STRESZCZENIE

horoby nowotworowe sa jedna z najczestszych przyczyn zgonéw w dzisiejszych czasach.

Gruntowne poznanie mechanizméw nowotworzenia oraz inwazyjnosci komérek nowo-
tworowych sa kluczowe dla opracowania terapii celowanych molekularnie, w ktérych upatru-
je sie przyszlosci leczenia tego typu schorzen. Jednym z czynnikéw zaangazowanych w rozwoj
komoérek nowotworowych sa enzymy proteolityczne, bedace czesto markerami progresji no-
wotworéw. W niniejszej pracy opisana zostala rola enzymoéw z rodziny konwertaz probiatko-
wych (PCs) w patogenezie oraz rozwoju choréb nowotworowych. Ponadto, wskazano mozliwe
kierunki rozwoju strategii terapeutycznych zaprojektowanych w oparciu o inhibitory PCs.

WPROWADZENIE

Poznano bardzo duza grupe bialek wydzielniczych, ktérych dziatanie jest
niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania zywych organizmoéw. Naleza do
niej m.in.: enzymy, hormony, neuropeptydy, receptory oraz czynniki wzrostu.
Sa one syntezowane zazwyczaj jako czasteczki prekursorowe i podczas mody-
fikacji potranslacyjnych poddawane katalitycznej obrébce przez endoproteazy,
w wyniku czego powstaja ich formy biologicznie aktywne. Ponad jedna trzecia
enzymoéw zaangazowanych w ten proces nalezy do rodziny proteaz serynowych.
Nazwa rodziny pochodzi od reszty seryny zlokalizowanej w miejscu aktywnym
i petniacej kluczowa role w procesach katalitycznych [1]. Do tej obszernej grupy
enzymoéw nalezg miedzy innymi konwertazy probiatkowe (PCs, ang. proprotein
convertases). Tworza one rodzine dziewieciu enzymoéw, do ktérych zaliczane sa:
furyna, PC1/3, PC2, PACE4, PC4, PC5/6, PC7, PCSK9 i SKI-1 (Tab. 1). Pierwsze
siedem hydrolizuje wigzanie peptydowe zlokalizowane w substracie po karbok-
sylowej stronie zasadowego aminokwasu wystepujace po charakterystycznym
motywie: Lys/Arg-Xaa -Lys/Arg-Arg| (Xaa - dowolna reszta kodowanego
aminokwasu bialkowego z wyjatkiem reszty Cys; n =0, 2, 4, 6) [3].

Konwertazy probiatkowe odgrywaja istotng role w embriogenezie oraz roz-
woju organizméw zywych [2,4]. Do grupy substratow aktywowanych przez
PCs naleza m.in. proteazy, hormony, czynniki wzrostu i ich receptory, czynniki
transkrypcyjne, czasteczki sygnalowe oraz adhezyjne [5]. Aktywnosé konwer-
taz probialkowych jest réwniez zwigzana z rozwojem réznych stanéw patofi-
zjologicznych, takich jak osteoporoza [6], hiperglikemia, miazdzyca i schorzenia
sercowo-naczyniowe [7], choroby neurodegeneracyjne (w tym choroba Alzhe-
imera [8]), infekcje bakteryjne i wirusowe (wywolywane przez takie wirusy jak:
A/H5N1, Hong Kong, Ebola [9]) oraz choroby nowotworowe.

CHOROBY NOWOTWOROWE ZWIAZANE Z AKTYWNOSCIA PCs

Konwertazy probiatkowe odgrywaja kluczowa role w patogenezie przemian,
proliferacji, inwazyjnosci oraz metastazie komérek nowotworowych (Ryc. 1).
PCs aktywuja szereg odrebnych prekursoréw czynnikéw wzrostu i ich recep-
torow, czasteczek adhezyjnych i metaloproteaz macierzy zewnatrzkomorkowej
(Tab. 2), ktére poprzez ztozona siec relacji zaangazowane sa w rozwo6j wyszcze-
golnionych powyzej procesow.

Dla kazdego sposrod substratéw aktywowanych przez konwertazy probiatkowe
udowodniono znaczaca role w szlakach powigzanych ze wzrostem i rozwojem gu-
z6w. Ponadto w duzej grupie nowotworéw ludzkich oraz hodowlanych linii komo-
rek nowotworowych udowodniono wysoki poziom ekspresji PCs (Tab. 3), co zwia-
zane jest ze wzrostem i inwazyjnoscig zmienionych chorobowo komérek [12,13].

Wzrost zawartosci mRNA regulujacych synteze enzymoéw PC1/3 i PC2 za-
obserwowano w komérkach nowotworowych pochodzenia neuroendokrynnego,
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Tabela 1. Nomenklatura enzymow zaliczanych do konwertaz probiatkowych [2]

Powszechnie
stosowany/a

skrét nazwy/
nazwa enzymu

PC1/3

PC2

furyna

PC4

PC5/6

PACE4

PC7

SKI-1
PCSK9

: Nazwa enzymu w
Synonim . Ly
jezyku angielskim
proprotein convertase 1/3
proprotein convertase
subtilisin/kexin type 1

PCSK1

proprotein convertase 2
proprotein convertase
subtilisin/kexin type 2

PCSK2

paired basic amino acid
cleaving enzyme
proprotein convertase
subtilisin/kexin type 3

PACE
PCSK3

proprotein convertase 4
proprotein convertase
subtilisin/kexin type 4

PCSK4

proprotein convertase 5/6
proprotein convertase
subtilisin/kexin type 5

PCSK5

paired basic amino acid
cleaving enzyme 4
proprotein convertase
subtilisin/kexin type 6

PCSK6

proprotein convertase 7
proprotein convertase
subtilisin/kexin type 7

subtilisin/kexin-isozyme 1

PCSK7

proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9

m.in. w rakowiakach [15] i gruczolakach przysadki [16]. Ak-
tywnos¢ tych enzymow jest rowniez istotna w rozwoju drob-
nokomoérkowego raka pluc [17]. Wysoki poziom furyny w
poréwnaniu do PACE4, PC5/6 i PC7 opisano w ludzkich ko-
morkach nowotworu glowy i szyi [18], jajnikéw [19,20] oraz
endometrium [21]. Natomiast w ludzkich komérkach nowo-
tworu jelita grubego udowodniono duze stezenie wszystkich
czterech z wymienionych enzymoéw, ktére zaangazowane
sg w regulacje metastazy zmienionych chorobowo komo-
rek [22]. Furyna, PACE4 i PC5/6 aktywuja pro-VEGF-C [23]
oraz pro-PDGF-B, w ktérego dojrzewanie zaangazowana jest
réwniez PC7. Aktywne biologicznie formy wymienionych
biatek odpowiadaja za postep przemian patofizjologicznych
W procesie nowotworzenia. Spoérod wszystkich konwertaz
probiatkowych, najistotniejsza role w powstaniu i dalszym
rozwoju choréb nowotworowych pelnig furyna i PACE4
[24]. Do gtéwnych substratéw aktywowanych przez te en-
zymy nalezg prekursory metaloproteaz macierzy zewnatrz-
komorkowej, m. in. stromielizyny-3, ADAMTS i MMP typu
1 [25-27], czynnikow, ktére inicjuja i reguluja postep inwazji
komorek nowotworowych w obrebie macierzy zewnatrzko-
morkowej lub przez $ciany naczyn wlosowatych. Dodatko-
wo, dwie opisywane konwertazy aktywujg wiele czynnikéw
wzrostu (m.in. TGEp [28] i IGF-1 [29]) oraz receptoréw (IGF-
-IR [29]), przyczyniajac sie tym samym do dalszego wzrostu
guzéw nowotworowych.

ROLA PACE4 W STANACH PATOFIZJOLOGICZNYCH

Oprécz wspomnianego juz udzialu PACE4 w przemia-
nach nowotworowych w obrebie jelita grubego czlowieka,
aktywnos¢ tego enzymu powiazana jest réwniez z rozwojem

Pro—!IGF—1

konwertaza
probiatkowa

IGF-1

Pro—FI’DGF

konwertaza
probiatkowa

v

PDGF TGFB

Pro-'II'GFﬁ

konwertaza
probiatkowa

Pro-VEGF-C

konwertaza
probiatkowa

VEGF-Ct

konwertaza

Pro-MMP
probiatkowa [

Pro—VIIEGF—C

konwertaza
probiatkowa

konwertaza
probiatkowa
a integryny
zmiania adhezji

komérek i wzrost MT1-MMP

ADAM

VEGF-Ct

T
-
[~

ruchliwosci komorek

furyny

|
|
regulacja |

integryny
MMP-2

prawdopodobne
Zahamowanie
wzrostu guza

Rycina 1. Rola konwertaz probiatkowych w rozwoju choréb nowotworowych (sporzadzono na podstawie [10]).
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Tabela 2. Substraty aktywowane przez enzymy z rodziny konwertaz probiatko-
wych [2,4,10,11]

PC1/3 GHRH, ACTH, GLP1, GLP2
PC2 -endorfina, glukagon, a-MSH
czynniki wzrostu (TGEp)

receptory (np. insuliny)

czasteczki adhezyjne (integryna ab)
metaloproteazy (MMP-14)

toksyny bakteryjne (m.in. podjednostka
pa83 toksyny waglika)

glikoproteiny wiruséw (HIV gp160)

PC4 IGE-2, PACAP

furyna

czynniki wzrostu (GDF11)
receptory (PTPRM)

czasteczki adhezyjne (integryna
a4, neuronalne L1 CAM)

PC5/6

czynniki wzrostu (biatka Nodal i Lefty)
metaloproteazy (ADAMTS-4)
glikoproteiny wiruséw (biatko Vpr wirusa HIV)

PACE4

PC7 receptory (receptor transferyny 1)

czynniki transkrypcyjne (SREBPs, ATF6, CREBs)
SKI-1 transferaza GlcNAc-1
glikoproteiny wiruséw (Lassa virus i CCHF Gn)

PCSK9 wylacznie PCSK9

a-MSH - hormon melanotropowy a (ang. a-melanocyte-stimulating hormone),
ACTH - hormon adrenokortykotropowy (ang. adrenocorticotropic
hormone), ADAMTS-4 - bialka zawierajagce domene dezintegryny
i metaloproteazy z motywem 4 trombosporyny (ang. a disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motif 4), ATF6 - czynnik
transkrypcyjny 6 (ang. activa-ting transcription factor 6), CCHF Gn -
glikoproteina Gn wirusa goraczki krwotocznej krymsko-kongijskiej
(ang. Crimean-Congo haemorrhagic fever virus glycoprotein Gn), CREBs -
biatka aktywowane w odpowiedzi na cykliczny AMP (ang. cyclic AMP-
responsive element binding proteins), GDF11 - czynnik réznicowania
wzrostu 11 (ang. growth differentiation factor 11), GHRH - hormon
uwalniajagcy hormon wzrostu (ang. growth hormone-releasing hormone),
GLP-1/2 - glukagonopodobny peptyd 1/2 (ang. glucagon-like peptide
1/2), IGF-2 - insulinopodobny czynnik wzrostu 2 (ang. insulin-like
growth factor 2), L1 CAM - czasteczka adhezyjna L1 (ang. L1 cell adhesion
molecule), MMP-14 - metaloproteaza macierzy zewnatrzkomérkowej 14
(ang. matrix metalloproteinase 14), PACAP - peptyd aktywujacy cyklaze
adenylowq przysadki (ang. pituitary adenylyl cyclase-activating peptide),
PTPRM - receptor bialkowej fosfatazy tyrozynowej typu M (ang.
protein tyrosine phosphatase receptor type M), SREBPs - biatka wiazace
sekwencje odpowiedzi na sterole (ang. sterol regulatory element-binding
proteins), TGEp - transformujacy czynnik wzrostu 3 (ang. transforming
growth factor-)

licznej grupy innych nowotworéw. PACE4 aktywuje prekur-
sor biatka angiopoetynopodobnego 4 (ANGPTLA4, ang. angio-
poietin-like 4) odgrywajacego kluczowa role w rozwoju choréb
nowotworowych [30]. ANGPTL4 wydzielany przez komorki
nowotworowe umozliwia proces powstawania przerzutow
poprzez indukowanie przepuszczalnosci naczynn wlosowa-
tych [31]. Ponadto PACE4 zwieksza podatnos¢ organizmu
na powstanie raka skoéry podwyzszajac stezenie metalopro-
teaz macierzy zewnatrzkomérkowej oraz wplywajac na roz-
woj guzéw zlodliwych. Gléwnym substratem opisywanego
enzymu sg MT-MMPs, metaloproteazy odpowiedzialne za
aktywacje kolagenazy IV (MMP-2), gléwnego degradujacego
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Tabela 3. Udziat zasadowo specyficznych enzymoéw z rodziny PCs w poszczegol-
nych rodzajach nowotworéw [13,14]

- nowotwory neuroendokrynne
(gruczolaki przysadki, rakowiaki)
- drobnokomérkowy rak ptuc

- nowotwor trzustki

- nowotwor jelita cienkiego

PC1/3, PC2

- nowotwor glowy, szyi i krtani

- nowotwor jajnikéw i endometrium
- nowotwor piersi

- nowotwor jelita grubego i zotadka
- nowotwor ptuc

- nowotwor trzustki

furyna

- nowotwor jelita grubego

LS cy - nowotwor piersi

- nowotwor jelita grubego

- nowotwor piersi

- nowotwor przysadki mézgowej
- nowotwor glowy i szyi

- nowotwor prostaty

PACE4

enzymu macierzy zewnatrzkomorkowej. Podwyzszonemu
poziomowi PACE4 towarzyszy wzmozona aktywacja MT1-
i MT2-MMP. Wzrost aktywacji MT1-MMP podwyzsza ak-
tywnos¢ kolagenolityczna niszczac czasteczki kolagenu typu
IV, jednego z gtéwnych komponentéw blony podstawnej
[32]. MT1-MMP jest gléwna proteaza ksztattujaca inwazyj-
nos$¢ komorek, réwniez nowotworowych [33]. Nadekspresja
genu kodujacego PACE4 w komoérkach nowotworu pier-
si prowadzi do podwyzszenia aktywnosci MMP-9 (ale nie
MMP-2) i zmniejszenia wydzielania tkankowego inhibitora
metaloproteazy macierzy 1 (TIMP-1, ang. tissue inhibitor of
metalloproteinase-1). Powiazane jest to ze znaczaca poprawa
ruchliwosci komorek oraz migracji i degradacji kolagenu in
vitro. Dla kontrastu, ekspresja genu furyny obniza aktywnosé
MMP-9 i zmniejsza zakres funkcji biologicznych petnionych
przez to bialko, jednakze nie wywiera znaczacego wpltywu
na wydzielanie TIMP-1. Sg to szczegdlne i przeciwstawne
funkcje furyny i PACE4 w regulacji ruchliwosci i inwazji ko-
morek zaleznej od MMP-9 i TIMP-1 [34].

Wyniki testow in vitro, profilowania proteomicznego, badan
nad ekspresja genéw oraz eksperymentéw prowadzonych na
zwierzetach dowodzg, ze w komoérkach nowotworu prostaty
wystepuje nadmierna produkcja PACE4 [35]. Ponadto jest to
jedyny enzym sposréd wszystkich PCs obecny w znacznych
ilosciach we wszystkich stadiach zmienionych chorobowo tka-
nek. Zwazywszy na powszechna obecno$¢ w komoérkach kil-
ku konwertaz probiatkowych jest to istotna informacja znacz-
nie ulatwiajgca prowadzenie dalszych studiéw nad specyficz-
nymi funkcjami pelnionymi przez PACE4. Znanych jest kilka
hodowlanych linii komérek ludzkich stosowanych do badan
nad rakiem prostaty, jednak najlepszym modelem okazata si¢
niezalezna od androgenéw linia DU145 wykazujgca umiarko-
wang zdolnos$¢ do metastazy [36]. PACE4 odgrywa kluczowa
role w rozwoju nowotworu prostaty kierujac progresje wzro-
stu guzéw w strone ich wiekszej agresywnosci. Zahamowa-
nie aktywnosci tego enzymu prowadzi do znacznej utraty
tumorogennosci przez ludzkie komérki nowotworu prostaty
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linii DU145 [35]. Specyficzne funkcje pelnione przez kazda z
konwertaz probiatkowych obecnych w komoérkach nowo-
tworu prostaty (PACE4, furyne i PC7) poznano blizej dzieki
wynikom badan prowadzonych in vitro i in vivo na liniach ko-
morkowych DU145 oraz LNCaP z wyciszong ekspresja genéw
kodujacych wymienione enzymy [37]. Aktywnos¢ PACE4
w komoérkach nowotworu prostaty odpowiada za ich prolife-
racje oraz wzrost i unaczynienie guzéw. Funkgji tych nie pelnia
natomiast furyna i PC7, ktérych unieczynnienie nie wywotato
spektakularnych zmian w rozwoju guzéw nowotworowych
w poréwnaniu do komorek referencyjnych wykazujacych pet-
na aktywnos¢ tych enzymow.

Wiecej informacji dotyczacych istotnej roli PACE4 w pro-
liferacji i metastazie komorek réznego typu nowotworéw
dostarczyly badania nad zwigzkami hamujacymi aktyw-
nos¢ tej konwertazy, powodujacymi jednoczesna blokade
dalszego rozwoju chor6b nowotworowych [38,39].

Na liécie substratéow aktywowanych in vivo przez PACE4
znajduja sie réwniez prekursory enzymu nalezacego do agre-
kanaz (ADAMTS), podrodziny adamalizyn [40,41]. Agre-
kanazy stanowia odrebna grupe metaloproteaz o istotnym
znaczeniu w patogenezie choréb zwyrodnieniowych [42,43].
Dojrzata agrekanaza 1 (ADAMTS-4) zaangazowana jest w
trawienie proteoglikanéw utrzymujacych mechaniczne wia-
Sciwosci chrzastki. Dezintegracja substancji podstawowej
chrzastki powoduje rozw6j choréb zwyrodnieniowych sta-
woOw oraz powstawanie zmian zapalnych [44,45]. Wedtug do-
niesien literaturowych, PACE4 jest zaangazowany réwniez
w proces chorobotwoérczy wywolywany przez wirusa HIV-1
[46]. Synteza tego enzymu oraz PC5/6A w réznych liniach
komérkowych wzmaga przeksztalcanie biatka Vpr (ang. vi-
ral protein R) zlokalizowanego w macierzy pozakomoérkowej.
Furyna wykazuje marginalny wplyw na regulacje tego pro-
cesu. Biatko Vpr posiada w swojej budowie sekwencje Arg®-
GIn-Arg-Arg®| (Val/ Ala/Gly)-Arg zlokalizowang w obrebie
C-koricowej domeny bogatej w reszty argininy (reszty od 73
do 96 [47]). Fragment ten jest rozpoznawany przez konwer-
tazy probiatkowe, szczegélnie PACE4 i PC5/6A. Ponadto
w niektérych szczepach wiruséw obecnos¢ hydrofobowych
reszt aminokwasowych (np. waliny) w pozycji P1’ tuz za
miejscem ciecia laricucha biatkowego wskazuje na specy-
ficzna hydrolize katalizowana przez wymienione wyzej
konwertazy. Aktywne formy tych enzyméw obecne sa na
powierzchni komoérek oraz w macierzy pozakomoérkowej
[48,49], co potwierdza mozliwos¢ posiadania przez nie sub-
stratow znajdujacych sie na zewnatrz komoérki, w tym biatka
Vpr. Funkcje tej biomolekuly sprowadzajg sie¢ m.in. do za-
trzymania proliferujacych limfocytow w poprzedzajacej roz-
poczecie mitozy fazie G2, w ktorej poziom replikacji wirusa
jest najwyzszy [50]. Skutkiem tego jest dalsze zwiekszenie in-
tensywnosci jego namnazania. Przypuszczalny mechanizm
prowadzacy w efekcie do zatrzymania cyklu komérkowego
polega na aktywowaniu zmian w btonie komérkowej umoz-
liwiajacych przerwanie ciagtosci jej struktury [51].

STRATEGIE TERAPEUTYCZNE ZAPROJEKTOWANE
W OPARCIU O INHIBITORY PCS

Precyzyjne zdefiniowanie udzialu proteaz w rozwoju
poszczegblnych stanéw patofizjologicznych prowadzi do
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opracowania odpowiedniej strategii terapeutycznej, pole-
gajacej zazwyczaj na zidentyfikowaniu specyficznego mato-
czgsteczkowego inhibitora blokujacego aktywnos¢ enzymu
zaangazowanego w rozwoj choroby. W chemii farmaceu-
tycznej dostepna jest ograniczona ilos¢ procedur prowa-
dzacych do osiagniecia tego celu. Najczesciej polega ona na
zaprojektowaniu inhibitora oddzialujacego z miejscem ak-
tywnym enzymu. Z tego wzgledu popularnym zabiegiem
jest projektowanie inhibitoréw okreslonej proteazy posia-
dajacych struktury podobne do naturalnych peptydowych
substratow tego enzymu. Fizjologiczne inhibitory proteaz
wykazuja czesto bardzo szeroka specyficznosé substratowa
oraz moga hamowac aktywnosci wielu spokrewnionych
i podobnych do siebie enzyméw proteolitycznych [52]. Ist-
nieje pewne niebezpieczenistwo, ze takie inhibitory moga
oddziatywac negatywnie na przeksztalcanie innych biatek
niezbednych do prawidlowego funkcjonowania komorki,
a w konsekwencji zaburzac jej fizjologie.

Jednym z wyzwan w badaniach dotyczacych konwertaz
probiatkowych jest identyfikacja naturalnych substratow
poszczegdlnych PCs zlokalizowanych w okreslonych tkan-
kach lub bioracych udzial w przebiegu konkretnych proce-
so6w komoérkowych [53]. Preferencje katalityczne ludzkich
konwertaz probiatkowych nie zostaly dotad poznane na
poziomie koniecznym do zaprojektowania specyficznych
inhibitoréw poszczegélnych enzymoéw, dlatego poszukiwa-
nie tego typu zwigzkoéw jest skomplikowanym i wieloplasz-
czyznowym procesem. PCs stanowia wazna klase enzy-
moéw bedacag celem opracowania strategii terapeutycznych
ukierunkowanych miedzy innymi na infekcje bakteryjne
i wirusowe, choroby endokrynologiczne i neurodegene-
racyjne, hipercholesterolemie oraz nowotwory [10,54-56].
W rzeczywistosci, w ludzkich guzach nowotworowych oraz
w liniach komoérek nowotworowych pochodzacych z tego
samego rodzaju raka wystepuje niekiedy jednoczesna nad-
mierna synteza kilku sposréd konwertaz probiatkowych.
Kompletna charakterystyka ekspresji genéw kodujacych
PCs w komoérkach kazdego typu nowotworu jest koniecz-
na dla przysztego projektowania specyficznego inhibitora
oddzialujagcego z wybranym enzymem zaangazowanym
W postep procesu chorobotwoérczego.

PODSUMOWANIE

Z uwagi na udzial konwertaz probiatkowych w rozwo-
ju tak licznej grupy choréb, wielkie nadzieje poklada sie
w inhibitorach PCs, nie tylko z powodu ich mozliwych zasto-
sowan terapeutycznych [11,57,58]. Znalezienie skutecznego
inhibitora oraz analiza mechanizméw jego oddzialtywania
zkonwertazami probialkowymi sa kluczowe dla pogtebienia
wiedzy z zakresu biochemii omawianych enzyméw oraz
ich wlasciwosci. Zdobyte w ten spos6b informacje moga by¢
wykorzystane w przysztosci przy projektowaniu analogow,
ktére hamowatyby aktywnosci PCs jeszcze silniej niz
zsyntezowane dotychczas zwiazki. Do tej pory opracowano
kilka typoéw inhibitorow konwertaz probialkowych, ktére
mozna podzieli¢ na pie¢ podstawowych kategorii: peptydy,
peptydomimetyki, male niepeptydowe czgsteczki, przeciw-
ciata i siRNA [59,60]. Sposéréd tak obszernej grupy zwiaz-
koéw hamujacych aktywnosé PCs najsilniejsza pozycje zaj-
muja inhibitory peptydowe [60-68].
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ABSTRACT

Cancer is one of the most common cause of death nowadays. Thorough knowledge of the mechanisms of tumorigenesis and invasiveness of
tumor cells is crucial for the development of molecular targeted therapies, which are believed to be future treatment of this type of diseases.
Proteolytic enzymes are one of the factors involved in the development of cancer cells, very often used as markers of tumor progression. In
this paper we describe the role of enzymes termed proprotein convertases (PCs) in pathogenesis and progress of cancer diseases. Furthermore,
we indicate potential directions for the development of therapeutic strategies designed based on PCs inhibitors.
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