Inhibitory enzym6w o potencjalnym zastosowaniu medycznym

STRESZCZENIE

uz od najdawniejszych czaséw medycyna skupiala si¢ na poszukiwaniu jak najbardziej

dopasowanych i skutecznych metod leczenia. Obecnie bardzo dynamiczny rozwoéj dia-
gnostyki medycznej oraz technik projektowania nowych lekéw pozwala na tworzenie te-
rapii dla wielu choréb na poziomie molekularnym. Wsréd lekéw, ktore co roku pojawiaja
sie na rynku medycznym, na szczegélna uwage zasluguja te, ktorych dzialanie oparte jest
na hamowaniu aktywnosci enzyméw proteolitycznych. Inhibitory proteaz stanowia zréz-
nicowana grupe czasteczek biologicznie aktywnych, dla ktérych udokumentowano takze
dzialanie przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwpasozytnicze czy
przeciwnowotworowe. Sukcesy stosowania inhibitoréw enzymow proteolitycznych w lecze-
niu takich choréb jak zakazenie HIV, wirusem zapalenia watroby typu C czy grypy, z cala
pewnoscia zachecaja naukowcoéw do poszukiwania nowych inhibitoréw, ktére mogtyby byé
stosowane w nowoczesnych terapiach. Niniejsza praca stanowi przeglad wybranych infor-
macji dotyczacych inhibitoré6w enzyméw, zwlaszcza inhibitor6w proteaz, ktére sa zarejestro-
wanymi lekami wprowadzonymi na rynek medyczny oraz nowych zwigzkéw chemicznych o
obiecujacym potencjale leczniczym.

WPROWADZENIE

Poczatki medycyny pod obecnie znang nam postacig maja swoje korzenie na
terenach starozytnego Wschodu, Grecji oraz Rzymu. Owczesni lekarze swoja ak-
tywnos¢ medyczna bardzo czesto Iaczyli z obrzedami sakralnymi. Juz wéwczas,
pomimo mocno ograniczonych mozliwosci badawczych, medykom przyswiecat
jeden cel - na podstawie szczegotowych obserwacji i doswiadczer wyciagali oni
wnioski odnosnie prawidlowej diagnozy oraz opracowania metody terapii jak
najlepszej dla pacjenta. Wspélczesna medycyna nadal czerpie z wielu idei za-
szczepionych przez Hipokratesa, jednak dzieki coraz dokladniejszym metodom
diagnostycznym oraz bardzo szybko rozwijajacym si¢ badaniom nad synteza
nowych lekéw, mozemy w bardzo specyticzny sposéb podejsé¢ do leczenia wielu
chorob. Poznanie mechanizmu dzialania lekéw na poziomie molekularnym daje
szanse na unikniecie wielu dziatari ubocznych oraz pozwala na rozwdj terapii
spersonalizowanych.

Jednym ze sposobéw leczenia na poziomie molekularnym jest zastosowa-
nie inhibitoréw enzymoéw. Zahamowanie aktywnosci enzymatycznej Sciéle
sprecyzowanych biokatalizatoré6w, poprzez zastosowanie ich odwracalnych
lub nieodwracalnych inhibitoréw, w prosty sposéb pozwala miedzy innymi
na zmniejszenie zywotnosci patogennych mikroorganizméw, ograniczenie do
minimum namnazana wirionéw lub zahamowanie powstawania szkodliwych
metabolitéw w naszym organizmie. Dotychczas bardzo czesto jako inhibitory
enzymoéw stosowano nanoczasteczki metali, ktére charakteryzuja sie przede
wszystkim wysoka skutecznoscig jako czynniki przeciwbakteryjne [1]. Jednak
na uwage zastuguje réwniez inna grupa zwigzkow biologicznie aktywnych,
jakimi sg inhibitory enzymoéw proteolitycznych. Ich funkcjonowanie w komor-
kach organizméw zywych skorelowane jest z proteazami, ktére stanowia duza
i zréznicowana grupe bialek [2-4]. Enzymy te sq zaangazowane miedzy inny-
mi w procesy krzepniecia krwi, zaplanowanej $émierci komoérki, osmoregulaciji,
przemodelowania tkanek oraz szeroko pojetej odpornosci [5]. W zwiazku z pel-
nieniem przez proteazy tak wielu waznych funkeji nalezy mie¢ na uwadze, ze
moga one roéwniez sta¢ si¢ powaznym zagrozeniem dla ogélnoustrojowej home-
ostazy, jezeli nie beda podlegaly Scisle kontrolowanej regulacji. W uniknieciu
negatywnych skutkéw niekontrolowanej proteolizy pomagaja takie procesy jak
kontrola ekspresji, sekrecji i aktywacji proenzymoéw, ale takze mechanizmy na-
turalnego hamowania aktywnosci proteaz. Utrzymanie réwnowagi pomiedzy
prawidtowa aktywnosciag proteaz a skierowanymi przeciwko nim inhibitorami
niejednokrotnie decyduje o zachowaniu prawidfowego funkcjonowania komor-
ki, tkanki, a takze catego organizmu [6]. Dodatkowo, potwierdzone wieloma
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badaniami dziatanie przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne
czy przeciwnowotworowe wielu naturalnych i syntetycz-
nych inhibitoré6w enzyméw proteolitycznych przyczynito
sie do tego, Ze na stale czasteczki te zostaly wprowadzone
do wielu terapii jako zarejestrowane leki. W grupie inhibi-
toréw proteaz wcigz prowadzone sa badania nad wyselek-
cjonowaniem nowych substancji, ktére mogtyby sie stac¢ po-
tencjalnymi terapeutykami (Tab. 1). W niniejszym artykule
opisano aktywnos¢ przeciwwirusowa, przeciwbakteryijna,
przeciwgrzybicza i przeciwpasozytnicza inhibitoréw enzy-
moéw ze szczegdlnym uwzglednieniem zwigzkow, ktére sa
stosowanymi lekami.

DZIALANIE PRZECIWWIRUSOWE

Replikacja wirionéw obejmuje staly kilkuetapowy cykl
Jednym z jego kluczowych elementéw jest proteolitycz-
na obrébka nowo zsyntetyzowanych laricuchéw polipep-
tydowych, podczas ktérej powstaja biatka strukturalne i
niestrukturalne. Poniewaz reakcja ta towarzyszy cyklowi
replikacji kazdego wirusa, sprawia to, Zze proteazy staja
sie powaznym celem do projektowania lekéw przeciwwi-
rusowych. Najwieksza uwaga skupiona jest oczywiscie na
poszukiwaniu lekéw dla choréb przewlektych (wywotywa-
nych miedzy innymi przez HIV, ang. Human Immunodefi-
ciency Virus czy herpeswirusy) oraz tych, ktére moga powo-
dowa¢ wystepowanie epidemii na duza skale (SARS, ang.
Severe Acute Respiratory Syndrome, wirus denga) [7].

Proteaza HIV-1 nalezy do rodziny proteaz aspartylo-
wych (posiada kwas asparaginowy w pozycji 25. w miejscu
aktywnym) i jest symetrycznym homodimerem, ktéry skia-
da sie z dwoch identycznych podjednostek zawierajacych

99 reszt aminokwasowych. Centrum enzymu tworzy szcze-
lina wiazaca substrat, ktéra reaguje z ré6znymi miejscami
ciecia bialek Gag i GagPol [8,9]. W leczeniu zakazenia HIV-
1 stosowanych jest kilka inhibitoréw tego enzymu. Sg one
niskoczgsteczkowymi peptydomimetycznymi inhibitorami,
ktérych budowa zostala opracowana na podstawie podo-
bieristwa strukturalnego do naturalnych substratéw dla
tego enzymu. Najczesciej inhibitory te stosowane sa w tera-
pii faczonej z inhibitorami odwrotnej transkryptazy. Pierw-
szym inhibitorem proteazy HIV, ktéry w roku 1995 zostat
zaakceptowany w Stanach Zjednoczonych przez FDA (ang.
Food and Drug Administration) w ramach przyspieszonych
przepiséw zatwierdzajacych stosowanie, byl Saquinavir.
Wedlug badan prowadzonych na komoérkach u os6b prze-
wlekle zakazonych HIV, stezeniem wymaganym do zaha-
mowania 50% replikacji wirusa bylo stezenie od 20 do 500
nM tej substancji. Rok p6zZniej na rynek amerykarnski wpro-
wadzono dwa nowe leki, Ritonavir i Indinavir. W przypad-
ku tego drugiego zwiazku w badaniach in vitro wykazano,
ze dla zahamowania 95% replikacji wirusa wystarczylo
stezenie juz od 25 do 100 nM Indinaviru. W zwiazku z tak
pozytywnymi wynikami badari Indinavir stal sie jednym
z najpopularniejszych inhibitoréw proteaz stosowanych w
leczeniu zakazenia HIV. Jednak sukces w stosowaniu tego
leku nie byt dlugotrwaty. Wprowadzenie terapii z uzyciem
Indinaviru wigzalo sie z narazeniem pacjentéw na krysta-
lizacje inhibitora w nerkach, co doprowadzato do kamicy.
Czestymi ubocznymi objawami po zazyciu leku byly row-
niez béle glowy, zmeczenie oraz réznego rodzaju objawy
gastryczne [8,10]. Te niekorzystne dla pacjentéw powikia-
nia zwigzane ze stosowaniem leku spowodowaly, ze za-
projektowano druga generacje inhibitoréw, wéréd ktérych

Tabela 1. Przyklady nowych inhibitoréw enzymoéw, ktére moga znalez¢é potencjalne zastosowanie w medycynie.

Inhibitor Enzym

Dane Zrédiowe

Czynnik patogenny/choroba

Pochodne a-aminofosfonianow

Proteaza NS3/4A HCV [15]

Inhibitor K11777 Katepsyna BiL Koronawirusy, flawowirusy

Odwrotna transkryptaza
HIV-1

Trichogin HIV [41]

acetylo-Dap(dnp)-Ala-Arg| Arg-Ala-Lys(Abz)-Gly

OmpT z Escherichia coli Escherichia coli

Odanacatib Katepsyna K Osteoporoza [43]

Enzym konwertujacy

Inhibitor RXP 407 angiotensyne (ACE)

Nadci$nienie

Marizomib Proteasom 26S Procesy nowotworowe [46]

Marimastat Metaloproteazy Procesy nowotworowe [47]

Inhibitor TEPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) Czynnik Xa Zaburzenia krzepniecia krwi

Inhibitor CTI (Corn Trypsin Inhibitor) Czynnik XIIa Zaburzenia krzepniecia krwi [51]
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Czynnik patogenny/choroba

Struktura i nazwa leku

Rycina 1. Struktury wybranych czasteczek inhibitoréw enzymoéw, ktére sa obecnie powszechnie stosowanymi lekami.
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znalazly sie Amprenavir, Lopinavir, Atazanavir (Ryc. 1a),
Tipranavir (Ryc. 1b) oraz zaakceptowany przez FDA w 2006
roku Darunavir (Ryc. 1c). Mimo iz Darunavir zostat zapro-
jektowany jako bardzo silny lek (IC, od 1 do 5 nM substan-
qji) z przeznaczeniem dla pacjentéw, u ktérych stwierdzono
lekoopornosé, mozna go réwniez z powodzeniem stosowac
u 0s6b chorych, znajdujacych sie na wczesnych etapach le-
czenia ze wzgledu na bardzo ograniczone wystepowanie
skutkéw ubocznych [8].

Innym niebezpiecznym wirusem, ktéry odpowiada za
wysoka $miertelnosé wsréd dzieci i oséb starszych, jest
wirus grypy. Wséréd lekéw, ktére obecnie sa stosowane w
leczeniu zakazenia tym wirusem, mozemy wymieni¢ po-
chodne amantadyny (Symmetrel, Ryc. 1d), ktére specyficz-
nie blokuja kanaly jonowe M2 wirusa grypy A oraz Oselta-
mivir (Ryc. 1e) i Zanamivir (Ryc. 1f), ktére odpowiadaja za
supresje neuraminidazy wirusa grypy A i B [11,12]. Jednak
juz ponad 30 lat temu stwierdzono, ze do prawidlowej ak-
tywacji wirusa grypy wymagana jest specyficzna proteaza,
ktora jest charakterystyczna dla gospodarza. Jest to tzw.
proteaza IAP (ang. Influenza Activating Protease) i jest ona
elementem koniecznym do przeprowadzenia prawidlo-
wego cyklu replikacyjnego. Aktywnos¢ tego enzymu jest
zwigzana z proteolitycznym cieciem wirusowego biatka
hemaglutyniny (HA), ktére po zajsciu tej reakcji gromadzi
si¢ w postaci homotrimeru tworzacego zewnetrzne , kolce”
na powierzchni wirionu. Hemaglutynina jest syntetyzowa-
na jako bialko prekursorowe HAO (~ 75 kD) i jest proteoli-
tycznie rozszczepiana na dwa fragmenty - HA1 (55 kD) oraz
HAZ2 (20 kD). Punkt ciecia proteolitycznego w czasteczce he-
maglutyniny znajduje sie w miejscu nazywanym miejscem
monozasadowym, ktore jest charakterystyczne dla wszyst-
kich ludzkich H1-H3 podtypéw wirusa oraz ptasich pod-
typéw wirusa H1-H16 o niskiej patogennosci. W zwiazku
z katalizowaniem reakcji ciecia hemaglutyniny przez tryp-
syno-podobne proteazy organizmu gospodarza zwiekszana
jest infekcyjnoé¢ wirusa. Konsekwencja tego dzialania jest
uszkodzenie nablonka drég oddechowych oraz nastepujaca
po nim stymulacja proteaz gospodarza do posredniczenia
w procesie zapalanym, pojawiajacym sie w miejscu zainfe-
kowania. Prowadzone na przestrzeni ostatnich lat badania
dowiodly, Ze zastosowanie aprotyniny izolowanej z wolo-
wych ptuc w istotny sposéb moze wplywac na ograniczenie
proteolitycznej aktywacji wirusa grypy oraz zahamowanie
jego rozprzestrzeniania sie, a takze zlagodzenie patologicz-
nych proceséw zapalnych [13].

Szacuje sie, Ze obecnie na Ziemi zyje okolo 130-150 mi-
lionéw 0s6b z przewleklym zakazeniem wirusem zapalenia
watroby typu C (HCV, ang. Hepatitis C Virus), a co roku do
tej puli dofgcza okoto 3-4 milionéw nowych potencjalnych
pacjentéw. Chociaz u wielu oséb zakazenie to przebiega
bezobjawowo, to ludzie przewlekle chorzy narazeni sa na
rozwd¢j marskoéci watroby, ktéra jest bardzo powaznym
problemem wsrdd starzejacych sie populacji na catym swie-
cie. Skuteczne obecnie terapie przeciwko HCV skierowane
sq przeciwko kluczowej dla cyklu replikacyjnego wirusa
proteazie serynowej - bifunkcjonalnemu, niestrukturalne-
mu biatku 3 (NS3/4A). Biatko to sklada si¢ z elementu funk-
cjonalnego (NS3) oraz kofaktora (NS4A) i odpowiada za
dwie oddzielne czynnosci: aktywnos¢ proteazy serynowej
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oraz NTPazy/RNA helikazy [9,14]. Oba te elementy powig-
zane sa z przetwarzaniem poliprotein wirusowych, replika-
cja RNA i w konsekwencji tworzeniem nowych wirionéw.
Ponadto proteaza NS3/4A jest w stanie blokowa¢ wrodzo-
ne szlaki immunologiczne i modulowac szlaki sygnalizacyj-
ne czynnikéw wzrostu, jednoczeénie wplywajac na wzrost
patogennosci i opornoéci HCV [15]. W 2011 roku FDA za-
akceptowala do uzytku dwa leki, ktére sa inhibitorami pro-
teazy NS3/4A, Telaprevir i Boceprevir i sg stosowane w
kombinacji z PEG-INF-a oraz rybawiryng. Substancje te sa
ketoamidowymi inhibitorami, tworzacymi kowalencyjne,
ale odwracalne wiazania z proteazg NS3/4A [16]. Jednak
niedlugo pdzniej przestaty by¢ one dostepne i zastgpiono
je skuteczniejszymi lekami nowej generacji - Simeprevirem
(Ryc. 1g), ktéry mozna stosowac osobno oraz Paritaprevi-
rem (Ryc. 1h) i Grazoprevirem (Ryc. 1i), ktére sa stosowane
w kombinacji z innymi lekami. Nowa generacja lekéw w
przeciwienistwie do poprzedniej opierala si¢ na opracowa-
niu niekowalencyjnych odwracalnych inhibitoréw proteazy
NS3/4A [17]. Mimo wielu zaproponowanych substancji o
dziataniu hamujacym namnazanie HCV badania nad syn-
teza nowych zwigzkéw nie ustaja. Jednymi z najnowszych
substancji o charakterze inhibitoréw proteazy NS3/4A sg
zaproponowane przez polski zespét badawczy pod kierow-
nictwem Skorenskiego pochodne a-aminofosfonianéw. Ich
zdecydowana zaletq jest to, ze ich dziatanie skierowane jest
wylacznie na proteazy serynowe i zwigzki te nie reaguja z
resztami cysteinowymi czy aspartylowymi oraz metalopro-
teazami. Ponadto nie stwierdzono toksycznosci tych zwigz-
kéw w badaniach in vivo [15].

DZIALANIE PRZECIWBAKTERY]JNE

Patogeny pochodzenia bakteryjnego wykorzystuja cate
spektrum czynnikéw wirulengji, ktére umozliwiaja im
sprawne rozprzestrzenianie sig, uchylanie sie przed dziata-
niem ukladu odpornosciowego gospodarza oraz kolonizacje
jego tkanek. Wsréd tych czynnikéw istotne miejsce zajmuja
enzymy proteolityczne. Odgrywaja one przede wszystkim
role w pozyskiwaniu substancji odzywczych poprzez bez-
posrednia degradacje sktadnikéw tkanek organizmu gospo-
darza. Obecnie dostepne antybiotyki swoje dzialanie opie-
raja przede wszystkim na zaburzeniach w syntezie Sciany
komorkowej lub syntezie biatka. Ze wzgledu na niezwykle
szybko rozprzestrzeniajaca si¢ antybiotykoopornos¢, prote-
azy bakteryjne i czgsteczki ich inhibitoréw sg bardzo obie-
cujacymi substancjami do projektowania nowych lekéw o
dziataniu przeciwbakteryjnym [7].

Metaloproteazy sa najczesciej wystepujacymi enzymami
proteolitycznymi wsréd patogenéw pierwotnych i opor-
tunistycznych. Bardzo czesto s3 powigzane z mobilnymi
elementami materiatu genetycznego (np. plazmidami, tzw.
wyspami patogennosci czy zintegrowanymi fagami), a ich
ekspresja nie jest konstytutywna, lecz regulowana poprzez
sygnaly srodowiskowe, co moze sprawia¢ dodatkowa trud-
noé¢ w trakcie projektowania specyficznych inhibitoréw-
-lekéw [18]. Wsrdd klasycznych przyktadéw bakteryjnych
metaloproteaz mozemy wymieni¢ aureolizyne Staphylo-
coccus aureus, ktéra odpowiada za modulacje odpowiedzi
immunologicznej, wplywajac stymulujaco na limfocyty i
hamujac produkcje immunoglobulin. Dodatkowo wptywa
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ona takze na rozregulowanie aktywnosci proteolitycznej or-
ganizmu gospodarza poprzez inaktywacje serpin [19]. Ko-
lejnym przykladem szkodliwego dzialania metaloproteaz
moga by¢ elastaza LasB i alkaliczna proteaza AprA Pseudo-
monas aeruginosa, ktére odpowiadaja za degradacje laminin
i powstawanie zapalenia rogéwki [20]. Réwnie niebezpiecz-
ne i niepozadane dziatanie wykazuje proteaza VVP Vibrio
vulnificus, ktéra powoduje zwiekszenie przepuszczalnosci
naczyn krwionoénych i uszkodzenia tkanki krwiotworczej,
co przyczynia sie do powstawania charakterystycznych
obrzeknietych zmian skérnych [21].

W zwiazku z wczesniej wspomnianym niekonstytutyw-
nym charakterem wielu proteolitycznych czynnikéw pato-
gennosci u bakterii, znalezienie skutecznie dzialajacego spe-
cyficznego inhibitora proteaz staje sie¢ duzym wyzwaniem.
Substancje biologicznie czynne pozyskiwane sa z bardzo
réznorodnych zZrédel, a ich aktywnosé sprawdzana jest pod
katem dziatania przeciwko réznym patogenom. Nisko-
czgsteczkowe inhibitory proteaz znajduja sie na przykiad
w jadzie pszczelim. Z jadu azjatyckich pszczét miodnych
Apis cerana wyizolowano inhibitor proteaz AcVSPI, ktére-
go dzialanie opiera si¢ na hamowaniu aktywnosci proteaz
serynowych oraz drobnoustrojowej plazminy, ktéra row-
niez jest proteaza serynowa. Naukowcy nie stwierdzili
jednak hamowania takich enzymoéw jak trombina lub ela-
staza. Inhibitor AcVSPI wykazuje wysokie podobieristwo
strukturalne do niskoczasteczkowego inhibitora proteaz
serynowych Api m 6 i zawiera domene trypsyno-podobna,
w obrebie ktorej znajduje sie 10 reszt cysteinowych. Inhibi-
tor ten wykazywal réwniez skuteczne hamowanie rozwoju
szczepOw Escherichia coli i Bacillus thuringiensis oraz grzyba
Beauveria bassiana [22].

Zapalenie pluc wywolywane przez szpitalne szczepy
Pseudomonas aeruginosa jest trzecia co do czestotliwosci
przyczyna zgonéw wsrod pacjentéw w szpitalach w Sta-
nach Zjednoczonych. Podczas zapalenia pluc dochodzi do
ciezkiej niedokrwistosci, a wydzieliny uktadu oddechowe-
go wzbogacaja sie¢ w serynowa proteaze, elastaze neutro-
filowa. Enzym ten powoduje uszkodzenia proteolityczne
tkanek w drogach oddechowych, przez co zwieksza sie stan
zapalny, a takze dochodzi do narastajacej inwazji komérek
bakteryjnych na nabtonek oddechowy. Sytuacja ta przyczy-
nia sie do niekontrolowanego namnazania bakterii, ograni-
czenia zdolnosci do wymiany gazowej oraz wtlaczania pty-
néw do drég oddechowych. W zwiazku z tymi objawami
wysunieto hipoteze, ze zahamowanie aktywnosci elastazy
neutrofilowej moze zmniejszy¢ czestotliwos¢ wystepowa-
nia zapalenia pluc oraz jego nasilenie. Jako prototypowy in-
hibitor zaproponowano ludzka a-1-antytrypsyne, ktéra jest
zaliczana do biatek ostrej fazy. Badania przeprowadzono
na myszach transgenicznych, ktére wykazywaty zdolnos¢
do ekspresji tego inhibitora w plucach. W wyniku przepro-
wadzonych doéwiadczen stwierdzono zmniejszenie o 90%
$miertelnosci z powodu zakazenia Pseudomonas aeruginosa
wéréd zwierzat transgenicznych w poréwnaniu z grupa
kontrolng zwierzat nietransgenicznych. Ponadto podanie
zewnetrzne ludzkiej a-1-antytrypsyny myszom nietransge-
nicznym réwniez obnizato ich $émiertelnos¢. Dziatanie inhi-
bitora opiera sie tutaj gléwnie na ograniczeniu wytwarzania
uszkodzen w tkance ptucnej, obnizeniu stezenia bakterii w
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plucach i krwi oraz obnizeniu stezenia cyrkulujacych cyto-
kin. Te pozytywne wyniki badari zachecaja do zastosowa-
nia a-l-antytrypsyny jako naturalnego mediatora odpor-
noséciowego w profilaktyce zachorowan na zapalenie pluc
wywolywane przez Pseudomonas aeruginosa [23].

Inhibitory enzymoéw proteolitycznych moga réwniez
dzialaé synergistycznie z innymi substancjami, obnizajac
przezywalnosé patogenéw. Jednym z przykladéw takiego
dzialania moze by¢ polaczenie laktoferycyny B (kationo-
wego peptydu antymikrobiologicznego, pochodzacego z
N-konicowego fragmentu bydlecej laktoferyny) z wybrana
mieszanka inhibitoréw proteaz (EDTA, bestatyna czy pep-
statyna). W badaniach przeprowadzonych przez Ulvatne i
wspolpracownikéw takie , koktajle” powodowaly obnize-
nie zywotnosci szczepoéw Escherichia coli oraz Staphylococcus
aureus [24]. Bogatym zrédlem do poszukiwania substancji
aktywnych o charakterze inhibitoréw enzyméw moga by¢
réwniez réznego rodzaju ekstrakty grzybowe obfitujace w
substancje biatkowe. Oczyszczone poszczegélne skladniki
takich mieszanin bardzo czesto wykazuja zdolnoéci hamo-
wania wzrostu réznych mikroorganizmoéw, a takze aktyw-
noéci enzymoéw wirusowych (np. odwrotnej transkryptazy
HIV) [25].

DZIALANIE PRZECIWGRZYBICZE

Najczesciej wystepujace choroby grzybicze wywotywane
sg przede wszystkim przez patogeny oportunistyczne z ro-
dzaju Candida (w szczeg6lnosci Candida albicans, Candida gla-
brata i Candida parapsilosis) oraz rodzaju Aspergillus (Asper-
Qillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus calidoustus),
a takze przez grzyby z rodzajow Fusarium, Rhizopus czy
Mucor [26]. Grzybice obserwowane sa przede wszystkim
u pacjentéw z obnizona zdolnoscia do wystepowania pra-
widlowej odpowiedzi immunologicznej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem os6b chorych na AIDS nie poddanych
zadnemu leczeniu. Wsréd tej grupy pacjentéw szczegodlnie
rozpowszechniona grzybica byla dotychczas kandydoza
gardla. Jednak dzieki wprowadzeniu terapii HAART (ang.
Highly Active Antiretroviral Therapy), w ktorej stosowane sa
kombinacje trzech lekéw antyretrowirusowych, np. dwa
nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy i jeden
inhibitor proteazy, zaobserwowano zdecydowane obnize-
nie zachorowalnosci na ten rodzaj grzybicy i obecnie jest
ona jednym z marginalnych powiktait wéréd oséb zaka-
zonych HIV [27]. Jednymi z najczesciej badanych proteaz
pochodzenia grzybowego sa proteinazy aspartylowe Candi-
da albicans (SAP, ang. Secreted Aspartyl Proteinases). W toku
prowadzonych badan stwierdzono, ze inhibitory stosowane
przeciwko wirusowym proteazom aspartylowym w terapii
zakazenn HIV réwniez skutecznie hamujg aktywnosé pro-
teaz SAP u Candida sp., co tltumaczy opisane wczesniej ob-
nizenie czestotliwosci wystepowania kandydoz u chorych
na AIDS [7]. Wéréd zbadanych lekéw, ktére wplywaja na
zdolnos¢ do obnizenia adhezji komérek Candida albicans do
powierzchni komoérek endotelialnych gospodarza, mozna
wymienié trzy skuteczne leki: Saquinavir, Indinavir oraz
najefektywniejszy z nich trzech Ritonavir (powodujacy ob-
nizenie adhezji Candida albicans o 55% przy zastosowaniu
dawki 500 pM leku) [27].
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Jakkolwiek kontrowersyjne wydawaloby sie znaczenie
proteaz w procesie patogenezy choréb grzybiczych, nalezy
nadmienié, ze bardzo czesto proteazy aspartylowe, seryno-
we, metalopeptydazy oraz aminopeptydazy, karboksypep-
tydazy i dipeptydylopeptydazy sa wydzielane zewnatrzko-
moérkowo przez patogenne gatunki grzybéw. Sa one réw-
niez klasyfikowane jako czynniki wirulengji, ktére decyduja
o inwazji i kolonizacji tkanek gospodarza poprzez hydrolize
bialek i niszczenie komérek oraz czasteczek nalezacych do
naturalnej bariery ochronnej organizmu [28].

Mimo Ze proteazy sa tylko jedna sposréd wielu grup be-
dacych czynnikami wirulencji u grzybéw, pomagaja one w
przeprowadzeniu inwazji na tkanki gospodarza i utatwiaja
grzybom unikanie odpowiedzi immunologicznej. Dlatego
tez tak bardzo pozadane jest znalezienie specyficznych inhi-
bitoréw proteaz, ktére w potaczeniu z obecnie uzywanymi
lekami przeciwgrzybiczymi beda wplywaty na zmiane inte-
gralnosci $ciany i btony komérkowej oraz beda wywolywa-
ty zaburzenia w replikacji DNA grzybow. Jednym z propo-
nowanych do tego celu inhibitoréw moze by¢ pepstatyna.
Jest to czasteczka o szerokim spektrum dzialania, nalezaca
do klasy inhibitoréw proteaz aspartylowych, ktéra hamuje
adhezje komoérek Candida albicans, zapobiegajac inwazji ko-
morek grzyba lub powstawaniu uszkodzeni w obrebie tkan-
ki sluzowej poprzez hamowanie proteaz SAP [29].

Wazne jest rowniez zwrécenie uwagi na fakt, ze grzybo-
we proteazy sg bardzo silnymi alergenami, a wigkszos¢ z
nich nalezy do rodziny proteaz serynowych. Podanie inhibi-
tora proteaz serynowych podczas procesu uwrazliwiania z
zastosowaniem proteazy i antygenéw Aspergillus fumigatus i
Aspergillus niger mialo wplyw na obnizenie alergicznego od-
czynu zapalnego oraz hiper-odpowiedzi immunologicznej
w badaniach przeprowadzonych na modelu zwierzecym.
Dlatego tez jednym z istotnych kierunkéw badan stato sie
poszukiwanie inhibitoré6w serynowej proteazy alkalicznej
wydzielanej przez Aspergillus fumigatus, ktéra odpowiada
za niszczenie komponentéw ludzkiego ukladu odporno-
Sciowego [30].

DZIAEANIE PRZECIWPASOZYTNICZE

Choroby pasozytnicze wywolywane przez pierwotniaki
(w tym malaria, leiszmanioza, choroba Chagasa) sg jednymi
z najgrozniejszych choréb zakaznych na $wiecie. Charak-
teryzuja sie wysoka $miertelnoscia i zachorowalnoscia w
szczeg6Inosci na terenach krajow rozwijajacych sie. Powo-
dami, dla ktérych ich leczenie jest tak bardzo utrudnione, sa
koniecznoé¢ prowadzenia dlugotrwatej terapii przeciwpa-
sozytniczej, z ktéra wigze sie wystepowanie wielu skutkéw
ubocznych oraz wystepowanie zjawiska lekoopornosci.
Dlatego tez badania ostatnich dekad byly skoncentrowa-
ne na poszukiwaniu nowych substancji do projektowania
lekéw przeciwpasozytniczych. Enzymy proteolityczne wy-
daja sie by¢ w tym wypadku jednymi z najlepszych celéw
nadajacych sie do ograniczenia rozprzestrzeniania sie pa-
sozytow, poniewaz sa one u pierwotniakéw kluczowymi
czynnikami wirulencji oraz pelnig istotne funkcje w trakcie
zachodzenia interakcji z organizmem gospodarza i we wia-
snym metabolizmie komérkowym [7].
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Malaria jest chorobg wywotywana gtéwnie przez Plasmo-
dium falciparum oraz Plasmodium vivat. Z danych oszacowa-
nych przez WHO (ang. World Health Organization) wynika,
ze w roku 2015 zgtoszono az 214 milionéw przypadkow
wystepowania malarii, z czego okoto 438 000 zakoriczy-
to sie¢ zgonem. Pojawienie sie lekoopornosci u pasozytow
spowodowalo, ze uprzednio stosowane leki przestaty by¢
skuteczne. Obecnie standardowe procedury leczenia obej-
muja kombinowang terapie oparta na artemizynie (ACTs,
ang. Artemisinin-based Combination Therapies). Niestety, w
roku 2009 potwierdzono, ze Plasmodium falciparum wytwo-
rzylo opornoé¢ réwniez na artemizyne, w zwigzku z czym
konieczne stalo sie znalezienie nowego skutecznego leku.
Wiele propozycji w trakcie poszukiwania terapeutyku
skierowanych bylo w strone pasozytniczych proteaz aspar-
tylowych, plazmepsyn. Niestety, trudnoé¢ w znalezieniu
odpowiedniej substancji polegata na tym, ze zaproponowa-
ny do zastosowania inhibitor musiatby dziata¢ wyjatkowo
selektywnie, nie powodujac zahamowania aktywnosci ho-
mologicznych ludzkich proteaz aspartylowych [31]. Jed-
nym z przykladow skutecznego nowego inhibitorowego
leku przeciwko malarii moga by¢ pochodne pirymidynowe,
ktére hamujg aktywnos$é prokariotycznej zaleznej od ATP
proteazy ClpP, zlokalizowanej w reliktowym plastydzie
pasozyta. Dla tego jednego enzymu zaprojektowana zostala
cala seria inhibitoréw in silico. Sposréd wielu zapropono-
wanych zwigzkéw wybrano jeden o potencjalnym znacze-
niu klinicznym. Jego dzialanie opieralo si¢ na ograniczeniu
wzrostu i prawidlowej segregacji apikoplastu w kolejnych
cyklach komoérkowych po zastosowaniu substancji aktyw-
nej, czego wynikiem byto obumieranie komérek pasozyta
[32].

Choroba Chagasa, wywolywana przez pierwotniaka Try-
panosoma cruzi, dotyka okoto 8-10 milionéw ludzi na catym
Swiecie i powoduje ponad 10 000 zgonéw rocznie. Choroba
ta jest endemiczna dla krajow Ameryki Laciniskiej, gdzie jest
glowna przyczyna bardzo czestych niewydolnosci serca.
Ostra faza choroby trwa okolo 8 tygodni i moze by¢ bezobja-
wowa. Wiekszos¢ zarazonych oséb (okolo 70%) przechodzi
przez ostra faze choroby bez jej przejscia w faze przewle-
kia. Jednak pozostate 30% doswiadcza przewleklej choroby,
ktora jest $miertelna. Leczenie farmakologiczne jest ograni-
czone do stosowania benznidazolu (Ryc. 1k), nitroimidazo-
lu, nifurtimoksu i nitrofuranu. Leki te sa jednak skuteczne
jedynie w fazie ostrej choroby, a w momencie przejscia w
faze przewlekla staja sie zupelnie bezuzyteczne. Powoduja
one réwniez szereg skutkéw ubocznych jak alergiczne re-
akcje skorne, toksycznosé dla ukltadu nerwowego, goraczka
oraz niepozadane objawy ze strony ukladu pokarmowego.
Do zaprojektowania nowych lekéw zaproponowano kilka
bialek enzymatycznych Trypanosoma. Sa to miedzy innymi
rodezaina i kruzaina, ktére sa proteazami cysteinowymi
katepsyno L-podobnymi i odgrywaja role w posrednicze-
niu w odpowiedzi pomiedzy pasozytem a gospodarzem.
Za skuteczne hamowanie tych enzyméw odpowiadaja po-
chodne fluoroketonéw, ktére dziatajg juz w nanomolarnych
stezeniach i wykazuja dogodna farmakokinetyke, ktéra zo-
stata potwierdzona we wstepnych badaniach przedklinicz-
nych [33].
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PODSUMOWANIE

Dzieki temu, ze inhibitory enzymoéw proteolitycznych
sq tak bardzo duza i zré6znicowana grupa zwiazkéw biolo-
gicznie aktywnych, stwarzaja wiele mozliwosci do poszu-
kiwania dla nich nowych zastosowan jako specjalistyczne
leki. Obecnie prowadzonych jest wiele badan nad poszu-
kiwaniem zupelnie nowych czasteczek oraz zwigzkéw
pochodnych dla substancji, ktére wykazywaly juz potwier-
dzone dzialanie terapeutyczne i zostaly wprowadzone na
liste powszechnie stosowanych lekéw. Opracowywane sa
réwniez specjalistyczne programy komputerowe, ktére po-
zwalajq na szybkie projektowanie struktur nowych i bardzo
specyficznych inhibitoréw [34-37]. Jednak droga od wyna-
lezienia nowej substancji czynnej do wdrozenia jej do uzyt-
ku medycznego jest bardzo dtuga. Niejednokrotnie tysigce
proponowanych zwigzkéw chemicznych, o interesujacych
wlasciwosciach in vitro, odrzucane sg juz we wczesnych fa-
zach badan klinicznych. Obecnos¢ zwigzkéw o charakterze
inhibitoréw proteaz w grupie stosowanych juz lekéw daje
nadzieje na znalezienie nowych terapeutykéw wsérod tego
rodzaju preparatow.
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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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