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Peptydy pochodzace z degradacji biatek gospodarza przez enzymy proteolityczne sg obok
cukrow cennym zrédlem pokarmu dla mikroorganizmoéow. Peptydy jednak nie mogg samoczynnie
przenika¢ przez btong komorkowa bakterii ale muszg by¢ transportowane do wnetrza komorki przez
specjalne biatka. Dotychczas poznano trzy typy komplekséw, mogacych transportowac peptydy do
wnetrza komoérek bakteryjnych: sg to transportery z rodziny Opp, OPT i POT. Bakterie Gram-
dodatnie moga pobiera¢ bardzo dtugie peptydy sktadajace si¢ z 35 reszt aminokwasowych. Brak
natomiast w literaturze informacji na temat transportu wiekszych peptydéow (powyzej 6 reszt
aminokwasowych) w bakteriach Gram-ujemnych. Sugeruje si¢ nawet, ze bakterie Gram-ujemne nie
mogg pobiera¢ peptydoéw dtuzszych niz 6 reszt aminokwasowych.

Bakteria Porphyromonas gingivalis jest gldwnym patogenem odpowiedzialnym
za zapoczatkowanie 1 rozwoj paradontozy — choroby dzigsel i przyzgbia, ktéora w skrajnych
przypadkach prowadzi do catkowitej utraty uzebienia. Bakteria ta nie jest w stanie przyswajac
cukrow, a gtownym jest zrodlem pokarmowym sg peptydy pochodzace z rozktadu tkanek gospodarza
glownie przez enzymy proteolityczne zwane gingipainami. Dotychczas nie poznano jednak
mechanizmu, dzigki ktoremu bakteria ta moze pobierac¢ peptydy do wnetrza komorki. W niniejszym
projekcie odkryto dwubiatkowy kompleks dzigki ktéremu jest to mozliwe. Zostata rowniez
rozwigzana jego struktura krystaliczna. Dlatego tez glownym celem tego projektu jest strukturalna
1 biochemiczna charakterystyka tego kompleksu. Planuje si¢ okreslenie jego specyficznosci
substratowej, okreslenie reszt aminokwasowych niezbednych do pelienia przez niego funkcji
biologicznej, zbadanie wptywu mutacji kluczowych reszt aminokwasowych na wzrost bakterii
P. gingivalis, rozwigzanie struktury podobnego kompleksu ze szczepu ATCC 33277 P.gingivalis oraz
rozwigzanie struktury tego kompleksu zawierajacej peptyd o zdefiniowanej sekwencji
aminokwasowej. Specyficzno$¢ substratowa kompleksu bedzie okreslona poprzez denaturacje
kompleksu izolowanego z hodowli, w ktorej gtownym zrodtem peptydow jest albumina surowicy
wotowej (ang. bovine serum albumin, BSA), a nastgpnie analiz¢ uwolnionych peptydow
z wykorzystaniem spektrometrii mas. Zostang stworzone mutanty kluczowych reszt
aminokwasowych kompleksu, ktére nastgpnie bedg charakteryzowane poprzez zdolno$¢ wzrostu
w pozywce podstawowej zawierajacej BSA. Kompleks zostanie wyizolowany z bakterii szczepu
ATCC 33277 oraz poddany probom krystalizacyjnym. Analogicznym probom zostanie poddany
kompleks po inkubacji z nadmiarem peptydu o znanej sekwencji. Wszystkie zaplanowane badania
zostang przeprowadzone w $wiatowej stawy osrodku Institute for Cell and Molecular Biosciences
(ICaMB) na Newcastle University w Wielkiej Brytanii, gdzie wnioskodawca planuje odby¢ staz.

Kompleks bedacy celem badawczym w niniejszej pracy doktorskiej stanowi pierwszy opisany
system do transportu duzych peptydow (sktadajacych si¢ z co najmniej 11 reszt aminokwasowych)
przez blong zewngtrzng bakterii Gram-ujemnych. Opisanie molekularnego mechanizmu transportu
peptydow przez ten system bedzie w sporym wkladem w dziedzing Mikrobiologii. Wiedza ta
umozliwi opis wczesniej niezrozumiatych proceséw transportu peptydéw u bakterii Gram-ujemnych,
a w przysztosci moze rowniez pozwoli¢ na rozwo6j nowych terapii opartych na peptydach. Staz odbyty
w tak renomowanym o$rodku jakim jest ICaMB pozwoli na dokonczenie doswiadczen w tej pracy
doktorskiej. Pozwoli rowniez na zdobycie doswiadczenia, ktore zostanie wykorzystane na dalszych
etapach rozwoju kariery naukowej.



