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KÉMIA

BÁNÓCZI ZOLTÁN 

Enzimgátló peptidek  
mint gyógyszermolekulák

Az enzimek szervezetünk motorjai. 
A táplálék felvételétől az energia-
termelésen át a szervezetet alko-

tó több ezer molekulaféleség felépítéséig 
mindenhol szerepet játszanak.  Ezért na-
gyon fontos, hogy működésük a lehető 
legjobban szabályozva legyen. Ha az en-
zimek működésében zavar támad, akkor 
kóros folyamatokat, elváltozásokat okoz-
hatnak.

A proteázok az enzimek azon családját 
alkotják, melyek más fehérjéket hasítanak, 
tehát a fehérjék gerincének kialakításában 
szerepet játszó peptidkötés hidrolízisét ka-
talizálják. Egyes tagjaik szerepe a táplá-
lékfelvétele során az abban található fehér-
jék építőelemekig – aminosavakig – törté-
nő lebontása (pl. tripszin, kimotripszin), 
míg mások csak korlátozott helyen hasít-
ják el szubsztrát-fehérjéiket, és csak azo-
kat, így szabályozva azok működését. A 
proteázokat – aszerint, hogy az aktív cent-
rumban milyen aminosav oldallánca vesz 
részt a peptid-kötés hidrolízisében – sze-
rin-, cisztein- és treoninproteázokra oszt-
hatjuk.

A kalpainok intracelluláris – sejten be-
lül található – cisztein-proteázok, melyek 
működéséhez Ca2+-ion szükséges. A csa-
ládnak jelenleg 15 tagját ismerjük em-
lősökben. A két legrégebben ismert és 
valamennyi szövetben megtalálható en-
zim az m- és µ-kalpain. A két enzim ne-
vét az aktiválódásukhoz szükséges Ca2+-
ion-koncentrációról kapta. Az enzimcsa-
lád többi tagja csak bizonyos szövetekben 
jelenik meg. A sejtben bekövetkező Ca2+-
ionkoncentráció növekedése aktiválja a 
kalpainokat. A Ca2+ enzimhez kötődése 
olyan szerkezeti változást indukál az en-
zimen, mely hatására az addig egymástól 
távol lévő és a katalízisben szerepet játszó 
aminosavak térben megfelelő közelség-
be kerülnek. Ugyanis az enzim működé-
séhez a katalitikus triádnak (három ami-
nosav: cisztein, hisztidin, aszparagin) a 
megfelelő helyzetben kell lenni, hogy az 
enzim működőképes legyen. Az aktivált 
enzim ezután a szubsztrátfehérjéket csak 
meghatározott helyen hasítja el, ezáltal be-
indítva vagy gátolva azok működését. E 

szabályozási funkción keresztül számos 
fiziológiás folyamatban játszanak szere-
pet, pl. sejtmozgás, sejtosztódás és diffe-
renciálódás, apoptózis (irányított sejthalál) 
[1]. Ha a kalpain működésének szabályo-
zása felborul, akkor a fokozott vagy csök-
kent kalpainaktivitás betegségek kialaku-
lásához vezethet. A túlaktiválódott kalpain 
több fehérjét hasít el, fokozva azok műkö-
dését, és így többek között szerepet játszik 
neurodegeneratív betegségekben, mint az 
Alzheimer-, a Huntington-kór, de ez áll 
a hátterében a traumás agy- és gerincve-
lő-sérülés hatására bekövetkező idegsejt-
pusztulásnak is [2,3]. 

A kalpain-enzimmel kapcsolatban 
számos kutatás irányul egyre hatéko-
nyabb és szelektívebb inhibitorok (gát-
ló anyagok) előállítására [4]. Annál ha-
tékonyabb egy inhibitor, minél kisebb 
koncentrációban képes gátolni az en-
zim működését. Mivel számos hason-
ló enzim található a szervezetben más-
más szubsztrátfehérjével és szabályo-
zási funkciókkal, ezért fontos, hogy az 
inhibitor csak a megcélzott enzimet gá-
tolja és nem vagy alig legyen hatása 
más enzimekre, azaz szelektív legyen. 
A kalpainok szabályozására a természet 
kifejlesztette a saját, nagyon szelektív és 
hatékony inhibitorát, a kalpasztatin fe-
hérjét. Sajnos, méretéből adódóan ez a 
peptid nem alkal-
mazható mint kül-
ső inhibitor. 

A kalpain-inhi
bitorok felhasznál-
hatóak a kalpain-
enzim funkciójá-
nak vizsgálatában. 
Ha szelektíven gá-
toljuk az enzim működését, akkor meg-
állapíthatjuk, hogy részt vesz-e valamely 
biológiai folyamatban, vagy az adott fo-
lyamatban milyen szerepe van. Ezáltal 
jobban megérthetjük a sejtek életében be-
töltött szerepét. Ezen vizsgálatok mellett 
az inhibitorok kiindulópontjai lehetnek 
olyan gyógyszermolekulák kifejlesztésé-
nek, melyek kalpain-túlaktiválódás okoz-
ta betegségek kezelésében használható-

ak. Az OTKA által támogatott kutatásunk 
során egy újfajta megközelítés alkalma-
zásával kívántunk minél hatékonyabb és 
szelektívebb kalpain-inhibitorokat előál-
lítani. Az általunk korábban felállított 
preferencia mátrix felhasználásával ter-
veztük meg az inhibitor-molekulákat [5]. 
Ez a mátrix a szubsztrátok P4-P’7 helye-
inek aminosav-preferenciáját adja meg 
egy-egy pontszámmal. Számos kalpain-
hasítási hely aminosav-összetételét vizs-
gálva kaptuk ezeket a preferencia-értéke-
ket. Az enzim a P1-P’1 helyen lévő ami-
nosavak között hasítja el a peptidkötést. 
Az enzim felületén található egy aktív 
centrum számos kötőhellyel, melyekbe a 
szubsztrát-fehérjék egymást követő ami-
nosavai bekötődnek. Ezeket a kötőhelye-
ket jelöljük Sn és S’n módon, míg a kötő-
helynek megfelelő pozíciót a szekvenciá-
ban Pn és P’n. Minél nagyobb a mátrixban 
kapott pontszám, annál kedveltebb az ami-
nosav az adott helyen, azaz annál gyak-
rabban fordul ott elő. A legnagyobb pont-
számú aminosavak a T1PLKSPPPSPR11 
szekvenciájú szubsztrát-peptidet eredmé-
nyezték. Egy jó szubsztrát-peptid sze-
lektíven és erősen képes az enzimhez 
kötődni, ahol megtörténik a peptidkötés 
hasítása. Ezután a szubsztrátból képző-
dött két kisebb peptid elhagyja az enzim 
felszínét, átadva a helyet a következő ha-

sítandó molekulának. A megközelítésünk 
az volt, hogy használjuk fel a szubsztrát-
molekulát az ideális kölcsönhatás kiala-
kításához, de módosítsuk úgy, hogy az 
eredetileg szubsztrát-molekula gátolja az 
enzim működését. Ehhez olyan módosí-
tást – azaglicin (Agly), epoxiszukcinil-
csoport (Eps) (1. ábra) – terveztünk be-
építeni a P1 pozícióban található lizin 
(Lys) helyett, mely erős, de felbontható 

1. ábra. a) glicin, b) azaglicin, c) epoxiborostyánkősav
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(reverzibilis gátlás) vagy felbonthatatlan 
(irreverzibilis gátlás) kötést alakít ki az 
enzim aktív centrumában található ciszte-
in tiol (-SH) csoportjával, és megengedi, 
hogy mind a P mind a P’ helyeken lévő 
aminosavakat beépíthessük az inhibitor-
molekulánkba. Reverzibilis gátlás esetén 
az inhibitor-molekula egy idő után leválik 
az enzimről és az újra aktív lesz, míg ir-
reverzibilis gátlás esetén ez nem történik 
meg és az enzim véglegesen elveszti mű-
ködőképességét. 

Ha egy azaaminosavat építünk be a 
szekvenciába, akkor a szénatom nitro-
génatomra cserélése olyan változásokat 
eredményez mind az elektroneloszlásban, 
mind a térszerkezetben, hogy az eredetileg 
szubsztrát-peptid gátolni fogja (reverzibi-
lisen) az enzimet (2. ábra). 

Az azaaminosav oldalláncának térál-
lása eltérhet a természetes aminosav tér-
állásától, ami gátolhatja a molekula en-
zimhez kötődését. Ezt elkerülendő, első 
lépésben azaglicin beépítését terveztük 
a molekulákba, melynek nincs oldallán-
ca [6]. Még egy előnyös tulajdonsága 
van ennek a származéknak, hogy egy-
szerűen kialakítható a peptidláncban. Az 
azaglicintartalmú azapeptideket 
szilrád fázisú peptidszintézissel 
állítottuk elő. Ekkor a növek-
vő peptidlánc egy szilárd hor-
dozóhoz (gyanta) van kötve 
és az aminosavakat egyesé-
vel, lépésenként építjük be a 
peptidláncba.  Az azaglicin ki-
alakítása is a gyantához kö-
tött peptiden történik. A felépí-
tett peptidet savval reagáltatva 
tudjuk lehasítani a gyantáról. 
A szubsztrát-peptidből kiindul-
va láncrövidítés és aminosav-szubszti-
túció alkalmazásával 16 azapeptidet ál-
lítottunk elő. A peptidlánc hosszának 
változtatásával megtalálhatjuk a legrö-
videbb, még hatékony inhibitor-mole-
kulát, míg az egyes aminosavak vál-
toztatásával felderíthetjük az amino-
savak hatásban betöltött szerepét és 
maximalizálhatjuk molekulánk gátló ké-

pességét. Már a szubsztrát-
szekvenciának megfelelő 
inhibitor-peptid is gátolta az 
m-kalpaint (H-Thr-Pro-Leu-
Agly-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-
Pro-Arg-NH2), ha azonban 
acetil-csoportot (CH3-CO-) 
építettünk be az N-terminális 
aminocsoportra, akkor foko-
zódott a gátló képesség. Ezek 
az eredmények alátámasztot-
ták elgondolásunkat, hogy 
szubsztrát-szekvenciából 
előállítható az inhibitor-mo-
lekula, ha azaaminosavat 

építünk be a láncba. Illetve rámutat-
tak arra, hogy a lizin-oldallánc hiánya 
nem rontja a peptid-származék kötődé-
sét az enzimhez. Ugyanis a szubsztrát 
kötődésénél erősebben képes kötődni az 
inhibitor-molekula az enzim aktív he-
lyéhez. Ha a lánchosszt a C-terminális 
felől két aminosavval rövidítettük (Ac-
Thr-Pro-Leu-Agly-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-
NH2), akkor a hatás megmaradt, azon-
ban a lánc további rövidítése a gátló 
képesség elvesztésével járt. Ezen 
rövidített inhibitorból kiindulva 
vizsgáltuk az N-terminális felől 
történő rövidítés hatását is. Már 
egy aminosav elhagyása a gátló 
hatás megszűnését eredményez-
te (Ac-Pro-Leu-Agly-Ser-Pro-Pro-
Pro-Ser-NH2). Az optimális kilenc 
aminosavból álló molekulában 
vizsgáltuk egyes aminosavak cse-
réjének hatását. Az újonnan beépí-
tett aminosavak a preferencia mátrixban 
a 2. és 3. legnagyobb pontot kapták. A 
leucin (Leu) cseréje a hatás elvesztésé-
vel járt, vagyis ez az aminosav fontos 
szerepet játszik az enzimhez kötődés-
ben. A 2-es helyzetű prolin (Pro) cseréje 

szerinre (Ser) és triptofánra (Trp) a gát-
lóképesség javulásával járt. Ezen pozí-
ció tehát sokkal megengedőbb az ami-
nosav-oldalláncot illetően, hiszen három 
teljesen eltérő karakterű aminosavval 
(apoláris, poláris, aromás) is gátló ha-

tást kaptunk. Ha azonban az 5-ös Ser-t 
és a 6-os Pro-t cseréltük ki, a mole-
kula elvesztette kalpaingátló képessé-
gét. Egy inhibitor szelektivitása fon-
tos mind a Cys-proteázok családján be-
lül, mind a kalpain-enzimek között. Az 
általunk vizsgált m-kalpain-inhibitorok 
szelektivitását vizsgáltuk katepszin B 
enzimen, ami szintén egy Cys-proteáz 
és µ-kalpainon is.  Az H-Thr-Pro-Leu-
Agly-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-Pro-Arg-
NH2 azapeptid szelektívnek bizonyult 
m-kalpainra.

Mivel az egyes aminosavak jelentő-
sen hatottak az enzimgátlásra, megvizs-
gáltuk, hogy ez kapcsolatba hozható-e 
az inhibitor-molekulák oldatban felvett 
térszerkezeteikkel, vagy csak az enzim 
felszínéhez kötődés során/alatt jelent-
kezik a különbségek hatása. Vizsgáltuk 
a natív szekvenciának és gátló hatás-
sal nem rendelkező származékoknak a 
másodlagos szerkezetét különböző hő-
mérsékleten, vízben és trifluoretanolban 
(TFE) elektronikus cirkuláris dikroizmus 
(ECD) spektrosz kópiával. A spektrumok 

nem mutattak lényeges különbséget a 
szubsztrát-peptid és az azapeptidek tér-
szerkezetében sem vízben, sem a ren-
dezett struktúrákat indukáló TFE-ben. 
Egyik esetben sem jelent meg kitüntetett 
rendezett szerkezet, csak néhány kon-

formáció egyensúlyi állapota 
volt kimutatható (rendezetlen, 
PPII és β-kanyar). Szintén er-
re az eredményre jutottunk a 
gátló és nem gátló vegyületek 
spektrumainak összehasonlítá-
sa során is. Azt megállapíthat-
tuk, hogy az azaglicin beépí-
tésének nincs hatása az eredeti 
szubsztrát-szekvencia másod-
lagos szerkezetére.

Ha a lizin helyett nem 
azaaminosavat építünk be a mo-

lekulánkba, hanem epoxiborostyánkősavat 
(1.c ábra), akkor nem reverzibilis, hanem 
irreverizibils inhibitorokat kapunk. A ter-
mészetben található E-64 inhibitor (3. áb-
ra) transz-epoxiborostyánykősavat tartal-
maz, ezért ennek két izomerjét (L és D) 
építettük be a molekuláinkba. Az E-64 in-
hibitor-specifikus Cys-proteáz gátló hatás-
sal rendelkezik, de az enzimcsaládon be-
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2. ábra. Azapeptid enzimgátlásának mechanizmusa

4. ábra. Az TPL-Eps-SPPPS inhibitor szerkezete

3. ábra. Cisztein proteáz szelektív E-64 
inhibitor szerkezete
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lül nem mutat szelektivitást egyik tag felé 
sem. Összesen 18 inhibitor-molekulát állí-
tottunk elő és vizsgáltunk [7]. 

Az új inhibitorokban az azapeptidek 
szekvenciáját megtartottuk és csak két 
változtatás történt (4. ábra). Az azaglicint 
epoxiszukcinil-csoportra cseréltük és a 
P4-P2 pozíciókban lévő aminosavak kap-
csolódási sorrendje a N-C irányról megfor-
dult C-N irányra. 

Az új inhibitorok m-kalpain gátló ha-
tása nem minden esetben egyezett az 
azapeptideknél kapott eredményekkel. 
Például az eredeti szekvenciának meg-
felelő inhibitor (NH2-Thr-Pro-Leu-(L/
D-Eps)-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2 sem 
L- sem D-transz-epoxiszukcinil cso-
porttal nem mutatott jelentős gátló ha-
tást m-kalpain enzimen. Azonban az 
L-transz-epoxiszukcinil csoportot tartal-
mazó származék a µ-kalpaint szelektíven 
gátolta. Sikerült két olyan származékot is 
előállítanunk mely hatékonyan gátolta az 
m-kalpaint, NH2-Thr-Pro-Leu-(D-Eps)-
Thr-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2 és NH2-Thr-
Trp-Leu-(L-Eps)-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-

NH2. Az első származék ráadásul szelek-
tívnek is bizonyult, sem a µ-kalpaint sem 
a katepszin B-t nem gátolta.

Hogy jobban megértsük a gátló ha-
tások közötti különbségeket molekula-
modellezést végeztünk az egyik haté-
kony m-kalpain inhibitor (NH2-Thr-Trp-
Leu-(L-Eps)-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-NH2) 
és annak kevésbé hatékony analógjával 
NH2-Thr-Trp-Leu-(D-Eps)-Ser-Pro-Pro-
Pro-Ser-NH2). A két inhibitor molekulát 
az m-kalpain [8] aktív centrumába il-
lesztettük. Az L-Eps-csoportot tartalma-
zó vegyület legkedvezőbb illeszkedése 
az aktív centrumba a várt módon történt. 
Ezzel szemben a D-Eps-csoportot tartal-
mazó vegyület kedvezőbb illeszkedése a 
várt móddal ellentétesen valósult meg.

Mind az azapeptidek, mind az 
epoxiszukcinil-peptidek nagy méretűek 
ahhoz, hogy a sejtek membránján sza-
badon átjussanak. Mivel receptorok sem 
állnak rendelkezésre, hogy rajtuk keresz-

tül jussanak be a sejtekbe, fontos, hogy 
megvalósítsuk, fokozzuk ezen inhibitor-
molekulák sejtek általi felvételét.  A be-
jutás fokozására olyan konjugátumaik 
előállítását tűztük ki célul, melyek 
oktaarginint mint sejtpenetráló peptidet 
tartalmaznak. A sejtpenetráló peptidek 
olyan rövid, 15–20 aminosavból álló 
peptidek, melyek képesek átjutni a sejt-
membránon és a hozzájuk kovalensen 
kötött molekulákat is magukkal vinni 
[9]. Az oktaarginint sikeresen alkalmaz-
tuk a már bemutatott kalpainszubsztrát-
molekula sejtbejuttatására [10]. A 
sejtpermeabilis konjugátumokban az in-
hibitor-molekula az N-terminális végén, 
míg a sejtpenetráló peptid a C-termi-
nális végén volt (5. ábra).  Először azt 
vizsgáltuk, meg, hogy az oktaarginin 
beépítése a molekulába hogyan befolyá-
solta az enzimgátló képességet. Méré-
seink azt mutatták, hogy a konjugáció 
nem rontotta, néhány esetben még fo-
kozta is a gátló hatást. A másik fontos 
kérdés megválaszolásához, azaz, hogy 
a konjugátumok tényleg képesek-e be-

jutni a sejtbe nagyobb mér-
tékben, mint a nem konju-
gált inhibitor-származékok, 
fluoreszcensen jelölnünk kel-
lett azokat, hogy követni tud-
juk a sejtek általi felvételét 
a vegyületeknek. Így előál-
lítottuk mind a szabad in-
hibitor-molekulák, mind a 
megfelelő konjugátumaik 
fluoreszcensen jelölt szár-
mazékait és MCF-7 human 
mellráksejteken áramlási 
citométerrel vizsgáltuk sejt-
bejutási képességüket. Va-
lamennyi konjugátum meg-

növekedett sejtbejutást mutatott a sza-
bad inhibitor-molekulákhoz képest. Az 
azapeptidek konjugátumainak sejtek ál-
tali felvétele azonos volt. Ezzel szemben 
a két vizsgált epoxiszukcinil-származék 
konjugátumának különböző mértékben 
jutott be a sejtekbe. 

Munkánk eredményeként sikeresen 
előállítottunk reverzibilis és irreverzibi-
lis kalpain-inhibitorokat, melyek között 
vannak izoforma- (m- vagy µ-kalpain) 
szelektív és kalpain-szelektivitást mu-
tató molekulák is. A kapott inhibito-
rok szerkezet-hatás összefüggése azt 
mutatja, hogy sikeresen lehet módo-
sítani peptid-szubsztrát molekulát 
azaaminosavval vagy epoxiszukcinil-
csoporttal annak érdekében, hogy inhi-
bitor-molekulát kapjunk. Azonban a kü-
lönböző típusú molekulacsalád más-más 
összefüggést mutatott az egyes amino-
savak szerepével kapcsolatban. Az álta-
lunk előállított hatásos és szelektivitást 

mutató inhibitorok kiindulási pontja le-
het olyan gyógyszermolekulák kifejlesz-
tésének, melyek sikeresen alkalmazha-
tók a kalpain túlműködés okozta káros 
folyamatok csökkentésére vagy megelő-
zésére. Azaz olyan, ma már egyre széle-
sebb tömegeket érintő betegségek gyó-
gyításában jelenthetnek kezelési lehető-
séget mint az Alzheimer-, a Huntington-
kór. Szintén fontos szerepet kaphatnak 
a különböző kalpain-funkció vizsgála-
tokban, hogy teljesebb képet kapjunk 
ezen enzimek szervezetben betöltött sze-
repéről.                                                 
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Az itt bemutatott eredmények az OTKA 
K 104385 és PD-83923 számú pályáza-
tának támogatásával végzett kutatásból 
születtek. Szintén segítette a kutatást a 
Bolyai János Kutatói Ösztöndíj is.

5. ábra. Sejtpenetráló konjugátumok felépítése. 
a) azapeptid inhibitorok, 

b) epoxiszukcinilpeptid inhibitorok
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