Helicobacter pylori jest powszechnie wystepujaca u ludzi bakteria, powodujaca chroniczne stany
zapalne zotadka. Nieleczone infekcje moga doprowadzi¢ do wystapienia choroby wrzodowej, a nawet
raka zotadka. H. pylori atakuje komorki nabtonka zotadka, wykorzystujac roznorodne czynniki
zjadliwos$ci. Wérod nich mozna wyrdzni¢ biatka umozliwiajace przyleganie do komorek gospodarza
(adhezyny), proteazy niszczace polaczenia miedzy komodrkami nablonka, toksyne wakuolizujaca
VacA. Wymienione czynniki zjadliwosci sa biatkami, ktére aby osiagna¢ docelowa lokalizacje (btona
zewnetrzna bakterii lub srodowisko pozakomoérkowe) sa transportowane z cytoplazmy (miejsce
syntezy) przez btong wewnetrzng do periplazmy za pomoca specjalnej maszynerii translokacyjnej Sec.
W procesie tym bardzo wazng role pelni biatko SecA, ktére wprowadza prekursor biatka do kanatu
transblonowego Sec i aktywnie bierze udzial w jego przenoszeniu, czerpiac energi¢ z hydrolizy ATP.
Poniewaz transportowane biatka opuszczajg kanat Sec w formie rozwinigtej, sa narazone na
wytworzenie niewtasciwych oddziatywan, mogacych prowadzi¢ do powstania szkodliwych dla
komorki agregatow. Temu zjawisku przeciwdziata pozacytoplazmatyczny system kontroli jako$ci
biatek (PSKIJB), ktory grupuje biatka opiekuncze, katalizatory zwijania i proteazy. Lacznie biatka te
zapobiegaja agregacji biatek, zapewniaja ochrong biatkom wedrujacym do blony zewnetrznej lub
opuszczajacym komorke, zapewniaja periplazmatycznym substratom osiggnigcie prawidtowej
struktury 1 usuwajg btednie zwiniete i nieprawidlowe biatka poprzez ich degradacj¢. Przypuszcza si¢
takze, ze niektore sktadniki PSKJB mogg takze wspotdziata¢ z maszyneria Sec w procesie uwalniania
biatek z kanatu transportujgcego, co mogloby zwigksza¢ wydajnos¢ eksportu z cytoplazmy.
Translokacja biatek przez blon¢ wewnetrzna, a nastepnie ich zwijanie lub przemieszczanie do btony
zewnetrznej jest relatywnie dobrze opisane u modelowej bakterii Escherichia coli. Natomiast w
przypadku bakterii H. pylori proces ten jest bardzo stabo poznany. Nie zostat scharakteryzowany
system PSKJB u H. pylori. Wigkszo$¢ sktadnikow tego systemu zostata wytypowana na podstawie
analiz in silico sekwencji genoméw tych bakterii, natomiast brak jest analiz genetycznych,
proteomicznych, biochemicznych i funkcjonalnych PSKJB. Nalezy tu zaznaczy¢, ze H. pylori
znaczaco si¢ r6zni od E. coli i nie mozna przypisa¢ funkcji przypuszczalnym sktadnikom PSKJB u H.
pylori na zasadzie analogii do ich odpowiednikow u E. coli. W zwigzku z tym celem niniejszego
projektu jest zbadanie dziatania PSKJB u bakterii H. pylori. W szczegdlnos$ci planujemy uzyskac
zmutowane szczepy H. pylori, niezdolne do syntezy wybranych sktadnikow PSKIJB, i okresli¢ efekty
mutacji. Sprawdzimy, czy delecje pojedynczych gendéw lub ich kombinacji wptyna na wzrost bakterii
w warunkach fizjologicznych i stresowych. Zbadamy wydajnos¢ translokacji przez Sec stosujac
modelowe biatka reporterowe, okreslimy zmiany, jakie zachodza w btonie zewnetrznej zmutowanych
komorek, porownamy sktad biatkowy komorek zmutowanych do niezmutowanych. Podejmiemy
probe identyfikacji biatek, ktore sg substratami wybranych periplazmatycznych biatek opiekunczych.
Zbadamy, jakie sg fizjologiczne efekty mutacji w SecA, biatku bedgcym motorem maszynerii Sec, i
czy obnizenie aktywno$ci SecA wplywa na dziatanie PSKJB. Wreszcie, sprawdzimy jak zaburzenia
procesu translokacji i dziatania PSKJB przektadajg si¢ na wirulencj¢ bakterii H. pylori. Ostatnie
zadanie przeprowadzimy we wspOlpracy z profesor Silja Wessler z Uniwersytetu w Salzburgu
(Austria), ktora jest nieckwestionowanym specjalista w badaniach wirulencji H. pylori i
oddzialywaniami tej bakterii w komdrkami gospodarza. Zaktadamy, ze pomyslna realizacja
zaplanowanych zadan badawczych umozliwi przedstawienie modelu funkcjonowania PSKJB i jego
wspoldziatania z maszynerig Sec u bakterii H. pylori. Scharakteryzujemy wtasnosci wybranych
periplazmatycznych biatek opiekunczych i okreslimy ich substraty. Poglebienie wiedzy w tym
zakresie pozwoli takze na lepsze zrozumienie mechanizmow transportu i dojrzewania czynnikow
wirulencji u tej bakterii. Zgodnie z nasza wiedza, niniejszy projekt jest pierwsza proba poznania
substratow, partneréw i funkcji periplazmatycznych biatek opiekunczych u H. pylori i powigzania ich
roli z dziataniem maszynerii translokacyjnej Sec oraz wirulencjg tych bakterii.



