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1. Uvod

Proteolytické enzymy (peptidasy & proteasy') jsou
velmi G¢inné biokatalyzatory, které mohou zvysit rychlost
hydrolyzy peptidové vazby az bilionkrat’. Proteiny patii
mezi nejstabilngjsi biopolymery. Ke Stépeni peptidové
vazby je nutné hydrolyza 6 mol I kyselinou chlorovodi-
kovou po dobu 10 hodin pfi teploté 100 °C za anaerobnich
podminek. V zivych organismech jsou vSak proteasy
schopny hydrolyzovat proteiny béhem mikrosekund.

Béhem evoluce se proteasy adaptovaly na riznorodé
podminky (jsou funkéni v Siroké skale pH, v redukénim
prostiedi atd.)’. Studium jevu proteolyzy zatalo objevem
pepsinu v roce 1836 a trypsinu v roce 1856. Od té doby
byly proteasy identifikovany téméf ve vsech organismech®.

515

Proteasy 1ze délit podle mechanismu ucinku a kataly-
tickych aminokyselinovych zbytkli v aktivnim misté do 7
tfid: na cysteinové (C), serinové (S), aspartatové (A),
threoninové (T) a glutamatové proteasy (G), metaloprota-
esy (M) a proteasy neznamého typu (U). Dale jsou protea-
sy déleny na zakladé strukturni a evoluéni pfibuznosti do
rodin a klant. Rodinu tvofi skupina proteas, v niz kazdy
¢len vykazuje evoluéni a sekvenéni piibuznost s nejméné
jednim dal$im ¢lenem dané rodiny. Klan je skupina rodin
vykazujicich evoluéni piibuznost a obsahujicich podobné
terciarni struktury’. Z hlediska pozice §tépeni se proteasy
déli na endopeptidasy a exopeptidasy. Exopeptidasy $tépi
peptidovy fetézec bud’ z N-konce (aminopeptidasy) ¢i
C-konce (karboxypeptidasy). Endopeptidasy naopak §tépi
uvnitt peptidového fetézce’.

Proteasy se Ucastni regulace mnoha klicovych proce-
st, jako jsou napf. bunéény cyklus, proliferace bunék,
bunééna smrt, replikace DNA, remodelace tkani, srazeni
krve, hojeni ran a imunitni odpovéd®. Proteasy zaroveti
hraji zasadni roli i v zivotnim cyklu virt a dalSich patoge-
nu. Vzhledem k ucasti v patologiich pfedstavuji moleku-
larni cile pro terapeuticky zasah pomoci inhibi¢nich regu-
latort jako chemoterapeutik. Tento pfehledny clanek se

zaméfuje na inhibitory proteas v pozdnich fa-
zich klinickych testt.

2. Mechanismus pisobeni proteas

Proteasy obecné nestépi substraty nahodné, ale nao-
pak vykazuji vysoky stupen specifity. Tato specifita neni
definovéna jen samotnym katalytickym centrem, zasadni
roli hraji vazebna podmista, ktera se nachazeji po obou
stranach katalytického centra, ve kterém je §tépena pepti-
dova vazba (obr. 1). Aktivni misto je tvofeno vazebnymi
podmisty S3 az S3' (se $tépenou vazbou P1-P1’), do kte-
rych se vazou pfislusné aminokyselinové zbytky substratu.
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Obr. 1. Schématické znazornéni vazby substratu proteasou.
Aktivni misto proteas je definovano specifickymi vazebnymi
podmisty (S3-S3") dle (cit.). Do téchto podmist se vaZzou amino-
kyselinové zbytky substratu znacené od §tépené peptidové vazby
smérem k N-konci P1-P3 a k C-konci P1'-P3’
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Proteasy maji rizny pocet definovanych vazebnych pod-
mist, kterd uréuji specificitu enzymu®.

3. Katalyticky mechanismus proteas

Existuji dva zékladni typy katalytickych mechanismu
proteas (obr. 2). U aspartatovych a glutamatovych proteas
a metaloproteas je nukleofilem aktivujicim St€peni pepti-
dové vazby aktivovana molekula vody (acidobazicka kata-
lyza), zatimco u serinovych, cysteinovych a threoninovych
proteas tuto ulohu plni nukleofilni skupina katalytického
zbytku prislusné klicové aminokyseliny (kovalentni kata-
lyza). U kovalentni katalyzy plni funkci baze zbytky
histidinu, zatimco pfii acidobazické katalyze slouzi jako
kyseliny a baze zbytky aspartatu nebo glutamatu a nebo
u metaloproteas atomy kovu.

4. Proteasy jako cilové molekuly pro terapii

Patologické stavy vznikaji pii dysregulaci aktivity
proteas. K tomu dochézi nadmérnou aktivaci ¢i produkei
proteas, anebo absenci jejich pfirozeného inhibitoru. Zvy-
Sena proteolyza je pficinou fady patologickych procest,
a proto jsou proteasy vyuZzivany jako cilové molekuly pro
vyvoj inhibitora®®’. Usp&snymi piiklady jsou napf. inhibi-
tory angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE) pouZivané
pfi 168bé vysokého krevniho tlaku'®, inhibitory HIV-
proteasy u AIDS (cit.'") a inhibitory proteasomu u mnoho-
&etného myelomu'?.
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5. Inhibitory proteas jako chemoterapeutika

Obecnou strategii pro vyvoj novych léciv cilenych
proti terapeuticky vyznamnym proteasam je identifikace
specifického nizkomolekularniho inhibitoru, ktery dokaze
blokovat aktivni misto. Tyto latky jsou casto strukturné
podobné pfirozenym peptidovym substratim proteasy.
Odli8uji se od n&j napt. nehydrolyzovatelnou kostrou nebo
pfitomnosti reaktivni skupiny (tzv. ,,warhead*), ktera rea-
guje s katalytickymi zbytky. Proteolytické systémy jsou
Casto tvotfeny z homolognich proteas, které maji identicky
katalyticky mechanismus a podobnou substratovou specifi-
tu (napf. serinové proteasy z kaskady krevniho srazeni),
a proto je potfeba dosdhnout selektivni a u¢inné inhibice.
Pfi vyvoji inhibitorti se fesi dvé klicové otazky: jak selek-
tivni by méla byt inhibice proteasy, aby bylo dosazeno
terapeutického vysledku, a jakymi strukturnimi prostiedky
toho docilit™'*'*.

Farmaceuticky primysl dosud preferoval reverzibilni
inhibitory kviili obavam z imunogenity kovalentn¢ modifi-
kovanych proteinti a z kiiZové reaktivity a nizsi selektivity
inhibitoru’. To vie je rizikem zejména u dlouhodobé
1écby. Nicméné ireverzibilni inhibitory mohou byt vysoce
efektivni, pokud jsou pouzity v pfislusném terapeutickém
kontextu®. Piikladem jsou n&ktera parazitarni onemocnéni,
pfi nichz ireverzibilni inhibitory vykazuji vysokou uéin-
nost a nizkou toxicitu, protoze se koncentruji v parazitovi
a létba je pouze narazova®. Prikladem je vyvijeny 1ék na
Chagasovu chorobu na bazi vinylsulfonového inhibitoru
prot?;as trypanozomy, ktery je nyni v preklinickych tes-
tech .

Acidobazicka katalyza (Asp, Glu a metaloproteasy)
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Obr. 2. Katalyticky mechanismus proteas. Porovnani dvou prvnich krokti mechanismt acidobazické a kovalentni katalyzy. Enzym
(Seda), substrat (Cervena), presun elektronti (zelena), molekula vody (modra)
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5.1. Lécba vysokého krevniho tlaku blokovanim
angiotensin konvertujiciho enzymu

ACE (téz dipeptidylpeptidasa A) je metaloproteasa,
kterda ma ve svém aktivnim misté atom zinku. Je soucasti
systému renin-angiotensin-aldosteron, ktery reguluje krev-
ni tlak a mnozstvi extracelularni tekutiny. ACE zde kataly-
zuje pfeménu angiotensinu [ na peptidovy vazokonstrikéni
hormon angiotensin II. Vyvoj inhibitort ACE zacal az po
objevu peptidii obsazenych v hadim jedu kiovinare Zza-
raraka'®. Tyto peptidy inhibuji ACE, ktery rozklada bra-
dykinin (vazodilataéni hormon) a zaroven inbibici ACE
zabraniuji vzniku angiotensinu II.

S vyuzitim struktury jednoho peptidu z hadiho jedu
(nonapeptidu teprotidu) byl vytvofen prvni komer¢né pou-
Zivany inhibitor ACE kaptopril'*"".

Inhibitory ACE se pouzivaji vice nez 30 let
a v soudasné dobé je dostupnych 13 sloucenin'®"® a dalsi
jsou v klinickych testech. Aplikuji se pfilécbé kardi-
ovaskularnich chorob vcetné vysokého krevniho tlaku,
srde¢niho selhani a infarktu myokardu. Maji nizkou mole-
kulovou hmotnost, obsahuji chelatacni skupinu (fosfinat,
thiolovy ligand nebo karboxylat), kterd se vaze na zi-
nek v aktivnim mist¢ ACE, a interaguji v podmistech S1,
S1’" aS2' (obr. 1). VétSina inhibitord ACE se syntetizuje
diky dobré peroralni biologické dostupnosti jako esterové
prekurzory’.

Krystalova struktura ACE ukazala, ze enzym je slo-
zen ze dvou homolognich domén s odlisnymi funkcemi.
Doména na C-konci je primarné zodpovédna za produkci
angiotensinu I a regulaci krevniho tlaku, zatimco
N-termindlni doména je zapojena do procesu hemokoagu-
lace®". To vysvétluje, pro¢ neselektivni sloudeniny inhi-
bujici obé domény mély vedlejsi ucinky. V soucasné dobé
se vyuzivaji zejména inhibitory, které byly navrzené tak,
aby preferovaly C-terminalni doménu ACE (cit.”).

5.2. Matrixové metaloproteasy — cilové molekuly
pti lécbé rakoviny?

Matrixové metaloproteasy (MMP) patii do rodiny
endopeptidas a ftidi metabolicky obrat extracelularni
matrix (ECM). Za fyziologického stavu kontroluji aktivitu
MMP tkanové inhibitory matrixovych metaloproteas
(TIMP). Jejich dysregulace je spojena s patologiemi jako
jsou napf. revmatoidni artritida, osteoartritida, aterosklerd-
za, fibroza a nadorova onemocnéni>"?.

Vysoka hladina MMP koreluje s nepfiznivou progno-
zou u riznych nadort®. Z proteas byly MMP mezi prvni-
mi cilovymi molekulami, které byly zvazovany pro boj
s rakovinou kvili jejich uloze v degradaci ECM (cit.”). Pro
rizné typy rakoviny bylo vyvinuto n€kolik typt inhibitort
MMP, které 1ze délit na dvé hlavni skupiny: hydroxamaty
(batimastat, marimastat, prinomastat) a nehydroxamaty
(neovastat, rebimastat, tanomastat). Po slibnych vysledcich
preklinickych testl u riznych modeld rakoviny byly tyto
inhibitory testovany v pokro€ilych klinickych studiich, ale
vsechny selhaly kvili zdvaznym vedlej$im G¢inkiim nebo
zanedbatelnému klinickému piinosu® 2. Jako ptiklad je
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mozné uvést problémy u marimastatu, ktery dosahl II.
alll. faze klinickych test, ve kterych byl testovan pro
nekolik typti nadort, vcetné rakoviny plic, prsu, mozku,
prostaty a kolorektalniho karcinomu®**. Mnoho pacientt
trpélo  bolestmi, ztuhlosti a zanétem kloubd, tzv.
,muskuloskeletdlnim syndromem®, ktery je pfisuzovén
ktizové inhibici dvou ¢lenti skupiny membranovych meta-
loproteas ADAM, konkrétné ADAM-10 a -17. Jejich inhi-
bice vede k naruSeni rovnovahy mezi faktorem nadorové
nekrozy o (TNFa) a jeho receptory®.

Mezi selektivni inhibitory, u kterych byla vyloucena
inhibice ADAM-10 a -17, patfi tanomastat, ktery inhibuje
MMP-1, -2, -3, -8, -9 a -13 a déle prinomastat a re-
bimastat, které navic inhibuji i MMP-14 (cit.?"). Studie
selektivnich inhibitord MMP neprokazaly pozitivni vliv na
preziti pacientti i presto, ze doslo ke snizeni muskuloskele-
talni toxicity. Navic nékteré studie stale ukazovaly na vy-
znamnou kloubni bolest a otoky, potlaceni tvorby kostni
diené a zilni tromboembolismus®®.

V soucasné dob¢€ se pouziva jediné léCivo, které cili
MMP, a tim je periostat, derivat antibiotika doxycyklinu.
Je to Sirokospektry inhibitor MMP pouzivany pro 1é¢bu
zanétu periodontia (ozubice). Pouziva se subantimikrobial-
ni davka, kterd je podavana lokalné. U dospélych je zanét
ozubice zpusoben zejména periodontopatickymi bakterie-
mi. Nasledné dochazi ke zvyseni aktivity MMP, ktera je
zpisobena reakci organismu na infekci. To vede
k destrukei kolagenu a dalsich komponent ECM ozubice®.

5.3. Sekretasy jako terapeutické cile pro 1é¢bu
Alzheimerovy choroby

Amyloidovy B peptid (AB) je hlavni slozkou plaki
u pacientll s Alzheimerovou chorobou (AD). AP vznika
proteolyzou amyloidového prekurzorového proteinu (APP)
(obr. 3). APP je preferenéné $tépen a-sekretasou, ktera
patfi do membranovych metaloproteas z rodiny ADAM.
Timto §tépenim se APP rozpada na rozpustnou neuropro-
tektivni ektodoménu APPsoa (ektodoména je doména
z membranového proteinu sahajici do extracelularniho
prostoru) a membranové vazany C-koncovy fragment
APP-CTFa, ktery je nasledné degradovan v lysosomech
nebo je dale Sté€pen aspartatovou proteasou y-sekretasou.
Vznikaji kratké netoxické hydrofobni peptidy, které se
oznacuji jako p3 fragmenty (obr. 3). Vlastni toxicky AP
vznika alternativni drahou, které se ucastni aspartatova
proteasa P-sekretasa (BACE1) stépici APP na N-konci
domény AP (obr. 3). Na C-konci §tépi AP doménu
y-sekretasa, ¢imz vznikaji fragmenty AB40 nebo ApP42.
AP42, také nazyvany B-amyloid, vykazuje vyssi neurotoxi-
citu a schopnost agregace nez AB40 a jde o kli¢ovy bio-
marker pfi diagnostice AD (cit.™).

Fragmentace APP a-sekretasou tedy pulsobi proti
vzniku AD, protoze svoji aktivitou zabrafiuje tvorbé AP
peptidu kompeti¢ni reakci APP s B-sekretasou. Zvyseni
aktivity a-sekretasy ma tedy neuroprotektivni Gi¢inky’'. Na
regulaci aktivity a-sekretasy se podileji drahy fizené vap-
nikem zahrnujici rizné kinasy (proteinkinasa C, mitoge-
nem aktivované proteinkinasy, tyrosinkinasy). Proto se
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Obr. 3. Stépeni amyloidového prekurzorového proteinu
(APP). a) sté€peni APP zprostiedkované a-sekretasou, vedouci ke
vzniku nepatologického produktu p3, b) $tépeni P-sekretasou,
zpusobujici vznik amyloidového peptidu (AB)

vyvoj 1ékti na AD zaméfuje na vyvoj sloucenin, které ne-
pfimo stimuluji a-sekretasu®?, vyvoj piimého aktivatoru
a-sekretasy se zda v kratkodobém horizontu nepravdépo-
dobny. Piikladem je EHT-0202, pozitivni allostericky mo-
dulator GABA receptoru (receptor pro y-aminomaselnou
kyselinu) nebo agonista serotoninového receptoru
PRX-03140. Ob¢ tyto latky jsou jiz testovany ve II. fazi
klinickych testt, ve kterych vykazuji zlepSeni kognitivnich
funkei upacienti s AD. DalSim piikladem aktivatoru
a-sekretasy je epigallokatechin galat (EGCG), polyfenolo-
va sloucenina ze zeleného ¢aje, ktery ma jak neuroprotek-

tivni u¢inky, tak aktivuje proteinkinasu C a tim
i o-sekretasu™.
Navrzena a syntetizovdna byla fada inhibitorQ

35-38 39-42

B-sekretasy a y-sekretasy a do klinickych testi
vstoupilo 9 z nich. Uéinné inhibitory B-sekretasy byly
navrzeny podle sekvence tzv. $védského mutanta APP,
ktery ma vlivem substituce dvou aminokyselin vazajicich
se do aktivniho mista vyssi afinitu k B-sekretase. Zminéna
mutace zvySuje u pacientli s AD produkci AP a jeho na-
slednou agregaci'®. Tyto inhibitory, které m&ly §tépitelnou
peptidovou vazbu nahrazenou nehydrolyzovatelnym ana-
logem tranzitniho stavu, byly velmi G¢inné a selektivni, ale
s nizkou membranovou permeabilitou pfes hematoencefa-
lickou bariéru®. Inhibitory CTS-21166 a E2609 usp&iné
prokazaly snizeni hladiny AB v plazm&*. E2609 je nyni
v III. fazi klinickych testti pod ndzvem elenbecestat*’. Po-
dobny efekt vykazoval inhibitor LY2886721, ale klinické
testy byly zastaveny ve fazi II kvilli jaterni toxicité®. Inhi-
bitory verubecestat (MK-8931) a lanabecestat (AZD3293
nebo LY3314814) pokrocily do klinické faze III, ale testovani
bylo pieruseno z diivodu nizkého lééebného tginku**.
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v-Sekretasa je podjednotkova transmembranova prote-
asa, jejiz katalytické jadro tvori presenilin 1 a presenilin 2
(PS1 a PS2). Pomocné proteiny APH-1, nicastrin a PEN2
jsou zapojené do zrani a stabilizace komplexu34. Kromé
APP mé y-sekretasa fadu dalSich substrati a vykonava
mnoho funkci*®*’, a proto byly nezadouci u¢inky inhibito-
1 y-sekretasy predvidané®. Nejvyznamngj§im substratem
je Notch, signaliza¢ni receptor bunééného povrchu, ktery
je klicovy béhem bunécéného vyvoje a diferenciace bu-
nék’®. Dosud provedené klinické studie inhibitord
y-sekretasy prokézaly vyznamné neptiznivé Ucinky, stejné
jako nedostatek pozitivnich uginkt’'*%. Pro net¢innost pii
zpomaleni progrese onemocnéni, vyznamné zhorSeni kog-
nitivnich schopnosti a zvySenou incidenci rakoviny ktize
byl zastaven vyvoj inhibitoru semagacestatu (LY450139)
ve III. fazi Kklinickych testt® a avagacestatu
(BMS708163) v II. fazi klinickych testi™.

5.4. Inhibitory HIV proteasy jako nastroj pro 1écbu
AIDS

Od objevu HIV bylo schvaleno 26 sloucenin pro
1é¢bu AIDS (z angl. Acquired Immune Deficiency Syndro-
me), z toho 10 z nich funguje na bazi inhibice
HIV-proteasy. Kombinovand 1é¢ba pomoci inhibitord
HIV-proteasy, reverzni transkriptasy a integrasy je
v soucasnosti nejucinngjsi terapii AIDS. Jeden z problému
celozivotni 1é€by jsou vedlejsi Gcinky inhibitord
HIV-proteasy (cit.**). Vétsina soudasnych inhibitorfi vyvo-
lava metabolické syndromy jako je dyslipidémie, lipo-
dystrofie, rezistence na inzulin (zejména slouceniny amre-
navir, lopinavir, ritonavir) a kardiovaskularni a cerebro-
vaskularni onemocnéni''.

Homodimerni proteasa viru HIV-1 je aspartatova
proteasa, ktera je zodpovédna za zpracovani polyproteini
Gag a Gag-Pol. V prvnim kroku vystépi z prekurzorového
polyproteinu sama sebe, nasledné reverzni transkriptasu,
RNasu H a integrasu. Nezastupitelna role HIV-1 proteasy
pfi maturaci viru z ni ¢ini oblibeny cil pro vyvoj antiviro-
tik''. Mnoho inhibitorti proteasy HIV-1, jako jsou saqui-
navir, indinavir, nelfinavir, atazanavir a darunavir, obsahu-
je hydroxyethylaminovou skupinu, ktera pasobi jako ana-
log pfechodového stavu. Ritonavir ma misto toho skupinu
hydroxyethylenovou'*.

Prvni generace inhibitord HIV-proteasy z90. let
(saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir)
vykazuje mnoho vedlejsich ucinkl. Maji vyrazné peptido-
vou povahu, kterd mé za nasledek méné vyhodné farma-
kokinetické parametry s potfebou ¢astého davkovani. Nej-
veétsi problém prvni generace inhibitort HIV-proteasy je
vyskyt rezistence™. U indinaviru byla potvrzena nezadouci
inhibice glukosového transportéru GLUT4, kterd vede
k omezenému pfisunu glukosy do bun¢k adipocytli a na-
sledné lipodystrofii®. V piipadé ritonaviru se po jeho uve-
deni na trh zjistilo, ze zvySuje cirkulaci jinych inhibitora
HIV-proteasy pomoci inhibice cytochromu P450 3A4,
ktery se vyznamné podili na jejich metabolizaci, a diky
tomu je mozné snizit jejich davkovani®’.
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Druha generace inhibitort HIV-proteasy (lopinavir,
atazanavir, tipranavir, darunavir) se dostala na trh po roce
2000. Lopinavir je zatizen problémem vyvolani inzulinové
rezistence amulze zplsobit systémové hypersenzitivni
syndromy a tendinopatii Achillovy $lachy**~. Atazanavir
mé dobrou biodostupnost a mén€ nezadoucich ucinki.
Napiiklad neinhibuje glukosovy transportér GLUT4 (cit.®").
Tipranavir je jedinym lékem na AIDS, ktery neni peptido-
mimeticky inhibitor a diky této odliSnosti se pouZziva
v ptipadech rezistence. AvSak nezadouci U€inky jsou mno-
hem va7zné&jSi, napf. interkranidlni krviceni a hepatiti-
da'®'.  Darunavir mimikuje pfirozeny  substrat
HIV-proteasy. Tvofi vodikové vazby s patefi HIV-
proteasy a s aminokyselinovymi zbytky, které jsou zodpo-
védné za katalytickou funkci nebo jsou potiebné k udrzeni
prostorové struktury enzymu. Jedna se o oblasti, které
nemohou byt jednoduse ménény mutacemi, aniz by doslo
ke ztraté aktivity enzymu. Proto je darunavir odolny ke
vzniku rezistence®. V sou¢asné dobé je 16¢ba AIDS zalo-
zena na kombinaci inhibitort reverzni transkriptasy a HIV-
proteasy, zejména pak na darunaviru v kombinaci
s ritonavirem®. GS-8374, vyvinuty firmou Gilead Scien-
ces, Inc., je analogem darunaviru®, ktery nevyvolavé inzu-
linogfsou rezistenci a je nyni v klinickych testech faze III
(cit.”).

5.5. Lécba zloutenky typu C inhibici virové
serinové proteasy NS3/4A

Virus hepatitidy C (HCV) je RNA virus zptisobujici
vazny zanét jater, ktery vede k fibroze, cirhoze, hepatoce-
lularnimu karcinomu a selhani jater. Chronicka infekce je
zpusobena velmi vysokou genetickou variabilitou HCV
spolu s n¢kolika silnymi strategiemi pro pfekonani imunit-
ni obrany hostitele®.

Replikace HCV se odehrava pievazné v hepatocytech
na membrané¢ endoplazmatického retikula. Virovy poly-
protein je proteolyticky §tépen hostitelskou signalni pepti-
dasou, tim vznikaji strukturni proteiny (tvofici virové ¢as-
tice) a nestrukturni polyprotein (obsahujici enzymy zajis-
tujici replikaci viru a pfeprogramovani hostitelské buiky).
Nestrukturni polyprotein je fragmentovan pisobenim dvou
viralnich proteas — NS2 a NS3 (cit."*), které jsou souasti
virového polyproteinu. Cysteinova proteasa NS2 (také
NS2-3) zahajuje Stépeni. Pokracuje serinové proteasa NS3,
kterd obsahuje také doménu RNA-helikasy a vytvaii kom-
plex (oznacovany NS3/4A) s kofaktorem NS4A, ktery
slouzi jako kotva k bunééné membrané®’. NS3/4A interfe-
ruje se signalizaénimi cestami rozpoznavajicimi patogeny
Stépenim signalizacnich adaptért, a tak brani transkrip¢ni
aktivaci gendl interferonové drahy'®. Proteasa NS3 proto
predstavuje atraktivni cilovou molekulu pro vyvoj léka,
které se dostavaji na trh po roce 2010 (cit.*®).

Prvni inhibitory proteasy NS3, telaprevir a bocepre-
vir, jsou linearni peptidomimetické inhibitory s reaktivni
skupinou a-ketokarboxamidu, kterd se kovalentné vaze na
katalyticky serin aktivniho mista. Makrocyklické reverzi-
bilni inhibitory simeprevir, glecaprevir, grazeprevir a voxi-
laprevir maji cyklopropansulfonylamidovou skupinu pro
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zlepseni vazby s hydrofilni &asti aktivniho mista'*®.

Nejpouzivangjsimi 1éky na bazi inhibitord proteasy NS3
jsou inhibitory druhé generace (simeprevir) a tfeti genera-
ce (glecaprevir, grazeprevir, voxilaprevir)®*”' dostupné po
roce 2013. PouZivaji se v kombinaci s dal§imi antivirotiky,
jako jsou inhibitory virové polymerasy NS5A (cit.”>").
Nejvétsim problémem soucasnych inhibitori NS3 je vznik
rezistence, kterd se mtize objevit i po jediném podani 1éku.
Z tohoto divodu jsou u chronické hepatitidy C inhibitory
virové proteasy NS3 podavany v kombinaci s interferonem
(peginterferon alfa-2a a alfa-2b) a nukleosidovym analo-
gem ribavirinem, ktery blokuje metabolismus RNA (cit."*).

5.6. Inhibitory dipeptidylpeptidasy-4 pro 1écbu
diabetu II. typu

Inkretiny jsou gastrointestinalni hormony, které zvy-
Suji sekreci inzulinu v zavislosti na hladiné krevni glukosy.
Dva hlavni jsou GLP-1 (glukagon-like peptide) a GIP
(glucose-dependent inzulinotropic peptide)’. Tyto hormo-
ny jsou inaktivovany serinovou proteasou nazyvanou di-
peptidylpeptidasa-4 (DPP-4). Inhibici DPP-4 dojde ke
zvySeni hladiny inkretind, které inhibuji produkci glukago-
nu, coZ zpusobi sekreci inzulinu a snizeni hladiny krevni
glukosy. Proto jsou inhibitory DPP-4 slibnym terapeutic-
kym nastrojem pro 1é¢bu diabetu II. typu’.

DPP-4 odstépuje dipeptidy z volného N-konce pepti-
dovych substratii. Specificky $tépi za zbytky Pro nebo Ala.
Sekvence Xaa-Ala/Pro (Xaa je libovolna aminokyselina)
se vyskytuje na N-konci u mnoha bioaktivnich peptidii
a proteinil, a proto mohou mit inhibitory DPP-4 mnoho
vedlejsich ucink. Kromé DPP-4 existuje v genomu Clove-
ka dalsich 9 ptibuznych enzymu. U neselektivnich inhibi-
tortt DPP-4, které inhibovaly DPP-8 a DPP-9, byly zazna-
menény nezadouci G&inky u pokusnych zvitat’®. Proto bylo
nutné vyvinout selektivni inhibitory DPP-4.

VétSina inhibitort  DPP-4 obsahuje zbytek Pro
v pozici P1 (obr. 1), ptipadné obsahuji v této pozici péti-
¢lenné heterocykly, které napodobuji strukturu prolinu.
Tyto slouceniny obvykle tvofi reverzibilni kovalentni vaz-
by s katalytickym zbytkem Ser630. Od roku 2006 byly
uvedeny na trh sitagliptin, vildagliptin a anagliptin’’. Dal-
§i skupinou jsou inhibitory strukturné odvozené od xanti-
nu. Do této skupiny se fadi nekovalentni inhibitory
alogliptin a linagliptin. Oba inhibitory jsou 10 000krat
selektivngjii pro DPP-4 nez pro DPP-8/-9 (cit.'*"").

5.7. Lécba rakoviny cilend na proteasom

Proteasomy proteolyticky degraduji nepotfebné nebo
Spatné sbalené proteiny buriky a tim udrzuji homeostazu.
Proteasom tvoii valcovity proteinovy komplex, ktery je
slozeny ze Ctyf vrstev kruht, které tvofi centralni por
s praimérem 13 A (13-10'° m). Vnitini kruhy jsou tvofeny
B podjednotkami, které obsahuji tii az sedm aktivnich pro-
teasovych mist. Jsou umisténa na vnitinim povrchu cen-
tralniho péru, kam musi vstoupit substrat, aby byl degra-
dovan. Vng¢jsi kruhy jsou tvofené a podjednotkami, jejichz
funkeci je regulace vstupu do poru’®.



Chem. Listy /74, 515-522 (2020)

Inhibice proteasomu brani degradaci pro-apoptickych
faktort, jako je protein p53, coz umoznuje aktivaci progra-
mované bunétné smrti v neoplastickych buikach. Dale
tyto inhibitory indukuji apoptézu na urovni regulace pro-
ristovych proteini bunééného cyklu. Jako prvni inhibitor
proteasomu byl pro klinické pouziti v roce 2008 schvalen
bortezomib, ktery se pouziva k 1é¢bé mnohocetného mye-
lomu. Ve své struktufe ma atom boru, ktery se vaze do
katalytického mista proteasomu. Tato vazba je kovalentni
a kineticky reverzibilni. Klinické studie ukézaly, Ze bor-
tezomib ma vliv na rakovinu pankreatu a nddorti souviseji-
cich s B-bunikami (nehodgkinsky lymfom, lymfoblasticka
leukemie). Dalsi generace inhibitorti proteasomu schvale-
nych pro 1écbu mnohocetného myelomu zahrnuje
ixazomib s mechanismem interakce jako bortezomib
a carfilzomib s epoxyketonovou reaktivni skupinou’.

6. Zavér

Proteasy hraji zdsadni roli v fadé patologickych pro-
cesl, a proto jsou perspektivnim cilem pro 1é¢bu mnoha
vaznych chorob. Pro vyvoj 1éCiv zalozenych na regulaci
proteas je nezbytna detailni znalost proteolytickych d&ju,
které jsou charakteristické jak pro pfirozeny fyziologicky,
tak i patofyziologicky stav. S rozvojem modernich techno-
logii nyni prudce vzriistd mnozstvi novych informaci
o funkci a stavbé proteas, které umoziuji jejich identifika-
ci a validaci jako molekularnich cili pro vyvoj uc¢innych
a bezpecnych 1éCiv. V této oblasti dosahl v poslednich
30 letech farmaceuticky vyzkum tfady Gspéchti a v soucas-
né dobé se nékolik desitek chemoterapeutik na bazi protea-
sovych inhibitorti pouziva v klinické praxi nebo je v po-
krocilych stadiich klinického testovani. Mezi tyto inhibito-
ry proteas patfi napf. latky pro 1écbu hypertenze, diabetu,
hepatitidy C, AIDS, Alzheimerovy choroby a nadorovych
onemocnéni.

Tato prace vznikla za podpory projektu InterBioMed
LO1302 Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy Ces-
ké republiky.

Seznam zkratek

Ap amyloidovy B peptid (amyloid B peptide)

ACE angiotensin konvertujici enzym (angiotensin-
converting enzyme)

AD Alzheimerova choroba (Alzheimer's disease)

ADAM  disintegriny a metaloproteasy (a disintegrin
and metalloproteinase)

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired
Immune Deficiency Syndrome)

APP amyloidovy prekurzorovy protein

DPP dipeptidylpeptidasa

ECM extracelularni matrix

EGCG epigalokatechin galat

GABA v-aminomaselna kyselina (y-aminobutyric
acid)

GLP-1 glukagonu podobny peptid-1 (glukagon-like
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peptid-1)

HCV virus hepatitidy typu C (hepatitis C virus)

HIV virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human
Immunodeficiency Virus)

MMP matrixova metaloproteasa

TIMP tkaniovy inhibitor matrixovych metaloproteas
(tissue inhibitor of metalloproteases)

TNF-a faktor nadorové nekrdzy a (tumor necrosis
factor o)
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P. Rubesova (“ Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry of the CAS, Prague, ° University of Chemis-
try and Technology, Prague): Protease Inhibitors as
Chemotherapeutics

Proteolytic enzymes (peptidases or proteases) are
involved in a wide range of human pathologies. Therefore,
they represent molecular targets for therapeutic interven-
tion, and protease inhibitors are promising chemotherapeu-
tics. These inhibitory drugs are typically developed as
small-molecule compounds that block the protease active
site. In this area, pharmaceutical research has achieved
a number of successes over the past 30 years, and several
dozen protease inhibitors are currently used in clinical
practice or are in advanced clinical trials. This review
focuses on the most important areas of their applica-
tion, including the treatment of hypertension, diabetes,
hepatitis C, AIDS, Alzheimer's disease, and cancer.

Keywords: protease, inhibitor, drug, disease
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