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1. Cel badan: Geny kodujace proteazy, enzymy hydrolizujace wigzanie peptydowe, stanowiag w przyblizeniu
3% wszystkich gendéw u prokariontéw. Wobec tego nie jest zaskoczeniem, ze bakteryjne proteazy odgrywaja
kluczowa role¢ w takich procesach jak degradacja niepotrzebnych biatek, zdobywanie sktadnikow
odzywczych, proteolityczna modyfikacja biatek i regulacja ekspresji genow oraz sg czynnikami wirulencji
ludzkich patogendéw. Przyktadem choroby, w ktorej etiologii kluczowa role odgrywajg proteazy, jest
parodontoza. Parodontoza, dotykajaca w swoich zaawansowanych postaciach nawet 15% dorostych ludzi,
jest najprawdopodobniej najczestszym wywotanym przez bakterie przewleklym schorzeniem o charakterze
zapalnym znanym ludzkos$ci. Nieleczona parodontoza moze prowadzi¢ nie tylko do utraty zebow, ale
réwniez przyczynia¢ si¢ do powstawania i/lub rozwoju systemowych schorzen takich jak reumatoidalne
zapalenie stawow, cukrzyca, choroby neurodegeneracyjne i schorzenia uktadu krazenia. Wprawdzie
w etiologie parodontozy zaangazowanych jest wiele gatunkéw bakterii, ale 3 znich: Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia i Treponema denticola, tworzace tzw. ,,czerwony kompleks”, s3 uwazana za
gléwne periodontopatogeny. Wsp6lng cecha bakterii ,,czerwonego kompleksu” jest bardzo wysoka
zewnatrzkomorkowa aktywno$¢é proteolityczna, ktora jest powszechnie uwazana za glowny czynnnik
wirulencji tych patogendéw. Znaczenie wydzielniczych proteaz P. gingivalis i T. denticola w patogenezie
parodontozy jest bardzo dobrze opisane. Pomimo znaczenia proteaz dla wirulencji bakterii ,,czerwonego
kompleksu”, do niedawna nasza wiedza o wydzielniczych enzymach proteolitycznych T. forsythia wciaz
byta bardzo niewielka. Sytuacja ta ulegla drastycznej zmianie wraz z odkryciem przez nasz zespol badawczy
rodziny zupelnie nowych 6 proteaz, ktoére nazwano proteazami KLIKK. Jednakze pomimo coraz
liczniejszych dowodow, rowniez tych opublikowanych, jasno wskazujacych na wyjatkowe wlasciwosci
biochemiczne i strukturalne proteaz KLIKK jak ich mozliwg role w wirulencji 7. forsythia poprzez
manipulacje odpowiedzig ze strony wrodzonego uktadu immunologicznego, enzymy te, w poréwnaniu do
proteaz innych periodontopatogendéw, sg wcigz stabo zbadane. Wobec tego w ramach proponowanego
projektu zamierzamy nie tylko wyjasni¢ na poziomie molekularnym wyjqtkowe cechy proteaz KLIKK, ale
rowniez zbadadé ich funkcje jako potencialnych czynnikow wirulencji T. forsythia.

2. Opis badan: W zwigzku z powyzszym proteazy KLIKK zostang otrzymane z wykorzystaniem
bakteryjnego systemu produkcji biatek. Na poczatku, bardzo doktadnie zbadamy i okreslimy specyficznosé¢
substratowg badanych proteaz. W dalszym etapie na podstawie wynikOw rozpraszania promieni Roentgena
przez uzyskane krysztaly badanych biatek rozwigzemy strukture przestrzenng proteaz KLIKK. Glownym
celem badan krystalograficznych jest wyjasnienie na poziomie molekularnym wyjatkowej specyficzno$ci
substratowej i mechanizmow latencji (w jaki sposob enzymy utrzymywane sa w nieaktywnej formie przed
wydzieleniem na zewnatrz komorki) badanych proteaz. Sprawdzimy rowniez, czy proteazy KLIKK sa
odpowiedzialne za manipulacj¢ odpowiedzig wrodzonego uktadu odpornosci przez T. forsythia. W tym celu
porownamy wrazliwo$¢ na zabicie przez wrodzony uktad odpornosci bakterii 7. forsythia: szczepu dzikiego
oraz mutantow pozbawionych pojedynczej proteazy KLIKK. Na podstawie tych wynikéw postaramy si¢
znalez¢ kluczowa dla ochrony 7. forsythia przed wrodzonym uktadem odpornosci proteaze KLIKK.
Sprawdzimy réwniez, czy proteazy KLIKK sa w stanie ochroni¢ przed zabiciem przez wrodzony uktad
odpornosci inne bakterie, zwlaszcza inne periodontopatogeny: zar6wno w formie planktonicznej
(w zawiesinie) jak i znajdujace si¢ w otrzymanym w laboratorium wielobakteryjnym biofilmie. Na koniec,
zbadamy czy proteazy KLIKK poprzez aktywacj¢ receptorow znajdujacych si¢ na powierzchni ludzkich
neutrofili i komorek nabtonka dzigset moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju parodontozy.

3. Powod podjecia badan: Pomimo licznych prob nadal nie jest dostepny lek, ktdéry moglby by¢
wykorzystany nie tylko w leczeniu, ale przede wszystkim w profilaktyce parodontozy. Gtéwna przyczyna
tego jest zaangazowanie wigcej niz jednego gatunku bakterii w etiologie parodontozy. Ponadto w wielu
przypadkach wiecej niz jedna proteaza, ktore sg kluczowymi czynnikami wirulencji bakterii ,,czerwonego
kompleksu”, jest odpowiedzialna za jedna funkcje taka jak ochrona przed wrodzonym uktadem odpornosci.
Wobec tego konieczne jest opisanie jak najwigkszej liczby proteaz periodontopatogendéw, co umozliwi
lepsze opisanie molekularnego mechanizmu powstawania i rozwoju parodontozy. Tylko wtedy bedzie
mozna znalez¢ proteaze(y), ktore moga by¢ wykorzystane w przysztosci jako cel do opracowania lekow.
Wobec tego w ramach proponowanego projektu zamierzamy szczegdélowo scharakteryzowac proteazy
KLIKK T. forsythia, zwtaszcza ich role w wirulencji 7. forsythia. Pomimo mozliwej roli proteaz KLIKK w
etiologii parodontozy, jest rowniez druga przestanka do prowadzenia proponowanych badan: enzymy te
posiadajg wyjatkowe wlasciwosci.

4. Spodziewane efekty: Wobec tego biochemiczna i strukturalna charakterystyka proteaz KLIKK powinna
doprowadzi¢, miedzy innymi, do opisania nowych mechanizméow aktywacji dla proteaz. Oprocz czysto
naukowej wartosci, uzyskane wyniki moga zosta¢ w przysztosci wykorzystane do opracowania lekow
zaprojektowanych na podstawie rozwigzanych struktur krystalicznych: inhibitoréw nie tylko proteaz
KLIKK, ale podobnych do nich proteaz takich jak ludzka papalizyna.




