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A 3CL PROTEÁZ SZEREPE A KORONAVÍRUS FERTŐZÉSBEN

Szilágyi László
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék

Összefoglalás
A koronavírus életciklusának a fertőzés szempontjából legkritikusabb lépéseiben
– a sejtbe történő bejutásban, valamint a poliprotein feldarabolásában – döntő
szerepet játszanak fehérje bontó enzimek, proteázok. Ebből következik, hogy a
proteázok kiemelt jelentőségű célpontok a vírusellenes gyógyszerek kifejleszté-
se során. A poliprotein feldarabolásában kiemelkedő szerepe van a 3CL proteáz-
nak.

Bevezetés
A koronavírusok genomja pozitív egyszálú RNS. Ebbe a csoportba tartozik a
WHO által COVID–19 pandémiának nevezett világjárványt okozó SARS-CoV-2
(severe acute respiratory syndrome coronavirus-2) is. 2002 óta két, állatról
emberre terjedő, humán patogén koronavírust azonosítottak: SARS-CoV (2002)
és MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome coronavirus, 2012). Mindkét
megelőző járványt szerencsére gyorsan lokalizálták; a SARS-CoV 2002 és 2003
között 8.098 embert fertőzött meg és 774 halálesetet okozott a világon
(halálozási ráta: 9,6%). A MERS-CoV vírust 2012-ben, Szaúd-Arábiában
azonosították (>2000 megbetegedés, becsült halálozási ráta 35%)[1]. A
fentieken kívül négy humán koronavírus ismert (HCoV-229E, HCoV-HKU1,
HCoV-NL63 és HCoV-OC43), melyek szintén légúti megbetegedéseket okoznak
[2].

A SARS-CoV-2 genomja az RNS vírusok között a legnagyobbak közé tartozik
(~29.700 bp). Rendelkezik az eukarióta mRNS-ek jellegzetes tulajdonságaival,
az 5’ sapkával és a 3’ poliA farokkal. A genominális RNS egy vírusfehérjével
komplexben helikális formában helyezkedik el az átlagosan 120 nm átmérőjű
burokban, ami a gazdasejttől „kölcsönzött” foszfolipid membránból és az abban
elhelyezkedő vírus fehérjékből áll (1.B ábra). A pozitív szálú RNS-ek a sejtbe
jutva közvetlenül mRNS-ként funkcionálnak, és a gazdasejt fehérje szintetizáló
mechanizmusát felhasználva biztosítják a vírus számára szükséges fehérjék
termelését. Az eukarióta transzláció mechanizmusából következik, hogy egy
mRNS csak egyféle fehérje szintézisének irányítására képes, a vírusoknak
viszont több mint egy különféle fehérjére van szükségük reprodukciójuk
biztosítására. Az ellentmondás feloldásának egyik gyakran alkalmazott módja
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az, hogy a szükséges fehérjék kódoló szekvenciáit egyetlen folyamatos nyitott
leolvasási keret formájában tartalmazza az RNS genom. Ennek lefordítása során
ún. poliprotein keletkezik, melynek feldarabolását magában a poliproteinben
található két proteáz végzi el [3]. A SARS-CoV-2 esetében két poliprotein
keletkezik, a pp1a, ami az nsp1-nsp11 fehérjéket foglalja magában, és a pp1ab
(nsp1-nsp16) (1.A ábra)

1. ábra. A SARS-CoV-2 genom és a vírus szerkezete. A) Az 5’ helyzetű orf1a 4382
aminosavat kódol (pp1a), míg az orf1a 3’ végéhez közel bekövetkező -1 riboszómális leolvasási
keret eltolódás révén szintetizálódó pp1ab 7096 aminosavból áll. B) A SARS-CoV-2 vírus
keresztmetszeti sémája. C) A strukturális és járulékos fehérjéket kódoló ún. szub-genominális
RNS-ek elhelyezkedése. Az sgRNS-ek a negatív szál szintézise során keletkeznek ([4] szerint,
módosítva.)

A proteolitikus processzálás eredményeként 16 nem-strukturális fehérje (nsp)
keletkezik, a már említett két proteáz, az RNS replikációját végző RNS
dependens RNS polimeráz (RdRp), és a replikáció, valamint a fertőző képesség
szempontjából fontos enzimek és fehérjék. A további, strukturális vírusfehérjék
szintézisét az RdRp különleges képessége teszi lehetővé, az RNS genom
replikációja során különböző hosszúságú ún. szub-genominális RNS-eket
szintetizál. Ezek egy-egy féle fehérje képződését biztosítják. A legfontosabb
ezek közül az S (Spike) glikoprotein, ami a gazdasejt felszínén található
receptorhoz képes kapcsolódni (1.C ábra).

A poliproteinek processzálása
A koronavírusok családjában a poliproteinek proteolízisét 2 proteáz végzi; az
nsp3, más néven papain-szerű proteáz (PLpro) és az nsp5 3C-szerű proteáz
(3CLpro, más néven Mpro). A PL proteáz a poliproteint 3 helyen, az nsp1, nsp2 és
nsp3, vagyis saját C-terminálisán hasítja. A további 11 hasítást a 3CL proteáz
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végzi. Mindkét enzim cisztein proteáz, katalitikus centrumuk a papainra jellemző
His-Cys diád, a proteáz domén feltekeredése viszont a kimotripszin családéra
hasonlít. A továbbiakban csak a 3CL proteázok ismertetésére térünk ki.

2. ábra. A SARS-CoV-2 által kódolt pp1ab feldarabolása révén keletkező fehérjék
annotációja és 3D modellje. (Forrás: https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COVID-19/).

A 3CLpro térszerkezete
A pikornavírusok körében általánosan előfordul egy kimotripszin-szerű
feltekeredéssel rendelkező cisztein proteáz, melyet 3C-nek neveztek. A
koronavírusokban ez a proteáz (3CLpro) egy C-terminális helikális doménnel
egészült ki. A vizsgálatokhoz az enzimeket klónozást követően E. coli ex-
pressziós rendszerekben fejezik ki. Az alkalmazott expressziós vektoroktól
függően nem minden esetben felelt meg a vad típusnak az N- és C-terminális.
Amennyiben az enzim terminális szekvenciái nem „autentikusak”, az enzim
tulajdonságai jelentősen megváltozhatnak [5].

Számos humán és állati koronavírus enzim térszerkezete ismert. Érdekes módon
elsőként a sertés fertőző gasztroenteritisz vírus (TGEV, újabban PEDV) nsp5
proteázának térszerkezetét határozták meg 2002-ben [6], majd ezt követte
2003-ban a SARS-CoV hasonló proteáza [7]. A kristályszerkezetek alapján a
molekula dimer. A 3. ábrán a jobb áttekinthetőség kedvéért csak az egyik
protomert mutatjuk. A térszerkezet 3 doménból áll [7]. A 1. domén (8.-99.
aminosav) és a 2. domén (100.-183.) fő szerkezeti motívuma antiparallel
��redő, a kimotripszin családra jellemző elrendeződésben. A katalitikus
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aminosavak (His41 és Cys145) a két domén között kialakuló szubsztrát kötő
árok felé néznek. Az 5 � hélixet tartalmazó 3. domént (201.-306.) egy hosszú
hurok (184-200) köti össze a kimotripszin-szerű doménnel. A monomer egység
N- és C-terminálisa közel van egymáshoz [8]. A különböző eredetű koronavírus
3CLpro enzimeinek térszerkezete megegyezik, még akkor is, ha viszonylag
csekély közöttük a szekvencia azonosság (3. ábra, 1. táblázat).

3. ábra. A 3CLpro térszerkezeti modellje. A) A térszerkezeti domének elhelyezkedése (az
egyszerűség kedvéért csak az egyik protomert mutatjuk). B) Az 1. táblázatban szereplő hat
3CLpro szerkezet egymásra helyezve., C) Az N-terminális domén és a kimotripszin
összehasonlítása. A molekula grafikai ábrák (3, 4, 5, 6) az UCSF Chimera [9] segítségével
készültek.

1. táblázat. A 3. ábrán bemutatott enzimek szekvenciájának és térszerkezetének
összehasonlítása

A 3. ábrához és az 1. táblázathoz felhasznált koordináták: SARS-CoV-2: 6Y2G; SARS-CoV:
2BX3; MERS: 4YLU; HCoV-229: 1P9S; Bat-HKU4: 4YOI; TGEV: 1LVO.*RMSD: négyzetes
középérték eltérés.
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Dimerizáció
A kristály szerkezetekben a vad típusú 3CLpro mindig dimer. A két protomer
egymásra merőlegesen helyezkedik el. A kontakt felszín ~2300 Å2, ebből ~1250
Å2 apoláros, 950 Å2 poláros felszín. A fehérje méretéhez (68 kDa homodimer) az
apoláros kontakt felszín csekély, ami jelzi azt, a dimer nem túl stabil, oldatban
monomer-dimer egyensúly áll fent. A dimer szerkezet különlegessége, hogy
mindkét protomer N-terminális első 7 aminosava, az „N-finger” beékelődik a
saját protomer harmadik, helikális doménje és a partner protomer második
doménje közé, annak katalitikus centruma közelében [7, 8]. A 4.A és B ábrán
láthatjuk a protomerek, kiemelve az N-terminális szekvenciák elhelyezkedését
a dimerben. A 4.C és D ábra alapján megállapítható, hogy az N-terminális
szekvenciák a dimerek illeszkedési felszínén, gyakorlatilag teljesen eltemetve
helyezkednek el. Az aktív centrum kialakításában betöltött szerepükre
visszatérünk. A dimer stabilizálásában a C-terminális domén is fontos szerepet
játszik.

4. ábra. Az N-finger elhelyezkedése a SARS-CoV-2 3CLpro szerkezetében. A) A dimer
molekula szalagszerkezetében mindkét alegység N-terminális 7 aminosava térkitöltő modellként
látszik. Szintén kiemelve a katalitikus diád (His41-Cys145) és a Glu166.A-Ser1.B sóhíd. B) A
molekula „hátoldala” az y tengely mentén történt 180–os elforgatás után. C) és D) A fenti
nézetek a VdW felszínek feltüntetése után. (PDB ID: 6Y2G)
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Az oldat fázisú dimerizáció egyensúlyi állandójának meghatározására leggyak-
rabban analitikai ultracentrifugát, gélszűréses kromatogáfiát (SEC), kis szögű
röntgen szórást, valamint a specifikus aktivitás koncentráció függését
használták. A kapott Kd értékek széles tartományban (nM és és néhány 100 �M)
szórtak [10–15]. A szokatlanul nagy szórás hátterében nemcsak az alkalmazott
technikák különbözősége, hanem az enzim nagymértékű szerkezeti flexibilitása,
illetve a nem autentikus terminális szekvenciák is állhatnak.

A 5. ábra a katalitikus centrum legfontosabb elemeit mutatja be. A szerkezetben
a His41 közelében lévő piros korong egy víz molekulát reprezentál
(„water@His41”). Ez a víz molekula foglalja el azt a helyet, ahol a
kimotripszinben az Asp102 található [7]. A peptid oldalláncok kötését biztosító
S1-S4 helyek is fel vannak tüntetve. Látható az ábrán, hogy az N-finger
terminális aminosava (Ser1B) kettős H-híddal kapcsolódik a Phe140-hez (Ser1B
CO-Phe140 NH 3,149 Å; Ser1B N-Phe140 O 2,776 Å) és ezen kívül a protonált
alfa amino csoportja ionpárt képez a Glu166-tal. Az ábrán fel nem tüntetett
további kölcsönhatások (Arg4B-Glu290 ionpár, Ala7B-Val125 kettős H-híd, és
számos hidrofób kontakt) biztosítják a stabil kapcsolatot az N-finger és a
molekula többi része között. Amennyiben ez a kapcsolat létrejön, a Phe140 és
az azzal fedésbe kerülő His163 pozíciójának rögzítésével biztosítja az S1 kötő
zseb kialakulását. A Ser1B ás Glu166 ionpár rögzíti a Glu166 oldalláncának
helyzetét, és megakadályozza, hogy az lefedje az S1 szubsztrát kötő zsebet.

5. ábra. A SARS-CoV aktív centruma a katalitikus Cys145-His41 diáddal és az aktív
centrum stabilitását biztosító legfontosabb aminosavakkal. Zölddel bekeretezve az
oxianion hurok (Gly143,Ser144), pirossal bekeretezve a B protomer (Ser1B) kölcsönhatásai. A
piros korong egy víz molekula. (PDB ID: 6Y2G)
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Az oxianion átmeneti termék stabilizálását a Gly143, Ser144 és Cys145 peptid
amidok által alkotott oxianion hurok látja el. Ennek a huroknak megfelelő
pozícióját szintén az N-finger inzerció által kiváltott szerkezeti átrendeződés
biztosítja.

A korai vizsgálatok során a molekula harmadik, C-terminális helikális doménjét
dimerizációs doménnak nevezték [7]. Az N-terminális 7 aminosav, vagyis az N-
finger deléciója után is megfigyelték a dimer kialakulását, ugyanakkor az enzim
inaktív volt [11] A 3. doménnek a dimerizációban betöltött fontos szerepét
megerősítette Shi és mtsai [10] vizsgálata is. Külön-külön kifejezték az N-
terminális és a C-terminális domént. Az N-terminális stabilan monomer volt és
enzimatikusan inaktív, míg a C-terminális monomer és dimer formában is
előfordult, de a két forma egymásba nem tudott átalakulni. A jelenség okára
Zhong és mtsai oldat fázisú NMR vizsgálatai derítettek fényt [14]. A dimer
stabilitását az eredményezi, hogy az öt � hélix közül az első (�1) kölcsönösen
helyet cserél a két protomerben, szorosan illeszkedve a másik alegység
szerkezetébe. A jelenség megfigyelhető volt a teljes 3CLpro molekula esetében is,
és szuperaktiv oktamerek kialakulásához vezetett [16]. Arra nincs adat, hogy
ilyen szerkezetek fiziológiásan is előfordulnának.

Enzimkinetikai vizsgálatokból kiderült, hogy a 3CLpro specifikus aktivitása
növekszik, ha a mérést töményebb enzimmel végzik, ami arra utal, hogy a dimer
a funkcióképes, aktív forma [17, 18]. Ez indokolta, hogy intenzív kutatás
irányult a dimerizációt stabilizáló oldalláncok felderítésére. A dimerizáció
megakadályozása az enzim aktivitás gátlásának egyik módja lehet. Három
pontmutáció – R298A, S139A és G11A – a dimerizáció teljes vagy részleges
elvesztését eredményezte [19-21].

A vad típusú (wt) 3CLpro és az R298A mutáns szerkezete látható a 6. ábrán.
Ennek a két enzimnek az összehasonlításával analizálhatók a dimerizáció és az
N-terminális inzerció hatására bekövetkező térszerkezeti változások. Ameny-
nyiben a C-terminális doménre korlátozzuk az átfedést, szinte tökéletes az
illeszkedés (C� atomokra RMDS = 0,416 Å). Ugyanakkor a teljes N-terminális
domén mintegy 40⁰-kal elfordul a C-terminálishoz képest (6.A ábra). Az N-
terminálisban bekövetkezett változásokat akkor láthatjuk részletesebben, ha ezt
a két domént illesztjük egymásra. Itt is még meglehetősen jó az illeszkedés (C�
atomokra RMDS = 0,665 Å), de az aktív centrum környékét kiemelve jelentős
különbséget láthatunk. A Cys145 oldallánca elfordul a szubsztrát kötő zsebtől,
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és a 143-144-es hurok lefutása teljesen megváltozik, nem alakulhat ki az amido
hidrogének oxianion stabilizálást biztosító elrendeződése, az enzim elveszti
aktivitását. A megfigyelt változások a fent vázoltnál jóval kiterjedtebbek,
részletes elemzésük megtalálható a [19] és [22] hivatkozásban.

6. ábra. A dimerizáció hatására bekövetkező konformáció változások. A) Vad típusú
3CLpro (zöld, PDB ID: 6Y2G) és az R298A dimerizációra képtelen mutáns (bíbor, PDB ID: 2QCY)
C-terminális doménjei egymásra illesztve. B) Az N-terminálisok egymásra illesztve, kiemelve az
oxianion hurok.

A folyamat analóg a tripszinogén-tripszin átalakulással. Az inaktív tripszinogén
amino terminálisán egy 8 tagú extra peptid szakasz található. Az enterokináz
ebben a peptidben a Lys│IleVal kötésnél elhasítja a peptid láncot. Az új N-
terminális sóhidat képez az Asp194 oldallánccal, és hidrofób kölcsönhatásokkal
is stabilizál egy olyan konformáció változást, ami az oxianion hurok
kialakulásához vezet [23]. Nem elhanyagolható különbség azonban, hogy a
tripszin esetében ez a változás intramolekuláris, míg a 3CLpro esetében ez a
változás dimerizációt követően, vagy azzal egy időben játszódik le. Azt is meg
kell említeni, hogy a tripszin és a hasonló szerin proteázok esetében az N-
terminális csak egy helyre kötődhet, a 3CLpro N-terminálisa azonban része a
felismerési szekvenciának, ezért a szubsztrát kötő felszín P’ helyeihez is
kapcsolódhat.

Több esetben is megfigyelték, hogy a dimer kristályszerkezetben a két protomer
szerkezete nem azonos. Az egyik protomer az aktív konformációban van, a
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másikban az oxianion hurok torzult. Ilyen például a PDB ID 1UK2 szerkezet;
SARS CoV 3CLpro pH 8,0 [24]. A két szerkezet molekuláris dinamikai vizsgálata
szerint a különbség oldat fázisban is fennáll. A szerzők ebből arra
következtettek, hogy a dimerben csak az egyik protomer aktív. Amennyiben
azonban a baktériumban termelt fehérje terminálisai pontosan azonosak a
természetes szekvenciával, vagyis „autentikusak”, mindkét alegység a
katalitikusan kompetens konformációt veszi fel [5]. Ez a jelenség is azt mutatja,
hogy mind az N-, mind a C-terminális fontos szerepet játszik az enzim
aktivitásában.

Katalitikus mechanizmus
A cisztein proteázok katalitikus mechanizmusát a prototípusnak tekintett papain
vizsgálata alapján ismerjük [25]. A papain aktív centrumát a Cys25-His 159
ionpár alkotja, melynek orientálását az Asn175 végzi. A papainra jellemző
hidrolitikus reakció első lépésében, az acilezésben a negatív töltésű tiolát anion
intéz nukleofil támadást a szubsztrát csoport ellen.

A peptid hidrolízis másik mechanizmusa az általános bázis katalízis. Ennek
tipikus példája a kimotripszin katalitikus triádja: Asp102-His57-Ser195. A His57
hidrogén hidas kapcsolatban fokozza a Ser195 nukleofilicitását. Ezt az
aszimmetrikus töltés eloszlást stabilizálja az Asp102 negatív töltése.

7. ábra. A szerin/cisztein proteázok hidrolitikus reakcójának modellje. Az 1. séma a
minimális modell 3 lépéses reakció; Michaelis komplex (ES) képződik reverzibilis reakcióban,
majd a k2 sebességi állandóval acilenzim (ES’) keletkezik és felszabadul a P1 termék (amin
komponens). Az acil-enzim hidrolízise a szabad enzim (E) és a P2 termék megjelenését
eredményezi. A 2. séma szerint a P1 termék gyorsított leadását elősegítő konformáció változás
történik az (ES’.P1)* komplexben [26].

Huang és mtsai folyamatos kolorimetriás mérésekkel tanulmányozták a SARS
3CLpro több mutánsának aktivitását. Megállapították, hogy a 2 katalitikus
oldallánc alaninra cserélése az aktivitás teljes elvesztését eredményezi, míg a
C145S (kimotripszin-szerű) mutáns megtartja aktivitásának 2,5%-át. Az
aktivitás pH függéséből meghatározott pKa értékek a következők: vad típus
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His41 – 6,38, Cys145 – 8,43; szerin mutáns His41 – 6,15, Ser,145 – 9,09. Ebből
és a kinetikus izotóp effektus mérések eredményéből arra a következtetésre
jutottak, hogy annak ellenére, hogy papain-szerű katalitikus diádja van az
enzimnek, a hidrolízis az általános bázis mechanizmus szerint zajlik le, és nem
keletkezik tiolát-imidazolinium ion pár [27].

Amid és észter szubsztrátokon végrehajtott vizsgálatok [28] finomították a
mechanizmusról alkotott képet. A kísérletek során egyrészt a teljes hasítási
szekvenciát tartalmazó peptid szubsztrátot, másrészt a P1 Gln-hoz kapcsolódó
kromofór p-nitroanilid és p-nitrofenil észter szubsztrátokat használtak.
Megállapították, hogy a teljes peptiden mért kcat/KM nagyobb, mint az alapvetően
jobb távozó csoportokat tartalmazó kromofór szubsztrátokon, vagyis a távozó
C-terminális peptid szakasz jelenléte fokozza a katalitikus hatékonyságot.
Hasonló jelenséget mutatott ki Polgár a papain kinetikáját vizsgálva [29].
Különböző pH-kon végzett steady-state és pre-steady-state mérések, valamint
a kinetikus izotóp effektus alapján meghatározott proton leltár és a
jódacetamiddal történő inaktiválás eredményeit értékelve a következő képet
alakították ki: (1) a reakció első lépésében (acilezés) ionpár alakul ki, (2) az első
termék (P1) leadása gyorsított az enzim konformáció változásával, (3) a
dezacilálás az általános bázis mechanizmussal történik.

Az inhibitor tervezés szempontjából is fontos a katalízis során lejátszódó proton
transzfer lépések ismerete. Paasche és mtsai [30] összehasonlító
molekuladinamikai módszerrel vizsgálták a szubsztrát és inhibitor kötése során
bekövetkező töltés állapot változásokat. Azt találták, hogy alapállapotban a
Cys145-His41 diád semleges, szubsztrát kötéskor viszont Cys145(−)-His41(+)
ionpár indukálódik. Ugyanez a változás nem következik be akkor, ha egy
inhibitor kötődik az aktív centrumhoz. Azt gondolják, hogy ez a magyarázata
annak, miért sokkal lassabb egy elektrofil támadó csoportot (epoxid, ���-
telítetlen észter, benzotriazol észter) tartalmazó inhibitor bekötése (ki ~ 10-3 s-1)
mint egy ugyanolyan szekvenciájú peptid hasítása (kcat~3 s-1) [31].

Szubsztrát specifitás
A 3CLpro szubsztrát specifitásának ismerete alapvető fontosságú hatásos
inhibitorok kifejlesztéséhez. Lai és mtsai. [32] meghatározták 3CLpro relatív
hatékonyságát a SARS-CoV poliproteinben elhasítandó szekvenciát hordozó 11
peptid szubsztáton (2. táblázat) A hasítást HPLC-vel követték.
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Valamennyi peptid a P1 helynek megfelelő glutamin után hasadt. Egyértelmű,
hogy a leggyorsabban a 3CLpro-1 N-terminálisa hasad el, ezt követi a 3CLpro-1 C-
terminálisán történő hasítás. Ezek az adatok azt mutatják, hogy a proteáz
először saját magát hasítja ki. Nehéz azt megítélni, hogy a további hasítások
sorrendje követi-e a kinetikai adatokat, de feltűnő, hogy az RdRp N-terminálisán
a leglassabb a hasítás.

2. táblázat. A SARS-CoV 3CLpro relatív hatékonysága a poliprotein hasító helyeit
reprezentáló 11 polipeptiden [32]

Az egyes fehérjék elhelyezkedése, illetve a rövidítések magyarázata leolvasható a 2. ábráról.

A különböző koronavírusokban a hasító helyek általában konzerváltak. Érdekes
viszont, hogy a SARS-CoV-2 poliproteinben a 3CLpro C-terminálisán a szekvencia
a következő: sgvtfq/savkr. A 9. ábra adatai alapján azonban ezekben a
pozíciókban a hatékonyság kevéssé függ a szekvenciától. A SARS-CoV-1 3CLpro

szekvenciája csak 12 pozícióban különbözik a SARS CoV-étól. Az aminosav
cserék általában nem okoznak polaritás, illetve hidrofobicitás változásokat,
kivéve a Thr285→Ala szubsztitúciót. Ez a mutáció növeli az enzim aktivitását, és
esetleg hozzájárulhat a SARS CoV-2 fokozott fertőző képességéhez [33].

Chuck és mtsai [34] a SARS CoV 3CLpro szubsztrát specifitását a 8. ábrán látható
molekulával tesztelték. A 3CLpro N-terminális hasítási szekvenciát reprezentáló
12 tagú polipeptid kapcsolja össze a cián és sárga fluoreszcens fehérjét. A P5-
P3’ szakaszon valamennyi pozícióban egyenként 19 mutációt hajtottak végre. A
peptid hasítása a FRET szignál csökkenésével detektálható, és meghatározható
az enzim specifikus aktivitása (kobs/[3CLpro]).

Az eredmények azt mutatják, hogy a P1 és P2 pozíció kivételével a többi helyen
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előfordulhat olyan aminosav, amely a konszenzus aminosavval azonos vagy
annál valamivel jobb szubsztrát. A P5 hely tolerálta a legtöbb aminosavat, és
többségük jobb volt, mint a vad típus.

8. ábra. FRET (Förster resonance energy transfer) szubsztrát a SARS-CoV specifitá-
sának meghatározására. Az árnyékolt 8 helyen egyenként 19 mutációt végeztek, így egy
8x19 tagú peptid könyvárat kaptak. ([34] alapján, módosítva).

A szubsztrát azon pontjain, ahol az oldallánc az oldószer felé fordul (P5, P3, P3’)
pozitív töltésű oldalláncok (K, R) nagymértékben preferáltak a negatív tölté-
sűekkel szemben. A szerzők szerint a jelenség magyarázata az lehet, hogy a
pozitív töltés közelsége elektrosztatikusan stabilizálhatja a katalízis során
átmenetileg kialakuló oxianion intermediert. A P4 oldallánc egy kis méretű
hidrofób zsebbe illeszkedik, a relatív aktivitás korrelál az oldallánc hidro-
fobicitásával.

9. ábra. A SARS-CoV 3CLpro specifikus aktivitása a P5-P3’ pozíciókban. Az értékeket a vad
típusú szekvenciában előforduló aminosavéra normálták [34].
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Töltött aminosavak itt nem találhatók, a kedvezőtlen deszolvatációs energia
miatt. A P3 helyen a � lemezt kedvelő oldalláncok részesülnek előnyben, míg a
P2 helyen a nagy méretű, de � elágazást nem tartalmazó hidrofób oldalláncok
szerepelnek. A várakozásnak megfelelően a P1 pozícióban a legjobb szubsztrát
a glutamint tartalmazó volt, de hisztidin és metionin után is történt hasítás.
Természetes hasító helyeken ezek az aminosavak nem fordulnak elő. A P1’
helyen csak 50 Å3 térfogatnál kisebb oldalláncú aminosavak lehetnek. A P2’ és
P3’ pozícióban, a már említett pozitív töltés preferencián kívül más korlátozás
nem figyelhető meg. Hasonló átfogó analízis a SARS CoV-2 3CLpro enzimmel nem
készült, de a nagyfokú szekvencia azonosság alapján jelentős különbségek nem
várhatók.

Az érési folyamat
Az izolált enzimen végzett aktivitás mérések alapján nem lehet egyértelműen
következtetni a poliprotein érési folyamatának mechanizmusára. A poliprote-
inben a 3CLpro az nsp4 és az nsp6 között helyezkedik el. A tapasztalat azt
mutatta, hogy ha a rekombináns vad típusú 3CLpro szekvenciája mind az N-,
mind a C-terminálison tartalmazta a teljes felismerő szekvenciát , vagyis az N-
terminálison az nsp4 utolsó öt, a C-terminálison az nsp6 első öt aminosavát, az
autoprocesszálás már a sejt lizátum készítése során bekövetkezik. Elő lehet
viszont állítani az inaktív C145A mutáns következő változatát: Trx-10aa-
C145A3CLpro-10aa-GST (Trx-tioredoxin, GST-glutation S-transzferáz). A mole-
kulát a vad típusú 3CLpro elhasítja. A folyamatot SDS-PAGE segítségével követve
megállapították, hogy az N-terminális kb. 50-szer gyorsabban hasad, mint a C-
terminális [35]. Bár nagyságrendi az eltérés, ez kvalitatíve megegyezik a
peptideken mért aránnyal.

A poliprotein processzálási mechanizmusának felderítésében rendkívül jelentős
a Hilgenfeld csoport hozzájárulása. Több, oldat fázisban dimer kialakítására
képtelen és ezért inaktív mutáns (R298E, E290R és R4E) esetében megfigyelték,
hogy amennyiben a konstrukciók tartalmazták a teljes felismerő szekvenciát,
szintén bekövetkezett az autoprocesszálás a lizátum készítés során. Nem történt
autoprocesszálás a C145A/E290R kettős mutánsnál, bizonyítva, hogy a
terminálisok módosítását nem valamelyik baktérium proteáz végzi. Ha az így
előállított „éretlen” proteázt összekeverték az E290R, processzált, de
önmagában dimerizálásra képtelen, és ezért az „éretlen” állapotra jellemző
konfigurációjú mutánssal, bekövetkezett az N-terminális felismerő szekvencia
hasítása [36]. Ebből következik, hogy a natív poliprotein processzálásának
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kezdeti lépéseként elegendő két „éretlen” monomer kapcsolata egy intermedier
dimer formájában. Ebben az állapotban az egyik inaktív protomer N-terminálisa
kapcsolódik a másik szintén inaktív protomer szubsztrát kötő árkába és azt
aktiválja. Bekövetkezik a hasítás, és a felszabaduló N-terminális beilleszkedik a
2. és 3. domén közé és stabilizálja az aktív konformációt. Az aktivált alegység
elhasítja a másik protomer N-terminálisát, és az intermedier dimer aktív
állapotba kerül. Ezt a folyamatot egyes szerzők, az intermedier dimert egy
egységnek tekintve, cisz hasításnak nevezik. Az elnevezés nem korrekt, mivel a
hasítandó peptid szakasz és a hasítást katalizáló aktív centrum nem azonos
polipeptid szálon van. Az „éretlen” protomerek találkozását valószínűleg
elősegíti, hogy a folyamat membránhoz kötött állapotban játszódik le. A 3CLpro

a poliproteinben az nsp4 és az nsp6 között helyezkedik el. Mindkét szomszédos
fehérje membrán fehérje, N- és C-terminálisuk az endoplazmatikus retikulum
citoplazmatikus oldalán helyezkedik el [37].

Inhibitorok keresése
A PubMed adatbázisban a ((3clpro) OR (Mpro)) AND (inhibitor) kombinációval
szűrve 2020. május végén 191 közlemény található. A közlemények időbeli
eloszlása három maximumot mutat, a három koronavírus-járványnak megfe-
lelően, de messze a legtöbb közlemény idén jelent meg.

Az inhibitor kutatás alapfeltétele a molekula térszerkezetének ismerete. A
térszerkezetet leíró első közlemény [7] címe megjelölte a kutatások célját:
„…3CLpro Structure: Basis for Design of Anti-SARS Drugs”. Ennek az elvnek
megfelelően számos olyan térszerkezetet oldottak meg, melyekben a 3CLpro

kovalensen kötött inhibitort tartalmazott. Az inhibitor elektrofil támadó csoportja
klórmetil keton (CMK) [7, 8], ��� telitetlen észter [38, 39] vagy peptid aldehid
[40] volt. Az ilyen reaktív csoportokat tartalmazó vegyületek nem alkalmasak
gyógyszernek, toxikusak, számos kellemetlen mellékhatást váltanak ki. Az
inhibitorral gátolt enzim térszerkezete azonban alkalmas arra, hogy abból az
inhibitort eltávolítva virtuális szűréssel nem-kovalens, erősen kötő molekulákat
keressenek. Az első nem-kovalens inhibitor, amely SARS-CoV által fertőzött Vero
E6 sejteken hatásosnak bizonyult (IC50=1,5±0,3 �M), az ML188 jelű vegyület
((R)-N-(4-(tert-butyl)phenyl)-N-(2-(tert-butylamino)-2-oxo-1-(pyridin-3-
yl)ethyl)furan-2-carboxamide) volt [41]. Kombinatorikus kémiai szintézissel
számos más hasonló vegyületet is szintetizáltak, jelentősen jobbat eddig nem
találtak [42, 43].

A bioaktív, gyógyszer hatású molekulák ChEMBL adatbázisából kiválasztott

Szilágyi László



BIOKÉMIA
XLIV. évfolyam 2. szám 2020. június

41

TUDOMÁNYOS CIKK

1.485.144 vegyület vizsgálatát végezte el M. Tsuji [44]. A SARS-CoV-2 3CLpro

szerkezetéhez (PDB ID: 6Y2G, [45]) rDoc és AutoDock Vina 1.1.2 szoftverekkel
illesztette a vegyületeket. A szelekciót a kötési szabadenergia alapján végezte.
A legjobb 29 vegyület között két, bizonyítottan proteáz gátló vegyület
(sepimostat és curcumin) is szerepel.

A hatékony gyógyszer keresésének egyik gyors, és költséghatékony módja az
„átirányítás” (repurposing). Ennek a közismert példái az eredetileg malária
gyógyszerként alkalmazott hidroxi-klorokvin, illetve a HIV gyógyszerként
alkalmazott lopinavir/ritonavir kombináció. A hidroxi-klorokvin hatásossága
valószínűleg nem a 3CLpro gátlásának köszönhető. A lopinavir/ritonavir
kombináció viszont hatékonyan gátolja a HIV proteázt, de in silico analízis azt
mutatja, hogy a 3CLpro katalitikus helyére is képes bekötni [46]. További
vizsgálatok azt mutatták, hogy további két HIV proteáz inhibitor (indinavir és
darunavir) képes a 3CLpro aktív centrumához kötődni [47]. Megjegyzendő hogy
a HIV proteáz aszpartil proteáz, és a térszerkezete sem homológ a 3CLpro

enzimével. Funkciójuk azonban hasonló, a HIV proteáz is poliproteint hasító
enzim, bár felismerő szekvenciái [48] különböznek a 3CLpro-étól.

Az aktív centrum támadása mellett másik ígéretes lehetőség a dimerizáció
blokkolása. Ezen a területen azonban érdemi előrehaladás eddig nem történt
[49].
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