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Inhibitory enzymów o potencjalnym zastosowaniu medycznym

STRESZCZENIE

Już od najdawniejszych czasów medycyna skupiała się na poszukiwaniu jak najbardziej 
dopasowanych i skutecznych metod leczenia. Obecnie bardzo dynamiczny rozwój dia-

gnostyki medycznej oraz technik projektowania nowych leków pozwala na tworzenie te-
rapii dla wielu chorób na poziomie molekularnym. Wśród leków, które co roku pojawiają 
się na rynku medycznym, na szczególną uwagę zasługują te, których działanie oparte jest 
na hamowaniu aktywności enzymów proteolitycznych. Inhibitory proteaz stanowią zróż-
nicowaną grupę cząsteczek biologicznie aktywnych, dla których udokumentowano także 
działanie przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwpasożytnicze czy 
przeciwnowotworowe. Sukcesy stosowania inhibitorów enzymów proteolitycznych w lecze-
niu takich chorób jak zakażenie HIV, wirusem zapalenia wątroby typu C czy grypy, z całą 
pewnością zachęcają naukowców do poszukiwania nowych inhibitorów, które mogłyby być 
stosowane w nowoczesnych terapiach. Niniejsza praca stanowi przegląd wybranych infor-
macji dotyczących inhibitorów enzymów, zwłaszcza inhibitorów proteaz, które są zarejestro-
wanymi lekami wprowadzonymi na rynek medyczny oraz nowych związków chemicznych o 
obiecującym potencjale leczniczym.

WPROWADZENIE

Początki medycyny pod obecnie znaną nam postacią mają swoje korzenie na 
terenach starożytnego Wschodu, Grecji oraz Rzymu. Ówcześni lekarze swoją ak-
tywność medyczną bardzo często łączyli z obrzędami sakralnymi. Już wówczas, 
pomimo mocno ograniczonych możliwości badawczych, medykom przyświecał 
jeden cel - na podstawie szczegółowych obserwacji i doświadczeń wyciągali oni 
wnioski odnośnie prawidłowej diagnozy oraz opracowania metody terapii jak 
najlepszej dla pacjenta. Współczesna medycyna nadal czerpie z wielu idei za-
szczepionych przez Hipokratesa, jednak dzięki coraz dokładniejszym metodom 
diagnostycznym oraz bardzo szybko rozwijającym się badaniom nad syntezą 
nowych leków, możemy w bardzo specyficzny sposób podejść do leczenia wielu 
chorób. Poznanie mechanizmu działania leków na poziomie molekularnym daje 
szansę na uniknięcie wielu działań ubocznych oraz pozwala na rozwój terapii 
spersonalizowanych.

Jednym ze sposobów leczenia na poziomie molekularnym jest zastosowa-
nie inhibitorów enzymów. Zahamowanie aktywności enzymatycznej ściśle 
sprecyzowanych biokatalizatorów, poprzez zastosowanie ich odwracalnych 
lub nieodwracalnych inhibitorów, w prosty sposób pozwala między innymi 
na zmniejszenie żywotności patogennych mikroorganizmów, ograniczenie do 
minimum namnażana wirionów lub zahamowanie powstawania szkodliwych 
metabolitów w naszym organizmie. Dotychczas bardzo często jako inhibitory 
enzymów stosowano nanocząsteczki metali, które charakteryzują się przede 
wszystkim wysoką skutecznością jako czynniki przeciwbakteryjne [1]. Jednak 
na uwagę zasługuje również inna grupa związków biologicznie aktywnych, 
jakimi są inhibitory enzymów proteolitycznych. Ich funkcjonowanie w komór-
kach organizmów żywych skorelowane jest z proteazami, które stanowią dużą 
i zróżnicowaną grupę białek [2-4]. Enzymy te są zaangażowane między inny-
mi w procesy krzepnięcia krwi, zaplanowanej śmierci komórki, osmoregulacji, 
przemodelowania tkanek oraz szeroko pojętej odporności [5]. W związku z peł-
nieniem przez proteazy tak wielu ważnych funkcji należy mieć na uwadze, że 
mogą one również stać się poważnym zagrożeniem dla ogólnoustrojowej home-
ostazy, jeżeli nie będą podlegały ściśle kontrolowanej regulacji. W uniknięciu 
negatywnych skutków niekontrolowanej proteolizy pomagają takie procesy jak 
kontrola ekspresji, sekrecji i aktywacji proenzymów, ale także mechanizmy na-
turalnego hamowania aktywności proteaz. Utrzymanie równowagi pomiędzy 
prawidłową aktywnością proteaz a skierowanymi przeciwko nim inhibitorami 
niejednokrotnie decyduje o zachowaniu prawidłowego funkcjonowania komór-
ki, tkanki, a także całego organizmu [6]. Dodatkowo, potwierdzone wieloma 
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badaniami działanie przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne 
czy przeciwnowotworowe wielu naturalnych i syntetycz-
nych inhibitorów enzymów proteolitycznych przyczyniło 
się do tego, że na stałe cząsteczki te zostały wprowadzone 
do wielu terapii jako zarejestrowane leki. W grupie inhibi-
torów proteaz wciąż prowadzone są badania nad wyselek-
cjonowaniem nowych substancji, które mogłyby się stać po-
tencjalnymi terapeutykami (Tab. 1). W niniejszym artykule 
opisano aktywność przeciwwirusową, przeciwbakteryjną, 
przeciwgrzybiczą i przeciwpasożytniczą inhibitorów enzy-
mów ze szczególnym uwzględnieniem związków, które są 
stosowanymi lekami.

DZIAŁANIE PRZECIWWIRUSOWE

Replikacja wirionów obejmuje stały kilkuetapowy cykl. 
Jednym z jego kluczowych elementów jest proteolitycz-
na obróbka nowo zsyntetyzowanych łańcuchów polipep-
tydowych, podczas której powstają białka strukturalne i 
niestrukturalne. Ponieważ reakcja ta towarzyszy cyklowi 
replikacji każdego wirusa, sprawia to, że proteazy stają 
się poważnym celem do projektowania leków przeciwwi-
rusowych. Największa uwaga skupiona jest oczywiście na 
poszukiwaniu leków dla chorób przewlekłych (wywoływa-
nych między innymi przez HIV, ang. Human Immunodefi-
ciency Virus czy herpeswirusy) oraz tych, które mogą powo-
dować występowanie epidemii na dużą skalę (SARS, ang. 
Severe Acute Respiratory Syndrome, wirus denga) [7].

Proteaza HIV-1 należy do rodziny proteaz aspartylo-
wych (posiada kwas asparaginowy w pozycji 25. w miejscu 
aktywnym) i jest symetrycznym homodimerem, który skła-
da się z dwóch identycznych podjednostek zawierających 

99 reszt aminokwasowych. Centrum enzymu tworzy szcze-
lina wiążąca substrat, która reaguje z różnymi miejscami 
cięcia białek Gag i GagPol [8,9]. W leczeniu zakażenia HIV-
1 stosowanych jest kilka inhibitorów tego enzymu. Są one 
niskocząsteczkowymi peptydomimetycznymi inhibitorami, 
których budowa została opracowana na podstawie podo-
bieństwa strukturalnego do naturalnych substratów dla 
tego enzymu. Najczęściej inhibitory te stosowane są w tera-
pii łączonej z inhibitorami odwrotnej transkryptazy. Pierw-
szym inhibitorem proteazy HIV, który w roku 1995 został 
zaakceptowany w Stanach Zjednoczonych przez FDA (ang. 
Food and Drug Administration) w ramach przyspieszonych 
przepisów zatwierdzających stosowanie, był Saquinavir. 
Według badań prowadzonych na komórkach u osób prze-
wlekle zakażonych HIV, stężeniem wymaganym do zaha-
mowania 50% replikacji wirusa było stężenie od 20 do 500 
nM tej substancji. Rok później na rynek amerykański wpro-
wadzono dwa nowe leki, Ritonavir i Indinavir. W przypad-
ku tego drugiego związku w badaniach in vitro wykazano, 
że dla zahamowania 95% replikacji wirusa wystarczyło 
stężenie już od 25 do 100 nM Indinaviru. W związku z tak 
pozytywnymi wynikami badań Indinavir stał się jednym 
z najpopularniejszych inhibitorów proteaz stosowanych w 
leczeniu zakażenia HIV. Jednak sukces w stosowaniu tego 
leku nie był długotrwały. Wprowadzenie terapii z użyciem 
Indinaviru wiązało się z narażeniem pacjentów na krysta-
lizację inhibitora w nerkach, co doprowadzało do kamicy. 
Częstymi ubocznymi objawami po zażyciu leku były rów-
nież bóle głowy, zmęczenie oraz różnego rodzaju objawy 
gastryczne [8,10]. Te niekorzystne dla pacjentów powikła-
nia związane ze stosowaniem leku spowodowały, że za-
projektowano drugą generację inhibitorów, wśród których 

Tabela 1. Przykłady nowych inhibitorów enzymów, które mogą znaleźć potencjalne zastosowanie w medycynie.
Inhibitor Enzym Czynnik patogenny/choroba Dane źródłowe
Aprotynina i jej pochodne Proteazy IPA Wirus grypy [13]
Pochodne α-aminofosfonianów Proteaza NS3/4A HCV [15]
Inhibitor ATBI z Bacillus sp. Proteaza HIV-1 HIV [38]
Inhibitor K11777 Katepsyna B i L Koronawirusy, flawowirusy [39]

Lentin Odwrotna transkryptaza 
HIV-1 HIV [40]

Trichogin Odwrotna transkryptaza 
HIV-1 HIV [41]

α-1-antytrypsyna Elastaza neutrofilowa Pseudomonas aeruginosa [23]
acetylo-Dap(dnp)-Ala-Arg↓Arg-Ala-Lys(Abz)-Gly OmpT z Escherichia coli Escherichia coli [42]
Pepstatyna Proteazy SAP Candida albicans [29]
Odanacatib Katepsyna K Osteoporoza [43]

Inhibitor RXP A380 Enzym konwertujący 
angiotensynę (ACE) Nadciśnienie [44]

Inhibitor RXP 407 Enzym konwertujący 
angiotensynę (ACE) Nadciśnienie [44]

Inhibitor TMC-95A Proteasom 26S Procesy nowotworowe [45]
Marizomib Proteasom 26S Procesy nowotworowe [46]
Beloranib Proteasom 26S Procesy nowotworowe [46]
Marimastat Metaloproteazy Procesy nowotworowe [47]
TIMPs – TIMP-1, TIMP-2  
(Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) Metaloproteazy Procesy nowotworowe 

(angiogeneza - migracja błony podstawnej) [48]

Inhibitor TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) Czynnik Xa Zaburzenia krzepnięcia krwi [49]
Vasoflux Czynnik IXa Zaburzenia krzepnięcia krwi [50]
Inhibitor CTI (Corn Trypsin Inhibitor) Czynnik XIIa Zaburzenia krzepnięcia krwi [51]
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Czynnik patogenny/choroba Struktura i nazwa leku

HIV

a. Atazanavir b. Tipranavir c. Darunavir

Wirus grypy

d. Amantadyna e. Oseltamivir f. Zanamivir

Wirus zapalenia wątroby typu C

g. Simeprevir h. Paritaprevir i. Grazoprevir

Leki przeciwpasożytnicze

j. Eflornityna k. Benznidazol

Procesy nowotworowe (inhibitory 
proteasomu)

l. Carfilzomib ł. Bortezomib

Cukrzyca typu II

m. Vildagliptyna n. Saksagliptyna

Nadciśnienie tętnicze

o. Kaptopryl p. Trandolapryl r. Zofenopryl

Rycina 1. Struktury wybranych cząsteczek inhibitorów enzymów, które są obecnie powszechnie stosowanymi lekami.
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znalazły się Amprenavir, Lopinavir, Atazanavir (Ryc. 1a), 
Tipranavir (Ryc. 1b) oraz zaakceptowany przez FDA w 2006 
roku Darunavir (Ryc. 1c). Mimo iż Darunavir został zapro-
jektowany jako bardzo silny lek (IC50 od 1 do 5 nM substan-
cji) z przeznaczeniem dla pacjentów, u których stwierdzono 
lekooporność, można go również z powodzeniem stosować 
u osób chorych, znajdujących się na wczesnych etapach le-
czenia ze względu na bardzo ograniczone występowanie 
skutków ubocznych [8].

Innym niebezpiecznym wirusem, który odpowiada za 
wysoką śmiertelność wśród dzieci i osób starszych, jest 
wirus grypy. Wśród leków, które obecnie są stosowane w 
leczeniu zakażenia tym wirusem, możemy wymienić po-
chodne amantadyny (Symmetrel, Ryc. 1d), które specyficz-
nie blokują kanały jonowe M2 wirusa grypy A oraz Oselta-
mivir (Ryc. 1e) i Zanamivir (Ryc. 1f), które odpowiadają za 
supresję neuraminidazy wirusa grypy A i B [11,12]. Jednak 
już ponad 30 lat temu stwierdzono, że do prawidłowej ak-
tywacji wirusa grypy wymagana jest specyficzna proteaza, 
która jest charakterystyczna dla gospodarza. Jest to tzw. 
proteaza IAP (ang. Influenza Activating Protease) i jest ona 
elementem koniecznym do przeprowadzenia prawidło-
wego cyklu replikacyjnego. Aktywność tego enzymu jest 
związana z proteolitycznym cięciem wirusowego białka 
hemaglutyniny (HA), które po zajściu tej reakcji gromadzi 
się w postaci homotrimeru tworzącego zewnętrzne „kolce” 
na powierzchni wirionu. Hemaglutynina jest syntetyzowa-
na jako białko prekursorowe HA0 (~ 75 kD) i jest proteoli-
tycznie rozszczepiana na dwa fragmenty - HA1 (55 kD) oraz 
HA2 (20 kD). Punkt cięcia proteolitycznego w cząsteczce he-
maglutyniny znajduje się w miejscu nazywanym miejscem 
monozasadowym, które jest charakterystyczne dla wszyst-
kich ludzkich H1-H3 podtypów wirusa oraz ptasich pod-
typów wirusa H1-H16 o niskiej patogenności. W związku 
z katalizowaniem reakcji cięcia hemaglutyniny przez tryp-
syno-podobne proteazy organizmu gospodarza zwiększana 
jest infekcyjność wirusa. Konsekwencją tego działania jest 
uszkodzenie nabłonka dróg oddechowych oraz następująca 
po nim stymulacja proteaz gospodarza do pośredniczenia 
w procesie zapalanym, pojawiającym się w miejscu zainfe-
kowania. Prowadzone na przestrzeni ostatnich lat badania 
dowiodły, że zastosowanie aprotyniny izolowanej z woło-
wych płuc w istotny sposób może wpływać na ograniczenie 
proteolitycznej aktywacji wirusa grypy oraz zahamowanie 
jego rozprzestrzeniania się, a także złagodzenie patologicz-
nych procesów zapalnych [13].

Szacuje się, że obecnie na Ziemi żyje około 130-150 mi-
lionów osób z przewlekłym zakażeniem wirusem zapalenia 
wątroby typu C (HCV, ang. Hepatitis C Virus), a co roku do 
tej puli dołącza około 3–4 milionów nowych potencjalnych 
pacjentów. Chociaż u wielu osób zakażenie to przebiega 
bezobjawowo, to ludzie przewlekle chorzy narażeni są na 
rozwój marskości wątroby, która jest bardzo poważnym 
problemem wśród starzejących się populacji na całym świe-
cie. Skuteczne obecnie terapie przeciwko HCV skierowane 
są przeciwko kluczowej dla cyklu replikacyjnego wirusa 
proteazie serynowej – bifunkcjonalnemu, niestrukturalne-
mu białku 3 (NS3/4A). Białko to składa się z elementu funk-
cjonalnego (NS3) oraz kofaktora (NS4A) i odpowiada za 
dwie oddzielne czynności: aktywność proteazy serynowej 

oraz NTPazy/RNA helikazy [9,14]. Oba te elementy powią-
zane są z przetwarzaniem poliprotein wirusowych, replika-
cją RNA i w konsekwencji tworzeniem nowych wirionów. 
Ponadto proteaza NS3/4A jest w stanie blokować wrodzo-
ne szlaki immunologiczne i modulować szlaki sygnalizacyj-
ne czynników wzrostu, jednocześnie wpływając na wzrost 
patogenności i oporności HCV [15]. W 2011 roku FDA za-
akceptowała do użytku dwa leki, które są inhibitorami pro-
teazy NS3/4A, Telaprevir i Boceprevir i są stosowane w 
kombinacji z PEG-INF-α oraz rybawiryną. Substancje te są 
ketoamidowymi inhibitorami, tworzącymi kowalencyjne, 
ale odwracalne wiązania z proteazą NS3/4A [16]. Jednak 
niedługo później przestały być one dostępne i zastąpiono 
je skuteczniejszymi lekami nowej generacji – Simeprevirem 
(Ryc. 1g), który można stosować osobno oraz Paritaprevi-
rem (Ryc. 1h) i Grazoprevirem (Ryc. 1i), które są stosowane 
w kombinacji z innymi lekami. Nowa generacja leków w 
przeciwieństwie do poprzedniej opierała się na opracowa-
niu niekowalencyjnych odwracalnych inhibitorów proteazy 
NS3/4A [17]. Mimo wielu zaproponowanych substancji o 
działaniu hamującym namnażanie HCV badania nad syn-
tezą nowych związków nie ustają. Jednymi z najnowszych 
substancji o charakterze inhibitorów proteazy NS3/4A są 
zaproponowane przez polski zespół badawczy pod kierow-
nictwem Skoreńskiego pochodne α-aminofosfonianów. Ich 
zdecydowaną zaletą jest to, że ich działanie skierowane jest 
wyłącznie na proteazy serynowe i związki te nie reagują z 
resztami cysteinowymi czy aspartylowymi oraz metalopro-
teazami. Ponadto nie stwierdzono toksyczności tych związ-
ków w badaniach in vivo [15].

DZIAŁANIE PRZECIWBAKTERYJNE

Patogeny pochodzenia bakteryjnego wykorzystują całe 
spektrum czynników wirulencji, które umożliwiają im 
sprawne rozprzestrzenianie się, uchylanie się przed działa-
niem układu odpornościowego gospodarza oraz kolonizację 
jego tkanek. Wśród tych czynników istotne miejsce zajmują 
enzymy proteolityczne. Odgrywają one przede wszystkim 
rolę w pozyskiwaniu substancji odżywczych poprzez bez-
pośrednią degradację składników tkanek organizmu gospo-
darza. Obecnie dostępne antybiotyki swoje działanie opie-
rają przede wszystkim na zaburzeniach w syntezie ściany 
komórkowej lub syntezie białka. Ze względu na niezwykle 
szybko rozprzestrzeniającą się antybiotykooporność, prote-
azy bakteryjne i cząsteczki ich inhibitorów są bardzo obie-
cującymi substancjami do projektowania nowych leków o 
działaniu przeciwbakteryjnym [7].

Metaloproteazy są najczęściej występującymi enzymami 
proteolitycznymi wśród patogenów pierwotnych i opor-
tunistycznych. Bardzo często są powiązane z mobilnymi 
elementami materiału genetycznego (np. plazmidami, tzw. 
wyspami patogenności czy zintegrowanymi fagami), a ich 
ekspresja nie jest konstytutywna, lecz regulowana poprzez 
sygnały środowiskowe, co może sprawiać dodatkową trud-
ność w trakcie projektowania specyficznych inhibitorów-
-leków [18]. Wśród klasycznych przykładów bakteryjnych 
metaloproteaz możemy wymienić aureolizynę Staphylo-
coccus aureus, która odpowiada za modulację odpowiedzi 
immunologicznej, wpływając stymulująco na limfocyty i 
hamując produkcję immunoglobulin. Dodatkowo wpływa 
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ona także na rozregulowanie aktywności proteolitycznej or-
ganizmu gospodarza poprzez inaktywację serpin [19]. Ko-
lejnym przykładem szkodliwego działania metaloproteaz 
mogą być elastaza LasB i alkaliczna proteaza AprA Pseudo-
monas aeruginosa, które odpowiadają za degradację laminin 
i powstawanie zapalenia rogówki [20]. Równie niebezpiecz-
ne i niepożądane działanie wykazuje proteaza VVP Vibrio 
vulnificus, która powoduje zwiększenie przepuszczalności 
naczyń krwionośnych i uszkodzenia tkanki krwiotwórczej, 
co przyczynia się do powstawania charakterystycznych 
obrzękniętych zmian skórnych [21].

W związku z wcześniej wspomnianym niekonstytutyw-
nym charakterem wielu proteolitycznych czynników pato-
genności u bakterii, znalezienie skutecznie działającego spe-
cyficznego inhibitora proteaz staje się dużym wyzwaniem. 
Substancje biologicznie czynne pozyskiwane są z bardzo 
różnorodnych źródeł, a ich aktywność sprawdzana jest pod 
kątem działania przeciwko różnym patogenom. Nisko-
cząsteczkowe inhibitory proteaz znajdują się na przykład 
w jadzie pszczelim. Z jadu azjatyckich pszczół miodnych 
Apis cerana wyizolowano inhibitor proteaz AcVSPI, które-
go działanie opiera się na hamowaniu aktywności proteaz 
serynowych oraz drobnoustrojowej plazminy, która rów-
nież jest proteazą serynową. Naukowcy nie stwierdzili 
jednak hamowania takich enzymów jak trombina lub ela-
staza. Inhibitor AcVSPI wykazuje wysokie podobieństwo 
strukturalne do niskocząsteczkowego inhibitora proteaz 
serynowych Api m 6 i zawiera domenę trypsyno-podobną, 
w obrębie której znajduje się 10 reszt cysteinowych. Inhibi-
tor ten wykazywał również skuteczne hamowanie rozwoju 
szczepów Escherichia coli i Bacillus thuringiensis oraz grzyba 
Beauveria bassiana [22].

Zapalenie płuc wywoływane przez szpitalne szczepy 
Pseudomonas aeruginosa jest trzecią co do częstotliwości 
przyczyną zgonów wśród pacjentów w szpitalach w Sta-
nach Zjednoczonych. Podczas zapalenia płuc dochodzi do 
ciężkiej niedokrwistości, a wydzieliny układu oddechowe-
go wzbogacają się w serynową proteazę, elastazę neutro-
filową. Enzym ten powoduje uszkodzenia proteolityczne 
tkanek w drogach oddechowych, przez co zwiększa się stan 
zapalny, a także dochodzi do narastającej inwazji komórek 
bakteryjnych na nabłonek oddechowy. Sytuacja ta przyczy-
nia się do niekontrolowanego namnażania bakterii, ograni-
czenia zdolności do wymiany gazowej oraz wtłaczania pły-
nów do dróg oddechowych. W związku z tymi objawami 
wysunięto hipotezę, że zahamowanie aktywności elastazy 
neutrofilowej może zmniejszyć częstotliwość występowa-
nia zapalenia płuc oraz jego nasilenie. Jako prototypowy in-
hibitor zaproponowano ludzką α-1-antytrypsynę, która jest 
zaliczana do białek ostrej fazy. Badania przeprowadzono 
na myszach transgenicznych, które wykazywały zdolność 
do ekspresji tego inhibitora w płucach. W wyniku przepro-
wadzonych doświadczeń stwierdzono zmniejszenie o 90% 
śmiertelności z powodu zakażenia Pseudomonas aeruginosa 
wśród zwierząt transgenicznych w porównaniu z grupą 
kontrolną zwierząt nietransgenicznych. Ponadto podanie 
zewnętrzne ludzkiej α-1-antytrypsyny myszom nietransge-
nicznym również obniżało ich śmiertelność. Działanie inhi-
bitora opiera się tutaj głównie na ograniczeniu wytwarzania 
uszkodzeń w tkance płucnej, obniżeniu stężenia bakterii w 

płucach i krwi oraz obniżeniu stężenia cyrkulujących cyto-
kin. Te pozytywne wyniki badań zachęcają do zastosowa-
nia α-1-antytrypsyny jako naturalnego mediatora odpor-
nościowego w profilaktyce zachorowań na zapalenie płuc 
wywoływane przez Pseudomonas aeruginosa [23].

Inhibitory enzymów proteolitycznych mogą również 
działać synergistycznie z innymi substancjami, obniżając 
przeżywalność patogenów. Jednym z przykładów takiego 
działania może być połączenie laktoferycyny B (kationo-
wego peptydu antymikrobiologicznego, pochodzącego z 
N-końcowego fragmentu bydlęcej laktoferyny) z wybraną 
mieszanką inhibitorów proteaz (EDTA, bestatyną czy pep-
statyną). W badaniach przeprowadzonych przez Ulvatne i 
współpracowników takie „koktajle” powodowały obniże-
nie żywotności szczepów Escherichia coli oraz Staphylococcus 
aureus [24]. Bogatym źródłem do poszukiwania substancji 
aktywnych o charakterze inhibitorów enzymów mogą być 
również różnego rodzaju ekstrakty grzybowe obfitujące w 
substancje białkowe. Oczyszczone poszczególne składniki 
takich mieszanin bardzo często wykazują zdolności hamo-
wania wzrostu różnych mikroorganizmów, a także aktyw-
ności enzymów wirusowych (np. odwrotnej transkryptazy 
HIV) [25].

DZIAŁANIE PRZECIWGRZYBICZE

Najczęściej występujące choroby grzybicze wywoływane 
są przede wszystkim przez patogeny oportunistyczne z ro-
dzaju Candida (w szczególności Candida albicans, Candida gla-
brata i Candida parapsilosis) oraz rodzaju Aspergillus (Asper-
gillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus calidoustus), 
a także przez grzyby z rodzajów Fusarium, Rhizopus czy 
Mucor [26]. Grzybice obserwowane są przede wszystkim 
u pacjentów z obniżoną zdolnością do występowania pra-
widłowej odpowiedzi immunologicznej, ze szczególnym 
uwzględnieniem osób chorych na AIDS nie poddanych 
żadnemu leczeniu. Wśród tej grupy pacjentów szczególnie 
rozpowszechnioną grzybicą była dotychczas kandydoza 
gardła. Jednak dzięki wprowadzeniu terapii HAART (ang. 
Highly Active Antiretroviral Therapy), w której stosowane są 
kombinacje trzech leków antyretrowirusowych, np. dwa 
nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy i jeden 
inhibitor proteazy, zaobserwowano zdecydowane obniże-
nie zachorowalności na ten rodzaj grzybicy i obecnie jest 
ona jednym z marginalnych powikłań wśród osób zaka-
żonych HIV [27]. Jednymi z najczęściej badanych proteaz 
pochodzenia grzybowego są proteinazy aspartylowe Candi-
da albicans (SAP, ang. Secreted Aspartyl Proteinases). W toku 
prowadzonych badań stwierdzono, że inhibitory stosowane 
przeciwko wirusowym proteazom aspartylowym w terapii 
zakażeń HIV również skutecznie hamują aktywność pro-
teaz SAP u Candida sp., co tłumaczy opisane wcześniej ob-
niżenie częstotliwości występowania kandydoz u chorych 
na AIDS [7]. Wśród zbadanych leków, które wpływają na 
zdolność do obniżenia adhezji komórek Candida albicans do 
powierzchni komórek endotelialnych gospodarza, można 
wymienić trzy skuteczne leki: Saquinavir, Indinavir oraz 
najefektywniejszy z nich trzech Ritonavir (powodujący ob-
niżenie adhezji Candida albicans o 55% przy zastosowaniu 
dawki 500 µM leku) [27].
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Jakkolwiek kontrowersyjne wydawałoby się znaczenie 
proteaz w procesie patogenezy chorób grzybiczych, należy 
nadmienić, że bardzo często proteazy aspartylowe, seryno-
we, metalopeptydazy oraz aminopeptydazy, karboksypep-
tydazy i dipeptydylopeptydazy są wydzielane zewnątrzko-
mórkowo przez patogenne gatunki grzybów. Są one rów-
nież klasyfikowane jako czynniki wirulencji, które decydują 
o inwazji i kolonizacji tkanek gospodarza poprzez hydrolizę 
białek i niszczenie komórek oraz cząsteczek należących do 
naturalnej bariery ochronnej organizmu [28].

Mimo że proteazy są tylko jedną spośród wielu grup bę-
dących czynnikami wirulencji u grzybów, pomagają one w 
przeprowadzeniu inwazji na tkanki gospodarza i ułatwiają 
grzybom unikanie odpowiedzi immunologicznej. Dlatego 
też tak bardzo pożądane jest znalezienie specyficznych inhi-
bitorów proteaz, które w połączeniu z obecnie używanymi 
lekami przeciwgrzybiczymi będą wpływały na zmianę inte-
gralności ściany i błony komórkowej oraz będą wywoływa-
ły zaburzenia w replikacji DNA grzybów. Jednym z propo-
nowanych do tego celu inhibitorów może być pepstatyna. 
Jest to cząsteczka o szerokim spektrum działania, należąca 
do klasy inhibitorów proteaz aspartylowych, która hamuje 
adhezję komórek Candida albicans, zapobiegając inwazji ko-
mórek grzyba lub powstawaniu uszkodzeń w obrębie tkan-
ki śluzowej poprzez hamowanie proteaz SAP [29].

Ważne jest również zwrócenie uwagi na fakt, że grzybo-
we proteazy są bardzo silnymi alergenami, a większość z 
nich należy do rodziny proteaz serynowych. Podanie inhibi-
tora proteaz serynowych podczas procesu uwrażliwiania z 
zastosowaniem proteazy i antygenów Aspergillus fumigatus i 
Aspergillus niger miało wpływ na obniżenie alergicznego od-
czynu zapalnego oraz hiper-odpowiedzi immunologicznej 
w badaniach przeprowadzonych na modelu zwierzęcym. 
Dlatego też jednym z istotnych kierunków badań stało się 
poszukiwanie inhibitorów serynowej proteazy alkalicznej 
wydzielanej przez Aspergillus fumigatus, która odpowiada 
za niszczenie komponentów ludzkiego układu odporno-
ściowego [30].

DZIAŁANIE PRZECIWPASOŻYTNICZE

Choroby pasożytnicze wywoływane przez pierwotniaki 
(w tym malaria, leiszmanioza, choroba Chagasa) są jednymi 
z najgroźniejszych chorób zakaźnych na świecie. Charak-
teryzują się wysoką śmiertelnością i zachorowalnością w 
szczególności na terenach krajów rozwijających się. Powo-
dami, dla których ich leczenie jest tak bardzo utrudnione, są 
konieczność prowadzenia długotrwałej terapii przeciwpa-
sożytniczej, z którą wiąże się występowanie wielu skutków 
ubocznych oraz występowanie zjawiska lekooporności. 
Dlatego też badania ostatnich dekad były skoncentrowa-
ne na poszukiwaniu nowych substancji do projektowania 
leków przeciwpasożytniczych. Enzymy proteolityczne wy-
dają się być w tym wypadku jednymi z najlepszych celów 
nadających się do ograniczenia rozprzestrzeniania się pa-
sożytów, ponieważ są one u pierwotniaków kluczowymi 
czynnikami wirulencji oraz pełnią istotne funkcje w trakcie 
zachodzenia interakcji z organizmem gospodarza i we wła-
snym metabolizmie komórkowym [7].

Malaria jest chorobą wywoływaną głównie przez Plasmo-
dium falciparum oraz Plasmodium vivat. Z danych oszacowa-
nych przez WHO (ang. World Health Organization) wynika, 
że w roku 2015 zgłoszono aż 214 milionów przypadków 
występowania malarii, z czego około 438 000 zakończy-
ło się zgonem. Pojawienie się lekooporności u pasożytów 
spowodowało, że uprzednio stosowane leki przestały być 
skuteczne. Obecnie standardowe procedury leczenia obej-
mują kombinowaną terapię opartą na artemizynie (ACTs, 
ang. Artemisinin-based Combination Therapies). Niestety, w 
roku 2009 potwierdzono, że Plasmodium falciparum wytwo-
rzyło oporność również na artemizynę, w związku z czym 
konieczne stało się znalezienie nowego skutecznego leku. 
Wiele propozycji w trakcie poszukiwania terapeutyku 
skierowanych było w stronę pasożytniczych proteaz aspar-
tylowych, plazmepsyn. Niestety, trudność w znalezieniu 
odpowiedniej substancji polegała na tym, że zaproponowa-
ny do zastosowania inhibitor musiałby działać wyjątkowo 
selektywnie, nie powodując zahamowania aktywności ho-
mologicznych ludzkich proteaz aspartylowych [31]. Jed-
nym z przykładów skutecznego nowego inhibitorowego 
leku przeciwko malarii mogą być pochodne pirymidynowe, 
które hamują aktywność prokariotycznej zależnej od ATP 
proteazy ClpP, zlokalizowanej w reliktowym plastydzie 
pasożyta. Dla tego jednego enzymu zaprojektowana została 
cała seria inhibitorów in silico. Spośród wielu zapropono-
wanych związków wybrano jeden o potencjalnym znacze-
niu klinicznym. Jego działanie opierało się na ograniczeniu 
wzrostu i prawidłowej segregacji apikoplastu w kolejnych 
cyklach komórkowych po zastosowaniu substancji aktyw-
nej, czego wynikiem było obumieranie komórek pasożyta 
[32].

Choroba Chagasa, wywoływana przez pierwotniaka Try-
panosoma cruzi, dotyka około 8-10 milionów ludzi na całym 
świecie i powoduje ponad 10 000 zgonów rocznie. Choroba 
ta jest endemiczna dla krajów Ameryki Łacińskiej, gdzie jest 
główną przyczyną bardzo częstych niewydolności serca. 
Ostra faza choroby trwa około 8 tygodni i może być bezobja-
wowa. Większość zarażonych osób (około 70%) przechodzi 
przez ostrą fazę choroby bez jej przejścia w fazę przewle-
kłą. Jednak pozostałe 30% doświadcza przewlekłej choroby, 
która jest śmiertelna. Leczenie farmakologiczne jest ograni-
czone do stosowania benznidazolu (Ryc. 1k), nitroimidazo-
lu, nifurtimoksu i nitrofuranu. Leki te są jednak skuteczne 
jedynie w fazie ostrej choroby, a w momencie przejścia w 
fazę przewlekłą stają się zupełnie bezużyteczne. Powodują 
one również szereg skutków ubocznych jak alergiczne re-
akcje skórne, toksyczność dla układu nerwowego, gorączka 
oraz niepożądane objawy ze strony układu pokarmowego. 
Do zaprojektowania nowych leków zaproponowano kilka 
białek enzymatycznych Trypanosoma. Są to między innymi 
rodezaina i kruzaina, które są proteazami cysteinowymi 
katepsyno L-podobnymi i odgrywają rolę w pośrednicze-
niu w odpowiedzi pomiędzy pasożytem a gospodarzem. 
Za skuteczne hamowanie tych enzymów odpowiadają po-
chodne fluoroketonów, które działają już w nanomolarnych 
stężeniach i wykazują dogodną farmakokinetykę, która zo-
stała potwierdzona we wstępnych badaniach przedklinicz-
nych [33].
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PODSUMOWANIE

Dzięki temu, że inhibitory enzymów proteolitycznych 
są tak bardzo dużą i zróżnicowaną grupą związków biolo-
gicznie aktywnych, stwarzają wiele możliwości do poszu-
kiwania dla nich nowych zastosowań jako specjalistyczne 
leki. Obecnie prowadzonych jest wiele badań nad poszu-
kiwaniem zupełnie nowych cząsteczek oraz związków 
pochodnych dla substancji, które wykazywały już potwier-
dzone działanie terapeutyczne i zostały wprowadzone na 
listę powszechnie stosowanych leków. Opracowywane są 
również specjalistyczne programy komputerowe, które po-
zwalają na szybkie projektowanie struktur nowych i bardzo 
specyficznych inhibitorów [34-37]. Jednak droga od wyna-
lezienia nowej substancji czynnej do wdrożenia jej do użyt-
ku medycznego jest bardzo długa. Niejednokrotnie tysiące 
proponowanych związków chemicznych, o interesujących 
właściwościach in vitro, odrzucane są już we wczesnych fa-
zach badań klinicznych. Obecność związków o charakterze 
inhibitorów proteaz w grupie stosowanych już leków daje 
nadzieję na znalezienie nowych terapeutyków wśród tego 
rodzaju preparatów.
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ABSTRACT
From the earliest times, medicine has focused on finding the most suitable and effective treatment for every patient. At present, a dynamic 
development of diagnostic methods and techniques for designing new drugs allows to create therapies for many diseases at the molecular 
level. Among the many drugs appearing on the medical market every year, special attention should be paid to those whose action is based 
on the inhibition of proteolytic enzyme activity. Protease inhibitors are a diverse group of biologically active molecules for which antiviral, 
antimicrobial, antifungal, antiparasitic or anticancer effects have been documented. Successes in the treatment of HIV infection, hepatitis C 
and influenza diseases certainly encourage researchers to look for new inhibitors that could be used in new therapies. This paper provides an 
overview of selected information on enzyme inhibitors, especially protease inhibitors, which are already registered medicines and substances 
that are promising candidates for medical use.
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