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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Naduzywanie antybiotykéw w medycynie, weterynarii, hodowli zwierzat, rolnictwie, kosme-
tologii czy w przemysle, przyczynito sie do rozprzestrzenienia zjawiska opornosci wiréd wielu
gatunkéw drobnoustrojéw. Poszukiwanie alternatywnej metody walki z patogenami oraz prze-
ciwdziatanie powstawaniu zakazen bakteryjnych i ognisk epidemicznych, ma istotne znaczenie
zaréwno dla pacjentéw jak i dla systemu opieki zdrowotnej. Dlatego tez od kilku lat prowadzi
sie intensywne badania, ktérych celem jest poszukiwanie nowych celéw molekularnych i sku-
tecznych substancji terapeutycznych ingerujacych w cykl zyciowy drobnoustrojéw. Nowym
podej$ciem terapeutycznym w zwalczaniu chorobotwérczych szczepdw bakteryjnych jest
mozliwo$¢ uzycia inhibitoréw bakteryjnych proteaz serynowych. W pracy opisano bakteryjne
proteazy serynowe, petnigce istotng role w patogenezie zakazen bakteryjnych i wprowadzono
czytelnika w zwiezta historie tematu.

bakteryjne proteazy serynowe - endoproteazy - czynniki wirulenji - patogennos¢ bakterii - zakazenie
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Summary

An increasing resistance of pathogenic bacterial species has been considered as one of the
major health problems worldwide. The discovery of novel protein targets and development
of effective anti-bacterial therapeutics is of high need since for some extremely resistant pa-
thogens we are simply left unarmed. One of new promising therapeutic strategy is the appli-
cation of specific inhibitors targeting bacterial serine proteases. Pathogenic microorganisms
secrete abroad range of hydrolases, including serine proteases which lead to activation of va-
rious virulence factors. Herein, we review the specific bacteria serine proteases which have
an influence on pathogenicity of bacterial infection as well as we introduce the reader with
a brief history of the subject.

bacterial serine proteases - endoproteases - virulence factors - bacterial pathogenicity - infection
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Wsrtep

Rozwdj wspdlczesnej medycyny, przez wprowadzenie
nowoczesnych sposobéw diagnostyki i poszerzenie moz-
liwosci terapeutycznych, doprowadzit do znaczacej po-
prawy poziomu zycia ludno$ci. Wdrozono takze wiele
programéw szczepiefi ochronnych w celu opanowania
wielu choréb zakaznych. Rozwdj wspdlczesnej farma-
cji i odkrywanie nowych grup antybiotykdw, charak-
teryzujacych sie odmiennymi mechanizmami dziata-
nia spowodowat skuteczne opanowanie wielu zakazeti
bakteryjnych. Jednak naduzywanie antybiotykdéw i ich
niewla$ciwe stosowanie przyczynito sie do rozprzestrze-
nienia zjawiska oporno$ci wéréd wielu gatunkéw drob-
noustrojéw. Niektére antybiotyki staly sie nieskuteczne
w walce z bakteriami i coraz czesciej brakuje terapii,
ktére zapobiegatyby rozwojowi groznych zakazen [23].
Problem opornosci na leki nie ogranicza sie juz wytacz-
nie do bakterii wywotujgcych zakazenia szpitalne. Przy-
ktadem moga by¢ pozaszpitalne szczepy paciorkowcéw
(Streptococcus pneumoniae), wywotujace gtéwnie zapale-
nie ptuc i gardta, szczegSlnie oporne na penicyline, ma-
krolidy i fluorochinolony [12]. Brak radykalnych dziatar
zmierzajacych do opracowania nowych lekéw o wtasci-
woéciach przeciwbakteryjnych zagraza wyczerpaniem
mozliwo$ci zwalczania chordb o etiologii bakteryjnej.
Dlatego tez od kilku lat prowadzi sie intensywne ba-
dania, ktérych celem jest poszukiwanie nowych sub-
stancji terapeutycznych ingerujacych w cykl zyciowy
drobnoustrojéw.

Mikroorganizmy wydzielaja wiele hydrolaz, w tym réw-
niez proteaz serynowych, degradujacych pozakomdérko-
we biopolimery w celu zapewnienia zrédta sktadnikéw
odzywczych. Podczas zakazenia bakteryjne proteazy sa
inaktywowane przez naturalne, endogenne biatkowe
inhibitory gospodarza (serpiny, serine protease inhibi-
tors). Jednym ze sposobéw pokonania bariery ochronnej
gospodarza jest zwiekszone wydzielanie hydrolaz, ktére
ze wzgledu na réznice strukturalne moga by¢ niewraz-
liwe na dziatanie ludzkich serpin.

Wiele patogenéw wykorzystuje proteazy do aktywacji
kaskad proteazozaleznych. Jedna z przyczyn chronicz-
nego bélu i obrzeku w miejscu zakazenia sa zaburzenia
w funkcjonowaniu systemu kalikreino-kininowego wy-
wotane przez bakteryjne proteazy [67,86]. Wykorzysta-
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nie mechanizméw kontrolujacych aktywno$¢ kaskad
kalikreino-kininowych utatwia wnikanie sktadnikéw od-
zywezych i patogendw (rézne gatunki z rodzajéw: Pseu-
domonas, Serratia, Clostridium, Candida, Bacteroides, Porphy-
romonas i Staphylococcus) do miejsca zakazenia wskutek
zaburzef w obrebie bariery przepuszczalnoéci [42,67].

W schorzeniach, takich jak zapalenie rogéwki, wywoty-
warne przez szczepy z gatunkdw Serratia marcesens i Pseu-
domonas aeruginosa, czy zwtéknienie pecherzykowate,
zwigzane z chronicznymi zakazeniami P. aeruginosa,
a takze w zapaleniu ozebnej (Porphyromonas gingivalis)
i zgorzeli (Clostridium perfringens), bakterie, wydzielajac
proteazy degradujace kolagen, elastyne i fibronektyne,
prowadza do trwatych i niebezpiecznych uszkodzet tka-
nek gospodarza.

Nadmierne wytwarzanie proteaz i aktywnos¢ biatek ad-
hezyjnych stwierdza sie w ropnym zapaleniu zwigzanym
z zakazeniem koniczyn, schorzenia szczeg6lnie niebez-
piecznego dla bydta. Hodowcy z powodu tego typu zaka-
zeti ponoszg duze straty zwiazane ze spadkiem produkcji
mleka i przyrostu masy ciata, zaburzeniami w rozrodzie,
wysokimi kosztami leczenia i ostatecznie ubojem bydta
z koniecznosci [90]. Stwierdzono, ze mutant pozbawio-
ny aktywnego genu kodujacego podjednostki biatkowe
fimbrii i proteaz jest niezjadliwy. Moze to sugerowac,
ze czynnikami wirulencji szczepu Dichelobacter nodosus
zwigzanego z ropnym zapaleniem koriczyn sg wla$nie
fimbrie i wydzielane zewnatrzkomérkowo proteazy [48].
Rola bakteryjnych proteaz wydaje sie istotna réwniez
w uktadzie immunologicznym zakazonego organizmu.
W niektérych przypadkach bakteryjne proteazy inak-
tywuja chemotaktyczny czynnik C5a, odpowiadajacy
za aktywacje neutrofili w miejscach zakazenia. Niektére
z mikroorganizmdéw wydzielaja enzymy proteolityczne,
ktdre swoiscie niszcza przeciwciata IgA, IgM czy IgG go-
spodarza i w ten sposéb unikaja fagocytozy. Strategia
takiej obrony zapewnia patogenowi przezycie i namna-
zanie sie [107].

Proteazy serynowe, katalizujac selektywnie hydrolize
wigzania peptydowego, wykorzystuja katalityczng reszte
seryny, odgrywajaca gtéwna role w aktywnosci enzyma-
tycznej tej klasy biatek. Mechanizm dziatania proteaz
serynowych polega na nukleofilowym ataku katalitycz-
nej reszty seryny (Ser) na karbonylowy atom wegla. Re-
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Ryc. 1. Proteazy serynowe odgrywajace istotng role w patogenezie zakazen bakteryjnych. Grupa I: proteazy serynowe wydzielane zewnatrzkomérkowo; grupa II: proteazy
serynowe zakotwiczone w btonie komdrkowej i autotransportery. Autotransportery to unikalna grupa biatek bfonowych, ktére ulegajac autoproteolizie wydzielaja
zewnatrzkomarkowo domene pasazersk o aktywnosci serynowych proteaz; grupa lll: proteazy serynowe zawierajace domeny wiazace ATP

akcja katalizowana przez enzym przewaznie zachodzi
w obecnosci histydyny (His), ktérej dodatnio natado-
wana postaé w stanie przejsciowym jest stabilizowana
i utrzymywana w odpowiedniej orientacji przez grupe
karboksylowa bocznego taticucha kwasu asparaginowe-
go (Asp). Reszty aminokwasowe Asp, Ser i His tworza
katalityczna triade i sg wspdlne dla wiekszo$ci proteaz
serynowych. Wyjatkiem jest transpeptydaza p-Ala-D-Ala
i sygnatowe peptydazy typu I, ktére charakteryzuja sie
odmienna budowa centrum aktywnego. Centrum katali-
tyczne tych biatek jest zbudowane z diady katalitycznej
(Ser, Lys). To powoduje, ze w poréwnaniu z klasycznymi
proteazami serynowymi (z triada katalityczna), enzymy
te charakteryzuja sie odmiennym mechanizmem dzia-
tania i sg niewrazliwe na dzialanie wielu komercyjnie
dostepnych inhibitoréw. Na podstawie dostepnych da-
nych dotyczacych aktywnych proteaz serynowych i ich
roli w patogenezie bakteryjnych zakazen, podzielono
je na trzy grupy. Pierwszg grupe bakteryjnych proteaz
serynowych tworza biatka wydzielane zewnatrzkomér-
kowo. Druga grupa to proteazy serynowe zakotwiczone
w blonie komdrkowej. W jej sktad wchodza takze auto-
transportery, ktérych domena pasazerska o aktywnosci
serynowej proteazy wydzielana jest zewnatrzkomérko-
wo przez systemy sekrecji z udziatem biatek btonowych.
Ostatnig grupe tworzg bakteryjne proteazy serynowe,
ktérych aktywnos¢ i funkcja jest zwigzana z ATP-zalez-
nymi biatkami opiekuriczymi (chaperonami). Prawdo-
podobnie dziataja jako biatka zwigzane z komérkami
bakteryjnymi, jak réwniez jako czynniki wirulencji wy-
dzielane zewnatrzkomérkowo (ryc. 1).

PROTEAZY SERYNOWE WYDZIELANE ZEWNATRZKOMORKOWO (GRUPA |)

Zewnatrzkomérkowe bakteryjne proteazy serynowe
moga bezposrednio lub posrednio uczestniczyé w pro-
cesach rozprzestrzeniania sie bakterii chorobotwérczych,
destrukcji tkanek gospodarza, a takze w procesie unikania
swoistych i nieswoistych mechanizméw obronnych go-
spodarza czy modulacji jego uktadu immunologicznego
[107]. Bakterie chorobotwdrcze w chwili wnikniecia do
organizmu gospodarza w miejscu zakazenia wprowadzaja
dodatkowg pule proteaz, w tym proteaz serynowych. Poja-
wienie sie w organizmie gospodarza nadmiaru enzyméw
proteolitycznych przyczynia sie do zachwiania naturalnej
réwnowagi miedzy proteazami a ich inhibitorami [107].
Jest to szczegblnie wazne podczas zakazenia, gdyz inhi-
bitory proteaz gospodarza nie sg w stanie kontrolowaé
aktywnoéci enzyméw bakteryjnych, co moze doprowa-
dzi¢ do degradacji zakazonej tkanki [108]. Enzymatyczny
rozpad biatek gospodarza jest istotny dla patogenu, po-
niewaz dostarcza mu wolnych aminokwaséw do syntezy
wlasnych biatek i wzrostu, a takze do kolonizacji i rozprze-
strzeniania sie mikroorganizméw w miejscu zakazenia.

Chymotrypsynopodobne proteazy serynowe

Podczas kolejnych etapdw patogenezy zakazeni bakte-
ryjnych mozna zauwazy¢, ze czynnikami uczestniczacy-
mi zaréwno w kolonizacji, jak i inwazji, ktére pozwala-
ja na ominiecie barier immunologicznych gospodarza,
sg enzymy proteolityczne [106]. Proces kolonizacji, czyli
proces zasiedlenia organizmu przez patogen, polega na
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interakcji adhezyn bakteryjnych z tkankami gospodarza.
Do utworzenia swoistych potaczeni sg niezbedne prote-
olityczne modyfikacje domen biatkowych gospodarza,
podlegajace ,,obrébce” przez proteazy bakteryjne oraz
modyfikacje adhezyn bakteryjnych bedace skutkiem ak-
tywnoéci bakteryjnych enzyméw proteolitycznych [13].
Po procesie kolonizacji, komérki bakteryjne rozpoczynaja
proces inwazji do tkanek gospodarza. Ten etap takze jest
zwigzany z aktywnoS$cig proteaz bakteryjnych. Przekro-
czenie barier tkankowych i komdrkowych, w tym gtéw-
nie §rédbtonka naczyr, wymaga intensywnego trawienia
biatek macierzy zewnatrzkomérkowej i blony podstawnej
narzadéw gospodarza przez bakteryjne enzymy proteoli-
tyczne i proteazy gospodarza, ktére zostaly zaktywowane
przez enzymy bakteryjne [107]. Waznym etapem w prze-
biegu zakazenia jest przetamanie przez patogen barier
immunologicznych gospodarza. Dochodzi do zaburzenia
funkcjonowania obronnych mechanizméw odpornosci
swoistej i nieswoistej gospodarza, co prowadzi do wy-
dzielania cytokin, rozregulowania systemu dopelniacza
czy degradacji przeciwcial i receptoréw komérek immu-
nologicznych [106,107]. Utrzymanie réwnowagi immu-
nologicznej organizmu gospodarza jest uwarunkowane
wspdtdziataniem licznych, $cisle powigzanych ze soba
kaskad proteolitycznych, takich jak uktad krzepniecia
i fibrynolizy, kaskada dopetniacza czy system kalikreiny-
-kininogenu [106,107].

Wydzielana przez gronkowce (Staphylococci) proteaza V8
(Gluvs, V8/SspA) nalezy do rodziny chymotrypsynopo-
dobnych proteaz serynowych i podrodziny glutamylowych
endopeptydaz I (EC 3.4.21.19.) [48,90]. Aktywno$¢ bakte-
ryjnej proteazy V8 obserwuje sie we wszystkich trzech
etapach procesu zakazenia. Proteaza V8 swoiscie hydroli-
zuje wigzania peptydowe po karboksylowej stronie kwasu
glutaminowego i asparaginowego, przy czym hydroliza
wigzania po karboksylowej stronie glutaminianu jest 100-
1000 razy bardziej skuteczna niz po karboksylowej stronie
asparaginianu. Proteaza V8 sktada sie z 336 aminokwaséw,
spo$rdd ktdrych 68 reszt (Met1-Asn68) obejmuje sekwen-
cje prepropeptydowa. Biatko to zawiera C-koricowy ogon
zawierajacy reszty, ktére sktadaja sie z dwunastokrotnie
powtdrzonych sekwencji tripeptydowych Pro-Asp-Asn
[11]. Proteaza V8 jest kodowana przez gen sspA, stano-
wigcy cze$¢ operonu, w sktad ktérego wchodzi takze gen
sspB kodujacy zewnatrzkomérkowo wydzielane proteazy
cysteinowe.

Endoproteinaza Gluvg petni gtéwna role warunkujaca
wzrost mikoorganizméw, co stwierdzono w badaniach
na modelu zwierzecym [29]. Podczas zakazerh wywotywa-
nych przez szczepy S. aureus, biatko to odpowiada za wiele
istotnych funkcji. Glutamylowa endopeptydaza inakty-
wuje inhibitor ludzkiej neutrofilowej elastazy a-P1[107],
ktéry chroni tkanki przed mediatorami stanu zapalnego.
Proteaza V8 przeksztalca kininogen w kinine, a to wptywa
na kontrole procesu zapalnego, regulacje ci$nienia krwi,
regulacje uktadu krzepniecia i przewodzenie bélu. Uwa-
za sie, ze aktywno$¢ kinin utatwia wnikniecie bakterii do
uktadu krazenia, co moze doprowadzié do rozwoju sepsy

[62]. W badaniach in vitro stwierdzono, ze proteaza V8
rozcina faficuchy ciezkie wszystkich ludzkich immuno-
globulin, zaburzajac dziatanie uktadu odporno$ciowego
gospodarza i skuteczng ochrone przed patogenami [92].
Wykazano takze, ze proteaza V8 przyczynia sie do dys-
funkgcji bariery przepuszczalno$ci nabtonka skéry u my-
szy. V8 degraduje korneodesmosomalne biatko desmogle-
ine 1 (DSG1) [40]. Enzymatyczny proces degradacji biatek
korneocytéw powoduje tuszczenie warstwy rogowej na-
skérka, niszczac bariere zapobiegajaca wnikaniu obcych
substancji, takich jak np. alergeny. Dziatanie V8 w proce-
sie zakazenia bakteryjnego moze by¢ jedng z istotnych
przyczyn zaburzenia homeostazy organizmu gospoda-
rza. Obnizenie aktywno$ci proteolitycznej proteazy V8
przez zastosowanie skutecznych inhibitoréw, mogtoby
zredukowaé objawy kliniczne u chorych z zakazeniem
gronkowcem zlocistym (S. aureus). U ponad 30% popula-
cji diagnozuje sie wystepowanie tego chorobotwérczego
drobnoustroju [64]. Jest on czynnikiem etiologicznym
wielu szpitalnych i pozaszpitalnych zakazeri na caltym
$wiecie [74]. Niepokojaca jest takze jego rosngca anty-
biotykooporno$¢. Poszukiwanie nowych proteaz bakte-
ryjnych, ktére odgrywaja znaczaca role w patogenezie za-
kazenr wywolywanych przez szczepy S. aureus, jak réwniez
projektowanie i zastosowanie ich inhibitoréw wydaje sie
realng szansa terapeutyczng [106]. Osiggniecie tych ce-
16w jest mozliwe dzieki rozwojowi biologii molekularne;
umozliwiajgcej poznanie catych genoméw bakterii. Ge-
nomy siedmiu szczepdw S. aureus [58] sa dostepne w ba-
zach danych, co umozliwia ich doktadng analize. Czesci
genomu nazwane ,,wyspami patogenicznosci“ (pathoge-
nicity islands, PAIs) kodujg wiele czynnikéw wirulencji,
takich jak epidermolityczne toksyny czy glutamylowa
endopeptydaza. Wérdd nich odkryto takze skupisko sze-
$ciu gendw tworzacych jeden operon, kodujacych rodzine
serynowych proteaz Spl [56]. Sekwencja aminokwaso-
wa biatek Spl ujawnia homologie do proteazy V8 i wielu
innych enterotoksyn wydzielanych przez S. aureus [85].
Strukturalne podobienistwo biatek Spl do znanych czyn-
nikéw wirulencji, a takze umiejscowienie gendw spl na
PAls moga sugerowal, iz biatka Spl uczestnicza w pato-
genezie zakazenn wywolywanych przez szczepy S. aureus
[21]. Pierwsze dane dotyczace Spl przedstawili Rieneck
i wsp. [89]. Stwierdzono, Ze u pacjentéw z zapaleniem
wsierdzia obserwuje sie podwyzszony poziom przeciw-
cial, skierowanych przeciw wytwarzanemu przez szcze-
py S. aureus biatku SplC. Zauwazono takze, ze podczas
zakazenia proteaza SplC jest nadekspresjonowana przez
komorki gronkowca ztocistego. Jednak doktadna funkcja
biatek z rodziny Spl jest wciaz nieznana. Wyniki badan
nad strukturg i funkcja proteaz SplA, SplB i SpIC wska-
zuja, ze sg chymotrypsynopodobnymi proteazami sery-
nowymi [21,85,98]. W strukturze krystalicznej proteaz
SplA, SplB, SplC wystepuje triada katalityczna zbudowana
z reszt Ser, His, Asp..

Badania swoisto$ci substratowej proteazy SplB wykazaty,
ze preferowang sekwencjg substratu jest Trp-Glu-Leu-
-Gln (P4-P1), nomenklatura wedtug Schechter i Berger
[85]. Zastosowanie komérkowej biblioteki peptydowych
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substratéw (CliPS) stuzgcej mapowaniu substratowemu,
pomogto takze w okre$leniu konsensusowej sekwencji
rozpoznawarnej przez proteaze SplA. Enzym SplA hydro-
lizuje substraty z monocyklicznymi, aromatycznymi resz-
tami w pozycji P1, takimi jak tyrozyna i fenyloalanina
[98]. W pozycji P2 preferowang reszta aminokwasowa jest
leucyna, aw P3 tyrozyna badz fenyloalanina [106]. Jednak
wciaz nie wiadomo z czego wynika tak waska swoisto$¢
proteaz tej rodziny i ich biologiczna rola w patogenezie
szczepéw gronkowca ztocistego.

Subtylizynopodobne proteazy serynowe

Badania z zakresu inzynierii biatek i namnazania mu-
tantéw z wykorzystaniem subtylizynopodobnych pro-
teaz serynowych prowadzg do poszerzania wiedzy doty-
czacej whasciwosci katalitycznych, stabilno$ci, struktury
i funkgji tych enzyméw. Cho¢ stanowia one odrebny typ
enzyméw proteolitycznych to wykazuja analogiczng do
proteaz typu chymotrypsynowego geometrie miejsca ak-
tywnego i mechanizm katalityczny. Jednak pod wzgledem
strukturalnym i ewolucyjnym istotnie réznig sie od kla-
sycznych proteaz chymotrypsynowych [4]. Gtéwng rézni-
ca jest odmienna kolejno$é reszt aminokwasowych two-
rzacych katalityczna triade. Zamiast klasycznego uktadu
katalitycznych reszt aminokwasowych His, Asp, Ser (po-
czawszy od N do C kofica) wystepuje niekanoniczna tria-
da Asp, His, Ser.

Dotychczas poznano ponad 200 biatek nalezacych do pod-
rodziny proteaz subtylizynopodobnych [94]. Najlepiej po-
znanym biatkiem nalezacym do tej grupy jest ekspresjo-
nowana przez szczepy z rodzaju Bacillus subtylizyna (EC
3.4.21.62). Ponad 95% zewnatrzkomdrkowej proteolitycz-
nej aktywnosci B. subtilis wynika z obecnosci subtylizy-
ny i neutralnej metaloproteazy E [95]. Subtylizyna moze
wptywaé na wzrost chorobotwérczych bakterii B. subtilis,
poniewaz umozliwia trawienie ludzkiej transferyny, co
wigze sie z produkcja sideroforéw niezbednych w fazie
wzrostu tych mikroorganizméw [14,78,95].

Na szczegdlng uwage zastuguja réwniez subtylizynopo-
dobne serynowe proteazy zwane mykozynami, ktérych
aktywno$¢ zwigzana jest z systemem obrony pratkéw
gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis) przed makrofagami
gospodarza [18]. Wiadomo, ze drobnoustroje wykorzy-
stuja rézne mechanizmy do przetamania pierwszej linii
obrony gospodarza i wnikniecia do organizmu. Korzy-
stajg takze z rozmaitych mozliwosci zapewniajacych im
bytowanie i namnazanie sie w miejscu zakazenia. Niekt6-
re z nich nalezg do grupy drobnoustrojéw zewnatrzko-
morkowych, a inne np. pratki gruzlicy, to patogeny we-
wnatrzkomdrkowe. Organizm gospodarza w poczatkowej
fazie zakazenia drobnoustrojami wykorzystuje do obrony
mechanizmy nieswoistej odpornosci wrodzonej, zaréw-
no humoralnej (lizozym, uktad dopetniacza, interferony,
biatko ostrej fazy), jak i komérkowej (makrofagi, komérki
dendrytyczne, neutrofile, komérki tuczne). Nieco p6Zniej
sg uruchamiane mechanizmy odpornosci nabytej (swo-
istej): humoralnej (przeciwciata) oraz komérkowej (lim-

focyty T). OdpowiedZ organizmu na wnikniecie do jego
komérek, takich bakterii jak M. tuberculosis, Listeria mono-
cytogenes czy Rickettsiae, znacznie rézni sie od tej skiero-
wanej przeciwko patogenom zewnatrzkomérkowym [18].

Pratki gruzlicy sg czynnikiem etiologicznym gruzlicy, kté-
ra rozwija sie gtéwnie w ptucach, a takze w uktadzie mo-
czowym, naczyniach krwiono$nych i o§rodkowym ukta-
dzie nerwowym [114]. Wiekszo$¢ zachorowar i zgonédw
zpowodu gruzlicy wystepuje w krajach rozwijajacych sie,
ale kraje wysokorozwiniete takze nie sg wolne od tego
problemu, ktéry aktualnie dotyka juz jedna trzecig catej
populacji ludzkiej. Wyjasnienie mechanizméw jej patoge-
nezy oraz wirulencji i przezycia pratkéw gruzlicy, umoz-
liwi skuteczniejsze zwalczanie tej choroby [114].

Biatka M. tuberculosis zwiazane z wirulencja sg kodowane przez
dziewied genéw regionu delecji—-RD1. Wsrdd tych biatek znaj-
duja sie mykozyny, czyli subtylizynopodobne proteazy
serynowe potaczone ze §ciana komérkows, a takze trans-
portery w systemie ABC (ATP-binding cassette), biatka
wigzace ATP i biatka blonowe [88]. Ponadto w badaniach
na modelu zwierzecym stwierdzono, ze delecja RD1 ha-
muje wzrost pratkédw w makrofagach. Podczas zakazenia
makrofagéw obserwuje sie nadekspresje subtylizynopo-
dobnych proteaz serynowych i ich proteolityczng aktyw-
nos$¢, co moze mie¢ znaczacy wplyw na zdolno$¢ przezycia
pratkéw gruzlicy wewnatrz makrofagéw [78]. Proteoli-
tyczna aktywnos$¢ mykozyn umozliwia wydzielanie biatek
ESAT-6 (early secreted antigenic target) i CFP-10 (culture
filtrate protein), ktére sa ekspresjonowane w okreslonych
proporcjach przez system sekrecji ESX-1 pratkéw gruzlicy
(ryc. 2) [19,96]. Bialka te, przez destrukcje bton komdr-
kowych i tworzenie poréw w btonie, utatwiaja przenika-
nie pratkéw gruzlicy z fagosomu do cytosolu. Mykozyny
umozliwig koniugacje DNA u awirulentych saprofitéw
[83]. Mutacja w genie kodujacym mykozyny hamuje pro-
ces wydzielania biatek systemu sekrecji ESX-1.

Proteazy serynowe typu subtylizynowego sa ekspresjono-
wane przez rézne mikroorganizmy i moga petni¢ wazna
role w patogenezie zakazeri bakteryjnych. Do tej grupy
enzymdw zalicza sie proteaze serynowa AB5. W badaniach
na modelu zwierzecym stwierdzono, ze ekspresja prote-
azy ABS5 przez szczepy Escherichia coli uzyte do zakazenia
myszy, jest letalna dla zwierzat [115]. Toksyna AB5 inak-
tywuje biatka pomocnicze retikulum endoplazmatycz-
nego, prowadzac do $mierci komérek gospodarza [81].
Podanie dootrzewnowo proteazy AB5 wywoluje u myszy
anemie, maloptytkowo$¢, uszkodzenia w prawidtowym
funkcjonowaniu nerek, mézgu i watroby [115]. Objawy te
towarzysza wielonarzadowemu zespotowi hemolityczno-
-mocznicowemu. Jego najczesciej identyfikowanym czyn-
nikiem etiologicznym jest zakazenie chorobotwdrczym
szczepem E. coli, rzadziej natomiast przyczyna jest zakaze-
nie pateczkami Shigella, Salmonella, Yersinia, Campylobacter
czy paciorkowcami z gatunku Streptococcus pneumoniae.

Wystepowanie subtylizynopodobnej proteazy stwier-
dzono takze u bakterii Finegoldia magna. Mikroorganizm
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Ryc. 2. Proteolityczne dziatanie mykozyn pratkow, umozliwiajace wydzielanie biatek ESAT-6 i CFP-10, odpowiedzialnych za destrukcje bton komdrkowych i tworzenie

poréw utatwiajacych przenikanie bakterii z fagosomu do cytosolu

ten nalezy do Gram-dodatnich bakterii rosnacych w wa-
runkach beztlenowych i jest czynnikiem etiologicznym
owrzodzen tkanek, ran skérnych, zapalenia stawdw i ko-
$ci, a takze zapalenia pochwy [100]. Stosunkowo powol-
ny wzrost tych bakterii i beztlenowe warunki bytowania
spowodowaly, ze dlugo nie wzbudzaly specjalnego za-
interesowania i nie zaliczano ich do waznych ludzkich
patogendw. Dlatego tez patogenne znaczenie aktywno-
$ci proteolitycznej tych mikroorganizméw nie jest jasno
okre$lone [100]. Stwierdzono, ze szczepy F. magna izolowa-
ne z owrzodzeti na piersiach i ran diabetykéw wykazuja
wzmozone wydzielanie kolagenazy, zelatynazy, hipoury-
nazy i subtylizynopodobnej serynowej proteazy SufA [46].

Enzym SufA tworzy dimery, ktére sa bardziej aktywne
proteolitycznie niz formy monomeryczne [46]. Biatko to
degraduje i inaktywuje przeciwbakteryjny peptyd LL-37
i chemokiny CXC wydzielane przez komérki gospoda-
rza. Podczas zakazenia proteaza SufA utatwia kolonizacje
tkanek gospodarza przez szczepy F. magna. Proteaza ta
hydrolizuje fibrynogen, powodujac zablokowanie two-
rzenia fibryny [46]. W badaniach in vivo stwierdzono, ze
mutant F. magna, ktéry wydzielat nieaktywne biatko, nie
miat wptywu na koagulacje ptytek krwi. Warto doda,
ze zaréwno typ dziki drobnoustroju, jak i jego mutant,
w réwnym stopniu przylegaly do keratynocytéw, czyli
komorek naskérka biorgcych udziat w keratynizacji, ale
tylko typ dziki hamowat tworzenie fibryny osocza [46].
Wyniki dotychczasowych badan in vitro dowodza, ze jeden
z fosforanowych inhibitoréw proteazy SufA zapobiega
degradacji ludzkiego fibrynogenu. Zwiazek ten wykazuje
wiasciwosci przeciwbakteryjne wobec szczepéw F. magna,

S. aureus i E. coli w stopniu poréwnywalnym do dziatania
gentamycyny [8].

WEWNATRZBLONOWE PROTEAZY SERYNOWE (GRUPA 1)

Peptydazy sygnalowe

Sciana i blony komérkowe bakterii stanowia bariere gwa-
rantujgcg integralno$¢ mikroorganizmu przez selektywna
przepuszczalno$é dla specyficznych czasteczek i jonéw. Ze-
wnatrzkomérkowa lokalizacja determinant wirulencji jest
wazng cechg charakteryzujacg mikroorganizmy patogen-
ne. Eksport biatek na powierzchnie komérek bakteryjnych
obejmuje transport poprzez btony. Sekrecja biatek zachodzi
dzieki réznym, czesto ztozonym mechanizmom. Systemy
sekrecji bakterii Gram-dodatnich podzieli¢ mozna na dwie
gléwne grupy: ,,Sec-zalezne” oraz ,,Sec-niezalezne” [51].

Do grupy biatek btonowych naleza peptydazy sygnatowe
(Sp-azy). Ponad trzy dekady temu Milstein i wsp. opisa-
li obecnosé peptydaz, ktére wymagane sg w mutarota-
cji wydzielanych pozakomdrkowo biatek [66]. Ich wazne
obserwacje opieraly sie na spostrzezeniu, ze ciezar cza-
steczkowy syntetyzowanych biatek jest wiekszy wewnatrz
komérki, niz po translokacji przez btone. Wkrétce stwier-
dzono, ze biatka te zawieraja sekwencje aminokwasowa
niezbedna do ich eksportu [65].

Sekwencje sygnatowe transportowanych biatek wykazuja
kilka cech wspélnych: 1) maja dtugo$¢ 13-36 reszt amino-
kwasowych; 2) cze$é sekwencji sygnatowej zawiera przy-
najmniej jedng reszte o tadunku dodatnim; 3) sekwencja
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sygnatowa od strony N-kotica jest silnie hydrofobowa,
zazwyczaj o dtugosci 10-15 reszt aminokwasowych; w re-
jonie tym czesto wystepuja: alanina, leucyna, walina, izo-
leucyna i fenyloalanina; 4) zawierajg mate, nienatadowane
reszty aminokwasowe poprzedzajace wigzania peptydowe
hydrolizowane przez Sp-azy [113].

Badania genetyczne ujawnity, ze do transportu biatek
przez btone niezbedny jest wysoce konserwatywny frag-
ment hydrofobowy peptydaz sygnatowych [68]. Doktad-
niejszg charakterystyke i mozliwo$¢ oczyszczania Sp-az
umozliwit rozwéj metod in vitro potranslacyjnego rozci-
nania prekursoréw biatek wydzielniczych. Wsréd trzech
typéw sygnatowych peptydaz, takich jak Sp-aza I (LepB),
Sp-aza II (LspA) czy peptydaza prepilinowa (BfpA), tylko
typu pierwszego naleza do rodziny serynowych proteaz.
Sygnatowe peptydazy typu I umozliwiaja translokacje nie-
lipoproteinowych substratéw na $ciezce sekrecji typu Sec
i Tat. Sg integralnymi biatkami wewnetrznej blony komér-
kowej. Budujg je dwa helikalne segmenty transmembra-
nowe i charakteryzujace sie aktywnoscig proteolityczna
duze C-koricowe domeny peryplazmatyczne.

Pierwsza prokariotyczna sygnatowa peptydaza typu zo-
stata wyizolowana przez Zwizinskiego i Wicknera [121] ze
szczepdw E. coli, za po$rednictwem ekstrakcji bton komdr-
kowych z uzyciem niejonowego detergentu Triton X-100
i oczyszczona z uzyciem chromatografii jonowymienne;.
Nastepnie sklonowano [17] i zsekwencjonowano [117]
kodujacy ja gen lepB, co umozliwito otrzymanie duzych
ilo$ci biatka i poznanie jego wlasciwo$ci enzymatycznych.
Obecnie peptydazy sygnatowe typu I sg izolowane z réz-
nych szczepdw bakteryjnych. Wiekszo$¢ bakterii zawiera
pojedynczg chromosomalng kopie genu peptydazy sygna-
towej. Wyjatek stanowia bakterie B. subtilis majace pieé
chromosomalnych kopii genu Spa-zy i dwie kopie pla-
zmidu [104] oraz bakterie Streptomyces zawierajace cztery
kopie genu [80], a takze S. aureus z dwoma kopiami genu,
z czego jedna koduje nieaktywny enzym [15].

Analiza konserwatywnych regionéw (w obrebie sekwen-
cji aminokwasowych) bakteryjnych Sp-az [76] umozliwia
nie tylko analize filogenetyczna okreslonych gatunkéw,
lecz takze pozwala na wglad w budowe przestrzenna en-
zyméw i porédwnanie ich budowy u réznych szczepéw
bakteryjnych (ryc. 3). Pierwszy konserwatywny region
A jest czescia hydrofobowego segmentu zakotwiczonego
w blonie (ryc. 3). Region B zawiera motyw Ile-Pro-Ser-
-Xaa-Ser-Met-Xaa-Pro-Thr-Lys, w ktérym druga reszta
seryny petni role nukleofila podczas katalizowanej reakcji
enzymatycznej (ryc. 3). Region C zawiera sekwencje kon-
sensusowg Asn-Xaa-Leu-Xaa-Val-X-Lys-Xaa-Xaa, w kté-
rej konserwatywna reszta leucyny jest czescig kieszeni
wiazacej substrat w pozycji S3 (ryc. 3). Region C zawiera
motyw Arg-Gly-Asn-Ile-Val-Val-Phe-Xaa-Xaa-Pro-Trp,
w ktérym druga reszta waliny jest czescia kieszeni S3.
Region D ma reszty Tyr-Ile-Lys-Arg-Xaa-Xaa-Gly-Xaa-
Pro-Gly-Asn-Thr-Val z resztg tyrozyny tworzaca cze$é
kieszeni wigzacej substrat w pozycji S1 i resztg lizyny, kté-
ra odgrywa role strukturalna (ryc. 3). Koficowy region E
zawiera wiele konserwatywnych reszt aminokwasowych,
np. reszta seryny (Ser278 w enzymie E. coli) umozliwia
odpowiednig orientacje reszty lizyny w kierunku seryny
bedacej nukleofilem katalizowanej reakcji [76].

Rola Sp-az1 okazuje sie podstawowa dla przezycia komd-
rek bakteryjnych. Mutacje w genie lepB szczepdw E. coli sa
dla nich letalne [16]. Podobne wyniki uzyskano w bada-
niach prowadzonych na ludzkich patogenach, takich jak
dwoinka zapalenia ptuc (S. pneumoniae) [120] i gronkowiec
zlocisty [15]. W przypadku bakterii B. subtilis okazalo sie,
ze dopiero inaktywacja obu peptydaz sygnatowych SipS
i SipT prowadzi do $§mierci komérek patogenu [6,105].

Swoisto$¢ substratowa, zaréwno peptydaz sygnatowych
komdrek prokariotycznych jak i eukariotycznych, jest
bardzo podobna. Moze to wskazywad, iz swoisto$é Sp-az
[ utrzymata sie w toku ewolucji [109]. Reszty aminokwa-
sowe Ala-Xaa-Ala (w pozycjach od P1 do P3) w C-korico-
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wym regionie sygnatowego peptydu, stanowig motyw
rozpoznawany przez Sp-azy [82,113]. W przypadku eu-
kariotycznych sygnatowych peptydaz wymagania wzgle-
dem sekwencji aminokwasowej oddziatujacej z centrum
aktywnym enzymu sa nieco mniej rygorystyczne, oprécz
reszt alaniny w pozycji P1 akceptuja takze reszty Gly, Ser,
Thr i Cys, a w pozycji P3 reszty Ile, Leu, Val, Ser i Thr
[71]. Tréjwymiarowa struktura krystaliczna kompleksu
enzymu z inhibitorem B-laktamowym wskazuje na ko-
walencyjne wigzanie Ser90 [76]. Odlegto$¢ miedzy Ser90
a Lys145 wynosi 2,90 A. Reszta Lys145 dziata jako katali-
zator kwasowo-zasadowy. Struktura krystaliczna sygnato-
wej peptydazy E. coli ujawnia takze obecno$¢ Ser278, kté-
ra tworzy wigzanie wodorowe z Lys145. Konserwatywna
reszta glicyny w pozycji 272 skierowana jest w kierunku
diady Ser-Lys [76].

We wszystkich poznanych sygnatowych proteazach nie-
zmienna reszta Asp280 tworzy mostek solny z konserwa-
tywna Arg282 i przez to jest oddalona od reszty Ser278.
Wplywa to na stabilizacje miejsca aktywnego i pomaga
w oddziatywaniu Ser278 zLys145 [50]. Domena katalityczna
jest bardzo duza i bezpo$rednio oddziatuje z blong komér-
kowa [110]. Zanim poznano strukture krystaliczna sygna-
towej peptydazy z E. coli, kluczowg funkcje Ser90 okreslono
uzywajac technik ukierunkowanej mutagenezy. Zastgpienie
reszty seryny 90 alaning prowadzi do inaktywacji enzymu
[101]. Podobnie zastapienie lizyny 145 alaning powodu-
je zanik jej aktywnosci enzymatycznej [61]. Sugerowana
rola lizyny jako katalizatora kwasowo-zasadowego nie jest
w petni zrozumiata, zwlaszcza z powodu duzej odlegtosci od
reszty nukleofila. Optymalne dla aktywno$ci katalitycznej
PpH 9,0 sugeruje, ze reszta lizyny tworzaca katalityczng dia-
de Ser-Lys Sp-azy ma niestandardowe pK (wynoszace okoto
9), czyli okoto dwdch jednostek mniej niz pK faricucha bocz-
nego lizyny. Przypuszcza sie réwniez, ze Ser88 Sp-azy E.
coli jest reszta wymagang do tworzenia dziury oksyanionu
[75]. Zastgpienie reszty seryny 88 alaning obniza wartosci
k,, (liczba obrotéw enzymu na jednostke czasu w warun-
kach pelnego wysycenia enzymu substratem) okoto 740
razy. Warto doda¢, ze prowadzac badania krystalograficzne
ukierunkowanej mutagenezy oraz modelowania moleku-
larnego uzyskano podobne wyniki w przypadku innych
sygnatowych peptydaz [6].

Proponowany mechanizm proteolizy, z udzialem bakte-
ryjnej peptydazy sygnatowej typu I, mozna sprowadzié
do kilku etapéw. Podczas wigzania substratu (preprote-
iny) reszta lizyny (Lys145 sygnatowej peptydazy z E. coli)
umozliwia odpowiednie utozenie faicucha bocznego se-
ryny (Ser278 sygnatowej peptydazy z E. coli). Zaktywo-
wana reszta seryny przeprowadza nukleofilowy atak na
atom wegla grupy karbonylowej substratu, powodujac
utworzenie tetraedrycznego intermediatu, ktéry jest
stabilizowany przez grupe hydroksylowg reszty seryny
(w sygnatowej peptydazie z E. coli jest to Ser88). Nastepnie
tetraedryczny produkt posredni rozpada sie, co prowadzi
do powstania acyloenzymu. Etap ten jest mozliwy dzieki
przeniesieniu protonu z obdarzonej tadunkiem dodatnim
reszty lizyny na grupe aminowg powstata w wyniku hy-

drolizy wigzania peptydowego. Hydroliza grupy estrowej
acyloenzymu w obecno$ci wody umozliwia regeneracje
enzymu i przeprowadzenie kolejnego cyklu katalizy [76].

Z dotychczasowych danych wynika, ze sygnatowe pep-
tydazy typu I nie sa hamowane przez zadne komercyj-
nie dostepne inhibitory proteaz (jak np. o-fenantrolina,
bestatyna, chlorometyloketony, dichloroizokumaryna,
elastinal, aprotinina czy chymostatyna) [63]. Podobnie
wiekszo$¢ rutynowo uzywanych inhibitoréw peptydaz
jest takze nieaktywna wzgledem Sp-az typu I [102]. Kil-
kanascie lat temu dwie firmy farmaceutyczne odkryty
B-laktamy hamujace aktywno$¢ sygnatowej peptydazy
E. coli [3]. Najaktywniejszym byt 3-karboksy-allylo-(5S,
65)-[(R)-acetoksyetylo]-penem, dla ktérego wartos¢ IC,
(stezenie inhibitora, przy ktérym nastepuje zahamowa-
nie aktywnosci enzymu w 50%) wynosita 50 uM. Znanymi
inhibitorami sygnatowych peptydaz sg takze: arylomycy-
na A2 [93], lipopeptydy [55], a takze peptydowe aldehydy
[10]. Niezbedna rola sygnatowych peptydaz w funkcjono-
waniu i wzro$cie bakterii powoduje, iz biatka te sa brane
pod uwage jako wazny cel molekularny w projektowaniu
lekéw do stosowania w terapii zakazen bakteryjnych.

Peptydazy sygnatowe wystepuja u wszystkich bakterii
zwyjatkiem pozbawionych $ciany komérkowej mykoplazm
[76]. Enzymy te majg nieco odmienng budowe i swoisto$¢
niz eukariotyczne sygnatowe peptydazy. Cechy te sprawia-
ja, ze naturalne badz syntetyczne inhibitory tych biatek,
beda mogly selektywnie hamowaé bakteryjne enzymy bez
wplywu na mitochondrialne sygnatowe peptydazy lub Sp-
-azy retikulum endoplazmatycznego gospodarza.

Romboidowe proteazy serynowe

Romboidowe proteazy serynowe sg wewnatrzbtonowymi
biatkami enzymatycznymi. Zbudowane sa z sze$ciu do-
men transblonowych z N- i C-koficami zakotwiczonymi
w cytosolu. Za aktywno$¢ katalityczng romboidowych
proteaz odpowiada, znajdujaca sie w czwartej domenie
transbtonowej, katalityczna diada sktadajaca sie z reak-
tywnej reszty seryny oraz reszta histydyny, ktdra jest
umiejscowiona w szdstej domenie transbtonowej. Jedyna
poznana do tej pory funkcja bakteryjnych romboidowych
proteaz, to aktywacja translokazy TatA u Gram-ujemnych
bakterii Providencia stuartii. Proces ten jest niezbedny do
zapoczatkowania translokacji biatek przez btony bakte-
ryjne w zakazeniu drég moczowych wywotywanym przez
szczepy P, stuartii [112].

Proteazy z rodziny Omptin

Omptiny to proteazy nalezgce do unikalnej grupy integral-
nych biatek blony zewnetrznej Gram-ujemnych bakterii
zrodziny pateczek jelitowych (Enterobacteriaceae), ktére sg
$cisle zwigzane z ich patogennoscia. Jedng z proteaz naleza-
cych do rodziny Omptin jest proteaza OmpT, ktéra jest biat-
kiem blonowym pateczek okreznicy (E. coli). Poczatkowo
biatko to zostato sklasyfikowane jako serynowa proteaza ze
wzgledu na obecno$¢ katalitycznej diady Asp210 i His212,
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Ryc. 4. Schemat sekreji biatkowych autotransporteréw wystepujacy w systemie V u bakterii Gram-ujemnych

ktéra przypomina klasyczng katalityczna triade proteaz
serynowych (Asp-His-Ser) [54]. Opracowanie struktury
krystalicznej proteazy OmpT wskazuje, ze w aktywnosci
katalitycznej zasadniczg role ogrywa diada Asp83 i Asp85,
ktéra stabilizuje katalityczny produkt poredni. Na tej pod-
stawie biatko OmpT zostato przeklasyfikowane i zaliczone
do podrodziny proteaz aspartylowych [111]. Ze wzgledu
na to, iz protazy OmpT taczg w sobie cechy serynowych
i aspartylowych proteaz, enzymy te zostaly uwzglednio-
ne w niniejszejszym opracowaniu [7]. W blonie zewnetrz-
nej bakterii biatko OmpT przyjmuje strukture p-barytki,
a miejsce aktywne enzymu jest wystawione w kierunku
powierzchni komérki. Dotychczasowe dane sugeruja, ze
OmpT, degradujac syntetyzowane u ludzi przeciwbakte-
ryjne peptydy, takie jak protamina czy katelicydyna LL-37,
pelni w komérce bakteryjnej funkcje ochronne. Charak-
terystyka oczyszczonego enzymu wskazuje na wyjatkowa
swoisto$¢ substratowa proteazy OmpT. Proteaza ta hydro-
lizuje wigzania peptydowe miedzy dwoma zasadowymi
resztami aminokwasowymi argininy [53].

Autotransportery

Jedng z grup bakteryjnych proteaz serynowych tworza biat-
kowe autotransportery. Budowa $ciany komérkowej bakterii
Gram-dodatnich determinuje, odmienne niz w przypadku
majacych btone zewnetrzna i cytoplazmatyczng bakte-
rii Gram-ujemnych, sposoby transportu biatek. Warto tu
przypomnied, ze wyrdznia sie sze$¢ systemdw sekrecyjnych
bakterii Gram-dodatnich: $ciezka Sec (secretion), Tat (twin-
-arginine translocation), FEA (flagella export apparatus),
FPE (fimbrilin-protein exporter), holin (hole forming) i Wss
(WXG100 secretion system) oraz pie¢ systeméw sekrecji (I-V)
autotransporteréw bakterii Gram-ujemnych [20,36]. System

1 jest zdefiniowany jako $ciezka sekrecyjna hemolizyny po-
chodzaca od szczepéw E. coli (HlyA) [97]. System IT jest zwia-
zany z wydzielaniem pullulanazy przez pateczki Klebsiella
oxytoca [87]. System 111 jest obszarem intensywnych badan
i nie jest jeszcze dostatecznie poznany. System IV wymaga
skoordynowanego udziatu przynajmniej dziewieciu biatek
i umozliwia m.in. wymiane materiatu genetycznego mie-
dzy drobnoustrojami, ich ewolucje, nabywanie nowych cech
i plastyczno$¢ genomdw [30].

Najlepiej scharakteryzowany system sekrecji u bakterii
Gram-ujemnych dotyczy wydzielania toksyn przez pa-
teczki krztu$ca (Bordetella pertussis) [9]. Biatka, wydzielane
zewnatrzkomérkowo w wyniku dziatania systemu V sg
zbudowane z trzech domen poliproteinowych. Nalezy do
nich sekwencja liderowa, umozliwiajaca transport biatka
przez wewnetrzng btone lipidows, domena pasazerska
i C-koticowa B-domena, ktéra tworzy pory w blonie ze-
wnetrznej, co sprzyja skutecznej translokacji domeny
pasazerskiej na zewnatrz komérki (ryc. 4) [30]. W syste-
mie sekrecji autotransporterdw typu V, taficuch biatkowy
jest transportowany przez wewnetrzng btone cytopla-
zmatyczng dzieki obecnosci biatka Sec. W peryplazmie
przejéciowa postad biatka przyjmuje stabilng konforma-
cje podczas interakcji z peryplazmatycznymi chaperona-
mi i biatkiem BamA. Nastepnie domena pasazerska jest
transportowana przez btone zewnetrzna.

Pierwsza scharakteryzowang proteaza serynowa ulegaja-
ca translokacji w systemie V jest proteaza IgA1l [84]. Na-
lezy do rodziny trypsynopodobnych proteaz serynowych
ijest odpowiedzialna za rozcinanie regionu zawiasowego
ludzkiej immunoglobuliny IgA, a takze za hydrolize in-
tegralnej btonowej glikoproteiny lizosoméw [32]. Umoz-
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Tabela 1. Domeny pasazerskie autotransporteréw bakterii Gram-ujemnych o aktywnosci proteaz serynowych

Organizm Proteaza Funkga Jednostka chorobowa
Dichelobacter nodosus BprV nieznana
BprB
zapalenie zwiazane
AprV2 nieznana z zakazeniem koriczyn
p y
. [57]
nieznana
BprX
Haemophilus influenzae IgA1 hydroliza IgA zapalenie opon mézgowych [38]
zapalenie ukfadu oddechowego
Hap adherencja [39]
Neisseria spp. IgA1 hydroliza IgA rzezaczka [59]
Pseudomonas fluorescens PspA nieznana ropnie,
zapalenie osierdzia,
zapalenie ukfadu moczowego,
PSpB nieznana zapalenie opon mézgowych
[471
Seratia marcescens SSp-H1 nieznana
— nieznana zapalenie rogowki [72]
Escherichia coli EspC nieznana biegunka [63]
Hbp degradacja hemoglobiny sepsa, zakazenia ran skorych [73]
Pet toksyna, hyd.rollza spektryny, biegunka [22,35]
narusza powierzchnie tkanek
Pic mediator opornosci sergloglcznej, krwawa biegunka [34]
hemaglutynacja
Sat zwyrodnienia nerek zakazenie uktadu moczowego [31]
sepsa, zakazenie uktadu
Vat cytotoksyna moczowego
(77
) . L R, biegunka, owrzodzenia,
Shigella flexneri SepA inwazja, kolonizacja w jelicie zapalenie jelita [25]
SigA cytotoksyna
Pic mediator opornosci serologicznej,

hemaglutynacja

liwia to reprodukcje bakterii wewnatrz komdérki. Prote-
aza IgA1 uczestniczy w uwalnianiu czynnika martwicy
nowotwordw i cytokin podczas zakazeti wywotywanych
przez dwoinki (Neisseria) (tabela 1) [59]. Biatko Hap, po-
chodzace ze szczepédw Haemophilus influenzae, jest kolej-
nym opisanym autrotransporterem biatkowym (tabela
1). Nalezy do rodziny chymotrypsynopodobnych proteaz
serynowych zawierajacych w miejscu aktywnym charak-
terystyczna triade katalityczng zbudowana z reszt His98,
Asp140, Ser243. Podobnie jak chymotrypsyna hydroli-
zuje wigzania peptydowe po karboksylowej stronie du-

zych hydrofobowych reszt aminokwasowych, takich jak
fenyloalanina czy tyrozyna [26]. Mimo ze biatko to wy-
kazuje homologie do proteazy IgAl w 35%, nie jest zdol-
ne do hydrolizy przeciwciat klasy IgA gospodarza [38].
Biatko Hap po$redniczy w procesach umozliwiajacych
przyleganie bakterii do komdrek nabtonka (adherencja)
i odpowiada tez za ich agregacje. Utatwia to kolonizacje
powierzchni komérek nabtonka przez mikroorganizmy
i moze doprowadzi¢ do zakazeni uktadu oddechowego
i zapalenia opon mézgowych wywotywanych przez H.
influenzae. Inne funkcje biatka Hap nie sg jeszcze pozna-
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ne, jednak sugeruje sie, ze moze uczestniczy¢é w degra-
dacji immunoglobulin i zewngtrzkomdérkowych biatek
blonowych [39].

Ponad 10 lat temu opisano autotransportery o aktyw-
noéci serynowych proteaz wydzielane przez pateczki
jelitowe z rodziny Enterobacteriaceae (tabela 1). Grupe
tych biatek nazwano SPATE (Serine Protease Autotrans-
porters of Enterobacteriaceae). Ich rola w patogenezie
zakazen bakteryjnych nie jest do korica poznana [37].
Kilka proteaz z grupy SPATE jest wydzielanych przez en-
teroagregacyjne pateczki E. coli (EAEC) [43]. Szczepy EAEC
sg do$¢ stabo poznang grupa patogenéw. Sa czynnikiem
etiologicznym uciazliwych wodnistych biegunek, czesto
o charakterze przewlektym. Na zachorowanie narazone
sa przede wszystkim niemowleta i mate dzieci, szczegdl-
nie w krajach rozwijajacych sie. Niemniej jednak w kra-
jach rozwinietych szczepy EAEC sg izolowane takze od
oséb dorostych. Fernandes i wsp. [25] oraz Steiner i wsp.
[99] zauwazyli, ze u dzieci nawet bezobjawowe zakaze-
nia EAEC mogg sie przyczyni¢ do powstania powaznych
zaburzeti wzrostu, najprawdopodobniej w zwiazku ze
znacznym ograniczeniem wchtaniania sktadnikéw od-
zywczych z przewodu pokarmowego. Najwazniejszg ce-
cha wirulencji szczepéw EAEC jest ich zdolno$¢ do bar-
dzo $cistego przylegania do nabtonka jelita i tworzenie
biofilmu z duzg ilo$cia $§luzu, co znacznie uposledza nie
tylko wchianianie wody, ale tez sktadnikéw odzywczych.
Powyzszy typ adhezji jest uwarunkowany obecnoscia
wielu czynnikéw wirulencji kodowanych na duzym pla-
zmidzie (pAA) [69]. Jednym z nich jest toksyna Pet (pla-
zmin-encoded toxin) [22].

Henderson i wsp. [35] wprowadzili mutacje w genie ko-
dujacym biatko Pet i wykazali in vitro, ze szczep mutanta
mimo zdolno$ci do adherencji, nie wywotuje charakte-
rystycznych zmian w komérkach nabtonka w poréwna-
niu z typem dzikim. Pet rozcina spektryne utrzymujaca
ksztatt komérki i regulujaca jej ruchliwo$é. Inne dane
sugerujg, ze biatko Pet indukuje zmiany w §luzie jelita
szczura sprzyjajace rozwojowi zakazeri bakteryjnych [70].

Kolibakteriozy wywotane przez pateczki okreznicy pa-
togenne dla ptakéw (avian pathogenic E. coli - APEC) s
jedna z gléwnych przyczyn dotkliwych strat w hodowli
drobiu. Mikroorganizmy te zaburzaja gtéwnie funkcjono-
wanie uktadu oddechowego, a takze wptywaja na rozwéj
posocznicy u ptakéw hodowlanych. Domena pasazer-
ska proteazy Tsh ekspresjonowana przez szczepy APEC
ma dwufunkcyjng aktywno$é: proteolityczng (proteoliza
kazeiny i mucyny) i adhezyjna (wigzanie sie z wysokim
powinowactwem do czerwonych krwinek powodujace
aglutynacje) [52].

Biatka SepA, SigA i Pic naleza do grupy autotransporte-
réw SPATE, ktére sg wydzielane przez nalezace do rodzi-
ny Enterobacteriaceae pateczki jelitowe z rodzaju Shigella
[36]. Patogenno$¢ tych drobnoustrojéw warunkuje ich
zdolno$¢ do wnikania, zasiedlania komérek gospodarza
i namnazania sie w nich. Czynnikiem ich wirulencji jest

wytwarzanie i uwalnianie toksyn, ktére dziatajg nisz-
czgco na rézne komdrki i tkanki gospodarza, wywotujac
stan zapalny oraz inne objawy kliniczne. Bakterie te sg
szczeg6lnie niebezpieczne dla ludzi w podesztym wieku,
ostabionych, chorych o obnizonej odpornosci immuno-
logicznej czy znajdujacych sie w stanie immunosupres;ji.
Stwarzajg realne zagrozenie réwniez dla matych dzieci,
ktérych uktad immunologiczny jest niedostatecznie roz-
winiety lub jest obarczony niedoborami immunologicz-
nymi [44]. Drobnoustroje te wywoluja gtéwnie choroby
uktadu pokarmowego, ujawniajace sie silng biegunka,
czesto zawierajacg krew lub §luz, ktérej towarzyszg za-
wroty glowy, nudno$ci oraz wysoka goraczka [45]. Patecz-
ki jelitowe moga by¢ odpowiedzialne réwniez za zakaze-
nia uktadu moczowego, zapalenie opon mézgowych oraz
schorzenia jelit, w tym duru brzusznego oraz czerwonki
bakteryjnej [27].

Charakterystyka biatka SepA sugeruje, Ze moze by¢ wy-
magane podczas inwazji i destrukcji nabtonka jelita za-
kazonego organizmu. Proteaza ta hydrolizuje substraty
swoiste dla katepsyny G, ktéra jest serynowg proteaza
wytwarzang przez jednojadrzaste leukocyty krwi obwo-
dowej. Jednak w odréznieniu od katepsyny G, proteaza
SepA nie degraduje fibronektyny i angiotensyny I oraz
nie wplywa na agregacje ludzkich ptytek krwi [5]. Funk-
cjonalna analiza biatka Pic sugeruje, ze jest czynnikiem
aktywujacym mucynaze odpowiedzialng za degradacje
mucyny, ktéra stanowi chemiczng bariere nabtonka. Pro-
teaza Pic odpowiada takze za hemaglutynacje i jest me-
diatorem opornoéci serologicznej [34]. Wydzielana po-
zakomérkowo przez szczepy Shigella proteaza SigA jest
zwigzana z degradacjg kazeiny. Stwierdzono cytopatycz-
ng funkcje SigA w stosunku do komdérek Hep-2. Badania
te moga sugerowal, ze biatko to jest toksyna komérko-
wa odgrywajaca role w patogenezie zakazen Shigella [2].

Zapalenie pecherza u kobiet, odmiedniczkowe zapalenie
nerek u obu plci i zapalenie stercza u mezczyzn to choro-
by, ktére sa zwigzane z bakteryjnymi zakazeniami uktadu
moczowego, w ktérych czesto czynnikiem etiologicznym
jest pateczka okreznicy. Przypuszcza sie, ze patogenne
dziatanie tego mikroorganizmu jest zwigzane z wytwa-
rzaniem swoistych czynnikéw wirulencji. Odkryta kilka
lat temu nowa serynowa proteaza Vat (tabela 1) moze
odgrywac istotna role w zakazeniach uktadu moczowe-
go wywolywanych przez E. coli. Proteaza Vat nalezy do
rodziny biatek SPATE, a jej wystepowanie stwierdzono
u patogennych szczepéw E. coli CFT073 i RS218, zwigza-
nych z zakazeniami uktadu moczowego [77]. Sugeruje sie,
ze aktywno$¢ biatka Vat jest niezbedna do przetrwania
chorobotwérczych bakterii E. coli w krwiobiegu zakazo-
nego organizmu [77]. Parreira i Gyles zidentyfikowali gen
kodujgcy biatko Vat w ptasich patogennych szczepach E.
coli (Ec222) izolowanych od kurczat z ogblnoustrojowa
reakcja zapalna. Wykazano, ze gen kodujacy to biatko
odpowiada za wirulencje [79].

Dwie dekady temu opisano proteaze EspC, ktéra jest eks-
presjonowana gtéwnie przez enteropatogenne szczepy E.
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coli (tabela 1). Delecja w genie kodujacym to biatko wy-
kazala, ze EspC nie odgrywa znaczgcej roli w adherencji
i inwazji bakterii w miejscu zakazenia [63]. Cho¢ funkcja
EspC nie jest dotad poznana, sugeruje sie, ze biatko to ma
aktywno$¢ enterotoksyny [63].

Izolacja szczepéw CFT073 E. coli z krwi i moczu pacjentdw,
u ktérych zdiagnozowano odmiedniczkowe zapalenie
nerek, doprowadzita do oczyszczenia i zidentyfikowa-
nia biatka Sat (107 kDa). Podobnie jak biatko Pet, biat-
ko Sat wykazuje aktywno$¢ proteolityczng i uczestniczy
w destrukcji nerek, pecherzykéw Hk-2 i linii komérko-
wych Hep-2 [31]. Wykazano, ze proteaza Sat powoduje
zwyrodnienia pecherzykéw linii komérkowych CRL1749
i CRL1537 nerek. Analizujac wyniki uzyskane w modelo-
wym zakazeniu uktadu moczowego u myszy stwierdzo-
no, ze mutant E. coli z wylaczonym genem ekspresjonu-
jacym biatko Sat, jest podobny do szczepu E. coli typu
dzikiego CFT073, ktéry takze kolonizuje narzady uktadu
moczowego zwierzat. U myszy zakazonej bakteriami E.
coli typu dzikiego obserwuje sie zwyrodnienia komérek
uktadu moczowego. Skutkéw takich nie obserwowano
umyszy zakazonej mutantem sat. Wyniki przeprowadzo-
nych badan sugeruja, ze biatko Sat uczestniczy w pato-
genezie zakazen uktadu moczowego, gdyz przyczynia sie
do uszkodzen nerek podczas zakazen bakteryjnych [31].

Dokonujgc przegladu wydzielanych zewnatrzkomérkowo
autotransporteréw o aktywno$ci proteaz serynowych,
warto wspomnied o proteazie Hbp. Jest czynnikiem nie-
zbednym w symbiozie patogennych szczepdw E. coli i Bac-
teroides fragilis, ktérych dziatanie wywoluje owrzodzenia
organéw wewnetrznych. Autotransportery Hbp uwalnia-
ne przez E. coli powoduja degradacje hemoglobiny i do-
starczaja hem dla obu gatunkéw drobnoustrojéw [73].
Inng grupa autotransporteréw biatkowych systemu V sa
subtylizynopodobne proteazy serynowe. Naleza do nich
proteazy Ssp-H1 i Ssp-H2 z Serratia marcescens [72], PspA
i PspB z Pseudomonas fluorescens [47], Ssal z Pasteurella
haemolytica [28], BprV, BprB, AprV2 i BprX z Dichelobacter
nodosus [57]. Stwierdzono, ze proteaza AprV2 odgrywa
znaczaca role w patogenezie zakazeri wywolywanych
przez te drobnoustroje. Mutant pozbawiony genu aprv2
nie powodowal gnicia koriczyn u owiec, podczas gdy
typ dziki byt czynnikiem etiologicznym tego schorzenia
[24]. Mimo ze wiele z tych biatek odkryto kilkanascie lat
temu, to postep w okreslaniu roli, jaka odgrywaé moga
w organizmie gospodarza podczas zakazenia, jest wcigz
nieznaczny.

Rola autotransporteréw biatkowych o aktywnosci pro-
teaz serynowych moze by¢ istotna podczas zakazeti wy-
wotywanych przez patogenne bakterie Gram-dodatnie.
Wiekszo$¢ biatek bakterii Gram-dodatnich przeznaczo-
nych do sekrecji na zewnatrz komérki jest wydzielanych
za pomoca systemu sekrecji Sec. Taki sposéb transportu
biatek umozliwia bakteriom prawidtowy rozwéj. Anali-
za proteomiczna sekretomu B. subtilis wykazata, ze 135
spoéréd 300 potencjalnych eksportowanych biatek za-

wiera sekwencje sygnatowe kierujgce je do transportu
na $ciezce Sec [104]. W przypadku tego systemu trans-
portu biatka wydzielane zewnatrzkomérkowo maja jed-
nakowg organizacje strukturalng - dodatnio natadowany
N-koniec (N), hydrofobowy rdzeti (H) oraz region ciecia
(C) rozpoznawany przez peptydazy sygnatowe (Sp-azy).
Domena N-koricowa odpowiedzialna jest za oddziatywa-
nie z aparatem sekrecyjnym oraz z fosfolipidami dwu-
warstwy lipidowej. Region H umozliwia zakotwiczenie
w blonie komdérkowej [104]. Domena C-koricowa zawiera
natomiast sekwencje, ktéra jest rozcinana przez pepty-
daze sygnatowg. Obecno$¢ kilku typéw Sp-az jest cha-
rakterystyczna dla réznych szczepdw bakterii. Przykta-
dem moga by¢ SipS i SipT, ktdre sa gtéwnymi Sp-azami
B. subtilis, a obecno$¢ jednej z nich jest niezbedna do ich
przezycia. Pozostate Sp-azy maja pokrywajace sie i dajace
sie zastepow¢ funkcje. W sytuacji, gdy transportowane
biatko nie zostanie uwolnione z kanatu sekrecyjnego,
dochodzi do zwigzania go ze §ciang komdrkowa, co pro-
wadzi do zahamowania wzrostu bakterii.

ATP-zalezne proteazy serynowe (grupa I1I)

Za odpowiednig strukture trzeciorzedowa biatek zwigza-
nych z powierzchnig btony i §ciany komdrkowej oraz za
degradacje nieprawidlowych bialek odpowiadaja prote-
azy kontrolne. Nalezg do nich m.in. biatka z rodziny Htr,
ktére maja aktywnos¢ serynowych proteaz. Enzymy te sa
indukowane w odpowiedzi na czynniki, ktére mogtyby na-
ruszy¢ strukture biatek [116]. Biatka te zawierajg domeny
wiazace ATP, dlatego tez czesto okresla sie je jako ATP-
-zalezne bialka pomocnicze [49]. Uwaza sie, ze odgrywa-
ja gtéwna role w przestrzeni peryplazmatycznej bakterii
[49]. Biatka Htr izolowane z réznych gatunkéw bakterii
Gram-ujemnych i Gram-dodatnich wykazuja aktywno$é
proteaz serynowych, jednak ich fizjologiczna rola i bu-
dowa sg zasadniczo odmienne [49]. Biatka z rodziny Htr
zawierajg dwie konserwatyne domeny, jedna o aktywno-
$ci proteazy chymotrypsynopodobnej i druga C-koricowa
domene PDZ. Ta ostatnia to domena sygnatowych biatek
skfadajaca sie z 80-90 reszt aminokwasowych uczestni-
czaca w zakotwiczaniu transmembranowych biatek do
cytoszkieletu. Niektére biatka tej rodziny majg domeny
z regionem transmembranowym i umiejscowiona na N-
-koricu domene wigzaca czynnik wzrostu insuliny. U pate-
czek okreznicy scharakteryzowano proteazy DegQ, DegP
iDegS, nalezace do grupy proteaz Htr. Te trzy biatka wy-
kazujg wysoka homologie sekwencji aminokwasowej w re-
jonie domen proteazowych. Jednak DegP i DegQ majg dwie
domeny PDZ, podczas gdy DegS zawiera tylko jedna taka
domene [49]. Htr/DegP pochodzaca z E. coli chroni bakte-
rie przed szokiem cieplnym lub degradacjg uszkodzonych
bialek w przestrzeni peryplazmatycznej [49]. DegP jest
serynowg proteaza, ktérej miejsce katalityczne buduja
reszty His105, Asp135 i Ser210. Jedynymi opisanymi w li-
teraturze inhibitorami tych proteaz sa: diizopropyloflu-
orofosforan (DFP) [49] i chlorometyloketony [33]. Wiele
bialek stanowi naturalne substraty dla proteazy DegP.
Naleza do nich kolicyna, podjednostki K88 i K99 piliny,
MalS i PapA1 piliny [103]. Proteaza DegP nie hydrolizuje
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biatek, ktére wystepujg w postaci zwinietej [33]. Jednak
aktywno$¢ proteolityczna pojawia sie, gdy substrat jest
cze$ciowo rozfatdowany. Moze to sugerowaé, ze dostep
substratu do miejsca aktywnego jest ograniczony.

DegP, oprécz proteolitycznej aktywnosci, petni funkcje
biatka opiekuniczego. DegP uzyskuje aktywnosé chape-
ronowg tylko w temperaturze ponizej 28°C, podczas gdy
jego aktywno$¢ proteolityczna wzrasta w temperaturze
32-42°C. Uwaza sie, ze biatko to w zaleznosci od panu-
jacych warunkéw ma mozliwo$¢ zmian funkcji z biatka
opiekuriczego w proteaze. Geny degQ i deg$ zostaty ziden-
tyfikowane jako homologi genu degP. Jednak fizjologicz-
na funkcja DegQ nie jest doktadnie poznana. Sugeruje
sie, ze DegQ moze funkcjonalnie zastepowac DegP [49].
DegQ jest serynowa proteaza, ktérej profil specyficznosci
substratowej jest bardzo podobny do DegP. Proteaza ta
rozpoznaje Val/Xaaille/Xaa w pozycji P1/P1‘[49]. DegS
jest proteaza zakotwiczong w blonie peryplazmatycznej
i odpowiada za funkcje zwiazane z odpowiedzig na stres.
Powoduje uwalnianie aktywnych czynnikéw, ktére in-
dukuja transkrypcje réznych genéw, dzieki czemu DegS
dziala jak aktywator transkrypcji [49].

Biatka z rodziny Htr zostaly takze zidentyfikowane u pa-
togennych szczepdw Porphyromonas gingivalis, kt6re odpo-
wiadaja gtéwnie za przewlekly stan zapalny jamy ustnej.
Bakterie te rozwijaja sie w miejscach, w ktérych panuje
temperatura wyzsza niz temperatura ciata i charaktery-
styczny jest zmieniajgcy sie poziom tlenu i pH [103]. Takie
warunki sg niekorzystne dla rozwoju i zycia wielu mikro-
organizméw. Natomiast szczepy P. gingivalis wyksztalcity
systemy pozwalajgce im skutecznie funkcjonowaé w $ro-
dowisku jamy ustnej. Badania genetyczne, polegajace na
wylaczeniu genu odpowiedzialnego za ekspresjonowanie
biatek Htr wykazaly, ze zaréwno mutant htr, jak i bakterie
typu dzikiego szczepdw P. gingivalis, mimo zmieniajacych
sie warunkdéw pH i temperatury, przezywaty w obu przy-
padkach. Wskazuje to, ze gen htr kodujacy biatka Htr nie
warunkuje oporno$ci drobnoustrojéw na szok termiczny
i zmiany pH. Jednak mutant htr P. gingivalis potraktowany
roztworem H,0,,wykazywat znacznie wigkszg wrazliwo$¢
niz typ dziki, co jednak moze dowodzi¢ roli biatka Htr
w walce bakterii ze stresem oksydacyjnym [103]. Wyka-
zano, ze mutant htr podczas szoku cieplnego wykazuje
obnizong aktywnos¢é arginino-gingipainowa. Gingipainy
sg proteazami cysteinowymi, ktére przyczyniaja sie do
powstawania i rozwoju paradontozy [119]. W badaniach
prowadzonych na myszach stwierdzono, ze mutant htr P.
gingivalis nie przezywa w organizmie gospodarza. Moze
to wskazywaé na istotna role biatek Htr w patogenezie
zakazen spowodowanych przez chorobotwércze miko-
organizmy [91]. Obecno$¢ biatek HtrA wykazano takze
u bakterii Helicobacter pylori, uwazanych za czynnik etio-
logiczny wrzoddéw i raka zotadka u ludzi [60]. Stwierdzo-
no, ze biatka z rodziny HtrA pochodzace ze szczepéw H.
pylori hydrolizuja E-kadheryne, powodujac zaburzenia
prawidlowego funkcjonowania bariery naskérka. Pozwa-
la to bakteriom na zasiedlanie wewnetrznych przestrze-
ni peryplazmatycznych [41]. Rola biatek Htr okazuje sie

znaczgca takze dla paciorkowcéw. Delecja genu kodujg-
cego biatka Htr catkowicie znosi wirulentne dzialanie
tych mikroorganizméw. W badaniach na modelu my-
sim stwierdzono, ze w poréwnaniu ze szczepem dzikim
Streptococcus pneumoniae, jego mutant pozbawiony genu
kodujgcego biatka Htr tylko w niewielkim stopniu indu-
kuje u zwierzat zapalenie ptuc. Rola biatek Htr, mimo ze
nieco odmienna dla réznych gatunkéw bakterii, okazu-
je sie istotna dla ich prawidlowego funkcjonowania lub
przezycia w miejscach zakazenia. Klasg ATP-zaleznych
bakteryjnych proteaz serynowych sg biatka z rodziny
ClpP. Wystepuja w wielu szczepach, takich bakterii jak
Mycobacterium, Bacteroides, Chlorobium, Chlamydium, Bacil-
lus, Streptococcus, Lactobacillus, Bordetella, Neisseria, Salmo-
nella, Pseudomonas czy Vibrio cholerae [118]. Proteaza CplP
zostata po raz pierwszy zidentyfikowana w szczepach
E. coli zawierajacych tylko jedna kopie biatka. Tworzy
ona kompleks z ClpA (powstaje CIpAP) i ClpX (powstaje
ClpAPX), ktére sg ATP-zaleznymi biatkami opiekuriczy-
mi (chaperonami). W usuwaniu trwale uszkodzonych na
skutek szoku termicznego biatek biorg udzial proteazy
ClpAP, ClpXP [118]. Mechanizm promowania wewnatrz-
komdrkowej proteolizy z udziatem biatek opiekuticzych
jest nieznany. Przypuszcza sie, ze niesfaldowane sub-
straty biatkowe skierowane przez biatka ClpA i ClpX do
kanatu utworzonego przez ClpP sg degradowane. Udziat
biatek opiekuriczych w proteolizie polega na stabilizacji
populacji rozpuszczalnych, nieprawidtowo sfatdowanych
polipeptyddéw, przez wiazanie sie do ich nienatywnych
struktur. O dalszym losie nieprawidlowego biatka de-
cyduje powinowactwo nienatywnych biatek do proteaz
i bialek opiekuniczych oraz stosunek tempa degradacji,
agregacji i ponownego zwijania [1]. Dotychczasowe dane
dowodza, ze kompleks proteazy ClpP1P2 w szczepach
Mycobacterium tuberculosis jest niezbedny do ich prze-
zycia. Boranowe inhibitory proteazy ClpP1P2 wykazuja
wiasciwos$ci przeciwbakteryjne wzgledem szczepéw M.
tuberculosis, co moze dowodzié, ze biatka te sa atrakcyj-
nym celem do projektowania potencjalnych lekéw skie-
rowanych przeciwko tym bakteriom.

Podsumowujac, w dobie narastajgcej opornosci drob-
noustrojéw na antybiotyki oraz w $wietle przedsta-
wionych danych, bakteryjne proteazy serynowe, jako
enzymy niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
bakterii i podtrzymywania ich podstawowych funk-
cji zyciowych, to bardzo interesujacy temat zwigzany
z patogeneza zakazen bakteryjnych. Zaburzenie prawi-
dtowego funkcjonowania tych biatek u bakterii zwykle
zaburza funkcje zyciowych drobnoustroju, a w konse-
kwencji do jego eliminacji z organizmu gospodarza.
Koncepcja leczenia zakazen bakteryjnych przy zastoso-
waniu inhibitoréw proteaz opiera sie na zatozeniu, ze
inaktywacja tych biatek doprowadzi do $mierci drobno-
ustroju. Niewatpliwie stad tez wynika atrakcyjno$¢ tych
enzymdw, jako potencjalnego celu do konstruowania
nowych i bardzo $ciéle ukierunkowanych lekéw, sku-
tecznych w terapii wielu zakazen wywolywanych przez
patogenne bakterie.
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