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Wstęp
Tematem artykułu są proteazy, ich znaczenie w życiu człowieka 

oraz metody pomiaru stężenia i aktywności tych związków.
Proteazy (proteinazy, peptydazy lub enzymy proteolityczne) od-

grywają bardzo istotną rolę w ludzkim życiu. Do tej pory, w ludzkim 
organizmie zidentyfikowano ponad 500 tego typu związków, które 
są kodowane przez ok. 2% wszystkich genów [1].

Klasyfikacja i podział proteaz
Enzymy protelityczne są podklasą klasy hydrolaz i są oznaczone ko-

dem EC 3.4. Hydrolizują one wiązania peptydowe w środku wiązania biał-
kowego (endopeptydazy), badź też na jego końcach (egzopeptydazy).

Istnieją trzy podziały proteaz. Pierwszym z nich jest podział 
ze względu na substrat i umiejscowienie wiązania, które ulega hydroli-
zie. Drugim jest podział ze względu na mechanizm katalizy. Trzeciego 
podziału proteaz dokonano pod względem pH, w którym wykazują 
one maksimum aktywności [2, 3].

Znaczenie proteaz w życiu człowieka
Proteazy odgrywają istotną rolę w wielu procesach, takich jak: 

zapłodnienie, trawienie, wzrost, dojrzewanie, starzenie się, a nawet 
śmierć organizmu. Regulują one liczne procesy fizjologiczne poprzez 
kontrolę aktywacji, syntezy oraz degradacji białek. Pełnią również istot-
ną funkcję w replikacji oraz rozprzestrzenianiu się wirusów, bakterii 
oraz parazytów. Odpowiedzialne są za efektywną transmisję choroby 
wywoływanej przez te patogeny. Z tego powodu peptydazy stanowią 
istotny cel w przypadku leczenia wielu chorób.

Enzymy proteolityczne odgrywają bardzo istotną rolę we wzroście 
pierwotnego guza nowotworowego i powstawaniu jego przerzutów 
(metastazy) [3÷5]. Umożliwiają one dzielenie się komórek nowotwo-
rowych guza, torują im drogę w przestrzeniach międzykomórkowych, 
umożliwiają przedostawanie się do i ze światła naczyń krwionośnych, 
a także zagnieżdżanie się w innych tkankach organizmu [6].

Dalej opisano proteazy najważniejsze dla człowieka, które 
są w większości związkami z udowodnionym znaczeniem klinicznym.

Kaspazy
Kaspazy są związkami z grupy proteaz, które kontolują apoptozę. 

Są one również związane z funkcjonowaniem systemu odpornościo-
wego, co umożliwia post-translacyjną modyfikację cytokin i aktywację 
kaskady kaspaz w reakcjach cytotoksycznych. Są one odpowiedzial-
ne w największym stopniu za uszkodzenia komórek. Kaspazy zabijają 
wszystkie komórki i muszą być kontrolowane przez aktywację/dezak-
tywację ich zymogenów [7].

Najczęściej badanym enzymem należącym do tej grupy jest kaspaza-8.

Kaspaza-8
Kaspaza-8 (EC 3.4.22.61, endopeptydaza), jest członkiem rodziny 

cysteinowo-aspartylowych proteaz, które wykazują maksimum aktyw-
ności w pH=2–3. Aktywna kaspaza-8 ma zdolność do aktywowania ka-
spaz efektorowych. Co w pózniejszym czasie popycha komórki cytotok-
syczne T do zabicia komórek nowotworowych. W rezultacie, kaspaza-8 
pośrednio uczestniczy w hamowaniu rozwoju nowotworu [8].

Mutację, która inaktywuje kaspazy-8 wykazano m.in. u dzieci 
z neuroblastomą, nowotworami jelita grubego, w raku wątroby, ostrej 
białaczce [9].

Katepsyny
Katepsyny są proteazami lizosomalnymi, które powodują hy-

drolityczną degradację łańcuchów białkowych zaangażowanych 
w rozkład komórek. Penetrujące katepsyny z zewnątrz komórki 
przez jej błonę mogą spowodować degradację jej struktur przez 
kontakt z tymi enzymami. Jest to stan patologiczny i może powo-
dować liczne choroby, takie jak nowotwory, osteoporozę, chorobę 
Alzheimera i inne. Ostatnio odkryto, że tego rodzaju enzymy są za-
angażowane w apoptozę komórek poprzez wywoływanie kaspazo-
zależnej śmierci komórek [10, 11].

Katepsyna D
Katepsyna D (EC 3.4.23.5, maksimum aktywności w pH=2–3) 

jest enzymem zaliczanym do endopeptydaz aspartylowych. Lizoso-
malna katepsyna D bierze udział w proteolizie wewnątrzkomórko-
wych i zewnątrzkomórkowych białek. Stwierdzono, że katepsyny D 
i B są bardzo ważnymi czynnikami w apoptotycznej zaprogramowa-
nej śmierci komórek [12].

Katepsyna D jest zaangażowana w proces wzrostu guza, jego pe-
netracji w tkankach, migracji komórek nowotworowych i ich umiej-
scowieniu w ogniskach przerzutowych. Nasilenie rozpadu i wzrost 
aktywności katepsyny D we krwi ma również miejsce w stanach pato-
logicznych, takich jak stany zapalne, niedokrwienie mięśnia sercowe-
go, choroby wątroby, dystrofii mięśni, w stwardnieniu rozsianym lub 
chorobie Alzheimera.

W przypadku mięśniaków macicy, gruczolakoraku okrężnicy 
jest ona uznawana za marker nowotworowy i ustalenie jej stężenia 
w płynach ustrojowych jest komplementarne do badania histopato-
logicznego [13÷18].

Katepsyna B
Katepsyna B (EC 3.4.22.1) jest zaliczana do neutralnych (maksi-

mum aktywności w pH=6–7) endopeptydaz cysteinowych [19]. Jest 
ona jedną z najbardziej rozpowszechnionych proteaz w organizmie. 
Bierze udział w procesie kancerogenezy na wielu poziomach – uczest-
niczy w transformacji nowotworowej, inwazji oraz powstawaniu prze-
rzutów. Wykazano, że katepsyna B wnika w jądro komórkowe i w ten 
sposób aktywuje apoptozę [12]. Większość badań potwierdza możli-
wość pomiaru aktywności endopeptydaz cysteinowych jako marke-
rów “agresywności nowotworu” oraz inhibitorów tych enzymów jako 
markerów “obronności organizmu” w diagnostyce nowotworowej 
i monitorowaniu terapii [20÷22].

Katepsyna G
Katepsyna G (EC 3.4.21.20) jest jedną z alkalicznych (maksimum 

aktywności w pH=8–9), serynowych endopeptydaz. Fizjologiczna rola 
katepsyny G w żywym organizmie jest głównie związana z wczesną 
odpowiedzią immunologiczną, lecz jej aktywność biologiczna nie jest 
ograniczona wyłącznie do tego. Katepsyna G bierze również udział 
w wielu procesach fizjologicznych, takich jak degradacja tkanek, ak-
tywacja płytek krwi, chemotaksja monocytów i neutrofili, proteoliza 
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czynników krzepnięcia krwi i powstawanie angiotensyny II. Ostatnio 
zaobserwowano, że enzym ten wywołuje wielokomórkowe sferoidy 
komórek 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-końcowego dipep-
tydu z dekapeptydu angiotensyny I z wytworzeniem oktapeptydu 
angiotensyny II, która jest najsilniejszą substancją powodującą skurcz 
błony mięśni naczyń krwionośnych. Degraduje ona również bradykini-
nę, która wykazuje podobne działanie [26]. Obecnie, szeroko stoso-
wane w medycynie są leki (kaptopryl, benazepril), które są inhibitorami 
konwertazy angiotensyny (inhibitory ACE).

Renina (angiotensynogenaza, EC 3.4.23.15, endopetydaza aspar-
tylowa- maksimum aktywności w pH=2–3) jest enzymem proteoli-
tycznym i zwierzęcym hormonem wydzielanym przez nerki. Jest ona 
składnikiem układu renina-angiotensyna-aldosteron (RAA, RAAS). Jej 
działanie powoduje podwyższenie ciśnienia krwi [27].

Proteaza HIV-1
HIV-1 proteaza (EC 3.4.23.16, endopeptydaza aspartylowa – 

maksimum aktywności w pH=2–3) jest konieczna dla reprodukcji 
i dojrzewania wirusa ludzkiego niedoboru odporności (HIV) w zain-
fekowanym organizmie [28, 29]. Hamowanie proteazy HIV-1 w cyklu 
życiowym wirusa HIV jest jedną z możliwości, aby zatrzymać roz-
wój zespołu nabytego niedoboru odporności (AIDS) w organizmie. 
W związku z tym, inhibitory proteazy HIV-1, takie jak amprenawir, 
tipranawir lub darunawir, są wykorzystywane w wysoce aktywnej te-
rapii antyretrowirusowej [30, 31].

Proteaza HCV NS2/3 i HCV NS3/4
Wirus zapalenia wątroby typu C (HCV- hepatitis C virus) jest człon-

kiem rodziny Flaviviridae. Ta poliproteina jest przekształcana przez sy-
gnałowe peptydazy gospodarza i dwie wirusowe proteazy – NS 2/3 
i NS 3/4A (neutralne, serynowe endopeptydazy) do 10 białek niezbęd-
nych w replikacji wirusa [32÷37]. W medycynie używa się inhibitorów 
proteazy, takich jak boceprewir i telaprervir, do leczenia wirusowego 
zapalenia wątroby.

Tkankowy aktywator plazminogenu (tPA- Tissue Plasminogen 
Activator)

Tkankowy aktywator plazminogenu (EC 3.4.21.68) jest alkalicz-
ną, serynową endoproteazą. Enzym ten przekształca proenzym – pla-
zminogen do plazminy. Plazmina powoduje lizę fibryny i tym samym 
zwiększenie przepływu naczyń krwionośnych zamkniętych materiałem 
zakrzepowym. Jest to główna reakcja rozkładająca skrzep.

tPA odgrywa ważną rolę w migracji komórek i przebudowie tka-
nek. Zwiększona aktywność tego enzymu powoduje zwiększoną fibry-
nolizę, która objawia się nadmiernym krwawieniem; obniżona aktyw-
ność sprzyja zakrzepicy i zatorowości.

Enzym ten jest stosowany w pewnych przypadkach chorób zakrze-
powych, takich jak zator tętnicy płucnej, zawał serca i udar [38, 39].

Proteasom 26S
Proteasom 26S (EC 3.4.25.1, zasadowa, treoninowa endopepty-

daza) jest odpowiedzialny za degradację więcej niż 80% uprzednio 
ubikwitynowanych białek komórkowych (także z komórek nowotwo-
rowych) z uwolnieniem ubikwityny. Hamowanie proteasomu prowa-
dzi do hamowania wzrostu i proliferacji komórek guza. Stosowanie eg-
zogennych inhibitorów proteasomu w walce z rakiem stwarza nowe, 
obiecujące możliwości terapeutyczne [40÷42].

Metody pomiaru stężenia i aktywności peptydaz
Oprócz stężenia enzymu, jako cechę określająca ilość enzymu 

w roztworze, stosowana jest również jego aktywność enzymatyczna. 
Obecność enzymu wykrywa się w specyficznej reakcji, która katalizo-
wana jest przez ten związek. Metody oznaczania wykorzystują różne 
typy interakcji, takie jak oznaczenia izotopowe (radioimmunologia), 
wiązanie analitu (antygenu) ze znakowanym przeciwciałem (immuno-
histochemia) lub spektroskopię.

Metody pomiaru aktywności enzymatycznej
Istnieje wiele metod oznaczania aktywności enzymatycznej. Do tej 

grupy należą m.in.: metody spektrofotometryczne (np. metoda Folin-
Ciocalteu, spektrofluorymetria, kolorymetria), elektroforeza, chroma-
tografia, radiometria, metoda fazy stałej, metody elektrochemiczne, 
analiza proteolityczna aktywności macierzowej (PrAMA- proteolytic 
activity matrix analysis) oraz inne oznaczające produkty reakcji enzy-
matycznej. Wybór metody pomiarowej, zależy od rodzaju substratów 
(białkowe naturalne, białkowe modyfikowane, substraty amidolitycz-
ne, fluorogenne i inne), oczekiwanych produktów, środowiska reakcji, 
kosztów i wielu innych czynników.

Metody pomiaru stężenia enzymów
Metody te mogą być podzielone na dwie grupy: metody półilościo-

we i metody ilościowe.

Metody półilościowe
Metody półilościowe są wykorzystywane do oszacowania ilości 

enzymu. Otrzymywane wartości nie są dokładne, ani ściśle określone. 
Do tej grupy metod mogą być włączone metody histochemiczne oraz 
technika Western Blot.

Immunohistochemia
Immunohistochemia, dzięki ekspresji produktów reakcji antygen-

specjalnie oznakowane przeciwciało, umożliwia określenie przybliżo-
nej ilości substancji (na przykład antygenu), który znajduje się w prób-
ce. Istnieje wiele technik immunohistochemicznych, które mogą być 
użyte w celu zlokalizowania antygenu. Wybór odpowiedniej metody 
powinien być oparty na parametrach, takich jak rodzaj badanej prób-
ki, granica wykrywalności [43]. Metody immunohistochemiczne za-
stosowano m.in. do pomiaru stężenia SUMO-specyficznej proteazy 1 
[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 służąca do wykrywania określonych białek w prób-

kach. Umożliwia ona rozdział zdenaturowanych białek według ich mas 
oraz niezdenaturowanych według ich struktury 3-D, za pomocą elek-
troforezy w żelu poliakrylamidowym [50]. W ten sposób sprawdzano 
obecność katepsyno L- podobnej proteazy cysteinowej z Philasterides 
dicentrarchi [51].

Metody ilościowe
Metody ilościowe podają dokładne, dobrze zdefiniowane warto-

ści stężeń badanego związku w próbce. Do tej grupy metod można 
włączyć test immunoenzymatyczny (ELISA – Enzyme-linked immuno-
sorbent assay), radioimmulogię, turbidymetrię, nefelometrię, technikę 
powierzchniowego rezonansu plazmonów (SPR – surface plasmon reso-
nance technique i SPRI – surface plasmon resonance imaging technique).

ELISA
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay), służy do wykry-

wania określonych białek w badanym materiale z użyciem przeciwciał 
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a poliklonalnych lub monoklonalnych skoniugowanych z odpowiednim 
enzymem. Test ten jest częścią większej grupy tak zwanych „testów 
w fazie stałej” i jest jednym z najczęściej używanych [52]. Tego rodzaju 
test jest stosowany do pomiaru stężeń wielu enzymów, np. katep-
syny B-3 [53], rekombinowanej Opisthorchis viverrini katepsyny B-1 
(rOV-CB-1) [54], subtylizyno-podobnych proteaz serynowych z Cu-
rvularia lunata [55], proteazy NS3 wirusa HCV [56].

Metody radioizotopowe
Wykorzystuje się dwie główne metody pomiaru stężeń badanych 

związków w próbce: test radioimmunologiczny (RIA) oraz test immu-
noradiometryczny (IRMA). Mierzą one radioaktywności pochodzącą 
z próbki [57].

W metodzie RIA do znakowania stosowane są następujące izo-
topy: 125I, 131I, 14C, 3H. Metoda ta opiera się reakcji nadmiaru antygenu 
z przeciwciałem i zaliczana jest do tzw. kompetycyjnych metod ra-
dioizotopowych. Tak oznaczano m.in. β- tryptazę [58], reninę [59].

Test IRMA jest zaliczany do tzw. niekompetycyjnych metod izo-
topowych. Wykorzystuje się dwa przeciwciała w nadmiarze w sto-
sunku do antygenu [57]. Tym sposobem określono ilościowo reni-
nę [60], dezintegrynę i metaloproteinazę z motywem trombospodyny 
typu 1, członek 13 (ADAMTS-13) [61].

Turbidymetria i nefelometria
Turbidymetria i nefelometria są to techniki analityczne podobne 

do kolorymetrii, stosowane do oznaczania małych ilości związków 
słabo rozpuszczalnych. Nefelometria wykorzystuje efekt Tyndalla, 
który mierzy ilość światła rozproszonego przez roztwór mętny. 
Metoda ta została użyta do pomiarów stężenia substancji: asper-
gillopepsyny I i II, [62], trypsyny [63], katepsyno B – podobnego 
enzymu z Eimeria tenella [64].

Turbidymetria jest oparta na pomiarze natężenia światła prze-
chodzącego przez zawiesinę substancji trudnorozpuszczalnej. In-
tensywność światła jest odwrotnie proporcjonalna do ilości skład-
nika analitu [65]. Pomiary turbidymetryczne zostały wykorzystane 
do oznaczania np. trypsyny [66].

Technika Powierzchniowego Rezonansu Plazmonów  
(SPR i SPRI)

Metoda SPR i SPRI polega na wykorzystaniu efektu rezonansu wol-
nych elektronów metalu-plazmonów i zmiany intensywności promie-
niowania padającego na biosensor w zależności od zmian współczynnika 
załamania kolejnych warstw na powierzchni biosensora. Sporządzenie 
odpowiednich krzywych kalibracyjnych, będących zależnością sygnału 
SPRI w funkcji stężenia badanego enzymu, pozwala na ilościowe po-
miary tych substancji w próbkach rzeczywistych [67].

Bioczujniki SPR i SPRI są powszechnie stosowane do określania 
stężeń proteaz. Oznaczano stężenia katepsyny G, D i B [68, 69, 70], 
kaspazy-3 i kaspazy- 6 [71].
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