Nr rejestracyjny: 2016/21/B/NZ1/00292; Kierownik projektu: prof. dr hab. Jan Stanistaw Potempa
Hydroliza wigzah peptydowych (proteoliza) katalizowana jest przez enzymy zwane proteazami i odgrywa

istotng role we wszystkich procesach fizjologicznych. Poniewaz hydroliza wigzan peptydowych jest
nieodwracalng reakcjg, proteoliza biatek i peptyddéw w organizmach zywych jest regulowana na wielu
poziomach, od ekspresji gendw kodujgcych proteazy, po aktywnosc¢ proteaz wewnagtrz i na zewnagtrz komoérek.
W eukariotycznych organizmach wielokomérkowych zewnagtrzkomorkowa proteoliza jest czesto kontrolowana
przez wyspecjalizowane biatka inhibitorowe wigzgce sie z proteazami i blokujgce ich aktywnosé. O znaczeniu
tego procesu swiadczy fakt, ze inhibitory proteaz stanowig 10% wszystkich biatek w surowicy ssakow. W tym
kontekscie jest zaskakujgce, ze u bakterii, ktére rowniez produkujg liczne proteazy, geny kodujgce inhibitory
znajduje sie bardzo rzadko a ich wystepowanie jest rozrzucone wsrdd gatunkdéw bakterii zupetnie z sobg nie
spokrewnionych. Dodatkowo, poza kilkoma wyjatkami, praktycznie nic nie wiadomo o funkcji inhibitoréw
proteaz u bakterii. Z powyzszych powodow znalezienie az 6 gendw kodujgcych inhibitory proteaz u Tannerella
forsythia, bakterii odpowiedzialnej za rozwéj zapalenia przyzebia (parodontoza), jest fascynujacym odkryciem.
W dodatku, gen kazdego inhibitora wystepuje razem z genem kontrolowanej proteazy w jednej jednostce
transkrypcyjnej (operonie). Takie utozenie genéw zapewnia produkcje zaréwno wydzielanej na zewnatrz
proteazy jak i jej inhibitora, ktéry pozostaje zwigzany z btona zewnetrzna bakterii. Wskazuje to na funkcje
inhibitoréw w regulacji aktywnoéci proteolitycznej T. forsythia, ale nie mozna wykluczy¢, ze rowniez inne
proteazy bedg hamowane przez te biatka. Moze mie¢ do duze znaczenie dla T. forsythia, ktéra w swoim
miejscu bytowania, wielogatunkowym biofilmie ptytki nazebnej, jest narazona na proteazy innych bakterii jak i
enzymy ludzkie, zwlaszcza te uwalniane z neutrofilii. Trzecia, fascynujgcg cechg inhibitoréw proteaz T.
forsythia jest ich unikatowo$¢ pod wzgledem sekwencji aminokwasow. Kazdy inhibitor jest ,indywidualnoscig”
samg w sobie i nie ma biatek o podobnej sekwencji wsrdd innych organizméw zywych. Sugeruje to, ze kazdy
z nich ma réwniez unikatowg strukture przestrzenng i moze wykazywac¢ odmienny mechanizm inhibicji. Z tego
wzgledu gtéwnym celem tego projektu jest charakterystyka struktury atomowej i funkcji poszczegdélnych
inhibitoréw w kontekscie roli, jakg mogg spetnia¢ w formowaniu i patogennosci ptytki nazebnej, jako biatka
kontrolujgce proteolize w ptytce nazebnej. Zaktadany cel badan bedzie zrealizowany poprzez:

(1) Wyznaczenie spektrum proteaz bakteryjnych i ludzkich, ktére sg hamowane przez kazdy z inhibitorow i
kinetyczng charakterystyke procesu inhibicji (wyznaczenie statych inhibicji, stechiometrii reakciji i stabilnosci
kompleksu inhibitorowego). (2) Krystalizacje i rozwigzanie struktury atomowej (metodg dyfrakcji
promieniowania X) wolnych inhibitoréw oraz kompleksow inhibitorowych. (3) Badanie roli inhibitorow T.
forsythia w formowaniu, kompozycji, strukturze i patogennosci wielobakteryjnego biofilmu. Duza wartos¢
naukowa przedstawionego projektu wynika z tego, ze jego realizacja doprowadzi do strukturalne;j i
funkcjonalnej charakterystyki unikatowych inhibitoréw z potencjalnie nowym mechanizmem inhibicji proteaz.
Dodatkowo zostanie wyjasniona rola jaka inhibitory petnig w biologii T. forsythia oraz tworzeniu sie
chorobotworczej ptytki nazebnej, co przyczyni sie do zrozumienia patogenezy. W koncu, biorgc pod uwage
znaczenie inhibitoréw proteaz jako lekéw mozna sie spodziewac, ze uzyskane dane pomogg w projektowaniu

nowych zwigzkow terapeutycznych.



