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Zgradba pomembnejsih toksinov v izlo¢-
kih zab podrevnic in njihovo delovanje

*  Pumiliotoksin C (modulator delovanja
napetostno odvisnih kanalckov Na*).

*  Histrionikotoksin (nekompetitivni
zaviralec nikotinskega tipa acetilholin-
skih receptorjev - nAChR)

*  Epibatidin (agonist nekaterih podtipov
nAChR in mAChR v centralnem in

perifernem zZiv€evju)
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*  Gefirotoksin (agonist muskarinskega
tipa acetilholinskih receptorjev — mA-

ChR)

*  Batrahotoksin (modulator delovanja
napetostno odvisnih kanal¢kov Na* na
motori¢nih Zivcih)
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Uravnavanje encimov s ciljanjem
alostericnih mest: primer katepsina K

Tjasa Gorican, Marko Novinec

Zdravilne uéinkovine ve¢inoma delujejo ta-
ko, da uravnavajo delovanje bioloskih mole-
kul v telesu. Pogosto so njihove tarée enci-
mi, to je beljakovine, ki delujejo kot katali-
zatorji kemijskih reakeij v telesu. Vsi encimi
zal niso enako dovzetni za uravnavanje,
zdravilne ucinkovine pa morajo imeti tudi

¢im manj stranskih ucinkov v telesu. Zato je
v razvoju novih udinkovin potrebnih veliko
znanja o sami tarci ter tudi dobr$na mera
iznajdljivosti. V zadnjih letih se v nacrtova-
nju ucinkovin uveljavlja nacelo ciljanja tako
imenovanih alosteri¢nih mest na povrsini
encimov, ki so namenjena prav uravnavanju
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njihovega delovanja in so oddaljena od ak-
tivnih mest, kjer poteka encimska kataliza.
V prispevku bova avtorja predstavila svoje
raziskovalno delo na podroéju alosteri¢nega
uravnavanja cisteinske peptidaze katepsina
K, enega klju¢nih encimov v presnovi kosti
in pomembne tar¢e za zdravljenje osteopo-
roze. Nase delo je usmerjeno v razumevanje
molekularnih mehanizmov v tem procesu in
v razvoj uéinkovin za uporabo v raziskoval-
ne in medicinske namene.

Nekaj besed o alosteriji

Beljakovine oziroma proteini opravijo veéino
dela v bioloskih sistemih, kakr$no je ¢love-
sko telo. Med njimi veliko skupino predsta-
vljajo encimi, ki katalizirajo vse kemijske re-
akcije v sistemu. Nase telo njihovo delovanje
natanlno uravnava. Pomen uravnavanja se
pokaze takrat, ko notranji nadzor popusti,
njihovo nenadzarovano delovanje pa prive-
de do razli¢nih bolezni. Encimi so velike
in kompleksno zgrajene molekule, aktivna
mesta, kjer poteka kataliza, pa predstavlja-
jo le majhen del njihove strukture.

Poleg njih so v §tevilnih encimskih

tivno mesto. V najenostavnejSem primeru
molekula encima vsebuje eno aktivno in eno
alosteri¢no mesto. Njeno delovanje je urav-
navano tako, da vezava uravnalne moleku-
le oziroma efektorja na alosteri¢no mesto
spremeni prostorsko razporeditev atomov v
aktivnem mestu in s tem spremeni njeno bi-
olosko aktivnost. Primer taksnega proteina
je katepsin K, o katerem bo ve¢ govora v
nadaljevanju.

Alosterija v medicini

Alosteri¢no uravnavanje je zlasti pogosto v
procesih celi¢ne presnove, kjer je tudi naj-
bolje preuceno, raziskave zadnjih desetletij
pa kazejo, da je alosterija verjetno prisotna
pri skoraj vseh proteinih. Tega se zavedajo
tudi raziskovalci, ki razvijajo nove zdravil-
ne ufinkovine, tako da se ciljanje alosteri¢-
nih mest uveljavlja kot pomemben pristop v
uravnavanju nepravilno delujo¢ih encimov in
ostalih proteinov. Tak pristop je alternativa
uveljavljenemu pristopu, kjer uéinkovina,
imenovana ortosteri¢ni zaviralec, zavre de-

molekulah (in tudi ostalih proteinih ortosteritni .
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Slika 1: Shematska primerjava vpliva
ortostericnega zaviralca (1) in alostericnega
efektorja (A) na delovanje encima (E) na substrat
(8), prikazana z analogijo razlicnih vrst stikal
za luc.
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lovanje encima tako, da tekmuje s substra-
tom za vezavo v aktivno mesto. V primerja-
vi s slednjimi imajo alosteri¢ni efektorji vsaj
v teoriji nekatere bistvene prednosti, med
drugim lahko ne le zavrejo delovanje tarce,
temvel povzrocijo $irsi spekter sprememb
njene aktivnosti. Kot je prikazano na sliki
1, lahko primerjavo med obojimi ponazori-
mo s preprostim primerom iz vsakdanjega
Zivljenja, in sicer z razliko med navadnim in
zatemnilnim stikalom za lu¢. S prvim lahko
lu¢ le vklopimo in izklopimo, z drugim pa
lahko natan¢no nadziramo, koliko svetlobe
bo osvetljevalo prostor. Podobno lahko z or-
tosteri¢nimi zaviralci le popolnoma ugasne-
mo delovanje proteina, z alosteri¢nimi efek-
torji pa lahko aktivnost proteina natanéno
uravnavamo. Z uporabo slednjih lahko delo-
vanje proteina popolnoma zavremo, zniZzamo
ali pa tudi povisamo, Cesar z ortosteri¢nimi
zaviralci ne moremo doseéi. Zlasti znizanje
encimske aktivnosti s tako imenovanimi
delnimi zaviralci je pomembna prednost,
saj lahko s tak$nim nainom uravnavanja
znizamo bolezensko povisano aktivnost
encima, pri tem pa ohranimo del njegove
aktivnosti, ki je pomemben za normalno
delovanje telesa. Prva uporabljena uéinkovi-
na v §iroki uporabi, ki uravnavna encimsko

aktivnost preko alosteri¢nih mehanizmov, je
bil imanitib, ki ga je razvilo podjetje Novar-
tis in ga trzi pod imenom Glivec. Uéinko-
vina deluje kot zaviralec encima Abelsonove
tirozinske kinaze, ki je prekomerno aktivna
pri nekaterih vrstah levkemije in povzroca
nenadzorovano razmnozZevanje rakavih celic.
Pric¢akujemo lahko, da se bo uporaba aloste-
ri¢nih uéinkovin s Casom poveclala. Taksne
ucinkovine so zlasti privlacne v primerih, ko
z ortosteri¢nimi zaviralci Zelenega uéinka ni
mogoce doseéi ali pa imajo slednji nezelene
stranske ucinke. Seveda pa mora biti cilja-
ni protein dovzeten za ta nadin uravnava-
nja. Na tem mestu lahko zgoraj uporabljeno
analogijo dodatno raz§irimo z ugotovitvijo,
da tako, kot ni vsaka sijalka primerna za
uporabo z zatemnilnim stikalom, tako tudi
vsak encim ni dojemljiv za alosteri¢no urav-
navanje. Za uspesen razvoj moramo torej
nujno preuciti molekulske mehanizme alo-
sterije v preiskovanih encimih.

Nekaj besed o katepsinu K

Katepsin K uvr§¢amo med peptidaze, to-
rej encime, ki razgrajujejo druge proteine
v manjSe fragmente, tako da cepijo pepti-
dno vez med aminokislinskimi ostanki, ki
proteine gradijo. Natan¢neje ga uvriamo v

Slika 2: Ilustracija delujocega osteoklasta na povrsini kostnine. Celica ustvari zaprto obmodje, imenovano resorpcijska

lakuna, v katero izloci encime iz lizosomov. Med slednjimi je katepsin K edini, ki labko cepi celotna kolagenska viakna,

zaradi cesar ima zelo pomembno vlogo pri razgradnji kostnega tkiva.
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druzino papainu podobnih cisteinskih pep-
tidaz, ki so v naravi zelo razsirjene in jih
najdemo tako pri ¢loveku kot pri Zivalih,
rastlinah in tudi pri bakterijah. Ti encimi
se pri ¢loveku in zivalih nahajajo v celi¢nih
organelih lizosomih, kjer je njihova temelj-
na vloga razgradnja proteinov. Za katepsin
K je znano, da ima poleg slednje tudi dru-
ge fizioloske vloge. Lahko se namre¢ izloc¢a
iz celic v okolje zunaj celic, kjer razgrajuje
sestavine zunajceli¢énega okolja, kot so na
primer kolageni, elastini in proteoglikani,
ki se vezejo v aktivno mesto katepsina K in
tako predstavljajo substrate zanj. Poleg te-
ga ima tudi druge vloge v ¢loveskem tele-
su. Pomemben je na primer v mascobnem
tkivu, kjer sodeluje pri adipogenezi, to je
tvorbi mascobnih celic, in v §¢itnici, kjer je
pomemben za spro$¢anje §¢itni¢nega hor-
mona tiroksina iz prohormona tiroglobulina.
Najpomembnej$o vlogo pa ima katepsin K
pri razgradnji kostnine, kar je tako pri ¢lo-
veku kot pri drugih vretencarjih pomembno
za odstranjevanje starega in poSkodovanega
kostnega tkiva.

Pri ¢loveku je katepsina K najve¢ v kosteh,
in sicer v ve¢jedrnih celicah osteoklastih, ki
se nahajajo na povrsini kostnega tkiva oziro-
ma kostnine. Slednja je zgrajena iz dveh se-
stavin, in sicer anorganskega dela, sestavlje-
nega iz mineralov kalcijevega fosfata v obliki
hidroksiapatita (Caq((POy4)g(OH),), in or-
ganskega dela, katerega v priblizno devetde-
setih odstotkih gradijo vlakna proteina kola-
gena tipa I. Za nastanek kostnine so odgo-
vorne celice osteoblasti. Nasprotno osteokla-
sti kostnino razgrajujejo. Proces razgradnje
oziroma resorpcija kosti poteka tako, da se
celice osteoklasti pritrdijo na povrsino kosti,
pri ¢emer med njimi in kostjo nastane izo-
lirano okolje, imenovano resorpcijska laku-
na (slika 2). V ta prostor osteoklasti izlo¢ijo
klorovodikovo kislino, ki raztopi minerale,
in lizosomske encime, ki razgradijo organski
del kosti. Med temi encimi je najpomemb-
nejsi katepsin K, ki je edini med njimi spo-
soben cepiti celotna kolagenska vlakna kosti

in ima tako eno izmed osrednjih vlog v tem
procesu. Ko osteoklasti svoje delo dokoncajo,
jih nadomestijo osteoblasti, ki nastale vrzeli
v kosteh zapolnijo z novo kostnino. Na ta
nalin se staro in poskodovano kostno tkivo
ves Cas odstranjuje in nadomes¢a z novim.
Ocenjujejo, da se vsako leto ¢loveku obnovi
deset odstotkov okostja, torej se v povprecju
vsakih deset let celotno ¢lovekovo okostje
nadomesti z novim.

Katepsin K se v celicah izraza kot proen-
cim, to je neaktivna oblika encima, in se
nato aktivira pri nizkem pH v lizosomih
do aktivne oblike. Na njegovo aktivnost
vplivata redoks potencial in pH, saj je ak-
tivna oblika katepsina K optimalno aktivna
v reducirajoéem okolju in pri nizkem pH,
in sicer med 5,0 in 7,0, kakrSen je v lizo-
somih. V citosolu in v zunajceli¢nem okolju
njegovo aktivnost uravnavajo tudi proteini,
na primer cistatini, stefini, kininogeni in
tiropini, ki delujejo kot tekmujo¢i ortoste-
ri¢ni zaviralci, saj se lahko veZejo v aktivno
mesto katepsina K, pri ¢emer tekmujejo s
substratom za vezavo in posledi¢no zavrejo
delovanje encima. Za katepsin K je znano,
da je lahko uravnavan tudi alosteri¢no, pri
Cemer njegovo delovanje poleg naravnih alo-
steri¢nih efektorjev lahko uravnavamo tudi
preko nekaterih umetno sintetiziranih malih
molekul, ki se vezejo na alosteri¢no mesto
tega encima.

Katepsin K je obetajoca tarca za razvoj
zdravil

Kot receno, je za dobrobit organizma po-
membno, da je delovanje encimov ustrezno
uravnavano. Pomen tega procesa se pokaze
tudi v primeru katepsina K. Povecana ak-
tivnost tega encima je namre¢ povezana s
$tevilnimi boleznimi, med katerimi so naj-
bolj v ospredju prav tiste, ki so povezane z
okostjem. Poudariti velja zlasti osteoporozo,
ki jo zaznamuje postopno zmanjsevanje ko-
stne mase, kar privede do povecanega tve-
ganja za zlome kosti. Osteoporoza je posle-
dica pretiranega delovanja osteoklastov ter



Uravnavanje encimov s ciljanjem alostericnib mest: primer katepsina K » Kemija 269

posledi¢no katepsina K, zato ne preseneca,
da ta Ze nekaj Casa velja za obetavno tarco
za njeno zdravljenje. Zdravil, ki bi ciljala
katepsin K, Se ni na trzis¢u. V razvoju je
bilo veé ortosteri¢nih zaviralcev katepsina K
za zdravljenje osteoporoze, a so razvoj ve-
¢ine zal morali ustaviti. Najobetavnejsi za-
viralec je pod imenom Odanacatib razvijalo
ameri§ko podjetje Merck Sharp & Dohme
Corp. Ucinkovina je sprva dajala zelo dobre
rezultate, a so razvoj po obseznih klini¢nih
$tudijah ustavili, saj naj bi pri bolnikih po-
veala verjetnost za pojav sréne kapi. Edini
zaviralec katepsina K, ki je trenutno Se v
klini¢nih testiranjih, je MIV-711 $vedskega
podjetja Medivir, in sicer kot potencialna
ucinkovina za zdravljenje osteoartritisa, kro-
ni¢nega vnetja sklepov. Prvi klini¢ni testi
so pokazali, da je
zdravljenje z MIV-
711 varno, nadaljnje
$tudije pa bodo mo-
rale potrditi $e nje-
govo ucinkovitost.

Slika 3: Prostorska
struktura katepsina K

z oznacenim aktivnim
mestom in alostericnimi
mesti. V aktivno mesto
tega encima se lahko veze
njegov naravni substrat
kolagen. Na razlicna
alostericna mesta pa se
lahko vezejo tako naravni
alostericni efektorji
katepsina K, na primer
hondroitinsulfat, kot tudi
nekatere sinteticne male
molekule (NSC13345,
NSC94914 in Su-Gly-
O-Me).

Alosteri¢no uravnavanje katepsina K

Kot alternativo ortosteriénim zaviralcem v
naSem raziskovalnem delu preucujemo take,
ki bodo delovanje encima zavirali preko alo-
steri¢nih mehanizmov. Ker je bil obstoj alo-
sterije pri katepsinu K in sorodnih encimih
ob zaletku nadega dela skoraj popolnoma
neznan, je bila vedina nasega dosedanjega
dela vezanega na preucevanje mehanizmov
alosteri¢nega uravnavanja, v prihodnosti pa
bomo to znanje uporabili za naértovanje
alosteri¢nih u¢inkovin, ki bodo potencialno
uporabne tako v medicinske kot raziskoval-
ne namene. Danes poznamo ve¢ naravnih in
sinteti¢nih alosteri¢nih efektorjev katepsina
K, ki na razli¢ne nadine interagirajo z njim
(slika 3). Prve raziskave s tega podrodja so
pokazale, da je katepsin K v ¢loveskem te-

=
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lesu alosteri¢no uravnavan z glikozaminogli-
kani (GAG;i), dolgimi linearnimi polisahari-
di z gostim negativnim nabojem, ki intera-
girajo s pozitivno nabito povriino katepsina
K. Skupina kanadskih raziskovalcev je poka-
zala, da se glikozaminoglikani lahko vezejo
na ve¢ mest na katepsinu K, ki so oddaljena
od aktivnega mesta, hkrati pa se lahko na
vsako verigo glikozaminoglikana veze veé
molekul katepsina K, s ¢imer dobimo ve¢je
oligomerne agregate encima. Najpomemb-
nejsi glikozaminoglikan za vezavo katepsina
K naj bi bil hondroitin-4-sulfat (C4S), zani-
mivo pa je, da njegova prisotnost deluje na
katepsin K spodbujevalno in znatno povisa
delovanje encima na kolagen. Mi smo vpliv
teh interakcij podrobneje preudili, doloé¢ili in
glikozaminoglikane opisali kot prve znane
alosteri¢ne efektorje pri tej druzini encimov.
Ugotovili smo tudi, da je vpliv glikozami-
noglikanov na aktivnost katepsina K odvisen
od pH in od tipa glikozaminoglikana, saj na
primer C4S pri nizkem pH (vrednosti okoli
5,0) pospesi razgradnjo kolagena, pri nev-
tralnih vrednostih pH med 7,0 in 7,5 pa jo
zavira, medtem ko drug glikozaminoglikan,
heparin, deluje ravno obratno. Glikozamino-
glikani ne vplivajo samo na aktivnost tega
encima, ampak tudi na njegovo stabilnost,
hkrati pa imajo raznolike vplive tudi na raz-
gradnjo drugih proteinskih substratov.

Glikozaminoglikani so nedvomno pomemb-
ni pri kompleksnem uravnavanju katepsina
K v ¢loveskem telesu, a zaradi svoje funk-
cijske raznolikosti niso najprimernejsi kan-
didati, na podlagi katerih bi lahko razvijali
alosteri¢ne zaviralce. Zato smo se lotili is-
kanja novih molekul, ki bodo imele nata¢no
dolo¢ljiv u¢inek na katepsin K. Z uporabo
ra¢unalniskih metod smo analizirali celotno
druzino papainu podobnih peptidaz in na
podlagi te analize napovedali ve¢ potenci-
alnih alosteri¢nih mest na povrsini katepsi-
na K. Na ta mesta smo nato racunalnisko
umestili knjiznico veé¢ kot sto tiso¢ spojin,
izmed katerih smo nato okoli dvesto naj-
boljsih izbrali za poskusno testiranje, med

njimi pa je bilo priblizno petnajst taksnih,
ki so dejansko vplivale na aktivnost katep-
sina K. Dve izmed najbolj obetavnih spojin
NSC13345 ([2-(2-karbamoilsulfanilacetil)-
-amino]benzojska kislina) in NSC94914
([2-bifenilmetillmalonska kislina) smo oka-
rakterizirali tudi strukturno in ugotovili,
da se vezeta na novo alosteri¢no mesto na
spodnji desni strani katepsina K (slika 3).
Obe delujeta kot delna zaviralca encima,
torej encimsko aktivnost zniZata, a je ne
zavreta popolnoma. Kljub temu, da se obe
vezeta na isto alosteriéno mesto, imata ne-
koliko drugacen udinek na encim, saj spo-
jina NSC13345 zavre razgradnjo kolagena
za osemdeset odstotkov, spojina NSC94914
pa le za petdeset odstotkov. V zadnjem ¢asu
smo sintetizirali $e tretjo spojino, Su-Gly-
-O-Me (metil (R)-(2,5-dioksopirolidin-3-il)
glicinat), ki se veze na to alosteri¢no mesto
in deluje podobno kot spojina NSC94914:
razgradnjo kolagena zavre za priblizno pet-
deset odstotkov. V prihodnosti namerava-
mo na podlagi te enostavne spojine razviti
nove spojine z bolj$imi lastnostmi, ki bodo
uporabne v raziskovalne in tudi medicinske
namene.

Zanimiva je tudi molekulska podlaga urav-
navanja preko tega alosteri¢nega mesta.
Poleg malih molekul to alosteri¢éno me-
sto interagira tudi s C48S, ki pa celokupno
gledano povisa aktivnost encima. Z vezavo
na isto mesto lahko torej razli¢ni efektorji
dosezejo raznolike uéinke na aktivnost ka-
tepsina K. Te razlike pripisujemo temu, da
vsak efektor na drugacen nalin interagira z
alosteri¢nim mestom, torej za delovanje ne-
kega efektorja ni pomembno, zgolj 4am se
veze, ampak tudi, kako se veze. Ceprav se
to morda slisi presenetljivo, je to dejansko
pogost pojav v uravnavanju aktivnosti pro-
teinov. Vzporedno s tem trenutno preucuje-
mo tudi molekulske mehanizme alosteri¢nih
poti pri katepsinu K, to je, preko katerih
aminokislinskih ostankov se signal o vezavi
alosteri¢nega efektorja prenese do aktivnega
mesta. Z uporabo raunalniskih metod smo



Uravnavanje encimov s ciljanjem alostericnih mest: primer katepsina K » Kemija 271

napovedali moZne poti od alosteri¢nega do
aktivnega mesta katepsina K. Te poti sedaj
poskusamo tudi eksperimentalno dokazati
in s tem v celoti okarakterizirati alosteri¢ni
mehanizem katepsina K.
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