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Enzimgatlo peptidek
mint gyogyszermolekulak

z enzimek szervezetiink motorjai.
AA taplalék felvételétdl az energia-

termelésen at a szervezetet alko-
to tobb ezer molekulaféleség felépitéséig
mindenhol szerepet jatszanak. Ezért na-
gyon fontos, hogy mikddésik a lehetd
legjobban szabalyozva legyen. Ha az en-
zimek mikodésében zavar tamad, akkor
koros folyamatokat, elvaltozasokat okoz-
hatnak.

A protedzok az enzimek azon csaladjat
alkotjak, melyek mas fehérjéket hasitanak,
tehat a fehérjék gerincének kialakitasaban
szerepet jatszo peptidkotés hidrolizisét ka-
talizaljak. Egyes tagjaik szerepe a tapla-
Iekfelvétele soran az abban talalhato fehér-
jék épitéelemekig — aminosavakig — torté-
né lebontasa (pl. tripszin, kimotripszin),
mig masok csak korlatozott helyen hasit-
jak el szubsztrat-fehérjéiket, és csak azo-
kat, igy szabalyozva azok mikodését. A
proteazokat — aszerint, hogy az aktiv cent-
rumban milyen aminosav oldallanca vesz
részt a peptid-kotés hidrolizisében — sze-
rin-, cisztein- és treoninprotedzokra oszt-
hatjuk.

A kalpainok intracellularis — sejten be-
lill talalhato — cisztein-proteazok, melyek
miikodéséhez Ca*'-ion sziikséges. A csa-
ladnak jelenleg 15 tagjat ismerjik em-
10sokben. A két legrégebben ismert és
valamennyi szovetben megtalalhatd en-
zim az m- és p-kalpain. A két enzim ne-
vét az aktivalodasukhoz sziikséges Ca**-
ion-koncentraciorol kapta. Az enzimcsa-
lad tobbi tagja csak bizonyos szovetekben
jelenik meg. A sejtben bekovetkez Ca?*-
ionkoncentracié novekedése aktivalja a
kalpainokat. A Ca>* enzimhez kotédése
olyan szerkezeti valtozast indukal az en-
zimen, mely hatasara az addig egymastol
tavol 1évo és a katalizisben szerepet jatszo
aminosavak térben megfelelé kozelség-
be keriilnek. Ugyanis az enzim miikodé-
séhez a katalitikus triddnak (harom ami-
nosav: cisztein, hisztidin, aszparagin) a
megfeleld helyzetben kell lenni, hogy az
enzim miikodoképes legyen. Az aktivalt
enzim ezutan a szubsztratfehérjéket csak
meghatarozott helyen hasitja el, ezaltal be-
inditva vagy gatolva azok mukodését. E
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szabalyozasi funkcion keresztiil szamos
fiziologias folyamatban jatszanak szere-
pet, pl. sejtmozgas, sejtosztodas és diffe-
rencialodas, apoptozis (iranyitott sejthalal)
[1]. Ha a kalpain miikddésének szabalyo-
zéasa felborul, akkor a fokozott vagy csok-
kent kalpainaktivitas betegségek kialaku-
lasahoz vezethet. A tulaktivalodott kalpain
tobb fehérjét hasit el, fokozva azok miiko-
dését, és igy tobbek kozdtt szerepet jatszik
neurodegenerativ betegségekben, mint az
Alzheimer-, a Huntington-kor, de ez all
a hatterében a traumas agy- és gerincve-
16-sériilés hatasara bekovetkezd idegsejt-
pusztulasnak is [2,3].

A kalpain-enzimmel kapcsolatban
szamos kutatds iranyul egyre hatéko-
nyabb ¢és szelektivebb inhibitorok (gat-
16 anyagok) eldallitasara [4]. Annal ha-
tékonyabb egy inhibitor, minél kisebb
koncentracioban képes gatolni az en-
zim miikodését. Mivel szamos hason-
16 enzim talalhaté a szervezetben mas-
mas szubsztratfehérjével és szabalyo-
zasi funkciokkal, ezért fontos, hogy az
inhibitor csak a megcélzott enzimet ga-
tolja és nem vagy alig legyen hatasa
mas enzimekre, azaz szelektiv legyen.
A kalpainok szabalyozasara a természet
kifejlesztette a sajat, nagyon szelektiv és
hatékony inhibitorat, a kalpasztatin fe-
hérjét. Sajnos, méretébdl addéddan ez a

ak. Az OTKA altal tamogatott kutatasunk
soran egy ujfajta megkdzelités alkalma-
zasaval kivantunk minél hatékonyabb és
szelektivebb kalpain-inhibitorokat el6al-
litani. Az é&ltalunk kordbban felallitott
preferencia matrix felhasznalasaval ter-
veztiik meg az inhibitor-molekulakat [5].
Ez a matrix a szubsztratok P,-P’. helye-
inek aminosav-preferencidjat adja meg
egy-egy pontszammal. Szamos kalpain-
hasitasi hely aminosav-Osszetételét vizs-
galva kaptuk ezeket a preferencia-értéke-
ket. Az enzim a P -P’ helyen 1év8 ami-
nosavak kozott hasitja el a peptidkotést.
Az enzim feliilletén talalhatdo egy aktiv
centrum szamos kotéhellyel, melyekbe a
szubsztrat-fehérjék egymast kovetd ami-
nosavai bekotddnek. Ezeket a kot6helye-
ket jeloljiik S és S* modon, mig a kotd-
helynek megfelel6 poziciot a szekvencia-
ban P_¢és P’ . Minél nagyobb a matrixban
kapott pontszam, annal kedveltebb az ami-
nosav az adott helyen, azaz annal gyak-
rabban fordul ott eld. A legnagyobb pont-
szami aminosavak a T'PLKSPPPSPR!
szekvencidju szubsztrat-peptidet eredmé-
nyezték. Egy jo szubsztrat-peptid sze-
lektiven és erésen képes az enzimhez
kotédni, ahol megtorténik a peptidkotés
hasitasa. Ezutan a szubsztratbol képzo-
dott két kisebb peptid elhagyja az enzim
felszinét, dtadva a helyet a kovetkez6 ha-

peptid nem alkal-
mazhat6é mint kiil- | a) 0
s6 inhibitor. )

A kalpain-inhi- ”-'-”‘\)I\m,
bitorok felhasznal-
hatéak a kalpain-
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enzim funkcidja-
nak vizsgalataban.
Ha szelektiven ga-
toljuk az enzim miikddését, akkor meg-
allapithatjuk, hogy részt vesz-e valamely
bioldgiai folyamatban, vagy az adott fo-
lyamatban milyen szerepe van. Ezaltal
jobban megérthetjiik a sejtek ¢letében be-
toltott szerepét. Ezen vizsgalatok mellett
az inhibitorok kiinduldpontjai lehetnek
olyan gyogyszermolekulak kifejlesztésé-
nek, melyek kalpain-talaktivalodas okoz-
ta betegségek kezelésében hasznalhato-

1. abra. a) glicin, b) azaglicin, c) epoxiborostyankésav

sitando molekulanak. A megkozelitésiink
az volt, hogy hasznaljuk fel a szubsztrat-
molekulat az idealis koélcsonhatas kiala-
kitasahoz, de modositsuk ugy, hogy az
eredetileg szubsztrat-molekula géatolja az
enzim muikoddését. Ehhez olyan moédosi-
tast — azaglicin (Agly), epoxiszukcinil-
csoport (Eps) (1. abra) — terveztiink be-
épiteni a P, pozicidban talalhato lizin
(Lys) helyett, mely erds, de felbonthatod
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H-ThrProLeu-NH-NH-CO

T
SerProProProSerProArg-VH,

1,0

Lassit folyamat

H-ThrProLen-NH-NH-CO-SerProProProSerProAng-NH,

pességét. Mar a szubsztrat-
szekvencianak  megfeleld
inhibitor-peptid is gatolta az
m-kalpaint (H-Thr-Pro-Leu-
Agly-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-
Pro-Arg-NH,), ha azonban
acetil-csoportot (CH,-CO-)
épitettiink be az N-terminalis
aminocsoportra, akkor foko-
zodott a gatlo képesség. Ezek
az eredmények alatdmasztot-
tak elgondolasunkat, hogy

2. abra. Azapeptid enzimgatlasinak mechanizmusa

(reverzibilis gatlas) vagy felbonthatatlan
(irreverzibilis gatlas) kotést alakit ki az
enzim aktiv centrumaban talalhaté ciszte-
in tiol (-SH) csoportjaval, és megengedi,
hogy mind a P mind a P’ helyeken 1év6
aminosavakat beépithessiik az inhibitor-
molekuldnkba. Reverzibilis gatlas esetén
az inhibitor-molekula egy id6 utan levalik
az enzimr6l €s az Ujra aktiv lesz, mig ir-
reverzibilis gatlas esetén ez nem torténik
meg ¢s az enzim véglegesen elveszti mii-
kddoképességét.

Ha egy azaaminosavat ¢épitiink be a
szekvenciaba, akkor a szénatom nitro-
génatomra cserélése olyan valtozasokat
eredményez mind az elektroneloszlasban,
mind a térszerkezetben, hogy az eredetileg
szubsztrat-peptid gatolni fogja (reverzibi-
lisen) az enzimet (2. abra).

Az azaaminosav oldallancanak téral-
lasa eltérhet a természetes aminosav tér-
allasatol, ami gétolhatja a molekula en-
zimhez kotédését. Ezt elkeriilendd, elsé
1épésben azaglicin beépitését terveztiik
a molekulakba, melynek nincs oldallan-
ca [6]. Még egy elonyos tulajdonsaga
van ennek a szarmazéknak, hogy egy-
szerlien kialakithat6é a peptidlancban. Az

szubsztrat-szekvenciabol
eldallithatdo az inhibitor-mo-
lekula, ha azaaminosavat
¢épitiink be a lancba. Illetve ramutat-
tak arra, hogy a lizin-oldallanc hianya
nem rontja a peptid-szarmazék kotdde-
sét az enzimhez. Ugyanis a szubsztrat
kotédésénél erésebben képes kotddni az
inhibitor-molekula az enzim aktiv he-
lyéhez. Ha a lanchosszt a C-terminalis
felél két aminosavval roviditettiik (Ac-
Thr-Pro-Leu-Agly-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-
NH,), akkor a hatds megmaradt, azon-
ban a lanc tovabbi roviditése a gatlo
képesség elvesztésével jart. Ezen

tast kaptunk. Ha azonban az 5-0s Ser-t
és a 6-0s Pro-t cseréltik ki, a mole-
kula elvesztette kalpaingatldo képessé-
gét. Egy inhibitor szelektivitdsa fon-
tos mind a Cys-protedzok csaladjan be-
lil, mind a kalpain-enzimek kozott. Az
altalunk vizsgalt m-kalpain-inhibitorok
szelektivitasat vizsgaltuk katepszin B
enzimen, ami szintén egy Cys-protedz
¢és p-kalpainon is. Az H-Thr-Pro-Leu-
Agly-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-Pro-Arg-
NH, azapeptid szelektivnek bizonyult
m-kalpainra.

Mivel az egyes aminosavak jelentd-
sen hatottak az enzimgatlasra, megvizs-
galtuk, hogy ez kapcsolatba hozhato-e
az inhibitor-molekuldk oldatban felvett
térszerkezeteikkel, vagy csak az enzim
felszinéhez kotddés soran/alatt jelent-
kezik a kiilonbségek hatasa. Vizsgaltuk
a nativ szekvencidnak és gatlo hatas-
sal nem rendelkezé szarmazékoknak a
masodlagos szerkezetét kiillonb6z6 ho-
mérsékleten, vizben és trifluoretanolban
(TFE) elektronikus cirkularis dikroizmus
(ECD) spektroszkopiaval. A spektrumok

roviditett inhibitorbdl kiindulva
vizsgaltuk az N-terminalis feldl
torténd rovidités hatasat is. Mar
egy aminosav elhagydsa a gatld
hatds megszlinését eredményez-
te (Ac-Pro-Leu-Agly-Ser-Pro-Pro-
Pro-Ser-NH,). Az optimalis kilenc
aminosavbol allé molekulaban

NH,,
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vizsgaltuk egyes aminosavak cse-
réjének hatdsat. Az Gjonnan beépi-
tett aminosavak a preferencia matrixban
a 2. és 3. legnagyobb pontot kaptak. A
leucin (Leu) cseréje a hatds elvesztésé-
vel jart, vagyis ez az aminosav fontos
szerepet jatszik az enzimhez kotddés-
ben. A 2-es helyzetii prolin (Pro) cseréje

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

nem mutattak lényeges kiilonbséget a
szubsztrat-peptid és az azapeptidek tér-
szerkezetében sem vizben, sem a ren-
dezett strukturdkat indukalo TFE-ben.
Egyik esetben sem jelent meg kitiintetett
rendezett szerkezet, csak néhany kon-

azaglicintartalm® azapeptideket
szilrad fazisu peptidszintézissel
allitottuk eld. Ekkor a novek-
v6 peptidlanc egy szilard hor-
dozohoz (gyanta) van kotve
¢és az aminosavakat egyesé-
vel, 1épésenként épitjiik be a
peptidlancba. Az azaglicin ki-
alakitasa is a gyantahoz ko-
tott peptiden torténik. A felépi-
tett peptidet savval reagaltatva
tudjuk lehasitani a gyantarol.

0 0 CH,

L

HO MH

0 WH

NH
H. N
NH

formacié egyensulyi allapota
volt kimutathatd (rendezetlen,
PPII és B-kanyar). Szintén er-
re az eredményre jutottunk a
gatld és nem gatld vegyiiletek
spektrumainak 6sszehasonlita-
sa soran is. Azt megallapithat-
tuk, hogy az azaglicin beépi-
tésének nincs hatasa az eredeti
szubsztrat-szekvencia masod-
lagos szerkezetére.

Ha a lizin helyett nem

A szubsztrat-peptidb6l kiindul-
va lancrovidités és aminosav-szubszti-
tucié alkalmazasaval 16 azapeptidet al-
litottunk el6. A peptidlanc hosszanak
valtoztatdsaval megtalalhatjuk a legro-
videbb, még hatékony inhibitor-mole-
kulat, mig az egyes aminosavak val-
toztatasaval felderithetjiik az amino-
savak hatasban betdltott szerepét és
maximalizalhatjuk molekulank gatlo ké-
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3. abra. Cisztein proteaz szelektiv E-64
inhibitor szerkezete

szerinre (Ser) és triptofanra (Trp) a gat-
loképesség javulasaval jart. Ezen pozi-
ci6 tehat sokkal megengeddbb az ami-
nosav-oldallancot illetéen, hiszen harom
teljesen eltéré karakterli aminosavval
(apolaris, polaris, aromas) is gatlo ha-

azaaminosavat ¢épitiink be a mo-
lekulankba, hanem epoxiborostyankdsavat
(1.c abra), akkor nem reverzibilis, hanem
irreverizibils inhibitorokat kapunk. A ter-
mészetben talalhatdo E-64 inhibitor (3. ab-
ra) transz-epoxiborostydnykdsavat tartal-
maz, ezért ennek két izomerjét (L és D)
¢épitettiik be a molekuldinkba. Az E-64 in-
hibitor-specifikus Cys-proteaz gatlo hatas-
sal rendelkezik, de az enzimcsaladon be-
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liil nem mutat szelektivitast egyik tag felé
sem. Osszesen 18 inhibitor-molekulat 4lli-
tottunk el6 és vizsgaltunk [7].

Az 1j inhibitorokban az azapeptidek
szekvencidjat megtartottuk és csak két
véltoztatas tortént (4. abra). Az azaglicint
epoxiszukcinil-csoportra cseréltik és a
P,-P, poziciokban 1évé aminosavak kap-
csolodasi sorrendje a N-C iranyrol megfor-
dult C-N iranyra.

Az 1j inhibitorok m-kalpain gatl6 ha-
tasa nem minden esetben egyezett az
azapeptideknél kapott eredményekkel.
Példaul az eredeti szekvencianak meg-
feleld inhibitor (NH,-Thr-Pro-Leu-(L/
D-Eps)-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-NHz sem
L- sem D-transz-epoxiszukcinil cso-
porttal nem mutatott jelentés gatlo ha-
tast m-kalpain enzimen. Azonban az
L-transz-epoxiszukcinil csoportot tartal-
maz6 szarmazek a p-kalpaint szelektiven
gatolta. Sikerilt két olyan szarmazékot is
eldallitanunk mely hatékonyan gatolta az
m-kalpaint, NH -Thr-Pro-Leu-(D-Eps)-
Thr-Pro-Pro-Pro:Ser-NHz €s NH -Thr-
Trp-Leu-(L-Eps)-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-

tiil jussanak be a sejtekbe, fontos, hogy
megvalositsuk, fokozzuk ezen inhibitor-
molekulak sejtek altali felvételét. A be-
jutds fokozdsara olyan konjugatumaik
eldallitasat tiztik ki célul, melyek
oktaarginint mint sejtpenetrald peptidet
tartalmaznak. A sejtpenetralé peptidek
olyan rovid, 15-20 aminosavbol alld
peptidek, melyek képesek atjutni a sejt-
membranon és a hozzajuk kovalensen
kotott molekulakat is magukkal vinni
[9]. Az oktaarginint sikeresen alkalmaz-
tuk a mar bemutatott kalpainszubsztrat-
molekula sejtbejuttatasara [10]. A
sejtpermeabilis konjugatumokban az in-
hibitor-molekula az N-terminalis végén,
mig a sejtpenetrald peptid a C-termi-
nalis végén volt (5. dbra). El6szor azt
vizsgaltuk, meg, hogy az oktaarginin
beépitése a molekulaba hogyan befolya-
solta az enzimgatld képességet. Méré-
seink azt mutattak, hogy a konjugécio
nem rontotta, néhany esetben még fo-
kozta is a gatlo hatast. A masik fontos
kérdés megvalaszolasahoz, azaz, hogy
a konjugatumok tényleg képesek-e¢ be-
jutni a sejtbe nagyobb mér-

a)

A-Thr-Pro-Leu-Agly-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-(Arg)g-NH,
X: Acor Cf

b) o

O H H
HN-Thr-Trp-Len > ") ,\

Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-(Arg)e-NH.

0 H }I o]
Hl '-]"Jfr—lrpLen> 0 \Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-(Arg)g-Lys(cf)-NH,

tékben, mint a nem konju-
galt inhibitor-szarmazékok,
fluoreszcensen jelolniink kel-
lett azokat, hogy kovetni tud-
juk a sejtek altali felvételét
a vegyiileteknek. fgy el6al-
litottuk mind a szabad in-
hibitor-molekulak, mind a
megfeleld  konjugatumaik
fluoreszcensen jelolt szar-
mazékait és MCF-7 human

5. abra. Sejtpenetralo konjugatumok felépitése.

a) azapeptid inhibitorok,

b) epoxiszukeinilpeptid inhibitorok

NH,. Az els6 szarmazék raadasul szelek-
tivnek is bizonyult, sem a p-kalpaint sem
a katepszin B-t nem gatolta.

Hogy jobban megértsiik a gatlo ha-
tasok kozotti kiilonbségeket molekula-
modellezést végeztiink az egyik haté-
kony m-kalpain inhibitor (NH -Thr-Trp-
Leu-(L-Eps)-Ser-Pro-Pro-Pro-Ser-NH,)
¢és annak kevésbé hatékony analdgjaval
NH ,-Thr-Trp-Leu-(D-Eps)-Ser-Pro-Pro-
Pro-Ser-NH,). A két inhibitor molekulat
az m-kalpain [8] aktiv centrumaba il-
lesztettiik. Az L-Eps-csoportot tartalma-
z6 vegyiilet legkedvezdbb illeszkedése
az aktiv centrumba a vart médon tortént.
Ezzel szemben a D-Eps-csoportot tartal-
maz6 vegylilet kedvezdbb illeszkedése a
vart moddal ellentétesen valosult meg.

Mind az azapeptidek, mind az
epoxiszukcinil-peptidek nagy méretiick
ahhoz, hogy a sejtek membranjan sza-
badon atjussanak. Mivel receptorok sem
allnak rendelkezésre, hogy rajtuk keresz-
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mellrédksejteken  aramlasi
citométerrel vizsgaltuk sejt-
bejutasi képességiiket. Va-
lamennyi konjugatum meg-
novekedett sejtbejutdst mutatott a sza-
bad inhibitor-molekulakhoz képest. Az
azapeptidek konjugatumainak sejtek al-
tali felvétele azonos volt. Ezzel szemben
a két vizsgalt epoxiszukcinil-szarmazék
konjugatumanak kiilonb6z6é mértékben
jutott be a sejtekbe.

Munkank eredményeként sikeresen
eldallitottunk reverzibilis és irreverzibi-
lis kalpain-inhibitorokat, melyek kozott
vannak izoforma- (m- vagy p-kalpain)
szelektiv és kalpain-szelektivitast mu-
tatd molekulak is. A kapott inhibito-
rok szerkezet-hatas Osszefiiggése azt
mutatja, hogy sikeresen lehet moddo-
sitani  peptid-szubsztrat molekulat
azaaminosavval vagy epoxiszukcinil-
csoporttal annak érdekében, hogy inhi-
bitor-molekulat kapjunk. Azonban a kii-
16nb6z6 tipust molekulacsalad mas-mas
Osszefiiggést mutatott az egyes amino-
savak szerepével kapcsolatban. Az alta-
lunk eléallitott hatasos és szelektivitast

mutato inhibitorok kiinduldsi pontja le-
het olyan gyogyszermolekulak kifejlesz-
tésének, melyek sikeresen alkalmazha-
tok a kalpain talmiikodés okozta karos
folyamatok csokkentésére vagy megeld-
zésére. Azaz olyan, ma mar egyre széle-
sebb tomegeket érintd betegségek gyo-
gyitasaban jelenthetnek kezelési lehetd-
séget mint az Alzheimer-, a Huntington-
kor. Szintén fontos szerepet kaphatnak
a kiilonboz6 kalpain-funkcid vizsgala-
tokban, hogy teljesebb képet kapjunk
ezen enzimek szervezetben betoltott sze-
repérol. *

Az itt bemutatott eredmények az OTKA
K 104385 és PD-83923 szamu palyaza-
tanak tamogatdasaval végzett kutatdasbol
sziilettek. Szintén segitette a kutatast a
Bolyai Janos Kutatéi Osztondij is.
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