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Amyloids, common proteins among microorganisms

Abstract: Historically, the term amyloid was used strictly with reference to human neurodegenerative diseases. Nowadays, it is known
that many proteins have the potential to conformational changes into -sheet structures with tendency to form insoluble amyloid fibrils.
Moreover, amyloid proteins are widespread among microorganisms. Bacteria and fungi produce functional amyloids which exhibit all
characteristics of amyloid proteins, but in contrast to a numerous group of human toxic amyloids, they play important physiological
functions in microorganisms. There is growing evidence that functional amyloids are important in bacterial adhesion and invasion.
Furthermore, amyloids make biofilms thicker, rougher, and more resistant to drying out. The increasing interest in better understanding
of the nature of these unusual microbial proteins and their role in pathogenesis are likely to contribute to the effective treatment or
prevention of infectious diseases in humans.
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1. Wprowadzenie

Termin amyloid po raz pierwszy zostal zastosowany
przez Rudolfa Virchowa, ktéry w 1854 roku zaobserwo-
wal pozakomorkowe ztogi w tkance mézgu i na pod-
stawie niebieskiego wybarwienia jodyng, blednie opisal
je jako skrobia (tac. amylum; grec. amylon). Pierwsze
szczegotowe badania nad amyloidami przeprowadzili
Friedreich i Kekule, ktérzy w 1859 roku potwierdzili
biatkowe pochodzenie ztogdw, wykluczajac tym samym
obecnos¢ weglowodanéw w badanej masie. Postep wie-
dzy o II-rzedowej strukturze bialek przyczynit si¢ do
odkrycia, ze amyloidy w przeciwienstwie do innych
bialek o strukturze a-helisy, posiadaja prawoskretna
konfiguracje . Charakterystyczna dla wszystkich bia-
tek amyloidowych, regularna struktura nierozgatezio-
nych wiokien, tzw. B-harmonijka warunkuje ich wysoka
oporno$¢ na proteolize [14, 80, 85]. Do powstawania
widkien amyloidowych w organizmie czlowieka docho-
dzi na skutek btednego uformowania fanicucha polipep-
tydowego. Przyczyna zmian prawidiowej konforma-
¢ji biatka mogg by¢ réznorodne $rodowiskowe [56].
Do zmiany struktury drugorzedowej biatka z a-helisy
na f-harmonijke moze dojs¢ na skutek: zmian pH lub
temperatury, mechanicznego stresu, glikacji oraz oksy-

dacji [18]. Nieprawidtowa konformacja przestrzenna
bialek prowadzi do polimeryzacji monomeréw w tok-
syczne dla komorek formy przejsciowe [17, 29]. Do
zakonczenia procesu agregacji dochodzi w momencie
osiggniecia stanu réwnowagi, czyli powstania nieroz-
puszczalnych struktur, tj. amorficznych agregatéw lub
widkien amyloidu [30, 35].

Powstawanie wiokien amyloidowych w organiz-
mie czlowieka towarzyszy rozwojowi amyloidoz, tj.
choréb polegajacych na odkladaniu si¢ w tkankach
lub okreslonych narzadach wewnetrznych zlogow
bialek amyloidowych. Gromadzenie si¢ widkien amy-
loidowych w mézgu prowadzi natomiast do rozwoju
chordb neurodegeneracyjnych, m. in. choroby Alzhei-
mera oraz Parkinsona. Dotychczas rozpoznano duza,
heterogenng grupe toksycznych biatek amyloidowych,
tym nie mniej, wystepujace w organizmie czlowieka
amyloidy nie zawsze zwigzane s z procesem patolo-
gicznym i mogg réwniez petni¢ funkeje fizjologiczne.
Przykiadem jest odkryte w 2006 roku premelanoso-
mowe biatko 17 (Pmel17), ktdre uczestniczy w procesie
polimeryzacji i biosyntezy melaniny [24].

W przeciwienstwie do biatek amyloidowych powsta-
jacych w organizmie cztowieka przede wszystkim w pro-
cesach chorobowych, liczne drobnoustroje tj. bakterie
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Rys. 1. Proces polimeryzacji bialek amyloidowych

Agregacja monomeréw prowadzi do powstania toksycznych form posred-
nich (oligomeréw), protofibryli oraz wtékien amyloidow.

i grzyby wytwarzaja tzw. amyloidy funkcjonalne, ktore
posrednicza w ich procesach fizjologicznych [27, 90, 95].

Amyloidy funkcjonalne drobnoustrojéw powstaja
w skomplikowanych procesach biosyntezy, co odréz-
nia je od nieprawidtowo pofaldowanych, toksycznych
amyloidéw ludzkich. Pomimo istotnych réznic na eta-
pie tworzenia amyloidéw wytwarzanych przez drobno-
ustroje oraz organizm czlowieka, bialka te cechujq si¢
szeregiem wspolnych wlasciwosci fizyko-chemicznych.
[13]. Struktura B-harmonijki, ktéra charakteryzuje
wszystkie amyloidy odpowiada za ich niezwykla opor-
nos$¢ na trawienie proteazami oraz denaturacje enzy-
matyczng, cieplng i chemiczng. Wtokna amyloidowe
cechuje wytrzymatos¢ na rozcigganie poréwnywalna
do stali, a sztywnos$¢ mechaniczna tych biatek jest zbli-
zona do jedwabiu [87]. Ze wzgledu na wysoka trwatos¢
wiokien amyloidowych do izolacji monomeréw tych
bialek stosuje sie stezony kwas mréwkowy lub heksaflu-
oro-2-propanol (HFIP). W pozostatych kwasach oraz
zasadach biatka amyloidowe nie rozpuszczajg si¢ [60,
86]. Ponadto, do charakterystycznych cech wszystkich
bialek amyloidowych zalicza si¢ zdolno$¢ wigzania
czerwieni Kongo, tioflawiny T oraz kurkuminy [45, 49,
55]. Dodatek czerwieni Kongo lub kurkuminy do pod-
toza hodowlanego umozliwia wykrywanie bialek amy-
loidowych na powierzchni bakterii, poniewaz barwniki
te wbudowuja si¢ w strukture f-harmonijki, wptywajac
zaréwno na kolor jak i morfologie kolonii. Zastosowa-
nie czerwieni Kongo jest réwniez wykorzystywane do
wykrywania charakterystycznej dla amyloidéow dwoj-
fomnosci w $wietle spolaryzowanym, ktorg obserwuje
sie w postaci zo6lto-zielonego $wiecenia. Tioflawina T
jest barwnikiem fluorescencyjnym, ktory stosowany jest
do badan nad kinetyka proceséw polimeryzacji bialek

amyloidowych. Wbudowanie tioflawiny T w strukture
B-harmonijki powstajacych widkien amyloidu pro-
wadzi do wzmocnienia jego fluorescencji. W procesie
agregacji biatek amyloidowych wyrdznia sie trzy etapy:
1) faze lag, ktéra odpowiada oligomeryzacji globu-
larnych monomeréw, 2) faze tworzenia i wydluza-
nia wlokien amyloidu oraz 3) faze stabilizacji, ktora
odzwierciedla zakonczony proces polimeryzacji i stala
liczbe widkien (Rys. 1).

2. Amyloidy bakteryjne
2.1. Fimbrie spiralne

Pierwsze doniesienia o bakteryjnych amyloidach
pojawily sie w 1989 roku [66]. Jak dotychczas, fim-
brie spiralne s3 jedynym wykrytym u Gram-ujemnych
pateczek z rodziny Enterobacteriaceae antygenem bak-
teryjnym zbudowanym z amyloidu (Rys. 2.). Ekspresja
genow csg (curli-specific genes), ktére koduja te adhe-
zyny zostala potwierdzona u Salmonella sp., Citrobacter
sp., Enterobacter sp. Proteus sp oraz gatunku Escheri-
chia coli (E. coli) [98].

2 microns

Rys. 2. Fimbrie spiralne na powierzchni E. coli

Zdjecie z transmisyjnego mikroskopu elektronowego dzieki uprzejmosci
prof. M. Chapmana.

2.1.1. Synteza fimbrii spiralnych

Za biogeneze fimbrii spiralnych odpowiadaja biatka
kodowane przez siedem genéw zlokalizowanych na
dwoch operonach: ¢sgDEFG oraz csgBAC. Podczas
transkrypcji operon csgDEFG jest przepisywany w lewo,
natomiast csgBAC w prawo. Operon csgBAC zawiera
geny, ktdre kodujg dwie kluczowe podjednostki struk-
turalne tj. biatka CsgA i CsgB. Bialka te posiadajg zbli-
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zong mase czasteczkowa (~17kDa) a ich struktura
obejmuje pie¢ homologicznych odcinkéw, ktérych
model przypomina spinke do wloséw [5]. Powtarza-
jace sie sekwencje aminokwaséw sg bogate w glicyne,
glutamine i asparagine, co jest typowe dla peptydow
amyloidogennych [69]. Pomiedzy resztami glutaminy
i sparaginy powstaja wigzania wodorowe, ktdre zapew-
niajg trwalos¢ i odporno$¢ biatek amyloidowych na
proteolize [72, 97].

Podjednostki strukturalne fimbrii spiralnych poli-
meryzujg poza komorka bakteryjng, co odrdznia te
adhezyny od pozostatych typow fimbrii, ktérych syn-
teza rozpoczyna si¢ przy podstawie blony zewnetrzne;.

Sekrecja bialka CsgA i CsgB do przestrzeni zew-
natrzkomorkowej jest mozliwa, poniewaz podczas
syntezy fimbrii spiralnych w blonie zewnetrznej bak-
terii powstajg kanaty zbudowane z lipoproteiny CsgG.
Translokacja gtéwnych podjednostek strukturalnych
jest zalezna od innych bialek: CsgC, CsgE oraz CsgF.
Rolg biatka CsgC jest zapobieganie autotoksycznosci
poprzez hamowanie przedwczesnej amyloidogenezy
na etapie transportu monomeréw CsgA. Biatko CsgE
jest obecne w przestrzeni periplazmatycznej bakterii
i pelni role pomocnicza podczas naprowadzania czaste-
czek CsgA w kierunku kanatu zlokalizowanego w bto-
nie zewnetrznej. W momencie uwolnienia do $rodo-
wiska pozakomoérkowego podjednostek CsgA i CsgB
istotng role odgrywa zwigzana z btong zewnetrzng czg-
steczka CsgF, ktéra odpowiada za zakotwiczenie biatka
CsgB, a nastepnie wplywa na szybko$¢ polimeryza-
¢ji monomerdéw CsgA w wldkna amyloidowe fimbrii
spiralnych [22, 44].

Zakotwiczenie biatka zarodnikowego CsgB w bto-
nie zewngtrznej zapoczatkowuje proces nukleacji, gdyz
jest sygnalem wzbudzajacym polimeryzacje rozpusz-
czalnych monomeréw CsgA. W warunkach in vivo
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Rys. 3. Synteza fimbrii spiralnych
CsgA'B™ - bakteria wydziela do srodowiska monomery CsgA, ale brak
ekspresji CsgB na jej powierzchni uniemozliwia synteze fimbrii spiralnych;
CsgA B* - bakteria nie wytwarza CsgA, ale posiada na swojej powierzchni
bialtko CsgB, stad na jej powierzchni powstaja fimbrie spiralne, gdy w $ro-
dowisku obecne s3 monomery CsgA; CsgA*B* — bakteria zdolna do samo-
dzielnej syntezy fimbrii spiralnych.

biatko CsgB jest niezbedne podczas biosyntezy fimbrii
spiralnych, gdyz komérka bakteryjna niewykazujaca
ekspresji tego biala jest niezdolna do zakotwiczenia
na blonie zewnetrznej powstajacych wiokien amylo-
idu. Czasteczki CsgA oraz CsgB moga by¢ natomiast
syntezowane przez dwie, rézne bakterie, ktore naleza
do odmiennych gatunkéw np. Salmonella sp. i E. coli.
Wariant taki jest mozliwy, poniewaz bakteria, pozba-
wiona ekspresji bialka zarodnikowego CsgB, uwal-
nia do $rodowiska zewnetrznego monomery CsgA,
ktére moga agregowa¢ na powierzchni innej bakterii,
posiadajacej w blonie zewnetrznej biatko zarodnikowe
CsgB (Rys. 3.) [33].

2.1.2. Regulacja ekspresji operonu csg

W przeciwienstwie do nieprawidlowo formowa-
nych ludzkich bialek amyloidowych, biogeneza fimbrii
spiralnych jest $cisle uporzadkowana. Za prawidlowy
przebieg tego wieloetapowego procesu odpowiadaja
czynniki regulatorowe. Najwazniejszym z nich jest
biatko CsgD, ktore zalicza si¢ do rodziny regulatoréw
transkrypcyjnych Fix]J/UhpA/LuxR [12]. Za funkcje
regulatorowe tych biatek odpowiada domena C-kon-
cowa, ktdra ma wlasciwosci wigzagce DNA. Biatko CsgD
taczac si¢ z promotorem operonu csgBAC indukuje jego
pozytywna regulacje [79].

W odrdznieniu od innych bialek z rodziny Fix]/
UhpA/LuxR, bialko CsgD nie ma wplywu na wlasna
ekspresje. Jest ona zalezna od: fazy wzrostu bakterii,
sygnalow $rodowiskowych, miedzykomodrkowej cza-
steczki sygnalizacyjnej tj. cyklicznego guanozyno-
-3’5’-monofosforanu (c-GMP) oraz malego regulato-
rowego RNA [51]. Bakteryjne male RNA sa obecnie
przedmiotem intensywnych badan ze wzgledu na ich
istotny wptyw na regulacje ekspresji gendw. Regulato-
rowym RNA, ktére oddzialuje na gen csgD jest czyn-
nik RydC, pelnigcy role ryboregulatora u Salmonella
sp. oraz u E. coli. Do prawidlowego funkcjonowania
czynnika RydC niezbedna jest obecnos¢ biatka opie-
kunczego Hfq. Kompleks RydC-Hfq taczy sie z csgD
mRNA na zasadzie komplementarnos$ci, a nastepnie
blokuje proces translacji, co skutkuje wyciszeniem
biogenezy fimbrii spiralnych i utratg zdolnosci two-
rzenia biofilmu. [8]. Wznowienie translacji nastepuje
dopiero po znacznym obnizeniu poziomu biatka RydC
w komorce bakteryjne;.

Istotnym czynnikiem $rodowiskowym reguluja-
cym biosynteze fimbrii spiralnych jest temperatura.
Cho¢ wigkszo$¢ bakterii wykazuje ekspresje genow
operonu csg wylacznie w temperaturze ponizej 30°C,
wiele patogennych szczepow E. coli syntezuje fimbrie
spiralne rowniez w temperaturze ciata ludzkiego. Zdol-
nos¢ paleczek E. coli do biogenezy fimbrii spiralnych
w temperaturze 37°C pojawia si¢ na skutek mutacji



80 BARBARA KATARZYNA PAWLOWSKA, BEATA MAGDALENA SOBIESZCZANSKA

w genie csgD [93]. W warunkach in vitro fimbrie spi-
ralne produkowane sg w stacjonarnej fazie wzrostu
bakterii, na podtozach hodowlanych o niskiej osmo-
lalno$ci, przy ograniczonym dostepie azotu, fosforu
i zelaza. Ponadto, ekspresja genu csgD jest najwyzsza
w warunkach mikroaerofilnych [5, 28].

2.1.3. Udzial fimbrii spiralnych w wirulencji bakterii

Fimbrie spiralne pelnig istotne funkcje podczas
wieloetapowego procesu tworzenia biofilméw. Udziat
tych adhezyn jest szczegdlnie wazny podczas pierwszej
fazy tworzenia struktury biofilmu, czyli w momen-
cie wstepnej adhezji bakterii do powierzchni abio-
tycznych lub biotycznych [94]. Fimbrie zbudowane
z amyloidu przyczyniajg si¢ do efektywnej kolonizacji
tkanek roslinnych, nierdzewnej stali, polistyrenu czy
szkla [4, 42, 71, 80]. Po skolonizowaniu powierzchni,
dzieki hamowaniu przez fimbrie spiralne agregacji
komorek bakteryjnych, mogg one tworzy¢ mikroko-
lonie. Dojrzaly biofilm jest strukturg tréjwymiarowa,
pokryta warstwa zewnatrzkomorkowej macierzy, ktéra
chroni bakterie przed szkodliwymi czynnikami (m.in.
antybiotykami). Ukryte wewnatrz biofilmu patogeny
jelitowe sg bezpieczne, gdyz macierz zewnatrzkomor-
kowa posiada cechy wytrzymalej bariery fizycznej.
Charakterystyczne wilasciwosci fizyczne i chemiczne
macierzy s3 utrzymywane przez fimbrie spiralne, ktore
stanowig gtowny, bialkowy sktadnik macierzy zew-
netrzkomorkowej tworzonej przez E. coli i Salmonella
sp. Dzieki wysokiej trwalosci i opornosci amyloidow
na proteolize, biofilmy stanowig swoiste schronienie
dla bakterii, umozliwiajace im namnazanie pomimo
niekorzystnych warunkéw panujacych poza strukturg
biofilmu. Bakterie prezentujace na swojej powierzchni
fimbrie spiralne produkuja biofilmy, ktére s wyraznie
grubsze i bardziej rozlegte w poréwnaniu do biofilméw
syntezowanych przez drobnoustroje pozbawione tych
antygenow [43, 95].

Unikalna cechg fimbrii spiralnych jest ich zdolnos¢
wigzania bialek plazmatycznych i komodrkowych, co
$wiadczy o udziale tych antygenéw w patogenezie zaka-
zen u czlowieka. Powinowactwo do bialek gtéwnego
ukladu zgodnosci tkankowej MHC-I (major histocom-
patibility complex) umozliwia modulowanie odpowiedzi
przeciwzapalnej gospodarza, poniewaz w warunkach
tizjologicznych czasteczki MHC-I odpowiadajg m.in.
za obrong przed patogenami [40, 64, 67]. Amyloidowe
fimbrie moga wiaza¢ zaréwno fancuch ciezki a biatka
MHC-, jak i jego podjednostke tj. B,-mikroglobuline.
Ponadto, w badaniach in vitro wykazano, ze bakterie
prezentujace fimbrie spiralne wykazuja zwigkszona
adhezje do linii komodrkowej o prawidlowej ekspresji
czgsteczek MHC-I w poréwnaniu do linii o zreduko-
wanej ekspresji tych antygenéw na powierzchni [67].

Zdolno$¢ wigzania plazminogenu ulatwia bakte-
riom produkujacym fimbrie spiralne inwazje do tka-
nek gospodarza. Na skutek zwigzania plazminogenu
powstaje plazmina, ktéra odpowiada m.in. za przerwa-
nie cigglosci tkanek. Uszkodzenie komoérek gospodarza
sprzyja z kolei inwazji bakterii do glebszych warstw tka-
nek. Ponadto, Gophna i wsp. [32] wykazali, ze po wpro-
wadzeniu operonu csg odpowiedzialnego za synteze
fimbrii spiralnych do genomu nieinwazyjnych szczepow
E. coli bakterie te wykazywaly zdolnos$¢ do inwazji.

Gl6wna jednostka strukturalna CsgA posiada dwa
miejsca wigzace, ktore moga réwnoczesnie reagowaé
z roznymi czasteczkami [65]. Jednoczesne wigzanie
dwoch, odmiennych biatek moze pobudza¢ uklad
odpornosciowy gospodarza do nasilonej reakcji immu-
nologicznej. Bialko CsgA zalicza si¢ do wzorcéw mole-
kularnych zwigzanych z patogenami (PAMP, pathogen
associated molecular patterns), co oznacza, ze jest ono
selektywnie rozpoznawane przez blonowe Toll-like
receptory (TLR) [92]. Fimbrie spiralne, podobnie jak
ludzkie amyloidy (m.in. B, amylina oraz surowiczy
amyloid A), rozpoznawane sg przez receptory TLR2
[11, 50, 96]. W proces wigzania bakteryjnych widkien
amyloidu zaangazowane sg réwniez receptory TLRI,
ktérych aktywacja jest niezbedna do skutecznego
wzbudzenia nieswoistej odpowiedzi odpornosciowe;j.
Zwiazanie bialka CsgA przez kompleks TLR1/2 skut-
kuje m.in. wzmozong syntezg i sekrecja cytokin pro-
zapalnych, tj. interleukiny (IL) -1p, IL-6, IL-8, IL-17A,
IL-22, IL-23 oraz TNF-a [6, 38, 59, 75, 91]. Z drugiej
strony, zwigzanie TLR2 powoduje: a) wzmozong eks-
presje kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, phospho-
inositide 3-kinase), ktora reguluje przepuszczalno$é
bariery jelitowej poprzez uszczelnianie ciasnych potla-
czen miedzykomorkowych oraz b) sekrecje IL-10, ktéra
ma wlasciwosci przeciwzapalne [68].

2.1.4. Rola fimbrii spiralnych w patogenezie
zakazen czlowieka

Rola fimbrii spiralnych w chorobotwodrczosci czto-
wieka nie zostata jak dotychczas jednoznacznie potwier-
dzona. Szczepy prezentujace fimbrie spiralne w tempe-
raturze ciala ludzkiego izolowano z przypadkéw sepsy,
zakazen ukladu moczowego oraz biegunek u ludzi [6,
7,15, 37, 39, 46].

Pierwsze doniesienia o udziale fimbrii spiralnych
w patogenezie chordb czlowieka ukazaty sie 2000 roku
[6]. Rezultatem badan przeprowadzonych przez Bian
i wsp. [6] byto wykrycie w surowicy krwi chorych
z sepsa przeciwcial anty-CsgA, co potwierdza udzial
tych antygenéw w zakazeniach ogdlnoustrojowych.
Ponadto, obecnos¢ przeciwcial anty-CsgA zostata po-
twierdzona w surowicy dzieci, ktére zmarly w wyniku
zespolu uogdlnionej reakcji zapalnej, podczas gdy
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w grupie kontrolnej zdrowych dzieci przeciwciata te
nie byly obecne [31].

Amyloidowe fimbrie spiralne s3 réwniez istotne
podczas rozwoju zakazen ukladu moczowego [61].
Badania na zwierzetach wykazaly, Ze uropatogenne
szczepy E. coli (UPEC) prezentujace fimbrie spiralne
skuteczniej kolonizuja pecherz moczowy w poréw-
naniu do szczepéw mutantéw pozbawionych gendw
csg [10]. Co wigcej, Hung i wsp. [39] wykazali, ze ist-
nieje zwigzek pomiedzy zdolno$cia uropatogenéw do
syntezy fimbrii spiralnych w temperaturze ciata ludz-
kiego, a rozwojem u chorych powikfania zakazenia
ukladu moczowego w postaci wtoérnego zakazenia krwi.
Ponadto, w zakazeniach ukladu moczowego powazny
problem kliniczny stanowi biofilm, ktéry rozwija si¢ na
cewnikach moczowych. Fimbrie spiralne sg kluczowym
antygenem bakteryjnym zaangazowanym w proces syn-
tezy biofilmu, dlatego nowatorskie podejscie do lecze-
nia zakazen ukladu moczowego zaklada hamowanie
syntezy u bakterii rdwniez i tych adhezyn. Interesujace
badania przeprowadzili Kai-Larsen i wsp. [41], ktorzy
udowodnili, ze produkowana przez nabtonek peche-
rza moczowego i nerek katelicydyna LL-37, hamuje
polimeryzacje bialka CsgA, co uniemozliwia synteze
fimbrii spiralnych u namnazajacych si¢ uropatogendw.

Istnieje niewiele doniesien naukowych o udziale
timbrii spiralnych w patogenezie zakazen ukfadu pokar-
mowego. Opisane przypadki dotycza biegunek i zapa-
len jelit wywolanych przez szczepy E. coli, u ktérych
amyloidowe fimbrie stanowily jedyny znany czynnik
wirulencji [15, 37]. Zdolnos¢ syntezy fimbrii spiralnych
wykazuja rowniez szczepy E. coli wywolujace biegunki
u dzieci [88]. Przeprowadzone w 2013 roku badania epi-
demiologiczne wskazuja, ze fimbrie spiralne sg istotne
w patogenezie biegunek oséb dorostych, ktére sa wywo-
tywane przez szczepy E. coli o rozsianym typie adhezji
(DAEC, diffusely adherent E. coli). Natomiast, u dzieci do
piatego roku zycia nie obserwuje si¢ roznic w odsetku
szczepow DAEC tworzacych fimbrie spiralne pomiedzy
grupa dzieci z biegunka a grupg dzieci zdrowych [53].

2.2. Inne amyloidy bakteryjne

Jak dotychczas, zdolno$¢ syntezy funkcjonalnych
amyloidéw potwierdzono u bakterii z klas Gammapro-
teobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes i Actinobacteria
[48]. Glowna funkcja bakteryjnych amyloidéw jest
udzial w tworzeniu biofilméw, ktére powstaja w roz-
norodnych niszach ekologicznych. Do bakterii wytwa-
rzajacych biofilm w srodowisku wodnym, tj. jeziorach
stodkowodnych lub wodzie pitnej nalezy Pseudomonas
sp., ktory wytwarza amyloidowe fimbrie Fap (functional
amyloids in Pseudomonas). Operon zawierajacy sze$¢
gendw (fapA-F), ktore koduja biatka strukturalne fim-
brii Fap wykryto u gatunkéw P. fluorescens, P. aeruginosa

oraz P. putida [19]. Gtéwna podjednostka strukturalng
tych adhezyn jest bialko FapC, ktére polimeryzuje
w widkna amyloidu. Czasteczka FapC skltada si¢ z trzech
podobnych fragmentéw, ktére sa polaczone przez
regiony o roznej dlugosci i skladzie aminokwasowym.
Regiony pomiedzy powtarzajacymi si¢ fragmentami
maja zwykle charakter hydrofilowy, stad prawdopodob-
nie wywieraja wplyw na wlasciwosci dojrzalej struktury
biofilmu. Sygnalem do wzbudzenia procesu nukleacji
jest aktywacja bialka FapB. Pozostale czasteczki biorace
udzial w biogenezie fimbrii Fap biorg udzial w trans-
porcie monomerdw FapC przez blone zewnetrzng bak-
terii lub pelnia inne funkcje opiekuncze [34].

Paleczki niefermentujace zaliczane do gatunku
P, aeruginosa naleza do drobnoustrojéw oportunistycz-
nych, ktorych chorobotwdrczos¢ jest zwigzana ze zdol-
noécig tworzenia biofilmu (np. w ptucach 0séb chorych
na mukowiscydoze lub na powierzchni ran). W §ro-
dowisku szpitalnym gatunek ten odpowiada za czgste
i trudne w eradykacji zakazenia, poniewaz wielooporne
szczepy P, aeruginosa z fatwoscig kolonizuja urzadzenia
medyczne i armature sanitarng. Za charakterystyczne
wlasciwosci tego gatunku odpowiadajg m.in. fimbrie
Fap, ktore s zaangazowane w proces adhezji i agregacji
bakterii oraz odpowiadajg za stabilizacj¢ tréjwymiaro-
wej struktury biofilmu [34]. Badania przeprowadzone
przez Herbst i wsp. [34] wykazaly, ze funkcjonalny
amyloid produkowany przez Pseudomonas sp. chroni
biofilm przed wysychaniem, a ponadto zwigksza jego
hydrofobowos¢ oraz sztywnos¢. Co wiecej, synteza
fimbrii Fap moduluje aktywnos$¢ innych czynnikow
wirulencji P. aeruginosa: a) ogranicza wytwarzanie ela-
stazy B i proteazy A; b) stymuluje synteze alginianu oraz
¢) wzmaga aktywno$¢ systemy sekrecji typu IV [34].

Fimbrie Fap Pseudomonas sp. oraz fimbrie spiralne
E. coli wykazuja podobienstwo zaréwno pod wzgle-
dem wlasciwosci fizycznych jak i petnionych funkcji.
Co wigcej, proces tworzenia fimbrii Fap jest homolo-
giczny do biogenezy fimbrii spiralnych, ale nie wymaga
obecnosci biatka regulatorowego. [20].

Gram-dodatnie laseczki Bacillus subtilis naleza do
saprofitow wystepujacych wglebie, ktére biorg udzial
w rozktadaniu zwigzkéw organicznych. Biofilm, ktory
budujg saprofity glebowe jest $cisle pokryty macierza
pozakomorkowa zlozona z egzopolisacharydu oraz bia-
fek: BslA i TasA. Wlasciwosci amyloidogenne biatka
TasA umozliwiajg polimeryzacje w wiokna, ktore
tworza sie¢ otaczajaca bakterie we wnetrzu biofilmu.
Adhezyny zbudowane z biatka TasA osiagaja u B. sub-
tilis zmienng diugo$¢ i szeroko$¢ okoto 10-15nm.
Wzajemne polaczenie sasiadujacych komorek bak-
teryjnych za pomocg fimbrii zwigksza wytrzymatosé
tworzonej struktury [76]. Biogeneza amyloidowych
fimbrii u B. subtilis jest zalezna od obecnosci operonu
tasA-sipW-tasA, ktory zawiera wylacznie trzy geny.
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Gléwng podjednostka strukturalng jest biatko TasA,
wykazujace wlasciwosci przeciwbakteryjne o szero-
kim spektrum dzialania. Macierz zewnatrzkomor-
kowa, ktdra zawiera biatko TasA nabiera wlasciwos$ci
toksycznych, co przypuszczalnie ma istotny wplyw na
zwalczanie konkurencyjnych bakterii [9, 76, 89]. Gen
sipW koduje peptydaze sygnalowa, ktdrej zadaniem jest
odciecie od bialek TasA oraz TapA sekwencji sygnato-
wych, a nastepnie kontrola ich sekrecji poza komérke
bakteryjng. Ponadto, biatko SipW pelni funkcje regu-
latorowe, gdyz wplywa na ekspresje genéw zaangazo-
wanych w synteze egzopolisacharydéw. Produktem
trzeciego genu operonu tasA-sipW-tasA jest biatko
TapA, ktorego rola jest: a) zakotwiczenie wytwarzanych
fimbrii w $cianie komdrkowej bakterii; b) wzbudzenie
polimeryzacji monomeréw TasA oraz c¢) pdzniejsza
kontrola nad efektywnym tworzeniem amyloidowych
wiokien [77]. Szczepy pozbawione biatka TapA tworza
cienkie i nieprawidlowo uformowane fimbrie, ktére nie
spelniajg swoich funkcji [78].

Wiasciwoséci amyloidu funkcjonalnego posiadajg
réwniez fimbrie MTP (Mycobacterium tuberculosis pili),
ktére wytwarzaja mykobakterie chorobotwoércze dla
czlowieka. Homologia fimbrii MTP oraz fimbrii spiral-
nych E. coli dotyczy ich morfologii, wlasciwosci bioche-
micznych oraz petnionych funkeji. Za kodowanie gtow-
nej podjednostki strukturalnej fimbrii MTP odpowiada
chromosomalny gen mtp, ktéry wykryto u M. tubercu-
losis, M. bovis oraz M. avium spp. paratuberculosis. Do
syntezy fimbrii MTP zdolne sa wylacznie patogenne
gatunki Mycobacterium sp., co $wiadczy o ich udziale
w wirulencji pratkéw [2]. Co wigcej, w surowicy cho-
rych na gruzlice wykrywa si¢ przeciwciata anty-MTP.
Badania przeprowadzone przez Naidoo i wsp. [58]
wykazaly, Ze oznaczanie obecnosci genu mtb metoda
PCR jest czulg i swoista metoda, ktéra w przysztosci
mogtaby znalez¢ zastosowanie w diagnostyce gruzlicy.

Fimbrie MTP zbudowane sg z amyloidu i two-
rzg cienkie (2-3nm szerokosci), elastyczne widkna.
Gléwng funkcjg tych adhezyn jest udzial w pierw-
szym etapie zakazenia. Efektywna kolonizacja orga-
nizmu gospodarza jest mozliwa dzieki zdolnosci wia-
zania przez fimbrie MTP lamininy, ale w przeci-
wienstwie do fimbrii spiralnych, adhezyny MTP nie
wykazuja powinowactwa do fibronektyny i kolagenu
typu IV. Ponadto, badania in vitro wykazaly, ze szczep
pozbawiony fimbrii MTP wykazuje znacznie zmniej-
szong adhezje (o 69%) i inwazje (0 56%) do komoérek
nablonka ptuc w poréwnaniu do szczepu dzikiego [74].
Fimbrie MTP podobnie jak inne amyloidy funkcjo-
nalne biorg réwniez udzial w tworzeniu biofilmu [73].
Badania nad immunomodulujacym wptywem fimbrii
MTP wykazaly, ze pomimo aktywnego udzialu tych
adhezyn podczas pierwszej fazy zakazenia, nie s one
immunogenne [74].

Gléwnym gatunkiem zaangazowanym w powstawa-
nie plytki nazegbnej jest Streptococcus mutans, ktory two-
rzy biofilm bakteryjny na powierzchni z¢béw. Badania
in vitro przeprowadzone przez Oli i wsp. [63] wykazaty,
ze macierz zewnatrzkomoérkowa pokrywajaca biofilm
ztozony z S. mutans zawiera funkcjonalny amyloid, tj.
adhezyny P1. Sg to struktury zaliczane do lektyn, ktore
przyczyniajg si¢ do rozwoju prochnicy, poniewaz wigza
m.in. fibronektyne, fibrynogen, kolagen oraz skladniki
obecne w slinie. Adhezyny P1 sg produkowane zaréwno
przez szczepy laboratoryjne, jak i izolaty z ptytki nazeb-
nej. Szczepy, ktore nie posiadaja genu spaP, kodujacego
adhezyny P1 wytwarzaja biofilm oraz wiaza barwniki
stuzace do wykrywania amyloiddw, co §wiadczy o obec-
nosci na powierzchni S. mutans dodatkowych, innych
niz adhezyny P1 amyloidéw funkcjonalnych, ktore nie
zostaly dotychczas zidentyfikowane [63].

Biosynteza funkcjonalnych amyloidéw zachodzi
réwniez u niektorych gatunkéw gronkowcow, m.in.
Staphylococcus aureus oraz Staphylococcus epidermidis.
Moduliny rozpuszczalne w fenolu (PSM, phenol soluble
modulins) sg istotnym czynnikiem wirulencji szczepéw
MRSA (MRSA, methicyllin-resistant Staphylococcus
aureus). Do najwazniejszych funkcji monomeréw PSM
nalezg: a) chemoatrakcja i liza neutrofiléw gospodarza;
b) dzialanie prozapalne; c) wlasciwosci przeciwbakte-
ryjne, ktore zapewniajg przewage nad konkurujacymi
gatunkami bakterii oraz d) udzial w dyspersji i migracji
bakterii z biofilmu. Autoagregacja czasteczek PSM pro-
wadzi do powstania fimbrii o wlasciwosciach amylo-
idu, tzn. zdolnych do wigzania barwnikéw stuzacych do
wykrywania struktury  oraz tworzacych stabilne spo-
limeryzowane wiokna oporne na proteolize. Fimbrie
zlozone z PSM petnig odmienne role w poréwnaniu
do monomeréw PSM, przede wszystkim biorac udzial
w tworzeniu biofilmu i utrzymaniu jego prawidlowej
struktury. Macierz zewnatrzkomorkowa zawierajaca
amyloidowe fimbrie produkowane przez S.aureus
zapobiega rozproszeniu bakterii budujacych biofilm.
Ponadto, amyloidowe fimbrie gronkowcow zwigkszaja
odporno$¢ biofilmu na stres mechaniczny i enzymy
degradujace. Przeciwstawne funkcje fimbrii w stosunku
do wolnych czasteczek PSM $wiadczg o modulacji wlas-
ciwosci monomeréw PSM na skutek ich polimeryzacji
[82]. Obecnos¢ spolimeryzowanych widkien ztozonych
z PSM jest zalezna od zdolnosci szczepu do czgscio-
wej autolizy i uwolnienia zewnatrzkomdrkowego DNA
(eDNA, extracellular DNA), ktore sprzyja polimeryza-
¢ji monomerow PSM. Co wiecej, eDNA tworzy przejs-
ciowe kompleksy z biatkami PSM, zmniejszajac tym
samym ich toksycznos¢ [81].

Zalezno$¢ pomiedzy powstawaniem wlokien amy-
loidu, a redukcjg wlasciwosci toksycznych zostata row-
niez potwierdzona w przypadku mikrocyny E492
(MccE492), ktéra jest syntezowana przez Klebsiella
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. Bialka . Pi$mien-
Organizm . Funkgcja .
amyloidowe nictwo
Escherichia coli CsgA Adhezja, inwazja, tworzenie biofilmu, aktywacja (66, 5
(i inne gat. Enterobacteriaceae) (fimbrie spiralne) | uktadu immunologicznego gospodarza]
Pseudomonas spp. FapC Tworzenie biofilmu [19, 20, 34]
Bacillus subtilis TasA Tworzenie biofilmu, toksyczno$¢ podczas sporulacji (76,77, 89]
Mycobacterium tuberculosis MTP Wiazanie biatek gospodarza, tworzenie biofilmu [2]
o | Streptococcus mutans Adhezyna P1 Wspottworzenie plytki nazebnej [63]
—
£ |Staphylococcus aureus Moduliny rozpusz- | Utrzymywanie struktury biofilmu [82]
& | (i inne gat. Staphylococcus) czalne w fenolu
Klebsiella pneumoniae mikrocyna E492 Bakteriocyna inaktywowana w trakcie amyloidogenezy |  [54, 83]
Streptomyces coelicolor czapliny Adhezja do powierzchni hydrofilowych (16, 21, 23]
Xhantomonas axonopodis pv. glycines | HpaG Wzbudzanie nadwrazliwosci u roslin [62]
Erwinia amylovora HrpN
Pseudomonas syringae pv. syringa HrpZ
Candida spp. Adhezyny Als Adhezja, tworzenie biofilmu, modulacja uktadu [3, 84]
B immunologicznego gospodarza
E‘ Grzyby strzepkowe (m.in. Hydrofobiny Nadanie wlasciwo$ci hydrofobowych strukturom [1,52,57]
O | Cladosporium spp., Penicillium spp., powietrznym, unikanie odpowiedzi immunologicznej
Alternaria spp. oraz Aspergillus spp.) gospodarza

pneumoniae [83]. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
MccE492 ogranicza si¢ do rodziny Enterobacteriaceae
i bakterii, ktore walcza o zajecie tej samej niszy eko-
logicznej. Toksycznos¢ MccE492 polega na tworzeniu
kanaléw jonowych w podwdjnej warstwie fosfolipidow
konkurencyjnych bakterii, co prowadzi do depolary-
zacji i wzrostu przepuszczalnosci ich blony cytopla-
zmatycznej [47]. Ponadto, MccE492 wykazuje in vitro
wlasciwosci cytotoksyczne wobec komorek eukario-
tycznych, indukujac ich apoptoze lub nekroze [36]. Do
biogenezy toksycznych czasteczek MccE492 dochodzi
podczas fazy logarytmicznego wzrostu K. pneumoniae.
Syntezowane czasteczki moga by¢ wydzielane do $ro-
dowiska w formie niezmienionej lub potranslacyjnie
modyfikowanej, uruchamianej pod wptywem kowa-
lencyjnego zwigzania sideroforéw do domeny C-kon-
cowej czasteczki MccE492. Tym nie mniej, obie formy
mikrocyny wykazuja wlasciwosci amyloidogenne, cho¢
forma niemodyfikowana efektywniej tworzy amyloid
[54]. Proces amyloidogenezy zachodzi w fazie stacjo-
narnej wzrostu K. pneumoniae i wigze si¢ ze znacznym
zmniejszeniem toksycznos$ci MccE492. Proces agrega-
¢cji mikrocyn jest odwracalny i umozliwia uwalnianie
pojedynczych czasteczek w momencie istotnych zmian
warunkow srodowiska. Dzieki tej unikalnej wlasciwosci
wiokna zlozone z czasteczek MccE492 sg okreslane jako
rezerwuar mikrocyn, ktére po uwolnieniu odzyskuja
cechy toksyczne [83].

Biosynteza amyloidéw u wystepujacych w glebie
bakterii Streptomyces coelicolor, przyczynia si¢ do mody-
fikacji wilasciwosci powierzchniowych tych bakterii.

Czapliny (chaplins) to grupa o$miu bialek (ChpA-H)
o wlasciwosciach amyloidogennych, ktérych sekrecja
wiaze si¢ z tworzeniem wldkien amyloidu na powierz-
chni strzepek powietrznych oraz zarodnikéw S. coelico-
lor [21, 23]. Sie¢ fimbrii zbudowanych z czaplin zapew-
nia hydrofobowos¢ struktur powietrznych i chroni je
przed wysychaniem. Ponadto, hydrofobowe fimbrie
biorg udzial w adhezji strzepek powietrznych do
powierzchni hydrofilowych [16].

Amyloidy funkcjonalne sg rowniez produkowane
przez Gram-ujemne patogeny roélin, ale ich rola jest
stabo poznana. Harpiny s3 cieplostalymi biatkami,
ktore sg wydzielane jako bakteryjne czynniki wirulencji
poprzez system sekrecji typu III. Do ich funkcji nalezy
wzbudzanie nadwrazliwosci roéliny i posredniczenie
w rozprzestrzenianiu si¢ bakterii wewnatrz apoplastu.
Najlepiej poznang harping syntezowang przez Xhanto-
monas axonopodis pv. glycines jest biatko HpaG, ktore
polimeryzuje w widkna o cechach amyloidu. Tworze-
nie amyloidu przez harpiny koreluje z wirulencja bak-
terii, gdyz szczepy pozbawione genu hpaG kodujacego
HpaG sa niezdolne do wzbudzenia nadwrazliwosci
roslin. W przypadku biatka HpaG formy przejsciowe
oraz wiokna amyloidu wykazujg jednakowa toksycz-
no$¢ wobec komorek roslinnych. Wilasciwoséci amylo-
idogenne posiadajg rowniez inne harpiny, m.in. HrpN
wydzielane przez Erwinia amylovora oraz HrpZ, klu-
czowe w wirulencji Pseudomonas syringae pv. syringa
[62]. Przykiady poznanych dotychczas bialek amyloido-
wych wytwarzanych przez rézne drobnoustroje przed-
stawia Tabela I.
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2.3. Amyloidy grzybicze

Do grzybiczych amyloidéw funkcjonalnych naleza
adhezyny Als (Agglutinin-like sequence), ktore sa gliko-
proteinami kodowanymi przez osiem loci. Wszystkie
glikoproteiny z rodziny Als posiadajg strukture zto-
zona z czterech charakterystycznych regiondw, z posrod
ktorych domena T wykazuje wlasciwosci amyloidu [70].
Adhezyny Als sa istotnym czynnikiem wirulencji grzy-
boéw drozdzopodobnych, gdyz posrednicza w adhezji,
a nastepnie kolonizacji tkanek gospodarza. Podczas
procesu biogenezy biofilmu adhezyny Als s odpowie-
dzialne za agregacje komorek grzybiczych oraz wigzanie
innych mikroorganizméw, co przyczynia sie do utwo-
rzenia wielogatunkowego biofilmu [3, 84]. Ponadto,
grzybicze amyloidy funkcjonalne odgrywaja istotna role
podczas rozwoju kandydoz inwazyjnych. Dzigki zdol-
nosci wigzania surowiczego amyloidu P (SAP) w orga-
nizmie gospodarza dochodzi do zahamowania odpowie-
dzi immunologicznej i ograniczenia nacieku ztozonego
z neutrofiléow w miejscu wniknigcia do tkanki grzybow
drozdzopodobnych. Powloka zbudowana z amyloidu
SAP, ktéra powstaje na powierzchni grzybéw uniemoz-
liwia komérkom immunokompetentnym rozpoznanie
obcych antygenéw. Badania przeprowadzone przez
Garcia-Sherman i wsp. [25, 26] wykazaly, ze proces tlu-
mienia odpowiedzi immunologicznej zalezny od kom-
plekséw grzybiczych amyloidéw z SAP jest rowniez
charakterystyczny dla innych zakazen grzybiczych, tj.
aspergilozy, mukormykozy oraz kokcydioidomykozy.

Hydrofobiny to grupa biatek produkowanych wylacz-
nie przez grzyby strzepkowe. Agregacja w wiokna amy-
loidowe jest charakterystyczna dla hydrofobin klasy II,
ktére po spolimeryzowaniu pokrywaja powierzchnie
grzybni powietrznej, zapewniajac jej wodoodpornos¢.
Co wiecej, amyloidy zbudowane z monomerdéw hydro-
fobin umozliwiaja rozprzestrzenianie zarodnikéw w po-
wietrzu oraz ich adhezje do powierzchni lisci [52, 57].
Rola hydrofobin w chorobotworczosci czlowieka jest
stabo poznana. Aimanianda i wsp. [1] wykazali, ze zarod-
niki grzybow z rodzajow Cladosporium, Penicillium, Alter-
naria oraz Aspergillus nie pobudzaja ukladu odpor-
nosciowego po dostaniu si¢ do drég oddechowych gos-
podarza dzieki powloce zlozonej z hydrofobin. Wplyw
amyloidu na proces tlumienia odpowiedzi immunolo-
gicznej zostal dodatkowo potwierdzony w badaniach in
vitro oraz in vivo, ktore wykazaly, ze zarodniki Aspergil-
lus fumigatus, ktore nie posiadaja hydrofobowej warstwy
hydrofobin indukuja masywna odpowiedz ze strony
ukladu odpornoséciowego gospodarza [1].

3. Podsumowanie
W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie badaczy

amyloidami funkcjonalnymi, tj. biatkami, ktére formuja
wiokna amyloidu na powierzchni drobnoustrojow.

Amyloidy wytwarzane przez bakterie i grzyby, podob-
nie jak toksyczne amyloidy ludzkie, powstajg na drodze
autoagregacji monomer6w (podjednostek biatkowych),
ale w przeciwienstwie do nieprawidiowo pofaldowa-
nych, toksycznych wiokien amyloidéw ludzkich, wiele
réznych grup drobnoustrojow wytwarza te biatka
w $cidle okreslonym celu, np. jako skladnik macierzy
zewnatrzkomorkowej biofilmu.

Jak dotychczas, rola poszczegdlnych amyloidéw
funkcjonalnych w patogenezie zakazen czltowieka jest
stabo zbadana. Wnikliwe poznanie odpowiedzi immu-
nologicznej organizmu cztowieka na amyloidy synte-
zowane przez drobnoustroje mogloby w przysztosci
przyczynic si¢ do opracowania nowych metod leczenia
licznych zakazen bakteryjnych i grzybiczych.
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