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Proteaza HtrA  bakterii  Escherichia coli jest kluczowym elementem
pozacytoplazmatycznego systemu kontroli jakosci biatek. Jej prawidlowe funkcjonowanie jest
niezb¢dne do przetrwania komodrek bakteryjnych w warunkach stresowych, a w przypadku
szczepOw patogennych czesto warunkuje ich wirulencje. W niskich temperaturach 1 przy
braku odpowiednich substratow HtrA wystepuje w formie spoczynkowej o bardzo niskiej
aktywnos$ci. Biatko to tworzy wtedy struktury heksametryczne, w ktorych centra aktywne
znajduja si¢ w niewtasciwej dla katalizy konformacji. Nieaktywna struktura jest stabilizowana
miedzy innymi poprzez oddzialywania z udzialem regulacyjnej petli LA. W obrebie tego
elementu znajduje si¢ mostek disiarczkowy, taczacy reszty Cys57 i Cys69. W uktadzie in vivo
wykazano, ze redukcja wigzania S-S stymuluje HtrA do bardzo wydajnej degradacji
naturalnego substratu, alkalicznej fosfatazy. Jednakze mechanizm redukcyjnej aktywacji HtrA
nie zostal wyjasniony. W zwigzku z tym jednym z zadan postawionych w ramach niniejsze;j
pracy bylo zbadanie, jaki wplyw ma stan oksydoredukcyjny reszt cystein na parametry
Kinetyczne proteolizy i strukture biatka HtrA. Do badan wykorzystano zardwno biatko HtrA
zredukowane, jak i pozbawione mostka disiarczkowego na drodze mutagenezy miejscowo-
specyficznej (HtrAACys). Kontrole stanowito utlenione biatko HtrA zawierajace reszty
Cys57 1 Cys69. Stosujac modelowy substrat, zawierajacy pojedyncze miejsce cigcia,
przeprowadzono analize parametrow kinetyki hydrolizy wigzania peptydowego.
Zaobserwowano, 1z HtrAACys wydajniej degradowato peptydowy substrat, a wartosci Vmax
byly ponad dwukrotnie wyzsze niz w przypadku biatka kontrolnego. Ponadto, metoda
plazmonowego rezonansu powierzchniowego pokazano, iz bialko bez mostka S-S wigzato
biatkowy substrat z wyzszym powinowactwem niz utlenione HtrA. Przeprowadzona analiza
strukturalna metodami  spektroskopowymi oraz chromatograficznymi sprz¢zonymi z
sieciowaniem wykazaty, iz HtrA pozbawione mostka disiarczkowego charakteryzuje si¢
nizsza stabilno$cig termiczng struktur drugorzedowych oraz mniejsza stabilno$cig
heksametréw niz HtrA kontrolne. W obecnosci peptydowego substratu czgsteczki HtrAACys
fatwiej ulegaly reaaranzacji do oligomeréw wyzszego rzedu, typowych dla aktywnej formy

HtrA. Uzyskane wyniki $wiadcza, ze zerwanie mostka S-S wywoluje stymulacj¢ aktywnosci



proteolitycznej, najprawdopodobniej poprzez zwigkszenie powinowactwa HtrA do substratu i
utatwienie enzymowi konwersji do formy aktywnej katalitycznie.

W obecnej pracy pokazano takze, ze redukcja HtrA moze by¢ katalizowana na drodze
enzymatycznej przez ludzka tioredoksyn¢ 1. Ze wzgledu na fakt, iz niektore enteropatogenne
szczepy, wlaczajac E. coli (EPEC), moga wydziela¢ pewna frakcje HtrA poza komorke,
enzymatyczna redukcja moze mie¢ znaczenie fizjologiczne dla bakterii i stanowi¢ dodatkowy
sposoOb stymulacji HtrA podczas patogenezy.

Aktywnos¢ proteolityczna HtrA podlega regulacji na zasadzie indukcji termicznej lub
allosterycznej. W tym drugim przypadku aktywatorem allosterycznym jest czasteczka
substratu o odpowiedniej sekwencji, wigzaca si¢ rownoczesnie w rejonie centrum aktywnego
i w domenie PDZ enzymu. Poniewaz HtrA jest czynnikiem warunkujacym patogenezg wielu
znanych szczepow chorobotworczych bakterii, zostalo uznane za obiecujacy cel
terapeutyczny do projektowania lekow przeciwbakteryjnych. Istotna bytaby w tym przypadku
mozliwo$¢ kontrolowanego modulowania aktywnosci tej proteazy. Z tego wzgledu w ramach
niniejszej pracy podjeto probe opracowania optymalnej sekwencji modulatora allosterycznego
o wyzsze] specyficzno$ci 1 powinowactwie wzgledem HtrA niz dotychczas
scharakteryzowane peptydowe substraty. W tym celu przeprowadzono szczegotowa analize
oddziatywan, ktére teoretycznie moga zachodzi¢ pomiedzy czasteczka substratu a HtrA,
zarowno w obrebie centrum aktywnego, jak 1 w domenie PDZ1. Przeprowadzono serie
eksperymentow in silico polegajacych na symulowanym dokowaniu krotkich peptydéw do
miejsc wigzacych w HtrA. Biorgc pod uwageg teoretyczne warto$ci energii wigzania oraz
zaproponowano nastepujace sekwencje peptydow: KLEPI-D-allo-Thr-FK i RFEL,
specyficzne odpowiednio wzgledem centrum aktywnego i domeny PDZ1. Uzyskane
teoretycznie optymalne peptydy moga sta¢ si¢ podstawa do opracowania specyficznych
modulatorow aktywnosci HtrA, a w dalszej perspektywie wydajnych inhibitoréw HtrA,
mogacych potencjalnie stuzy¢ jako leki wspomagajace antybiotykoterapig.



