podobne r·wnieŨ w przypadku oczyszczonego biağka His-MBP-

HmuSBf, wykazujŃcego wysokŃ homologiŃ do biağka HmuSPg, co dodatkowo potwierdza 

zdolnoŜci HmuSPg do interakcji z hemem.  

UwzglňdniajŃc wsp·lne pochodzenie ewolucyjne biağka HmuSPg oraz chelataz CobN, 

za sensowne uznano zbadanie oddziağywaŒ biağka HmuSPg z PPIX. Analizy 

spektrofotometryczne potwierdziğy wiŃzanie PPIX przez HmuSPg, co pozwoliğo wskazaĺ, Ũe 

biağko to moŨe rozpoznawaĺ strukturň pierŜcienia porfirynowego niezaleŨnie od obecnoŜci 

w nim atomu Ũelaza, a takŨe wskazywaĺ na zaangaŨowanie tego biağka w mechanizm 

metabolizmu hemu w bakteriach P. gingivalis.  Dziňki temu moŨna byğo okreŜliĺ specyficznoŜĺ 

centrum wiŃŨŃcego hemu w HmuSPg oraz jego potencjalne wğaŜciwoŜci reliktowe, pochodzŃce 

od enzym·w chelatujŃcych wchodzŃcych w skğad rodziny CobN. Ponadto zdolnoŜĺ HmuSPg do 

wiŃzania PPIX moŨe wskazywaĺ na zaangaŨowanie biağka w proces recyklingu porfiryn 

w bakteriach P. gingivalis. 

Skoro udağo siň dowieŜĺ, Ũe biağko HmuSPg zdolne jest do oddziağywania z porfirynami, 

to kolejnym interesujŃcym aspektem stağ siň dokğadny mechanizm tego oddziağywania, 

a przede wszystkim wykazanie, kt·re reszty aminokwasowe zaangaŨowane sŃ w wiŃzanie 

hemu, w tym w koordynacjň Ũelaza hemowego. Symulacje wiŃzania hemu przez biağko 

HmuSPg (przeprowadzone z wykorzystaniem serwer·w Alphafold 3.0) pozwoliğy na 

wytypowanie reszt aminokwasowych potencjalnie zaangaŨowanych w wiŃzanie hemu przez 

HmuSPg. Otrzymane modele wskazağy na obecnoŜĺ dw·ch domniemanych miejsc wiŃzania 

hemu, pierwsze obejmujŃce reszty aminokwasowe Met75 oraz His252 oraz drugie skğadajŃce 

siň z dw·ch reszt aminokwasowych His544 i His1217. HmuSPg wiŃŨe hem, 

najprawdopodobniej w stosunku molowym 1:1, co wskazuje raczej na jedno miejsce wiŃzania 

hemu, prawdopodobnie przez reszty Met75 i His252, wykazujŃce podobieŒstwo do reszt 

aminokwasowych wskazanych jako zaangaŨowane w koordynacjň Ũelaza czŃsteczki hemu 

w HmuSBt z Bacteroidetes thetaiotaomicron (odpowiednio Met79 i His254) [Nath i wsp., 

2025]. Wyniki przedstawione w pracy dotyczŃcej HmuSBt oraz uzyskane w trakcie tej pracy 

wskazujŃ na moŨliwy scenariusz, w kt·rym pierwsze miejsce wiŃzania odpowiadağoby gğ·wnie 

za poczŃtkowe, stabilizujŃce wiŃzanie czŃsteczki hemu, a kolejne odpowiadağoby za ekstrakcjň 

atomu Ũelaza z pierŜcienia hemu. W zaproponowanym modelu oba miejsca wiŃzania 

wsp·ğpracowağyby w procesie ekstrakcji atomu Ũelaza z hemu, co tğumaczyğoby ich 

zachowanie w obrňbie biağek HmuS gromady Bacteroidota [Nath i wsp., 2025]. W trakcie pr·b 

eksperymentalnego zidentyfikowania reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za interakcjň 
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biağka HmuSPg z hemem nie udağo siň jednoznacznie okreŜliĺ mechanizmu wiŃzania hemu 

przez biağko. 

Jednym z gğ·wnych cel·w pracy byğo wykazanie potencjalnej aktywnoŜci 

enzymatycznej biağka HmuSPg. Zgodnie z hipotezŃ biağko to moŨe peğniĺ funkcjň dechelatazy 

i byĺ odpowiedzialne za ekstrakcjň jonu Ũelaza z czŃsteczki hemu w poczŃtkowym etapie 

metabolizmu wewnŃtrzkom·rkowego hemu w bakteriach P. gingivalis. W trakcie przebiegu 

typowej reakcji przeprowadzanej przez biağka z rodziny dechelataz, z hemu uwalniane jest 

wolne Ũelazo (Fe2+) oraz PPIX, przy udziale NADH peğniŃcego rolň donora elektron·w 

i utleniajŃcego siň do NAD+ [Nath i wsp., 2025]. Z wykorzystaniem metod 

spektrofotometrycznych udağo siň zaobserwowaĺ in vitro postňp reakcji w czasie, monitorujŃc 

spadek poziomu hemu w pr·bce w obecnoŜci oczyszczonego wariantu biağka His-MBP-

HmuSPg. Wartym odnotowania jest fakt, Ũe wykazano eksperymentalnie, Ũe reakcja ta zachodzi 

tylko w obecnoŜci NADH oraz z dodatkiem oczyszczonej frakcji bğony wewnňtrznej, co 

sugeruje istotny wpğyw jej element·w na przebieg reakcji (lipid·w i byĺ moŨe innych biağek 

z systemu Hmu: HmuT tworzŃcego kanağy, pozwalajŃce na transport produkt·w powstağych 

wskutek reakcji katalizowanej przez HmuSPg, oraz HmuU, potencjalnie dostarczajŃcego 

energiň niezbňdnŃ do transportu czŃsteczek przez bğonň wewnňtrznŃ).  

W trakcie analiz nie udağo siň wykazaĺ koŒcowego produktu reakcji enzymatycznej in 

vitro, gdyŨ nie zaobserwowano pojawienia siň widma charakterystycznego dla PPIX. R·wnieŨ 

pomiary z zastosowaniem technik kolorymetrycznych bazujŃcych na ferrozynie, a takŨe 

pomiary z zastosowaniem spektrometrii mas nie pozwoliğy na identyfikacjň zmian w stňŨeniu 

wolnego Ũelaza lub PPIX w pr·bce po reakcji, najprawdopodobniej z uwagi na zğoŨony ukğad 

oraz moŨliwe interakcje produkt·w reakcji enzymatycznej ze skğadowymi mieszaniny 

reakcyjnej. PostňpujŃca w czasie zmiana charakterystycznego ksztağtu widma biağka His-MBP-

HmuSPg wiŃŨŃcego hem wyraŦnie wskazuje jednak zanik kompleksu biağko-hem w trakcie 

postňpu reakcji, co moŨna interpretowaĺ jako wykazanie potencjalnej aktywnoŜci 

enzymatycznej biağka HmuSPg, jak r·wnieŨ biağka HmuSBf.  

W obliczu tych wynik·w zastanawiajŃce sŃ obserwacje dotyczŃce wpğywu delecji genu 

hmuSPg na zawartoŜĺ kom·rkowŃ Ũelaza i hemu w bakteriach P. gingivalis. Zanik aktywnoŜci 

dechelatazy powinien prowadziĺ w kom·rce do spadku zawartoŜci Ũelaza oraz wzrostu iloŜci 

hemu, jednak efekt ten nie zostağ potwierdzony. Niewykluczone, Ũe obserwacje te ŜwiadczŃ 

o obecnoŜci w bakteriach P. gingivalis mechanizm·w kompensacyjnych, kt·rych dziağanie 

mogğoby niwelowaĺ wpğyw delecji genu hmuSPg na homeostazň Ũelaza. Z drugiej strony, 

pomiary zawartoŜci PPIX w kom·rkach obu badanych szczep·w wykazağy, Ũe delecja genu 
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hmuSPg istotnie zmniejsza iloŜĺ PPIX. Tak istotna r·Ũnica poziom·w wykrytego PPIX wydaje 

siň Ŝwiadczyĺ o znaczŃcym wpğywie aktywnoŜci biağka HmuSPg na homeostazň PPIX i wspiera 

hipotezň o domniemanej funkcji biağka HmuSPg. MoŨliwe jest takŨe, Ũe produkty reakcji sŃ 

natychmiast wiŃzane przez elementy bğony wewnňtrznej obecne w mieszaninie reakcyjnej, co 

utrudnia ich identyfikacjň z zastosowaniem wspomnianych technik analitycznych. Do tej pory 

jedynym opisanym biağkiem z rodziny HmuS z wykazanŃ aktywnoŜciŃ odwrotnej 

ferrochelatazy, jednak nie z wykorzystaniem metod in vitro z oczyszczonym biağkiem, jest 

biağko HmuSBt z Bacteroidetes thetaiotaomicron [Nath i wsp., 2025]. Wykazanie aktywnoŜci 

dechelatazy biağka HmuSPg jest nowym krokiem w kierunku lepszego zrozumienia 

mechanizm·w dziağania biağek z rodziny HmuS.  

ZwaŨywszy na domniemanŃ rolň biağka HmuSPg w metabolizmie hemu, sğuszne wydaje 

siň zağoŨenie, Ũe peğni ono istotnŃ rolň w homeostazie hemu i Ũelaza w bakterii P. gingivalis, 

istotnie wpğywajŃc na fenotyp bakterii i ich wirulencjň. W celu weryfikacji tej hipotezy 

skonstruowano i scharakteryzowano szczep pozbawiony funkcjonalnego genu hmuSPg 

(ȹhmuSPg). Wykazano, Ũe brak genu hmuSPg nie wpğywa jednak znaczŃco na wzrost bakterii P. 

gingivalis w poŨywce z dostňpem hemu i Ũelaza (niezaleŨnie od tego, czy ich Ŧr·dğem jest hem 

czy hem zwiŃzany z hemoproteinami gospodarza), zamiast tego nieznacznie przyspiesza wzrost 

bakterii w warunkach imitujŃcych stan jamy ustnej osoby zdrowej, gdzie poziomy Ũelaza 

i hemu sŃ znacznie mniejsze. O ile w analizach szczepu dzikiego oraz ȹhmuSPg nie odnotowano 

wyraŦnej r·Ũnicy w tempie wzrostu bakterii, to delecja gen·w hmuY i hmuR skutkuje juŨ duŨo 

powaŨniejszym upoŜledzeniem wzrostu P. gingivalis [śmiga i wsp., 2024a]. Efekt ten jest 

szczeg·lnie widoczny w warunkach z ograniczonym dostňpem hemu, co sugeruje, Ũe biağka 

kodowane przez powyŨsze geny peğniŃ duŨo bardziej kluczowŃ rolň w przyswajaniu hemu, 

przynajmniej podczas badaŒ in vitro. Sugeruje to, Ũe pomimo braku HmuSPg, hem 

najprawdopodobniej dalej jest dostarczany do wnňtrza kom·rki, podczas gdy brak HmuY 

i HmuR oddziağuje na bardziej podstawowy etap przyswajania hemu przez P. gingivalis. 

R·wnieŨ obserwacje wzrostu bakterii P. gingivalis w hodowlach, gdzie jednym Ŧr·dğem 

Ũelaza i pierŜcienia PPIX byğy porfiryny nieŨelazowe, nie wykazağy znaczŃcych r·Ũnic 

pomiňdzy szczepem dzikim a szczepem ȹhmuSPg. WyjŃtkiem okazağa siň hodowla w poŨywce 

z porfirynŃ kobaltowŃ, w kt·rej szczep pozbawiony genu hmuSPg wykazağ niŨsze tempo 

wzrostu w por·wnaniu ze szczepem dzikim. Uzyskane na tym etapie wyniki nie pozwoliğy na 

jednoznacznŃ ocenň czy biağko HmuSPg uczestniczy w detoksykacji lub metabolizmie 

nieŨelazowych metaloporfiryn i czy umoŨliwia ich wykorzystanie jako alternatywnego Ŧr·dğa 

pierŜcienia porfirynowego. Warto wspomnieĺ w tym miejscu o pracy zespoğu Rocha i wsp. 
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z 2019 roku, w kt·rej opisano analogiczne analizy dla szczepu B. fragilis pozbawionego 

funkcjonalnego genu hmuSBf (btuS2). Wykazano, Ũe mutant ȹhmuSBf wykazywağ tylko 

czňŜciowy spadek tempa wzrostu wzglňdem szczepu dzikiego, gdy jedynym Ŧr·dğem Ũelaza 

i PPIX byğ hem, co oznaczağo, Ũe HmuSBf uczestniczy w pozyskiwaniu Ũelaza z hemu, ale jego 

rola nie byğa cağkowicie niezbňdna dla bakterii [Rocha i wsp., 2019]. Wyniki te wskazujŃ, Ũe 

biağka z rodziny HmuS nie sŃ jedynymi elementami odpowiedzialnymi za przyswajanie Ũelaza 

z hemu, a ich funkcja jest czňŜciowo kompensowana przez inne biağka i systemy (np. Hus czy 

Iht). 

AnalizujŃc efekt inaktywacji genu hmuSPg na poziomie ekspresji gen·w, wykazano 

znaczne r·Ũnice, zwğaszcza wyraŦny spadek poziom·w ekspresji gen·w zaangaŨowanych 

w metabolizm energetyczny, metabolizm kwas·w tğuszczowych oraz metabolizm fosfolipid·w 

w szczepie ȹhmuSPg. W trakcie badaŒ wykryto takŨe znaczŃcy spadek poziom·w ekspresji 

gen·w zaangaŨowanych w formowanie biofilmu (fimA i fimB), kt·rych zmiany takŨe wydajŃ 

siň naturalnŃ konsekwencjŃ braku aktywnoŜci HmuSPg. Pokazano bowiem, Ũe brak dostňpu do 

Ũelaza i hemu skutecznie obniŨa zdolnoŜĺ P. gingivalis do formowania biofilmu [Butler i wsp., 

2014]. Opisano r·wnieŨ bezpoŜredni wpğyw delecji genu fimA w P. gingivalis na inicjacjň 

formowania biofilmu. Co jednak ciekawe, autorzy zauwaŨyli, Ũe gen ten nie jest niezbňdny do 

zachowania jego odpornoŜci mechanicznej [Kuboniwa i wsp., 2009]. Analizy zdolnoŜci 

formowania biofilmu przez oba badane szczepy ujawniğy, Ũe delecja genu hmuSPg, zgodnie 

z oczekiwaniami, istotnie zmniejsza zdolnoŜĺ bakterii do formowania biofilmu, wymaganego 

miňdzy innymi do wzrostu i replikacji bakterii oraz ich ochronň przed ukğadem 

immunologicznym gospodarza. świadczy to o rzeczywistym wpğywie braku HmuSPg na 

wirulencjň bakterii P. gingivalis.  

Niejednoznaczne w interpretacji okazağy siň natomiast zmiany w poziomach ekspresji 

gen·w kodujŃcych gingipainy arginino-specyficzne (rgpA i rgpB) oraz gingipainň lizyno-

specyficznŃ (kgp). W przypadku genu kgp analizy RT-qPCR wskazağy na istotny spadek 

poziomu ekspresji, ale juŨ analizy rgpA i rgpB wskazujŃ na brak zmian lub nawet wzrost (dla 

rgpB) poziomu ekspresji wzglňdem szczepu dzikiego. Ponadto zebrane wyniki wskazujŃ, Ũe 

gğodzenie bakterii poprzez odebranie im Ŧr·değ Ũelaza i hemu niweluje wpğyw delecji genu 

hmuSPg na zmiany poziom·w ekspresji wiňkszoŜci gen·w. Zestawienie analiz badajŃcych 

zmiany ekspresji gen·w z badaniami poziom·w produkowanego biağka przez szczep dziki 

i szczep ȹhmuSPg ukazuje brak korelacji miňdzy uzyskanymi wynikami, z wyjŃtkiem wynik·w 

dotyczŃcych biağka IhtB, dla kt·rego zaobserwowano spadek zar·wno w poziomie ekspresji 

genu, jak i w poziomie produkowanego przez bakterie biağka. ObniŨona iloŜĺ IhtB w szczepie 
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ȹhmuSPg podczas hodowli w Ŝrodowisku z dostňpem do hemu i Ũelaza moŨe wynikaĺ 

z potencjalnej roli tego biağka w metabolizmie hemu i Ũelaza w bakteriach P. gingivalis. Jako 

Ũe biağko HmuSPg prawdopodobnie uczestniczy w metabolizmie hemu, jego brak moŨe 

zaburzaĺ ten proces, wpğywajŃc na pulň PPIX i Ũelaza w kom·rce bakterii. Byĺ moŨe 

zmniejszenie iloŜci PPIX jest w stanie poŜrednio oddziağywaĺ na poziom ekspresji genu ihtB, 

a co za tym idzie, na spadek iloŜci produkowanego biağka IhtB.  

W pracy wykazano znaczŃcy wpğyw usuniňcia genu hmuSPg na aktywnoŜĺ gingipain 

arginino-specyficznych (Rgp) oraz gingipainy lizyno-specyficznej (Kgp) w bakteriach P. 

gingivalis. W przypadku Kgp obserwuje siň istotny spadek aktywnoŜci w szczepie ȹhmuSPg, 

podczas gdy aktywnoŜĺ Rgp znaczŃco wzrasta wskutek usuniňcia genu hmuSPg, co czňŜciowo 

pokrywa siň z analizami zmian ekspresji gen·w w obu badanych szczepach. 

Najprawdopodobniej obserwowany wzrost aktywnoŜci Rgp moŨe byĺ nastňpstwem 

mechanizmu kompensacyjnego, w kt·rym to P. gingivalis produkowağaby wiňksze iloŜci Rgp, 

aby spr·bowaĺ zwiňkszyĺ iloŜĺ dostňpnej w Ŝrodowisku methemoglobiny, co miağoby uğatwiaĺ 

jej dostňp do hemu nawet przy sğabszej aktywnoŜci Kgp.  

Nie udağo siň wykazaĺ jednoznacznie, Ũe delecja genu hmuSPg wpğywağa istotnie na 

poziom wolnego Ũelaza w kom·rkach P. gingivalis, zar·wno w warunkach ograniczonej 

dostňpnoŜci hemu i Ũelaza, jak i w Ŝrodowisku bogatym w te skğadniki. Prawdopodobnym 

wyjaŜnieniem oberwanego braku r·Ũnicy pomiňdzy oboma warunkami jest skğad 

wykorzystanej poŨywki. PoŨywka BM moŨe zawieraĺ okoğo 8 ÕM Ũelaza (Michağ śmiga, dane 

nieopublikowane). Jest to iloŜĺ wystarczajŃca do zaspokojenia minimalnych potrzeb P. 

gingivalis. Dla poŨywki TSB odnotowano podobne wartoŜci poziomu Ũelaza, kt·re oszacowano 

na 11,6 ÕM (An i wsp., 2026) oraz 13,25 ÕM (Moreira i wsp., 2003). Sugeruje to, Ũe nawet 

Ŝladowa obecnoŜĺ Ũelaza w poŨywce mogğa osğabiaĺ zaleŨnoŜĺ bakterii od przyswajania go 

z hemu, tym samym utrudniajŃc wykazanie roli HmuSPg.  

CharakterystycznŃ cechŃ bakterii P. gingivalis jest czarno-zielony kolor kolonii, kt·ry 

bakteria zawdziňcza odkğadanemu na powierzchni kom·rki pigmentowi. Pigment speğnia 

funkcjň ochronnŃ przed stresem oksydacyjnym, a takŨe jest dla P. gingivalis rezerwuarem hemu 

odğoŨonego w postaci Õ-oxo-bishemu. Odkğadanie pigmentu przez P. gingivalis jest 

nieodzownie zwiŃzane z aktywnoŜciŃ gingipain i wewnŃtrzkom·rkowŃ gospodarkŃ hemu oraz 

Ũelaza [Smalley i wsp., 2002; Rangarajan i wsp., 2017; Smalley i Olczak, 2017]. 

UwzglňdniajŃc potencjalnŃ funkcjň biağka HmusPg oraz wyniki wykazujŃce zmiany 

w aktywnoŜci gingipain, zbadano wpğyw usuniňcia biağka HmuSPg na pigmentacjň bakterii P. 

gingivalis. Analizy wyekstrahowanych pigment·w ujawniğy istotne r·Ũnice w skğadzie 
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pigmentu w obu badanych szczepach. Zaobserwowano, Ũe brak aktywnoŜci biağka HmuSPg 

w szczepie æhmuSPg wpğywa na znaczne obniŨanie iloŜci nieŨelazowych porfiryn, kt·re 

zidentyfikowano w badanym pigmencie w trakcie realizacji niniejszej pracy, a konkretnie 

MnPPIX, ZnPPIX oraz PPIX. MnPPIX, PPIX oraz zwiŃzek mogŃcy byĺ ZnPPIX zostağy 

niedawno zidentyfikowane w pigmencie P. gingivalis takŨe z zastosowaniem technik MALDI-

TOF MS i ICP-MS [Phonok i wsp. 2026]. Obserwacje te sŃ sp·jne niezaleŨnie od technik 

wybranych do badaŒ skğadu i wğaŜciwoŜci pigmentu. 

W celu powiŃzania funkcji biağka HmuSPg z wpğywem na skğad pigmentu odkğadanego 

na powierzchni bakterii, niezbňdne jest opisanie mechanizmu transportu PPIX z wnňtrza 

bakterii, kt·rego uproszczony schemat przedstawiono na rysunku 55. 

 

 

Rys. 55. Schematyczne przedstawienie efektu usuniňcia genu hmuSPg na proces pigmentacji 

bakterii P. gingivalis. W szczepie dzikim biağko HmuSPg poprzez ekstrakcjň Ũelaza z hemu 

zapewnia kom·rce dostňp do Ũelaza oraz PPIX. PPIX moŨe byĺ nastňpnie przenoszona na 

powierzchniň kom·rki za pomocŃ niepoznanego jeszcze systemu, gdzie jest wbudowywana 

w pigment. Brak aktywnoŜci biağka HmuSPg w szczepie æhmuSPg skutkuje obniŨeniem 

poziomu PPIX w kom·rce, przez co nie moŨe byĺ ona skutecznie odkğadana w pigmencie. Rola 

HmuSPg w odkğadaniu w pigmencie innych nieŨelazowych metaloporfiryn nie jest jeszcze 

poznana. 

Wspomniany mechanizm zostağ juŨ opisany w bakteriach E. coli, w kt·rych nadmiar 

PPIX jest usuwany z wnňtrza kom·rki przez tr·jskğadnikowy system transportu - pompň 

MacABïTolC [Turlin i wsp., 2014]. System ten uczestniczy w ochronie kom·rki przed 

toksycznŃ akumulacjŃ PPIX, kt·ra moŨe byĺ efektem np. zaburzonej homeostazy hemu lub 

niedoboru Ũelaza. W odr·Ũnieniu jednak od E. coli, P. gingivalis wydaje siň polegaĺ na kilku, 

nakğadajŃcych siň funkcjonalnie systemach. W bakteriach P. gingivalis nie opisano 

116:60552



ΝΝΤ 
 

bezpoŜredniego homologu systemu MacAB, natomiast zidentyfikowano szeŜĺ 

tr·jskğadnikowych system·w transportowych, w tym przedstawicieli rodzin RND i ABC, kt·re 

peğniŃ analogicznŃ funkcjň w detoksykacji porfiryn i ksenobiotyk·w [Inoue i wsp., 2015]. 

Szczeg·lnie ciekawa zdaje siň pompa RND XepCAB, kt·ra jest odpowiedzialna za transport 

wielu toksycznych zwiŃzk·w i jest napňdzana siğŃ protonomotorycznŃ, co czyni jŃ 

funkcjonalnym odpowiednikiem systemu z bakterii E. coli w zakresie usuwania 

hydrofobowych substrat·w, w tym potencjalnie porfiryn [Ikeda i Yoshimura, 2002]. Wykazano, 

Ũe mutacje w genach dw·ch system·w (PGN_1431/xepA i PGN_1680) wpğywajŃ na 

wraŨliwoŜĺ P. gingivalis na r·Ũne antybiotyki, co sugeruje, Ũe pompy te stanowiŃ gğ·wne kanağy 

transportu toksycznych czŃsteczek, prawdopodobnie r·wnieŨ PPIX [Inoue i wsp., 2015]. 

Jednak dokğadny mechanizm transportu PPIX z wnňtrza kom·rki i odkğadania go w postaci 

pigmentu na powierzchni kom·rki bakteryjnej P. gingivalis nie jest jeszcze poznany. Warto 

zwr·ciĺ uwagň na geny potencjalnie zaangaŨowane w proces transportu, kt·rych poziomy 

ekspresji ulegajŃ istotnej zmianie na skutek usuniňcia genu hmuSPg. Byĺ moŨe geny te 

odpowiadajŃ za systemy uczestniczŃce w P. gingivalis w transporcie PPIX przez bğonň 

wewnňtrznŃ i zewnňtrznŃ, a ich ekspresja jest regulowana przez poziomy PPIX w kom·rce. Nie 

jest dalej jasne, w jakim celu PPIX byğaby transportowana na powierzchniň bakterii i jaka 

byğaby rola nieŨelazowych metaloporfiryn w pigmencie odkğadanym przez P. gingivalis. 

Opisanie tego procesu wymaga dalszych badaŒ, ale jest kluczowe do dokğadnego poznania 

mechanizm·w stojŃcych za gospodarkŃ hemu. 

PodsumowujŃc, wyniki uzyskane w niniejszej pracy przyczyniğy siň do poszerzenia 

wiedzy na temat znaczenia biağka HmuSPg. Wykazano, Ũe biağko to moŨe peğniĺ w kom·rkach 

P. gingivalis rolň dechelatazy, uczestniczŃc w procesie metabolizmu hemu po jego transporcie 

do przestrzeni peryplazmatycznej przez biağko HmuR. JednoczeŜnie wykazano, Ũe usuniňcie 

biağka HmuSPg prowadzi do istotnego obniŨenia iloŜci PPIX obecnej w kom·rkach tej bakterii 

i odkğadanej w pigmencie. 

W trakcie realizacji pracy udowodniono ponadto, Ũe biağko HmuSPg bierze udziağ 

w mechanizmach wpğywajŃcych na rolň w aktywnoŜci kluczowych czynnik·w wirulencji P. 

gingivalis, wpğywajŃcych m.in. na zdolnoŜĺ bakterii do formowania biofilmu. Wykazano 

r·wnieŨ waŨny wpğyw biağka HmuSPg na charakterystykň oraz skğad pigmentu odkğadanego na 

powierzchni kom·rek P. gingivalis, peğniŃcego funkcjň rezerwuaru hemu, a takŨe 

uczestniczŃcego w ochronie bakterii przed stresem oksydacyjnym, co r·wnieŨ moŨe mieĺ 

wpğyw na wirulencjň bakterii P. gingivalis.  
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Wyniki z przeprowadzonych analiz jednoznacznie wskazujŃ na udziağ biağka HmuSPg 

w metabolizmie hemu, jednoczeŜnie podkreŜlajŃc jego znaczenie w ksztağtowaniu wirulencji 

bakterii P. gingivalis. 
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6. Wnioski 

1) Biağko HmuSPg jest zakotwiczone w bğonie wewnňtrznej poprzez dwa fragmenty 

transbğonowe zlokalizowane na N- oraz C- koŒcu biağka, a wiňkszoŜĺ jego struktury 

skierowana jest to przestrzeni peryplazmatycznej;  

2) Biağko HmuSPg oraz jego homolog HmuSBf wiŃŨŃ hem, PPIX i porfiryny nieŨelazowe; 

wiŃzanie hemu zachodzi preferencyjnie w warunkach redukujŃcych; za wiŃzanie hemu 

w biağku HmuSPg najprawdopodobniej odpowiadajŃ reszty aminokwasowe Met75 i His252 

oraz His544 i His1217; 

3) Biağko HmuSPg wykazuje potencjalnŃ aktywnoŜĺ enzymatycznŃ i moŨe peğniĺ rolň 

dechelatazy, ekstrahujŃc jon Ũelaza z pierŜcienia PPIX; szczep pozbawiony funkcjonalnego 

genu hmuSPg wykazuje znacznie niŨsze poziomy wewnŃtrzkom·rkowej PPIX, czyli jednego 

z produkt·w reakcji; 

4) Delecja genu hmuSPg wpğywa na skğad pigmentu odkğadanego na powierzchni kom·rki przez 

bakterie P. gingivalis, istotnie zmniejszajŃc w nim udziağ PPIX oraz porfiryn nieŨelazowych; 

6) Delecja genu hmuSPg zmniejsza zdolnoŜĺ bakterii do formowania biofilmu oraz zmniejsza 

aktywnoŜĺ gingipainy lizyno-specyficznej, jednoczeŜnie zwiňkszajŃc aktywnoŜĺ gingipain 

arginino-specyficznych, bňdŃcych istotnymi czynnikami wirulencji bakterii P. gingivalis. 
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