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Znaczenie inhibicji leucyloaminopeptydaz w
opracowaniu nowoczesnych terapii

Wstep

Leucyloaminopeptydazy to metalo-zalezne proteazy, ktore hydrolizuja N-koncowa reszte neutralnego
aminokwasu pochodzacego z biatek. Enzymy te peinia kluczowa role w aktywacji, modyfikacji oraz
degradacji protein. Nadczynno$¢ leucylo- aminopeptydaz jest odpowiedzialna za powstawanie
stanow zapalnych, nowotworéw oraz wzrost sktonnosci do infekcji wirusem HIV. Ze wzgledu na
funkcje, jakie leucylo- aminopeptydazy peiniag w organizmie, istotna jest regulacja pracy tych
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enzymow. Jedna z metod kontroli pracy leucyloaminopeptydaz jest ich inhibicja przez selektywnie
dziatajace czasteczki inhibitoréw. Zahamowanie aktywnosci tych enzyméw moze okazac sie kluczem
w opracowaniu nowej generacji lekow [1].

Charakterystyka leucyloaminopeptydaz

Leucyloaminopeptydazy sa to enzymy nalezace do grupy egzopeptydaz. Katalizuja one hydrolize
hydrofobowego tancucha na koncu N reszt aminokwaséw pochodzacych z peptydowych i biatkowych
substratow. Glownymi substratami leucyloaminopeptydaz sa proteiny posiadajace na koncu
aminowym aminokwas z reszta boczna leucyny. Jednak specyficznosé tych enzymoéw jest znacznie
szersza. Wykazuja one takze wysoka aktywnos$¢ w przypadku hydrolizy biatek z N-koncowa
metioning, fenyloalaning lub izoleucyna. Natomiast stabymi substratami sa biatka posiadajace na
koncu N mate lub negatywnie natadowane reszty aminokwasowe jak: glicyna, alanina, seryna, walina
oraz kwasy asparaginowy i glutaminowy. Leucyloaminopeptydazy wykazuja enancjoselektywnos¢
i rozcinaja wiazanie peptydowe jedynie L-aminokwaséw. Ponadto sg one metaloproteinazami, ktdre
do swej aktywnosci potrzebuja jondéw metali [2].

Struktura leucyloaminopeptydaz okreslona na podstawie badan krystalicznych, wykazata, Ze enzymy
te wystepuja w postaci homoheksameru sktadajacego sie z dwdch trimeréw. Struktury peptydaz
réznych przedstawicieli organizméw prokariotycznych i eukariotycznych sa bardzo zblizone.
Leucyloaminopeptydaza wyizolowana z P. putida wystepuje w postaci heksameru sktadajacego sie
z dwéch domen ze strukturami o i . Domena konca C zawiera miejsce aktywne enzymu [3].

Leucyloaminopeptydazy sa szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Aktywnos$¢ tych enzymow
zostala wykryta w organach i tkankach ssaczych, ptynach ustrojowych oraz $cianach komoérkowych,
a takze w organizmach nizszych. Leucyloaminopeptydazy odgrywaja istotna role w wielu procesach
fizjologicznych, jak aktywacja i degradacja bialtek, dojrzewanie biatek oraz metabolizm biologicznie
aktywnych biatek. Ponadto sa one odpowiedzialne za prezentacje antygenéw, regulacje poziomu
hormondw, przemiane glutationu w watrobie, angiogeneze, przekazywanie bolu, regulacje cisnienia
krwi czy kontrole proliferacji komorek [4]. Odpowiedniki tych enzyméw ekspresjonowane przez
Plasmodium falciparum biora udziat w ostatnich stadiach degradacji hemoglobiny, co jest
odpowiedzialne za kliniczne objawy malarii [5].

- Cytozolowa leucyloaminopeptydaza

Cytozolowa leucyloaminopeptydaza (LAP) jest jedna z najlepiej poznanych aminopeptydaz, biorac
pod uwage sekwencje, strukture i mechanizm dziatania. Okreslono strukture krystalograficzna
cytozolowej leucyloaminopeptydazy wyizolowanej z soczewki wotowej. Enzym ten wystepuje
w postaci heksameru zbudowanego z szesciu identycznych podjednostek, sktadajacych sie z 487
aminokwasow. Cytozolowa leucyloaminopeptydaza posiada sze$¢ miejsc aktywnych. W kazdym
z nich znajduja sie dwa jony cynku (Zn488 i Zn489), ktore uczestnicza w procesie katalitycznym,
bezposrednio oddziatujac z poszczegdlnymi elementami substratu. Oprocz tego poza miejscem
aktywnym znajduje sie jeden jon cynku (Zn490), ktory peini role strukturalna. Jony cynku sa
koordynowane przez odpowiednie grupy karboksylowe reszty bocznej kwaséw asparaginowego
i glutaminowego. W natywnym enzymie jony cynku s potaczone mostkiem, utworzonym przez
czasteczke wody [6].

Cytozolowa leucyloaminopeptydaza jest odpowiedzialna za hydrolize N-koficowego aminokwasu
w substratach oligopeptydowych. Jej dziatanie jest ukierunkowane na hydrofobowe reszty
alifatycznych i aromatycznych aminokwasow, takich jak leucyna czy fenyloalanina. Aktywnos¢



cytozolowej leucyloaminopeptydazy jest zalezna od dwdch kationdw metalu obecnych w miejscu
aktywnym [2].

Aktywnos$¢ cytozolowej leucyloaminopeptydazy zostata wykryta w wielu tkankach i organach
ssaczych, w organizmach jednokomoérkowych a takze w roslinach. Podobnie jak wszystkie
aminopeptydazy, cytozolowa leucyloaminopeptydaza petni istotna role w fizjologicznych procesach
aktywacji, modulacji i degradacji bioaktywnych peptydéw. Ponadto uczestniczy ona w przemianach
glutationu w watrobie, regulacji poziomu hormonéw oraz procesuje peptydy antygenowe, bedac
mediatorem odpowiedzi immunologicznej organizmu. Zwiekszony poziom cytozolowej
leucyloaminopeptydazy obserwowany jest w réznych stanach patologicznych, jak: katarakta oka,
stany zapalne, choroby nowotworowe, biataczka szpikowa czy wczesne stadia infekcji wirusem HIV.
Potencjalne inhibitory cytozolowej leucyloaminopeptydazy budza duze zainteresowanie, jako
ewentualne srodki przeciwnowotworowe [4].

Przeprowadzone badania wykazuja, ze cytozolowa leucyloaminopeptydza ekspresjonowana przez
Plasmodium falciparum katalizuje uwolnienie neutralnych aminokwaséw w ostatnim stadium
degradacji hemoglobiny. Niszczenie erytrocytéw gospodarza jest bezposrednio odpowiedzialne za
kliniczne objawy malarii. Zastosowanie odpowiednich inhibitoré6w, hamujacych aktywnosc¢
leucyloaminopeptydaz, moze petni¢ kluczowa role w opracowaniu nowej generacji lekow
przeciwmalarycznych [5].

- Mikrosomalna leucyloaminopeptydaza

Mikrosomalna leucyloaminopeptydaza (APN) jest metalozalezna egzopeptydaza o specyficznosci
podobnej do cytozolowej aminopeptydazy. Zazwyczaj wystepuje ona w postaci transmembranowej
(CD13) oraz w formie rozpuszczalnej. Mikrosomalna leucyloaminopeptydaza jest niekowalencyjnym
homodimerem, zbudowanym z identycznych podjednostek, sktadajacych sie z 967 aminokwasdéw.
Wewnatrzkomorkowy N-koncowy fragment tego enzymu jest zakotwiczony w blonie czescia
heliakalna. Natomiast pozakomérkowa czes¢ C-terminalna zawiera miejsce aktywne enzymu i jeden
jon cynku, ktéry uczestniczy w procesie katalitycznym oraz inhibicji. Forma rozpuszczalna
mikrosomalnej leucyloaminopeptydazy nie posiada czesci transmembranowej i zostata
zidentyfikowana w plazmie, surowicy i moczu [7].

Mikrosomalna leucyloaminopeptydaza zostata wykryta u ssakéw w komorkach nerwowych
i nabtonkowych komdrkach nerek. W uktadach biologicznych substratami APN sa hormonalne
peptydy oraz neuropeptydy. Mikrosomalna aminopeptydaza odgrywa istotna role w wielu procesach
fizjologicznych zwiazanych z: systemem odpornosciowym, angiogeneza, tumorogenezg,
przekazywaniem bdlu, regulacja cisnienia krwi czy koncowym procesowaniem peptydow
generowanych przez proteazy trawienne. Biorac pod uwage udziat APN w regulacji cisnienia krwi,
stanowi ona potencjalny cel w leczeniu nadcisnienia tetniczego [8].

Mikrosomalna leucyloaminopeptydaza wystepujaca w postaci transmembranowej (APN/CD13) jest
markerem ostrej biataczki szpikowej. Pelni ona istotna role w rozwoju nowotworéw poprzez
regulowanie takich procesow, jak kontakt komérek, metabolizm peptydéw regulatorowych réznych
typéw komorek (proliferacja i inwazja komorek) oraz regulacja angiogenezy. APN/CD13 moze petnic
wazna role w opracowaniu nowych lekéw przeciwnowotworowych [9].

Inhibitory leucyloaminopeptydaz

Podwyzszony poziom leucyloaminopeptydaz obserwowany jest w réznych stanach patologicznych. Ze
wzgledu na bardzo wazna role, jaka te peptydazy peilnia w organizmie, niezwykle istotna jest



regulacja pracy tych enzyméw. Zahamowanie aktywnosci leucyloaminopeptydaz poprzez
zastosowanie efektywnych i selektywnych inhibitoréw jest kluczem w opracowaniu nowoczesnych
terapii [1].

Poznano wiele naturalnych i syntetycznych inhibitoréw leucyloaminopeptydaz. Do najbardziej
efektywnych inhibitoréw tych peptydaz naleza produkty naturalne takie jak bestatyna i amastatyna,
produkowane przez rézne szczepy Streptomyces (Rys.1). Zwiazki te naleza do wolno wigzacych
peptydowych inhibitoréw. Uwazane sa za analogi stanu przejsciowego hydrolizy wigzania
amidowego. Bestatyna i amastatyna koordynuja obecny w centrum aktywnym Zn489 poprzez atom
azotu N-koncowej grupy aminowej oraz atom tlenu grupy hydroksylowej. Mechanizm inhibicji jest
kompetencyjny. Polega on na tym, ze inhibitor i substrat wspétzawodnicza o miejsce aktywne
czasteczki enzymu. Przylaczenie czasteczki inhibitora przez leucyloaminopeptydaze uniemozliwia
zwiazanie substratu i odwrotnie. Powstaty kompleks enzym-inhibitor jest enzymatycznie nieaktywny.
Mozliwa jest kontrola szybkosci reakcji poprzez regulacje stezenia inhibitora. Bentatyna posiada
dziatanie immunostymulujace oraz przeciwnowotworowe, co jest wykorzystywane w terapii
niedrobnokomérkowego raka ptuc [10].
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Rys.1. Wzory strukturalne naturalnych inhibitoréw leucyloaminopeptydaz: bestatyny i amastatyny.

Otrzymano takze wiele syntetycznych inhibitoréw leucyloaminopeptydaz (Rys.2). Struktura
wiekszosci z nich oparta jest na analogii do leucyny, w ktérej grupe karboksylowa zastapiono inna,
odpowiednio silnie oddziatujaca z atomem cynku, np. aldehydowa, tiolowa, chlorometyloketonowa,
kwasu borowego czy hydroksamowego. Mechanizm inhibicji jest kompetycyjny. Polega on na
tworzeniu oddzialywan podobnych do tych, ktére sa obserwowane dla substratu, produktu lub
wysokoenergetycznego stanu przejSciowego reakcji katalizowanej przez enzym [10,11].
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Rys.2. Przyktady syntetycznych fosforoorganicznych inhibitoréw leucyloaminopeptydaz.

Do projektowania dalszych generacji inhibitoréw wykorzystano fosfonowy analog L-leucyny (LeuP),
jako strukture wiodaca. Do jej zalet nalezy stabilnos$¢ chemiczna, interesujaca aktywnos$¢ oraz
selektywnos¢ wobec enzymu. Zastosowanie oa-aminofosfonianéw przyczynito sie takze do
zidentyfikowania zaleznosci pomiedzy reszta P1 a specyficznoscia wobec LAP i APN (Rys.3).
Cytozolowa leucyloaminopeptydaza (LAP) preferuje rozbudowany hydrofobowy podstawnik P1,
natomiast mikrosomalna leucyloaminopeptydaza (APN), dodatkowy heteroatom. Znajomos¢
struktury krystalicznej kompleksu LeuP z LAP pozwolita na zaprojektowanie modyfikacji metodami

modelowania molekularnego, a struktura LeuP umozliwia wydtuzenie tancucha poprzez dodanie
nowej reszty P1' [10,11].
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Rys.3. Wzory strukturalne fosforowych analogéw aminokwaséw z rozbudowana reszta P1’.

Wprowadzenie tych zmian przyczynito sie do osiagniecia jakosciowego skoku efektywnosci inhibicji.
Zaprojektowano nowa klase inhibitoréow leucyloaminopeptydaz, analogéw fosfinodipeptydow,
zawierajacych grupe aminowa w podstawniku P1’ (Rys.4). Zwiazki te sa odpornymi hydrolitycznie
analogami stanu przejsciowego reakcji katalizowanej przez enzym. Fosfinodipeptydy sa
najaktywniejszymi fosforoorganicznymi efektorami LAP ze stalymi inhibitorami rzedu

nanomolarnego. Ponadto, fosfinowy analog z dodatkowa grupa hydroksylowa w pozycji P1' okazat sie
bardzo atrakcyjnym wobec APN [10,12].
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Rys.4. Wzory strukturalne fosfinowych pseudodipeptydéw wobec LAP oraz APN.
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Fosfinodipeptydy zostaly zastosowane w badaniach nowych potencjalnych terapii
przeciwmalarycznych. Wykazano, ze sa one skutecznymi inhibitorami rozwoju linii komorkowych in
vitro, w tym odpornych na dziatanie standardowych lekow, takich jak chlorochina. W badaniach in
vivo fosfinodipeptydy hamowaty rozwoj nieletalnego modelu malarii u myszy. Hamowanie wybranych
leucyloaminopeptydaz stanowi skuteczna strategie przeciwdziatania tej chorobie tropikalnej [5,10].
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Rys.5. Przyktady fosfinowych analogéw kwasu hydroksamowego.

Kolejna grupa inhibitoréw leucyloaminopeptydaz sa kwasy fosfonowe bedace formalnymi analogami
kwasu hydroksamowego. Zwiazki te zawieraja atom fosforu z niepeptydowym fragmentem P1’ oraz
dwufunkcyjnym systemem chelatujacym. Fosfinowe analogi kwasu hydroksamowego sa bardzo
dobrymi inhibitorami mikrosomalnej leucyloaminopeptydazy (APN) z IC50 w zakresie nanomolarnym
(Rys. 5) [10,13].

Podsumowanie:

Poszukiwania nowych terapeutykow skupiaja sie na znalezieniu szlakow charakterystycznych dla
procesow chorobotwoérczych, a takze enzymow odpowiedzialnych za rozwdj danej choroby,
a nastepnie obnizeniu ich aktywnos$ci poprzez zastosowanie odpowiednich inhibitorow. Wyzwaniem
dla naukowcow jest opracowanie selektywnych inhibitoréw leucyloaminopeptydaz, ktore moga petnié
wazna role w opracowaniu nowej generacji lekow.

W czasteczkach potencjalnych inhibitorow leucyloaminopeptydaz wymagana jest obecnos$¢ grupy
aminowej, pierscienia fenylowego oraz grupy fosfonianowej. Istotne znaczenie dla aktywnosci tych
inhibitorow odgrywa grupa fosfonianowa, ktéra kompleksuje jony cynku obecne w miejscu aktywnym
enzyméw. Analogi aminokwasow i peptydow zawierajace atom fosforu sa obecnie intensywnie
badanymi syntetycznymi inhibitorami leucyloaminopeptydaz. Optymalizacja struktury P1,
modyfikacja cynkowego systemu chelatujacego oraz regionu Pn' pozwolila na znalezienie zwiazkéw
efektywnie hamujacych aktywnos¢ aminopeptydaz. Prekursorami tych zwigzkéw moga by¢ pochodne
azyrydynowe, ktore odgrywaja istotna role w syntezie organicznej, ze wzgledu na wysoka regio-
i stereoselektywnos¢ reakcji z ich udziatem. Zwiazki zawierajace w swej strukturze pierscien
azyrydynowy wykazuja takze aktywnos¢ biologiczng i stosowane sa jako antybiotyki czy leki
przeciwnowotworowe.

Autor: Katarzyna Czuba
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