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STRESZCZENIE
Lizosomalna karboksypeptydaza A (katepsyna A) jest syntetyzowana w postaci prepro-
enzymu, ktéry w wyniku potranslacyjnej modyfikacji przechodzi w aktywny enzym.
Odszczepia od peptydow i bialek C-koficowe reszty aminokwasowe i wspoétdziala z innymi
proteazami w zachodzacej w lizosomach degradacji bialek komérkowych. Dziala takze na
hormony peptydowe i biologicznie czynne peptydy w tkankach i w plynach ustrojowych.
Wystepuje w postaci kompleksow z niektérymi glikozydazami, co chroni je przed degrada-
cja proteolityczna, a jej niedobér prowadzi do choréb spichrzeniowych. Lizosomalna kar-
boksypeptydaza A jest enzymem wielofunkcyjnym, o waznej roli regulacyjnej w metaboli-
zmie ustrojowym.

WPROWADZENIE

W lizosomach degradowanych jest okoto 80% biatek komérkowych i biatek
dostajacych sie do komoérki na drodze endocytozy [1]. W organellach tych wy-
stepuje ponad 30 réznych peptydaz, z ktérych wiekszoé¢ nosi nazwe katepsyn
[2]. Dziataja one w kwasnym Srodowisku. Wedtug lokalizacji rozszczepianego
wigzania peptydowego katepsyny dzieli sie na endopeptydazy i egzopeptyda-
zy. Endopeptydazy rozszczepiaja wiazania peptydowe zlokalizowane wewnatrz
taficucha polipeptydowego. Najbardziej aktywne sa katepsyny B, D, E, F, H, I,
J, KiL [3]. Produktem dzialania endopeptydaz na biatka jest mieszanina pepty-
déw, stanowiacych substraty egzopeptydaz [4,5]. Egzopeptydazy rozszczepiaja
wigzania peptydowe znajdujace sie na N- i C-koricach peptydéw [6]. Amino-
peptydazy rozszczepiaja wiazania peptydowe za ostatnim (lizosomalne ami-
nopeptydazy) lub przedostatnim (katepsyna C) aminokwasem N-koricowym.
Karboksypeptydazy rozszczepiaja wigzania peptydowe utworzone przez ami-
nokwasy C-koricowe [7,8]. Jedynie katepsyna B i katepsyna H jest réwnocze$nie
endopeptydaza i egzopeptydaza [3,7]. Poszczegdlne aminopeptydazy i karbok-
sypeptydazy réznia si¢ miedzy soba specyficznoscia wzgledem odszczepianych
aminokwaséw N- i C-koficowych i uzupelniaja sie dzieki temu w dziataniu na
peptydy. Koricowym produktem dziatania aminopeptydaz i karboksypeptydaz
s tripeptydy. Tripeptydy sa substratami tripeptydaz (aminotripeptydaz i kar-
boksytripeptydaz) [9]. Powstajace dipeptydy sa rozkltadane do aminokwaséw,
przez dipeptydazy lizosomalne i cytosolowe. Charakterystyka lizosomalnych
karboksypeptydaz podana jest w tabeli 1. Miejsce katalityczne karboksypep-
tydaz lizosomalnych stanowi reszta serylowa lub cysteinylowa, a ich inhibito-
rami sa odpowiednio diizopropylofluorofosforan i jodooctan. W lizosomach
nie wystepuja metalokarboksypeptydazy. Poszczegélne karboksypeptydazy
lizosomalne réznia sie miedzy soba specyficznoscia wzgledem odszczepianych
C-koricowych aminokwaséw. Warunkiem dzialania karboksypeptydaz na di-
peptydy i tripeptydy jest zablokowanie N-koricowej grupy aminowej i wolna

Tabela 1. Charakterystyka lizosomalnych karboksypeptydaz, wg [27,95]

Karboksy- Miejsce s Optimum
peptydaza Substrat Katalityczne Aktywator Inhibitor pH
Lizosomalna kar- Z-Phe-Ala Ser brak diizopropylo- 55
boksyptydaza A fluorofosforan,
(EC34.16.1) fluorek 4-aminofe-
-nylmetylsulfonylu
Lizosomalna kar- Z-Gly-Arg Cys ditiotreitol jodooctan, 5
boksyptydaza B leupeptyna
(EC3.4.18.1)
Lizosomalna kar- Z-Pro-Phe Ser brak diizopropylo- 5
boksyptydaza C fluorofosforan
(EC3.4.16.2)*

* - niewrazliwa na fluorek 4-aminofenylmetylsulfonylu

162

www.postepybiochemii.pl



20

-1 -10 -20 1 1
MIRAAPPPLFLLLLLLLLLVSWASRGEAAPDQDEIQRLPGLAKQPSFRQYSGYLK
3o 40 50 60 7O 80
SSGSKHLHYWFVESQKDPENSPVVLWLNGGPGCSSLDGLLTEHGPFLVQPDGV
20 100 10 120 130
TLEYNPYSWNLIANVLYLESPAGVGFSYSDDKFTATNDTEVAQSNFEALQDFFRL
140 150 160 170 180 190
FPEYKNNKLFLTGESYAGIYIPTLAVLVMQDPSMNLQGLAVGNGLSSYEQNDNSL
200 210 220 230 240
VYFAYYHGLLGNRLWSSLQTHCCSQNKCNFYDNKDLECVTNLQEVARIVGNSGL
250 260 270 280 280
NIYNLYAPCAGGVPSHFRYEKDTVVVQDLGNIFTRLPLKRMWHQALLRSGDKVR
300 310 320 330 340 350
MDPPCTNTTAASTYLNNPYVRKALNIPEQLPQWQMCNFLVNLQYRRLYRSMNSQ
360 370 380 390 400
YLKLLSSQKYQILLYNGDVDMACNFMGDEWFVDSLNQKMEVQRRPWLVKYGDS

410 420 430 440 450
GEQIAGFVKEFSHIAFLTIKGAGHMVPTDKPLAATTMTSRTLNKQPY

Rysunek 1.Sekwencja aminokwasowa lizosomalnej preprokarboksypeptydazy
A [88]. M1-A28 - prepeptyd sygnatowy; A1-R284 - podjednostka 32 kDa; M299-
-Y452 - podjednostka 20 kDa; Ser150, Arg372, His429 - triada katalityczna; N117,
N305 - reszty N-glikozylowane; Q75-Y84, V400-G407 - sekwencje wiazace B-ga-
laktozydaze.

grupa karboksylowa aminokwasu C-koricowego. Lizoso-
malna karboksypeptydaza A (EC 3.4.16.5) jest opisywana
w literaturze takze pod nazwg katepsyna A, katepsyna I,
katepsynowa karboksydaza A, deamidaza i lizosomalne
biatko ochronne [10].

BIOSYNTEZA

Gen kodujacy lizosomalna karboksypeptydaze A wyste-
puje na fragmencie 20q 13.1 chromosomu 20 [11]. Zawiera
on 15 eksonéw i posiada 7,5 kb par zasad DNA. Lizosomal-
na karoksypeptydaza A jest syntetyzowana w postaci pre-
proenzymu w rybosomach zwiazanych z szorstka siateczka
endoplazmatyczng [12-15]. W zbiornikach siateczki endo-
plazmatycznej nastepuje jego potranslacyjna modyfikacja.
Przez proteaze sygnalowa zostaje odszczepiony prepep-
tyd, tworzy sie struktura przestrzenna, powstaja mostki di-
siarczkowe, proenzym ulega glikozylacji, w wyniku ktorej
do dwoéch grup amidowych reszt asparaginylowych zostaja
kowalencyjnie przylaczone tanicuchy oligosacharydowe.
Od siateczki endoplazmatycznej odpaczkowuja pecherzyki
transportowe, ktére przenosza proenzym lizosomalnej kar-
boksypeptydazy A do aparatu Golgiego. Reszty mannozy
oligosacharydu zwigzanego z Asn305 ulegaja fosforylacji
do mannozo-6-fosforanu. To umozliwia Iaczenie sie pro-
enzymu z receptorem mannozo-6-fosforanu wystepujacym
w aparacie Golgiego. Odpaczkowanie od aparatu Golgiego
pecherzykéw prowadzi do utworzenia lizosomu pierwot-
nego. Kwasne srodowisko w lizosomie powoduje rozdyso-
cjowanie polaczenia proenzymu z receptorem, uwolniony
receptor powraca do aparatu Golgiego, a od proenzymu
odszczepiany jest peptyd aktywujacy.

IZOLOWANIE I OCZYSZCZANIE

Lizosomalna karboksypeptydaza A wystepuje w lizo-
somach komérek budujacych wszystkie tkanki i narzady
ssakow oraz w lizosomach elementéw morfotycznych krwi
[16-18]. Najwieksza aktywnos¢ tego enzymu obserwuje sie
w nerkach, watrobie, ptucach, $ledzionie, m6zgu, mieéniach
szkieletowych i tozysku [19-24]. Wystepuje on takze w fibro-

blastach, limfocytach, makrofagach i ptytkach krwi [25-27].
Lizosomalna karboksypeptydaze A do niedawna izolowa-
no i oczyszczano technikami stosowanymi powszechnie
do rozdzielenia mieszanin biatkowych, uzyskujac 500-1000
krotne oczyszczenie biatka. Obecnie oczyszczone prepa-
raty katepsyny A otrzymuje sie stosujac chromatografie
powinowactwa na unieruchomionej na sefarozie konkana-
walinie A, chromatografie hydrofobowa z zastosowaniem
fenylo-oktylo-sefarozy i Phe-Leu-agarozy oraz chromato-
grafie jonowymiennag z zastowaniem kolumny wypelnionej
dietyloaminoetylo-Sefacelem [28,29]. W celu wyizolowania
kompleksu lizosomalnej karboksypeptydazy A z beta-ga-
laktozydazg stosuje sie chromatografie powinowactwa z za-
stosowaniem PATGAL-sefarozy, z ktéra kompleks wigze
sie poprzez beta-galaktozydaze [30]. Kompleks ten mozna
takze wyizolowaé stosujac chromatografie powinowactwa
z zastosowaniem para-aminofenylo-tio-beta-galaktozydo-
-agarozy, w pH 4,5. Uzyskany kompleks rozdysocjowuje
sie¢ w pH 7,5 i rozdziela budujace go skladniki przy uzy-
ciu filtracji zelowej z zastosowaniem kolumny Shim-pack
Dial-300 [31]. Zastosowanie powyzszych technik pozwolito
otrzymac lizosomalng karboksypeptydazy A oczyszczona
3000-4000 krotne. Lizosomalna karboksypeptydaza A jest
stabilna w pH 5,0-6,0. Aktywno$¢ enzymu stabilizuja anio-
ny chlorkowe i sacharoza [19,32]. W pH powyzej 7,0 i w
temperaturze 69°C lizosomalna karboksypeptydaza A ule-
ga szybko zahamowaniu.

STRUKTURA

Preprolizosomalna karboksypeptydaza A o masie czg-
steczkowej 58 kDa zbudowana jest z 480 reszt aminokwaso-
wych i (Rys. 1). Sekwencja sygnalowa o masie czasteczko-
wej 3,5 kDa zlokalizowana jest w N-koricowym fragmencie
czgsteczki 1 zawiera 28 reszt aminokwasowych. Sekwengcje
te odszczepia proteaza sygnatowa. Powstaje w wyniku tego

] s
PS ! PF '

| | prepro-ICPA

PS . /l peptydaza sygnatowa
S S
| PF |
| | jednotancuchowa
pro-ICPA

rozszczepienie
wigzania Arg298-Met299

S S
| PF I
| | dwutancuchowa
pro-ICPA
rozszczepienie
PF D wigzania Arg284-Met285
S5 S
| I
] | IPCA

Rysunek 2. Aktywacja lizosomalnej prokarboksypeptydazy A (ICPA). PS - pep-
tyd sygnatowy;PF - profragment, wg [88].
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Tabela 2. Sktad aminokwasowy lizosomalnej kaboksypeptydazy A

Prepro-
Aminokwas* lizosolrjnalna Pre- Pro-lizosomalna Pro- Lizosomalna Podjednost- Podjednost-
karboksy- peptyd karboksypeptydaza A -peptyd karboksypeptydaza A ka 32kDa ka 20kDa
peptydaza A
Ala (A) 28 4 24 1 23 14 9
Arg (R 19 2 17 15 8 7
Asn (N) 33 33 33 22 11
Cys © 9 9 9 6 3
Phe (F) 21 1 20 20 14 6
GIn Q) 27 27 1 26 15 11
Gy (G 32 1 31 1 30 23 7
His (H) 9 9 1 8 6 2
Ile 0] 13 1 12 12 7 5
Asp (D) 23 23 1 22 15 7
Glu (B 20 1 19 19 14 5
Leu (L) 63 10 53 51 35 16
Lys (K) 21 21 1 20 11
Met (M) 12 1 11 1 20 2 8
Pro P) 28 3 25 25 16 9
Ser S) 36 2 34 1 33 24 9
Thr  (T) 21 21 21 11 10
Trp W) 9 1 8 1 7 4 3
Tyr (Y) 27 27 27 18 9
Val V) 29 1 28 1 27 19 8
Suma amino- kwaséw 480 28 452 14 438 284 154
Masa czasteczkowa 62939,09 3561,31 59377,78 1931,22 57446,56 36888,5 20558,06

* - symbol tréjliterowy (jednoliterowy)

proenzym lizosomalnej karboksypeptydazy A. o masie czg-
steczkowej 54 kDa i zbudowany z 452 reszt aminokwaso-
wych. Aktywacja proenzymu zachodzi w lizosomach i roz-
poczyna sie od rozszczepienia wigzania Arg298-Met299
przez proteaze trypsynopodobng. Nastepnie rozszczepia-
ne jest wigzanie R284-Met285, co powoduje odszczepienie
fragmentu zlozonego z 14 reszt aminokwasowych (Met285-
-Arg298) o masie czasteczkowej 2 kDa (Rys. 2). Aktywna
forma lizosomalnej karboksypeptydazy A posiada mase
czasteczkowa 52 kDa.

W wyniku odszczepienia peptydu aktywujacego po-
wstaja dwie podjednostki, wieksza o masie czasteczkowej
32 kDa (Alal-Arg284) i mniejsza o masie czasteczkowej 20
kDa (Met299-Tyr452) [33]. Sktad aminokwasowy propreli-
zosomalnej karboksypeptydazy A, form posrednich i formy
aktywnej podany jest w tabeli 2. Podjednostka o masie 32
kDa potaczona jest z podjednostka o masie 20 kDa wigza-
niem disiarczkowym. Miejsce katalityczne stanowi triada:
Ser150, Asp372, His429 [14]. Lizosomalna karboksypepty-
daza A zawiera 9 reszt cysteiny zajmujacych pozycje: C60,
C212, C213, C218, C228, C253, C303, C334 i C373. Osiem
z nich tworzy 4 mostki disiarczkowe: C60-C375, C212-C228,
C213-C218 i C303-C334. Mostek disiarczkowy C60-C375 1a-
czy podjednostki [14]. Grupa sulfhydrylowa reszty cysteiny
C253 jest wolna i ma istotne znaczenie dla zachowania ak-
tywnosci enzymu. Dwie reszty Asn (Asn117, Asn305) znaj-
dujace sie w sekwencji Asn-Asp-Thr i Asn-Thr-Thr ulegaja
N-glikozylacji. Oligosacharyd zwigzany z podjednostka 32
kDa zawiera mannozo-6-fosforan [12]. Rozmiary monome-
ru lizosomalnej karboksypeptydazy A wynosza 60x50x70

A [34]. Sktada sie on z dwoéch domen, szczytowej i rdzenio-
wej. Domena szczytowa zawiera subdomene utworzong ze
121 reszt aminokwasowych uformowanych w 3 alfa-helisy
i 3 beta-struktury [35]. Subdomena ta zawiera odszczepia-
ny w czasie aktywacji czternastoaminokwasowy propeptyd
Met285-Arg298. Domena rdzeniowa sklada sie z centralnie
polozonych 10 alfa-helis i 10 beta-struktur oraz polozonych
bocznie 2 matych beta-struktur.

W drodowisku kwasnym lizosoméw okoto 70% lizoso-
malnej karboksypeptydazy A wystepuje w postaci homo-
dimeru o masie czasteczkowej 98 kDa [30]. Pozostate 30%
lizosomalnej karboksypeptydazy A wystepuje w postaci
dwusktadnikowego, aktywnego enzymatycznie polaczenia
kompleksowego z beta-galaktozydaza [36]. W czasteczce li-
zosomalnej karboksypeptydazy A wystepuja dwie sekwen-
gje: GIn76-Tyr84 i Val400-Glu407 stanowiace powierzchnie
kontaktows, wiazaca beta-galaktozydaze. Dimer lizosomal-
nej karboksypeptydazy A (104 kDa) faczy sie z monomerem
beta-galaktozydazy (64 kDa) tworzac heterotrimer o masie
czasteczkowej 168 kDa. Cztery czasteczki heterotrimeru sta-
nowia makrokompleks o masie czasteczkowej 680 kDa [37].
Makrokompleks ten rozpada sie w pH 7,5 na sktadowe: 8
czgsteczek lizosomalnej karboksypeptydazy A i 4 czastecz-
ki beta-galaktozydazy [37,38]. S6l sodowa siarczanu dode-
cylu rozdysocjowuje ten kompleks na monomery, a doda-
tek zwigzku redukujacego rozszczepia go na podjednostki,
co mozna $ledzi¢ technika elektroforezy w zelu poliakry-
loamidowym (Rys. 3). W pH 4,5 makrokompleks tworzy
sie ponownie. Okoto 1% lizosomalnej karboksypeptydazy
A wystepuje w kompleksie z beta-galaktozydaza, N-acety-
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s s 4
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sDS l SDS + B-Me
s ¢ s SH¢ SH
52 kDa 2 2 2
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Rysunek 3.Makrokompleks lizosomalnej prokarboksypeptydazy A (ICPA) z be-
ta-galaktozydaza [8, 36, 37]. Kompleks lizosomalnej karboksypeptydazy A z beta-
-galaktozydaza (1) w pH 7,5 rozdysocjowuje na 2 homodimery lizosomalnej kar-
boksypeptydazy A (2) i beta-galaktozydaze (2a); sol sodowa siarczanu dodecylu
(SDS) rozdysocjowuje homodimer lizosomalnej karboksypeptydazy A na 2 mo-
nomery (3) i przez merkaptoetanol (3-Me) na podjednostke 32 (4) i podjednostke
20 (5). S-S - mostki disiarczkowe Iaczgce podjednostki monomeru. = - wigzania
hydrofobowe tgczace monomery. Dalsze objasnienia w tekscie.

lo-alfa-neuramidaza i N-acetylogalaktozamino-6-siarczano
sulfatazg, o masie czasteczkowej okoto 1280 kDa [37].

SPECYFICZNOSC

Lizosomalna karboksypeptydaza A odszczepia od pep-
tydéw kolejno wigkszo$¢ aminokwaséw C-koricowych do
momentu powstania tripeptydu. Szybkosé odszczepiania
poszczegdlnych aminokwaséw zalezy od rozmiaréw i wia-
sciwosci fizykochemicznych ich rodnika oraz od konfor-
magji czasteczki. C-koricowe reszty Arg, Lys i Pro nie sg
odszczepiane przez ten enzym. Warunkiem dzialania lizo-
somalnej karboksypeptydazy A na dipeptydy i tripeptydy
jest zablokowanie ich N-koricowej grupy aminowej i wolna
grupa karboksylowa C-koricowego aminokwasu, ale ostatni
warunek nie jest bezwzglednie konieczny [39]. Najszybciej
hydrolizowane sa substraty z aromatycznymi (Phe) i hy-
drofobowymi alifatycznymi (Ala) resztami aminokwaso-
wymi w pozycji przedostatniej oraz aminokwasami aroma-
tycznymi (Tyr) i hydrofobowymi alifatycznymi (Ala, Leu)
w pozycji C-koricowej (Tabela 3). Potwierdzaja to wyniki
pomiaréw kinetycznych (Vmax, Km) hydrolizy przez ta
peptydaze N-blokowanych dipeptydéw [40]. Specyficznos¢
lizosomalnej karboksypeptydazy A uwarunkowana jest hy-
drofobowym charakterem miejsca wigzacego, ktére stano-
wireszta Tyr247, Met430 i Asn305. Wiaze ono hydrofobowa
reszte aminokwasowa znajdujaca sie w przedostatniej po-
zycji substratu. Aktywno$¢ esterolityczng lizosomalnej kar-
boksypeptydazy A mozna wykaza¢ przy uzyciu estru ety-
lowego karbobenzoksy-tyrozyny, a aktywnos$¢ amidazowa
uzywajac amidu benzoilo-fenyloalaniny [21,41-43]. Lizoso-
malna karboksypeptydaza A nie hydrolizuje hemoglobiny,

Tabela 3. Dipeptydy z zxablokowanym N-koricem i wolna grupa karboksylowa na C-koricu jako substraty lizosomalnej karboksypeptydazy A, wg [22,28,31]

Zré6dto lizosomalnej karboksypeptydazy A

Substrat watroba szczura watroba wolu watroba kury nerka $wini
aktywnosé, %*
Z-Glu-Tyr 100 100 100 100
Z-Phe-Leu - 7143 12500 -
Z-Phe-Tyr 61 4936 11889 -
Z-Phe-Ala - 2972 4400 1850
Z-Ala-Leu - 1386 3038 -
Z-Phe-Phe - - - 648
Z-Glu-Phe - - 136 475
Z-Phe-Pro - - - 333
Z-Phe-Gly 271 50 50 -
Z-Leu-Gly 130 129 125 -
Z-Gly-Phe 64 100 138 70
Z-Ala-Glu - 107 50 -
Z-Gly-Leu 64 57 57 50
Z-Gly-Met 46 - - -
Z-Gly-Ala - - - 35
Z-Gly-Tyr 19 - - 26
Z-1le-Gly - 21 25 -
Z-Gly-Gly 5 50 13 -
Z-Gly-Arg 5 - - -
Z-Gly-Pro 0,5 - - 5,9
Z-Gly-Glu 0,5 - - -
Z-Pro-Gly 0 - - -

*-za100% przyjeto aktywnos¢ oznaczong przy uzyciu Z-Glu-Tyr
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mioglobiny, gamma-globuliny, albuminy, cytochromu C i
histonéw [40,44,45]. Rozklada jednak produkty degradacji
tych bialek powstajace w wyniku dzialania katepsyny D i
innych endopeptydaz [4,5,42,46,47].

MECHANIZM DZIALANIA

Triada Kkatalityczna lizosomalnej karboksypeptydazy
A zlozona jest z reszt Ser150, Asp372 i His429. Reszty te sg
odlegle sekwencyijnie, ale zblizone przestrzennie [14]. Domi-
nujace znaczenie w procesie rozszczepienia wigzania pepty-
dowego ma reszta seryny. Hydroliza wiazania peptydowe-
go katalizowana przez lizosomalna karboksypeptydaze A,
podobnie jak w przypadku innych peptydaz serynowych,
przebiega w dwoéch etapach: acylacji i deacylacji [48]. Na
etapie acylacji nastepuje atak tlenu grupy wodorotlenowej
Ser150 na karbonylowy atom wegla hydrolizowanego wia-
zania peptydowego (Rys. 4). Wigzanie miedzy atomem we-
gla i tlenem w grupie karbonylowej przeksztalca sie w wia-
zanie pojedyncze, a atom tlenu uzyskuje tadunek ujemny.
Powstaje przejéciowy tetraedryczny zwiazek posredni i na-
stepuje przeniesienie protonu z Ser150 na His429. Z His429
proton przenoszony jest z kolei na atom azotu hydrolizowa-
nego wigzania peptydowego, ktére w wyniku tego zostaje
rozerwane. Aminowa cze$¢ substratu wigze sie wigzaniem
wodorowym z His429, a kwasowa - wigzaniem estrowym
z Ser150. Odlaczenie pierwszego produktu reakcji (z wolna
grupa aminowa) koniczy etap acylacji. Po oddysocjowaniu
aminowej czeéci substratu jego miejsce zajmuje czasteczka
wody. Reszta His429 odciaga proton od czasteczki wody.
Powstata zjonizowana His429 atakuje karbonylowy atom
wegla grupy acylowej, polaczonej z Ser150. Podobnie jak
to mialo miejsce w procesie acylacji, powstaje przejéciowy
tetraedryczny zwiazek poséredni. Po uwolnieniu drugiego
produktu reakgji (z wolna grupa karboksylowa) odtwarza-
ny jest enzym, ktéry uczestniczy w nastepnym cyklu kata-
lizy.
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Rysunek 4.Mechanizm dzialania lizosomalnej karboksypeptydazy A (ICPA), wg
[48]. Objasnienia w tekscie.

ZNACZENIE W FIZJOLOGII I PATOLOGII

Lizosomalna karboksypeptydaza A jest biatkiem wielo-
funkcyjnym. Wykazuje aktywnosé enzymatyczng: karbok-
sypeptydazowa w pH 5,0-5,5 oraz amidazowa i esterazowgq
w pH 7,0, a takze pelni role ochronna wzgledem niektérych
glikozydaz [13,27,54-56]. Gt6wnym zadaniem biologicznym

INHIBITORY

Tabela 4. Hamowanie aktywnosci peptydazowej (furyloakrylooil-Phe-Phe, pH 5,5), esterazowej (Z-Tyr-OEe, pH 7,0) i ami-

dazowej (DLE- NH,, pH 7,0) lizosomalnej karboksypeptydazy A [21]

Aktywnos¢ karboksypeptyda-

. ) Inhibitor Hamowanie aktywnosci, %
zy A, jako peptydazy serynowej,
hamu]e. duZ(.)prOpﬂOﬂuOIOfOS' nazwa stezenie peptydazowej esterazowej amidazowej
foran i 3,4-dichloroizokumary- mmol/1
na [49]. Hamuja ja takze blokery Diizopropylofluorofo-sforan 1 100 100 100
grup sulfhydrylowych takie jak Z-Gly-Leu- Phe-CH,CI 0,1 100 90 100
fluorek 4—aminofenylomety¥o— Chymostatyna 0,1 85 15 76
sulfonylu, kwas p-chlorortecio- | p-chlorortecio- 1 - 98 94
benz.oesowy,2 ) kwas marsalciwy fenylosulfonowy
i kationy Hg* [40,41,50] oraz lak- -y 0oy 0,01 70 88 75
tacystyna, chymostatyna, ebelak-
ton Bi antyp aina [51’52]. Nie po- Tos-Phe-chlorometyloketon 0,1 32 40 77
znano dotychczas endogennych Leupeptyna 01 26 36 25
inhibitoréw lizosomalnej karbok- N-etylomaleimid 1 25 19 9
.syp.eptyd,azy A. Wplyw/l:ézny(:h Trans-epoksydulcynylo-L-leu- 0,2 10 14 17
inhibitor6w na aktywnos¢ pepty-  cyloamido-(3-metylo)butan
C%azowq, lest?rlezzowel%( iamidazowa Jodoacetamid 1 15 5 1
lizosoma n.e] arbo sypeptydazy Tos-Lys-chlorometylo-keton 01 2 11
A podany jest w tabeli 4. Pepsta-
tyna, leupeptyna i fosforoamidon ~©Octan kadmu 0,01 5 1 8
nie hamujq aktywnoéci tej kar- Sol disodowa kwasu etyle- 0,1 12 0

nodiaminotetraoctowego

boksypeptydazy [41,53].
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lizosomalnej karboksypeptydazy A jest wspétudziat w de-
gradacji zuzytych biatek komérkowych, po ich fragmentacji
przez endopeptydazy.

Lizosomalna karboksypeptydaza A uczestniczy takze
w ograniczonej proteolizie biologicznie czynnych pepty-
déw, zwlaszcza dziatajacych na naczynia krwionoéne i cen-
tralny uklad nerwowy. W procesie tym funkcjonuje lizoso-
malna karboksypeptydaza A wystepujaca w osoczu krwi
iw ptynach ustrojowych, do ktérych uwalniana jest z ptytek
krwii z limfocytéw oraz z komérek réznych tkanek i narza-
déw w wyniku egzocytozy ciatek resztkowych i rozpadu
na skutek fizjologicznego zuzycia. Uwolniona lizosomalna
karboksypeptydaza A moze wiazaé sie z blong komérko-
wa [13]. Biologicznie czynne peptydy degradowane przez
lizosomalna karboksypeptydaze A wymienione sa w tabeli
5 i tabeli 6. Ze znaczna szybkoscia peptydaza ta odszcze-
pia C-koricowa reszte tryptofanu od endoteliny I [57-59].
W wyniku odszczepienia C-koricowej reszty Leu i His kon-
wertuje angiotensyne I do angiotensyny II [60-62] i inakty-
wuje angiotensyne II [63]. Odszczepia C-koricowa reszte ar-
gininowa od bradykininy [45]. Odszczepia takze niewielkie
ilosci C-koricowej leucyny od Leu-enkefaliny-Phe-Leu. Ze
znaczng szybkoscia odszczepia jednak C-koricowa leucy-
ne od Z-Phe-Leu. Wskazuje to, Ze podatnos¢ na hydrolize
fragmentu peptydu zalezna jest od jego calkowitej struktu-
ry. Lizosomalna karboksypeptydaza A odszczepia C-kon-
cowa fenyloalanine od Met-enkefaliny-Arg6-Phe7 [64-66].
Odszczepia tez sekwencyjnie aminokwasy C-koricowe od
formy amidowej i od formy kwasowej substancji P [67]. Li-
zosomalna karboksypeptydaza A uwalnia C-koficowa ami-

dowana glicyne (Gly-NH,) od formy amidowej oksytocyny,
a takze reszte C-koricowa glicyny od formy kwasowej tego
peptydu. Bardzo wolno odlgcza grupe aminowa od formy
amidowej wazopresyny, a forma kwasowa tego peptydu
nie jest w ogéle wrazliwa na jej dziatanie. Lizosomalna kar-
boksypeptydaza A odszczepia kolejno pieé¢ C-koricowych
aminokwaséw od glukagonu [68] i C-koricowa alanine od
tanicucha B insuliny [45,69]. Peptydaza ta uwalnia reszte fe-
nyloalaniny od syntetycznego czynnika chemotaktycznego
f-Met-Leu-Phe [70]. Skompleksowanie lizosomalnej karbok-
sypeptydazy A z pro-beta-galaktozydaza umozliwia akty-
wacje prekursora beta-glalitozydazy [71] i chroni ja przed
degradacja i inaktywacja proteolitycznag [55,56,72,73]. Dzie-
dziczny niedobér lub mutacje punktowe sekwencji amino-
kwasowej lizosomalnej karboksypeptydazy A (Q21R, S23Y,
W37R, S61L, V104M, L208P, Y221N, Y365C, M378T, G411S,
F412V) uniemozliwiaja powstawanie formy dimerycznej
i komplekséw z glikozydazami [54,74-76]. Degradacja i in-
aktywacja beta-galaktozydazy i neuraminidazy powoduje
wtérny niedobér tych enzyméw, co prowadzi do nagroma-
dzenia sie galaktozaminoglikanéw i sialoglikosacharydéw
i do choroby spichrzeniowej - galaktosialidozy [77-83]. De-
gradacji beta-galaktozydazy dokonujg katepsyny cysteino-
we. Inhibitor tych katepsyn - leupeptyna hamuje ten proces
[84,85]. Obnizenie aktywnosci lizosomalnej karboksypepty-
dazy A obserwuje sie¢ w dystrofii miesni [86,87] i w stward-
nieniu rozsianym [26].

Tabela 5. Dziatanie lizosomalnej karboksypeptydazy A na biologicznie czynne peptydy, wg [28]

Peptyd Sekwencja aminokwasowa Aktywnosc¢ %
. | |
Endotelina I Cys-Ser-Cys-Ser-Ser-Leu-Met-Asp-Lys-Glu-Cys- 100
v
Val-Tyr-Phe-Cys-His-Leu-Asp-lle-Ile-Trp-OH
L
. vy
Angiotensyna I Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-OH 95
v
Bradykinina Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH 6,1
v
Leu-enkefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH <05
‘ vVVvyyv
Substancja P Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH, 38
. vy
Substancja P (forma kwasowa) Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-OH 21,6
I v 4
Oksytocyna Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,
[ v
Oksytocyna (forma kwasowa) Cys-Tyr-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-OH 104
Wazopresyna (forma zasadowa) | <05
presy Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly- NH,
| 0

Wazopresyna (forma kwasowa)

Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-OH

V - rozszczepiane wigzanie; za 100% przyjeto aktywnos¢ wzgledem endoteliny I;

aktywnos¢ peptydazowg oceniano w pH 5,5; aktywnoé¢ amidazowa oceniano w pH 7,0
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Tabela 6. Dzialanie lizosomalnej karboksypeptydazy A na biologicznie czynne peptydy, wg [21]

Peptyd

Sekwencja aminokwasowa

Eledoizyna

Neurokinina A

v
D-Ala2-Leu5-enkefalinamid
A

v
D-Ala2-Met5-enkefalinamid
A

Angiotensyna II
Polipeptyd trzustkowy (31-36)
Metorfinamid

Met-enkefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH*

Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-NH,

Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Met-NH,

v vyy

pGlu-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-NH,

A
v

His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH,

A

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-OH*
Leu-Thr-Arg-Pro-Arg-Tyr-NH,*
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Arg-Val-NH,*

Dziatanie w pH: ¥ - 5,5, A-7,0; * - aktywnosc sladowa, lub brak aktywnosci.

OZNACZANIE STEZENIA I AKTYWNOSCI

lloéciowego oznaczenia stezenia lizosomalnej karbok-
sypeptydazy A w homogenatach tkankowych i w ptynach
ustrojowych dokonuje sie przy uzyciu specyficznych prze-
ciwcial, technika immunoenzymatyczng ELISA lub We-
stern blot [33,88,89]. Przy uzyciu przeciwcial mozna takze
dokona¢ lokalizacji komérkowej i tkankowej tej peptydazy
metoda immunohistoenzymatyczna [89]. O ekspresji li-
zosomalnej karboksypeptydazy A wnioskuje sie takze na
podstawie wyizolowania i oznaczenia ilociowego specy-
ficznego mRNA [90]. Aktywnos¢ lizosomalnej karboksy-
peptydazy A oznacza sie przy uzyciu Z-Phe-Tyr, Z-Phe-
Leu lub Z-Phe-Ala, w obecnosci 0,5 mol/1 sacharozy i 0,1
mol/1 KCl jako stabilizatora [22,91,92]. Ilos¢ uwolnionego
C-koricowego aminokwasu oznacza sie metoda ninhydry-
nowa [93]. Mozna takze sie postuzy¢ FA-Phe-Phe, $ledzac
rozklad tego substratu przez pomiar absorbancji przy 330
nm [92,94]. Aktywnos¢ esterazowa lizosomalnej karboksy-
peptydazy A oznacza sie przy uzyciu Z-Glu-Tyr-OEe [39].
Enzymatyczna hydroliza wigzania estrowego powoduje
uwalnianie grup karboksylowych, ktére miareczkuje sie
mianowanym roztworem NaOH wobec wskaznika lub po-
tencjometrycznie. Do oznaczenia aktywnosci amidazowej
lizosomalnej karboksypeptydazy A uzywa sie Z-Ser-Tyr-
-NH, [49]. Uwolniony amoniak oznacza si¢ przy uzyciu
odczynnika Nesslera. Aktywno$¢ lizosomalnej karboksy-
peptydazy B oznacza sie przy uzyciu dipeptydéw majacych
C-konicowe aminokwasy zasadowe: Z-Gly-Arg, Z-Gly-Lys,
po aktywacji zwiazkami sulfhydrolowymi [95]. Do ozna-
czania aktywnosci lizosomalnej karboksypeptydazy C stu-
za peptydy zawierajace reszte prolilowg w przedostatniej
pozycji od C-konica, takie jak Z-Pro-Phe i Z-Pro-Val [6].

ZAKONCZENIE

Jak wynika z dokonanego przegladu literatury biosyn-
teza, potranslacyjne modyfikacje, transport i aktywacja li-
zosomalnej prokarboksypeptydazy A odbywa sie wedlug
schematu dotyczacego takze innych peptydaz lizosomal-

nych. W odréznieniu od innych peptydaz lizosomalnych,
lizosomalna karboksypeptydaza A jest peptydaza wielo-
funkcyjna. Wspoétuczestniczac w zachodzacej w lizosomach
degradacji biatek i peptydéw pelni funkcje kataboliczne.
Dokonujac ograniczonej degradacji biologicznie czynnych
peptydéw w ptynach ustrojowych i tkankach pelni funkcje
regulatorowq. Pelni takze role ochronng tworzac miedzy-
czasteczkowe kompleksy z glikozydazami, co czyni je nie-
wrazliwymi na degradacje i inaktywacje proteolityczna.
Struktura, specyficznoéé substratowa i mechanizm dziata-
nia lizosomalnej karboksypeptydazy A tkanek zwierzecych
jest bardzo podobna do serynowych karboksypeptydaz niz-
szych organizmoéw, takich jak karboksypeptydaza Y droz-
dzy i karboksypeptydaza Il ziarna pszenicy [13,96].
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ABSTRACT

Lysosomal carboxypeptidaze A (cathepsin A) is synthetized in the form of preproenzyme, which undergoes to active enzyme as a result of post-
-translational modification. It splits off C-terminal amino acid residues from peptides and proteins and synergizes with other proteases in degra-
dation of cellular proteins in lysosomes. Lysosomal carboxypeptidaze A has an effect on peptide hormones and peptides of biological activity of
tissues and body fluids as well. It forms complexes with some glycosidases that protects them against proteolytic degradation. Deficiency of this
enzyme induces storage diseases. Lysosomal carboxypeptidaze A as multifunctional enzyme plays an important regulatory role in organismal
metabolism.
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