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Bevezetés

A szerin proteazok az @lilag fontos fehérjebontd enzimei; ehhez a csopor
hoz tartoznak az emésztésben fontos szerepet jaiszsdin, a kimotripszin és az
immunrendszer részét képkASP fehérjék is. A szerin proteazokat gatl6 mole
kulak egyik csoportja a reverzibilis szerin protédzibitorok. (Gatldsi mecha-
nizmus alapjan megkulénbdztetiink még nem-kanonéizesin proteaz inhibito-
rokat és szerpineket.) A reverzibilis szerin protedibitoroknak kulcsszerepik
van a proteazok aktivitisanak szabdalyzasaban, esbk&rmelésik sokszor su-
lyos betegségekhez vezet. Az alfmotedz inhibitor hianyakor a proteaz lebontje
a tudholyagocskak kozotti szeptumokat és ezzel emfizeriiéstagulatot okoz.
Bizonyos szazalékban a hasnyalmirigyben termgdszinogén mar a hasnyalmi-
rigyben tripszinné alakul, SPINK-1 (Serine proteadebitor Kazal-type-1) hia-
nyaban a tripszin elkezdi megemeészteni a hasnyighrszoveteit és hasnyalmi-
rigy-gyulladast okoz [1]. Eb# is latszik, hogy mennyire fontos szerepuk van
szerin proteaz inhibitoroknak. Azonban nem csakd®fiziologiai szerepuk mi-
att lettek nagyon népsimk a kutatok koérében, hanem amiatt is, mert egy n
gyon érdekes alapkutatasi kérdést vetnek fel: hodghet egy fehérjemolekula-
val egy fehérjebont6 enzimet annak szubsztrét&dtan keresztil gatolni.

A reverzibilis szerin protedz inhibitorok csopdogétartoz6 fehérjék 18, evo-
luciésan eltés eredei csalddba tartoznak. A kllénkbzsaladok tagjai teljes
szerkezetiket tekintve rendkivil kilonbék. Vannak kodztik béta-lemezékb
felépub, kevert alfa-béta, alfa-helikdlis szerkdzés masodlagos szerkezeti ele-
meket nem tartalmazoé fehérjék is. Ennek ellenér@ esalad mindegyik inhibitor
tagjia rendelkezik egy kozel azonos konformaciojundkakus hurokkal
(1. abrg, és ezzel a reaktiv hurokkal gatolja a proteédizoka
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1. abra kiil6nbd® csaladdba tartoz6 inhibitorok reaktiv hurkanak egsra vetitését lat-

hatjuk. Az ,A” &bran a két leginkabb hasonld, détkib6z csaladba tartozo inhibitor, a

SPINK-1 és a CI-2 (Chymotrypsin inhibitor-2) inhifw kanonikus hurkanak az egymasra

vetitése lathaté. A ,B” dbran pedig a két legink&kilbnb62, nem azonos csaladba tar-

tozé inhibitor, a BPTI (Bovine pancreatic trypsithibitor) és az ecotin kanonikus hurka-
nak egymasra vetitése lathat6 [2].

Roviden bemutatom a Schechter—Berger-némenklatamdit, a ké8bbiekben
gyakran fogok alkalmazni. A protedz a szubsztr@stnéha az inhibitort is) a P1
és P1' aminosavak kozott hasitja. A hasitds sorproteaz katalitikus szerinje
alakit ki észterkotést a P1 aminosav karbonilszéngival. A P1 aminosavtél N-
termindlis irAnyba elhelyezkédaminosavak P2, P3, P4, stb. csoportok, mig'a P
aminosavtdl C-terminalis irAnyba elhelyezékeda P2’, P3’, P4’, sth. csoportok.
Az adott aminosavak oldallancai a nekik megtelel,S” elnevezés
szubsztratkdt zsebbel alakitanak ki kémiai kdlcsonhatast. Tehal’ csoport az
S1’ szubsztratkétzsebbel, mig a P1 aminosav a S1 zselibell(rg).

A gétlasi mechanizmus

A szerin proteaz gatlasaban nagyon fontos szerapeax inhibitor hurok
rigidithséanak, kimerevitettségének és konvex konémidjanak. A proteaz-
inhibitor reakciéjanak az egyenlete:

E+ISEISE* SE+* (1)
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2. abra a Schechter-Berger nomenklaturat szemlgkbta.
Az 4bran az ,S” jelzdszsebek a proteazhoz tartoznak,
mig a ,P” jelzésé csoportok a szubsztrat vagy inhibitor molekuldkhoz

Az egyenletben az 'E’ az enzimet (proteazt), aza4’inhibitort, mig a csillago-
zott E és | a hasitott formakat jeldli. Az egyebdéis latszik, hogy egyensuly all
fenn az enzim-inhibitor komplex és a szabad engatgmint a szabad inhibitor
allapotok kozétt. Az egyensulyésen el van tolva a komplexkéjags iranyaba.
A stabil enzim-inhibitor komplexben megtorténhet ahibitor elhasitasa, a
szubsztrattal ellentétben ilyen esetben a kompbeéhbra is stabil marad. A
komplex kisKg-vel disszocialhat, viszont ennél az eseménynéyatay valoszi-
niséggel kovetkezik be az elhasitott kdtés reszseezh folyamat kulcslépése
az, amikor a hasitott inhibitor nem valik le a pdotrol, hanem tovabbra is képes
a proteazzal stabil komplexet alkotni. Hogyan éraz inhibitor, hogy gyorsan
kialakulhasson egy nagyon stabil komplex, amibexk ¢gs valdszitiséggel tor-
ténik meg az inhibitor hasitasa, €s hogy a hasttésis stabil maradjon a komp-
lex?

A gyors komplexképidésben fontos szerepe van a konvex-konkav illeszk
désnek. A konvex konformdcidju reaktiv hurok szitd&életesen, minimalis
konformécidvéltozas révén beleillik az enzim konkéwnformaciéja aktiv helyé-
be. Ez a geometriai illeszkedés nagyban hozzagkamplexképidés alacsony
energiagatjahoz. A komplexet stabilizaljak az iitoibhurok és az enzim egyes
aminosavai kozott kialakuld hidrogénkotések. Ezekbaidrogénkotéseket az in-
hibitor részésl folanccsoportok alakitjak ki, igy minden egyes intiibjproteaz
parndl kialakulnak3. 4brg. Ebkbl kdvetkezik, hogy egy proteazt toébb inhibitor
is képes gétolni, egy adott inhibitormolekula petdigb proteazt. Ennek ellenére
nem képes egy adott reverzibilis szerin proteéibiittn az 6sszes szerin proteazt
gatolni, l1évén, hogy a kulonbézprotedzok S1 szubsztratkdtsebeinek jelleg
kulonbod, igy példaul egy negativ oldallancu P1-es csoplohdelked inhibi-
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tor nem tud stabil komplexet kialakitani egy negadtiltédi S1 szubsztratk6t
zsebbel rendelkézproteazzal [3]. Lathatd, hogy a komplex kég@sében na-
gyon fontos szerepe van a P1-es aminosavnak, anedy@hibitor molekula a
vaz-hurok és hurok-hurok kdlcsbnhatasai révén émpetevitett, ,well exposed
helyzetbe kényszerit. igy mintegy odakinalja azbitbr a P1-es aminosavat a
protedaznak. A komplexkéfdés entropiavezérelt, mivel a komplexkégpes so-
ran hidroféb felszinek teminek el, a hidrofob felszinek koril a rendezett viz
molekulak djra rendezetlenné valhatnak.
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3. dbra Az enzim és az inhibitor kozo6tt kialakuld hidradpidas kétések. Az abran az in-

hibitor hurok lathat6é és azok az enzimhez tartanthasavak, amelyek fontosak a hidro-

génhidak kialakitasdban. A szaggatott vonalak eobighkotéseket, a fekete gombok a
nitrogén atomokat, a sziirkék az oxigén atomokatikel4].

A rigid reaktiv hurok miatt a hasitasnak magasablem@ergiagatja, mint a
szubsztrat esetében. A hasitas tehat nagyon ksaidiséggel torténik meg, ra-
adasul a hasitott inhibitor-proteaz komplex is meggtabil marad. Ennek egyik
oka, hogy hasitas utdn nem tavolodik el egymast! és N-terminalis termeék,
mert a hurok mindkét vége peptidkotésekkel kapaikla vazhoz, mivel egy fe-
hérjelanc. Ennek kbvetkeztében a szerkezetben ldsakonformaciovaltozasok
val6sulnak meg, igy az &b emlitett stabilizalé hidrogénkotések nagy rész
megmaradhat. Tovabba, mivel az aktiv héllyrem tavozik el a C-termindlis ter-
mék, ezért a proteaz és az inhibitor C-termin&isnéke k6zott megmaradnak a
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hidrofob kélcsénhatasok. igy a vizmolekula nemdéda a katalitikus triadhoz,
tehat az inhibitor N-terminalis terméke és a protkdzotti észterkdtés netmd
felbomlani. Mivel nagyon rigid a hasitatlan inhdoithurok, igy hasitas utan a fle-
xibilitas névekedése entrépiandvekedéssel jar, lkaomipenzalja a hasitaskor be-
kovetkezett pozitiv entalpiavaltozast [5]. Egy extldg is mozgékony hurok fle-
xibilitAsa nem képes annyira mégm hogy kompenzalja a hasitas kdvetkeztébe
megrétt entalpiat. A stabil hasitott inhibitor-protedzorkplexben a kotés
reszintézise energetikailag kedtbb, mint a komplex szétvalasa.

Kutatok létrehoztak olyan inhibitorokat, amelyekkeeturok régié aminosa-
vait megtartotték, az inhibitor vazba viszont mid&at vittek be, amiil megrott
az inhibitor hurok mozgékonyséaga. Ezek a molekitdiébb szubsztratként vi-
selkedtek, mint inhibitorként [6]. EBbis latszik, hogy mennyire fontos az inhi-
bitor hurok rigiditasa.

Az inhibitor hurok stabilizalasa

Hogyan képesek az egyes reverzibilis szerin pratadibitorok egy merev,
meghatarozott konformacioba helyezni a reaktiv bt killonbos csalddokba
tartozd inhibitorok kilonbdz vagy hasonlé mechanizmusokkal biztositjak-e
kozel azonos hurok-konformaciot? Irodalmi adato&pgin bizonyos inhibitor
csaladokat vizsgaltam, azt taldltam, hogy vann&éd&ios, tobb csaladra is jel-
lemz5 hurok-stabilizal6 stratégiak.

A hurok stabilizalasaban kulondsen fontos szergpmeawdaz és a hurok kézott
kialakulé diszulfidhidaknak, mivel ezek kovalenkséeendi kotések. Az Ascaris
és Pacifastin csaladban 2-2 diszulfidhid stabjizalreaktiv hurkot, mig a Kazal
és Kunitz-BPTI csaladban 1-1 diszulfidhid. A disizilidak a hurok régi6 koze-
Iébe helyezik a vaz egy adott peptid szakaszatlyaaneeaktiv hurokkal tovabbi,
példaul hidrogénhidas kdlcsdnhatasok kialakitalemaképes.

A hurok konformécié kialakitdsdban fontos szeregre mind a hurkon belili,
mind a hurok és vaz kozotti hidrogénkodtéseknekhivem a figyelmet a P1' és
P2 aminosavak egymassal és mas aminosavakkal ikiatalkidrogénkotéseire,
amelyeknek feltehéleg az a szerepik, hogy biztositsak a P1-es amvinossl-
exposed”, az inhibitor vaztél elfele riehelyzetét, ugyanis ez a két aminosav :
kozvetlen szomszédja a kiemelt jelésédi P1-es aminosavnak. Az Ascaris csa
ladba tartozé inhibitorok nagy részében, a Potatditor 1 csalddba tartoz6 Cl-
2-ben [7] és mas csalddok egy-egy képvuibeln is megtalalhatd egyblénc-
félanc hidrogénkotés a P1' és P2-es aminosavak kdxpthscaris csaladba tar-
tozo inhibitorok tobbségében ezenfelll még oldaHallallanchidrogénkotés i
taldlhaté a P1’ és P2 aminosavaizott [5]. Ez a kotés szintén megtaldlha
Kazal csaladba tartozé ovomucoid inhibitorbardisaprg).
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4. dbra a pulyka ovomucoid 3. doménjének a hurok régigja stabilizalasban fontos
hidrogénkotések lathatok. Az abran latszik a PP2%«06z6tti oldallanc-oldallanc hidro-
génkotés és a P1, illetve a P2 hidrogénkotésa &gy aszparagin aminosavaval.

(A szaggatott vonalak a hidrogénkoétéseket jelélik.)
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\

5. dbra a vaddiszn6 SPINK-1 hurok régidja és a stab#ighhn fontos hidrogénkotések
lathatok. Az abran latszik a P1’ és P2 hidrogérd@tt vaz egy aszparagin aminosavaval
(A szaggatott vonalak a hidrogénkoétéseket jelélik.)

6. abra: a C/E-1 inhibitor hurok régidja és a stabilizakasliontos hidrogénkoétések latha-
tok. Az abran latszik a P1' és P2 hidrogénkotégazaegy arginin aminosavaval.
(A szaggatott vonalak a hidrogénkotéseket jeldlik.)
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Sokszor a P1’-es és P2-es aminosavy, illetve a ggaadott aminosava kozott
alakul ki hidrogénkotés. A vaz egy adott aminosigyaegymashoz képest rende-
zi a P1’ és P2-es aminosavakat, hogy a végén & Rinmosav jol hozzaférlet
well-exposed” helyzetbe kertiljon. A Kazal csaléthth tagjaban isnegtalalhat:
két hidrogénhid, az egyik a P1’ aminosav és a g§zaszparaginja kozott, a ma-
sik pedig az ébb emlitett aszparagin és a hurok P2-es aminosmttk4. ésb.
abra) [5]. Ugyanilyen szerepe van az Ascaris csaladbaozé C/EL
(Chymotrypsin/elastase inhibitor) inhibitor egyy@zhoz tartozé arginin amino-
savanak (Id.6. abrg. A Pacifastin csaladba taro&Cl (Schistocerca grega
chymotrypsin inhibitor) inhibitorban a P1’ aminosagy aszparagin aminosavval
alakit ki hidrogénkoétést, mig a P2-es csoport aegyg treoninjaval. A Kunitz-
BPTI csaladba tartoz6 BPTI-ben (Bovine pancreagigsin inhibitor) a P1’ ami-
nosav és a vaz egy glicinje kdzott alakul ki hicnokptés.

Egy meghatarozott hosszlUsagu hurok-konformaci@hérasadhoz nem csak
egy bizonyos peptidszakasznak az inhibitor vazidets kiemelésére van szik-
ség, hanem a hurok melletti régioknak az inhibdarsikjaban tartasara is. Valo-
szinileg ezért az inhibitorokban altalanosan megtaléllaahuroktél P’ irdnyban
egy béta-lemez, aminek tébb esetben mar a P3’ aannis tagja. Tovabba tdbb
inhibitorban is megtalalhatdék a hurok melletti @ghidrogénkotései, példaak
AcAPc2 (Ancylostoma caninum anticoagulant peptid ethibitorban a P4-es
aminosav és a P7-es kdzott.

Kovetkeztetés

A reaktiv hurok kimerevitésére sakegoldas létezik, viszont a meglebssr
kevés inhibitor csalad vizsgalata soran is marnaattam, hogy léteznek kdz
hurok-stabilizal6 motivumok.
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