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vail (1999), Alan MacDiarmid (2000). U zagradi je nave-
dena godina dodeqivawa Nobelove nagrade. 

Meæutim, ima i drukøijih primera. Maæarski
hemiøar Æeræ fon Heveåi (G. von Hevesy), dobit-
nik Nobelove nagrade za hemiju 1943. godine za ot-
kriõe koriåõewa izotopa kao obeleÿivaøa u hemij-
skim istraÿivawima, tretira se kao maæarski no-
belovac, iako je najveõi deo svojih istraÿivawa
uradio van Maæarske, i umro u Nemaøkoj 1966. godi-
ne; holandski fiziøar i hemiøar P. Debaj (Petrus Jo-
sephus Wilhelmus Debye), koji je kao profesor uni-
verziteta svoj radni vek proveo na univerzitetima
u Nemaøkoj, Åvajcarskoj i SAD i za istraÿivawa
koja je tamo uradio dobio Nobelovu nagradu za hemi-
ju 1936. godine, za prouøavawa dipolnih momenata
kao i difrakcije X-zraka i elektrona u gasovima,
tretira se kao holandski nobelovac. 
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NISKOMOLEKULSKI INHIBITORI PROTEAZA 
MIKROBNOG POREKLA

Samo u toku leta 2000. g. odrÿano je 5 interna-
cionalnih kongresa posveõenih proteazama i wiho-
vim inhibitorima: „2000 GRC on Proteolytic Enzymes
and Inhibitors” (New London, England), „International
Symposium on Proteases”  (Chateau Montebello, Que-
beck), „Cysteine  Proteinase and their Inhibitors: The New
Millenium”  (Portoroÿ, Slovenia), „International Conferen-
ce on Cell Surface Aminopeptidases” (Nagoya, Japan),
„Proteinase Inhibitors & Activators” (Oxford, England).
Svedoci smo obiqa informacija i ogromnog inter-
esovawa za proteaze i wihove inhibitore: od sofi-
sticiranih biohemijskih i biofiziøkih eksperi-
menata do najnovije strategije u leøewu HIV in-
fekcija, karcinoma, hipertenzije, alkoholizma, pa-
toloåkih promena u trudnoõi… 

Øini se da pored istraÿivawa NO i apoptoze,
proteaze i wihovi inhibitori danas predstavqaju
treõi  korpus zaista aktuelnih istraÿivawa, kao i
da bi rezultati istraÿivawa koja su u zamahu mogli
biti dragoceni u milenijumu koji je pred nama.

Mikroorganizmi su jeftin i relativno lako do-
stupan izvor øitavog niza enzima, posebno hidrola-
za, a meæu wima proteaza i wihovih inhibitora. Sem
toga izgleda da po moguõnostima primene mikrobne
proteaze i wihovi inhibitori nimalo ne zaostaju za
proteazama biqnog i ÿivotiwskog porekla, te je
stoga ovaj pregled literature fokusiran pre svega
na niskomolekulske inhibitore mikrobnog porek-
la, kao potencijalne lekove u borbi protiv tako
teåkih bolesti kao åto su SIDA i kancer.

INHIBITORI PROTEAZA

Aktuelna istraÿivawa
Proteaze i wihovi inhibitori u posledwih

dvadesetak godina privlaøe izuzetnu paÿwu istra-
ÿivaøa åirom sveta. Kroz prouøavawe osobina, me-
hanizma delovawa i posebno regulacije proteaza od
pojedinaønih proteaza do proteazoma1, dolazi se do
rezultata koji daju potpune ili delimiøne odgovore
na pitawa: kako proteaze2 funkcioniåu u fizio-
loåkim ali i u patoloåkim procesima. Poseban

1 Kompleksi proteinaza koji sadrÿe razliøite tipove katalitiøkih centara; npr. kvaåøevi proteozomi Š1Ð  sadrÿe po 7
razliøitih α  i β podjedinica organizovanih u kompleksnom dimeru.

2 Postoji izvesna konfuzija u upotrebi termina proteaza i proteinaza. Tako je, npr. proteaza sinonim za peptidazu (u znaøewu
hidrolaza peptidne veze), dok je proteinaza iskquøivo endopeptidaza specifiøna za intaktni protein. Kako, meæutim, neke
peptidaze pokazuju i endo i egzopeptidaznu aktivnost (npr. katepsin) to bi po ovom kriterijumu ona bila proteaza iako je
istovremeno i proteinaza. Termin proteaza se, pored toga, u nekim novijim radovima, koristi kada je specifiønost i mehani-
zam hidrolize nepoznat. Kada je specifiønost i mehanizam poznat govori se o proteinazama. Preporuka je da se oba termina,
dakle i proteaza i proteinaza ne upotrebqavaju, nego radije racionalniji termin- peptidaza tj.  egzo i/ili  endopeptidaza.
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segment øine istraÿivawa proteolize na povråini
õelije koja je kritiøna u procesu rasta, aktivacije i
oslobaæawa sekretornih proteina, degradaciji bio-
loåki aktivnih peptida, hormona i ekstracelular-
nih proteina. Procesi protolize su ukquøeni u
sloÿene fenomene kao åto su: rast, metastaza, in-
terakcija õelija-õelija, inflamacija, kontrola
krvnog pritiska, koagulacija krvi itd. Potpuno je
jasno da navedeni procesi zahtevaju vrlo preciznu i
strogu regulaciju.

Evo nekih zaista vaÿnih odnosa proteaza-inhi-
bitor koji su meta aktuelnih istraÿivawa:

- Faktor nekroze tumora -α (TNF-α)  oslobaæa
se iz prekursora vezanog za membranu pod uticajem
metaloproteinaze TACE (TNF-α konvertujuõi en-
zim) za koji se smatra da je odgovoran i za oslobaæa-
we rastvornog α−amiloid prekursorskog proteina,
koji se javqa kod Alchajmerove bolesti. Modula-
cija aktivnosti TACE se moÿe vråiti sintetskim
inhibitorima, åto je od izuzetnog znaøaja buduõi da
oøuvawe aktivnosti TNF-α obezbeæuje organizmu
zaåtitu od infekcije, tumora i sl. Š2Ð

- Cisteinske proteaze (CP): katepsini B, H, L
uøestvuju u procesu rasta tumora, invazije i meta-
staze. Wihova aktivnost je regulisana cistein pro-
teinaza inhibitorima (CPIs) i to intracelularno
stefinima i ekstracelularno cistatinima i kini-
nogenima. Izrazita ekspresija i sekrecija CP u õe-
lijama tumora nije praõena odgovarajuõim poveõa-
wem CPIs, åto za posledicu ima, izmeæu ostalog, de-
gradaciju ekstracelularnog matriksa koji okruÿuje
tumorozno tkivo Š3Ð;

- Bestatin, inhibitor LAPaze (Leucil Amino-
Peptid-aza) signifikantno sniÿava HIV infek-
ciju, redukujuõi broj pozitivnih imunofluorescen-
tnih õelija, aktivnost reverzne transkriptaze, broj
kopija virusa. LAPaza u inficiranim õelijama ima
znatno veõu aktivnost nego u zdravim õelijama i øi-
ni se da upravo ona igra  vaÿnu ulogu u ranim faza-
ma HIV infekcije, upravo kada je upotreba besta-
tina i najefikasnija Š4Ð;

- Aminopeptidaza A (APA) je membranska cink
metaloproteaza koja prevodi angiotensin II u angio-
tensin III. Wena aktivnost je izuzetno poviåena u
stawu  hipertenzije zbog øega se smatra da regula-
cija aktivnosti APA moÿe da bude naøin regulacije
sniÿavawa krvnog pritiska Š5Ð. Upotrebom selek-
tivnog inhibitora EC 33, aktivnost APA je smawe-
na.;

Bestatin, inhibitor LAPaze (oksitocinaze) po-
jaøava folikularni rast i regeneriåe inhibirani
odgovor ovarijuma na gonadotropin Š6Ð.

Ovom nizu bi se svakako mogli dodati i brojni
drugi aspekti istraÿivawa koja su posveõena pro-
teazama i wihovim inhibitorima.

OSNOVNO O MEHANIZMU

Iako vrlo heterogena grupa jediwewa, inhibi-
tori proteaza su jediwewa koja imaju  jednu zajed-
niøku osobinu, a to je da kompetitivno inhibiraju

odgovarajuõi enzim. Mehanizam  kompetitivne in-
hibicije prikazan je sledeõom jednaøinom:

Gde je E- enzim; P- proizvod; I- inhibitor;
ES-kompleks enzim-supstrat; EI - kompleks en-
zim-inhibitor.

U tabeli I. su date konstante inhibicija nekih
niskomolekulskih inhibitora

Tabela I. Konstante inhibicije 
niskomolekulskih inhibitora

Na osnovu molekulske mase inhibitori protea-
za se dele na visokomolekulske i niskomolekulske.
Mnogi mikrobni inhibitori proteaza, ekstracelu-
larno osloboæeni, predstavqaju niskomolekulske
peptide neobiøne strukture. Niskomolekulski in-
hibitori proteaza klasifikovani su u tri posebne
grupe Š7Ð:

- inhibitori serin i tiolproteaza
- inhibitori karboksiproteaza
- inhibitori metaloproteaza.

NISKOMOLEKULSKI INHIBITORI 
PROTEAZA

Joå sedamdesetih godina ovoga veka je uoøeno da
u fermentacionoj teønosti aktinomiceta postoje
inhibitori endopeptidaza: tripsina, plazmina, pa-
paina, himotripsina. S druge strane pokazalo se da
su peptidaze na povråini õelije ukquøene u razli-
øite fenomene, pa je stoga kontrola wihove aktiv-
nosti inhibitorima od izuzetnog bioloåkog znaøa-
ja. Tako je, imajuõi ova dva momenta u vidu, prof. to-
kijskog univerziteta, Hamao Umezava ŠHamao Ume-

Inhibitor Enzim Ki ( 10- 7M) Vrsta inhi-
bicije

Leupeptin Tripsin 1,3 Kompeti-
tivna

Elastati-
nal Elastaza 2,4 Kompeti-

tivna

Pepstatin Pepsin 0,001 Kompeti-
tivna

Fosfora-
midon

Termoli-
zin 0,28 Kompeti-

tivna

Amastatin Aminopep-
tidaza A 1,5 Kompeti-

tivna

Bestatin Aminopep-
tidaza B 0,6 Kompeti-

tivna
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zawaÐ, zapoøeo testirawe fermentacionih teønosti
aktinomiceta na prisustvo inhibitora proteaza
Š12Ð. Najvaÿniji podaci vezani za niskomolekulske
inhibitore uglavnom su rezultati istraÿivaøkog
tima prof. Umezave.

Inhibitori serin i tiolproteaza

Najranije otkriven inhibitor serin i tiol
proteaza je leupeptin. Veõ 1969.g. bilo je poznato da
leupeptin inhibira plazmin, tripsin, papain, ka-
tepsin B Š8Ð.

Kako tripsin hidrolizuje arginil ili lizil
peptidnu vezu, leupeptin sadrÿi argininal grupu
(umesto karboksilne grupe na C-terminalu se nala-
zi aldehidna grupa). Aldehidnu grupu na C termina-
lu poseduju i drugi inhibitori serin i tiol-protea-
za.

Leupeptin produkuje 11 sojeva roda Streptom-
yces,  åto ukazuje na øiwenicu da je gen odgovoran za
sintezu leupeptina  åiroko rasprostrawen meæu
razliøitim vrstama roda Streptomyces.

Prouøavawe sinteze leupeptina dovelo je do
izolovawa multifunkcionalnog enzima koji kata-
lizuje sintezu leupeptina. Sekvenca sinteze leu-
peptinske kiseline je: acetil-leucin–>acetil-leu-
cil-leucin–>acetil-leucil-leucil-arginin. Leu-
peptinska kiselina se zatim redukuje pomoõu veoma
osetqivog enzima do leupeptina.

Leupeptin

Prouøavawe raspodele leupeptinske kiseline
i leupeptina u õeliji i medijumu pokazalo je da se
leupeptinska kiselina (koja reguliåe antiprote-
aznu aktivnost) produkuje u õeliji, odakle se nakon
redukcije, u obliku  leupeptina brzo ekstracelu-
larno izdavaja Š9Ð.

Produkcija leupeptina povezana je sa rastom
mikrobne õelije. Leupeptin je neaktivan kada ga de-
aktivira leupeptin-deaktivirajuõi-protein (LIP).
Leupeptin, LIP i tripsinu sliøne proteaze (TLP)
imaju vaÿnu ulogu u regulisawu rasta micelijuma i
wegove hidrolize. LIP deaktivira  leupeptin kada je
aktivnost TLP poÿeqna a TLP funkcioniåu kao
enzimi ukquøeni u hidrolizu proteina micelijuma
Š20Ð.

Antipain, himostatin i elastatinal su inhibi-
tori serin i tiolproteaza koje, takoæe, produkuju
bakterije roda Streptomyces. Antipain inhibira pa-
pain, tripsin, katepsin B; himostatin inhibira hi-
motripsin; elastatinal inhibira elastazu pankrea-
sa. Svi ovi inhibitori na C-terminalu imaju alde-
hidnu grupu kao i leupeptin. 

Pomenuti inhibitori imaju nisku toksiønost.
Leupeptin, antipain i himostatin inhibiraju indu-
kovani edem (oticawe tkiva). Leupeptin upotreb-
qen kao 1% mast odmah nakon zadobijawa opekotine
smawuje bol i formirawe plika. Potencijalna pri-
mena leupeptina u tretirawu miåiõne distrofije
predloÿena je nakon efekta koji je izazvan kod di-
strofije miåeva. Objavqeno je da leupeptin inhi-
bira karcinogenezu koÿe pacova (izazvanu diben-
zantracenom)  i metastazu na eksperimentalnim ÿi-
votiwskim modelima Š10Ð.

Inhibitori karboksiproteaza
Specifiøni inhibitor pepsina dugo je bio ne-

poznat, iako se pretpostavqalo da bi takav inhibi-
tor bio koristan u tretirawu gastritiønog ulcera.
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Testirawem antipepsinske aktivnosti, pepstatin
je pronaæen u kulturama razliøitih sojeva aktino-
miceta Š7Ð. Inhibitori pepsina produkovani od
strane roda Streptomyces razlikuju se po lancu ma-
sne kiseline, åto se iz wihovih formula moÿe vi-
deti. U biohemijskim izuøavawima najøeåõe upo-
trebqavani su pepstatin, pepstanon i hidroksipep-
statin. Sva tri pomenuta inhibitora imaju gotovo
istu aktivnost  prema pepsinu i katepsinu D. 

Pepstatin jaøe inhibira renin nego pepstanon
i hidroksipepstatin. Inhibitorna aktivnost pep-
statina prema reninu raste kako se poveõava broj C
atoma u lancu masne kiseline, pa su  sintetisani
analozi pepstatina koji su rastvorqiviji u vodi a
imaju gotovo istu aktivnost prema pepsinu i katep-
sinu D kao pepstatin. 

Pepstatin inhibira oticawe tkiva. Takoæe se
prouøavaju terapeutska dejstva na stomaøni øir øo-
veka. Objavqeno je da pepstatin ima efekat na mi-
åiõnu distrofiju i pojaøava dejstvo leupeptina.
Takoæe inhibira fokusno formirawe virusnog sar-
koma murina Š11Ð. 

Inhibitori metaloproteaza
Fosforamidon, inhibitor metaloproteaza,

produkuje Streptomyces tanashiensis. 
Fosforamidon inhibira termolizin, metalo-

endopeptidazu bakterija Bacillus subtilis, a takoæe i
metaloproteaze elastaze iz Pseudomonas aeruginosa
Š7Ð.

Inhibitori aminopeptidaza lociranih na 
povråini õelije

Pokazano je da su aminopeptidaze, pored alkal-
nih fosfataza i esteraza, locirane na povråini
õelija razliøitih organizama. Jasno je da enzimska
aktivnost na povråini õelije ima jednu od kquønih
uloga u wenom funkcionisawu. Kako bi se ispitala
i analizirala bioloåka uloga ovih enzima u razli-
øitim õelijskim funkcijama,  zapoøela je potraga za
inhibitorima aminopeptidaza. Pokazano je da se
ovi inhibitori vezuju za povråinu õelije i modi-
fikuju imunoloåki odgovor õelije i predstavqaju
imunomodulatore.

Bestatin je niskomolekulski inhibitor (di-
peptid) izolovan iz supernatanta soja Streptomyces
olivoleticuli . Inhibira aminopeptidazu B i leu-
cil-aminopeptidazu Š12Ð.

 Bestatin

Bestatin je dobro prouøen kao  inhibitor-imu-
nomodulator. Pri niskim koncentracijama poveõa-
va hipersenzitivnost a pri veõim, poveõava broj na-
stalih antitela u õelijama slezine. S druge strane,
amastatin koji inhibira aminopeptidazu A, utiøe i
na poveõawe broja antitela.

Pepstatin
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Bestatin i amastatin se polako i øvrsto vezuju
za aminopeptidazu. Kinetiøkim metodama odreæene
su Ki. Vezivawe bestatina za Aeromonas aminopep-
tidazu i leucil aminopeptidazu je sporo sa Ki 1,8 ×
10-8 i  5,8 × 10-10 M. Amastatin inhibira Aeromonas
aminopeptidazu i leucil aminopeptidazu sa K i
vrednostima u intervalu od 3,0 × 10-8 do 2,5 × 10-10 M
Š14Ð.

Bestatin pokazuje nekoliko bioloåkih efeka-
ta kao åto su imunomodulacija Š15Ð, inhibicija hu-
manog renalnog karcinoma Š16Ð, takoæe stimuliåe
proliferaciju T õelija u slezini putem aktivacije
makrofaga. Pokazano je da se mnogo veõa koliøina
bestatina veÿe za makrofage nego za T limfocite,
i da je leucil aminopeptidaza vezana za povråinu
õelije ciq bestatina. Bestatin pokazuje direktnu
antitumorsku aktivnost prema õelijama pluõnog
karcinoma a objaåwewe ove aktivnosti je indukci-
ja apoptoze. Rezultati praõewa fragmentacije DNK
pokazuju da bestatin indukuje apoptozu u roku od 24
~asa od trenutka tretirawa õelija Š17Ð. Bestatin se
koristi kao dopuna hemoterapiji i radioterapiji
karcinoma pluõa. U koncentracijama od 30-60 mg
dnevno poveõava procenat T õelija i prirodno umi-
rawe õelija, koje je kod pacijenata sa kancerom sma-
weno.

Vrednost terapije bestatinom uz hemoterapiju
potvræena je poveõawem vremena ÿivota  pacijenata

sa leukemijom u poreæewu sa kontrolnim. Bestatin,
takoæe, izaziva direktan antileukemijski efekat
indukujuõi apoptozu u humanim õelijama leukemije.

Aktinonin, inhibitor aminopeptidaze M, pro-
naæen je u supernatantu bakterije Streptomyces
hygroscopicus. U koncentracijama od 0,01 do 1 mg po
miåu podstiøe hipersenzitivniost, a takoæe utiøe
na poveõawe broja antitela.

Kako se pokazalo da aktinonin i bestatin mogu
biti lekovi u tretmanu kancera, traÿeni su i naæe-
ni, inhibitori aminopeptidaze N (APN), enzima ko-
ji igra znaøajnu ulogu u inaktivaciji enkefalina i
identiøan je  plazma-membranskom glikoproteinu
CD13, koji se ekspresira pri leukemiji. Za APN  je
neåto kasnije utvræeno da ima vaÿnu ulogu u meta-
stazi tumora i degradaciji ekstracelularnog ma-
triksa, in vitro. Skriningom novih inhibitora APN
dobijenih pomoõu vrsta roda Streptomyces pronaæena
su, a zatim i identifikovana dva inhibitora:
MR-387 A i B is Streptomyces neyagawaensis SL-387
Š21Ð

Nedavno je iz fermentacione teønosti Strep-
tomyces rimosus izolovan i identifikovan lapsta-
tin- joå jedan inhibitor LAP. Lapstatin je autoge-
ni inhibitor LAP iz S.rimosus, ali inhibira i druge
LAP Š13Ð.

Lapstatin

ZAKQUØAK

Buduõi da je upotreba inhibitora aminopeti-
daza u leøewu SIDE, takoæe i kancera razliøitih
vrsta, tzv. nova strategija u leøewu ovih bolesti
Š18Ð to je u toku traÿewe novih inhibitora AP a po-
sebno LAP  kao proizvoda metabolizma mikroorga-
nizama, ali i stereoselektivna sinteza jediwewa
koja su im sliøna Š19Ð. Moÿe se pretpostaviti da õe
sledeõih godina napredak u biohemiji patoloåkih
procesa biti pod velikim uticajem napretka u
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istraÿivawu niskomolekulskih inhibitora koje
produkuju mikroorganizmi ali i napretka u sintezi
analoga ovih jediwewa.

Abstract
LOW-MOLECULAR-WEIGHT PROTEASE INHIBI-
TORS OF MICROBIAL ORIGIN

Lidija Izrael1, Gordana Gojgiõ-Cvijoviõ2, Ivanka Kara-
dÿiõ1

1School of Medicine, Department of Chemistry, 2ICTM,
Department of Chemistry, Belgrade

We have witnessed an explosion of informations abo-
ut properties, also mode  of action and regulation of protea-
ses from the metalloproteases at the cell surface to the
AIDS protease. Protease inhibitors have a great importance
in mechanism of proteolysis. One of the latest strategies to
combat diseases like AIDS and cancer is to use proteinase
inhibitors as drugs. Especially good source of protease in-
hibitors are microorganisms. A few  low-molecular-weight
proetease inhibitors of microbial origin, as a potencial
drugs, was described. 
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PRIMENA MEMBRANSKIH TEHNIKA 
U METODAMA HEMIJSKE  ANALIZE

II DEO:  TEHNIKE U RAZVOJU

U radu su opisane dve potpuno nove membranske
tehnike: membranska ekstrakcija i membranska ad-
sorpcija. Obe metode pokazuju veliku moguõnost
primene u svim analitiøkim metodama koje koriste
ekstrakciju za koncentrisawe analita, kao åto su
UV-, vidqiva spektrofotometrija, IC i AA spek-
trometrija, gasna i teøna hromatografija.

METODA  MEMBRANSKE EKSTRAKCIJE

Membranska ekstrakcija je jedan od novijih
membranskih procesa koji se intenzivno razvija na
Katedri za analitiøku hemiju TMF-a, Univerzi-
teta  u Beogradu, naroøito u pravcu primene u ana-
litiøkoj hemiji. Ovaj proces se zasniva na princi-
pima ekstrakcije teøno-teøno gde su faze razdvoje-
ne øvrstom poroznom membranom1. Sa jedne strane

membrane nalazi se napojni rastvor koji sadrÿi ko-
moponente koje se ekstrahuju. Sa druge strane mem-
brane nalazi se rastvor ekstrakcionog sredstva.
Kontakt izmeæu napojnog i ekstrakcionog rastvora
ostvaruje se u porama membrane ili na jednoj od po-
vråina membrane, u zavisnosti od osobina  membra-
ne. 

Proces  membranske ekstrakcije ima brojne
prednosti u odnosu na  ekstrakciju teøno-teøno, s
obzirom  da eliminiåe mnoge probleme vezane za
direktno meåawe vodenog i organskog rastvora.
Prednosti su: zanemarqiv gubitak organske faze,
mawa koliøina ekstrakcionog sredstva, elimini-
sana je moguõnost formirawa stabilnih emulzija,
moguõe je tretirawe veoma razblaÿenih rastvora i


