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Tematem artykutu sg proteazy, ich znaczenie w Zyciu cztowieka
oraz metody pomiaru stezenia i aktywnosci tych zwiazkow.

Proteazy (proteinazy, peptydazy lub enzymy proteolityczne) od-
grywaja bardzo istotna role w ludzkim zyciu. Do tej pory, w ludzkim
organizmie zidentyfikowano ponad 500 tego typu zwiazkéw, ktore
s3 kodowane przez ok. 2% wszystkich genéw [I].

Klasyfikacja i podziat proteaz

Enzymy protelityczne s3 podklasa klasy hydrolaz i s3 oznaczone ko-
dem EC 3.4. Hydrolizuja one wigzania peptydowe w $rodku wiazania biat-
kowego (endopeptydazy), badz tez na jego koncach (egzopeptydazy).

Istnieja trzy podzialy proteaz. Pierwszym z nich jest podziat
ze wzgledu na substrat i umiejscowienie wigzania, ktére ulega hydroli-
zie. Drugim jest podziat ze wzgledu na mechanizm katalizy. Trzeciego
podziatu proteaz dokonano pod wzgledem pH, w ktérym wykazuja
one maksimum aktywnosci [2, 3].

Znaczenie proteaz w zyciu czlowieka

Proteazy odgrywaja istotna role w wielu procesach, takich jak:
zaptodnienie, trawienie, wzrost, dojrzewanie, starzenie sig, a nawet
$mier¢ organizmu. Reguluja one liczne procesy fizjologiczne poprzez
kontrole aktywacji, syntezy oraz degradacii biatek. Petnig rowniez istot-
na funkcje w replikacji oraz rozprzestrzenianiu sie¢ wiruséw, bakterii
oraz parazytéw. Odpowiedzialne s3 za efektywna transmisje choroby
wywotywanej przez te patogeny. Z tego powodu peptydazy stanowia
istotny cel w przypadku leczenia wielu choréb.

Enzymy proteolityczne odgrywaja bardzo istotna role we wzroscie
pierwotnego guza nowotworowego i powstawaniu jego przerzutéw
(metastazy) [3+5]. Umozliwiaja one dzielenie si¢ komérek nowotwo-
rowych guza, toruja im droge w przestrzeniach miedzykomérkowych,
umozliwiaja przedostawanie sig do i ze $wiatfa naczyn krwionosnych,
a takze zagniezdzanie si¢ w innych tkankach organizmu [6].

Dalej opisano proteazy najwazniejsze dla cztowieka, ktére
sa W wiekszosci zwigzkami z udowodnionym znaczeniem klinicznym.

Kaspazy

Kaspazy sg zwiazkami z grupy proteaz, ktére kontoluja apoptoze.
Sa one réwniez zwiazane z funkcjonowaniem systemu odpornoscio-
wego, co umozliwia post-translacyjna modyfikacje cytokin i aktywacje
kaskady kaspaz w reakcjach cytotoksycznych. Sa one odpowiedzial-
ne w najwiekszym stopniu za uszkodzenia komérek. Kaspazy zabijaja
wszystkie komorki i musza by¢ kontrolowane przez aktywacje/dezak-
tywacje ich zymogenéw [7].

Najczesciej badanym enzymem nalezacym do tej grupy jest kaspaza-8.

Kaspaza-8

Kaspaza-8 (EC 3.4.22.61, endopeptydaza), jest cztonkiem rodziny
cysteinowo-aspartylowych proteaz, ktére wykazujg maksimum aktyw-
nosci w pH=2-3. Aktywna kaspaza-8 ma zdoIno$¢ do aktywowania ka-
spaz efektorowych. Co w pdzniejszym czasie popycha komorki cytotok-
syczne T do zabicia komdrek nowotworowych. W rezultacie, kaspaza-8
posrednio uczestniczy w hamowaniu rozwoju nowotworu [8].
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Mutacje, ktora inaktywuje kaspazy-8 wykazano m.in. u dzieci
z neuroblastomg, nowotworami jelita grubego, w raku watroby, ostrej
biataczce [9].

Katepsyny

Katepsyny s3 proteazami lizosomalnymi, ktére powoduja hy-
drolityczna degradacje tancuchéw biatkowych zaangazowanych
w rozktad komoérek. Penetrujace katepsyny z zewnatrz komorki
przez jej blone moga spowodowaé degradacje jej struktur przez
kontakt z tymi enzymami. Jest to stan patologiczny i moze powo-
dowac liczne choroby, takie jak nowotwory, osteoporoze, chorobe
Alzheimera i inne. Ostatnio odkryto, ze tego rodzaju enzymy s3 za-
angazowane w apoptoze komérek poprzez wywotywanie kaspazo-
zaleznej $mierci komoérek [10, | 1].

Katepsyna D

Katepsyna D (EC 3.4.23.5, maksimum aktywnosci w pH=2-3)
jest enzymem zaliczanym do endopeptydaz aspartylowych. Lizoso-
malna katepsyna D bierze udziat w proteolizie wewnatrzkomérko-
wych i zewnatrzkomoérkowych biatek. Stwierdzono, ze katepsyny D
i B s3 bardzo waznymi czynnikami w apoptotycznej zaprogramowa-
nej $mierci komérek [12].

Katepsyna D jest zaangazowana w proces wzrostu guza, jego pe-
netracji w tkankach, migracji komérek nowotworowych i ich umiej-
scowieniu w ogniskach przerzutowych. Nasilenie rozpadu i wzrost
aktywnosci katepsyny D we krwi ma réwniez miejsce w stanach pato-
logicznych, takich jak stany zapalne, niedokrwienie migsnia sercowe-
go, choroby watroby, dystrofii migsni, w stwardnieniu rozsianym lub
chorobie Alzheimera.

W przypadku miesniakéw macicy, gruczolakoraku okreznicy
jest ona uznawana za marker nowotworowy i ustalenie jej stezenia
w plynach ustrojowych jest komplementarne do badania histopato-
logicznego [13+18].

Katepsyna B

Katepsyna B (EC 3.4.22.1) jest zaliczana do neutralnych (maksi-
mum aktywnosci w pH=6-7) endopeptydaz cysteinowych [19]. Jest
ona jedng z najbardziej rozpowszechnionych proteaz w organizmie.
Bierze udziat w procesie kancerogenezy na wielu poziomach — uczest-
niczy w transformacji nowotworowej, inwazji oraz powstawaniu prze-
rzutéw. Wykazano, ze katepsyna B wnika w jadro komérkowe i w ten
sposob aktywuije apoptoze [12]. Wiekszos¢ badan potwierdza mozli-
wos¢ pomiaru aktywnosci endopeptydaz cysteinowych jako marke-
réw “agresywnosci nowotworu” oraz inhibitoréw tych enzyméw jako
markeréw “obronnosci organizmu” w diagnostyce nowotworowej
i monitorowaniu terapii [20+22].

Katepsyna G

Katepsyna G (EC 3.4.21.20) jest jedna z alkalicznych (maksimum
aktywnosci w pH=8-9), serynowych endopeptydaz. Fizjologiczna rola
katepsyny G w zywym organizmie jest gidwnie zwiazana z wczesna
odpowiedzig immunologiczng, lecz jej aktywnos¢ biologiczna nie jest
ograniczona wyfacznie do tego. Katepsyna G bierze réwniez udziat
w wielu procesach fizjologicznych, takich jak degradacja tkanek, ak-
tywacja ptytek krwi, chemotaksja monocytéw i neutrofili, proteoliza
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czynnikdw krzepniecia krwi i powstawanie angiotensyny Il. Ostatnio
zaobserwowano, ze enzym ten wywotuje wielokomorkowe sferoidy
komérek nowotworowych sutka [23+25].

Konwertaza angiotensyny (Angiotensin- Converting Enzyme,
ACE) i renina

Konwertaza angiotensyny (ACE, EC 3.4.15.1) jest zaliczana do za-
sadowych, metaloorganicznych egzopeptydaz i do peptydylowych di-
peptydaz. Enzym ten katalizuje odszczepienie C-koricowego dipep-
tydu z dekapeptydu angiotensyny | z wytworzeniem oktapeptydu
angiotensyny Il, ktéra jest najsilniejsza substancja powodujaca skurcz
btony miesni naczyn krwionosnych. Degraduje ona réwniez bradykini-
ne, ktéra wykazuje podobne dziatanie [26]. Obecnie, szeroko stoso-
wane w medycynie sa leki (kaptopryl, benazepril), ktére sg inhibitorami
konwertazy angiotensyny (inhibitory ACE).

Renina (angiotensynogenaza, EC 3.4.23.15, endopetydaza aspar-
tylowa- maksimum aktywnosci w pH=2-3) jest enzymem proteoli-
tycznym i zwierzecym hormonem wydzielanym przez nerki. Jest ona
sktadnikiem uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAA, RAAS). Jej
dziatanie powoduje podwyzszenie ci$nienia krwi [27].

Proteaza HIV-I

HIV-1 proteaza (EC 3.4.23.16, endopeptydaza aspartylowa —
maksimum aktywnosci w pH=2-3) jest konieczna dla reprodukc;ji
i dojrzewania wirusa ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV) w zain-
fekowanym organizmie [28, 29]. Hamowanie proteazy HIV-1 w cyklu
zyciowym wirusa HIV jest jedna z mozliwosci, aby zatrzyma¢ roz-
woj zespotu nabytego niedoboru odpornosci (AIDS) w organizmie.
W zwiazku z tym, inhibitory proteazy HIV-1, takie jak amprenawir,
tipranawir lub darunawir, sg wykorzystywane w wysoce aktywnej te-
rapii antyretrowirusowej [30, 31].

Proteaza HCV NS2/3 i HCV NS3/4

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV- hepatitis C virus) jest czton-
kiem rodziny Flaviviridae. Ta poliproteina jest przeksztalcana przez sy-
gnatowe peptydazy gospodarza i dwie wirusowe proteazy — NS 2/3
i NS 3/4A (neutralne, serynowe endopeptydazy) do |0 biatek niezbed-
nych w replikacji wirusa [32+37]. W medycynie uzywa sie inhibitorow
proteazy, takich jak boceprewir i telaprervir, do leczenia wirusowego
zapalenia watroby.

Tkankowy aktywator plazminogenu (tPA- Tissue Plasminogen
Activator)

Tkankowy aktywator plazminogenu (EC 3.4.21.68) jest alkalicz-
na, serynowa endoproteaza. Enzym ten przeksztafca proenzym — pla-
zminogen do plazminy. Plazmina powoduije liz¢ fibryny i tym samym
zwiegkszenie przeptywu naczyn krwiono$nych zamknigtych materiatem
zakrzepowym:. Jest to gtéwna reakcja rozktadajaca skrzep.

tPA odgrywa wazng role w migracji komorek i przebudowie tka-
nek. Zwigkszona aktywnos$¢ tego enzymu powoduje zwigkszona fibry-
nolize, ktéra objawia si¢ nadmiernym krwawieniem; obnizona aktyw-
nos¢ sprzyja zakrzepicy i zatorowosci.

Enzym ten jest stosowany w pewnych przypadkach choréb zakrze-
powych, takich jak zator tetnicy ptucnej, zawat serca i udar [38, 39].

Proteasom 26S

Proteasom 26S (EC 3.4.25.1, zasadowa, treoninowa endopepty-
daza) jest odpowiedzialny za degradacje wiecej niz 80% uprzednio
ubikwitynowanych biatek komérkowych (takze z komérek nowotwo-
rowych) z uwolnieniem ubikwityny. Hamowanie proteasomu prowa-
dzi do hamowania wzrostu i proliferacji komérek guza. Stosowanie eg-
zogennych inhibitoréw proteasomu w walce z rakiem stwarza nowe,
obiecujace mozliwosci terapeutyczne [40+42].
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Metody pomiaru stezenia i aktywnosci peptydaz

Oprocz stezenia enzymu, jako ceche okreslajaca ilos¢ enzymu
W roztworze, stosowana jest rowniez jego aktywnos$é enzymatyczna.
Obecnos¢ enzymu wykrywa sie w specyficznej reakgiji, ktéra katalizo-
wana jest przez ten zwiazek. Metody oznaczania wykorzystuja rézne
typy interakgji, takie jak oznaczenia izotopowe (radioimmunologia),
wiazanie analitu (antygenu) ze znakowanym przeciwciatem (immuno-
histochemia) lub spektroskopie.

Metody pomiaru aktywnosci enzymatycznej

Istnieje wiele metod oznaczania aktywnosci enzymatycznej. Do tej
grupy naleza m.in.: metody spektrofotometryczne (np. metoda Folin-
Ciocalteu, spektrofluorymetria, kolorymetria), elektroforeza, chroma-
tografia, radiometria, metoda fazy statej, metody elektrochemiczne,
analiza proteolityczna aktywnosci macierzowej (PrAMA- proteolytic
activity matrix analysis) oraz inne oznaczajace produkty reakcji enzy-
matycznej. Wybér metody pomiarowej, zalezy od rodzaju substratéw
(biatkowe naturalne, biatkowe modyfikowane, substraty amidolitycz-
ne, fluorogenne i inne), oczekiwanych produktéw, srodowiska reakcji,
kosztéw i wielu innych czynnikéw.

Metody pomiaru stezenia enzyméw
Metody te moga by¢ podzielone na dwie grupy: metody pétiloscio-
we i metody ilosciowe.

Metody pétilosciowe

Metody potilosciowe sa wykorzystywane do oszacowania ilosci
enzymu. Otrzymywane wartosci nie s doktadne, ani scisle okreslone.
Do tej grupy metod moga by¢ wtaczone metody histochemiczne oraz
technika Western Blot.

Immunohistochemia

Immunohistochemia, dzieki ekspresji produktéw reakcji antygen-
specjalnie oznakowane przeciwciato, umozliwia okreslenie przyblizo-
nej ilosci substancii (na przyktad antygenu), ktéry znajduije sie w préb-
ce. Istnieje wiele technik immunohistochemicznych, ktére moga by¢
uzyte w celu zlokalizowania antygenu. Wybér odpowiedniej metody
powinien by¢ oparty na parametrach, takich jak rodzaj badanej préb-
ki, granica wykrywalnosci [43]. Metody immunohistochemiczne za-
stosowano m.in. do pomiaru stgzenia SUMO-specyficznej proteazy |
[44], tryptazy i chymazy [45], metaloproteinaz, katepsyno L- podob-
nej proteazy cysteinowej z Taenia pisiformis [46], proteazy M [47],
trombiny [48], katepsyny B [49].

Western Blot

Jest to metoda stuzaca do wykrywania okreslonych biatek w préb-
kach. Umozliwia ona rozdziat zdenaturowanych biatek wedtug ich mas
oraz niezdenaturowanych wedtug ich struktury 3-D, za pomocg elek-
troforezy w zelu poliakrylamidowym [50]. W ten sposéb sprawdzano
obecnos¢ katepsyno L- podobnej proteazy cysteinowej z Philasterides
dicentrarchi [51].

Metody ilosciowe

Metody ilosciowe podaja dokiadne, dobrze zdefiniowane warto-
$ci stezen badanego zwiazku w prébce. Do tej grupy metod mozna
wlaczy¢ test immunoenzymatyczny (ELISA — Enzyme-linked immuno-
sorbent assay), radioimmulogie, turbidymetrie, nefelometrig, technike
powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR — surface plasmon reso-
nance technique i SPRI — surface plasmon resonance imaging technique).

ELISA
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay), stuzy do wykry-
wania okreslonych biatek w badanym materiale z uzyciem przeciwciat
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poliklonalnych lub monoklonalnych skoniugowanych z odpowiednim
enzymem. Test ten jest czescia wiekszej grupy tak zwanych ,testow
w fazie stalej” i jest jednym z najczesciej uzywanych [52]. Tego rodzaju
test jest stosowany do pomiaru stezen wielu enzymoéw, np. katep-
syny B-3 [53], rekombinowanej Opisthorchis viverrini katepsyny B-|
(rOV-CB-1) [54], subtylizyno-podobnych proteaz serynowych z Cu-
rvularia lunata [55], proteazy NS3 wirusa HCV [56].

Metody radioizotopowe

Wykorzystuje sie dwie gtéwne metody pomiaru stezen badanych
zwiazkéw w probce: test radioimmunologiczny (RIA) oraz test immu-
noradiometryczny (IRMA). Mierza one radioaktywnosci pochodzaca
z prébki [57].

W metodzie RIA do znakowania stosowane sa nastepujace izo-
topy: '%l, 13!, “C, 3H. Metoda ta opiera sie reakcji nadmiaru antygenu
z przeciwciatem i zaliczana jest do tzw. kompetycyjnych metod ra-
dioizotopowych. Tak oznaczano m.in. 3- tryptaze [58], rening [59].

Test IRMA jest zaliczany do tzw. niekompetycyjnych metod izo-
topowych. Wykorzystuje sie dwa przeciwciata w nadmiarze w sto-
sunku do antygenu [57]. Tym sposobem okreslono ilosciowo reni-
ne [60], dezintegryne i metaloproteinaze z motywem trombospodyny
typu |, cztonek 13 (ADAMTS-13) [61].

Turbidymetria i nefelometria

Turbidymetria i nefelometria sa to techniki analityczne podobne
do kolorymetrii, stosowane do oznaczania matych ilosci zwiazkéw
stabo rozpuszczalnych. Nefelometria wykorzystuje efekt Tyndalla,
ktoéry mierzy ilos¢ $wiatfa rozproszonego przez roztwor metny.
Metoda ta zostata uzyta do pomiaréw stezenia substancii: asper-
gillopepsyny | i ll, [62], trypsyny [63], katepsyno B — podobnego
enzymu z Eimeria tenella [64].

Turbidymetria jest oparta na pomiarze natgzenia $wiatta prze-
chodzacego przez zawiesing substancji trudnorozpuszczalnej. In-
tensywnos¢ $wiatfa jest odwrotnie proporcjonalna do ilosci sktad-
nika analitu [65]. Pomiary turbidymetryczne zostaty wykorzystane
do oznaczania np. trypsyny [66].

Technika Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw
(SPR i SPRI)

Metoda SPRi SPRI polega na wykorzystaniu efektu rezonansu wol-
nych elektronéw metalu-plazmondéw i zmiany intensywnosci promie-
niowania padajacego na biosensor w zalezno$ci od zmian wspétczynnika
zalamania kolejnych warstw na powierzchni biosensora. Sporzadzenie
odpowiednich krzywych kalibracyjnych, bedacych zaleznoscia sygnatu
SPRI w funkgiji stezenia badanego enzymu, pozwala na ilosciowe po-
miary tych substancji w prébkach rzeczywistych [67].

Bioczujniki SPR i SPRI s3 powszechnie stosowane do okreslania
stezen proteaz. Oznaczano stezenia katepsyny G, D i B [68, 69, 70],
kaspazy-3 i kaspazy- 6 [71].

Literatura

I. Puente X.S., Sanchez L. M., Overall, C. M., Lépez-Otin, C.: Human and
mouse proteases: a comparative genomic approach. Nat. Rev. Genet., 2003,
4, 544-58.

2. Hyperlink “http://www.enzyme-database.org/contents.php” ExploreEnz-
the Enzyme database 11.09. 2014.

3.  Gorodkiewicz E., Regulska E.: SPR Imaging Biosensor for Aspartyl Cathepsins:
Sensor Development and Application for Biological Material. Protein Pept.
Lett., 2010, 17, 1148-54.

4. Cottam D. W, Rees R. C.: Regulation of matrix metalloproteinases: their role
in tumor invasion and metastasis. Int. . Oncol., 1993, 2, 861-72.

5. Mignatti P, Rifkin D. B.: Biology and biochemistry of proteinases in tumor
invasion. Phys. Rev., 1993, 73, 161-95.

6. Ferrier C. M., Van Muijen G. N. P, Ruiter D. .: Proteases in cutaneous
melanoma. Ann. Med. 1998, 30, 431-42.

CHEMIK nr 2,/2015  tom 69

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31
32.

33.

Gotab J., Jakébisiak M., Lasek W., Stokfosa T.: Immunologia. PWN, 2007,
88, 247-249, 480.

Budihardjo I., Oliver H., Lutter M., Luo X., Wang X.: Biochemical pathways of cas-
pase activation during apoptosis. Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 1999, 15, 269-90.
Mcllwain D. R., Berger T., Mak T. W.: Caspase Functions in Cell Death and
Disease. Cold Spring. Harb. Perspect. Biol., 2013, I, [-28.

. Droga-Mazovec G., Bojic L., Petelin A, Ivanova S., et al: Cysteine cathepsins

trigger caspase-dependent cell death through cleavage of bid and antiapoptotic
bel-2 homologue. J. Biol. Chem., 2008, 283, 19140-150.

. Gorodkiewicz E.: Surface Plasmon Resonance Imaging sensor for cathepsin

determination based on immobilized Cystatin. Protein Pept. Lett., 2009,
16, 1379-1385.

. Broker L. E., Kruyt F. A. E., Giaccone G.: Cell Death Independent of Cas-

pases: A Review. Clin. Cancer. Res., 2005, 11, 3155-62.

. SzajdaS. D., Zalewska, B., Michalak K., Skrzydlewski Z.: Cathepsin D activity

in women in cases of uterine fibroids. Contemp. Oncol., 2004, 8, 266-68.

. Szajda S. D., Roszkowska-Jakimiec W., Snarska |., Zwierz K.: Cathepsin

D activity in serum and urine of patients with colorectal cancer. Contemp.
Oncol., 2006, 10, 321-23.

. Garcia M., Derocq D., Pujol P, Rochefort H.: Overexpression of transfected

cathepsin D in transformed cells increases their malignant phenotype and
metastatic potency. Oncogene, 1990, 5, 1809-14.

. Szajda S. D., Jankowski M., Zalewska B., Kozuszko B., Gabrylewski W.,

Skrzydlewski Z.: The cancer procoagulant activity of cathepsin D in breast
cancer cases. Contemp. Oncol., 2004, 8, 132-35.

. Lodice A. A.: The inhibition by pepstatin of cathepsin D and autolysis of dys-

trophic muscle. Life Sci. 1976, 19, 1351-58.

. Warwas M., Turowska E.: The importance of cathepsin D in the diagnosis of

cancer. Postepy Hig. Med. Dosw., 1993, 47, 277-88.

. Sukoh N., Abe S., Ogura$§., Isobe H., Takekawa H., Inoue K., Kawakami Y.:

Immunohistochemical study of cathepsin B. Prognostic significance in human
lung cancer. Cancer, 1994, 1, 46-51.

Wyrwinska A., Torlinski L.: Cystatin and cysteine proteases in cancer. Part
I. Diagnostic and prognostic value of the determination of Cystatin and/ or
cysteine proteases. Now. Lek., 2003, 72, 228-23.

Sinha A. A,, Quast B. J., Wilson M. J., Fernandes E. T., Reddy P K., Ewing
S. L., Gleason D. F: Prediction of pelvic lymphnode metastasis by the ratio of
cathepsin B to stefin A in patients with prostate carcinoma. Cancer, 2002,
15, 3141-9.

Levicar N., Strojnik T., Kos J., Dewey R. A,, Pilkington G. J., Lah T. T::
Lysosomal enzymes, cathepsins in brain tumour invasion. ). Neuro. Oncol.,
2002, 58, 21-32;

Gorodkiewicz E., Regulska E., Wojtulewski K.: Development of an SPR imag-
ing biosensor for determination of cathepsin G in saliva and white blood cell.
Microchim. Acta, 2011, 173, 407-13.

Kudo T, Kigoshi H., Hagiwara T., Takino T., Yamazaki M., Yui. S.: Cathepsin
G, a Neutrophil Protease, Induces Compact Cell-Cell Adhesion in MCF-7 Hu-
man Breast Cancer Cells. Mediators Inflam., 2009, 2009, |-11.

Korkmaz B., Horwitz M. S., Jenne D. E., Gauthier F: Neutrophil Elastase,
Proteinase 3, and Cathepsin G as Therapeutic Targets in Human Diseases.
Pharmacol. Rev., 2010, 62, 726-759.

Kierszenbaum A. L.: Histology and cell biology: an introduction to pathology.
Mosby Elsevier 2007, 596.

Imai T., Miyazaki H., Hirose S., Hori H., Hayashi T., et al.: Cloning and se-
quence analysis of cDNA for human renin precursor. Proc. Nat. Acad. Sci.
USA., 1983, 80, 7405-9.

Hyperlink “http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?’momID=6" Proteine
data bank- HIV-| protease, 24.09.2014.

Gulnik S., Erickson J. W., Xie D:HIV protease: enzyme function and drug
resistance. Vitam. Horm., 2000, 58, 213-56.

Moore . P, Stevenson M.: New targets for inhibitors of HIV-1 replication. Nat.
Rev. Mol. Cell Biol. 2000, I, 40-9.

Eron |. ).: HIV-1 Protease Inhibitors. Clin. Infect. Dis., 2000, 30, 160-70.
Lawitz E., Sulkowski M., Jacobson I., Kraft W. K., Maliakkal B., et al: Cha-
racterization of vaniprevir, a hepatitis C virus NS3/4A protease inhibitor, in
patients with HCV genotype | infection: Safety, antiviral activity, resistance
and pharmacokinetics. Antiviral Res., 2013, 99, 214-20.

Li X., Zhang Y. K., Liu Y., Zhang S., Ding C. Z., Zhou Y., et al: Synthesis of
new acylosulfamoyl benzoxaboroles as potent inhibitors of HCV NS3 protease.
Bioorg. Med. Chem. Lett., 2010, 20, 7493-97.

* 83

nauka



nauka

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.
51

52.

53.

54.

55.

56.

Bartolini B., Giombini E., Zaccaro P, Selleri M., Rozera G., Abbate |.: Extent
of HCV NS3 protease variability and resistance- associated mutations assessed
by next generation sequencing in HCV monoinfected and HIV/HCV coinfected
patients. Virus Res., 2013, 177, 205-8.

Fatima K., Tahir M., Qadri I.: Development of robust in vitro serine prote-
ase assay based on recombinant Pakistani HCV NS3-4A protease. Virus Res.,
2011, 160, 230-7.

Franco S., Clotet B., Martinez M. A.: A wide range of NS3/4A protease cataly-
tic efficiencies in HCV- infected individuals. Virus Res., 2008, 131, 260-70.
Chase R., Skelton A., Xia E., Curry S., Liu S., McMonagle P, Huang H.
C., Tong X.: A novel HCV NS3 protease mutation selected by combination
treatment of the boceprovir and NS5B polymerase inhibitors. Antiviral Res.,
2009, 84, 178-184.

Wardlaw J. M., Murray V., Berge E., del Zoppo G., Sandercock P, Lindley R.
L., Cohen G.: Recombinant tissue plasminogen activator for acute ischaemic
stroke: an updated systematic review and meta-analysis. Lancet 2012, 379,
2364-72.

DeMers G., Meurer W. ., Shih R., Rosenbaum S., Vilke G. M.: Tissue plasmi-
nogen activator and stroke: review of the literature for the clinician. ). Emerg.
Med. 2012, 43, 1149-54.

Peters J. M., Franke W. W., Kleinschmidt J. A.: Distinct 19 S and 20 S sub-
complexes of the 26 S proteasome and their distribution in the nucleus and the
cytoplasm. |. Biol. Chem., 1994, 269, 7709-18.

Voges D., Zwickl P, Baumeister W.: The 26S Proteasome: A Molecular Ma-
chine Designed for Controlled Proteolysis. Annu. Review. Biochem., 1999,
68, 1015-1068.

Kostur A., Kulczynska A., Ktoczko ).: Proteasomes— a new target for antican-
cer therapy. Acta Hematol. Pol., 2010, 41, 26 1-269
Hyperlink“http://www.ihcworld.com/_intro/intro.htm”IHCWorld- Im-
munohistochemistry, 17.11.2014

Li T., Huang S., Dong M., Gui Y., Wu D.: Prognostic impact of SUMO-specific
protease | (SENPI) in prostate cancer patients undergoing radical prostatec-
tomy. Urol. Oncol.- Semi. O. 1., 2013, 31, 1539-1545

Martins P R., Nascimento R. D., Lisboa A. S., Martinelli P M., Reis D.:
Neuroimmunopathology of Trypanosoma cruzi-induced megaoesophagus: Is
there a role for mast cell proteases? Hum. Immunol., 2014, 75, 302-305.
Wang Q., Zhang S., Luo X., Hou ., Zhu X., Cai X.: Cloning and charac-
terization of a cathepsin L-like cysteine protease from Taenia pisiformis. Vet.
Parasitol., 2013, 194, 26-34.

Bando Y., Ito S., Nagai Y, Terayama R., Kishibe M., Ying-Ping Jiang Y. P,
Mitrovic B., Takahashi T., Yoshida S.: Implications of protease m/neurosin in
myelination during experimental demyelination and remyelination. Neurosci.
Lett., 2006, 405, 175-180.

Puthiyachirakkal M., Lemerand K., Kumar D., Moore R., Philipson
E., Mercer B. M., Mansour ]. M., Hauguel-de Mouzon S., Moore |. |.:
Thrombin weakens the amnion extracellular matrix (ECM) directly rather than
through protease activated receptors. Placenta, 2013, 34, 924-931.
Creemers L. B., Hoeben K. A,, Jansen D. C., Buttle D. |., Beertsez
W,, Everts V.: Participation of intracellular cysteine proteinases, in particular
cathepsin B, in degradation of collagen in periosteal tissue explants. Matrix
Biol., 1998, 16, 575-584.

Hyperlink “http://hylostet.pl/igm/article/70/” Hylostet 17.11.2014
ShinS.P,HanS. Y, HanJ. E., Jun). W, Kim . H., Park S. C.: Expression and
characterization of cathepsin L-like cysteine protease from Philasterides
dicentrarchi. Parasitol. Int., 2014, 63, 359-365.

Lequin R.: Enzyme immunoassay (EIA)/ enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA). Clin. Chem. 2005, 51, 2415-2418.

Anuracpreeda P, Chawengkirtikul R., Tinikul Y., Poljaroen J., Chotwi-
watthanakun C., Sobhon P: Diagnosis of Fasciola gigantica infection using
a monoclonal antibody-based sandwich ELISA for detection of circulating
cathepsin B3 protease. Acta Trop., 2013, 127, 38-45.

Srip J., Brindley P J., Srip B., Loukas A., Kaewkes S., Laha T.: Evaluation of
liver fluke recombinant cathepsin B- | protease as a serodiagnostic antigen for
human opisthorchiasis. Parasitol. Int., 2012, 61, 191-195.

Tripathi P, Nair S., Singh B.P, Arora N.: Molecular and immunological
characterization of subtilisin like serine protease, a major allergen of Cur-
vularia lunata. Immunobiology, 2011, 216, 402-408.

Alaee M., Rajabi P, Sharifi Z., Farajollah M. M. Immunoreactivity assess-
ment of hepatitis C virus NS3 protease and NS5A proteins expressed in
TOPO cloning system; ). Microbiol. Immunol. Inf., 2014, 47, 282-291.

84 e

57.

58.

59.

60.

6l.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Hyperlink ,,http://www.5wszk.com.pl/nucmed/nuklearna.htm” 5 Woj-
skowy Szpital w Karkowie ,17.11.2014
Edston E., Hage-Hamsten M.: B-Tryptase measurements post-mortem in
anaphylactic deaths and in controls. Forensic Sci. Int., 1998, 93, 135-142.
Grasser E. K., Goswami N., Réssler A., Vrecko K., Hinghofer-Szalkay H.:
Hemodynamic and neurohormonal responses to extreme orthostatic stress in
physically fit young adults: Acta Astronaut., 2009, 64, 688-696.
lervasi A., Zucchelli G. C., Turchi S., Emdin M., Passino C., Ripoli A,
Clerico A.: Analytical and clinical performance of an automated chemilumi-
nescent immunoassay for direct renin measurement: comparison with PRA and
aldosterone assays. Immuno-Anal. Biol. Spe., 2005, 20, 257-262.
Veyradier A., Girma . P: Assays of ADAMTS- | 3 activity. Semin. Hematol.,
2004, 41, 41-47.

Marangon M., Van Sluyter S. C., Robinson E. M., Muhlack R. A., Holt H.
E., Haynes P A., Godden P W, Smith P A., Waters E. ].: Degradation of
white wine haze proteins by Aspergillopepsin | and Il during juice flash pasteuri-
zation. Food Chem., 2012, 135, | [57-1165.

Chow B. F, Peticolas M. A.: A rapid method for the determination of prote-
olytic activities of enzyme preparations. J. Gen. Physiol., 1948, 10, 17-24.
Schroeder )., Heckeroth A. J., Noack S., Gassel M., Mottrama . C,,
Selzer P M., Coombs G. H.: Identification of Lead Compounds Targeting the
Cathepsin B-Like Enzyme of Eimeria tenella; Antimicrob. Agents Ch., 2012,
56, 1190-1201.

Lipiec T., Szmal Z. S.: Analytical chemistry of elements of instrumental
analysis, textbook for students of pharmacy; National Institute of Medical
Publications 1980, 524-525.

Walker M. B., Retzinger A. C., Retzinger G. S.: A turbidimetric method
for measuring the activity of trypsin and its inhibition. Anal. Biochem.,
2006, 351, 14-112.

Steiner G.: Surface plasmon resonance imaging; Ann. Bioanal. Chem. 2004,
379, 328-31.

Gorodkiewicz E., Regulska E., Wojtulewski K.: Development of an SPR
imaging biosensor for determination of cathepsin G in saliva and white
blood cells. Microchim Acta. 2011, 173, 407-413.

Laudanski P, Gorodkiewicz E., Ramotowska B., Charkiewicz R.,
Kuzmicki M., Szamatowicz |.: Determination of cathepsins B, D and G con-
centration in eutopic proliferative endometrium of women with endometriosis
by the surface plasmon resonance imaging (SPRI) technique. Eur. J. Obstet.
Gyn.R. B. 2013, 169, 80-83.

Gorodkiewicz E., Regulska E., Roszkowska-Jakimiec W.: Determination
of the active form concentration of cathepsins D and B by SPRI biosensors.
J. Lab. Diag., 2010, 46, 107-109.

Inoue Y., Mori T, Yamanouchi G., Han X., Sonoda T.,, Niidome T,
Katayama Y.: Surface plasmon resonance imaging measurements of caspase
reactions on peptide microarrays. Anal. Biochem. 2008, 375, 147-149.

Mgr Anna TOKARZEWICZ jest studentka studiéw doktoranckich na kie-

runku chemii na Wydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwerytetu w Bia-
tymstoku. Jest réwniez uczestniczka projektu ,Stypendia dla doktorantéw
wojewddztwa podlaskiego”, wspéffinansowanego w ramach Programu Ope-
racyjnego Kapitat Ludzki, Dziatanie 8.2 Transfer wiedzy, Poddziatanie 8.2.2
Regionalne Strategie Innowacji, ze srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecz-
nego, budzetu panstwa oraz srodkéw budzetu Wojewodztwa Podlaskiego.
Zainteresowania naukowe: markery nowotworowe, biosensory, powierzch-
niowy rezonans plazmonéw.

e-mail: anna.tokarzewicz@gmail.com, tel. +48 85 745 76 01

*Dr hab. Ewa GORODKIEWICZ absolwentka chemii Wydzialtu Mate-

matyczno-Przyrodniczego Uniwersytetu Warszawskiego Filia w Biafymstoku
(1992), doktorat z chemii na Wydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu
w Biatymstoku (2001). Staz na Uniwersytecie Technicznym w Dreznie (2002-
2004). Habilitacja na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdarskiej (2013).
Obecnie pracuje w Instytucie Chemii Wydziat Biologiczno-Chemiczny Uni-
wersytetu w Biatymstoku. Zainteresowania naukowe: markery nowotworowe,
biosensory, technika powierzchniowego rezonansu plazmonéw (SPR).

e-mail: ewka@uwb.edu.pl, tel. +48 85 745 76 0|

CHEMIK nr2/2015 e tom 69



