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1. Wstęp

Krzepnięcie krwi zabezpiecza organizm przed jej utratą w razie uszkodzenia 
naczynia krwionośnego. Na uszkodzonej ściernie tworzy się zakrzep zmniej
szając, przez zamknięcie uszkodzonego miejsca, niebezpieczeństwo krwotoku. 
W niektórych stanach patologicznych tworzenie zakrzepu wewnątrz naczyń 
krwionośnych serca może doprowadzić do zawału, który jest obok raka główną 
przyczyną śmierci ludzi w XX w. Dlatego prowadzone są intensywne badania 
nad środkami farmakologicznymi umożliwiającjmii kontrolę krzepnięcia krwi.

a-trombina jest enzymem proteolitycznym pełniącym kluczową rolę w pro
cesie krzepnięcia krwi (1). Katalizuje ona hydrolizę rozpuszczalnego białka 
krwi — fibiynogenu, prowadzącą do utworzenia monomerów włóknika, które 
następnie ulegają spontanicznej polimeryzacji tworząc nierozpuszczalny włók- 
nik. Powstały liniowy polimer jest następnie sieciowany za pomocą, aktywo
wanego również przez trombinę, czynnika XIII (lys. 1). Ponadto a-trombina 
akt3^wuje płytki krwi, umożliwiając ich agregację i adhezję, które wypełniając 
siatkę włóknika tworzą zakrzep. Inną ważną rolą a-trombiny w procesie ko
agulacji jest przyśpieszanie własnego wytwarzania poprzez proteolityczne 
aktywowanie czynników V i VIII uczestniczących jako kofaktory w kaskado
wym procesie koagulacji (lys. 1).

W swoim początkowym stadium, zawał serca może być leczony przez po
danie enzymów aktywujących plazminogen do plazminy takich jak tkankowy 
aktywator plazminogenu, urokinazę lub streptokinazę (2,3,4,5). Powstała pla- 
zmina katalizuje liżę włóknika w zakrzepie, co może przywrócić przepływ krwi 
przez naczynia krwionośne. Zastosowanie kliniczne tych enzymów jest jednak 
ograniczone z uwagi na częste przypadki retrombozy (tj. ponowne powstanie 
zakrzepów) występujące po takim leczeniu (6,7,8). Wysunięto nawet przypu
szczenie, że terapia trombolityczna wywołuje fizjologiczną aktywację procesu 
koagulacji (9). Prawdopodobnie, jest to związane z obecnością wewnątrz za-

*Artykuł opracowany na podstawie referatu wygłoszonego na XXIX Zjeżdzie Polskiego Towa
rzystwa Biochemicznego we Wrocławiu.
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Rys. 1. Podstawowa rola trombiny w procesie koagulacji. Końcowy fragment schematu za
proponowanego przez Bone (15).

krzepu znacznej ilości aktywnej trombiny, która może być uwolniona podczas 
lizy zakrzepu (10). W przeciwieństwie do trombiny rozpuszczonej w osoczu 
krwi, trombina uwięziona wewnątrz zakrzepu jest stabilna i niedostępna dla 
heparyny (11,12). Niezbędne, jak się wydaje, jest podawanie, równolegle ze 
środkami trombolitycznymi, inhibitorów trombiny, które mogłyby skutecznie 
unieczynnić trombinę uwalnianą podczas lizy zakrzepu.

Jednym ze znanych, stosowanych środków zmniejszających krzepliwość 
krwi jest heparyna. Jest ona polisacharydem, który łącząc się z naturalnym 
inhibitorem trombiny — antytrombiną 111 aktywuje ją (13). Chociaż kompleks 
heparyny z antytrombiną 111 może skutecznie dezaktywować trombinę i nie
które inne enzymy uczestniczące w procesie koagulacji jej stosowanie w te
rapii napotyka na szereg ograniczeń (14,15) co sprawia, że obecnie poszukuje 
się nowych antykoagulantów będących bezpośrednimi inhibitorami trombiny.

2. Bezpośrednie inhibitory trombiny

a-trombina wykazuje znacznie większą specyficzność substratową niż inne 
znane proteazy serynowe. Jest to związane z obecnością na jej powierzchni 
co najmniej trzech, niezależnych i oddalonych od siebie obszarów mogących 
spec}rficznie oddziaływać z odpowiednimi substratami lub inhibitorami (16). 
Istnieje wiele tak zwanych biwalentnych substratów i inhibitorów, które od
działując z trombiną łączą się jednocześnie z dwoma jej obszarami wiążącymi.

biotechnologia 2 (25) ’94



140 z. Szewczuk

^fibrynogen

centrum ___
'"' nkt\AJunfi '''' FRE ''''/ y / SJ^IrWt fw ^/yy/y//y///

;Trombina

Rys. 2. Schemat oddziaływania trombiny z flbrynogenem (a), hirudyną (b), PPACK (c), C-koń- 
cowym fragmentem hirudyny: Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln (d), i biwalentnym 
inhibitorem -Ac-[D-Phe‘^^, Arg‘^^]hirudyną'^^ " 6^ (e).

Fibrynogen jest jednym z biwalentnych substratów trombiny oddziałującym 
jednocześnie z jej centrum aktywnym i pobocznym obszarem FRE (z ang. 
Jibrinogen recognition exo-site) (rys. 2a). Dlatego substancje skutecznie bloku
jące centrum aktywne a-trombiny oraz jej obszar FRE mogą być kompety- 
cyjnymi inhibitorami trombiny w procesie powstawania flbryny (17).

Znanych jest wiele bezpośrednich inhibitorów trombiny wiążących się z jej 
miejscem aktywnym (18). Inhibitory te hamują katalizowaną przez trombinę 
hydrolizę fibiynogenu oraz krótkich substratów peptydowych (np. H-D-Phe- 
Pro-Arg-pNA lub Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (pNA = p-nitroanilid) (19). Poza liczną 
gmpą związków niepeptydowych, z których najaktywniejsze stnaktury przed
stawiono na rys. 3, najbardziej znane są pochodne tilpeptydu D-Phe-Pro-Arg 
posiadające wysoką aktywność antytrombinową. Niedawno określono meto
dami rentgenograficzn3mii trójwymiarową strukturę nieodwracalnego komple
ksu D-Phe-Pro-ArgCH2Cl (PPACK, rys. 3D) z a-trombiną (19). Badania te wy
kazały, że PPACK blokuje centrum katalityczne a-trombiny w podobny sposób 
w jaki substraty oddziałują z jej centrum aktywnym (rys. 2c). W kompleksie 
tym łańcuch boczny argininy inhibitora znajduje się w obszarze Si [użyto 
nomenklatury Schechtera i Bergera (20)] centrum aktywnego en2ymu, a reszty 
D-fenyloalaninowa i prolinowa inhibitora zajmują obszar S2 enzymu. Można
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Rys. 3. Struktury inhibitorów trombiny wiążących się z jej miejscem aktywnym. A. NAPAP 
— N—(2-naftylo-sulfonylo-glicylo)DL-p-amidyno-fenyloalanylo-piperyd3ma. B. 4-TAPAP-N—(4-to- 
lueno-sulfonylo)DL-p-amidyno-fenyloalanylo-pipeiydyna. C. OM805 — kwas (2R, 4R)-4-metylo-l- 
[N—((RS)-3-metylo-1,2,3,4-tetrahydro-8-chinolinosulfonylo)-I^arginyIoJ-2-piperydynokarboksylowy. 
D. PPACK — D-Phe-Pro-ArgCH2Cl.

przypuszczać, że wszystkie (również odwracalne) inhibitory trombiny będące 
pochodnymi tripeptydu D-Phe-Pro-Arg oddziałują w identyczny sposób z en
zymem jak PPAK.

Najaktywniejszym (K<j = M) ze znanych naturalnych inhibitorów trom
biny jest hirudyna (21). Jest ona białkiem zbudowanym z 65 reszt amino- 
kwasowych wytwarzanym przez ślinianki pijawki lekarskiej hinido medicinalis. 
Cząsteczka hirudyny przypomina kształtem kijankę, ze sztywną N-końcową, 
48-peptydową „głową”, której konformacja jest stabilizowana trzema mostka
mi disulfidowymi, oraz C-końcowym „ogonem” (reszty aminokwasowe 49 - 65 
(22)) o nie uporządkowanej konformacji w roztworze (23,24). Wyjątkowo wy
soka specyficzność i akt)Avność hirudyny wynika z biwalentnego charakteru 
oddziaływania z trombiną. Niedawno określono strukturę rentgenograficzną 
kompleksu hirudyny z a-trombiną (25). W kompleksie tym hirudyna blokuje 
swoją N-końcową, 48-peptydową częścią centrum aktywne enzymu, podczas 
gdy jej C-końcowy undekapeptydowy fragment „ogonu” wiąże się z centrum 
pobocznym FRE (lys. 2b). Obydwa te fragmenty aktywne hirudyny połączone 
są heksapeptydowym wysięgnikiem (hirudyna'^^ ~ ^). S5mtetyczny C-końcowy 
undekapeptydowy fragment hirudyny (Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr- 
Leu-Gln, hirudyna^^ “ ®^) blokując FRE (26) trombiny (lys. 2d), hamuje jej 
oddziaływanie z fibrynogenem. Chociaż hirudyna^^ ~ jest inhibitorem trom-

biotechnologia 2 (25) ’94
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biny w reakcji hydrolizy fibrynogenu (IC50 = 1,2 • 10 ® M (27)), to w prze
ciwieństwie do pochodnych tripeptydu D-Phe-Pro-Arg, nie hamuje amidolizy 
krótkich substratów oddziałujących wyłącznie z centrum akt5rwnym. Wyka
zano też, że syntetyczny N-końcowy 47-peptydowy fragment hirud3my (hiru- 
dyna^ “ "^^) blokuje wyłącznie centrum aktywne trombiny, kompetycyjnie ha
mując hydrolizę krótkich substratów (Kj = 4,2 10'^ M) i fibiynogenu (Kj = 4,6
• 10-7 M) (28).

3. Syntetyczne, biwalentne inhibitory trombiny

Chociaż zarówno pochodne D-Phe-Pro-Arg jak i hirudyna®® ~ są swoi
stymi inhibitorami trombiny, oddziałują one z enzymem w odmienny sposób. 
Pierwsze z nich łączą się z jego centrum aktywnym, podczas gdy hirudyna®® " 
blokuje obszar FRE. Znajomość tego faktu umożliwiła zaprojektowanie nowego 
biwalentnego inhibitora trombiny, który podobnie jak hirudyna, mógł bloko
wać zarówno jej centrum aktywne, jak i obszar FRE (rys. 2e). W tym celu, 
zastąpiono N-końcowy 48-peptydowy frągment hirud3my (odpowiedzialny za 
blokowanie cenntrum aktywnego trombiny) N-acetylową pochodną tetrapep- 
tydu D-Phe-Pro-Arg-Pro (29). Otrz5miany inhibitor (Ac-fD-Phe'^®, Arg^^jj^jju. 
dyna"^®"®®, lys. 4b) pomimo masy cząsteczkowej trzykrotnie mniejszej od 
hirudyny, posiadał znaczną aktywność antytrombinową (Ki = 5,5 10'® M
(30)). W otrz5rmanym peptydzie można wyróżnić trzy regiony spełniające różne 
funkcje w inhibitorze:

• N-końcowy fragment: Ac-D-Phe‘^®-Pro'^®-Arg'^7_pj-o48_ wiążący się
z miejscem aktywnym enzymu.

• C-końcowy fragment o sekwencji: -Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu- 
Tyr-Leu-Gln (hirudyna®® “ ®®) odpowiedzialny za wiązanie się 
z miejscem FRE trombiny.

• Heksapeptydowy wysięgnik -Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly- (hirudyna'^® “ ®"*) 
łączący powyższe fragmenty.

Użycie reszty Pro'^® w pozycji P’ Ac-fD-Phe'^®, Arg'^7]hij-ucjyny45 - 65 miało 
za zadanie obniżenie szybkości hydrolizy wiązania peptydowego znajdującego 
się za Arg^7 katalizowEinej przez trombinę. Dalsze ogreiniczenie trombinolizy 
tego wiązania peptydowego było możliwe poprzez zastąpienie go pseudopep- 
tydową grupą ketometylenową (-CO-CH2-). Otrzymany inhibitor, Ac-fD-Phe'^®, 
Argy(COCH2)'^7^ Gly^^lhirudyna"^® “ ®® zachowywał wysoką aktywność inhibi
torową, nie będąc jednocześnie hydrolizowanym w obecności trombiny (31).

Struktury krystalograficzne kompleksów a-trombiny z PPACK i z hirudy- 
ną, posłużyły w ustaleniu, metodami komputerowego modelowania moleku
larnego, modelu oddziaływania Ac-fD-Phe*^®’ Arg^7]hij-^(jyny45 - 65 2 trombiną 
(30). Cząsteczka trombiny posiada na swej powierzchni głęboką szczelinę po
między centioim aktywnym a miejscem FRE. Zgodnie z modelem, heksapep
tydowy wysięgnik -Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly- pozostaje na zewnątrz szczeliny 
i nie uczestniczy w oddziaływaniu inhibitora z trombiną. To przypuszczenie
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AB C
Rys. 4. I-rzędowa struktura hirudyny (a) i Ac-fD-Phe^s, Arg'^^ihirudyny^s- 65 (bj ą Segment 

blokujący centrum aktywne trombiny. B. Wysięgnik. C. Segment blokujący obszar FRE.

zostało potwierdzone przez syntezę analogów Ac-fD-Phe'^^, Arg^^Jhirudyny^^ ~ 
z wysięgnikiem zastąpion3an heksapeptydow5oni resztami: -(Glyją-Asp-Gly— 
(32) lub -(Gly)e- (33), których aktyAvność inhibitorowa była podobna do ma
cierzystego peptydu. Wyliczono, że odległość pomiędzy atomami Ca reszt Pro'^® 
i Asp^^ Ac-fD-Phe"^^, Arg^^]hirudyny^^ ~ wynosi 18 A (30), Mogło to suge
rować, że aby połączyć te reszty peptydu wystarczy wysięgnik zbudowany 
z 12-13 atomów w łańcuchu głównym, czyli znacznie krótszy od heksa- 
peptydowego. W celu określenia najkrótszej i optymalnej długości wysięgnika 
zsyntezowano serię analogów Ac-ID-Phe"^^, Arg'^^jhirudyny^^ “ , w których
podstawiono heksapeplydowy fragment, (-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-) wysięg
nikami różniąc3rmi się długością i budową chemiczną, utworzonymi przez po
łączenie różnych kombinacji co-aminokwasów takich jak glicyna, P-alanina, 
kwas 4-aminomasłowy, kwas 6-aminokapronowy, kwas 7-aminoheptanowy 
lub kwas 12-aminododekanowy (34). Wszystkie otrzymane peptydy posiadały 
identyczne N-końcowe (Ac-D-Phe-Pro-Arg-) i C-końcowe fragmenty (-Asp-Phe- 
Głu-Glu-Iłe-Pro-Głu-Glu-Tyr-Leu-Głn), a różniły się wyłącznie strukturą che
miczną wysięgnika. Wykres zależności aktywności antytrombinowej otrzyma
nych peptydów od długości łańcucha głównego wysięgnika przedstawiono na

biotechnologia 2 (25) ’94
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I^s. 5. Zależność aktywności antytrombinowej biwalentnych inhibitorów typu Ac-D-Phe-Pro- 
Arg-Pro-X-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln od liczby atomów w łańcuchu głównym 
wysięgnika X.

rys. 5. Peptydy z wysięgnikami krótszymi od 11-atomowych nie wykazują 
aktywności w teście amidolitycznym, natomiast w teście hydrolizy fibrynogenu 
zachowują aktywność porównywalną z aktywnością hirudyny^^ ~ Może to 
dowodzić, że wysięgniki posiadające do 10 atomów w łańcuchu głównym są 
zbyt krótkie aby połączyć centrum aktywne z miejscem FRE, a inhibitory 
z takimi wysięgnikami mogą oddziaływać wyłącznie z obszarem FRE trombiny 
(rys. 6c). Wszystkie inhibitory z wysięgnikami dłuższymi od 13-atomowych 
są kompetycyjnymi biwałentnymi inhibitorami trombiny (35), a ich aktywność 
tylko nieznacznie zależy od długości i budowy chemicznej wysięgnika. Suge
ruje to, że wysięgnik — będąc dłuższym niż jest to niezbędne — nie oddziałuje 
z obszarem S’ trombiny i posiada znaczną swobodę konformacji, a jego fun
kcja ogranicza się do roli mostka łączącego obydwie części aktywne inhibitora 
(rys. 6a). Zgodnie z przewidywaniem teoretycznym, peptydy z wysięgnikami 
zawierającymi 12-13 atomów w łańcuchu głównym są biwałentnymi inhibi
torami trombiny, lecz ich wysięgnik jest rozciągnięty pomiędzy centrum 
aktywnym a obszarem FRE trombiny (lys. 6b). Ten stan „wymusza” sporo 
kontaktów wysięgnika z obszarem S’ trombiny. Dlatego aktywność takich in
hibitorów zależy od budowy chemicznej wysięgnika. Ciekawy może być przy
kład różnych akt5ńvności dwóch izomerów z trzynastoatomowymi wysięgnika
mi zbudowanymi z reszt kwasu 4-aminomasłowego (Abu) i kwasu 7-amino- 
heptanowego (Ahe): Ac-D-Phe-Pro-Arg-Pro-Ahe-Abu-Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro- 
Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH (Kj = 8,2 10'^® M) i Ac-D-Phe-Pro-Arg-Pro-Abu-
Ahe-Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH (Kj = 2,5 10-8 M) (33), 
których budowy różnią się wyłącznie położeniem wictzania peptydowego w wy
sięgniku. Komputerowa symulacja dynamiki molekularnej kompleksu pier
wszego ze związków z trombiną tłumaczy ten fenomen możliwością utworzenia
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Rys. 6. Schemat oddziaływania trombiny z biwalentnymi inhibitorami posiadającymi wysięg
niki różnej długości. A. Wysięgnik dłuższy od 13-atomowego nie tworzy oddziaływań z cząsteczką 
trombiny. B. Wysięgnik 12-13-atomowy jest optymalnej długości i tworzy wymuszone oddziały
wania z obszarem S’trombiny. C. Wysięgnik krótszy od 11-atomowego jest za krótki aby skierować 
fragment Ac-D-Phe-Pro-Arg-Pro inhibitora do centrum aktywnego trombiny.

wiązania wodorowego pomiędzy tlenem grupy karbonylowej wysięgnika a gru
pą NH reszty trombiny I^eu"^®, znajdującej się na powierzchni S’ szczeliny. 
Wiązanie peptydowe drugiego z peptydów znajduje się w hydrofobowym oto
czeniu, co znacznie zmniejsza oddziatywanie z trombiną. W oparciu o kom
puterowe badania dynamiki molekularnej zaprojektowano nowe inhibitory 
z wysięgnikami tworzącymi wiązanie wodorowe z trombinową grupą NH Leu"^® 
i Jeszcze „lepiej pasujące” do S’ szczeliny (na przykład Ac-Om(Ac-D-Phe-Pro- 
Arg-Pro-Bal-Gly-)-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH (gdzie 
Bal oznacza (3-alaninę) K, = 5,1 • 10'M) (33). Wysięgniki takich inhibitorów 
spełniają podwójną rolę. Są nie tylko mostkiem łączącym funkcyjne obszary 
biwałentnego inhibitora, lecz same oddziałując z enzymem zwiększają siłę 
wiązania. Takie inhibitory stanowią więc przykłady nowego t}y)u triwalentnych 
inhibitorów trombiny, jednocześnie wiążących się z: 1) centrum aktywnym, 
2) szczeliną S’ i 3) miejscem FRE trombiny.

biotechnologia 2 (25) ’94
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4. Zwiększenie odporności na proteolizę 
C-końcowego fragmentu hirudyny

Stosunkowo mała odporność C-końcowego fragmentu hirudyny i jego 
aktywnych analogów na proteolizę (36,37) uniemożliwia zastosowanie ich 
w terapii. Z drugiej strony klasyczne metody zwiększenia stabilności tego pep- 
tydu przez zamianę konfiguracji niektórych reszt aminokwasowych prowadziły 
do otrzymania nieaktywnych cinalogów (38). Wymagało to zastosowania innej 
metody podwyższenia odporności, jaką jest usztywnianie jego biologicznie 
aktywnej konformaeji.

Krótkie liniowe peptydy są zazwyczaj elastyczne i przyjmują w roztworze 
dużą liczbę energetycznie zbliżonych konformacji. Peptydowy inhibitor, 
w chwili oddziaływania z enzymem, musi przyjąć określoną konformację (czę
sto różną od uprzywilejowanych w roztworze), co wiąże się z obniżeniem en
tropii układu. Analog takiego peptydu, w którym usztywniono (np. przez cy- 
klizację) biologicznie aktywną strukturę posiada ograniczoną liczbę konfor- 
merów. Jego wiązanie z enzymem może być energetycznie korzystniejsze 
z uwagi na niewielkie zmiany entropii, a co za tym idzie powinien mieć wyższą 
aktywność. Takie usztywnienie peptydu, w którym przyjmuje on konformaeję 
dla jednego bioreceptora, jakim jest enzym, może uniemożliwić przyjmowanie 
innych konformacji, a tym samym powodować konformacyjną „niekompaty- 
bilność” z innymi bioreceptorami, co może ograniczyć uboczne działania pep
tydu. Podczas proteolitycznego rozkładu peptydowe substraty (a przynajmniej 
ich fragmenty w najbliższym otoezeniu hydrolizowanego wiązania peptydowe- 
go) łącząc się z centrum aktywnym enzymu przyjmują śeiśle określone kon
formacje. Jeżeli zatem konformacje te nie będą do przyjęcia przez usztywnione 
analogi peptydów, to należy oczekiwać, że będą one stabilne na biodegradacje. 
Znane są przykłady cyklizacji peptydów prowadzących do otrzymania analo
gów aktywniejszych (39,40), bardziej swoistych w działaniu (41,42), odpor
nych na biodegradację (43) i o przedłużonym czasie działania in vivo (44), 
w stosunku do ich liniowych pierwowzorów.

Warunkiem koniecznym do akt5wności usztywnionego analogu peptydu 
jest możliwość przyjęcia aktywnej konformacji liniowego pierwowzoru. Dlatego 
znajomość struktury krystalicznej kompleksu himdyny z trombiną ułatwiła 
racjonalne zaprojektowanie odpowiedniego usztywnienia. Wykorzystano infor
mację, że łańcuchy boczne reszt Glu^® i Glu®^ hirudyny znajdują się blisko 
siebie i skierowane są na zewnątrz kompleksu enz5rmu z inhibitorem (w stronę 
rozpuszczalnika) (rys. 7a). Sugerowało to, że połąezenie tych łańcuchów po
przez odpowiednie wiązanie chemiczne pozwoli zachować biologicznie aktywną 
konformację (rys. 7b), a także, że utworzony mostek nie powinien kolidować 
z cząsteczką enzymu, gdyż w ehwili oddziaływania będzie się znajdował po 
stronię rozpuszczalnika.

W celu ułatwienia chemicznej syntezy cyklicznego peptydu, podstawiono 
resztę Glu®^C-końcowego fragmentu himdyny lizyną, po czym w wyniku we- 
wnątrzcząsteczkowego sprzęgania wytworzono wiązanie amidowe pomiędzy
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łańcuchami bocznymi reszt Glu^® i Lys®^ (rys. 8a) (27), Badanie spektrosko
powe i modelowania molekularnego sugerowały, że otrzymany peptyd może 
z łatwością przyjąć konformację jaką przyjmuje C-końcowy segment hirudyny 
podczas oddziaływania z trombiną. Taka modyfikacja chemiczna spowodowała 
nie tylko ograniczenie swobody konformacyjnej wewnątrz wytworzonego pier
ścienia łaktamowego, lecz także, poprzez zamiarię dwóch kwasowych grup 
(reszt Glu^® i Glu®i) na obojętne wiązanie amidowe, istotnie zmieniła chemi
czny profil cząsteczki. Porównywalna z natywnym C-końcowym fragmentem 
hirudyny aktywność liniowego analogu, w którym łańcuchy boczne reszt 
Glu^s i Glu^i hirudyny zastąpiono odpowiednio resztami glutaminy i N--ace- 
tylo-lizyny (27) dowodzi, że pozbawienie kwasowego charakteru tych reszt nie 
powoduje znacznego obniżenia aktywności inhibitorowej.

Zgodnie z przewid3rwaniem usztywnienie kilkakrotnie podwyższyło aktyw
ność inhibitora i, co ważniejsze, dramatycznie podwyższyło odporność na chy- 
motiypsynę i proteazy plazmy krwi. Odnotować należy także spostrzeżenie, 
że cyklizacja zwiększyła odporność na proteolizę wiązań peptydowych znaj
dujących się nie tylko wewnątrz pierścienia łaktamowego, lecz również na 
egzocyklicznych N- i C-terminalnych łańcuchach.

Trombiną

a

Roztwór
Glu

Glu

Rys. 7. Porównanie biologicznie aktywnej konformacji fragmentu hirud)my^5 ~ (a) z niskoe-
nergetyczn3Tn konformerem cyklicznego analogu tego fragmentu (b).
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Rys. 8. Struktury chemiczne cyklicznych analogów C-końcowego fragmentu hirudyny. Sue 
— reszta kwasu bursztynowego (deaminoasparaginowego).

Modelowanie molekularne kompleksu otrzymanego cyklicznego peptydu 
z trombiną sugerowało, że odpowiednia modyfikacja jego łańcuchów bocznych 
może wytworzyć dodatkowe oddziaływania elektrostatyczne pomiędzy inhibi
torem i obszarem FRE trombiny, polepszające jego aktywność. Dlatego ostat
nio przeprowadzono syntezę analogu cyklicznego inhibitora FRE zawierającego 
dwie reszty kwasu asparaginowego przyłączone do łańcuchów bocznych reszt 
w pozycjach 55 i 57 (lys. 8b) (45). Modyfikacja ta dodatkowo podniosła aktyw
ność i stabilność cyklicznego inhibitora. Wynik ten jest interesujący z uwagi 
na fakt, że podobne modyfikacje łańcuchów bocznych reszt Glu^^ i Glu^^ 
liniowego C-końcowego fragmentu hirudyny nie powodują wzrostu aktywno
ści, lecz wyraźnie ją obniżają (45).

5. Perspektywy praktycznego stosowania 
syntetycznych inhibitorów trombiny

Obecnie uważa się, że syntetyczne inhibitory trombiny zostaną wykor^stane 
jako środki do stabilizowania preparatów krwi (46), a przede wszystkim mogą 
znaleźć zastosowanie jako środki „uzupd:niające” w terapii trombolitycznej (47), 
gdyż są one pozbawione podstawowych wad stosowanej obecnie heparyny:
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• mogą oddziaływać z trombiną uwięzioną wewnątrz zakrzepu,
• nie są neutralizowane przez endogenne czynniki,
• nie w5nvołują aktywacji płytek krwi,
• ich działanie jest natychmiastowe, gdyż nie zależy od obecności plaz- 

matycznych kofaktorów,
• nie powodują zmniejszania ilości wolnej antytrombiny III,
• jako niskocząsteczkowe substancje nie mają właściwości antygenowych.
Jednym z głównych motjrwów poszukiwania nowych syntetycznych inhi

bitorów trombiny jest otrzymanie zwiększonej aktywności antytrombinowej. 
Niezmiernie ważną kwestią jest również wysoka specyficzność inhibitorów. 
Dlatego fakt, że krótkie inhibitory trombiny łączące się wyłącznie z centrum 
aktywnym (np. PPACK) są jednocześnie inhibitorami enzymów fibiynolitycz- 
nych (48) dyskwalifikuje je jako potencjalne leki. Można oczekiwać, że inhi
bitory oddziałujące nie tylko z centrum akt3rwnym trombiny, ale i z jej po
bocznymi centrami (np. FRE), nie występującymi w innych serynowych pro- 
teazach będą wykazywały dalej posuniętą swoistość niż inhibitory jednofun- 
kcyjne.

Prawdopodobnie projektowanie nowych inhibitorów trombiny będzie pro
wadzone w trzech równoległych kierunkach: 1) poszukiwanie nowych inhibi
torów trombiny pochodzących ze źródeł naturalnych, 2) chemiczne mod3rfi- 
kacje znanych inhibitorów mające na celu zwiększenie ich aktywności i sta
bilności (to ostatnie może umożliwić doustne ich podawanie) oraz pozbawienie 
skutków ubocznych przez zwiększenie swoistości działania, 3) projektowanie 
i synteza substancji oddziałujących z nowymi obszarami wiążącymi trombiny 
(na przykład oddalony od centrum aktywnego i od FRE obszar wiążący he
parynę (49)) oraz projektowanie wysięgników do łączenia tych substancji z in
hibitorem macierzystym. Niewątpliwie określenie struktury przestrzennej 
trombiny z różn3nni inhibitorami było kamieniem milowym na drodze racjo
nalnego poszukiwania lepszych inhibitorów trombiny. Oczekiwać należy, że 
w niedługim czasie otrzymane zostaną nowe inhibitory trombiny możliwe do 
zastosowania w terapii.
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Design of new thrombin inhibitors

Summary

Thrombin inhibitors are anticoagulants that inhibit clot formation. The most potent, known 
thrombin inhibitor is hirudin, a 65 amino acid protein isolated from the salivary glands of the 
medicinal leech. An X-ray three — dimensional structure of the complex of hirudin with human 
a-thrombin has been recently reported. This review article describes the design based on the 
crystal structure, of new synthetic hirudin analogs with reduced sequence and enhanced pro
teolytic stability.
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