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Peptydazy (proteazy) sa enzymami hydrolizujagcymi wigzania peptydowe. Geny
kodujace proteazy stanowig okoto 3% wszystkich genéw bakterii. Wiele proteaz bakteryjnych jest
postrzeganych jako czynniki wirulencji bakterii, poniewaz enzymy te sg odpowiedzialne m.in. za
degradacj¢ biatkowych sktadnikéw zainfekowanych tkanek, utatwianie kolonizacji organizmu
gospodarza i rozprzestrzenianie bakterii w obrebie zainfekowanego organizmu, a takze ochrong
patogenu przed odpowiedzig uktadu immunologicznego. Przyktadem choroby, w etiologii ktorej
kluczowa role pelnig proteazy jest parodontoza, chroniczna infekcyjna choroba prowadzaca do
uszkodzenia dzigset i tkanek podporowych zebow. Parodontoza, w swojej ci¢zkiej postaci, dotyka
nawet 15% populacji dorostych, a nieleczona prowadzi nawet do utraty z¢boéw. Ponadto, ze
wzgledu na swoj infekcyjny oraz zapalny charakter, parodontoza przyczynia si¢ do powstawania
i/lub rozwoju innych schorzen, takich jak: reumatoidalne zapalenie stawow, osteoporoza, choroby
serca, cukrzyca czy tez choroby neurodegeneracyjne. Ze wzgledu na fakt, ze przyczyny
powstawania i rozwoju parodontozy sa zlozone, nie jest mozliwe wskazanie jednego patogenu
odpowiedzialnego za powstawanie i rozwoj tej choroby. Jednakze trzy gatunki bakterii uznawane sg
za glowne periodontopatogeny: Porphyromonas gingivalis Treponema denticola i Tannerella
forsythia, tworzace tzw. ,,czerwony kompleks” bakterii. Gloéwnym czynnikiem wirulencji tych
bakterii sg zewnatrzkomoérkowe proteazy. Oprocz opisanych do tej pory proteaz, w
zsekwencjonowanych genomach przedstawicieli ,,czerwonego kompleksu” obecnych jest wiele
genow kodujacych domniemane, czesto wydzielnicze proteazy, ktére prawdopodobnie posiadaja
wyjatkowe wlasciwosci. Przyktadem takich proteaz sg dwa biatka T. forsythia: TfPepO
(BFO_0011), podobna do ludzkiej konwertazy endoteliny, ktorej homologi u innych gatunkoéw
bakteryjnych sa zaangazowane w inwazj¢ komorek ssakow, oraz TflgAse (BFO_2042),
metaloproteaza nalezaca do rodziny M64 proteaz IgA, posiadajacych zdolnos$¢ do hydrolizy
immunoglobulin A (IgA) obu podklas. W _zwigzku z tym, nadrzednym celem proponowanego
projektu jest nie tylko biochemiczna i strukturalna charakterystyka dwéch nowych proteaz T.
forsythia, lecz takze opisanie ich potencjalnej roli w wirulencji tego ludzkiego patogenu.

W pierwszej czesci projektu, proteazy TflgAse i TfPepO zostang otrzymane i oczyszczone
jako rekombinowane biatka. Nastepnie, aktywno$¢ obu proteaz zostanie szczegdétowo
scharakteryzowana. W skrdcie, okreslimy ich specyficzno$¢ substratowa oraz sprawdzimy efekt
fizycznych i chemicznych czynnikow, zwlaszcza jonow dwudodatnich oraz inhibitorow, na ich
aktywno$¢ enzymatyczng. Nastepnie, sprawdzimy zdolno$¢ proteaz do cigcia waznych z punktu
widzenia fizjologicznego substratow, ktorych degradacja moze prowadzi¢ do zaburzenia
homeostazy w jamie ustnej cztowieka. W kolejnym kroku zostang przeprowadzone analizy
krystalograficzne proteaz TflgAse i TfPepO oraz proteazy, PgPepO, z innego przedstawiciela
,Czerwonego kompleksu”, P. gingivalis. W skrocie, zostang otrzymane krysztaly badanych proteaz
a nastgpnie struktura krystaliczna zostanie rozwigzana na podstawie rezultatow z dyfrakcji
promieniowania X przez krysztaty. Rozwigzanie struktury tych enzymoéw moze przyczyni¢ si¢ do
opisania nowych struktur proteaz bakteryjnych. W ostatniej czesci projektu, sprawdzimy czy
badane proteazy zaangazowane sg W unikanie odpowiedzi ze strony wrodzonego uktadu odpornosci
cztowieka 1 inwazj¢ jego komorek. W tym celu, okre§limy poziom ekspresji oraz lokalizacje
komoérkowa obu proteaz. Otrzymamy takze mutanty delecyjne badanych proteaz, ktére zostang
uzyte jako negatywne kontrole w kazdym eksperymencie. Na koniec, sprawdzimy rowniez
zdolno$¢ TflgAse do hydrolizy roznych form IgA, a takze wptyw TfPaepO na inwazj¢ komorek
gospodarza przez bakterie T. forsythia. W rezultacie chcemy opisa¢é domniemang rolg TflgAse i
TtPepO w wirulencji T. forsythia.

Rezultatem tego projektu bedzie nie tylko biochemiczna i strukturalna charakterystyka
nowych proteaz T. forsythia, lecz takze wyjasnienie domniemanej roli tych enzymow w wirulencji
tego patogenu. Warto wspomnie¢, ze tylko kilka proteaz z T. forsythia zostalo opisanych do dnia
dzisiejszego 1 obecny stan wiedzy o systemie proteolitycznym tego patogenu jest wcigz
niewystarczajacy. Realizacja celow zawartych w projekcie przyczyni si¢ do poszerzenia stanu
wiedzy w dziedzinach nauki takich jak: biochemia, biologia strukturalna oraz patogennos$¢
drobnoustrojow.




