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ABSTRACT

Proteolytic enzymes are essential for the proper functioning of every living cell.
Due to their great importance in controlling metabolic changes in living organisms,
they could be used in the diagnosis of civilization diseases. Hence, the search for new
methods of determining and controlling their activity is extremely important. Our
team, has been studying substrates of proteases and their potential use in detection of

biomarkers activity for many years.

Keywords: proteolytic enzymes, substrate specificity, civilization diseases,
cancerous diseases

Stowa kluczowe: enzymy proteolityczne, specyficzno$¢ substratowa, choroby
cywilizacyjne, choroby nowotworowe
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABZ — kwas 2-aminobenzoesowy

ACC — kwas 7-aminokumarylo-4-octowy

AMC - 7-amino-4-metylokumaryna

AMF - 4-amino-4-flourokumaryna

ANB - kwas 5-amino-2-nitrobenzoesowy

CatC - katepsyna C

Cbz - benzyloksykarbonyl

DABCYL - kwas 4-(4’-dimetyloaminofenyloazo)benzoesowy
Dap - kwas 2,3-diaminopropionowy

Dnp - 2,4-dinitrofenol

EDANS - kwas 5-[(2-aminoetylo)amino]naftaleno-1-sulfonowy
Gl - 1 stopien zaawansowania nowotworu (ang. grade 1)
G2 - 2 stopien zaawansowania nowotworu (ang. grade 2)
G3 - 3 stopien zaawansowania nowotworu (ang. grade 3)
GO1 - kwas 5-guanidyno-3-oksapentanowy

HNE - ludzka elastaza neutrofilowa

HTRA - proteaza ang. High Temperature Requirement A
KLK13 - kallikreina 13

MCA - kwas (7-metoksy-4-kumarylo)octowy

NSPs - proteazy serynowe neutrofilii

02 - kwas 3,6-dioksaoktanowy

PR3 - proteinaza 3

Thi - 2-acetylo-4-tetrahydroksybutyloimidazol

Tyr(3-NO») - 3-nitro-L-tyrozyna
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WPROWADZENIE

Badania nad mozliwos$cia wykorzystania enzymow proteolitycznych w diagnostyce
chorob cywilizacyjnych stanowig nowy, rozwijajacy si¢ obszar nauki. Bioragc pod uwage
rosnacg liczbe diagnozowanych przypadkdw nowotworéw oraz liczbe zgondow nimi
spowodowanych, poszukiwanie nowych metod wykrywania choréb na wczesnym etapie
moze stanowi¢ ogromng szans¢ dla pacjentéw, jak i calego systemu opieki zdrowotne;j.
Obecnie pacjent, o tym, ze ma nowotwor dowiaduje si¢ czgsto, gdy jest juz za pozno na
efektywne leczenie lub zastosowanie jakiejkolwiek terapii. W ponizszym artykule
podsumowujemy prowadzone w Naszym zespole badania nad profilowaniem enzymow
proteolitycznych oraz ich wykorzystaniem w diagnostyce chordb cywilizacyjnych.

1. ENZYMY PROTEOLITYCZNE.
HOMEOSTAZA 1 STANY PATOLOGICZNE

Proteazy nalezag do grupy enzymoéw z klasy hydrolaz, ktére katalizuja
hydrolityczny rozpad wigzania peptydowego biatek i peptydéow. To wiasnie ta
reakcja decyduje o naszym zdrowiu i nierzadko zyciu [1,2]. Proces proteolizy, czyli
hydrolitycznego rozpadu biatek i peptydoéw, stanowi gtowny element homeostazy,
czyli samoregulacji kazdego zywego organizmu [3]. Poczawszy od powstania zycia,
podziatéw komodrkowych, trawienia, poprzez podzial komorki, obrong przed
mikroorganizmami czy ostatecznie $mier¢ komorki czy organizmu — stanowia
wybrane przyktady procesu proteolizy. Utrzymanie homeostazy to nie jedyny
przyktad, w ktorym enzymy proteolityczne odgrywaja istotna rolg [4]. Ich nadmierna
lub niekontrolowana aktywnos$¢ prowadzi do szeregu proceséw degradacyjnych,
patologii czy cigzkich Iub $miertelnych choréb. Typowym przyktadem sg tu
zaburzenia krzepliwo$ci krwi wynikajace z braku czynnikéw krzepnigcia, ktore sa
w istocie rzeczy enzymami proteolitycznymi [5]. Z kolei dziedziczna mutacja
genetyczna skutkujaca brakiem proteazy - katepsyny C, prowadzi do szeregu
zaburzen w funkcjonowaniu organizmu cztowieka noszagcym nazwe Zespotu
Papillon- Lefévre. W wyniku schorzenia, osoba posiadajgca ta mutacje, cierpi na
choroby przyzebia, rogowacenie naskorka czy inne powiklania wynikajace
z obnizenia odpornosci [6]. Przykltadow zaangazowania proteaz w procesy
destrukcyjne mozna mnozy¢, lecz nawet te poruszone powyzej dowodzg, ze proces
monitorowania funkcji czy tez aktywnos$ci enzymow proteolitycznych moze
stanowi¢ element diagnostyczny procesow patologicznych. Ponizej zaprezentowane
zostang metody oznaczania aktywnosci proteaz, ich rola w wybranych stanach
patologicznych, ktore stanowily przedmiot zainteresowania autorow tego artykutu.
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2. SYSTEMY KONTROLI AKTYWNOSCI PROTEAZ

Enzymy proteolityczne wystepuja w naszym organizmie w dwoch odmiennych
stanach aktywnosci. Pierwszy z nich to enzym, ktory nie jest zdolny do katalizowania
reakcji proteolizy 1 nosi miano nieaktywnego [7]. Proces zahamowania aktywnos$ci
enzymatycznej jest jednym z najstarszych procesow kontroli tego zjawiska 1 ze
wzgledu na jego range obejmuje szereg mechanizmow [8]. Chronologicznie
pierwszy z etapow regulacji zachodzi tuz po syntezie enzymu w rybosomach.
Powstaty enzym zazwyczaj wystgpuje w postaci nieaktywnej, zwanej proenzymem
czy tez zymogenem [9]. Taka forma enzymu zostaje przetransportowana do
odpowiedniego miejsca/lokalizacji komorkowej i tam ulega aktywowaniu. Proces ten
zachodzi poprzez hydroliz¢ enzymatyczng nieaktywnej formy, badz rzadziej przez
inng czasteczke enzymu aktywowanego. Proteaza staje si¢ aktywna i w tym
momencie zaczyna si¢ swoisty wyScig z czasem. Aktywno$¢ powstatej formy
enzymu musi by¢ odpowiednia i1 $ci§le regulowana tak, aby katalizowaé
w odpowiednim miejscu i czasie, tylko wybrane reakcje, nie hydrolizujgc przy tym
innych biatek stanowigcych budulec kazdej zywej komoérki [10,11]. Aktywnos¢
enzymatyczng organizm reguluje na szereg sposobow, miedzy innymi poprzez
zmienne pH $rodowiska reakcji, taczenie si¢ aktywnej formy enzymu z inhibitorami
w sposob nieodwracalny lub odwracalny, putapkowanie aktywnej formy enzymow
wewnatrz olbrzymich bialek zwanych makroglobulinami, czy tez autohydrolize,
czyli zdolno$¢ do hydrolitycznego rozpadu czasteczek tego samego enzymu [12,13].
Inne systemy kontroli aktywnosci to miedzy innymi: regulacja allosteryczna proteaz
z grupy HTRA, czy tez kowalencyjna modyfikacja aparatu katalitycznego
prowadzaca do utraty jego funkcji [14]. Przykladem moze by¢ tutaj regulacja
aktywnosci kaspaz poprzez nitrozowanie tiolowej grupy katalitycznej cysteiny, ktory
to proces w istotny sposéob reguluje procesy apoptotyczne [15].

3. MONITOROWANIE AKTYWNOSCI

Z powyzszych rozwazan jasno wynika, ze kluczowa dla funkcji enzymu jest jego
aktywno$¢ proteolityczna kontrolowana wieloetapowo, a nie ilo$¢ czy stgzenie
proteazy.

Istnieje szereg metod naukowych majacych na celu pomiar aktywnosci proteazy
badz proteaz. Do najbardziej powszechnych naleza te, ktore wykorzystuja
niskoczasteczkowe substraty lub znakowane nieodwracalne inhibitory okreslonych
enzymow proteolitycznych ogdlnie zwanych niskoczgsteczkowymi sondami
aktywnosci [16,17].

Pierwsza grupa - substraty peptydowe, pod wptywem aktywnej formy proteazy,
ulegaja hydrolizie do fragmentow, czego efektem jest pojawienie si¢ mierzalnego
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sygnatu optycznego. Dochodzi do uwolnienia czasteczki barwnej (chromoforu) np.
4-nitroanilidu, kwasu 5-amino-2-nitrobenzoesowego [18,19] lub czasteczki
emitujacej fluorescencje (donora fluorescencji) np. pochodnych kumaryny (AMF,
AMC, ACC) (Rysunek 1A) [20-22]. Alternatywnie w wyniku hydrolizy
enzymatycznej moze dojs¢ do zmniejszenia efektu wygaszania donora przez akceptor
fluorescencji, co z kolei powoduje wzrost emisji fluorescencji (Rysunek 1B).
Uwalnianie okreslonego indywiduum chemicznego, ktorego stezenie mierzone jest
w funkcji czasu przy zastosowaniu réznych metod detekcji, stanowi podstawe
oznaczania aktywnos$ci proteaz [23]. Powszechnie stosowanymi przyktadami par
donor-akceptor stanowig: ABZ-Dnp, ABZ-Tyr(3-NO), Dabcyl-Edans [24-26].
Jedng z podstawowych cech, charakteryzujaca substraty powinna by¢ ich absolutna
lub wysoka selektywno$¢ w stosunku do okre§lnego enzymu proteolitycznego.
Istotna zaleta metody oznaczania aktywnoS$ci opisanej powyzej, jest fakt amplifikacji
w czasie uzyskiwanego sygnatu. W wyniku proteolizy dochodzi do cigglego
uwolnienia okreslonej iloSci czasteczek reporterowych (chromogeniczych badz
fluorescencyjnych), co znacznie utatwia proces ich monitorowania [8].

A) hydroliza
enzymatyczna
OCCOOOO—@) TS, 000000 +
gdzie:
OCOCCO = tancuch peptydowy
X = chromofor lub fluorofor
B) hydraliza

gdzie:

OOOOCO = tancuch peptydowy
% = donor fluorescencji

. = akceptor fluorescencji

Rysunek 1 ~ Budowa i schemat dziatania (A) substratow zawierajacych C -koncowy znacznik ( B) substratow
wykazujacych zjawisko wewnatrzczasteczkowego transferu energii

Figure 1. Structure and mechanism of (A) substrates with C-terminal tag (B) intramolecular quenched
substrates

Istnieje szereg metod prowadzacych do otrzymania wyzej wymienionych
zwigzkow, cho¢ dwie z nich: selekcja metodami chemii kombinatorycznej oraz
projektowanie z wykorzystaniem struktury docelowych/badanych proteaz (ang.
rational drug design), naleza do najczgsciej stosowanych [27,28]. Wymienione
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strategie sa w istocie na tyle odmienne, ze stanowia idealne potaczenie zazwyczaj
prowadzace do sukcesu. Istnieje jednak wiele prac, w tym naszej grupy badawczej,
w ktorych zastosowanie jednej z nich owocuje otrzymaniem niezwykle selektywnego
substratu oddzialujacego z wybrang proteaza (PR3, CatC, proteasom, NSPs) [29-34].

4. SONDY AKTYWNOSCI

Niskoczasteczkowe sondy aktywno$ci to grupa inhibitor6w nicodwracalnych
o wysokiej lub bezwzglednej selektywnosci wobec badanego enzymu
proteolitycznego, zbudowanych z trzech zasadniczych fragmentow [33]. Rysunek 2
przedstawia schematyczng budowe tej grupy zwigzkow, gdzie kazdy z elementow
sktadowych jest niezbedny do prawidlowego funkcjonowania sond aktywnosci.
Pierwszy z nich to grupa reaktywna (ang. warhead), ktora reaguje z okre§long reszta
aminokwasowa aparatu katalitycznego okreSlanej grupy enzymoéw. Drugi
z fragmentow to czgs¢ peptydowa, w znaczacym stopniu decydujaca o selektywnosci
wigzania/oddzialywan z okreSlonym enzymem. Sekwencja peptydu pochodzi
zazwyczaj z selektywnego wobec okreslonej proteazy substratu, o ktorym
wspomniano wyzej [34]. Trzeci element to znacznik o okreslonych cechach takich
jak: fluorescencja, luminescencja lub powinowactwo do okreslonego liganda, tak jak
obserwujemy to w przypadku oddziatywan biotyny z biatkami z grupy awidyn [35].

f 5 | | | | |

biotyna tancuch grupa proteaza
peptydowy reakfywna

Rysunek 2. Niskoczasteczkowa sonda aktywnosci
Figure 2. Low molecular activity probe
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5. PRZYKLADY DIAGNOSTYCZNEGO ZASTOSOWANIA
ENZYMOW

Zastosowanie diagnostyczne enzymoOw stanowi obiekt prac naszej grupy
badawczej. Ponizej przedstawimy kilka przyktadow.

W tym miegjscu chceielibySmy zaznaczy¢, ze wybor proteaz jako potencjalnych
celow diagnostycznych wynika bezposrednio z ich funkcji oraz tatwosci
W oznaczaniu. Istniejg dwa teoretyczne scenariusze, w ktorych proces oznaczania
aktywnosci proteaz moze by¢ pomocny. Pierwszy z nich dotyczy enzymow, ktore nie
wystepuja lub nie wykazuja aktywnos$ci w materiale (ptynach, tkankach)
pochodzacym od zdrowego cztowieka. Przykladem moze by¢ tutaj infekcja
wirusowa lub bakteryjna skutkujgca pojawieniem si¢ enzyméw proteolitycznych
pochodzenia egzogennego [36]. W takim przypadku rozpad selektywnego substratu
pod wptywem takiej proteazy prowadzi do pozytywnej diagnozy i w konsekwencji
potwierdzenia zakazenia. Badania tego typu prowadziliSmy nad proteaza wirusa
Zika, w ktorej identyfikacja selektywnej sekwencji mogtaby sta¢ si¢ elementem
diagnostyki zakazenia tym wirusem [37,38]. Okreslilismy specyficzng sekwencje
ABZ-Val-Lys-Lys-Arg-Ala-Ala-Trp-Tyr(3-NO>)-NH,,  wykazujaca  doskonate
parametry kinetyczne (kca/Km 0sigga prawie 1,26 x 108 M! x s, nie rozpoznawang
przez bialka wirusa West Nile.

Poszukiwanie nowych testow diagnostycznych pozwalajacych na szybkie
i bezinwazyjne rozpoznanie choroby jest jednym z kluczowych zagadnien w walce
z nowotworami. Rak pgcherza moczowego z roku na rok zbiera coraz wigksze zniwo
przypadkow $miertelnych, z tego wzgledu, ze choroba jest wykrywana zbyt pdzno.
Od kilku lat nasz zesp6l prowadzi badania nad wykorzystaniem enzymow
proteolitycznych do wczesnego rozpoznania tego stanu patologicznego. Pierwszym
przykltadem jest ludzki proteasom 20S [39]. Zoptymalizowali§my specyficzny
substrat ABZ-Val-Val-Ser-Tyr-Ala-Met-Gly-Tyr(3-NO2)-NHo, wykazujacy
doskonatg stalg specyficznosci (9,7 x 103 M x s7) i wysokg warto$¢ ke = 8 s\
Uzywajac tego peptydu, zidentyfikowaliSmy aktywno§¢ chymotrypsynowa
proteasomu w wigkszosci probek moczu uzyskanych od pacjentéow z nowotworem
pecherza moczowego, podczas gdy aktywno$¢ proteasomu w probkach moczu
zdrowych ochotnikéw byta ponizej granicy wykrywalnosci (0,5 pmola). Dodatkowo
opracowaliémy wysoce czule sondy do okreslania aktywnosci podjednostki
trypsynowej tego enzymu [40]. Wyselekcjonowali§my peptydomimetyk o ogdlnym
wzorze ABZ-Dap(02(Cbz))-Dap(GO1)-Dap(O2(Cbz))-Arg-ANB-NH», ktoérego
hydroliza przebiegata wedlug kinetyki sigmoidalnej, charakterystycznej dla
enzymow allosterycznych, uzyskujgc wartosci Km = 3,22 £ 0,02 puM, keat = 245 571,
i kea/Km = 7,61% 107 M! s, Substrat pozwala na wykrycie ludzkiego proteasomu
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20S w stezeniu do 107! M. Zwiazek wykorzystaliSmy rowniez do wykrycia enzymu
w probkach moczu pobranych od pacjentéw z rakiem pgcherza moczowego.

Kolejnym przyktadem jest wykorzystanie jako biomarkera ludzkiej kallikreiny
13. OpracowaliSmy wysoce czuly substrat, ABZ-Val-Arg-Phe-Arg-Ser-Thr-Gln-
Tyr(3-NO»)-NH,, odpowiedni do oznaczania aktywnosci KLK 13, charakteryzujacy
sie kea/Km = 107 M™! x 571 [25]. Posiadajgc odpowiednie narzedzia, wykorzystaliSmy
je do okre§lenia obecnosci enzymu w probkach moczu pacjentow ze
zdiagnozowanym rakiem pg¢cherza moczowego, w zalezno$ci od stopnia rozwoju
choroby [41]. Probki pobrane od pacjentdéw z nowotworem ze stopniem stopniu
rozwoju G2 i G3 zawieraty aktywng proteolitycznie kallikreing 13, co potwierdzita
analiza kinetyczna i detekcja immunochemiczna. Interesujacym jest fakt, Zze enzym
nie zostal wykryty w moczu pacjentow ze stopniem G1 raka pecherza.

Wiadomo, ze procesy zapalne odgrywaja ztozong rolg w karcynogenezie. Z tego
wzgledu zdecydowali$my si¢ na pomiar aktywnos$ci proteolitycznej w probkach
moczu pobranych od pacjentow z nowotworami nablonkowymi i/lub stanami
zapalnymi [42]. WykazaliSmy, ze substrat ABZ-Leu-Glu-Pro-Val-ANB-NH, moze
by¢ stosowany jako marker stanu zapalnego zwigzanego badz nie z nowotworami
nabtonkowymi. Dodatkowo okazato si¢, Ze stan zapalny zwigzany jest z aktywnoscia
elastazy neutrofilowej (HNE) u ludzi. Podejrzewamy, ze aktywno$¢ proteolityczna
probek moczu wynika z odpowiedzi neutrofili na czynnik zapalny, ktéry jest
bezposrednio zwigzany z procesem nowotworowym.

W toku prowadzonych badan nad nowotworem pgcherza moczowego udato nam
si¢ potwierdzi¢, ze wraz z rozwojem choroby zmienia si¢ takze profil enzymatyczny,
co mozna wykorzysta¢ w ocenie stopnia rozwoju tego schorzenia [43]. Wykazali§my,
ze substraty ABZ-Ile-Leu-Pro-Trp-ANB-NH, (G1), ABZ-Leu-Glu-Thr-Lys-ANB-
NH» (G2) oraz ABZ-Thr-GIn-Leu-Val-ANB-NH; (G3) moga by¢ stosowane jako
narzgdzia diagnostyczne do wykrywania raka pecherza, a takze otrzymaliSmy panel
substratow do rozroznienia trzech etapow rozwoju nowotworu. Przedstawiona
metoda moze by¢ wykorzystana do diagnozowania raka pgcherza moczowego ze
wskazaniem stadium rozwoju choroby.

Okreslanie aktywnosci poszczegoélnych enzymow proteolitycznych w probkach
biologicznych moze mie¢ istotne znaczenie W rozpoznawaniu chordb
cywilizacyjnych, do jakich nalezy cukrzyca. ZastosowaliSmy zoptymalizowany
wczesniej [30], wysoce selektywny substrat fluorescencyjny dla katepsyny C: Thi-
Ala(Mca)-Ser-Gly-Tyr(3-NO3)-NH;, i udowodnilismy, ze w przypadku nefropatii
cukrzycowej poziom enzymu wzrasta, co moze stanowi¢ wazny czynnik
prognostyczny w rozwoju tej choroby [44].

Podsumowujgc, monitorowanie aktywnosci proteolitycznej okreslonego
enzymu lub grupy enzymoéw, przy uzyciu syntetycznych specyficznych
selektywnych zwiazkow (substratow badz znakowanych inhibitorow), moze w naszej



MONITOROWANIE AKTYWNOSCI PROTEOLITYCZNEJ JAKO ELEMENT DIAGNOSTYKI CHOROB 345

ocenie stanowi¢ istotny element diagnostyki wybranych choréb cywilizacyjnych

(takich jak nowotwory, przewlekly proces zapalny czy cukrzyca). Kluczowa rolg
w tym zakresie jest okreslenie celu czyli wlasciwa identyfikacja okreslonej proteazy
a nastgpnie otrzymanie narzgdzi chemicznych o wysokim stopniu selektywnosci.

Uwazamy ze w $wietle naszych badan wybrane proteazy o zmienionej aktywnosci

w stosunku do ich poziomu z grupy kontrolnej moga w przysztosci stac¢ si¢ celami

molekularnymi nie tylko w diagnostyce lecz takze w terapii.
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