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STRESZCZENIE

Proteazy cysteinowe z rodziny papainy stanowig szeroko rozpowszechniong w przyro-
dzie grupe enzymow, ktore odgrywajg wazne role fizjologiczne w wielu organizmach. W ko-
moérkach zwierzecych wystepuja gtdéwnie wewnatrz lizosomow pod nazwg katepsyn cyste-
inowych i sg zaangazowane mi¢dzy innymi w trawienie bialek, aktywacje proenzymow, doj-
rzewanie prohormondw, resorpcje kosci, apoptoz¢ 1 odpowiedzi odpornosciowe w postaci
fagocytozy i prezentacji antygenu. Nadmierny wzrost ich aktywnosci jest czgsta przyczyng
rozwoju réznych stanéw patologicznych, w tym zapalen stawow i kosci, osteoporozy, miaz-
dzycy, dystrofii miesniowej oraz szeregu nowotworéw. Wobec tego, sporg nadzieje poktada
si¢ w zastosowaniu inhibitoréw tych proteaz jako potencjalnych lekéw przeciwko wyzej wy-
mienionym chorobom. Takie inhibitory zwykle syntetyzuje si¢ w laboratoriach lub izoluje z
réznych organizméw. Saprofityczne i pasozytnicze drobnoustroje nieraz wytwarzajg inhibi-
tory, ktore hamujg aktywno$¢ katepsyn cysteinowych zywiciela, biorgcych udziat w odpo-
wiedziach odpornosciowych. W ten sposoéb mikroorganizmy ograniczaja te odpowiedzi i za-
pewniajg sobie przetrwanie wewnatrz ustroju gospodarza.

Gram-ujemne pateczki z gatunku Yersinia enterocolitica sa wewnatrzkomérkowymi
patogenami ludzi i zwierzat. Wyksztalcily réozne mechanizmy, by unikna¢ fagocytozy przez
komérki zerne ukladu immunologicznego, jednak dotychczas nie wykazano, aby produko-
waly jakiekolwiek inhibitory proteaz cysteinowych. Biorgc pod uwage potencjalne znaczenie
takich czynnikow w patofizjologii bakterii, jak rowniez ich mozliwe zastosowanie w medy-
cynie, w niniejszej pracy za gtoéwny cel obrano analiz¢ potencjatu inhibicyjnego Y. enteroco-
litica wobec proteaz cysteinowych z rodziny papainy.

Pomiary aktywnosci enzymatycznej, wykonane przy uzyciu fluorogennego substratu,
udowodnily, ze srodowiskowe szczepy Y. enterocolitica, wyizolowane z roniacych loch i po-
ronionych §winskich ptodéw oraz nalezace do réznych bioserotypéw i genotypow, wytwa-
rzaly inhibitory papainy i ludzkiej katepsyny L, ale nie wolowej katepsyny B. Wlasciwosci
inhibicyjne wzgledem proteaz wykryto w ekstraktach z bakterii i na powierzchni ich komo-
rek. W czasie hodowli szczepy wydzielaly tez do podloza inhibitory papainy. Pateczki synte-



tyzowaly inhibitory peptydaz w réznych fazach wzrostu (wyktadniczej i stacjonarnej) oraz
temperaturach (optymalnej dla nich 28 °C i panujacej w organizmie czlowieka-zywiciela
37 °C). Zwiekszona sekrecja inhibitorow papainy do podioza nastgpowata w wyniku hodowli
bakterii w warunkach stresu srodowiskowego (w ,,glodowym” podtozu minimalnym).

Nastepnie, przy uzyciu fluorymetrii i zymografii dokonano biochemiczno-molekular-
nej charakterystyki wlasciwosci inhibicyjnych Y. enterocolitica. Okazalo sie¢, ze wystepujgce
na powierzchni komorek inhibitory papainy i katepsyny L wiazaty si¢ peryferyjnie z blong
zewnetrzng poprzez oddzialywania hydrofobowe i/lub elektrostatyczne. Natomiast, obecne w
ekstraktach inhibitory tych peptydaz byly termolabilne (wrazliwe na dziatanie temperatur
wyzszych niz 40 °C) i stabilne w zakresie wartosci pH 5-9 (zachowujac ponad 90% aktywno-
$ci inhibitorowej). Hamowaly one proteazy w sposob odwracalny. Stanowilty je zwiazki wy-
sokoczasteczkowe; metoda zymografii odwréconej zidentyfikowano cztery biatkowe inhibi-
tory papainy o réznych masach — od ponizej 50 kDa do ponad 120 kDa.

Potencjat inhibicyjny Y. enterocolitica pordwnano z wptywem innych Gram-ujemnych
bakterii na aktywnos$é¢ proteaz cysteinowych. Ekstrakty z klinicznego szczepu Escherichia
coli H64 i referencyjnego szczepu Pseudomonas aeruginosa PAO1 hamowaty papaing, katep-
syne L i, w przeciwiefistwie do ekstraktow z Y. enterocolitica, katepsyne B. Powierzchnie
tych pateczek ograniczaly aktywnos¢ papainy i katepsyny L (podobnie jak komorki Y. entero-
colitica), a w czasie hodowli bakterie wydzielaty do podloza inhibitory papainy (P. aerugi-
nosa takze inhibitory katepsyny L).

Metoda chromatografii powinowactwa do papainy, z ekstraktow Y. enterocolitica i E.
coli wyizolowano biatko o masie czasteczkowej okoto 18 kDa. Tylko to biatko komdrkowe
silnie oddziatywalo z papaing w ztozu chromatograficznym i przy pomocy LC-MS/MS zi-
dentyfikowano je jako peryplazmatyczny chaperon Skp, ktéry uczestniczy w kontroli prawi-
dtowego faldowania wielu wirulentnych biatek blony zewnetrznej u bakterii z rodziny Enfe-
robacteriaceae. Eluaty zawierajgce Skp, w odrdznieniu od eluatéw bez tego biatka, hamo-
waty aktywno$¢ papainy i katepsyny L. Dodatkowo, eluat z chaperonem, otrzymany w wy-
niku chromatografii ekstraktu z Y. enterocolitica, a nastgpnie pozbawiony wszelkich zwigz-
kéw niskoczasteczkowych za pomocy dializy, hamowat aktywnos¢ katepsyn cysteinowych
wytwarzanych przez ludzkie fibroblasty z linii NHDF. Pozwolilo to z wysokim prawdopodo-
bienstwem zalozyé, ze chaperon Skp jest potencjalnym inhibitorem proteaz cysteinowych,
tym samym wskazujgc na nowa mozliwa jego rolg biologiczna. Istnieje jednak potrzeba prze-

prowadzenia dalszych badan, by jednoznacznie potwierdzi€ to przypuszczenie.
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