WIADOMOSCI PARAZYTOLOGICZNE
T. 50 (4) 2004: 657—664

ARTYKULY PRZEGLADOWE

GELOWNE PROTEAZY PRZYWR — CHARAKTERYSTYKA
MOLEKULARNA I ROLA W BIOLOGII TYCH PASOZYTOW

MICHAL JARZABKOWSKI

Zaklad Parazytologii i Inwazjologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydziat Medycyny
Weterynaryjnej SGGW, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa

ABSTRACT. Significant proteases of flukes — molecular characteristic and their biological func-
tions. Proteases (peptide hydrolases) aside from known catabolic functions and protein processing
play numerous roles in many tasks imposed by a parasitic life cycle; this includes parasite immuno-
evasion, excystment/encystment, tissue penetration and digestion of host tissue for nutrition. They
have been identified in biological systems from viruses to vertebrates. Proteases are divided into four
major groups on the basis of the catalytic mechanism used during the hydrolytic process — serine,
aspartic, cysteine and metalloproteinases; other "undefined’ or cryptic proteases may also exist. There
are a number of excellent reviews covering general parasite proteinases but by far the largest number
of papers in the literature report on enzymes belonging to the papain superfamily of cysteine pro-
teinases. It turns out, however, that although many different proteases have been characterized in par-
asitic helminths many of them have yet to be discovered.
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WSTEP

Pasozytnictwo wielokrotnie wystgpuje w ewolucji nawet bardzo odleglych ga-
tunkéw, lecz od zawsze spotyka na swej drodze podobne wyzwania. Pierwszym
z nich jest inwazja zywiciela, nastgpnie migracja do swoistego miejsca bytowania,
CO czgsto wigze si¢ z pokonywaniem wielu przeszkdd, takich jak przechodzenie
przez tkanki zywiciela, zewnatrzkomérkowg macierz czy sciany naczyn krwionos-
nych 1 limfatycznych. Przez caty czas swego zycia pasozyt zuzywa substancje pro-
dukowane przez zywiciela muszac jednoczesnie radzi¢ sobie z fizykochemicznymi
oraz immunologicznymi barierami rozwini¢tymi przez zywiciela. Mechanizmy pre-
zentowane przez rozne pasozyty zadziwiajg swojg odmiennoscia, jednak srodki,
ktorymi si¢ postugujg sa, ze swej natury, silnie ograniczone. W tym s$wietle zupel-
nie nie dziwi fakt rozwinigcia przez pasozyty szeregu proteaz, gtéwnych enzyméw
komoérkowych proceséw katabolicznych, w celu podotania wyzwaniom pasozytni-
czego stylu zycia, czyli penetracji tkanek, trawienia tkanek w celach odzywczych
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oraz unikania odpowiedzi immunologicznej (Tort 1 wsp. 1999).

Proteazy (hydrolazy peptydowe), enzymy katalizujace rozpad wigzania peptydo-
wego w makroczgsteczkach bialek oraz oligomerach peptydowych, zostaty wykry-
te we wszystkich organizmach poczawszy od wiruséw a koriczgc na krggowcach.
Bez biologicznego katalizatora, jakim sg te enzymy, hydroliza wigzania peptydowe-
g0 zajelaby setki lat; w poréwnaniu proteaza jest w stanie przeprowadzi¢ okoto mi-
liona takich reakcji na sekunde. Rozmiary proteaz réznig si¢ znacznie — od mono-
meréw o masie ok. 10 kDa po wieloczasteczkowe kompleksy o masach dochodza-
cych do kilkuset kDa. Ze wzgledu na umiejscowienie Katalizy mozna wyrozni€ en-
doproteazy (rozpad wigzania nastgpuje wewngtrz tancucha peptydowego) oraz eg-
zoproteazy (hydrolizujg wigzania na N-terminalnym bgdZz C-terminalnym koncu
taricucha). Ze wzgledu na mechanizm katalizy proteazy dzieli si¢ na cztery giowne
grupy — proteazy cysteinowe, serynowe, aspartylowe oraz metaloproteazy (Sajd
1 McKerrow 2002).

Wobec wcigz nasilajacego sie zjawiska lekoopornosci pasozytéw nie dziwi fakt
wielkiego zainteresowania protezami pasozytéw jako celu nowej generacji chemio-
terapeutykéw, badZz rozwinigcia skutecznych metod zapobiegania Inwazjom przy
uzyciu nowej generacji szczepionek. Istnieje szereg doskonatych opracowan doty-
czacych ogdlnie proteaz pasozytniczych lub koncentrujgcych si¢ na danym gatunku
pasozyta. W niniejszym artykule skoncentrowano si¢ na giéwnych protezach paso-
zytniczych ptazincow.

PROTEAZY CYSTEINOWE

Proteazy cysteinowe pasozytow zostaty podzielone na dwie giowne galgzie na-
zywane klanami, CA oraz CD. Pierwsza proteaza cysteinowa zostata wyizolowana
w roku 1879 z owocu papai (Carica papaya). Wraz z odkryciem nowych proteaz
o podobnej sekwencji, grupa zostata nazwana papainami a obecnie proteazami kla-
nu CA, ktéry takze dzieli si¢ na rodziny. Pasozytnicze proteazy o trudnym do prze-
cenienia znaczeniu znajduja sie gtéwnie w rodzinie C1 (katepsyny B 1 katepsyny L)
oraz w rodzinie C2 (kalpainy). Wsrdd innych klanéw wyréznia si¢ klany CB 1 CC
(proteazy wirusowe) oraz klan CD (rodzina C13, leguminy). Przynaleznos¢ do kla-
nu i rodziny okresla si¢ na podstawie podobienstw w sekwencji, posiadania petli
peptydowych oraz biochemicznej specyficznosci wobec matych substratow pepty-

dowych (Sajid i McKerrow 2002).

Katepsyny B

U Schistosoma mansoni najbardziej obficie wystgpujaca proteazg z rodziny pa-
pain jest katepsyna B (SmCB1, SjCB1 u Schistosoma japonicum) wykrywana za-
réwno w jelicie jak i w somatycznych ekstraktach. Gen SmCB1 koduje sekwencj¢
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sygnalowg, proregion oraz domen¢ katalityczng (lacznie 340 aminokwaséw). Na-
tywny zymogen zostaje poddany obrobce do aktywnego enzymu o masie 31 kDa
(250 aminokwasow). Do aktywacji enzymu jest niezbedna katepsyna D (SmAE —
endopeptydaza asparaginylowa) aktywujaca SmCB1 w pozycji in trans. Wydziela-
ny jest do Swiatla jelita dorostych pasozytéw jak i znajdowany w komérkach gastro-
dermalnych. SmCB1 wystgpuje w dwoch izoformach: SmCB1.1 (GeneBank
AJ506157) oraz SmCB1.2 (GeneBank AJ506158). W optymalnym pH 5,5-6,0 tra-
w1 hemoglobing (gléwne Zrédlo aminokwaséw dorostych schistosom) w kilku
miejscach, z ktorych gléwnym jest tak zwany ,,region zawiasowy” stabilizujacy te-
trameryczng struktur¢ hemoglobiny. Oprécz tego trawione sg albuminy surowicy,
przeciwciata IgG oraz -2 makroglobulina (Sajid 1 wsp. 2003).

Obecnos¢ katepsyny B u Fasciola hepatica zostata po raz pierwszy potwierdzo-
na przez McGinty’ego 1 wsp. w 1993. Wilson i wsp. (1998) stwierdzili, ze cho¢
gtéwnymi proteazami sekrecyjnymi postaci dorostych sg katepsyny L, w przypad-
ku NEJ (newly excysted juvenile) gtéwna aktywnos¢ proteolityczna opiera sie na
katepsynie B o masie 29 kDa i optymalnym pH 7,5. Enzym zlokalizowano w ko-
morkach epitelialnych jelita NEJ (Creaney i wsp. 1996). Biologiczne funkcije tej
proteazy u F. hepatica pozostajg niejasne, jednakze obserwacje stwierdzajace wy-
dzielanie FhCatB we wczesnym stadium migracyjnym motylicy watrobowej i trwa-
Jace az do pigtego tygodnia po inwazji sugerujg zaangazowanie jej w proces ekscy-
stacji 1/lub migracj¢ formy mitodocianej poprzez tkanki zywiciela (Wilson i wsp.
1998).

Proenzym liczy 339 aminokwaséw, forma aktywna zawiera 254 aminokwasy
1 cechuje si¢ wysokim podobieristwem do pasozytniczych i ssaczych katepsyn B,
jakkolwiek stwierdzono brak jednej z dwéch konserwatywnych histydyn wymaga-
nych do aktywnosci egzopeptydazy. Por6wnanie sekwencji wskazuje na brak histy-
dyny w pozycji 111 (Law 1 wsp. 2003).

Dwa fakty wskazujg na istotnos¢ tego enzymu w procesach zasiedlania zywicie-
la. Po pierwsze ekspresja FhCatB zostaje zatrzymana u mtodocianych form motyli-
cy atenuowanych metodg radiacyjng (Creaney i wsp. 1996). Po drugie inkubacja
mtodocianych motylic z inhibitorem katepsyny B zabija pasozyta w ciagu 24 godzin
(Beckham 1 wsp. niepublikowane). Wobec powyzszego FhCatB moze by¢ istotnym
elementem do opracowania nowoczesnych terapii zapobiegajacych infekcii.

Katepsyny L

Schistosoma masoni, zardwno jak i Schistosoma japonicum, syntetyzuje i wy-
dziela dwie rozne proteazy cysteinowe zaliczane do grupy katepsyn L biorace
udziat w odzywianiu tych pasozytéw. Aktywnos¢ tych enzymow, nazwanych
SmMCLI 1 SmCL2 w przypadku S. mansoni oraz SjCL1 i SjCL2 dla drugiego gatun-
ku, jest dominujgca w ekstraktach z jaj, miracydiéw, schistosomul i postaci doro-
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stych, i jest ponad dwukrotnie wigksza w optymalnym pH (5,2-6,2) niz aktywnos¢
katepsyny B. Ponadto specyficzna aktywnos¢ katepsyn L w przypadku ekstraktow
z samic jest 50-100 % wigksza niz w przypadku osobnikéw meskich. Oba enzymy
wykazuja niewielkie podobienistwo do siebie (44%), przy czym SmCL2 wykazuje
wieksze podobienstwo (52%) do ludzkiej katepsyny B (Dalton 1 wsp. 1996).

Kompletny transkrypt w przypadku SmCL1 koduje preproenzym o diugosci 319
aminokwaséw wliczajac w to 96 pozycji peptydu sygnatlowego i 215 dla dojrzale-
g0 enzymu, ktérego masa wynosi 24,3 kDa. Jakkolwiek optymalne pH miesci si¢
w zakresie 5,2-6,2 aktywnos¢ tej proteazy moze zosta¢ zmierzona w pH znacznie
nizszym (ok. 4,5), gdy aktywnos¢ katepsyny B znacznie spada (Dalton i wsp. 1996)

Preprokatepsyna SmCL2 skiada si¢ z 330 aminokwaséw z czego 18 stanowi
peptyd sygnatowy, 97 to propeptyd, natomiast dojrzaly enzym zawiera 215 amino-
kwaséw o lacznej masie 24,3 kDa. Optymalne pH, podobnie jak w przypadku
SmCL2, wynosi 5,2 — 6,2 (Dalton 1 wsp. 1996).

Biorac pod uwage wysoki poziom réznic w sekwencji obu enzymow jak 1 posia-
dania przez nie potencjalnych miejsc glikozylacji (trzy dla SmCL1 1 zadnego dla
SmCL2) sugerowano, ze petnig one zupetnie rézne funkcje (Dalton 1 wsp. 1996).
P67niejsze badania nad specyficznoscig substratowg wykazaty jednak, ze ogromne
roznice w sekwencji (Rys 1) nie przektadajg si¢ na tak wyraZnie zr6znicowanie pro-
fili enzymatycznych (Brady 1 wsp. 2000).

Katepsyny L sa gtéwnymi enzymami proteolitycznymi syntetyzowanymi przez
doroste formy Fasciola hepatica. Biorg one udziat w trawieniu tkanek zywiciela,
odzywianiu oraz unikaniu odpowiedzi immunologicznej. W wypadku form mtodo-
cianych wydaje sig, ze ekspresja jest ograniczona do dwoch tylko gendw, natomiast
u form dorostych co najmniej siedem réznych katepsyn L ulega ekspresji, a wsrod
nich wyrdznia sie dwie gtéwne: FheCL1 (27 kDa) oraz FheCL2 (29,5 kDa) (Dalton
i wsp. 2003). Charakteryzujg si¢ one duzym zakresem optymalnego pH (3,0-8,0)
i wykazuja si¢ wysokg stabilnoscig — po inkubacji w 37°C przez 24 godziny FheCL1
zachowuje 100% swojej aktywnosci (Dowd i wsp. 2000). Stwierdzono réznice
w specyficznosci substratowej — FheCL2 jest w stanie trawi¢ substraty z proling
w pozycji P, w odréznieniu od FheCL1 (Dowd i wsp. 1994, 1997). Doswiadczenia
immunolokalizacyjne jak i hybrydyzacja in situ wykazaty, ze praktycznie calosC
ekspresji genéw tych enzyméw odbywa si¢ w komoérkach epitelialnych jelita, a na-
stepnie produkty ulegajg sekrecji do $wiatla jelita, gdzie odbywa si¢ trawienie spo-
zytych tkanek i krwi zywiciela (Tort i wsp. 1999). Zawartos¢ slepego jelita motyli-
cy jest oprézniana srednio co trzy godziny, w zwigzku z tym wydzielane proteazy
wchodza w kontakt z tkankami zywiciela biorac udzial w powstaniu traktu migra-
cyjnego. Wykazano, iz katepsyny L motylicy watrobowe;j efektywnie trawig fibro-
nektyne, lamine oraz natywny kolagen (Berasain i wsp. 1997). Zostalo takze dowie-
dzione, Ze enzymy te precyzyjnie trawig immunoglobuliny w regionie zawiasowym
(oddzielajac fragment Fc od fragmentéw Fab), przez co zapobiegajg przyleganiu
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Rys. 1 Porownanie sekwencji aminokwasowej proteaz z rodziny katepsyn L (SmCL1 i SmCL2 - pro-
tezy Schistosoma masoni, FheCL1 oraz FheCL2 - proteazy Fasciola hepatica, khrtl — proteaza szczu-
ra, hum — katepsyna L czlowieka). Aminokwasy o wysokim podobiefistwie zostaty wyr6znione
czcionkg pogrubiong. Por6wnanie zostalo wykonane przez autora z wykorzystaniem programu Mul-

tiAlign (Multiple Sequence Alignment by F. Corpet 1988) dostepnego pod adresem:
http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html
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eozynofili do powierzchni pasozyta, pomagajac tym samym w obronie przed ata-
kiem immunologicznym (Carmona i wsp. 1993, Smith i wsp. 1993, Berasain 1 wsp.
1997). Ostatnio Dalton i wsp. (2003) wykazali udzial wydzielanych katepsyn
L w supresji i/lub modulacji odpowiedzi immunologicznej Thl-zaleznej oraz wzbu-
dzaniu nieprotekcyjnej odpowiedzi zaleznej od ThZ2.

PROTEAZY ASPARTYLOWE/ASPARAGINIANOWE
Katepsyny D

Schistosomy uzywaja hemoglobiny zawartej w erytrocytach jako gléwnego
7r6dta aminokwaséw, ale rola poszczegblnych proteaz w degradacji hemoglobiny
pozostaje wcigz niejasna i jest sprawg dos¢ kontrowersyjng. Od dluzszego czasu
gléwna role w tym procesie przypisywano katepsynie B oraz proteazie asparaginy-
lowej, jednakze wyniki ostatnich badan podwazajg to zatozenie. Po pierwsze ak-
tywnos¢ hemoglobinolityczna odnoszgca si¢ do proteazy aspartylowe) zdecydowa-
nie przewaza w ekstraktach w srodowisku kwasnym; po drugie powinowactwo ka-
tepsyny B jest dos¢ niskie, natomiast specyficzna aktywnosc proteazy asparaginy-
lowej jest zdecydowanie zbyt niska, aby podota¢ rozktadow1 tak wielkiej 1losci ery-
trocytow, ktére pasozyt pozera (Brindley 1 wsp. 2001).

Katepsyne D wyizolowano i scharakteryzowano zarowno u Schistosoma japoni-
cum jak i Schistosoma mansoni. Gen pierwszej z nich koduje zymogen o dtugosci
424 aminokwas6w, na ktéry sktada si¢ peptyd sygnatowy o dlugosci 14 1 propeptyd
posiadajacy 37 aminokwasow — dojrzaly enzym to 373 aminokwasy. Homologicz-
ny enzym u S. mansoni posiada 428 aminokwasow (peptyd sygnatowy — 14, pro-
peptyd — 37, dojrzaly enzym — 377 aminokwas6w). Masa obydwu homologow jest
podobna i wynosi okoto 41 kDa (Wong 1 wsp. 1997).

Immunolokalizacja katepsyny D u dorostych form schistosom wykazata je
obecnos$é w komérkach gastrodermalnych wyscietajacych jelito pasozytow; zdecy-
dowanie wieksza ekspresj¢ wykryto u samic w poréwnaniu z samcami. Aktywnos¢
hemoglobinolityczng stwierdzono w pH 2,5-5,1 przy optimum w pH 3,6, gdzie he-
moglobina zostaje strawiona na kilkanascie réznej diugosci oligopeptydow (SjAsp
trawi hemoglobine w 13 miejscach natomiast SmAsp w 15). Wydaje si¢, ze hemo-
globina jest naturalnym substratem dla katepsyny D, jakkolwiek konieczny jest
p6Zniejszy udzial innych enzyméw proteolitycznych (Brindley 1 wsp. 2001).

Pomimo starafi autor nie odnalazt ani jednej wzmianki o proteazach aspartylo-
wych motylicy watrobowe;.

PROTEAZY SERYNOWE

Jednym z dominujgcych biatek znajdujacych si¢ w wydzielinach cerkari (Schi-
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stosoma Sp.) jest proteaza serynowa (zwana elastazg) wydzielana przez komorki
acetabularne w odpowiedzi na kontakt z lipidami skérnymi. Jest to enzym o masie
od 28 kDa (Ghendler 1 wsp. 1996) do 30 kDa (McKerrow 1 wsp. 1985) o punkcie
1zoelektrycznym wynoszgcym 8 1 wykazujgcy maksymalng aktywnos¢ w pH 9. Ela-
staza wykazuje aktywnos¢ wobec elastyny, fibronektyny, keratyny oraz kolagenu
typu czwartego (McKerrow 1 wsp. 1985). Znanych jest kilka specyficznych inhibi-
torOw elastazy; z ich wykorzystaniem przeprowadzane s3 badania majace na celu
zablokowanie penetracji skory przez cerkarie (Kee-Chong 1 wsp. 1999).

Dotychczas nie wyizolowano proteaz serynowych motylicy watrobowej. Dlate-
go tez w Zakladzie Parazytologii 1 Inwazjologii SGGW prowadzone sa obecnie pra-
ce nad klonowaniem proteaz serynowych 1 metaloproteaz tej przywry.
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