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Porphyromonas gingivalis, jest czarno pigmentowang (dzigki akumulacji hemu), Gram-ujemna,
beztlenowa bakterig, ktora odgrywa kluczowa role w inicjacji i postgpie chronicznego zapalenia
tkanek utrzymujacych zab w ze¢bodole (tzw. periodontium). Jak przystalo na bakteri¢ patogenna, P.
gingivalis jest uzbrojona w szereg czynnikow wirulencji, ktére s3 odpowiedzialne za
skorumpowanie immunologicznego systemu obrony gospodarza przed infekcja. Dzigki temu
kolonizacja powierzchni zeba ponizej linii dzigset przez P. gingivalis generuje $Srodowisko
sprzyjajace wzrostowi innych bakterii, ktore zamieniajg si¢ w patogeny pod ztym wptywem P.
gingivalis. Zeby osiagnaé ten swoj cel P. gingivalis musi wyczuwaé zmiany w $rodowisku i
odpowiednio na nie reagowal. W tym celu podobnie jak inne bakterie wykorzystuje
dwusktadnikowe systemy regulacji (TCS) (ang. two component systems) sktadajace si¢ z biatka
receptorowego, ulokowanego w blonie komorkowej z domeng kinazy histydynowej (HK) (ang.
histidine kinase) po stronie cytoplazmy oraz biatka cytoplazmatycznego pehligcego funkcje
regulatora odpowiedzi (RR) (ang. response regulator). Pod wptywem rozpoznanego sygnalu HK
ulega autofosforylacji na reszcie His, z ktdrej nastepnie grupa fosforanowa zostaje przeniesiona na
konserwatywng reszte¢ Asp w RR. Pod wplywem fosforylacji RR ulega dimeryzacji i z reguly wigze
si¢ z DNA wpltywajac na ekspresje okreslonych genéw. Celem naszego projektu jest funkcjonalna i
strukturalna charakterystyka TCS P. gingivalis zwanego PorXY. Ten TCS w nieznany jeszcze
doktadnie sposob reguluje potranslacyjne modyfikacje i sekrecje biatek, a wsérdd nich niemalze
wszystkich bialkowych czynnikow wirulencji P. gingivalis, transportowanych na powierzchnig
bakterii przez typ IX sekrecji biatek (T9SS) (ang. Type IX Secretion System). Pod wieloma
wzgledami PorXY jest wyjatkowy wsrdd bakteryjnych TCS. Podczas gdy PorY wydaje si¢ by¢
kanoniczng HK, PorX wykazuje szereg unikatowych cech odrdzniajacych go od poznanych
dotychczas RR. PorX nie posiada regionu wigzacego DNA i zamiast regulowaé bezposrednio
ekspresje gendw, oddziatuje z SigP — czynnikiem sigma o zewnatrzkomorkowej funkcji (ang.
extracytoplasmic function sigma factor, ECF), ktory wigze si¢ do rejonéw promotorowych genow
T9SS. PorX oddziatuje rowniez z jednym ze strukturalnych elementow T9SS, a mianowicie PorL,
ale funkcja tego oddziatywania nie jest znana. C-terminalna domena PorX zostala zaliczona do
alkalicznych fosfataz z rodziny PglZ. Jednakze, w naszych wst¢gpnych badaniach wykazaliSmy
jednoznacznie, ze PorX nie posiada aktywno$ci fosfatazowej, wykazuje natomiast aktywno$é¢
fosfodiesterazowa 1 degraduje 5'-fosfoguanylo-(3',5')-guanozyn¢ (pGpG), jeden z najmniej
poznanych nukleotydéw sygnalowych wykorzystywanych przez bakterie. Delecja genu porX
objawia si¢ brakiem czarnej pigmentacji kolonii P. gingivalis co jest wynikiem zaburzonej
akumulacji hemu wywolanej obnizong sekrecja przez T9SS proteaz degradujacych hemoglobing
(gingipainy) oraz bialek wigzacych/transportujagcych hem. Bedac juz w posiadaniu dyfraktujacych
krysztatéw PorX niedlugo poznamy przestrzenng struktur¢ atomowg tego biatka kluczowego w
regulacji T9SS. OczysciliSmy juz rdwniez wszystkie biatka pomocnicze PorX (SigP, PorL, PorY) w
ilo$ciach 1 o jakos$ci niezbe¢dnej do badan strukturalno-funkcjonalnych.

Na podstawie tych wstgpnych wynikoéw nasz plan badawczy w tym projekcie ma na celu: (i)
okreslenie specyficznosci substratowej PorX; (ii)) poznanie mechanizmu katalitycznego
odpowiedzialnego za aktywno$¢ PorX oraz kluczowych reszt niezbednych dla tej aktywnosci; (iii)
zbadanie roli PorX w regulacji dzialania T9SS; (iv) zbadanie wptywu fosforylacji PorX na
aktywno$¢ fosfodiesterazowa oraz na oddziatywanie z biatkami pomocniczymi; (v) identyfikacje
biatek cytoplazmatycznych oddzialywujacych PorX; (vi) rozwigzanie struktury PorX oraz
komplekséw tego biatka z SigP, PorL i PorY. Wyniki tych badan rzuca nowe $wiatlo na
mechanizmy regulujace wirulencje P. gingivalis. Uzyskana wiedza moze w przysztosci pozwoli¢ na
rozw0j nowej, skuteczniejszej metody leczenia i/lub zapobiegania paradontozie i chorobom
systemowym z nig zwigzanych.



