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Jama ustna nalezy do jednych z nisz organizmu ludzkiego zasiedlanych przez szereg
roznorodnych mikroorganizméw, ktére oddziatujgc ze soba oraz z komorkami gospodarza,
tworzg stabilne struktury przestrzenne nazywane biofilmami. W konsekwencji tych
oddzialywan moze dochodzi¢ do rozwoju chordb przyzebia, ktére obecnie zaliczane sg do
jednych z najczestszych choréb infekcyjnych. Do cech charakteryzujacych chroniczne infekcje
przyzebia zaliczane jest obnizenie linii dziaset i kosci wyrostka okolozgbowego, a takze
degradacja tkanek podporowych z¢bdw. Gdy stany infekcyjne pozostajg nieleczone, procesy
destrukcyjne dzigset moga doprowadzic nie tylko do krwawien, ale nawet do wypadania zgbow.
Istnicje wiele doniesien literaturowych wskazujgcych na powiagzanie chordb przyzebia z
licznego rodzaju chorobami ukladowymi, sposrod ktérych wymienic mozna reumatoidalne

zapalenie stawOw, cukrzyce, osteoporoze, choroby ukladu krazenia czy chorobg Alzheimera.

Jednymi z najistotniejszych organizmow zaangazowanych w rozwoj infekcji obejmujacych
przyzgbie, sa beztlenowe bakterie Porphyromonas gingivalis. Dysponuja one calym arsenalem
czynnikow wirulencji, ktére sg wykorzystywane nie tylko podczas interakcji z komadrkami
gospodarza, ale takze w oddziatlywaniu z innymi mikroorganizmami, zaréwno bakteriami jak i

drozdzakami.

Drozdzaki z gatunku Candida albicans sg zaliczane do jednych z wazniejszych kolonizatoréw
jamy ustnej. Komorki drozdzaka sg skiadnikiem mikroflory organizmu cztowieka i wystepuja
nawet u okolo 70% osobnikow populacji. W sytuacji, w ktérej dochodzi do obnizenia
odpornoscei gospodarza, te na ogét komensalne mikroorganizmy, moga przeksztalcaé sie¢ w
chorobotworcze patogeny wywolujgce u ludzi, nie tylko nawracajgce zakazenia sluzowki, ale
w sprzyjajacych warunkach nawet zagrazajgce zyciu ogolnoustrojowe zakazenia o wysokim

wskazniku $miertelnosei. Drozdzaki C. albicans dysponuja szeregiem czynnikow wirulencji,
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ktére sg wykorzystywane podczas adhezji, zasiedlania i infekcji komorek gospodarza oraz sé

zaangazowane w oddzialywanie z innymi mikroorganizmami, m. in. z bakteriami P. gingivalis.

Komorki C. albicans tworza biofilmy zdolne do wytwarzania w swoim obrebie heterogennych
warunkow wspomagajacych wzrost innych mikroorganizméw. Wykazano, ze w biofilmie
drozdzowym wystepuje gradient stezenia tlenu, co skutkuje tym, ze we wnetrzu tej struktury
powstaje mikrosrodowisko hipoksyczne, ktére wspiera wzrost niektorych bakterii

beztlenowych.

W dwietle danych literaturowych, celem badan przeprowadzonych w ramach rozprawy
doktorskiej bylo m. in. zbadanie czy koegzystencja drozdzakow C. albicans i bakterii P.
gingivalis ma charakter kooperacji czy konkurencji i czy tworzone przez te mikroorganizmy

struktury biofilméw majg dla bakterii charakter protekcyjny w warunkach obecnosci tlenu.

W toku prowadzonych badan podj¢to probe okreslenia w jaki sposob oddzialujg ze sobg
komorki C. albicans i P. gingivalis oraz jaka panuje pomi¢dzy nimi relacja podczas formowania
mieszanych biofilméw. W tym celu opracowano trzy modele eksperymentalne biofilmu
reprezentujgce kontakt mikroorganizméw, zaréwno w warunkach tlenowych jak i
beztlenowych oraz badano krétki i diugi czas ich formowania. Modele te obrazowaly rézne
sytuacje w stanach infekcyjnych przyzgbia i pozwolity okresli¢é sposoby oddzialywania
badanych mikroorganizméw w wybranych warunkach. Pierwsze dwa modele, sekwencyjny
typu I i typu II, obrazowaly sytuacje, w ktorych wstepnie uformowany, dojrzaty biofilm
wchodzit w kontakt z drugim patogenem. Natomiast trzeci model, wspolny, reprezentowat
sytuacjg, w ktorej dochodzito do rownoczesnego tworzenia biofilmu przez oba typy

mikroorganizmdw, na wspolnie zasiedlanej sztucznej powierzchni.

Bakterie P. gingivalis posiadaja szereg czynnikéw wirulencji, posréd ktérych fimbrie sg
wskazywane jako struktury, ktore nie tylko uczestniczg w oddzialywaniu z komodrkami
gospodarza, ale takze zaangazowane sa w kontakt z innymi mikroorganizmami. Zatem w
rozprawie doktorskiej rozwazano udziat fimbrii w formowaniu mieszanego biofilmu przez
bakterie P. gingivalis i drozdzaki C. albicans oraz analizowano jak oba typy mikroorganizméow
wplywaja wzajemnie na swoja zywoinos$é. W badaniach tych zastosowano dwa szczepy bakterii
P. gingivalis o zroinicowane] ekspozycji fimbrii: szezep P. gingivalis W83 oraz szczep szezep
ATCC 33277. Otrzymane wyniki wykazaty, ze podczas krétkiego kontaktu dojrzatego
biofilmu bakteryjnego utworzonego przez szczep ATCC 33277 z komérkami C. albicans w

warunkach tlenowych dochodzito do wzrostu zywotnosci drozdzaka, wskazujac na stymulacje



wzrostu jego komoérek przez nieznany czynnik bakteryjny. W tych samych warunkach,
faworyzujacych wzrost drozdzakéw wykazano, ze obecnos¢ komorek C. albicans dziala
protekcyjnie na zywotnosé bakterii obu szczepow. Z kolei w warunkach beztlenowych, gdzie
rozwoj bakterii dominuje, krotki kontakt z drozdzakami powodowal znaczacy spadek ich
zywotnosci, natomiast podczas wydtuzonego kontaktu, ponownie obserwowano zwigkszony
rozwoj biofilmu drozdzowego, ktory przewyzszal poczyniony wczesnie] uszczerbek w
zywotnosci komorek C. albicans, potwierdzajac istnienie niezidentyfikowanego stymulatora
ich wzrostu, niezaleznie od tego, czy bakterie, z ktérymi drozdzaki mialy kontakt posiadaly

bardziej lub mniej rozbudowane fimbrie.

Kolejnym waznym czynnikiem wirulencji bakterii P. gingivalis sg gingipainy, ktdre sa jednymi
z gléwnych enzymow proteolitycznych tych bakterii, zaliczanych do proteinaz cysteinowych.
Majg one zasadniczy wklad w aktywnosé¢ proteolityczng tych bakterii, niezbedng w
pozyskiwaniu sktadnikow odzywezych. Wykazano takze ich zaangazowanie w procesy adhezji
i kolonizacji komoérek gospodarza, oraz w modulacji odpowiedzi zapalnej komorek obronnych
gospodarza. Enzymy te biorg takze udziat w interakcji z innymi mikroorganizmami i moga
wspomagaé wzrost innych bakterii oraz uczestniczy¢ w modyfikacji biofilméw. W zwiazku z
tym, podjeto probe odpowiedzi na pytanie: w jaki sposéb gingipainy zaangazowane sa w
tworzenic mieszanych biofilméw z udziatem drozdzakéw C. albicans. Analize funkcji
gingipain przeprowadzono z wykorzystaniem trzech szczepow bakteryjnych: dzikiego szczepu
W83, szczepu pozbawionego gingipainy RgpB (w tle szczepu W83) i szczepu pozbawionego
wszystkich gingipain: RgpA, RgpB i Kgp (w tle szczepu W83). Otrzymane wyniki analizy
oddziatywan migdzy tymi bakteriami i drozdzakami wskazujg na zdolno$¢ gingipain do
regulacji postgpu formowania mieszanego biofilmu. Stwierdzono to m.in., Ze eliminacja genow
kodujacych gingipainy wywotata spadek wlasciwosci adhezyjnych drozdzy do dojrzatego
biofilmu bakteryjnego. Potwierdzono takze protekcyjne dzialanie utworzonego wczesnicj
biofilmu drozdzowego wzgledem bakterii w srodowisku tlenowym. Efekt ten byt najbardziej-
wyrazny dla szezepu dzikiego bakterii P. gingivalis i szczepu pozbawionego RgpB. W sytuacji,
w  ktérej drozdzaki i bakteric roéwnoczesnie rozpoczely zasiedlanie powierzchni,

zaobserwowano podobne zaleznosci.

Kolejnym czynnikiem wirulencji bakterii P. gingivalis, ktorego wplyw na formowanie
mieszanego biofilmu rozwazano byl bakteryjny zewnatrzkomorkowy enzym, deiminaza
peptydyloargininowa (PPAD). Katalizuje on proces cytrulinacji reszt argininy, ktéry w

konsekwencji prowadzi nie tylko do modyfikacji biatek gospodarza, przez co w istotny sposob
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moze wptywac¢ na homeostaze organizmu gospodarza, ale takze bierze udziat w modyﬁkacji
czesci biatek znajdowanych na powierzchni bakterii P. gingivalis. Tego typu modyfikacje
wykazujg znaczny wklad w wirulencje bakterii, poniewaz mogg wywiera¢ wplyw nie tylko na
kolonizacje¢ komorek gospodarza, ale takze na formowanie mieszanych biofilméw. By
zweryfikowaé ten problem przeprowadzono analiz¢ porownawczg formowania biofilmow
pomiedzy drozdzakami C. albicans a bakteriami P. gingivalis. Do badan wykorzystano dziki
szczep W83 oraz szczep pozbawiony zdolnosci ekspresjonowania genu kodujacego PPAD (w
tle szczepu W83). Badania w tym zakresie wykazaty, ze eliminacja funkcjonalnego enzymu nie
wywiera znacznego wptywu na wilasciwosci adhezyjne bakterii w sytuacji, gdy ich komoérki
tworzg dojrzaly biofilm eksponowany na kontakt z drozdzakami C. albicans. Zaobserwowano
natomiast, ze przedfuzony kontakt mikroorganizméw prowadzit do spadku zywotnosci bakterii
pozbawionych produkcji PPAD w warunkach beztlenowych, podczas gdy w warunkach
tlenowych komoérki C. albicans wplywaly stymulujaco zaréwno na przezywalno$é tych
bakterii, jak i na ich wiasciwosci adhezyjne. Natomiast w modelu, w ktérym dojrzaty biofilm
drozdzowy zasiedlany byt przez bakterie zauwazono, ze drozdze wplywajg stymulujaco na
przezywalnos¢ bakterii pozbawionych PPAD. W modelu réwnoczesnego zasiedlania
powierzchni przez oba typy mikroorganizmoéw, w warunkach beztlenowych stwierdzono, ze
bakterie pozbawione PPAD sag wrazliwsze na kontakt z komoérkami drozdzakéw, podcezas gdy
w warunkach fizjologicznych dla drozdzy zaobserwowano nieznaczny efekt stymulujacy
przezywalnos¢ bakterii szczepu delecyjnego. Wyniki analizy wiasnosci adhezyjnych bakterii
wykazaly, ze niezaleznie od obecnosci tlenu, dochodzi do ich obnizenia w wyniku kontaktu z
drozdzami. Wydluzony kontakt mikroorganizmdéw natomiast spowodowal wzrost zardwno
wiasciwosci adhezyjnych, jak 1 przezywalnosci bakterii APPAD. Z kolei analizy
przeprowadzone dla komorek C. albicans wskazaly, 7e podczas krétkiego kontaktu z mutantem
delecyjnym obserwowano spadek Zywotnosci drozdzy, podczas gdy wydluzony kontakt

wykazal dziatanie stymulujgce na komoérki C. albicans.

Kolejnym, istotnym czynnikiem wirulencji bakterii P. gingivalis jest biatko HmuY, ktore ﬁie
tylko jest zaangazowane w proces pobierania hemu przez bakterie, ale takze upatrywane jest
jego zaangazowanie w formowanie biofilméw. Weryfikacji udziatu tego biatka w tworzeniu
mieszanego biofilmu pomigdzy P. gingivalis a C. albicans poddano dwa szczepy P. gingivalis
z delecjg genu kodujgcego biatko HmuY: TO4 (w tle szczepu A7436) i TO1S (w tle szczepu
ATCC 33277). Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekspozycja biofilmu utworzonego przez szczep

TO4 na kontakt z komérkami C. albicans w warunkach faworyzujacych wzrost drozdzy,



prowadzita do obserwowanej wczesniej dla szczepu dzikiego protekcji przczywalnos',c‘i
bakteryjnych mutantéw w przeciwienstwie do warunkow beztlenowych, w  ktorych
odnotowano spadek zywotnosci tych bakterii w obecnosci drozdzakow. Zaleznosé ta
obserwowana byta tylko dla 3-godzinnego kontaktu, natomiast wydtuzony kontakt prowadzil
do redukcji zywotno$ci mutantow, niezaleznie od warunkéw dostepu tlenu. Analizujgc zas$ te
sytuacj¢ od strony drozdzy, zaobserwowano, ze kontakt z biofilmem utworzonym przez szczep
TO4 zadziatal stymulujaco na komorki C. albicans niezaleznie od warunkéw. Dla szczepu
TOILS5 (wtle ATCC 33277) wyniki byly podobne do tych otrzymanych dla szczepu TO4, tylko
po dluzszym kontakcie z drozdzakami w warunkach tlenowych. Rozpatrujac model wspdlnego
zasiedlania powierzchni, niezaleznie od czasu analizy formowania biofilmu obserwowano
wyrazng protekcje bakterii dzikich i pozbawionych biatka HmuY w kontakcie z C. albicans w

warunkach tlenowych.

Mikroorganizmy, ktore tworza wspolnie mieszane biofilmy bardzo czgsto zmieniajg poziom
ekspresji czynnikow wirulencji albo nawet ich typ. Dlatego tez poréwnano, ktdre sposrod
wyselekcjonowanych czynnikow wirulencji C. albicans sa zaangazowane w formowanie
biofilmu z bakteriami P. gingivalis. W tej czesci badan skupiono sig na poréwnaniu réznic w
poziomie ekspresji genow kodujacych wybrane czynniki. Dodatkowo sprawdzono réwniez czy
gingipainy bakterii P. gingivalis majg wplyw na profil ekspresyjny drozdzaka. Do tych analiz
zastosowano model wspdlnego formowania biofilmu przez drozdze i bakterie (W83 i
AKARAB) w warunkach tlenowych i beztlenowych, zaréwno przez 3 jak i 24 godziny. Analiza
otrzymanych wynikoéw pozwala stwierdzi¢, ze odpowiedz drozdzy jest najbardziej wyrazna w
warunkach dostepu tlenu, w kontakcie z bakteriami pozbawionymi gingipain. Intensywny
wzrost ekspresji zaobserwowano dla gendw kodujacych adhezyny Als3 i Hwpl. W przypadku
genow kodujgeych wyselekcjonowane proteazy aspartylowe Sap (Sap3, Sap6, Sap9), te byly
bardziej aktywne w warunkach beztlenowych i ponownie efekt byl bardziej widoczny w

przypadku kontaktu ze szczepem delecyjnym.

W ostatnim etapie badan oceniono odpowiedz ludzkich komérek na pojawiajace sie¢ w ich
otoczeniu komérki P, gingivalis i C. albicans formujace biofilm mieszany. W analizie wzieto
pod uwage trzy typy ludzkich komdrek, ktére wehodzity w kontakt z biofilmem mieszanym.
Badano odpowiedz keratynocytow i fibroblastow dzigstowych oraz makrofagéw na poziomie
mRNA, analizujac zmiany produkcji genéw kodujacych wybrane mediatory stanu zapalnego.

Potwierdzono role protekcyjng ze strony drozdzy wzgledem komdrek bakteryjnych podczas



tworzenia mieszancgo biofilmu, w szczegodinosci w kontekscie kontaktu z komdrkami
makrofagow.

Podsumowwjac, w niniejszej pracy podjeto probe szerokiego spojrzenia na zagadnienie
formowamia mieszanego biofilmu tworzonego przez drozdzaki C. albicans 1 beztlenowe
bakterie P. gingivalis, mikroorganizmy mogace kooperowa¢ w zasiedlaniu kieszonek
dzigslowych prowadzac do wzmozonego rozwoju chordb przyzebia. Wykazano, ze biofilm
drozdzowy moze spelniac protekcyjng role w stosunku do bakterii, szczegélnie gdy te ostanie
znajdg si¢ w $rodowisku niekorzystnym dla ich rozwoju — w warunkach tlenowych
Przeprowadzono analizg udzialu wybranych czynnikéw wirulencji obu mikroorganizméw w
formowanie mieszanego biofilmu, wskazujac bakteryjne proteazy — gingipainy i drozdZowe
adhezyny — Als3 i Hwpl jako bialka odpowiadajace za kontakt obu mikroorganizmow.
Ponadto, wykazano, Zze modyfikacja enzymatyczna bialek drozdzowych przeprowadzona przez
bakteryjny enzym — deiminazg peptydyloargininowa odpowiada za regulacje zdolnosci
formowania mieszanych biofilmow drozdzowo-bakteryjnych. Nie potwicrdzono znaczenia
bakteryjnego biatka HmuY wigzacego hem w formowaniu tego typu biofilmow.
Przeprowadzono takze wstgpng analiz¢ odpowiedzi wybranych komorek gospodarza na biofilm

mieszany.
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