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Enterococcal surface proteins responsible for interactions with host tissues

Abstract: In the last two decades enterococci have become important nosocomial pathogens. Increasing multidrug resistance of these
bacteria emphasizes the need of effective therapy and immunoprophylaxis. The bacterial factors that are implicated in colonization
of host tissue surfaces and initiating symptomatic infections are considered to be of particular importance in this area. Among these
factors, the class of surface proteins with the LPXTG structural motif is the most extensively studied. The recognition of the motif,
specific for Gram-positive bacteria, by transpeptidases called sortases and subsequent cleavage leads to covalent attachment of
a surface protein to the cell-wall peptidoglycan. This review focuses on recent advances in the characterization of this type of proteins
in enterococci, such as aggregation substance (AS), enterococcal surface protein (Esp), microbal surface components recognizing
adhesive matrix molecules (MSRAMMs) and pili.
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1. Wstep

Zakazenia powodowane przez bakterie z rodzaju
Enterococcus staty si¢ istotnym problemem medycz-
nym na przestrzeni ostatnich kilkudziesigciu lat. Na ca-
tym $wiecie wielooporne szczepy Enterococcus faecalis
oraz Enterococcus faecium sg odpowiedzialne za trud-
ne w leczeniu infekcje drog moczowych, bakteremie,
zakazenia ran pooperacyjnych oraz zapalenia wsierdzia.
Te dwa gatunki uwazane sa za trzecia pod wzgledem
czgstosci przyczyng zakazen szpitalnych na §wiecie
[76]. Enterokoki posiadaja zaréwno naturalne, jak
1 nabyte mechanizmy oporno$ci na najczgsciej stoso-
wane antybiotyki [33]. Bakterie z tej grupy sa takze
zrédlem opornosci rozprzestrzenianej na ruchomych
elementach genetycznych, czego przyktadem jest prze-
kazanie genow oporno$ci na wankomycyng Staphylo-
coccus aureus opornemu na metycyling [9]. Enterokoki
zdolne sa rowniez do bytowania w $rodowisku szpi-
talnym, dzigki duzej tolerancji na wysokie temperatury
1 stezenia soli czy stosowane srodki czystosci, a takze
zdolnosci do wzrostu w pH>9 [1]. W obliczu tych
faktow, powaznym wyzwaniem stalo si¢ opracowanie

skutecznej immunoterapii skierowanej przeciwko
czynnikom odpowiedzialnym za procesy patogenezy
wywolywane przez te mikroorganizmy.

Do dobrze poznanych czynnikoéw wirulencji bak-
terii z rodzaju Enterococcus naleza biatka wydzielane
na zewnatrz komorki, takie jak: cytolizyna, hialuroni-
daza i zelatynaza, a takze otoczka polisacharydowa
oraz sktadniki $ciany komoérkowej, takie jak wielo-
cukry, i kwas lipoteichowy [24]. Wiele uwagi poswig-
ca si¢ w ostatnim czasie czynnikom powierzchnio-
wym, odpowiadajacym za oddziatywanie komorki
bakteryjnej z tkankami gospodarza, ktore jest pierw-
szym etapem infekcji. Szczegdlnie intensywne bada-
nia dotycza szerokiej grupy biatek posiadajacych cha-
rakterystyczny, silnie konserwowany motyw LPXTG
(w ktérym X oznacza dowolny aminokwas), zlokali-
zowany w C-koncowym fragmencie czasteczki. Ta
charakterystyczna sekwencja jest uwazana za miejsce
rozpoznawania oraz cigcia przez enzymy zwane sorta-
zami, ktore nastepnie kowalencyjnie przytaczaja biatko
do peptydoglikanu $ciany komoérkowej [14]. Dalsze
badania dotyczace tej szerokiej rodziny czynnikdéw po-
wierzchniowych dostarcza cennych informacji na temat
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Rys. 1. Schemat przytaczania biatek posiadajacych motyw LPXTG do $ciany komorkowej bakterii Gram-dodatnich

—

. Prekursor biatka zawierajacy na N-koncu peptyd sygnatowy (SP) oraz na C-koncu sygnal sortownia do $ciany komorkowej (CWSS) zostaje

skierowany do kanatu transportujacego. CWSS sktada si¢ z motywu LPXTG, domeny hydrofobowej oraz dodatnio natadowanego C-konca.

2. Transport polipeptydu nastgpuje za pomoca systemu sekrecji Sec, peptyd sygnatowy zostaje odcigty (SP).

3. Peptyd zostaje zatrzymany na drodze sekrecji i zakotwiczony w blonie komérkowej za pomoca domeny hydrofobowej i dodatnio natadowanego
C-konca.

4. Sortaza A (A), enzym zwiazany z blona komorkowa, rozcina wiazanie peptydowe pomigdzy resztami treoniny i glicyny motywu LPXTG przy
pomocy aktywnej reszty cysteiny. Utworzony w ten sposob acylo-enzym zostaje zaatakowany przez koficowa grupg aminowa bocznego tancucha
lipidu II, ktéry jest prekursorem peptydoglikanu (B). W wyniku rozerwania wiazania tioestrowego pomigdzy reszta treoniny a reszta cysteiny
nastgpuje regeneracja centrum aktywnego sortazy A.

5. Produkt reakcji katalizowanej przez sortazg A, czyli biatko potaczone z lipidem II (C) stuzy, jako substrat dla biatek wiazacych penicyling (PBP),

budujacych dojrzata czasteczke peptydoglikanu.

6. Biatko zostaje wlaczone w strukturg Sciany komorkowe;j i trafia na powierzchni¢ komorki.

mechanizmoéw poczatkowej fazy zakazen powodowa-
nych przez patogenne enterokoki, moga takze otwo-
rzy¢ nowe mozliwosci leczenia zakazen powodowa-
nych przez te drobnoustroje. Celem niniejszej pracy
jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
biatek z motywem LPXTG.

2. Sortazy

U bakterii Gram-dodatnich, ktére w odroznieniu od
bakterii Gram-ujemnych nie posiadaja zewngtrznej
btony komorkowej, miejsce zakotwiczenia czasteczek
powierzchniowych stanowi §ciana komorkowa, w wie-
lu przypadkach dzigki wytworzeniu kowalencyjnego
wiazania z peptydoglikanem [35]. Proces wiazania
biatka powierzchniowego ze §ciana komérkowa roz-
poczyna si¢ od syntezy w cytoplazmie jego prekur-
sora, zawierajacego potozony na N-koncu peptyd syg-
natowy (signal peptide, SP) oraz na C-koncu sygnat
sortowania do $ciany komorkowej (cell wall sorting
signal, CWSS), ztozony z motywu LPXTG, domeny
hydrofobowej oraz krotkiego odcinka koncowego,
posiadajacego tadunek dodatni. Sekwencja sygnatowa
jest rozpoznawana przez czynniki kierujace biatko do

kanatu transportowego w btonie komodrkowej. Naste-
puje transport polipeptydu przez btong komdrkowa za
pomoca systemu sekrecji Sec, a sekwencja sygnalowa
zostaje odcigta [18]. Peptyd zostaje zatrzymany w bto-
nie komorkowej przez domeng hydrofobowa oraz
wspomniany fragment C-koncowy. Sortaza klasy A,
enzym zwiazany z btona komoérkowa, posiadajacy
w swoim centrum aktywnym resztg cysteinowa, roz-
cina wiazanie peptydowe pomigdzy resztami treoniny
i glicyny wewnatrz motywu LPXTG. Powstaly w ten
sposob nietrwaly acylo-enzym zostaje zaatakowany
przez koncowa grupe aminowa bocznego lancucha
lipidu II, prekursora peptydoglikanu. W wyniku tej
reakcji zostaje uwolniona aktywna sortaza, natomiast
potozona na C-koncu przecigtego polipeptydu reszta
treoniny zostaje potaczona z bocznym tancuchem lipi-
du II. Prekursor peptydoglikanu z przylaczonym bial-
kiem LPXTG staje si¢ substratem dla biatek wiaza-
cych penicyling (penicillin binding proteins, PBP),
budujacych dojrzata czasteczke peptydoglikanu. W ten
sposob produkt reakcji katalizowanej przez sortaze A,
tzn. biatko powierzchniowe potaczone z peptydogli-
kanem zostaje wlaczone w strukture $ciany komorko-
wej i umieszczone na powierzchni komorki [14, 35-37].
Model dziatania sortazy A obrazuje Rys. 1.
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Pierwszym scharakteryzowanym biatkiem o opi-
sanej powyzej aktywnosci byla sortaza A (SrtA)
S. aureus, ktora stata si¢ swego rodzaju wzorcem uzy-
wanym do poszukiwan jej homologdw in silico [49].
Na podstawie szczegdtowej analizy sekwencji 61 po-
znanych sortaz wprowadzono ich podzial na cztery
klasy: A, B, C i D [15]. U bakterii z rodzaju Entero-
coccus wykryto sortazy nalezace do klas A i C [15].
Klasa A, do ktorej nalezy wspomniana SrtA S. aureus,
charakteryzuje si¢ powszechno$cia wystgpowania
wsrdd szezepow okreslonego gatunku i odpowiada
za zakotwiczanie w $cianie komorkowej wigkszosci
biatek z motywem LPXTG. Zazwyczaj w genomie
obecna jest jedna kopia genu kodujacego ten enzym,
z wyjatkiem E. faecalis, w ktoérego genomie wykryto
dwa takie geny, przy czym jeden z nich wystgpowal
u wszystkich badanych izolatow [26], natomiast drugi,
kodowany przez plazmid zintegrowany z chromo-
somem bakteryjnym, wytacznie w niektorych szcze-
pach [15, 26, 54]. Sortazy klasy C stanowia najlicz-
niejsza grupg, wystepuja jednak mniej powszechnie.
Biora one udziat w skladaniu fimbrii, a zatem cechuje
je wyzsza specyficzno$¢ wzgledem rozpoznawanych
biatek [15, 23].

3. Substancja agregujaca — AS

Substancja agregujaca (aggregation substance, AS),
pierwsze opisane enterokokowe biatko powierzch-
niowe z motywem LPXTG, ze wzgledu na istotny
udziat w wirulencji E. faecalis oraz przekazywaniu
gendw oporno$ci na antybiotyki jest w dalszym ciagu
przedmiotem intensywnych badan. W istocie ta naz-
wa obejmuje grupe adhezyn o wysokiej homologii
[23], zwiazanych z charakterystyczna dla Enterococ-
cus rodzing plazmidéw indukowanych przez fero-
mony ptciowe [7].

Agregacja, w ktorej bierze udziat AS, zapewnia
Scisly kontakt pomigdzy komodrkami dawcy i biorcy
w trakcie koniugacji, umozliwiajac tym samym trans-
fer plazmidéow z wysoka wydajnoscia. Charaktery-
styczny jest udziat w tym procesie feromondéw picio-
wych, krotkich, hydrofobowych peptydow, ktorych
prekursory sa kodowane przez geny zlokalizowane
w chromosomie, i oddziatujacych swoiscie wobec
okreslonego plazmidu koniugacyjnego. Synteza i trans-
port AS na powierzchni¢ komodrki dawcy jest rezul-
tatem wniknigcia do niej fermononu. Na powierzchni
komorek enterokokdéw wystepuje tzw. substancja wia-
zaca (enterococcal binding substance, EBS), ktora od-
dziatuje z AS, tworzac agregaty koniugacyjne [3, 8, 30].

Geny najlepiej poznanych biatek AS to aspl, ascl0
i asal znajdujace si¢ na plazmidach pPD1, pCF10
i pADI1. Adhezyny AS sa dobrze konserwowane i np.

biatka Aspl, Ascl0 i Asal sa w ponad 90% homolo-
giczne wzgledem siebie [23]. Jedynym zbadanym wy-
jatkiem jest Asa373, kodowana przez feromonowy
plazmid pAM373, znacznie r6zniaca si¢ sekwencja od
pozostatych AS. Mimo to, poza peptydem sygnato-
wym oraz uniwersalnym motywem LPXTG w se-
kwencji aminokwasowej biatka wystepuja pewne sto-
sunkowo krotkie odcinki homologiczne np. do biatka
Asal, ktore moga by¢ uniwersalnymi motywami od-
powiedzialnymi za adhezj¢ [41]. Brany jest takze pod
uwage odmienny mechanizm adhezji do komorki bior-
cy z uwagi na to, ze Asa373 wiazala si¢ z komoérkami
szczepu laboratoryjnego, pozbawionego aktywnej EBS,
specyficznej dla pozostatych AS [41].

W strukturze biatka Asc10 oraz innych homolo-
gicznych AS zidentyfikowano kilka domen funkcjo-
nalnych. Na N-koncu znajduje si¢ sekwencja sygnato-
wa, natomiast w C-koncowej czgs$ci wystepuje motyw
LPXTG rozpoznawany przez sortazg¢. W proces lacze-
nia komorki biorcy i dawcy podczas koniugacji za-
angazowane sa dwie domeny agregujace, rozdzielone
regionem zmiennym (30-40% homologii) [78]. Wyka-
zano, ze domena agregujaca potozona blizej N-konca
wiaze kwas lipoteichowy, sktadnik EBS [75]. W struk-
turze AS znajduja si¢ takze dwa motywy aminokwa-
sowe RGD, ktore biora udziat w roznego rodzaju re-
akcjach adhezji, petniac role ligandu dla zwierzecych
biatek powierzchniowych zwanych integrynami [31,
73]. Badania dotyczace roli regionu zmiennego oraz
C-koncowej czgsci AS daty niejednoznaczne wyniki
1 wciaz jest ona dyskusyjna [40, 74].

Przezwycigzenie trudnosci w otrzymaniu stabil-
nego biatka AS umozliwito zaréwno jego analiz¢ bio-
chemiczna, jak i dalsza oceng aktywnosci in vivo [75].
Biatka AsclO oraz Asal przylaczaja si¢ do elemen-
tow macierzy mi¢dzykomorkowej (extracellular ma-
trix, ECM), takich jak fibronektyna, trombospondyna,
witronektyna i kolagen typu I [62]. Autorzy sugeruja
kluczowa rolg regionu zmiennego w tym procesie.
W modelu kroliczym wykazano eksperymentalnie,
ze biatko Ascl0 bierze udzial w zapaleniu wsierdzia.
To schorzenie zwigzane jest z powstawaniem na
zastawkach serca patologicznych zmian zwanych we-
getacjami, stanowiacych biofilm, a ktérych rozwoj
prowadzi do uszkodzenia zastawek. Ponadto zaobser-
wowano znaczne obnizenie zjadliwo$ci mutantow
z substytucja jednego aminokwasu w obu sekwencjach
RGD, ktoérej miarg byta masa i rozmiar wegetacji
na zastawce aortalnej zwierzat laboratoryjnych [10].
We wczesniejszym eksperymencie podanie rekombi-
nowanego, oczyszczonego N-koncowego fragmentu
Asc10 powodowato wzrost poziomu przeciwciat skie-
rowanych przeciwko temu antygenowi, nie zapewnialo
jednak przyspieszonego usuwania komorek E. faeca-
lis z krwi oraz zahamowania tworzenia wegetacji na
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zastawce aortalnej serca w poréwnaniu z grupa nie-
immunizowana [38]. Badania in vitro wykazaty, ze
Asal bierze udziat w adhezji bakterii do komorek
nabtonkowych réznych odcinkéw jelita [63]. W mo-
delu in vivo to biatko brato udziat w migracji bak-
terii przez btong §luzowa jelita oraz w ich dalszym roz-
przestrzenianiu w organizmie. Zaobserwowano takze
adhezje Asal do komorek kanalikow nerkowych in
vitro [31], nie stwierdzono natomiast udziatu Ascl0
w kolonizacji przewodu moczowego w modelu my-
sim [25]. Szereg badan poswigcono interakcjom AS
z komoérkami uktadu immunologicznego. Wykazano
zalezne od Asal przytaczanie E. faecalis do ludzkich
neutrofili. Odpowiedzialnymi za ten proces regionami
sa prawdopodobnie sekwencje RGD, poniewaz prein-
kubacja neutrofili z syntetycznym peptydem zawiera-
jacym sekwencje RGD znacznie obnizata ten rodzaj
adhezji [69]. Za pomoca deaktywacji wybranych cza-
stek na powierzchni neutrofili z udziatem przeciwciat
monoklonalnych wykazano, ze biatkami, ktore moga
by¢ przylaczane przez AS sa receptory uktadu dopel-
niacza CR3, bialko integrynowe CD47 oraz selektyna
L [73]. Konsekwencja tej interakcji byla fagocytoza
komorek bakteryjnych, ktore mimo wyraznej aktywa-
cji neutrofili nie ulegaty zabiciu [59]. Motywy RGD
sa rowniez zaangazowane w oddzialywania z integry-
nami na powierzchni makrofagow. Komorki E. faecalis
wykazujace ekspresje AS ujawniaty wigksza zdolno$é¢
do przezywania w makrofagach. Uwaza si¢ nawet, ze
makrofagi moga stanowi¢ dla bakterii rodzaj prze-
nosnika z jelita do we¢ztow chlonnych [69]. Kolejne
badania dotyczace internalizacji i przezywania ko-
morek E. faecalis w makrofagach nie wykazaty istot-
nej roli AS w tym procesie. Stwierdzono, ze zdolno$é
ta byla uwarunkowana wytwarzaniem pozakomorko-
wych polisacharydow [2].

Regulacja syntezy Asc10 przez komorke dawcy jest
procesem zlozonym, zaleznym od stosunku ilosciowe-
go w $rodowisku dwoch peptydow: kodowanej przez
geny znajdujace si¢ zar6wno w chromosomie komor-
ki biorcy jak i dawcy czasteczki feromonu cCF10 oraz
kodowanej przez gen zlokalizowany na plazmidzie
czasteczki jego inhibitora iCF10. Gdy w srodowisku
znajduja sie tylko komorki dawcy, rownowaga tych
dwoch peptydow hamuje produkcje Asc10. Ta rowno-
waga moze zosta przesunigta na korzys$¢ feromonu
przez pojawienie si¢ w bliskim sasiedztwie wydziela-
jacych go komorek biorcy lub tez oddziatywanie
iCF10 z elementami osocza, kiedy komorka bakterii
znajdzie si¢ w krwioobiegu ssaka. Czynnik produko-
wany przez gospodarza, prawdopodobnie albumina
osocza, w sposob selektywny eliminuje lub degraduje
iCF10, tym samym umozliwiajac cCF10 indukcj¢ syn-
tezy AsclO [8, 16].

4. Enterokokowe bialko powierzchniowe — Esp

W poszukiwaniu nowych, zwigkszajacych wirulen-
cje enterokokowych biatek powierzchniowych prze-
szukano czgSciowa sekwencje genomowsa szczepu
MMH594 E. faecalis, czynnika etiologicznego groz-
nych zakazen szpitalnych. Odnaleziono sekwencjg
czesciowo homologiczng do gendéw rib i bca, kodu-
jacych biatka Rib i antygen C alfa, wazne czynniki
zjadliwosci Streptococcus agalactiae [65]. Gen ko-
dujacy homologiczne biatko E. faecalis nazwano esp
(enterococcal surface protein). Stwierdzono, ze wysteg-
puje istotny zwiazek pomigdzy posiadaniem genu esp
i zdolnoscia do wywolywania infekcji u czlowieka
przez bakterie tego gatunku [65].

Biatko o sekwencji w 90% homologicznej do Esp
E. faecalis zidentyfikowano u E. faecium [61]. Podob-
nie jak u E. faecalis jest ono zlokalizowane na wyspie
patogennosci (pathogenicity island, PAI), istotnie r6z-
nigcej si¢ jednak pod wzgledem zawartos$ci innych
genow kodujacych czynniki wirulencji [32]. Obecnosé
genu esp w tym obszarze, zardwno u E. faecalis, jaki
i E. faecium jest prawdopodobnie wynikiem horyzon-
talnego transferu genow migdzy tymi gatunkami [23,
32]. Stwierdzono, ze obecnos¢ PAI zawierajacej gen
esp jest powszechna wérdod przedstawicieli kompleksu
klonalnego 17 (CC17), do ktorego nalezy wigkszos¢
szczepow E. faecium zwiazanych z zakazeniami szpi-
talnymi, co sugeruje znaczenie Esp dla wywolywania
zakazen przez enterokoki nalezace do CC17 [77].

Biatka Esp E. faecalis i E. faecium maja masg czas-
teczkowa ok. 200 kDa, co stawia je na pierwszym
miejscu pod wzgledem wielkosci wérdod poznanych
biatek enterokokowych. Posiadaja N-koncowa sekwen-
cje sygnatowa, zmienna domeng N-koncowa o wiel-
kosci ok. 700 reszt aminokwasowych oraz silnie kon-
serwowane sekwencje powtorzone domen A, B i C,
ktorych liczba ulega wahaniom w zaleznosci od kon-
kretnego szczepu. W C-konicowej czgsci Esp wystepuja
motywy YPKTG lub FPKTG, homologiczne do se-
kwencji LPXTG, umozliwiajace kowalencyjne wiaza-
nie biatka ze $ciang komorkowa przez sortaze [32, 65].

Zwrbdcono uwage na podobienstwo struktury orga-
nizacyjnej Esp do biatka Bap S. aureus, znanego wczes-
niej jako wazny czynnik bioracy udziat w tworzeniu
biofilmu [12]. Badania aktywnos$ci Esp w duzej mierze
dotycza tego zagadnienia. Okreslenie ,,biofilm” odnosi
si¢ do skupisk komorek bakteryjnych zwiazanych
z powierzchnig biotyczna lub abiotyczna i znajdujacych
si¢ w wytworzonej przez siebie macierzy, ztozonej
przede wszystkim z polisacharydow i wolnego DNA.
Przestrzenne uksztattowanie biofilmu stwarza opty-
malne warunki dla wymiany materialu genetycznego
migdzy bakteriami, a takze zwigksza ich oporno$¢ na
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antybiotyki oraz ewentualng odpowiedz uktadu immu-
nologicznego gospodarza [13]. Zaréwno w przypadku
E. faecalis, jaki 1 E. faecium potwierdzona zostala
rola Esp w przytaczaniu do powierzchni abiotycznych
oraz tworzeniu na nich biofilmu. Na przyktadzie Esp
E. faecalis udowodniono eksperymentalnie, ze czgscia
czasteczki tego biatka odpowiedzialng za tworzenie
biofilmu jest domena N-koncowa. Mutant, pozbawiony
fragmentu sekwencji tego obszaru, wykazywat znacz-
nie obnizona zdolno$¢ wytwarzania biofilmu w sto-
sunku do szczepu dzikiego, a szczep produkujacy Esp
zawierajace wylacznie domeng N tworzyt biofilm na
poziomie zblizonym do szczepu dzikiego [71].

Kolejne badania dotyczace wptywu réznych czyn-
nikow $rodowiska na ekspresjg Esp na powierzchni
E. faecium wykazaly, Ze jest ona najwyzsza w tempe-
raturze 37°C i1 warunkach beztlenowych. Tego rodzaju
mechanizm indukujacy ekspresj¢ czynnikow zjadli-
wosci jest czgsto spotykany u bakteryjnych patogenow
ssakow, ktore podobnie jak enterokoki bytuja rowniez
w $rodowisku zewngtrznym. Przypuszcza sig, ze Esp
petni wazna rol¢ w poczatkowych fazach infekcji [22],
co nie zostalo jednak dotad potwierdzone eksperymen-
talnie. Badania z uzyciem modelu mysiego zar6wno
dla E. faecium jak i E. faecalis wykazalty, ze Esp nie
utatwia kolonizacji jelita ani tez translokacji do krez-
kowych weztow limfatycznych. Proces ten przebiegat
z podobna skutecznoscia w przypadku szczepdw wy-
twarzajacych Esp, jak i mutantow nieposiadajacych
odpowiedniego genu [19, 58].

W modelu in vivo zbadano réwniez rolg Esp w za-
kazeniach uktadu moczowego, powodowanych przez
E. faecalis. Brak r6znic w zmianach histopatologicz-
nych nerek myszy $wiadczy o tym, ze Esp nie jest zwia-
zane ze zmianami charakterystycznymi dla ostrego za-
palenia tych narzadéw. Tym niemniej, istotnie wigksza
liczba komorek E. faecalis zostata wyizolowana z pg-
cherza moczowego zwierzat zakazonych szczepem
Esp+ w poréwnaniu z mutantem pozbawionym tego
biatka, co §wiadczy o jego waznej roli w kolonizacji
moczowodu [64]. Udowodniona rola Esp w tworzeniu
biofilmu moze wskazywa¢ na udzial tego biatka w in-
nych groznych schorzeniach zwiazanych z wystgpowa-
niem tej struktury, takich jak zapalenie wsierdzia [23].

5. Bialka rodziny MSCRAMMs

Przytaczanie komorek bakteryjnych do ECM uwa-
zane jest za kluczowy etap w kolonizacji organizmu
cztowieka. Enterokoki, podobnie jak wiele innych
drobnoustrojow, posiadaja na swej powierzchni specjal-
ne adhezyny umozliwiajace ten proces [79]. Akronim
MSCRAMMs (microbial surface components recogni-
zing adhesive matrix molecules) odnosi si¢ do szcze-

gdlnej rodziny powierzchniowych biatek posiadaja-
cych motyw LPXTG, odpowiedzialnych za adhezj¢
do ECM. Badacze okreslili szereg kryteriow, ktore
musi spetni¢ czasteczka, aby zostala zaliczona do
MSCRAMMs, obejmujacych jej lokalizacje na po-
wierzchni komorki bakteryjnej oraz duze powinowac-
two 1 specyficzno$¢ wiazania ligandu znajdujacego
si¢ wérod sktadnikow ECM [51]. W wigzaniu tym,
opisanym szczegoétowo w nastgpnym rozdziale, bierze
udziat potozona w N-koncowej czesci biatka dome-
na A o pofaldowaniu charakterystycznym dla immuno-
globulin klasy G.

Pierwsza dobrze scharakteryzowana adhezyjna en-
terokokow nalezaca do MSCRAMMs bylo biatko Ace
(adhesin to collagen from E. faecalis), odpowiedzialne
za przylaczanie E. faecalis do kolagenu typu I, kola-
genu typu IV, lamininy oraz zgbiny, tkanki wchodzacej
w sktad zeba, zawierajacej kolagen typu I [29, 42, 60].
Gen kodujacy biatko Ace wystepuje powszechnie
wsrdd izolatow E. faecalis roznego pochodzenia [44]
oraz wigze kolagen wydajniej w temperaturze 46°C
niz 37°C [42]. Stwierdzono rowniez, ze Ace moze by¢
rozwazane jako sktadnik szczepionki przeciwko zaka-
zeniom powodowanym przez E. faecalis, poniewaz
szczury immunizowane przeciwciatami skierowanymi
przeciwko rekombinowanemu biatku Ace, wykazy-
waly obnizong podatno$¢ na zapalenie wsierdzia po-
wodowane przez E. faecalis niz zwierzgta nieimmuni-
zowane [68]. Biatko Ace odkryto w wyniku poszuki-
wan regionéw homologicznych do wiazacego kolagen
biatka Cna S. aureus [60], jednego z pierwszych
MSCRAMMs odkrytych u bakterii Gram-dodatnich
[53]. Ace posiada podobna do Cna strukture, tzn. naste-
pujace po sobie: krotka sekwencj¢ sygnatowa, dome-
n¢ A odpowiedzialng za przylaczanie ligandu w biatl-
kach ECM, domeng B sktadajaca si¢ z roznej liczby
tandemowych powtorzen, domeng bogata w proling, za-
wierajaca sekwencje LPXTG, zwiazana ze $ciang ko-
moérkowa, hydrofobowy fragment transmemebranowy
oraz krotki odcinek cytoplazmatyczny [44]. Domena A
biatek nalezacych do MSCRAMMs jest ztozona
z dwoch lub wigkszej liczby poddomen, z ktorych kaz-
da posiada budow¢ podobna do przeciwciat IgG.

Ace jest najlepiej scharakteryzowanym, ale nie jedy-
nym bialkiem E. faecalis posiadajacym takie motywy.
Wynikiem poszukiwan in silico podobnych sekwencji
byto odkrycie w genomie szczepu V583 szesnastu in-
nych biatek posiadajacych opisang powyzej strukture
organizacyjna charakterystyczna dla MSCRAMMs
[67]. Analiza genomu E. faecium w poszukiwaniu po-
tencjalnych MSCRAMMs umozliwila wytypowanie
pigtnastu biatek tego rodzaju. Jednym z nich byto zna-
ne juz wczesniej biatko Acm (adhesin to collagen from
E. faecium), natomiast dalszym badaniom poddano bial-
ko Scm (second collagen adhesin of E. faecium) [66].
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Acm posiada charakterystyczna dla MSCRAMMs orga-
nizacje strukturalna oraz szereg cech wskazujacych na
jego wigksze pokrewienstwo z biatkiem Cna S. aureus
niz z Ace E. faecalis. Po pierwsze, Acm ma wysoka
homologi¢ do Cna zard6wno w domenie A jak i B, pod-
czas gdy podobienstwo Acm do Ace jest wysokie
jedynie dla domeny A. Co wigcej, Acm, podobnie jak
Cna przytacza si¢ specyficznie do kolagenu, natomiast
Ace takze do lamininy. Warty uwagi jest rOwniez fakt,
ze Acm tak samo jak Cna, wykazuje wigksze powino-
wactwo do kolagenu typu I niz IV, z kolei dla Ace nie
zaobserwowano takiej roznicy [42, 48].

Wykazano zalezno§¢ pomigdzy miejscem izolacji
szczepu E. faecium a jego zdolnoscia do wigzania ko-
lagenu. Wigkszo$¢ izolatow pochodzenia klinicznego
wigzata kolagen typu I in vitro, natomiast zaden z izola-
tow pozaklinicznych nie wykazywat takiej zdolnosci.
Co ciekawe, we wszystkich 32 badanych szczepach
wykryto locus genu acm, jednak brak zdolnosci wia-
zania kolagenu izolatéw pozaklinicznych byt $cisle
zwiazany z utrata funkcjonalnosci tego genu na skutek
wstawienia sekwencji insercyjnej (IS), delecji zmie-
niajacych faz¢ odczytu lub tez pojawienia si¢ kodonu
stop w sekwencji domeny A [48]. Kolejne badania,
tym razem na wigkszej i bardziej zréznicowanej puli
szczepodw w pelni potwierdzity t¢ zaleznos$¢. Wigkszos¢
izolatéw wiazacych kolagen in vitro oraz pochodza-
cych od pacjentéw z zapaleniem wsierdzia nalezata do
znanego na calym S$wiecie kompleksu klonalnego
CC17 E. faecium. Co wigcej, autorzy zaobserwowali,
ze mozliwe jest spontaniczne, precyzyjne wycigcie IS
z pseudogenu acm klinicznego szczepu E. faecium, co
umozliwia ekspresj¢ Acm. W zwiazku z tym Acm
uwazane jest za jeden z istotnych czynnikow, ktore
zadecydowaly o podniesieniu znaczenia E. faecium
jako alarmowego patogenu szpitalnego [46].

Scm, trzecia szerzej zbadana adhezyna E. faecium
nalezaca do MSCRAMMSs, w odrdznieniu od Acm wig-
ze kolagen typu V oraz fibrynogen. Biorac pod uwage
zrdéznicowanie strukturalne oraz obecno$¢ w organiz-
mie réznych typdéw kolagenu, posiadanie drugiej ad-
hezyny, pozwalajacej na przytaczanie tego biatka, daje
E. faecium cenna mozliwo$¢ dostosowywania si¢ do
okreslonej tkanki [66].

W odréznieniu od Ace i Scm, ktorych rola w pato-
genezie nie zostata do tej pory zbadana eksperymen-
talnie, znaczenie Acm podczas zapalenia wsierdzia
potwierdzono w modelu in vivo z uzyciem mutanta
z delecja acm. W modelu zapalenia wsierdzia u szczura
stwierdzono, ze szczep E. faecium pozbawiony genu
acm W znacznie mniejszym stopniu zasiedlat zastawki
serca i powodowal ich mniejsze uszkodzenia niz szczep
dziki. Dodatkowym potwierdzeniem tego wyniku byt
podwyzszony poziom przeciwciat IgG skierowanych
przeciwko domenie A biatka Acm u pacjentow ze

zdiagnozowanym zapaleniem wsierdzia. Silnie konser-
wowana struktura Acm oraz fakt produkcji przez orga-
nizm cztowieka przeciwcial rozpoznajacych to biatko
pozwala uwaza¢ Acm za interesujacy antygen szcze-
pionkowy w leczeniu zapalenia wsierdzia [45].

Ostatnio odkryta adhezyna E. faecium zaklasyfiko-
wana do MSCRAMMs ze wzgledu na posiadang struk-
turg jest biatko EcbA. Zostato ono wytypowane w trak-
cie poszukiwan bialek zawierajacych motyw LPXTG,
ktore bytyby charakterystyczne dla zwiazanego z in-
wazyjnymi zakazeniami szpitalnymi kompleksu klo-
nalnego CC17 [22]. Badaczom nie udato si¢ stworzy¢
mutanta pozbawionego aktywnos$ci genu kodujacego
to biatko z uwagi na wystgpowanie w genomie E. fae-
cium drugiego genu homologicznego do ecbA, zbadali
jednak, ze EcbA przylacza si¢ do takich kompo-
nentéw ECM jak kolagen typu V i fibrynogen. W od-
roznieniu od innych znanych, wiazacych fibrynogen
MSCRAMMSs E. faecium, EcbA wiaze tancuchy gam-
ma tej czasteczki. Stwierdzono rowniez, ze jest to
jedyna znana adhezyna FE. faecium, ktorej ekspresja,
okreslona na podstawie poziomu mRNA, zachodzi
w wykladniczej fazie wzrostu bakterii, podczas gdy
ekspresja pozostatych adhezyn jest stata. Badacze suge-
ruja, ze jest to element dostosowujacy rodzaj adhezji
do okreslonego typu tkanki [21].

5.1. Mechanizm przylaczania ligandu
przez MSCRAMMs

Adhezyny nalezace do MSCRAMMs cechuje podo-
bienstwo, zar6wno w organizacji strukturalnej catego
biatka, jak i domeny A odpowiedzialnej za przytacza-
nie do czasteczek tworzacych ECM. Stwierdzono, ze
zadna ze zbadanych MSCRAMMs nie wykazywala
homologii do znanych wczeséniej, wiazacych kolagen
integryn, a takze w odroznieniu od nich nie wymagata
dla swej aktywnos$ci jondw magnezu [80]. Fakt ten
sktonit badaczy do poszukiwania calkiem odmiennego
modelu wiazania kolagenu. Prekursorskie badania do-
tyczace sposobu wigzania elementéw ECM przez biat-
ko rodziny MSCRAMMSs prowadzono dla S. aureus
[80]. Badania krystalograficzne czasteczki Cna wyka-
zaty, ze centralny region jego domeny A jest wystar-
czajacy do zwiazania kolagenu, ale w poréwnaniu
z cala domena A wykazuje dziesigciokrotnie mniejsze
powinowactwo do tego biatka, co wyraznie wskazato
na rolg rejonéow flankujacych w tym procesie [52].
Wykazano, ze domena A biatka Cna sktada si¢ z trzech
poddomen: N1, N2 i N3, a kazda z nich ma pofaldowa-
na budowe podobna do przeciwciat IgG. Tego rodzaju
struktura sktada si¢ z dwoch przeciwlegle utozonych
struktur B oraz dwoch krotkich «-helis [80]. Regio-
nem niezb¢dnym do wiazania kolagenu jest prawdo-
podobnie poddomena N2, wykazano takze, ze bialko
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rekombinowane ztozone z poddomeny N1 i N2 wig-
zato kolagen z wigkszym powinowactwem niz pelna
domena A biatka Cna [52, 80]. Acm, podobnie jak Cna
posiada trzy poddomeny, Ace sktada si¢ z dwoch po-
dodmen N1 oraz N2, natomiast Scm posiada najpraw-
dopodobniej tylko jeden tego typu region. Badania
krystalograficzne wykazaly, ze poddomena N2 Cna
oraz Ace posiada prawie identyczne pofatdowanie [43,
52, 56, 66]. Porownanie sekwencji aminokwasowych
oraz modelowanie strukturalne regionu N1N2, biatek
Ace, Cna i Acm ujawnity silne podobienstwo tych bia-
tek [48, 60]. Przeprowadzone pomiary krystalogra-
ficzne dla domeny A czasteczki Ace potwierdzily te
wyniki, w zwiazku z tym autorzy postuluja podobny
mechanizm wigzania kolagenu do tego, jaki zostat opi-
sany szczegdtowo dla Cna S. aureus [34].

Wiazanie kolagenu przez Cna zachodzi zgodnie
z modelem nazwanym obrazowo ,,Collagen Hug”.
Schemat ten opracowano w oparciu o analizg struktury
wolnego regionu N1N2 oraz jego kompleksu z potroj-
na helisa kolagenu, otrzymana syntetycznie. Na po-
wierzchni jednej z beta-kartek domeny N2 znajduje si¢
ptytkie wglebienie, bedace miejscem przytaczania
ligandu. Struktura NIN2 wystepuje w réwnowadze
miedzy konformacja otwarta i zamknigta, z ktoérych
tylko konformacja otwarta, zawierajaca odstonicte
miejsce ,,dokowania” kolagenu, jest zdolna do jego
wiazania [70]. Przylaczanie rozpoczyna si¢ od wytwo-
rzenia stabego wiazania pomiedzy helisa kolagenowa
a komplementarnym do niej zaglebieniem w pod-
domenie N2, ktére jest nastgpnie stabilizowane przez
interakcje polarne i hydrofobowe. Nastgpnie pod-
domena N1 przemieszcza si¢ i wraz z poddomena N2
blokuja potrojna helis¢ kolagenu, tworzac wokot niej
struktur¢ przypominajaca tunel. Koncowy etapem pro-
cesu jest wsunigcie si¢ konserwowanego, C-koncowe-
go fragmentu poddomeny N2 w rowek domeny N1,
ktora komplementuje w ten sposob jedna z jej struktur
B stabilizujac caty kompleks [80].

Pytanie o biologiczne znaczenie opisanego modelu
wiazania kolagenu przez biatka rodziny MSCRAMMs
pozostaje otwarte. Liu i wsp. dyskutujac wyniki do-
tyczace modelu przyltaczania biatka Ace E. faecalis
do kolagenu sugeruja, ze mechanizm ten mogiby mie¢
przyktadowo zastosowanie w sytuacji pojawienia si¢
odstonigtych i uszkodzonych czasteczek kolagenu
w naruszonej tkance, ktore moglyby stanowi¢ miejsce
przytaczenia patogenoéw bakteryjnych wywotujacych
zakazenia ran [34].

Interesujace jest podobienstwo wystepujace po-
migdzy mechanizmem ,,Collagen Hug” a ,,Dock, Lock
and Latch” zaproponowanym dla wiazania liniowych
czasteczek, takich biatek jak fibrynogen [55]. Dwie
adhezyny: Cna S. aureus, wiazaca kolagen oraz SdrG
Staphylococcus epidermidis, taczaca si¢ z tancuchem

beta fibrynogenu, posiadaja bardzo zblizona struk-
tur¢. Sam mechanizm wigzania biatka docelowego za-
chodzi tak samo, z ta r6znica, ze rejon wiazacy ligand
SdrG znajduje si¢ pomigdzy poddomenami N2 i N3
anie N1 i N2 jak w przypadku Cna, wystgpuje takze
roznica w dtugosci fragmentu taczacego te kluczowe
dla catego mechanizmu pododomeny. Dla takich bia-
ek jak Cna czy Ace, ta czgs$¢ jest dluzsza, pozosta-
wiajac wigcej miejsca dla ,,masywniejszych” czaste-
czek kolagenu [34]. To poroéwnanie pozwala sadzic,
ze poszczegolne MSCRAMMs wykorzystuja podobne
elementy struktury (rejony podobne do IgG), aby do-
stosowac si¢ do konkretnego ligandu.

6. Bialko SgrA

Trzecia obok Scm i EcbA adhezyna E. faecium przy-
laczajaca fibrynogen jest biatko SgrA, ktore odkryto
wraz z EcbA, poszukujac wérod izolatow reprezentuja-
cych kompleks klonalny CC17 E. faecium biatek z mo-
tywem strukturalnym LPXTG. Schemat struktury SgrA
jest podobny do innych zwiazanych ze $ciana komor-
kowa biatek powierzchniowych, jednak ze wzgledu na
brak regionéw podobnych do IgG w domenie A SgrA
nie zostato zaklasyfikowane do MSCRAMMs [21].
Gen kodujacy biatko SgrA zidentyfikowano u wszyst-
kich 40 przebadanych izolatow z CC17, ale tylko
w okoto jednej czwartej (24/91) izolatow spoza tego
kompleksu [22]. SgrA jest tez jedynym znanym biat-
kiem E. faecium wiazacym nidogen, sktadnik wszyst-
kich bton podstawnych [21]. Badania prowadzone na
rekombinowanych biatkach SgrA oraz EbcA wykazaty,
ze przytaczaja one inne fragmenty czasteczki fibryno-
genu. SgrA wiaze tancuchy alfa oraz beta, natomiast
EcbA taficuchy gamma. Okre$lenie regionu odpowia-
dajacego za ten proces wymaga jednak dalszych prac
[21]. Biorac pod uwagg wystegpowanie trzech adhezyn
E. faecium wiazacych fibrynogen, mamy do czynienia
z zestawem bialek dziatajacych synergistycznie w tym
kierunku, co zwigksza mozliwo$ci przezycia w organiz-
mie gospodarza w sytuacji wystapienia odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko jednej z adhe-
zyn. Stwierdzono réwniez wysoka zdolno$¢ wiazania
powierzchni abiotycznych przez SgrA oraz znaczny
udziat tego biatka w tworzeniu biofilmu. Mutant pozba-
wiony aktywnosci SgrA wytwarzat znacznie mniej bio-
filmu, jednak jego wytwarzanie nie zostato catkowicie
zahamowane, co autorzy thumacza aktywnoScia innych
czynnikoéw odpowiedzialnych za ten proces [21].

7. Fimbrie
Wiele gatunkéw bakterii posiada na powierzchni ko-

morki struktury znane jako fimbrie. Rézne typy fimbrii
bakterii Gram-ujemnych zostaly doktadnie zbadane
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i opisane, stwierdzono roéwniez, ze zaleznie od rodza-
ju moga petnié¢ rozmaite funkcje od udzialu w transfe-
rze DNA 1 transdukcji fagowej, poprzez tworzenie bio-
filmu i specyficzny rodzaj ruchu, az po rol¢ adhezyn
do komorek gospodarza. Typ fimbrii bakterii Gram-
ujemnych determinuje takze mechanizm ich syntezy,
jednak w kazdym przypadku zachowana zostaje ogdlna
zasada: s3 one tworzone na zasadzie niekowalencyj-
nej homopolimeryzacji bialek gtéwnej podjednostki
strukturalnej [57].

Ostatnio fimbrie bakterii Gram-dodatnich sg przed-
miotem intensywnych badan. Co prawda juz w 1968 r.
przy uzyciu mikroskopu elektronowego zaobserwo-
wano je u bakterii z rodzaju Corynebacterium [57], to
jednak szczegdlowy opis mechanizmu syntezy tych
struktur powstal w ostatnim dziesigcioleciu. Organiz-
mem modelowym jest tu Corynebacterium diphtheriae
[35]. Od tego czasu liczba gatunkéw bakterii Gram-
dodatnich, u ktérych znaleziono geny kodujace fimbrie
wzrasta w szybkim tempie, co ma zwiazek z nadzieja
na ich wykorzystanie w roli skutecznych antygenow
szczepionkowych [57].

Ogromne zainteresowanie fimbriami dotyczy takze
bakterii z rodzaju Enterococcus. Zgodnie ze wspolnym
dla bakterii Gram-dodatnich modelem, geny kodujace
elementy strukturalne fimbrii wystgpuja w formie ope-
ronu. Metodami in silico u E. faecium odnaleziono
cztery tego rodzaju zespoty gendéw PGC-1, PGC-2,
PGC-3 oraz PGC-4, wystgpujace przede wszystkim
wsrod izolatow wywotujacych zakazenia szpitalne [20].
E. faecalis posiada natomiast dwa zespoty genow fim-
brii: zlokalizowany w chromosomie bakteryjnym ope-
ron Ebp (endocarditis- and biofilm-associated pili) oraz
znajdujacy si¢ na duzym plazmidzie koniugacyjnym
operon Bee (biofilm enhancer in enterococcus). Pod-
czas gdy Ebp jest znajdowany powszechnie w$rdd
szczepdw E. faecalis, obecno$¢ Bee stwierdzono
u zaledwie 5% zbadanych izolatéw. Ostatni z wymie-
nionych loci odkryto w trakcie poszukiwan genow
istotnych dla tworzenia biofilmu. W tym celu stworzo-
no bank mutantdéw insercyjnych szczepu E99, znane-
go z wysokiego poziomu produkcji biofilmu. Mutant
PD101D12, u ktérego ta zdolno$¢ zostata w 70% zaha-
mowana, posiadal insercj¢ wlasnie w Bee [11, 47, 72].

Fimbrie stanowia polimery bialek zwanych pili-
nami. Gléwnymi pilinami w przypadku E. faecalis sa
EbpC oraz Bee-3 [47, 72], natomiast u E. faecium eks-
perymentalnie zbadano PilA kodowane w PGC-1 oraz
PilB kodowane w PGC-3 [20]. W tym samych loci ko-
dowane sa takze sortazy klasy C, odpowiedzialne za
polimeryzacje glownej piliny stanowiacej trzon calego
wlokna i taczenie tej struktury z dwiema podjednost-
kami dodatkowymi, znajdujacymi si¢ podstawy wiok-
na oraz rozmieszczonymi na calej jego dtugosci, takimi
jak np. EbpA oraz EbpB u E. faecalis [47].

Sortaza klasy C, bioraca udzial w sktadaniu fimbrii
ma aktywnos$¢ transpeptydazy, a wigc zasada jej dzia-
lania jest podobna do wcze$niej omdwionego ogolnego
mechanizmu zakotwiczania biatek posiadajacych mo-
tyw LPXTG w peptydoglikanie $ciany komorkowe;j
przez sortaze klasy A. Zgodnie z modelem sktada-
nia fimbrii, potwierdzonym dla wielu bakterii Gram-
dodatnich i najprawdopodobniej obejmujacym tez
enterokoki, gléwna podjednostka strukturalna zawiera
wszystkie niezbedne do utworzenia fimbrii elementy:
znajdujaca sig na N-koncu sekwencjg¢ sygnatowa umoz-
liwiajaca transport biatka przez blong komoérkowa
przez system Sec, charakterystyczny dla fimbrii motyw
zawierajacy konserwowana resztg lizyny, konieczna
do polimeryzacji, tzw. sekwencj¢ E-box z silnie kon-
serwowang reszta kwasu glutaminianowego, prawdo-
podobnie wymaganym do wbudowywania dodatko-
wych pilin w strukture widkna oraz sygnat sortujacy do
$ciany komorkowej, zawierajacy motyw LPXTG roz-
poznawany przez sortazy [23, 27, 35].

Uwaza sig, ze przestrzen pomigdzy btona a $ciana
komorkowa bakterii Gram-dodatnich zapewnia §rodo-
wisko ochronne dla obrobki potranslacyjnej wydzie-
lanych tam bialek. Efektywne sktadanie i wlaczanie
przetransportowanych podjednostek fimbrii w struk-
tur¢ Sciany komdrkowej sugeruje synchronizacjg za-
chodzacych si¢ w tej przestrzeni procesow transportu
biatek przez btong komdrkowa przez system Sec i ak-
tywnosci dwoch rodzajow sortaz C i A, a takze wy-
twarzania peptydoglikanu $ciany komoérkowej z jego
prekursora, lipidu 11 [27].

Sortaza klasy C po rozpoznaniu sygnatu sortujace-
go LPXTG gltownego monomerycznego biatka fimbrii,
wydzielonego do przestrzeni peryplazmatycznej, rozci-
na go pomigdzy resztami treoniny i glicyny, a nastgpnie
katalizuje powstawanie wigzania amidowego pomigdzy
reszta treoniny motywu LPXTG a reszta konserwowa-
nej lizyny, znajdujaca si¢ w charakterystycznym dla
pilin motywie sasiedniej podjednostki fimbrii. Dzigki
kolejnym reakcjom transpeptydacji nastepuje wydtu-
zanie polimeru stanowiacego zasadnicza czg$¢ fimbrii.
Zaobserwowano, ze we wbudowywaniu dodatkowych
podjednostek bierze udziat zarowno obszar zawieraja-
cy wspomniang konserwowana resztg lizyny jak i tzw.
E-box z konserwowana reszta kwasu glutaminianowe-
go. Proces polimeryzacji fimbrii jest ograniczony przez
dostepnos¢ gtownej podjednostki, a jej nadekspresja
skutkuje znacznym wydtuzeniem catej struktury. Ostat-
ni etap syntezy stanowi potaczenie gotowej fimbrii
z bocznym tancuchem prekursora peptydoglikanu przy
pomocy sortazy klasy A. Ten klasyczny model uzys-
kany przede wszystkim na podstawie badan przepro-
wadzonych dla C. diphtheriae i wzbogacony o wyniki
uzyskane dla innych bakterii Gram-dodatnich jest
wciaz udoskonalany. Ostatnie badania wykazaty, ze
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sygnatem do zakonczenia polimeryzacji zasadniczej
czesci fimbrii jest wlaczenie w jej strukturg okreslone;j
podjednostki dodatkowej za pomoca sortazy klasy A
[23, 27, 35].

Najnowsze badania przeprowadzone dla E. faecalis
potwierdzaja tez¢ o przestrzennym skojarzeniu trans-
portu pilin i ich dalszej obrobki przez sortazy. Udowod-
niono, ze dodatnio natadowany, C-koncowy fragment
biatka sortazy klasy C, otaczajacy obszar transmem-
branowy, jest odpowiedzialny za wlasciwa lokalizacje
tego enzymu. Mutacje wprowadzone w tym motywie
powodowaty brak prawidlowego zatrzymywania sor-
tazy C w blonie komorkowej, zaburzenie przestrzen-
nej synchronizacji transportu pilin oraz ich obrobki
przez enzym sortujacy, a tym samym uposledzenie
produkcji fimbrii [28].

Biosynteza trzech pilin EbpA, EbpB oraz EbpC,
kodowanych w operonie E. faecalis jest uzalezniona
od produktu genu regulatorowego ebpR, znajdujacego
si¢ w tym samym locus. Delecja w tym rejonie powo-
dowata uposledzenie ekspres;ji pilin, zmniejszong syn-
tezg fimbrii, a w konsekwencji znaczne zmniejszenie
wytwarzania biofilmu [4]. Fimbrie E. faecalis i E. fae-
cium majq istotny udziat w tworzeniu tej struktury, co
wykazano eksperymentalnie przy uzyciu mutantow
delecyjnych oraz transpozonowych gendéw ebpA, ebpB,
ebpC oraz srtC [47].

Badania przy uzyciu szczurzego modelu infekcji
wewnatrznaczyniowej oraz mysiego modelu infekcji
przewodu moczowego wykazaty, ze fimbrie daja dzi-
kiemu szczepowi E. faecalis OGIRF znaczna prze-
wage nad pozbawionymi ich mutantami [6, 26]. Duze
zainteresowanie budzi takze stwierdzenie podwyz-
szonego miana przeciwcial skierowanych przeciwko
fimbriom w surowicach pobranych od pacjentow z za-
paleniem wsierdzia [67].

Prowadzono takze eksperymenty w celu okreslenia
czynnikow fizycznych wpltywajacych na ekspresje en-
terokokowych fimbrii. Dwa odrebne typy fimbrii: PilA
oraz PilB, wytwarzane jednocze$nie przez E. faecium,
wykazaly wysoki poziom ekspresji u bakterii rosna-
cych w temperaturze 37°C w odréznieniu od hodowa-
nych w temperaturze 21°C, u ktéorych w ogoéle nie
zaobserwowano tych struktur, a jedynie zwiazane ze
$ciang komorkowa biatka glownej podjednostki.
Autorzy wnioskuja, ze czynnikiem regulujacym skta-
danie fimbrii jest temperatura, a jej wzrost do ok. 37°C
zwiazany np. z przeniesieniem E. faecium na po-
wierzchni¢ skory pacjenta jest sygnatem do rozpo-
czecia wytwarzania tych struktur, co umozliwia $cisty
kontakt z tkankami gospodarza, kolonizacj¢ a nastgp-
nie zakazenie [20].

Badano réwniez wptyw obecnosci dwutlenku wegla
oraz anionow wodorowgglanowych na regulacje¢ eks-
presji operonu ebp E. faecalis. Czynnik regulatorowy

EbpR wykazuje homologi¢ do szerszej rodziny regu-
latorow aktywowanych przez obecnos¢ CO,/HCO;".
Anion wodoroweglanowy jest znany jako czynnik
wydzielany przez organizm czlowieka do $wiatla dwu-
nastnicy w celach ochronnych, co moze by¢ sygnalem
dla E. faecalis do produkcji adhezyn, koniecznych do
kolonizacji nowego $rodowiska [5].

8. Podsumowanie

Wzrastajacy poziom opornosci na antybiotyki wsrod
bakterii rodzaju Enterococcus zmusza do poszukiwania
nowych metod leczenia powodowanych przez nie scho-
rzen. Enterokoki wytwarzaja szeroka game czynnikow
odpowiadajacych za oddzialtywanie z gospodarzem,
wsrod ktorych biatka powierzchniowe z charakterys-
tycznym motywem LPXTG sa szczegolnie istotne ze
wzgledu na liczne funkcjg, jakie pelniq w trakcie zaka-
zenia. Biora takze udziat w skutecznym przylaczaniu
do powierzchni abiotycznych oraz tworzeniu na nich
biofilmu, pozwalajac na zasiedlanie powierzchni abio-
tycznych. Ekspresja wielu biatek z tej grupy jest cecha
odrdzniajaca enterokoki bedace groznymi patogenami
szpitalnymi od tych stanowiacych naturalng mikroflorg
jelita. Z tego wzgledu sa to niezwykle interesujace po-
tencjalne antygeny szczepionkowe. Badania dotyczace
odpowiedzi immunologicznej na biatka enterokokowe
sa jednak mniej zaawansowane w poréwnaniu z bada-
niami dotyczacymi innych patogenow z grupy bakterii
Gram-dodatnich, takimi jak Streptococcus pneumoniae
czy Streptococcus pyogenes [17, 39]. Wzrastajace za-
interesowanie czynnikami zjadliwo$ci enterokokow,
przejawiajace si¢ m.in. wciaz powigkszajaca si¢ licz-
ba zsekwencjonowanych genoméw E. faecium oraz
E. faecalis [23, 50] pozwala sadzi¢, ze na wiele pozo-
stajacych w tej dziedzinie pytan uzyskamy odpowiedz
w niedalekiej przysztosci.
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