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1. Wstep

Krzepniecie krwi zabezpiecza organizm przed jej utratg w razie uszkodzenia
naczynia krwionosnego. Na uszkodzonej Sciernie tworzy sie zakrzep zmniej-
szajac, przez zamkniecie uszkodzonego miejsca, niebezpieczenstwo krwotoku.
W niektorych stanach patologicznych tworzenie zakrzepu wewngtrz naczyn
krwionosnych serca moze doprowadzi¢ do zawatu, ktéry jest obok raka gtéwng
przyczyna $mierci ludzi w XX w. Dlatego prowadzone sg intensywne badania
nad Srodkami farmakologicznymi umozliwiajacjmii kontrole krzepniecia krwi.

a-trombina jest enzymem proteolitycznym petnigcym kluczowa role w pro-
cesie krzepniecia krwi (1). Katalizuje ona hydrolize rozpuszczalnego biatka
krwi — fibiynogenu, prowadzaca do utworzenia monomeréw wioknika, ktére
nastepnie ulegajg spontanicznej polimeryzacji tworzgc nierozpuszczalny widk-
nik. Powstaty liniowy polimer jest nastepnie sieciowany za pomoca, aktywo-
wanego réwniez przez trombine, czynnika XlIlI (lys. 1). Ponadto a-trombina
akt3*wuje ptytki krwi, umozliwiajgc ich agregacje i adhezje, ktére wypetniajac
siatke widknika tworzg zakrzep. Inng wazng rolg a-trombiny w procesie ko-
agulacji jest przy$pieszanie wiasnego wytwarzania poprzez proteolityczne
aktywowanie czynnikéw V i VIII uczestniczacych jako kofaktory w kaskado-
wym procesie koagulacji (lys. 1).

W swoim poczatkowym stadium, zawat serca moze by¢ leczony przez po-
danie enzymoéw aktywujacych plazminogen do plazminy takich jak tkankowy
aktywator plazminogenu, urokinaze lub streptokinaze (2,3,4,5). Powstata pla-
zmina katalizuje lize wioknika w zakrzepie, co moze przywréci¢ przeptyw krwi
przez naczynia krwionos$ne. Zastosowanie kliniczne tych enzymow jest jednak
ograniczone z uwagi na czeste przypadki retrombozy (j. ponowne powstanie
zakrzepdw) wystepujace po takim leczeniu (6,7,8). Wysunieto nawet przypu-
szczenie, ze terapia trombolityczna wywotuje fizjologiczng aktywacje procesu
koagulacji (9). Prawdopodobnie, jest to zwigzane z obecnoscig wewnatrz za-

*Artykul opracowany na podstawie referatu wygtoszonego na XXIX Zjezdzie Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego we Wroctawiu.
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Rys. 1. Podstawowa rola trombiny w procesie koagulacji. Koncowy fragment schematu za-
proponowanego przez Bone (15).

krzepu znacznej ilosci aktywnej trombiny, ktéra moze by¢ uwolniona podczas
lizy zakrzepu (10). W przeciwienstwie do trombiny rozpuszczonej w 0soczu
krwi, trombina uwieziona wewnatrz zakrzepu jest stabilna i niedostepna dla
heparyny (11,12). Niezbedne, jak sie wydaje, jest podawanie, réwnolegle ze
srodkami trombolitycznymi, inhibitorow trombiny, ktére mogtyby skutecznie
unieczynni¢ trombine uwalniana podczas lizy zakrzepu.

Jednym ze znanych, stosowanych $rodkéw zmniejszajacych krzepliwosé
krwi jest heparyna. Jest ona polisacharydem, ktory taczac sie z naturalnym
inhibitorem trombiny — antytrombing 111 aktywuje ja (13). Chociaz kompleks
heparyny z antytrombing 111 moze skutecznie dezaktywowac¢ trombing i nie-
ktore inne enzymy uczestniczace w procesie koagulacji jej stosowanie w te-
rapii napotyka na szereg ograniczeh (14,15) co sprawia, ze obecnie poszukuje
sie nowych antykoagulantéw bedacych bezposrednimi inhibitorami trombiny.

2. Bezposrednie inhibitory trombiny

a-trombina wykazuje znacznie wiekszg specyficzno$¢ substratowag niz inne
znane proteazy serynowe. Jest to zwigzane z obecno$cig na jej powierzchni
co najmniej trzech, niezaleznych i oddalonych od siebie obszaréw mogacych
spec}rficznie oddziatywaé z odpowiednimi substratami lub inhibitorami (16).
Istnieje wiele tak zwanych biwalentnych substratéw i inhibitoréw, ktére od-
dziatujac z trombing taczg sie jednocze$nie z dwoma jej obszarami wigzacymi.

biotechnologia 2 (25) 94
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Rys. 2. Schemat oddziatywania trombiny z flborynogenem (a), hirudyng (b), PPACK (c), C-kon-
cowym fragmentem hirudyny: Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn (d), i biwalentnym
inhibitorem -Ac-[D-Phe™, Arg”lhirudyng' " 6™ (e).

Fibrynogen jest jednym z biwalentnych substratéw trombiny oddziatujgcym
jednocze$nie z jej centrum aktywnym i pobocznym obszarem FRE (z ang.
Jibrinogen recognition exo-site) (rys. 2a). Dlatego substancje skutecznie bloku-
jace centrum aktywne a-trombiny oraz jej obszar FRE moga by¢ kompety-
cyjnymi inhibitorami trombiny w procesie powstawania flbryny (17).
Znanych jest wiele bezposrednich inhibitoréw trombiny wigzgcych sie z jej
miejscem aktywnym (18). Inhibitory te hamuja katalizowang przez trombine
hydrolize fibiynogenu oraz krotkich substratéw peptydowych (np. H-D-Phe-
Pro-Arg-pNA lub Tos-Gly-Pro-Arg-pNA (pNA = p-nitroanilid) (19). Poza liczng
gmpa zwigzkdw niepeptydowych, z ktérych najaktywniejsze stnaktury przed-
stawiono na rys. 3, najbardziej znane sg pochodne tilpeptydu D-Phe-Pro-Arg
posiadajace wysoka aktywno$¢ antytrombinowa. Niedawno okreslono meto-
dami rentgenograficznimii tréjwymiarowg strukture nieodwracalnego komple-
ksu D-Phe-Pro-ArgCH2CI (PPACK, rys. 3D) z a-trombing (19). Badania te wy-
kazaty, ze PPACK blokuje centrum katalityczne a-trombiny w podobny sposéb
w jaki substraty oddziatujg z jej centrum aktywnym (rys. 2c). W kompleksie
tym fancuch boczny argininy inhibitora znajduje sie w obszarze Si [uzyto
nomenklatury Schechtera i Bergera (20)] centrum aktywnego en2ymu, a reszty
D-fenyloalaninowa i prolinowa inhibitora zajmujg obszar S2 enzymu. Mozna
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Rys. 3. Struktury inhibitoréw trombiny wigzacych sie 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-I-
[N—((RS)-3-metylo-1,2,3,4-tetrahydro-8-chinolinosulfonylo)-17arginyloJ-2-piperydynokarboksylowy.
D. PPACK — D-Phe-Pro-ArgCH2ClI.

przypuszczac, ze wszystkie (rowniez odwracalne) inhibitory trombiny bedace
pochodnymi tripeptydu D-Phe-Pro-Arg oddziatujg w identyczny sposéb z en-
zymem jak PPAK.

Najaktywniejszym (K<j = M) ze znanych naturalnych inhibitoréw trom-
biny jest hirudyna (21). Jest ona biatkiem zbudowanym z 65 reszt amino-
kwasowych wytwarzanym przez $linianki pijawki lekarskiej hinido medicinalis.
Czasteczka hirudyny przypomina ksztattem kijanke, ze sztywng N-koncowa,
48-peptydowa ,,gtowg”, ktérej konformacja jest stabilizowana trzema mostka-
mi disulfidowymi, oraz C-koncowym ,,ogonem” (reszty aminokwasowe 49 - 65
(22)) o nie uporzadkowanej konformacji w roztworze (23,24). Wyjatkowo wy-
soka specyficznos¢ i akt)Avnos¢ hirudyny wynika z biwalentnego charakteru
oddziatywania z trombing. Niedawno okreSlono strukture rentgenograficzng
kompleksu hirudyny z a-trombing (25). W kompleksie tym hirudyna blokuje
swoja N-koricowa, 48-peptydowg czeScig centrum aktywne enzymu, podczas
gdy jej C-koncowy undekapeptydowy fragment ,,ogonu” wigze sie z centrum
pobocznym FRE (lys. 2b). Obydwa te fragmenty aktywne hirudyny potaczone
sg heksapeptydowym wysiegnikiem (hirudyna'~ ~ ). Simtetyczny C-kohcowy
undekapeptydowy fragment hirudyny (Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-
Leu-GIn, hirudyna™“®") blokujac FRE (26) trombiny (lys. 2d), hamuje jej
oddziatywanie z fibrynogenem. Chociaz hirudyna™ ~ jest inhibitorem trom-
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biny w reakcji hydrolizy fibrynogenu (1IC50 = 1,2 + 10® M (27)), to w prze-
ciwienstwie do pochodnych tripeptydu D-Phe-Pro-Arg, nie hamuje amidolizy
krotkich substratow oddziatujacych wytacznie z centrum aktsrwnym. Wyka-
zano tez, ze syntetyczny N-koncowy 47-peptydowy fragment hirudimy (hiru-
dyna”™ “"™) blokuje wytacznie centrum aktywne trombiny, kompetycyjnie ha-
mujac hydrolize krotkich substratow (Kj = 4,2 10" M) i fibiynogenu (Kj = 4,6
v 10-7 M) (28).

3.Syntetyczne, biwalentne inhibitory trombiny

Chociaz zaréwno pochodne D-Phe-Pro-Arg jak i hirudyna®®~  sg swoi-
stymi inhibitorami trombiny, oddziatujg one z enzymem w odmienny sposéb.
Pierwsze z nich tgczg sie z jego centrum aktywnym, podczas gdy hirudyna®® "
blokuje obszar FRE. Znajomos¢ tego faktu umozliwita zaprojektowanie nowego
biwalentnego inhibitora trombiny, ktory podobnie jak hirudyna, mogt bloko-
wacé zaréwno jej centrum aktywne, jak i obszar FRE (rys. 2e). W tym celu,
zastgpiono N-koncowy 48-peptydowy fragment hiruddmy (odpowiedzialny za
blokowanie cenntrum aktywnego trombiny) N-acetylowg pochodng tetrapep-
tydu D-Phe-Pro-Arg-Pro (29). Otrzsmiany inhibitor (Ac-fD-Phe'®, Arg™jj"jju.
dyna" ®"®®, lys. 4b) pomimo masy czgsteczkowej trzykrotnie mniejszej od
hirudyny, posiadat znaczng aktywnos¢ antytrombinowg (Ki = 5,5 10'®@ M
(30)). W otrzsrmanym peptydzie mozna wyréznic trzy regiony speiniajace rozne
funkcje w inhibitorze:
« N-koncowy fragment: Ac-D-Phe”®-Pro'*®-Arg'r7 _pj-048_  wiagzacy sie
Z miejscem aktywnym enzymu.

« C-koncowy fragment o sekwencji: -Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-
Tyr-Leu-GIn  (hirudyna®® “@®) odpowiedzialny za wigzanie sie
Z miejscem FRE trombiny.

» Heksapeptydowy wysiegnik -Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly- (hirudyna' ® “ 8"

taczacy powyzsze fragmenty.

Uzycie reszty Pro*® w pozycji P' Ac-fD-Phe'®, Arg'~7]hij-ucjyny45 - 65 miato
za zadanie obnizenie szybkosci hydrolizy wigzania peptydowego znajdujacego
sie za Arg"7 katalizowEinej przez trombine. Dalsze ogreiniczenie trombinolizy
tego wigzania peptydowego byto mozliwe poprzez zastgpienie go pseudopep-
tydowag grupg ketometylenowg (-CO-CH2-). Otrzymany inhibitor, Ac-fD-Phe' ®,
Argy(COCH2)"7" Gly*\hirudyna" ® “ ®® zachowywat wysoka aktywnos¢ inhibi-
torowa, nie bedac jednoczesnie hydrolizowanym w obecnos$ci trombiny (31).

Struktury krystalograficzne kompleksoéw a-trombiny z PPACK i z hirudy-
ng, postuzyty w ustaleniu, metodami komputerowego modelowania moleku-
larnego, modelu oddziatywania Ac-fD-Phe* ® Arg”7]hij-"(jyny45 - 65 2 trombing
(30). Czasteczka trombiny posiada na swej powierzchni gteboka szczeling po-
miedzy centioim aktywnym a miejscem FRE. Zgodnie z modelem, heksapep-
tydowy wysiegnik -GIn-Ser-His-Asn-Asp-Gly- pozostaje na zewnatrz szczeliny
i nie uczestniczy w oddziatywaniu inhibitora z trombing. To przypuszczenie
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Rys. 4. I-rzedowa struktura hirudyny (a) i Ac-fD-Phe”s, Arg'ihirudyny”s-65 (bj a Segment
blokujgcy centrum aktywne trombiny. B. Wysiegnik. C. Segment blokujacy obszar FRE.

zostato potwierdzone przez synteze analogéw Ac-fD-Phe' ™, ArgMJhirudyny™ ~

z wysiegnikiem zastgpion3an heksapeptydowsoni resztami: -(Glyja-Asp-Gly—
(32) lub -(Gly)e- (33), ktérych aktyAvnos¢ inhibitorowa byta podobna do ma-
cierzystego peptydu. Wyliczono, ze odlegto$é pomiedzy atomami Ca reszt Pro”\®
i Asp™ Ac-fD-Phe" M, Arg™Jhirudyny™ ~  wynosi 18 A (30), Mogto to suge-
rowaé, ze aby potaczy¢ te reszty peptydu wystarczy wysiegnik zbudowany
z 12-13 atomdéw w tancuchu gtéwnym, czyli znacznie krotszy od heksa-
peptydowego. W celu okreslenia najkrotszej i optymalnej diugosci wysiegnika
zsyntezowano serie analogdéw Ac-ID-Phe"”M, Arg'jhirudyny™“ | w ktdrych
podstawiono heksapeplydowy fragment, (-GIn-Ser-His-Asn-Asp-Gly-) wysieg-
nikami rdéznigc3rmi sie dtugosciag i budowg chemiczng, utworzonymi przez po-
taczenie réznych kombinacji co-aminokwaséw takich jak glicyna, P-alanina,
kwas 4-aminomastowy, kwas 6-aminokapronowy, kwas 7-aminoheptanowy
lub kwas 12-aminododekanowy (34). Wszystkie otrzymane peptydy posiadaty
identyczne N-koncowe (Ac-D-Phe-Pro-Arg-) i C-koricowe fragmenty (-Asp-Phe-
Gtu-Glu-He-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gin), a roznity sie wylgcznie strukturg che-
miczng wysiegnika. Wykres zaleznosci aktywnosci antytrombinowej otrzyma-
nych peptydéw od dtugosci tancucha gtéwnego wysiegnika przedstawiono na

biotechnologia 2 (25) '94
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Is. 5. Zalezno$¢ aktywnosci antytrombinowej biwalentnych inhibitoréw typu Ac-D-Phe-Pro-
Arg-Pro-X-Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-GlIn od liczby atoméw w taricuchu gtéwnym
wysiegnika X.

rys. 5. Peptydy z wysiegnikami krétszymi od 1l-atomowych nie wykazujg
aktywnosci w tescie amidolitycznym, natomiast w tescie hydrolizy fibrynogenu
zachowujg aktywnos¢ poréwnywalng z aktywnoscig hirudyny”™ ~ Moze to
dowodzi¢, ze wysiegniki posiadajace do 10 atoméw w tancuchu gtébwnym sa
zbyt krotkie aby potaczy¢ centrum aktywne z miejscem FRE, a inhibitory
z takimi wysiegnikami mogg oddziatywac¢ wytgcznie z obszarem FRE trombiny
(rys. 6c). Wszystkie inhibitory z wysiegnikami diuzszymi od 13-atomowych
sg kompetycyjnymi biwatentnymi inhibitorami trombiny (35), a ich aktywnos¢
tylko nieznacznie zalezy od dtugosci i budowy chemicznej wysiegnika. Suge-
ruje to, ze wysiegnik — bedac dtuzszym niz jest to niezbedne — nie oddziatuje
z obszarem S' trombiny i posiada znaczng swobode konformacji, a jego fun-
kcja ogranicza sie do roli mostka tgczacego obydwie czesci aktywne inhibitora
(rys. 6a). Zgodnie z przewidywaniem teoretycznym, peptydy z wysiegnikami
zawierajgcymi 12-13 atoméw w tancuchu gtéwnym sg biwatentnymi inhibi-
torami trombiny, lecz ich wysiegnik jest rozciggniety pomiedzy centrum
aktywnym a obszarem FRE trombiny (lys. 6b). Ten stan ,,wymusza” sporo
kontaktow wysiegnika z obszarem S' trombiny. Dlatego aktywno$¢ takich in-
hibitoréw zalezy od budowy chemicznej wysiegnika. Ciekawy moze by¢ przy-
kfad réznych aktsrivnosci dwaéch izomerdw z trzynastoatomowymi wysiegnika-
mi zbudowanymi z reszt kwasu 4-aminomastowego (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-GIn-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-GIn-OH (Kj = 2,5 10-8 M) (33),
ktérych budowy roznig sie wytgcznie potozeniem wictzania peptydowego w wy-
siegniku. Komputerowa symulacja dynamiki molekularnej kompleksu pier-
wszego ze zwigzkoéw z trombing ttumaczy ten fenomen mozliwoscig utworzenia
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Rys. 6. Schemat oddziatywania trombiny z biwalentnymi inhibitorami posiadajacymi wysieg-
niki réznej dtugosci. A. Wysiegnik dtuzszy od 13-atomowego nie tworzy oddziatywan z czasteczka
trombiny. B. Wysiegnik 12-13-atomowy jest optymalnej dtugosci i tworzy wymuszone oddziaty-
wania z obszarem S'trombiny. C. Wysiegnik krotszy od 11-atomowego jest za kroétki aby skierowac
fragment Ac-D-Phe-Pro-Arg-Pro inhibitora do centrum aktywnego trombiny.

wigzania wodorowego pomiedzy tlenem grupy karbonylowej wysiegnika a gru-
pa NH reszty trombiny I"eu""®, znajdujacej sie na powierzchni S' szczeliny.
Wiazanie peptydowe drugiego z peptydéw znajduje sie w hydrofobowym oto-
czeniu, co znacznie zmniejsza oddziatywanie z trombing. W oparciu o kom-
puterowe badania dynamiki molekularnej zaprojektowano nowe inhibitory
z wysiegnikami tworzacymi wigzanie wodorowe z trombinowa grupg NH Leu"\®
i Jeszcze ,lepiej pasujgce” do S' szczeliny (na przykiad Ac-Om(Ac-D-Phe-Pro-
Arg-Pro-Bal-Gly-)-Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn-OH (gdzie
Bal oznacza (3-alanine) K, = 5,1 + 1.O*M) (33). Wysiegniki takich inhibitorow
spetniajg podwojng role. Sg nie tylko mostkiem #gczacym funkcyjne obszary
biwatentnego inhibitora, lecz same oddziatujagc z enzymem zwiekszajg site
wigzania. Takie inhibitory stanowig wiec przyktady nowego t}y)u triwalentnych
inhibitoréw trombiny, jednocze$nie wigzacych sie z: 1) centrum aktywnym,
2) szczeling S' i 3) miejscem FRE trombiny.

biotechnologia 2 (25) '94
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4. Zwiekszenie odpornosci na proteolize
C-koncowego fragmentu hirudyny

Stosunkowo mata odpornos¢ C-koncowego fragmentu hirudyny i jego
aktywnych analogéw na proteolize (36,37) uniemozliwia zastosowanie ich
w terapii. Z drugiej strony klasyczne metody zwiekszenia stabilnosci tego pep-
tydu przez zamiane konfiguracji niektérych reszt aminokwasowych prowadzity
do otrzymania nieaktywnych cinalogéw (38). Wymagato to zastosowania innej
metody podwyzszenia odpornosci, jaka jest usztywnianie jego biologicznie
aktywnej konformaeji.

Krotkie liniowe peptydy sg zazwyczaj elastyczne i przyjmuja w roztworze
duza liczbe energetycznie zblizonych konformacji. Peptydowy inhibitor,
w chwili oddziatywania z enzymem, musi przyja¢ okreSlong konformacje (cze-
sto ro6zng od uprzywilejowanych w roztworze), co wigze sie z obnizeniem en-
tropii uktadu. Analog takiego peptydu, w ktérym usztywniono (np. przez cy-
klizacje) biologicznie aktywna strukture posiada ograniczong liczbe konfor-
merow. Jego wigzanie z enzymem moze byC¢ energetycznie korzystniejsze
z uwagi na niewielkie zmiany entropii, a co za tym idzie powinien mie¢ wyzsza
aktywnos$¢. Takie usztywnienie peptydu, w ktérym przyjmuje on konformaeje
dla jednego bioreceptora, jakim jest enzym, moze uniemozliwi¢ przyjmowanie
innych konformacji, a tym samym powodowa¢ konformacyjng ,,niekompaty-
bilno$¢” z innymi bioreceptorami, co moze ograniczy¢ uboczne dziatania pep-
tydu. Podczas proteolitycznego rozktadu peptydowe substraty (a przynajmniej
ich fragmenty w najblizszym otoezeniu hydrolizowanego wigzania peptydowe-
go) Hgczac sie z centrum aktywnym enzymu przyjmuja $eisle okre$lone kon-
formacje. Jezeli zatem konformacje te nie beda do przyjecia przez usztywnione
analogi peptydow, to nalezy oczekiwaé, ze bedg one stabilne na biodegradacije.
Znane sg przyktady cyklizacji peptydéw prowadzacych do otrzymania analo-
géw aktywniejszych (39,40), bardziej swoistych w dziataniu (41,42), odpor-
nych na biodegradacje (43) i o przedtuzonym czasie dziatania in vivo (44),
w stosunku do ich liniowych pierwowzorow.

Warunkiem koniecznym do aktiwnosci usztywnionego analogu peptydu
jest mozliwos$¢ przyjecia aktywnej konformacji liniowego pierwowzoru. Dlatego
znajomosC struktury krystalicznej kompleksu himdyny z trombing utatwita
racjonalne zaprojektowanie odpowiedniego usztywnienia. Wykorzystano infor-
macje, ze tancuchy boczne reszt Glu"® i Glu®" hirudyny znajdujg sie blisko
siebie i skierowane sg na zewnatrz kompleksu enzsrmu z inhibitorem (w strone
rozpuszczalnika) (rys. 7a). Sugerowalo to, ze potaezenie tych fancuchéw po-
przez odpowiednie wigzanie chemiczne pozwoli zachowac biologicznie aktywna
konformacije (rys. 7b), a takze, ze utworzony mostek nie powinien kolidowaé
z czasteczkg enzymu, gdyz w ehwili oddziatywania bedzie sie znajdowat po
stronie rozpuszczalnika.

W celu ufatwienia chemicznej syntezy cyklicznego peptydu, podstawiono
reszte Glu®~C-koncowego fragmentu himdyny lizyna, po czym w wyniku we-
whatrzczasteczkowego sprzegania wytworzono wigzanie amidowe pomiedzy
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tarncuchami bocznymi reszt Glu® i Lys®” (rys. 8a) (27), Badanie spektrosko-
powe i modelowania molekularnego sugerowaty, ze otrzymany peptyd moze
z fatwosciag przyja¢ konformacje jaka przyjmuje C-koncowy segment hirudyny
podczas oddziatywania z trombing. Taka modyfikacja chemiczna spowodowata
nie tylko ograniczenie swobody konformacyjnej wewnatrz wytworzonego pier-
Scienia faktamowego, lecz takze, poprzez zamiarie dwoch kwasowych grup
(reszt Glu"® i Glu®i) na obojetne wigzanie amidowe, istotnie zmienita chemi-
czny profil czasteczki. Porownywalna z natywnym C-koncowym fragmentem
hirudyny aktywno$é liniowego analogu, w ktérym tancuchy boczne reszt
Gluns i GlunNi hirudyny zastgpiono odpowiednio resztami glutaminy i N--ace-
tylo-lizyny (27) dowodzi, ze pozbawienie kwasowego charakteru tych reszt nie
powoduje znacznego obnizenia aktywnosci inhibitorowej.

Zgodnie z przewid3rwaniem usztywnienie Kilkakrotnie podwyzszyto aktyw-
nos¢ inhibitora i, co wazniejsze, dramatycznie podwyzszyto odporno$¢ na chy-
motiypsyne i proteazy plazmy krwi. Odnotowa¢ nalezy takze spostrzezenie,
ze cyklizacja zwiekszyta odpornos¢ na proteolize wigzan peptydowych znaj-
dujacych sie nie tylko wewnatrz pierscienia taktamowego, lecz réwniez na
egzocyklicznych N- i C-terminalnych tancuchach.

Trombing

Roztwor
Glu

Glu

Rys. 7. Poréwnanie 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 analogéw C-koricowego fragmentu hirudyny. Sue
— reszta kwasu bursztynowego (deaminoasparaginowego).

Modelowanie molekularne kompleksu otrzymanego cyklicznego peptydu
z trombing sugerowato, ze odpowiednia modyfikacja jego tancuchéw bocznych
moze wytworzy¢ dodatkowe oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy inhibi-
torem i obszarem FRE trombiny, polepszajace jego aktywnos$¢. Dlatego ostat-
nio przeprowadzono synteze analogu cyklicznego inhibitora FRE zawierajgcego
dwie reszty kwasu asparaginowego przytaczone do tancuchéw bocznych reszt
w pozycjach 55 i 57 (lys. 8b) (45). Modyfikacja ta dodatkowo podniosta aktyw-
nosc¢ i stabilno$¢ cyklicznego inhibitora. Wynik ten jest interesujacy z uwagi
na fakt, ze podobne modyfikacje tancuchéw bocznych reszt Glu™ i Glu™M
liniowego C-koricowego fragmentu hirudyny nie powoduja wzrostu aktywno-
§ci, lecz wyraZnie jg obnizajg (45).

5. Perspektywy praktycznego stosowania
syntetycznych inhibitoréw trombiny

Obecnie uwaza sie, ze syntetyczne inhibitory trombiny zostang wykor”stane
jako $rodki do stabilizowania preparatéw krwi (46), a przede wszystkim moga
znalez¢ zastosowanie jako $rodki ,,uzupd:niajace” w terapii trombolitycznej (47),
gdyz sg one pozbawione podstawowych wad stosowanej obecnie heparyny:
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* moga oddziatywa¢ z trombing uwieziong wewnatrz zakrzepu,

* nie sg neutralizowane przez endogenne czynniki,

* nie whnvotujg aktywacji ptytek krwi,

* ich dzialanie jest natychmiastowe, gdyz nie zalezy od obecnosci plaz-

matycznych kofaktoréw,

* nie powoduja zmniejszania ilosci wolnej antytrombiny Il

+ jako niskoczasteczkowe substancje nie majg wtasciwosci antygenowych.

Jednym z gtéwnych motjrwéw poszukiwania nowych syntetycznych inhi-
bitoréw trombiny jest otrzymanie zwiekszonej aktywnosci antytrombinowej.
Niezmiernie wazng kwestig jest rowniez wysoka specyficznos¢ inhibitoréw.
Dlatego fakt, ze krotkie inhibitory trombiny tgczace sie wytacznie z centrum
aktywnym (np. PPACK) sg jednoczesnie inhibitorami enzymoéw fibiynolitycz-
nych (48) dyskwalifikuje je jako potencjalne leki. Mozna oczekiwaé, ze inhi-
bitory oddziatujace nie tylko z centrum akt3rwnym trombiny, ale i z jej po-
bocznymi centrami (np. FRE), nie wystepujacymi w innych serynowych pro-
teazach bedg wykazywaty dalej posunietg swoisto$¢ niz inhibitory jednofun-
kcyjne.

Prawdopodobnie projektowanie nowych inhibitoréw trombiny bedzie pro-
wadzone w trzech réwnolegtych kierunkach: 1) poszukiwanie nowych inhibi-
toréw trombiny pochodzgcych ze Zrddet naturalnych, 2) chemiczne mod3rfi-
kacje znanych inhibitoréw majace na celu zwigkszenie ich aktywnosci i sta-
bilnosci (to ostatnie moze umozliwi¢ doustne ich podawanie) oraz pozbawienie
skutkéw ubocznych przez zwiekszenie swoistosci dziatania, 3) projektowanie
i synteza substancji oddziatujgcych z nowymi obszarami wigzacymi trombiny
(na przykiad oddalony od centrum aktywnego i od FRE obszar wigzacy he-
paryne (49)) oraz projektowanie wysiegnikéw do tgczenia tych substancji z in-
hibitorem macierzystym. Niewatpliwie okre$lenie struktury przestrzennej
trombiny z r6zn3nni inhibitorami byto kamieniem milowym na drodze racjo-
nalnego poszukiwania lepszych inhibitorow trombiny. Oczekiwac nalezy, ze
w niedtugim czasie otrzymane zostang nowe inhibitory trombiny mozliwe 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.

Key words:
bivalent inhibitors, biologically active conformation, cyclic peptides, hirudin, thrombin.

Adres dla korespondenciji:
Zbigniew Szewczuk, Instytut Chemii, Uniwersytet Wroctawski, ul. Joliot-
Curie 14, 50 - 383 Wroctaw.

biotechnologia 2 (25) 94



