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Tytuł rczprary doktorskiej: ,,Analiza potencjału inhibiryjnego pałeczek Yersinia entero-

colitica wobec proteaz cysteinowych z rodziny papainy"

STRESZCZENIE

Proteazy cysteinowe zrcdziny papainy stanowią szeroko rozpowszechnioną w przyro-

dzie grupę enzymów, które odgrywająwńne role ftzjologiczne w wielu organizmach. W ko-

mórkach zwierzęcych występują głównie wewnątrz lizosomów pod nazwą katepsyn cyste-

inowych i są zaangażowane między innymi w trawienie białek, aktywację proenzymów, doj-

rzewanie prohormonów, resorpcję kości, apoptozę i odpowiedzi odpomościowe w postaci

fagocytozy i prezentacji an§genu. Nadmiemy wzrost ich aktywności jest częstą przyczyną

rozwoju rożnych stanów patologicznych, w tym zapaleń stawów i kości, osteoporozy, miń-

dżycy, dystrofii mięśniowej oraz szeregu nowotworów. Wobec tego, sporą nadzieję pokłada

się w zastosowaniu inhibitorów tych proteazjako potencjalnych leków przeciwko wyżej łvy-

mienionym chorobom. Takie inhibitory zwykle syntetyzuje się w laboratoriach lub izoluje z

różnych organizmów. Saprofityczne i pasozl.tnicze drobnoustroje nięraz vłylwarzają ińibi-
tory, które hamują aktywność katepsyn cysteinowych Zywiciela, biorących ldział w odpo-

wiedziach odpornościowych. W ten sposób mikroorganizmy ograniczają te odpowiedzi i za-

pewniają sobie przetrwanie wewnątrz ustroju gospodarza.

Gram-ujemne pałeczki z gatunku Yersinią enterocolitica są wewnątrzkomórkowymi

patogenami ludzi i zwierząt. Wyksźałciły róźme mechanizmy, by uniknąć fagocytozy przez

komórki żerne układu immunologicznego, jednak dotychczas nie wykazano, aby produko-

wały jakiekolwiek inhibitory proteaz cysteinowych. Biorąc pod uwagę potencjalne znaczenię

takich czynników w patofizjologii bakterii, jak równiez ich możliwe zastosowanie w medy-

cynie, w niniejszej pracy za głowny cel obrano analizę potencjału ińibicyjnego Y. enteroco-

l i t i c a w ob ec pr oteaz c y ste inowy ch z r o dziny papainy.

Pomiary aktyvrrności enrymatycznej, wykonane przy użyciu fluorogennego substratu,

udowodniły, że środowiskowe szczepy Y, enterocolitica, wyizolowane ztoniących loch i po-

ronionych świńskich płodów oraz należące do rożnych bioserotypów i genotypów, wytwa-

rzńy ińlbitory papainy i ludzkiej katepsyny L, ale nie wołowej katepsyny B. Właściwości

inhibicyjne względem proteaz vvykl}.to w ekstraktach z bakterii i na powierzcbni ich komó-

rek. W czasie hodowli szczepy wydzielały też do podłoża inhibitory papainy. Pałeczki synte-



tyzowńy inhibitory peptydaz w różnych fazach wzrostu (wykładniczej i stacjotame1) oraz

temperaturach (optymalnej dla nich 28 oC i panującej w organizmie człowieka-zywiciela

37 "C). Zwiększona sekrecja inhibitorów papainy do podłoża następowała w wyniku hodowli

bakterii w warunkach stresu środowiskowego (w,,głodowym" podłozu minimalnym).

Następnie, przy użyciu fluorymetrii i zymografii dokonano biochemiczno-molekular-

nej charakterystyki właściwości inhibicyjnych I enterocolitica. Okazńo się, że występujące

na powierzchni komórek inhibitory papainy i katepsyny L wiązały się peryferyjnie z błoną

zewnętrznąpoprzez oddziaływania hydrofobowe i/lub elektrostatyczne. Natomiast, obecne w

ekstraktach ińibitory tych peptydaz były termolabilne (wrazliwe na działanie temperatur

v,ryższychniż 40'C) i stabilne w zakresie wańości pH 5-9 (zachowując ponad 90% aktywno-

ści inhibitorowej). Hamowały one proteazy w sposób odwracalny. Stanowiły je zwięki v,y-

sokocząsteczkowe; metodą zymografii odwróconej zidentyfikowano cztety białkowe inhibi-

tory papainy o róznych masach - od ponizej 50 kDa do ponad 120 kDa.

Potencjał ińibicyjny Y. enterocolitica porcwnano z wpływem innych Gram-ujemnych

bakterii na aktywnośó proteaz cysteinowych. Ekstrakty z klinicznego szczepu Escherichia

coliH64 i referencyjnego szczepu Pseudomonas aeruginosa PAOl hamowały papainę, katep-

synę L i, w przeciwieństwie do ekstraktów z Y, enterocolitica, katepsynę B. Powierzchnie

Ęchpńeczek ograniczały aktywność papainy i katepsyny L (podobnie jak komórki Y, entero-

colitica), a w czasie hodowli bakterie wydzielały do podłoża inhibitory papainy (P. aerugi-

nosatakże ińibitory katepsyny L).

Metodą chromatografii powinowactwa do papainy, z ekstraktów Ł enterocolitica i E.

coli vłyizolowano białko o masie cząsteczkowej około 18 kDa. Tylko to białko komórkowe

silnie oddziaływało z papainą w złożu chromatograficznym i przy pomocy LC-MS/MS zi-

dentyfikowano je jako peryplazmaĘczny chaperon Skp, który uczestniczy w kontroli prawi-

dłowego fałdowania wielu wirulentnych białek błony zewnętrznej u bakterii z rodziny Ente-

robacteriaceae. Eluaty zawierające Skp, w odróżnieniu od eluatów bez tego białka, hamo-

wały aktywnośó papainy i katepsyny L. Dodatkowo, eluat z chaperonem, otrzymany w wy-

niku chromatografii ekstraktu z Y. enterocolitica, a następnie pozbawiony wszelkich związ-

ków niskocząsteczkov\ych za pomocą dialrizy, hamował aktylrłrośó katepsyn cysteinowych

wytwarzanychprzez ludzkie fibroblasty z linii NHDF. Pozwoliło to z wysokim prawdopodo-

bieństwem zńożyć, że chaperon Skp jest potencjalnym inhibitorem proteaz cysteinowych,

tym samym wskazując na nową możliwą jego rolę biologiczną. Istnieje jednak potrzebaprze-

prowadzenia dalszych badań, by jednoznacznie potwierdzić to przypuszczenie.
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