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Hydrolasy

Petidasy
Fibrinolytika
Aktivatory plasminogenogenu
katalyzuji St€peni endogenniho plasminogenu za vzniku plasminu, nespecificke

proteinasy, ktera degraduje fibrinovou hmotu trombu
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Alteplasa
«fibrinolytikum — tkanovy aktivator plasminogenu (syn. tPA)
eserinova proteasa tvorena bunkami endotelu jako jedno- nebo dvoretézcova molekula
svaze se na fibrinova vlakna prostrednictvim vazebnych mist na Lys a navazana aktivuje
plasminogen k rozpousteni fibrinu nékoliksetkrat rychleji, nez volna v krevnim recisti
572 AK
«glykoprotein

M : 59 030 bez sacharidu vazanych na

Asn 117, 184 a 448, s cukry asi 65 000
«Sté€pena plasminem mezi AK 275 a 276
na fetézce A a B, jeZ zUstavaji spojeny
-S-S- mustkem mezi Cys 264 a Cys 395
sjedno- i dvouzetézcova forma maji
srovnatelnou fibrinolytickou aktivitu in
vitro

«Alteplasum ad iniectabile CL 2009 musi
obsahovat min. 60 % dvojfetézcovée
formy

pl=7-8

spfiprava/vyroba: ptuvodné izolovana z
bunécné kultury lidského melanomu,
vyrabéna biotechnologicky na o
rekombinantnich bufikach; enzym oouaw
produkovany na savcCich bb. ma
optimalni glykosylaci; na bunkach ovarii
cinského kfecka vznika prevazné
iednoretézcova

SERINE PROTEASE PART



Terapeutickeé vyuziti
Actilyse® lyofilizat pro pfipravu infuz. roztoku
T, =5min
strombolyticka IéCba akutniho infarktu myokardu

«trombolyticka |éCba akutni masivni plicni embolie doprovazené hemodynamickou nestabilitou
«fibrinolyticka lIéCba akutnich ischemickych cévnich mozkovych pfihod



Reteplasa
srekombinantni, produkovana na E. coli
kratSi usek t-PAz 355 AK (1 -3 a 176 — 527)
M 1139 000

sodstranény 3 vyznamné domény: N-terminalni ,prstova“, jez je spoluzodpovédna za
vysokou afinitu k fibrinu, doména homologicka s epidermalni ristovym faktorem a doména
.Kkringle 1°
*toto + snizeni glykosylace [0 oCekavany odliSné (vhodnéjsi) farmakodyn. a farmakokin.
charakteristiky
T =14 min
*vySSi fibrinolyticka ucinnost
sucinnost ve zpruchodnovani koron. cév a snizovani umrtnosti na infarkt myokardu ale
srovnatelna s alteplasou
Rapilysin® prasek pro pfipravu roztoku nebo ptredplnéna stiikacka

Terapeutické indikace
strombolyticka terapiie suspektniho akutniho infarktu myokardu s
pretrvavajici elevaci ST nebo nedavnym blokem levého raménka béhem 12ti hodin od

nastupu symptomu akutniho infarktu myokardu



Tenekteplasa
«glykoprotein vyrabeény rekombinantni technikou na kulturach bunék ovarii Cinského kreCka
(T = Thr, N = Asn, K = Lys; analog alteplasy, kde Thr103 byl zaménén za Asn, Cimz vzniklo
nové misto glykosylace, Asn117 byl zaménén za Glin, Cimz zaniklo mannosové misto,
sekvence Lys296-His-Arg-Arg299 byla zaménéna za 4 Ala, Cimz vzrostla aktivita a

rezistence vuci inhibitoru plasminového aktivatoru 1 (PAI-1)
T, =20-24 min

Metalyse® prasek pro pfipr. inj. roztoku 6, 8, 10 .10° m.j.
Terapeutické indikace
strombolyticka |é€ba suspektniho infarktu myokardu s pretrvavajici elevaci ST
nebo nové vzniklym blokem levého raménka v prubéhu 6 hodin od zacCatku pfiznaku
akutniho infarktu
myokardu (AMI)

spodani jako jednorazovy intravendzni bolus priblizné béehem 10 sekund



Desmoteplasa
-syn. bat. PA, vPA, DSPA

*sliny netopyra Desmodus rotundus obsahuiji 4 aktivatory plasminogenu (desmodus
salivary plasminogen activators = DPSAS)

-nejvyznamnejsi DSPA | = desmoteplasa; nejdelsi, nejvetsi (85%) homologie s lidskym t-
PA

477 AK

sprstova domeéna, doména EGF a jedna kringle, nema druhou ani misto st€peni nezbytné
pro preménu na dvoureztézcovy PA [ jediny PA, ktery existuje vyhradné jako
jednoretézcova molekula s plnou katalytickou aktivitou

T ,=28h

epfipravovana rekombinantné

3. faze klinického zkouseni



Streptokinasa
Streptokinasi solutio concentrata CL 2009

oz filtratu kultury B-hemolytickych streptokokd skup. C
«Jednoretezcovy polypeptid, 414 AK, M_[147 000

*pO spojeni s lidskym plasminogenem (komplex 1 : 1) tvori aktivator plasminogenu
o =23 min
1/2

*nyni pouzivana hlavne rekombinantni, produkovana na E. coli
emaximum aktivity pfi pH 7,5; pl = 4,7

srozpousti téz fibrindzni ¢ast exsudatu

v Evropé nejpouzivané;jsi

Terapeutické indikace
Streptase®
Celkové podani
sakutni transmuralni infarkt myokardu (ne starSi 12 hodin) s pfetrvavajicim ST-
zvySenim segmentu nebo soucCasny blok levého raménka
*hluboka Zilni trombdza, (ne starsi nez 14 dni)
eakutni, masivni plicni embolie,
«akutni nebo subakutni tromboza perifernich tepen
schronické okluzivni tepenné choroby (ne starsi nez 6 tydna),
Lokalni podani
eakutni infarkt myokardu k re-kanalizaci koronarnich cév (ne starSi nez 12 hodin)

sakutni, subakutni a chronicka trombdza; embolie perifernich zil a perifernich tepen



Anistreplasa

*syn. APSAC (Acylated plasminogen — streptokinase activator complex)

*komplex streptokinasy a aktivniho mista humanniho lyzinového plazminogenu, v némz byla

aktivni proteolyticka mista inaktivovana acylaci — zavedenim zbytkl kys. anisové

M 0131 000

k ucCinnosti nepotrebuje cirkulujici plazminogen

*po injekci jsou acylové skupiny pomalu hydrolyzou odstranovany, Cimz se uvolnuje
aktivator, jenz prevadi plasminogen na plasmin O fibrinolysa

T, =40-90 min

*je-li Ié&ba zahajena b&hem 3 hodin, LC ochrani tkan myokardu a funkci levé komory a zvysi

ucinnost koronarni tepny



Urokinasa

EC 3.4.21.73
Urokinasum CL 2009
eenzym ziskany z lidské moci, ktery aktivuje plasminogen
*smés nizkomolekularnich (Mr 33 000) a vysokomolekularnich (Mr 54 000) forem,
pricemz vysokomolekularni forma pfevazuje v urokinase izolované z ledvin,
zatimco nizkomolekularni u enzymu z tkanovych kultur bunék ledvin
«téZ rekombinantni, plné glykosylovana, odvozena z mysich nadorovych bunék

*ucinnost min. 70 000 m.j./mg bilkoviny

.T1/2= 16 min



Rheotromb® lyofilizat pro pfipravu infuzniho roztoku, 500 000 m.j.: registrace ukonéena

Terapeutické indikace
a) U dospélych:
Systémova fibrinolyza
- arterialni trombodza
- masivni embolizace pulmonalnich arterii
- hluboka venozni trombdza

Lokalni fibrinolyza
- arterialni trombodza
- uzaveér arteriovenodzni pistéle

b) U novorozencu a déti do 14 let:
- Arterialni uzaveér: primarni nebo sekundarni okluze arterie, centralni trombdza jako napf.:
trombdza aorty, femoralni arterie, kompletni obstrukce plicni arterie, periferni trombdza.

- VenoOzni trombodza : napf. trombdza ledvinné Zily, trombdza horni duté zily, trombus
predsini, nitrocévni tromby vyvolané katetrem, jako manzetoveé fibrinové tromby, tromby na
sténach anebo tromby ucpavajici zily.

- Ucpané katetry



Ankrod
EC 3.4.21.74, dfive EC 3.4.21.28
syn. venombin A
sproteasa ziskana z jedu malajského hada Agkistrodon rhodostoma
«glykoprotein
eselektivné Stépi vazby Arg
258 AK, M =29 145

*schopen aktivovat preménu fibrinogenu na fibrin (prosrazlivy efekt), ale i degradaci fibrinu
(fibrinolyticky), vysledny efekt zavisi na druhu (pfijemce)

v klinickych studiich 3. faze se ucinnost na zlepSeni prezivani po AlIM statisticky nelisila od
placeba



Peptidasy zazivaciho traktu



Pepsin

EC 3.4.23.1
ezakladni kysela proteasa zaludku
sendopeptidasa se Sirokou substratovou specifitou
*prvni objeveny enzym — 18. stol., pojmenoval T. Schwann 1825; druhy enzym ziskany v
krystalické forme (po urease — Northtrop 1930)
*pro odliSeni od minoritnich zaludeCnich proteas: pepsin A (x pepsin B; pepsin C =
gastricsin)
-1 fetézec, 326 AK, M_[134 600, akt. misto tvoreno Asp32 a Asp215 (praseci)

katalyzuje hydrolyzu v rozsahu pH 1 — 6, optimum aktivity pfi pH asi 3,5
.pKa v aktivnim misté 1,57 a 5,02

Kvarterni struktura praseciho
pepsinu s vyznacenim N- a C-
koncového lobu; ,nahodné civky*
jsou vyznaceny tenkou carou; mezi
loby vyznacen Stépeny substrat




A: usporadani aktivhiho mista pepsinu; atomy O
vyznaceny vétSimi kulickami, H-mustky ¢arkované,
nejvetsi kuliCkou molekula vody, jez se podili na
nukleofilnim ataku (resp. jeji O)

B: predpokladany katal. mechanismus pepsinu a
dalSich aspartatovych proteas: substrat (horni
molekula) je k aktivnimu mistu natoCena usekem
Phe-Phe.

(a) -COOH Asp32 je CasteCné protonovan, -COOH
Asp215 je CastecCne disociovan

(b) Molekula H,O navazana na (puvodné) C=0 P_ -
meziproduktu hydrolyzy s sp® uhlikem

(c) Asp215 dodava H" na N substratu
(d) rozstépeni peptidoveé vazby




*pepsin je schopen stépit i vazbu Phe-Pro

klasické stanoveni (obsahu/aktivity pepsinu v dané bilkoviné — Anson 1938): hydrolyza
hovéziho hemoglobinu pfi pH 2, pfidani trichloroctové kys., filtrace, méreni absorbance pfi
280 nm (v CL 2009 modifikovano)

«Skrkavka Ascaris suum tvofi peptidicky inhibitor pepsinu (149 AK)

«Pepsini pulvis CL 2009: ze Zaludeéni sliznice prasat, skotu nebo ovci



Pankreaticka peptidasa
*smés peptidas uzivana v LP k podpofe traveni — substituci endogennich peptidas : Gastrix ©,
Kreon ©, Panzytrat © ...
esoucast Pancreatinum = pancreatine [USAN] — smési travicich enzymu ziskavané z
veprovych slinivek (+ lipasa, amylasa)
Trypsin
EC 34214
spoprveé popsal Kuhne 1876 jako proteolytickou aktivitu vymésku slinivky; odlisil aktivitu od
pepsinu vysSsSim optimalnim pH
.nNazev trypsin pozdeji spojovan se stépenim vazby LysCO-NH- , ArgCO-NH-
krystalicky ziskan 1931
*vyluCovan jako trypsinogen, aktivace
vazby na Lys a Arg $tépeny 10°krat ochotnéji nez na jiné pfirozené AK, na Arg 2 — 5krat
ochotnéji nez na Lys
*nekteré AK ve specif. pozicich mohou inhibovat aktivitu: Arg, Leu, lle, Lys, Phe na P2 inhibuje
aktivitu 2 — 16krat, Pro na P3 snizuje aktivitu 3 — 9krat
estabilni jako lyofilizovany prasek nebo v roztoku pfi pH 3, kdy je inaktivni
sprimarni struktura se znacné lisi dle druhu, terciarni velmi podobna
*jednoretézcovy peptid, v némz jsou katalyticky ucinné zbytky AK spojené useky [3-Sroubovice
(,B-barrel®)



Chymotrypsin
EC 3.4.211

eminoritni slozka pankreaticke peptidasy
*z < 50 % homologicky s trypsinem
sjina substratova specifita: hydrofobni AK zbytky: PheCO-NH-, TrpCO-NH-, TyrCO-NH-
o katalyticka triada“: His57, Asp102 a Ser195
svyluCovan jako chymotrypsinogen, aktivace
*A a B, 80% homologie
-pfiprava: kysela extrakce, precipitace (NH,) SO, krystalizace (1955); precipitace

acetonem, chromatografie na iontomeéniCich — Ize oddélit i A a B (1970); afinitni
chromatografie (1996); prenos genu do kvasinky, klonovani, produkce
rekombinantniho potkaniho chymotrypsinogenu (1996)



Active
Site
Na* Binding
Site
B
N-terminal Greek Key B-Barrel
Catalytic Regulatory
End End
C-terminal Zymogen
a-helix N-terminus
Regulatory Catalytic
End — ° End

C-terminal Greek Key B-Barrel

Terciarni struktura chymotrypsinu. A: N-terminalni 3-Sroubovice (modra) lezi nad C-terminalni -Sroubovici
(Cervena), mezi nimi aktivni misto. Zymogen-aktivacni peptid (zluty) a C-koncovy a- helix (zeleny) stabilizuji
celkovou strukturu a aktivni mista. VnéjSi mista, aktivni mista a misto pro vazbu Na" jsou rozprostfena po
celém povrchu a nejsou spolu v pfimém kontaktu. B: Schematické znazornéni terciarni struktury. C:
Topologie struktrury chymotrypsinu. D: Na modelu enzymu akt. mistem smérem k pozorovateli patrno 8
smycek, potencialnich mist interakce s makromol. substraty a inhibitory. E: Symetrie terc. struktury. Konec
kazdého [3-helixu vytvafi 3 smyCky na strané aktiv. mista a dalSimi dvéma obtaci zadni Cast molekuly.



Glykosylasy
Glykosidasy, tj. enzymy hydrolyzujici O- nebo S-glykosidy
a-Amylasa
syn. a-1,4-glukan-4-glukanohydrolasa, EC 3.2.1.1

*katalyzuje hydrolyzu a-(1,4)-glykosidickych vazeb sloZzek Skrobu, glykogenu a riznych
oligosacharidu
*u savcu vyluCovana ve vymeéscich slinnych Zlaz a pankreatu
terciarni struktura a schopnost interakce se sacharidy a inhibotory typu proteint jsou u lidské a
prasecCi amylasy velmi podobné
*endo-amylasa: hydrolyzuje vnitini a-(1,4)-glykosidické vazby amylosy a amylopektinu, coz vede
kK postupné degradaci substratu az k neredukujicimu konci
terciarni struktura obsahuje 3 domeny: katalytickou ,srdcovou” domeénu slozenou z (f/a),

sSroubovice, jez obsahuje rozSifenou smyCku vloZzenou mezi tfeti B-fetézec a tfeti a-helix
(zvanou doména B, zbytky 100 — 169) a C-koncovou osmiSroubovicovou doménu s [3-
Sroubovicovym uspofadanim (domeéna C, rezidua 405 — 496)

«Casti z domén A a B jsou zapojeny do architektury tfi funkCné nejvyznamnéjSich mist: aktivniho
mista, mista vaziciho Ca*" a mista vaziciho CI



Stépena vazba

—
OH

HO L _

amylosa 300 < n <1000 fragment amylopektinu

Stépena vazba

a—(1,4)-glykosidicka vazba stépena a—amylasou



Terciarni struktura a-amylasy s ,pseudotetrasacharidovym® inhibitorem akarbosou



0O-4,6-Dideoxy-4-(((1S,4R,5S,6S)-4,5,6-trinydroxy-3-(hydroxymethyl)-2-cyklohexen-1-yl)amino)-a-D-
glukopyranosyl-(1-4)-O-a-D-glukopyranosyl-(1-4)-D-glukosa

akarbosa

Glucobay®

*inhibitor a-amylasy — |éCivo diabetu



Esterhydrolasy
Triacylglycerollipasa, syn. triacylglycerolhydrolasa, EC 3.1.1.3

shumanni gastricka lipasa: 379 zbytklu AK, M [ 45 000

-humanni pankreaticka lipasa: 449 zbytku AK, M_0150 000
*na Asn166 navazan oligosacharidovy retézec s vysokym zastoupenim mannosy nebo

*mezidruhova variabilita, ale vysoka homologie — mysSi z 92 % a potkani z 93 % shodna s
lidskou z hlediska sekvence

svyluCovana v ,hotové“ formeé, ne jako proenzym

«funkéni pfi pH 4,5 — 9, optimalni pH 7,0

eaktivni misto neni pristupné v roztoku [0 hydrolyza probiha na rozhrani voda — lipidicka
faze

-k funkci nutné navazani kolipasy, proteinu o M 1110 000, rovnéz vylucovaneho

pankreatem; lipidy jsou emulgovany solemi zluCovych kyselin, coz brani enzymu v
adsorpci na jejich povrch, navazani kolipasy usnadnuje adsorpci na povrch na rozhrani
voda — lipidy, pokryté solemi zluCovych kyselin (vyluCuje se jako prokolipasa, peptid z 95
AK, aktivovana trypsinem ve streve)

sstruktura: 2 zakladni domény: velka N-koncova (1 - 336) a mala C-koncova (337 — 449);
velka patri k a/3-hydrolasovym strukturam a obsahuje aktivni misto; povrchova smycka
zvana vickova (lid) domeéna zakryva aktivni misto v ,uzaviené” konformaci lipasy; kolipasa
se vaze na C-terminalni doménu a vytlacuje hydrofobni ,cipy® jejich ,prstu“ na opacnou
stranu domény, tim dochazi k otevreni vicka; kolipasa zaroven vytvari rozsahlou
hydrofobni plochu, ktera interaguje s fazovymi rozhranimm voda-lipid

o katalyticka triada“: Glu354, His468, Ser221

-veprova: rovnéz M_[150 000 (presné 50 084), 450 zbytku AK, glykosylace



LIPID(S)

remra) Dl SRt o e

,UJzaviena“ (E) a ,oteviena” (E*)
konformace lipasy




Substrate
entry

Triad :
(lu3s4
His468

Ser221

Kvarterni struktura lipasy. Putative NLBD = pfedpokladana doména vazby neutralnich lipidu




1-[(3S,4S)-3-hexyl-2-oxooxetan-4-yl]-2-(2S )tridecyl-N-formyl-2-amino-4-methylbutanoat
orlistat
Xenical®
inhibitor pankreatické lipasy — periferné pUsobici anobezikum
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