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1. Cel badan: Hydroliza wigzania peptydowego przez proteazy jest nieodwracalna, wigc musi by¢ $cisle
kontrolowana w celu uniknigcia szkdd w komorce czy tez calym organizmie. Jednym z sposobow
kontrolowania aktywnos$ci proteolitycznej, zwlaszcza w organizmach wielokomorkowych, jest synteza
biatkowych inhibitoréw proteaz. Prawie wszystkie inhibitory sa specyficzne wzgledem waskiej grupy
proteaz, ktore posiadaja podobnag specyficznos¢ substratowa, i oddzialywuja bezposrednig z szczeling
katalityczng 1 tym samym blokujac dostep do niej dla wszystkich substratow. W ostrym kontrascie sa
natomiast inhibitory z rodziny or-makroglobulin (A2M), ktére hamuja bardzo szeroki zakres proteaz, bez
zaburzania ich centrum aktywnego. Hamowanie jest osiggnigte dzigki nieodwracalnemu mechanizmowi
putapki osiagganemu przez ogromne zmiany strukturalne w czasteczce inhibitora wywotane cigciem
w regionie przyngty przez hamowang proteaze, co prowadzi do uwigzienia enzymu proteolitycznego.
Mechanizm dziatania A2M mozna wigc porowna¢ do migsozernych roslin polujacych na owady takich jak
rosiczka 1 muchotowka amerykanska. Jednakze, w przeciwienstwie do tych roslin ztapane proteazy sa
nietknigte i zachowuja aktywnos$¢ wzgledem matych substratow. Poza wielokomoérkowymi zwierzgtami,
geny kodujace domniemane A2M ogolnie nie sg obecne w Archae, jednokomorkowych zwierzgtach,
grzybach i ro§linach. Co ciekawe, A2M sg znajdywane w bakteriach Gram-ujemnych kolonizujacych ssaki,
ale nie w wolno zyjacych w $rodowisku mikroorganizmach. Wobec tego, jest interesujace, ze A2M jest
produkowane przez dwa gatunki bakterii: Porphyromonas gingivalis (Pg) i Tannerella forsythia (Tf), bedace
glownymi czynnikami etiologicznymi choréb przyzebia u ludzi, dotykajacych w swojej ostrej postaci nawet
15% dorostych na $wiecie. Nieleczone schorzenie prowadzi nie tylko do uszkodzenia tkanek podporowych
zgbow, co w ostatecznosci prowadzi do utraty zgbow, ale rowniez przyczynia si¢ do powstawania i/lub
rozwoju chordb ogolnoustrojowych takich jak cukrzyca, miazdzyca, reumatoidalne zapalenie stawow
i choroby neurodegeneracyjne. Wobec tego giownym celem proponowanego projektu jest nie tylko doktadne
biochemiczne i strukturalne opisanie mechanizmu hamownia proteaz wykorzystywanego przez PgA2M
i TfA2M, ale rowniez opisanie roli tvch A2M w wirulencji periodontopatogenow.

2. Opis badan: TfA2M i PgA2M otrzymamy jako biatka rekombinowane przy uzyciu bakteryjnego systemu
ekspresji. Najpierw zidentyfikujemy proteazy, zaréwno ludzkie, jak i endogenne, hamowane przez badane
A2M 1 szczegdlowo scharakteryzujemy biochemicznie proces hamowania. Aby to osiagngé, okre$limy
stechiometri¢ hamowania (SI), czyli liczbg czasteczek A2M potrzebng do zahamowania jednej czasteczki
aktywnej proteazy i stala szybko$ci asocjacji (kus), parametr opisujacy szybko$¢ hamowania aktywnosci
proteaz, okreslimy masa czgsteczkowa najmniejszego substratu biatkowego, dla ktérego nastepuje inhibicja,
oraz zbadamy tworzenie i chemiczny charakter kompleksow inhibitorowych, proteaza-A2M. Na tym etapie
przeanalizujemy rowniez elastyczno$¢ hamowania badanych A2M, poprzez wprowadzenie réznych zmian
w A2M, tak aby poprawi¢ wlasciwosci hamujace. Po drugie, za pomoca krystalografii rentgenowskiej
1 kriogenicznej mikroskopii elektronowej (cryo-EM) rozwigzemy trojwymiarowg struktur¢ A2M: natywnych
i w kompleksie z hamowanymi proteazami. Na koniec opiszemy biologiczng rolg PgA2M i TfA2M. W tym
celu sprawdzimy przy uzyciu komorek P. gingivalis i T. forsythia: szczepu dzikiego i mutantéw delecyjnych
pozbawionych A2M, czy A2M chronig te patogeny przed zabiciem przez ludzkie komorki fagocytarne
(neutrofile, makrofagi) i nablonkowe. Zbadamy réwniez, czy A2M poprzez hamowanie proteazy,
dentilizyny, ograniczaja zjadliwos¢ innego periodontopatogenu, Treponema denticola.

3. Powod podjecia badan: W przeciwienstwie do ssakow, A2M sa rzadko spotykane w bakteriach i, co
zaskakujace, gtdéwnie w mikroorganizmach kolonizujacych ssaki. Co wigcej, bakteryjne, w przeciwienstwie
do ssaczych, A2M s3 bardzo nieskutecznymi inhibitorami, co nie pozwolito nawet na ich szczegdlowa
charakterystyke biochemiczng. W tym kontek$cie fascynujace jest to, ze dwa A2M wytwarzane przez
ludzkie periodontopatogeny sg bardzo skutecznymi inhibitorami. Ze wzgledu na mate podobienstwo do
innych scharakteryzowanych A2M, badania strukturalne TfA2M i PgA2M moga ujawni¢ nowy mechanizm
hamowania dla tej rodziny inhibitorow. Wreszcie, ze wzgledu na sporadyczng dystrybucja A2M wsrod
bakterii, mozna przypuszczaé, ze A2M odgrywaja zasadniczg role w wirulencji P. gingivalis 1 T. forsythia.
Ze wzgledu na zaangazowanie w liczne procesy fizjologiczne i etiologi¢ chordb, proteazy sa uwazane za
atrakcyjny cel rozwoju lekow. Przyktad takich schorzen sg choroby przyzgbia, choroba Crohna, zespo6t jelita
drazliwego i wrzodziejace zapalenie okreznicy. W tym kontekscie A2M wydaja si¢ dobrym kandydatem do
opracowania lekow, poniewaz w przeciwienstwie do wickszo$ci znanych inhibitoréw moga hamowac wiele
zupehnie r6znych proteaz.

4. Spodziewane efekty: Realizacja projektu doprowadzi nie tylko do szczegdlowego opisu mechanizmu
hamowania proteaz przez PgA2M i TfA2M, ale takze roli A2M w zjadliwosci periodontopatogenow.
Porownujac te dane z wynikami uzyskanymi dla innych A2M, mozna bedzie rowniez rzuci¢ wigcej Swiatta
na ewolucj¢ bakteryjnych A2M. Wyniki te wzbogaca wigc nasza wiedz¢ w takich dziedzinach, jak
biochemia, biologia strukturalna i mikrobiologia. Pomimo czysto naukowych efektow, mozemy réwniez
opisa¢ nowy inhibitor oparty na rusztowaniu badanych A2M, co moze by¢ pierwszym etapem opracowania
leku na choroby, w ktorych etiologii kluczowa rolg odgrywaja proteazy.




