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The human or al cavityacsep eandailads amdlotroinii nogv
species biofilm in which complex iIinteraction
in an environment poor in essenti al nutrieni
Porphyromonaswlyi olgi v ald acy® nesti idelr egli c al factor
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di sease.
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thoroughly descri,bpdlapdeot e nHwi-¢ b Khdeeammpthioe s
Hmuy, capable of binding heme and tHmwnRBR,ferri
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mechani sm of iPts gmehgeavheallnicstm yent Phbekab tdtetsecrr i b
protein from th&9 Hbnal srygitregn,t dmulBe CmhX coba
benvolved in heme metabolism.

The main aim of this wor % rwatseapgrmt acshtairaal c
deche.l aAcacscer di ng t o the hyfthdtshesios edrne spe mthead
reverse chel at ase, thereby serving as an i m
and influencing iron and protoporphyrin | X (
are key aspects forofR.hegismugivvianlailstgndmvcrahert
t he human or al cavity.

The first part of the work focused?Pbn des
protein, analyzing its spatial structure, an
bacteri al cel | . 't was showaditshdtncHmwS ofugmiw
chebseperfamil §%anwhohed#mus8 the bandleriealtedn
toward the periplasmic space.

I n the second part of tPHper owtoerikn, atnhde iatbsi |
interact with heme and PPI X was confirmed, a
on the intefP@dctihormeomle MmsS demonstrated. Bi o
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The third part of threm89edy debétyized ohet i
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the HBmeSessenti al for key virulence factors,
activit-gpetiFysigekamadmsatimat.ed the signfi®ficant
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1. Wstnp
1. 1Rol a Oekhazwemgani zmach Uywych
telazo jesnaj wadlnymj szych pierwiastk-w d
wkt -rych spegmila ckzlnwoczho wer orceelsea ¢ hp rnai wei zdbgrhodwneygcol

funkcjonowani a. Jako met al pr ziejd®ciacay ne gw
przechafdzremy aFfeqrimg)( 1dd ), co sprawi a, Ue | est
zachodzeni a iwtalkenditaeng ead. ploevjoid u , Uel azo jest
wbudowywane do enzym-w, kt -re majN kluczowe

Uyci gwypcrhakt yczni e we wszystkich organi zmach
el ementem hemu (protoporfiryna Uelazowa; FeP
centralny jon Uetavzear skhamoadymamianapdcetriSci gmé
pirol oRysh Hle)m stanowi gquwiaphuphiajdagchzoKy j
kof awklowczowychwnpireontaels awdhzyst ki ch organi zmac
wst Apwhkviall ku for mach, spoSrwdr kdnirymihe naj gvawir
hem(Ry.s 1), wehlog@adcwmi ogl obiaty,k Uee reagedyayywn y ,
cytochr omiwsPp4.50 2[0Llil1] b PaoazganhaemymUywe wykor :
inne formy hemfskfiakkhek) aksitdaziye miyd tbacthm iormu
etapie oddychani a ckwys twicpyatpogcoh),r drruitventi e k| uc z
bi agku dla oddychawsipa ,kbadhyikloevemond $MNir - wni e
popr awne|j synt eziyzaDNA/nor gz | RMmapalziameD MA aj aRkN

zavi er aj N-Sk | ansiterzypiFdene do ich stabilnoSci stru
katalitycznejiwdp. Fwlicdk ¢ wd kiz o ma r-wnieU k|
wodpornoSci bakteri.i na streswkakalyaaaggyglh nyo,

peroksydazwmach odpowi edzOp[ad anhygel ha yz, & a2k001304] §. & d
zmi ana stopnia utlenienia sprawia, Ue Uelazo
Uywe do prowaeédd.ekleas tr etaok ctjeiU r - wnoczeSnie | ec
Uelwfzor mi e zredukowanej wykazuje tendencjn df¢
rodni k- w hydrROKSHoIl mewychddni ki mogN prowadzi i
poprzez wutl eni ade gr agdraucpj nt igJoal Gewwycchha pwoslipi.pept y
2000/rflagzkodzeiRNA DwsAp . |, 2023, Chatgilialogl u,

Z
Il



CH,
hem typu b hem typua hem typuc

Ry.s.Plor - wnani e st rbukf &mgo rhagzmnuh ecnifup otrydgyin acj a Oe

przez cztery atomy azotu powoduj e, Ue <centr
koordynacyjne, mogNce pegniriedr®&klgiu kcteunrtyr upm czh:
zbazy ChemSpider (Royal Soci et g( Cohfe mShpa miegt rly
21791984); bh€memSyjpu@2 8 )l Dor az c (h@hmamStpy pdue r I
167360513d,nido 22tlnpll. 2025 r .

Zt ego powodu zbywordgdri 4 mio&cdz PJewiagkha mogN b
chor - b, takich jak hemochpod@adOz agendet evdzn
spot wkamg ach EurispytppugiNecanajadmiiedkyymadaah @ an

Uelwtzkeankach, prowadzNcym nawetiSdbamszkodz2(E
Fowl er , 2008yWcelDl adcetgroontye Upr zed toksycznymi
organizmy wyksztagcigy r-Une str atoempide amri aue c
sN to gg-wnie biagka wi NUNce wolne Uelazo I|u

Kl uczowwWr ergaull facj i st fnUewkrawi w apbereymkar wile | a z
transferyna, biagko wykazuj Ncetwgsosport ppNcae
kom-rek docelowych. Dzifki zwiNzaniu przez t

jest znacznie oigesani clZz@tg npeononkesii e regul acij

Uel aza pedni r-wniebr ddakitoy etrryanras f aw njlrkeokple to -t re;

ssakatwkUe wydzielinach, takich jak gzy, Sli

Laktoferyna charakteryzuje sifn wysokim powin

skutecznie regul owal jego biodostAapnoSi, co

zlaeUnych [adhilesdipaz,a 20824p. KBGAWnym magazynem
N O



worgani zmach j est ferrytyna, duUe bi agko v
powi nowact wimogdc 8e peagvmeiSmi ¢entrum nawet 4500¢C
wpostaciifmamreytaydir ytiwspBaumdagger Ferrytyna p
magazynu Uel aza wewnNtrz kom-rek, zabezpiecz
Jak juU wspomniano, Uel azonjeswmwyadeaeetgroal n
zwi Nzlkau f unkcjoamowadywyolmdyai ag mi wddgychagimu
kom- rkowym c¢zy woeluntyroadlniiZke wwewrzigd n d u na fakt,
jednoczeSnie silniewjaSkswosScNacipNavraerkHyblb
poziom wol wogmchemwzgowi eka | est stale ut i
bezpiecznynmprrpaoktiywad) gi § egor gzaanpcazsib ew yesktan puj e
wformie zwi Nzagepp @d afewaabkisatSkmu jest wi Nzan
hemogl olkitnii ek rswpitf Geerciigit nego cz Jodgwamkhkw Wiy hosi
[Rosenwe p2d),LBBemo gl obi na jiekjadkertsamece mpodj ed
gl obi nodwy-cchh p o tjdewd néohKtadlidtay ch podj ednostek v
czNstheecrmk,ii d z iprokjie doyzdirauheecruckgal o kzidmy njae dto wi Nz
czter ech c zD\sitdesci zseaky vt @ ceormdoS ovii Nzani a tl enu he
kluczowN cznSci N ggr yituiNokceyjtN wj, e sktt - trryamsport t
wi gdt & a n e k ivddor pgINI éshtmmeodrs fi2.PRPomi mo faktu, Ue zd
wi ik shzeorful pozostajezhemoagl @bz maiNgzwainsak t aki ch |
oksydacyjny czy wzmoUona hemol i za wy wo g a |l
aut oi mmunol ogi czne, mo Ue sdtonj (Belonli dee g gvwk bt vtho wn e
Wt aki ch soyrtguaand jzart hwiy k 0 € 2 p shsydckhewy t wvwahnaonego
hempr zeci wdzi akancwpnipyeswdpavh angsr®2.0,18miitMlc Cul | o h
20LBluczowdcraolomi e organizm-w przed dziadgan

mogNcych poj awi al sin np. przy hemol i zi e,
wy st i pwjshocab@ay dzo wysoki m phoewi(uiKe tva tliOw ed)m dvb
[Tol osws@2QO 2; Aw s 20zl 7 t wor zNc st adnialsntel pko mp

transportuj Ncwhelmu djoegvuNtd odrya dimdjziy spranéezn Re|
[ Poi iwsepr.at 20 2iA)] t Tawldedd|ayRt®uda2clj.ach, gdy | okal ne
zbyt idardiem hemopekrmiymastsahwviolrreey kompl eksy, 0OC
wolny hem moUe pegnii albumina.wliwWiumipagnia
transporteraiwtgmurzwnNek- wmemu. Wi Nzanie he
ni especyf i c(zkrel 0o)rjaedd nsagka bvey s o k a zvakwawit osSgd r aaw ibe
Ue al bumi na pwdmhir owma ten Norrgaalne zmu przed toks

NI



[KamBBeher eDPDe28Dibvspe , PDP2 Zlez wsp-gpracn wymi.
Uel azo pozostaje doswBpoe- -kl bekpimeeczky ¢ranq
Skutkiem sekwestracji hemu oraz Uelaza jest

wynoszNceéed™Mkkgork0jest wielokrotnie mniejsze
do wzrostu bakteri (ok. 10 M) . Patogeny po
przez co Uel akzloucjzeosmy cjheviemyemeak cjwach pomi Adz
agospod8hekewsp., 2016] .

1.2Choroby przyznbi a

Jama ustna czgowieka zawiera I|liczne, zr -
zfib-w oraz jhnzyka, Slina, bgona Sluzowa poli
przyznbowe. Dzi nki tze aju mo cjned setj osrk&or | opdeoidved gsvia r
worgani zmi edaeczfewi phay wnidejntydn&kowad® gat urn
[ Dewhws pt, 2010] . Bakterie kolonizuj Nce | ami
wkt-rym istotne znaczeni e odgrywaj N interal
pozwal aj Nce im na | epsze dostosowanie sifn d

wniezbfidne do wdbUypywtmesubstancje o

N a podstawi e wzaj emnych interakcj.i or a
poszczeg:-|l nych wiladtoBn k -ok ub adkotkeorniain,o kl asyf i kac
jamstczNjowi eka na pilidr waRwcd) kp Bpbwaps gy 1998
Wkompl eksie U0UO-gtym, zi el omgym wpateankiii owWez ® svp
kol oni zator - w, tldodayohclh Sktrebiiob &g laimb gor

Eiekel | a gorkrnodens N odpowiedzialne za inicjow
iws p. , 1998] . Kompl eks pomar a EczaWweu § iNBb e ] mL
wgaSci woSci ami poSredni mi pomi Adzywswcdzaeds ny n
kompl eks - w zielibhebet awkjghbaednoi e | patogenny
kol oni zat or ami kompl eksu czevswa@graaelg o k o mpa tek

pomar a@cz o weugsoo b@mitiem.i ukPr envuoctleel a tau mit nvtoe rzmlecd i nao)

met aboliczny mindzy b&paakttoege nmami , kvabrdg mlslainweaznoniue

bi of il muiHalLamdhenhgal | i s, 2015] . Ostatnim opi
czerwony, obej muj Ncy naj bardzi ej patogenne
zdestrukcj N t kraonzewko j mz yczhfiobri-ab pr zyznfibi a. Gat

kompl eksu cPerpwbgegmos&s gingivalri@annérepome
forslyHaijashleamahdtd j s201 3]

NP



Porphyromonas gingivalis Veillonella parvula

Tannerella forsythia Actinomyces odontalyticus
Treponema denticola Selenoonas noxia
A. viscosus
Streptococcus gordonii
S. oralis
S. mitis
S. intermedius
5. sangius
Fusobacterium nucleatum Capnocytophaga. gingivalis
Prevotella intermedia C. ochracea
P. nigrescens C. sputigena
Parvimonas micra Campylobacter concisus
Eubacterium nodatum Eikenella corrodens
Streptococcus constellatus
Campylobacter rectus

t awi
avd h

n kompl eks-w b

Ry.s chematyczne p eni e
t gd@wtielgeks - w [ na po

zawi ggrcavjyic ane ga
Socrawsky, 1998].

d
k

[(®IN?)]

r ze
umwk

Zapal enie przyznbia to przewlekga <chorob
tkanek przyzfnbia, skutkujNca obginbediogmweéeqga
wskutek czego dochodzi do poggnbienia Kkiesz
kr wawireyrziyak a utr at yywgpb; w2 D iseph udaOnle7r] . Roz w-:
przyzinbia jest wynikiem zdoUonych interakc]j
szczeg-lnoSci przesuni Aciem wstwnowBAgibentl dma
gatunk-w patogzkmompdreksogg ceeipawenedn) N i mmuno
gospodar zaiwppri ndeabd2eXaedwvap. , RoO2wvt] . bi of il
rozpoczyna powsitt&kminkkanh wsmiRkkwce osgonki n
umoUl i wia adhezjii wczegayocBkkepopinrSar oo -aw,i sg,
S. sangui s),. SPopgarezawlspagme @adij imet abol i cznN
wi el ogat unk owKmisapronig epcrzzneoj S8vbiaa d& i @ d o voiezk d e n o w
dogNczaj N p-FminPkolgomig#f amdsiyszBataunki pomost o0\
Pinterimedc hepNazN et app- Fwcyzme,s nuyj at wi aj Nc sukce
(Ry.s) 3
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Tannerella

‘ forsythia

Fusobacterium

nucleatum
~—< 3 e Veillonella P
" atypica LA
A 4 Prevotella
___________ TSRz intermedia

Aggregatibacter
Pézni actinomycetemcomitans

kolonizatorzy

Treponema Porphyromonas
denticola gingivalis

Capnocytopha
ochracea

g

Streptococcus

. . sanguis . O oralis
- "
Pellikula &.Q.‘"

-- . Streptococcus Streptococcus -

Woeczesni  gordonii ‘*‘

kolonizatorzy

Ry.sS.chemat bi of idkrhwcjzamwy mustbm&jt er wamzwbj or N
chor -b prepogdasitbamiggl caz ak, 2025].

Mechanizm patogenezy <chor-b przyznbia po
mechani zm-w wirulencjwi dhakrtezaw: ij z(amakytacddrowjamey
bi agw®mpaSci woSciach hemoforowych) oraz na nafc
gospodar za. Wskutek bakteryjnych czynnik:-w
neutrofile oraz |imfocyty nadmietUhHhpi &pSci
do inlaosn e osteokl astogeneRys 4c)o [sThewikdd 8K i.r e s
| stnieje wiele czynnik-w, kt- -re zkooglp!lveksy wa i
pomaraCGzowego Oraz czerwonego. SN to mindz
tytoniu, czynni ki genetyczne oraz zmiany hor
tyl ko do -jiarhy wpsjtyrwe jmo Uewzmaii enli c7 moewraena@ jrui es c h o r
og-lnoustrojowybr zemi etsoz czainNzaek si i bakter ]
wukgadzi e piovndrkmowym do krwi oobiegu.sNPrzyk
reumatoi dalne zapawepieg 20aW} w kipWeggme,ca2 () Lh;
Howwsp. , 2016] , 0 BW sepo.p,0 r200z1a3 ][,Gud hgd ri calwa p Al, z h e |
2019] .

NT



Etapy rozwoju choréb przyzebia

Zdrowe zeby Zapalenie dzigsta Woczesna choroba Zaawansowana choroba
przyzebia przyzebia
Pogtebienie kieszonki Patologiczna kieszonka
Kamier nazebny przyzebnej przyzebna
Zaczer\‘m Obnizenie poziomu\ | . Degradacja kosci
-, dzigsta kosci y \ f

iwoojj Nicyc hoPebz BNt kgwabodk gad
inicjuje stan zapalny,
es pareegk ia sin linii dziNseg oraz
bodogRoywer gh i | truje przejScie od zdrowegoc
z e
t

y z[Aipri ay got owano na podstawi e http:// miz
ps:// www. ortodontcahofregorbdyyze i all L/ bl og/ i t em/

Choroby przyzinbnaj czmntowi Wclhh esoatopjawi®Ee baz
Anal i zy sz2&@ulnkrookeu wykazagy, Ue ponad 950
moUe cierpiel na c¢chop.obyepaBlyanpbatdiHuchor -
wystiupupmal jednej czwartej Swi atiowsej. ,p 2pPOI3g
Fuiwsp. , 2025] .

1. 3Porphyromonas gingivali i s
Jednang® - wnych czynnik-w etiologicznych od

przyznbi a, j est kl asyfi kowanB. dgi nkgdovsatlea kss u

iBeli basakis, iw9pd.2,; DearZeataji shengalli s, 2
asacharoliwuyemma, p@gemzka, zasiedl aj Nca K i €
c harratkst cep e Bl t odkdgadany na powierzchni kom- r |

stagych zawierajzNeyomykmpeéew)nentzammaNcy reze
wpost-excdi e ®RYy.s)(Pegni Ncy rolfn ochrony Smatéeéystr
iwsp. ,,Sh8lbBegzak Bak@mRT]ga neistalaiuksotr-ofem he:
posiada ona pegnego ocCWwWigkoejbwydmwsitdearyo f hoe muv
ni skoczNstweic Kk bwwc Wy k qrr zztyeazk ty evraing c thoia wyehavy a y
ze Srodowiska zeiwsptr zRddd Jolz@WE zgalnsg\Wviviad i s

NY
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zupezgaliewdn doswbpoodSwi sku zewakorEmyadd & epnuot o
| X (PPI X) oraz Uelhaeznmki PegsbfnpaofprzPYehbowej |
ni ska, wskutek czego bakterie te zmuszone by
zhemoprotein gospodarza, takich jvakko melmolgd iod i
zh e m¢Sma liwe ® 0 i].1

Ry.s Vbz.r bak tPer igii mai walyit < 2d oadgaatrkoiwveemy kr wi .

Wy kazanp., dlienjgeé svta | id slood chzai a §zy wan 1y ima bakter:
zasiedlaj Ncymi jamiwspstnROa&BR.o wjOerkgissficehems, e
pozyskiwal hem zwi Nzany przez biagka innych
[ | nesagk. , 202t09yt Barkza rliiaczne czynni ki wirul e
cystedgnowvwge pai nyiRghdpdolRme Ado degradacj i hemc
iumoUl i wi aj Nce dozmtifm e mouwi[iNzsarse pdifDdras evh $
iwsp. ,,fd20mi3oidpowi edzi alne za formowakgaddedmof |
odpornoSci owylm pppsd d dsarcgheadrnyidNc(yL FS)l i bariery
pobudzaj Ncywst@anizfarpiad ngowp p d arp2i@cihfeHaxw K i b g
zewnintitrzannesipor t uj Nce tnzoydnunli ukji Ncvei roud peonvcijeid F i 1
gospodariaws p. | W2 0 2¢hi]njgeiwwsa lainsi e mp gwahgani e u
dopegriblackawalosjwbeaj Mpos-b odpowied¥T ukgac

gospodar za, ki eruj Nc ismtiszeczapaknyt kaaelt ghoy
bakterii iwsPopa®t@abwy . , 2006 ] . Na skut ek dz
wi rulPencgiingidwalhiod z i do rozwoju stanu zapalr

izwi fkszeniem dvostorcmren$ wi bheidwswpr i i 2PP81 emp a

N &



BaktPBPriginjgasvtal pewszechni e uovgkbywema year
choroby przyznbia (u i ookso-gbo 2z9dOr%e whyacdha n(yockho)g, o j

iws p . , 2022A.. g9 znegsi évpayd U jsNwwi- rOwnliikcreavjaiz j i kom-r
gospodar za, co pozwolowjao@padziiejj a5 sminpa s z c
iwsp. ,by 2DgWe pn, 2009] . Do szczep:-w mniej Zj a
ATCC 33277, 381, HG66pn anjaviyolrs zaesjt zdjoa dsl zi cwzoeSpc-i
Szczepy A748336, SNbddd,pqWi 20iwk;p. Che&r017] . Gg - wn
pomi hdzy t y mi szczepami dotyczN wytwarzani
gingipain oraz wytwarzania innych il oSci fi

kom-rek gospowdsapr.z,a.2 QlChesRodr 2@ude®sp .S bjiygdw2 4
Wwi el u badaniach nad patogenezN chor-b przyz
modeloowwyys oki ej zj aizvsipwo SCivs&pSi, hg@0BO09] .

1. 4Mechanizmy wirBl egicngi bakiteri.i

BaktR.r i@ mgyikvsazltwasd midgee ewol ucj i l i czne me
kt - re stanowi N zgoUony zestaw strategii, umo
czgowi eka. I ch aaidarkiaemmuj eogstpowo emd @ i i mmunol
ugat wi enii awadhézjkiom- rek oraz indulkajndaghoces
i st oakiteBr ibgi rsgNisvtalniise i nf ek owawk oom-arzk ancahm nnaalbadl
dzi Nseg, Sr-dbgonka naczy & kr wi omosPny c h2 Oolrda
Gmi t ewsepk. , 20 1iwes;p .Ql c2z0alks ] .

1.4.1Qtoczka cukrowa

Otoczka <cukrowa tozppbudawhaay d-gw,wnkewnit
b ak tketr-irie j isgkrguabdo SivplbrsizNt zseigh | npP.c hg is i gSiee alaic f e
iws p. , 1992iwshar,am0mM®bdyV] . Wyt warzana |jeBt ona
gi ngjgwalwinsi e te klasyfi kowane jakoAddBé&zi djej v
rol N jest zmniejszeni e odpoiwiwedikXiszemmenoldpg
bakterii na fagObgtazn2iOoMskak &gwadnies pBruR0éao]
Produkcja otocR.kigicmRiawaiNi¢g pzwieitksza adhezj n
nabgonka kieszonkiiwppzyanBB06@kj al] PDaembdkkach

wskazagy na istiowoabSle widkepNw zpraddikk wjwicy c
wpor -wnaniu do szczep-ww$pe2J01dgdzbaNa omodcat a[wd
wantygenach polisacharydowych skl asyK6)kowan:t
[ Laiwmsp. , 1996] . Poza ochronN przed ukgader

M



aktywuje r-wnieU produkcji cytokin prozapaln
[ Br uinmsg2.0,1 0] .

1.4. 2Li popolisacharyd

Li posacharyd (LPS) tovzgwmhiktold zpe jd wy Is s
zewnfAtrznej-ubakhgchi Gegm obecnoSI nadaj e b
t worwzMNm spos-b barierfn zmniejszajNcN dyfuzj

j aaknt ybi ot yki czy odmtreregcehntrye.gi Okng ana nsaijibar dz

i pidu A, kowwd arziNe elg @ k tLePrSi i ol i gasbayghgaenvudo
O[ Zhawgp . , 2018s p.0gazvm0 7R.. Ui nbgaikvt adlpius N dwi e

lipidu A, r- UnipNcfeosdior anodowpchoNjodeni é o &awial
t guszczowych | ipidu, kt - reulwpddevmj Ndmar nionStc

gospodmrrzeabi eg rozwoju chor-b przyznbia [ Da
l i pidowy A wpgywa na wPjaSdingdFdaimasiplemivamaij j e
wstanie aktywowal receptory zaleUne od Tol |
acyl owana akiwywagej @aLRfaSci woSciiwampt ag a2mi2s0t;

Natiwsep., 20dwsp. HerR®dtuiBvs pDar 20080 ] . Ta zmi enn
P. ginga vemamnispul owanie reakcjN zapalnN gosp
odpowi edzi ukgadu | mmunol o psiteezna pegd@igrogiproaa r :

iwsp.,] .2015

1.4. 3Fi mbrie

Bakteryjne fbmhgkewepnlsekakknuewane na powi
zewnntr amojUl i wi aj Nce adhezj i, inwazjn kom-
wf ormowani u bi ofwslpmu H20h22Kjisdj egillhal s&kl asyfik
do dw-ch grup: fimbrie dgugie (FimA), podzie
kr -t kie (wsfpal) 20us;p.Aman®04] . Podkl asy Fi mA
budowN ivwp dywem na odpwowigeadnTi zzvd peaakgaolsmpajdaa rzdz i
wirulentne mklhody NI IFiomAaz |V iwsmano,2021B]0; N
i stotnej wfolt mowambui bi of K onma: rokkaami i ghd p akar] 2
silnie wiruP.endinegiswzalziespgyi e produkuj Emtypow
takich $eczepepywWSWBagyubhjoNce struktury Fi mA
ni epr oywokgu jl Nec f i mbyroiuis gkkr -Gthsopich 20 1vs p Nagahb2 ]
Fi mbrie FimA sN rozciNgni ®tegdamoeghl pohadbigl
Wi nterzakRoy mi baktzbaktef., agm[ridioaiwls g . ,,p2 CkQ]

N



specyficzne zodtzireedyawa toika mi- r k a mi gospodar za
iws p ., 20137 . l ch wpgyw na odpowied¥ wukdgadu
aktywaciji szlak-w TLR2 or az CDp4pzappal skuoh
stymuluj Ncych rozw-j c hows pb. p20zOy 7ewisbpt .ra,e r[ 8Heafy 3 ;-
Makkawmsip., 2049p. ZhdwedFg,, Xa020] .

1. 4. 4P0fcherzyki zewnNtrzkom-rkowe
Picherzyki zewnNtrzkom-rkowe (ang. outer
przez wi el e bakterii, sferyczneodetr wakt er ys i
fragmemomwy ze[whaint,r zh®}j7]. OMV mogN zawieral
pochodmeNrcyep!| aztmyomy azewniitrznej, przez coO0 Si
patogenne bakterii. PWytgwangMsvnaehii gseszoehziNeb abkit aedr ki
zwi ikszaj Nce zdolnoSci i nwaziyj mbl Psatka keld i ,
el ementy system-wopoeysmwiaganmai hembi agka Hmu
iws p. , 20i2vG;p . Ve i2tOhiBs p .$,mi @2 3 ; DWws pTei 120R2pi nf
iwsp.,2023]. Wyt waPR.z agniim@aiOMldipsza wvawmni bakt er i
oraz kdm-groksspnrodar za bez koni eczPno Sdinmpd@eap o Sr
dzi nki temu stwarzal mi kr oS izowlioki sszkoon eg p rwiyrj |
wmi ej scach, kt -re pozostajN niedost fwsnpe. ,dl a
202Wyt warzaPRe @i zZ0gMW amajsN takUe zdolnoSi do
kom-rek gospodaalktayiwagdje weloRDIpR4Z ear-amMAP K| ak
iSTI NG iogNjlkasaiady sygnagowe reguluj Nce oc
gospodariaws pl. Ce Qi0lliévs p Ue nOMV2 2b]a. Pt e gi nsgN vwvail fi cs
noSni kami l i cznych czynnik-w wirulencji, w
degradacij i t kamakUegozsdpoldmay cta, do modul acj i |
gospodar za, coelcemgeamatjoegeamnseazoy ncyhmor - b przyznbi

1.4.5Gingipainy

Gingipainy proRukgwasmhi v gplediscyhm naj waUni e]j
czynnik-w wirulencji. SN to protgecazgymAgst ei n
rgkBduj Nce gingipainy spRgpB)akbaglhod ddujaNagy ni
gingipaini spec¥fgipdznN cdl apoldiszyamww wl r ol N |
gospodarza, takich jak fiwsp.y,noglhidws pE9z2 dkjord ger
Skutkuje to niszczeniem macierzy zewnNtrzko

t kanek pgprEryzyjba aRol ganlnigsei@glil yer , 20117 . Bi or



udzwagzyskiwaniu przez bakterie substancji
modul owal odpowi ed¥ i mmunologicznN gospodar
iskgadni k-w dopegniacza (C3 oraz C5), dzinki
kluczowpozyps ki waehemohbgbmbi ny, ggd - wh.egoi nffgi- Wdala

[ Pot ewnp@. , 200i3v;s pSneh 12106l yd s t to wieloetapowy
poprzez proteolitycznN aktywnoSi RgpA, s k u
woksyhemoigploowsitnaini em met hemogl obi ny. Poprzez
powi nowactwo biagka do hemu, wskutek czego c

ugatwia dal szN dalkt ndpmarodtiie obliiacgzknaN pKrgzpe.z Ko Ec o
zostaje ni emarlawdag klow-i tck iec mhepept gslt avj e uwo l
iwychwycony przez wyspeo@jralyiszvawame amd cPma n iwz m
gi ngi Banailwdsep®. 0,1 S mwgp. , 2023] . Zdol noSi ging
proteolizy ilthwearnodayilddmmy j e st kl uczowa dla odk
bakter wpoéeamai ci emRego05)pilggnepdiddcly(Vewd ph. |,

2002] . Gingipai nyP. prgoidnvggidweainigsNp zgeionN, PO
budowhn, s kEN-ad @G dlwesgoi propeptydu oraz peptyd

odcinte pwskytweyrmordy f i kacj i, specyficznego d
fragmentu katal itycathekffk  Encwenpd yErz &£goent u
ternomadi n, CTD) rozpoznawanego przez system

system, KgpS)oraz RgpA zawierajN r-wnieO du
regiony HA) zl okaliodpwavi edizi @l prezed @idbDezj i
gospodar za bpirmmrey minthkeigaddkcdgyme r [ LM9Ad 1, ¥60DRh Eic
iwsp., 1999] . iRg poArvRgop BK gnpy sjtaikpvif joM mg ¢- wraike t wi ¢
wbgonie zewnftrznej Pbakt emd Wen | a&d zbkiaad & éwzmehinu
ikom-rkami gospodawhzeaz pzonSarj eddun iNec ysnNisvis@ diz t ®i0&€ O
NonalNakani shi, 2020] . Gi ngOMM,i ng z ioblkeic ne z esrhlu
niszczyl biagka ukgadu odpornoSciwweg,o O3
Gabaiwsipni, ark®K8é  mogN byi wydzielane na zewnNK

[ NoniaNaak,ani shi, 2020] . Dzi nki tak wielowar sty
skut edegeadac]| i bi agek gospodarza oraz tkane
wysthppwamcaeg-lnych gingipain r-Uni N sifn ze

domen HA, RgpA oraz Kpmpws N Nmolhtneé reiji ,zwn &dtz@amie
i cavriyiBe@ jwmOMV owfaozr mi e woilws@j. ,[ 209 . Wy kazanc

szczepy wysoce wirulentne, takie jak W83, c

=0



wzglndem szczep-w mniej wirul emwpayolgdneni o0
gi ngiovraalzi si ch wgnagrzesjie chor - - biwppzy2®l2i0g [LD
iCol l yer, i2vlpl;, Sh0edebt]s.

1. 4. 6T.wor ziemilea pi gment u

Bakt BPri @i nzmgdwaddiifsc zcahjaNr atkstvcex zya-z hel ony kol
odkgadanemu na powi erglkidhadaskikfreermk o s palgéned@t ow
bi shemu [ (06X, | p 0 WAt Moneagioisepy. , 2000t cB8amk| | e
2017]. Bishem jest ffowpmnN- -wonbdoi mnidej foeamit ymw
hemu, co czyni go doskonagym el emespem @06}
Pigment pedgni kilka funlmnjityl e NwajzBlya goarj Nocc b rack
oksydacyjny, zwi fksza odpoOniaéhi epmzaekisbhb
oksydacyj nwes d.Sma2 0 OeOy] . Jest on r-wnielU rezer
dl a bakterzkit - magazywem moUe bylzwywktorrznyiset amo =
system-w pr zyswaakuamah aodireanmui czonego dostnpu d
iwsp., 200i®] c3mh|Aiégniernt. jEewi Nzwavmyu e &ncj N, | ¢
bowiem zdolny do ukrywania epitop-w baktery]j
systemem odpornoSci owyohcga&po Rarlz7za . [ Shpklalzeyn
bardziej wirul enztanvei e rW8j3N owiaizc eAj7 4@Bi6gment u ni (

(33277), cozwyasst A woWNaekesnwz cztepazxki wysoce Wi
Li popol iadaokhjardynd,e ani®SdwwmbPSi wiha kot wicze
powi erzchni kom-r ki, paeguncinBlp . F oORGWO P S BhDWhaj
Rangaiwsjpan 2017]. ZaPSwwjgalkkaeb&ghd/ modyf i ka:
ubaktPer igi nogdi proawsipssiae m Ts%e%kS,ec¢o poSredni o §Nc
baktz2lr9iSIS [i®@B@j | 20liwsp.Madepa21]. Wy s 0k a do:

hemogl obiny |l ub produkt-w rozkgadusrlodwiwi wxma
zl i mi towanym dosthipem do tych skgadmnwsskp.w, doc
20009; Nakayama, 2015] .

1. 5Systemy pr zysilwajmama kat ereiduig 2@mnaynt h

Wi ele bakujeemnycGr amyksztagci gowpgylsitemyn iwy
ze Srodowiska zewnfitrznego hemu |jawst &mi @dga
funkcj wowawahkacwTubadgiach ychwawgNrzikzmwi, engospoc
Opisano kil ka kategorii systemwhvahkwtyd&riza @l c@Gm

uj emnych.
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Jednaimepie]j g esyasrtyarh Hem kodowhaennyfRSmMaV ope
ubaktYemisii ni a d rStteorj didHa Ikitotwieqca 4 2 9283y st em Hmu kod
oper dmueRSTubM Kkt 6ernsgini § Hpremwis ¢ . 1996] . Sys
wykorzystwnjiNNr zbiafhlbave r eose¢ ptuk b-maveyegjétol, ne do
bezpoSredni ego wi Nz asiNar telweenput ol rayth zbeHE aap@®rkeodt @ i n
oznacza, Ue do transportu hemu biagko to wy
zkompl ek $SEux h'BxmB® =z akotwhd Famine g welvo sittlraer rseejn
20D7 Bka TonB jestcepidcemKienBebmwax zmaUl i wo S
mechanicznego otwierania kanagu transportowe
przestrzeni pWpegpyplzamamyezmeim.j est nastnpni e
kodowane nadpmevi emdac¢l HemT | ubp HmaiTos peBSir e dm
do transporter-w tygal sAzZByC hf obrinaodweakpyi wstymoadnzeN c
systemy (odpoimieend/n il cu bHEAmMi Y . Przez transport
dociera do <cytopl azmy bakterii, gdzi @ mmoUe
[ Stoj iHaktowe ¢ 1l®%9p,; , SRA&aON]. Opisane systemy
ze wzglhidu na toksycznaiSdh weoK snpergeos jha njue otr aazk tl
wwarunkach ni evbotaressi Belpaoald,egaj Ncemuanlgontr o
Ferric Uptake Reiflahaker)1pS2bjiPjEpvwgsokim
Fur jestipabivaday do zahamowani a transkryp
wpobieranie hemu, nat omi ascth opdoz i s pdaod kdue zdaoksttynwp
Fur, co umoUliwia indbkempiizeyStethwwp pkad @ Baf

Kol ejnN kategori N system-w wykorzystywany
ze Srodowi s ka \ybeaskttSennpir.ia tsiy & { i€arsiddeagc en 2 007] . S
t en poza recept or eonr atbrgaonnsyp oABeCyn Etmr zg e} a r.
zzewnNtrzkom-rkowego biagka hemof omasteigmni(eH:
przenosil-zgbeflayToeBeptor (HasR). Bi agko Has
wol negoalhenu,wni eU dloe popi @tr @infngglwespogyas kzian
[ L®tiwE p ®, 199vs p Ar M2prOzOy]Jp.adku systemu Has, p
biagko Fur, opisano r-wnieU dodatkowy, |l ok a
zwi Nzdogt npnoSeSrNodmevins k u . Gde z wi i Nezgaknoy mH ahseAme
przygNcza sifn do biagka receptor oiwevpd nHa&aR ,a
czynnika sigma Hasl. Skut kuje zoperweaw Uen i
wwar unkahlcéme sgtd wodrecchoywi skws pL®t b9iwW®;p.Bi Wi0l0l4g
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1.5.1Systemy pr zysiwajmama kat RJeiganagi val i s
Wodpowi edzi na zapotrzebowanPe (dliehgizaal
wyksztagci gamamankglcihwaind jzNioye pr zyswaj anie tych n

ze Srodowiska zewniftrznego. Mechanizmy te w
hemagl utyni n, gingi pai n owcel ossytsat réooz: ewnni kimu z a |
bakterii el pgidlgaak,h@025] .

1.5. 1Syls.tem Hmu
Najl epi ej opisanym systemem ,psrkzgyasdwag jNacnyi as
zszeSciu gen-w kodowarmyngfy.swép- -1 nie na operon

hmuV

hmu | hmuy >| hmuR >| hmuS [ hmuT > hmuU >|:>
651 pz 1941 pz 4410 pz 678 pz 579 pz 327 pz

Ry.s 6Schemperlbmuszczepwr. W3 nWAa'Ntad)Stsi pod str
symbol i koj B¢ yzmip @ ehompouz n aNWJaijg o Slwpgermcwkm zasad.

Najdokgdgadni e] scharaksesyemwanhmu bji agiki
gonowa | ipoproteubymzpowin@&wwe twi dNm a
M)[ Bi e lwescpk.i, 2018] . Biagko HmuY charakteryzuj

zewnNtrzb

oraz niapkiza PpHdr mN wbagkoontiwe czBawinNg it mgithed Iri-swni e C
wysthpwwalimi e 2z asovV] oowdawe jmi e rozpuszczal nej,
Srodowi ska zewnfitrznego popr zeak toygmoeawmd Sczio n Kl
kt-ra MAioagimw¥o od kot wiwy tilciep i 2deopvde j Olije < @ .k
2010; iwsnR®d23]. Wykazano, Ue do wiNzania hemu
reszty hi stiyHdywriykiijeHd sel@ 4wi NUNca zmienia kon
hemRy.s [TW-jt ows pP0,89 W- jitwswR 6 BPWi Nz dhreimpue st
silniejszewysddwfuofeniaez opeo(!- wiphaiB&( 1 1) [ Biel
iwsp., 2018].
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27:89332

Ry.s Struktrerai orizaiglloavaHimu ¥ gk 8 pr svédsmawi drea
zwi NzheegroDB | D: SEWM)k.t uBa biagka HmuY ze zwi
(PDB 31B8T) wraz ze wskazanymiodpewztamiaabmym
wi Nzanie hemu.

System Hmu wpgywa na wzr wbt ofoirlami ep,r zeg p w
zgi ngi pai nami pr zzah epmoozpyrisoktnewarn i kuo lhemiuz at or - w |
popr zez ZTrLtREr arkoadjul uj e odpowi ed¥ ukgadu odpor
iwsp.2023; iwesnp .t2e0rlebk; -FChwop ]l 2®L 6 ipveskp . , W2 Oy 210 ] .
procesi ei gffkovniHmu Yy or az gi ngi pPai nzywi vwszpa-ng duz i ha
biagko HmuY przekazuje go na transmembranow
(Ry.8) , kt - re nastnpnie przekazuje hem przez
iws p . , 20 0Ws p .0l & @ikys pOl, c z2a0k0 8] . HmuR charakte
budowN receptorai b@®»ingdabbkwnpmaNkzondEcjowN do men
gl obul ar ncNN zkaammyakga joNd st rony iperyplUenimg. bTaljk
zkompl ek s-EmbEBxomMB poRwakanfor macyj neét roand paratn
hemu przez bzwykorewshanzeM si gy priwspnhnomot
2000; iWspnaj 2010]. HmuR wi NUe hemawiopz arize r
jest dodat kowo wspierane pQlzuedz2 7k, watunuebB8e[slzit iy
iwsp., 2006]. Po transpemcpeawdapadblgoné ge svi
do pozostagych Vws kfaedk swcshtoedraN cHaih.
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Btona
zewnetrzna

Przestrzen
peryplazmatyczna

Ry.8.Schematyczne przedstawienie mechanizmu dz
wsp-gpracii poow@alqyi wd Sidjikd celhm h e anor f aonr sobwjyocnho w(y H
receptorem bgony zewnntrznej ( HmuR) . Bi agko
wbgonie przez -gpeagypiacnmNI{(EgmpD, zostaje u
zewnntrznego. Po zwi Nzaniu pr zez anHarsutYn p nh eem
transportowany do przestrzeni perypl azmatycz
kom-rkowego.

Najwinkszym biagki emhrkjpadotwalmiyanj ha Kmpes.onB
wyt war zaRe @irmgaidvealyi sdo rodziny adaobahbhi tpchelad
homol ogicznych do HmuS suger wjph,r ypgé abmadloz
etapie metabolizmu hemu, pegdgni Nc funkcjn de
Ue | ahzeamu [wsapt .h2 025 jwsRpo. c2i0al 9] . Funkcwnao dted wp a
dwustopni owegoPtrginsgbvaigkeekmuy amishplber thugne
transmembranowy receptor (HmuR), kt.-ry przen
metabolizm hemu moUe wymagalg akitayuwnlVs c[iL eHwiusS
2006 ; S§mi ga, 2025; ddrmhunawsy, d a2 0e0 8s]i.n Epkosdplreegsaia
regul acj i : pozi om herkwzprraasstaad uclkdelgoboplun obel a
[ Lewi sOIl @bvaslep;. WO 082#&80a%]Ue moUe byl 1l okalnie
zal eOny od hemu ukgad dwuskgadni kowy HaeSR,
znajduj Ncego mmyiSpowyndé¢ gzmaczal jego cznSc
od pozostagychm@g8oiaistpo g &Mcéhpoud wlk §ad syst emu
bi agka HmHMuUuVHMIUW zostagdys dhvd Nalk tf,amkzs swatag m i
i dziiceh wtolaan sipoertcaibeol i zmi e hemuNap @poastt ajwe en iae
struktury wydnaojUe spieigniUe fHumukTc ] Rppe e mtedara yr et v
l ub i nnemoggyip§Fkians popn neva we gvom i Bi z2rgMknou U

Y



char akt ecegyazibji edrkaadizi ny Mot,A/cTo | @7 iEx d Ba , Ue m
udzwad@starczani u ener gi ¢tz | tpErezebdvel & adiofi rtzrnaln
Bi agmuV nie dozypjs komkrkadmrgj funkcji. Co is
eksperymentalne pot wi erbdizaadjehkce Him&zippo SHrew n i
wt ransporuwPi.e ghemwucvzaelSnsi ej sze model e opieradg)
system-w transportowych i nnychiOlackztaekr,i i2 ( 25]w

Ekspresjlamuawezonag- -1 noSci gen-w iKmdRj Ncyc
jest Sci 8dces tziwp NeiBeiathSme tho wi s kwz rbaasktha u n k a c h
ubogwtcen skgadni ki [ Lewi s, 2006; hwmoURO0OBY] .
postrzegany jako wtedr adpiilamgwpbsokowani é ulwyc hwy
iprzenoszejnalkad rhaetnmeug)i a ogr ani cPaniga ngsnvaa ll eesyc, | |
2017; i®@mtgak, 2025].

1.5.1Sy2s.tem Hus

Kol ejnym dobrze opi sanym s¥Ystegmendo wy kb g
pozyskiwania hemu jest system Hus, Zlaws er aj |
(RysWsRfad t egoh shyizadgekioa Sci woSci ach hBwmefor ow
1D oraz transmembranowy r ecievstpar, 2a®€1180ny od

hus [ husD [ husC >| husB >| husA>
597 pz 297 pz 2223 pz 657 pz
Ry.s SchematrboszczepuP. W83 ngiWaaltiosSc i pod S |

symbol i koj B¢ yrmipg ehomouz nadfajghd Siwpme mawad .

Rozwi Nzanie struktury HusA ukazago nietyp
hemu. Analizy te wykazaglyydtef PPbXe] ubi bBemeasn
przez heliakalne domeny. Takie wiNzanie wyk!
bi agka, co objawia sifn pirefyeclnoj 8imét aljkwy
PPI X wzgl ndemwshpe mus 2ji0@@b, c z ak],. 2P0r2z5y ni edobor :
ihemu wWknogm:- rkach gospodar za) ekspresja HusA
zwi fkszenie padlbé pasadmtaa éjoarfiiir ydho przeUyci a.
iws p . [ 2023] wykazal:| ewspanymeonthl aral BemHe
Husifrzenosi i go na HmuR, co moUe sugerowal |

hem®. gi fgmiviggsps, 20237 .
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Ry.s10Struktura trzeciorzndowa biadgkaPPHXsA (|
pedni Ncego WdwstzeomiNe rHU 1. Biagko to wykazuje
PPI X wzglndem porfiryn metal owych, bnAndNc uzu

Dal sze analizy wykazagy, Ue to system Hm
hemu Przegingijealniak sysiedmatwse nineUal a wir ul e
szczeguwlanuekach deficiwsp. lHeBiQ2dgdkkKSanHggaPdPHC ni e
zost agywpjeggsnzc zsec har akt eryzowane, jleda@kj ebte c
domni enbanayjnk e @ ml at or owy m ntart ameideksotpldbj $ D | es't
bgono[svmmimgves p. ,a. 2024

1. 5. 1Sy3s.tem | ht

Trzrecsystemem z awepmgzaybowagnynmm e hemu oraz LU
kodowany niah(tipe rdpls)iteenbej muje zaleUny od Ton
zewnntrznej (Iht A), bi agko zdolne did hwENzan
oni eznanyc hwyfkuanzkucjjNaccync,h homol ogi i do bi agek
iprawdopodobni g aadamoeswioadajhhces przeziwgm.n,i we
2000; i@spzak 2005]

iht [ intA > ihtB | ihtC>| ihtD | ihtE>
2274 pz 882 pz 1140 pz 1071 pz 759 pz

Ry.s 1Slchemwmatr bhsizczepuP. W83 n’gAiWaarItiosSci pod S |
symbol i koj B¢ ygmip @ ehompouz na dJajge Slwpaemawad.

Bi agkoRylshtlR) ( wykazuje duUe prooddozbiineyEs € lwio
iprawdopodobnie moUe pegnil fudb&johugzBwnNns:
jonu manganu doucpzieesrtd iceznWear tdAPd 6, @ mynm d Yif i k a c |
| htuR zesgmlzyaz wmr zyswh e mwi NONeoa gpowi er z¢ghni K
anastnpni e, p arred @z aadnkefl awrmae§i i wi aj Nc regul ac
Uel iammaangpanoPz gi NRAhomdi 0P dnak do tej pory

oM



mec hanwjzarkui, spos-b jon Uehama Iy glkyDasdysiaranh ¢
iws p . [ 2000] wy kazalR., g0enzgirnzikeuchi awcjiaa gmank t eprrizi
skutkuje zahamowaniem wonyegboui bpawlhtomejoist akbe

por fijopAnw.met al i

Ry.d2Struktura trzecbak®edagwa goiNBRd ©B.8I6ht B

Wydaj e ywstiembdeaffwP. gi nfoguinvkactjursegni aj Nc N
system-MHulyus 1R30)l a sy sioddeabildital wénadewnshu
ubaongiTr -lg@np. war uwlkwniNomazkNgespodakamepczne
pozyskiwani e t ekglou cpddeseww gy dzdetdly jc & [@$ nbilagikatpe r i i
2084 $vg@. .2025]

1.5. 2Pr zy s wajed riehzearpur zbeazk eR.r igi ngi val i s
ObecnoSi kiwzkwi nkgsnaem!| astydPznogSingmayadb sl
zmi ennych doswpimpayiinmdul h eein@ijwNe uweme$ti bakt el

pogNczeniu dziagahnlihat .system-w Hmu, Hu s

ON



Methemoglobma

Hemoproteiny bakteryjne = Wolny hem
Albumina-hem = Wolna PPIX
Hemopeksyna \
A : o~ Wolnytjlem B ( HusA hem C P -
g ‘ ® o o Wolny hem N
, HmuY-hém , E HUSAPPIX gt \
~. /7, ) / MnPPIX
o] / ey \ &  \2 Wolne Fe
HmuY J LA
~ Ko k V7 g k » ! ~
N | e J \ of HusA A 1yt8 * \
‘ \ \ \
Btona ‘ 3? . 3{‘ )
) . )
zewnetrzna ? F EH 'l g Al g ||
+ I PPIX Hem { il L |
-~ - I | |
opix R ~ i Przestrzeri g | "
—~ ' || peryplazmatyczna [ o !
. A HmusS ! /I \ / %) @
Hmuv g H \ = 5 1
Btona @ i =y \ Y £ il
wewnetrzna| |2 o I § ELE | I5i8) \ HusD ‘l""ﬂ \ £ =] 28
- o A2 ! PN 3 / { WO/
N —Z 7 2 / N ¢ 7
‘ . (‘}TP ™ AP ) P th o PPIX \ ) .
-~ . T LAQR 4R, ¥ e - . Fe ADPNR - 7
GOP +P, Przestrzen w
\ e Hem

cytoplazmatyczna

Ry.s3Bchemat system-w wyRK.or giysdoiy wealnaysshvap ane a
iOelaza. (A) gg§-wnym systPemegm nigi kvoaol 1 yse t § wia a y
jest system Hmu (dwglacSrc i bajoiSkeii tancyh) .h eBrioa Jokroo wy ¢ |
uwal nianie do Srodowi ska wgmuadzsikaugerk @iga qing aizr
specyficznej (Kgp) . HmuY mo Ue nastnpni e Wi
zmet hemogl obi ny, al buminy |l ub hemopeksyny. Z
transporpoBaeynizat wem biagka HmMuR do przest
bi agko HmuS moggoby za sprawN aktywrhoeSwi. odw
Pozostagey tieamjlk aHmu naj pr awdwtponamdmoreg¢i ebi loe
Uel aza przez bdonn wewnntrznN do cytopl azmy.

wpozyskiwanie hemu, ni elel azowych metal oporf
hem | ubprPzPelkXazuj e je do transportera HusB, k
Powstaga na skutek aktywnoSci biagka HmusS | u
transportowanaj @jo mtydmiparazmg] prawdopodobni e]
zkom- r ki vk keryyseéjpani em niepoznanych jeszcz

(kol or czerwony) naj pr awavdPp o dgd bzgai evpad o b9 lo iww &
Ue | ahzeamu . Bi gleowdbpboBebmhaganowpgoby odpowie
zavi Nzlmemebudowani e jwom e markgtdmedesatziapni e pr zen
bygoby do przestrzeni perypl azmatyctilnhetjE pr z
m- ggby ucweegoi ctzryainsporci e do Cyprope satzmze n i
peryplazmatycznej do cyt wpPl agmewinedeizpygt anié
zakot wiwkpareigo wewnintrznejWhytmod ojgiu, bg ey kkna Kt
hemu, chelataza HemH moUe wykorzystQledadz awew

isyntezowayt dpimazmi e [zmodyfi kiOwamaknaz2passdt e
1. 6Metabol i wmakeeui ach
Wi fkszoSiwyh avlar emmiyiSlcemlp pozyski wania hemu

sprzigdgmy systemanmi mechanizm kontrol owane|j
wcelu regulacji roibkgadecpneg8c ueacihaainB Rzindy (e

stanowi N kluczowy el ement prawi dgowe|j homeo

syntezy, pdegrsaxag cajnii.a
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1.6. 1Qksygenazy hemowe

Wwarunkach tlenowych gg-wnymi enzymami W
hemu przez bakterie sN oksygenazy hemowe ( HC
degradadc®jys hemu RierwszN rodzinN sN kanhonicz
1/ HemO), kt-re katalizujN Aotwarcieodo pierSci
biliwerdyna oraz uwotmzNsntye caztkdim ClDe | aMeac hvarnd :
przebiega nastfpul NwioNUwksemeynatzyj \HHONADPH |
el ektwo do hydroksyl acj i hemu, pr zeBrkesszad a§c a
hydroksaphemipnie za sprawN kolejnego utlenie
czNsteczkn i®Dgity@as h ibdha0 .zaWespr awN Umezoi fici
(j edacezgoer ech mostk-w wi NUNcych pierScienie g
l ini owegowpedstraei rbl bi werdyny, co skutkuje
iChoi , 2009] . Przykgadem klasycznej oksygen:
Nei sseria[mddwspgjtR2d0Bws pFr,i e2dOnba3n] .

DrugN grupii stanowi N ni exkraondozniincyz nles do&/ slysgde
Od oksygenaz kanonicznych r-0Uni | e nuredghsictaek't
cifncia pierScienia tetrapiakkaljowe dNaj o retpdjejr @
kl asy nal eDdld adtoni GhanhaktMgrcioibactt ekii it z § @mtke r ¢
Staphyl ocagccgudssziaurseNusone odpowiedzialne za ¢

dosthnpndBemut [iWkeXHai t o, 2014] . Oksygenazy ni
rozpowszieaknziegneai 6 medgmizNi dinejk ojobec oksygen:
MoUna r-wnieUO wyr-Unil r-wnolegle dziagaj
wdegradacij i hemu, t arkea ret ejrajc o HeMS c etk emii &
pseudot ulteryc uChwS Bdhalkd reir dilisa7 : ¢1d lwiz &It e Do Sc i C
Zzapotrzebowani a bakteri. mo g N p ez @ imiu t olbn
funkcjonowal jako biagka Achaperonowebod, tra
iwsp., 20Bi7¢hénybasm, iv8p8,;, RMa@&wBpwKe2ROd©h4] .

Wwar unkach ograniczonego dostnpu tl enu

wykorzysémi Wmswl & dandi eknoowzyyclho nse t i o nd cheomirscyhl ( r a

met hi oni ne, ChurW AM)u Y [ LWMawsipna 2016] . B
ChwW( metyl otransferaza SAM) rozpoczyna degr
anareobilina oraz Zkwolemni cChy XatChmyY &bl @ &j Nicdyzr

p-¥niej tdraansszpyor coirecralks 2DdgEtiny, wykorzystuj |
alternatywne Fr-dgo el elktnraamweSw.ioedPorwandsekskii me n
o))



potencjal ewkiedooXkesni npr.zavwy z2ibaewejh ivdipmp Mat 2018 ;
LaMatiwspa, 20lwspMathewxspBrugaeadasb]. Warto r -
i stniejN dane wskazuj Nce na mechanizmy pozwa
hemuwar unkach brakuzwd&kotrizpystdoi efre d&RH gj ak o
Przykgadami taki ch Yai apjeaski 2 ssNH md &m D abnat letr éoticioil i
[ Keiwtslp. , 2024] .

1.6. 2Metabol i whmakheengraochady Bacteroidot a
Wbakt ezgir@enmdy Bazctaej oi dat wd,rackd anwigsgk-owni e

] ej przedstawiciele, procesy metabolizmu he

Wni szach zasiedl anych przez prEaedtsd raomiydca £ | |

Porphyrpmoma®e, ni ska dostipnoSi Uelaza, dl at
g§ - wimi ehjeamk @ j eiZvg kdr zglseée ywal beztl enowe szl ak
iIEi chenbaum, 2018] . Szl aki t e rozpoczynaj N
owgaScawl Sk & mofjorgoowytcrhansporcie przez transme
od TonB. Nastnpnie kluczowe | est bezpieczne
PPI X. Dl atego teU, dl a dal szego metabol i zmu
hem.

U przedstawi cieharrafsectreeasdi do ¢ zoykgsnyagce naa z
hemowyazhami ast tego wyekoolr azryiszzmpuva nanrega Uuj Nc e
owgaSci woSci a®l.s 4l chkeksapearzy megnt al ni e opi sany
pedgni Ncego f unkBajcrit edectiet at gzBatt eHMmu A gishb k s e
iBact ertoh alteassi o t[ aRoomgiiwarpa n 20iwgs p. Nawlest]l.enowy m
procesie zal eUnwant agnd 28R DHt d ¢silllel aeam oraz Pl
rozcinania pierScieniawRPIl Xu Méeapacihzmnia¢mpi @
hemki eszeniizwy KdrNxcyest ani em NADH (jako ¥Fr-dge
redukcjwheleFeaghl | ) na Fe(ll). Nasthnpnie doct

przez el ementy wbieadkaz addboywndagsocj owani a |

Uwol nwroemzu latkda yiwdm$8i Uel azo moUe byl przekazy
bgony weiwnynktorrzznyesit ywane do metabol i zwuup .k,om- r
2025kgderspektywy fizjologid. bakterii, kKl uczow
zp- Fniejszym transportem uwolnione®o Uelagtai
wy kaarzo, Ue wWwamwzmlosdhi, gdzie jednym Fr-dgem I
aktywnoSi zazmowmonyiBEguéeshd oraz BtuS2, mo g Nc

on



dechel ait aawn,s pjoak era Uel aziaF eokB.z Bakotnair inwee wna’

r-wnieU tawdyaSbi wgBai ach hemoforowyctzP. podolt

gingjvaloi swskazuje na istotnN rolin systemu
systemu Hmu PRopigs aig@loaaisidsa,;R@Oiv& p. , 2019; Si e
iwsp., 2028ws pAn,t ohyaX] .

Wart o zaznaaglhbd, HideB bbdktmmeiliby go do t e
charakteryzowane pod wzgliwdp.m ba ®lIch]le.mi Nanh g mi
HmuS b®8kt ¢ homi aicetsda ago czfnSci owau zsycshkaarnaek tweyrnyi |
opubl i Navwiduse . [ weOaktie zakoE& zeniwa amad a &t p| ¢
pracy doktorskiej nkR.d oii mgikvelm HmuS bakteri.i

A “}o\ B

NADPH Oksygenaza NADH Dechelataza
hemowa
NADP* 6 NAD* o
- l \\Hz‘) / \
Fe*? O Fe"ZO
Biliwerdyna PPIX

Ry.s41Schematyczne przedst awvseznliaek umew yakboorl zi yzsnti
kl asykzyNeeamawN WAl akaz pol egaj Ncym na aktyw
Wr eakwdzi agem k| asyheanoene jo kimycgaxdaziyici a pier S

zuwol ni eniH®Om @®Ooduktem koE&owym przemian | e
aproces | est naphndtraenaykkeptiazleizp o wktxieifi @lna tea z
dochodzi od degradacj i pierScienia PPI X, <co

przy utlenieniu NADe edzoazNAPPH)X. wol nego

PowyUsze strategie sN al zgeromadywNBadoetze rl ce
wobec klasycznych, t | eizoawyeowm i cak sNy ged maszt yhcezmoows
wwar unkagrhani czonym itre -ntug e[mE yUcebl ®@anzbaa u m, 2018,
il keXaa t o, 2014] .

OP



2 .Cd pracy

BaktRaoimhyromonassgi ngviaWalnias za kl uczowy

przewlekgego zapalenia przyznbi a, nal eUONceg
uludzi . WykazaRo,giUpeisyaldiid wo8[ zal e Unemw,d do:
kt -re abmksieripobieral ze Sr oxwywkiosr kzay s t zaenw re
wyspecjalizowanych system- w. Mechani zmy przy

gi ngizwasltiasyy juU cznSciowo scharakteryzowane
wtym procesie Os$ yjedckermpalocHersu. pohgmli waeniSrodow
zewnfitpezmoRegogi ngyidvaglei ssi i byl dobrze hpomanany,
ineutral i zacjoir ajdeqd yifokimiad el avda gwthy m proces.i
wci NO pozostajN nieznane.

Nasza hipoteza Hmuksg abdadk,t ejdidniighn vEhg kdé dsn i rol n
odwr ot nej chel ati@ad gr ykWduecczhoew Mrhentoaf ol i z mi e h
uczestwekszMakc| zpijeomSic ilerd iaz af PP1 XPpoad Ry Hyu B
stanowi oby zatemwhamdpnetiagi et bewnalkeonee nrekzi h e
bakter yotej mied k|l uwztowzy mamiczemiwnowagi hem
dl a pri.eUyicriegaf g ot wiwmeljwedrycnjaimi cznym Smuecdonwijs ku
Lepsze zmeczhmidézzimejani aPbi agk pwengeotuaSbool lii z mi e h
pozwoli ocenil, | ak bwkdBewagiionngow paa ywsizrgwlSen ¢ jm
stanowi |l podstawh do opracowania nowych stra

Celem pracy doohka roatkstideiaeag kla o GHMtRSr igi ngi v al
( HmUWS j ako opbotaejrkcaj al nych wgaSci woSciach dec«

wmet aboli zmi e hemu.

Wtrakcie pracy doktorskiej starano sin odpov

Jak usguentimEBPpiywa nhakteoigy @gi valis
Jaka jest | ok dliiafikd@®a kom-r kowa

Jaka jestygknaraldtze agyw&hememi agka HmusS
Jakar gheimsatg k ¥mentusb ol i 2mi e hemu

= =4 4 A4 -

Czy bi alWpka#almujse aktywnoSi dechel atazy?

Oz



3.Materimafpdy
3. 1Materiagy
3.1.1Skgad biledbi -wlektroforetycznych:

Buf oir25A mMHTHt i s300 mM NaCcCl ; pH 7, 4

Buf oir25B mMHTHt i s1000 mM NacCl ; pH 7, 4

Buf oR5C mMmMHTt;s300 mM NacCl; 200 mM i midazol
Buf or el éRbromtMoWwyi s; 192 mM glicyna; 1% SD:¢
Buf ori22ktglp mMACTlr;i s100 mM NaClL0 5S5mMnM yCsatCai n a ;
Buf ori2PBSmMMHMNEa 140 mM NacCl ; pH 7, 4

Bufor iRBSTMMHMN@ 140 mM NacCl; O0,1% Tween 20;
Buf ori71IR0g0Op mMAClr;i s200GImM, G3 yanM1CGa @M cystei na;
Buf or TiAEOOQ OMM Wasi soctowy; 10 mM EDTA; pH 8,
Bufor THRBEOIOOIMM Tris;bdw§d aMmMwWEDTA; pH 8
Buf oi5TEOM-HQCIli;s 1 mM EDTA; pH 8,0

CBB-2i00, 008 % CoroimdBdan&s568 3,5 mM HCI

CTAB/ NdO©I% CTbhBomek cetyl ot;r idmet% INm&rhoni owy

Poli akriyd,anwdakryl oamid; 0, 8% bisakryl oami

tel agarmegBo¥% awhhufomraze TAE

t el rozdzi €3 a5 NMWr§i“e8 % pol i akryloamid; 0,
0,1% TEMED,; pH 8, 8

t el rozdzi eilRfNcmMHCr2i%1 2% poliakryl oami d;
APS; 0, 1% TEMED; pH 8, 8

t el zaghszcizlaj]5NcyMH(C®Br%)s4 % pol i akryl oamid;
APS; 0, 15% TEMED; pH 6, 8

w

. 1. 2ProUywki bakteryjne
SOC (Super optimalizéat abpltbhe OeploeskBbdNA
mM NacCl; 2,5 mM KCLO ih®4 MHBEMgMIgl ukoza
T PoUywk a BM ( Bas3a4 bMddioinmptor yomwtyqg z ow,05 % e k
droUdUowy
PoUywka LB ( Liy0s,059% neyk sBtrroatkht) dr oUdUowy; 1%
PoUywka TB (iTer2%ftircyBtron:h)2, 4% ekstrakt
17 mMP&H 72 MY K
1T Agar Schaedldcdckeat IBireomh h5% Kkr wi ar ani e]j or az

oT



f PoUy wkiidosdaat@edk BLIABSGAR ( Bi odM@ xp an@dy wk i

3.1.35zczepy bakteryjne

Escherichia colii

T BL21 Codon-RlIl us( ADPEBent Technol ogi es)
Genotyp: F om@T rMheyydb (OFEB N dHABa N HiU e it W
Ca mbl

T DH1IBONew Engl and Bi ol abs)
Genotpgplag v 6a9r7da B9h glAatHal §alE & Bd agVzl 5
retrheleMm diu pr@p c &tr pAp dgdbnr-m s d RNMVKSr B C

Porphyromonas gingivalis
W83: szczep dzi ki (zasoby Pracowni Bi ol og
ghmfS szczep W83, pozbawi 6mySs f Ge k c jzoonsatl a
wymi eni ony na kasetnt etp@rnoSci na tetracy

79 WT + B¥HWS (szczep kontrolny): szczep W83 t
1 _er mF fHimu S

T ghmi® H i 8HSA (szczep kompl emengitm@&B ny) :
kompl ement owany-lpkammiF#emSp T1 O

3.1.4Standardy masy czNsteczkowe]j bi agek

Wcel u okreSlania maszwyloerdzy £t amiyem &lia
wwarunkach denaturuj Ncych za pomocN Ueli po
PageRBRuUrest ai ned Broad Range Protein Ladder
26630) or &zPrReasgeaRunleedr Pr ot ein Ladder (Ther mo
oraz 26632).

3.1.55tandardy wielkoSci fragment-w DNA
Do okreSlenia wielkoSci rozdzielonych fr a
nukl einowych jako standardu dgugoSci fragmen
Pl us DNA Ladder (Thermo Scientific).

oY



3.1.6Pl azmidy
TabelPdaakmi dy wywgkmaacy sdakhteor ski e]

Nazwa pl azmi (Opi s Pochodzeni e

pMAdlc 5x _Hi s Pl azmi dc pxMALNew Engl and Bi ol abs) |S§miigvsp. ,a 2019
histydynowpceundi Bgka wi NNd ¢ s en
Protein, MBP) .

p MAlc5x _Hi sP9H|IPl azmid uUyty vlagknaafdpmuBakécjoneg|Niniejsza praca
sygnagoWwefEcona ( Amiihd&vasy 40

pMAI 5x Hi sB"H/Plazmid uUyty do na®¥proaduakjoined
sygnagowefEcna(Amiihod&wvasy 28

p MAL Plazmid uUyty do nadpPr¥oadmikncg ki® & &)

c5x Hi sP9HNmu S

P MAL Plazmid uUyty do nadpPr¥oadmikncqg ki ilasdd

c5x Hi sPYHKmu S

pTI-1O Pl azmid zdol nywtday mewswb katcRsri ingi nfTagawap., 2014
zawi eraj Ncy kasetn o@moinHboakctBearaitde
fragilis.

pTI-O HMW¥S Plazmid uUyty do kompl emamii&Sxcrdz|/Ni ni ej sza praca
skonstruowania szczepu kontrol né&g
(ami nokiMas@qg-klo Ecowym znacznikiem
natywnego promotora operonu hmu.

p Tr HE X Plazmid poawpt ajghlik@ikad pod promot/Novagen
reszt hi st yikynkwy dh am& aC

pPTri Ex "HHWHS s|Pl azmid uUyty do TwK.ald opaiczjwial lija&Ng Ni ni ej sza praca
pegnego bfP%{@kna ndlkny&6 §Q-kb Ecowy m z
31 HIBT Hi s

oo



3. 1.

7Ql i gonukl|l eotydy

TabelOdi donukl eot ywygr agkodaktsoranli ej

GGT

koEowe|j

ami nokwas-baw&9) 28 Start

fragmenty

sekwencj i

Kkompl ement

Nazwa Sekwencj a Opi s Pochodzeni
PBM_0O6lccaacaaggaccatagattatg|Startery wykorzystane|$Smiigasp. , 4
CATCACaaaatcgaagaaggtaipMAEL5xzast osowani em mg
PBM_O6/lccagtttaccttcttcgatttt|Si-Derected Mut agenes
GGTGcataatctatggtccttg|{Wprowadzone sekwencje
8His (duUe -kloiEceur yMB Pn a
pl azmid -c%p MHABLR) pozw
pr odukcij nzN-kba @Ecgokvway m z
81 HUBP.
PBM_0ZtcgggatcgagggaaggATGGT(Startery wykorzystane|Niniejsza
TTC DNA koduj NcejPd bipoFkawdokt or ska
PBM _Ol|tgcagggaattcggatcc TCAT]lkoEowe] sekwenciji
T aminokwasb&we9) 40 Start
fragmenty kompl ement
zsekwencj N pl az Bix dMIB R
(pl azmid trakt owany
XmniBamHI ) .
PBM_08|tacaatcaaaggagatatacAT(Startery wykorzystane
AT C DNA koduj Ncej cadger ekl
PBM_08latggtgatggtggtgctcgacG|ami nokwa slodwee9) .1 Start
TAAG fragmenty kompl ement
PBM_O1ljtgcagggaattcggatcc TCAT]zsekwencj N pHaz(npildawz np Td
T enzymami restrykcXXha
ipozwal aj Nce zzmnyaskalHbd
BHi s -haECu biagka.
PBM_09|gggatcgagggaaggATGAGTG(Startery Wykorzystane
PBM _O9/cctgcagggaattcgTTACTTT|{PDNA koduj Ncej? bipoghay

R\



zsekwencj N
(pl azmid
XmniBamHI ) .

pl a-z Bix dMIB F
trakt owany

PBM_O0 2

tcgggatcgagggaaggATGGT
TTC

PBM_O0 2

tgcagggaattcggat cc TTAG!H
C

Startery wykorzystane
DNA koduj Ncej fr &g(nreen
ami hokwas8®%8) . 40St art ¢
fragmenty kompl ement
zsekwencj N pl a-z Bix dMB R
(pl azmid trakt owany

XmniBamHI ) .

PBM_0O

tcgggatcgagggaaggATGACH
AG

PBM_O01

tgcagggaattcggatccTCAT]
T

Startery wykorzystane
DNA koduj Ncej fr &g(nreen:
ami nokwasdwé 9)899 St ar't
fragmenty kompl ement
zsekwencj N pl az Bix dMIB R
(plazmid traktowany
XmniBamHI ) .

PBM_0O9

gcaagggaagaacTCG,

PBM_009

oloe

ctaaatttataatatt

PBM_0O9

tcgcca

PBM_009

cat TTA]

PBM_0O9

POV I>YHYIOO
O>eHe IO
oo~ Qo

vlOow|Ow

tcaatgtcatcaaaat

Oold~lpe|lpe|da
>o(QO0>od|d

PBM_009

gctctagaactagtggatcAAA
TTCG

Startery sguUNce do n
koduj Ncej: hrmaudRi loans 8t6n g
antybite}tyQksekwencijn k @
hmuor az regi ommuldlis zges
sekwencj e zawieraj N f
(mage zisiekevewn) | Np pHIQ z(m
litery). Pl azmid wy
wygenerowani a s z ¢ ghenpi&
wszczepikR dgziinkigidv al i s

PBM_0O9

TCGAAAGAAATGAGAATATTCGC

PBM_009

AAAGTATTGTTAGTGAGTGGTT(

sguUNce do 4
rhengudRo a z 3 Bdng.g
ne do wer
j i szczeapmiy




zwy korzystani em

tech

sekwencjonowani a DNA.
PBM_ _O06|CTTGACTTCAGTGGCGCAG Startery wykorzystane | Maeitwsp. ,
PBM_O06/AGGGAAGACGGTTTTCACCA 16S r RNA
PBM_ _06|GCTTCGAAATACGAAACGTG Startery wykorzystane |[Gmi t ewsepk. ,
PBM_O07|TATATCCGTCTGTCGGAACG hmuY
PBM_07|CTACCGACACCATCGTATCC Startery wykorzybmwaRe [$miigvasap. ,b 2
PBM_07/ CATTGAGCTGATCTCTGGAAC
PBM_O0O7|CTTTTTCAGCAGGCAATAAGC Startery wykorzysma®% e
PBM_07/GTCTTCCAACCAAGTCTCTC
PBM_08|GCCTTATTGGCTACGCTCAAG Startery wykorzystammu
PBM_08 GCGTACATATATATACGACGTAC
PBM_08|TAGTCGCCGGACTCATCTATC Startery wykorzylmwumuwe
PBM_O08 AATCTGCATCGAGGACTTCG
PBM_08 GCAAGGACAACATGGAAATC Startery wykogPgRhwaw e
PBM_08/ CCGGCACGTAGATGATTTC
PBM _O0O6|TCTTCATGTGATTCCCGGCC Startery wykorzystane |[$miigvasp. ,b 2
PBM_06/GGTGCCGTGTCCCATGAATA i htB
PBM_ _07/|ATCGGCTATGCGAAGAAGC Startery wykor zylbuwsane |[Smiigvasp., 2
PBM_07 GAAGTAGGCTCGCGGATTAG
PBM_07/GAGTGTGGGTGCTAATGCCG Startery wykorzystane |[Smiigvasp. ,b 2
PBM_O07/CACCAATATGGGTAATATTGCCG kgp
PBM_07/CGCTTCCCATTCTATCACGC Startery wykor zyrsg mhk e
PBM_07/ CGGATCTTCGTTACGCATAATCA
PBM_O07/AATGATAAGCCTTATACTGTAGC Startery wykor zyrsgmb e
PBM_O07/GTTTTGTGCTTCGAATACCATG(
PBM_07/AATATCCGTGGCGCAGAG Startery wykorzystane |[Smiigvasap. , 2
PBM_07/CGAGTTCGTGCTCTTCCTTC dps
PBM_07|CTATCCTGGTGGGACTGCATC Startery wykorzystane |[$miigdd cz ak,

3
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PBM_07/ACCAAAGAATTGCCGAAAATC fi mA
PBM_ _03|CGACAGGCTTTGAATCTCCG Startery wykor zyldamhhe [Niniejsza
PBM_ 03| TATGGCCTACACGTGACTGG doktorska
Sekwen AAGAAAGAGACCCGCTCGAGTG|Sekwencja fragmentu DINiniejsza
zsynt el]CTCCAGCCCTGTCACCTCTTAC{gemumiY pogrubione, duldoktor ska
a przelTGCAGGAGAGCCCTTGTGGTGA]epi topu 31T HA (duUe I
GenScr|ATACTCTTCCTCATTGCCAAGC(fragment d o wn $tmedaund e o
GGGAAAGBRBATCCAGCTATCCCT/ podkr eS| onekp mpfl reaneinenm
GCCAGACTATGCTGGCTATCCATI i tzsrelk)wenc-i N(mage | it ¢
TGATTATGCTGGATACCCTTATGwykorzystana do uzhmk$®
CTATGCCAMBAAGTCCTGCTGACoraz pTriuEAHiHmu S
CTTATTGGCTACGCTCAAGTATAQ(C
AGGGAGTACATAATTCCCTCCTU(
TTGCATGCGGCGGTCTACGCGG(
ACTCGTACACGGACTGACGCAGH
CGGATGGAAGTCGAGACCCTCC]
CCGAAGCCCTGCGEAATGAcCt a
PBM _09|gacaaggcaagggaagaacGTG|Startery Zastosowano Niniejsza
AAACACAC DNA koduj Ncehmupfrroangpomegdokt or sk a
PBM_O9|cagataaattatttttttcttc|lkompl ementar zesekwadge N
AATAGGTTTCATCCG pTFIO or ahzmiigeemma ge | it ery
PBM_09|t aaaagtaaggtcagataatt A]l]Startery wykorzystane
ATCTGTCGGTAGCC cznSci hgreilSu wr a zzs ek we
PBM_09|CTCGAGCGGGTCTCTTTCTT kompl ement arnN doh s ral
litery)
PBM_09 AAGAAAGAGACCCGCTCGAG Startery sguUNce do 3
PBM_09|gtgtcattgat c AGTGGATCAC/koduj Nce| regimds 3@k
koduj Ncej znaczni k 311}
oper onbmu wr az zsekwen
kompl ememsakwegmicj N pil
(mage litery).

no




3.2Metody

3.2. 1Hodowl e bakteryjne

3. 2. 1Polr.phyromonas gingivalis
Bakt ®ri egi ngszv@zep dzi kish W85, s zntuzteapnt kont 1

WT + H nTUIBA | szczep komphm@EBEmi® waogowssanmankach
bezt | enzoansytcons owani em komor ywtWwhmp enreayt LAr35e ( Brehd
dni na pgytkachzéoctaekiem BWwokhwiagk€¢ ABA) e o
(Bi oMaxiLomédl i)n, HPdadloswk e te wykorzystywano do z
(BM; Basam medi uz&) bsik jadajypodgpjaemiergo ( Bector
Sparks, MD, USA), 0, 5% ek szdroadkattuk i derno (2d, (9o wieMy o
K3Si(g-fladr i ch, St . )L3o,uli srtWwNRIDe i W-ARAQ ISWghma.u
uzyskania warunk-w i mitug@qNacpalhe nsiteamm pjraznyyz nbs
hodowawaa unk ac hwlbeod gaaztayzchhp mgni aj Nc poUywkn BM
( BM+ Hm) ( MP Bi omedi cal s) do ko & owego stnl
wwar undnaicshki ej zawartoSci Uel aza/wjeammi,e iunsittnue
osoby zdrowej, dodawano-déc peé ligidegd ddded wamo dlI6
heminy (BM+BlHEY i C&8)gma
3.2. 1Es2c.cherichia colii

BaktEBriekdlhiodowano na poUywkach stagych L
(BD) , New Jerwpeoydy whBah IpByosShop, TBur(lingtor
Kanx3dakt -re bygdy supl ement owxmd edddhpdwii e dbrdi ngi
chloramfeni kolem (35 Og/ ml) i/ IBub2 1k aQ obdeonni Fclyul
(DERI braz karbenicylinN ( 1060.HoGlgo/whle) pdrloawas z
wt emper at awyzter z3\N7sAathpineom zy 200 dku hodowl i pgynny

3.2.2l.zol acja genobnokwé&goigDNgi val i s
Hodowl i bakterwpolywocewBMzHEmMmo 1,5 ml hod

zawir owywa@®m0lI0 minut, 4AC), w&00zYMm bdudodr m:
NastfiApnie pr-bki i nkwehmpeamd idazzeewd fHA0D tne dliua z vy
KostfnUeniu 10 mg/ ml . Pr-bkn inkubowano przez
rozt worida$®$ inkubowano do uzyskania kl arown
pr-bek dodawano nastipigpagrezwivenpelr aSupz daegb 2
mi nuty, po czym dodawanoio@0z wtaermpzetrvad ruw z@T A
przez 10 minut. Po tym czasie do pr-bek dod:
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popr zez iwinrwewar aig,( 150 mdionouit , 4AC). Fazn wodnN
nowej piddbdawkano 600 Ol mieszaniny fenol: ¢
(25:)kHAelli katni e mieszano. Nasg npsninei npurt-, b kdi A Qn
wodnN (g-rnN) pr zenosdzoodnaowacham r6dvwe jOI p rconbl -ow koi f
mi es tvainroowano g ( 150 mMiomut, 4AC). Fazin wodnN (g
prob.izvvkdawano 500 Ol i z ovcred pa nporleuc y(pCa& dalc j Ro tl
mi nutach pr-bkig wid3ODowmamnaot(18AC)0l osady przem
iwi rowanog, ( 1310 On®ionfut, 4AC), po cisysmzodoebilat i
Uzyskany osad (W8SA) Ozawhwefszramo TE. SstnlUeni e
genomowegawylkoaz wsiamibesmr rpeamicgddugoScekp.f al i

3.2.3.zol acja plazmidowego DNA
Plazmi dowy DNA oczyszczano za pomocN zest

Gda Es k, Polzpka)Y okngednipe oducent a.

3.2.40czyszczani e DNA po reakcij i PCR or
restrykcyjnymi

Wcel u izol acj i DNA po reakcjach enzymatt

el ektrofwleeltuycamar owy m, po czym za pomocN s

zawi eraj Ncy docel owy fragyeinfit ©NA. Udlou i gtod |aa
GeOQu't ( MNab®Fy en, Ni emmy)stzagadpiNe producent a
DNA przeclwowywanztAC.ze

3.2.5Konstrukcja zmutgomd&8ego szczepu
Konstrukcja szczepu pozhaw®Bond ega gfau mkac jusmu
cajgoSciwpg®nmadwjeengiou mi ej sce kasety opRNnoSci
pozbawiJamsajego pr omotBaat, e rpooicctheosd z(NBeet) Bia ok a & @i
X58717) , wd teg wi areq | orient ahcnu Geetz@Qehbhwnd op
amplifikowanywynedradWstPahR em pl azmi du pTI O_t e
iwsp. .,b] 20R®gi ony hnm@EE kst &gy areml i f idudwarn e nme 't
DNA genomRPowggadMBi3v glaikso matrycy. Otrzymane fr
za pomocN zestawu NEBuilder Hi Fi DNA Assemb
|l pswich, MA, USA). Nastfipnie cagy fragment z
al i ni owy produkt zostag po oczyszczeniPu wyko
gi ngWsBa&!| iza pomocN el ektroporaciji. Selekcjn s
podgJoUuzdotdaad ykrh em wett it Geryikd i 2y Ogahmimo ( €91 t z rRa

ne



rekombinacja mindzyaDNAncbwymos$omgwegmt emst age
met odN PCR oraz sekwencjonowaniem DNA (Micro
Startery wykor zyst agheni@oy nki cenwitt@ruekicij i2.szczepu

3.2.6Konstrukcja plazmidu dghnkuoSmpl ement acj i

Wcelu kompl emenhtnik® kodst eapiwagdnpimadsSmi d p
HA, zawi er aj Ncyh mu ogneont okr o doupj eN coyR zcea gz n abci zangi kkoi
3T HA na C ko@®u biagka or azzopek wemumWs t aNvkifa c
koduj NoMmi®emz promohommampeblona za pomocN m
zwy korzystani em plo lfhndeerlaiztyy PPhQIRs ianst er Mi x  wi
Engl and Biolabs) oraz DNAP.(g egniowpi3weaglaikss zma epy
Synteza fragmentu zawimnrf®|Ncagme rktoni lead u3joN cge
3T HA oraz regionu znajhduzjoNscteagjoa szilfecoamaopé rra
(Piscataway, NJ, USA) . Zsynzawg Kowaryyst ana @ me nm
PCRr azefrmr agment ami zawi @amajrezy mii fgkrhamidi orgen
inkubawpnwnedni o trawionym enggBamaHdi (rNeesw rEBErkgly
Bi ol abs) pl dz mi Weegmeswga. T, O2014] . PogNczenie f
wbudoweniaz mi-d pTk®prowadzono przegr ubliyEi uDXA
Assembly Cloning KitiuZNesw aEkaoglpdlmaddmigiksa Ipab )
Wszystkie plazmidy oraz start ewtya bzad satbadd yi Wy S
PoprawnoSi uzyskanego konstruktu zostaga
sekwencjonowaniem DNA ( Mi cHn@8Antzhos.t algl auwlhyitd
el ektroporacj iP. s gc¢ nvgp3lv adirzaszkehssmf@we luu uzyskan
odpowi edni o szczepu FPEHAXIsSDEtDEepO K oviip Henmm&n t
(@ MEBSHMIBA) . Po elektroporaciji, kol onie se
zdodat kiem odpowiednio 6 Og/ ml P#HrAYyt d by Qy rhyg /
tetracykliny oraz 6 OgavmbiBSeimgBrAdmycyny (dl a

3.2.7TEl ektropor acj @ibhagktvariiis

PoUywkn BM+Hm inokul owano za pRomogeif gdavgadr
szczepu dgimi®gBakKtudbri e hodowanemmperzatzu rdz eg o3
wwarunkach beztlenowych. Nastninpnie hodowln b
iwi rowanog, (200Mm0Dhut, 4AC) . acSsuapde r maak taenrty jondyr zzu:
w25 ml schgodzonejzdostae kyleme iDGnidy Mg@®@ibio®@ ay m
ponownie zwi g,owain omi(ndut0,004AC). Uzyskwmlhymlosad

nz



schgodzonej, steaddtnkijemoldd% mg lbii c@a od lue KLt rmdVp C
wykorzyst @aspekokwe$gi s z ¢ zAd |dirnwk ©h2 ruym he(s&i cgznaan o
200 Ol zawi esiny baktwproysjtraeji dnaz oveO0 | udp D
Elektroporacjnin prowadzono za pomoc NBi®RamdePul s
Laboratories, Hempculyespar@met d8AHKES 25D 0n <, R
transformacji do bakterii dodawano 800 Ol S
nastfipnie pr zwtze nopke r a@ wovad 21iBrKk ACh beztl enowyc
wysiewano nazdpaddad ke mstoadpe wi e dknci yejgnoe gaon.t yHo doact
na podgo Gantsymigogtmyki em sel ekcyj nyama ptr opvaide c
pojedyncze kol oni e przenogsdmhat kdem pablywki
sel ekcyjnychzhddo wl ip aiszaolaocvhayrawp DONWa @) 2 @ 10 eno wmi

wgenomi e weryfikowano za pomocN reakcji PCR

3.2.8Analiza wzrB.stagi maikvealriig
Wcel u anali zy Pwzgiogpyriuosvddadkzsoenroi ih o dwoowel e b a k

dogkowych, pgaskodennych pgytkach polistyr
wpoUywce pgynnej (200 Ol na dogdek). Bakteri:
BMPI #r azzdeoMlat ki em 2 OmRoAhuernao, g)l Poablrisniya 4, 7 OM all
inkubowanein awlonw a8 mioajsol onej |, przy poczNtkow

mi er zonej przy dgegpoBewnépl O, B00Domm@ea»Dt or o
wczasi e stosowano czy-Rhi ko,pgg€hakl o$Sttreatvu ¢ |

Alnrreat ywni e, poUywkn &M 7wz®dM gparcoatnoop orr-fwinri yenla mi

Mn(Il I 1)PPIX, Zn(l1l)PPIX, Co(ll)PPIX, Cu(ll)P

3.2.9naliza zdolnoSci f or mowaPni agi mmga fviall mws
powi erzchni abiotycznej

Zdol noSiP.bagkitnégoiiviadrimsowani a biofil mu na p

anali zowanwc zg®ndindje opi sawBpmet OR4pSmj Ja d
modyfi kacj eP. Sgic aM8iBv alziiakeh mE®pdpwano przez 2
wpoUywce BM+HmM. Trzeciego dnia SwieUON poUyw
bakt eopioxmiNt k gwey-nwnOyDn 0, 2. Do -Hafkewej dpgkasy
pgyzplgiaski m dnem (Corning, Nowy Jork, USA) do
Bakteri e wwadawwakno h beztl enowytcehmppraeznr 28 3
Ni ezwizZpmawier zchni N pgytki bakterie usuwano
pgytki 1 ml PBS. BaktedodckaijtMWora&Nikedth | D% zfhiealbe
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(Car |l iiRocktub)uj Nc przez 30 minut. Nastnpnhie do

abi of il m odbarwiano przy wykorzystaniu 200 (
przy dgugoScinnfaai pdmOcNmciWAtni ka Gl oMax Di s
Wi , USA) . Zd Bl ngiShdpibwaitoieszieini a bi of il mu zost

ODRob-wnoczeSni et johowamych warunkach bakter:i

3.2. 10kt ywnoSi gingispaicyfiarzgiycihno ( Rgp) o]
specyficznych (Kgp) wobec substrat- -w s

Akt ywnoSi gi Pgi ma iromzinbeackziasnroi ipr zy wykorzys

specyficznyc(h odsiGarp)rkayps-n (pNr oani | i d,iRgp O( dct ar
benz©BLlalrogi ni-miotwryo gni | i d, ¢ h 2 oopri oswaondNb r neekt) o dzNy o[ dPh
iwsp., 20iwh;p.Ssbhi2odRd 150 Ol buforu Kgp |l ub bt
hodowli bakteryjnych oraz odpowiedni substra

wt emper aturze 37AC. Re a k c jarfb snoo rpiataogrp dwaungd ap o |
405 nsoswcikasie za pomocN czytnika Gl oMax D
enzymatycznN przedadtsowipamadjkako mveEr asne | pro:
405 nm WeiOMgu jednej minuty przeQQhodl, Ol h o
[ mMmOD/ mi n/ Ol ] .

3.2. 1Analiza wiNzani a FP.engu npgrizveazl ibsakt er i e
Zdol noSi wi Nzania hemu prPezgpdyijan balimini
zgodzpirmcedur N opi sanWs®028%ni jr - p&mi chadowl i
wpoUywce BM+HM | ub BM+DIgP DO wimi amphn e pddghudk) anol
buf orem PBS. Zawi esb@Rosbalk,t2eq)y | z2e0 Og s8@0le0n dC&lmu
wbuforoetBB8niu 50 Og/ ml. Pr . wkiemprekaboawamro 3
po czym odwirgowdfo m{( A4uDPDOKBAC). Absorbancjn
dgugoSci faglsi BBS5blkiim KAntrol ne zawieragy wsz
| 0Si hemkoawirMdaam Nbakteryjnymi whbsS§rbdbaoacipha
mi ifidzy pr-bkamr-kkamirokawmer aj Ncy mi bakterie

3.2.1%naliza zawarto®komwok aelgP.b &git agiaval i s
ZawartoSi Uelaza wewnNtrzkom-rkowego ozna
ferrozynii€CefiCeriioftivg®0; WiORHE& cel u pr - bki
bakter Pj nygdchngpv@dywse BM+Hm | ub BM+DIP (20
iprzepdgukano wodN mili QoORenRi, @9 i rpyo diaakntoe rsyojnni
735 Ol zlizowanych pr-bek bakteriynhywybowdoda

ny



wt emperaturze 37AC przez 15 minut. Aby zredu
kwasu askorbi nowegowt ePrp-eblait ui n& ulpokan ®@we |

anastfipnie dodawano do nich po -@p0r ¥iy65) 35
di fd4dnwlrd amg,yyn'ysul f onowego kwawdi2 ,momoSo/do)we K
oct owy m, zawierajNcym 6, 9% Wbé m)ermantowmri ak . p Pk
przez 6 @nansitniuptn,i e odwirowano (15 000lg, 5

Supertnaprazneni esi ono dzomineorwyocnho parb-sbo-rwecki 1 pr zy
nm seA Zawar twphd - blkealchzaokreSl ono na podst a\

zawi erajgNcej FecCl

3.2. 1Mnalziazvaart o SPPIwkeomu r k ac hP.b akitregiivial i s

Wcel u zbadania, hm@d$wpd g lwac jnaa gzeanialItX S| t
wkom- rR.acdi ngiozvalhcgonoPRIWoSzat &aemukBark tr kroiwe/ ¢
hodowamoUy BMédmizbi erano po 6 oraz 24 godzin
wirowano (4 000 I g, 20 dmisnyliddgnpwapdzamyw
ginstoSci emmynozzdjicePDodpmdvei cdmmael 2N @I524 godzi
Nastnpnie pr-bki ilpicdfdialwiddzecsjksioanmnabstjalfy! inastt i
przes pardleamni f er idlo.k tRwurBiov sl d o R o dDe pgauretsmednat
of Chemistry & Biochemistry,gdkMbat alm&koBanbe
wramach wsp:- gpHeamnyomawmykddidetKr. ahomamek baktery
oznaczano metodNazhe omat wmrsawdnmaNs i | i of i | i zow
|l izatat-w baktewypaywbrrezpustcadogjnym, do
Og lizatu bakteryjnego nawss®m.0, 0202d)zpuBak zmr
pr-bkian@ilow00 r pm, asludp eminna,t ahFAQ)anoszono na
GOLB(4,6 mm I 250 mm, zisaystoermu OWMPL @iodHE@Ne miom
2030C 3D Pl us). Ch r ,osmtact sougjr Nacf i @ r zpdo gewnatd z k@ imo i Ao
(ultraczysta woda + 0,1% kwas trifluorooctow
TFAdprzepgywemw2l5 Argl. / nbon i | oSci owego oznaczen
wzor zaWgci em c holrcPkiuX.he mu

3.2. 1Mnalziazvaarc @aPkowi t vgome kaz &P.badkitregiivial i

Aby zbaddéligehmiB a z awargtkoSi t wgomUek ach
P. gi ngiAmali gy pt efleeynanoinfadriidlo k RbounB oviass do Rodr i
da SIPra& owni Bi ol ogi i MieBdyyaoczreani i Kadjtnd dweyr sGh eemi
Mont.aZagt osowano spektroskapiddmiaebnsioernpc g e n earto

no



zacetyvispnidaUonegoBapdamiiedam zpoddawko - -ryoHif i bznaty
r-wnieO iiP®8§3. 2ateMBuyr - Umi- dodloibj e oSsci 100 OI
wl, 5 ml wody dregotnigmniwanedjpodawano 190 Ol 2
iogrzewano pwiempeér aniunruzte 95 AC. Po przygotov
spektrometru absorpmrijdarmN opmooveeg @RWIGNB J(nMebsl | 0G5 c i
oznaczanie Uelaza przeprowadzono na podst awi
korelacjn wartoSci absor bvaykgqgri zyzset asntifelhe ns team
AAS (Ricca; 100 -p@pO) CASBScwehiEd K&k ¢ pPuwddzi e
dejoni zowamse@R.02Bes| ®

3.2. 1l5zo0l acja RNA
SzczepP.dzgiknwW83vadi @zah ;md Bhzoedpowano przez 3
wpoUywce BM+Hm. Czwartego dnia SwieUON poUywl

hodowl N m@®Rbte0r,y2j. n N\RNAz1 zmll olwvadow!l i bakteryjny
6i24 godzinach od inokul acgji 20Hmi awt ez gWaH p w
osad bakteryjny | iwBdwand, (fR&awBosdmaejcNaoogogy,
Pol)dkamr alUajwtce pprerb8k@®iACzeDo izolacji RNA wykoc
Total RNA Mini Kit (A&A Biotechsbtokygj NGoa Ed
Wyi zol owane pr - -bki RNAipodawaemutoawysencumabDN
zestawuwupClIRNMA concentrator Ki t (A&st Bubktph
producent a. JakoSi wyi zol owanego RNA pot

el ektrof owléo Yetmegqgar owywb,ufprmraewa dBEn@ga ez 1°
napinciu 150 V. A czyst ofH s oa rvealmidkirdensaineo  p\o
Wy i zol ioowarnyys zczony RN Awtpernzpeecr HdwiiyCwaen o

3.2. 1%y.nt eza cDNA

Do syntezy c¢cDNA stosowano zestaw LunaScr
Bi ol abs)zingsgodkitpN producenta. Jako matrych
ioczyszczonego RNA. Uzyskane c¢cDNA rozcieCEza
RNaDNaz (A&A Bi iptrechcrhowygyamer-&2@ AC z e

3.2. 1Amaliza ekszwy&ojrizygadaranw ggfRCRet ody RT

Do wykazania zmian ekspresjaszgerdgpmriBomi id
wykorzystano techniknin iloSciowej metody PCR,
(RGPCR) . Do przeprowadzenia reakcj. gPCR wyk
neROX Kit (Pol gen, Pol ska) oraz termocykl er |

P M



met ody PCR ze&gatdagacjiii wstwigmpjer pt aowa ez & \jC

mi nuahgst aphieykl i denatwtrempg dr gtrwrwaed zD5HAEG pr
przydNczanwtae nsptearatteurr-zve 6 0 A&Cmppl ri zfeitzle agGe ir saet kuur nzd
72AC przez Wc5 | gekwenrdy.fi kacj i jakoSci produ
iprzeanali zowano krzywe topnienzwy k Wzzgy sidarei e

oprogramowania Light @gkep®6s) Rogka)lw cZzimonhod y
dla trzech niezal eUnyit BS b rPRN éggiindgdi vyadilvo spewmtu-
referencyjnego, uUywaj Nc oprogramowani a Li

wy mi ewtambel i 2.

3.2. 1Mnali z-8eRBRNA
Sekwencjonowa Sieaig RAIAIi £t ®NAanych zostagy pr
firmn Novogene ( Canporratdogkea g auki) ,f izrgnoydniBakt er
paswpeUywce BM+HmM, po 24 godzinach wdelcewar:t
analizy.weXmipamey | i gen-w obliczono dl a trz
powt -azzee@ny uznano za statystycznie -Is3,0tne.
awar tpo§iga mni ej Selaelndjli 0g @rb-. mo gkjtap obyye h c jz anli @ in
i stotna dl awinmeatjBebno ¢§ i mlgoikvoanlaigs dokt oPr Mécawmaig $
Biologii, MWgziza@é | BUmitvweMsngwtd épegws ki )

3.2. 1r.akcjonowani e hodowl i bakteryjnych
Wcelu uzyskania frPakgjiinBk om@ipi e&ek wis & ky tme reit ia
zastosowano technikn szoku ocodmdt pSrinreapuwda nnaH o d
(4 @00JdJ0 minpetyepdAhAICiwano 3BChpvH b&d d aetmk iTe m's
20% sadbamblzEDTA. Pr - bki i nkva ronpwaematprzez pbk
idel i katnie mieszano, gpo2@zmmnuw, r d NG)y50 O8ad
mM MgSiOnkubowano pwtempe€0atndeadd kaA@Qym miesz
Nastfipnie pr-bkig z@&Dr onvanmi, grdam®P Osiuper nat ant
frakcjn peryplazmatycznN or az b gwbnuif ozrezven iRt B <
iprzepr owaudwyaknoor zlyiszziani em soni kacj i (B50s mi nui
przerawdlytfipnie uzyskanN zagvi €s0i nmi nwitr,o waAh®) .
nastnpni e supernatant zawierag frakcjn cyt
uzyskane supernatamSyeflhnicsp@d@d8@w@PMacecul i Awr
(15090008 godzin, 4A&JadaziNcékelacjdinobgdyy zewn
zf rakcj i bgony wewmwidtOiOz nneM bruofzopruzsez cktasbor an
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zdodat ki e mdoOd,ecfeip¥nan t ozydu ( DDM) or a»nk dmywan a
pomi ar - w st Awyeknd raz ytsitaagnki @@ m z mowdgBfr iald dRemdtmie j( me
iprzechowyemmer-a®0 A€CzeSupernatanty zawieraj Nce
icytopl azmat y czwmyek ozrazgyrsstzacnzieenmo zd St awl® AM@IOc NMV
( Mi | liipp aree)h oxndyondaantok i e m wa % mpleir-@d ACI|zwe

3.2.20.ektr owiUed iz ap ol i ak rww aoraurmmi kdaocvhy nd enat ur u
( SEPAGE)

Rozdziad biagek zaPAGEmMopcrNowaetz aday i S@BN n i
procedur N [Laemml i, 1970]. Wykowkzy gteygwa nsok g
wchodzi g 4% Uel zagfiszczaj Ncy oraz 8 lub
przygotowywano poprzez dodanie pifnci dEkrotni e
Lane Marker, Ther mo amiashé@mpnBei ¢ rtrimiicez,nNUSA)N
mi nwmttemper at Weczeel U9 5pACz.ygotzbwdowhi Pbakkiagiival i
hodowl i bakzpeorGyjwkNN wireanzat ur owano poprpbez dooc
iinkubwva ejmper at awygter 2MsA&Cni em Wceka wPysnk anita
zsamymi bakteriami, hodowlf baktwbruyfjonr\Nz ez aPnB S
idodawano buforuandenAaponirej Ncedy, i nkubowano
Wszystkie pr-bki bakteryjgonPodoramsal ekelwbanef by
nat AiUenie prNdu odpowi ednd® @A meA Gel Ured z dzzai
zako@®zonym rozdzial ewldlek twyld arwityrca nryanz t wo
Briiilant -B3ue( E@GBBO)G | ub poddawano transferow

nitrocel ul ozowN.

3.2.2Analiza Western blotting
t ekpr - bkami bi agevwy pbor zrycsz P GeEme pSRISI a wa n ¢
transferowi p-gsuchemwykar bgoethanneBhrolt o ETbutr lbaoZ
I

5 Transfer Buffd®&lobrduRagp(BiWpdadjfaasSi tran
wi zuali zowano na bgonach nitr co8&yobamwmwiylcd
Ponce&a@O0, . 1%cel u zabl okowani a wol nych mi ej s
nitrocelul ozowej , stosowano EveryBlot Bl ocki
wtemperpokiojzewe j . Po zakoE&zonym blwlk¥®wani u
odt guszczonwbnuf ol 2&kzl) PB% Tween A0dpowB8TANI mi
przeci werizangdaoowy mi : kr -l ic-BmuPSpr e &i0Wc i agraz ea
przeciwko oczyszc?Z%MemubPYiCmaBPor olmwSeni x, S«

P



Francj a) ; kr -l idHmaYpi(deOwdi0abga GemtSyer i pt F
kr-licze pr-EbtBwgilagdg® &00y ProteoGeni x) ; K r
przeci wko domenie katalitycznej Kgp Zd Og/ 1
przeciwciaga skierowane przeciwko domeni e ka
TX, USA) . dpmr kzwelca onjedi ag @ onwy mi prowadzono p I
wt emper atur ze pokoj owej . Nastnpni e bgonn

odt gugoc znolwekud or zeid PB&SWano roztw-r 1% odt gu
wbuforzed®dB&8iTkrizimdolwych przeci wcizp§r klogy cdz N
chrzanowN (HRP), skierowanych prAdaciBreladgklogG
znakowawiezuA i zowano za pomocN przeciwciag m
(1: 10 ooM;drSichmaz ddawycdh przeci wci agHRPr -1 i c:
skierowanych przeciwko 1 gG mysim (1:10 000;
zpr zeci weriftadgopawyimi | Ipr owad z owmtoe npprezreazt ug @ ez ipnofk o |
czym membranin pgukano pinciokrowbuéol®er eBSW
Wi zual i zacjn sygnagu przeprowadzono za ponmn
zzastosowaniem odczynni ka Western Lightning
Chemi Doc MP | magRande) . SyAsntaeddm z(yBidoensyt ometrycz

pomocN oprogramowaniRad)mage Lab 6.0.1 (Bio

3.2.2F%naliza pi gnPentgu nkgd kvtad riisi

Wcelu zbadania skgadu pigmentu odkgadaneg
P. gingilvwallils hodowoORosRalbt eviyysjieywamo na pgytk
prowaavswamankach beztl|l eeshewmpehapuzer B87ACi

3. 2. 2B2k.slt.rakcja pigmentu

Pigment Jzawlewamg Nc wlR2®0 m@l blakanws i nod tkaancdhl u
zbr Nzowego szkgda wcBeiloun owp hr dPdoyl osdkeag)r adacj N [
wchodzNskghd pi gPme nbtkui mi eszano poprzez pip
anastfiApni e OWIiOr olwagn,o (04 BupetpnadaldiC)zawi er aj N
pi gment przenos z omroz edcoh cmvwoywwyacrho fdwb bBdeekl esrzayt cubr zael
80AC.

3.2.2~na2.i za spektrofotometryczna wyekstrah

Wyekstrahowany pi g-kneatwidio® %c me Eawbauhfeo r 1z@ b
PBSrejestrowano wi dmawzsapkerketsri oef odt goanfedt S ayinc. zfndeh k
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standardy, wykorzystywano roztw-r hemu, PPI X
Mn(1l11)PPI XpstCoQdnrily PPI XM,
3.2.2~0na3l.i za wyekstrahkrowkhoepgypyspagmemtspektr
( MS)
Wyekstrahowany pigmezwtykpodgawanoemnabpbiekti

(MPr zdeozkt ora Michragdaowmiaa zapektrometrii Mas,
Wtym celu wykorzystano chromatografin cieczo
przekjodmi zacj N ewterkytbrioes pd e-M8TOF mEJILEC) . Wy k or
r-wnielU krzywkzast @asdavrachhowkh roztwor-w hemu,
Mn (Il 1l licCBPI X1 ) PPI X. Na t e]j podws Rwadzidekpngm

pomi hédzyzepg: - | nymi sPzc zmgeamagmivadakst er i i

3.2.2°nadl.i za fluorescencyjna wyekstrahowane
Wyekstrahowany pi gment poddawano anal i zi

zwy korzystaniem czytnika pgytek GI oMax Disco

rozci e Ekz anwlio®®% metrondl w, r 5 OM hemu, PPI )
Mn (Il 1 1liCBPI XKIwmRIlaX ol u wykor zys Angwbhpireowjaadkzo nkoo |

zwy kor zywrhudeeni a agygnadoemnmwizakepssdler 6@an
nmPigment oraz standardywrmioaU i svhmk oTozesi ee Ec
inaoszma@aomembrannin nitrocelul ozowN, po czym
podc zer adognuegg®Sc in Rzz(ast osowaniem systemu obr a
(Ther mo) .

3. 2. 2~0nadl.i za wyekstr ahopwwyaknoergzoy sgiaghmemt uc hr on
cienkowar st wowe|j (TLC)

Wyekstrahowany pi gmentzwypkoadrdzaywsatneon nraotrzodgzri aaf ¢
cienkowar st Wawen cEeTwC)wykorzys$sBahocpgyd8ki 6680
F25@xer)cdf ako fazin ruchomN stosowaab!l ami efs@zram

wst osunkKRiug ie nt. r o zkcri oetMEciz€% o melddaonzotl wi-,r  h e mu, F
Zn( 1 1) PPIL X, ican((II1Ho)9RARI¥XN i u 5 OM wykorzystyw
Wyni ki TLC wiwzywkaolrizzyoswaamo em systemu obrazowar

Syst ema(dBi.o

3.2.2kBoonstrukcja plazmid-w doPlpedpr waukaji -
Wcel u ocziybadaaniaa wgaSciPAsokSocn s tbriuaogwkaan oH npu
pMAL5x -MBRBImuSzawi eraj Ncy gen kB8%pugzZNocaywi bngg
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sekwencj i sygnagbhw@& owkoluj se2f 88 Nokwasowy
od 40 do 1469). Fragment genu zwlbydiagm zaNnp |
genomoweg®. bgk oMBI3v § laiksozwiyaktorryzcyyst ani em st arte

wt abel i 2 . Uzyskany wpflraazgnmedact SpxMuiti 4 o wa movi ony
wczeSniej enzymami restrykcyjnymi BamHI or az
sekwencji zastosowano zestaw NEBuil der Hi Fi
Bi ol absxxzniCG®st azgskano konstrukt zawieraj Nc

rekombi nowane, skgadaj NaNek osEciu zd afjk ac Z ruizkyg n
wi NUNcego mal toz’8 40MBR) . o004z zMma8ym pl azmide
baktEer iDédl @sBt osuj Nc techni ki szoku ciE.plcnoelgio.
dodawano plazmidy zawieraj Nce sekiwekich dwamoa u
je razem na | odzie przez 30 minut. Szok <ci er
bakt ewygjafealij wtoemeer at ur z e 42AC przez 30 s e
ochgadzano na laddzbakprzéi S omiamwasthpkB8BO6w®hop
przez 6zZwymirazNsamipewm eimp®0 at urze 37AC. Po tr e
wy s i ewa npgzyto iy wk kd a @At ki em kar benihcoyd oiwiayn o( 1 (
wt emperaturze 37AC. Kol oni e, Kkpr-zreen onsyzr consaj yd op
poUywkidotd8t ki em karbenii akubbpwa ( & perntheezr mh jua z
37AegwytrzNsani em R2Otzhpmrioev! i i zol owano pl a
wykorzystywano do nadprodukcj i bi agka.
Analogicznie uzyskano plazmidy sguPBNce dc
pl azmi dc 5pxMMB BImuPS N or azc 5pxM-MB BImuPS C. Pl az mi dy
zawieragy wklonowane sekwencje Di8AS8Kkdduajghae
HmuPY HmRUYSN) oraz resztyila®d noiksf§kHanuiktbap S 9
Syntezn plazmid-w wykoiroxzystsazrcyzemi dao waad @rr
Hi-dBPHmMuP®&mut acjami punktowymi zlecono firmie
Wszystkieisphatmrgy zostagy wyswzaded: il nli olnt
tabel.i 2. PoprawnoSi uzyskanych konstrukt -\

sekwencjonowaniem DNA (Microsynth)

3.2. 2ko.nstrukcja plazmidu doB'nadprodukcji b
Fragment genu ko#8fuj poygbdwiadgrkyo Herkuve ncj i
ko owych reszt aminokwasowycho¢saegdgwamp] af bk
met od NuPgRIi em DNA gend@mowegoi INCKtCe RBgi3l i(z as

PP



Pracowni Bi ol ogi i Medywy kel 2y s taakni ema tsrtyacryt ec
wt abel i 2. Nastnpmwike oo pdvwa kmin gpzMihCdduy mMHE B,

anal ogi czwpirez y g aadkk u konstr uk-cpk -NpBIanai8i d u p
PoprawnoSi uzyskanych konstrukt - w zostaga

sekwencjonowaniem DNA (Microsynth).

3.2.2k0nstrukcja plazmidu do z bP&wbarkitae rli cakcahl
Escherichia colii

Wcelu zbadania | ds&loinzadajuiowminagdlpdeideu S p 1
HAHi s, zawierajNcy sekwent¥%dio dlaogisjoNBENuag & Gre L
znaczni ki8dmHi 31 HAr ag me n"93 TkHA uz aNnepyl iHnmukSo,wano m
wykorzystuj Nd _pliddsmi jdakol IMat ryci orwtza bsdlair t e
2. Uzyskany fragment wk | -4 n o wsaAngoche d o h )p,| a @ mr d

trawionego enzymami reszzapgh owjomwamii e Sic ale s b a a1
Assembly Kit. Otrzymanym pl EzmiObldmBt osmsNor
techni kn szoku cieplnego, p o C z yano dhaa kKcti eerm e

karbenicyliny (100 Og/ ml) . Kol qrywdeenipketr-arteu rwey
37MA0 zenoszono dozd2o dnalt kpioelhy wkkair bLeBiii mly i bh emwa 1f d O
przezwtreanper at uwy er BNALN p.enmN a22r0mipchd vel i@ i zol ow
plazmidy, kt-re wykorzystwhmadkt éb.i acooildipz ya win o I8 4
uzyskanych konstrukt-w zostaga potwierdzona
(Microsynth).

3.2.2Nvadprodukcj aPbjieagk awaHrmiuaSnt - w B raz biag
Do nadpr odukMBFPHmb Boargakza jHeigso wari ant - w wyk
baktkEe.ri 8al2@odonPIl3RI L( DEAgi | ent Technol ogi es)
bakter i ami zaszczepitdhmndbatks em kmo byeywkicyTBny
chl oramfeni kolu (35 Og/ ml) .wtNeansptefirpantiuer zper e3h70Ac
16 gawyinzNsanpme ®o22pPnego dnia przenoszono 1
Swi eUej podOyakiki EBn karbenicyliny (100 Og/ ml)
Hadowl i i nkudbmwamat awmyz e z3\7sfaGpiaedm dd2 @ zasu, gdy
osi Ngnds®, ®8D Hodowl e schgadziamdu kdoow atneom pnear dapt r uo
bi ad@daj Nc | PTG do ko Ebawpgods kpmrdwmadzadirkc@ mrM
16 gaovd 2imper at zawyzter zINbshathp.re {02 29 nego dni a hodo
wirowanog (200@0bwzy s kKaACY) ,osad bakteryjny prz
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buf orem PBS. Pr -vbtye npprezr @ddhdcCweyevAanrad ogi czni e na
r-wnieU biMBPkwy k®irkiysst ani em pl azmidu pMAL_Hi

wykorzystane jako kontrol a-MBRdme&s analiz wa

3.2.20c.zyszczani ePlibeggkwaHmas8t  -w Braz biagk

Osady bakteryjne uzyskane po nadprodukcj i
(Sonopuls, Bandelin, 4AC). NmseOpmiidukbikzcgd®e)
rozpuszczal nNn ainnikeusbioonnaynmo n a kol umnn zgoUen
zr -wnowaUony mu fwciAzerSRane g5t owe | i nkubacji fra
odmywanozwgkagoyst aniem buforu B do zani ku a
(Asyowvcel u anal iwfy aklcg ¢ n w§ @ig u k i w avhBePH m b”Boay §jeok . |
eluowane ze zgoUa za pomocN buforu C 28 do z
Frakcje zawierajNce ocayasgtcizpmiee bz mig&mi ama ik
PBSdodat ki em 1 G%y kgolrizcyesrtoalnui erl 5A0060 WIMWL a
(Millipor e) iocNaydspzrcozdaunkicej i nny c h®9 wari iagjrkta: wH mai

or azMBIR spr zeprowadzano wedgug tego samego sc

3.2.28naliza wi NRRINXa hemu

Aby uzyskié mumdowalano okogoirb&pmg zezmahior y N
ml 0,1 M NaOH. Roztw-r PPl XRzPEEOWaGar prRet
Aby wyznaczyl iBPhXenise ohemano empiryczne w
mol owej iIwBpWEdGKahnwmsapn. , Va-BAgaws p2.0,1 6 ; Wojtowi
iws 2.0,13]. Aby urzegdklal jwweke u zlkist y wawkoo GHciotwiyom i a
stAUeniu 10 mM pod warstwN ol epuiitheneaahnég
dodawano r - wno molyowN RialtdoSi e jw bi enfikpuebraactjuir ze p ok
rejestr owaznaok rweisdmea dgun@go Seim fal pod6ON spektr .
V-750 (Jasco GmbH, Pfungst aoditg,ugNiSeic yd)y,ogpr Dy
mm. Widma r-Unicowe przygotowano poprzez od
komplliksfm&of.iwiyma rejestrowano r-wnieU po wy
iich odwolyemnicelastmileiikar 5 GQG®MOi OMulbewmamo | ub
PPlahast ipnie niezwi Nzane porfiryny oddziela
Fi sher Sci enzpirfoicce)d ur KNg oodpnii sea n N przez produ:

przeprowaadzmaajomni ej trzech powt-rzeniach.
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3.2.20naliza aktywnoSci enZ%y matyczne|j bi agk
Akt ywnoSli enzymatycromN tmireowams evajje fpazea
zh e mut o spuojnN gairdyma a k r e swied iVt n g Wit ¢ m mied uz ono
absor wamkjriesi e od ,895&odoj NOOpwmm ar -w co 6
enzymatycznawhbygbkmcbr zawa er-MBRenmyusSh ubh o HOM H
MBFHmMuBSW1 00 mM buforze fosforanowym (pH 8,0),
mM ditionian sodu oraz 2Wolddc me®ci Rlealk ch &z po
frakcji wewniftrPnepgi togiowaloisad &jr N¢ e | hodowl
o00Qo»0, 5. Jako kontroln wykoFrMByPst aWipog yovc zATSPz c
aktywnoSi biagpmrzenatodawaeolo OM ATP zami
kontrole wykonano poprzez prowadzeni e reak.

Szczeg:- Jy womdijsdwj Nwysiii ik - w.

3.2.30naliza lokaliRwalwakt éR.iadggkiani BH e i is

Wcelu zbadani a | oflval a kztaej ii agcbhn g vy & loiHsny St a
szczepP.dzgiknwy83va( WB) , szczep K&HAY)r odrnayz (sWTc+z
kompl emenghonf SHMIES A) . Bakt er weo thyondcoewaB M+ Hm |
BM+DI P przezwp24& ypadXiunys,zc zelpaic koRdaird | ereygtor or
Og/mii)a szczepu kozdpldeameknteoowareeggimcy kt omyc g by
(3 Og/ ml). Pr - bki przygotowywano poprzez fr
rozdziag elektroforetyczny. Po zako®& zonym
techni kN Western Bl otantdyy,at asktUoes uk m-cl ipcrzzee cp m
poliklonalna skzgysawanpeeHmu% gimasSNYymUS €5 k a

Wcel u zbadania | o’kwablaikztacErjiiascphk a Jkps Hamu & s z
BL2AQodonP!l uRsl LARE3)ent) transf or rfoHnaldByAHp Isaz mi d
Bakterie po trawtsd opevaatjawyh e ddNismepiwe o 03 W@ e
TBzdodatkiem 100 Og/ml karbenicyl i n3y5 (Og&AniBi
chloramfeni kolu (Carl eRB®0t,h8)., Ekispdespai Mgmign
poprzez dodanie 0, & ansM nlpPnTiG (hGadrolwIRio tihn)k,u b o w:
wt emper atawyzter zIN6sAahpine Ma22 @G pnego dnia przygot
frakcjonowanie bakterii, po «mym Proo waadkzoodacoz
rozdziale dokonano anal i zy bll okawiyirkaparczjyi s thaina e
przeciwdAag anty

PY



3.2.3Analizy bioinformatyczne

Teoretyczne tr-jwymiarowe modeykoszyskaijuN
program Chi mer a X (https:// www. rbvi.ucsf . e
(https:// alphafoldserver.com). Do okreSleni e
bi agek wykorzystanozsemawenaz i EexPRPSyYt Rehrtdams: /
Sekwencj e ami nokwasowe zostagy por - wnane z
(https:// www. ebi . ac. akédrjwld rsgpgEcBEMBEE U me @€ jcd lis t
Bi oi nfioWNm&a&t wk por - wnania sekwencji zsmirmwekvaas c
Uni Phot pg:// wwwDwniupzryostk.aonrigse. dr zewa f il ogene
serwerhtittpd: /(/ ). t ®Ir zg mbmo.deed /owani u bi agek wykoc
PDBht(t ps: // www. nat dpriczaegi ddyovani a | okal i zacj i
stosowano s@r Wigpbeépbecvices. heal-2 hokocrha.zdt u
DeepTMHMMt1I p&:// services. healthtlephW. dtu. dk/ s

3.2.3"nalizy statystyczne

Wszystkie analizy statystyczne przeprowad
(GraphPad Prism 8.0 Inc., San -sDivadgen,t aCAll aU.
niezaleUnych lub test | ednoczyensniekm vweojs tahnoacl i
Aby ocenil i swozno&ach  Ghniagdgek wykrywanych
zastosowe&Stawderersta Hla jednej pr-by wzglndem
nor mal i zacj i do Sredniej szczepu typu dzi ki

dwuony kowe | ANOVA. Wszystkie eksperymenty pr
wco najmniej trzech pazntb rrazreenidaacnhe bpirozl eodgsi tcazwi
N odchylenie standardowe (Srednia N SD) 1 ub
R-Unice i stotne statystyczni e zostagy 0Ozna

***pP<c0,001) .
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4 Wy ni ki
4. 1Analiza sekwencji HmuBokwasowe]j bi agka
Biagko Hmu®. bgkh@Hm@si so biagko |iczNce
ami nokwaaenoiweyucshid @ ltfolmrey c 7€ wz gl indu pandaloimoz ame r
do rodziny kobaWpioehwsé aymz etCapiNe bada®& pr z
sekwenciji ami nPwkpwa s- owagjnz limam$ mizrbidad khgmiCob N o
zni eschar aktkeiry@gkoavainy mr zy pi sywany mi do t e]
filogenetyczne ukKéwzujl Nade np d myngyjcih  Hodussk it &g i w
zgromBagt er oi dobmajowyylds bymgekORNs.u h®)mol ogi i

HmuSF® (WP_027291672.1) Rikenella microfusus
—— HmuS™ (WP_013760566.1) Porphyromonas asaccharolytica
e HmuSF* (WP_007365945.1) Porphyromonas uenonis
HmuSE" (KXB32876.1) Bactervidales bacterium

HmuSFe (WP_004334473.1) Porphyromonas endodontalis

HmuSFe" (WP_018064855.1) Porphyromonas gulae

HmuS s (AKV63660.1) Porphyromonas gingivalis
HmuSFP2 (WP_329904999.1) Porphyromonas pogonae
HmuSFre-1 (WP_188808068.1) Porphyromonas pasteri
HmuSP (WP _026626638.1) Dysgonomonas capnocytophagoides
HmuSPs (WP_006797874.1) Dysgonomonas gadei

HmuS5: (WP_420377643.1 ) Segatella copri

HmuSF (EGQ11736.1) Prevotella nigrescens
HmuS¥ (WP _014708294.1) Prevotella intermedia

HmuSE (WP_011965511.1) Bacteroides vulgatus

HmuS™ (WP_014225391.1) Tannerella forsythia

HmuSE (WP_022471467.1) Bacteroides thetaiotgomicron
HmuSE (BiuS2) (WP_010993106.1 ) Bacteroides fragilis
HmuS5® (WP_190313165.1 ) Sphingebacterium chuzhouense
HmuSFr-1 (WP_319904936.1) Porphyromonas pogonae
BtuS1 (WP_010993054.1) B. fragilis
CobN1 (WP_038403120.1 ) Psendomonas aeruginosa
CobN (WP_011308631.1 ) Methanosarcina barkeri
CobN (WP_051290836.1) D. caprocytophagoides

ChIH (BAA17040.1 ) Synechocystis sp. PCC 6803
1_:{:}1]}[ (XP_052149583.1) Oryza glaberrima
ChIH (NP_196867.1) Arabidopsis thaliana

CobN (WP_130305377.1) Ancylomarina subtilis
CobN (HmuSFre-¥) (WP_329904728.1) P. pogonae
CobN (HmuSFe*?) (WP_188807012.1) P. pasteri
CobN (WP_004041104.1) Haloferax volcanii
CobN2 (WP_038403458.1) P. aeruginosa
CobN (WP_097609588.1) Flavobacterium columnare
CobN (WP_109656110.1) Hymenobacter nivis
CobN (WP_011028008.1 ) Streptomyces coelicolor

CobN (WP_041314310.1) Mycobacterium smegmatis
CobN (NP_216578.1) Mycobacterium tuberculosis

Skala 0,1 p——

Ry.sl5. Fi l ogenetyczna &N loidka el5i adkego Hjpa®oir @m
wyra¥tne rozdzi elegroi avdtagipall zoign-yw f un k ck oolncarl ne:
zi eylporawdopodobni emepaabgbtéa@opalp (czrerywo @a z

ni eb,i ese&kniwbicesiymd @al Jaomiarzy IChlf dro (yeti ow Nce udzi
wbi osiyehkar Bf a§ k oPIzHmaujSd wjweg oslr ibni onej grupi e
HmuS wyst g@u jwikiieezcthl e n o wyze o d bPaokr tipehryirio mdrnzaesw o
filogenetyczne wygenerowdana ppgrt zyi ub)yRreznbls ed e
nazwach biagek podano r-wnieU kody dosthnpu d
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https://itol.embl.de/itol.cgi

Analiza drzewa wb kabjamgppe n2nayczmMgodl eggoSi
HmuPSo d kl asycznych przedst awvscy retle z nCokbo\b az ac
ZauwaUyl tdeUzbd a gHknauySt anoawi Nlbn Wograpiie nadrod
chel mtaa o npioazsotsdtwai gee d zCo P Blr scChl) Heprezent uj N kil
chel &ktaa ay wbupdbNwgjwanmedgiwpi er Sci eni e tetrapirol

Geny koduf™NoceazHbow@dsjkkai ej zljommladgi iBacter o
zl okali vmowanensabNh/ kl astrach g emp-ewhombuzk tpe mii in a
P. gi nNRY sv.al IG&E)Mi enni e, k1l asyc zwoep elxioangakcah , C kit N |
zawieraj N gen-w homod ygtiHmmwm y cPlo ndha t @l exmerktt .- w €
gatunki k ondpug. N r agnial i 6, Por phylomomaaswp p a sttrez
PorphyromonJas h@modloadbreu S, nal eONce gdroup odmi
fil ogengtnyalen yscuhg ezrro wanli ciooane funkcj e

Model owani et rgtriltHmiBow&jonambyci em ser we
Al phaFol d 3. 0. Otrzymany bmoadjalaNVyad celraac tseirfi un
tuber c(uR MB:i s7C6 OB muPSM@adve ler a t y p o-wi€-k al @anewe N
zbudowd@mel i s, kt -re whgowiRgsNWH&EB kD C 9 Hmu S
zidentyfi kowanotypowgphdeyw peptydu sygn
MKKKI | YLSVAI LLVAIs@GRAMRWMFrozpoczynaj Ncy sifi o
resazmi nokwasopog/ clkt -rym nastnpujref oldawysezlk 15
ami nokwasowhyaeyhgktzay dl a sygnag-w kieruj Ncyc
Zzaobserwowano miejsca cinciappecpphake powgreadgo
biagkach zwgdNzMnwelwnpiependni e jest odci nan)
iodpowi ada zar - wniot rzwea gkei ezrackwawwbhi@omnejnsike bi agka

Wt rakcie uzyskiwania modelu prezenfwuj Nceg
jako najlepsze matryce sefCwéhNV. Altplhladaadad 03s.i
chelimagneNCbWwiSynechocystiSPBR:. &PTHKI)G.80Bodobni
iChl#Htrukt udmuPSmodilkaa podzi el i l[iVha. swarSi o dpone ln
odmi ennoSi douHennRB d vt kite mal d wuvwkQoobtikBh leH wi ik
itworzy wyra¥fnN piatln wpstraklNaKNypoza zasadni

> N



A hmu¥ hmuR hmus henuT hmull hmul”

HmuS5E" Rikenella microfusus DD_DD-

Hmu5%* Porphyromonas asaccharolytica DD_DD-
HmuSF" Porphyromonas uenonis >
HmuS®" Bacteroidales bacterfum DD_DD.
HmuS® Porphyromonas endodontalis  [PL__ L > [ > P
HmuSF=" Porphyromonas gulae o O 5™
HmuS2 Porphyromonas gingivalis D 0 ey Z
HmuS5FP Porphyromonas pogonae _DD.- --
HmuSr*! Porphyromonas pasteri L I g

HmuS5" Dysgonomonas capnocytophagoides D-_DD-
HmuS"s Dysgonomonas gadei D

Hmu5% Segatella copri
HmuSF" Prevotella nigrescens
HmuS¥ Prevotella intermedia

HmuSE Bacteraides vulgatus

-DD_gDI

HmuS5" Tannerella forsythia DD_DD.
Hmu5® Bacteroides thetaistaomicron -DD _DD'
HmuS® (BtuS2) Bacteroides fragitis [ DT B
Hmu5%! Porphyromonas pogonae _DD-

BtuS1 B. fragilis oo 4 4 g 4 4 4 4 4
HmuS5t Sphingobacterium chuzhouense D-_D:}'

cobN
B CobN1 Pseudomonas aeruginosa -|:>D .
CobN Methanosarcina barkeri |:>
CobN D. capnocytophagoides et
CobN Ancylomarina subils PB DD
CobN (HmuS*+<) P. pogonae PpPBD DD D

CobN (HmuSFPE2) P. pastert
P

| (NN 4 [

CobN Halgferax volcanii |:>-- -
CobN2P. aeruginesa »

CobN Flavebacterium columnare -:

CobN Hymenobacter nivis S 3z

CobN Streptomyces coelicolor PP DD
CobN Mycobacterium smegmaiis I |

CobN Mycobacterium tuberculosis :}-

Ry.s6.Bchematyczne oprgzaano g@\inewm ieer gpNmyig & go
homoilGegny koduj Nce biagka homwlopgiromue. do t
gi ngipraleids wawi dnod ethonyywimebi(BmhRmemnoziel ony
(hmy Basnoz ihalyddn ygnthynmm) U ocrzaezr whmyid Geny koduj Nce
niehomologiczne do biagek Hmu oznaczono kol
zoperhoomu®. gingleakipr awpomwo da@fiNenk cz & ,i e ac
czarnymi uk o SWMAMiIGekpENs k a ths twkwil obrgerek i t nym or
r-Uowym (B) .

Wprzeci wie@twie do CobB%Norlaeb j@gloH,h obniod &
HmuB$ zawieraj ko usweikmeNaphnalsiygynwafowNnfior
wskazuj N na wycsh npewavreine | aleyndrmdtoyovo-wy mi re
ami nokwasowymi , mogNcych odvpgwinacal zandlokotowin
j ainia C kRYE.u 17RysRyslSu)8ruje tbdzaklet wi ageoeH

wbgoni e (najprawdopddobBbhki ejdwwewnsnetkrwzennecjj)o m

>



Podobne sekwencj e swhginsafpgoaodtz nhe @gBNRApupNChHI
Swi adizywi odmi ennej | okalizacji kom-rkowe|j

HmuSP9

HmuSBt CobNMte
PDBID:9D26 3 PDB ID: 7C60

Rysl7Por-wnanie struktur trzeciorzndowych ‘
zaangaUownmeatyatho | iz mmufBez@Mor phyr omonas Hdgiursgi va
zBacteroides HfMusBidévestell a, HMmuESe IBmecdiea oi des

thetaiot aCWiiBzNiycarobacteri unChtldbeneuh @opR&GQ i s
6803 Model e wygeneybwanypstani eAl phlafroved a 3.
(https:// al phafolarsaez ver .pcroongr amu Chi mer a
(https:// www. rbwvwi.. ucsf.edu/ chi mer ax
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8Btruktury homMoP.oggiwn(gkdiovuaBlrizBzagcateyw)o,i des fr
B'S kol Op wypRiaret er (merdt, & koil eb)i e lkchodz Nce na
ukvtykray uj N bardzo zbli UomrWNy roarfgnaynmiz as ¢ ¢ mepn
g iopma w yanmii z ebwintnetrrazamiy MMl .oraz C o0znaczon
g eMko.d e | wy g e nawyokwarnzoy st ani el plsaefroved a 3.
ps:// al phafolarsaez ver .pcroongr amu Chi mer a
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Dokonano r-wnieU analizy prawdopodobi e
poszczeg-lnych fragmenrfRw2Bekwgs&janebiwgdk &i F
naoabecnoSli dw-chbffpagmeerhwwa ekjoadBesd reszty | i z
(Lys5) do fenyl oad agn agkGo (Bolde 2 &)s,ztyr aval i ny (|
alaniny ((RylsaAm26M))zy wsk,&dzujeN yrd-owrmineaU wi ks zoS
bi a-plda reszty argininy (-Armngdsawdopprdolbiany | ( Rn
zewnNtrz bgoijy swe vn fotkpad B e fotwamean i perypl azmat
sugeruj NUeb-awrmdizeoU kr -t ki e rmo@h malydkal p eptwacwe
cytopl azaar oyrcizen elj § o.n yF rneegwmeiint tryzznaeej- wn-& p@Ea pN s i
do rmetzitgninyl i(zMenyl )(idgok® )Hodj a k zyny (Lys1463
kwasu glutami hnhowego (Gl ul469
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ChlH (8217040.1) Synechocystis sp. PCC 6803 EBVMFTNVKST | RRVDPEALNGRQLLKVVYVVLESQYQSALSAAVRNI NRTNS ]
ChlH NP _196867.1) Arabidopsis thaliana EBMASLVYSPFTLSTSKAEHLSSLTNSTKHSFLRKKHRSTKPAKSFFKVKS A
ChlH (xp_052149583.1) Oryza glaberrima EBVMSSLVSTPFTTATGVOKKLGAPVPLHSFLLSRRQPAAGAGRGRAAAA | RCE]
CobN wp_130305377.1) Ancylomarina subtilis EBVPSNFKIVFVTGAYDNTYEVNKAQKSLNEKFPE I FDFQFYKHTSFDDDDQ ]
CobN (HmuS™*2) wp_188807912.1) P. pasteri ABMSSQPYRILYILDAHTAVAPSEDDPRLQVDRIAISRLNAGDDRAWAL T E Q]
CobN (HmuSPP°®) (wp_329904728.1) P. pogonae 1 50
CobN wP_004041104.1) Haloferax volcanii 1 50
CobN wp_109656110.1) Hymenobacter nivis 1 50
CobN (wp_011028008.1) Streptomyces coelicolor 1 50
CobN (NP_216578.1) Mycobacterium tuberculosis 1 50
CobN (wP_041314310.1) Mycobacterium smegmatis 1 50
CobN (wr_097609588.1) Flavobacterium columnare 1 50
CobN2 (wp_038403458.1) P. aeruginosa 1 50
HmuSS© (wp_190313165.1) Sphingob ium ch 1 50
HmuS™ (wp_007365945.1) Porphyromonas uenonis 1 50
HmuS"® (wp_013760566.1) Porphyromonas asaccharolytica 1 50
HmuS™ wp_027291672.1) Rikenella microfusus 1 50
HmuS® (xxB32876.1) Bacteroidales bacterium EBMKKRKPLLIALAVIVVAAVASYFVFRPQPTKVALYNYPSFMVGRMI SSANEERI
HmuSP® we. 004334473l)Porphyromonasendodonfalls IBVKL SKRTKTLLFAAIALVAVAVLWG I FRPKPIRVALVNFPQFMVARA | SSEEE]
HmuSPe( .1) Porphy i EBVKKKIT IYLSVAILLVAIGFAFWMFRPQPSRVALVNFPQFMVARMSL SAD AR
HmuSPe wp 015964355‘)Powh)’lomonasgulaa EBVKKKI IYLLVAILLVAIGFAFWMFRPQPSRVALVNFPQFMVARMSL SSD AR
BtuS1 wp_010993054.1) B. fragilis EBVMKVLTLFRHKRTLY IAGSVLLLAIAFTIGYRYWMAPTRIL IVNPLPAQAARE]
HmuSPPe! wp_329904936.1) Porphyromonas pogonae EBV I NKINPGLRRG IWVVGLLLL I ALGALWGYKHFLSPTRIALVYFPNYQASEE]
HmuSSe (wp_420377643.1) Segatella copri 1 50
HmuS™ (wp_014708234.1) Prevotella intermedia 1 50
HmuS™ (EGQ11736.1) Prevotella nigrescens ABVMFLPHSVRVFLHLANKQYYPAQPF I KNKNTNRMKKRKI | ICAVIALLLL | ]
HmuS® (BtuS2) (wP_010893106.1) Bacteroides fragilis EBVKKKQI I TTCCVAAAILVGVFVWWMOAYFSATKIAFVNFQT INLGNI SKAND ]
HmuS™ wp_022471467.1) Bacteroides thetaiotaomicron EMKKKSKIILGGC I VVAAL | GLSVWNTWFSATKIAFVNFQT 1QQGS | SKAN ]
HmuS™wp_014225391.1) Tannerella forsythia EBVKRK I YLWGG I VAVILAAAFFVYSKWMSATKVAFVNYQI | TLGE | HKAND 1]
HmuS®™ wp_011985511.1) Bacteroides vulgatus EBVKKKQLL IGGGIAVILLLLFGVWNLWFSATKVAFINYQVISLGQI SKAND ]
HmuSPe we_006797874.1) Dysgonomonas gadei EBVMSKSKLI T I ICAVLLI I AGWIVWGKLVSTTKIGLVNFQQFQVTSL | KSNT ]
HmuS® wp_o 1) Dysg 18s capnocy id EBMSKNKI I TATAAVILIVGGWI AWSKLASTTKIALVNFQQFQATSF I KSNNER
HmuSPP*" wp_188808068.1) Porphyromonas pasteri FBMKSASRSKRLRRFLFGGIALALVALVAY FVWGRYGSTTRIALVNFPGYQS I
HmuSPPe-? wp_329904999.1) Porphyromonas pogonae ABVML KKRTSFTILVIAICALLLLLLWNKYASSTKIALVNFPQYQASG! | VSNEERI]
CobN1 (wp_038403120.1) Pseudomonas aeruginosa EBVRRSLLFCGALLASLCAWAESAQVRLLSSDFVLPGKHQRLAGWARE AGVE 1]
CobN wp_051290836.1) D. capnocytophagoides EBVK | KRLVFFILLLSLSSILQSQTKVSFLVDDGFGASVNRSMHLLKKTYPD ]
CobN (wp_011308631.1) Methanosarcina barkeri EBVNEQLNNETNLLNKKIKASILAFFMLLTLFSISPAAGSGNLQYEL | AST T ]

| 1
Reszty dodatnio Reszty silnie
B natadowane hydrofobowe
ChlH (BAA17040.1) Synechocystis sp. PCC 6803 VSTLLEVNGRGYWETSDBENLERLQELYQEVEDRIEGVE
ChlH (NP_196867.1)Arabidopsis thaliana LOQTFLEANGRGYWDTSAB
ChlH xp_052149583.1) Oryza glaberrima VOTFLEASGRGYWETSES

CobN (wr_130305377.1) Ancylomarina subtilis
CobN (HmuSPP*2) \wp_188807912.1) P. pasteri
CobN (HmuSPPeS) wp_329904728.1) P. pogonae
CobN wP_004041104.1) Haloferax volcanii

CobN wp_109656110.1) Hymenobacter nivis

CobN wp_011028008.1) Streptomyces coelicolor
CobN (NP_216578.1) Mycobacterium tuberculosis
CobN (wp_041314310.1) Mycobacterium smegmatis
CobN (wp_037609588.1) Flavobacterium columnare

CobN2 (wp_038403458.1) P. aeruginosa AERLVEAQRRGLWOE PGAYRlE ALENLLLDVEEE

HmuSS Wp_180313165.1) Sphingobacterium chuzhouense - - - JILON - - - - AL IAZNY - B

HmuS™ (wp_007365945.1) Porphyromonas uenonis BMNSSGSASAEDODSFSTTEIVIIGGES

HmuSP* wp_013760566.1) Porphyromonas asaccharolytica . .-

HmuS"*™ (wp_027291672.1) Rikenella microfusus B! CAAVAVMLVLR
HmuS®® (kx832876.1) Bacteroidales bacterium . VLVVVVAL | RR

HmuSPe (wp_004334473.1) Porphyromonas endodontalis
HmuSP2 (akve3660.1) Porphyromonas gingivalis
HmuSPe¥ (wp_018964855.1) Porphyromonas gulae

BtuS1 (wp_010993054.1) B. fragilis

HmuSPP=" wp_329304936.1) Porphyromonas pogonae
HmuSS< (wp_420377643.1) Segatella copri

HmuS" (wp_014708294.1) Prevotella intermedia

HmuS™" (EGQ11736.1) Prevotella nigrescens

HmuSH (BtuS2) (wp_010993106.1) Bacteroides fragilis
HmuS® (wWp_022471467.1) Bacteroides thetaiotaomicron
HmuS™ wp_014225391.1) Tannerella forsythia

HmuS® (wp_011965511.1) Bacteroides vulgatus
HmuSP2 wp_006797874.1) Dysgonomonas gadei e
HmuSP< wp_026626688.1) Dysgonomonas capnocytophagoides - - -
HmuSP»* (wp_188808068.1) Porphyromonas pasteri
HmuSPP>2(wp_329904399.1) Porphyromonas pogonae
CobN1 (wP_038403120.1) Pseudomonas aeruginosa
CobN (wp_051290836.1) D. capnocytophagoides
CobN wp_011308631.1) Methanosarcina barkeri

|
Reszty silnie
hydrofobowe dodatnio
natadowane

Ry.49. An a-loira& oMEcowy c h s e k we f(czjaiz nbaicazfokwen aHznau U
jego hommu"@d i wdnkag wy Uszej do( mp.e§home®wiod roaji N
swoi#o®cu typowN sekwentikin zddgaagawNnagadow
resztami ami nokwasowymi .
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Wy kres przedstawi aj Ncy prawdopodobi e@stw
&9Tbmpuosd ogi i fragment -w przewidywano za

ego na ggnbokich sieciach neuronowych,
a [https://services. healthtech. dtu. dk/ s

4. 2Analliozkaal i zacj iPwihiakd le®.i AmihBgi val i s
Aby potwierdzil | 8%vd laik 2 ®R.ji fmgcibr cuidgkaaly isHamouZSo
warianty -MBIFMIKB NHD 8 dMB PHHMWES Q Ry s wyRb)Y zyst ano
uzyskania pol i kIl anmasltmypcnh ep rzzaesctiovwscoiwaagn,a ot e ¢c hn |

O T
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i dent ybfiiakgakca] %ifMHomicSz as anal iz zastosowddi-e zar -

MB FH muP8 N jidk-MBPHmMuUPS C Jako dodat kowN kontr o
r-wnol eggdN anal i i nhek B, 3j5 r dod lakjkRa nl ghig mBy ip(v a lei
zwy korzystaniem poliklbabh8lnych przeciwciag a
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iwybar wi oM:e <tBaBn dM:r dMBrEdsny"S N; HIGMB PHmu"S C
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Jako kontroln pozytywnNE. z acsa torseonwsafnoor mloiwa:
pl azmp MAIMS x _Hi §9MHandudBanyclzkzastda&owani em | PTG.
wcelu det ekcj i ni especyficznych symponatja wi z .
szczPepuwi mpeizwalwii 0 mengf& genu

Pomi mo zastosowania przeciwciag skierowar
bi agka9(HnmuwS wn? Mjmaikd mu’S C) |, nie udago sin dc
badanego dlaina g kna e p.rQterdzsy lmaséya y 8 ¥ e g ow ksoyngt r aod ui
pozytywnepbadmwl zad crziyski epuspeophizenfjaBédp gHI s
MBFPHmMUPS N or aldi-MBWPH;uUPS C) nat omi aswpbr bkespagdad
moUOes kazpealr diski e pozi oRffwbak agWhadhnuiSe anal
dokonano r-wnieU pr-b =zaghszczenia bakteri:i
wdal szymnise opda do s iHi-MB pHkru§Sfb abkitaeBrkiamd mgi val i :

Postanowi ono zast osoamilasitnney kpoadgijs$giva i
skierowanePWwodkensimuSowanoPz mgit mgmkensg o evyy
( WT+HRMH8B8) oraz szczepoghkmG®PHmeiBAY ow@bg fmut ow
s z ¢ zperpoyd u kzomwadjyf i kowan E%ZWwp agwad HonmuySm znaczni K
C-k 0 Ec u Wicad lua.det ekcj i syzpnm a@laas poslkwadzidlcz g o
przecasvwkciecaepwaaci w znaajzak &k odvo d aHAKkowN kontr ol
r-wnoleggdN analizn pr -dbeskt ckadvea miwea nNo weag d i @ajC
ni e skuwttkaewaspmg neestzwc zepach posiadaj Ncych wpr ¢
na-k®© Ecu (bdiaangek ani epr ze@ds aldevalbtie)t en wvwkgad nie
det ekcj i ksryegnadgmilimu?Seh a kt eMblDe to byl spowodc
niskim poziomeMwhaltykRi aldghurSgu v alsigsab N ekspt
anal i zewanwply okreSlil prawdopodobnN | okali z

zastosowanie al tienodatl ywhmhywdh wek yad- w

4.2.1Analiza lokaliRZvakakt ok adgdkml iHmuS

Wcelu zbadania | oKk%wlyikoa zjyist bBna §Eno dedluid a
transformowany -p¥Hol@bAHd s . p Proideey Scie to poz
szczep pr oduk u’j%zNec yz nbai cazgnkiidk Ii kerims 83d GBHAC bi agka. N
te znaczni ki dost inpne azsmMa ckzonmae rrcayd mreo dpif kzcej cai wi
wbhakt eEi aotzlgil nB.emgi ngwiviak $ sy g a szanse na d
pochodzbNtagihadowl i be&Ekt ewmglyiskarawagnszczono fr
cytoplazmatycznN, o e raykpclj @z mabagwocnein Al jz Mdwadiizt r z n
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wewnhtamasN,Apni e pondadbeomwadiahi Hna§kadi s z a

pomocN tectinok@ RwAB W2l nm potwierdzenia specyf
podczas anal iz 2zwpsotsotsaocwa nfor akkocnjtir od dez.y szalzio n )
transfor mowanego pus-4 yWy kel agmti a@eime piAz Exi w
pozwoli go na wykazanfvwe dbhedkrd$cib gRoyng)y kwe wHhmu S

Ponceau$S anty-HA
kDa M LBZPBWC M LBZ PBWC «Da MLBZ PBWC M LBZ PBWC
260 260
140 140 -
100( =~ -
1?8 70! -
50 50(
40 40
35 35| " [
25 25- e
pTriEx-4 pTriEx-4 pTriEx-4 pTriEx-4
+ HmuSP9-HA-His + HmuSP9-HA-His
Ry.22. Analiza | okal Pwhakt eEbi afgd)a sHmaunSq &) d | ma |y ;
cagych bakterii; ( P) frakcja peryplazmatycz
bgony zewnntrznej; (BWo flresvepjnaz eldsd mywi vowenvon rktc
wpostaci membr any nitrocelul ozowej po transf
Ponceau S. Po prawej pr zedsprazwe coinvoc i-r&mabmi a na
iwi zual i zazwyik ogyyzgyrsa aini em clheekno | lwonn tnrecicie ns p e C

przeci wci ag wykK.o rtzogasmtsafnoor nsozweazneyp ¢ e rs-4 y Tr ip E X

Dokonano r - wntioeplb | baigadjlkiaZy Wina ISt e Ei. achol i
zzastosowani ebmot ¢écmgi bir aBoprzeci wciag skiero
A AM(Ry.€3) Kontrol N Eby §t pshzncszfeoor mowany pus#4ym pl a
Frakcje bakterzpjrme ei nanNowanoenzymem degr ad:
peptydy wyeksponawdaonzynma Kkemt akNtast npni e pr
me mbr ann ni tirppag zelpu loovaadwd n o anawy kair zPpet anhble

przeci wedAag anty
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sygnat brak sygnatu
przeciwciato I1° {
ey = x przeciwciato I1°
przeciwciato | przeciwciato I°

............... e

_/ epitop

Proteinaza K =28 -...zaegmdowany epitop
btonawewnetrzna . =}  }ionawewnetrzna
B 2 34 2 34
Proteinaza K ——o»N——= % -+ - +
Ponceau$
anty-HA
pTriEx-4 pTriEx-4
+ HmusPs
Btona zewnetrzna
2
3 ."\-.'. ~
e Przestrzen
P ",'?,_ pts peryplazmatyczna
Btona wewnetrzna
N C Przestrzen
cytoplazmatyczna
Ry.s23. Analti@epmol ogi i PPzzaGkaosbBmaBiem trawienia

Schematyczne przedst awy&kmiyavapi ad&naadeao had &
przeci wEHAag(Bht Pot bl otkdobnpepokanajkBcyesUe z(
topl azmatyczne|j st)komi- e kb proyg baevwo hZ)Y bgejny
m-r Ki pozbawi one bgony zewlhiRomznkij pozlhawai
ony zewniftd)komjr io gdazhbeaewi one b dtomawizeerwinui t
otei(n@zNPrKaponowanyiuodehi hobalziezsa Cfiennego
gingivalis

y
0
g
r

TT T X O

Anal i za wykmpalzygitiuj Nowy k az a@kamn ikeecHAb i agka r
wyeksponowany na dziaganie proteusnakaygd zKe npirezmn
frakcji bgomry awteavnaoiwarzinem soni kacji. Pozwal

zl okali zowany po stidomiier c yz @olpd razamaite cztnrey k t
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jego kpnoaktipagN Kegr a3Bacj Na( Pywsd.stawi e anal
sygnag- w, badani a przybl i™opefgNczemolaogiviy n |
bi oinfor mantoyé¢ 2 mwechbygo zapr oponowaundioeUe mioad e
przestr zenne’§uwok obn -argckeaP bHanguk I Riy B@)! .i2s

4. 3Nadprodokezyazczanie rekombiPAowanego bi af

Wcel u aharkaiktei d£¢dkosk oHmm$® n aodcpzryosdzuckzcejnii a |
war i arnetk-onmb i nwhvaakntyeErhi adcbhp b pr Bwz pus tisz alblid $10 S
bi aglhphaawkadrkea wer sj i rekombi nowanego biagk:
pogoUenaemfiulk ywsytcaht.eczni e wybrano wai-sant z
MBmP a-k (Ec u .Foa nai@npod vy mad ri wcaec§ ioczyszczania prowa
niejednorodnych preparat -aus ukwa nricee agmaidhnava Gd e g
na dal sz N He a fpkobw ol diozwaacgjon | e B o z empyrt o wecdazna neo  r
nadpr bdouckzeyjszczani €7(BitaBky , HpwahkotdBzfNrceeggiol i s
ostosunkowo wysokiej RwyolbsgiNicTeavzgokiidem HmusS

4. 3. 1QczyszczMBRHemu®i s

Bi @ k e k o mbzionsptmea@h gr o d wkhawka reB.i awodclziyszczone
wpostaci komplezksaw zfni XyM&nRe idadiilsu bi agk a . Bi e
MBPHMuUPS oczyszaekzianat u b a kw yekroyrjznyesgtoa ni e m chro
powi nowactwa n&ysgbdmolTAygONIiBHpyka uknnwSBny pr z
f ragoiclziyss zeszpmso- b a ndeol olgiHan@kBgy P . gi n9ti fd@émise
uzyskiwanych biagek wyznaczano za opjoimoc N z mo

BezpoSredni o po odd-MB BHuZSe m ia z -M BHRHanukS
charakteryzuj N sifn wyrmepFreymp ak &lueMBE-Fanjuk$ o ki ssw
(Rys4C) 2oraz pomwapafEy p asBorH muPS(Ry s4D) 2 Kol ory t
ulegaj N wyra¥fnej zmi azwiykopa ysn e@aduleonwd®i mMp rd-i
Analizy spektrofotometryczne prepar amogWN zar a
byl zwilNzmgaamedlem, n ajzproavi dRypsdENaas)n.i e j
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4. 4Analiza wiNzania héftu przez biagko HmusS
Aby bi adhomglmesgni al domni emanN f ujnkstj,n d
aby dnapol ne do whtNezgaon ipeorwhoedmuo wadzono anal i zy
pr zreezk o mb i mioawhinuédat ak Ue rekombHmePHa wg klbir agk o uj
met ody spektrofotometryczne. Zastosowani e r
iszybkN techni kN pozwal aj NcN na apmoalfi z{% nauod
poni ewaU biagka wi NUONce hem cphoadrcagkst sek vz Na g ni ¢
wi dmbsowpakriresie dgngo SoRysSf.alRypdwe wi dmo bi
zwi Nzanym hemalks wankssomige j goa g u g o %e ia k F4e0sti e
450 ntma k( pwasB@r)etoar az dodat kowe méalkdk mBOQr zy ¢

nm (pasma Q).

Biatko wigzace porfiryne

P3asmo Soret'a
| — |

Pasma Q

Absorbancja

H

Ry.s25. Wy kr es pr z etdysptoawei a wiNd go absorpcyjne b i
wkompl| eks mem. Na wykresie moUna zidemzwyf i koc
dgugoSci falaéd 5@ ommn(@p gatdeokoBeo rreczawi mp ais ma arla k s

Q
4.4.1Analiza wiNzania hwBWPmp®zez biagko His

Wcelu anal i zyprwiedBRinsa®™Shrepnpuar at bi agka in
zr -wnomosowlWemniiemnejlesmu owano wi dmo polwsmagego
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podzielono na &dwemgrdpymhi egnadygime mi ej s cami
bi agkd? HAuspa pierwsza wobeijimijee psebwsyegoj e
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TabelZz®&rane wartoSci dgugoSci fali HiidBPmaksi n
HmuPg

Wari ant b Pasmo S| Pas ma Pasmo Pasma
warunkl warun Sor et war un
utl eni gutleni|] warun| reduku
reduku
Bi agko na 4009 538 428 528;
Met 75 A1l & 402 - 424 530;
Hi s252AlI 390 - 429 530;
Met 75AI1 a/ H 396 - 429 530;
Hi s544AI 406 - 427 530;
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maksi mum zalugrolBcjii fali 42B)nm na 424 nm (Rys
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zmi ana widmavazaohkadhi ut | elBi3dp)NcysB8bhbgtRytsuc j3a
Hi s252 or aiHirez%2 mMeddS5ywi Scie wskazuje na z
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Wwar unkach pozbawlyossnBgy B5nNADHzaobser wowar
charratkstceznych dl a &k t$ywimaziyc Bmws8j roli proc
dla zajScia reakcji katalizowanej przez bada

4. 7Wpgyw warunk-w hodowlmu"$ha ekspresjn geni
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podgoUy sthagpymgmentacjndn oraz7BktywnoSi hemol
Analizy wyXkazgpgndBvpbdy swce wiFog dltgdjphzeun
char akt emiyear ac zsn iie r o awphestzzyNmt k owe ] wEapbsanhkar c
do szazielpiuego, jednak na przestrzeni 24 god.
warto$SeWwdDu nikrmicthuj Ncych stan |jamyosttmaj- - os
s zczdezpiuk i e ghomlijBaekst wyr a¥Fni wwavoul mikreigtsuzjyNcnyicth s
jamy ustnzeajp ad semb ye i Ry BA)BBiatki & i a"§kyad aHnmeu Ssi A1 n
wpgywal znaczNcavwma uwzdaabN dboasktt fepthiel Saczi aN,  hjeerdun
moUe miel nieznacPkPznygiwgfinnoalawvasiker udotgdAm ( Ry s .
Nal eUy jednak zaznaczyi, Ue te nieznaczne r -
Dokonmanwnaredl i zy swezrept u dzdghkmfSyp o byrvacze
pgynnekgjiieednym Fr-dfjem hemu byga haelnouwniobN,nac
pozwol i o jeszcze bardzi evktodtywo mroyiwi Patj Nr ali
gingiRasi . WpAzypadku zarwpwnly wivemogtabi nN,
ial bumiexrlem, ghm@Bgkazywad nieznacznie szybsz,y
dorastaj Nc do g todp&eyiczm eyarjtakSsizczep dzi ki .
Na podgo@uw wotheFymSci krwi) oba analizowa
tempo vaproguldie] prowadzone|] hodotwwaor 4 M dk @lk®nj
oi dentycznyzm bcaireamreygm luar ny. N & sza awawmme Ua n

wakt ywhneBtgclizimpeojmi ddywny mi sz c/Bepami (Rys. 3

YY



89:45017

109 BM+Hm 1.0+ BM+DIP
0.8
S 0.6
© |
o
0.4
| -~ WT
0.2 - AhmuSP?
0o+ T7——T— 0.0+——TT—T—T—"—T T
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Czas [godziny] Czas [godziny]
1.0 1.0+
+ .
J BM+Hb i BM+HSA-Hm
0.8
S 0.6
(-]
a J
O 04
0.2—1;——0/' - AhmuSPg
0-0 L] I L] I 1 I L) I L) I L I 0-0 Ll l T | Ll ] T l L] l L l
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Czas [godziny] Czas [godziny]

WT  AhmuSPs WT  AhmuSF¢
Pigmentacja

Aktywnosc¢
hemolityczna

7 dni 12 dni

Ry.87.Analwizzessztc zepu isdzd K p® o Uywkach pgdynnych
hem; 1DA R pi;rydiphemogl obiHnmi;, d MHERAEzkrawi l udzKki
wkompl eksemem. Zaprezentowano na wykresie g n
bakterie po 2 4 vgwadrzu mkaschh uw Nrcysthu st an j amy
zzapaleniemrpwpgameabuatnej( BOsolZy|adkr ewebjakt er i
dniach wzrostu na pgytce krwawej

Ze wzglndu na wykazan eP%pdodrzfiiangyyehenii aez obw yang
zdecydowano psi & amddvdncdheollvani e s zPc z egpiunogd avial ii esg
szczgpuiSwpgynnych popPywhknaaoh owanyndl Uebbaowy e
met al o Pyt PQbyarz cyzpeopd danoemst ggodzeni u poprzez
24 goavpiotdy wc e BMabBbt ARpni e przeniesiono j e
zdodat kiem odpowiednich porfiryn nieUel azow)

poUyahkimem (BM+Fe (1| 1) PPALX /pB&Mng i+ Dd rPa z

Y @



A B
1.0 1.0
« Fe(ll)PPIX n;..o ~ Fe(I)PPIX
i + Ga(ll)PPIX 2 . - Ga(ll)PPIX
. 08 - CollllPPIX E 0.6 ~ Co(llPPIX
s .~ Mn(IPPIX 1 L ~ Mn(IPPIX
o |Jnuu £ z
g 02 _ ]H' fiE - znayeeix £ 00| g % Zn(IPPIX
- PPIX g ﬂﬂ + PPIX
24 36 48 « DIP 24 36 48 - DIP
-0.2 Czas [godziny] 0.2 Czas [godziny]
C D
1.0 1.0
S BWT B ahmus™ = MWT @ ahmusP
-§ 0.8 ‘g 0.8
: = %
ESo0s ES 06
=] E o E
§ 50l g5
T o4 T o4
o {=1]
o™ =t
- ™~
5 02 o 02
o o
0.0 0.0
F F TS S T F T ST
FFFHFI FFIFEL A
S & &8 EN S P
L S L ¢ {s < @ & & 4

Ry.88Analwzzraost u

pgyneyphemenmewahyppapi f orfmz PWé wzrostu
sghcnmeliSpu zedst awi aj N

(C)

or az

warunkach 12

po
Uzyskane wy ni
stacjonarnego
wobecnoSci
ot owano
azawmwq Uylcee( |

zep dzi ki N a

odn
wy k
szc
bi

or a

ag
zy
Wy ni ki

pos

umoUl i wi a
zczeg

Zna

4. 8.

Nastyrmprkr wenami zach

byga gl obal na

celu

szcgApua zd zimktima @toBw p o Ukyavc h

(24
GBAHPRI r(zRy ss.upl ement acj i i
znaczNcych

2Wp gy w PmeXk s pige aj-

r -

oraz 24

K i
godziny)
r - Oni
| ) PPI X

podstawi e

ch wykorzy

1l onpyocrhf imreytra ni eUel azowych,

caz ethfiid spar z e Uy c iwaw alr aukntkearcihi

w

anal izza sz mis@mwa ek s pdetge jcG®ygsk. n -

RNA

( B NTHTIBND) S letczpn i ¢ i e |

szcze
Uni cewameel i wowa §gic
godzinach (D).

w ghknalz8wjp N ,c z Nitek osved z efpazi e

tender

p
an

wykazuj e
nny mi
c we wzroScie
ni

powyUszyclzyezul t

k d%HmPU S ewde d @ k s ijkndectjaib on ile maemeyahopor fir

stanie jako alter

d onsitgajryc z k| arioviroyada ppcy f i ElmoP8 Svoib e ¢

CO ni e

p o

czenia Uel ¢

ograni

zaanguarkavadboyicdlz m henn
wp ghymsun a e b afk.§ egriignegn w a |

R

r e e

Wt ym

wreakcj i

uzyskano

odwr ot ne|j

oM

(kt nastninpni

PO S

t r anPs k rgyipnogiiavya | sggsend Sz e p u



hodowanych pmwpedywk egBdviz+riHmMy. Ost atecznie wyse
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4. 9. 1Analiza wyekstrahkhnpwanegowanhgemnthbhr omat
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Pierwszy etap analiz wyekstrahowarzegdbdemi
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Rf 0, 86 0, 96 0, 88 0,92 0, 8 0, 8%
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Qt ypowych dla ZnPPI X, cwop | mantewmice red zway ejkesjt r a h ¢

szczepu dzi kiego.

4. 9. 3Analiza wyekstrahlkrowkaoegpspagmemt spektr
ma s

Wyekstrahowaeyzeig@mentdz zdhima’@p o sotraadz r - wn i
przeanali zowany pr zezPraclotwor a SMiekh a aneTmradc z
Bi otechnol ogi i Uni wagrasyt tostowaWi @ eng swekit @ gogane t 1
zchromat ogr aWk tN- rcéjeczasmNgsowano detekcjin opal
flight) oraz jonizacjn twtpruy bri cez pdyoianti TaD R( a(nlLg
ESI +). Wykorzyst upaNrta ryoczht wotr iyU eproirafcitr ynFe PP I X
CoPPI X oraz PPI X) , przygotowano krzywe st a
il oSciowe por fwisrkyye dym,e rokdie-Ncey cpowkz e d ;mt e wz awar t
danej pwp moIr y mya mg b&kWebui p(Regbadadnych p |
potwi erdzono obecnoSi FePPI X, ZnWBrXpkBecRBPLX
szczoggpnf Svykryte poziomy ZnPPI X, MnPPIl X or az
wpr - bce pochodzNce,j ze S nd Xa p uzipd zazizkdicet gaow.i o b
wf ormie procentowego udziagu poszczeg-|lnych
wykrytychTpbefar gh
TabeS.Ar ocent owyw kuogeiyadwwyceerkfsitrryarhowanyonb upi g me

anali zowanyPch gs ngMMym1 wzvykmd @ché jonyacdcn @2 dna ydo
sumy wywbgdgeoehu cagkowity-shcpepfdezyki (100) .

Szcz| FePPIl| ZnPPI| MnPPI CoPPI| PPI

WT 75,6 7,79 2,03 7,22 7,3
gh mu$S 94, 8 0, 11 0, 06 4,89 0,0

Ot r zywnyamiek i gdn & Ipi- 4 arei poziomu fluorescen
( Ry $,at akeUeh charpktgregspblygdduignSciSwi@aid grom
nm (R§Ry 49.
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pozostaj.e Ww=zglamsdryi & Ncgi hamke& alwipyewar za- sider
k1 asyczzwiyNezhk - w  wy k op rzalesatkyt vearniyec hd oia wye h wy tay wa
Srodowi ska Z ewniwsrpz.n g, y®Wp50¢ c za ki, Ue I stotn
met abol i zmuP.hegriungpiswael pirsoces e kazsctzrNasktcejciz kji o nhue
Sekwencjonowhnigi ngoeikvaamaigso etetliee bpkibléeakyg¢znych
oksygenaz [hNeemiswsmr.h, , a2 &3 ni anklkeenlliel mrzay pi suj ¢
potencjalnym odwr o[t @lyamaflke.r r. » @Bhi®dl Jaktiaezno npodej r
ot ak N funkcf9n HoensitmoHnmpuoX encj alnie kluczowego
hemu, biagko to doktejypawwmoeiak tzyowntoaSJ o esnczhyan
zostaga poMmnwindredzsozneg. pracy podjnhto pPP-bi  z
iwykazani aapfegesachiznwi ik ahiy z éiteark thee muy,k azani a
wpgywu nabwiktPel @i ajgii val i s

Pierwszym et apemolpiog@kibidblymiod pwizegpz pwadzen
in silPoegwoli o to na sprawdzenhateak Begongpomwdbn
wy st ApujwNegoh r okdoznisneirew a tnyow nyywc: hw . Analizy S
ami nokwaslaziyj N na istotnN odl eP’§ojdo SK| & syl cozgreyn
bi agjreokd zi nyan EwbiNg e r uij &Nk dlez ibn ymo g Griozd r 1 b n N
gr uwpthnenjadr odzini e chel ataz. ZRomadtnog, HgmurSy wkyac
woperonach/ kl astrach przytpromi pagblewnsh gdkJad
zawieraj Nce klasyczne chelatazy CobN nie pos
el ement - w sMeble muo Héws mdlpmyih odzeni ubéewglehcy ]
HmuB icah p-¥Fniejswpmpg nsipeencijfuaulmikz@riyy dwmz gl ndem Kkl
chel at azDoGabKowo powws tejil Maemmst®mot yw peptyd:
sygnagowego, kK wbi e @z condileei nwy kcrhyetloat az Cob N.
zanal i zami strukt urwktt-rrzeec iwoy kraiBdonvwee |j @ bba laij & @aw &

N-or a-k o Gltiuagka fragment-w transbgonowych, kt -
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bi aglk@oewewnnt akztn-erjy,ch ni evr odualinad@al, co moU
Swi acdbeczni odriibnej | okal iwsapc.j,i M2k@oz Jor vkaorwieg s tZrhi
przestr zetmeESanbailagkaa j ego | okaskaaafdy pomadtt
zdecydowana winkszoSi struktury biagka skier
przestrzeni PBNYy ploa awyantt skad g @zegrondammel e j s z e j pr ac
bi agka® HreuS r ewpw FZaeSntirez en i per ywb ppkon aetnyccj zanl enj N
aktywnoSi emozlyemart oyzopronaivn @ 81t ohl ei mzumuw APwi adczal n
pot wi er dzibli aHljok®8] ipzoasctjain o wi ono pzzaedroswavdnii le
techni ki We Mt e rarlamimkladzitya Inigz acj | kom-PPP.we j b
gi ngizwgkoszystaniem przeciwci ag sk iee ruodwaajnoy csh
dokonal detekcji zby@m&iu pRoaovma dedNadeogmani e do
izastosowani e pHAz e miipwecziweoginiagaon k yyc e gebi a gk a
Naj prawdopodobzbiaegjdzwy miilski ego powb akntue rpiraocdhu
chocbalUompy ekspresji wgkjaw wmeonarmldNyxcoh wzr as
wSrodomogsrkauni czony m didstl fageaimvsdpe wh eX@Lln6s p k
20DP8rewni eU wvptoekja zparnaoc vy .

Podczas realizacgiivi fraaytzbacagldomwakal i zac
HmuPSwb a kt eE.i gccokktir ansf or mowano -p| aawi ereanj My m
hm©&%Bdodmizyr a caznmiiAk or aMo dHeils .o Ear cuhdilcdbr ze poznar
ukgad umoUl i wiajNcy gatwN nawpbrogoudkijce wal ekloa

gatunki sN bajkemmy mim,| By b m@izyvsptioal ob n e me ¢ h a
zwi Nzanansplooka&imi zacj N biagek bgdonowych. Por
[ Ol ciavaslp . , 2008], PUegimpek ablinimsj K@mR)Y wykazuj
wkom- r EEachlpirawi dgjowN Ploakeg|Siciecjtio pozwol i §c

(zastosowani em MAZecbspecafi camwygezusyaroa@u
potewidzeni e obec®Pdefir alkkicg Gk ab gromwy wewniitrzne
zhi pot ez Nwpzraawcayr.t NPods umowuj Ncn  szijalaikaowoad i zvy n i
zzastosowaniWemt & einrmysilplaitr tt e | danymi oliigtyermaa ur
okreenSll®e k ail bhizaagk a®9wtbnuoh i e weawn MtksigheRjq st rukt u
ski eNbawamr zestr zeni peryplazmatyczne]j
Zgodnhiepot ez Nwnz anviaerj tsM e j prPdmyUek if @k o Hmu
gingifualkicg n odwr ot nej f ewcreolcuh erleaatlaizzya c(jdie cjheeg
funktpcrewe, aby bygo onoWzdalkmre edd awiaMi @n ioa
oczyszczonego wWBFHmu&hbeme s wg k Hiz atnooi, NUee hoe na §
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zar - wwarunkach utl igrmirejfNecyemhay umpke@)Xiokuj Ncych
Uzyskane wyni ki by\§mwipe & r rygpoamzkpsecybe ahjikdB P
HmuBSwy kazujwhNseodkdN ho nmoiloBkiaR8 doo dodat kowo po
zdol noS"@i o HnmutBk e mk mj i

Uwz gl fidvsipagdheehodzeni e e wolPdocryg zn ec hbe |aajtkaaz H
zZa sensowne uznano zbadanif® zPPddXzi a Anwa Ez
spektrofotometryczne potwi®cdzipdhy woi Ngan iwe kk
biagko to moUe rozpoznawal strukturn pierSc
wnim atomut dlkeleaywarkaazzaanga&guwanikeechani zm
met abohleimeumakt ePr. i @d¢ Mm@ iviakii st emu moUna bilygo ok
centrum e MiHWtuBSgpaz jego potencjalne wgaSciw
od enzym-w chel atwg Nfad hr avc hiordy NCottM."APonadt
wi Nzania PPI X moUe wskazywad ocneas zraeacnygkal U omgaur
wbaktePr.i gamgi vali s

Skoro udago si i d°ézwdioel Sie, jUees tb izipog kobdi dHzgi nasgnyi v
to kolejnym interesujNcym aspektem stag si
aprzede wszystkim wykazani e, kt -rewiresartiye a
hemwt ymkoordynacjn U.eSyanmzual alt ¢ mo weighoz ani a hemi
HmuPS (pr zepr ozamaydkzoornzey st ani em serwer -w Al phaf
wytypowanie reszt ami nokwasowwicRz proitenic¢ mb nj
HmuPS Otrzymane modele wskazadgy na obecnoSi
hemu, zpei eorbvess muj Nce reszty aminokwasowe Met 7!
si dw- ch Reb nDbkwasHd vsyscithti s 1 2HmuPS wi NUe , hem
naj pr awd owsotdoosbunnikeuy mol owym 1: 1, co wskazuje
hemu, pr awgdop preadsozbtnyi iediMest25 2 wy kdaaz buij eN@Esat svzot d o
ami nokwasowych wskazanwkotr dgleal cajz@lasrnt ga @ &wa nhee
wHmuBSzBact eroi detes (Dh@bavi @tdakins 2yadtitvds p . ,
2025]Wyni ki pwprascsy awo bp’arNaz judfmukSi nee t ej [
wskazuj N na mowklti-wyy esrcvesnzaer imiisezj,sce wi Nzani a ¢
za poczNt kbwaej Nseatvi Nzaakioé e¢ nNsbepokvi aladwby
at omu Preil arz@beezaapr oponowanym model u oba
wsp:-gpr aovpwagelsy e ekstr akhcgnmu, atcoomut gluenhaaczzay ¢
zachowabi Bbi e bgd radmeBkaoH neur[SiNiaidvdatpa , W2 0 2%]c.i e pr -
eksperymentalnego zidentyfikowania regizt ami
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bi agkd@%Hmm8m nie udago siifmejcoidimo zmaic 2w iNez amk
przez biagko.

Jednyggng - wngeh- - w pracy by®o e neypkad znaamioeS ¢ i
enzymatyczne? Rigadling eHma Snoblpea ffkibn kmj A dechel
ibybdpowi edzialne za zekdNst &k aijpio cjpaimbt o Wg ma za
met abolizmu wewnNt wbla&meR. k agibmwi vhackntuise pr zeb
typowe|j reakcij i przempodawiamny a e eunuplraa tnai zamiea g ke
wol ne Ué) abpoafpFrézPyl Xudzi ale NADH pegni Ncego
iutl eni aj Ncego * BNatiwdp. , NABWZ2&Dprzystaniem r
spektrofotometrycznycth wvwohosgdgopwrtkeakeehsmowbdtva
spadek pozwpmuhwedeenanoSci owalyisamcizo nMRRa gk a
Hmu®S Wartym odnotowania jest fakt, Ue wykaza
t ylwoobecnoSci NdAoDdHa t krieezan oczy s zczonej frakc]
sugeirutetny wpgyw jej el dmeridyw ma Uer zeamiye d
zsystemu HmuT t wamnmaNgyegwal aj Nce na transport
wskutek reakcij.i kafl% | brawarHenuUpr peoz eghomjp 81 n i
energin niezbndnN do transportu czNsteczek p

Wt rakcie anal iz ko @&c amaddu ksti i rweyakkaizjmil en z
vi tgrdonUzeabser wowano pojawienia sifi widma char
pomi azayst osowaniem technik kol or ymeatrajkdzny ct
pomizzrayst osowani em spektigy mea rii de maysftirklUeecnjpria za
wol nego Uelwapzra blcueb pPomlaX pk a wdwwaglio bma e o Uony
or az mo Ul i we i nterakcj e p reosdkugkatd-owwvy mie & ¥ntijeis z
reakchgsmteljpog 8lshe zmi ana charakterys-MBRznego
Hmu”Swi NUNcego hem wyea ddFakkekmps le & shué¢ mti raajkkcoi e
postnpu reakcjiprecowamoUnakmo neekakthynepo Sci
enzymatyczne®® ok arg-kanHHaoBSSbi a gk a

Wobl i czu t yasht awmyanwikajwcze s N obser wacje do:
hméf®a zawart oSi kioennwblakw NPr.0 ejJddrzm nviak i skt y wn o
dechel atazy powkiomi-ernc eprdoowasdpzaidk u zawartoSci
hemu, jednak efekt tNinewykl ucozsa naeje Splbet and tez Kirzv
00 b e c mobSackit eR.i agihnmgeicvhaalniiszm-w kompensacyjnych
moggoby niwel owal hwpfi@yaw hdoenheeocsjtiZadzmie qlilelj a zsat.r o

pomi ary izaRviBikXm-Scckach obu badanych szczep-w
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hmfi% stotnie zmniTajksiastiolm®Bi rP®INXca poziom-w
sin SwizandacczzyNcym wpgywi e dhtay wroom@oisi vmipaiePd | Kr
hi poddeozmini emanej f urikMg Ul ibwiteagkbadeHmu D dukty r ¢
natychmi ast wi Nzane przez whmememntani hjenyewku
utrudni a i czlz aisde@rrstowfaink &@anj wspomni anych techni
jgdym opi sanymr okdiza nkyi eviynkuaSz an N akt ywnoSci N
ferrochejl admayk i 2y st annemomeygsedczonyjneski agk
bi agkdzBmaotBSeroi detes|[ Naiwmbai ot 20@5¢r oMWy kazani
dechel atazy P95iesskanovgurdk k e o d ek = r 0 z uami e n i
mechani zm- w dzzioa®d miya Hmueg e k

ZwaUywszy na domni ePfvarmeN arbool | fii zbnjiaey Khaeenumy & a
sifn zagpe&@mioe ,irstwhionnNe ost aizlied wheemtuPe r igii ngi val.i
i steotwpgywaj Nc naiifcéanotl e djak.t eveitigf i khad pjoit e z
skonstrisacvwarmromkt esrzyczzoewpan @ oz bawi ony fmAE®V cj ona
(mfs. Wykazanohmid®ikr aspdgmmacuadlcozr osPt. bakt
gi ngiwpa@lUiysdcoest ipeilehama (niezal eUnie od tego
czy hem zhweimdpamy ei namamj asip ectaapmans pi esza Wz
baktwwariunkmichuj Ncych stan jamy ustnej 0Osoby
ihemu s N znad®iiwaen amnsizeajeshzpeu. d g iR ig® o©dmat owar
wyr gFme Wine myi e wzr,odteolebphlmg®muskk utjkullué o
powalUniwg cSyamwz r bB.t gi n[gsinviagisips , . 2 EX4L&]t t en
szczegwildhd ewavlay unzoagcrhany shp geénhgun €£wger uj e, Ue &
kodowane przez powyUsze geny wpegyhs WagdmwWobu ba
przynaj mni e|] iprode8d@geriug da & o, Ue Sp?ohnei nmo br
naj prawdopodobni ej dal e]j j est dostarczany d
iHmMuR oddziaguje na bardziej p oRl. s tgaiwiogw yv ael tiasp

R-wnieU obserwa®j egivawhodwlwil makt ergidizi e | ed
Uel amiaer Sci enia PPl X bygy porfiryny nieUel a
pomi Ndzy szcazsepempad® kWyn Nt ki em o kwapzoaljyaw csei 1
zporfirynNwkobaéjt owNicmye pglpmiByakwazag ni Usze
wzr oamptor - wnani u ze.sideyms@iamemnzyerkiakmi eni e pozwo
jednozoaenndh bi afkwc zemuBdied D)k sykaci| i l ub m ¢
nieUel azowychicmgt amopbi wvi aynch wykorzystanie
pierScieniaWotbi wswomweg miopf ascy zesipwsipu Roc
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z2019 wlotkur, e opi sano anal oBi c 4 mmogzabhaawsiioznye ga
funkcj onalhmefdbt udsen uWy k a znaunt oagh m& 8By y kyawatdy | k o
cznSciowy spadek tempa wzr@dy uy aftrygididle sz & z c :
iPPl Xhemp zcnaac zHIWBL c zeswpory g kU evlaanicam al e j ego
rohidbey gagk owibaiiden anidd ma Dbiavlstper, i i20[1RdchaVyni ki t
bi azykodzi nyiseNreudSyiey mmenatd powi edzi al nyrielzaa apr z
zhemai cfhunkcja jest cznSci owo Kksoynspteensyos(aypa. pr
| bt

Analizuj Nc efekhtm@iBnakp gy wiacmi e gekspresj i (
znaczne r - Unwyreg ¥ pzvaipazsizaamm-aw ekspresj i gen- w
wmet abolizm energetyczny, metabolizm kwas: - w
ws zczaghpnilléSWt r ak ci ey kbraydtao® twvak Ue znaczNcy spade
gen-w zaanwhOowmawwohd imAbmBIl knu- {ych zmiany t
sifi naturalnN konsekwéhoR&dzanakboawkémwno&chbr
Uelidzanu skuteczniPR ogbintghaf aldioms waSil a ivbs p.f,i | mu
2010pi sano brezwwiSe@dni wpfiymwP de b e ongii vaamgjins
for mowaoif.adOrjue d n aka uctioerkzaywez auwa U Inij @ gtilspdgqen t
zachoya&mioa odporno$¢kKiubmaeiomeap2Q®Bmal i zy zdol n

formowania biofilmu przez oba bhanlliE ez gsozdenzieep
zoczeki wasnticatnmii e zmniejsza zdolnoSi bakteri.i
mi ndizyny miwz do srteup | i tkaakctjar i i or az i ch ochror

i mmunol ogicznym gosprodac zyawip §twiiaed c lz F%nkhvo Hmu
wirul encPkP.n diarkgiewalii s

Niejednaowimaezmpe et acj i ok aawgppyz i vima crhatekmipe
gen-w koduj Ncagrdi-sng iewoy if(m gepzAngep B og iaz g i Ipiaz-ynmio
specWikiggpwwpr zypadkgagaehiugh CRTwskazagdgy na i st
poziomu ekspresgpAgmBkearujUNanal begk zmian | u

rgpBpoziomu ekspresji wzglnindem szczepu dzi ki
ggodzenie bakteridi poprihemuodelwebhoje wmgw¥w-
hmfSa zmiany poziom-w ekspresji wi nkszoSci

zmi any ekspgbedpani @min- wozi om-w produkowanego
iszcgrenpi8Bkazuje brak korel acj i zwyijiNltzkyi eunz ywsyknain
dotyczNcych biagka | ht B, dl a Wpoziegmi giaolbhs@n
genuiwpjoazki omi e produkowanego przezwbazrzepie |
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ghmiSpodczas wSadbadwlwdessgunipem ile!l @nzanu moUe wyn
zpotencijodli nejengroe t mibaogd k @@ the lews bhaekntuePr. i agcdhn gida & loi s
Ue biagkipr adwrducsSpodobnivemeud ado®htemimiemy morlaek
zabutezal pr owpeysy waj Nc iJa| gwhéam- rPcPd Xbakter i i
zmniejszeniewstaScke PPBKepfgrbsbd oddzgieaglytwi n a
aco za tnyan sipddzd &l | produkowanego biadgka | ht B.
Wpracy wykazano znacz oy Bwep Ja kvt yusnuonS in cg iar
argi-npewyficznycghi ngRYp @ -nmpe cafj(i kcgzenh akt eP.i ach
gi ngiwWmrdaypadku Kgp o0 bsspeardvelkj ea Wssiyiovnoggdtiaa® n y
podczaktgdywoSi Rgp znaczNco wem®BS tcao wszkiug ceiko
pokrywazarmsalni z ami zmi an wwokisupr ésajdianygein - 8 zc
Naj prawdopddel woavjany wzrost aktywnoSci Rgp
mechani zmu komwgeéns oy go epg ooMdaulkiosvagaby wi nksze
aby spr-bowal zwiw&sagdwi $lbdSi meblse mpaolegbi ny,
jej dostnp do hemu nawet przy sgabszej aktyw
Ni e udago jsedinowyliatend cjhamigGemiiy waga i st otr
poziom wol nwkpan- UPhalma ngavawwar unkach ograni
dostfipnoiQkeil ak@mBrjoallowi skwt doga.gpBmnawdopodobn
wyj aSnioebneirenmameglou Uni cy pomi ndzy joebsotma s kwjaar d
wykorzpstUgmapPDyBMamoUe zawieral Mokbggdam@naUe
ni eopubl i kloewsatnoe9io wydtoarzasagdicoj eni a M®ini mal
gi ngiDdal ipo Uywki TSB odnotowano podobne warto
na 11, 6iw3BM.(AMR026) orazwd@., 25320®3 )¢ .Mer ebr ale
Sl adowa obewpnoolSimcl@gdlaazoas abi al zpalzegGnvm§ianh ak
zhemu, tym sajmiygma zua mived R ol | Hmu S
CharakterystycR.nNgicregeidda-kbnasklk eikioil onki - ry
bakteria zawdzi npewi erddodrdardik m e npuPiggneenri to ws pe gn
funkcjnin ochronnN pr,aedkbe Piesginnmaelizaey tviusayr jenry m e
od g o Uowpeogsat aocximi ©h e mu . OdkgadankP.e i rgjgreesnt lui s
ni eodzowndzaktzwiwNp &niiWNewn Nigii plaom- r kowN gospod
Uel aSmal ivesyp20 0 Rangariwgpn, ; Mall7i@lycza®17].
Uwzgl idmotag Necj al nN furdkejdiz bwvaigklai Hwmuplsazuj |
wakt ywnoSci gingipain, zbadWmmo pwgiewt R.s j mi be
gingi kmdliszy wyekstrahowanych pniigomee knd a dvz i Lej a
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pi gmevotbw badanych szczepdaeh.brzZko basket rywidnwaSncoi
wszczepmieBveywa nabandezm@&cio ni eUel azkotwyrceh
zident vyiwibladwapyy m mewmtcriseekci e real i z,aakjoinknenhnie¢
MnPPI X, &m®PI MNMnPPI X, PPI X oraz zwi Nzek mogN
niedawdent ywp k o wePnmeige n qaikabaalsitso s o wa nMAelLnd It ec hn
TOF MSCHMS[Phoniwk.p 20®b6sler wacje te sN sp-jne n
wy br anyc hs kdgoawvhua 8 a fEv g e int u .

WcepawinNza fhuinakfokiuizwp §y wesnk foeady medk gadanego
na powikakttehrni ezgbk8fnsmaedckawnmtirzam s p o rzivo n tPrP4 &

baktektirego uproszczony schemat przedstawi oo

s COPPIX == PPIX  amr ZnPPIX

? = MnPPIX = FePPIX
&:‘:«,» ;;r'«::-:w~ e Ay A -’9vf‘:y-:_~~ ~:~ - _,4-', ._,- @ 4 ;&:@w» ol
‘ Btona ’ —4
? zewnetrzna 4
PPIX FePPIX il prix  FePPIX
s=r it priedly
prix Fe \ J Fe * x
e
Hmu$S
‘? | g Btona { .
i } wewnetrzna R
o
Szczep dziki AhmuSP9

Ry s5. S&Ghematyczne przedst awimnhda pfekes pbsgme
baktPerigii nWszatepi e dzi Kfpnoplizag kid &K muenkuc j
zapewni a kodo rlteel adzoas toirpaz PPI X, PPl Xanmmao Ue b
powi enlkarmnin K i za pomocN niepoznanego jeszcze
wpi gment . Br ak aktygwsaS(zlei‘pntwgSa@kakaneuSobnlU(
pozi omwkBmRI Xce, przez co nie mOV\u)el gbnyel n coinea. sRo
Hm8’%wodk Jadpingmencie innych nieUelazowych me
poznana.

Ws p o mnmemhyani zjmuodp @ sviebmayk t eE.i agavdalty- oolna d mi ar
PPI X jestzwnuistumwaay kom:- r ki przez tr -poskgadni k
MacABo | [CTuriwsp. ,]. 2894t em t ewoclthazesitenilkam: r ki
toksycznN akumulacjN PPI X, kt-ra moUe byl e
ni eduddied rvoalr - Upedni&Ek ®ol gj nwyidvaglei ssin pol egal
nakgadaj Ncych sin fWblé&i ePakbhioghengsgplt sanaoc h.
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bezpoSredniego homol,oqut osnyzs tsdldenmut y f akoeASEh n o
tr-jskgadni kowych swtsytne nprw et dr satnaswiickrBt@glwi K drhord ez i
pedgni N anal onmdiectzorks yk @ik 6 p fpoobrifdltmypkusep . | 2015]
Szczeg-Inie ciekawa zdaje sin pompa RND Xep(
wielu toksycznjyecsht zmwda pNizckzama si N protonom
funkcjonal nym odpowbeadkni&€ki ¢ mwzZddks & s me Us u w:
hydrof obowy awh ysnu lpott reantcj w,] nYoes hpiomuria,y n2 g0 X]e.d a
Ue mutvgenach dw- ch syst em-PWN (PEGNO )L 4 Ivh /gy ev@a A
wraUlP.wodSimai vallineg ant ybUedmky ,t & os tsaurgewiul eg §
transportu toksycznych <czNsteczeiwsp.pra®@@apbd
JednWakdadny mechani zwn ittrraznas ipgodrkbgua kRvpliods t g o i

pigmentu na powier zjPhnigi kng nevsejk ij setsazkctzeer ypjonzen a
zwr - cil uwagnin na geny wpotoemrs| alrmines poadmug a kot
ekspresji ulegaj N istotnejhmafiBi aByiie moales kguetne
odpowi adaj N za sywsR.emgi nutizvessitsifiieds ZNeper zez b §
wewniftzewn\iaiream Nekspresja jest r evkwlmowarea [Nz
j est dawjegkijmmsmel,u PPI X bygaby flbakntsgpeoka owa
byljy rola nieUel azwpygmemeital opéa.bdainyaegi vparlz
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